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Proucevali smo odbojnost in prepustnost svetlobnega sevanja pri listih navadne
ciklame (Cyclamen purpurascens) v povezavi z morfoloskimi, anatomskimi in
biokemijskimi lastnostmi listov. Opazovali smo vpliv listnega vzorca, vpliv sezone,
razlike med son¢nim in sen¢nim rastis¢em, ter vpliv prisotnosti spodnje povrhnjice.
Oblike odbojnih in prepustnih spektrov so podobne, razlike, ki se pojavljajo v
posameznih delih spektra pa so posledica biokemijskih in morfoloSkih lastnosti
listov. Izsledki raziskave kazejo, da se med svetlejSimi in temnejSimi obmo¢ji na
listu pojavljajo razlike v vsebnostih klorofilov. Ugotovili smo tudi sezonsko
spreminjanje opticnih lastnosti ter biokemijskih in morfoloSkih parametrov.
Vsebnost UV absorbirajoc¢ih snovi, antocianov in karotenoidov se je tekom sezone
zmanjSevala, skladno z olistanjem krodenj. Zeleli smo raziskati tudi vpliv
osoncenosti rastiS¢a na opticne lastnosti. Razlike so se pokazale tako pri
morfoloskih kot pri biokemijskih znacilnostih, nekoliko manj izrazite so bile pri
odbojnih in prepustnih spektrih. Raziskave so tudi pokazale, da ima prisotnost
spodnje povrhnjice znacilen vpliv na odbojnost in prepustnost sevanja, predvsem v
zelenem in bliznje infrardeCem delu spektra.
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The measurements of reflectance and transmittance were performed on leaves of
common cyclamen (Cyclamen purpurascens) with regard to morphological,
anatomical and biochemical properties of leaves. We studied the impact of leaf
variegation, the impact of the seasonal changes, the differences between sunny and
shady habitat, and the impact of the lower epidermis. In general, all of the spectra
follow the same characteristics, but the differences are reflected due to the
biochemical and morphological characteristics of leaves. Results of the research
show that there are differences in the content of chlorophylls between the lighter
and darker areas of the leaf. We have also discovered that the optical properties and
biochemical and morphological parameters reflect the changes in season. The
content of UV absorbing compounds, anthocyanins and carotenoids has decreased
during the season, according to the unfolding leaves in canopies. We also
investigated the influence of habitat type on the optical properties. Differences were
present in both the morphological and biochemical characteristics, somewhat less
pronounced were the reflectance and transmittance spectra. The results showed that
the presence of the lower epidermis has a significant influence on the reflectivity
and transmission of radiation, especially in the green and the near infra-red part of
the spectrum.
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feb., apr., jun., avg. februar, april, junij, avgust

Ant antociani

E470, Es3o, Esss, Ess2  ekstinkcije pri danih valovnih dolzinah
EM elektromagnetno sevanje

Fu/Fm potencialna fotokemi¢na uéinkovitost PSII
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Kar karotenoidi
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n Stevilo listov v vzorcu

NIR bliznje infrardece sevanje (700 — 1400 nm)

p stopnja pomembnosti

P povrsina vzorca

PAR fotosintezno aktivno sevanje (400 — 700 nm)

PPFD gostota fotonskega fluksa fotosintezno aktivnega dela sevanja [umol m?s™]
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RDA redundancna analiza
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UV-A ultravijoli¢ni del svetlobnega spektra z valovno dolzino 320 — 400 nm
uUvVv-B ultravijoli¢ni del svetlobnega spektra z valovno dolZzino 280 — 320 nm
uv-C ultravijoli¢ni del svetlobnega spektra z valovno dolzino 100 — 280 nm
\Y volumen ekstrakta

Y dejanska fotokemicna uc€inkovitost PSII
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1UvOoD

Svetloba je vir energije za vse rastline in te jo ucinkovito izrabljajo. Rastline zaznajo
spremembe v svetlobnem okolju in se nato prilagodijo na okolje, kar vkljucuje tudi
spremembe v morfoloskih in biokemijskih lastnostih lista ter fotosintezi (Oh in Kim, 2010).
Svetloba, ki pade na list rastline ali na katerikoli drug predmet, se lahko odbije, absorbira ali
pa preseva (Levizou in sod., 2005).

Opticne lastnosti lista vplivajo na razpolozljivost fotosintezno aktivnega sevanja na celi¢ni
ravni, na prodiranje svetlobe skozi kro$nje in na sevalno bilanco ter upadanje jakosti svetlobe
v rastlinskih sestojih (Baltzer in Thomas, 2005). Z razvojem listov se spreminjajo tekom leta
(Yoshimura s sod., 2010), na kar vplivajo morfoloske lastnosti listov ter koncentracije barvil
in nekaterih drugih snovi.

Spektrofotometrija v vidnem delu elektromagnetnega spektra se je dolgo uporabljala za
dolocanje fizioloskih stanj visjih rastlin in opti¢nih lastnosti intaktnih listov. Tehnika

vkljuCuje merjenje odbojnosti in prepustnosti, preostali delez pa predstavlja absorbanca
(Merzlyak in sod., 2004).

Rod ciklam je doma v Mediteranskem bazenu in sosednjih dezelah, navadna ciklama
(Cyclamen purpurascens) sega najbolj severno. V Sloveniji je edina vrsta iz rodu ciklam, ki
pa je precej razSirjena in raznolika, z zanimivimi listnimi slikami in omamno diSecimi
Skrlatnimi cvetovi. Slike listnega vzorca lahko uvrstimo v §tiri glavne skupine: v prvi skupini
so tiste rastline, ki imajo skoraj povsem zelene liste, v drugi skupini so rastline z rahlim
vzorcem, v tretji in Cetrti pa ciklame s polsrebrastimi in skoraj povsem srebrastimi listi.
Spodnja listna ploskev je zelena do vijolicha in se nekoliko spreminja tudi z letnimi Casi
(Bavcon, 2009).

Namen magistrske naloge je bil ugotoviti vpliv morfoloskih in biokemijskih parametrov na
odbojnost in prepustnost sevanja pri listih navadne ciklame v razli¢énih obdobjih sezone.
Meritve smo opravili na razli¢nih delih lista in poskusali dolo¢iti vpliv listnega vzorca, ki se
pojavlja pri vecini primerkov te vrste, vendar ne pri vseh enako. Opazovali smo tudi vpliv
prisotnosti spodnje povrhnjice na odbojnost in prepustnost sevanja, ter razlike med opti¢nimi

lastnostmi rastlin na sonénem in sen¢nem rasti$¢u.
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1.1 HIPOTEZE

Na podlagi dosedanjega vedenja na podro¢ju smo postavili naslednje hipoteze in sicer, da se
bodo pokazale razlike v opti¢nih lastnostih in biokemijskih parametrih listov zaradi vpliva (a)
sezone, (b) razlicne obarvanosti lista (Svetlejse lise in temnejSa obmocja na listnem vzorcu
bodo odrazala razli¢ne lastnosti), vpliv bo imela tudi (c) prisotnost spodnje povrhnjice in (d)
sevalne razmere na rasti$cu (razlike med rastlinami s sen¢nega in son¢nega rastisca).
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2 PREGLED OBJAV

2.1 LISTNI VZOREC

Za fotosintezna tkiva je obi¢ajno znacilna enotna obarvanost povrsin, nekatere vrste pa imajo
liste z nepravilnim vzorcem obarvanosti. To je lahko posledica genskih znacilnosti, somatskih
mutacij ali virusnih okuzb (Esteban in sod., 2008).

Hara (1957) v svojem ¢lanku ugotavlja, da je pisanost listov pri razli¢nih rodovih: Arisaema,
Begonia, Clematis, Cyclamen, Ornithogalum, Pyrola, Saxifraga, Trifolium, Viola in drugih,
posledica variacij v razvoju celic stebriCastega tkiva in prisotnosti zra¢nih prostorov.
Popolnoma zeleni deli listov imajo tesno urejene celice stebricastega tkiva, medtem ko imajo
svetlo zeleni deli bolj kroglaste palisadne celice z vmesnimi zra¢nimi prostori. Ta znacilnost
ne vpliva bistveno na debelino svetlo zelenih regij pri navadnem plju¢niku (Pulmonaria
officinalis), vendar vsekakor spremeni gostoto tkiva, kar lahko potencialno vpliva na
prodiranje svetlobe skozi list (Esteban in sod., 2008).

Marmorirani listi se redko pojavljajo v naravi, bolj pogosti so namre¢ pri okrasnih rastlinah,
vendar obstaja nekaj vrst, ki imajo takSne lastnosti (La Rocca in sod., 2011). Najdemo jih
predvsem v podrasti gozda, skoraj izklju¢no pri zelnatih vrstah in predvsem pri vedno zelenih,
zimzelenih in pomladnih kratkoZivih vrstah. Se posebej so pisani listi pogosti med vedno
zelenimi zelnatimi rastlinami v podrasti gozda v zmernem in tropskem pasu (Givnish, 1990).

Za vzorcaste liste so znacilna bela, rumena, rdeca ali vijolicna obmocja na listni povrSini
(odvisno od prisotnosti ali odsotnosti klorofilov, karotenoidov in antocianov). Ta ne-zelena
obmocja listov imajo drugacne opti¢ne lastnosti, ki v doloCenih primerih lahko povecajo
zaScito pred prekomernim sevanjem (Esteban s sod., 2008), na primer s povecano odbojnostjo
(Holmes in Keiler, 2002). Esteban je s sodelavci (2008) v raziskavi sicer ovrgel to hipotezo,
saj naj bi bile celice mezofila na ne-zelenih delih pri navadnem plju¢niku in pasjem zobu
(Erytronium dens-canis) izpostavljene vec¢jemu sevanju, kar lahko povzro¢i spremembe v
mezofilu (Gaberscik s sod., 2001).

2.1.1 Pomen listnega vzorca

Ekoloski pomen tak$nega pisanega vzorca je torej lahko zasc¢ita ne-zelenih delov lista ob
pojavu son¢nih lis ali med moc¢nej$im son¢nim sevanjem, in bolj uéinkovitih zelenih delov
lista v sen¢nih razmerah (Esteban in sod., 2008). Popolnoma zeleni listi potrebujejo vecjo
jakost svetlobe v primerjavi s svetlej$imi pegami, svetlo zelene pege pa imajo relativno vecjo
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stopnjo fotosinteze glede na enoto klorofila (La Rocca in sod., 2011). Barvni vzorci
vegetativnih delov rastline, katerim barvo dajejo antociani, naj bi bili za zasc¢ito, predvsem
pred abiotskimi dejavniki, kot so UV sevanje, nizke temperature, pomanjkanje vode ali
toksicnost kisika, ter pred biotskimi dejavniki — glivicnimi napadi in herbivorijo (Chalker-
Scott, 1999; Lev-Yadun in sod., 2002). Pri tropskih rastlinah naj bi listni vzorec zagotavljal
¢im boljsi izkoristek minimalnega deleza svetlobe, ki uspe prodreti do tal (Bavcon, 2009).

Evolucijski pomen barvnega vzorca pri rastlinah so vefinoma proucevali v povezavi S
privabljanjem oprasevalcev cvetov in raznasalcev plodov (Lev-Yadun in sod., 2002). Dokaj
siroko pojavljanje pisanosti listov pri zelnatih rastlinah v podrasti evropskih gozdov (poleg
navadne ciklame Se laski ka¢nik (Arum italicum), navadni plju¢nik, pasji zob, navadni jetrnik
(Hepatica nobilis) in nekatere orhideje (Orchidaceae)) nakazuje, da naj bi pisanost listov
imela dolo¢ene ekoloSke prednosti. V nekaterih primerih (navadni pljucnik, pasji zob) se
vzorec pisanosti spreminja med sezonami (La Rocca in sod., 2011), pri navadni ciklami ostaja
bolj ali manj stalen (Bavcon, 2009). Listna pisanost naj bi bila za gozdne rastline koristna, da
se izognejo herbivoriji in fitofagim insektom z mimikrijo ali drugimi domiselnimi nacini
obrambe (La Rocca in sod., 2011). Na primer, ¢e je list na spodnji strani drugace obarvan kot
na zgornji, zeleni strani, bo zelena zuzelka, ki ima varovalno barvo na zgornji strani lista,
izstopala na spodnji, ne-zeleni strani lista. Rastline so sposobne z mimikrijo prevarati zivali,
da se obnaSajo v skladu z njihovimi interesi, kot na primer orhideje, ki izrabljajo cebelje
samcke, da se poskusajo pariti s cvetovi in jih pri tem oprasijo (Lev-Yadun, 2009). Lev-
Yadun in sod. (2002) razlagajo, da utegne biti barvitost vegetativnih organov prilagoditev, Ki
je nastala zaradi selektivne vloge zivali, ki opazijo barvni vzorec in se nanj odzovejo. Gomolji
navadne ciklame so namre¢ strupeni, vsebujejo strup ciklamin, ki po delovanju nekoliko
spominja na delovanje strupa kurare. Za svinje ciklamin sicer ni strupen, druge Zivali pa so
nanj obcutljive (Petauer, 1993). Prav tako je mogoce, da so nekateri listni vzorci brez pomena
in so nevtralnega znacaja, brez vpliva na vitalnost rastline (Lev-Yadun in sod., 2002).

Smith (1986) je opredelil ve¢ pomenov listnega vzorca. Pisanost listov naj bi bila koristna
zaradi posnemanja skode, ki jo povzrocajo listni zavrtaci. Listni vzorec naj bi odvracal samice
listnih zavrtacev od izleganja jajcec na liste, saj marmoriran list izgleda, kot da je Ze napaden
s strani li¢ink listnih zavrtacev, kar ugotavlja tudi Konoplyova s sodelavci (2008). Listni
vzorec naj ne bi odvracal samo listnih Skodljivcev, ampak tudi ostale herbivore, saj naj bi bil
moten oris listov in herbivori ne bi prepoznali lista kot celote. Kot Ze prej navedeno, naj bi
listni vzorec z aposemati¢no obarvanostjo opozarjal na kemi¢no, mehani¢no ali biolosko
obrambo (Lev-Yadun in sod., 2002). Poleg ekoloskih funkcij je Smith (1986) podal tudi nekaj
biokemijskih funkcij in sicer, naj bi listni vzorec omogoc¢al zmanjSevanje temperature lista in
transpiracije v son¢nih, vro¢ih ali suhih mikroklimatih ter redukcijo sprejema svetlobe z
zakrivanjem ali odsotnostjo klorofila na svetlejSih delih lista.
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Vecina kopenskih rastlin, ki imajo ne-zelene vegetativne organe, ima zaradi takSne
obarvanosti koristi in stroSke. Stroski rastline, da proizvede ne-zelene organe imajo vec
vidikov. Potrebno je sintetizirati dodatne pigmente, ne-zelena obarvanost lahko vodi k
zmanjSani fotosintezi, opaznost pa pritegne rastlinojede. Rastlina z bolj variabilno
obarvanostjo pa se v dolocenih razmerah lahko bolj ucinkovito »skrije« kot enobarvne
rastline. Na splosno morajo biti koristi obarvanosti ve¢je od stroSkov, da se lahko rastlina
razvija in razmnozuje (Lev-Yadun, 2009).

