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Namen raziskave je bila primerjava odziva dveh populacij ranega mo$njaka iz s Cd, Pb in Zn
onesnaZenega (Zer.) in neonesnazenega (Zap.) obmo¢ja na povedevanje izpostavljenosti onesnaZeni
zerjavski prsti (izpostavitve 0 %, 25 %, 50 %, 75 %, 100 %). Opazovali smo biokemijske in
morfoloske spremembe rastlin. Biomasa rastlin je pri obeh populacijah z ve¢anjem izpostavljenosti
onesnazenja narascala do vkljucno izpostavitve 75 %, nato je upadla. Populaciji se po svezi biomasi
nista razlikovali. Zap. je imela ve&jo suho biomaso poganjkov, Zer. pa je vsebovala vedji delez vode
v poganjkih in koreninah. Delez vode se po izpostavitvah ne spreminja, le pri izpostavitvi 0 % je
manjsi. V poganjkih smo dolocili vsebnosti fotosinteznih pigmentov in sladkorjev. Koncentracije
klorofila a in karotenoidov so naras¢ale z veCanjem izpostavljenosti. Ve¢je koncentracije klorofila a,
b in karotenoidov je vsebovala Zer. Z metodama AACC 76.13 in FTIR-ATR smo dolodali vsebnost
sladkorjev v poganjkih. Z nara$anjem onesnazenja (izpostavitev 50 %,75 %) se je pri Zap. pricel
kopi¢iti §krob v poganjkih. Medtem, ko tega pri Zer. nismo opazili. Pri izpostavitvi 100 % je prislo
do upadanja vsebnosti §kroba. Z narasfanjem onesnazenja se je dvignila produkcija pektinov in
lignina. Hitrej§i odziv je znaéilen za Zer. Z XRF metodo smo izmerili vsebnost elementov (Cd, Pb,
Zn, Ca, K, Mn, Fe) v rastlinskem materialu ter substratu. Zanimala nas je sposobnost akumulacije
Cd, Pb in Zn v rastlini ter vpliv na privzem esencialnih elementov v rastlino. Obe populaciji sta se
izkazali za hiperakumulatorja Cd. Vedje koncentracije Pb je v poganjkih kopicila Zer., Zap. pa veé
Zn v koreninah. Elementna sestava substrata se je po izpostavitvah razlikovala, kar zmanjSa
kredibilnost rezultatov o vplivu izpostavljenosti onesnazenja na mineralno prehrano, vendar $e vedno
so bile mogoce primerjave populacij znotraj posamezne izpostavitve. Pri koncentraciji K in Ca ni bilo
razlik med populacijama. Zer. je kopicila ve¢ Mn v poganjkih, Zap. pa ve¢ Mn in Fe v koreninah. Za
Zer. so znaGilni vigji TF za Fe, Mn, Ca, K in Zn, medtem ko za Zap. ve&ji BAF za Fe in Mn.
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The main goal of this thesis was comparison of two populations of pennycres (Noccea preacox
Waulfen) from with Cd, Pb and Zn polluted (Zer.) and unpolluted (Zap.) site, and observation of their
response to different percentage of exposure to polluted soil from Zerjav (0 %, 25 %, 50 %, 75 %,
100 % exposure). We observed plant's biochemical and morfological changes. An increase of plant
biomass with higher percentage of exposure was shown for both populations, all until 100 % of
exposure when the biomass decreased. There was no difference between populations when it comes
to fresh biomass, but higher shoot dry biomass was characteristic for Zap. Zer. had higher content of
water in both shoots and roots than Zap. The content of water didn't change between different
exposures except for 0 % exposure where it was the lowest. Photosynthetic pigments and sugars were
also measured in plant shoots. Concentrations of chlorophyll a and carotenoids increased with
pollution. Concentrations of chlorophylls a, b and carotenoids were higher in Zer. Content of shoot
sugars were measured with FTIR-ATR and AACC 76.13 method. With increased exposure to
pollution the content of shoot starch increased (50 % and 75 % exposure) in Zap. The same effect
wasn’t observed for Zer. The content of shoot starch has decreased for 100 % exposure. With XRF
the concentrations of elements (Cd, Pb, Zn, Ca, K, Mn, Fe) in plants and soil was measured. We were
wondering about the difference in plant accumulation capability of Cd, Pb and Zn and their effect on
the plant uptake of other essential elements. Both populations proved to be good hyperaccumulators
of Cd. Zer. accumulated higher shoot concentrations of Pb, while higher concentrations of root Zn
were characteristic for Zap. The elemental concentration between different percentages of exposure
differed, that is why the results of the effect on mineral nutrition between different exposures can't be
trusted. Still the elemental structure between two populations inside the same exposure was similar
enough that we can compare effects on the population. There was no difference between
concentrations of Ca an K between two populations. But when it comes to Mn Zer. had higher shoot
concentrations, while Zap. had higher root concentrations. Zap. had as well higher root Fe
concentration. The TF for Fe, Mn, Ca, K and Zn were higher for Zer., while BAF for Fe an Mn were
higher for Zap.
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XRF standardna rentgenska flourescen¢na spektrometrija
ZIP prenasalci druzine ZIP (angl. zinc-regulated and iron regulated
transporter-like proteins)

YSL prenasalci druzine YSL (ang. yellow stripe-like)
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1 UVvOD

Eden izmed pomembnih okoljskih problemov v danaSnjem Casu je onesnazevanje tal s
tezkimi kovinami (Gosh in Singh, 2005). Z izrazom »tezke kovine« (TK) oznacujemo
elemente s kovinskimi lastnostmi, ki imajo atomsko maso med 63,54 in 200,59, atomsko
Stevilo vecje od 20 ter specificno tezo vecjo od 4. Mednje uvrs¢amo svinec (Pb), kadmij
(Cd), nikelj (Ni), kobalt (Co), zelezo (Fe), cink (Zn), krom (Cr), arzen (As), srebro (Ag),
zivo srebro (Hg), antimon (Sb), baker (Cu), mangan (Mn), molibden (Mo) ter platinoide
(Ru, Rh, Pd, Os, Ir, Pt) (Gosh in Singh, 2005; Nagajyoti in sod., 2010).

V Sloveniji so glavni vzroki antropogenega vnosa kovin v okolje rudarstvo in predelava
rude, promet in kmetijstvo (Sajn in Gosar, 2004). Emisije, predvsem Pb, Zn in Cd, so se
nakopicile v tleh, od koder so dostopne rastlinam, s tem pa vstopajo v prehranjevalne
splete in so nevarne tudi za zdravje zivali in ljudi (Svet za varstvo okolja RS, 2009).
Onesnazenje prsti zaradi industrije se navadno kaze v onesnaZenju povrSinskih delov prsti
in sega le nekaj centimetrov v globino (Vreca in sod., 2001). Eno izmed najbolj
onesnazenih okolij v Sloveniji je Zerjav v Meziski dolini. V 19. stol. je postal sredis¢e
metalurSke dejavnosti, kar je negativno vplivalo na okolje. Prislo je do onesnazenja z
zveplovim dioksidom (SO3y), Pb, Cd in Zn. Na tako onesnaZenih obmocjih lahko Zivljenjski
cikel zakljucijo le tiste rastline, ki so evolucijsko prilagojene (tolerantne) na povecano
koncentracijo teh kovin v tleh (Reeves, 2006). Rani mosnjak (Noccaea (Thlaspi) preacox
Waulfen) iz druzine kriznic (Brassicaceae) je trajnica, ki je sposobna hiperakumulirati Cd,
Zn in Pb (Pongrac in sod., 2008).

Kljub temu, da so nekatere kovine esencialne, pa so v visokih koncentracijah vse strupene,
saj povzro¢ajo oksidativni stres s tvorbo prostih radikalov. Obenem lahko pride do
zamenjave esencialnih kovin v pigmentih in encimih z neesencialnimi, kar povzroc¢a

motnje v njihovem delovanju (Gosh in Singh, 2005).
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Kadmij in svinec v rastlinah nimata nobene znane bioloske funkcije oz. sta za rastlino celo
strupena. Kadmij negativno vpliva na kalitev semen, rast rastline, tvorbo sladkorjev in
sintezo klorofila, prav tako pa ovira transport esencialnih elementov, kot so Ca, Mg, K, Fe,
Zn in Mn v rastlino, saj se prenasa preko istih transmembranskih prenasalcev (Shukla in

sod., 2003; Kiipper in Kochain, 2010).

Svinec bistveno zmanjSa odstotek kaljivosti semen, dolzino rastnega vrSicka poganjka in
korenin, zmanjSuje ucinkovitost fotosinteze in izrabe vode ter poveCuje stopnjo
transpiracije. Zaradi tekmovanja pri privzemu naj bi zmanjseval koncentracijo K, Ca, Cu in

Mg v rastlini (Adriano, 2001).

Cink je za rastline esencialni element, saj je strukturna komponenta ali kofaktor v mnogih

encimih. Ima pa tudi pomembno vlogo pri metabolizmu DNA in RNA (Marschner, 1995).

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je bil v kontroliranem okolju vzgojiti in primerjati dve razli¢ni
populaciji hiperakumulacijske vrste ranega mosnjaka (Noccea (Thlaspi) preacox Wulfen),
eno iz s tezkimi kovinami (Pb, Zn, Cd) onesnaZenega obmodja v Zerjavu in drugo iz
neonesnazenega obmod¢ja na Zaplani (Vogel-Mikus in sod., 2005). Zanimal nas je odziv
rastlin obeh populacij na rast v istem substratu pod nadzorovanimi pogoji. Opazovali smo
njune biokemijske in morfoloske spremembe pod vplivom razli¢nih koncentracij TK (Cd,
Zn in Pb) v tleh in kako so te vplivale na mineralno sestavo, biomaso, tvorbo klorofila in

vsebnost sladkorjev v rastlinah obeh populacij.

Izmerili smo koncentracijo TK in ostalih elementov v rastlinskem materialu ter substratu, v
katerem so rastline rasle. Poleg ugotavljanja vpliva razli¢nih koncentracij Cd, Zn in Pb na
samo rast rastline, vsebnost klorofila in sladkorjev v rastlini, nas je zanimal tudi vpliv na
privzem esencialnih elementov v rastlino. Opazovali smo tudi vpliv lastnosti substrata

(vrednost pH in koli¢ina organske snovi) na privzem elementov v rastlino.



Margu¢ D. Vpliv kadmija, cinka in svinca na privzem ... hranil in sintezo $kroba pri populacijah ranega mosnjaka ... rastis¢a 3
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Predvidevamo, da bo Zerjavska populacija ranega mosnjaka v substratu z vecjo
koncentracijo TK (Cd, Pb, Zn) bolje uspevala kot zaplanska, saj je prva izvorno iz
onesnazenega okolja in tako prilagojena na povecane koncentracije kovin v tleh.

e Predvidevamo, da bo Zerjavska populacija akumulirala ve¢je koli¢ine Cd, Zn in Pb
v korenine in poganjke kot zaplanska populacija.

e Predvidevamo, da bo vecja koncentracija Zn, Cd in Pb negativno vplivala na
privzem ostalih esencialnih elementov, kot so K, Ca, Fe in Mn, kar se bo odrazilo v
motnjah rastlinskega metabolizma.

e Prisotnost Cd, Zn in Pb bo vplivala na zmanjSano tvorbo klorofila, s tem pa na
fotosintezno aktivnost in tvorbo sladkorjev. Predvidevamo, da bodo pri tem

negativni vplivi na zaplansko populacijo ve¢ji od vplivov na zerjavsko populacijo.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 TOPNOST KOVIN V TLEH TER NJIHOV PRIVZEM IN TRANSPORT PO
RASTLINI

Kovine so del zemeljske skorje. Do sproscanja visokih vsebnosti v okolje pride preko
naravnih procesov preperevanja mati¢ne podlage ali pa zaradi ¢loveske dejavnosti (Sajn in

Gosar, 2004; Nagajyoti in sod., 2010).

Kovine v tleh obstajajo v razli¢nih frakcijah. Za rastline najlazje dostopni so prosti
kovinski ioni in topni kovinski kompleksi v zemeljski raztopini. Kovinski ioni, ki se
specificno vezejo na anorganske zemeljske delce, so rastlinam delno dostopni. Nekatere
frakcije kovin so vezane na organsko snov, lahko pa se v tleh kovine nahajajo tudi v obliki
oborjene o0z. netopne zmesi oksidov, karbonatov in hidroksidov (Salt in sod., 1995).
Topnost kovin v tleh in vodi je odvisna od pH, koli¢ine same kovine, kationsko
izmenjevalne kapacitete tal, vsebnosti organskega ogljika o0z. organske snovi,
oksidacijskega stanja mineralnih komponent in redoks potenciala sistema (Gosh in Singh,
2005). Najvecji vpliv na samo topnost in zadrzevanje kovin v tleh ima pH. Pri nevtralnem
in bazi¢nem pH so kationi kovin mo¢no vezani na glinene frakcije ali pa vodne okside Fe,
Al in Mn. Kisel pH pa doseze ravno obraten ucinek, njihovo sprostitev v vodno raztopino
(Salt in sod., 1995; Sheoran in sod., 2011).

Rastline so razvile dva nacina desorpcije oz. sprostitve netopnih oblik zanje potrebnih
kovin iz tal, in sicer z zakisanjem rizosfere ter z izloCanjem ligandov s sposobnostjo
kelacije. Stranski ucinek desorpcije pa je tudi sprostitev za rastlino neesencialnih kovin
(Peer in sod., 2005). Kelacija je proces, kjer se kovinski ioni vezejo na ligand oz. kelator
(molekulo) in z njim tvorijo stabilen kompleks (Lawrence, 2005). Kovinsko-kelatni
kompleksi preprecujejo precipitacijo in absorpcijo kovin na talne delce, s tem pa
vzdrzujejo njihovo razpolozljivost v zemlji (Salt in sod., 1995). Zakisanje tal pa rastline
dosezejo z izlo¢anjem H™ v rizosfero. To naredijo s pomocjo aktivacije protonskih ¢rpalk

in H'ATP-az v plazmalemi (Salt in sod., 1995; Sheoran in sod., 2011).



Margu¢ D. Vpliv kadmija, cinka in svinca na privzem ... hranil in sintezo $kroba pri populacijah ranega mosnjaka ... rastis¢a 5
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

Topne kovine vstopajo v rastlino preko koreninske povrhnjice (rizodermis) in koreninskih
laskov do kortikalnih celic. Preko apoplastne, transmembranske in simplastne poti potujejo
do Zilnega sistema korenine (Vogel-Mikus in sod., 2008; Sherameti in Varma, 2011). Za
vstop kovine v koreninski ksilem morajo topljenci preckati kasparijeve trakove, to so za
topljence nepropustne prevleke iz suberina (Peer in sod., 2005; Batty in Hallberg, 2010), ki
omejujejo prenos preko apoplasta (Sherameti in Varma, 2011). Kasparijevi trakovi so
znaCilni za endodermis, pas celic med koreninsko skorjo in periciklom. Prek celic
endodermisa topljenci prehajajo z aktivacijo membranskih ¢rpalk ali kanalCkov. Strupene
kovine naj bi prehajale preko ¢rpalk in kanal¢kov za esencialne kovine (Peer in sod.,
2005). Po ksilemu se nato transportirajo v poganjke (Rascio in Navari-lzzo, 2011). Tam se
v listne in stebelne celice razporedijo zopet preko apoplasta in simplasta (Sherameti in
Varma, 2011).
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Slika 1: Shematska ponazoritev privzema in transporta kovin v in po rastlini
(Prirejeno po Peer in sod., 2005: 300).
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2.2 TOLERANCA

Nekatere kovine so za delovanje organizma nujno potrebne oz. esencialne (npr. Cu, Zn, Fe,
Mn, Mo, Ni in Co). Brez njih rastlina ne more zakljuciti zivljenjskega cikla (Raven in sod.,
2004). Imajo pomembne biokemijske in fizioloske funkcije, saj sodelujejo v redoks
reakcijah, prenosu elektronov, strukturnih funkcijah pri metabolizmu nukleinskih Kislin
(NK), so kofaktorji in aktivatorji encimskih reakcij, del metalo-proteinov, itd. V primeru,
Ce presezejo mejo potrebne koncentracije, pa imajo lahko na organizem tudi negativen,

strupen ucinek (Nagajyoti in sod., 2010).

Neesencialne kovine (As, Sb, Cd, Cr, Hg, Pb itd.) niso nujno potrebne za delovanje in
zakljucek Zivljenjskega kroga rastline (Gosh in Singh, 2005). Za organizem so celo
strupene (Shukla in sod., 2003; Kiipper in Kochain, 2010).

Toleranca na kovine je sposobnost prezivetja in uspe$nega razmnozevanja rastline, brez
znakov strupenosti na za vecino rastlin neprimernih oz. strupenih obmocjih (Hall, 2002;
Bert in sod., 2000). Rast rastlin na s kovinami onesnazenih obmogjih je lahko rezultat
podedovane oz. prirojene tolerance na kovine. Ta je prisotna pri vseh osebkih vrste, ne
glede na to, ali izvirajo iz onesnazenih ali neonesnazenih obmocij. Lahko pa se toleranca
razvije kot posledica naravne selekcije danega okolja, ta pa je znacilna le za dolocene

ekotipe oz. populacije vrste (Bert in sod., 2000).

2.2.1 Strategije privzema in toleranca kovin

Rastline, tolerantne na povi$ano koncentracijo kovin, se na onesnazenje odzivajo na dva

nacina.

Izkljucdevalci kovin so na kovine tolerantne, neakumulacijske rastline, katerih glavna
naloga je preprecitev vstopa kovin v zra¢na tkiva rastline (Gosh in Singh, 2005; Peer in
sod., 2005; Vogel-Miku$ in sod., 2008; Memon in Schrdoder, 2009). To preprecijo z
vzdrZevanjem stalne koncentracije kovine znotraj koreninskega sistema, kar pa dosezejo s

spremembo prepustnosti membrane, z vezavo kovin na celi¢no steno, s shranjevanjem v
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vakuolah koreninske skorje in s spros¢anjem kelatnih snovi v rizosfero (Gosh in Sinhg,
2005; Peer in sod., 2005; Vogel-Miku$ in sod., 2008; Memon in Schréder, 2009).
Izkljucevalske rastline so uspeSne vse do nastopa kriticne koncentracije kovine v tleh
(Hall, 2002). Po nastopu te pa mehanizmi izkljuevanja popustijo, kar vodi v nekontroliran
privzem kovin v rastlinska tkiva (Vogel-Mikus, 2006), slednje pa navadno v smrt rastline
(Van der Ent in sod., 2013).

Odnos med koncentracijami kovin v tleh in v rastlinah opiSe eksponentna krivulja (Slika
2). Znacilno za izkljuCevalske rastline je, da imajo tako translokacijski (TF) kot
bioakumulacijski (BAF) faktor manj$i od 1. TF nam pove razmerje v koncentracijah
kovine med poganjki in koreninami, BAF pa med tlemi ter nadzemnimi deli rastline in

nam pokaze ucinkovitost privzema kovin iz substrata (Vogel-Mikus, 2006).

Kovinski akumulatorji so v nadzemne dele sposobni akumulirati esencialne (Fe, Mn, Zn,
Cu, Mo in Ni), nekateri pa tudi za vecino rastlin strupene kovine (Cd, Cr, Pb, Co, Ag in
Hg), katerih bioloSka funkcija Se ni znana (Memon in Schroder, 2009). Odnos med
koncentracijami kovin v tleh in rastlinah za akumulacijske rastline najbolje opise potenc¢na
0z. logaritemska krivulja. Tako TF kot BAF naj bi bila ve¢ja od 1 (Vogel-Mikus, 2006).
Med akumulatorje kovin uvrs¢amo kovinske indikatorje ter hiperakumulatorje (Peer in
sod., 2005).

Indikatorske rastline kazejo na prisotnost doloCenega elementa v tleh (Peer in sod.,
2005). Koncentracije kovin, ki jih kopi¢ijo v svojih nadzemnih tkivih, navadno izrazajo
koncentracijo teh v tleh (Memon in Schroder, 2009). Zato jih uporabljajo tudi v
biogeokemijskih raziskavah (Peer in sod., 2005). Toleranco na obstoje¢o koncentracijo
kovin pridobijo s tvorbo kelatov, ali pa s shranjevanjem kovin v neobcutljivih delih celice
(Gosh in Singh, 2005).

Hiperakumulatorji so manjsa skupina rastlin s sposobnostjo akumulacije ekstremno
visokih koncentracij razlicnth kovin znotraj poganjkov. Prvi, ki je podal izraz

hiperakumulacija, je bil Brooks s sodelavci ze leta 1977 (Vogel-Mikus in sod., 2012).
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Koncentracija kovine v nadzemnih delih rastline
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Za rastlino dostopne koncentracije kovine v tleh

Slika 2: Krivulje odvisnosti koncentracije kovih v tkivih od koncentracije kovin v tleh pri rastlinah z
razliénimi strategijami privzema kovin (Prirejeno po Van der Ent in sod., 2013: 329).

2.3 HIPERAKUMULACIJSKE RASTLINE

Hiperakumulatorji so rastline, ki lahko absorbirajo visoke koncentracije strupenih
onesnazevalcev, ki jih kopiCijo v svojih poganjkih, koreninah in listih tekom rasti in
reprodukcije. Najpogosteje so ti onesnazevalci kovine in nekovine (Gosh in Singh, 2005;
Peer in sod., 2005). Koncentracija kovine ali nekovine, ki jo mora biti rastlina sposobna
akumulirati, da jo ozna¢imo za hiperakumulatorja, je odvisna od vrste kovine 0z. nekovine
(Peer in sod., 2005). Baker in Brooks sta za hiperakumulatorje definirala rastline, ki
vsebujejo vec kot 0,1 % (1000 pg/g) Cu, Cd, Cr, Pb, Ni, Co ali 1 % (>10 000 ng/g) Zn in
Mn v suhi masi (Gosh in Singh, 2005). Kljub kopi¢enju presenetljivo visokih koncentracij
kovin oz. katerih koli drugih elementov v svojih nadzemnih delih pri hiperakumulatorjih ni

vidnih simptomov strupenosti (Verbrruggen in sod., 2009).

Vecina hiperakumulatorjev je endemicna za tla, bogata s kovinami in se obnaSajo kot
strogi metalofiti. Za metalofite je znaéilno, da Zzivijo striktno na podlagi z visoko

koncentracijo dolo¢ene kovine in jih ne najdemo na obmocjih brez njih (Baumbach, 2012).

V okolici talilnic se je po ve¢ letih onesnaZevanja s kovinami pri nekaterih populacijah
razvila omejena kovinska rezistenca. Te rastline imajo ve¢jo rezistenco na kovine kot
rastline iste vrste, ki rastejo na neonesnazenem obmocju. Imenujemo jih psevdo-metalofiti
oz. fakultativni metalofiti. Zanje je znacilno, da poseljujejo tako s kovinam onesnaZena,
kot s kovinami neonesnazena obmocja (Whiting in sod., 2004; Batty in Hellberg, 2010;
Rascio in Navari-1zzo, 2011; Baumbach, 2012).
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In zato predstavljajo najprimernej$e modelne organizme za preucevanje razlik v evoluciji

ekotipov oz. razli¢nih populacij (Bert in sod., 2000).

Poznamo ve¢ kot 450 wvrst hiperakumulacijskih rastlin, med katerimi pa kar %
hiperakumulira Ni (Verbrruggen in sod., 2009). Hiperakumulatorjev Zn je v primerjavi s
hiperakumulatorji Ni mnogo manj, in sicer poznamo le okoli 15 vrst rastlin. Med njimi je
kar 11 vrst iz rodu Noccaea (Thlaspi). Vecina jih raste na tleh, bogatih s kovinami oz.
dodatno onesnazenih s Pb, Zn in Cd zaradi rudarske in talilniske aktivnosti (Assungdo in
sod., 2003). Hiperakumulacija Cd je znana samo za 4 vrste, ki prav tako tudi
hiperakumulirajo Zn. Prav zaradi tega naj bi sposobnost hiperakumulacije Cd in Zn
temeljila na skupnem genetskem zapisu. Hiperakumulacija teh dveh kovin je omejena na
druzino Brassicaceae, posebno Se na rod Noccaea (Thlaspi) (Verbrruggen in sod., 2009).

Glavne znaCilnosti hiperakumulatorjev so mo¢no povecana stopnja privzema TK, hitrejsa
translokacija teh iz korenin v poganjke ter poveCana sposobnost razstrupitve in
sekvestracije TK v listih. Pri vseh teh procesih imajo pomembno vlogo transmembranski
prenasalci za TK, ki pripadajo druzinam ZIP, HMA (ATP-aze), MATE, YSL in MTP
(Riscio in Navari-lzzo, 2011). Odnos med koncentracijo elementa v tleh in elementa v

nadzemnih delih rastline opiSe poten¢na krivulja, torej razmerje je vecje od 1 (Slika 2).

2.3.1 Razvoj hiperakumulacije

Obstaja vec hipotez, ki razlagajo, zakaj je pri rastlinah prislo do razvoja hiperakumulacije.
(1) Najbolj verjetna je hiperakumulacija dolo¢enih elementov, npr. Zn, za obrambo pred
herbivori in patogeni (Assung¢ao in sod., 2003; Verbrruggen in sod., 2009). (2) Poleg tega
naj bi povecala tudi toleranco na kovine in suSne razmere, (3) omogocila elementarno
alelopatijo (preko izloCanja dolocene kovine v okolje, prepreci rast ostalim rastlinam v
svoji bliznji okolici) (Prasad in de Oliveira Freitas, 2003; Verbrruggen in sod., 2009;
Riscio in Navari-l1zzo, 2011), (4) obrambo pred nenamernim privzemom elementov
(Verbrruggen in sod., 2009) ter (5) odpornost proti glivnim okuzbam (Prasad in de Oliveira
Freitas, 2003). Rastlinska odpornost na suso naj bi bila posledica osmolitske vloge kovin

znotraj celice, ki naj bi imele vlogo zadrzevanja vode (Riscio in Navari-1zzo, 2011).
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Hiperakumulacijske rastline lahko uporabljamo za fitoremediacijo, fitorudarjenje, kot bio-
utrditev hrane (ang. biofortification) (Verbrruggen in sod., 2009) oz. izboljSanje hranilne
vrednosti hrane. Cilj slednjega je razviti take rastline, ki bi vsebovale ve¢je koncentracije
hranil v svojih uzitnih delih. Dobro znano je pomanjkanje Zn, Fe in vitamina A v prehrani
ljudi, predvsem v slabo razvitih drzavah. Posledica pomanjkanja esencialnih hranil je
njihov slab prenos v uzitne dele rastlin. Z raziskovanjem hiperakumulacijskih rastlin in
njihovih mehanizmov lahko pove¢amo stopnjo njihovega prenosa v uzitne dele, predvsem

z manipulacijo njihovih prenasalcev ali pa s selektivnim krizanjem rastlin (Assungdo in

sod., 2003; Palmgren in sod., 2008).

2.4 FITOREMEDIACINA

V splosnem izraz fitoremediacija izhaja iz grske predpone fito-, ki pomeni rastlina, in
latinske korenine -remedium, ki pomeni popraviti oz. odstraniti zlo (Gosh in Singh, 2005).
Predstavlja skupino tehnologij, ki uporabljajo rastline in z njimi povezane mikroorganizme
za izolacijo, zmanjSevanje, odstranjevanje, razgradnjo ali pa imobilizacijo razli¢nih vrst
okoljskih onesnazevalcev iz voda, sedimentov, tal in zraka (Peer in sod., 2005; Memon in
Schroder, 2009; Mench in sod., 2009). Ti onesnazevalci so lahko organski ali anorganski
(Cunningham in Ow, 1996) in so vecinoma antropogenega izvora. Njen namen je
obnovitev obmocij, vsaj do take mere, da so varna za javno ali privatno uporabo (Peer in
sod., 2005).

VW W

obmodjih ter za Sirok spekter onesnazil (Tangahu in sod., 2011). Rastline bodisi vezejo
onesnazevalce v lastno biomaso, jih razgradijo ali pa jih le zadrZujejo in preprecijo njihovo
Sirjenje (Vrhovsek in Vovk Korze, 2007). Po zasaditvi so potrebni le stranski stroSki za
Zetje in organizacijo na terenu (Memon in Schroder, 2009). Predstavlja nov pristop k
¢is€enju tal v tretjem svetu (Do Nascimento in Xiang, 2006). Pozeto biomaso navadno
sezgejo ali pa uporabijo za produkcijo bioenergije (npr. biodizel) (Memon in Schrdder,
2009). Mozno je tudi kompostiranje in reciklaza kovin (Vrhovsek in Vovk Korze, 2007).
Prednosti fitoremediacije so poleg remediacije Se estetski izgled (Peer in sod., 2005),

povecana koli¢ina organskega ogljika v tleh, kar stimulira mikrobno aktivnost, zmanjSuje
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globalno segrevanje in odstranjuje odvecna hranila. Vzpostavitev globokega koreninskega
sistema pomaga pri stabilizaciji tal, s tem se zmanjSa erozija, kar pa posledi¢no zmanjsa
moznost inhalacije onesnazenega prahu in zauzitja z zemljo onesnazene hrane. Rastline
tudi transpirirajo precej$no koli¢ino vode v okolje (Schnoor in sod., 1995; Mench in sod.,
2009), s cimer prispevajo k lokalnemu zadrzevanju vode. Fitoremediacija za razliko od
ostalih fizikalno-kemijskih tehnik remediacije nima negativnih vplivov na rodovitnost tal
(Gosh in Singh, 2005).

Fitoremediacija je najuspesnej$a na obmocjih s plitko onesnazenostjo (Schnoor in sod.,
1995; Mench in sod., 2009), saj je za ¢iS¢enje nujen kontakt koreninskega sistema z
onesnazeno zemljo, torej lahko poteka le do globine, kamor seZejo korenine uporabljene
rastline. Slabost fitoremediacije predstavlja moZnost zauzitja onesnaZene biomase s strani
ostalih organizmov in posledicen vstop onesnazil v prehranske splete. Poleg tega lahko z
vnosom tujerodnih hiperakumulacijskih rastlin na dolo¢eno onesnazeno obmocje vplivamo
na samo biodiverziteto obmocja (Tangahu in sod., 2011). Je dolgotrajen proces, saj je za
zadovoljivo o€isCenje nekega obmocja potrebnih vsaj nekaj let. Poleg tega pa je omejena z
rastno sezono in stopnjo rasti rastline. Velik vpliv na rast rastline imajo abiotski dejavniki.
Visoke koncentracije onesnazevalcev lahko vodijo do citotoksi¢nosti rastlin, kar negativno
vpliva na samo rast in delovanje rastline, s ¢imer pa se proces fitoremediacije $e upocasni.

Na uspesnost vpliva tudi s starostjo povezana fizioloska aktivnost rastline, ki slabi (Peer in

sod., 2005).

Poznamo ve¢ vrst fitoremediacije. Fitoekstrakcija vkljucuje odstranitev kovin iz tal ter
transport v nadzemne dele rastline. Fitodegradacija — rastline pretvorijo strupena
onesnazila v manj strupena. V okviru fitovoltizacije rastline privzamejo strupene snovi
skupaj z vodo in jih preko listnih rez spro$c¢ajo v ozracje. V primeru fitostabilizacije pa gre
za vezavo kontaimantov na rastlinske korenine ali pa talne delce, kar povzro¢i zmanjSanje

njihove dostopnosti in mobilnosti (Peer in sod., 2005).
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2.5 RANIMOSNJAK (Noccaea (Thlaspi) Preacox Wulfen)

2.5.1 Uvrstitev v sistem

Spada v druzino kriznic (Brassicaceae). Do nedavnega je spadal v rod Thlaspi, kamor
uvrs¢amo priblizno 70 vrst iz celega sveta. Vecina je skoncentrirana na obmocju Evrazije
(Mummenhoff in Zunk, 1991). VkljuCuje sorodnike modelnega organizma Arabidopsis
thaliana in zajema S$tevilne vrste hiperakumulatorjev TK, kot so Thlaspi caerulescens, T.

geosingense, T. calminare, ... (Regvar in sod., 2003).

Na podlagi morfologije semen, razlik v ribuloze-1,5-bifosfat karboksilaze/oksigenaze
(RUBISKO), jederne ribosomske DNA (ITS) ter variacij na podlagi restrikcijskih mest
DNA Kkloroplasta so razdelili rod Thlaspi na ve¢ rodov oz. kladov. In sicer Thlaspi,
Microtlaspi ter Nocceae. Pri ¢emer vrsto Thlaspi preacox Wulfen uvrs¢amo v rod
Noccaea, prav tako kot vse ostale hiperakumulatorje, razen Thlaspi arvense (Mummenhoff
in Zunk, 1991; Likar, 2010).

2.5.2 Opis vrste

Rani mosnjak (Nocceae preacox Wulfen) je prva hiperakumulacijska rastlinska vrsta,
odkrita v Sloveniji (Vogel-Mikus in sod., 2005). Prvi¢ je to rastlinsko vrsto opisal Wulfen
leta 1788. Zaradi zgodnjega Casa cvetenja, od marca do junija, ga je poimenoval rani
mosnjak. Pri nas dosega severozahodno mejo svoje zahodnobalkanske oz. ilirske
razsirjenosti (Vogel-Mikus, 2006). Raste pretezno na suhih, toplejsih, razmeroma plitkih
tleh, pustih travis¢ih, med grmovjem (Seliskar in Wraber, 1986) in na kamnitih travnikih
od nizin, pa vse do subalpinskega pasu. Gre za trajnico, ki ima liste razporejene v izrazito
pritlicno rozeto (Vogel-Mikus, 2006). Listi so pecljati, podolgovate do Siroko jajCaste
oblike, na spodnji strani so vijoliasto obarvani. Stebelni listi so objemajoci, jajcasti s
tipi¢nimi usesci. Vsi listi so celi, redko nazobc¢ani in usnjati (Seliskar in Wraber, 1986).
Tvori vecje Stevilo pokonénih sinjemodrih cvetocih stebel (Vogel-Mikus, 2006), visokih
od 10 do 20 cm. Cvetovi rastejo v obliki grozdastih socvetij. Casa in venec sta §tirilistna,

¢asa je dolga od 3 do 3,5 cm, venec pa od 6 do 8 cm (SeliSkar in Wraber, 1986).
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Cvetni venci so bele barve, ¢asa pa je pogosto rdeckasto navdahnjena. Prasnice so rumene
barve. Po cvetenju se razvijejo plodovi srcaste oblike, imenovani lus¢ki. N. preacox je

diploiden (Vogel-Mikus, 2006).
[ =

Slika 3: Rani mo$njak Nocceae (Thlaspi) preacox Wulfen (foto: Diana Marguc).

2.5.3 Akumulacija kovin

Izmed vseh znanih rastlin, ki imajo sposobnost kovinske remediacije, poznamo le 25 vrst,
ki lahko akumulirajo tri ali ve¢ kovin. Eden izmed njih je prav N. preacox Wulfen, ki raste
v blizini svinéeve talilnice v Meziski dolini. Sposoben je akumulirati 1,5 % Zn, 0,6 % Cd
in 0,4 % Pb, kar kaZe na izjemno hiperakumulacijsko sposobnost za tri kovine. Se posebej
je pomembna sposobnost hiperakumulacije Cd, saj sta do sedaj tega sposobni samo Se
Arabidopsis halleri in N. caerulescens. V naravi lahko N. preacox hiperakumulira ve¢ kot
5000 pg Cd/g suhe mase listov (Vogel-Mikus in sod., 2005).

Za rastline N. preacox je znacilna toleran¢na strategija hiperakumulacije Zn in Cd (Vogel-
Mikus in sod., 2005). Baker je za Pb pri N. preacox predlagal strategijo izkljuCevanja. V
nekaterih primerih pa so koncentracije Pb v poganjkih presegle hiperakumulacijsko mejo
1000 pg/g, kar bi lahko N. preacox uvrstilo tudi med hiperakumulatorje za Pb (Vogel-
Mikus in sod., 2005).

