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Rani mosnjak (Noccaea (Thlaspi) praecox Wulfen), ki spada v druzino kriznic
(Brasiccaea), je znan po sposobnosti hiperakumulacije Cd in Zn. Najbolj znana
hiperakumulacijska populacija raste v Zerjavu na obmo&ju Meziske doline,
kjer so tla zaradi kopanja in taljenja svineve rude v preteklosti, onesnazena s
Pb, Zn in Cd. V raziskavi smo preucili vpliv razli¢nih virov in koncentracij S
na privzem Cd in fizioloske lastnosti ranega mosSnjaka, izpostavljenega
razliénim kombinacijam S in Cd. Testne rastline smo gojili na hidroponski
tekoc¢ini. Kot anorganski vir S smo uporabili 250 in 500 uM MgSQ,, kot
organski vir pa mesanico 250 uM MgSO, in 250 uM cisteina. Rastline smo
izpostavili 100 in 300 uM koncentracijam CdCl,. Merili smo fotokemic¢no
ucinkovitost fotosistema II, suho maso, koncentracijo fotosinteznih pigmentov,
malondialdehida ter koncentracijo in vsebnost Cd, S in nekaterih drugih
elementov. Ugotovili smo, da je 300 uM koncentracija Cd negativno vplivala
na fotokemicno ucinkovitost fotosistema II in koncentracijo fotosinteznih
pigmentov, ko so imele rastline na voljo anorganski vir S. V primeru, ko so
imele rastline na voljo organski vir S, nismo izmerili strupenega uc¢inka na ta
dva parametra. Prisli smo do zakljucka, da je cistein kot organski vir S
pripomogel k zmanjSanju strupenega ucinka Cd v primeru fotokemicne
ucinkovitosti fotosistema II in pri koncentraciji klorofilov, tako da je vecino
Cd zadrzal v koreninah in zmanj$al moznost prenosa v poganjke. Z dodajanem
cisteina smo ranemu mosnjaku povecali strpnost na Cd.
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Early penny-cress (Noccaea (Thlaspi) praecox Waulfen) from family
Brassicacae is well known for its ability to hyperaccumulate toxic metals such
as zinc and cadmium. The population with hyperaccumulation capabilities
grows mostly in Zerjav in MeZica Valley in North Slovenia. Due to lead ore
mining and smelting in past centuries, area remain contaminated with lead, zinc
and cadmium. The purpose of our research was to evaluate the influence of
sulphur nutrition on cadmium uptake and measure consequential physiological
properties in early penny-cress after exposing it to different treatments with
sulphur and cadmium. Plants were grown in hydroponic solution. 250 and
500 uM MgSO, concentration were used as inorganic and mixture of 250 uM
MgSO,4 with 250 uM cysteine as organic source of sulphur. Plants were exposed
to 100 in 300 uM concentrations of CdCl,. Efficiency of photosystem I, dry
biomass, photosynthetic pigments concentration and rate of lipid peroxidation
by malondialdehyde test were measured as well as concentration and content of
cadmium, sulphur and various other elements. The 300 uM concentration of
cadmium had negative effect on efficiency of photosystem Il and photosynthetic
pigments concentration in case of inorganic sulphur nutrition. Cysteine as
organic source of sulphur decreased toxic effect of cadmium on photosystem
efficiency of photosystem Il and chlorophyll concentrations. It helped to retain
most of cadmium in roots of tested plants, enabled its translocation to shoots
and increased tolerance of early penny-cress to toxic cadmium effects.
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1 UVvOD

Potencialno strupene kovine so danes eden najpogostej$ih onesnazil. Naravno so
prisotne v kamninah, kjer se ve¢inoma nahajajo v stabilni in netopni obliki. Manjsa
koli¢ina teh kovin z biogeokemi¢nimi procesi prehaja v vodo, sedimente, tla in zrak,
zato so v manjsih koncentracijah ves ¢as prisotne v ekosistemu. Do onesnazenosti, ko se
potencialno strupene kovine pojavljajo skoncentrirano na omejenem obmocju, privedejo
antropogeni dejavniki kot so rudarjenje, taljenje rude, industrija, kmetijstvo, promet in
se namre¢ kovine iz stabilne oblike pretvarjajo v manj stabilno, topno obliko in se
spros¢ajo v okolje (Koren insod., 2013). Sheoran in sod. (2016) porocajo, da na
svetovni ravni v zadnjih desetletjih letno odlozimo 22 000 t Cd, 939 000 t Cu, 783 000 t
Pbin 1350000t Zn.

V Sloveniji so s potencialno strupenimi kovinami in polkovinami najbolj onesnazena
obmodja: Jesenice z okolico, kjer belezimo povecane koncentracije Cd, Zn, Fe in As,
Meziska dolina in Celjska kotlina, Kjer so tla onesnazena s Zn, Cd in Pb ter Idrija z
okolico, kjer so tla onesnazena z Hg. Zaradi izpusnih plinov so s Pb in Cd onesnazena
tudi obmocja poleg ve¢jih vpadnic v mesta (Zupan in sod., 2008).

Kulturne rastline, ki rastejo na tleh, onesnazenih s Cd, zlahka privzemajo Cd v dele, Ki
jih za prehrano uporabljamo ljudje. Na svetovni ravni je tako najbolj kriticen riz, saj
predstavlja osnovno Zivilo skoraj polovici prebivalcev (Ueno in sod., 2011), v Sloveniji
pa so najbolj problemati¢ni krompir in korenovke ter zeljnata zelenjava kot so solatnice
(ARSO, 2016). Potencialno strupene kovine vplivajo tudi na manjSe donose kmetijsko
pomembnih rastlin (Sheoran in sod., 2016).

Povecane koncentracije potencialno strupenih kovin v okolju predstavljajo groznjo
prisotnim organizmom, saj motijo osnovne Zivljenjske procese kot sta celi¢no dihanje in
fotosinteza. V funkcionalnih organskih molekulah, predvsem encimih lahko
zamenjujejo esencialne minerale, se vezejo na proste tiolne in amino skupine proteinov
ali sprozijo tvorbo prostih radikalov. S tem povzrocijo nepravilno delovanje biolosko
pomembnih molekul in oksidativni stres (Koren in sod., 2013). Rastline lahko prezivijo
koncentracije Cd, ki dosegajo 5-10 pg/g SM, vendar obstajajo tudi rastline, ki so
sposobne preziveti ob koncentracijah Cd, ki dosegajo 100 pug/g SM ali veé
(Zemanova in sod., 2016). Nekatere rastline niso le strpne do vecjih koncentracij
potencialno strupenih kovin, ampak so jih celo sposobne prekomerno kopiciti v svojih
nadzemnih delih. Imenujemo jih hiperakumulacijske rastline. Za hiperakumulacijo Cd
je znacilno, da rastline v poganjkih kopic¢ijo Cd v koncentracijah, ki so ve¢je od
100 pg/g SM. Najbolj znana hiperakumulacijska rastlina za Cd je modrikasti mosnjak
(Noccaea (Thlaspi) caerulescens (J.Presl & C.Presl) F.K.Mey), v Sloveniji pa rani
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mosnjak (Noccaea (Thlaspi) praecox Wulfen). Ceprav je vrsta zelo razgirjena, je
hiperakumulacijska populacija omejena na obmogje Zerjava in MeZice v Meziski dolini.
Obmogje je bilo od 15. stoletja naprej izpostavljeno aktivnostim povezanim s kopanjem
in taljenjem svinCeve rude, zato je mo¢no onesnazeno s Pb, Cd in Zn. Na opustosenje
tamkajSnje vegetacije so dodatno vplivale emisije SO, (Regvar in sod., 2006).
Vogel-Mikus in sod. (2005) so ugotovili, da lahko rani mosnjak prekomerno kopici do
0,6 % Cd v svojih nadzemnih delih. Zaradi te lastnosti ima potencialne moznosti za
uporabo v fitoremediaciji.

Fitoremediacija je v zadnjih dvajsetih letih postala zanimiva kot cenovno ugodna,
neinvazivna alternativa ostalim metodam remediacije okolja kot so: izkopavanje
onesnazenih tal, spiranje ali seziganje tal, ter metode povezane z izkopavanjem, ex situ
postopki c¢is¢enja in vraCanjem tal na prvotno mesto. Da bi izboljsali ucinkovitost
fitoremediacije, je pomembno, da podrobneje preu¢imo vse fizioloske procese,
predvsem privzem kovin, prenos potencialno strupenih kovin po rastlini in mehanizme
strpnosti ter interakcije rastlin z mikroorganizmi in drugimi procesi v rizosferi

(Necemer in sod., 2008).

Z naSo raziskavo o vplivu razli¢nih oblik S na privzem Cd smo Zeleli prispevati $¢ en
del¢ek k razumevanja fiziologije privzemanja in hiperakumulacije potencialno strupenih
kovin pri ranem mosnjaku. Cd je neesencialna kovina, ki je potencialno strupena za
vedino organizmov (Lovy insod., 2013). Zveplo je za rastline esencialni element.
Rastline ga iz tal privzemajo v obliki sulfata (SO,%) in ga nato v kloroplastih reducirajo
in pretvorijo v fizioloSko uporabno obliko S (tiolne skupine -SH), ki se nato vgrajuje v
aminokislini cistein in metionin (Jez in sod., 2016). Zveplo ima pomembno vlogo tudi
kot sestavni del molekul kot so glutation, sulfolipidi, fitokelatini in metalotioneini, ki so
udeleZeni pri procesih razstrupljanja, ko so rastline izpostavljene strupenemu uéinku
potencialno strupenih kovin. Pri kriznicah (Brassicaceae) in njim sorodnih druzinah je S
gradnik sekundarnih metabolitov, glukozinolatov, ki rastline $€itijo pred herbivori in
patogeni (Pongrac in sod., 2013).

V nekaj dosedanjih raziskavah (Khan in sod., 2016; Erdal in Turk, 2016) so ugotovili,
da dodajanje S rastlinam, ki so izpostavljene Cd, pripomore k ublazitvi stresa, ki
nastane ob strupenih u¢inkih Cd, saj lahko rastlina ob ustrezni zveplovi mineralni
prehrani sintetizira vecje koli¢ine zasCitnih molekul (glutation, cistein, fitokelatini).
Dokazano je bilo, da tioli povecajo privzem kovin (npr. Cd in Pb) v korenine
(Vadas in Ahner, 2009), kar je pomembno z vidika razvoja tehnologije fitoekstrakcije,
vendar o vplivu dodajanja tiolov v substrat na prenos kovin v poganjke ni podatkov.
Prav tako je le malo znanega o vplivu Zveplove prehrane na privzem Cd pri
hiperakumulacijskih rastlinah.
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CiLJl

Cilj magistrske naloge je ugotoviti, kako anorganski vir S pri dveh razli¢nih
koncentracijah (c=250 uM in ¢=500 uM) in organski vir S (aminokislina cistein pri
€=250 uM) skupaj z anorganskim virom S (c=250 uM) vplivajo na privzem Cd pri
izpostavitvi rastlin 100 in 300 uM koncentraciji Cd ter kako se pri tem spreminjajo
fizioloSke lastnosti ranega mosnjaka.

Po izpostavitvi Cd in S smo spremljali:

1.2

suho biomaso rastlin,

fotokemic¢no aktivnost rastlin,

razlike v koncentraciji fotosinteznih pigmentov,

stopnjo lipidne peroksidacije, ki je pokazatelj poskodb membran v koreninah in
poganjkih z malondialdehidnim testom,

razlike v koncentracijah privzetega Cd v odvisnosti od razli¢nih virov in
koncentracij S,

razmerje med koncentracijo Cd v koreninah in poganjkih — translokacijski oz.
prenosni faktor (TF).

HIPOTEZE

Vecgjo koncentracijo Cd pri¢akujemo v nadzemnih delih rastlin kot v koreninah.
Vecja koncentracija Cd bo bolj strupena in bo bolj negativho vplivala na
fizioloske in produkcijske parametre (biomasa, fotosintezna ucinkovitost,

koncentracija fotosinteznih pigmentov) kot manjsa koncentracija Cd.

Vecja koncentracija anorganskega S bo imela vecji ucinek pri ublazitvi stresa
kot manjsa koncentracija anorganskega S.

Opazna bo razlika pri privzemu Cd in fizioloskih parametrih rastlin, glede na
izpostavitev rastlin anorganskim in organskim virom S.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 VPLIV POTENCIALNO STRUPENIH KOVIN NA RASTLINE

Potencialno strupene kovine kot so kadmij (Cd), Zivo srebro (Hg), svinec (Pb), nikelj
(Ni) in polkovini arzen (As) in selen (Se) niso esencialni elementi in nimajo znane
fizioloske vloge pri rastlinah. So pa za rastline v manjsih koncentracijah esencialni
elementi kot so baker (Cu), zelezo (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo) in cink (Zn)
(Rascio in Navari-lzzo, 2010; Igbal in sod., 2012). Ti elementi imajo vlogo kofaktorjev
pri razli¢nih encimih (Sheoran in sod., 2016), zato jih rastline potrebujejo za normalno
rast in metabolizem (Rascio in Navari-lzzo, 2010; Igbal in sod., 2012). Tako
neesencialni kot tudi esencialni elementi lahko postanejo potencialno strupeni, kadar
presezejo doloceno kriticno koncentracijo (Igbal insod., 2012), saj imajo negativni
ucinek na kljuéne procese v celici, ki rastlinam omogocajo normalno delovanje in
prezivetje.

2.2 KADMIJ IN NJEGOV VPLIV NA RASTLINE

Cd se v tleh naravno nahaja v majhnih koncentracijah, vecje koli¢ine so posledica
geogenih procesov in antropogenih dejavnikov (Stritsis in Claasen, 2013). Navadno se
pojavlja v ve€ini cinkovih rud in je stranski produkt pri proizvodnji Zn. Uporablja se za
baterije, pri galvaniziranju in v elektronskih napravah (Sharma in Archana, 2016),
najdemo pa ga tudi v fosfatnih gnojilih (Lovy in sod., 2013), saj je manjsi delez Cd
prisoten ze Vv fosforjevi rudi (Roberts, 2014). Cd je neesencialna, potencialno strupena
kovina, ki jo rastline zlahka privzemajo iz tal, od kjer prehaja v njihove nadzemne dele
(Lovy in sod., 2013; Sharma in Archana, 2016).

Cd je ena najbolj potencialno strupenih kovin, ker se dobro topi v vodi. Za organizme je
strupen Ze v zelo majhnih koncentracijah, saj lahko moti ve¢ procesov v celici tako na
tkivni kot tudi na celi¢ni ravni (Liptakova in sod., 2013). Vodi v morfoloske, fizioloske,
biokemijske in strukturne spremembe preko ve¢ specifi¢énih mehanizmov: 1) poskoduje
encime preko vezave Cd na tiolno oz. sulfidrilno skupino, 2) kovina v metabolitih ali
metaloencimih se zamenja s Cd, 3) povzro¢i senescenco in proteolizo proteinov, 4) ob
vstopu Cd se poveda tvorba reaktivnih  Kisikovih  spojin v  celici
(Zemanova in sod., 2015). Zunanji znaki na rastlinah, ki so posledica stresa zaradi
vstopa Cd, so kratke in rjavkaste korenine, kloroze, manj poganjkov, pospeseno staranje
ter okrnjena rast in biomasa (Cosio in sod., 2006; Quezada-Hinojosa in sod., 2015).

Cd ima tudi negativen vpliv na privzem, prenos in uporabo esencialnih elementov
(Quezada-Hinojosa in sod., 2015) - Se posebej negativno vpliva na privzem kationov
kot so Ca®*, Mg*, zZn®*, Fe* in Mn % (lgbal insod., 2012). Poleg tega zavira
respiracijo, fotosintezo, privzem vode, celi¢no delitev in pospesi nastajanje genetskih
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napak (Quezada-Hinojosa in sod., 2015). Cd sprozi tvorbo reaktivnih kisikovih spojin,
zaradi katerih se razvijejo simptomi strupenosti. Kopicenje reaktivnih kisikovih
radikalov povzroci poskodbe celice zaradi oksidacije proteinov in lipidne peroksidacije.
V kon¢éni fazi so lahko poskodbe tako moc¢ne, da vodijo v celi¢no smrt (Boominathan in
Doran, 2003; Rascio in Navari-1zzo, 2010; Igbal in sod., 2012; Liptakova in sod., 2013).

Se posebej je na potencialno strupene kovine obéutljiv fotosintezni aparat. Razlog za to
je najverjetneje interakcija Cd z mikroelementi kot so Fe, Mn in Zn, ki ne morejo ve¢
sodelovati kot kofaktorji encimov, pigmentov in strukturnih komponent fotosinteznega
aparata (Khan in sod., 2013). Zmanj$anje vsebnosti fotosinteznih pigmentov in
intenzitete fotosinteze pa vodi v manj$o rast rastlin (Li in sod., 2016).

2.3 PRENOS POTENCIALNO STRUPENIH KOVIN PO RASTLINI
2.3.1 Kovinski prenasalci

Privzem Zn in Cd naj bi bil pri hiperakumulacijskih rastlinah povezan s prekomernim
izrazanjem genov iz ZIP (Zinc-lron Permease) druzine, ki kodirajo kationske
prenasalce, namesScene V celi¢ni membrani. Kodirajo proteina ZRT1 in ZRT2, ki sta
udelezena pri privzemu Zn ter IRT1 prenaSalec, ki je udeleZzen pri privzemanju Fe
(Assuncao in sod., 2001; Hall and Williams, 2003; Yang in sod., 2005). Zhao in sod.
(2002) porocajo, da naj bi Cd pri rastlinah, ki niso hiperakumulacijske, prehajal v
rastlino preko prenasalcev ostalih divalentnih ionov kot so Zn**, Cu®*, Fe*" ali preko
kationskih kanal¢kov za Ca®* in Mg®*. Rascio in Navari-1zzo (2010) pa menita, da Cd
prehaja v rastlino preko prenaSalcev za Zn. Kadar sta v okolju Zn in Cd, ti prenasalci
preferencno izbirajo Zn pred Cd. Kovine se iz korenin prenesejo tudi v druge dele
rastlin, pri ¢emer preckajo tako plazmalemo kot tudi membrane organelov, pri cemer so
udeleZzeni e mnogi drugi prenasalci (Guerinot, 2000). Pri prehodu v vakuolo so
udelezeni geni iz druzine Nramp, CDF in Kationski/H® antiporterji. Pri prenosu
kompleksov fitokelatin-Cd in glutation-Cd pa so udelezeni ABC prenasalci
(Hall in Williams, 2003). Pri hiperakumulacijskih rastlinah so opazili do 200-krat vecje
izrazanje genov, ki kodirajo membranske prenasalce kot pri rastlinah, ki niso sposobne
prekomernega kopicenja potencialno strupenih rastlin (Leitenmaier in Kiipper, 2013).
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2.3.2 Strategije privzema kovin

Potencialno strupene kovine pridejo v rastlino preko korenin. Poznamo dve strategiji
privzema kovin v rastline, in sicer izklju¢evanje in hiperakumulacijo (Baker, 1981). Pri
izkljucevanju se kovine ujamejo v apoplast in se vezejo z izloCenimi organskimi
kislinami ali na aninoske skupine celi¢ne stene. Vecina potencialno strupenih kovin
tako ostane ujeta v koreninskih celicah, kjer se vrSijo razstrupljevalni procesi z
aminokislinami, organskimi kislinami ali kovinskimi peptidi; ali pa se prenesejo v
vakuole. Tako rastlina za$citi nadzemne dele, predvsem liste in metabolno aktivne
fotosintezne celice, pred poskodbami s strani potencialno strupenih kovin
(Baker, 1981).

Pri hiperakumulacijskih rastlinah se kovine po ksilemu hitro in u¢inkovito prenasajo iz
korenin do nadzemnih delov (Rascio in Navari-1zzo, 2010). Ta proces imenujemo
prenos ali translokacija. Za prenos iz korenin v poganjke je potreben simplastni prehod
in aktivno nalaganje v ksilem (Verbruggen in sod., 2009). V koreninah
hiperakumulacijskih rastlin je prisotno veliko majhnih organskih molekul, ki delujejo
kot ligandi, na katere se vezejo potencialno strupene kovine. Med njimi sta najbolj
pogosta malat in citrat (Haydon in sod., 2007). V primeru Ni imata pomembno vlogo
tudi histidin in nikotianamin, ki tvorita stabilne komplekse z bivalentnimi kationi
(Challahan in sod., 2006). Ko potencialno strupene kovine pridejo do listov, morajo
zaobiti fotosintezno aktivne dele, zato so razvile razliéne mehanizme, ki kontrolirajo
privzem, akumulacijo in translokacijo nevarnih elementov in vr$ijo razstrupljanje tako,
da izkljucijo proste ionske oblike iz citoplazme (Verbruggen in sod., 2009). Nadaljnje
razstrupljanje poteka s pomocjo antioksidantov, ki nevtralizirajo oksidativni stres
(Rascio in Navari-lzzo, 2010). V primeru, da pride do prenosa potencialno strupene
kovine do poganjkov, pa jih rastline shranjujejo na mestih kot so listna povrhnjica,
trihomi in celo v kutikuli. To so mesta, kjer povzro¢ijo najmanj Skode na fotosinteznem
aparatu. V mnogih primerih so izkljuéene tudi iz celic, ki sestavljajo listno rezo.
Mehanizem razstrupljanja v nadzemnih organih hiperakumulatorjev poteka tako, da se
potencialno strupene kovine vezejo na ligande ali se umaknejo iz metabolno aktivnih
mest v  citoplazmi, najpogosteje v celino  steno  ali  vakuolo
(Rascio in Navari-1zzo, 2010). Kovine, ki jih rastline nakopicijo, so vezane na ligande
kot so organske kisline, aminokisline, peptidi in proteini (Verbruggen in sod., 2009).

