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V nasi raziskavi smo poskusili zdruziti dva fenomena — mocno alelopatsko
delovanje dveh vrst ajd in mo¢no invazivnost nekaterih invazivnih tujerodnih
vrst v Sloveniji. Alelopatski vpliv dveh koncentracij izvleckov (2,5 in 5 %)
dveh vrst ajd (navadna in tatarska) na invazivne vrste kanadska hudoletnica,
enoletna suholetnica ter kanadska in orjaska zlata rozga smo ocenjevali z vec¢
znaki, predvsem s kalitvenim testom, kjer smo opazovali kalitev in razpiranje
kliénih listov, ter dolzino korenin dva tedna starih kalic. Tretmaje smo
primerjali s kontrolo z destilirano vodo, opravili pa smo tudi pozitivno
kontrolo z navadno solato. Za obdelavo rezultatov kalitvenega testa smo
uporabili redko uporabljeno statisti¢cno metodo v te vrste raziskavah “log-rank
test’, ki pa predstavlja mocan potencial na tem podrocju. PreZivetvene
krivulje, s katerimi so predstavljeni ti rezultati, so pokazale mocnejsi
negativen vpliv 5 % izvleCkov obeh ajd v primerjavi z 2,5 % za vse testirane
vrste, vendar v primerjavi s kontrolo z vodo tretiranje z izvlecki ni bilo vedno
statisticno znacilno razli¢no. Nasprotno so se dolZine korenin pri vseh vrstah
in pri vseh tretmajih znizale. Obe vrsti ajde tako zaviralno vplivata na zgodnji
razvoj kalic in zato predstavljata potencial za uporabo pri zatiranju invazivnih
tujerodnih vrst.
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In our research we tried to combine two phenomena — strong allelopathic
activity of two buckwheat species and high invasiveness of a few selected
invasive alien species in Slovenia. Allelopathic effect of two extract
concentrations (2.5 and 5 %) from two buckwheat species (common and
Tartary) on invasive species Canadian horseweed, annual fleabane, Canadian
and giant goldenrod has been assessed with several parameters, in most part
with a germination test, where we observed germination and opening up of
cotyledons, and root length of two weeks old seedlings. We compared
treatments with control on distilled water and we also performed the test with a
positive control with common lettuce. To analyse the results we used a rarely
used statistical method in these type of research log-rank test, which does
represent a great potential in this field. Survival curves, which represent the
obtained results, showed stronger negative effect of 5 % extract in comparison
to the one of 2.5 % for all tested species, although in comparison to the
negative control, treatments with extracts have not been always statistically
significantly different. To the contrary root lengths of all the species were
shortened when being treated. Both buckwheat species do restrain the early
development of seedlings and therefore represent a potential for use in invasive
alien species management.
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1 uvoD

V zadnjih desetletjih je prislo do razmaha raziskav o pojavljanju, Sirjenju in ekologiji
tujerodnih invazivnih rastlin ter posledicno o metodah preprecevanja naselitve, Sirjenja ter
kontrole in izkoreninjenja Ze vzpostavljenih populacij. Te informacije z nekoliko zamude
dosegajo tudi §irSo javnost, predvsem v primerih invazivnih rastlin, ki poleg negativnih
ucinkov na okolje lahko povzrocajo tudi ekonomsko skodo (v kmetijstvu, gradbenistvu) ali
Skodujejo zdravju (alergije, vnetja).

Podobno v zadnjih desetletjih dozivlja mocan porast priljubljenost sonaravnih nacinov
kmetovanja in gospodarjenja z okoljem, ki med drugim narekujeta zmanjSano rabo
sinteti¢nih pesticidov ali celo njihovo opustitev. Ker pleveli in invazivne rastlinske vrste Se
vedno povzrocajo gospodarsko skodo, se je izkazalo, da je treba iskati alternativne nacine
njihovega zatiranja oz. unicevanja. Pokazalo se je, da nekatere rastline moc¢no (negativno)
vplivajo na rast drugih rastlin. Ene takih so tudi vrste iz rodu Fagopyrum (Xuan in
Tsuzuki, 2004), med katerimi sta najbolj poznani in raziskovani F. esculentum ali navadna
ajda in F. tataricum ali tatarska ajda in sta tako morebitna kandidata za uporabo kot
naravni herbicid. Obe vrsti sta Ze dolgo v uporabi tako za prehrano ljudi kot v zdravilne
namene, obenem pa so kmetje ze pred stoletji ugotovili zaviralni u¢inek ajd na rast
plevelov. Vpliv nekega organizma na rast in razvoj nekega drugega organizma (sensu lato)
imenujemo alelopatija (Rice, 1984, cit. po Iderjit in Nilsen, 2003).

V ajdi so bili odkriti mnogi sekundarni metaboliti, ki se jim pripisuje tako zdravilne kot
tudi/ali alelopatske ucinke (Li in Zhang, 2001; Wijngaard in Arendt, 2006). Nas je zanimal
predvsem ucinek vodnega izvlecka omenjenih vrst ajde na kalitev semen in zgodnji razvoj
kalic izbranih invazivnih vrst rastlin, med katerimi se mnoge obnasajo podobno kot pleveli
- S0 pionirske rastline, ki med sekundarno sukcesijo med prvimi naselijo motena obmogja,
in nato zaradi gostih sestojev onemogocajo postopno naselitev domorodnih rastlinskih vrst.
Zaradi razlicnih vzrokov, kot so opuscanje kmetijskih povrSin, gradnja cest in druge
infrastrukture, nedokoncanje gradbenih nacrtov zaradi finan¢ne krize itn. je motenih
rastiS¢, primernih za sekundarno sukcesijo, veliko in jih invazivke z dobrimi strategijami
za razSirjanje hitro naselijo (Lonsdale, 1999). Kot tujerodne vrste, ki imajo ustrezne
lastnosti, da postanejo invazivne, se na takih mestih Se dodatno razvijajo in evolucijsko
spreminjajo ter lahko za¢nejo prodirati tudi v naravna rastiS§¢a domorodnih vrst, kar takim
ekosistemom povzroci veliko Skode. 1z vec¢ razlogov je zato iskanje novih metod za nadzor
in zatiranje invazivnih vrst rastlin pozitivno in mora biti spodbujano, skupaj z osveScanjem
javnosti o tej problematiki (Holt, 2009)
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Glavni namen te naloge je preveriti, ali ima ajda sposobnost zavirati kalitev in rast izbranih
invazivnih rastlin, da bi se jo v tem primeru lahko v prihodnosti uporabljalo za njihovo
zatiranje.
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2 PREGLED OBJAV

21 ALELOPATUNA

Alelopatijo lahko definiramo kot vpliv neke rastline na rast in razporejenost drugih rastlin s
sproscanjem kemicnih spojin v okolje (Rice, 1984, cit. po Iderjit in Nilsen, 2003). Taka
Siroka definicija zajema tako negativne kot pozitivne vplive med rastlinami, se pa izraz v
vecini primerov uporablja predvsem za negativne vplive.

Alelopatijo v zadnjih desetletjih prepoznavajo kot eno od alternativ kemi¢nemu zatiranju
plevelov (Tesio in Ferrero, 2010). Za ta namen so nedvomno uporabne predvsem tujerodne
rastline, ki se s tarénimi rastlinami, proti katerim je usmerjeno delovanje alelopatskih
snovi, niso skupaj evolucijsko razvijale (koevoluirale) in slednje posledicno nimajo
razvitih obrambnih mehanizmov (Callaway in Ashehoug, 2000; Inderjit et al., 2011).
Posebej primerne so t. i. pokrovne poljs¢ine (ang. “cover crops”), katerih prvotna funkcija
je prekrivanje prsti, ko na zemljiScu ni glavnih polj$¢in. Pokrovne poljs€ine morajo biti
izbrane glede na glavno polj$¢ino in poleg zatiranja plevelov varujejo prst pred erozijo,
ohranjajo vlaznost, povecujejo vsebnosti mineralov (oz. vsaj preprecujejo spiranja teh),
produkcijo biomase in posledi¢no koli¢ino organske komponente tal ter so lahko vir krme
za zivali (Caamal-Maldonado et al., 2001; Norsworthy, 2004; Tesio in Ferrero, 2010; Brust
et al., 2014). Kot eno dobrih alternativ za ze uveljavljene pokrovne polj$¢ine v osredn;ji
Evropi se je izkazala tatarska ajda (Fagopyrum tataricum), ki kot manj zahtevna poljs¢ina
zaradi hitre rasti in kopicenja velike koli¢ine suhe mase (poleg alelopatskih spojin)
relativno moc¢no zavira rast plevelov (Brust et al., 2014)

Alelopatske snovi, ki jih doloena rastlina proizvaja, nimajo izklju¢no funkcije
neposrednega zaviranja rasti organizmov v bliZini, temve¢ lahko vplivajo tudi na obrambo
rastline, vezavo mineralnih hranil in na sestavo organizmov v prsti (Inderjit et al., 2011). V
okolju se te snovi pojavijo zaradi spiranja iz listov, izlo¢anja iz korenin, hlapenja
(volatilizacije), razgradnje opada donorske rastline itd. (Reigosa et al., 1999; Khanh,
2005). Snovi, ki se jim pripisuje alelopatsko delovanje, spadajo v razli¢ne skupine glede na
kemi¢no zgradbo: fenoli (predvsem fenolne kisline), flavonoidi (rutin, kvercetin), terpeni
(nekateri monoterpeni), duSicne spojine (alkaloidi, glukozinolati), kinoni (juglon) itd.
(Reigosa et al., 1999; Weir et al., 2004; Khanh et al., 2005; Rac, 2013). Zaradi kemicne
raznolikosti teh snovi te delujejo na razli¢ne procese v rastlinah, recimo na fotosintezo,
dihanje, vodno in hormonsko ravnotezje (Soltys et al., 2013).
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Ena najbolj dokumentiranih alelopatskih vrst rastlin je ¢rni oreh (Juglans nigra), pod
katerim netopna snov juglon ostaja v prsti (se ne spira) in se kopici ter deluje moc¢no
zaviralno na rast in razvoj mnogih vrst rastlin (Tesio in Ferrero, 2010). Fizioloski stresni
odgovori zaradi izpostavljenosti alelopatskim snovem ali drugim stresnim dejavnikom so si
lahko precej podobni (Lovett 1989, cit. po Tesio in Ferrero 2010).

Zanimivo tezo je zapisal Harper (1994, cit. po Inderjit in Nilsen, 2003), ki se glasi: "Almost
all species can, by appropriate digestion, extraction and concentration be persuaded to
yield a product that is toxic to one species or another.” Torej, iz skoraj vseh vrst je s
primerno obdelavo, ekstrakcijo in koncentracijo mozno pridobiti snov, ki bo toksi¢na za
neko drugo vrsto. Pa vendar nekatere rastline izkazujejo mocénejse alelopatsko delovanje.
Ene takih so tudi vrste rodu Fagopyrum.

2.1.2 Ajda (Fagopyrum spp.)

Divje rasto¢ih vrst v rodu Fagopyrum je okrog 16 (Ohnishi, 2004), vendar se v prehrani
uporablja in v ta namen tudi prideluje le tri - enoletni: navadna ajda (Fagopyrum
esculentum Moench) in tatarska ajda (F. tataricum (L.) Gaertner) ter trajna ajda vrste F.
cymosum (Trev.) Meissn. (Stojilkovski et al., 2013). Za center diverzitete vrst rodu
Fagopyrum velja juzna Kitajska, kjer je ve¢ vrst tudi endemnih, divje rastoce ajde pa so
raz$irjene tudi v sosednjih drzavah vse do Pakistana (Ohnishi, 1998). Najve¢ navadne ajde,
F. esculentum, pridelajo v Rusiji in na Kitajskem, sledijo jima Ukrajina, Francija in ZDA
(FAO, 2015).

Semena ajd se uporabljajo na podobne na¢ine kot semena zit, vendar pa je prehranska
vrednost precej drugacna: Skrob iz ajdinih semen je slabSe in pocasneje prebavljiv, izmed
aminokislin, iz katerih so zgrajene beljakovine v semenih, je 9 esencialnih, vsebnosti
mineralov in nekaterih vitaminov so vi§je kot v semenih ostalih zit. F. tataricum v
primerjavi s F. esculentum vsebuje ve¢ mineralov in vitaminov kot tudi flavonoidov (rutin,
kvercetin) (Wijngaard in Arendt, 2006). Obenem pa ajda ne vsebuje glutena, zaradi Cesar
je ena boljsih alternativ za bolnike s celiakijo (Li in Zhang, 2001; Wijngaard in Arendt,
2006). Za zivila iz ajde niso primerna le semena, ampak tudi zeleni deli rastlin - listi in
mladi poganjki kot dodatek solati ali tudi toplotno obdelani, podobno kot Spinaca. Zmleti
zeleni deli rastline se lahko dodajajo zivilom za obarvanje, iz ajdine moke izdelujejo
rezance, kruh ... (za vec€ glej Kreft et al., 2003; Kreft et al., 2006). Poleg tega (in tudi zaradi
prej omenjenih lastnosti) se semena, moka in zeleni deli rastline uporabljajo tudi v
zdravilne namene za zniZevanje nivoja holesterola v krvi, zdravljenje in prepreCevanje
drugih sréno Zilnih obolenj, kot je visok krvni tlak, arterioskleroza in vensko popuscanje;
povisan vnos antioksidantov, pomo¢ pri sladkorni bolezni, pa tudi kot protivnetna droga
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(Li in Zhang, 2001; Wijngaard in Arendt, 2006; Salvamani et al., 2014). Pri obcutljivejsih
ljudeh lahko uzivanje izdelkov iz ajde povzroci alergije (Li in Zhang, 2001; Wijngaard in
Arendt, 2006) in tudi fototoksi¢ne ucinke, ko izpostavljanje soncu po uzivanju vecjih
koli¢in izdelkov iz ajde povzro¢i nastanek opeklinam podobnih simptomov na kozi
(Wijngaard in Arendt, 2006; Stojilkovski et al., 2013). Slednjo lastnost pripisujejo
kinonom fagopirinom, ki so po zgradbi in zato delovanju podobni hipericinu v
Sentjanzevki, Hypericum perforatum. Predvsem svetlopoltim ljudem zato odsvetujejo
uzivanje vecjih koli¢in zelenih delov ajde in tudi kalCkov, ki vsebujejo mnogo vec
fagopirinov kot semena (Kreft et al., 2013; Stojilkovski et al., 2013).

2.1.2.1 Alelopatija in ajda

Ajda ima znano alelopatsko delovanje (Xuan in Tsuzuki, 2004) in v ta namen jo kot
poljs¢ino za zatiranje plevelov kmetje na Japonskem Ze tradicionalno gojijo (Khanh et al.,
2005). Poleg tega je ajda uporabna tudi za t. i. zeleno gnojenje zaradi visokih vsebnosti
dusika in tudi fosforja. Slednjega z izlo¢anjem S$ibkih kislin v tleh raztaplja, torej
mobilizira, in naredi biolosko dostopnega (Xuan in Tsuzuki, 2004).

