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Flavonoidi so rastlinska barvila, ki igrajo pomembno vlogo v zas(iti rastline pred stresorji kot tudi v interakcijah rastlin z drugimi
organizmi. Njihovo poznavanje in raziskave njihove sinteze lahko tako mocno vplivajo na pridelavo hrane in druge veje industrije.
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Vpliv listnih ekstraktov dresnikov na rast
endofitskih gliv
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e Namen: Zelele smo ugotoviti vpliv etanolnih ekstraktov posameznih dresnikov
(japonski, ceski in sahalinski dresnik) na rast endofitskih gliv Botrytis cinerea,
Fusarium oxysporum in Alternaria alternata. Pricakovale smo inhibicijo rasti, saj so
rastline rodu Fallopia znane kot invazivne vrste. Kot take bi namrec lahko z zaviranjem
rasti endofitskih gliv avtohtonih rastlin vplivale na njihovo rast in si tako zagotovile
prednost.

e Metode: V vsako petrijevko, ki je vsebovala 2,5 % etanolni ekstrakt posameznega
dresnika, smo nacepile glivo Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum ali Alternaria
alternata. Po enem in po dveh tednih inkubacije smo petrijevke fotografirale, izmerile
njihovo prerasc¢enost ter rezultate statisticno obdelale.

e Rezultati: Prisotnost etanolnega ekstrakta vseh treh vrst dresnikov je rast gliv povecala.
Najvedji vpliv je viden pri kombinaciji glive Alternaria alternata in japonskega dresnika
(Fallopia japonica). Pri glivi Botrytis cinerea pa vpliva dresnika na rast glive ni bilo.

Kljucne besede: Fallopia, alelopatija, listni ekstrakti, Alternaria alternata, Botrytis cinerea,
Fusarium oxysporum



Uvod

Japonski dresnik (Fallopia japonica), sahalinski dresnik (F.
sachaliensis) ter njun krizanec ¢eski dresnik (F. x bohemica),
danes spadajo med najbolj invazivne in problematicne
rastlinske vrste sveta. Japonski dresnik je kot hortikulturna
rastlina v Evropo prisel leta 1848, nato pa usel izza nacrtovanih
meja. Njegovo znacilno hitro Sirjenje predstavlja udarec
urbanemu razvoju ter posega v biodiverziteto, zato je

japonski dresnik leta 1999 IUCN (International Union for the
Conservation of Nature) uvrstil med sto najhujsih rastlinskih
oz. zivalskih invazivnih vrst (Luque in sod., 2013). Ceski dresnik
je kot hibrid japonskega in sahalinskega Se bolj agresiven in
predstavlja hud okoljski problem, saj se kljub sicersnji manjsi
razsirjenosti po ustalitvi ob bregovih rek masovno razraste
(Lavoie, 2017). Vzpostavitev kontrole je zahtevna, saj ima
rastlina obsiren koreninski sistem, ki vztraja kljub navidezno
uspesnemu nadzemnemu kemi¢nemu nadzoru. Najboljse
orodje omejevanja dresnikov bi bila klasi¢na bioloska kontrola,
iskanje potencialnih agensov pa je najucinkovitejse v sami
okolici rastline (Kurose in sod., 2012).

Vzrok za povecanja uspesnosti invazivnih tujerodnih vrst je
lahko alelopatija. To je mehanizem, pri katerem tujerodna
vrsta izloca alelopatske spojine, kot so: alifatski aldehidi,
ketoni, nenasiéeni laktoni, mas¢obne kisline, fenoli, tanini,
steroidi in terpenoidi (Li in sod., 2010). Vse to so produkti
sekundarnega metabolizma, ki posredno ali neposredno
vplivajo na rast drugih rastlinskih vrst. Tujerodne vrste imajo
mocne alelopatske ucinke, ker domace rastline v preteklosti
niso sobivale z njimi in so zato bolj dovzetne za alelokemikalije.
Fallopia japonica in F. sachalinensis vsebujeta razli¢ne
bioaktivne sekundarne spojine, ki imajo protiglivne in/ali
antibakterijske ucinke. Rezultati raziskav kaZejo, da imajo lahko
ekstrakti obeh vrst zaviralni u¢inek na druge rastlinske vrste.
Preko alelopatije lahko torej inducirajo svojo dominanco oz.
uspesnost v okolju (Murell in sod., 2011).

Razsirjenost invazivnih vrst poleg vpliva na Stevilcnost in
sestavo mikroorganizmov v tleh posega tudi v sestavo in
koli¢ino arbuskularno-mikoriznih gliv, dresniki namrec niso
mikorizne rastline in tako Se dodatno izrinjajo avtohtono floro
(Zubek in sod., 2016).

Zanimal nas je vpliv alelokemicnih snovi na glivne endofite
Alternaria alternata, Botrytis cinerea in Fusarium oxysporum,
zato smo jih tretirale z etanolnimi ekstrakti treh vrst dresnikov
(japonski, sahalinski in ¢eski dresnik). Za etanolne ekstrakte
smo se odlocile, ker v vodnih ekstraktih ostanejo tudi snovi,
kot so sladkorji, aminokisline, ki bi lahko z vplivom na rast gliv,
motile naso raziskavo.

Metode

Uporabile smo zamrznjene liste japonskega (Fallopia japonica),
Ceskega (Fallopia bohemica) in sahalinskega (Fallopia
sachalinensis) dresnika, ki so bili nabrani na lokaciji Polule, v
Celju (Slovenija), kjer vse tri navedene vrste dresnika rastejo
skupaj. Pripravile smo 2,5 % etanolni ekstrakt (2,5 g listja v 100
mL etanola), sledilo je 30 min meSanje na magnetnem mesalu.
Ekstrakt smo filtrirale skozi 0,44 um filtrni papir. Za poskus
smo na petrijevke (premer 9 cm) z gojis¢em iz krompirjevim
desktroznim agarjem nanesle po 1 mL ekstrakta in ga
razmazale s hokejko. Sledilo je nacepljanje gliv s plutovrtom

iz gojis¢, prerascenih z micelijem izbranih vrst gliv, ki smo jih

dobile iz zbirke Katedre za botaniko in fiziologijo rastlin na
Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete. Pripravile smo 13
paralelk.

Negativna kontrola je namesto ekstrakta vsebovala 1 mL
etanola, pozitivna kontrola pa nicesar.

Sledila je inkubacija v rastni komori v temi pri temperaturi
21°C. Prvi¢ smo rast gliv spremljale in fotografirale en
teden po nacepljanju, nato pa Se enkrat teden za tem.
Prerascenost petrijevk smo izmerile s programom Imagel,
statisticno obdelavo pa opravile v Microsoft Office Excel

z dodatkom XL ToolBox (https://www.xltoolbox.net) z
enosmerno ANOVA in Holm-Sidak post-hoc testom pri p <
0,05, s katerim smo dolocili statisticno znacilne razlike med
posameznimi tretmaji.

Rezultati

Ob primerjavi meritev dveh razli¢nih kontrol (negativne
kontrole brez dodatkov in kontrole z dodanim etanolom), kar je
prikazano na sliki 1, lahko opazimo, da Ze sam dodatek etanola
negativno vpliva na rast gliv. Vrste gliv se prav tako med seboj
razlikujejo po hitrosti rasti. Gliva A. alernata je med izbranimi
glivami najpocasnejsa. Pri glivi F. oxysporum prav tako v prvem
tednu ni statisticno znacilnih razlik, pojavijo se v drugem tednu
ob dodatku ekstrakta ceskega dresnika, kar je vidno na sliki 2.
Pri glivi B. cinerea ni statisticno znacilnih razlik med kontrolo in
posameznimi ekstrakti (slika 3), pri ostalih dveh glivnih vrstah
pa se v drugem tednu pojavijo razlike. Pri glivi A. alternata se
razlike pojavijo ob dodatku japonskega dresnika (slika 4).

Na sliki 5, kjer so prikazani delezZi rasti gliv glede na kontrolo z
etanolom pri razlicnih ekstraktih lahko vidimo, da ima najbolj
raznovrsten vpliv japonski dresnik, ki najbolj pozitivno vpliva na
rast glive A. alternata. Pri sahalinskem dresniku ni statisti¢cno
znacilnih razlik med razlicnimi glivami. Ekstrakti dresnikov tako
na rast izbranih gliv vplivajo pozitivno ali pa sploh ne, zaviranja
rasti namrec nismo opazile.

Diskusija

Predvidevali smo, da bodo glive slabse rasle na gojiscih, kjer
smo dodali etanolni ekstrakt, a rezultati kaZzejo ravno obratno.
Rast je bila namrec boljsa v primerih, ko je bil dodan etanolni
ekstrakt v primerjavi z gojisci, kjer je bil dodan le etanol.
Mozno je, da je do tega prislo zaradi razli¢nih strukturnih
formul oz. vezavnih skupin razli¢nih fenolnih komponent, saj
to vpliva na toksi¢nost spojin. Spojine s hidroksilno skupino v
orto poziciji na primer na Phytophtoro delujejo bolj zaviralno
kot tiste, ki imajo hidroksilno skupino v para poziciji. Prisotnost
dodatne hidroksilne skupine pa inhibicijo Se dodatno zniza
(Christie, 1965).

Prav tako je mozno, da glive sproscajo snovi, s katerimi se
zascitijo pred Skodljivimi ucinki, ki bi jih lahko povzrodil dresnik
(Kurose in sod., 2012). Kljub temu, da smo uporabili etanolne
ekstrakte (torej v samem ekstraktu ni bilo ostankov sladkorjev
in aminokislin, ki bi jih glive lahko uporabile za vir ogljika

ter dusika in bi s tem pospesevale rast), je mozno, da na

rast gliv pozitivno vpliva tudi prisotnost avksina v alkoholnih
listnih ekstraktih dresnikov. 1z literature vemo, da v dolocenih
okolisc¢inah (predvsem v primernih koncentracijah) avksin
stimulira rast mikroorganizmov (tudi gliv) s pospesevanjem
elongacije celic, podobno kot je to znacilno za visje rastline
(Chatterjee in sod., 2007). Chatterjee in sod. (2007), so tako
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Slika 1: Povprec¢na izmerjena povrsina gliv po enem in dveh
tednih po inokulaciji, brez tretiranja (K0) in z etanolom (KEtOH)
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Slika 3: Povprecna izmerjena povrsina glive Botrytis cinerea po
enem in dveh tednih rasti po inokulaciji, tretirana z ekstrakti
razlicnih sort dresnika (s ¢rkami so oznacene statisticno
znacilne razlike med podatki)
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Slika 5: Stopnja rasti razli¢nih gliv v primerjavi s kontrolo z
etanolom ob tretiranju z ekstrakti razli¢nih dresnikov (s ¢rkami
so oznacene statisticno znacilne razlike med podatki)
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Slika 2: Povprecéna izmerjena povrsina glive Fusarium
oxysporum po enem in dveh tednih rasti po inokulaciji,
tretirana z ekstrakti razli¢nih sort dresnika (s ¢rkami so
oznacene statisti¢no znacilne razlike med podatki)
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Slika 4: Povprecna izmerjena povrsina glive Alternaria
alternata po enem in dveh tednih rasti po inokulaciji, tretirana
z ekstrakti razli¢nih sort dresnika (s ¢rkami so oznacene
statisticno znacilne razlike med podatki)

1 mg/L, dosegli povecanje produkcije biomase od 14 pa vse
do 36 %. Tudi Wang in sod. (2010) so pri raziskovanju rasti
gliv, ki so simbionti v liSajih, s tretiranjem z avksini dosegli
stimulirano rast gliv. Za optimalno povecanje rasti pa so dolocili
koncentracijo 2 umol/L.

Na rast glive Alternaria alternata je najbolj vplival ekstrakt
japonskega dresnika. To ni presenetljivo, saj je gliva Alternaria
znan endofit japonskega dresnika, njena funkcija pa je zascita
rastline pred infekcijo z rjo Puccina polygoni — amphibii var.
tovariae, saj hkratna inokulacija Alternarie in omenjene rje
moc¢no zmanjsa kolonizacijo rje (Kurose in sod., 2012). To
pojasnjuje izboljSano rast izolata A. alternata na gojiscih, ki
vsebujejo ekstrakt F. japonica.

Zanimivo je, da ekstrakti dresnikov na rast glive Botrytis
cinerea niso imeli vpliva. Ta pojav bi lahko pojasnili z razli¢nim
nacinom Zivljenja tretiranih gliv. Botrytis je bolj patogena vrsta
kot Alternaria in Fusarium, njena patogenost pa je povezana z
lakazno aktivnostjo. Predhodne raziskave so pokazale, da glivni
sevi, ki niso uspeli razgraditi fitoaleksinov, niso patogeni, vsi
sevi, ki pa so fitoaleksine uspeli razgraditi, so lahko razgradili
tudi druge stilbene, kot sta resveratrol in pteristilben (Sbaghi
in sod., 1996). Tako lahko sklepamo, da je morda prisotnost



zunajceli¢nih nespecifi¢nih encimov tista, ki je vplivala na
razgradnjo alelokemikalij in tako iznicila ucinke dresnika.

Na rast glive Fusarium oxysporum so statisticno znacilno
vplivali le ekstrakti ceskega dresnika, ki so rast glive pospesili.
Vecina sevov F. oxysporum je nepatogenih in jih pogosto
najdemo med endofiti razli¢nih rastlin.

