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Zanimiva odkritja in zgodbe iz rastlinske biologije

Rastlinske viruse so raziskovali predvsem zaradi negativnih ucinkov, ki jih imajo na gostiteljske rastline. V zadnjem ¢asu pa so
znanstveniki odkrili, da so precej vec kot to, saj lahko vstopajo tudi v simbiontske interakcije z rastlinami in organizmi, ki jih
naseljujejo.
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Vpliv nadmorske visine na pojavljanje
arbuskularne mikorize pri navadni ajdi
(Fagopyrum esculentum)

Matej Milijas Joti¢, Andraz Marin¢, Rebeka Strah, Jure Zaman
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

e Zeleli smo ugotoviti vpliv nadmorske visine na pojavljanje arbuskularne mikorize pri
navadni adji (Fagopyrum esculentum). Spremljali smo pogostost mikorize in mikoriznih
struktur.

e Rastline so bile nabrane na treh razli¢nih lokacijah z razliécno nadmorsko visino in sicer
na Biotehniski fakulteti (295 m n.m) Javorovici (550 m n.m.), in Javorniku (1140 m
n.m.). S tripan modrim smo pobarvali korenine, ter z metodo hitrega skeniranja s
svetlobno mikroskopijo ocenili stopnjo kolonizacije, prisotnost arbuskulov, veziklov,
svitkov in mikrosklerocijev.

v

mikrosklerociji. Prevladovali so temni septirani endofiti. Na podlagi danih rezultatov
ne moremo sklepati na vpliv nadmorske visine na pogostost mikorize. Na to lahko
vpliva Se vec parametrov (osoncenost, tip prsti, vlaznost, padavine, temperatura).

Kljucne besede: Fagopyrum esculentum, arbuskularna mikoriza, nadmorska visina



Uvod

Mikoriza je mutualisticna asociacija med glivami in

koreninami rastlin in je normalno stanje rastlin pod vecino
ekoloskih pogojev. Mikorizne glive predstavljajo le del vseh
mikroorganizmov, ki kolonizirajo rizosfero in razen nekaj izjem,
so povsem odvisne od rastlin, ki jim omogocajo organski ogljik.
Mikorizne glive rastlini omogocajo boljsi privzem mineralnih
nutrientov (predvsem fosforja), zaradi spreminjanja le teh

v rastlini dostopno obliko in povecanja povrsine preko katere
jih lahko sprejmejo. Poleg tega mikorizne glive zasedejo
ekolosko niso in s tem $citijo korenine pred parazitskimi glivami
in nematodi, zavirajo rast kompetititorskim rastlinam, ki niso
gostitelji in S¢itijo rastline pred abiotskim stresom. Mikorizne
rastline imajo vedji pridelek, uspesnejso rast in reprodukcijo.
Poznamo arbuskularno mikorizo (AM), ektomikorizo,
ektendomikorizo, arbutoidno, monotropoidno, erikoidno

in orhidejsko mikorizo (Smith in Read 2008). Mikoriza je
prisotna pri 80% vseh kopenskih rastlinskih vrstah in 92%
druzin. Arbuskularna mikoriza je najpogostejsi in predniski tip
mikorize pri kopenskih rastlinah (Wang in Qiu 2006).
Arbuskularna mikoriza je simbioza med rastlinami in glivami

iz debla Glomeromycota. Obstajala naj bi Ze vec kot 400
milijonov let in se razvijala v koevoluciji s kopenskimi rastlinami
(Wang in Qiu 2006). Zelo velik vplivima na globalno kroZenje
ogljika in drugih hranil (predvsem fosfatov). AM glive tvorijo
svitke in arbuskule (strukture v rastlinskih koreninskih celicah)
preko katerih poteka izmenjava snovi, ter vcasih tudi vezikle,
ki naj bi imeli skladis¢no vlogo. V njihovem Zivljenskem ciklu

ni potrjene spolne faze, njihove hife so naceloma neseptirane
in kolonizacija rastlinskih korenin se zniZa ob obilni pristonosti
nutrientov (Parniske 2008).

Navadna in tatarska ajda sta pomembni ekonomski vrsti,

ki se uporabljata in gojita skoraj povsod po svetu, s tem da

se tatarska ajda preferen¢no uporablja v goratih in klimatsko
tezjih pogojih (Bonafaccia s sod. 2002). Pomembni sta
predvsem v prehrambeni industriji, saj vsebujeta veliko
flavonoidov, mineralov, vitaminov in nutricionisticno
uravnotezeno sestavo aminoksilin. Njune korenine so
kolonizirane predvsem s hifami in znacilnimi mikrosklerociji
temnih septiranih endofitov in redkeje z vezikli in arbuskuli
arbuskularno mikoriznih gliv (Likar in sod. 2008). Temni
septirani endofiti so klasificirani kot Ascomycota, imajo
znacilne temne melanizirane septirane hife in so pogosti
kolonizatorji rastlinskih korenin pod ekstremnimi okoljskimi
pogoji (Likar 2018).

Nas namen je bil ugotavljanje tipov in stopnje mikorize
navadne ajde (Fagopyrum esculatum) pri razlicnih nadmorskih
viSinah. Na podlagi prejsnjih raziskav smo predvidevali,

da bodo prevladovali temni septirani endofiti (Likar in sod.
2008) in da bo kolonizacija z AM glivami upadala z visino (Geml
2017). Prav tako smo pric¢akovali pri visjih nadmorskih visinah,
kjer je visja stopnja abiotskega stresa (niZje temperature, vec
UV sevanja...), visjo stopnjo kolonizacije s temnimi septiranimi
endofiti, saj so te znani kolonizatorji korenin pri bolj stresnih
pogojih.

Materiali in metode

Lokacije:
e Biotehniska fakulteta (Nadmorska visina: 295 m)
e Javorovica ( Nadmorska visina: 550 m)

« Javorje nad Crno na Koroskem (Nadmorska visina: 1140 m)

Po protokolu Barvanje arbuskularno mikoriznih struktur v
koreninskem sistemu (Phillips in Hayman, 1970) smo s tripan
modrim pobarvali korenine in pripravili preparate na katerih je
bilo 15 koreninskih fragmentov posameznega vzorca dolZine

1 cm. Pripravljene vzorce smo opazovali pod svetlobnim
mikroskopom in ocenili stopnjo kolonizacije z glivami po
metodi, ki jo opisujejo Trouvelot in sod. (1986). Za vsak
fragment smo ocenili splosno stopnjo kolonizacije na

osnovi 5-stopenjske lestvice in gostoto posameznih struktur
(arbuskulov, veziklov, svitkov in mikrosklerocijev) na osnovi 4-
stopenjske lestvice.

Statisti¢no analizo smo izvedli v programu R. Primerjali smo
povprecja parametrov mikorize med vsemi lokacijami z analizo
variance (ANOVA). Za parametre, ki so imeli statisticno razlicna
povprecja med razlicnimi lokacijami smo nadaljevali analizo

z LSD testom s Holm-Bonferronijevim popravkom. Ta nam
pokaze, katere lokacije se statisti¢cno razlikujejo od ostalih.

Rezultati

Za statisti¢no analizo smo uporabili deset vzorcev iz
Biotehnigke fakultete, devet vzorcev iz Javorja nad Crno na
Koroskem in osem vzorcev iz Javorovice, katerim smo izracunali
parametre glivne kolonizacije. Z analizo ANOVA smo preverili,
ali so parametri glivne kolonizacije podobni med seboj po
razlicnih nadmorskih visSinah. Rezultati analize so predstavljeni
v Prilogi A in Prilogi B.

Gostota arbuskulov in gostota veziklov se nista statisticno
znacilno razlikovali po razlicnih nadmorskih visinah in sta bili
nizki v primerjavi z vecino ostalih parametrov, razen z gostoto
svitkov. Nadmorska viSina torej nima statisticno znacilnega
vpliva na arbuskularno mikorizo pri navadni ajdi (Priloga A).
Statisti¢no znacilne razlike med nadmorskimi visSinami pa so
bile prisotne pri vseh ostalih parametrih (Priloga B). Mikoriza
je bila najbolj intenzivna na Javorovici, najnizja pa na Javorju
(Priloga A). Na Javorovici je bila najvisja tudi intenziteta
mikorize v koloniziranih delih rastlin (Priloga B). Vzorci

iz Javorja so imeli najnizjo gostoto mikrosklerocijev v
koreninskem sistemu (Priloga A).

Z LSD testom s Holm-Bonferronijevim popravkom smo za
vsakega od parametrov preverili, med katerimi lokacijami je
statisticno znacilna razlika. Rezultati so prikazani na Sliki 1 in
Sliki 2.

Gostota mikrosklerocijev v koloniziranih delih korenin se
statisti¢no znacilno razlikuje med vsemi lokacijami, najvisja je
na Biotehniski fakulteti, najniZja pa na Javorju, kar nakazuje
da gostota kolonizacije s temnimi septiranimi endofiti pada

z nara$¢ujoco nadmorsko visino (Slika 2). Ceprav je gostota
svitkov v koreninskem sistemu najvisja na Biotehniski fakulteti,
so bili svitki najbolj intenzivno prisotni v koloniziranih delih
korenin na Javorovici (Slika 1, Slika 2).

Diskusija

Splosno velja, da se povprecna mikorizna kolonizacija
graminoidnih in zelnatih rastlin zmanjsuje z viSjo nadmorsko
viino. (Read in Haselwandter 1981; Véare in sod. 1997), kar
je v nasprotju z rezultati nase raziskave (najvisja stopnja
kolonizacije na najvisji lokaciji, najnizja na srednje visoki
lokaciji). Na mikorizno kolonizacijo poleg z nadmorsko visino



COLLECTANEA STUDENTIUM PHysioLoclAE PLanTARUM 2019. VoL. 10, St. 1

6
a)
[ =3
s -
o |
a |
o
g
w
-
=
™~
o
Biotehniska_fakulteta Javormaca Javorje
Lokacija
W]
-
B -
2 1 b
£
=

40

20

a
2
!

Javoroaca Javore

Biotehniska_fakulieta

Lokacija

b)
(=3
8 -
o |
@
[=3
w
£
w
=
Q
g -
8 - a a
ﬁ b
[=T &
Biotehmska_fakuiteta Javorgvica Javone
Lokaciga
d)
[=]
S -
o |
[:=]
e
w
E
0w
(=
=+
o |
a
P ;
o - I -
Biotehriska_fakuftela Javoronaca Javore

Lokacija

Slika 1: Povprecja parametrov mikorize v navadni ajdi sorte Darja s pripadajocimi standardnimi napakami na razli¢nih lokacijah.
Lokacije z enako ¢rko med seboj niso statisti¢no znacilno razlicne a) F %= Frekvenca delov korenin z glivo, b) MS%=gostota
mikrosklerocijev v koreninskem sistemu, c) M%-= intenziteta mikorize, d) S%=gostota svitkov v koreninskem sistemu.

povprecno padajoce temperature (0,6 °C na 100 m) (Lamb,
1972) vplivajo Se dostopnost hranil, prisotne rastlinske vrste
(Genney in sod. 2001) in zaradi kompleksne odvisnosti od
regionalnega podnebja in topografije variabilna koli¢ina
padavin (Barry 2008). Obstaja tudi korelacija med pH in
bogastvom vrst gliv arbuskularne mikorize (Coughlan in sod.
2000).

Zaradi mikroklimatske specifike in specificnih lastnosti tal

— potencialnih vplivoy, ki niso bili zajeti v nasSo analizo —
ne moremo sklepati na sploSne znacilnosti arbuskularne
mikorizne kolonizacije koreninskega sistema navadne ajde
(Fagopyrum esculentum) na gradientu nadmorske visine med

295 in 1140 m. V skladu z nasimi pricakovani pa so na vseh
lokacijah prevladovali temni septirani endofiti. Na splosno je
bila najvecja stopnja kolonizacije zabelezena na Javorovici, ki
je vmesne nadmorske visine, najnizja pa na najvisji nadmorski
viSini (Tabela 1). Ti rezultati nakazujejo, da na kolonizacijo
vplivajo tudi drugi dejavniki (npr. osoncenost, tip prsti,
vlaznost, padavine, temperatura). Interpretacija rezultatov

je zatorej omejena na prostorsko in temporalno dolocena
obmocdja, na katerih se je izvajalo vzorcenje.
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Slika 2: Povprecja parametrov mikorize v koloniziranih delih korenin navadne ajde sorte Darja s pripadajocimi standardnimi
napakami na razli¢nih lokacijah. Lokacije z enako ¢rko med seboj niso statisti¢no znacilno razlicne a) m%-= intenziteta mikorize
v koloniziranih delih korenin, b) ms%= gostota mikrosklerocijev v delu korteksa z mikorizno infekcijo, c) s%= gostota svitkov v

delu korteksa z mikorizno infekcijo.

Zakljugki

Brez kontrole za omenjene vplive razlicne od nadmorske viSine
so nasi rezultati uporabni kod pobuda za nadaljnje raziskave
na SirSih obmogjih vzoréenja, v ve¢ €asovnih tockah. Druga
moznost bi bila izvedba vzorcenja korenin ajde na eni lokaciji

z vzorci viSinskega gradienta. Tako bi lahko potrdili morebitno
odstopanje znacilnosti arbuskularne mikorize navadne ajde

od splosnih vzorcev zmanj$ane kolonizacije z vi$jo nadmorsko
viSino, kar nakazujejo rezultati naSe raziskave.
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Priloge

Priloga A: Vpliv nadmorske visine na stopnjo kolonizacije korenin navadne ajde sorte Darja. Rezultati za vsak parameter mikorize
predstavljajo povprecne procente s pripadajocimi standardnimi napakami povprecja. F%= frekvenca delov korenin z glivo M%-=
intenziteta mikorize, A%= gostota arbuskulov v koreninskem sistemu, MS%= gostota mikrosklerocijev v koreninskem sistemu,
S%= gostota svitkov v koreninskem sistemu, V%= gostota veziklov v koreninskem sistemu.

Lokacija F% M% A% MS% S% V%
Biotehnigka 72,6154 23,7+20,2 11,2+12,7 4,949

fakulteta

(n=10)

Javorovica 03,9+7,1 49,9+19,3 13,4490 2,7+1,0

(n=8)

Javorje (n=9)  62,0+£30,3 11,8+19,8 0,8+1,8 0,1+0,1

p 0,012 0,002 ns 0,019 0,002 ns

Priloga B: Vpliv nadmorske viSine na gostoto mikoriznih struktur v koloniziranih delih korenin navadne ajde sorte Darja.
Rezultati za vsak parameter mikorize predstavljajo povprecne procente s pripadajocimi standardnimi napakami povprecja. m%=
intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenin, a%= gostota arbuskulov v delu korteksa z mikorizno infekcijo, ms%= gostota
mikrosklerocijev v delu korteksa z mikorizno infekcijo, s%= gostota svitkov v delu korteksa z mikorizno infekcijo, v%= gostota
veziklov v delu korteksa z mikorizno infekcijo.

