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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

VAM - vezikularno-arbuskularna mikoriza

AM glive — arbuskularno-mikorizne glive

DSE — dark septate endophytes (temno septirani endofiti)
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1 UVOD

Presihajoca vodna telesa predstavljajo kompleksen ekosistem, v katerem so svoj prostor za
zivljenje nasli organizmi, ki v tak$nih okoljih lahko izkori$¢ajo prednosti velikih

sprememb okoljskih dejavnikov, predvsem sprememb vodostaja.

Spremembe vodostaja so po eni strani gonilna sila procesov v tem ekosistemu, po drugi
strani pa postavljajo meje organizmom, ki tu zZivijo, in s tem dajejo velik pomen pri
oblikovanju zivljenjske zdruzbe, uravnavanju pretoka energije in krozenju snovi

(Gaberscik in Urbanc — Ber¢ic, 2002).

Na obmo¢jih, kjer se izmenjujejo obdobja poplav in suse, veliko rastlinskih vrst kaze

amfibijski znacaj (Cronk in Fennessy, 2001).

1.1 PREDSTAVITEV PROBLEMA

Presihajoca vodna telesa oznacuje izmenjevanje poplavnih in susnih obdobij, kar
predstavlja dejavnik, ki kljuéno vpliva na Zivljenjsko zdruzbo. Mnoge vrste organizmov v
spremenljivih vodnih razmerah ne morejo preziveti, druge pa so se nanje uspesno

prilagodile.

Rastline, ki jim Stevilne prilagoditve omogocajo uspevanje v spremenljivih vodnih
razmerah, imenujemo amfibijske rastline. Amfibijski znacaj jim daje tekmovalno prednost

pred vrstami, ki bolje uspevajo v razmerah stabilnega vodnega rezima.

Zanimalo nas je, kako se rastline z amfibijskim znac¢ajem prilagajajo na razmere z vecjim

nihanjem vodne gladine.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 PRILAGODITVE AMFIBIJSKIH RASTLIN NA ZIVLJENJE V PRESIHAJOCTH
EKOSISTEMIH

Spremembe vodne gladine v presihajo¢em CerkniSkem jezeru vplivajo na abiotske in
biotske komponente ekosistema (Gabers¢ik in Urbanc-Bercic¢, 2002; Gaberscik in sod.,
2003).

Amfibijske rastline so sposobne rasti v dveh izrazitih okoljih, zra¢nem in vodnem
(Hutchinson, 1975). Morfoloske in biokemijske znacilnosti ter strategije razmnoZzevanja
omogocajo konstantno fiziolosko delovanje rastlin tako v vodnem kot v kopenskem
ekosistemu (Gaberscik, 1993; Boulton in Brock, 2001; Germ in Gaberscik, 2003).
Amfibijske rastline so aktivne , kadar so popolnoma potopljene, kadar je gladina vode
znizana in je vecji del rastline na zraku in celo kadar je rastlina popolnoma na suhem

(Trost-Sedej, 2005).

Nekatere amfibijske rastline razvijejo razli¢ne oblike listov (heterofilija) ali razli¢ne rastne
oblike (Hutchinson, 1975; Cronk in Fennessy, 2001), medtem ko druge preZivijo brez
vidnih sprememb. Razvoj zra¢nih in vodnih listov oziroma kopenske in vodne rastne
oblike omogoca velika fenotipska plasti¢nost rastline, ki je ekolosko zelo pomembna, saj
rastlinam omogoca prezivetje susnih in mokrih obdobij, kjer vodostaj mo¢no niha (Trost-

Sedej, 2005).

Pri heterofilnih amfibijskih rastlinah je produkcija razli¢nih listnih oblik regulirana z
vodnim potencialom, temperaturo, fotoperiodo, stopnjo rdece in dolgovalovne rdece
svetlobe ali pri nekaterih vrstah s koncentracijo CO, (Maberly in N. Spence, 1989).

Po presaditvi rastlin iz vodnega okolja na kopno so tudi Volder in sod. (1997) zabelezili
spremembe rastnih oblik rastlin v razSirjene in podaljSane oblike. Plavajoci listi imajo
podobno morfologijo kot son¢ni listi, medtem ko so potopljeni listi podobni senc¢nim

listom zra¢nih rastlin (Boeger in Poulson, 2003).
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2.1.1 Fotokemi¢na u¢inkovitost

Fotosintezna aktivnost amfibijskih rastlin poteka tako v vodi kot v zraku (Trost-Sede;,
2005). Zmoznost fotosintetiziranja v razli¢nih razmerah (Germ in Gaberscik, 2003)
predstavlja kompetitivno prednost pred potopljenimi in plavajo¢imi makrofiti, ki imajo
niZjo toleranco na spreminjanje vodnega rezima (Cronk in Fennessy, 2001).
Fotosinteza vodnih listov je navadno niZja od zra¢nih zaradi nizjih vrednosti sevanja,
visoke difuzijske upornosti za pline, slabse dostopnosti hranil ter nasi¢enosti zracnega

tkiva s kisikom (Boeger in Poulson, 2003).

Raziskave avtoric Sraj Krzi¢eve in Gaber$¢ikove (2005) kaZejo na to, da spremembe
okoljskih parametrov ne povzrocajo nepopravljivih poskodb, vrednosti potencialne
fotokemicne uc¢inkovitosti pri vecini preuc¢evanih vrst in oblik so namre¢ bile okoli
optimalne vrednosti 0,83, medtem ko so vrednosti dejanske fotokemi¢ne u¢inkovitosti
variirale, kar kaZe na razli¢ne nivoje zaCasnega stresa.

Susa povzroci znizanje fotokemicne ucinkovitosti fotosistema II, kar kaze na fotoinhibicijo
(Colom in Vazzana, 2003). Prav tako pa tudi nenadno poplavljenje zra¢nih oblik rastlin

povzro¢i manj$e motnje v fotosistemu II (Sraj Krzi¢ in Gabers¢ik, 2005).

2.1.2 Fotosintezni pigmenti

Fotosintezno aktivno sevanje, ki ga rastline prejmejo, je v suSnem obdobju visje kot v ¢asu

poplavljenosti rastlin (Sand-Jensen in Jacobsen, 2002).

V celicah povrhnjice vodnih listov vrste Ranunculus trichophyllus je veliko kloroplastov,
medtem ko jih je v celicah mezofila veliko manj (Rascio in sod., 1999). Enriquez in Sand-
Jensen (2003) navajata, da so pri vodnih in zra¢nih poganjkih vrste Mentha aquatica, ki so
rasli v enakih sevalnih pogojih in pri enaki vsebnosti hranil v tleh, vodni imeli nizjo
skupno vsebnost klorofilov, a so absorbirali ve¢ svetlobne energije.

Pri nekaterih vrstah pa se skupna vsebnost klorofilov a in b med potopljenimi in zra¢nimi

listi ne razlikuje (Germ in Gaberscik, 2003).
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2.1.3 Mikorizna kolonizacija

Arbuskularna mikoriza je prisotna tudi pri rastlinah v vodnem okolju (Sraj-Krzi¢ in sod.,
2006). Vezikularno-arbuskularna mikoriza (VAM) je najpogostejsi tip mikorize, saj so jo
nasli pri kar 80 % kritosemenk, pa tudi pri nekaterih praprotnicah in mahovih (Cronk in
Fennessy, 2001). Glivne strukture v korenini so hife, vezikli in arbuskuli. Arbuskuli so
najverjetneje mesta izmenjave snovi med rastlino in glivo, vezikli pa so shranjevalna

telesca (Cronk in Fennessy, 2001).

Fougnies in sod. (2007) opisujejo arbuskularno mikorizo pri vrsti Pterocarpus officinalis,
ki je bila v primerjavi z inokuliranim koreninskim sistemom v suSnem obdobju dobro
razvita na koreninskem sistemu in adventivnih koreninah v ¢asu poplavljenosti.

