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V rastnih komorah smo vzgojili rastline vrst Thlaspi praecox (ekotip Zerjav) in T.
caerulescens (ekotip Ganges). Proucili smo rast rastlin na rastnem substratu z
razliénimi koncentracijami Cd in Zn in akumulacijo Cd in Zn. Koncentracije Cd in
Zn v rastlinskih tkivih smo po razklopu z meSanico HNO;s in HCIO4 izmerili z
atomsko absorpcijkso spektroskopijo (AAS). Dolocili smo pH talnih vzorcev in
dostopne frakcije Cd in Zn talnih vzorcev z ekstrakcijo z amonijevim acetatom in
vodo. Biomasa rastlin se je povecCala s povecevanjem koncentracije Cd v rastnem
substratu. Povecevanje koncentracije Zn v rastnem substratu ni vplivalo na biomaso
rastlin. Uspeli smo potrditi hiperakumulacijo Cd obeh vrst (tkivna koncentracija je
presegla 100 pg/g Cd SM) . Tkivna koncentracija Zn ni presegla mejne
hiperakumulacijske vrednosti (hiperakumulacija je dolo¢ena s tkivno koncentracijo
10.000 pg/g Zn SM). Vrsti se nista razlikovali v sposobnosti hiperakumulacije Cd,
Thlaspi caerulescens pa se je izkazal kot mocnejsi akumulator Zn. Povecevanje
koncentracije Cd v rastnem substratu je vplivalo na privzem Zn v rastline,
povecevanje koncentracije Zn v rastnem substratu pa ni vplivalo na privzem Cd.
Thlaspi praecox se je s produkcijo visoke biomase in z akumulacijo pomembne
koli¢ine kovin iz rastnega substrata z Zerjava izkazal kot zelo primerna vrsta za
fitoekstrakcijo Cd na podroéju Zerjava in s tem potrdil svoj visoki potencial v
fitoremediaciji.
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Thlaspi praecox (ecotype Zerjav) and T. caerulescens (ecotype Ganges) seedlings
were grown in a controlled environment. Growth of the plants on substrates with
various Cd and Zn concentrations was studied, together with Cd and Zn
accumulation.. The plant material was wet digested with a mixture of HNO; and
HCl1O4. Concentrations of Zn and Cd in plant material were measured by atomic
absorption spectroscopy (AAS). Exchangeable concentrations in the substrates
were estimated using extraction with ammonium acetate. Substrate pH was
measured. Plant biomass did not vary with Zn concentrations in the substrate, but it
did increase when concentrations of Cd in substrate increased. Cd
hyperaccumulation was confirmed for both plant species (plant concentration of
100 pg/g Cd DW was exceeded). Plant Zn concentrations did not reach
hyperaccumulation concentrations (set at 10.000 ug/g Zn DW). Both Thilaspi
species did not vary in Cd hyperaccumulation capacity, however Thlaspi
caerulescens proved to have a higher Zn accumulation capacity than 7. praecox.
Increased Zn concentrations in substrate did not have any impact on plant Cd
uptake, on the other hand increased Cd concentrations in substrate influenced plant
Zn uptake. Thlaspi praecox biomass yield was high and together with the
accumulation of significant metal quantities from substrate from Zerjav this plants
proved to be a promising tool to be used in phytoremediation.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AAS atomska absorpcijska spektroskopija

Ag srebro

Al aluminij

AM  arbuskularna mikoriza
BAF bioakumulacijski faktor

Cd  kadmijj
Co kobalt
Cu baker

DW  dry weight

EDTA etilen-diamin-tetraocetna-kislina
Fe zelezo

H,0, vodikov peroksid

Hg  Zivo srebro
HCl1Og4perklorna kislina
HNO; dusikova (V) kislina
NH4Ac amonijev acetat

Se selenij

SM  suha masa

TF  translokacijski faktor
TK  tezka kovina

v/v  volumensko razmerje
Zn cink
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1 UVOD

Zaradi agresivnosti fizikalno — kemijskih metod ¢iScenja onesnazenega okolja, se zaradi
svoje neinvazivnosti vedno bolj uveljavlja fitoremediacija. S svojo odpornostjo na strupene
substance in nenavadno sposobnostjo akumuliranja teh snovi v tkivih so se v
fitoremediaciji kot najbolj primerne izkazale hiperakumulacijske rastline.

S pricujoco diplomsko nalogo smo Zeleli podrobneje preuciti akumulacijske sposobnosti
dveh vrst; Thlaspi caerulescens (ekotip Ganges) kot najbolj raziskane hiperakumulacijske
rastline (Assuncio in sod., 2003) in Thlaspi praecox (ekotip Zerjav), ki se pojavlja tudi na
slovenskih tleh. S svojo sposobnostjo hiperakumulacije kar treh kovin (Zn, Cd in Pb)
(Vogel-Mikus in sod., 2004) je vrsta 7. praecox potencialno zelo zanimiva za
fitoremediacijo.

V rastnem substratu z dodanimi koncentracijami Cd in Zn in v rastnem substratu z Zerjava
smo vzgojili rastline obeh vrst. Primerjali smo rast rastlin in sposobnosti socCasne
akumulacije Cd in Zn.

Okolje Doline smrti pri Zerjavu je zaradi delovanja talilnice in predelovalnice svinca MPI
d.o.0. mo¢no obremenjeno s Zn, Cd in Pb. Vrsta Thlaspi praecox je na tem podrocju
avtohtona. Doloc¢ili smo hiperakumulacijsko sposobnost vrste Thlaspi praecox na tem
specifiénem substratu in ocenili njeno primernost za fitoekstrakcijo.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 Hiperakumulacija

Elementi, kot so kadmij (Cd), zivo srebro (Hg), svinec (Pb), aluminij (Al), srebro (Ag) in
drugi, so vedno bolj razsirjeni onesnazevalci okolja, predvsem v predelih, na katere ¢lovek
mocno vpliva. Njihova prisotnost v atmosferi, zemlji in vodi lahko celo v komaj zaznavnih
koncentracijah vpliva na vse organizme. Nevarna je predvsem bioakumulacija in
biomagnifikacija preko prehranjevalne verige ( Sanita di Toppi in Gabbrielli, 1999).

Kovine v dovolj visokih koncentracijah na zive organizme delujejo kot strupene. Iz
biomolekul odstranjujejo ione drugih kovin, modificirajo obliko aktivnih biomolekul (npr.
encimov), blokirajo njihove funkcionalne skupine ipd. Ti efekti se izrazajo zaradi privlaka
kovinskih ionov do kisika, dusika in zZvepla (Brooks, 1998).

Rastline preko korenin vecinoma sprejemajo le makronutriente (kot so fosforjevi, natrijevi
in kalijevi ioni) in mikronutriente (kot so klorovi, kobaltovi in bakrovi ioni). Nekatere
rastline sprejemajo tudi elemente, ki niso nujno potrebni za rast in razvoj (taksni elementi
so kadmijevi, svincevi ioni in ioni Zivega srebra).

V rastnem substratu z visoko koncentracijo kovin vefina rastlin v korenine privzame
kovine v velikih koli¢inah, v nadzemne dele pa transportira le majhen delez.
Hiperakumulacijske rastline imajo izredno sposobnost akumulacije kovin. Aktivno jih
privzemajo v svoja tkiva in jih kopic¢ijo tudi pri nizkih zunanjih koncentracijah. V
nadzemne dele akumulirajo kovine do te mere, da je tu njihova koncentracija enaka ali pa
celo vecja od koncentracije v koreninah (Baker, 1981). Koncentracija kovin v tkivih
hiperakumulacijskih rastlin je do dva- ali tri-krat vecja od koncentracij kovin v
neakumulacijskih rastlinah. (Zha in sod., 2004) (Tabela 1).
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Tabela 1: Povpreéne koncentracije kovin (ug/g SM) v poganjkih nehiperakumulacijskih in hiperakumulacijskih rastlin z deleZi ter

koncentracije kovin, ki se v okolje spro$¢ajo z naravno mineralizacijo tezkih kovin. (Prirejeno po Broks, 1998) (* Adrian0, 2001).

Koncentracija kovin v Koncentracija kovin v Koncentracija kovin ob
Kovina nehiperakumulacijskih hiperakumulacijih % naravni mineralizaciji
rastlinah [pg/g] rastlinah [pg/g] [ng/gl
Cd 0,1 > 100 0,01 2
Se in Pb 0,lin1 > 1.000 0,1 lin 15%
Ni, Co in Cu 3,1in 10 >5.000 0,5 20,3 in 20
Zn in Mn 70 in 400 >10.000 1 100 in 1000

Danes je znanih ve¢ kot 400 vrst hiperakumulacijskih rastlin. Razlikujejo se v sposobnosti
kopicenja kovin in vrsti kovin, ki jih kopicijo. Najpogosteje kopicijo le eno, nekatere so
sposobne kopiciti dve ali celo tri kovine hkrati. Hiperakumulacijske rastline so obi¢ajno
endemicne za doloCen tip geoloske podlage. Njihova prisotnost v okolju nakazuje
specificno mineralizacijo tal (Brooks, 1998).

Predstavnike hiperakumulacijskih rastlin najdemo v razliénih druzinah rastlin. V druzini
kriznic (Brassicaceae) so pogosti predvsem v rodovih Thlaspi in Alyssum. Rod Thlaspi
vsebuje vrste, ki hiperakumulirajo Zn, Ni, Cd in Pb (Lombi in sod., 2000).

Nekatere rastline so do kovin tolerantne, vendar pa jih ne kopicijo v svojih tkivih. Prav
tako nekatere rastline kovine kopicijo, vendar pa niso tolerantne na njihov ucinek (in tako
obicajno zaradi zastrupitve z njimi ne morejo uspeSno zakljuciti zivljenjskega cikla)
(Macnair in sod., 1999). Hiperakumulacijske vrste zdruzujejo akumulacijo in toleranco,
dve lastnosti, za kateri je dokazano, da sta regulirani z razli¢nimi geni (genskimi sklopi) in
sta tako vsaj delno neodvisni druga od druge (Macnair in sod., 1999).
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2.1.1 Akumulacija

Vec teorij razlaga, zakaj akumulacijske rastline v svojih tkivih kopicijo tako strupene
substance. Boyd in Martens (1992) sta razloge zdruzila v Sest kategorij (Tabela 2).

Tabela 2: Osnovne skupine hipotez o razlogih za akumulacijo kovin (razvrstitev po Boyd & Martensen, 1992).

Hipoteza Razlaga
Hipoteza nenamernega Tla, bogata s kovinami, povzroCijo pospeSeno privzemanje ionov iz tal.
privzema Neselektivno se skupaj z drugimi ioni privzemajo tudi ioni kovin.
Hipoteza tolerance Privzete kovine se kopi¢ijo v neaktivnih tkivih. Rastline lahko prezivijo na

obmocjih, ki so preve¢ strupena za uspevanje nehiperakumulacijskih vrst —
kompeticijska prednost akumulatorjev.

Hipoteza odlaganja Privzete kovine se kopicijo v delih, ki jih rastline lahko odvrzejo.

Hipoteza odpornosti na Kopicenje Ni rastlini omogoca lazje prezivetje susnih obdobij.

suSo

Hipoteza interference S propadom tkiv akumulacijske rastline se nakopicene kovine vrnejo v tla, ki

postajajo vedno bolj neugodna za neakumulacijske vrste - povecanje
kompeticijskih prednosti akumulacijskih vrst.

Hipoteza obrambe Nakopicene kovine rastline branijo pred patogeni, herbivori...

Posamezne hipoteze se med seboj ne izkljuc¢ujejo. Mozno je, da ena kovina opravlja eno
nalogo (npr. nikelj povecuje odpornost na suSo), druga pa drugacno (npr. obrambno
funkcijo) (Brooks, 1998).