Kot snovi z alelopatskim delovanjem (uporabljene posamic¢no) so se izkazali nekateri
flavonoidi (rutin, kvercetin, +katehin, -epikatehin), fenolne kisline (klorogena, kafeinska,
feruli¢na, gali¢na), alkaloidi (fagomin, 4-piperidon) (Igbal et al., 2002; Igbal et al., 2003;
Golisz et. al., 2007a) in Se razne druge, vendar pa se po moci delovanja razlikujejo glede
na specifi¢no in totalno uc¢inkovitost ter seveda vrsto ajde, del rastline, ki je uporabljen,
vrsto taréne rastline in Se nekatere druge dejavnike. Najvecja pozornost je usmerjena v
rutin, ki se mu poleg alelopatskih ucinkov pripisuje tudi veliko uporabnost v zdravstvene
namene (Hosseinzadeh in Nassiri-Asl, 2014; Salvamani et al., 2014).

V poskusih ugotavljanja intenzivnosti alelopatskega u¢inka posameznih snovi na zaviranje
kalitve in/ali rasti rastlin je pri interpretaciji rezultatov pomembno lo¢iti med specifi¢no in
totalno aktivnostjo:

1. prva (specifi¢na aktivnost) pomeni aktivnost na enoto teze preiskovane snovi, pri
Cemer je zelo uporabna ocena "EC50” (ang. “effective concentration”), ki pomeni
koncentracijo snovi, pri kateri opazovani znak doseze polovi¢no vrednost glede na
kontrolo.

2. Druga ocena (totalna aktivnost) pa pomeni aktivnost preiskovane snovi na enoto
mase rastlinskega materiala, ki to snov vsebuje. Totalna aktivnost torej zdruzuje dve
lastnosti snovi: specificno aktivnost in koncentracijo oz. vsebnost v rastlini (Hiradate,
2004).
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Golisz et al. (2007a) so ugotovili, da ima med osmimi preiskovanimi alelopatskimi snovmi
najmoc¢nejSo specifiéno aktivnost gali¢na kislina, z vrednostjo EC50 38 mg/kg, medtem ko
je ta vrednost za rutin 88 mg/kg. Vsebnosti rutina in galicne kisline se sicer spreminjajo
skozi sezono (Metzger et al., 2010), vendar je rutin med vsemi preiskovanimi
alelopatskimi snovmi prisoten v najve¢jih koncentracijah, ne glede na preiskovani
rastlinski organ, zato mu lahko pripiS§emo najvi§jo celokupno (totalno) ucinkovitost in torej
verjetno najvecji prispevek k alelopatskemu delovanju rastlinskega materiala ajde.

2.2 INVAZIVNOST

Invazivna tujerodna vrsta ali invazivka je tujerodna vrsta, ki se je ustalila izven obmocja
naravne razSirjenosti ter povzroca spremembe v okolju in ogroza zdravje ljudi,
gospodarstvo in/ali domorodno biotsko raznovrstnost (definicija Svetovne zveze za varstvo
narave - IUCN, cit. po Kus Veenvliet in Veenvliet, 2009).

Hipotez, ki razlagajo vzroke uspesnosti tujerodnih vrst, ki postanejo invazivne, je ve¢ (glej
Uvod v Lamarque et al., 2011; Hierro et al., 2005). Ena ¢edalje bolje dokumentiranih in
zato SirSe sprejetih teorij je t. i. hipoteza novih orozij (ang. "novel weapons hypothesis”)
(Callaway in Aschehoug, 2000; Lamarque et al., 2011), ki pravi, da tujerodne rastline
predstavljajo morebitno visoko tekmovalnost zaradi svojih lastnosti, proti katerim
domorodne vrste na nimajo obrambe. Kot te lastnosti so v hipotezi misljene alelopatske
snovi (Hierro, 2005) in nekatere raziskave kazejo da lahko nekatere invazivke na novih
obmocjih razvijejo celo mocnejSe alelopatsko delovanje kot v naravnih obmocjih
razsirjenosti (Yuang, 2013).

Dovzetnost (eko)sistema za invazijo (ang. “invasibility”) je po Lonsdale (1999) odvisna
tako od prisotnosti (oz. pritiska) razmnoZevalnih struktur rastlin kot moznosti teh rastlin za
prezivetje, na kar pa vpliva ve¢ dejavnikov. Katera okolja so bolj podvrzena invazivnim
tujerodnim vrstam od drugih, je zelo teZzko dolo¢iti zaradi mnogih spremenljivk in teZav pri
pridobivanju podatkov (recimo Stevilo vseh tujerodnih vrst na nekem obmocju). Pa vendar
se je ob analizi pokazalo, da se v nekaterih okoljih, recimo kmetijska in urbana obmogja v
zmernem pasu, pojavlja vecje Stevilo tujerodnih rastlin, kot v drugih (Lonsdale, 1999). V
Sloveniji se najve¢ invazivk pojavlja na ruderalnih rasti§¢ih (Jogan, 2012: 171), kamor
lahko priStevamo tudi njivske povrsine.

Opuscena kmetijska zemljisa so posebej dovzetna za naselitev tujerodnih invazivnih
rastlinskih vrst (Bohren, 2011). Zazeljena je seveda naselitev in rast avtohtonih (pionirskih,
ruderalnih) vrst rastlin, Ceprav obravnavanih kot “"plevelne”. Zasejevanje opuscenih povrsSin
s semeni avtohtonih rastlinskih vrst lahko deluje zaviralno na rast invazivnih vrst in tudi



Kiizmi¢ F. Vpliv vodnega izvletka ajde na kalitev izbranh invazivnih tujerodnih rastlin. 7
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2015

spodbuja naselitev avtohtonih (Perry et al., 2009), vendar so taki vplivi zelo specifi¢ni
glede na vpletene vrste. Zavrta rast doloCenih vrst rastlin ni nujno le posledica delovanja
kemicnih snovi, temveC se vecja tekmovalnost izraza tudi kot uspesnost pri izkoris¢anju
virov, kot so mineralne snovi, voda in svetloba. Hitra zacCetna rast lahko tako pomeni
zasenCenje drugih vrst in posledi¢no zavrto rast (Perry et al., 2009; Lamarque et al., 2011;
Zou, 2014; Brust et al., 2014).

Upravljanje z invazivnimi vrstami lahko razdelimo na tri podrocja: (i) preprecevanje
vzpostavljanja populacij na obmocjih, kjer vrsta Se ni naseljena, (i1) izkoreninjenje rastline
z doloCenega obmocja (vklju¢no z morebitnimi semeni ali brsti pod zemljo) in (iii) nadzor,
ki zmanjSuje oz. zavira razras¢anje in razSirjanje invazivnih vrst, ne da bi bil kon¢ni cilj
iztrebljenje (Holt, 2009). V primeru, ko je neka invazivna vrsta v naravi ze zelo razsirjena
in oblikuje vecje strnjene sestoje, je popolna odstranitev iz narave praktiéno nemogoca (v
Sloveniji npr. dresniki, zlezava nedotika ob rekah, zlata rozga na Ljubljanskem barju). V
takem primeru je nujno spremljanje stanja in omejevanje nadaljnjega Sirjenja, kar pomeni
stalno aktivnost in tudi stalne stroske, vrste pa zaradi semen in/ali brstov v tleh
najverjetneje iz narave ne moremo Vv celoti odstraniti (Jogan et al., 2012: 178; Holt, 2009).

Odstranjevanje invazivnih rastlin je poseg, ki se ga lahko lotimo na ve¢ nacinov. Katerega
bomo izbrali, je odvisno od ve¢ dejavnikov, kot so vrsta invazivne rastline, okolje, v
katerem raste, velikost njene populacije itd. Prva moznost je fizi¢no odstranjevanje (rocno
ali strojno - puljenje, izkopavanje, kosnja, prekrivanje; nadzorovan pozig), potem kemic¢no
(uporaba herbicidov) ali tudi bioti¢no (vnos naravnih Skodljivcev) (Holt, 2009; Baci¢ in
Frajman, 2009; Jogan et al., 2012: 178-179). Ne glede na uporabljeno metodo
odstranjevanja je treba obmod¢je nadzorovati Se nekaj rastnih sezon po posegu (Jogan et al.,
2012: 179).

2.2.1 lzbrane invazivne vrste

Vse §tiri taréne invazivne tujerodne vrste, ki smo jih izbrali za na$ poskus, spadajo v
druZino koSarnic (Asteraceae), poddruzino Asteroideae (Nikoli¢, 2013). Kot je znacilno za
vecino koSarnic, se te vrste razSirjajo z vetrom, ¢emur so prilagojene tudi razSirjevalne
enote. Te niso le plodovi, ki so oreSki (pri koSarnicah imenovani rozke), ampak pri
razsirjanju pomembno sodeluje tudi ¢aSa, imenovana kodeljica (papus) (Nikoli¢, 2013).
Naravno obmocje raz§irjenosti nasih izbranih vrst je Severna Amerika. Zaradi tamkaj$njih
podnebnih razmer imajo te rastlinske vrste Ze v osnovi ve¢ji potencial za naturalizacijo in
kasneje morebitno invazijo v podnebno podobnih predelih sveta, kot sta Evropa in vzhodna
do jugovzhodna Azija (Jogan in Kus Veenvliet, 2012). Med severnoameriSkimi
invazivnimi vrstami iz druZine koSarnic je bil ugotovljen sploSno razSirjen alelopatski
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potencial, ki jim skladno s hipotezo novih orozij zelo verjetno pomaga pri invazivnosti (Ni
etal., 2012).

2.2.1.1 Conyza canadensis - kanadska hudoletnica

V Sloveniji se je pojavila kot plevel sredi 18. stoletja (Scopoli, 1760, cit. po Jogan, 2012),
zane§ena pa je po vsem svetu (Weaver, 2001). Je zimska/poletna® enoletnica, ki se
razmnozuje le s semeni. V svetovnem merilu je plevel med mnogimi poljS¢inami,
predvsem na poljih brez oranja oz. s trajnostnim upravljanjem (sadovnjaki, opus¢ena polja
...), uspeva prav tako na robovih cest, zelezniskih tirov, na motenih naravnih rastis¢ih (jase
in poseke v gozdovih) in v urbanih obmoc¢jih (Weaver, 2001). Obilica semen, ki jih na
vecje razdalje raznaSa veter bolj ucinkovito od mnogih drugih vrst koSarnic (Andersen,
1993; Weaver, 2001), in zacetek rasti rozete jeseni in s tem visoka tekmovalnost pri rasti
spomladi sta pomembna dejavnika uspesnosti te vrste. Vrsta je samooprasevalna, semena
ob zrelosti niso dormantna, potrebujejo pa svetlobo, da lahko kalijo. Kemi¢no jo je najbolje
zatirati s herbicidi pozno jeseni ali zgodaj spomladi, ko so rozete Se majhne, a metabolno
aktivne, mehani¢no pa se z oranjem jeseni ali spomladi uspesno zmanjSuje vzpostavitev
sestojev. C. canadensis je sicer ze pokazala odpornost na dolocene herbicide (Weaver,
2001). Za njeno zatiranje so ze ugotovili tudi alelopatski potencial vrste Secale cereale
(Weaver, 2001).

2.2.1.2 Erigeron annuus - enoletna suholetnica

V Evropi se je ta vrsta razsirila v naravo v 2. polovici 18. stoletja, v Sloveniji je bila prvi¢
zabelezena sredi 19. stoletja (Bacic, 2008). Je zimska enoletnica, ki prezimi v obliki rozete
in zacveti naslednjo sezono (Stratton, 1992). Zunaj obmoc¢ja naravne razsirjenosti uspeva
na ruderalnih mestih: ob cestah, v okolici hi§, na gradbisc¢ih, opuScenih kmetijskih
povrsSinah, pa tudi na suhih do vlaZznih travis¢ih (Baci¢, 2008; Walker et al., 2015). V
Sloveniji je v zadnjih letih traviS¢a Ze marsikje prerasla (Jogan, 2012: 174). E. annuus se
zakoreninja do 1 m globoko in po ko$nji ponovno poZene, poganjki pa lahko cvetijo ze pri
10 cm viSine. Semena med rastjo pokoSenih rastlin so laZja, slabSe in manj enakomerno
kaljiva, plodovi pa bolj spremenljivi po velikosti in obliki, kar v kon¢ni fazi morda poveca
prilagodljivost rastline (Baci¢, 2008; Yong et al., 2015).

! Zimske enoletnice skalijo jeseni, prezimijo v vegetativni fazi in zacvetijo ter odmrejo spomladi
oz. poleti. Poletne enoletnice zaklju¢ijo nadzemni zivljenjski krog v isti sezoni - v toplih mesecih,
brez obdobja mirovanja (Gurevitch et al., 2002: 171)
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2.2.1.3 Solidago canadensis - kanadska zlata rozga in Solidago gigantea - orjaska zlata
rozga

V Evropi sta bili ti dve vrsti zlate rozge v naravi prvi¢ najdeni v 19. stoletju, v Sloveniji pa
orjaSka zlata rozga sredi 19. stoletja in kanadska zlata rozga sredi 20. stoletja (Strgulc
Krajsek, 2008.). V Severni Ameriki vrsti uspevata na gozdnih robovih, ob cestah in na
motenih rastis¢ih, kamor se hitro razsirjata. V Evropi sta kot tujerodni vrsti pogosti na
ruderalnih mestih: ob Zelezniskih progah in cestah, na opuScenih njivah in drugih
povrsinah, kjer je ¢lovek odstranil vegetacijo, pa tudi na gozdnih robovih, na posekah ter
na bregovih vodotokov (Strgulc Krajsek, 2008).

Na rastlinah se razvije ogromna koli¢ina rozk, ki jih veter lahko raznese precej dalec¢
naokrog (Strgulc Krajsek, 2008). Obe zlati rozgi sta zelnati trajnici. Prezimi korenika, ki
sluzi tudi vegetativnemu razmnozevanju, zaradi katerega vrsti tvorita zelo goste sestoje, ki
so trajni, v njih pa ne more uspevati nobena druga rastlinska vrsta (Strgulc Krajsek, 2008).
Uporaba socvetij kot okras za rezano cvetje ali izruvanje rastline v ¢asu cvetenja Se ne
preprecita plodenja, saj se hranila iz zelenih delov preusmerjajo v nastanek in zorenje
plodov. Ko se te dele zavrze, so semena viabilna in se plodovi lahko razsirjajo, zato je za
preprecevanje razsirjanja ob odstranjevanju zlatih rozg treba nadzemne dele uniciti (Guo et
al., 2009). S kosnjo dvakrat letno (pred in tik pred cvetenjem) rastline zaradi podzemnih
brstov ne uni¢imo, zmanj$amo pa Stevil¢nost poganjkov (Baci¢ in Frajman, 2009: 39).

2.3 UPRAVLIJANJE Z INVAZIVNIMI TUJERODNIMI RASTLINAMI S POMOCJO
ALELOPATSKIH SNOVI

Potencial zatiranja invazivnih vrst rastlin s pomocjo alelopatskih snovi preizkusajo na
razli¢nih tako tar¢nih kot donorskih rastlinah, vendar v nobeno od teh raziskav, vsaj po
naSem vedenju, niso bile vkljuene naSe izbrane tar¢ne rastlinske vrste. Po drugi strani so
veliko bolj pogoste raziskave, ki se ukvarjajo z ravno obratno smerjo alelopatskega
delovanja, to je vpliv alelopatskega delovanja invazivnih rastlin na domorodne vrste
(Abhilasha et al., 2008). Namen teh raziskav je potrditi hipotezo novih orozijh, kot mozen
prispevek k lastnostim invazivnih vrst, s katerimi te tako uspesno osvajajo nova obmocja.

