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1ZVLECEK

V raziskavi smo proucevali, ali okuZzba z jablanovim Skrlupom na listih in plodovih jablane
povzro¢i spremembo v vsebnosti dolo¢enih fenolnih spojin. Okuzba z glivo Venturia
inaequalis je spremenila metabolizem fenolnih spojin tako, da se je povecala njihova sinteza v
okuzenih delih listov in kozice. Kozica plodov in listi okuzeni z V. inaequalis kazejo v
primerjavi z zdravim tkivom vec kot Stirikrat vec¢jo vsebnost klorogenske kisline, 1 do 3 krat
vec katehina, 2 do 4 krat ve¢ epikatehina ter do 4,4 krat ve¢ rutina in kvercitrina. Zaradi vecje
vsebnosti posameznih fenolov, je bila tudi vsebnost skupnih fenolov v okuzenem tkivu 1,1 do
2,4 krat vecja kot v zdravih listih in plodovih.

Kljucne besede: fenolne spojine, jablanov skrlup, listi, obrambni mehanizem, plodovi
ABSTRACT

PHENOLIC COMPOUNDS AS RESPONSE TO APPLE SCAB (Venturia inaequalis)
INFECTION

The aim of the research was to determine the changes of some phenolic compounds in the
leaves and apple fruits infected with apple scab. Infection with the Venturia inequalis fungus
changed the metabolism of phenolic compounds, which caused their increased synthesis at
the infected sites of leaves and peel. In comparison to the healthy tissue, the peel of fruit and
leaves infected with V. inaequalis showed a more than 4-fold increase in chlorogenic acid, 1
to 3 times more catechin, 2 to 4 times more epicatechin and up to 4.4 times more rutin and
quercitrin. Owing to the increased quantity of single phenolics, the content of total phenolics
in the infected tissue was 1.1 to 2.4 times higher than in the healthy leaves and fruit.

Key words: apple scab, defence mechanism, fruits, leaves, phenolic compounds
1 UVOD

Kemic¢ni, mehanski ali bioticni stres spremeni fenolni metabolizem jablane. Fenolne spojine
so vkljucene v naravne obrambne reakcije jablane (Malus domestica Borkh.) proti Stevilnim
boleznim. Rastline se na okuzbo odzovejo s sintezo fenolnih snovi, Se posebej s fenolnimi
kislinami. Fenolne kisline (klorogenska, p-kumarna in kavina kislina) prepre¢ijo Siritev
patogena z lignifikacijo poskodovanih povrsin (Treutter, 2001).

Pri jablani imajo flavonoli in flavan-3-oli posebno funkcijo pri odpornosti proti glivi V.
inaequalis (Treutter in Feucht 1990 a, b). V tkivih jablan, okuzenih z glivo V .i. so ugotovili
akumulacijo flavan-3-olov (epikatehina, procianidina B2, procianidina B5 in procianidina E-
B5) (Treutter in Feucht, 1990a).
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V raziskavi smo poskusali ugotoviti, ali okuzba z jablanovim Skrlupom na listih in plodovih
jablane povzroci spremembo v vsebnosti doloCenih fenolnih spojin.

2 MATERIAL IN METODE

V poskus, ki je potekal v letih 2005 in 2006 na lokacijah Ljubljana in Maribor, so bila
vkljuCena Sestletna drevesa sort 'Zlati deliSes' in 'Jonagold' cepliena na podlago M9. Kljub
temu, da je bilo izvajano redno kemi¢no varstvo dreves proti boleznim, so se na listih ter na
plodovih pojavili posamezni simptomi okuzbe z jablanovim Skrlupom. Izbrali smo 20 dreves,
od tega smo na desetih drevesih nabirali samo zdrave liste in plodove, na ostalih desetih pa
s Skrlupom okuzene liste in plodove. Liste smo vzorcili 5 do 7-krat v sezoni, medtem ko smo
plodove nabirali v €asu tehnoloSke zrelosti. Nabrane liste in plodove smo zamrznili v
teko€em dusiku in jih shranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 1z okuzenega tkiva na listih kot tudi
na kozici plodov smo izrezali pege z 1-2 mm pasom zdravega tkiva.

Ekstrakcijo fenolov smo izvedli po metodi Escarpa in Gonzalez (2000). Vsebnost
posameznih fenolov smo analizirali na HPLC-PDA sistemu (kolona Phenomenex Gemini
C18), vsebnost skupnih fenolov spektrofotometricno (765 nm) po metodi s Folin-
Ciocalteujevim reagentom (Singleton in Rossi, 1965) ter antioksidativno aktivnost (520 nm)
po DPPH metodi (Brand-Williams in sod., 1995). Podatke smo statisticno obdelali s
programom Statgraphic Plus 4.0. Uporabili smo enosmerno analizo variance (p<0,05).