Lokacija m% a% ms% s%* v%

Biotehniska 29,5+21,4 41,8+139 0
fakulteta (n=10)

Javorovica 52,5+17,3 25,713 4 5,0+4,1
(n=8)

Javorje (n=9) 12,9+19.8 3,943.8 0,1+0,4

p 0,002 ns 0 0 ns
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Vpliv nadmorske visine na kolonizacijo
tatarske ajde (Fagopyrum tataricum) z
endofitskimi glivami

Monika Bajc Tomsic, Stas Miljus, Marusa Skubic, Hana Trcek, Zala
Vidic
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

e 7 raziskavo smo Zeleli ugotoviti ali razlicna nadmorska viSina znacilno vpliva na
mikorizno kolonizacijo pri tatarski ajdi (Fagopyrum tataricum) in kateri tip mikorize je
pogostejsi na visji nadmorski visini.

e Korenine smo barvali s tripan modrim ter s svetlobno mikroskopijo ocenili stopnjo
kolonizacije, prisotnost arbuskulov, veziklov, svitkov in mikrosklerocijev.

e Na vzorcih smo opatzili predvsem mikrosklerocije in vezikle, arbuskuli in svitki so se
pojavili le posamic.

e Prisotni so temni septirani endofiti (DSE) in arbuskularna mikoriza. Z vecanjem
nadmorske viSine se zmanjSuje gostota mikrosklerocijev. Na visjih nadmorskih visinah
je vecja prisotnost DSE v primerjavi z glivami arbuskularne mikorize.

Kljucne besede: tatarska ajda, temno septirani endofiti, arbuskularna mikoriza, nadmorska
visina



Uvod

Tatarsko ajdo (Fagopyrum tataricum) tako kot veliko vecino
ostalih kopenskih rastlin naseljujejo glivni endofiti (Kovacec
2016). V sirSem smislu so endofiti vsi organizmi (tako bakterije,
kot glive), ki so prisotni v notranjosti rastline (Chanway

1996). Najdemo jih v razli¢nih rastlinskih organih; koreninah,
steblih, listih ali semenih. Po Brundrett-u (2006) imajo endofiti
Sibek pozitiven oz. celo negativen vpliv na rastlino, vendar

pa ni nujno, da le ti povzrocajo poskodbe tkiv gostitelja.

Glivni endofiti lahko vplivajo na kalitev rastline ter njeno

rast, povecanje biomase, na razvoj semen in na sekundarni
metabolizem rastline (Khan s sod. 2012). Sodelujejo pri
obrambi gostiteljske rastline pred patogeni in herbivori, hkrati
pa pomagajo preziveti stresne abiotske dejavnike; na primer
suso in vrocino (Gao s sod. 2010).

Prevladujoca skupina glivnih endofitov so mikorizne glive, ki so
prisotne pri kar 90 % rastlin na svetu (Kovacec 2016). Mikoriza
je mutualisticna povezava med glivami v tleh in korenskim
sistemom visjih rastlin (Cook 1977; Lewis 1985). Rastlina

glivo oskrbuje s svojimi fotosintetskimi produkti (z organskimi
snovmi), medtem ko gliva z veliko povrsino hif pripomore k
boljsi oskrbi rastline z vodo in mineralnimi snovmi. Dobro
preucene in poznane so arbuskularna mikoriza (AM),
ektomikoriza (EM) in mutualisticni odnos s temnimi septiranimi
endofiti (DSEs) (Likar 2011). Strukture, ki kaZejo na prisotnost
arbuskularne mikorize so arbuskuli in vezikli, na prisotnost DSE
pa predvsem mikrosklerociji (Likar s sod. 2008).

Rastline z mikoriznimi glivami imajo kompetitivho prednost v
okolju; glive namrec pripomorejo k laZji vzpostavitvi rastline
na nekem obmocju ter hkrati povecajo rodovitnost in kvaliteto
tal (Regvar s sod. 2006). V ekstremnih habitatih najdemo
predvsem DSE, ki naj bi imele vlogo pri zas(iti rastlin pred
abiotskim stresom (Likar 2011). DSE izboljsajo privzem dusika
in fosforja v rastline (Haselwandter in Read 1982; Jumpponen
in Trappe 1998).

Pri navadni in tatarski ajdi so ugotovili kolonizacijo

gliv taksonomskih skupin Ascomycota, Basidiomycota,
Glomeromycota in Chytridiomycota. Sem spadajo predstavniki
arbuskularno mikoriznih (AM) gliv in tudi temno septiranih
endofitov (DSE) (Likar s sod. 2008; Regvar s sod. 2012). V
raziskavi Tao s sodobniki (2004) so ugotovili, da se ob mikrobni
inokulaciji semen ajde pred setvijo lahko poveca koli¢ina
pridelka in vsebnost flavonoidov v rastlinah, saj imajo ugoden
vpliv na rast in razvoj rastlin ajde. Na vsebnost flavonoidov v
tatarski ajdi vpliva UV sevanje (Regvar s sod. 2012). V splosnem
rastline izpostavljene UV-B sevanju rastejo pocasneje in

hkrati pride do morfoloskih sprememb (Breznik 2004; Barnes
2005). Tatarska ajda je sicer rastlina visjih nadmorskih visin in
ima tako Ze gensko predispozicijo za boljse prenasanje vecje
koli¢ine UV sevanja (Stapleton 1994). Ugotovljeno je bilo, da se
z UV sevanjem zviSa vsebnost flavonoidov in tako tatarska ajda,
ki raste na visji nadmorski visini z ve¢ UV sevanja, vsebuje vec
flavonoidov (Regvar s sod. 2012). Prav tako je bilo po raziskavi
Regvar s sod. (2012) ugotovljeno, da se z vecanjem UV-B
sevanja zmanjSuje gostota mikrosklerocijev in splosna glivna
kolonizacija korenin.

Z raziskavo smo Zeleli ugotoviti: (1) kateri tip mikorize
prevladuje pri tatarski ajdi; (2) ali razlicna nadmorska visina
znacilno vpliva na gostoto glivnih endofitov pri tatarski ajdi; (3)
kateri tip mikorize se v vecji meri pojavlja pri rastlinah na visji
nadmorski visini. Ugotavljali smo frekvenco pojavnosti mikorize
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(F), mikorizno intenziteto (M), gostoto porascenosti z arbuskuli
(A), vezikli (V), svitki (S) in mikrosklerociji (MS) za vsako izmed
treh krajev s tremi razlicnimi nadmorskimi visinami.
Pricakujemo, da se bo pri tatarski ajdi pojavljal tako
arbuskularni tip mikorize (AM) kot tudi temni septirani enodfiti
(DSE), na kar kaZejo Ze podatki iz literature. Pricakujemo, da bo
stopnja kolonizacije korenin z mikoriznimi glivami nizja na visjih
nadmorskih visinah. Visje

nadmorske visine z ve¢ UV sevanja namrec predstavljajo

vedji stres za rastlino in spremenjene procese interakcij z
gostiteljem, zato je tudi kolonizacija z glivami nekoliko manjsa.
Visje nadmorske visine predstavljajo bolj ekstremne habitate,
zato tam pri¢akujemo vec DSE (torej ve¢ mikrosklerocijev, kot
oblika temnih septiranih endofitov) v primerjavi z arbuskularno
mikorizo (arbuskuli in vezikli).

Material in metode

Opis lokacije

Tatarska ajda (Fagopyrum tataricum), na kateri smo opazovali
mikorizne aktivnosti, je izhajala iz treh lokalitet z razli¢nimi
nadmorskimi visinami; Javorje (721m) (Javorje, Gorenja Vas—
Poljane 2019), Javorovica (549m) (Javorovica 2019) in Ljubljana
(295m) (Ljubljana 2019). Na vseh treh lokalitetah je bila ajda
gojena. V Ljubljani je bilo gojena pred Biotehnisko fakulteto.

Priprava in analiza vzorcev

Korenine smo po protokolu barvanja arbuskularno mikoriznih
struktur v koreninskem sistemu (Phillips in Hayman 1970)
pobarvali s tripan modrim. Pripravili smo koreninske odseke
z dolZino priblizno 1 cm, ter jih po 15 iz posameznega

vzorca fiksirali na objektna stekelca. S pomocjo svetlobne
mikroskopije in hitrega skeniranja vzorcev smo ocenili:
stopnjo kolonizacije in gostoto arbuskulov, veziklov, svitkov in
mikrosklerocijev po metodi Trouvelot s sod. (1986).

Statisticha analiza

Za izraCun parametrov in analizo dobljenih rezultatov s
standardnimi statisti¢cnimi metodami smo uporabili program
Excel 2018 (Microsoft) z dodatkom Daniel’s XL Toolbox ter
Holm-Siddk post-hoc testom. V statisti¢nih analizah nismo
upostevali Stevila arbuskulov in svitkov, saj je bilo skupno
Stevilo arbuskulov iz vseh vzorcev 15, svitki pa so bili 4, kar je
premalo za izvedbo statisti¢nih analiz. Skupno Stevilo koreninic
je bilo 649, 163 iz Ljubljane, 258 iz Javorja in 228 iz Javorovice.

Rezultati

V nadaljevanju ¢rke nad stolpci v diagramih prikazujejo, ali so
razlike med povprecnimi vrednostmi parametra med vzorci
statisticno znacilne.

Parameter F % nam poda frekvenco delov korenin koloniziranih
z glivo in s tem razpoloZljivost propagulov v tleh. Iz slike 2 je
razvidno, da je stopnja kolonizacije (F %) statisticno znacilno
vec€ja na Javorovici kot v Ljubljani ali na Javorju, pri cemer
slednja med seboj ne razlikujeta.

Parameter M % nam poda informacijo o intenziteti mikorize.
Iz slike 3 je razvidno, da so razlike med vsemi lokacijami
vzorceyv statisticno znacilne, z najvecjo intenziteto mikorize na
Javorovici in najmanj$o na Javorju.
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Slika 1: Razli¢ne glivne strukture v tatarski ajdi: A: Arbuskul,
povecava 40x; B: Mikrosklerocij, povecava 40x; C: Vezikel,
povecava: 40x; D: Svitek, povecava: 100x

Parameter MS % nam poda informacijo o gostoti
mikrosklerocijev v koreninskem sistemu. Iz slike 4 je razvidno,
da med vzorci iz Ljubljane in Javorovice ni statisticno znacilnih
razlik, se pa ti dve lokaciji statisti¢cno znacilno locCita od Javorja,
ki ima niZjo gostoto mikrosklerocijev.

Parameter V % nam poda informacijo o gostoti veziklov v
koreninskem sistemu. 1z slike 5 je razvidno, da je gostota
veziklov (V %) statisticno znacilno vecja na Javorovici kot v
Ljubljani ali na Javorju, pri ¢emer se slednja med seboj ne
razlikujeta.

Diskusija

Pri tatarski ajdi se pojavljajo tako mikrosklerociji (oblika temnih
septiranih endofitov), kot vezikli in v manjsi meri arbuskuli
(oblika arbuskularne mikorize). Po podatkih Regvar s sod.
(2012) in Likarja s sod. (2008) sta pri tatarski ajdi prisotna oba
tipa endofitskih gliv, na kar kaZejo tudi nasi rezultati. Pojavljajo
se le posamezni arbuskuli, vezikli pa so prisotni v precej vedjih

gostotah, zato so bile statisticne analize izvedene zgolj na
veziklih.

Po podatkih iz literature (Regvar s sod. 2012) je glivna
kolonizacija na visji nadmorski visini niZja, kar na podlagi nasih
rezultatov ne moremo trditi. Pri izracunani frekvenci delov
korenin poraslih z glivo (F %) ni statisticno znacilne razlike

med Ljubljano in Javorjem, ki predstavljata najnizjo in najvisjo
nadmorsko visino. Nasi podatki kaZejo statisticno znacilno
razliko, da je intenziteta mikorize (M %) najnizja pri najvisji
nadmorski visini. V nasprotju s pricakovanji lokacija iz Ljubljane
nima najvisje intenzitete mikorize, pac pa je najvec mikorizne
kolonizacije na Javorovici z 549m nadmorske visine.

Z vecanjem UV-B sevanja se zmanjSuje gostota mikrosklerocijev
(Regvar s sod. 2012). Glede na nase podatke vidimo, da

je statisti¢no znacilno najvecja gostota mikrosklerocijev v

delu korteksa z mikorizno infekcijo v Ljubljani in najmanj na
Javorju, ki ima najvisjo nadmorsko visino. Glede na to, da se
lokaciji Ljubljana in Javorje nista statisti¢no razlikovali pa lahko
domnevamo, da povezava med gostoto mikrosklerocijev in
nadmorsko visino ni zvezna, temvec se zniZa Sele pri doloceni
nadmorski visini, ko okoljski parametri kot je npr. UV sevanje
presezejo dolocen prag.

Na podlagi gostote arbuskulov v koreninskem sistemu ne
moremo sklepati o razlikah v prisotnosti arbuskularne mikorize,
saj so bili arbuskuli najdeni premalokrat, da bi lahko prisli do
zakljuckov o razlikah v pojavljanju arbuskularne mikorize.
Javorje z najvisjo nadmorsko visino, predstavlja bolj ekstremen
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Slika 2: Vrednosti parametra F % s standardnimi napakami pri
vzorcih nabranih na razliénih lokacijah (N=10). Razlicne crke
oznacujejo statisticno znacilno razliko Holm-Sidak post hoc
testa prip <0,05.
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Slika 4: Vrednosti parametra MS % s standardnimi napakami
pri vzorcih nabranih na razli¢nih lokacijah (N=10). Razlicne ¢rke
oznacujejo statisticno znacilno razliko Holm-Sidak post hoc
testa prip <0,05.

habitat z vecjo koli¢ino UV- B sevanja, zato tam pricakujemo
man;jsi del asrbuskularne mikorize v primerjavi s temnimi
septiranimi endofiti. V ekstremnih habitatih namre¢ najdemo
predvsem DSE, ki naj bi imele vlogo pri zas¢iti rastlin pred
abiotskim stresom (Likar 2011). Na podlagi rezultatov vidimo,
da je znatno vecji delez korenin koloniziranih s temno
septiranimi endofiti (vecji delez mikrosklerocijev) kot

z arbuskularnimi glivami (vezikli).

