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V diplomski nalogi smo ugotavljali biolosko aktivnost ekstraktov treh vrst zlate
rozge, ki uspevajo v Sloveniji. Zanimalo nas je ali obstajajo razlike med
domorodno navadno zlato rozgo (Solidago virgaurea) in tujerodnima kanadsko
zlato rozgo (Solidago canadensis) ter orjasko zlato rozgo (Solidago gigantea).
Pripravili smo vodne in organske ekstrakte in testirali njihovo protibakterijsko ter
protiglivno aktivnost. Protibakterijsko aktivnost smo testirali z difuzijsko metodo v
agarju z luknjami, protiglivno pa z difuzijsko metodo v agarju z diski. Z vodnimi
ekstrakti smo tretirali semena ov¢je bilnice (Festuca ovina) in ¢rne detelje
(Trifolium pratense) ter v kalicah izmerili aktivnost antioksidativnih encimov
(askorbat peroksidaze, gvajakol peroksidaze in katalaze). Ugotovili smo le manjse
razlike med domorodno in tujerodnima vrstama. Protibakterijsko aktivnost so imeli
le ekstrakti tujerodnih vrst. Najvecjo protibakterijsko aktivnost je imela orjaska
zlata rozga. Protiglivna aktivnost ekstraktov je bila Sibka. Najvecjo protiglivno
aktivnost je imela orjaska zlata rozga, medtem ko je bila aktivnost navadne zlate
rozge in kanadske zlate rozge primerljiva. Vodni ekstrakti niso imeli ne
protibakterijske ne protiglivne aktivnosti, zato sklepamo, da so biolosko aktivne
snovi v zlati rozgi manj polarne snovi. Aktivnost antioksidativnih encimov v
kalicah je bila razlicna in ne vrstno specifi¢na. Razlik med vrstami zlate rozge na
aktivnost antioksidativnih encimov nismo ugotovili.
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The thesis focuses on the biological activity of extracts of three different species of
goldenrod growing in Slovenia. The main interest was to determine the differences
between the indigenous goldenrod (Solidago virgaurea), the invasive canadian
goldenrod (Solidago canadensis), and the giant goldenrod (Solidago gigantea). We
prepared water and organic extracts that were tested for antibacterial or antifungal
activity. The antibacterial activity was tested with the agar well diffusion method,
while the antifungal activity was tested using agar diffusion method with disks. The
seeds of sheep fescue (Festuca ovina) and red clover (Trifolium pratense) were
treated with Solidago water extracts and the antioxidant enzymes activity
(ascorbate peroxidase, gvajakol peroxidase and catalase) was measured in the
sprouts. We observed minor differences between the effectiveness of the
indigenous and invasive species. Antibacterial activity was observed only in the
invasive species. Giant goldenrod had the strongest antibacterial activity.
Antifungal activity of the extracts was weak. Again, the strongest activities were
observed in the giant golderod extracts, while the results of the other two species
where comparable. The water extracts of all samples had no antibacterial or
antifungal activity so we concluded that the biologicaly active compounds of the
plants are less polar. Enzyme activities of the antioxidants in the sprouts were
different and non-specific. We were unable to determinate the differences in
activities of the antioxidant enzymes among different species of goldenrod.
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1 UVvOD

Zlata rozga (Solidago spp.) je zelnata trajnica iz druzine nebinovk (Asteraceae). V
Sloveniji uspevajo tri vrste zlate rozge (Wraber, 2007). Avtohtona je le ena in sicer
navadna zlata rozga (Solidago virgaurea), medtem ko sta kanadska zlata rozga (Solidago
canadensis) in orjaska zlata rozga (Solidago gigantea) tujerodni vrsti. Obe vrsti izhajata iz
Severne Amerike od koder so ju sredi 18. stoletja prinesli v Evropo (Weber in Schmid,
1993, cit. po Weber, 2001). Zaradi bogatih rumenih socvetij sta bili zanimivi kot okrasni
rastlini, kar je pripomoglo k njuni raz§irjenosti. Vrsti sta hitro postali naturalizirani in se V
19. stoletju Ze mocno razsirili po Evropi, tudi po Sloveniji. Danes sta kanadska in orjaska
zlata rozga dve izmed najbolj invazivnih rastlinskih vrst v Sloveniji in svetu (Veenvliet in
sod., 2009; Weber, 1998).

Zaradi pritrjenega nacina zivljenja so rastline razvile svoje strategije prezivetja. Ena izmed
njih je produkcija fitokemi¢nih spojin, ki rastline §¢itijo in imajo pomemben vpliv na
njihovo razmnozevanje in obstoj. Da je sestava spojin vrstno specifi¢na, so ugotovili ze
nasi predniki, ki so uporabljali razli¢ne rastline za zdravljenje razli¢nih bolezni. Raziskave
kazejo, da imajo fitokemi¢ne spojine, ki jih rastline izlo¢ajo, pomembno vlogo tudi pri
rastlinskih invazijah, saj vplivajo na okoliske rastline, Zivali in mikroorganizme (Whittaker
in Feeny, 1971).

Vrste rodu Solidago se Ze stoletja uporabljajo v ljudskem zdravilstvu, predvsem pri
tezavah s prostato in ledvi¢nimi kamni, pri vnetju se¢nega mehurja, novejse raziskave pa
kazejo, da ima rod Solidago stevilne bioloske aktivnosti (Thiem in Goslinska, 2002). To
nas je spodbudilo k testiranju bioloske aktivnosti treh vrst zlate rozge, ki uspevajo v
Sloveniji.
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1.1 NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE

V nalogi smo Zeleli ugotoviti ali izvlecki treh razli¢nih vrst zlate rozge vplivajo:
a) narast izbranih bakterij in gliv,
b) na aktivnost antioksidativnih encimov v kalicah izbranih rastlin.

Poleg tega nas je zanimalo ali se ta vpliv razlikuje med posameznimi vrstami zlate rozge,
predvsem pa ali se razlikuje med tujerodnima invazivnima vrstama in domorodno vrsto.
Zanimalo nas je tudi, kako vpliva nacin ekstrakcije (uporaba razli¢nega topila) na biolosko
aktivnost.

Predvidevali smo, da bo bioloska aktivnost tujerodnih vrst ve¢ja od aktivnosti domorodne
vrste, saj je to eden izmed moznih razlogov za invazivnost. Glede na to, da je alelopatija
eden od mnogih stresnih dejavnikov, s katerim se rastline spopadajo v svojem okolju, smo
predpostavljali, da bo vsebnost antioksidativnih encimov vecja v kalicah, ki jih bomo
izpostavili izvleckom tujerodnih vrst.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZLATA ROZGA (Solidago sp.)

Zlato rozgo uvrs¢amo v druzino nebinovk (Asteraceae). Skoraj vse vrste tega rodu rastejo
divje v Ameriki, posebno v Severni Ameriki, nekatere pa tudi v Evropi in Aziji. To¢no
Stevilo vrst je tezko navesti, verjetno jih je okoli 130. Ime rodu izvira iz latinskih besed
solidus, ki pomeni trden, in agere, ki pomeni delati. Rastlina naj bi naredila bolnika
trdnega in zdravega (Witt, 1978).

V Sloveniji uspevajo tri vrste zlate rozge. Navadna zlata rozga, S. virgaurea, je domorodna
vrsta, kanadska zlata rozga, S. canadensis, in orjaska zlata rozga, S. gigantea, pa sta
tujerodni (Wraber, 2007) in dve izmed najbolj invazivnih rastlinskih vrst na svetu (Weber,
1998). V Sloveniji sodita med najhuj$e invazivke (Veenvliet in sod., 2009). Vse tri vrste so
zelnate trajnice, pri katerih iz podzemnih korenik poZenejo enoletni nadzemni poganjki
(Wraber, 2007). Zlata rozga ima Stevilna, majhna, lahka semena, ki se na dolge razdalje
prenasajo z vetrom, vodo, transportnimi sredstvi, s posredovanjem Cloveka ali zivali in
kalijo na razli¢nih tipih tal. Ko je populacija enkrat vzpostavljena, se razmnozuje predvsem
vegetativno. V ugodnih pogojih dolge, plazeCe korenike enostavno fragmentirajo in se
ukoreninijo (Weber, 2001).

2.1.1 Navadna zlata rozga, Solidago virgaurea L.

Navadna zlata rozga, S. virgaurea L., je ena izmed redkih v Evropi divje rastoCih vrst tega
rodu. Divje raste tudi v severni Afriki, v Severni Ameriki in v severni Aziji do 71° severne
zemljepisne Sirine. Raste v svetlih gozdovih, na posekah, na kamnitih in grmovnatih
mestih in je v Sloveniji zelo pogosta. Do enega metra visoko steblo nosi na vrhu v ozek
grozd zdruZzene koske (Witt, 1978). Koski so dolgi 7-18 mm in so v enostavnih ali
sestavljenih grozdih (Wraber, 2007). Cevasti cvetovi so rumeni, rumeni so tudi na robu
koska stojeci jeziCasti svetovi, ki jih je 6 do 8. Pri nas navadna zlata rozga cvete od avgusta
do oktobra (Witt, 1978). V Sloveniji uspevata dve podvrsti. S. virgaurea subsp. virgaurea,
navadna zlata rozga, ima koske Siroke 10-15 mm, v sestavljenih grozdih, ovojek je dolg 5-
7 mm, steblo pa je visje (30-100 cm) in bolj razraslo. Najdemo jo v svetlih gozdovih, na
posekah, kamnitih in grmovnatih mestih od nizine do subalpinskega pasu. S. virgaurea
subsp. minuta, planinska zlata rozga, ima koske Siroke 15-20 mm, v enostavnih, redkeje
sestavljenih grozdih. Steblo je nizje (do 20 cm) in veCinoma ne razraslo. Najdemo jo na
travnikih in pasnikih, med ru§jem in grmovjem, v svetlih gozdovih v montanskem in
subalpinskem pasu (Wraber, 2007). Vrstno ime virgaurea pomeni zlata Siba, zlata rozga
(Witt, 1978). Navadna zlata rozga je namre¢ zdravilna rastlina. V zdravstvene namene se
uporabljajo nadzemni deli. Rastlina vsebuje saponine, diterpene, fenolne glukozide,
acetilene, cinamate, flavonoide, Creslovine, hidroksibenzoate in inulin (Chevallier, 1998).
Zlata rozga pospesuje izlocanje seca in izkasljevanje ter pomaga pri celjenju ran in drugih
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koznih obolenjih. Creslovine, ki kré&ijo tkivo, poveujejo njene celilne sposobnosti in
blazijo drisko. Flavonoidi zmanjSujejo prepustnost krvnih zil in jih krepijo ter s tem
izboljSujejo pretok krvi. Zlata rozga ucinkovito lajSa vnetja in okuzbe secil, kot sta cistitis
(vnetje mehurja) in uretritis (vnetje secnice). Njene protiboleCinske in protivnetne
sposobnosti pripisujejo fenolni kislini, imenovani leiokarpozid (Digest, 2007). Zelisce
velja za ucinkovito sredstvo, ki pripomore k izlo¢anju kamnov iz secil. Saponini iz zlate
rozge delujejo protiglivno. Uspes$ni so predvsem proti glivicam rodu Candida, Ki
povzro¢ajo kandidozo v noznici in ustih (Chevallier, 1998). Thiem in Goslinska (2002)
porocata tudi o protibakterijski, protivnetni, protirakavi, pomirjevalni in hipotenzivni
aktivnosti.

Slika 1: Navadna zlata rozga, Solidago virgaurea L.
2.1.2 Kanadska zlata rozga, Solidago canadensis L.

Kanadska zlata rozga, S. canadensis L., ki jo nekateri avtorji navajajo pod znanstvenim
imenom Solidago altissima L., je od 70-210 cm visoka zelnata trajnica. Steblo kanadske
zlate rozge je v celoti olistano, v spodnjem delu golo, v zgornjem pa vedno dlakavo. Listi
so spiralno namesceni, sedeci ali zelo kratko pecljati in suli¢aste oblike. Po spodnji strani
so dlakavi, listni rob je nazob¢an. Na vrhu poganjkov je razvejano socvetje s stevilnimi 7-
15 mm dolgimi koski. Cvetovi so rumeni. JeziCasti cvetovi komaj presegajo dolzino
ovojka. Plod je 0,9-1,2 mm dolga rozka z do 2,5 mm dolgim Sopom laskov, ki sluZijo
razsirjanju plodov s pomocjo vetra (Strgulc Krajsek, 2009a). Pri nas cvete avgusta in
septembra. Rastlino gojijo po vrtovih v vseh zmerno toplih obmocjih in tudi pri nas. Iz
vrtov pa rada uide in podivja. Ker je zelo trdoziva, se na primernih mestih izredno
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razmnozi in postane nadlezen plevel (Witt, 1978). Domovina kanadske zlate rozge je
Severna Amerika (Wraber, 2007). V Sloveniji je kanadska zlata rozga prvi¢ omenjena leta
1937 (Strgulc KrajSek, 2009a). Danes je vrsta razSirjena po niZinah po vsej Sloveniji,
vendar je redkejSa od orjasSke zlate rozge. Pogosta je ob Zelezniskih progah in cestah, na
opuscenih njivah in drugih povrsinah, kjer je clovek odstranil prvotno vegetacijo. Najdemo
jo tudi na gozdnih robovih, na posekah ter na bregovih rek in potokov. Je zelo nezahtevna
rastlina, saj dobro uspeva na rasti$¢ih z zelo razli¢nimi ekoloskimi pogoji, vse od suhih do
vlaznih tal, na bogatih in pustih rasti§¢ih. Sprva je bila pogosta predvsem v okolici naselij,
s Sirjenjem ob prometnicah in vodah pa se je razsirila tudi na bolj odro¢na mesta. Osnovno
kromosomsko Stevilo kanadske zlate rozge je 9. V Severni Ameriki so ve¢inoma prisotni
heksaploidni osebki (2n=54), v Evropi pa se pojavljajo le diploidi (2n=18). Medtem, ko
Strgulc Krajsek (2009a) piSe o nepoznanih vplivih kanadske zlate rozge na zdravje ljudi,
Chevialler (1998) poro¢a o podobnih zdravilnih lastnostih kot jih ima navadna zlata rozga.
Uporablja se tudi v ljudskem zdravilstvu (Apati, 2003).