Vsi ekstrakti dresnikov so imeli priblizno enak ucinek: vsi so
rast pospesili. Noben ekstrakt ni pretirano izstopal, razen ze
omenjene kombinacije glive Alternaria alternata in dresnika
Fallopia japonica.

V literaturi se je izkazalo, da imajo koreninski ekstrakti dresnika
na rast gliv zaviralni u¢inek (Peng in sod., 2013), kar bi lahko
bila posledica odsotnosti avksina ali visja vsebnost fenolov,
zato predlagamo, da se v nadaljnjih raziskavah testira Se
koreninske ekstrakte in primerja njihov ucinek z listnimi.

Zakljucek

Prisotnost ekstrakta v gojis¢u rast gliv poveca, kar je ravno
obratno od pri¢akovanj. Zaradi povecane rasti glivimajo
dresniki na tretirane glive pozitiven alelopatski ucinek ali pa je
v ekstraktih prisotno Se kaj, kar rast gliv pospesuje.
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Vpliv kadmija na privzem mineralov pri
soncnici (Helianthus annuus) in jeCmenu
(Hordeum vulgare)
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lvana Sedej, Spela Cerar
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e Namen poskusa je bil dolociti u¢inek kadmija na rast, vsebnost pigmentov in privzem
mineralov pri dvokali¢niski vrsti Helianthus annuus (soncnica), in pri enokali¢niski vrsti
Hordeum vulgare (je¢men, sorta Bingo)

e Rastline z velikostjo poganjka cca. 10 cm smo za dva tedna izpostavili razlicnim
koncentracijam kadmija (5, 10, 30 uM) raztopljenega v Hoaglandovi raztopini.
Ob koncu poskusa smo rastline stehtali in posusili. 1z posusenega materiala
smo spektrofotometricno dolodili vsebnost pigmentov in z metodo rentgenske
fluorescencne spektrometrije XRF dolocili koncentracije nekaterih mineralnih hranil.

e Znarascajoco koncentracijo kadmija, so se masa, vsebnost pigmentov ter koncentracije
makroelementov pri obeh rastlinskih vrstah zniZevale. lzmerjene koncentracije
mikroelementov so v obeh primerih narascale z viSanjem koncentracije kadmija.

e Izpostavljenost soncnice in jeCmena raztopini kadmija ima negativen ucinek na rast in
razvoj sonc¢nice in jeCmena.

Kljucne besede: tezke kovine, fotosintezna ucinkovitost, mikroelementi, makroelementi
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Uvod

Kadmij (Cd) je kovina, ki predstavlja veliko groznjo v okolju
zaradi svoje strupenosti za Zivali in ljudi (Kirkham, 2006).

Z razvojem industrije in visoke uporabe kemicnih gnojil,
pesticidov in herbicidov, je onesnaZenje kmetijskih zemljis¢

s Cd postalo v mnogih predelih sveta velik problem (Liu s

sod., 2003). Cd na rastline ucinkuje tako, da oteZi privzem

in translokacijo mineralov ter povzroci oksidativni stres, ki
pripomore k spremenjeni fotosintezni aktivnosti in sintezi
klorofila v rastlinah. Interakcijo med Cd in mineralnimi hranili
zaznamo kot spremembo koli¢ine hranil v rastlini, posledica
Cesar so spremenjeni fizioloSki procesi in zmanjsana rast (Jiang
s sod., 2004; Dinark s sod., 2008). Soncnica ima sposobnost
akumulacije velikih koncentracij Cd. Cd oteZi translokacijo
mikroelementov in sklepa se, da ovira mehanizme transporta
mineralnih hranil od korenin do apikalnih delov rastline, kar
zavre rast in proizvodnjo biomase (Rivelli s sod., 2014; Vaculik
s sod., 2015). Je¢men naj bi bil po nekaterih virih toleranten na
Cd (Kherbani s sod., 2015), vendar dolocene raziskave kazejo,
da Cd v visokih koncentracijah vpliva na dolZino in Stevilo
poganjkov, upocasni stopnjo organogeneze in vpliva na delitev
apikalnih meristemskih celic (Kaznina s sod., 2006; Singha in
Myhrb, 1998).

Cilj nase raziskave je preuciti vpliv Cd na privzem mineralnih
hranil pri soncnici in je¢menu sorte Bingo.

Sklepali smo, da bo sonénica ob povisani koncentraciji Cd

v okolju ta element akumulirala, kar bo otezilo privzem
mineralov in negativno vplivalo na rast in razvoj soncnice ter
znizalo vsebnost pigmentov v rastlini. Predvidevali smo tudi, da
je je¢men toleranten na Cd, tako da bo povisana koncentracija
tega elementa v okolju imela v primerjavi s son¢nico manjsi
vpliv na privzem drugih mineralov in posledi¢no tudi manjsi
vpliv na rast in razvoj je€mena.

Materiali in metode

Uporabili smo semena dveh vrst rastlin, soncnice (Helianthus
annuus) in jeCmena (Hordeum vulgare) sorte Bingo. Posadili
smo jih v korita z Agra-vermikulitom, ki smo jih postavili v

Soncnica - masa
ab
ab

|

g1 = Steblo - sveda maza

= W Stetla - suha mass
1 Korening - suha masa

Koncentracija Cd (M)

Slika 1: Graficni prikaz sveZe in suhe mase stebla in suhe mase
korenin soncnice v odvisnosti od razli¢nih koncentracij Cd (0,
5,10 in 30 uM) v raztopini; povprecna vrednost + SN, n=6.
Razli¢ne crke oznacujejo statisticno znacilno razliko (Ducanov
test;p<0.05).

rastno komoro s stalno zracno vlago (45%), temperaturo
21°Cin fotoperiodo 16 h svetlobe, 8 h teme. Pocakali smo,
da so rastline zrasle do minimalno 10 cm. Rastline smo
prenesli v ¢ase za hidroponiko, napolnjene s Hoaglandovo
hranilno raztopino (Hoagland, 1938) in raztopinami razli¢nih
koncentracij Cd (5, 10 in 30 uM) ter kontrolne c¢ase brez
dodanega Cd (0 uM). V vsako c¢aso z doloc¢eno koncentracijo Cd
smo namestili po 3 rastline (pri soncnici) oziroma po 5 rastlin
(pri jecmenu). Spremljali smo dve vzporedni seriji z istimi
koncentracijami Cd za vsako rastlinsko vrsto. Rastline so bile
omenjenim pogojem izpostavljene 2 tedna (15 dni).

Med poskusom smo rastlinam dolivali Hoaglandovo
raztopino. Po 15 dneh smo dolodili sveZo in suho maso
korenin in poganjkov rastlin. 1z suhega materiala smo dolocili
vsebnost fotosinteznihpigmentov (klorofila a, klorofila b)

in karotenoidov (Monni s sod., 2001) ter izracunali njihovo
koncentracijo v vzorcih (Lichtenthaler in Buschmann, 2001).
Z metodo XRF smo izvedli kvantitativno analizo mineralov
elementov (fosfor (P), Zveplo (S), kalij (K), kalcij (Ca), mangan
(Mn), zelezo (Fe), cink (Zn)) v koreninah in v poganjkih, ki so
bili izpostavljeni razlicnim koncentracijam Cd. Podatke smo
zbrali in uredili v programu Microsoft Excel 2010, statisticno
obdelavo podatkov pa smo izvedli s programom Satistica 7.0
(Copyright StatSoft, inc. 1984-2004), v katerem smo naredili
Ducanov post hoc test.

Rezultati in diskusija

Pri visjih koncentracijah Cd je sveza masa soncnice upadla,
medtem ko je suha masa narastla (slika 1). To bi lahko razlozili
s tem, da koli¢ina vode upada pri zviSanju koncentracije Cd
(Gonzales s sod. 2012). Soncnice, ki so bile izpostavljene Cd, so
imele vecji delez suhe mase kot pa kontrola (slika 1). Na osnovi
tega bi lahko sklepali, da je Cd v nizkih koncentracijah nujno
potreben za rast rastlin. Dejstvo, da je sveZa masa rastlin, ki so
rastle v okolju brez Cd, visja, kakor masa rastlin, ki so rastle v
prisotnosti Cd, si razlagamo napako pri meritvah. MoZen vzrok
napake bi lahko bil v neenakosti velikosti rastlin, ki smo jih iz
lonca prenesli na hidroponiko ali pa neenaki svetlobni pogoji v
rastni komori. Druga mozZna razlaga je, da rastlina na povisanje

Slika 2: JECMEN: spodaj - kontrolni rastlini, konc. Cd=0 uM,
zgoraj - rastlini tretirani s konc. Cd=30 uM
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Slika 3: SONCNICA: spodaj - kontrolna rastlina, konc. Cd=0 puM,

desno -rastlini tretirani s konc. Cd=30 uM

Soncnica - pigmenti

b
b
b
b a
a
10
b ¢
b bc L
S lI II T
u ] g
w ks X0 K0

Koncentracija Cd [uM]

vsebnost pigmentov [ug/mL]
&

W Soninica- totalni korofii @ Sondnica - Worofila  @Sondnica - orofilh @ Soninica - karotencids |

Slika 4: Vsebnost pigmentov (klorofil a in b, karotenoidi) pri
soncnici v odvisnosti od razli¢nih koncentracij Cd (0, 5, 10 in 30
UM) v raztopini; povprecna vrednost = SN, n=10. Razlicne ¢rke
oznacujejo statisticno znacilno razliko (Ducanov test; p<0.05).

JeCmen - pigmenti

35
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mJeémen - Klorofil a m Jeémen - klorofil b ® Jeimen - totalni Korofili ~ mJeémen - karotenoidi

Slika 5: Vsebnost pigmentov (klorofil a in b, karotenoidi) pri

je€menu v odvisnosti od razlicnih koncentracij Cd (0, 5, 10 in 30

UM) v raztopini; povprecna vrednost + SN, n=10. Razli¢ne ¢rke
oznacujejo statisticno znacilno razliko (Ducanov test; p<0.05).

koncentracije Cd odgovori z obrambnim mehanizmom t.i.
hormezo. S tem mehanizmom rastlina z intenzivnejsSo rastjo
ustvari u¢inek redcenja koncentracije elementa, s ¢imer
zmanjsa verjetnost nastanka poskodb (Stebbing, 1982). V
primeru hormeze naj bi sicer prislo do 10-15% povecanja
biomase, v naSem primeru pa se mase razlikujejo za vec kot
100%, zato se nam napaka pri meritvah zdi bolj verjetna
obrazloZitev. Z naras¢anjem koncentracije Cd masa jeCmena
variira manj kot masa son¢nice. Sklepamo, da ima Cd manjsi
vpliv na enokali¢nice kot na dvokali¢nice, zaradi Cd-vezavnega
kompleksa, ki ga imajo enokali¢nice (Inouhe s sod., 1994).

Na sliki 2 in sliki 3 lahko vidimo ucinek, ki ga je imel Cd na rast

Tabela 1: Koncentracija mikroelementov pri soncnici v odvisnosti
od razli¢nih koncentracij Cd (0, 5, 10 in 30 uM) v raztopini;
Razlicne ¢rke oznacujejo statisticno znacilno razliko (Ducanov
test; p<0.05).

MIKROELEMENTI

uM Mn Zn

227b 187a

65 a 54b
10 63 a 133 ab
30 116ab 147 a

v primerjavi s kontrolno skupino. Pri je¢menu in sonc¢nici je
bila dolZina poganjka in korenine pri rastlinah, ki so rastle v
prisotnosti Cd manjsa kot v kontrolni skupini. Vecja razlika v



Tabela 2: Koncentracija makroelementov pri soncnici v
odvisnosti od razlicnih koncentracij Cd (0, 5, 10 in 30 pM) v
raztopini; Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisticno znacilno razliko
(Ducanov test; p<0.05).

MAKROELEMENTI
Korenine
UM P K
0 10700 b 71150b
8790 ab 59900
ab
10 5505 ab 43000 a
30 2750 a 38600 a

Tabela 3: Koncentracija mikroelementov pri jeEmenu v
odvisnosti od razli¢nih koncentracij Cd (0, 5, 10 in 30 uM) v
raztopini; Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisticno znacilno razliko.
(Ducanov test; p<0.05).

MIKROELEMENTI

Korenine

uM Zn

0 69 a
92a

10 141 b

30 137b

Steblo

0 49 ab

5 37a

10 52ab

30 69 b

velikosti rastlin je bila pri soncnici, zlasti v dolZini korenin, ki so
bile pri testni skupini priblizno 60% krajse od korenin kontrolne
skupine.

Izpostavljenost nizki koncentraciji Cd (5 uM) povisa
fotosintezno ucinkovitost soncnice, saj naraste koncentracija
klorofilov a in b ter karotenoidov (slika 4). Pri visjih
koncentracijah tega ucinka ni in fotosintezna ucinkovitost

z narascanjem koncentracije Cd upada. Vsebnost klorofilov

a in b ter karotenoidov pri jecmenu upada z narascajoco
koncentracijo Cd v primerjavi s kontrolo, ki ni bila izpostavljena
Cd (slika 5). Lahko sklepamo, da ima Cd negativen ucinek na
fotosintezno delovanje soncnice in jeCmena, saj se pri vecjih
koncentracijah Cd zniZuje fotosintezno ucinkovitost. Vassilev

s sod. (1998) navaja, da Cd zavira fotosintezne procese, saj
posredno ucinkuje na biosintezo klorofila in povzro¢a motnje
v transportu elektronov do fotosistema | in fotosistema Il na
tilakoidnih membranah.