Ena glavnih prednosti hiperakumulacije je zagotovo kompeticijska prednost, ki jo
pridobijo hiperakumulacijske rastline. Z obvladovanjem dodatnega energijskega stroska, ki
ga uspesno akumuliranje strupenih substanc zahteva, so si hiperakumulacijske rastline
zagotovile uspevanje v ekoloski niSi, v kateri je medvrstna tekmovalnost minimalna.
Okolje v katerem uspevajo, je namre¢ skoraj popolnoma neprimerno za vrste, ki niso
odporne na vplive strupenih substanc (Brooks, 1998).
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2.1.2 Toleranca

Hiperakumulacijske rastline aktivno privzemajo kovine v svoja tkiva in jih tam kopicijo
tudi pri nizkih zunanjih koncentracijah. Prezivetje jim omogocajo razli¢ni razstrupljevalni
mehanizmi, kot so tvorba substanc, ki se veZejo s kovinami, celicna in subceli¢na
kompartmentalizacija in/ali spremembe metabolizma. Homeostatski ~mehanizmi
omogocajo ohranjanje ustreznih koncentracij kovin v citosolu in s tem omogocajo
odpornost nanje - imenujemo jih tolerancni mehanizmi. Odvijajo se na celicnem nivoju
(vezava na celicno steno in koreninske izlocke), na nivoju celicne membrane (znizanje
privzema in ¢rpanje kovin iz simplasta) in/ali na molekularnem nivoju (helacija v citosolu
s peptidi kot so fitohelatini, metalotineini, prenos kovin v vakuolo). V proces zmanjSevanja
strupenosti kovin je vklju€enih ve¢ homeostatskih mehanizmov hkrati. Najverjetneje ne
obstaja splosni regulacijski mehanizem za vse kovine. Lahko reCemo, da so toleran¢ni
mehanizmi specifi¢ni za kovine in se v podrobnostih razlikujejo med rastlinskimi vrstami
(Hall, 2002). Pri hiperakumulacijskih rastlinah gre pri mehanizmih tolerance predvsem za
vezavo kovin na celi¢no steno in/ali sekvestracijo v vakuolah (Vazquez in sod., 1992;
Vazquez in sod., 1994).
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2.2 Thlaspi praecox in Thlaspi caerulescens kot hiperakumulacijski vrsti

Hiperakumulacijske rastline so obicajno endemicne in omejene na majhna podrocja z
visokimi vsebnostmi kovin v tleh. Nekatere se pojavljajo bolj pogosto. Thlaspi
caerulescens je najbolj raziskana hiperakumulacijska vrsta Zn (Assung¢do in sod., 2003).
Razsirjen je po celi Evropi, raste pa tako na s kovinami bogatimi tlemi kot tistimi, ki
vsebujejo manjSe koncentracije kovin. Na vseh rastis¢ih vzdrzuje relativno visoko
koncentracijo Zn v listih, ne glede na koncentracijo Zn v substratu, kar kaze na to, da je
sposobnost hiperakumulacije splosna lastnost vrste (Assungdo in sod., 2003). Poleg Zn je
T. caerulescens sposoben kopiciti tudi Cd in Ni (Brooks 1998). Najbolj obetaven je tudi za
uporabo pri fitoekstrakceiji Zn in Cd (Lombi in sod., 2000).

Thlaspi praecox je novo odkrita hiperakumulacijska vrsta (Vogel-Mikus in sod., 2004).
Uspeva na karbonatni podlagi v Sloveniji in drugje na Balkanu. Ze leta 1995 je bilo
dokazano, da je v svojih tkivih sposoben kopiciti Zn (Brooks, 1998). Vogel-Mikus in sod.
(2005) so ugotovili, da Thlaspi praecox iz okolice Zerjava lahko kopiéi tri kovine, in sicer
do 1,5% Zn SM, 0,6% Cd SM in 0,4% Pb SM. Torej je tudi 7. praecox izjemna
hiperakumulacijska rastlina.
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2.3  Vplivi Zn in Cd na Zive organizme

Tla v blizini rudnikov in drugih virov onesnaZevanja so mocno obremenjena s kovinami.
Eno izmed tak$nih obmodij je okolica Zerjava v Meziski dolini, kjer je od 1896 do 1990
delovala talilnica in predelovalnica svinca. V tem obdobju so z namestitvijo sistemov za
¢iS€enje izpusnih plinov in modernejsih filtrov poskuSali zmanjSati negativne vplive na
okolje, vendar pa so zaradi dolgoletnih izpustov kovin v izpusnem prahu povzrocili trajno
kontaminacijo tal s Zn, Cu in Pb. Se danes te kovine predstavljajo problem tako za rastline
in zivali kot za domacine (Fuga$ in sod., 1984).

2.3.1 Kadmij (Cd)

Kadmij je zelo razSirjena kovina, ki jo v okolje sproScajo elektrarne, grelni sistemi,
kovinska industrija, urbani promet in cementarne. V okolje se lahko sprosc¢a tudi z
mineralizacijo mati¢ne kamnine (Sanita di Toppi in Gabbrielli, 1999). Ceprav vloga Cd v
rastlinah Se ni dokon¢no pojasnjena, vemo, da ga rastline privzemajo in transportirajo,
Ceprav velja za eno najbolj strupenih kovin. S transportom v nadzemne dele postane
nevaren tako herbivorom kot ljudem.

Neposredni strupeni u¢inki Cd v rastlini so posledica moc¢ne vezave na funkcionalne SH-
skupine encimov, kar inhibira celo paleto pomembnih encimov v rastlinskem metabolizmu
(klorofil sintetaze, encimi Calvinovega cikla, motnje elektronskega transporta preko
sprememb Stevila in zgradbe tilakoidnih membran (Seregin in Ivanov, 2000), kar vodi v
zmanjSano vsebnost klorofila in inhibicijo fotosinteze (Hagemeyer, 1999). Odgovor
celiCnega metabolizma na strupene ucinke Cd je primarno nespecificen in podoben
odgovorom rastline na slanostni stres (Seregin in Ivanov, 2000). Prvo prizorisce
negativnega delovanja Cd je celitna membrana, saj kovina vpliva na njeno permeabilnost
in s tem na ionsko ravnovesje celice (Seregin in Ivanov, 2000). Spremeni se tudi lipidna
zgradba membrane, kar je posledica nastajanja aktivnih kisikovih oblik, ki izzovejo lipidno
peroksidacijo (Seregin in Ivanov, 2000).

Med posredne vplive Cd v rastlinskih tkivih $tejemo induciran vodni stres, pomanjkanje
Fe, Mg in Ca, zapiranje listnih rez in s tem pomanjkanje CO, (Seregin in Ivanov, 2000).
Inhibicija rasti je rezultat vpliva Cd tako na celicne delitve (zaradi vpliva na upocasnjen
metabolizem, direktne vezave na DNA in loma mikrotubulskega sistema) kot elongacijo
(zmanjsana plasti¢nost celi¢ne stene). Cd naj bi povzrocal tudi pred¢asno senescenco.
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Mejna vrednost koncentracij Cd v tleh za Slovenijo je postavljena na 1 ug/g, opozorilna
vrednost na 2 pg/g, kriti¢na pa na 12 pg/g (Ur.1.RS, 68/96).

2.3.2 Cink (Zn)

Cink (Zn) spada med esencialne rastlinske mikroelemente. Prisotnost Zn v naravi je
obic¢ajno posledica geoloSkih procesov. V manj$i meri se pojavlja v metamorfnih in
magmatskih kamninah, povecini pa kot sestavni del kamninskih mineralov, ki so bogati s
Fe (magnetiti, pirokseni, amfiboli, biotit, spinel, garnet in staurolit). Priblizno 60% topnega
Zn se v tleh pojavlja vezanega na organske komplekse zgrajene iz amino, organskih in
fulvicnih kislin (Hagemeyer, 1999). Vir Zn so tudi raznolike cloveske dejavnosti,
predvsem rudarstvo, mikroelektronika, tekstilna in pirometalurgi¢na industrija, odpadne
vode, pesticidi ipd. (Adriano, 2001).

Zn je kovinski del rastlinskih encimov, ki sodelujejo pri sintezi DNA, RNA in pri sintezi
proteinov ali kot kofaktor Stevilnih encimov (Brooks, 2000). Pomembno vlogo igra v
duSikovem metabolizmu rastlin (Hagemeyer, 1999). Pomanjkanje cinka (povprecna
kriti¢na koli¢ina je 20 pg/g Zn SM) vodi v zmanj$ano sintezo proteinov (Adriano, 2001).
Vidni simptomi pomanjkanja te kovine so medzilne kloroze in krajSi internodiji
(Hagemeyer, 1999). Simptomi prekomernih koncentracij Zn v citosolu (>100 pg/g Zn SM)
so izguba turgorja, nekroze na starejsih listih in zmanjSana rast (Hagemeyer, 1999). Seveda
teh simptomov na hiperakumulacijskih rastlinah zaradi visoko zmogljivih toleran¢nih
mehanizmov ne opazimo do precej vi§jih tkivnih koncentracij Zn.

Hiperakumulacijske rastline, ki hiperakumulirajo Zn, v svojem substratu potrebujejo visjo
koncentracijo te kovine kot nehiperakumulacijske rastline (Shen et al, 1997).
Koncentracija Zn v poganjkih prvih je skoraj 20-krat vis§ja kot pri ostalih rastlinah.
Minimalna koncentracija Zn, potrebna za nemoteno rast 7. caerulescens, je okoli 1.000
ug/g Zn (Zhao, Shen, McGrath, neobjavljeni podatki). Nenavadno visoko potrebo po Zn
razlagamo s tem, da detoksifikacijski mehanizmi, ki omogocajo izjemno hipertoleranco,
delujejo tudi, ¢e je koncentracija Zn v rastnem substratu razmeroma nizka (Brooks, 1998).

Mejna vrednost koncentracij Zn v tleh za Slovenijo je postavljena na 200 pg/g, opozorilna
vrednost na 300 pg/g, kriticna pa na 720 ng/g (Ur.LLRS, 68/96).
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2.3.3 Povezanost akumulacije Cd in Zn

Dokazano je, da je koncentracija Cd v rastlinah odvisna od koncentracij Zn, Fe in Cu v
tleh. To kaze na to, da so mehanizmi privzema teh kovin povezani med seboj. Zha in
s0d.(2004) so pokazali, da so komponente transporta kovinskih ionov vrste 7. caerulescens
sposobne transportirati ve¢ razli¢nih kovinskih ionov hkrati. Velikokrat je bilo privzeto, da
se tako Cd kot druge kovine brez jasne bioloske vloge preko transporterjev prenasajo
zaradi nizke specifi¢nosti transporterjev (Lombi in sod., 2000). Vendar pa dokumentirana
razlika v privzemu Cd med razli¢nimi populacijami 7. caerulescens kaze, da privzem Cd
poteka preko visoko specificnega transporterja (Lombi in sod., 2001).
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2.4 Fitoremediacija in fitoekstrakcija

Kovine so okolju nevarne predvsem zaradi tezavnega odstranjevanja. Do nedavnega je bilo
moc¢ onesnazeno zemljo Cistiti le kemi¢no in fizikalno. Tehnike delimo na:
- ex situ, ki zahtevajo odstranitev onesnazene zemlje in so povezane z zelo visokimi
stroski in tezavami pri prevazanju zemlje in
- in situ, ki potekajo na onesnaZzenem kraju samem z imobilizacijo polutantov,
dvigovanjem pH in razred¢evanjem onesnazenega substrata z nekontaminirano
zemljo (Khan 2000).

Zaradi visokih stroSkov in/ali okolju neprijetnih posledic tak$nih metod ¢iS€enja v zadnjih
letih raste zanimanje za uporabo Zivih organizmov za remediacijo onesnazenega okolja —
bioremediacijo (Robinson in sod., 1998).

Po Bollag in Bollag (1995) je bioremediacija definirana kot proces, v katerem z uporabo
mikroorganizmov ali rastlin iz onesnazenega ali degradiranega okolja odstranjujemo ali
razgrajujemo okolju tuje substance. Za postopek remediacije okolja s pomocjo rastlin
uporabljamo izraz fitoremediacija. Rastline preko korenin v svoja tkiva akumulirajo okolju
tuje snovi. S pobiranjem biomase teh rastlin na neinvaziven nacin odstranimo polutante iz
okolja.

Hiperakumulacijske lastnosti nekaterih rastlin so bile opazene ze lep Cas nazaj, vendar se
jim dolgo ¢asa ni posvecalo veliko pozornosti. Zaradi svoje potencialne uporabnosti pri
remediaciji onesnazenega okolja postajajo danes vedno bolj zanimive (McGrath, 1998).
Zaradi visoke tolerance do strupenih kovin in sposobnosti njihovega akumuliranja do
relativno visokih koncentracij v svojih tkivih, so se izkazale kot zelo primerne za
fitoremediacijo.

