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Visoke koncentracije soli v tleh so velik problem kmetijskih povrSin. Z vzgojo
rastlin kot je navadni oso¢nik, ki uspeSno raste na slanih povrSinah, bi lahko
izkoristili trenutno neizkoriS¢ene zemeljske povrSine. Namen raziskave je bil
ugotoviti nacine za najboljSo kalitev in rast navadnega oso¢nika. V ta namen smo
testirali kaljivost velikih in malih semen osoc¢nika v razlinih sezonah. Velika
semena so bolje kalila od majhnih, kar je v skladu z literaturo. Semena sezone
2007/08 so najbolje kalila zgodaj spomladi. Pri vzgoji kalic je na njihovo rast
najbolje vplival prehod kalic iz 0 na 3 % koncentracijo NaCl. S tem smo dokazali
pomembnost NaCl za rast oso¢nika. Vpliv glivnih izolatov na rast smo ugotavljali z
inokulacijo v laboratoriju vzgojenih kalic z DB169, DB170 ter DB171, najdenih pri
koreninah oso¢nika v naravi. Pred inokulacijo smo izolate identificirali s
sekvenciranjem ITS regije. Ugotovili smo, da so nasi izolati sorodni glivam rodu
Fusarium. Od vseh izolatov se je le DB169 izkazal za koristnega, saj so kalice s tem
inokulatom bolje rasle od kontrole. Ta izolat se je izkazal za tolerantnega na visje
koncentracije NaCl, saj je na PDA gojis¢u z dodanim 5 % NaCl njegova rast ostala

visoka.
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Salinity is a major problem of modern agriculture. The cultivation of plants that
successfully thrive high salinity habitats, like Salicornia europaea, could be used for
phytoremediation of degrades or saline lands. In this research we tried to find
positive effects of different factors on germination and growth of Salicornia. For
this purpose we tested the germination of large and small seeds of Salicornia
through different seasons. Larger seeds had better germination rate than small seeds
which coincide with literature data. Germination of 2007/08 seeds was highest in
early spring. The importance of NaCl for growth of Salicornia was best shown when
we put seedlings of Salicornia from treatment with 0 to 3 % NaCl. We inoculated
seedlings of Salicornia, that we cultivated in the laboratory, with fungi DB169,
DB170 and DBI171, that were found on Salicornia roots in nature. Before
inoculating fungi we identified them by sequencing their ITS region. We found out
that our fungi are related to Fusarium. Seedlings of Salicornia had shown positive
results of growth only if inoculated with DB169. Growth of DB169 was high even

on PDA medium with 5 % NaCl showing good tolerance on salt.
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SLOVARCEK

DIMORFIZEM SEMEN: pojav, ko ima ena rastlina dve obliki semen. Ta pojav je pomemben

v spremenljivem okolju, kje imajo razlicna semena razli¢ne potrebe za kalitev.

DORMANCA: sposobnost semen, da kljub ugodnim okoljskim pogojem (temperatura, vlaga)

ne kalijo, dokler se ne izpolnijo doloceni pogoji za prekinitev dormance.

ENDOFITI: organizmi, ki kolonizirajo notranje organe rastlin.

GOJISCE: raztopina mineralov in ogljikovih hidratov, ki omogo¢ajo rast in razmnoZevanje

mikroorganizmov.

HALOFITT: rastline, ki uspeSno rastejo v okolju z visokimi koncentracijami NaCl.

INOKULACIJA: vcepitev manjSega volumna z glivami bogatega gojis¢a h koreninam kalic.

MIKORIZA: simbioza glive s koreninami vi§jih rastlin. Poznani so trije tipi mikorize:

endotrofna, ektotrofna in ekto-endotrofna.

TOLERANCA: sposobnost organizma, da raste in se razvija v sicer neugodnem okolju.
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UVOD

1.1 Opredelitev problema

Slanost okolja je postala hud globalni problem, saj je eden izmed najpomembnejsih abiotskih
dejavnikov, ki omejuje rastlinsko rast in pridelek (Sheng in sod., 2009). V skrajnih primerih
slane kmetijske povrSine ne omogocajo ve€ rasti kmetijskih rastlin in jih je potrebno opustiti
(Xiong in Zhu, 2002). Neposreden ucinek slanosti na rastlinsko rast lahko vkljucuje tako
zniZevanje vodnega potenciala raztopine tal, kar zmanjsSa razpolozljivost vode za rastlino, kot
tudi strupenost prekomernih koncentracij Na" ali C1” na plazmatsko membrano (Feng in sod.,

2002).

Glede na sposobnost rasti v slanih okoljih delimo rastline na glikofite in halofite. Halofiti so
rastline, ki lahko rastejo in se razvijajo uspesno ob prisotnosti visokih koncentracij soli (Khan
in sod., 1985). Nekateri lahko vzdrzijo slanosti raztopin, ki so vecje od dvakratne
koncentracije morske vode (Xiong in Zhu, 2002) in zato spadajo med rastline najprimernejse

za ozelenitev okolja, kjer je visoka slanost velik problem.

Secoveljske soline so antropogeno oblikovano okolje, kjer ljudje Ze vec stoletij pridelujejo
sol. PovrSina solin se deli na bazene za razliCne stopnje izhlapevanja in kristalizacijske
bazene. Zaradi tega je na tem obmocju koncentracija soli vecja kot v morju. Soline spadajo
med okolja, kjer zaradi visoke slanosti lahko uspevajo le halofiti, med katere spada tudi
navadni oso¢nik (Salicornia europaea L.). S privzemom soli iz tal navadni oso¢nik izboljSa
kakovost tal in je s tem pomemben Clen bioremediacije. Poleg tega je rastlina tudi uZitna
(Chevalier 1922, cit. po Davy in sod., 2001) in s tem komercialno uporabna. Kljub temu, da je
osoCnik rastlina, ki je odlicno prilagojena na razmere v solinah, pa obstajajo razlicni
dejavniki, ki vplivajo na njeno rast. Poleg abiotskih dejavnikov na njegovo rast vplivajo tudi
biotski dejavniki. Na koreninah navadnega oso¢nika in Se nekaterih rastlin Secoveljskih solin
so ugotovili prisotnost mikoriznih gliv (Sonjak in sod., 2009). Znano je, da arbuskularno
mikorizne glive izboljSajo rast rastlin in zmanj$ajo izgube pridelka zaradi prekomerne slanosti
(Sheng in sod., 2009). Za razlago pozitivnih uéinkov mikoriznih gliv obstaja ve¢ hipotez.

Lahko je to le posledica izboljSanega vnosa hranil, lahko pa kakSen drugi vpliv tako na
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rastlino kot na okolje. Razumevanje pomena slanosti in glivnih endofitov za uspevanje

oso¢nika nam lahko pomaga pri izboljSanju vzgoje teh halofitov.

1.2 Namen in hipoteze

Namen naloge je bil pridobiti znanje za optimizacijo vzgoje komercialno pomembne slanuse
navadnega osoc¢nika. V diplomskem delu smo Zeleli raziskati in optimizirati vzgojo
navadnega osocnika Salicornia europaea. Optimizirali smo kalitve pri razlicno velikih
semenih tega halofita. Zanimal nas je tudi vpliv razlicnih koncentracij slanosti na rast in
razvoj kalic oso¢nika. Pri navadnem oso¢niku je prisotna mikoriza z AM (arbuskularno
mikoriznimi) in DS (temno septiranimi) glivami (Sonjak in sod., 2007), zato smo hoteli tudi
ugotoviti, kako se rast oso¢nika v laboratoriju spremeni, ¢e ga inokuliramo z avtohtonimi sevi

gliv, ki smo jih predhodno izolirali iz korenin osoc¢nika v naravi.
Pri tem smo postavili naslednje delovne hipoteze:

- Navadni osoc¢nik ima dimorfna semena, katerih vloga v naravi je razlicna in ekolosko
pogojena. Velika centralna semena vzkalijo spomladi in skrbijo za stalno populacijo
osoc¢nika, manjSa lateralna semena imajo dormanco in se shranjujejo v semenski banki ter
skrbijo za kalitev v ekstremnih razmerah. Pricakujemo, da je v pomladnih mesecih kalitev
velikih semen vecja kot jeseni, medtem ko sezona ne bi smela imeti velikega vpliva na
kalitev malih semen. Mala semena pa bi za razliko od velikih morala ohraniti kalitev tudi

v obdobju vecih let.

- Navadni oso¢nik se v Sloveniji nahaja ob morju, v okolju, kjer so v obdobju pred kalitvijo
razmeroma visoke temperature. S shranjevanjem semen na nizkih temperaturah bi jim
sicer lahko povecali dolgoZivost, vendar se lahko inducira dormanca in posledi¢no zniza

uspeh kalitve.

- Halofiti so dobro prilagojeni na visoke koncentracije soli. Le te imajo tudi pozitiven vpliv
na njihovo rast. PriCakujemo, da bosta ob dolocCeni koncentraciji soli rast in razvoj
navadnega osocnika boljSa kot v okolju brez poviSane slanosti. Rastline, vzgojene ob
prisotnosti soli, bi morale rasti bolje in biti vecje od kontrolnih. Halofiti potrebujejo za

uspesSno rast ione soli. V okolju, kjer je koncentracija soli prenizka, je njihova rast
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oslabljena, posledi¢no pa so v takih ekosistemih manj kompetitivni, zato jih tam ne

najdemo.

- Na slanih rastis¢ih se koncentracije soli v tleh v poletnih mesecih mo¢no povecajo. Glivni
endofiti oso¢nikov morajo ohraniti rast tudi v okolju s koncentracijami soli, ki so ve¢je od
tistth v morski vodi. Avtohtoni glivni endofiti, ki sodelujejo v asociaciji z navadnim

osoc¢nikom, bi morali uspe$no rasti tudi na gojiScu s povecano koncentracijo soli.

- Zaradi neugodnih razmer, ki vladajo na slanih rastiS¢ih, nastajajo povezave med halofiti in
glivami. Glive, ki tvorijo simbiozne asociacije s koreninami halofitov, izbolj$ajo njihovo
rast in produktivnost. Take glive morajo biti dobro prilagojene na rast na slanem
substratu. Ob inokulaciji z avtohtonimi glivnimi endofiti bi se morala rast naSih kalic

izboljSati.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 Secoveljske soline kot slano rastisce

Slana rastiS8¢a delimo na naravna in taka, ki nastanejo zaradi Clovekovega delovanja
(antropogena). Po definiciji je rastiSCe slano, ko koli¢ina soli presega 1,5 % suhe mase tal
(Trost-Sedej, 2003). Znacilnost vode v solinskih bazenih pa je viSja vsebnost soli kot v morski
vodi in spreminjanje koncentracije soli, od 3 do 35-odstotne skozi sezono pridobivanja soli

(Koprivnikar, 2008). Primer slanih rastiS¢ v Sloveniji so tudi Secoveljske soline.

SecCoveljske soline lezijo v jugozahodnem delu Piranskega zaliva ob izlivu reke Dragonje v
morje (Geister, 2004). Razprostirajo se na povrSini kakih 8 km2. Na severu jih omejujejo
flisne plasti Savrinskega gri¢evja, na jugu pa apnenci Savudrijskega polotoka (Ogorelec in

sod., 2000).

Tekom zgodovine so pripadale razlicnim drzavam od beneske republike preko francoskega in
avstrijskega cesarstva do Italije, Jugoslavije in nazadnje Slovenije. Prvi viri o piranskih
solinah segajo v 12. in 13. stoletje, obdobje, ko so si Benec€ani prizadevali dobiti monopol v
trgovini z belim zlatom kot so takrat poimenovali sol (Ogorelec in sod., 2000). Secoveljske
soline so uspesno delovale ve€ stoletij in doZivele razcvet v 19. stoletju. V Sestdesetih letih
prejSnjega stoletja so popolnoma opustili pridobivanje soli v predelu Fontanigge in halofiti so
priceli preras¢ati solinska polja (Geister, 2004). Danes pridelujejo sol le na severnem delu

Secoveljskih solin, tako imenovanem polju Lera (Ogorelec in sod., 2000).