Prisotnost mikorize pri vodnih rastlinah sta opisala tudi Radhika in Rodrigues (2007), saj je
bila le-ta prisotna pri 10 od 14 preucevanih vrst vodnih rastlin in pri 5 od 6 preucevanih
vrst moc¢virskih rastlin. Od teh je bilo skupaj vezikularno koloniziranih 12 rastlinskih vrst,

arbuskularno kolonizirane pa so bile tri rastlinske vrste.

Pozitivni uc€inki prisotnosti mikorize so bili opazeni pri rastlinah, ki so rasle v ¢asu
poplavljenosti, in sicer pri totalni suhi masi rastline in pridobitvi duSika v listih (Fougnies
in sod., 2007). Arbuskularna mikoriza z izbolj$ano rastjo rastline in vi§jo vsebnostjo
fosforja v listih prispeva k vi§ji toleranci vrste Pterocarpus officinalis na poplavljanje
(Fougnies in sod., 2007). Nasprotno je Stevens in sod. (2002) pri raziskavah priSel do
zakljucka, da prisotnost AM gliv ni imelo pozitivnih vplivov pri katerekolih merjenjih
rastlin (totalna stebelna viSina, teza svezega rastlinskega materiala, teza suhega
rastlinskega materiala, totalna dolzina korenin ali totalna povrsina korenin). AM glive
imajo majhen vpliv na odgovor rastline na oskrbo s fosforjem v razmerah poplavljenosti,
pri relativno visokih nivojih oskrbe s fosforjem pa prisotnost AM nima ve¢ vpliva na to
(Stevens in sod., 2002). Tudi avtorja Beck - Nielsen in Vindbaek Madsen (2001) navajata
kot splosno veljavno, da ima mikoriza z izboljSanjem privzema in transporta fosforja od
zemlje do rastline, pozitivni vpliv na gostiteljski makrofit. V povezavi s tem je bil prikazan
pozitivni uéinek VAM na rast potopljenega makrofita Vallisneria americana (Wigand in
Stevenson, 1997).
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Vloga arbuskularne mikorize (AM) v vodnih in amfibijskih okoljih je slabo razumljena,

¢eprav bi lahko imela pomembno vlogo (Stevens in sod., 2002).

2.1.4 Prisotnost temno septiranih endofitov (DSE)

Temno septirani endofiti (DSE) so konidialne ali sterilne glive (Deuteromycotina,
nepopolne glive) podobne askomicetnim glivam, ki kolonizirajo korenine rastlin od katerih
je opisana prisotnost DSE pri 600 vrstah iz 320 rodov in 100 druzin (Jumpponen in Trappe,
1998).

Vloga DSE v ekosistemu do sedaj ni bila povsem jasna, avtorja Fuchs in Haselwandter
(2004) opisujeta, da se odnos med gostiteljskim rastlinam in DSE razteza od mutualisti¢nih
do parazitskih zdruzenj. Jumpponen (2001) opisuje, da lahko vsaj za nekatere do sedaj

izolirane rodove DSE potrdi, da formirajo prav mikorizen odnos.

2.1.5 AERENHIM

Rastline, ki rastejo v poplavljenem okolju imajo v koreninskih tkivih pogosto primanjkljaj
kisika (Jackson in Armstrong, 2008). Redno poplavljena tla postanejo zelo osiromasena,
saj je difuzija kisika v vodi okoli 10.000 krat pocasnejsa kot v zraku (Armstrong in sod.,
1994), poleg tega vecino dostopnega kisika porabijo mikroorganizmi v zgornjem nekaj

milimetrskem sloju prsti (Teal in Kanwisher, 1966).

Prilagoditve amfibijskih rastlin se nanasajo tako na prilagoditve razmeram v vodnem kot
kopenskem okolju. Ena od znacilnih prilagoditev rastlin vodnih habitatov je zracno tkivo
ali aerenhim (Evans, 2003). Tvorba aerenhima poveca metabolno uc¢inkovitost in olajSa
notranji transport kisika (Jackson in Armstrong, 2008). Tkivo sestavljajo med seboj
povezani prostori, ki omogocajo prenos plinov med rastlinskimi organi (Stevens in sod.
2002, Voesenek in sod., 2006). V obdobjih poplavljenosti acrenhim rastlini omogoca
prezracenost vseh rastlinskih organov (Rascio, 2002). Poleg tega opravi pomembno vlogo
prenosa plinov iz rizosfere v rastlino. COz2 se prenaSa v obratni smeri kot Oz in se porablja v
procesu fotosinteze (Braendle in Crawford, 1999) oziroma izhaja iz rastline. Na tak nacin

se v atmosfero sprosca tudi metan, ki nastaja v anoksi¢nih tleh (Evans, 2003).
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Nekatere rastline lahko imajo ve¢ kot 60% zra¢nega prostora v koreninah, steblu in listnem
tkivu (Armstrong, 1979), kar omogoc¢a dvakrat vecji transport od transporta v koreninah
brez aerenhima (Teal in Kanwisher, 1966). Pomemben proces v rizosferi je tudi
mineralizacija, ki jo omogoca dobra prezracenost rizosfere (Cornwell in sod., 2001,

Voesenek in sod., 2006).

V casu presihanja je pri novo zraslih koreninah obseg zra¢nega tkiva manjsi, v ¢asu poplav
pa se lahko poveca (Braendle in Crawford, 1999) zaradi pomanjkanja kisika v tleh (Rascio,
2002). V nasprotju s tem so ugotovitve Sraj-Krzi¢ in sod. (2006), saj se stopnja aerenhima
v ve€ini primerov raziskovanih rastlin ni razlikovala med potopljenimi in plavajo¢imi
vrstami, verjetno zaradi velike spremenljivosti rastiS¢a. Prav tako ugotavljajo, da med
arbuskularno kolonizacijo in stopnjo aerenhima ni nobene jasne povezave.

Veliko vlogo aerenhima pri toleranci rastlin na razmere v Casu poplavljenosti ugotavlja
tudi Fougnies in sod. (2007), in sicer s povecano difuzijo kisika v potopljene dele stebla in

korenin, kar prispeva k prehrani in rasti rastline.

2.2 HRANILA RIZOSFERNIH TAL

Vsebnost N in P v rastlinskem tkivu se ob prehodu iz vode na kopno zmanjsa, kar gre
najverjetneje na racun pospesene rasti (Mendoza in sod. 2005). V vodnem okolju so hranila

tezje dostopna kot na kopnem (Rascio 2002).

Sraj-Krzi¢ in sod. (2006) dokazujejo, da je pozitivna povezava prisotna med arbuskularno
mikorizacijo in rastlinam dostopnim fosforjem. Fan in sod. (2003) navajajo, da nizek nivo
dostopnega fosforja povzro¢i tvorbo aerenhima v skorji korenine in pojasnjujejo, da je
prilagoditveni pomen takSnega odgovora nepoznan, hkrati pa ugotavljajo, da tvorba
aerenhima zmanjsa respiracijo in potrebo po fosforju in tako predstavlja uporabno
prilagoditev na nizko razpoloZljivost s fosforjem.

Avtorja Beck-Nielsen in Vindbak Madsen (2001) pa ugotavljata, da bi tudi redoks

potencial sedimenta lahko imel vpliv pri razvoju mikorize.
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3 NAMEN DELA

3.1 HIPOTEZE

Predpostavili smo, da:

- presihanje povzroci znacilne razlike med vodnimi in zra¢nimi rastnimi oblikami rastlin z

amfibijskim znacajem tako na anatomsko-morfoloskem kot na biokemijskem nivoju,

- sprememba vodostaja ne vpliva stresno na sprejem in pretvorbo svetlobne energije,

- je mikorizna kolonizacija prisotna pri vodnih in zra¢nih oblikah rastlin, saj presihanje

omogoca, da so tla vsaj obCasno prezracena,

- imajo razli¢ne vrste rastlin razli¢no izrazene prilagoditve za uspevanje v presihajoc¢ih

vodnih telesih.

