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Izvle¢ek

Konoplja (Cannabis sativa L.) od preloma tiso¢letja ponovno pridobiva na pomenu
kot vsestranska industrijska in prehranska rastlina, v zadnjih letih pa je tudi
raziskovana kot zdravilna rastlina, in sicer zaradi smole, ki vsebuje kanabinoidno
zmes tetrahidrokanabinola (THC) in kanabidiola (CBD). Njun pomen za ¢loveka in
sodobno fitoterapijo je neizpodbiten. Kemijska analitika smole omogoc¢a jasno
poznavanje razmerij farmacevtsko pomembnih spojin. Omejujoci dejavniki okolja
doloc¢ajo uspesnost rasti in tvorjenje sekundarnih metabolitov - kanabinoidov, ki so
sestavni del Zleznih trihomov Zenskega socvetja. Poznavanje dejavnikov, ki
vplivajo na fiziologijo in biokemi¢ne odzive rastline, so sestavni del ekonomsko
upravicljive pridelave socvetij konoplje za farmacevtske in kozmeticne namene.
Kljuéne besede: konoplja, Cannabis sativa, smola, Zlezni trihomi, THC, CBD,
fitoterapija, okoljski dejavniki, sekundarni metabolizem, kemotip

EFFECTS OF STRESS ON THE FORMATION OF TERPENOPHENOLIC
COMPOUNDS - CANNABINOIDS IN HEMP (Cannabis sativa L.)

Abstract

From the start of the new millennia, hemp (Cannabis sativa L.) gains importance
as a versatile industrial and food crop. In the last few year's research has moved
forward on the medicinal properties of cannabinoid rich resin containing the most
important two cannabinoids tetrahydrocanabinol (THC) and cannabidiol (CBD).
Evidence for their importance for human phytotherapy is accumulating. Chemical
analysis of resin content allows us precise quantification of the constituents and
their respected ratios enabling identification of chemically important compounds.
The environmental limiting factors dictate plant growth success and the final
chemical composition of glandular trichomes of female inflorescences.
Understanding the parameters, that affect physiology and biochemical responses of
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the plant are necessary for the economically viable production of cannabis flowers
intended for various pharmaceutical and cosmetic applications.

Key words: hemp, Cannabis sativa, resin, glandular trichomes, THC, CBD,
phytotherapy, enviromental factors, secondary metabolism, chemotype

1 UvoD

Na aktivnost sekundarnega metabolizma pri rastlinah vplivajo razli¢ni zunanji
stresni signali, ki povzrocijo odziv razli¢nih prilagoditvenih mehanizmov (Taiz,
2010). Abiotski oziroma okoljski dejavniki odlo¢ilno vplivajo na fizioloske in
biokemic¢ne procese. Medsebojna povezanost obeh vrst procesov v rastlini povzroci
razporejanje energije za tvorbo primarnih in sekundarnih spojin. V stresnih
okolis¢inah rastline nehajo vlagati energijo v tvorbo primarnih gradnikov
rastlinskih tkiv, celi¢nih sten, mascobnih kislin in proteinov ter jo preusmerijo v
tvorbo bolj zahtevnih obrambnih komponent. Med stresne dejavnike pristevamo
temperaturni stres, fotosintetski stres in tvorbo repelentnih aromati¢nih snovi ob
napadu herbivorov (Herms and Mattson, 1992).

Rastline imajo mehanizme in na¢ine odzivanja na stresne dejavnike, mesto tvorbe
sekundarnih spojin pa je odvisno od rastlinske vrste. Koli¢ina in stopnja izrazenosti
posameznih sekundarnih spojin sta genetsko in okoljsko pogojeni, pri cemer vecji
stresni signali povecajo njihovo akumulacijo (Siegler, 2012). Rastline se z zleznimi
trihomi branijo in reagirajo v skladu s stresnimi signali, ki jih prejemajo iz okolja.

Pri konoplji, sorodnici hmelja iz druzine konopljevk (Cannabaceae) in rodu
koprivovk (Urticales), ni bilo opravljenih veliko raziskav glede vpliva abiotskih
dejavnikov na sestavo in produkcijo kanabinoidov (Hazekamp, 2016). Redke
Studije se posvecajo vplivu posameznega stresnega dejavnika, kar zakriva moznost
podrobnega razumevanja pri tvorbi trihomov, smolnatih Zleznih izcedkov, v katerih
se akumulirajo kanabinoidi. Ker v naravi na procese v rastlini pogosto vpliva
socasno ve¢ stresnih dejavnikov, kot so intenziteta svetlobe, vi§ja temperatura,
nizka zratna vlaga in suSni stres, to otezuje jasno kvantifikacijo vpliva
posamicnega dejavnika na sestavo obrambnih spojin.