Slovenske Secoveljske (Piranske) soline so leta 1989 postale krajinski park (Koprivnikar,
2008). Leta 1993 so bile zaradi izjemne ekoloSke vrednosti uvr§¢ene na listo Ramsarskih
mokris¢ Slovenije (Pipan, 2008). Na tej listi, ki sodi pod okrilje organizacije UNESCO, so

mednarodno pomembna mokri$ca, ki predstavljajo pomembna prebivaliS¢a mocvirskih ptic.
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2.2 Halofiti

2.2.1 Splosno o halofitih

Rastline lo¢imo glede na njihov odgovor na slanost v dve skupini. Glikofiti ne morejo
preziveti v okolju s prekomerno koncentracijo soli, saj nanje niso prilagojeni, kar se kaze v
slabsi rasti in propadu rastlin. Nekateri glikofiti lahko tolerirajo nizke koncentracije soli (niZje
od 1 % vseh raztopljenih soli), vendar pri prekoracitvi kriticne koncentracije raztopljenih soli
kmalu pride do razbarvanja listov in izgube suhe mase. Glikofiti torej ne morejo uspevati v
okolju kot so Secoveljske soline, saj so tam koncentracije raztopljenih soli previsoke.
Rastlinam, ki lahko rastejo v prisotnosti visokih koncentracij Na® soli, pravimo halofiti
(Flowers in Yeo, 1987, cit. po Moghaieb in sod., 2004). Te rastline vse Zivljenje Zivijo v
slanem okolju in so na to okolje dobro prilagojene. Rastejo tudi v okoljih, kjer je slanost nad 5
% mase na maso tal. Halofiti so odporni na slanost, ker lahko privzamejo vodo in obenem
vzdrZzujejo visoki osmotski potencial preko kopicenja anorganskih ionov (Bradley in Morris,
1991, cit. po Moghaieb in sod., 2004). Z ve¢ kot 500 vrstami vsebuje druzina Chenopodiaceae
najvecje Stevilo halofitov med rastlinskimi druzinami. Najdemo jih v vecini glavnih vej v
druzini, vklju¢no s poddruzinami Betoideae in Chenopodioideae ter sukulentnih vej, ki
vkljucujejo poddruzine Salicornioideae, Suaedoideae, in Salsoloideae (Parka in sod., 2009).
Po APG (Angiosperm Phylogeny Group) (1998) in APG II (2003) sistemu so to druZino
prikljucili druzini Amaranthaceae. V poddruzino Salicornide spada tudi navadni osocnik,

rastlina, katere optimizacija vzgoje nas je zanimala v tej diplomi.

2.2.2 Navadni oso¢nik

Salicornia L. (Chenopodiaceae) je rod enoletnih, halofilnih zeli s ¢lenjenim sukulentnim
steblom, ki so navidezno brez listov (Davy in sod., 2001). Veje in steblo so sestavljeni iz
kratkih, cilindri¢nih internodijev. Vsak od teh ima sukulentno, fotosintezno plast, ki daje
Clenkast videz. Iz vsakega internodija izraSca po en par nasproti si leZeCih, a zelo reduciranih
listov. Zunanji deli starejSih, predvsem bazalnih delov stebla, se kasneje izsuSijo. Na njih

ostane le rjavo nesukulentno tkivo.

2.2.2.1 Opis navadnega oso¢nika
Navadni oso¢nik je visok 35 cm in precej razvejan. Stranske niZje veje so lahko skoraj tako
dolge kot glavno steblo. Tekom razvoja spreminja barvo iz temno zelene v rumeno-zeleno in

na koncu roza do rdece. Vrh je dolg 10-60 mm (Davy in sod., 2001). Na koncu vseh
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poganjkov se razvijejo klasasta socvetja z ugreznjenimi cvetovi. Srednji od treh cvetov

vsakega kolenca leZi razlocno nad stranskima (Jogan in sod., 1999).

2.2.2.2 RazSirjenost osoc¢nika

Vrste osoc¢nika najdemo v Severni Ameriki, Evropi, juzni Afriki in juZzni Aziji. V Evropi je
razSirjen na vec¢jem delu obale. Najdemo ga od Arktike do Sredozemlja, kot tudi na obalah
Crnega in Kaspijskega morja. Poleg obalnih predelov je razsirjen tudi na inozemskih slanih

rastiS¢ih po Evropi.

Osoc¢nik se nahaja v razli€nih podnebnih tipih. Njegova razSirjenost sega od subarkti¢nega do
subtropskega in od oceanskega do celinskega podnebja. Kljub temu, da je prvi kolonist
mehkih neutrjenih sedimentov, je njegova gostota najvecja na trdih muljih in glini (Adam,

1981, cit. po Davy in sod., 2001). Raste predvsem na slanih, braki¢nih ali bazi¢nih substratih.

2.2.2.3 Zdruzba in razporeditev osocnika

Osoc¢nik lahko raste sam ali pa v zdruzbi. Pri njem je znana zdruzba Salicornietum europaeae.
Poleg navadnega osocnika lahko v teh zdruzbah najdemo Se kak takson tega rodu. Naselitev
osoc¢nika je lahko razli¢no gosta. Obicajno se nahaja v odprtih kratkotrajnih zdruzbah. Le te
pogosto rastejo na sloju alg, ki prekrivajo substrat. Poleg vrst rodu Salicornia lahko tu
najdemo Se vrste Puccinellia maritima, Suaeda maritima in Spartina angelica. ObCasno pa
tudi vrsti Atriplex portulacoides in Aster tripolium. Take zdruzbe lahko tvorijo samostojna
obmocja Siroka od nekaj do ve¢ 100 metrov ali oblikujejo mozaike z drugimi vrstami. Semena
osocnika se na Siroko razSirjajo po slanih rastiS¢ih in so pogosto del drugih zdruzb, kjer

tvorijo kratkotrajne sestoje na ozemlju trajnih vrst (Davy in sod., 2001).

Razporeditev osoc¢nika je lahko naklju¢na ali grucasta (Brereton, 1971, cit. po Davy in sod.,
2001; Joenje, 1978, cit. po Davy in sod., 2001). V ugodnem okolju je gostota populacije sadik
lahko vec¢ja od 100 000 na m? (Davy in sod., 2001). Najve¢ semen lahko najdemo na mestu,
kjer materinska rastlina propade in razpade v sediment. Ob razpadu se semena sprostijo.
Tvorba semen je zelo odvisna od gostote populacije. Ploden nerazvejan poganjek osocnika
tvori do 6 semen. Ob veliki gostoti so rastline nerazvejane in tvorijo malo plodnih vej. Tako
imamo veliko rastlin s po Sestimi semeni. Posamezne izolirane rastline pa so lahko velike in
razvejane ter tvorijo veliko plodnih vej in do 1000 semen. S tem se razvije dovolj semen za

uspesnost vrste, ceprav imamo le eno starSevsko rastlino.
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Osoc¢nik ima pomembno vlogo kot pionirska vrsta v slanih mokriscih, saj je pogosto prva
vi§ja rastlina, ki kolonizira blato in pesek na obmocju bibavice in peS¢ene plitvine (Davy in

sod., 2001).

2.2.2.4 Zivljenjski cikel oso¢nika

Navadni osocnik kot terofit prezimi izkljucno v obliki semen v sedimentih solin. Semena
odvrze pozno poleti, v Britaniji pa od septembra do poznega novembra. Njihova koncentracija
se od poznega poletja do decembra moc¢no poveca. Velina spros¢enih semen se nahaja v
zgornjih 5 mm sedimenta. Vzkalijo nekje do maja, lahko pa od februarja do junija, odvisno od
okoljskih razmer. Za kalitev je znacilno, da poteCe v Casu padavin, ko je v substratu nizja
koncentracija soli. Zaradi previsoke slanosti se lahko dormanca tudi podaljSa. Semenom, ki
po enem letu ne vzkalijo, se zmanjSa viabilnost. V primerih, kjer imamo pri rastlinah opazen
dimorfizem semen, le manjSa semena ostanejo v semenski zasnovi dlje ¢asa in ohranijo
sposobnost kalitve. V obdobju vegetativne rasti se dodajajo novi segmenti stebla ter razen v
zelo gostih populacijah tvorijo stranske veje (Davy in sod., 2001). Vegetativna rast traja do
poznega julija ali avgusta, ko se na koncu vej tvorijo plodni segmenti. V zmernih razmerah,
kakrSne so pri nas, je rastna sezona od 7 do 8 mesecev. V ugodnih razmerah lahko rastlina
zraste do 40 cm in se lahko razveja do Cetrte stopnje. Cvetenje traja od poznega julija do
oktobra. Semena dozorijo od septembra naprej in odpadejo iz starSevske rastline. V
Sredozemlju se osrednje seme dimorfne rastline vrste S. europaea (S. patula) prenasSa
pritrjeno na cvet, ki mu Se pove€a vzgon (Berger, 1985). Semena prezimijo in vzklijejo

naslednjo pomlad.

2.3 Vplivi okolja na Zivljenjski cikel rastlin na slanih rastiscih

2.3.1 Kalitev v slanem okolju

Za vzgojo navadnega osoCnika je pomembno vedeti doloCene lastnosti kalitve v slanem
okolju. Kalitev je bistvena stopnja rastlinskega Zivljenja, zato je slanostna toleranca med
kalitvijo odlo€ilna za vzpostavitev rastlin, ki rastejo na slanih tleh ( Bajji in sod., 2002). Za
boljSe razumevanje kalitve rastlin na slanih rastiS¢ih moramo poznati dejavnike, ki v takem

okolju vplivajo na kalitev.

Podobno kot pri glikofitih, imajo tudi semena halofitov optimalno kaljivost v sladki vodi,

vendar se od njih razlikujejo po sposobnosti kalitve pri visjih slanostih (Ungar, 1995, cit. po
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Zia in Khan, 2004). Rubio-Casal in sod. (2003) so dokazali dobro kaljivost vrste Salicornia
ramosissima pri nizki slanosti. Povecana slanost (vse do 3 %) je povzrocila le zakasnitev pri

kalitvi, ne da bi pri tem zniZala viabilnost semen (Rubio-Casal in sod., 2003).

2.3.1.1 Obdobje kalitve

Kljub temu da so halofiti sposobni kalitve v okolju z vi$jo koncentracijo soli, jim za kalitev
najbolj ustreza obdobje, ko se v naravi koncentracija soli zniza. Carter in Ungar (2003) sta
dokazala, da semena navadnega oso¢nika na mokri$cih najbolje kalijo spomladi, ko je le to
poplavljeno in je na predelih vseh zdruzb slanost okoli 0,5 %. Poleti kalitev ni mogoca, saj je
zaradi evaporacije v tleh prekomerna koncentracija soli, ki zavira rast kalic. Obstaja veliko
dokazov, da oso¢nik najbolje kali v Cisti vodi ali vsaj vodi z niZjo slanostjo. Za navadni
osocnik je Ungar (1977) dokazal, da ima najvecjo kaljivost v destilirani vodi pri 25°C in
najmanjSo v slanih raztopinah pri 10°C. Visoka slanost naj bi znizala optimalno temperaturo
za kalitev (Langlois, 1966, cit. po Davy in sod., 2001). U€inek slanosti na kaljivost je le
pogojna dormanca, saj semena, ki ne kalijo v visoki slanosti, po prenosu v destilirano vodo
kalijo (Smith, 1985). S tem je dokazano, da slanost vpliva na kalitev z niZanjem vodnega

potenciala in ne s strupenostjo soli.

2.3.1.2 Vpliv interakcije temperature in slanosti na kalitev

V okolju kot so Secoveljske soline je pomembno poznati tudi interakcijo vplivov slanosti in
temperature na kaljivost semen. Tako sta na primer Zia in Kahn (2004) odkrila, da halofilna
vrsta Limonium stocksii najbolje kali v popolni odsotnosti soli ne glede na temperaturo,
medtem ko v slanem okolju najbolje kali pri temperturi od 20°C do 30°C in koncentraciji soli
med 100 in 200 mmol/L. Povecana slanost inhibira tudi kaljivost oso¢nika pri vseh
temperaturah (Khan in Weber, 1986), medtem ko visja temperatura izboljSa njegovo kaljivost
pri vseh koncentracijah soli. Ungar (1967) je dokazal, da imajo temperature do 32°C

stimulacijski vpliv na kalitev oso¢nika.

2.3.1.3 Vpliv razli¢nih soli na kalitev

Na slanih rastis¢ih ob morju so poleg NaCl prisotne tudi druge soli, ki razlicno vplivajo na
kalitev. Zia in Kahn (2002) sta pri vrsti Limonium stocksii dokazala, da morska voda, ki je
kombinacija razli€nih soli, bolj inhibira kaljivost kot raztopina NaCl, ceprav je NaCl
najpogostejsa sol v morski vodi. Pri poskusu Duana in sod. (2004) je bil NaCl slabsi zaviralec

kalitve kot NaCOs, NaSO, in MgCl, in boljsi kot vodni ekstrakt tal in MgSOy.
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2.3.1.4 Zascita semen pred povecano koncentracijo soli

7. meritvami vsebnosti ionov v razlicnih delih osoc¢nika so dokazali, da rastlina lahko
nadzoruje koli¢ino Na* in CI” privzetega v semena, saj so njune koncentracije v semenih
manjSe kot v poganjkih. Z nadzorom nad koli¢ino Na* in CI” ionov, privzetih v semena, se
halofiti izognejo poskodbam zaradi ionskega in osmotskega stresa v Casu razvoja zarodka

(Khan in sod., 1985).