Termin fitoekstrakcija oznacuje proces, v katerem lahko rastline iz rastnega substrata
odstranijo pomembne koli¢ine okolju tujih substanc. Uspesnost fitoekstrakcije je odvisna
od:

- rastlinske sposobnosti akumuliranja tarénega elementa do ¢im visjih koncentracij,
najbolje da predvsem v nadzemnih delih (laZje pobiranje biomase, nabiranje
rastlinskih korenin je tezavno) in

- produkcije relativno visoke biomase (McGrath, 1998).
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Sposobnost akumuliranja tarénega elementa se meri z bioakumulacijskim (BAF),
sposobnost transporta pa s translokacijskim faktorjem (TF) (Robinson in sod., 1998).

ki tracija tezkih kovi hi ]
bioakumulacijski faktor (BAF)= oncentracija tezkih kovin v suhi masi

razpolozljiva koncentracija kovinv rastnem substratu

translokacijski faktor (TF )= koncentracija specificpe snoviv poganjkih rastline

koncentracija iste snoviv koreninah rastline

Najvecja prednost fitoremediacije z uporabo hiperakumulacijskih rastlin je nizka cena
njene izvedbe, ima pa svoje omejitve:
- hiperakumulacijske rastline obi¢ajno akumulirajo le en specifi¢en element,
- ne poznamo hiperakumulacijskih rastlin za vse elemente, ki onesnazujejo okolje,
- mnoge hiperakumulacijske rastline rastejo zelo pocasi in imajo relativno majhno
biomaso,
- malo vemo o agronomskih lastnosti teh rastlin (potrebe po gnojilih, dovzetnost za
bolezni in napade insektov ipd.) (Brooks, 1998).

Z razvojem raziskav in tehnologije lahko pri¢akujemo:

- vnos agronomskega znanja za izboljSanje produktivnosti hiperakumulacijskih
rastlin, ki jih Ze poznamo,

- uporabo dodatkov, ki bodo povecali topnost kovin v substratu in povecali
translokacijo kovin iz korenin v poganjke,

- uporabo rastnih hormonov, ki bodo spremenili korenine in poganjke
hiperakumulacijskih vrst za optimalen privzem kovin,

- pridobivanje boljsih hiperakumulacijskih rastlin s konvencionalnimi metodami ali s
tkivnimi kulturami,

— uporabo rastlinskih simbiontov (bakterij, gliv) za stimulacijo akumulacije in

— uporabo transgenskih rastlin s spremenjenim privzemom in transportom elementov
(Brooks, 1998).

Pomemben proces bo postalo tudi kontroliranje vpliva hiperakumulacije na okolje.
PrepreCevati bo potrebno mobilizacijo tezkih kovin v globlje profile prsti, akumulacijo
nevarnih koncentracij kovin v herbivorih ter disperzijo semen in cvetnega prahu (Brooks,
1998).

-11-
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3 NAMEN RAZISKAV

Glavne naloge so bile:

1. v kontroliranem okolju vzgojiti hiperakumulacijski rastlinski vrsti Thlaspi praecox
(ekotip Zerjav) in T. caerulescens (ekotip Ganges) in primerjati njuno rast v
rastnem substratu z razli¢nimi koncentracijami Cd in Zn,

2. primerjati akumulacijske sposobnost Cd in Zn obeh vrst v rastnem substratu z
razliénimi koncentracijami teh dveh kovin,

3. oceniti primernost vrste Thlaspi praecox za fitoekstrakcijo Cd na podro&ju Zerjava.

-12 -
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4 OSNOVNE HIPOTEZE

Potek poskusa smo zasnovali na naslednjih hipotezah:
1. Odpornost obeh vrst na obe kovini bo visoka. Pri¢akujemo, da biomasa rastlin s
povecevanjem koncentracije kovin v rastnem substratu ne bo padala.

2. Koncentracija Cd in Zn v rastlinskih tkivih se bo povecevala s povecevanjem
koncentracije Cd in Zn v rastnem substratu.

3. Vrednosti translokacijskega faktorja (TF) za Cd in Zn bodo presegale vrednost 1.

4. Vrednosti bioakumulacijskega faktorja (BAF) za Cd in Zn bodo padale s
povecevanjem koncentracije katere koli izmed teh dveh kovin v rastnem substratu.

5. Pri¢akujemo, da bo privzem ene kovine vplival na privzem druge kovine.

6. Vrsta Thlaspi praecox se bo izkazala kot primerna za fitoekstrakcijo Cd na
podro&ju Zerjava.

- 13-



Brvar E. Primerjava hiperakumulacije Cd in Zn pri dveh vrstah rodu Thlaspi in pomen za fitoekstrakcijo
Dipl. delo Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

5 MATERIAL IN METODE

5.1 Vzgoja rastlin

Metoda vzgoje rastlin je povzeta po Lombi in sod. (2000).

Semena vrst Thlaspi praecox in T. caerulescens smo 10 minut sterilizirali v 10% H,0O,
(Merck). Semena smo dobro sprali s sterilno vodo in jih posejali v avtoklavirano meSanico
vermikulita in perlita 1/1 (v/v). TakSna meSanica je omogocala zadostno prezratevanje
korenin med rastjo. Semena smo kalili 30 dni. Po potrebi smo jih zalivali z destilirano
vodo. Sadike smo nato presadili v rastni substrat.

Osnovni rastni substrat je bila komercialna zemlja, ki smo ji dodali Zn in/ali Cd v sulfatni
obliki. Z dodajanjem kovin smo pripravili rastni substrat, ki je vseboval razlicne
koncentracije Zn in Cd (Tabela 3).

Tabela 3: Rastni substrat, tretiran s kovinami
Dodana Koncentracija dodanih kovin
kovina [ug/g]
5Cd 100 Zn
Cd 50 Cd 100 Zn
250 Cd 100 Zn
50 Zn
Zn 250 Zn
500 Zn
50Cd 50Zn
50Cd 250Zn
250Cd 50Zn
250Cd 250Zn

Znin Cd

Zaradi specifi¢ne potrebe hiperakumulacijskih rastlin po visokih koncentracijah Zn smo
rastnemu substratu z dodanim Cd dodali tudi 100 pg/g Zn (Kiipper in sod., 1999). S tem
smo preprecili morebitno zaviranje rasti in razvoja zaradi pomanjkanja te esencialne
kovine.

Poleg rastnega substrata z razli¢nimi koncentracijami Zn in Cd smo v poskus vkljucili tudi

rastni substrat, ki smo ga povzoréili na obmo&ju Zerjava. (vzoréno mesto 2, ki je 250
metrov oddaljeno od toc¢kastih virov onesnazenja — tovarniSkih dimnikov) (Vogel-Mikus in
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sod., 2005). Na tem rastnem substratu smo preizkusili fitoremediacijski potencial vrste
Thlaspi praecox.

Z rastnim substratom s posamezno koncentracijo kovin smo napolnili 8 lon¢kov v velikosti
15x15 cm (porabili smo 500 g rastnega substrata za vsak loncek). V 4 loncke smo posadili
sadike vrste Thlaspi praecox, v 4 pa sadike vrste 7. caerulescens. Enako smo storili z
rastnim substratom z Zerjava.

Rastni substrat vsakega loncka smo povzor¢ili in ga 5 dni susili pri 60°C. Posusene vzorce
smo uporabili za meritev dostopnih frakcij Cd in Zn vsakega loncka.

Rastline smo 3 mesece gojili v rastnih komorah (16-urna fotoperioda, jakost svetlobe 160
umol/m?s, 19°C, 50% relativna zratna vlaznost). Loncki so bili po rastni komori
razporejeni naklju¢no. Med rastjo smo loncke z rastlinami veckrat prerazporedili, da bi
vsem rastlinam zagotovili kar najbolj podobne pogoje za rast.

Rastline smo trikrat na teden zalivali z destilirano vodo (vsakemu lonc¢ku smo dodali
priblizno 100 ml tekocine). Po enem mesecu rasti se je rast rastlin zacela upocasnjevati,
posamezne rastline so zacele kazati tudi kloroze. Rastline smo enkrat tedensko namesto z
destilirano vodo zaceli zalivati s hranilno raztopino za rod 7hlaspi (hranilna raztopina je
bila pripravljena po Tolra in sod., 1996) (Priloga VIII).
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5.2 Vzorcenje rastlin

Po treh mesecih rasti v rastnih komorah smo poskus zakljucili. Rastline smo vzeli iz
lon¢kov, jih temeljito sprali najprej z vodovodno, nato pa Se z bidestilirano vodo. Po
kratkotrajnem suSenju na papirju smo poganjke lo€ili od korenin in jih lo¢eno stehtali.
Rastlinski material smo zavili v aluminijasto folijjo in ga potopili v teko¢i duSik. Do
suSenja smo ga hranili v zamrzovalni skrinji. Zamrznjen rastlinski material smo posusili z
liofiliziranjem (suSenje je potekalo 5 dni). PosuSene vzorce smo stehtali, nato pa v terilnici
uprasili s pomocjo tekocega dusika. Prah smo shranili v zaprtih plasticnih posodicah v
eksikatorju z dodanim izsuSenim silika gelom.

5.3 Analize dostopnih frakcij Cd in Zn v rastnem substratu

Posusene vzorce rastnega substrata vsakega lonCka smo presejali skozi sito s porami
velikosti 2x2 mm in v Ciste ¢aSe zatehtali po 1 g vzorca zemlje. Dodali smo 20 ml 1 M
NHsAc (pH=7), ter jih pokrili s plasticno vrecko (Baker in sod., 1994). Vzorce smo na
stresalniku stresali 2 uri (180 rpm). Po stresanju smo pustili, da se je material v vzorcih
posedel. Supernatant smo prefiltrirali skozi 0,45 pum sterilne filtre v epruvete. Le-te smo
zatesnili s pokrovcki in jih do meritev shranili v hladilniku.

pH smo dolocili v vodnih ekstraktih tal. Prst in bidestilirano vodo smo zmesali v razmerju
1:2 (v/v) in vzorce stresali 2 uri na (180 rpm). pH smo izmerili s pH metrom (Gavlak in
sod., 2003).
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5.4 Razklop rastlinskih vzorcev

Za elementarno analizo tkiv vzgojenih rastlin smo rastlinski material popolnoma razgradili
s kislinsko mesSanico HNOs/ HCIO4 (Merck) = 7 /1 (v/v) (Vogel-Mikus in sod., 2005).
Steklovino, ki smo jo uporabili, smo pred uporabo preko no¢i namocili v 0,2% HNO;
(odstranjevanje morebitnih organskih ostankov). Sprali smo jo z bidestilirano vodo in
posusili v suSilniku. V kolikor steklovine nismo pripravili tik pred uporabo, smo jo po
susenju do uporabe zavili v aluminijasto folijo in s tem preprecili morebitno kontaminacijo
z organskim materialom.

V 16 cm dolge steklene epruvete smo zatehtali po 30 mg rastlinskega materiala, ki smo ga
zeleli razklopiti. Dodali smo po 3 ml HNOs/ HC1O4 (Merck) = 7 /1 (v/v) v vsako epruveto.
Epruvete smo prekrili z aluminijasto folijo (kislini namre¢ moc¢no hlapita) in meSanico
pustili stati preko noc¢i v laminariju, da bi se rastlinski material ¢im bolj prepojil s kislinsko
mesanico (predrazklop). Naslednji dan smo epruvete zlozili v termoblok in jih postopoma
segrevali. Med segrevanjem smo bili pozorni na to, da je razklop potekal na primerni
temperaturi (ob previsoki temperaturi bi se vzorci lahko zazgali, ob premo¢nem vrenju pa
lahko z vrenjem kisline iz epruvet izgubljamo zatehtani rastlinski material). Razklop je bil
zakljucen, ko je meSanica kislin popolnoma izparela in v epruvetah ni bilo ve¢ vidnega
rastlinskega materiala (razklop je potekal priblizno 8 ur). Po konanem razklopu smo
epruvete (razklopljene vzorce) pokrili z aluminiasto folijo in jih shranili do ¢asa meritev.

