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lzvlecek

Konoplja (Cannabis sativa L.) je glede na humano uporabo ena najstarejsih rastlin
na svetu. Poleg glavne skupine sekundarnih metabolitov - kanabinoidov vsebuje
tudi drugo pomembno skupino, in sicer komponente etericnega olja, katerih sinteza
se vrSi v glandularnih trihomih ve¢inoma v zenskih socvetjih rastlin konoplje. V nasi
raziskavi smo preucevali enajst razlicnih fenotipov znotraj treh razli¢nih sort
navadne konoplje (CS, Tiborszallasi in selekcija Finole) na podlagi vsebnosti
eteri¢nega olja (EO). Fenotipe smo dolocili na podlagi vizualnih lastnosti
posameznih rastlin. Z metodo GC-FID smo dolocili osem glavnih komponent EO in
na podlagi analize izvedli statisticno analizo ANOVA in analizo PCA. Fenotipa Cl in
Cll sorte CS sta se znacilno razlikovala po vsebnosti monoterpenov in
seksviterpenov, vsebnost mircena je bila najvisja pri fenotipu TI (29,9 rel. %),
vsebnost a-pinena je bila najvisja pri fenotipu TIV (11,9 rel. %). Najvisjo vsebnost B-
kariofilena je imel fenotip Cl (21,3 rel. %), najvisjo vsebnost a-humulena pa je imel
fenotip CI (8,8 rel. %). Z analizo PCA smo lahko glede na povpreéne vsebnosti
komponent etericnega olja na podlagi vseh treh sort loCili posamezne sorte med
seboj ter fenotipa znotraj sorte CS. Z analizo posameznih sort smo lahko znotraj
sorte locili le fenotipa sorte CS, medtem ko fenotipov znotraj ostalih dveh sort ni
bilo mogoce lociti.

Kljucne besede: konoplja, kanabinoidi, etericna olja, fenotipi, Cannabis sativa

COMPONENTS OF ESSENTIAL OILS IN DIFFERENT HEMP (Cannabis
sativa L.) PHENOTYPES

Abstract

Hemp (Cannabis sativa L.), one of the oldest plants used by humankind in the
world, in addition to the main group of secondary metabolites - cannabinoids, also
contains the second most important group, namely components of essential oil.
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The synthesis of these components occurs in glandular trichomes, mostly in the
female flowers of hemp plants. In our research, we examined 11 different
phenotypes within three different varieties of industrial hemp (CS, Tiborszallasi,
and Finola selection), based on the content of essential oil (EO). Phenotypes were
determined based on the visual characteristics of individual plants. Using the GC-
FID method, we identified 8 main EO components and conducted statistical
analysis ANOVA and PCA. The Cl and Cll phenotypes of CS variety differed
significantly in the content of monoterpenes and sesquiterpenes. The content of
myrcene was highest in the Tl phenotype (29.9 rel. %), the content of a-pinene was
highest in the TIV phenotype (11.9 rel. %), the highest content of B-caryophyllene
was in the Cl phenotype (21.3 rel. %), and the highest content of a-humulene was in
the ClI phenotype (8.8 rel. %). Through PCA analysis, we were able to separate
individual varieties based on the average contents of component of essential oils
across all three varieties and distinguish phenotypes within the CS variety.
Analyzing individual varieties, we could also distinguish only the phenotypes of the
CS variety, while phenotypes within the other two varieties could not be separated.

Key words: Hemp, cannabinoids, essential oils, phenotypes, Cannabis sativa

1 uvoD

Konoplja (Cannabis sativa L.) je znana zaradi svoje vsestranske uporabnosti, saj se
jo uporablja tako v prehrani ljudi in zivali kot tudi v medicini ter gradbenistvu, kot vir
vlaknin za vrvi. Je enoletna, dvodomna rastlina, lahko pa se pojavijo tudi enodomne
sorte (Hillig, 2005). Rastlina konoplje lahko zraste tudi do 5 m v visino, njeni rastni
pogoji pa so mo¢no okoljsko pogojeni (Raman in sod., 2017). Konoplja je najbolj
znana predvsem zaradi vsebnosti kanabinoidov in komponent eteri¢nega olja (EO),
ki se veCinoma nahajajo v neoplojenih zenskih socvetjih, natancneje v glandularnih
trihomih, ki so primarne strukture za sintezo teh sekundarnih metabolitov (Raman
in sod., 2017).