2.3.1.5 Vpliv shranjevanja in dormance

Kaljivost semen navadnega osoc¢nika je zelo visoka in je v laboratoriju pogosto med 90 in 100
%. Visoka ostane tudi, Ce semena suho shranjujemo dlje ¢asa na sobni temperaturi. Semena,
ki odpadejo zgodaj v jeseni, so dormantna. Prekinitev dormance semen s hladno stratifikacijo
je bila pogosto opisana pri populacijah osocnika (Langlois, 1966, cit. po Davy in sod., 2001;
Grouzis, 1973, cit. po Davy in sod., 2001; Ungar, 1977). Dormanca se prekine po petih
tednih izpostavljenosti nizkim temperaturam. V Casu trajanja obdobja z nizkimi
temperaturami je kalitev inhibirana (Huiskes in sod., 1985), tako da se ustvari pogojna
dormanca. Le ta nastane preko zime, ko nizke temperature onemogocijo procese v celicah, ki
so potrebni za kalitev. Ob ustreznih pogojih se ta dormanca lahko prekine in semena kalijo. V
primeru, da se semena sprostijo pozno jeseni, pa za prekinitev dormance potrebujejo krajse
obdobje nizkih temperatur (Davy in sod., 2001). Prekinitev dormance s hladno stratifikacijo je
verjetno strategija osoCnika v hladnejSih klimatih. V Se€oveljskih solinah, kjer so temperature
preko celega leta viSje, bi lahko nizke temperature inducirale dormanco. Tudi suSenje sveZih
semen na zraku in tretiranje z visoko slanostjo (enakovredno morski vodi) lahko prekineta

dormanco (Smith, 1985). Semena kalijo najbolje pri visokih temperaturah, tudi nad 30°C.

2.3.1.6 Pomen dimorfnih semen za kalitev oso¢nika

Semena navadnega oso¢nika so dimorfna. Carter in Ungar (2003) sta locila semena na vecja
(>1.5 mm po dolzini), ki se tvorijo v osrednjem cvetu in manjSa semena (<1.4 mm po
dolzini), ki se tvorijo v stranskih cvetovih. Pogoji za kalitev in vzorci med heteromorfnimi
semeni posamezne vrste se pogosto razlikujejo (Carter in Ungar, 2003). Majhna semena naj bi
imela primarno dormanco in bila pozitivno fotoblasti¢na. Ta semena tvorijo trajno semensko
banko, saj po sezoni vstopijo ponovno v cikel dormance. Tvorba trajne semenske banke
zagotovi prezivetje teh populacij tako, da jim omogoca okrevanje po katastrofi¢nih dogodkih
(Carter in Ungar, 2003). Velika semena oso¢nika spomladi prekinejo dormanco in v celoti

vzkalijo tekom rastne sezone.
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2.3.2 Rast rastlin v slanem okolju
Po uspesni kalitvi morajo rastline Secoveljskih solin kljubovati visokim koncentracijam soli
tudi v Casu rasti in razvoja. Rastline, ki rastejo v slanih habitatih (halofiti), se tekom

ontogeneze prilagodijo na visoko vsebnost soli v tleh (Ushakova, 2005).

2.3.2.1 Prilagoditve rastlin na slanih rastisc¢ih

Ena izmed znacilnosti halofitov je sukulentnost, ki je povezana s poveCanjem celic,
zmanjSanjem povrsine glede na volumen tkiva in visoko vsebnostjo vode na enoto povrSine
(Waisel, 1972, cit. po Parka in sod., 2009). To daje rastlini zas¢ito pred suSo in slanostjo, saj
ima zalogo vode za nemoten potek fotosinteze in obenem prostor za shranjevanje odvecne

soli.

ZmanjSanje listne povrSine, povecana koreninska rast, zaprtje listnih rez in abscizija listov so

Se nekatere izmed prilagoditev halofitov na specificnost njihovega rastisca.

Manjsa listna povrSina v okolju, kjer vode primanjkuje zmanjSa transpiracijo. S tem je tudi
izguba vode manjSa. Krajsi listi potrebujejo tudi manj hranil za rast. Odvec¢na hranila se tako
lahko nalagajo v korenine, kjer omogocajo rast korenin, s ¢imer slednje sezejo do globljih Se

vlaznih predelov tal.

Odebelitev kutikule in nalaganje voska na kutikulo sta u€inkoviti prilagoditvi za zmanjSanje
transpiracije. Visoke temperature povzrocajo segrevanje listov. S spremembo velikosti listov
in njihove orientacije se rastlina ohlaja. Manjsi listi z manjSo mejno zasc¢itno plastjo olajSajo
sproscanje toplote v zrak. Temperatura teh listov ostaja podobna temperaturi okolja. Z
orientacijo stran od sonca se listi izognejo pregrevanju. Pri ohlajanju listov lahko pomagajo

dlacice ali vosek na listih (TroSt-Sedej, 2003).

Osmotski stres vpliva na ekspresijo genov povezanih z membranskim transportom,
proteazami, »heat shock« proteini, Sirjenjem celic in za$¢ito celicne membrane. Poznamo dve
vrsti genov, ki se aktivirajo zaradi osmotskega stresa; i) ABA-odvisni geni, za katere je
znacilen vpliv abscizinske kisline in ii) ABA neodvisni geni, ki niso pod vplivom abscizinske
kisline. Vodni stres vpliva tudi na aktivacijo genov za sintezo kompatibilnih topljencev v

celici (Taiz in Zeiger, 2002).
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2.3.2.2 Osmotsko uravnavanje v celici ter pomen ionov pri halofitih

Za vodno ravnoteZje v rastlini je zelo pomembno osmotsko uravnavanje v celici. To je
prilagoditveni mehanizem, ki pri rastlinah lahko pomaga pri toleranci na susSo in je posledica
neto akumulacije topljencev v celicah kot odgovor na zniZanje vodnega potenciala v okolju
(Chimenti in sod., 2002, cit. po Silveira in sod., 2009; Wang in sod., 2003, cit. po Silveira in
sod., 2009). Ta mehanizem se uporablja za vzdrZevanje turgorja in zmanjSanje Skodljivih
ucinkov vodnega stresa na vegetativno in razmnoZevalno tkivo (Flowers in sod., 1991, cit. po

Moghaieb in sod., 2004).

Rastline lahko ¢rpajo vodo le dokler je njihov vodni potencial niZji od potenciala vode v tleh.
Da ne bi prislo do poskodb v celici, rastlina uravnava osmozo v celici tako, da ne zmanjsa niti
turgorja niti volumna celice. Z ohranjanjem turgorja sta omogoc¢ena tudi podaljSevanje celic
in transpiracija. To omogoca rastlini, da normalno deluje tudi v stresnih razmerah. Osmotsko
uravnavanje ima velik pomen v koreninah. V meristemu uravnavanje omogoc¢a korenini rast,

da doseze globine, kjer se Se nahaja voda (Taiz in Zeiger, 2002).

Mehanizem osmotskega uravnavanja je Se posebej pomemben pri halofitih, kjer je vode
dovolj, a je le tezko dostopna zaradi soli. Mnogo halofitov vzdrzuje osmotski gradient za
privzem vode iz sedimentov tako, da kopici anorganske ione v koncentracijah, ki so enake ali
vecje od koncentracij ionov v talni raztopini (Bradley in Morris, 1991, cit. po Moghaieb in
sod., 2004). Navadno poteka tako, da se poveca koncentracija sladkorjev, organskih Kkislin,
aminokislin in neorganskih ionov (K"). Vendar lahko pri prekomernem privzemanju soli v
citoplazmo, pride do u¢inkov strupenosti, saj lahko ioni inhibirajo razlicne encime (Parka in
sod., 2009). Zato doloceni halofiti lahko za$citijo celice pred Skodljivimi ucinki soli tako, da
izolirajo ione soli v vakuole specializiranih celic, trihomov, ki se nahajajo na listnem
epidermisu (Glenn in sod., 1999, cit. po Silveira in sod., 2009). Halofiti uporabijo odvecne
koncentracije ionov v svojo korist, saj so le ti energetsko bolj ugodni od organskih spojin za
vzdrZzevanje nizkega vodnega potenciala v celicah. Ker je NaCl-a najvec, se ustvarijo
transportni mehanizmi za kopicenje Na* v vakuoli (Xiong in Zhu, 2002). Ioni soli (Na*, CI")
in manjsi del K so tako ponavadi logeni v vakuole, medtem ko se ve¢ina K in prakti¢no vse
organske osmotske raztopine nahajajo v citosolu (Flowers in sod., 1977, cit. po Silveira in

sod., 2009).
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Kopicenje ionov v vakuoli povzroca, da se v citoplazmi kopicijo kompatibilni topljenci, s
¢imer se ohranja ravnovesje vodnih potencialov v celici. Kompatibilni topljenci so organske
spojine, ki nimajo vpliva na delovanje encimov. Sem sodijo prolin, glicin betain, sorbitol,
manitol, pinitol in saharoza. Ponavadi v posamezni rastlinski vrsti prevladujeta ena ali dve
kompatibilna topljenca. Glicinbetain je tako prakticno odsoten v nekaterih poljskih vrstah kot
so riZz in paradiznik, medtem ko ga v velikih koli¢inah najdemo pri predstavnikih druzine
Chenopodiaceae (Jones in Storey, 1981, cit. po Silveira in sod., 2009; McCue in Hanson,
1990, cit. po Silveira in sod., 2009). Dokazano je, da glicinbetain s¢iti fotosistema I in II ter
Rubisco pred slanostnim stresom. Poleg tega z drugimi kompatibilnimi topljenci scCiti Cy4
encim piruvat, Pi dikinazo pred hladno inaktivacijo (Parka in sod., 2009). S sintezo

kompatibilnih topljencev se rastlina prilagodi tudi na povecano slanost v okolici korenin.

Osmotsko uravnavanje je mehanizem, ki ga uporablja tudi navadni oso¢nik. Moghaieb in
sodelavci (2004) so s poskusom pokazali, da je glavna strategija za ohranitev rasti vrst S.
europaea in S. maritima v okolju z visoko koncentracijo Na*, privzem in transport Na* v
vakuole ter hkratna sinteza kompatibilnih topljencev (prolin and betain) za vzdrZevanje

osmotskega ravnovesja.

2.3.2.3 Strupenost ionov in njihovo izlo¢anje

Poleg nizkega vodnega potenciala je velik problem tudi strupenost ionov, ki nastane zaradi
prekomernih koncentracij soli v okolju. V rastlinah, ki rastejo v takem okolju, pride do
nenormalno visokega razmerja med Na® in K" ter povecanja koncentracij vseh soli, ki

inaktivirajo encime in inhibirajo sintezo proteinov (Xiong in Zhu, 2002).

Velike koncentracije Na®, vplivajo na prepustnost membrane. Poleg tega prekomerna
koncentracija Na* in CI” ionov inhibira fotosintezo. Ti ioni so $kodljivi tudi za encime
fotosinteze pri halofitih, vendar so le ti razvili doloCene zasCitne mehanizme. PoSkodbe
slanosti zmanjsajo tako, da izlocCijo sol iz meristemov. Sol se izloCa predvsem v poganjkih in
iz listov, ki se aktivno razsirjajo in fotosintetizirajo. Ze v koreninah je kasparijev trak, ki
prepreci ionom prehajanje v ksilem. Cl™ ioni se iz korenin izlo€ajo pasivno, obenem pa je
prepustnost membrane v koreninah za te ione nizka. Tako so le-ti manj§i problem kot Na*, za
katere je prepustnost bolj$a. Za izlo¢anje Na* je potrebna energija, saj le ta vstopa v korenine

pasivno z elektri¢nim potencialnim gradientom. Na® se zato izlo¢i iz ksilema $e tekom
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transporta proti listu. Nekatere rastline lahko tvorijo solne Zleze za izloCanje odvecne soli

(Trost-Sedej, 2003).