Koncentracija makroelementov P in K v koreninah soncnice
upada z narasc¢ajoco koncentracijo Cd (tabela 1). Tudi
koncentracija mikroelementa Mn upada z narascajoco
koncentracijo Cd glede na kontrolo (tabela 2). Koncentracija
mikroelementa Zn pri najmanjsi koncentraciji izpostavljenosti
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Tabela 4: Koncentracija makroelementov pri jecmenu v
odvisnosti od razlicnih koncentracij Cd (0, 5, 10 in 30 uM) v
raztopini; Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisticno znacilno razliko.
(Ducanov test; p<0.05).

MAKROELEMENTI
uM S K Ca
0 503 a 19600b 2065 a
569 ab 11855a 2485 ab
10 645 b 10145a 3125 bc
30 544 a 7550 a 3290 ¢
Steblo
uM K Ca
0 36600b  4250b
31200ab 2860 a
10 23800a 3710ab
30 29300ab 2755a

Cd (5 uM) upade, pri izpostavljenosti visjim koncentracijam Cd
(10 uM, 30 uM) pa se koncentracija Zn povisa v primerjavi s
kontrolo (tabela 2). Lahko sklepamo, da Cd pri soncnici zavira
privzem makroelementov in vecine mikroelementov, z izjemo
Zn, katerega privzem se je povecal pri vecjih koncentracijah
Cd. Vsebnost makroelementov in mikroelementov pri jeCmenu
sicer mocno variira, velike razlike so v mineralni sestavi
korenine in stebla iste rastline. Pri jecmenu koncentracija

K v koreninah in steblih upada, koncentracija S pa narasca

z narascanjem koncentracije izpostavljenosti Cd glede na
kontrolo (tabela 4). Izpostavljenost 5 uM, 10 uM in 30 uM
koncentracijam Cd poveca privzem Ca v koreninah, hkrati pa
v steblih upada z narascajoco koncentracijo Cd (tabela 4).

V steblih je pri koncentracijah Cd 10 uM in 30 uM povecan
privzem Zn, medtem ko je pri koreninah povisan prizem

Zn pri koncentraciji Cd 5 uM (tabela 3). Lahko sklepamo,

da izpostavljenost jecmena Cd otezi privzem K v rastlino,
hkrati pa poveca privzem S, Zn ter Ca v koreninah. Povecano
koncentracijo Zn pri obeh vrstah rastlin bi lahko razlozili

s tem, da se Cd veze na fitokelatine in s tem tekmuje za
privzem z Zn. V odgovor lahko rastlina povisa ekspresijo Zn
transporterjev, da preskrbi rastlino z zadostno koli¢ino Zn.
Zaradi oksidativnega stresa se poveca privzem S, posledi¢no
pa se sintetizirajo fitokelatini. S pri je¢menu je lahko posledica
vecjega oksidativnega stresa v rastlini zaradi izpostavljenosti
Cd, posledi¢no pa se sintetizirajo fitokelatini. Sintetizra se vec
proteinov, ki vsebujejo cistein. Tiolne skupine, ki vsebujejo

S imajo antioksidantni ucinek, saj se ob oksidativnem stresu
oksidirajo in povezejo v disulfidne mosticke, s Cimer preprecijo
oksidativno Skodo drugih bioloskih molekul (Leustek in Saito,
1999). Povisana koncentracija Ca je posledica poviSanega
privzema Ca v apoplast, zaradi Cesar se zmanjsa privzem

Cd in posledi¢no omili toksi¢ni ucinek Cd (nastajanje
superoksidnega radikala in celi¢na smrt) (Tamas s sod., 2017).
Velike standardne napake pri vsebnostih mineralov so lahko
posledica napake, nehomogenosti vzorca oz. pomanjkanja
materiala za izdelavo tabletk za rentgensko fluorescenéne
spektrometrijo ali pa tudi premajhen N oziroma Stevilo rastlin.
Podatki v literaturi so sicer glede privzema in akumulacije
hranil pogosto kontradiktorni. Rastline lajSajo toksi¢en ucinek
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Cd s privzemom dolocenih hranil ali njihovim prerazporejanjem
za minimalizacijo Skode. Zaradi tega pride do pomanjkanja
nekaterih hranil potrebnih v dolo¢enem delu rastline, zaradi
Cesar je rast rastline omejena (Huang s sod., 2007; Hédiji s
sod., 2015).

Zakljueki

Pri soncnici in jeCmenu lahko potrdimo negativen ucinek Cd na
rast in na fotosintezno ucinkovitost. Pri obeh rastlinskih vrstah
je Cd povzrocil upocasnjeno rast stebla in korenin. Znizale so
se koncentracije fotosinteznih pigmentov, zaradi ¢esar je bila
fotosintezna ucinkovitost slabsa. Poleg tega smo ugotovili, da
ima Cd v okolju vedji vpliv na soncnico kot na jemen, pri obeh
rastlinah pa vpliva na privzem in prerazporejanje mineralov

in s tem na rast in fotosintezno ucinkovitost rastline. V
nadaljnjih raziskavah bi lahko povecali Stevilo rastlin v poskusu
(N) ter ugotavljali vpliv Cd na rastline, ki bi bile izpostavljene
koncentracijam Cd daljSe ¢asovno obdobje (>15 dni). Za boljso

razlago vpliva Cd na rastline bi bilo smotrno meriti privzem Cd
v posamezne dele rastlin.
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Vpliv nanodelcev paladija na razvoj kalic
enokalicnic in dvokalicnic

Uria Adami¢, Andraz Dolar, Larisa Janzi¢, Iris Salamon, Miki Zari¢,
Valentina Ivanovska Zelic
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

e Namen: ugotoviti vpliv dveh koncentracij nanodelcev paladija (nano PdC), na razvoj
kalic soncnice (Helianthus annuus) in je€mena (Hordeum vulgare L.).

e Metode: kalitev semen soncnice in jeCmena, spremljanje rasti in razvoja kalic v treh
skupinah, meritev rastnih parametrov (dolZina poganjka in najdaljSe korenine),
dolocanje sveze in suhe mase rastlin, meritve koncentracij kovin v korenini in poganjku
z XRF-analizo, analiza fotosinteznih pigmentov poganjkov in testiranje viabilnosti
koreninskih vrsickov. Statisticno analizo smo opravili z enosmerno ANOVA, Duncan
test s programoma Statistica Statsoft.

e Rezultati: pri jemenu so poganjki rastlin, izpostavljeni nano PdC, v povprecju daljsi
od kontrole medtem, ko ni opazne razlike v dolZini korenin. Pri soncnici so rezultati
ravno obratni. Korenine izpostavljenih rastlin so krajSe medtem, ko med dolzinami
poganjkov ni razlik. Test viabilnosti je za je¢men in son¢nico pokazal toksi¢ne ucinke
pri koncentraciji 10 ug g* nano PdC. Suha masa korenin soncnic izpostavljenih
koncentracijam 1 ug g™ in 10 ug g* nano PdC, je statisti¢no znacilno niZja od kontrolne
skupine.

e  Zakljucki: nano PdC vpliva na viabilnost in rast poganjkov ter korenin, vendar na
podlagi rezultatov ne moremo narediti dokonénih zakljuckov, saj je bil poskus izveden
zgolj z eno ponovitvijo.

Kljucne besede: Helianthus annuus, Hordeum vulgare, nanodelci PdC, izpostavljene rastline,
razvoj kalic
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Uvod

Nanodelci so agregati atomov ali molekul, velikosti 1-100 nm.
Znano je, da imajo spremenjene fizikalno-kemijske lastnosti v
primerjavi z vecjimi delci iste snovi. Uvrs¢amo jih v 3 skupine:
prva so nanodelci, ki nastajajo naravno (vulkanski, lunin prah,
mineralne zmesi), druga skupina so antropogeni delci; odpadni
stranski produkti, ki nastajajo npr. ob izgorevanju (dizla,
premoga) in varjenju. V tretjo skupino uvrs¢amo industrijsko

pripravljene nanodelce, ki se uporabljajo v razlicnih industrijah.

Paladij se uporablja v avtomobilskih katalizatorjih. Njegova
koncentracija je na nekaterih delih ob cestah prisotna, v do
tisockrat vedjih vrednostih kot drugje v naravi. lzmerili so
vrednosti nad 500 pg kg (Hoppstock in Sures, 2004).
Zaradi ve€anja trenda uporabe nanodelcev v razli¢nih
industrijskih panogah, je vedno vec raziskav o njihovih
morebitnih vplivih na ekosisteme in na ¢loveka (Ruffini in
sod., 2009). Raziskovanje elementov v sledeh pri rastlinah,
njihovega privzema in akumulacije, je pomembno. Glavni
razlog so potencialni negativni vplivi nekaterih toksi¢nih
elementov na ¢loveka. Visanja koncentracij toksi¢nih snovi,
zaradi akumulacije skozi prehranjevalno verigo, lahko
predstavlja negativen ucinek na zdravje ¢loveka (Hapke, 1996).
Po pregledu literature ugotovimo, da je zelo malo ¢lankov o
vplivu paladija na rastline (Brenchley in sod., 1946; Sarwar
in sod., 1969; Battke in sod., 2008). Namen nasega dela je

ugotoviti, kakien vplivimata koncentraciji 1 pg gt in 10 pg

g nanodelcev paladija na razvoj kalic sonénice (Helianthus
annuus) in je¢mena (Hordeum vulgare L.).

Hipoteze:

i) DolZina, masa korenin in poganjkov bosta pri rastlinah,

izpostavljenih koncentraciji 1 ug g nano PdC v primerjavi s
kontrolno skupino, nespremenjena.
ii) DolZina, masa korenin in poganjkov bosta pri rastlinah,

izpostavljenih koncentraciji 10 ug g* nano PdC v primerjavi s
kontrolo, manjsi.

iii) V koreninah izpostavljenih rastlin nano PdC bo vecja
koncentracija nano PdC v primerjavi s kontrolo.

iv) V poganjkih izpostavljenih rastlin nano PdC bo vsebnost
klorofilov a, b in karotenoidov zmanjsana.

v) Viabilnost celic izpostavljenih rastlin nano PdC bo manjsa.
Membrane celic bodo poskodovane in barvilo propidijev jodid
bo vdiralo v notranjost celic.

Materiali in metode

Sinhronizacija kalic jecmena in soncnice

V poskusu smo uporabili kalice dveh rastlinskih vrst, je¢mena
(enokali¢nica) in sonc¢nice (dvokalicnica). Za sinhronizacijo
kalic smo vsa semena kalili v velikih petrijevkah na filtrirnem
papirju, prepojenem z vodovodno vodo. Kalitev je potekala v
komori z umetno svetlobo pri sobni T (21 °C), dnevno no¢nem
ciklu 16/8 in vlaznosti med 45-50 % .

Priprava raztopin paladija

Iz zaloZnega materiala nanodelcev velikosti 5 nm, ki vsebuje
Pd (10 %) vezan na ogljik (90 %), smo pripravili raztopini s
koncentracijo 1 in 10 ug g . Za raztopino 1 pg g smo natehtali
2,4 mg prahu nano PdC, ter dodali 240 ml dH,0. Nato smo

razdelili raztopino v 4 loncke po 60 ml (0,6 mg nano PdC

na 60 ml dH,0). Za 10 pg g raztopino smo v 240 ml dH,0
natehtali po 24 mg prahu nano PdC in raztopino ponovno
razdelili v 4 lon¢ke po 60 ml (6,0 mg nano PdC na 60 ml dH,0).
V posamezni kon¢ni raztopini nano PdC, smo pred razdelitvijo
v lon¢ke, dodali kapljico detergenta in z uporabo sonikatorja
raztopini premesali. Tako smo dobili homogeno razporeditev
nanodelcev v raztopini, brez agregatov.

Nastavitev poskusa

Poskus, v rastni komori pri sobni T (21 °C), dnevho no¢nem
ciklu 16/8 in vlaznosti med 45-50 %, je pri jeCmenu trajal 7
dni, pri sonénici pa 10. Po kalitvi semen, smo izbrali 16 kalic
podobnih velikosti na stekleni loncek, v katerega smo nalili
60 mL primerne raztopine; vodo (dH,0) za kontrolo, ter 1 pg

gl o0z. 10 pg g* nano PdC. Lonéek smo prekrili s kosom tila
tako, da se je dno tila dotikalo gladine raztopine. Nanj smo
polozili izbrane kalice rastlin, da so bile korenine potopljene
v raztopino. Za vsako izpostavitev in kontrolo (dH,0) smo
pripravili po 2 ponovitvi. Vsak drugi dan smo dolivali dH,0, v
vse loncke do oznake 60mL.

Rastni parametri

Osredotodili smo se na dolZino, suho in sveZzo maso korenin in
poganjkov. Po sinhronizaciji kalitve semen, smo izmerili dolzino
najdaljse korenine kalic in meritev ponovili ob zakljucku
poskusa. Ob zakljucku poskusa smo izmerili Se dolZino
poganjkov rastlin. Rezultate meritev smo primerjali s kontrolno
skupino, ter dolocili povprecne vrednosti za vsako izpostavitev
pri obeh vrstah rastlin. Lo¢ene poganjke in korenine smo
stehtali - sveZa masa. Lo¢eno smo zavili v aluminijasto folijo
korenine in poganjke razlicnih izpostavitev. Dele rastlin smo 4
dni susili v liofilizerju. Po susenju smo dolocili Se suho maso

korenin in poganjkov za vsako izpostavitev 1 in 10 ug g* PdCin
kontrolo.