2.6 NEGATIVNI UCINKI KOVIN NA RASTLINE

Kot ze predhodno navedeno, imajo previsoke koncentracije esencialnih kovin in prisotnost
neesencialnih kovin v tleh lahko negativne, celo strupene ucinke na rastline (Shukla in sod.
2003, Kiipper in Kochain, 2010; Nagajyoti in sod., 2010).
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Posledica fitotoksi¢nosti kovin na rastline so spremembe v Stevilnih fizioloskih procesih,
tako na celi¢cnem kot molekularnem nivoju. Povzrocijo deaktivacijo encimov, blokirajo
funkcionalne skupine metabolno pomembnih molekul, zamenjajo esencialne elemente ter
ovirajo membransko integriteto (Rascio in Navari-Izzo, 2011), povzroc¢ajo obsirno skodo
na membranah ter z njimi povezanih molekulah, vklju¢no s klorofilnimi pigmenti (Zengin
in Munzuroglu, 2005). Pogosta posledica zastrupitve s TK je tvorba reaktivnih kisikovih
radikalov (ROS), Se posebej na membranah kloroplastov, in sicer zaradi motenj v
aktivnosti elektronskega transporta. lzpostavljenost celic oksidativnemu stresu zaradi ROS
povzroci peroksidacijo lipidov, okvare bioloskih makromolekul, razpad membran, cepitev

DNA in uhajanje ionov (Rascio in Navari-1zzo, 2011).

2.6.1 Oksidativni stres

Vsi aerobni organizmi, ki pridobivajo energijo preko kisika, so posledi¢no izpostavljeni
oksidativnem stresu. Sprozijo ga Stevilni zunanji dejavniki, kot so razli¢ne vrste sevanja,
kemikalije, virusi, bakterije (Osredkar, 2012) in tudi tezke kovine (Benavides in sod.,
2005). Je posledica tvorbe presezka reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) in prostih kisikovih
radikalov, obenem zmanjsanja delovanja antioksidativnih obrambnih sistemov (Apel in
Hirt, 2004; Osredkar, 2012).

Reaktivne Kkisikove vrste ali ROS so visoko reaktivne spojine, ki lahko oksidirajo
katerokoli molekulo organizma (lipidne molekule, proteine, ogljikove hidrate, NK)
(Blokhina in sod., 2003; Osredkar, 2012). ROS so lahko radikalske in neradikalske.
Neradikalske vrste (npr. singletni kisik (10;%), ozon (O3), vodikov peroksid (H.0,),
hidroperoksid (ROOH)) so mo¢ni oksidanti. Za radikalske vrste (npr. superoksidni anion
(O7.), hidroksilni radikal (-OH®)) je na zunanji orbitali znacilen vsaj en nesparjen elektron.
Primanjkljaj elektronov in teznja po zapolnitvi vrzeli v orbitali je razlog za njihovo
kratkoZzivost, nestabilnost in visoko reaktivnost. Pri reakciji med radikalom in neradikalom

vedno nastane nov radikal, kar pripelje do obsezne verizne reakcije tvorbe radikalov
(Osredkar, 2012).
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V organizmu ROS neprekinjeno nastajajo v obliki stranskih produktov pri presnovnih
procesih, kot sta fotosinteza in celi¢no dihanje (Apel in Hirt, 2004; Benavides in sod.,
2005). Stirje glavni ROS, ki nastajajo v rastlinskem tkivu, so superoksidni radikal, vodikov
peroksid, hidroksi radikal in singletni kisik (Gallego in sod., 1996). Nastajajo znotraj
kloroplastov, mitohondrijev in peroksisomov. V fizioloSko stabilnih razmerah presezek

radikalov lovijo predstavniki antioksidativnega obrambnega sistema (Osredkar, 2012).

Antioksidantni obrambni sistem sestavljajo molekule in spojine, ki preprecujejo nastanek
radikalov, jih nevtralizirajo oz. popravijo z njihove strani povzro¢ene poskodbe. Z vezavo
na radikal so sposobni znatno upocasniti ali zaustaviti verizno radikalsko reakcijo ter
oksidacijo celi¢nih sestavin. Vsebujejo vsaj en reaktiven vodik, ki ga lahko odcepijo in
vezejo na radikal, s tem ta postane stabilnejSi in manj reaktiven. Encimski antioksidanti
(SOD-superoksidna dizmutaza) kataliticno odstranjujejo radikale in ROS. Lovilci
radikalov (glutation, askorbinska kislina, p-karoteni, tokoferol-vitamin E) radikale
nevtralizirajo, s tem pa oni prevzamejo njihove lastnosti. Nastanek hidroksilnega radikala
in razgradnjo lipidnih peroksidov pa preprecijo proteini, ki reagirajo s prooksidanti (Fe,

Cu) s ¢imer se zmanjsa njihova razpolozljivost (Osredkar, 2012).

V normalnih koncentracijah imajo ROS vlogo signalnih molekul pri obrambnem sistemu

rastlin pred patogenimi organizmi (Schiitzendiibel in Polle, 2001).

2.6.2 Kadmij

Cd je neesencialen element, ki negativno vpliva na rast in razvoj rastline. Je onesnazevalec
z visoko strupenostjo in izjemno topnostjo v vodi. V naravnem okolju se nikoli ne pojavlja
sam, ampak v povezavi z Zn in Pb. Nima znane bioloske funkcije, razen v primeru morske
diatomeje Thalassiosira weissflogi, ki ga vkljuuje v encim Cd-ogljikovo anhidrazo
(Benavides in sod., 2005; Koren, 2013). Povpre¢na bioloska razpolovna doba Cd v okolju
je ocenjena na 18 let (Yang in sod., 2005). Naravni vir kadmija poleg mati¢ne podlage
predstavljajo Se vulkanski izbruhi in gozdni pozari (Meyer in Verbruggen, 2012). V
Sloveniji glavni vir onesnazenja okolja s Cd predstavljata rudarjenje in taljenje cinkove

rude (Sajn in Gosar, 2004).
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Kemijsko je Cd zelo podoben Zn, zaradi Cesar ga rastline z lahkoto privzemajo vase.
Zaradi visoke afinitete za vezavo na sulfidne in fosfatne skupine Stevilnih sestavin,
vklju¢enih v pomembne metabolne procese, so strupeni ucinki na rastline tako mocni

(Balsberg Péhlsson, 1989).

Po rastlini se Cd privzema in prenasa predvsem zZ Zn prenasalci iz druzine ZIP proteinov
(ang. Zinc-Iron permeasa), kamor spadajo tudi IRT prenasalci (Lombi in sod., 2002; Yung
in sod., 2005; Kiipper in Kochain, 2010), z NARMP prenasalci (ang. Natural-resistence-
associated protein) in YLS (ang. Yellow stripe like proteins) v obliki Cd-kelatov (Meyer in
Verbruggen, 2012). Zelo pomembne za prenos Cd pa so ATP-aze za TK (CPx-tip ATPase)
ter CDF proteini ki imajo vlogo pospesevalcev difuzije kationov (Yang in sod., 2005). Po

netolerantnih rastlinah pa prehaja preko Ca?* kanalekov (Lombi in sod., 2002).

Simptomi strupenosti se kazejo v zavrti rasti, tj. zmanjSanju biomase, majhnih nakodranih
listih, pojavu kloroz, rjavkasto-rde¢i obarvanosti listnih robov in il (Balsberg Péhlsson,
1989). Fiziolosko kovine vplivajo na aktivnost encimov, in sicer povecujejo aktivnost
peroksidaz, ribonukleaz in deoksiribonukleaz, spreminjajo lipidni profil (Siedlecka in
Krupa, 1999; Sherameti in Varma, 2011), zaviralno ucinkujejo na transpiracijo in
fotosintezo (Balsberg Péhlsson, 1989). Vplivajo na aktivnost listnih rez, kar posledi¢no
zmanj$a vsebnost vode v rastlini, iztok kationov ter produkcijo Kisikovih radikalov
(Sherameti in Varma, 2011). S tvorbo blokad v ksilemskih elementih vpliva tudi na sam
transport vode po rastlini (Blasberg Pahlsson, 1989), pospesuje senescenco (Siedlecka in
Krupa, 1999). S tvorbo stabilnih kompleksov s fosfati vpliva tudi na tvorbo ATP,
pomanjkanje katerega se preko oksidativne fosforilacije kaZze v obliki povec€anja respiracije

rastline (Balsberg P4hlsson, 1989).

2.6.3 Svinec

Pb je za rastline neesencialna kovina in je manj strupen od Cd (Balsberg Pahlsson, 1989).
Glavni vir spros¢anja Pb v okolje predstavljajo svinCene barve ter stara razlitja
osvincenega bencina, ki predstavljajo kontaminacijo tal in prahu, posredno pa tudi hrane in

vode. Obmoc¢ja z visoko koncentracijo Pb vkljucujejo Se rudnike in talilnice, strelis¢a ter
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deponije baterij (Peer s sod, 2005). V okolje prehaja tudi v obliki gnojil in pesticidov
(Ghani, 2010). Za svinec je znacilno, da je njegova zadrzevalna doba v tleh od 150-5000
let (Yang in sod., 2005).

Elementarni Pb ni topen, vecina vodotopnih oblik Pb vsebuje svincev acetat, svincev klorid
ali pa svinCev nitrat. Zanj je znacilna omejena dostopnost za rastline iz tal in talne
raztopine. Le 0,1 % Pb v tleh je dostopnega za ekstrakcijo (Peer in sod., 2005). Korenine
sicer lahko privzamejo velike koli¢ine Pb iz tal, vendar pa je zaradi slabe mobilnosti
njegova translokacija v poganjke moc¢no omejena. Velik del Pb se veze na povrsino
korenin in v celicno steno koreninskih celic (Peer in sod., 2005). Na povrsini korenin se
veze na karboksilne skupine sluzi, ki jo korenine izlo€ajo v rizosfero in sestoji iz uronske
kisline (Seregin in Ivanov, 2001) in pektinov. Ce Pb Ze vstopa v poganjke, se nahaja

predvsem v steblu (Peer in sod., 2005).

Prav tako kot Cd, Pb vstopa v rastlino preko prenasalcev za esencialne kovine, in sicer
prek prenasalcev druzine NARMP, ATP-aze za tezke kovine (MTP in HMA druzina), CDF
proteini (Yang in sod., 2005; Meyer in Verbruggen, 2012).

Ob prisotnosti visokih koncentracij Pb se pri rastlinah pojavijo simptomi strupenosti.
KaZejo se v zaviranju rasti, majhnih kloroticnih listih, rdeckastih listth z nekrozami,
poérnjenih koreninah (Balsberg Péhlsson, 1989). Pb bistveno zmanjsa odstotek kaljivosti
semen, dolZino rastnega vrSicka poganjkov in korenin ter vrednost suhe in sveZe mase
(Adriano, 2001; Ghani, 2010). Za Pb je znacilno, da inhibira Stevilne fizioloske procese. S
povisanjem koncentracije Pb upade stopnja fotosinteze in transpiracije (Seregin in Ivanov,
2001). Odziv je lahko direktno ali indirektno povezan s spremembami upornosti listnih rez
za CO, ter difuzijo vode (Balsberg Péhlsson, 1989). Zaviralno deluje tudi na metabolne
aktivnosti rastline. V celici Pb ioni reagirajo s funkcionalnimi skupinami proteinov, NK,
polisaharidov itd. in zamenjajo Ze predhodno vezane ione (Seregin in Ivanov, 2001). Z
vezavo na tiolne (—SH ) skupine encimov, Pb inhibira njihovo aktivnost in porusi njihovo
terciarno strukturo (Seregin in lvanov, 2001). Spodbuja nastanek ROS. Znano je, da Pb

moc¢no inhibira delovanje napetostno odvisnih Ca-kanalckov plazmaleme (Adriano, 2001).
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2.6.4 Cink

Je esencialno mikrohranilo, odgovorno za rast, diferenciacijo ter prezivetje celic organizma
(Sherameti in Varma, 2011). Sodeluje v Stevilnih pomembnih metabolnih procesih, in sicer
sproza aktivacijo encimov, je del metaloencimov, ki sodelujejo pri transportnem sistemu
elektronov, pomembno vlogo igra pri sami sintezi proteinov, kot tudi pri metabolizmu
ogljikovih hidratov (COH), NK in lipidov. Tvori komplekse z DNA in RNA in vpliva na
njuno stabilnost (Balsberg Pahlsson, 1989).

Le majhen delez Zn se v tleh nahaja v prosti kationski obliki. Ocenjeno je, da je v vodi na
obmocju rizosfere raztopljenega med 0,4 nM in 4 puM (znacilno za nizji pH). Pri sami
absorpciji in transportu Zn po rastlini sodelujejo Stevilni tipi membranskih prenasalcev, kot
so ZIP proteini, proteini iz MTP druzine, HMA encimi ter prenasalci iz CDF druzine, ki

prenasajo kovine v vakuolo (Peer in sod., 2005; Sherameti in Varma, 2011).

Do onesnazenja s Zn pride zaradi rudarjenja in taljenja Zn rude (Finzgar in Lestan, 2008).
Zakisanje tal povzro&i sprosanje Zn’* iz talnih delcev in s tem ve&jo dostopnost za

rastline. Prav tako se sprod¢a v okolje z gnojenjem (Balsberg Péhlsson, 1989).

Pomanjkanje Zn se pojavi, kadar njegova koncentracija v rastlini pade pod 15-20 pg/g
suhe mase (Sherameti in Varma, 2011). Pomanjkanje Zn v rastlini povzroc¢a zaostanek v
rasti (krajSanje internodijev, zmanj$anje velikosti listov), pojav Kkloroz in nekroz itd.
(Marchner, 1986; Blasberg Pahlsson, 1989). Zmanj$a se sam doprinos pridelka (semena,

plodovi), saj Zn igra pomembno vlogo pri razmnozevanju rastlin (Marchner, 1986).

O previsokih koncentracijah Zn, ki na rastlino prav tako negativno ué¢inkujejo, govorimo
pri pojavu koncentracij, vi§jih od 100-300 pg/g suhe mase (Sherameti in Varma, 2011). Te
koncentracije imajo negativen vpliv na rast rastline, povzrocajo kloroze (Balsberg
Péhlsson, 1989; Sherameti in Varma, 2011), lignifikacijo korenin in epidermalnih celic.
Prekomerne koncentracije Zn vplivajo na vodno razmerje rastline, kar povzroca vodni stres
in venenje. Negativno ucinkuje na dusikov metabolizem in posledicno na vsebnost

proteinov (Blosberg Péhlsson, 1989).
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Tako ob pomanjkanju kot ob presezku Zn v rastlini pa zaradi interference v respiratorni

verigi znotraj mitohondrijev pride do tvorbe ROS (Sherameti in Varma, 2011).

2.6.5 Vpliv Cd, Pb in povisanih koncentracij Zn na mineralno prehrano rastline

Neesencialni kovini, kot sta Cd** in Pb?* v rastnem mediju, zaradi kemijske podobnosti
esencialnim kationom (K*, Ca?*, Mg?*, Mn*", Zn?*, Cu*" in Fe*") negativno vplivata na
njihov privzem (Seregin in Ivanov, 2001; Kiipper in Kochain, 2010). Podobnost v ionskem
premeru omogod&a tekmovanje Cd** in Pb®* za vezavo na prenasalce esencialnih kovin
(npr. Cd* (1,03 A) tekmuje za prenasalce Zn?* (0,83A)). Kadmij in Pb lahko povzrogita
inhibicijo privzema zgoraj navedenih elementov tudi preko motenj ekspresije genov za

njihove prenasalce (Kiipper in Kochain, 2010).

Do tekmovanja za vezavha mesta na encimih in proteinih lahko pride tudi med
esencialnimi elementi. Npr. Zn?* se lahko veZe na vezavno mesto za Mg®*, Fe?* ali Mn®*, s
¢imer zavre delovanje encima (Sherameti in Varma, 2011). Prevelike koncentracije Zn?*
lahko s tem negativno vplivajo na fotosintezo (Blasberg Péhlsson, 1989) in zavirajo
absorpcijo Fe** in Ca** (Sherameti in Varma, 2011). Strupene koncentracije Zn** lahko
pove&ajo prepustnost membran, kar lahko vodi v iztok hranil (npr. K*) (Blosberg Péhlsson,

1989).

2.6.6 Vpliv Cd, Pb in povisanih koncentracij Zn na fotosintezo

Cd?*, Pb®* in Zn?* povzrodajo Stevilne motnje v procesu fotosinteze, kar se odraza v njeni
inhibiciji. Prav tak ucinek imajo tudi na sintezo klorofila, plastokinona, ferodoksina in
karotenoidov (Gallego in sod., 1996; Seregin in Ivanov, 2001; Manios in sod., 2003,
Sherameti in Varma, 2011). Kadmij in Pb povzrocata spremembe v strukturi kloroplastov,
zmanjSujeta produkcijo klorofila in glutationa v rastlini (Gallego in sod., 1996; Seregin in
Ivanov, 2001; Manios in sod., 2003). Cd povzroca upad razmerja klorofila a in b, obenem
pa povzroca lipidno peroksidacijo ter aktivnost lipoksigenaze (Gallego in sod., 1996;
Manios in sod., 2003).
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Kadmij povzroca hude motnje v strukturi in funkciji kloroplastov. Povzro¢a povecano
kolic¢ino prostih mascobnih kislin v tilakoidnih membranah, motnje v strukturi grana
tilakoid, povecanje velikosti in koli¢ine plastoglobulov. Vpliva na oba fotosistema (FSI in
FSII) (Siedlecka in Krupa, 1999). Povzroc¢a poskodbe antenskih pigmentov in reakcijskega
centra FSII ter kataliticnega kompleksa za cepitev vode (ang. oxygen evolving compleks).
Oba fotosistema sta zelo obcutljiva tudi na poviSane koncentracije Zn (Sherameti in
Varma, 2011). Poleg strukturnih poskodb kloroplastov Cd vpliva tudi na aktivnost
sinteznih encimov klorofila ter preprecuje pravilno tvorbo pigmentno proteinskega
kompleksa fotosistemov (Zhou in Qiu, 2005). Z nadomestitvijo ostalih kovin v encimih
vplivata na njihovo delovanje. Tvorita stabilne komplekse z nekaterimi proteini in imata
visoko afiniteto po vezavi na metaloproteine v citoplazmi (Balsberg Pahlsson, 1989;

Seregin in Ivanov, 2001).

Znotraj klorofila lahko pride do zamenjave Mg s Cd, kar znova povzrofa motnje v
fotosintezi. Vecina klorofilov, ki vsebuje »TK« namesto Mg, ob relaksaciji energijo sprosti
v obliki toplote. Tako je onemogofen prenos energije iz antenskega pigmentnega
kompleksa na akcijski center tilakoid. V primeru substitucije Mg s Cd pride do popolne
razgradnje klorofila (Kiipper in sod., 1998).

Kadmij in Pb tudi posredno, s povzro¢anjem upada koncentracije Fe v rastlini vplivata na
fotosintezo (Balsberg Péhlsson, 1989; Seregin in Ivanov, 2001). Zelezo je sestavni del
hemoproteinov (kot je citokrom oksidaza, katalaza in peroksidaza) in prenasalcev
elektronov (feredoksin, plastokinona) (Marschner, 1986). Pomanjkanje slednjih zmanjsa
aktivnost NADP oksireduktaze in ATP sintaze (Siedlecka in Krupa, 1999; Seregin in
Ivanov, 2001). Zelezo je pomembno tudi v biosintezi klorofila (Marschner, 1986;
Blasberg Péhlsson, 1989; Pongrac in sod., 2009), zato je inhibicija nastanka klorofila lahko
tudi posledica njegovega pomanjkanja. Na splosno se najve¢ Fe kopi¢i v kloroplastih.
Njegovo pomanjkanje tako vpliva na volumen kloroplastov in strukturo membran grana
(Marschner, 1986). Fe je pomemben tudi za aktivacijo encimov, vkljuenih v proces
respiracije in fotosinteze. Pomanjkanje Fe tako vpliva tudi na vsebnost klorofila (Blasberg
Péhlsson, 1989). Kriti¢na meja pomanjkanja Fe za rastline je med 50 in 150 mg/kg suhe
mase (Marschner, 1986).
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VmesSavanje Zn v metabolizem Fe povzroci tudi inhibicijo reducirajoce kapacitete korenin,

kar povzro¢i pomanjkanje Fe in nastanek kloroz (Blosberg Pahlsson, 1989).

Kadmij, Pb in Zn z motnjami v metabolizmu Kloroplasta zavirajo biosintezo klorofila
(Blosberg Pihlsson, 1989). Z vezavo na sintezni encim za alfalinolensko kislino (ALA) Cd
in Pb blokirata delovanje encima (Oncel in sod. 2000; Seregin in lvanov, 2001; Pongrac in
sod., 2009) s tem pa preprecujeta sintezo ALA, ki je glavni prekurzor za sintezo klorofila
in sintezo hema (Marschner, 1986; Nishihara in sod., 2003; Zhou in Qiu, 2005).

Cd in Pb vplivata tudi na nizje koncentracije Mn v rastlini (Sergin in Ivanov, 2001), s tem
pa posredno na stopnjo fotosinteze (Blasbergh Péhlsson, 1989). Mn sodeluje pri ciklu
cepitve vode, in sicer je del kataliticnega kompleksa. FSII vsebuje Mn-protein, ki katalizira
zaCetne faze O, razvoja. Reakcijski center pigmenta P680 zahteva najmanj 4 atome Mn.
Ob pomanjkanju Mn je prvi korak elektronske transportne verige oslabljen, kar ima
negativne vplive na naslednje stopnje fotosinteze — fotofosforilacija, redukcija COa,,
nitratov in sulfatov. To negativno vpliva na fotosintezo in samo morfologijo kloroplastov,
predvsem lamelarnega sistema (Marschner, 1986). Vpliv Cd na zmanjSanje Mn ima slab
vpliv tudi na za$¢ito fotosinteznega aparata, saj zmanjsa aktivnost SOD, Ki vsebuje atom
Mn. S tem oslabi za$¢ito pred prostimi radikali. Kriti¢na vsebnost Mn v rastlini je med
10-20 mg/kg suhe mase (Marschner, 1986).

Kadmij, Pb in Zn negativno ucinkujeta tudi na Calvinov cikel in encime, povezane z
nefotokemicnimi reakcijami fotosinteze (Siedlecka in Krupa, 1999; Sergin in Ivanov,

2001; Sherameti in Varma, 2011).

2.6.7 Vpliv Cd, Pb in povisanih koncentracij Zn na metabolizem ogljikovih hidratov

Ogljik se v procesu fotosinteze vgrajuje v dve glavni obliki ogljikovih hidratov, saharozo
in Skrob (Verma in Dubey, 2001; Taiz in Zeiger, 2006). Saharoza je glavni transportni
sladkor rastlin, sluzi kot hranilo in signalna molekula (Winter in Huber, 2000). Nastaja v
citosolu, ¢ez dan iz trioze fosfata (3P) (Taiz in Zeiger, 2006), ki iz kloroplastov prehaja

prek trioza fosfatnih prenasalcev (Winter in Huber, 2000). Noc¢ni vir saharoze pa
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predstavlja glukoza, ki se s procesom razgradnje zaloznega Skroba sprosca v citosol prek
heksoznih prenasalcev iz kloroplastov (Winter in Huber, 2000). Prehodni Skrob predstavlja
zaCasno zalozno obliko ogljika in se ¢ez dan nalaga v obliki Skrobnih zrnc znotraj

kloroplastov (Verma in Dubey, 2001; Taiz in Zeiger, 2006).

Prenos saharoze med celicami lahko poteka po dveh poteh, in sicer po simplastni poti
preko plazmodezem ali pa preko apoplastne poti (Winter in Huber, 2000), vzporedno s
koncentracijskim gradientom (Marschner, 1986). Nalaganje saharoze v floem poteka proti
koncentracijskemu gradientu, torej gre za aktiven transport. Nalaganje saharoze poteka
prek ATP-azne protonske ¢rpalke v plazmalemi sitk in gre za H'/saharoza ko-transport
(Marschner, 1986; Winter in Huber, 2000). Lahko je zraven prisoten $e H'/ K" antiport,
kar lahko razlozi visoko koncentracijo K v floemu. Transport saharoze iz fotosinteznih tkiv
(listi, steblo) v ponorna tkiva (korenine, vrSic¢ki, semena, plodovi) (Marschner, 1986)
poteka po floemu na principu osmoze (Winter in Huber, 2000). Saharoza pasivno, glede na
gradient, zapusti floem na obmo¢ju ponornih tkiv. Tu predstavlja vir energije za rast ali pa

gradbene enote za shranjevanje polisaharidov (Taiz in Zeiger, 2006).

Za kovini, kot sta Cd in Pb je znacilno, da povzrocata peroksidacijo membran (Gallego in
sod., 1996; Seregin in Ivanov, 2001; Manois in sod., 2003). Ta prepre¢i prenos nastalih
sladkorjev (trioza fosfat, glukoza) prek kloroplastne membrane v citosol, kar povzroci
akumulacijo Skroba v kloroplastih (Verma in Dubey, 2001). S pomanjkanjem gradnikov je
v citosolu preprecena sama sinteza saharoze. Poskodbe membran vplivajo na sam prenos
saharoze v floem in njegov transport v ponorna tkiva. Pomanjkanje »hrane« v ponornih

tkivih pa vodi k zaviranju njihove rasti (Taiz in Zeiger, 2006).

Strupene koncentracije Zn povecajo prepustnost membran, kar povzroci izhod hranil iz
rastline. Ce pride do upada K v floemu, to posredno vpliva na sam transport sladkorjev in
akumulacijo ogljikovih hidratov (CHO). Previsoke koncentracije Zn povzrocajo odlaganje
kaloze v floemu, kar $e bolj omeji transport CHO. Posledica je nalaganje sladkorjev in

skroba v listih, saj je transport v preostale dele omejen (Blosberg Philsson, 1989).
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Previsoke koncentracije kovin povzro¢ajo tudi poSkodbe na strukturi in metabolizmu
kloroplastov (Gallego in sod., 1996; Seregin in lvanov, 2001; Manios in sod., 2003).
Povzroc¢ajo pomanjkanje klorofila, glikolipidov in polinenasicenih MK (Marschner, 1986).
S samim negativnim vplivom na fotosintezo posredno vplivajo na samo produkcijo
sladkorjev. Kadmij, Pb in Zn negativno ucinkujeta na Calvinov cikel in njegove encime
(npr. rubisco) (Siedelcka in Krupa, 1999; Seregin in lvanov, 2001; Sherameti in Varma,
2011), s ¢imer zmanjSajo stopnjo fiksacije CO, (Seregin in Ivanov, 2001; Benavides in
sod., 2005). Motnje necikli¢nega transporta elektronov $e dodatno zavrejo fiksacijo CO,
(Blosberg Philsson, 1989; Seregin in Ivanov, 2001). Cd povzro&a vodni stres in zapiranje
listnih rez, kar Se omeji privzem CO; iz okolja (Perfus-Barbeoch in sod., 2002).
Neposredno vplivajo tudi na proteine, ki so vkljuceni v sam nastanek in razgradnjo CHO.
Npr. Saharoza-6-fosfat sintaza, saharoza-6-fosfat fosfataza, ki sodelujeta pri sintezi
saharoze in saharoza sintaza ter kisle invertaze, ki saharozo razgrajujejo (Winter in Huber,
2000; Verma in Dubey, 2001; Taiz in Zaiger, 2006). Cd inhibira tudi glicerolaldehid-3-
fosfat kinazo, fruktoza-6-fosfat kinazo, fruktoza-1,6-bifosfatazo, aldolazo, ... (Siedlecka in
Krupa, 1999).

2.7 SHRANJEVANJE IN RAZSTRUPITEV KOVIN

Prekomerne koncentracije kovin v rastlinskih celicah lahko povzrocijo Stevilne poSkodbe.
Ker rastline ne morejo ubezati stresu, so razvile Stevilne obrambne mehanizme. Ti
mehanizmi jim omogocajo prezivetje na s kovinami mo¢no onesnazenih tleh (Krzetlowska,
2010). Kadar koli med transportom po rastlini lahko pride do pretvorbe kovine v manj
strupeno obliko preko procesa kemi¢ne konverzije ali pa tvorbe kompleksov z ligandi
(Sheron in sod., 2011). Gre za razstrupljanje, ki poleg sekvestracije hiperakumulatorjem
zagotavlja kopicenje velike koli¢ine kovin v nadzemni biomasi brez fitotoksi¢nih posledic.
Vecéinoma se kovine akumulirajo v listih rastline, kjer potekajo zivljenjsko pomembni
procesi fotosinteze. Prav ti pa so tudi najbolj obcutljivi na strupene ucinke kovin (Rascio in
Navari-1zzo, 2011).
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Sekvestracija je razstrupitev, kjer se s tvorbo kovinskih kompleksov z ligandi kovine
odstranijo iz metabolno aktivnih tkiv v neaktivne. Najpogosteje se nalagajo v celicah
epidermisa, trihomih in tudi kutikuli, kjer so najmanj $kodljive fotosinteznemu aparatu.
Navadno so kovine izkljucene tudi iz celic listnih rez in njihovih spremljevalk, kar
omogoca njihovo nemoteno delovanje. Znotraj mezofila pa se kovine nalagajo predvsem v
manj aktivnih delih celice, kot so celi¢na stena in vakuole (Peer in sod., 2005; Sheoran in
sod., 2011; Rascio in Navari-Izzo, 2011). Na teh mestih imajo kovine najmanjsi vpliv na
obcutljive fotosintetske procese. Nekatere snovi se lahko sproscajo v okolje preko listnih

rez S procesom voltizacije oz. hlapenja (Peer in sod., 2005).

Razli¢na oksidacijska stanja strupenih elementov imajo razlicen privzem, transport,
sekvestracijo in strupenost za rastlino. Organski ligandi so pomembni faktorji
razstrupljanja, saj preprecujejo obstanek prostih kovinskih ionov v citoplazmi in
omogocajo njihovo odlaganje v vakuolah (Rascio in Navari-1zzo, 2011). Kovine, Ki
zreagirajo s tiolnimi skupinami, se lahko sekvestrirajo s cisteinom bogatimi peptidi
(metalotioneini in fitohelatini). Metalotioneini so proteini, katere kodirajo geni. Sestavljeni
so iz 60-80 AK ter 9-16 cisteinskih ostankov, na katere se navadno vezejo kovine, kot je
Cd. Fitohelatini pa so encimsko sintetizirani in sodelujejo pri toleranci na Cd in Cu.
Sestavljajo jih le tri AK in sicer glutamat, cistein in glicin. Pojav Cd, Zn, Pb v celici zelo
hitro sprozi njihovo tvorbo. Fitohelatini tvorijo komplekse s kovinami, s ¢imer jih
inaktivirajo ter shranijo v vakuolo, obenem pa so pomembni za prenos esencialnih kovin
(Zn in Cu) na novo sintetizirane apoencime za katalitsko delovanje (Sheoran in sod.,
2011).

Opazili so, da za razliko od nehiperakumulacijskih vrst za razstrupitev hiperakumulatorji
ne uporabljajo ligandov z visoko molekulsko maso (fitohelatini), saj bi bila produkcija
mase zaradi velike koli¢ine akumulirane kovine energetsko prepotratna. Zatorej
uporabljajo male organske ligande (Rascio in Navri-Izzo, 2011).Vecinoma gre za male
organske molekule, kot so malat, citrat in oksalna kislina, ki so shranjene v vakuolah, ter
histidin nikotianamin, fitinska kislina in tioli z nizko molekulsko maso, kot so glutation,
cistein in ostali (Rascio in Navari-lzzo, 2011; Koren in sod., 2013). Tudi zveplo (S) je

aktivno vklju€eno v razstrupljanje Cd znotraj rastlinskih hiperakumulatorjev. Velik del Cd
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se veze na tiolne skupine, se posebej v mladih listih, koreninah in semenih. Kot obrambni
odziv N. caerulescens Ganges na visoke koncentracije Cd je poveéan privzem S v rastlino.

Prav tako povecéan privzem Mg in Ca omili strupene u¢inke Cd (Kiipper in Kochain, 2010).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 OPIS LOKACI]

3.1.1 S Cd,Pbin Zn onesnaZeno obmo&je Zerjava

Obmogje Zerjava se nahaja znotraj Meziske doline, v enem najbolj onesnaZenih obmo¢ij
Slovenije s TK (Sajn in Gosar, 2004; Svet za varstvo okolja RS, 2009). OnesnaZenje
Meziske doline je posledica 300-letnega rudarjenja in predelave svindeve (Sajn in Gosar,
2004) ter cinkove rude (Finzgar in LesStan, 2008). Glavni vir onesnazenja so predstavljale
emisije zveplovega dioksida (SO,) in TK. Emisije SO, so povzrocile popolno unicenje
vegetacije v okolici talilnice, posledi¢no je prislo do erozijskih procesov in nastanka t. i.

Doline smrti (Svet za varstvo okolja RS, 2009).

Nadmorska vi§ina okolice Zerjava sega med 600-700 m (Vogel-Miku$ in sod., 2005).
Geoloska podlaga MeZiske doline je pretezno sestavljena iz triasnih sedimentnih kamnin.
Vecinoma gre za apnenec in dolomit, ki vsebujeta rudninske delce Pb in Zn. Koncentracija
vecine elementov se poveCuje z globino prsti, za nekatere elemente (Pb in Zn) pa je
znaCilna akumulacija v organskem horizontu (Vre€a in sod., 2001). Organski horizont
predstavlja sveza ali delno razkrojena organska snov (Mr$i¢, 1997). Izvorna sestava
meziSke rude je galenit (svincev sijaj ali siva ruda) in sfalerit (cinkova ruda). Prevladujoca
prst je rendzina z raznolikimi humusnimi plastmi, onesnazenimi S TK, predvsem s Cd, Pb
in Zn (Regvar in sod., 2006). Man;jsi del Pb in Zn je posledica mineralne strukture mati¢ne
podlage (Vrega in sod., 2001). Na obmo&ju Zerjava izstopajo predvsem visoke vsebnosti
Pb (povpreéna vsebnost je 878 mg/kg (216-27122 mg/kg) — do 20-krat visja od
slovenskega povprec¢ja) in Cd (povprecna vsebnost je 6,2 mg/kg (1,4-71 mg/kg), kar je 12-
krat ve¢ od slovenskega povprecja), ki presegajo opozorilno imisijsko vrednost. To
pomeni, da so skodljivi u¢inki za &loveka pri dologenih vrstah rabe tal ze $kodljivi (Sajn in
Gosar, 2004). Kriticna imisijska vrednost nam pove gostoto posamezne nevarne snovi v
tleh, kjer zaradi Skodljivih u¢inkov na ¢lovesko zdravje in okolje tla niso ve¢ primerna za
pridelavo rastlin, namenjenih prehrani zivali in ljudi, ter zadrzevanje ali filtriranje vode.
Vrednosti kriti¢ne imisijske vrednosti v tleh za Cd so 12 mg/kg, za Pb 720 mg/kg in za Zn
200 mg/kg (Sajn in Gosar, 2004).
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3.1.2 S Cd, Pb in Zn neonesnaZeno obmocje Zaplane

Obmocje Zaplane se nahaja v Notranjski regiji Slovenije, med Vrhniko in Logatcem.
Predstavlja stik dinarskega sveta in nizje lezeCega Ljubljanskega barja (Gustinc¢i¢, 2009).
Nadmorska viSina je okoli 600 m (Vogel-Mikus in sod., 2005). Vecji del zaplanskega
obmocja predstavlja apnencasti kras, za del pa je znacCilen dolomitni kras. Prsti so plitke,
nekoliko debelejse so na dnu kraskih kotanj. Obmocje preras¢ajo mesani gozdovi. Prisotno
je tudi pasno-kosno kmetijstvo (Gustin¢i¢, 2009). Gre za s tezkimi kovinami neonesnazeno

obmocje. Geoloska podlaga je nastala v obdobju Triasa (Regvar in sod., 2006).

3.2 NASTAVITEV POSKUSA

Poskus smo opravljali na dveh populacijah ranega mosnjaka (N.preacox Wulfen), pri
¢emer smo uporabljali zemljo iz dveh razli¢nih lokacij Slovenije. S teZkimi kovinami (Pb,
Zn, Cd) onesnazena zemlja je bila nabrana v Zerjavu na vzorénem mestu P3 (N: 46°28'
26.5" E: 14°51' 56.0"), ki se nahaja na robu Meziske doline, ok. 500 m od talilnice (Regvar
in sod., 2006). Od tu izhajajo tudi semena Zerjavske populacije (nabrana julija 2009).
Neonesnazeno zemljo in semena zaplanske populacije pa smo nabrali na obmocju Zaplane

(N: 45058'25.0" E: 14°14'25.0"), dne 19. 6. 2005 (Vogel-Mikus in sod., 2005).