2.2 SVETLOBNO OKOLJE

Svetlobno okolje ni nikoli povsem stabilno, gostota pretoka fotonov se spreminja tekom
dneva zaradi sprememb vpadnega kota sonéne svetlobe, sprememb postavitve listov in
premikanja listov, obla¢nosti in zaradi heterogene postavitve drevesnih krosenj (Lee s sod.,
1979). Svetloba vstopa v gozdni sestoj neposredno skozi plasti drevesnih krosenj in z gozdnih
robov, ob prehajanju skozi sestoj se lahko od povrsine listov in tal odbija ter razprsi, lahko pa
preseva skozi listno ploskev (Larcher, 2003). Vse to povzroca svetlobne lise, ki se razlikujejo
v kakovosti, intenziteti in trajanju (Tome, 2006). Pod tak$nimi pogoji se morajo rastline
prilagoditi in regulirati izkoriS€anje son¢ne svetlobe, da se izognejo poskodbam, ki se lahko
zgodijo kadarkoli, ko absorbirana svetloba preseze zmoznosti fotosintezne porabe. Odvecna
energija mora biti spro§¢ena, da se rastlina izogne poskodbam fotosinteznega aparata (Esteban
in sod., 2008).

2.2.1 Svetlobni spekter

Zemljino biosfero doseze sevanje valovnih dolzin med 280 in 10° nm. Spektralno obmogje
med 100 in 400 nm predstavlja ultravijoli¢no sevanje (Trost Sedej, 2005). UV spekter delimo
na UV-A obmocje (320-400 nm), UV-B obmoc¢je (280-320 nm) in UV-C obmoc¢je (100-280
nm). Celotno UV-C in precej$en del UV-B sevanja zadrzi ozonska plast, UV-A sevanje in del
UV-B sevanja pa prodreta do Zemljinega povrsja. UV-A sevanje je prav tako nevarno za
organizme kot UV-B sevanje, obe imata precej skodljive u¢inke (Yoshimura s sod., 2010).
UV sevanje predstavlja priblizno 10 % celotne radiacije, ki jo odda Sonce (Tome, 2006).

Fotosintezno aktivni spekter sevanja (PAR) se razteza med 400 in 700 nm, to je spekter, ki ga
rastline uporabljajo za fotosintezo in se priblizno ujema s spektrom, ki ga zazna clovesko oko,
zato se imenuje tudi vidna svetloba (Trost Sedej, 2005). Je del spektra elektromagnetnega
(EM) sevanja z valovno dolzino od okoli 380 nm (vijoli¢na barva) do okoli 750 nm (rdeca
barva), vmes je preostali del spektra, ki zajema barve mavrice: vijolicna, modra, zelena,
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rumena, oranzna, rde¢a. Vidna svetloba predstavlja okoli 50 % celotne son¢ne radiacije
(Tome, 2006).

Infrardece (IR) sevanje obsega najvecji del spektra. Med 700 in 800 nm je daljno rdeca
svetloba, nad 800 nm pa infrardeca svetloba (Trost Sedej, 2005). Najpomembnejsi vir toplote
na Zemlji je kratkovalovno IR sevanje (do 4000 nm valovne dolzine), velik pomen pa ima
tudi dolgovalovno sevanje (nad 4000 nm), ki s toploto oskrbuje obmocja, ki ga sicer nikoli ne
dosezejo soncni zarki. IR svetloba, do priblizno 4000 nm valovne dolzine, predstavlja okoli
40 % celotne radiacije, ki jo odda Sonce (Tome, 2006).

2.3 ODZIV RASTLIN

Rastline imajo razli¢ne zasCitne strategije, da se zascitijo pred premo¢nim sevanjem, Ki med
drugim vkljucujejo izogibanje zajema svetlobe, regulacijo uinkovitosti pretvorbe energije
svetlobe in aktivacijo mehanizmov antocianov. lzogibanje prekomerni svetlobi temelji na
strukturnih in morfoloskih spremembah, kar predstavlja spremembe v orientaciji listov ali
kopicenje odsevnih struktur, kot so dlacice (trihomi), voski in antociani (Esteban in sod.
2008).

Eden od mehanizmov za zas¢ito pred UV-B sevanjem je odbojnost. Odboj svetlobe z zgornje
povrhnjice lista naj bi bila prva obramba pred UV sevanjem, vendar se njena pomembnost
razlikuje med vrstami. Odbije se priblizno 10 % UV sevanja, lahko tudi ve¢ (Filella in
Penuelas, 1999), nekatere vrste odbijejo celo do 70 % UV sevanja (Holmes in Keiler, 2002).
Baltzer in Thomas (2005) opisujeta povecano odbojnost kot odziv rastlin na akutni stres, z
vrhovi v zelenem (okoli 550 nm) in rdeCem delu vidnega spektra (okoli 700 nm).
Najucinkovitej$i mehanizem za zas¢ito pred UV-B sevanjem pa je epidermalna absorpcija.
Vrsi se na racun UV absorbirajo¢ih snovi, predvsem flavonoidov, ki lahko absorbirajo okoli
95 % UV-B sevanja, ki pade na list rastline (Yoshimura s sod. 2010).

V odzivu na spremembe pri razpoloZzljivosti svetlobe razvijejo rastline sonéne oziroma sen¢ne
liste. Sencni listi imajo v primerjavi s son¢nimi manj$o fotosintezno kapaciteto, saj imajo
vecjo listno ploskev in tanjse liste (Qi in sod., 2003; Oh in Kim, 2010). Son¢ni listi so manj
obcutljivi na UV-B sevanje kot sencni listi, poleg debelejsih listov imajo tudi vecjo vsebnost
UV-B absorbirajocih snovi (Filella in Penuelas, 1999)

Odporne in tolerantne rastline se prilagodijo na povecano UV-B sevanje s popravljanjem
poskodb ali z zmanjSevanjem UV-B sevanja, ki doseze mezofil. To vkljuCuje debeljenje
kutikule in celi¢nih sten, vkljucitev fenolov v celicno steno z ligninom ali povecanje
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dlakavosti (Chalker-Scott, 1999). Prav tako se rastline na spremembe Vv intenzivnosti svetlobe
prilagajajo s spreminjanjem celi¢nega razvoja in kopi¢enjem plastidov tako, da je absorpcija
svetlobe ugodna pri omejenem sevanju, kakor tudi pri izkoris¢anju polne dnevne svetlobe (Oh
in Kim, 2010).

V raziskavi, ki jo je izvedla Konoplyova s sodelavci (2008) se stopnja neto fotosinteze
(izraZena na enoto listne povrSine) ne razlikuje med svetlejSimi in temnej$imi lisami pri dveh
vrstah ciklame (Cyclamen persicum in C. hederifolium). Vecja cena izgradnje je bila razvidna
pri temnej$ih obmodjih, kar se je odrazalo v znacilno veéji specifi¢ni listni tezi, brez
kakrsnekoli fotosintezne koristi. Rezultati neto fotosinteze so bili zdruzljivi z opti¢nimi
lastnostmi lista in koli¢inami barvil. Na primerljivih pisanih listih so temne lise drazje za
izgradnjo in verjetno manj fotosintezno aktivne. Baltzer in Thomas (2005) navajata, da se z
naras¢anjem gostote klorofila zmanjSuje ucinkovitost izkoristka svetlobe na posamezno
molekulo klorofila.

2.4 BIOKEMIJSKE PRILAGODITVE

UV absorbirajoée snovi, ki se nahajajo v celicah povrhnjice, predvsem flavonoidi in
antociani, zmanjSujejo prepustnost ter povecujejo absorbanco zgornje povrhnjice za UV-B

sevanje in s tem selektivno §Citijo notranja tkiva, brez oviranja fotosinteze (Filella in
Penuelas, 1999; Qi in sod., 2003).

Antociani so vodotopni pigmenti, proizvedeni iz flavonoidov po poti Sikimske Kkisline,
najdemo jih v vseh rastlinskih tkivih. Pogosto se pojavijo prehodno v specifi¢nih razvojnih
fazah in so lahko inducirani zaradi razli¢nih okoljskih dejavnikov, med drugim zaradi UV-B
sevanja, nizkih temperatur in vodnega stresa. Poznej$a sinteza in lokalizacija antocianov v
korenini, steblu in zlasti v listih, omogoc¢i rastlini razvoj odpornosti na Stevilne okoljske
stresne dejavnike (Chalker-Scott, 1999), predstavljajo pa tudi za$cito pred rastlinojedi in
glivami (Lev-Yadun in sod., 2002).

Pri son¢nih rastlinah najveckrat najdemo antociane takoj pod zgornjo povrhnjico, senéne
rastline pa jih nalagajo v spodnji povrhnjici, najverjetneje na racun dodatnega izkoristka
svetlobe (Lee s sod., 1979), vendar Hughes s sod. (2008) navaja, da antociani v spodnji
povrhnjici pri begoniji (Begonia heracleifolia) v rdecem delu spektra ne povecajo odboja ali
sipanja prepustne svetlobe nazaj v mezofil. Poleg drugih nalog antociani preprecujejo
fotoinhibicijo in poSkodbe zaradi svetlobe z absorbiranjem odvecne svetlobne energije,
predvsem visoko energijskih modrih valovnih dolzin, Ki bi jo sicer prestregli pigmenti v
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kloroplastin (Merzlyak in sod., 2008), to pa bi lahko privedlo do poskodb protoklorofila v
razvijajoCih se listih (Chalker-Scott, 1999).

Biosintezo UV-B absorbirajo¢ih snovi in karotenoidov, ki predstavljajo zasSCito pred
sevanjem, inducira UV-B sevanje (Schultze s sod., 2005; Filella in Penuelas, 1999).
Najpomembnejse UV absorbirajoce snovi so flavonoidi, saj lahko absorbirajo okoli 95 % UV
sevanja, ki pade na list (Yoshimura s sod. 2010).

Karotenoidi predstavljajo neposredno zas¢ito fotosistema pred prekomernim vidnim in UV-B
sevanjem. UV-B sevanje je potencialno destruktivni dejavnik in tako karotenoidi kot
flavonoidi delujejo kot antioksidanti, kar Se poveca njihovo vlogo pri zasciti rastlin pred
Skodljivimi okoljskimi uéinki (Filella in Penuelas, 1999). Funkcija karotenidov je namre¢
zbiranje svetlobe, odvajanje odve¢ne svetlobe iz fotosistema, stabilizacija pigmentno-
proteinskih kompleksov in membran ter odstranjevanje $kodljivih molekul, ki nastajajo kot
posledica delovanja stresorjev na rastlino (Sircelj, 2008). Povisane koncentracije
karotenoidov so lahko tudi posledica vpliva temperature. S padcem temperature se namrec
zmanjSa ucinkovitost fotosintezne izrabe fotonov, zato se poveca vsebnost karotenoidov
(Filella in Penuelas, 1999). Prav tako kot antociani, pa tudi karotenoidi preprecujejo svetlobne
poskodbe klorofilov z absorbiranjem visoko energijskih modrih valovnih dolzin (Merzlyak in
sod., 2008).

Klorofili so najpomembnejSe rastlinsko barvilo, ki omogoca fotosintezo. Nahajajo se v
nadzemnih delih rastlin, najve¢ jih je v listih, predstavljajo lahko do 1 % suhe teze lista
(Petauer, 1993). Koncentracija klorofilov vpliva na spektralne vzorce opti¢nih lastnosti lista
(Baltzer in Thomas, 2005), predvsem z moc¢no absorpcijo v rdeCem in nekoliko manj v
modrem delu spektra (Liew s sod., 2008). Poznamo ve¢ vrst klorofilov, najbolj pogosta sta
klorofila a in b (Yoshimura s sod, 2010), v rastlinah se nahajata v razli¢cnem razmerju.

2.5 MORFOLOSKE PRILAGODITVE

Morfoloski dejavniki so (poleg biokemijskih) pomembni pri dolo¢evanju ucinkovitosti zasc¢ite
pred UV sevanjem (Filella in Penuelas, 1999). Avtorja navajata, da absorpcija UV-B radiacije
in s tem povezane morfoloske znacilnosti (specificna listna teza, debelina lista, debelina
kutikule in gostota trihomov) predstavljajo najvecje razlike med proucevanimi rastlinami na
razli¢nih nadmorskih visinah in kazejo na to, da so prevladujo¢i mehanizmi funkcionalnih
prilagoditev na povecano UV sevanje. Prav tako so bile razlike v stopnjah obsevanosti UV-B
pri son¢nih in sen¢nih listih. Povecane vsebnosti UV-B absorbirajocih snovi in odebelitve
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listov delujejo kot zas¢ita proti povecanemu UV-B sevanju in so obi¢ajen odziv ve€ine rastlin
na povecano UV-B sevanje.

Kljuéne znacilnosti pri interakciji lista s svetlobo so prisotnost medceli¢nih prostorov,
napolnjenih z zrakom in oblika posameznih celic, od kroglastih celic stebricastega tkiva do
konveksnih celic povrhnjice ter kutikularnih voskov na povrsini. Konveksnost ali konkavnost
celic povrhnjice dolo¢a sposobnost lista za usmerjanje svetlobe v notranjost lista. Gladka
povrhnjica ima slabo sposobnost usmerjanja svetlobe, medtem ko konveksne celice bolje
usmerjajo svetlobo in tako povecajo moznost, da jo nizje lezeci klorofili izkoristijo
(Chandrasekharan, 2005). Konoplyova s sodelavci (2008) v raziskavi navaja, da so celice
povrhnjice na svetlejsih obmocjih bolj kroglaste, kot enake celice na okoliskih temnejsih
obmo¢jih. Tudi debelina povrhnjice in Stevilo slojev mezofilnih celic sta na svetlejsih
obmog¢jih enaka kot na bliznjih temnej$ih obmodjih. Stebricaste celice na svetlejsih obmocjih
so rahlo ve¢je in bolj ohlapno organizirane in dovoljujejo nekoliko vecji delez medceli¢nih
zra¢nih prostorckov. Oblika celic stebriastega tkiva lahko spreminja prodiranje svetlobe
skozi list, spremembe v obliki celic gobastega tkiva vplivajo na dolzino opti¢ne poti, poleg
tega se vpliv anatomije lista odraza na razporejanju kloroplastov. Vse to pa lahko vpliva na
opticne lastnosti listov (Baltzer in Thomas, 2005).

Listna povrhnjica vecine visjih rastlin je razvila epikutikularni sloj voskov, ki do neke mere
skupaj z drugimi povrSinskimi strukturami (npr. trihomi) zagotavlja zunanjo obrambo pred
nezelenimi okoljskimi razmerami ter pred napadi $kodljivcev in patogenov. Ti voski imajo
veliko strukturno raznolikost in so temeljnega pomena za rastline zaradi njihovih interakcij z
okoljem. Epikutikularni sloj voskov in laskov pri nekaterih vrstah vsebuje UV-B
absorbirajoc¢e komponente (Holmes in Keiler, 2002). Debelejsi kot je kutikularni sloj voskov,
ve¢ja je odbojnost (Baltzer in Thomas, 2005), na odboj pa vpliva tudi prisotnost oziroma
odsotnost absorptivnih struktur (Chandrasekharan, 2005).

