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Onesnazenje s Hg danes velja za globalen, raz$irjen in kroni¢en problem. Hg in njegove
spojine so zelo strupene za organizme. Ker so rastline primarni vir hrane, preko njih
prehaja Hg v prehranjevalno verigo, kar predstavlja tveganje za zdravje ljudi in zivali.
Bioakumulacija Hg ni neodvisen proces, ampak nanj vplivajo Stevilne sinergisti¢ne in
antagonisti¢ne reakcije z drugimi snovmi, ki so prisotne v sistemu zemlja-korenine. Eden
pomembnejsih je nedvomno selen (Se). Selen lahko $¢iti zivali pred strupenimi ucinki Hg.
Vpliv Se na strupenost Hg pri rastlinah pa je slabo raziskan. Splosno znano dejstvo je, da
je mikoriza prisotna pri veéini rastlin, ki rastejo v naravnih pogojih v tleh. Tudi mikorizne
glive pomembno vplivajo tudi na privzem tezkih kovin v rastline. Namen magistrske
naloge je ugotoviti vpliv listnega tretiranja s Se (v obliki selenata) na privzem in
razporeditev Hg v tkivih in organih koruze ter vpliv arbuskularno mikorizne simbioze na
rast rastlin v kombinaciji s Hg in Se. S spektrofotometrom smo dolo¢ili vsebnost
fotosinteznih pigmentov in lipidno peroksidacijo membran. Koncentracije Se in Hg smo
dolo¢ili s pomo¢jo masne spektrometrije z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS),
koncentracije S pa s pomocjo atomsko emisijske spektrometrije z induktivno sklopljeno
plazmo (ICP-AES). Razporeditev Hg na tkivnem nivoju smo dolo¢ili z lasersko ablacijo in
ICP-MS. Najveéjo biomaso rastlin so imele inokulirane rastline. Rastline, tretirane s
selenatom, so imele vecjo biomaso poganjkov kot kontrolne rastline. V koreninah so bile
koncentracije Hg visje kot v poganjkih. Vezikli so bili prisotni le v koreninah inokuliranih
rastlin, v koreninah neinokuliranih rastlin, pa jih nismo opazili. Arbuskule smo opazili v
koreninah inokuliranih rastlin in v neinokuliranih koreninah tretiranih s HQ.
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Mercury pollution is today considered to be a global, diffuse and chronic problem. Hg and
its compounds are highly toxic for living organisms. Since plants are the primary source of
food, Hg can be transfered into the food webs through them and poses the risk to animal
and human health. Bioaccumulation of Hg is not an independent process but it is
influenced by a number of synergetic and antagonistic reactions with other substances
present in the soil-root system. One of the most important is selenium (Se). It is known that
Se can protect animals against Hg toxicity. Influence of Se on Hg toxicity in plants is
poorly understood. It is known that most plants growing under natural conditions in the
soil have mycorrhizae. Mycorrhizal fungi have also a significant impact on the uptake of
heavy metals in plants. The aim of the master thesis is to determine the effect of leaf
treatment with Se (in the form of selenate) on the uptake and distribution of Hg in the
tissue and organ level of corn, and to investigate the impact of arbuscular mycorrhizal
fungi on plant growth in combination with Hg and Se. Contents of photosynthetic
pigments and the levels of membrane lipids were determined photometricaly. The
concentrations of Hg and Se were determined with inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). The concentrations of S were determined with inductively
coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-AES). Hg distribution on tissue level
was determined by laser ablation ICP-MS. Inoculated plants had the highest biomass.
Plants treated with selenate had higher shoot biomass when compared to control plants.
Root Hg concentrations were higher than in shoots. Vesicles were present only in the roots
of the inoculated plants and were not observed in non inoculated plants. Arbuscules were
observed in the roots of inoculated plants and also in non inoculated plants treated with
Hg.
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1 UVvOD

Zaradi petstoletnega rudarjenja v rudniku zivega srebra se v Idriji in njeni $ir$i okolici
soocajo s problemom onesnazenosti z zivim srebrom (Hg) (Cigale in sod., 2007).
Onesnazenje s Hg danes velja za globalen, razsirjen in kroni¢en problem. Hg in njegove
spojine so zelo strupene za ljudi, Zivali in rastline (RZS Idrija). Ker so rastline primarni vir
hrane, preko njih prehaja Hg v prehranjevalno verigo, kar predstavlja tveganje za zdravje
ljudi in Zivali, pri katerih se tezke kovine kopicijo v tkivih in organih (Ling in sod., 2010).
Vnos relativno nizkih odmerkov Hg v telo preko dolgega roka pripelje do okvare organov
in lahko povzro¢i kroni¢no strupenost (WHO, 1976), zato je zelo pomembno, da se
zmanjSuje koncentracije Hg v rastlinah. Bioakumulacija Hg ni neodvisen proces ampak
nanj vplivajo Stevilne sinergisticne in antagonisti¢ne reakcije z drugimi snovmi, ki so
prisotne v sistemu zemlja-korenine (Shanker in sod., 1996).

Eden pomembnejsih je nedvomno selen (Se). Moc¢no korelacijo med Se in Hg so odkrili v
morskih sesalcih in ribah. Dokazali so, da Se §¢iti zivali tako pred organskimi kot tudi
anorganskimi oblikami Hg (Beijer in sod., 1978), saj preprecujejo njegovo bioakumulacijo,
rakotvornost in strupenost (Shanker s sod, 1996). Vpliv Se na strupenost Hg pri rastlinah je
slabo raziskan. Thangavel in sod. (1999) so s testiranjem vpliva razli¢nih koncentracij Hg
in Se na rastlino Portulaca oleracea ugotovili, da Se §¢iti rastline pred strupenim Hg le pri
zelo nizkih koncentracijah. Z nadaljnim viSanjem koncentacije Se in Hg, se varovalni
ucinek Se zmanjSuje, strupenost pa povecuje.

V sistemu zemlja-korenine prihaja do interakcij z glivami. Odnos med rastlino in glivo, pri
kateri imata obe korist, se imenuje mikoriza. Splosno znano dejstvo je, da je mikoriza
prisotna pri veéini rastlin, ki rastejo v naravnih razmerah v tleh (Smith in Reed, 1997).
Privzem teZzkih kovin (TK) in toleranca (rastlin) je odvisna tako od rastline, kot tudi
mikroorganizmov v tleh, zato je za razumevanje uCinkov TK v tleh nujno potrebno
poznavanje interakcij med koreninami rastlin in njihovimi simbionti, kot so arbuskularno
mikorizne glive (Liao in sod., 2003). Ugotovili so, da se pri nizkih koncentracijah TK v
tleh poveca privzem TK v rastline, zaradi povecane fitoekstrakcije TK v mikorizosferi. Pri
visokih koncentracijah TK v tleh, se zaradi vezave kovin v glivah zniza biodostopnost TK
(Audet in Charest, 2007).

Namen magistrske naloge je ugotoviti vpliv listnega tretiranja s selenom (v obliki selenata)
na privzem in razporeditev Hg v tkivih in organih koruze ter vpliv arbuskularno mikorizne
simbioze na rast rastlin v kombinaciji z Zivim srebrom in selenom. Za poskus smo izbrali
koruzo, ker je ena najpomembnejSih kulturnih rastlin na svetu, je dober modelni
organizem, saj raste hitro in jo je enostavno gojiti. Koruzo kot modelni organizem v
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raziskavah uporabljajo ze skoraj stoletje (Strable in Scanlon, 2009). Rezultati magistrskega
dela so pomembni za obmocje Idrije, ki je Se vedno onesnazeno s Hg, na njem pa se ljudje
ukvarjajo tudi s kmetijstvom.

1.1 NAMEN RAZISKAVE

e Prouciti vpliv Hg (kot HgCl,), Se (kot K,SeQ,) in kombinacije Hg+Se na rast in
razvoj rastlin.

e Prouciti vpliv arbuskularne mikorize na rast in razvoj rastlin.

e Izmeriti koncentracije Hg, Se in drugih elementov v koreninah in poganjkih koruze
tretiranih s Hg, Se in Hg+Se, ter dolociti v katerem delu rastline so koncentracije
Hg oz. Se najvisje.

e Dolociti vzorce porazdelitve Hg in Se v koreninah rastlin tretiranih s Hg, Se in
Hg+Se z lasersko ablacijsko spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo.

e Izmeriti koncentracije fotosinteznih pigmentov (klorofil a, klorofil b, karotenoidi) v
poganjkih koruze kot pokazatelj stresa zaradi strupenosti Hg.

e Dolociti stopnjo lipidne peroksidacije kot odgovor rastline na stres.

e Dolociti stopnjo mikorizne kolonizacije arbuskularno mikoriznih gliv pri koruzi.

e Ugotoviti, ali AM vplivajo na privzem in porazdelitev Hg in Se pri koruzi.

1.2 OSNOVNE HIPOTEZE

1. Rastline z arbuskularno mikoriznimi glivami bodo imele ve¢jo biomaso kot rastline
brez arbuskularne mikorize, saj mikorizne glive zmanjSajo biodostopen Hg in
povecajo privzem ostalih nutrientov.

2. Pri rastlinah, ki bodo tretirane s kombinacijo HgCl, in K,;SeO,, bo stopnja stresa
manjs$a kot pri rastlinah tretiranih s HgCl,, zaradi vezave Hg v netopne HgSe
komplekse.

3. Zaradi slabe mobilnosti Hg, se bo Hg ve¢inoma akumuliral v koreninah, zato bodo
njegove koncentracije tu visje kot v poganjkih.

4. Selenat (K,SeOy) se bo presnavljal v listih rastlin in se v obliki seleno-aminokislin
transportiral v korenine rastlin.

5. Tretiranje rastlin s kombinacijo HgCl; in K,SeO, bo zaradi razlike v biodostopnosti
in mobilnosti povzrocilo razlike v razporeditvi Hg in Se v rastlinskih tkivih.

6. V rastlinah (koreninah) z arbuskularno mikorizno simbiozo bo koncentracija Hg
manj$a kot v rastlinah brez mikorizne simbioze.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 TEZKE KOVINE

2.1.1 Kaj so tezke kovine?

Z izrazom tezke kovine (TK) oznacujemo kateri koli kovinski element, ki ima relativno
visoko gostoto in je strupen ze pri nizkih koncentracijah (Lenntech Water Treatment and
Air Purification, 2004). V sploSnem izraz tezke kovine uporabljamo za skupino kovin oz.
polkovin z atomsko gostoto ve&jo od 4 g/em®. Med tezke kovine uvr§éamo npr. Zivo
srebro (Hg), svinec (Pb), kadmij (Cd), nikelj (Ni), kobalt (Co), Zelezo (Fe), arzen (As) in
srebro (Ag). Tezke kovine so pomembni onesnazevalci v okolju. Zaradi svoje strupenosti
predstavljajo vedno vecje probleme tako z vidika ekologije, evolucije, prehrane kot tudi
okolja (Nagajyoti in sod., 2010).

2.1.2 Viri onesnaZenja s Hg

V osnovi lo¢imo sproscanje Hg v okolje zaradi naravnih procesov in antropogene
dejavnosti (Khan in sod., 2000). Zivo srebro je prisotno tako v tleh, zraku, vodi kot tudi v
bioti (zivih organizmih).

Naravni procesi krozenja Hg med zrakom, vodo in tlemi so:
e vetrna erozija in odplinjevanje iz tal in skal bogatih s Hg
e izbruhi vulkanov in druge geotermalne aktivnosti
e izhajanje Hg iz podpovrSinske skorje zemlje

Antropogeni izvori onesnazevanja s Hg pa so:
e Zgorevanje fosilnih goriv, lesa, odpadkov, blata iz ¢istilnih naprav in krematoriji
e Visokotemparaturni procesi, npr. taljenje, izdelava cementa in lepil
e Proizvodne/komercialne dejavnosti: npr. obdelava kovin, ekstrakcija zlata,
rudarjenje Hg, kloralkalne naprave, kemic¢na in instrumentalna industrija (Hg
kemikalije, barve, baterije, termometri, procesni reaktanti in katalizatorji)
e Ostali viri, npr. kmetijstvo (gnojila in pesticidi) (Wang, 2004)
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Slika 1: KroZenje zivega srebra v okolju (povzeto po Wang, 2004: 7)

Najbolj onesnazena podroja z Zivim srebrom na svetu so Almadén (Spanija), Idrija
(Slovenija) in Monte Amiata (Italija). V severni Ameriki je s Hg mocno onesnazena
pokrajina Almaden v Kaliforniji in Pinchi Lake na zahodu Kanade (Schroeder in Munthes,
1998). V aziji so z zivim srebrom najbolj onesnazene drzave Kitajska (npr. pokraine
Guizhou, Shaanxi, Jiangxi, Jilin, Shanghai, Tianjin), Japonska (Kumamoto, Kagoshima,
Niigata, itd.), Filipini (Mindanao) in Kazakistan (Qaraghandy, Pavlodar) (Li in sod., 2009).

2.1.3 OnesnazZeno obmocje Idrija

Po legendi, odkritje zivega srebra v Idriji sega v leto 1490, ko je Skafar v studencu namakal
leseno posodo, v katero se mu je natekla neznana svetleca snov, kasneje prepoznana kot
zivo srebro (Turisticni rudnik zivega srebra Idrija, Antonijev rov, 2015). V Idrijo so se
zaceli priseljevati Italijani, Nemci in Cehi, ki so zagnali pridobivanje Zivega srebra in
njegovo prodajo. Z odkritjem bogate cinabaritne rude leta 1508, se je izkopavanje Zivo
srebrne rude zelo povecalo. Rudarjenje je v Idriji potekalo skoraj pol tisoc¢letja. V tem Casu
so izkopali ve& kot tri milijone m® rude in jalovine ter pridobili 147 000 ton dragocene
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kovine (Urbanc, 2010), od tega se je okoli 40 000 ton zivega srebra izgubilo v procesu
pridobivanja in mo¢no onesnazilo okolje (Cigale in sod., 2007). Zaradi padca cene Zivega
srebra, vse strozjih okoljevarstevih zahtev, vse vecjih stroskov in tezjih pogojev rudarjenja,
ter vedno slabse kvalitete rude, so leta 1977 sprejeli sklep o postopnem zapiranju rudnika.
Proizvodnjo so dokoncno ustavili leta 1995. Rudnik Zivega srebra v Idriji danes velja za
drugi najve¢ji rudnik Hg na svetu (Urbanc, 2010).

V Idriji onesnazenje z Zivim srebrom Se naprej ostaja velik problem. Leta 2001 sta Grosar
in Sajn izvedla meritve Hg na 51 km? velikem obmocju Idrije in ugotovila, da je na 17 km?
velikem podroc¢ju vsebnost Hg presegala kriticno dovoljeno vrednost Hg v tleh (10 mg kg’
1). Povpre¢na koncentracija Hg v tleh je znasala 8,6 mg kg™ (0,42-973 mg kg™). Kar 3,6-
krat ve¢ Hg kot v tleh pa sta izmerila v podstre$snem prahu. Povpre¢na koncentracija Hg v
podstre$nem prahu je bila 43,5 mg kg™ (1,8-1055 mg kg). Vrednosti Hg so bile vigje v
dolini reke Idrijce in ob vznozju vzpetin, nizje pa na vi§jih delih in na obrobju
obravnavanega ozemlja (Grosar in Sajn, 2001).

Posledice onesnazenja z zivim srebrom so vidne v vseh sestavinah okolja, saj se poviSane
koncentracije Hg pojavljajo tako v vodi, zraku, vegetaciji kot tudi tleh. Zaradi Zgalnih
ostankov in erozije s Hg onesnaZzenih tal je s Hg moc¢no onesnazena reka Idrijca,
posledi¢no tudi Soca in Trzaski zaliv (Cigale in sod., 2007).

2.1.4 Zivo srebro
2.1.4.1 Lastnosti in kemijske oblike zivega srebra

Zivo srebro je edina teko¢a kovina pri standardnih pogojih. Ima visoko povriinsko
napetost, visoko specificno tezo, nizko elektricno upornost in konstantni volumen
raztezanja v celotnem temperaturnem obmocju. Zaradi teh lastnosti se je tekom
Industrijske revolucije uporaba Zzivega srebra v komercialni industriji, metalurgiji,
medicini, proizvodnji in zobozdravstvu hitro povecevala (Schroeder in Munthe, 1998).

V okolju najdemo zivo srebro v razli¢nih oblikah. Lahko se nahaja v enoatomski kovinski
(Hg®) obliki, v ionski obliki (Hg*, Hg**) kot sestavni del rud (npr. cinabarit) ali pa v
metiliranih oblikah (CHsHg", (CHs),Hg) (Carrasco-Gil in sod., 2013). Anorganski Hg° se
obi¢ajno nahaja v atmosferi. Redkeje ga najdemo tudi v naravnih vodnih ekosistemih. Hg"
in Hg®" se lahko veZeta na razliéne komponente in tvorita razliéne anorganske in organske
kemi¢ne snovi (Carrasco-Gil, 2011b). V agrikulturnih tleh prevladuje ionska oblika Hg**
(Han in sod., 2006). Hg" je v primerjavi s Hg** manj stabilen in zato redkejsi.
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NajpogostejSe anorganske oblike Zivega srebra v naravi so: zivosrebrov klorid (HgCly),
zivosrebrov hidroksid (Hg(OH),) in zivosrebrov sulfid (HgS) (Carrasco-Gil, 2011b)
Ceprav je spojina HgCl, zelo hlapljiva in se hitro pretvarja v anorganski plinasti Hg, smo
jo za tretiranje naSih rastlin s Hg izbrali, ker se v primerjavi z elementarnim Hg dobro topi
v vodi in je kemi¢no zelo aktivna.

O organskih oblikah Zivega srebra govorimo, ko se zivo srebro veze na ogljik (npr. metil
zivosrebrov klorid (CH3HgCl), metil Zivosrebrov hidroksid (CHzHgOH) ali pa ha majhne
frakcije organskih molekul, ki Ze vsebujejo Hg (dimetil-Hg in fenil-Hg) (Carrasco-Gil ,
2011b). Na absorpcijo oz. izlo¢anje Hg v tleh vplivajo Stevilni kemi¢ni in bioloski procesi
pretvorbe, kot so oksidacija, redukcija, metilacija in kompleksacija. Na te procese vplivajo
Stevilni dejavniki v tleh, kot so npr. pH, tekstura, organske snovi, temperatura in
kompleksni ligandi (OH- in CI-) (Yu in sod., 2010; Schuster, 1991).

2.1.4.2 Vpliv Zivega srebra na organizme in njegova strupenost

Od oblike Zivega srebra v okolju je odvisna njegova strupenost za organizme. Za
organizme so ponavadi manj Skodljive anorganske oblike Zivega srebra, saj se ponavadi
mocno vezejo na komponente v tleh in poslediéno se zmanjsa njihova razpoloZzljivost in
absorpcija. Veliko bolj strupene so organske oblike zivega srebra. Te imajo hidrofobne
lastnosti, ki omogoc¢ajo prehajanje preko celiénih membran in kopi¢enje v membranskih
organelih, kjer motijo oksidativne in fotosintezne procese (Ruiz in Daniell, 2009).

Za organizme je organski metil-Hg zelo nevarna oblika Zzivega srebra, saj zaradi
lipofilnosti z lahkoto prehaja vanje (Rimmer in sod., 2010). Nastaja v anaerobnih
sedimentih z metilacijo anorganskih oblik Hg, ki jo vr$ijo anaerobne sulfat-reducirajoce
bakterije (Mathivanan in sod., 2010). V organizmih u¢inkuje kot nevrotoksin. Negativno
deluje na naravne sisteme in populacije divjih zivali (Rimmer in sod., 2010). VsakrSna
izpostavljenost organizmov s Hg onesnazenim okoljem je tvegana in nevarna. Ker v
organizmih prihaja do kopic¢enja Hg, se strupeni ucinki Hg-ja stopnjujejo z narasc¢anjem
troficnega nivoja (Ruiz in Daniell, 2009). Posledica kopi¢enja Hg v organizmih oz.
rastlinah je poveCevanje koncentracije in strupenosti Hg z leti (Cooper in Gillespie, 2001).

Kopic¢enje Hg v organizmih povzroca resne posSkodbe. Ljudje in Zivali ga prejemamo z
dihanjem onesnaZenega zraka in z zauzitjem onesnazene hrane (Se posebej ribe). Posledice
kopicenja Hg pa so lahko precej hude in sicer Hg lahko povzro¢i hude nevroloske
poskodbe, poskodbe ledvic in celo smrt (Tchounwou in sod., 2003; WHO, 1976), zato je
zelo pomembno, da varujemo okolje pred onesnazenjem s Hg in na tak nacin preprecujemo
vnos strupenega Hg tudi v naSa telesa. Ker so rastline primarni vir hrane in zivo srebro
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prav preko njih prehaja v prehranjevalno verigo, je prav, da naredimo vse, da prepre¢imo
uzivanje s Hg onesnaZenih rastlin in da skuSamo najti resitve, s katerimi bi na onesnazenih
obmog¢jih rastline sprejemale ¢im manj Hg. Zivo srebro se v rastlinah ne le kopici, ampak
je tako kot za ostale organizme v povisanih koncentracijah strupeno.

2.1.4.3 Privzem, transport in strupeni ucinki zivega srebra v rastlinah

Rastline zivo srebro privzemajo iz tal s koreninami ali pa iz zraka preko listov. Absorpcija
tako anorganskih kot tudi organskih oblik Hg iz tal je obi¢ajno majhna. To pomeni, da
kljub velikemu poveCanju koncentracije Hg v tleh, pride do majhnega povecanja
koncentracije Hg v rastlini (kar se ti¢e direktnega privzema). Stevilne bariere v rastlini
otezujejo prenos Hg iz korenin do poganjkov (Sharma in Subhadra, 2010; Patra in Sharma,
2000). Vecina prejetega Hg ostane v koreninah, kar pomeni, da korenine sluZijo kot
bariera, ki preprecuje prehod Hg v ostale dele rastlin (Gracey in Stewart, 1974). V
koreninah so koncentracije Zzivega srebra lahko do 20-krat vecje kot v poganjkih
(Linderberg in sod., 1979). Transport Hg po rastlini omogoca tranpiracijski tok (Leonard in
sod., 1998).

Veliko lazje pa Hg prehaja v rastline iz zraka. V zrak se Hg lahko sprosca iz tal, saj v njih
potekajo razli€ne bioloske in kemi¢ne reakcije, v katerih nastaja hlapljiv elementaren Hg in
hlapljive denaturirane spojine. To je pomembno zlasti za rastline, gojene v zaprtih
prostorih kot so rastlinjaki in komore (nase rastline smo gojili v komori). Pri komercialnem
gojenju se za za$cito rastlin uporablja razne fungicidne in pesticidne spreje z vsebnostjo
Hg. Po skropljenju rastlin v zaprtih prostorih, Hg ostaja v zraku, zato lahko prehaja v
rastline, ki jih kasneje zauZijemo ljudje (Sharma in Subhadra, 2010).

Kljub lazjemu prehajanju Hg v liste kot korenine, so koncentracije Hg v poganjkih
ponavadi precej niZje. V zunanjem zraku je parcialni tlak Hg manjsi kot v samem listu,
zato se iz rastline v atmosfero izloca bistveno ve¢ Hg kot pa ga rastlina prejme iz zraka. To
so dokazali Hanson in sodelavci leta 1995 na drevesnih vrstah Picea abies L., Quercus
alba L. in Acer rubrum L.. Podobne rezultate so dobili tudi Ericksen in Gustin (2004).