EO so druga najbolj zastopana skupina sekundarnih metabolitov v konoplji in
skupaj s kanabinoidi delujejo sinergisticno (Namdar in sod., 2018). Komponente EO
dajejo rastlini aromo, jo $¢itijo pred patogeni in Skodljivci, imajo vlogo privabljanja
oprasevalcev ter imajo pozitivne ucinke na zdravje (Nuutinen, 2018a).

Sestava EO je fenotipsko pogojena in se v razli¢nih sortah razli¢no sintetizira. V
trihomih se nahaja od 2 % do 20 % EO, z Zlahtniteljskimi pristopi pa se ta odstotek
lahko $e poveca (Potter, 2009).

Terpene, ki predstavljajo vecino komponent EO, delimo na dve glavni skupini, in
sicer na monoterpene in seskviterpene. Monoterpeni nastajajo preko prekurzorja
geranil pirofosfat (GPP) in metileritritol fosfatne poti (MEP), seskviterpeni pa
nastajajo po mevalonatni poti (MEV) s prekurzorjem farnezil pirofosfatom (FPP)
(Booth in sod., 2017; Booth in Bohlmann, 2019). Najpogostejsi monoterpeni v
konoplji so limonen, B-mircen, a-pinen in linalol, najpogostejsi seskviterpeni pa E-
kariofilen, kariofilen oksid, E-B-farnezen in B-kariofilen (Sommano in sod., 2020).

Mircen ima antioksidativni in antikarcenogen ucinek, rastlini pa daje vonj po hmelju,
a-pinen in B-pinen pozitivno delujeta na kognitivnhe zmoznosti, ki jih povzroca
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negativni ucinek THC (tetrahidrokanabidiol) ter delujeta antiseptic¢no, rastlini pa
dajeta vonj po borovcu. Limonen deluje protistresno in zviSuje vsebnost serotonina
in dopamina, B-kariofilen pa deluje protivnetno, protiboleéinsko, antikarcenogeno,
protiglivicno, gastroprotektivno, antibakterijsko, antioksidativno, neuroprotektivno,
antiproliferativno in kot antidepresant (Sommano in sod., 2020).

Pojav razli¢nih fenotipov znotraj sort konoplje je pogost pojav, zlasti ker so sorte
vecinoma dvodomne in prihaja do vecje heterogenosti znotraj populacije (Small
and Antle, 2003).

V nasi raziskavi smo Zeleli ugotoviti, ali na kemijskem nivoju, natanéneje na podlagi
vsebnosti EO, obstajajo razlike, ki so vidne na fenotipskem nivoju. V ta namen smo
analizirali enajst razlicnih fenotipov pri treh razli¢nih sortah navadne konoplje.
Poleg fenotipizacije sort na podlagi EO, smo Zeleli preuciti, ali kateri od 11
fenotipov vsebuje statisti¢no visjo vsebnost enega izmed preucevanih komponent
EO in je zaradi tega lahko bolj zanimiv za uporabo v zdravstvu.