Zaviranje kalitve in zgodnjega razvoja kalic lahko predstavlja mo¢no orodje nadzora
populacij invazivnih tujerodnih rastlin, predvsem tistih vrst, ki se razsirjajo izklju¢no (ali v
vecjl meri) s semeni.
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2.3.1 Kalitev

Pogledov na to, kaj kalitev sploh je, je ve¢, odvisno tako od podrocja znanosti oziroma
vrste stroke kot od posameznega avtorja definicij (glej Nonogaki et al., 2007: 264).
"Kalitev se za¢ne s privzemom vode v mirujoce suho seme in se zaklju¢i s prodrtjem
radikule skozi tkiva, ki obkroZajo zarodek.” (Bewley in Black, 1994, cit. po Debeaujon et
al., 2007: 29). Da do tega procesa sploh lahko pride, mora seme prekiniti dormanco, ki pa
ni prisotna pri semenih vseh vrst.

Prvi pogoj za zaletek kalitve je torej privzem vode (imbibicija). Do tega pride zaradi
gradnikov semena, ki po povsem fizikalnih nacéelih zaradi negativnega vodnega potenciala
matriksa vezejo vodo, zato pride do privzema vode tako pri Zivih kot nezivih semenih
(Salisbury in Ross, 1992: 61-63; Bewley, 1997). V zivih semenih se kmalu, Ze nekaj minut
po ponovni hidraciji, mo¢no poveca stopnja metabolizma in porabe kisika. V naslednji, 2.
fazi kalitve se tako privzem vode kot stopnja metabolizma ne povecujeta veliko, saj se do
ravnotezne stopnje hidrirata tako simplast kot apoplast, difuzija kisika pa je zaradi
omejitev teste in morda osemenja pocasna oz. doloCena z zmoznostjo difuzije in ne
razpolozljivostjo substrata (Bewley in Black, 1985: 136-137). Potekajo pa v tej fazi razvoj
mitohondrijev, razgradnja zaloZznih snovi, sinteza potrebnih encimov itd. S€asoma tako
zacne rasti tudi sam kalcek, katerega radikula prodre skozi zmeh¢an morebiten endosperm
in testo, ¢emur simultano sledi ponovni hiter privzem vode in mocan dvig oksidativnega
metabolizma (Bewley in Black, 1985: 136-137; Bewley, 1997). S tem se po prej podani
definiciji konca kalitev (sensu stricto) in pri¢ne rast kalc¢ka. Rast kal¢ka do te faze se
ponavadi ne dogaja na racun delitve celic temve€ le privzema vode. Rast na oba nacina se
pri¢ne Sele po kalitvi sensu stricto (Bewley, 1997).

V raziskavah vpliva razli¢nih okoljskih dejavnikov na kalitev semen ucinke ocenjujejo z
razlicnimi znaki, med katerimi sta najpogostejsa hitrost kalitve in konéni odstotek kalitve
(Chiapusio et al., 1997). Alelopatske snovi lahko preko vplivanja na dihanje in vodno
ravnotezje spreminjajo potek kalitve (Soltys et al., 2013).

2.3.2 Log-rank test

Redko uporabljen, a s potencialom za raziskave kalitev, je log-rank test, ki med sabo
primerja krivulje, ki jih dajo rezultati v odvisnosti od ¢asa. Log-rank test je najpogoste;jsi
statisti¢ni test, ki primerja krivulje, kjer podatki predstavljajo t. i. ¢as do dogodka (ang.
“time-to-event”) (Kleinbaum, 2005; Hopkins, 2014). V nekem doloc¢enem obdobju trajanja
poskusa se za vsak osebek posebej zabelezi ¢as, ko opazimo spremembo, ki nas zanima.
Pri zbiranju tega tipa podatkov ni nujno, da se dolo¢en znak zabelezi za vsak posamezen
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osebek, saj je (i) obdobje spremljanja dogajanja omejeno in (ii) ker lahko dolo¢eni osebki
izpadejo iz raziskave pred njenim koncanjem (pri klini¢nih testiranjih ne sledijo
protokolom, umrejo, odstopijo od raziskave ipd.). Ravno zaradi tega so ti tipi podatkov
(lahko) t. i. desno cenzurirani in zahtevajo posebno statisticno obdelavo (Kleinbaum, 2005;
McNair, 2012; Hopkins, 2014). Analiza takega tipa podatkov je dale¢ najbolj pogosta v
raziskavah na podro¢ju medicine, kjer je pomembno dolociti ¢as do okuzbe, ¢as do smrti
ipd., ko se recimo primerja nova zdravila s starimi ali uporabo nekega zdravila v primerjavi
s placebom (Hopkins, 2014). Podoben tip podatkov je mogoce spremljati tudi pri nekaterih
ekoloskih raziskavah, recimo pri oceni vplivov toksicne hrane na prezivetje zivali (da Silva
et al., 2010), oceni dovzetnosti poljs¢in za Skodljivce (Navia, 2014) ter pri testih kaljivosti
(McNair, 2012), kar smo storili tudi mi.

24  HIPOTEZE

Ker ob pregledu literature nismo zasledili podatkov o vplivu ajde na kalitev in/ali rast
invazivnih rastlin in ker glede na podatke iz literature obstaja velika verjetnost, da imata
izbrani vrsti ajde to sposobnost, smo Zeleli testirati naslednji hipotezi:

1. Navadna in tatarska ajda imata negativni alelopatski u¢inek na kalitev in zgodnji
razvoj izbranih invazivnih tujerodnih rastlinskih vrst.

2. Tatarska ajda ima mocnejSe negativno alelopatsko delovanje v primerjavi z
navadno ajdo.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1  RASTLINSKI MATERIAL

Za potrebe te naloge smo nabrali rastlinski material invazivnih tujerodnih rastlinskih vrst:
Conyza canadensis, Erigeron annuus, Solidago canadensis in S. gigantea. Nabrali smo zeli
v plodeCem stanju, od vsake vrste pa tudi zeli skupaj s podzemnimi deli kot dokazni
herbarijski material, ki je shranjen v herbariju LJU Univerze v Ljubljani. Material smo
nabrali 7. 11. 2012 v Ljubljani, v Tomacevem, Pot k Savi, na ruderalnem zemljiScu na
desnem bregu reke Save, vzhodno od Stajerske ceste na nadmorski viini 300 m n. m.

Material smo najprej posusili na sobni temperaturi in ga zatem shranili v hladnilniku pri
4 °C (s tem smo semena tudi stratificirali, da smo prekinili morebitno dormanco). S
pomocjo stereolupe smo izbrali vecje Stevilo polnih, lepo razvitih rozk testnih invazivnih
tujerodnih vrst. Pri tem smo pazili, da smo izlocili Ze na videz prazne (“jalove”) plodove.

Seme solate za pozitivno kontrolo smo kupili. Preizkusili smo semena ve¢ kupljenih sort
solate (Lactuca sativa) tako, da smo jih nakalili na z vodo omo¢enem filtrirnem papirju in
preverili njihovo kaljivost. Izbrali smo sorto 'Bionda ricciolina o di Trieste’ podjetja
Agrina, pakirano v sezoni 2014/2015, ki je najbolje kalila.

Zeli navadne (Fagopyrum esculentum) in tatarske (F. tataricum) ajde so bile Ze predhodno
nabrane in posusSene septembra 2013 (tik pred plodenjem), prva v Tacnu pri Ljubljani in
druga v Dolenjem Vrhpolju pri Rangusovem mlinu. Material je bil suSen in shranjen na
sobni temperaturi. Uporabili smo le liste z listnimi peclji, brez stebel in cvetov, saj so listi
poleg cvetov najbolj bogati z rutinom (Kalinova et al., 2006) in predstavljajo tudi vecjo
biomaso v primerjavi s cvetovi.

Liste obeh vrst ajde smo zmleli v mlincku KIKA werke M20. V napol napolnjenem
mlin¢ku smo material mleli 4-krat po 10 sekund in ga shranili v plasticne epruvete. Na
koncu dobljen material je bil zelo droben, a ne prasnat (najvecji delci veliki 2 mm).
Ponovno smo ga do uporabe shranili na sobni temperaturi.

Zmlet material vsake od vrst ajde posebej smo zamesali v destilirano vodo, v razmerju 10 g
zmletih listov / 200 ml destilirane vode. Zmes smo dali na stresalnik Gerhardt in pustili
stresati 3 ure pri 150 obratih. Po koncu stresanja smo zmes dvakrat prefiltrirali skozi grob
Whatman 520 A filter papir z nu¢iranjem. Dobljena filtrata sta predstavljala priblizno 5 %
zalozna izvlecka, ki smo ju do uporabe zamrznili na -20 °C.
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3.2  KALITVENI TEST

Izvle€¢ka navadne in tatarske ajde smo v mlaéni vodni kopeli odtalili in iz dela 5 %
izvleCkov z dodatkom enakega volumna destilirane vode pripravili e 2,5 % izvlecka
navadne in tatarske ajde.

Filtrirni papir smo izrezali v obliki krogov ustreznih dimenzij za petrijevke premera 9 cm
in ga suho avtoklavirali, zavitega v aluminijasto folijo.

Rozke invazivnih tujerodnih vrst smo na dan poskusa stresli v ¢ajne filter vrecke, jih v teh
vreCkah z namakanjem povrSinsko sterilizirali 15 minut v 3-krat red€eni 67 g/L raztopini
natrijevega hipoklorita (NaClO) ter jih potem 3-krat po 5 minut namakali v destilirani vodi,
da smo sprali ostanke NaClO. Med sterilizacijo in spiranjem smo rozke ob¢asno premesali
s stekleno palcko, da bi bile ¢imbolj enakomerno izpostavljene tekocini.

V wvsako sterilno petrijevko smo polozili en krozni filtrirni papir in ga omocili s 3 ml
destilirane vode oz. izvlecka ajde. Asepti¢no (ob ognju in z razkuZenim priborom) Smo S
pinceto nanj razporedili 25 rozk (5 vrstic po 5 rozk v razmaku priblizno 1 cm) in petrijevko
pokrili s pokrovom. Za vsak tip tretmaja smo pripravili 4 ponovitve, tako da je bilo Stevilo
rozk na posamezen tretma 100. Petrijevke smo predhodno tudi oznac¢ili.

Semena smo inkubirali v gojitvenih komorah pri 18-21 °C, 60 % vlaznosti in 16-urni
svetlobi. Vsak dan smo petrijevke pregledali pod stereolupo in zabelezili §tevilo skaljenih
semen (za znak smo upostevali jasno vidno radikulo izven teste) in Stevilo kalic s povsem
(pribl. 180°) razprtimi kli€nimi listi. Slednji znak smo spremenili pri kalitvi navadne
solate, ko je bilo dovolj razmikanje kli¢nih listov med sabo in ne razprtje do 180°, saj so
bili po naSem opazanju dolgo ujeti v testi in se dolgo niso mogli povsem razpreti. Ob
Stetju, ki smo ga opravljali med 9. in 11. uro zjutraj, smo obc¢asno v petrijevko dodali nekaj
destilirane vode, da se papir in semena niso izsusili. Propadlih rastlin med poskusom nismo
posebej oznacili/belezili.

Poskus smo pustili te¢i 12 dni. Na koncu smo kalice fotografirali ter jih zavrgli, razen v
primeru solate, kjer smo kalice shranili za analizo znakov stresa. O tem ve¢ v poglavju 3.4.

Kalitvene teste smo opravili v treh sklopih: 24. 3. 2014: Solidago canadensis in Solidago
gigantea, 13. 10. 2014: Erigeron annuus in Lactuca sativa ter 1. 12. 2014: Conyza
canadensis.

Podatke o dinamiki kalitve in razpiranja kliénih listov smo statistiéno obdelali v programu
GraphPad Prism 5 z metodo prezivetvenega testa. Statisticno znacilno razlicnost smo
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ovrednotili z Log-rank testom za trend preZivetvene krivulje za vsak tretma posebej v
primerjavi s kontrolo.

3.3  DOLZINA KORENIN

Ker smo med poskusom opazili, da so veliko bolj opazne razlike med tretmaji v dolZini in
videzu korenin kot le v hitrosti kalitve, smo ob koncu kalitvenega testa (na 12. dan) kalice
fotografirali v programu AxioVision 4.8. Na fotografijah smo izmerili dolzine najdaljsih
korenin vseh kalic testnih invazivnih tujerodnih vrst, razen pri solati, kjer so bile korenine
predolge in prevec prepletene.

Rezultate smo statisticno obdelali v programu GraphPad Prism 5 z metodo ANOVA. Za
statistiéno obdelavo smo za vsako rastlinsko vrsto meritve v posameznih petrijevkah
zdruzili po tretmajih.

3.4  VSEBNOST MALONDIALDEHIDA (MDA)

Kalice solate smo zaradi relativno velike biomase v primerjavi z ostalimi vrstami po koncu
kalitvenega testa, torej 12. dan, pripravili za nadaljno biokemijsko analizo, s katero smo
ocenili stopnjo stresa. Kalice smo osusili na filtrirnem papirju, jih po petrijevkah stehtali in
v Eppendorfovih epruvetah zamrznili v teko¢em dusiku ter jih shranili v zamrzovalniku pri
-20 °C. V terilnici smo 0,1 g sveze mase zamrznjenega vzorca strli v 1,5 ml raztopine 0,5
% 2-tiobarbituri¢ne kisline (TBA — C4H4N20,S) in 20 % triklorocentne kisline (TCA —
C,HCI30,), ki smo jo predhodno pripravili iz 0,75 g TCA, 30 g TBA in 150 ml destilirane
vode (prirejeno po Tkalec, 2007). Dobljen homogenat smo v pokritih steklenih epruvetah
30 minut segrevali na 95 °C, jih nato ohladili v ledeni kopeli in centrifugirali. Dobljenemu
supernatantu smo na spektrofotometru izmerili absorpcijo malondialdehida (MDA) pri 532
in 600 nm valovne dolZine. Vsebnost MDA smo dolo¢ili po sledeéi enacbi:

MDA/FW=x/(¢*1000*m) [uM/g] ..(D)

Kjer je:

FW=sveZa masa vzorca

X=Asg-Asoo

&= koeficient za MDA [155 mM“cm™]

m=masa vzorca [g]

Za statisticno analizo rezultatov smo uporabili metodo ANOVA v racunalniskem programu
GraphPad Prism 5.


http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C4H4N2O2S&sort=mw&sort_dir=asc
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4 REZULTATI

41  KALITVENITEST

Rezultati kalitev in razpiranja kli¢nih listov za vsako taréno vrsto posebej so prikazani v
preglednicah 1 in 2 ter na slikah 1-5.