V rastlinah zivo srebro negativno deluje na rast in metabolizem (Verma in Dubey, 2003;
Patra in sod., 2004). Povzro¢i zmanjSanje fotosinteze, transpiracije, privzema vode,
izgradnje klorofila (Godbold and Hiittermann, 1986) in poveca lipidno peroksidacijo (Cho
in Park, 2000). Eden najpomemnejsih vzrokov za njegovo strupenost je tvorba prostih
kisikovih radikalov (ROS) kot so superoksidni anion (O%), singlet kisik (10,), vodikov
peroksid (H20,) in hidroksidni radikal (OH) (Cargnelutti in sod., 2006). ROS lahko
povzrocijo motnje lipidov v membrani in motnje celi¢nega metabolizma (Messer in sod.
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2005; Cargnelutti in sod., 2006). Zivo srebro lahko zmanj$a delovanje encimov razli¢nih
metabolnih poti (Morch in sod., 2002; Lenti in sod., 2002. Basak in sod., 2001, Shaw in
sod., 2002). Znaki zastrupitve rastline z Zivim srebrom so odmetavanje starejSih listov,
pocasnejsi razvoj novih listov in korenin, nizja vsebnost klorofila in zmanjSana aktivnost
nitrat reduktaze (Vyas in Puranik, 1993).
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2.1.5 Selen
2.1.5.1 Nahajanje selena

Selen (Se) je eden izmed najbolj razsirjenih koristnih elementov na zemlji (Kopsell in
Kopsell, 2006). Prisoten je v ozra¢ju, vodnem sistemu, tleh in sedimentih. Lahko je
naravnega ali antropogenega izvora (Pyrzynska K, 2001). Najpogostejsi vzrok
antropogenega onesnazevanje je sproscaje Se iz razpadajoCih odpadnih materialov
rudarstva, kmetijstva, petrokemikalij in industrijskih dejavnosti (Limly, 2003). V nekaterih
podrog¢jih sveta (npr. Kitajska) je v tleh prisoten v prenizkih, v nekaterih pa v previsokih
koncentracijah (npr. zahodna ZDA). Visoke koncentracije Se obi¢ajno vsebujejo tla iz
skrilavca (Minorsky, 2003). NajstarejSa kamnina idrijskega hribovja je poleg karbonskega
pescenjaka prav temno sivi skrilavec (Geologija, 2015).

Atmosfera
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Slika 2: KroZenje Se v agrosistemu (povzeto po Gissel-Nielsen, 1998: 103)
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2.1.5.2 Lastnosti in kemijske oblike selena

Selen je polkovina (metaloid), saj ima tako kovinske kot tudi nekovinske lastnosti.
Uvrs¢amo ga v Sesto skupino periodnega sistema (Kopsell in Kopsell, 2006) med zveplo
(S) in telur (Te). To pomeni, da imajo Se, S in Te podobne lastnosti. Lo¢imo anorganske in
organske oblike Se. Anorganske oblike selena se pojavljajo v petih valen¢nih stanjih:
selenid (2-), elementarni Se (0), tioselenat (2+), selenit (4+) in selenat (6+) (Lauchli, 1993;
Pyrzynska, 2001). V kateri obliki se bo nahajal Se v okolju, je odvisno od redoks pogojev
in pH. V aerobnih in nevtralnih, pa tudi v alkalnih okoljih prevladuje selenat, medtem ko v
anaerobnih sistemih prevladujeta selenid in elementarni Se (Terry in sod., 2000). Nahaja se
lahko tudi v hlapljivih spojinah kot so DMS: npr. dimetildiselednid (DMDSe), dimetil
selenon, dimetil selenilsulfid in metanselenol (Fan in sod., 1997; Reamer in Zoller, 1980).
Organske oblike selena se najpogosteje nahajajo v bioloskih sistemih. Prisotne so v obliki
produktov encimskih reakcij, ki so vpletene v izgradnjo seleno aminokislin. V naravnih
ciklih prihaja do vezave Se(1V) in Se(VI) z bolj kompleksnimi selenoproteini (Pyrzynska,
2001). V rastlinah prihaja tudi do pretvorbe anorganskih oblik Se v organske, so pa
pretvorbe odvisne od vrste rastline (Pedrero in Madrid, 2009).

2.1.5.3 Vpliv selena na organizme

Za mnoge organizme, vkljuno z zZivalmi in ljudmi, je Se esencialen mikroelement.
Organizmom je koristen le v majhnih koncentracijah, v velikih koncentracijah pa je
strupen. Se vedno potekajo znanstvene razprave ali je selen esencialen element tudi za
visje rastline (Minorsky, 2003). V nizkih koncentracijah pozitivno vpliva na zdravje ljudi
in Zivali. Deluje kot antioksidant in preprecuje nastanek razli¢nih vrst raka in ostalih
bolezni (npr. ateroskleroze, artritisa in spremenjenih imunoloskih funkcij) (Pedrero in
Madrid, 2009; Germ in Stibilj, 2007).

Omogoca pravilno delovanje selenoproteinov, ki imajo v telesu za$¢itno Vvlogo.
Selenoproteini so proteini, ki potrebujejo selen za kataliti¢no aktivnost (Pedrero in Madrid,
2009). Glavni vrok za strupenost Se je njegova kemic¢na podobnost z zveplom. Encimi, ki
so vkljueni v metabolizem Zvepla, katalizirajo tudi analogne reakcije z ustreznimi Se
snovmi. Afiniteta teh encimov za Se in S je podobna, zaradi Cesar lahko ob poviSanih
koncentracijah Se pride do vkljucitve Se na mesto v molekuli, kjer je obi¢ajno vezano S.
Na tak nacin pogosto prihaja do zamenjave cisteina (Cys) s Se-Cys (Minorsky, 2003).
Posledica zamenjave Zvepla v aminokislinah je lahko nepravilno zvijanje proteinov in
posledi¢no nefunkcionalnost proteinov in encimov (Germ in Stibilj, 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minorsky%20PV%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minorsky%20PV%5Bauth%5D
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Glavni prehrambeni vir selena za ljudi in Zzivali so rastline, zato je pomembno dobro
poznavanje metabolizma selena v rastlinah (Zhu in sod., 2009). Rastline lahko privzemajo
Se v anorganskih oblikah kot selenat (SeO4%) in selenit (SeOs*) ali pa v obliki organskih
spojin kot npr. selenoaminokisline in selenometionin (Mikkelsen in sod., 1989; Zayed in
sod., 1998). Najve¢ Se se v tleh se nahaja v obliki soli natrijev selenat in natrijev selenit ter
aminokisline selenocistein. To so tudi glavne oblike Se, ki jih zivali ob pomanjkanju Se
privzemajo za produkcijo selenoproteinov (Pedrero in Madrid, 2009).

Poleg oblike, koncentracije Se in pH tal, na privzem Se vplivajo $¢ vsebnost CaCOs,
slanost, koncentracija in vrsta kompetativnih ionov v tleh, ter sposobnost rastline za
absorpcijo in metabolizem Se (Germ in Stibilj, 2007). Rastline najve¢ Se privzamejo v
obliki selenata, saj je dobro topen v vodi in rastlinam lahko dostopen (Jezek in sod., 2012).
Prenos selenata v rastlinske celice poteka z aktivnim transportom od nizjega proti visjemu
elektrokemijskemu potencialu. Ker ima selenat podobne kemijske lastnosti kot sulfat,
njegov privzem in akumulacija potekata preko sulfatnih prenaSalcev v plazemski
membrani celic korenin. Tudi drugi organizmi (npr. Zivali, mikroorganizmi,...) privzemajo
selenat s sulfatnimi transporterji (Terry in sod., 2000). Ko rastline privzamejo selen, ne
glede na to ali je v organski ali anorganski obliki, se ta v celicah vkljuci v metabolne poti,
ki vodijo v nastanek kon¢nega produkta, namenjenega prenosu in akumulaciji v razli¢na
rastlinska tkiva (Zayed in sod., 1998). Kako se bo Se porazdelil v rastlini, je odvisno od
vrste, razvojne faze in fizioloSkega stanja rastline (Terry in sod., 2000).

Tudi oblika selena moc¢no vpliva na prenos selena iz korenin v poganjke. Selenat se
prenasa bistveno lazje kot selenit ali pa organske oblike selena (npr. Se-Met) (Terry in
sod., 2000). Selenat se prenasa brez kemijskih sprememb v liste po ksilemu in nato vstopa
v kloroplaste, kjer ga encimi metabilizirajo z asimilacijo sulfata (De Souza in sod.; Zayed
in sod., 1998). V liste se prenese in akumulira vec selenata, medtem ko vecina selenita in
selenometionina ostane v koreninah (Terry in sod., 2000). Razlog za slabsi prenos selenita
je lahko ta, da se selenit v rastlinah zelo hitro pretvori v organske oblike selena, ki ostajajo
v koreninah (Zayed in sod., 1998).

Rastline lahko sprejemajo selen tudi iz ozracja preko povrSine listov (Terry in sod., 2000).
Zieve in Petrson (1984) sta izvedla poskus s Stirimi rastlinami: z lasasto Sopuljo (Agrostis
tenuis), je¢menom (Hordeum vulgare), paradiznikom (Lycopersicon esculentum) in
redkvico (Raphanus sativus), ki sta jih gojila na hidroponskem gojis¢u v zaprti komori,
kjer je bila koncentracija dimetil selenida v zraku 8 pug m™. Dimetil selenid, ki je iz zraka
prehajal v liste, se je v obliki anorganskega selenita, selenoglutationa, selenometionina in
protein-selenometionin kompleksov akumuliral v koreninah. Rastline obi¢ajno akumulirajo
ve¢ selena v poganjkih in listih kot v koreninah (Zayed in sod., 1998). Organske oblike Se
lahko hlapijo iz rastline. I1zhlapi pa bistveno ve¢ Se iz korenin kot iz poganjkov (Zayed in
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sod., 1998), in dvakrat ve¢ Se iz rastlin, ki akumulirajo selenit v primerjavi s selenatom
(De Souza in sod., 1998).

Wang in sod. (2013) so izvedli poskus s koruzo, ki so jo gojili v substratu z dodanim Se in
koruzo, ki so jo skropili z raztopino Se. V obeh primerih se je povecala vsebnost Se v zrnu,
so pa bile koncentracije v primeru foliarnega nanosa visje. Prav foliarni nanos selena je
najpogosteje uporabljena metoda v poljedelstvu za bogatenje rastlin s Se. Povecevanje
vsebnosti selena v kulturnih rastlinah je pomembno zlasti v pokrajinah s prenizkimi
koncentracijami Se v tleh, saj uzivanje takih pridelkov zmanjSuje oz. preprecuje razvoj
bolezni povezanih s pomanjkanjem Se pri ljudeh in Zivalih (Kopsell in sod., 2009).

Razlike med za Zivljenje koristnih oz. nujno potrebnih koncentracij Se in koncentracij Se,
Ki so strupene za rastline, so majhne (Tan in sod., 2002; Fargasova, 2004; FargaSova in
sod., 2006). V majhnih koncentracijah Se deluje kot antioksidant (Xue in sod., 2001;
Djanaguiram in sod., 2005) in inhibira lipidno peroksidacijo (Hartikainen in sod., 2000).

Selen poveca odpornost rastlin na oksidativni stres povzro¢en z UV svetlobo, upocasni
staranje, pospesi rast dozorevajoc¢ih sadik in pozitivno vpliva na biomaso rastlin (Xue in
sod., 2001; Pennanen in sod., 2002, Hartikainen in sod. 2000). Hartikainen in sod. (2000)
so ugotovili, da Se pospesuje rast ljuljke (Lolium perenne). Selen v rastlinah krompirja
(Solanum tuberosum L.) izboljsa presnovo ogljikovih hidratov, zato so gomolji po
tretiranju vecji (Turkainen, 2004). V ¢asu suSe omogoca uravnavanje kolicine vode v
rastlini (Kuznetsov in sod., 2003). Selen v mnogih rastlinah zmanjSuje dostopnost tezkih
kovin (tudi Hg) in §¢Citi rastline pred poskodbami zaradi oksidativnega stresa, ki ga
povzrocijo tezke kovine (Thangavel in sod., 1999; Muiioz in sod.2007; Pedrero in sod.,
2008).

Visoke koncentracije Se rastlinam Skodujejo. Kot smo Ze omenili, je glavni vzrok za
strupenost Se, njegova zamenjava s S v molekulah. Znaki zastrupitve so upocasnjena rast,
ovenelost listov, zmanjSana sinteza proteinov in hitrejSi propad rastline (Terry in sod.,
2000). Selen v visokih koncentracijah deluje kot prooksidant in pospeSuje nalaganje
produktov lipidne peroksidacije (Hartikainen in sod., 2000).


http://hortsci.ashspublications.org/search?author1=Dean+A.+Kopsell&sortspec=date&submit=Submit
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Helin%C3%A4+Hartikainen%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Helin%C3%A4+Hartikainen%22
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2.1.6 Glavni mehanizem obrambe pred strupenimi ucinki tezkih kovin

Mehanizmi obrambe rastlin pred strupenimi ucinki tezkih kovin $e niso povsem znani.
Najverjetnej§i mehanizem obrambe je =znizanje koncentracije selenocisteina in
selenometionina v intracelularnem prostoru, s ¢imer se prepreci njuno vezavo v proteine.
To nekatere vrste rastlin, npr. rod Astragalus, dosezejo z vezavo na selenoaminokisline ali
pa dipeptide, ki jih akumulirajo. Pretvorbo omogoca encim selenocistein metil transferaza
(Nigam in sod., 1969). Lahko pa rastline koncentracijo selenocisteina in selenometionina
znizajo z nalaganjem selena v vakuole v obliki selenata ali pa neproteinskih seleno-
aminokislin (Terry in sod., 2000).

2.1.7 Interakcije Hg — Se

Znanstveniki so ze v vecih Studijah porocali o zascitni vlogi Se pred strupenimi uc¢inki Hg
v organizmih (Parizek in sod., 1969, Duffield-Lillico in sod., 2003, Xue in sod., 2001;
Pennanen in sod., 2002). Vecina raziskav je potekala na zivalih. Prvi dokazi o vplivu Se na
zmanjSevanje strupenih u¢inkov Hg segajo v leto 1969, ko so Parizek in sod. na podganah
dokazali, da selenit §¢iti podgane pred odpovedjo ledvic, ki jo povzro€a vbrizgani HgCly.
Podobne ucinke selena so kasneje odkrili tudi v Stevilnih drugih vrstah organizmov, npr.
bakterijah, zooplanktonu, enodnevnicah, postranicah, ostrizih, prepelicah, piS€ancih, racah,
misih in pujsih. Zaradi tako Sirokega spektra organizmov se zdi, da v organizmih obstaja
nek univerzalen mehanizem obrambe z antagonisti¢énim delovanjem Se in Hg (McNear in
sod., 2012).

Velikim koncentracijam Hg so izpostavljeni morski sesalci, ki imajo razvite dobre
razstrupljevalne mehanizme. Pri njih se ve¢ina zauzitega Hg v jetrih pretvori v nestrupeno
spojino HgSe (Nakazawa in sod., 2011). Vecina raziskav o tvorbi kompleksa HgSe je
potekalo na jetrih, zelo malo raziskav pa je potekalo v ostalih organih morskih sesalcev.
Nakazawa in sod. (2011) so prvi jasno dokazali prisotnost HgSe poleg jeter tudi v vranici.
Nima pa Se vedno zas€itne vloge. Huckabee in Griffith (1974) sta ugotovila, da sta Se in
Hg skupaj za jajca krapov veliko bolj strupena kot Hg sam.

V rastlinah je vpliv selena na strupenost zivega srebra slabo raziskan. Shanker in sod.
(1996) so izvedli poskus na redkvicah (Raphanus sativus), ki so jih gojili v dveh razli¢nih
substratih, v prsti in v pesku, z dodanim selenatom in selenitom. Ugotovili so, da se s
povecevanjem selenita in selenata v redkvici zmanjSa privzem Hg. (Akumulacija Hg in Se
je odvisna od razli¢nih faktorjev v okolju, npr. hlapljivost, koncentracija posameznih oblik
delcev, biometilacija in redoks sistem). Do znizanja koncentracije Se v substratu je prislo,
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ker sta se selenat in selenit reducirala do elementarnega Se. Glavni vzrok za njuno
redukcijo je verjetno znizan pH okoli korenin, ki ga povzro€i spros¢anje organskih kislin
(kot eksudatov) iz korenin. Koncentracije teh eksudatov so nizke, kar pomeni, da se v
neposredni blizini korenin lahko reducira le malo selenita in selenata. Nastali elementarni
selen (Se°) se nato poveze s Hg®" in nastane kompleks HgSe. Elementarni Se pa se lahko
Se naprej reducira v Se® in reagira s Hg®*, kjer ponovno nastane kompleks HgSe.
Kompleks HgSe je zelo stabilen, netopen in zato rastlinam nedostopen. Privzem Hg je bil
kljub enakim koncentracijam selenita in selenata v substratu bistveno manjsi pri redkvicah,
ki so rasle v pesku kot pri redkvicah, ki so rasle v zemlji. Predvidevajo, da je zaradi
grobega peska nastalo ve¢ poskodb korenin v pesku kot v zemlji, zato se je iz korenin
izlocalo vec¢ eksudatov, ki so omogocili tvorbo HgSe kompleksov in tako znizali
biodostopnost Hg in Se. Privzem Hg je linearno padal s povefevanjem koncentracije
selenita in selenata. Ni pa bilo nobene bistvene razlike v vplivu selenita in selenata na sam
privzem Hg (Shanker in sod., 1996). Vendar tudi v rastlinah selen nima vedno za$¢itne
vloge. Thangavel in sodelovci (1996) so na navadnem tol$¢aku (Portulaca oleracea)
ugotovili, da selen §¢iti rastlino pred strupenimi u¢inki Hg le pri nizkih koncentracijah (do
1 mg kg™). Z nadaljnim povecevanjem koncentracije tako Se kot tudi Hg, se manj3ajo
za$Citni, narascajo pa strupeni uéinki.

Mounicou in sodelavci (2006) so naredili poskus z indijsko gor¢ico (Brassica juncea), ki je
hiperakumulacijska rastlina za Se. Rastline gorlice so izpostavljali razli¢nim
koncentracijam tako Hg kot tudi Se. Po koncanem poskusu so naredili tri razlicne
ekstakcije snovi, s katerimi so ugotavljali prisotnost in oblike Hg in Se v koreninah,
poganjkih in listih. Prvi ekstrakt je vseboval v vodi topne snovi s Hg in Se (npr. proteini,
polisaharidi, amino Kisline, polipeptidi). V drugem ekstraktu so se nahajali v vodi topni Hg
in Se proteinski kompleksi. Tretja ekstrakcija je vsebovala v vodi netopne Se in Hg
komplekse. Prva ekstrakcija je pokazala, da se Se in Hg v koreninah vezeta na nekatere
vodotopne biomolekule, ki so po vsej verjetnosti polisaharidne ali pa proteinske. Teh
kompleksov niso nasli v steblu in listih. Ugotovili so tudi, da se je ve¢ Hg nalagalo v
korenine rastlin, tretiranih s Hg in Se kot pa v rastline tretirane le s Hg. Za visje
koncentracije Hg v rastlinah tretiranih z obema elementoma, so najbrz krive prav vezave
teh dveh elementov na biomolekule, ki pa preprecujejo prenos v poganjke in liste.

Pri drugi ekstrakciji so v koreninah odkrili §e dodatne vodotopne proteine z vezanim Se in
Hg. Teh proteinov pa niso nasli v steblih in listih. S tem so dokazali, da se v vodi topni
proteini z vezanim Hg in Se nahajajo le v koreninah. S tretjo ekstrakcijo so iz rastline
izlo¢ili v vodi netopne proteinske komplekse. Ugotovili so, da se vecina Se in Hg v
koreninah nahaja prav v vodi netopnih kompleksih. Komplekse s Hg in Se so v majhnih
koncentracijah nasli tudi v steblu. Glede na precejSno razliko med vrhovoma za Se in Hg
na kromatogramu, so sklepali, da sta Se in Hg v steblih vezana na druge biomolekule kot
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pa v koreninah. Se pa kompleksi s Hg in Se ocitno ne prenasajo v liste, saj jih v njih niso
nasli. Analizirali so tudi eksudate iz korenin in hlape iz listov. Rezultati so pokazali, da je
rastlina vsebovala bistveno ve¢ molekul z vsebnostjo Se v primeru tretiranja rastline z
obema elementoma. V hlapih rastlin niso nasli spojin, ki bi hkrati vsebovale oba elementa
(Mounicou in sod., 2006).
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2.2 MIKORIZA

Mikoriza je simbioti¢ni odnos med glivnimi hifami in koreninami rastlin (Agarwal in Sah,
2009). Prisotna je pri priblizno 95 % vseh rastlinskih vrst in v vecini primerov rastline ne
bi prezivele brez nje (Barker in sod., 1998). Najdemo jo tako pri kulturnih (zita, grah,
paradiznik, ¢ebula, jabolka, jagode, itd.) kot pri divje rastocih rastlinah (Muchovej, 2001).
Obstaja ze zelo dolgo, saj so jo naSli pri nekaterih najstarejSih fosilih kopenskih rastlin.
Nekateri znanstveniki so prepri¢ani, da je prav pojav (razvoj) mikorize omogocil prehod
rastlin na kopno. Tekom evolucije kopenskih rastlin se je mikoriza razvila vedrat
neodvisno (Agarwal in Sah, 2009).

Mikoriza je mutualistiCen odnos, kar pomeni, da imata oba organizma koristi. Gliva od
rastline prejema fotosintezne produkte, zato ji ni potrebno iskati lastnih virov energije.
Rastlina pa od glive prejema nutriente, predvsem fosfor in dusik. Glivne hife se razra$cajo
v tleh in na tak na¢in mo¢no povecajo povrsino rastlin za koriS¢enje nutrientov.

V mikorizne povezave se vkljucujejo razlicne skupine gliv. Glede na vrsto gostiteljske
rastline in simbiotske glive lo¢imo veC tipov mikorize. NajpogostejSe so arbuskularna
mikoriza, ektomikoriza in erikoidna mikoriza. Arbuskularno mikorizo vec¢inoma tvorijo
zelnate (okoli 80 % vseh rastlinskih vrst), ektomikorizo pa drevesne vrste. Erikoidno
mikorizo ve¢inoma nademo znotraj rodu Ericales (Cairney, 1999).

2.2.1 Arbuskularna mikoriza

Arbuskularna mikoriza (AM) je najpogostejsa in najbolj razsirjena oblika mikorize, saj so
jo nasli pri 80 % vseh rastlinskih vrst (Cairney, 1999). Tvorijo jo glive iz debla
Glomeromycota (Gohre in Paszkowski, 2006). Pojavlja se pri kritosemenkah,
golosemenkah in praprotnicah. Nasli so jo v gametofitih nekaterih mahov, v lisi¢jakih in
pri rodu Psilotales, ki nimajo razvitih korenin ter pri vodnih rastlinah (Mosse in sod.,
1981; Pocock in Duckett, 1985). Uvrs¢amo jo med endomikorizo. V primerjavi z
ektomikorizo, kjer gliva nikoli ne prodre plazmaleme rastlinske celice, ¢eprav se razrasca
med celicami znotraj koreninske skorje, pa pri endomikorizi prihaja do prodora in
razras€anja gliv tako zunaj kot tudi v notranjosti celic koreninske skorje. Arbuskularno
mikorizne glive v koreninah tvorijo specifi¢ne strukture arbuskule in vezikle, po katerih je
tudi dobila ime. Arbuskuli so razvejani, drevesasto razrasli haustoriji, ki se tvorijo znotraj
celic koreninske skorje. Vezikli so zadebelitve hif, ki opravljajo zalozno vlogo. Vsebujejo
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lipide in citoplazmo. Prvi vezikli so se pojavili kmalu za razvojem prvih arbuskulov
(Quilambo, 2003).

Vezikli

Slika 3: Vezikli in arbuskuli

Arbuskularno mikorizne glive imajo na rastline Stevilne pozitivne ucinke. Eden
najpomembne;jsih je zagotovo izboljSana oskrba s hranili (Leyval in sod., 1997).

AM omogoca bolj produktivno rast rastlin v slabo rodovitnih tleh, saj izboljSa privzem
pocasi difundirajo¢ih ionov (npr. PO,>), nemobilnih (npr. P, Zn in Cu) in ostalih
nutrientov (npr. Cd). Zaradi boljse preskrbe z nutienti, so rastline bolj odporne in lazje
prenasajo stresne razmere (npr. suso) (Quilambo, 2003). Arbuskularna mikoriza pa vpliva
tudi na privzem tezkih kovin. Mikoriza je namre¢ prisotna tudi v tleh, onesnazenih S
tezkimi kovinami, vendar pa je na onesnazenih podroc¢jih diverziteta arbuskularno
mikoriznih spor obi¢ajno nizja kot na neonesnazenih (Regvar in sod., 2001). Kolonizacija
rastlin z arbuskularnimi glivami lahko zmanj$a privzem in strupene ucinke tezkih kovin v
rastlinah (Vogel-Mikus in sod., 2006).