5.5 Vsebnost kovin v rastlinskih vzorcih in vzorcih rastnega substrata

Koncentracije Cd in Zn v rastlinskih vzorcih in vzorcih rastnega substrata smo izmerili z
atomsko absorpcijsko spektroskopijo (AAS). Pred meritvami smo v epruvete dodali po 5
ml 0,2% HNOs. Pokrili smo jih s plasticnimi pokrovcki (preprecevanje kontaminacije z
organskim materialom) in jih v hladilniku shranili preko noci. Vsaj 2 uri pred meritvami
smo epruvete vzeli iz hladilnika (segrevanje na sobno temperaturo) in jih primerno
razredCili. Z redéenjem smo zagotovili meritve elementarnih koncentracij v optimalnem
meritvenem razponu naprave.
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5.6 Statisti¢ne analize

Statisticne analize smo naredili s pomoc¢jo programa Statistica Statsoft (verzija 6.0) in MS
Excel (MS Office 2003). Regresijske krivulje smo analizirali s pomoc¢jo programa Sigma
Plot 8.02.
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6 REZULTATI

6.1 Rast vrst Thlaspi praecox in T. caerulescens v rastnem substratu z razli¢nimi

koncentracijami Cd in Zn

Biomasa rastlin v rastnem substratu z dodanim Cd se je povecevala s poveCevanjem
koncentracije Cd v rastnem substratu. (p < 0,001; Priloga V). Med vrstama nismo opazili
razlik v biomasi (Slika 1).

1,40 - b
1,20 1
1,00 - a
0,80 -

0,60 - T
0,40 -
0,20 -
0,00

T @TP @TC

Suha masa poganjkov [g]

5Cd 100Zn 50Cd 100Zn 250Cd 100Zn

Koncentracija kovin dodana rastnemu substratu [ug/g]

Slika 1: Biomasa poganjkov (g) v rastnem substratu z dodanim Cd po treh mesecih rasti. Biomasa = povpre¢na suha masa ene rozete v
loncku. Stolpci predstavljajo povpreéno vrednost (n=3-4) + standardna napaka. TP — Thlaspi praecox, TC — Thlaspi caerulescens.
Statisti¢no znacilne razlike med koncentracijami kovin v rastnem substratu in vrstami so oznacene z razli¢nimi ¢rkami. Analiza variance
ANOVA (dvosmerna, p<0,05). Razlike smo testirali s posthoc Tukey-evim testom.

V rastnem substratu z dodanim Zn se biomasa rastlin ni spreminjala z naraScanjem
koncentracij Zn v substratu, neodvisna je bila tudi od vrste (Priloga V). Kljub
desetkratnemu povecanju koncentracije Zn v rastnem substratu nismo opazili spremembe
biomase rastlin. Tudi biomasa rastlin v rastnem substratu z obema kovinama ni bila
odvisna niti od vrste niti od koncentracije kovin v rastnem substratu.

Biomasa rastlin lahko sluZi za oceno rastlinske tolerance na strupene substance. Glede na

majhen vpliv povecevanja koncentracij Zn v rastnem substratu na rast obeh vrst sklepamo,
da sta obe vrsti visoko tolerantni na poviSane koncentracije Zn v rastnem substratu.
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6.2 Primerjava soc¢asne akumulacije Cd in Zn vrst Thlaspi praecox in T. caerulescens

Razlika v privzemu Cd med vrstama ni bila statisti¢no razlicna. Na koncentracijo Cd v
poganjkih je vplivala le koncentracija kovine v rastnem substratu (p < 0,001; Priloga V)
(Slika 2).
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Slika 2: Odvisnost koncentracije Cd v poganjkih rastlin od dostopnih frakcij Cd v rastnem substratu. TP - Thiaspi praecox, TC -Thlaspi
caerulescens. *- odvisnost parametrov je statisticno znacilna, ns — odvisnost parametrov ni statisti¢no znacilna

Koncentracija Zn v poganjkih rastlin je bila odvisna od koncentracije Zn v rastnem
substratu (p < 0,001; Priloga V), razlikovala se je tudi med vrstama (p < 0,001; Priloga V)
(Slika 3).
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Slika 3: Odvisnost koncentracije Zn v poganjkih rastlin od dostopnih frakcij Zn v rastnem substratu. TP - Thlaspi praecox, , TC -Thlaspi
caerulescens. *- odvisnost parametrov je statisticno znacilna, ns — odvisnost parametrov ni statisticno znacilna
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Koncentracija obeh kovin v poganjkih rastlin se je povecevala s poveCevanjem
koncentracije kovin v rastnem substratu. Kapaciteta akumulacije Cd je bila za obe vrsti
zelo podobna, velike razlike med vrstama pa smo opazili v privzemu Zn. Thlaspi
caerulescens ima vecjo kapaciteto akumuliranja Zn kot 7. praecox (T. caerulescens je v
svoja tkiva vedno akumuliral ve¢ Zn kot T. praecox).

Translokacijski faktor (TF) Cd je bil neodvisen od vrste in koncentracije kovine v rastnih
substratih (Priloga V). TF Zn se med vrstama ni razlikoval (razen v rastnem substratu z
obema kovinama), odvisen je bil od koncentracije kovin v rastnem substratu (p < 0,01;
Priloga V). Regresijske krivulje te odvisnosti niso statisti¢no znacilne.

Tabela 4: Translokacijski faktor (TF), najmanj$e in najvecje vrednosti

Translokacijski faktor Zn Translokacijski faktor Cd

Thlaspi praecox Thlaspi caerulescens Thlaspi praecox Thlaspi caerulescens

NajmanjSi  Najvecji NajmanjSi  Najvecji NajmanjSi  Najvecji NajmanjSi  Najvedji
5Cd 100Zn 3,7 57 4,0 6,0 1,0 1,7 0,9 8,2
50Cd 100Zn 3,0 4,5 3,9 6,5 1,6 3,1 0,5 2,2
250Cd 100Zn 3,1 7,6 3,9 6,2 1,4 2,5 1,1 1,6
50Zn 1,3 4,5 0,6 1,9 mno mno mno mno
250Zn 2,5 5,6 3,0 5,2 mno mno mno mno
500Zn 1,3 2,8 2,6 3,2 mno mno mno mno
50Cd 50Zn 0,9 1,0 2,6 5,9 21 4,7 1,2 1,9
50Cd 250Zn 2,7 3,3 3,5 5,6 1,5 2,8 1,5 54
250Cd 50Zn 1,8 2,2 0,8 2,6 1,3 3,3 1,3 1,9
250Cd 250Zn 2,7 3,5 1,3 4,6 1,5 2,1 1,1 1,4

mno — meritve niso bile opravljene

Vrednosti TF (Tabela 4) za Cd in Zn presegajo mejno vrednost hiperakumulacije (TF > 1).
Vrednosti TF padejo pod 1 le pri zelo nizki koncentraciji kovin v rastnem substratu. Vse
vrednosti TF so zbrane v Prilogi III.

Bioakumulacijski faktor (BAF) obeh kovin je vrstno neodvisen, na vrednosti so vplivale le
koncentracije kovin v rastnem substratu (p < 0,01; Priloga V). BAF Zn je bil vrstno

odvisen le v rastnem substratu z obema dodanima kovinama (p<0,01, Priloga V).

Vrednosti BAF Cd in Zn padajo z naraScanjem koncentracije katerekoli kovine v rastnem
substratu (Slika 4 in Slika 5).
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Slika 4: Odvisnost bioakumulacijskega faktorja Cd od dostopnih frakcij Cd v rastnem substratu. TP - Thlaspi praecox, , TC -Thlaspi
caerulescens. *- odvisnost parametrov je statisticno znacilna, ns — odvisnost parametrov ni statisti¢no znacilna
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Slika 5: Odvisnost bioakumulacijskega faktorja Zn od dostopnih frakcij Zn v rastnem substratu. TP - Thlaspi praecox, , TC -Thlaspi
caerulescens. *- odvisnost parametrov je statisticno znacilna, ns — odvisnost parametrov ni statisticno znacilna

Vse vrednosti BAF so zbrane v Prilogi I'V.

Meritve pH rastnega substrata so zbrane v Prilogi X.
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6.3 Vpliv privzema ene kovine na prizem druge kovine

Povecevanje koncentracije Cd v rastnem substratu je vplivalo na privzem Zn. Privzem Zn
se je razlikoval med vrstama (p > 0,01, Piloga VII), odvisen je bil tudi od koncentracije Cd
v rastnem substratu (p > 0,01, Priloga VII). Grafi¢ni prikazi te odvisnosti niso statisti¢no

znacilni.

Povecevanje koncentracije Zn v rastnem substratu ni vplivalo na koncentracijo Cd v
rastlinskih poganjkih (Priloga VII).

Primerjali smo privzem Zn rastlin na rastnem substratu brez Cd s privzemom Zn rastlin na
rastnem substratu, ki je imel dodan Cd. Opazili smo, da se je koncentracija Zn v Thlaspi
caerulecens najprej povecala, nato pa spustila. Pri Thlaspi praecox spremembe Zn v tkivih
nismo opazili (Slika 6).
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Slika 6: Primerjava privzema Zn rastlin na rastnem substratu brez Cd s privzemom Zn rastlin na rastnem substratu, ki je imel dodan Cd.
Stolpci predstavljajo povpreéno vrednost (n=3-4) + standardna napaka. TP — Thlaspi praecox, TC — Thlaspi caerulescens. Statisti¢no
znadilne razlike med koncentracijami kovin v rastnem substratu in vrstami so oznacene z razli¢nimi ¢rkami. Analiza variance ANOVA
(dvosmerna, p<0,05). Razlike smo testirali s posthoc Tukey-evim testom.
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6.4 Fitoekstrakcija Cd in Zn iz rastnega substrata z Zerjava

Za analizo fitoekstrakcijskih sposobnosti Thlaspi praecox smo uporabili rastni substrat, ki
smo ga povzoréili z obmo&ja Zerjava (vzoréno mesto 2; Vogel-Mikus in sod., 2005). Vrsta
se na tem obmocju pojavlja avtohtono.

Dostopne frakcije kovin v rastnem substratu (Tabela 5) smo izmerili pred presaditvijo
sadik v rastni substrat in po zaklju¢enem poskusu. V posameznem loncku je bilo 500g
rastnega substrata.

Tabela 5: Koncentracije kovin v rastnem substratu pred in po poskusu

Koncentracija dostopnega Zn v rastnem Koncentracija dostopnega Cd v rastnem

substratu [ug/g] substratu [ug/g]
Povprecje Std.napaka Povprecje Std.napaka
Pred poskusom 48,32 1,98 13,18 0,81
Po poskusu 44,25 1,34 9,86 0,98
Razlika 4,08 3,32

Statisticni test je potrdil statisti¢no znacilno spremembo pred in po poskusu. Koncentracija
Cd in Zn se je po poskusu v zerjavskem substratu statisticno znacilno znizala (t-test, pri
p=0,002 za Cd in p=0,0144 za Zn).

Koncentracija Cd v rastnem substratu z Zerjava (13,18 pg/g) presega mejno vrednost za
Slovenijo (mejna vrednost je postavljena na 1 pg/g, Ur.l.LRS 68/96). Da bi koncentracijo Cd
na podro&ju Zerjava priblizali dovoljeni vrednosti, bi v hipotetitcnem primeru (brez
bistvenih sprememb in ob ohranitvi BAF) potrebovali 4 posevke Thlaspi praecox.

Vrsta ni primerna za fitoekstrakcijo Zn.

Koli¢ina kovin v rastlinskih tkivih je ve¢ja od koli¢ine kovin, ki je bila odstranjena iz
dostopnih frakeij kovin rastnega substrata (Tabela 6).

Tabela 6: Primerjava odstranjene koli¢ine kovin iz dostopnih frakcij rastnega substrata in koli¢ine kovin v rastlinskih tkivih

Zn[pg]  Cd[pg]
2040 1660

Odstranjena koli¢ina kovine iz dostopne frakcije
kovin rastnega substrata
Koli€ina kovine v rastlinskih tkivih 14357 3711
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7 RAZPRAVA

7.1  Variabilnost podatkov

Podatki o koncentracijah Cd in Zn v poganjkih rastlin so zelo variabilni. Tako Robinson in
sod. (1998) kot McGrath (1993) so ta pojav Ze dokumentirali. Variabilnost podatkov se
pojavi kljub nadzorovanemu okolju. Del variabilnosti lahko pripiSemo temu, da smo
uporabili semena naravnih populacij. V naravnem okolju je sposobnost akumulacije tezkih
kovin lastnost, ki variira med posameznimi rastlinami iste vrste. Del variabilnosti je
posledica tega, da smo poskus izvajali na pravem rastnem substratu.

