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Namen naSe raziskave je bil ugotoviti, ¢e obstaja povezava med fenolnimi
spojinami in odpornostjo plodov navadnega oreha (Juglans regia L.) na orehovo
¢rno pegavost (Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Xaj)). V poskus je bilo
vklju¢enih 6 sort (‘Fernette’, 'Erjavec’, 'Cisco’, 'Zdole-60', 'Sampion' in
‘Seifersdorfer’). V dveh fenofazah (Gf+30 in Gf+45) smo nabrali zdrave in okuzene
plodove. Hkrati z vzorenjem smo v nasadu tudi ocenjevali stopnjo okuzenosti
plodov s Xaj. V laboratoriju smo vzorce analizirali s sistemom visokoloc¢ljivostne
tekocinske kromatografije (HPLC) in doloc¢ili vsebnost fenolnih spojin, katere smo
razdelili na 4 skupine (flavan-3-oli, flavonoli, galna kislina in hidroksicimetne
kisline). Najprej smo primerjali razlicne fenolne spojine v zdravih plodovih in
ugotovili, da obstajajo statisti¢no znacilne razlike med sortami. V drugem delu smo
primerjali vsebnost fenolnih spojin v zdravih in okuzenih plodovih pri vsaki sorti
posebej. Ugotovili smo, da so se pri okuzbi fenolne spojine pri vseh sortah
povecali. 1zjema je bila sorta 'Sampion’, kjer se flavonoli in galna kislina ob okuZbi
niso povecali. Kot zadnje smo ugotavljali ali obstaja povezava med fenolnimi
spojinami in odpornostjo plodov. S primerjavo vsebnosti fenolov v zdravih orehih
in fenolov, ki so se razvili kot odgovor na okuzbo s Xaj ter ocenjeno stopnjo
okuzenosti plodov v poskusnem nasadu, smo delno potrdili zvezo med odpornostjo
plodov oreha na orehovo ¢rno pegavost in  vsebnostjo flavan-3-olov,
hidroksicimetnih kislin in galne kisline.
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The aim of our study was to determine, if a relationship between phenolic
compounds and resistance of walnut fruits to bacterial blight (Xanthomonas
arboricola pv. Juglandis (Xaj)) exists. The experiment involved six cultivars
('Fernette’, 'Erjavec’, 'Cisco’, 'Zdole-60', 'Sampion' and 'Seifersdorfer’). We sampled
healthy and infected fruit at two phenophases (Gf+30 and Gf+45). Simultaneously
with sampling, we also evaluated the level of fruit infestation with Xaj in the
orchard. In the laboratory, samples were analyzed by a system of high performance
liquid chromatography (HPLC). The determined phenolic compounds were divided
into 4 groups (flavan-3-ols, flavonols, gallic acid and hydroxycinnamic acid).
Firstly, different phenolic compounds were quantified in healthy fruits, and
significant differences in phenolic contents were found between the studied
cultivars. Secondly, we compared the content of phenolic compounds in healthy
and infected fruits of each cultivar. We saw that phenolic compounds increased due
to Xaj infection in all cultivars. The exception was the cultivar 'Sampion’, where the
flavonols and gallic acid did not increase after the infection. Finally, we evaluated
the possible correlation between phenolic compounds and fruit resistance to Xaj. By
comparing the content of phenols in healthy and infected nuts, and evaluated
disease severity in the orchard, the linkage between the resistance of walnut fruits
to bacterial blight and the contents of flavan-3-ols, hydroxycinnamic acids and
gallic acid was partly confirmed.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

OkrajSava Pomen

FFS Fitofarmacevtska sredstva

Gf+30 Fenofaza 30 dni po Gf, orehi velikosti oljke

Gf+45 Fenofaza 45 dni po Gf, otrditev- lignifikacija lus¢ine

HPLC TekoCinska kromatografija visoke loc¢ljivosti (ang. High

Performance Liquid Chromatography)
SvM SveZza masa

Xaj Orehova ¢rna pegavost (Xanthomonas arboricola pv.
juglandis)
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1 UvOD
1.1 VZROK ZA RAZISKAVO

Orehova ¢rna pegavost je ena najpomembnejSin bolezni orehov in prizadane liste,
poganjke, cvetove in plodove. Kemic¢no varstvo je pogosto neuc¢inkovito zaradi omejenega
izbora fitofarmacevtskih sredstev in zaradi tezavnega Skropljenja velikih dreves oreha.
Zato je sajenje odpornejsih sort najboljsi nacin za doseganje boljSega zdravstvenega stanja
in ve¢jega pridelka. K naravni odpornosti sadnega drevja veliko prispevajo fenolne
spojine, ki pri odpornih sortah zavrejo bolezen.

1.2 DELOVNA HIPOTEZA
Predvidevamo, da se sorte oreha razlikujejo med seboj po vsebnosti in sestavi fenolnih
spojin v plodovih, da obstajajo razlike v vsebnosti in sestavi fenolnih spojin med zdravimi

in z orehovo ¢rno pegavostjo okuzenimi plodovi.

Predvidevamo tudi, da obstaja zveza med odpornostjo orehov na orehovo ¢rno pegavost in
vsebnostjo fenolnih spojin v plodovih.

1.3 NAMEN RAZISKAVE

Ugotoviti, kakSen vpliv imajo fenolne spojine na dovzetnost plodov oreha (Junglas regia
L.) na okuzbo z bakterijo Xanthomonas arboricola pv. junglandis (Xaj).
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2 PREGLED OBJAV
2.1  OREH (Juglans regia L.)

Oreh je stara tradicionalna sadna vrsta, ki jo lahko najdemo po vsej Sloveniji do 1000 m
nadmorske visSine. Spada v druZina Juglandaceae, v kateri je sedem rodov in okrog 60 vrst.
Je enodomna lestnata raslina s pernato sestavljenimi listi. NapomembnejSi predstavnik
druzine je prav Juglans regia L. - navadni, perzijski ali angleskii oreh. RazSirjen je po
Evropi, Aziji, severni, srednji in juzni Ameriki, ter delno tudi v Oceaniji in severni Afriki
(Solar, 2008).

2.1.1 Okoljske zahteve

Za rast oreha so najbolj primerna zmerno topla, humidna obmocja, s ¢im manjSimi
temperaturnimi nihanji. Drevo lahko v fazi mirovanja prenese zelo nizke temperature.
Vegetativni brsti prenesejo od -28 do -32 °C. Vendar pa so glavni omejujo¢ dejavnik v
Sloveniji za gojenje orehov nizke spomladanske temperature, ki se pojavljajo v zacetku
rasti in cvetenja. Zato so za spomladanske pozebe manj obcutljive brezine in lege, rahlo
nagnjene v smeri vzhod-zahod, in zato bolj primerne kot ravnine (Solar, 2008).

Oreh zaradi obseznega koreninskega sistema potrebuje tla, globoka vsaj 1,5 do 2 m, ki
morajo biti dobro zraéna, strukturna, z veliko vodno kapaciteto in odcedna. Cez celo rastno
dobo potrebuje vsaj 600 mm padavin. Kjer so padavine neenakomerno porazdeljene preko
leta, je nasade priporo€ljivo namakati (Solar, 2008).

2.1.2 Biologija oreha

Oreh je vetrocvetka, ki ima lo¢ene moske in Zenske cvetove. Moska socvetja imajo obliko
macic ali res in so sestavljena iz 70 do 150 cvetov. Razvijejo se iz cvetnih brstov, ki so v
pazduhah listov names$¢eni vzdolZ poganjkov. Zenski cvetovi se razvijejo iz meSanih
brstov, ki so obi¢ajno na koncu enoletnih poganjkov kot terminalni brsti. 1z njih se
razvijejo mladike z dvema do petimi listi, na njihovem vrhu pa obicajno eden do Stirje
zenski cvetovi. Zaradi enodomnosti spada oreh med samooplodne rastline, vendar zaradi
Casovno neizenacenega cvetenja moskih in zenskih cvetov (dihogamija) redko pride do
samooploditve. Zato sadimo v nasadih ve¢ sort, ki se ujemajo v Casu cvetenju, ter
omogocajo dobro oprasitev in oploditev (Solar, 2008).

Rodni brsti so obi¢ajno koncni ali terminalni brsti na enoletnih poganjkih. Nekatere sorte
rodijo tudi na obstranskih ali lateralnih brstih. Lateralna rodnost je tudi pomemben cilj
sodobne selekcije, saj je rodni potencial takih sort bistveno vecji od terminalno rodnih.
Plod oreha je sestavljen iz lusCine in jedrca. Jedrce obdaja endokarp ali olesenela luscina,



Lipov3ek G. Povezava med fenolnimi spojinami in odpornostjo plodov na orehovo ¢rno pegavost ... (Juglans regia L.). 3
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za agronomijo, 2012

ki je sestavljena iz dveh simetri¢nih polovic, ki sta zarasli s Sivom. Zelena lupina ali
mezokarp predstavlja zunanji ovoj oreha. Jedrce je uzitni del oreha in se razvije iz dveh
kotiledonov. Sestavljeno je iz dveh polovic, ki sta med seboj lo¢eni s primarno pregrado
(Solar, 2008).