Zakljucki

Pri tatarski ajdi se pojavljajo temni septirani endofiti (DSE) in
arbuskularna mikoriza. Na podlagi nasih rezultatov ne moremo
trditi, da je glivna kolonizacija na visji nadmorski visini

nizja, trdimo pa lahko, da se z ve€anjem nadmorske viSine
zmanjsuje gostota mikrosklerocijev. Javorje z najvisjo
nadmorsko viSino, predstavlja bolj ekstremen habitat in je

bolj koloniziran s temno septiranimi endofiti kot z glivami
arbuskularne mikorize.
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Slika 3: Vrednosti parametra M % s standardnimi napakami pri
vzorcih nabranih na razliénih lokacijah (N=10). Razlicne crke
oznacujejo statisticno znacilno razliko Holm-Sidak post hoc
testa prip <0,05.
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Slika 5: Vrednosti parametra V % s standardnimi napakami pri
vzorcih nabranih na razliénih lokacijah (N=10). Razlicne crke
oznacujejo statisticno znacilno razliko Holm-Sidak post hoc
testa prip <0,05.
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Vpliv gnojenja s kalijem na odpravo
simptomov prekomerne slanosti

Ahaci¢ Spela, Dretnik Klemen, Katra$nik Alenka, MuZina Spela, Svetik
Sinja
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

e Namen dela: ugotoviti ali dodatek kalija v obliki mineralnega gnojila zmanjsuje
negativne ucinke povecane slanosti substrata pri jecmenu (Hordeum vulgare L.) in
fizolu (Phaseolus vulgaris L.); pricakujemo, da bo imel dodatek kalija pozitiven vpliv na
rast rastlin pri prekomerni slanosti tal.

e Metode: rastline smo gojili pod razlicnimi pogoji slanostnega stresa in dodatka kalija.
Po 5 tednih smo rastline poZzeli in jih stehtali. Poganjke smo zmrznili v teko¢em dusiku
in jih liofilizirali. Del dobljenega vzorca smo uporabili za spektrofotometricno merjenje
fotosinteznih pigmentov, del pa za kvantitativno analizo mineralov elementov z
metodo XRF.

e Rezultati: masa rastlin, ki smo jih zalivali z vodo ali s kalijevo soljo, je priblizno podobna,
ravno tako masa rastlin tretiranih s kuhinjsko soljo ali kuhinjsko soljo in kalijevo soljo.
Pri tretiranju s kalijevo soljo smo opazili povisan prevzem nekaterih elementov.
Tretiranje rastlin s kuhinjsko soljo ali kuhinjsko soljo in kalijevo soljo ni imelo vpliva na
delez fotosinteznih pigmentov v listih.

e Zakljucek: v nasem eksperimentu nismo dokazali pozitivnega vpliva gnojenja z kalijem
na rast jeCmena in fizola pri prekomerni slanosti tal.

Kljucne besede: osmotski stres, akumulacija ionov, makrohranila, Hordeum vulgare L.,
Phaseolus vulgaris L.
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Uvod

Je¢men (Hordeum vulgare L.) in fizol (Phaseolus vulgaris L.)
sta poljscini, ki sta pogosto vkljuceni v prehrano ljudi in Zivali,
pridelujejo pa ju po celem svetu. Pridelovalne povrsine po
svetu pa se zmanjsujejo, med drugim tudi na racun slanih tal.
Ta so lahko posledica mnogih vzrokov, ki so lahko naravnega
izvora, kot je kopicenje soli s padavinami, vetrom ali pa z
morsko soljo. Lahko pa so posledica delovanja ¢loveka, npr.
uporaba dolocenih gnojil. Zaradi slane raztopine v tleh, se
osmotski potencial zniza, kar pa zmanjsa sprejem vode v
rastlino. Pojavi se tudi akumulacija specifi¢nih ionov, ki ¢ez c¢as
privede do strupenosti in ionskega neravnovesja (Rengasamy,
2010). V raziskavi Yaldiz in sod., 2018 so pokazali, da gnojenje
s kalijem (0-450 mg/kg) znatno vpliva na rastline, ki so

pod stresom zaradi prekomerne slanosti, pri vegetativnem
razvoju. Kalijev sulfat je tudi delno zmanjsal negativne ucinke
visokih koncentracij NaCl, verjetno s kontrolo permeabilnosti
membran koreninskih celic. Primerna koli¢ina kalijevih

ionov reducira prekomerno prehajanje natrijevih ionov v
prekomerno slanem okolju (Yaldiz in sod., 2018). Gnojenje pa
je zelo pomembno za povecevanje pridelka in pri ohranjanju
rodovitnosti tal, ter za preprecevanje degradacije tal. Kalij ima
pomembno vlogo, saj je eden izmed makrohranil in je zelo
pomemben za uspesno rast in razvoj rastlin (Cakmak, 2002).
V nasi raziskavi smo Zeleli ugotoviti ali dodatek kalija v obliki
mineralnega gnojila zmanjsuje negativne ucinke povecane
slanosti substrata pri izbranih rastlinskih vrstah.

Materiali in metode

V 20 lonckov smo posejali po tri semena fizola in v 20 lonckov
posejali pet semen jeCmena. Semena smo postavili v rastno
komoro, kjer so rasla pet tednov. Rastline smo razdelili v Stiri

Tabela 1: Prikaz srednjih vrednosti (SV) in standardnih napak (SN) za meritve
koncentracije klorofilov (fizol). n=5. Vsi podatki so statisticno neznacilni po ANOVA in

Holm-Sidak post hoc testu pri p < 0,05.

skupine glede na tretiranje — voda, sol, kalij, sol+kalij, s katerim
smo priceli v tretjem tednu eksperimenta. Skupina »voda«
pomeni zalivanje le z vodo. Skupina »sol« pomeni zalivanje

s 100 mM raztopino kuhinjske soli. Skupina »kalij« pomeni
zalivanje z raztopino K,SO, (40 mg/longek = 0,5 g/L). Skupina
»sol+kalij« pa pomeni, da smo jih zalivali tako z raztopino
kuhinjske soli kot z raztopino K,SO, Polovico rastlin fizola

in je¢mena smo enkrat tedensko zalili s 100 mM raztopino
kuhinjske soli (skupina sol), polovico pa samo z vodo. Polovico
rastlin iz tretmaja s soljo in brez, smo enkrat tedensko zalili Se
z raztopino K,SO, (skupina kalij). Po zakljucku tretiranja (tj. po
petih tednih) smo pozZeli rastline. Lo¢eno smo stehtali mokro
maso poganjkov in korenin jeCcmena prav tako smo loceno
stehtali liste, stebla in korenine fiZola. Dele rastlin smo nato
zamrznili v teko¢em dusiku in liofilizirali. Sledilo je tehtanje
suhe mase poganjkov in korenin obeh rastlin. Liste smo nato
strli v terilnici s pestilom in jih prenesli v ustrezne posodice za
nadaljnjo analizo. 30 mg prahu smo zmesali skupaj s petimi
mL 80% acetona in centrifugirali. Postopek smo ponovili in
spektrofotometri¢no izmerili fotosintezne pigmente v listhem
prahu pri valovnih dolzinah 470, 647 in 664 nm (Monni s sod.,
2001). 1z dobljenih absorpcij smo preracunali koncentracije
pigmentov (Lichtenthaler in Buschmann, 2001).

Za kvantitativno analizo mineralov elementov (fosfor (P),
zveplo (S), kalij (K), kalcij (Ca), mangan (Mn), Zelezo (Fe),

cink (Zn)) v koreninah in v poganjkih smo iz uprasenih
poganjkov naredili tabletke (iz 100 — 150 mg prahu) in

izmerili koncentracije elementov z rentgensko fluorescencno
mikroskopijo (XRF). Mertive smo opravili z rentgenskim
spektrometrom Peduzo T02 (1JS), pri energiji vzbujanja 20,2
keV.

Rezultate meritev smo statisticno obdelali z ANOVA in Holm-
Sidak post hoc testom (p < 0,05), kjer so bili podatki za vsako
rastlino razdeljeni v stiri skupine (voda,
sol, kalij, kalij + sol) in vsaka skupina je
imela pet ponovitev.

FIZOL

voda sol kalij

Rezultati

sol+K

Y SN Y SN SV

Na Sliki 1 in 2 lahko vidimo, da se
sveZa in suha masa poganjkov fiZola,

SN SV SN

klorofil a (ug/mg SM)
klorofil b (ug/mg SM)
skupni klorofil (ug/mg SM)

290 0,76 4,38 0,32 3,92 069 294 0,62
1,30 0,37 2,22 0,20 2,09 049 1,46 0,26
4,19 1,13 660 051 6,01 1,18 4,40 0,88

ki so bili zalivani z raztopino kalijeve in

kuhinjske soli, statisticno razlikujeta od
tistih, ki smo jih zalivali le z vodo ali le z
raztopino kalijeve soli. Ne razlikujeta pa

Tabela 2: Prikaz srednjih vrednosti (SV) in standardnih napak (SN) za vse meritve pri jecmenu.
n=5 (razen n(kalij)=4). Vsi podatki so statisticno neznacilni po ANOVA in Holm-Sidak post hoc testu pri p < 0,05.

JECMEN voda sol kalij sol+K
SV SN SV SN SV SN SV SN
mokra masa (g) poganjki 4,79 0,74 4,62 1,47 4,63 1,34 3,42 0,68
korenine 9,89 0,88 11,70 3,30 13,18 4,83 9,71 2,97
suha masa (g) poganijki 0,88 0,15 0,77 0,23 0,81 0,27 0,62 0,14
korenine 1,37 0,25 1,18 0,31 1,57 0,63 1,05 0,38
cnasuhomaso Chla 2,25 0,42 2,62 0,67 2,43 0,78 2,21 0,34
listov (pg/mg)  chib 0,98 0,19 1,10 0,29 1,12 0,35 0,96 0,16
Tot Chl 3,23 0,61 3,72 0,96 3,55 1,12 3,17 0,50
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Slika 1: Mokra masa poganjkov fiZola razporejena v skupine
glede na obravnavo (SV+SN, N=5). Razli¢ne crke prikazujejo
statisticno znacilno razliko ANOVA in Holm-Sidak post hoc testa
prip<0,05.
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Slika 3: Prikaz koncentracij elementov [ug/g] pri fiZolu, ki so
razdeljene v podskupine po obravnavah (SV+SN, N=5). Razli¢ne
¢rke prikazujejo statisti¢no znacilno razliko ANOVA in Holm-
Sidak post hoc testa pri p < 0,05.
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Slika 5: Prikaz koncentracij elementov [ug/g] pri je¢menu,

ki so razdeljene v podskupine po obravnavah. (SV+SN, N=5).
Razli¢ne Crke prikazujejo statisticno znacilno razliko ANOVA in
Holm-Sidak post hoc testa pri p < 0,05.

Slika 2: Suha masa poganjkov fiZola razporejena v skupine
glede na obravnavo (SV+SN, N=5). Razli¢ne crke prikazujejo
statisti¢no znacilno razliko ANOVA in Holm-Sidak post hoc testa
prip<0,05.
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Slika 4: Prikaz koncentracij elementov [pug/g] pri fizolu, ki

so razdeljene v podskupine po obravnavah. (SV+SN, N=5).
Razli¢ne ¢rke prikazujejo statisti¢no znacilno razliko ANOVA in
Holm-Sidak post hoc testa pri p < 0,05.
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Slika 6: Prikaz koncentracij elementov [ug/g] pri jeémenu, ki so
razdeljene v podskupine po obravnavah. (SV£SN, N(sol+kalij in
sol)=5, N(kalij in voda)=4). Razli¢ne crke prikazujejo statisticno
znacilno razliko ANOVA in Holm-Sidak post hoc testa pri p <
0,05.
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se statisticno glede na tisto maso rastlin, ki so bile zalivane le z
raztopino kuhinjske soli.

Na Sliki 3 in 4 lahko vidimo, da so statisticno signifikantne
razlike pri fizolu le pri elementih P, S, Cl, K in Ca. Pri rastlinah,
ki smo jih zalivali z raztopino kuhinjske in kalijeve soli, lahko
opazimo, da se vedno statisticno razlikujejo le od rastlin, zalitih
z vodo, razen pri Cl, kjer se statisti¢no razlikujejo Se od zalivanja
z raztopino kalijeve soli.

Na Sliki 5 in 6 lahko vidimo, da so statisticno signifikantne
razlike pri fiZolu le pri elementih Zn in CI. Pri rastlinah, ki smo
jih zalivali z raztopino kuhinjske in kalijeve soli, lahko opazimo,
da se Zn statisti¢no ne razlikuje od kontrol. Pri Cl pa vidimo,
da se rastline, ki so zalite z raztopino kuhinjske in kalijeve

soli statisticno ne razlikujejo od rastlin, ki smo jih zalivali le z
raztopino kuhinjske soli. Vendar pa se statisticno razlikujejo od
rastlin, ki smo jih zalivali z raztopino kalijeve soli ali z vodo.
Diskusija

Visoka slanost v prsti porusi osmotsko ravnovesje in otezujejo
privzem vode v rastlino. Kopicenje natrijevih ionov v citoplazmi
in porusitev ravnovesja ionov je citotoksi¢no zaradi motnje
delovanja encimov (Tester in Davenport, 2003). Rast rastlin je
zaradi ionskega neravnovesja upocasnjena kar se kaZe v znizani
mokri in suhi biomasi. Toleranca na osmotski stres je tesno
povezana s sposobnostjo ohranjanja razmerja med K+/Na+
(Petterson in sod., 2009), zaradi ¢esar smo pri¢akovali manjsi
vpliv slanosti na rast rastlin, ki smo jim dodajali kalij.

ZniZanje mokre in suhe mase poganjkov fizola smo opazili

pri rastlinah, ki smo jih zalivali z raztopino NaCl, pozitivhega
vpliva dodajanja kalija na toleranco osmotskega stresa pa v
nasprotju s pricakovanji nismo opazili. Podobno so tudi drugi
avtorji Beykkhormizi in sod. (2016) in Rady in sod. (2019)
opazili znizanje mase, visine ter povrsine listov fizola, ki je

bilo sorazmerno s koncentracijo dodanega NaCl. V nasprotju

s fizolom zalivanje s soljo ni imelo ucinka na suho in mokro
maso poganjkov jemena. Zalivanje fizola in je¢mena z NaCl ali
NaCl in K-soljo ni imelo statisticno znacilnega vpliva na delez
fotosinteznih barvil v listih poganjkov.

Visoka slanost ima na privzem in akumulacijo elementov v
rastlino razlicne vplive. Slanost lahko v nekaterih primerih
povzroci znizan privzem K+, Ca2+ in NO3- zaradi kompeticije

z Na+ in Cl- za vezavo na transportne proteine (Hu in
Schmidhalter, 2005). Pri jeCmenu je sicer prislo do zniZanja
privzema Ca2+ v rastlino, vendar razlike niso bile statisticno
znacilne.

Vpliv zalivanja z NaCl na koncentracijo elementov v poganjkih
fizola je odvisen od koncentracije NaCl. Beykkhormizi in

sod. (2016) porocajo o dvigu koncentracije Na in Ca v listih
poganjkov fiZola pri zalivanju z koncentracijo NaCl od 40 do
80mM, pri cemer slanost ni vplivala na koncentracijo K v listih.
Zalivanje poganjkov fiZola s visjo koncentracijo NaCl (150mM)
se odrazi v zniZzanju koncentracije N, P in K ter poviSanju Na
(Rady in sod., 2019).

V nasem poskusu je pri fiZzolu v primerjavi s kontrolo prislo do
povecanja koncentracije P, S, K in Ca pri rastlinah, ki so bile
zalivane s K-soljo in NaCl. Zalivanje s soljo je povecalo tudi
koncentracijo Cl v poganjkih fiZzola nad vrednosti izmerjene pri
kontroli in rastlinah zalivanih zgolj s K-soljo.