Vogel-Mikus in sod. (2008) so s pomoc¢jo micro-PIXE ugotovili, da se Cd v listih
ranega mosnjaka v najvecjih koncentracijah nahaja v spodnji povrhnjici, lahko pa se
kopici tudi v zilah in zgornji povrhnjici, ki so metabolno manj aktivni deli lista. Kljub
temu so precejSnje koncentracije Cd izmerili tudi Vv stebriastem tkivu.
Vogel-Mikus in sod. (2007) so pred tem ugotovili, da se Cd pri ranem mos$njaku v
ve¢jih koncentracijah kopi¢i tudi v semenih, kar nakazuje na to, da njegov prenos
poteka tudi po floemu. Raziskave o razporejanju elementov v listih ranega mosnjaka s
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pomocjo micro-PIXE so nadaljevali Pongrac in sod. (2010). Najvecje koncentracije Zn,
Cd, Ni, Cu, Pb, Fe in Mn so izmerili v povrhnjici na obeh straneh listne povrsine.
Podrobnejse raziskave so pokazale, da je bilo najve¢ Zn v celicah povrhnjice, najve¢ Cd
in Mn se je nakopicilo Vv stebri¢astem tkivu, Fe pa se je nakopicil tako v povrhnjici kot
tudi v stebricastem tkivu. Ugotovili so, da prenos Cd poteka ne samo po ksilemu, ampak
tudi po floemu.

Poleg zacetne koncentracije Cd v tleh in biogeokemiénih razmer, na proces
akumulacije, prenosa in porazdelitve Cd znotraj rastline, vplivajo tudi: vrsta rastline,
morfologija korenin, adsorpcija Cd na kelatorje in peptide, izmenjava Cd s Zn, Ca in
Mn ter stopnja transpiracije v listih (Quezada-Hinojosa in sod., 2015). Na privzem Cd
lahko vplivajo tudi rizosferne bakterije. Bakterije, ki so odporne na visoke koncentracije
Cd, lahko spodbujajo rast rastlin v tleh, onesnazenih s Cd. Da lahko za$¢itijo rastlino
pred stresom, morajo biti na prvem mestu same odporne na Cd, sposobne morajo biti
vezave Cd®*, aktivno kolonizirati povriino korenin in rizosfero, poleg tega pa morajo
imeti tudi genetske znacilnosti, ki jim omogocajo, da se spopadajo s stresom, ki ga v
celici povzro¢i Cd (Pishchnik in sod., 2002). Poleg bakterij so za hiperakumulacijske
rastline pomembne tudi glive, s katerimi tvorijo arbuskularno mikorizo in tako
pripomorejo k zmanjsanju stresa, ki nastane ob vstopu potencialno strupenih kovin v

rastlino (Hildebrandt in sod., 2007).

2.4 7VEPLO

Zveplo je esencialni makroelement. Rastline ga iz tal privzemajo v obliki sulfata (S0,%)
metabolizma, sinteze proteinov in tvorbe obrambnih molekul z majhno molekulsko
maso. Sulfat se mora najprej aktivirati, da lahko tvori fosfoadenozin fosfosulfat, donor S
pri sulfonatnih reakcijah. Paralelne reakcije asimiliaciji Zvepla so disimilacijske reakcije
kot je npr. sproséanje vodikovega sulfida (H,S) iz cisteina (Rauscht in Wachter, 2005).
Zveplo se nahaja v aminokislinah cisteinu in metioninu, ki sta klju¢na pri strukturi in
bioloski aktivnosti proteinov in koencimov ter prosteticnih skupin kot SO povezave
kovina-S, lipoinska kislina, tiamin in koencim A (Davidian in Kopriva, 2010). Spojine,
ki vsebujejo S, so kljuéne za prezivetje rastlin v primerih biotskega in abiotskega stresa.
Take molekule so H,S, glutation, fitokelatini, mnogi sekundarni metaboliti in proteini
bogati z S (Rauscht in Wachter, 2005). Po izpostavitvi biotskemu in abiotskemu stresu,
se zveplove spojine zacnejo sintetizirati bolj pospeseno, njihovo sintezo lahko spodbudi
jasmonska kislina (Rauscht in Wachter, 2005).

Pod stresom, ki ga v rastlini povzro¢i Cd, S izboljsa rast, pripomore k povecanju
koncentracije antioksidantov in zmanjsa tvorbo reaktivnih kisikovih radikalov (ROS) ter
stopnjo lipidne peroksidacije (Na in Salt, 2011). Liang in sod. (2016) porocajo, da pri
rastlinah, ki niso zmozne prekomernega kopicenja potencialno strupenih kovin
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(npr. riz), S zmanjsa privzem Cd, pripomore k povecanju biomase in sprozi sintezo
neproteinskih tiolnih komponent z namenom ublazitve strupenosti Cd.

Privzem S v korenine se poveca ob stresu rastlin, ki ga povzroc¢ijo potencialno strupene
kovine in polkovine. Notranje koncentracije zveplovih metabolitov in metabolne
potrebe po S regulirajo sulfatne prenasalce. Prepisovanje genov za sulfatne prenasalce
se poveCa, ko je koncentracija sulfatov v tkivu majhna ali ko je koncentracija
O-acetilserina visoka, medtem ko novo sintetizirana cistein in glutation zmanjSata
izrazanje sulfatnih prenasalcev (Schiavon in Malagoli, 2008; Na in Salt, 2011).

Privzem sulfata (S04%) v celico poteka skupaj s 3 H*. Proces katalizirajo permeaze, ki
se nahajajo v plazmalemi. Po tistem, ko sulfat vstopi skozi korenine v rastlino, se
prenese v nadzemne dele, kjer v kloroplastih poteée asimilacija S. Ceprav tudi plastidi v
koreninah vsebujejo vse encime potrebne za redukcijo sulfata, ve¢inoma redukcija
poteka v listih. Sulfat se najprej aktivirati preko encima ATP sulfurilaze, ki vodi v
nastanek adenozin 5'-fosfosulfata (APS) in pirofosfata (PP;). Da se lahko S vkljuci v
bioloske molekule kot so aminokisline, potece transformacija sulfata in APS v sulfit
(SO5%), in nato v sulfid (S%) (Mendoza-Cozatl in sod., 2005). Naslednji korak je
sinteza cisteina, ki je prekurzor za ostale Zveplove spojine kot so glutation, metionin in
fitokelatini. Pri procesu sta udelezena encima serin acetiltransferaza in O — acetilserin
(tiol) liaza (Na in Salt, 2011).

2.5 PROCES RAZSTRUPLJANJA

Hiperakumulacijske rastline se od rastlin, ki niso sposobne hiperakumulacije
potencilano strupenih rastlin, razlikujejo predvsem po ucinkovitih razstrupljevalnih
procesih, ki obsegajo vezavo potencialno strupene kovine na razli¢ne ligande in
specifi¢en nacin razporejanje kovin po rastlini, pri ¢emer imajo klju¢no vlogo
membranski prenasalci (Leitenmaier in Kiipper, 2013). Molekule, ki vsebujejo S, imajo
klju¢no vlogo pri obrambi rastline pred Cd (Tolra in sod., 2006).

Cistein je najpomembnejSi aminokislinski del proteinov, na katerega se veZejo
potencialno strupene kovine. Je tudi prekurzor ostalih obrambnih molekul kot so
glutation in fitokelatini (Leitenmaier in Kiipper, 2013).

Glutation (GSH) je esencialni metabolit z razlicnimi funkcijami v rastlini
(Schiavon in Malagoli, 2008). Je ena najbolj pogostih molekul z majhno molekulsko
maso, ki vsebuje S in ima teznjo do interakcij s kovinskimi ioni. Glutation ima osem
moznih vezavnih mest, Cd** se lahko veze na dve od njih (Glusi in sod., 2013). V
ve€ini celic ga najdemo v milimolarnih koncentracijah. Je pomembna obrambna
molekula proti reaktivnim kisikovim radikalom, ksenobiotikom in potencialno
strupenim kovinam ter prepreCuje prekomerno oksidacijo obcutljivih celi¢nih
komponent (Rauscht in Wachter, 2005). Glutation je nepogresljiv pri mnogih drugih
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fizioloskih procesih v rastlinah kot so: shranjevanje in prenos neproteinskega
reduciranega S, regulacija zZveplovega metabolizma, sinteza proteinov in nukleinskih
kislin, regulacija izrazanja genov, razvoj embrijev in meristemov, signaliziranje v
rastlinah in interakcija z rastlinskimi patogeni, vezava potencialno strupenih kovin itd.
(Glusi¢ in sod., 2013). Pri rastlinah in nekaterih kvasovkah je glutation prekurzor za
sintezo fitokelatinov (Mendoza-Cozatl in sod., 2005).

Glukozinolati so sekundarni metaboliti, Ki so znacilni predvsem za druzino kriZnic
(Brassicaceae). Njihova sinteza poteka iz aminokislin. Navadno vsebujejo najmanj dva
S atoma; eden izvira od cisteina, drugi pa od fosfoadenozin fosfosulfata. Glukozinolati,
ki izvirajo iz metionina, imajo dodaten reduciran S atom (Rauscht in Wachter, 2005).

Procesi razstrupljanja pri hiperakumulacijskih rastlinah ve¢inoma potekajo s pomocjo
glutationa, ki ima v primerjavi s fitokelatini manjSo molekulsko maso. Sinteza tako
velikih molekul kot so fitokelatini je namre¢ za celice precej potratna (Rascio in
Navari-lzzo, 2010). Schiavon in Malagoli (2008) sta ugotovila, da se s kopi¢enjem
dolocene potencialno strupene kovine, poveca potreba rastlin po aminoksilinah, zato se
povecata privzem in asimilacija S.

2.6 HIPERAKUMULACIJSKE RASTLINE

Rastline, ki so sposobne v svojih tkivih kopiciti veéje koncentracije potencialno
strupenih kovin, imenujemo hiperakumulacijske rastline (Baker, 1981; Baker, 1987).
Hiperakumulacijske rastline so strpne do vecje koncentracije potencialno strupenih
kovin in imajo poleg tega sposobnost kopicenja teh elementov v nadzemnih delih
(Verbruggen in sod., 2009), pri c¢emer ne pride do vecjih poskodb celic
(Boominathan in Doran, 2003). Ena od definicij pravi, da so hiperakumulacijske rastline
tiste, ki lahko kopicijo ve¢ kot 10 mg/g Zn ali Mn, 1 mg/g Co, Cu, Ni in As ter
0,1 mg/g Cd v suhi biomasi, ko rastejo v svojem naravnem habitatu (Na et Salt, 2011).
Druga definicija pa pravi, da so hiperakumulacijske tiste rastline, pri katerih izmerimo
1-5% potencialno strupenih kovin v celotni biomasi (Wojcik in sod., 2005). Te rastline
so pogosto endemic¢ne vrste, ki rastejo na naravno mineraliziranih tleh in kopicijo
velike koncentracije kovin v svojih nadzemnih delih (Bhargava in sod., 2012) ne da bi
bili podvrzeni njihovemu strupenemu ucinku (Pongrac in sod., 2010). Poleg
hiperakumulacijskih rastlin poznamo tudi izkljucevalce. Te rastline so strpne do ve¢jih
koncentracij potencialno strupenih kovin, ki so za vecino rastlin strupene. Njihova
strategija temelji na tem, da ¢im ve¢ potencialno strupenih kovin zadrZijo in razstrupijo
v koreninskih tkivih, prenos v nadzemne dele pa zmanjsajo oz. iznicijo, saj so celice v
nadzemnih delih Se vedno zelo obcutljive na stres povezan s potencialno strupenimi
kovinami (Rascio in Navari-1zzo, 2010).
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Za razliko od izkljucevalcev, hiperakumulacijske rastline aktivno privzemajo vecje
koncentracije ene ali ve¢ potencialno strupenih kovin iz tal. V tem primeru potencialno
strupene kovine ne ostanejo v koreninah, ampak se prenesejo v nadzemne dele in se
nakopicijo predvsem v listih (v 100-1000x veéjih koncentracijah kot pri rastlinah, ki
niso sposobne hiperakumulacije). Kljub zascitnim mehanizmom, ki jih imajo, nekaj
kovinskih ionov vseeno ostane v citoplazmi in preko tvorbe reaktivnih Kisikovih spojin
sprozi oksidativni stres, kar negativno vpliva na celi¢ni metabolizem (Pongrac in sod.,
2010).

Znanih je okoli 450 hiperakumulacijskih vrst rastlin (Ravanbakhsh in sod., 2016), od
tega le 5 vrst, ki prekomerno kopicijo Cd. Med slednje spadajo Alyssum halleri, Sedum
alfredii, Noccaea (Thlaspi) caerulescens (J.Presl & C.Presl) F.K.Mey, Noccaea
(Thlaspi)  praecox  Wulfen, Arabidopsis halleri in  Solanum  nigrum
(Rascio in Navari lzzo, 2010). Stopnja hiperakumulacije se lahko razlikuje znotraj
ekotipov iste vrste (Roosens in sod., 2003; Verbruggen in sod., 2009).

Basic in sod. (2006) predlagajo 4 hipoteze, ki pojasnjujejo, zakaj nekatere rastline
prekomerno kopicijo potencialno strupene kovine: 1) hipoteza o susi, 2) interferen¢na
hipoteza, 3) hipoteza o obrambi pred herbivori in patogenimi organizmi, 4)
strpnost/izkljuéevanje potencialno strupenih kovin. Prva hipoteza predpostavlja, da
kovina, ki jo rastlina kopi¢i, pomaga rastlini preziveti suso s tem, da zmanjsa
transpiracijo skozi kutikulo ali s povefanjem osmolarnosti znotraj celice. Veliko
hiperakumulacijskih rastlin lahko najdemo v suhih mediteranskih podnebjih ali na
obmodjih, kjer v tleh ni dostopne vode. Dokazov, ki bi potrjevala to hipotezo, skoraj ni.
Druga hipoteza predpostavlja, da hiperakumulacijske trajnice s tem, ko odvrzejo liste, v
katerih so shranjene potencialno strupene kovine, preprecijo razSirjanje ostalih
rastlinskih vrst, ki niso strpne do potencialno strupenih kovin, na tem obmocju. Tretja
hipoteza predpostavlja, da potencialno strupene kovine, ki jih rastline kopicijo v svojih
tkivih, varujejo te rastline pred herbivori in patogeni. Ta je od vseh predlaganih najbolj
verjetna. Cetrta hipoteza pa predpostavlja, da je hiperakumulacija mehanizem za
povecanje strpnosti, ki obsega nalaganje kovin v tkiva in se kasneje izlo¢i tako, da
rastlina odvrze liste. Mehanizem hiperakumulacije z notranjimi mehanizmi
razstrupljanja omogoCa rastlinam strpnost do potencialno strupenih  kovin
(Basic in sod., 2006).

Homeostaza kovin je pri hiperakumulacijskih rastlinah posledica ve¢ reakcij, ki vodijo v
povecano privzemanje potencialno strupenih kovin preko korenin, manjse nalaganje v
koreninah in povecan prenos teh kovin iz korenin v nadzemne dele, kjer se lahko
kopicijo v vec¢jih koncentracijah kot pri rastlinah, ki niso strpne na potencialno strupene
kovine. Poleg tega imajo hiperakumulacijske rastline tudi bolj ucinkovite
razstrupljevalne mehanizme (Lovy in sod., 2013).
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2.6.1 Uporabna vrednost hiperakumulacijskih rastlin

Odkar so pred Stiridesetimi leti zaceli poglobljeno preucevati hiperakumulacijske
rastlinske vrste (Brooks in sod., 1977), se je zacel uveljavljati pojem fitoremediacija, Ki
oznacuje uporabno vrednost rastlin pri ¢iS¢enju tal, onesnazenih s potencialno
strupenimi kovinami.

Idealna rastlina, ki bi jo lahko uporabili v postopkih fitoremediacije, bi morala biti
strpna do ve¢jih koncentracij kovinskih onesnazil, prilagojena bi morala biti na lokalne
okoljske razmere, imeti bi morala obseZen in moc¢an koreninski sistem ter sposobnost
hitre rasti. Hkrati bi morala biti odporna na bolezni in Skodljivce. Zelo pomemben
faktor je tudi sposobnost prenosa potencialno strupenih kovin iz korenin v nadzemne
dele (Mahar insod., 2016). Vecina do sedaj znanih hiperakumulacijskih vrst ne
proizvede dovolj velike biomase, zato so iz tega vidika bolj primerna drevesa kot so
topoli (Populus spp.) in vrbe (Salix spp.) (Pulford in Watson, 2003).

Biomaso hiperakumulacijskih rastlin bi lahko povecali z naravno selekcijo, gentskim
inzeniringom ali dovajanjem primernega gnojila (Wojcik in sod., 2005; Bhargava in
sod., 2012; Sheoran in sod., 2016). Wojcik in sod. (2005) predlagajo, prenos genov iz
ranega mosnjaka v rastlino, ki ima vecjo biomaso (z geneskim inZeniringom ali preko
somatskih hibridov). Schiavon in Malagoli (2008) kot eno od moznosti genskega
inzeniringa z namenom povecanja akumulacije in strpnosti rastlin na potencialno
strupene kovine predlagata: 1) prekomerno izrazanje sulfatnih prenasalcev, 2)
prekomerno izraZanje encimov, ki so udelezeni pri asimilaciji sulfata in 3) prekomerno
izrazanje encimov, ki so wudelezeni pri sintezi glutationa, fitokelatinov in
metalotionenov. Tudi Sheoran in sod. (2016) povzemajo strategije, ki bi pripomogle k
izboljSanju fitoekstrakcije. Ena od njih je dodajanje naravnih ali sinteti¢nih kelatorjev v
tla. Fitoekstracijo bi lahko izboljsali z razli¢nimi kmetijskimi praksami kot so gnojenje s
kombinacijo N, P in K, dodajanjem anorganskih kislin in elementarnega S.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 RANIMOSNJAK

Rani mosnjak (Noccea (Thlaspi) praecox Wulfen) spada v druzino kriznic
(Brassicacae). V Sloveniji raste na suhih travnikih od nizine do subalpinskega pasu. Je
trajnica, ki cveti od marca do junija. Ima znacilno rozeto in vecinoma vec cvetocCih
stebel. Casa je pogosto rdeckasta, venec bel, lus¢ki pa so razlo¢no krilati
(Martingi¢ in sod., 2007). Poleg populacije ranega mosnjaka iz Zerjava, so
prekomernega kopicenja Cd sposobne tudi populacije iz Mezice in Lokovca
(Likar in sod., 2009). Potencialno strupene kovine prekomerno kopici tudi modrikasti
mosnjak (Noccaea (Thlaspi) caerulescens (J.Presl & C.Presl) F.K.Mey). V Sloveniji ga
poznamo pod imenom gozdni mo$njak (T. sylvestre Jord) in raste samo na Lokovcu nad
Cepovanom na planoti Banjs¢ice (Martinéié in sod., 2007). Kljub temu da lahko obe
vrsti prekomerno kopicita potencialno strupene kovine, je rani mosnjak primernejsi
kandidat za fitoekstrakcijo kot modrikasti mosnjak. Ima naravne mikrobne simbionte, Ki
povecajo njegove prezivitvene zmoznosti tako v kontroliranih kot tudi v naravnih
razmerah, predvsem v primerih, ko so tla onesnazena s potencialno strupenimi kovinami
(Vogel-Mikus in sod., 2005; Regvar in sod., 2006).

3.2 VZGOJA SEJANK

Semena ranega mos$njaka smo nabrali na obmodju nekdanje topilnice v Zerjavu v
zgornji Meziski dolini. Posadili smo jih na vermikulit (Agra-vermiculite) in korito
postavili v rastno komoro (Siop elektronika) s temperaturo 21,2°C in 53% relativno
zrano vlago. Redno smo jih vlazili z vodo, kasneje pa tudi s hranilno tekocino
(Koren in sod., 2013). Po 30 dneh, ko je veéina sejank razvila vsaj 4 liste, smo jih
presadili na plovce iz stiropora in jih prestavili v ¢ase (V=11) s hidroponsko tekoc¢ino
(Preglednica 1). Na vsak plovec smo vsadili po pet rastlin. Za poskus smo skupaj
pripravili 18 ¢as.

3.3 GOJENJE RASTLIN NA HIDROPONSKI TEKOCINI

Mlade rastline smo 30 dni gojili na modificirani hidroponski tekocini (Preglednica 1),
da so se prilagodile na hidroponski naéin rasti. Vse zalozne raztopine smo zaradi
moznih okuzb predhodno avtoklavirali. Rastline so rastle v kontroliranem okolju v
rastni komori (Siop elektronika) pri temperaturi 20,3°C in 43% relativni zra¢ni vlagi. V
tem obdobju so rastline dosegle zelo razli¢ne velikosti, nekatere med njimi so propadle,
na vec€ini plovcev pa so se razrasle tudi alge. Presadili smo jih na nove plovce, tako da
so bile na vsakem zastopane vse velikosti (Slika 1).



Bizjak T. Vpliv razliénih oblik S na privzem Cd pri ranem mosnjaku (Noccaea (Thlaspi) praecox).

Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2017

13

Preglednica 1: Spojine za pripravo modificirane hidroponske teko¢ine

Spojina Koncentracija  Proizvajalec

MAKROELEMENTI KNO; 0,6 mM Merck, Nem¢ija
Ca(NOs3), *4H,0 0,28 mM Merck, Nemcija
NH;H,PO, 0,1 mM Merck, Nemcija
MgSQO, *7H,0 0,5mM Merck, Nemcija

MIKROELEMENTI Fe,(C4H,406)3 4,75 uM Sigma - aldrich
HsBO; 4,6 uM Merck, Nemcija
MnCl, *4H,0 0,5 uM Kemika
ZnS0O,* 7TH,0 10 uM Merck, Nemcija
CuS0O,*5H,0 0,03 uM Sigma - aldrich
Na,Mo, * 2 H,O 0,01 uM Sigma — aldrich
dd H,0 / /

Slika 1: Rastline na zacetku gojenja na hidroponiki in po presaditvi na nove plovce
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3.4 1ZPOSTAVITEV RASTLIN RAZLICNIM VIROM IN KONCENTRACIJAM
ZVEPLA TER RAZLICNIM KONCENTRACIJAM KADMIJA

Poskus smo nacrtovali tako, da smo imeli 9 razli¢nih izpostavitev, vsakega v dveh
paralelkah po 5 rastlin. Za vsako izpostavitev smo pripravili modificirano hidroponsko
tekoc¢ino (Preglednica 1) in nadomestili koncentracije MgSO, iz Preglednice 1 z
ustreznimi novimi koncentracijami MgSQO4, MgCI; in cisteina (Sigma-aldrich) podanimi
v Preglednici 2. Kot je prikazano v Preglednici 2, smo dodali 100 ali 300 uM
koncentracijo CdCl, (Zorka Sabac).