2.2.2 Arbuskularna mikoriza in zivo srebro

Vpliv arbuskularne mikorize na privzem Hg je slabo raziskan, saj je do sedaj poteklo le
nekaj raziskav na to temo. Yu in sodelovci (2010) so izvedli poskus s koruzo, v katerem so
proucili vpliv arbuskularno mikoriznih gliv Glomus mosseae na obnasanje Hg v sistemu
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zemlja-rastlina pri razli¢nih dodanih koncentracijah Hg v tleh (0, 1, 2, 3, 4 mg Hg kg ™).
Koncentracije Hg so bile pri tretmajih 2-4 mg kg™ bistveno niZje v mikoriznih kot pa v
nemikoriznih koreninah. Ker so nemikorizne koruze privzemale ve¢ Hg, so pricakovali, da
bo v tleh brez mikorize manj biodostopnega Hg. Vendar pa so po ekstrakciji zemlje s
CaCl, ugotovili, da je bilo v mikorizni zemlji manj biodostopnega Hg. Padec
biodostopnega Hg v tretmajih z mikorizo dokazuje, da so glive tiste, ki omogocajo
mocnejSo vezavo Hg na delce v tleh. Na sorbcijo/desorbeijo Hg v tleh vplivajo na vec
nacinov, npr. s pH. Izlo¢ajo lahko protein glomalin, ki se veze s tezkimi kovinami kot so
Cu, Cd, Zn, Pb in Mn v komplekse, ki so talnim mikroorganizmom in rastlinam nedostopni
ter na tak nacin znizajo biodostopnost tezkih kovin (Yu in sod., 2010; Gonzalez-Chavez in
sod., 2004). Predvidevajo, da glomalin lahko vpliva tudi na biodostopnost Hg. Na sorbcijo
nekaterih kovin (Cu, Zn in Cd) vpliva tudi obsezen ekstraradikalni micelij AM gliv z
visoko kationsko izmenjevalno kapaciteto (Joner in sod., 2000; Chen in sod., 2001;
Gonzalez-Chavez in sod., 2002). Z imobilizacijo Hg z glivami v tleh, se zmanjSa tveganje
za prenos Hg v prehranjevalno verigo (Yu in sod., 2010). Vnos Hg v korenine lahko
znizajo tudi hife AM gliv, ki vsebujejo amino, hidroksilne in ostale skupine (Smith in
Read, 1997). Te lahko prodrejo v notranjost rastlinskih celic, spremenijo sestavne dele
celicne stene in povecajo vezavo Hg na povrSino hif in korenin (Yu in sod., 2010). Ne
glede na koncentracijo dodanega Hg v tleh in izmerjeno koncentracijo Hg v koreninah, so
bile koncentacije Hg v poganjkih precej nizje kot v koreninah. Te se tudi niso bistveno
razlikovale med posameznimi tretmaji z razlicno vsebnostjo Hg in mikorizno kolonizacijo.
Konc¢na koncentracija Hg v tleh je bila nizja v mikoriznih tretmajih v primerjavi z
nemikoriznimi, ¢eprav mikorizne koruze akumulirajo manj Hg kot nemikorizne. Do upada
koncentracije Hg v tleh z mikorizno inokulacijo prihaja, ker mikorizne glive povecajo
mikrobno aktivnost v rizosferi, pri ¢emer prihaja do redukcije Hg(Il) v Hg(0), ki pa
izhlapeva iz tal (Wu in sod., 2008; Huang in sod., 2009).

Jean-Philippe in sod. (2011) so raziskovali vpliv Hg na drevesne vrste in njihove mikorizne
glive na s Hg onesnazenem podrocju v rezervatu Oak Ridge v ZDA. Na raziskovalni
povrsini je rastlo 20 razliénih vrst lesnatih rastlin. Da lesene vrste tvorijo simbiozo z
ektomikoriznimi glivami, je Ze dobro poznano dejstvo (Agarwal in Sah, 2009). Jean-
Philippe in sod. (2011) pa so porocali, da vec¢ina lesnatih vrst, ki so jih uporabili v poskusu,
tvorijo simbiozo z endomikoriznimi glivami. Z analizo prsti so ugotovili, da so v tleh
prisotne poleg ektomikorizne tudi endomikorizne glive. Ugotovili so, da koncentracije Hg
v tleh ne vplivajo na raznolikost drevesnih vrst. Sklepali so, da glive §citijo korenine
dreves pred strupenimi u¢inki Hg s kemi¢no imobilizacijo Hg. Opazili pa so, da z viSanjem
koncentracije Hg v tleh prihaja do upada endomikoriznih gliv, medtem ko se prisotnost
ektomikoriznih gliv ni bistveno spremenila. O upadu mikorizne kolonizacije v tleh
onesnazenih s Cu, Pb in Cr so porocali ze v predhodnih raziskavah (Bell in sod., 1998).
Rezultati raziskave Del Val in sod. (1999) so pokazali negativno korelacijo (P <0,001) med
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sporami arbuskularnih gliv in vsebnostjo tezkih kovin v tleh. Niso pa v vseh raziskavah
dobili takih rezultatov. Griffioen in sod. (1994) ter Weissenhorn in sod. (1994) niso nasli
nobene korelacije med koncentracijo kovin v tleh in populacijo arbuskularno mikoriznih
gliv. Obstaja tudi mozZnost, da mikorizne glive povecajo privzem Hg v rastline (Gabriel in
sod., 1994), kar se je pokazalo tudi v poskusu Jean-Philippe in sod. (2011). Ti so
sterilizirana semena platane Plantanus occidentalis posejali v s Hg onesnazeno zemljo, ki
je vsebovala ekto- in endo-mikorizne glive. Po 14 dneh so pozeli rastline in ugotovili, da se
je v koreninah platan nakopicilo precej Hg. O povecani akumulaciji tezkih kovin v
rastlinah so porocale tudi druge raziskave. Pacovsky (1986) je porocal o poveCanem
privzemu Zn in Cu ob prisotnosti arbuskularne mikorize pri soji, kar je potrdil tudi Fattah
(2013). Slednji je porocal tudi o povecanem privzemu Mn in Fe v mikorizne rastline.
Rastline, ki privzemajo povecane koncentracije tezke kovin (hiperakumulacijske rastline)
so zanimive zlasti zaradi moznosti uporabe za fitoremediacijo.

Najbrz bo potrebno narediti $e veliko raziskav, da bomo razumeli vpliv mikorizne
inokulacije na privzem Zivega srebra v rastline.

2.2.3 Arbuskularna mikoriza in selen

Do sedaj so naredili le nekaj raziskav o vplivu AM gliv na akumulacijo in speciacijo Se
(Yuin sod., 2011). Larsen in sod. (2006) so porocali, da mikorizna inokulacija za desetkrat
poveca vsebnost Se v ¢esnu. Tudi druge raziskave so porocale o povecanem privzemu Se v
mikorizne rastline v primerjavi z nemikoriznimi (Duran in sod., 2013; Wanek in sod.,
1995). Munier-Lamy in sod. (2007) pa so dobili ravno nasprotne rezultate. Ugotovili so, da
mikorizna inokulacija za 30 % zmanjSa privzem Se v ljulko.

Mikorizna inokulacija pa vpliva tudi na oblike Se v rastlini. VV mikoriznih tretmajih se je v

primerjavi z nemikoriznimi nahajal ve¢ Se(VI) in manj organskih oblik Se (SeCys, SeMet,
in MetSeCys) (Yu in sod., 2011).

Ne vplivajo pa samo glive na privzem Se. Duran in sodelovci (2013) so testirali tudi ué¢inek
glive Glomus claroideum na privzem Se skupaj z meSanico selenobakterij
(Stenotrophomonas sp. B19, Enterobacter sp. B16, Bacillus sp. R12 in Pseudomonas sp.
R8) in ugotovili znacilno vecji privzem Se v primerjavi z nemikoriznimi rastlinami, kar
nakazuje na sinergisticno delovanje mesanice selenobakterij in G. claroideum. To je
uporabna kombinacija za biofortifikacijo Zzit.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22R.+S.+Pacovsky%22
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2.3 FITOREMEDIACIA

Fitoremediacija je proces, v katerem uporabljamo rastline za odstranjevanje nehlapljivih
ogljikovodikov in nemobilnih anorganskih snovi iz tal. Rastline lahko uporabimo za
odstranjevanje, prenos, stabilizacijo in/ali razgradnjo tezkih kovin na onesnazenih tleh
(Anderson in Plasci, 1994; Baker in sod., 1994; Markert, 1994; Raskin in sod., 1994; Salt
in sod., 1995; Kumar in sod., 1995; Negri in Hinchman, 1996; Kling, 1997). Uporablja se
kot alternativna metoda. Ohranja bioloSke lastnosti in fizi¢no zgradbo tal. Pomembna je,
ker je okolju prijazna in poceni metoda. Za fitoremediacijo se uporablja rastline, ki so za
prezivetje na onesnazenih podro¢jih razvile razlicne mehanizme obrambe pred strupenimi
kovinami. Ti mehanizmi delujejo na osnovi prepreCevanja akumulacije tezkih kovin v
rastline ali pa kopicenja velikih koli¢in tezkih kovin v tkivih rastline. Rastline, ki kopicijo
velike koli¢ine tezkih kovin v tkivih, pravimo, da so hiperakumulacijske rastline (Khan in
sod., 2000). Le redke rastline imajo takSne lastnosti (Cunningham in Ow, 1996). Trenutno
je poznanih okoli 400 hiperakumulacijskih vrst rastlin (Kramer in sod., 1997).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 PRIPRAVA SUBSTRATA

Za substrat smo zmeSali pesek in organski substrat za roze (Tonsubstrat) v razmerju 8:2
(4:1). Zatehtali smo 3204 g pripravljenega substrata. 160,8 mg HgCl, (Merck, Nemcija)
smo s pomoc¢jo magnetnega mesala raztopili v 700 mL vode. Z raztopino HgCl, smo po
vsej povrsini prelili pripravljen substrat in ga dobro premesali. Kon¢na koncentracija Hg v
substratu je bila 50 mg kg™ Pripravili smo tudi substrat brez dodanega HgCl, (kontrola), ki
smo ga zalili samo z vodo in ga dobro premesali. Oba pripravljena substrata smo zaprli v
mocni ¢rni vrecki za smeti in pustili stati 10 dni, da bi se HgCl, ¢im bolj enakomerno
porazdelil po pripravljenem substratu. Vmes smo pripravljena substrata Se dvakrat dobro
premesali.

Pripravili smo 24 lonckov s podstavkom (stekleni kozarcek). Polovico lonckov smo
napolnili s substratom brez HgCl,, ostalo polovico pa s substratom s HgCl,. V polovico
lon¢kov, napolnjenih s substratom brez HgQCIl, in polovico lon¢kov, napolnjenih s
substratom s HgCl,, smo zamesali komercialni inokulum Symbvit (Ceska Republika), in
sicer v vsak lonc¢ek posebej smo dali zlicko in pol komercialnega inokuluma in ga dobro
premesali s substratom. Loncke brez komercialnega inokuluma smo zalili z bakterijskim
izvleckom (BA). Bakterijski izvlecek smo pripravili tako, da smo v sito s porami velikosti
45 pm dali 18 Zlic komercialnega inokuluma in ga prelili z 2 L vode. Na tak nain smo iz
poskusa izloc¢ili glive, bakterije pa so nam ostale. V vsak loncek brez komercialnega
inokuluma smo vlili priblizno 1,25 dcL bakterisjkega izvleka. Polovico lonckov vsake
kombinacije smo namenili za tretiranje s selenom. Oznake in tretmaji so prikazani v
Preglednici 1.

Preglednica 1: Oznake tretmajev (n = 3 za vsak tretma). V preglednici so izpisane oznake, ki smo jih
uporabili, za oznaéitev posameznega tretmaja. Legenda: AM — mikorizna inokulacija, ¢ — kontrolne rastline,
Hg — rastline tretiranje z zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se — rastline tretirane s selenom (v obliki K,SeQ,),
BA — bakterijski izvlecek

Kontrola HgCl, Kontrola+K,SeO, HgCl, + K,SeO,
(brez HgCly) (brez HgCly)
Kontrola c Hg cSe HgSe

(BA)

AM AMc AMHg AMcSe AMHgSe
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3.2 KORUZA

Koruza je enoletna rastlina, ki spada v skupino trav Andropogoneae v druzino Gramineae
(Poaceae) (Strable in sod., 2009). Izvira iz Amerike, s Perujskega visavja v Andih. Vecina
sort v visino zraste do 2,5 metra, nekatere pa celo do 7 metrov. Steblo je okroglo, ravno in
votlo ter sestavljeno iz 8-21 ¢lenkov. Iz vsakega ¢lenka izras¢ata 2 nasprotna ozka in proti
koncu zaSiljena lista. Listi so vzporedno oziljeni. Cvetove delimo na moske in Zenske.
listov. Oplojeni Zenski cvetovi razvijejo zrna, ki so zbrana v strok. En strok obifajno
vsebuje od 30 do 1000 semen (Koruza, 2015).

Koruza je ena najpomembnejsih kulturnih rastlin, rastlin na svetu. Skoraj Ze celo stoletje se
uporablja tudi kot modelni organizem za bazi¢ne raziskave (Strable in sod., 2009).

3.3 PRIPRAVA SEMEN IN GOJENJE KORUZE

Iz 20 mL varekine (Pejo Sampionka) in 90 mL vode smo pripravili raztopino, v kateri smo
sterilizirali semena koruze. Semena smo v raztopini varekine namakali 10 minut, nato pa
smo jih 20 minut spirali pod tekoco vodo. Na koncu smo semena dobro sprali Se z
destilirano vodo. Ker vsa semena niso nujno viabilna, smo v vsak lonc¢ek posadili 6 semen
koruze, na koncu pa pustili rasti 3 enako velike rastline. Odvecne koruze smo odrezali s
Skarjami in zavrgli. Ker so iz odrezanih stebel koruze pognali novi listi, smo postopek
rezanja poganjkov nekajkrat ponovili, dokler porezane koruze niso propadle.

Ko so bili poganjki koruze veliki okoli 10 cm, smo jih zaceli zalivati s Hoaglandovo
hranilno raztopino. Hoaglandovo hranilno raztopino smo pripravili tako, da smo v 1 L
vode zatehtali 4,044 g KNO3, 9,442 g Ca(NO3), x 4 H,0, 0,208 g NaH,PO4 x 2 H,0 in
3,677 g MgSQO,4 x 7 H,0, 0,22 g FeNa EDTA in dodali 10 mL A raztopine in 1 mL B
raztopine. Raztopino A smo pripravili tako, da smo v 500 mL vode zatehtali 0,85 g MnSO4
X H,0, 0,13 g CuSO4 x 5 H,0, 0,15 g ZnSO,4 x 7 H,0, 1,559 H3BO3 in 2,95 g NaCl. Za
raztopino B pa smo v 200 mL vode zatehtali 0,176 g (NH4)sM07024.

Pripravljena Hoaglandova hranilna raztopina vsebuje manj fosforja, zaradi Cesar glive
bolje rastejo. 1dcL pripravljene Hoaglandove hranilne raztopine smo zmesali z 9 dcL vode
in z njo zalivali koruze na vsakih 10 dni. Po potrebi smo rastline zalivali z vodo iz pipe.

Ko so bile koruzice velike okoli 10 ¢cm, smo liste poskropili z raztopino K,SeO, (Alfa
Aesar). Koncentracija tretiranja je bila 10 mg K,SeO, m™. Raztopino K,SeO, smo dobili


http://cshprotocols.cshlp.org/search?author1=Josh+Strable&sortspec=date&submit=Submit
http://cshprotocols.cshlp.org/search?author1=Josh+Strable&sortspec=date&submit=Submit
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tako, da smo v 4 dcL destilirane H,O raztopili 1,6 mg K,SeO, in nekaj kapljic detergenta
Kemex. Uporabili smo 2 dcL pripravljene raztopine K;SeOs, jo prelili v razprsilko in v
digestoriju poskropili koruze tretirane s selenom z vseh strani. Kontrolne rastline smo
poskropili z destilirano vodo, v katero smo kanili nekaj kapljic detergenta Kemex. Rastline
so rasle en mesec.

Slika 4: Gojenje koruze v rastni komori

3.4 DOLOCANIJE BIOMASE RASTLIN

Koruze smo vzeli iz loncka, otresli pesek, dobro oprali korenine, da smo odstranili ostanke
substrata. Iz vsake posodice smo locili vse tri koruze in jih obravnavali vsako posebe;.
Oprane in loCene koruze smo zavijali v papirnate brisace z ustreznimi oznakami. Koruze
smo osusili, jih locili na poganjke in korenine ter jih stehtali. Tako smo dobili sveZo maso
koruz. Za analizo monoaldehida (MDA) smo na sredini poganjkov odrezali priblizno 0,5 g
listov. Ostali poganjek smo ponovno stehtali, zavili v folijo in zamrznili v teko¢em dusiku.
Korenine smo razdelili na dva priblizno enaka dela. Sredinski del korenin smo prenesli v
petrijevke z destilirano vodo, ostali del korenin pa smo stehtali, zavili v folijo, zmrznili v
tekocem dusSiku ter prenesli v zamrzovalno skrinjo. Zmrznjene vzorce poganjkov in
korenin smo liofilizirali (liofilizer Alpha 2-4 Christ). Suhe poganjke in korenine smo
stehtali in dolocili suho maso.
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3.5 LIPIDNA PEROSKIDACIA (MDA ANALIZA)

Lipidno peroksidacijo smo izvajali po prirejenem protokolu Heath in Packer (1968) po Du
in Bramlage (1992).

Na sredini poganjkov smo odrezali priblizno 0,5 gramov lista in ga strli v terilnici s
pomocjo tekoCega dusSika. V epico smo zatehtali 100 mg strtega materiala in ga takoj
prenesli v zamrzovalno skrinjo. Po enakem postopku smo pripravili koreninski material.

Epice smo nato prenesli na led in vzorcem dodali 2 mL 5 % TCA (trikloroocenta kislina;
Merck, Nemcija). Vzorce smo dobro zvorteksirali, nato pa jih 10 minut centrifugirali pri
12000 g pri 4 °C v centrifugi. Ker je nekaj kos¢kov rastlinskega tkiva po centrifugiranju Se
vedno plavalo na povrsini tekocine, smo vzorce prefiltrirali skozi 0,22 pm filtre (Millipore,
Irska) s pomocjo injekcijske brizge. Nato smo v nove epice z luknjastim pokrovcékom
odpipetirali iz vsakega vzorca 2-krat po 800 ul prefitriranega supernatanta. V vsako epico
smo dodali Se 800 pl raztopine 20 % TBA (2-tiobarbitudna kislina; Merck, Nemcija) +
TCA. Pripravili smo tudi slepe vzorce. Ti niso vsebovali rastlinskega materiala, ampak
samo 800 ul 5 % TCA in 800 ul 20 % TBA + TCA.

Raztopino 5 % TCA smo pripravili tako, da smo v 180 mL destilirane H,O raztopili 9 g
TCA. Za raztopino 20 % TBA + TCA pa smo v 180 mL raztopili 1,206 g TBA in 36 g
TCA. Soli smo raztopili s pomo¢jo magnetnega mesala in segrevanja. Nato smo raztopino
prenesli v hladilnik, da se je ohladila.

Preluknjane epice z vsebino smo prenesli v pe€ico segreto na 95 °C za pol ure. Po konc¢ani
inkubaciji smo jih prenesli na led, da so se na hitro ohladile. Sledilo je eno minutno
centrifugiranje pri 12000 g pri 4 °C. Potem smo s pomocjo spektrofotometra 8452A (HP-
Hewllet-Packard) pomerili absorpcijo pri 532 in 600 nm. Za vsak vzorec posebej smo
uporabili novo ¢isto kiveto, ki smo jo po uporabi zavrgli. S pomocjo predhodno narejene
umeritvene krivulje, dobljene iz razlike absorpcij, smo izracunali koncentracijo lipida

MDA v vzorcu (enacba 1). Nato smo izracunali koncentracijo MDA na svezo maso vzorca
(enacba 2).

Opomba: A = absorbanca
(A (532 nm) - A (600 nm))/155*1000 .. (1)

Koncentracija MDA (nM)/0,1 g .. (2)



25

Debeljak N. Vpliv selena na privzem in porazdelitev Zivega srebra pri koruzi.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2015

3.6 DOLOCANIJE FOTOSINTEZNIH PIGMENTOV

Analizo fotosinteznih pigmentov smo naredili po sledeCem postopku. V ciste centrifugirke
smo zatehtali 30 mg upraSenih liofiliziranih poganjkov in dolili 5 mL 80% acetona
(Empatra ASC, Nemcija) ter dobro zvorteksirali. Centrifugirke smo pokrili z gumijastimi
pokrovcki. Oznacili smo nivo acetona in centrifugirke shranili ¢ez no¢ v hladilniku.
Naslednji dan smo dopolnili do oznacene Crte izhlapeli aceton. Vzorce smo zvorteksirali in
centrifugirali 2 minuti pri 2500 obratih/minuto pri sobni temperaturi. Absorbanco smo
izmerili na spektrofotometru 8452A (HP-Hewlett Packard) pri valovnih dolzinah 647 nm,
664 nm in 470 nm. Za kalibracijo smo namesto vzorca vstavili kiveto z 80% acetonom,
pomerili absorbanco in nastavili program tako, da je od vsakega izmerjenega vzorca odstel
izmerjeno vrednost slepega vzorca.

Za izracun koncentracije pigmentov v umol/L, smo uporabili naslednje enacbe:
enacba 3 za koncentracijo klorofila a, 4 za klorofil b in 5 za karotenoide. Z uporabo enacbe
6 smo koncentracije pigmentov pretvorili v enoto mg g™ (Graan in Ort, 1984).

chly (52) = 13,19+ Ages — 2,57+ Agsr )

chly (5%) = 22,10+ Agyy — 5,26 % Ageq . (4

1000% Ag79— 1,82+chly— 85,02+ chly,

. mol
Y. karotenoidov (” ) = ... (5)
l 198
x (w) — koncyigmenta * Vekstrakta (6)
g Mpoganjkov * 1000

gy Hw:‘
; a

Slika 5: Doloc¢anje fotosinteznih pigmentov
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3.7 DOLOCANJE STOPNJE KOLONIZACIE Z ARBUSKULARNO MIKORIZNIMI
GLIVAMI

Za dolocanje prisotnosti mikorizne kolonizacije smo izbrali dele korenin, ki so rasli v
substratu v loncku. Te smo shranili v epruvetah z ravnim dnom in jih zalili z 96%
denaturiranim etilnim alkoholom (Stella). Cez dva dni smo korenine obarvali s tripan
modrim po sledecem postopku. Najprej smo iz epruvet odlili alkohol, nato smo korenine 3-
krat sprali z vodo iz pipe in na koncu Se z destilirano vodo. Korenine smo prelili z 10%
KOH in jih za 30 minut prenesli v pecico segreto na 90 °C. Nato smo iz epruvet odlili
KOH in korenine 3-krat sprali z destilirano vodo. Korenine smo prekrili z barvilom tripan
modrim in jih za 15 minut postavili v pecico segreto na 90 °C. Tripan modro smo odlili,
korenine pa 3-krat sprali z destilirano vodo. Korenine smo razrezali na 1 cm dolge
fragmente in jih prenesli na objektna stekelca. Na vsako objektno steklce smo dali 10-15
fragmentov, nanesli nekaj kapljic laktoglicerola in jih pokrili s krovnimi stekelci. Iz
vsakega poskusnega lon¢ka sem pripravila 3-4 objektna steklca.

Fragmente korenin smo nato pregledali pod svetlobnim mikroskopom (Zeiss, binokularni
mikroskop standard KF2). Za vsak fragment posebej smo ocenili splosno stopnjo
mikorizne kolonizacije s pomocjo Sest stopnejske lestvice (Slika 6) in gostoto struktur
(veziklov, arbuskulov, svitkov) na podlagi 4 stopenjske lestvice (Slika 7). Iz podatkov smo
izraCunali arbuskularno mikorizne parametre po enacbah 7-16.