Preglednica 1: Konéni odstotki skaljenih semen

Tarcna vrsta

Tretma L. sativa C. canadensis E. annuus S. canadensis S. gigantea
H20 99 99 83 98 100
FE25 95 99 90 97 96
FE5 91 96 80 92 98
FT25 98 95 90 98 98
FT5 96 94 80 97 95

Preglednica 2: Kon¢ni odstotki kalic z razprtimi kli¢nimi listi

TarCna vrsta

Tretma L. sativa C. canadensis E. annuus S. canadensis S. gigantea
H20 95 98 73 91 86
FE25 87 99 86 93 9
FE5 82 93 61 81 81
FT25 68 91 75 96 92
FT5 70 98 60 78 75

Na vseh grafih na slikah 1-5 je s ¢rno barvo ponazorjena kontrola (destilirana voda), manj
koncentriran izvlecek s svetlo oranzno in bolj koncentriran s temno oranzno barvo. Za
boljso ponazoritev poteka krivulj so te med sabo vodoravno nekoliko zamaknjene, da je
vidna celotna ¢rta oz. da se te ne prekrivajo. Minimalni zamiki med krivuljami tako ne
prikazujejo razlik v rezultatih, temvec¢ so prisotni zgolj za boljsi prikaz krivulj. Ti zamiki
med krivuljami so prisotni v vodoravni smeri: 1. z leve je krivulja kontrole, 2. manj
koncentriranega izvlecka in 3. bolj koncentriranega izvlecka.
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4.1.1 Lactuca sativa
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Slika 1: Rezultati kalitvenega testa z navadno solato (Lactuca sativa).

Grafa v prvi vrsti prikazujeta odstotek skaljenih semen v odvisnosti od ¢asa, v drugi vrsti grafa prikazujeta
odstotek razprtih kli¢nih listov v odvisnosti od ¢asa. Legenda:

-z "ns” so oznacene krivulje, ki niso statisti¢no znacilno razli¢ne v primerjavi s kontrolo (p<0,05),

-z "*" s0 oznacene krivulje, ki so statisti¢no znacilno razli¢ne v primerjavi s kontrolo (p<0,05),

-z "**" 50 oznacene krivulje, ki so statisticno znacilno razli¢ne v primerjavi s kontrolo (p<0,01),

-z "¥**” 50 oznacCene krivulje, ki so statisti¢no znacilno razli¢ne v primerjavi s kontrolo (p<0,001).

Trend kalitve vrste L. sativa je statisti¢no znacilno razli¢en pri vseh primerjavah (p<0,001)
(sliki 1A in 1B). V zacetku je kalitev potekala zelo hitro, prve radikule so pri kontroli iz
teste prodrle Ze 1. opazovani dan in to ze pri 60 % semen. 2. dan je skalila ze vecCina semen
(nad 90 %). Prva semena pri vseh Stirih tretmajih so skalila ravno tako 1. opazovani dan,
toda le do 10 % (oz. 20 % pri FE25). Konéni odstotek skaljenih semen je bil podoben pri
kontroli in tretmajih (> 95 %), le pri FES5 je bil nekoliko nizji (91 %) (preglednica 1). Kljub
istemu prvemu dnevu kalitve in podobnim konc¢nim odstotkom so bile med kontrolo in
posameznimi tretmaji kalitve statisticno znacilno upocasnjene.

Pri kalitvi so si krivulje kontrole, FE25 in FT25 po obliki podobne (sliki 1A in 1B). Ko so
semena zacela kaliti, se je njihovo Stevilo hitro povecevalo, proti koncu poskusa so kalila
le Se posamezna semena, vendar pa So pri tretmajih krivulje bolj polozne, kar kaze na manj
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naglo kalitev na zacetku kot pri kontroli. To so pokazale tudi statisticno znalilne razlike.
Krivulji FES in FT5 kazeta ze drugacno obliko, saj je kalitev dobila najvecji zagon Sele 2.
0z. 3. dan po prvih skaljenih semenih. Krivulja FT5 je bolj polozna kot FES5, kar kaze pri
prvi na Se moé¢nejse zaviranje kalitve.

Trend razpiranja kli¢nih listov je enako kot trend kalitve statistiéno znacilno razli¢en pri
vseh primerjavah (p<0,001) (sliki 1C in 1D). Prvi kli¢ni listi so bili razprti 3. dan pri
kontroli in vseh tretmajih, razen pri FT5, kjer so prve kalice dosegle to stopnjo dan
kontroli (95 %), nizji pri FE25 (87 %), Se nizji pri FE5 (82 %) in najnizji pri FT25 in FTS5
(68 0z. 70 %) (preglednica 2). Tudi za ta znak so rezultati v vseh primerih statisti¢éno
znacilno razli¢ni.

Pri grafih razpiranja kli¢nih listov so vse krivulje podobne oblike (sliki 1C in 1D), le da se
z veCanjem koncentracije izvleCka posamezne vrste ajde naklon v primerjavi s kontrolo
zmanj$a - razvoj je upocasnjen, na kar kazejo tudi statisti¢no znacilne razlike.

Pri kalitvi solate se je pogosto zdelo, da se kalCek znotraj teste razvija, korenina debeli in
daljsa, kli¢ni listi ravno tako podaljSujejo in tudi zelenijo, a sta se oba organa izven teste
pojavila Sele ¢ez nekaj Casa. Dogodek kalitve smo zabelezili, ko je bila radikula vidna
izven teste, razprtje klicnih listov pa smo zabelezili kot drugi znak Ze, ko sta se kli¢na lista
med sabo opazno locila (a ne povsem razprla), kar je obi¢ajno sovpadalo z zafetkom
ozelenevanja.

Pri kalitvi solate je bila v zadnjih dneh poskusa opazna tudi ve¢ja potreba po vodi -
potrebno je bilo povisano vsakodnevno dodajanje vode na filtrirni papir.
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4.1.2 Conyza canadensis
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Slika 2: Rezultati kalitvenega testa s kanadsko suholetnico (Conyza canadensis).
Grafa v prvi vrsti prikazujeta odstotek skaljenih semen v odvisnosti od ¢asa, v drugi vrsti grafa prikazujeta
odstotek razprtih kli¢nih listov v odvisnosti od ¢asa. Za razlago simbolov glej sliko 1.

Trend kalitve vrste C. canadensis je statisticno znacilno razli¢en pri vseh primerjavah
(p<0,001) (sliki 2A in 2B). Kot kazeta sliki 2A in 2B, so prva semena skalila 2. dan
opazovanja. Pri kontroli jih je takrat skalilo ze okrog 60 %, naslednji, 3. dan pa Ze nad 90
%. V nadaljnih dneh so postopoma skalila Se preostala semena. Tudi pri vseh tretmajih pod
vplivom izvleckov so prva semena skalila 2. dan, vendar je bilo takih le do 10 % (do 20 %
pri FE25). Nadalje je bila kalitev pri tretmajih bolj postopna kot pri kontroli. Konéni
odstotek skaljenih semen je padal po vzorcu H20 = FE25 > FE5 > FT25 > FTS5, pri cemer
je bil pri FT5 94 % (preglednica 1) in bi bil ob daljSem trajanju poskusa verjetno na koncu
Se vi§ji.

Trend razpiranja kli¢nih listov je statisticno znacilno razli€en pri vseh primerjavah
(p<0,001), razen za H20 vs. FE25 (sliki 2C in 2D). Razpiranje kli¢nih listov je potekalo s
podobnim trendom kot kalitev. Pri kontroli so bili prvi kli¢ni listi razprti 3. opazovani dan,
naslednji, 4. dan, je to stopnjo doseglo ze cez 60 % kalic in 5. dan Ze ¢ez 90 %. Pri
tretiranju z izvlecki so se prvi kli¢ni listi razprli en dan kasneje kot pri kontroli (4. dan).
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Kalice, tretirane s FE25, kazejo podoben trend kot kontrola (krivulja tudi ni statisti¢no
znacCilno razlicna), medtem ko je izvleCek FE5 upocasnil razpiranje kli¢nih listov.
Tretiranje s FT25 je upocasnilo razpiranje klicnih listov podobno kot FES, medtem ko ga
je izvle¢ek FTS5 najbolj zaviral in tudi najbolj znizal kon¢ni odstotek takih kalic na 89 %
(preglednica 2), ki pa bi lahko bil ob daljSem trajanju poskusa $e nekoliko visji.

Oblika vseh krivulj kaljivosti in razpiranja kli¢nih listov (slike 2A-D) je zelo podobna,
kvec¢jemu so zamaknjene v desno glede na sosednjo krivuljo; v zacetku je njihov naklon
strm in se v drugi polovici poskusa zmanjsa. Edina izjema je krivulja kaljivosti pri
tretiranju s FT5, ki doseZe najve¢ji naklon $ele 3. dan. Dobro je vidno, da bolj koncentriran
izvlecek katere koli od vrst ajde bolj zavira kalitev in razvoj kalic kot manj koncentriran,
prav tako pa tatarska ajda kaze mocnejSe alelopatske ucinke v primerjavi z navadno ajdo.

Primarne korenine, ki so pri tretiranju z izvlecki (najbolj opazno pri FT5) prodrle iz teste,
so se Ze takoj rjavkasto obarvale v obliki izrazitega rjavega obro¢a malo za koreninskim

vr§ickom; predvidevamo, da v coni podaljSevanja korenine / izrasti koreninskih laskov
(slika 6 I, M, R). Pri kontroli so bile korenine bele (slika 6 A).
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4.1.3 Erigeron annuus
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Slika 3: Rezultati kalitvenega testa z enoletno suholetnico (Erigeron annuus).
Grafa v prvi vrsti prikazujeta odstotek skaljenih semen v odvisnosti od ¢asa, v drugi vrsti grafa prikazujeta
odstotek razprtih kli¢nih listov v odvisnosti od ¢asa. Za razlago simbolov glej sliko 1.

Trend kalitve vrste E. annuus je statisti¢no znacilno razli¢en pri H20 vs. FT5 (p<0,05), ni
pa statisti¢no znacilen pri ostalih primerjavah (p<0,05) (sliki 3A in 3B). Prve kalitve smo
opazili 3. dan, in sicer pri kontroli ter tretmajih FE25 in FT25. Kon¢ni odstotek skaljenih
semen pri teh dveh tretiranjih je bil ob koncu poskusa 90 % in tako nekoliko visji od
kontrole, kjer je dosegel 83 %. Prve kalitve pri bolj koncentriranih izvle¢kih FE5 in FT5
smo opazili en dan kasneje, torej 4. dan, kon¢ni odstotek skaljenih semen je bil 80 % in
tako nekoliko nizji v primerjavi s kontrolo, kjer je dosegel 83 % (preglednica 1).

Krivulje kalitve (sliki 3A in 3B) tako kontrole kot tretmajev kazejo nekoliko hitrejSo
kalitev v zaCetku poskusa, ki se postopoma zmanjSuje. V primerjavi s prej obravnavanima
vrstama je kalitev v zaCetku precej poCasnejSa. Krivulji tretmajev s 5 % izvleCkoma sta
zamaknjeni v desno v primerjavi s kontrolo, medtem ko se krivulji tretmajev z 2,5 %
izvleCkoma v 1. polovici poskusa ve¢inoma prekrivata s krivuljo kontrole, v 2. polovici pa
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odstotki postanejo visji kot pri kontroli, saj je krivulja kalitve pri teh tretmajih nekoliko
bolj strma. Razlike sicer niso statisti¢no znacilne.

Trend razpiranja kli¢nih listov je statisticno znacilno razli¢en pri primerjavah H20 vs.
FE25 in H20 vs. FT5 (p<0,01), H20O vs. FE5 (p<0,05), ni pa pri H20 vs. FT25 (p<0,05)
(sliki 3C in 3D). Postopno pocasno razpiranje kli¢nih listov se je pri pri FE25 zacelo 3.
dan, pri kontroli in FT25 4. dan, in pri bolj koncentriranih izvleckih FES in FTS5 5. dan. Pri
slednjih tretmajih je bila tudi kalitev za 1 dan zakasnjena v primerjavi s kontrolo. Tako kot
pri kalitvi je tudi koncni odstotek kalic z razprtimi listi bil visji pri tretmajih z manj
koncentriranim izvle€¢kom (FE25 86 % in FT25 75 %) v primerjavi s kontrolo, kjer je bil
73 %, medtem ko sta tretiranji s FE5 in FT5 ta odstotek znizala na 61 oz. 60 %
(preglednica 2).

Krivulje razpiranja kli¢nih listov (sliki 3C in 3D) so drugacnih oblik kot krivulje kalitev.
Krivulje kontrole in tretmajev z 2,5 % izvleCkoma imajo Se nekoliko bolj strm osrednji del
(krivulja tretmaja FE25 najbolj o€itno), ki kaZe hitrej$i razvoj kot na zacetku in proti koncu
krivulje, a je ta veliko manj izrazit kot pri krivuljah kalitve. Krivulji razpiranja klicnih
listov pri tretmajih FE5 in FT5 pa sta skoraj linearni, kar kaze na povsem enakomeren
(torej zavrt) razvoj kalic brez hitrejsih delov v sredini. Obe sta tudi statisti¢no znacilno
razliéni v primerjavi s kontrolo.

Pri vrsti E. annuus je na vseh grafih (3A-D) vidna hitrejsa kalitev in razpiranje kli¢nih
listov tretmajev s koncentracijami izvleckov 2,5 % v primerjavi s kontrolo (Ceprav
statisticno znacilno razli¢no le v enem primeru). Krivulje tretmajev s 5 % izvleckoma ajd
so zamaknjene v desno v primerjavi s kontrolo in so od te vse tudi statisticno znacilno
razli¢ne, kar pomeni, da 5 % izvlecek upocasni potek kalitve in zgodnjega razvoja. lzjema
je le krivulja kalitve tretmaja FES5.

Pri vrsti E. annuus se je (verjetno zaradi majhnih rozk) pogosto zdelo, da je bil ves kal¢ek
naenkrat izven teste, da torej ni korenina prva in bi ji sledil Se preostali del kalcka. Morda
gre za tezjo zaznavo primarne korenine, ki je v zacetku bela kot papir in zelo kratka, morda
pa je bilo tudi objektivno tako, saj je bil filtrirni papir, omocen z izvlecki, rjave barve in bi
bela barva zato izstopala.



Kiizmi¢ F. Vpliv vodnega izvletka ajde na kalitev izbranh invazivnih tujerodnih rastlin. 22
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2015

4.1.4 Solidago canadensis

1004 1004 "
A B —n
80+ 80
- 60 — 601
i — —— Kontrola (H;0) 3 — Kontrola (H;0)
2 2
T 404 I = 25%F esculenium g 407 o 25% F tataricum
4 2
20 ~e 5 % F esculentum 20- ~~ 5% F. tataricum
0 - T T T T J 0 s T T T T \
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 . 6 8 10 12
Cas [dnevi] Cas [dnevi]
100 —— Kontrola {Hy0) 51§ 100, —— Kontrola (HO) g
§ 80+ o 25% F asculentur .—l] t § 80 = 25% F. tataricum . t .
2 ~e~ §% F esculentumn ‘7J 2 -~ 5% F tataricum lr*'#
= 60+ = 604 J :
S c S D
o 407 o 407
£ £
Q. Q. -
& 201 g 20 ,J
0 ‘ . . 0 y = . ; ;
0 2 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Cas [dnevi] Cas [dnevi]

Slika 4: Rezultati kalitvenega testa s kanadsko zlato rozgo (Solidago canadensis).
Grafa v prvi vrsti prikazujeta odstotek skaljenih semen v odvisnosti od ¢asa, v drugi vrsti grafa prikazujeta
odstotek razprtih kli¢nih listov v odvisnosti od ¢asa. Za razlago simbolov glej sliko 1.