Enkrat tedensko smo v celoti zamenjali hidroponsko tekoc¢ino v vseh ¢asah. Preostale
dni smo dolivali hidroponsko teko¢ino do najvisje oznake v ¢asi (V = 800ml) in tako
nadomescali izhlapelo tekoc¢ino. Poskus je trajal 30 dni.

Preglednica 2: Nadrt izpostavitve rastlin (n=5 za vsako izpostavitev)

KONTROLA 100 pM Cd 300 uM Cd
ANORGANSKI 500 uM MgSO, 500 uM MgSO, 500 uM MgSO,
VIR ZVEPLA +100 uM CdCl, +300 uM CdCl,
ANORGANSKI 250 uM MgSO, 250 uM MgSO, 250 uM MgSO4
VIR ZVEPLA 250 uM MgCl, + 250 uM MgCl, + 250 uM MgCl,

+100 uM CdCl, + 300 uM CdCI2
ORGANSKI 250 uM MgSO, 250 uM MgSO, 250 uM MgSO,
VIR ZVEPLA + 250 uM MgCl, + 250 uM MgCl, +250 uM MgCl,

+250 pM CY'S

+250 uM CY'S
+100 uM CdCl,

+250 uM CY'S
+300 pM CdCl,

3.5 MERJENJE FOTOKEMICNE UCINKOVITOSTI FOTOSISTEMA I

Dan pred zakljuckom poskusa smo z modulacijskim fluorometrom (tip OS-500,
Opti-Sciences) izmerili u¢inkovitost fotosistema II. Zanimali sta nas tako potencialna
kot tudi dejanska fotokemicna u€inkovitost. Na vsako rastlino smo najprej namestili dve
S¢ipalki za svetlobno adaptacijo in izmerili dejansko fotokemic¢no uéinkovitost. Na enak
nacin smo namestili Se $¢ipalki za temotno adaptacijo, zaprli pokrovéek na S¢ipalki in
pocakali 20 min, nato pa izmerili $e potencialno fotokemi¢no uéinkovitost. Vrednosti so
bile izrazene Vv relativnih enotah od 0 do 1 (Murchie in Lawson, 2013).

3.6 KONEC POSKUSA NA HIDROPONIKI IN PRIPRAVA RASTLIN ZA
NADALJNJE POSKUSE

Po 30 dneh izpostavitve rastlin razlicnim koncentracijam in virom S ter razlicnim
koncentracijam Cd, smo poskus zakljucili. Od vsake rastline smo zatehtali (tehnica
Scaltec) 100 mg svezih korenin in 100 mg svezih poganjkov, jih hitro zamrznili v
tekoCem duSiku in do nadaljnjega shranili v zamrzovalniku. Preostanek korenin in
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poganjkov smo loceno stehtali (tehnica Sartorius handy) in zapakirali v aluminijasto
folijo. Zamrznili smo jih v tekoCem dusiku in jih shranili v zamrzovalniku (Gorenje).
Kasneje smo jih pod tlakom, na temperaturi -96°C pet dni liofilizirali (liofilizator
CoolSafe) in na koncu dolo¢ili Se suho maso rastlin. Vse posuSene korenine in
nadzemne dele smo s pomoéjo tekoCega duSika strli v terilnicah in pospravili za
nadaljnje poskuse.

3.7 DOLOCANIJE FOTOSINTEZNIH PIGMENTOV

V steklene centrifugirke (V=10ml) smo =zatehtali loceno po 30 mg predhodno
liofiliziranih in strtih nadzemnih delov rastlin iz vsake izpostavitve. Vzorcem smo
dodali 5ml 80 % acetona (Empatra ASC, Nemcija) in dobro premes$ali na stresalu
(EV-100 Tehtnica, Zelezniki). Ozna¢ili smo raven tekoéine v centrifurgirki, jih zaprli z
gumijastim pokrov€kom in jih preko noci postavili v hladilnik. Naslednji dan smo
dolili aceton do oznake in ponovno dobro premesali na stresalu. Vzorce smo nato 3 min
centrifugirali na 2500 obratih (centrifuga Haldenwanger).

Tako pripravljenim vzorcem smo izmerili absorpcijo pri valovnih dolzinah 470 nm,
647 nm in 664 nm (spektrofotometer tipa 8452A, HP-Hewlett Packard).
Spektrofotometer smo umerili z 80 % acetonom.

Iz dobljenih absorpcij smo po spodnjih enacbah izracunali koncentracijo posameznih
pigmentov na pmol/l. Izratune smo povzeli po Lichtenthaler in Buschmann (2001).

Chla (%"l) = 12,25 * A664 — 2,79 x A647 . (D)
Chlb (“”l‘"l) = 21,50 * A647 - 5,10 * A664 .. (2
Chlab (*5%) = 7,15 + A647 + 18,71  A647 .. (3

. .. ( mol 1000%A470 - 1,82 * Chla - 85,02+chlb
Ykarotenoidi (u—) =

. o8 ... (4)

1z njih pa Se vsebnost:

X (ﬂ) __ konc.pigmenta * Vekstrakta (5)
g m poganjkov *1000



16

Bizjak T. Vpliv razli¢nih oblik S na privzem Cd pri ranem mos$njaku (Noccaea (Thlaspi) praecox).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2017

3.8 DOLOCANJE LIPIDNE PEROKSIDACUE Z MALONDIALDEHIDNIM
TESTOM (MDA)

Pri izvedbi poskusa smo se drzali prirejenega protokola po Hodges in sod. (1999).
80 mg svezega rastlinskega materiala smo homogenizirali v 2 ml meSanici etanola in
vode (razmerje (v/v) etanol:voda= 80:20) ter vse skupaj dobro premesali na stresalu,
nato pa centrifugirali 10 min na 3000 obratih (centrifuga tip 3K30, Sigma). Po 800 nul
vzorca smo lo¢eno prenesli v dve novi centrifugirki. V eno smo dodali 800 pul plus
TBA, v drugo pa 800 pul minus TBA. Plus TBA je sestavljala meSanica 20 % (w/v)
trikloroocetne kisline (Merck, Nemcija), 0,01 % butiliranega hidroksitoluena (Merck,
Nemcija) in 0,65 % tiobarbitudne kisline (Merck, Nemcija). Minus TBA pa je
sestavljala meSanica 20 % tiobutiri¢ne kisline in 0,01 % butiliranega hidroksitoluena.

Vzorce smo ponovno premesali na stresalu. Mikrocentrifugirke smo na vrhu preluknjali
in jih 25 min segrevali na 95°C (pec€ica Semlab). Po hlajenju na ledu smo jih ponovno
centrifugirali 10 min na 3000 obratih in na koncu s pomo¢jo spektrofotometra pomerili
absorbanco pri valovnih dolZzinah 440 nm, 532 nm in 600 nm. Spektrofotometer smo
pred merjenjem vzorcev »minus TBA« umerili s slepim vzorcem, ki je vseboval 800 pl
etanola in vode v razmerju 80:20 ter 800 ul meSanice minus TBA. Pred merjenjem
vzorcev »plus TBA« pa smo spektrofotometer umerili s slepim vzorcem, ki je vseboval
800 pl etanola in vode v razmerju 80:20 ter 800 pl plus TBA.

Iz dobljenih absorbanc smo nato po spodnjih formulah izra¢unali Se MDA ekvivalent:

A = (Abs532.7a— Abs600.1ea ) — (ADbS532 18 —AbS600.784) ... (6)
B = (Abs440.1ga—Abs600.784)*0,0571 .. (7
. nmol
MDA ekvivalent (") = (A — —=—) + 1000000 ... (8)
L. nmol MDA\ __ _
Koncentracija (W) = (A 155000) * 1000000 ... (9
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3.9 DOLOCANJE ELEMENTOV V SUHI BIOMASI RASTLIN S POMOCJO
RENTGENSKE FLUORESCENCNE SPEKTROMETRIJE (XRF)

Rentgenska fluorescencna spektroskopija (XRF) je pojav, ki temelji na vzbujanju
atomov, ki so trdno vezani v K in L lupinah atoma. Atome lahko vzbujamo s fotoni
rentgenske svetlobe, pri ¢emer elektroni preidejo v vzbujeno stanje. Verjetnost za
vzbujanje je najvecja takrat, kadar je vzbujevalna energija podobna vezavni energiji
elektronov v posamezni lupini. Vzbujeni elektroni pri prehodu v osnovno stanje oddajo
odvecno energijo v obliki fluorescen¢nega sevanja, na podlagi karakteristicnega sevanja
lahko identificiramo atome v vzorcu. Na podlagi intenzitete oddanega sevanja pa lahko
dolo¢imo koncentracijo elementov (Necemer in sod., 2011).

Za na$§ poskus smo liofiliziran in strt rastlinski material v hidravli¢ni stiskalnici
oblikovali v 0,5 — 1,5 g pelete in jih tako pripravili za meritve s pomoc¢jo XRF. Posebe;j
za korenine in posebej za poganjke smo dolocili koncentracije elementov: S, Cd, Cl, K,
Ca, Mn, Fe, Cu in Zn. Kot primarni vir sevanja (radioaktivni izvor) za dolocanje
koncentracije Cd smo uporabili radioizotop Am®** (Isotope Products Laboratories,
ZDA), za ostale elemente pa prenosni rentgenski spektrometer z rodijevo cevjo
(Necemer in sod., 2011).

Oddano fluorescencno sevanje smo izmerili z rentgenskim spektrometrom, ki je
sestavljen iz Si(Li) detektorja (Canberra) in elektronskega sistema: predojacevalnik,
ojaCevalnik (Canberra M2024), analogno digitalni pretvornik (Canberra M2024) in
veckratni analizator z racunalnikom (S-100, Canberra). Spektrometer je bil opremljen z
vakuumsko komoro. Energijska resolucija spektrometra je znasala 175 eV do 5900 eV.
Analizo spektra smo izvedli v programu za analizo spektrov AXIL, kvantitativno
analizo pa s programom QUAES (Quantitative Analysis of Environmental Samples)
(Necemer in sod., 2008). S pomocjo teh podatkov smo dolocili koncentracije elementov
v mg/kg suhe mase rastline.

Iz dobljenih koncentracij smo izracunali translokacijski ali prenosni faktor za Cd
(Vogel-Mikus in sod., 2005) in vsebnost elementov:

__ koncentracija(pogan;jki)

TF ... (10)

- koncentracija(korenine)

m=c [%] * m(poganjkov oz. korenin) [g] ... (1)
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3.10 ANALIZA PODATKOV

Za statisti¢ne analize (korelacije, t-test, faktorska ANOVA, enosmerna ANOVA in
Duncanov post-hoc test) smo uporabljali program Statistica (Statsoft 7.0.61.0.), grafi¢ne
prikaze pa smo naredili v Microsoft Excel 2010. Analizo glavnih komponent ali PCA
(Principal components analysis) smo naredili v programu StatistiXL (software package
1.8), za grafi¢ni prikaz pa smo uporabili Microsoft Excel 2010.

Analiza glavnih komponent (PCA) je ena od multivariatnih statistiénih metod, ki se
posluzuje ortogonalne linearne transformacije, da predela niz spremenljivk, ki so v
korelaciji, v niz ortogonalnih osi, ki niso v korelaciji, in ki jih imenujemo glavne
komponente. Metoda nam omogoca, da vse rezultate prikazemo strnjene v
vec¢dimenzionalnem prostoru. Nove spremenljivke oz. glavne komponente so linearna
kombinacija oblikovanih spremenljivk in so urejene po delezu pojasnjene variance. Prva
glavna komponenta opisuje najvecji del celokupne variabilnosti 0z. najvecji del skupne
variance (Janzekovi¢ in Novak, 2012).
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4 REZULTATI
4.1 SUHA BIOMASA RASTLIN
4.1.1 Korenine

Rezultati faktorske ANOVE so pokazali, da Cd statisti¢éno znacilno vpliva na suho maso
korenin, S ali kombinacija obojega pa ne (Preglednica 3).

Povprecne suhe mase korenin so bile med 0,034 g in 0,106 g. Najve¢jo maso so dosegle
rastline, ki so imele na voljo 500 uM koncentracijo anorganskega S in smo jih
izpostavili 100 uM koncentraciji Cd (anorg500S 300Cd), najmanjSo pa rastline, ki so
imele na voljo organski vir S in smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd
(org250S_300Cd). Pri ostalih izpostavitvah se rastline statisticno znacilno niso
razlikovale med seboj razlikovale, saj so bile mase pri posameznih izpostavitvah zelo
variabilne (Slika 2).

Preglednica 3: Rezultati faktorske ANOVE za suho maso korenin pri ranem mos$njaku

SS df MS F p
Intercept 0,365709 1 0,365709 94,37913 <0,001
zveplo 0,001686 2 0,000843  0,21754 ns
kadmij 0,032859 2 0,016429 4,23996 <0,05
zveplo*kadmij 0,005404 4 0,001351  0,34863 ns
Napaka 0,220869 57 0,003875

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statisti€no znacilnim vplivom (p<0,05). Simboli: SS - vsota
kvadratov, df - stopinje prostosti, MS - povpre¢je kvadratov, F - F-test, ns - statisti¢no nezna¢ilno
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Povprec¢je + standardna napaka, N = 6 do 10. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisti¢no znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05). Legenda: anorg500S — 500 uM MgSO,, anorg25 —
250 uM MgS0,4, 0rg250S — 250 uM MgS04 + 250 uM CYS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,,
300Cd — 300 uM CdCl,

Slika 2: Povpre¢na suha masa korenin ranega mo$njaka pri razli¢nih izpostavitvah

4.1.2 Poganjki

Faktorska ANOVA je pokazala, da S in Cd statisti¢no znacilno vplivata na suho maso
poganjkov, kombinacija obojega pa ne (Preglednica 4).

Povpreéne suhe mase poganjkov so bile med 0,088 g in 0,503 g (Slika 3).

Mase poganjkov rastlin, ki so imele na voljo 500 uM koncentracijo anorganskega S, se
med seboj statisticno znacilno niso razlikovale. Pri rastlinah, ki so imele na voljo
250 uM  koncentracijo anorganskega S, so bile mase rastlin, ki smo jih izpostavili
300 uM Cd, statisti¢no znacilno manjse kot pri kontrolnih rastlinah. Mase rastlin, ki
smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, se niso razlikovale niti od kontrolnih
rastlin niti od rastlin pri drugi izpostavitvi s Cd. Pri rastlinah, ki so imele na voljo
organski vir S, so imele v primerjavi s kontrolo najmanj$o maso rastline, ki smo jih
izpostavili 300 uM koncentraciji Cd. Rastline, ki smo jih izpostavili 100 ali 300 uM
koncentraciji Cd, se med seboj statisticno znacilno niso razlikovale (Slika 3).

Mase poganjkov se med rastlinami, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, niso
statisti¢no znacilno razlikovale glede na vir S. Prav tako se mase niso razlikovale med
rastlinami, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd (Slika 3).
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Preglednica 4: Rezultati faktorske ANOVE za suho maso poganjkov pri ranem mo$njaku

SS df MS F p
Intercept 4,940205 1 4,940205 64,74208 <0,001
Zveplo 0,616652 2 0,308326 4,04066 <0,05
kadmij 0,869418 2 0,434709 5,69692 <0,005
zveplo*kadmij 0,225982 4 0,056496 0,74038 ns
Napaka 4,578356 60 0,076306

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaéeni vzorci s statistino znaéilnim vplivom (p<0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povpreéje kvadratov, F — F-test, ns - statistiéno neznacilno
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Povprecje + standardna napaka, N = 6 do 10. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05). Legenda: anorg500S — 500 uM MgSQ,, anorg250S
— 250 uM MgS0,, org250S — 250 uM MgS0, + 250 uM CYS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,,
300Cd - 300 uM CdCl,

Slika 3: Povpre¢na suha masa poganjkov ranega mos$njaka pri razli¢nih izpostavitvah
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4.2 FOTOKEMICNA UCINKOVITOST FOTOSISTEMA II

Faktorska ANOVA je pokazala, da S, Cd ali kombinacija obojega statisticno znacilno
vplivajo tako na potencialno (Preglednica5) kot tudi na dejansko fotokemi¢no
uc¢inkovitost (Preglednica 6).

Vrednosti potencialne fotokemi¢ne ucinkovitosti so bile med 0,316 in 0,812, vrednosti
pri dejanski fotokemi¢ni u¢inkovitosti pa med 0,267 in 0,763 (Slika 4).

Pri rastlinah, ki so imele na voljo bodisi 500 uM koncentracijo anorganskega S bodisi
250 uM koncentracijo anorganskega S, je bila tako potencialna kot tudi dejanska
fotokemiéna u¢inkovitost najvec¢ja pri kontrolnih rastlinah, ob izpostavitvi rastlin 100 ali
300 uM koncentraciji Cd, pa sta vrednosti upadli. Pri rastlinah, ki so imele na voljo
organski vir S, ni bilo statistiéno znaCilnih razlik med potencialno in dejansko
fotokemi¢no ucinkovitostjo (Slika 4).

Pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, je bila potencialna
fotokemi¢na ucinkovitost pri rastlinah, ki so imele na voljo eno od koncentracij
anorganskega S, manjsa kot pri rastlinah, ki so imele na voljo organski vir S. Dejanska
fotokemiéna ucinkovitost je bila najmanjsa pri rastlinah, ki so imele na voljo 250 uM
koncentracijo anorganskega S (anorg250S_100Cd), pri ostalih dveh izpostavitvah pa se
vrednosti med seboj statistiéno znacilno niso razlikovale. Pri rastlinah, ki smo jih
izpostavili 300 uM koncentraciji Cd, sta bili tako potencialna kot tudi dejanska

fotokemi¢na uéinkovitost manjsi pri rastlinah, ki so imele na voljo anorganski vir S
(Slika 4).

Preglednica 5: Rezultati faktorske ANOVE za potencialno fotokemi¢no uéinkovitost (Fv/Fm)
fotosistema Il pri ranem mosnjaku

SS df MS F p
Intercept 59,70702 1 59,70702 5947,984 <0,001
Zveplo 0,95087 2 0,47544 47,363 <0,001
kadmij 2,07562 2 1,03781 103,386 <0,001
zveplo*kadmij 1,05339 4 0,26335 26,235 <0,001
Napaka 1,25477 125 0,01004

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaéeni vzorci s statistiCno znacilnim vplivom (p<0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povprec¢je kvadratov, F — F-test
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Preglednica 6: Rezultati faktorske ANOVE za dejansko fotokemi¢no uéinkovitost (Y) fotosistema Il pri ranem
mosnjaku

SS df MS F p
Intercept 49,21529 1 49,21529 5412,593 <0,001
Zveplo 1,08817 2 0,54408 59,837 <0,001
kadmij 2,01167 2 1,00583 110,620 <0,001
zveplo*kadmij 1,15658 4 0,28914 31,800 <0,001
Napaka 1,15478 127 0,00909

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statistiCno znacilnim vplivom (p<0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povprec¢je kvadratov, F — F-test
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Povprecje + standardna napaka, N = 11 do 20. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisti¢no znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05). Legenda: Fv/Fm - potencialna fotokemi¢na
udinkovitost, Y - dejanska fotokemi¢na u¢inkovitost, anorg500S — 500 pM MgSOy,, anorg250S — 250 uM
MgS0,, 0rg250S — 250 uM MgS0,+ 250 uM CYS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd — 300

Slika 4: Povpre¢na potencialna in dejanska fotokemi¢na uéinkovitost fotosistema I ranega mosnjaka pri
razli¢nih izpostavitvah
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4.3 FOTOSINTEZNI PIGMENTI
4.3.1 Klorofil a

Faktorska ANOVA je pokazala, da na koncentracijo klorofila a (Preglednica 7)
statisti¢no znacilno vplivata tako Cd in S kot tudi kombinacija obojega.

Povpre¢ne koncentracije klorofila a so bile med 1,73 in 3,9 mg/g SVM (Slika 5).

V primeru, ko so imele rastline na voljo 500 uM koncentracijo anorganskega S, je
koncentracija klorofila a ob dodatku 300 uM Cd statisticno znacilno upadla v
primerjavi s kontrolnimi rastlinami. Kontrolne rastline in rastline, izpostavljene 100 uM
koncentraciji Cd, se statisticno znacilno niso razlikovale. V primeru, ko so imele
rastline na voljo 250 uM koncentracijo anorganskega S, je v primerjavi s kontrolnimi
rastlinami statisti¢no znacilno upadla koncentracija klorofila a pri rastlinah, ki smo jih
izpostavili 300 uM koncentraciji Cd. Rastline izpostavljene 100 uM koncentraciji Cd in
kontrolne rastline se statistiéno znacilno niso razlikovale. V primeru, ko so imele
rastline na voljo organski vir S, med njimi ni bilo statisti¢cno znacilnih razlik (Slika 5).

Med rastlinami, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, so imele statisti¢no
znacilno najmanjSo koncentracijo klorofila a rastline, ki so imele na voljo 250 uM
koncentracijo anorganskega S, pri ostalih dveh izpostavitvah se med seboj statisticno
znacilno niso razlikovale. Med rastlinami, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji
Cd, so imele najvecjo koncentracijo klorofila a rastline, ki so imele na voljo organski
vir S, pri ostalih dveh izpostavitvah so imele statistiéno znaéilno manjSo koncentracijo
klorofila a (Slika 5).

Preglednica 7: Rezultati faktorske ANOVE za klorofil a pri ranem mosnjaku

SS df MS F p
Intercept 333,0514 1 333,0514 777,4300 <0,001
Zveplo 7,9548 2 3,9774 9,2843 <0,001
kadmij 8,1902 2 4,0951 9,5590 <0,001
zveplo*kadmij 6,7214 4 1,6803 3,9224 <0,01
Napaka 14,1372 33 0,4284

Z odebeljenimi érkami so oznaéeni vzorci s statistiCno znaéilnim vplivom (p<0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povprecje kvadratov, F — F-test
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Povpre¢je + standardna napaka, N = 3 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznadujejo statistiéno znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05). Legenda: SVM — sveza masa, Chla — Klorofil a,
anorg500S — 500 uM MgSQO,, anorg250S — 250 uM MgS0,4, 0rg250S — 250 uM MgS0,4+ 250 uM CYS,
K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd — 300 uM CdCl,

Slika 5: Koncentracija klorofila a pri ranem mos$njaku pri razliénih izpostavitvah

4.3.2 Klorofil b

Faktorska ANOVA je pokazala, da na koncentracijo klorofilab (Preglednica 8)
statisticno znacilno vplivata tako Cd in S kot tudi kombinacija obojega.