2.3.3 Glivni endofiti in njihov vpliv v slanem okolju

2.3.3.1 Splosno o endofitih

Endofiti kolonizirajo organe gostitelja pogosto brez bolezenskih znakov. Kljub temu pa lahko
po doloceni inkubacijski ali latentni dobi povzrocijo tudi njegovo bolezen (Petrini, 1991, cit.
po Sikora in sod., 2008). Glivni endofiti pogosto sodelujejo pri zas¢€iti rastline pred patogeni
in rastlinojedi ter izboljSanju preskrbe rastlin z vodo in minerali (Smith in Read, 2008).
Najpogostejsi glivni endofiti so mikorizne glive, ki z rastlinami tvorijo simbiozo. Precej
slabSe pa je raziskana skupina gliv oznacenih kot temni septirani endofiti, ki z rastlinami
tvorijo precej SirSi spekter interakcij (od Sibkega parazitizma, komenzalizma do simbioz). V
mikorizi rastlina od glive prejme vodo in mineralna hranila, rastlina pa v zameno glivo

oskrbuje s sladkorji (Smith in Read, 2008).

Mnogo je dokazov, da arbuskularna mikoriza koristi rasti rastlin predvsem zaradi razvoja zelo
Siroke mreZe hif v tleh ter s tem bolj u€inkovitega izkoriS¢anja nutrientov (Beauregard in sod.,
2008). Mikorizne glive pa ne pripomorejo samo k izboljSani prehrani rastlin, temvec tudi k

strukturi tal (Rosemeyer in sod., 2000).

2.3.3.2 Mikoriza v slanem okolju

Interakcije rastlin z glivnimi endofiti so Se posebej pomembne na ekstremnih rastis¢ih kot so
soline. V tem okolju, kjer je prisoten mocan vodni stres, gliva sodeluje pri zasciti pred le tem
s preskrbo rastline z vodo (Selosse in sod., 2004). Poleg tega so mikorizne glive pomembne

tudi pri ublazitvi posledic ionskega stresa (Garg in Manchanda, 2009; Wu in sod., 2009).

Stevilni viri opisujejo, da lahko glive arbuskularne mikorize izbolj$ajo slanostno odpornost
mnogih rastlin, ter da potecejo doloCene fizioloSke spremembe v AM simbiozi pod vplivom
slanosti (ZhongQun in sod., 2007). Primera fizioloSke zasc¢ite sta osmotska sprememba v

koreninah in niZanje vodnega potenciala (Selosse in sod., 2004).

Za prezivetje v slanih razmerah je pomembna tudi u¢inkovita oskrba z nutrienti. IzboljSanje
rasti mikoriznih rastlin je lahko posledica izboljSane oskrbe gostitelja s P. Pri poskusu z vrsto
Parthenium argentatum (Pfeiffer in Bloss, 1987) je bila rast spodbujena v enaki meri z

dodatkom P kot z inokulumom AM glive G. intraradices.
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Korist mikorize se lahko izraZa na gostitelju, s povecano rastjo in sposobnostjo privzema N, P
in K (Porras-Soriano in sod., 2009) ali s povecCano koncentracijo klorofila ter vsebnosti
sladkorjev mikoriznih rastlin (Rabie, 2005). Pozitivne lastnosti so se izrazale tako pri mikorizi
oljke (Olea europaea) (Porras-Soriano in sod., 2009) kot pri zelenem mungo fizolu (Vigna
radiata) (Rabie, 2005) ne glede na to ali so jih vzgajali v sladki ali v slani vodi. S tem so
dokazali, da ima mikoriza pomemben ucinek na rast rastlin tudi v okolju z vplivom morske
vode, kjer bi lahko visoka slanost zavirala rast mikoriznih gliv in s tem preprecila njen

pozitiven vpliv.

2.3.3.3 Mikoriza pri oso¢niku

Mikorizo sta pri vrsti S. europaea prvi¢ opazila Klecka in Vokulov (1937) na
Cegkoslovaskem (Davy in sod., 2001). Kolonizacija oso¢nika z glivami je zelo razli¢na ter
odvisna od lokacije. Na Nizozemskem so Rozema in sod. (1986) odkrili med 0,1-1 %
kolonizacijo korenin z AM mikorizo. Hildebrandt in sod (2001) pa so opazili, da ima vrsta S.
europaea na dveh slanih mokris¢ih v notranjosti Nemcije obsezno koreninsko kolonizacijo z
arbuskuli in vezikli, medtem ko je bila kolonizacija na Baltski obali le 3 %. Spore, prisotne v
visokih koncentracijah v tleh na nahajaliS¢ih v notranjosti, so bile v glavnem dolocene kot
vrsta Glomus geosporum (Davy in sod., 2001). V Secoveljskih solinah so odkrili prisotnost
DSE gliv na koreninah navadnega osoc¢nika, ki so jih identificirali kot Capnobotryella sp. /
Phaeotheca fi ssurella. Poleg zgoraj omenjenih DSE gliv so identificirali Se glivo
Cylindrobasidium laeve, ter AM glivo Glomus mosseae. Identificirali so tudi predstavnike
druzine Trichocomaceae (Penicillium, Aspergillus ...), ter vrsti Coniosporium sp. / Glyphium

elatum (Glavina s sod, 2005; Sonjak in sod., 2007).
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 Materiali

3.1.1 Rastlinski in glivni material
Za poskuse kalitve smo uporabili semena navadnega oso¢nika (Salicornia europaea L.), ki
smo jih nabrali v Secoveljskih solinah. Za poskuse rasti kalic oso¢nika in inokulacijske

poskuse smo uporabili kalice oso¢nika, ki smo jih vzgojili v laboratoriju.

Glivne izolate, ki smo jih uporabljali v poskusih, smo izolirali iz korenin oso¢nikov nabranih

v Secoveljskih solinah.

3.1.2 Sestava raztopin

3.1.2.1 Hoaglandova raztopina

Za 1L raztopine smo dodali:

e IMKNO; Kalijev nitrat 0.505 g

e IMCa(NOs3), Kalcijev nitrat 1.1807 g
e 1M KH,PO, Kalijev hidrofosfat 0.136 g
e 1M MgSO,4 Magnezijev sulfat 049 g
e ImL mikronutrienti

e (0.01M Fe-EDDHA namesto tega sem uporabil Fe, Na EDTA 0.037 g

Mikronutrienti: nalL
e (.046M H;BOs; Borova kislina 2.86 ¢
e (0.009M MnCl,x4H,O Manganov klorid 1.81¢g
e 7.65x107*ZnSO4x7H,0 Cinkov sulfat 022¢g
e 3.2x107" CuSO4x5H,0 Bakrov sulfat 0.08 g

e 1.11 x10™ Na;Mo0O4xH,O Molibdi¢na kislina mi smo uporabili Natrijev molibdat
(Na;MoQy) 0.02 g
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3.1.2.2 Sestava barvila Tripan modro

barvilo tripan modro masa (g)
e (estilirana voda 40g
¢ mlecna kislina 40g
e glicerin 80g
® tripan modro 0,08¢g

3.2 Metode dela

3.2.1 Izolacija, identifikacija in toleranca glivnih endofitov oso¢nika
Za ugotavljanje vpliva glivnih izolatov, najdenih na avtohtonih rastlinah navadnega osocnika
na njegovo rast, smo jih hoteli inokulirati naSim v laboratoriju vzgojenim osoc¢nikom. Izolate

smo tako najprej identificirali ter jim preverili odpornost na slanost.

3.2.1.1 Izolacija glivnih endofitov

Korenine, iz katerih smo izolirali glivne endofite, smo vzor¢ili septembra 2007 na podrocju
solin imenovanem Fontanigge. Del nabranih korenin smo locili na 4 ektomikorizne morfotipe
in sicer tako, da smo korenine osocnika narezali na 1 cm dolge fragmente in jih povrSinsko
sterilizirali v 70 % etanolu 15 sekund, nato pa v natrijevem hipokloritu z 1,5 % aktivnega
klora 2 minuti. Sterilizirane koreninske vrSi¢ke smo 3x po 15 min spirali s sterilno destilirano
vodo in jih nato prestavili na gojisS¢e PDA (Difco) z dodanim kloramfenikolom. Na eno
petrijevko z gojis¢em smo postavili 5 koreninskih vrSickov; skupaj 10 koreninskih vrsickov

vsakega morfotipa s posamezne rastline.

Rast je potekala v temni komori pri temperaturi 23°C in 80 % zracni vlaznosti. Na dva dni
smo spremljali rast gliv in morebitne okuzbe na gojiScu. Ko je micelij zrasel do premera 2 cm,

smo z robov precepili glivo na novo gojisce. Po 1-2 tedenski rasti smo izolat shranili pri 8°C.
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3.2.1.2 Identifikacija glivnih endofitov

3.2.1.2.1 Izolacija in pomnoZzitev glivne DNA

Za molekularno identifikacijo glivnih izolatov smo izolirali glivno DNA upoStevajo¢ navodila
iz protokola GenElute Plant Genomic DNA (Sigma). Izolirano glivno DNA smo pomnoZili s
tehniko verizne reakcije s polimerazo (PCR). Pri tem smo uporabili zacetne oligonukleotide

ITS-1F in ITS4 (Gardes in Bruns, 1993; White in sod., 1990).
PCR mesanica:

e 2.5 uL 10X PCR pufra

e 2.5uM Mg(Cl,

e 200 uM posameznega nukleotida (ANTP)

e 500 uM posameznega primerja (ITS-1F, ITS-4)
e (0,75 U Taq polimeraze (Promega)

e 12.5 uL 100X redCenega DNA eksterkta

Pomnozevanje DNA je potekalo v napravi za PCR po modificiranem protokolu opisanem v

Gardes in Bruns (1996):

Tabela 1: Potek PCR postopka
T (°C) t (min) ponovitve

cikla
zacetna denaturacija 95 2 1
denaturacija 95 1 30
vezava zacetnih oligonukleotidov 62 1 30
elongacija 72 1 30
konéna elongacija 72 10 1

ohranjanje produkta 4 00
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3.2.1.2.2 Sekvenciranje in filogenetske analize

Sekven¢no analizo produktov PCR so izvedli po nasem naroCilu v podjetju Macrogen
(www.macrogen.com/eng/macrogen) (Juzna Koreja). Analiza je bila izvedena na sekvenatorju
3730xl DNA analyzer« (Applied Biosystems, ZDA) z enakima zacetnikoma, kot smo jih
uporabili pri pomnoZevanju. Za primerjavo zaporedij smo uporabili program BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) in bazo podatkov GenBank. Za poravnavo nukleotidnih
zaporedij in analizo podobnosti smo uporabili program MEGA 4 (Kumar in sod., 2008).

Analizo podobnosti smo izvedli s 1000 ponovitvami.

3.2.1.3 Toleranca glivnih izolatov na slanost

Za teste tolerance glivnih izolatov na pove€ano slanost oz. nizek vodni potencial smo glive
nacepili na PDA gojis¢e z dodanimi 5 % NaCl, 17 % NaCl ali 50 % saharoze. Za kontrolo
smo uporabili PDA gojisce brez dodanega NaCl ali saharoze. Glive smo nacepili s plutovrtom,
s Cimer smo zagotovili uniformno velikost nacepljenih delov micelijja. Rast gliv smo
spremljali v 2 do 5 dnevnih ¢asovnih razmikih tako, da smo s programom ImageJ (Rasband,
http://rsb.info.nih.gov/ij/) izmerili povrSino micelija. Poskus smo ponovili 2-krat, z 10

paralelkami/glivo/tretma.

3.2.2 Kalitev in rast kalic

3.2.2.1 Nabiranje semen oso¢nika

Vzorce rastlin Salicornia europaea smo nabrali konec septembra 2007 in 2008 v Secoveljskih
solinah. Vzor¢no mesto obsega okoli 50 m? in se nahaja na starem delu solin, v predelu, ki se
imenuje Fontanigge. Ker je ta del solin Ze veC desetletij opuSCen, raste tu naravna vegetacija
nemoteno. Rastline, ki smo jih nabrali, so rasle tik ob robu bazenov za pridelavo soli. Rastline
iz leta 2007 so bile suhe Ze v Casu, ko smo jih nabrali. Tiste iz leta 2008 pa smo morali najpre;j
priblizno en mesec susit. S pinceto smo semena previdno odstranili od suhih rastlin in jih do

uporabe shranili v hladilnik na 4°C.

3.2.2.2 PovrSinska sterilizacija semen
Pred poskusi kalitve smo preizkusili razlicne metode povrSinske sterilizacije:
e Kalitev brez sterilizacije: semena niso bila predhodno sterilizirana

e Sterilizacija z natrijevim hipokloritom: semena smo za eno minuto potopili v 0,52 %

natrijev hipoklorit, nato smo semena 2-3-krat sprali s sterilno destilirano vodo.
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e Sterilizacija z vodikovim peroksidom: semena smo sterilizirali s 5 minutnim
namakanjem v 10 % H,0,, ter spiranjem z destilirano vodo. Zaradi najboljsih

rezultatov s to metodo sterilizacije, smo jo uporabili pri vseh nadaljnjih poskusih.