2.2  OREHOVA CRNA PEGAVOST (Xanthomonas arboricola pv. juglandis)

Orehova ¢rna pegavost (Xanthomonas arboricola pv. juglandis) je ena gospodarsko
najpomembnejSih bolezni oreha. RazSirjena je povsod, kjer gojijo orehe, naj si bo za
plodove ali za les. Okuzuje vse zelene dele na orehovem drevesu: moSka socvetja, liste,
listne peclje, plodove in mlade poganjke. V sploSnem velja, da je mlajSe tkivo bolj
obcutljivo od starejSega, kar kaze na vlogo sekundarnih metabolitov, tudi fenolov (Solar s
sod., 2006a). Veliko skodo povzroca v dezevnih letih, zlasti ¢e obilno deZevje nastopi Ze
spomladi, med brstenjem in na zacetku razvoja plodov. Ker bakterija prezimi na drevesu,
ob ugodnih pogojih zelo hitro spomladi povzro¢i prve okuzbe zelenega tkiva. Zaradi
bakterioze poérnijo moska socvetja (macice) in mladi plodiéi, ki najpogosteje odpadejo. Ce
pride do okuzbe kasneje, se plodovi obdrzijo na drevesu, vendar so neuporabni - imajo
¢rno luséino ter potemnelo in grenko, deformirano in neuzitno jedrce. Bolezen lahko
povzroéa tudi 100 % izpada pridelka. Skoda je najvedja na zgodnjih sortah oreha, medtem
ko sorte, ki brstijo v zac¢etku maja, ponavadi uidejo primarnim okuzbam. Na intenzivnost
okuzbe vpliva tudi mikroklima v nasadu. Pregosto posajena drevesa, ravninske lege s
slabim pretokom zraka in goste, slabo prezracene in osvetljene krosnje so idealno okolje za
hitro Sirjenje bolezni.

Med preventivne ukrepe varstva sodi Skropljenje z bakrovimi pripravki (Solar, 2006).
Obicajna praksa vkljucuje tri do pet Skropljenj letno. Prvo sovpada s ¢asom brstenja, drugo
in tretje Skropljenje se opravita pred oz. po cvetenju Zenskih cvetov, Cetrto pa dva do tri
tedne kasneje. Peto Skropljenje je potrebno v mladih nasadih v primeru bujne poletne rasti
poganjkov. V nasadih se v deZevnih letih Skropi tudi veckrat. Pokazalo se je, da so dodatna
poletna Skropljenja pogosto neucinkovita (Ninot in sod., 2000) ali celo Skodljiva, saj so
privedla do nastanka proti bakru odpornih oblik bakterije (Gardan in sod., 1993; Olsen in
sod., 1997; Charlot in Radix, 1997). Poleg tega imajo preveliki vnosi bakra v tla za
posledico motnje metabolizma dreves, nesprejemljivi pa so tudi z vidika varovanja okolja.
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Slika 1: Zgodnja okuzba plodu oreha s Xaj (foto: Anita Solar)

& SR i )

Slika 2: Moéneje okuzen plod oreha s Xaj (foto: Anita Solar)
2.3 FENOLNE SNOVI

Fenolne spojine so sekundarni metaboliti, ki se pojavljajo v izobilju v vseh rastlinskih delih
(Treutter, 2001). Pripadajo veliki in heterogeni skupini biolosko aktivnih spojin. Njihova
sinteza je odvisna od Stevilnih encimov. Sodelujejo v razli¢nih presnovnih poteh (Barz in
sod., 1985). Fenoli so vkljuceni v fizioloSkih procesih rasti in razvoja sadnih dreves.
Naravni fenoli so vkljueni v obrambni mehanizem rastlin (Usenik in sod., 2004).
Pomembni so pri obrambi rastlin pred rastlinojedci, delujejo kot kemicne signalne spojine
pri cvetenju, oplojevanju in rastlinski simbiozi (Abram in Sim¢i¢, 1997).

Nastajajo iz aminokisline fenilalanin ali njenega prekurzorja, Sikimske kisline. Pod fenolne
spojine priStevamo vse tiste spojine, ki imajo najmanj en aromatski obro¢ in najmanj eno
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ali ve¢ —OH skupin direktno vezanih na aromatski obro¢. V naravi se obicajno pojavljajo
spojine z ve¢ —OH skupinami in zato se je za njih uveljavilo ime polifenoli (Abram, 2000).

Fenolne snovi so tudi u¢inkoviti antioksidanti, predvsem polifenolne spojine. Od teh imajo
antioksidativni uc¢inek flavonoidi, derivati cimetne kisline in kumarini. Znano je, da ima
velik vpliv na antioksidacijsko sposobnost poloZaj in razporeditev —OH skupin (Abram in
Simc¢ic, 1997).

2.3.1 Razdelitev fenolnih spojin

Najbolje lahko razdelimo fenolne spojine po Stevilu C-atomov (Robards in sod., 1999;
Abram in Simci¢, 1997) (preglednica 1). Abram in Sim¢i¢ (1997) fenolne spojine razdelita
na enostavne fenole, fenolne kisline, naftokinone, stilbene, flavonoide, ligane, medtem ko

polimerne fenolne spojine delita na lignin in tanine.

Preglednica 1: Razvrstitev fenolnih snovi (Abram in Simci¢, 1997)

St. C atomov Osnovni skelet | Skupina

6 Cs enostavni fenoli

7 Cs C1 fenolne kisline

8 Cs C2 fenilocetne kisline

9 Ce Cs hidroksicimetne kisline, fenilpropeni,

kumarini, izokumarini, kromoni

10 Cs Ca naftokinoni

13 Cs C1Cs ksantoni

14 Cs C2Cs stilbeni, antrakinoni

15 Cs C3Cs flavonoidi

18 (Cs Ca):2 lignani, neolignani

30 (Cs C3Ce)2 biflavonoidi

n (Cs Co)n lignini, melanini, kondenzirani tanini
(Ce)n
(Cs C3Ce)n

2.3.1.1 Enostavni fenoli

Splosna formula za enostavne fenole je Cs. V rastlinskem svetu niso razSirjeni (Abram in
Sim¢éi¢, 1997).
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2.3.1.2 Fenolne kisline

Fenolne kisline so prisotne skoraj povsod v rastlini (Abram in Sim¢i¢, 1997). Delimo jih na
dve podskupini:  hidroksibenzojske in  hidroksicimetne kisline. 'V skupino
hidroksibenzojskih kislin spadajo galna, p-hidroksibenzojska, protokatehulna, vanilna in
siringinska kislina. Njihova osnovna struktura je CeCi. Hidroksicimetne kisline pa so
aromatske spojine, ki imajo stransko verigo s tremi ogljiki (CeCs). V tej skupini so v
najvecji meri prisotne kavina, ferulna, p-kumarna in sinapinska kislina (Bravo, 1998).

2.3.1.3 Naftokinoni

Naftokinoni so fenolne spojine s strukturo CsCa (Abram in Sim¢i¢, 1997). Najdemo jih pri
orehih (juglon in 1,4-naftokinon) (Colari¢ in sod., 2005; Solar in sod., 2006a, 2006b).

2.3.1.4 Flavonoidi

Flavonoidi sestavljao najvecjo skupino rastlinskih fenolov, saj predstavljajo ve¢ kot
polovico od osem tiso€ v naravi prisotnih fenolnih spojin (Harborne in sod., 1999). Najve¢
od njih je antocianov, katehina, procianidinov, flavonov in flavonolov. Obic¢ajno so v
vakuolah, mnogi od njih so obarvani, nekatere najdemo v kromoplastih ali kloroplastih
(Abram in Simcic, 1997).

Sestavlja jih petnajst ogljikovih atomov in imajo majhno molekulsko maso. Njihova
osnovna struktura je CsCsCs. Sestavljeni so iz treh delov, dva aromatska obroca, ki sta
povezana z verigo iz treh ogljikovih atomov, ter heterocikli¢ni obro¢. Flavonoide
razdelimo na flavone (apigenin, lutelin), flavonole (miricetin, kvercetin), flavan-3-ole
(katehin, epikatehin), flavanone (naringenin), dihidroflavonole (taksifolin), antocianidine
(cianidin), izoflavone (genistein), kalkone (butein) itd. (Abram in Sim¢i¢, 1997).

Za flavonoide kot podskupino fenolov velja, da imajo antioksidativne, protimikrobne,
antimutagene in antikarcinogene lastnosti (Robards in Antolovich, 1997).

Flavan-3-oli (katehin) so brezbarvne komponente, ki so v rastlinah Siroko zastopani.
Najvecje vsebnosti so v ¢aju, veliko pa jih je tudi v ¢okoladi (Yu in sod., 2005). Lapornik
(2005) opisuje katehine kot snovi z mocno antioksidativno aktivnostjo, antimikrobnim,
antimutagenim in antikarcenogenim delovanjem.

2.3.1.5 Lignin

Lignin je sestavni del celi¢ne stene. Njegova splosna formula je (CsCs)n. Rastlini daje
oporo, zagotavlja stabilnost vaskularnim tkivom v ksilemu, ima pa tudi obrambno funkcijo.
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Zaradi kemi¢nih in mehani¢nih lastnosti je herbivorom onemogocena presnova lignina.
Zavira tudi rast patogenov. V rastlinah se tvori kot odziv na poskodbe. Le nekaj gliv in
bakterij je sposobno razgraditi lignin (Heldt, 1997).