V znanstveni literaturi so glede abiotskih dejavnikov v povezavi s tvorbo
kanabinoidne smole mnenja deljena, posamezne raziskave so mestoma pripeljale
do nasprotujocih dognanj. V Studiji kanadskih raziskovalcev so ugotavljali, da
poveCevanje duSika negativno vpliva na kon¢no vsebnost kanabidov ob Zetvi
(Small, 2015), obratno pa je ugotovila ob Zetvi madzarskih sort madzarska
raziskovalna skupina (Bosca 1998).
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V prispevku bomo predstavili nekaj glavnih vplivov okolja in njihove znane
ucinke.

2 OBRAMBNE FUNKCIJE TRIHOMOV KONOPLJE

Konopljini trihomi predstavljajo §irok spekter obrambnih mehanizmov rastline, ki
jih lahko razdelimo glede na osnovno funkcijo:
e filtriranje $kodljivih valovnih dolzin son¢nega sevanja,
e preprecevanje izsusevanja ali hlajenja listne povrsine,
e preprecevanje premikanja insektov po nadzemnih delih rastline,
e privabljanje ali odvracanje insektov in prepre¢evanje prehranjevanja
herbivorov,
e prepreCevanje vzpostavljanja glivicnih in bakterijskih kolonij z
inhibiranjem njihove rasti.

2.1 Sestava trihomov

Znano je, da trihomi pri vecini vi§jih rastlin prevzemajo ve¢ obrambnih funkcij
hkrati. Enako velja za zlezne trihome konoplje. Trihomi konoplje so kemicno zelo
raznovrstni smolnati izcedki epidermalnih Zlez konoplje, ki tvorijo kompleksno
zmes terpenofenolnih spojin, izhajajoc¢ih iz dveh biosinteznih poti - malonilne in
malonske (Fellermeier, 2001). Vsaka od njih tvori enega od prekurzorjev geranil
pirofosfat in olivetol, ki skupaj tvorita CBG - kanabigerol, prekurzor vsem
kanabinoidom, z izjemo kanabinola CBN, ki je znan kot razpadni produkt THC,
CBD in drugih (El Sohly, 2005; Florez—Sanchez, 2008). Razlicne molekule
kanabinoidov absorbirajo specifi¢ne valovne dolzine svetlobe, oddajajo razlicne
aromatic¢ne spojine ter sestavljajo bolj in manj trpezne strukture trihomov (Clarke,
1981).

3 OKOLJSKI DEJAVNIKI TVORBE KANABINOIDOV
3.1 Vpliv dolZine cvetenja na vsebnost kanabinoidov

Rastlina konoplje je zaradi svoje izjemne fenotipske plasti¢nosti najdena v vseh
geografskih Sirinah naSega planeta. Od ekvatorja do 60. poldnevnika najdemo
razlicne podvrste konoplje, prilagojene na razlicne klimate (Hillig, 2005; Chandra,
2009). Kljub temu da je v vecini primerov rastlina enoletnica, lahko v ekvatorialnih
temperaturnih in svetlobnih razmerah postane trajnica (Clarke in Merlin, 2013).
Tako je v ekvatorialnih obmo¢jih najdena Cannabis sativa L. spp. sativa, znana po
daljSem obdobju cvetenja in slabSem fotoperiodi¢nemu odzivu ter vi§jem odstotku
THC v nadzemnih delih in socvetjih (Bazzaz, 1975). V subekvatorialnih pasovih,
kjer so razlike med dnevom in noc¢jo jasno poudarjene, bolje uspeva Cannabis
sativa L. spp. indica, kjer je Cas cvetenja krajsi zaradi prilagajanja na krajSo rastno
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sezono. Temu primerno je odstotek vsebnosti kanabinoidov na socvetjih manjsi
vendar bolj raznolik. V severnih obmocjih Finske in Rusije pa poznamo podvrsto
Cannabis sativa L. spp. ruderalis, katere posebnost je neodzivnost na fotoperiodo.
Prehod iz vegetativnega razvoja v generativnega je pri tej podvrsti vnaprej dolocen
s starostjo rastline in ne s krajsSanjem dneva (Hillig, 2005).