3.2.1 Priprava substrata

Nabrano zemljo smo presejali skozi 0,5-centimetersko sito in s tem odstranili vecje kamne.
Nato smo pripravili substrat za rastline, in sicer tako, da smo nabrano zemljo meSali S
kremencevim peskom in vermikulitom v razmerju 10 : 1 : 2 (volumno razmerje). Substrat
smo z lopatko dobro premesali, da so se sestavine enakomerno porazdelile, in ga nato Se
enkrat presejali preko sita. Zerjavsko in zaplansko zemljo smo nato med seboj zmegali v
razli¢nih razmerjih, tako da smo pridobili substrat za 5 izpostavitev:

e izpostavitev 0 % je vsebovala samo zaplansko zemljo in je predstavljala kontrolo

poskusa,
e izpostavitev 25 % je vsebovala V4 Zerjavske zemlje in ¥ zaplanske zemlje,

e izpostavitev 50 % je vsebovala Y4 Zerjavske in Y4 zaplanske zemlje,



Margu¢ D. Vpliv kadmija, cinka in svinca na privzem ... hranil in sintezo $kroba pri populacijah ranega mosnjaka ... rastis¢a 28
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

e izpostavitev 75 % je vsebovala % Zerjavske zemlje in ¥ zaplanske zemlje in

e izpostavitev 100 % je vsebovala samo Zerjavsko zemljo.

Mesanice substrata smo avtoklavirali dvakrat po dve uri pri 121 °C v razmiku 48 ur, da
smo iznicili vplive talnih mikroorganizmov na privzem mineralnih snovi. Nato Smo z njimi
napolnili loncke velikosti 9 X 9 X 9,5 cm. Za vsako koncentracijo smo napolnili 8 lonc¢kov,
po Stiri za vsako populacijo in tako pridobili po 20 lonckov za vsako populacijo, skupaj
torej 40 lonckov. Lopatko za polnjenje lon¢kov smo po vsaki uporabi umili in s tem
preprecili kontaminacijo. Zemlja je v lonckih segala 1 cm pod rob. Ostanek zemlje smo

spakirali v polivinilaste vrecke in ustrezno oznacili.

Cetverico lon¢kov vsake izpostavitve smo za posamezno populacijo oznagili s érkami od A
do D, pred ¢rko pa je stala e kratica, ki je oznadevala rastlinsko populacijo (ZER — za

zerjavsko populacijo in ZA — za zaplansko populacijo).

Iz vsakega pripravljenega loncka smo z zlicko vzeli vzorec zemlje in ga shranili v
posodicah, oznacenih na enak nacin kot loncki. Zemljo smo poskusali zajemati preko
celotne globine loncka, da bi dobili ¢im bolj reprezentativne rezultate. Zli¢ko smo po vsaki

uporabi sprali z destilirano vodo, da bi preprecili kontaminacijo.

Zaradi osiromasenosti zemlje smo v vsak lonc¢ek dodali se 2 g gnojila (Plantella,
Unichem), ki smo ga vmesali v spodnjo tretjino loncka, da bo na voljo rastlinskim
koreninam. Za nadaljnje analize smo vzeli tudi dva vzorca gnojila. Gnojilo je vsebovalo 5
% celokupnega dusika, 3 % fosforjevega pentoksida, 2 % kalijevega oksida, 9 %

kalcijevega oksida in 2 % magnezijevega oksida.

3.2.2 Sajenje in vzgoja rastlin

Po koncani pripravi substrata smo v 20 lonCkov dali po 10 semen ranega mosSnjaka
zaplanske populacije. V drugih 20 lonckov pa po 10 semen zerjavske populacije in jih
zalili. Za vecje Stevilo semen smo se odlocili zaradi njihove starosti in na ta nacin povecali

verjetnost, da vzklijejo vsaj §tiri rastline na loncek.
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V primeru, da ne bi vzklilo zadostno Stevilo rastlin, smo ostanek semen posadili Se v dve
posodi, napolnjeni z vermikulitom — v eno semena zaplanske populacije in v drugo semena

zerjavske populacije.

Rastline so rastle 3 mesece v komori (20 °C, 16-urna svetloba, 80 % zra¢na vlaga in
svetlobna jakost 250 pmol/m?s). Zalivali smo jih 2-krat tedensko z vodovodno vodo in

kasneje tudi s hranilno raztopino za Thlaspi (Koren, 2013).

Slika 4: Rast rastlin v rastni komori (foto: Diana Margug).

3.3 POBIRANJE MATERIALA

3.3.1 Pospravljanje, merjenje in tehtanje materiala

Po 3 mesecih rasti v komorah smo rastline pozeli. Najprej smo s spatulo razrahljali zemljo
okoli rastline in nato iz loncka vzeli rastlino. Vso zemljo, ki je ostala v lonc¢ku, smo
prenesli v ozna¢eno polivinilasto vrec¢ko in jo pri 50-60 °C posusili v susilcu (Heraeus

Instruments).

Rastline smo sprali pod tekoo vodo in tako odstranili zemljo ter druge delce s korenin.
Spiranje je bilo zelo tezavno, saj se je med korenine ujelo veliko delcev vermikulita. Na
koncu smo rastline sprali Se z bidestilirano vodo in jih na papirnatih brisacah osusili.
S Skarjami smo locili korenine od poganjkov. Poganjke in korenine smo lo¢eno stehtali in s
tem dolo¢ili njihovo svezo maso, nato smo jih lo¢eno zavili v primerno oznaceno
aluminijasto folijo, zamrznili s teko¢im dusikom in liofilizirali (Alpha 2-4 z zra¢nim
hlajenjem, Christ). Pred susenjem smo zavitke folije na eni strani malce odvili, da je bilo
suSenje ucinkovitejSe. Po konCanem suSenju smo vzorce ponovno stehtali in s tem dobili
suho maso rastlin. Posusene vzorce smo zapakirali nazaj v folijo in shranili v suhem

prostoru.
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3.3.2 Predpriprava rastlinskega materiala za analizo

Vzorce rastlinskih poganjkov in korenin smo v terilnici s pomocjo tekocega dusSika strli v
prah. Za vsak vzorec smo vzeli novo o¢i§¢eno terilnico in s tem preprecili kontaminacijo
materiala. Dobljeni prah smo nato spravili v ustrezno oznacene plasti¢ne posodice in jih

shranili v suhem prostoru.

3.3.3 Predpriprava substrata za analizo

Vzorci zemlje so bili vzeti pred zacetkom poskusa. Prst smo posusili v suSilniku pri
temperaturi 50-60 °C. Posuseno zemljo smo nato presejali skozi gosto sito, S porami
velikosti 630 pm. S tem smo odstranili grudice zemlje, ki bi potencialno lahko motile
nadaljnje meritve. Sejanje smo opravili tako, da smo sito postavili na prepognjen filtrirni
papir in vanj stresli zemljo, ki smo jo presejali na filtrirni papir. Z roko smo poskusali streti
¢im ve¢ grudic in s tem zagotoviti ¢im manjSo spremembo razmerja med Zerjavsko in
zaplansko prstjo. Opazili smo, da je bila zaplanska prst bolj grudicasta in je zato teZje
prehajala preko sita, medtem ko je bila Zerjavska prst bolj pescene strukture. Filtrirni papir
smo menjali med razli¢nimi izpostavitvami, znotraj enake izpostavitve pa smo ga le dobro

spihali in o¢istili.

3.4 ANALIZNE METODE

3.4.1 Rentgensko fluorescen¢na spektroskopija (XRF)

Je nedestruktivna multielementna analizna metoda, s katero dolo¢amo elementno sestavo v
razliénih vzorcih, tudi okoljskih (npr. zemlja in rastlinski material). Metoda je hitra,
direktna, poceni in okolju prijazna. Omogoca hkratno analizo ve¢ elementov v Sirokem
koncentracijskem obmod¢ju, od nekaj deset % do nekaj ppm (Vogel-Mikus, 2006). Vzorec
pripravimo tako, da zmeljemo od 0,5 do 1 g materiala, ki ga stisnemo v tableto. Dobljeno
tableto polozimo na XRF-spektrometer in pomerimo XRF-spekter, iz spektra pa
izratunamo koncentracije elementa v vzorcu na osnovi fundamentalnih parametrov. S tem
se izognemo zamudni pripravi vzorca s Kislinskim razklopom, ki je nujen pri ostalih
analitskih metodah ICP-OES in AAS (Gangl, 1997; Vogel-Mikus, 2006).
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XRF temelji na vzbujanju elementov v vzorcu z rentgenskim sevanjem iz radioaktivnega
vira ali rentgenske cevi na osnovi fotoefekta (izbijanje elektronov). Vzbujena rentgenska

fluorescenca elementov iz vzorca se detektira s polprevodniskim detektorjem (Vogel-

Mikus, 2006).

Pri XRF metodi kot glavni vzbujevalni vir uporabljamo kadmijev (**Cd), zelezov (*°Fe)
ali americijev (***Am) radioaktivni vir (Ne¢emer in sod., 2008). Rentgenska svetloba iz
vira vzbuja vzorec (Vogel-Mikus$ in sod., 2012) na osnovi fotoefekta, to je interakcije
fotona rentgenske svetlobe z vezanim elektronom atoma v vzorcu. Energija fotona se
absorbira in porabi za ionizacijo 0z. vzbujanje atoma. Atom preide v vzbujeno stanje po
izbitju elektrona iz ene izmed atomskih lupin (K, L, M). Prazno mesto na atomski lupini se
nato zapolni s preskokom elektrona iz bolj oddaljene/visje lezeCe lupine, za katero je
znaCilno manj vezano stanje. Pride do procesa relaksacije in vzpostavitve energetske
stabilnosti atoma. Pri prehodu elektrona med stanjema se spros$¢a energija, ki se izseva kot

rentgensko fluorescencni foton ali sekundarni sproséeni X-zarek (Vogel-Mikus, 2012).
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Slika 5: Princip vzbujanja elektronov rentgenske fluorescenéne spektrometrije
(prirejeno po Oxford X-ray Fluorescence Ltd., 2009).

Za vsak element se pri procesu rentgenske fluorescence sprosti razlicna vezavna energija
pri preskoku elektronov med lupinami (K, L, M), s tem pa izseva tudi za doloCen element
karakteristi¢ne rentgenske zarke, na podlagi katerih lo¢imo elemente med seboj (Vogel-

Mikus in sod., 2012). Oddano fluorescen¢no sevanje izmerimo z energijsko disperzijskim
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spektrometrom, ki ga sestavljajo polprevodniski Si (Li) detektor (Canberra), ki zazna
rentgensko fluorescencne fotone, spektroskopski ojacevalec (Canberra M2024), ki te
fotone okrepi ter posreduje na analogno digitalni pretvornik (Canberra M8075) in
veckanalni analizator z raCunalnikom (S-100, Canberra) (Necemer in sod., 2008). Rezultat
analize je spekter, to je intenziteta sunkov na kanal v odvisnosti od energije
karakteristicnega rentgenskega sevanja (Kambic in Hrobat, 2007). Jakost izbranega vrha
doloCenega elementa v spektru je enaka Stevilu izmerjenih znacilnih fotonov v dolo¢enem
c¢asovnem obdobju (Gangl, 1997). Intenziteta posameznega vrha pa je osnova za izracun
koncentracije posameznega elementa v vzorcu. Analiza spektrov je potekala v
racunalniskem programu AXIL, kvantitativna analiza pa v programu QAES (Kvantitativna

analiza za okoljske vzorce), kateri je razvil dr. Peter Kump (IJS) (Ne¢emer in sod., 2008).
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Slika 6: Slika delovanja rentgenske flurescenéne spektroskopije (Humphrey in sod., 1998).

V primeru, ko je energija elektricnega polja ioniziranega atoma dovolj velika, lahko atom
odda odvecno energijo tudi z nastankom dodatnega fotona, ki izbije Se en elektron iz vi§jih
orbital (npr. M, L). Izbit elektron imenujemo Augerjev elektron, sam proces pa Augerjev
efekt (Gangl, 1997). Ta konkurira rentgenski fluorescenci (Vogel-Mikus, 2006). Zaradi
prevladujoCega Augerjevega efekta pri elementih z atomskim Stevilom pod 20 na tem

obmocju rentgenska fluorescenca ni u¢inkovita (Gangl, 1997).
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3.4.2 Osnove infrardece spektrometrije s Fourierjevo transformacijo

Infrardeca (IR) spektroskopija s Fourierjevo transformacijo (FTIR) je ena izmed
najpomembnejSih in hkrati najpogosteje uporabljenih analitskih metod znotraj infrardece
spektrometrije (Introduction to FT-IR ..., 2001; Tomsi¢ in sod., 2007). Gre za hitro,
zanesljivo in nedestruktivno metodo. Uporablja se za kvalitativno in kvantitativno
dolo¢itev sestavin snovi v osrednji IR-regiji (A=2,5-50 um) (Tucker in sod., 2001;
Introduction to FT-IR ..., 2001). Njena obcutljivost omogoca zaznavo Se tako majhnih
koncentracij kontaminantov v vzorcu (Introduction to FT-IR ..., 2001), poleg tega nam
omogoca razlago kemijske strukture snovi ter doloca njene funkcionalne skupine (Tomsi¢

in sod., 2007).

Pri IR-spektrometriji infrarde¢i zarek pade na vzorec, del sevanja se absorbira, del pa
preseva prek vzorca. Dobimo infrardeci spekter, ki predstavlja edinstven odtis vzorca z
absorpcijskimi vrhovi. Slednji ustrezajo frekvencam vibracij med vezmi, ki povezujejo
atome znotraj molekul. Vsako snov namre¢ sestavljajo edinstvene kombinacije atomov,
zato ni dveh spojin, ki bi tvorile enak infrardec¢i spekter. Velikost vrhov spektra nam poda

koli¢ino prisotne snovi v vzorcu (Introduction to FT-IR ..., 2001).

3.4.2.1 Potek analize vzorca z metodo FTIR

Kot izvor infrardecega elektromagnetnega valovanja lahko uporabljamo navadno Zarece
¢rno telo ali laser. IR zarek potuje preko zaslonke, s katero lahko kontroliramo koli¢ino
svetlobe/energije, ki bo osvetlila vzorec in posredno detektor (Introduction to FT-IR ...,
2001). Zarek vstopa v interferometer, ki ustvarja edinstven tip signala, imenovan
interferogram. Signal lahko izmerimo zelo hitro, obic¢ajno v obdobju ene sekunde. Vecina
interferometrov vsebujejo cepilec zarkov (ang. beam splitter), ki prihajajo¢i infrardeci
zarek razdeli na dva dela. Oba zarka se odbijeta od svojega pripadajocega ogledala, ki sta
postavljena pravokotno na smer zarka (Michelsonov interferometer). En Zarek se odbije od
gibljivega ploskega ogledala, ki se premika vec¢inoma za razdaljo nekaj mm stran od
cepilca zarkov, drugi pa od fiksnega ogledala. Oba se pred izhodom iz interferometra

zdruzita na cepilcu zarkov in tvorita signal, imenovan interferogram. Interferogram je
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rezultat interference med tema dvema zarkoma, saj je dolzina prepotovane poti enega
izmed zarkov fiksna, druga pa se stalno spreminja zaradi gibanja ogledala. Za
interferogram je znacilno, da vsaka toCka podatka (funkcija lokacije gibajoCega se
ogledala), ki tvori signal, vsebuje informacijo o frekvenci IR, ki izhaja iz izvora. To
pomeni, da se z merjenjem interferograma hkrati merijo tudi vse ostale frekvence IR Zzarka

(Introduction to FT-IR ..., 2001).

FTIR instrumenti vsebujejo NeHe laser, ki sluzi kot notranji kalibracijski standard za
valovno dolZino infrardete svetlobe. Zarek, ki ga oddaja ta laser, potuje preko
interferometra in se uporablja za kalibracijo valovnih dolzin, kontrolo pozicije ogledal ter
zbiranje podatkov proZenja spektrometra. S tem se inStrument sam kalibrira (Introduction
to FT-IR ..., 2001).

Zarek iz izvora vstopa v komoro z vzorcem, od koder se posreduje preko ali pa se odbije
od vzorca, odvisno od vrste analize, ki jo opravljamo. V stiku z vzorcem, specifi¢ne vezi
med atomi molekul absorbirajo fotone specificne valovne dolzine IR Zarka. Absorpcija
fotona spodbudi vibriranje vezi med atomoma. RazprSen signal se iz vzorca zbere na
detektorju, kjer se sprejmejo vse informacije o vseh valovnih dolzinah IR Zarka hkrati.
Uporabljeni detektorji so specificno zasnovani za merjenje signalov interferograma.
Izmerjen signal se digitalizira ter po$lje na raunalnik. Za interpretacijo in identifikacijo
signala interferograma s pomocjo Fourierjeve transformacije na racunalniku dolo¢imo
frekvence oz. valovne dolzine, zastopane v tem signalu, ter njihove koli¢ine. S tem dobimo
zeleno spektralno informacijo, potrebno za analizo. Dobljeni infrardeci spekter pa lahko

naprej manipuliramo (Introduction to FT-IR ..., 2001).

Pri analizi potrebujemo Se relativno skalo intenzitete absorpcije, za kar moramo izmeriti
spekter ozadja. Meritev ozadja poteka na enak nalin, le da je komora, kamor navadno
vstavimo vzorec, prazna (Introduction to FT-IR ..., 2001). Spekter ozadja primerjamo s
spektri vzorca, s tem pa dobimo odstotek prepustnosti (Introduction to FT-IR ..., 2001) oz.
delez absorpcije dolo¢enih valovnih dolzin, ki nam povedo koli¢ino in prisotnost molekul

v analiziranem vzorcu, s tem pa celotno strukturo posameznega vzorca.
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Slika 7: Shemati¢en prikaz poteka FTIR meritve (prirejeno po Wikipedia, 2016).

34.22 FTIR-ATR

Infrardeca spektroskopija z oslabljenim popolnim odbojem (FTIR-ATR) je podskupina
infrardeCe spektroskopije, ki omogoc¢i merjenje vzorcev direktno v trdni ali teko¢i obliki,

brez predhodne priprave (Mistry, 2010).

V preteklosti FTIR analize vzorcev, ki so vsebovali vodo, zaradi visoke absorbance IR
ozadja niso bile mogoce (Tucker in sod., 2001). Molekule vode (H.O) zaradi visoke
absorbance povzrocajo saturacijo signala, kar vodi v popolno zabrisan oz. zatemnjen
spekter (Grdadolnik, 2002). ATR metoda je to spremenila. Visoko absorbanco vodnega
ozadja lahko deloma kontroliramo z izborom ATR celic, ki vkljucujejo enkratne ali pa
mnogokratne odboje v kristalu. To omogoca slabljenje vpadnega sevanja, pri ¢emer
dobimo srednji IR spekter brez visoke absorbance ozadja. Trenutni razvoj ATR celic in
sond je povecal aplikacijo srednje IR spektroskopije na kvalitativne in kvantitativne

analize mokrih in abrazivnih ostankov trdnin (Tucker in sod., 2001).
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Tesni stik med vzorcem in kristalom omogoca snemanje spektrov z visoko intenziteto.
Zadostni pritisk vzorca ob kristal §¢ poveca sticno povrSino med njima (Tomsi¢ in sod.,
2007). zZaradi majhne globine prodora svetlobe v vzorec (nekaj um), je ATR tehnika
idealna za meritve visoko absorpcijskih vzorcev, njihove povrSine in meritve tankih filmov
(Grdadolnik, 2002; Tomsi¢ in sod., 2007). Poleg odboja IR Zarkov pride tudi do prodora v

vzorec, kar signal Se dodatno oja¢a (Tomsi¢ in sod., 2007).

FTIR-ATR analiza poteka enako kot vsaka FTIR analiza, le da tu zarek potuje Se preko
ATR kristala, ki je na vrhnji strani prekrit z vzorcem v trdnem ali teko¢em stanju. Zarek IR
svetlobe se naklju¢no odbije preko kristala tako, da tvori kratkotrajen val, ki se posledi¢no
prenese na vzorec. Ko zarek zapusti kristal, tega zbere detektor in ga analizira ter pokaze

podatke v obliki ATR-IR spektra (Mistry, 2010).

VZORECV STIKU Z
KRATKOTRAINIMVALOM DRZALOVZORCA
INFRARDECEGA ZARKA

ATRKRISTAL

POT DO DETEKTORJA

INFRARDECT ZAREK

Slika 8: Slika veckratnega odboja sistema ATR (Mistry, 2010).

3.5 ANALIZA VZORCEV TAL

3.5.1 Dolocanje pH prsti

Za merjenje vrednosti pH zemlje po kon¢anem poskusu smo uporabili prirejen postopek po
Ohlingerju (1995). V velike epruvete smo zmesali 1 g posusene zemlje in 5 mL destilirane
vode (razmerje 1 : 5). Vse skupaj smo pokrili z Al-folijo in ¢ez no¢ inkubirali na sobni
temperaturi. Naslednji dan smo izmerili pH vzorcev. Skupaj smo imeli 30 vzorcev in sicer
15 vzorcev zemlje zaplanske populacije in 15 vzorcev zemlje Zerjavske populacije.

Znotraj ene populacije smo imeli 5 izpostavitev, za vsako izpostavitev oz. delez

onesnazenosti substrata pa po tri paralelke.
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3.5.2 Dolocanje skupne organske snovi po Kromu

Za doloc¢anje skupne organske snovi smo uporabili metodo po Kromu (Kandeler, 1995).
V velike epruvete smo zatehtali po 0,2 g posusene prsti. Skupaj smo imeli 30 vzorcev in
glede na to Stevilo smo rabili 100 mL raztopine kalijevega dikromata. Zato smo v ¢aSo
zatehtali 9,86 g K,CrO; in dolili 100 mL bidestilirane vode. Vse skupaj smo s stekleno
palcko dobro premesali, da se je kalijev dikromat popolnoma raztopil. Za lazje raztapljanje
bi raztopino lahko tudi segrevali. Dobili smo raztopino oranzne barve, od katere smo
dodali vsakemu vzorcu po 2 mL. V digestoriju smo nato v epruveto dodali Se 1,5 mL
koncentrirane H,SO, in vzorce inkubirali od 1 do 2 uri. Na koncu smo v epruveto dodali
bidestilirano vodo do oznake 10 mL in vsebino premesali. Vzorce smo pokrili z Al-folijo

in jih ¢ez no¢ pustili na sobni temperaturi.

Hkrati smo pripravili Se standarde. V pet 10 mL sterilnih buc¢k smo zatehtali po 0 mg, 5,8
mg, 11,6 mg, 17,4 mg in 23,2 mg mioinozitola. V vsako bucko posebej smo dodali 2 mL
raztopine K,Cr,07 in v digestoriju $e 1,5 mL koncentrirane H,SO,4. Raztopino smo pustili
stati 3 ure, nato smo dodali bidestilirano vodo do oznake 10 mL, dobro premesali in pustili

stati ¢ez no¢.

Naslednji dan smo za fotometri¢no analizo iz epruvete vzeli 1 mL vzor¢ne raztopine in jo
razredc¢ili S 24 mL bidestilirane vode. Absorbcijo razredcenih vzorcev smo izmerili na
spektrofotometru 8452 A (HP-Hewlett Packard) pri valovni dolzini 570 nm. Za umerjanje
spektrofotometra smo uporabili raztopino iz 2 mL K,Cr,0O7, 6,5 mL bidestilirane vode in

1,5 mL koncentrirane H,SO,,

Na podlagi zaCetne mase prsti, dane vrednosti mioinozitola ustrezajo 0 %, 2 %, 4 %, 6 %
in 8 % organske snovi v prsti. Organsko snov smo izrazili kot delez prsti (%) in jo

izracunali iz umeritvene krivulje standarda po enacbi (1):

. S*2
% organske snovi = o ... (1)

S — organska snov vzorca (%)
2 — faktor pretvorbe (0,2 g)
SW — zadetna masa posusene prsti
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3.5.3 Dolocanje celokupnih koncentracij elementne sestave v vzorcih zemlje z
metodo XRF

Iz presejane prsti, v katero smo posadili vzoréene rastline, smo naredili tablete s pomocjo
hidravli¢ne stiskalnice. Od 46 tablet jih je 24 pripadalo Zerjavski populaciji in 22 zaplanski
populaciji. Vse tablete smo stehtali in izmerili na ?**Am in ®Cd izvoru. Merjenje ene
tabletke je trajalo 1000 s.

Slika 9: Primer poganjka, korenine ter zemeljskega substrata (foto: Diana Marguc).

3.6 ANALIZE VZORCEV RASTLINSKEGA MATERIALA

3.6.1 Analiza fotosinteznih pigmentov

V ociscene centrifugirke smo zatehtali po 30 mg poganjkov, ki smo jih predhodno uprasili
v terilnici s pomocjo tekoCega dusSika. Nato smo v vsako centrifugirko dodali §e 5 mL
80 % acetona in jih zaprli s plasticnimi pokrovcki. Vsebino smo nato dobro pretresli na
vorteks-mesalcu in s flomastrom oznadili spodnji meniskus. Vse vzorce smo pustili stati

¢ez no¢ v hladilniku, da smo zmanj$ali hlapnost acetona.

Naslednji dan smo vzorce zopet vorteksirali in v centrifugirko dolili svezi 80 % aceton do
narisane oznake. Dobro premeSane vzorce smo centrifugirali vsaj dve minuti na 2500
obratov/min. Nato smo na spektrofotometru 8452A (HP-Hewlett Packard) izmerili
absorpcijo bistre tekoCine vzorcev pri treh valovnih dolzinah (664 nm, 647 nm, 470 nm).
Za umerjanje spektrofotometra smo uporabili 80 % aceton. 1z izmerjenih absorpcij smo

preracunali koncentracije pigmentov po enacbah 2, 3, 4:
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e Zaklorofol a: chl, (umol/L)= 13,19xAee4-2,5TXAs47 ... (2)
e ZaKklorofil b: chly (umol/L)= 22,10xA¢47— 5,26 X Agss ...(3

1000 x A470—-1,82 x chl a—85,02 x chl b (4)

e Zakarotenoide: Y kar (umol/L)= o8

Dobljene rezultate smo na koncu izrazili glede na suho maso (mg/g) z enacbo 5:

conc pigmenta x V ekstrakta ( 5)

X =

mpoganjkov x 1000

Imeli smo 50 vzorcev poganjkov, in sicer 25 za zaplansko populacijo ter 25 za zerjavsko
populacijo. Znotraj populacije smo imeli po 5 vzorcev za vsak deleZ onesnazenja substrata

0Z. posamezno izpostavitev.

Slika 10: Upraseni poganjki v 80 % acetonu po vorteksiranju. Na spektrofotometru smo izmerili absorpcijo
bistre tekoCine vzorcev, iz katere smo dolo¢ili koncentracijo fotosinteznih pigmentov (foto: Diana Margug).

Slika 11: Prikaz razlike v barvnih odtenkih med populacijama. Na levi strani slika prikazuje razliko v barvnih
odtenkih med izpostavitvama 0 % in 100 %, desna slika pa prikazuje barvne razlike med vsemi
izpostavitvami za zerjavsko populacijo (foto: Diana Marguc).

3.6.2 Analiza vsebnosti Skroba v poganjkih po metodi AACC 76.13

Za merjenje sladkorjev v poganjkih smo s pomoc¢jo Megazyme kita opravili analizo
skupnega Skroba v poganjkih. Amiloglukozidazna/a-amilazna metoda AACC 76.13 nam
omogoc¢a meritve Skroba v Sirokem spektru hrane, krme in Vv rastlinskih oz. Zitnih
proizvodih. Termostabilna o — amilaza v prvem koraku hidrolizira Skrob v topno obliko

razvejanih in nerazvejanih maltodekstrinov (6).
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. o — amilaza, pH 7.0 ali 5.0, 100 C .. (6)
Skrob + H,O maltodekstrin

V drugi stopnji dodatek amiloglukozidaze povzro¢i hidrolizo maltodekstrina do D-glukoze
(7).

amiloglukozidaza . (7)
Maltodekstrin D-glukoza

D-glukoza se po dodatku reagenta GOPOD oksidira do D-glukonata s sprostitvijo 1 mola
vodikovega peroksida (H202). Vrednosti tega kvantitativno dolo¢imo v barvni reakciji, pri

kateri se porabi peroksidaza za produkcijo barvila kinonimina (8).

D-glukoza D-glukonat ~ 2H20: * p-hidroksibenzojska kinonimin - (8)
Glukoza oksidaza N kislina + 4-aminoantipirin 4
0, +H,0 H.0, 4H,0

(Megazyme International Ireland Limited, 2009).

3.6.2.1 Priprava spojin

Analizo vsebnosti totalnega Skroba v rastlini smo opravljali po s strani proizvajalca

prilozenem protokolu — AACC 76.13 (Megazyme International Ireland Limited, 2009).

Najprej je bilo potrebno pripraviti vse potrebne spojine in reagente.

Reagent 1: ni bil priloZen kitu, zato ga je bilo potrebno posebej pripraviti. V 900 mL
destilirane vode smo zatehtali 0,557 g CaCl, in dobro premesali. Nato smo raztopini v
digestoriju dodali $e 5,8 mL led ocetne Kisline ter umerili pH raztopine na 5,0 z
dodajanjem 1 M raztopine NaOH.

Spojina 1: 1,0 mL vsebine stekleni¢ke 1 (vsebuje termostabilno a — amilazo) smo raztopili
v 30 mL reagenta 1.

Spojina 2: steklenic¢ka 2 — amiloglukozidaza.
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Spojina 3: razredc¢ili smo vsebino steklenicke 3 (GOPOD reagent pufer) z 1 L destilirane
vode.

Spojina 4: raztopili smo vsebino steklenicke 4 (GOPOD reagent encimi) v 20 mL
raztopine 3. Posodo smo prekrili z aluminijasto folijo, da smo preprecili dostop svetlobe.
To je reagent za dolocanje glukoze — GOPOD REAGENT.

Spojina 5: stekleni¢ka 5 — standardna raztopina D — glukoze v 0,2 % benzojski kislini.

Spojina 6: stekleni¢ka 6 — standardizirana kontrola navadnega koruznega $kroba.

3.6.2.2 Priprava vzorcev

Oznacili smo 50 steklenih epruvet: 25 vzorcev poganjkov za zaplansko populacijo in 25
vzorcev za zerjavsko populacijo. Znotraj posamezne populacije je bilo 5 podvzorcev za
posamezen tretma. V vsako epruveto smo zatehtali po 100 mg vzorca poganjkov, ki smo
ga predhodno uprasili s teko¢im dusikom. Vsako paralelko je sestavljalo 7 vzorcev
poganjkov in dodatni vzorec iz 100 mg standardizirane kontrole navadnega koruznega

Skroba. Omenjeni vzorec smo potrebovali pri prerac¢unavanju Skroba v vzorcih.

3.6.2.3 Potek meritev

Vsak vzorec smo raztopili v 0,2 mL 80 % ectanola. Vsebino epruvete smo s pomocjo
vorteks mesalca premesali in nato dodali $e 1,5 mL termostabilne a-amilaze (Spojina 1) ter
inkubirali vsako epruveto v vreli vodi 6 min. V tem c¢asu smo vsake 2 min vsebino
vorteksirali in s tem zagotovili popolno homogenost zmesi vzorca ter preprecili izgubo
vzorca z izparevanjem etanola. Epruvete smo nato namestili v vodno kopel s temperaturo

50 °C in dodali 0,1 mL amiloglukozidaze (Spojina 2) ter inkubirali 30 min.

Na centrifugirke smo s flomastrom oznacili volumen 10 mL in vanje prenesli celotno
vsebino posamezne epruvete. VVzorcu smo dolili destilirano vodo do narisane oznake na
nacin, da smo s sten epruvete poskusali izprati Se ostali vzorec. Pomagali smo si s kapalko.
Vzorec smo dobro premesali z vorteks mesalnikom in centrifugirali 10 min pri 3000

obratov/min. Za nadaljnjo analizo smo uporabili ¢isto raztopino supernatanta.
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Med centrifugiranjem smo pripravili 2 kontroli reagentov in 2 kontroli D-glukoze.
Kontrolo D-glukoze smo pripravili iz 0,1 mL standardne raztopine D-glukoze (Spojina 5)
in 3mL GOPOD reagenta. Kontrolo reagentov pa iz 0,1 ml destilirane vode in 3 mL
GOPOD reagenta.

Po koncu centrifugiranja smo iz vsake centrifugirke vzeli dvakrat po 0,1 mL supernatanta
posameznega vzorca in vsakega posebej prenesli v novo stekleno epruveto, v katero smo
dodali $e 3 mL GOPOD reagenta. Vzorce in kontrole smo inkubirali pri temperaturi 50 °C

za 20 min. Barva se formira ze po 15 min in ohrani stabilnost okoli 60 min.

Po koncani inkubaciji smo izmerili absorbanco posameznega vzorca ter kontrole D-
glukoze na UV/VIS spektrofotometru 8452A (HP-Hewlett Packard) pri valovni dolzini 510

nm. Spektrofotometer smo umerili s kontrolo za reagente.

S ; -

Slika 12: Obarvanost vzorcev s kinoniminom. Temneje obarvani vzorci vsebujejo visjo koncentracijo
glukoze (foto: Diana Marguc).

3.6.3 Dolocanje sladkorjev v poganjkih s FTIR metodo

V Laboratoriju za strukturo biomolekul na Kemijskem institutu smo izmerili infrardece
spektre uprasenega liofiliziranega materiala poganjkov z Bruker Vertex FT infrarde¢im
spektrometrom, ki uporablja eno samo ATR celico (Specac), opremljeno s Tip HIA
monolitnim diamantom in KRS-5 leco. Spekter je bil posnet pri sobni temperaturi v
obmod&ju med 7000 cm™ in 370 cm™. Za hlajenje MCT detektorja se je uporabil teko&
dusik. Tipi¢no smo posneli 256 skenov, jih povprecili in spremenili obliko signala
(apodization) s funkcijo Happ-Genzel. Spektrometer smo med meritvami ocistili s suhim

duSikom. Uporabiti smo morali pravilno koli¢ino vzorca, da je pokrival celotno povrsino
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diamanta (~1,5 mm?). Optimalni kontakt med vzorcem in diamantom smo zagotovili s
safirnim nakovalom, ki sam uravnava pritisk (Nec¢emer in sod., 2013). Izmerili smo po tri
neodvisne vzorce izpostavitev 0 %, 50 % in 100 %. Spektre 3 ponovitev smo na koncu

povprecili in analizirali s programom OPUS (Bruker).

3.6.4 Dolocanje celokupnih koncentracij elementov v rastlinskem materialu z
metodo XRF

Na Oddelku za fiziko nizkih in srednjih energij (F-2) na Institutu Jozef Stefan smo iz
upraSenega materiala s pomocjo hidravlicne stiskalnice naredili tablete. PovrSina ene
tabletke je merila 4,9 cm® Tablete smo nato stehtali in jim izmerili koncentracijo
elementov po metodi XRF na americijevem (**Am) in kadmijevem (**°Cd) izvoru.

Merjenje ene tabletke je trajalo 1000 s.

3.6.5 Racunanje mobilnosti elementov v rastlini

Mobilnost elementov iz prsti v rastline dolo¢a bioakumulacijski faktor (BAF). Izracunali
smo ga kot koliénik med koncentracijo elementa v poganjkih rastline in koncentracijo
istega elementa v rastnem substratu. Vrednosti nad 1 kaZejo intenzivni privzem in transport
v poganjke, &e so vrednosti niZje od 1, pa je privzem in transport omejen. Ce se izradunani
BAF nahaja nad vrednostjo 1, to pomeni, da so bile koncentracije tega elementa vecje v
poganjkih v primerjavi s substratom in obratno, ¢e so vrednosti pod vrednostjo 1, pomeni,

da so koncentracije elementov v poganjkih nizje od koncentracije v zemlji.

Mobilnost elementov iz korenin v poganjke pa doloca translokacijski faktor (TF). Tega
smo izracunali kot kolicnik med koncentracijo elementa v poganjkih in koncentracijo
istega elementa v koreninah. Ce je dobljena vrednost nad 1, pomeni, da je element dobro
mobilen znotraj rastline, ¢e pa je vrednost manjSa od 1, pomeni, da je element slabo

mobilen.
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3.7 STATISTICNA ANALIZA

Podatke, pridobljene v poskusu, smo obdelali s pomocjo racunalni$kega sistema Microsoft
Excel 2010. Izracunali smo povprecne vrednosti, standardno deviacijo, standardno napako

in vse dobljeno prikazali v obliki preglednic ter stolpcnih grafov.