Zemlja je Ze po naravi zelo heterogena, tezko je torej pridobiti relativno homogen rastni
substrat. Poleg same heterogenosti substrata na analize vsebnosti snovi vpliva Se
potencialna vezava snovi v organske in anorganske komplekse v zemlji. Staranje
(,,ageing”) je proces, v katerem se bioloska in kemijska dostopnost snovi v tleh niza. Delno
sta zanjo odgovorni difuzija v mikro- in nano-pore delcev v zemlji in inkorporacija snovi v
strukturo razli¢nih organskih snovi v tleh (Robinson in sod., 1998).

Zaradi tega je veCina raziskav akumulacije razli¢cnih snovi v rastline preko koreninskega
sistema narejenih na podlagi hidroponskih kultur. Dodajanje snovi homogeni vodni
raztopini je bistveno lazje kot heterogenemu substratu, prav tako pa je veliko lazje
nadzirati rastne razmere v vodnih raztopinah. Ceprav hidroponske raziskave ponujajo
relativno natan¢ne meritve, pa le slabo odrazajo razmere naravnih rastiS¢, kjer so razmere
vse prej kot homogene in kontrolirane, do izraza pride tudi puferska sposobnost tal
(Robinson in sod., 1998).
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7.2 Rast rastlin

Pomanjkanje Zn v rastnem substratu mocno vpliva na rast vrste Thlaspi caerulescens
(Ozturk in sod., 2003). Po dveh mesecih in pol rasti so rastline njihovega poskusa v rastnih
substratih z zelo nizko koncentracijo Zn kazale mo¢no izraZzene simptome pomanjkanja te
kovine (manj$i listi, kloroze, na robovih mlajSih listov celo nekroze). Zaradi mocno
izrazene helacije in sekvestracije v tkivih primanjkuje Zn, ki bi bil sicer dostopen
metabolnim procesom. Rezultati kazejo na to, da ta dva procesa potekata tudi takrat, ko v
rastnem substratu kovina ni prisotna v povecanih koli¢inah. Zaradi teh podatkov smo se
rastnemu substratu, ki naj bi imel dodan le Cd, odlocili dodati tudi Zn, da bi se tako
izognili kriticnemu pomanjkanju te kovine (rastnemu substratu smo dodali 100 pg/g Zn,
tako kot Lombi in sod., 2000).

Druge raziskave so pokazale, da se biomasa vrste Thlaspi caerulescens poveta ob
povecanju koncentracije Zn v rastnem substratu iz 0 pg/g na 75 pg/g (najvecja razlika
nastopi pri prehodu iz koncentracije 5 pg/g na 25 pg/g Zn) (Ozturk in sod., 2003). Rastline
v nasem poskusu niso bile izpostavljene kriticnemu pomanjkanju Zn, najnizZja
koncentracija Zn v rastnem substratu je namre¢ bila 50 pg/g Zn. Tako povefevanja
biomase rastlin s pove¢evanjem koncentracije Zn v rastnem substratu nismo opazili.

Nasprotno smo opazili povecevanje biomase rastlin s povecevanjem koncentracije Cd v
rastnem substratu. Mozni vzrok je lahko efekt red¢enja kovine v rastlinskih tkivih,
vprasljivo pa je, ¢e red¢enje kovine v tkivih upravic¢i velik energijski stroSek povecanja
biomase.

Strupenih ucinkov visokih koncentracij kovin v poskusu nismo opazili. Najvi§ja tkivna
koncentracija Zn je bila 7.826 ng/g, Cd pa 8.025 pg/g. Ozturk in sod. (2003) kot strupeni
za vrsto Thlaspi caerulescens navajajo tkivni koncentraciji nad 30.000 pg/g Zn in 10.00
pg/g Cd. Najvi§je koncentracije kovin, ki smo jih dodali rastnemu substratu v poskusu, so
Se vedno prenizke, da bi lahko resneje Skodile rastlinam.
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7.3  Hiperakumulacijske sposobnosti vrst Thlaspi praecox in Thlaspi caerulescens

Uspeli smo doseci hiperakumulacijski plato Cd obeh vrst. Akumulirana koncentracija Cd v
da se mejna vrednost hiperakumulacije Cd obeh vrst giblje okoli tkivne koncentracije
5.000 pg/g Cd. Ta vrednost je vi§ja od tiste, ki so jo dolocili Robinson in sod. (1998). Kot
platojsko koncentracijo so namre¢ navedli 2.000 pg/g Cd v tkivih rastlin.

Dosegli smo tudi plato hiperakumulacije Zn Thlaspi praaecox. Kljub povecevanju
koncentracije Zn v rastnem substratu koncentracija Zn v rastlinah 7. praecox preneha
nara$¢ati. Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da se bioakumulacijski plato te vrste za Zn
nahaja blizu tkivne koncentracije 3.000 pg/g.

Nasprotno se z uporabljeno koncentracijo Zn nismo priblizali platoju hiperakumulacije Zn
rastnem substratu Se vedno naras¢a. Uporabili smo semena vrste 7. caerulescens, ekotip
Ganges. Ta ekotip je znan po toleranci na zelo visoko tkivno koncentracijo Zn, zato je bila
visoka kapaciteta akumuliranja Zn pri¢akovana. Robinson in sod. (1998) kot mejno
koncentracijo Zn v tkivih rastlin vrste Thlaspi caerulescens navajajo 10.000 pg/g.

Upostevati moramo tudi dejstvo, da meja hiperakumulacije Zn v poskusu sploh ni bila
dosezena (hiperakumulacija Zn je dolocena s tkivno koncentracijo 10.000 pg/g Zn SM).
Najvi§jo koncentracijo akumuliranega Zn smo izmerili pri vrsti 7. caerulescens, ki je
akumulirala 7.826 ng/g (Priloga II). Tezko torej govorimo o povezavi med toleranco in
kapaciteto akumuliranja, saj prave hiperakumulacije Zn sploh nismo dosegli. Nasprotno
smo uspeli potrditi pravo hiperakumulacijo Cd obeh vrst. Dolocena je s tkivno
koncentracijo 100 pg/g Cd SM - presega jo vecina rastlinskih vzorcev.
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7.4 Socasna akumulacija Zn in Cd

Koncentracija kovin v poganjkih rastlin se je povecevala s povecevanjem koncentracije
kovin v rastnem substratu. Lombi in sod. (2000) ter Vogel — Mikus in sod. (2005) so prav
tako opazili poveCevanje koncentracije Cd v rastlinskih tkivih s povefevanjem Cd v
rastnem substratu. Lombi in sod. (2000) so poskus akumulacije Cd izvajali na razli¢nih
populacijah T. caerulescens in T. goesingense. Pri vseh obravnavanih populacijah se je
koncentracija Cd v poganjkih povecevala z naras¢anjem koncentracije Cd. Vogel-Mikus in
sod. (2005) so pokazali, da se tudi koncentracija Zn v poganjkih rastlin povecuje s
povecevanjem koncentracije Zn v rastnem substratu.

Enako je zmanjSevanje vrednosti bioakumulacijskega faktorja (BAF) s povecevanjem
koncentracije kovin v rastnem substratu prikazano tudi v drugih raziskavah (Robinson in
sod., 1998; Vogel-Mikus in sod., 2005).

Vogel-Mikus in sod. (2005) so opazili povecevanje TF za Zn s povecevanjem
koncentracije Zn v rastnem substratu, TF za Cd pa ni bil odvisen od koncentracije Cd v
rastnem substratu. Tudi v naSem poskusu vrednosti TF Cd niso bile statisti¢no znacilno
odvisne od koncentracij kovin v rastnem substratu, vrednosti TF Zn pa so bile odvisne tako
od vrste kot od koncentracije Zn v rastnem substratu.
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7.5 Vpliv privzema ene kovine na privzem druge kovine

Mehanizma privzemanja Cd in Zn sta locena ali pa so loCene vsaj stopnje ekspresije med
posameznimi populacijami. Zhao in sod. (1999) so izvedli poskus na S$tirih geografsko
razliénih populacijah Thlaspi caerulescens. Privzem in akumulacija Zn sta bila podobna pri
vseh populacijah, opazili pa so velike razlike v akumuliranju Cd v poganjke rastlin.
Rezultati naSega poskusa potrjujejo obstoj locenih mehanizmov za privzem Cd in Zn.

Opazili smo, da povecevanje koncentracije Zn v rastnem substratu ni vplivalo na privzem
Cd v rastline. Nasprotno so vpliv visokih koncentracij Zn v rastnem substratu na privzem
Cd opazili Lombi in sod. (2000), vendar Sele pri koncentracijah, ki so presegale 2.000 pg/g
Zn. Zn ioni izpodrinejo poprej v zemlji vezane Cd ione in s tem povecajo koncentracijo
Cd, ki je dostopna rastlinam.

Opazili smo vpliv povecane koncentracije Cd v rastnem substratu na privzem Zn. Pokazali
smo ze, da se je biomasa rastlin povecala s poveCevanjem koncentracije Cd v rastnem
substratu. Mozno je, da povecana koncentracija Cd v rastnem substratu povzroc¢i povecanje
biomase, poveCanje biomase pa povzro¢i vecji privzem Zn (visoke potrebe
hiperakumulacijskih rastlin po Zn v tkivih).
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7.6  Fitoekstrakcija na Zerjavu

Uspesnost fitoekstrakcije je odvisna od produkcije relativno visoke biomase in
akumuliranja taréne snovi do zelo visokih koncentracij v tkivih rastline. Najve¢jo biomaso
celotnega poskusa je imel Thlaspi praecox na rastnem substratu Zerjav (Priloga I). Iz
rastnega substrata je akumuliral veliko koli¢ino kovin. Zaklju¢imo lahko, da je vrsta zelo
primerna za fitoekstrakcijo Cd na tem podrocju.

Dokazali smo Ze, da se vrsti ne razlikujeta v sposobnosti privzema Cd, pa tudi vrednosti
BAF in TF za Cd se med vrstama ne razlikujejo statisticno znacilno. Tako sklepamo, da je
za fitoekstrakcijo Cd enako primeren tudi 7. caerulescens. Primernost vrste Thlaspi
caerulescens za fitoekstrakcijo Cd je bila dokazana tudi z drugimi raziskavami (Robinson
in sod., 1998).

Na Zalost nobena od vrst ni primerna za fitoekstrakcijo Zn. Ker je Zn v naravnem okolju
veliko bolj razsirjen kot Cd, mora biti prisoten v 200-krat visjih koncentracijah, da postane
nevaren zivim organizmom. Ob tako visokih koncentracijah kovine v rastnem substratu pa
so vrednosti BAF prenizke za efektivno odstranjevanje Zn v ekonomsko sprejemljivem
casu (< 10 let) (Robinson in sod., 1998). Glede na podatke, ki so jih Robinson in sod.
(1998) predstavili kot dokaz za neprimernost 7. caerulescens za fitoekstrakcijo Zn,
sklepamo, da bi se z ekonomskega vidika bioremediacije za neprimerno izkazala tudi vrsta
T. praecox.

Fitoremediacija okolja nikoli ne poteka linearno. Pri raCunanju Stevila posevkov rastlin, ki
bi jih potrebovali, da bi okolje ocistili do dolo¢ene meje, moramo upoStevati dejstvo, da
vsak posevek spremeni lastnosti tal, kar vpliva na pogoje fitoekstrakcije naslednjega
posevka.

Tezko tudi natan¢no spremljamo spreminjanje koncentracij kovin v tleh. V naSem poskusu
je koli¢ina kovin v rastlinskih tkivih ve¢ja od koli¢ine odstranjenih kovin iz dostopnih
frakcij rastnega substrata. McGrath in sod. (1997) so pokazali, da ve¢ kot 90% kovin, ki jih
je v poskusu akumuliral Thlaspi caerulescens, ni bilo zajetih v dostopnih frakcijah rastnih
substratov, dolocenih z metodo NH4Ac. Rastlina lahko torej izkorisca tudi kovine v tleh, ki
je specifi¢na kemijska analiza ne zajame. Uporabljena metoda analize vsebnosti kovin v
vzorcih rastnega substrata (Baker in sod., 1994) pa je ena najboljSih za doloCanje
biodostopnih koncentracij kovin.

-30 -



Brvar E. Primerjava hiperakumulacije Cd in Zn pri dveh vrstah rodu Thlaspi in pomen za fitoekstrakcijo
Dipl. delo Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

8

KLEPI

V kontroliranem okolju smo uspeli vzgojiti rastline vrst Thlaspi praecox (ekotip
Zerjav) in T. caerulescens (ekotip Ganges) na rastnem substratu, ki je vseboval
razli¢ne koncentracije Cd in Zn.