Trend kalitve vrste S. canadensis je statisti¢no znacilno razli¢en pri primerjavah H20 vs.
FE25, H20 vs. FE5 in H20 vs. FT5 (p<0,001) ter za H20 vs. FT25 (p<0,05) (sliki 4A in
4B). Kalitev je bila upocasnjena tako pri tretiranju z 2,5 % izvleckoma ajd v primerjavi s
kontrolo, Se bolj pa s 5 % izvleckoma. Razlike so tudi statisticno znacilne.

Pri vseh tretmajih in kontroli so bile prve kalice opaZene 2. dan, maksimalno vrednost so
pri kontroli dosegle 7. dan in pri FE25 in FT25 8. dan, pri bolj koncentriranih izvleckih pa
so semena kalila postopoma do konca poskusa. Prav tako kot enak prvi dan zabeleZene
kalitve, so bili kon¢ni odstotki skaljenih semen podobni (97-98 %) z izjemo tretmaja FE5,
kjer je bil nekoliko nizji (92 %) (preglednica 1). Kljub temu so krivulje vseh tretmajev
statisti¢no znacilno razli¢ne v primerjavi s kontrolo.

Krivulje kalitve (sliki 4A in 4B) z zafetnim strmim naklonom kaZejo na hitro zacetno
kalitev, ki se v drugi polovici poskusa upocasni. Krivulja kontrole ima najvecji naklon,
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krivulje tretiranj z 2,5 % izvlecki so zamaknjene nekoliko v desno in krivulje tretiranj s 5
% 1zvlecki Se bolj. Vse so statisticno znacilno razli¢ne v primerjavi s kontrolo.

Trend razpiranja kli¢nih listov je statisticno znacilno razli¢en pri primerjavah H2O vs.
FT25, H20 vs. FE5 (p<0,001), H20 vs. FT5 (p<0,05), ne pa pri H20 vs. FE25 (p<0,05)
(sliki 4C in 4D). Vpliv ekstraktov na trend razpiranja kli¢nih listov ni tako jasen. Pri
tretmaju FE25 ni statisticno znacilnih razlik, medtem ko izvle¢ek FT25 statisticno znacilno
pospesuje razpiranje. Bolj koncentrirana izvlecka FES in FTS5 statisticno znacilno zavirata
razpiranje kli¢nih listov.

Prve razprte klicne liste smo pri vseh tretmajih in kontroli opazili 4. dan, je pa bil kon¢ni
odstotek kalic v tej fazi za razliko od kalitve pri obeh bolj koncentriranih izvleckih - FE5 in
FT5 manjsi, in to za vsaj 10 % (preglednica 2), vendar bi morda ob daljSem trajanju
poskusa odstotek prav tako dosegel podobne vrednosti kot pri ostalih tretmajih. Konéna
odstotka kalic z razprtimi klicnimi listi pri FE25 in FT25 sta bila nekoliko vi§ja od kontrole
(preglednica 2).

Krivulje razpiranja kli¢nih listov se po obliki razlikujejo od krivulj kalitve (slike 4A-D).
Prve za razliko od slednjih nimajo zaetnega strmega naklona, ki bi se proti koncu poskusa
uravnal (izjema je tretma FT25, ki je pospesil razvoj v primerjavi s kontrolo), temvec so
krivulje kontrole in tretmajev FE25 in FT5 po obliki skoraj linearne, kar kaze na zavrt
razvoj kalic. Po obliki najbolj izstopa krivulja tretmaja FE5, ki v zaetku poskusa kaze
upocasnjen razvoj kalic, ki se proti koncu pospesi.

Pri vrsti S. canadensis grafi na slikah 4A-D kazejo, da je kalitev ob tretiranju s katerim
koli izvleckom zavrta, razpiranje kli¢nih listov pa le ob tretiranju s 5 % izvleckoma.
Tretiranje z izvleckoma z 2,5 % koncentracijo je razvoj pospesilo.

9. dan so bile kalice pri tretmaju FE25 v petrijevki Stevilka 3 ovenele zaradi suhega
filtrirnega papirja, zato tisti dan rezultatov nismo zabelezili, saj ne bi bilo mogoce dolo¢iti
Stevila kalic z razprtimi kli¢nimi listi. Predvidevamo, da to ni imelo vpliva na statisti¢éno
obdelavo, saj analiza predvideva takSne dogodke oz. omogoc¢a ne povsem linearen vnos
podatkov. Krivulje na slikah 4A in 4C ne kazejo opaznih anomalij, ki bi jih lahko pripisali
temu.
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4.1.5 Solidago gigantea
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Slika 5: Rezultati kalitvenega testa z orjasko zlato rozgo (Solidago gigantea).
Grafa v prvi vrsti prikazujeta odstotek skaljenih semen v odvisnosti od ¢asa, v drugi vrsti grafa prikazujeta
odstotek razprtih kli¢nih listov v odvisnosti od ¢asa. Za razlago simbolov glej sliko 1.

Trend kalitve vrste Solidago gigantea je statisti¢no znacilno razli¢en pri primerjavi H20
vs. FT25 (p<0,01), ni pa pri ostalih primerjavah (p<0,05) (sliki 5A in 5B). Tretiranja z
izvlec€ki na kalitev semen niso statisticno znacilno vplivala, razen v primeru izvlecka FT25,
ki je kalitev pospesil.

Prva semena so skalila pri kontroli Ze 1. dan, pri FT25 2. dan in pri FE25, FE5, FT5 3. dan.
Ob koncu poskusa je bila kaljivost v vseh primerih zelo podobna, in sicer enaka ali visja od
95 % (preglednica 1). Maksimalne odstotke kaljivosti so semena pri vseh tretmajih in
kontroli dosegale v zadnjih treh dneh.

Krivulje kalitve (sliki 5A in 5B) so si po obliki zelo podobne — vse imajo po 2. dnevu strm
naklon, kar kaze na naglo kalitev, ki se je proti koncu poskusa upocasnila in so kalila le Se
posamezna semena. Da so krivulje zelo podobne in se tudi vecinoma prekrivajo, kazejo
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tudi rezultati statistinega testa, po katerem je statisticno znacilno razli¢na le krivulja
tretmaja FT25.

Trend razpiranja kli¢nih listov je statisticno znacilno razli€en pri primerjavah H20 vs.
FT25, H20 vs. FT5 (p<0,001), H20 vs. FE5 (p<0,05), ni pa pri H20 vs. FE25 (p<0,05)
(sliki 5C in 5D). Tretiranje z 2,5 % izvleCkoma ajd je pospesilo razvoj kalic do 2. stopnje
(pri FE25 sicer ne statisti¢no znacilno), medtem ko je tretiranje s 5 % izvle€¢koma razvoj
zavrlo.

Prvi kli¢ni listi so se razprli pri FT25 4. dan, pri kontroli, FE25, FE5, FT5 pa 5. dan. Ob
koncu poskusa se je odstotek kalic z razprtimi listi precej razlikoval med kontrolo in
posameznimi tretmaji. Pri tretiranju z manj koncentriranima izvleckoma FE25 in FT25 je
bil ta odstotek visji (94 oz. 96 %) kot pri kontroli, kjer je dosegel 86 %, medtem ko je bil
pri bolj koncentriranima FES5 in FT5 nizji kot pri kontroli (81 oz. 75 %) (preglednica 2).

Opazne so tudi razlike med oblikami krivulj kaljivosti in razpiranje kli¢nih listov (slike
5A-D). Slednje so pri kontroli in tretiranju z navadno ajdo skoraj linearne, kar kaze na
upocasnjen razvoj kalic v primerjavi s kalitvijo. Krivulja tretiranja z 2,5 % izvle¢kom
tatarske ajde kaze v zacetku Se nekoliko hitrejSi razvoj v primerjavi z zadnjimi dnevi
poskusa, medtem ko je tretiranje s FTS ravno nasprotno zavrlo razvoj v zacetku poskusa in
so se kli¢ni listi bolj naglo razpirali proti koncu poskusa.

Tako kot pri vrsti S. canadensis, so bile 9. dan kalice pri tretmaju FE25 v petrijevkah §t. 2
in 3 ter pri tretmaju FE5, petrijevki §t. 1 in 2, ovenele zaradi suhega filtrirnega papirja.
Rezultatov zato nismo zabeleZili. Vpliv na statistiéno obdelavo ne bi smel biti opazen, saj
analiza omogoc¢a ne povsem linearen vnos podatkov. Na slikah 5A in 5C ni opaznih
anomalij, ki bi jih lahko pripisali manjkajo¢im podatkom.

4.1.6 Primerjava testiranih vrst

Kalitev je pri kontrolnem poskusu najbolj naglo potekala pri vrstah C. canadensis in L.
sativa, medtem ko so semena E. annuus kalila zelo postopoma. S. canadensis in S.
gigantea sta bili nekje vmes (slike 1-5). Najnizje odstotke skaljenih semen smo opazili ob
tretiranju s FE5 infali FT5 (5-8 % nizje koncne vrednosti v primerjavi s kontrolo)
(preglednica 1), najnizje odstotke kalic, razvitih do druge opazovane faze, pa prav tako ob
tretiranju s FE5 in/ali FT5 (5-13 % nizjih konénih vrednosti v primerjavi s kontrolo, pri
solati celo do 27 %) (preglednica 2).
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Potek kalitve je bil statisticno znacilno pocasnejsi (pri vsaj p<0,05) pri vseh tretmajih pri
vrstah C. canadensis, S. canadensis in L. sativa. Pri vrsti E. annuus je bil potek kalitve
pocasnejs$i le ob dodanem izvleCku FT5 (p<0,05), vrsta S. gigantea pa ni pokazala
upocasnjene kalitve ob tretiranju (ob dodatku izvlecka FT25 je bila ta celo pospeSena).
Razpiranje kli¢nih listov je bilo (pri vsaj p<0.05) statisti¢no znacilno upocasnjeno pri vseh
rastlinskih vrstah, tretiranih s FE5 in FT5. Ravno tako je bil upoc¢asnjen razvoj vrst C.
canadensis pri FT25 in L. sativa pri FE25 in FT25. Pri ostalih tretiranjih z 2,5 %
izvleCkoma ajd ni bilo zamikov v razvoju - razlike niso bile statisti¢no znacilno razli¢ne ali
pa se je razvoj pospesil. Koncni odstotek kalic, ki so priSle do te druge opazovane faze
razvoja, je ze odrazal negativne vplive izvleCkov (predvsem FES5 in FT5) na rast kalic.

Kot najbolj dovzetna za vplive izvleCkov se je izkazala vrsta L. sativa, ki smo jo torej
ustrezno izbrali za pozitivno kontrolo. Kot druga najbolj obcutljiva tar¢na rastlina se je
izkazala C. canadensis.

Na sliki 6 (spodaj) so prikazane izbrane kalice vseh tar¢nih vrst pri vseh razli¢nih
tretmajih.
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Slika 6: Kalice tar¢nih invazivnih tujerodnih vrst ob koncu poskusa

A-D - H,0; E-H - FE25; I-L — FE5; M-P — FT25; R-U — FT5; 1. stolpec (A, E, I, M, R) — Conyza
canadensis; 2. stolpec (B, F, J, N, S) — Erigeron annuus; 3. stolpec (C, G, K, O, T) — Solidago canadensis; 4.
stolpec (D, H, L, P, U) — Solidago gigantea
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4.1.7 Nepredvideve tezave pri poskusu

Ob vsakodnevnem pregledu petrijevk smo pogosto opazili precejSnje nihanje vlaznosti
filtrirnega papirja pri vseh petrijevkah, ¢esar pred izvedbo poskusa nismo predvideli.
Zaradi tega smo glede na videz omocenosti filtrirnega papirja vsak dan po obcutku dodajali
dH,0, da bi vsaj priblizno ohranjali koncentracijo snovi v ekstraktu. Zavedamo se, da so
bile kalice podvrzene rednemu nihanju koncentracij od manjSih do vecjih, kot pa so bili
predvideni na zacetku. Temu bi se verjetno lahko izognili s kalitvijo v neprepustno zaprtih
petrijevkah, pri ¢emer pa bi povecali verjetnost za razrast gliv in mo¢no omejili dostopnost
kisika za potrebe semen oz. kalic. Tudi vsakodnevno pregledovanje kalic bi bilo zaradi
kapljic kondenzirane vode na pokrovu otezeno.

V prvem sklopu poskusa (vrsti rodu Solidago) smo opazili tudi rahlo moénejse
koncentriranje ekstrakta na dolo¢enih mestih v petrijevki (tako sklepamo zaradi moc¢nejse
obarvanosti), predvidoma zaradi ne povsem enakomernega dodajanja vode (kar s kapalko
niti ni mozno). To je bilo opazno tudi pri semenih oz. kalicah, ki so nekoliko zaostajali pri
kalitvi oz. rasti. Pri naslednjih sklopih poskusa smo poskusali dodajati vodo ¢imbolj
enakomerno po celi povrsini filtrirnega papirja, da bi izni€ili vpliv koncentriranja ekstrakta
na dolo¢enih mestih.

Morebitnih povsem propadlih rastlin, na kar smo sklepali zaradi rjave do rjavozelene
barve, prosojnosti in izgube turgorja kljub zalitosti (slika 6: R), nismo posebej zabeleZili,
omejili smo se le na dva zastavljena znaka, propada rastlin v kateri koli fazi (pred kalitvijo,
pred razprtjem kli¢nih listov ali po njem) nismo upoStevali pri rezultatih niti jith nismo
analizirali.

V 2. polovici trajanja kalitvenega testa so se v nekaterih petrijevkah pojavili maloStevilni
morebitni “Skodljivei”, nekaj listnih usi in skakacev (Collembola), ki smo jih sproti
odstranili, poskodb na rastlinah pa nismo opazili.

4.2  DOLZINE KORENIN

DolZino korenin vseh kalic vseh tar¢nih vrst smo izmerili, ker so bile razlike med tretmaji
veliko bolj o€itne kot razlike v sami kaljivosti.

Dolzine korenin so za vsako testirano vrsto prikazane na dva nacina - na grafih "Skatla z
rocaji” (ang. "box and whiskers plot”) so dolzine prikazane od minimalnih do maksimalnih
vrednosti, da je vidna razprSenost podatkov, na preostalih grafih so prikazane le povprecne
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vrednosti s 95 % intervali zaupanja, ki dajejo bolj jasno sliko razmerij med kontrolo in
posameznimi tretmaji.

Pri vrstah Solidago canadensis in S. gigantea smo fotografirali in izmerili dolzine korenin

le ene petrijevke na tretma, ne pa vseh Stirih. Ostale kalice teh dveh vrst smo zamrznili za
analizo vsebnosti antocianov (rezultati niso vkljuéeni v nalogo).

4.2.1 Conyza canadensis
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Slika 7: Dolzine korenin kalic vrste Conyza canadensis v odvisnosti od tretmaja.

Graf na levi prikazuje rezultate od minimuma do maximuma in zgo$Cenost srednje polovice podatkov s
povpreéno vrednostjo kot ¢rto v polju (8katla z rocaji). Graf na desni prikazuje povprecja izmerjenih dolzin
korenin z oznaCenimi intervali zaupanja s 95 % zaupanjem. Simbol "***” oznaluje statisticno znacilno
razliko v primerjavi s kontrolo (p<0,001).

