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Na terenu nabrane rastline Thlaspi praecox iz blizine topilnice in predelovalnice
svinca MPI d.o.0. v Zerjavu smo analizirali v laboratoriju. Prou¢ili smo sezonske
spremembe mikorizne kolonizacije in privzema elementov v rastlino. Koncentracije
elementov v talnih in rastlinskih vzorcih smo izmerili z razlicnimi metodami
rentgenske fluorescencne spektroskopije in atomsko absorbcijsko spektrometrijo. V
talnih vzorcih smo izmerili celotne koncentracije Zn, Cd in Pb, vsebnost organske
snovi in pH ter ocenjevali biodostopne koncentracije Zn, Cd in Pb z ekstrakcijo z
amonijevim acetatom in vodo. Koncentracije elementov v koreninah in poganjkih
smo doloc¢ali po razklopu z HNO;. Ocenjevali smo vitalno in totalno mikorizno
kolonizacijo z metodo barvanja sukcinat dehidrogenaze. Potrdili smo
hiperakumulacijo Cd in Pb, vendar je strategija tolerance vrste T. praecox na Pb
izkljuCevanje, saj ostane vec€ina Pb vezanega v koreninah. Ugotovili smo, da so
koncentracije Cd v listih najniZje v reproduktivni fazi, koncentracije Zn se skozi
sezono znac¢ilno ne spreminjajo, koncentracije Pb pa tekom sezone padajo.
Koncentracije ostalih elementov v listih so najnizje v reproduktivni fazi, saj se vecina
nutrientov transportira v cvetne poganjke. Verjetna je tudi povezava privzema,
transporta in/ali akumulacije Fe, Cu, Cd in Zn. Ugotovili smo, da je stopnja
mikorizne kolonizacije najve¢ja v reproduktivnem obdobju rastline, kar omogoca
vecji dostop do nutrientov, predvsem Fe, ter zavira dostop Cd v rastlino.
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Pennycress Thlaspi precox was collected on the field near smelter MPI d.o.0. in
Zerjav (Slovenia). Dynamics of element uptake and arbuscular mycorrhizal (AM)
colonization during the life cycle were studied. Soil element concentrations and
element concentrations in plant material were measured with different methods of X-
Ray Fluorescence Spectroscopy. Total Zn, Cd and Pb concentrations, organic matter
and pH were measured in soil samples. The exchangeable metal concentrations were
estimated, using extraction with ammonium acetate and water. Plant material was
treated with HNO;. Vital and total myccorhizal colonization was assessed by
succinate dehydrogenase staining method. We confirmed Cd hyperaccumulation and
Pb exclusion as tolerance strategies in Thlaspi praecox. There were no significant
changes in Zn concentrations in plant material, while Pb concentrations seem to
decrease during the life cycle. Lowest Cd concentration in leaves was measured
during the seeding phase. Concentrations of others elements in leaves were lowest in
the reproductive phase due to translocation to stalks. The positive correlation
between concentrations of Fe, Cu, Cd and Zn in plant tissues suggests that uptake,
transport and/or accumulation are linked. AM colonization was discovered to be at its
peak during the flowering phase, probably due to enhanced nutrient uptake
(especially Fe) and reduced Cd uptake it provides.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
Ag srebro

Am americij

As astat

B bor

Ca kalcij

Cu baker

Cd kadmij

Cr krom

Co kobalt

Cl klor

F% mikorizna frekvenca
Fe zelezo

K kalij

M% mikorizna inteziteta
Mg magnezij

Mn mangan
Mo molibden
Na natrij

Ni nikelj

P fosfor

Pb svinec

RFS rentgenska fluorescencna spektroskopija

S zveplo

SM suha masa

SN standardna napaka

Si silicij

Se selen

TF translokacijski faktor

TXRF Total X-Ray Fluorescence — rentgenska fluorescenca s popolnim odbojem
\% vanadij

XRF  X-Ray Fluorescence — rentgenska flourescenca

Zn cink
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1 UVOD

Rastline, ki uspevajo na tleh onesnazenih z visokimi koncentracijami nekaterih elementov,
kot so Zn, Cd, Pb..., morajo biti tolerantne. Elemente lahko izklju€ujejo ali pa akumulirajo
(Baker, 1981). Skrajna stopnja akumulacije je hiperakumulacija, ki je lastnost rastline, da
kopi¢i v tkiva visoke koncentracije nekega elementa, vi§je od koncentracij v tleh.

Mikoriza je mutualistic¢en odnos med glivami in rastlinami, kjer gliva poveca absorbcijsko
povrsino za privzem vode in omogoca privzem tezje mobilnih elementov, v zameno pa
dobi ogljikove hidrate. Mikoriza se pojavlja na ve¢ kot 80% rastlinskih vrst, kljub temu pa
spada druzina kriznic (Brasicaceae) med nemikorizne, izjema te druzine je vrsta Thlaspi
praecox, ki je mikorizna hiperakumulacijska vrsta. Mikorizne hiperakumulatorske vrste
niso pogoste, saj je do sedaj znano le nekaj primerov (Turnau in Mejasz-Prybylowicz,
2003; Vogel-Mikus$ s sod., 2005). Hiperakumulacijske rastline se lahko uporabljajo pri
fitoremediaciji, ¢iS¢enju onesnazenih obmocij (Brooks, 1998). Rastlinske potrebe se skozi
rastno sezono spreminjajo, zaradi tega se tudi elementi v listih ne kopi¢ijo enakomerno,
mesta kopicenja pa se spreminjajo v odvisnosti od stadija rastline. Z rastlinskimi potrebami
po nutrientih se spreminja tudi mikorizna kolonizacija.

Z diplomsko nalogo smo poskusali ugotoviti privzem kovin v poganjke, korenine in cvetne
poganjke v odvisnosti od sezone, preuciti sezonsko dinamiko glivne kolonizacije ter
ugotoviti ali obstaja odvisnost med mikorizno kolonizacijo in privzemom elementov pri
ranem mosnjaku (Thlaspi praecox Wulfen).

Na terenu nabrane rastline Thlaspi praecox iz blizine topilnice in predelovalnice svinca
MPI d.o.0. v Zerjavu smo analizirali v laboratoriju. Izvedli smo kvantitativne analize tal,
celotne koncentracije kovin v tleh smo izmerili z rentgensko fluorescenco, dostopne
koncentracije pa z ekstrakcijo kovin z amonijevim acetatom in vodo ter meritvami na
atomskem absorbcijskem spektrometru. Koncentracije elementov v rastlinah smo dolocili z
rentgensko fluorescenco s popolnim odbojem. Mikorizno kolonizacijo smo ocenjevali pod
svetlobnim mikroskopom, nato pa smo proucevali privzem Zn, Cd in Pb v korenine in
poganjke ter ostalih elementov in mikorizno kolonizacijo glede na razvojni stadij rastline.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 Dinamika elementov v rastlinah

2.1.1 Razdelitev elementov

Elementi, ki so prisotni v tleh se delijo na esencialne in neesencialne. Esencialni elementi
so vsi tisti elementi, ki so potrebni rastlini, da zakljuci rastni cikel (Arnon in Stout, 1939).
Ob prisotnosti teh elementov in svetlobe lahko rastlina sintetizira vse potrebne snovi za
rast. H, C in O rastlina pridobiva iz CO, in H,0O, zato ne spadajo pod mineralne nutriente.
Elementi, ki jih rastlina pridobiva s ¢rpanjem iz tal, pa so razdeljeni na makro- in
mikroelemente. Razdelitev je dolo¢ena glede na njihovo relativno koncentracijo v
rastlinskih tkivih, prisotnost makroelementov je vsaj 10 krat ve¢ja. Makroelementi prisotni
v rastlinah so N, K, Ca, Mg, P, S, Si, mikroelementi pa Cl, Fe, B, Mn, Na, Zn, Cu, Ni, Mo
(Taiz in Zeiger, 2002). Rastlina pa lahko ¢rpa tudi neesencialne elemente, kot so Pb, Cd,
As, Ag..., med katerimi sta najbolj razsirjena Cd in Pb (Brooks, 1998).

Prisotnost elementov in njihova lokacija v rastlini je odvisna od njithove mobilnosti.
Mobilni elementi so N, K, Mg, P, Cl, Na, Zn, Mo in Cd, nemobilni pa Ca, S, Fe, B, Cu in
Pb (Taiz in Zeiger, 2002). Koncentracije nemobilnih elementov v starejsih listih narascajo,
saj se ves ¢as nalagajo, lahko pa se zadrzujejo v visokih koncentracijah v koreninah kot
npr. Pb (Emnst s sod., 1992), medtem ko lahko rastlina mobilne elemente premesca glede na
potrebe. Vecinoma so v starejsih listih prisotne visoke koncentracije tistih elementov, ki jih
rastlina ne potrebuje (Fricks s sod., 2001). Velika sezonska nihanja v koncentracijah
nutrientov so prisotna pri listopadnih drevesih, saj rastlina pred abscizijo listov premesti
mobilne elemente v deblo za spomladanski razvoj listov. Najpomembnejsa elementa za
fiksacijo ogljikovega dioksida ter za razvoj rezerv ogljikovih hidratov sta Mg in K, ker sta
mobilna elementa se njuna koncentracija pred abscizijo listov obic¢ajno zmanjsa (Ericsson
in Kdhr, 1995). Raziskave so pokazale, da koncentracija K v listih ne niha skozi sezono, ¢e
je koncentracija v tleh dovolj visoka, vseeno pa je koncentracija K visja v mlajsih listih. P
je tudi zelo mobilen element, katerega koncentracija v listih se proti koncu rastne sezone
zniza in ga rastlina razporeja glede na njene potrebe (Fricks s sod., 2001). Koncentracija S
v listih tudi upade, Ce je koncentracija le-tega v tleh nizka (Ericsson T., 1994).
Koncentracija Cd je najvi§ja v mlajSih listth, medtem ko je koncentracija Zn vi§ja v
starejSih listih (Perronet s sod., 2003), vendar pa je vsebnost Cd in Zn v starejSih listih
visoka, saj se z odpadanjem starih listov rastlina znebi vsaj dela nakopicenih kovin (Ernst s
sod., 1992). Privzem Ca, ki je nemobilen element, v rastlino je v glavnem pasiven in
naraSca skozi celo sezono, s staranjem listov (Fricks s sod., 2001). Podobno narascata tudi
Cu in Cr, ki sta razmeroma nemobilna ter veCinoma vezana na organsko snov ali pa
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zelezove in manganove okside (Berti s sod., 1998). Pb ostaja ve¢inoma vezan v koreninah,
njegove koncentracije v starih listih pa ostajajo skozi leto konstantne (Ernst s sod., 1992).

2.1.2 Privzem elementov v rastline

Privzem elementov v rastline je odvisen od njihove biodostopnosti, lastnosti tal, koli¢ine
padavin, lastnosti rastline in prisotnost gliv. Biodostopnost je definirana kot zmoznost
elementov, da se prenaSajo iz substrata v organizme (Joner in Leyval, 2001). Talni
dejavniki pomembni za dostopnost elementov so pH, ter s tem njihova topnost, kationsko
izmenjevalna kapaciteta, vsebnost organske snovi, na katero so lahko vezani,
mikroorganizmi v tleh, struktura tal in prisotnost drugih ionov ter tako vezani npr. z
manganovimi ali Zelezovimi oksidi ali pa so del mineralnih struktur (Marschner, 1995).
Rastlina lahko s svojimi potrebami vpliva na topnost in mobilnost elementov. Pomembna
sta predvsem razvojni stadij rastline in vrsta le-te. Nekatere rastline lahko sproscajo
specificne kovinske kelate ali reducirajoCe spojine v rizosfero, da povecajo absorbcijo Fe
in Zn, kadar je dostopnost teh mikronutrientov nizka (Marschner, 1995) ali pa znizajo pH
(Adriano, 2001). Prisotnost gliv omogoca vecji privzem P (Smith in Read, 1997), S, Ni,
Cu, K in Ca (Killham in Firestone, 1983; Turnau in Mesjasz-Przybylowicz, 2003).