Rezultate meritev smo statisticno obdelali s pomo¢jo programa StatSoft, Statistica verzija
7.0. Za izracun statisti¢no znacilnih razlik znotraj ene populacije smo uporabili enosmerno
ANOVA, za primerjavo obeh populacij pa FAKTORSKO ANOVA. V obeh primerih smo
naredili Duncanov test, katerega rezultate v obliki ¢rk smo izrisali na vrhu stolpénih
grafov. Te ¢rke nam povedo statisticno znacilno razliko med vrednostmi koncentracij
elementov, Klorofila, sladkorjev v posameznem vzorcu, pri ¢emer je statisticno znacilna

razlika pri vrednosti p<0,05.

Dobljene rezultate za strukturo substrata smo prikazali v obliki barvnega diagrama. lzrisali
smo ga z dvosmernim grozdenjem Pearsonovega korelacijskega koeficienta s programom
R 1386 3.0.2. Za osnovo barvnega diagrama smo podatke za vse parametre posebej

povprecili in naredili z-transformacijo, kjer je x-izvoren podatek (9).

_ (x —povpredje)
B stdev

. (9)
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4 REZULTATI

4.1 ANALIZA SUBSTRATA

Iz Preglednic 1 in 2 je razvidno, da so koncentracije TK (Cd, Zn in Pb) ter Ca narascale s
poveCevanjem izpostavljenosti onesnazenju. Ravno obraten pojav je nastopil pri
koncentracijah K in Fe, saj sta ta dva z naras¢anjem izpostavljenosti onesnazenju upadala.

Koncentracije Mn se med izpostavitvami statisticno znacilno niso razlikovale.

Vrednost pH substrata se je gibala rahlo nad mejo nevtralnosti (7,14—7,56). OpazZeno je
bilo naras¢anje pH s pove€anjem izpostavljenosti onesnazenju. Pri zaplanski populaciji je
prislo do statisti¢no znacilnega povecanja pH pri izpostavitvi 75 % glede na izpostavitve
0 %, 25 % in 50 %. Statisticno znacilno najvecji pH pa je dosegal substrat izpostavitve
100 %. Pri substratu zerjavske populacije je statisticno znacilno najmanj$i pH dosegla
izpostavitev 0 %, vecji pH so imele izpostavitve 25 %, 50 % in 75 %, najvecji pH pa je bil

znacilen za izpostavitev 100 %.

Delez organske snovi substrata se je gibal med 2,23 in 5,31. Pri zaplanski populaciji se je
izpostavitev 100 % statisti¢no znacilno razlikovala od ostalih izpostavitev, in sicer je imela
najvecji delez organske snovi. Pri Zerjavski populaciji ni bilo nobenih statisti¢no znacilnih

razlik v organski snovi po izpostavitvah.

Preglednica 1: Lastnosti substrata zaplanske populacije pri razli¢nih izpostavitvah onesnaZenju. Vrednosti
predstavljajo meritve koncentracij elementov (povpre¢je + se, enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05;
n=2-3), pH in organske snovi (povpregje = se, enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05; n=3). Oznaka np
pomeni, da so bile vrednosti pod mejo detekcije.

IZPOSTAVITEV ONESNAZENJU - ZAPLANSKA POPULA CIJA
0% 25% 50% 75% 100%
Cd(mg/kg) | np = np /] 200 + 0152 a| 272 + 1,72 a| 480 + 299 b| 709 + 328 ¢
Zn(mg/kg) | 885 + 6,63 a|] 583 + 113 b| 783 + 194 «c|1291 + 241 d]| 1780 + 315 e
Pb (mg/kg) | 80,7 + 519 a]| 3850 + 157 b|6550 + 115 ¢ |10400 + 206 d|] 16200 + 100 e
K (mg/kg) |16100 + 708 c|15050 + 1403 <c|11700 + 1060 b | 9340 + 425 ab| 7360 + 505 a
Ca(mg/kg) | 7280 = 304 a|25700 + 919 b |38000 + 2350 ¢ |71700 = 2064 d 103000 = 7220 e
Mn (mg/kg)| 641 + 260 a] 669 + 816 a| 658 =+ 245 a| 533 + 544 a] 579 + 488 a
Fe (mg/kg) | 2900 + 284 c|29400 + 802 «c|27900 + 287 c|24500 + 690 b| 21300 + 569 a
pH 702 + 00152 a] 7,31 + 00191 a| 7,32 + 0,0141 a| 728 + 00314 b| 747 =+ 00546 c
Org. snov 2,23 + 0,0810 a] 258 + 0,227 a| 279 + 00976 a] 392 + 0,180 a| 523 + 0273 c
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Preglednica 2: Lastnosti substrata Zerjavske populacije pri razliénih izpostavitvah onesnazenju. Vrednosti
predstavljajo meritve koncentracij elementov (povprecje + se, enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05;
n=2-3), pH in organske snovi (povprecje + se, enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05; n=3).

1ZPOSTAVITEV ONESNAZENJU - ZERJAVSKA POPULACIJA
0% 25% 50% 75% 100%
Cd(mg/kg) | 3,32 + 049 a| 129 + 229 ab| 236 + 234 b 438 £+ 426 c| 645 + 222 d
Zn(mg/kg) | 943 + 9,05 a| 494 =+ 147 b 913 + 2305 c| 1240 + 429 d| 1850 + 18,03 e
Pb(mg/kg) | 725 + 663 a| 3640 + 112 b | 6920 + 104 ¢ |10880 + 224 d]| 16200 + 300 e
K(mg/kg) |14500 + 794 Db|12900 + 412 b |12700 =+ 894 b | 7910 + 701 a| 6750 + 606 a
Ca(mg/kg) | 8830 + 537 a|21800 + 734 b 46700 + 733 ¢ |62300 + 3860 d| 97200 + 3004,3 e
Mn (mg/kg)| 759 + 587 a| 756 + 245 a]| 570 + 328 a| 573 + 617 a| 648 + 712 a
Fe (mg/kg) |30800 + 989 ¢|27900 + 850 bc|27800 = 891 bc|25300 + 583 b | 21400 + 654 a
pH 721 + 0,0245 a| 7,38 + 00136 b | 7,41 + 00152 b| 738 + 00191 b| 7,67 =+ 0,00544 c
Org. snov 555 + 256 al 246 + 0243 a| 451 + 1062 a| 356 + 0382 a] 531 + 0316 a

4.2 ANALIZA RASTLINSKEGA MATERIALA
4.2.1 Morfologija

Iz Slike 13 in 14 je razvidno, da je bila rast rastlin izpostavitve 0 % slaba. Se posebe;j pri
rastlinah iz zaplanske populacije. Z veCanjem deleza onesnaZenja substrata se je biomasa
rastlin povecevala. Najbolj uspesno so rasle rastline obeh populacij na izpostavitvah 50 %
in 75 %. Na substratu s 100 % onesnazenjem je bila rastlinska rast za obe populaciji
ponovno manjSa glede na predhodne izpostavitve. Mo¢nejsi ucinek na upad biomase je
viden pri zaplanski populaciji. Iz Slike 14 so razvidne tudi razlike v velikosti rastlin znotraj

istega loncka.
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Slika 13: Prikaz rasti ranega mo$njaka pred pobiranjem materiala.

Zaplanska populacija Zerjavska populacija
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Slika 14: Pobran in o¢i$¢en rastlinski material, pripravljen za lo¢evanje poganjkov in korenin.
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4.2.2 Biomasa rastlin

4.2.2.1 Sveza masa korenin

Faktorska analiza variance je pokazala, da je na svezo biomaso korenin in poganjkov
statisti¢no znacilno vplivala izpostavljenost onesnazenju substrata. Populacija po faktorski

analizi ni imela vpliva na svezo biomaso rastline (Preglednica 3).

Iz grafa (Slika 15), ki nam prikazuje svezo maso korenin glede na povecevanje
izpostavljenosti onesnaZenju, je za obe rastlinski populaciji razvidna zvonasta krivulja. Isto
velja za svezo biomaso poganjkov (Slika 16). Iz obeh grafov je razviden trend narascanja
tako sveze biomase korenin kot poganjkov rastlin z veCanjem onesnazenja substrata, do
vkljuéno izpostavitve 75 %. Pri rastlinah, ki so rasle na izpostavitvi 100 %, pa je sveza

biomasa korenin in poganjkov znova manjsa od predhodnje izpostavitve.

Znotraj zaplanske populacije so imele korenine rastlin s substrata s 50 % in 75 %
onesnazenostjo statisticno znacilno vec¢jo svezo biomaso kot rastline iz neonesnazenega
substrata (0 %). Prav tako je bila statisti¢no znacilno vecja sveza masa korenin s substrata s
75 % onesnaZenjem v primerjavi S koreninami rastlin s substrata s 100 % onesnazenostjo.
Pri zerjavski populaciji Se je pojavila statisticno znacilna razlika med koreninami rastlin S
substrata s 50 % in 75 % onesnazenjem, ki so imele ve¢jo svezo biomaso od korenin rastlin
iz neonesnazenega substrata (izpostavitev 0 %). Prav tako so imele rastline s substrata s
75 % onesnazenjem statisti¢no znacilno vecjo svezo biomaso korenin od rastlin, ki so rasle

na substratu s 25 % in 100 % onesnazenjem.

Iz Slike 16 je znotraj zaplanske populacije razvidna statisticno znacilna razlika med svezo
biomaso poganjkov neonesnazenega substrata (0 %) in poganjkov iz substrata s 25 %,
50 % in 75 % onesnazenostjo, pri ¢emer SO imeli slednji ve¢jo sveZzo maso. Veéja sveza
biomasa je bila statisticno znacilna tudi za poganjke, izpostavljene 75 % onesnazenju, v

primerjavi s poganjki iz izpostavitve 100 %.
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Pri zerjavski populaciji so imeli poganjki neonesnazenega substrata (0 %) statisticno
znaCilno manjSo svezo maso od poganjkov iz substrata S 50 %, 75 % in 100 %
onesnazenjem. Prav tako je bila sveza biomasa poganjkov s 75 % onesnazenega substrata

statisti¢no znacilno vecja od poganjkov izpostavitev s 25 % in 100 %.

Preglednica 3: Prikaz faktorske analize za sveZo maso korenin in poganjkov med rastlinami Zerjavske in

zaplanske populacije, ki smo jo opravili s programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdec¢a barva prikazuje
statisti¢no znacilne vplive.

Korenine
SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%) 8,17680 4 2,04420 6,5238 0,000174
Populacija 0,48630 1 0,48630 1,5520 0,217248
Delez onesnazenosti substrata 0,40613 4 0,10153 0,3240 0,860896
(%)*Populacija
Napaka 20,68074 66 0,31334
Poganjki
SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%) 694,463 4 173,616 11,8501 0,000000
Populacija 0,208 1 0,208 0,0142 0,905546
Delez onesnazenosti substrata 57,171 4 14,293 0,9755 0,426980
(%)*Populacija
Napaka 966,965 66 14,651
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Slika 15: Sveza masa korenin pri populacijah ranega mosnjaka z neonesnazenega (Zaplana) in onesnazenega
(Zerjav) obmo¢ja, ki so bile izpostavljene razli¢nim delezem onesnaZene zemlje. Prikazana so povpredja +
se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisti¢éno znacilno razliko med svezo maso korenin po izpostavitvah
znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=3-12). Male tiskane &rke
oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa zerjavsko.
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Slika 16: SveZa masa poganjkov pri populacijah ranega mo$njaka z neonesnazenega (Zaplana) in
onesnazenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim deleZem onesnaZene zemlje. Prikazana so
povpredja + se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisti¢no znacilno razliko med sveZzo maso poganjkov
po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=3-12). Male
tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa zerjavsko.

4.2.2.2 Suha masa

Faktorska analiza variance (Preglednica 4) je pokazala, da je na suho biomaso korenin in
poganjkov vplival delez onesnazenja substrata. Pri koreninah populacija ni imela

statisti¢no znacilnega vpliva na suho biomaso, pri pogankih pa.

Iz grafov (Slika 17, 18) lahko razberemo trend nara$Canja suhe biomase korenin in
poganjkov z vecanjem deleZa onesnazenja substrata v obliki zvonaste krivulje za obe
populaciji. Suha masa korenin je nara$cala z naraSCanjem deleza onesnazenja, vse do
vklju¢no substrata s 75 % onesnaZenjem. Za rastline, ki so rasle na substratu s 100 %
onesnazenjem, pa je bila suha biomasa korenin in poganjkov zopet manjsa od izpostavitve
75 %. Najvecjo suho biomaso so potemtakem dosegle korenine in poganjki, ki so rasli na

substratu s 25 %, 50 % in 75 % onesnazenjem.

Slika 17 v okviru zaplanske populacije prikazuje statisticno znacilno vecjo suho biomaso
korenin rastlin, ki so rasle na substratu s 25 %, 50 % in 75 % onesnazenjem Vv primerjavi z
rastlinami iz neonesnazenega substrata (0 %). Rastline s substrata s 50 % in 75 %

onesnazenjem pa SO imele statisticno ve¢jo suho biomaso tudi od rastlin iz substrata s
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100 % onesnazenostjo. V okviru zerjavske populacije pa so korenine s 50% in 75%

delezem onesnaZenja imele statisti¢no znacilno vec¢jo suho biomaso od ostalih izpostavitev.

V okviru zaplanske populacije je za rastline iz substrata s 25 %, 50 % in 75 %
onesnazenjem vidno statisticno znacilno povecanje suhe biomase poganjkov, v primerjavi
z rastlinami neonesnaZenega substrata (0 %) (Slika 18). Prav tako je bila statisti¢no
znacilno vecja suha biomasa poganjkov rastlin iz substrata s 75 % onesnazenjem od
poganjkov rastlin, ki so rasle na substratu s 100 % onesnazenjem. Pri Zerjavski populaciji
pa so statisticno znacilno vecjo suho biomaso poganjkov dosegale rastline iz substrata s
50 % in 75 % deleZzem onesnazene zemlje od rastlin neonesnazenega (0 %) ter substrata s

25 % onesnaZenjem.

Iz grafa poganjkov rastlin, rasto¢ih na substratu s 25 % onesnazenjem je viden vpliv
populacije na suho biomaso. Rastline zaplanske populacije so tvorile ve¢jo suho biomaso

kot rastline zerjavske populacije (Slika 18).

Preglednica 4: Rezultat faktorske analize suhe biomase korenin in poganjkov med Zerjavsko in zaplansko
populacijo, ki smo jo opravili s programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statistino
znacilne vplive.

Korenine

SS Prostostne stopnje MS F p
DeleZ onesnaZenja 0,449416 4 0,112354 10,1486 0,000002
substrata (%)
Populacija 0,021260 1 0,021260 1,9204 0,170481
Delez onesnazenja 0,039620 4 0,009905 0,8947 0,472238
substrata (%)*Populacija
Napaka 0,730680 66 0,011071
Poganjki

SS Prostostne stopnje MS F p

Delez onesnazenja substrata  15,35427 4 3,83857 11,2923 0,000000
(%)
Populacija 1,55251 1 1,55251 4,5672 0,036300
Delez onesnazenja substrata ~ 1,69495 4 0,42374 1,2466 0,299973

(%)*Populacija
Napaka 22,43514 66 0,33993
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Slika 17: Suha masa korenin pri populacijah ranega mos§njaka z neonesnazenega (Zaplana) in onesnaZzenega
(Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razliénim delezem onesnaZene zemlje . Prikazana so povpredja +
se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisticno znacilno razliko med suho maso korenin po izpostavitvah
znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=3-12). Male tiskane &rke
oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko.
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Slika 18: Suha masa poganjkov pri populacijah ranega mosnjaka z neonesnazenega (Zaplana) in
onesnazenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim delezem onesnaZene zemlje. Prikazana so
povprecja + se. Razlicne ¢rke nad stolpci pomenijo statisticno znacilno razliko med suho maso poganjkov po
izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=3-12). Male
tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko. * nad stolpci oznacuje statisti¢no
znacilno razliko med populacijama znotraj posameznega odstotka onesnazenega substrata (izpostavitve)
(faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05; n=3-12).
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4.2.2.3 Delez vode v koreninah

Faktorska analiza variance je pokazala, da na delez vode v koreninah in poganjkih vplivata
tako delez onesnaZenja substrata kot populacija (Preglednica 5). Vpliv deleza onesnazenja
na delez vode v koreninah je viden iz Slike 19. V koreninah zaplanske populacije je bil
statisticno znacilno najve¢ji za rastline s substrata s 75 % in 100 % onesnazenjem.
Statisti¢no znacilno manjsi delez vode so vsebovale korenine rastlin s substrata s 25 % in
50 % onesnazenjem, medtem ko so se 0d vseh, s statisticno najmanj$im delezem vode v
koreninah, razlikovale rastline neonesnazenega substrata (0 %). V primeru Zerjavske
populacije pa se statisticno znacilno od ostalih razlikujejo le korenine iz kontrolnega
rastis¢a (0 %), za katere je statisti¢no znacilen najmanjsi delez vode. Pri obeh populacijah

je bil opazen trend nara$¢anja deleza vode v koreninah z vecanjem deleza onesnazenja.

Pri poganjkih se pri obeh populacijah delez vode statistiéno znalilno razlikuje le pri
rastlinah iz neonesnaZenega substrata (0 %), in sicer je zanj znacilen najman;jsi delez. Med

rastlinami iz ostalih substratov ni statisti¢no znacilne razlike (Slika 20).

Rastline Zerjavske populacije v svojih poganjkih in koreninah vsebujejo ve¢ vode v
primerjavi z rastlinami zaplanske populacije (Slika 19, 20). Statisticno znacilna razlika v
delezu vode znotraj posamezne izpostavitve je bila vidna pri rastlinah substrata z 0 %,

25 %, 50 % in 75 % onesnazenjem.

Preglednica 5: Prikaz faktorske analize za delez vode v koreninah in poganjkih med rastlinami Zerjavske in
zaplanske populacije, ki smo jo opravili s programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje
statisti¢no znacilne vplive.

Korenine

SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja 0,34443 4 0,08611 15,467 0,000000
substrata (%)
Populacija 0,20426 1 0,20426 36,690 0,000000
Delez onesnazenja 0,04619 4 0,01155 2,074 0,094101
substrata (%)**Populacija
Napaka 0,36743 66 0,00557

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 5: Prikaz faktorske analize za delez vode v koreninah in poganjkih med
rastlinami Zerjavske in zaplanske populacije, ki smo jo opravili s programom Statistica 7, faktorska ANOVA.
Rdeca barva prikazuje statisti¢ni znacilne vplive.

Poganjki
SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja 0,06026 4 0,01507 12,26 0,000000
substrata (%)
Populacija 0,05088 1 0,05088 41,39 0,000000
Delez onesnazenja 0,00758 4 0,00189 1,54 0,200529
substrata (%)**Populacija
Napaka 0,08113 66 0,00123
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Slika 19: Delez vode v koreninah rastlin pri populacijah ranega mosnjaka z neonesnaZzenega (Zaplana) in
onesnazenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim delezem onesnaZene zemlje. Prikazana so
povprecja + se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statistiéno znalilno razliko med delezem vode v
koreninah po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=3-
12). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko. * nad stolpci oznacuje
statisticno znacilno razliko med populacijama znotraj posameznega odstotka onesnazenega substrata
(faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=3-12).
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Slika 20: Delez vode v poganjkih rastlin pri populacijah ranega mosnjaka z neonesnazenega (Zaplana) in
onesnazenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim delezem onesnaZene zemlje. Prikazana so
povpredja + se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statistiéno znaéilno razliko med delezem vode v
poganjkih po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=3-
12). Male tiskane ¢rke oznadujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko. * nad stolpci oznacuje
statisticno znacilno razliko med populacijama znotraj posameznega odstotka onesnaZenega substrata
(faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=3-12).

4.2.3 Biokemijske analize

4.2.3.1 Fotosintezni pigmenti

Ne glede na populacijo in delez onesnazenja substrata je bila v vseh rastlinah najvecja
koncentracija klorofila a, sledil ji je klorofil b, najmanjSe koncentracije pa so dosegali
karotenoidi (Slika 21).

Faktorska analiza variance je pokazala, da je na koncentracijo klorofila a (mg/g) in
klorofila b statisti¢no znacilno vplivala populacija, medtem ko delez onesnazene zemlje v
rastiS¢u ni imel vpliva. Na koncentracijo karotenoidov (mg/kg) v poganjkih pa je faktorska
analiza variance pokazala statisticno znacilen vpliv populacije in tudi deleza onesnazenosti

substrata (Preglednica 6).

V okviru zaplanske populacije je bila statisti¢no znacilno vec¢ja koncentracija klorofila a pri

rastlinah iz substrata s 25 % in 75 % onesnazenjem glede na neonesnazen substrat (0 %).
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To kaze na dvig koncentracije klorofila a s pove¢anjem onesnazenja s tezkimi kovinami.

Znotraj Zerjavske populacije pa ni bilo statisti¢no znacilnih razlik po izpostavitvah.

Po izpostavitvah za obe populaciji v koncentraciji klorofila b ni bilo statisti¢no znacilnih
razlik (Slika 21).

Vpliv deleza onesnazenja na koncentracijo karotenoidov zaplanske populacije se kaze v
statistiéno znacilno veéji koncentraciji pri poganjkih iz substrata s 25 % in 75 %
onesnazenjem v primerjavi z rastlinami neonesnazenega substrata (0 %). Rastline
zerjavske populacije iz substrata s 75 % onesnaZzenjem SO Vsebovale statisticno znacilno
vecje koncentracije karotenoidov od rastlin iz substratov z 0 %, 25 % in 100 % delezem
onesnazenja. V obeh populacijah vidimo trend naras¢anja koncentracij karotenoidov pri
25 %, 50 % in 75 % izpostavljenosti in nato pri izpostavitvi 100 % ponovno zmanjSanje
koncentracije (Slika 21). Koncentracije klorofila a in b so pri vseh izpostavitvah statisti¢no
znacilno velje za zerjavsko populacijo v primerjavi z zaplansko. Prav tako pa imajo
rastline Zerjavske populacije tudi statisticno znacilno vecjo koncentracijo karotenoidov.
Statisticno znacilno je bilo to le pri rastlinah iz substrata s 50 % delezem onesnaZenja
(Slika 21).

Preglednica 6: Prikaz faktorske analize rastlinskih pigmentov krolofila a, klorofila b in kartenoidov pri
razliénem deleZu onesnazenosti med rastlinami Zerjavske populacije in zaplanske populacije, ki smo jo
opravili s programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statisticno znacilne vplive.

Klorofil a
SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja 1,4663 4 0,3666 2,496 0,075467
substrata (%)
Populacija 11,8298 1 11,8298 80,558 0,000000
Delez onesnazenja 0,5624 4 0,1406 0,957 0,452104
substrata (%)*Populacija
Napaka 2,9370 20 0,1468
Klorofil b
SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata  0,22869 4 0,05717 1,881 0,153234
(%)
Populacija 3,30639 1 3,30639 108,779 0,000000
Delez onesnazenja substrata  0,11150 4 0,02788 0,917 0,473295
(%)*Populacija
Napaka 0,60791 20 0,03040

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 6: Prikaz faktorske analize rastlinskih pigmentov klorofila a, klorofila b in
kartenoidov pri razliénem delezu onesnazenosti med rastlinami Zerjavske populacije in zaplanske

populacije, ki smo jo opravili s programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje
statisti¢no razli¢ne vplive.

Karotenoidi
SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata 0,144234 4 0,036059 6,0670 0,002297
(%)
Populacija 0,112835 1 0,112835 18,9850  0,000305
Delez onesnazenja substrata 0,032193 4 0,008048 1,3542  0,284987
(%)*Populacija
Napaka 0,118867 20 0,005943
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Slika 21: Primerjava koncentracij fotosinteznih pigmentov (mg/g) pri populacijah ranega mos$njaka z
neonesnazenega (Zaplana) in onesnaZenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razliénim delezem
onesnazene zemlje. Prikazana so povpre¢ja + se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisticno znaéilno
razliko med koncentracijami fotosinteznih pigmentov v poganjkih po izpostavitvah znotraj posamezne
populacije (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=5). Male tiskane ¢rke oznadujejo zaplansko
populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko. * nad stolpci oznacuje statisti¢no znacilno razliko med populacijama
znotraj posameznega deleza onesnazenega substrata (faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=5).
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4.2.3.2 Vsebnost Skroba

4.2.3.2.1 AACC metoda 76.13

Faktorska analiza variance kaZe, da so na delez Skroba v svezi in suhi masi poganjkov
statisticno znacilno vplivali delez onesnaZenja substrata, populacija in kombinacija obeh
parametrov (Preglednica 7). Viden je trend narascanja vsebnosti $kroba v poganjkih
zaplanske populacije do vklju¢no rastlin na substratu s 50 % onesnazenjem. Nato vsebnost
Skroba za¢ne ponovno upadati. Delez Skroba v svezi in suhi masi poganjkov zaplanske
populacije iz substrata s 100 % onesnazenjem se statisticno znacilno ne razlikuje od deleza
Skroba v poganjkih iz substrata z 0 % in 25 % onesnazenjem. Statisti¢no znacilno ve¢ji
delez skroba od poganjkov iz substrata z 0 % in 25 % deleZzem onesnazenja je bil znacilen
za poganjke substrata s 50 % in 75 % onesnazenjem (Slika 22, 23). V okviru Zerjavske
populacije ni bilo velikih statisticno znalilnih razlik glede na spreminjanje deleza
onesnazenja. Edina statisticno znacilna razlika je vidna med poganjki iz substrata s 25 %
onesnazenjem, Ki je bil vec¢ji od deleza $kroba pri poganjkih iz popolnoma onesnazenega
substrata (100 %). Kar kaZze na trend upadanja deleza Skroba z naraSCanjem deleza
onesnazenja substrata. Vpliv populacije na delez Skroba v svezi in suhi masi poganjkov je
pokazal, da so rastline zaplanske populacije iz substrata s 50 % in 75 % onesnaZenjem
vsebovale statisticno znacilno ve¢ji delez Skroba kot rastline zerjavske populacije (Slika
22, 23).

Preglednica 7: Prikaz faktorske analize deleza Skroba na suho in sveZo maso poganjkov Zerjavske in
zaplanske populacije rastlin, ki so rastle na substratih z razliénim onesnaZenjem. Faktorsko analizo smo
opravili s programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statisti¢no znacilne vplive.

Delez skroba v suhi masi poganjkov

SS Prostostne stopnje MS F p
DeleZ onesnazenja substrata 2381,372 4 595,343  6,78964 0,000287
Populacija 1776,521 1 1776,521 20,26047 0,000057
DeleZ onesnazenja substrata 2393,104 4 598,276  6,82309 0,000276

(%)*Populacija
Napaka 3507,363 40 87,684
Delez skroba v svezi masi poganjkov

SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%) 92,0891 4 23,0223 5,97259 0,000726
Populacija 78,0143 1 78,0143  20,23901 0,000058
Delez onesnazenja substrata 96,5271 4 24,1318 6,26043 0,000521

(%)*Populacija
Napaka 154,1860 40 3,8547
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Slika 22: Primerjava deleza $kroba v suhi masi poganjkov rastlin ranega mos$njaka z neonesnaZenega
(Zaplana) in onesnaZzenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razliénim delezem onesnazene zemlje.
Prikazana so povpre¢ja + se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisti¢no znaéilno razliko med delezem
Skroba v poganjkih po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA, Duncanov test,
p<0,05, n=5). Male tiskane ¢rke oznadujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko.* nad stolpci
oznacuje statisticno znacilno razliko med populacijama znotraj posameznega odstotka onesnazenega
substrata (faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=5).
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Slika 23: Primerjava deleza $kroba v svezi masi poganjkov rastlin ranega mos$njaka z neonesnaZenega
(Zaplana) in onesnazenega (Zerjav) obmogja, Ki so bile izpostavljene razli¢nim delezem onesnazene zemlje.
Prikazana so povpre¢ja + se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisti¢no znadilno razliko med delezem
skroba v poganjkih po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA, Duncanov test,
p<0,05, n=5). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa zerjavsko.* nad stolpci
oznacuje statisticno znacilno razliko med populacijama znotraj posameznega deleza onesnazenega substrata
(faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=5).
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4.2.3.2.2 FTIR-ATR analiza ogljikovih hidratov

Za dolocanje ogljikovih hidratov v poganjkih smo vzorce pomerili tudi s FTIR-ATR, pri
¢emer smo primerjali le tri izpostavitve za vsako populacijo, in sicer 0 %, 50 % in 100 %.
FTIR spektri rastlinskih vzorcev so zelo kompleksni. Njihova interpretacija je otezena
zaradi pogostega prekrivanja absorpcijskih trakov, znacilnih za posamezne skupine
molekul. Vrhovi FTIR spektra navadno ponazarjajo vibracijo dolo¢ene kemijske vezi ali
posamezne funkcionalne skupine, njihova viSina pa koli¢ino teh molekul v vzorcu.
Vibracijska gibanja kemijskih vezi vseh molekul segajo v obmoc¢je med 2,5 in 25 um

valovne dolZine oz. 400 cm™-4000 cm™ (recipro¢nih centimetrov) (Kovadec, 2012).

Pri naSi analizi smo se osredoto¢ili na ogljikove hidrate (CHO) v poganjkih ranega
mosnjaka. Prvi vrh v ATR grafih (1735 cm™) prikazuje absorpcijski trak za lignin, pektin
in razli¢ne polisaharide (Regvar in sod., 2013) v poganjkih po razli¢nih izpostavitvah. V
okviru zaplanske populacije so koncentracije teh snovi pri izpostavitvi 0 % in 50 %

podobne. Pri izpostavitvi 100 % pa so opazne manjse koncentracije.

Pri zerjavski populaciji so najvecje koncentracije znacilne za izpostavitev 50 %, manjSe
koncentracije za izpostavitev 0 %, najmanjse pa za izpostavitvi 100 %. Ce primerjamo
populaciji med seboj, vidimo, da ima pri vseh izpostavitvah nizjo koncentracijo zaplanska

populacija, pri ¢emer je najvecja razlika opazna prav pri izpostavitvi 50 % (Slika 24).

Drugi vrh (1631 cm™) predstavlja absorpcijski trak za pektin, proteine in aromatske snovi,
kot je lignin (Regvar in sod., 2013). Ta vrh je pri obeh populacijah najve¢ji pri izpostavitvi
0 %. V vseh primerih vecje koncentracije pektina dosega zaplanska populacija v primerjavi
z zerjavsko (Slika 24).

Tretji vrh (1600 cm™) predstavlja karboksilno/kislo skupino pektina in aromatskih snovi,
kot je lignin (Regvar in sod., 2013). V tem primeru se trakova zaplanske populacije med
izpostavitvama 50 % in 100 % ne razlikujeta, izpostavitev 0 % je malce manjsa od ostalih
dveh. V okviru zerjavske populacije je opazna porast pektina in lignina s povecanjem

izpostavljenosti onesnazenju. In sicer najvecje koncentracije SO vsebovali poganjki
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izpostavitve 100 %, sledi izpostavitev 50 %, najmanj$e koncentracije pa so bile znacilne za
neonesnazen substrat (0 %). Primerjava populacij je pokazala najvisje koncentracije pri
izpostavitvi 100 % Zerjavske populacije, sledila je zaplanska populacija z izpostavitvami
100 % in 50 %. Sledn;ji sta bili zelo podobni izpostavitvi 50 % Zerjavske populacije. Malce
manj$e koncentracije so bile znacilne za izpostavitve 0 % zaplanske populacije, najmanjse

koncentracije pa so dosegale rastline zerjavske populacije izpostavitve 0 % (Slika 24).

Cetrti vrh (1390 cm™) predstavlja absorpcijske trakove za pektin in lignin ter razli¢ne
polisaharide (npr. celuloza in hemiceluloza) (Regvar in sod., 2013). Pri obeh populacijah je
koncentracija teh naras¢ala z izpostavljenostjo onesnazenju. Pri ¢emer so koncentracije v
okviru zaplanske populacije izpostavitve 100 % mnogo vecje od izpostavitve 50 %. Pri
zerjavski populaciji pa ni neke razlike med izpostavitvama 50 % in 100 %. Najmanjse
koncentracije pektina in lignina so bile znacilne za izpostavitev 0 % in 50 % zaplanske
populacije, mnogo vecje od vseh ostalih pa so bile znacilne za izpostavitev 100 %

zaplanske populacije (Slika 24).

Peti vrh (1248 cm™) predstavlja absorpcijske trakove za lignin in razli¢ne polisaharide
(Regvar in sod., 2013). Pri obeh populacijah so bile najvecje koncentracije znacilne za
izpostavitev 0 %, sledile sta izpostavitvi 50 %, najnizje koncentracije pa so bile znacilne za

izpostavitev 100 %. Razlike med populacijama niso ocitne (Slika 24).

Sesti vrh (1146 cm™) predstavlja vzdolzno nihanje vezi za razliéne polisaharide (Regvar in
sod., 2013). Pri zaplanski populaciji koncentracije teh upadejo s povecevanjem
onesnazenja (0 % > 50 % > 100 %). Pri Zerjavski populaciji pa so koncentracije razli¢nih
polisaharidov najveéje za izpostavitev 50 %, sledi ji izpostavitev 0 %, najmanjSe
koncentracije pa so znaCilne za izpostavitev 100 %. Primerjava populacij je pokazala
najveéje koncentracije, znacilne za izpostavitev 0 % zaplanske populacije, sledili sta ji
izpostavitvi 50 % in 0 % zerjavske populacije. Izpostavitvi 50 % zaplanske populacije in
100 % zerjavske populacije se nista razlikovali, medtem ko so najnizje koncentracije

znacilne za izpostavitev 100 % zaplanske populacije (Slika 24).
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Prav tako tudi sedmi vrh (1076 cm™) predstavlja polisaharide, predvsem hemicelulozo
(Regvar in sod., 2013). Pri obeh populacijah je upadala z naras¢anjem onesnazenja.
Primerjava populacij je pokazala najvecje koncentracije, znacilne za poganjke zaplanske
populacije izpostavitve 0 %, sledile so izpostavitve 50 % zaplanske ter 0 % in 50 %
zerjavske populacije. Najmanjso vrednost sta dosegali izpostavitvi 100 %, pri ¢emer so bile

manjSe znacilne za zaplansko populacijo (Slika 24).

Osmi vrh (1050 cm™) predstavlja pektine in razli¢ne polisaharide (celuloza, hemiceluloza
in beta-glukan) (Regvar in sod., 2013). Pri obeh populacijah so njihove koncentracije
upadale z naraSCanjem onesnazenja substrata. Najvecje koncentracije so vsebovali
poganjki zaplanske populacije, izpostavitev 0 % in 50 %, sledile so izpostavitve 0 % in
50 % zerjavske populacije, najmanj$e koncentracije pa so bile znacilne za izpostavitve

100 %, in sicer so bile manjse koncentracije pri zaplanski populaciji (Slika 24).

Deveti vrh (1020 cm™) predstavlja pektine, polisaharide, lignin in pa tudi skrob (Regvar in
sod., 2013). Ti rezultati potrjujejo rezultate, dobljene po metodi AACC 76.13 za dolocanje
Skroba. Pri zaplanski populaciji je prislo do poviSanja vsebnosti skroba pri izpostavitvi
50 % glede na izpostavitev 0 %. Najmanjsa vsebnost je bila znacilna za izpostavitev
100 %. Pri Zerjavski populaciji je priSlo do upadanja Skroba s povecanjem onesnaZenja
substrata. Primerjava populacij je pokazala, da so najve¢ Skroba vsebovali poganjki
zaplanske populacije iz substrata s 50 % onesnazenjem, sledi neonesnazen substrat (0%)
obeh populacij, Se manj Skroba so vsebovali poganjki Zerjavske populacije iz 50 %
onesnazenega substrata, Kateremu je sledil 100 % onesnazen substrat iste populacije.
Najmanj Skroba so vsebovali poganjki zaplanske populacije iz 100 % onesnaZenega
substrata (Slika 24).
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Slika 24: FTIR-ATR spekter primerjave ogljikovih hidratov v poganjkih ranega mo$njaka zaplanske in
zerjavske populacije po izpostavitvah 0 %, 50 %, 100 %.