Slika 2: Kanadska zlata rozga, Solidago canadensis L.. Slika A-socvetje, Slika B-steblo

2.1.3 Orjaska zlata rozga, Solidago gigantea Ait.

Kanadski zlati rozgi je mo¢no podobna orjaska zlata rozga, S. gigantea Ait. Ta zelnata
trajnica je visoka od 30-280 cm. Steblo je v celoti olistano, razvejano le v socvetju (Strgulc
Krajsek, 2009b). Od kanadske zlate rozge se razlikuje predvsem po tem, da ima golo steblo
(Wraber, 2007). Listi so spiralno namesceni, sedeci ali zelo kratko pecljati in podolgovate
do sulicaste oblike. Vecinoma so goli, lahko pa so po spodnji strani nekoliko dlakavi.
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Listni rob je nazobcan. Na vrhu poganjkov je razvejano socvetje s Stevilnimi koski.
Cvetovi so rumeni. Jezicasti cvetovi razlocno presegajo dolzino ovojka. Plod je 1-1,8 mm
dolga rozka s Sopom laskov, ki sluzijo razsirjanju plodov s pomocjo vetra (Strgulc Krajsek,
2009b). Pri nas cvete avgusta in septembra. Tudi to vrsto gojijo po vrtovih, od koder
pogosto uide, podivja in se ponekod mocno razsiri. (Witt, 1978). Domovina orjaske zlate
rozge je Severna Amerika (Wraber, 2007). Prvi podatek o pojavljanju vrste v Sloveniji je
iz leta 1852 (Strgulc Krajsek, 2009b). V Severni Ameriki uspeva predvsem na bogatih,
vlaznih tleh in dobro osvetljenih mestih. V Evropi pa je glede pogojev za rast bistveno
manj zahtevna, saj ji ustrezajo zelo razli¢ni tipi rastiS¢ glede na vlaznost prsti, koli¢ino
dusika v tleh, zgradbo tal ali osvetljenost. Uspesno se $iri tudi na senc¢na in s hranili
revnej$a mesta. Tako kot v njenem prvotnem obmocju uspevanja je tudi v nasih krajih
pogosta na vlaznih bregovih voda in na gozdnih robovih, zelo velike strjene sestoje pa
tvori tudi na suSnejSih rastiS¢ih ob cestah, Zeleznicah in na drugih ruderalnih mestih. Na
bogatih tleh so sestoji gostejsi, rastline pa visje z bogatejSimi socvetji. Ob ugodnih pogojih
se sestoji hitro ve€ajo. Osnovno kromosomsko Stevilo orjaske zlate rozge je 9. Tako v
severni Ameriki kot tudi v Evropi pa je prisotna z ve¢ razlicnimi kromosomskimi Stevili,
zaradi Cesar nekateri avtorji vrsto delijo v tri loene taksone: S. gigantea (2n=2x=18) —
rastline imajo dlakave osrednje listne zile, S. serotina (2n=4x=36) — ozki listi so
popolnoma goli, S. shinnersii (2n=6x=54) — §iroki listi so popolnoma goli. Vplivi orjaske
zlate rozge na zdravje ljudi niso znani (Strgulc KrajSek, 2009b). Griinwald in Jinicke
(2006) pa porocata o njenih zdravilnih u¢inkih.

=

Slika 3: Orjaska zlata rozga, Soidago gigantea Ait.. Slika A-socvetje, Slika B-steblo
2.2 INVAZIVNOST

Premik vrste iz enega geografskega obmocja na drugo lahko vodi v ustalitev vrste v novem
okolju. Ko so naravne zdruzbe in ekosistemi moteni zaradi Sirjenja in povecevanja
StevilCnosti tujerodnih vrst, govorimo o bioloski invaziji (Weaver in Clements, 1929).
Bioloska invazija je eden od glavnih razlogov za manjSanje biotske raznovrstnosti.
Invazivne rastline so vzrok za izumrtje Stevilnih domorodnih rastlin in za degradacijo
ekosistemov, vplivajo na krozenje dusika, na pozare, hidrologijo, Stevilénost domorodnih
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vrst in njihovo prezivetje (Wilcove in sod., 1998; Xie in sod., 2010; Mack in sod., 2000).
Ivazivne tujerodne vrste so postale globalen problem, saj imajo velik vpliv na ekonomijo,
ekosisteme in zdravje ljudi (Xie in sod., 2010).

K Sirjenju rastlin pomembno prispeva ¢lovek Ze od zacetka civilizacije. Z razvojem
znanosti in tehnike je prenos rastlin postajal vedno bolj pospesen in vedno manj omejen.
Rastline se prenasajo iz ene celine na drugo, iz ene drzave v drugo ali znotraj drzave.

Bioloske invazije SO pogosto posledica antropogene aktivnosti (trgovanja, potovanja,
gradnja prekopov in kanalov ipd.). Tako so vrste prenesene preko naravnih ovir na nova
obmocja, ki jih sicer ne bi dosegle. V novo okolje pridejo namerno (za kmetijstvo ali v
okrasne namene) ali nenamerno, kot slepi potniki. Tam na njihovo uspevanje vplivajo
mnogi (drugacni) parametri (Hierro in sod., 2005). Vecina vrst v novem okolju ne prezivi,
ker novim razmeram niso prilagojene ali je prisotnih premalo osebkov za uspesno
razmnozevanje. Le nekaj vrst postane naturaliziranih. Te se uspeSno razmnozujejo,
vzdrzujejo stalne populacije in v naravi ne povzrocajo zaznavnih sprememb. Sc¢asoma
lahko nekatere naturalizirane vrste postanejo invazivne, zlasti ko se njihovo §tevilo mo¢no
poveca (Weber, 1998).

Za razvoj rastlinskih invazij obstaja mnogo hipotez.

1. Tujerodne vrste postanejo invazivne zaradi odsotnosti naravnih sovraznikov
(sesalcev, zuzelk, mehkuzcev, gliv, bakterij, virusov) v novem okolju (Darwin,
1859, cit. po Hierro in sod., 2005; Williams, 1954, cit. po Hierro in sod., 2005;
Elton, 1985, cit. po Hierro in sod., 2005). Naravni nasprotniki so pomembni
regulatorji velikosti rastlinskih populacij. Zaradi skupne evolucije je njihov vpliv
ve¢ji na domorodne kot na tujerodne vrste. S prihodom rastlin v nova obmog¢ja se
rastline osvobodijo predvsem nasprotnikov specialistov, generalisti v novem okolju
pa imajo navadno vecji vpliv na domorodne vrste. Invazivke so tako v novem
okolju manj izpostavljene rastlinojedcem, glivam, bakterijam in virusom, kar vodi
v povecevanje Stevilénosti in uspeSno Sirjenje (Xie in sod., 2010; Keane in
Crawley, 2002).

2. Tujerodne vrste postanejo invazivne na racun hitrih genetskih sprememb, ki so
posledica novih selekcijskih pritiskov v novem okolju. Ker so osvobojene
nasprotnikov (zlasti specialistov), lahko energijo, ki so jo v naravnem okolju
vlagale v obrambo, uporabijo za druge lastnosti npr. vi§jo rast ali boljSo
reprodukcijo (Lee, 2002; Stockwell in sod., 2003).

3. Tujerodne vrste uspesno uporabljajo hranila, ki jih domorodne vrste ne uporabljajo
(Elton, 1985, cit. po Hierro in sod., 2005; MacArthur, 1970, cit. po Hierro in sod.,
2005). Vrstno bogate zdruzbe imajo bolj popolno izrabo hranil, zato so bolj
odporne proti invazijam, medtem ko imajo vrstno revne zdruzbe slabso izrabo
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hranil, zato imajo ve¢ prostih ni$ in so tako bolj dovzetne za invazije tujerodnih vrst
(Levine in D’ Antonio, 1999).

4. Za uspesno invazijo je kljucnega pomena alelopatija (Muller, 1969, cit. po Hierro
in sod., 2005; Xie in sod., 2010). Tujerodne vrste prinesejo v novo zdruzbo nov
nacin medvrstnih interakcij. Fitokemicne spojine, na katere domorodne rastline in
patogeni niso prilagojeni, dajejo tujerodnim vrstam prednosti v novem okolju in
sluzijo kot kemic¢na obramba proti rastlinskim patogenom, rastlinojedcem ter
negativno vplivajo na rast domorodnih rastlin (Callaway in Aschehoug, 2000; Bais
in sod., 2003).

5. Tujerodne vrste so bolj prilagojene na motenje naravnih sistemov (prekomerno
gnojenje, prekomerna pasa domacih zivali, spremenjen pretok vode, Klimatske
spremembe ipd.) kot domorodne vrste (Baker, 1974; Mack in sod., 2000), kar
poveca dovzetnost habitatov za tujerodne vrste (Miiller-Schérer, 2004).

6. Vrstno revne zdruzbe imajo SibkejSe interspecificne odnose in imajo tako vec
praznih ni§, ki jih lahko zasedejo tujerodne vrste (Elton, 1985, cit. po Hierro in
sod., 2005; MacArthur, 1970, cit. po Hierro in sod., 2005).

7. Uspesnost invazije je odvisna od Stevila prispelih tujerodnih rastlin (propagacijskih
enot rastlin). Vecje je Stevilo prispelih rastlin (propagacijskih enot), vecja je
verjetnost ustalitve vrste in razvoja invazivnosti (Lonsdale, 1999; Mack in sod.,
2000; Williamson, 1996, cit. po Hierro in sod., 2005) .

Vecina teh hipotez sloni le na enem mehanizmu za razvoj invazije, Daneshgar in Jose
(2009) pa ugotavljata, da rastline za uspesno prevlado v novem habitatu uporabijo ve¢ kot
enega.

Vnaprej ugotoviti ali bo vrsta postala invazivna ali ne je tezko, saj je invazivnost odvisna
od ekoloskih znacilnostih posamezne vrste in njenih interakcij z drugimi organizmi
(Weber, 1998). S staliS¢a varstva narave je vsak vnos tujerodne vrste v naravno okolje
tvegan.

Naravni in antropogeni dejavniki dolocajo ali se bo invazivna vrsta $irila hitro ali pocasi in
ali bo zavzela veliko ali majhno obmocje (Weber, 1998).

Invazivne rastline imajo nekatere skupne znacilnosti. Ve€inoma se najbolj uspesno Sirijo
na ruderalnih rasti§Cih, posekah, cestnih robovih in re¢nih bregovih. V vecini primerov
velja, da invazivke zrastejo vecje, se bolje razmnozujejo in zivijo dlje v novem okolju kot
na obmocju naravne razsirjenosti (Keane in Crawley, 2002). Jakobs in sod. (2004) so v
raziskavi, v kateri so primerjali domorodno S. gigantea v Ameriki in invazivno v Evropi,
ugotovili, da vrsta boljse raste v Evropi. Evropske populacije so po njihovih raziskavah
Stirikrat ve¢je od ameriskih. Tudi same rastline so vi§je, z ve€jimi socvetji, Stevil¢nejSimi
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in ve¢jimi korenikami. Invazivne rastline spremenijo floristicno sestavo in v skrajnem
primeru invazivna vrsta popolnoma prevlada. Vplivajo tudi na razmere v tleh, kar se kaze v
zmanjSanju mineralnega dusSika, nizji vsebnosti fosforja in manjsi stabilnosti talnih
agregatov ter spremenijo talne zdruzbe (Zhang CB in sod., 2009; Inderjit in van der Putten,
2010).

2.3 BIOLOSKA AKTIVNOST RODU SOLIDAGO

Posebna znacilnost rastlin je njihova sposobnost proizvodnje Sirokega spektra sekundarnih
metabolitov. Sekundarni metaboliti igrajo pomembno viogo v ekologiji rastlin in so
kljuénega pomena za njihovo preZivetje. Stevilni izmed njih imajo biolosko aktivnost in
sluzijo za obrambo rastlin pred mikroorganizmi (virusi, bakterijami, glivami),
rastlinojedimi Zivalmi (glistami, mehkuzci, zuzelkami, vretencarji) in pred kompeticijskimi
rastlinskimi vrstami (alelopatija). Sekundarni metaboliti so potencialni vir novih zdravil,
antibiotikov, insekticidov in herbicidov (Wink in Twardowski, 1992; Crozier in sod.,
2006).

Vrste iz rodu Solidago se Ze stoletja uporabljajo v ljudskem zdravilstvu predvsem za
zdravljenje vnetij, pri uroloSkih teZavah, tezavah s prostato in ledvi¢nimi kamni. V
zdravstvene namene se uporabljajo zlasti S. virgaurea, S. gigantea in S. canadensis
(Skrzypczak in sod., 1999, cit. po Kalemba in sod., 2001). Njihove zdravilne sposobnosti
so potrdile Stevilne Studije in klini¢ni testi (Apati, 2003). Danes aktivne snovi iz vrst rodu
Solidago najdemo v mnogih farmacevtskih pripravkih, predvsem diuretikih (Apati in sod.,
2002).

Najpomembnejse biolosko aktivne snovi, ki jih najdemo v rodu Solidago, so flavonoidi,
terpeni (diterpeni) in saponini (Apati in sod., 2002; Starks in sod., 2010; Reznicek in sod.,
1996; Apati, 2003). Zlata rozga vsebuje tudi Stevilne minerale, v najve¢ji meri kalij,
magnezij, zelezo, baker in cink (Apati, 2003).