2.3.1.6 Tanini

Tanini so tretja najpomembnejsa skupina fenolov. Imajo relativno veliko molekulsko
maso. Razdelimo jih na hidrolizabilne in kondenzirane tanine. Kondenzirani tanini so
polimeri flavonoidov. Hidrolizabilni tanini pa so poliestri galne kisline (Heldt, 1997).
Tanini so naravna obramba rastlin pred zivalmi, saj jih le te ne morejo prebaviti, hkrati pa
reagirajo z encimi prebavnega trakta rastlinojedov. Rastline varujejo tudi pred
mikroorganizmi, saj deaktivirajo encime mikroorganizmov (Heldt, 1997).

24  POVEZAVA MED FONOLNIMI SPOJINAMI IN ODPORNOSTJO

Za fenolne spojine sklepajo, da prispevajo k odpornosti rastlin na mehanske strese, ki so
posledica ali prisotnih insektov ali mehanskih poskodb, okuzb z glivami, bakterijami in
virusi. Obrambni mehanizem verjetno vkljuuje sodelovanje fenolnih spojin pri
lignifikaciji celi¢ne stene okrog poskodovanega dela. Kot odgovor na stres naj bi rastline
izkoristile v celici Ze prisotne fenolne spojine ali pa zaradi stresa nastale fenolne spojine
(fitoaleksini) (Abram in Sim¢i¢, 1997). Fitoaleksini so stresni presnovki, za glive strupene
snovi, ki jih tvorijo vi§je rastline po okuzbi z glivami ali vCasih zaradi drugih drazljajev.
Delujejo lokalno (Durst in Werck- Reichhart, 1995). Najbolj zanimivi so predvsem tisti, ki
se tvorijo v sekundarnem metabolizmu. Mnogi fitoaleksini ali kemi¢ne snovi, ki so ze
predhodno prisotne v rastlinskem tkivu, spadajo prav v skupino fenolnih snovi (Grayer in
Kokubun, 2001).

Rastline na stres obi¢ajno odgovorijo s povecanjem vsebnosti fenolnih spojin, posebno
klorogenske kisline. Neposredno po poskodbi pride do oksidacije Ze obstojecCih fenolnih
spojin, v kar je vkljuena polifenol oksidaza, nato sledi razgradnja in kon¢no zmanjSanje
njihove vsebnosti. O-kinoni, ki nastanejo po oksidaciji fenolnih spojin, se lahko
polimerizirajo in imajo tudi antimikrobno sposobnost, polimerizirani produkti pa lahko
obarjajo beljakovine podobno kot tanini. Prisotnost teh oksidacijskih produktov upocasni
in celo zavre okuzbo poskodovanega rastlinskega tkiva s patogenom. Neposredno za tem
sledi znatno povecanje vsebnosti fenolnih spojin. Kot je bilo Ze omenjeno, se okrog rane
zacne tvoriti lignin in za to sintezo so potrebni prekurzorji npr. hidroksicimetna kislina.
Tako rastlina zaustavi izgubljanje vode in ustvari se fizicna ovira, ki otezuje vstop
mikroorganizmom. Stevilne fenolne spojine v sadezih imajo tudi antimikrobno
ucinkovitost in zato lahko pripomorejo k obrambi rastline zaradi stresa. Take spojine so
klorogenska kislina, p-kumarna Kkislina, heterozidi kavine Kkisline v oljkah, 6,7-
dimetoksikumarin v citrusih, resveratrol v grozdju itd. (Abram in Sim¢i¢, 1997).
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Pri navadnem orehu (Juglans regia L.) so fenolne spojine proucevali z razli¢nih vidikov.
Kot dobra markerja fizioloSkega staranja so Claudot in sod. (1993) dolo¢ili hidrojuglon in
miricitrin. Sorta ima velik vpliv na koli¢ino in vsebnost fenolnih spojin, kar so dokazali pri
orehih (Colari¢ in sod., 2005; étampar in sod., 2006; Solar in sod., 2006a, 2006b; Jakopic¢
in sod., 2007), pa tudi pri drugih sadnih vrstah (Usenik in sod., 2004; Veberi¢ in sod. 2005,
Solar in sod., 2009a; Jakopic€ in sod., 2011). Zunanje plasti semen obicajno vsebujejo vecjo
koli¢ino polifenolnih spojin, kar lahko razlozimo s tem, da imajo pri rastlinah funkcijo
zac¢ite (Terpinc, 2006). V raziskavi fenolov v jabolkah so jih ve¢ odkrili v njihovi lupini
kot v mesu (Veberi¢ in sod., 2005). Tudi orehi imajo lahko v kozici jedrc do sedemstokrat
ve¢ fenolov kot v njihovem mesu (Colari¢ in sod., 2005). Ob okuzbi z jablanovim
Skrlupom (Venturia inaequalis) se vsebnost fenolnih snovi v plodovih in listih jablane
poveca (Mikuli¢-Petkovsek, 2009).

Odpornost je lahko posledica morfoloskih ali fizioloSkih sprememb. Morfolosko lahko
dolocena rastlina razvije trSo lupino, zasCitne ovojnice okoli semen, trnje, ipd. Pomemben
del fizioloSke obrambe pri rastlinah pa so fenolne spojine. Mahoney in Molyneux (2004)
sta proucevala, katere snovi v orehih preprecujejo rast glivam Aspergillus flavus in
ugotovila, da je oreh zelo dobro zasciten pred glivami. Pomaga mu kozica okoli jedrca,
predvsem pa so pomembni fenoli. Fenolne snovi preprecujejo rast glivam, tudi ¢e prodrejo
v notranjost zaradi po¢ene ovojnice. Radix in sod. (1994) so ugotovili, da imajo plodovi
sorte 'Parisienne' v apikalnem delu ve¢ juglona kot sorta 'Franquette’. Sorta 'Parisienne’ je
manj obc¢utljiva na orechovo ¢rno pegavost kot ‘Franquette’, kar kaZze na vlogo juglona v
obrambnem mehanizmu oreha. To so potrdili tudi Matias in sod. (2009). Delno so to
potrdili tudi Solar in sod. (2006b), vendar ugotavljajo, da pri obrambi sodelujejo Se drugi
fenoli poleg juglona. Nizka vsebnost katehina v zacetnih fazah razvoja plodov bi bila lahko
vzrok za vecjo obcutljivost plodov na orehovo ¢rno pegavost (Solar in sod., 2006b).
Colari¢ in sod. (2004) so izmerili ve¢ katehina, vanilne kisline in miricetina v manj
obcutljivih sortah 'Elit', 'Franquette' in 'Fernor' v primerjavi z bolj obcutljivimi sortami
'Cisco’, 'Hartley' in 'Sampion'.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 RASTLINSKI MATERIAL

Rastlinski material, ki smo ga uporabili za analizo fenolnih spojin, smo nabrali v
kolekcijskem nasadu Raziskovalnega polja za lupinarje v Mariboru, ki deluje v sklopu
Biotehniske fakultete, Univerze v Ljubljani.

Nasad se nahaja na nadmorski viSini 274 m, v ravnini. Tla so rahlo kisla in plitva. V
raziskavo so bila vkljucena odrasla drevesa v polni rodnosti, stara med 14 in 16 let. Sadilna
razdalja je 10 x 10 m. V nasadu se redno vzdrZuje negovana ledina med vrstami in dvakrat
letno herbicidni pas v vrsti.

Slika 3: Kolekcijski nasad orehov BiotehniSke fakultete v Mariboru (foto: Anita Solar)

Uporabili smo plodove Sestih sort orehov, ki spadajo v tri razrede glede na odpornost oz.
obcutljivost na okuZbo s Xaj: zelo ob&utljivi 'Sampion' in 'Seifersdorfer', srednje obéutljivi
'Cisco’ in 'Zdole-60' ter malo obcutljivi 'Fernette' in 'Erjavec’.

3.1.1 Opisisort

3.1.1.1 'Seifersdorfer'

Izvira iz Nemc¢ije, okolice Dresdna. Brsti zgodaj - v drugi dekadi aprila. Zaradi zgodnjega
brstenja so lahko problemati¢ne spomladanske pozebe. Zelo obcutljiv je na okuzbo s Xaj.
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Drevo bujno raste, krosnja je piramidne oblike, spodnje veje se povesajo. Zarodi v Sestem
letu, pridelek je dober do zelo dober. Dozori konec septembra, zacetek oktobra. Plod je
srednje velik, okrogel do rahlo ovalen. Lus¢ina je tanka in gladka. Lahko se lusci. Jederce
je temno in moc¢nega ter dobrega okusa (Fructus, 2012).

3.1.1.2 'Sampion'

Je vojvodinska sorta. Brsti sredi tretje dekade aprila. Je srednje obcutljiva za spomladanske
pozebe. Plodovi so zelo obcutljivi na okuzbo s Xaj. Raste bujno in dobro rodi. OpraSevalne
sorte so sorte 'Franquette’, 'Elit' in 'NS-pozni'. Plod je velik, po obliki podolgovat, z rahlo
zaSiljenim vrhom. LusCina je dokaj gladka, sivkaste barve. Jedrce je veliko, temnejSe
barve. Zori v prvi polovici oktobra (Stampar in sod., 2009).