Test viabilnosti celic koreninskih vrsickov

Barvanje viabilnosti koreninskih vrsickov smo izvedli po
protokolu, modificiranem po Ricaud in sod. (2007). Uporabili
smo drugacne koncentracije barvil. Delovna koncentracija
FDA (fluorescein diacetat) je znasala 10,5 pug/ml, delovna
koncentracija Pl (propidijev jodid) pa 5 pug/ml. Barvali smo dva
vrii¢ka korenin na vsako izpostavitev—1 pg g PdC, 10 ug g*
PdC in kotrola.

Rentgenska fluorescentna spektrometrija (XRF)

Iz rastlinskega materiala smo pripravili po 2 tableti na
posamezno izpostavitev za obe rastlinski vrsti. Eno tableto
smo pripravili iz koreninskega sistema, drugo iz zelenega dela
poganjka. Skupno smo pripravili 24 tablet. Posusene korenine
in poganjke smo zamrznili v tekoc¢em dusiku in strli v terilnici,
v prah. V napravi za oblikovanje tablet smo iz prahu izdelali
tablete. Na institutu Jozef Stefan smo opravili XRF analizo
(Kump in sod., 2007), s ¢imer smo preverili koncentracijo kovin
v poganjkih in koreninah. Meritve smo opravili z izvorom Fe-55,
na Pd-L3 ¢rti (2,84 keV) in polprevodniskim SD detektorjem
(Amptek).
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Slika 1: DolZina poganjkov jeCcmena. Spremljali smo vpliv razli¢nih koncentracij nanodelcev PdC na rast poganjkov jemena
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Slika 2: DolZina korenine soncnice. Spremljali smo vpliv razli¢nih koncentracij nanodelcev PdC na rast korenin soncénice
(povprecje = SN, n=32; enosmerna ANOVA p<0,05). Razlicne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisticno pomembne razlike.
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Slika 3: Suha masa korenin soncnice. Spremljali smo vpliv razli¢nih koncentracij nanodelcev PdC na spremembo suhe
mase korenin soncnice (povprecje + SN, n=32, enosmerna ANOVA p<0,05 ). Razli¢cne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisticno
pomembne razlike.
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Slika 4: Celi¢na viabilnost koreninskih vrsickov je¢mena. A: kontrola, B: 1 ug g* nano PdC, C: 10 ug g* nano PdC. Zelena barva so

Zive celice. Rdeca barva so mrtve celice.

Slika 5: Celicna viabilnost koreninskih vrsickov soncnice. A: kontrola, B: 1 ug g* nano PdC, C: 10 pg g* nano PdC. Zelena barva

so Zive celice. Rdeca barva so mrtve celice.

Dolocanje fotosinteznih pigmentov

V epruvete, smo natehtali po 30 mg prahu poganjkov in dolili 5
ml 80 % acetona. Oznacili smo nivo, do koder je segal aceton,
ter vse dobro premesali na mesalu. Epruvete smo ¢ez no¢
pustili na sobni temperaturi ter jih eno uro pred zacetkom
analize postavili v hladilnik. Izhlapeli aceton smo dolili do
oznacenega nivoja. Vsebino epruvete premesali na mesalu in
centrifugirali. Meritve fotosinteznih pigmentov smo opravili na
spektrofotometru.

Rezultati in diskusija

Rezultati kaZzejo, da se dolZine poganjkov jeCcmena
izpostavljenim nano PdC, statisticno znacilno daljse (Slika

1). To je v nasprotju z objavo Battke in sod. (2008), kjer so
pokazali, da imajo nanodelci Pd na dolZino poganjkov jecmena
negativen vpliv. Ob pove&evanju koncentracije (0,1-5 pg g})
Cistega Pd, premera 1-12 nm, se je dolZina listov je€mena
zmanjSevala. Neskladje naSih rezultatov z Battke in sod.
(2008) je najverjetneje, zaradi uporabe razli¢cnega vira Pd. V

nasem primeru je Pd vezan na ogljikove atome. Kljub uporabi
Zeljenih koncentracij Pd pri izpostavitvah, je bilo pri vsaki,
posledi¢no vec ogljika (10 % Pd in 90 % C). Ogljik bi lahko imel,
posledicno vedji vpliv na rastline kot Pd. Remya in sod. (2012)
so pokazali, da ogljikovi nanodelci pozitivno vplivajo na rast
poganjkov riza. Z XRF metodo nismo zmerili prisotnosti Pd

v poganjkih in koreninah nobene rastline. Pd je bil v vzorcih
pod mejo zaznavnosti, zaradi premajhne obcutljivosti na
Pd-L3 ¢rti. Kar pomeni, da PdC ni vstopal v poganjke. Pri
soncnici nismo opazili statisticno znacilnih razlik v dolZini
poganjkov izpostavljenih nano PdC v primerjavi s kontrolo. Pri
merjenju suhih mas posameznih delov rastlin, smo statisticno
znacilne razlike opazili le pri koreninah soncnic. Suha masa
izpostavljenih rastlin se je zmanjsala v primerjavi s kontrolo

(Slika 3). Povisana masa pri koncentraciji 10 ug g* v primerjavi

z 1 ug g (Slika 3) je najverjetneje, zaradi nezadostnega
spiranja korenin pred tehtanjem. Zmanjsana suha masa
korenin soncnic izpostavljenih PdC, sovpada z zmanjsano
dolZino korenin sonc¢nic izpostavljenih PdC v primerjavi s
kontrolo (Slika 2). Voda v lonckih izpostavljenih rastlin ni



krozila, to bi lahko ustvarilo hipoksi¢ne pogoje. Kisle pogoje

pa, zaradi kopicenja CO, in prisotnosti velikih koli¢in ogljika

pri rastlinah izpostavljenih PdC (Shimoyama in sod., 1994).
Hipoksicni in kisli pogoji predstavljajo fizioloski stres za rastline,
ki se kaze v zmanjsanju dolzine korenin (Slika 2) in Sopasti
razraslosti pri soncnici (Drew in sod., 1979). Pri dolzini korenin
je€mena ni bilo statisticno znacilnih razlik med skupinami.
Analiza pigmentov rastlin ni pokazala statisticno pomembnih
razlik. Viabilnostni test koreninskih vrsickov je¢mena in
soncnice je pokazal toksicni ucinek PdC pri koncentraciji 10

ug g* (Slika 4, 5). Vedja zakisanost zaradi ve¢ ogljika, bi pri
koreninah izpostavljenih 10 pg g, lahko povzroéila propadanje
celic.

Zakljucki
Nasi rezultati so tezko primerljiva z obstojecimi raziskavami,
zaradi vec razlogov. Klju¢na pomanjkljivost nasega poskusa

je neustrezna kontrolna skupina. Rastline v kontrolni skupini,
bi morale biti v vodni raztopini z ogljikom, ki je prisoten v

enakih koncentracijah kot v raztopinah PdC 1 in 10 pg g*. Pd

je bil v naSem primeru vezan na ogljik, drugih raziskovalci so
uporabljali ¢iste nanodelce Pd ali njihove soli (Battke in sod,
2008; Farago in Parsons, 1994; Sarwar in sod, 1970). Pomislek
uporabe PdC je, zaradi morebitne slabe dostopnosti Pd za
rastline in posledi¢no manjsega ucinka njegove strupenosti.
Semena obeh rastlin so slabo kalila, kljub uporabi komore z
umetno svetlobo. Najverjetneje, zaradi neprimernega letnega
Casa v Casu poskusa. Rastline imajo notranje mehanizme in
ritme, ki jim omogocajo kalitev v primernem casu, te pa tezko
obidemo (Maguire, 1969; Rawat in Thapliyal, 2003). Na podlagi
dobljenih rezultatov ne moremo narediti dokoncnih zakljuckov,
saj je bil poskus izveden z napacno kontrolno skupino in le z
eno ponovitvijo.
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Vpliv nanodelcev srebra na kalitev in razvoj
kalic enokali¢nic in dvokalicnic

Zana Lovsin, Pia Stari¢, Manca Volk, Jakob Jeriha, Maja Ugrin, Ana
Vojnovic
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

e Namen raziskave je bil ugotoviti vpliv razli¢nih koncentracij nanodelcev srebra na rast
in razvoj je€mena (Hordeum vulgare) in soncnice (Helianthus annuus).

e Pol13dnehizpostavitve semenom AgNP smo spremljalinjihove morfoloske spremembe
rastlin, merili vsebnost fotosintetskih pigmentov in analizirali vsebnost mineralov.

e Velikost poganjkov se sorazmerno z narasc¢ajoco koncentracijo AgNP zmanjsuje le
pri soncnici. Z visjo koncentracijo nanodelcev se daljSajo korenine pri obeh vrstah.
Opatzili smo negativni vpliv AgNP na vsebnost pigmentov pri soncnici, pri jeCmenu je
vsebnost srebra prenizka, da bi jo zaznali. Korenine soncnice so vsebovale vec kalcija
in manj kalija, kar kaze na poskodbe koreninskega sistema.

e Ugotovili smo, da prisotnost srebrovih nanodelcev razli¢no vpliva na rast enokali¢nic
in dvokali¢nic, vendar bi bile potrebne veckratne ponovitve poskusov ter dodatne
raziskave, da bi lahko z gotovostjo govorili o specificnem vplivu srebrovih nanodelcev
na rast in razvoj rastlin.

Kljucne besede: AgNP, fotosintezni pigmenti, test kaljivosti, Hordeum vulgare, Helianthus
annuus



Uvod

Z napredkom na podrocju nanotehnologij prihaja do povecane
zaskrbljenosti o uporabi in vplivih inZenirskih nanodelcev na
okolje zaradi njihovega kompleksnega ucinka na organizme.
Nanodelci srebra so eni izmed najbolj uporabljenih, predvsem
zaradi svojega protimikrobnega delovanja. Najvecji vplivimajo
na privzem mineralnih hranil, kar ima negativne posledice za
biokemijo, fiziologijo ter rast in razvoj rastlin (Belava in sod.,
2017).

Razli¢ne studije kaZejo negativne ucinke srebrovih nanodelcev
na rast (Yin in sod., 2012). Stampoulis in sod., 2009, so
dokazali, da srebrovi nanodelci s premerom 100 nm pri
koncentraciji 100 in 500 mg/L povzrocijo 41 % oz. 57 %
zmanjsanje biomase in zmanjsajo stopnjo transpiracije v
primerjavi s kontrolnimi rastlinami. Pri izpostavitvi rastlin
graha (Pisum sativum) s srebrovnimi nanodelci pa ne le pride
do zmanjsane rasti, ampak se tudi zniza nivo fotosinteznih
pigmentov. Vecina negativnih ucinkov naj bi bila povezanih z
oksidativnim stresom in zviSanim nivojem srebra v tkivih rastlin
(Tripathi in sod. 2017).

Namen nasega dela je ovrednotiti vpliv razli¢nih koncentracij
AgNP na rast in razvoj kalic je¢mena (Hordeum vulgare) in
soncnice (Helianthus annuus). Uporabili smo elementarne
nanodelce srebra manjse od 100 nm. V sklopu naloge smo
poskusali doloditi njihov vpliv na kalitev, rast in vsebnost

ter mineralov. Predvidevali smo, da bo vecja koncentracija
AgNP preprecila kalitev semen in zavirala rast kalic. Pri vecji
koncentraciji AgNP bo vec nanodelcev prisotnih v rastlini kakor
pri nizjih koncentracijah. Prisotnost AgNP v poganjku pa bo
negativno vplivalo na vsebnost fotosinteznih pigmentov.

Materiali in metode

Opazovali smo vpliv AgNP na rast in razvoj jecmena
(enokali¢nica) in sonc¢nice (dvokali¢nica).

Morfoloske spremembe rastlin

Na mokrem filtrirnem papirju smo skalili semena. Po 5 dneh
smo kalice prestavili v posodice z razlicnimi koncentracijami
AgNP: : kontrolozOpgg?, 5pugg?, 50 puggin 100 ugg. v
posodice smo dali 15 kalic sonénice oz. 10 kalic je¢mena in 60
mL ustrezne raztopine. Rastline so rasle v rastni komori pri 23
°C. Rast in razvoj semen smo spremljali na 13 dni, kjer smo
sproti dolivali vodo. Po 13 dneh smo izmerili dolZino poganjkov
in korenin ter jih posebej stehtali. Vzorce smo susili do suhega
v liofilizatorju Christ 2-4 Alpha povprecno 5 dni, ter stehtali Se
suho maso poganjkov in korenin.