3.2.2.3 Kalitev

Semena smo kalili v petrijevkah premera 9 cm z dvema slojema filtrirnega papirja, ki smo ga
namocili z destilirano vodo. Semena smo kalili v rastnih komorah pri 16/8 h dnevno/no¢ni
ritmiki in pri 22-25°C. Na vsaka dva do tri dni smo preverili kaljivost in namo¢ili filtrirni
papir. Semena smo oznacili kot vzklita, ko smo opazili razvit poganjek in koreninico. Poskus

smo zakljucili po 35 dneh.

3.2.2.3.1 Vpliv dolzine shranjevanja na kalitev semen

Vpliv dolZine shranjevanja smo preverili tako, da smo hkrati kalili semena, ki so bila

shranjena od leta 2004 ter semena nabrana septembra 2007, mesec dni pred poskusom.

3.2.2.3.2 Vpliv velikosti semen na kalitev

Za testiranje vpliva velikosti semen na kalitev oso¢nika smo lo¢eno kalili velika in majhna
nestratificirana semena nabrana konec septembra 2007. Poskus smo ponovili razli¢cne mesece

v sezoni 2007 in 2008.

3.2.2.3.3 Sezonska dinamika kalitve

Pri tem poskusu smo primerjali kon¢ne odstotke kalitve semen nabranih konec septembra
2007 in kalitih razliéne mesece v rastni sezoni. Nabrana semena smo kalili v razli¢nih
mesecih (okt-jun), s ¢imer smo preverjali sezonsko odvisnost kalitve v razli¢nih obdobjih po

sproscanju iz rastline.

3.2.2.3.4 Vpliv temperature shranjevanja na kalitev semen

Naredili smo tudi poskus vpliva nizkih temperatur na kaljivost in sicer tako, da smo hkrati
kalili semena predhodno shranjena na sobni temperaturi in semena, ki smo jih 60 dni

skladi$¢ili v hladilniku.
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3.2.2.4 Vpliv slanosti na rast kalic

Vpliv slanosti na rast kalic smo preverili v petrijevkah z vermikulitom kot substratom.
Rastline smo zalivali z %x Hoaglandovo raztopino z dodanim 0,5 % NaCl. Kontrolne
petrijevke smo zalivali samo z %x Hoaglandovo raztopino. Rast kalic smo spremljali 40 dni
tako, da smo enkrat na teden izmerili njihovo viSino. V nadaljevanju smo kalice iz petrijevk
presadili v posode in tam spremljali rast Se 90 dni, pri ¢emer smo slanost ob rasti v posodah

povecali na 3 % NaCl.

[ Semena, ki so uspesno kalila }

(" Rast kalic v petrijevkah brez dodatka ) (Rast kalic v petrijevkah z dodanim 0,5 %)
NaCl NaCl
N J N J
(Rast kalic v posodah brez dodatka NaCl ) ( Rast Kalic v posodah z dodanim NaCl )
(0,5-3 %)
(. J (. J

Dodatek 3 % NaCl na koncu poskusa }

Slika 1: Shematski prikaz uporabe kalic, ki so kalila iz semen nabranih septembra 2007 pri poskusih rasti
oso¢nika na slanem substratu.

3.2.3 Inokulacija oso¢nika z glivnimi endofiti

3.2.3.1 Inokulacija oso¢nika

Rastline oso¢nika stare 100 dni smo inokulirali s tremi glivnimi izolati, ki smo jih izolirali iz
korenin oso¢nika in so shranjene v glivni banki Katedre za botaniko in fiziologijo rastlin

(DB169-DB171).

Za inokulacijo smo glivne izolate, nacepili na steriliziran substrat (vermikulita : humko = 50 :
50, V/V), zalit s krompirjevo dekstrozo (PD, Difco). Glive so pred inokulacijo 90 dni rasle v
temni komori na temperaturi 20°C. Inokulacijo smo izvedli z dodatkom plasti z glivo
prerascenega substrata v plasti¢ni loncek, v katerega smo posadili kalice osocnika. Med rastjo

smo rastline zalivali z %x Hoaglandovo raztopino s 3 % NaCl. Rast smo spremljali, tako da
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smo zmerili velikost rastlin od povrSine substrata do vrha terminalnega poganjka. Po 70ih
dneh smo rastline previdno vzeli iz zemlje in stehtali korenine ter poganjke. Na koreninah

rastlin smo ocenili tudi glivno kolonizacijo.

3.2.3.2 Barvanje korenin za pregled znakov glivne infekcije

Sveze korenine kalic oso¢nika smo sprali pod teko¢o vodo in razbarvali z 10 % raztopino
KOH. Razbarvane korenine smo pobarvali z 0,05 % Tripan modrim po protokolu opisanemu
v Phillips in Hayman (1970). Glivno kolonizacijo smo ovrednotili na 1-cm fragmentih (15

fragmentov/rastlino) po metodi opisani v Trouvelot in sod. (1986).

Na enak nain smo pobarvali tudi poganjke, s ¢imer smo Zeleli preveriti prisotnost

uporabljenih glivnih endofitov v poganjkih.

3.3 Statisticna obdelava podatkov
Za obdelavo podatkov smo uporabili analizo variance (ANOVA) in t-test pri p < 0,05. Vse

statisti¢ne obdelave smo naredili v programu SigmaStat (SigmaStat Software, Ltd.).
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4 REZULTATI

4.1 Endofiti

4.1.1 UspeSnost izolacije

Izolate gliv, ki smo jih uporabili, smo vzor¢ili iz koreninskega sistema dveh rastlin navadnega
osocnika septembra 2007 na obmocju Fontanigge, vendar ne sofasno s semeni za poskus
kalitve. Za poskuse smo uporabili 16 korenin teh dveh rastlin, ki smo jih razdelili na odseke
glede na njihovo lokacijo vzdol? korenine. Odseke smo poimenovali s érkami A, B, C, in C in
sicer odsek A je bil najbliZje steblu, le temu sta sledila odseka B in C, C pa je bil najgloblje v
zemlji. Na eno petrijevko z gojiS¢em smo postavili 5 koreninskih vrSickov; skupaj 10
koreninskih vrSiCkov vsakega morfotipa s posamezne rastline. Izolacija iz obmoc¢ja B ni

uspela. Izolate iz obmo¢ij A, C in C smo poimenovali kot DB169, DB170 in DB171.

4.1.2 Identifikacija in dolocitev DNA sekvenc:
Za identifikacijo sevov gliv, ki smo jih izolirali iz koreninskega sistema navadnega osoc¢nika,
smo morali najprej izolirati ter namnoziti glivno DNA. Po namnozitvi in sekvenciranju smo

dobljene sekvence uvrstili v filogenetsko drevo (slika 2).

Uvrstitev sekvenc v filogenetsko drevo nam je pokazalo, da sta tako izolat DB169, kot izolat
DB170 genetsko najbolj sorodna glivam iz rodu Fusarium. Sekvenci izolatov DB170 in

DB171 sta bili identi¢ni.
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Filogenetsko drevo izolatov uporabljenih v tej diplomi:

- izolat DB169

DQ132835 Fusarium tricinctum
FJ554037 Uncultured Hypocreales
95 | FJ025342 Fungal endophyte
FJ233196 Fusarium tricinctum
AB470848 Fusarium solani
FJ602971 Gibberella avenacea

% DQ132833 Gibberella pulicaris

AB470878 Fusarium tricinctum
AB470898 Fusarium lateritium
100 |AB470895 Fusarium lateritium

AB470869 Fusarium proliferatum

AB470903 Fusarium solani

AB470890 Fusarium equiseti

100 | FJ919630 Fusarium oxysporum
0i|237862593|gb|FJ919629 Fusarium oxy...

94
X94166 Fusarium verticillioides

o EU151470 Gibberella moniliformis
X94168 Fusarium sacchari
EU151471 Gibberella moniliformis
% lizolat DB170/171

AY188916 Gibberella fujikuroi

AF455450 Gibberella sacchari

X94175 Fusarium napiforme

r FJ872068 Gelasinospora sp.

00 L FN392318 Sordaria fimicola

0.05

Slika 2: Uvrstitev sekvenc, ki smo jih dobili z izolacijo DNA glivnih izolatov DB169 in DB170 = izolat DB171
v filogenetsko drevo. Kot zunanjika smo uporabili glivi Gelasinospora sp. in Sordaria fimicola. Stevilke ob
razvejitvah predstavljajo vrednosti metode vezanja (bootstrap), ki presegajo 65 %. Na dnu filogenetskega
drevesa je merilo, ki predstavlja Stevilo nukleotidnih zamenjav.

4.1.3 Toleranca izolatov na slanost

Pri tem poskusu smo hoteli ugotoviti toleranco glivnih izolatov, izoliranih iz korenin
avtohtonih rastlin oso¢nika na povecano koncentracijo NaCl. Zato smo jih nacepili na gojisce
krompirjeve dekstroze z dodanim 5 % in 17 % NaCl. Da bi ugotovili le vpliv zniZanega
vodnega potenciala brez vpliva Na* in CI” ionov, smo naredili poskus $e z 50 % koncentracijo

saharoze.
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Poskus smo dvakrat ponovili. Obakrat je najboljSo rast prikazal izolat DB169 (slika 3). Ob
izpostavljenosti 5 % NaCl je povrSina rasti bila manjSa, vendar Se vedno precej visoka.
Saharoza je na izolat slabSe vplivala kot NaCl, saj je v tem tretmaju bila rast precej slabsa.
Izolata DB170 in DB171 sta pokazala ve&ji negativni vpliv slanosti. Ze v kontroli je bila rast
obcutno manjsa od rasti izolata DB169. V tretmajih s sladkorji in NaCl pa izolata DB170 in
DB171 nista skoraj ni¢ zrasla. Med tema tretmajema ni bilo opazne nobene statisticno
znacCilne razlike. Naredili smo Se poskus s 17 % raztopino NaCl kjer pa ni bilo opazne nobene

rasti. Rezultati poskusa tolerance se ujemajo z ugotovitvami identifikacije izolatov.
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DB169

50 A
—e— Kontrola a
—O— 5%NacCl

—w— 50%saharoza

Powr&ina (nmf)

DB170
50 A

30 -

Powrsina (mn)

20

DB171
50 A
E 40 -
g 30 A
;

20 A

10 N a

b

o I’_E' I$ $ T § b

0 10 20 30 40
Dnevi rasti

Slika 3: Prva serija rasti glivnih izolatov iz korenin oso¢nika na PDA gojis¢u (e)in PDA gojis¢u z dodanim 5 %
NaCl (o) in 50 % saharozo (V) (SV £ SN, n = 10). Enosmerna ANOVA, Holm-Sidak post hoc test. Razli¢ne
¢rke oznacujejo statisticno znacilno razliko pri p < 0,05.
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4.2 Kalitev

4.2.1 Nacini sterilizacije semen pred kalitvijo
Pred poskusi kalitve smo opravili Se test razli¢nih nac¢inov povrSinske sterilizacije semen, s

¢imer bi preprecili plesnenje med poskusom.

Za testiranje vplivov razlicnih nacinov sterilizacije smo naredili poskus tako z natrijevim
hipokloritom kot z vodikovim peroksidom. Natrijev hipoklorit je le upo€asnil okuzbo, vendar
so se znaki plesni pojavili Ze naslednji dan (tabela 2). Vodikov peroksid pa je bil ob uporabi
avtoklaviranih pincet, vode in filter papirja, najboljSi. Ta nacin smo zato uporabili pri vseh

nadaljnjih kalitvah.

Tabela 2: Razli¢éni nacini sterilizacije, ki smo jih preizkusili preden smo zaleli kalit semena. V tabeli so
prikazani nacini sterilizacije, ki smo jih uporabili ter po koliko dneh se je pojavila plesen.

Nacin sterilizacije Uspesnost sterilizacije
brez sterilizacije Mocno plesnenje po enem dnevu

0,52 % natrijev hipoklorit Sledovi plesni po enem dnevu, mo¢no
plesni po Sestih

10 % vodikov peroksid Le sledovi plesnenja po trinajstih dneh

10 % H,0; in avtoklavirana  Plesen se ne razvije
voda, pincete in filter papir
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4.2.2 Vpliv dolZine shranjevanja na kalitev semen
V tem poskusu smo kalili semena, ki smo jih nabrali septembra 2007, ter semena nabrana leta
2004. Semena nabrana leta 2004 so bila shranjena v hladilniku tri leta medtem, ko smo

semena nabrana septembra 2007 kalili brez predhodnega shranjevanja.

40
:\5 (1 velika semena
: 1 mala semena
)
e , 1o
T T T
X c T

0 T .

2004 2007

Slika 4: Konéna kalitev semen iz leta 2004 in 2007, ki smo jih dali kalit 18.10.2007. (SV = SN, n = 50).