Koncentracije nekaterih neesencialnih elementov in tudi Zn v veliko rastlinskih vrstah
jeseni rahlo upadejo brez posebnih trendov (Kim in Ferguson, 1994). Cd je slabo mobilen
element, saj je na kalcitnih tleh vezan na karbonate (Fricks s sod., 2001) in v rastlini ostaja
relativno stabilen oz. naraste v senescenci (Gjengedal, 1996). Glavni razlog za upad
koncentracij elementov po koncu zime s ponovnim zviSanjem na koncu rastne sezone je
dilucijski efekt (Rains, 1971). Ceprav rastline bolj ali manj enakomerno kopic¢ijo Cd in Zn
v tkiva, je spomladi privzem pocasnejsi od rasti rastline, v senescenci pa ne prihaja ve¢ do
velikih sprememb v biomasi, ter koncentracija kovin v rastlini naraste (Rains, 1971). Pb je
razmeroma nemobilen element, ki se pogosto veze na organsko snov ali pa na zelezove in
manganove okside (Berti s sod., 1998).

2.2 Hiperakumulacija v rastlinah

Negativen vpliv na rastlino imajo prenizke ali previsoke koncentracije esencialnih
elementov in previsoke koncentracije neesencialnih elementov, ker pride do metabolnih
motenj ali pa do zastrupitve (Teiz in Zeiger, 2002). Previsoka koncentracija neesencialnih
elementov v tleh omogoca rast samo tolerantnim rastlinam. Toleranca pri rastlinah je
dedna sposobnost rastlin, ki omogoca prezivetje v tleh, kjer so koncentracije previsoke in
zaradi tega strupene za druge rastline (Hall, 2002). Rastlinska odziva na takih tleh sta
akumulacija ali izkljucevanje (Baker, 1981). Izklju¢evanje je mehanizem rastline s katerim
ta aktivno prepreCuje privzem nekaterih elementov iz tal z razliénimi fizioloSkimi ovirami,
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vendar se te ob previsokih koncentracijah podrejo in tako pride do neomejenega transporta
kovin v korenine. VcCasih pa obstaja Se dodatna ovira na tkivnem nivoju korenin, ki
onemogoca transport teh elementov iz korenin v poganjke. Rastline pa lahko akumulirajo
nekatere elemente. Aktivno privzemajo elemente v svoja tkiva in jih kopicijo, tudi ¢e so v
tleh nizke koncentracije. Prezivetje tem rastlinam omogocajo razli¢ni razstrupljevalni
mehanizmi, kot so skladiS¢enje v celi¢nih stenah, kjer se imobilizirajo s pektini, tvorba
spojin z organskimi in anorganskimi kislinami ter fenolnimi derivati, tvorba kelatov v
citoplazmi, tako pride do vezave na proteine z SH skupino ali pa nalaganje v vakuolah s
pomocjo translokacije. Skrajna stopnja akumulacije je hiperakumulacija (Hall, 2002). To je
redek pojav v rastlinskem svetu, saj je sposobnost hiperakumulacije do sedaj odkrita pri
400 vrstah visjih rastlin. Vecina teh rastlin hiperakumulira Ni, ostale pa Zn, Cd, Pb, Co, Cu
ali Se (Brooks, 1998). Lastnost teh rastlin je, da akumulirajo visoke koncentracije teh
elementov v poganjkih, brez simptomov strupenosti (Baker, 1981). Koncentracija
elementov v poganjkih, ki je potrebna za potrditev hiperakumulacije pri rastlinski vrsti
znasa za Zn 10000 mg/kg (1%), za Cd 100 mg/kg (0,01%) in za Pb 1000 mg/kg (0,1%)
(Brooks, 1998). Translokacijski faktor, razmerje med koncentracijo kovin v poganjkih in
koncentracijo v koreninah, mora biti visji od 1. Visok pa mora biti tudi bioakumulacijski
faktor (BAF), ki je razmerje med koncentracijo kovin v poganjkih in koncentracijo v tleh.
Odnos med hiperakumulacijo in toleranco rastlin, Se ni popolnoma definiran, saj nekateri
avtorji pravijo, da ni korelacije med njima (Baker s sod., 1994), drugi pa, da mora imeti
hiperakumulacijska rastlina razvito visoko stopnjo tolerance, najverjetneje je mehanizem
tolerance kompartmentacija na kovine (Reeves in Brooks, 1983). Strategija tolerance kovin
se kaze tudi pri zmanjSanju translokacijskega faktorja tekom rastne sezone, kar omeji
transport strupenih koncentracij kovin iz korenin v poganjke ter omogoci nizje
koncentracije npr. Cd v poganjkih med zorenjem semen (Brekken in Steinnes, 2004).

2.2.1 Uporaba hiperakumulacijskih vrst

Zanimanje za hiperakumulacijske rastline nara$ca, saj bi bile cenovno ugoden vir za
¢iSCenje onesnazenih tal (Zhao s sod., 2003). Fitoremediacija tal s pomocjo rastlin poteka
na tri razli¢ne nacine. Fitostabilizacija je tehnika s katero s pomocjo rastlinskih korenin
pride do zmanj$ane mobilnosti kovin. Lahko s pomoc¢jo zmanjSanja erozije ali pa se kovine
vezejo na korenine. Rastline lahko povecajo hlapnost kovin — fitovolatizacija ali pa
privzemajo kovine, jih transportirajo in kopi¢ijo v nadzemnih poganjkih — fitoekstrakcija
(Brooks, 1998). Fitoekstrakcija je poceni in okolju prijazna. Rastline, ki so uporabne za
odstranjevanje kovin iz tal morajo koncentrirati elemente v biomasi, biti odporne na kovine
in imeti ¢im bolj razvejane korenine (Brooks, 1998). Lahko se uporabijo
hiperakumulacijske rastline, ki pa imajo poc€asno rast in majhno biomaso, ali pa rastline z
veliko biomaso, kot so koruza, grah ali riz (Brooks, 1998).
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2.2.2 Lasnosti rodu Thlaspi

Rod Thlaspi Ze dolgo ¢asa zanima botanike, saj raste tudi na obmocjih onesnazenih z Zn,
Pb in Cd, Ni, Cr ter v¢asih s Co (Windsor, 1866; Reeves in Brooks, 1983). Do sedaj je bilo
odkritih ve¢ hiperakumulacijskih vrst iz rodu Thlaspi. Te so: T. caerulescens, ki
hiperakumulira Zn, Cd in Ni (Baker in sod, 1994), T. rotundifolium ssp. cepaeifolium
hiperakumulira Pb (Brooks, 1998) ter T. praecox, ki hiperakumulira Zn in Cd (Vogel-
Mikus s sod., 2005). Znacilnost tega rodu je, da akumulacija v poganjkih sledi v znacilnem
zaporedju Zn > Cd >> Pb (Baker s sod., 1994). Privzem, transport in/ali akumulacija Cd,
Fe, Zn in Cu pri vrsti T. caerulescens so v pozitivni korelaciji (Zha s sod., 2004), saj
transport razli¢nih elementov poteka preko istega transportnega sistema. Cd vstopa v celice
s pomocjo visoko afinitetnih transporterjev za Fe (Lombi s sod., 2001) ali pa nizko
afinitetnih transporterjev za Ca ali Zn (Baker s sod., 1994), veCina Pb pa ostaja
imobiliziranega v koreninah (Dahmani-Muller s sod., 2000). Vrsta T. caerulescens je
tolerantna na Zn, Cd in Ni, jih imobilizira, kompartmentira in/ali razstruplja. Zn shranjuje
v vakuole, kjer se veze na malat (Tolra s sod., 1996) Cd pa z vezavo na celicne stene (Hall,
2002).

2.2.3 Vrsta Thlaspi praecox

Vrsta Thlaspi praecox uspesno kolonizira obmocja onesnazena s Pb, Cd in Zn (Regvar s
sod., 2006) in je izjemna hiperakumulacijska vrsta, ki je sposobna v svojih poganjkih
kopic¢iti kar tri kovine in to do 1,5 % Zn, 0,6% Cd in 0,4% Pb (Vogel-Mikus s sod., 2005).
Ima zelo uc¢inkovit transportni sistem, saj je translokacijski faktor vecji od 1. Vrednosti Pb
v poganjkih so vi§je od kriterija za hiperakumulacijo, vendar ostaja 80% Pb
imobiliziranega v koreninah, kar kaze na izkljuCevanje kot strategijo tolerance na Pb
(Vogel-Mikus s sod., 2005). Nedavno pa so tudi ugotovili, da vrsta hiperakumulira Cd tudi
v semenih (Vogel-Mikus s sod., 2007).

Vrsta T. praecox spada v druzino kriznic (Brasicaceae), katere predstavniki ve¢inoma niso
kolonizirani z mikoriznimi glivami, sedem predstavnikov te druzine pa lahko razvije
mikorizno kolonizacijo, le ¢e rastejo v blizini kolonizirane rastline (Hirrel s sod., 1978).
Tudi ostale hiperakumulacijske rastline so ve¢inoma znane kot nemikorizne (Pawlowska s
sod., 1996), izjeme so Berkheya codii (Asteraceae) in Se nekatere hiperakumulacijske
rastline za Ni v Juzno Afriski Republiki (Turnau in Mesjasz-Przybylowicz, 2003) ter T.
praecox (Regvar s sod., 2003; Vogel.Mikus s sod., 2005).
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2.3  Arbuskularna mikoriza

Arbuskularna mikoriza (AM) je mutualisticen odnos med glivami iz debla Glomeromycota
in vecino rastlinskih vrst. Simbiotska povezava omogoca rastlini boljSo rast tako, da se
poveca absorbcijska povrSina za privzem vode, poveca se privzem in transport tezko
mobilnih elementov ter zmanjS$a se moznost patogenih infekcij (Koide, 1991). Gliva pa v
zameno pridobi ogljikove hidrate, ki so potrebni za njeno izgradnjo (Smith in Read, 1997).
Glavni element, ki se prenasa je P (Smith in Read, 1997). Prehod elementov je
najucinkovitejsi skozi arbuskule, ki so mesta razvejitve hife v rastlinski celici, kjer pride do
puséanja membran, saj na membranah ni ve¢ prisotnih H'ATP-az, vedja pa je tudi
encimska aktivnost (Bonfante in Perotto, 1995). Na razvoj AM vplivajo edafski faktorji,
koli¢ine posameznih elementov v tleh ter v sami rastlini (Mullen in Schmidt, 1993). K
stimulacijsko vpliva na razvoj mikorize, vendar pa je potrebno upoStevati tudi prisotnost
ostalih elementov kot npr. Ca (Mullen in Schmidt, 1993), ki je s K v antagonisticnem
odnosu. Negativen vpliv na razvoj AM pa ima visoka koncentracija P v tleh in v rastlini
(Ruotsalainen in sod., 2002), ter same potrebe rastline po AM, ki se spreminjajo skozi
sezono (Fitter, 1991). Prisotnost mikorizne kolonizacije je vrstno specifi¢na. Pri alpskih
rastlinah npr. celotna kolonizacija AM naraste proti koncu rastne sezone, Stevilo
arbuskulov se zmanjsa, velikost veziklov pa naraste (Baikalova in Onipchenko, 1998).

Za mikorizno kolonizacijo pri T. praecox je znacilna tvorba intraradikalnih hif, svitkov ter
obcasnih interkalarnih arbuskulov, oblikovanih v notranjih kortikalnih celi¢nih plasteh ter
obcasnih spor na terminalnih hifah. Svitki so vedno na zunanjih kortikalnih celicah in so
vedno brez arbuskulov. Kolonizacija ni prisotna, ¢e je v tleh previsoka koncentracija Zn,
Cd in Pb (Regvar, 2003; Vogel-Miku§ s sod., 2005). Pri koloniziranih rastlinah je
koreninska biomasa znacilno manjsa, saj se nekaj ogljika porabi za rast gliv (Vogel-Mikus
s sod., 2006), vendar pa je privzem nekaterih elementov zmanj$an, drugih pa povecan.
Pride do omejevanja privzema predvsem Cd in Zn, kar potrjuje zas€itno vlogo AM na
onesnazenih tleh in poveca moznost rasti. AM velja tudi za toleran¢no strategijo T.
praecox na onesnazenih tleh (Vogel-Mikus s sod., 2006). Poveca se privzem P, Cu, S, Ni v
korenine in poganjke, K in Ca pa v poganjke (Vogel-Miku§ s sod., 2005). Novejse
raziskave tudi kazejo, da se AM pri T. praecox pojavlja, ko rastlina potrebuje vec
elementov, najbolj v reproduktivni periodi (Vogel-Mikus s sod., 2006). Velika koli¢ina
esencialnih elementov je namre¢ pomembna za nastanek bolj kvalitetnih semen, kar je
pomembno na apnencastih tleh in onesnazenih obmocjih (Marschner, 1995). Semena T.
praecox hiperakumulirajo visoke koli¢ine Cd, kar negativho vpliva na biomaso in
viabilnost (Vogel-Mikus s sod, 2007), zato je bistvenega pomena, da se zmanjsa privzem
Cd s pomoc¢jo AM v reprodukcijski periodi (Vogel-Mikus s sod., 2006).
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3 NAMEN RAZISKAV

Glavni namen te naloge so bili:

1. Preuciti sezonske spremembe privzema elementov v korenine, poganjke in cvetna
stebla pri hiperakumulacijski vrsti rani mosnjak (Thlaspi praecox Wulf.).