_-.|L

I~ i

0 1 2 3 4
0% <1% <10% <50% >50%

Slika 6: Lestvica za dolo¢evnje splo$ne stopnje mikorizne kolonizacije (po metodi Trouvelot in sod., 1986)
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AD Al A2 A3

nié majhna srednja velika
gostota gostota gostota

Slika 7: Lestvica za dologevanje gostote arbuskulov, veziklov in svitkov v mikoriznem delu korenine (po
metodi Trouvelot in sod., 1986)
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Preglednica 2: Arbuskularno mikorizni parametri in njihova razlaga

AM parameter

Razlaga parametrov, ki se nanasajo na celoten koreninski sistem

F % mikorizna frekvenca — frekvenca fragmentov z glivo

M % splosna intenziteta mikorize intenziteta mikorizne kolonizacije
koreninskega sistema

A% gostota arbuskulov v koreninskem sistemu

V % gostota veziklov v koreninskem sistemu

MiS % gostota mikrosklerocijev v koreninskem sistemu

AM parameter

Razlaga parametrov, ki se nanasajo le na koloniziran del koreninskega
sistema

m % intenziteta mikorize v koloniziranih koreninskih fragmentih

a% gostota arbuskulov v delu korenine z mikorizno kolonizacijo

v % gostota veziklov v delu korenine z mikorizno kolonizacijo

mis % gostota mikrosklerocijev v delu korenine z mikorizno kolonizacijo
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Formule za izracun arbuskularno mikoriznih parametrov:
Mikorizna frekvenca:

F % = (5t. mikoriznih korenin/st. vseh korenin) * 100 .. (7)
Splosna inteziteta mikorize:

M % = (95n5 + 70n4 + 30n3 + 5n2 + nl)/st. vseh korenin ... (8)
Inteziteta mikorize v koloniziranih koreninskih odsekih (ko je F % nizek):

m % = M * (st. vseh korenin)/(st. mikoriznih korenin) = M * 100/F .. (9)
Gostota arbuskulov v koreninskem sistemu:

A % = a * (M/100) .. (10)
Gostota veziklov v koreninskem sistemu:

V % =v * (M/100) .. (11)
Gostota mikroskerocijev v koreninskem sistemu:

MiS % = mis * (M/100) .. (12)
Gostota arbuskulov v delu skorje z mikorizno kolonizacijo:

a % = (100mA3 + 50mA2 + 10mA1)/100 .. (13)
Gostota veziklov v delu skorje z mikorizno kolonizacijo:

vV % = (100mV3 + 50mV2 + 10mV)/100 .. (19)
Gostota mikrosklerocijev v delu skorje z mikorizno kolonizacijo:

mis % = (100mMS3 + 50mMS2 + 10mMS)/100 .. (15)
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3.8 DOLOCANJE VSEBNOSTI ELEMENTOV V POGANJKIH IN KORENINAH
KORUZE

3.8.1 Priprava vzorcev

Tehtanje in razklop vzorcev smo izvedli na Institutu Jozef Stefan, meritve elementov pa na
Oddelku za analizno kemijo na Kemijskem inStitutu.

Liofilizirane korenine in poganjke smo strli s pomocjo tekocega duSika. Nato smo v
teflonke natehtali 100 mg suhega materiala vsakega vzorca. V digestoriju smo v vsako
teflonko z naSim vzorcem dolili 3 mL 65% HNO3 (Sigma aldrich). Teflonke smo dobro
zaprli in prenesli v mikrovalovko MarsExpress, kjer je potekal razklop materiala po
programu Solata. Program Solata vsebuje 30 minutno segrevanje do 180 °C, 30 minutni
razklop na 180 °C, na koncu pa Se 30 minut ohlajanja. Teflonke smo nato pustili ¢ez no¢ v
mikrovalovki, da so se ohladile. Naslednji dan smo vzorec iz teflonk prelili v falkonke.
Delo smo nadaljevali na Kemijskem institutu. Za merjenje koncentracije Hg smo v nove
plasticne epruvete s pokrovckom odpipetirali 1 mL naSega razklopljenega vzorca, ter mu
dodali 1 mL HCI, 50 pL internega standarda (IS) (Y, Se, Ge, Gd, 10 mg kg™) ter do oznake
10 mL na epruvet dolili bidestilirano vodo Mili Q. Za merjenje ostalih elementov smo
pripravili vzorce po enakem postopku kot za Hg, le da tu nismo dodali HCI. Vse
pripravljene vzorcke smo na koncu dobro premesali.

Slika 8: Mikrovalovka MarsExpress
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3.8.2 Priprava standardov

Pripravili smo zaloZne raztopine za Hg s koncentracijo 0,2, 1 in 5 mg kg™. Za 0,2 mg kg™
raztopino smo odpipetirali 2 uL, za 1 mg kg™ 10 pL raztopine Hg (1000 mg kg™, Merck,
Nemg¢ija), za 5 mg kg™ pa 50 pL 1000 mg kg™ raztopine Hg. Vse tri raztopine smo redgili z
bidestilirano vodo do kon¢nega volumna 10 mL.

Zalozne raztopine smo uporabili za pripravo standardnih raztopin za merjenje
koncentracije Hg (Preglednica 3) in Se (Preglednica 4). Za pripravo standardov za S smo
vzeli ICP elementne standarde s koncentracijo 1000 mg kg* (Merck, Nemdija)
(Preglednica 5).

Preglednica 3: Priprava standardnih raztopin za Hg (IS - interni standard). Vsak standard (0,01-100 pg kg™

Hg) smo pripravili tako kot pise v tabeli. Konéni volumen 10 mL smo dobili tako, da smo raztopini na koncu
dolili bidestilirano vodo do oznake 10 mL na epruveti.

Koncentracija  V Hg (0,2 mg IS V HNO; (nL) V HCI (nL) Kon¢ni
Hg (ug kg™) kg-1) (uL) (Ge, Y, Ga, volumen
Sc) (uL) (mL)
0,01 0,5 50 250 750 10
0,05 2,5 50 250 750 10
Koncentracija V Hg (1 mg IS V HNO; (nL) V HCI (nL) Kon¢ni
Hg (ng kg™) kg™ (uL) (Ge, Y, Ga, volumen
Sc) (uL) (mL)
0,1 1 50 250 750 10
0,25 2,5 50 250 750 1
0,5 5 50 250 750 10
Koncentracija V Hg (5 mg IS V HNOj; (nL) V HCI (nL) Kon¢éni
Hg (ng kg™) kg-1) (uL) (Ge, Y, Ga, volumen
Sc) (uL) (mL)
0 0 50 250 750 10
1 2 50 250 750 10
5 10 50 250 750 10
10 20 50 250 750 10
20 40 50 250 750 10
50 100 50 250 750 10
100 200 50 250 750 10
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Preglednica 4: Priprava standardnih raztopin za Se. Vsak standard (1-10 pg kg™) smo pripravili tako kot pise
v tabeli. Kon¢ni volumen 10 mL smo dobili tako, da smo na koncu raztopini dolili bidestilirano vodo do
oznake 10 mL na epruveti.

Koncentracija \% IS Kon¢ni V
(ng kg™ IV (5 mg kg) uL (Ge, Y, Ga, Sc) (uL) (mL)
1 2 50 10
2,5 5 50 10
5 10 50 10
10 20 50 10

Pripravili smo 1 mg kg® in 5 mg kg zalozne raztopine, ki smo jih uporabili za
pripravo standardov za merjenje S in Se.

e Za zalozno raztopino IV (1 mg kg™*) smo 10 uL standardne raztopine 1V (1000
mg kg™) dolili 2% HNO3 (0,2 mL HNO; + MiliQ do 10 mL) do konénega
volumna 10 mL.

e Za zalozno raztopino IV (5 mg kg™*) smo 10 uL standardne raztopine 1V (1000
mg kg™) dolili 2% HNO3 (0,2 mL HNOs; + MiliQ do 10 mL) do konénega
volumna 10 mL.

Preglednica 5: Priprava standardnih raztopin za S. Za merjenje koncentracij zvepla smo pripravili standarde
0-10 pg kg™. Standarde smo pripravili tako kot pise v tabeli. Konéni volumen 10 mL smo dobili tako, da smo
raztopini na koncu dolili bidestilirano vodo do oznake 10 mL na epruveti.

Standardi za S

IS (Y, Sc 100 mg kg

Koncentracija V od S (1000 mg kg™) 1) uL(1000 mg kg™?)
S (mg kg™) (nL) (nL) Konéni V
0 0 100 10
0,5 5 100 10
1 10 100 10
5 50 100 10
10 100 100 10

Standarde raztopine smo uporabili za kalibracijo. Koncentracijo Hg in Se smo izmerili s
pomocjo masne spektrometrije z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS), koncentracije S
pa s pomoc¢jo atomsko emisijske spektrometrije z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-AES,
2013).
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3.8.3 Masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS)

Masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) je wvrsta masne
spektrometrije, ki se uporablja za zaznavo kovin in nekaterih nekovin v nizkih
koncentracijah (1-0,01pg gv). Vzorec najprej potuje v razpriilnik, kjer se razpri na
majhne kapljice (aerosole), nato pa ga argon ali helij odnese v induktivno sklopljeno
plazmo. Ta ima zelo visoko temperaturo (okoli 8000 °C) ki povzroc€i ionizacijo vzorca.
Ione odnese skozi serijo moc¢nih magnetov, imenovanih masni spektrometer. Masni
spektrometer lo¢i posamezne ione na podlagi razmerja med maso in nabojem. loni potujejo
do detektorja, ki prepozna vrste ionov (Inductively...atomic emission spectroscopy....,
2015; Inductively... Mass Spectrometry, 2015).

3.8.4 Atomsko emisijska spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-AES)

Atomsko emisijska spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-AES) oz. opti¢na
emisijska spektrometrija (ICP-OES) je analizna tehnika, ki se uporablja za dolo¢evanje
kovin. Metoda se rutinsko uporablja za analizo elementov. Temelji na uporabi induktivno
sklopljene plazme s Kkatero se vzbuja atome in ione. Posledi¢no ti pridobijo lastnosti
elektromagnetnega sevanja z valovnimi dolZinami, ki so znacilne za vsak element posebe;.
Od koncentracije elementa v vzorcu je odvisno, kakSna bo intenziteta te emisije. Spodnja
meja detekcije elementa je navadno 1 pg kg™'(Inductively...atomic...spectroscopy, 2015)

Detektor | . |Mrefa |<«—— Plazma

Razpriilnik kamra

Slika 9: Shema potovanja vzorca po napravi ICP-AES
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Vzoréna raztopina potuje v razprSilnik, kjer se razprsSi na majhne kapljice (tako kot v
megli). Ta oblak kapljic tok argona odnese v argonovo plazmo. Plazma (ioniziran argon)
doseze temperature do okoli 7000°C, zaradi Cesar pride do vzbujanja elektronov v zunanjih
orbitalah elementov. Medtem ko se vzbujeni elektroni vraajo nazaj v prvotno
(nevzbujeno) stanje, se sprostijo fotoni (svetloba) z energijo, ki je znacilna za vsak element
posebej. Ker vzorec vsebuje meSanico elementov in ker se sprosc¢ajo fotoni iz vseh
elementov istoCasno, dobimo spekter valovnih dolzin. V spektrometru je vstavljena
disperzijska mreza, ki razprsi svetlobo, da se lo¢ijo emisije elementov, ki potujejo do
detektorja. MocnejSa kot je intenziteta svetlobe, vecja je koncentracija elementa.
Racunalnik pretvori elektronske drazljaje iz detektorja v koncentracije posameznih
elementov (ICP-AES, 2013).


http://minerals.cr.usgs.gov/gips/na/5process.html
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3.9 MAPIRANJE PORAZDELITVE Hg V KORENINAH RASTLIN

Razporeditev zivega srebra v korenini smo dolocevali s pomocjo laserske ablacije z
induktivno sklopljeno plazmo in masno spektrometrijo (LA-ICP-MS).

Pri tej metodi trden vzorec direktno obsevamo s pulzirajo¢im laserskim zarkom, pri ¢emer
nastajajo aerosoli. Aerosoli se prenesejo v induktivo sklopljeno argonsko plazmo z
temparaturo okoli 8000 °C. V plazmi prihaja do tvorbe ionov, ki jih odnese v masni
spektrometer, kjer se ponovno locijo na podlagi mase in naboja (Laser Ablation..., 2015).

Ociscene, z destilirano vodo oprane korenine, smo razrezali na fragmente, dolge okoli 5
centimetrov. Vstavili smo jih v igle, jih potopili v sredstvo za zamrzovanje (Tissue
Freezing Medium, Leica) ter jih zamrznili v propanu ohlajenem s teko¢im dusikom. S
pomocjo kriotoma smo jih razrezali na rezine debeline 35 um. Rezine smo prenesli v
posebne aluminjaste posodice in jih 3 dni liofilizirali. Suhe vzorce smo prenesli na
objektna steklca. VVzorce smo nato analizirali s pomoc¢jo LA-ICP-MS. Pri analizi smo
uporabili 213 nm Nd: YAG laser (New Wave Reasearch, Fremont, CA) povezan s
kvadropolnim ICP-MS (Agilent 7500ce, Agilent technologies, Palo Alto, CA). Delali smo
z 10 mL super celico. Premer Zarka je znasal 15 pm, premik 15 pm/s, pretok energije je bil
2,5J cm?in frekvenca 10 Hz.

Slika 10: LA-ICP-MS
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3.10 STATISTICNA ANALIZA

Za analizo podatkov smo uporabili standardne statisticne metode. Podatke smo obdelali v
programu MS Excel 2007 in programu Statistica (Statsoft 7.0.61.0.). Statisticno znacilne
razlike smo dolo¢ili z Duncanovim testom v programu enosmerna ANOVA. Elementne
mape za Hg smo pripravili v programu PyMCA software (European Synchrotron Radiation
Facility, Grenoble, Francija).
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4 REZULTATI
41 BIOMASA RASTLIN

4.1.1 Poganjki

Faktorska analiza ANOVA je pokazala statisti¢éno znacilen vpliv arbuskularne mikorize in
zivega srebra na suho maso poganjkov (Preglednica 6).

Suhi masi poganjkov inokuliranih kontrolnih rastlin (AMc) in inokuliranih rastlin z
dodanim selenom (AMcSe) sta bili statistiéno znacilno vecji od suhih mas poganjkov
inokuliranih rastlin tretiranih s Hg in Se (AMHgSe), neinokuliranih rastlin tretiranih s Hg
in Se (HgSe), kontrolnih rastlin (c) in rastlin, tretiranih s Hg (Hg). Suha masa poganjkov
inokuliranih rastlin tretiranih s Hg (AMHQ) je bila statisti¢no znacilno vec¢ja od suhe mase
poganjkov rastlin tretiranih s Hg in Se (HgSe) in rastlin tretiranih s Hg (Hg). Najvecjo
biomaso so imele inokulirane rastline tretirane s selenom (AMcSe), najmanj$o pa rastline
tretirane z zivim srebrom (HQ). Med ostalimi tretmaji ni statisticno znaéilnih razlik (Slika
11).
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Slika 11: Suha masa poganjkov koruze v razli¢énih tretmajih. Legenda: AM — mikorizna inokulacija, ¢ —
kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se — rastline tretirane s selenom
(v obliki K;SeO,). Povpredje + standardna napaka, N = od 8 do 9. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statistiéno
znacilno razliko med tretmaji (enosmerna ANOV A, Duncanov test, p <0,05).
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Preglednica 6: Rezultati faktorske ANOVA za suho maso poganjkov. Z rdec¢o barvo so oznaceni vzorci s
statisti¢no znacilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povpreéje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCI2), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeOy,).

SS df MS F p
Intercept 69,18779 1 69,18779 619,2120 0,000000
AM 1,59702 1 1,59702 14,2929 0,000350
Hg 1,14862 1 1,14862 10,2798 0,002114
Se 0,01363 1 0,01363 0,1220 0,728047
AM*Hg 0,03300 1 0,03300 0,2953 0,588749
AM*Se 0,18574 1 0,18574 1,6623 0,202009
Hg*Se 0,18990 1 0,18990 1,6995 0,197092
AM*Hg*Se 0,17127 1 0,17127 1,5328 0,220282

Napaka 7,03932 63 0,11174
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4.1.2 Korenine

Faktorska analiza ANOVA je pokazala statisticno znacilen vpliv Zivega srebra na suho

maso korenin (Preglednica 7).
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Slika 12: Suha masa korenin koruze v razli¢nih tretmajih. Legenda: AM — mikorizna inokulacija, ¢ —
kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se — rastline tretirane s selenom
(v obliki K;SeO,). Povpredje + standardna napaka, N = od 8 do 9. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statistiéno
znacilno razliko med tretmaji (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p <0,05).

Preglednica 7: Rezultati faktorske ANOVA za suho maso korenin. Z rdeo barvo so oznaéeni vzorci s
statisti¢no znacilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povprecje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HQCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeQ,).

SS df MS F p
Intercept 6,880849 1 6,880849 390,977 0
AM 0,022134 1 0,022134 1,2577 0,266345
Hg 0,099163 1 0,099163 5,6346 0,020671
Se 0,004052 1 0,004052 0,2302 0,633016
AM*Hg 0,000006 1 0,000006 0,0003 0,985397
AM*Se 0,005486 1 0,005486 0,3117 0,578614
Hg*Se 0,013198 1 0,013198 0,75 0,389778
AM*Hg*Se 0,015405 1 0,015405 0,8753 0,353063
Napaka 1,108744 63 0,017599
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Najvec¢jo suho maso korenin so imele inokulirane rastline tretirane s Se (AMcSe),
najmanjSo pa neinokulirane rastline tretirane s Hg in Se (HgSe). Suhi masi korenin obeh
tretmajev sta se statisticno znacilno razlikovali. Med ostalimi tretmaji ni bilo statisticno
znadilnih razlik (Slika 12). Ce primerjamo inokulirane z neinokuliranimi rastlinami, je
razviden trend poveCanja suhe mase korenin v vseh inokuliranih tretmajih razen v
kontrolnem tretmaju, ki ni bil tretiran s Hg in Se (AM c).



41

Debeljak N. Vpliv selena na privzem in porazdelitev Zivega srebra pri koruzi.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2015

4.2 ANALIZA FOTOSINTEZNIH PIGMENTOV

Faktorska analiza ANOVA je pokazala statisticno znacilen vpliv Zivega srebra in selena na
koncentracijo klorofila a (Preglednica 8), statisti¢no znacilen vpliv arbuskularne mikorize,
zivega srebra in selena na koncentracijo klorofila b (Preglednica 9) ter statisticno znacilen
vpliv zivega srebra na koncentracijo karotenoidov (Preglednica 10) v poganjkih.

Med neinokuliranimi rastlinami ni bilo statisti¢no znacilnih razlik v koncentraciji klorofila
a (Slika 13). Med inokuliranimi rastlinami so se koncentracije klorofila a statisticno
znacilno razlikovale med rastlinami tretiranimi s Hg (AMHQ) in rastlinami tretiranimi s Se
(AMcSe). Tretma AMHg se je v koncentracijah klorofila a statisti¢no znacilno razlikoval
tudi od neinokuliranih rastlin tretiranih s selenom (cSe) in neinokuliranih rastlin tretiranih s
Hg in Se (HgSe). Ostali tretmaji se med seboj niso statisticno razlikovali. Najvecjo
koncentracijo klorofila a je imel tretma AMHg, najmanj$o pa cSe.

Najvisje koncentracije klorofila b (Slika 13) smo izmerili v inokuliranih rastlinah tretiranih
s Hg (AMHg), ki so bile statisticno znacilno vi§je od koncentracij vseh tretmajev, razen od
koncentracij v neinokuliranih rastlinah tretiranih s Hg (Hg) in inokuliranih rastlinah
tretiranih s Hg in Se (AMHgSe). Najnizje koncentracije klorofila b smo izmerili v rastlinah
tretiranih s Se (cSe), ki se je poleg koncentracij klorofila b v inokuliranih rastlinah,
tretiranih s Hg (AMHg), statisti¢no znacilno razlikoval Se od koncentracij klorofila b v
inokuliranih rastlinah tretiranih s Hg in Se (AMHgSe). Med ostalimi tretmaji ni bilo
statisti¢no znacilnih razlik.

Najvisje koncentracije karotenoidov (Slika 13) so imele inokulirane rastline tretirane s Hg
(AMHg), ki so se statisti¢no znacilno razlikovale od izmerjenih koncentracij karotenoidov
v inokuliranih rastlinah tretiranih s Se (AMcSe) in neinokuliranih rastlinah tretiranih s Se
(cSe), kjer je bila koncentracija karotenoidov najmanjSa. Med ostalimi tretmaji ni bilo
statistiCo znacilnih razlik.

Ob primerjavi rezultatov inokuliranih in neinokuliranih tretmajev so bile koncentracije
tako klorofila a, klorofila b kot tudi karotenoidov v neinokuliranem kontrolnem tretmaju
(c) in inokuliranem kontrolnem tretmaju (AMc) zelo podobne, pri vseh ostalih tretmajih pa
so bile vi§je v inokuliranih rastlinah (Slika 13).
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Slika 13: Koncentracija klorofila a, klorofila b in karotenoidov v poganjkih v razli¢nih tretmajih. Legenda:
AM — mikorizna inokulacija, ¢ — kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z zivim srebrom (v obliki HgCl,),
Se — rastline tretirane s selenom (v obliki K,SeOy,). Povpredje + standardna napaka, N = od 8 do 9. Statisti¢na
analiza ANOVA je narejena za vsak pigment posebej (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p <0,05).

Preglednica 8: Rezultati faktorske ANOVA za koncentracijo klorofila a. Z rde¢o barvo so oznageni vzorci s
statisti¢éno znacilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povprecje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeQ,).

SsS df MS F p
Intercept 176,6197 1 176,6197 334,1526 0,000000
AM 2,1968 1 2,1968 4,1562 0,059512
Hg 3,9849 1 3,9849 7,5392 0,015014
Se 2,7012 1 2,7012 5,1104 0,039082
AM*Hg 1,5020 1 1,5020 2,8416 0,112536
AM*Se 0,0344 1 0,0344 0,0651 0,802007
Hg*Se 0,0265 1 0,0265 0,0501 0,825857
AM*Hg*Se 0,0775 1 0,0775 0,1465 0,707241

Napaka 7,9284 15 0,5286
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Preglednica 9: Rezultati faktorske ANOVA za koncentracijo klorofila b. Z rde¢o barvo so oznaéeni vzorci s
statisti¢no znacilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povpreéje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeOy,).

SS Df MS F p

Intercept 18,32367 1 18,32367 291,8557 0,000000
AM 0,33454 1 0,33454 5,3285 0,035643
Hg 0,53550 1 0,53550 8,5293 0,010547
Se 0,29783 1 0,29783 4,7439 0,045772
AM*Hg 0,19432 1 0,19432 3,0951 0,098904
AM*Se 0,01097 1 0,01097 0,1747 0,681865
Hg*Se 0,00027 1 0,00027 0,0044 0,948263
AM*Hg*Se 0,01624 1 0,01624 0,2587 0,618443
Napaka 0,94175 15 0,06278

Preglednica 10: Rezultati faktorske ANOVA za koncentracijo karotenoidov. Z rde¢o barvo so oznaceni
vzorci s statisti¢no znadilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS -
povprecje kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane
s komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeO,).

SS df MS F p
Intercept 13,35891 1 13,35891 788,7395 0,000000
AM 0,05757 1 0,05757 3,3993 0,085067
Hg 0,12044 1 0,12044 71112 0,017595
Se 0,02949 1 0,02949 1,7410 0,206798
AM*Hg 0,01845 1 0,01845 1,0892 0,313173
AM*Se 0,00060 1 0,00060 0,0352 0,853681
Hg*Se 0,00166 1 0,00166 0,0979 0,758693
AM*Hg*Se 0,01722 1 0,01722 1,0169 0,329247

Napaka 0,25406 15 0,01694
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4.3 LIPIDNA PEROKSIDACIA

Faktorska analiza ANOVA je pokazala statisticno znacilen vpliv kombinacije arbuskularne
mikorize, zivega srebra in selena na koncentracijo MDA v poganjkih (Preglednica 11).
Pokazala je tudi statisti¢no znacilen vpliv mikorize, selena ter kombinacije zivega srebra in
selena na koncentracijo MDA v koreninah (Preglednica 12).