Na sliki 7A je viden zelo mocan upad maksimalnih in povpreénih dolzin korenin vrste
Conyza canadensis pri tretiranju z izvlecki. Maksimalna vrednost pri tretmaju FE25 ne
dosega polovice maksimalne vrednosti pri kontroli (prav tako ne dosega niti povprecne
vrednosti), medtem ko povpre¢na vrednost pri tretmaju FE25 ne dosega niti Cetrtine
povprecne vrednosti pri kontroli. DolZine korenin se pri FES, FT25 in FT5 v tem vrstnem
redu Se manjSajo, a so vendarle vse Ze tako nizke, da med njimi ni statisticno znacilnih
razlik, so pa razlicne od FE25 (preglednica 3). Padanje (povprecnih in maksimalnih) dolZin
je torej strmo Ze pri tretiranju z izvlecki navadne ajde, Se bolj strmo pa je pri tretiranju s
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tatarsko, kjer so povpre¢ne vrednosti minimalne. Razlike med kontrolo in posameznimi
tretmaji so statisticno znacilno razli¢ne za p<0.001 (slika 7B).

Na sliki 7A je opazno tudi zelo ocitno manjSanje razprSenosti podatkov ob vecanju
koncentracije izvleCka v primerjavi s kontrolo. Pri vseh tretmajih so bile prisotne tudi
kalice z zelo kratkimi koreninami, tiste, ki so skalile proti koncu poskusa. Zgornje meje
(maksimalne vrednosti) dolzin in zgos$¢enost podatkov so ocitno znaki, ki kazejo na razlike
med posameznimi tretmaji.

Preglednica 3: Statisti¢no znadilna razliénost med posameznimi tretmaji za vrsto Conyza canadensis

Tukey-ev
primerjalni | H20 FE25 FE5 FT25 FT5
test
HZO **%k **k*k **%k **k*k
FE25 **k*k **%k *k*k
FE5 ns ns
FT25 ns
FT5

Opazili smo tudi, da so pri FES trem kalicam izrasle stranske korenine, ki so bile krajSe od
primarnih. Tega pri kontroli ali ostalih tretmajih nismo zabeleZzili.

Rezultati na sliki 7 so, gledano statisti¢no vrednotenje, v skladu z rezultati kalitvenega
testa (slika 2), saj so meritve korenin vseh tretmajev statisticno znacilno razlicne v
primerjavi s kontrolo, enako tudi kalitev in razpiranje kli¢nih listov, razen slednje pri
FE25.
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4.2.2 Erigeron annuus
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Slika 8: Dolzine korenin kalic vrste Erigeron annuus v odvisnosti od tretmaja.

Graf na levi prikazuje rezultate od minimuma do maximuma in zgoScenost srednje polovice podatkov s
povprecno vrednostjo kot ¢rto v polju (Skatla z roc¢aji). Graf na desni prikazuje povprecja izmerjenih dolzin
korenin z oznaCenimi intervali zaupanja s 95 % zaupanjem. Simbol "***” oznacCuje statisticno znacilno
razliko v primerjavi s kontrolo (p<0,001).

Na sliki 8A je opazen zelo ociten vpliv tretiranja vrste Erigeron annuus, ki se kaze v nizjih
maksimalnih in povprec¢nih dolZin korenin. Tretiranje s FE25 je zmanjSalo maksimalno
vrednost na priblizno Sestino v primerjavi s kontrolo in povpre¢no vrednost na polovico.
Povprecne vrednosti pri vseh ostalih tretmajih so minimalne, med njimi tudi ni statisti€éno
znacilnih razlik, so pa razlicne od FE25 (preglednica 4). Razlike med kontrolo in
posameznimi tretmaji so statisticno znacilno razli¢ne za p<0.001 (slika 8B).

Na sliki 8A je opazno tudi o€itno manjSanje razprSenosti podatkov ob tretiranju z izvlecki
ter njihovemu vecanju koncentracije v primerjavi s kontrolo. Pri vseh tretmajih so bile
prisotne tudi kalice z zelo kratkimi koreninami, tiste, ki so skalile proti koncu poskusa
(slika 6: T). Zgornje meje (maksimalne vrednosti) dolzin in zgo$¢enost podatkov so ocitni
znaki, ki kaZejo na vpliv tretiranja z izvlecki.
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Preglednica 4: Statisti¢no znadilna razliénost med posameznimi tretmaji za vrsto Erigeron annuus

Tukey-ev
primerjalni | H20 FE25 FE5 FT25 FT5
test
HZO *k*k *k%k *k*k *k%k
FE25 *k%k *k*k *k%k
FES5 ns ns
FT25 ns
FT5

V primerjavi s prezivetvenimi krivuljami kalitve in razpiranja kli¢nih listov, kjer so
tretmaji v primerjavi s kontrolo redko in/ali slabo statisti¢éno znacilno razli¢ni (slika 3), so
dolzine korenin v vseh primerih statisticno znacilno manjse kot pri kontroli. Stimulacije
rasti in razvoja s strani izvleCkov tako pri merjenju korenin ni nikjer zaznati (niti brez
statisti¢ne znacilnosti), ¢eprav so rezultati na sliki 3 to nakazovali.
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4.2.3 Solidago canadensis
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Slika 9: Dolzine korenin kalic vrste Solidago canadensis v odvisnosti od tretmaja.

Graf na levi prikazuje rezultate od minimuma do maximuma in zgo$cenost srednje polovice podatkov S
povprecno vrednostjo kot ¢rto v polju (8katla z rocaji). Graf na desni prikazuje povprecja izmerjenih dolzin
korenin z oznacenimi intervali zaupanja s 95 % zaupanjem. Simbol "***” oznaluje statistino znacilno
razliko v primerjavi s kontrolo (p<0,001).

Na sliki 9A je opazen ociten vpliv tretiranja vrste Solidago canadensis, ki se kaze v
manj$ih maksimalnih in povpre¢nih vrednostih dolZin korenin, na kar pri obeh vrstah ajde
vpliva tudi koncentracija izvlecka. Povpre¢na vrednost pri FE25 je manj$a od polovice
tiste pri kontroli, pri FT25 manjSa od polovice FE25, povprecni vrednosti FES in FTS sta
zelo nizki (pod 1 mm). Razlike med kontrolo in posameznimi tretmaji so statisticno
znacilno razli¢ne za p<0.001 (slika 9B).

Na sliki 9A je opazno tudi manjSanje razprSenosti podatkov ob tretiranju z izvlecki ter
vecanju njihove koncentracije v primerjavi s kontrolo. Pri tej tarni vrsti so ocitni
znaki razlik osrednja zgoscenost podatkov. Minimumi dolzin korenin pri kontroli in tudi
FE25 niso povsem pri dnu kot pri vrstah E. annuus in C. canadensis, saj semena (Vv
petrijevki z merjenimi koreninami) niso kalila do zadnjega dne, temve¢ so maksimum
kaljivosti dosegla pri kontroli 7. dan. ter pri FE25 8. dan (podatki niso prikazani). Do
konca poskusa so bile torej najmlajse korenine stare ze 4 oz. 3 dni.
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V primeru vrste S. canadensis so bile za merjenje korenin uporabljene le kalice po ene
izbrane petrijevke na tretma.

Preglednica 5: Statisti¢no znacilna razli¢nost med posameznimi tretmaji za vrsto Solidago canadensis

Tukey-ev
primerjalni | H20 FE25 FE5 FT25 FT5
test
HZO *k*k *k*k *k*k **k*k
FE25 *k*k * **k*k
FES5 ns ns
FT25 *
FT5

Kot statisticno znacilno razlicne so se izkazale Se primerjave med FE25 in FES5 (bolj
koncentriran izvlecek bolj zavira rast), FE25 in FT25 (izvle¢ek tatarske ajde bolj zavira
rast korenin) ter med FT25 in FT5 (bolj koncentriran izvle¢ek bolj zavira rast) (preglednica
5). Predvidevamo, da bi bile ob veéjem vzorcu statisticno znacilne razlike o€itnejse zaradi
manjSe razprSenosti podatkov. Na sliki 9 tudi ni opaziti nobenih stimulacij s strani

izvleCkov kljub hitrejSemu razpiranju kli¢nih listov pri FT25 v primerjavi s kontrolo (slika
4D).

Opazili smo tudi, da se je pri tretmajih pojavilo nekaj kalic, ki so jim izrasle stranske
korenine (Slika 6: G, K, O). Pri kontroli sta bili taki le dve kalici, medtem ko jih je bilo pri
FE25 8, pri FES 4, pri FT25 10 in pri FT5 2. Opazno ve¢ jih je torej pri izvleckih nizjih
koncentracij. Pri FE5, FT25 in FT5 so bile nekatere od teh stranskih korenin daljse od
primarnih.
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4.2.4 Solidago gigantea
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Slika 10: Dolzine korenin kalic vrste Solidago gigantea v odvisnosti od tretmaja.

Graf na levi prikazuje rezultate od minimuma do maximuma in zgo$cenost srednje polovice podatkov s
povprecno vrednostjo kot ¢rto v polju (8katla z rocaji). Graf na desni prikazuje povprecja izmerjenih dolzin
korenin z oznacenimi intervali zaupanja s 95 % zaupanjem. Simbol "***” oznaluje statistino znacilno
razliko v primerjavi s kontrolo (p<0,001).

Na sliki 10A je opazen vpliv tretiranja vrste Solidago gigantea, ki se kaze v manjsih
maksimalnih in povpre¢nih vrednostih pri uporabi izvleckov obeh vrst ajde. Pri tretiranju z
izvleCkoma vi§je koncentracije sta bili povpre¢ni vrednosti nizji kot pri manj
koncentriranih. Povpre¢na vrednost dolzine korenin pri tretiranju s FE25 je priblizno dve
tretjini tiste pri kontroli, medtem ko je pri FES5 le Sestino kontrolne. Padanje vrednosti
dolZin je pri tretiranu s tatarsko ajdo bolj naglo — pri tretiranju s FT25 dosega tretjino tiste
pri kontroli, pri FT5 pa je le e okrog 1 mm. Razlike med kontrolo in posameznimi tretmaji
SO statisticno znacilne za p<0.001 (slika 10B).

Na sliki 10A je opazno tudi zmanjSanje razprSenosti podatkov ob tretiranju z izvlecki
FE25, FT25 in FT5, ne pa FE5, v primerjavi s kontrolo. Zgornje meje (maksimalne
vrednosti) dolzin in zgo$c¢enost podatkov so o€itno znaki, ki najbolj nazorno kazejo na
razlike med posameznimi tretmaji. Minimumi dolzin korenin pri kontroli in pri FE25 niso
povsem pri ni¢li kot pri vrstah E. annuus in C. canadensis, saj je vidno na sliki 5A, da
semena niso kalila do zadnjega dne, temvec¢ so maksimum kaljivosti dosegla (v petrijevki z
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merjenimi koreninami) pri kontroli ter pri FE25 8. dan (podatki niso prikazani). Na koncu
poskusa so bile torej najmlajSe korenine stare 3 dni.

V primeru vrste S. gigantea so bile tako kot pri vrsti S. canadensis za merjenje korenin
uporabljene le kalice po ene izbrane petrijevke na tretma.

Preglednica 6: Statisti¢no znadilna razliénost med posameznimi tretmaji za vrsto Solidago gigantea

Tukey-ev
primerjalni | H20 FE25 FE5 FT25 FT5
test
HZO *kk *k*k *kk *kxk
FE25 * * *kxk
FES5 ns ns
FT25 ns
FT5

Kot statisticno znalilni razlicne se pokazejo Se primerjave med FE25 in FES5 (bolj
koncentriran bolj zavira rast) ter med FE25 in FT25 (izvlecek tatarske ajde bolj zavira rast
korenin) (preglednica 6). Predvidevamo, da bi veéji vzorec prikazal moénejse razlike med
primerjavami.

Ce primerjamo rezultate merjenja dolzin korenin z rezultati kalitvenega poskusa (slika 5),
pridemo do drugacnih zakljuckov. Log-rank statisticni test je med primerjavami krivulj
statisticno znacilne razlike zaviranja nasel le pri razpiranju kli¢nih listov pri tretiranju s
FES5 in FT5. Rezultati merjenja dolzin korenin so pokazali statisticno znacilne razlike za
primerjave vseh tretmajev s kontrolo.

Opazili smo tudi, da se je pri tretmajih pojavilo nekaj kalic, ki so jim izrasle stranske
korenine (slika 6: P). Tega pri kontroli nismo zabelezili. Takih kalic je bilo pri tretiranju s
FE25 3, pri FE5 5, pri FT25 7 in pri FT5 4. Razlike med posameznimi tretmaji tako niso
zelo ocitne. Pri FES in FT25 je bilo nekaj stranskih korenin daljsih od primarnih. Ker smo
merili dolZine korenin vseh kalic, tudi tistih, ki so skalile bolj pozno in so zato imele krajse
korenine, sta tako razpon kot razprSenost podatkov velika.
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Iz zbranih rezultatov vseh testiranih rastlin (slike 7-10) lahko razberemo, da so bile
korenine vseh testiranih rastlin pri vseh tretmajih v primerjavi s kontrolo statisti¢no
znacilno krajSe (p<0.001).

Podatkov merjenja korenin je bilo pri obravnavi nekaterih petrijevk nekaj manj ali nekaj
veé kot pa dejanskega Stevila kalic. Ker smo korenine merili posredno preko rac¢unalniskih
fotografij, smo pri fotografiranju dolocene kalice nehote fotografirali dvakrat, dolo¢ene pa
tudi spregledali. Podvojene kalice smo poskusili najti in jih ne upostevati. Stevilo neskladij
je bilo najve¢ 7 pri posamezni vrsti na posamezen tretma.

Pri mnogih koreninah tretiranih kalic smo opazili izgubo zaznave teznosti — koreninski
vr$icki so se zavihali navzgor (slika 6: I, N, R, S, T). Korenine tretiranih kalic tudi niso
imele koreninskih laskov, ki so bili pri kontroli dobro vidni ze pod stereolupo (slika 6: B).
Proti koncu poskusa so pri ve€ini rastlinskih vrst zaradi rjavenja in propadanja koreninskih
vrsickov primarnih korenin pri nekaterih kalicah ze izrascale stranske korenine na bazi
primarnih (slika 6: G, K, O, P). Pri merjenju dolzin korenin smo vedno upostevali najdalj$o
korenino. V vseh primerih, razen nekaterih kalic vrst S. canadensis in S. gigantea, so bile
to primarne korenine.

43  MASA KALIC VRSTE LACTUCA SATIVA
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Slika 11: Absolutne in relativne sveze mase kalic vrste Lactuca sativa.

Simboli na grafu A prikazujejo absolutne mase kalic v posamezni petrijevki glede na tretma, simboli na grafu
B prikazujejo povprecne vrednosti relativnih mas posameznih kalic (masa vseh kalic v petrijevki / Stevilo
stehtanih kalic). Legenda:

-"ns” - ni statisticno znacilne razlike v primerjavi s kontrolo (p<0,05),

-"*” - statisticno znacilno razli¢no v primerjavi s kontrolo (p<0,05),

=" - statistiéno znadilno razli¢no v primerjavi s kontrolo (p<0,01),

-TRERT _ statistiCno znacilno razli¢no v primerjavi s kontrolo (p<0,001).
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Absolutne mase kalic vrste L. sativa v posameznih petrijevkah se glede na tretma precej
razlikujejo (slika 11A). Absolutna masa pri FE25 sicer ni razli¢na v primerjavi s kontrolo,
je pa celotno zaporedje mas naslednje: H20 ~ FE25 > FES5 > FT25 > FT5, pri ¢emer
povprecna vrednost slednje ne dosega polovice povprecne vrednosti kontrole. Le zadnja
dva tretmaja sta statisti¢no znacilno razli¢na v primerjavi s kontrolo (slika 11A). Izracun
relativnih mas posamezne kalice v posamezni petrijevki pokaze nekoliko drugacno sliko.
Razporeditev tretiranj z razli¢nimi izvlecki je zelo podobna kot na sliki 11A, druga¢na pa
je postavitev kontrolnih relativnih mas. Njihova povpre¢na vrednost je tako med FE25 in
FES; FT25 in FTS5 sta spet statisticno znac¢ilno manjsi od kontrole.