4 MATERIAL IN METODE DELA

4.1 MESTO RAZISKAV

Izbrane rastline smo nabrali na obmoc¢ju CerkniSkega polja (45°45'N 14°20°E; 549 m n.v.)
in Loskega polja (45°41'N 14°28°E; 575 m n.v.). Obe polji imata znacilnosti vodnih
presihajocih teles. Vzrok za nastanek tako Cerkniskega kot Loskega polja je razporeditev
apnenca in dolomita, ki sta za vodo razli¢no prepustna (Habic¢, 1977). Losko polje je

najbolj podobno severozahodnemu delu CerkniSkega polja ob Obrhu (Habi¢, 1977).

4.1.1 Klima

Po skupni letni koli¢ini padavin spada SirSe obmocje CerkniSkega jezera v bolj namocen

del Slovenije (Zupanci€, 1995). To obmocje leZi neposredno za razmeroma visokim

grebenom Javornikov, in to je glavni vzrok za tako velike koli¢ine padavin, ki maksimum
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dosezejo v mesecih novembru in juniju, minimum pa v februarju in januarju (Zupancic,
2002).

Vpliv Cerkniskega jezera se mo¢no odraza pri povprecnih maksimalnih temperaturah v
zimskem casu, ki so vi§ja od temperatur drugih merilnih mest v okolici. Nizje minimalne
temperature zraka so posledica jutranjih temperaturnih inverzij, ki so za Cerknisko jezero

pogost pojav (Zupancic, 2002).

4.1.2 Geologija in geomorfologija

CerkniSko jezero sodi k dinarskemu krasu. Pas nizjega sveta se zacenja nad Ljubljanskim
barjem in konéa nad dolino Cabranke, katerega podolje je poglobljena vrsta zaprtih globeli
— kraskih polj (Kranjc, 2002a). Kraska polja so nastala vzdolz idrijske prelomnice in
predjamskega nariva, katerih potek pa je zelo pomemben tudi za hidroloSke razmere
(Kranjc, 2002a).

Oblikovanje same kotanje Cerkniskega polja ter njegove hidrografske znacilnosti so v
najvecji meri odvisne prav od lege dolomita in apnenca. Depresija jezera se razteza na 38

km?, poplavljeno povrsje pa na 27 km?.

4.1.3 HidroloSke znacilnosti

Ljubljanica ima pluvio-nivalni re¢ni rezim z zmerno mediteranskim odtenkom (Ilesic,
1948) in analogno je tak tudi reZim zaledja Cerkniskega polja. Glede na to, da jezero nima
nobenega povrSinskega odtoka in da je zajezitev, ki napravi jezero, v celoti kraske narave,
je Cerknisko jezero kljub deloma povrsinskemu dotoku, tipicno krasko presihajoce jezero
(Kranjc, 1986). Jezero se v obi¢ajnem obsegu (povrsina okoli 20 km?) pojavi obi¢ajno
dvakrat letno, spomladi in pozno jeseni — pozimi, povprecno enkrat na 10 let pa jezero
sploh ne presahne (Kranjc, 2002b). Dno CerkniSkega polja je dobra dva meseca na leto
suho. Ob moc¢nejSem dezevju se jezero obi¢ajno napolni v 2-3 dneh in ob susi odteka 3-4

tedne (Kranjc, 2002b).

Ob presihanju in polnjenju jezera voda drobi, premesca in odnaSa organske ostanke, ki se

kopicijo pretezno na obrobju jezera, medtem ko je v osrednjem delu jezera plast organskih
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tal tanka ali pa je celo ni (Gospodari¢ in Habi¢, 1974). IzsuSevanje polja pospesi aerobno
razgradnjo organskih snovi (Urbanc — Ber¢€i¢ in sod., 1999; Gaberscik in Urbanc — Ber¢ic,
2002). Sproscanje hranilnih snovi, ob ponovni namocitvi, omogoca bujno rast primarnim
producentom, kar predstavlja povecano moznost prestrezanja in kopicenja energije v

ekosistem (Gaberscik in Urbanc — Berc¢ic, 2002).

4.2 PREUCEVANE RASTLINE

Na obmocju CerkniSkega polja in Loskega polja smo v poletnih mesecih merili fizioloske
parametre in nabirali primerke rastlin za nadaljnje laboratorijske raziskave. Raziskave smo
izvajali na Stirih rastlinskih vrstah (preglednica 1). Vrsta Glyceria fluitans spada med
enokali¢nice. Vrste Gratiola officinalis, Ranunculus lingua in Veronica anagallis —

aquatica so dvokali¢nice.

Primerjali smo znacilnosti vodnih in zracnih poganjkov. Vodni poganjki so bili v ¢asu
vzorcenja potopljeni. Zaradi obdobij obilnega dezevja v ¢asu presihanja, v prejsnjih letih,
smo 10 primerkov vsake vrste skupaj z rizosfernimi tlemi presadili v korita in jih odpeljali
na travnik pred BiotehniSko fakulteto. Simulirali smo presihanje in rastline so pognale

kopenske poganjke, ki smo jih uporabili za meritve.

Preglednica 1: Amfibijske rastline presihajo¢ega vodnega habitata, ki smo jih preucevali in

mesto nabiranja

Druzina Latinsko ime Slovensko ime Mesto nabiranja
Poaceae Glyceria fluitans (L.)  plavajoca sladika Cerknisko polje

R.Br. (Gorenje jezero)
Schropulariaceac ~ Gratiola officinalis L.  navadna bozja Cerknisko polje

milost (Zadnji kraj)
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Ranunculaceae Ranunculus lingua L. velika zlatica Cerknisko polje
(Zadnji kraj)
Schropulariaceac ~ Veronica anagallis- vodni jeti¢nik Losko polje
aquatica L. (Mali Obrh)

4.3 MERJENJE FOTOKEMICNE UCINKOVITOSTI PSII

Meritve smo opravili v naravnih razmerah ob son¢nem vremenu v opoldanskem c¢asu.
Vrednosti fotosintezno aktivnega spektra sevanja (PPFD) so bile 1700 umol m™ s™" ali pa
so te vrednosti presegale. Temperatura zraka je bila 25-30°C, zra¢na vlaga pa 30-45%.
Merili smo fluorescenco klorofila a fotosistema II (PSII), ki je merilo stresa pri rastlini
(modulacijski fluorometer OS-500, OPTI-SCIENCES, Tyngsboro, Massachusetts, ZDA).
Potencialno fotokemic¢no ucinkovitost PSII (Fv/Fm) smo merili na listih, ki smo jih za 15
min zatemnili in nato osvetlili s saturacijskim pulzom bele svetlobe (PPFD 8000 pmol m™
s!; t=0,8 s).

Dejansko fotokemic¢no u€inkovitost PSII (Y) smo merili na osvetljenih listih, ki smo

jih osvetlili s saturacijskim pulzom bele svetlobe (PPFD 9000 pmol m™ s7*; t=0,8 s).
Potencialno (Fv/Fm) in dejansko (Y) fotokemi¢no u¢inkovitost smo izrazili v relativnih

enotah (formula 1) (Schrieber in sod. 1995).

Formula .. (1)

Fv/Fm (relativna enota) = (Fm - Fo) / Fm

Y (relativna enota) = (Fms - Fs) / Fms

Fo in Fm - minimalna in maksimalna fluorescenca temotno adaptiranega vzorca

Fs in Fms - minimalna in maksimalna fluorescenca svetlobno adaptiranega vzorca
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4.4 MERJENJE FOTOSINTEZNIH PIGMENTOV

Iz sveze nabranih listov smo izrezali krozce z znano povrsino, ki so sluzili kot vzorci za

dolocitev suhe mase in za merjenje fotosinteznih pigmentov.