2. Preuciti sezonsko dinamiko sprememb glivne kolonizacije pri hiperakumulacijski
vrsti rani mos$njak (Thlaspi praecox Wulf.).

3. Ugotoviti ali obstaja povezava med stopnjo kolonizacije z arbuskularno
mikoriznimi glivami in vsebnostjo preucevanih elementov pri hiperakumulacijski
vrsti rani mos$njak (Thlaspi praecox Wulf.).

4. Ugotoviti, kako je kopic¢enje preucevanih elementov odvisno od starosti listov v
rozeti vrste T. praecox.
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4 MATERIAL IN METODE

4.1 Vzorcenje in priprava rastlinskega materiala

Rastlinski material smo nabrali v Zerjavu v neposredni bliZini topilnice in predelovalnice
svinca MPI d.o.0. in sicer na vzorénem mestu 3, ki je 500 metrov oddaljena od vira
onesnazevanja (Regvar s sod., 2006), v rastni sezoni 2005. V zivljenjskem ciklu rastline
smo locili 5 razvojnih faz in sicer: vegetativno fazo (VP) in fazo indukcije cvetenja (FI),
rastline smo nabrali konec aprila, fazo cvetenja (FP) konec maja, fazo semenitve (SP)
zacCetek julija ter fazo senesence (SC) zacCetek septembra (slika 1). V vsaki razvojni fazi
smo povzor€ili po 5 rastlin, razen v VP in FI. V le-teh smo morali zaradi majhnosti rozet
rastline zdruziti tako, da smo dobili po 3 vzorce. V VP smo zdruzili po 3 rastline, v FI pa
po 2 rastlini. Rastline smo nabirali s pomocjo lopatke in jih posamezno spravili v plasticne
vrecke, ki smo jih zavihali, da so rastline lahko dihale. Po prihodu s terena smo vsaki
rastlini povzorc¢ili rizosferna tla, ki se nahajajo v okolici korenin, in jo su$ili 5 dni na
105°C. Koreninski sistem smo sprali pod teko¢o vodo, nato pa Se z bidestilirano vodo.
Rastlino smo razdelili na korenine, poganjke in cvetna stebla (v FP in SP), del korenin smo
povzor€ili za oceno mikorizne kolonizacije, jih zavili v folijo in susili 48 ur pri 60°C,
posusen rastlinski material smo stehtali.

a)

Slika 1: Shematski prikaz razvojnih faz a) vegetativna faza (VP), b) indukcija cvetenja (FI), ¢) faza cvetenja
(FP), d) faza semenitve (SP), ¢) faza senescence (SC).

Za namen analize mesta kopicenja kovin glede na starost listov smo v SC (le takrat so bile
rozete dovolj velike) posebej povzorcili Se 5 rastlin. V

laboratoriju smo kot Ze opisano locili korenine od rladiliets
poganjkov, med le-temi pa smo loc¢ili mlade (svetlo

zeleni, najmanjs$i in najvisje lezeci listi), zrele (optimalno areli listt
razviti, neposkodovani in na sredini lezeci listi) in stare

(temno zeleni, najnizje lezeci listi) liste (slika 2). s i

Slika 2: Shematski prikaz razdelitve rastline na mlade, zrele in stare liste.
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4.2 Priprava steklovine za analize

Vso steklovino, ki smo jo uporabljali za merjenje kovin, smo temeljito oprali pod tekoco
vodo, nato sprali z 0,2% HNOs;. Pred uporabo smo jo sprali Se z bidestilirano vodo
(Milipore Q-185, 18,2 MQ/cm) in jo susili pol ure pri 105°C. 0,2% HNO3 smo pripravili
tako, da smo v liter bidestilirane vode odpipetirali 3,1 ml 65% HNO; (Merck).

Vso drugo steklovino, ki smo jo uporabljali pri analizah smo temeljito oprali, jo sprali pod
tekoCo vodo in nato Se z bidestilirano vodo ter susili v suSilniku pol ure pri 105°C.

4.3 Analize tal

Posusena tla smo presejali skozi 1 mm gosto sito in jo do analiz hranili v temnem prostoru
pri sobni temperaturi.

4.3.1 Organske snovi v talnih vzorcih

Organsko snov v tleh smo dolocali s kromovo metodo povzeto po Kandeler (1995), pri
kateri se organska snov oksidira s pomoc¢jo meSanice kalijevega dikromata in Zveplene
kisline. Pri tem se tvori krom (Cr I1I), katerega smo kalorimetricno dolo¢ili in je ekvivalent
organski snovi v tleh.

Za pripravo potrebne koli¢ine raztopine kalijevega dikromata smo zatehtali 60,8 g
kalijevega dikromata (alkaloid, Skopje) in ga raztopili v 650 ml bidestilirane vode.

Pripravili smo 5 steklenih ¢a$ v katere smo za standardne raztopine zatehtali po 0.58 g,
1.16 g, 1.74 g in 2.32 g mioinozitola (Serva) ter eno ¢aso brez mioinozitola oz. za nase
vzorce 2 g posusenih tal, v vsako dodali po 20 ml raztopine kalijevega dikromata in v
digestoriju Se po 15 ml koncentrirane H,SO4 (Merck). Raztopine smo pustili stati 3 ure, jim
nato dodali bidestilirano vodo do 100 ml, premesali in pustili stati ¢ez no¢. Za fotometri¢no
analizo smo 1 ml standardne raztopine oz. vzorca razredCili z bidestilirano vodo do 25 ml
in rahlo premesali. S spektrofotometrom smo merili absorbcijo pri 570 nm. Vrednosti
absorbcije mioinozitola na podlagi zacetne mase standardov ustrezajo 0%, 2%, 4%, 6% in
8% organske snovi v tleh. Organsko snov v vzorcih smo izrazili kot % tal in jo izracunali
iz umeritvene krivulje standarda.

4.3.2 Celotne koncentracije Zn, Cd in Pb v talnih vzorcih z metodo rentgenske
fluorescence

Posusena tla smo v mehanicnem mlinu zmleli v droben prah (Fritsch, Idar-Oberstein,
Nemcija) z volfram/ogljikovim terilcem in jo dodobra premesali. S pomoc¢jo hidravlicne
stiskalnice smo iz prahu stisnili tabletke s povrdino 4,9 cm?, jih stehtali in jim v 2000
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sekundah izmerili koncentracije Zn, Cd in Pb. Metoda je povzeta po Necemer s sod. (2003)
(opis meritve glej 4.4.3).

4.3.3 Biodostopne koncentracije Zn, Cd in Pb v talnih vzorcih z amonijevim
acetatom ter pH

Biodostopne kovine v tleh smo ocenjevali z ekstrakcijo z amonijevim acetatom (Baker s
sod., 1994), ker je zelo dobro merilo dostopne frakcije kovin v tleh (Ernst, 1996).

Za pripravo 1 molarne (M) raztopine amonijevega acetata smo zatehtali 40,08 g
amonijevega acetata (Merck) in ga raztopili v 520 ml bidestilirane vode.

4.3.3.1 Priprava vzorcev tal

V case smo zatehtali po 1 g posusenih rizosfernih tal. Polovici ¢a§ smo dodali 20 ml
bidestilirane vode, preostalim pa 20 ml 1 M raztopine amonijevega acetata. Vse steklene
¢aSe smo pokrili s plasti¢no folijo, jih zatesnili z elastiko in pri sobni temperaturi stresali
dve uri (200 rpm). Po koncu stresanja smo pocakali, da se zemlja posede, nato pa smo
supernatant s pomoc¢jo 5 ml brizgalk filtrirali skozi 0,45 pum filter (Milipore) v 20 ml
epruvete. Epruvete s filtrati smo zatesnili s pokrovcékom in jih do meritev hranili v
hladilniku, da bi zmanjSali izhlapevanje. Nato smo z atomskim absorbcijskim
spektrometrom (AAS) izmerili koncentracije Cd, Pb in Zn v posameznih frakcijah.

V filtratih z vodo smo s pomoc¢jo umerjenega (pufer, pH 7) pH metra 28 (radiometer
Kopenhagen) izmerili tudi pH (McLean, 1982; Ohlinger, 1995).

4.3.4 Rastlinam dostopni fosfor v tleh

Rastlinam dostopni fosfor v tleh smo izmerili s pomo&jo molibdat metode (ONORM,
1993). (Podrobnejsa priprava raztopin je v prilogi 1). V ¢ase smo zatehtali po 5 g suhih tal
in dodali 100 ml delovne raztopine za ekstrakcijo (5x redCena raztopina kalcijevega
laktata, kalcijevega acetata in ocetne kisline; pH 4,1). Vzorce smo dve uri stresali (180
rpm) pri sobni temperaturi in nato prefiltrirali z nagubanim filtrom (modri trak; Macherey-
Nageb GmbH, Germany), pri ¢emer smo prvi del filtrata zavrgli. Standard za umeritveno
krivuljo smo pripravili iz standardne raztopine 100 ml/l PO4-P, ki smo jo red¢ili z zalozno
raztopino za ekstrakcijo tako, da smo dobili naslednje kon¢ne koncentracije 0,5 ml/l, 2
ml/l, 3 ml/l, 4 ml/l in 5 ml/l (0,5 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml in 5 ml delovne raztopine smo
dopolnili do 100 ml). Za fotometri¢no analizo smo v 1 ml standardne raztopine oz. vzorcev
dodali 16 ml delovne raztopine amonijevega heptamolibdata (10x red¢ena raztopina
amonijevega heptamolibdata, H,SO4 in kalijevega antimon(IIl)oksidtartrata) in 2 ml
raztopine askorbinske kisline. Po¢akali smo pol ure in nato izmerili absorbcijo pri 660 nm.



Crtali¢ H. Sezonska dinamika glivne kolonizacije in privzema kovin pri ranem mognjaku (Thlaspi praecox). 11
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007.

4.4 Koncentracije elementov v rastlini

Vse meritve koncentracij elementov v rastlinskih vzorcih smo izvajali z rentgensko
fluorescenco s popolnim odbojem (total X-ray fluorescence - TXRF) na Institutu Jozefa
Stefana v laboratoriju dr. Petra Kumpa. Meritve koncentracij Cd smo zaradi vecje
obcutljivosti tehnike izvedli z AAS.

4.4.1 Priprava rastlinskega materiala, predrazklop in razklop

Posusene vzorce smo s pomocjo tekocega dusika strli v terilnici. V o€iS€ene epruvete smo
zatehtali 100 mg suhega rastlinskega materiala in nanje odpipetirali po 3 ml koncentrirane
65% HNO; (Merck), premesali, pokrili s folijo in pustili stati ¢ez no¢ v digestoriju, da se je
rastlinski material dobro prepojil s kislino. Po predrazklopu smo epruvete namesScene v
termoblok postopno segrevali 8§ ur do 150°C. Med segrevanjem smo epruvete veckrat
premesali, da smo s sten epruvet sprali prilepljen rastlinski material, dokler ni vsa kislina
odparela. Suhe vzorce smo nato pokrili s pokrovcki in jih do meritev hranili v hladilniku.

4.4.2 Priprava vzorcev za meritve
En dan pred merjenjem koncentracij elementov smo na popolnoma suhe vzorce nalili 5 ml
0,2% HNO3, vzorce dobro premesali z vorteksom in ¢ez noc¢ dali v hladilnik.