Razmerje med kontrolo in tretmajem FE25 na sliki 11B ni pricakovano, saj kaze, da so
posamezne kalice tezje, kar je v nasprotju z opaznimi razlikami v dolzini korenin in
statisticno znaéilno zakasnjenem razvoj kalic (slika 1C). Morda vecji delez mase
predstavljajo kli¢ni listi, poleg tega dopus¢amo moznost vpliva ostankov vode na kalicah
po osuSevanju na filtrirnem papirju. Morda bi suha masa pokazala druga¢na razmerja med
tretmaji.

44  VSEBNOST MALONDIALDEHIDA (MDA)
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Slika 12: Vsebnost malondialdehida (MDA) v kalicah vrste Lactuca sativa

Graf prikazuje vsebnost MDA pri kontroli 0z. posameznih tretmajih. Vsak simbol prikazuje vsebnosti MDA
v kalicah ene petrijevke, ¢rta oznacuje povprecno vrednost (N=4). Simbol "*” oznacuje statisti¢no znacilno
razliko v primerjavi s kontrolo (p<0,05).
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Statisti¢na analiza vsebnosti MDA je pokazala znacilne razlike (p<0,05) med kontrolo in
FE25 (slika 12) ter med FE25 in FT5 (ni prikazano).

Pri FT5 so se vrednosti MDA v kalicah posameznih petrijevk v primerjavi z ostalimi
tretmaji med sabo zelo razlikovale. Po ponovnem pregledu rezultatov se je izkazalo, da so
lahko te razlike povezane z odstotkom kalic, ki so se razvile do druge faze, to je razprtja
kli¢nih listov, ali pa z razlicnimi masami vzorcev, ki smo ji uporabili za analizo. Pri ostalih
tretmajih je bil delez kalic z razprtimi kli¢nimi listi glede na vse kalice med posameznimi
petrijevkami relativno primerljiv, medtem ko je bil pri FT5 v razponu 54-96 %. Tudi
uporabljene mase so bile pri ostalih tretmajih zelo podobne - 1 g = 0,009 g, medtem ko sta
pri FT5 v dveh petrijevkah z nizkim delezen bolj razvitih kalic masi znasali le 0,081 oz.
0,045 g, saj ve¢ materiala ni bilo na voljo (slika 11A). Petrijevke z ve¢ manj razvitimi
kalicami in niZjimi absolutnimi masami pomenile tudi nizje vsebnosti MDA.

Sklepamo, da razli¢ne uporabljene mase z enakim volumnom reagenta vplivajo na koli¢ino
nastalega MDA, ¢eprav smo predvidevali, da smo reagenta dodajali v prebitku in se masa
uposteva pri izraéunu koli¢ine MDA iz absorpcije in ekstinkcijskega koeficienta.
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5 RAZPRAVA

5.1 KALITVENI TEST

Kon¢ni odstotki skaljenih semen pri kontroli so bili pri vseh vrstah relativno visoki (98—
100 %), ¢eprav smo jih nabrali 1,5-2 leti preden smo jih uporabili za kalitveni test. I1zjema
je bila vrsta Erigeron annuus, pri kateri je bil odstotek nekoliko niZji (83 %), vendar so
Yong et al. (2015), ki so kalili semena brez tretiranja z alelopatskimi snovmi le 3 mesece
po zrelosti v podobnih razmerah pred in med testom, zabelezili celo slabso kaljivost (= 65
%), Ceprav je poskus trajal dlje - 36 dni. Iz zapisanih metod ni razvidno, ali so izbirali
vsako seme posebej glede na izgled, kot smo naredili mi, da bi izlocili jalova semena, zato
lahko predvidevamo, da je to mozen vzrok za nizji koncni odstotek skaljenih semen.
Rastlinske vrste, ki se pojavljajo v zgodnjih sukcesijskih stopnjah, recimo po vecjih
motnjah, v sploSnem nimajo izrazito kratkoZzivih semen, ¢eprav so relativho majhna
(Fenner in Thompson, 2005: 143). Take so tudi naSe tar¢ne vrste, zato dobra kaljivost ni
presenetljiva.

Analiza rezultatov kalitvenega testa (kalitev in razpiranje kli¢nih listov) je pokazala
precej$nje razlike med tar¢nimi vrstami. Koncéni odstotek skaljenih semen pri tretmajih z
izvlecki obeh vrst ajde pri nobeni od izbranih vrst ni bil bistveno drugacen od kontrole, kar
kaze na to, da so bila semena sposobna kaliti (prodreti skozi semensko ovojnico) kljub
razlicnim pogojem v okolju in ne glede na to, ali so ti kasneje kalici Skodovali. Kal¢ek (in
torej radikula) v zacetku raste predvsem na racun podaljSevanja celic zaradi privzema vode
in ne na racun delitve celic, ki bi zahtevali nemoteno delovanje metabolizma (Bewley in
Black, 1985: 125). V semenu so tudi zaloge sladkorjev in mineralov, ki jih kal¢ek izkorisca
v prvih dneh/tednih. Vpliv pomanjkanja mineralov v vecji meri postaja o¢iten po priblizno
9 dneh, kar sta Fenner in Lee (1989, cit. po Fenner in Thompson, 2005: 154) raziskala pri
vrstah Lolium perenne in Trifolium repens.

Tako kot v nasem poskusu, so tudi Chiapusio et al. (1997) konénemu odstotku kaljivosti
semen pripisali zelo slabo obcutljivost za oceno alelopatskega vpliva snovi in za to oceno
kot znak predlagali uporabo hitrosti kaljenja, kar smo mi na podoben nacin pokazali s
prezivetvenim testom. Na hitrost kalitve na zacetku, ¢e seme ni dormantno, najbolj vpliva
hitrost privzemanja vode, ki je odvisno od vodnega potenciala struktur, ki so vpletene v
kalitev, ter okolja. Tako lahko kalitev teoreticno zakasni tudi le vodni potencial izvlecka, ki
je nizji kot tisti destilirane vode, in ne nujno lastnosti snovi v raztopini. Zaradi razlike v
vodnih potencialih voda pri tretmajih pocasneje difundira v seme in se tudi metabolni
procesi reaktivirajo pocasneje. KasnejSi privzem vode v kalico je prav tako pocasnejsi,
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zaradi Cesar se korenine pocCasneje podaljSujejo. V raziskavah, Kkjer so raziskovali
alelopatski vpliv izvleckov rastlin (Dittrichia viscosa in D. graveolens) na kalitev solate in
so ob tem posebej preverili tudi le vpliv znizanega vodnega potenciala s polietilen
glikolom (PEG), slednjemu niso mogli pripisati u¢inka - ne glede na kon¢ni odstotek
skaljenih semen ne na rast korenin ali poganjkov (Omezzine et al., 2011a, Omezzine et al.,
2011b). V drugi raziskavi je Golisz (2004, cit. po Golisz et al., 2007b) izmerila osmotski
potencial in viskoznost 1,25-10 % koncentracij izvlecka navadne ajde in zaradi majhnih
razlik v vrednostih teh znakov pri razli¢nih koncentracijah temu ni pripisala opaznejSega
ucinka. Vecje razlike so se pojavile v pH vrednosti, ki je nizja v bolj koncentriranem
izvleCku, vendar lo¢en vpliv nobenega od treh omenjenih znakov ni bil raziskan. Kljub
temu glede na izsledke omenjenih raziskav lahko z veliko verjetnostjo glavnino u¢inkov na
kalitev nasih semen pripiSemo izvleCkoma obeh vrst ajd.

Glede na rezultate kalitvenega testa bi bila uporaba izvleckov ajde uporabna predvsem za
zatiranje vrste Conyza canadensis, najmanj pa za vrsti Erigeron annuus in Solidago
gigantea. Pri vrsti E. annuus sta bila kon¢na odstotka skaljenih semen pri tretiranju z 2,5 %
izvleckoma visja (90 % pri obeh izvleckih) v primerjavi s kontrolo (83 %). Pri tretiranju s
5 % izvleCkoma je ta odstotek znasal 80 %, torej je bil nekoliko nizji kot pri kontroli.
Spodbujevalnih u€inkov vodnega izvlecka ajde na kalitev semen ni mogoce enostavno
najti v literaturi. Edini tak primer, ki smo ga zasledili, je raziskava, Ki so jo opravili Golisz
et al. (2007), v Kkateri so razli¢nim koncentracijam (1,25-10 %) vodnega izvle¢ka navadne
ajde izpostavili semena 15 plevelnih vrst (vse lahko najdemo tudi v Sloveniji) ter bele
gorjusice in psenice. Kalitveni poskus je trajal 14 dni. Vpliv izvlecka je bil odvisen od
taréne vrste. Pri najbolj dovzetnih (Capsella bursa pastoris, Thlaspi arvense, Hieracium
pratense, Taraxacum officinale in Artemisia vulgaris) so vse koncentracije znizale konéni
odstotek skaljenih semen, medtem ko so semena nekaterih drugih vrst bolje kalila pri vseh
koncentracijah (Rumex acetosa —neodvisno od koncentracije) ali le pri nizjih (Amaranthus
retroflexus, Plantago major, Papaver rhoeas in psenica, vsi pri 1,25 %), kot pri vi§jih. Na
ostale vrste je izvlecek vplival zaviralno le ob visjih koncentracijah ali pa vpliv z njimi ni
bil jasno povezan. Med nastetimi primeri kljub temu ni takega, v katerem bi koncentracija
izvlecka do 2,5 % zviSala kaljivost in jo pri 5 % in 10 % znizala. Kljub relativno velikemu
Stevilu testiranih vrst za take vrste raziskavo, lahko domnevamo da bi ob povecanem
obsegu vrst lahko nasli Se vec¢ takih, ki bi pokazale Se ve€jo raznolikost obcutljivosti na
izvlecke ajd.

Kot morebitni alelopatski mehanizem zaviranja ali celo popolnega zavrtja kalitve in
zgodnjega razvoja pri rastlinah, ki imajo semena z ve¢inoma oljnimi zaloZznimi snovmi
(kamor spada tudi Lactuca sativa), je bila predlagana zmanjSana aktivnost encimov za
razgradnjo lipidnih zaloZznih snovi (Gniazdowska in Bogatek, 2005), prav tako je bil Ze
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ugotovljen zaviralni vpliv nekaterih flavonoidov (tudi rutina) na delovanje izoliranih
mitohondrijev, kar povzroci zmanjSano nastajanje molekul ATP in posledi¢no manj proste
energije za presnovne procese (Gniazdowska in Bogatek, 2005).

5.2 RAZVOJ KORENIN

Analiza dolZin korenin je pokazala, da so korenine bolj ob¢utljive na dodajanje izvleCkov
ajd kot prej obravnavana znaka. Vecja obcutljivost korenin na prisotnost alelopatskih snovi
ajde v primerjavi z drugimi znaki (recimo odstotek skaljenih semen) je ze bila pokazana pri
testiranju z drugimi tarénimi rastlinami, kot so Chenopodium album, Amaranthus
retroflexus, Digitaria sanguinalis... (Uddin et al., 2011).

Ceprav dolzin korenin posameznih kalic solate nismo mogli izmeriti, ker so bile pri
kontroli povsem prepletene, so bile razlike v dolzinah med kontrolo in posameznimi
tretmaji zelo ocitne (enako kot pri ostalih tar¢nih rastlinah), je pa vpliv vodnih izvleckov
listov navadne ajde na dolzino korenin solate bil Ze dokazan (Golisz et al., 2007a).
Rezultati meritev tri dni po nastavitvi njihovega poskusa so pri 5 % izvle¢ku navadne ajde
pokazali, da je bila rast korenin povsem zavrta, medtem ko so bile pri 2,5 % dolZine dolge
v povprecju priblizno 12 % povprecne dolZzine korenin pri kontroli. Ekstrakcijo so sicer
izvedli v 24 urah in ne 3 kot mi, vendar pa so preizkusali tudi veliko niZje koncentracije
izvlecka (najmanjsa 0,156 %) in Ze pri 0,316 % so bile korenine tretiranih kalic dolge manj
kot polovico v primerjavi s kontrolo.

Po nasem védenju vpliv vodnega izvlecka katerekoli vrste ajde na taréne vrste, ki smo jih
izbrali mi, Se ni bil raziskan, so pa Uddin et al. (2011) pokazali mocan zaviralni uc¢inek
izvleCka kulture lasastih korenin (ang. "hairy root culture”) tatarske ajde na biomaso
Conyza canadensis. Izvle¢ki korenin optimiziranih kultur so bili pripravljeni z metanolnim
topilom v koncentracijah od 2 do 10 mg mL™. Vsi so zmanjsali suho maso C. canadensis,
in to v vecji meri, e so bile 3 tedne stare kalice poSkropljene z izvle¢kom, kot pa ¢e je bil
izvlecek dodan Ze pred kalitvijo.

V nasprotju s testiranji alelopatskih u¢inkov vodnih izvleckov zeli ajde, ki jih v literaturi ni
veliko, je mnogo ve¢ raziskav narejenih s celokupnimi izvlecki, pripravljenimi z
organskimi topili, ali le s posameznimi, kemijsko Cistimi snovmi. Izvlecki, pripravljeni z
razliénimi topili ali posamezne alelopatske snovi imajo zelo razlicne ucinke na dolZino
korenin, kar je odvisno od tarCne vrste, vrste oz. meSanice topil, Casa ekstrakcije,
temperature ob ekstrakciji ter specificne oz. totalne ucinkovitosti alelopatske(/-ih) snovi
(Igbal et al., 2002; Hinneburg in Neubert, 2005; Golisz et al., 2007a). Izvlecki navadne
ajde z organskimi topili (etanol, kloroform, etil acetat itd.) kazejo veliko mocnejse
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negativno delovanje na podaljSevanje korenin solate kot pa le celokupni vodni izvle¢ek
(Igbal et al., 2003) in podobni izsledki se pojavljajo pri ve¢ razli¢nih testiranih vrstah, kar
je treba upoStevati pri oceni potenciala za uporabo ajde. Za na$ poskus smo posusene in
zmlete dele ajde zamesSali v destilirano vodo in tri ure stresali na stresaliniku pri sobnih
pogojih. Tako smo se odlocili, ker se nam glede na raznolike metode, najdene v literaturi,
to zdijo najbolj naravni oz. enostavni pogoji za morebitno uporabo alelopatskih ucinkov
ajde - kot vgradnja biomase v prst ali za izdelavo bioherbicidov (za ve¢ glej poglavje 6
Sklepi). Hinneburg in Neubert (2005) sta opravila ekstrakcijo zeli navadne ajde v
kombinacijah dveh temperatur (25 in 60 °C), dveh trajanjih ekstrakcije (2 in 24 h) ter dveh
koncentracijah etanola kot topila (30 in 70 %). Izvleckov sicer nista testirala na semenih,
temveC sta med drugim analizirala vsebnosti rutina. Najve¢ rutina je bilo v izvlecku,
pripravljenem z manjSo koncentracijo etanola, pri vi§ji temperaturi in krajSem casu
esktrakcije. Nizanje temperature in podaljSevanje Casa ekstrakcije sta zmanjsala vsebnost
rutina, kar avtorja razlagata z encimsko razgradnjo. Nasim pogojem najblizja kombinacija,
Ki sta jo uporabila v raziskavi (30 % etanol, 25 °C in 2 h), je pomenila drugo najslabso
ekstrakcijo rutina, medtem ko bi povisanje temperature na 60 °C dalo najvisjo. Ti izsledki
nakazujejo, da bi celokupni vodni izvle¢ek, pripravljen pri vi§ji temperaturi lahko imel
vedji zaviralni u¢inek na kalitev semen in razvoj kalic.

