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1ZVLECEK

Pri sorti ‘Clery’smo spremljali uCinek okuzbe z glivo Colletotrichum nymphaeae na vsebnost
sladkorjev, organskih Kislin in posameznih fenolov. Primarne metabolite smo analizirali s
pomocjo HPLC-RI-PDA, fenolne snovi pa s HPLC-PDA-MS. Coalletotrichum nymphaeae, je
povzroCil padec saharoze v plodovih teh porast fruktoze in glukoze. V okuzenih plodovih je
prislo tudi do padca organskih kislin. Tako v zivicah kot tudi v plodovih so bili prisotni derivati
elagne kisline, flavanoli in flavonoli. VV plodovih smo dodatno identificirali Stiri razlicne
antocianine. Ob primerjavi inficiranih in zdravih plodov so bile znaCilne razlike v vsebnosti
posameznih fenolnih snovi iz razlicnih skupin. Predvsem so narasli derivati elagne Kisline,
flavonoli so v glavnem bili ob infekciji nizji, medtem ko se je vsebnost flavanolov in antocianov
poveCala z stopnjo infekcije. V Zivicah so derivati elagne kisline bodisi narasli ali padli,
procianidini so v vecini primerov padli, flavonoli pa narasli. Razlike so bile manj izrazene kot v
plodovih.

Kljucne besede: Colletotrichum nymphaeae, fenolne spojine, obrambni mehanizem, organske
kisline, sladkorji

ABSTRACT

INFLUENCE OF Colletotrichum nymphaeae (Pass.) AA INFECTION ON PRIMARY AND
SECONDARY METABOLITES IN STRAWBERRIES

The effect of Colletotrichum nymphaeae infection on the contents of sugars, organic acids, and
individual phenolic compounds was investigated in strawberry cultivar ‘Clery’. Primary
metabolites were determined with the use of HPLC-RI-PDA and secondary metabolites further
confirmed with HPLC-PDA-MS. Colletotrichum nymphaeae caused a decrease in sucrose and
an increase in fructose and glucose in strawberry fruit. A significant decrease in the content of
organic acids was recorded in infected fruit. Different forms of ellagic acid, flavanols and
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flavonols were identified in strawberry runners and fruit. In fruit additionally four anthocyanins
were identified. Significant differences in individual phenolic compounds in strawberry fruit were
detected at the beginning of the infection compared to non-infected fruit. Specifically, ellagic
acids significantly increased, flavonols generally decreased, and flavanols and anthocyanins
increased with the progression of infection. Similarly, some forms of ellagic acid increased and
others decreased in infected runners, procyanidins generally decreased and flavonols, increased
but the differences were much less prominent compared to the fruit.

Key words: Colletotrichum nymphaeae, defence mechanism, organic acids, phenolic
compunds, sugars

1 uvoD

Bolezen Crna pegavost jagod je takoj za glivo Botrytis cinera druga gospodarsko
najpomembnejSa bolezen pri jagodah. Povzroca jo gliva Colletotrichum nymphaeae in je glavna
povzrociteljica antraknoz na jagodah Znamenja okuzbe z glivo se kazejo kot okrogle rjavocrne
pege na dozorevajocih plodovih in kot nekroze na Zivicah in listnih pecljih rastline. Povzroca tudi
listno pegavost ter venenje in propadanje mladih rastlin. Izredno velike probleme predstavlja v
vlaznih letih (Damm in sod., 2012).

Rastline se na okuzbo patogenov odzovejo s sintezo doloCenih fenolnih spojin, Se posebej s
fenolnimi kislinami in flavanoli. Fenolne kisline in konjugati elagne kisline preprecijo Siritev
patogena z lignifikacijo poskodovanih delov rastline (Treutter, 2006). Nekatere Studije kazejo, da
lahko fenolne spojine aktivno sodelujejo pri obrambi rastlin proti Skodljivcem, glivam,
bakterijam ali virusom (Mikulic-Petkovsek in sod., 2011; Rusjan in sod., 2012). Zaradi
majhnega Stevila dovoljenih fungicidov, ki se lahko uporabljajo v pridelavi jagod, je ena od
moznosti uspeSnega boja proti antraknozi uporaba odpornih sort. Zato je bil naS namen poskusa
poiskati mozne povezave med boleznijo in vsebnostjo primarnih in sekundarnih metabolitov v
rastlini skozi razlicne bolezenske stadije rastline. lzsledki raziskave bi omogocili vkljucitev
dolocCenih komponent fenolnih snovi, ki so pomembne pri obrambnem mehanizmu rastline na
patogene, v razlicne programe krizanj, z namenom dobiti sorte odporne proti antraknozi.

2 MATERIAL IN METODE

V poskus je bila vkljuena sorta jagode 'Clery’. Vzorce plodov smo nabrali v treh stadijih: zdravi
plodovi, plodovi na katerih so bili znaki zaCetka okuzbe z glivo Colletotrichum nymphaeae ter
okuZeni plodovi. Pri Zivicah smo vzorCili samo zdrave in okuZene Zivice z omenjeno glivo.
Plodove in Zivice smo nabrali 15. septembra 2011. Vzorci plodov so bili v pobrani v tehnoloski
zrelosti. Vzorce smo takoj zamrznili v tekoCem duSiku in jih do zacetka analiz shranili pri
temperaturi - 20 °C.