Povpreéne koncentracije klorofila b so bile med 0,65 in 1,55 mg/g SVM (Slika 6).

Pri rastlinah, ki so imele na voljo 500 uM koncentracijo anorganskega S, smo
najmanj$o koncentracijo klorofila b izmerili v primeru, ko smo rastline izpostavili
300 uM koncentraciji Cd. Koncentracija klorofila b se pri rastlinah, izpostavljenih
100 uM koncentraciji Cd, statisti¢cno znacilno ni razlikovala od kontrolnih rastlin. Pri
rastlinah, ki so imele na voljo 250 uM koncentracijo anorganskega S, se je
koncentracija klorofila b v primerjavi s kontrolnimi zmanjSala, ko smo rastline
izpostavili 300 uM koncentraciji Cd. Pri ostalih dveh izpostavitvah se rastline med
seboj statisti¢no znacilno niso razlikovale. Tudi rastline, ki so imele na voljo organski
vir S, se med seboj niso statisti¢no znacilno razlikovale (Slika 6).

Pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, smo najmanjSo
koncentracijo klorofila b izmerili pri rastlinah, ki so imele na voljo 250 uM
koncentracijo anorganskega S. Med rastlinami ostalih dveh izpostavitev ni bilo
statisticno znacilnih razlik. Pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 300 pM koncentraciji Cd,
smo najvecjo koncentracijo klorofila b izmerili pri tistih, ki so imele na voljo organski
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vir S. Rastline, ki so imele na voljo anorganski vir S, se med seboj statisticno znacilno
niso razlikovale (Slika 6).

Preglednica 8: Rezultati faktorske ANOVE za klorofil b pri ranem mosnjaku

SS Df MS F p
Intercept 51,94930 1 51,04930  662,3503  <0,001
#veplo 1,38604 2 0,69302 8,8359 <0,001
kadmij 1,27854 2 0,63927 8,1507 <0,01
#veplo*kadmij 1,15279 4 0,28820 3,6745 <0,05
Napaka 2,58825 33 0,07843

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaéeni vzorci s statistino znaéilnim vplivom (p<0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povpredje kvadratov, F — F-test
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Povprecje + standardna napaka, N = 3 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznadujejo statistiéno znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05). Legenda: SVM- sveza masa, Chlb — klorofil b
anorg500S — 500 uM MgSQy, anorg250S — 250 uM MgS0,, 0rg250S — 250 uM MgS04+ 250 uM CYS, K
— kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd — 300 uM CdCl,

Slika 6: Koncentracija klorofila b pri ranem mos$njaku pri razliénih izpostavitvah
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4.3.3 Karotenoidi

Faktorska ANOVA je pokazala, da na koncentracijo karotenoidov vpliva S ter
kombinacija S in Cd (Preglednica 9).

Povpre¢ne koncentracije karotenoidov so bile med 0,49 in 0,87 mg/g SVM (Slika 7).

Pri rastlinah, ki so imele na voljo 500 uM koncentracijo anorganskega S, smo
najmanjso koncentracijo karotenoidov izmerili pri tistih, ki so bile izpostavljene 300 uM
koncentraciji Cd. Koncentracija karotenoidov se pri rastlinah, izpostavljenih 100 uM
koncentraciji Cd, ni razlikovala od kontrolnih rastlin. Med rastlinami, ki so imele na
voljo 250 uM anorganski vir S ni bilo statisticno znacilnih razlik v koncentraciji
karotenoidov, prav tako pri rastlinah, ki so imele na voljo organski vir S (Slika 7).

Pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, smo najvecjo
koncentracijo karotenoidov izmerili pri tistih, ki so imele na voljo 500 uM
koncentracijo anorganskega S in tistih, ki so imele na voljo organski vir S. Rastline pri
teh dveh izpostavitvah se med seboj statisticno znacilno niso razlikovale. V primerjavi z
njimi smo pri izpostavitvi, kjer so imele rastline na voljo 250 uM koncentracijo
anorganskega S, izmerili statisti¢no znacilno manjso koncentracijo karotenoidov. Pri
rastlinah, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd, smo najve¢jo koncentracijo
karotenoidov izmerili v primeru, ko so imele na voljo organski vir S. Rastline, ki so
imele na voljo anorganski vir S, se med seboj statisti¢cno znacilno niso razlikovale
(Slika 7).

Preglednica 9: Rezultati faktorske ANOVE za karotenoide pri ranem mosnjaku

SS df MS F p
Intercept 17,57659 1 17,57659  886,4560  <0,001
Zveplo 0,29171 2 0,14585 7,3560 <0,01
kadmij 0,08329 2 0,04164 2,1002 ns
#veplo*kadmij 0,31877 4 0,07969 4,0192 <0,01
Napaka 0,61467 31 0,01983

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statistino znacilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povpreéje kvadratov, F — F-test, ns — statisti¢no neznac¢ilno
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Povpreje + standardna napaka, N = 3 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisti¢no znaéilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05). Legenda: anorg500S — 500 uM MgSQ,, anorg250S
— 250 uM MgS04, 0rg250S — 250 uM MgS04 + 250 uM CY'S, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,,
300Cd — 300 uM CdCl,

Slika 7: Koncentracija karotenoidov pri ranem mosnjaku pri razliénih izpostavitvah

4.4 KONCENTRACIJA MDA KOT POKAZATELJ LIPIDNE PEROKSIDACIE
4.4.1 Koncentracija MDA v koreninah

Faktorska ANOVA je pokazala, da na koncentracijo MDA v koreninah statisti¢no
znacilno vplivata tako Cd in S kot tudi kombinacija obojega (Preglednica 10).

Povpre¢ne koncentracije MDA so bile pri  koreninah med 2,10 in
5,98 nmol MDA/g SVM (Slika 8).

Pri rastlinah, ki so imele na voljo 500 uM koncentracijo anorganskega S, smo najvecjo
koncentracijo izmerili pri kontrolnih rastlinah, najmanjSo pa pri tistih, ki smo jih
izpostavili 300 uM koncentraciji Cd. Rastline, izpostavljene 100 uM koncentraciji Cd,
se statisti¢no znacilno niso razlikovale v koncentraciji MDA od rastlin pri ostalih dveh
izpostavitvah. Med rastlinami, ki so imele na voljo 250 uM koncentracijo anorganskega
S, ni bilo statisti¢no znacilnih razlik v koncentraciji MDA. Pri rastlinah, ki so imele na
voljo organski vir S, so imele najveéjo koncentracijo MDA rastline, izpostavljene
100 uM koncentraciji Cd. Rastline pri ostalih dveh izpostavitvah se med seboj
statisti¢no znacilno niso razlikovale v koncentraciji MDA (Slika 8).

Pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, so imele najvecjo
koncentracijo MDA tiste, ki so imele na voljo organski vir S. Med rastlinami, ki so
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imele na voljo anorganski vir S, ni bilo statistino znacilnih razlik v koncentraciji
MDA. Prav tako ni bilo statisticno znacilnih razlik v koncentraciji MDA med
rastlinami, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd (Slika 8).

Preglednica 10: Rezultati faktorske ANOVE za koncentracijo MDA v koreninah ranega mo$njaka

SS df MS F p
Intercept 465,9487 1 4659487  439,8250  <0,001
#veplo 11,7674 2 5,8837 5,5538 <0,01
kadmij 24,2891 2 12,1445 11,4637 <0,001
#veplo*kadmij 24,8288 4 6,2072 5,8592 <0,001
Napaka 36,0194 34 1,0594

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statistino znacilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povprecje kvadratov, F — F-test
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Povpre¢je + standardna napaka, N = 4 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznadujejo statistiéno znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test). Legenda: Konc. - koncentracija, SVM - sveZa masa,
anorg500S — 500 uM MgSQO,, anorg250S — 250 uM MgS0,4, 0rg250S — 250 uM MgS0,4+ 250 uM CYS,
K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd — 300 uM CdCl,

Slika 8: Povprecna koncentracija MDA v koreninah ranega mos$njaka pri razliénih izpostavitvah
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4.4.2 Koncentracija MDA v poganjkih

Faktorska ANOVA je pokazala, da Cd statisticno znacilno vpliva na koncentracijo
MDA v poganjkih, S ali kombinacija obojega pa ne (Preglednica 11).

Povpreéne koncentracije MDA so bile pri  poganjkin med 13,34 in
35,69 nmol MDA/g SVM (Slika 9).

Med rastlinami, ki so imele na voljo 500 uM koncentracijo anorganskega S, ni bilo
statisticno znacilnih razlik v koncentraciji MDA. Pri rastlinah, ki so imele na voljo
250 uM koncentracijo anorganskega S, smo najve¢jo koncentracijo MDA izmerili pri
kontrolnih rastlinah. Rastline pri ostalih dveh izpostavitvah se med seboj statisti¢no
znacilno niso razlikovale in so imele v primerjavo s kontrolnimi rastlinami manjSo
koncentracijo MDA. Pri rastlinah, ki so imele na voljo organski vir S, so imele rastline,
izpostavljene 300 uM koncentraciji Cd, statisticno znac¢ilno manj$o koncentracijo MDA
kot kontrolne rastline. Rastline, izpostavljene 100 uM koncentraciji Cd, se statisti¢no
znacilno niso razlikovala v koncentraciji MDA od kontrolnih rastlin, niti od rastlin
izpostavljenih 300 uM koncentraciji Cd (Slika 9).

Med rastlinami, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd in med tistimi, ki smo
jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd, ni bilo statisti¢no znacilnih razlik (Slika 9).

Preglednica 11: Rezultati faktorske ANOVE za koncentracijo MDA v poganjkih ranega mosnjaka

SS df MS F p
Intercept 22882,25 1 22882,25  271,0474 <0,001
Zveplo 212,52 2 106,26 1,2587 ns
kadmij 1905,06 2 952,53 11,2830 <0,001
Zveplo*kadmij 238,43 4 59,61 0,7061 ns
Napaka 2532,65 30 84,42

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statistino znacilnim vplivom (p<0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povprecje kvadratov, F — F-test, ns — statisti¢no neznaéilno
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Povprecje + standardna napaka, N = 3 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacéujejo statisti¢no znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test). Legenda: konc. — koncentracija, SVM — sveza masa,
anorg500S — 500 uM MgSQy,, anorg250S — 250 uM MgS04, 0rg250S — 250 uM MgS04+ 250 uM CYS,
K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd — 300 uM CdCl,

Slika 9: Povpre¢na koncentracija MDA v poganjkih ranega mosnjaka pri razliénih izpostavitvah

45 ELEMENTI
45.1 Kadmij
4.5.1.1 Koncentracija kadmija v koreninah

Faktorska ANOVA je pokazala, da koncentracija Cd in S v hidroponski teko¢ini ter
kombinacija obojega statisticno znacilno vplivajo na koncentracijo Cd v koreninah
(Preglednica 12).

Ne glede na koncentracijo in vir S, ki so ga imele rastline na voljo, se je koncentracija
Cd v rastlinah v primerjavi s kontrolnimi rastlinami vecala z izpostavitvami rastlin
ve¢jim koncentracijam Cd. Povpreéne koncentracije pri kontrolnih rastlinah so bile med
0,02 in 0,53 mg/g SM. Pri izpostavitvah 100 uM koncentracijam Cd so bile pri
rastlinah, ki so imele na voljo anorganski vir S med 4,15 in 4,21 mg/g SM, pri tistih, ki
so imele na voljo organski vir S, pa je povpreéna koncentracija Cd znaSala
8,52 mg/g SM. Pri izpostavitvi 300 uM koncentraciji Cd so bile vrednosti med 12, 98
in 15,98 mg/g SM.

Pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, ni bilo statisticno znacilnih
razlik v koncentracijami Cd pri tistih rastlinah, ki so imele na voljo anorganski vir S. V
primerjavi z njima je bila koncentracija Cd pri tistih, ki so imele na voljo organski vir S,
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vecja. Pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd, so se v koncentraciji
Cd med seboj statisti¢no znacilno razlikovale rastline, ki so imele na voljo 250 uM
koncentracijo anorganskega S in rastline, ki so imele na voljo organski vir S. Rastline,
ki so imele na voljo 500 uM koncentracijo anorganskega S, se statisticno znacilno niso
razlikovale od rastlin pri ostalih izpostavitvah (Slika 10).

Preglednica 12: Rezultati faktorske ANOVE za koncentracijo Cd v koreninah ranega mosnjaka

SS df MS F p
Intercept 1910,096 1 1910,096  1341,870 <0,001
Zveplo 10,582 2 5,291 3,717 <0,05
kadmij 1388,689 2 694,344 487,787 <0,001
Zveplo*kadmij 66,862 4 16,716 11,743 <0,001
Napaka 48,398 34 1,423

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statisti¢no znacilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povprec¢je kvadratov, F — F-test
18

14 -
12

Koncentracija Cd (mg/g SM)

o N O
L

=}

7]

Im

+ > > + > I+ + > >
oY & & X & & &7 & &
s F JF & JF T ¢ S 7
& Y & ) & <& & & &
O & & * & & & &
N & ) & o )
& * & o
lzpostavitve

Povpre¢je + standardna napaka, N = 4 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznadujejo statistiéno znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test). Legenda: SM — suha masa, anorg500S — 500 uM MgSQOy,,
anorg250S — 250 uM MgS0,, 0rg250S — 250 uM MgS0,4+ 250 uM CYSS, K — kontrola, 100Cd — 100 pM
CdCl,, 300Cd — 300 pM CdCl,

Slika 10: Koncentracija Cd v koreninah ranega mosnjaka pri razli¢nih izpostavitvah



33

Bizjak T. Vpliv razli¢nih oblik S na privzem Cd pri ranem mos$njaku (Noccaea (Thlaspi) praecox).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2017

4.5.1.2 Koncentracija kadmija v poganjkih

Faktorska ANOVA je pokazala, da koncentracija Cd in S v hidroponski tekocini
statisti¢no znacilno vplivata na koncentracijo Cd v koreninah, medtem ko kombinacija
obojega nima statisti¢no znacilnega vpliva (Preglednica 13).

Tako kot pri koreninah je tudi pri poganjkih, ne glede na koncentracijo ali vir S, ki so ga
imele rastline na voljo, koncentracija Cd v primerjavi s kontrolnimi rastlinami naraséala
z izpostavitvami rastlin ve¢jim koncentracijam Cd. Koncentracije Cd pri kontrolnih
rastlinah so bile med 0,01 in 0,22 mg/gSM, med 2,41 in 3,21 mg/g SM pri
izpostavitvah s 100 uM koncentracijo Cd in med 7,44 in 11,87 mg/gSM pri
izpostavitvah s 300 uM koncentracijo Cd (Slika 11).

Rastline, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, se med seboj statisticno
znacilno niso razlikovale v koncentraciji Cd. Smo pa izmerili statisticno znacilne razlike
pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd. Rastline, ki so imele na
voljo 500 uM koncentracijo anorganskega S, so imele najvecjo koncentracijo Cd, malo
manjSo so imele rastline, ki so imele na voljo 250 uM koncentracijo S in najmanj
rastline, ki so imele na voljo organski vir S (Slika 11).

Preglednica 13: Rezultati faktorske ANOVE za koncentracijo Cd v poganjkih ranega mosnjaka

SS df MS F p
Intercept 701,4427 1 701,4427 988,0827 <0,001
Zveplo 17,5178 2 8,7589 12,3381 <0,001
kadmij 584,6328 2 292,3164 411,7696 <0,001
zveplo*kadmij 24,6052 4 6,1513 8,6650 <0,001
Napaka 22,7169 32 0,7099

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statistino znacilnim vplivom (p<0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povprec¢je kvadratov, F — F-test
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Povpre¢je + standardna napaka, N = 3 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisti¢no znaéilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test). Legenda: SM — suha masa, anorg500S — 500 uM MgSQ,,
anorg250S — 250 uM MgS0,, org250S — 250 uM MgS04+ 250 uM CYS, K — kontrola, 100 Cd — 100 uM
CdCl,, 300Cd - 300 uM CdCl,

Slika 11: Koncentracija Cd v poganjkih ranega mo$njaka pri razli¢nih izpostavitvah

4.5.1.3 Primerjava koncentracij kadmija v koreninah in v poganjkih

V vecini primerov smo izmerili statisticno znacilno ve¢jo koncentracijo Cd v koreninah
kot v poganjkih (Preglednica 14). Statistiéno znalilnih razlik v koncentraciji Cd v
koreninah in poganjkih ni bilo pri kontrolnih rastlinah, ki so rastle na 250 uM
anorganskem viru S. Prav tako ni bilo statisticno znacilnih razlik pri kontrolnih
rastlinah, ki so rastle na 500 pM anorganskem viru S in v isti skupini tudi pri tistih, ki
smo jih izpostavili 300 uM Cd (Preglednica 14).
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Preglednica 14: Rezultati t-testa za koncentracijo Cd v koreninah in poganjkih ranega mosnjaka

KK KP t p n
anorg500S_K 24 +9 11+5 2,32 ns 5
anorg500S_100Cd 4208+733 3556+848 3,92 p<0,05 5
anorg500S_300Cd 14180+2014 11244+4094 1,21 ns 5
anorg250S_K 75+18 188+46 4,17 p<0,05 5
anorg250S_100Cd 4152+1020 3374+1045 1,57 ns 5
anorg250S_300Cd 16220+1563 9040+1369 6,35 p<0,01 5
org250S_K 567+82 288+167 3,26 p<0,05 5
org250S_100Cd 8518+1815 2418+679 5,54 p<0,01 5
org250S_300Cd 12980+1675 7442+1315 6,41 p<0,01 5

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statistiéno znacilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: t — rezultat
t-testa, n — Stevilo vzorcev, ns — statisti¢cno neznacilno, KK — koncentracija Cd v koreninah, KP —
koncentracija Cd v poganjkih. Legenda izpostavitev: anorg500S — 500 uM MgSO,, anorg250S — 250 uM
MgS0,, org250S — 250 puM MgS0, + 250 pM CYS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd —
300 uM CdCl,

4.5.1.4 Vsebnost kadmija v koreninah

Faktorska ANOVA je pokazala, da Cd v hidroponski tekocini statisti¢éno znacilno vpliva
na vsebnost Cd v koreninah (Preglednica 15).

Povpre¢ne vsebnosti Cd pri koreninah so bile v primeru kontrol med 2 in 93 mg, v
primeru izpostavitve s 100 uM koncentracijo Cd med 343 in 855 mg, v primeru
izpostavitve s 300 uM koncentracijo Cd pa med 674 in 1341 mg (Slika 12).

Pri rastlinah, ki so imele na voljo 500 uM koncentracijo anorganskega S, sta imeli obe
skupini rastlin, izpostavljeni s Cd, statisticno znacilno vec¢jo vsebnost Cd kot kontrolne
rastline, med seboj pa se statisti¢no znacilno niso razlikovale. Pri rastlinah, ki so imele
na voljo 250 uM koncentracijo anorganskega S, se rastline, izpostavljene 100 uM
koncentraciji Cd, niso razlikovale od kontrolnih rastlin; rastline, izpostavljene 300 uM
koncentraciji Cd, pa so imele vecjo vsebnost Cd v koreninah v primerjavi z rastlinami
obeh izpostavitev. Pri rastlinah, ki so imele na voljo organski vir S, sta imeli obe
skupini rastlin, izpostavljeni Cd, ve¢jo vsebnost Cd kot kontrolne rastline. Skupini
rastlin, izpostavljeni Cd, se med seboj statisti¢no znacilno nista razlikovali (Slika 12).

Rastline, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, se med seboj statisticno
znacilno niso razlikovale v vsebnosti Cd ne glede na vir S. Pri rastlinah, ki smo jih
izpostavili 300 uM koncentraciji Cd, so imele najvecjo vsebnost Cd rastline, ki so imele
na voljo le 250 uM koncentracijo anorganskega S. Rastline, pri ostalih dveh
izpostavitvah se med seboj statisticno znacilno niso razlikovale (Slika 12).
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Preglednica 15: Rezultati faktorske ANOVE za vsebnost Cd v koreninah ranega mo$njaka

SS df MS F p
Intercept 12317369 1 12317369  76,39841 <0,001
Zveplo 33194 2 16597 0,10294 ns
kadmij 6206043 2 3103022 19,24647 <0,001
Zveplo*kadmij 1326223 4 331556 2,05647 ns
Napaka 4997989 31 161225

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statisti¢no znacilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povpreéje kvadratov, F — F-test, ns — statisti¢no neznacilno
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Povpre¢je + standardna napaka, N = 3 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisti¢no znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test). Legenda: anorg500S — 500 uM MgSQ,, anorg250S — 250
uM MgS0,4, 0rg250S — 250 uM MgS0, + 250 uM CYS, K — kontrola, 100 Cd — 100 pM CdCl,, 300Cd —
300 uM CdCl,

Slika 12: Vsebnost Cd v koreninah ranega mosnjaka pri razli¢nih izpostavitvah

45.1.5 Vsebnost kadmija v poganjkih

Faktorska ANOVA je pokazala, da Cd iz hidroponske tekocine statistiéno znacilno
vpliva na vsebnost Cd v poganjkih, S ali kombinacija obojega pa nimata statisti¢no
znacilnega vpliva (Preglednica 16).