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Vsebnosti fenolnih spojin v listih sorte 'Jonagold' v letu 2006 so prikazane v preglednici 1 ter
njihove vsebnosti v kozici plodov za obe leti v sliki 1.

Vsebnosti floridzina so bile v zdravih listih od 37,7 do 66,1 mg/g DW. Podobne vsebnosti
navajajo tudi Mayr (1995, cit. po Treutter, 2001) ter Leser in Treutter (2005). OkuZeni listi so
vsebovali statisticno ve¢ floridzina v primerjavi z zdravimi listi, do 2,8 krat ve¢. Zdravo tkivo
kozice je imelo znaCilno manjSe vrednosti floridzina v primerjavi z okuzenim tkivom.
Vrednosti floridzina v zdravi kozici so bile do 2,3 krat manjse kot na pegi. Kot kazejo nasi
rezultati se ob okuzbi z glivo Venturia inequalis sintetizira ve¢ floridzina, kar sta potrdila tudi
Leser in Treutter (2005).

Aglikon floretin se je med termini precej spreminjal, kar sta v svoji raziskavi ugotovila tudi
Leser in Treutter (2005). Njegove vsebnosti so v zdravih listih nihale od 2,9 do 21,0 mg/100 g
listov (rezultati niso prikazani). OkuZeni listi so imeli do 5,4 krat vec¢ floretina v primerjavi z
zdravimi listi.

Od flavonolov smo dolo¢ili vsebnost rutina in kvercetin-3-ramnozida (kvercitrin). Vsebnost
kvercetin-3-O-rutinozida (rutin), kvercetin-3-O-galaktozida (hiperin) in kvercetin-3-O-
glukozida (isokvercitrin) smo izrazili kot ekvivalent rutina. Vsebnost rutina je bila v zdravih
listih od 5,1 do 8,2 mg/g DW. V okuZenih listih z jablanovim Skrlupom se je vsebnost rutina
povecala za 1,3 do 4,4 krat. Prav tako je s Skrlupom okuzena kozica plodov vsebovala
znacilno vec rutina, in sicer pega do 1,6 krat ve¢ v primerjavi z zdravo kozico.

Skozi rastno dobo so se vsebnosti kvercetin-3-ramnozida precej spreminjale. KoZica plodov
in listi okuzeni s Skrlupom so imeli znacilno vecje vsebnosti kvercitrina v primerjavi z
zdravim tkivom. Gliva V. i. je povzrocila vecjo sintezo flavonolov rutina kot tudi kvercetin-3-
ramnozida. Do podobnih rezultatov sta pri§la tudi Treutter in Feucht (1990 a, b), ki sta
ugotovila, da listi jablane ob okuzbi z glivo Venturia inaequalis akumulirajo flavonole.

V listih smo dolo¢ili tudi flavan-3-ole (epikatehin in katehin). Zdravi listi so vsebovali od 7,3
do 76,2 mg/100g DW katehina in 22,3 do 89,4 mg/100g DW epikatehina. Vsebnost katehina
se je v okuzenih listih povecala priblizno za 1 do 3-krat ter epikatehina za 2 do 4-krat v
primerjavi z zdravimi listi. Tudi med zdravim in okuZenim tkivom kozice je znacilna razlika v
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vsebnosti flavan-3-olov. O akumulaciji flavan-3-olov v tkivih jablane okuzenih z glivo
Venturia inequalis porocajo tudi Treutter in Feucht (1990a).
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Slika 1: Vsebnost posameznih in skupnih fenolov (v mg/kg sveze mase (SM) ter antioksidativna aktivnost (mM
troloxa/100g sveze mase) v zdravi in z jablanovim $krlupom okuzeni kozici sort ‘Zlati deliSes’ in ‘Jonagold’ na
lokaciji Maribor v letih 2005 in 2006. H zdravo Skrlup

Figure 1: The content of single and total phenolics [in mg/kg fresh weight (FW)] and antioxidative activity [mM

troloxa/100g fresh weight] in healthy and in infected a&le peel at cultivars ‘Golden Delicious’ and ‘Jonagold’ at
Maribor location in years 2005 and 2006. [ healthy scab