Epruvete z vzorci smo naslednji dan ponovno zvorteksirali in odpipetirali po 2 ml vzorca v
nove epruvete . V te smo nato odpipetirali 10 pl internega standarda V (vanadij) in pustili
stati 15 minut. Nato smo dodali 3 ml bidestilirane vode in pustili 1 uro. Kvar¢na stekelca,
predhodno namocena v segreti mesanici HNO3:H,O = 1:3, smo ocistili z acetonom, nato pa
na sredino odpipetirali 10 pl ponovno premeSanega vzorca. Kapljice smo pol ure susili v
suSilniku na 30°C in do meritve naslednji dan shranili v plasti¢nih posodicah.

Vzorce iz razklopa smo za analizo Cd z AAS po potrebi red¢ili z 0,2% HNO;.

4.4.3 Merjenje — rentgenska fluorescen¢na spektroskopija (RFS)

Kvalitativne in kvantitativne analize talnih vzorcev in rastlinskega materiala smo izvajali z
rentgensko fluorescencno spektroskopijo. Osnova metode RFS je vzbujanje (ionizacija)
atomov (predvsem v K in L lupini) in nato relaksacija vzbujenega (ioniziranega) atoma. V
procesu relaksacije (prehod atoma v osnovno stanje) odda vzbujen atom odvecno energijo
kot fluorescen¢no oz. karakteristicno sevanje, ki neposredno sluzi za dolo€anje kvalitativne
in kvantitativne sestave vzorcev. Za vbujanje atomov v mocno vezanih elektronskih
nivojih (lupine K in L1 — L3) je ve¢ moznosti. Na podlagi nacina vzbujanja obstajajo
naslednje metode rentgenske spektrometrije:
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Pri rentgenski fluorescenci (RF) atome vzbujamo s fotoni in razlikujemo po vzbujanju:

a. RF z radioizotopskim vzbujanjem (XRF), pri Cemer atome vzbujamo z
radioaktivnimi izvori, kot so npr. Fe, '”Cd, **' Am (monokromatsko vzbujanje).

b. RF po vzbujanju z rentgenskimi zarki, ki izhajajo iz rentgenske cevi (polikromatsko
vzbujanje).

Ob vzbujanju atomov s fotoni najpogosteje pride do fotoefekta — interakcije med fotonom
in vezanim elektronom v atomu. V tem procesu se foton absorbira, del njegove energije se
porabi za ionizacijo atoma, preostanek pa obdrzi izbiti elektron kot kineticno energijo. Po
izbitju elektrona (fotoelektrona) postane atom nestabilen, saj mu na eni izmed lupin
manjka elektron. Ta primanjkljaj se nadomesti z elektroni iz vi§jih orbital v procesu, ki ga
imenujemo radiacijski prehod. Razlike v energiji se izsevajo kot karakteristi¢ni fotoni
rentgenske svetlobe, ki jo imenujemo rentgenska fluorescencna svetloba.

Pri relaksaciji vzbujenega atoma pa radiacijskemu prehodu konkurira Augerjev prehod. Ta
proces se pojavi zaradi dovolj velike energije elektricnega polja ioniziranega atoma, ki
lahko odvecno energijo odda z izbitjem Sibkeje vezanih elektronov. Gre za emisijo
elektrona iz atoma s kineti¢no energijo, ki je dolocena z razliko med razpolozljivo energijo
vzbujenega atoma in vezano energijo elektrona. RF zaradi moznosti Augerjevega prehoda,
ki konkurira radiacijskemu prehodu, ni u¢inkovita za doloCanje elementov z atomskim
(vrstnim) Stevilom pod 20, Se posebej tistih z atomskim Stevilom pod 10, ker pri lazjih
atomih Augerjev prehod prevladuje nad radiacijskim prehodom.

Ena od tehnik je tudi tehnika rentgenske fluorescence s totalnim odbojem (TXRF). Izredno
majhen (nekaj pg) vzorec na opticno gladki podlagi (kvarz) vzbujamo pod kotom manjSim
od kriti¢nega kota za totalni odboj na podlagi (a<1,8 mrad). Vpadno sevanje iz rentgenske
cevi vzbuja fluorescenco le v vzorcu, vecina vpadnega sevanja pa se totalno odbije (sistem
zato deluje kot monokromatski). Tako se v rentgenskem spektru moc¢no zmanjsa ozadje
zaradi sipanja na podlagi in je obcutljivost tehnike precej boljSa kot pri standardni
rentgenski fluorescenci (pod 107"2g).

4.4.3.1 Priprava vzorcev

Za vsako metodo RFS je potrebna posebna priprava vzorca:

- metoda XRF: priprava tabletk (glej 4.3.2 Dolocanje celotnih koncentracij kovin v tleh -
priprava tabletk)

- metoda TXRF: razklop (glej 4.4.1.3 Razklop rastlinskega materiala za metodo TXRF — v
1 ml vzorca smo dodali 10 pl internega standarda V ter dobro premesali; po 10 ul vzorca
z V smo kanili na o€is¢eno kvartz stekelce in susili v susilniku do suhega)
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4.4.3.2 Opis meritve
Eksperimentalni sistem XRF je sestavljen iz
- Si(L1) detektorja (EG&G ORTEC)
- spektroskopskega ojacevalca (M 2024, Canberra)
- analogno digitalnega pretvornika (M 8075, Canberra)
- veckanalnega analizatorja (S100, Canberra)
- racCunalniskega programa za zbiranje spekra

Meritve smo izvajali v vakuumski komori. Za fluorescen¢no ekscitacijo smo uporabili
americijev (**'Am; 750 MBq) obrocasti radioizotopni vir (Isotope Products Laboratories,
U.S.A.). Energijska locljivost spektrometra je bila 175 eV pri 5.9 keV.

Eksperimentalni sistem TXRF je sestavljen iz

- rentgenske cevi (AEG, Nemcija) z anodo iz molibdena (napetost 40 kV in tok 30
mA), ki je vir rentgenskega sevanja

- totalno reflekcijskega modula, ki ga sestavljata fokusni sistem in monokromator, ki
nam omogoca pravilno oblikovanje rentgenskega sevanja in natancno nastavitev
vpadnega kota

- rentgenskega spektrometra, ki temelji na visoko locljivostnem polprevodniSkem Si
(L1) detektorju (Princeton Gamma Tech Co, ZDA, FWHM). Elektronski sistem
detektorja sestavljajo visoko napetostni vir, ojacevalnik, analogno digitalni
pretvornik (ADC) in veckanalski analizator. Vse enote se zdruzene v integriranem
signalnem procesorju M 1520 in MCA racunalniski kartici S100 (Canberra).
Locljivost je 140 kV pri energiji 5,9 keV.

4.4.3.3 Analiza spektra in kvantitativna analiza

- metoda XRF: analizo spektrov smo izvedli z AXIL, kvantitativno analizo pa z QUAES
raCunalniSkim programom. Kvantitativna analiza temelji na izmerjeni
absorbciji Mo, ki predstavlja matriko za obdelavo spektra

- metoda TXREF: analizo spektrov smo izvedli z AXIL, kvantitativno analizo pa z QUAES
racunalniSkim programom. Kvantitativna analiza temelji na internem
standardu (V)

4.5 Ocenjevanje kolonizacije arbuskularne mikorize

4.5.1 Vzorcenje in barvanje koreninskih fragmentov

Opazovanje glivnih struktur pod svetlobnim mikroskopom nam omogoca selektivno
barvanje hitina, ki je sestavni del celicne stene simbiontske glive. Metoda je povzeta po
Schaeffer in Peterson (1993).



Crtali¢ H. Sezonska dinamika glivne kolonizacije in privzema kovin pri ranem mosnjaku (Thlaspi praecox). 14
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007.

Oprane sveze vzorce korenin smo razporedili v oznacene epruvete. Korenine smo prelili z
raztopino A, ki smo jo pripravili tako, da smo za 100 ml kon¢ne raztopine vmesali 25 ml
0,2 M Tris pufra (pH 7,4), 25 ml (4mg/ml) nitroblue tetrazolium soli (NBT), 10 ml 0,05 M
magnezijevega diklorida (MgCl,), 30 ml bidestilirane vode in 10 ml 2,5 M Na sukcinata
(diNa sukcinat * 6H,0). Namocene korenine smo ¢ez no¢ pustili v temi na sobni
temperaturi. Korenine smo nato trikrat sprali z bidestilirano vodo in fiksirali najmanj eno
uro v temi v raztopini formol-saline. 100 ml raztopine smo pripravili tako, da smo v 90 ml
destilirane vode odpipetirali 10 ml formaldehida (37-40%) ter dodali 0,9 g NaCl.

Korenine smo nato trikrat sprali z bidestilirano vodo in jih presvetlili z 5% KOH v 24 urah
na 55°C. Nato smo trikrat sprane korenine zakisali v 1% HCI v 3 min. Za barvanje celotne
kolonizacije smo korenine pustili 1 uro na 55°C v raztopini C, ki smo jo pripravili tako, da
smo za 100 ml kon¢ne raztopine vmesali 87,4 ml 85% mlecne kisline, 6,3 ml glicerina, 6,3
ml bidestilirane vode in 0,01 g kislega fuksina. Korenine smo nato dvakrat sprali z vodo,
jih stresli v petrijevko in narezali na 1 cm dolge fragmente in jih 30 zlozili na objektna
stekelca.

Vse korenine smo na stekelcih pokapali z laktofenolom brez fenola in pokrili s krovnim
stekelcem. Nevitalni del arbuskularno mikoriznih gliv je bil tako obarvan svetlo roza v
vitalnih delih pa so temno vijolicne oborine formazana. Korenine smo nato takoj
pregledali, saj formazan na svetlobi razpada.

4.5.2 Ocenjevanje stopnje kolonizacije AM

Ocenjevanje stopnje kolonizacije AM (Trouvelot s sod. 1986) smo izvedli na 30 naklju¢no
izbranih koreninskih odsekov, ki smo jih pregledali pod svetlobnim mikroskopom
(Axioskop, Opton Feintechnik GmbH) in ocenili stopnjo mikorizne kolonizacije s 6
stopenjsko lestvico. AM parametre, katerih pomeni so razlozeni v tabeli 1, smo izracunali s
formulami.

Mikorizna frekvenca:
F% = (8t. mikoriznih korenin / §t. vseh korenin) * 100 ..(1)

Splos$na inteziteta mikorize:
M% = (95n5 + 70n4 + 30n3 + 5n2 + nl) / $t. vseh korenin ...(2)

Kjer je nl, n2 ... nS — §t.odsekov z gostoto mikorizne kolonizacije v posameznih razredih

Inteziteta mikorize v koloniziranih koreninskih odsekih (ko je F(%) nizek):
m% = M * (§t. vseh korenin) / (8t. mikoriznih korenin) =M * 100 / F ...(3)
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Tabela 1: Arbuskularno mikorizni parametri in njihova razlaga

AM Razlaga
parameter
F% mikorizna frekvenca — predstavlja frekvenco fragmentov z glivo in je

povezana s Stevilom in homogenostjo razporeditve AM propagulov v tleh

M% splosna inteziteta mikorize — sploSna ocenitev mikorizne infekcije
koreninskega sistema

m% inteziteta mikorize v koloniziranih koreninskih odsekih — inficiranost
koreninskega sistema, ko je glivnega inokuluma v tleh malo (F% je nizek)

4.6 Statistika

Podatke smo obdelali z neparametri¢no statistiko s Kruskal — Wallis testom. Razlike med
povprecji smo testirali z Mann-Whitney U testom ter tako dolocili podobnost ali razli¢nost
med razvojnimi stadiji rastline p<0,05. Za izracun korelacij smo uporabili Pearsonov
korelacijski koeficient (r). Vse statisticne teste smo izvedli s pomocjo Statistica Statsoft ®
(verzija 6.0).
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S REZULTATI

5.1 Analize tal

5.1.1 Koncentracije Zn, Cd in Pb

Visoke vrednosti celotnih koncentracij Zn, Cd in Pb smo izmerili v vseh vzorcih tal z
najvi§jimi vrednostmi 2700 mg Zn/kg, 150 mg Cd/kg in 37600 mg Pb/kg (tabela 2).
Povpre¢ne koncentracije Zn, Cd in Pb ekstrahirane z amonijevim acetatom predstavljajo
3,3-11,3% celotnega Zn, 14,5-40,4% celotnega Cd in 5,0-19,3% celotnega Pb (tabela 2;
priloga 2). Koncentracije dostopnih Zn, Cd in Pb v tleh statistiéno znacilno (p<0,05)
pozitivno korelirajo z naraS¢ajo¢imi celotnimi koncentracijami (tabela 3).