3.1.1.3 'Zdole-60'

Je slovenska selekcija. Drevo pozno odzene (dva do Stiri dni pred sorto 'Franquette’) in
zgodaj odvrze liste. Brsti zadnji teden aprila. Drevo je Sibkejse rasti, nekoliko pokon¢nega
habitusa in z rodnimi lateralnimi poganjki. Enoletni poganjki in plodovi so srednje
obcutljivi za orehovo ¢rno pegavost. Rodi srednje do obilno ter redno. Plod je okroglasto
podolgovate oblike. Tehta od 9,1 — 10,2 g. Izplen jedrca je 44-50 %. Lus¢ina je gladka z
mo¢nim spojem. Jedrce je svetlo in se lahko 1us¢i (Solar in Stampar, 2006).

3.1.1.4 'Cisco'

Je ameriski krizanec sort 'Meylannaise' x 'Pedro’. Odzene v zadnji dekadi aprila, en teden
pred sorto 'Franquette'. Drevo je SibkejSe rasti, nekoliko pokoncnega habitusa in gosto
obras¢eno z rodnimi lateralnimi poganjki. Razvije srednje veliko moskih socvetij. Rodnost
je srednja do obilna, zelo odvisna od rastnih razmer. Plodovi so nekoliko bolj obcutljivi za
orehovo ¢rno pegavost. Tehtajo okrog 11 g, so privlatne okroglasto podolgovate oblike,
lus¢ina je svetla in gladka, izplen jedrca je 46-48 %. Priporo¢amo jo za sajenje v nasadih
ali vrtovih, primerna je kot opraSevalna sorta za sorto '‘Chandler'. OpraSujejo jo sorte 'G-
139', 'Fernor' in 'Franquette' (Godec in sod., 2009).

3.1.1.5 'Erjavec'

Je slovenska selekcija. Brsti sedem dni pred sorto 'Franquette’ in dva dni po sorti 'G-139'.
Drevo raste zelo bujno in razprostrto. Obcutljivost enoletnih poganjkov in plodov na
okuzbo s Xaj je zelo majhna. Redno ter obilno rodi - rodna je ve€ina lateralnih brstov.
Majhen do srednje velik plod ima okroglo obliko in tehta 8,6-10,2 g. Izpen jedrca je 49-54
%. Luscina je rjava ter dobro spojena. Jederce je svetlo in se srednje lahko izlus¢i (Solar in
Stampar, 2006).
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3.1.1.6 'Fernette’'

Je francoski krizanec, potomec sort 'Franquette' in ‘Lara’. Brsti po 1. maju, zato dobro
kljubuje poznim spomladanskim pozebam. Obcutljivost za orehovo ¢rno pegavost je zelo
majhna. Raste srednje bujno, nekoliko razprostrto. Zarodi zelo zgodaj in redno ter obilno
rodi - rodna je vecina lateralnih brstov. OpraSevalni sorti sta sorti 'Franquette’ in 'Ronde de
Montignac'. Plod je velik, okroglasto podolgovate, rahlo oglate oblike. Lus¢ina je svetla,
gladka in dobro spojena. Jedrce je veliko in nekoliko rjavkasto. Zori v drugi dekadi oktobra
(Godec in sod., 2009).

3.2 METODA DELA

3.2.1 Vzorcenje in priprava vzorcev

Orehe smo nabrali v dveh fenofazah: ko so bili veliki kot oljke (Gf+30) in v fenofazi
olesenele Iuséine (Gf+45). Za vsako sorto smo pobrali plodove z dveh dreves, in sicer z
vsakega drevesa po pet zdravih orehov in pet orehov, okuzenih s Xaj. Tako smo dobili 10

zdravih in 10 okuzenih plodov za vsako sorto in fenofazo.

Preglednica 2: Datum vzoréenja plodov pri Sestih sortah oreha

Sorta Gf+30 Gf+45
Seifersdorfer 10. junij 26. junij
Sampion 17. junij 2 julij
Erjavec 23. junij 9. julij
Cisco 23. junij 9. julij
Zdole-60 30. junij 15. julij
Fernette 30. junij 15. julij

Hkrati z vzorcenjem smo tudi ocenjevali stopnjo okuzenosti plodov s Xaj. Na vsakem
drevesu smo ocenili 20 nakljuc¢no izbranih plodov: po pet plodov z vsake strani krosnje.
Ocene so bile od 0, kar je pomenilo zdav plod, pa do 5, kar je pomenilo mo¢no okuzen in
od bolezni deformiran plod (Priloga C).

Laboratorijsko analizo smo izvedli na Katedri za sadjarstvo, vinogradnistvo in vrtnarstvo
Biotehniske fakultete. Plodove, ki smo jih v hladilni torbi po vsakem vzor¢enju pripeljali iz
nasada, smo zamrznili s pomocjo tekocega duSika. 1z zamrzjenih plodov smo odrezali
vzorec mezokarpa (zelena lupina). Pri okuzenih plodovih smo vzorec vzeli na mestu
okuzbe skupaj z ozkim (1-2 mm) robom zdravega mezokarpa. Zatehtali smo 0,3 g vzorca
in ga zmleli ter prelili s 3 ml ekstrakcijske raztopine metanol (3 ml) z 1% 2,6-di-tert-butil-
4-metil-fenol (BHT). BHT smo dodali, da smo preprecili oksidacijo med ekstrakcijo.
Vzorce smo za 30 min potopili v ultrazvoc¢no kopel pri 4 °C in jih nato centrifugirali za 10
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min. pri 10.000 obratih na minuto. Prefiltrirali smo jih skozi polimidni filter Chromafil®
AO-45/25 (Macherey-Nagel) s premerom por 0,45um v viale. Tako smo pripravili 120
vzorcev, katere smo shranili na -20 °C za HPLC analizo.

3.2.2 Analiza fenolov s pomocjo teko¢inske kromatografije visoke lo¢ljivosti
(HPLC)

Kromatografska analiza temelji na loevanju posameznih komponent vzorca, ki jih nato
zaznamo z ustreznim detektorjem. Posamezne komponente raziskovalnega vzorca se locijo
med seboj na podlagi njihovih fizikalnih in kemijskih intereakcij z mobilno in stacionarno
fazo (Zorz, 1991).

Tekocinska kromatografija visoke loCljivosti je separacijska tehnika, ki temelji na
porazdelitvi vzorca med mobilno fazo, ki je teko¢ina majhne viskoznosti in stacionarno
fazo, ki je trdna snov. Mobilna faza potuje skozi stacionarno fazo v doloceni smeri.
Topljenci, ki imajo vecjo afiniteto do mobilne faze, preidejo hitreje iz kolone kot topljenci,
ki se zadrzujejo v stacionarni fazi. Eluirajo se v vrstnem redu po velikosti porazdelitvenih
koeficientov glede na stacionarno fazo. Porazdelitev je posledica velikosti porazdelitvenih
sil med molekulami topljenca in molekulami obeh faz. MocnejSe kot so sile med
molekulami topljenca in molekulami v stacionarni fazi, poCasneje se topljenec eluira
(Sircelj, 2001).

3.2.2.1 Analiza vzorcev

Za tekoCinsko kromatografijo visoke loc¢ljivosti smo uporabili tekocinski kromatograf
Surveyor, proizvajalca Thermo Finnigan (San Jose, ZDA), s kvarterno ¢rpalko. Uporabili
smo kolono Gemini Cis (150 x 4,6 mm, 3 um; Phenomenex, ZDA). Analiza je potekala
pod kromatografskimi pogoji Escarpa in Gonzales (2000). Gradient je bil povzet po Marks
in sod. (2007). Volumen injeciranega vzorca je bil 20 ul, pretok mobilne faze pa 1 ml/min.
Temperatura kolone je bila 25 °C. Loc¢evanje fenolnih spojin je potekalo z meSanjem dveh
mobilnih faz: topilo A je bila 1 % mravlji¢na kislina v bidestilirani vodi, topilo B pa je bil
100 % acetonitril. Analiza posameznaga vzorca je trajala 45 minut.

Detekcija fenolnih spojin je potekala pri valovnih dolzinah med 200 in 600 nm. Fenolne
spojine smo kvalitativno dolocili s primerjavo retencijskih Casov, absorbcijskih
maksimumov v UV spektru in z dodatki standardne raztopine vzorcu in kvantitativno na
osnovi primerjave viSine vrhov na kromatografu glede na standardne raztopine.
Koncentracije fenolov so izrazene v mg/kg sveze mase (SvM).
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3.2.3 Statisti¢na obdelava podatkov

Podatke smo analizirali z enosmerno analizo variance s pomoc¢jo programa Statgraphics
Plus 4.0. Razlike v vsebnosti posameznih fenolnih spojin med sortami smo statisti¢no
testirali s Tukey-testom pri stopnji tveganja p<0,05. Razlike v vsebnosti fenolnih spojin
med zdravimi in okuzenimi plodovi smo dolo¢ili s preizkusom mnogoterih primerjav (LSD
test) pri tveganju p<0,05. Statisticno znacilne razlike smo oznadili z razli¢nimi ¢rkami. V
preglednicah in slikah so podane povpre¢ne vrednosti dveh terminov vzorcenja skupaj in
standardne napake.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

V zdravih in okuZenih plodovih oreha smo dolocili deset fenolnih spojin, od tega pet
flavonolov (kvercetin-glukozid, kvercetin-3-arabinozid, kvercetin-3-ksilozid, kvercetin-3-
ramnozid, miricetin-3-O-ksilozid), katehin iz skupine flavan-3-olov, tri hidroksicimetne
kisline (4-O-p-kumarno-kininska, 3-kavino-kininska in 3-O-p-kumarno-kininska) ter galno
kislino iz skupine hidroksibenzojskih kislin. V tabelaricni in grafi¢ni obliki bomo
predstavili kumulativne vsebnosti za posamezne skupine fenolov pri proucevanih Sestih
sortah oreha. V preglednicah in slikah so podane povprecne vrednosti obeh terminov
vzorcenja Skupaj.