Rastline z antociani, fenoli, tanini, karotenoidi, stilbeni, kumarini in navsezadnje
tudi kanabinoidi branijo svoje rastne in reproduktivne organe (Florez-Sanchez,
2009). Spodbujanje proizvodnje sekundarnih metabolitov je pri prehranskih in
zdravilnih rastlinah pomemben vidik, ki lahko mo¢no vpliva na produktivnost
posamezne rastlinske vrste. Znano je, da so rastline, ki dozivljajo stresne dejavnike
v okolju, bogatejSe v hranilih in ucinkovitejSe za prehranske potrebe posameznika
(Brandt, 2001).

3.2 Vpliv dolZine osvetljenosti

Genotipi podvrst konoplje sativa, indica in ruderalis reagirajo na krajSe ali daljse
dobe osvetljenosti z razlicno tvorbo kanabinoidov (Potter, 2009). Vecja gostota
osvetljenosti vpliva na tvorbo krajsih internodijev in na gostejsi cvetni nastavek,
kar poveca koli¢ino biomase, na kateri se nahajajo kanabinoidi (Russo, 2011). Ker
so fotosintetski produkti prekurzorji v sintezni poti kanabinoidov, se z daljSim
osvetljevanjem v Casu cvetenja tvori ve¢ tistih, ki so nujni za sintezo sekundarnih
spojin terpenov in fenolov. Tako ruderalis, ki ni fotoperiodi¢no obcutljiva
podvrsta, cveti pod daljSim svetlobnim rezimom (18 ur svetlobe in 6 ur teme) in
tvori ve¢ primarnih in sekundarnih metabolitov, kar pomeni ve¢ smole v povezavi s
povecano maso socvetij (Potter, 2014). Podobno so ugotovili za Sentjanzevko, pri
kateri vecja fotosintetska aktivnost vpliva na vec¢jo sintezo hipericina ob povecanju
biomase (Mosaleeyanon, 2005). Povezave med omenjenimi interakcijami so
kompleksne in zahtevajo nadaljnja znanstvena preucevanja, ki bi teze potrdila ali
zavrgla.

3.3 Vpliv UV Zarkov na kanabinoidni profil trihomov

Pomen sestave valovnih dolzin svetlobe je bil ugotovljen s preucevanjem
Skodljivih UV zarkov, ki so pokazali znaten vpliv na sintezo THC. To se ujema s
spoznanji o vecji vsebnosti bioaktivnih snovi v rastlinah, ki se nahajajo v visjih
gorskih obmocjih (Zhang, 2008; Jansen, 1998 ). V raziskavi pa UV sevanje ni
imelo vpliva na koli¢ino trihomov na splosno, ampak predvsem na sestavo, ki je
bila nagnjenja k vecji sintezi THC (Lydon, 1987).
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3.4 Vpliv suSnega stresa

Znana funkcija Zleznatega trihoma pri rastlinah je prekrivanje nadzemnih delov z
namenom prepreCevanja izsuSevanja povrSine rastlinskih tkiv (Lusa, 2015).
Konopljini trihomi sluzijo podobnemu evolucijskemu prilagoditvenemu namenu.
Konoplja, ki raste v susnem podnebju, je v primerjavi z dezevnimi obmocji
proizvajala manjSe koli¢ine kanabinoidov, predvsem THC, saj ima v dezevnih
sezonah na voljo ve¢ vode za rast in ne potrebuje zascite pred izsusitvijo. Zadostna
preskrbljenost z vodo pomeni tudi, da bo rastlina manj vlagala v sekundarne
metabolne procese (Pate, 1983). Nasprotno pa je primerjava 0sojnega in prisojnega
hriba v maroskem hribovju je pokazala manjse koli¢ine smole tam, kjer je bil vdor
vlaznega zraka iz morja vecji (Bouquet, 1950).