Glede na specificno ucinkovitost in koncentracijo razlicnih preiskovanih alelopatskih
ucinkovin v ajdi, verjetno najve¢ tega ucinka v celokupnem izvlecku prispeva rutin (Golisz
et al., 2007a). Ta tudi samostojno mo¢no zavira rast korenin modelne vrste Arabidopsis
thaliana (Hussain in Reigosa, 2014), pri ¢emer je dolzina korenin najbolj obcutljiva za
oceno alelopatskega vpliva v primerjavi z drugimi znaki. Fenolne Kisline, ki jih je vec¢ tudi
v ajdi (galicna, klorogena, ferulicna (Golisz et al.,, 2007a)), dokazano povecujejo
prepustnost membran, omejujejo privzem ionov (in povzro¢ajo dodatno izgubo teh iz celic)
in s tem zmanj$ajo tako razpolozljivost mineralov in posredno vode za rast in razvoj rastlin
(Einhellig, 2004; Gniazdowska in Bogatek, 2005), vendar v naSem primeru glede na
popoln propad ali celo odmrtje korenin to verjetno ni edini vzrok razlik v dolzinah.

Pri vseh izbranih tar¢nih vrstah smo opazili rjavenje koreninskega vrsicka, tako pri 2,5 %
koncentracijah kot, $e bolj izrazito, pri 5 % koncentracijah izvle¢kov obeh vrst ajde, kjer je
bila vzporedno s tem tudi rast oz. podaljSevanje korenine povsem zavrta. Z molekularnimi
in mikroskopskimi metodami so Bais et al. (2003) na koreninah modelne vrste Arabidopsis
thaliana pokazali, da se ob izpostavitvi nekaj dni starih kalic nekaterim alelopatskim
snovem v roku nekaj minut do ur za¢nejo kopiciti reaktivne kisikove spojine. Te preko
signalizacijskih poti povzrocijo, da se zacnejo prepisovati geni, ki so sicer vkljuCeni v
odzive ob napadu patogenov ali uporabi herbicidov (Lovett 1989, cit. po Tesio in Ferrero
2010; Bais et al., 2003; Golisz et al., 2008). V kon¢ni fazi celice dozivijo apoptozo, najpre;j
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tiste v meristemu, torej deleCem se delu korenine, potem pa se propadanje kaskadno
pomika navzgor po korenini (Bais et al., 2003).

Poleg samega rjavenja koreninskega vrSicka smo pri vecCini tretiranih kalic, ne glede na
tar¢no rastlinsko vrsto, opazili tudi izgubo zaznavanja sile teznosti - vrsicek je izgubil stik
s podlago in se v dolo¢enih primerih tudi zavihal navzgor. Wasteneys (2000) je v svojem
preglednem clanku povzel tako starejSa predvidevanja kot novejSe dokaze, da so za rast v
smer sile teznosti (gravitropizem) odgovorni predvsem elementi citoskeleta, na
razporeditev katerih pa pogosto vplivajo avksini. Katere snovi v izvleCkih ajd
onemogocajo zaznavanje teznosti, Ni znano, so pa Levizou et al. (2002) na koreninah solate
pokazali, da tretiranje z izvlecki vrste Dittrichia viscosa moc¢no vpliva na Stevilo in
zgradbo statocit, celic, ki z razporeditvijo amiloplastov igrajo klju¢no vlogo pri zaznavanju
sile teznosti. Statocite so bile ali povsem odsotne v tretiranih koreninah ali pa redke, poleg
tega amiloplasti v njih niso bili zbrani na eni (spodnji) strani celic, temve¢ so bili
enakomerno razporejeni okrog jedra, zaradi ¢esar so se korenine zavihale navzgor.

Prizadete korenine, ki ne morejo normalno opravljati svojih nalog, vplivajo na razvoj in
vitalnost/zdravje celotne rastline. Krajse korenine z malo ali brez koreninskih laskov in
zmoznosti zaznavanja sile teZznosti zmanjSajo sposobnost tekmovanja kalice z drugimi,
neprizadetimi rastlinami (Levizou et al., 2002; Hierro in Callaway, 2003). Za dolocitev
Casa, koliko v rasti zaostane tretirana oz. obcutljiva rastlina v primerjavi z drugimi, so
potrebni poljski poskusi. Korenine s povsem odmrlim vr§ickom sicer sploh ne morejo
opravljati svojih nalog, predvsem preskrbeti rastline z vodo in mineralnimi snovmi, zato
take rastline nimajo moZnosti za dolgoro¢no prezivetje.

53 VSEBNOST MALONDIALDEHIDA (MDA)

MDA je pokazatelj poskodovanosti membran zaradi nastajanja reaktivnih kisikovih spojin
(ang. “reactive oxigen species” - ROS), ki med drugim povzro€ajo peroksidacije lipidov
(Schopfer et al., 2001; Cai et al., 2011). To se sicer dogaja tudi ob normalnem
metabolizmu in je nujno za dolo¢ene procese (so sekundarni sporocevalci pri uravnavanju
celicnega metabolizma). Doloceni stresni dejavniki, med katere lahko Stejemo tudi
alelopatske snovi, pa preko vpletanja v elektronske transportne verige povecajo nastajanje
ROS (Weir, 2004). Ker zavrta rast oz. celo propad korenin v nasem poskusu nakazuje rast
v stresnem okolju, ki se pogosto odraza v poviSanem nastajanju ROS, smo pri¢akovali
mocne poskodbe membran in posledicno vi§je vrednosti MDA pri tretiranju z 2,5 %
izvleCkoma obeh vrst ajde v primerjavi s kontrolo in Se visje odstopanje v primeru uporabe
5 % izvleckov.
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Skladno s tretiranjem solate z zaviralnimi izvlecki nekaterih afriskih dreves in juglonom,
tretiranjem nekaterih polj$¢in z izvleCkom vrste Hemistepta lyrata, ali uporabo herbicida
na ¢ebulo, Allium cepa, (da je vpliv zaviralen, se kaze v kaljivosti, dolzini korenin in
kalice...) se je povecala koli¢ina MDA v tretiranih rastlinah v primerjavi s kontrolo (Gao
et al., 2009; Cavusoglu et al., 2012; Sunmonu in Van Staden, 2013; Babula et al., 2014).
Odziv pa je lahko tudi obraten znotraj iste vrste med razli¢nimi sortami, torej da je rast
nekaterih sort spodbujena, drugih pa zavrta, kar so Altikat et al. (2013) ugotovili pri dveh
sortah melon. Toda v tem primeru so kalice rasle bolje od kontrolnih, kar se v nasi
raziskavi ni zgodilo.

Nasi rezultati kazejo le na morebitno koncentracijsko odvisnost, saj je bila vsebnost MDA
veCja pri izpostavitvi visji koncentraciji izvlecka, vendar so bile te razlike statisti¢no
neznalilne glede na kontrolni tretma. Ravno tako ni bilo razlik v u€inkih tatarske in
navadne ajde. Eden od razlogov za tako nespecifi¢en odgovor je lahko nizka starost rastlin
(samo 12 dni), ko intenzivno potekajo reakcije po kalitvi. Poleg tega bi bilo smiselno lo¢iti
korenine od poganjkov, saj so vrednosti MDA v razli¢nih tkivih/organih razli¢ne -
raziskavi, ki so jo opravili Mahmoudi et al. (2010), so izmerili 10-krat vi$je vsebnosti v
poganjkih solate kot v koreninah. S skupno analizo vsega materiala se tako lahko poveca
metodoloska napaka, vendar smo se zaradi premalo materiala morali tako odlo¢iti.

54  PRESOJA HIPOTEZ

1. Navadna in tatarska ajda imata negativni alelopatski uc¢inek na kalitev in zgodnji
razvoj izbranih invazivnih tujerodnih rastlinskih vrst.

Prvo hipotezo lahko v vecini potrdimo. Predvidevali smo zaviranje tako kalitve kot
zgodnjega razvoja kalic s strani obeh vrst ajd, vendar se je kot najbolj zaviralen pokazal
uc¢inek na dolzino korenin tar¢nih rastlin. Rezultati, zbrani v nalogi, so sicer zelo mozaic¢ni
in v preseku z redkimi res zanesljivimi trendi, kar pa glede na Stevilo vrst uporabljenih
rastlin (7), 2 koncentraciji izvleckov, 2 vrsti ajde in pa $tevilo izbranih znakov (5), ni
presenetljivo.

2. Tatarska ajda ima mocnejSe negativno alelopatsko delovanje v primerjavi z
navadno ajdo.

Drugo hipotezo lahko potrdimo na podlagi rezultatov vecine izbranih znakov. Pri vecini
tarnih vrst je tatarska ajda nekoliko bolj zavrla kon¢na odstotka kalitev in kalic v 2. fazi,
medtem ko rezultati dolZin korenin dosledno kazejo mocnejSi vpliv tatarske ajde v
primerjavi z izvleckom navadne ajde enake koncentracije.
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55  PREDLOGI IZBOLJSAV

Med poskusom smo opazili ve¢ dejavnikov, ki vplivajo na rezultate in bi jih v primeru
ponovnega testiranja spremenili.

1. Ob testiranju vplivov izvleCkov na kalitev in rast kalic bi bilo primerno izlo¢iti
morebitni vpliv drugih dejavnikov v izvleCku kot le alelopatskih snovi z
vkljucitvijo Se ene kontrole, kjer voda ne bi bila destilirana, temve¢ s podobnimi
vrednostmi pH in osmolarnosti kot izvlecki.

2. Treba bi bilo izboljsati metodo inkubacije petrijevke s semeni, s ¢imer bi zmanjsali
nihanje koncentracij izvleckov zaradi izhlapevanja vode.

3. Testirali smo zgolj dve razli¢ni koncentraciji izvle€Ckov obeh ajd. Da bi dobili bolj
natancno sliko alelopatskega vpliva na kalitev in razvoj kalic, bi morali testirati ve¢
razli¢nih koncentracij (do 5 %, ki se je izkazal za zelo Skodljivega).

4. V navezavi na zgornji predlog bi bilo smiselno ugotoviti tudi, kakSen razpon
koncentracij izvleckov lahko pri¢akujemo v naravi glede na razliéne vremenske
razmere.

5. Zanimivo bi bilo tudi ugotoviti, ali in koliko kalic posamezne vrste pri posamezni
koncentraciji izvleckov bi se uspelo razviti do faze cvetenja, kar bi bilo mozno
raziskati le v prsti.

6. Najbolj uporabni bi seveda bili rezultati poskusov, izvedenih na prostem, tako na ze
spros¢anje alelopatskih snovi in njihov obstoj vplivali vsi dejavniki, za katere je bil
vpliv Ze ugotovljen.
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6 SKLEPI

Glede na dobljene rezultate lahko zaklju¢imo, da imata tako navadna kot tatarska ajda
potencial za zatiranje invazivnih tujerodnih rastlin. V ta namen bi teoreti¢no lahko ta
potencial izkoristili na dva nacina: (i) s sejanjem ajde na prazna obmocja, dovzetna za
naselitev invazivnih rastlin (preventivno) ali na Ze porasla obmocja po kosnji ali drugem
mehanskem odstranjevanju invazivnih tujerodnih vrst (kurativno), in (ii) z uporabo zelenih
delov ajde kot bioherbicid (kurativno), ki bi ob pravilni uporabi mo¢no zavrli rast in razvoj
invazivnih rastlin ter tako olajSali njihovo odstranjevanje in/ali nadzor na druge nacine.

Da bi neka snov postala tudi potrjen herbicid, je treba o njej pridobiti veliko informacij, kot
so ucinkovita koncentracija, kemi¢na struktura, mesto delovanja, trajanje nespremenjene
strukture v tleh, morebitni vplivi na netaréne organizme, tudi ¢loveka, in dobi¢konosnost
proizvodnje (Soltys et al., 2013).

Zaviranje rasti invazivnih tujerodnih vrst s sejanjem ajde kljub ocitnim zazeljenim
uc¢inkom kot posledico alelopatskega delovanja in moc¢ne tekmovalnosti s sencenjem
(Tesio in Ferrero, 2010) ni nujno dolgorocno perspektivno. Moc€an negativni alelopatski
ucinek je med drugim posledica prostorsko lo¢enega evolucijskega razvoja (Callaway in
Ashehoug, 2000), ki bi ob skupni rasti na nekem obmocju postal hiter zaradi nenadnega
mocnega evolucijskega pritiska. V nekaj letih bi se lahko populacije invazivnih rastlin z
naravnim izborom prilagodile na prisotnost ajde in bi se njen potencial za zatiranje mo¢no
znizal (Callaway et al., 2005).

Iz zgoraj navedenih razlogov kot tudi sicer je na degradiranih obmocjih zaZeljena naselitev
domorodnih vrst. Do te lahko pride po naravni poti ali namensko z zasejevanjem. Soc¢asna
uporaba ajde in mesanic semen domorodnih rastlin bi zahtevala temeljito pripravo, saj ajda
zavira rast in razvoj mnogih takih rastlin (pogosto obravnavanih kot pleveli), na primer
Stellaria media, Echinochloa crus-galii, Artemisia vulgaris itd. (Xuan in Tsuzuki, 2004).

Nasa raziskava je tako nakazala potencialno uporabo ajde v naravovarstvene namene,
vendar bi bilo do kon¢ne stopnje dejanske uporabe treba raziskati Se veliko zgoraj
omenjenih vidikov.
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ZAHVALA

Najprej bi se rad zahvalil svoji mentorici Simoni Strgulc KrajSek za stalno dostopnost,
hitro pomo¢ in pregledovanje naloge ter stalno prijaznost in dobrovoljnost, zaradi katerih
sta bila tako eksperimentalni del kot pisanje bolj sproscena in bolj zabavna.

Na tem mestu gre zahvala tudi vsem zaposlenim v skupinah za splo$no in za sistematsko
botaniko — za pomo¢ pri poskusih, nasvete pri pisanju ter domacno in spodbudno delovno
okolje. In da me po veémesecni stalni prisotnosti na faksu Se vedno prijazno pozdravljajo.

Iskreno se zahvaljujem tudi recenzentu Ivanu Kreftu in predsedniku komisije Matevzu
Likarju za hiter pregled naloge.

Nenazadnje pa hvala tudi starSema za vso podporo “iz ozadja” ter podporo pri izbiri in
tekom izobrazevalne poti do biologa oz. ekologa.