41  VPLIV SORTE NA VSEBNOST FENOLOV PRI ZDRAVIH OREHIH

......

oli, flavonoli, galna kislina in hidroksicimetne kisline.
4.1.1 Flavan-3-oli

Spadajo v veliko skupino flavonoidov. Flavan-3-ole razdelimo na katehin in epikatehin
(Abram in Simcic, 1997).

Preglednica 3: Povpreéne vsebnosti flavan-3-olov v mg/kg za Sest sort orehov v zeleni lupini zdravih plodov

Sorta Flavan-3-oli
Seifersdorfer 24546+ 45 d*
Sampion 112,17 +11,86 bc
Zdole-60 83,64+11,03 ab
Cisco 232,49 +2287 d
Erjavec 139,96 £9,97 ¢
Fernette 54,44 +10,76 a

*Ista ¢rka pomeni, da ni statisticno znacilnih razlik med sortami (LSD test, interval zaupanja 5 %). Prikazane
so povpreéne vrednosti * standardna napaka v mg/kg sveze mase.

Izmerjene povprecne vrednosti flavan-3-olov pri zdravih plodovih so bile najvecje pri
sortah 'Seifersdorfer' (245,46 mg/kg) in 'Cisco' (232,49 mg/kg). Sorti imata statisticno
znacilo ve¢ flavan-3-olov od drugih sort (preglednica 3, slika 4). Sorti 'Erjavec’ in
‘Sampion' sta imeli srednjo vsebnost flavan-3-olov (139,69 oz. 112,17 mg/kg). Najmanj
flavan-3-olov so imeli plodovi sort 'Zdole-60" in 'Fernette' (83,64 in 54,44 mg/kg). Sorta
'Fernette' se statisticno znacilno lo¢i od vseh drugih sort, razen sorte 'Zdole-60', ter je imela
za 4,5 krat manj flavan-3-olov kot sorta 'Seifersdorfer.
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Slika 4: Povpre¢ne vsebnosti flavan-3-olov + standardne napake v mg/kg za Sest preu¢evanih sort orehov v
zeleni lupini zdravih plodov

Flavan-3-ole so pri orehih dolodili ze v raziskavah Colari¢ in sod. (2004), Solar in sod.
(2006b) in Stampar in sod. (2006). Vrednosti med sortami so se razlikovale, tako kot pri
nasi raziskavi. V raziskavi Solar in sod. (2006b) sta bili vkljuceni tudi sorti 'Cisco' in
'Sampion', ki sta imeli podobne vrednosti flavan-3-olov kot smo jih izmerili mi.

4.1.2 Flavonoli

Spadajo tako kot flavan-3-oli v veliko skupino flavonoidov. Flavonole razdelimo na
kvercetin in miricetin (Abram in Simc¢i¢, 1997).

Preglednica 4: Povpre¢ne vsebnosti flavonolov v mg/kg za 3est sort orehov v zeleni lupini zdravih plodov

Sorta Flavonoli
Seifersdorfer 304,14 + 17 da*
Sampion 257,08+7,43 ¢
Zdole-60 109,49 +£8,09 a
Cisco 133,66 +8,64 ab
Erjavec 243,24 £18,08 ¢
Fernette 14951 +£9,68 b

*Ista ¢rka pomeni, da ni statistiéno znacilnih razlik med sortami (LSD test, interval zaupanja 5 %). Prikazane
so povprecne vrednosti = standardna napaka v mg/kg sveze mase.

Najvecjo vsebnost flavonolov je imela sorta ‘Seifersdorfer’ s 304,14 mg/kg in se statisticno
znacdilno razlikuje od vseh drugih sort v nasi raziskavi (preglednica 4, slika 5). Sledita sorti
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‘Sampion’ (257,08 mg/kg) in ‘Erjavec’ (243,24 mg/kg). Orehi sort ‘Fernette’ in ‘Cisco’ so
imeli skoraj polovico manj flavonolov (149,51 in 133,66 mg/kg), statisti¢cno znacilno
najmanj pa jih je bilo v plodovih sorte ‘Zdole-60" (109,49 mg/kg) in ‘Cisco’ (133,66
mg/kQ).

350

2)

Flavonoli (img/k

Slika 5: Povpreéne vsebnosti flavonolov + standardne napake v mg/kg za $est preuc¢evanih sort orehov v

zeleni lupini zdravih plodov

Amaral in sod. (2004) so dolo¢ili falvonole v listih orehov. V plodovih oreha so Colari¢ in
sod. (2004), Solar in sod. (2006b) in Stampar in sod. (2006) dolo¢ili razli¢ne vrednosti
flavonolov, ki so se razlikovale med sortami, kar je skladno z naSimi rezultati.

4.1.3 Galna kislina

Spada v podskupino hidroksibenzojske kisline. Osnovna struktura je CsCi (Abram in
Sim¢i¢, 1997).

Preglednica 5: Povpre¢ne vsebnosti galne kisline v mg/kg za Sest sort orehov v zeleni lupini zdravih plodov

Sorta Galna kislina
Seifersdorfer 462,67 £ 36,47 c*
Sampion 7365+554 b
Zdole-60 25,03+392 a
Cisco 40,97 546 ab
Erjavec 4782+4,04 ab
Fernette 1991+£394 a

*Ista ¢rka pomeni, da ni statisti¢no znacilnih razlik med sortami (LSD test, interval zaupanja 5 %). Prikazane
so povpre¢ne vrednosti + standardna napaka v mg/kg sveZe mase.
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Povprecna vsebnost galne kisline pri zdravih plodovih je bila statisti¢no znacilno najvecja
pri sorti 'Seifersdorfer' (462,67 mg/kg) (preglednica 5, slika 6), kar je 6,5 krat ve¢ od druge
najvedje vsebnosti pri sorti 'Sampion' (73,65 mg/kg) in kar 23 krat oz. 18 krat veé od
najmanjSe izmerjenih vrednosti pri sortah 'Fernette’ (19,91 mg/kg) in 'Zdole-60' (25,03
mg/kg). Pri sortah 'Cisco' (40,97 mg/kg) in 'Erjavec’ (47,82 mg/kg) smo analizirali
podobno vsebnost galne kisline.
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Slika 6: Povpreéne vsebnosti galne kisline + standardne napake v mg/kg za $est preudevanih sort orehov v
zeleni lupini zdravih plodov

Galno kisliano so dologili v orehih Solar in sod. (2006b), Zhang in sod. (2009) in Stampar
in sod. (2006). Vrednosti so se med sortami razlikovale, tako kot v naSem primeru.

4.1.4 Hidroksicimetne kisline

NajpomembnejSa hidroksicimetna kislina, ki jo dobimo v sadju, je klorogenska kislina
(Macrae in sod., 1993). Hidroksicimetne kisline so prisotne v jabolkih, hruskah, breskvah,
marelicah, ¢e$njah, slivah, borovnicah, krompirju (Rice-Evans in sod., 1996)
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Preglednica 6: Povpre¢ne vsebnosti hidroksicimetnih kislin v mg/kg za Sest sort orehov v zeleni lupini
zdravih plodov

Sorta Hidroksicimetne Kisline
Seifersdorfer 707,41 + 65,44 b*
Sampion 447,38 +39,74 a
Zdole-60 371,44 +19,69 a
Cisco 477,85+23,69 a
Erjavec 448,82 +24,12 a
Fernette 474,01 £27,87 a

*Ista ¢rka pomeni, da ni statistiéno znacilnih razlik med sortami (LSD test, interval zaupanja 5 %). Prikazane
so povprecne vrednosti = standardna napaka v mg/kg sveze mase.