Listne dlacice naj bi (poleg ostalih funkcij) $¢itile nizje leZzeca tkiva pred UV-B sevanjem,
bodisi z odbojem ali z absorbiranjem svetlobe, saj v primeru da vsebujejo absorpcijske
komponente lahko povecajo absorpcijo UV-B sevanja. Gostota trihomov je povezana z
dostopnostjo vode in koli¢ino sevanja (Filella in Penuelas, 1999). Lev-Yadun (2009)
predlaga, da je potrebno raziskati moznost, ali trihomi, poleg tega da mehansko otezujejo
dostop zuzelkam, v UV delu spektra slednje tudi odvracajo, saj vecCina zuzelk vidi v UV delu
spektra.
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2.6 OPTICNE LASTNOSTI

Optic¢ne lastnosti lista so lastnosti, ki vplivajo na dostopnost svetlobe, potrebne za fotosintezo.
To se odraza na celi¢ni ravni z razporejanjem kloroplastov ter zaradi prerazporejanja listov pri
prodiranju svetlobe skozi krosnje in slabljenju svetlobe v vegetacijskih ekosistemih (Baltzer
in Thomas, 2005). Skupaj z listnim razvojem se spreminjajo tekom leta (Yoshimura s sod.,
2010). Koncentracije pigmentov, predvsem klorofilov in delno tudi karotenoidov, so dobri
pokazatelji vzorcev sevalne bilance. Spektralni vzorci odbojnosti in absorbance, ter
posledi¢no prepustnosti, so primarno doloceni z vsebnostjo klorofila, ¢eprav ima velik vpliv
tudi vsebnost karotenoidov (Baltzer in Thomas, 2005).

O odbojnosti govorimo, ko se svetloba, ki pod dolo¢enim vpadnim kotom pade na neko
povr$ino, na primer list rastline, od te povrsine odbije in razprsi (Chandrasekharan, 2005).
Odvisna je od lastnosti povrsine, notranje strukture lista in biokemijske sestave (Liew in sod.,
2008). Odbojnost je pojav, povezan s sipanjem svetlobe (Chandrasekharan, 2005). Rastlinska
tkiva so dobri razprsilci svetlobe po celotnem spektru. Tkiva imajo nepravilno povrsino in
medceli¢ne prostore napolnjene z zrakom (lomni koli¢nik 1,0), medtem ko so celice
napolnjene s citoplazmo in obdane s celuloznimi celi¢nimi stenami (lomni koli¢nik od 1,33 do
1,5), razlike v lomnih koli¢nikih pa povzrocajo sipanje svetlobe (Wooley, 1971). Prepustnost
je pojav prodiranja svetlobe skozi dolo¢eno snov. Pri prodiranju skozi list je odvisna od
strukture in debeline stebricastega in gobastega tkiva, medceli¢nih zranih prostorc¢kov in
sipanja svetlobe (Liew in sod., 2008). Absorbanca je pojav, ko dolo¢ena snov absorbira
svetlobo. To je tisti delez svetlobe, ki se niti ne odbije, niti ne preseva (Merzlyak, 2008).

Absorbanca in odbojnost omogocata rastlinam zas$c¢ito pred Skodljivimi u¢inki UV-B sevanja,
Se preden to doseze obcutljive komponente v notranjosti lista (Holmes in Keiler, 2002).
Epidermalna absorpcija UV-B sevanja je glavni zas¢itni mehanizem pred UV-B sevanjem, saj
zgornja povrhnjica vsebuje zaséitne pigmente, predvsem flavonoide, ki lahko absorbirajo
okoli 95 % UV-B sevanja, medtem ko absorbirajo minimalne koli¢ine fotosinteznih valovnih
dolzin (Filella in Penuelas, 1999; Yoshimura s sod. 2010). UV sevanje, ki ga absorbirajo listni
pigmenti, se sprosti v obliki fluorescence ali toplote (Trost Sedej, 2005). Manj pomembna je
odbojnost UV-B sevanja z lista, verjetno zato, ker je ve¢ina proucevanih rastlin odbila manj
kot 10 % UV sevanja (Filella in Penuelas, 1999; Qi in sod., 2003), ¢eprav nekatere rastlinske
vrste lahko odbijejo tudi do 70 % UV sevanja (Holmes in Keiler, 2002). Vrednosti
prepustnosti v UV obmo¢ju so zanemarljive (Qi in sod., 2003).

Polno razviti in zdravi listi imajo relativno nizko odbojnost v UV (280-400 nm) in vidnem
obmocju (400-700 nm), z vrhom v zelenem delu spektra (okoli 550 nm) ter relativno visoko
odbojnost v bliznjem IR obmocju (700-1400 nm) (Liew s sod., 2008; Yoshimura in sod.,
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2010). ManjSo odbojnost v UV in vidnem delu spektra je pri veéini listov mogoce pripisati
listnim barvilom (flavonoidi, antociani, klorofili, karotenoidi), ki absorbirajo vidno svetlobo.
Barvila, ekstrahirana iz listov, kazejo majhno absorpcijo v IR delu spektra in moc¢no
absorpcijo v UV in vidnem delu spektra. Pri nizkih valovnih dolzinah ima namrec¢ list zelo
majhno odbojnost in skoraj ni¢ prepustnosti (Wooley, 1971; Qi in sod., 2003). Vecja vsebnost
klorofila pomeni vecjo absorpcijo in manjSo odbojnost listnega tkiva v vidnem delu spektra,
zato je to dober pokazatelj fizioloskega stanja rastline. Visoka odbojnost v IR delu spektra pa
se pojavlja predvsem na racun medcelicnih prostor¢kov napolnjenih z zrakom, ki imajo
drugacne lomne koli¢nike kot okoliske celice in drugace odbijajo svetlobo (Liew s sod.,
2008).

Jakost odbojnosti na specifi¢nih spektralnih pasovih lahko poda informacije o biokemijski
zgradbi lista. Metoda, ki temelji na odbojnosti, je bila razvita za nedestruktivno dolo¢anje
vsebnosti klorofila, razmerja med klorofili in karotenoidi in vsebnosti vode (Levizou in sod.,
2005). Odbojnost suhega lista je obicajno pri vseh valovnih dolzinah visja kot odbojnost
svezega lista in znaCilna IR krivulja se malce razlikuje od te pri svezih listih, torej
najverjetneje splosno krivuljo pri svezem listu v IR dolo¢a voda, ki se zadrzuje v listu.
Odbojnost v IR delu spektra pri suhem listu v veliki meri izhaja iz razprSenih odbojev
celuloze, medtem ko je krivulja odbojnosti svezega lista odvisna predvsem od kombinacije
razprsenih odbojev celuloze v povezavi z absorpcijskimi pasovi vode (Wooley, 1971).

Na odbojnost vpliva tudi gostota trihomov, ta pa kaze veliko genotipsko plasti¢nost (Levizou
in sod., 2005). Statisticno znacilna razlika odbojnosti dlakavih listov v UV delu spektra, v
primerjavi z manj dlakavimi, je lahko rezultat UV absorbirajo¢ih znacilnosti dlacic ali njihove
povecane zmoznosti sipanja svetlobe (Holmes in Keiler, 2002).

Trihomi so struktura, ki bistveno spremeni povrsino lista in ima posledi¢no velik vpliv na
listno odbojnost. Ne samo medvrstne, ampak tudi znotraj vrstne razlike v gostoti trihomov so
znane med rastlinami rasto¢imi vzdolz okoljskih gradientov ali med razvojem lista (Klanénik
in sod., 2012). UV-B sevanje poveca gostoto trihomov in lahko spremeni njihovo morfologijo
(Levizou in sod., 2005), prav tako lahko vzpodbudi tvorbo voskov in povzroca biokemijske
spremembe v njihovi strukturi (Holmes in Keiler, 2002). Pri rastlinah brez trihomov in pri
tistih z manjSo gostoto velja, da je odboj UV-B sevanja precej nizek (< 5 %). Rastline z voski
in bolj poras¢enimi listi, pa lahko odbijejo precej ve¢ UV-B sevanja. Voski imajo precej
Siroko odbojnost preko celotnega spektra, pri trihomih pa je odboj povecan predvsem v
vidnem delu spektra in je bolj variabilen, kar nakazuje prisotnost UV-B absorbirajo¢ih snovi.
Ob mehani¢ni odstranitvi voskov in dladic se delez prepustnosti UV-B svetlobe poveca
(Holmes in Keiler, 2002).
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Studija, narejena na ciklamah C. persicum in C. hederifolium (Konoplyova in sod., 2008), je
pokazala, da imajo listi nekaterih rastlin na zgornji strani svetlej$e in temnejse lise z vi§jo in
nizjo odbojnostjo. Kot je pricakovati glede na videz in na nanasajoCe anatomske lastnosti, je
odbojnost na svetlo zelenih delih precej vecja kot na temnozelenih. Rezultati so kompatibilni
z notranjo strukturo stebricastega tkiva na doti¢nih mestih, ki imajo bolj ohlapno strukturo s
pogostimi medceli¢nimi zra¢nimi prostorcki in potemtakem bolj izpostavljeno povrsino celic,
ki je na voljo za odboj svetlobe pod svetlo zelenimi lisami. SoCasno so vecje celice
neizogibno tudi bolj transparentne, kar dovoljuje prodirajoci svetlobi, da je odbita od nizje
lezecih slojev celic.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 PREDMET RAZISKAV

Rod ciklam (Cyclamen sp.) so véasih uvrscali v druzino jegli¢evk (Primulaceae), v zadnjih
letih pa v druzino mirsinovk (Myrsinaceae) (Jalali s sod., 2012). Stevilo vrst znotraj rodu ni
popolnoma jasno dolo¢eno, razli¢ni avtorji navajajo razli¢no Stevilo vrst, bilo naj bi jih okoli
22. lIzvor imena Cyclamen je zelo star, ime je poznano ze od Teofrasta naprej. Kyklos v
grs¢ini pomeni krog, kar bi se lahko nanasalo na okrogel gomolj, kroglasto listno ploskev ali
razvijajo¢e se plodne glavice, zavite v obliki spirale (Bavcon, 2009). Ciklame so precej
pogosti geofiti, gomolj jim omogoca prezivetje daljSih obdobij v mirujoem stanju, ko
nadzemni deli rastlin odmrejo (Martin¢i¢ s sod., 2007). Rod ciklam je razSirjen v zmernem
pasu na §irSem obmo&ju Mediterana, manjka le v Spaniji, Maroku in Egiptu. Najdemo ga na
mediteranskih otokih in v severni Afriki, preko Male Azije sega vse do Irana, eno izolirano
lokacijo ima celo v severni Somaliji (Bavcon, 2009).

4 Y X ",. i ‘\' 9 3 - g ~ o \ - - A
Slika 1: Navadna ciklama (Cyclamen purpura ). Levpuscek, julij 2013.

Navadna ciklama (C. purpurascens) je zelnata trajnica z gomoljasto koreniko. Ima pritli¢ne,
bolj ali manj zimzelene liste, ki so lahko sréasti ali ledvicasti, Z nazob¢anim robom, spodnja
povrhnjica je navadno rdec¢kasto obarvana. Steblo je enocvetno, visoko 5-15 cm. Kimasti
cvetovi z nazaj zavihanimi ven¢nimi listi so Skrlatne barve. CvetoCe primerke najdemo od
junija do septembra (Martin¢i¢ in sod., 2007). Glede na ostale vrste iz rodu Cyclamen sega
njeno obmogje razsirjenosti najbolj severno. Raste vse od vzhodne Francije preko Svice,
severne Italije do Avstrije, Slovenije, Hrvaske, Srbije, Makedonije in Bolgarije, uspeva na
Poljskem, Ceskem in Slovaskem, najdemo jo v gorovjih Romunije in zahodne Rusije. Gre za
zelo raznoliko vrsto, variacije se pojavljajo v velikosti listov, cvetov in obliki listnega vzorca.
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Posledica tega je, da razlicni raziskovalci znotraj vrste C. purpurascens opisejo nove vrste ali
pa vsaj razlikujejo podvrste ali varietete (Bavcon, 2009).

V Sloveniji je navadna ciklama zelo razSirjena vrsta, pojavlja se od nizin pa vse do
subalpinskega pasu (0-2000 m). Najveckrat jo najdemo v listnatih in meSanih toploljubnih
gozdovih, na gozdnih robovih in vi§je leZzeCih senozetih. Prav tako se pojavlja kot stabilizator
terena na melis¢ih. Glede na to, da so v Sloveniji stiri glavna fitogeografska obmocja in dve
prehodni, da sta podnebje in relief zelo raznolika, ter da prihaja do velikega meSanja razli¢nih
vplivov, je Bavcon (2009) predvideval, da bo nasel Stevilne razli¢ice, ki bodo znotraj vrstno
raznolikost samo Se potrdile. Slovenija glede na celotno obmocje razsirjenosti lezi dokaj v
centru razsSirjenosti vrste, kar v osnovi daje vrsti Se ve¢jo moznost za raznolikost, ker naj bi
bila tukaj v optimalnih razmerah.

Ceprav je navadna ciklama v Sloveniji mnoZiéno prisotna, je Ze od leta 1985 uvriéena na
seznam CITES (Konvencija o mednarodni trgovini z ogrozenimi prosto zive¢imi zivalskimi
in rastlinskimi vrstami) na dodatek 11 (Bavcon, 2009), spada v skupino, pri kateri je dovoljeno
nabiranje samo nadzemnih delov rastlin, z izjemo semen oziroma plodov (Uredba o
zavarovanih prosto zive¢ih rastlinskih vrstah, 2009).

3.2 METODE DELA

Raziskovalno delo je potekalo na terenu in v laboratoriju, od februarja do avgusta 2012.
Obmogdje raziskav je obsegalo tri lokacije v blizini RaSice, in sicer rasti¢e na poseki (lokacija
1), rastiS¢e v gozdu na prisojnem pobocju (lokacija 2) ter rastiS¢e v gozdu na nekoliko bolj
osojnem pobocju Rasice (lokacija 3). Vzorci so bili nabrani v razli¢nih ¢asovnih obdobjih v
sezoni, in sicer v februarju pred olistanjem gozda, v aprilu takoj po olistanju gozda ter v
juniju, ko je bil gozd ze nekaj Casa olistan. Februarja smo v naravnem okolju izmerili
svetlobne spektre in koli¢ino vpadne svetlobe (Priloga C). V mesecu avgustu smo izmerili Se
vrednosti dejanske in potencialne fotokemic¢ne ucinkovitosti ter transpiracijo (Priloga A).
Vsaki¢ smo nabrali liste za laboratorijske raziskave. Februarja smo nabirali na vseh treh
rasti§¢ih, v ostalih mesecih pa so bili listi nabran na prisojnem rasti$¢u v gozdu. Nabrane liste
smo shranili v zatesnjene plasticne vrecke in prenasali v hladilni skrinji.