Biomasa rastlin obeh vrst se je povecala s povecevanjem koncentracije Cd v
rastnem substratu, ni pa se spreminjala s povecevanjem koncentracije Zn v rastnem
substratu. Zaradi tega sklepamo, da sta obe vrsti visoko odporni na povisane
koncentracije Zn v rastnem substratu.

Koncentracija kovin v rastlinskih tkivih se je povecevala s povecevanjem
koncentracije kovin v rastnem substratu.

Uspeli smo potrditi hiperakumulacijo Cd obeh vrst (tkivna koncentracija Cd je
presegla 100 pg/g Cd SM). Koncentracije Zn niso presegle mejnih
hiperakumulacijskih vrednosti (tkivna koncentracija 10.000 pug/g Zn SM).

Dosegli smo plato hiperakumulacije Cd obeh vrst (tkivna koncentracija 5.000 pg/g
Cd SM) in plato hiperakumulacije Zn vrste Thlaspi praecox (tkivna koncentracija
substratu nismo uspeli dose¢i hiperakumulacijskega platoja Zn vrste Thlaspi
caerulescens.

Thlaspi caerulescens ima vecjo kapaciteto akumuliranja Zn in je tako boljsi
akumulator Zn kot 7. praecox. Nasprotno se vrsti ne razlikujeta v sposobnosti
hiperakumulacije Cd.

Vrednosti translokacijskega faktorja (TF) Zn so bile odvisne od koncentracije Zn v
rastnem substratu. Vrednosti TF Cd niso bile odvisne od koncentracije Cd v
rastnem substratu. Vrednosti TF Cd in Zn se niso razlikovale med vrstama.
Vrednosti bioakumulacijskega faktorja (BAF) obeh kovin so se zmanjSevale s
povecevanjem koncentracije kovin v rastnem substratu. BAF je bil vrstno
neodvisen.

Povecevanje koncentracije Cd v rastnem substratu je vplivalo na privzem Zn v
rastline. Nasprotno povecevanje koncentracije Zn v rastnem substratu ni vplivalo
na privzem Cd v rastline.

Thlaspi praecox se je izkazal kot vrsta, ki je zelo primerna za fitoekstrakcijo Cd na
podro&ju Zerjava. S produkcijo velike biomase in akumulacijo pomembne koli¢ine
kovine iz rastnega substrata z Zerjava potrjuje svoj visoki potencial v
fitoremediaciji.
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9 POVZETEK

V rastnih komorah smo vzgojili rastline vrst Thlaspi praecox (ekotip Zerjav) in T.
caerulescens  (ekotip  Ganges). Thlaspi caerulescens je mnajbolj raziskana
hiperakumulacijska vrsta Zn (Assuncao in sod., 2003), 7. praecox pa je novo odkrita
hiperakumulacijska vrsta (Vogel-Mikus in sod., 2005), ki na slovenskih tleh uspeva
avtohtono. Prouc€ili smo rast rastlin na rastnem substratu z razli¢nimi koncentracijami
Zn/Cd in akumulacijo Zn in Cd. Koncentracije Zn in Cd v rastlinskih tkivih smo po
razklopu z meSanico HNO; in HCIO4 (Vogel-Mikus$ in sod., 2005) izmerili z atomsko
absorpcijsko spektroskopijo (AAS). Dolocili smo pH talnih vzorcev in dostopne frakcije
Zn in Cd talnih vzorcev z ekstrakcijo z amonijevim acetatom in vodo (Baker in sod.,
1994).

Biomasa rastlin je narasla ob povecanju koncentracije Cd v rastnem substratu, medtem ko
koncentracija Zn v rastnem substratu ni vplivala na rast rastlin. Koncentracija obeh kovin v
rastlinskih tkivih se je poveCevala s poveCevanjem koncentracije kovin v rastnem
substratu. Uspeli smo potrditi hiperakumulacijo Cd obeh vrst (tkivna koncentracija je
presegla 100 pg/g Cd SM). Koncentracija Zn ni presegla mejnih vrednosti
hiperakumulacije (dolocena je s tkivno koncentracijo 10.000 pg/g Zn SM). Vrsti se nista
razlikovali v sposobnosti hiperakumulacije Cd, Thlaspi caerulescens pa se je izkazal kot
mocnejsi akumulator Zn.

Obicajno so vrednosti translokacijksega faktorja (TF) odvisne od koncentracije kovin v
rastnem substratu (Vogel-Mikus in sod., 2005). V nasem poskusu so bile vrednosti TF Zn
odvisne od koncentracije Zn v substratu, medtem ko koncentracija Cd v rastnem substratu
ni vplivala na vrednosti TF Cd. Vrednosti TF se med vrstama niso razlikovale. Vrednosti
bioakumulacijskega faktorja (BAF) Cd in Zn so bile prav tako vrstno neodvisne, znizevale
so se ob povecevanju koncentracije kovin v rastnem substratu.

Povecevanje koncentracije Cd v rastnem substratu je vplivalo na privzem Zn v rastline.
Povecevanje koncentracije Zn v rastnem substratu ni vplivalo na privzem Cd v rastline.

Thlaspi praecox se je s produkcijo relativno visoke biomase in z akumulacijo pomembne

koli¢ine kovin iz rastnega substrata z Zerjava izkazal kot zelo primerna vrsta za
fitoekstrakcijo Cd na podro&ju Zerjava in potrdil svoj visoki potencial v fitoremediaciji.
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SUMMARY

Thlaspi praecox (ecotype Zerjav) and T. caerulescens (ecotype Ganges) seedlings were
grown in a controlled environment. Thlaspi caerulescens is the best researched Zn
hyperaccumulator species (Assungdo e tal., 2003), while hyperaccumulator species 7.
praecox has been recently discovered (Vogel-Mikus et al., 2005). T. praecox is indigenous
to Slovenian area. Plant growth on substrates with various Zn and Cd concentrations was
studied, together with concurrent Cd and Zn hyperaccumulation. The plant material was
wet digested with a mixture of HNO3; and HClO,. Concentrations of Zn and Cd in plant
material were measured by atomic absorption spectrometry (AAS). Exchangeable
concentrations in the substrates were estimated using extraction with ammonium acetate.
Substrate pH was measured.

Plant biomass increased with higher substrate Cd concentrations. Substrate Zn
concentration did not influence plant growth. Cd hyperaccumulation was confirmed for
both plant species (plant concentration of 100 ug/g Cd DW was exceeded). Plant Zn
concentrations did not reach hyperaccumulating concentrations (set at 10.000 pg/g Zn
DW). Both Thilaspi species did not vary in Cd hyperaccumulation capacity, however,
Thlaspi caerulescens proved to have a higher Zn accumulation capacity than 7. praecox.

Translocation coefficient (TC) values usually vary with metal concentrations in soil
(Vogel-Mikus e tal., 2005). We observed Zn TC values depended on Zn concentration in
substrate, whereas Cd translocation coefficient values did not vary with Cd substrate
concentrations. Translocation coefficient values for both metals did not differ between
species. Bioaccumulation coefficient values for both metals did not differ between species,
they decreased with rising metal concentrations in substrate.

Increased Zn concentrations in substrate did not have any impact on plant Cd
concentrations, on the other hand increased Cd concentrations in substrate influenced plant
Zn uptake.

Thlaspi praecox biomass yield was high and together with the accumulation of significant

metal quantities from substrate from Zerjav, this species proved to be a promising tool to
be used in phytoextraction of Cd.
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PRILOGA 1: Biomasa rastlin

Tabela: Biomasa rastlin Thlaspi praecox

. . Poganjki Korenine
Vrsta Rastni tretma z dodano kovino  St. rozet Svera masalg] _Suha masa[o] Svesa masalg] Suha masa [d]

T. praecox 5Cd 100Zn/1 3 8,4 1,3 0,9 0,2
T. praecox 5Cd 100Zn 72 3 10,8 1,2 1,0 0,1
T. praecox 5Cd 100Zn /3 3 8,4 1,2 0,6 0,1
T. praecox 5Cd 100Zn /4 3 12,1 1,9 1,6 0,4
T. praecox 50Cd 100Zn /1 2 5,7 1,0 0,3 0,1
T. praecox o0Cd 100Zn /2 2 9,7 1,5 1,0 0,2
T. praecox 50Cd 100Zn /3 3 13,7 3,1 1,2 0,2
T. praecox 50Cd 100Zn /4 3 13,0 2,0 0,9 0,2
T. praecox 250Cd 100Zn /1 3 15,5 3,6 1,9 0,5
T. praecox 250Cd 100Zn 72 3 20,5 12 14 0,4
T. praecox 250Cd 100Zn /3 3 16,7 2,7 1,3 0,3
T. praecox 250Cd 100Zn /4 3 15,0 3,1 1,1 0,2
T. praecox 50 Zn /1 0

T. praecox o0Zn /2 3 12,2 1,7 0,8 0,2
T. praecox 502Zn/3 3 7,0 1,4 1,0 0,2
T. praecox 50 Zn /4 3 57 1,2 0,6 0,1
T. praecox 250Zn /1 3 12,2 2,2 1,4 0,3
T. praecox 2504n /2 3 15,4 3,2 1,3

T. praecox 250Zn /3 0,4
T. praecox 250Zn /4 3 10,3 2,1 0,9 0,3
T. praecox 500Zn /1 3 13,4 2,4 1,0 0,4
T. praecox 500Zn 72 3 8,7 1,7 1,0 0,3
T. praecox 500Zn /3 3 9,6 1,7 1,1 0,3
T. praecox 500Zn /4 3 9,2 1,6 1,1 0,3
T. praecox 50Cd 50Zn /1 3 14,2 2,8 0,9 0,3
T. praecox 50Cd 50Zn /2 2 6,8 1,0 0,3 0,1
T. praecox 50Cd 50Zn /3 2 11,9 2,3 0,9 0,3
T. praecox 50Cd 50Zn /4 3 9,1 2,0 1,5 0,3
T. praecox 50Cd 250Zn /1 3 14,8 3,0 1,1 0,2
T. praecox 50Cd 250Zn 72 2 10,7 14 0,7 0,2
T. praecox 50Cd 250Zn /3 3 10,6 2,0 0,7 0,1
T. praecox 50Cd 250Zn /4 3 15,7 2,8 1,9 0,4
T. praecox 250Cd 50Zn /1 3 11,4 2,2 1,0 0,2
T. praecox 250Cd 50Zn 12 3 16,3 2,8 1,1 0,3
T. praecox 250Cd 50Zn /3 3 1,7 2,3 0,7 0,2
T. praecox 250Cd 50Zn /4 2 16,4 2,8 1,2 0,2
T. praecox 250Cd 250Zn /1 3 12,2 3,0 1,0 0,2
T. praecox 250Cd 250Zn 72 3 12,4 2,2 1,1 0,2
T. praecox 250Cd 250Zn /3 3 13,5 2,5 0,6 0,2
T. praecox 250Cd 250Zn /4 3 15,2 2,7 1,5 0,3
T. praecox Zerjav 3 23,4 4.4 1,9 0,4
T. praecox Zerjav 3 20,9 4.4 1,6 0,5
T. praecox Zerjav 3 24,9 4.4 1,6 0,5
T. praecox Zerjav 3 23,4 4,2 2,2 0,5




Tabela: Biomasa rastlin Thlaspi caerulescens

) ) Poganjki Korenine
Vrsta Rastni tretma z dodano kovino  St. rozet Svesamasalg] Suhamasalg] SveZa masalg]  Suha masa [g]

T. caerulesc. 5Cd 100Zn/1 3 7,3 1,4 0,8 0,2
T. caerulesc. oCd 100Zn /2 2 5,8 2,3 0,3 0,1
T. caerulesc. 5Cd 100Zn /3 3 8,2 1,6 0,9 0,2
T. caerulesc. 5Cd 100Zn /4 4 57 1,1 0,8

T. caerulesc. 50Cd 100Zn /1 3 11,4 1,0 1,3

T. caerulesc. 50Cd 100Zn /2 3 7,6 1.4 0,8 0,2
T. caerulesc. 50Cd 100Zn /3 3 11,0 1,8 1,2 0,3
T. caerulesc. 50Cd 100Zn /4 3 9,7 1,8 0,8 0,2
T. caerulesc. 250Cd 100Zn /1 3 18,0 3,8 2,0 0,5
T. caerulesc. 250Cd 100Zn /2 3 16,2 3,0 2,0 0,5
T. caerulesc. 250Cd 100Zn /3 3 12,4 2,2 1,0