2 MATERIALI IN METODE

2.1 Rastlinski material in zasnova poskusa

V raziskavi smo uporabili tri razlicne sorte konoplje in sicer sorti Carmagnola
selected (CS) in Tiborszallasi ter selekcijo Finole. Sorti CS in Tiborszallasi sta bili
posejani na lokaciji Ljubno ob Savinji na njivi velikosti 1080 m?. Setev je potekala v
zaCetku meseca julija leta 2019. Seme je bilo posejano s poskusno sejalnico
Wintersteiger na medvrstno razdaljo 75 cm. Selekcijo Finole smo konec maja 2019,
prav tako s poskusno sejalnico Wintersteiger, posejali na lokaciji Zalec na parceli
velikosti 3 ha, z medvrstno razdaljo 75 cm. Rastline konoplje smo spremljali skozi
celotno rastno dobo, odstranjevali moske rastline ter ob koncu rastne dobe (v ¢asu
tehnoloske zrelosti socvetij) na podlagi vizualnih lastnosti (velikost rastline, barva
rastline, razvejanost rastline, dolzina in kompaktnost socvetij, velikost listov in
antociansko obarvanije listnih pecljev) znotraj vsake sorte dolocili fenotipe. Pri sorti
CS smo dolocili dva fenotipa (Cl in ClIl), pri sorti Tiborszallasi pet fenotipov (TI, TlI,
THI, TIV, TV) in pri selekciji Finole stiri fenotipe (FI, Fll, Flll, FIV). Rastline so
zacvetele konec avgusta, vzorcili pa smo jih konec septembra oz. v zacetku
oktobra, ko se je vecina pesticev obarvala rjavo). Na posamezen fenotip smo
vzorcili socvetja desetih rastlin (5 - 8 socvetij na rastlino). Med rastno dobo smo
dvakrat mehansko zatirali plevele (ro¢no in z motokultivatorjem), posevek ni bil
dodatno gnojen in namakan, prav tako ni bilo uporabe fitofarmacevtskih sredstev.

2.2 Priprava vzorcev

Vzor&ena socvetja smo susili v susilnici pri temperaturi 30 °C. Pred zacetkom
izvedbe kemijskih analiz smo zmrznjene vzorce zmleli s kavnim mlinckom (30 - 50

Q).
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2.3 Dolocanje vsebnosti in sestave eterichega olja

Socvetja fenotipov (27 — 30 g) smo parno destilirali z nastavki po Clevengerju.
Destilacija je potekala 3 ure v 1 L destilirane vode. Pri vsakem fenotipu smo
analizirali 5 razli¢nih rastlin. Koli¢ino EO smo odgcitali iz Clevengerjeve aparature.
Sestavo EO pa smo dologcili s plinsko kromatografijo s plamensko ionizacijskim
detektorjem (GC-FID) (Agilent Tehnologies Inc., serija 6890, ZDA). Zbrano EO smo
redcili z 1 mL heksana (Sigma Aldrich, ZDA). Za GC- FID smo uporabili HP 1
kapilarno kolono velikosti 25 m x 0,2 mm x 0,1 um (Hewllet Packard, ZDA). Pretok
nosilnega plina (helij 5,0 (GTG plini, Slovenija)) je bil 0,5 mL/min. 1 uL raztopine
smo injicirali v injektor s temperaturo 180 C, pri temperaturnem programu
detektorja 3,5 minute pri 60 °C, 3,5 °C/min do 155 °C in 30 °C/min do 300 °C.
Detekcija je potekala na plamensko ionizacijskem detektorju pri 300 °C. Celoten
temperaturni program je trajal 42 min in 47 s. Komponente smo identificirali na
podlagi primerjave retencijskih ¢asov standardov. Podatke smo obdelali v
programu ChemStation za GC (Agilent Technologies, ZDA). Dolo¢ili smo skupno
osem razlicnih komponent EO. Vsebnosti komponent smo podali kot relativni delez
(rel. %).

2.4 Statisticna analiza

Statisticno analizo podatkov vsebnosti in sestave EO smo izvedli s tremi programi.
Metodo glavni osi EO smo izvedli v programu OriginPro 2021 (OriginLab
Corporation, ZDA), podatke smo razvrstili glede na prvi dve osi. Za izvedbo
multifaktorske ANOVA-e z uporabo Duncanovega testa smo uporabili program
Statgraphics Centurion Software 19.4.04 (Stataphics Technologies, Inc. ZDA).
Povprecja, standardni odkloni in druge osnovne statistiCne analize smo izvedli v
programu Microsoft Excel.

3 REZULTATI Z RAZPRAVO

3.1 Vizualno razlikovanje fenotipov konoplje

Pri vseh treh sortah smo skupno odbrali 11 razli¢nih fenotipov. V preglednici 1 so
prikazani posamezni fenotipi ter razlike med njimi na podlagi vizualnih lastnosti.
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Preglednica 1: Izbrani fenotipi treh razlicnih sort konoplje (CS, Tiborszallasi in selekcija
Finole) ter razlike med njimi na podlagi Sestih razli¢nih vizualnih lastnosti. Za vsako sorto je
dodan referencni tip.