Enosmerna ANOVA, Holm-Sidak post hoc test. Razlicne ¢rke oznacujejo statisticno znacilno razliko pri p <
0,05.

Rezultati iz leta 2004 potrjujejo, da mala semena z dormantnostjo povecajo dolgoZivost in
lahko prispevajo k semenski banki ve¢ let, velika pa ne. Opazna je bila velika razlika v
kaljivosti med semeni nabranimi leta 2004 in tistimi nabranimi 2007 (slika 4). Tako majhna
kot velika semena iz leta 2007 so bolje kalila od tistih iz leta 2004. Velika semena prispevajo
v glavnem h kalitvi prvo sezono po sprostitvi iz rastlin. Velika semena iz leta 2004 do konca

poskusa niso kalila, medtem ko so velika semena iz leta 2007 imela boljSo kaljivost od

majhnih.
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4.2.3 Vpliv velikosti semen na kalitev
Za testiranje vpliva velikosti semen na kalitev smo kalili tako velika kot majhna semena

nabrana konec septembra 2007. Poskus smo ponovili razlicne mesece v sezoni 2007 in 2008

dinamika kalitve malih in velikih semen nabranih v sezoni 2007

18 - Oktober 07
16 -
14 -
12
10 4 —e—V. semena
8 —#—m semena
6 4
4
2 4
0
Februar 08
40
35
o 30
>
=
T 25
X
X 20
[}
3
S 15
[72]
T
O 10 A
5 4
0
90 - Marec 08
80 - T T e Aa
70 | b L
60 -
50
40
30 1 b
20
10 A
0
3 dan 5 dan 7 dan 12 dan 17 dan 25 dan 28 dan 33 dan

Slika 5: Dinamika kalitve malih in velikih semen, ki smo jih dali kalit razliéne mesece v rastni sezoni 2007/08.
(SV £ SN, n = 10). Predvsem v prvem tednu marcevega poskusa je videti povecana strmina krivulje kalitve
velikih semen

Test kaljivosti oktobra 2007: Velika in majhna semena oso¢nika smo kalili mesec dni po

nabiranju. Pri tem nismo opazili statisticno znalilnih razlik v kaljivosti med obema
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velikostnima razredoma semen. Velika semena so najveC kalila prvih 18 dni. V tem poskusu

je bila povprec€na kaljivost semen ob zaklju¢ku poskusa po 33ih dneh kalitve okoli 10 %.

Test kaljivosti februarja 2008: Pet mesecev po nabiranju se je pokazalo nekaj razlik v kalitvi
med malimi in velikimi semeni, vendar razlike niso bile statisti¢no znacilne. Najvecji odstotek
kalitve je bil opazen v prvih 14 dneh poskusa. V tem poskusu je bila povprecna kaljivost

semen ob zaklju¢ku poskusa po 33ih dneh kalitve okoli 25 %.

Test kaljivosti marca 2008: Sest mesecev po nabiranju so prvi¢ opazne statistino znaéilne
razlike v kalitvi. Vecina velikih semen je kalila Ze po 7 dneh, medtem ko so majhna semena v
veCini vzkalila do 12 dneva. V tem poskusu je bila povpre€na kaljivost velikih semen ob
zakljuCku poskusa po 33ih dneh kalitve 75 %, medtem ko so mala semena imela kaljivost
okoli 35 %. Indukcija dormance malih semen je verjetni mehanizem, s katerim mala semena

prispevajo k semenski banki v tleh.

Semena nabrana leta 2007 so marca imela znacilno boljso kalitev velikih semen glede na mala
(slika 5). Pri tem poskusu smo opazili, da so velika semena spomladi hitreje kalila od malih.

Predvsem v prvem tednu poskusa je marca opazna vecja kalitev.
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4.2.3.1 Sezonska dinamika kalitve:

Pri tem poskusu smo primerjali kon¢ne odstotke kalitve semen, ki smo jih nabrali konec
septembra 2007 in kalili v razlicnih mesecih rastne sezone. Zadnja dva stolpca pa
predstavljata koncni odstotek kalitve velikih in malih semen nabranih konec septembra 2008,

ki smo jih kalili novembra 2008.

odstotek kaljivosti po mesecih

100 - Sent. 2008
Sepntember 2007 a

90 - a

O velika

(o] (o} (o] H mala

S NS ST ,\QQ’ ¢ & & P ¥ & @

S ) ; X N SR &
KRS R IR AR R SR S

Slika 6: Koncni odstotek kaljivosti velikih in malih semen z zacetkom poskusov v oktobru, februarju, marcu,

aprilu in novembru. (SV # SN, n = 10). Semena, ki smo jih kalili novembra 2008 smo nabrali septembra 2008.

Najuspesnejsa kalitev je bila pri semenih nabranih leta 2008. Semena iz leta 2007 so najbolje
kalila marca, najslabse pa oktobra (slika 6). Predvsem velika semena iz leta 2007 imajo
znacilno tendenco povecanja kalitve od oktobra do marca ter znizanje v aprilu. Pri majhnih
semenih je tudi priSlo do znacilno vecjega odstotka kalitve semen v marcu, vendar je ta ostal

priblizno enak tudi v aprilu.

Razlike v kaljivosti med semeni nabranimi septembra 2007 in septembra 2008 kazejo tudi na
velik vpliv razlik med posameznimi leti razvoja na kalitev, ki so po vsej verjetnosti odvisne

od razlik v okoljskih dejavnikih med razvojem (temperature, padavine).
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4.2.4 Vpliv temperature shranjevanja na kalitev semen
Pri tem poskusu smo primerjali kalitev semen nabranih septembra 2007 in shranjenih do
poskusa v hladilniku s kalitvijo semen shranjenih na sobni temperaturi. Semena smo dali kalit

aprila sedem mesecev po nabiranju.

dinamika kalitve april 2008

80 -

60 - a
50 1 —A—v.nasobni T

40 b | _a . vhladiniku
—A—m.nasobni T

30 - —0O—m. v hladilniku

odstotek kalitve
o

10 -
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Slika 7: Dinamika kalitve velikih in malih semen, ki smo jih dali kalit konec aprila 2008. (SV = SN, n = 5).
Krivulja velikih semen shranjenih na sobni T je na zacetku strma, nato pa poloZna. Ostale krivulje se pocasi in
postopoma viSajo. Najbolje kalijo velika semena shranjena na sobni T. Med kalivostjo velikih semen iz
hladilnika in malih semen shranjenih na sobni T ni statistino znacilnih razlik. NajmanjSo kaljivost pa imajo

mala semena shranjena v hladilniku.

V prvih 10 dneh je bila opazna statisticno znacilna razlika v kalitvi med semeni shranjenimi v
hladilniku ter tistimi shranjenimi na sobni temperaturi. Predvsem kaljivost velikih semen
shranjenih na sobni temperaturi je bila v tem casu visoka, medtem ko je pri semenih iz
hladilnika kalitev manjSa in bolj postopna (slika 7). V tem poskusu je bila povprecna
kaljivost semen ob zakljuCku poskusa po 35 dneh kalitve okoli 60 % za velika semena
shranjena na sobni temperaturi. Mala semena shranjena na sobni temperaturi ter velika
semena shranjena v hladilniku so imela podobno kalitev ves ¢as trajanja poskusa in sicer okoli

40 %. Mala semena iz hladilnika so najslabse kalila, saj je kalilo le okoli 20 % semen.

Rezultati nakazujejo velik pomen temperature ob kalitvi na dormanco semen. Nizka

temperatura pripomore k zadrZevanju semen v semenski banki.
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4.3 Rast kalic

4.3.1 Rast kalic v petrijevkah

Rastline, ki so uspeSno kalile februarja, marca in aprila 2008 iz semen nabranih septembra
2007, smo prenesli v petrijevke z vermikulitom, kjer smo jih razdelili glede na nacin
zalivanja. Del kalic smo zalivali z %x Hoaglandovo raztopino brez dodane soli, del pa smo
zalivali z Yx Hoaglandovo raztopino z dodanim 0,5 % NaCl. Rastline smo vzgajali v topli

komori pri 16/8 h dnevno/no¢ni ritmiki in pri 22-25°C.

V casu rasti kalic v petrijevkah ni bilo opazne nobene razlike v rasti med kalicami zalitimi le s
hranili in tistimi zalitimi z NaCl. Poskus smo ponovili trikrat in sicer s semeni, ki so kalila

februarja, marca in aprila, vendar razlike v rasti nismo opazili v nobeni ponovitvi..

4.3.2 Vpliv dodatka soli na rast kalic v posodah

|

Slika 8: Rast kalic v posodah

Kalice smo po dolocenem casu rasti v petrijevkah prenesli v posode, kjer so nadaljevale rast
(slika 8). Za ta poskus smo uporabili kalice, ki so kalile marca in aprila iz semen nabranih
septembra 2007. Kalice smo vzgajali na dva nacina. Ene smo vzgajali tako, da smo jih zalivali
le s hranili, enim pa smo dodali NaCl, tako da smo tekom poskusa zviSali koncentracijo od

0,5-3 %. Med tretmajema ni bilo nobene statisticno znacilne razlike v rasti kalic. Po okoli
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89ih dneh poskusa smo dodali 3 % NaCl tudi rastlinam, ki so do takrat rasle samo na hranilih

(slika 9). Ob dodatku soli so kalice mo¢no povecale rast.

Tretma 0%>3%

70 - 0% NaCl 3% NaCl

velikost kalic (mm)

0 3 36 54 66 89 117

dan

Slika 9: Rast kalic, ki so dlje €asa rasle na kontrolnem substratu in smo jih na koncu poskusa zalili s 3 %
koncentracijo NaCl (SV £ SN, n = 4).

Tretma 0%>0,5%>3%

70 -
0% NaCl 0,5% 3% NaCl

60

50
40

30 -
20 /§
10

0 3 36 54 66 89 117

velikost kalic (mm)

dan

Slika 10: Rast kalic, ki smo jih sprva vzgajali na 0,5 % koncentraciji NaCl in nato na 3 % koncentraciji (SV *
SN, n=4).

Pri kalicah, ki smo jih po daljSem ¢asu zalivanja samo s hranili zaceli zalivati s 3 % NaCl je

bil opaZen izredno pozitiven ucinek soli. Njihova dolZina se je ob tej spremembi povecala za
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veC kot petkrat. Aprilskim kalicam se je rast kalic ob prehodu iz hranil na sol povecala iz
povprecno 6,5 na 57 mm. Kalice, ki so Ze od zacetka bile zalite z NaCl so tudi povecale svojo
rast v tem obdobju vendar v precej manjsi meri (slika 10). Trendi rasti so bili enaki tako pri

kalicah, ki so kalile marca kot pri kalicah, ki so vzkalila aprila.
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4.4 Prirastki inokuliranih kalic

Pri tem poskusu smo inokulirali izolate avtohtonih gliv navadnega oso¢nika h koreninam
kalic, ki smo jih vzgojili v laboratoriju. Zanimalo nas je ali bodo kalice pod vplivom
inokuliranih gliv izboljSale svojo rast. Pri prvem poskusu smo inokulirali starejSe kalice iz
poskusa vpliva soli, medtem ko za drugi poskus smo uporabili nove, mlade kalice iz semen
nabranih septembra 2008, ki so kalile novembra 2008, ter bile vsajene na inokulate v zgodnji

fazi razvoja. Rezultati poskusov se niso bistveno razlikovali.

prirastki inokuliranih kalic

—e&— Kontrola
—a— DB169
—a&— DB170
—— DB171

prirastek (mm)

[¢] 6 14 21 26 39 47 54 63 67

dnevi po inokulaciji

Slika 11: Drugi poskus meritev prirastkov kalic, prestavljenih direktno iz petrijevke v posode z inokulati gliv
DB169, DB170 in DB171, brez predhodne rasti na vermikulitu ter prirastki kalic na kontroli. (SV £ SN, n =5)

Zaradi velike variabilnosti v rasti kalic oso¢nika nismo pri obeh poskusih opazili statisticno
znacilnih vplivov inokulacije na rast oso¢nika (slika 11). Kljub temu pa smo v obeh poskusih
pri inokulaciji z izolatom DB169 opazili mo¢no izboljSano rast nekaterih kalic, ki so dosegle

kar 2-kratno viSino kontrole.
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4.4.1 Vpliv inokuliranih izolatov na spremembo mase poganjkov in
korenin
Po konCanem poskusu rasti osofnika na inokulatih gliv, smo stehtali maso korenin in

poganjkov rastlin, da bi ugotovili morebitne spremembe, ki bi lahko bile posledica vpliva

izolatov na rastlino.