Najvecjo povprec¢no vsebnost hidroksicimetnih kislin smo izmerili pri sorti *Seifersdorfer’
(707,41 mg/kg), ki se statisticno znacilno razlikuje od drugih sort (preglednica 6, slika 7).
Pri njih smo izmerili med 477,85 mg/kg (‘Cisco’) in 371,44 mg/kg (‘Zdole-60")
hidroksicimetnih kislin. Od S&tirih analiziranih fenolnih skupin (flavan-3-oli, flavonoli,
galna kislina in hidriksicimetne kisline) so bile hidroksicimetne kisline prisotne v najvecjih
koncentracijah pri vseh sortah.
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Slika 7: Povpreéne vsebnosti hidroksicimetnih kislin + standardne napake v mg/kg za Sest preu¢evanih sort
orehov v zeleni lupini zdravih plodov

Razli¢ne hidroksicimetne kisline so analizirali pri orehih Amaral in sod. (2004) in Solar in
sod. (2006a, 2006b). V njihovih raziskavah so se vsebnosti bolj razlikovale med sortami
kot pri naSi. Vzroki so verjetno v tem, da so raziskali druga¢ne sorte, v nekaterih primerih
je bil tudi ¢as vzor¢enja drugacen. Eden od moznih vzrokov je tudi, da so analizirali druge
hidroksicimetne kisline kot v na3i raziskavi.
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4.2  VSEBNOST FENOLOV V ZDRAVIH IN OKUZENIH OREHIH

Ugotovili smo, da se je v zeleni lupini okuZenih orehov vsebnost fenolnih spojin v skoraj
vseh primerih povecala v primerjavi z zdravimi plodovi. S preglednicami in slikami bomo
prikazali odziv fenolov na okuzbo z orehovo ¢rno pegavostjo pri posameznih sortah.

4.2.1 ‘'Seifersdorfer’

Preglednica 7: Vsebnost fenolnih spojin (mg/kg) v zeleni lupini pri zdravih in okuZenih plodovih pri sorti
‘Seifersdorfer'

Fenolne spojine Zdravi Okuzeni
Flavan-3-oli 245,46 + 4,5 a* 2084,94 + 203,96 b
Flavonoli 304,14+ 17 a 923,81 +84,65b
Galna kislina 462,67 + 36,47 a 817,78 £ 131,97 b
Hidroksicimetne kisline 707,41 £65,44 a 1735,28 £ 169,09 b

*Ista ¢rka pomeni, da ni statistiCno znacilnih razlik med zdravimi in okuZenimi plodovi (LSD test, interval
zaupanja 5 %). Prikazane so povpreéne vrednosti + standardna napaka v mg/kg sveZe mase.

Sorta 'Seifersdorfer’ je imela med vsemi proucevanimi sortami najve¢ fenolnih spojin v
zdravih plodovih. V okuzenih plodovih so se vrednosti Se povecale, kar je razvidno iz
preglednice 7 in slike 8. Pri vseh fenolnih spojinah smo ugotovili statisticno znacilne
razlike v povprecnih vsebnostih med zdravimi in okuzenimi plodovi. Flavan-3-olov je bilo
8,5 krat vec, flavonoli so se povecali za trikrat, vsebnost galne kisline se je povecala za 1,8
krat, hidroksicimetnih Kislin pa skoraj za 2,5 krat.
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Slika 8: Povpreéna vsebnost fenolnih spojin + standardne napake (mg/kg) v zeleni lupini pri zdravih (Z) in
okuZenih (O) plodovih pri sorti 'Seifersdorfer'
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4.2.2 ‘Sampion’

Preglednica 8: Vsebnost fenolnih spojin (mg/kg) v zeleni lupini pri zdravih in okuZenih plodovih pri sorti
‘Sampion’

Fenolne spojine Zdravi Okuzeni
Flavan-3-oli 112,17 + 19,54 a* 1732,62 £149,4 b
Flavonoli 257,08 +7,43 a 254,17 +79,97 a
Galna kislina 73,65+554 a 49,35+ 14,84 a
Hidroksicimetne kisline 447,39+ 39,74 a 1393,15+ 238,45 b

*Ista ¢rka pomeni, da ni statistiCcno znacilnih razlik med zdravimi in okuZenimi plodovi (LSD test, interval
zaupanja 5 %). Prikazane so povpreéne vrednosti + standardna napaka v mg/kg sveZe mase.

Kot je razvidno iz preglednice 8, je razlika v vsebnosti fenolnih spojin med zdravimi in
okuzenimi plodovi statisti¢no znacilna pri flavan-3-olih in hidroksicimetnih kislinah. V
okuzenih plodovih smo izmerili 15,5 krat ve¢ flavan-3-olov in trikrat ve¢ hidroksicimetnih
Kislin kot v zdravih plodovih. Pri flavonolih in galni kislini pa ni bilo statisti¢no znacilnih
razlik med zdravimi in okuZenimi plodovi (slika 9).
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Slika 9: Povpre¢na vsebnost fenolnih spojin + standardne napake (mg/kg) v zeleni lupini pri zdravih (Z) in
okuzenih (O) plodovih pri sorti 'Sampion'
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4.2.3 'Zdole-60’

Preglednica 9: Vsebnost fenolnih spojin (mg/kg) v zeleni lupini pri zdravih in okuZenih plodovih pri sorti
'Zdole-60'

Fenolne spojine Zdravi OkuZeni
Flavan-3-oli 83,64 + 11,03 a* 4039,57 + 195,74 b
Flavonoli 109,49 +8,09 a 313,58 +209b
Galna kislina 25,03+ 3,92 a 66,77+8,21b
Hidroksicimetne kisline 371,44 £19,69 a 2782,29 £ 189,34 b

*Ista ¢rka pomeni, da ni statisti¢no znacilnih razlik med zdravimi in okuzenimi plodovi (LSD test, interval
zaupanja 5 %). Prikazane so povpreéne vrednosti + standardna napaka v mg/kg sveZze mase.

Pri sorti 'Zdole-60" so se pri vseh S§tirih skupinah fenolnih spojin pokazale statisti¢no
znacilne razlike med zdravimi in okuzenimi plodovi (preglednica 9). Najvecja razlika je
bila izmerjena za flavan-3-ole, ki se je v okuzenih plodovih povecala za 48,5 krat v
primerjavi z zdravimi (slika 10). To je najvecje povecanje vsebnosti katerega koli fenola v
analizi med vsemi sortami. Ostale fenolne spojine so se povecale za 7,5 krat
(hidroksicimetne kisline), trikrat (flavonoli) in 2,5 krat (galna kislina).
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Slika 10: Povpreéna vsebnost fenolnih spojin * standardne napake (mg/kg) v zeleni lupini pri zdravih (Z) in
okuZenih (O) plodovih pri sorti 'Zdole-60'
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424 'Cisco’

Preglednica 10: Vsebnost fenolnih spojin (mg/kg) v zeleni lupini pri zdravih in okuZenih plodovih pri sorti
'Cisco’

Fenolne spojine Zdravi OkuZeni
Flavan-3-oli 232,49 £ 22,87 a* 4176,78 + 384,32 b
Flavonoli 133,66 + 8,64 a 384,77 +£18,89 b
Galna kislina 40,96 + 5,46 a 213,25+ 30,49 b
Hidroksicimetne kisline 477,85+ 23,69 a 2584 + 228,7 b

*Ista ¢rka pomeni, da ni statisticno znacilnih razlik med zdravimi in okuZenimi plodovi (LSD test, interval
zaupanja 5 %). Prikazane so povpreéne vrednosti + standardna napaka v mg/kg sveZze mase.

Pri sorti 'Cisco' smo statisticno znacilne razlike med zdravimi in okuzenimi orehi zabelezili
pri vseh Stirih skupinah fenolnih spojin (preglednica 10). Najveéje povecanje smo izmerili
pri flavan-3-olih, ki so se v okuzenih orehih povecali za 18 krat v primerjavi z zdravimi. Za
skoraj 5,5 krat se je zvisale vsebnost hidroksicimetnih kislin. Dobrih petkrat je narasla
vsebnost galne kisline, najmanj (slabe trikrat) pa vsebnost flavonolov (slika 11).
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Slika 11: Povpreéna vsebnost fenolnih spojin * standardne napake (mg/kg) v zeleni lupini pri zdravih (Z) in
okuZenih (O) plodovih pri sorti 'Cisco’
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4.25 'Erjavec

Preglednica 11: Vsebnost fenolnih spojin (mg/kg) v zeleni lupini pri zdravih in okuZenih plodovih pri sorti
'Erjavec'

Fenolne spojine Zdravi Okuzeni
Flavan-3-oli 139,96 + 9,97 a* 2686,49 + 317,37 b
Flavonoli 243,24 + 18,08 a 644,62 + 65,78 b
Galna kislina 47,82 +4,038 a 424,99 +48,35b
Hidroksicimetne kisline 448,82 £ 24,12 a 1836,05 + 148,63 b

*Ista ¢rka pomeni, da ni statistiéno znacilnih razlik med zdravimi in okuzenimi plodovi (LSD test, interval
zaupanja 5 %). Prikazane so povpreéne vrednosti + standardna napaka v mg/kg sveZe mase.

