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1

1 UVOD

Zemeljsko površje zadnjih dvajset let ponovno prejema čedalje večje odmerke ultravijoličnega

(UV) sevanja. UV-B spekter sevanja je neposredno povezan s tanjšo plastjo ozona v

atmosferi, tanjšanje ozonske plasti pa je predvsem rezultat povečane emisije halogenih spojin

v ozračje. Podatke o debelini ozonskega plašča od leta 1950 dalje sistematično zbirajo na

številnih merilnih postajah po svetu, po letu 1979 pa tudi preko satelitov (MADRONICH in sod.,

1998). Opazovanja potrjujejo, da jakost UV-B sevanja na zemeljskem površju narašča s

tanjšanjem ozonske plasti. Ob upoštevanju priporočil za varovanje ozonskega sloja naj bi se

tanjšanje ozonske plasti nadaljevalo približno do leta 2000, naslednjih petdeset (sedemdeset)

let pa naj bi bilo potrebnih za obnovitev stanja izpred tridesetih  let.

Raziskave vplivov UV sevanja so usmerjene predvsem v preučevanje vplivov na človekovo

zdravje ter na poškodbe ali spremembe, ki nastajajo na rastlinah. UV sevanje neposredno in

posredno vpliva na številne biološke in kemijske procese. Vpliv UV sevanja na nivoju celice se

lahko odraža kot kompleksna sprememba na nivoju  ekosistema. Spremembe biokemijskih

procesov se pogosto izrazijo v spremenjeni rasti in razvoju organa ali organizma, lahko vodijo

v spremenjeno kompetitivno ravnotežje med vrstami, afiniteto rastline za herbivore in

patogene,  dekompozicijo ter kroženje nutrientov, kar vpliva na strukturo in dinamiko

ekosistema.

Poskusi so pokazali, da ima povečano UV sevanje na rastline različen vpliv, odvisno od

občutljivosti organizma. Nekatere rastline so zelo občutljive, medtem ko so druge odpornejše

ali pa UV sevanje celo pozitivno vpliva na njihovo rast in razvoj. Prilagojenost na povečane

intenzitete UV sevanja temelji na UV absorpcijskih sposobnostih rastline in učinkovitosti

popravljalnih mehanizmov. Rastline tudi različno odgovarjajo na povečano UV sevanje v

različnih okoljskih razmerah. Globalno spreminjanje podnebja izraža tendenco naraščanja

temperature in vsebnosti CO2 v ozračju. V raziskavah vplivov UV sevanja na rastline zato

namenjajo posebno pozornost vplivu UV sevanja v interakciji z drugimi podnebnimi dejavniki.

Večjo pozornost namenjajo vplivu UV sevanja na ekosistem v zadnjih letih, z raziskavami

delovanja UV na višje rastline pa so pričeli pred dobrimi dvajsetimi leti (JOHNSTON, 1971;

CRUTZEN, 1972), v času ko so se pojavili prvi podatki o tanjšanju ozonske plasti.

Blizu šeststo originalnih člankov navaja rezultate poskusov, v katerih so višje rastline

izpostavljali povečanemu UV sevanju. Pomanjkljivost večine poskusov je, da so jih izvedli v

laboratoriju, kjer je gostota fluksa fotosintezno aktivnega spektra sevanja (PPFD) tako majhna,

da ne omogoča učinkovitega popravljanja poškodb. UV sevanje, ki so ga uporabili, pa po

intenziteti in spektralni sestavi precej odstopa od sevalnih razmer v naravi. Večji del raziskav

obravnava zelnate in kmetijske rastline. Redki so poskusi na drevesnih vrstah, kjer je

pomemben tudi kumulativni vpliv UV sevanja.
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Rastline, izpostavljene povečanemu UV sevanju, sintetizirajo snovi z absorpcijskim vrhom v

UV delu spektra, kar zmanjša prodiranje sevanja v rastlinsko tkivo. UV-B absorbirajoče snovi

so polifenoli, pri nižjih rastlinah so enostavno zgrajeni, pri višjih so čedalje bolj kompleksni in

učinkoviti. Polifenoli imajo številne fiziološke in ekološke funkcije (transdukcija signalov,

reprodukcija, simbioza, kemična obramba). Ena od hipotez pravi, da so fenolovi derivati v

zgodnji evolucijski zgodovini, ko je bila ozonska plast tanka in UV sevanje močno, omogočili

rastlinam prehod iz vode na kopno. Rastline ob povečanem UV sevanju poleg UV-B

absorbirajočih snovi izgrajujejo tudi druge zaščitne snovi in razvijejo popravljalne mehanizme,

ki se odražajo na biokemijskem, fiziološkem, anatomskem in morfološkem nivoju.

Objekt naše raziskave je smreka (Picea abies (L.) Karst.). Gozdni ekosistemi pokrivajo dve

tretjini Slovenije, smreka pa je poleg bukve najbolj razširjena drevesna vrsta. V sedemdesetih

letih so v evropskih gozdovih opazili začetke propadanja gozdov, povečano osutost dreves ter

rumenenje listov. V nalogi želimo ugotoviti, ali je tudi povečano UV-B sevanje eden od stresnih

dejavnikov, ki negativno vplivajo na rast in razvoj smreke.