Fotosintezni pigmenti

Fotosintezne pigmente smo izmerili tako, da smo poganjke
vsake rastline strli v prah s teko¢im dusikom. Za vsak vzorec
smo natehtali 30 mg suhe snovi, dodali 5 ml 80 % acetona in
ga pustili ez no€ v hladilniku. Naslednji dan smo vsebino v
epruveti dobro premesali ter jo centrifugirali. Sledila je meritev
absorpcije pri valovnih dolzinah 664 nm, 647 nm in 470 nm na
spektrofotometru. Koncentracijo fotosinteznih pigmentov smo
nato izracunali na podlagi absorbance pri razli¢nih valovnih
dolZinah svetlobe. Analizo vsebnosti pigmentov smo naredili
po protokolu Lichtenthaler in Buschmann (2001).
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Preostanek rastlinskega materiala iz drugega poskusa smo
uporabili za izdelavo tablet. Za vsako rastlino pri vsaki
koncentraciji smo naredili dve tableti, eno tableto za poganjek
in drugo za korenino. Skupaj smo imeli 16 tablet, katere smo
uporabili za analizo elementov z rentgensko fluorescencno
spektrometrijo (XRF). Za vzbujanje atomov v vzorcu smo
uporabili radioizotopski izvor Fe-55. Rentgensko fluorescenco
smo detektirali s SD detektorjem (Amptek). Vsako tableto smo
pomerili dvakrat. S tem smo dolocili koncentracijo elementov
P, S, Cl, Kin Ca. Ag je bil pod mejo zaznavnosti

Statisticna obdelava podatkov

Podatke, pridobljene v poskusih, smo obdelali z razsiritvijo
Daniel’s XL Toolbox, verzija 7.2.10 (http://www.xltoolbox.
net), v programu Excel 2016. Naredili smo enosmerne analize
ANOVA razli¢nih parametrov (dolZina korenin in poganjkov ter
suha in mokra masa korenin in poganjkov) med posameznimi
izpostavitvami. Pri nekaterih podatkih smo imeli samo eno
meritev (fotosintezni pigmenti in XRF analiza elementov) in
zato nismo mogli izraCunati statisticno znacilnih razlik, v grafih
so prikazane posamezne meritve. Pri podatkih z ve¢ meritvami
smo statisticno znacilne razlike prikazali s ¢rkovnimi oznakami
v grafih. Vsi grafi so narejeni v programu Excel. Podatke iz
meritev elementov z metodo XRF smo statisticno obdelali s
programom Statistika 7.0 Statsoft.

Rezultati in diskusija

Morfoloske spremembe rastlin

Preverjali smo vpliv koncentracije AgNP na dolZino

poganjkov in korenin ter na biomaso jemena in soncnice.

Pri jeémenu smo opatzili, da se dolzine poganjkov pri razli¢nih
koncentracijah AgNP med seboj statisticno znacilno ne
razlikujejo (Slika 1). Pri poganjkih son¢nice se je izkazalo, da
se dolZina sorazmerno zmanjsuje z narasc¢ajoco koncentracijo
AgNP (Slika 2). Podoben negativni vpliv nanodelcev na rast
poganjkov je bil opaZzen pri rizu (Thuesombat in sod. 2014). En
izmed moznih razlogov je, da so nekatere vrste bolj ali manj
obcutljive na vpliv nanodelcev (Lee in sod. 2012). Transport
nanodelcev v poganjke je slabo raziskano podrocje. Raziskave
s pomocjo transmisijske elektronske mikroskopije so zaznale
kopic¢enje AgNP v listih pri rastlini Arabidopsis thaliana ter
tudi drugih rastlinah — Medicago sativa, Brassica jencea in
Cucumis sativus (Qian in sod., 2013; Wang in sod. 2016).
Medtem ko pri drugih raziskavah niso zaznali bioakumulacije
AgNP v poganjkih (Lee in sod. 2012). Pri obeh vrstah so opazne
statisticne razlike pri dolZini korenin. Pri soncnici se je dolZina
korenin vecala sorazmerno z naraséajoco koncentracijo. Pri
koreninah je¢mena smo opazili vecjo rast pri koncentracijah

5 ppm (ni pa statisticno znacilno razli¢na od kontrole) in 50
ppm, kjer smo zaznali najvecjo rast. Pri 100 ppm je bila rast
korenin primerljiva z dolZino pri 5 ppm. Daljsanje korenin pri
obeh vrstah ob naraséajoci koncentraciji AgNP ni v skladu s
pri¢akovanji in z rezultati ostalih raziskovalcev (Thuesombat

in sod. 2014, Lee s sod. 2012 in Zuverza-Mena in sod. 2016).
Do pozitivnega trenda je lahko prislo zaradi daljsanja celic v
elongacijski coni korenin (Pokhrel in Dubey, 2013), ali pa zaradi
agregacije nanodelcev pri visjih koncentracijah ni prislo do
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Slika 1: Vpliv 0, 5, 50, 100 ppm AgNP na dolZino korenin
in poganjkov je¢mena. Razli¢ne ¢rke oznalujejo statisticno
znacilne razlike pri p>0,05 (SV £ SN N=20)

njihovega zadostnega prevzema. NiZje koncentracije lahko
pozitivno delujejo na rast rastlin (Mehta in sod. 2016). Analiza
suhe in sveZze mase rastlin ni pokazala statisticno znacilnih
razlik (podatki niso prikazani).

Na podlagi rezultatov dolZin poganjkov in korenin lahko
sklepamo, da je jecmen manj obcutljiv na vpliv nanodelcev kot
soncnica, kar je pricakovano, saj so dvokali¢nice bolj obcutljive
na zunanje vplive (Siedlecka in sod., 2001).

Fotosintezni pigmenti

Pri¢akovali smo, da bo prisotnost nanodelcev negativno
vplivala na vsebnost fotosinteznih pigmentov pri obeh vrstah.
Zaradi majhne koli¢ine materiala smo naredili enkratne
meritve pri posameznih tretmajih, zato nismo mogli raunati
statisticno znacilnih razlik.

Pri merjenju koncentracije pigmentov je bil vpliv AGNP bolj
opazen pri soncénici, kjer vsebnost pigmentov sorazmerno pada
z narascajoco koncentracijo nanodelcev. Velik padec vsebnosti
fotosinteznih pigmentov v primerjavi s kontrolo se opazi Ze pri
koncentraciji 50 ppm (klorofil a za 42,7 %, klorofil b za 34,4 %
in karotenoidi za 39 %). Pri tretmaju z najvisjo koncentracijo
AgNP (100 ppm) je koncentracija klorofila a v primerjavi s
kontrolo padla za 64,7 %. Za vec kot polovico je padla tudi
koncentracija klorofila b (za 51,2 %) in karotenoidov (za 57,5
%). Trend manjsanja koncentracije pigmentov z ve¢anjem
koncentracije AgNP je v skladu s pric¢akovanji (Tripathi in sod.
2017).

Pri je€menu se pri koncentraciji 100 ppm vsebnost vseh
pigmentov najbolj zmanjsa (klorofil a za 13 %, klorofil b za 15
% ter karotenoidi za 14 %). Koncentracija klorofila a je rahlo
povecana pri 50 ppm (za 9 %), kar velja tudi za klorofil b (za 8
%). Koncentracija karotenoidov v vzorcih jeCmena se zniZuje
sorazmerno z naras¢anjem koncentracije AgNP (100 %, 99 %,
93 % in 86 %).

X-Ray Fluorescence (XRF)

Izvedli smo analizo mineralne sestave korenin in poganjkov pri
soncnici in jeCmenu, kjer je bila koncentracija srebra (Ag) pod
mejo detekcije. Opazne so bile spremembe v koncentracijah
drugih mineralov. Tudi tu smo zaradi premajhne koli¢ine
materiala opravili samo eno meritev za posamezen tretma,
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stati¢no znacilnih razlik zato nismo mogli racunati.

Pri je¢menu se koncentracije mineralov v poganjkih povecini
zviSujejo. lzrazito je povecanje koli¢ine klora v primerjvi s
kontrolo (pri koreninah se pri koncentraciji 100 ppm poveca
za 103 %, pri poganjkih za 54 %), z manjSo intenzivnostjo
narascajo tudi koncentracije kalija (pri koreninah se pri
koncentraciji 100 ppm poveca za 34 %, pri poganjkih za 27 %),
fosforja (pri koreninah se pri koncentraciji 100 ppm poveca

za 23 %, pri poganjkih za 22 %), in kalcija (pri koreninah se pri
koncentraciji 100 ppm poveca za 39 %, pri poganjkih za 16 %),
koncentracije narascajo vzporedno z narascajoco koncentracijo
AgNP. Koncentracije Zvepla v poganjkih jecmena nismo mogli
doloditi, saj je bila koncentracija v vzorcih pod mejo detekcije.
V koreninah je¢mena je izrazito povecanje koli¢ine klora,

pri katerem koncentracija narasca vzporedno z narascajoco
koncentracijo AgNP, malce pa se zniZa pri tretmaju z AgNP

50 ppm. Koncentracije fosforja, kalcija in kalija pri tretmaju

z AgNP 50 ppm so niZje kakor pri kontroli, sicer pa narascajo
vzporedno s koncentracijo AgNP.

V koreninah soncnice so bile pri visjih koncentracijah AgNP
koncentracije fosforja (pri 100 ppm 41 %) in kalija (pri 100
ppm 19 %) izrazito niZje. Koncentracija kalcija je bila izrazito
viSja (za 111 %) pri koncentraciji AgNP 100 ppm kakor pri
kontroli. Vecja koncentracija kalcija in manj kalija nakazuje

na to, da je bilo v koreninah prisotnih ve¢ mrtvih celic, mrtve
celice namrec kopicijo kalcij ter prepuscajo kalij. Pri poganjkih
soncnice se je koncentracija klora v rastlinah nizala (pri 100
ppm je koncentracija manjsa za 49 %) z viSanjem koncentracije
AgNP v primerjavi s kontrolo, pri ¢emer se je vsebnost klora v
rastlinah pri koncentraciji AgNP 5 ppm rahlo povecala (za 26
%). Koncentracija Zvepla v poganjkih je narascala z visSanjem
koncentracije AgNP (pri 100 ppm za 15 %) . Pri soncnici in
jeCmenu je vecja vsebnosti mineralov pri visjih koncentracijah
v skladu z ugotovitvami (Poscic¢ in sod. 2016).

Zakljueki

Pri je€menu in sonénici smo pri koreninah dobili podobne
rezultate zato lahko sklepamo, da visja koncentracija AgNP
pozitivno vpliva na rast. Te rezultati so lahko zavajajoci, saj bi
rast korenin lahko prepisali negativnemu fototropizmu in teznji
po iskanju mineralov in ostalih hranil. Preden bi dokonéno
potrdili to ugotovitev bi bilo potrebnih ve¢ ponovitev in bolj



skrbno nacrtovan poskus.

Pri analizi mineralov je bila vsebnost srebra prenizka, da bi jo
zaznali. Morali bi preveriti kaksne so velikosti nanodelcev in se
prepricati, Ce ti vstopijo v celice.. Za Studije kaljivosti bi morali
uporabiti precej vecje Stevilo semen in izvesti veC ponovitev. S
tem bi odpravili faktor bioloske variabilnosti semen na kalitev.
Za statisticno analizo smo namrec v primeru fotosinteznih
pigmentov in XRF imeli premalo materiala za vec vzorcev.
Povecati bi morali Stevilo vzorcev za posamezen tretma, da bi
bilo materiala dovolj za ve¢ meritev, tako bi lahko ugotovitve in
vse rezultate tudi statisticno preverili.
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Vpliv svinca na privzem mineralov pri
sonchici in jeCmenu

Hrastar Barbara, Naiaretto Sabrina, Opacak Ena, Volk Lea, Zalec Nika
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

e Namen raziskave je bil ugotoviti, kako prisotnost svinca (10-100 M) vpliva na prevzem
mineralov v poganjke in korenine rastlin. Poleg tega pa so nas zanimale Se posledice
strupenosti svinca, ki se kazejo na biomasi, viSini poganjka, dolZini korenine in ostalih
rastnih dejavnikih pri son¢nici in je¢menu.

e Mlade rastline soncnic in jeCmena smo gojili v ¢asah s hidroponiko, ki so vsebovale
Hoaglandovo raztopino in razlicne koncentracije svinca. Opazovali smo prisotnost
kloroz in nekroz. Primerjali smo rastne dejavnike ter svezo in suho maso rastlin
izpostavljenih svincu in kontrolo brez svinca. Klorofilni status smo dolocili z analizo
vsebnosti pigmentov: klorofila a in b ter karotenoidov. Za analizo privzema mineralov
v korenine in poganjke smo uporabili rentgensko fluorescencno spektroskopijo (XRF),
s katero smo dolocili koncentracije elementov v poganjkih in koreninah.

e Rezultati so pokazali, da ima Pb vedji vpliv na son¢nico kot jeémen. Svinec pozitivno
vpliva na rast organov vecCinoma le pri koncentraciji 10 uM, kar je najverjetneje
posledica hormeze. Povzrocdi tudi spremembe vsebnosti klorofilov in karotenoidov.
Ob prisotnosti svinca se spremeni vsebnost mineralov v soncnici. Ti minerali so klor,
mangan, kalcij in Zveplo. Kot posledica delovanja svinca so se na rastlinah pojavile Se
kloroze in nekroze.

e Svinec vpliva na privzem mineralov v poganjke in korenine. Prav tako vpliva na visino
poganjka in vsebnost klorofilov ter karotenoidov. Povzroca nastanek kloroz in nekroz.
Vpliv svinca na soncnico je vedji, saj ta spada med akumulacijske rastline in bolj
intenzivno sprejema kovine. Je¢men je na kovinske elemente bolj odporen, svinec se
v njem tezje akumulira in zato povzroci manj sprememb.

Kljucne besede: klorofili, kovine, hidroponika, strupenost, rastni dejavniki



Uvod

Soncnica (Helianthus annuus L.) spada v druZino nebinovk
(Asteraceae). Je enoletnica in dvokali¢nica. Ima razvejan
koreninski sistem z veliko ¢rpalno mocjo za hranila in vodo.
JeCmen (Hordeum vulgare) je enoletnica iz druZine trav
(Poaceae) in spada med enokali¢nice. Njegove Sopaste
korenine imajo v normalnih pogojih zadostno ¢rpalno moc za
vodo in minerale, da se rastlina normalno prehrani.