Povprecne vsebnosti Cd so bile pri poganjkih v primeru kontrolnih vzorcev med 6 in
154 mg, v primeru izpostavitve s 100 uM koncentracijo Cd med 1221 in 2761 mg, v
primeru izpostavitve s 300 uM koncentracijo Cd pa med 1256 in 4156 mg (Slika 13).
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Pri rastlinah, ki so imele na voljo 500 uM koncentracijo anorganskega S, se rastline,
izpostavljene 100 uM Cd, statisticno znacilno niso razlikovale od kontrolnih rastlin.
Rastline, izpostavljene 300 uM Cd, so imele statisti¢no znaéilno ve¢jo vsebnost Cd kot
kontrolne rastline, od rastlin, izpostavljenih 100 uM koncentraciji Cd, pa se statisti¢no
znaCilno niso razlikovale. Pri rastlinah, ki so imele na voljo 250 uM koncentracijo
anorganskega S, se rastline, izpostavljene 100 uM koncentraciji Cd, med seboj
statisti¢no znacilno niso razlikovale; rastline, izpostavljene 300 uM koncentraciji Cd, pa
so imele statisticno znacilno najve¢jo vsebnost Cd. Rastline, ki so imele na voljo
organski vir S, se med seboj statisti¢no znacilno niso razlikovale (Slika 13).

Rastline, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, se med seboj statisticno
znacilno niso razlikovale. Rastline, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd, se v
primeru, ko so imele na voljo anorganski vir S, med seboj statisti¢no znacilno niso
razlikovale. Izpostavitev, pri kateri so imele rastline na voljo organski vir S, pa je imela
od ostalih dveh statisti¢no znacilno manjso vsebnost Cd (Slika 13).

Preglednica 16: Rezultati faktorske ANOVE za vsebnost Cd v poganjkih ranega mo$njaka

SS Df MS F p
Intercept 106,8348 1 106,8348 32,97563 <0,001
zveplo 13,1959 2 6,5980 2,03653 ns
kadmij 57,7807 2 28,8903 8,91729 <0,001
zveplo*kadmij 18,2909 4 4,5727 1,41142 ns
Napaka 93,9545 29 3,2398

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statisti¢no znac¢ilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povpreéje kvadratov, F — F-test,ns — statistiéno neznadilno
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Povprecje + standardna napaka, N = 3 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacéujejo statisticno znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test). Legenda: anorg500S — 500 uM MgSQO,, anorg25 — 250 uM
MgS0,4, 0rg250S — 250 uM MgS0, + 250 uM CYS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd —
300 uM CdCl,

Slika 13: Vsebnost Cd v poganjkih ranega mosnjaka pri razli¢nih izpostavitvah

4.5.1.6 Primerjava vsebnosti kadmija v koreninah in poganjkih

Statisti¢no znacilne razlike v vsebnosti Cd med koreninami in poganjki smo izmerili
samo Vv treh primerih (Preglednica 17).

Preglednica 17: T-test za primerjavo vsebnosti Cd v koreninah in poganjkih ranega mosnjaka

Izpostavitve KK (mg/g SM) KP (mg/g SM) t p n
anorg500S_K 0,005+0,02 0,004+0,004 0,675196 ns 3
anorg500S_100Cd 2,859+2,324 2,361+1,954 2, 82964 p<0,05 5
anorg500S_300Cd 6,875+5,783 4,150+3,649 1,3901 ns 4
anorg250S_K 0,060+0,040 0,139+0,086 2,37458 ns 5
anorg250S_100Cd 1,606+1,074 1,221+0,700 1,33241 ns 5
anorg250S_300Cd 6,625+4,905 3,81043,046 2,98362 p<0,05 5
org250S_K 0,387+0,104 0,188+0,095 2,92246 p<0,05 5
org250S_100Cd 4,385+3,897 1,318+0,980 2,1148 ns 5
org250S_300Cd 2,251+1,680 1,256+0,981 2,67555 ns 5

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaeni vzorci s statistiéno znac¢ilnim vplivom (p<0,05). Simboli: t — rezultat
t-testa, n — Stevilo vzorcev, NS — statisti¢cno neznacilno, KK — koncentracija Cd v koreninah, KP —
koncentracija Cd v poganjkih. Legenda izpostavitev: anorg500 — 500 uM MgSO,, anorg250S — 250 pM
MgS0,, 0rg250S — 250 uM MgS0, + 250 uM CY'S, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd — 300
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4.5.1.7 Prenosni faktor za kadmij

Analiza faktorske ANOVE je pokazala, da S iz hidroponske tekoCine statistiéno
znacilno vpliva na prenosni faktor za Cd (Tabela 18).

Vrednosti TF so bile med 0,34 in 0,86 (Slika 14).

Rastline, ki so imele na voljo bodisi 500 uM bodisi 250 uM koncentracijo anorganskega
S, se niso statisti¢no znacilno razlikovale v vrednosti prenosnega faktorja. Prav tako se
med seboj niso razlikovale rastline, ki so imele na voljo organski vir S (Slika 14).

Pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, je prenosni faktor dosegel
najvecjo vrednost pri rastlinah, ki so imele na voljo 500 uM koncentracijo anorganskega
S, najmanjso pa pri rastlinah, ki so imele na voljo organski vir S. Vrednosti pri rastlinah,
ki so imele na voljo 250 uM koncentracijo anorganskega S, se niso statisti¢no znacilno
razlikovale od vrednosti pri rastlinah, ki so imele na voljo 500 uM koncentracijo
anorganskega S, niti od rastlin, ki so imele na voljo organski vir S. Rastline, ki smo jih
izpostavili 300 pM koncentraciji Cd se med seboj statisti¢no znacilno niso razlikovale
v vrednosti prenosnega faktorja (Slika 14).

Preglednica 18: Rezultati faktorske ANOVE za prenosni faktor Cd pri ranem mos$njaku

SS df MS F p
Intercept 8,545783 1 8,545783 305,2116 <0,001
Zveplo 0,360470 2 0,180235 6,4371 <0,01
kadmij 0,001541 1 0,001541 0,0550 ns
Zveplo*kadmij 0,152378 2 0,076189 2,7211 ns
Napaka 0,447993 16 0,028000

Z rdeCo barvo so oznaeni vzorci s statisticno znacilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povpreéje kvadratov, F — F-test, ns — statisti¢no nezacilno
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Povprecje + standardna napaka, N = 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statistiCno znacilne razlike
(enosmerna ANOVA, Duncanov test, p<0,05). Legenda: anorg500 — 500 uM MgSO,, anorg250S — 250
uM MgS0,4, 0rg250S — 250 uM MgS0,4+ 250 uM CYS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd —
300 uM CdCl,

Slika 14: Prenosni faktor za Cd pri ranem mos$njaku pri razli¢nih izpostavitvah

45.2 Zveplo
45.2.1 Koncentracija zvepla v koreninah

Faktorska ANOVA je pokazala, da Cd in S iz hidroponske tekocine ter oba skupaj
statisticno znacilno vplivajo na koncentracijo S v koreninah (Preglednica 19).

Povpre¢ne koncentracije v koreninah so bile pri kontrolnih rastlinah med 5,73 in
7,16 mg/g SM, pri izpostavitvah 100 uM koncentraciji Cd med 7,71 in 11,57 mg/g SM,
pri izpostavitvi 300 uM koncentraciji Cd pa med 11,13 in 17,82 mg/g SM (Slika 15).

Pri rastlinah, ki so imele na voljo 500 uM koncentracijo anorganskega S, je bila
koncentracija S najmanj$a pri kontrolnih rastlinah, pri obeh izpostavitvah s Cd pa je bila
koncentracija S veéja. Pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd, je
bila koncentracija S vecja kot pri tistih, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd.
Pri rastlinah, ki so imele na voljo 250 uM koncentracijo anorganskega S, je bila
vsebnost Cd najvecja pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd.
Koncentracije S pri kontrolnih rastlinah in tistih, izpostavljenih 100 uM Cd, se med
seboj statisti¢no znacilno niso razlikovale. Pri rastlinah, ki so imele na voljo organski
vir S, je bila koncentracija S najmanjsa pri kontrolnih rastlinah; pri obeh izpostavitvah s
Cd pa je bila koncentracija S vecja. Pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 300 uM
koncentraciji Cd, je bila koncentracija S ve¢ja kot pri tistih, ki smo jih izpostavili
100 uM koncentraciji Cd (Slika 15).
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Pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, so se v koncentraciji S
statisti¢no znacilno razlikovale tiste rastline, ki so imele na voljo 250 uM koncentracijo
S in tiste, ki so imele na voljo organski vir S. Rastline, ki so imele na voljo 500 uM
koncentracijo anorganskega S, se statisticno znacilno niso razlikovale od ostalih. Pri
rastlinah, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd, so imele najvecjo
koncentracijo S rastline, ki so imele na voljo organski vir S. Pri ostalih dveh
izpostavitvah se v koncentraciji S statisticno znacilno niso razlikovale med seboj
(Slika 15).

Preglednica 19: Rezultati faktorske ANOVE za koncentracijo S v koreninah ranega mo$njaka

SS df MS F p
Intercept 4013,453 1 4013453  1327,953  <0,001
Zveplo 73,846 2 36,923 12,217 <0,001
kadmij 371,927 2 185,964 61,531 <0,001
#veplo*kadmij 81,323 4 20,331 6,727 <0,001
Napaka 99,735 33 3,022

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statisti¢no znac¢ilnim vplivom (p<0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povprec¢je kvadratov, F — F-test
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Povpredje + standardna napaka, N = 4 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test). Legenda: SM — suha masa, anorg500 — 500 uM MgSQO,,
anorg250S — 250 uM MgS0,, 0rg250S — 250 uM MgS0,4+ 250 uM CYSS, K — kontrola, 100Cd — 100 pM
CdCl,, 300Cd — 300 pM CdCl,

Slika 15: Koncentracija S v koreninah ranega mosnjaka pri razli¢nih izpostavitvah
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4.5.2.2 Koncentracija zvepla v poganjkih

Faktorska ANOVA je pokazala, da Cd in S iz hidroponske teko¢ine statisti¢éno znacilno
vplivata na vsebnost S poganjkih, kombinacija obojega pa ne (Preglednica 20).

Povpre¢ne koncentracije pri poganjkih so bile v primeru kontrolnih rastlin med 1,36 in
4,15 mg/g SM, pri izpostavitvah s 100 uM koncentraciji Cd med 1,60 in 5,82 mg/g SM,
pri izpostavitvi s 300 uM Cd pa med 10,37 in 11,72 mg/g SM (Slika 16).

Pri vseh rastlinah, ne glede na koncentracijo in vir S, ki so ga imele na voljo, so imele
najvecjo koncentracijo S rastline, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd.
Kontrolne rastline in rastline, izpostavljene 100 uM koncentraciji Cd, se med seboj
statisti¢no znacilno niso razlikovale (Slika 16).

Pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji Cd, je bila koncentracija S
najmanjsa pri tistih, ki so imele na voljo organski vir S. Rastline, ki so imele na voljo
enega od anorganskih virov S, se po koncentraciji S med seboj statisti¢no znacilno niso
razlikovale. Rastline, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd, se med seboj
statisticno znacilno niso razlikovale (Slika 16).

Preglednica 20: Rezultati faktorske ANOVE za koncentracijo S pri ranem mos$njaku

SS df MS F p
Intercept 1423,815 1 1423,815 309,1904 <0,001
zveplo 55,905 2 27,953 6,0701 <0,01
kadmij 643,556 2 321,778 69,8761 <0,001
zveplo*kadmij 16,016 4 4,004 0,8695 ns
Napaka 156,569 34 4,605

Z rdeCo barvo so oznaeni vzorci s statisticno znacilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povprecje kvadratov, F — F-test, ns — statisti¢no neznaéilno



43

Bizjak T. Vpliv razliénih oblik S na privzem Cd pri ranem mosnjaku (Noccaea (Thlaspi) praecox).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2017

Koncentracija S (mg/g SM)
= e
o NN OB O 0 O 9N
_ 3
o
-
o -
o
o
H-
-

> >
¢S
Y ¢ &

@QQ C:>9 %?0 %?J 576 &7 S S
'\ In) R\ S Q \ [Nud \)
R ° v W

& & &L &

’OQ "b(\ ’b(\ ’b{\

Izpostavitve

Povpreéje + standardna napaka, N = 4 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznadujejo statisticno znadilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test). Legenda: SM — suha masa, anorg500S — 500 uM MgSQ,,
anorg250S — 250 uM MgS0,, 0rg250S — 250 uM MgS0,4+ 250 uM CYSS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM
CdCl,, 300Cd - 300 uM CdCl,

Slika 16: Koncentracija S v poganjkih ranega mos$njaka pri razli¢nih izpostavitvah

4.5.2.3 Primerjava koncentracij zvepla v koreninah in poganjkih

V vseh primerih, razen pri izpostavitvi anorg500S_300Cd, je bila koncentracija S
statisticno znacilno vecja v koreninah kot v poganjkih (Preglednica 21).

Preglednica 21: T-test za koncentracije S v koreninah in poganjkih ranega mosnjaka

Izpostavitve KK (mg/g SM) KP (mg/g SM) t p n
anorg500S_K 5826+511 4530+969 2,95 p<0,05 5
anorg500S_100Cd 9434+1476 58242642 2,91 p<0,05 5
anorg500S_300Cd 1209442901 11726+2379 0,19 ns 5
anorg250S_K 6594+1485 1670+565 6,36 p<0,01 5
anorg250S_100Cd 7712+1447 4156x1591 5,31 p<0,01 5
anorg250S_300Cd 1196042046 11398+2218 1,33 p<0,05 5
org250S_K 6208+1182 1364+419 8,38 p<0,01 5
org250S_100Cd 1157043014 1604+551 7,79 p<0,01 5
org250S_300Cd 1782041143 1037044286 3,70 p<0,05 5

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statistiéno znaéilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: t — rezultat
t-testa, n — Stevilo vzorcev, NS — statistiéno neznacilno, KK — koncentracija S v koreninah, KP —
koncentracija S v poganjkih. Legenda izpostavitev: anorg500S — 500 uM MgSO,, anorg250S — 250 uM
MgS0,, org250S — 250 uM MgS0, + 250 uM CYS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd —
300 uM CdCl,
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4.5.2.4 Vsebnost zvepla v koreninah

Faktorska ANOVA je pokazala, da Cd in S iz hidroponske tekocine niti kombinacija
obojega ne vplivajo na vsebnost S v koreninah (Preglednica 22).

Vsebnosti S v koreninah so bile med 0,67 in 1,41 mg (Slika 17).

Povpreéne vsebnosti S v koreninah se med posameznimi izpostavitvami statisticno
znacilno niso razlikovale (Slika 17).

Preglednica 22: Rezultati faktorske ANOVE za vsebnost S v koreninah ranega mo$njaka

SS df MS F p
Intercept 35,89205 1 35,89205  121,5882  <0,001
zveplo 0,03176 2 0,01588 0,0538 ns
kadmij 0,30480 2 0,15240 0,5163 ns
zveplo*kadmij 1,65072 4 0,41268 1,3980 ns
Napaka 8,26542 28 0,29519

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statistino znacilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povprecje kvadratov, F — F-test, ns- statisti¢no neznacilno
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Povprec¢je + standardna napaka, N = 3 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statistiéno znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test). Legenda: anorg500S — 500 uM MgSO,, anorg250S — 250
uM MgS0,, 0rg250S — 250 uM MgS0,4+ 250 uM CYS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd —
300 uM CdCl,

Slika 17: Vsebnost S pri koreninah ranega mosnjaka pri razli¢nih izpostavitvah
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4.5.2.5 Vsebnost zZvepla v poganjkih

Rezultati faktorske ANOVE so pokazali, da Cd in S iz hidroponske tekocine statisti¢no
znacilno vplivata na vsebnost S v poganjkih (Preglednica 23).

Povpreéne vsebnosti S pri poganjkih so bile med 0,82 in 4,58 mg (Slika 18). Po
vsebnosti S v poganjkih so izstopale rastline, ki so imele na voljo anorganski vir S in
smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd. V primerjavi z ostalimi je bila vsebnost S
pri njih najve¢ja. Rastline, ki so imele na voljo organski vir S, se med seboj statisti¢no
znacilno niso razlikovale v vsebnosti S. Prav tako se med seboj niso razlikovale rastline
vseh ostalih izpostavitev (Slika 18).

Preglednica 23: Rezultati faktorske ANOVE za vsebnost S v poganjkih ranega mo$njaka

SS df MS F p
Intercept 205,0532 1 205,0532 52,39197 <0,001
Zveplo 27,4177 2 13,7088 3,50267 <0,05
kadmij 43,1291 2 21,5646 5,50984 <0,01
zveplo*kadmij 16,5766 4 4,1441 1,05884 ns
Napaka 129,1564 33 3,9138

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statisti¢no znacilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: SS — vsota
kvadratov, df — stopinje prostosti, MS — povprec¢je kvadratov, F — F-test, ns — statisti¢no neznaéilno

Vsebnost S (mg)

o = M w f=y u (=] ~J
im

)
-

2]
-
-
)

+ > > + > o + > >
) O o
& & X & S S K
& o) el & Y 7 @Z}(? o) o
O Y I M SO SOOI S
K o o R S S 2 ~
& & o o N s
o o e F
Izpostavitev

Povprecje + standardna napaka, N = 3 do 5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statistiéno znacilne
razlike (enosmerna ANOVA, Duncanov test). Legenda: anorg500S — 500 uM MgSO,, anorg250S — 250
uM MgS0,, 0rg250S — 250 uM MgS0,4+ 250 uM CYS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd —
300 uM CdCl,

Slika 18: Vsebnost S v poganjkih ranega mo$njaka pri razli¢nih izpostavitvah
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4.5.2.6 Primerjava vsebnosti Zvepla v koreninah in v poganjkih

Vsebnost S je bila v koreninah statisti¢no znacilno vecja kot v poganjkih samo pri Stirih
izpostavitvah (Preglednica 24).

Preglednica 24: T-test za vsebnost S v koreninah in poganjkih pri ranem mosnjaka

Izpostavitve VK (mg) VP (mg) t p n
anorg500S_K 1,51+1,13 1,38+1,18 4,51468 p<0,05 3
anorg500S_100Cd 6,46+5,34 3,49+3,08 2,2105 ns 5
anorg500S_300Cd 5,85+4,79 4,56+3,35 1,03438 ns 4
anorg250S_K 5,23+3,51 1,18+0,63 2,97954 p<0,05 5
anorg250S_100Cd 3,14+2,29 1,44+0,80 2,35895 ns 5
anorg250S_300Cd 4,87+3,51 4,67+3,19 0,955786 ns 5
org250S_K 4,40+2,11 0,93+0,33 3,95735 p<0,05 5
org250S_100Cd 5,50+3,75 0,82+0,52 3,19558 p<0,05 5
org250S_300Cd 3,19+2,44 1,71£1,45 2,08485 ns 5

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statisti¢no znacilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: t — rezultat
t-testa, df — stopinje prostosti, n — $tevilo vzorcev, ns — statistiéno neznaéilno, VK — vsebnost S v
koreninah, VP — vsebnost S v poganjkih. Legenda izpostavitev: anorg500S — 500 uM MgSO,, anorg250S
— 250 uM MgS0,, 0rg250S — 250 pM MgS0, + 250 uM CYS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,,
300Cd — 300 uM CdCl,

4.5.2.7 Vpliv kadmija na ostale elemente

Koncentracija privzetega Cd v koreninah (r=0,78, p<0,001, n=45) in v poganjkih
(r=0,85, p<0,001, n = 45) je bila v statisticno znacilni pozitivni korelaciji s
koncentracijo privzetega S (Preglednica 25).

Koncentracija privzetega Cd v koreninah (r=-0,6159, p<0,001, n=45) je bila v
statisticno znacilni negativni korelaciji s koncentracijo privzetega Fe (Preglednica 25).

Preglednica 25: Rezultati korelacij koncentracije Cd s koncentracijami ostalih elementov pri ranem
mosnjaku

KORENINE POGANJKI

r p n r p n
Cd S 0,7786 p<0,001 45 0,8517 p<0,01 45
Cd Zn 0,2243 ns 45 0,296 p<0,05 45
Cd Cu 0,2729 ns 45 0,2254 ns 45
Cd Fe -0,6159 p<0,001 45 -0,1005 ns 45
Cd Mn 0,2495 ns 45 0,0139 ns 45
Cd Ca -0,018 ns 45 0,7474 p<0,01 45
Cd K 0,7765 p<0,001 45 0,7897 p<0,01 45
Cd Cl 0,0955 ns 45 0,7764 p<0,01 45

Z odebeljenimi ¢rkami so oznaceni vzorci s statisticno znacilnim vplivom (p < 0,05). Simboli: r-
Pearsonov koeficient korelacij, n — Stevilo vzorcev, ns - statisti¢no neznaéilno
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46 ANALIZA GLAVNIH KOMPONENT
4.6.1 Korenine

V analizo glavnih komponent (PCA) so bile vklju¢ene povpreéne vrednosti Sestih
meritev pri devetih izpostavitvah.

S pomocjo analize glavnih komponent smo na podlagi parametrov, ki smo jih spremljali
posredno ali neposredno, ugotavljali podobnosti o0z. razlike med posameznimi
izpostavitvami. Funkcija 1 je pojasnila 59,7 % variance, Funkcija 2 pa 20,2 % variance,
skupno sta pojasnili 79, 9 % variance (Preglednica 26).

Rezultat analize glavnih komponent je bil razporeditev izpostavitev v tri skupine vzdolz
primarne osi 1 (PC1) glede na dodan kadmij (kontrole, 100 uM in 300 uM
koncentracijo Cd) (Slika 19).

Pri koreninah so se vzdolz prve osi jasno oblikovale tri skupine glede na koncentracijo
Cd. Razlike so pojasnjene predvsem na podlagi koncentracije (CdK) in vsebnosti Cd
(VCd) ter koncentracije S (SK), ki so v pozitivni korelaciji s prvo osjo ter suho maso
korenin (SMK), ki je v negativni korelaciji s prvo osjo. Vsebnost S (VSK) in
koncentracija malondialdehida (MDAK) pa je v pozitivni korelaciji z drugo osjo
(Preglednica 27).