Smreka naj bi bila glede na raziskave na iglavcih relativno odporna na UV-B sevanje. Rastline,

ki uspevajo na večjih zemljepisnih širinah in višjih nadmorskih legah,  tako kot smreka v

Sloveniji, so izpostavljene večjim intenzitetam UV sevanja kot rastline nižinskega pasu, zato so

praviloma bolj odporne na povečano UV sevanje. Tudi avtohtone vrste so pogosto bolj

odporne kot alohtone rastlinske vrste. Vpliv povečanih intenzitet UV-B sevanja na aktivnost

smreke in tvorbo zaščitnih snovi poskušamo  raziskati v magistrski nalogi.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ATMOSFERA

2.1.1 SPREMEMBE V SESTAVI ATMOSFERE

Okoljski problem, ki je v zadnjih desetletjih pritegnil precej pozornosti, je tanjšanje ozonske

plasti v stratosferi in vpliv tanjšanja na biosfero. Ozon se v največji množini tvori v zgornjem

delu stratosfere (10-40 km), predvsem nad ekvatorjem, kjer je intenziteta UV sevanja največja.

Od tod z zračnim transportom potuje proti zemeljskim polom. Debelina ozonske plasti okrog

zemeljske oble ni povsod enaka. Spreminja se z geografsko širino in letnim časom ne glede

na dodatne antropogene vplive. Ozonska plast je v povprečju najdebelejša med tridesetim in

šestdesetim vzporednikom, na severni polobli doseže največjo debelino pozno pozimi in

zgodaj spomladi. Debelina ozonske plasti dnevno niha za  10 do 20% in mesečno za 5 do

10% (JOSEFSSON, 1996).

Ozonska plast, stisnjena pod tlakom 101,3 kPa in pri temperaturi 0°C, bi merila 2 do 4 mm.

Debelina v navedenih razmerah stisnjene ozonske plasti, izražena v milicentimetrih, je enota

za ozonsko plast, imenovana Dobsonova enota (Du).

Ozon v stratosferi nastaja, ko UV sevanje z valovno dolžino manjšo od 242 nm prekine

kisikovo vez v molekuli O2 in sproščen atomarni kisik reagira z drugo molekulo O2. Sinteza

ozona je v normalnih razmerah v ravnotežju z razgradnjo ki, tako kot sinteza, poteka s

pomočjo energije kratkovalovnega UV sevanja. Prve fotokemične reakcije, pri katerih ob

sodelovanju dušikovih oksidov (NOX) pride do razgradnje ozona, je odkril Crutzen (1972).

Kasneje sta Molina in Rowland (1974) dokazala, da k razgradnji prispevajo tudi

klorofluoroogljiki (CFC). K razgradnji ozona prispevajo še drugi halogeni ogljiki. Molekule, ki

sodelujejo pri razgradnji ozona, se po vsakem ciklu sprostijo in vstopijo v nov cikel

razgrajevanja ozona.

Po zadnjih predvidevanjih naj bi tanjšanje ozonske plasti doseglo višek okrog leta 2000, za

obnovitev stanja izpred trideset let pa bo potrebnih nadaljnjih petdeset let (HOFMANN, 1996;

PRATHER in sod., 1996). Najbolj izrazito, 70% stanjšanje ozonske plasti, so izmerili nad

Antarktiko v letih 1993 in 1994, v naslednjih letih pa se stanje ni več slabšalo (JONES &

SHANKLIN, 1995). Stanjšanje ozonske plasti so izmerili tudi na mnogih drugih območjih.

Maksimalno zmanjšanje ozonske plasti srednjih geografskih širin severne poloble naj bi pozimi

doseglo med 12 in 13% ter poleti  med 6 in 7% (MADRONICH in sod., 1995). Napovedovanje

dogodkov dodatno otežuje efekt tople grede, ki ima morda pozitiven povratni vpliv na tanjšanje

ozonske plasti (AUSTIN in sod., 1992).
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2.1.2 PRODIRANJE UV SEVANJA SKOZI ATMOSFERO

Ultravijolično sevanje nespremenjeno potuje od Sonca do vstopa v atmosfero, kjer se

kvantitativno in kvalitativno spremeni zaradi absorpcije in razpršitve na raznovrstnih molekulah

plinov in prašnih delcih. Ko sevanje doseže biosfero, je večji del kratkovalovnega UV sevanja,

ki je najbolj škodljiv za žive organizme, že odstranjen. Človekove dejavnosti, ki vplivajo na

sestavo atmosfere, posredno spreminjajo delež in spekter UV sevanja, ki pride na Zemljo, kar

ima za žive organizme različne posledice.

UV spekter sevanja obsega valovne dolžine od 10 do 400 nm. Delimo ga v več razredov glede

na valovno dolžino sevanja; v ekstremno UV (10-120 nm), daljno UV (120-200 nm), UV-C

(200-280 nm), UV-B (280-320 nm) in UV-A (320-400 nm) (MADRONICH, 1993). Poleg

omenjene klasifikacije obstajajo še druge.

Sevanje z valovnimi dolžinami, krajšimi od 280 nm, se absorbira v atmosferi in ne bi doseglo

zemeljskega površja niti ob 90% razgradnji ozonske plasti (FREDERICK, 1993). Z razgradnjo

ozona se najbolj spreminja prodiranje UV-B sevanja do biosfere, ker je absorpcija UV-B

spektralnega dela v stratosferi neposredno odvisna od debeline ozonske plasti. UV-A se le

neznatno absorbira v atmosferi in v veliki meri doseže zemeljsko površje. 1% povečanje UV-B

sevanja je posledica 16% stanjšanja ozonske plasti v stratosferi, povečanje biološko aktivnega

UV-BBE sevanja pa je precej večje od 16% (RENGER in sod., 1986).