Tabela 2: Celotne koncentracije Zn, Cd in Pb (mg/kg SM) v talnih vzorcih, izmerjene z metodo XRF.
Prikazane so vrednosti, ki smo jih dobili po obdelavi spektra 2000 s dolge meritve ene tabletke tal na vzorec
ter dostopne koncentracije kovin (mg/kg SM) v talnih vzorcih, ekstrahirane z amonijevim acetatom in
izmerjeno povprecje £ standardna napaka. VP — vegetativna faza, FI — faza indukcije cvetenja, FP — faza
cvetenja, SP — faza semenitve, SC — faza senescence; SM — suha masa

Celotna koncentracija v tleh Dostopna koncentracija v tleh
Razvojne Zn (mg/kg Cd (mg/kg Pb (mg/kg Zn (mg/kg Cd(mg/kg Pb (mg/kg
faze SM) SM) SM) SM) SM) SM)
VP 1067+ 380 79 £26 9227 £ 2870 37+ 11 16 +6 557110
FI 928 + 112 62+5 21797 + 8454 42 +4 15+£2 938 +£305
FP 1221 + 363 84 +24 17018 + 4303 107 £ 46 30+ 11 2648 £ 766
SP 1438 £ 494 99 +18 12240 + 3511 99 + 30 28 +4,4 1306 + 443
SC 1393 £433 90 + 20 20280 + 4165 72 +20 22+£6,8 2233 +£472

Vecina izmerjenih koncentracij Zn, Cd in Pb mocno presega z zakonom dolo¢ene kriti¢ne
vrednosti kovin v tleh za Slovenijo (720 mg/kg Zn, 12 mg/kg Cd, 530 mg/kg Pb), kar je
posledica dolgoletnega delovanja predelovalnice in topilnice svinca v Zerjavu.

Tabela 3: Pearsonovi korelacijski koeficienti dostopnih koncentracij (dost.) Zn, Cd in Pb s celotnimi
koncentracijami (tot.) Zn, Cd in Pb v tleh. ns — ni statisti¢no znacilno, p<0,001***,

koncentracija v tleh Zn celotna Cd celotna Pb celotna
Zn dostopna r=0,79%** r=0,74%%* ns
Cd dostopna r=0,74%** r=0,85%%* ns
Pb dostopna ns ns r=0,80%**

V talnih vzorcih smo izmerili 10-50% organske snovi, pH (5,9-7,5) in od 0,3-4,8 mg/kg
dostopnega fosforja (priloga 2).
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5.2 Analize rastlin

5.2.1 Biomasa

Rastlinska biomasa korenin je naras¢ala do faze cvetenja, biomase rastlin v fazi senescence
pa so bile manjSe, medtem ko je biomasa rozete dosegla vrh v fazi semenitve (slika 3;
priloga 2).

0.8 —o— korenine —3— poganjki

suha biomasa (g)

VP FI FP SP SC
razvojne faze

Slika 3: Rastlinska biomasa (g) korenin in poganjkov v posamezni razvojni fazi zivljenjskega cikla T.
praecox (povpreéje + standardna napaka, n=3-5). Razli¢ne érke oznacujejo statisticno razliko Mann-Whitney
U test.

5.2.2 Koncentracije elementov v rastlini

5.2.2.1 Koncentracije elementov v posamezni razvojni fazi in translokacijski faktor
Koncentracije Cd, Pb in Ni v koreninah in poganjkih, Zn v koreninah in Fe v poganjkih so
se znacilno spreminjale skozi rastni cikel T. praecox (p<0,05). Najnizje koncentracije Zn,
Cd, Pb, v koreninah ter najnizje koncentracije Cd, Pb in Fe v poganjkih so bile v fazi
semenitve, medtem ko so koncentracije Cd in Fe v listih dosegle svoj vrh v vegetativni
fazi, Ni pa v fazi senescence (slika 4; priloga 3). Med razvojnimi stadiji pa se niso znac¢ilno
spreminjale koncentracije P, S, Cu, K, Ca in Mn. Med koncentracijami Zn, Cd in Pb v
poganjkih in koreninah ter celotnimi koncentracijami teh elementov v talnih vzorcih ni
statisticno znacilne odvisnosti (p>0,05). Obstajala pa je statisticno znacilna korelacija
(p<0,05) med koncentracijami le-teh v koreninah in poganjkih, za Zn r = 0,55, za Cd r =
0,49 in za Pb r = 0,47.

Mobilnost elementa v rastlini smo dolocili z razmerjem poganjki/korenine — translokacijski
faktor (TF). Vrednosti razmerja za Zn so se gibale med 2,5 in 5,5 (povpre¢no 4,0), za Cd
med 0,2 in 2,3 (povprecno 0,9) in za Pb med 0,04 in 1,5 (povprecno 0,4). Povpre¢na
vrednost razmerja poganjki/korenine >1 za Zn kaze na ucinkovit transport privzetega Zn v
poganjke. V koreninah je bilo nakopi¢eno povprecno 81% Pb (slika 4; priloga 3). Med
razmerji koncentracij poganjki/korenine kovin in celotnih koncentracij Zn, Cd in Pb v
talnih vzorcih ni bilo statisticno znacilne korelacije (p>0,05), kot tudi med razmerji
koncentracij poganjki/korenine kovin in topnih koncentracij Zn, Cd in Pb v talnih vzorcih.
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Slika 4: Koncentracije a) Zn, b) Cd, c¢) Pb, d) Ni in e) Fe (mg/kg SM) v koreninah, poganjkih in cvetnih
steblih v posamezni razvojni fazi zivljenjskega cikla T. praecox. TF — translokacijski faktor (razmerje
koncentracij poganjki/korenine) za elemente v posamezni fazi. (povprecja + standardna napaka, n=3-5).
Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statistiCno razliko Mann-Whitney U test.

5.2.2.2 Bioakumulacijski faktorji

Bioakumulacijske faktorje (BAF) smo izracunali kot razmerje med koncentracijami kovin
v koreninah oz. poganjkih ter celotnimi koncentracijami kovin v talnih vzorcih.
Bioakumulacijski faktor nam pove, za koliko se koncentracije kovin v koreninah oz.
poganjkih razlikujejo od koncentracij kovin v talnih vzorcih. Koncentracije Zn v poganjkih
in koreninah so bile visje od celotnih koncentracij v talnih vzorcih do 2,5-krat za korenine
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in do 8,8-krat za poganjke. Koncentracije Cd v koreninah so bile do 35,7-krat, v poganjkih
pa do 28,7-krat vi§je od celotnih koncentracij Cd v talnih vzorcih. Koncentracije Pb v
koreninah in poganjkih so bile nizje od celotnih koncentracij kovin v talnih vzorcih do 0,4-
krat za korenine in 0,2 za poganjke. Bioakumulacijski faktor poganjkov se je glede na
rastno sezono spreminjal pri Cd in Pb (slika 5; priloga 3).
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Slika 5: Bioakumulacijski faktorji (BAF) a) Cd, in b) Pb korenin in poganjkov glede na rastno sezono T.
praecox. (povprecja + standardna napaka, n=3-5). Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisticno razliko
Mann-Whitney U test.

5.2.3 Koncentracija elementov glede na ontogenezno starost
Med koncentracijami elementov v mladih, zrelih in starih listih ni bilo statisti¢no znacilnih
razlik p > 0,05 (tabela 4; priloga 4).

Tabela 4: Koncentracije elementov (mg/kg SM) v mladih, zrelih in starih listih, izmerjene z metodo TXRF.
Prikazano je izmerjeno povprecje + standardna napaka.

koncentracija mladi listi zreli listi stari listi

(mg/kg SM)
Zn 3406 + 755 3657 + 549 3759 + 546
Cd 1038 + 233 1119 +295 994 + 229
Pb 100 + 28 106 + 37 200 + 65
Ni 76 + 31 53+ 35 35+8,4
Fe 1064 + 459 630 + 405 443 + 143
P 3753 £ 1012 2636 + 561 2948 + 593
S 7213 £ 1476 6540 + 1481 5037 £ 1166
Ca 13770 + 2439 17300 + 2648 19390 + 3669
K 13858 + 3066 13086 + 2517 11546 + 3236
Cu 46+ 19 32+19 24+79

Mn 108 + 29 89 + 32 62 £25
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5.3 Arbuskularna mikoriza

5.3.1 Kolonizacija rastlin

Frekvenca mikorizne kolonizacije (F%) se je gibala med 0 in 62%, frekvenca vitalne
mikorizne kolonizacije pa od 0 do 61%, splosne intezitete mikorizne kolonizacije (M%) do
16,5%, vitalne intezitete mikorizne kolonizacije (M vit %) pa do 10,5%, intezitete
mikorizne kolonizacije v koloniziranih odsekih (m%) do 18,7%, vitalne inteziteta
mikorizne kolonizacije v koloniziranih odsekih pa do 14,5%. Najvecja kolonizacija AM
gliv je bila v fazi cvetenja (F=55%), nato je upadla. Splo$na inteziteta mikorize je
naras€ala do faze cvetenja (M=12%) in upadla v SP fazi, inteziteta mikorize v
koloniziranih odsekih je bila najvi§ja v fazi indukcije cvetenja, vitalna inteziteta v
koloniziranih odsekih pa je dosegla vrh v fazi cvetenja (slika 6).

a)

VP FI FP SP SC VP FI FP SP SC VP FI FP SP SC
razvojne faze razvojne faze razvojne faze

Slika 6: Delez kolonizacije celotne in vitalne a) mikorizna frekvenca (F%), b) splo$na inteziteta mikorize
(M%) ter c) inteziteta mikorize v koloniziranih koreninskih odsekih (m%) glede na rastno sezono.
(povprecja + standardna napaka, n=3-5). Razli¢ne ¢rke nad tockami oznacujejo statisti¢no razliko Mann-
Whitney U test.

AM parametri in celotna ter dostopna koncentracija kovin v tleh so statisticno znacilno
(p<0,05) negativno korelirali (tabela 4).

Tabela 5: Pearsonovi korelacijski koeficienti celotnih koncentracij in dostopnih koncentracij kovin v tleh s
kolonizacijo rastlin. tot — celotna mikorizna kolonizacija, vit — vitalna mikorizna kolonizacija, ns — ni
statisti¢no znacilno, p<0,05.

F% tot m% tot F% vit M% vit
celoten Cd =-0,51* ns =-0,54* =-0,47*
dostopen Cd =-0,43%* ns =-0,45%* ns
dostopen Zn ns ns =-0,51* ns

5.3.1.1 Koncentracije elementov in mikorizna kolonizacija

AM parametri so statisti¢no pozitivno (p<0,05) korelirali s koncentracijo Cd v koreninah,
koncentracijo Pb v koreninah in poganjkih, koncentracijo Ca v koreninah in koncentracijo
Fe v koreninah in poganjkih (tabela 5).
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Tabela 6: Pearsonovi korelacijski koeficienti koncentracij elementov v koreninah in poganjkih s kolonizacijo
rastlin. ns — ni statisticno znacilno, p<0,05*, p <0,01**, p<0,001***,

koncentracije F% tot M% tot m% tot F% vit M% vit m% vit
Korenine Cd r=0,45% ns ns ns ns ns
Korenine Pb  r=0,70*** r=0,75%** r=0,65%* r=0,74*** r=0,77*** 1r=0,60%*
Korenine Ca r=0,54% ns ns r=0,54*% ns ns
Korenine Fe r=0,45% ns ns ns ns ns
Poganjki Pb r=0,56** r=0,74*%** r=0,68%** r=0,58** r=0,61%* ns
Poganjki Fe ~ r=0,69*%** 1r=0,48* ns r=0,56*%* ns ns
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6 RAZPRAVA