Tudi pri poganjkih jeCmena zalivanje s soljo ni statisticno
znacilno vplivalo na koncentracijo elementov v listih. Pri
rastlinah je¢mena, ki so bile zalivane s K-soljo in NaCl, pa

smo v primerjavi s kontrolnimi rastlinami opazili povisanje
koncentracije Zn in Cl. Po navedbah drugih avtorjev
izpostavitev slanosti povzroci dvig koncentracije Na in padec
koncentracije K v listih poganjkov jeCmena, pri cemer je
sprememba koncentracij pogojena predvsem z toleranco
posamezne sorte jeCmena na suso (Petterson in sod., 2009)
Slanost ima lahko vpliv tudi na zniZanje koncentracije P v listih
poganjkov jecmena (Talbi in sod., 2011), ¢esar pa mi nismo
opazili.

Povisana koncentracija Cl in K v listih fiZzola je najverjetneje
rezultat povisane koncentracije teh elementov v prsti

zaradi zalivanja z NaCl in K-soljo. Kalij ima pomembno

vlogo pri ohranjanju osmotskega potencial v rastlinski celici
zaradi Cesar ga rastlina ob izpostavitvi osmotskem stresu
akumulira v citoplazmi (Tester in Davenport, 2003). Kalcij ima
pomembno vlogo pri zaznavanju osmotskega stresa rastline
(Hu in Schmidhalter, 2005), kar nakazuje na morebiten vpliv
dodajanja kalija na zaznavanje slanosti v poganjkih fizola.

Zakljucek

Ob tretiranju s kuhinjsko soljo in kalijevo soljo smo opazili
slabso rast, ki pa se ni bistveno razlikovala od tretmaja samo

s kuhinjsko soljo, tako, da ne moremo trditi, da dodatek kalija
pozitivno vpliva na rast.

Tretiranje s kalijevo soljo je imelo pozitiven vpliv na prevzem
makroelemantov tako v fiZolu, kot tudi jecmenu, sam osmotski
stres pa na to ni imel bistvenega vpliva, razen na prevzem Cl pri
jeCmenu.

Povisana akumulacija kalija v poganjkih fiZola, zalivanih s
kalijevo soljo, kaze na odziv rastlin na kalij, poleg tega je imel
kalij tudi pozitiven vpliv na prevzem ostalih makroelementoy,
ne moremo pa trditi, da je to vplivalo tudi na toleranco na
osmotski stres. Dodatek kalija v stresnih razmerah ni imel
pozitivnega ucinka na rast fiZola, kar ni v skladu z nasimi
pri¢akovanji. Z naso raziskavo ne moremo potrditi, da dodatek
kalija v obliki mineralnega gnojila zmanjsuje negativne ucinke
slanosti substrata pri fiZolu in jeCmenu.
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Primerjava regeneracijske sposobnosti
japonskega (Fallopia japonica) in Ceskega
dresnika (Fallopia x bohemica)

Masa Krapez, TjaSa Mahkovec Povalej, Ana Miglioranza, Luen Zidar,
Sonja Zabkar
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

e Namen: Zeleli smo primerjati regeneracijske sposobnosti potaknjencev japonskega
dresnika (Fallopia japonica) in ¢eSkega dresnika (Fallopia x bohemica). Zanimal nas
je tudi vpliv dolZine in starosti potaknjenega dela stebla na uspesnost regeneracije
rastline.

e -Metoda: V lo¢ena korita, napolnjena z mesanico prsti in substrata, smo potaknili dele
stebel obeh vrst dresnikov razlicnih dolzin (1,5 cm, 3 cm, 6 cm) ter starosti (najmlajsi
in najstarejsi deli). Potaknjence smo v rastnih komorah pustili rasti 7 tednov. Dvakrat
tedensko smo jih zalivali z vodovodno vodo in spremljali rast.

e Rezultati: Regeneracija rastlin iz potaknjenih delov stebla je bila neuspesna; odgnala
sta le dva potaknjenca ¢eskega dresnika, prakti¢no vsi ostali so propadli.

e Poskus regeneracije najverjetneje ni uspel, ker so bile rastline nabrane pozno jeseni in
verjetno Ze v fazi dormance.

Kljucne besede: Fallopia japonica, Fallopia x bohemica, regeneracijska sposobnost,
potaknjenci



Uvod

Japonski dresnik (Fallopia japonica) in ¢eski dresnik (Fallopia
x bohemica) sta tujerodni invazivni vrsti dresnikov, ki rasteta v
Sloveniji. Ti vrsti lahko najdemo na razli¢nih rastiscih, uspevajo
tako ob vodi kot ob cesti ter na razlicnih nadmorskih visinah.
Ceski dresnik je krizanec med japonskim in sahalinskim
dresnikom in je Se uspesnejsi od starSevskih vrst. Na grobo
lahko japonski in ¢eski dresnik med seboj lo¢imo po velikosti,
kjer je ceski dresnik vecji od japonskega ter ima za razliko od
njega daljse in rahlo srcaste liste (Strgulc- Krajsek, 2013).
Vrsti sta se izkazali za zelo uspesni, s hitro regeneracijsko
sposobnostjo. K hitri rasti pripomore obsezen podzemni
sistem korenik z nakopicenimi snovmi ter vegetativni

nacin razmnozevanja. Obe vrsti imata zelo visoko stopnjo
regeneracije, saj se lahko regenerirata Ze iz 1 centimetra
dolgega koscka korenike. K razsirjanju pripomore tudi
razrascanje s pomocjo Zivic, izlocanje snovi, ki zavirajo kalitev
in rast drugih rastlin ter velika koli¢ina dobro kaljivih semen
(Strgulc-Krajsek, 2013). V nasem projektnem delu smo
raziskali, kakSne so regeneracijske sposobnosti japonskega in
Ceskega dresnika in jih med seboj primerjali. Pri poskusu smo
opazovali tudi, iz kako velikih in koliko starih delov

se bo rastlina uspela regenerirati. Pri tem smo postavili
naslednje hipoteze:

i) regeneracija bo uspesnejsa pri ceskem dresniku,

ii) mlajsi deli rastline bodo pri regeneraciji bolj uspesni,

iii) uspesneje se bodo regenerirali daljsi deli rastline
(potaknjenci).

Materiali in metode

S poskusom smo zaceli oktobra 2018.

Rastline japonskega in ¢eskega dresnika smo nabrali ob potoku
Glinscica v neposredni blizini Biotehniske fakultete v Ljubljani
(geografske koordinate 46.050042, 14.474349). Stranski
poganjki korenike so bili odrezani nekaj centimetrov nad
tlemi. Nato smo vsak poganjek razrezali na razli¢ne dolZine,
pri ¢emer smo ne glede na celotno dolzino segmenta pustili
Se 1 cm dolzine poganjka nad brstom. Za vsako vrsto dresnika
smo pripravili 16 starejsih vejic dolgih 1.5 cm, 16 starejsih vejic
dolgih 3 cm in 16 starejsih vejic dolgih 6 cm. Enako smo storili
tudi za mlajse vejice (skupno 2 x po 96 potaknjencev). Tako
pripravljene vejice smo nato potaknili v korita, napolnjena

z meSanico vermikulita in Sote (1:1, V/V). Potaknjence smo
pustili rasti v rasni komori (21 °C, dnevno nocni cikel 16/8,
vlaZznost 45-50 %). Po 14 dneh smo v vsako korito (razen v
korita s starejsimi vejicami dolgimi 1,5 cm in korita z mlajsimi
vejicami dolgimi 6 cm) dodali $e 10 vejic enakih dolZin in
starosti, kot so bile Ze ostale vejice v koritu (skupaj 80 vejic).

S tem smo si zagotovili vecje Stevilo vzorcev za laZjo kasnejSo
statisticno analizo. Potaknjence smo nato 2-krat tedensko
pregledali in zabeleZili spremembe ter jih zalili z vodovodno
vodo. Polovico potaknjencev smo za spodbuditev koreninjenja
za 5 minut namodili v raztopino indol maslene kisline
(300mg/L). Poskus smo zakljucili po sedmih tednih, ko smo
presteli prezivele in odmrle potaknjence.

Rezultati

Tekom sedmih tednov trajanja poskusa smo 2-krat tedensko
preverjali uspesSnost regeneracije potaknjencev dresnikov.
Prve spremembe so bile opazne Sele po Stirih tednih, ko
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je eden izmed najstarejsih potaknjencev ceskega dresnika,
dolzine 3 cm, odgnal list. Ta pa je v prihodnjih dneh pri dolzini
9 mm zacel propadati. Po petih tednih je odgnal eden od
najmlajsih potaknjencev ceskega dresnika, dolZine 3 cm.
Spremljali smo njegovo rast, ki je bila hitra in enakomerna.
Ob koncu opazovanja poganjkov smo poskus razdrli. Presteli
smo Stevilo Se Zivih potaknjencev (zeleno obarvanih), odmrlih
potaknjencev (rjavih, posusenih) in tistih, ki so odgnali. Stevila
posameznih potaknjencev so navedena v tabeli 1 in tabeli 2.
Edini potaknjenec, ki se je uspesno regeneriral, je po sedmih
tednih imel 4 liste, med katerimi je najdaljsi meril 4,5 cm,
formiral se je tudi koreninski sistem, najdaljSa korenina je
merila 2 cm. Visina stebla je bila 7,5 cm.

Tabela 1: Prikazano je Stevilo odmrlih, Zivih in odgnalih
potaknjencev razli¢nih dolzin (1,5 cm, 3 cm in 6 cm) in starosti
(najmlajsi, najstarejsi) na primeru ceskega dreskina (Fallopia

x bohemica) ob koncu poskusa. Stevila v spodnji vrstici tabele
prikazujejo vsoto vseh odmrlih, Zivih ali odgnalih potaknjencev
Ceskega dresnika ob koncu poskusa, skupno je odgnal en
potaknjenec, 3 so ostali Zivi, 132 jih je odmrlo.

POTAKNJENEC ODMRLI  ZIVI ODGNALI
Najmlajsi, 1,5 cm 26 0 0
Najmlajsi 3 cm 22 3 1
Najmlajsi 6 cm 16 0 0
Najstarejsi 1,5 cm 16 0 0
Najstarejsi 3 cm 26 0 0
Najstaresi 6 cm 26 0 0
2 132 3 1

@

Slika 1: Zivi potaknjenci ¢eskega dresnika ob koncu poskusa.

Slika 2: Odgnali potaknjenec ceskega dresnika ob koncu
poskusa, po sedmih tednih.



Slika 3: Poganjek ceskega dresnika, ki je po nekaj dneh
propadel.

Tabela 2: Prikazano je Stevilo odmrlih, Zivih in odgnalih
potaknjencev razli¢nih dolzin (1,5 cm, 3 cm in 6 cm) in starosti
(najmlajsi, najstarejsi) na primeru japonskega dreskina
(Fallopia japonica) ob koncu poskusa. Stevila v spodniji vrstici
tabele prikazujejo vsoto veh odmrlih, Zivih ali odgnalih
potaknjencev japonskega dresnika ob koncu poskusa, skupno
ni odgnal noben potaknjenec, 4 so ostali Zivi, 132 jih je odmrlo.

POTAKNJENEC ODMRLI  ZIVI ODGNALI
Najmlajsi, 1,5 cm 26 0 0
Najmlajsi 3 cm 26 4 0
Najmlajsi 6 cm 16 0 0
Najstarejsi 1,5 cm 16 0 0
Najstarejsi 3 cm 26 0 0
Najstaresi 6 cm 26 0 0
2 132 4 0

Slika 5: Zivi potaknjenci japonskega dresnika ob koncu
poskusa.

Diskusija

Postavljenih hipotez z gotovostjo ne moremo potrditi ali
ovreci, saj rezultati niso reprezentativni. Iz dobljenih rezultatoy,
pa bi lahko sklepali, da je regeneracija mladih potaknjencev
dolZine 3 cm uspesnejsa ter da se vrsta ¢eSkega dresnika bolje
regenerira kot vrsta japonskega dresnika, saj sta odgnala dva
potaknjenca ¢eSkega dresnika. Smiselno se nam zdi izpostaviti,

da imajo mlajsi potaknjenci boljSo regeneracijo kot starejsi.
Na rezultate lahko vpliva tudi dejstvo, da so bili potaknjenci
dolZine 3 cm bolj metabolno aktivni oz. $e niso presli v stanje
senescence. Na regeneracijsko sposobnost dresnika ima
namrec zagotovo velik vpliv letni ¢as, v katerem smo izvajali
poskus. Poskusa smo se lotili jeseni, ko gre vecina rastlin v
stanje prezimovanja, oziroma se fizioloSko pripravljajo na
neugodne okoljske razmere (zima).

Pod okoljskim stresom gredo lahko podzemni deli rastline

v obdobje zacasne zaustavitve rasti oziroma v dormanco
medtem, ko preidejo nadzemni deli v senescenco. To je
strategija preZivetja v neugodnih razmerah, ki so jo razvile
mnoge rastlinske vrste. Dormanco lahko sproZzijo tako okoljski
kot tudi notranji dejavniki. Jeseni, ko pride do zniZanja
temperatur, se spremeni ravnovesje med hormonoma
abscizinska kislina (ABA) in giberilinska kislina (GA). Glavna
hormona, ki »pripravita« rastline na zimo sta ABA in etilen.
ABA se sintetizira v terminalnih brstih in upocasni rast rastlin,
tako, da inhibira celi¢ne delitve v vaskularnem kambiju in
sprozi sintezo stresnih hormonov ter usmerja listni primordij,
za zasScito mirujocih popkov v hladni sezoni. Inducira tvorbo
gomoljev, ¢ebulic in ostalih podzemnih organov, kamor se
shranjujejo pomembne makromolekule, dusikove ter fosfatne
spojine, ki jih bo rastlina v naslednji sezoni morebiti ponovno
potrebovala (Wang s sod., 2016). Etilen se sintetizira v razli¢nih
delih rastline (listi, korenine, plodovi) in je glavni hormon,

ki spodbudi senescenco ali staranje. Pod stresom se s pomocjo
senescence rastlina lahko pripravi na neugodne razmere

in tako pravocasno zakljuci fotosintezo in druge pomembne
procese, transportira dusikove in fosfatne spojine ter
pomembne makromolekule v druge organe, ki lahko prezimijo
(Davies, 2013).

Na podlagi nasih rezultatov in podatkov iz literature lahko
sklepamo, da so bili nabrani poganjki Ze v fazi senescence,
zato jih nismo mogli ponovno regenerirati.

Nabrane poganjke smo tudi po dolocenim ¢asu regeneracije
tretirali z avksini, ki imajo velik vpliv na razvoj korenin,
formiranje poganjkov in celicne delitve. V koreninah,

so z avksini povezani naslednji fenotipi: od koncentracije
odvisno povecanje dolzZine koreninskega laska, vpliv na
primarno korenino, povecanje Stevila stranskih primordijev

in odziv na teznost. Celi¢ne ravni avksina vplivajo tudi na
izrazanje genov, ki vplivajo na celi¢no usodo, nastanek korenin
in koreninskih laskov. Avksin je tudi prevladujoci regulator pri
razvoju lateralnih korenin (Overvoorde s sod., 2010).

Kljub tretiranju z zunajceli¢nimi avkisni, nam ni uspelo
popolnoma regenerirati poganjkov.

Dresniki so invazivna vrsta, zato je znanje o zatiranju le-te
pomembno. 1z dobljenih rezultatov lahko sklepamo,

da dolZina delov rastline pri zatiranju v pozni jeseni nima
velikega pomena, saj je sposobnost regeneracije rastline
znatno zmanjsana.