Jakost sevanja na določeni točki na Zemlji je odvisna od širine zenitnega sončnega kota, ki se

spreminja z geografsko širino, letnim in dnevnim časom. Kadar je zenitni kot širši, je pot žarkov

skozi atmosfero daljša in absorpcija sevanja večja. Pravilo velja za UV spekter sevanja, v

manjši meri pa tudi za vidno svetlobo. Na prodiranje UV sevanja do biosfere vpliva oblačnost.

Oblaki absorbirajo UV sevanje, vendar ne v tolikšni meri kot vidno svetlobo. Aerosoli, megla in

troposferni ozon absorbirajo UV sevanje, kar značilno prispeva k zmanjšanju sevanja

predvsem v bližini onesnaženih območij. Intenziteta UV sevanja narašča z nadmorsko višino

zaradi tanjše atmosfere ter čistejšega ozračja v primerjavi z urbanimi središči. Tudi velik odboj

UV sevanja s površine poveča jakost sevanja, kar pride do izraza v gorskih predelih, kjer

snežne krpe obležijo do pozne pomladi. Razpršitev sevanja se povečuje z zmanjševanjem

valovne dolžine sevanja. Zmanjšanje UV sevanja v senčnih habitatih je zato manj izrazito kot

upadanje vidne svetlobe.
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2.2 BIOLOŠKA UČINKOVITOST UV-B SEVANJA

Merjenje intenzitete UV-B sevanja ne zadošča za neposredno sklepanje na posledice za žive

organizme, ker različne valovne dolžine različno vplivajo na strukturo in procese v celicah. V

pomoč pri preučevanju sprememb pri organizmih so nam UV-B akcijski spektri. UV-B akcijski

spekter predstavimo s krivuljo, ki izraža relativno učinkovitost posamezne valovne dolžine pri

proženju določenega biološkega odgovora (DIFFEY, 1991). Z integracijo vseh akcijskih

spektrov dobimo graf skupne biološke učinkovitosti UV-B sevanja (UV-BBE). Akcijske spektre

so razvijali v različnih ekoloških razmerah, zato se med seboj razlikujejo. Najpogosteje

uporabljana je krivulja biološke učinkovitosti, ki so jo razvili Thimijan in sod. (1978).

Krajše valovne dolžine UV-B spektra sevanja so pri proženju bioloških odgovorov nekajkrat

bolj učinkovite od daljših valovnih dolžin. Tanjšanje ozonske plasti vpliva na večjo intenziteto

celotnega UV-B spektra ter večji delež kratkovalovnega UV-B spektra sevanja, zato biološka

učinkovitost UV-B s tanjšanjem ozonske plasti strmo narašča.

2.3 VPLIV UV SEVANJA NA RASTLINE

2.3.1 STAREJŠE RAZISKAVE

Prve raziskave vplivov UV sevanja na rastline so bile izvedene v laboratorijih in rastlinjakih, v

kontroliranih razmerah z majhnim PPFD, ki ne zadošča za potek  fotoreaktivacije in drugih

celičnih procesov, ki bi zmanjšali negativen vpliv sevanja na rastlino (FISCUS & BOOKER,

1995). V poskusih so poleg UV-A in UV-B uporabljali tudi UV-C spektralni del sevanja, ki

zemeljskega površja ne doseže, ker se absorbira v atmosferi. Rezultati so večinoma kazali

močno negativno zvezo med povečanimi intenzitetami UV sevanja in rastjo rastline

(FREDERICK, 1993).

Novejši poskusi, pri katerih so rastline rasle v naravnih razmerah in bile dodatno obsevane z

ustrezno majhnimi intenzitetami UV-B ter UV-A sevanja, so potrdili domnevo, da laboratorijski

eksperimenti kažejo pretirano negativen vpliv UV sevanja na rastline (DUMPERT &

KNACKER, 1985).

UV sevanje pri rastlini sproži procese, ki predstavljajo zaščitni odgovor in prilagoditev rastline

na sevanje, ali pa procese, ki pripeljejo do poškodb celičnih struktur in inhibicije življenjskih

procesov. Pod vplivom UV sevanja se lahko spremenijo celična ultrastruktura, ekspresija

genov, vsebnosti različnih zaščitnih snovi in celični procesi, kar vpliva na spremenjeno rast in

razvoj rastline (BJÖRN, 1998).
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2.3.2 PRODIRANJE UV SEVANJA SKOZI RASTLINSKO TKIVO

Prodiranje UV sevanja skozi list lahko izmerimo s pomočjo optičnih vlaken direktno v listnem

tkivu (CEN & BORNMAN, 1993), določimo s pomočjo fluorescentnega filma ali izračunamo na

podlagi izmerjene refleksije in transmitance s pomočjo matematičnih modelov (SEYFRIED &

FUKSHANSKY, 1983). Na prodiranje UV-B sevanja skozi rastlinsko tkivo vplivajo anatomija

lista, vsebnost in porazdelitev UV-B absorbirajočih snovi in fiziološki procesi. Sinteza fenolovih

snovi je vrstno in celično specifična,  spreminja se z ontogenetskim razvojem rastline, sprožijo

jo tudi okoljski dejavniki: svetlobni, temperaturni in vodni režim, hranila v tleh, patogeni in

herbivori (SCHMELZER in sod., 1989;  MARTIN & GERATZ, 1993).