Preglednica 26: Rezultati analize glavnih komponent (PCA) Sestih spremenljivk korenin ranega mo$njaka

Os Funkcija 1 Funkcija 2
Lastna vrednost 3,584 1,213
Odstotek pojashjene variance (%) 59,733 20,209
Kumulativni odstotek pojasnjene variance (%) 59,733 79,942

Preglednica 27: Korelacijski koeficienti med prvima dvema osema analize glavnih komponent (PCA) in
Sestih spremenljivk korenin ranega mosnjaka

Merjene spremenljivke Funkcija 1 Funkcija 2
SMK -0,88 0,278
MDAK -0,445 0,583
CdK 0,977 -0,071
SK 0,902 0,118
VCdk 0,86 0,224
VSK 0,322 0,852

Legenda: SMK — suha masa korenin, MDAK — koncentracija malondialdehida v koreninah, CdK —
koncentracija Cd v koreninah, SK —koncentracija S v koreninah, VCdK — vsebnost Cd v koreninah, VSK
—vsebnost S v koreninah
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Biplot (axes F1 and F2: 79.94 %)
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Z modro barvo so oznaceni razli¢ni parametri: SMK — suha masa korenin, MDAK — koncentracija
malondialdehida v koreninah, CdK — koncentracija Cd v koreninah, SK — koncentracija S v koreninah
VCdK — vsebnost Cd v koreninah, VSK — vsebnost S v koreninah

Z rde¢o barvo so oznacene razli¢ne izpostavitve: anorg500S — 500 uM MgSO,, anorg250S — 250 uM
MgS0,4, 0rg250S — 250 uM MgS0, + 250 uM CYS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd —
300 uM CdCl,

Slika 19: Ordinacijski diagram analize glavnih komponent (PCA) korenin ranega mosnjaka

4.6.2 Poganjki

V analizo glavnih komponent (PCA) so bile vklju¢ene povpreéne vrednosti dvanajstih
meritev pri devetih izpostavitvah.

Funkcija 1 je pojasnila 70,99 %, Funkcija 2 pa 18,2 % variance, skupno pa sta pojasnili
89,2 % variance (Preglednica 28).

Izpostavitve s 300 uM koncentracijo Cd so se glede na prvo os loc¢ile na anorganski in
organski vir S. Kontrole so tvorile eno skupino na skrajni desni strani prve osi. Na
sredini primarne osi skupino tvorijo rastline, ki smo jih izpostavili 100 uM koncentraciji
Cd (Slika 20).

Razlike so pojasnjene predvsem na podlagi potencialne (Fv/Fm) in dejanske
fotokemicéne ucinkovitosti (Y), klorofila a (Chla), klorofila b (Chlb), skupnih klorofilov
(SChl), karotenoidov (Car) in koncentracije malondialdehida (MDAP), ki so v pozitivni
korelaciji s prvo osjo ter na podlagi koncentracije S (SP), vsebnosti Cd (VCdP) in
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vsebnosti S (VSP), ki so s prvo osjo v negativni korelaciji. Suha masa (SMP) pa je v
pozitivni korelaciji z drugo osjo (Preglednica 29).

Preglednica 28: Rezultati analize glavnih komponent (PCA) Sestih spremenljivk poganjkov ranega
mosnjaka

Os Funkcija 1 Funkcija 2
Lastna vrednost 8,519 2,182
Odstotek pojasnhjene variance (%) 70,99 18,187
Kumulativni odstotek pojasnjene variance (%) 70,99 89,177

Preglednica 29: Korealacijski koeficienti med prvima dvema osema analize glavnih komponent (PCA) in
dvanajstih spremenljivk poganjkov ranega mosnjaka

Merjene spremenljivke Funkcija 1 Funkcija 2
SMP 0,465 0,857
Fv/iFm 0,953 0,036
Y 0,958 -0,058
Chla 0,900 -0,421
Chlb 0,901 -0,422
SChl 0,901 -0,421
Car 0,771 -0,629
MDAP 0,738 0,214
CdP -0,892 -0,318
SP -0,812 -0,511
VCdP -0,903 -0,277
V'SP -0,796 -0,175

Legenda: SMP — suha masa poganjkov, Fv/Fm — potencialna fotokemi¢na u¢inkovitost, Y — dejanska
fotokemi¢na ucinkovitost, Chla — koncentracija klorofila a, Chlb — koncentracija klorofila b, SChl —
skupna koncentracija klorofila a in b, Car — koncentracija karotenoidov, MDAP - koncentracija
malondialdehida v poganjkih, CdP — koncentracija Cd v poganjkih, SP — koncentracija S v poganjkih,
VCdP — vsebnost Cd v poganjkih, VSP — vsebnost S v poganjkih
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Biplot (axes F1 and F2: 89.18 %)
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Z modro barvo so oznaleni razli¢ni parametri: SMP — suha masa poganjkov, Fv/Fm — potencialna
fotokemi¢na aktivnost, Y — dejanska fotokemi¢na aktivnost, Chla — klorofil a, Chlb — klorofil b, Car —
karotenoidi, MDAP — koncentracija malondialdehida v poganjkih, CdP — koncentracija Cd v poganjkih,
SP — koncentracija S v poganjkih, VCdP — vsebnost Cd v poganjkih, VSP — vsebnost S v poganjkih

Z rdeco barvo so oznadene razli¢ne izpostavitve: anorg500S — 500 uM MgSO,, anorg250S — 250 uM
MgS0,4, 0rg250S — 250 uM MgS0, + 250 uM CYS, K — kontrola, 100Cd — 100 uM CdCl,, 300Cd —
300 uM CdcCl,

Slika 20: Ordinacijski diagram analize glavnih komponent (PCA) poganjkov ranega mosnjaka
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4.7 PREGLED STATISTICNO ZNACILNIH VPLIVOV

Preglednica 30: Povzetek statisti¢no znadilnih vplivov faktorske ANOVE za posamezne spremenljivke

Merjeni parametri kadmij zveplo kadmij*Zveplo
SUHA BIOMASA K *
P * *
FOTOKEMICNA potencialna * * *
UCINKOVITOST dejanska * * *
FS PIGMENT]I Chla * * *
Chlb * * *
karotenoidi * *
MDA K * * *
P *
KADMIJ konc. K * * *
konc. P * * *
TFzaCd *
vsebnost K *
vsebnost P *
ZVEPLO konc. K * * *
konc. P * *
vsebnost K
vsebnost P *

Statistiéno znacilni vplivi so oznadeni z *. Simboli: K-korenine, P-poganjki, Chla — Kklorofil a, Chlb —
klorofil b, konc. — koncentracija, TF — translokacijski oz. prenosni faktor, FS — fotosintenzni, MDA -
malondialdehid
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5 RAZPRAVA
5.1 SUHA BIOMASA POGANJKOV IN KORENIN

Razli¢ni viri poro¢ajo, da Cd negativnho vpliva na rast in biomaso rastlin
(Igbal in sod., 2010; Gomes in sod., 2013). Korenine so bolj ob¢utljive na potencialno
strupene kovine kot poganjki (Seregin in lvanov, 2001), saj so prvi organ, ki pride v
stik s kovino. Poleg tega se vecina potencialno strupenih kovin kopi¢i ravno v
koreninah. V naSem primeru so korenine dosegle manjSo maso, vendar je za rani
mosnjak to obicajno.

Rezultati pri suhi biomasi rastlin so bili v naS§em primeru precej variabilni, na kar je
vplival ze sam izbor semen, ki so bila produkt naravnih populacij ranega mosnjaka iz
onesnazenega obmo¢ja in so zato ze sama po sebi vsebovala nekaj Cd. Vsaka
posamezna rastlina izrazi nekoliko drugacne fenotipske lastnosti, zato se drugace
odzivajo tudi na potencialno strupene kovine kot je Cd. Da so rastline zelo variabilne
smo opazili ze v fazi sejank, ko so se prilagajale na hidroponski naéin rasti in so v enem
mesecu, ko jih $e nismo izpostavil Cd, dosegle razli¢ne velikosti. Glede na to, da smo
imeli majhen nabor rastlin, ki smo jim dolo¢ali maso po razli¢nih izpostavitvah s Cd in
S, bi lahko rezultate pripisali tudi dejstvu, da ze na zacetku nismo imeli enakomerno
razporejenih enakomerno velikih rastlin.

Vpliv razli¢nih koncentracij Cd na biomaso ranega mosnjaka so preucevali tudi
Koren in sod. (2013). Ugotovili so, da se je masa rastlin ob dodatku 100 uM
koncentracije Cd, povecala v primerjavi s kontrolnimi rastlinami. Da se ob dodatku Cd
poveca masa, so pred tem ugotovili tudi Liu in sod. (2008) in Pongrac in sod. (2009).
Liu in sod. (2008) so mnenja, da Cd, kadar je prisoten v velikih koli¢inah, zamenja Zn,
kar naj bi bil pri hiperakumulacijskih rastlinah razlog za povecevanje rasti.
Koren in sod. (2013) pojasnjujejo, da lahko manjse koncentracije strupenih snovi kot so
potencialno strupene kovine stimulirajo rast rastlin. Temu pojavu reCemo hormeza,
namen povecanja rasti pa je, da se strupena snov v rastlini razred¢i, njen strupen ucinek
pa se na tak nacin ublaZi. V naSem primeru se povpre¢na masa poganjkov ni povecala,
je bila pa primerljiva z maso poganjkov pri kontrolnih rastlinah. V' primerjavi s
kontrolnimi rastlinami so upadle mase rastlin, ki smo jih izpostavili 300 puM
koncentraciji Cd, pri ¢emer ni bilo pomembno, kateri vir S so imele rastline na voljo.
Pri 250 puM koncentraciji S je bil namre¢ upad biomase vecji, kar pomeni, da
pomanjkanje S poveca strupene u¢inke Cd. Velike koncentracije povzrocijo zastrupitev
in imajo tako negativen ucinek na biomaso rastlin. Povecevanje mase rastlin ob
izpostavitvi Cd bi lahko podprlo hipotezo o tem, da Cd spodbuja rast razlicnih ekotipov
hiperakumulacijskih rastlin iz rodu Noccaea, ¢eprav je mehanizem Se razmeroma
nepoznan (Koren in sod. 2013).
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Igbal in sod. (2010) povezujejo katerikoli strupen u¢inek Cd na rast rastlin z delovanjem
Cd na fotosintezne pigmente. V nasi raziskavi tega nismo mogli potrditi, saj so bili
rezultati mas poganjkov zelo variabilni. Smo pa pri biomasi poganjkov potrdili, da je
rani moS$njak strpen do ve¢jih koncentracij potencialno strupenih kovin, vendar samo do
dolo¢ene koncentracije, saj je bila pri 300 uM koncentraciji Cd v dveh primerih masa

rastlin manjSa kot pri kontrolnih rastlinah. Do podobne ugotovitve so prisli tudi
Koren in sod. (2013).

52 FOTOKEMICNA UCINKOVITOST FOTOSISTEMA I

Cd bodisi direktno bodisi indirektno vpliva na mnoge metabolne aktivnosti v razli¢nih
delih celice, Se posebej v kloroplastih. Med drugim vpliva tudi na zmanjsanje
fotokemiéne ucinkovitosti fotosistema Il (Li in sod. 2012). Zasede vezavna mesta
drugih elementov v metaloproteinih (npr. Fe, Zn ali Ca), kriti¢na je tudi zamenjava Mg
v klorofilu (Zemanova in sod., 2015). Wodala in sod. (2012) izpostavljajo, da so na Cd
zelo obcutljivi proteini, ki sodelujejo pri elektronski prenasalni verigi.

Razmerje Fv/Fm pri vitalnih rastlinah, ki rastejo v ugodnih razmerah, dosega vrednosti
do 0,83 in se zmanjSa, kadar so rastline izpostavljene stresu. Dejanska fotokemicna
uc¢inkovitost je malo manjsa ali pa enaka potencialni. Ob izpostavljenosti stresu, se prav
tako zmanjsa (Murchie in Lawson, 2013). Vrednosti potencialne fotokemicne
uc¢inkovitosti od 0,7 do 0,83 predstavljajo normalne vrednosti, kriti¢ne pa so tiste, ki
padejo pod 0,6 (Ritchie, 2005).

V nasem primeru so izmerjene vrednosti Fv/Fm in Y  pri kontrolnih rastlinah
nakazovale, da pri teh rastlinah ni pri§lo do stresnega odziva. Pri rastlinah, ki so imele
na voljo anorganski vir S, so se vrednosti potencialne in dejanske fotokemicne
uéinkovitosti zmanjSale ob izpostavitvi 100 uM, Se bolj pa ob izpostavitvi 300 uM
koncentraciji Cd. Pri izpostavitvi 100 uM koncentraciji Cd so vrednosti potencialne
fotokemi¢ne ucinkovitosti padle le malo pod 0,7, kar nakazuje na to, da je prislo le do
manj$ih fotooksidativnih poskodb, medtem ko so bile vrednosti ob izpostavitvi 300 uM
koncentraciji Cd okoli 0,3, kar nakazuje na vecje poskodbe fotosistema II.

Pri rastlinah, ki so imele na voljo organski vir S, se vrednosti potencialne in dejanske
fotokemiéne ucinkovitosti fotosistema II pri izpostavitvah s 100 in 300 uM
koncentracijo Cd nista razlikovali od kontrolnih rastlin. Nobena vrednost potencialne
fotokemiéne ucinkovitosti ni padla pod 0,7, kar pomeni, da pri teh rastlinah ni prislo do
fotooksidativne poskodbe fotosistema II. To bi lahko pripisali ucinkovitejSemu
mehanizmu razstrupljanja, k ¢emer je pripomogel cistein, ki so ga imele rastline na
voljo kot organski vir S.
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Pri primerjavi rezultatov fotokemi¢ne ucinkovitosti fotosistema II in koncentracije Cd v
poganjkih vidimo, da so vrednosti potencialne in dejanske fotokemic¢ne ucinkovitosti v
primeru, ko smo rastline izpostavili 100 ali 300 uM Cd in so imele hkrati na voljo
anorganski vir S, padale. V primerih, ko smo rastline izpostavili 300 uM koncentraciji
Cd, smo najmanj$o koncentracijo Cd izmerili pri rastlinah, ki so imele na voljo organski
vir S, iz Cesar sklepamo, da je v tem primeru cistein zadrzal Cd v koreninah. Podobno
kot pri koncentracijah Cd, so bile tudi vsebnosti Cd v poganjkih pri skupini rastlin, ki so
imele na voljo organski vir S, manj$e v primerjavi s poganjki rastlin, ki so imele na
voljo anorganski vir S. O primeru, ko S zadrzi Cd v koreninah porocajo tudi
Liang in sod. (2016).

5.3 FOTOSINTEZNI PIGMENTI

Cd zavira fotosintezne procese in razvoj kloroplastov. Negativno vpliva na
organiziranost grana tilakoid in na sintezo klorofilov. Spremeni razporejenost in
razmerje fotosinteznih pigmentov (Igbal in sod., 2010; Taugeer in sod. 2016).

V poskusu smo ugotovili, da se je pri izpostavitvi 300 uM koncentraciji Cd
koncentracija klorofilov zmanjSala, ko so imele rastline na voljo anorganski vir S. V
primeru, ko so imele rastline na voljo organski vir S, pa se njihova koncentracija
klorofilov ni veliko zmanjsala v primerjavi s kontrolnimi rastlinami. Tako kot pri
fotokemic¢ni ucinkovitosti fotosistema II bi tudi v primeru Kklorofilov lahko sklepali, da
je cistein, ki smo ga dodali kot organski vir S, pripomogel k ublazitvi stresa, ki ga je
povzroéil Cd. Ce rezultate povezemo z vsebnostjo Cd v tej skupini rastlin, opazimo, da
je bila vsebnost pri teh rastlinah manjSa v primerjavi s tistimi, ki so imele na voljo
anorganski vir S, zato v tej skupini rastlin ni prislo do poskodb fotosinteznih pigmentov.

Nasi rezultati so podobni rezultatom do katerih sta prisla Erdal in Turk (2016), ki sta
preucevala ucinek cisteina na koruzo, ko je bila ta pod stresom zaradi izpostavitve Cd.
Vsebnost klorofilov je bila v primeru, ko so rastline izpostavili samo Cd, manjsa kot pri
kontrolnih rastlinah. V primeru, ko so jih izpostavili samo cisteinu, je bila vsebnost
klorofilov nekoliko veéja kot pri kontrolnih rastlinah in le nekoliko manjsa, ko so jih
izpostavili Cd in cisteinu skupaj.

Pongrac in sod. (2010) so v podobni raziskavi ugotovili, da se s povecCevanjem
koncentracije Cd v hidroponski tekocCini pri ranem mosSnjaku zmanj$a koncentracija
klorofilov. ZmanjSanje klorofilov je lahko ena od indikacij za neuspe$no razstrupljanje,
ki vodi v spremembe fizioloskih procesov pri rastlinah. Po njihovem mnenju naj bi do
zmanj$anja koncentracije klorofilov pri ranem mosnjaku prislo zaradi zmanjSanega
privzema Fe®*, saj naj bi do prenosa Cd prislo preko IRT1 prenasalcev. Enako trdijo
tudi Martinez-Alcala in sod. (2013) in dodajajo, da lahko na zmanjSanje klorofilov
vpliva tudi manjsa aktivnost encimov povezanih s sintezo klorofilov ali zamenjava Mg,
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ki je del klorofilne molekule, s Cd. V nasem primeru se je koncentracija klorofilov prav
tako zmanjsala ob izpostavitvi rastlin ve¢jim koncentracijam Cd, hkrati pa smo potrdili
negativno korelacijo Cd z Fe?*.

5.4 KONCENTRACIJA MDA KOT POKAZATELJ LIPIDNE PEROKSIDACIJE

Oksidativni stres je glavni odgovor rastlin na abiotski in biotski stres. Reaktivni kisikovi
radikali lahko poSkodujejo celiéno membrano, pri ¢emer pride do lipidne peroksidacije.
Pokazatelj lipidne peroksidacije je malondialdehid (MDA), ki je sekundarni produkt
lipidne peroksidacije.

Koncentracija MDA se povecuje z daljSo izpostavljenostjo rastlin Cd, kar so dokazali
Liinsod. (2012) s poskusi na enoletnem pelinu (Artemisia annua) in
Anjum in sod. (2015) s poskusi na koruzi. Tudi Lefevre in sod. (2016) so pri vecjih
koncentracijah Cd ali Zn v rastnem mediju izmerili ve¢je koncentracije MDA v sicer na
potencialno strupene kovine strpni rastlini Zygophyllum fabago. Razlike v primerjavi s
kontrolnimi rastlinami v njihovem primeru niso bile zelo velike.

Hiperakumulacijske rastline kot je rani mosnjak lahko v svojih nadzemnih delih brez
vedjih posledic kopicijo vecje koncentracije potencialno strupenih kovin kot rastline, ki
niso sposobne prekomerno kopiciti potencialno strupenih kovin (Llugany in sod., 2016).
Llugany in sod. (2016) predpostavljajo, da ima Cd pri ranem mosnjaku zas¢itno vlogo
pri biotskem stresu, saj je ta zelo obcutljiv na glivna obolenja, kadar ni izpostavljen
potencialno strupenim kovinam in nadaljujejo, da ob okuzbi ranega mosnjaka z glivo,
Cd sprozi sintezo jasmonske kisline. Ta je pomembna signalna molekula, ki sprozi
sintezo genov povezanih z obrambo pri biotskem stresu. Zakljucujejo, da je zato velika
verjetnost, da Cd poleg direktne strupenosti, prispeva tudi k obrambi rastline pred
infekcijskimi boleznimi, tako da spodbudi gene za sintezo jasmonske kisline.

Tauqgeer in sod. (2016), ki so za svoj poskus izbrali hiperakumulacijsko rastlino
Alternanthera bettzickiana, so izmerili ve¢jo koncentracijo MDA v kontrolnih rastlinah
kot pri tistih, ki so bile izpostavljene potencialno strupenim kovinam. Oksidativni stres
se je zmanjSal z veCanjem koncentracije potencialno strupenih kovin v gojitvenem
mediju, kar ponovno nakazuje, da hiperakumulacijske rastline potrebujejo potencialno
kovine za normalno delovanje.

Zanimivo je, da smo tudi v nasem primeru najvec¢je koncentracije MDA pri poganjkih
izmerili v kontrolnih rastlinah. Te niso bile izpostavljene Cd, so pa manjso
koncentracijo Cd vsebovala njihova semena, ki smo jih nabrali na obmodju,
onesnazenim S potencialno strupenimi kovinami. Pri izpostavitvah rastlin 100 in
300 uM koncentraciji Cd, se je koncentracija MDA zmanjSala v primerjavi s
kontrolnimi rastlinami. To nakazuje na to, da se je v rastlinah ob dodanem Cd zmanjsala
stopnja lipidne peroksidacije, s ¢imer bi se priblizali ugotovitvam
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Llugany in sod. (2016) in Taugeer in sod. (2016). Na podlagi teh rezultatov bi lahko
sklepali, da rani mosnjak potrebuje doloceno koncentracijo Cd za normalno delovanje.
Ce rezultate MDA primerjamo $e z rezultati fotokemiéne uéinkovitosti fotositema Il in
koncentracijo klorofilov, lahko sklepamo, da ob izpostavitvi rastlin Cd ni prislo do
lipidne peroksidacije, ampak ravno obratno. Sklepamo, da do zmanj$anja vrednosti
fotokemiéne ucinkovitosti in koncentracij klorofilov ni priSlo =zaradi lipidne
peroksidacije, ampak najverjetneje zaradi zamenjava Fe in Ca vezavnih mest s Cd.

Tako kot Lefevre in sod. (2016) smo ugotovili, da so bili poganjki rastlin bolj podvrzeni
lipidni peroksidaciji kot korenine, saj so bile v poganjkih koncentracije MDA 10x veéje
kot pri koreninah. To naj bi nakazovalo na to, da imajo rastline zelo ucinkovit sistem
razstrupljanja.

55 KONCENTRACHE IN VSEBNOSTI ELEMENTOV
55.1 Kadmij

Koncentracija Cd v rastlinah se je tako kot so Ze poroc¢ali v podobnih raziskavah
(Koren in sod., 2013; Taugeer in sod., 2016) povecevala z ve¢jimi koncentracijami Cd v
hidroponski raztopini. Manjse koncentracije Cd smo izmerili tudi pri kontrolnih
rastlinah, saj so ze semena sama po sebi vsebovala nekaj Cd, ker smo jih nabrali na
obmodju onesnazenim s potencialno strupenimi kovinami. Rani mosnjak namre¢ kopici
potencialno strupene kovine tudi v semenih (Vogel-Mikus in sod., 2007).