T. caerulesc. 250Cd 100Zn /4 3 17,3 3,1 1,2 0,3
T. caerulesc. 50Zn/1 1 75 1,4 0,8 0,2
T. caerulesc. 50 24n /2 2 6,0 0,9 0,4 0,3
T. caerulesc. 502Zn /3 3 79 1,3 0,8 0,2
T. caerulesc. 50 Zn /4 2 6,5 1,0 1,7 0,1
T. caerulesc. 250Zn /1 3 13,2 2,6 0,9 0,2
T. caerulesc. 250Zn 12 3 10,7 2,4 1,9 0,4
T. caerulesc. 250Zn /3 3 11,6 2,1 1,6 0,4
T. caerulesc. 250Zn /4 3 11,0 2,5 1,3 0,4
T. caerulesc. 500Zn /1 3 10,9 2,1 1,9 0,4
T. caerulesc. 5004n /2 3 12,1 2,6 1,5 0,4
T. caerulesc. 500Zn /3 3 9,0 1,4 1,2

T. caerulesc. 500Zn /4 3 8,3 1,5 0,9 0,2
T. caerulesc. 50Cd 50Zn /1 2 9,5 1,8 1,0 0,2
T. caerulesc. 50Cd 50Zn /2 3 13,0 2,6 1,0 0,3
T. caerulesc. 50Cd 50Zn /3 3 10,3 2,0 0,9 0,2
T. caerulesc. 50Cd 50Zn /4 3 9,2 1,6 0,9 0,2
T. caerulesc. 50Cd 250Zn /1 3 14,9 3,7 1,2 0,3
T. caerulesc. 50Cd 250Zn /2 2 13,3 2,1 2.1 0,3
T. caerulesc. 50Cd 250Zn /3

T. caerulesc. 50Cd 250Zn /4 1 3,8 0,5 0,4 0,1
T. caerulesc. 250Cd 50Zn /1 3 12,6 2,4 1,1 0,2
T. caerulesc. 250Cd 504n 72

T. caerulesc. 250Cd 50Zn /3 3 11,1 1,7 1,0 0,2
T. caerulesc. 250Cd 50Zn /4 3 4,0 0,7 0,3 0,1
T. caerulesc. 250Cd 250Zn /1 3 17,3 3,7 1,4 0,3
T. caerulesc. 0Zn /2 3 16,3 2,6 1,4 0,3
T. caerulesc. 250Cd 250Zn /3 3 15,9 2,8 1,6 0,3
T. caerulesc. 250Cd 250Zn /4 3 18,0 3,4 1,5 0,3
T. caerulesc. Zerjav 2 14,2 2,3 1,5 0,4
T. caerulesc. Zerjav 6 20,0 2,8 1,8 0,4
T. caerulesc. Zerjav 4 16,3 2,9 1,5 0,4
T. caerulesc. Zerjav 3 18,3 2,6 2,2 0,4




PRILOGA 1I: Koncentracije kovin v poganjkih rastlin

Tabela: Vrednosti AAS za vrsto Thlaspi praecox

Vrednosti AAS

Vrednosti AAS

. . Poganjki Korenine
Vrsta Rastni tretma z dodano kovino Cdliglal Zningial Caolal Zn [o/al

T. praecox 50Cd 50Zn /1 1855 1530 880,4 1719
T. praecox 50Cd 50Zn /2 2781 978,3 589,2 1062
T. praecox 50Cd 50Zn /3 2131 1705 893,9 1641
T. praecox 50Cd 50Zn /4 2369 1151 885,7 1195
T. praecox 50Cd 250Zn /1 1685 1531 1151 466,9
T. praecox 50Cd 250Zn /2 1677 2663 971,1
T. praecox 50Cd 250Zn /3 2470 2065 1109 773,4
T. praecox 50Cd 250Zn /4 2022 2033 715,7 647,8
T. praecox 250Cd 50Zn /1 5801 842,8 1734

T. praecox 250Cd 50Zn /2 4986 483,5 3738 268,4
T. praecox 250Cd 50Zn /3 7514 836,7 381,3
T. praecox 250Cd 50Zn /4 5269 916,1 2724 508,3
T. praecox 250Cd 250Zn /1 4432 1592 2914 4711
T. praecox 250Cd 250Zn /2 5357 1278 2551 393,7
T. praecox 250Cd 250Zn /3 6799 1227 3314 446,4
T. praecox 250Cd 250Zn /4 6489 1909 3012 549,1
T. praecox Zerjav 792,2 3869 391,1 820,6
T. praecox Zerjav 833,6 2918 592,3 814,1
T. praecox Zerjav 767,6 2754 486,4 862,9
T. praecox Zerjav 1024 3676 602,5 572,7

. . Poganjki Korenine
Vrsta Rastni tretma z dodano kovino Cdluolal Zningla] Cdngial Zn [no/dl

T. praecox 5Cd 100Zn/1 2844 1339 283,7 359,3
T. praecox 5Cd 100Zn /2 218,3 295,2
T. praecox 5Cd 100Zn /3 210,5 1670 126,9 370,7
T. praecox 5Cd 100Zn /4 258,4 1436 175,8 2541
T. praecox 50Cd 100Zn /1 2257 1400 506
T. praecox 50Cd 100Zn /2 2447 1172 1182 393,6
T. praecox 50Cd 100Zn /3 1649 1142 809 349
T. praecox 50Cd 100Zn /4 3915 2173 1245 486,6
T. praecox 250Cd 100Zn /1 5115 1651 2257 536,8
T. praecox 250Cd 100Zn /2 3785 2266 1882 341,5
T. praecox 250Cd 100Zn /3 6867 2968 2736 902,6
T. praecox 250Cd 100Zn /4 4079 3580 2890 468,8
T. praecox 50 Zn /1 / 994 / 220,6
T. praecox 50 Zn /2 / 1249 / 564,1
T. praecox 50 Zn /3 / 1957 / 1471
T. praecox 50 Zn /4 / 1680 / 780,3
T. praecox 250Zn /1 / 4996 / 884,6
T. praecox 250Zn /2 / /

T. praecox 250Zn /3 / 3137 / 1017
T. praecox 250Zn /4 / 2993 / 1189
T. praecox 500Zn /1 / 2938 / 1142
T. praecox 500Zn /2 / 3430 / 1224
T. praecox 500Zn /3 / 2977 / 1261
T. praecox 500Zn /4 ! 3599 I 2685




Tabela: Vrednosti AAS za vrsto Thlaspi caerulescens

Vrednosti AAS

Vrednosti AAS

. . Poganjki Korenine
Vrsta Rastni tretma z dodano kovino Cdlnglal Zning’al Calglal Zn no/al

T. caerulesc. 50Cd 50Zn /1 3774 2675 1969 455
T. caerulesc. 50Cd 50Zn /2 2391 1933 2057 733,7
T. caerulesc. 50Cd 50Zn /3 2871 2671 1750 746,1
T. caerulesc. 50Cd 50Zn /4 2867 1962 2021 523,8
T. caerulesc. 50Cd 250Zn /1 1643 2943 1131 835
T. caerulesc. 50Cd 250Zn /2 2244 3896 1125 689,6
T. caerulesc. 50Cd 250Zn /3 1622

T. caerulesc. 50Cd 250Zn /4 1580 4796 295,1 913,3
T. caerulesc. 250Cd 50Zn /1 4575 827,6 3453 318,3
T. caerulesc. 250Cd 50Zn /2 12,74 4247

T. caerulesc. 250Cd 50Zn /3 5420 930,9 4251 378,6
T. caerulesc. 250Cd 50Zn /4 2745 505 1444 621,2
T. caerulesc. 250Cd 250Zn /1 6098 2357 5031 837,2
T. caerulesc. 250Cd 250Zn /2 6164 1667 4518 1099
T. caerulesc. 250Cd 250Zn /3 4981 1317 4587 1027
T. caerulesc. 250Cd 250Zn /4 5633 1458 4297 318,7
T. caerulesc. Zerjav 1169 5290 1057 1274
T. caerulesc. Zerjav 1039 4538 678,6 758,6
T. caerulesc. Zerjav 1025 4410 798,5 729,8
T. caerulesc. Zerjav 1340 5507 807,7 870,2

. . Poganjki Korenine
Vrsta Rastni tretma z dodano kovino Cdliglal Zning’al Calglal Zn no/al

T. caerulesc. 5Cd 100Zn/1 3194 2671 372,3 442,2
T. caerulesc. 5Cd 100Zn /2 1440 1343 176,4 326,2
T. caerulesc. 5Cd 100Zn /3 432 3012 286,7 7441
T. caerulesc. 5Cd 100Zn /4 458,5 2230 193,8 383,3
T. caerulesc. 50Cd 100Zn /1 399,8 1555 740,8 375,2
T. caerulesc. 50Cd 100Zn /2 3430 2272 1675 581,9
T. caerulesc. 50Cd 100Zn /3 3084 2660 1743 409,7
T. caerulesc. 50Cd 100Zn /4 5300 2664 2449 458,8
T. caerulesc. 250Cd 100Zn /1 3874 2674 3550 689,3
T. caerulesc. 250Cd 100Zn /2 2631 2856 2401 495,4
T. caerulesc. 250Cd 100Zn /3 6052 3407 83,56 575,6
T. caerulesc. 250Cd 100Zn /4 8025 2794 4957 451
T. caerulesc. 50 Zn /1 / 996 / 535
T. caerulesc. 50 Zn /2 / / 565,4
T. caerulesc. 50 Zn /3 / 1037 / 595,8
T. caerulesc. 50 Zn /4 / 1143 / 1945
T. caerulesc. 250Zn /1 / 4243 / 811,7
T. caerulesc. 250Zn /2 / 4933 / 983,9
T. caerulesc. 250Zn /3 / 4625 / 1540
T. caerulesc. 250Zn /4 / 3860 / 1222
T. caerulesc. 500Zn /1 / 7826 / 3065
T. caerulesc. 500Zn /2 / 6206 / 2141
T. caerulesc. 500Zn /3 / 6794 /

T. caerulesc. 5004Zn /4 ! 6373 / 2002




PRILOGA I1I: Translokacijski faktor (TF)

Tabela 3: Translokacijske vrednosti vseh rastnih tretmajev

Translokacijski faktor Zn Translokacijski faktor Cd
Thlaspi praecox Thlaspi caerulescens Thlaspi praecox Thlaspi caerulescens
Povprecje Std. napaka Povprecje Std. napaka Povprecje Std. napaka Povprecje Std. napaka
5Cd 100Zn 4,6 0,6 5,0 0,5 1,4 0,2 3,2 1,7
Cd 50Cd 100Zn 3,6 0,5 5,1 0,6 2,2 0,3 1,6 0,4
250Cd 100Zn 5,2 1,2 5,4 0,5 2,0 0,2 19,1 17,8
50Zn 2,6 0,7 1,4 0,4 pmd pmd
Zn 250Zn 3,7 1,0 4.1 0,6 pmd pmd
500Zn 2,3 0,3 2,9 0,2 pmd pmd
50Cd 50Zn 1,0 0,0 4,0 0,7 3,0 0,6 1,5 0,2
Cdin zn 50Cd 250Zn 3,0 0,1 4,8 0,7 2,2 0,4 2,9 1,2
250Cd 50Zn 1,9 0,1 2,0 0,6 2,2 0,6 1,5 0,2
250Cd 250Zn 3,2 0,2 2,5 0,8 2,0 0,1 1,2 0,1
Z 4,5 0,7 5,6 0,5 1,7 0,1 1,4 0,1

pmd = pod mejo detekcije

Vrednosti translokacijskega faktorja (TF) smo izra¢unali po formuli

translokacijski faktor (TF) =koncentracija specificpe snoviv poganjkih rastline

koncentracija iste snoviv koreninah rastline



PRILOGA 1V: Bioakumulacijski faktor (BAF)

Tabela: Bioakumulacijski faktor (BAF)