Listna epidermida predstavlja prvi filter sevanju in učinkovito absorbira UV-B del spektra,

medtem ko prepušča večji del PAR. Meritve pri različnih rastlinskih vrstah so pokazale, da

mezofil doseže med 0 in 40% UV-B sevanja. UV-B praviloma najbolje prepuščajo zelnate

dvokaličnice (od 20 do 40%), nekoliko manj trave ter listnata drevesa (od 3 do 12%) in najmanj

iglavci, kjer UV-B sevanje ne prodre skozi epidermido odrasle iglice (DAY in sod., 1992). UV-A

prodira globlje v list kot UV-B (BORNMAN & VOGELMANN, 1988), vendar je njegova biološka

učinkovitost manjša.

Prodiranje UV-B sevanja se spreminja s starostjo lista. Epidermida odraslih listov praviloma

absorbira UV-B bolje kot epidermida razvijajočih se listov, kar je povezano z večjo vsebnostjo

UV-B absorbirajočih snovi pri zrelih listih (DAY in sod., 1992; DAY in sod., 1996). Odrasli listi

ohranjajo relativno nespremenjen nivo flavonoidov, medtem ko UV-B inducirani flavonoidi pri

mlajših listih lahko izrazito narastejo (LOIS, 1994). Vsebnost posamezne UV-B absorbirajoče

spojine se spreminja s starostjo listov, kot na primer vsebnost antocianinov, ki je večja pri

mladih kot pri starih listih (LEE in sod., 1987). Anatomija epidermide pri mladih listih omogoča

boljšo absorpcijo UV-B sevanja kot pri starejših listih, ker jo gradijo višje celice (RUHLAND &

DAY, 1996). V zgodnjih stopnjah ontogenetskega razvoja celice se UV-B absorbirajoče snovi

nahajajo v citoplazmi, kasneje pa predvsem v celični steni (KARABOURNIOTSI in sod., 1998).

Sintezo fenolovih snovi sprožijo tudi različni okoljski dejavniki, zato je prepustnost lista za

UV-B sevanje odvisna od okolja. Listi, ki se razvijajo v senci, prepuščajo več UV-B kot sončni

listi, kar je povezano z različno vsebnostjo UV-B absorbirajočih snovi in debelino epidermide

(RUHLAND & DAY, 1996). Rastline, ki rastejo pri nizkih temperaturah, povečano sintetizirajo

antocianine (CAMM in sod., 1993). Počasi rastoče rastline, ki težje obnovijo poškodovana

tkiva, sintetizirajo večje količine sekundarnih metabolitov, med njimi tudi UV-B absorbirajočih

snovi, kot hitro rastoče vrste. Sekundarni metaboliti imajo pomembno vlogo pri zaščiti rastline

pred stresnimi dejavniki (BAZZAZ in sod., 1987; HERMS & MATTSON, 1992).
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2.3.3 NEPOSREDNI VPLIV UV SEVANJA NA CELIČNO ULTRASTRUKTURO

2.3.3.1 Nukleinske kisline

Škodljivo delovanje UV sevanja na DNK poteka neposredno fotokemično in v manjšem

obsegu posredno preko prostih radikalov. Posledica fotokemičnega delovanja je nastanek

DNK lezij, predvsem pirimidinskih, timinskih in ciklobutanskih dimerov (HADA in sod., 1996).

Akcijski spekter, ki inducira nastanek dimerov, ima svoj maksimum pri 280 nm (QUAITE in

sod., 1992). UV-A pa preko različnih mehanizmov inducira nastanek prostih radikalov in

aktiviranih oblik kisika, ki spremenijo strukturo DNK (PEAK & PEAK, 1990). Čeprav se večji del

podatkov o vplivu UV na nukleinske kisline nanaša na jedrno DNK, raziskave kažejo, da je

mitohondrialna DNK še bolj občutljiva kot jedrna (HRUSZKEWYCZ, 1988).

Poškodbe DNK se izražajo v zmanjšani replikaciji DNK, transkripciji RNK in sintezi proteinov,

kar nadalje vpliva na biokemijske in fiziološke procese. Manj pogosto spremembe DNK

privedejo do mutacij (BJÖRN, 1998). Vpliv UV sevanja na rastlinsko DNK je lahko tudi

fotomorfogenetski. UV sevanje sproži prepisovanje genov za encime, ki sodelujejo pri

biosintezi flavonoidov, morda pa tudi drugih stresnih proteinov (BEGGS in sod., 1985), in

verjetno inhibira prepisovanje genov, ki kodirajo proteine, vključene v fotosintezo (STRID in

sod., 1994).

2.3.3.2 Proteini

Povečanje UV-B sevanja neposredno fotokemično deluje na proteine, ker aromatske

aminokisline dobro absorbirajo sevanje tega spektralnega dela, in posredno preko delovanja

UV-B na DNK (WILSON in sod., 1995).

Aktivnost encima Calvinovega cikla, ribuloze 1,5-bifosfat karboksilaze / oksidaze (Rubisco),

pada z naraščanjem UV-B sevanja (STRID in sod., 1990). Zmanjšano aktivnost pripisujemo

inhibirani transkripciji mRNK za ta encim (JORDAN in sod., 1992) in neposredni

fotomodifikaciji večje podenote encima, ki jo opazimo ob izpostavljenosti rastline UV-B sevanju

(WILSON in sod., 1995). Zmanjšana aktivnost Rubisca je verjetno glavni vzrok za zmanjšano

vsebnost topnih proteinov v celici (JORDAN in sod., 1992). Ob povečanem UV-B sevanju se

pri rastlinah zmanjšajo tudi vsebnosti nekaterih ključnih proteinov fotosintezne enote, kot so