Antociansko
Fenotip Velikost Irgaasrt‘:;e :ilsetlci)?ﬂ Socvetje ﬁ:tanz;:je Razvejanost
peclja
Carmagnola
selected (CS)
Cl Visoka Svetla Velika Majhno Ne b
Cll Visoka Temna |Majhna | Majhno Da FkdxK
ngg\r/enca PO | visoka Temna |Srednja |- Srednje -
Tiborszallasi
T Visoka Srednje | Srednja | Majhno Ne kK
TiI Srednje | Temna | Srednja | Srednje Da b
THI Majhna | Temna |Majhna | Srednje Da xk
TIV Srednje | Temna | Velika Velika Ne bl
TV Majhna | Srednje | Majhna | Srednje Da *
ngg\r/enca PO | visoka Temna |- - - ko
Selekcija
Finole
FI Visoka Temna |Srednje | Velika Ne FkAAK
Fll Srednje | Srednje | Srednje | Velika Ne bl
Flll Srednje | Svetla Srednje | Srednje Da Fkkkk
FIV Srednje | Temna | Srednje | Velika Da Ak
ngc()e\r/enca PO I Majhna | Srednje s,\,/:gjdhnl}:- - Ne ek

Legenda: Velikost: primerjava visine znotraj fenotipov za vsako sorto posebej; Barva rastline:
svetla, srednje zelena ali temno zelena; Razvejanost: *-zelo malo razvejana, *****-zelo
razvejana

Iz preglednice 1 je razvidna razlika med posameznimi fenotipi na podlagi vizualnih
lastnosti. Konoplja je ena od rastlinskih vrst, pri kateri se znotraj posamezne sorte
lahko pojavijo Stevilni fenotipi, kar je vzrok tujeprasnosti vrste ter populacijskih
sort. Konoplja se oprasuje navzkrizno, kar je lahko pogosto vzrok za pojav
genetsko neizenacenih sort, kot posledica heterozigotnosti pa se pojavijo Stevilni
fenotipi (Barcaccia in sod., 2020). Zaradi vseh teh lastnosti so danes novej$e sorte
vecinoma razmnozene s klonsko selekcijo (Sawler in sod., 2015), Zzlahtnjenje
konoplje pa je vse bolj ciljno usmerjeno v dolocene lastnosti, kot so viSja vsebnost
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doloCenega kanabinoida ali terpena, kombinacije dolo¢enih komponent ipd., saj s
tem pridobimo vec¢jo homogenost sort (Ranalli, 2004). S tem lahko tudi lazje
razvrSCamo razlicne sorte v skupino glede na dolocene lastnosti, kot so:
uporabnost konoplje, taksonomska opredelitev ter opredelitev glede na
domestifikacijo sort (Pieracci in sod., 2021).

3.2 Dolocanje vsebnosti in sestave eterichega olja

V preglednici 2 so predstavljene vsebnosti EO pri posameznih fenotipih, podane so
v mL/100 g suhega socvetja. Najvisje vsebnosti EO smo dolocili pri fenotipih
selekcije Finola (2,59 — 3,11 mL/100 g suhega socvetja), najnizjo vsebnost pa pri
fenotipu Cl pri sorti CS (0,23 mL/100 g suhega socvetja).

Preglednica 2: Vsebnost etericnega olja (mL/100 g suhega socvetja) pri razlicnih fenotipih
sort CS, Tiborszallasi in selekcije Finola, vrednosti standardnega odklona ter p-vrednosti
med posameznimi fenotipi.

Fenotip Vsebnost etericnega olja . (Sn?L/1 00 g suhega
(mL/100 g suhega socvetja) socvetja)
cl 0,232 0,10
cll 0,53° 0,16
Tl 0,582 0,23
TH 0,392 0,00
Tl 0,522 0,16
TIV 0,64° 0,22
v 0,563 0,17
FI 2,752 0,33
Fll 3,110 0,23
Flll 2,82 0,41
FIV 2,592 0,38

Z analizo ANOVA smo ugotovili, da se na podlagi vsebnosti EO znotraj sorte
razlikujeta fenotipa sorte CS, fenotipa Tll in TIV ter fenotipa Fll in FIV.