Ekstrakcijo sladkorjev in organskih kislin smo izvedli po metodi (Mikuli¢-PetkovSek in sod., 2007)
ter fenolov po metodi (Mikuli¢-Petkovsek in sod., 2010). Vsebnost primarnih in sekundarnih
metabolitov smo analizirali na HPLC sistemu ter vsebnost skupnih fenolov spektrofotometricno
(765 nm) po metodi s Folin-Ciocalteujevim reagentom (Singleton in sod., 1999). Podatke smo
statisticno obdelali s programom Statgraphic Plus 4.0. Uporabili smo enosmerno analizo
variance (p<0,05).
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3 REZULTATI IN RAZPRAVA

V plodovih jagod sta po vsebnosti glavna sladkorja fruktoza in glukoza, saharoza predstavlja do
15 % vseh sladkorjev kot porocajo tudi (Basson in sod., 2010). Okuzba z glivo Colletotrichum n.
je povzrocila znacilno povecanje fruktoze in glukoze v plodovih, obratno pa znacilno zmanjSanje
saharoze (slika 1 A). Ta slika se je odrazila tudi pri skupnih sladkorjih. Zdravi plodovi so imeli
znacilno najmanjSe vsebnosti skupnih sladkorjev, njihova vsebnost se je poveCala z zaCetkom
infekcije, medtem ko so okuZeni plodovi imeli statisticno najvecje vsebnosti skupnih sladkorjev.
Njihova vsebnost se je z okuzbo povecala za priblizno 15 %. PrevladujoCi organski kislini sta v
jagodah jabol€na in citronska kislina (99 % skupnih kislin). Sikimska in fumarna kislina sta
zastopani le v sledovih. V vsebnosti citronske kisline ni bilo znaCilnih razlik med obravnavaniji,
so pa okuZeni plodovi imeli znaCilno manj jabolCne kisline (rezultati niso prikazani).
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Slika 1: Vsebnost posameznih sladkorjev, fenolnih spojin po posameznih skupinah ter skupnih fenolov v zdravih in
okuZenih plodovih jagode z glivo Colletotrichum nymphaeae (v mg/kg sveze mase (SM))

[ zdravo Il zagetek okuzbe B okuzeno

Figure 1: The content of individual sugars, phenolic groups and total phenolics in healthy and infected strawberry
fruits with fungus Colletotrichum nymphaeae [in mg/kg fresh weight (FW)]

[ healthy Il begining of infection B infected

Po vsebnosti so v plodovih jagod prevladujoCe polifenolne spojine antociani. Glavna antociana
sta pelargonidin-3-glukozid in pelargonidin-3-malonilglukozid. Z zaCetkom okuZbe postane
robno tkivo med zdravim in okuzenim delom temnejSe obarvano, kar gre verjetno pripisati
intenzivni sintezi antocianov. Rezultati kaZejo, da se je vsebnost skupnih antocianov v plodovih z
okuzbo znacilno povecala (slika 1 B). Velik delez v zivicah in plodovih jagod predstavljajo tudi
flavan-3-oli. Analizirani je bil Sirok spekter procianidinov, to so predvsem dimeri in trimeri.
Odziv rastline na okuzbo se je odrazil z znaCilnim povecanjem flavan-3-olov v okuzenem tkivu,
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tako v plodovih kot tudi v Zivicah (slika 1 C in 2). V Zivicah je bil katehin prevladujoci flavan-3-
ol po vsebnosti. Tudi predhodne Studije kazejo, da okuzba z razlicnimi patogeni povzrocCi
povecanje razlicnih flavan-3-olov, predvsem katehina in procianidinov (Mikuli¢-Petkovsek in
sod., 2011; Rusjan in sod., 2012). Na ta nacin rastlina omeji oziroma zaustavi rast in Sirjenje
glive. Podoben odziv rastline je opazen tudi pri skupini razli¢nih derivatov elagne kisline, ki se
prav tako izrazito povecajo ob okuzbi (slika 1 C in 2).
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Slika 2: Vsebnost posameznih sladkorjev, fenolnih spojin po posameznih skupinah ter skupnih fenolov v zdravih in
okuZenih Zivicah jagode z glivo Colletotrichum nymphaeae (v mg/kg sveZe mase (SM))

[ zdravo B okuZeno

Figure 1: The content of individual sugars, phenolic groups and total phenolics in healthy and infected strawberry
runners with fungus Colletotrichum nymphaeae [in mg/kg fresh weight (FW)]

[ healthy B infected

Derivati elagne kisline so bili najStevilcnejSi, saj je bilo doloCenih dvanajst razli¢nih spojin
elagne kisline. Od flavonolov smo doloCili sedem razlicnih snovi, najvecCji delez predstavljata
kempferol-3-glukuronid in kvercetin-3-glukuronid. 1z slike 1 C vidimo, da je okuzba z glivo
povzrocila zmanjSanje skupnih flavonolov v plodovih in obratno znaCilno povecanje v Zivicah
jagode (slika 2). OkuZene Zivice so imele priblizno dvakrat visjo vsebnost skupnih flavonolov v
primerjavi z zdravimi. Vsebnost skupnih fenolov je odraz vseh analiziranih posameznih fenolov
ter predvsem flavan-3-olov in antocianov, ki zaradi njihove visoke vsebnosti najveC prispevajo k
skupnim fenolom v plodovih. Okuzba z glivo Colletotrichum n. je povzrocila priblizno 30 %
visje vsebnosti skupnih fenolov v okuzenem tkivu v primerjavi z zdravim (Slika 1 D). Tudi druge
raziskave kazejo, da se vsebnost skupnih fenolov v rastlinah zaradi napada patogenov znacilno
poveca (Mikuli¢-Petkovsek in sod., 2011; Rusjan in sod., 2012).

4 SKLEPI

Rezultati kazejo, da je okuzba z glivo Colletotrichum nymphaeae povzrocila spremembo
primarnega in sekundarnega metabolizma. Odziv rastline se je odrazil z znaCilnim zmanjSanjem
saharoze, jabolCne in citronske kisline ter flavonolov v plodovih jagode ter obratno pove€anjem
flavan-3-olov, derivatov elagne kisline in antocianov.
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