Ugotovili smo, da razli¢ni viri in koncentracije S niso imeli vpliva na koncentracijo Cd
v rastlinah. Ve¢jo koncentracijo pri izpostavitvah s 300 uM koncentracijo Cd lahko
pripiSemo manjsi masi rastlin pri teh izpostavitvah. Glede na to, da je rani mosnjak
hiperakumulacijska rastlina, smo pric¢akovali, da bomo v poganjkih izmerili vec¢jo
koncentracijo Cd kot v koreninah. Lefevre in sod. (2016) pojasnjujejo, da so pri visjih
rastlinah korenine prve, ki so izpostavljene potencialno strupenim elementom, zato je
pri njih koncentracija potencialno strupenih kovin veéja kot v poganjkih. Tudi
Seregin in Ivanov (2001) sta v svoji raziskavi ugotovila, da je koncentracija Cd veéja v
koreninah kot v poganjkih, kar je obi€ajno za vec€ino rastlinskih vrst. To pa ni znacilno
za hiperakumulacijske rastline, pri katerih se pricakovano potencialno strupene kovine
kopicijo v nadzemnih delih. Tudi mi smo izmerili ve¢jo koncentracijo Cd v koreninah
kot v poganjkih, kar je posledica gojenja rastlin v hidroponski raztopini. V raztopini je
bil skoraj ves Cd v ionski obliki (kot Cd*") in se je pospeseno vezal na povr§ino
korenin. Korenin pred analizami nismo desorbirali, ampak smo pustili intaktne. Sprali
smo jih le z destilirano vodo. Pravo stanje nam zato razkrijejo vsebnosti, izracunane iz
mase rastline in koncentracije Cd v tej rastlini. Povpre¢ne vsebnosti Cd so bile pri vseh
izpostavitvah vecje pri poganjkih kot koreninah, statisticno vecje pa le v nekaterih
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primerih. S tem smo deloma potrdili, da je rani mosnjak sposoben prekomerno kopiciti
Cd v poganjkih.

Kot je bilo ze omenjeno, je za hiperakumulacijske rastline znacilno, da je razmerje
koncentracije kovin med poganjki in koreninami (oz. TF) > 1 (Baker, 1989), zato smo
TF izracunali tudi za naSe rastline. Likar in sod. (2009) so med drugim v svoji raziskavi
izratunali tudi TF za naravno populacijo ranega mosnjaka iz Zerjava, ki je v njihovem
primeru znasal 6,61 +0,87. V nasem poskusu prenosni faktor v nobenem primeru ni
presegel vrednosti 1, kar pomeni, da je ve¢ Cd ostalo v koreninah. Prenosni faktor je
pomemben faktor pri ugotavljanju, ali je rastlina primerna za fitoremediacijo ali ne. Z
njim dolo¢imo, kolik§na je ucinkovitost rastline pri prenosu kovine iz korenin v
nadzemne dele (Li in sod., 2016). Glede na naSe rezultate tega ne bi mogli potrditi. Na
nase rezultate je vplivalo gojenje na hidroponiki. Korenine so bile namre¢ ves ¢as v
stiku s hidroponsko tekoc¢ino in so se zato nanje pospeseno vezali Cd ioni.

5.5.2 Zveplo

O vplivu zveplove prehrane na privzem Cd pri hiperakumulacijskih rastlinah je le malo
znanega. Nekaj dokazov pri¢a o tem, da so tioli udelezeni v prenosu kovin. Eden od
naCinom naj bi bil direktni prenos kompleksa tiola in kovine, drugi nacin pa je
indirektni prenos preko aktivacije prenaSalnega sistema (Vadas in Ahner, 2009).
Vadas in Ahner (2009) sta dokazala, da cistein poveca privzem kovin v korenine.

Znano je tudi, da ima S klju¢no vlogo pri ublazitvi stresa, ki ga v rastlini povzro¢i Cd,
vendar celoten mehanizem S§e ni  povsem raziskan (Liang in sod., 2016).
Liang in sod. (2016) so dokazali, da se vsebnost glutationa v rastlini poveca ob
dodajanju S rastlinam, ki so hkrati izpostavljene Cd. Sinteza glutationov je odvisna od
asimilacije S. Sinteza glutationov in fitokelatinov pa pripomore k strpnosti rastlin na
potencialno strupene kovine in hkrati tudi na akumulacijo te kovine v svojih tkivih.

Sinteza S spojin je energijsko potratna in zahteva ogromne koli¢ine S in N. Posledi¢no
imajo te rastline manjSo biomaso. Na in Salt (2011) sta zapisala, da se privzem sulfata
in asimilacija S v koreninah poveda, ko so te izpostavljene potencialno strupenim
kovinam. V nekaj raziskav so se celo osredotocili na vpliv cisteina ob izpostavitvi
rastlin Cd (Khan in sod., 2015; Erdal in Turk, 2016) in ugotovili, da ta pripomore k
zmanj$anju strupenega ucinka Cd na fotosintezni aparat.

V nasem poskusu smo ugotovili, da so se v koreninah koncentracije S povecevale z
ve¢jimi koncentracijami Cd v hranilni raztopini. V primeru poganjkov so bile razlike
med izpostavitvami bolj zabrisane, vendar smo kljub temu lahko razbrali, da se je
koncentracija S povecala pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd.
Vsebnost S se tako pri koreninah kot tudi pri poganjkih statisticno znacilno ni
razlikovala med razli¢énimi izpostavitvami.
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Zanimivo je, da razli¢ne oblike in koncentracije S niso vplivale na koncentracijo ali
vsebnost S pri kontrolnih rastlinah. 1z tega sklepamo, da je klju¢na izpostavitev s Cd. To
je v skladu z rezultati Schiavon in Malagoli (2008), ki sta zapisala, da s poveéevanjem
akumulacije potencialno strupene kovine, rastlina potrebuje vedno ve¢ aminokislin, Se
posebej cisteina, ki je prekurzor za fitokelatine in metalotionene.

Ce primerjamo koncentracije S s suho biomaso, lahko opazimo, da so te pri
izpostavitvah 300 uM koncentracijam Cd manjSe, zato so koncentracija S pri teh
rastlinah vecje.

Primerjava rezultatov koncentracije S z rezultati fotokemi¢ne u¢inkovitosti in klorofilov
a in b nam razkriva, da je Cd najverjetneje ostal v koreninah vezan v komplekse s
cisteinom. Tako ni prislo to strupenih u¢inkov Cd na fotosintezni aparat v poganjkih. To
lahko potrdimo tudi z rezultati izracuna prenosnega faktorja, ki so bili man;jsi v primeru,
ko so imele rastline na voljo organski vir S kot pri tistih, ki so imele na voljo anorganski
vir S. Iz tega sklepamo, da ni pri$lo do ucinkovitega prenosa Cd iz korenin v poganjke.
Do podobnih ugotovitev so v svoji raziskavi prisli tudi Liang in sod. (2016).

5.6 KORELACIJA KADMIJA Z OSTALIMI ELEMENTI

V vecini primerov Cd omejuje privzem in prenos ostalih elementov v rastline, predvsem
kationov K*, Ca®*, Mg?, Mn*, zn**, Cu® in Fe** ter anionov kot je NOj
(Seregin in lvanov, 2001). Zemanova in sod. (2016) so ugotovili, da je Cd pri ranem
mosnjaku negativno vplival na Ca, K, Na in Fe.

Cd tekmuje z ostalimi mineralnimi hranili za vezavna mesta v razli¢nih delih celice kot
so celi¢na stena ali plazmalema. Cd, ki pride v liste preko Ca®" kanal¢kov do listov,
porusi ravnovesje vode v celici, ker povzro¢i zapiranje listnih rez. Zato je
transpiracijska stopnja manjSa, kar posledicno privede do inhibicije fotosinteze. V
kon¢ni fazi to vodi v inhibicijo rasti in neravnovesje mikronutrientov v rastlini. Manjse
koncentracije Mn, Fe, Mg, S in P, ko so rastline izpostavljene stresu, vodijo v
zmanjSanje fotosinteze. Eden od razlogov inhibicije fotosinteze je tudi ta, da Cd inhibira
aktivnost encimov, ki so udelezeni v Calvinovem ciklu in elektronski prenasalni verigi.
Cd lahko vpliva tudi na prepustnost plazmaleme, kar lahko povzro¢i izhajanje
elementov iz celice ali v celico (Nazar in sod., 2012).

V na8i raziskavi smo potrdili pomembno negativno korelacijo Cd z Fe, iz Cesar
sklepamo, da je Cd za prenos uporabil zelezove IRT1 prenasalce. Pomanjkanje Fe v
celici pa bi bilo lahko povezano z upadom fotokemi¢ne ucinkovitosti in zmanjSanjem
koncentracije klorofilov. Fe je pomemben del encima, ki je nujen za sintezo
5-aminolevulinske kisline, ki je prekurzor klorofilov, poleg tega pa je del feredoksina,
ki prenasa elektrone v elektronski prenasalni verigi in del kompleksa Fe-S, ki se nahaja
v fotosistemu | (Hall in Williams, 2003).
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Ker smo pri izpostavitvah uporabili Cd v obliki soli CdCl,, so se pri nekaterih
izpostavitvah s povecevanjem koncentracije CdCl; v hranilni raztopini, povecevale tudi
koncentracije in vsebnosti CI.

5.7 ANALIZA GLAVNIH KOMPONENT

Analizo glavnih komponent smo naredili posebej za korenine in poganjke.

Izpostavitve pri koreninah rastlin, ki smo jih izpostavili 300 uM koncentraciji Cd, so se
grupirale predvsem na podlagi koncentracije Cd in S ter na podlagi vsebnosti Cd.
Kontrolne rastline, ki so imele na voljo anorganski ali organski vir S so se v primeru
korenin grupirale na podlagi suhe mase.

Pri poganjkih rastlin, ki so imele ob izpostavitvi 100 in 300 uM koncentraciji Cd, na
voljo organski vir S, so se izrazili podobni fizioloski odzivi kot pri poganjkih rastlin iz
kontrolnih skupin in kot poganjki rastlin, ki so imele ob izpostavitvi 100 pM
koncentraciji Cd, na voljo anorganski vir S. Grupirale so se predvsem na podlagi
fotokemi¢ne ucinkovitosti fotosistema II, koncentracije klorofilov in koncentracije
MDA.

Poganjki rastlin, ki so imele ob izpostavitvi 300 uM koncentraciji Cd na voljo le
anorganski vir S, so se grupirali predvsem na podlagi koncentracije in vsebnosti Cd ter
na podlagi koncentracije in vsebnosti S.

Iz teh ugotovitev sklepamo, da je cistein kot organski vir S ublazil stres ob izpostavitvi
rastlin 100 in 300 uM koncentraciji Cd. V primeru, ko so imele rastlina na voljo
anorganski vir S, je bila 100 uM koncentracija Cd manj strupena za rastline kot 300 uM
koncentracija Cd. Ublazitev stresa je bila opazna v primeru fotokemi¢ne uéinkovitosti
fotosistema 11 in pri koncentraciji klorofilov a in b. 1z rezultatov koncentracije MDA
sklepamo, da rani moSnjak potrebuje Cd za normalno delovanje celice, saj je bila
koncentracija MDA najvecja pri kontrolnih rastlinah in se je zmanjsala ob dodajanju
Cd.
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6 SKLEPI

Glede na rezultate analiz spremljanih parametrov pri rastlinah, izpostavljenih razlicnim
koncentracijam Cd, ob hkratnim razlicnim razpoloZljivim virom S, smo pri§li do
naslednjih sklepov:

Merjeni parametri so se spreminjali od izpostavitvi rastlin razlicnim
koncentracijam Cd z izjemo pri rastlinah, ki so imele na voljo organski vir S.
Suha masa korenin se pri razli¢nih izpostavitvah ni spreminjala.

Suha masa poganjkov se ob izpostavitvi 100 uM koncentraciji Cd ni spremenila
v primerjavi z maso kontrolnih rastlin; pri rastlinah, ki smo jih izpostavili
300 uM koncentraciji Cd, pa je masa v dveh primerih v primerjavi s kontrolnimi
rastlinami nekoliko upadla.

Koncentracija MDA v poganjkih je bila najvec¢ja pri kontrolnih rastlinah.
Koncentracija Cd se je tako v poganjkih kot tudi v koreninah povecevala s
koncentracijo CdCl, v hidroponski tekocini.

Vrednosti TF niso presegle vrednosti 1 in se med razli¢nimi izpostavitvami Niso
bistveno razlikovale.

Koncentracija Cd je bila pri veCini izpostavitev ve¢ja v koreninah kot pri
poganjkih.

Koncentracija S je bila pri vecini izpostavitev vecja v koreninah kot pri
poganjkih.

Koncentracije S so bile najve¢je pri rastlinah, ki smo jih izpostavili 300 uM
koncentracijam Cd.

V poganjkih smo izmerili ve¢jo vsebnost Cd kot pri koreninah.

Cd je bil v negativni korelaciji z Fe*".

Vecja koncentracija anorganskega vira S (500 uM) v primerjavi z manj$o
koncentracijo anorganskega vira zvepla (250 uM) ob izpostavitvi rastlin 100 ali
300 uM koncentraciji Cd ni pripomogla k ublazitvi stresa (fotokemi¢na
ucinkovitost fotosistema II in fotosintezni pigmenti).

Cistein kot organski vir S je pripomogel k ublazitvi strupenega uc¢inka Cd, kar se
je najbolj odrazalo na ravni fotosinteznega aparata.
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7 POVZETEK

Rani mosnjak (Noccaea (Thlaspi) praecox Wulfen) je modelna rastlina za preucevanje
fiziologije hiperakumulacije potencialno strupenih kovin kot sta Cd in Zn. V Sloveniji
raste na suhih travnikih od nizine do subalpinskega pasu, sposobnost hiperakumulacije
pa imajo samo populacije, ki rastejo na s potencialno strupenimi kovinami
onesnazenimi obmocjih Meziske doline in na obmocju Lokovca na obmocju Banjske
planote. Ugotovili so, da lahko najvecje kolic¢ina Cd prekomerno kopi¢i populacija iz
Zerjava iz Meziske doline. V povezavi z ranim mosnjakom je bilo narejenih Ze kar
nekaj raziskav, medtem ko vpliv S na privzem in strupenost Cd $e ni bil dobro raziskan.
V nasi raziskavi smo preucili, kako anorganski oz. organski vir S razli¢nih koncentracij
vpliva na privzem Cd ter na fizioloski odziv ranega mosnjaka, ko je ta izpostavljen 100
ali 300 uM koncentraciji Cd.

Rezultati suhe mase korenin in poganjkov so bili zelo variabilni, zato nismo mogli niti
potrditi niti ovre¢i vpliva Cd na maso pri ranem mosnjaku, ki je imel na voljo razli¢ne
vire in koncentracije S. Iz rezultatov koncentracije MDA sklepamo, da pri ranem
mosnjaku prihaja do lipidne peroksidacije kadar ta ni izpostavljen Cd. Po izpostavitvi
Cd, se je koncentracija MDA v ranem mosnjaku zmanj$ala.

Ugotovili smo, da je Cd negativno vplival na fotokemi¢no u¢inkovitost fotosistema Il in
koncentracijo klorofilov a in b, ko so imele rastline na voljo le anorganski vir S.
Sklepamo, da je Cd zasedel vezavna mesta za Fe** na IRT1 prenasalcih in preko njih
prehajal v rastlino, kar je povzro¢ilo pomanjkanje Fe v fotosinteznem aparatu in je zato
priSlo do zmanjSanja fotokemicne ucinkovitosti fotosistema II in do zmanjSanja
koncentracije klorofilov. Rezultati se v primeru, ko so imele rastline na voljo organski
vir S, niso razlikovali od kontrol. Potrdili smo, da je imel cistein kot organski vri S
pomembno vlogo pri ublazitvi strupenih ucinkov Cd pri ranem mosnjaku. Cistein
najverjetneje zadrzi vedino Cd v koreninah, pri ¢emer se zmanj$a prenos v poganjke in
tako ne pride do poskodb fotosinteznega aparata. Ranemu mosnjaku smo z dodajanem
organskega S v obliki cisteina povecali strpnost na Cd.

Izsledke nase raziskave bi lahko v prihodnje nadgradili in implementirali v prakso, saj
je bilo Ze veckrat dokazano, da ima rani mo$njak potencial za uporabo v fitoremediaciji.
Z nadaljnimi raziskavami bi lahko preucili tvorbo kompleksov Cd s cisteinom ali
drugimi ligandi, ki bi pripomogli k bolj u¢inkovitemu privzemanju Cd v rastlino. Poleg
tega bi lahko nase ugotovitve uporabili in nadgradili pri rastlinah, ki so manj strpne do
Cd. Z namenom prepreevanje erozije bi jih nato lahko zasadili na degradiranih
obmocjih, ki so posledica onesnazenja s potencialno strupenimi kovinami.
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PRILOGA A

Izmerjene suhe mase ranega mosnjaka [g]

KORENINE

POGANJKI

Izpostavitev

Suha masa (g)

Izpostavitev

Suha masa (g)

anorg500S_K 0,1 anorg500S_K 0,221
anorg500S_K 0,175 anorg500S_K 0,194
anorg500S_K 0,131 anorg500S_K 0,279
anorg500S_K 0,02 anorg500S_K 0,009
anorg500S_K 0,005 anorg500S_K 0,448
anorg500S_K 0,145 anorg500S_K 0,119
anorg500S_K 0,042 anorg500S_K 0,031
anorg500S_K 0,141 anorg500S_K 0,057
anorg500S_K 0,007 anorg500S_100Cd 0,254
anorg500S_K 0,054 anorg500S_100Cd 0,006
anorg500S_100Cd 0,123 anorg500S_100Cd 0,129
anorg500S_100Cd 0,003 anorg500S_100Cd 0,512
anorg500S_100Cd 0,046 anorg500S_100Cd 0,059
anorg500S_100Cd 0,297 anorg500S_100Cd 0,067
anorg500S_100Cd 0,17 anorg500S_100Cd 0,031
anorg500S_100Cd 0,093 anorg500S_300Cd 0,218
anorg500S_100Cd 0,013 anorg500S_300Cd 0,058
anorg500S_300Cd 0,135 anorg500S_300Cd 0,04
anorg500S_300Cd 0,067 anorg500S_300Cd 0,223
anorg500S_300Cd 0,017 anorg500S_300Cd 0,019
anorg500S_300Cd 0,005 anorg500S_300Cd 0,016
anorg500S_300Cd 0,077 anorg500S_300Cd 0,043
anorg500S_300Cd 0,055 anorg250S_K 1,167
anorg500S_300Cd 0,006 anorg250S_K 0,523
anorg500S_300Cd 0,003 anorg250S_K 0,294
anorg250S_K 0,095 anorg250S_K 0,032
anorg250S_K 0,131 anorg250S_K 0,013
anorg250S_K 0,073 anorg250S_K 1,279
anorg250S_K 0,011 anorg250S_K 0,409
anorg250S_K 0,135 anorg250S_K 0,562
anorg250S_K 0,151 anorg250S_K 0,019
anorg250S_100Cd 0,133 anorg250S_100Cd 0,713
anorg250S_100Cd 0,076 anorg250S_100Cd 0,42
anorg250S_100Cd 0,052 anorg250S_100Cd 0,362
anorg250S_100Cd 0,189 anorg250S_100Cd 0,151
anorg250S_100Cd 0,071 anorg250S_100Cd 0,819
anorg250S_100Cd 0,075 anorg250S_100Cd 0,73
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KORENINE

POGANJKI

Izpostavitev

Suha masa (g)

Izpostavitev

Suha masa (g)

anorg250S_100Cd
anorg250S_300Cd
anorg250S_300Cd
anorg250S_300Cd
anorg250S_300Cd
anorg250S_300Cd
anorg250S_300Cd
anorg250S_300Cd
org250S_K
org250S_K
0rg250S_K
org250S_K
0rg250S_K
org250S_K
org250S_100Cd
org250S_100Cd
org250S_100Cd
org250S_100Cd
org250S_100Cd
org250S_100Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd

0,02
0,093
0,082
0,133
0,016
0,032
0,014
0,007
0,061
0,099
0,006
0,213

0,21
0,005
0,075
0,101
0,013
0,116
0,081
0,045
0,071
0,035
0,007
0,018

0,08
0,065
0,012
0,012
0,006

anorg250S_100Cd
anorg250S_100Cd
anorg250S_300Cd
anorg250S_300Cd
anorg250S_300Cd
anorg250S_300Cd
anorg250S_300Cd
anorg250S_300Cd
anorg250S_300Cd
org250S_K
0rg250S_K
org250S_K
0rg250S_K
org250S_K
0rg250S_K
org250S_K
org250S_100Cd
org250S_100Cd
org250S_100Cd
org250S_100Cd
org250S_100Cd
org250S_100Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd
org250S_300Cd

0,258
0,057
0,354
0,39
0,091
0,042
0,112
0,025
0,018
0,537
0,528
0,585
0,042
0,996
0,808
0,024
0,273
0,466
0,023
1,05
0,197
0,014
0,236
0,237
0,04
0,025
0,032
0,287
0,285
0,026
0,036
0,008
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PRILOGA B

Meritve fotokemi¢ne ucinkovitosti fotosistema II [relativne enote] pri ranem mosnjaku