Vsak nabrani vzorec je zajemal 8 listov (aprilski 20, Slika 2), na vsakem listu sta bili dve
paralelki, ena na svetlejSem delu lista in druga na temnejSem delu lista. Laboratorijsko delo je
obsegalo merjenje spektrov, biokemijske analize ter morfoloske in anatomske analize. Delo je
bilo opravljeno na svezih listih, v kolikor to ni bilo mogoce (pri biokemijskih analizah), pa
smo iz vitalnih listov pripravili ustrezne vzorce — krozce s premerom 6 mm — in jih Se sveze
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zamrznili. Za morfoloske in anatomske analize so bili iz svezih listov pripravljeni poltrajni
preparati. VVse meritve in analize so bile opravljene na istih listih, kar zagotavlja sledljivost in

omogoca navezovanje rezultatov.
) / / i’

Slika 2: Listni vzorci nabranega materiala v mesecu aprilu. Levpuscek, april 2012.

3.2.1 Fizioloske meritve

Fizioloske meritve so bile opravljene na terenu v mesecu avgustu. Vreme je bilo sonc¢no,
jakost fotosintezno aktivnega spektra sevanja (PPFD) pa je bila okoli 1800 umol m? s
Merili smo fotokemi¢no uc¢inkovitost in transpiracijo. Rezultati se nahajajo v Prilogi A.

3.2.1.1 Fotokemi¢na uéinkovitost

Za merjenje fotokemic¢ne ucinkovitosti fotosistema II (FS II) smo uporabili modulacijski
fluorometer OS-500 ameriskega proizvajalca Opti-Sciences, ki deluje na principu merjenja
klorofilne fluorescence Klorofila a v fotosistemu Il. Bolj kot je rastlina v stresu, veé

fluorescence odda, zato je merjenje fotokemicne ucinkovitosti merilo stresa pri rastlini (Trost
Sedej, 2005).

Najprej smo izmerili potencialno fotokemi¢no ucinkovitost (Fv/Fm), ki je sorazmerna
potencialni neto fotosintezi. Razmerje Fv/Fm pri vitalnih rastlinah, ki rastejo v ugodnih
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razmerah, dosega vrednosti do 0,83 in se zmanjsSa, ko so rastline izpostavljene stresu (Trost
Sedej, 2005). Na liste smo na svetlejSe lise in temnejSa obmocja nanesli S¢ipalke za temotno
adaptacijo in s tem zatemnili izbrana obmoc¢ja za 15 minut, nato smo list osvetlili s
saturacijskim pulzom bele svetlobe (PPFD = 8000 pmol m? s™: 0,8 s). Dobljena vrednost
nam pove najvecjo mozno koli¢ino svetlobne energije, ki bi jo list lahko sprejel.

Dejansko fotokemi¢no uc¢inkovitost (Y) smo merili pri danih svetlobnih razmerah. Na list smo
na izbrana obmocja pritrdili §¢ipalko, tako da je bil list osvetljen pod kotom 60 °. List smo
osvetlili s saturacijskim pulzom bele svetlobe (PPFD = 8000 umol m? s™; 0,8 s). Dejanska
fotokemic¢na ucinkovitost je obi¢ajno manjsa (lahko pa tudi enaka) kot potencialna in je
odvisna od razmer na rastiS¢u. Pove nam, koliko svetlobne energije lahko list dejansko
sprejme.

3.2.1.2 Transpiracija

Transpiracijo ocenjujemo neposredno preko spremembe vsebnosti vode v dolo¢eni casovni
enoti ali posredno z izraCunavanjem iz razlike v parcialnih vodnih tlakih. Merjenje
transpiracije je potekalo s porometrom SC-1, ameriskega proizvajalca Decagon. Porometer
meri stomatalno prevodnost listov s tehniko dinami¢nega ravnovesja. Meri spremembe
parcialnega vodnega tlaka in pretoka vodne pare skozi listne reze.

3.2.2 Merjenje spektrov

Merjenje spektrov je potekalo v laboratoriju na svezih listih. Uporabili smo spektrofotometer
Jaz Modular Optical Sensing Suite, ki je bil povezan s programom SpectraSuite na
racunalniku. Pri merjenju smo uporabljali sfero ISP-30-6-R, opti¢ne kable QP600-1-SR-BX
in UV-VIS-NIR svetlobni vir DH-2000. Merili smo odbojne in prepustne spektre. Pred
vsakim merjenjem smo napravo kalibrirali na popoln in nic¢elni odboj in prepustnost, ki so
sluzili za referenco. Za 100 % odboj in prepustnost smo svetlobni zarek usmerili na bel
standard, za dolocitev nicelnega odboja in prepustnosti pa smo izklopili svetlobni vir in hkrati
sfero usmerili na temen standard. VVso opremo je izdelal ameriski proizvajalec Ocean Optics.
Pri merjenju smo sfero prekrili s kosom ¢rnega blaga, da smo iznic¢ili Sum, ki bi ga lahko
povzrocila dnevna svetloba.

Za merjenje spektrov brez spodnje povrhnjice smo na manjSem obmoc¢ju na listu mehanicno
odstranili spodnjo povrhnjico. To smo storili tako, da smo na spodnji strani lista narahlo
zarezali s skalpelom in s pomogjo pincete previdno odstranili spodnjo povrhnjico.
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3.2.2.1 Merjenje odbojnih spektrov

Pri merjenju odbojnih spektrov je bila sfera preko enega opticnega kabla povezana s
svetlobnim virom in preko drugega s spektrofotometrom. Sfero smo polozili na izbrano mesto
na listu tako, da je zarek svetlobe padel pravokotno na zgornjo listno ploskev in se od nje
odbil. Delez odbite svetlobe je zaznal senzor v sferi, ki je podatke prenesel na
spektrofotometer. Izmerili smo spektre na svetlih lisah in temnejsih delih lista.

3.2.2.2 Merjenje prepustnih spektrov

Pri merjenju spektrov prepustnosti svetlobni vir ni bil ve¢ povezan s sfero, ampak smo konec
opti¢nega kabla namestili na lesen nastavek, ki je sluzil za merjenje prepustnih spektrov. List
smo namestili tako, da je svetlobni zarek padal pravokotno na zgornjo listno ploskev, sfero,
povezano s spektrofotometrom, pa smo na drugi strani lista namestili na mesto, kjer je
svetloba presevala skozi list. Merili smo delez transmitirane svetlobe na svetlejsih in
temnejSih delih lista.

3.2.3 MorfoloSke meritve

3.2.3.1 Specifi¢na listna povrsina in vsebnost vode

Specificna listna povrSina (SLA) definira gostoto listnega tkiva, gostejsi kot je list, manjSa je
SLA. Odvisna je od razmerja med listno povrsino in maso (Trost Sedej, 2005). Dolocili sSmo
jo tako, da smo iz sveze nabranih listov izrezali krozce ne glede na svetle in temne lise.
Premer kroZcev je bil 6 mm, preracunana povrSina (P) enega krozca pa 0,283 cm?. Sveze
krozce smo stehtali na miligramski tehtnici nemskega proizvajalca Sartorius, jih zavili v
aluminijasto folijo z znano maso in jih 24 ur suSili pri temperaturi 105 °C v suSilniku
Sterimatic ST-11 hrvaskega proizvajalca Instrumentaria. Po suSenju smo dolo¢ili suho maso
(ss) krozcev. Izracunali smo specifi¢no listno povrSino, ki je koli¢nik med povrsino krozca in
njegovo suho maso [cm? mg™].

Za doloc¢evanje vsebnosti vode smo del lista stehtali, zavili v folijjo z znano maso in susili 24
ur pri 105 °C. Po susenju smo dolo¢ili suho maso in iz razlik obeh mas izracunali vsebnost
vode.
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3.2.3.2 Zgradba lista

Na sredini lista, vendar bolj proti apeksu lista, smo naredili pre¢ne prereze. Najbolj idealne
prereze smo polozili v kapljico glicerola na objektnem steklu in prekrili s krovnim stekelcem.
S tem smo ustvarili poltrajne preparate, ki jih je bilo mogoc¢e opazovati tudi kasneje. Merjenje
smo opravili z racunalniSkim programom CellSens Standard japonskega proizvajalca
Olympus, ki je bil preko kamere povezan s svetlobnim mikroskopom. Merili smo debelino
lista, debelino kutikule, debelino zgornje in spodnje povrhnjice ter debelino stebriastega in
gobastega tkiva. Na vsakem listu smo merjene parametre izmerili na petih mestih, izogibali
smo se listnim zilam in robnim delom lista.

3.2.3.3 Listne reze in trihomi

Za analizo stanja listnih reZ in trihomov smo na zgornji in spodnji listni ploskvi naredili odtis
listnih rez in trihomov. Na povrhnjico smo nanesli tanko plast prozornega laka za nohte in
pocakali, da se je posus$il. Nato smo polakirani del previdno prelepili z lepilnim trakom, ga
odstranili in nalepili na objektno steklo. Z uporabo kamere in svetlobnega mikroskopa smo v
racunalniSkem programu CellSens Standard japonskega proizvajalca Olympus dolo¢ili
velikost ter Stevilo listnih rez in trihomov. Za vsak list smo pregledali sedem vidnih polj.
Glede na velikost vidnega polja in povprecno Stevilo na vidno polje, smo preracunali gostoto
listnih reZ oziroma trihomov na cm?.

3.2.4 Biokemijske analize

Vzorce smo pripravili tako, da smo na svetlejsih in temnej$ih lisah na listu izrezali krozce S
premerom 6 mm in povr§ino 0,283 cm?® Strli smo jih v kerami¢ni terilnici in dodali
ekstrakcijski medij. Centrifugirali smo jih v centrifugi 2-16 PK nemskega proizvajalca Sigma.
Ekstinkcije smo pri izbranih valovnih dolzinah izmerili z UV/VIS spektrofotometrom
Lambda 25 ameriskega proizvajalca Perkin-Elmer. Uporabili smo navadne Kivete, pri
merjenju v UV obmocju pa kvar¢ne. V poglavju Rezultati so vsebnosti snovi predstavljene
glede na povrSino vzorca zaradi preglednejSega podajanja podatkov, rezultati podani glede na
suho maso pa se nahajajo v Prilogi B.

3.2.4.1 Klorofili in karotenoidi

Vsebnosti klorofilov a in b ter karotenoidov smo dolocali po metodi Lichtenthaler in
Buschmann (2001 a, b). Vzorce, po dva krozca za vsako paralelko na posameznem listu, smo
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strli v terilnici ter ekstrahirali v 5 mL acetona (100 % (v/v)). Ekstrakte smo prelili v
centrifugirke in centrifugirali 4 minute pri 4 °C in 4000 obratih. Po centrifugiranju smo z
merilnim valjem izmerili prostornine ekstraktov in izmerili ekstinkcije pri valovnih dolzinah
470, 645 in 662 nm. Vsebnosti klorofilov (Kl a, Kl b) in karotenoidov (Kar) smo izrazili na
suho maso in povrsino vzorca (Formule 1).

Formule .. (D
Kla[mgg'ss;mgem?]=c,*V *ss**103;¢c,*VvV*pt*10° Ca = 11,24 Eggy, — 2,04 Egus
Klb[mgg'ss;mgem?]=c,*V *ss'*103; ¢, *V * P *10? Cp = 20,13 Egus — 4,19 Eqgp

Kar [mg g™ ss; mg cm™?] = (1000 E47o— 1,9 Co— 63,14 ¢,) * V *ss* * 107/ 214
= (1000 E470— 1,9 co— 63,14 ¢,) *V * P %107/ 214

Ca, Cp - koncentracija klorofila a 0z. b

V - volumen ekstrakta [mL]

E — ekstinkcija pri izbrani valovni dolZini
ss - suha masa vzorca [mg]

P — povriina vzorca [cm™]

3.2.4.2 Antociani

Vsebnost antocianov smo dolocali po metodi Khareja in Guruprasada (1993). Vzorce (po dva
kroZca za vsako paralelko na posameznem listu) smo strli v terilnici in ekstrahirali v 5 mL
ekstrakcijskega medija, ki sta ga sestavljala metanol in 37 % HCI v razmerju 99 : 1 glede na
volumen. Ekstrakte smo centrifugirali (4 min, 4 °C, 4000 obratov) in odcitali prostornine.
Vzorce smo za 24 ur shranili v hladilniku (tema, 3-5 °C). Ekstinkcije smo merili pri valovni
dolZini 530 nm. Vsebnost antocianov (Ant) smo izrazili v relativnih enotah glede na suho
snov in povrsino (Formula 2).

Formula .. (2
Ant (relativna enota) = Esgo * V * 557 ; Eggo * V * P

E — ekstinkcija pri izbrani valovni dolzini

V - volumen ekstrakta [mL]

ss - suha masa vzorca [mg]

P — povrsina vzorca [cm™]
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3.2.4.3 UV absorbirajoce snovi

Vsebnost UV-A (320-400 nm) in UV-B (280-319 nm) absorbirajo¢ih snovi smo doloc¢ali po
metodi Caldwella (1968). Vzorce (po dva krozca za vsako paralelko na posameznem listu)
smo strli v terilnici, ekstrahirali v 5 mL ekstrakcijskega medija (metanol : destilirana voda :
HCI (37 %) =79 : 20 : 1 (v/v)) in za 20 min inkubirali v temi. Sledilo je centrifugiranje (10
min, 10 °C, 4000 obratov) in od¢itavanje prostornin. Ekstinkcije pri valovnih dolzinah od 280
do 400 nm smo doloc¢ili z UV/VIS spektrofotometrom, uporabili smo kvar¢ne kivete za
merjenje v UV obmod¢ju. Vsebnosti UV absorbirajo¢ih snovi (UV abs) smo izracunali kot
integral ekstinkcijskih vrednosti od 280 do 319 nm ter od 320 do 400 nm. lIzrazili smo jih v
relativnih enotah glede na suho snov in povrsino (Formula 3).

Formula ...3
UV abs (relativna enota) = | * V' *sst; | * v *pl

I — integral ekstinkcijskih vrednosti v intervalu 280-319 nm (UV-B abs) ter 320-400 nm (UV-A abs)
V - volumen ekstrakta [mL]
ss - suha masa vzorca [mg]

” -2
P — povrsina vzorca [cm™]

3.2.5 Statisti¢na obdelava podatkov

1z podatkov, pridobljenih v eksperimentalnih analizah, smo izracunali povpre¢ja in standardne
odklone, ter rezultate predstavili v grafih. Rezultati, ki se statisti¢no znacilno razlikujejo, so
oznaceni z razli¢nimi ¢rkami oziroma z zvezdicami.

Primerjava razlik med svetlimi in temnimi lisami v listnem vzorcu je bila testirana s
Studentovim t-testom (pri normalni razporeditvi podatkov). Testiranje razlik med razli¢nimi
lokacijami in med razli¢nimi meseci v sezoni je bila izvedena z enosmerno analizo variance
(One-way ANOVA) pri enakomerni porazdelitvi podatkov in s Kruskal-Wallis testom pri
neenakomerni porazdelitvi podatkov. Primerjava spektrov je bila narejena z Man-
Whitneyevim testom (neenakomerna porazdelitev podatkov). Testi so bili narejeni v
programu Past, razli¢ica 2.16. Verjetnost znacilnih razlik smo oznacili s p < 0,05 in p <0,01.

Korelacijske analize so bile narejene v programu Past, z metodo linearne korelacije r. V
statisticnih tabelah smo odcitali vrednost Pearsonovega koeficienta korelacije r za dolo¢eno
velikost vzorca: februarski in junijski vzorec sta obsegala § listov, torej je kriticna absolutna
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vrednost Pearsonovega koeficienta r, pri verjetnosti o = 0,05, enaka 0,7067; aprilski vzorec je
obsegal 20 listov, vrednost Pearsonovega koeficienta pri verjetnosti a = 0,05 je r = 0,4438.