4.2.4 Elementna sestava rastlinskega materiala

V poganjkih in koreninah smo dolo¢ili koncentracijo kadmija Cd, Zn, Pb, K, Ca, Mn in Fe.

Izra¢unali smo tudi BAF in TF faktor.

4.2.4.1 Koncentracije Cd v rastlinah

Faktorska analiza variance je pokazala, da na koncentracijo Cd v koreninah in poganjkih

vpliva le delez onesnazene zemlje v substratu (Preglednica 8).

V primeru zerjavske populacije so imele korenine iz substrata s 75 % in 100 % delezem
onesnazenja statisticno znacilno vecje koncentracije Cd kot korenine neonesnazenega
substrata (0 %). Statisticno znacilno najvecje koncentracije Cd so vsebovale korenine
substrata s 100 % onesnazenjem. V okviru zaplanske populacije je bila statisticno znacilno
najmanjsa koncentracija Cd v koreninah iz neonesnazenega substrata (0 %), sledile so

korenine iz substrata s 25 % in 50 % onesnazenjem. Najvecjo koncentracijo SO vsebovale
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korenine iz substrata s 75 % onesnazenjem in so se statisti¢no znacilno locile od korenin

neonesnazenega substrata (0 %) ter substrata s 25 % onesnazenjem (Slika 25).

Pri rastlinah zerjavske populacije je bila statisticno znacilno najmanjsa koncentracija Cd v
poganjkih iz neonesnazenega substrata (0 %), ve¢ja koncentracije Cd se je nahajala v
poganjkih iz substratov s 25 %, 50 % in 75 % onesnazenjem. Najve¢jo koncentracijo Cd so
vsebovali poganjki iz substrata s 100 % onesnazenjem. Pri zaplanski populaciji so imeli
statisticno znacilno najve¢jo koncentracijo Cd poganjki rastlin substrata s 100 %
onesnazenjem. Ostale izpostavitve se med seboj statisticno znacilno ne razlikujejo (Slika
26).

Rastline obeh populacij so kopicile ve¢je koncentracije Cd v poganjkih v primerjavi s
koreninami. Koncentracije Cd se med populacijama znotraj izpostavitev ne razlikujejo.
Preglednica 8: Prikaz faktorske analize koncentracije Cd (mg/kg) v koreninah in poganjkih pri razli¢nih

delezih onesnaZenja substrata med rastlinami Zerjavske in zaplanske populacije, ki smo jo opravili s
programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statisti¢no znacilne vplive.

Koncentracije Cd (mg/kg) v koreninah

SS Prostostne stopnje MS F
Delez onesnazenja substrata (%) 52793,7 4 13198,4 9,1994 0,000261
Populacija 913,7 1 913,7 0,6368 0,434716
Delez onesnazenja substrata 9095,0 4 2273,8 1,5848 0,219079
(%)*Populacija
Napaka 27259,4 19 14347
Koncentracija Cd (mg/kg) v poganjkih
SS Prostostne stopnje MS F p

Delez onesnazenja substrata (%) 2089327 4 522332 16,9586 0,000003

Populacija 7149 1 7149 0,2321 0,635202

Delez onesnazenja substrata 101726 4 25432 0,8257 0,524276

(%)*Populacija
Napaka 616007 20 30800
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Slika 25: Primerjava koncentracij Cd (mg/kg) v koreninah rastlin populacij ranega mo$njaka z
neonesnazenega (Zaplana) in onesnaZenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim delezem
onesnazene zemlje. Prikazana so povpre¢ja + se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisticno znaéilno
razliko med koncentracijami Cd v koreninah po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna
ANOVA, Duncanov test, p<0,05, n=3). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa
zerjavsko.
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Slika 26: Primerjava koncentracij Cd (mg/kg) v poganjkih rastlin ranega mosnjaka z neonesnazenega
(Zaplana) in onesnaZenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim deleZem onesnazene zemlje.
Prikazana so povpredja + se. Razli¢ne &rke nad stolpci pomenijo statistiéno znalilno razliko med
koncentracijami Cd v poganjkih po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA,
Duncanov test, p<0,05, n=3). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko.
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4.2.4.2 Koncentracije Zn v rastlinah

Faktorska analiza variance kaZe, da so na koncentracijo Zn (mg/kg) v koreninah vplivali
delez onesnazenja substrata, populacija in oba parametra v kombinaciji. Na koncentracije
Zn v poganjkih pa vpliva le delez onesnazenja substrata, populacija ni imela nobenega

vpliva (Preglednica 9).

V okviru zerjavske populacije so bile statisticno znacilno najmanjSe koncentracije Zn v
koreninah neonesnazenega substrata (0 %) in substrata s 25 % onesnazenjem. Korenine, ki
so rasle na substratu s 50 % in 75 % onesnaZenjem, SO imele Ze statisticno znacilno vecje
koncentracije od predhodnih, medtem ko so bile najve¢je koncentracije Zn v koreninah
substrata s 100 % onesnazenjem. Pri zaplanski populaciji so prav tako statisti¢no znacilno
najmanjse koncentracije Zn dosegale korenine neonesnazenega substrata (0 %) in substrata
s 25 % onesnazenjem, veje koncentracije SO vsebovale korenine iz substrata s 50 %
onesnazenjem, statisticno znacilno najvecje koncentracije Zn pa so kopicile korenine iz
substrata s 75 % onesnazenjem (Slika 27). Med koreninami iz substrata s 75 %

onesnazenjem in 100 % onesnazenjem ni bilo statisti¢no znacilnih razlik.

V primeru poganjkov zerjavske populacije je bila statisticno znacdilno najmanjsa
koncentracija Zn znacilna za rastline neonesnazenega substrata (0 %) in substrata s 75 %
onesnazenjem. Koncentracija Zn teh dveh izpostavitev sta se statisticno znacilno
razlikovala le od poganjkov, ki so rasli na substratu s 100 % onesnazenjem. V okviru
zaplanske populacije je bila koncentracija Zn statisticno znacilno vecja v poganjkih iz

substrata s 100 % onesnazenjem v primerjavi z ostalimi izpostavitvami (Slika 28).

Pri obeh populacijah se je Zn v ve¢jih koncentracijah zadrzeval v poganjkih kot v

koreninah.

Na koncentracijo Zn v koreninah vpliva tudi populacija. Korenine zaplanske populacije
rastlin, ki so rasle na substratu s 75 % onesnaZenjem in na neonesnazene substratu (0 %),

so v primerjavi z Zerjavsko populacijo kopicile statisticno znacilno vecje koncentracije Zn
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(Slika 27). Pri koncentraciji Zn v poganjkih pa ni statisticno znacilnih razlik med

populacijama.

Preglednica 9: Prikaz faktorske analize koncentracije Zn (mg/kg) v koreninah in poganjkih pri razli¢nih
delezih onesnaZenja substrata med rastlinami Zerjavske in zaplanske populacije, ki smo jo opravili s
programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statisti¢no znacilne vplive.

Koncentracija Zn (mg/kg) v koreninah

SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%) 603652 4 150913 36,2852  0,000000
Populacija 21686 1 21686 5,2141  0,034089
Delez onesnazenja substrata 80369 4 20092 4.8309 0,007377
(%)*Populacija
Napaka 79023 19 4159
Koncentracija Zn (mg/kg) v poganjkih
SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%) 6815296 4 1703824 11,5669 0,000050
Populacija 46966 1 46966 0,3188 0,578585
Delez onesnazenja substrata 1511853 4 377963 2,5659  0,069774
(%)*Populacija
Napaka 2946044 20 147302
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Slika 27: Primerjava koncentracij Zn (mg/kg) v koreninah rastlin ranega mos$njaka z neonesnazenega
(Zaplana) in onesnazenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim delezem onesnaZene zemlje.
Prikazana so povprecja + se. Razliéne ¢érke nad stolpci pomenijo statistiéno znacilno razliko med
koncentracijami Zn v Kkoreninah po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA,
Duncanov test, p<0,05, n=3). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko.
* nad stolpci oznacuje statisticno znacilno razliko med populacijama znotraj posameznega deleza
onesnaZenega substrata (faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05; n=3).
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Slika 28: Primerjava koncentracij Zn (mg/kg) v poganjkih rastlin ranega mos$njaka z neonesnazenega
(Zaplana) in onesnaZenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim deleZzem onesnaZene zemlje.
Prikazana so povpreéja £ se. Razliéne ¢Erke nad stolpci pomenijo statisticno znacilno razliko med
koncentracijami Zn v poganjkih po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA,
Duncanov test, p<0,05, n=3). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko.

4.2.4.3 Koncentracije Pb v rastlinah

Iz faktorske analize variance vidimo, da sta na koncentracijo Pb (mg/kg) v koreninah
vplivala tako delez onesnazenja substrata kot populacija. Na koncentracijo Pb v poganjkih
pa so vplivali delez onesnazenja substrata, populacija ter kombinacija obeh parametrov

skupaj (Preglednica 10).

Statisticno znacilno za obe populaciji je, da se je koncentracija Pb v koreninah povecevala
z nara$Canjem deleza onesnazenja v substratu. Le v primeru zaplanske populacije ni

statisti¢nih razlik v koncentraciji Pb med substratoma s 75 % in 100 % onesnaZenjem
(Slika 29).

Pri poganjkih zerjavske populacije je bila statisticno znacilno vecja koncentracija Pb
znaCilna za rastline substrata s 75 % onesnazenjem v primerjavi z neonesnazenim
substratom (0 %). Poganjki, ki so rasli na substratu s 100 % onesnazenjem, pa so imeli
statisticno znacilno najve¢je koncentracije Pb. V okviru zaplanske populacije je bila
statisticno znacilno najmanjSa koncentracija Pb v poganjkih neonesnaZenega substrata

(0 %), statisticno znacilno vecja je bila v poganjkih iz substrata s 50 % in 75 %



Margu¢ D. Vpliv kadmija, cinka in svinca na privzem ... hranil in sintezo $kroba pri populacijah ranega mosnjaka ... rastis¢a 69
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

onesnazenjem, najve¢ja pa v poganjkih s 100 % onesnazenjem. Koncentraciji Pb v
poganjkih iz substrata z 0 % in 25 % onesnazenja se statisti¢no znacilno nista razlikovali
(Slika 30).

Korenine rastlin obeh populacij so kopicile vecje koncentracije Pb kot poganjki. Korenine
zaplanske populacije so kopicile ve¢je koncentracije Pb od Zerjavske. Statisti¢éno znacilno
je bilo to pri rastlinah iz substrata s 25 % in 50 % onesnazenjem (Slika 30). Zerjavska
populacija pa je v primerjavi z zaplansko kopicila ve¢je koncentracije Pb v poganjkih.
Statisticno znacilno se je to pokazalo pri rastlinah iz substrata z 0 % in 100%
onesnazenjem (Slika 30).

Preglednica 10: Prikaz faktorske analize koncentracije Pb (mg/kg) v koreninah in poganjkih pri razli¢nih

delezih onesnaZenja substrata med rastlinami Zerjavske in zaplanske populacije, ki smo jo opravili s
programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statisticno znacilne vplive.

Koncentracija Pb v koreninah

SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%) 26204123 4 6551031 97,439  0,000000
Populacija 1540437 1 1540437 22,912 0,000128
DeleZ onesnazenja substrata 525926 4 131482 1,956 0,142502
(%)*Populacija
Napaka 1277416 19 67232
Koncentracija Pb v poganjkih
SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%) 4710092 4 1177523 33,5544 0,000000
Populacija 338693 1 338693 9,6513 0,005560
Delez onesnazenja substrata 1161881 4 290470 8,2772 0,000415

(%)*Populacija
Napaka 701858 20 35093
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Slika 29: Primerjava koncentracij Pb (mg/kg) v koreninah rastlin ranega mos$njaka z neonesnazenega
(Zaplana) in onesnaZenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razliénim delezem onesnazene zemlje.
Prikazana so povpredja + se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisticno znalilno razliko med
koncentracijami Pb v koreninah po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA,
Duncanov test, p<0,05, n=3). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko.
* nad stolpci oznacuje statisticno znacilno razliko med populacijama znotraj posameznega deleza
onesnazenega substrata (faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05; n=3).
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Slika 30: Primerjava koncentracij Pb (mg/kg) v poganjkih ranega mo$njaka z neonesnaZenega (Zaplana) in
onesnazenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim delezem onesnazene zemlje. Prikazana so
povpredja + se. Razliéne ¢rke nad stolpci pomenijo statisticno znacilno razliko med koncentracijami Pb v
poganjkih po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05,
n=3). Male tiskane ¢rke 0znacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa zerjavsko. * nad stolpci oznacuje
statisticno znacilno razliko med populacijama znotraj posameznega odstotka onesnazenega substrata
(faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05; n=3).
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4.2.4.4 Koncentracije K v rastlinah

Faktorska analiza variance prikazuje, da je na koncentracijo K (mg/kg) v koreninah in
poganjkih vplival delez onesnaZenja substrata. Na koncentracijo K (mg/kg) v poganjkih pa

je vplivala e populacija v kombinaciji z delezem onesnazenja substrata (Preglednica 11).

Pri Zerjavski populaciji ni bilo statisti¢no znacilnih razlik v koncentraciji K v koreninah po
izpostavitvah onesnazenju. Pri zaplanski populaciji pa je bila koncentracija K v koreninah
iz substrata s 100 % onesnazenjem statisti¢cno znac¢ilno manjsa od korenin iz substrata z

0 %, 25 % in 50 % onesnazenjem (Slika 31).

V primeru Zerjavske populacije so imeli poganjki vseh substratov statisticno znacilno vecjo
koncentracijo K od poganjkov iz neonesnazenega substrata (0 %). Poganjki iz substrata s
50 % onesnazenjem SO imeli najvecjo koncentracijo K, ki se je statisticno znacilno
razlikovala od poganjkov iz substrata s 75 % in 100 % onesnazenjem (Slika 32). Pri
poganjkih zaplanske populacije so bile koncentracije K rastlin iz substrata s 75 % in 100 %
onesnazenjem statisticno znacilno vecje od koncentracij rastlin neonesnazenega substrata

(0 %).

Rastline obeh populacij so kopicile ve¢je koncentracije K v poganjkih v primerjavi s
koreninami. Glede vpliva populacije na koncentracijo K se je izkazalo, da so rastline
zerjavske populacije iz substrata s 50 % onesnazenostjo vsebovale statisticno znacilno

vecje koncentracije K v poganjkih od rastlin zaplanske populacije (Slika 32).
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Preglednica 11: Prikaz faktorske analize koncentracije K (mg/kg) v koreninah in poganjkih pri razliénih
delezih onesnaZenja substrata med rastlinami Zerjavske in zaplanske populacije, ki smo jo opravili s
programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statisti¢no znacilne vplive.

Kalij v koreninah

SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata ~ 1,394153E+08 4 3,485382E+07 3,946 0,016998
(%)
Populacija 5,600000E+05 1 5,600000E+05 0,063  0,803914
Delez onesnazenja substrata ~ 3,150778E+07 4 7,876944E+06 0,892 0,487980
(%)*Populacija
Napaka 1,678400E+08 19 8,833684E+06
Kalij v poganjkih
SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata 1,978151E+09 4 4,945378E+08 9,282  0,000207
(%)
Populacija 1,905120E+08 1 1,905120E+08 3,576  0,073199
Delez onesnazenja substrata 1,081278E+09 4 2,703195E+08 5,074  0,005477
(%)*Populacija
Napaka 1,065533E+09 20 5,327667E+07
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Slika 31: Primerjava koncentracije K (mg/kg) v koreninah rastlin ranega moSnjaka z neonesnazenega
(Zaplana) in onesnazenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razliénim delezem onesnaZene zemlje.
Prikazana so povprecja + se. Razliéne ¢rke nad stolpci pomenijo statistiéno znacilno razliko med
koncentracijami K v koreninah po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA,
Duncanov test, p<0,05, n=3). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa zerjavsko.
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Slika 32: Primerjava koncentracij K (mg/kg) v poganjkih rastlin vrste ranega mo$njaka z neonesnaZzenega
(Zaplana) in onesnaZzenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razliénim delezem onesnazene zemlje.
Prikazana so povpredja + se. Razli¢ne ¢&rke nad stolpci pomenijo statistiéno znalilno razliko med
koncentracijami K v poganjkih po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA,
Duncanov test, p<0,05, n=3). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko.
* nad stolpci oznacuje statistino znacilno razliko med populacijama znotraj posameznega odstotka
onesnazenega substrata (faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05; n=3).

4.2.4.5 Koncentracije Ca v rastlinah

Iz faktorske analize variance lahko razberemo, da tako populacija kot sam delez

onesnazenja substrata nista imela vpliva na vsebnost Ca v rastlinskih organih (Priloga A).

4.2.4.6 Koncentracije Mn v rastlinah

Faktorska analiza variance je pokazala, da je na koncentracijo Mn v koreninah vplivala
samo populacija. Pri poganjkih pa so na koncentracijo Mn vplivali populacija, delez

onesnazenja substrata ter kombinacija obeh parametrov (Preglednica 12).

V okviru zerjavske populacije SO imele korenine iz neonesnazenega substrata (0 %)
statisti¢no znacilno vec¢je koncentracije Mn od rastlin ostalih substratov. Znotraj zaplanske
populacije pa po izpostavitvah ni bilo statisticno znacilnih razlik v koncentraciji Mn v
koreninah (Slika 33).
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Pri poganjkih Zerjavske populacije so imele rastline iz substrata s 50 % in 75 %
onesnazenjem statisticno znacilno manjSe koncentracije Mn kot poganjki iz
neonesnazenega substrata (0 %). Pri zaplanski populaciji pa so poganjki iz substrata s
100 % onesnazenjem vsebovali statisti¢no znacilno vecje koncentracije Mn od poganjkov

ostalih substratov (Slika 34).

Korenine zaplanske populacije so vsebovale statisti¢éno znacilno vecje koncentracije Mn od
zerjavske. Pri substratin s 25 %, 50 %, 75 % in 100 % onesnazenjem je to statisti¢no
znacilno (Slika 33). Vecje koncentracije Mn v poganjkih so bile znalilne za Zerjavsko
populacijo. Statisticno znacilno veéje so pri 0 %, 25 %, 50 % in 75 % onesnazenju (Slika
34). Pri primerjavi koncentracij Mn v razli¢nih rastlinskih organih opazimo, da rastline
zerjavske populacije vsebujejo vecje koncentracije Mn v poganjkih. Koncentracije znotraj
korenin ne zaostajajo veliko za poganjki. Pri zaplanski populaciji pride do ravno obratnega
pojava. Veliko vecje koncentracije Mn se nahajajo v koreninah (Slika 33, 34).

Preglednica 12: Prikaz faktorske analize koncentracije Mn (mg/kg) v koreninah in poganjkih pri razlicnem
deleZzu onesnazenja substrata med rastlinami Zerjavske in zaplanske populacije, ki smo jo opravili s
programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statisticno znacilne vplive.

Koncentracije Mn (mg/kg) v koreninah

SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%) 176056 4 44014 0,3756  0,822985
Populacija 5656896 1 5656896 48,2775  0,000002
Delez onesnazenja substrata 506145 4 126536 1,0799  0,395652
(%)*Populacija
Napaka 2109141 18 117174

Koncentracije Mn (mg/kg) v poganjkih

SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%) 363077 4 90769 8,7525 0,000297
Populacija 381264 1 381264 36,7637 0,000006
Delez onesnazenja substrata 187017 4 46754 4,5083 0,009283

(%)*Populacija
Napaka 207413 20 10371
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Slika 33: Primerjava koncentracij Mn (mg/kg) v koreninah rastlin ranega mosnjaka z neonesnazenega
(Zaplana) in onesnaZenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim deleZem onesnaZene zemlje.
Prikazana so povpredja + se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisticno znalilno razliko med
koncentracijami Mn v koreninah po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA,
Duncanov test, p<0,05, n=3). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko.
* nad stolpci oznaluje statisticno znacilno razliko med populacijama znotraj posameznega deleza
onesnazenega substrata (faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05; n=3).
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Slika 34: Primerjava koncentracij Mn (mg/kg) v poganjkih rastlin ranega mos$njaka z neonesnazenega
(Zaplana) in onesnaZzenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim deleZem onesnazene zemlje.
Prikazana so povprecja + se. Razliéne ¢érke nad stolpci pomenijo statistiéno znacilno razliko med
koncentracijami Mn v poganjkih po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA,
Duncanov test, p<0,05, n=3). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko.
* nad stolpci oznacuje statistiéno znalilno razliko med populacijama znotraj posameznega odstotka
onesnazenega substrata (faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05; n=3).
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4.2.4.7 Koncentracije Fe v rastlinah

Faktorska analiza variance kaze, da sta na koncentracijo Fe (mg/kg) v koreninah vplivala
tako delez onesnazenja substrata kot sama populacija (Preglednica 13). Na koncentracije
Fe v poganjkih pa ni bilo vpliva (Priloga B).

Pri obeh populacijah bi lahko govorili o dvigu koncentracije Fe v koreninah iz substrata s
25 % onesnazenjem v primerjavi s koreninami kontrolnih rastlin (0 %). Pri ¢emer je bil ta
dvig koncentracije statisti¢cno znacilen samo pri zerjavski populaciji. Koncentracije Fe v
koreninah rastlin s 25 %, 50 % in 75 % onesnazenim substratom se med seboj statisticno
znacilno niso razlikovale. Pri koreninah s 100 % onesnazenim substratom je prislo do
ponovnega zmanjs$anja koncentracije Fe. V primeru obeh populacij je bila koncentracija Fe
v koreninah s 100 % onesnazenim substratom statisticno znacilno manj$a od korenin S

25 % onesnazenim substratom (Slika 35).

Poganjki zerjavske populacije iz substrata s 75 % in 100 % onesnaZenjem SO vsebovali
statisticno znacilno manj$e koncentracije Fe kot poganjki iz neonesnaZenega substrata
(0 %), medtem ko pri zaplanski populaciji ni bilo statisti¢no znacilnih razlik med substrati
(Slika 36).

Vecje koncentracije Fe so kopicile korenine zaplanske populacije v primerjavi z zerjavsko.
Statisti¢no znacilno so bile vec¢je koncentracije Fe vidne pri substratih z 0 % in 25 %, 50 %
onesnazenjem (Slika 35). Pri poganjkih ni bilo razlik med populacijama (Slika 36).

Vi§je koncentracije Fe se pri obeh populacijah kopicijo v koreninah v nasprotju s poganjki.
Preglednica 13: Prikaz faktorske analize koncentracije Fe (mg/kg) v koreninah pri razlicnih delezih

onesnazenja substrata med rastlinami Zerjavske in zaplanske populacije, ki smo jo opravili s programom
Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statisti¢no znacilne vplive.

Koncentracija Fe (mg/kg) v

koreninah
SS Prostostne stopnje MS F
Delez onesnazenja substrata (%) 27529700 4 6882425 5,0559 0,006028
Populacija 35904029 1 35904029 26,3754  0,000059
Delez onesnazenja substrata 8770167 4 2192542 1,6107 0,212576

(%)*Populacija
Napaka 25864133 19 1361270
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Slika 35: Primerjava koncentracij Fe (mg/kg) v koreninah rastlin ranega mosnjaka z neonesnazenega
(Zaplana) in onesnaZzenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razliénim delezem onesnazene zemlje.
Prikazana so povpredja + se. Razli¢ne &rke nad stolpci pomenijo statistiéno znalilno razliko med
koncentracijami Fe v koreninah po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA,
Duncanov test, p<0,05, n=3). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko.
* nad stolpci oznaluje statisticno znacilno razliko med populacijama znotraj posameznega deleza
onesnazenega substrata (faktorska ANOVA, Duncanov test, p<0,05; n=3).
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Slika 36: Primerjava koncentracij Fe (mg/kg) v poganjkih rastlin ranega mosnjaka z neonesnazenega
(Zaplana) in onesnaZzenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim delezem onesnazene zemlje.
Prikazana so povprecja + se. Razliéne ¢rke nad stolpci pomenijo statistiéno znacilno razliko med
koncentracijami Fe v poganjkih po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA,
Duncanov test, p<0,05, n=3). Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa Zerjavsko.
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4.2.5 Mobilnost elementov

Iz Preglednice 14 je razvidno, da je intenziven privzem v rastlino znacilen za Cd, Zn in Ca,
saj so vrednosti BAF v okviru obeh populacij visje od 1. Omejen privzem iz substrata pa je
znaCilen za Pb, Mn in Fe, razen v primeru rastlin zaplanske populacije, ki so rasle na
neonesnazenem substratu (0 %). Tukaj so vrednosti BAF za Fe segale Cez 1, kar kaZze na

dober privzem v rastlino.

Preglednica 15 nam prikazuje vrednosti TF, ki kazejo na izjemno dobro mobilnost in
uspesSen transport v poganjke elementov, kot so Cd, Zn, K, Ca. Rastline Zzerjavske
populacije so imele TF za Mn prav tako nad 1, medtem ko so bile vrednosti rastlin
zaplanske populacije pod 1. To kaze na slabo mobilnost oz. transport Mn v poganjke

rastlin Zerjavske populacije. Prav tako so bile vrednosti TF pod 1 tudi pri Pb in Fe.

Natanc¢nejsi opis mobilnosti Cd, Zn, Pb, Fe in Mn sledi v nadaljevanju, medtem ko ni opisa
mobilnosti za K in Ca, saj njuna vsebnost v substratu preve¢ variira, da bi lahko iz

rezultatov potegnili nek zakljucek.

Preglednica 14: Primerjava bioakumulacijskega faktorja elementov pri razliénem delezu onesnazenosti
substrata med zaplansko in Zerjavsko populacijo (povpreCje = se, enosmerna ANOVA, Duncanov test,
p<0,05; N=3). Crke prikazujejo statisticno znacilne razlike med vrednostmi BAF za elemente po
izpostavitvah znotraj posamezne populacije. Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike
tiskane pa Zerjavsko. Oznaka nd pomeni, da vrednost ni bila dolocena, ker je bila prenizka.

%
""”j"a”“" 0% 25% 50% 75% 100%
substrata
Pé?n:zﬂljla Zaplana Zerjav Zaplana Zerjav Zaplana Zerjav Zaplana Zerjav Zaplana Zerjav
Ccd nd ! nd Il 105 + 147 a|449 + 178 |B| 121 + 234 |a| 183 + 449 |AH 908 + 264 |a| 870 + 0487 |A| 119 + 329 |a| 11,7 + 130 |A]
Zn 7077 + 158 |b| 846 + 256 |B] 109 + 0125 | a| 28 + 0672 |A| 115 + 00298 |a| 145 + 0308 |A| 104 =+ 00774|a] 0859 + 0130 |A| 1,29 + 0258 |a| 0973 + 0,103 |A|
Pb 0279 + 00279 | b nd /100385 + 000279 | a 00597 + 0,0117 | A|0,0400 + 00104 | a|0,0291 + 0,00232| A| 0,0367 + 0,00931| a| 0,0441 + 0,00527 | A|0,0404 + 0,00578| a| 0,100 + 0,0185 | B|
K 199 + 0223 |a| 245 + 0276 [A] 330 + 0759 |ab| 479 + 0188 |AH 430 + 0808 |b| 58 =+ 0109 |BQ 536 =+ 0324 |b| 679 + 0957 [B{ 912 + 0775 |c| 878 + 181 |C]|
Ca 424 + 0750 |b] 302 + 0321 [C| 0,704 + 00769 | a | 1,06 + 00629 | B| 0482 + 00460 |a]| 0469 + 00462|A| 0266 + 00549|a| 0351 + 00367 |A|0241 + 0,0359|a| 0260 + 0,00207|A|
Mn 0,0133 + 0,00288| a| 0913 + 0,108 |A|0,00770 + 0,000739| a | 0,821 + 0,157 | A|0,0120 + 0,000540| a| 0,802 + 0,0692 | A]0,00959 + 0,00231)a| 0822 + 00121 | A[0,0299 + 0,00175| b| 0,797 + 0,0619 |A|
Fe 119 + 0598 |a|00152 = 0,00372)A] 0436 + 0328 | a 00132 + 0,00213| A| 0407 + 0,0920 | a|0,0123 + 0,00109f A| 0577 =+ 0,141 | a]0,00910 + 0,000172| A| 0,407 + 0,0599 | a|0,0129 + 0,00147|A]
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Preglednica 15: Primerjava translokacijskega faktorja elementov pri razliénem delezu onesnaZenosti
substrata med zaplansko in Zerjavsko populacijo (povprecje = se, enosmerna ANOVA, Duncanov test,
p<0,05; N=3). Crke prikazujejo statisti¢no znagilne razlike med vrednostmi TF za elemente po izpostavitvah
znotraj posamezne populacije. Male tiskane ¢rke oznacujejo zaplansko populacijo, velike tiskane pa
Zerjavsko. Oznaka nd- pomeni, da vrednost ni bila dolo¢ena, ker je bila prenizka

%
°““sj“am" 0% 25% 50% 5% 100%
substrata
Populacija N N N N .
Elementi Zaplana Zerjav Zaplana Zerjav Zaplana Zerjav Zaplana Zerjav Zaplana Zerjav
Cd nd / nd /] 298 + 0678 a|701 + 196 |A| 258 + 0322|a|530 + 0523|A| 274 + 0169|a| 421 + 00874| A|858 + 0360|b| 662 + 3108
Zn 231 + 0617|a|499 + 0796 |B] 286 + 0606|ab|610 + 131 |C| 228 + 0359|a|371 + 0134 [AH 218 + 0201|a| 263 + 0223|A|472 + 115 |b| 289 + 0142|AB
Pb nd / nd /10148 + 0,0336] a |0281 + 0,0405| A| 0,141 + 0,422 a|0,172 + 0,0140| A| 0,242 + 0,0465| a| 0,256 + 0,0590| A|0,221 + 0,0107| a|0,649 + 0,150|8
K 116 + 0158)a|126 + 0064|A| 18 + 0332| b | 268 + 0334|BJ 188 + 0204|b|307 + 0100|C| 231 + 00109|b| 261 =+ 0127|B] 336 + 0170|c| 226 + 0137|8
Ca 420 + 0164|a|482 + 0423|B| 256 + 0412| a | 312 + 0330|A| 257 + 0485)a|351 + 0347 |AH 239 + 0787|a| 298 + 0610|A|297 + 0532]|a| 392 + 0245|AB
Mn 0305 + 00475|a| 1,17 + 0355|A| 0209 + 00323 a [ 143 + 0189|A| 0241 + 00789|a| 133 + 0239|A| 0167 + 00303[a| 1,26 + 0,0966] A|0472 + 0,0312| b| 1,55 + 0271|A
Fe 0,0963 + 0,0463| a|0,417 + 0,0807) B|0,0587 + 0,0172| a |0,117 + 0,015 | A|0,0641 + 0,0178] a|0,179 + 0,0293| A[0,0965 + 0,0329] a|0,0939 + 0,0196f A|0,131 + 0,0522| a|0,181 + 0,020|]A

4.25.1 Mobilnost Cd

Vse vrednosti za BAF so bile visje od 1. Povpre¢ja za zaplansko populacijo se gibljejo med
9,1-12,1, za zerjavsko pa med 8,7-44,9. Najvisjo vrednost BAF so dosegle rastline
zerjavske populacije 72,7 (25%). Najvecja dosezena vrednosti zaplanske populacije je bila
18 (100 %) (Priloga D, Preglednica 14). Prav tako so bile vse vrednosti TF vi§je od 1.
Povpreéne vrednosti TF za Cd so se gibale med 2,6-8,6 za zaplansko populacijo in med
4,2-7,0 za zZerjavsko (Preglednica 15). Najvecja TF sta bila pri obeh populacijah dosezena
na substratu s popolnim onesnazenjem (100 %), in sicer za zaplansko populacijo 9, za

zerjavsko pa 12 (Priloga D).

Faktorska analiza je pokazala, da na BAF za Cd ni bilo vpliva (Priloga C). Na TF za Cd pa

je vplival le delez onesnaZenja substrata (Preglednica 16).

Pri zaplanski populaciji po izpostavitvah ni bilo statisti¢no znadilnih razlik za BAF. Pri
zerjavski populaciji pa so bile vrednosti BAF pri substratu s 25 % onesnaZzenjem vecje od
vrednosti s 75 % in 100 % izpostavljenostjo onesnazenju (Preglednica 14). Pri TF so bile v
okviru obeh populacij statisticno znacilno najve€je vrednosti znaCilne za rastline iz
popolnoma onesnazenega substrata (100 %). Ostale izpostavitve se med seboj niso

statisti¢no znacilno razlikovale (Preglednica 15).
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Preglednica 16: Prikaz faktorske analize translokacijskega faktorja za Cd (mg/kg) med rastlinami Zerjavske
in zaplanske populacije pri substratih z razli¢nim delezem onesnazenja. Analize smo opravili s programom
Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statisticno znacilne vplive.

SS Prostostne stopnje MS F p
Koncentracija onesnazene zemlje (%)  106,3492 4 26,5873 4,90778 0,008940
Populacija 8,4799 1 8,4799 1,56532 0,228874
Koncentracija onesnazene zemlje 30,8731 4 7,7183 1,42473 0,271000
(%)*Populacija
Napaka 86,6780 16 5,4174

4.25.2 Mobilnost Zn

Povpreéne vrednosti BAF za Zn pri zaplanski populaciji so se gibale med 1,0-7,1. Pri
zerjavski populaciji pa med 0,9-8,5 (Preglednica 14). Povprecja TF za Zn so se gibala med
2,2-4,7 za zaplansko populacijo in 2,6-6,1 za zerjavsko (Preglednica 15). Vse povpre¢ne
vrednosti so nad vrednostjo 2. Dejanske vrednosti za zaplansko populacijo so med 1,69-
6,93, za zerjavsko pa med 2,28-8,43 (Priloga D).

Faktorska analiza prikazuje, da je na BAF vrednosti za Zn vplival deleZz onesnazenja
substrata. Na TF Zn pa sta vplivala tako populacija kot kombinacija populacije in odstotka

onesnazenja substrata (Preglednica 17).

Vrednosti BAF za Zn pri obeh populacijah so statisticno znacilno najvi§je pri kontrolnem
substratu (0 %). Vrednosti ostalih substratov se med seboj ne razlikujejo (Preglednica 14).
Vrednosti TF za Zn rastlin zerjavske populacije iz substrata z 0 % in 25 % onesnaZenjem
so bile statisticno znacilno ve¢je od vrednosti rastlin substrata s 75 % onesnazenjem. Prav
tako so bile vrednosti substrata s 25 % onesnazenjem statistiéno znacilno vecje od
substrata s 50 % in 75 % onesnazenjem. V okviru zaplanske populacije ni statisti¢nih

razlik po izpostavitvah (Preglednica 15).

Zerjavska populacija dosega vedje vrednosti TF od zaplanske znotraj neonesnaZenega

substrata (0 %) in substrata s 25 % onesnazenjem (Preglednica 21).
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Preglednica 17: Prikaz faktorske analize bioakumulacijskih faktorjev in translokacijskega faktorja za Zn med
rastlinami Zerjavske in zaplanske populacije pri substratih z razlicnim delezem onesnaZenja. Analize smo
opravili s programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statisti¢no znacilne vplive.

Bioakumulacijski faktor

SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%) 202,2744 4 50,5686 17,34843 0,000003
Populacija 2,5570 1 2,5570 0,87723  0,360136
Delez onesnazenja substrata 5,1685 4 1,2921 0,44329 0,775914

(%)*Populacija
Napaka 58,2976 20 2,9149
Translokacijski faktor

SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%) 15,1397 4 3,7849 12,7186 0,060531
Populacija 10,1581 1 10,1581 7,2962 0,014154
Delez onesnazenja substrata (%)*Populacija 23,5338 4 58834 4,2259 0,012959

Napaka 26,4527 19 1,3922

4.2.5.3 Mobilnost Pb

Vrednosti BAF za Pb so bile izjemno nizke. Pri zaplanski populaciji so se gibale med
0,04-0,28, medtem ko pri Zerjavski med 0,9-8,5 (Preglednica 14). Tudi vrednosti TF za Pb
so bile zelo nizke, gibale so se med 0,14-0,22 za zaplansko populacijo in med 0,17-0,65 za

zerjavsko (Preglednica 15).