Izpostavitev Fv/iFm Izpostavitev Y

anorg500S_K 0,809 anorg500S_K 0,746
anorg500S_K 0,818 anorg500S_K 0,76
anorg500S_K 0,818 anorg500S_K 0,768
anorg500S_K 0,815 anorg500S_K 0,782
anorg500S_K 0,811 anorg500S_K 0,764
anorg500S_K 0,81 anorg500S_K 0,757
anorg500S_K 0,811 anorg500S_K 0,788
anorg500S_K 0,797 anorg500S_K 0,755
anorg500S_K 0,823 anorg500S_K 0,744
anorg500S_K 0,821 anorg500S_K 0,806
anorg500S_K 0,81 anorg500S_K 0,741
anorg500S_K 0,814 anorg500S_K 0,745
anorg500S_K 0,806 anorg500S_K 0,751
anorg500S_K 0,809 anorg500S_K 0,746
anorg500S_K 0,818 anorg500S_K 0,79
anorg500S_K 0,809 anorg500S_K 0,735
anorg500S_K 0,809 anorg500S_K 0,774
anorg500S_100Cd 0,734 anorg500S_K 0,761
anorg500S_100Cd 0,817 anorg500S_K 0,764
anorg500S_100Cd 0,662 anorg500S_K 0,784
anorg500S_100Cd 0,812 anorg500S_100Cd 0,578
anorg500S_100Cd 0,416 anorg500S_100Cd 0,753
anorg500S_100Cd 0,787 anorg500S_100Cd 0,781
anorg500S_100Cd 0,799 anorg500S_100Cd 0,781
anorg500S_100Cd 0,492 anorg500S_100Cd 0,661
anorg500S_100Cd 0,799 anorg500S_100Cd 0,659
anorg500S_100Cd 0,566 anorg500S_100Cd 0,767
anorg500S_100Cd 0,794 anorg500S_100Cd 0,771
anorgb00S_100Cd 0,729 anorg500S_100Cd 0,395
anorg500S_100Cd 0,653 anorg500S_100Cd 0,354
anorg500S_100Cd 0,575 anorg500S_100Cd 0,743
anorg500S_100Cd 0,776 anorg500S_100Cd 0,522
anorg500S_100Cd 0,783 anorg500S_100Cd 0,597
anorg500S_100Cd 0,718 anorg500S_100Cd 0,775
anorgb00S_100Cd 0,578 anorg500S_100Cd 0,726
anorg500S_300Cd 0,322 anorg500S_100Cd 0,539
anorg500S_300Cd 0,282 anorg500S_100Cd 0,492

anorg500S_300Cd 0,168 anorg500S_100Cd 0,691
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Izpostavitev Fv/IFm Izpostavitev Y

anorg500S_300Cd 0,099 anorg500S_300Cd 0,345
anorg500S_300Cd 0,278 anorg500S_300Cd 0,238
anorg500S_300Cd 0,13 anorg500S_300Cd 0,174
anorg500S_300Cd 0,087 anorg500S_300Cd 0,174
anorg500S_300Cd 0,124 anorg500S_300Cd 0,346
anorg500S_300Cd 0,251 anorg500S_300Cd 0,2

anorg500S_300Cd 0,358 anorg500S_300Cd 0,248
anorg500S_300Cd 0,32 anorg500S_300Cd 0,147
anorg500S_300Cd 0,592 anorg500S_300Cd 0,286
anorg500S_300Cd 0,439 anorg500S_300Cd 0,38
anorg500S_300Cd 0,339 anorg500S_300Cd 0,261
anorg500S_300Cd 0,747 anorg500S_300Cd 0,22
anorg500S_300Cd 0,523 anorg500S_300Cd 0,189
anorg250S_K 0,79 anorg500S_300Cd 0,545
anorg250S_K 0,805 anorg500S_300Cd 0,248
anorg250S_K 0,796 anorg250S_K 0,717
anorg250S_K 0,813 anorg250S_K 0,754
anorg250S_K 0,766 anorg250S_K 0,785
anorg250S_K 0,782 anorg250S_K 0,759
anorg250S_K 0,816 anorg250S_K 0,737
anorg250S_K 0,806 anorg250S_K 0,75
anorg250S_K 0,758 anorg250S_K 0,747
anorg250S_K 0,805 anorg250S_K 0,774
anorg250S_K 0,803 anorg250S_K 0,726
anorg250S_K 0,789 anorg250S_K 0,75
anorg250S_K 0,766 anorg250S_K 0,757
anorg250S_K 0,775 anorg250S_K 0,768
anorg250S_K 0,806 anorg250S_K 0,735
anorg250S_K 0,812 anorg250S_K 0,774
anorg250S_100Cd 0,818 anorg250S_K 0,768
anorg250S_100Cd 0,434 anorg250S_K 0,775
anorg250S_100Cd 0,812 anorg250S_100Cd 0,362
anorg250S_100Cd 0,746 anorg250S_100Cd 0,627
anorg250S_100Cd 0,805 anorg250S_100Cd 0,625
anorg250S_100Cd 0,381 anorg250S_100Cd 0,275
anorg250S_100Cd 0,814 anorg250S_100Cd 0,467
anorg250S_100Cd 0,584 anorg250S_100Cd 0,593
anorg250S_100Cd 0,637 anorg250S_100Cd 0,601
anorg250S_100Cd 0,72 anorg250S_100Cd 0,165
anorg250S_100Cd 0,833 anorg250S_100Cd 0,432
anorg250S_100Cd 0,497 anorg250S_100Cd 0,731
anorg250S_100Cd 0,759 anorg250S_100Cd 0,284
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Izpostavitev Fv/IFm Izpostavitev Y

anorg250S_100Cd 0,765 anorg250S_100Cd 0,68
anorg250S_100Cd 0,828 anorg250S_100Cd 0,38
anorg250S_100Cd 0,71 anorg250S_100Cd 0,733
anorg250S_300Cd 0,352 anorg250S_100Cd 0,553
anorg250S_300Cd 0,277 anorg250S_100Cd 0,682
anorg250S_300Cd 0,383 anorg250S_300Cd 0,332
anorg250S_300Cd 0,304 anorg250S_300Cd 0,135
anorg250S_300Cd 0,529 anorg250S_300Cd 0,342
anorg250S_300Cd 0,275 anorg250S_300Cd 0,227
anorg250S_300Cd 0,469 anorg250S_300Cd 0,237
anorg250S_300Cd 0,289 anorg250S_300Cd 0,268
anorg250S_300Cd 0,59 anorg250S_300Cd 0,464
anorg250S_300Cd 0,246 anorg250S_300Cd 0,425
anorg250S_300Cd 0,491 anorg250S_300Cd 0,54
org250S_K 0,792 anorg250S_300Cd 0,204
org250S_K 0,824 anorg250S_300Cd 0,466
org250S_K 0,8 org250S_K 0,755
org250S_K 0,826 org250S_K 0,755
org250S_K 0,797 org250S_K 0,765
org250S_K 0,816 org250S_K 0,763
org250S_K 0,803 org250S_K 0,753
org250S_K 0,81 org250S_K 0,774
org250S_K 0,813 org250S_K 0,778
org250S_K 0,801 org250S_K 0,748
org250S_K 0,802 org250S_K 0,758
org250S_K 0,809 org250S_K 0,746
org250S_K 0,787 org250S_K 0,779
org250S_K 0,809 org250S_K 0,772
0rg250S_K 0,796 0rg250S_K 0,752
org250S_K 0,815 org250S_K 0,756
org250S_100Cd 0,808 org250S_100Cd 0,756
org250S_100Cd 0,803 org250S_100Cd 0,747
org250S_100Cd 0,814 org250S_100Cd 0,771
org250S_100Cd 0,799 org250S_100Cd 0,744
org250S_100Cd 0,796 org250S_100Cd 0,605
org250S_100Cd 0,812 org250S_100Cd 0,719
org250S_100Cd 0,766 org250S_100Cd 0,724
org250S_100Cd 0,811 org250S_100Cd 0,754
org250S_100Cd 0,794 org250S_100Cd 0,699
org250S_100Cd 0,8 org250S_100Cd 0,625
org250S_100Cd 0,758 org250S_100Cd 0,74
org250S_100Cd 0,756 org250S_100Cd 0,676
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Izpostavitev Fv/IFm Izpostavitev Y

0rg250S_300Cd 0,784 0rg250S_100Cd 0,686
org250S_300Cd 0,803 0rg250S_100Cd 0,691
0rg250S_300Cd 0,81 0rg250S_300Cd 0,743
org250S_300Cd 0,813 0rg250S_300Cd 0,752
0rg250S_300Cd 0,799 0rg250S_300Cd 0,737
org250S_300Cd 0,8 0rg250S_300Cd 0,767
0rg250S_300Cd 0,813 0rg250S_300Cd 0,756
org250S_300Cd 0,796 0rg250S_300Cd 0,76
0rg250S_300Cd 0,785 0rg250S_300Cd 0,76
org250S_300Cd 0,804 0rg250S_300Cd 0,757
0rg250S_300Cd 0,799 0rg250S_300Cd 0,746
org250S_300Cd 0,8 0rg250S_300Cd 0,754

0rg250S_300Cd 0,778
0rg250S_300Cd 0,772

PRILOGA C

Meritve fotosinteznih pigmentov [mg/g SVM] pri ranem mosSnjaku

Izpostavitev Klorofila Klorofil b Karotenoidi

anorg500S_K 4,222 1,635 0,946
anorg500S_K 4,025 1,570 0,857
anorg500S_K 3,470 1,315 0,762
anorg500S_K 3,205 1,215 0,720
anorg500S_K 4,946 2,040 1,048
anorg500S_100Cd 3,880 1,603 0,897
anorg500S_100Cd 2,811 1,074 0,686
anorg500S_100Cd 3,319 1,221 0,764
anorg500S_100Cd 3,924 1,581 0,831
anorg500S_100Cd 3,384 1,317 0,805
anorg500S_300Cd 1,959 0,810 0,542
anorg500S_300Cd 2,668 1,106 0,752
anorg500S_300Cd 1,125 0,305 0,212
anorg500S_300Cd 1,853 0,701 0,535
anorg500S_300Cd 1,262 0,529 0,398
anorg250S_K 1,853 0,746 0,448
anorg250S_K 3,317 1,319 0,723
anorg250S_K 2,073 0,902 0,471
anorg250S_K 2,900 1,164 0,641
anorg250S_K 3,313 1,264 0,731

anorg250S_100Cd 2,135 0,820 0,542
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Izpostavitev Klorofila Kilorofil b Karotenoidi

anorg250S_100Cd 2,517 0,970 0,554
anorg250S_100Cd 2,097 0,814 0,512
anorg250S_100Cd 1,276 0,485 0,346
anorg250S_100Cd 3,620 1,444 0,830
anorg250S_300Cd 1,416 0,372 0,256
anorg250S_300Cd 2,207 0,832 0,589
anorg250S_300Cd 1,938 0,778 0,541
anorg250S_300Cd 1,286 0,526 0,469
anorg250S_300Cd 1,811 0,774 0,477
0rg250S_K 2,841 1,077 0,644
org250S_K 2,822 1,137 0,644
org250S_K 3,784 1,415 0,824
org250S_K 2,883 1,168 0,640
org250S_K 3,247 1,287 0,720
0rg250S_100Cd 2,521 1,111 0,547
org250S_100Cd 4,812 1,912 1,007
org250S_100Cd 2,639 0,969 0,609
org250S_100Cd 2,581 1,078 0,606
org250S_100Cd 4,848 2,028 1,064
org250S_300Cd 2,632 1,088 0,603
org250S_300Cd 3,574 1,430 0,864
org250S_300Cd 3,529 1,448 0,848
org250S_300Cd 4,465 1,901 1,058

org250S_300Cd 3,158 1,260 0,776
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PRILOGA D

Izmerjena koncentracija MDA v koreninah in poganjkih ranega mosnjaka
[nmoIMDA/gSVM]

KORENINE POGANJKI
Izpostavitev MDA Izpostavitev MDA
anorg500S_K 5,000 anorg500S_K 24,274
anorg500S_K 3,548 anorg500S_K 48,629
anorg500S_K 4,839 anorg500S_K 23,387
anorg500S_K 3,548 anorg500S_K 44,758
anorg500S_K 4,194 anorg500S_K 28,065
anorg500S_100Cd 3,468 anorg500S_100Cd 17,903
anorg500S_100Cd 2,339 anorg500S_100Cd 16,532
anorg500S_100Cd 4,758 anorg500S_100Cd 32,581
anorg500S_100Cd 2,419 anorg500S_100Cd 26,371
anorg500S_100Cd 3,468 anorg500S_300Cd 25,645
anorg500S_300Cd 2,903 anorg500S_300Cd 12,823
anorg500S_300Cd 3,226 anorg500S_300Cd 33,226
anorg500S_300Cd 2,177 anorg500S_300Cd 18,629
anorg500S_300Cd 1,935 anorg500S_300Cd 19,032
anorg500S_300Cd 1,774 anorg250S_K 25,242
anorg250S_K 4,032 anorg250S_K 46,774
anorg250S_K 3,629 anorg250S_K 46,935
anorg250S_K 3,226 anorg250S_K 23,790
anorg250S_K 3,629 anorg250S_100Cd 17,661
anorg250S_100Cd 2,419 anorg250S_100Cd 22,661
anorg250S_100Cd 1,774 anorg250S_100Cd 10,081
anorg250S_100Cd 2,581 anorg250S_100Cd 8,306
anorg250S_100Cd 2,177 anorg250S_300Cd 9,435
anorg250S_300Cd 0,484 anorg250S_300Cd 10,806
anorg250S_300Cd 1,129 anorg250S_300Cd 9,758
anorg250S_300Cd 2,500 anorg250S_300Cd 20,484
anorg250S_300Cd 2,661 anorg250S_300Cd 16,210
anorg250S_300Cd 3,710 org250S_K 44,355
org250S_K 4,919 org250S_K 42,016
org250S_K 2,823 org250S_K 23,065
org250S_K 3,468 org250S_K 25,323
org250S_K 2,903 org250S_100Cd 28,710
org250S_K 4,032 org250S_100Cd 25,565
org250S_100Cd 7,581 org250S_100Cd 17,984
org250S_100Cd 7,581 org250S_100Cd 16,210

org250S_100Cd 5,323 org250S_100Cd 38,387
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KORENINE POGANJKI
0rg250S_100Cd 5323 0rg250S_300Cd 27,581
0rg250S_100Cd 4,113 0rg250S_300Cd 18,548
0rg250S_300Cd 1,129 0rg250S_300Cd 11,290
0rg250S_300Cd 0,565
0rg250S_300Cd 2,500
0rg250S_300Cd 2,742

org250S_300Cd 4,355
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PRILOGA E

Koncentracija elementov v koreninah ranega mosnjaka [mg/kg SM]

Izpostavitve S Cl K Ca Mn Fe Cu Zn Cd
anorg500S_K 6350 1440 32800 6580 655 4150 34,7 876 29,7
anorg500S_K 5270 1480 30800 7350 81,1 5200 57,2 825 37,3
anorg500S_K 5320 996 27500 4210 36,2 2650 28,8 619 19,7
anorg500S_K 6270 1100 27500 6050 33 2400 37,6 923 13,6
anorg500S_K 5920 981 26300 5940 465 4600 44,3 549 21,8

anorg500S_100Cd 7230 2320 26600 6200 55 3100 114 1190 3210
anorg500S_100Cd 9050 1640 25300 6210 44,7 7400 144 1050 4630
anorg500S_100Cd 11100 2960 41000 6390 126 5200 42,8 1770 5090
anorg500S_100Cd 10400 3130 34300 8730 195 9050 113 7410 4330
anorg500S_100Cd 9390 2100 34000 7710 62 6090 145 1280 3780
anorg500S_300Cd 11100 4690 32400 4320 39,8 5860 34,8 1290 15100
anorg500S_300Cd 15800 7720 49400 6010 758 5100 451 1930 16800
anorg500S_300Cd 9360 4280 47400 7340 117 7820 64,4 839 12100
anorg500S_300Cd 14500 9390 51000 8850 111 7290 40,4 1550 14700
anorg500S_300Cd 9710 5440 60100 8030 109 3750 453 1170 12200

anorg250S_K 8280 17400 41600 4350 32,7 2990 289 710 103
anorg250S_K 7530 13800 56200 5020 652 3880 325 1410 82,1
anorg250S_K 6390 13200 22100 5040 32 2630 20,3 629 58,8
anorg250S_K 6420 10400 22700 5270 33,9 1750 17,4 297 62,2
anorg250S_K 4350 15600 25300 5820 36,9 1910 223 428 70,3

anorg250S_100Cd 6070 3740 19700 3780 50,1 2950 26,3 654 3340
anorg250S_100Cd 7190 2380 28500 4990 49,5 8650 31,1 1010 3010
anorg250S_100Cd 6900 7930 29600 7260 101 7850 62,7 2320 4830
anorg250S_100Cd 8800 2790 21200 5170 72,4 8880 53 1060 4110
anorg250S_100Cd 9600 4330 26200 4960 90,2 5590 39,7 1410 5470
anorg250S_300Cd 10100 5360 52700 3900 56 5180 42,8 1490 15400
anorg250S_300Cd 10500 4180 50600 5340 51,7 8760 56,3 1970 15100
anorg250S_300Cd 11900 8080 69200 5440 79,4 10500 56 2310 16600
anorg250S_300Cd 12000 7290 53000 3500 46,1 5650 42,3 1450 18800
anorg250S_300Cd 15300 9600 72100 4940 69,6 7810 57,8 1380 15200

org250S_K 6410 4100 23800 2170 47,9 868 12,8 578 713
org250S_K 5420 7030 26300 3420 46,9 2510 30,5 1190 528
org250S_K 5990 3230 20900 3700 35,8 2640 22,2 740 519
org250S_K 8120 1060 12500 4180 44 2440 23,9 660 540
org250S_K 5100 965 12200 4340 38 2420 20,3 505 533

org250S_100Cd 10600 2660 26800 3310 435 5800 38,4 1360 6380
org250S_100Cd 16200 4710 36100 5190 69,5 4690 535 1240 7700
org250S_100Cd 10200 2470 27900 4350 45 5980 48,9 1680 7780
org250S_100Cd 12600 3850 40200 3680 49,3 5330 69,5 1330 10900
org250S_100Cd 8250 3370 38300 2940 42,4 4490 511 1540 9830
org250S_300Cd 19300 5010 56600 4530 56,1 8260 97,1 924 12600
org250S_300Cd 16200 5420 49700 4580 76,7 9420 83,3 1170 11000
org250S_300Cd 17400 5410 48400 4410 60,4 12400 71 1040 11900
org250S_300Cd 17900 7460 57900 4600 62,1 8140 75,4 1120 14900
org250S_300Cd 18300 6790 63400 4890 87,7 14100 97,9 1370 14500




Bizjak T. Vpliv razli¢nih oblik S na privzem Cd pri ranem mo$njaku (Noccaea (Thlaspi) praecox).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2017

PRILOGA F

Koncentracije elementov v poganjkih ranega mosjaka [mg/kg SM]

Izpostavitve S Cl K Ca Mn Fe Cu Zn Cd
anorg500S_K 3500 994 38000 6310 65,8 148 11,6 1200 6,8
anorg500S_K 4380 1230 54500 9230 140 287 11 1770 11,7
anorg500S_K 4080 1280 48600 8630 101 198 16 1110 12,7
anorg500S_K 6100 1620 69200 11600 124 412 15,3 2180 19,2
anorg500S_K 4590 1490 66400 12100 178 317 17,3 2590 5,5
anorg500S_100Cd 4550 1890 53200 8690 76,7 239 10,8 901 2730
anorg500S_100Cd 4490 1860 46600 7650 73 400 111 1540 3520

anorg500S_100Cd 7290 3880 75600 9440 77,1 270 15,1 1590 4960
anorg500S_100Cd 3100 2790 57200 11000 99,5 201 16,7 1020 3480
anorg500S_100Cd 9690 2920 64900 11600 106 361 22,8 1290 3090
anorg500S_300Cd 10600 10200 81500 13800 95,9 122 13,3 1310 11500
anorg500S_300Cd 8430 3200 98000 8380 98,2 207 13,6 1440 4720

anorg500S_300Cd 13000 10500 87700 16100 97,8 168 13 1780 11200
anorg500S_300Cd 14700 12200 106000 16800 99 169 11,5 1970 15900
anorg500S_300Cd 11900 10000 96000 16200 105 134 12,6 1520 12900
anorg250S_K 1200 2460 16800 4460 44,6 81,6 6,26 624 116
anorg250S_K 1320 3850 34300 11300 89,1 465 8,07 1170 221
anorg250S_K 2620 1820 59500 10700 161 348 11,3 2370 209
anorg250S_K 1710 2180 35700 5380 105 319 153 1200 223
anorg250S_K 1500 2710 36300 10000 99,6 239 8,19 1180 169

anorg250S_100Cd 2000 8850 56100 9720 78,4 113 13,5 990 2930
anorg250S_100Cd 3780 4640 40300 12600 132 174 12,4 2030 3780
anorg250S_100Cd 5730 6590 45800 11600 84,9 133 13,6 973 3080
anorg250S_100Cd 3540 7100 42900 10600 105 212 11,7 1540 2150
anorg250S_100Cd 5730 7880 38000 6370 82,9 144 14,3 1580 4930
anorg250S_300Cd 9910 10600 97800 12900 97 383 10,6 1540 9530
anorg250S_300Cd 8980 9070 74400 12400 75,6 153 12,5 1380 7800
anorg250S_300Cd 10800 13800 80300 13400 102 161 12,9 1320 10200

anorg250S_300Cd 12900 17300 117000 15500 101 220 14,5 1700 7370
anorg250S_300Cd 14400 14300 107000 18900 101 252 24,5 2430 10300
0rgS250_K 2000 5050 40800 6020 93,7 178 12,2 923 291
0rgS250_K 1000 2370 31200 8770 90,3 198 9,61 1250 163
0rgS250_K 1100 7300 36900 8160 79,5 176 9,56 1350 555
0rgS250_K 1140 1040 23600 8010 82,4 252 14,6 1110 132
0rgS250_K 1580 2420 34500 7480 96,7 154 9,53 958 300
0rgS250S_100Cd 1250 6540 43000 7310 76,9 123 11,2 873 2900
0rgS250S_100Cd 2100 2920 32000 9230 86,8 152 111 641 2910
0rgS250S_100Cd 2300 1470 44400 8350 61,6 189 10,6 826 2930
0rgS250S_100Cd 1130 1640 31900 5750 63,3 122 11,5 622 1630
0rgS250S_100Cd 1240 966 26000 4770 54,8 98,8 16,1 559 1720
0rg250S_300Cd 5040 5110 62500 15300 132 246 18,3 1650 7930
0rg250S_300Cd 6810 4160 67200 11100 99,3 288 26,8 1270 6840
0rg250S_300Cd 12000 5330 67600 9310 59,6 164 9,85 1060 7550
0rg250S_300Cd 15300 15800 82600 12800 116 477 12,9 1820 9220

0rg250S_300Cd 12700 5490 78700 10900 94,5 174 19,3 1250 5670