Rastlinski fenoli so raznolika skupina sekundarnih metabolitov, med katere priStevamo vse
tiste spojine, ki imajo vsaj en aromatski obro¢, na katerega je direktno vezana ena ali vec¢
hidroksilnih skupin. So ena izmed najbolj Stevilénih in najbolj razsirjenih sestavin v
rastlinskem svetu (Apati, 2003). Fenolne snovi, predvsem flavonoidi, imajo farmakolosko
aktivnost; zmanjsujejo tvorbo prostih radikalov in odstranjujejo proste radikale. Pomembni
so za obarvanost rastlin, UV-zascito in odpornost proti boleznim (Apati, 2003). Flavonoidi
so ucinkovite protimikrobne spojine (Cowan, 1999). Ker imajo flavonoidi praviloma nizko
toksi¢nost in visoko antioksidativno kapaciteto, S0 zelo uporabna farmakoloSka sredstva
(Apati in sod., 2003). Nekateri flavonoidi delujejo proti vnetjem (antiflogistiki), proti
alergijam (antialergiki), znizujejo krvni tlak (hipotenzorji), pospesujejo tvorbo Zol¢a in
njegovo odtekanje (holagogi), so blaga odvajala (laksanti) in pospesujejo izloCanje seca
(diuretiki) (Petauer, 1993). Zlata rozga vsebuje Sirok spekter fenolnih spojin, zlasti
flavonoidov, med katerimi so najpomembnejsi rutin (kvercetin-3-O-B-D-rutinozid),
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kvercitrin (kvercetin-3-O-B-D-ramnozid), kvercetin in kampferol (Sabir in sod., 2011,
Apati in sod., 2002; Mishra in sod., 2010). Natan¢no analizo flavonoidov S. canadensis so
naredili Apati in sod. (2002).

Terpeni so spojine, sestavljene iz dveh ali ve¢ izoprenskih enot. V rastlinskem svetu so
terpeni zelo razsirjeni kot sekundarni metaboliti. Med seboj se razlikujejo po kemijskih in
farmakoloskih znacilnostih. Nekateri terpeni sluzijo kot zasCita pred zuzelkami,
rastlinojedci in patogeni. Terpeni so ucinkoviti proti bakterijam, glivam, virusom in
prazivalim (Cowan, 1999). Zlata rozga vsebuje Stevilne terpene (Lu in sod., 1995; Johnson
in sod., 2007). Starks in sod. (2010) so izolirali diterpene iz vrste S. virgaurea in ugotovili,
da ima vecina od njih zmerno protibakterijsko delovanje ter prisli do zakljucka, da
diterpeni lahko predstavljajo izhodiSce za sintezo bolj aktivnih komponent.

Saponini so rastlinski glikozidi, sestavljeni iz vodotopne sladkorne in lipofilne steroidne ali
terpenoidne komponente. Taks$na kemijska zgradba ob prisotnosti vode in stresanju
povzroc¢a penjenje, kar je lastnost detergentov. Saponini imajo Stevilne bioloske aktivnosti;
protivnetno, hemoliti¢no, protiglivno, protibakterijsko, protiparazitsko, protivirusno,
citotoksi¢no in protitumorsko ter so toksi¢ni za vec¢ino mrzlokrvnih zivali (Sparg in sod.,
2004). Nekateri saponini iz rodu Solidago so bili Ze doloceni (giganteasaponini 1-4)
(Reznicek in sod., 1996). Plohmann in sod. (1997) so ugotovili, da imajo saponini iz vrste
S. virgaurea protitumorsko delovanje.

V rodu Solidago so ugotovili stevilne bioloske aktivnosti,

1. Ekstrakti S. virgaurea vplivajo na receptorje, ki so pomembni pri posredovanju
bolecine. Delujejo protibole¢insko (Sampson in sod., 2000).

2. Zlata rozga ima protibakterijsko aktivnost. Starks in sod. (2010) in Demir in sod.
(2009) so ugotovili protibakterijsko aktivnost vrste S. virgaurea proti bakterijam
Staphylococcus aureus, Enterobacter focalis, Escherichia coli, Bacillus cereus.
Morel in sod. (2006) so ugotovili protibakterijsko delovanje vrste Solidago
microglossa proti bakterijam Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella setubal, Bacillus subtilis in
Pseudomonas aeruginosa, Mishra in sod. (2010) so ugotovili protibakterijsko
aktivnost vrste S. canadensis proti bakterijam Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Streptococcus foecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa in
Salmonella typhi.

3. Zlata rozga ima protiglivno delovanje. Zhang in sod. (cit. po. Zhang in sod., 2006)
in Zhang in sod. (2009) so ugotovili protiglivno delovanje ekstraktov vrste S.
canadensis proti glivam Thanatephorus cucumeris, Rhizoctonia solani, Botrytis
cinerea, Alternaria solani, Colletotrichum lindemuthianum, Glanerella cingulata in
Pythium ultimum. S. gigantea, S. canadensis in S. microglossa delujejo tudi proti
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¢loveku patogenim kvasovkam iz rodu Candida in nekaterim plesnim (Webster in
sod., 2008; Morel in sod., 2006; Mishra in sod., 2010).

4. Ekstrakti vrste S. virgaurea imajo mocno citotoksi¢no aktivnost na razli¢ne vrste
tumorskih celi¢nih linij kot so celice karcinoma prostate, karcinoma dojke,
karcinoma plju¢ in melanoma (Gross in sod., 2002). Najvisjo citotoksi¢no aktivnost
so ugotovili pri ekstraktih iz listov in cvetov, medtem ko je aktivnost v ekstraktih iz
stebla precej nizja (Plohmann in sod., 1997). Sung in sod. (1999) so iz vrste S.
virgaurea izolirali citotoksi¢ne snovi (a-tokoferol Kkinon, trans-fitol, 2-
metoksibenzil-2,6-dimetoksibenzoat).

5. S. virgaurea deluje protivnetno, blazi kré¢e (Sung in sod., 1999), ima hipotenzivni
ucinek in deluje pomirjevalno na zZivéni sistem (Lasserre in sod., 1983).

6. Ekstrakti vrst S. virgaurea in S. canadensis imajo antioksidativno aktivnost (Demir
in sod., 2009; Apati in sod., 2003).

7. Ekstrakti vrste S. microglossa §¢itijo jetra, ki so poSkodovana zaradi paracetamola
(Sabir in sod., 2011).

8. Ekstrakti vrst S. virgaurea in S. graminifoia delujejo amebicidno (Derda in sod.,
2009).

9. Ekstrakti vrste S. canadensis inhibirajo kalitev semen (Butcko in Jensen, 2002;
Abhilasha in sod., 2008).

Vecina testov bioloske aktivnosti je narejenih in vitro. Za pripravo ekstraktov se
uporabljajo predvsem nadzemni deli rastlin (cvetovi, listi in stebla). Najveckrat se
uporabljajo vodni, metanolni in etanolni ekstrakti, poleg njih pa tudi eteri¢na olja, ki so se
velikokrat izkazala za bolj u¢inkovita (npr. pri bakterijskih in glivnih testih) (Morel in sod.,
2006; Xie in sod., 2010).

Iz vrst rodu Solidago so izolirali in identificirali stevilne spojine (Starks in sod., 2010;
Apati in sod., 2002; Johnson in sod., 2007), kljub temu pa vefinoma ni znano katere
spojine so odgovorne za dolo¢eno biolosko aktivnost, saj je temu namenjenih precej manj
raziskav.

2.4 ALELOPATIA

Rice (1984, cit. po Rizvi in sod., 1992) definira alelopatijo kot vsak neposreden ali
posreden, Skodljiv ali koristen vpliv ene rastline (ali mikroorganizma) na drugo, preko
proizvodnje kemi¢nih spojin, ki jih izlo¢a v okolje. Spojine se spro$cajo iz razli¢nih
rastlinskih delov z izpiranjem in izhlapevanjem ali kot ostanki razgradnje (Inderjit in sod.,
2006). Vecina teh biomolekul je sekundarnih metabolitov. Znane alelopatske snovi so
fenolne kisline, flavonoidi in druge aromatske spojine, terpenoidi, steroidi, alkaloidi in
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organski cianidi (Whittaker in Feeny, 1971). Koncentracija in lokacija v tkivih variira med
posameznimi rastlinskimi vrstami, na razliko v koncentraciji pa vplivajo tudi sezonske
spremembe in drugi biotski in abiotski okoljski pogoji (UV-zarki, prepojenost tal z vodo,
prisotnost rastlinojedcev, prisotnost drugih rastlin) (Inderjit in Duke, 2003). Dekker in
Meggitt (1983) menita, da se veliko alelopatskih snovi sprosti zlasti v zgodnjih fazah
razvoja rastlin, ko rastline tekmujejo za svetlobo, hranila in vodo. Alelopatija velja za zelo
pomemben mehanizem rastlinskih invazij (Callaway in sod., 2005; Inderjit in van der
Putten, 2010). Alelopatske snovi invazivnih rastlin sluzijo kot obramba pred patogeni in
rastlinojedci, zavirajo rast drugih rastlin ter vplivajo na talne organizme (Xie in sod.,
2010).

Nacin delovanja alelopatskih snovi je lahko neposreden ali posreden. Pri posrednem nacinu
rastlina spreminja lastnosti zemlje, hranljivost tal, sestavo talnih zdruzb in aktivnosti
Skodljivih oziroma Koristnih organizmov, kot so mikroorganizmi, zuzelke in gliste. Pri
neposrednem nacinu pa gre za vpliv alelopatskih snovi na rast in metabolizem (Rizvi in
Rizvi, 1992).

Kot dokaz, da gre za alelopatijo, moramo upoStevati troje: (1) znake prizadete rastline, kot
so zmanjSana kaljivost, rast ali razvoj; (2) prisotnost spojin ali organizmov (rastlin ali
mikrobov) v bliZini prizadete rastline, ki vsebujejo ali so sposobni producirati fitotoksi¢ne
snovi; in (3) prisotnost fitotoksi¢nih snovi v rastlinskih izvleckih ali v tleh v bliZini
prizadete rastline. Poleg tega moramo upostevati, da posledice alelopatije morda niso vidne
takoj in na tistem mestu, kjer je poskodba nastala. Znaki delovanja alelopatskih snovi se
lahko pokaZzejo Sele takrat, ko vzrok zanje vec€ ni prisoten (Cheng, 1992).

Pri alelopatiji lo¢imo ve¢ zaporednih dogodkov (Cheng, 1992): (1) nastanek fitotoksi¢nih
snovi; (2) prenos snovi iz organizma do tar¢ne rastline; in (3) izpostavljenost taréne
rastline zadostni koli¢ini kemic¢nih snovi ter dovolj ¢asa, da pride do poSkodbe. Ko
kemic¢na snov pride iz organizma v okolje, je izpostavljena Stevilnim procesom (Cheng,
1992). V sploSnem jih delimo na zadrzevanje, preoblikovanje in transportni proces. Zaradi
zadrZevanja se upocasni premik snovi z ene lokacije na drugo preko medija kot so tla, voda
in zrak. Transformacijski procesi (preoblikovanje) spremenijo obliko ali strukturo kemi¢ne
snovi, kar vodi do delne spremembe (lahko v Se bolj toksicno obliko) ali popolne
razgradnje molekule. Transportni proces pa vpliva na premike molekule v okolju. Na
vsakega od procesov vpliva narava kemicne snovi, prisotni organizmi, lastnosti tal in
okoljski dejavniki. Alelopatske snovi so reaktivne spojine. Kako uspesen je njihov vpliv na
druge organizme, je odvisno od interakcij z okoljem. Njihova topnost vpliva na mobilnost
v talni vodi, njihov parni tlak na hlapljivost in njihova struktura na afiniteto do povrsine tal
ter razgradnjo z mikroorganizmi (Cheng, 1992).

Zhang in sod. (2011) so na primeru invazivne vrste S. canadensis ugotovili, da se flavoni,
fenoli in saponini, ki jih rastlina izlo¢a, v tleh akumulirajo. Njihova koncentracija narasca z
nara$¢anjem gostote in biomase zlate rozge. Te snovi so alelopatske in negativno vplivajo
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na talne mikrobe. Callaway in Ridenour (2004) in Zhang in sod. (2009) pravijo, da je
Sirjenje rastlin v novih habitatih uspesno zaradi alelopatskih snovi, ki jih izlo¢ajo in z njimi
zavirajo tako okoliske rastline kot tudi talne patogene. Razlog je predvsem v tem, da so
vrste, ki se niso razvijale v koevoluciji s kompetitorji, bolj dovzetne za nove fitokemikalije
kot prilagojeni kompetitorji v naravnem okolju (Callaway in Aschehoug, 2000). Znano je
tudi, da imajo vrste brez skupne evolucijske zgodovine mocnejSe alelopatske interakcije
(Mallik in Pellissier, 2000). Abhilasha in sod. (2008) celo ugotavljajo, da invazivne rastline
vlagajo manj v sekundarne matabolite, kar kaze na ve¢jo dovzetnost domorodnih vrst za
alelopatske substance. Tako rastline s spro$¢anjem alelopatskih snovi v okolje uravnavajo
razporeditev, rast in razvoj ostalih rastlih.

Stevilne raziskave kaZejo, da invazivne rastline s spro$¢anjem alelopatskih snovi
spremenijo talne mikrobne zdruzbe (Belnap in sod., 2005; Eppinga in sod., 2006).
Spremenjena talna zdruzba lahko pozitivno vpliva na tujerodne vrste in pospesi njihovo
Sirjenje ali pa negativno vpliva na domorodne vrste, zaradi Cesar se lahko razSirijo
tujerodne vrste (Mangla in sod., 2008). Znano je namrec, da so razliéne mikrobne zdruzbe
vezane na razlicne rastlinske vrste (Bever, 1994). Talne mikrobne zdruzbe imajo tako
mocan vpliv na rastlinske populacije (Burdon, 1993) in na uspeSnost rastlinskih invazij
(Callaway in sod., 2005).