3.5 Vpliv povecane koncentracije CO>

Dodajanje CO; je pogost ukrep v cvetliarski in vrtnarski industriji za hitrejsi in
vecji pridelek (Lavola, 1994). Ker so vplivi dodajanja CO, dokazani na razli¢nih
rastlinskih modelih in je komercialna uporaba tega inertnega plina cedalje
pogostejsa, je vredno omeniti vpliv, ki ga CO, nudi gradnikom sekundarnih
metabolitov. Dodajanje CO; konoplji v rastnih komorah je znatno povecalo
kapaciteto fotosinteznega aparata za fiksacijo ogljika in zvisalo saturacijske nivoje
(Chandra, 2008). Povecanje fotosinteze pomeni povecanje kapacitete rastline za
fiksacijo ogljikovih skeletov in tvorbo produktov sekundarnega metabolizma
(Akula, 2011). Zaradi tega preide v sintezne korake sekundarnega metabolizma vec
prekurzorskih molekul, ki vplivajo na vec¢jo sintezo kanabinoidov. Ker so terpeni in
fenoli organske molekule, sestavljene iz ogljikovih skeletov, ki prihajajo kot
intermediarni produkti biosintezne poti, ki poteka v kloroplastu, je dodajanje vecjih
koncentracij CO. kot prekurzorja za vecjo aktivnost fotosinteze posledi¢no
omogocalo tudi ve¢ gradnikov za tvorbo smole.

3.6 Vpliv tal

Nasprotujo¢i izsledki $tudij na podrocju vplivov tal na tvorbo kanabinoidov nudijo
razli¢ne interpretacije. Raziskan je predvsem vpliv duSika (Bosca, 1998), medtem
ko so ostali elementi raziskani v manjSem obsegu. Razlicni izsledki dajejo
nasprotujo¢e podatke o vplivu dusika, saj so Studije glede na dolofene veéje ali
manjSe odmerke dusika porocale tako o poveCevanju kot zmanjSevanju vsebnosti
THC. Poroc¢ila o vplivu fosforja in kalija so malostevilna, vendar je opaZena
pozitivna korelacija med poveCevanjem gnojilnih odmerkov in povecevanjem
sinteze kanabinoidov (Pate,1999), prav tako so znani vplivi tezkih kovin na
povecanje THC (Linger, 2005). Vsekakor pa so vplivi tal slabo raziskani, poleg
tega raziskave za zdaj niso dale jasnih in enoznacnih rezultatov.



Hmeljarski bilten / Hop Bulletin 25(2018) 73

3.7 Vpliv napada/privabljanja insektov

Napad skodljivcev in s tem povezan metaboli¢ni odziv rastlin je natan¢no raziskal
Acamovic (2005). Rastline konoplje izlo¢ajo vrsto metabolitov kot obrambni odziv
na signale vdora v organizem, ki se prenaSajo preko mehanskih poskodb
(McPartland, 2000). Razli¢ni genotipi konoplje tvorijo raznolike terpenske profile,
ki imajo odvracalni vpliv na obnasanje insektov (Regnault-Roger, 1997).

3.8 Vpliv prisotnosti patogenov

Patogeni delujejo kot elicitorji signalov za obrambno reakcijo rastline na
molekularni ravni. Spregledan vidik pri raziskavah je vpliv endogeno naseljenih
organizmov — endofitov, ki nudijo dodatni imunski odziv rastlinskemu gostitelju.
Izolacija in identifikacija teh gliv bi pomenila nove moznosti uravhavanja
imunskega odziva rastline. Rezultati raziskav Phomopsisa na konoplji so pokazali
razlike v sestavi kanabinoidov ob interakciji z glivnim patogenom (McPartland,
1984). To lahko povzroc¢i vecjo odpornost rastline na bolezni ali pa izzove njen
sekundarni metabolizem in pripelje do ve¢je proizvodnje kanabinoidov (Kusari in
sod., 2013).

4 ZAKLJUCKI

Rastne razmere, ki zadostijo potrebam konoplje, so prisotne v vecini zemeljskih
ekosistemov. Glavni dejavniki, kot so temperatura, zrana vlaga, prehranjenost tal,
koli¢ina padavin, vplivajo tako na primarne kot tudi sekundarne procese v rastlini
in predstavljajo pomembno tocko preuCevanja v naslednjih desetletjih, saj je
potrebno zapolniti vrzeli, ki so nastale v ¢asu stigmatizacije rastline kot Skodljive
prepovedane droge. Okoljski dejavniki in poznavanje okolis¢in tvorbe smole je
vidik, ki v zadnjih letih prihaja v ospredje zaradi potreb po izobrazevanju javnosti
in loCevanja med navadno in indijsko konopljo. Pridelovanje rastlin za
pridobivanje kozmeti¢nih, prehranskih ali farmacevtskih substanc zahteva
nadaljnja raziskovanja na nivoju laboratorijskih in poljskih poskusov. Raziskave, ki
bi omogocile standardizacijo sort konoplje in procesov pridelave in predelave,
bodo v prihodnosti pridobivale na pomenu skupaj drugimi vzpenjajofimi vejami
industrije, kozmetike in farmacije.
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