Z redundan¢no analizo (RDA) smo dolocali ali je variabilnost odbojnih in prepustnih spektrov
povezana z morfoloskimi in biokemijskimi parametri. Uporabili smo program Canoco 4.0.
Statisticno znacCilnost vpliva doloCenega parametra smo testirali z Monte Carlo
permutacijskim testom. Stopnja pomembnosti je bila sprejeta pri p < 0,05.
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4 REZULTATI
4.1 VPLIV LISTNEGA VZORCA NA ZNACILNOSTI LISTA

4.1.1 Biokemijske znacilnosti

Biokemijske analize niso pokazale statisticno znacilnih razlik glede vsebnosti antocianov in

UV absorbirajocih snovi med svetlejSimi lisami in temnejSimi obmocji na listu (Preglednica
1).

Preglednica 1: Vsebnost UV absorbirajo¢ih snovi in antocianov glede na povr§ino vzorca [relativna enota/cm?]

(februarski vzorec, nabran na prisojnem rastis¢u v gozdu). Prikazane so povpre¢ne vrednosti = SD
(n=8). Rezultati t-testa.

svetli temni
UV-B [relativna enota/cm?] 15,20 + 2,96 18,42 + 3,27
UV-A [relativna enota/cmz] 30,63 + 6,65 36,16 £ 6,40
antociani [relativna enota/cm?] 1,12+£0,23 1,13+0,24

Statisticno znacilne razlike se pojavljajo pri vsebnostih klorofila a in b ter karotenoidov. Na
temnej$ih delih lista je za priblizno 20 % vecja koncentracija barvil (Slika 3), pri klorofilu a
in karotenoidih so razlike vecje (p < 0,01), pri klorofilu b so razlike manjse (p < 0,05).
Klorofila a je priblizno enkrat ve¢ kot klorofila b. Vpliv ve¢je vsebnosti barvil na temnejsih
delih lista se odraza tudi pri spektrih odbojnosti in prepustnosti (Slika 4).

0,04
b
£ 0,03 a %
(%]
>
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Slika 3: Vsebnost klorofila a in b ter karotenoidov na povriino vzorca [mg/cm?] (februarski vzorec, nabran na
prisojnem rastisc¢u v gozdu). Prikazane so povprecne vrednosti + SD (n=8). Razli¢ne ¢rke nad stolpci
oznadujejo statisti¢no znadilno razliko (rezultati t-testa, p < 0,05).
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4.1.2 Odbojni in prepustni spektri

Spektri odbojnosti se med svetlejSimi in temnejSimi obmoc;ji razlikujejo pri valovnih dolzinah
med 415 in 740 nm, vecji odboj je na svetlejSih delih lista. Spektri prepustnosti se med
svetlejSimi in temnejSimi obmoc;ji razlikujejo na valovnih dolzinah med 500 in 800 nm, vecja
prepustnost je na svetlejsih delih lista (Slika 4).

100
90
80 .
£ £
- 70 5 svetli (0)
c 60 2 .
£ > e—temni (0)
S 50 2 ,
k=] el svetli (p)
g 40 60 o
s R .
-E 30 70 § temni (p)
3 20 80 =
10 e 920
0 i— 100
300 400 500 600 700 800

valovna dolZina (nm)

Slika 4: Odbojna (0) in prepustna (p) spektra na svetlej$ih in temnejsih delih listov (februarski vzorec, nabran na
prisojnem rastiS$¢u v gozdu). Prikazane so povprecne vrednosti (n=8), izris z natan¢nostjo 5 nm.
Osrednje obmocje med krivuljami predstavlja delez absorbance.

Zgoraj podani rezultati so vzeti iz februarskega vzorca, nabranega na prisojnem rastiS¢u v
gozdu, vendar precej podobne rezultate odrazajo tudi vsi ostali vzorci.

4.1.3 Povezanost med spektri in lastnostmi listov

Rezultati korelacijske analize so pokazali, da so vsebnosti UV-A in UV-B absorbirajo¢ih
snovi znacilno povezane ne glede na obarvanost listne ploskve (r = 0,99). Na svetlejsih delih
listov se vsebnosti karotenoidov znacilno povezujejo z vsebnostmi UV-A in UV-B
absorbirajoc¢ih snovi (r = 0,84). UV-B obmocje pri spektrih prepustnosti je zna¢ilno povezano
z vsebnostjo klorofila a (r = 0,76), UV-A prepustno obmoc¢je pa je znacilno negativno
povezano z vsebnostjo antocianov (r = -0,73). Pri spektrih odbojnosti je zeleno-rumeno
obmocje v znacilni negativni korelaciji z vsebnostjo karotenoidov (r = -0,81). Na temnejSih
obmocjih lista so vsebnosti karotenoidov znacilno povezani z vsebnostjo klorofila a (r =

0,78), vsebnosti antocianov pa znacilno negativno vplivajo na prepustnost v zelenem,
rumenem in rdeCem obmocju (r = -0,86).
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4.2 VPLIV SEZONE NA ZNACILNOSTI LISTA
4.2.1 Morfoloske znacilnosti
Tekom sezone se je povecevala specifi¢na listna povrsina (SLA), ki je razmerje med listno

povrsino in maso ter opisuje gostoto listnega tkiva. Februarski vzorec se statisticno znacilno
razlikuje od aprilskega in junijskega (p < 0,05) (Slika 5a).
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Slika 5: a) Specifi¢na listna povr§ina [m%g] in b) vsebnost vode [%] v listih navadne ciklame (Cyclamen
purpurascens) tekom sezone. Prikazane so povprecne vrednosti = SD (n=8, ng, =20). Razli¢ne ¢rke nad
stolpci oznacujejo statisti¢no znacilno razliko (rezultati testa enosmerna ANOVA, p < 0,05).

Vsebnost vode se je v sezoni med vzorci meseca februarja in junija povecevala, preko suSnega
poletja (junij — avgust) pa je spet upadla. Junijski vzorec se statisticno znacilno razlikuje od
februarskega, aprilskega in avgustovskega vzorca (p < 0,01) (Slika 5b).
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Slika 6: @) Debelina lista in posameznih tkiv [pum]. Prikazane so povprecne vrednosti (n=8, nsy. =20). Razli¢ne
¢rke nad stolpci oznadujejo statisti¢no znacilno razliko v debelini tkiv (rezultati testa enosmerna
ANOVA, p <0,01).
b) Mikroskopski prerez lista. Levpuscek, maj 2012.
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Debelina lista ter stebriCastega in gobastega tkiva se je tekom sezone povecevala, debelina
kutikule ter zgornje in spodnje povrhnjice pa je ostajala bolj ali manj nespremenjena.
Februarski vzorec se statistiéno znacilno razlikuje od junijskega (p < 0,01), aprilski je
priblizno enako podoben februarskemu in junijskemu (Slika 6a).

Velikost in Stevilo listnih rez se ne razlikuje med vzorci v sezoni. Trihomi se tako po
Stevilénosti kot po velikosti razlikujejo med vzorei (p < 0,01), in sicer se februarski vzorec po
StevilCnosti razlikuje od aprilskega in junijskega, tekom sezone se namreC Stevil¢nost
trthomov povecuje. Po velikosti so trihomi na zgornji listni ploskvi v februarskem vzorcu
statisticno znacilno vec¢ji od trihomov v aprilskem vzorcu (Preglednica 2).

Preglednica 2: Spreminjanje velikosti [um] in Stevila listnih rez ter trihomov tekom sezone. Prikazane so
povprecne vrednosti £ SD (n=8, nuy,. =20). Rezultati testa enosmerna ANOVA, ** p <0,01.

feb. apr. jun.,
velikost listnih rez [pum] 30,39 £ 1,46 30,12 £ 1,62 32,52 +£2.99
Stevilo listnih rez 17762 +£ 1133 17500 £ 2883 16534 + 2180

velikost trihomov zgoraj [um] 52,63 +482**  3872+6,12 4793+ 14,43
velikost trihomov spodaj [um] 66,62 = 10,22 63,86 £ 821 63,83 £7,64
Stevilo trihomov zgoraj 1526 + 203 ** 1784 + 446 1662 + 236
Stevilo trihomov spodaj 1000 £ 211 ** 984 + 295 1169 + 279

4.2.2 Biokemijske znacilnosti

Vsebnost antocianov in UV absorbirajoc¢ih snovi je v februarskem vzorcu statisti¢no znacilno
vecja od aprilskega in junijskega vzorca (p < 0,01) (Preglednica 3), kar se odraza tudi pri
spektrih odbojnosti (Slika 7).

Statisti¢ne analize pri vsebnosti klorofila b ter karotenoidov kazejo, da se februarski vzorec
statisticno znacilno razlikuje od aprilskega in junijskega (p < 0,01). Vsebnost Kklorofila a
ostaja enakomerna, vsebnost klorofila b pa se povecuje. Vsebnost karotenoidov najprej
minimalno upade (aprilski vzorec) in nato ostaja bolj ali manj konstantna (junijski vzorec)
(Preglednica 3).
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Preglednica 3: Spreminjanje vsebnosti biokemijskih parametrov tekom sezone glede na povr§ino vzorca [cm?].
Prikazane so povprecne vrednosti £ SD (n=8, ng,. =20). Rezultati testa enosmerna ANOVA, ** p <

0,01.

100
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feb. apr. jun.
antociani [relativna enota/cm’]
svetli 1,12 +£0,23 ** 0,79+0,16 0,82 +0,26
temni 1,34 +£ 0,24 ** 0,94+ 0,23 0,89+ 0,23

UV-B absorbirajo&e snovi [relativna enota/cm?]

svetli 15,20 £2,96 ** 11,70 = 2,08
temni 18,42 £3,27 ** 12,10+ 1,96

UV-A absorbirajo&e snovi [relativna enota/cm?]

svetli 30,63 + 6,65 ** 21,72+ 3,83
temni 36,16 + 6,40 ** 23,14 £ 4,00

klorofil a [mg/cm?]

svetli 0,026 + 0,004 0,029 + 0,005
temni 0,032 + 0,003 0,036 + 0,005

klorofil b [mg/cm?]

11,11 £ 2,11
12,02 2,20

21,14+ 424
22,33 +3,94

0,028 + 0,005
0,044 + 0,007 **

svetli 0,012 £ 0,003 ** 0,017 £ 0,004 0,018+ 0,003

temni 0,015+ 0,003 ** 0,023 £ 0,004 ** 0,028 + 0,006 **

karotenoidi [mg/cm?]

svetli 0,011+ 0,001 ** 0,009 + 0,001 0,008 + 0,001

temni 0,013 +£0,001 ** 0,011 +0,001 0,012 + 0,002

4.2.3 Odbojni in prepustni spektri
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Slika 7: Odbojni (0) in prepustni (p) spektri na svetlejsih delih listov v sezoni. Prikazane so povpreéne vrednosti
(n=8, ngy =20), izris z natancnostjo 5 nm. Osrednje obmocje med krivuljami predstavlja delez
absorbance.
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Spektri odbojnosti se med meseci v sezoni statisticno razlikujejo med 300 in 470 nm ter med
720 in 800 nm. Spektri prepustnosti se razlikujejo med 300 do 550 nm (kar sicer na grafu ni
najbolje vidno, vendar je Man-Whitneyev test pokazal statisticno znacilne razlike) ter med
610 do 800 nm. (Slika 7).

4.2.4 Povezanost med spektri in lastnostmi listov

Korelacijske analize so pokazale, da sta debelini gobastega in stebri¢astega tkiva statisticno
znacilno negativno povezani med seboj (rfp. = -0,72), statisticno znacilno pa z debelino lista
(rapr. = 0,74, rjun. = 0,87). Med seboj so statistiCno znacilno povezani tudi vsebnosti klorofila a
in b ter karotenoidoV (rfen. = 0,78, rapr. = 0,71, rjun. = 0,87), prav tako vsebnosti UV-A in UV-B
absorbirajo¢ih snovi (rfep, = 0,99, rar. = 0,68, rjun. = 0,86). Vsebnosti antocianov imajo
statisticno znacilen negativen vpliv na zeleni del prepustnega spektra (ffen. = -0,86, rapr. = -
0,61, rjyn. = -0,80). Vsebnosti karotenoidov ter klorofila a in b pa imajo statisticno znacilen
negativen vpliv na odbojni spekter (reep, = -0,81, rapr. = -0,49, rjun. = -0,75), ter nekoliko meSan
vpliv na presevni spekter (rrep. = 0,76, rapr. = -0,52, rjun. = 0,80).

RDA analiza je pokazala, da ima najvecji vpliv na odbojni spekter vsebnost UV-B
absorbirajo¢ih snovi in razlozi 18 % variabilnosti odbojnega spektra. Znacilen vpliv na
variabilnost odbojnega spektra imajo $e vsebnosti klorofila b (10 %), antocianov (3 %), UV-A
absorbirajoc¢ih snovi (4 %), SLA (12 %) ter debelina kutikule (7 %). Vsebnost UV-B
absorbirajo¢ih snovi ima prav tako najve¢ji vpliv na prepustni spekter in razlozi 26 %
variabilnosti spektra. Znacilen vpliv na variabilnost prepustnega spektra imajo tudi vsebnosti
UV-A absorbirajocih snovi (9 %), klorofila b (7 %) in karotenoidov (4 %) ter SLA (7 %) in
debelina spodnje povrhnjice lista (5 %). Vsebnosti snovi vkljuéenih v RDA so bile podane na
povrsino vzorca.

RDA diagram odbojnega spektra kaze, da so vsebnosti UV absorbirajo¢ih snovi, antocianov
in debelina kutikule v moc¢ni medsebojni pozitivni korelaciji, v pozitivni korelaciji z
vsebnostjo Kklorofila b in odbojnega spektra ter v negativni korelaciji s SLA. Vsebnosti
klorofila b so v negativni korelaciji z delom odbojnega spektra. Vzorci nabrani v razli¢nih
mesecih v sezoni se grupirajo v skupine, vzorci s svetlejsih in temnejsih delih listov se lo¢ijo
med sabo, vendar se v grafu pojavljajo blizu skupaj (Slika 8).
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Slika 8: RDA diagram odbojnega spektra med morfoloskimi in biokemijskimi parametri ter razli¢nimi obmog;ji
odbojnega spektra. Spremenljivke so oznacene z pusCicami, Stevilke predstavljajo razliéne vzorce
listov: 1-8 februarski vzorec na svetlejsih delih listov (oznacen z roznato barvo), 9-28 aprilski vzorec na
svetlejsih delih listov (oznacen s svetlo modro barvo), 29-36 junijski vzorec na svetlejsih delih listov
(oznaden z oranzno barvo), 37-44 februarski vzorec na temnej$ih delih listov (oznaden s svetlo zeleno
barvo), 45-64 aprilski vzorec na temnejsih delih listov (ozna¢en s temno modro barvo), 65-72 junijski
vzorec na temnej$ih delih listov (oznaéen z rjavo barvo).