Okrog rastlinskih korenin se odvijajo dinamicne interakcije. O pozitivni povratni zanki
govorimo, ko rastlinske vrste akumulirajo v rizosferi mikrobe, ki so zanje koristni, npr.
mikorizne glive in fiksatorje dusika (Bever in sod., 1997). O negativni povratni zanki pa
govorimo, ko rastline v rizosferi akumulirajo patogene mikrobe, ki ustvarjajo za rastline
Skodljive pogoje (Bever, 1994). Te povratne zanke imajo mocan selekcijski vpliv tako na
rastline kot na mikrobe (van der Putten, 1997). Po raziskavah Klironomosa (2002) in
Reinharta in sod. (2003) je povratna zanka med rastlinami in talno zdruzbo nevtralna ali
pozitivna v novem okolju in negativha v obmocju naravne razSirjenosti. Invazivne
rastlinske vrste pogosto kaZzejo v novem okolju pozitivno povratno zanko s talno zdruzbo
in imajo ve¢ koristi od interakcij z mikoriznimi glivami kot njihovi naravni kompetitorji
(Klironomos, 2002; Reinhart in sod., 2003). Zhang in sod. (2007) so v primeru invazivne
vrste S. canadensis ugotovili, da alelopatske snovi lahko celo Skodujejo mikoriznim
interakcijam domorodnih vrst.

Proucevanje alelopatije najpogosteje poteka v laboratorijih in na poljih, pod kontroliranimi
pogoji. Najpogosteje opazena alelopatska aktivnost se izraza na zakasnjeni ali zavrti
kaljivosti semen ter povecani ali zmanjSani rasti korenin in poganjkov. Butcko in Jensen
(2002) in Abhilasha in sod. (2008) so ugotovili, da ekstrakti vrste S. canadensis inhibirajo
kalitev semen in rast korenin testnih rastlin. Jakost inhibicije je sorazmerna s koncentracijo
ekstrakta. Vecina $tudij je osredotoCena na zgodnje faze rasti, torej na Cas visoke
metabolne aktivnosti pa tudi velike dovzetnosti za Stevilne okoljske dejavnike (Lovett in
Ryuntyu, 1992).
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2.5 OKSIDATIVNI STRES

Kisik je nujen za Zivljenje rastlin. S pojavom oksidativnega metabolizma pa je prislo tudi
do pojava reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS, angl. Reactive oxygen species), ki nastajajo
kot stranski produkt. ROS so reducirane oblike atmosferskega kisika. Med
najpomembnejse sodijo superoksidni radikal (O,"), singletni kisik (*O,), vodikov peroksid
(H20,) in hidroksilni radikal (HO") (Mittler, 2002). ROS so pomemben odgovor rastlin
tako na biotski kot abiotski stres. Njihova vloga je dvojna; poskodba celic in obenem
njihova obramba. Prav zaradi tako razli¢nih vlog, je natanc¢na regulacija nivoja ROS v
celicah izjemnega pomena (Dat in sod., 2000).

Redukcija O, do H,O zagotavlja energijo, ki omogoca izjemno kompleksnost visjih
organizmov. Vendar, ¢e je ta redukcija nepopolna, pride do pojava ROS. Redukcija O,
poteka v $tirih stopnjah.

0, — (H)Oz._ — H,O0, — OH + H,O — 2 H,O

V prvem koraku redukcije O, nastanejo relativno kratkozive ROS, ki slabo difundirajo;
vodikov peroksil (HO;") in superoksid (O, ). V naslednji stopnji nastane vodikov
peroksid (H20), ki je dolgoziva molekula in lahko difundira stran od mesta nastanka. Kot
zadnji v seriji redukcij nastane hidroksilni radikal (HO;") (Dat in sod., 2000). ROS so zelo
reaktivne. Sposobne so oksidacije razlicnih celi€nih sestavin in lahko povzro€ijo celicno
smrt. Smrt nastopi zaradi peroksidacije membranskih lipidov, oksidacije proteinov,
inhibicije encimov in poskodb nukleinskih kislin. ROS nastajajo v kloroplastih med
fotosintezo, v mitohondrijih med celi¢nim dihanjem in v mikrotelescih, kot so peroksisomi,
med fotorespiracijo. V normalnih pogojih je produkcija ROS v celici relativno nizka.
Stevilni stresorji, ki porusijo celiéno homeostazo, pa povzroéijo porast ROS. Taki
dejavniki so susa, slanost, ohladitev, toplotni Sok, tezke kovine, UV-sevanje, onesnazevalci
zraka kot sta ozon in SO, mehanski stres, pomanjkanje hranil, napad patogenov in mo¢na
svetloba (Mittler, 2002). Povecana produkcija ROS med stresom lahko predstavlja
nevarnost za celico. ROS pa niso le Skodljivi metabolni produkti. V nizkih koncentracijah
so pomembne signalne molekule, ki aktivirajo obrambne poti, in tako sluzijo sistemski
obrambi. S krepitvijo celi¢nih sten omejijo Sirjenje patogenov, lahko pa tudi direktno
ubijejo patogene (Dat in sod., 2000).

ROS so normalno prisotne v vseh aerobnih celicah v ravnovesju z biokemi¢nimi
antioksidanti. Ko se ravnovesje porusi, pride do oksidativnega stresa. Ta nastopi zaradi
presezka ROS, pomanjkanja antioksidantov ali kombinacije obojega (Scandalios, 2000).

Za zmanjsanje skodljivih u¢inkov ROS imajo aerobni organizmi ne-encimsko in encimsko
antioksidativno obrambo.

1. Ne-encimska obramba vkljucuje vitamine C in E, glutation, askorbat, tokoferole,
flavonoide, alkaloide in karotene.
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2. Encimska obramba vkljucuje superoksid dismutaze, katalaze, peroksidaze
(gvajakol peroksidaza, askorbat peroksidaza), reduktaze in druge encime
oksidativnega metabolizma.

Glavno antioksidativno obrambo predstavljajo superoksid dismutaze (SOD), askorbat
peroksidaze (A-POD) in katalaze (CAT). Kombinacija ve¢ antioksidantov deluje bolje kot
vsak antioksidant zase (Apati, 2003).

Superoksid dismutaze se nahajajo v razli¢nih celi¢nih organelih, kot so kloroplasti,
mitohondriji, peroksisomi in v citosolu. Katalizirajo redukcijo dveh O, radikalov v H,0,
in O2. H,0, nato odstranijo katalaze in peroksidaze. Katalaze se nahajajo v peroksisomih,
glioksisomih in mitohondrijih. Odstranijo vec¢ino H,O,, ki nastane med fotorespiracijo in
celicnim dihanjem. Peroksidaze sodelujejo pri biosintezi lignina, razgradnji avksinov in
pretvarjajo H,O, v vodo. Uporabljajo razlicne donorje elektronov. Pri guiakol peroksidazi
je to gvajakol, pri askorbat peroksidazi, ki se nahaja v kloroplastih in citosolu, pa askorbat
(Hegediis in sod. 2001). Ceprav tako katalaze kot peroksidaze odstranjujejo H,O,, obstaja
med njimi pomembna razlika. Katalaze imajo nizjo afiniteto do H,O, in tako odstranijo
pretezni del H,O,, ko je le ta prisoten v visokih koncentracijah. V nasprotju pa imajo
peroksidaze visoko afiniteto do H,O,, kar omogoca odstranjevanje H,O,, prisotnega v
nizkih koncentracijah (Dat in sod., 2000).

Antioksidativna kapaciteta organizma je odvisna od pogostosti stresnih rastnih razmer, ki
povzrocijo izbruh ROS, od vrste rastline in od njene razvojne stopnje. Kapaciteta listnih
antioksidantov se spreminja tudi s fiziolosko starostjo lista ter njegovo lego in s tem
osvetljenostjo (Dat in sod., 2000).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

Vzorce treh vrst zlate rozge, rod Solidago, smo nabrali v Sloveniji. Vrsti S. virgaurea in S.
gigantea smo nabrali v Kal Koritnici pri Bovcu, dne 24. 7. 2009, S. canadensis pa v Novih
JarSah v Ljubljani, dne 19. 8. 2009. Vzorce so nabrali in dolocili na Oddelku za biologijo
BiotehniSke fakultete na Katedri za botaniko in fiziologijo rastlin. Rastline smo locili na
liste in korenine, jih liofilizirali, zmleli in do uporabe hranili v suhem in temnem prostoru
pri sobni temperaturi.

3.2 PRIPRAVA EKSTRAKTOV

3.2.1 Vodni ekstrakti

Po 0,4 g liofiliziranega rastlinskega materiala smo ekstrahirali z 10 ml deionizirane vode.
Uporabili smo 50 ml erlenmajerice, ki smo jih pokrili z aluminijasto folijo in oblepili s
parafilmom. Ekstrakcija je potekala 24 ur na stresalniku pri 700 obratih/min in pri
temperaturi 4 °C. Po konc¢ani ekstrakciji smo ekstrakte 30 min centrifugirali (centrifuga
5417 R, Eppendorf, Nemcija) pri 14000 obratih/min in pri temperaturi 4 °C. Supernatant
smo previdno odpipetirali. Eno polovico supernatanta smo neposredno odpipetirali v
sterilne plasti¢ne epice (2 ml), drugo polovico pa smo zaradi morebitnih okuzb Se prej
prefiltrirali skozi filter (Millipore, Irska) z 0,22 pm velikimi porami. Tako smo dobili
filtrirane in nefiltrirane vodne ekstrakte, ki smo jih do uporabe hranili pri temperaturi -20
°C.

3.2.2 Organski ekstrakti

Za pripravo organskih ekstraktov smo vzeli po 0,5 g liofiliziranih listov in 0,3 g
liofiliziranih korenin posamezne vrste zlate rozge. Zaradi boljSe ekstrakcije smo liste
ekstrahirali v 15 ml topila, korenine pa v 10 ml topila. Uporabili smo tri vrste topila (100
% aceton, 96 % etanol in 100 % metanol) in tako dobili acetonske, etanolne in metanolne
ekstrakte. Ekstrakcija je potekala v 50 ml erlenmajericah, pokritih z aluminijasto folijo in
oblepljenih s parafilmom. Le te smo stresali 24 ur na stresalniku pri 175 obratih/min in pri
temperaturi 37 °C. Ekstrakte smo nato prenucirali skozi filter in filtrate prelili v Ciste
erlenmajerice ter pustili, da topilo izhlapi. PosuSene acetonske in metanolne ekstrakte smo
raztopili v 1 ml 96 % etanola, etanolne pa v 1 ml 75 % etanola. Tako smo dobili 18
organskih ekstraktov. Do uporabe smo jih hranili pri 4 °C.
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3.2.3 Ekstrakti za proteinske in encimske teste

3.2.3.1 Proteinski ekstrakti zlate rozge (Solidago sp.)

Uporabili smo po 30 mg liofiliziranih korenin in po 10 mg liofiliziranih listov. Material
smo strli v hladni terilnici in dodali 2 ml 100 mM Kkalijevega fosfatnega pufra (pH 7), ki
smo ga pripravili iz (61,5 ml) 100 mM K3;HPO, in (38,5 ml) 100 mM KH,PO,. Ekstrakte
smo nato 15 min centrifugirali (centifuga 5417 R, Eppendorf, Nemcija) pri 14000
obratih/min in pri temperaturi 4 °C. Supernatant smo odlili v nove epice in jih postavili na
led. Isti dan smo doloc¢ili vsebnost proteinov. Vrednosti so prikazane v Prilogi B.

3.2.3.2 Proteinski ekstrakti ¢rne detelje (Trifolium pratense) in ovéje bilnice (Festuca

ovina)

Po 20 semen ¢rne detelje (Trifolium pratense) oz. ov¢je bilnice (Festuca ovina) smo dali v
male Petrijeve plos¢e z dvojnim filter papirjem. Semena smo zalili s po 3 ml 0,6 %
vodnega ekstrakta listov vrst Solidago, 4 % vodnega ekstrakta korenin vrst Solidago
(priprava ekstraktov spodaj) in z destilirano vodo (kontrola). Za vsako vrsto in tretma smo
pripravili po pet vzporednih bioloskih ponovitev. Petrijevke smo dali v komoro (14 h
svetlobe / 10 h teme, T v svetlobi 24 °C / T v temi 20 °C, vlaga v svetlobi 50 % / vlaga v
temi 60 %) za en teden in po potrebi zalivali z destilirano vodo. Po sedmih dneh smo kalice
lo¢ili na korenine in poganjke ter jih shranili v epice, tako da je bila v vsaki epici priblizno
enaka masa. Epice smo zamrznili v tekocem duSiku. Zamrznjen rastlinski material smo
nato strli v hladni terilnici in ekstrahirali v 100 mM kalijevem fosfatnem pufru (pH 7), ki
smo ga pripravili iz (61,5 ml) 100 mM K;HPO, in (38,5 ml) 100 mM KH2PO, (~ 50 mg
materiala v 2 ml pufra). Ekstrakte smo 15 min centrifugirali (centifuga 5417 R, Eppendorf,
Nemcija) pri 14000 obratih/min in pri temperaturi 4 °C. Supernatant smo odlili v nove
epice in jih postavili na led. Se isti dan smo dologili vsebnost proteinov in aktivnost
antioksidativnih encimov.

Kalice ¢rne detelje in ov¢je bilnice, tretirane z ekstrakti S. gigantea in S. virgaurea, smo
dobili od Aleksandre Stevanovi¢, ki jih je pripravila v okviru svoje diplomske naloge.
Kalice ¢rne detelje in ov¢je bilnice, tretirane z ekstrakti S. canadensis, smo po enakem
protokolu, opisanem zgoraj, pripravili sami. 0,6 % ekstrakte listov in 4 % ekstrakte korenin
smo uporabili zato, ker je pri teh koncentracijah vzklilo dovolj semen in smo tako imeli
dovolj materiala za analizo.