Iz faktorske analize je razvidno, da sta na BAF in TF za Pb vplivala delez onesnaZenja

substrata ter kombinacija populacije in deleza onesnazenja (Preglednica 18).

Zaplanska populacija je na neonesnazenem substratu (0 %) dosegala statisticno znacilno
najvecje vrednosti BAF od vseh ostalih substratov. Pri Zerjavski populaciji ni bilo
statisticno znaéilnih razlik med izpostavitvami (Preglednica 14). Statisti¢no znacilno
najvecje vrednosti TF je zaplanska populacija dosegala na neonesnazenem substratu (0 %),
medtem ko so vrednosti TF za Zerjavsko populacijo statisti¢no znacilno najvecje pri 100 %

onesnazenem substratu (Preglednica 15).

Pri izpostavitvi 0 % so bile za zaplansko populacijo znacilne vecje vrednosti BAF. Prav

tako v okviru neonesnazenega in 100 % onesnaZenega substrata prihaja do statisti¢nih
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razlik v populaciji TF. In sicer, na neonesnazenem substratu (0 %) so bile vrednosti TF
statisticno znacilno vecje za zaplansko populacijo, pri 100 % onesnazenem substratu pa so

bile vrednosti veéje za Zerjavsko populacijo (Preglednica 21).

Preglednica 18: Prikaz faktorske analize bioakumulacijskih faktorjev in translokacijskega faktorja za Pb med
rastlinami Zerjavske in zaplanske populacije pri substratih z razli¢nim deleZzem onesnazenja. Analize smo
opravili s programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statisti¢no znacilne vplive.

Bioakumulacijski faktor

SS Prostostne stopnje MS F p
Koncentracija onesnazene zemlje (%) 0,085070 4 0,021267 12,8190 0,000025
Populacija 0,004579 1 0,004579 2,7602 0,112235
Koncentracija onesnazene zemlje 0,062062 4 0,015516 9,3520 0,000198
(%)*Populacija
Napaka 0,033181 20 0,001659
Translokacijski faktor
SS Prostostne stopnje MS F p
Koncentracija onesnazene zemlje (%)  0,283499 4 0,070875 5,7103  0,004730
Populacija 0,009763 1 0,009763 0,7866  0,388270
Koncentracija onesnazene zemlje 0,342866 4 0,085717 6,9061 0,001986
(%)*Populacija
Napaka 0,198587 16 0,012412

4.25.4 Mobilnost Mn

V vseh primerih so vrednosti BAF zaplanske populacije blizu vrednosti 0 (0,008-0,030),
medtem ko se pri zerjavski populaciji gibljejo blizu vrednosti 1 (0,8-0,9) (Preglednica 14).
Vrednosti TF Zerjavske populacije so v vseh primerih visje od 1, medtem ko so pri

zaplanski populaciji vse vrednosti nizje od 1 (Preglednica 15).

Iz faktorske analize variance vidimo, da je na BAF in TF Mn vplivala populacija. Delez

onesnazenja substrata ni imel statisti¢no znacilnega vpliva (Preglednica 19).

V primeru enosmerne ANOVE zaplanske populacije so statisticno znacilno najvecje
vrednosti za BAF in TF prisotne pri rastlinah, ki so rasle na substratu s 100 %
onesnazenjem, vrednosti ostalih izpostavitev se med seboj statisticno znacilno ne

razlikujejo. Znotraj Zerjavske populacije ni statisticno znacilnih razlik (Preglednica 14, 15).
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Pri primerjavi vrednosti TF in BAF med populacijama se je v vseh primerih izkazalo, da so

bile vrednosti statisti¢no znacilno vecje za Zerjavsko populacijo (Preglednica 21).

Preglednica 19: Prikaz faktorske analize bioakumulacijskih faktorjev in translokacijskega faktorja za Mn med
rastlinami zerjavske in zaplanske populacije pri substratih z razlicnim delezem onesnazenja. Analize smo
opravili s programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdeca barva prikazuje statisti¢no znacilne vplive.

Bioakumulacijski faktor za Mn

SS Prostostne stopnje MS F p
DeleZ onesnazenja substrata (%)  0,012440 4 0,003110 0,2301 0,918232
Populacija 5,001956 1 5,001956 370,0453 0,000000
Delez onesnazenja substrata 0,015038 4 0,003759 0,2781 0,888637
(%)*Populacija
Napaka 0,270343 20 0,013517
Translokacijski faktor za Mn
SS Prostostne stopnje MS F p
DeleZ onesnazenja substrata (%) 0,32585 4 0,08146  0,8261 0,524804
Populacija 8,16178 1 8,16178 82,7676  0,000000
DelezZ onesnazenja substrata 0,08761 4 0,02190 0,2221 0,922734
(%)*Populacija
Napaka 1,87361 19 0,09861

4.25.5 Mobilnost Fe

Iz Preglednice 14 za BAF je razvidno, da so bile vse vrednosti za BAF mo¢no manjse od 1
0z. blizu 0. Gibale so se med 0,4-1,2 za zaplansko populacijo in 0,009-0,015 za zerjavsko
populacijo. V primeru rastlin zaplanske populacije, ki so rasle na neonesnazenem

substratu, so povpre¢ne vrednosti celo presegle vrednost 1. Vrednosti TF za Fe so manjse
od 1.

Faktorska analiza variance je pokazala, da je imela na BAF vpliv le populacija. Na
vrednosti TF za Fe pa je vplival delez onesnazenja substrata, populacija ter kombinacija

obeh parametrov (Preglednica 20).

Vrednosti BAF se med seboj po izpostavitvah pri obeh populacijah niso razlikovale
(Preglednica 14). Prav tako je bilo tudi pri vrednostih TF za zaplansko populacijo. V
primeru Zerjavske populacije S0 dosegale statisticno znacilno najvisje vrednosti TF rastline

neonesnazenega substrata (0 %). Med vsemi ostalimi substrati ni bilo razlik (Preglednica
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15). Vrednosti BAF so bile statisti¢éno znacilno vecje za zaplansko populacijo, medtem ko

zerjavska populacija dosega veéje vrednosti TF (Preglednica 21).

Preglednica 20: Prikaz faktorske analize bioakumulacijskih faktorjev in translokacijskega faktorja za Fe med
rastlinami zerjavske in zaplanske populacije pri substratih z razlicnim delezem onesnazenja. Analize smo
opravili s programom Statistica 7, faktorska ANOVA. Rdec¢a barva prikazuje statisti¢no znaéilne vplive.

Bioakumulacijski faktor za Fe

SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%)  0,677644 4 0,169411 1,44390 0,256363
Populacija 2,614606 1 2,614606 22,28437 0,000131
Delez onesnazenja substrata 0,668538 4 0,167135 1,42449  0,262302

(%)*Populacija
Napaka 2,346583 20 0,117329
Translokacijski faktor za Fe

SS Prostostne stopnje MS F p
Delez onesnazenja substrata (%) 0,097102 4 0,024276 5,6941 0,003470
Populacija 0,083822 1 0,083822 19,6613  0,000285
Delez onesnazenja substrata 0,080781 4 0,020195 4,7370 0,008036

(%)*Populacija
Napaka 0,081003 19 0,004263
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5 RAZPRAVA
5.1 SESTAVA SUBSTRATA

5.1.1 Primerjava substrata po izpostavitvah onesnaZenosti

Analiza tal je pokazala, da z naras¢anjem deleza onesnazene zerjavske zemlje s Cd, Zn in
Pb v substratu narascajo tudi koncentracije Cd, Zn in Pb v njem, kar je bilo seveda
pri¢akovano. Ce izpostavitev 0 % predstavlja neonesnazeno zaplansko prst in izpostavitev
100 % predstavlja Zerjavsko prst, nam njuna primerjava povprecnih koncentracij Cd, Zn in
Pb (Preglednica 1 in 2) pokaze znacilno manjSe koncentracije Cd, Zn in Pb za zaplansko
prst. Pri substratu zaplanske populacije je koncentracija Cd izpostavitve 0 % celo pod mejo
detekcije. Povprecne koncentracije Cd v zerjavski prsti se gibljejo med 65-71 mg/kg, kar
je zgornja meja Cd, zaznanega v raziskavi Sajn in Gosar (2004). Povpreéne koncentracije
Zn (89-94 mg/kg) in Pb (73-81 mg/kg) v zaplanski prsti so statisticno znacilno veliko
manjse od koncentracije Zn (1778-1850 mg/kg) in Pb (16200-16200 mg/kg) v Zerjavski
prsti. Z meSanjem zaplanske in Zerjavske prsti v razliénem razmerju smo tako pri¢akovano
dobili vecje koncentracije Cd, Zn in Pb v substratu z naras¢anjem deleza onesnazene

zerjavske prsti.

Opazno se z onesnazenjem veca tudi koncentracija Ca. Ravno obraten pojav, torej padec
koncentracije z ve€anjem onesnazenja substrata, pa je znacilen za K in Fe, medtem ko se
koncentracije Mn pri razli¢nih izpostavitvah statisti¢no znacilno ne razlikujejo. To je zopet
tesno povezano s samo sestavo zaplanske in Zerjavske prsti. Ve¢je povprecne koncentracije
Ca so znacilne za izvorno Zerjavsko prst, in sicer dosegajo med 97200-103000 mg/kg,
medtem ko se koncentracije v zaplanski prsti gibljejo med 7280-8830 mg/kg. Za
zaplansko prst pa so znacilne vecje povpreéne koncentracije K (14500-16100 mg/kg) in Fe
(29000-30800 mg/kg) od koncentracije K (6750-7360 mg/kg) in Fe (21300-21400 mg/Kkg)
v zerjavski prsti. Povpre¢ne koncentracije Mn pa se med zaplansko (641-759 mg/kg) in

zerjavsko (579-648 mg/kg) prstjo statisti¢no znacilno ne razlikujeta (Slika 37).

S tem, ko smo mesali razli¢na razmerja med zaplansko in Zerjavsko prstjo, nismo vplivali

le na spreminjanje koncentracije Cd, Zn in Pb, ampak tudi na koncentracije ostalih



Margu¢ D. Vpliv kadmija, cinka in svinca na privzem ... hranil in sintezo $kroba pri populacijah ranega mosnjaka ... rastis¢a 85
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

elementov. Razli¢ne koncentracije esencialnih elementov (Ca, K, Fe in Mn) v substratu po
izpostavitvah z razlicnim onesnazenjem onemogocijo opazovanje vpliva TK na privzem
esencialnih elementov v rastlino, saj ze sama njihova koncentracija v tleh vpliva na
privzem v rastlino (Gosh in Singh, 2005). Zato za nadaljnje raziskave vpliva koncentracij
TK na mineralno prehrano in privzem esencialnih elementov v rastlino svetujemo drugace
zastavljen poskus. In sicer bi bilo bolje, ¢e bi vzeli enoten neonesnazen substrat (npr.
zaplansko prst), s Cemer bi zagotovili enakomerno razporeditev in dostopnost esencialnih
rastlin v substratu. Temu substratu bi nato dodajali razli¢ne koncentracije Zn, Cd in Pb in s
tem povecevali onesnazenost po tretmajih. Tako bi lahko nadzorovano opazovali vpliv

koncentracije Zn, Cd in Pb na privzem esencialnih elementov.

5.1.2 Vrednost pH in organska snov

Za rastlinski privzem elementov je zelo pomembna njihova biodostopnost oz. topnost
kovin v vodni fazi, ki pa je odvisna od zadrZevalnega ¢asa in interakcij z ostalimi elementi
v substratu (Tangahu in sod., 2011). Spros¢anje kovin iz talnih delcev je odvisna od pH,
same koli¢ine elementa v tleh, kationsko izmenjevalne kapacitete, vsebnosti organske
snovi, oksidacijskega stanja mineralnih komponent in redoks potenciala (Gosh in Singh,
2005).

Najvecji vpliv na biodostopnost ima pH zemlje (Tangahu in sod., 2011). V naSem primeru
se je pH substrata gibal med 7,02 in 7,67. To pomeni zmanj$ano dostopnost Mn in Zn, v
manj$i meri tudi K in Fe. Zanje je ugodnejsi bolj kisel pH (Taiz in Zeiger, 2006). Pri
nevtralnem in rahlo bazi¢nem pH, ki je tipien za vecino tal, so kationi kovin mocno
vezani na glinene frakcije, lahko pa tudi na vodne okside Fe, Al in Mn, ki so prisotni v
mineralni obliki v tleh (Gosh in Singh, 2005). Glede na povpre¢ne vrednosti pH je opazno
vecanje pH z veCanjem deleza onesnaZenja substrata. Kar bi imelo Se dodaten vpliv na
omejevanje privzema Mn in K ter Fe, katerih koncentracija se je z delezem onesnazevanja

ze tako zmanjSevala.

Organska snov izboljSuje fizikalne lastnosti tal v smislu zrac¢nosti in vodne kapacitete,

predstavlja rezervo dusika in preprecuje izpiranje mineralnih snovi (Mr$i¢, 1997). V naSem
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poskusu se z veCanjem deleza onesnazenja povecuje delez organske snovi pri substratih za
zaplansko populacijo, kar dodatno vpliva na dostopnost elementov za privzem v rastlino,

saj imajo TK visoko afiniteto za vezavo na organsko snov (Gosh in Singh, 2005).

5.1.3 Primerjava substratov znotraj enake izpostavitve onesnazenja med
populacijama

Glede na problem, ki se je pojavil med izpostavitvami znotraj iste populacije, so si
substrati enake onesnazenosti oz. izpostavitve za obe populaciji po mineralni sestavi zelo
podobni (Slika 37). Kar pomeni, da so rezultati vpliva populacije za privzem TK in
esencialnih elementov verodostojni. To velja za vse izpostavitve, edina razlika v substratu
med populacijama se pojavlja pri kontrolnem oz. neonesnazenem substratu (0 %).
Substrata se med populacijama razlikujeta predvsem po koncentraciji Mn in organski snovi
(Slika 37), kar je posledica nehomogenosti substrata. Zato je primerjava med populacijama
vsaj v privzemu in akumulaciji Mn pri tej izpostavitvi neverodostojna. Verjetno pa je
prisoten vpliv $e na privzem ostalih elementov, glede na to, da kationi med seboj tekmujejo
za vezavna mesta (Gosh in Singh, 2005).

Color Key
A5 0 1
Value TT
OM
{ Soil_Mn
— pH
Soil_Ca
Soil_Cd
Soil_Pb
Soil_Zn
|: Soil_Fe
- Soil_K

Zap_M
Zer M
Zer L
Zap_H
Zer H

o
@
~N

Slika 37: Barvni diagram lastnosti tal (pH, organske snovi, koncentracije elementov) pri razli¢nih
izpostavitvah z dodanimi drevesi podobnosti na osnovi analize grozdov. Podatke za vzorce izpostavitve 0 %
smo oznadili kot L, vzorce izpostavitev 25 % in 50 % kot M in vzorce izpostavitev 75 % in 100 % kot H.
Oznaki za populacijo N. preacox sta Zer — zerjavska populacija, Zap — Zaplanska populacija. Barvna skala v
levem zgornjem Kkotu diagrama nam prikazuje, ali so vrednosti nad- ali podpovpreéne. Pomen oznak: OM-
organska snov, Soil_X-koncentracija elementa v substratu.
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5.2 BIOMASA RASTLIN

5.2.1 Vpliv povecanja koncentracije Zn, Cd in Pb v substratu na biomaso rastlin

En izmed ciljev nasega loncnega poskusa je bil dolociti vpliv deleza onesnazene zemlje s
Cd, Pb in Zn na produkcijo sveze in suhe biomase korenin ter poganjkov pri dveh ekotipih

N. preacox v obdobju 3 mesecev.

Predhodne raziskave na razli¢nih rastlinah kazejo na negativen vpliv TK, $e posebno Cd,
na rast in razvoj rastlin. Posledicno to pomeni manjSo biomaso korenin in poganjkov
(Oncel in sod., 1999; Perfus-Barbeoch in sod., 2002; Benavides in sod., 2005; Zhou in Qui,
2005). V naSem poskusu se je izkazalo ravno obratno. Povecanje deleZza onesnaZenosti
substrata je vplivalo na povecanje sveze in suhe biomase rastlin. Najve¢jo svezo in suho
biomaso so dosegale rastline iz substrata s 25 %, 50 % in 75 % onesnazene zemlje. Pri
rastlinah iz 100 % onesnazenega substrata Sta se sveza in suha biomasa rastlin zopet
zmanjSali. Torej prisotnost nizjih koncentracij Cd, Pb in Zn deluje spodbujajoce na samo
rast rastline. Lahko bi celo trdili, da je za uspesno rast N. preacox potrebna doloc¢ena
koncentracija Cd, Pb in Zn v substratu. Kar pomeni, da imata lahko Cd in Pb kljub vsemu
neko fiziolosko funkcijo v rastlini. Za N. caerulescens je bila predlagana fizioloska vlioga
Cd kot ojacevalca aktivnosti nekaterih encimov, ki sprozijo antioksidativni odgovor na
stres, povzrocen s strani kovin (Pongrac in sod., 2009). Spodbujanje delovanja encimov je
lahko posledica spodbude njihove sinteze ali zaviranja njihovih inhibitorjev (Sergin in
Ivanov, 2001).

Podoben pozitiven vpliv na biomaso rastlin je v svoji raziskavi vpliva Cd na N. preacox in
N. caerulescens ugotovila tudi Pongrac in sod. (2009). Povecanje biomase rastline je lahko
posledica hormeze. Pri tem pojavu prisotnost nizjih koncentracij onesnazila (v naSem
primeru TK) spodbudi rast rastline. S povecanjem rastlinskega volumna se razredci
koncentracija TK v rastlini, kar zmanjSa strupen uc¢inek TK in omogoc¢a normalen potek
metabolnih procesov (Koren, 2013; Krzstowska, 2010). Prav tako je zaradi vsebnosti TK v
rastnem gojiscu prislo do stimulacije rasti alge Selenastrum capricornutum in male vodne

lece Lemna minor (Vidic in sod., 2008).
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Podobne pozitivne vplive na biomaso je dobil tudi Sun in sod. (2009), ki je preuceval
hiperakumulacijsko sposobnost vrste Bidens pilosa. Ugotovil je, da Cd v substratu
povecuje biomaso poganjkov in korenin do dolo¢ene meje, po prekoracitvi te meje pa je
biomasa manjSa od predhodnje, kar smo ugotovili tudi v nasem poskusu. Verjetno so
koncentracije TK v substratu s 100 % onesnazenjem ze presegale mejo, katere strupenih
ucinkov rastlinski razstrupljevalni mehanizmi niso bili ve¢ sposobni omejevati, zato je
prislo do razvoja manjse biomase. V naSem primeru ne moremo to¢no vedeti, katera izmed
TK je imela najvecji vpliv, vendar glede na ve¢jo mobilnost Zn in Cd (Blosberg in
Phalson, 1989; Barcelo in Postschraider, 1990), ta dva bolj vplivata na biomaso poganjkov,
medtem ko se zaradi slabe mobilnosti vecje koncentracija Pb kopicijo v koreninah (Peer in

sod., 2005; Barcelo in Postschreider, 1990).

V nasem primeru so kontrolne rastline (izpostavitev 0 %) slabo rastle, prislo je do suSenja
listov in konc¢no zelo nizke biomase. Po vsej verjetnosti je to posledica pomanjkanja Zn
(Blosberg Phalson, 1989; Taiz in Zaiger, 2006). Zn je esencialni element, pomemben za
rastlinski metabolizem. Njegovo pomanjkanje lahko vpliva na inhibicijo fotosinteze, s tem
pa na produkcijo sladkorjev, kar posledicno vodi v zakrnelo rast rastline (Vidic in sod.,

2008).

5.2.2 Vpliv populacije na biomaso rastlin izs Cd, Zn in Pb onesnaZenega substrata

Ena izmed nasih hipotez je bila, da naj bi zerjavska populacija ranega mosnjaka, Ki izvira
iz onesnazenega obmocja, bolje uspevala na substratu s povefano onesnaZenostjo kot
zaplanska populacija, kar pomeni, da naj bi bila biomasa poganjkov in korenin vecja. V
naSem poskusu se populaciji oz. ekotipa po svezi biomasi poganjkov in korenin znotraj
substrata z istim deleZem onesnazene zemlje ne razlikujeta. Torej ni statisticno znacilnih
razlik med populacijama glede sveZze mase rastlin. Iz tega lahko razberemo, da sta obe
populaciji uspesno prilagojeni na povisane koncentracije TK in imata obe dobro razvite
razstrupljevalne mehanizme. Prav tako ni bilo razlike med populacijama po suhi masi

korenin znotraj enake izpostavitve.
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Pri suhi masi poganjkov rastlin iz substrata s 25 % delezem onesnazene zemlje je suha
masa poganjkov zaplanske populacije statisticno znacilno vecja od Zerjavske. Razlik
znotraj ostalih izpostavitev ni. 1z tega lahko razberemo, da so bile rastne razmere za
rastline zaplanske populacije optimalne Ze pri substratu s 25 % onesnazenjem, kar se tice
koncentracije TK, tu imamo v mislih predvsem esencialni Zn. Medtem, ko se optimalne
koncentracije TK za Zerjavsko populacijo pojavijo Sele pri substratu s 50 % onesnazenjem.
Pri svezi biomasi rastlin in suhi biomasi poganjkov pride do statisticno znacilnega
naras¢anja biomase zaplanske populacije ze pri izpostavitvi 25 % onesnazenosti, medtem
ko pri Zerjavski populaciji ta porast nastopi Sele v primeru 50 % onesnazenja. To lahko
razlozimo s tem, da zerjavska populacija, ki izhaja iz onesnazenega obmocja s Cd, Pb in
7Zn, zaradi visokih koncentracij v tleh lazje dostopa do Zn. Mehanizmi za njegov privzem
niso tako dobro razviti kot pri zaplanski populaciji, ki raste na neonesnazenih tleh in mora

zaradi nizje koncentracije Zn v tleh za njegov privzem razviti u¢inkovitejse mehanizme

(Meertens, 2003).

Lahko pa rastline Zerjavske populacije za svojo uspeSno rast celo potrebujejo Cd in Pb. V
nekaterih primerih so ugotovili, da nizke koncentracije Cd*" in Pb*" celo spodbudijo rast
koreninskega sistema (Sergin in Ivanov, 2001). Manjsa suha biomasa poganjkov rastlin iz
100 % onesnaZzenega substrata je glede na izpostavitev 75 % statisticno znacilna le za
rastline zaplanske populacije. Obenem se sveza in suha biomasa poganjkov zaplanske
populacije kontrole (0 %) statisti¢no znacilno ne razlikuje od poganjkov 100 % substrata.
To kaZe na slabSo toleranco za TK v primerjavi z Zerjavsko populacijo, kjer upad suhe
biomase ni statisticno znacilen. SveZa biomasa poganjkov izpostavitve s 100 %
onesnazenjem pa je znacilno ve¢ja od kontrole. Raziskave na ekotipih iz onesnazenega in
neonesnazenega obmocja so pokazale, da so navadno za onesnaZenje bolj tolerantni ekotipi

iz onesnazenih obmo¢ij (Sun in sod., 2013).
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5.3 DELEZ VODE V RASTLINI

5.3.1 Vpliv povecanja koncentracije Cd, Zn in Pb v substratu na delez vode v
rastlini

Izmerili smo tudi delez vode v rastlini. Navadno Pb in Cd povzrocata upad transpiracije in
vsebnosti vode v rastlini (Schat in sod., 1997; Sergin in Ivanov, 2001; Perfus-Barbeoch in
sod., 2002; Benavides in sod., 2005; Sherameti in Varma, 2011). ZmanjSujeta tudi
vsebnost snovi, ki vzdrzujejo turgor in plasti¢nost celice, kar povzro€i niZzanje vodnega
potenciala, to pa zopet vodi v upocCasnitev rasti (Sergin in Ivanov, 2001; Sherameti in
Varma, 2011). ZmanjSana rast korenin povzro¢a motnje v privzemu in transportu vode po
rastlini (Zhou in Qui, 2005). Cd in Pb povecujeta vsebnost ABA, kar povzro¢a zapiranje
listnih rez (Sergin in Ivanov, 2001; Sherameti in Varma, 2011). Cd*" ima tudi sposobnost
posnemanja Ca®*, s Cemer si zagotovi vstop v celice spremljevalke preko Ca®" kanalgkov,
medtem ko so se K" kanal&ki izkazali za nepropustne pri raziskavi na A. thaliana. Znotraj
celic spremljevalk zaviralno vpliva na odpiranje listnih rez ¢ez dan. S tem se zmanjSa

transpiracija, kar pa vpliva na pretok vode po rastlini (Perfus-Barbeoch in sod., 2002).

V naSem primeru je pri§lo do ravno obratnega pojava. Delez vode je bil v koreninah in
poganjkih obeh populacij v primerjavi s kontrolnimi rastlinami statisti¢cno znacilno vedji.
Verjetno je manjSa vsebnost vode rastlin kontrole posledica pomanjkanja Zn, kar povzroca
slabo rast, s tem pa manjSe povrSine listov. Ti predstavljajo glavni transpiracijski organ,
kar pa vpliva na samo vsebnost vode v rastlini (Sergin in Ivanov, 2001). Med poganjki
obeh populacij in koreninami Zerjavske populacije ostalih substratov se niso kazale nobene

razlike v delezu vode.

Za korenine zaplanske populacije je opazno naraScanje deleza vode z naraScanjem
onesnazenosti substrata. Zanimivo je, da delez vode pri 100 % onesnazenem substratu ni
upadel, kot sta upadli sveza in suha biomasa. Lahko je to posledica obrambnega
mehanizma, saj se z veCanjem deleza vode v rastlini koncentracije TK manjsajo. Kar spet

potrjuje teorijo hormeze (Krezstowa, 2010; Koren, 2013).
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Eden izmed glavnih razstrupljevalnin mehanizmov za TK pri rastlinah je njihova
sekvestracija v vakuolah (Sergin in Ivanov, 2001; Krezstowa, 2010). Vecja, kot je
koncentracija snovi (v naSem primeru TK) v vakuoli, veéji je vstop vode v celico zaradi
osmoze (Raven in sod., 2005). Zato lahko predvidevamo, da z vi§jo vsebnostjo TK v
vakuolah prihaja tudi do visje vsebnosti vode v celici. Voda vstopa v vakuolo, dokler ji
turgor to dopusca, s tem pa lahko s svojim povecevanjem vpliva tudi na vecanje celice.
Turgor je odvisen tudi od togosti celi¢ne stene (Raven in sod., 2005). Celi¢na stena je Se
eno mesto, kjer se kopicijo TK v visokih koncentracijah, in sicer se vezZejo na karboksilne
skupine pektinov. Depoziti Pb, Cd in Zn povzrocajo zadebelitve celicne stene in povecajo
njeno togost, kar naj bi omejevalo rast. Obenem pa lahko TK povzro&ijo nastanek OH’, Ki
zaradi oksidativnega delovanja povzroc€a cepitev polisaharidov in s tem rahljanje celi¢ne
stene. To pa spodbudi podaljSevanje celice (Krzestowa, 2010), kar je tudi lahko razlog za

povecanja vsebnosti vode v celici in biomase rastline.

5.3.2 Vpliv populacije na delez vode v rastlinah

Rastline zerjavske populacije (znotraj izpostavitev 25 %, 50 % in 75 %) imajo statisticno
znacilno vecji delez vode od rastlin zaplanske populacije. Te ugotovitve kazejo na
povecano kopiCenje vode znotraj Zerjavskega ekotipa. To nam razlozi tudi, zakaj se
populaciji po svezi biomasi poganjkov in korenin ne razlikujeta, medtem ko pri suhi
biomasi se. Suha biomasa poganjkov Zerjavske populacije se manjsa, ve€a pa se njen delez

vode.

Za hiperakumulatorje je znacilna ve€ja toleranca za suSne razmere kot za
nehiperakumulacijske rastline. Nekateri celo trdijo, da akumulacija TK doprinese k
odpornosti proti susi, saj TK vplivajo na delovanje listnih reZ, naj bi pa tudi povecevale
osmolarnost znotraj celice (Whiting in sod., 2003; Bhatia in sod., 2005). Zadnje ni bilo
dokazano, a opazni so trendi. Tla, bogata s TK, so pogosteje bolj skeletna in porozna, kar
pomeni, da voda zelo hitro odteka. Torej lahko zelo hitro nastopijo suSne razmere za
rastlino (Bhatia in sod., 2005; Whiting in sod., 2003). Zatorej morajo imeti rastline, ki
rastejo na takih tleh, vecjo sposobnost zadrzevanja vode in zmanjSanja njihove izgube.

Glede na to, da je Zerjavska populacija izhajala iz onesnaZzenega obmocja z zrnato strukturo
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tal, lahko predvidevamo, da so njeni mehanizmi zadrzevanja in privzema vode bolj razviti
kot pri zaplanski populaciji, ki izhaja iz za vodo ugodnejsih glinenih tal. Zato je tudi

vsebnost vode vecja pri Zerjavski populaciji.

5.4 FOTOSINTEZNI PIGMENTI

V vseh rastlinah nasega poskusa, ne glede na populacijo in odstotek onesnazenosti
substrata, je med fotosinteznimi pigmenti v poganjkih najvi§jo koncentracijo dosegal
Klorofil a. Sledila je koncentracija klorofila b, najnizje koncentracije v poganjkih pa so
dosegali karotenoidi, kar se naceloma pricakuje pri rastlinah v optimalnem okolju. Klorofil
a je glavni fotosintezni pigment, medtem ko so Kklorofil b in karotenoidi pomozni

fotosintezni pigmenti (Taiz in Zeiger, 2006).

5.4.1 Vpliv povec¢anja koncentracije Cd, Zn in Pb v substratu na klorofil ain b

Nasa hipoteza je trdila, da se bo koncentracija celokupnega klorofila z naraScanjem
onesnazenosti substrata zmanjSevala, saj predvsem Cd in Pb povzrocata poskodbe
antenskih pigmentov (Siedlecka in Krupa, 1999), poleg tega pa $e motnje v sintezi obeh
klorofilov in karotenoidov (Sergin in Ivanov, 2001; Zeniwg in Munzuroglu, 2005). Motnje
v sintezi povzrocata z inhibicijo sinteznih encimov (vezeta se na —SH skupino) za klorofil,
kot je aminolevulonska kislinska dehidrogenaza oz. ALA dehidrogenaza (Sergin in Ivanov,
2001; Blasberg Phélsson, 1989). Z vplivom na ta encim je prepretena sinteza ALA (8-
linolenske kisline), ki je glavni prekurzor klorofila in sinteze hema (Zhou in Qui, 2005,
Marschner, 1986). Cd tudi preprecuje tvorbo protoklorofil-reduktaznega kompleksa, kar
tudi negativno vpliva na sintezo klorofila (Oncel in sod., 1999; Pongrac in sod., 2009b).
TK sprozijo tvorbo radikalov, ki poskodujejo membrane ter z njimi povezane molekule,
vkljuéno s klorofilnimi pigmenti (Zeniwg in Munzuroglu, 2005). Obenem Pb in Cd
povzrodata tudi pomanjkanje Zn, Fe in Mg. (Sergin in Ivanov, 2001; Blasberg Philsson,
1989). ZmanjSanje Fe vpliva na tvorbo ALA in povzro¢a motnje v sintezi proteinov
(zmanjSanje Stevila ribosomov), kar zmanj$a sintezo klorofila in povzro¢i upad

karotenoidov (Marschner, 1986). Lahko pride do zamenjave Mg** z Cd ali Zn znotraj
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klorofila. V tem primeru klorofil ob relaksaciji sprosti energijo v obliki toplote in
onemogocCi prenos energije na akcijski center tilakoid. Vecinoma pa pri zamenjavi s Cd

pride do razgradnje klorofila (Kiipper in sod., 1998).

V okviru nasega poskusa smo pricakovali upad klorofila a z naras€anjem onesnazenja,
vendar se koncentracija z nara$¢anjem onesnazenja ni vidno spremenila. Nekaj podobnega
je pri vrsti N. preacox ugotovila tudi Pongrac in sod. (2009). Kar kaZze na dobro razvite
razstrupljevalne mehanizme in dobro toleranco na TK. Mozno je tudi, da koncentracije TK
niso Se presegle koncentracij, ki bi povzrocile upad klorofila a. Le kontrolne rastline (0 %
delez onesnazenja) zaplanske populacije so vsebovale nizje koncentracije klorofila a kot
rastline vseh ostalih substratov. To lahko razloZimo s pomanjkanjem Zn v rastlini, kar je
vplivalo na zakrnelo rast in drastiéno zmanjSanje listov ter na zmanjSanje koncentracije
Klorofila (Marschner, 1986). Zakaj pa do tega ni priSlo pri Zerjavski populaciji, lahko
razlozimo s primerjavo neonesnazenih substratov med populacijama. Iz barvnega diagrama
(Slika 37) razberemo, da so bile koncentracije Zn in Mn v neonesnazenem substratu
zaplanske populacije nizje kot v substratu Zzerjavske populacije. Obenem je bila v
koreninah iz neonesnazenega substrata zaplanske populacije statisticno zna¢ilno manjsa

koncentracija Zn kot pri zerjavski populaciji.

Prav tako kot za klorofil a, ni bilo nobenega vpliva zaradi onesnazenosti substrata na
koncentracijo klorofila b. Kljub temu, da klorofil b velja za bolj ob¢utljivega na Cd in Pb
od klorofila a (Gallego in sod., 1996; Sergin in lvanov, 2001; Manois in sod., 2003;
Zeniwg in Munzuroglu, 2005), se njegova koncentracija z nara$€anjem onesnazenja ni

spreminjala.

5.4.2 Vpliv populacije na klorofil a in b v rastlinah, ki so rasle nas Cd, Pb in Zn
onesnazenih tleh

Dober razvoj raztrupljevanjih mehanizmov (Krzestowska, 2010) in prilagojenost obeh
populacij na onesnazenje s TK potrjuje tudi odsotnost upada koncentracij klorofila a in b.

Kljub temu pa se ekotipa po koncentracijah med seboj mocno razlikujeta. Rastline

zerjavske populacije vsebujejo statisticno znacilno vecje koncentracije klorofila a in b v
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primerjavi z rastlinami zaplanske populacije. Iz tega lahko sklepamo, da je vecja
koncentracija klorofila posledica boljse prilagoditve zerjavske populacije v primerjavi z
zaplansko populacijo. Mogoce celo TK doprinesejo k sami sintezi klorofila, a mehanizma
ne poznamo. Zerjavska populacija Ze ve¢ generacij raste na s TK onesnaZenih tleh. Kratek
zivljenjski cikel N. preacox je lahko omogocil razvoj novih morfoloskih in fizioloskih
prilagoditev na take razmere, kot je bilo predlagano ze s strani Lombi in sod. (1999) za N.
caerulescens in N. goesingense. Ena izmed prilagoditev je lahko tudi povecanje
koncentracije klorofila za vzdrzevanje stopnje fotosinteze. Glede na to, da se lahko Cd, Pb
in Zn vgradijo v klorofil namesto Mg (Kiipper in sod., 1998), bi se lahko koncentracija
klorofila povecala tudi zato, ker so nastali klorofili s TK manj u¢inkoviti. To pa povzro¢i,

da rastlina Se naprej vlaga v vecjo produkcijo klorofila, da zadosti potrebam po fotosintezi.