V poganjkih so se v koncentraciji MDA (Slika 14) med seboj razlikovale neinokulirane
rastline tretirane samo s Hg (Hg) (najnizja koncentracija MDA) od inokuliranih rastlin
tretiranih s Se (AMcSe), ter neinokuliranih rastlin tretiranih s Hg in Se (HgSe) (najvisje
koncentracije MDA). Ostali tretmaji se med seboj niso znacilno razlikovali. V inokuliranih
tretmajih je v primerjavi z neinokuliranimi opaziti trend pove¢evanja koncentracije MDA.

V koreninah so imeli neinokulirani kontrolni tretma (c), neinokuliran tretma s Hg (Hg) in
inokuliran kontrolni tretma (AMc) (najnizje koncentracije MDA), statisticno znacilno nizje
koncentracije MDA v primerjavi z vsemi ostalimi tretmaji, razen neinokuliranega tretmaja
tretiranega s Hg in Se (HgSe) (Slikal5). Tretma HgSe je imel statistino znacilno nizje
koncentracije MDA kot inokuliran tretma tretiran s Se (AMcSe). Med ostalimi tretmaji ni
bilo statisti¢no znagilnih razlik. Ce primerjamo inokulirane tretmaje z neinokuliranimi,
ugotovimo, da so koncentracije MDA statistiéno znacilno vi§je v inokuliranih tretmajih
tretiranih s Hg (AMHg in AMHQgSe) v primerjavi s kontrolnim tretmajem Hg. Tudi
neinokuliran kontrolni tretma tretiran s Hg in Se (HgSe) je imel niZjo koncentracijo MDA
v primerjavi s tretmajema AMHg in AMHgSe, vendar pa razlike niso bile statisti¢no
znacdilne. Inokulacija ni vplivala na koncentracijo MDA v kontrolnem tretmaju (AMc) in
tretmaju tretiranim s Se (AMcSe) glede na kontrolna tretmaja (c in cSe).
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Slika 14: Koncentracija MDA v poganjkih v razli¢nih tretmajih. Legenda: AM — mikorizna inokulacija, ¢ —
kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se — rastline tretirane s selenom
(v obliki K;SeO,). Povpreje + standardna napaka, N = 3. Razli¢ne ¢rke oznadujejo statistiéno znacilno

razliko med tretmaji (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p <0,05).

Preglednica 11: Rezultati faktorske ANOVA za koncentracijo MDA v poganjkih. Z rde¢o barvo so oznaceni
vzorci s statistiéno znadilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS -
povprecje kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane
s komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline

tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeO,).

SS df MS F p

Intercept 3721,044 1 3721,044 2576,228 0,000000
AM 1,543 1 1,543 1,068 0,303223
Hg 0,153 1 0,153 0,106 0,745108
Se 4,696 1 4,696 3,251 0,073613
AM*Hg 2,101 1 2,101 1,454 0,229965
AM*Se 0,253 1 0,253 0,175 0,676071
Hg*Se 3,091 1 3,091 2,140 0,145851
AM*Hg*Se 5,830 1 5,830 4,036 0,046546
Napaka 193,547 134 1,444
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Slika 15: Koncentracija MDA v koreninah v razli¢nih tretmajih. Legenda: AM — mikorizna inokulacija, ¢ —
kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se — rastline tretirane s selenom
(v obliki K;SeQ,). Povpre¢je + standardna napaka, N = 3. Razli¢ne érke oznacujejo statistiéno znacilno
razliko med tretmaji (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p <0,05).

Preglednica 12: Rezultati faktorske ANOVA za koncentracijo MDA v koreninah. Z rde¢o barvo so oznaceni
vzorci s statistiéno znadilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS -
povprecje kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane
s komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeO,).

Ss df MS F p
Intercept 54,36554 1 54,36554 1630,460 0,000000
AM 0,27041 1 0,27041 8,110 0,007231
Hg 0,02772 1 0,02772 0,831 0,367926
Se 0,58247 1 0,58247 17,469 0,000178
AM*Hg 0,11124 1 0,11124 3,336 0,076068
AM*Se 0,00090 1 0,00090 0,027 0,870450
Hg*Se 0,35012 1 0,35012 10,500 0,002571
AM*Hg*Se 0,08552 1 0,08552 2,565 0,118003

Napaka 1,20037 36 0,03334
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4.4 MIKORIZNA INOKULACHA

Faktorska analiza ANOVA je pokazala statisticno znacilen vpliv inokulacije z AM
inokulumom

na mikorizne parametre:

- gostoto arbuskulov v delu korenine z mikorizno inokulacijo (a %)

- gostoto arbuskulov v koreninskem sistemu (A %)

- gostoto veziklov v delu korenine z mikorizno inokulacijo (v %)

- gostoto veziklov v koreninskem sistemu (V %)

Na ostale mikorizne parametre (F %, M %, MiS %, m %, mis% (razlaga oznak v
Preglednici 2) pa ni statisticno znacilno vplivala (Priloga A).

Vezikli so bili prisotni le v koreninah inokuliranih rastlin, v koreninah neinokuliranih
rastlin, pa jih nismo opazili. Najvecjo gostoto veziklov je imel inokuliran tretma tretiran s
Hg (AMHg), ki se je statisti¢no znacilno razlikoval od inokuliranega tretmaja tretiranega s
Hg in Se (AMHgSe), ki je imel najmanjso gostoto veziklov (Slika 17).

Arbuskule smo opazili v koreninah inokuliranih rastlin in v neinokuliranih koreninah
tretiranih s Hg (Slika 17). Inokuliran tretma tretiran s Hg (AMHg) je imel najvecjo gostoto
arbuskulov. Statistitno se je razlikoval od inokuliranega tretmaja tretiranega s Se
(AMcSe), neinokuliranega tretmaja tretiranega s Hg (Hg) in inokuliranega tretmaja
tretiranega s Hg in Se (AMHgSe) (najmanjSa gostota arbuskulov).
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Slika 16: Mikorizni parameter F % v koreninah v razli¢nih tretmajih. Legenda: AM — mikorizna inokulacija,
¢ — kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se — rastline tretirane s
selenom (v obliki K,SeO,). Povprecje + standardna napaka, N = 3. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisti¢no
znacéilno razliko med tretmaji (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p <0,05).
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Slika 17: Mikorizni parametri V %, M %, A %, Mis % v koreninah v razli¢nih tretmajih. Legenda: AM —
mikorizna inokulacija, ¢ — kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se —
rastline tretirane s selenom (v obliki K,SeO,). Povpre¢je + standardna napaka, N = 3. Faktorska analiza
ANOVA je bila delana za vsak mikorizni parameter posebej (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p <0,05).
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Slika 18: Fragment korenine z arbuskularno mikorizno kolonizacijo. Na sliki je lepo vidno omreZzje
arbuskulov. Vidna sta tudi vezikla.
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Slika 19: Fragment korenine z arbuskularno mikoriznimi glivami. Na sliki so lepo vidni vezikli.

Slika 20: Mikrosklerociji
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Slika 21: Glivni spori
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45 KONCENTRACIJE ELEMENTOV V KORENINAH IN POGANJKIH KORUZE
45.1 Koncentracije Zivega srebra

4.5.1.1 Poganjki

Faktorska analiza ANOVA je pokazala statisti¢no znacilen vpliv Hg na koncentracijo Hg v
poganjkih (Preglednica 13).

Zivo srebro je bilo prisotno v poganjkih vseh tretmajev. Najve¢ Hg so vsebovali poganjki
neinokuliranih rastlin tretiranih s Hg (Hg) in inokuliranih rastlin tretiranih s Hg in Se
(AMHgSe), katerih koncentracije Hg so bile statisticno znacilno visje od koncentracij v
poganjkih rastlin tretiranin s Se (cSe in AMcSe) in neinokuliranih kontrolnih rastlin.
Koncentracije Hg v pogankih ostalih tretmajev se statistiéno znacilno niso razlikovale. 1z
Slike 22 je razviden trend, da so vsi tretmaji tretirani s Hg so vsebovali ve¢ Hg kot tretmaji
brez Hg.
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Slika 22: Koncentracija zivega srebra v poganjkih v razliénih tretmajih. Legenda: AM — mikorizna
inokulacija, ¢ — kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z Zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se — rastline
tretirane s selenom (v obliki K,SeO,). Povpre¢je + standardna napaka, N = od 4 do 6. Razliéne ¢rke
oznacujejo statistiéno znacilno razliko med tretmaji (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p <0,05).
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Preglednica 13: Rezultati faktorske ANOVA za koncentracijo Zivega srebra v poganjkih. Z rdeco barvo so
oznadeni vzorci s statisti¢no znadilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje
prostosti, MS - povprecje kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in
rastline tretirane s komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,),
Se — rastline tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeOy).

Ss df MS F p

Intercept 28,05794 1 28,05794 125,8482 0,000000
AM 0,00069 1 0,00069 0,0031 0,955856
Hg 5,77690 1 5,77690 25,9111 0,000011
Se 0,00007 1 0,00007 0,0003 0,985519
AM*Hg 0,00970 1 0,00970 0,0435 0,835935
AM*Se 0,28089 1 0,28089 1,2599 0,268907
Hg*Se 0,00842 1 0,00842 0,0378 0,846949
AM*Hg*Se 0,01004 1 0,01004 0,0450 0,833142
Napaka 8,24917 37 0,22295

45.1.2 Korenine

Faktorska analiza ANOVA je pokazala statisticno znacilen vpliv Hg, Se, kombinacije
arbuskularne mikorize in Se ter kombinacije arbuskularne mikorize, Hg in Se na
koncentracijo Hg v koreninah (Preglednica 14).

Vsi tretmaji, ki so bili tretirani s Hg, so imeli statisti¢no znacilno vis§je koncentracije Hg v
koreninah v primerjavi s tretmaji brez dodanega Hg. Koncentracija Hg je bila statisti¢no
znaCilno ve¢ja v neinokuliranih rastlinah tretiranin s Hg (Hg) v primerjavi z
neinokuliranimi rastlinami tretiranimi s Hg in Se (HgSe). Razlika med inokuliranimi
rastlinami tretiranimi s Hg (AMHQg) in inokuliranimi rastlinami tretiranimi s Hg in Se
(AMHgSe) ni bila statisticno znacilna, so pa bile koncentracije Hg viSje v tretmaju
AMHgSe. Koncentracija Hg je bila najvec¢ja v tretmaju tretiranem samo s Hg (Hg).
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Koncentracija Hg v koreninah
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Slika 23: Koncentracija zivega srebra v koreninah v razliénih tretmajih. Legenda: AM — mikorizna
inokulacija, ¢ — kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z Zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se — rastline
tretirane s selenom (v obliki K,SeO,). Povprecje + standardna napaka, N = 3. Razli¢ne ¢rke oznacujejo
statisti¢no znacilno razliko med tretmaji (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p <0,05).

Preglednica 14: Rezultati faktorske ANOVA za koncentracijo Zivega srebra v korenin. Z rde¢o barvo so
oznaleni vzorci s statistiéno znac¢ilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje
prostosti, MS - povprec¢je kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in
rastline tretirane s komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,),
Se — rastline tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeQ,).

SS df MS F p

Intercept 14506,62 1 14506,62 164,0657 0,000000
AM 60,17 1 60,17 0,6805 0,421531
Hg 10656,29 1 10656,29 120,5195 0,000000
Se 235,90 1 235,90 2,6680 0,121905
AM*Hg 1,84 1 1,84 0,0208 0,887180
AM*Se 656,56 1 656,56 7,4255 0,014984
Hg*Se 92,79 1 92,79 1,0495 0,320871
AM*Hg*Se 1042,67 1 1042,67 11,7922 0,003407
Napaka 141471 16 88,42
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4.5.2 Koncentracije selena

4.5.2.1 Poganjki

Faktorska analiza ANOVA je pokazala statisticno znacilen vpliv arbuskulane mikorize,
Hg, Se, kombinacije arbuskularne mikorize in Se ter kombinacije arbuskularne mikorize,
Se in Hg na koncentracijo selena v poganjkih (Preglednica 15).

Rastline tretirane s selenom, so vsebovale statisticno znacilno visje koncentracije selena v
poganjkih kot pa rastline, ki niso bile tretirane s selenom. Inokulirane rastline se v
koncentraciji selena v poganjkih niso bistveno razlikovale od neinokuliranih rastlin, razen
inokuliranih rastlin tretiranih s Hg in Se (AMHgSe). Rastline iz tretmaja AMHgSe so
imele statisticno znacilno niZje koncentracije Se v poganjkih kot pa neinokulirane
kontrolne rastline tretirane s Hg in Se (HgSe), neinokulirane rastline tretirane s Se (cSe) in
inokulirane rastline tretirane s Se (AMHgSe).
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Slika 24: Koncentracija selena v poganjkih v razli¢nih tretmajih. Legenda: AM — mikorizna inokulacija, ¢ —
kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se — rastline tretirane s selenom
(v obliki K,SeQ,). Povpreéje + standardna napaka, N= 6. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisti¢no znaéilno
razliko med tretmaji (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p <0,05).
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Preglednica 15: Rezultati faktorske ANOVA za koncentracijo selena v poganjkih. Z rde¢o barvo so oznaceni
vzorci s statistiéno znaéilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS -
povpredje kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane
s komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeOy,).

SS df MS F p

Intercept 16,83110 1 16,83110 696,5109 0,000000
AM 0,11642 1 0,11642 4,8178 0,034032
Hg 0,11012 1 0,11012 4,5572 0,038960
Se 5,14185 1 5,14185 212,7819 0,000000
AM*Hg 0,01160 1 0,01160 0,4800 0,492441
AM*Se 0,10659 1 0,10659 4,4108 0,042065
Hg*Se 0,03741 1 0,03741 1,5482 0,220645
AM*Hg*Se 0,15501 1 0,15501 6,4146 0,015345
Napaka 0,96660 40 0,02416

45.2.2 Korenine

Faktorska analiza ANOVA je pokazala statisticno znacilen vpliv Hg, Se, kombinacije
arbuskularne mikorize in Se ter kombinacije arbuskularne mikorize, Hg in Se na
koncentracijo selena v koreninah (Preglednica 16). Koncentracije Se v koreninah in
poganjkih so bile podobne.

Najvisje koncentracije Se v koreninah so imele neinokulirane rastline tretirane s Hg in Se
(HgSe), ki so se statisti¢no znacilno razlikovale od koncentracij v vseh ostalih tretmajih
(Slika 25). Najnizjo koncentracijo Se v koreninah so dosegle inokulirane kontrolne rastline
(AMc), ki so se statisticno znacilno razlikovale poleg koncentracij Se v tretmaju HgSe Se
od koncentracij v neinokuliranih rastlinah tretiranih s Se (cSe), inokuliranih rastlinah
tretiranih s Se (AMcSe) in inokuliranih rastlinah tretiranih s Hg in Se (AMcHgSe). V
koncentraciji Se v koreninah med ostalimi tretmaji ni bilo statisticno znacilnih razlik.
Opazimo tudi trend povecevanja koncentracije Se v koreninah tako inokuliranih kot tudi
neinokuliranih rastlin v smeri od kontrolnega tretmaja ((AM)c), tretmaja tretiranega s Hg
((AM)Hg), tretmaja tretiranega s Se ((AM)cSe) do tretmaja tretiranega s Hg in Se
((AM)HgSe).
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Slika 25: Koncentracija selena v koreninah v razli¢nih tretmajih. Legenda: AM — mikorizna inokulacija, ¢ —
kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se — rastline tretirane s selenom
(v obliki K;SeO,). Povpre¢je + standardna napaka, N = 3. Razli¢ne érke oznacujejo statistiéno znacilno
razliko med tretmaji (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p <0,05).

Preglednica 16: Rezultati faktorske ANOVA za koncentracijo selena v koreninah. Z rde¢o barvo so oznacéeni
vzorci s statisti¢no znacilnim vplivom (p<0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS -
povprecje kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane
s komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeO,).

SS df MS F p

Intercept 19,13368 1 19,13368 762,5806 0,000000
AM 0,09601 1 0,09601 3,8266 0,068134
Hg 0,30558 1 0,30558 12,1792 0,003028
Se 0,78570 1 0,78570 31,3143 0,000040
AM*Hg 0,00728 1 0,00728 0,2901 0,597565
AM*Se 0,13040 1 0,13040 5,1971 0,036677
Hg*Se 0,02601 1 0,02601 1,0368 0,323721
AM*Hg*Se 0,17206 1 0,17206 6,8575 0,018620
Napaka 0,40145 16 0,02509
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45.3 Koncentracija Zvepla

4.5.3.1 Poganjki
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Slika 26: Koncentracija zvepla v poganjkih v razli¢nih tretmajih. Legenda: AM — mikorizna inokulacija, ¢ —
kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se — rastline tretirane s selenom
(v obliki K;SeO,). Povprecje + standardna napaka, N = 6. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statistiéno znaéilno
razliko med tretmaji (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p <0,05).

Preglednica 17: Rezultati faktorske ANOVA za koncentracijo zvepla v poganjkih. Z rde¢o barvo so oznacéeni
vzorci s statisti¢no znacilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS -
povprecje kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane
s komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeQ,).

SsS df MS F p

Intercept 92813147 1 92813147 2709,154  0,000000
AM 3219505 1 3219505 93,975 0,000000
Hg 1780965 1 1780965 51,985 0,000000
Se 323771 1 323771 9,451 0,003793
AM*Hg 1158335 1 1158335 33,811 0,000001
AM*Se 3216 1 3216 0,094 0,760894
Hg*Se 7808 1 7808 0,228 0,635685
AM*Hg*Se 341292 1 341292 9,962 0,003034
Napaka 1370364 40 34259

Faktorska analiza ANOVA je pokazala statisticno znacilen vpliv arbuskulane mikorize,
Hg, Se, kombinacije arbuskularne mikorize in Se ter kombinacije arbuskularne mikorize,
Se in Hg na koncentracijo Zvepla v poganjkih (Preglednica 17).
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Statisti¢no znacilno visje koncentracije zvepla v poganjkih v primerjavi s koncentracijami
v ostalih tretmajih so imele le inokulirane rastline tretirane s Hg (AMHg) in inokulirane
rastline tretirane s Hg in Se (AMHgSe). V ostalih tretmajih se koncentracije S niso
statisti¢no razlikovale (Preglednica 17).

45.3.2 Korenine

Faktorska analiza ANOVA je pokazala statisticno znacilen vpliv selena ter kombinacije
arbuskularne mikorize, Se in Hg na koncentracijo Zvepla v koreninah (Preglednica 18).
Visje koncentracije S so v poganjkih kot v koreninah.

Najvisje koncentracije zvepla v koreninah so dosegle neinokulirane rastline tretirane s Hg
(Hg), ki so se statisti¢no znacilno razlikovale od koncentracij v vseh ostalih tretmajih razen
od koncentracij v inokuliranem kontrolnem tretmaju (AMc) in inokuliranem tretmaju
tretiranim s Hg in Se (AMHgSe). Ostali tretmaji se v koncentracijah S niso statisticno
znalilno razlikovali. Koncentracije S v neinokuliranih rastlinah (HgSe) so bile nizje od
koncentracij v inokuliranih rastlinah (AMHgSe). Koncentracije v neinokuliranih rastlinah
tretiranih s Hg (Hg), pa so bile statisticno znacilnovisje kot v inokuliranih rastlinah,
tretiranih s Hg (AMHg). Med koncentracijami S v ostalih inokuliranih in neinokuliranih
tretmajih ni velikih razlik.
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Slika 27: Koncentracija zvepla v koreninah v razli¢nih tretmajih. Legenda: AM — mikorizna inokulacija, ¢ —
kontrolne rastline, Hg — rastline tretiranje z zivim srebrom (v obliki HgCl,), Se — rastline tretirane s selenom
(v obliki K;SeQ,). Povpredje + standardna napaka, N = 3. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisti¢no znacilno
razliko med tretmaji (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p <0,05).

Preglednica 18: Rezultati faktorske ANOVA za koncentracijo Zvepla v koreninah. Z rde¢o barvo so oznaceni
vzorci s statistiéno znadilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS -
povprecje kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane
s komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeQ,).

SS df MS F p
Intercept 733260215 1 733260215 855,9254 0,000000
AM 270 1 270 0,0003 0,986064
Hg 3188592 1 3188592 3,7220 0,071630
Se 10586237 1 10586237 12,3572 0,002869
AM*Hg 48908 1 48908 0,0571 0,814191
AM*Se 3294552 1 3294552 3,8457 0,067519
Hg*Se 151964 1 151964 0,1774 0,679233
AM*Hg*Se 5972851 1 5972851 6,9720 0,017812

Napaka 13706993 16 856687
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4.6 PREGLED STATISTICNO ZNACILNIH VPLIVOV

Preglednica 19: Pregled statisti¢tno znalilnih vplivov obravnavanih spremenljivk. Prikazane so vse
obravnavane spremenjlivke s statistiéno znadilnimi vplivi. Legenda: AM - arbuskularna mikoriza, ¢ -
kontrola, P - poganjki, K - korenine, MDA - monoaldehid.

AM Hg Se AMHg | AMcSe | HgSe |AMHgSe
suha masa v P X X
suha masa v K X
klorofil a X
klorofil b X X X
Biomasa karotenoidi X
Koncentracija MDA v P X
MDA MDA v K X X X X
F % X X
M % X
m % X
a% X X
A% X X
mis %
Mis %
Mikorizni v% X
parametri V % X
Hgv P X
Hgv K X X
SevP X X X X
SevK X X X X
Koncentracije SvP X X X X X
elementov SvK X X
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4.7 MAPIRANJE PORAZDELITVE Hg V KORENINAH RASTLIN

Slika 28: Pre¢ni prerez korenine z oznakami
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Slika 29: Mapa kopi¢enja Hg v korenini z oznakami

Razporeditev Hg v koreninah razli¢nih tretmajev je prikazana v Preglednici 20. V
neinokuliranih koreninah rastlin tretritanih s Hg (Hg) se je najve¢ Hg nahajalo v povrhnjici
korenine (epidermisu), sledil ji je endodermis in korteks. V neinokuliranih koreninah
tretiranih s Hg in Se hkrati (HgSe) se je veCina Hg prav tako nahajala v epidermisu,
medtem ko ga v notranjosti korenine skoraj ni bilo. Tudi v inokuliranih koreninah
tretiranih s Hg (AMHg) se je veCina Hg nahaja v epidermisu korenin. V inokuliranih
koreninah tretiranih s Hg in Se (AMHgSe) je bila razporeditev Hg zelo podobna kot pa v
neinokuliranem tretmaju tretiranim le s Hg.
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Preglednica 20: Preéni prerezi korenin razli¢nih trertmajev in razporeditev Zivega srebra v njih
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nadaljevanje Preglednice 20: Precni prerezi korenin razli¢nih trertmajev in razporeditev
zivega srebra v njih
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5 DISKUSIJA

5.1 SUHA MASA

Rezultati so potrdili naSo hipotezo, da bodo imele inokulirane rastline ve¢jo suho maso
poganjkov in korenin kot neinokulirane rastline. Nasi rezultati so pokazali statisticno
znacilen vpliv arbuskularne mikorize na suho maso poganjkov, niso pa pokazali statisti¢no
znaCilnega vpliva arbuskularne mikorize na suho maso korenin, ¢eprav je bila masa
inokuliranih korenin vecja kot pri neinokuliranih. Vpliv arbuskularno mikorizne glive
Glomus mosseae na rast koruz v s Hg onesnazenih tleh so ze proucevali Yu in sod. (2010).
Tudi njihovi rezultati niso pokazali statistino znacilnega vpliva arbuskularno mikoriznih
gliv na maso korenin, pa tudi na maso poganjkov ne. Poudariti je potrebno, da njihovi
rezultati niso povsem primerljivi z naimi (delali smo s koncentracijo Hg: 50 mg kg™), saj
so uporablili ve¢ kot 10-krat niZje koncentracije Hg (1, 2 in 4 mg kg™).

Podobne rezultate nasim pa so dobili Gildon in sod. (1983), ki so testirali vpliv mikorizne
inokulacije na privzem bakra, ki ga tako kot Zivo srebro uvr§¢amo med tezke kovine.
Poskus so izvedli v substratu z enakim razmerjem pesek : prst =1 : 4, kot smo ga uporabili
v naSem poskusu. Rezultati so pokazali, da mikorizna inokulacija z Glomus mosseae
poveca suho maso rastlin v z bakrom onesnaZenih tleh in zmanjsa privzem bakra (Gildon
in sod., 1983).