Priprava vodnih ekstraktov vrst Solidago za tretiranje semen:

1. 0,6 % vodni ekstrakti listov: 0,06 g liofiliziranih listov smo ekstrahirali v 10 ml
destilirane vode. Ekstrakcija je potekala 30 min na magnetnem meSalu. Ekstrakte
smo nato prenucirali skozi filter.
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2. 4 % vodni ekstrakti korenin: 0,4 g liofiliziranih korenin smo ekstrahirali v 10 ml
destilirane vode. Ekstrakcija je potekala 30 min na magnetnem mesalu. Ekstrakte
smo nato prenucirali skozi filter.

3.3 DOLOCANIJE KONCENTRACIJE SUHE SNOVI V EKSTRAKTIH

Suho snov Vv ekstraktih smo doloéili s susenjem 200 ul ali 500 pl (odvisno od razpolozljve
koli¢ine) ekstrakta v predhodno stehtani in oznaceni mali stekleni Petrijevi plosci.
Ekstrakte smo susili v suSilniku 30 minut pri 105 °C. Po suSenju smo Petrijeve plosce
ponovno stehtali. 1z razlike smo dobili neto vrednost suhe snovi v vzorcu ter nato
preracunali koncentracijo suhe snovi v mg/ml.

3.4 DOLOCANIJE BIOLOSKE AKTIVNOSTI

3.4.1 Protibakterijska aktivnost

Protibakterijsko aktivnost smo testirali s standardnim difuzijskim testom. Kot testne seve
smo uporabili po Gramu negativno bakterijsko vrsto Escherichia coli in po Gramu
pozitivni vrsti Bacillus subtilis ter Staphylococcus aureus. Vsi sevi so v zbirki Katedre za
molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov Oddelka za biologijo na Biotehniski
fakulteti Univerze v Ljubljani.

Tekoce gojisée za bakterije smo pripravili tako, da smo v 100 ml destilirane vode raztopili
2,5 g gojiS€a Luria Broth (Sigma, ZDA). Po 10 ml raztopine smo nalili v §tirt 100 ml
erlenmajerice in jih avtoklavirali. Ko so se ohladile, smo vanje sterilno nacepili zgoraj
nastete bakterije. Cetrta erlenmajerica je veljala kot kontrola. Vse tiri erlenmajerice smo
preko noci stresali pri 150 obratih/min in pri temperaturi 37 °C. Naslednji dan smo dolo¢ili
Stevilo bakterij v prekonoc¢ni kulturi. Po 1 ml gojiS¢a smo sterilno prenesli v plasti¢no
kiveto in na dvozarkovnem spektrofotometru UV-1800 (Shimadzu, Japonska) izmerili
opticno gostoto pri 600 nm. Kot slepi poskus smo uporabili sterilno tekoce gojisce. 1z
opticne gostote in s pomocjo standardnih umeritvenih krivulj smo dolocili Stevilo bakterij.
Nato smo izracunali volumen tekoce bakterijske kulture, da je bila koncna koncentracija
enaka 5x10° bakterijskih kolonij na 1 1 gojisca.

Sledila je priprava agarja. V vsaki od treh 2-litrskih erlenmajeric smo v 1 | destilirane vode
raztopili 25 g gojiSca Luria Broth in 15 g tehni¢nega agarja. Erlenmajerice smo nato pokrili
z aluminijasto folijo in jih avtoklavirali. Ko se je vro¢ medij ohladil na primerno
temperaturo (~ 42 °C), smo vanj sterilno prenesli preraCunane volumne tekocih
bakterijskih kultur ter dobro premesali. Sledilo je razlivanje na Petrijeve plosce. Le te smo
do uporabe hranili pri temperaturi 4 °C.

S sterilnim plutovrtom smo v vsaki plos¢i zvrtali do 4 luknje premera 1 cm. V vsako od
njih smo dali po 100 pl organskega ali vodnega ekstrakta treh razlicnih vrst Solidago. Kot
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kontrolo smo uporabili deionizirano vodo za vodne ekstrakte, 96 % etanol za acetonske in
metanolne ekstrakte ter 75 % etanol za etanolne ekstrakte. Petrijeve plo$¢e z nastavljenim
testom smo nato oblepili s parafilmom in inkubirali pri 37 °C. Po 24-urni inkubaciji smo
odcitali polmere inhibicijskih con.

Z rastlinskimi ekstrakti, ki so imeli protibakterijsko aktivnost, smo poskus neodvisno
ponovili trikrat.

3.4.2 Protiglivna aktivnost

Protiglivno aktivnost ekstraktov smo testirali na treh glivah; sivorumeni mraznici,
Armillaria mellea (cl. Ascomycetes) in Fusarium sp. (cl. Basidiomycetes) iz debla Mycota
ter Phytophthora infestans (cl. Oomycetes) iz debla Oomycota. Vse glive so v zbirki
Katedre za botaniko in fiziologijo rastlin Oddelka za biologijo na Biotehniski fakulteti
Univerze v Ljubljani.

Za vrsti Armillaria mellea in Fusarium sp. smo pripravili gojis¢e iz krompirjevega
dekstroznega agarja (PDA, angl. Potato Dextrose Agar) (glej poglavje 3.4.2.1). Za vrsto
Phytophthora infestanse smo pripravili a-rzeno gojis¢e RYE (glej poglavje 3.4.2.1).
Gojisca smo razlili na Petrijeve ploS¢e. Do uporabe smo jih hranili pri temperaturi 4 °C.

Iz izhodne plosc¢e z glivo smo s sterilno spatulo izrezali micelij (5 mm x 5 mm) in ga
sterilno prenesli na ustrezno gojisce v Petrijevi plos¢i. Polozili smo ga na sredino plosce.
Tako nacepljene plos¢e smo oblepili s parafilmom in jih inkubirali v temi pri sobni
temperaturi.

Ko je gliva dovolj zrasla (~ 3 cm v premeru) smo nastavili protiglivni test. Avtoklavirane
diske filtrirnega papirja s premerom 1,5 cm smo polozili 1 mm od glivnega micelija. Na
diske smo nanesli po 100 ul organskega ali vodnega ekstrakta treh razli¢nih vrst Solidago.
Kot kontrolo smo uporabili deionizirano vodo za vodne ekstrakte, 96 % etanol za
acetonske in metanolne ekstrakte ter 75 % etanol za etanolne ekstrakte. Testne plos¢e smo
oblepili s parafilmom in jih inkubirali v temi pri sobni temperaturi ter opazovali rast glive.
Protiglivne aktivnosti ni bilo, ¢e je gliva nemoteno prerasla papirnate diske. Aktivnost je
bila izrazena takrat, ko se je rast glive ob disku upocasnila ali ustavila.

3.4.2.1 Priprava gojis¢

1. Gojisce PDA
Sestavine:

- 39 g krompirjev dekstrozni agar (PDA, angl. Potato Dextrose Agar)
- 1000 ml destilirana voda
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Destilirano vodo smo nalili v erlenmajerico in v njej raztopili krompirjev dekstrozni agar.
Erlenmajerico smo nato pokrili z aluminijasto folijo in jo avtoklavirali. Po avtoklaviranju
smo gojisce razlili na Petrijeve plosce. Le-te smo do uporabe hranili pri temperaturi 4 °C.

2. o-rzeno gojis¢e RYE

Sestavine:
- 60 g nerazkuzeno rZzeno seme
- 25 g saharoza
- 15 g tehni¢ni agar
- 1000 ml destilirana voda

Nerazkuzeno rzeno seme smo dali v pladenj in ga prelili z destilirano vodo tako, da je bilo
prekrito. Pladenj smo pokrili z aluminijasto folijo in pustili 24 ur pri sobni temperaturi. Po
24-ih urah smo odlili vodo in jo shranili. Namoceno seme smo dali v ¢aSo in ga prelili z
destilirano vodo tako, da je bil nivo vode 2,5 cm nad semenom. Vse skupaj smo na drobno
zmleli v mesalniku. Zmleto seme smo 1 uro greli v vodni kopeli pri temperaturi 68 °C. Po
konc¢ani kopeli smo ga stisnili skozi krpo in dodali vodo, v kateri smo namocili seme na
zaCetku postopka. Raztopino smo 20 min avtoklavirali pri temperaturi 121 °C. Po
avtoklaviranju smo dodali ostale natehtane sestavine gojis¢a in meSali na magnetnem
mesalu. pH vrednost je bila ~ 5,6. Raztopino smo 12 min avtoklavirali pri temperaturi 121
°C in nato razlili v Petrijeve plos¢e. Le te smo do uporabe hranili pri temperaturi 4 °C.

3.5 VSEBNOST PROTEINOV

Koli¢ino proteinov v vzorcih smo dolo¢ili na podlagi primerjave izmerjene absorpcije z
umeritveno krivuljo za goveji serumski albumin (BSA, angl. Bovine Serum Albumin).
Uporabili smo komplet za dolo¢anje proteinov BCA Protein Assay Kit (Pierce, ZDA).

Za umeritveno krivuljo smo pripravili serijo proteinskih standardov z razlicnimi
koncentracijami govejega serumskega proteina (0, 0,025, 0,125, 0,25, 0,5, 0,75, 1,1,5in 2
mg/ml). Vsako koncentracijo smo pripravili v treh tehni¢nih ponovitvah. Pripravili smo
mesSanico reagentov iz kompleta za BCA test. Reagent A in reagent B smo zmesSali v
razmerju 50:1. Testne meSance smo pripravili v epicah iz standardov in meSanice
reagentov A in B v razmerju 1:20 ter jih nato 30 min inkubirali v vodni kopeli pri
temperaturi 37 °C. Po koncani inkubaciji smo vzorce dali na led in jih ohladili na sobno
temperaturo. Z dvozarkovnim spektrofotometrom (Shimadzu, Japonska) smo pri 562 nm
izmerili absorpcijo vzorcev. Meritve smo opravili v 10-ih minutah po zakljuceni
inkubaciji. Za referen¢ni vzorec smo uporabili destilirano vodo. Na podlagi absorpcij in
znanih koncentracij BSA smo dolo¢ili umeritveno krivuljo (Priloga A).

Na enak nacin smo izmerili vsebnost proteinov v ekstraktih zlate rozge (Priloga B) in v
kalicah, ki smo jih pripravili po postopku, opisanem v poglavju 3.2.3.
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3.6 ANTIOKSIDATIVNI ENCIMI

3.6.1 Gvajakol peroksidaza

Encimsko aktivnost gvajakol peroksidaze (G-POD) smo dolo¢ili spektrofotometricno z
merjenjem naras$canja absorpcije pri 470 nm, ki je bila posledica polimerizacije gvajakola
v tetragvajakol. Uporabili smo PVC-kivete za enkratno uporabo.

Dnevno svez reagen¢ni pufer smo pripravili iz 39,6 ml 50 mM kalijevega fosfatnega pufra
(pH 7), 0,4 ml gvajakola in 31,2 ul 10 mM H,0,. Raztopino smo dobro premesali. Zaradi
obcutljivosti H,O; na svetlobo smo steklenicko zavili v aluminijasto folijo. Reagencni
pufer smo do uporabe pustili pri sobni temperaturi.

Testno meSanico smo pripravili v kiveti iz 900 pul reagen¢nega pufra in 100 ul ekstrakta
¢rne detelje ali ovéje bilnice (glej poglavje 3.2.3.2). Mesanico smo na hitro premesali s
pipeto ter izmerili absorpcijo. Meritev je potekala 1 min s 5-sekundnimi intervali. Na
dobljeni krivulji smo dolocili najbolj linearen del in izmerili spremembo absorpcije v
minuti. Zaradi razlik v aktivnosti G-POD med posameznimi vzorci ni bilo mogoc¢e povsod
dolociti istega Casovnega intervala, kar bi bilo najbolj optimalno.

AA/min
exl]

Izra¢un encimske aktivnosti: EA =

AA = sprememba absorpcije
| = debelina kivete = 1 cm
¢ = ekstinkcijski koeficient tetragvajakola pri 470 nm = 26,6/mMxcm

Encimsko aktivnost (EA) smo preracunali glede na maso proteinov (m) v vzorcu in dobili
specifi¢no encimsko aktivnost (SEA).

SEA =24
m

SEA ekstraktov ¢rne detelje ali ov¢je bilnice, tretirane z ekstrakti treh vrst zlate rozge, smo
delili s SEA kontrole (¢rna detelja ali ov¢ja bilnica tretirana z vodo) in izracunali relativno
specificno encimsko aktivnost (rSEA), ki smo jo izrazili v odstotkih.

SEA

rSEA = SEA(kontrola)

x 100 (%)

3.6.2 Askorbat peroksidaza

Encimsko aktivnost askorbat peroksidaze (A-POD) smo dolodili spektrofotometri¢no z
merjenjem padanja absorpcije pri 290 nm, ki je bila posledica oksidacije askorbata.
Uporabili smo UV-PVC kivete za enkratno uporabo.
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Dnevno svez reagencni pufer smo pripravili iz 39,6 ml 50 mM kalijevega fosfatnega pufra
(pH 7), 0,4 ml 0,5 mM Na-askorbata in 31,2 ul 10 mM H,0,. Raztopino smo dobro
premesali. Zaradi obcutljivosti H»O, na svetlobo smo stekleni¢ko zavili v aluminijasto
folijo. Reagenc¢ni pufer smo do uporabe pustili pri sobni temperaturi.