D1 in D2 proteina fotosistema II ter A in B proteina fotosistema I. Do zmanjšane vsebnosti

pride zaradi zmanjšane transkripcije mRNK (JORDAN in sod., 1991) ter fotodegradacije D1 in

D2 proteinov (JANSEN in sod., 1996).
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2.3.3.3 Celične membrane

UV sevanje  pospešuje peroksidacijo lipidov celičnih membran. Peroksidacija se povečuje z

naraščajočima UV-B in UV-A sevanjema (PANAGOPOULOS in sod., 1990). Ob povečanem

UV-B sevanju se spremeni prepustnost membran; iztekanje K+ ionov iz celice se poveča

(MURPHY, 1983), prepustnost celične membrane za vodo se poveča (LICHTSCHEIDL-

SCHULTZ, 1985). Spremeni se električni potencial celice (GALLO in sod., 1989). Delež

nasičenih maščobnih kislin se poveča in nenasičenih zmanjša, kar vpliva na spremenjeno

membransko fluidnost (KRAMER in sod., 1991). Pri kloroplastih lahko pride do dilatacije

tilakoidnih membran (BRANDLE in sod., 1977).

2.3.3.4 Citoskelet

Citoskelet rastlinske celice gradi dinamično povezana mreža mikrotubulov, ki poleg strukturne

vloge sodelujejo pri številnih celičnih procesih. Pri rastlinah, ki jih izpostavimo UV sevanju, se

organizacija mikrotubulov spremeni, posamezne faze celičnega cikla, predvsem S1, G1 in G2,

se podaljšajo. Predvidevajo, da je občutljivo mesto za UV-B in UV-A sevanje tubulin, ki ima

veliko vsebnost aminokislin z aromatskimi obroči. Absorpcijski vrh tubulina je pri 280 nm

(STAXÉN in sod., 1993).

2.3.3.5 Celični organeli

Pod vplivom UV-B sevanja pride do povečane prepustnosti celične membrane za vodo in zato

do zmanjšane viskoznosti citoplazme ter spremembe v njenem gibanju. Lahko se spremeni

zgradba organelov, endoplazmatski retikulum nabreka, mitohondriji postajajo kroglasti

(LICHTSCHEIDL-SCHULTZ, 1985).

2.3.4 POSREDNI VPLIV UV SEVANJA NA CELIČNO ULTRASTRUKTURO

Celične makromolekule, kot so nukleinske kisline, proteini, membranski lipidi, nenasičene

maščobne kisline in ogljikovi hidrati se poškodujejo ob reakcijah s prostimi radikali in

aktiviranimi oblikami kisika. Vsebnost prostih radikalov v celici naraste v stresnih razmerah

(DHINDSA in sod., 1981). Najpogostejše aktivirane oblike kisika so singletni kisik (1O2),

superoksid (O2
- •) in hidroksilni radikal (OH•) (ABELES, 1986).
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2.3.5 VPLIV UV SEVANJA NA BIOKEMIJSKE IN FIZIOLOŠKE PROCESE RASTLINE

2.3.5.1 Fotosinteza

Zmanjšano fotosintezno aktivnost pod vplivom povečanega UV-B sevanja so pokazali poskusi

v rastlinjakih in na terenu, vendar številni avtorji tudi pišejo, da UV-B sevanje na fotosintezo ne

vpliva ali jo spodbuja. Sullivan in sodelavci (1993) zanikajo povečanje fotosintezne aktivnosti

pod vplivom UV-B sevanja, ker ti rezultati držijo le, ko jo izražamo na enoto površine, površina

lista pa se pod vplivom UV-B sevanja pogosto zmanjša. Fotosintezna aktivnost, izražena na

enoto klorofila, se pod vplivom UV-B sevanja ne poveča. Različen odziv rastline je odvisen od

številnih dejavnikov, kot so odpornost rastline na UV sevanje, ontogenetska stopnja razvoja in

interakcije UV sevanja z drugimi dejavniki okolja (BORNMAN & TERAMURA, 1993).

Predvsem v zgodnjih stopnjah razvoja rastline ali njenih organov se pod vplivom UV sevanja

intenziteta fotosinteze pogosto zmanjša (TERAMURA & CALDWELL, 1981).

Pri rastlinah, izpostavljenih UV-B sevanju, pride do zmanjšane fluorescence klorofila, ki je

pokazatelj fotokemične učinkovitosti fotosistema II (FS II). Iz podobnosti strukture FS I in FS II

bi sklepali, da UV sevanje prizadene oba sistema v enaki meri, vendar poskusi kažejo, da je

občutljiv predvsem FS II (IWANZIK in sod., 1983; BORNMAN, 1989), in le redke meritve

potrjujejo občutljivost FS I (VAN in sod., 1977). Zmanjšanje neto fotosinteze je pogosto večje,

kot bi pričakovali glede na zmanjšano fotokemično učinkovitost FS II ali glede na povečano

stomatarno upornost. To potrjuje, da UV-B sevanje deluje na različne komponente in procese,

ki so udeleženi pri fotosintezi (ŁUKASZEK & POSKUTA, 1996; KUMAR in sod., 1998).