5.4.3 Vpliv deleza onesnaZenosti substrata na koncentracijo karotenoidov

Na koncentracijo karotenoidov v rastlinah vpliva delezZ onesnazZenosti substrata. In sicer, v
okviru Zerjavske populacije je lepo vidno naras¢anje koncentracije karotenoidov do
substrata s 75 % onesnaZenjem, nato pa se koncentracija zmanjSa nazaj na koncentracijo
kontrole. Najvisjo koncentracijo karotenoidov vsebujejo rastline substrata s 75 % delezem
onesnazenja. Karotenoidi so lovilci prostih radikalov (nastanejo tudi zaradi TK) in so del
antioksidantnega sistema, ki $¢iti rastlino (Gallego in sod., 1996). Povecanje karotenoidov
imamo lahko za pokazatelja aktivacije antioksidativnega sistema v rastlini. V' primeru
rastlin iz popolnoma onesnazenega substrata koncentracija karotenoidov upade na
koncentracijo pri kontrolnih rastlinah, iz ¢esar lahko sklepamo, da je koncentracija TK ze
presegla mejo tolerance in antioksidantni sistem ne more ve¢ omejiti vseh strupenih
ucinkov, kar se kaze tudi na produkciji biomase. Kot Ze zgoraj omenjeno, TK povzrocajo
upad same sinteze karotenoidov (Siedlecka in Krupa, 1999; Sergin in lvanov, 2001;
Zeniwg in Munzuroglu, 2005). Znotraj zaplanske populacije je trend narascanja
koncentracije karotenoidov manjsi, vendar Se vedno vsebujejo rastline iz substrata 25 % in

75 % vecje koncentracije od kontrole.
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5.4.4 Vpliv populacij na koncentracijo karotenoidov

Med ekotipi se populaciji v koncentraciji karotenoidov statisticno znacilno razlikujeta le
pri substratu s 50 % delezem onesnaZenja, in sicer v tem primeru so Kkoncentracije
karotenoidov vecje pri Zerjavski populaciji. Verjetno zaradi istega razloga kot oba
klorofila, torej rastlina vlaga vec energije v tvorbo pomoznih pigmentov, da bi povecala

uc¢inkovitost fotosinteze in obrambe pred TK.

5.5 SLADKORIJI

Cilj raziskave je bil tudi preveriti, kako poviSane koncentracije Cd, Pb in Zn vplivajo na
metabolizem ogljikovih hidratov (COH). Zanimal nas je tudi vpliv populacije oz. ekotipa
na sam odziv metabolizma COH. Pri¢akovali smo, da se bo v kloroplastih obeh ekotipov
pojavilo kopicenje fotosinteznega Skroba. TK so znane po tem, da povzrocajo inhibicijo
fotosinteze in s tem sinteze sladkorjev. Obenem pa zaradi poskodb membran omejujejo
prenos COH iz izvornih tkiv, kot je mezofil, v ponorna tkiva, torej v fotosintezno
neaktivne korenine (Marschner, 1986; Verma in Dubey, 2001). Torej naj bi delez Skroba v
poganjkih nara$cal z naras¢anjem deleza onesnazenosti substrata oz. delezem koncentracije
TK v poganjkih, v koreninah pa naj bi potemtakem upadal (Blasberg Phélsson, 1989).
Obenem smo pric¢akovali, da bo zaradi slabSe prilagoditve na onesnaZenje s TK ucinek

kopicenja Skroba v poganjkih toliko vecji pri zaplanski populaciji.

5.5.1 Vpliv deleza onesnaZenja na produkcijo in transport sladkorjev

V okviru Zerjavske populacije se vsebnost skupnega Skroba v poganjkih po AACC metodi
ne spreminja glede na deleZ onesnazenosti substrata, kar kaze na boljso toleranco za TK od
zaplanske populacije, za katero je znacilno spreminjanje v koncentraciji sladkorjev po

izpostavitvah.

Edina statistiéno znacilna razlika pri rastlinah Zerjavske populacije je med popolnoma
onesnazenim substratom (100 %), kjer je vsebnost skupnega Skroba manj$a od vsebnosti

poganjkov izpostavitve 25 %. To kaZe na trend upadanja vsebnosti sladkorja z nara§¢anjem
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koncentracije TK v substratu. To bi lahko razlozili s strupenimi u¢inki TK na metabolizem
rastlin pri izpostavitvi 100 %, kar nam podkrepi tudi upad koncentracije karotenoidov in
biomase rastlin te izpostavitve. Koncentracije TK so bile pri tej izpostavitvi Ze tako velike,
da so prekoracile razstrupljevalne mehanizme in vplivale na rastlinski metabolizem. Z
zmanj$anjem fotosinteze se zmanjSa sama produkcija COH, kar pomeni, da se zmanjsa
vsebnost skupnega Skroba v poganjkih. S tem, ko ni novo nastajajocega Skroba, predhoden
pa se porablja za normalno delovanje celice, se sam delez Skroba zmanjsa (Taiz in Zaiger,
2006). Podobne ugotovitve upadanja skroba so potrdili tudi rezultati, dobljeni z metodo
FTIR-ATR.

Pri zaplanski populaciji pri obeh metodah delez Skroba v poganjkih ekstremno naraste pri
rastlinah substrata s 50 % delezem onesnazenja. Porast razlagamo s prekoracenjem
sposobnosti razstrupljevalnih mehanizmov, kar vodi v poSkodbe membran zaradi
peroksidacije (Sergin in lvanov, 2001; Verma in Dubey, 2001; Manios in sod., 2003).
Peroksidacija membran kloroplastov omeji oz. prepreci izstop trioza fosfatov v citosol. S
tem je omejena sinteza saharoze, ki je glavni transportni sladkor po rastlini. Zaradi
kopicenja trioza fosfatov znotraj kloroplastov pride do njihove pretvorbe v tranzitni Skrob
in njegovega porasta. TK povzrocajo tudi poskodbe membran, kar omejuje prenos nastale
saharoze med celicami in v ponorna tkiva. Kar Se dodatno pripomore h kopicenju
sladkorjev v poganjkih (Varma in Dubey, 2001). Podobne rezultate akumulacije $kroba v
poganjkih N. preacox iste populacije je dobila tudi Koren (2013).

Z nadaljnjim povecevanjem deleZa onesnazenja substrata (75 % in 100 %) se deleZ Skroba
v poganjkih zaplanske populacije statistiéno znacilno manjSa glede na predhodno
izpostavitev. Do tega verjetno pride zaradi upada fotosinteze in s tem sinteze sladkorjev
(Taiz in Zeiger, 2006). 1z rezultatov za fotosintezne pigmente vidimo, da ni priSlo do
motenj njihove sinteze. Lahko pa so TK povzrocale motnje v prenosu elektronov in zaradi
vpliva na Mn na cikel cepitve vode (Marschner, 1986), kar negativno vpliva na stopnjo
fotosinteze (Blosberg Phélson, 1989; Sergin in lvanov, 2001). Ce bi zeleli zagotovo videti
vpliv na stopnjo fotosinteze, bi se morali posluziti meritev fotosintezne aktivnosti. Znan je
tudi negativen vpliv TK na nefotokemicne reakcije (Sidelcka in Krupa, 1999; Sergin in

Ivanov, 2001; Sherameti in Varma, 2011) in fiksacijo duSika (Sergin in Ivanov, 2001;
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Benvides in sod., 2005), kar povzroci upad sinteze sladkorjev. Zaradi porabe Ze nastalega
Skroba se njegova koncentracija v poganjkih za¢ne zmanjSevati. Pomanjkanje in omejen
transport sladkorjev v ponorna tkiva tudi vpliva na zaviranje rasti in s tem manjso biomaso
(Taiz in Zeiger, 2006; Vidic in sod., 2008).

Iz tega lahko razberemo, da je vpliv TK prej viden iz produkcije sladkorjev kot iz
fotosinteznih pigmentov, kar kaze na to, da so karbonske reakcije fotosinteze bolj

obcutljive na TK od svetlobnih.

5.5.2 Vpliv populacije na sintezo in transport sladkorjev

Pri primerjavi ekotipov so bile opazne velike razlike pri delezu skupnega Skroba glede na
svezo maso poganjkov. Pri izpostavitvah 0 % in 25 % onesnazenega substrata ni vidnih
vedjih razlik, medtem ko pri izpostavitvah 50 % in 75 % zaplanska populacije vsebuje
vedji delez Skroba od Zerjavske. TK so imele ve¢ji vpliv na membrane in s tem na transport
COH v ponorna tkiva pri zaplanski populaciji (Verma in Dubey, 2001), kar kaZe na slab$o
prilagoditev zaplanske populacije na visoke koncentracije Cd, Zn in Pb v tleh. Zerjavska
populacija se je izkazala za bolje prilagojeno na kovinski stres, kar se ti¢e metabolizma

COH, katerega ucinkovitost je nujna za prezivetje (Koren, 2013).

5.5.3 Vpliv deleza onesnazenja s Cd, Pb in Zn ter populacije na strukturne
sladkorje

S pomocjo FTIR-ATR analize smo lahko zaznali Se produkcijo ostalih strukturnih
sladkorjev ter aromatskih snovi, predvsem lignina v poganjkih. Iz spektra lahko v
sploSnem razberemo, da pride s pojavom onesnaZenja do povecanja predvsem pektina in
lignina v poganjkih ter v doloceni meri tudi ostalih strukturnih polisaharidov, kot sta
celuloza in hemiceluloza. Podobne ugotovitve so v svojih raziskavah dobili tudi Koren
(2013) in Regvar in sod. (2013). Da rastline zmanjsajo strupen ucinek Cd, se ta v listih
veze v komplekse z O-ligandi, eden izmed teh ligandov je prav pektin (Koren, 2013). Tako
povecanje koncentracije pektina v poganjkih lahko predstavlja obrambni mehanizem

rastline pred kovinskim stresom. Povecanje koncentracije lignina pa pomeni povecano
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lignifikacijo. Regvar in sod. (2013) so ugotovili, da gre predvsem za povecano
lignifikacijo epidermisa. S tem rastlina prepreci izhod TK iz manj aktivnih rastlinskih tkiv
(epidermisa) v bolj aktivne (mezofil).V grobem bi lahko rekli, da se Zerjavska populacija
hitreje odziva na kovinski stres kot zaplanska. Saj vidimo, da pri izpostavitvi 50 %
(predvsem vrh 1390 cm™) Zerjavska populacija Ze pove¢a produkcijo pektina in lignina,
medtem ko se ta pojavi pri zaplanski populaciji Sele zakasnelo pri izpostavitvi 100 %, a je
potem mnogo vecja od zerjavske. S tem, ko je Zerjavska populacija omejila strupene
ucinke Cd, Zn in Pb, je zmanjSala vpliv na membrane in omogoc¢ila normalno produkcijo

in transport sladkorja po celici (Varma in Dubey, 2001).

5.6 ELEMENTNA SESTAVA RASTLINSKEGA MATERIALA

Kot ze prej navedeno, rezultati vpliva Cd, Pb in Zn na privzem K, Ca, Mn in Fe zaradi
neenakomerne razporeditve teh v substratu ni realna. Prav tako ne bi mogli trditi, katera

izmed treh tezkih kovin je imela vpliv na privzem ostalih esencialnih kovin.
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Preglednica 21: Preglednica znacilnih razlik v mobilnosti in koncentraciji elementov, fotosintetskih
pigmentov, vsebnosti $kroba ter biomase rastlin po izpostavitvah med populacijama N. preacox iz
onesnazenega (Zerjav) in neonesnazenega (Zaplana) rastis¢a. Rde¢a barva predstavlja najvisje znadilne
vrednosti vseh parametrov, modra barva pa najnizje vrednosti (Duncanov test, p<0,05). Majhne ¢érke
predstavljajo zaplansko populacijo, velike pa Zerjavsko populacijo.

ZNOTRAJ POPULACIJE MED POPULACUAMA
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5.6.1 Kadmij

5.6.1.1 Akumulacija Cd, Zn in Pb po izpostavitvah

Koncentracije Cd, Zn in Pb v rastlinskih poganjkih in koreninah pri obeh ekotipih so vidno
narasCale s poveCanjem deleza onesnaZenosti substrata, kar smo pricakovali. Iz Preglednic
1 in 2 je vidno, da koncentracija Cd, Zn in Pb v zemlji z veCanjem deleza onesnaZenja
substrata tudi statisticno znacilno narasca. S tem, ko se v tleh nahaja vecja koncentracija

Cd, Zn in Pb, pomeni, da je ve¢ja moznost do njegovega dostopanja (Gosh in Singh, 2005),
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obenem pa je moznost tekmovanja za vezavna mesta bolj v prid Cd (Pongrac in sod.,

2009b), Zn in Pb.

5.6.1.2 Sposobnost hiperakumulacije Cd pri obeh ekotipih N. preacox

Koncentracija akumuliranega Cd v poganjkih, katero mora rastlina preseci, da jo lahko
oznac¢imo za hiperakumulatorja, je bila po Baker in Brooks dolo¢ena na 1000 mg Cd/kg
suhe mase poganjkov (Gosh in Singh, 2005). Vendar je Baker in sod. (1994) zaradi
nasploh nizke koncentracije Cd v tleh (0,03-5,0 mg/kg) znizal to mejo na 100 mg/kg (Van
der Ent in sod., 2013). V nasem primeru N. preacox sta obe populacij v poganjkih
akumulirali koncentracije, visje od 100 mg/kg. In sicer je zaplanska populacija akumulirala
do 1410 mg/kg, zerjavska populacija pa do 932 mg/kg Cd (Priloga D), kar obe populaciji
uvrS¢a med hiperakumulatorje za Cd. Hiperakumulacijo Cd za N. preacox potrjujeta tudi
faktorja BAF in TF, ki sta pri vseh rastlinah, razen kontrolnih, ve¢ja od 1 (Vogel-Mikus,
2006; Van der Ent in sod., 2013). Za kontrolne rastline nismo mogli izracunati faktorjev,
saj so bile vsebnosti Cd v substratu in nekaterih koreninah pod mejo detekcije, kar je
logi¢no, saj naj neonesnazena zemlja ne bi vsebovala Cd. Prisotnost Cd v kontrolnih
rastlinah je bila verjetno posledica njegove prisotnosti v semenih (Pongrac, 2009). V
povprecju naj bi semena Zerjavske populacije vsebovala 1000 pg/g Cd (Vogel-Mikus in
sod., 2006).

Najvisja dosezena vrednost BAF pri Zerjavski populaciji je bila 73 (izpostavitev 25 %), pri
zaplanski pa 18 (izpostavitev 100 %). Najvi§ja TF sta bila pri obeh populacijah dosezena
na substratu s popolnim (100 %) onesnazenjem (zaplanska: 9, Zerjavska: 12) (Priloga D).
Hiperakumulacijo N. preacox nam potrdijo tudi ostale raziskave (Vogel-Mikus in sod.,
2005; Pongrac in sod., 2007; Vidic in sod., 2006).

Predvidevali smo, da bo imela Zerjavska populacija sposobnost akumulacije vecjih
koncentracij Cd, kar so dognali tudi Kokovnik (2007) v kontroliranem laboratorijskem
poskusu, Vogel-Mikus in sod. (2005) ter Likar in sod. (2010) pri rastlinah, vzetih iz
narave. Vendar pa nasi rezultati kazejo ravno obratno, in sicer, da populacija ni imela

nobenega vpliva na sposobnost akumulacije Cd v rastlino. Prav tako ni bilo statisticno
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znacilnih razlik v BAF in TF med populacijama. Kar pomeni, da obe populaciji aktivno
privzemata Cd v svoja tkiva in imata zato obe dober potencial za fitoremediacijo Cd
(Preglednica 21). Pri koncentraciji Cd v poganjkih so sicer vidni trendi vi§jih koncentracij
Cd pri zerjavski populaciji znotraj vseh izpostavitev, razen 100 %. Podobno velja tudi za
povprecja BAF in TF. Verjetno pa zaradi premajhnega vzorca rastlin in prevelikih napak to

ni statisti¢no znacilno.

Glede na to, da se N. preacox obnasa glede akumulacije Cd podobno kot N. caerulescens,
ekotip Ganges, je Pongrac in sod. (2009) ugotovila, da lahko tudi zanj velja razvoj novega

sistema za privzem Cd.

Ce primerjamo najvisje dosezene koncentracije Cd v poganjkih, so bile te dosezene pri
rastlinah zerjavske populacije iz 100 % onesnazenega substrata. Zaplanska populacija je
akumulirala vi§jo koncentracijo (do 1410 mg/kg Cd) od zerjavske (do 932 mg/kg Cd).
Zerjavska populacija je zaradi boljse prilagoditve na visje koncentracije Cd sposobna
omejiti privzem Cd, ko koncentracije presezejo sposobnost razstrupljevalnih mehanizmov.
Ob previsoki koncentraciji Cd pri zaplanski populaciji pa pride do nenadzorovanega
privzema Cd, kar povzroci vecje koncentracije Cd v poganjkih najbolj onesnazenega
substrata. Povecan transport Cd iz korenin v poganjke nam potrdi TF, ki iz vrednosti 2,74

(izpostavitev 75 %) poskoc¢i na 8,58 (izpostavitev 100 %) (Preglednica 14).

5.6.2 Cink

5.6.2.1 Sposobnost hiperakumulacije Zn pri obeh ekotipih N. preacox

Glede na koncentracije Zn v poganjkih obeh populacij ne moremo govoriti 0
hiperakumulatorjih Zn, vsaj kar se ti¢e uspe$nosti za fitoremediacijo, saj vrednosti niso
presegale meje 10 000 mg/kg, ki sta jo podala Baker in Brooks (1989). Van der Ent in sod.
(2013) je sicer predlagal, da bi bila za hiperakumulacijo Zn dovolj Ze koncentracija nad
3000 mg/kg. A tudi v tem primeru je bila vrednost presezena le v primeru zaplanske
populacije 100 % onesnazenega substrata (3370 mg/kg), medtem ko je najvecja vrednost

zerjavske populacije segala do 2180 mg/kg (izpostavitev 100 %). V predhodni raziskavi je
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Vogel-Mikus in sod. (2005) pri pobiranju iz narave ugotovila, da je N. preacox iz obmo¢ja
Zerjava kopicil do 14 500 mg/kg suhe mase Zn, kar ga uvri¢a med hiperakumulatorje Zn.
Pri naSem lonénem poskusu je lahko nizka koncentracija Zn v rastlini posledica slabe
biodostopnosti Zn v rastline. Ali pa je vi§ja akumulacija Zn v poganjkih predhodne
raziskave Vogel-Miku$ posledica prasnih delcev iz ozradja, saj so rastline pobirali iz
narave (Vidic in sod., 2006). Lahko pa na samo koncentracijo akumuliranega Zn vpliva

tudi Cas rasti na onesnazenem obmocju.

Likar in sod. (2010) je potrdil akumulacijo Zn za konstantno lastnost N. preacox razli¢nih
populacij v Sloveniji, a tudi v njegovi raziskavi so koncentracije Zn, razen v enem primeru

nizje od hiperakumulacijske meje.

5.6.2.2 Vpliv deleza onesnazenja na privzem Zn

Izkazalo se je, da ima ve€anje deleza onesnaZenja substrata vpliv na vecjo koncentracijo
Zn tako v koreninah kot v poganjkih. Kar je pricakovano, saj se z veCanjem deleza
onesnazenja vecajo koncentracije Zn v substratu, kar omogoci lazji in boljsi privzem (Gosh

in Singh, 2005).

Statisti¢no znacilno naraS$€anje privzetega Zn v korenine nastopi pri obeh populacijah Sele
pri rastlinah iz substrata s poloviénim onesnaZzenjem (50 %). Kar bi lahko pomenilo, da je
pri manjSem onesnazenju priSlo do pomanjkanja Zn in da so rastline dosegle optimalne
koncentracije biodostopnega Zn v tleh Sele pri polovicnem onesnaZenju. Pri kontrolah nam
to pomanjkanje kaZe sama biomasa rastlin, ki pa je pri izpostavitvi 25 % onesnazenju Ze
»normalna«. Torej pri 25 % onesnaZenju substrata so bile koncentracije Zn v tleh Ze
optimalne za rast rastlin, vendar pa koncentracija Zn v koreninah ni bila statisticno
znacilno veéja od kontrolnih rastlin. Koncentracija Zn v poganjkih se pri obeh populacijah
statisticno znacilno poveca Sele pri 100 % delezu onesnaZenja, Ceprav je pri Zerjavski
populaciji nakazan trend povecevanja koncentracije Zn Ze pri 25 % onesnazenju. To bi
lahko nakazovalo boljSo hiperkumulacijo Zn za Zerjavsko populacijo, kar je v nasprotju z
ugotovitvijo Kokovnik (2007). Potrjuje pa ugotovitev Likarja in sod. (2010), ki trdi, da so

boljsi akumulatorji populacije iz onesnazenih obmocij.
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ey

zerjavska populacij 13), nato pa v obeh primerih upade (Preglednica 21). Rastline, ki jim
na rastiS¢u primanjkuje esencialen element, v naSem primeru Zn, so lahko izjemno uspesne
pri njegovi sekvestraciji in privzemu. To rezultira v visoki vrednosti BAF, a nizji absolutni
koncentraciji v rastlinskih organih (Van der Ent in sod., 2013). Tak je primer pri nasih
kontrolnih rastlinah. V tleh so bile nizke vrednosti Zn, glede na samo slabo rast biomase je
razvidno, da so bile rastline v pomanjkanju Zn. A so zaradi dobro razvitih mehanizmov

privzema imele zato toliko vecji BAF.

Vrednosti BAF za ostale rastline se v vecini primerov gibljejo okoli vrednosti 1
(Preglednica 14), kar pomeni, da je privzem uspeSen. Pri Zerjavski populaciji s substrata s
75 % in 100 % onesnazenjem padejo povpre¢ne vrednosti pod 1. Visoke koncentracije
elementa v tleh lahko vodijo do nizjega BAF od 1, kljub temu, da se v poganjkih
akumulirajo visoke koncentracije elementa (Van der Ent in sod., 2013). To razlozi nizke

ey

rastlinah.

Lahko pa privzem in transport Zn po rastlini ovira prisotnost Cd in Pb v substratu. Znano
je, da je dodatek Zn v substratu povecal samo ekstrakcijo Cd in s tem vsebnost Cd v

poganjkih. Ravno obratno pa je nastopilo zmanjSanje Zn (Pongrac in sod., 2009a).

5.6.2.3 Vpliv populacije na koncentracijo Zn v rastlini

Razlika med populacijama se je pokazala pri koreninah, in sicer naj bi zaplanska
populacija v korenine privzemala vecje koncentracije Zn od zerjavske populacije. To velja
predvsem za rastline iz kontrole in 75 % onesnaZenega Substrata (Preglednica 21). Kar
kaZe na to, da ima zaplanska populacija vecjo sposobnost privzema Zn iz tal v korenine od
zerjavske. Tudi Kokovnik (2007) je v svoji raziskavi ugotovila, da ima zaplanska
populacija v primerjavi z Zerjavsko vec¢jo sposobnost akumulacije Zn. Vecja sposobnost
akumulacije Zn pri zaplanski populaciji je lahko posledica selekcijskega pritiska rasti na s

Zn revnih tleh (Meerts in sod., 2003). Kopicenje vecjih koncentracij Zn v koreninskih
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tkivih zaplanske populacije od Zerjavske kaze podobnost izklju¢evalcem. To potrjujejo tudi
TF, saj so visji za zerjavsko populacijo, kar tudi kaze na boljSo hiperakumulacijsko

sposobnost v primerjavi z zaplansko populacijo.

Na koncentracijo Zn v poganjkih pa populacija nima vpliva. Razlike v koncentracijah Zn v
prid zaplanski populaciji, ki so se pokazale pri koreninah, za poganjke niso ve¢ znacilne.
Viden je celo trend vi$je koncentracije Zn v poganjkih Zerjavske populacije (25 %, 50 %).
To lahko razlozimo s pomocjo TF, ki so v vseh primerih, razen pri rastlinah iz popolno
onesnazenega substrata (100 %), vecje za zerjavsko populacijo (Preglednica 15, 21). Kar
pomeni, da ima zerjavska populacija bolje razvit transport Zn v poganjke v primerjavi z
zaplansko. To je lahko posledica boljSe prilagoditve Zerjavske populacije na kopicenje
vecjih koncentracij Zn v nadzemnih delih, saj v naravi prejemajo kovine vase ne le prek
koreninskega sistema, ampak tudi preko prasnih delcev iz ozra¢ja (Vidic in sod., 2006).
Kar pomeni, da morajo imeti $e bolj prilagojene mehanizme razstrupljanja v poganjkih od
ekotipov neonesnazenega obmocja. Vecje koncentracije Zn v rastlinah iz onesnazenih
obmodji so bile prisotne tudi pri raziskavah Likar in sod. (2010). Nase kontrolne rastline
obeh populacij so imele zelo nizko biomaso in vsebnost fotosinteznih pigmentov. Vendar
je bila rast kontrolnih rastlin zaplanske populacije slabsa od Zerjavske. Listi so se susili in
postajali kloroti¢ni, do Cesar je lahko priSlo prav zaradi slabSega prenosa Zn v poganjke
zaplanske populacije. Lahko pa je tudi posledica razlike v koncentracije Zn v substratu
kontrolnih rastlin (Slika 37).

Podobno kot pri Cd je tudi tu opazen trend upada koncentracije Zn v koreninah zaplanske
populacije popolnoma onesnazenega substrata (100 %) ter porast koncentracije Zn v
poganjkih istih rastlin. To potrjujejo tudi TF. Torej tako kot pri Cd do statisticno znacilno
vecje koncentracije Zn v poganjkih pride Sele pri najbolj onesnazenem substratu. Vrednosti
TF se podvojijo glede na predhodne izpostavitve (iz 2,18 (75 %) skoci na 4,72 (100 %)).
To kaZe, da se je mo¢no povecal tudi sam transport privzetega Zn v poganjke. Pri ostalih
izpostavitvah pa ima zaplanska populacija slabSo sposobnost transporta Zn iz korenin v
poganjke, saj so TF ve¢ji za zerjavsko populacijo. To lahko zopet razlozimo s podrtjem

mehanizmov razstrupljanja in nenadzorovanim privzemom Zn v poganjke pri zaplanski
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populaciji. Glede na to lahko sklepamo, da je Zerjavska populacija sposobna prenaSati

vecje toksi¢ne koncentracije Zn.

5.6.2.4 Primerjava razvoja hiperakumulacije Zn in tolerance za TK med populacijama

Substrat izpostavitve 0 % je predstavljal pomanjkanje Zn, ker gre za esencialen element, je
to imelo vpliv na samo rast rastline. To je razvidno iz biomase rastlin in deleza vode, ki sta
znacilno nizja od ostalih izpostavitev pri obeh populacijah (Preglednica 21). Isto velja za
karotenoide in klorofil a zaplanske populacije, pri katerih ima Zn tudi pomembno vlogo.
Znacilno je, da hiperakumulatorske rastline vsebujejo vecjo Stevilo prenasalcev MTP1 za
Zn v tonoplastu vakuol od nehiperakumulatorskih rastlin, kar jim omogoca bolj uspesno
sekvestracijo in nastanek vecje zaloge Zn v vakuolah. Z bolj u€inkovito sekvestracijo je

tudi toleranca za povecéane koncentracije Zn vec¢ja (Ricachenevsky in sod., 2013).

Ob pomanjkanju Zn se navadno v koreninah poveca njegov privzem v koreninski simplast,
poveca se remobilizacija Zn iz vakuol in njegovo nalaganje v ksilem. Povecana je stopnja
transkripcije transporterjev za njegov privzem, transport in remobilizacijo iz vakuol (npr.
ZIP, IRT1, HMA4, HMA2, MTP1, MTP3). V poganjkih lahko pride do remobilizacije Zn
iz epidermisa in trihomov preko floema. Vakuole predstavljajo glavno zalozno mesto za
Zn ter glavni vir Zn v ¢asu pomanjkanja (Sinclair in Kriamer, 2012). Glede na to, da se ob
pomanjkanju Zn ali pa tudi Fe pojavi povecana transkripcija in s tem Stevilo prenasalcev
kovin, lahko sklepamo, da se je hiperakumulacija razvila na neonesnazenih obmog¢jih
zaradi pomanjkanja dolo¢ne kovine (npr. Zn, Mn, Fe). S tem se je povecala ekspresija
transporterjev za kovine in, ¢e se je obdrzala, je to predstavljalo evolucijsko prednost na
teh obmocjih. Ko so se te rastline znasle na s TK onesnaZenih rastiS¢ih, so zaradi lazje
dostopnosti privzemale vecje koncentracije teh elementov vase, a so zato morale razviti
boljSe toleranéne mehanizme. Hiperakumulacija je torej posledica fenotipa korenin, ki
omogoca velik privzem kovine Vv rastlino, hipertoleranca pa je vodena s strani poganjkov,
kjer sta pomembna razstrupljanje in sekvestracija (Ricachenevsky in sod., 2013). Boljse
tolerancne strategije omogocajo tudi vec¢jo moznost translokacije v poganjke, kar je v
naSem primeru razvidno tudi iz TF za Zn, ki je ve¢ji za zerjavsko populacijo. Boljsa
toleranca za TK v poganjkih je razvidna tudi iz koncentracij fotosintetskih pigmentov, ki

so vecje za Zerjavsko populacijo. Vecja toleranca in boljsi razstrupljevalni mehanizmi pri



Margu¢ D. Vpliv kadmija, cinka in svinca na privzem ... hranil in sintezo $kroba pri populacijah ranega mosnjaka ... rastis¢a 106
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

zerjavski populaciji so razvidni iz vsebnosti sladkorjev. Pri zaplanski populaciji se pri
izpostavitvah 50 % in 75 % ze zane zastajanje sladkorjev v poganjkih, medtem ko
transport in produkcija sladkorja pri Zerjavski populaciji Se normalno funkcionirata

(Preglednica 21).

Zaplanska populacija kopici vecje koncentracije Zn, Pb, Mn in Fe v koreninah. Poganjki
zerjavske populacije pa vsebujejo vecje koncentracije Pb, K in Mn. Kar zopet kaze na

boljso translokacijo Mn, Zn, K in Pb v poganjke pri Zerjavski populaciji (Preglednica 21).

5.6.3 Svinec

5.6.3.1 Sposobnost hiperakumulacije Pb pri obeh ekotipih N. preacox

Meja za hiperakumulatorja Pb, predlagana s strani Reeves in Brooks (1983), je 1000 mg/kg
Pb (Van der Ent in sod., 2013). V naSem primeru je zaplanska populacija akumulirala do
827 mg/kg Pb v poganjkih, kar je pod mejo hiperakumulacije (Priloga D), zato ta
populacija ni hiperakumulator Pb. V primeru rastlin zerjavske populacije pa so
koncentracije Pb rastlin iz popolnoma onesnazenega substrata (100 %) akumulirale do
2130 mg/kg Pb (Priloga C). To presega mejo za hiperakumulacijo, kar uvrséa Zerjavsko
populacijo N. preacox med hiperakumulatorje Pb. Tudi pri raziskavah Likar in sod. (2010)
in Vogel-Mikus in sod. (2005) so koncentracije Pb zerjavske populacije presegale mejo
hiperakumulacije. Vrednosti BAF in TF so manjse od 1, kar pomeni, da se pri obeh
populacijah vis§je koncentracije Pb kopicijo v koreninah glede na poganjke. To je
pricakovano zaradi slabe mobilnosti Pb (Barcelo in Postschreider, 1990; Peer, 2005;).
Zaradi Cesar lahko obe populaciji uvrstimo med izkljucevalce Pb (Gosh in Singh, 2005;

Vogel-Mikus in sod., 2005; VVan der Ent in sod., 2013).

5.6.3.2 Vpliv deleza onesnazenja na koncentracije Pb v rastlinah.

Z vetanjem deleZa onesnazenja se tako kot pri Cd in Zn tudi koncentracije Pb v koreninah
in poganjkih povecujejo. Saj se z ve€jo koncentracijo v tleh zaradi ve¢je konkurence na

vezavna mesta Pb lazje privzema v rastlino (Gosh in Singh, 2005).
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5.6.3.3 Vpliv populacije na koncentracijo Pb v rastlinah

Kljub vsemu pa se populaciji med seboj razlikujeta po akumulaciji Pb. In sicer, korenine
zaplanske populacije kopicijo vecje koncentracije Pb kot korenine Zerjavske populacije
(Preglednica 21). Statisti¢no znacilno se je to pokazalo znotraj izpostavitev s 25 % in 50
% onesnaZenjem substrata. Zerjavska populacija pa glede na zaplansko populacijo
akumulira vecje koncentracije Pb v poganjkih. Statisti¢no znacilna razlika je vidna pri
kontroli in 100 % onesnaZenju. Iz ¢esar lahko razberemo, da je zaplanska populacija boljsa
pri privzemu Pb iz tal v korenine, vendar pa ima slabse razvit transport v nadzemne dele. V
obeh primerih pa se Se vedno vecje koncentracije Pb nahajajo v koreninah, zaradi njegove
slabe mobilnosti (Blasberg Phélsson, 1989). Bolje razvit transport Pb v poganjke pri
zerjavski populaciji nam potrdijo tudi visje vrednosti TF, v primerjavi z zaplansko
(Preglednica 15). Rastline Zerjavske populacije izhajajo iz okolja, onesnazenega s Pb.
Glede na to, da ne pridobivajo vase Pb samo iz tal, ampak tudi iz zraka (prasni delci)
(Likar in sod., 2010), so verjetno bolje prilagojene na vi§je koncentracije Pb v poganjkih.
Torej lahko iz TF sklepamo, da ima Zerjavska populacija boljSo sposobnost transporta Pb v

nadzemne dele in boljSe mehanizme razstrupljanja od zaplanske populacije.

Iz vsega skupaj lahko sklepamo, da je sposobnost hiperakumulacije Cd, Zn in akumulacije

Pb N. preacox zelo variabilna in odvisna od posamezne rastline in njenega genoma.

56.4 Kalij

5.6.4.1 Vpliv koncentracije Cd, Pb in Zn v substratu na koncentracijo K v rastlini

Pri Zerjavski populaciji poviSanje deleZza onesnazenja sicer nima statisticno znacilnih
vplivov na koncentracijo K v koreninah, je pa viden trend upadanja. Upadanje K pa je
statisti¢no znacilno za korenine zaplanske populacije. Po vsej verjetnosti je to le odraz
vsebnosti K v rastnem substratu, saj je iz Slike 37 in Preglednic 1, 2 razvidno, da se

koncentracija K v substratu s pove¢anjem onesnazenja pri obeh populacijah zmanjsuje.

Pri poganjkih zaplanske populacije prihaja do naras€anja K z naraScanjem deleza

onesnazenja s substratom, kar pomeni, da so rastline poskrbele za normalen potek
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fotosinteze in vodnega potenciala v poganjkih (Marschner, 1986), lahko tudi na racun
korenin. Podobno, kot pri vzdrzevanju koncentracije fotosinteznih pigmentov, kljub
vecanju onesnazenja substrata. Povprecne vrednosti za TF pri zaplanski populaciji z
vecanjem deleza onesnazenja substrata narascajo, kar pomeni, da se veca translokacija K iz
korenin v poganjke. Sicer tudi BAF nara$¢a z delezem onesnazenja, kar je pricakovano, saj
koncentracija K v zemlji upada, potrebe rastline pa so enake (Van der Ent in sod., 2013).
Narascanje TF in BAF je znacilno tudi za zerjavsko populacijo, a zanimivo, koncentracija
K z onesnazenjem do izpostavitve 50 % onesnazenja nara$¢a, potem pa z nadaljnjim
poveCanjem onesnazenosti zopet upade. To je lahko zopet posledica zmanjSane
koncentracije K v substratu ali pa je posledica vezave Cd, Pb ali Zn na prenasalce za K, kar

zmanj$a prenos K v poganjke (Sergin in lvanov, 2001).

5.6.4.2 Vpliv populacije na koncentracijo K v rastlini

Populaciji se po koncentraciji K v koreninah in poganjkih med seboj ne razlikujeta. Kar
pomeni, da imata obe enako dobro razvite mehanizme privzema K iz tal in transporta po
rastlini. Populaciji med seboj znotraj istih izpostavitev lahko primerjamo, saj so
koncentracije K po izpostavitvah podobne (Slika 37).

Najvisje koncentracije K v poganjkih dosegajo rastline zerjavske populacije znotraj 50 %
izpostavitve, ki so statisticno vecje od zaplanske populacije iste izpostavitve. Vecje
koncentracije K pospesijo fotosintezo, saj K sodeluje pri fiksaciji CO, (Marscner, 1986).
Iz Cesar lahko razloZimo povecanje nastankov sladkorjev znotraj substrata s 25 %
onesnazenjem pri Zerjavski populaciji, s padcem koncentracije K v poganjkih je prislo do
ponovnega upada Skroba, saj je pomemben pri regulatornih encimih metabolizma COH

(Marschner, 1986).
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5.6.5 Kalcij

5.6.5.1 Vpliv koncentracije Cd, Pb in Zn v substratu ter populacije na koncentracijo Ca v
rastlini

Vecje koncentracije Ca se nahajajo znotraj poganjkov v primerjavi s koreninami. Kljub
temu, da je koncentracija Ca v tleh pred poskusom narascala z delezem onesnazenja
(Preglednica 1 in 2), se koncentracija Ca znotraj rastlin z naras¢anjem deleza onesnazenja
substrata ni spreminjala (Priloga A2, A3). Prav tako ni nobenih statisti¢éno znacilnih razlik
med populacijama. Iz tega bi lahko razbrali, da onesnazenje zaenkrat Se ni bilo tako
mocno, da bi se rastlina branila s povecano koncentracijo Ca v kloroplastih (Kiipper in
Kochain, 2010). Razlik med populacijama ni, je pa znacilen veéji TF za zerjavsko

populacijo, kar lahko kaze ze na zaCetek obrambe (Preglednica 21).