Suho maso vzorcev smo dolocili po 24 urah suSenja pri temperaturi 105°C (suSilnik
Sterimatic ST-11, Instrumentaria, Zagreb). Tehtali smo z miligramsko tehtnico Sartorius.
Specifi¢no listno povrsino smo izracunali kot koli¢nik med povr$ino in suho maso vzorca

[cm?*mg!].

Vsebnosti klorofilov a in b ter karotenoidov smo dolocali po metodi, ki sta jo opisala
Lichtenthaler in Buschmann (2001a, 2001b). Sveze vzorce smo strli v terilnici, ekstrahirali
v 10 ml 100 % acetona, prefiltrirali ter odcitali prostornine ekstraktov. Ekstinkcije

smo zmerili z VIS spektrofotometrom (Carl Zeiss, Jena, Nemcija) pri valovnih dolZinah
470, 645 in 662 nm. Vsebnosti klorofilov (K1 a+b) ter karotenoidov (Kar) smo izrazili na

suho maso in povrs$ino vzorca (formula 2).

Formula ..(2)

Klamgg'sm;mgcem™@]=ca*V *103 *sm™;ca*V * 1073 * P! ca= 11,24 Ee62 - 2,04 Ee45s
KIb[mgg'sm;mgem?]=cb*V *103*sm™;cb *V * 1073 * P! cb=20,13 Eo645 - 4,19 Es62
Kar [mg g' sm; mg cm 2] = c(x+c) * V * 107 * sm™"; c(x+c) * V * 107 * P!

c(x+c) = (1000 E470 - 1,9 ca - 63,14 cb) / 214

E - ekstinkcija pri doloceni valovni dolZini
V - prostornina ekstrakta [ml];
sm - suha masa vzorca [g]

P- povrsina vzorca [cm?]

4.5 OCENA MIKORIZNE KOLONIZACIJE

Glivno kolonizacijo korenin smo dolocali s pomoc¢jo barvanja arbuskularno mikoriznih

gliv po metodi Phillips in Hayman (1970). Za vsako vrsto smo vzeli 10 rastlin in jim
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porezali korenine. Pri rezanju smo pazili predvsem na tanke stranske korenine, ki so
najpogosteje kolonizirane z arbuskularno mikoriznimi glivami. Korenine rastlin smo oprali
pod tekoco in nato Se destilirano vodo. Korenine posameznih rastlin smo dali v locene
epruvete, katere smo pokrili s tili pritrjenimi z elastiko. V epruvete smo nalili 10% KOH in
jih za 15 minut postavili v suSilnik na 90° C. S tem so korenine postale prozorne. Nato smo
jih sprali (trikrat pod teko€o vodo, zadnje spiranje z destilirano vodo). Za obarvanje smo
koreninam dolili barvilo 0,05% tripan modro in jih za 15 minut postavili na 90° C. Ponovili

smo postopek spiranja korenin.

Obarvane korenine smo narezali na 1 cm dolge odseke. Pripravili smo poltrajne
mikroskopske preparate. Od vsake rastline smo izbrali 15 naklju¢nih odsekov in jih
fiksirali z laktofenolom brez fenola. Preparate koreninskih odsekov smo pregledali pod
svetlobnim mikroskopom (Carl Zeiss, Nemcija) in fotografirali pod mikroskopom
Axioskop 2 MOT (Carl Zeiss, Goettingen, Nem¢ija), opremljenim z digitalno kamero
Axiocam MRc (Carl Zeiss Vision, Halbergmoos, Nemcija) in racunalniskim programom
AxioVision 3.1.

Ocenili smo stopnjo mikorizne kolonizacije na osnovi Seststopenjske lestvice in gostoto

arbuskulov, veziklov in svitkov na osnovi Stiristopenjske lestvice Trouvelot in sod. (1986)

(slika 1).
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Slika 1: Ocenjevanje mikorizne kolonizacije koreninskih segmentov (prirejeno po
Trouvelot in sod., 1986)

a. lestvica ocenjevanja arbuskularno mikoriznih parametrov v posameznih koreninskih
segmentih

b. lestvica ocenjevanja gostote arbuskulov (A), veziklov (V) in svitkov (S) v vsakem od

koreninskih segmentov.

Na osnovi podatkov smo z ra¢unalniskim programom Mycocalc izra¢unali naslednje
arbuskularno mikorizne parametre:

- mikorizno frekvenco — F (%),

- splosno intenziteto mikorize — M (%),

- intenziteto mikorize v koloniziranih koreninskih odsekih — m (%),

- gostoto arbuskulov v delu skorje z mikorizno infekcijo — a (%),

- gostoto arbuskulov v koreninskem sistemu — A (%),

- gostoto veziklov v delu skorje z mikorizno infekcijo — v (%),

- gostoto veziklov v koreninskem sistemu — V (%),

- gostoto svitkov v delu skorje z mikorizno infekcijo —s (%) in

- gostoto svitkov v koreninskem sistemu — S (%).
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Mikorizna frekvenca — F (%) predstavlja frekvenco z glivo koloniziranih segmentov.

F% = (Stevilo mikoriznih korenin / Stevilo vseh korenin) * 100 ...(3)

Splosna intenziteta mikorize — M (%) je sploSna ocenitev mikorizne kolonizacije
koreninskega sistema.

M% = (95n5 + 70n4 + 30n3 + 5n2 + nl) / Stevilo vseh korenin ...(4)

Intenziteta mikorize v koloniziranih koreninskih segmentih — m (%) pomeni kolonizacijo
koreninskega sistema, kadar je glivnega inokuluma v zemlji malo (F% je nizek).

m% = M * (Stevilo vseh korenin) / (Stevilo mikoriznih korenin) =M * 100/ F ...(5

Gostota arbuskulov v delu skorje z mikorizno infekcijo — a (%) je delez arbuskulov v
koloniziranih delih koreninskega sistema.

a% = (100mA3 + 50mA2 + 10mA1) / 100 ...(6)
kjer je:

mA1l =(95n5A1 + 70n4A1 + 30n3A1 + 5n2A1 + n1A17 Stevilo mikoriznih korenin * 100 / m
nlAl, N2A2, ..., N5A1 = §tevilo segmentov z gostoto arbuskulov Al v posameznih razredih za
mikorizno kolonizacijo.

Enako velja za A2 in A3.

Gostota arbuskulov v koreninskem sistemu — A (%).

A% =a* (M/ 100) .(7)

Gostota veziklov v delu skorje z mikorizno infekcijo — v (%) je delez veziklov v
koloniziranih delih koreninskega sistema.

V9 = (100mV3 + 50mV2 + 10mV1) / 100 .(8)

Gostota veziklov v koreninskem sistemu — V (%).

V% = v * (M / 100) ...(9)
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Gostota svitkov v delu skorje z mikorizno infekcijo — s (%) je delezZ svitkov v koloniziranih
delih koreninskega sistema.

s% = (100mS3 + 50mS2 + 10mS1) / 100 ...(10)

Gostota svitkov v koreninskem sistemu — S (%).

S% =s* (M / 100) (1)

Poleg ocene kolonizacije s strukturami VAM smo ugotavljali Se prisotnost struktur DSE
(dark septate endophytes), mikrosklerocijev. Njihovo prisotnost smo ocenjevali enako kot
prisotnost arbuskulov, veziklov in svitkov. Njihova gostota je bila zelo nizka, zato smo v

rezultatih navedli le, ali so prisotni ali ne.