Vsebnost klorogenske kisline se je v okuzenih listih povecala za 1,1 do 4,2 krat v primerjavi z
zdravimi listi. Ce primerjamo vsebnost klorogenske kisline med zdravo koZico in pego, je bila
njena vsebnost pri slednji do 4 krat ve¢ja. Vsebnosti ostalih analiziranih hidroksicimetnih
kislin so bile nizje od vsebnosti klorogenske kisline (rezultati niso prikazani). Njihove
koncentracije so se med rastno dobo le malo spreminjale. Ob okuzbi s Skrlupom se je
vsebnost tako ferulne, p-kumarne kot kavine kisline povecala.
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Preglednica 1: Vsebnost fenolnih spojin [povprecje v mg/100g ali v mg/g suhe mase (rutin, floridzin, kvercetin-
3-ramnozidin in skupni fenoli)] v zdravih in s Skrlupom okuZzenih listih sorte 'Jonagold' v razli¢nih terminih na
lokacijah Ljubljana (LJ) in Maribor (MB) v letu 2006.

Table 1: The content of phenolic compunds [mean in mg/100g or in mg/g dry weight (rutin, phloridzin,
quercetin-3-ramnoside and total phenolics)] in healthy and in scab infected leaves at cultivars 'Jonagold' at
various times at Ljubljana (LJ) and Maribor location (MB) in year 2006.

Da- Lo- Obrav.  Katehin  Epikate- Klorogen-  Rutin Kvercetin ~ Florid-  Skupni

tum kacija hin ska kislina -3- zin fenoli
ramnozid
L zdravi 23,1a 55,1a 59,9 a 8,2a 7,8 a 59,3 a 61,9a
55 . Okuzemi 367b  749b n1b 102b  91b  705b  955b
MB zdravi 76,2 a 71,6 a 85,3 a 5,6a 45a 46,0 a 573 a
okuzeni 117,8b 152.2b 96,7 b 132b 99b 1279b  1254b
Ly zdravi 29,1 a 70,1 a 28,8 a 73 a 49 a 423 a 66,1 a
oo . clwen ©9b 1s86b  1354b  107b  63b  609b  985b
MB zdravi 40,1 a 88,4 a 32,7a 5,1a 55a 51,5a 55,1a
okuzeni 55,4b 153,0 b 824b 10,9b 8,8b 103,3b  133,8b
Ly zdravi 14,7 a 70,5 a 219 a 73 a 45a 377a 594a
147 - Okuzeni 479b 1647b  1052b  1L1b _54b _ 632b 866b
MB zdravi 222 a 59,3 a 21,5a 6,6 a 53a 66,1 a 55,7 a
okuzeni 519b 1184 b 68,5b 11,8b 9.2b 127,5b  110,8b
Ly zdravi 13,3a 69,7 a 229 a 79a 4,6 a 43,1 a 64,9 a
g8 ..__.OCkufeni 226b 1768b  1272b _127b 64b M1k _ 930b
MB zdravi 7,3 a 223 a 42 a 7,6a 45a 64,7 a 68,1 a
okuzeni 21,4b 60,2 b 322b 12,2b 6,1b 103,2b  133,6b
L zdravi 21,3 a 89,4 a 36,4 a 74 a 44 a 474 a 59,1 a
29 .. Okuzeni 395b 1793b  14LIb __131b _68b _ 732b 877b
MB zdravi 15,8 a 63,0 a 11,4 a 73a 39a 63,3a 70,8 a
okuzeni 25,6b 116,4 b 65,8b 12,4b 5,6b 1044b 113,1b

* razline Crke prikazujejo statistino znacilne razlike med zdravimi in z jablanovim Skrlupom okuzenimi listi
(LSD test, p<0,05) v posameznem terminu in na posamezni lokaciji.

Na okuzenih delih listov se je zaradi okuzbe z glivo V. i. povecala koli¢ina skupnih fenolov.
Rezultati kazejo, da je gliva povzrocila 1,1 do 2,4 krat vecjo vsebnost skupnih fenolov v
okuzenem tkivu v primerjavi z zdravim tkivom listov. Pega na koZici je imela 1,3 do 2,1 krat
vecje vrednosti skupnih fenolov v primerjavi z zdravo kozico. V povezavi s povecanjem
fenolov se posledi¢no povecajo tudi vrednosti antioksidativne aktivnosti kozice. Zdrava
kozica je imela vrednosti antioksidativne aktivnosti od 0,56 do 0,65 mM troloxa/100g, pega
pa je imela vrednosti 1,2 do 1,9 krat vecje.
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4 SKLEPI

Gliva Venturia inaequalis je na listih kot tudi na plodovih povzrocila vecjo sintezo
analiziranih fenolnih snovi kot tudi skupnih fenolov. Poleg fenolov verjetno obstajajo Se
druge snovi, ki so vklju€ene v obrambne mehanizme proti jablanovemu Skrlupu.
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