Na vsebnost EO vplivajo razlicni dejavniki: genotip, fenofaza v ¢asu spravila,
enodomnost/dvodomnost, procesni postopek, gostota rastlin, agrotehnika,
skladis¢ne razmere (Pieracci in sod., 2021). V nasi raziskavi smo uporabili sorte, ki
so bile dvodomne. Bertoli in sod. (2010) so ugotovili, da imajo dvodomne sorte
viSje vsebnosti EO kot enodomne.

Na sliki 1 so prikazane vsebnosti osmih najbolj zastopanih komponent EO v vseh
preucevanih fenotipih.
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Slika 1: Vsebnost osmih najbolj zastopanih komponent EO (rel. %) v razlicnih fenotipih
konoplje sort Carmagnola selected (Cl in Cll), Tiborszallasi (TI, TII, TIlI, TIV, TV) in selekcije
Finola (FI, FII, FllI, FIV).

Pri vseh treh sortah so bile najbolj zastopane komponente EO mircen, B-kariofilen,
a-pinen in a-humulen. Vsebnost monoterpenov je bila pri vseh treh sortah visja kot
vsebnost seskviterpenov. Znano je, da so tudi pri drugih rastlinskih vrstah
monoterpeni bolj zastopani od seskviterpenov (Bertoli in sod., 2010). Vsebnost
mircena je bila najvisja pri fenotipu TI (29,9 rel. %), najvisja vsebnost a-pinena je
bila pri fenotipu TIV (11,9 rel. %), najvisjo vsebnost B-kariofilena je imel fenotip ClI
(21,3 rel. %), najvisjo vsebnost a-humulena pa je imel fenotip ClI (8,8 rel. %). Glede
na druge Studije so bile ugotovitve zastopanosti najpogostejsih komponent EO
podobne. Nissen in sod., 2010 so ugotovili najvisje vsebnosti mircena (12,5-29,2
%), a-pinena (15,1 - 17,0 %), B-pinena (6,4-9,3 %), B-kariofilena (10,6—-14,0 %) in a-
humulena (4,8-6,7 %). Vuerich in sod. (2019) navajajo pri sortah Fedora, Futura in
Ferimon viSje vsebnosti seskviterpenov z najvisjimi vsebnostmi B-kariofilena
(20,8-21,6 %), a-pinena (10,1-11,5 %) in a-humulena (8,7-9,1 %), Bertoli in sod.
(2010) pa so ugotovili najvisje vsebnosti mircena (16,0-22,0 %), terpineolena (10,3—
11,7 %) in B-kariofilena (15,2-22,9 %).

Fenotipa znotraj sorte CS sta se razlikovala na podlagi ve¢ komponent. Fenotip ClI
je dosegel visjo vsebnost glavnih monoterpenov, medtem ko je imel fenotip Cl visjo
vsebnost glavnih seskviterpenov. Prav tako sta se razlikovala na podlagi vsebnosti
naslednjih komponent: a-pinena, B-pinena, B-kariofilena, a-humulena in kariofilen
oksida. Fenotipi sorte Tiborszallasi so se najbolj razlikovali pri vsebnosti kariofilen
oksida. Med sortami pa imajo fenotipi selekcije Finola visje vsebnosti limonena v
primerjavi z ostalima sortama.

Komponente EO kot podskupina sekundarnih metabolitov imajo Stevilne pozitivne
ucinke na zdravje. Med drugimi komponente, kot so mircen, B-kariofilen, kariofilen
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oksid, a-humulen, a-pinen, linalol, limonen, terpineolen, y-terpinen, nerolidol,
borneol, fenhol in B-eudesmol delujejo protivnetno, B-kariofilen, pozitivno delujejo
pri zdravljenju raka. Prav tako ima B-kariofilen skupaj z a-humulenom sinergisticen
ucinek pri zdravljenju raka. Iso-kariofilen, a-humulen, a-pinen in linalol imajo
pozitivne ucinke pri zdravljenju tumorjev (Lewis in sod., 2018; Russo and Marcu,
2017).