4.6 PRISOTNOST AERENHIMA

Prisotnost aerenhima smo ugotavljali pri vzor¢nih koreninah nabranih rastlin, katere smo
predhodno shranili v 75% etanol. Za vsako od 10 rastlin iste vrste smo naredili 3 precne
prereze korenin s premerom 300-1000 um. Preparate smo pregledali pod mikroskopom
(Axioskop 2 MOT; Carl Zeiss, Goettingen, Nemcija) in jih fotografirali s kamero Axiocam
MRc (Carl Zeiss Vision, Halbergmoos, Nemcija), s pomoc¢jo programa Axio Vision 3.1.
Fotografije smo obdelali v programu za analizo slik KS400 (Carl Zeiss Vision
Halbergmoos, Nemcija). S tem smo izmerili povrSino celotnega pre¢nega prereza korenine,
povrsino aerenhima in povrsSino parenhima. Delez zra¢nih prostorov v skorji v preCnem
prerezu [%] glede na celotno povrsino precnega prereza in deleza zra¢nih prostorov v
skorji glede na parenhim pre¢nega prereza smo izracunali z Excel-ovim makro

programom.

4.7 KEMIJISKA ANALIZA TAL

Pri nabiranju rastlin smo nabrali tudi rizosferna tla, iz neposrednega stika s koreninskim
sistemom. Za vsako rastlinsko vrsto smo vzeli 10 vzorcev (20 dag), toliko kot smo vzeli

rastlin iste vrste. Za vsako rastlinsko vrsto smo vzorce zdruZili in jih dali susSiti za 48 ur na
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48°C (susilnik Sterimatic ST-11, Instrumentaria, Zagreb). Nato smo vzorce presejali (<1

mm) in homogenizirali. V tleh smo dolocali vsebnost organske snovi in vsebnost fosforja.

Vsebnost celotne organske snovi v tleh smo doloc¢ali po kromovi metodi po Kandelerju
(1995). V 100 ml bucke smo zatehtali 0,2 0z 0,5 g posusene prsti. Dodali smo 2 ml
raztopine kalijevega dikromata (K2Cr207) in 1,5 ml H2SO4. Po 3 urah smo dodali do 10 ml
destilirane vode in pustili stati preko noci. Za fotometricno analizo smo 1 ml vzor¢ne
raztopine razredcili z 25 ml destilirane vode in rahlo premesali. Absorbcijo smo merili pri
570 nm (Diode array spectrophotometer, Hewlett Packard 8452A). DeleZ organske snovi

[%] smo izracunali iz umeritvene krivulje standarda.

Vsebnost rastlinam dostopnega fosforja v tleh smo dolo¢ali po protokolu ONORM L 1087
(1993). Vzeli smo 5 g vsakega vzorca in ga raztopili v 100 ml raztopine za ekstrakcijo
(raztopina Ca-laktata, Ca-acetata, ocetne kisline in destilirane vode) in stresali 2 uri pri 180
rpm. Nato smo vzorce pustili, da se malo posedejo in jih prefiltrirali z nagubanim filtrom,
pri ¢emer smo prvi del filtrata zavrgli. Ekstrakt (1 ml) smo razred¢ili z raztopino
amonijevega heptamolibdata (16 ml) in raztopino askorbinske kisline (2 ml) . Ekstinkcije
smo izmerili spektrofotometri¢no pri 660 nm (Diode array spectrophotometer, Hewlett
Packard 8452A). Vsebnost rastlinam dostopnega fosforja [mg L™] smo izracunali iz

umeritvene krivulje standarda.

4.8 OBDELAVA PODATKOV (STATISTICNA ANALIZA)

Oceno mikorizne kolonizacije in prisotnost aerenhima v koreninah smo ugotavljali na 10
paralelnih vzorcih za vsako rastlinsko vrsto (za kopenske in za vodne poganjke).
Statisti¢no znacilne razlike v aritmeti¢nih sredinah med vodnimi in zra¢nimi poganjki smo
racunali s Student t-testom pri normalno porazdeljenih podatkih in z Mann-Whitney-evim
U-testom pri nenormalno porazdeljenih in neparametri¢nih podatkih (SPSS 13.0 za
Windows).

Mikorizne parametre in deleze aerenhima smo grafi¢no prikazali v obliki Skatle z rocaji

oziroma box-plot-a.
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Verjetnosti znacilnih razlik smo oznacili kot: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

Statisticno obdelavo smo naredili s programom SPSS for Windows 13.0.

S REZULTATI

5.1 FOTOKEMICNA UCINKOVITOST PSII

Vrednosti potencialne fotokemicne ucinkovitosti PSII se pri vodnih in zra¢nih listih niso
znacilno razlikovale (slika 2). V vecini so bile vrednosti potencialne fotokemicne

ucinkovitosti PSII blizu teoreti¢ni maksimalni vrednosti 0,83.

1
0,8 -
0,6
0,4 -
0,2

Fv/Fm [relativna enota]

O T T T

Glyceria fluitans Gratiola Ranunculus Veronica
officinalis lingua anagallis-
aquatica

Slika 2: Potencialna fotokemi¢na ucinkovitost PSII (Fv/Fm) vodnih (L) in zra¢nih listov (l) amfibijskih
rastlin. Podatki so aritmeti¢ne sredine = SD, n = 10. Student t-test: * p < 0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.

Vrednosti dejanske fotokemicne u¢inkovitosti PSII so bile pri zraénih listih G. officinalis
znacilno vi$je kot pri vodnih listih. Pri G. fluitans pa so bile te vrednosti nizje kot pri

vodnih listih (slika 3).
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Slika 3: Dejanska fotokemi&na uginkovitost PSII (Y) vodnih (1) in zraénih listov () amfibijskih rastlin.
Podatki so aritmeti¢ne sredine + SD, n = 10. Student t-test: * p < 0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.

5.2 FOTOSINTEZNI PIGMENTI

Znacilno visje skupne vrednosti klorofilov a in b (mg g™ ss) pri zra¢nih listih, kot pri
vodnih listih, so bile pri R. lingua (slika 4). Pri vodnih listih G. officinalis in V. anagallis-

aquatica so bile izmerjene vrednosti vi§je kot pri zra¢nih listih.
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Slika 4: Skupna vsebnost klorofila a in b (KI a+b) pri vodnih (L) in zra¢nih listih (.) amfibijskih rastlin.
Podatki so aritmeti¢ne sredine = SD, n = 10. Student t-test: * p < 0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.
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Vrednosti razmerja med klorofiloma a in b so bile okoli 2,3 (slika 5). Pri vodnih listih G.
fluitans je bilo razmerje vi$je kot pri zra¢nih listih. Pri vodnih listih R. lingua so bile

vrednosti razmerja niZje v primerjavi z zra¢nimi listi.
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Slika 5: Razmerje med klorofiloma a in b (K1 a/b) pri vodnih ([J) in zra¢nih listih (.) amfibijskih rastlin.
Podatki so aritmeti¢ne sredine + SD, n = 10. Student t-test: * p < 0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.

Vsebnosti karotenoidov (mg g* ss) so bile znacilno visje pri vodnih listih kot pri zracnih
listih G. fluitans in V. anagallis-aquatica (slika 6). Zrac¢ni listi R. lingua so imeli visje

vsebnosti karotenoidov v primerjavi z vodnimi listi.
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Slika 6: Vsebnost karotenoidov (Kar) pri vodnih (L)) in zra¢nih listih (l) amfibijskih rastlin. Podatki so
aritmetic¢ne sredine + SD, n = 10. Student t-test: * p < 0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.