Testno meSanico smo pripravili v kiveti iz 900 pl reagen¢nega pufra in 100 ul ekstrakta
¢rne detelje ali ovéje bilnice (glej poglavje 3.2.3.2). Mesanico smo na hitro premesali s
pipeto in izmerili absorpcijo. Meritev je potekala 1 min s 5-sekundnimi intervali. Na
dobljeni krivulji smo dolocili najbolj linearen del in izmerili spremembo absorpcije v
minuti. Zaradi razlik v aktivnosti A-POD med posameznimi vzorci ni bilo mogoce povsod
dolociti istega Casovnega intervala, kar bi bilo najbolj optimalno.

AA/min
exl

Izracun encimske aktivnosti: EA =

AA = sprememba absorpcije
| = debelina kivete =1 cm
¢ = ekstinkcijski koeficient askorbata pri 290 nm = 2,8/mMxcm

Encimsko aktivnost (EA) smo preracunali glede na maso proteinov (m) v vzorcu in dobili
specifi¢no encimsko aktivnost (SEA).

EA
SEA=—

m
SEA ekstraktov ¢rne detelje ali ovéje bilnice, tretirane z ekstrakti treh vrst zlate rozge, smo
delili s SEA kontrole (¢rna detelja ali ov¢ja bilnica tretirana z vodo) in izracunali relativno
specifi¢no encimsko aktivnost (rSEA), ki smo jo izrazili v odstotkih.

_ SEA
rSEA = SEA(kontrola) * 100 (%)

3.6.3 Katalaza

Encimsko aktivnost katalaze (CAT) smo dolo¢ili spektrofotometri¢no z merjenjem padanja
absorpcije pri 240 nm zaradi razgradnje H,O,. Uporabili smo UV-PVC kivete za enkratno
uporabo.

Dnevno sveZ reagenéni pufer smo pripravili iz 39,97 ml 50 mM kalijevega fosfatnega
pufra (pH 7) in 31,2 pul 10 mM H;0; Raztopino smo dobro premesali. Zaradi obcutljivosti
H,0, na svetlobo smo steklenicko zavili v aluminijasto folijo. Reagencni pufer smo do
uporabe pustili pri sobni temperaturi.

Testno meSanico smo pripravili v kiveti iz 950 pl reagenénega pufra in 50 ul ekstrakta
¢rne detelje ali ov¢je bilnice (glej poglavje 3.2.3.2). Mesanico smo na hitro premesali s
pipeto in izmerili absorpcijo. Meritev je potekala 1 min s 5-sekundnimi intervali. Na
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dobljeni krivulji smo dolocili najbolj linearen del in izmerili spremembo absorpcije v
minuti. Zaradi razlik v aktivnosti CAT med posameznimi vzorci ni bilo mogoc¢e povsod
doloditi istega Casovnega intervala, kar bi bilo najbolj optimalno.

AA/min
exl

Izracun encimske aktivnosti: EA =

AA = sprememba absorpcije
| = debelina kivete =1 cm
¢ = ekstinkcijski koeficient H,O; pri 240 nm = 40/mMxcm

Encimsko aktivnost (EA) smo preracunali glede na maso proteinov (m) v vzorcu in dobili
specificno encimsko aktivnost (SEA).

SEA =24
m

SEA ekstraktov ¢rne detelje ali ov¢je bilnice, tretirane z ekstrakti treh vrst zlate rozge, smo
delili s SEA kontrole (¢rna detelja ali ov¢ja bilnica tretirana z vodo) in izracunali relativno
specifi¢no encimsko aktivnost (rSEA), ki smo jo izrazili v odstotkih.

_ SEA
rSEA = SEA(kontrola) * 100 (%)

3.7 STATISTICNA ANALIZA

Za obdelavo podatkov smo uporabili ra¢unalni$ka programa Microsoft Excel in GraphPad
Prism. Iz podatkov smo izracunali povpre¢no vrednost in standardno deviacijo.
Natancnejsi opis statistine analize je vkljuCen v poglavje Rezultati ob posameznih slikah
in preglednicah.
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANIJE KONCENTRACIJE SUHE SNOVI V EKSTRAKTIH

Preglednica 1 prikazuje koncentracijo suhe snovi v posameznih ekstraktih zlate rozge.
Organski ekstrakti so imeli v povprecju vecjo koncentracijo suhe snovi v primerjavi z
vodnimi ekstrakti. Najve¢je koncentracije suhe snovi smo dolo¢ili v etanolnih in
metanolnih ekstraktih.

Preglednica 1: Koncentracija suhe snovi v ekstraktih.

Vrsta Solidago Vrsta ekstrakta Koncen_tracua ke
snovi (mg/ml)
Acetonski ekstrakt 25,5
L Etanolni ekstrakt 43,5
Listni ekstrakt -
Metanolni ekstrakt 26,0
. Vodni ekstrakt 11,4
S. virgaurea -
Acetonski ekstrakt 8,8
L Etanolni ekstrakt 33,4
Koreninski ekstrakt :
Metanolni ekstrakt 14,8
Vodni ekstrakt 14,2
Acetonski ekstrakt 26,0
L Etanolni ekstrakt 54,0
Listni ekstrakt :
Metanolni ekstrakt 68,5
. Vodni ekstrakt 13,8
S. canadensis :
Acetonski ekstrakt 10,2
L Etanolni ekstrakt 19,0
Koreninski ekstrakt :
Metanolni ekstrakt 23,8
Vodni ekstrakt 13,0
Acetonski ekstrakt 440
L Etanolni ekstrakt 76,0
Listni ekstrakt -
Metanolni ekstrakt 38,0
S. gigantea Vodni ekstrakt 11,0
-9 Acetonski ekstrakt 19,8
L Etanolni ekstrakt 33,0
Koreninski ekstrakt -
Metanolni ekstrakt 22,8
Vodni ekstrakt 13,4
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4.2 PROTIBAKTERISKA AKTIVNOST

Preglednica 2 in Preglednica 3 prikazujeta rezultate testa protibakterijske aktivnosti
ekstraktov vrst Solidago. Pri organskih ekstraktih je protibakterijsko aktivnost proti po
Gramu negativni bakteriji Escherichia coli kazal le 1 od 54 ekstraktov in sicer metanolni
ekstrakt korenin S.canadensis. Protibakterijska aktivnost je bila bolj izrazena proti po
Gramu pozitivnima bakterijama Staphylococcus aureus (5 ekstraktov) in Bacillus subtilis
(10 ekstraktov). Najvecje cone inhibicije smo izmerili pri vrsti Bacillus subtilis.

V primerjavi z listnimi ekstrakti so imeli koreninski vecjo aktivnost. Od vseh treh
preucevanih vrst Solidago je imela najve¢jo protibakterijsko aktivnost S. gigantea. Tako
listni kot koreninski ekstrakti S. virgaurea pa niso kazali protibakterijske aktivnosti.

Pri vodnih ekstraktih nismo opazili protibakterijske aktivnosti.

Kontrole niso delovale protibakterijsko.
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Preglednica 2: Protibakterijska aktivnost listnih ekstraktov. Prikazana je povpre¢na vrednost treh meritev (&

standardna deviacija).

Vrsta Solidago

Vrsta bakterije

Listni ekstrakt

Cona inhibicije (mm)*

Bacillus subtilis

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

S. virgaurea

Escherichia coli

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Staphylococcus aureus

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Bacillus subtilis

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

S. canadensis

Escherichia coli

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Staphylococcus aureus

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Bacillus subtilis

Acetonski ekstrakt

7,3+1.2

Etanolni ekstrakt

4,3+0,6

Metanolni ekstrakt

5,3+0,6

Vodni ekstrakt

S. gigantea

Escherichia coli

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Staphylococcus aureus

Acetonski ekstrakt

3,0+0,0

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

1,7+0,6

Vodni ekstrakt

* - = ni aktivnosti
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Preglednica 3: Protibakterijska aktivnost koreninskih ekstraktov. Prikazana je povpreéna vrednost treh

meritev (+ standardna deviacija).

Vrsta Solidago

Vrsta bakterije

Koreninski ekstrakt

Cona inhibicije (mm)*

S. virgaurea

Bacillus subtilis

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Escherichia coli

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Staphylococcus aureus

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Acetonski ekstrakt 2,0£0,0
Bacillus subiilis Etanolni ekstrakt 1,0+£1,2
Metanolni ekstrakt 27+12
Vodni ekstrakt -
Acetonski ekstrakt -
S. canadensis Escherichia coli Etanolni _ekstrakt _
Metanolni ekstrakt 1,0+£0,0
Vodni ekstrakt -
Acetonski ekstrakt -
Etanolni ekstrakt -
Staphylococcus aureus Metanolni ekstrakt 23+15
Vodni ekstrakt -
Acetonski ekstrakt 8,0£0,0
Bacillus subilis Etanolni ekstrakt 5,7+0,6
Metanolni ekstrakt 8,7+0,6
Vodni ekstrakt -
Acetonski ekstrakt -
S. gigantea Escherichia coli Etanolni _ekstrakt -
Metanolni ekstrakt -
Vodni ekstrakt -
Acetonski ekstrakt 40+1,7
Etanolni ekstrakt 2,0+0,0

Staphylococcus aureus

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

- = ni aktivnosti
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4.3 PROTIGLIVNA AKIVNOST

Protiglivna aktivnost organskih ekstraktov je bila Sibka, medtem ko vodni ekstrakti niso
imeli protiglivne aktivnosti.

Listni organski ekstrakti so delovali protiglivno le proti vrsti Armillaria mellea. Pri S.
virgaurea je bil to acetonski ekstrakt, pri S. canadensis metanolni ekstrakt, pri S. gigantea
pa oba, acetonski in metanolni (Preglednica 4).

Koreninski organski ekstrakti so imeli pogosteje izrazeno protiglivno aktivnost kot listni.
Vse vrste rodu Solidago so imele protiglivno aktivnost proti vrsti Fusarium sp., vrsta S.
gigantea pa je delovala protiglivno tudi proti vrsti Armillaria mellea (Preglednica 5).

Nobeden od ekstraktov ni zaviral rasti vrste Phytophthora infestans.

Kontrole niso delovale protiglivno.
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Preglednica 4: Protiglivna aktivnost listnih ekstraktov.

Vrsta Solidago

Vrsta glive

Listni ekstrakt

Protiglivna aktivnost*

Armillaria mellea

Acetonski ekstrakt

+

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

S. virgaurea

Fusarium sp.

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Phytophthora infestans

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Armillaria mellea

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

S. canadensis

Fusarium sp.

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Phytophthora infestans

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Armillaria mellea

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

S. gigantea

Fusarium sp.

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Phytophthora infestans

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

- = ni aktivnosti

+ = Sibka aktivnost
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Preglednica 5: Protiglivna aktivnost koreninskih ekstraktov.

Vrsta Solidago

Vrsta glive

Koreninski ekstrakt

Protiglivna aktivnost*

S. virgaurea

Armillaria mellea

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Fusarium sp.

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Phytophthora infestans

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

S. canadensis

Armillaria mellea

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Fusarium sp.

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

Phytophthora infestans

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

S. gigantea

Armillaria mellea

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

+ |+ |+

Vodni ekstrakt

Fusarium sp.

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

+| + |+

Vodni ekstrakt

Phytophthora infestans

Acetonski ekstrakt

Etanolni ekstrakt

Metanolni ekstrakt

Vodni ekstrakt

* - = ni aktivnosti

+ = §ibka aktivnost
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4.4 OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres smo ocenili preko aktivnosti izbranih antioksidativnih encimov v kalicah
dveh rastlinskih vrst, ¢rne detelje (Trifolium pratense) in ov¢je bilnice (Festuca ovina).
Specifiéna encimska aktivnost kontrolnih kalic, ki smo jih zalili z destilirano vodo, je
predstavljala vrednost 100 %, s katero smo primerjali vzorce kalic, ki smo jih tretirali z
razli¢nimi ekstrakti zlate rozge.

4.4.1 Gvajakol peroksidaza

V koreninah detelje smo povisano relativno SEA G-POD izmerili po tretiranju s
koreninskimi in listnimi ekstrakti S. gigantea. V poganjkih detelje je bila aktivnost G-POD
niZja od kontrole.

Pri bilnici smo poviSano aktivnost encimov izmerili v koreninah, tretiranih z koreninskim
ekstraktom korenin S. virgaurea in listnim ekstraktom S. canadensis. Listni ekstrakti vseh
treh vrst Solidago so povzrocili povisano aktivnost G-POD.
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Slika 4: Relativna specifi¢na encimska aktivnost gvajakol peroksidaze

Slika A prikazuje relativno SEA v koreninah detelje (¢, oznaka Kor ) in poganjkih detelje (o, oznaka
Pog ) tretiranih s koreninskim ekstraktom vrst S. canadensis (_Sc), S. gigantea (_Sg) in S. virgaurea

(_Sv).

Slika B prikazuje relativno SEA v koreninah detelje (e, oznaka Kor ) in poganjkih detelje (o, oznaka
Pog_) tretiranih z listnim ekstraktom vrst S. canadensis (_Sc), S. gigantea (_Sg) in S. virgaurea (_Sv).

Slika C prikazuje relativno SEA v koreninah bilnice (e, oznaka Kor ) in poganjkih bilnice (o, oznaka
Pog ) tretiranih s koreninskim ekstraktom vrst S. canadensis (_Sc), S. gigantea (_Sg) in S. virgaurea

(_Sv).

Slika D prikazuje relativno SEA v koreninah bilnice (¢, oznaka Kor ) in poganjkih bilnice (°, oznaka
Pog_) tretiranih z listnim ekstraktom vrst S. canadensis (_Sc), S. gigantea (_Sg) in S. virgaurea (_Sv).
Prikazane so vrednosti posameznega poskusa, oznacene s krogcem in povpreéne vrednosti vseh poskusov,

oznacene s Crtico.
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4.4.2 Askorbat peroksidaza

V kalicah ¢rne detelje in ovéje bilnice smo v ve€ini vzorcev izmerili povisano relativno
SEA A-POD. Aktivnost je bila vi§ja od kontrole ali primerljiva s kontrolo. Nizko aktivnost
A-POD smo izmerili le v koreninah bilnice, tretirane z listnim ekstraktom S. virgaurea in
poganjkih bilnice, tretirane z listnim ekstraktom S. canadensis.
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Slika 5: Relativna specifi¢na encimska aktivnost askorbat peroksidaze

Slika A prikazuje relativno SEA v koreninah detelje (¢, oznaka Kor ) in poganjkih detelje (e, oznaka
Pog_) tretiranih s koreninskim ekstraktom vrst S. canadensis (_Sc), S. gigantea (_Sg) in S. virgaurea
(_Sv).