Svinec (Pb) je fitotoksi¢na kovina (Alia s sod., 2015). Za rastline
ni esencialen, pa vendar se zaradi razli¢nih fizikalnih dejavnikov
nabira v razli¢nih delih. Simptomi zastrupitve rastline s Pb so
inhibicija rasti, pocrnitev korenin, zavrta rast rastline in pojav
kloroz, o¢em nevidni simptomi, pa so inhibicija encimske
aktivnosti, motena mineralna prehrana, nestabilnost preskrbe
z vodo zaradi znizanega vodnega potenciala, spremembe v
izlo¢anju hormonov, spremenjena permeabilnost membran
ter inhibicija fotosinteze - zmanjsa se vsebnost klorofilov, saj
Pb zmanjsa vnos magnezija in Zeleza, ki sta potrebna za razvoj
klorofila (Sharama in Dubey, 2005).

Namen nase raziskave je bil ugotoviti, kako prisotnost svinca
vpliva na privzem mineralov v korenine in poganjke rastlin.
Poleg tega pa so nas zanimale Se posledice strupenosti svinca,
ki se kaZejo na biomasi, viSini poganjka, dolZini korenine in
ostalih rastnih dejavnikih pri soncnici in jeCmenu. Predpostavili
smo: [1] da bodo rastline, tretirane z vecjo koncentracijo
svinca, manjse, [2] da bomo pri rastlinah, izpostavljenim
svincu, opazili kloroze, pri kontroli brez svinca pa kloroz ne bo,
[3] da bo vsebnost makro- in mikroelementov pri rastlinah,
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Slika 1: DolzZina korenin in poganjkov pri soncnici (a) in
je€menu (b) v odvisnosti od koncentracije Pb v hranilni
raztopini.
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ki bodo izpostavljene svincu, manjsa in [4] da bo zaradi vecje
¢rpalne moci korenin, hujSe simptome zastrupitve kazala
soncnica.

Materiali in metode

Semena soncnice in jecmena smo posadili v korita z
vermikulitom. Kalitev in rast rastlin je potekala v rastni komori
z nastavljeno 16/8 ur dnevno/noc¢no ritmiko pri 20°C. Ko so
rastline zrasle do 10 cm, smo pripravili hidroponiko. Pripravili
smo 16 cas, ki so vsebovale Hoaglandovo raztopino in razlicne
koncentracije svincevega klorida PbCl, (0 uM - kontrola, 10
UM, 50 uM, 100 uM). Za vsako koncentracijo smo uporabili po
2 ¢asi in vanje vnesli po 3 kalice sonc¢nice oziroma po 5 kalic
je€mena. Rastline smo razlicnim koncentracijam Pb izpostavili
za 14 dni. Po koncani izpostavitvi smo preverili prisotnost
kloroz in nekroz. Izmerili smo dolzZino korenin in poganjkov, ter
dolocili svezo in suho maso (poganjke in korenine smo posusili
z liofilizacijo).

Sledila je analiza vsebnosti fotosinteznih pigmentov (klorofila
a in b ter karotenoidov) z metodo po Monni s sod. (2001).

Po 30 mg suhe mase korenin in poganjkov smo prenesli v
centrifugirke, dodali 5 ml 80 % acetona in vsebino premesali
na stresalu. Sledilo je centrifugiranje, da so se delci posedli na
dno. S spektrofotometrom smo izmerili absorpcijo pri valovnih
dolzinah 470 nm, 647 nm in 664 nm. Iz dobljenih absorpcij
smo preracunali koncentracije pigmentov (Lichtenthaler in
Buschmann, 2001).

Uporabili smo tudi rentgensko fluorescenéno mikroskopijo
(XRF), s katero smo analizirali privzem mineralov v korenine in
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(a) in jeémenu (b) v odvisnosti od koncentracije Pb v hranilni
raztopini.
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Slika 3: Koncentracije razlicnih mineralov v koreninah in
poganjkih soncnice v odvisnosti od koncentracije Pb v hranilni
raztopini.

poganjke in s tem dolocili koncentracije razli¢nih elementov
v teh delih rastlin. Meritve smo opravili z rentgenskim
spektrometrom Peduzo T02 (1JS), pri energiji vzbujanja 20,2
keV. Za statisticno analizo podatkov smo uporabili program
Statistica 8 (Duncan-ov test) in MS Excel, s katerim smo tudi
naredili tabele in grafe.

Rezultati in diskusija

Spremembe dolZine organov pri soncnici in
je€menu

Pri soncnici opazimo statisticno pomembne razlike v

rasti poganjka, in sicer trend povecanja rasti pri 10 uM
koncentraciji, zmanjSane rasti pri 50 uM koncentraciji, 100
MM koncentracija pa nima ucinka. Pri velikih koncentracijah se
namrec Pb obori v substratu in ne pride v rastlino (PennState
Extension, 2017). Do dolocene mejne koncentracije, ki je pri
nas 50 UM, rast organov upada, pri vecjih koncentracijah pa
vpliv ni vec viden.

Tudi pri jemenu opazimo statisticno pomembne razlike le v
rasti poganjkov. Le 10 uM koncentracija mo¢no vpliva na rast.
Rastlina namrec podaljsa svoje poganjke, z namenom, da bi
razredcila privzeto koncentracijo Pb. Temu pojavu pravimo
hormeza (Poschenrieder s sod., 2013). Sicer pa Pb na dolzino
organov je¢mena nima pomembnega vpliva, saj je jecmen
enokali¢nica. Enokali¢nice so bolj odporne na kovine, saj imajo
manj pektina. Dvokali¢nice pa imajo visok nivo pektinov, ki se
med seboj povezujejo s kalcijevi mosticki (Sauerbeck, 1991).
Zaradi podobnosti med kalcijem in svincem, lahko rastlina
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Slika 4: Koncentracije mineralov v poganjkih jecmena v
odvisnosti od koncentracije Pb v hranilni raztopini.

Slika 5: Kloroze na poganjkih soncnice pri 100 uM koncentraciji
Pb.

zamenja privzem Ca s Pb (Sharama in Dubey, 2005), kar moti
nastanek pektinov v celi¢ni steni, posledi¢no pa vpliva na
zmanjsano rast organov (Slika 1).

S temi rezultati smo naso 1. hipotezo, ki pravi, da bodo
rastline, tretirane z vecjo koncentracijo manjse, le deloma
potrdili. Pri son¢nici je namrec prislo do inhibicije rasti, vendar
le do koncentracije 50 pM. Pri jeémenu pa Pb ni vplival na rast
organov.



Spremembe vsebnosti klorofilov in karotenoidov
pri soncnici in jeCmenu

Pri soncnici opazimo statisticno znacilne razlike v vsebnosti
klorofilov in karotenoidov (Slika 2). Vsebnost klorofila

a, klorofila b, skupnega klorofila in karotenoidov se pri
koncentracijah 50 in 100 pM poveca. Povecana vsebnost
karotenoidov bi lahko pomenila, da se je v rastlini povecal nivo
Skodljivih reaktivnih kisikovih zvrsti, saj so karotenoidi zascitni
pigmenti (Havaux, 2013). Vendar pa dvig karotenoidov ni nujno
direktno povezan z dvigom ROS.

Pri jeCmenu pa opazimo statistitcno pomembne razlike le pri
klorofilu b in skupnem klorofilu. Koncentracija klorofila b se
pri koncentraciji 50 UM zmanjsa, saj se zaradi zmanjsanja
privzema mineralov Mg in Fe zmanjsa sinteza klorofila.

Pojav kloroz in nekroz

Pri poganjkih son¢nice smo opazili predvsem nekroze, kloroz
pa zelo malo - samo pri 3/24 poganjkih. Nekroze smo opazili
pri vseh koncentracijah, prav tako tudi pri kontroli brez svinca
- tu so se pojavljale samo ob robovih listov. Najvec jih je bilo
pri koncentraciji 50 uM. Pri jemenu pa smo opazili obratno
situacijo. Pojavljale so se predvsem kloroze, nekroze pa le pri
najvecji koncentraciji 100 uM. Kloroze smo zaznali pri vseh
koncentracijah, tudi pri kontroli - tu so se kloroze pojavljale le
na konicah listov. Najvec kloroz in prav tako nekroz smo opazili
pri koncentraciji 100 uM.

Jecmen je enokali¢nica in je bolj odporen na kovinske
elemente (Sauerbeck, 1991). Zato smo pri jeCmenu opazili
predvsem kloroze, pri soncnici, ki je dvokali¢nica pa predvsem
nekroze. Zaradi vecje odpornosti se je v organih jeCmena Pb
slabse akumuliral in povzrocal manj Skode. Naso 2. hipotezo,
ki pravi da bomo pri rastlinah, izpostavljenim svincu, opazili
kloroze, pri kontroli brez svinca pa kloroz ne bomo opazili,
smo deloma potrdili. Kloroze in nekroze so bile prisotne

pri rastlinah, ki so bile izpostavljene Pb, vendar pa so bile
prav tako prisotne tudi pri kontroli brez svinca, cesar nismo
pri¢akovali.

Sprememba vsebnosti mineralov

Koncentracija Pb v poganjku narasca s koncentracijo Pb v
substratu, kar lahko opazimo tako v poganjkih, kot v koreninah.
Pri¢akovano je v koreninah koncentracija Pb najvisja med
vsemi elementi (16250 mg/g), medtem ko se v poganjkih
slabo akumulira (246,5 mg/g) (Pignata in Salazar, 2013).

Pri Ca opazimo trend povecevanja koncentracije pri 10 uM
koncentraciji Pb ter trend zmanjSanja koncentracije Ca pri
vedjih koncentracijah Pb. Temu je tako, ker Pb zamenjuje Ca
(Sharama in Dubey, 2005).

Pri soncnici opazimo statisticno pomembne razlike v vsebnosti
Mn, Pb, S in Cl v poganjkih ter S, Ca in Pb v koreninah (Slika 3).
V poganjkih lahko opazimo trend zmanjsevanja koncentracije
Mn pri manjsih koncentracijah Pb, pri vecjih koncentracijah Pb
trend povecanja, 100 uM koncentracija pa nima vec ucinka.
Povecana koncentracija Mn v rastlini je znak stresa (vecje
koncentracije Pb), saj je del encima superoksid dismutaza, ki
znizuje nivo reaktivnih kisikovih zvrsti (The Mosaic Company,
2018). Za Cl, bi bilo pricakovano, da bi se njegova koncentracija
poveclevala, saj smo rastline tretirali s spojino PbCl,. Opazili

pa smo, da 10 in 100 uM koncentracija Pb zmanjsa privzem Cl
v poganjek, 50 uM koncentracija Pb pa ima najslabsi vpliv. Cl
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se kopici predvsem v kloroplastih in je bistven za fotosintezne
reakcije. Ob njegovem pomanjkanju pa se lahko pojavijo
kloroze in nekroze (Wenrong s sod., 2010). Koncentracija S v
poganjku s trendom pada pri manjsih koncentracijah Pbin s
trendom narasca pri najvecjih koncentracijah, 50 uM pa na
privzem S v poganjku nima vpliva. Nasprotno pa koncentracija
S v koreninah narasca z narascajoco koncentracijo Pb. S je
sestavni del vitaminov, proteinov in encimov. S povecanjem
stresa, ki ga povzroca Pb, se poveca koli¢ina reaktivnih kisikovih
zvrsti. Posledica je povecana transkripcija genov encimskih
antioksidantov, ki so po osnovni zgradbi proteini. Poveca pa
se tudi transkripcija genov fitohelatinov. To so peptidi, ki se

v rastlinah encimsko sintetizirajo iz glutationov v prisotnosti
stresa, ki ga povzrocijo kovine. Fitohelatini namrec vezejo
kovine v komplekse in jih locijo od drugih molekul znotraj
celice (Farooq s sod., 2016). S povecanjem kolicine proteinov
pa se direktno poveca tudi koli¢ina S. Ker je Pb v koreninah
najvec, je tudi tvorba antioksidantov in fitohelatinov
(proteinov) tam vecja, kot v poganjkih (EL Dorado Chemical
Company, 2011).

Pri jeCmenu pa opazimo statistitho pomembne razlike le

v vsebnosti Pb in Cl v poganjkih (Slika 4). Koncentracija Pb

v poganjkih narasca s koncentracijo Pb v substratu. Pri Cl
opazimo trend upadanja koncentracije pri 10 uM koncentraciji
Pb, 50 uM koncentracija nima vpliva na privzem Cl, pri 100
UM koncentraciji Pb pa opazimo trend privzema Cl v poganjke.
Predvidevamo, da k povec¢anemu privzemu Cl prispeva

tudi spojina PbCI2 v substratu. Cl sodeluje pri uravnavanju
osmolarnosti, potreba po uravnavanju osmolarnosti pa se s
stresom poveca (Wenrong s sod., 2010).