Razmerje med skupno vsebnostjo klorofilov a in b (KI a+b) in karotenoidi (Kar) je bilo
visje pri zra¢nih listih v primerjavi z vodnimi pri G. fluitans, R. lingua in V. anagallis-
aquatica (slika 7). Vodni listi vrste G. officinalis pa so imeli visje vrednosti razmerja kot

zracni listi.
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Slika 7: Razmerje med skupno vsebnostjo klorofilov a in b (Kl a+b) ter karotenoidi (Kar) pri vodnih
(1)) in zracnih listih (l) amfibijskih rastlin. Ekstremni podatek (°).
Podatki so aritmeti¢ne sredine + SD, n = 10. Student t-test: * p < 0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.
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5.3 MIKORIZNA KOLONIZACIJA

Arbuskularno mikorizna kolonizacija (AM) je bila ugotovljena pri vseh rastlinskih vrstah
vsaj pri primerkih rastlin, ki so rasli na kopnem (slika 8). Vodni primerki vseh vrst razen
G. fluitans so bili mikorizno kolonizirani. Zra¢ni primerki G. fluitans so imeli nizke
vrednosti mikorizne frekvence (F%) in intenzitete mikorize (M%). Pri zra¢nih primerkih
R. lingua pa sta bili mikorizna frekvenca in mikorizna intenziteta znacilno visji v
primerjavi z vodnimi primerki. Vrsti G. officinalis in V. anagallis-aquatica nista pokazali

znacCilnih razlik v mikorizni kolonizaciji vodnih iz zracnih primerkov.
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Manjkajoc¢i krog na grafu za posamezen paralelni vzorec pomeni, da mikoriza ni bila

prisotna.

Slika 8: Mikorizna frekvenca (F%) v koreninah vodnih ([]) in zra¢nih primerkov (l) amfibijskih rastlin.
Mikorizna intenziteta (M%) je izraZzena s povr$ino kroga, n = 10. Mann-Whitney U test: * p < 0,05; **
p<0,01; *** p <0,001.



Kacar U. Prilagoditve in mikorizacija rastlin z amfibijskim znacajem v razmerah presihanja.
Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008 23

Strukture arbuskularne mikorize, arbuskuli in vezikli so bili bolj pogosto prisotni pri
zracnih primerkih vrst (slika 9 in 10). Znacilno vi§je vrednosti gostote tako arbuskulov kot
veziklov pri zra¢nih primerkih v primerjavi z vodnimi so bile pri vrsti R. lingua. Vrednosti
gostote arbuskulov in veziklov vodnih primerkov V. anagallis-aquatica niso bile znacilno
nizje od vrednosti izmerjenih pri zracnih primerkih. Gostota veziklov vodnih primerkov

vrste G. officinalis je bila nekoliko vi§ja v primerjavi z zraénimi.
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Slika 9: Gostota arbuskulov (A%) v koreninah vodnih (1) in zra&nih primerkov (W) amfibijskih rastlin.
Podatki so prikazani kot Skatle s 1. kvartilom, mediano in 3. kvartilom; ro¢aji z neizstopajo¢imi podatki;

izstopajoc€i (s) in ekstremni podatki (¢); n = 10. Mann-Whitney U test: * p < 0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.
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Slika 10: Gostota veziklov (V%) v koreninah vodnih ([) in zra¢nih primerkov (.) amfibijskih rastlin.
Podatki so prikazani kot $katle s 1. kvartilom, mediano in 3. kvartilom; ro¢aji z neizstopajo¢imi podatki;

izstopajoci () in ekstremni podatki (+); n = 10. Mann-Whitney U test: * p < 0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.
5.3.1 Prisotnost temno septiranih endofitov (DSE)

Mikrosklerociji, strukture temno septiranih endofitov, so bili prisotni tako pri vodnih kot
pri zra¢nih primerkih G. fluitans in V. anagallis-aquatica (preglednica 2). Vrsti
G. officinalis in R. lingua nista imeli prisotnih struktur temno septiranih endofitov. Gostota

mikrosklerocijev je bila nizka.

Preglednica 2: Prisotnost mikrosklerocijev v koreninah vodnih in zra¢nih poganjkov rastlin z amfibijskim

znacajem.
Rastlinska vrsta Vodni poganjki Zracni poganjki
Glyceria fluitans (L.) R.Br. + +

Gratiola officinalis L. - -
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Ranunculus lingua L. - -

Veronica anagallis-aquatica L. + -

+ mikrosklerociji so bili prisotni

- mikrosklerociji niso bili prisotni
5.4 DELEZ ZRACNIH PROSTOROV V KORENINSKI SKORJI
Delezi zra¢nih prostorov v koreninski skorji se v ve€ini niso bistveno razlikovali pri

vodnih in zra¢nih primerkih rastlin (slika 11). Znacilno visji delez pri vodnih primerkih v

primerjavi z zra¢nimi je bil pri vrsti G. fluitans.
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Slika 11: Delez zra¢nih prostorov v koreninski skorji vodnih ([]) in zra¢nih primerkov (l) amfibijskih
rastlin. Podatki so prikazani kot Skatle s 1. kvartilom, mediano in 3. kvartilom; ro¢aji z neizstopajocimi

podatki; ekstremni podatki (x); n = 10. Mann-Whitney U test: * p < 0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.

5.5 RIZOSFERNA TLA

Nizji delez organske snovi v rizosferi v ¢asu poplavljenosti v primerjavi s susSnim

obdobjem smo dolo¢ili pri G. officinalis, R. lingua in V. anagallis-aquatica (slika 12).
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Zelo nizek delez organske snovi je bil prisoten v tleh vrste G. fluitans, pri kateri se deleza

pri vodnih in zra¢nih primerkih nista razlikovala.

kg kg

kK

organska snov [%]

o N A O ©

G. fluitans G. officinalis R. lingua V. anagallis-
aquatica

Slika 12: Vsebnost organske snovi (%) v rizosfernih tleh pri vodnih ([7) in zracnih primerkih (.) amfibijskih
rastlin. Podatki so aritmeti¢ne sredine = SD, n = 10. Student t-test: * p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.

Vsebnost rastlinam dostopnega fosforja v rizosferi zra¢nih primerkov je bila znacilno visja
kot v rizosferi vodnih primerkov G. officinalis in R. lingua (Slika 13). Pri vrstah G. fluitans
in V. anagallis-aquatica se vsebnosti fosforja v rizosferah vodnih in zra¢nih primerkov

niso razlikovale.
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Slika 13: Vsebnost fosforja (mg/L) v rizosfernih tleh pri vodnih ([7) in zra¢nih primerkih (l) amfibijskih
rastlin. Podatki so aritmeti¢ne sredine = SD, n = 10. Student t-test: * p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.



Kacar U. Prilagoditve in mikorizacija rastlin z amfibijskim znacajem v razmerah presihanja.
Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008 27

6 RAZPRAVA

6.1 FOTOKEMICNA UCINKOVITOST PS 11

Fotokemic¢na ucinkovitost rastlin v vodnem okolju je lahko motena z razli¢nimi tipi stresa
(Sraj-Krzi¢ in Gaberséik, 2005), kot so susa (Colom in Vazzana, 2003), fotoinhibicija
(Gaberscik in Mazej, 1995), UV-B radiacija (Gabers¢ik in sod., 2002) in razpolozljivost
COz2. Moteci dejavniki so vezani na nihanje vodnega nivoja in lahko povzrocijo zaasne

motnje PS II (Sraj-Krzi¢ in Gaberi¢ik, 2005).

Vrednosti dejanske fotokemi¢ne ucinkovitosti PS II so bile pri vecini rastlinskih vrst visje
pri zraénih listih (slika 3), kar navajajo tudi drugi avtorji (Sraj-Krzi¢ in Gabers¢ik, 2005).
Vrednosti svetlobnega sevanja so v vodi nizje kot na kopnem, prav tako je v vodi tezji
dostop do hranilnih snovi. Posledi¢no so nizje tudi vrednosti dejanske fotokemi¢ne
ucinkovitosti.

Pri vrsti Glyceria fluitans pa so bile vrednosti pri zra¢nih listih niZje kot pri vodnih.
Rezultati so bili lahko posledica prehodnega stresa ali pa dejstva, da so vodni listi plavali

na vodi in bili zato dobro prilagojeni na visoko jakost sevanja.