Posamezne komponente v kloroplastu so za UV sevanje različno občutljive. UV-B sevanje

deluje neposredno na reakcijski center FS II ter zmanjšuje njegovo aktivnost (YU & BJÖRN,

1996), negativno deluje na center za oksidacijo vode (RENGER in sod., 1989), vpliva na

razgradnjo D1 in D2 polipeptidov v FS II, s čimer se zmanjša število in afiniteta veznih mest za

kinone (BARBER, 1987; JANSEN in sod., 1996), ter deluje na kinone neposredno, tako da

zmanjšuje njihovo sposobnost redukcije (BORNMAN & TERAMURA, 1993). Pod vplivom

povečanega UV-B sevanja pogosto pride do zmanjšanja vsebnosti fotosinteznih barvil,

klorofilov in karotenoidov čeprav poznamo tudi primere, ko vsebnost fotosinteznih barvil

naraste (BORNMAN, 1989; STRID in sod., 1990; MIDDLETON & TERAMURA, 1993). Yu in

Björn (1997) sta ugotovila zmanjšano fosforilacijo polipeptidov, kar vpliva na spremembe v

ekspresiji genov za antenska barvila v FS II. V temotni fazi fotosinteze se zmanjša  aktivnost

encima Rubisca (WILSON in sod., 1995) in vsebnost organskih kislin in sladkorjev, ki

nastopajo v Calvinovem ciklu (TAKEUCHI in sod., 1989). Vzorec prenosa ekscitacijske

energije med gradniki fotosistema se lahko spremeni (RENGER in sod., 1986). Ob
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izpostavljenosti rastline UV-B sevanju se spremeni membrana kloroplastov, kar morda

prispeva k zmanjšanju fotosintezne aktivnosti (KRAMER  in sod., 1991).

Zmanjšanje neto fotosinteze spremlja povečana stomatarna upornost, ki je verjetno posledica

zmanjšanega koncentracijskega gradienta CO2 med zunanjostjo lista in medceličnim

prostorom, do katerega pride zaradi zmanjšane aktivnosti Calvinovega cikla (TERAMURA in

sod., 1983). Morda tudi izhajanje K+ ionov iz celic spremljevalk ob izpostavljenosti rastline

UV-B sevanju vpliva na zapiranje listnih rež (MURPHY, 1983). Fotosinteza je lahko zmanjšana

tudi posredno, zaradi spremenjene listne anatomije, ki prepušča manj fotosintezno aktivnega

dela sevanja (TERAMURA & SULLIVAN, 1994).

2.3.5.2 Celično dihanje

Poskusi kažejo, da UV-B sevanje celično dihanje pospešuje ali pa nanj ne vpliva, kar potrjuje

domnevo, da ima respiracija zaščitno vlogo pri rastlinah, izpostavljenih UV-B sevanju. Rastlina

z dihanjem pridobi ATP in NADH2 za metabolne procese, ki predstavljajo zaščitni odgovor

rastline na povečano UV-B sevanje (ŁUKASZEK & POSKUTA, 1996).
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2.3.6 VPLIV UV SEVANJA NA RAST IN RAZVOJ RASTLINE

UV sevanje različno učinkuje na rast in razvoj rastline, kar je odvisno od zaščitnih mehanizmov

in ontogenetske stopnje razvoja rastline ter od interakcije UV-B sevanja z dejavniki okolja.

Variabilnost odgovorov na povečane intenzitete UV-B sevanja pri rastlinah je zato velika

(BORNMAN & TERAMURA, 1993). Rast in razvoj rastline sta odvisna od jakosti UV-B

sevanja. Pogosto večja jakost UV-B sevanja deluje na rast bolj negativno kot majhne

intenzitete sevanja. V nekaterih poskusih pa je prišlo do inhibirane rasti pri majhni intenziteti

UV-B sevanja, pri višji intenziteti UV-B sevanje na rast ni vplivalo ali jo je celo pospešilo.

Majhna jakost UV-B verjetno ne sproži zaščitnega odgovora rastline, zato lahko deluje bolj

uničujoče kot večja jakost UV-B sevanja ( DAY & DEMCHIK, 1996). Do inhibicije rasti pri

rastlinah, izpostavljenih UV-B sevanju, pogosto pride kljub nespremenjeni fotokemični

učinkovitosti FS II in inteziteti neto fotosinteze, zato predvidevamo, da je vzrok za manjšo rast

v spremenjenem razporejanju ogljikovodikov (GONZALEZ in sod., 1996).

Pri listih, izpostavljenih UV-B sevanju, pogosto ugotovimo zmanjšanje specifične listne

površine ter povečanje specifične listne teže zaradi povečane debeline lista (MURALI in sod.,

1988; ADAMSE in sod., 1994). Do povečanja specifične listne teže pride na račun

spremenjene listne anatomije, povečanega števila celic palisadnega ali gobastega tkiva ali

podaljšanja celic palisadnega tkiva. Odgovor je specifičen za posamezno rastlinsko vrsto in

verjetno predstavlja zaščitno pred prodiranjem UV-B sevanja v list (CEN & BORNMAN, 1990;

BORNMAN & VOGELMANN, 1991). Skupno število listnih rež se zaradi manjše površine lista

zmanjša (TEVINI in sod., 1986). Pri redkih rastlinah pride do povečanega nalaganja

epikutikularnih voskov (BASIOUNY in sod., 1978), pogosto pa se spremeni njihova kemijska

sestava (GONZALEZ in sod., 1996). Redko ob izpostavljenosti rastline UV-B sevanju pride do

povečanja števila listov (LARSON in sod., 1990). Občutljiv parameter za UV-B sevanje je rast

stebla. Ob povečanem UV-B sevanju se zmanjša suha teža stebel  ter dolžina internodijev, kar

pomeni nižje rastline (TEVINI in sod., 1986; SEARLES in sod., 1995). Tudi skupna suha teža

rastline se pogosto zmanjša  (GONZALEZ in sod., 1996). Posebna občutljivost za UV-B

sevanje se kaže v času kalitve ter v zgodnjih stopnjah razvoja mlade rastline. UV-B kalitev

zavira (CALDWELL in sod., 1979; FLINT & CALDWELL, 1984), vendar so številni tudi primeri,

kjer do inhibicije ne pride. Občutljiva razvojna stopnja za UV sevanje je v času prehoda rastline

od vegetativne k reproduktivni obliki (TERAMURA & SULLIVAN, 1987). Po izpostavljenosti

rastline UV sevanju se pogosto spremeni čas cvetenja (MURALI & TERAMURA, 1986a).
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2.3.7 ZAŠČITNI MEHANIZMI