RDA diagram prepustnega spektra kaze, da so vsebnosti UV absorbirajo¢ih snovi in
karotenoidov v moc¢ni medsebojni pozitivni korelaciji, v pozitivni korelaciji z vsebnostjo

Klorofila b in v negativni korelaciji s SLA, debelino spodnje povrhnjice in rumeno-zelenim
delom prepustnega spektra. Prepustni spekter je v mocni pozitivni korelaciji z debelino
spodnje povrhnjice, v pozitivni korelaciji z vsebnostjo karotenoidov, UV absorbirajoc¢ih snovi

in SLA, ter v negativni korelaciji z vsebnostjo klorofila b. Vzorci nabrani v razli¢nih mesecih
v sezoni se grupirajo v skupine kakor so bili nabrani, vzorci s svetlejSih in temnejSih delih

listov se delno lo¢ijo, vendar se v grafu pojavljajo blizu skupaj (Slika 9).
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Slika 9: RDA diagram prepustnega spektra med morfoloskimi in biokemijskimi parametri ter razli¢nimi obmocji
prepustnega spektra. Spremenljivke so oznacene z puséicami, Stevilke predstavljajo razli¢ne vzorce
listov: 1-8 februarski vzorec na svetlejsih delih listov (oznacen z roznato barvo), 9-28 aprilski vzorec na
svetlejsih delih listov (oznacen s svetlo modro barvo), 29-36 junijski vzorec na svetlejsih delih listov
(oznacden z oranzno barvo), 37-44 februarski vzorec na temnejsih delih listov (oznacen s svetlo zeleno
barvo), 45-64 aprilski vzorec na temnejsih delih listov (oznacen S temno modro barvo), 65-72 junijski
vzorec na temnej$ih delih listov (oznacen z rjavo barvo).
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4.3 PRIMERJAVA ZNACILNOSTI LISTA GLEDE NA RASTISCA

4.3.1 MorfoloSke znacdilnosti

Analiza specifi¢ne listne aktivnosti (SLA) je pokazala, da se rastiS¢e na poseki (lokacija 1)
statisti¢no razlikuje od rastiS¢a v gozdu na bolj osojnem pobocju (lokacija 3) (p < 0,05).
Glede na vsebnost vode med tremi lokacijami ni statisticno znacilnih razlik (Preglednica 4).

Preglednica 4: Spreminjanje merjenih parametrov med lokacijami (februarski vzorec). Prikazane so povpreéne
vrednosti + SD (n=8). Rezultati testa enosmerna ANOVA, * p < 0,05, ** p<0,01.

lok 1 lok 2 lok 3
SLA [m%g] 0,564 +0,067*  0,670+0,070 0,766 + 0,037
vsebnost vode [%] 76,75 £ 1,77 80,15+ 1,11 79,58 £ 1,19
debelina lista [pm] 423,06 £51,80 ** 360,56 +19,94 324,80 +46,81
stebricasto tkivo [pm] 195,72 +£30,59 ** 145,83 £ 14,76 134,82 + 34,02
gobasto tkivo [pm] 162,40 +43,08 145,83 £ 14,76 138,56 +£23,47
kutikula [pm] 7,36 + 1,46 7,44+ 0,79 6,27 +0,90
zg. povrhnjica [pum] 36,64 + 6,38 36,95+ 11,54 33,31 + 8,35
sp. povrhnjica [um] 18,44 + 4,52 18,90 + 1,52 14,83 £ 1,53

Pri analizi meritev debeline lista in debeline stebricastega tkiva so se pokazale statisti¢no
znacilne razlike med rastiS¢em na poseki (lokacija 1) in obema rastiS§¢ema v gozdu (lokaciji 2
in 3) (p < 0,01). Pri analizi meritev debeline gobastega tkiva, kutikule ter zgornje in spodnje
povrhnjice se statisticno znacilne razlike med lokacijami niso pokazale (Preglednica 4).

Preglednica 5: Spreminjanje velikosti in $tevila listnih rez ter trihomov med lokacijami (februarski vzorec).
Prikazane so povpreéne vrednosti = SD (n=8). Rezultati testa enosmerna ANOVA, * p <0,05.

lok 1 lok 2 lok 3
Stevilo listnih rez 20818 £4397 17762+ 1133 20442 +£4734
velikost listnih rez [um] 31,87+ 1,14* 30,39+ 1,46 29,67 £ 1,96
Stevilo trihomov zgoraj 1521 +£314 1526 £ 203 1458 £263
Stevilo trihomov spodaj 757 £218 1000 =211 995 +304
velikost trihomov zgoraj [pum] 43,81 £ 8,04 52,63 + 4,82 51,25+ 8,14
velikost trihomov spodaj [um] 60,14+ 11,67 66,62+ 10,22 63,97 + 6,82

Glede na $tevilo listnih rez ni statisticno znacilnih razlik med lokacijami, glede na velikost pa
se rastiS¢e na poseki (lokacija 1) statisti¢no znacilno razlikuje od rasti§¢a na osojnem pobocju
Rasice (lokacija 3). Na osojnem rastiScu so listne reZe manjse kot na rastiS¢u na poseki, listne
reze na prisojnem rastiS¢u v gozdu (lokacija 2) pa so priblizno enako podobne obema
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vzorcema (p < 0,05) (Slika 10a). Glede na stevilo in velikost trihomov med lokacijami ni
statisti¢no znacilnih razlik (Preglednica 5).
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Slika 10: a) Velikost listnih reZ [um]. Prikazane so povpre¢ne vrednosti + SD (n=8). Razli¢ne ¢rke nad stolpci
oznacujejo statistiéno znadilno razliko (rezultati testa enosmerna ANOVA, p < 0,05).
b) Prisotnost trihomov na zgornji in spodnji ploskvi lista. Levpuscek, maj 2012.

Pri vseh nabranih vzorcih so trihomi prisotni na obeh listnih ploskvah (Slika 10b), na zgornji
strani lista so trihomi daljsi in jih je manj, na spodnji strani lista pa je trthomov vec in so
kraj$i (p <0,01) (Preglednica 5). Listne reZe so prisotne samo na spodnji strani lista.

4.3.2 Biokemijske znacilnosti

Analiza vsebnosti antocianov na svetlejSem delu lista kaze, da se vzorec, nabran na osojnem
rastiS€u v gozdu (lokacija 3), statisti¢no znacilno razlikuje od vzorca, nabranega na prisojnem
rastiS¢u v gozdu (lokacija 2) (p < 0,05). Vzorec, nabran na poseki (lokacija 1) je bolj podoben
vzorcu na prisojnem pobocju, oba imata ve¢jo vsebnost antocianov. Na temnejSih obmocjih
lista razlik ni (Preglednica 6).

Pri vsebnostih UV-B absorbirajo¢ih snovi na svetlejsih delih lista se rastiS¢e na poseki
(lokacija 1) statisti¢no znacilno razlikuje od ostalih dveh rastis¢ (p < 0,05), pri vsebnosti UV-
A absorbirajoc¢ih snovi na svetlejsih delih lista pa statisticno znacilnih razlik med lokacijami
ni. Na temnejSih obmocjih na listu ima vzorec, nabran na prisojnem rastiS¢u v gozdu (lokacija
2), statisticno znacilno vec¢jo vsebnost UV absorbirajo¢ih snovi od ostalih dveh rastis¢ (p <
0,01) (Preglednica 6).

Statisti¢ne analize vsebnosti klorofilov a in b ter karotenoidov kazejo, da je vsebnost klorofila
a in karotenoidov na svetlejsih delih lista statisticno znacilno manjSa na osojnem rastis¢u
(lokacija 3) kot na ostalih dveh lokacijah (p < 0,01). Vsebnosti klorofila a na temnejsih delih
lista in Klorofila b ne kazejo statisticno znacilnih razlik (Preglednica 6).
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Preglednica 6: Spreminjanje vsebnosti biokemijskih parametrov glede na povrsino [cm?] med lokacijami.
Prikazane so povpre¢ne vrednosti £ SD (n=8, n,,. =20). Rezultati testa enosmerna ANOVA, * p < 0,05,

**p<0,01.
lok 1 lok 2 lok 3

antociani [relativna enota/cm’]
svetli 1,00+ 0,16 1,12+0,23 0,82+0,19 *
temni 1,39+ 0,34 1,34+ 0,24 1,06 + 0,38
UV-B absorbirajo&e snovi [relativna enota/cm?]
svetli 17,36 £4,01 * 15,20 +2,96 12,34 £2,35
temni 14,20 + 3,01 18,42 £3,27 ** 13,64 +£2.53
UV-A absorbirajo&e snovi [relativna enota/cm?]
svetli 32,78 £7.82 30,63 £ 6,65 24,39 £ 5,89
temni 26,67 6,16 36,16 + 6,40 ** 25,84 £ 5,95
klorofil a [mg/cm?]
svetli 0,028 = 0,006 0,026 + 0,003 0,019 £ 0,003 **
temni 0,036 = 0,009 0,032 + 0,003 0,032 £ 0,005
klorofil b [mg/cm?]
svetli 0,012 £ 0,005 0,012 + 0,003 0,009 + 0,002
temni 0,016 = 0,007 0,015 + 0,003 0,017 £ 0,002

karotenoidi [mg/cm?]

svetli
temni

0,013 + 0,002

0,015 + 0,003 **

0,011+ 0,001

0,013 £ 0,001 **

0,007 + 0,001 **
0,011 + 0,002 **

4.3.3 Odbojni in prepustni spektri
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Slika 11: Odbaojni (0) in prepustni (p) spektri na svetlejsih delih listov glede na vpliv rastis¢a (februarski vzorec).
Prikazane so povprecne vrednosti (n=8), izris z natancnostjo 5 nm. Osrednje obmoc¢je med krivuljami

predstavlja delez absorbance.
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Spektri odbojnosti se med lokacijami razlikujejo med 300 in 430 nm, spektri prepustnosti pa
med 300 in 550 nm (kar sicer na grafu ni najbolje vidno, vendar je Man-Whitneyev test
pokazal statisti¢no znacilne razlike) ter med 620 in 800 nm (Slika 11).

4.3.4 Povezanost med spektri in lastnostmi listov

Korelacijske analize so pokazale, da sta debelini gobastega in stebri¢astega tkiva statisti¢no
znacilno negativno povezani med seboj (rjok 1 = -0,72), statisticno znacilno pa z debelino lista
(riok 2 = 0,84, ik 3 = 0,92). Statisti¢no znacilno se povezujejo vsebnosti klorofila a in b ter
karotenoidov (rok 1 = 0,90, rok 2 = 0,85, rek 3 = 0,93). Povezujejo se tudi vsebnosti UV-A in
UV-B absorbirajocih snovi (fek 1 = 0,95, hok 2 = 0,99, ek 3 = 0,93). Vsebnosti UV
absorbirajocih snovi se prav tako povezujejo z vsebnostjo karotenoidov (rek 1 = 0,83, fiok 2 =
0,84, ok 3 = 0,75). Vsebnosti Klorofila a in b ter karotenoidov vplivajo predvsem na zeleno-
rumeni del odbojnega spektra (riok 1 = 0,80, riok 2 = 0,80, riek 3 =0,81), delno tudi na zeleno-
rumeni del prepustnega spektra (rok 1 = 0,85, ek 3 = 0,71), vsebnosti antocianov pa predvsem
na prepustnega (riok 1 = 0,72, riok 2 = 0,83, rok 3 = 0,83). Vecji vpliv je zaznati na temnejsih
delih lista.

RDA analiza je pokazala, da imata vsebnosti klorofila a in UV-A absorbirajo¢ih snovi
znacdilen vpliv na odbojni spekter in razlozita 34 % (klorofil @) in 6 % (UV-A absorbirajoce
snovi) variabilnosti odbojnega spektra. Znacilen vpliv na prepustni spekter ima vsebnost
klorofila a ter debelina spodnje povrhnjice in kutikule. Vsebnost klorofila a razlozi 11 %
variabilnosti prepustnega spektra, debelina spodnje povrhnjice 7 % in debelina kutikule 10 %.
Vsebnosti snovi vkljué¢enih v RDA so bile podane na povrsino vzorca.

RDA diagram odbojnega spektra kaze, da so vsebnosti klorofila a in UV-A absorbirajo¢ih
snovi v pozitivni korelaciji, ter v negativni korelaciji z odbojnim spektrom (brez UV
obmodja). Vzorci, nabrani na razli¢nih lokacijah se grupirajo v skupine, kakor so bili nabrani.
Vzorci s svetlejSih in temnej$ih obmocij na listu se grupirajo v locene skupine (Slika 12).
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Slika 12: Diagram redundan¢ne analize odbojnega spektra med morfolo$kimi in biokemijskimi parametri ter
razliénimi obmocji odbojnega spektra. Spremenljivke so oznacene z pus€icami, Stevilke predstavljajo
razli¢ne vzorce listov: 1-8 vzorec z lokacije 1 na svetlejsih delih listov (oznacen z roZznato barvo), 9-16
vzorec z lokacije 2 na svetlejsih delih listov (oznacen s svetlo modro barvo), 17-24 vzorec z lokacije 3
na svetlejSih delih listov (oznacen z oranzno barvo), 25-32 vzorec z lokacije 1 na temnejsih delih listov
(oznaden s svetlo zeleno barvo), 33-40 vzorec z lokacije 2 na temnejsih delih listov (oznacen S temno
modro barvo), 41-48 vzorec z lokacije 3 na temnejsih delih listov (oznacen z rjavo barvo).

RDA diagram prepustnega spektra kaze, da so vsebnosti Klorofila a ter debelina spodnje
povrhnjice in kutikule v pozitivni medsebojni korelaciji, ter v negativni korelaciji s
prepustnim spektrom. Vzorci, nabrani na razli¢nih lokacijah se grupirajo v skupine, kakor so
bili nabrani. Vzorci s svetlejSih in temnejSih obmocij na listu se grupirajo v samostojne
skupine, ki se v grafu pojavljajo bolj ali manj skupaj (Slika 13).
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Slika 13: Diagram redundan¢ne analize prepustnega spektra med morfoloskimi in biokemijskimi parametri ter
razliénimi obmo¢ji prepustnega spektra. Spremenljivke so oznacene z pus¢icami, Stevilke predstavljajo
razli¢ne vzorce listov: 1-8 vzorec z lokacije 1 na svetlejsih delih listov (oznacen z roznato barvo), 9-16
vzorec z lokacije 2 na svetlejsih delih listov (oznacen s svetlo modro barvo), 17-24 vzorec z lokacije 3
na svetlejSih delih listov (oznacen z oranzno barvo), 25-32 vzorec z lokacije 1 na temnejsih delih listov
(oznaden s svetlo zeleno barvo), 33-40 vzorec z lokacije 2 na temnej$ih delih listov (oznacen s temno
modro barvo), 41-48 vzorec z lokacije 3 na temnejsih delih listov (oznacen z rjavo barvo).
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4.4 VPLIV PRISOTNOSTI SPODNJE POVRHNJICE NA ZNACILNOSTI LISTA

4.4.1 Odbojni in prepustni spektri

Spektri so bili merjeni na svetlejSih in temnejsih delih listov s prisotno in z odstranjeno
spodnjo povrhnjico. Spektri odbojnosti se razlikujejo med 300 in 400 nm ter med 710 in 800

nm, spektri prepustnosti pa med 500 in 610 nm ter med 725 in 780 nm valovne dolZine (Slika
14).
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Slika 14: Odbojni (0) in prepustni (p) spektri na svetlejsih delih listov glede na prisotnost povrhnjice (aprilski
vzorec). Prikazane so povpre¢ne vrednosti (n=20), izris z natan¢nostjo 5 nm. Osrednje obmocje med
krivuljami predstavlja delez absorbance.
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5 RAZPRAVA

5.1 VPLIV LISTNEGA VZORCA NA ZNACILNOSTI LISTA

Rastline z marmoriranimi listi najpogosteje najdemo v podrasti zmernega gozda, obic¢ajno so
to vednozelene in zimzelene vrste (Givnish, 1990). V podrasti je precej velika variabilnost
soncevega sevanja, zato naj bi listni vzorec, ki ima druga¢ne opti¢ne lastnosti od ostale listne
povrsine, v dolocCenih primerih zagotavljal povecano zascito pred prekomernim sevanjem
(Esteban s sod., 2008). Esteban in sodelavci so v raziskavi to hipotezo ovrgli, rezultati nase
raziskave pa so pokazali vec¢jo odbojnost in ve¢jo prepustnost svetlih delov v primerjavi s
temnimi. To pomeni vecji odboj svetlobe pri velikih jakostih, pa tudi boljsi izkoristek nizjih
jakosti svetlobe. Po drugi strani pa so temnejsi deli bolje zasCiteni zaradi svoje biokemijske
zgradbe, predvsem z vecjo vsebnostjo karotenoidov.