S temi rezultati smo naso 3. hipotezo, ki pravi, da bo vsebnost
makro- in mikroelementov manjsa pri rastlinah, ki bodo
izpostavljene svincu, zavrnili. VeCinoma se je koncentracija
makro- in mikroelementov povecala, saj ti sodelujejo pri
varovanju rastline pred ucinki kovin. Makro- in mikroelementi
so namrec lahko sestavine antioksidantov in drugih proteinoy,
ali pa samostojno sodelujejo pri obrambi rastline pred
negativnimi vplivi (EL Dorado Chemical Company, 2011).
JeCmen je v primerjavi s sonc¢nico veliko bolj odporen na
kovinske elemente, saj je enokali¢nica, medtem ko je soncnica
dvokaliénica. Ze sama zgradba enokali¢nic prepreéuje prenos
kovinskih elementov v tkiva, zato vec¢inoma ne preidejo v
rastlino. Soncnica pa spada med akumulacijske vrste, pri
katerih korenine bolj intenzivno sprejemajo kovine v rastlino
(Sauerbeck, 1991). Zato rezultati kaZejo veliko razliko v
obcutljivosti na Pb med rastlinama. Potrdili smo torej naso 4.
hipotezo, ki pravi, da bo zaradi vecje ¢rpalne moci korenin,
hujse simptome zastrupitve kazala soncnica.

Zakljugki

Z rezultati smo potrdili, da ima Pb vpliv na privzem mineralov v
poganjke in korenine pri soncnici in jeCmenu. Prav tako vpliva
na visino poganjka in vsebnost klorofilov ter karotenoidov.
Povzroca tudi nastanek kloroz in nekroz. Vpliv svinca na
soncnico je vedji, saj ta spada med akumulacijske rastline in
bolj intenzivno sprejema kovine - v nasem primeru Pb. JeCmen,
ki je enokalicnica, pa je na kovinske elemente bolj odporen,
svinec se v njem tezje akumulira in zato povzroci manj
sprememb.
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Vpliv suse na privzem mineralov pri
soncnici (Helianthus anuus L.) in jeCmenu
(Hordeum vulgare L.)

Jure Mravlje, Maja Hostnik, Amela Kujovic
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

e V nasi raziskovalni nalogi smo proucevali vpliv suSe na rast in razvoj pri soncnici
(Helianthus annuus L.) in jeCmenu (Hordeum vulgare L.) , s poudarkom na privzemu
mineralov. Zanimalo nas je, kako razlicne stopnje suse vplivajo na izbrani rastlinski
vrsti in ali obstajajo med njima razlike v obcutljivosti oz. toleranci na suso.

e Rastline smo gojili pri razli¢nih koncentracijah polietilen glikola in tako simulirali susni
stres. Merili smo razlike v sveZi in suhi biomasi poganjkov in korenin, fotokemicni
ucinkovitosti fotosistema Il, transpiraciji, vsebnosti fotosinteznih pigmentov in z
metodo XRF dolocili vsebnost nekaterih mineralov.

e Rezultati nasega dela potrjujejo naso domnevo, da je je¢men, kot predstavnik trav, na
suso bolj odporen kot soncnica, saj je imela nanj susa manj negativnih ucinkov kot na
soncnico.

e Potrdili smo, da rastline ob susnih razmerah aktivno kopicijo nekatere ione (K+, CI-),
ki jim omogocajo osmoregulacijo in s tem prezivetje v susnih pogojih. Opazili smo
tudi nekaj znacilnih razlik v vsebnosti drugih mineralnih snovi, vendar pa bi bilo za
zanesljivo potrditev potrebno narediti Se dodatne analize oziroma poskus zastaviti na
daljse ¢asovno obdobje.

Klju€ne besede: Susa, stres, soncnica, je¢men, polietilen glikol (PEG), minerali
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Uvod

Susa je eden izmed klju¢nih abiotskih dejavnikov, ki omejuje
rastlinsko rast in produkcijo rastlin. Gre za klimatski fenomen,
ki se lahko pojavlja ob¢asno v vseh klimatskih conah,
najpogostejsa pa je v subtropskih in tropskih obmocjih
(Ciriaco da Silva s sod., 2011). V zadnjem casu, ko so klimatske
spremembe nasa stalnica, susa postaja vedno vecji problem,
saj se ta pojavlja vse pogosteje in obicajno traja vse daljsa
obdobja, s tem pa ogroza mnoga obmocja po svetu (Ciriaco da
Silva s sod., 2011). Predstavlja namrec eno najvecjih grozenj

v svetovni preskrbi s hrano, saj ¢loveska populacija strmo
narasca, zaloge vode pa so omejene (Farooq s sod., 2009).
Zaloge vode namrec neposredno ali pa posredno vplivajo
prakti¢no na vse procese v rastlini (Akinci in Lésel, 2012).
Ocenjuje se, da je izguba pridelka zaradi suse v kmetijstvu
verjetno vecja kot izguba zaradi vseh ostalih vzrokov skupaj,
zato susa predstavlja najvecji problem za svetovno oskrbo s
hrano (Farooq s sod., 2009).

Susa moti transport vode po rastlini in zmanjsuje njeno
ucinkovitost izrabe vode. Zmanjsa se tudi fotosintezna
aktivnost rastline, kot posledica zaprtja listnih rez, poskodb
membran in motenega delovanja encimov (Farooq s sod.,
2012). Vse to mocno vpliva na rast in fizioloske procese v
rastlini (Ciriaco da Silva s sod., 2011), posledice susnega
stresa so razli¢ni fizioloski in biokemijski odzivi, opazni tako na
celicnem kot na organizemskem nivoju (Farooq s sod., 2009).
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Slika 1: Sveza (a) in suha (b) masa poganjkov soncnice in
je€mena pri razlicnih koncentracijah PEG (povprecje + SD; n=6
pri soncnici; n=10 pri jecmenu). Razli¢ne ¢rke nad podatki
oznacujejo statistitho pomembne razlike (Duncanov test,
p<0,05).

Poleg samega primanjkljaja vode, pa je sekundarni ucinek suse
obicajno tudi motena preskrba z minerali, saj je ta v glavhem
odvisna od vlaZnosti tal, transport mineralov od korenin do
poganjka pa je moten tudi zaradi zmanjSane transpiracije ter
neravnovesja med aktivnim transportom in prepustnostjo
membrane (Ciriaco da Silva s sod., 2011). Dusik (N) in fosfor
(P) pogosto veljata za omejujoca dejavnika za rastlinsko rast,
vendar pa vpliv suse na vsebnost N in P v rastlinah se vedno

ni povsem jasen, ¢eprav vecina raziskav kaze, da se s suso
zmanjsuje tudi privzem in vsebnost N in P v rastlinah (He in
Dijkstra, 2014). Kljub razli¢nim porocilom, pa velja, da ob

hudi susi povecana vsebnost mineralov v tleh ne bo bistveno
izboljsala rasti rastlin (Rouphael s sod., 2012).

Boljse razumevanje vloge mineralov pri odzivu oz. odpornosti
rastlin na suso bo v prihodnje klju¢no za uspesno in trajnostno
produkcijo hrane na stevilnih obmocjih, ki bodo vse bolj
prizadeta zaradi suSe. Danes je prav to podrocje razvoja rastlin
z visokim potencialom preZivetja v pogojih z malo vode in
hkrati velikim donosom, eno od osrednjih podrodij raziskav v
agrobiotehnologiji (Jarzyniak in Jasinski, 2014).

Namen nase raziskave je bil ugotoviti: (1) Ali susa vpliva na
rast in razvoj ter privzem mineralov pri soncnici in jeCmenu?;
(2) Kako intenziteta suse vpliva na posamezno rastlinsko
vrsto?; (3) Ali obstajajo znacilne razlike v privzemu posameznih
mineralov v odvisnosti od suse?
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Slika 2: Sveza (a) in suha (b) masa korenin soncnice in
je€mena pri razlicnih koncentracijah PEG (povprecje + SD; n=6
pri soncnici; n=10 pri jecmenu). Razli¢cne ¢rke nad podatki
oznacujejo statistitho pomembne razlike (Duncanov test,
p<0,05).



® Sonénica JeEmen

W w s &
o n o o
!

Transpiracija
a

'f .[ ii

0 100 200

r
no

=
o w
—

Transpiracija [mmol/{m?s)]
i

u

(=]

Koncentracija PEG [g/L]

Slika 3: Transpiracija pri soncnici in jeCcmenu pri razlicnih
koncentracijah PEG (povprecje + SD; n=6). Razli¢ne ¢rke nad
podatki oznacujejo statisticno pomembne razlike (Duncanov
test, p<0,05).

Material in metode

Poskus smo izvedli na soncnicah (Helianthus annuus L.) in
je¢menu (Hordeum vulgare L.). V loncke smo posejali po 6
semen soncnice oziroma po 10 semen je€mena in pocakali, da
so rastline vzklile in razvile prve prave liste. Nato smo rastline
zaceli zalivati na 3 dni s 50 mL razli¢nih koncentracij polietilen
glikola (PEG), in sicer 50 g/L, 100 g/L in 200 g/L, ki v tleh zniza
osmotski potencial in tako vzpostavi susne razmere (Lagerwerff
s sod., 1961). Rastline kontrolne skupine smo zalivali s 50 mL
destilirane vode. Za vsak tretma (0, 50, 100 in 200 g/L PEG)
smo imeli po 3 paralelke (3 loncke s po 6 rastlinami sonénice
oziroma 10 rastlinami jeémena). Gojili smo jih v rastni komori
pri temperaturi 20°C, 40 % vlaznosti in fotoperiodi 16/8 dan/
noc. Po 14. dneh smo poskus koncali, sledilo je merjenje in
analiza razli¢nih parametrov in statisti€na analiza pridobljenih
podatkov.

Morfoloske spremembe rastlin

Opazovali smo morfoloske spremembe rastlin pred, med in
po koncu poskusa. ZabeleZili smo si razlike v dolZini poganjkov
in korenin. Najprej smo stehtali rastline posamezne skupine
in dolocili svezo maso. Na koncu poskusa smo locili korenine
od poganjkov in jih na aluminijasti foliji stehtali. Vzorce na
aluminijasti foliji smo zmrznili v teko¢em dusiku, liofilizirali

in nato ponovno stehtali ter tako dobili podatke o suhi masi
korenin in poganjkov.

Fotokemicna ucinkovitost fotosistema Il

Pri vseh skupinah smo pri 5 rastlinah na 10 listih izmerili
dejansko in potencialno fotokemicno ucinkovitost fotosistema
Il (PE) z napravo OS5-FL modulated fluorometer (Opti-
Sciences).

Dolocitev fotosinteznih pigmentov

Izmerili smo absorbanco pri 470, 644, 662 nm ter po formuli,
navedeni v protokolu, preracunali vsebnost klorofila a, klorofila
b in skupnih karotenoidov (Monni s sod., 2001).

Meritev intenzivnosti transpiracije

Meritve transpiracije smo izvedli pri sobnih pogojih na 5
poganjkih iz vsake skupine s porometrom Leaf porometer,
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model SC-1 steady state diffusion porometer (Decagon
devices, Inc).

Analiza mineralov

Koncentracijo mineralov smo dolocili z rentgensko
fluorescencno spektrometrijo (XFR). Najprej smo lodili
korenine in poganjke, jih liofilizirali in iz posamezne skupine
rastlin (po 5 rastlin) pripravili po 2 tableti: eno iz poganjkov

in eno iz korenin. Nato smo analizirali tablete z XFR (prenosni
spektrometer Peduzo T02, 1JS, z Rh anodo in SDD, Amptek) za
dolocitev vsebnosti mineralov (Necemer in Kump, 2007).
Statisti¢ne analize

Statisti¢ne analize smo opravili s programom Statistica Statsoft.
Uporabili smo test ANOVA s post-hoc Duncanovim testom
(p<0.05).

Rezultati in diskusija

Sveza in suha biomasa rastlin

Pri soncnici (Slika 1a) smo opazili padec biomase z narascajoco
koncentracijo PEG. Vodni stres namrec¢ zmanjsa rast korenin

in listov. Na liste ima obicajno vecji vpliv kot na korenine. Pri
preucevanju nekaterih vrst psenice in njihovih prilagoditev

na suso so ugotovili, da so cone podaljSevanja listov na susni
stres prilagojene tako, da akumulirajo sladkorje. Poleg tega
osmoregulacija in vzdrzevanje turgorja omogocata rast korenin
in ucinkovit privzem vode. Kljub osmoregulaciji pa lahko

susni stres vseeno prizadene rast poganjkov, in sicer zaradi
prepocasne kompenzacije oziroma zaradi padca turgorja
(Akinci in Losel, 2012).

Pri koncentracijah 50 g/L PEG oz. blagih stresnih pogojih smo
opazili boljsi odziv rastlin, saj je bila pri son¢nicah opazna vecja
produkcija biomase korenin (Slika 2) in poganjkov (Slika 1)

kot pri kontroli. To lahko pojasnimo s pojavom imenovanim
hormeza. Gre za pozitivni odziv rastline na blagi stres
(Cedergreen s sod., 2007), kar se lahko kaze kot povecanje
biomase pri dolo¢eni koncentraciji neke kemikalije. Ce je
porast biomase do 20% glede na kontrolo, govorimo o hormezi
(Brito s sod., 2017).

Sveza masa poganjkov pri jeCmenu se je povecala pri
koncentraciji 100 g/L PEG (Slika 1a). Trave so v sploShem bolj
odporne na susni stres, saj razvijejo obsezen, Sopast koreninski
sistem, poleg tega so na suso prilagojene tudi z obliko listov.
Rezultati nasSega poskusa potrjujejo naso domnevo, da je
je€men kot predstavnik trav bolj prilagojen na suso in ima

zato susa na njegovo rast manj negativen vpliv kot pa na rast
soncnice. Zaradi dolgega Zivljenjskega cikla je¢cmena (priblizno
10 mesecev), ki v tem casu naredi globok koreninski sistem,

bi bilo za natan¢no opazovanje spremembe rasti korenin
potrebno poskus zastaviti na daljsi casovni rok in v vecjih
poskusnih loncih.