Rastline so tekom evolucije razvile raznovrstne mehanizme, ki jim pomagajo preživeti v

stresnih razmerah. Stres predstavljajo različni dejavniki okolja, kot so sevanje, temperatura,

voda, razpoložljiva hranila, patogeni mikroorganizmi, herbivori ali polutanti, kadar ti odstopajo

od optimalnih vrednosti. Rastline se na stresne dejavnike odzivajo na biokemijski in fiziološki

ravni, kar se pogosto odraža v spremenjeni anatomiji, rasti in razvoju rastline. Stresni odgovor

rastline je usmerjen v preprečevanje in popravljanje poškodb zaradi stresnega dejavnika,

vendar v številnih primerih ni jasno, ali ima odgovor rastline zaščitno vlogo ali pa gre za

poškodbo, ki jo je povzročil stres (ROBBERECHT in sod., 1980; TEVINI & TERAMURA,

1989). Prepoznavanje zaščitnih odgovorov, ki se razvijejo pod vplivom UV-B sevanja, je

zapleteno tudi zaradi kompleksnega delovanja dejavnikov okolja. Spremembe, kot so

zmanjšanje listne površine, povečanje listne debeline in povečano nalaganje epikutikularnih

voskov, smatramo za zaščitne modifikacije rastline pod povečanim UV-B sevanjem, čeprav

odgovor ni specifičen le za povečano UV-B sevanje. V celici pride ob izpostavljenosti rastline

UV-B sevanju do naraščanja vsebnosti nekaterih UV-B absorbirajočih snovi, fotosinteznih

barvil, zaščitnih snovi in encimov s popravljalno vlogo (BORNMAN & TERAMURA, 1993).

2.3.7.1 UV-B absorbirajoče snovi

Flavonoidi, vodotopni fenolovi derivati in sorodne fenolove spojine, ki vključujejo flavonole,

flavonone, flavone, katehine, halkone, antocianine in druge, imajo pomembno vlogo pri zaščiti

rastline pred UV sevanjem. Ti sekundarni metaboliti dobro absorbirajo sevanje v UV-B delu

spektra z vrhom okrog 300 nm (BORNMAN in sod., 1986; ENSMINGER & SCHÄFER, 1992)

in učinkovito vežejo aktivirane oblike kisika (LONCHAMPT in sod., 1989), hidroksilne radikale

(CUADRA & HARBORNE, 1996) in peroksi-radikale (TAKAHAMA, 1988). Prodiranje UV-B

sevanja v list s povečevanjem vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi pada, toleranca rastline do

UV-B sevanja pa pogosto narašča (DAY in sod., 1992; BRAUN & TEVINI, 1993; BORNMAN &

TERAMURA, 1993; SATO & KUMAGI, 1997). Vendar povezava med vsebnostjo UV-B

absorbirajočih snovi in odpornostjo rastline proti UV-B sevanju ni vedno enostavna, ker

odpornost pogojujejo tudi drugi zaščitni mehanizmi (ADAMSE & BRITZ, 1996).

Flavonoidi in sorodne spojine se v celici nahajajo v vakuoli (MARKHAM, 1982), v celični steni

(FRY, 1979; STRACK in sod., 1988) in kloroplastih. Flavonoidi, kovalentno vezani v celični

steni, ki se z alkoholi ne ekstrahirajo, so pomembne UV-B absorbirajoče snovi pri iglavcih, pri

zelnatih rastlinah pa je njihov delež zanemarljiv. Zelnate rastline pred UV-B sevanjem ščitijo

topni flavonoidi v vakuoli. (DAY in sod., 1993). Flavonoide najdemo v listih, kličnih listih, steblu
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in  deblu (BORNMAN &  TERAMURA, 1993). Pri višjih rastlinah izmerimo največje vsebnosti

flavonoidov v listni epidermidi in zgornjem mezofilu (ROBBERECHT & CALDWELL, 1978;

JAHNEN & HAHLBROCK, 1988). Vsebnosti v epidermidi nihajo med 1 in 10 mM (VIERSTRA

in sod., 1982).

Vsebnost topnih flavonoidov, pri rastlinah izpostavljenih polnemu sončnemu sevanju, od zore

do poldneva pogosto narašča, popoldan in zvečer pa upada. Koncentracije flavonoidov pri

rastlinah, ki jih ne doseže UV-B sevanje, ne nihajo (VEIT in sod., 1996). Flavonoidi se

sintetizirajo v tkivih, izpostavljenih UV-B sevanju, in se praviloma ne prenašajo v sosednja

tkiva (LOIS, 1994).