Antociani in UV absorbirajoce snovi verjetno nimajo vpliva na znacilnosti listnega vzorca, saj
med svetlejSimi lisami in temnejSimi obmoc¢ji na listu ni statistiéno znacilnih razlik v
vsebnosti teh snovi, kar pomeni, da so te snovi enakomerno razporejene po celotni listni
lamini: UV absorbirajoce snovi vec¢inoma v zgornji povrhnjici (Filella in Penuelas, 1999;
Yoshimura s sod. 2010), antociani pa v spodnji povrhnjici (Lee s sod., 1979). To se odraza
tudi pri spektrin odbojnosti in prepustnosti. UV absorbirajo¢e snovi absorbirajo v UV
obmocju spektra, antociani pa v modrem in UV-delu spektra. Kvaren vpliv ima predvsem
visoko energijsko kratkovalovno sevanje (modra in UV svetloba), ki ga antociani in UV
absorbirajoCe snovi ucinkovito absorbirajo (Chalker-Scott, 1999; Merzlyak in sod., 2008;
Yoshimura s sod., 2010), posledi¢no na tem obmod¢ju ni razlik med spektri na svetlejsih in
temnejSih delih lista.

Zascito pred prekomernim son¢nim sevanjem poleg antocianov in UV absorbirajo¢ih snovi
zagotavljajo tudi karotenoidi (Schultze s sod., 2005; Filella in Penuelas, 1999), pri katerih pa
najdemo statisticno znacilne razlike med svetlejSimi in temnejSimi obmocji na listu. Poleg
zasCitne funkcije delujejo karotenodi tudi kot antenski pigmenti v pigment-proteinskih
kompleksih. Sposobni so absorbirati svetlobo v modrem delu spektra in jo prenesti na
klorofile. S tem razsirjajo spektralni obseg v katerem tede fotosinteza (Sircelj, 2008). Razlike
se pojavljajo tudi pri klorofilu a in b, na temnejsih delih lista je vsebnost barvil visja, kar se
odraza tudi pri spektrih odbojnosti in prepustnosti. Vecja vsebnost klorofilov in karotenoidov
pomeni vecjo absorpcijo ter manjSo odbojnost in prepustnost listnega tkiva v vidnem delu
spektra, zato je dober pokazatelj fizioloskega stanja rastline (Liew s sod., 2008).

Klorofila a in b se v listih nahajata v razlicnem razmerju, pri son¢nih rastlinah je to razmerje
okoli 3:1 (Yoshimura s sod., 2010), senéne rastline pa vsebujejo ve¢ klorofila b (Trost Sede;j,
2005). V listih navadne ciklame se klorofila a in b nahajata v razmerju 2:1. Klorofili
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absorbirajo v modrem in rde¢em delu spektra (Liew s sod., 2008), vpliv na opti¢ne lastnosti
pa se odraza po celotnem vidnem spektru (Baltzer in Thomas, 2005). Za spektre odbojnosti in
prepustnosti je znacilno, da imajo nizek odziv v UV in vidnem obmocju z vrhom v zelenem
delu (~550 nm) ter relativno visok odziv v bliznjem IR obmo¢ju (Yoshimura s sod., 2010).
Vzrok za visjo odbojnost in prepustnost na svetlejsih delih je verjetno notranja struktura
stebricastega tkiva, ki je bolj ohlapno organizirana s pogostimi medceli¢nimi zracnimi
prostorcki. Povrsina celic, ki je na voljo za odboj pod svetlo zelenimi lisami, je tako bolj
izpostavljena, soasno pa so vecje celice neizogibno tudi bolj transparentne, kar dovoljuje
prodirajoCi svetlobi, da je odbita od nizje lezeCih slojev celic. Prav tako sta odbojnost in
prepustnost visji na svetlejsih delih lista, saj je na temnejSih delih visja absorpcija svetlobe na
racun vi§je vsebnosti fotosinteznih barvil (Konoplyova in sod., 2008). Esteban in sodelavci
(2008) navajajo 30 % manjSo vsebnost klorofila na svetlejSih delih listov pri navadnem
plju¢niku, podobne rezultate je dobila tudi Gabers¢ikova s sodelavcei (2001), v naSem primeru
je bila razlika za priblizno za 20 %. To pa ne pomeni vi§je stopnje fotosinteze na temnejsih
lisah, kar sta potrdili tudi Konoplyova s sodelavci (2008) in La Rocca s sodelavci (2011).
Med razlicno obarvanimi obmodji listnega vzorca naj ne bi bilo razlik v stopnji neto
fotosinteze na enoto suhe mase (Konoplyova in sod. 2008), se ve¢, svetlejSe lise naj bi imele
visjo stopnjo fotosinteze na enoto klorofila (La Rocca s sodelavci 2011).

5.2 VPLIV SEZONE NA ZNACILNOSTI LISTA

Vpliv sezone na morfoloske lastnosti se odraza pri povecevanju debeline lista ter stebriCastega
in gobastega tkiva, pri viSanju vsebnosti vode in pri povecevanju specificne listne povrSine.
Povecevanje specifi¢ne listne povrSine ne pomeni nujno tanjSanja listov, temve¢ manjSanje
gostote listnih tkiv. Konoplyova s sodelavci (2008) navaja, da so na svetlejSih delih listov
celice mezofila bolj ohlapno organizirane in s tem vplivajo na prodiranje svetlobe skozi list.
Delez sevanja v listopadnem gozdu se z letnimi Casi spreminja, pred olistanjem gozda do tal
prehaja 50 do 70 % sevanja, ko je gozd olistan pa le 3 do 10 % polnega sevanja. Gostota
listnih tkiv se torej zmanjSuje na racun vecjega izkoristka vpadne svetlobe (Tro$t Sedej,
2005).

Razlike se pojavljajo tudi pri trihomih, katerih gostota je povezana s koli¢ino sevanja in
dostopnostjo vode (Filella in Penuelas, 1999). Tekom sezone se Stevilénost povecuje, velikost
pa nekoliko upade. Vendar to ni nujno znacilen znak, v rastni sezoni se namre¢ razvijejo NOVi
listi, saj stari po koncu zime postopno propadejo (Gaberscik, ustno), zato bi bilo za to¢nejSo
dolocitev trenda potrebnih ve¢ meritev. Sezonskih razlik pri znacilnostih listnih rez ni zaznati.
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Vsebnost listnih snovi, ki $¢itijo pred prekomernim sonénim sevanjem (UV absorbirajoce
snovi, karotenoidi in antociani), se tekom sezone zmanjsuje, skladno z zastiranjem kroSen;.
Biosintezo UV-B absorbirajoc¢ih snovi, antocianov in karotenoidov namre¢ inducirata UV-B
in vidno sevanje (Filella in Penuelas, 1999; Chalker-Scott, 1999; Schultze s sod., 2005). To se
odraza tudi pri opti¢nih lastnostih, predvsem pri spektrih odbojnosti v UV obmocju. Opti¢ne
lastnosti lista se namre¢ lahko skupaj z listnim razvojem spreminjajo tekom leta (Yoshimura s
sod., 2010). Februarja je odbojnost najvisja, v aprilu, takoj po olistanju gozda, je odbojnost
najnizja, junijska meritev se pribliza februarski, saj se zmanj$a absorpcija UV svetlobe na
racun nizje vsebnosti UV absorbirajo¢ih snovi, antocianov in karotenoidov. Karotenoidi in
antociani §¢itijo tudi pred nizkimi temperaturami in herbivorijo, kar je $e dodaten razlog, da
so v zimskem cCasu prisotni v vi§jih koncentracijah (Chalker-Scott, 1999; Filella in Penuelas,
1999; Lev-Yadun s sod., 2002).

Vsebnost Klorofila b tekom sezone narasca. Korelacijske analize so pokazale, da imajo
karotenoidi ter klorofila a in b statisticno znacilen vpliv na odbojni spekter, ¢esar pa pri
spektrih odbojnosti in prepustnosti ni zaznati, saj se spektri med razliénimi meseci v sezoni
razlikujejo predvsem na UV in modrem obmocju spektra ter v rdeCem in bliznjem IR delu
spektra. V vidnem obmod¢ju, kjer imajo klorofili najvecji vpliv na spektralno bilanco, pa
statisticno znacilnih razlik ni.

5.3 PRIMERJAVA ZNACILNOSTI LISTA GLEDE NA RASTISCA

Med son¢nimi in sen¢nimi listi se pojavljajo znacilne biokemijske, fizioloSke, anatomske in
morfoloske prilagoditve, ki listu omogocajo optimalen izkoristek sevanja. Pod vplivom Sibke
jakosti sevanja pride do povecevanja specificne listne povrSine, kar omogoca boljsi izkoristek
svetlobe (Trost Sedej, 2005), vendar imajo sen¢ni listi zaradi vecje listne ploskve in tanjSih
listov manjSo fotosintezno kapaciteto (Qi in sod., 2003; Oh in Kim, 2010). Tanki listi, ve¢ji
premer epidermalnih celic in tanka kutikula olaj$ajo prehajanje svetlobe do mezofila. Gobasto
tkivo prevladuje nad stebricastim, ki lahko tudi manjka. Sevanje namre¢ bolje prehaja skozi
ohlapnejSe organizirane izodiametricne celice gobastega tkiva kot skozi stebriCaste celice.
Soncni listi imajo vecjo vsebnost antocianov, karotenoidov in flavonoidov, vecje razmerje
Klorofil a : b ter vecje Stevilo listnih rez (Trost Sedej, 2005). Posledi¢no so zaradi debelejsih
listov in vecje vsebnosti UV absorbirajo¢ih snovi manj obc¢utljivi na UV sevanje (Filella in
Penuelas, 1999). Vse te znacilnosti pa se odrazajo na rezultatih, pridobljenih v tej magistrski
nalogi.

Analiza morfoloskih znacilnosti kaze, da se rastiS¢e na poseki (lokacija 1) statisti¢no znacilno
razlikuje od ostalih dveh rastis¢, od rastiS¢a na osojnem pobocju (lokacija 3) Se nekoliko bolj
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kot od tistega na prisojnem pobocju (lokacija 2). To podpirajo razli¢ni parametri, in sicer,
specificna listna povr$ina, debelina lista in debelina stebriCastega tkiva ter velikost listnih rez.
Listi, nabrani na rastis¢u na poseki, so debelejsi, kompaktnejsi, imajo vecje listne reze in
manjso specificno listno aktivnost. Ostali parametri (vsebnost vode, debelina gobastega tkiva,
debelina kutikule, debelina zgornje in spodnje povrhnjice, Stevilo listnih rez ter velikost in
Stevilo trihomov) ne kazejo statisti¢no znacilnih razlik med rastisci.

Koncentracije antocianov, klorofila a in karotenoidov so na svetlej$ih delih listov niZje pri
listih, nabranih na osojnem rastis¢u v gozdu. Vsebnosti na temnejsih delih lista ne kazejo
statisticno znacCilnih razlik, prav tako jih ni pri vsebnostih klorofila b. Vsebnost UV-B
absorbirajocih snovi na svetlejSih delih lista sledi splosnemu trendu vsebnosti snovi v listih,
vsebnost UV-A absorbirajo¢ih snovi na svetlej$ih obmogjih listov pa ne kaZe statistiéno
znalilnih razlik. Vsebnosti UV absorbirajo¢ih snovi na temnejSih delih listov kazejo

statisticno znacilno vec¢jo vsebnost na prisojnem rastiS¢u v gozdu.

Na splosno gledano se najbolj razlikuje rastis¢e v gozdu na osojnem pobocju, ostali dve
rasti$¢i sta namre¢ na prisojnem pobocju in imata bolj ali manj primerljive svetlobne razmere,
saj so rezultati zajeti iz februarskega vzorca, ko gozd Se ni bil olistan.

5.4. VPLIV PRISOTNOSTI SPODNJE POVRHNIJICE NA ZNACILNOSTI LISTA

V zadnjem sklopu primerjav smo se osredotoc€ili na vpliv prisotnosti spodnje povrhnjice. Lee
s sodelavci (1979) navaja, da sen¢ne rastline obi¢ajno v spodnji povrhnjici nalagajo antociane,
najverjetneje na racun dodatnega izplena svetlobe. Hughes je s sodelavci (2008) primerjal
odbojnost rdeCega dela spektra pri rdeée in zeleni obarvanosti spodnje povrhnjice pri begoniji
(Begonia heracleifolia). Prisli so do zakljucka, da rde¢a obarvanost spodnje povrhnjice v
primerjavi z zeleno obarvanostjo ne poveca odboja ali sipanja rdece prepustne svetlobe nazaj
v mezofil. Pri navadni ciklami ni enotne obarvanosti spodnje povrhnjice, v naravi najdemo
rastline s popolnoma zeleno obarvanostjo spodnje strani lista, kakor tudi rastline z mocno
vijoli€no obarvanostjo, ne glede na osoncenost rastis¢a (Bavcon, 2009).

V nasi raziskavi je bila odstranjena celotna spodnja povrhnjica. Lee s sodelavci (1979) navaja,
da naj bi spodnja povrhnjica odbila ve¢ svetlobe kot zgornja. Rezultati kazejo, da je z
odstranjeno spodnjo povrhnjico za priblizno 20 % manjsi odboj v bliznjem infrardecem delu
spektra, razlike so tudi v UV delu spektra. Prepustnost je za priblizno 5 % vecja v zelenem
delu spektra, manjSe razlike so tudi v bliznjem infrardecem delu spektra. To kaze na
prisotnost klorofilov in antocianov v spodnji povrhnjici. Med obravnavanimi listnimi barvili
namre¢ klorofili odbijajo v zelenem delu spektra, antociani pa v rdecem. Prav tako nobeno od
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obravnavanih listnih barvil ne absorbira v zelenem, v modrem absorbirajo tako klorofili in
antociani, kot tudi ostala barvila, v rdeCem pa absorbirajo le klorofili.