5.6.6 Mangan

5.6.6.1 Vpliv koncentracije Cd, Pb in Zn na koncentracijo Mn v rastlini

Ce primerjamo koncentracije Mn v koreninah pri obeh populacijah, vidimo, da so
zerjavske rastline kopicile statisticno znacilno najvecje koncentracije Mn v koreninah
kontrolnih rastlin. Ostale izpostavitve se med seboj niso razlikovale. To lahko razlozimo z
vsebnostjo Mn v tleh, saj lahko iz barvnega diagrama (Slika 37) razberemo vecje
koncentracije Mn v kontrolnem substratu, kjub temu, da to ni statisticno znacilno

(Preglednica 1 in 2).

Prav tako je opazen trend upada koncentracije Mn v poganjkih Zerjavske populacije z
narasCanjem deleza onesnazenja. To lahko zopet razlozimo z upadom Mn v substratu
(Slika 37). Lahko bi do upada prislo tudi zaradi tekmovanja Mn in enega ali vseh TK (Cd,
Pb in Zn) za vezavna mesta na prenaSalce za Mn (Kiipper in Kochain, 2010), kar vodi do

upada koncentracije Mn v koreninah in poganjkih.
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5.6.6.2 Vpliv populacije na koncentracijo Mn v rastlini

Populaciji se med seboj mocno razlikujeta po tem, kje kopicita vecje koncentracije Mn. Pri
zerjavski populaciji je opazno, da se nekaj ve¢je koncentracije Mn nahajajo v poganjkih
rastline v primerjavi s koreninami. Medtem, ko je pri zaplanski populaciji opazno drugace,
in sicer so vec¢je koncentracije Mn v koreninah kot v poganjkih. To nam potrdijo tudi TF,
ki so statisticno znacilno veéji za Zerjavsko populacijo v primerjavi z zaplansko. Tudi iz
grafov za korenine je razvidno, da zaplanska populacija kopi¢i ve¢je koncentracije Mn od
zerjavske. Ravno obratno pa zerjavska populacija kopi¢i veéje koncentracije Mn v
poganjkih. Povpre¢ne vrednosti BAF kazejo tudi na boljsi privzem Mn iz tal pri zerjavski

populaciji (Preglednica 14, 21).

Torej ima Zerjavska populacija bolje razvite mehanizme privzema Mn iz zemlje in tudi
boljsi transport tega v poganjke. To ji omogoca vzdrzevanje stopnje fotosinteze, saj je Mn
zelo pomemben za njen potek (Marschner, 1986) in produkcijo sladkorjev. Zaplanska
populacija pa vec¢ji del Mn, ki ga privzame vase, zadrzi v koreninskem sistemu. To je lahko
posledica slabse prilagoditve na onesnazenje s TK. Transport v poganjke je lahko omejen
zaradi tekmovanja Cd, Pb in Zn za vezavna mesta na prenasalce za Mn, kar povzroci
kopic¢enje Mn v koreninah. Upad sladkorjev je lahko tudi posledica zmanjSanja fotosinteze
zaradi pomanjkanja Mn (Blasberg Phélsson, 1989; Sergin in Ivanov, 2001) v poganjkih in
s tem vpliva na sintezo sladkorjev. Zerjavska populacija je lahko razvila boljsi privzem in
transport v rastlino zaradi stalnega tekmovanja Cd, Pb in Zn za prenasalce Mn. Lahko, da
se Cd, Pb in Zn privzemajo in transportirajo po Zerjavskem ekotipu preko prenasalcev za
druge elemente (npr. Fe), ali pa je ta ekotip razvil nek nov mehanizem privzema, tako kot

pri N. caerulescens Ganges (Pongrac in sod., 2009a).

Razlika med populacijama je lahko tudi posledica razli¢nih koncentracij Mn v tleh, saj za
razliko od ostalih elementov, ki so si znotraj enakih izpostavitev dokaj podobni, se
koncentracije Mn v substratu med populacijama bolj razlikujejo (Slika 37). Pri nizki (0 %
izpostavitev) in visoki (75 % in 100 % izpostavitev) koncentraciji Cd, Pb in Zn je
koncentracije Mn vecja v substratu Zerjavske populacije. V primeru srednje onesnaZenosti

(25 % in 50 % izpostavitev) pa je za rahlo vecja pri zaplanski populaciji. Vendar so kljub
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vsemu koncentracije Mn v poganjkih Se vedno vecje za zerjavsko populacijo, zaradi ¢esar

lahko trdimo, da je prenos Mn v poganjke bolj uspesen za Zerjavsko populacijo.

5.6.7 Zelezo

5.6.7.1 Vpliv koncentracije Cd, Pb in Zn v substratu na koncentracijo Fe v rastlini

Z naras¢anjem deleza onesnazenja v substratu je opazen trend upadanja koncentracije Fe v
koreninah in poganjkih, kar je lahko posledica upadanja same koncentracije Fe v substratu
(Slika 37; Preglednica 1, 2). Pri obeh populacijah N. preacox se kopici vecji delez
koncentracije v rastlino privzetega Fe v koreninah. Kar lahko kaze na prenos Cd, Pb in Zn
v poganjke preko Fe prenaSalcev (Kiipper in Kochain, 2010). Zaradi tega Fe ostane v

koreninah.

Pri koreninah zaplanske populacije je opazen trend upadanja koncentracije Fe z
naras¢anjem deleZza onesnazenja substrata. Pri Zerjavski populaciji pride do zacetnega
porasta koncentracije Fe (25 %, 50 %,75 %), nato pri popolnoma onesnazenem substratu
(100 %) pa do ponovnega upada. Do upada lahko pride zaradi nizje vsebnosti Fe v
substratu (Preglednica 1 in 2), lahko pa je posledica povecane koncentracije Cd in Pb ter
tekmovanja za Zelezove prenasalce (Kiipper in Kochain, 2010), saj nam TF pokaze, da

pride do nenadnega poskoka translokacije teh dveh elementov (Preglednica 15).

Znotraj poganjkov je opazen trend upadanja koncentracije Fe z veCanjem onesnazenja
substrata. Pri Zerjavski populaciji je upad statisti¢no znacilen. Znotraj zaplanske populacije
pa je zaradi majhnega vzorca in velikih napak trend upadanja samo nakazan. Predvsem pri
substratth s 50 %, 75 % in Se posebej 100 % onesnazenjem je to lahko posledica
zmanj$anja koncentracije Fe v substratu (Preglednica 1 in 2). Verjetno pa ima na to vpliv
tudi vezava Cd in Pb na prenaSalce za Fe. Pri¢akovali bi, da se upad Fe predvsem pri
rastlinah s popolnim delezem onesnazenosti substrata kaze tudi v upadu klorofila, vendar
to ni bilo tako. Kar pomeni, da je lahko prislo do zamenjave Fe v hemu klorofila z enim
izmed TK (Kiipper in sod., 1998). Ali pa upad Fe ni bil zadosten, da bi to predstavljalo

motnjo za fotosintezo.
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5.6.7.2 Vpliv populacije na koncentracijo Fe v rastlini

Bioakumulacijski faktor kaze na boljsi privzem Fe v rastlino pri zaplanski populaciji v
primerjavi z zerjavsko. Kar se izrazi tudi pri sami primerjavi koncentracij Fe v koreninah
(Preglednica 21). Statisticno znacilno vsebujejo korenine zaplanske populacije vecje
koncentracije Fe od Zerjavske populacije (substrat z 0 %, 25 % in 50 % onesnazenjem). TF
pa je v vseh primerih vecji pri zerjavski populaciji. Zaradi tega se koncentraciji Fe v
poganjkih rastlin znotraj posameznega substrata med populacijama ne razlikujeta. Glede na
to lahko trdimo, da je dala Zerjavska populacija vecji poudarek na boljsi transport Fe iz
korenin v poganjke in se s tem prilagodila na stres s strani TK. Kljub manjSemu privzemu
Fe iz tal Se vedno zagotavlja zadostno koncentracijo Fe v poganjkih, kjer je nujno potreben
za normalno delovanje fotosinteze in sinteze klorofila (Marschner, 1986; Balsberg
Pihlsson, 1989; Seregin in Ivanov, 2001; Pongrac in sod., 2009). Zaplanska populacija pa
vlozi vec¢ energije v boljsi privzem Fe iz tal, s cemer tudi, vsaj v naSem primeru, zagotovi

zadostne koncentracije Fe za normalno sintezo klorofila.
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6 SKLEPI

e Sveza in suha biomasa rastlin sta narascali s povisanjem onesnazenja substrata vse
do 100 % onesnazenega substrata, kjer pri zaplanski populaciji nastopi znacilen
upad biomase. Pri Zerjavski populaciji upad biomase ni statisti¢cno znacilen, kar
potrjuje boljSo toleranco za povisane koncentracije Cd, Pb in Zn v substratu. Suha
biomasa poganjkov je vecja pri zaplanskem ekotipu.

e Delez onesnazenja ni imel vpliva na delez vode pri rastlinah Zerjavskega ekotipa in
pri poganjkih zaplanske populacije iz ostalih substratov. Pri koreninah zaplanske
populacije pa se je delez vode visal z viSanjem onesnazenja substrata. Znotraj
izpostavitev je zerjavska populacija vsebovala vecji delez vode od zaplanske.

e Koncentracija klorofila a in b se z naras¢anjem deleza onesnazenja v poganjkih
obeh populacij ni spreminjala. Nizja je bila le pri kontrolnih rastlinah zaplanske
populacije, kar je verjetno odraz pomanjkanja Zn v substratu.

e Delez onesnazenja substrata ni imel vecjega vpliva na vsebnost Skroba v poganjkih
zerjavske populacije. Vsebnost Skroba je upadla le pri popolno onesnazenem
substratu glede na poganjke iz substrata s 25 % onesnazenjem, kar kaze na to, da so
koncentracije Cd, Pb in Zn prekoradile sposobnost razstrupljevalnih mehanizmov.
Pri zaplanski populaciji pride do skokovitega porasta Skroba v poganjkih iz
substrata s 50 % onesnazenjem. Z viSanjem deleza onesnazenja vsebnost Skroba
postopoma upada.

e FTIR-ATR analiza je pokazala povisanje produkcije pektina in lignina z
naraS¢anjem deleZza onesnazenja. Porast teh dveh nastopi hitreje pri Zerjavski
populaciji, kar kaze na bolj odziven obrambni sistem pred TK.

e Z nara$Canjem deleza onesnazenja substrata so narascale koncentracije Cd, Zn in
Pb v rastlinah.

e Obe populaciji ranega mosnjaka sta se izkazali za uspe$na hiperakumulatorja Cd.
Kljub temu, da veljata za hiperakumulatorja Zn, nista presegli mejne koncentracije,
doloc¢ene za njegovo hiperakumulacijo, zadostili pa sta mejam, dolo¢enim za TF in
BAF. Zaplanska populacija je kopicila vecje koncentracije Zn v koreninah. Glede

na akumulacijo Pb obe populaciji izkljucujeta Pb, saj so vsi TF in BAF >1.
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e Zerjavska populacija ima visjo sposobnost prenosa Pb v iz korenin v poganjke, saj
je znotraj iste onesnazenosti (100 %) kopicila vecje koncentracije Pb. Zaplanska
populacija pa je vsebovala vecje koncentracije v koreninah (25 %, 50 %).

e Kar se ti¢e vpliva deleza onesnazenja na privzem esencialnih elementov (K, Ca,
Mn in Fe), ne moremo podati realnih ugotovitev, saj so se njihove koncentracije po
izpostavitvah preveC razlikovale. Z delezem onesnaZenja je v substratu upadala
koncentracije K in Fe v tleh, medtem ko je vsebnost Ca narascala.

e Pri privzemu in prenosu Mn po rastlini je Zerjavska populacija v primerjavi z
zaplansko kopicila vecje koncentracije Mn v poganjkih, ravno obratno pa se je
izkazalo za koncentracije Mn v koreninah. Kar pomeni, da je prenos Mn v
poganjke boljsi za zerjavsko populacijo.

e Fe se znotraj obeh populacij v veéji meri kopic¢i v koreninskem sistemu. Kljub temu
je znacilna vecja koncentracija v koreninah za zaplansko populacijo. Prav tako je

vecji BAF znacilen za zaplansko populacijo, medtem ko TF za Zerjavsko.
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7 POVZETEK

Namen diplomskega dela je bil wvzgojiti in primerjati dve razlicni populaciji
hiperakumulacijske vrste ranega mosnjaka (Noccea (Thlaspi) preacox Waulfen), eno iz s
tezkimi kovinami (Pb, Zn, Cd) onesnazenega obmo&ja v Zerjavu in drugo iz
neonesnazenega obmocja na Zaplani. Zanimal nas je odziv rastlin obeh populacij na rast v
istem substratu. Opazovali smo njune biokemijske in morfoloske spremembe pod vplivom
razli¢nih koncentracij TK (Cd, Zn in Pb) v tleh in kako so te vplivale na mineralno sestavo,
biomaso, tvorbo klorofila in vsebnost sladkorjev v rastlinah obeh populacij. Semena smo
posejali na substrat, pripravljen z meSanjem Zerjavske in zaplanske prsti v razlicnih
razmerjih, tako da smo dobili 5 izpostavitev: 0 %, 25 %, 50 %, 75 % in 100 % onesnazene

zerjavske prsti z nara$¢ajo¢imi koncentracijami Cd, Pb in Zn.

S tehtanjem smo dolocili svezo in suho biomaso, ki narascata z ve€anjem izpostavljenosti
vse do vkljucno izpostavitve 75 %. Pri izpostavitvi 100 % pride do upada biomase. To
kaze na spodbujajoce delovanje nizjih koncentracij Zn, Cd in Pb na rast rastlin, ali pa je
produkcija biomase posledica obrambnega odziva hormeze, kjer rastlina s povecanjem
volumna zmanjsa koncentracijo onesnazila in njegovih strupenih uc¢inkov. To potrjuje tudi
porast vsebnosti vode v rastlinah z ve¢anjem deleza onesnazenja. Koncentracija klorofila a
pri Zerjavski populaciji se po izpostavitvah ne spreminja, prav tako tudi koncentracija
klorofila b za obe populaciji. Koncentracija klorofila a zaplanske populacije in

karotenoidov je narascala z ve€anjem deleza onesnaZenja substrata.

Vsebnost sladkorjev v poganjkih smo dolo¢ili z metodama FTIR-ATR in AACC 76.13.
Slednja nam je omogocila meritev Skroba, prva pa poleg Skroba Se koncentracijo
strukturnih ogljikovih hidratov in lignina. Pri zaplanski populaciji je pri poganjkih
izpostavitev 50 % in 75 % pri$lo do kopi¢enja Skroba, pri izpostavitvi 100 % pa je
vsebnost upadla. Pri zerjavski populaciji je bil viden trend upada Skroba v poganjkih s
povecanjem izpostavitve, kar kaze na vpliv TK na inhibicijo nove produkcije sladkorjev,
medtem ko poraba Se poteka. FTIR-ATR analiza je pokazala poviSanje produkcije pektina
in lignina z narascanjem deleza onesnazenja. Pektin je zelo pomemben O-ligand za vezavo

Cd. Lignin pa poveca lignifikacijo epidermisa in zmanjSa prehod TK iz manj aktivnih
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rastlinskih tkiv v bolj aktivna. Porast teh dveh nastopi hitreje pri zerjavski populaciji, kar

kaze na bolj odziven obrambni sistem pred TK.

Z metodo XRF smo izmerili elementno sestavo rastlinskega materiala in rastnega substrata.
Substrati se z naras¢anjem deleza onesnazenja niso razlikovali le po koncentraciji TK,
ampak tudi po ostalih esencialnih elementih. Kar onemogoc¢i verodostojno opazovanje
vpliva Cd, Pb in Zn na privzem ostalih elementov v rastlino. Substrati znotraj iste
izpostavitve so si podobni, kar omogoca primerjavo privzema esencialnih elementov v

rastlino med populacijama.

Obe populaciji sta uspesna hiperakumulatorja Cd in izklju¢evalca Pb. Zerjavska populacija
ima sposobnost kopi¢enja vecjih koncentracij Pb v poganjkih. TF za Pb so bili ve¢ji za
zerjavsko, a so bili pri obeh populacijah manjsi od 1. Koncentracije Zn v poganjkih
ve¢inoma niso presegle hiperakumulacijske meje. Se vedno pa sta obe populaciji kopi¢ili
vecje koncentracije Zn v poganjkih. Korenine zaplanske populacije so kopicile vecje

koncentracije Zn, njihov TF pa je bil manjsi od Zerjavske, kar kaze na izkljucevanje.

Zerjavska populacija je kopi¢ila vegje koncentracije Mn v poganjkih, medtem ko zaplanska
mnogo vecje koncentracije Mn v koreninah. Korenine zaplanske populacije so vsebovale

tudi ve¢je koncentracije Fe.
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PRILOGE

PRILOGA A: Faktorska analiza in grafi¢ni prikaz koncentracije Ca (mg/kg) v poganjkih
in koreninah

PRILOGA A 1: Faktorska analiza koncentracije Ca (mg/kg) rastlin

Preglednica: Prikaz faktorske analize koncentracije Ca (mg/kg) v koreninah in poganjkih pri razliénih delezih

onesnazenja substrata med rastlinami Zerjavske in zaplanske populacije, ki smo jo opravili s programom
Statistica 7, faktorska ANOVA.

Koncentracija Ca (mg/kg) v koreninah

SS Prostostne MS F p
stopnje
Koncentracija onesnazene 4,015683E+07 4 1,003921E+07 1,3406 0,291341
zemlje (%)
Populacija 1,382720E+07 1 1,382720E+07 1,8465 0,190106
Koncentracija onesnazene 7,399730E+06 4 1,849932E+06 0,2470 0,907888
zemlje (%)*Populacija
Error 1,422787E+08 19 7,488354E+06
Koncentracija Ca (mg/kg) v poganjkih
SS Prostostne MS F p
stopnje
Koncentracija onesnazene  2,713347E+08 4 6,783367E+07 2,4641 0,078261
zemlje (%)
Populacija 2,465333E+06 1 2,465333E+06  0,0896 0,767834
Koncentracija onesnazene  1,056080E+08 4 2,640200E+07 0,9590 0,451306

zemlje (%)*Populacija
Error 5,505867E+08 20 2,752933E+07
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PRILOGA A2: Koncentracije Ca (mg/kg) v koreninah
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Slika: Primerjava koncentracij Ca (mg/kg) v koreninah rastlin ranega mos$njaka z neonesnazenega (Zaplana)
in onesnaZzenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razliénim delezem onesnaZene zemlje. Prikazana
S0 povpreéja + se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisti¢no znaéilno razliko med koncentracijami Ca v
koreninah po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05,
n=3).
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PRILOGA A3: Koncentracija Ca (mg/kg) v poganjkih
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Koncentracija Ca (mg/kg) v poganjkih

Slika: Primerjava koncentracij Ca (mg/kg) v poganjih rastlin ranega mosnjaka z neonesnazenega (Zaplana) in
onesnazenega (Zerjav) obmogja, ki so bile izpostavljene razli¢nim delezem onesnaZene zemlje. Prikazana so
povpredja + se. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisti¢no znacilno razliko med koncentracijami Ca v
poganjkih po izpostavitvah znotraj posamezne populacije (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05,
n=3).
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PRILOGA B: Faktorska analiza koncentracije Fe (mg/kg) v koreninah

Preglednica: Prikaz faktorske analize koncentracije Fe (mg/kg) v koreninah pri razliénih delezih onesnazenja
substrata med rastlinami Zerjavske in zaplanske populacije, ki smo jo opravili s programom Statistica 7,

faktorska ANOVA.

Koncentracija onesnazene
zemlje (%)
Populacija

Koncentracija onesnazene

zemlje (%)*Populacija
Error

SS

394377

13611
113828

788674

Prostostne
stopnje
4

1
4

20

MS

98594

13611
28457

39434

F P
2,5003 0,075125
0,3452 0,563444
0,7216 0,587275
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PRILOGA C: Faktorska analiza BAF za Cd

Preglednica: Prikaz faktorske analize BAF za Cd v koreninah pri razliénih deleZih onesnaZenja substrata med
rastlinami zerjavske in zaplanske populacije, ki smo jo opravili s programom Statistica 7, faktorska ANOVA.

SS Proste stopnje MS F p
Koncentracija onesnazene zemlje (%) 1234,038 3 411,346 3,00336 0,061363
Populacija 600,781 1 600,781 4,38649 0,052499
Koncentracija onesnazene zemlje 1232,885 3 410,962 3,00056 0,061514

(%)*Populacija
Error 2191,388 16 136,962
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PRILOGA D: Koncentracije elementov substrata in rastlinskega materiala ter
koncentracije fotosinteznih pigmentov in sladkorjev

Preglednica: Zbrani izmerjeni podatki koncentracij elementov v rastlinskih organih in substratu ter klorofila
in Skroba v poganjkih obeh populacij.

TLA RASTLINA RASTLINA
ELEMENT! (mglkg) pH |Organska snov] MASA RASTLINSKEGA MATERIALA (g) |FS. PIGMENTI (mg/kg)| % Skroba ELAMENTI (mg/kg) K (mgkg)|Ca (mg/kﬂMn(mg/kg Fe (mykg)[Zn (mgkg)|Pb (mylkg)| Cd (mykg)

VZOREC [pop. [izpoSTAV.[RAST. ORGAN] K | Ca [mn] Fe | zn | b | cd | pH | Organska snov]Svea masal Sua masa| Masa voce] % vode (36| Chi a Chl b| Karotenoidina sveo maso | na suhomeso] K | Ca | n| Fe | zn [ pb | cd | ¢ [BAF] TF | BAF| TF[BAF | 77 [BAF | TF[BAF ] TF[BAF | TF [BAF

WHZAL |Zapara 0% pogenji 1600 6450 65120800 108 %61 1 (706 203 | 2109 0515 1504 TR |206 110 03 | 02 250 (33800 25300 540 539 747 213 29|12 214[44 392035 002 [014 083[2%8 6%2[ 1 02 /

W6ZA2 |Zapana 0% pogeni  |19800 6450 65120800 108 %61 1 [706| 208 090 020 0680 7% |12 088 018 | 04 168 | 24500 2000 243 248 478 281 rp |10 155(436 313026 001[005 038|170 443(054 030|000

V6781 |Zapkra 0% pogenji 18400 7900 5602600 711 85 1| 7| 236 | 111 048 073  6271% 089 041 009 | 0% 070 4to0 44800 392 1320 708 264 24| 1 228) 1 ser| 1 oot| 1 23| 1 e%] /0| 1

BHZAL |Zapra 2% poganki  [17900 24600 714 30400 S0 3960 196(727) 224 | 6628 1814 4Bl Ta6 [ 184 088 0% 14 514 (30500 17400 192 312 464 139 149125 182(28 070|027 001[00¢ 044[188 08¢[012 004[ 163 760

0701 (Zapera 2% pogani (12500 25900 916 31100 612 4240 202[ 73| 312 T4 139 61 8150 [2% 106 046 | 08 348 53000 14800 247 347 745 154 231(240 430174 057 [016 001[004 038|274 122041 004|372 114

0702 |Zapera 5% pogani (12500 25000 916 31100 612 420 202(735| 2405 | o767 180 798 8LIT% |28 109 047 054 287 |40 20700 275 450 746 199 251|190 379(306 084|020 001[009 048[397 122]022 04]360 128

S0 ZAL [Zapna  50%  poganki  [15700 43300 59328100 844 6700 20 |73 2865 | 854 189 675 7843 [191 08 08 11 51%  [42800 20800 310 350 970 412 334151 273[304 048013 001[010 059 [221 115(023 006]235 1670

59 ZBL (Zapena  50%  pogenki (11400 47TO0 696 27900 792 6910 293(728| 2% | 1SR 24% 116 8202% |202 085 04 | 088 3765|5400 19200 360 213 950 214 313[222 476160 040 [039 001|004 031(29 120009 003321 1088

596 7C3 (Zaplra  50%  pogeni | 7360 33100 507 28600 737 6700 0 (75| 2% | 131 207 9% 816w 197 0% 0% | o0& 3090|3080 18600 341 193 808 189 269|192 541[307 056|021 001|005 032 (169 110]010 008|247 87

THZCL |Zapena  7TS%  pogenki | 9790 75700 58125900 1270 10100 499(736| 435 | 10066 1910 816 8L03% |245 110 049 | 0% 1939 (46600 17400 213 170 1220 294 37231 476(268 023|047 001[006 023[226 0301t 03[ 262 655

THZC2 (Zapkna  TS%  pogenki | 9790 75700 58125900 1270 10100 499(736| 435 | 16786 296 13840 8245% |22 0% 046 | 0% 207|570 14700 167 413 1230 261 316229 587|090 019 |01 001 (007 071{180 097(0%9 008|283 63

79702 |Zapkera  TS%  pogeni | 8720 65000 660 25900 1220 10100 379{74] 374 | 1034 185 859 8223% |18 08 0B | 0% 3101|4700 24300 365 479 1460 568 544(233 545358 037 (021 001]016 073[248 120023 006307 1435

006ZAL |Zapkra  100%  poganji | 6240 122000 412 21800 1600 16000 783|7%| 545 | 132 2308 1092 82636 |19 08 08 | 018 103 (54100 26700 631 124 1790 827 620|304 867[200 022047 003|003 030[310 099[024 005|901 792

100%ZCL |Zapkra  100%  poganji | 6660 104000 651 22600 1670 16400 766|753 4566 | 4668 0710 397  eA%Se [182 0% 08 | 008 553 (7080032400 751 268 3870 609 1410|361 1083(384 031|053 003 (018 041(698 180(022 004|887 1841

100%2ZC2 |Zapkra  100%  poganji | 6660 104000 651 20600 1670 16400 766|734 5631 | 686 134 552 8040 [219 105 041 | 0% 194 [53700 20100 619 331 2000 533 712|344 806(306 019|042 003|019 051[412 107]021 08| 787 930

WZAIK |Zapkra 0% Komine  [15800 6450 65120800 108 %51 1 [706| 208 | 022 012 0150 1% 25600 6270 130 3780 255 mp 1

0 ZAK |Zapkara 0% Komine 15800 6450 65120800 108 %6 1 [706| 203 | OM1 0069 00 511% 24400 4530 942 4960 280 24 249

BUZAIK |Zaplna  25% Komine 17900 24800 714 30400 560 %60 196727 224 | 082 02 0365 6% 25900 6080 717 7700 247 1180 915

BUIDIK |Zaplna  25% Komine (12500 25000 916 31100 612 440 202| 73| 312 | O848 034 054 594 2400 8510 1580 8170 272 1380 62,1

BHZDK |Zaplna 255 Komine {12500 25000 916 31100 612 4240 202736| 245 | 094 0310 084 6 25000 7080 1360 4630 188 924 697

SAZAIK |Zaplna 500 Komine  |15700 43300 593 28100 844 6790 20 |732| 2865 | 088 025 0583 660 26300 6850 2480 3520 438 1830 142

SWAZBIK |Zapna 500 Komine {11400 47700 696 2700 792 6910 203|729 25 | 1%8 033 085 68 24500 12000 920 4990 324 2270 974

SZCK | Zaplna 500 Komine | 7360 33100 597 26600 737 6700 30 73| 204 | 118 034 07@ 6% 20700 6050 1660 3640 477 1830 124

THZCIK |Zapkna 755 Komine | 9790 75700 561 25900 1270 1000 499|736 435 | 08 0246  0f5T 728 2000 6490 1220 2990 540 2760 125

TSAZCK |Zapkna 5% Komine | 9790 75700 561 25900 1270 1000 499|736 4355 | 2618 0519 2089 7% 25100 16300 1510 5660 684 3040 125

THZDIK |Zepkra 7506 Komine | 8720 65000 660 25900 1220 10100 378|724 374 | 11% 0284 082 B 20400 6790 1700 2960 589 2380 177

I0AZAIK |Zapkra  100%  Komine | 6240 122000 412 21800 1600 16000 783|75%| 546 | 14%8 038 1140 6l 17800 13300 1350 4670 57 3430 688

1006ZCIK |Zapkra  100%  Komine | 6660 104000 651 20600 1670 16400 766|753 4566 | 06 041 051 787 19600 8430 1420 1520 486 2620 150

1006ZC2K |Zapkr  100%  Komine | 6660 104000 651 20600 1670 16400 766|734 563t | 0989 004 078 794 15600 6570 1470 1750 486 2600 %05

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice: Zbrani izmerjeni podatki koncentracij elementov v rastlinskih organih in
substratu ter klorofila in $kroba v poganjkih obeh populacij.

TLA RASTLINA RASTLINA
ELEMENTI (mykg) H [Organska snov| MASA RASTLINSKEGA MATERIALA (g) |FS. PIGMENTI (mykg) % Skroba ELAMENTI (mykg) K(mg/kg)Ca(mg/kg_jMn(mg/kﬂFe (mg/kgﬂZn(m/kngb(mg/kngd(mg/kg)
VZOREC  [Pop. [1zposTAV. [RaST. ORGAN| K | ca [Mn] Fe [ Zn] pb | cd | pH {Organska snov|Sveia masa] Suha masa| Masa vode|% vode (2)| Chia| Chi b Karotenaid{na sveio maso na suhomeso] K | Ca [Mn[ Fe | zn | pb | ca | ¢ [BAF] 17 |BAF] TF |BAF | TF|BAF | TF[BAF | TF[BAF] TF [BAF
W6X B2 [Zeay 0% pogenji (16600 9170 841 31200 689 512 1 uge | 1 038 L4 T |26 10 040 0% 319 [31700 27400 907 455 6 mp 21 [139 191[564 209187 108(035 001[642 1295000 00| |
W6XCA |Zeraw 0% pogenjd (12200 9180 %9 35600 134 12 1 251 | 1w 035 1% B |30 1% 0% 053 323 (3200 22000 701 324 546 mp 150(119 263[46L 247|076 071(032 001[36 407| 1 00| |
W XDL [Zeraw 0% pogenjd (12600 6110 821 27900 &4 803 28 260 | 80 130 6706 M |30 145 04 053 319 [36000 21000 781 612 703 164 np [120 281[422 358086 095]058 002[488 87| 1 020|000 000
DOXA |Zetav 2% pogenki 13100 22000 723 28000 512 3840 142 19 | 355 3T 7B 8I |38 14 06 03 19 [64700 23300 377 44 883 156 166[330 494[347 10611 052(009 001[3%0 L65[020 004 548 1169
BHXBL |Zergv 2% poganfi {11900 20200 729 26000 458 3380 748 29 | 1059 150 89N &M |22 16 04 06 508 (52500 19300 651 237 1620 104 544[257 441(246 0%6|176 089|012 001(843 397 (030 006 [1080 7273
B0XB2 |Zerav 2% poganji 11900 20200 729 26000 458 330 748 29 | 101 10 80 &M |20 148 04 047 3% [59600 23700 765 421 1310 274 376(216 501[344 117141 105]024 002|598 286[034 008 | 464 5027
S XAL [Zefav 50 poganki 12000 47600 673 30300 967 7080 284 T4 | s 1M 818 &% (3l 18 00 050 360 |70600 26200 450 338 898 212 265[321 588300 085181 067 [022 001[344 083[018 003427 9%
S XA [Zerav 5 pogenki 12000 47600 673 30300 967 7080 284 T4 | 859 L8 TAL &3 |36 1865 0% 049 358 (72400 22000 563 341 1930 231 48[287 608[282 047113 084(0.12 001(380 200{019 003 5% 282
SAXCL |Zerav 5% poganji 10200 48400 554 28400 890 7000 204 3069 | 153 15 1099 8% 319 166 04 02 257 [57700 18900 499 411 1260 173 465(312 566(380 039105 090|019 001 (388 142 (014 002|570 279
T XAL [Zefv 79 poganki | 6230 65800 597 26700 1380 11500 516 2 | B2 2% BME 8% (30 1R 0% 052 38 [53000 2000 489 252 982 588 403[285 865 |34 031126 082 (010 001[228 071(032 005|415 78
TOXBL |Zerav 7% poganfi | @380 51000 629 24800 1100 9800 4Lt 43| W 2007 0B &M 410 207 0T 03 237 (52200 21600 505 218 1230 331 390[255 623[180 042143 080(006 001 (304 L12[014 003|439 949
T XD1 [Zerav T pogeniki 10000 72300 547 27800 1330 11300 499 344 | 1sg4 200 13514 863 |34 15 05 05 472 (54800 23400 462 247 994 535 439[242 548(331 032110 084|012 001 (257 075[03L 005|410 880
W00%XCL [Zeav  100%  pogenjd | 4660 96900 840 21600 1860 16400 657 a0 | BT 198 1049 86 316 150 04 07 196 (52400 25500 567 215 1700 210 724 (248 1124[428 026104 088[026 001 (301 091[0%8 013483 1102
W00 XC2 [Zeav  100%  pogenjd [ 4660 96900 840 21600 1850 16400 657 607 | W7 141 9B 8% (303 147 0 09 20 [45500 25200 735 316 2180 1700 932[201 985(408 026164 088|016 001 (304 L17[059 0.10 [1265 1419
100 XD1 [Zerav  100% pogenji | 7650 100000 684 23400 1900 16800 617 5063 | 144 LT I &% 3% 18 047 030 257 [40100 25600 576 328 1580 1110 606[229 524[345 026197 084022 001 |20 083|042 007|238 982
O6XBIK |Zeray 0% Kormine (16600 9170 841 31200 689 512 1 uge | o8 00T 008 5L 2800 4860 484 190 139 82
OOXCK |Zery 0% Kornie 12200 9180 989 36600 134 1 1 257 | 03 005 09 T0% 2600 4920 917 1010 149 mp 1
06XDL [Zeraw 0% Komine  [12600 6110 821 27900 &4 803 28 260 | 1S 036 L6 T6h 29900 5190 911 1060 144 mp 136
DUXAK [Zery 25 omine (13100 22000 723 26000 512 3840 142 I 19600 6720 340 4370 216 770 303
BNBIK |Zerav 25 Kornie 11900 20200 729 26000 458 3380 748 2459 | 249 046 203 828k 20400 7830 369 2060 216 642 499
MBI |Zeray 2% Komine {11900 20200 729 26000 458 3380 748 29 | a8 045 2B &M 27600 6890 543 2920 219 811 8L
SORNALK [Zerav 509 Komine (12000 47600 673 30300 967 7080 284 T4 | 083 09 084 &5 2000 6710 249 1540 261 1150 621
SOGXAZK [Zerv  50% Komine (12000 47600 673 30300 967 7080 284 | ol 04T 0% 661% 25200 7860 497 2800 508 1230 109
SORNCIK [Zeriav 50 Kornie 10200 48400 554 28400 690 7000 204 369 | 1% 0% 1% 8L 18500 4970 474 2110 305 1200 81§
TOOXALK [Zerv 75 Komine [ 6230 65800 597 26700 1380 L1500 516 28 1500 10 88 18900 540 388 2420 431 1830 97
TOONBIK [Zerv T Komine | 8380 51000 629 24300 1100 %800 411 43| 152 088 1M 8 20500 12000 352 3690 404 2390 689
ZXDIK [Zeriy 5% Kornie 10000 72300 547 27800 1330 11300 499 344 | 1 03 163 &5k 2600 7080 420 2030 387 1730 107
W00AXCIK |Zeriy  100%  komine | 4660 96900 840 21600 1660 16400 657 D 21100 5960 545 1320 565 280 150
100RXCK |Zeriy 100%  komine | 4660 96900 840 21600 1660 16400 657 607 | 166l 020 141 @5 2800 6260 447 1970 716 2880 737
1006XDIK |Zerinv 2009  komine | 7650 100000 684 23400 1900 16800 617|768] 5053 | 1563 0183 1380 88%% 17500 7420 293 1490 607 2620 255
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