6.1 Toleran¢ne strategije na Zn, Cd in Pb

Koncentracije elementov v rastlinskih vzorcih so odvisne od celotne vsebnosti v tleh. Ker
so elementi v tleh dostopni, vezani na organske snovi, vezani z manganom in Zelezovimi
oksidi ter del mineralnih struktur, je njihova dostopnost posledica dinami¢nega ravnotezja
(Adriano, 2001). V rizosfernih tleh vrste Thlaspi praecox smo opazili pozitivno korelacijo
med dostopnimi koncentracijami in celotnimi koncentracijami Zn, Cd in Pb v tleh.
Toleran¢na strategija T. praecox na povisane koncentracije Zn, Cd in Pb v tleh je po Baker
(1981) akumulacija Zn in Cd, potrdili smo tudi hiperakumulacijo Cd, ter izklju¢evanje Pb.
T. praecox nabran na lokaciji P3 je kopicil 0,6% Zn, 0,2% Cd in 0,1% Pb, nabran na
lokaciji z bistveno vi§jimi celotnimi koncentracijami kovin v tleh pa je sposoben kopiciti
do 1,5% Zn, 0,6% Cd in 0,4% Pb v poganjkih (Vogel-Mikus$ s sod., 2005). Nizje
koncentracije v rastlinah v tem diplomskem delu si razlagamo z nizjimi koncentracijami
kovin v tleh, ki smo jih izmerili na ploskvi P3, saj so maksimalne koncentracije manj
onesnazenega obmocja znaSale 2700 mg/kg Zn, 150 mg/kg Cd in 37600 mg /kg Pb, bolj
onesnazenega pa 5490 mg/kg Zn, 390 mg/kg Cd in 67940 mg/kg Pb (Vogel-Mikus s sod.,
2005). Tudi dostopna frakcija kovin je bila nizja. Translokacijska faktorja T. praecox za Zn
in Cd sta ve¢ja od 1, kar kaze na zelo ucinkovit transportni sistem za Zn in Cd, ki je
verjetno podoben T. caerulescens (Lasat s sod, 2000; Lombi s sod., 2000). Izmerjene
koncentracije kovin v poganjkih ne presegajo mejne hiperakumulacijske koncentracije za
Zn, koncentracije Cd in Pb pa presegajo vrednosti za hiperakumulacijo, vendar je po Baker
(1981) izkljuCevanje tolerancna strategija za Pb, saj ga ostaja 81% imobiliziranega v
koreninah, kar je znacilnost tudi ostalih vrst rodu Thlaspi (Dahmani-Muller s sod., 2000).

Bioakumulacijski faktorji so pomembnejSi za ocenjevanje potencialne vrednosti za
fitoremediacijo kot koncentracije kovin v poganjkih (Zhao s sod., 2003), pomembna pa je
tudi stopnja onesnazenosti tal. Vrednosti BAF pri Thlaspi praecox so znasale za Zn do 9,
Cd do 29 in pod 1 za Pb. Ti rezultati so nizji od vrednosti za T. caerulescens, ki so Zn 40,
Cd 75 ter pod 1 za Pb (Zhao s sod., 2003). Zaradi velike mobilnosti Cd so bile prisotne
hiperakumulacijske koncentracije Cd tudi v cvetnih steblih. BAF vrednosti v glavnem
padajo z naras¢anjem koncentracij kovin v tleh (Zhao s sod, 2003). Padec v akumulaciji je
lahko posledica nasiCenja privzema in/ali transporta iz korenin v poganjke, ko je
koncentracija v rastlini visoka. BAF so odvisni od celotne koncentracije kovin v tleh, saj
obstaja statisticno znacilna korelacija za Zn in Cd. Pri T. caerulescens pride pri visokih
koncentracijah kovin v tleh do aktivacije transportnega sistema Zn/Cd z nizko afiniteto
(Lasat s sod., 1996).
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Nihanja koncentracij kovin v sezoni so razli¢na pri razli¢nih vrstah, saj na bioakumulacijo
Cd vpliva fenologija, Cas, koncentracija Cd v koreninah in dostopni Cd v tleh, ostale
lastnosti tal in mikroflora (Deram s sod., 2006). NajboljSa razlaga za akumulacijo v
poganjkih je razvojni stadij rastline, potrebno pa je upostevati tudi kinetiko translokacije in
lokalizacijo elementov v rastlini (Kabata — Pendias s sod., 1993). Koncentracija Zn upade v
fazi semenja, torej poleti, kot pri travah, kjer je koncentracija najnizja poleti in zopet
naraste v fazi senescence (Deram s sod., 2006), koncentracija Cd v poganjkih pa upade Ze
v fazi cvetenja. Padec koncentracije elementov v rastlini je posledica dilucijskega efekta,
zaradi pospesene rastlinske rasti poleti (Brekken in Steinnes, 2004; Rains, 1971), jeseni pa
ne prihaja ve¢ do velikih sprememb v rastlinski biomasi in koncentracija kovin naraste
(Gjengedal, 1996).

Zaradi dilucijskega efekta je potrebno upostevati tudi vsebnost elementov, ki je produkt
koncentracij v rastlini z maso rastlin v posamezni fazi. Vsebnost Zn v rastlini je skozi
sezono ves Cas naraScala kar kaze na stalno ¢rpanje kovine v rastlino (Matthews in
Thorton, 1982). Pri T. praecox se je translokacijski faktor za Cd v reprodukcijski fazi
zmanjSal pod 1, kar kaze na omejen transport te kovine iz korenin v poganjke, ter s tem
tudi v semena, kar je strategija tolerance tezkih kovin (Brekken in Steinnes, 2004), tudi T.
caerulescens ima visoko razvito stopnjo tolerance na Cd (Reeves in Brooks, 1983). Kot T.
caerulescens ima tudi T. praecox restrikcijo privzema Pb in Zn v semena (Vogel-Mikus s
sod., 2007). Pb ostane v glavnem vezan v celi¢nih stenah in vakuolah korenin (Dahmani-
Muller s sod., 2000), Zn pa je ve¢inoma v vakuolah listnih epidermalnih celic (Frey s sod.,
2000).

Organski fosfor v tleh variira skozi sezono. Koli¢ina fosforja naras¢a proti zimi in upade
spomladi, ko pride do poveCane mineralizacije, zaradi poveCane aktivnosti
mikroorganizmov, in velikega privzema P v rastlino (Chen s sod., 2003). Sezonska nihanja
elementov so znacilnejSa za listopadna drevesa, da ne pride do prevelike izgube ob
absciziji ter da se shranijo elementi pomembni za razvoj listov spomladi. T. praecox kot
trajnica nima znacilnega upada P in K (Fricks s sod, 2001), ki sta visoko mobilna, ampak
sta v senescenci celo narastla, enakomerno porazdeljena ne glede na starost listov. Ca je
nemobilen element, privzem je v glavnem pasiven in je odvisen od dostopnosti v tleh in
transpiracije, njegova vsebnost v listih pa je naras¢a skozi sezono (Fricks s sod., 2001).
Vecina Ca je bila prisotna v poganjkih z najvi§jo koncentracijo v starih listih, najmanj pa v
koreninah. Statisticno znacilne negativne korelacije med K in Ca v poganjkih, so verjetno
odraz antagonistiénega odnosa teh dveh nutrientov (Mullen in Schmidt, 1993). Zaradi
pozitivne korelacije koncentracij Cd, Fe, Zn in Cu pri T. praecox, obstaja moznost
povezave privzema, transporta in/ali akumulacije med temi kovinami kot je prisotna pri T.
caerulescens, hiperakumulacija Cd pa je povezana z vi§jo koncentracijo Zn, Fe in Cu (Zha
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s sod., 2004). Pri T. caerulescens Cd vstopa v celice s pomoc¢jo visoko afinitetnih
transporterjev za Fe (Lombi s sod., 2001), pozitivna korelacija kaze na to moznost tudi pri
T. praecox. Prisotna je bila tudi pozitivna korelacija K in Mn s koncentracijami Cd in Zn v
koreninah ter Ni s koncentracijami Cd in Zn v poganjkih. Obstaja tudi pozitivna korelacija
med Cu, Pb z Fe in Mn, saj so Cu, Cr in Pb so razmeroma nemobilni elementi v tleh in
vecinoma vezani na organsko snov ali pa Fe in Mn okside (Berti s sod., 1998). Korelacija
je tudi med koncentracijami Ca in Cd v cvetnih steblih, saj so nutrienti vefinoma
transportirani v semena iz listov po floemu, kar lahko omogoci tudi transport nekaterih
kovin (Patrick, 1997).

6.2 Mikoriza

Lastnosti tal vplivajo na razvoj mikorize, saj visoke koncentracije P omejijo ali zavrejo
tvorbo arbuskularne mikorize. Lahko gre za neposredni vpliv P na zunanje hife ali pa
posreden vpliv statusa P v rastlini (Ruotsalainen s sod., 2002). Ker je P glavni element, ki
se prenasa skozi hife arbuskularne mikorize (Smith in Read, 1997), je P v tleh izbran kot
glavni parameter. Sama kolonizacija ni korelirala s koncentracijami rastlinam dostopnega
P v tleh, saj so verjetno rastline same pridobile P iz tal (Ruotsalainen s sod., 2002). Poleg P
na mikorizo vplivajo tudi koncentracije kovin v tleh. Najve¢ja kolonizacija je navadno
prisotna na manj onesnazenih lokacijah (Pawlowska s sod., 1996), tudi T. praecox ima
najvisjo stopnjo kolonizacije na izbrani lokaciji, v primerjavi z ostalimi lokacijami, kjer so
koncentracije Zn, Cd in Pb bistveno visje (Regvar s sod., 2006). Tudi ostali elementi v tleh
vplivajo na razvoj, saj ima K stimulacijski vpliv na mikorizo, vendar pa je potrebno
upostevati tudi koncentracijo ostalih ionov kot je npr. Ca (Mullen in Schmidt, 1993).

Najvecja prednost AM je poveCanje privzema esencialnih elementov z ekstraradikalnim
micelijem, isto¢asno pa AM zmanjsa rastlinski privzem in/ali fitotoksi¢ne efekte Zn, Cd in
Pb (Gildon in Tinker, 1983; Vogel-Mikus s sod., 2006) v drugih primerih pa se poveca
privzem le-teh (Killham in Firestone, 1983). Razlika v rezultatih je posledica razli¢nih
dejavnikov kot so rastlinska kapaciteta za privzem elementov, gostota korenin, lastnosti
glive, adsorbcija na hitin v stenah hif ter tal (Joner in Leyval, 2001). Prisotnost AM se
spreminja glede na vrsto rastline, ter potreba rastlin po mikorizi skozi razvoj (Fitter, 1991).
Novejse raziskave kazejo, da se AM T. praecox pojavlja, ko rastlina potrebuje vec
esencialnih elementov, najbolj v reproduktivni periodi (Vogel-Miku§ s sod., 2006).
Frekvenca mikorize je najvi§ja v fazi cvetenja, saj je vi§ji privzem esencialnih elementov v
rastlino pomemben v reprodukcijski fazi za razvoj bolj kvalitetnih semen, kar je
pomembno na apnencastih tleh in onesnazenih obmo¢jih s Zn, Cd in Pb (Marschner, 1995).
Mikorizni parametri so pozitivno statistino korelirali s privzemom Fe v korenine, kar je
posledica povezanega mehanizma za privzem in transport kadmija (Zha s sod., 2004).
Spremembe v privzemu Zn, Cd in Pb predstavljajo AM kot tolerancno strategijo na
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onesnazenih tleh, saj ni bilo statisticno znacilnega viSanja koncentracij kovin v rastlini pri
naraS¢anju koncentracij kovin v tleh, ampak so koncentracije v rastlinah ostajale
konstantne, kar poveta moznost rasti na kontaminiranih tleh (Vogel-Mikus s sod., 2006).
Tudi BAF faktor privzema Cd v rastlino je bil nizek v reproduktivni fazi. Prisotna pa je
bila statisticno znacilna korelacija med mikorizo ter Cd v tleh in v koreninah, saj hife
adsorbirajo Cd na povrsino mikrofibrilarne celi¢ne stene s procesi kot so ionska izmenjava,
kompleksacija, precipitacija in kristalizacija (Joner s sod., 2000).
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7 SKLEPI

e Potrdili smo hiperakumulacijo Cd in Pb, saj smo v poganjkih izmerili ve¢ kot 100
mg/kg SM Cd in ve¢ kot 1000 mg/kg SM Pb. Koncentracije Zn niso presegle
mejnih hiperakumulacijskih koncentracij.

e 7/n in Cd se v vecji meri kopicita v poganjkih, Pb pa ostaja veCinoma vezan v
koreninah, zato je strategija privzema Pb izklju¢evanje.

e Ugotovili smo, da rastlina hiperakumulira Cd tudi v cvetnih steblih.

e Obstaja moznost, da so privzem, transport in/ali akumulacija Cd, Fe, Zn in Cu
povezani.

e Potrdili smo, da se mikorizna kolonizacija pojavlja na hiperakumulacijskih
rastlinah, tudi predstavnikov druzine kriznic, ko rastlina potrebuje vecji dostop do
nutrientov. Najve¢ v reproduktivni fazi kar omogoca nastanek kvalitetnejSih semen.

e Arbuskularna mikoriza je tolerancna strategija na tleh obogatenih s tezkimi
kovinami, saj se ob viSanju koncentracij kovin v tleh ne visajo koncentracije kovin
v rastlini, ampak ostajajo konstantne.

e Mikoriza je vplivala tudi na koncentracije Fe v rastlini.
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8 POVZETEK

Thlaspi praecox ima izredno sposobnost kopic¢enja Zn, Cd in Pb ta pa je odvisna od stadija
rastline.