Slika B prikazuje relativno SEA v koreninah detelje (e, oznaka Kor ) in poganjkih detelje (°, oznaka
Pog_) tretiranih z listnim ekstraktom vrst S. canadensis (_Sc), S. gigantea (_Sg) in S. virgaurea (_Sv).
Slika C prikazuje relativno SEA v koreninah bilnice (e, oznaka Kor ) in poganjkih bilnice (°, oznaka
Pog ) tretiranih s koreninskim ekstraktom vrst S. canadensis (_Sc), S. gigantea (_Sg) in S. virgaurea
(_Sv).

Slika D prikazuje relativno SEA v koreninah bilnice (e, oznaka Kor ) in poganjkih bilnice (°, oznaka
Pog ) tretiranih z listnim ekstraktom vrst S. canadensis (_Sc), S. gigantea (_Sg) in S. virgaurea (_Sv).

Prikazane so vrednosti posameznega poskusa, oznacene s krogcem in povprecne vrednosti vseh poskusov,
oznacene s Crtico.
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4.4.3 Katalaza

PoviSane relativne specifiéne encimske aktivnosti CAT smo izmerili zlasti pri detelji, Kjer
so bile aktivnosti v glavnem viSje od kontrole. Najvisje aktivnosti smo izmerili pri
koreninah detelje, tretiranih s koreninskimi ekstrakti. Pri bilnici je bila aktivnost CAT
nizja. PoviSane vrednosti smo izmerili v poganjkih in koreninah bilnice, tretirane z

ekstraktom S. gigantea. Izrazito nizke aktivnosti smo izmerili v koreninah bilnice, tretirane
s koreninskimi ekstrakti.

A B
800 300
o
g 600- . % N
200
o 400- o ¢ ., o
-% o o -%100— . oo
8 200 -2 8 .
(] (]
s —o0— -526" S =
.
O T T T T T T O T T T T T T
F P & & H & F P & & H &
N R R O N R R O O
C D
200 250
& 150- g 2007
h o= o 1504 o
7] 7]
s 100- <
c —_—— c
s S 100- —.— o
= ——— = ——
3 50 3 sod
e
e
C T T T T T T C T T T T T T
g P g F P & g P g F P &
R N A i s R N A A i s

Slika 6: Relativna specifi¢na encimska aktivnost katalaze

Slika A prikazuje relativno SEA v koreninah detelje (¢, oznaka Kor ) in poganjkih detelje (o, oznaka
Pog ) tretiranih s koreninskim ekstraktom vrst S. canadensis (_Sc), S. gigantea (_Sg) in S. virgaurea
(_Sv).

Slika B prikazuje relativno SEA v koreninah detelje (e, oznaka Kor ) in poganjkih detelje (o, oznaka
Pog_) tretiranih z listnim ekstraktom vrst S. canadensis (_Sc), S. gigantea (_Sg) in S. virgaurea (_Sv).
Slika C prikazuje relativno SEA v koreninah bilnice (e, oznaka Kor ) in poganjkih bilnice (°, oznaka
Pog_) tretiranih s koreninskim ekstraktom vrst S. canadensis (_Sc), S. gigantea (_Sg) in S. virgaurea
(_Sv).

Slika D prikazuje relativno SEA v koreninah bilnice (e, oznaka Kor ) in poganjkih bilnice (e, oznaka
Pog ) tretiranih z listnim ekstraktom vrst S. canadensis (_Sc), S. gigantea (_Sg) in S. virgaurea (_Sv).

Prikazane so vrednosti posameznega poskusa, oznac¢ene s krogcem in povpre¢ne vrednosti vseh poskusov,
oznacene s Crtico.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Za testiranje bioloske aktivnosti zlate rozge smo kot testne organizme uporabili bakterije,
glive in rastline. Pripravili smo razli¢ne ekstrakte glede na vrsto uporabljenega topila in
tako omogocili ekstrakcijo snovi z razli¢no polarnostjo. Alkoholni ekstrakti zagotavljajo
bolj celostno ekstrakcijo in vkljuéujejo tudi manj polarne spojine. Ce alkoholni ekstrakti
kazejo biolosko aktivnost, vodni pa ne, lahko sklepamo, da so aktivne komponente manj
polarne spojine (Webster in sod., 2008). Ce pa alkoholni ekstrakti kaZejo biolosko
aktivnost in vodni prav tako, menijo Webster in sod. (2008), da so aktivne komponente
bolj polarne spojine. Vendar se moramo zavedati, da je aktivnih spojin ve¢ in so lahko ene
bolj polarne, druge pa manj. Ker ne vemo razmerja med njimi, so za interpretacijo
rezultatov tako potrebne dodatne analize.

Pri testiranju protibakterijske aktivnosti smo ugotovili, da so imeli protibakterijski uc¢inek
le organski ekstrakti, predvsem koreninski. Vodni ekstrakti niso kazali protibakterijske
aktivnosti. Na podlagi tega sklepamo, da so snovi s protimikrobno aktivnostjo v zlati rozgi
manj polarne. Ugotovili smo, da ekstrakti zlate rozge inhibirajo rast po Gramu pozitivnih
bakterij B. subtilis in S. aureus. Na po Gramu negativno bakterijo E. coli ekstrakti niso
delovali v smislu inhibicije rasti. 1zjema je bil metanolni ekstrakt korenin S. canadensis,
kjer smo izmerili 1 mm veliko cono inhibicije (Preglednica 3). Da je aktivnost ekstraktov
bolj ucinkovita proti po Gramu pozitivnim bakterijam v primerjavi s po Gramu
negativnimi bakterijami, so ugotovili tudi Demir in sod. (2009). Prav tako Rios in Recio
(2005) navajata, da so po Gramu pozitivne bakterije bolj ob¢utljivi mikrobi. Nasprotno pa
so Morel in sod. (2006) ugotovili Sibko delovanje metanolnih ekstraktov S. microglossa
tudi proti nekaterim po Gramu negativnim bakterijam. Hkrati so ugotovili, da imajo
eteri¢na olja mo¢nejso protibakterijsko aktivnost.

Najvecje cone inhibicije smo izmerili pri B. subtilis (Preglednica 2 in Preglednica 3). Proti
tej bakteriji so zaviralno delovali vsi organski ekstrakti S. gigantea, tako listni kot
koreninski, ter vsi koreninski organski ekstrakti ter acetonski listni ekstrakt S. canadensis.
Od koreninskih ekstraktov so bili v glavnem metanolni tisti, ki so povzroc¢ili najvecje cone
inhibicije pri posameznih bakterijah, pri listnih ekstraktih so to bili acetonski. Etanolni
ekstrakti so imeli najnizjo aktivnost. V nasprotju z nasimi rezultati sta Thiem in Goslinska
(2002), ki sta testirala biolosko aktivnost ekstraktov S. virgaurea, vecjo protimikrobno
aktivnost izmerila pri etanolnih ekstraktih v primerjavi z metanolnimi.

Opazili smo tudi medvrstne razlike v rodu Solidago. Najvecjo protibakterijsko aktivnost je
pokazala vrsta S. gigantea, nizjo S. canadensis, medtem ko ekstrakti S. virgaurea niso
imeli protibakterijske aktivnosti. V nasprotju z nasimi rezultati S0 Thiem in Goslinska
(2002) in Demir in sod. (2009) ugotovili, da ima tudi S. virgaurea protimikrobno aktivnost
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tako proti po Gramu pozitivnim kot po Gramu negativnim bakterijam in da je aktivnost
zmerna. Protibakterijsko aktivnost so med drugimi dolocili tudi pri enakih testnih
bakterijah kot smo jih uporabili mi. Rezultati pri testiranju protimikrobnega uc¢inka med
razli¢nimi raziskavami se lahko precej razlikujejo med seboj. Razlog je tudi v metodi
testiranja, saj za testiranje protibakterijske in protiglivne uéinkovitosti ni standardizirane
metode, kar predstavlja tezavo pri primerjanju izsledkov med razli¢nimi raziskavami.
Lahko pa iz rezultatov nase raziskave, kjer smo z isto metodo primerjali tri vrste
zaklju¢imo, da je protimikrobna aktivnost invazivnih vrst rodu Solidago lahko eden od
razlogov bolj uspesnega razsirjanja teh dveh vrst v primerjavi z nativno vrsto S. virgaurea,
ki ni imela protibakterijske aktivnosti.

Za testiranje protiglivne aktivnosti smo izbrali tri glive, ki pripadajo razli¢nim razredom.
Protiglivno delovanje ekstraktov smo zaznali proti Armillaria mellea in Fusarium sp., ki
sodita v deblo Mycota, Phytophthora infestans iz debla Oomycota pa se je izkazala kot
neobcutljiva. Phytophthora infestans je zelo neZna, svetla gliva in je bila na plos¢ah slabo
vidna. Poleg tega je bila njena rast zelo po€asna (ve¢ tednov). Kot taka se je izkazala
neprimerna za tovrstne teste. Gliva po disku iz filtrirnega papirja ni rasla niti v primeru
kontrole. 1z tega sklepamo, da papir predstavlja oviro za rast.

Vodni ekstrakti zlate rozge niso pokazali protiglivnega delovanja. Pri organskih ekstraktih
so se kot bolj u¢inkoviti izkazali koreninski ekstrakti (Preglednica 5). Protiglivna aktivnost
listnih ekstraktov je bila slabsa (Preglednica 4). Pomembno je poudariti, da je bila vsa
protiglivna aktivnost zaznana le kot Sibka aktivnost. To pomeni, da je ekstrakt, ki je bil
nanesen na disk iz filtrirnega papirja, zaviral rast glive le v taki meri, da je ta rasla slabSe,
kar se je videlo kot konkavna rast okoli diska. Moc¢ne protiglivne aktivnost z jasnimi
conami inhibicije ni bilo. Kot najbolj u¢inkovita se je izkazala vrsta S. gigantea. O visoKi
protiglivni aktivnosti S. gigantea proti mnogim glivnim izolatom porocajo Webster in sod.
(2008). S. canadensis in S. virgaurea sta imeli podobno, a slabso aktivnost. Zanimivo je,
da so listni ekstrakti delovali le proti Armillaria mellea in sicer metanolni in acetonski
ekstrakti. Vsi organski koreninski ekstrakti so imeli protiglivno aktivnost proti vrsti
Fusarium sp., proti Armillaria mellea pa le ekstrakti S. gigantea. Webster in sod. (2008)
so ugotovili, da imajo tudi vodni ekstrakti S. gigantea veliko protiglivno aktivnost, vendar
pri Fusarium solani niso zaznali protiglivne aktivnost, kar se ujema z nasimi rezultati.

Zhang in sod. (2009) porocajo, da invazivna vrsta S. canadensis zavira rast talnih
patogenov, kar prispeva k njeni invazivnosti. Na podlagi nasih rezultatov tega ne moremo
trditi, saj nismo zaznali posebno mocnega delovanja S. canadensis na bakterije in glive.
Vendar, ¢e primerjamo posamezne vrste zlate rozge med seboj, vidimo, da smo najmanjso
aktivnost zaznali pri nasi domorodni vrsti in ve¢ pri tujerodnih, invazivnih vrstah, se
posebej pri S. gigantea, ki je pokazala najvecjo aktivnost. Zaradi tega obstaja moznost, da
protiglivna in protibakterijska aktivnost S. canadensis in S. gigantea pripomore K njuni
invazivnost. To lahko povezemo z rezultati raziskave Webra (1998), ki je ugotovil, da je
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bilo v prej$njem stoletju v Evropi vecje nara$¢anje novih lokacij v primeru S. gigantea in
manjSe v primeru S. canadensis. Vendar za uspesnost rastlinskih invazij obstajajo Se druge
hipoteze, kot je na primer odsotnost naravnih nasprotnikov, boljsa izraba hranil ali
alelopatija, zanemariti pa ne smemo niti medvrstnih razlik. Tako Ellenberg (1982, cit. po
Weber, 1998) trdi, da ima S. gigantea dolge korenike, ki enostavno fragmentirajo in se
ukoreninijo, medtem ko ima S. canadensis krajse korenike, kar omejuje hitrost njenega
Sirjenja. Poleg tega se moramo zavedati, da so v naravnem okolju drugac¢ne razmere in da
na spros¢ene snovi iz rastline vplivajo Stevilni procesi, kar vpliva na reaktivnost
fitokemicnih spojin in njihovo koncentracijo (Cheng, 1992).