Transpiracija in fotokemicna ucinkovitost
fotosistema Il

V nasem poskusu je pri sonénici pri koncentraciji PEG 50 g/L
prislo do 43% padca transpiracije glede na kontrolno skupino
(Slika 3). Manjsa dostopnost vode v tleh vodi v zmanjsanje
koli¢ine vode, ki jo rastlina lahko absorbira skozi korenine,
glede na koli¢ino vode, ki se s transpiracijo stalno izloca
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Tabela 1: Vsebnost fotosinteznih pigmentov (v mg/g) pri jeémenu pri razli¢nih koncentracijah PEG (povprecje + SD; n=6). Razli¢ne
¢rke oznacujejo statisticno pomembne razlike (Duncanov test, p<0,05).

Kontrola (0 g/L PEG) 50 g/L PEG 100 g/L PEG 200 g/L PEG
Klorofil a 1,97+0,35a 2,33+£0,46 a 3,39+0,15b 2,75+0,154a,b
Klorofil b 0,73+0,13 a 0,85+0,16 a 1,29+0,08b 1,02+0,06 a3,b
Karotenoidi 0,94+0,13a 1,05+0,17 a 1,36 +0,05 b 1,63+0,07 a,b
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Slika 4: Koncentracije kalija v poganjku (a) in v koreninah (b) pri
soncnici in jemenu pri razliénih koncentracijah PEG (povprecje
+ SD; n=3). Razlicne ¢rke nad podatki oznacujejo statisticno
pomembne razlike (Duncanov test, p<0,05).

skozi listne reze. To rastlino izpostavi suSnemu stresu, pride
do znizanja vodnega potenciala, padca turgorja v celicah,
zapiranja listnih reZ in zmanjsanja transpiracije (Tezara s

sod., 1999). Susa inducira sintezo abscizinske kisline (ABA)

v koreninah in tako vpliva na zmanjsanje transpiracije. Visje
koncentracije ABA povzrocijo zapiranje listnih rezZ in inhibirajo
njihovo odpiranje (Finkelstein, 2013). Pri jeCmenu zmanjsanje
transpiracije ni bilo statisti¢no znacilno, kar lahko pripiSemo
visji toleranci na suso ali pa tezavam pri merjenju, saj je

bilo potrebno prekriti celo merilno povrsino, zato je bila
transpiracija ponekod merjena tudi na treh listih jecmena
hkrati.

Z narascanjem koncentracije PEG v nasem poskusu ni prislo
do statisticno znacilnih sprememb v dejanski in potencialni
ucinkovitosti fotosistema Il, kar bi lahko ponovno pripisali
tezavam pri merjenju. Pri rastlinah pod susnim stresom pride
tudi do sprememb v metabolizmu: aktivira se fotorespiracija
in tvorba reaktivnih kisikovih spojin — ROS (Mafakheri s sod.,
2010). Vzrok za zmanjsanje fotosinteze je lahko tudi zmanjsana

Koncentracija PEG [g/L]
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Slika 5: Koncentracije klora v poganjku (a) in v koreninah (b) pri
soncnici in jemenu pri razli¢nih koncentracijah PEG (povprecje
+ SD; n=3). Razli¢cne ¢rke nad podatki oznacujejo statisticno
pomembne razlike (Duncanov test, p<0,05).

rast ali pa pospeSena senescenca listov (Akinci in Losel, 2012).

Fotosintezni pigmenti

Z naraséanjem koncentracije PEG je prislo do narasc¢anja
vsebnosti karotenoidov, klorofila a in b pri jecmenu (Tabela
1), pri soncnici pa te razlike niso bile statisti¢cno znacilne.
Karotenoidi so ena izmed klju¢nih obrambnih molekul proti
reaktivnim kisikovim spojinam. Nahajajo se v reakcijskem
centru fotosistema | in Il ter v antenskih kompleksih. SluZijo za
odvajanje odvecne energije iz sistema, da ne pride do poskodb
klorofilov (Sircelj, 2008). Sklepamo lahko, da je¢men ob
oksidativnem stresu s sintezo karotenoidov zavaruje molekule
pred foto-oksidacijo in s tem izboljSa svojo toleranco na suso.
V primeru hudega stresa lahko pride do preobremenitve
karotenoidnih sistemov, oksidacijskih poskodb tilakoidne
membrane in razgradnje klorofilov (Sircelj, 2008).



Vsebnost mineralnih elementov

V nasi raziskavi smo opazili kopic¢enje kalija ob susi, saj je
tako pri soncnici kot pri jemenu prislo do kopicenja kalija

v poganjku (Slika 4a) in v koreninah (Slika 4b). Kalij namrec
rastline privzemajo v velikih koli¢inah, saj ima pomembno
vlogo pri uravnavanju vodnega stanja rastlin in sodeluje

pri odpiranju listnih rez (Ciraco da Silva s sod., 2011). Kalij

naj bi bil primarni anorganski ion, ki se akumulira ob susi,
najbolj predvsem v listih. Njegova vsebnost v rastlinah se ob
susi poveca, saj je kljuen za osmotsko uravnavanje in tako
pripomore k boljSemu preZivetju rastlin ob susnem stresu
(Akincr in Losel, 2012).

Podoben ucinek smo opazili tudi pri vsebnosti klora, ki se je
povecala pri obeh rastlinah tako v poganjku (Slika 5a) kot v
koreninah (Slika 5b). Klor ima v rastlinah pomembno vlogo
pri fotosintezi, delitvi celic, osmoregulaciji in uravnavanju
stomatalne prevodnosti. Rastline obic¢ajno vsebujejo vec klora
kot je potrebno za optimalno rast, saj ga je naceloma v tleh
dovolj (Ciriaco da Silva s sod., 2011). Studije dokazujejo, da se
vsebnost klora v rastlinah v susnih razmerah poveca, sajima
vlogo pri osmotskem uravnavanju in posledic¢no toleranci na
suso (Ciriaco da Silva s sod., 2011; Akinci in Losel, 2012).
Vpliv susnega stresa na privzem in akumulacijo mineralov

v rastlinah je precej tezko definirati, saj razlicne Studije
opisujejo razlicne ucinke suse na vsebnost mineralov v
razli¢nih rastlinskih vrstah. A vecina Studij potrjuje, da se
privzem mineralov z vecjo stopnjo susnega stresa zmanjsuje
(Akincr in Loésel, 2012). Nekatere Studije kaZejo, da naj bi susa
pri rastlinah povzrocila povecanje vsebnosti dusika (Farooq s
sod., 2009), medtem ko druge opazajo, da se vsebnost dusika
ob susi bistveno zmanjsa, kar vodi v zavrto rast in nastanek
kloroz (Ciriaco da Silva s sod., 2011; He in Dijkstra, 2014).
Vsebnost fosforja, ki ima pomembno vlogo v prenosu energije
v celicnem metabolizmu, se obicajno znacilno zmanjsa (Farooq
s sod., 2009; Ciriaco da Silva s sod., 2011). Praviloma se zniZa
tudi vsebnost Zeleza, medtem ko naj bi se koli¢ine nekaterih
drugih elementov (kot na primer K*, Ca?*, Mg?, Na* in Cl') ob
susi povecale (Akinci in Losel, 2012).

V nasem poskusu smo opazili znacilno povecanje vsebnosti
cinka v poganjku tako pri soncnici kot pri jecmenu (Slika

6). Cink je namre¢ pomemben funkcionalni, strukturni
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je€mena pri razlicnih koncentracijah PEG (povprecje + SD; n=6).

Razlicne ¢rke nad podatki oznacujejo statistitcno pomembne
razlike (Duncanov test, p<0,05).
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in regulatorni kofaktor Stevilnih encimov, poleg tega ima
pomembno vlogo pri metabolizmu mnogih snovi (Ciriaco

da Silva s sod., 2011). Kot kofaktor je vezan tudi v nekaterih
encimih (kot na primer superoksidna dizmutaza), ki sodelujejo
pri razstrupljanju reaktivnih kisikovih spojin. Studije na
razlicnih sortah lucerne (Medicago sativa L.) so pokazale, da
ima cink verjetno vlogo pri toleranci rastlin na vodni stres
(Ciriaco da Silva s sod., 2011). Podobno dokazujejo tudi Studije
na turski detelji (Onobrychis viciifolia Scop.), kjer so opazili
povisane koli¢ine cinka ob pomanjkanju vode v tleh (Akinci in
Losel, 2012). Torej lahko re¢emo, da nasa raziskava potrjuje
dognanja nekaterih drugih raziskovalcev.

V koreninah je¢mena smo opazili statisticno znacilne
spremembe v vsebnosti mangana (Slika 7a) in Zeleza (Slika 7b),
medtem ko pri soncnici razlike v vsebnosti teh dveh elementov
niso bile statisticno znacilne. Rezultati nasega poskusa kazejo
zmanjsanje vsebnosti mangana ob susnem stresu v koreninah
je€mena, medtem ko za soncnico tega ne moremo trditi.
Mangan ima v rastlinah pomembno vlogo pri transportu
elektronov in v antioksidativnem metabolizmu. Susni stres naj
bi povzrocil pomanjkanje mangana v rastlinah, medtem ko
bolj vlazna tla pripomorejo k pretvorbi mangana v bolj topno
obliko, ki jo rastline lazje privzemajo (Ciriaco da Silva s sod.,
2011).

Podoben pojav smo opazili tudi pri vsebnosti zZeleza (Slika

7b). Rezultati nasega poskusa potrjujejo, da naj bi ob susnem
stresu prislo do zmanjsSanja vsebnosti Zeleza, saj smo opazili
negativen trend vsebnosti Zeleza v koreninah je¢mena z
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Slika 7: Koncentracije mangana (a) in Zeleza (b) v koreninah
soncnice in jemena pri razlicnih koncentracijah PEG
(povprecje + SD; n=3). Razlicne ¢rke nad podatki oznacujejo
statisticno pomembne razlike (Duncanov test, p<0,05).
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narascajoco koncentracijo PEG. Pri soncnici razlike v vsebnosti
Zeleza v koreninah niso bile statisticno znacilno razli¢ne.
Zelezo je za rastline esencialen mikro-nutrient, saj je sestavni
del Stevilnih proteinov (citokromi, katalaza, feredoksin) in
encimov. V tleh ga je malo, saj je slabo topen, v susnih pogojih
pa povecana prisotnost kisika v tleh povzroc¢i zmanjsanje
razmerja Fe*"/ Fe*, kar pomeni, da je v tleh $e manj rastlinam
dostopnega Zeleza (Ciriaco da Silva s sod., 2011). Torej je
ucinek suse lahko tudi pomanjkanje Zeleza pri rastlinah.
Okoljski dejavniki kot je susa lahko povzrocijo pomanjkanje
mineralov, ki so esencialni za rast in razmnoZevanje rastlin.
Visje rastline mineralne snovi vec¢inoma absorbirajo iz tal,
preko koreninskega sistema. Privzem vecine elementov iz tal
je odvisen od vlaznosti tal, zato je ob pomanjkanju vode v tleh
oskrba rastlin z minerali motena (Ciriaco da Silva s sod., 2011).
Ob susnem stresu pride tudi do zaprtja listnih rez, kar zmanjsa
stopnjo transpiracije (Farooq s sod., 2009; Ciriaco da Silva s
sod., 2011). Susni stres torej zmanjsa dostopnost, privzem,
translokacijo in metabolizem mineralnih hranil, poleg tega pa
zmanjsana transpiracija pomeni manjsi privzem in ucinkovitost
izrabe teh hranil (Farooq s sod., 2009). Pri mnogih rastlinah
pride do tako imenovanega »osmotskega uravnavanja«,

kjer rastline ob susnem stresu akumulirajo anorganske ione,
organske kisline, ogljikove hidrat in proste aminokisline. Studije
na psenici (Munns s sod., 1979) so pokazale, da imajo na suso
bolj odporne sorte pSenice vecjo sposobnost osmotskega
uravnavanja kot na suso obcutljive sorte. Kljub temu pa
osmotsko uravnavanje v meristemskih regijah in obmocjih
ekspanzije celic ob hudem in dolgem susnem stresu povzroci
zavrtje rasti poganjka (Akinci in Losel, 2012).

Zakljueki

Rezultati nasega dela potrjujejo, da ima susa negativni vpliv na
rast in razvoj rastlin. Pricakovano je imela susa bolj negativni
vpliv na sonc¢nico kot pa na jecmen. Ob susi pride tudi do
sprememb v vsebnosti mineralov tako v koreninah, kakor

tudi v poganjku. Vse rastline so v svojih tkivih aktivno kopicile
K+ in Cl- ione, ki jim omogocajo osmotsko uravnavanje in

tako preZivetje suse. Raziskav o vplivu suse na privzem in
vsebnost mineralov v rastlinah je Se relativnho malo, zato bi
bilo za zanesljiv u¢inek suse na vsebnost dolo¢enih makro-

in mikro-nutrientov v rastlinah potrebno Se vec raziskav na
tem podrocju. Susa namrec danes predstavlja eno najvecjih
grozenj za svetovno oskrbo s hrano, z nadaljnjimi klimatskimi
spremembami pa bodo njeni vplivi in posledice vse bolj
izrazite. Zato bo poznavanje odziva rastlin na suso in njihovih
mehanizmov tolerance ter gojenje na suso odpornejsih rastlin,
v prihodnosti klju¢no za trajnostno oskrbo s hrano vse hitreje
narascajocCe svetovne populacije.
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