Rastline nabrane v Zerjavu smo analizirali v razli¢nih stadijih. Izmerili smo poviSane
koncentracije kovin v talnih vzorcih in v rastlinskem materialu, koncentracije mineralov v
rastlini in mikorizno kolonizacijo.

Celotne koncentracije kovin v tleh smo izmerili z razliénimi metodami rentgenske
fluorescencne spektroskopije. V talnih vzorcih smo ocenjevali tudi izmenljive
koncentracije kovin z ekstrakcijo z amonijevim acetatom in vodo, ki smo jih izmerili na
atomskem absorbcijskem spektrometru, dolocali vsebnost organske snovi, pH in
dostopnega fosforja. Rastlinske vzorce smo razklopili s HNOs. Na fragmentih korenin smo
selektivno pobarvali strukture hitina ter ocenili stopnjo mikorizne kolonizacije.

Proucili smo privzem Zn, Cd in Pb v rastlino ter potrdili hiperakumulacijo Cd in Pb,
medtem ko koncentracije Zn niso dosegle mejnih hiperakumulacijskih koncentracij.

Proucili smo kopicenje Zn, Cd in Pb na organskem nivoju glede na razvojne stadije
rastline. Ugotovili smo, da se vecina Zn in Cd kopi¢i v poganjkih, Pb pa je vec¢ v
koreninah. Glede na razvojne faze so koncentracije Cd v poganjkih najnizje v
reprodukcijski fazi, koncentracije Zn se bistveno ne spreminjajo, Pb pa tekom sezone
padajo.

Koncentracije nutrientov v listih v reprodukcijski fazi so nizje od ostalih faz, saj se ve€ina
nutrientov transportira v cvetne poganjke. Obstaja moznost, da imajo Fe, Cu, Cd in Zn
skupni privzem, transport in/ali akumulacijo.

Proucili smo mikorizno kolonizacijo v razlicnih razvojnih fazah. Ugotovili smo, da je
stopnja mikorizne kolonizacije najvecja v reprodukcijskem obdobju rastline, saj omogoca
vecji dostop do nutrientov ter zavira dostop Cd v rastlino.
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PRILOGA 1: Priprava raztopin za dolo¢anje rastlinam dostopnega
fosforja (ONORM)

ZaloZna raztopina za ekstrakcijo

78,6 g kalcijevega laktata (C¢H;0CaOg + SH,0) raztopimo v vroci vodi

40,3 g kalcijevega acetata ((CH3COO),Ca + H,0) raztopimo v vroc¢i vodi in zdruzimo
dodamo 91,3 ml ocetne kisline ter dopolnimo do 1020 ml z bidestilirano vodo

Delovna raztopina za ekstrakcijo
5 x redCena zalozna raztopina za ekstrakcijo (520 ml zalozne raztopine in bidestilirana
voda do 2600 ml)

ZaloZna raztopina za analizo

0,63 g amonijevega heptamolibdata ((NH4)sMo070,4 + 4H,0) zatopimo v 20 ml vroc¢e vode
ohladimo in dodamo 7 ml H,SOj4 ter ohladimo in dopolnimo do 45 ml z dH,O

0,025 g kalijevega antimon(IIl)oksitartrata (K(SbO)C4H4O6%0,5H,0) raztopimo v vroci
vodi, zmeSamo skupaj in dopolnimo do 50 ml z bidestilirano vodo

Delovna raztopina za analizo
10x red¢ena zalozna raztopina za analizo (50 ml zaloZne raztopine in 450 ml delovne
raztopine)

Raztopina askorbinske Kisline
0,273 g askorbinske kisline (C¢HsOg) raztopimo v vodi in dopolnimo do 62 ml z
bidestilirano vodo

ZaloZna raztopina za standard
1,098 g KH,PO4 raztopimo v 50 ml bidestilirane vode

Delovna raztopina za standard
20x redCena zalozna raztopina za standard (50 ml zaloZzne raztopine in 200 ml zaloZne
raztopine za ekstrakcijo ter dopolnimo do 1000 ml z bidestilirano vodo)



PRILOGA 2: Celotne koncentracije Zn, Cd in Pb v talnih vzorcih;
dostopne koncentracije ekstrahirane z amonijevim acetatom; organska

snov, pH, dostopni P in biomasa rastlin

Tabela: Celotne koncentracije kovin (mg/kg SM) v talnih vzorcih , izmerjene z metodo XRF, izmenljive
koncentracije kovin (mg/kg SM) ekstrahirane z amonijevim acetatom z izraCunanim povprecjem (n = 21 ),
najnizjo (min) in najvisjo (max) vrednostjo in organska snov. VP — vegetativna faza, FI — faza indukcije
cvetenja, FP — faza cvetenja, SP — faza semenitve, SC — faza senescence; SM — suha masa, tot. — celotna
vrednost, dost. - dostopna koncentracija ekstrahirana z amonijevim acetatom, pov. — povprecje, * - preveliko

odstopanje
Razvojne  Zn Cd Pb Zn Cd Pb Zn% Cd% Pb%
faze tot. tot. tot. dost. dost. dost. od tot. od tot. od tot.
VP 905 72 9600 34 13 629 3,7 18 6,6
VP 1790 126 14000 58 27 702 3,2 21 5,0
VP 505 38 4080 21 6,8 340 4,1 18 8,3
F1 757 55 37600 45 18 2646* 5,9 33 7,0*
FI 887 60 19100 34 12 1311 3,8 21 6,9
FI 1140 73 8690 48 15 564 4.2 21 6,5
FP 1030 78 18300 74 26 2646 7,2 33 15
FP 514 35 8070 21 7,5 727 41 22 9,0
FP 1880 128 11000 191 51 2125 10 40 19
FP 1880 125 21500 192 51 4088 10 40 19
FP 800 52 26200 57 17 3654 7,1 32 14
SP 610 52 17900 51 17 2042 8,4 33 11
SP 1280 151%* 10000 93 27 903 7,2 18%* 9,0
SP 2150 108 12200 150 34 1287 7,0 32 11
SP 660 115 3300 46 25 255 6,9 22 7,7
SP 2490 122 17800 154 36 2044 6,2 30 12
SC 1060 62 11400 120 18 1611 11,3 30 14
SC 1090 73 23700 39 11 1441 3,6 15 6,1
SC 2700 150 14200  284* 42 2058 10,5%* 28 15
SC 1290 83 28700 61 18 2600 4.7 21 9,1
SC 824 81 23400 70 20 3454 8,5 24 15
Pov. 6,1 27 11
min 33 14 5,0
max 11 40 19




Tabela: Vsebnost organske snovi (%), dostopni fosfor (mg/kg) pH in biomasa korenin in poganjkov (g)

Razvojne Organska Dostopni pH Biomasa Biomasa

faze snov (%) P korenin poganjkov
VP 32 0,4 7,3 0,02 0,08
VP 15 0,3 7,2 0,03 0,06
VP 12 0,3 7,2 0,03 0,04
FI 32 1.4 7,1 0,1 0,2
FI 22 0,9 7,4 0,2 0,3
FI 14 1,1 7,4 0,1 0,3
FP 21 1,6 6,3 0,9 0,3
FP 11 2,1 7,2 0,2 0,1
FP 14 1,6 7,2 0,4 0,5
FP 13 2,3 6,5 0,6 0,3
FP 50 * 5,9 0,4 0,2
SP 19 2,9 6,0 0,2 0,2
SP 11 4.8 7,1 0,6 0,4
SP 13 1,6 7,3 0,4 0,4
SP 14 1,7 7,5 0,7 0,6
SP 12 1,6 7,0 0,5 0,8
SC 17 2,9 * 0,1 0,4
SC 14 34 6,5 0,1 0,4
SC 9,9 3,4 7,0 0,1 0,3
SC 15 1,5 7,0 0,2 0,2

SC 21 1,5 6,7 0,3 0,7




PRILOGA 3: Koncentracije Zn, Cd in Pb v poganjkih in koreninah,
razmerja poganjki/korenine in bioakumulacijski faktorji, koncentracije
ostalih elementov v koreninah in poganjkih

Tabela: Koncentracije A — Zn, B — Cd in C — Pb (mg/kg SM) v poganjkih in koreninah, razmerja
poganjki/korenine in bioakumulacijski faktorji (BAF) poganjkov in korenin v odvisnosti od celotnih
koncentracij (mg/kg SM) kovin v talnih vzorcih ter D — koncentracije Zn, Cd in Pb v cvetnih steblih (mg/kg
SM). E — koncentracije ostalih elementov v koreninah (mg/kg SM), F — koncentracije ostalih elementov v
poganjkih (mg/kg SM) in G — koncentracije ostalih elementov v cvetnih steblih (mg/kg SM). VP —
vegetativna faza, FI — faza indukcije cvetenja, FP — faza cvetenja, SP — faza semenitve, SC — faza senescence;
* - preveliko odstopanje v poganjkih, / - preveliko odstopanje v tleh.

A-Zn BAF
Razvojne poganjki Korenine Pog/kor poganjki Kkorenine
faze (mg/kg) (mg/kg)
VP 3515 737 4,8 3.9 0,8
VP 4825 984 4,9 2,7 0,6
VP 2475 823 3,0 4,9 1,6
FI 3635 968 3.8 4,8 1,3
FI 3555 765 4,7 4,0 0,9
FI 3885 801 4,9 3.4 0,7
FP 2700 973 2,8 2,6 0,9
FP 4540 1265 3,6 8.8 2,5
FP 6230 1215 5,1 3.3 0,7
FP 3330 1340 2,5 1,8 0,7
FP 3870 703 5,5 4,8 0,9
SP 3390 633 5,4 5,6 1,0
SP 2350 728 3,2 1,8 0,6
SP 1965 543 3,6 0,9 0,3
SP 2020 526 3,8 3.1 0,8
SP 3955 869 4,6 1,6 0,4
SC 4605 1220 3,8 4,3 1,2
SC 4220 1010 4,2 3,9 0,9
SC 3540 1141 3,1 1,3 0,4
SC 3855 1113 3,5 3,0 0,9
SC 2770 984 2,8 3.4 1,2
min 1965 526 2,5 0,9 0,3

max 6230 1340 5,5 8,8 2,5




B-Cd BAF

Razvojne Poganjki Korenine Pog/kor poganjki Kkorenine
faze (mg/kg) (mg/kg)
\% 3 1386 799 1,7 19 11
VP 2130 919 2,3 17 7,3
VP 1092 955 1,1 29 25
FI 804 703 1,1 15 13
FI 622 574 1,1 11 9,7
FI 760 631 1,2 11 8,7
FP 326 814 0,4 4,2 10
FP 573 1248 0,5 16,4 36
FP 505 977 0,5 3,9 7,6
FP 232 904 0,3 1,9 7,2
FP 390 774 0,5 7,5 15
SP * 794 * * 15
SP 179 352 0,5 / /
SP 103 331 0,3 1,0 3,1
SP 171 334 0,5 1,5 2,9
SP 158 731 0,2 1,3 6,0
SC 1083 1116 1,0 17,6 18
SC 1058 757 1,4 14,5 10
SC 927 797 1,2 6,2 53
SC 1061 649 1,6 13 7,8
SC 1208 1053 1,2 15 13
min 103 331 0,2 1,0 2,9

max 2130 1248 2,3 28,7 36




C-Pb BAF
Razvojne Poganjki Korenine Pog/kor poganjki Kkorenine
faze (mg/kg) (mg/kg)
VP * 2470 * * 0,3
VP 1100 1295 0,9 0,08 0,1
VP 590 963 0,6 0,1 0,2
FI 314 1050 0,3 0,01 0,03
FI 2560 1815 1,4 0,1 0,1
FI 1360 914 1,5 0,2 0,1
FP 471 4360 0,1 0,03 0,2
FP 130 3105 0,04 0,02 0,4
FP 356 3445 0,1 0,03 0,3
FP 616 2600 0,2 0,03 0,1
FP * 1425 * * 0,1
SP 332 548 0,6 0,02 0,03
SP 49 504 0,1 0,01 0,05
SP 202 494 0,4 0,02 0,04
SP 130 210 0,6 0,04 0,1
SP 197 1231 0,2 0,01 0,1
SC 107 370 0,3 0,01 0,03
SC 220 1070 0,2 0,01 0,1
SC 233 654 0,4 0,02 0,1
SC 163 1320 0,1 0,01 0,1
SC 381 827 0,5 0,02 0,04
min 49 210 0,04 0,01 0,03
max 2560 4360 1,5 0,2 0,4
D — cvetna stebla (mg/kg SM)
Razvojne Zn Cd Pb
faze
FP 2255 424 114
FP 2230 431 33
FP 3260 941 104
FP 1415 391 35
FP 3075 797 628
SP 4585 * 194
SP 2525 475 70
SP 2245 450 84
SP 654 197 70
SP 2435 360 164