IzboljSano rast mikoriznih rastlin lahko pripiSemo boljsi oskrbi z nutrienti, ki jih preko
zunaj koreninskega micelija mikorizne glive ¢rpajo iz tal in jih prenesejo v rastline (Yu in
sod., 2010). Poleg tega glive lahko imobilizirajo teZzke kovine v rizosferi in na tak nacin
preprecijo njihov vnos v rastline. To lahko naredijo na vec nacinov (Gohre in Paszkowski,
2006): z izloCanjem tezkih kovin, ki se nato usedajo na polifosfatne granule v tleh, z
vezavo tezkih kovin na celi¢no steno in s helacijo tezkih kovin, ki jo povzro€ijo njihovi
izlo¢ki (Gaur in Adholeya, 2004). Glive lahko v tla izlo¢ajo netopni glikoprotein glomalin,
na katerega se vezejo tezke kovine (Gonzalez-Chavez in sod., 2004). Tezke kovine se
lahko veZejo v celi€no steno gliv, s ¢imer se zmanjSa njihova biodostopnost (Goéhre in
Paszkowski, 2006). Vendar pa je od vrste gliv in od rastline odvisno, kako bodo glive
vplivale na biomaso rastlin. Razlike so lahko Ze samo v tem ali so rastline neakumulacijske
ali pa hiperakumulacijske. Hiperakumulacijske rastline imajo v primerjavi z
neakumulacijskimi razvite mehanizme, ki jim omogocajo prezivetje v tleh z visokimi
koncentracijami tezkih kovin. Koruza ni hiperakumulacijska vrsta. Vogel-Miku$ in sod.
(2006) so testirali vpliv mesanice arbuskularno mikoriznih gliv na rast rastlin v substratu z
razli¢nimi dodanimi koncentracijami Cd, Zn in Pb na hiperakumulacijsko vrsto Thlaspi
praecox. Njihovi rezultati so pokazali ravno obraten vpliv mikorize na biomaso rastlin kot
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nasi. Biomasa inokuliranih korenin je bila manjSa kot pa pri neinokuliranih. Biomasi
poganjkov inokuliranih in neinokuliranih rastlin pa se nista statisticno znacilno razlikovali;
so pa rezultati pokazali manj$o biomaso poganjkov inokuliranih rastlin.

Nasi rezultati so pokazali statisttno znacilen vpliv koncentracije Hg v substratu na suho
maso poganjkov in korenin. Rastline, tretirane s Hg, so imele manjSo maso korenin in
poganjkov v primerjavi s kontrolnimi rastlinami. O negativni korelaciji med koncentracijo
Hg v substratu in suho maso korenin razli¢nih rastlinskih vrst je leta 2004 poroc¢al Wang.
Ti rezultati kazejo na strupenost Hg. Ena od moznosti zmanjSane rasti korenin je, da Hg
sprozi tvorbo etilena, ki zavira rast korenin (Delachiave in sod., 1990).

Rezultati nasega poskusa pa se ne ujemajo z Ze prej omenjeno raziskavo, ki so jo opravili
Yu in sod. (2010), v kateri so preucevali vpliv arbuskularno mikorizne glive Glomus
mosseae v tleh z razli¢nimi koncentracijami Hg (0-4 mg kg™) na privzem in akumulacijo
Hg v koruzi. Rezultati te analize niso pokazali statisticno znacilnega vpliva koncentracije
Hg na biomaso rastlin, vendar pa so uporabili ve¢ kot 10-krat niZje testne koncentracije Hg
v substratu kot pa smo jih v nasem poskusu.

Ravno nasprotne rezultate o biomasi korenin v primerjavi z nasim poskusom so dobili
Cargnelutti in sod. (2006), ki so sadike kumar (Cucumis sativus L.) za 10-15 dni
izposatavljali razliénim koncentracijam HgCl, (0-500 uM). Njihovi rezultati so pokazali,
da se z veCanjem koncentracije Hg v substratu, veca tudi suha masa korenin. Sklepali so,
da Hg inducira njegovo kopicenje v rastlinskih tkivih, zaradi Cesar se v rastlini sprozi
nenormalna proliferacija koreninskih celic. Ravno tako kot v naSem poskusu, so tudi oni
dobili rezultate, ki so pokazali, da se z veCanjem koncentracije Hg, manjSa biomasa
poganjkov (Cargnelutti in sod., 2006).

Nasi rezultati niso pokazali statistino znacilnega vpliva selena na biomaso poganjkov in
korenin. Tudi rezultati Longchamp in sod. (2013), ki so testirali vpliv selena (selenata in
selenita) na rast koruze v hidroponiki, niso dobili statisticno znacilnega vpliva Se na
biomaso rastlin pri nizkih koncentracijah. Za nizke koncentracije Se so smatrali 10 pg/L
(i.e. 0,12 uM) in 50 pg/L (i.e. 0,63 uM), zato so rezultati popolnoma primerljivi z nasimi,
saj smo tudi v nasem poskusu rastline tretirali z nizkimi koncentracijami Se (10 mg m™
lista). Da smo izbrali nizko koncentracijo Se se vidi po tem, ker koncentracija v nasem
poskusu ni imela strupenih u¢inkov na biomaso koruz. Tudi Xue in sod. (2001) niso odkrili
nobenega ucinka nizkih koncentracij Se (0,01-1 mg kg™ H,SeO,) na suho maso mladih
rastlin solate, so pa odkrili, da nizke koncentracije Se statisticno znacilno povecajo rast
senescencnih rastlin (za 14 %). Torej lahko zaklju¢imo, da je od starosti rastlin in od
koncentracije Se odvisno, kaksne uc¢inke bo imel Se na rastline. Visoke koncentracije Se so
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strupene za rastline ne glede na njeno starost. Kak$ne koncentracije so za rastlino strupene,
je odvisno od vrste rastline in oblike Se. Dimkovikj in Van Hoewyk (2014) sta v poskusu,
v katerem sta s koncentracijami 0, 20, 50, 100 in 250 uM selenita, tri dni tretirala rastline
(Brassica napus), ugotovila, da je koncentracija 50 uM selenita za rastline Ze strupena, Saj
zmanjsa rast korenin, ¢eprav pa ne spremeni razmerja med svezo in suho maso korenin in
ne vpliva na viabilnost koreninskih celic. Koncentracija 250 uM selenita, pa je bila za
rastline zelo strupena, saj je zelo znizala razmerje med svezo in suho maso korenin in pa
viabilnost koreninskih celic. Selenit je v visokih koncentracijah strupen zato, ker povzroca
zamenjavo zvepla v cisteinu (Cys) in metioninu (Met) s selenom, pri ¢emer nastane
selencistein (Se-Cys) in selenometionin (Se-Met), in s tem spremenijo vlogo proteinov
(Dimkovikj in Van Hoewyk, 2014). Nizke koncentracije Se pa lahko pozitivno vplivajo na
rast. Pri rastlinah krompirja so ugotovili, da nizke koncentracije selena povecajo kopicenje
ogljikovih hidratov v listih in gomoljih, kar pozitivno vpiva na biomaso. Poleg tega nizke
koncentracije selena izboljSajo antioksidativne sposobnosti rastline, ter na tak nacin
za8Citijo rastline proti razlicnim oblikam abiotskega stresa (UV, suSa, slanost, tezke
kovine, itd.), kar pozitivno vpliva na biomaso rastlin (Saffaryazdi in sod., 2012). Han in
sod. (2013) so pri preucevanju vpliva Se na rast tobaka (Nicotiana tabacum L). odkrili, da
nizke koncentracije Se (<4,4 mg kg %) izbolj3ajo rast rastlin, visoke pa jo zavirajo.

5.2 ANALIZA FOTOSINTEZNIH PIGMENTOV

Eden najpomembnejSih metabolnih procesov v rastlini je fotosinteza. Fotosintezo
omogocajo fotosintezni pigmenti, med katerimi najve¢jo vlogo odigrajo klorofili (Han in
sod., 2013). Klorofilni status je eden klju¢nih pokazateljev fotosintezne uc¢inkovitosti in
vpliva okoljskega stresa (Zhu in sod., 2012).

Rezultati faktorske analize ANOVA so pokazali statisticno znacilen vpliv Zivega srebra in
selena na koncentracijo klorofila a in klorofila b. Rezultati enosmerne ANOVA (Ducanov
test, p <0,05) pa niso pokazali statisti¢no znacilnih razlik o vplivu zivega srebra in selena
na koncentracijo klorofila a in klorofila b. Kljub temu lahko iz Slike 13 v rastlinah
tretiranih s Hg razberemo trend povisanja koncentracije klorofila a in b glede na kontrolne
rastline. Nas vzorec je bil majhen (N = 8 - 9), zaradi Cesar se s statisti¢no analizo pridobi
manj zaneslive rezultate. Za boljSe in zaneslivejSe statisticne rezultate, bi bilo potrebno
poskus ponoviti z ve¢jim Stevilom poskusnih rastlin. Na tak nacin bi lazje ugotovili, ali
Zivo srebro statisti¢no znacilno vpliva na povecanje koncentracije klorofila a in klorofila b.
Nasi rezultati se ne ujemajo z rezultati raziskave Cargnelutti in sod. (2006), Kkjer so
preucevali vpliv Hg na koncentracijo fotosinteznih pigmentov v kotiledonih mladih kumar
(Cucumis sativus L.) po 10-ih in 15-ih dneh izpostavitve razliénim koncentracijam HgCl,
(do 500 uM HgCl,). Ugotovili so, da z vecanjem koncentracije Hg, linearno upadajo
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vsebosti klorofila v kotiledonih. Kako bodo upadale koncentracije klorofila je odvisno od
Casa izpostavitve in od koncentracije HgCl,. V njihovem poskusu so bile koncentracije
Klorofilov po 10 dnevni izpostavitvi rastlin 500 uM HgCl, za 59 % nizje, po 15 dneh pa za
94 % nizje (Cargnelutti in sod., 2006). Zivo srebro se lahko zamenja s kovinskimi ioni v
fotosinteznih pigmentih in zniza stopnjo fotosinteze (Xylander in sod., 1996). Prasad in
Prasad (1987) sta porocala, da Hg znizuje sintezo klorofilov.

Nasi rezultati se ne ujemajo z rezultati drugih avtorjev, ki so ugotovili, da tezke kovine kot
so kadmij (Filek in sod., 2009), svinec, baker, cink (Fargasova in sod., 2006) in arzen
(Malik in sod., 2012) zavirajo fotosintezo in znizajo vsebnost klorofila (Feng in sod.,
2013). Nase rastline so bile veliko dlje izpostavljene Hg, zato bi po njegovih ugotovitvah
pricakovali, da se bodo koncentracije klorofilov ob izpostavitvi HgCl, znizale.
Koncentracije in vsebnost Hg so bile namre¢ v vseh poganjkih tretiranih s Hg visje glede
na kontrolne tretmaje, ki niso bili tretirani s Hg.

Selen pomembno vpliva na fotosnitezno aktivnost rastlin, saj rastline asimilirajo selenat po
poti sulfatnega transporta v kloroplaste, kjer se zamenjuje z Zveplom v cisteinu in
metioninu v proteinih (Guerrero in sod., 2014), vpliva pa tudi na strukturo kloroplastov
(Feng in sod., 2013).

V rastlinah, tretiranih s Se, je opazen trend znizja koncentracije klorofila a in klorofila b
glede na kontrolne rastline. Da bi ugotovili, ali opazeni trend dejansko drzi, bi morali
poskus ponoviti na ve¢jem Stevilu vzorcev. Nasi rezultati se ne ujemajo z raziskavo Xue in
sod. (2001), kjer so ugotovili, da dodatek selena poveca koncentracijo klorofila v mladih in
tudi v senescencnih listih solate. Selen, ki v nizkih koncentracijah pripomore k izboljSani
rasti rastlin, ne wvpliva neposredno na koncentracijo Kklorofilov, ampak s svojimi
antioksidativnimi lastnostmi vpliva na stopnjo lipidne peroksidacije v rastlini, ter prek nje
na koncentracijo klorofila (Xue in sod., 2001). Po tem takem je mogoce naSa koncentracija
selena povecala stopnjo lipidne peroksidacije (manjsi porast je viden v rezultatih) in zato
znizala koncentracijo klorofila v rastlini. Han in sod. (2013) so ugotovili, da je dodatek
selena v koncentraciji do 4,4 mg kg™ povegeval vsebnost klorofila v listih tobaka, z
nadaljim vecanjem koncentracije Se pa je vsebnost klorofila upadala. Mozno je, da v
naSem poskusu nismo izbrali optimalne koncentracije selena za tretiranje mladih koruz in
smo izbrali koncentracijo, ki ima na rast Se vedno pozitiven vpliv, na vsebnost klorofilov
pa ne. To naso hipotezo potrjujejo rezultati raziskave Hawrylak-Nowak in sod. (2015), kjer
so ugotovili, da je do upada klorofilov priSlo pri nizji koncentraciji Se, kot pa do
zmanjSanja biomase. ZniZanje koncentracije fotosinteznih pigmentov zato velja za
primarni bioindikator elementov v sledeh. V njihovem poskusu tretiranje s selenatom do
koncentracije 40 uM ni znacilno vplivalo na koncentracijo fotosinteznih pigmentov, z
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vi§jimi koncentracijami, pa je prihajalo do upada koncentracije fotosinteznih pigmentov.
Visanje koncentracije je povzro€ilo upad koncentracij klorofilov, ne pa karotenoidov.
Ugotovili so, da je selenit bolj strupen in poleg nizanja koncentracij klorofilov niza tudi
koncentracije karotenoidov. Ugotovili so tudi, da selen bolj vpliva na koncentracijo
klorofila b, kakor pa na koncentracijo klorofila a (Hawrylak-Nowak in sod., 2015). V
naSem poskusu pa nismo opazili bistvenih razlik o vplivu selena na koncentracijo klorofila
ainb.

Rezultati faktorske analize ANOVA so pokazali statisticno znacilen vpliv koncentracije Hg
na koncentracijo karotenoidov. Rezultati enosmerne ANOVA (Ducanov test, p <0,05) niso
pokazali statisticno znalilnih razlik glede vpliva koncentracije Hg na koncentracijo
karotenoidov. Kljub temu je tako kot v primeru klorofila a in b opazen trend povecanja
koncentracije karotenoidov. Za bolj natan¢ne statisticne rezultate bi bilo potrebno poskus
ponoviti z ve¢jim Stevilom vzorcev. Da tretiranje s HgCl, poveca vsebnost karotenoidov v
koruzi sta v svoji raziskavi ugotovila tudi Kalimuthu in Sivasubramanian (1990). Do
povecanja koncentracije karotenoidov v tretmajih tretiranih s Hg, bi lahko prislo zaradi
koncentracijskega efekta, ki nastane zaradi zmanj$ane biomase v tretmajih tretiranih s Hg.

Na koncentracijo klorofila b je statisticno znac¢ino vplivala tudi arbuskularna mikoriza, ki
je povecala njegovo koncentracijo. Rezultati se ujemajo z rezultati raziskave Zhu in sod.
(2012), ki so pri koruzi proucevali vpliv arbuskularne mikorize na fotosintezne pigmente v
primeru stresa, ki ga povzroc¢a susa. Ugotovili so, da so v primeru normalnega vodnega
statusa, ki rastlinam ne predstavlja stresa, bile koncentracije klorofila a, klorofila b in
klorofila a in b skupaj zelo podobne tako v mikoriznih kot nemikoriznih rastlinah, kar velja
tudi za nase kontrolne rastline (c in AMc), ki prav tako niso bile izpostavljene stresnemu
faktorju, ki ga v naSem primeru predstavlja Hg (in Se) (vodo so imele konstantno na
razpolago). V primeru suse (stresa) pa so se v mikoriznih rastlinah koncentracije klorofila
a, klorofila b ter klorofila a in b povecale, kar pa je primerljivo tudi z odzivom nasih
poskusnih rastlin na stresni faktor Hg (in Se) (Zhu in sod., 2012). To je Se en dokaz, da
AM glive povecajo rezistenco na drasti¢ne okoljske strese. To lahko pripiSemo izboljSani
okrbi rastlin z nutrienti zaradi arbuskularnih mikoriznih gliv, kar zniza stres (Smith in
Read, 2008).

5.3 LIPIDNA PEROKSIDACIA (MDA)

Malondialdehid (MDA) je skupen produkt lipidne peroksidacije. Predstavlja obcutljiv
diagnosticen indeks za merjenje poSkodb, ki jih povzroca oksidativen stres (Janero, 1990).
Vedji ko je oksidativni stres, ve¢ MDA bo rastlina vsebovala.
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V nasem poskusu koncentracija Hg ni statisti¢no znacilno vplivala na koncentracijo MDA
v poganjkih in koreninah. Vpliv Hg na koncentracijo MDA je odvisen od njegove
koncentracije v tleh in Casa izpostavitve. V svojih raziskavah so Cargnelutti in sod. (2006)
ugotovili, da je HgCl, v sadikah kumar (Cucumis sativus L .) statisti¢no znacilno povisal
koncentracijo MDA Sele pri koncentraciji 500 uM HgCl,. Povisana koncentracija MDA pri
500 uM HgCl,, pomeni, da so kumare utrpele veliko oksidativnih poskodb, ki jih je
povzrocil strupeni Hg. 1z tega lahko sklepamo, da je bila nasa koncentracija HgCl, (50 mg
kg™) prenizka in v koruzi ni povzrodila velikega oksidativnega stresa in s tem vedjih
sprememb v koncentraciji MDA.

V Kkoreninah koruz, tretiranih s selenom, smo zaznali povecanje koncentracije MDA glede
na kontrolo v tretmajih, ki niso bili tretirani s Hg (cSe in AMcSe). Tudi Han in sod. (2013)
so preucevali vpliv selena na koncentracijo MDA v rastlinah navadnega tobaka. Ugotovili
so, da nizke koncentracije selena (2,2 mg kg ™) znagilno zniZajo, visoke koncentracije pa
dramati¢éno dvignejo vsebnost MDA v rastlinah tobaka. S tem so dokazali, da nizke
koncentracije selena izboljSajo antioksidativno sposobnost rastline tobaka in zmanjSajo
lipidno peroksidacijo celi¢cnih membran. Ravno obratno pa ucinkujejo visoke koncentracije
selena. Te namre¢ povecajo oksidativni stres in lipidno peroksidacijo celiénih membran
(Han in sod., 2013). Glede na njihove rezultate lahko zaklju¢imo, da je bila v nasem
poskusu uporabljena koncentracije selena Ze strupena za rastline v tretmajih, ki niso bili
tretirani s Hg. V koreninah koruz, tretiranih s selenom in brez tretiranja s Hg (cSe in
AMcSe), je povecala koncentracijo MDA in s tem pokazala na pove€an oksidativni stres.
Inokulirane in neinokulirane korenine tretiranin s Hg in Se (AMHgSe in HgSe) se
statisticno znacilno niso razlikovale od kontrolnih korenin, ki niso bile tretirane s Se
(AMHg in Hg), zato smo ovrgli naso hipotezo, da bo v rastlinah, tretiranih s Se in Hg
hkrati, stopnja stresa manj$a kot pri rastlinah tretiranih le s Hg.

Mikorizna inokulacija ni bistveno vplivala na koncentracijo MDA v poganjkih in
koreninah koruze, ki niso bili tretirani s Hg. Koncentracija MDA se je povecala v
inokuliranih koreninah tretiranih s Hg (AMHg, AMHgSe), glede na neinoklulirano
kontrolo tretirano s Hg (Hg, HgSe). Mikorizna inokulacija je v nasem poskusu povecala
privzem Hg v korenine (Slika 22), povecana koncentracija Hg pa je povecala stopnjo
oksidativnega stresa, zato smo izmerili poviSano koncentracijo MDA. Da lahko mikorizna
inokulacija vpliva na koncentracijo MDA v koruzah v stresnem okolju, ki ga je pri njih
predstavljala suSa, so ugotovili Zhu in sod. (2011). Arbuskularno mikorizne glive so
znizale vsebnost MDA in prepustnost membrane, povecale vsebnost prolina in povecale
aktivnosti antioksidativnih encimov rastlin izpostavljenih susi.
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5.4 MIKORIZNA KOLONIZACUA

V nasem primeru smo vezikle in arbuskule opazili v inokuliranih koreninah, neinokulirane
korenine pa jih niso imele (razen tretma Hg). Med neinokuliranimi koreninami smo v
rastlinah tretiranih s Hg (tretma Hg) opazili arbuskule. Mikrosklerociji so bili prisotni tako
v neinokuliranih kot tudi v inokuliranih koreninah. Arbuskularno mikorizne glive ne
tvorijo mikrosklerocijev. Mikrosklerocije tvorijo temnoseptirani endofiti (DSE). V poskusu
Rivera-Becerril in sod. (2001), kjer so proucevali stopnjo kolonizacije arbuskularno
mikoriznih gliv Glomus intraradices v koreninah treh genotipov graha cv. Frisson,
VIR4788 in VIR7128 (Pisum sativum L.), ki so jih gojili v substratu z dodanim Cd in brez
Cd, mikoriznih gliv niso nasli v koreninah neinokuliranih rastlin. Mikorizne glive pa so
bile prisotne v koreninah inokuliranih rastlin. Tudi v poskusu Vogel-Mikus in sod. (2006),
kjer so preucevali vpliv tezkih kovin Zn, Cd in Pb na stopnjo mikorizne kolonizacije v
rastilni Thlaspi praecox, je bila mikorizna kolonizacija prisotna le v inokuliranih rastlinah,
medtem ko je v neinokuliranih ni bilo. Predvidevamo, da so opazeni arbuskuli v naSem
neinokuliranem tretmaju Hg posledica kontaminacije nasega poskusa z arbuskularno
mikoriznimi glivami. Lahko je bil uporabljen substrat kontaminiran z DSE glivami in
mogoce tudi z arbuskularno-mikoriznimi glivami. Do kontaminacije bi lahko prislo tudi pri
pripravi bakterijskega izvlecka, ¢e je bil npr. filter slabo umit, ali pa je prislo do
kontaminacije orodja s sporami arbuskularno mikoriznih gliv, ko smo porezovali koruze.

V poskusu Rivera-Becerril in sod. (2001) so po Sestih tednih gojenja rastlin graha, v
koreninah glive Ze razvile vezikle in arbuskule, zato lahko nase rezultate primerjamo z
njihovimi glede mikoriznih parametrov. Rastline vseh treh genotipov graha, ki so rastle v
substratu brez dodanega Cd, se med seboj niso razlikovale glede stopnje mikorizne
kolonizacije (cv. Frisson (M % = 50), VIR4788 (M % = 39) in VIR7128 (M % = 39)). Tudi
nase koruze, ki so rastle v substratu brez dodanega Hg, se v stopnji kolonizacije med sabo
niso razlikovale. Rastline graha, ki so rastle v substratu z dodanim Cd, se niso bistveno
razlikovale v stopnji kolonizacije korenin. Vsi trije genotipi graha se niso znacilno
razlikovali v stopnji mikorizne kolonizacije (M % = 41-52, A % = 23-38, V % = 24-30).
Tudi nasi tretmaji z dodanim Hg se niso med sabo statisticno znacilno razlikovali v stopnji
kolonizacije korenin glede na kontrolni tretma brez dodanega Hg. So pa bile stopnje
splosnje intenzitete korenine (M % = 1-9), gostote arbuskulov (A % = 0,2-5,9) in veziklov
(V % = 0-3,3) v koreninskem sistemu bistveno nizje kot v koreninah graha. V rastlinah
graha ni bilo ve¢jih razlik v gostoti arbuskulov in veziklov, pri nas pa je bila ve¢ja gostota
arbuskulov kot pa veziklov.