Da bi nase hipoteze lahko dokoncno potrdili ali ovrgli, bi
morali poskus ponoviti v drugem letnem c¢asu (npr. pomladi,
ko rastline ponovno aktivirajo svojo rast in celicne delitve)

ali pa bi ga morali veckrat ponoviti z veliko vecjim Stevilom
potaknjencev.

Zakljugki

Na podlagi dobljenih rezultatov nasih hipotez ne moremo ne



potrditi in ne ovreci, saj iz njih ni mogoce izpeljati statisticno
znacilnih razlik v regeneracijskih sposobnostih ¢eskega in
japonskega dresnika. Prav tako ne moremo z gotovostjo trditi,
kaksen vpliv na regeneracijo ima dolZina in starost dela stebla,
ki ga uporabljamo kot potaknjenec. Zakljuc¢imo lahko, da je
pozna jesen primeren Cas za zatiranje obeh vrst dresnikov,
kljub njihovi sicer dobri regeneracijski sposobnosti.
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Fizioloske spremembe navadne in tatarske
ajde glede na nadmorsko visino
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in Jaka Pecek
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e Namen raziskave je bil dolo¢iti vpliv nadmorske viSine na vsebnost pigmentov in sicer
klorofila A in B, karotenoidov, flavonoidov in fenolov pri dveh vrstah ajde.

e Primerjali smo razlike med dvema najbolj uporabljenima vrstama ajde, to sta navadna
(Fagopyrum esculentum) in tatarska ajda (Fagopyrum tataricum), ki sta rasli na treh
razlicnih nadmorskih visinah (500 mnv, 1000 mnvin 1500 mnv). Klorofile in karotenoide
smo ekstrahirali s homogenizacijo listov z metanolom, flavonoide in fenole pa smo
ekstrahirali s homogenizacijo listov s tekofim dusSikom. Koncentracijo pigmentov
smo nato dolocili z merjenjem absorpcije s spektrofotometrom pri razli¢nih valovnih
dolZinah.

e Glede na rezultate statisti¢nih analiz nam ni uspelo pokazati ustreznih razlik med
navadno in tatarsko ajdo. Za bolj zanesljive in informativne rezultate glede vpliva
nadmorske viSine kot zunanjega dejavnika pri navadni in tatarski ajdi bi poskus morali
ponoviti z vecjim vzorcem, na vec¢ razlicnih nadmorskih visinah, skozi daljSe ¢asovno
obdobije ter vkljuditi Se druge vrste ajde.

Kljucne besede: Fagopyrum esculentum, Fagopyrum tataricum, klorofili, flavonoidi, fenoli,
karotenoidi



Uvod

Ajda (lat. Fagopyrum) je rastlinska vrsta, ki spada v druzino
Polygonaceae in jo veCinoma najdemo na severni polobli,
Ceprav raste na velikem delu sveta. Najbolj pogosto se
uporablja v prehrambni industriji, saj ima prehrambne
lastnosti, ki predstavljajo potencial za promoviranje zdravja
pri ljudeh. Ajda je namrec relativno dober vir beljakovin,
lipidov, vlaken in mineralov ter ne vsebuje glutena. Glede na
agrikulturno uporabnost sta najbolj uporabni vrsti navadna
(Fagopyrum esculentum) in tatarska ajda (Fagopyrum
tataricum). Navadna ajda se goji ve¢inoma v Evropi in na
Japonskem, medtem ko se tatarska ajda goji predvsem v
regijah, katere za razliko od rastis¢ navadne ajde karakterizira
viSja nadmorska visina. Poleg Ze omenjenih prehrambnih
lastnosti sta navadna in tatarska ajda bogat vir Stevilnih
bioaktivnih snovi, za katere so raziskave pokazale da imajo
pozitiven vpliv na zdravje ljudi. Med temi snovmi so najbolj
raziskani flavonoidi in fenolne kisline - skupine spojin, ki imajo
bistveno antioksidativno vlogo; rutin, za katerega so raziskave
pokazale da ima protivnetno, protidiabeti¢no, protitumorsko
in protiaterosklerozno delovanje; kvercetin ki tudi ima
protidiabeti¢no in protitumorsko delovanje; fagopiritoli,
snovi, katere imajo pozitiven vpliv na zniZzanje plazemskih
koncentracij glukoze; vitamina B in C ter druge za Cloveka
koristne spojine. Koncentracija flavonoidov se med obema
vrstama ajde razlikuje, povprecna koncentracija flavonoidov pri
tatarski ajdi znasa okoli 40 miligramov na gram rastline

(in lahko dosega do 100 mg/g v cvetovih, listih in steblih),
medtem ko povprecna koncentracija flavonoidov pri navadni
ajdi znasa okoli 10 miligramov na gram rastlinskega materiala.
Tatarska ajda vsebuje tudi vecje koncentracije rutina in
vitaminov B1 (tiamin), B2 (ribovlavin), B3 (niacin) in B6
(piridoksin) v primerjavi z navadno ajdo (Giménez-Bastida
2015).

Ajdi F. esculentum in F. tataricum smo primerjali glede na
vsebnost pigmentov. Ti imajo pomembno zascitno funkcijo,
zato smo raziskali razlike v koncentraciji pigmentov med
vrstama in pri treh razlicnih nadmorskih visinah (500 mnvy,
1000 mnv in 1500 mnv). Predvidevamo, da ima tatarska ajda
visjo vsebnost pigmentov kot navadna ajda, saj uspeva pri
visjih nadmorskih visinah, kjer je izpostavljenost UV-B sevanju
viSja. Pri tatarski ajdi pricakujemo manjse razlike v koncentraciji
pigmentov med razlicnimi nadmorskimi visSinami kot pri
navadni ajdi, kjer pricakujemo mocnejsi odziv na stres.

Metode

Za dolocanje vsebnosti klorofilov in karotenoidov smo v
terilnici strli liste ajde (1 g oz. manj, ¢e materiala ni bilo dovolj)
ob dodatku metanola, zmes smo prenesli v centrifugirko

in centrifugirali 3 minute pri 4200 obratih na minuto.
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Supernatant smo prenesli v kiveto in izmerili absorbcijo s
spektrofotometrom pri valovnih dolzinah 470, 652 in 665 nm.
Koncentracije klorofilov smo izracunali po formulah (Wellburn,
1994).

Za dolocanje flavonoidov in fenolov smo liste ajde v terilnici
strli v fin prah ob dodatku tekocega dusika. Odtehtali smo 0,15
g strtih listov in jih dali v 2 mL mikrocentrifugirke, v katere smo
dodali $e 1.5 mL 60% etanola. Mikrocentrifugirke smo stresali
15 minut, nato pa centrifugirali 10 minut pri 5000 obratih/
min. Za dolocanje vsebnosti fenolov smo nato v kiveto dodali 1
mL 2% Na,CO3, 75pL Folin-Ciocalteau reagenta in 100 L prej
pripravljenega ekstrakta. Inkubirali smo 15 min pri 25°C v temi.
Po inkubaciji smo izmerili absorbcijo pri valovni dolZini 750 nm,
kjer smo za standard uporabili katehin.

Za dolocanje vsebnosti flavonoidov smo v kiveto dodali 900 pL
5% AICI, raztopljenega v metanolu. Inkubirali smo 30 minut pri
25°C v temi, nato pa izmerili absorbcijo pri valovni dolZini 425
nm. Za standard smo uporabili rutin (Lindoo in sod., 1978).

Rezultati

Po statisti¢ni obdelavi z ANOVA testom smo ugotovili, da je bila
vsebnost klorofila A pri tatarski ajdi visja pri visjih nadmorskih
viSinah (500 in 1000 mnv), kot pri 300 mnv, medtem ko pri
navadni ajdi nismo izmerili statisti¢no znacilnih razlik. Vsebnost
klorofila B pri tatarski ajdi je bila najvisja pri 500 mnv in
najnizja pri 300 mnv. Pri navadni ajdi smo statisticno znacilno
razliko izmerili pri 500 in 1000 mnv, kjer je vsebnost zopet visja
pri 500 mnv. Vsebnost karotenoidov je bila pri obeh vrstah
najvisja pri 500 mnv, pri ¢emer med 300 mnv in 1000 mnv
nismo izmerili statisticno znacilne razlike. Pri vsebnosti fenolov
pri nobeni vrsti nismo izmerili statisticno znacilnih razlik.
Vsebnost flavonoidov je bila pri tatarski ajdi najvisja pri 300
mnv in najnizja pri 500 mnv, pri navadni ajdi pa nismo izmerili
razlik.

Diskusija

Glede na predhodne raziskave na omenjeno temo lahko
pricakujemo, da zviSevanje nadmorske visine pozitivno korelira
s povecanjem skupne koli¢ine polifenolov in antioksidantov
(Kishore in sod., 2010.). Omenjene spojine imajo namrec
zascitne ucinke pred UV sevanjem, ki pa je mocnejse pri vecjih
nadmorskih visinah. V nasprotju s tem se zaradi ve¢jega deleza
UVB spektra elektromagnetnega valovanja (ki ima zaradi

vecje energije v primerjavi z UVA sevanjem skodljive ucinke

na celi¢no strukturo rastlin) pri visjih nadmorskih viSinah
pojavljajo zmanjsana rast, morfoloske spremembe in manjse
vsebnosti fotosinteznih pigmentov klorofila A in B (Sunil in
sod., 2017., Salama in sod., 2011). Rezultati statisticne analize

podatkov iz omenjene raziskave kaZejo na pomanjkanje
statisticno znacilne razlike pri vsebnosti klorofila A pri navadni

Tabela 1: Tabela priakzuje p vrednosti, pridobljene s testom ANOVA pri dvojicah parametrov kjer se skupine rastlin med seboj
statisti¢no razlikujejo. Kjer statisti¢nih razlik ni, je oznaka ns (not significant).

Klorofil a Klorofil b Karotenodi Fenoli Flavonoidi
Vrsta ns ns ns ns ns
Nadmorska viSina ns 0.0967 ns ns 0.024
Vrsta x N.v. 0.0002 0.0054 ns ns ns
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Slika 1: Vsebnosti klorofila A pri navadni in tatarski ajdi glede
na razli¢cno nadmorsko visino (povprecje + SE, pri 300 mnv

in 500 mnv je n=10, pri 1000 mnv je n=5). Razli¢ne ¢rke nad
stolpci oznacujejo statisti¢no znacilne razlike (Holm-Sidak test,

p < 0,05).
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Slika 3: Vsebnosti karotenoidov pri navadni in tatarski ajdi
glede na razli¢no nadmorsko visino (povprecje + SE, pri 300
mnv in 500 mnv je n=10, pri 1000 mnv je n=5). Razlicne crke
nad stolpci oznadujejo statisti¢no znacilne razlike (Holm-Sidak
test, p < 0,05).
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Slika 5: Vsebnosti flavonoidov pri navadni in tatarski ajdi glede
na razlicno nadmorsko visino (povpredje + SE, pri 300 mnv

in 500 mnv je n=10, pri 1000 mnv je n=5). Razlicne ¢rke nad
stolpci oznacujejo statisti¢no znacilne razlike (Holm-Sidak test,
p <0,05).
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Slika 2: Vsebnosti klorofila B pri navadni in tatarski ajdi glede
na razlicno nadmorsko visino (povprecje + SE, pri 300 mnv

in 500 mnv je n=10, pri 1000 mnv je n=5). Razli¢ne ¢rke nad
stolpci oznadujejo statisti¢no znacilne razlike (Holm-Sidak test,

p <0,05).
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Slika 4: Vsebnosti fenolov pri navadni in tatarski ajdi glede na
razlicno nadmorsko visino (povprecje + SE, pri 300 mnv in 500
mnv je n=10, pri 1000 mnv je n=5). Razli¢ne ¢rke nad stolpci
oznadujejo statistiéno znacilne razlike (Holm-Sidak test, p <
0,05).

ajdi glede na ANOVA test. Pri tatarski ajdi so rezultati analiz
vsebnosti klorofila A na razli¢nih nadmorskih visinah pokazali,
da tatarska ajda, ki uspeva na viSinah 500m in 1000m vsebuje
visjo koncentracijo klorofila A v primerjavi s tisto, ki uspeva

na 300 mnv. To je spet nekoliko nepri¢akovano zaradi Ze prej
omenjenega vecjega deleza UVB Zarkov pri visjih nadmorskih
viSinah, vendar lahko nakazuje na njeno prilagoditev na visjo
nadmorsko visino in prisotnost drugih zas¢itnih mehanizmov.
Velika vsebnost flavonoidov v listih nekaterih drugih rastlin,

ki uspevajo na visjih nadmorskih viSinah, nakazuje na njihovo
funkcijo varovanja rastlin pred nizkimi temperaturami in
presezkom son¢nega sevanja (Alonso-Amelot, 2008). Tudi
raziskava na rastlinah vinske trte je potrdila, da so bile
koncentracije flavonoidov kar desetkrat visje v rastlinah, ki

so bile izpostavljene naravni svetlobi v primerjavi z rastlinami
katerim so svetlobo, ki so jo imele na razpolago, izfiltrirali UV-A
in UV-B sevanje (Kolb in sod., 2001). To pa ponovno nakazuje
na protektivno vlogo flavonoidov pred UV-A in UV-B sevanjem
pri rastlinah. Rastline so torej na visje lege prilagojene z visjimi
koncentracijami flavonoidov in fenolov in drugimi spojinami,



ki absorbirajo UV snovi. Tatarska ajda je bolje prilagojena

na visje nadmorske visine v primerjavi z navadno ajdo. V
rastlinah tatarske ajde na visjih legah smo sicer izmerili nizje
koncentracije flavonoidov in fenolov v primerjavi z navadno
ajdo, vendar to lahko najverjetneje pripiSemu temu, da tatarski
ajdi ni potrebno sintetizirati taksnih koli¢in omenjenih spojin
zaradi drugih prisotnih obrambnih funkcij in popravljalnih
mehanizmov. V eni izmed raziskav so ugotovili, da se rastline
lahko izognejo citotoksi¢nim efektom UV-induciranih poskodb
tako, da razvijejo kompleksne popravljalne mehanizme kot
so: fotoreaktivacija, ekscizije in rekombinacijske popravljalne
mehanizme (Waterworth in sod., 2002). Rastline se lahko pred
UVB Zarki zascitijo z viSjo vsebnostjo zascitnih pigmentov in
morfoloskimi spremembami, kot so npr. odlacenost listov in
debelina kutikule, ¢esar pa v to raziskavo nismo vkljucli. Glede
na ANOVA test opazimo razli¢en odziv obeh vrst na nadmorsko
visino. Edina statisticno znacilna razlika vsebnosti klorofila B
pri navadni ajdi je bila zabelezena med 500 mnv in 1000 mnv.
Rastline na 500 mnv so imele vecje vsebnosti klorofila B. Pri
tatarski ajdi so bile vse razlike vsebnosti klorofila B statisticno
znacilne - tako med 300 mnv in 500 mnv, kot pri 500 mnv in
1000 mnv ter pri 300 mnv in 1000 mnv.