E — korenine (mg/kg SM)

Ni Fe P S Ca K Cu Mn
VP 11 1032 1730 17400 10600 5770 17 39
VP 8 420 1775 11800 6250 7090 9 12
VP 6 341 3325 10340 4085 7205 16 9
F1 7 512 1770 12800 6780 9700 14 18
F1 10 393 1680 12300 4120 5625 12 10
F1 4 223 1445 15400 4455 5040 6 7
FP 4 707 1450 23350 5310 4950 13 12
FP 8 828 3520 16850 14100 7445 15 26
FP 10 332 2730 17950 3765 12050 11 14
FP 11 622 2535 13150 5695 5785 9 28
FP 6 310 1805 13550 4555 5820 8
SP 5 138 3385 13450 2795 8315 7 10
SP 6 209 3590 16850 4355 5715 11 13
SP 2 143 1056 8730 3170 4345 5 5
SP 9 340 2580 14300 4335 5960 8 9
SP 3 168 1925 16350 2990 7850 7 11
SC 151* 431 3450 10400 2740 19400 16 16
SC 35 193 1700 16700 3320 7010 7 4
SC 83 473 2460 13050 3680 7405 16 31
SC 44 420 2080 14450 4570 7825 12 29
SC 73 520 1915 9410 3985 8900 18 40




F — poganjki (mg/kg SM)

Ni Fe P S Ca K Cu Mn
VP 22 3060* 2820  23200*  34450* 5380 30%* 76*
VP 17 846 3000 8770 22450 6475 16 26
VP 17 608 2610 7100 11800 7520 13 15
FI 14 436 3070 6960 16400 6395 16 26
FI 12 1020 3400 16950 19100 8420 15 53
FI 10 414 3545 15250 17800 8575 14 23
FP 10 301 3400 8480 18000 6715 7 24
FP 23 974 2735 4365 16350 6175 18 17
FP 23 320 2875 7535 13400  21450%* 15 31
FP 9 448 2790 8620 10950 13750 10 37
FP 12 570 3395 11300 24550 5420 11 25
SP 21 358 2565 6495 18100 10315 15 39
SP 12 190 4650 8325 23200 8220 7 49
SP 8 136 1915 4150 15800 5475 8 20
SP 8 184 3135 4730 19150 5815 8 21
SP 20 322 1385 4160 12200 13050 14 27
SC 76 551 3440 5355 13100  36100* 25 34
SC 58 365 2725 8265 20050 8845 16 18
SC 73 393 4150 7990 25700 9045 11 36
SC 52 449 4235 9220 27000 8810 24 51
SC 67 439 2195 4505 15300 9015 15 93*

G — cvetna stebla (mg/kg SM)

Ni Fe P S Ca K Cu Mn
FP 6,6 91 3175 7575 16150 6665 5,6 19
FP 13 93 3990 7370 15100 9315 9,1 16
FP 10 108 3045 6495 10250 20600 11 12
FP 11 67 2225 5290 7005 14450 5,7 17
FP 31 263 3355 11150 19850 8260 8,0 19
SP 16 208 2570 4965 21550 3435 11 42
SP 8,5 95 2710 6275 21250 3135 8,3 20
SP 8,1 71 1860 4485 17550 3840 5,6 15
SP 7,9 139 1530 4515 9970 2730 15 9,8
SP 10 77 635 3075 4930 9925 7,3 11




PRILOGA 4: Koncentracije elementov v mladih, zrelih, starih listih in
koreninah

Tabela: Koncentracije Zn, Cd in Pb ter P, S, Ni, Cu, K, Ca, Mn in Fe (mg/kg SM) v A — koreninah (K), B -
listih; mladi (M), zreli (Z) in stari (S). 1, 2, 3, 4, 5 — oznaka lokacije.

A — izmerjene koncentracije v koreninah

(mgkg) Zn Cd Pb Ni Fe P S Ca K Cu Mn

1 852 917 1500 43 431 1860 12450 4430 9605 11 23
2 749 548 423 49 380 1705 7600 4450 6800 9,4 26
3 1115 863 1595 60 366 4380 14400 2915 10005 11 23
4 980 424 1235 198 1200 2880 12385 4135 7955 41 75
5 935 428 1570 78 542 2805 15200 5265 6880 13 16

B — izmerjene koncentracije v poganjkih

(mg/kg) Zn Cd Pb Ni Fe P S Ca K Cu Mn

M1 3455 773 154 158 2196 4010 4390 13800 14150 96 151
M2 2235 841 26 39 462 3225 7585 9800 21950 16 76
M3 4075 1749 127 6l 748 2760 6360 10500 10775 36 142
M4 2065 865 103 25 340 2130 6430 14300 7765 22 37
M5 5200 964 &9 97 1573 6640 11300 20450 14650 62 138

Z1 3400 830 103 21 283 1425 3005 12850 14050 15 51
72 3240 782 27 28 376 2020 4960 15800 20000 22 64
73 5300 2016 124 24 247 2555 7615 15000 12450 13 127
74 3490 1045 199 34 365 3360 7555 24800 8900 18 39
Z5 4340 1161 211 159 1881 3820 9565 18050 10030 91 166

S1 2975 737 129 36 323 1885 3005 13850 13950 12 35
S2 2905 658 57 26 368 2075 3105 16850 20300 16 56
S3 5105 1613 259 60 8384 4030 4900 15200 8775 48 139
S4 2855 923 77 28 320 4005 6990 29500 6900 22 48
SS 3470 800 347 25 320 2745 7185 21550 7805 24 35




PRILOGA 5: Mikorizni parametri

Tabela: mikorizni parametri izracunani iz pregledanih 30 koreninskih fragmentov ene rastline. F% -
mikorizna frekvenca, M% - splosna inteziteta mikorize, m% - inteziteta mikorize na mikoriznih odsekih, tot —
celotna mikoriza, vit — vitalna mikoriza; /-preveliko odstopanje

F % M ot %o m ¢t % F vic % M it % m it %

VP 59 13 15 45 6,1 8,6
VP 43 5,6 9,8 35 3,3 5,7
VP 52 11,1 14 45 8,2 12
FI 45 8,1 12 43 4,4 6,5
FI 51 17 28 40 5,1 8,0
F1 47 12 16 43 4,4 6,5
FP 43 12 18 37 11 19
FP 61 9,6 11 61 8,4 9,6
FP 55 14 17 53 13,4 17
FP 53 14 18 41 7,7 12
FP 62 / / 50 12 15
SP 29 4,6 9,5 29 4,1 8,4
SP 0 0 0 0 0 0

SP 27 4,4 10 21 3,0 5,7
SP 27 2,6 5,7 18 1,8 5,7
SP 27 / / 18 1,8 5,7
SC 33 4,8 8,8 15 1,5 5,7
SC 41 5,2 8,0 29 / 5,7
SC 0 0 0 0 0 0

SC 47 4,2 5,7 27 2,6 5,7

SC 49 7,7 10 18 2,8 2,8




PRILOGA 6: Vsebnosti ostalih elementov v poganjkih in koreninah,
razmerja poganjki/korenine
Tabela: Vsebnosti elementov v A — koreninah in B — poganjkih v (ug) v odvisnosti od posamezne razvojne.

VP — vegetativna faza, FI — faza indukcije cvetenja, FP — faza cvetenja, SP — faza semenitve, SC — faza
senescence; /-preveliko odstopanje.

A — korenine (ng)

Zn Cd Pb Ni Fe P S Ca K Cu Mn

VP 15 17 51 0,2 21 36 360 219 119 04 0,8
VP 29 27 38 0,2 13 53 350 185 210 0,3 0,4
VP 25 29 29 0,2 10 101 314 124 219 0,5 0,3

FI 73 53 79 0,5 38 133 960 509 728 1,1 1,3
FI 137 103 325 1,8 70 301 2202 738 1007 2,1 1,8
F1 52 41 59 0,3 14 93 993 287 325 04 0,5

FP 842 705 3776 3,6 612 1256 20221 4599 4287 11 10,1
FP 282 278 692 1,9 185 785 3758 3144 1660 34 5.9
FP 456 366 1292 3,8 125 1024 6731 1412 4519 4,0 5,1
FP 803 542 1557 6,6 373 1519 7877 3411 3465 54 16,8
FP 250 276 507 22 110 643 4824 1622 2072 2,8 /

SP 97 121 84 0,8 21 518 2058 428 1272 1,1 1,5
SP 399 193 276 33 114 1967 9234 2387 3132 6,0 6,9
SP 194 119 176 0,9 51 378 3125 1135 1556 1,9 1,8
SP 356 226 142 6,3 230 1747 9681 2935 4035 5,7 6,3
SP 466 393 661 1,8 90 1034 8780 1606 4216 3.8 5,8

SC 81 74 24 10 29 228 686 181 1280 1,1 1,1
SC 141 106 150 49 27 238 2338 4645 981 1,0 0,6
SC 81 57 46 5,9 34 175 927 261 526 1,1 2,2
SC 227 132 269 89 86 424 2948 932 1596 25 5,9
SC 293 314 246 22 155 571 2804 1188 2652 54 11,8




B — poganjki (ng)

Zn Cd Pb Ni Fe P S Ca K Cu Mn
VP 264 104 / 1,6 230 212 1740 2584 404 2,2 5,7
VP 307 136 70 1,1 54 191 558 1429 412 1,0 1,7
VP 89 39 21 0,6 22 94 256 425 271 0,5 0,5
FI 580 128 50 2,3 70 490 1110 2616 1020 2,6 4,1
FI 1081 189 778 3,7 310 1034 5153 5806 2560 4,5 16
FI 977 191 342 2,5 104 892 3835 4477 2157 3,6 5,9
FP 756 91 132 2,7 84 952 2374 5040 1880 1,9 6,7
FP 422 53 12 2,1 91 254 406 1521 574 1,7 1,6
FP 3171 257 181 11,6 163 1463 3835 6821 10918 7.6 16
FP 839 58 155 2,3 113 703 2172 2759 3465 25 9,3
FP 731 74 315 2,3 108 642 2136 4640 1024 20 4,8
SP 810 108 79 5,0 85 613 1552 4326 2465 3,6 9,2
SP 1036 79 22 5,3 84 2051 3671 10231 3625 2,9 22
SP 788 41 81 3,1 55 768 1664 6336 2196 3,0 7,9
SP 1153 98 74 4.8 105 1790 2701 10935 3320 44 12
SP 3216 126 157 16 258 1109 3332 9772 10453 11 22
SC 1644 387 38 27 197 1228 1912 4677 12888 8.9 12
SC 1739 436 90 24 150 1123 3405 8261 3644 6,6 7,4
SC 1012 265 67 21 112 1187 2285 7350 2587 3,2 10
SC 933 257 39 12 109 1025 2231 6534 2132 59 12
SC 1945 848 267 47 308 1541 3163 10741 6329 11 65
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