Dejanska fotokemi¢na uc¢inkovitost PS 1II je bila pri vseh preucevanih vrstah nizka.
Sklepamo, da so bili rezultati posledica prisotnosti zaCasnega stresa, kar je navedeno tudi v

raziskavi avtoric Sraj-Krzi¢eve in Gaberi¢ikove (2005).

Vrednosti potencialne fotokemi¢ne u¢inkovitosti PSII se pri vodnih in zra¢nih listih niso
znaéilno razlikovale (slika 2), kar je bilo opisano tudi v raziskavi avtoric Sraj-KrZi¢eve in
Gaberscikove (2005). V vecini so bile vrednosti potencialne fotokemi¢ne u¢inkovitosti
PSII blizu teoreti¢ni maksimalni vrednosti 0,83. V tem primeru rezultati ne kaZejo na
kakrsnekoli motnje v PSII kot posledico stresa. Vrednosti potencialne fotokemic¢ne
ucinkovitosti so bile pri zrac¢nih listih dveh vrst nizje kot pri vodnih listih. TakSne rezultate

je objavil tudi avtor Mommer in sod. (2005) za prouc¢evano vrsto Rumex palustris.
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6.2 FOTOSINTEZNI PIGMENTI

Skupne vrednosti klorofilov a in b, izrazene z mg na suho maso so bile pri preucevanih
vrstah zelo razlicne (slika 4). Visje skupne vrednosti klorofilov a in b pri zra¢nih listih v
primerjavi z vodnimi so bile pri vrsti R. lingua, saj so zra¢ni listi izpostavljeni vi§jim
vrednostim sevanja ter imajo bolj$i sprejem COz2 in hranilnih snovi v primerjavi z vodnimi
listi (Rascio, 2002). Posledi¢no v zracnih listih poteka visja fotosintezna aktivnost in zato
je tudi potreba po fotosinteznih pigmentih ve¢ja. Skupne vrednosti klorofilov a in b pri
vrstah G. fluitans, G. officinalis in V. anagallis-aquatica pa so bile vi$je pri vodnih listih v
primerjavi z zra¢nimi. Podobno so pokazali tudi rezultati raziskave Nielsena (1993), ki pa

ne navaja vzrokov za takSne vrednosti.

Vrednosti razmerja med klorofiloma a in b so bile med 2 in 3 in se med vrstami niso
bistveno razlikovale (slika 5). Pri vrstah G. fluitans in V. anagallis — aquatica so bile
vrednosti razmerja v primerjavi z zracnimi visje pri vodnih listih. Avtorja Nielsen in
Nielsen (2006) navajata, da se vodni in zra¢ni primerki preuc¢evanih rastlin niso razlikovali
v razmerju klorofilov a in b, torej razmerje med klorofiloma a in b ni nujno odvisno od
koli¢ine sevanja, ki ga rastlina dobi v razli¢nih okoljih. Nasprotno je bilo razmerje med
klorofiloma a in b pri vrstah G. officinalis in R. lingua visje v zra¢nih kot v vodnih listih,

kar ni odvisno od sevalnih razmer.

Vrednosti karotenoidov so se gibale med 1 in 5 mg g™'ss in so se med vrstami zelo
razlikovale (slika 6). Pri vrstah G. fluitans, G. officinalis in V. anagallis-aquatica so bile
vrednosti karotenoidov znacilno vi§je v vodnih kot v zra¢nih listih. Karotenoidi so
sekundarni sprejemniki svetlobnega sevanja (Demmig-Adams in Adams, 1996), Nielsen in
Nielsen (2006) pa navajata, da imajo karotenoidi pomembno vlogo pri zas¢iti pri visokih
vrednostih sevanja.

Zraéni listi R. lingua so imeli vi$je vsebnosti karotenoidov v primerjavi z vodnimi listi.

Vrednosti razmerij med skupno vsebnostjo klorofilov a in b ter karotenoidi se med vrstami
G. fluitans, R. lingua in V. anagallis-aquatica niso bistveno razlikovale in so bile pri vseh

treh vrstah visje pri zra¢nih kot vodnih listih (slika 7). Vodni listi vrste G. officinalis pa so
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imeli vi§je vrednosti razmerja kot zracni listi, kar je posledica visoke vrednosti klorofila pri

vodni obliki.

6.3 MIKORIZNA KOLONIZACIJA

Arbuskularno mikorizna kolonizacija (AM) je bila ugotovljena pri vseh rastlinskih vrstah
(slika 8). Mikorizna kolonizacija je bila prisotna tudi pri vodnih primerkih vrst

G. officinalis, R. lingua in V. anagallis — aquatica. Ugotovitve, da je mikoriza lahko
prisotna tudi pri vodnih primerkih, potrjujejo tudi druge raziskave (Bauer in sod., 2003,
Radhika in Rodrigues, 2007). Mikorizna kolonizacija pri vodnih primerkih je prisotna
zaradi mikoriznih gliv, ki se uspe$no razsirjajo tudi v ¢asu poplav (Carvalho in sod., 2003).
Vodni primerki vrste G. fluitans niso bili mikorizno kolonizirani, kar lahko pojasnimo z
dejstvom, da so bile vrednosti mikorizne frekvence in intenzitete tudi pri zracnih primerkih
zelo nizke (Beck-Nielsen in Vandbaek Madsen, 2001). Raziskava avtorja Cornwella in sod.
(2001) pa potrjuje, da so enokali¢nice, kamor sodi tudi vrsta G. fluitans, manj mikorizne od

dvokali¢nic.

Zraéni primerki vrste R. lingua so imeli v primerjavi z vodnimi primerki znaéilno vi§je
vrednosti mikorizne frekvence in intenzitete. Vecina raziskav mikorizne kolonizacije
vodnih rastlin potrjuje, da imajo potopljeni primerki vrst, s trajanjem poplave in globino
vodostaja, nizjo stopnjo kolonizacije, zaradi slabSe prezracenosti tal (Mendoza in sod.,
2005). Tudi nizek redoks potencial v potopljenih tleh (Cronk in Fennessy, 2001) negativno
vpliva na gostoto glivnih hif (Beck-Nielsen in Vandbak Madsen, 2001), kar pojasnjuje
nizjo stopnjo kolonizacije pri vodnih primerkih v primerjavi z zra¢nimi. Rezultate pa lahko
pojasnimo tudi z ugotovitvami avtorjev Boulton in Brock (2001), da je v rizosferi vodnih

primerkov bistveno manj dostopnega kisika in vec¢ toksi¢nih substanc.

Pri vrstah G. officinalis in V. anagallis-aquatica je bila mikorizna kolonizacija prisotna
tako pri vodnih kot pri zranih primerkih, vendar med njimi ni bilo znacilnih razlik v
mikorizni kolonizaciji. V svojih raziskavah sledece potrjuje tudi avtor Bauer in sod.

(2003).



Kacar U. Prilagoditve in mikorizacija rastlin z amfibijskim znacajem v razmerah presihanja.
Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008 30

Strukture arbuskularne mikorize, arbuskuli in vezikli so bili bolj pogosto prisotni pri
zra€nih primerkih vrst (slika 9 in 10). Glede na stopnjo mikorizne kolonizacije vrst so bile

tudi vrednosti gostot mikoriznih struktur primerno vi§je ali nizje.

6.4 PRISOTNOST TEMNO SEPTIRANIH ENDOFITOV (DSE)

Mikrosklerociji, strukture temno septiranih endofitov, so bili prisotni pri dveh rastlinskih

vrstah, in sicer G. fluitans in V. anagallis-aquatica, medtem ko pri vrstah G. officinalis in
R. lingua DSE strukture niso bile prisotne (preglednica 2). Anoksi¢ne razmere sicer lahko
pospesujejo kolonizacijo z DSE, vendar smo pri omenjenih vrstah nasli strukture tako pri
vodnih kot pri zra¢nih poganjkih. Tako v vodnem kot kopenskem okolju je bila gostota

mikrosklerocijev nizka.