Pri sorti 'Erjavec' so se pri vseh Stirih obravnavanjih pokazale statisti¢no znacilne razlike v
vsebnosti fenolov med zdravimi in okuzenimi orehi (preglednica 11). Najvecja razlika je
bila izmerjena za flavan-3-ole, ki so se pri okuzenih orehih povecali za dobrih 19 krat v
primerjavi z zdravimi (slika 12). Hidroksicimetne kisline so se povecale za Stirikrat in za
2,5 krat flavonoli. Pri sorti 'Erjavec' smo zabelezili najvecje povecanje galne kisline med
zdravimi in okuzenimi orehi med vsemi preiskovanimi sortami. Vsebnost se je povecala za

devetkrat.
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Slika 12: Povpreéna vsebnost fenolnih spojin * standardne napake (mg/kg) v zeleni lupini pri zdravih (Z) in
okuZenih (O) plodovih pri sorti 'Erjavec’
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4.2.6 'Fernette'

Preglednica 12: Vsebnost fenolnih spojin (mg/kg) v zeleni lupini pri zdravih in okuZenih plodovih pri sorti
'Fernette'

Fenolne spojine Zdravi Okuzeni
Flavan-3-oli 54,44 + 10,76 a* 2522,16 £ 188,72 b
Flavonoli 149,51 + 9,68 a 206,38 +£8,26 b
Galna kislina 1991+394 a 40,18+45b
Hidroksicimetne kisline 474,01 £27,87 a 1972,98 + 150,89 b

*Ista ¢rka pomeni, da ni statistiéno znacilnih razlik med zdravimi in okuzenimi plodovi (LSD test, interval
zaupanja 5 %). Prikazane so povpreéne vrednosti + standardna napaka v mg/kg sveZze mase.

Pri vseh $tirih skupinah fenolnih spojin so se pokazale statisti¢no znacilne razlike med
zdravimi in okuzenimi orehi (preglednica 12). Najvecja razlika je bila izmerjena za flavan-
3-ole, ki se je pri okuZenih orehih povecala za slabih 47 krat v primerjavi z zdravimi (slika
13). Vsebnosti hidroksicimetnih kislin so se povecale Stirikrat, flavonolov pa 1,4 krat.
Okuzeni orehi sorte 'Fernette' so imeli tudi dvakrat ve¢ galne kisline kot zdravi.
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Slika 13: Povpreéna vsebnost fenolnih spojin * standardne napake (mg/kg) v zeleni lupini pri zdravih (Z) in
okuZenih (O) plodovih pri sorti 'Fernette’

Pri vseh sortah so se ob okuzbi povecali flavan-3-oli, kar je skladno z ugotovitvami
Mikuli¢-Petkovsek in sod. (2008, 2009) in Treutter (2005), kjer so povecanje falvan-3-olov
zaznali ob okuzbi jablane s Skrlupom. Na orehih so povecanje vsebnosti falvan-3-olov
ugotovili Solar in sod. (2009b), ko so umetno okuzevali plodove orehov s Xaj.

V okuZenih orehih so se povecale tudi vrednosti flavonolov. Ti rezultati so skladni s
povecanjem flavonolov ob okuzbi plodov jablane s Skrlupom (Mikuli¢-Petkovsek in sod.,
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2008, 2011; Treutter, 2005). lIzjema v nadi raziskavi je bila sorta 'Sampion’, kjer se
vrednost flavonolov ob okuZzbi ni povecala, ampak je ostala na ravni pred okuzbo.

Vsebnost galne kisline se je ob okuZbi povedala pri vseh sortah z izjemo sorte 'Sampion',
kjer so imeli okuzeni orehi celo manj galne kisline kot zdravi. Hidroksicimetne kisline so
se pri vseh sortah orehov ob okuzbi povecale, kar so ugotovili tudi Mikuli¢-Petkovsek in
sod. (2008, 2009, 2011) pri jablani, okuzeni z jablanovim Skrlupom.

Najveéje poveCanje ob okuzbi smo zabelezili pri flavan-3-olih in hidroksicimetnih
kislinah, kar potrjujejo tudi Mikuli¢-Petkovsek in sod. (2008, 2009), Treutter (2005) in
Solar in sod. (2009b).

43 ZVEZA MED VSEBNOSTJO FENOLOV IN ODPORNOSTJO PLODOV NA
OREHOVO CRNO PEGAVOST

Zvezo med fenoli v plodovih oreha in njihovo odpornostjo na orehovo ¢érno pegavost SMo
poskusali dolociti na osnovi vsebnosti razlicnih fenolnih spojin, ki so se razvile v zdravih
plodovih, vsebnostjo fenolov, ki so nastali v obolelih plodovih kot odgovor na okuzbo s
Xaj ter stopnjo okuzenosti plodov v nasadu.
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Slika 14: Povpre¢na skupna vsebnost analiziranih fenolnih spojin pri zdravih (Z) in okuzenih (O) plodovih
oreha za preuéevanih Sest sort z vrisano povpreéno stopnjo okuzenosti plodov s Xaj
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Iz slike 14 je razvidno, da se tako vsebnosti posameznih fenolov kot skupne koli¢ine zelo
razlikujejo pri posamezni sorti, kar se ujema z ugotovitvami drugih avtorjev (Colari¢ in
sod., 2004; Jakopi¢ in sod., 2007; Solar in sod., 2006a; Treutter, 2005). Pri jablani so
ugotovili, da imajo sorte, odporne na Skrlup, ve¢ fenolov v listih in plodovih kot za Skrlup
obcutljive sorte (Rat-Morris in sod., 1996; Mikuli¢-Petkovsek in sod., 2008, 2009). Pri
orehu je imela sorta 'Fernor', ki je malo obcutljiva za orehovo ¢rno pegavost (Solar, 1995-
2006), najvecjo vsoto Sestih fenolov med proucevanimi Sestimi sortami (Colari¢ in sod.,
2004). Tudi pri sorti 'Franquette', ki ravno tako ni obcutljiva na Xaj, je bila v plodovih
izmerjena vec¢ja vsota fenolnih kislin in juglona kot pri petih drugih sortah z razli¢no
obcutljivostjo na Xaj (Solar in sod., 2006b).

V nasi raziskavi so najve¢ fenolnih spojin vsebovali zdravi plodovi sorte 'Seifersdorfer'. 1z
tega bi lahko sklepali, da je sorta manj obcutljiva na orehovo ¢rno pegavost kot druge
proucevane sorte. Vendar dolgoletni podatki iz kolekcijskega nasada kazejo, da je ta sorta
zelo obcutljiva na Xaj. To je potrdilo tudi naSe ocenjevanje stopnje okuzenosti orehov v
nasadu, ki je bila 44 % (slika 14, priloga A), kar je najvecji odstotek med vsemi Sestimi
sortami.

Sorta 'Sampion', ki ravno tako velja za zelo obcutljivo, je imela v zeleni lupini zdravih
orehov skoraj dvakrat manj fenolov kot 'Seifersdorfer’, stopnja okuZenosti z boleznijo pa je
bila le nekoliko manjsa (39,5 %). Pri zelo malo obcutljivih sortah 'Erjavec’ in 'Fernette’ so
bili plodovi v nasadu zelo zdravi. Stopnja napadenosti s Xaj je bila samo 13 % (slika 14,
priloga A), skupna vsebnost analiziranih fenolov pa statisti¢cno znacilno manjsa kot pri
najbolj obcutljivi sorti 'Seifersdorfer’. Ti rezultati kazejo, da pri orehu ne velja obratno
sorazmerje med vsebnostjo fenolov v zdravih plodovih in njihovo odpornostjo na Xaj, kar
velja za jablano in Skrlup (Treutter, 2005). To potrjujejo tudi rezultati, ki smo jih dobili pri
srednje obcutljivih sortah 'Zdole-60" in 'Cisco’, ki sta imeli skoraj enako okuzene plodove
(26,5 in 25 %), vsebnost fenolov v zdravih plodovih pa je bila pri sorti 'Cisco’ kar za 50 %
vecja kot pri sorti 'Zdole-60".

V raziskavi smo ugotovili tudi, da je okuzba z orehovo ¢rno pegavostjo pri vseh sortah
povzrocila povecano sintezo fenolov. Enako reakcijo so opazili tudi Solar in sod. (2006b,
2009b, 2012) ter Matias in sod. (2009). Tudi pri jablani, okuzeni s Skrlupom, pride do
povecane tvorbe fenolnih spojin (Mikuli¢-Petkovsek in sod., 2008, 2009, 2011).

NajSibkejsi odziv na okuzbo smo izmerili pri najmanj odpornih sortah 'Seifersdorski' in
'Sampion' (slika 14). V primerjavi z zdravimi plodovi se je skupna vsebnost fenolov v
okuzenih orehih povecala samo 3,2 krat 0z. 3,8 krat. Pri srednje obcutljivih sortah 'Cisco’
in 'Zdole-60' je bilo povecanje 8,3 0z. 12,2 kratno, pri najmanj obcutljivih sortah 'Fernette'
in 'Erjavec’ pa so imeli okuzeni plodovi 6,8 krat in 6,4 krat ve¢ fenolov kot zdravi.
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Pri sortah 'Zdole-60" in 'Fernette' je v okuzenih plodovih najbolj narasla koncentracija
flavan-3-olov: s Xaj okuzeni orehi so jih imeli 48 oz. 46 krat ve¢ kot zdravi (slika 14). Kot
sta ugotovila Treutter in Feucht (1990), flavan-3-oli prispevajo k manj$i ob¢utljivost jablan
na Skrlup. 1z tega lahko sklepamo, da so morda tudi v naSem primeru flavan-3-oli vplivali
na to, da je imela sorta 'Zdole-60' samo ¢etrtino okuzenih plodov, sorta 'Fernette' pa samo
13 % (slika 14).