0,07
[ Poganjki
0,06 a 1 Korenine
0,05 -
)
< 0,04
(4]
IS b m
N 0,03 -
o T
n b
0,02 - b
n
0,01 - N
n
0,00 . . . .
Kontrola DB169 DB170 DB171

Slika 12: Mase korenin in poganjkov kalic navadnega osoc¢nika, ki so rasle na razli¢nih tretmajih drugega
poskusa inokulacije. DB169- rastline inokulirane z izolatom DB169, DB170- rastline inokulirane z izolatom
DB170, DB171- rastline inokulirane z izolatom DB171, K- kontrola. (SV = SN, n = 5).

Vpliv izolatov se je videl predvsem na masi poganjkov in korenin izolata DB169 (slika 12).
Kalice, ki so rasle na tem izolatu, so imele dvakrat ve¢jo maso poganjkov ter precej vecjo
maso korenin tako od kontrolnih rastlin kot od rastlin na izolatth DB170 in DB171. Slednja

izolata nista dala nobene statisti¢no znacilne spremembe mase korenin in poganjkov.
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4.4.2 Pregled znakov glivne infekcije:

Rastline, iz prejSnjega poskusa, ki smo jih inokulirali z izolati gliv, smo na koncu Se
pregledali za znake infekcije. Ob pregledu preparatov korenin kalic nismo opazili znacilnih
mikoriznih struktur. Ker lahko pride do kolonizacije s temnimi septiranimi endofiti tudi v
prevajalnih elementi in poganjku, smo dodatno pobarvali Se poganjke, vendar zaradi debeline
preparatov nismo mogli potrditi/ovreci prisotnosti glivnih struktur. Rastline prvega poskusa
smo inokulirali po daljSem obdobju rasti, zato so bile inokulirane le 64 dni preden smo
pregledali mikorizo. Pri drugem poskusu so bile rastline iz leta 2008, kmalu po kalitvi

prenesene na inokulate in so na njih rasle 111 dni preden smo jim pregledali mikorizo.
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5 DISKUSIJA

5.1 Endofiti

5.1.1 Identifikacija in doloc¢itev DNA sekvenc

Sekvenciranje ITS regije rDNA je pokazalo, da sta izolata DB169 ter DB170 genetsko najbolj
sorodna glivam iz rodu Fusarium. Izolata sta se po videzu in vplivu slanosti na rast precej
razlikovala. Sekvenca tretjega izolata DB171 je bila identi¢na sekvenci izolata DB170.
Fusarium je Sirok rod filamentoznih gliv. Vecina vrst je neSkodljivih saprobov in so relativno
Stevil¢ni ¢lani talne mikrobne zdruzbe (Mycology Online, 2011), zato ni presenetljivo da se
nahaja tudi v Secoveljskih solinah. Vrste rodu Fusarium najdemo v tleh in na rastlinskem
tkivu povsod na svetu. Medtem, ko je veCina vrst bolj pogosta v tropskih in subtropskih

predelih, nekatere naseljujejo tla v hladnih klimatih (Doctorfungus, 2007).

5.1.2 Toleranca izolatov na slanost

Vsi trije izolati gliv so najbolje rasli na osnovnem gojiScu krompirjeve dekstroze. Da bi
preverili toleranco, smo jih vzgajali na kontroli brez soli, na gojiS¢u z dodanim 5 % NaCl in
17 9% NaCl ter gojiscu s 50 % koncentracijo saharoze. Slednjega smo uporabili za primerjavo
s 5 % NaCl, saj imata enak vpliv na vodni potencial a razlicen ionski vpliv. Izolat DB169 je
najbolje rasel, tako na kontroli, kot na 5 % NaCl. Ostala izolata sta kazala negativni ucinek
slanosti. Z rastjo izolata DB169 na koncentraciji soli vi§ji od morske vode (v povprecju 38
promilov, vir: KPSS, 2006) smo ugotovili, da bi bil ta izolati uspeSen tudi v blizini morja.
Mnogo poskusov izboljSanja rasti rastlin v slanih razmerah s pomocjo mikoriznih gliv, poteka
na slanosti nizji od 1 % (Calvo-Polanco in sod, 2009; Feng in sod., 2002; Jahromi in sod.,
2008; Kaya in sod., 2009; ZhongQun in sod., 2007). Le redki poskusi uporabijo visje
koncentracije. Bandou s sod. (2006) so v 3 % raztopini NaCl poskusili uporabiti
ektomikorizno glivo Scleroderma bermudense za izboljSavo rasti vrste Coccoloba uvifera.
Pri tej koncentraciji se je kolonizacija gliv zmanjSala, vendar je pozitivni u¢inek na rastlino
ostal. Pri in vitro poskusu tolerance mikorizne glive Glomus intraradices je Jahromi s
sodelavci (2008) opazil dobro rast glive pri koncentraciji do 0,3 % NaCl. V naSem primeru,
kjer je izolat DB169 rasel na 5 % koncentraciji, je prikazal veliko mero odpornosti na
slanostni stres. S tem je izolat DB169 pokazal velik potencial, da bi lahko bil kljuc¢en pri

izboljSanju razmer za rast oso¢nika v slanem okolju.
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5.2 Kalitev

Iz literature je znano, da navadni oso¢nik lahko kali v slanem okolju, vendar je kaljivost
bistveno vecja v destilirani vodi (Lotschert, 1970). Ungar (1977) je ugotovil, da je najvecja
kaljivost oso¢nika v destilirani vodi pri 25 °C (Ungar, 1977), zaradi Cesar smo tudi v naSih

poskusih uporabili enake razmere.

5.2.1 Nacin sterilizacije

Pred kalitvijo semen smo pregledali ali je potrebna njihova sterilizacija ter katero
sterilizacijsko sredstvo je najboljSe. Nesterilizirana semena so v roku enega dneva Ze moc¢no
plesnela, zaradi Cesar smo testirali tudi dve sterilizacijski sredstvi in sicer natrijev hipoklorit
(NaClO), ki sta ga uporabila Khan in Weber (1986) ter vodikov peroksid (H,O,). Uporaba
natrijevega hipoklorita je sicer zmanjSala okuzbo, vendar je bilo stanje semen po Sestih dneh
enako kot v nesteriliziranih petrijevkah. Slabost te metode je, da so semena le eno minuto v
sterilizacijskem sredstvu. Verjetnost, da se semena niso dovolj sterilizirala je pri tem vecja,
kot ¢e so semena dlje v sterilizacijskem sredstvu. Ob uporabi vodikovega peroksida je bilo, v
primerjavi z drugim tretmajem, pojavljanje plesni precej manjSe. Pet minut namakanja v
vodikovem peroksidu je omogocilo boljse delovanje sterilizacijskega sredstva in zmanjSalo
obseg mogocih napak. Ucinkovitost vodikovega peroksida se je izkazala za boljSo, tako da
smo jo uporabili pri vseh nadaljnjih poskusih. Da bi Se izboljSali sterilnost smo uporabili

avtoklavirane pincete, vodo in filtrirni papir, ki so dokon¢no odpravili plesen.

5.2.2 Vpliv dolZine shranjevanja na kalitev semen

Primerjava kalitve semen iz leta 2004 in 2007 nam je pokazala, da se semenom z leti zmanjSa
kaljivost. Posebej ocitna je razlika med velikimi semeni, saj semena iz leta 2004 sploh niso
kalila. To potrjuje ugotovitve iz razli¢nih ¢lankov (Carter in Ungar, 2003; Davy in sod., 2001;
Berger, 1985), da velika semena sluZijo kalitvi iste rastne sezone, medtem ko mala semena so
shranjena v semenski banki in lahko kalijo v naslednjih sezonah. Velika semena so v treh letih
izgubila vso vitalnost, medtem ko so majhna semena ostala dormantna in se tako ohranila do
kalitve. Tudi kaljivost malih semen iz leta 2004 je bila niZja od semen leta 2007. Razloge za
to bi lahko iskali v pogojih shranjevanja. Za dobro ohranjanje semen moramo paziti tako na
temperaturo kot na svetlobo in vlaznost prostora (Tarre in sod., 2007; BaleSevi¢-Tubi¢ in sod.,

2010). Lahko, da smo s shranjevanjem ustvarili pogoje za sekundarno dormanco, ki se ni
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prekinila ob kalitvi. Seveda pa ne moremo izkljuciti moznosti, da je bila vitalnost semen iz
leta 2004 slabSa Ze od zacetka, saj tistega leta ni bil opravljen preizkus kaljivosti oz.

viabilnosti.

5.2.3 Vpliv velikosti semen na kalitev

Pri vseh poskusih se je kot najpomembnejsi dejavnik uspeSnosti kaljivosti izkazala velikost
semen. Najvecja razlika se je kazala v marcu, ko so velika semena dosegla maksimalno
kaljivost. Razlike v kalitvi pri malih semenih so manjSe. Ni tako ocitnega vrha kalitve
spomladi kot pri velikih. Kljub temu pa je tudi pri majhnih semenih opazna podobna krivulja
tekom sezone. Poskus je nakazal, da bi lahko predvsem pri velikih semenih obstajala
inhibicija kaljivosti, ki zgodaj spomladi popusti. Razlaga, da dormance pri semenih iz leta
2008, ki smo jih kalili pozno jeseni nismo opazili, bi lahko bila ta, da se Se ni razvila (glej
5.2.4 sezonska dinamika), ko smo rastline odtrgali in da nastane Sele v zadnji fazi razvoja
semen (Bewley, 1997). Morda pa so semena pozno jeseni le izstopila iz primarne dormance in
ker v tem obdobju niso bila izpostavljena nizkim temperaturam, se Se ni tvorila pogojna
dormanca (Huiskes in sod., 1985).

Razlike v kaljivosti med malimi in velikimi semeni potrjujejo teorijo o drugacni strategiji
razvoja semen pri razli¢nih velikostih. Razli¢ne zahteve za kalitev semen omogoc¢ijo oso¢niku,
da bolje izkoristi okoljske vire. Velika semena, s K strategijo uporabljajo okoljske vire v Casu
rastne sezone. V tem casu se pojavi K tip selekcije na rastlino, saj zaloge dobrin omejujejo
rast populacije (Jerman, 1999). Ta semena skrbijo za vsakoletno ohranjanje populacije v
obiCajnih razmerah. Pomanjkanje padavin in visoka slanost tal lahko prepre¢i naselitev
zgodnjim velikim semenom ali vsem semenom tistega leta. Naslednje leto je na tem obmocju
veliko dobrin, ki niso bile izkoriS¢ene v prej$nji sezoni. Majhna semena v semenski banki
imajo tako priloZnost, da se hitro namnoZijo na SirSem obmoc¢ju brez omejitve zaradi
pomanjkanja hrane. S semensko banko ali r strategijo malih semen si lahko oso¢nik zagotovi

ponovno naselitev populacije v tem in naslednjih letih (Philipupillai in Ungar, 1984).

5.2.4 Sezonska dinamika kalitve

Zaradi primarne dormance vecina semen v oktobrskem poskusu ni kalila (Davy in sod., 2001).
Do marca, s prenehanjem dormance, se je kaljivost povecala. Kaljivost se je konec aprila spet
zmanjSala, lahko zaradi slabSe viabilnosti velikih semen ali ponovnega vstopa v dormanco

malih semen (Carter in Ungar, 2003). Semena naslednje sezone, ki smo jih dali kalit
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novembra, so imela visok odstotek kaljivosti tako velikih kot malih semen okoli 85 % in 75 %,
kar lahko pomeni, da semena Se niso vstopila v dormanco. Morda pa smo s suSenjem mati¢nih
rastlin leta 2008 nehote prekinili dormanco semen in je to razlog za visoko kalitev. Lahko pa
je bila kaljivost semen boljsa, ker smo jih nabrali iz mlajSih rastlin kot leto poprej. V dveh
populacijah vrste Kochia americana v drzavi Utah se je z obdobjem nabiranja semen
spreminjal odstotek kaljivosti (Clark in West, 1969). Ena populacija je bolje kalila, ¢e so jo
nabrali septembra, druga pa oktobra. Semena vrste Spergularia marina nabrana v razliCnem
Casu rastne sezone imajo razlicno stopnjo dormance, ki je odvisna od meseca nabiranja
(Ungar, 1988). Podobno smo opazili tudi v naSem primeru. Rastline nabrane za na$ poskus so
se nahajale na razdalji okoli 100 m?, kar bi lahko pomenilo, da so bili oso¢niki iz leta 2007 in
2008 predstavniki razli¢nih populacij.