6.5 DELEZ ZRACNIH PROSTOROV V KORENINSKI SKORJI

Delezi zra¢nih prostorov v koreninski skorji so bili pri vseh rastlinskih vrstah relativno
visoki in se v vecini niso bistveno razlikovali pri vodnih in zra¢nih primerkih rastlin
(Pedersen in Sand-Jensen, 1997). Znacilno vi§ji deleZ pri vodnih primerkih v primerjavi z
zraCnimi je bil pri vrstah G. fluitans in G. officinalis (slika 11). Zaradi prekratkega obdobja
suse je verjetno prislo le do manjsih razlik v delezih aerenhima v zra¢nih in vodnih
poganjkih. Pri vrstah R. lingua in V. anagallis-aquatica pa so bili delezi zra¢nih prostorov

pri zracnih poganjkih vi§ji v primerjavi z vodnimi poganjki.

6.6 RIZOSFERNA TLA

Vodni primerki amfibijskih rastlin nimajo sposobnosti sprejema hranil skozi listno
povrsino, sprejem hranil iz tal pa je upocCasnjen, saj ni transpiracijskega toka (Rascio,

2002).

Rizosferna tla vseh preucevanih rastlinskih vrst so imela nizek delez organske snovi

(slika 12).
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Pri vrstah G. officinalis in R. lingua je bila vsebnost organske snovi v rizosferi vi§ja kot

pri vrstah V. anagallis-aquatica in G. fluitans. Vrednosti mikorizne intenzitete so bile prav
tako vi§je pri rastlinah z vi§jo vsebnostjo organske snovi v rizosferi, kar pa je v nasprotju z
raziskavami. Avtor Wigand in sod. (1998) navajajo, da se v organskih tleh porablja kisik in

naraSc¢a vsebnost fosforja, to pa naj bi zaviralo mikorizno kolonizacijo.

Ugotovili smo, da vi§je vrednosti rastlinam dostopnega fosforja in deleZem organske snovi
v rizosferi niso v neposredni povezavi z vi§jimi vrednostmi mikorizne kolonizacije. Visja

stopnja mikorizne kolonizacije narasca z vecjo dostopnostjo kisika, kar potrjuje tudi Miller
(2000), ki navaja, da ob nespremenjeni dostopnosti fosforja mikorizna kolonizacija narasc¢a

z zmanjSevanjem vlaznosti tal.

7 SKLEPI

Ugotovili smo, da imajo rastline v vodnem okolju manjSo uc¢inkovitost izrabe sevanja kot
na kopnem. Vodni listi so imeli nizje vrednosti dejanske fotokemicne u¢inkovitosti PS II v

primerjavi z zranimi listi, potencialna fotokemi¢na PS II pa se ni znacilno razlikovala.

Vrednosti fotosinteznih pigmentov so se vrstno razlikovale. Vsebnosti karotenoidov so bile
pri vecini preucevanih vrst visje pri vodnih kot pri zracnih listih. Karotenoidi delujejo kot

sekundarni sprejemniki svetlobe, pri previsokih sevanjih pa rastlino $¢itijo pred

fotoinhibicijo.

Vse preucevane amfibijske vrste (Glyceria fluitans, Gratiola officinalis, Ranunculus
lingua, Veronica anagallis-aquatica) so bile arbuskularno mikorizno kolonizirane. Zra¢ni

poganjki so imeli na splosno znacilno visjo stopnjo kolonizacije.

Delez aerenhima je bil pri vodnih poganjkih vrst Glyceria fluitans in Gratiola officinalis
vi§ji kot pri zra¢nih. Pri vrstah Ranunculus lingua in Veronica anagallis-aquatica pa je bil
vi§ji deleZ aerenhima pri zracnih. Ugotovili smo, da stopnja arbuskularne mikorize ni bila

znacilno povezana s prisotnim deleZzem aerenhima.
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8 POVZETEK

Presihajoca vodna telesa predstavljajo hitro spreminjajo¢ se ekosistem v katerem prezivijo
le organizmi, ki se na takSne razmere prilagodijo. Tak$ni organizmi so tudi amfibijske

rastline.

Preucevali smo prilagoditve in mikorizno kolonizacijo Stirih amfibijskih rastlinskih vrst:
Glyceria fluitans (plavajoca sladika), Gratiola officinalis (navadna bozja milost),
Ranunculus lingua (velika zlatica) in Veronica anagallis-aquatica (vodni jeti¢nik).
Rastline smo vzor¢ili na obmocju presihajocih vodnih teles CerkniSkega in LoSkega polja.
Primerjali smo vodne in kopenske poganjke na nivoju fotokemicne uc¢inkovitosti PSII,
vsebnosti fotosinteznih pigmentov, mikorizne kolonizacije in prisotnosti zra¢nih prostorov
v koreninski skorji. V rizosfernih tleh smo po metodi po Kandelerju (1995) dolocali
vsebnost celotne organske snovi, po protokolu ONORM L 1087(1993) pa vsebnost

rastlinam dostopnega fosforja.

Vrednosti dejanske fotokemic¢ne ucinkovitosti PS II so bile pri vecini rastlinskih vrst nizje
pri vodnih kot pri zracnih poganjkih. Vrednosti potencialne fotokemi¢ne uc¢inkovitosti pa
so bile v vecini blizu teoreti¢ni maksimalni vrednosti 0,83 in se niso znacilno razlikovale
med zra¢nimi in vodnimi poganjki. Rezultati so pokazali, da je sprejem sevanja bolj moten
v vodnem okolju, vendar ne povzroca nepopravljivih poskodb v fotosistemu PSII.
Vrednosti klorofilov @ in b so se pri vrstah ter med zra¢nimi in vodnimi poganjki
razlikovale. Vodni poganjki pa so, pri vecini vrst v primerjavi z zracnimi poganjki, imeli
vi§je vrednosti karotenoidov, ki delujejo kot sekundarni sprejemniki svetlobnega sevanja in
v primeru visokih sevanj $¢itijo rastlino pred fotoinhibicijo. Arbuskularno mikorizna
kolonizacija je bila prisotna pri vseh preucevanih amfibijskih rastlinskih vrstah. Zra¢ni
poganjki so na splosno imeli znacilno visjo stopnjo kolonizacije v primerjavi z vodnimi
poganjki. Glede na stopnjo mikorizne kolonizacije so bile tudi vrednosti gostot mikoriznih
struktur primerno visje ali nizje. Delezi aerenhima v koreninah so bili pri vseh rastlinskih
vrstah relativno visoki. Stopnja mikorizne kolonizacije pa ni bila znacilno povezana z

deleZzem aerenhima.
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Najlepsa hvala dr. Nini KrZi¢ za vso pomo¢ pri delu. Hvala ti za vse nasvete, podporo in

dobro voljo.

Najlepsa hvala recenzentki doc. dr. Barbari Vilhar in predsednici komisije prof. dr. Maji

Kovac za hiter pregled naloge, tehtne pripombe in prijazno komunikacijo.

Zahvaljujem se AleSu Kladniku in Pauli Pongrac za pomoc¢ pri prakticnem delu naloge.
Alesu hvala za pomoc pri izdelavi fotografij preparatov. Pauli hvala za pomoc¢ pri

prepoznavanju glivnih struktur.

Zahvaljujem se tudi vsem tistim, ki so kakorkoli pomagali pri nastanku te diplome, pa jih

nisem posebej omenila.

Rada bi se zahvalila moji druzini, vsem prijateljem in kolegom za podporo in pomo¢

tekom Studija.

Matej, hvala ker si mi stal ob strani, me prenaSal pred izpiti in vedno z veseljem razglabljal

o Cudesih narave.