Ekstrakti, ki smo jih uporabili za testiranje bioloske aktivnosti, niso bili enako
koncentrirani. Za organske listne ekstrakte smo uporabili po 0,5 g liofiliziranih listov, za
pripravo organskih koreninskih ekstraktov pa smo uporabili po 0,3 g liofiliziranih korenin.
Za tako maso smo se odloCili zaradi pomanjkanja materiala (korenin). Ekstrakcija je
potekala pri priblizno enakih pogojih (0,5 g v 15 ml topila, 0,3 g v 10 ml topila), na koncu
pa smo tako listne kot koreninske ekstrakte raztopili v 1 ml. PosuSene acetonske in
metanolne ekstrakte smo raztopili v 1 ml 96 % etanola, etanolne ekstrakte (ki smo jih
ekstrahirali v 96 % etanolu) pa v 1 ml 75 % etanola (glej poglavje 3.2.2). Ves ekstrahiran
material se v etanolu po vsej verjetnosti ni raztopil, saj je topnost odvisna od polarnosti
(dielektricne konstante) topila. Prav zato bi lahko testirali biolosko aktivnost ekstraktov
pripravljenih z razlicnimi topili (aceton, metanol, etanol), brez susenja in ponovnega
raztapljanja v etanolu (kot smo to storili mi) in tako ugotovili ali raztapljanje v etanolu
vpliva na izgubo bioloske aktivnosti. Vodne ekstrakte smo pripravili iz 0,4 g liofiliziranega
materiala. Za to koncentracijo smo se odlo¢ili na podlagi raziskav Skupine za fiziologijo
rastlin, saj so pri tej koncentraciji izmerili o€itno inhibicijo kaljivosti semen. Najbolj
optimalno bi bilo, ¢e bi za vse ekstrakte uporabili enako maso rastlinskega materiala, saj bi
bili rezultati tako bolj primerljivi.

Na razlike med rezultati posameznih $tudij vpliva nacin ekstrakcije, poleg tega pa tudi
klimatske razmere, sezona in Cas nabiranja rastlin. Kvantiteta in kvaliteta aktivnih
komponent je namre¢ odvisna od rastnih pogojev, koncentracija snovi v dolo¢enih delih
rastline pa se med razli¢nimi rastnimi cikli in posameznimi sezonami razlikuje (Webster in
sod., 2008). Pomemben vpliv imajo tudi pogoji in ¢as hranjenja rastlinskega materiala
(Webster in sod., 2008). Mi smo rastlinski material nabrali v naravi, zato se moramo
zavedati, da rastline niso rasle v popolnoma enakih pogojih, kljub temu, da so bile
posamezne rastline dolocene vrste zaradi vegetativne rasti ve¢inoma kloni. To lahko vpliva
na vsebnost sekundarnih metabolitov in drugih spojin, ki jih rastline izdelujejo v obrambne
namene, in s tem na nase rezultate. Kljub temu pa smo s tem, ko smo rastline nabrali v
naravi, izmerili dejansko stanje v naravi. Kot menita Dekker in Meggitt (1983) se veliko
alelopatskih snovi sprosti v zgodnjih fazah razvoja rastlin, ker si tako rastline poskusajo
zagotoviti boljSe pogoje za rast. Mi smo rastline nabrali kasneje, v ¢asu cvetenja, kar je
lahko razlog za manjsi vpliv na testne organizme (bakterije, glive in rastline). Prav zaradi
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tega bi bilo zanimivo raziskati biolosko aktivnost rastlin v razli¢nih razvojnih fazah. Tako
bi ugotovili ali in koliko ¢as nabiranja in s tem razvojna faza rastlin vpliva na biolosko
aktivnost.

Kemiéne snovi, ki vplivajo na druge organizme so navadno sekundarni metaboliti. Stevilni
sekundarni metaboliti so skoncentrirani v koreninah rastlin (Whittaker in Feeny, 1971). Z
izloCanjem zivih ali z razpadom mrtvih korenin se te snovi sproscajo v tla. V tla pridejo
tudi z izpiranjem rastoCih in razpadajoCih nadzemnih delov rastlin (Whittaker in Feeny,
1971). Nasi rezultati se ujemajo s to trditvijo, saj smo ugotovili ve¢jo protibakterijsko in
protiglivno aktivnost pri koreninskih ekstraktih. Pri tem je potrebno upostevati, da so bili
koreninski ekstrakti manj koncentrirani kot listni, ker so bili pripravljeni iz manjse izhodne
mase. Da bi ugotovili, katere snovi v zlati rozgi so tiste, ki imajo biolosko aktivnost, bi bile
potrebne dodatne analize sekundarnih metabolitov. Zlasti zanimiva bi bila primerjava
sestave razlicnih ekstraktov iz razli¢nih vrst zlate rozge. V naravi so v interakcije med
rastlinami in mikrobi vkljuceni tudi Stevilni biokemi¢ni procesi (Callaway in sod., 2005).
Prav zaradi tega s samo analizo ne bi mogli zagotovo vedeti, katere in predvsem kak$ne so
spojine z biolosko aktivnostjo, saj se po tem, ko se sprostijo iz mati¢ne rastline, lahko Se
mocno preoblikujejo.

Oksidativni stres v kalicah testnih rastlin smo ocenili z merjenjem aktivnosti treh
antioksidativnih encimov, saj imajo antioksidanti pomembno vlogo v boju proti stresom iz
okolja (McCune in Johns, 2007). Alelopatija je tako eden od mnogih stresov, s katerimi se
morajo rastline spopasti v njihovem okolju (Lovett in Ryuntyu, 1992). Odziv na druge
stresne dejavnike, kot je invazija virusov ali stres zaradi tezkih kovin je podoben (Bassi in
sod., 1986; Wierzbicka, 1987, cit. po Lovett in Ryuntyu, 1992). Kot testni vrsti smo
uporabili enokali¢nico ov¢jo bilnico (Festuca ovina) in dvokali¢nico ¢rno deteljo
(Trifolium pratense). S koreninskimi in listnimi ekstrakti treh vrst Solidago smo tretirali
njihova kale¢a semena. Za testiranje oksidativnega stresa smo uporabili kalice, tretirane s
tako koncentracijo, pri kateri je vzklilo dovolj semen za testiranje, niso pa vzklila vsa
semena, tako, da je bil viden alelopatski vpliv. To so bile kalice, tretirane s 4 %
koreninskimi ekstrakti in kalice, tretirane z 0,6 % listnimi ekstrakti. Kalice smo Se dodatno
lo¢ili na korenine in poganjke. S tem smo hoteli ugotoviti, ali se antioksidativna aktivnost
razlikuje med posameznimi deli rastline Ze v fazi kalice. Pri sami analizi pa se je izkazalo,
da je materiala zelo malo zaradi niske biomase rastlin. Posebej problemati¢na je bila
bilnica, kjer smo imeli zato ve¢inoma le po en vzorec (Slika 4, Slika 5 in Slika 6). Zaradi
tega rezultati niso zanesljivi. Za boljSe in zanesljive rezultate bi morali tretirati ve¢ semen,
da bi imeli ve¢ materiala ali meriti encimsko aktivnost v celotnih kalicah, ne da jih delimo
na korenine in poganjke. Ce pogledamo rezultate, kjer imamo povpreéja ve¢ ponovitev,
opazimo sledece; pri G-POD so vrednosti relativne specificne encimske aktivnosti
primerljive kontroli ali nizje od kontrole (Slika 4), pri A-POD so primerljive kontroli ali
vi§je od kontrole (Slika 5), pri CAT pa so te vrednosti vecinoma visje od kontrole (Slika
6). Razlik med vplivi posameznih vrst zlate rozge na vsebnost antioksidativnih encimov v
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kalicah nismo ugotovili. Ker imajo rastline poleg encimske antioksidativne obrambe tudi
ne-encimsko obrambo, bi bilo zanimivo izmeriti vsebnost tudi teh snovi. Tako bi dobili
boljsi pogled na oksidativno stanje v kalicah.

Najbolj pogosti antioksidanti, ki se pojavljajo v zdravilnih rastlinah so fenoli (Apati in
sod., 2003; Rios in Recio, 2005). Apati in sod. (2002) pravijo, da imajo flavonoidi
pomembno antioksidativno vlogo tudi v rodu Solidago. Poleg tega imajo alelopatsko
vlogo, pozitivno aktivnost pri nekaterih uroloskih boleznih in protimikrobno aktivnost
(Strack, 1997; Schiller in sod., cit. po Apati in sod, 2002; Rios in Recio, 2005). Iz zlate
rozge so izolirali $tevilne fenolne snovi (Apati in sod., 2002; Apati in sod., 2003).
Lapornik in sod. (2005) trdijo, da metanolni in etanolni ekstrakti vsebujejo vecje koli¢ine
fenolnih spojin kot vodni ekstrakti. Metanol je celo malo boljse topilo za izolacijo fenolnih
snovi od etanola, vendar razlike niso velike. Na podlagi tega lahko sklepamo, da smo z
organskimi topili ekstrahirali ve¢ fenolnih spojin, kar je morda vplivalo na biolosko
aktivnost. Apati in sod. (2002) ugotavljajo, da je za vsebnost fenolnih spojin v alkoholnih
ekstraktih pomembna predvsem polarnost topila, medtem ko je vsebnost fenolnih spojin v
vodnih ekstraktih odvisna od temperature in trajanja ekstrakcije. Tako obstaja moznost, da
zaradi neprimerne temperature ali Casa ekstrahiranja nismo izmerili ustrezne bioloske
aktivnost vodnih ekstraktov.

5.2 SKLEPI

Protibakterijsko aktivnost smo ugotovili le pri tujerodnih vrstah S. canadensis in S.
gigantea. Domorodna vrsta S. virgaurea protibakterijske aktivnosti ni imela. Najvecjo
aktivnost je imela S. gigantea. Protibakterijska aktivnost je bila izrazena predvsem proti po
Gramu pozitivnima bakterijama.

Protiglivna aktivnost ekstraktov je bila Sibka. Protiglivna aktivnost domorodne vrste S.
virgaurea in tujerodne vrste S. canadensis je bila podobna, medtem ko je imela tujerodna
vrsta S. gigantea najvecjo aktivnost.

Protibakterijsko in protiglivno aktivnost so pokazali le organski ekstrakti, zato sklepamo,
da so biolosko aktivne snovi v zlati rozgi manj polarne snovi.

Razlik med vplivi ekstraktov posameznih vrst Solidago na aktivnost antioksidativnih
encimov Vv kalicah testnih rastlin nismo ugotovili.
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POVZETEK

V Sloveniji uspevajo tri vrste zlate rozge (Solidago L.); domorodna navadna zlata rozga (S.
virgaurea) in tujerodni kanadska zlata rozga (S. canadensis) ter orjaska zlata rozga (S.
gigantea) (Wraber, 2007). Slednji sodita med najhujse invazivke v Sloveniji. Vse vrste se
ze stoletja uporabljajo v ljudski medicini in o njihovih bioloskih aktivnostih porocajo
Stevilni raziskovalci. V diplomski nalogi smo hoteli ugotoviti ali se bioloska aktivnost med
posameznimi vrstami zlate rozge, ki uspevajo v Sloveniji, razlikuje.

Rastline smo locili na korenine in liste, katere smo liofilizirali in zmleli. Iz njih smo
pripravili vodne in organske (acetonske, etanolne in metanolne) ekstrakte. S tem smo
omogocili izolacijo snovi z razli¢no polarnostjo.

Naredili smo protibakterijske in protiglivne teste ter izmerili vsebnost antioksidativnih
encimov v kalicah, ki smo jih tretirali z vodnimi ekstrakti razli¢nih vrst zlate rozge.
Protibakterijsko aktivnost ekstraktov smo testirali z difuzijsko metodo v agarju z luknjami.
Aktivnost smo testirali proti bakterijam Bacillus subtilis, Escherichia coli in
Staphylococcus aureus. Protiglivno aktivnost ekstraktov smo testirali z difuzijsko metodo
v agarju z diski. Aktivnost smo testirali proti glivam Armillaria mellea, Fusarium sp. in
Phytophthora infestans. Oksidativni stres v kalicah smo ocenili preko aktivnosti treh
antioksidativnih encimov; asorbat peroksidaze, gvajakol peroksidaze in katalaze. Testni
rastlini sta bili enokali¢nica ov¢ja bilnica (Festuca ovina) in dvokali¢nica ¢rna detelja
(Trifolium pratense).

Ugotovili smo, da imata tujerodni vrsti protibakterijsko aktivnost, medtem ko je pri
domorodni vrsti nismo zaznali. Protibakterijska aktivnost je bila izrazena proti po Gramu
pozitivnima bakterijama, predvsem proti Bacillus subtilis. Najve¢jo protibakterijsko
aktivnost je pokazala orjaSka zlata rozga. Protibakterijsko aktivnost so imeli le organski
ekstrakti.

Protiglivna aktivnost ekstraktov je bila sibka. Aktivnost tujerodne kanadske zlate rozge in
domorodne navadne zlate rozge je bila primerljiva, kot najbolj u€inkovita pa se je izkazala
orjaSka zlata rozga. Protiglivno aktivnost so imeli le organski ekstrakti. Koreninski
ekstrakti so bili bolj uc¢inkoviti proti vrsti Fusarium sp., listni pa proti Armillaria mellea.
Na Phytophthora infestans ekstrakti niso delovali v smislu inhibicije rasti.

Koreninski ekstrakti so imeli vecjo protibakterijsko in protiglivno aktivnost kot listni, zato
sklepamo, da so biolosko aktivne snovi skoncentrirane v koreninah.

Glede na to, da vodni ekstrakti niso imeli ne protibakterijske ne protiglivne aktivnosti,
predvidevamo, da so biolosko aktivne snovi v zlati rozgi manj polarne narave.

Razlik med vplivi posameznih vrst zlate rozge na aktivnost antioksidativnih encimov v
kalicah nismo ugotovili.
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PRILOGE
Priloga A

Umeritvena krivulja za doloc¢anje koncentracije proteinov v vzorcu
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Priloga B

Koncentracije proteinov v listih in koreninah razli¢nih vrst Solidago

V tabeli so prikazane povprecne vrednosti od 15 do 25 meritev (razlike v Stevilu meritev so
zaradi omejenih koli€in materiala) + standardna deviacija. Vrednosti predstavljajo
koncentracije proteinov v 30 mg rastlinskega materiala.

Vrsta Solidago . LISTI . K.(_)REN”\.IE
Koncentracija proteinov (mg/ml) | Koncentracija proteinov (mg/mil)
S. virgaurea 7,52 +0,51 1,51+0,17
S. canadensis 7,03 +£ 0,36 2,14 +£0,42
S. gigantea 7,72 + 0,44 2,03+0,47