Najvisja vsebnost klorofila B je bila pri rastlinah, ki so rasle na
500 mnv, pri 300 mnv pa je zabeleZena najmanjsa vsebnost
klorofila B. Z ANOVA testom smo pokazali statisticno
znacilne razlike v vsebnosti klorofila B glede na nadmorsko
visino ter vrsto in nadmorsko visino, kar kaZze na padanje
vsebnosti klorofila B z nadmorsko visSino pri obeh vrstah.
Statisticno znacilne so bile razlike v vsebnosti karotenoidov
med navadnimi ajdami in tatarskimi ajdami, ki so rasle na 300
mnv in 500 mnv oziroma na 500 mnv in 1000 mnv. Najvisje
vsebnosti karotenoidov pri obeh vrstah so bile pri 500 mnv in
najnizje pri 1000 mnv. Pri vsebnosti fenolov ni bilo statisticno
znacilnih razlik tako pri navadnih, kot pri tatarskih ajdah na
razlicnih nadmorskih visinah, pri vsebnosti flavonoidov pa so
bile statisticno znacilne razlike izmerjene pri tatarski ajdi, ne
pa tudi pri navadni. ANOVA test je pokazal statisticno znacilne
razlike v vsebnosti flavonoidov glede na nadmorsko visino.

Zakljucek

Najvisjo vsebnost pigmentov smo torej izmerili pri 500 mnv in
ne 1000 mnvy, kar ni v skladu z nasimi pri¢akovanji. Rezultati
so verjetno posledica pristranskega vzorca, saj smo iz 1000
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mnv imeli najmanj rastlinskega materiala, ki je bil tudi slabse
kvalitete. Za zanesljivejSe rezultate bi morali imeti vedji vzorec,
nabran na vec razlicnih nadmorskih visinah, prav tako pa bi
morali imeti vec razli¢nih lokacij na istih nadmorskih visinah,
da bi lahko izkljucili druge dejavnike, ki vplivajo na rast rastlin,
kot so drugacna prst, vlaga idr. K zanesljivejSim rezultatom bi
prispevalo tudi merjenje skozi daljSe ¢asovno obdobje, saj bi
tako zmanjsali vpliv nakljucnih dejavnikov. Smiselno bi bilo tudi
vkljuciti druge vrste ajde in preveriti ali so kaksne razlike.
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e Namen nase raziskave je bil ugotoviti kako Hg iz prsti s podrocja Idrije vpliva na rast
in razvoj soncnice - Helianthus annuus, ter v kolik$ni meri se bioakumulira v poganjkih
in koreninah.

e Triskupine rastlin smo zalivali z: Zivimi efektivnimi mikroorganizmi (EM, Mikronatura),
avtoklaviranimi EM oz. vodo (kontrolna skupina). Vpliv Hg na rast smo poskusali dolociti
preko dolocCanja sveZe in suhe mase rastlin, doloCanja ucinkovitosti fotosistema
I, vsebnosti fotosinteznih pigmentov, merjenja transpiracije ter kolicine razlicnih
kemijskih elementov v rastlini z XRF.

e Ugotovili smo, da Zivi EM negativno vplivajo na rast soncnic, ki uspevajo na prsti
onesnazeni s Hg.

Kljucne besede: Hg, efektivni mikroorganizmi, onesnazenje, Idrija, rast rastlin



Uvod

Zivo srebro je kovina, ki jo v naravi sre¢amo v treh oksidacijskih
stanjih (0, +1 in +2). Toksikolosko jo delimo na elementarno Hg
(Hg0), anorganske in organske oblike. S prehranskega vidika
so zdravju najnevarnejSe organske — metilirane oblike Hg, ki
se biomagnificirajo v prehranjevalnih spletih (Plumlee in sod.,
2003; WHO, 2003).

Raziskave tal v Idriji so pokazale, da so ta moc¢no obremenjena
s Hg. Vidrijskih tleh so izmerili med 7 in 1550 mg Hg na kg
prsti, kar za faktor 100 - 1000 presega slovensko povprecje.
Tla v Idriji tako niso primerna za gojenje rastlin v prehranske
namene, kljub temu pa je vrtnarjenje na tem obmocju zelo
razsirjeno (Bavec in sod., 2015). Med kulturnimi rastlinami se
Hg kopici, posebej izrazito v radicu in petersilju (Miklavcic¢ in
sod., 2013).

Primarni ucinki Hg se kaZejo na rastlinskem zarodku,
sekundarni pa na endospermu. Zivo srebro povzro¢a tvorbo
-S-Hg-S- mostickov. Tkiva mladega embria so bogata s proteini,
ki vsebujejo veliko aminokisline cistein, ta pa ima tiolne (-SH)
skupine. Tvorba -S-Hg-S- mostickov zavre kalitev in nadaljnjo
rast zarodka (Patra in Sharma, 2000).

Zivemu srebru najbolj izpostavljen rastlinski organ so korenine.
Ucinek Hg nanje je odvisen od koncentracije. Upocasnjena
rast korenin naj bi bila posledica vpliva etilena, ki nastaja
zaradi privzema Hg (Patra in Sharma, 2000). Ta vpliva tudi

na fotokemicne in nefotokemicne reakcije fotosinteze. loni

Hg se po rastlini vrstno specificno transportirajo po ksilemu
(Qurainy, 2009; Mahmood in sod., 2013). Zivo srebro povzroca
tudi napake pri mitotski delitvi celic, ki vodijo v nastanek
mikro jeder ali velikega poliploidnega jedra zaradi napak pri
kromosomskih podvajanjih (Patra in Sharma, 2000).

Pri rasti in razvoju rastlin je zelo pomembna mikrobna zdruzba
v tleh. Interakcije rastline z mikrobi so klju¢ne za uspesno
¢rpanje vode in mineralnih snovi iz tal v rastlino. Mikrobi s
svojo redoks metabolno aktivnostjo pretvarjajo minerale

iz enega v drugo redoks stanje ter tako vplivajo na njihovo
biodostopnost. Mineralne in organske snovi v prsti vezejo Hg
in s tem zmanjSujejo njegovo mobilnost in biodostopnost.
Rastline najbolj uspesno privzemajo Hg v organski obliki (Patra
in Shrama, 2000).

Tehnologija efektivnih mikroorganizmov (EM) se uporablja z
namenom izboljSanja rastnih pogojev v kmetijstvu. V 80-ih
letih 20. stoletja jo je razvil japonec Teruo Higa. Tehnologija
EM z vzpostavljanjem za rastline ugodnejse mikrobne

zdruzbe v tleh, kaZe pozitivhe ucinke na rast rastlin v 70%
primerov (Olle in Williams, 2013). Cilj je vzpostaviti pretezno
aerobno ali fermentativno razgradnjo organskih snovi v

prsti ter zmanjsati delez gnitja (putrifikacije). Sredstvo je
sestavljeno iz Zive ve¢inoma anaerobne mikrobne zdruzbe in
tekoCega organskega substrata. Mikrobno zdruzbo sestavljajo:
i) fotosintezne bakterije, ki obogatijo prst z organskimi
spojinami in spodbujajo razvoj arbuskularne mikorize; ii)
laktobacili proizvajajo mlec¢no kislino, ki spodbuja razgradnjo
organskih snovi in preprecuje razrast nezelenih patogenih
mikroorganizmov; iii) kvasovke tvorijo metabolite, potrebne
za razrast koristnih mikroorganizmov in spodbujajo delitev
rastlinskih celic; iv) aktinomicete pa izlocajo antibiotike, ki
zavirajo rast patogenih vrst (Olle in Williams, 2013). Uc¢inek EM
se kaZe pri uspesnejsi kalitvi, rasti in zorenju rastlin.
Predvidevamo, da se Hg akumulira predvsem v koreninskem
sistemu soncnice H. annuus, v poganjke pa ne prehaja izrazito.
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Sklepamo, da bo vpliv Zivega pripravka EM zaradi povecane
biomineralizacije v rizosferi Se povecal privzem Hg v korenine
in tako negativno vplival na rast in razvoj rastlin. Nekoliko
manjsi bo vpliv avtoklaviranega pripravka EM, kjer bodo
mikroorganizmi neaktivni, Se vedno pa predstavljajo vir hranil
za rastline.

Metode

Gojenje rastlin

Rastline smo gojili v rastni komori in jih tedensko zalivali s
pripravkom EM ter vodo. Na zacetku poskusa smo v 15 lonckov
zmesali zemljo iz Idrije in substrat v razmerju 1,5:1. Nato

smo v vsak lonéek posejali po 6 soncnicnih semen. Tedensko
smo kontrolnih 5 lonc¢kov zalivali z navadno vodo, 5 lonckov

z avtoklaviranim EM in 5 lonc¢kov z Zivim pripravkom EM. Po
potrebi smo med tednom vse rastline zalili Se z navadno vodo.
Dolocitev sveZe in suhe mase ter vsebnosti vode v rastlinah
Korenine in poganjke rastlin smo locili, odistili in s tehtanjem
dolocili njihovo sveZzo maso (mf). Sledilo je susenje v
liofilizatorju do konstantne teZe in ponovno tehtanje. S

tem smo dolocili suho maso (md). Vsebnost vode (H20) (v
poganjkih in koreninah), smo izra¢unali po formuli:

H20 = (mf— md) / mf = - 100 (za rezultat, izrazen v %)

Dolocanje fotosinteznih pigmentov

Koli¢ina fotosinteznih pigmentov nam pomaga dolociti
fotosintezno aktivnost in je pomemben pokazatelj fizioloskega
stanja rastline. Liofilizirane poganjke najprej homogeniziramo
s pomocjo tekocega dusika v terilnici s pestilom. 1z 30 mg
uprasenih poganjkov ekstrahiramo pigmente s 5 ml 80%
acetona po protokolu Monni in sod., 2001. Delamo v temi in
pri nizki temperaturi ker so klorofili in kartenoidi obCutljivi na
svetlobo, kisline in kisik. Koli¢ina pigmentov v vzorcu se doloci
fotometri¢no.

Vsebnost fotosinteznih pigmentov smo izracunali s pomocjo
MacKinneyevih koeficientov (MacK) (Graan in Ort, 1984):

- Chl-a (umol/L) = (12,25 - A664) — (2,79 - A647)

- Chl-b (umol/L) = (21,50 - A647) — (5,10 - A664)

- Karotenoidi (umol/L) = (1000 - A470 — 1,82 - Chl-a —
85,02 - Chl-b)/198

Vsebnost pigmentov na gram suhe mase vzorca (umol/g) =
(MacK - Ve)/ms

Klorofil a — Chl-a; klorofil b — Chl-b; A664 — absorbanca pri 664
nm; A647 — absorbanca pri 647 nm; A640 — absorbanca pri 640
nm; Ve — volumen ekstrakta v ml; ms — suha masa vzorca v mg.

Fotokemicna ucinkovitost fotosistema Il

Ucinkovitost fotosistema Il smo merili s fluorometrom OS5-
FL. S takojSnjim pulzom bele svetlobe izmerimo dejansko
fotokemiéno ucinkovitost fotosistema Il (na svetlobi),
potencialno pa po zatemnitvi lista (v temi).

Transpiracija in prevodnost listnih rez

Transpiracijo in prevodnost listnih rez smo izmerili

s porometrom Leaf porometer, Decasgon devices. Na ta nacin
izmerimo vsebnost vodne pare v zraku. S transpiracijo rastlina
oddaja vodo v okolico, kar v omejenem prostoru (merilna
kiveta, v katero vpnemo list) izmerimo kot povisanje zra¢ne
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vlaZnosti. Kiveta je opremljena s senzorjem za vlago in dvema
senzorjema za temperaturo (en meri temperaturo lista, drugi
pa zraka v kiveti). V kiveti zrak ves ¢as mesamo,

da zagotavljamo enakomerno upornost mejne plasti zraka.
Rentgenska fluorescentna spektrometrija (XRF)

Z XRF lahko neinvazivno merimo vrsto in koli¢ino kemijskih
elementov v vzorcu. Temelji na zaznavanju intenzitete in
valovne dolZine fluorescentne svetlobe. Rentgenski zarki
izbijejo elektrone (e-) iz nizjih orbital elementov v vzorcu.

Izbiti e- se nadomesti z e- iz visSje orbitale. V visjih orbitalah je
vezavna energija, ki jo elektron zajema v visji. Presezek energije
se ob prenosu v nizjo orbitalo sprosti kot fluorescentna
rentgenska svetloba, ki jo lahko zajamemo in analiziramo. Ker
ima vsak kemijski element razlicen energijski spekter vezave
elektronov po orbitalah, imajo elementi specificen spekter
rentgenske svetlobe. Iz valovne dolZine svetlobe ali energije
fotonov dolo¢imo elementno sestavo, iz intenzitete zaznane
svetlobe pa koli¢ino posameznega elementa v vzorcu (Kalnicky
in Singhvi, 2001).

V napravi za oblikovanje tablet smo iz uprasenega rastlinskega
materiala izdelali tablete. Pripravili smo po 2 tableti na rastlino
(eno iz koreninskega sistema, drugo pa iz poganjka). Analizo
XRF smo izvedli v laboratoriju na Institutu JoZefa Stefana (1JS) v
Ljubljani.

Rezultati in razprava

Color Key

MASAsuha
K

Cl

Zn
MASAdelv
Hg

Rb

S

Slika 1: Diagrama (levi — korenine, desni — poganijki) prikazujeta
razlike in odnose med vrednostmi pri merjenih parametrih in
posameznimi tremi skupinami. A_ — avtoklaviran EM; Z_ — Zivi
EM; K_ — kontrola (brez EM); _K — korenine; _P — poganjki; delv
in %v — masni delez vode v %; transp — traspiracija; Butema

Tabela 1: Tabela prikazuje povprecja posameznih vrednosti
in standardno napako. Za ugotavljanje stasti¢no znacilnih
razlik med posameznimi pogoji (Zivi EM, avtoklavirani EM in
kotrolnim pogojem) smo uporabili Duncanov test. Rezultati
testa so prikazani v tabeli po tricrkovnem sistemu. N — Stevilo
posameznih vrednosti; % vode — masni deleZ vode v vzorcu

v %; UCin. Ps. Il — u€inek fotosistema IlI; deleZ pigm. — delez
pigmentov v vzorcu; NP — ni podatka, ker so vrednosti pod
mejo detekcije. Z barvami in krepko so oznacene ¢rke, kjer

je moc opaziti statisticno znacilno razliko med dvema ali vec¢

pogoji.

Suha masa poganjkov kontrolnih rastlin in obravnavanih

z avtoklaviranim EM je bila vecja od te pri rastlinah,
obravnavanih z Zivim pripravkom EM (Tabela 1, Slika 1), kar se
ujema tudi z literaturo (Liu in sod., 2018).

Pripravek EM vpliva na privzem mineralov iz prsti, v naSem
primeru tudi na privzem vecjih koli¢in Zivega srebra. Prisotnost
zivih EM kaze svoj vpliv predvsem na mobilizacijo mineralov v
poganjkih ter na rast in razvoj rastlin (Olle in Williams, 2013).
Te so ob uporabi pripravka manjse, privzem in akumulacija
mineralov sta intenzivnejSa. Nekateri od njih (tudi Hg) lahko ob
povisanih koncentracijah, zaradi svoje toksi¢nosti, negativno
vplivajo na rast in razvoj rastlin (Patra in Sharma, 2000).