V nasi raziskavi imajo visoko vsebnost kariofilen oksida fenotipi sort CS in
Tiborszallasi, ta pa ima pozitivne u€inke na zdravljenje kardiovaskularnih bolezni,
hipertenzije in diabetesa tipov | on Il (Mudge in sod., 2019; Nuutinen, 2018b). Na
zdravljenje diabetesa prav tako pozitivno vpliva B-pinen, poleg tega pa ima
pozitivne ucinke za zdravljenje debelosti, raka in drugih kroni¢nih bolezni.

Najvisjo vsebnost B-pinena je imel v nasi raziskavi fenotip CII. Linalol, terpineolen in
mircen delujejo sedativno, humulen in limonen imata pozitiven ucinek na
zdravljenje depresije, B-eudesmol pa pozitivho vpliva na povecanje apetita
(Nuutinen, 2018b). Komponente EO pozitivno vplivajo tudi na zdravljenje bolezni
COVID-19 (Orlando in sod., 2021).

Za ugotavljanje razlik med fenotipi na podlagi vsebnosti komponent EO smo z
metodo PCA primerjali povprec¢ja posameznih fenotipov, pri Cemer smo kot vhodne
podatke uporabili osem razlicnih komponent EO pri vseh treh preucevanih sortah v
nasi raziskavi. S slike 2 je razvidno, da glavna os PC1 pojasni 40,53 %, glavna os
PC2 pa 28,15 % variance. Skupna varianca je 68,68 %. Z analizo PCA smo ugotovili,
da se sorte na podlagi komponent EO med sabo razlikujejo, medtem ko se fenotipa
znotraj sort razlikujeta le pri sorti CS, fenotipov pri ostalih dveh sortah ni bilo
mogoce lociti med sabo, kar nakazuje na vecjo uniformnost vsebnosti EO pri
omenjenih dveh sortah.
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Slika 2: Graf metode glavnih osi (PCA) glede na posamezna povprecja fenotipov in
povprecne deleze komponent etericnega olja pri sortah CS, Tiborszallasi in selekciji Finole.
Graf prikazuje razporeditev vzorcev v ravnini prvih dveh osi (PC1 pojasni 40,53 %, PC2
pojasni 28,15 %). Skupna varianca je 68,68 %.

Vsako preucevano sorto smo z metodo PCA analizirali Se posamezno. Dokazali
smo, da se znotraj sorte, kljub analizi posamezne sorte razlikujeta le fenotipa sorte
CS (slika 3), medtem ko fenotipov pri sortah Tiborszallasi in selekcije Finola ni bilo
mogoce lociti med sabo.
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Slika 3: Graf metode glavnih osi (PCA) glede na posamezna povprecja fenotipov in
povprecne deleze komponent eteri¢nega olja pri sorti CS. Graf prikazuje razporeditev
vzorcev v ravnini prvih dveh osi (PC1 pojasni 63,61%, PC2 pojasni 16,48 %). Skupna varianca
je 80,09 %.

4 ZAKLJUCEK

V raziskavi smo primerjali razlicne fenotipe znotraj treh razlicnih sort na podlagi
osmih razli¢nih komponent EO. Po nasem vedenju gre za prvo taksno Studijo do
sedaij, kjer se preucuje razlicne fenotipe sort glede na EO. Ugotovili smo, da se
znotraj sort med sabo razlikujeta le fenotipa sorte CS, medtem ko fenotipov znotraj
sorte Tiborszallasi in selekcije Finola ni bilo mogoce razlikovati. Pri sorti CS sta se
fenotipa na podlagi analize ANOVA razlikovala tudi v skupni vsebnosti
monoterpenov in seksviterpenov. Selekcija Finole se je od ostalih dveh sort
razlikovala po visji vsebnosti limonena. Glede na vsebnosti EO pri posameznih
kanabinoidih bi bilo v nadaljevanju smiselno selekcionirati fenotipe, ki imajo Zeljene
viSje vsebnosti doloc¢enih komponent EO ter v kombinaciji s kanabinoidi pridobiti
novo sorto, ki bi imela primerno razmerje za zdravljenje dolocenih bolezni.
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