Razlike v kaljivosti med leti 2007 in 2008 bi lahko bile odvisne od pogojev, ki jih je imela
mati¢na rastlina v ¢asu razvoja. V letu 2008 je bilo tekom celega leta ve¢ padavin (ARSO), ki
so omejile slanostni stres v Casu kalitve in razvoja rastlin. Pozimi je ve¢ dni temperatura
segala pod O °C in s tem omogocila stratifikacijo semen. Med poletnimi meseci pa ni prihajalo
do velikih nihanj v temperaturi, ki bi lahko vplivala na rast oso¢nika. Ob pogledu na te pogoje
lahko ugotovimo, da so semena iz leta 2008 nabrana iz rastlin, ki so imela boljSe pogoje za

rast. Boljsi pogoji so morda omogocili ve¢ semen z boljSo sposobnostjo za kalitev.

5.2.5 Vpliv temperature shranjevanja na kalitev semen

V mesecu aprilu smo primerjali tudi kaljivost semen glede na nacin shranjevanja. Tako
majhna kot velika semena, ki smo jih do kalitve imeli shranjena na sobni temperaturi so bolje
kalila od semen shranjenih v hladilniku. Razlog je verjetno v tem, da se navadni oso¢nik
nahaja na Primorskem, kjer so znalilne viSje temperature in so zato tudi semena bolje

prilagojena na visje temperature.
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5.3 Vpliv slanosti na rast in razvoj kalic

Vpliv slanosti na rast kalic smo preverili tako, da smo merili dolZine kalic, ki smo jih zalivali
z raztopino NaCl (0,5-3 %) ter kalic zalitih z vodo (kontrola). Primerjava je pokazala, da smo
edini pozitivni ucinek NaCl opazili Sele ob prenosu kalic iz kontrole na 3 % koncentracijo
NaCl. V ¢asu primerjave rasti so sicer kalice zalite z NaCl rasle malo bolje od kontrolnih. Ko
pa smo slednje na koncu poskusa dali na 3 % NaCl, se je njihova rast naglo povecala.

V tem Casu se je sicer povecala tudi velikost kalic, ki so bile Ze dlje ¢asa na 3 % koncentraciji
vendar v manjSi meri. To bi lahko pomenilo, da izboljSana rast ni nujno posledica visje
slanosti v prsti. Lahko, da je odvisna od sezone, vendar jo velika sprememba v slanosti Se
dodatno vzpodbudi. McGraw in Ungar (1981) sta ugotovila, da je oso€nik tvoril malo suhe
mase na zacetku in sredi poletja nato pa povecal rast avgusta. Obdobje najvecje rasti naj bi
bilo tik pred dozoritvijo. Naglo rast morda omogo€i ravno poveCanje temperatur in
evaporacije v julijju in avgustu zaradi Cesar se poveca slanost voda. Rastline osocCnika
dokazano bolje kalijo v vodi brez dodatne soli, tudi zaCetna rast se v okolju brez soli bistveno
ne razlikuje od rasti na soli. Sele kasneje v razvoju se kaze velika potreba oso¢nika po soli.
Pri vrsti S. herbacea je bila suha masa vecja, Ce so rastlino zalivali z 1,5 % NaCl (Baumeister
in Schmidt, 1962). Vrsta S. europaea na solinah v Ohio pa je zelo spreminjala suho maso
glede na koncentracije soli v tleh (Riehl in Ungar, 1982).

Kot zanimivost velja omeniti Zivljenjski cikel navadnega osocnika. Proti koncu poskusa so
kalice cvetele, kljub temu da niso dosegle konc¢ne velikosti. To so opazili tudi pri taksonih
Lasthenia. DaljSe obdobje slanega stresa je povzrocilo pospeSitev in zgostitev Zivljenskega
cikla. Rastline so zgodaj cvetele in so imele veliko cvetnih delov v razmerju z vegetativnimi
( Kingsbury in sod., 1975 ). V naSem primeru rastlina ni dokoncala vegetativne rasti, kljub
vsemu pa je zakljuCila Zivljenjski cikel. V obeh ponovitvah poskusa so rastline cvetele
priblizno Stiri mesece po kalitvi, kar pomeni, da ni pri§lo do pospesitve cikla, temve¢ le do

cvetenja kljub nepopolnem vegetativnem razvoju.
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5.4 Prirastki inokuliranih kalic

Primerjava rasti oso¢nika na glivnih izolatih je pokazala izboljSanje rasti na izolatu DB169.
Dejstvo, da so vidne statisticno znacilne razlike v rasti rastlin le pri izolatu DB169 sovpada z
ugotovitvami iz poskusa tolerance glivnih izolatov na povecano slanost v gojiS€u. Za izolat
DB169, kot predstavnik rodu Fusarium, ni dobro poznanih pozitivnih ucinkov, saj so pri
Stevilnih rastlinskih vrstah odkrili razliéne ucinke.

Sikora in sod. (2008) so pokazali, kako so razli¢ni nepatogeni sevi rodu Fusarium pomagali
izboljsati za$Gito rastlin banane in paradiznika pred doloenimi vrstami glist. Ceprav so
razli¢ne vrste tega rodu tudi rastlinski patogeni, pa lahko predstavljajo nekatere nepatogene
endofite. Pri tem imajo slednje pozitivne ulinke za rastlino, saj je bilo opaZeno, da je
nepatogena linija Fusarium oxysporum prepreCevala razvoj patogenih linij preko kompeticije
za rizosferski ogljik, prostor in okuZzena obmocja na povrsini korenine (Selosse in sod., 2004).
Odkrita je bila tudi mocna kolonizacija gliv rodu Fusarium na rastlinah kakavovca.
Dominantnost te skupine je nakazala, da bi lahko te glive imele pomembno vlogo v njithovem
razvoju (Rubini in sod., 2005).

Fusarium bi lahko pozitivno vplival na rast navadnega osocnika z delovanjem na rizosfero
kalic. Med drugimi bi lahko bili pozitivni ucinki delovanja glive na rizosfero kalic oso¢nika
posledica spremembe sestave mikrobne populacije v okolici glivnih hif. Smith in Read (2008)
sta pokazala, da so tudi ektomikorizne glive aktivno udeleZene pri dekompoziciji v tleh in s
tem pomembne za povecanje nutrientov (Vilhar, 2001). Kolonizacija korenin z mikoriznimi
glivami omogoca agregacijo tal, ki je pomembna za ustvarjanje prostorov, v katerih se lahko
nabira voda in tvori atmosfera (Rosemeyer in sod., 2000). Xu in Wu (2009) sta odkrila, da
ektomikoriza pri borovcih poveca relativno prostornino tal in obcutno zmanjSa stopnjo
venenja vrste Pinus massoniana. V naSem poskusu so morda hife gliv povecale kompaktnost
zemlje in s tem izboljSale zadrZevanje vode v tleh. Z izboljSanimi pogoji za vodo in pline v
tleh so tudi hranila laZje dostopna. Obenem bolj kompaktna podlaga omogoca boljSo

zakoreninjenje.
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5.4.1 Pregled znakov glivne infekcije

Ob pregledu koreninskih preparatov nismo opazili glivne kolonizacije mikorize. Iz tega sledi,
da je pozitivni vpliv inokulacije z izolatom DB169 posledica delovanja na rizosferna tla
rastlin ali da je priSlo do kolonizacije nadzemnih delov rastline. Barrow (2003) je opazil
mocno kolonizacijo vrste Bouteloua sp. z DSE glivami v prevodnem tkivu rastline. 1z tega
smo sklepali, da bi se morda v poganjku, kjer je prevodno tkivo vefje bolje videla
kolonizacija gliv, saj so korenine nasih rastlin bile majhne in tanke. Poganjke smo sicer
poskusili pobarvati, vendar so med procesom razpadli in niso bili uporabni za ugotavljanje
prisotnosti glivnih endofitov. Mnoge strukture je Barrow (2003) videl Sele z barvanjem s
sudan IV, ter pod ve¢ kot 1000kratno povecavo. Strukture, ki se z naSim nainom barvanja

niso mogle videti.
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6 SKLEPI

Potrdili smo hipotezo, da so mala semena navadnega oso¢nika za razliko od velikih sposobna
kaliti tudi v obdobju vecih let. Velika semena so v obdobju treh let zgubila vso vitalnost,

medtem ko so mala semena ohranila doloceno stopnjo kaljivosti.

Potrdili smo hipotezo, da je kalitev velikih semen spomladi vecja kot jeseni. Kljub temu, da je
v pomladnih mesecih pris$lo do povecanja kalitve glede na jesen tudi pri majhnih semenih, je
bilo to povecanje bistveno manjSe kot pri velikih semenih. S tem smo pokazali razli¢no vlogo

dimorfnih semen pri osoc¢niku.

Potrdili smo hipotezo, da se pri shranjevanju semen na nizkih temperaturah lahko inducira
dormanca, saj so semena osocnika, ki so bila shranjena v hladilniku slabse kalila kot tista, ki

so bila shranjena na sobni temperaturi.

Hipoteza, da kalice oso€nika, ki rastejo na slanem okolju rastejo bolje od tistih, ki rastejo brez
soli je bila le delno potrjena, saj se rast kalic, ki so rasle na soli, v zgodnji fazi razvoja ni
bistveno razlikovala od tistih na substratu brez soli. Pozitivni u¢inek soli na kalice osocnika se
je videl Sele pri rastlinah navadnega osocnika, ki so rasle dlje ¢asa na substratu brez NaCl in
smo jim nato dodali 3 % vodne raztopine NaCl. Ob tem se jim je rast mocno izboljSala. Pri
vzgoji na 0,5 % raztopini pa je bil ob prehodu na 3 % ucinek manjsi. Torej je ucinek NaCl na

rastline pomemben Sele v kasnejsi fazi razvoja osoc¢nika.

Uspesno rast avtohtonih glivnih endofitov izoliranih iz korenin oso¢nika na substratu z visoko
koncentracijo soli smo uspeli potrditi le za izolat DB169. Pri izolatih DB170 ter DB171 smo
to hipotezo ovrgli. Te ugotovitve sovpadajo z ugotovitvijo, da sta sekvenci DNA izolatov

DB170 in DB171 identi¢ni. Vsi trije izolati so najbolj sorodni glivam rodu Fusarium.

Za izolat DB169 smo tudi potrdili hipotezo, da ob inokulaciji z avtohtonimi glivnimi endofiti
se rast kalic izboljSa. Ob povecanju rasti kalic sta se tudi masi poganjkov in korenin moc¢no

povecali.
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7POVZETEK

Za optimizacijo vzgoje navadnega oso¢nika moramo poznati dolocene lastnosti, ki vplivajo na
njegovo rast in kalitev. Za navadni oso¢nik SeCoveljskih solin so znacilna dimorfna semena.
Pri dimorfnih semenih je znacilno, da se pogoji za kalitev ter sama kalitev med razlicnimi
semeni razlikujeta (Carter in Ungar, 2003). Velika semena navadnega osoc¢nika v obdobju
treh let izgubijo sposobnost kalitve, medtem ko jo mala semena v doloCeni meri ohranijo.
Pomen velikih semen se najbolj kaze pri kalitvi v pomladnih mesecih, ko se le ta glede na
jesen mo¢no poveta. Za kalitev je zelo pomemben tudi nadin shranjevanja semena. Ce
semena iz okolja z visokimi temperaturami shranjujemo na nizki temperaturi, se lahko

inducira dormanca in s tem se kalitev poslabsa.

Znano je, da halofiti ne samo uspe$no rastejo na slanem okolju, ampak sol tudi potrebujejo.
Te rastline imajo razvite transportne mehanizme za kopi¢enje Na® v vakuoli (Xiong in Zhu,
2002), kjer sodelujejo pri osmotskem uravnavanju. Pri rasti kalic oso¢nika smo pokazali
pozitivne ucinke soli v kasnejSem obdobju njihovega razvoja, saj je bil u¢inek soli najvecji ob
dodatku 3 % koncentracij NaCl kalicam, ki so dlje rasle na substratu brez soli. Pri kalicah, ki
smo jih daljSe obdobje vzgajali na soli in jim koncentracijo NaCl postopoma zviSevali, je bil

pozitiven vpliv soli manjsi.

Glivni endofiti v slanem okolju imajo velik pomen pri zas¢iti rastlin, tako s preskrbo rastlin z
vodo (Selosse in sod., 2004) kot z ublaZitvijo posledic ionskega stresa (Wu in sod., 2009).
Avtohtoni glivni endofiti, ki se nahajajo v zgornjem delu korenin navadnega osocnika, so
prilagojeni na visoke koncentracije soli. Ta izolat, soroden glivam rodu Fusarium, pomembno
vpliva na rast oso¢nika. Kljub temu, da nismo mogli dokazati znacilnih mikoriznih struktur,
se je ob inokulaciji izolata oso€niku poveca masa korenin in poganjkov ter v dolo¢eni meri

tudi rast.
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