Bioakumulacijski faktor Zn Bioakumulacijski faktor Cd
Thlaspi praecox Thlaspi caerulescens Thlaspi praecox Thlaspi caerulescens
Povprecje Std. napaka Povprecje Std. napaka Povprecje Std. napaka Povpre€je Std. napaka
5Cd 100Zn 1318 384 989 393 276 28 703 250
Cd 50Cd 100Zn 608 147 895 95 339 41 383 135
250Cd 100Zn 455 72 451 41 64 11 59 12
50 Zn 804 322 446 34 pmd pmd
Zn 250 Zn 284 43 285 20 pmd pmd
500 Zn 90 7 226 36 pmd pmd
50Cd 50Zn 369 52 1029 228 295 41 437 92
cdin Zn 50Cd 250Zn 123 29 312 169 398 55 270 48
250Cd 50Zn 245 37 214 43 84 9 41 14
250Cd 250Zn 132 18 112 12 76 12 82 11
Z 69 7 124 13 66 9 109 14

pmd = pod mejo detekcije
Vrednosti bioakumulacijskega faktorja (BAF) smo izrac¢unali po formuli:

k i teskih kovi . :
bioakumulacijski fuktor (BAF) = oncentracija tezkih kovin v suhi masi

razpolozljiva koncentracija tezkih kovin v substratu



PRILOGA V: Statisti¢ne odvisnosti

Tabela: Statistiéne odvisnosti

Rastni tretmaji z dodanim Cd Rastni tretmaji z dodanim Zn Rastni tretmaji z Zn in Cd
Parameter Vrsta Tretma Vrsta x Tretma Vrsta Tretma Vrsta x Tretma Vrsta Tretma Vrsta x Tretma
Dostopne frakcije Cd ns p<0,001 p<0,001 - - - ns p<0,001 ns
Dostopne frakcije Zn ns p<0,001 p<0,001 ns p<0,001 ns ns p<0,001 ns
Biomasa v odvisnosti od [kovin] v substratu ns p<0,001 ns ns ns ns ns ns ns
Koncentracija Cd v poganjkih ns p<0,001 ns - - - ns p<0,001 p>0,01
Koncentracija Zn v poganjkih p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,01 p<0,001 p<0,001 p>0,01
Translokacijski faktor Cd ns ns ns - - - ns ns ns
Traslokacijski faktor Zn ns p<0,001 ns ns p<0,01 ns p<0,01 p<0,01 p<0,01
Bioakumulacijski faktor Cd ns p<0,01 ns - - - ns p<0,001 ns
Bioakumulacijski faktor Zn ns p>0,01 ns ns p>0,01 ns p<0,01 p<0,001 p<0,01

Analiza variance ANOVA (dvosmerna, p<0,05). Razlike smo testirali s posthoc Tukey-ovim testom.Statisticno znacilne razlike
so oznacene s stopnjami zaupanja, ns — odvisnost parametrov ni statisti¢no znacilna, / - ni meritev za parameter.



PRILOGA VI: Dostopne frakcije kovin v rastnem substratu

Tabela: Dostopne frakcije kovin v rastnem substratu [ug/g]

Dostopne frakcije Zn Dostopne frakcije Cd
Thlaspi praecox Thlaspi caerulescens Thlaspi praecox Thlaspi caerulescens
Povprecje Std. napaka Povprecje Std. napaka Povprecje Std. napaka Povprecje Std. napaka
5Cd 100Zn 1,32 0,25 3,86 1,54 0,92 0,01 0,91 0,05
50Cd 100Zn 2,52 0,89 2,64 0,41 7,58 1,07 7,98 0,40
250Cd 100Zn 5,77 0,22 6,60 0,44 78,29 2,32 86,51 2,26
50Zn 2,40 0,63 2,24 0,18 pmd pmd
250Zn 13,97 1,04 15,59 0,52 pmd pmd
500Zn 36,16 1,69 31,97 4,41 pmd pmd
50Cd 50Zn 3,70 0,34 2,53 0,49 7,96 0,60 7,33 0,87
50Cd 250Zn 18,96 3,14 23,10 6,41 5,01 0,25 7,37 1,59
250Cd 50Zn 3,19 0,12 3,20 0,23 70,14 0,68 83,05 7,97
250Cd 250Zn 11,63 0,86 15,50 2,25 79,48 9,64 74,73 11,10
z 48,32 1,98 40,56 2,18 13,18 0,81 10,70 0,59

pmd = pod mejo detekcije



PRILOGA VII: Statisti¢ne odvisnosti privzema kovin v rastline

Tabela: Statisti¢ne odvisnosti privzema kovin v rastline

Narasc¢ajoca koncentracija Zn v substratu NaraS¢ajoca koncentracija Cd v substratu
Vrsta Dostopne frakcije kovine v substratu  Vrsta x Dostopne frakcije kovine v substratu  Vrsta Dostopne frakcije kovine v substratu  Vrsta x Dostopne frakcije kovine v substratu
Privzem Zn v rastlino  ns p<0,001 ns p>0,01 p>0,01 ns
Privzem Cd v rastlino ns ns ns p>0,01 p>0,01 ns

Analiza variance ANOVA (dvosmerna, p<0,05). Razlike smo testirali s posthoc Tukey-ovim testom.Statisticno znacilne razlike
so oznacene s stopnjami zaupanja, ns — odvisnost parametrov ni statisti¢no znacilna, / - ni meritev za parameter.



PRILOGA VIII: Hranilna teko¢ina za rod Thlaspi

Sestavina hranilne tekocine za rod Thlaspi je povzera po Tolra in sod. (1996).

Tabela: Sestava zaloznih raztopin

¢ [mM] M [mg/mol] m [g] za 1000 ml m [g] za 1000 ml 50x konc
MAKROELEMENTI
ZaloZna raztopina 1
KNO; 3 101,00 0,3030 15,15
NH,H,PO, 1 114,98 0,1150 5,75
ZaloZna raztopina 2
Ca(NO,),*4H,0 | 2 | 236,1 | 0,4722 | 23,61
ZaloZna raztopina 3
MgSO,*7H,0 0,5 246,38 0,1232 6,16

¢ [pM] M[mg/mol] m [g] za 1000 ml m [g] za 100 ml 1000x
MIKROELEMENTI konc
ZaloZna raztopina 4
FeEDTA | 66 | 367,05 | 0,024225 | 2,42
ZaloZna raztopina 5
KCl 50 74,55 0,003728 0,3728
H;BO; 46 61,81 0,002843 0,2843
MnSO,*4H,0 9 197,84 0,001718 0,1781
ZnSO,*7H,0 1,5 287,62 0,000431 0,0431
CuSO,*5H,0 1,5 249,62 0,000374 0,0374
(NH4)Mo0,0,4*2H,0 0,14 241,95 0,00003387 0,003387
Tabela: Priprava hranilne raztopine

50x koncentrirana raztopina | 1000x koncentrirana Fe | 1000x koncentrirana

makroelementov  (zalozna | EDTA (zalozna razt. 4) raztopina mikronutrientov

razt. 1,2,3) (zaloZna razt. 5)
HIDROPONIKA 20 ml na 1000 ml 1 ml na 1000 ml 1 ml na 1000 ml
ZALIVANJE 40 ml na 1000 ml 2 ml na 1000 ml 2 ml na 1000 ml

V poskusu smo uporabili hranilno tekocino za zalivanje.

PRILOGA IX: Fitoekstrakcija na Zerjavu




Tabela: Dostopne frakcije kovin v rastnem substratu z Zerjava pred in po poskusu

Dostopne frakcije Zn [mg/g] Dostopne frakcije Cd [mg/g]

50,50 14,82

51,94 14,00

Pred poskusom 47.91 12.82
42,94 11,08

45,27 9,66

Po poskusu 45,25 10,94
46,18 11,65

40,29 7,19




PRILOGA X: pH RASTNEGA SUBSTRATA

Tabela: pH rastnega substrata

Vrsta Rastni tretma z dodano kovino pH Vrsta Rastni tretma z dodano kovino pH
T. praecox 5Cd 100Zn/1 7,05 T. caerulesc. 5Cd 100Zn/1 7,00
T. praecox 5Cd 100Zn /2 7,1 T. caerulesc. 5Cd 100Zn /2 7,02
T. praecox 5Cd 100Zn /3 7,05 T. caerulesc. 5Cd 100Zn /3 7,05
T. praecox 5Cd 100Zn /4 7 T. caerulesc. 5Cd 100Zn /4 7,10
T. praecox 50Cd 100Zn /1 6,8 T. caerulesc. 50Cd 100Zn /1 6,90
T. praecox 50Cd 100Zn /2 6,98 T. caerulesc. 50Cd 100Zn /2 6,91
T. praecox 50Cd 100Zn /3 7,05 T. caerulesc. 50Cd 100Zn /3 7,00
T. praecox 50Cd 100Zn /4 6,98 T. caerulesc. 50Cd 100Zn /4 7,01
T. praecox 250Cd 100Zn /1 6,7 T. caerulesc. 250Cd 100Zn /1 6,60
T. praecox 250Cd 100Zn /2 6,82 T. caerulesc. 250Cd 100Zn /2 6,70
T. praecox 250Cd 100Zn /3 6,9 T. caerulesc. 250Cd 100Zn /3 6,72
T. praecox 250Cd 100Zn /4 6,9 T. caerulesc. 250Cd 100Zn /4 6,80
T. praecox 50 Zn /1 7,00 T. caerulesc. 50 Zn /1 6,68
T. praecox 50 Zn /2 7,10 T. caerulesc. 50 Zn /2 6,68
T. praecox 50 Zn /3 7,20 T. caerulesc. 50 Zn /3 7,05
T. praecox 50 Zn /4 717 T. caerulesc. 50 Zn /4 7,10
T. praecox 250Zn /1 7,00 T. caerulesc. 250Zn /1 6,80
T. praecox 250Zn /2 7,10 T. caerulesc. 250Zn /2 7,00
T. praecox 250Zn /3 7,20 T. caerulesc. 250Zn /3 7,00
T. praecox 250Zn /4 7,15 T. caerulesc. 250Zn /4 7,10
T. praecox 500Zn /1 6,80 T. caerulesc. 500Zn /1 6,80
T. praecox 500Zn /2 6,78 T. caerulesc. 500Zn /2 6,78
T. praecox 500Zn /3 6,80 T. caerulesc. 500Zn /3 6,80
T. praecox 500Zn /4 6,90 T. caerulesc. 500Zn /4 6,90
T. praecox 50Cd 50Zn /1 7,05 T. caerulesc. 50Cd 50Zn /1 6,95
T. praecox 50Cd 50Zn /2 7,20 T. caerulesc. 50Cd 50Zn /2 7,00
T. praecox 50Cd 50Zn /3 7,18 T. caerulesc. 50Cd 50Zn /3 7,05
T. praecox 50Cd 50Zn /4 7,20 T. caerulesc. 50Cd 50Zn /4 7,10
T. praecox 50Cd 250Zn /1 7,00 T. caerulesc. 50Cd 250Zn /1 7,00
T. praecox 50Cd 250Zn /2 7,01 T. caerulesc. 50Cd 250Zn /2 6,98
T. praecox 50Cd 250Zn /3 7,05 T. caerulesc. 50Cd 250Zn /3 7,12
T. praecox 50Cd 250Zn /4 7,05 T. caerulesc. 50Cd 250Zn /4 7,00
T. praecox 250Cd 50Zn /1 7,09 T. caerulesc. 250Cd 50Zn /1 6,90
T. praecox 250Cd 50Zn /2 7,10 T. caerulesc. 250Cd 50Zn /2 7,00
T. praecox 250Cd 50Zn /3 7,12 T. caerulesc. 250Cd 50Zn /3 7,00
T. praecox 250Cd 50Zn /4 7,18 T. caerulesc. 250Cd 50Zn /4 7,10
T. praecox 250Cd 250Zn /1 6,95 T. caerulesc. 250Cd 250Zn /1 6,78
T. praecox 250Cd 250Zn /2 6,90 T. caerulesc. 250Cd 250Zn /2 6,98
T. praecox 250Cd 250Zn /3 7,00 T. caerulesc. 250Cd 250Zn /3 6,96
T. praecox 250Cd 250Zn /4 7,10 T. caerulesc. 250Cd 250Zn /4 6,92
T. praecox Zerjav 6,60 T. caerulesc. Zerjav 6,50
T. praecox Zerjav 6,50 T. caerulesc. Zerjav 6,50
T. praecox Zerjav 6,55 T. caerulesc. Zerjav 6,60
T. praecox Zerjav 6,50 T. caerulesc. Zerjav 6,62
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