Vecja koncentracija karotenoidov izmerjena pri rastlinah
tretirana s pripravkom Zivih EM in kontroli (Tabela 1, Slika

MASAsuh
Butema
Busvetl

Sr

B-karoten
Cl
MASA%v
klorofilA
tranps
klorofilB

Lr:ﬁm'ﬁg

I D_I Ill
b N

o
<

— ucinkovitost fotosistema Il v temi; Busvetl — ucinkovitost
fotosistema Il na svetlobi; ostale ¢rke oznacujejo elemente
periodnega sistema; Color Key — barvna legenda; Value —
vrednost.
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Vzorec Zivi Avtaklav Kontrala N
[ ___ Masalg) | svels | suba | Voda | %vede | svels | suha | Voda | %vode | svebs | suha | Voda| %vode |
r Povpredjez| 0,604 | 0081 0,323 | 86217 0,666 | 0091 ) 0575 | BGAE2 1,000 | 0,158 | 0,842 | E339E
Karanine | Mapaka| 0043 0,021 | 0046 3,397 0,054 0,016 | 0,099 0,900 0,283 0,037 | 0,247 1,657 1
| mwean) | oA | a o Iad | a | ___] Al _ L x| _
| Povpredje 1,770 0,297 | 1,473 | 824992 1,ER9 0,435 | 1,454 7087 2,137 0,437 | 1,700| 79363
Paganijki : Mapaka| 0,150 | 0,038 | 0,129 1,772 0,158 | 0051 | 0150 0,714 0,234 | 0,048 | 0,1E% 0,673 1o
I Duncan: 1] L A
_ Uiink. Ps. 1{Fuffem) _ | tema | svetioba |  tfs | tema | svetiobs | bfs” () tema | awetiobs ) tfs |
i Povpredje: [ 0,345 0,136 3,206 0,726 0,631 1,160 0,566 0,308 4,517
Mapaka| 0023 0,018 0,636 0,017 0,026 0,035 0,053 0,082 1,653 1o
Duncan: C C A A B B
Delet pigm. (wmolg) Klorofila | Klorofilb | B karoten | Klorofil al Klorofilb | B karaten | Klorafil 2 | Elorafilb | B karsten
[~ T T T TPowprefje:| 2385 | 0925 | 0764 | 1574 | 0771 | 0446 | 1750 | o712 | 0609 |
Mapaka| 0172 0,066 0044 0,177 0,160 0,045 0,215 ad, 106 0,071 5
Duncan: & B ) A, B B A, B AB
| Transpiracija (mmelfm’s) | _ _ _ _ _ _Pogani ) __ _Peganid ) ___Peganki_ | _
Povpredje: 2679 2299 2358
Napaka 21,4 20,1 117 10
Duncan: i, i, I
Elemntna analiza (keps) Korenine Paganjki Korenine Poganjki Karening Paganiki
[~ " " T\ T T Powpredje:| | 1203 | s | 480 | sea | a7a43 | 1037 |
P I Napaka 12 104 4ED 39 440 IB4 ]
e _ _ e _ | ___ A __ B S S SN [ A
:_ Povpredje 4570 2640 1280 G18 3293 1164
5 | Mapaka 182 E26 410 BS 212 111 3
Duncan: i [ A B B B B
""': " Powpredje:| @783 | 13ea0 | 10123 | 2343 | e7e0 | se:0 |
Cl | Napaka 1013 3363 1421 324 505 4551 3
' Duncan: L A & A A i
[T T T Treweie | sman | smer | see3a T Twseao | zawe |0 Tsmwee |
K ! Napaka 14E6 QEER 2350 651 4511 15660 ]
_____ | __oweean| s | _ s | __ s __| &8 _ _| __&__| __»m__|_
:_ Povpredje: 13167 18033 7643 T653 23033 10003
Ca | Mapaka 1383 E44 1505 447 2167 467 ]
oo e e 1A e s L e |
| Povpredje: 48 7] 38 4an B 41
Bin I Napaka ¥ 12 3 3 11 4 3
I Dunean A A A B A B
[~ Powprefier| 415 | n3 | 2. | 7w | s | wm |
Fa | Napaka 45 B a7 3 118 & ]
_____ C__Dween| o | A | __&® __| & _| __»~__| __&8__|_
| Povpredje: 71 140 75 69 68 95
In : Mapaka 1 p[1} i 7 5 1z 3
IS S S SN PR NN S N S AT
| Povpredje: a7 47 i
Hg ! Mapaka g NP ;] hp 17 NP 3
i Duncan: fy 13 AR
[ T Teewpregie| 73| T s T Ta T T Tm T Tw T T m
Eb | Napaka 5 [ 11 | 12 ]
| _oween| A B _____: s __ | __& | __m_ _|_
| Povpredje: Rl 115 38 [ o2 72
s ! Napaks 10 _ 11 10 7 17 9 3
I Duncan: AR A 1] B B
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1) nakazuje na povecanje poskodb v rastlini, zaradi boljSega
privzema Zivega srebra. Sintezo karotenoidov spodbudi
nastanek reaktivnih oblik kisika (ROS), ki lahko poskodujejo
rastlinska tkiva. ROS nastajajo, Ce klorofili absorbirajo

vec svetlobne energije, kot je za fotosintezo potrebujejo.
Karotenoidi z absorpcijo presezene energije preprecujejo
prekomerno nastajanje ROS (Loggini in sod., 1999).

Iz rezultatov (Tabela 1) je razvidno, da so imele najslabso
ucinkovitost PSII rastline obravnavane z Zivimi EM, ki so imele
tudi najvisjo vsebnost Hg. Sledijo jim kontrolne rastline in
rastline tretirane z avtoklaviranim EM, ki imajo tudi najmanjso
vsebnost Hg (Slika 1, tabela 1). Zivo srebro namre¢ vpliva na
fotokemicne in nefotokemicne reakcije fotosinteze, saj pride
do zamenjave osrednjega atoma v klorofilu. Mg2+ zamenja
Hg2+, kar ovira sprejem fotonov s strani tako spremenjenega
klorofila in fotosintezo (Patra in Shrama, 2000).

Zakljucek

Skupina rastlin ki smo jo obravnavali z Zivim EM, je imela zaradi
visje vsebnosti Hg tudi manjsSo ucinkovitost fotosistema ll, visjo
vsebnost karotenoidov ter manjSo suho maso poganjkov in
korenin.

Zivo srebro se je akumuliralo v koreninah sonénic, v poganjkih
pa vsebnosti Hg nismo izmerili.

Akumulacija Hg je bila najintenzivnejsa ob obravnavanju z
Zivimi EM, najmanj Hg pa so akumulirale korenine soncnic,
obravnavane z avtoklaviranimi EM.

Hg poveca stres pri rastlinah, Zivi EM pa vplivajo predvsem na
mobilnost elementov v poganjkih rastlin.

Rezultati poskusa so bili v skladu z nasimi pri¢akovaniji in
rezultati preteklih raziskav, opisanimi v literaturi.
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Vpliv gnojenja z organskim gnojilom na
stres zaradi slanosti pri fizolu in jeCmenu

Sergej Bohinc, Martin Bole, Ajda Kunci¢, Andraz Marin¢, Manca
Svetina, Jan Sustersi¢
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

e Namen: preveriti vpliv organskega gnojila na rast fiZzola (Phaseolus vulgaris) in jeémena
(Hordeum vulgare) v zasoljenih tleh, dolociti vsebnost pigmentov in mineralno sestavo
v odvisnosti od nacina izpostavitve rastlin.

e Metode: merjenje sveze in suhe mase poganjkov ter korenin, dolocanje vsebnosti
pigmentov, analiza mineralne sestave poganjkov (XRF), kvalitativno in kvantitativho
dolocanje arbuskularne mikorize (arbuskuli, mikrosklerociji, vezikli, svitki). Poskus
smo vzporedno izvedli na primeru enokali¢nic (jecmen) in dvokali¢nic (fiZzol). Rastline
smo gojili pri razlicnih izpostavitvah (dodatek gnojila ali brez ter zalivali z navadno
vodo ali 0,1 M NacCl). Naredili smo po pet ponovitev vsake izpostavitve in na koncu
podatke statisti¢no obdelali.

e Rezultati: gnojilo je negativno vplivalo na rast rastlin, saj je bila ob njegovi uporabi
suha masa poganjkov in korenin rastlin manjsa. Vsebnost pigmentov (klorofil a in b)
v poganjkih se je ob uporabi gnojila povecala pri obeh vrstah. Gnojilo je pri fizolu
vplivalo na vedji privzem Zvepla ter zmanjsan privzem klora na slanih tleh. Jemen
je ob gnojilu bolje privzel fosfor, mangan, cink in zZveplo. Tudi pri jeCmenu se je ob
uporabi gnojila na slanih tleh zmanjsal privzem klora. V koreninah nismo potrdili
prisotnosti arbuskularno mikoriznih gliv.

e Zakljucki: gnojilo je negativno vplivalo na rast rastlin Ze pri izpostavitvah brez soli.
Negativen ucinek gnojila se je Se bolj izrazil pri izpostavitvi NaCl. Gnojilo je imelo sicer
pozitiven ucinek na vsebnost klorofilov in zmanjSan privzem klora rastlin v primeru
prekomerne slanosti. Uporabljeno organsko gnojilo ni ucinkovito pri odpravljanju
simptomov prekomerne slanosti.

Kljucne besede: Phaseolus vulgaris, Hordeum vulgare, slanost, stres, organsko gnojilo,
mikoriza
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Uvod

Ljudje smo se Ze pred vec tisoc leti naucili kako lahko velike
reke izrabljamo za namakanje pridelkov, ¢eprav te niso

v neposredni blizini vodotoka. Se pa je skozi tisocletja povecala
tudi koli¢ina zemlje, ki jo moramo namakati, da zadostimo
potrebam po hrani za rastoco populacijo. S tem se rodovitna
zemlja pocasi unicuje in izérpava. Voda, uporabljena za
namakanje, ima namrec v sebi raztopljene soli, ki se po
izhlapevanju vode kopicijo v zemlji. Tako se slanost v zemlji iz
leta v leto povecuje in otezuje pridelavo dolocenih poljscin,
kar se pozna predvsem v dolinah Gangesa, Amu-Darya in Syr-
Darya, Inda, Rumene reke, Evfratesa, Murray in Darlinga ter
dolini San Joaquin v Ameriki (Qadir in sod., 2014).

Vpliv slanih tal se bolj odraZza na dvokali¢nicah kot na
enokali¢nicah. Dvokali¢nice imajo namrec bolj razvite korenine
in posledi¢no boljsi privzem snovi iz tal. V nasem primeru

to pomeni tudi vedji privzem soli iz tal, kar lahko moti rast

in razvoj rastlin. Da bi zmanjsali vpliv soli na rast rastlin,

smo jim dodali organsko gnojilo in predpostavili, da koristni
mikroorganizmi (npr. mikorizne glive) pripomorejo k izboljsani
rasti.

S pojmom mikoriza oznacujemo simbiotsko obnasanje glive

in rastline. V grobem poznamo dve vrsti mikorize, ektomikorizo
in endomikorizo. Pri ektomikorizi se gliva oz. njene hife naselijo
na povrsini korenin in v medceli¢nih prostorih, pri endomikorizi
pa hife prodrejo tudi v celice in tam lahko tvorijo arbuskule ali
vezikle za izmenjavo snovi. V splosnem je mikoriza koristna za
rastline in nekatere izmed njih sploh ne rastejo brez prisotnosti
gliv.

Porcel in sod. (2011) navajajo, da v vecini primerov mikoriza
pozitivno vpliva na rast rastlin na slanih tleh. Gre za

boljsi privzem hranilnih snovi, vecje kopi¢enje osmotskih
regulatorjev, povisano stopnjo fotosinteze in ucinkovitejso
izrabo dostopne vode. Ucinkovitost simbioze pa je predvsem
odvisna od vrste mikorizne glive.

S tem namenom so na trgu komercialno dostopna gnojila,

ki vsebujejo mikorizne glive, ki pomagajo rastlinam rasti

v susnih in slanih predelih.

Namen raziskave, ki smo jo izvedi, je bil preveriti vpliv
organskega gnojila na rast fizola (Phaseolus vulgaris)

in je¢mena (Hordeum vulgare) v zasoljenih tleh, doloditi
vsebnost pigmentov in mineralno sestavo v odvisnosti od
nacina izpostavitve rastlin. Kot kriterije smo dolocili suho

in svezo maso korenin in poganjkov, vsebnost fotosinteznih
barvil, mineralno sestavo in stopnjo mikorizne kolonizacije.

Materiali in metode

Nastavitev poskusa in rastni parametri

Za izvedbo poskusa smo uporabili dve rastlini, jemen
(Hordeum vulgare) kot predstavnika enokali¢nic in fizol
(Phaseolus vulgaris) kot predstavnika dvokali¢nic. Rastline smo
gojili pri 8tirih razli¢nih izpostavitvah: zalivanje z navadno vodo,
zalivanje z 0,1 M NaCl, organsko gnojilo + zalivanje

z navadno vodo in organsko gnojilo + zalivanje z0,1 M

NaCl). Za vsako izpostavitev smo naredili po pet vzporednih
ponovitev. Rastline smo prvih 14 dni, 2-krat tedensko zalivali

z navadno vodo, potem pa Se 21 dni, 2-krat tedensko s 50

mL navadne vode oz. 0,1 M NaCl. Rastline so rasle v rastni
komori pri 20 °C in 16/8 urni fotoperiodi. Po 5 tednih smo

poskus zakljucili in loCili poganjke od korenin. Korenine smo
oprali z vodo in nekaj tanjsih korenin shranili v 70 % etanolu za
nadaljnje analize.

Merjenje svezZe in suhe mase: za doloCitev sveZe mase smo
loceno stehtali poganjke in korenine rastlin. Rastlinski material
smo nato liofilizirali in dolocili Se suho maso poganjkov in
korenin.

Doloc¢anje vsebnosti pigmentov

Posusene poganjke rastlin smo strli v prah s pomocjo tekocega
dusika. Natehtali smo 30 mg materiala posamezne rastline in
dodali 5 mL 80 % acetona. Po 24 urah smo vsebino dopolnili
do 5 mL z 80 % acetonom, centrifugirali in izmerili absorbanco
vzorcev pri 664, 647 in 470 nm (Monni in sod., 2000).
Dolocanje mikorizne kolonizacije: v etanolu shranjenim
koreninam smo odstranili etanol, dodali 10 % KOH in

inkubirali pri 90 °C, 30 minut. Nato smo KOH odstranili, sprali
z destilirano vodo, dodali tripansko modrilo in inkubirali pri 90
°C, 15 minut. Po inkubaciji smo korenine sprali z destilirano
vodo in pripravili preparate za dolo¢anje mikorizne kolonizacije
(Macek, 2008).