Spodnja povrhnjica deluje kot bariera med zunanjim in notranjim okoljem (Trost Sedej,
2005), predvsem pa zagotavlja dodaten izkoristek svetlobe (Chalker-Scott, 1999). Opticne
lastnosti kazejo, da obarvanost spodnje povrhnjice pri navadni ciklami povzroéajo tako
klorofili kot antociani. VIoga antocianov v spodnji povrhnjici ni popolnoma jasna, o tem je
namre¢ bolj malo znanega (Hughes in sod., 2008). Imajo predvsem za$¢itno funkcijo, tako
pred prevelikim son¢nim sevanjem, prenizkimi temperaturami (Chalker-Scott, 1999), kakor
tudi pred rastlinojedi in glivami (Lev-Yadun in sod., 2002). Na podlagi nas$ih raziskav lahko
ugotovimo, da spodnja povrhnjica absorbira v . UV-A in vijolicnem delu spektra, kar je
posledica vsebnosti antocianov, ki imajo absorbcijski vrh tako v modrem kot tudi v UV
obmodcju spektra, ter precej poveca odboj rdece svetlobe v NIR. Za natan¢nejSo dolocitev
vpliva spodnje povrhnjice pa bi bilo potrebno narediti Se morfoloSke in biokemijske analize.
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6 SKLEPI

Vpliv sezone se je pri morfoloskih znacilnostih lista odrazal predvsem kot debeljenje tkiv,
opazeno je bilo tudi poveCevanje vsebnosti vode in specificne listne povrSine. Vsebnost
zasCitnih listnih pigmentov se je tekom sezone zmanjSevala, skladno z olistanjem krosen;.
Vsebnost Klorofila b se je tekom sezone povecevala.

Predvidevali smo, da se bodo svetlejse lise in temnej$a obmocja na listnem vzorcu razlikovala
v lastnostih. Razlike se kazejo le pri vsebnostih Kklorofilov in karotenoidov, pri ostalih
biokemijskih parametrih (antociani in UV absorbirajoce snovi) pa razlik med svetlejSimi in
temnej$imi obmoc;ji na listu ni. Listni vzorec ima tudi vpliv na opti¢ne lastnosti lista.

Prisotnost spodnje povrhnjice ima kar precejSen vpliv na odbojnost in prepustnost sevanja,
predvsem v zelenem in bliznje infrardeem delu spektra, nekoliko pa tudi v UV-A in
vijolicnem delu svetlobnega spekira.

Tip rastis¢a ima tudi znacilen vpliv na lastnosti lista. Morfoloske znacilnosti kazejo, da se
najbolj razlikujejo listi rastlin, ki rastejo na poseki, po biokemijskih znacilnostih pa izstopajo

listi rastlin z osojnega rastiSca v gozdu.

Biokemijske, morfoloske in anatomske znacilnosti lista imajo precejSen vpliv na spektre
odbojnosti in prepustnosti. Oblike odbojnih in prepustnih spektrov so podobne, razlike, ki se
pojavljajo v posameznih delih spektra so posledica biokemijskih in morfoloskih lastnosti
listov. Spodnja povrhnjica znaéilno vpliva na opti¢ne lastnosti v UV, IR ter zelenem obmo¢;ju
spektra. Pri primerjavi svetlejSih in temnejSih lis so rezultati pokazali ve¢jo odbojnost in
prepustnost svetlejsih lis v vidnem delu spektra. Razlike v opti¢nih lastnostih listov v
razli¢nih obdobjih v sezoni ter pri rastlinah na razli¢nih rastis¢ih pa so najvecje v UV in IR
delu spektra.
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7 POVZETEK

Navadna ciklama (Cyclamen purpurascens) je zimzelena zelnata trajnica z gomoljasto
koreniko, ki ji omogoca prezivetje manj ugodnih razmer. Obicajno opazimo njene ledvicaste
ali srcaste liste z razlinimi vzorci in pogosto rdece obarvano spodnjo ploskev lista. Za
poskusno rastlino smo si jo izbrali ravno zaradi pisanosti listov in obarvanosti spodnje
povrhnjice, saj smo Zeleli ugotoviti njun vpliv na opti¢ne lastnosti. Sen¢no rastis¢e v gozdu in
zimzelenost listov pa sta omogocila $irSo zastavitev poskusa.

Liste smo nabirali na prisojnem in osojnem pobocju Rasice, in sicer na poseki, v gozdu na
prisojnem pobocju ter v gozdu na osojnem pobocju. Prav tako smo liste nabirali v razli¢nih
Casovnih obdobjih, in sicer v februarju pred olistanjem gozda, v aprilu takoj po olistanju
gozda in v juniju, ko je bil gozd Ze nekaj ¢asa olistan.

V raziskavi smo zeleli ugotoviti kakSen je vpliv morfoloskih in biokemijskih parametrov na
opti¢ne lastnosti listov navadne ciklame. Odbojnost in prepustnost, prav tako pa tudi
biokemijske in morfoloSke parametre, smo merili v razli¢nih obdobjih v sezoni in na razli¢nih
lokacijah. Opazovali smo razlike med svetlejSimi in temnejSimi obmodji listnega vzorca, ki se
pojavlja pri veéini primerkov navadne ciklame, vendar ne pri vseh enako. Preverili smo tudi
vpliv prisotnosti spodnje povrhnjice na odbojnost in prepustnost svetlobnega sevanja.

Vzor¢ili smo trikrat v sezoni in na treh razli¢nih lokacijah. Vsak nabrani vzorec je obsegal
osem listov, aprilski izjemoma dvajset. Na posameznem listu smo preucili svetlejsi in
temnej$i del. Na svezih listih smo v laboratoriju izmerili odbojne in prepustne spektre, iz
svezih listov smo za morfoloSke in anatomske analize pripravili poltrajne preparate, ter vzorce
za biokemijske analize, ki smo jih zamrznili, v kolikor analize niso bile takoj izvedene. Vse
meritve in analize so bile opravljene na istih listih, kar zagotavlja sledljivost in omogoca
povezovanje rezultatov.

Razli¢ni avtorji so objavili Stevilna dela, ki opisujejo vplive in znacilnosti marmoriranih listov
pri razliénih zelnatih rodovih. OsredotocCili so se predvsem na vpliv listnega vzorca v
povezavi s sevanjem, ki pade na list rastline, ter na vpliv, ki ga ima tak vzorec na organizme
okoli sebe. V nasi raziskavi smo se osredotocili le na vpliv listnega vzorca in obarvanosti
spodnje povrhnjice na opti¢ne lastnosti. Izsledki raziskave nakazujejo, da naj bi listni vzorec
nekoliko §citil pred prekomernim son¢nim sevanjem, saj se vsebnost karotenoidov razlikuje
med svetlejSimi in temnejSimi lisami na listnem vzorcu. Karotenoidi so znani kot zascitni
pigmenti, ki na razlicne nacine $¢itijo fotosistem pred destruktivnim delovanjem UV in
vidnega sevanja. Ostale zasc¢itne snovi, antociani in UV absorbirajo¢e snovi, pa ne kazejo

razlik med svetlejS§imi in temnejSimi deli listov. Poleg karotenoidov se med svetlejSimi in
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temnejSimi obmocji listnega vzorca razlikujejo Se vsebnosti klorofilov kar, glede na navedbe
avtorjev, lahko vizualno vpliva na herbivore, vklju¢no z insekti.

Vpliv sezone se obicajno izraza kot povecevanje zelene biomase ter visanje vsebnosti vode. V
naSem primeru smo vpliv sezone zaznali kot debeljenje tkiv, viSanje vsebnosti vode in
poveCevanje specificne listne povrSine. Pri biokemijskih analizah se je to odrazalo kot
povecevanje vsebnosti klorofila b. Pomemben dejavnik sezonskosti je olistanje kroSenj, ki
vpliva na koli¢ino vpadnega sevanja in posledicno na vsebnosti zasCitnih snovi, katerih
vsebnosti so se tudi v nasi raziskavi tekom sezone postopno zmanjsevale.

Razlike med rastlinami rasto¢imi na senénem in son¢nem rastiS¢u, opravljene na zacetku
rastne sezone, so se pokazale tako pri morfoloskih kot pri biokemijskih znacilnostih, nekoliko
manj izrazite so bile pri odbojnih in prepustnih spektrih. Najverjetneje se kasneje v sezoni te
razlike Se povecajo.

V zadnjem sklopu meritev smo testirali vpliv prisotnosti spodnje povrhnjice na opti¢ne
lastnosti. Pri odbojnih spektrih so najvec¢je razlike v IR obmocju, kar je verjetno posledica
vsebnosti antocianov. Pri prepustnih spektrih so najvecje razlike v zelenem obmocju vidnega
spektra, to pa kaze na prisotnost klorofilov in karotenoidov. Znacilne razlike so tudi v UV-A
in vijoli¢cnem delu svetlobnih spektrov.

Odbojni in prepustni spektri so odraz biokemijskih, morfoloskih in anatomskih znacilnosti
listov. Oblike odbojnih in prepustnih spektrov so podobne, z nizkimi vrednostmi v UV in
vidnem delu spektra, nekoliko vi§jimi v zelenem delu, ter z visokimi vrednostmi v IR delu
spektra.
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Priloga A

FizioloSke znacdilnosti

Meritve fotokemicne ucinkovitosti (FU) in transpiracije so bile izvedene v mesecu avgustu,
takrat so bile rastline ze precej oslabljene zaradi dolgotrajnejse suSe. V Casu meritev so bile v
velikem stresu in niso transpirirale, zato pridobljeni podatki niso bili primerni za nadaljnjo
obdelavo (Preglednica 7).

Preglednica 7: Vrednosti dejanske (Y) in potencialne (Fv/Fm) fotokemiéne ucinkovitosti (FU), merjeno na
terenu v mesecu avgustu.

potencialna FU (Fv/Fm) dejanska FU (Y) transpiracija
svetli temni svetli temni
list 1 0,609 0,685 0,081 0,067 -
list 2 0,574 0,606 0,029 0,071 -
list 3 0,081 0,023 0,014 0,013 -
list 4 0,003 0,009 0,008 0,027 -
list 5 0,656 0,422 0,014 0,039 -
list 6 0,281 0,122 0,130 0,011 -
list 7 0,508 0,363 0,096 0,133 -
list 8 0,115 0,235 0,016 0,033 -
list 9 0,474 0,406 0,086 0,072 -

list 10 0,713 0,742 0,563 0,383 -
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Priloga B
Vsebnost snovi v listih glede na suho maso vzorca

VPLIV LISTNEGA VZORCA NA ZNACILNOSTI LISTA

Preglednica 8: Vsebnost snovi v listih glede na suho maso vzorca [relativna enota/g ss; mg/g ss] (februarski
vzorec, nabran na prisojnem rasti§¢u v gozdu). Prikazane so povpreéne vrednosti + SD (n=8).

svetli temni
UV-B [relativna enota/g ss] 2,00+ 0,39 2,42 +0,43
UV-A [relativna enota/g ss] 4,03 +0,88 4,76 + 0,84
antociani [relativna enota/g ss] 0,15+ 0,03 0,18 +0,03
klorofil a [mg/g ss] 3,42 +0,46 4,27+0,42
klorofil b [mg/g ss] 1,60+ 0,34 2,03+0,34
karotenoidi [mg g ss] 1,42+0,16 1,71+0,13

VPLIV SEZONE NA ZNACILNOSTI LISTA

Preglednica 9: Spreminjanje vsebnosti biokemijskih parametrov tekom sezone glede na suho maso vzorca
[relativna enota/g ss; mg/g ss]. Prikazane so povprecne vrednosti = SD (n=8, N,y =20).

feb. apr. jun.,
antociani [relativna enota/g ss]
svetli 0,15+ 0,03 0,13+ 0,03 0,15+ 0,04
temni 0,18 + 0,03 0,16 + 0,05 0,32+ 0,03

UV-B absorbirajoce snovi [relativna enota/g ss]
svetli 2,00+ 0,39 1,96 £ 0,43 2,10+0,29
temni 2,42+ 0,43 2,06 £ 0,30 2,28+0,35

UV-A absorbirajoce snovi [relativna enota/g ss]
svetli 4,03 +0,88 3,62+0,72 4,00 + 0,64
temni 4,76 £ 0,84 3,84+ 0,60 4,23+0,61

klorofil a [mg/g ss]
svetli 3,42 +£0,46 4,91+1,05 5,37 +0,98
temni 4,27+0,42 6,03+ 0,98 8,39+ 1,58

klorofil b [mg/g ss]
svetli 1,60+0,34 2,85+0,77 3,40 £ 0,59
temni 2,03+0,34 3,84 +£0,76 5,37 + 1,09

karotenoidi [mg/g ss]
svetli 1,42+0,16 1,45+0,25 1,45+0,25
temni 1,71+£0,13 1,75+0,28 2,23+0,40
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PRIMERJAVA RASTISC GLEDE NA ZNACILNOSTI LISTA

Preglednica 10: Spreminjanje vsebnosti biokemijskih parametrov glede na suho maso vzorca [relativna enota/g
ss; mg/g ss] med lokacijami. Prikazane so povpre¢ne vrednosti + SD (n=8, ngp, =20).

lok 1 lok 2 lok 3
antociani [relativna enota/g ss]
svetli 0,06 + 0,01 0,15+ 0,03 0,06 + 0,01
temni 0,08 + 0,02 0,18 +£ 0,03 0,08 + 0,03

UV-B absorbirajoce snovi [relativna enota/g ss]
svetli 0,96 + 0,22 2,00+ 0,39 1,78 +£0,52
temni 0,79+0,17 2,42 +0,43 2,09+0,39

UV-A absorbirajo¢e snovi [relativna enota/g ss]

svetli 1,82+0,43 4,03 +0,88 3,55+1,19
temni 1,48+0,34 4,76 + 0,84 3,95+0,91

klorofil a [mg/g ss]
svetli 157+0,31 3,42+ 0,46 2,97 +0,51
temni 1,98+ 0,49 427+0,42 495+0,71

klorofil b [mg/g ss]
svetli 1,35+0,42 1,60+0,34 1,40+0,32
temni 1,75+ 0,67 2,03+0,34 2,54+0,37

karotenoidi [mg/g ss]
svetli 0,69+0,12 1,42 +0,16 1,12+0,18
temni 0,84 + 0,16 1,71+0,13 1,71+0,25
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Priloga C
Svetlobni spektri sevanja na terenu in koli¢ina vpadne svetlobe
Svetlobne spektre in koli¢ino vpadne svetlobe smo izmerili na terenu v mesecu februarju na

treh razli¢nih lokacijah (Slika 15, Preglednica 11). Meritve so bile opravljene v dopoldanskem
¢asu, vreme je bilo precej oblacno.
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Slika 15: Delez vpadne svetlobe [%], izmerjeno na terenu v mesecu februarju na treh razliénih lokacijah.

Preglednica 11: Koli¢ina vpadne svetlobe [pmol m™s™], izmerjeno na terenu v mesecu februarju na treh
razli¢nih lokacijah.

lokacija lok 1 lok 2 lok 3
vpadna svetloba [pmol m™ s7] 305 170 165