Ce primerjamo nase mikorizne parametre z mikoriznimi parametri poskusa Vogel-Mikus
in sod. (2006) v rastlini Thlaspi praecox ugotovimo slede¢e. V naSem poskusu je bila
mikorizna frekvenca (F % = 11-36 %) nizja kot v rastlini Thlaspi praecox (20-87 %). Nasa
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splo$na mikorizna intenziteta je imela prav tako nizji razpon (M % = 0,7-8,5) kot v rastlini
Thlaspi praecox (0,5-0,44 %). V nasem poskusu je bila gostota veziklov v koreninskem
sistemu (V %) bistveno manjsa (do 3,3 %) kot pa v rastlini Thlaspi praecox (do 30 %). V
rastlini Thlaspi praecox so se arbuskuli le redko pojavili (redkeje kot vezikli). V nasem
poskusu, pa so bile gostote arbuskulov (A %) v koreninskem sistemu vi$je kot pa gostote
veziklov (A %= do 6 %).
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5.5 KONCENTRACIE ELEMENTOV

5.5.1 Koncentracija Zivega srebra

Rezultati so potrdili naso hipotezo, da se bo vec¢ina Hg akumuliralo v koreninah, zato so
bile njegove koncentracije v koreninah visje kot v poganjkih. Tudi druge raziskave so
pokazale, da se bistveno ve¢ Hg akumulira v koreninah kot pa v poganjkih (Yu in sod.,
2010; Moreno in sod., 2006; Schwesig in Krebs, 2003; Carrasco-Gil in sod., 2011a). V
nasih rastlinah tretiranih s Hg je bilo v poganjkih le do 4 % Hg v primerjavi s
koncentracijami Hg v koreninah. Podobne rezultate so dobili tudi v drugih raziskavah.
Carrasco-Gil in sod. (2011a) so porocali, da je bilo v poganjkih le 2 % Hg v primerjavi s
tistim, ki se je nahajal v koreninah lucerne (Medicago sativa cv. Aragon), koruze (Zea
mays cv. Dekalb Paolo) in je¢mena (Hordeum vulgare), ki so jih za 7 dni izpostavili
koncentraciji 30 uM HgCl,. Tudi Wang (2004) poroca, da se je v vrbi (Salix spp.) vecino
Hg akumuliralo v koreninah in se ga je v poganjke preneslo le 0,5-0,6 %. To je dokaz, da
korenine delujejo kot neke vrste bariera, ki preprecujejo prenos tezkih kovin v nadzemne
dele (Poschenrieder in Barcelo, 2004). Vecina nakopi¢enega Hg v koreninah je vezanega
na proteine in ogljikove hidrate v celi¢nih stenah (80%) in bioloSkih membranah
koreninskih celic (Wang in Greger, 2004; Hall, 2002). Epidermis korenine deluje kot dobra
bariera, ki preprecuje vnos Hg v korenine. To lahko razberemo tudi iz nasih elementarnih
map, ki ponazarjajo porazdelitev Hg na tkivnem nivoju, iz katerih je lepo vidno, da vecina
Hg ostane v epidermisu (Preglednica 20). V koreninah rastlin, tretiranih s Hg, je opazna
poveCana koncentracija Hg v epidermisu, sledi pa mu endodermis. Nase rezultati so
primerljivi z rezultati, ki so jih dobili Debeljak in sod. (2013). V endodermisu je bila
opazna povisana koncentracija Hg v krogu, ki se najbrz tvori okoli kasparijevega traka.
Kasparijev trak je najpomembnejSe obmocje, ki varuje rastlino pred privzemom slabo
mobilnih ionov v korenine. lIzoblikuje se v coni diferenciacije korenin, torej takoj za
meristemom. Sestavljajo ga mo¢no suberinizirane celice endodermisa, ki s0 neprepustne za
vodo in zato prepreCujejo pasivni transport ionov v stelo, kar povzro¢i akumulacijo Hg
pred njim. Ko se v obmocju kasparijevega traku oblikuje suberinizirana lamela, je naprej
mogo¢ le simplasten transport (transport znotraj celic) iz kortikalnih celic v stelo (Wang,
2004). V elementni mapi tretmaja Hg je lepo vidna zelena cona v sredini korenine, Ki
pripada steli, kar pomeni, da je nekaj Hg prislo tudi do prevajalnih elementov (Preglednica
20). Ti so se lahko prenesli v notranjost korenine iz koreninskega vrsi¢ka. V koreninskem
vr§icku se namre¢ nahajajo celice, ki se Se delijo in niso diferencirane. Te celice Se niso
suberinizirane, zato lahko v njih kovinski ioni po apoplastu prehajajo do stele korenin.
Koliko ionov tezke kovine se bo preneslo v poganjke je odvisno od razdalje med
koreninskim vr$ickom in suberinizirano lamelo (Wang, 2004).
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Zivo srebro smo izmerili v koreninah in listih tako kontrolnih kot tudi tretiranih rastlin. V
koreninah kontrolnih rastlin so bile koncentracije Hg glede na tretirane rastline zelo
majhne. Glede na rezultate sklepamo, da je bilo nekaj zivega srebra prisotnega Ze v samem
substratu. Ta se je lahko transportiral v poganjke in zato smo izmerili doloceno konctracijo
Hg v poganjkih kontrolnih rastlin. Druga moznost onesnazenja kontrolnih rastlin pa je, da
je prihajalo do izhlapevanja Zivega srebra iz substrata. Kontrolne rastline in rastline,
tretirane s Hg, so rastle v isti rastni komori, zato se je izhlapeli Hg kopi¢il v majhnem
zra¢nem prostoru komore. Poskusne rastline so lahko sprejemale Hg iz zraka preko listov.
Nekaj Hg je lahko ostalo v listih, nekaj pa se ga je preneslo v korenine. Da lahko Hg hlapi
iz tal in ga rastline prejemajo iz zraka so ugotovili Zze Suszcynsky in Shann (1995) ter
Schwesig in Krebs (2003). Da pa se lahko Hg, ki ga rastlina prejme iz zraka prenese v
steblo in korenine, pa so dokazali Gaggi in sod. (1991) pri azeleji ter Browne in Fang
(1978) pri pSenici.

Nas$i rezultati niso pokazali statisticno znacilnega vpliva arbuskularne mikorize na
koncentracijo Hg v poganjkih in se ujemajo z rezultati raziskave Yu in sod. (2010). Ti so
ugotovili, da se koncentracije Hg v poganjkih z arbuskularno mikoriznimi glivami
inokuliranih in neinokuliranih koruz niso bistveno razlikovale. Nasi rezultati tudi niso
pokazali statisticno znacilnega vpliva arbuskularne mikorize na koncentracijo Hg v
koreninah. Zato smo ovrgli naso hipotezo, da bo v inokuliranih koreninah koncentracija Hg
manj$a kot v neinokuliranih koreninah. Na pravilnost nase hipoteze nakazuje le trend viden
v primeru rastlin tretiranihn s Hg, kjer je arbuskularna mikoriza nekoliko zmajSala
koncentracijo Hg v koreninah in v poganjkih. To se ujema z rezultati raziskave Yu in sod.
(2010), ki so prav tako ugotovili, da arbuskularna mikoriza nekoliko zmanjsa koncentracijo
Hg v koreninah in poganjkih koruze. Ker so v tleh, kjer so raste mikorizne rastline, po
ekstrakciji z CaCl, naSli manj biodostopnega Hg, so sklepali, da arbuskularne glive
vplivajo na biodostopnost Hg, saj v rastlinah koncentracije niso bile povecane (Yu in sod.,
2010). AM glive lahko zmanjSajo dostopnost Hg s spremembo pH tal in s
sorbcijo/desorbcijo delcev na snovi v substratu (Li in Christie, 2001; Solaiman in Abbott,
2004). Poleg tega pa se lahko zmanjSa koncentracija Hg v tleh tudi z pretvorbo v hlapno
obliko (Yu in sod., 2010), ki jo povzroc¢ajo mikroorganizmi v tleh. Mozno je tudi, da so
arbuskularno mikorizne glive s svojo aktivnostjo povecale izhlapevanje Hg iz substrata.

Nasi rezultati so pokazali statisti€no znacilen vpliv Zivega srebra na koncentracijo selena
ter selena na koncentracijo Zivega srebra v rastlini. Zanimivo pa je, da je v primeru
tretiranja s Hg in Se hrati, priSlo v inokuliranih rastlinah (AMHgSe) do povecanja
koncentracije Hg tako v poganjkih kot tudi koreninah ter zniZanja koncentracije Se v
poganjkih in v koreninah glede na neinokulirano kontrolo (HgSe). Elementna mapa za Hg
je pokazala, da je njegova razporeditev v koreninah tretmaja AMHgSe zelo podobna
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razporeditvi Hg v koreninah neinokuliranega tretmaja tretiranega le s Hg (Hg), kjer je
tretiranje s Hg prav tako povzro€ilo dvig koncentracije Hg v koreninah in poganjkih. K
podobni razporeditvi zivega srebra v obeh tretmajih je najbrz prispevala prisotnost
arbuskularno mikoriznih gliv v obeh tretmajih. Ceprav v tretmaju Hg nismo pri¢akovali
arbuskularno mikoriznih gliv, smo opazili arbuskule. To pomeni, da je bil tretma Hg
kontaminiran z arbuskularno mikoriznimi glivami. V elementni mapi pre¢nega prereza
inokulirane korenine tretirane s Hg (AMHg) je razvidno, da se najve¢ Hg kopi¢i v
epidermisu, v notranjosti pa je razprSen po celotni korenini, a verjetno v zelo nizkih
koncentracijah. To lahko razlozimo z rezultati raziskav Hildebrant in sod. (2007). Ti so
porocali, da se tezke kovine, ki prodrejo v notranjost korenine, vefinoma nahajajo v
notranjih parenhimatskih celicah, kjer se nahaja tudi vec€ina glivnih struktur (intraradikalne
hife, arbuskuli in vezikli). Nedavne raziskave so pokazale, da se Zn, Cu in Cd akumulirajo
v celi¢ne stene in v granule v citoplazmi gliv (Gonzalez-Guerrero in sod., 2008). Poleg
tega so znanstveniki porocali, da bi lahko vezikli kopicili tezke kovine (Turnau, 1998;
Weiersbye in sod., 1999).

De Souza in sod. (1999) so preucevali vpliv rizosfernih bakterij na akumulacijo selena in
zivega srebra v mocvirnatih rastlinah in ugotovili, da bakterije povecajo privzem Hg in Se
v korenine trave Scirpus robustus Pursh in trave Polypogon monspeliensis (L.) Desf.
Vendar pa bakterije niso vplivale na koncentracijo Hg in Se v poganjkih. Ena izmed
moznosti, zakaj bakterije povzrocijo ve¢jo akumulacijo strupenih elementov, ki se nahajajo
v sledovih je, da jih pretvorijo v oblike, ki jih rastline laZje privzemajo. Npr. bakterije
lahko selen pretvorijo iz anorganske v organsko obliko selena (npr. SeMet), ki pa ga
rastline veliko lazje prevzemajo kot pa anorganske oblike (Zayed in sod., 1998). Prav tako
kot bakterije imajo lahko tudi mikorizne glive razvite mehanizme, ki jim omogocajo
spremembo oblike selena in s tem spremembo dostopnosti za rastline. V nasem poskusu
smo sicer raztopino selena nanasali na liste, zato arbuskularne glive niso bile v
neposrednem stiku z apliciranim selenom, kar pomeni, da so rastline ve¢ino selena privzele
iz listne povrs$ine. Poudariti pa moramo, da ko smo porezali rastlinice, nismo oprali listov,
zato je lahko priSo do napake pri nasih rezultatih, saj je precej vrjetno, da je nekaj selena
ostalo na povrsini listov, zato nasi rezultati niso zanesljivi. Do povecane koncentracije Hg
in znizane koncentracije Se v mikoriznih tretmaju AMHgSe glede na kontrolni
nemikorizni tretma HgSe je lahko prislo, ker so rastline privzemale ve€ino Zivega srebra iz
korenin, selena pa preko povrSine listov, zato je v tem primeru prislo v listih do reakcije
med Hg in Se ter do tvorbe netopnih kompleksov Hg-Se (Mounicou in sod., 2006), ki pa so
se kopi¢ili v listih.Vendar pa bi za potrditev te hipoteze morali narediti dodatne analize,
kjer bi dolocali ligandno okolje Hg.



75

Debeljak N. Vpliv selena na privzem in porazdelitev Zivega srebra pri koruzi.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2015

V poganjkih ni bilo bistvene razlike v koncentraciji Hg v poganjkih, tretiranih s Hg (Hg) in
poganjkih, tretiranih s Hg in Se skupaj (HgSe). V koreninah so bile koncentracije Hg v
tretmaju HgSe bistveno nizje kot pa v tretmaju Hg. V koreninah je priSlo v neinokuliranem
tretmaju tretiranem s Se in Hg (HgSe) do statisti¢no znacilnega povecanja koncentracije
selena glede na kontrolo (cSe). V ostalih tretmajih tretiranih s Hg pa je glede na kontrolne
tretmaje, ki niso tretirani s Hg opaziti trend povecevanja koncentracije selena v koreninah
ne glede na prisotnost mikorizne inokulacije. V' koreninah lahko nastanejo slabo topni, za
rastlino nenavarni kompleski Hg-Se, ki zato ostanejo v rastlini in posledi¢no imamo visoko
koncentracijo Hg in Se v korenini. Hg in Se se veZeta na dolocene biomolekule (topne in
netopne v vodi) v koreninah, ki preprecujejo njuno translokacijo v visje dele rastlin.
Vecina Hg in Se je v korenini vezanega na komplekse z veliko molekularno tezo, ki so v
vodi netopni (Mounicou in sod., 2006). V naSih elementnih mapah je vidna visoka
koncentracija Hg v epidermisu korenin, zato sklepamo, da se kompleksi z visoko
molekularno tezo nahajajo v epidermisu. V neinokuliranih koreninah, tretiranih s Hg in Se
(HgSe), je zelo velika koncentracija Hg opazna le v epidermisu, ki pa o€itno deluje kot
odli¢na bariera, saj je v notranjosti korenine vi§je koncentracije Hg opaziti le v nekaj zelo
majhnih tockah.

V nekaterih raziskavah pa so dobili ravno nasprotne rezultate kot mi in sicer, da z
vecanjem koncentracije selena, upada koncentracija Zivega srebra v koreninah (Falnoga in
sod., 2003; Shanker in sod., 1996). V tem primeru najbrz do tvobe netopnih kompleksov
Hg-Se prihaja Ze v rizosferi in se na tak nafin zmanjSa koli¢ina dostopnega Hg in Se
(Shanker in sod., 1996).

Tako v koreninah kot tudi v poganjkih inokuliranih in neinokuliranih rastlin, tretiranih s
Hg in Se (AMHgSe in HgSe), je glede na kontrolne tretmaje (AMHg in Hg) prislo do
povecanja koncentracije selena. Da je priSlo do povecanja koncentracije selena tako v
poganjkih kot koreninah tretmajev AMHgSe in HgSe, je logi¢no, saj smo liste obeh
tretmajev poSpricali z raztopino selena (liste kontrol pa ne), kar je povzrocilo dvig
koncentracije selena v okolici rastline in posledi¢no ve¢ji privzem selena v rastline.

Tudi koncentracija Zivega srebra statisticno znacilno vpliva na koncentracijo selena v
poganjkih in koreninah. V inokuliranem tretmaju, tretiranem s Hg in Se (AMHgSe), je
koncentracija selena nizja v poganjkih in koreninah glede na kontrolo (AMcSe), v drugih
primerih pa v poganjkih ni bilo statisti€éno znacilnih razlik med tretmaji teritanimi s Hg in
kontrolnimi tretmaji.
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5.5.2 Koncentracija selena

Od oblike selena je odvisno koliko selena bodo rastline privzele. Za tretiranje smo
uporabili oksigenirano obliko selena-selenat (Se0,%), saj je topen v vodi, dobro mobilen in
zato lazje prehaja v rastline kot pa npr. selenit. Koliko selena bo rastlina privzemala je
odvisno od vrste rastline. Glede na koncentracijo selena v rastlinah jih lahko razdelimo v
vec¢ razredov. Prvi razred so »normalne« rastline, ki obicajno kopicijo od 50-100 mg kg'l.
Drugo skupino sestavljajo rastline (npr. trave, nekatera Zita, itd.), ki vsebujejo manj kot 50
mg kgselena. V tretjo skupino pa uvri¢amo hiperakumulacijske rastline (teh je malo), ki
lahko kopiéijo visoke koncentracije selena (tudi nad 1000 mg kg™) (Wanek in sod., 1995;
Lindblom in sod., 2014). Glede na te kriterije nase koruze spadajo v skupino rastlin, ki
kopi¢ijo zelo malo selena (manj kot 3 mg kg™). Najprej moram poudariti, da v nafem
poskusu pred pripravo materiala za analizo elementov, poganjkov koruz nismo oprali z
vodo, zato so lahko izmerjene koncentracije selena v poganjkih nekoliko visje, saj je lahko
nekaj selena ostalo tudi na povrSini listov.

V nasem poskusu je mikoriza statisticno znacilno vplivala na koncentracijo selena v
poganjkih, ne pa v koreninah. Koncentracije selena v poganjkih in koreninah inokuliranega
tretmaja AMHgSe so bile statisti¢no znacilno nizje kot pa v kontrolnem tretmaju (HgSe).
Do upada koncentacije Se tako v poganjkih in koreninah inokuliranega tretmaja AMHgSe,
je najbrz prislo, zaradi dviga koncentracije Zvepla tako v koreninah kot tudi v poganjkih
inokuliranega kontrolnega tretmaja AMHgSe glede na kontrolni tretma HgSe. Poleg tega je
prislo do dviga koncentracije zvepla tudi v inokuliranih poganjkih, tretiranih s Hg (AMHg)
glede na neinokuliran kontrolni tretma tretiran s Hg (Hg). To pomeni, da so arbuskularno
mikorizne glive izboljSale preskrbo rastlin s Zveplom ob kombinaciji tretiranja s Hg.
Zveplo in selenat sta si kemijsko precej podobna in se prenasata z istimi membranskih
transporterji. Delujeta kot antagonista, zato je v naS§em primeru povecanje privzema zvepla,
zmanj$alo privzem selena v rastline (McNear in sod., 2012). Mikorizna inokulacija pa v
mikoriznih tretmajih brez tretiranja s Hg (AMc in AMcSe) ni bistveno vplivala na
koncentracijo S v poganjkih glede na neinokulirane kontrole (¢ in cSe). Mozno je, da je v
substratu prosti Hg reagiral s S v komplekse HgS. Ti so se preko gliv prenasali v rastline,
zato smo poleg povecane koncentracije Hg dobili tudi povecano koncentracijo S v
mikoriznih rastlinah tretiranih s Hg. Da so nevtralni HgS kompleksi lahko biodostopni za
mikoorganizme, so dokazali pri Hg-metilirajocih bakterijah (Benoit in sod., 1999).

Med ostalimi inokuliranimi in kontrolnimi tretmaji pa ni bilo statisticno znacilnih razlik, ki
bi jih povzrocila arbuskularna mikoriza. V naSem poskusu smo selen aplicirali folirano,
Zivo srebro pa smo pomesali s substratom. Arbuskularno mikorizne glive zato niso bile
direktno v stiku z apliciranim selenom in zato tudi v vecini tretmajev najbrZ ni prislo do
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statisticno znacilnih vplivov mikorize na koncentracijo selena tako v poganjkih kot tudi
koreninah. Mozno je, da v nasem poskusu arbuskularna mikoriza sploh ni vplivala na
koncentracijo selena v poganjkih in je znizana koncentracija selena v poganjkih tretmaja
AMHgSe posledica napak pri delu. V raziskavah, kjer so selen dodajali v substrat in so
lahko mikorizne glive prisle v fizi¢ni stik z njim, so dobili drugaéne rezultate. Npr. Wanek
in sod. (1995), so ugotovili, da vezikularno-arbuskularne mikorizne glive povecajo
privzem selena v korenine rastlin Artiplex canescens in Melitotus officinalis iz tal, kar so
pripisali povecani absorbcijski povrsini korenin zaradi povezave korenin z micelijem glive.
Tudi v poskusu Larsen in sod. (2006) so selen aplicirali v substrat. Ugotovili so, da
tretiranje rastlin ¢esna poveca privzem selena v glavico ¢esna za 10-krat.

Ugotovili smo, da tretiranje s selenom poveca koncentracijo selena tako v koreninah kot
tudi v poganjkih. Podobne rezultate so dobili tudi v drugih raziskavah. Longchamp in sod.
(2013) ter Smolen in sod.( 2014) so z gojenjem koruze in solate dokazali, da povecevanje
koncentracije selena v hidroponi¢nem gojiscu povzro¢i povecanje koncentracije selena v
poganjkih in koreninah. Koncentracije selena pa so bile v naSem poskusu za 1,5-3,5-krat
vi§je v koreninah kot v poganjkih v vseh tretmajih razen v tretmajih cSe in AMcSe, kjer pa
so bile za 8 % in 5 % nizje v Kkoreninah kot v poganjkih. Koruza spada med
neakumulacijske vrste. Za ve¢ino neakumulacijskih vrst je znacilno, da se veina selena v
rastlini nahaja v koreninah in semenih in le majhne koncentracije v poganjkih in listih
(Sors in sod., 2005). Glede na vecjo koncentracijo selena v koreninah v primerjavi z
poganjki in glede na to, da inokulacija z mikoriznimi glivami v ve€ini tretmajev ni imela
vecjega vpliva na koncentracijo selena v rastlini, sklepamo, da so rastline selen prevzemale
preko listov in ga prenesle v korenine. S tem smo tudi potrdili naso hipotezo, da se bo
selenat presnavljal v listih in se transportiral v korenine. Da je to mozno, potrjujejo
rezultati raziskav Asher in sod. (1977) ter Gissel-Nielsen (1979), ki so pokazali, da se ioni
selenata absorbirajo in prenasajo po rastlini brez metaboli¢cnih zapletov. Da foliarno
tretiranje rastlin s selenom poveca koncentracijo selena v koreninah, so v svojem poskusu
na solati ugotovili tudi Smolen in sod. (2014). Tudi Klusonova in sod. (2015) so ugotovili,
da foliarno apliciranje selenata poveca koncentracijo selena v ¢rni detelji (Trifolium
pratense). Da se lahko selenat prenasa iz poganjkov v korenine so ugotovili tudi Kapolna
in sod. (2009) na korenju (Daucus carota). Liste korenja so poskropili z raztopino selenata
(0, 10 in 100 pg Se mL™). Povisane koncentracije selena so izmerili tako v poganjkih kot
tudi v koreninah tretiranih z 10 pg Se mL™ (ve¢ kot 50-krat visje v poganjkih, ve& kot 10-
krat vi§je v koreninah v primerjavi s kontrolo) in 100 pg Se mL'l(Veé kot 1700-krat vi§je v
poganjkih in skoraj 50-krat visje v koreninah glede na kontrolo). Iz rezultatov je razvidno,
da se s povecevanjem koncentracije apliciranega selena povecuje koncentracija selena tako
v poganjkih kot koreninah. V nasih koruzah so bile kljub foliarnem apliciranju
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koncentracije selena visje v koreninah kot v poganjkih (izjema tretmaja cSe in AMcSe), v
korenju pa je bilo ravno obratno (Képolna in sod., 2009).
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5.5.3 Koncentracije Zvepla

5.5.3.1 Vpliv koncentracije Se na privzem S

V rastlinah koruze je dodatek selena povzroc€il upad koncentracije Zvepla v koreninah vseh
tretmajev, razen v inokuliranem tretmaju tretiranim s Hg in Se hkrati (AMHgSe). Tudi
rezultati drugih raziskav so pokazali, da dodatek selena povzro¢i upad koncentracije zvepla
v rastlinah (Guerrero in sod., 2014; Bell in sod., 1992). Ker je selenat kemijsko podoben
sulfatu, se po rastlini transportira s sulfatnimi transporterji, ki se nahajajo v plazemski
membrani. Zaradi transportiranja z enakimi transportji, prihaja med njima do tekmovanja
za vezavo nanje in zato delujeta kot antagonista (Feng in sod., 2013). Tretiranje s
selenatom je povecalo njegovo koncentracijo v okolici rastline, zato se je na sulfatne
transporterje vezalo ve¢ selenata. Vezava selenata na sulfatne transporterje je preprecila
vezavo sulfata nanje in zato se je v rastline preneslo manj sulfata, kar zaznamo kot upad
koncentracije Zvepla v rastlini. Rios in sod. (2013) med selenatom in sulfatom niso odkrili
antagonisticnega delovanja ampak sinergisticnega. Koncentracija zZvepla v listih solate se
je namre¢ povecevala z naraS¢anjem koncentracije selenata.