Analiza mineralne sestave (rentgenska
fluorescentna spektrometrija, XRF)

Iz strtih poganjkov posameznih rastlin smo s pomocjo kalupa in
prese pripravili tablete za analizo mineralne sestave. S pomocjo
rentgenske fluorescencne spektroskopije (XRF) smo dolocili
vsebnost mineralov elementov (klor (Cl), kalij (K), kalcij (Ca),
fosfor (P), Zveplo (S), mangan (Mn) in cink (Zn)) v poganjkih
rastlin (Ne¢emer in sod., 2008).

Statisticha obdelava

Podatke smo zbrali v programu Microsoft Excel 2013,
statisti¢no analizo pa izvedli z dodatkom za Microsoft Excel,
XLSTAT, pri ¢emer smo uporabili Duncanov test.

Rezultati in diskusija
Sveza in suha masa

SveZa masa poganjkov in korenin fizola

Dodatek soli ni imel statisticno znacilnega negativnega vpliva
na svezo maso poganjkov fiZzola, razen ob dodatku gnojila, ki je
povzrocilo signifikantno zmanjsanje sveze mase. Pri rastlinah,
ki niso bile izpostavljene soli, se sveza masa poganjkov fizola
ni signifikantno razlikovala od rastlin z ali brez dodatka gnojila.
Sveza masa korenin se je zmanjsala ob dodatku gnojila v
primerjavi z izpostavitvijo brez dodanega gnojila, medtem ko
ne opazimo statisticno znacilne razlike med izpostavitvijo soli
v primerjavi s kontrolo, ki smo jo zalivali z vodo. SveZza masa
korenin je najnizja v primeru, ko fizolu dodamo gnojilo in ga
izpostavimo soli. Gnojilo ima negativen vpliv na svezo maso
korenin (Tabela 1).

Suha masa poganjkov in korenin fiZola

Pri suhi masi poganjkov fiZzola opazimo podoben trend kot
pri svezi masi poganjkov fiZzola. Gnojilo negativno vpliva na
velikost poganjkov, predvsem v zasoljenih tleh, saj povzroci
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Tabela 1: Sveza in suha masa poganjkov ter korenin fiZzola v odvisnosti od uporabljenega tretmaja. Rezultati so prikazani kot
povpreéne vrednosti + SD (n=5). Razli¢ne ¢rke zraven vrednosti prikazujejo statisticno znacilne razlike (Duncanov test, p<0,05).

POGANIKI KORENINE

sveza masa (g) suha masa (g) sveza masa (g) suha masa (g)
VODA 22,4+2,17 a 3,03£0,439a 5,80+0,674a 0,536 +0,070 a
GNOJILO + VODA 20,1+3,67 a 2,48+0,447 a 3,53 +0,725 bc 0,266 + 0,060 bc
SOoL 14,0+ 1,96 ab 1,85+0,293 ab 5,41+0,670 ab 0,358+ 0,040 b
GNOJILO + SOL 11,3+2,80b 1,13+0,298 b 1,95+0,615¢ 0,168 £ 0,056 ¢

Tabela 2: Sveza in suha masa poganjkov ter korenin jeCmena v odvisnosti od uporabljenega tretmaja. Rezultati so prikazani kot
povprecne vrednosti + SD (n=5). Razlicne crke zraven vrednosti prikazujejo statisticno znacilne razlike (Duncanov test, p<0,05).

POGANIJKI KORENINE

sveZa masa (g) suha masa (g) sveZa masa (g) suha masa (g)
VODA 4,33+1,09a 0,606 + 0,176 a 2,35+0,714 ab 0,390+0,121 a
GNOIJILO + VODA 6,02+1,11a 0,618+ 0,125 a 1,58+0,392b 0,130+0,035b
SOoL 4,46 +0,495a 0,598 + 0,078 a 4,01+0,726 a 0,398 + 0,077 a
GNOJILO + SOL 399+1,37a 0,530+0,170 a 1,53+0,631b 0,136+ 0,053 b

110
10,0
9.0 a
80 T
10
6,0
50
40
30
2,0
1,0
0,0

Vsebnost pigmentov (mg/g)

FIZOL + VODA FIZOL +SOL

Tretma

statisticno znacilno zmanjsanje v primerjavi s kontrolo. Suha
masa korenin se statisticno znacilno zmanjsa tako ob dodatku
gnojila, kot tudi po izpostavitvi soli. Tudi v tem primeru
dodatek gnojila negativno vpliva suho maso korenin po
izpostavitvi soli (Tab. 1).

Sveza masa poganjkov in korenin je€mena

SveZa masa poganjkov se med razlicnimi izpostavitvami
statisticno znacilno ne razlikuje. Sveza masa korenin se ob
dodatku gnojila zmanjsa, ne glede na to ali so bile korenine
izpostavljene soli ali vodi (Tab. 2).

Suha masa poganjkov in korenin jeCmena: suha masa
poganjkov se med razli¢nimi izpostavitvami statisticno znacilno
ne razlikuje (Tab. 2). Iz preglednice 2 pa lahko vidimo tudi,

da je gnojilo negativno vplivalo na suho maso korenin, saj je
dodatek gnojila povzrocil statisticno znacilno zmanjsanje suhe
mase v primeru izpostavitve vodi, kot tudi soli.

FIZOL + GNOJILO+ FIZOL + GNOJNLO +
voDA

Slika 1: Vsebnost
klorofilov (Chl a, Chl b,

uChla Chl a+b) v poganjkih
aChlb pri fiZolu glede na
«Chlah tretma. Rezultati so

prikazani kot povprecne
vrednosti + SD (n=5).
Razli¢ne Crke zraven
vrednosti prikazujejo
statisticno znacilne
razlike (Duncanov test,

poy p<0,05).

Vsebnost pigmentov

Dodatek gnojila ima statisticno znacilno pozitiven vpliv na
vsebnost klorofilov pri izpostavitvi fiZzola soli, medtem ko ni bilo
signifikantnega vpliva na vsebnost klorofilov pri izpostavitvi
vodi (Slika 1).

Na sliki 2 vidimo, da izpostavitev jeCmena soli ni imela vpliva
na vsebnost klorofilov. Gnojilo je pozitivno vplivalo na vsebnost
klorofilov pri jeCmenu, saj se vsebnost klorofila ain b ob
dodatku gnojila statisticno znacilno poveca (Slika 2).

Mineralna sestava

Iz preglednice 3 je razvidno, da se po izpostavitvi fiZola soli
poveca koli¢ina klora v poganjkih ter, da gnojilo statisticho
znacilno zmanjsa privzem klora v zasoljenih tleh. Izpostavitev
soli vpliva na povecano koli¢ino fosforja, kalija, kalcija in cinka v
poganjkih. Dodatek gnojila in izpostavitev soli pa na povecano
koli¢ino Zvepla in mangana. Vsebnost Zeleza se med razli¢nimi
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Tabela 3: Vsebnost makro in mikro elementov (ug rastlina) v poganjkih fizola pri dodatku gnojila ali brez dodatka gnojila
in izpostavitvi soli ali vodi (oznake: fosfor (P), Zveplo (S), klor (Cl), kalij (K), kalcij (Ca), mangan (Mn), Zelezo (Fe) in cink (Zn)).
Vrednosti so prikazane kot povprecne vrednosti  SD (n=5). Razli¢ne ¢rke zraven vrednosti prikazujejo statisticno znacilne
razlike (Duncanov test, p<0,05).

Vsebnost mineralnih snovi (ug rastlina?)
P S cl K Ca Mn Fe Zn

VODA 124+13,1b 49%75c 823+201c 2393+277b 1673+161b 54+04b 16+1,7a 3,3204b

GNOJILO+ 150+14,1b 96+49b 921+198¢c 2959+85,5ab 1662+117b 8,4+09b 26+83a 4,3%03b
VODA

SOL 204+10,9a 90%8,2b 6811+416a 3905+ 520a 2766+169a 54%02b 23+56a 56%09ab

GNOJILO+ 231+8,60a 154+*15a 4332+376b 3600+ 195a 2651+134a 13+2,0a 30+3,3a 7,2%12a
SOL

Tabela 4: Vsebnost makro in mikro elementov (ug rastlina-1) v poganjkih jecmena pri dodatku gnojila ali brez dodatka gnojila

in izpostavitvi soli ali vodi (oznake: fosfor (P), Zveplo (S), klor (Cl), kalij (K), kalcij (Ca), mangan (Mn), Zelezo (Fe) in cink (Zn)).
Vrednosti so prikazane kot povpreéne vrednosti + SD (n=5). Razli¢ne ¢rke zraven vrednosti prikazujejo statisti¢no znacilne razlike
(Duncanov test, p<0,05).

Vsebnost mineralnih snovi (ug rastlina™)

P S cl K Ca Mn Fe Zn
VODA 72,7+52c 94,3+11,6 1735+188c 4437+234ab 281+31a 2,3+03c 17+83a 3,5+0,4c
b

GNOJILO+ 123x15b  127+12,2 1944+169c 5310+393a 291+43a 4,0+0,3b 14%22a 5,4%03ab
VODA ab

SOL 142+14ab 93,6+3,5b 5262+336a 4901+296ab 371+19a 2,7+0,1c 11+08a 4,6+0,3bc

GNOJILO+ 180+18a 150%18,5a 4195+540b 4077 £509 b 350+39a 53+06a 13+x09a 6,6+0,50a
SOL

izpostavitvami statisticno znacilno ne razlikuje (Tabela 3). vsebnostjo kalcija in Zeleza (Tabela 4).

udi v primeru jeCmena, se po izpostavitvi rastlin soli mo¢no Iz rezultatov je razvidno, da je imelo ob dodatku soli gnojilo
poveca koli¢ina klora v poganjkih, obenem pa dodatek pozitiven ucinek na vsebnost Zvepla in mangana tako pri
gnojila zmanjsa koli¢ino klora v poganjkih. Gnojilo ob fizolu, kot tudi pri je€menu, pri slednjem tudi na koncentracijo
izpostavitvi soli vpliva na manjso kolicino kalija v poganjkih fosforja in cinka. Mangan je pri rastlinah pomemben za
je€mena v primerjavi z ostalimi izpostavitvami, ter na vecji fotosintezo, je tudi kofaktor Stevilnih encimov (Ishimaru in
privzem fosforja, Zvepla, mangana in cinka. Med razli¢nimi sod., 2012). Cink je sestavni del Stevilnih transkripcijskih

izpostavitvami ne opazimo statisticno znacilnih razlik med faktorjev in ion prisoten v vseh razredih encimov (Gupata in



Slika 3: Mikroskopski preparat (40-kratna povecava)
korenine, kjer endomikoriza ni prisotna, vidimo pa hifo
zunaj korenine.

sod., 2016). Zveplo je pomembno za sintezo aminokislin Cys
in Met, kakor tudi za Sirok nabor metabolitov (Saito, 2004).
Pomanjkanje elementov se lahko odrazi v zmanjsani rasti
rastlin, zato bi lahko na podlagi mineralne sestave pricakovali
izboljSanje rasti ob dodatku gnojila, kar pa ni razvidno iz
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rezultatov analize mase poganjkov in korenin. Kakor prenizke,
lahko tudi previsoke koncentracije elementov povzrocijo
zmanjsanje rasti in posledi¢no biomase rastlin, kar bi lahko
pojasnilo nizjo biomaso rastlin ob dodatku gnojila. Brez analize
vsebnosti elementov v prsti brez gnojila in z gnojilom ne
moremo razpravljati o tovrstnih vzrokih za negativen ucinek
gnojila na biomaso.

Mikorizna kolonizacija

Preverili smo ali je bila zaradi uporabe organskega gnojila

pri rastlinah prisotna arbuskularna mikoriza. Po pregledu
preparatov korenin endomikorize nismo zaznali, opaziti je bilo
le nekaj hif zunaj korenin (Slika 3).

V primeru, ko smo rastline obravnavali z organskim gnojilom,
smo na vrhu opazili pojav micelija gliv

(Slika 4a). Ta je bil prisoten tudi v samem organskem gnojilu
(Slika 4b).

Zakljugki

Predpostavljali smo, da gnojilo vsebuje koristne mikrobe, ki
bodo pomagali rastlinam preZiveti solni stres. S pripravo in
pregledom preparatov pod mikroskopom smo ugotovili, da
endomikoriza ni bila prisotna. Opazili pa smo pojav plesni na
gnojilu in v prsti, kjer smo gnojilo dodali; predvidevamo, da gre
za drugo vrsto,

ne-mikoriznih gliv. Ugotovili smo, da se gnojenje z izbranim
pripravkom ne odrazi v boljsi rasti rastlin. V nobenem primeru
(pri fizolu ali je¢menu) ob dodatku gnojila ne opazimo
statisticno znacilno vecje suhe mase poganjkov ali korenin v

primerjavi s kontrolo, ki gnojila ni vsebovala, je pa bila enako
izpostavljena vodi ali pa raztopini 0,1 M NacCl. S tem smo

Slika 4: Opazovana plesen na povrsini prsti (4a) in na povrsini organskega gnojila (4b), ki se je tekom poskusa razsirila.
Gnojilo ni omogocilo uspesne kolonizacije korenin z mikoriznimi glivami (Slika 3). Pojav micelija na povrsini gnojila v
kateri smo gojili rastline ter na preparatih nakazuje prisotnost ne-mikoriznih gliv. Nadaljnje morfoloske analize podprte z
molekularnimi pristopi za identifikacijo gliv bi lahko potrdile ali gre na povrsini gnojila in prsti za isto vrsto gliv.
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naso hipotezo, da bo organsko gnojilo prispevalo k boljsi rasti
rastlin, zavrnili, saj v vecini primerov gnojilo celo negativno
vpliva na suho maso poganjkov in korenin. Izkazalo se je, da
ima gnojilo pozitiven vpliv na vsebnost pigmentov (klorofila
a in b) v poganjkih. Ugotovili smo, da izpostavitev soli bolj
vpliva na zmanjsanje pigmentov pri fiZolu, ki je dvokali¢nica,
kot pri jemenu, ki je enokali¢nica. To je posledica povecanega
privzema klora pri fizolu (dvokali¢nica). Na+ in Cl- ioni zniZujejo
aktivnost encimoyv, ki sodelujejo pri biosintezi klorofilov

in motijo integracijo molekul klorofila v stabilni kompleks.
Nizja vsebnost klorofila omejuje fotosintezo in posledi¢no
primarno produktivnost v rastlinah (Garriga in sod., 2014).
Da izpostavitev fizola NaCl vpliva na zmanjsanje klorofila v
svoji Studiji porocajo Ze Bhivare in sod. (1984). V primeru
izpostavitve rastlin soli (0,1 M NaCl) opazimo pricakovano
povecanje koncentracije klora (Cl) tako pri fiZzolu, kot tudi

pri jemenu v primerjavi s kontrolo. IzkaZe se, da rastline v
prisotnosti soli nekoliko bolje privzemajo fosfor (P) glede na
kontrolo. Enako kot v Studiji Bhivare in sod. (1984), tudi pri
nasih rezultatih opazimo, da tretiranje fizola z NaCl vpliva

na vecjo koli¢ino fosforja (P) v poganjkih. Gnojilo je pri obeh
vrstah zmanjsalo privzem klora v slanih tleh.
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