Pri sortah 'Cisco’ in 'Zdole-60' se je v okuzenih plodovih najbolj (5,4 krat oz. 7,5 krat)
povecala sinteza hidroksicimetnih kislin (slika 14). Hamauzu (2006) poroca, da se rastline
s sintezo fenolnih kislin odzivajo na razlicne vrste stresa, med drugim tudi na okuZzbo s
patogeni. Fenolne kisline sodelujejo pri lignifikaciji rastlinskega tkiva, ki prepreci
nadaljnjo Sirjenje okuzbe. Mozno je, da je bila povecana sinteza hidroksicimetnih kislin ob
okuzbi s Xaj tista, ki je vplivala, da stopnja okuzenosti pri omenjenih dveh sortah ni
presegla 26,5 % (slika 14).

Okuzeni plodovi malo obcutljive sorte 'Erjavec' so imeli najnizjo stopnjo okuzenosti s Xaj
(slika 14, priloga A). V primerjavi z zdravimi plodovi, smo v okuzenih izmerili devetkratni
porast galne kisline, ki je morda preprecil, da bi se stopnja okuzenosti plodov dvignila nad
ocenjenih 13 %. Iz rezultatov sklepamo, da tudi galna kislina sodeluje pri obrambi orehov
pred Xaj, o ¢emer porocajo tudi Solar in sod. (2012).
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5 SKLEPI

V poskusu smo na Sestih sortah oreha analizirali vsebnost fenolnih spojin v zdravih in
okuzenih plodovih v dveh terminih. Ob vzor¢enju smo ocenili tudi stopnjo okuzenosti
plodov z bakterijo Xanthomonas arboricola pv. juglandis v poskusnem nasadu (in situ).

Vsebnosti posameznih fenolnih spojin v plodovih oreha smo primerjali med sortami.
Analizirali smo zdrave in okuzene plodove. Na osnovi vsebnosti fenolov in stopnje
okuzenosti plodov smo poskusili poiskati zvezo med fenoli v orehih in njihovo odpornostjo
na orehovo ¢rno pegavost.

Ugotovili smo:

- Da se proucevane sorte statisticno znacilno locijo glede na vsebnost fenolnih
spojin v plodovih. Najve¢ fenolov je imela sorta 'Seifersdorfer’ najmanj pa sorta
'Zdole-60".

- Da se pri vseh sortah zdravi orehi statisticno znacilno razlikujejo od plodov,
okuzenih s Xaj glede na analizirane fenolne spojine. lIzjema je bila sorta
'Sampion’, kjer pri flavonolih in galni kislini ni bilo statisti¢no zna&ilnih razlik.
Razlike so najvecje pri flavan-3-olih in najmanjSe pri flavonolih.

- Sestava ali profil fenolnih spojin je bil enak ne glede na prouc¢evano sorto in
zdravstveno stanje plodov. V vseh sortah smo nasli falvan-3-ole, flavonole,
galno Kislino in hidroksicimetne kisline.

- Velika vsebnost fenolnih spojin v plodovih Se ne pomeni, da je sorta odporna
ali malo obcutljiva na Xaj. Sele s primerjavo vsebnosti fenolov v zdravih in
okuzenih plodovih ter ocenjeno stopnjo okuzenosti plodov v nasadu lahko
sklepamo, da morda obstaja zveza med odpornostjo orehov na orchovo ¢rno
pegavost in vsebnostjo nekaterih fenolnih spojin v plodovih.

Tako lahko potrdimo delovno hipotezo, kjer smo predpostavljali, da obstajajo razlike med
sortami v vsebnosti fenolnih spojin, ter da obstajajo razlike v vsebnosti fenolnih spojin
med zdravimi in z orechovo ¢rno pegavostjo okuzenimi plodovi. Delno lahko potrdimo
hipotezo, da obstaja zveza med odpornostjo orehov na orehovo ¢rno pegavost in
vsebnostjo fenolnih spojin v plodovih. Za trdnejSo potrditev te zveze bi bilo potrebno
opraviti Se druge raziskave, naprimer dolociti antibakterijsko delovanje nekaterih fenolov v
kontroliranih pogojih (in vitro) in analizirati sintezo fenolov kot odgovor na umetno
okuzevanje plodov.
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6 POVZETEK

Orehova ¢rna pegavost (Xaj) je ena najpomembnejSih bolezni orehov in prizadene liste,
poganjke, cvetove in plodove. Zaradi omejenega izbora FFS, predvsem pa teZavnega
Skropljenja velikih dreves oreha je sajenje odpornejSih sort najboljsi nacin zagotavljanja
boljSega zdravstvenega stanja dreves, posledi¢no pa tudi vecjega pridelka. Fenolne snovi
veliko prispevajo k naravni odpornosti sadnega drevja. Pri odpornih sortah zavrejo okuzbo.

V nasi raziskavi smo analizirali vsebnosti Stirih skupin fenolov (flavan-3-oli, flavonoli,
galna kislina in hidroksicimetne kisline) v plodovih Sestih sort orehov. Izbrali smo sorte
'Seifersdorfer’, 'Sampion’, 'Zdole-60', 'Cisco', 'Erjavec' in 'Fernette', ki so razli¢no
obcutljive na orehovo ¢rno pegavost. Hkrati z vzorCenjem smo ocenjevali stopnjo
okuzenosti plodov s Xaj v nasadu (in situ).

Namen raziskave je bil ugotoviti, ali obstajajo razlike v vsebnosti in sestavi fenolnih spojin
med sortami. Ugotavljali smo tudi razlike med zdravimi in okuzenih plodovi glede na
vsebnost in sestavo fenolnih spojin. Doloc¢ali smo tudi zvezo med odpornostjo orehov na
orehovo ¢rno pegavost in vsebnostjo fenolnih spojin v plodovih.

Ugotovili smo, da obstajajo statisticno znacilne razlike v vsebnosti fenolnih spojin pri
zdravih plodovih med sortami. Najbolj je izstopala sorta * Seifersdorfer’, ki je imela dvakrat
ve¢ fenolnih spojin kot druge sorte. Od Stirih analiziranih fenolnih skupin (flavan-3-oli,
flavonoli, galna kislina in hidroksicimetne kisline) smo pri hidroksicimetnih kislinah
izmerili najve&je vsebnosti pri vseh sortah. Med sortama ‘Sampion’ in ‘Erjavec’ ni bilo
statisticno znacilnih razlik v vseh Stirih analiziranih fenolnih skupinah.

Pri analiziranju razlik v vsebnosti fenolnih spojin med zdravimi in okuzenimi plodovi smo
ugotovili, da so se v vseh sortah ob okuzbi najbolj povecale vsebnosti flavan-3-olov.
Najbolj (48 krat) pri sorti 'Zdole-60'. To je najvecji porast vsebnosti kateregakoli fenola v
analizi med vsemi sortami. Najvecje povecanje hidroksicimetne kisline smo zasledili pri
sorti 'Zdole-60" (7,5 krat), galne kisline pa pri sorti 'Erjavec’ (devetkrat). Vsebnost
flavonolov se je podobno povecala pri vseh sortah. Pri petih sortah so se zdravi in okuZeni
plodovi statistiéno znacilno razlikovali glede na vsebnost flavonolov. Zdravi orehi sorte
'Sampion' so se znaéilno razlikovali od okuZenih samo po vsebnosti flavan-3-olov in
hidroksicimetnih kislin.

S primerjavo vsebnosti fenolov v zdravih orehih in fenolov, ki so se razvili kot odgovor na
okuzbo s Xaj ter ocenjeno stopnjo okuZenosti plodov v poskusnem nasadu smo delno
potrdili zvezo med odpornostjo plodov oreha na orehovo ¢rno pegavost in vsebnostjo
flavan-3-olov, hidroksicimetnih kislin in galne kisline.
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PRILOGA A

Stopnja okuzenosti orehov (%) s Xaj, Maribor 2008

Sorta Termin
Gf+30 Gf+45 Povprecje

Datum % Datum % %
Seifersdorfer 10.6. 26 26.6. 62,5 44
Sampion 17.6. 26 2.7. 53 39,5
Zdole-60 30.6. 28 15.7. 25 26,5
Cisco 23.6. 16,5 9.7. 36 25
Erjavec 23.6. 14,5 9.7. 11 13
Fernette 30.6. 8 15.7. 17,5 13
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PRILOGA B

Formula za izrac¢un stopnje okuzenosti (P) orehov (%) s Xaj (Towsend in Heuberger, 1943)

zl:(n X V)
0

P= cee - x 100 (%)
XN

P= % okuzenosti

n = Stevilo plodov v posameznem ocenjevalnem razredu
v = §tevil¢na vrednost razreda (1, 2, 3, 4 ali 5)

1 = Stevil¢na vrednost najvi§jega razreda (5)

N = skupno Stevilo analiziranih plodov (20)
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PRILOGA C

Ocenjevalna tabela (Towsend in Heuberger, 1943)

DeleZ prizadetega

Stopnja okuzbe tkiva (%) Razred

Zdrav plod, brez simptomov 0 0
Zelo Sibka okuzba — mala pega 0,1-3 1
Sibka okuzba - dve do tri posamezne male pege 4-10 2
Srednja okuzba — posamezne vecje pege 11-25 3
Moc¢na okuzba — zdruzene vecje pege 26-50 4
Zelo moc¢na okuzba — deformiran plod >51 5
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