5.5.3.2 Vpliv koncentracije Hg na privzem S

Tretiranje s Hg je v poganjkih nasih koruz (3¢ posebej v inokuliranih rastlinah) in Chilopsis
lineari (Rodriguez in sod., 2009) povzrocilo dvig koncentracije S. V koreninah nasih koruz
nismo zaznali pomembnega vpliva Hg na koncentracijo S. So pa vpliv zaznali v Chilopsis
lineari. Pri 50 uM Hg je v Chilopsis lineari prislo do upada, pri 100 uM Hg pa do zvisanja
koncentracije S (Rodriguez in sod., 2009). Ena izmed moznosti povecanja S koncentracije
v rastlinah trtiranih s Hg je, da se Hg in S skupaj prenaSata v rastline vezana na spojine, kot
je npr. Hg-tiosulfat. Kompleks Hg-tiosulfat lahko ob prisotnosti prostih protonov znotraj
plazemske membrane razpade na zivo srebrov in sulfatni ion. Sulfatni ion se pretvori v
sulfat, zivo srebrov ion pa reagira s S(2-) in nastanejo B-HgS kompleksi. Najve¢ Zivega
srebra se v rastlinskih celicah nahaja vezanega na zveplo prav v obliki f-HgS (66-94 %).
Ostale oblike nahajanja Hg v rastlinskih celicah pa so $e Hg-cistein (1-10 %) in Hg-
dicistein (8-28 %). Aminokislina cistein pa prav tako vsebuje S (Wang in sod., 2012).



80

Debeljak N. Vpliv selena na privzem in porazdelitev Zivega srebra pri koruzi.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2015

5.5.3.3 Vpliv mikorize na privzem S

Zveplo se v rastline absorbira v obliki sulfatnega aniona s sulfatnimi transporterji.
Koncentracije sulfatnega aniona v tleh so obi¢ajno majhne. V tleh z nizko koncentracijo
biodostopnega S, pomembno vlogo igrajo mikorizne glive, ki lahko izbolj$ajo oskrbo
rastlin z zveplom. Arbuskularno mikorizne glive pozitivno vplivajo na koncentracijo
zvepla v koruzi (Banerjee in sod., 2003) in ¢ebuli (Guo in sod., 2007). Tudi v poganjkih
nasih koruz je mikorizna inokulacija povzrocila dvig koncentracije S. V poskusu Vogel-
Mikus$ in sod. (2006) je mikorizna inokulacija prav tako povzrocila dvig koncentracije
zvepla v poganjkih Thlaspi praecox. Povzrocila pa je tudi dvig koncentracije Hg v
koreninah Thlaspi praecox, kar pa ne velja za nas$ poskus, saj v nasih koruzah nismo
zaznali vpliva mikorizne inokulacije na koncentracijo S v koreninah.

Da bomo razumeli vpliv selena ter arbuskularne mikorize na privzem in porazdelitev
zivega srebra v rastlinah, bo najbrz potrebno narediti Se kar nekaj raziskav.
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6 SKLEPI

e Inokulirane rastline so imele vecjo suho maso korenin in poganjkov kot pa
neinokulirane rastline.

e Rastline tretirane s Hg so imele manjSo suho maso poganjkov in korenin kot
kontrolne rastline.

e Prisotnost arbuskularne mikorize je povecala koncentracijo klorofila b, kar lahko
pripiSemo izboljSani oskrbi rastlin z nutrienti, ki so potrebni za sintezo
fotosinteznih pigmentov.

o Vezikli in arbuskuli so bili prisotni v inokuliranih koreninah, v neinokuliranih pa so
bili arbuskuli prisotni le v koreninah tretiranih s Hg. V neinokuliranih koreninah
veziklov nismo nasli.

e Elementarne mape so razkrile, da se vecina Hg kopici v epidermisu korenin.

e Tretiranje s Hg ni bistveno vplivalo na koncentracijo Hg v poganjkih, v koreninah
pa je prislo do povecanja Hg, saj je Hg slabo mobilen, poleg tega pa korenine
delujejo kot bariera, zato se ga le malo prenese v poganjke.

e Koncentracije tezke kovine Hg so bile vi§je v koreninah kot pa v poganjkih.

e Arbuskularno mikorizne glive niso vplivale na koncentracijo Hg.

e Ugotovili smo, da koruza ni hiperakumulacisjka rastlina za Se in Hg, saj kopici
zelo malo Se (manj kot 3 mg kg*) in Hg (manj kot 70 mg kg™).

e Ugotovili smo, da tretiranje s selenom povecuje njegovo koncentracijo tako v
poganjkih kot tudi v koreninah rastlin.

e Glede na vejo koncentracijo selena v koreninah v primerjavi z poganjki kljub
folarnemu tretiranju s selenatom, sklepamo, da so rastline selen prevzemale preko
listov in ga prenesle v korenine.

e Vecje koncentracije Se so bile prisotne poganjkih inokuliranih ter neinokuliranih
rastlin tretiranih s Hg in Se (HgSe in AMHgSe) v primerjavi z rastlinami
tretiranimi s Hg in brez Se (Hg in AMHg).

e Tretmaji tretirani s Hg in mikorizno inokulacijo (AMHg in AMHgSe) so imeli
statisticno znacilno vi§je koncentracije Zvepla v primerjavi z vsemi ostalimi
tretmaji

e Tretiranje s selenom je povzrocilo upad koncentracije zvepla tako v koreninah, kot
v poganjkih.
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7 POVZETEK

Zivo srebro je kovina, ki je strupena za ljudi, Zivali in tudi rastline. Kopi¢enje Hg v
organizmih povzroca resne posSkodbe. Pri ljudeh kopicenje Hg povzroca resne nevroloske
poskodbe, poskodbe ledvic in celo smrt, zato je pomembno, da omejimo njegov vnos v
naSe telo. Ljudje in zivali ga lahko zauzijemo preko onesnazene hrane. Ker so rastline
primarni vir hrane, prav preko njih prehaja Hg v prehranjevalno verigo, zato je prav, da
skuSamo najti reSitve, s katerimi bi zmanjSali vnos Hg v rastline ter njegov prenos iz
korenin v poganjke. Vnos Skodlivega Hg bi lahko zmanj$ali z vezavo biodostopnega Hg na
delce v tleh. Rastline prejemajo Hg iz tal preko korenin, pa tudi iz zraka preko listov.

Selen je eden izmed najbolj razSirjenih koristnih elementov na Zemlji. Za mnoge
organizme je selen esencialen mikronutrient. Organizmom je koristen le v nizkih
koncentracijah, v visokih pa je strupen. Selen je pomemben, ker omogoca pravilno
delovanje selenoproteinov. Ti imajo v organizmih zas¢itno vlogo. Razlike med za zivljenje
nujno potrebnimi koncentracijami Se in koncentracijami, ki so strupene, so majhne. Selen
pri rastlinah v majhnih koncentracijah deluje kot antioksidant in inhibira lipidno
peroksidacijo. V visokih koncentracijah pa je selen strupen. Glavni vzrok za njegovo
strupenost je podobnost s S. Encimi, ki so vklju¢eni v metabolizem Zvepla, katalizirajo tudi
analogne reakcije z ustreznimi Se snovmi. Afiniteta teh encimov za Se in S je podobna,
zaradi Cesar lahko ob poviSanih koncentracijah Se prihaja do vkljucitve selena na mesto v
molekuli, kjer je obiajno vezano Zveplo. Posledica zamenjave S s Se v aminokislinah je
lahko nepravilno zvijanje proteinov in posledi¢no nefunkcionalnost proteinov ter encimov.
Rastline najve¢ selena privzamejo v obliki selenata, saj se ta dobro topi v vodi in je zato
rastlinam lahko dostopen.

Znanstveniki so ze veckrat porocali o zasCitni vlogi selena v zivalih. Vpliv selena na
privzem Hg v rastlinah pa je slabo raziskan. Shanker in sod. (1996) so v poskusu z
redkvico ugotovili, da se s povecevanjem koncentracije selena in selenita, zmanjSuje
privzem Hg. Ugotovili so, da korenine izlo¢ajo eksudate (ki niZajo pH), ki sprozijo
pretvorbo Se v elementarni selen. Ta lahko reagira s Hg®* in nastane zelo stabilen
kompleks HgSe, ki pa je za rastline nedostopen. Kompleksi HgSe se tvorijo tudi znotraj
korenin. Vecina Hg in Se je vezanega na visokomolekularne v vodi netopne komplekse, ki
zato ostajajo v korenini. Korenine delujejo kot bariera, ki preprecujejo prenos Hg v ostale
dele rastlin.

Arbuskularna mikoriza je simbiozni odnos med glivnimi hifami in koreninami rastlin.
Prisotna je pri priblizno 80 % vseh rastlinskih vrst. Glivne hife arbuskularno mikoriznih
gliv se Siroko razraS¢ajo v tleh in tvorijo obseZen izven koreninski micelij. Glivne hife pa
segajo tudi v notranjost koreninskih celic, kjer tvorijo arbuskule in vezikle, strukture po
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katerih je arbuskularna vezikularna mikoriza dobila ime. Med arbuskularno mikoriznimi
glivami in rastlino prihaja do izmenjave snovi. Glive rastlini posredujejo predvsem hranila.
Ker glive tvorijo v tleh obsezen micelij, se na tak na¢in moc¢no poveca povrsina v tleh iz
katere rastline pridobivajo hranila. Arbuskularna mikoriza vpliva tudi na privzem tezkih
kovin. Od vrste arbuskularne glive in pa rastline je odvisno ali bodo te povecale privzem
tezkih kovin v rastlino ali zmanjSale. Arbuskularne glive lahko imobilizirajo Hg z
izlo€anjem proteina glomalina, na katerega se veze Hg. Glive pa lahko kopicijo tezke
kovine tudi v vakuolah, kjer tako kot v rastlinah, potekajo razstrupljevalni mehanizmi
(Gohre in Paszkowski, 2006). Poleg tega lahko Hg vezejo tudi na metalotionine, spojine, ki
vsebujejo zveplo in sluZijo razstrupljevanju tezkih kovin v organizmih (Hall in sod., 2002;
Oae in sod., 1992). Glive lahko zmanj$ajo privzem Hg tudi s povecano mikorbno
aktivnostjo v tleh in pa vezavo Hg v celi¢ne stene gliv. Mikorizna inokulacija naj bi
povecevala privzem Se v rastline.

Semena koruze smo sterilizirali in en mesec gojili v substratu z 50 mg kg™ Hg in v
substratu brez Hg. Rastline smo foliarno tretirali s selenom in sicer 10 mg m? lista
(uporabili smo K;SeO,). Po enem mesecu smo jih o¢istili in lo¢ili na poganjke in korenine.
Dolo¢ili smo suho maso poganjkov in korenin. S pomocjo spektrofotometra smo pri
valovnih dolZinah 647 nm, 664 nm in 470 nm izmerili absorpcijo in dolocili koncentracijo
klorofila a, klorofila b in karotenoidov. S pomoc¢jo spektorofotometra smo dolo¢ili tudi
stopnjo lipidne peroksidacije v koreninah in poganjkih. Po kislinskem razklopu
liofiliziranega materiala, smo izmerili koncentracije elementov v poganjkih in koreninah.
Koncentracije Hg in Se smo izmerili s pomoc¢jo masne spektrometrije z induktivno
sklopljeno plazemo (ICP-MS). Koncentracije elementov S smo izmerili s pomocjo
atomsko emisijske spektrometrije z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-AES).
Razporeditev zivega srebra v korenini smo dolocevali s pomocjo laserske ablacije z
induktivno sklopljeno plazmo in z masno spektrometrijo (LA-ICP-MS). Z barvanjem
korenin in pregledom pod svetlobnim mikroskopom smo dolo€ili stopnjo mikorizne
kolonizacije.

Nasi rezultati so pokazali, da imajo inokulirane rastline ve¢jo suho maso korenin in
poganjkov kot pa neinokulirane rastline. Izboljsano rast rastlin pripisujemo izboljSani
oskrbi rastlin z mikronutrienti. IzboljSana oskrba s hranili pozitivno vpliva tudi na
obrambni sistem rastline.

V rastlinah tretiranih s Se je opazen trend znizanja koncentracije klorofila a in b v
primerjavi s kontrolnimi rastlinami. Ker je koncentracija Se povecala tudi stopnjo lipidne
peroksidacije, je to znak, da je bila nasa koncentracija K,SeO, za rastlino Ze strupena,
kljub temu, da je ta koncentracija imela pozitivni vpliv na biomaso rastlin.
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V rastlinah, tretiranih s Hg, je opazen trend povecanja koncentracije karotenoidov v
primerjavi s kontrolnimi rastlinami, ki niso tretirane s Hg.

Prisotnost arbuskularne mikorize je pozitivno vplivala na koncentracijo klorofila b, kar
lahko pripiSemo izboljSani oskrbi rastlin s hranili, ki so potrebni za sintezo fotosinteznih
pigmentov.

Vezikli in arbuskuli so bili prisotni v inokuliranih koreninah, v neinokuliranih pa so bili
arbuskuli prisotni le v koreninah tretiranih s Hg. V neinokuliranih koreninah veziklov
nismo nasli. Da bomo odkrili vezikle in arbuskule v inokuliranih tretmajih je bilo
pricakovano, saj je komercialni inokulum, ki smo ga vmesali v substrat, vseboval spore
arbuskularno mikoriznih gliv. Neinokulirane tretmaje smo zalili le z bakterisjkim
izvleCkom komercialnega inokuluma, ki naj ne bi vseboval spor arbuskularno mikoriznih
gliv, zato razvoj arbuskulov v neinokuliranem tretmaju Hg pripisujemo kontaminaciji
substrata tega tretmaja s sporami AM gliv.

Elementarne mape so razkrile, da se ve¢ino Hg kopic¢i v epidermisu korenine. To je dokaz,
da korenine delujejo kot bariera, ki preprecujejo privzem Hg. Vecina Hg v koreninah (80
%) je vezanega na proteine in ogljikove hidrate v celi¢nih stenah koreninskih celic .

Tretiranje s Hg ni bistveno vplivalo na koncentracijo Hg v poganjkih, v koreninah pa je
priSlo do povecanja Hg, saj je Hg slabo mobilen, poleg tega pa korenine delujejo kot
bariera in preprecijo njegov prenos v poganjke.

Koncentracije tezke kovine Hg so bile visje v koreninah kot pa v poganjkih. Zivo srebro se
mocno veze na nemobilne ligande v koreninah, kjer tudi ostane. V ostale dele rastlin se ga
prenese le malo.

Arbuskularno mikoriznen glive niso vplivale na koncentracijo Hg v poganjkih in
koreninah.

Ugotovili smo, da koruza ni hiperakumulacijska rastlina za Se in Hg, saj kopici zelo malo
Se (manj kot 3 mg kg™) in Hg (manj kot 70 mg kg™).

Ugotovili smo, da tretiranje s Se povecuje njegovo koncentracijo tako v poganjkih kot tudi
v koreninah rastlin, kar je logi¢no, saj vi§ja ko je koncentracija Se v okolju, ve¢ Se bodo
rastline privzele.

Povecane koncentracije Se so bile v koreninah in poganjkih inokuliranih ter neinokuliranih
rastlin tretiranih s Hg in Se (HgSe in AMHgSe) v primerjavi z rastlinami tretiranimi s Hg
in brez Se (Hg in AMHg). Do povisane koncentracije tako v poganjkih kot tudi v
koreninah je najbrz prislo zato, ker so rastline Se prejemale preko povrsSine listov, Hg pa
skozi korenine. Nekaj Hg se je preneslo tudi v nadzemne dele, kjer je priSel v stik s Se, kar
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je najbrz povzrocilo tvorbo kompleksov HgSe. Selen se je iz poganjkov prenasal tudi v
korenine, kjer je ravno tako prislo do tvorbe kompleksov HgSe, ki so v vodi netopni in so
zato ostali na mestih nastanka.

Koncentracije selena so bile od 1,5-3,5-krat vi§je v koreninah kot pa v poganjkih (izjema
so bili tretma cSe in AMcSe, kjer so bile koncentracije selena za 8 in 5 % nizje kot v
poganjkih). Koruza spada med neakumulacijske vrste. Za ve¢ino neakumulacijskih vrst je
znaCilno, da se vecina selena v rastlini nahaja v koreninah in semenih in le majhne
koncentracije v poganjkih in listih. Glede na ve¢jo koncentracijo selena v koreninah v
primerjavi s poganjki in glede na to, da inokulacija z mikoriznimi glivami v veéini
tretmajev ni imela vecjega vpliva na koncentracijo selena v rastlini, sklepamo, da so
rastline selen prevzemale preko listov in ga prenesle v korenine.

Tretiranje s selenom je povzro€ilo upad koncentracije zvepla tako v koreninah, kot v
poganjkih. Ker je selenat kemijsko podoben sulfatu, se po rastlini transportira s sulfatnimi
transporterji, ki se nahajajo v plazemski membrani. Zaradi transportiranja z enakimi
transportji, prihaja med njima do tekmovanja za vezavo nanje in zato delujeta kot
antagonista (Feng in sod., 2013). Povecan privzem S je dokaz, da arbuskularno mikorizne
glive dejansko vplivajo na privzem hranil v rastline.

Da bomo razumeli vpliv selena ter arbuskularne mikorize na privzem in porazdelitev
Zivega srebra v rastlinah, bo najbrZ potrebno narediti Se kar nekaj raziskav.
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Priloga A

Stopnja kolonizacije z AM glivami

Pregednica: Rezultati faktorske ANOVA za mikorizni parameter F %. Z rdeco barvo so oznaceni vzorci s
statisti¢no znaéilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povpregje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeOy,).

F% Ss df MS F p
Intercept 4742541 1 4742541 205,3557 0,000000
AM 376,70 1 376,70 1,6311 0,206159
Hg 2104,78 1 2104,78 9,1139 0,003640
Se 357,12 1 357,12 1,5464 0,218211
AM*Hg 4,70 1 4,70 0,0203 0,887029
AM*Se 368,61 1 368,61 1,5961 0,211036
Hg*Se 2371,26 1 2371,26 10,2678 0,002112
AM*Hg*Se 157,91 1 157,01 0,6838 0,411361
Napaka 14780,34 64 230,94

Pregednica: Rezultati faktorske ANOVA za mikorizni parameter M %. Z rde¢o barvo so oznaeni vzorci s
statistiéno znaéilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povprecje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeO,).

M% ss df MS F p
Intercept 1155,131 1 1155,131 41,19093 0,000000
AM 83,252 1 83,252 2,96871 0,089718
Hg 7,682 1 7,682 0,27393 0,602518
Se 9,442 1 9,442 0,33669 0,563785
AM*Hg 0,160 1 0,160 0,00569 0,940099
AM*Se 89,584 1 89,584 3,19449 0,078622
Hg*Se 279,981 1 279,981 9,98388 0,002412
AM*Hg*Se 2,298 1 2,298 0,08195 0,775602
Napaka 1794,773 64 28,043
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Pregednica: Rezultati faktorske ANOVA za mikorizni parameter m %. Z rde¢o barvo so oznaéeni vzorci s
statisti¢no znacilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povpreéje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeOy,).

m % SS df MS F p
Intercept 10438,95 1 10438,95 57,87561 0,000000
AM 2,82 1 2,82 0,01563 0,900904
Hg 207,44 1 207,44 1,15008 0,287624
Se 14,50 1 14,50 0,08038 0,777712
AM*Hg 125,30 1 125,30 0,69468 0,407724
AM*Se 440,05 1 440,05 2,43971 0,123308
Hg*Se 1707,03 1 1707,03 9,46412 0,003099
AM*Hg*Se 161,81 1 161,81 0,89711 0,347177
Napaka 11363,23 63 180,37

Pregednica: Rezultati faktorske ANOVA za mikorizni parameter a %. Z rde¢o barvo so oznaCeni vzorci s
statistino znacilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povprecje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeQ,).

a% SsS df MS F p

Intercept 19288,31 1 19288,31 30,66192 0,000001
AM 10684,98 1 10684,98 16,98553 0,000110
Hg 215,83 1 215,83 0,34310 0,560103
Se 5675,06 1 5675,06 9,02143 0,003805
AM*Hg 433,59 1 433,59 0,68927 0,409500
AM*Se 1585,54 1 1585,54 2,52047 0,117306
Hg*Se 1224,66 1 1224,66 1,94680 0,167756
AM*Hg*Se 0,27 1 0,27 0,00043 0,983554

Napaka 40260,08 64 629,06
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Pregednica: Rezultati faktorske ANOVA za mikorizni parameter A%. Z rde¢o barvo so oznaceni vzorci s
statisti¢no znacilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povpreéje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeOy,).

A% SS df MS F p
Intercept 151,1197 1 151,1197 11,42860 0,001237
AM 115,7533 1 115,7533 8,75398 0,004326
Hg 3,8159 1 3,8159 0,28858 0,592992
Se 68,3760 1 68,3760 5,17102 0,026329
AM*Hg 0,1758 1 0,1758 0,01329 0,908575
AM*Se 45,3572 1 45,3572 3,43019 0,068628
Hg*Se 28,3838 1 28,3838 2,14656 0,147785
AM*Hg*Se 14,3902 1 14,3902 1,08828 0,300778
Napaka 846,2680 64 13,2229

Pregednica: Rezultati faktorske ANOVA za mikorizni parameter mis %. Z rde¢o barvo so oznaceni vzorci s
statistino znacilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povprecje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeQ,).

mis % SS df MS F p
Intercept 26112,05 1 26112,05 52,68984 0,000000
AM 1223,10 1 1223,10 2,46801 0,121116
Hg 294,11 1 294,11 0,59346 0,443919
Se 296,90 1 296,90 0,59910 0,441773
AM*Hg 877,92 1 877,92 1,77150 0,187918
AM*Se 7,64 1 7,64 0,01541 0,901586
Hg*Se 947,47 1 947,47 1,91184 0,171565
AM*Hg*Se 368,87 1 368,87 0,74432 0,391502
Napaka 31717,14 64 495,58
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Pregednica: Rezultati faktorske ANOVA za mikorizni parameter Mis %. Z rde¢o barvo so oznaceni vzorci s
statisti¢no znacilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povpreéje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeOy,).

Mis % SS df MS F p
Intercept 40,3565 1 40,35647 17,39232 0,000093
AM 0,4979 1 0,49786 0,21456 0,644785
Hg 0,7021 1 0,70207 0,30257 0,584192
Se 0,1086 1 0,10863 0,04681 0,829389
AM*Hg 0,2467 1 0,24671 0,10633 0,745431
AM*Se 2,0642 1 2,06417 0,88959 0,349136
Hg*Se 5,0479 1 5,04794 2,17550 0,145127
AM*Hg*Se 0,1228 1 0,12283 0,05294 0,818763
Napaka 148,5031 64 2,32036

Pregednica: Rezultati faktorske ANOVA za mikorizni parameter v %. Z rdeco barvo so oznaceni vzorci s
statistino znacilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povprecje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeQ,).

v % SsS df MS F p
Intercept 5611,42 1 5611,416 15,22455 0,000232
AM 5611,42 1 5611,416 15,22455 0,000232
Hg 782,77 1 782,771 2,12377 0,149919
Se 955,36 1 955,362 2,59203 0,112324
AM*Hg 782,77 1 782,771 2,12377 0,149919
AM*Se 955,36 1 955,362 2,59203 0,112324
Hg*Se 90,79 1 90,785 0,24631 0,621383
AM*Hg*Se 90,79 1 90,785 0,24631 0,621383
Napaka 23588,92 64 368,577
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Pregednica: Rezultati faktorske ANOVA za mikorizni parameter V %. Z rdeco barvo so oznaeni vzorci s
statisti¢no znacilnim vplivom (p <0,05). Simboli: SS - vsota kvadratov, df - stopnje prostosti, MS - povpreéje
kvadratov, F - F-test. Legenda: AM - mikorizna inokulacija (kontrolne rastline in rastline tretirane s
komercialnim inokulumom), Hg — rastline tretirane s Hg (kontrolne in tretrirane s HgCl,), Se — rastline
tretirane s Se (kontrolne in tretirane s K,SeOy,).

V % SS df MS F p
Intercept 53,2553 1 53,25534 10,94724 0,001542
AM 53,2553 1 53,25534 10,94724 0,001542
Hg 0,0653 1 0,06533 0,01343 0,908104
Se 16,3830 1 16,38303 3,36772 0,071133
AM*Hg 0,0653 1 0,06533 0,01343 0,908104
AM*Se 16,3830 1 16,38303 3,36772 0,071133
Hg*Se 7,9151 1 7,91514 1,62705 0,206723
AM*Hg*Se 7,9151 1 7,91514 1,62705 0,206723
Napaka 311,3426 64 4,86473