Sintezo flavonoidov inducirajo UV-B in UV-A sevanja ter modra in rdeča svetloba. Od

omenjenih spektralnih delov sevanja je odvisen kvantitativen in kvalitativen vzorec flavonoidov

v rastlini (BORNMAN & TERAMURA, 1993). Receptorji, preko katerih poteka indukcija

biosinteze UV-B absorbirajočih snovi, so UV-B fotoreceptor, fitokrom in kriptokrom, receptor za

UV-A in modro svetlobo. Gene za sintezo UV-B absorbirajočih snovi lahko UV sevanje aktivira

tudi z neposrednim delovanjem na DNK (WELLMANN, 1975; BRUNS in sod., 1986; BJÖRN,

1998). Akcijski spektri, ki sprožijo biosintezo različnih flavonoidov, se med seboj nekoliko

razlikujejo. Akcijski spekter za antocianin ima glavni absorpcijski vrh pri 290 nm in tri manjše v

UV-A, modrem in rdečem delu spektra (YATSUHASHI in sod., 1982). Indukcija sinteze

flavonglikozida poteka ob aktivaciji UV-B in fitokromnih receptorjev (DRUMM-HERREL &

MOHR, 1981; DUELL-PFAFF & WELLMANN, 1982).

Pri rastlinah, izpostavljenih UV-B sevanju, je izražena večja aktivnost genov

fenilpropanoidnega in flavonoidnega metabolizma (SCHMELZER in sod., 1988; KUBASEK in

sod., 1992). V obsevanem tkivu izmerimo povečane vsebnosti encimov flavonoidne poti, in

sicer kalkon sintetaze (CHS) (HAHLBROCK & SCHEEL, 1989), fenilalanin-amonij liaze (PAL),

kalkon-flavonon izomeraze (CHAPPELL & HALBROCK, 1984) in 4-kumarat-CoA liaze

(DOUGLAS in sod., 1987). UV-B vpliva tudi na naraščanje vsebnosti reduciranega glutationa

(GSH), signalne molekule pri biosintezi flavonoidov (WINGATE in sod., 1988). Do povečane

sinteze flavonoidov lahko pride ob dodajanju vodikovega peroksida, kar nakazuje, da ta

spojina sodeluje pri oksidaciji flavonolov (TAKAHAMA in sod., 1989). Verjetno pri regulaciji

biosinteze flavonoidov sodelujejo še drugi dejavniki.
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2.3.7.2 Fotosintezna barvila

Poskusi so pokazali neposredno pozitivno korelacijo med vsebnostjo karotenoidov in

fotosintezno aktivnostjo rastline (MIDDLETON & TERAMURA, 1993). Karotenoidi so del

kompleksa antenskih barvil in sodelujejo pri zaščiti fotosinteznega aparata pred poškodbami

zaradi prekomerne ekscitacije, in sicer z oddajanjem presežne energije sevanja v obliki

toplote. Do prekomerne ekscitacije klorofila pride najprej pri rastlinah, ki so izpostavljene

stresnim dejavnikom, tudi UV-B sevanju (RAU in sod., 1991; MIDDLETON & TERAMURA,

1994). V procesu oddajanja presežne energije sevanja v obliki toplote sodelujejo predvsem

karotenoidi ksantofilnega cikla (DEMMIG-ADAMS, 1990; MELIS in sod., 1992). Pod vplivom

UV-B sevanja lahko pride tudi do povečanja vsebnosti klorofilov (BORNMAN, 1989; STRID in

sod., 1990; MIDDLETON & TERAMURA, 1993).

Pri sintezi karotenoidov in klorofilov sodelujejo UV-B, UV-A in modra svetloba (RAU &

SCHROTT, 1987). Campos in sod. (1991) pa so pokazali, da UV-B sevanje sproži

prepisovanje encima 3-hidroksil-3-metilglutaril CoA reduktaze, ki je odgovoren za povečano

sintezo karotenoidov.

2.3.7.3 Epikutikularni voski

Epikutikularni voski, zmes visokonepolarnih lipidov, prispevajo k večjemu odboju sevanja.

Ekološki pomen imajo voski predvsem pri rastlinah z večjih nadmorskih višin, kjer je intenziteta

celotnega spektra sevanja velika (CLARK & LISTER, 1975). Voščena plast odbije med 10 in

20% UV-B sevanja, ki pade na list (ROBBERECHT in sod., 1980). Na izgradnjo epikutikularnih

voskov poleg UV-B in vidnega sevanja vplivajo še drugi okoljski dejavniki, kot sta temperatura

in relativna zračna vlaga (HULL in sod., 1975).

UV-B sevanje lahko vpliva  na biosintezo epikutikularnih voskov, in sicer na debelino voskaste

prevleke ter na kemijsko zgradbo (STEINMÜLLER & TEVINI, 1985). Poskusi na iglavcih niso

pokazali povečane sinteze voskov, pač pa spremenjeno kemijsko sestavo (GORDON in sod.,

1998). Vendar nimamo dokazov, da bi povečana ali spremenjena biosinteza epikutikularnih

voskov značilno prispevala k večjemu odboju UV-B sevanja z lista in večji odpornosti rastline

proti UV-B sevanju (GONZALEZ in sod., 1996).
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2.3.7.4 Zaščitne snovi

2.3.7.4.1 Fitoaleksini

Fitoaleksini so fenolne snovi z majhno molekulsko maso, ki pripadajo različnim kemijskim

skupinam, predvsem izoflavonoidom, terpenoidom, poliacetilenom in dihidrofenantrenom.

Fitoaleksini so ena izmed skupin stresnih metabolitov; njihovo sintezo inducirajo stresni

dejavniki, kot so sevanje, temperatura, voda, razpoložljivost hranil in različna onesnažila, kot

so težke kovine, plini, pesticidi, ter nadalje herbivori, patogeni in poškodbe (DIXON in sod.,

1983). Fitoaleksini skupaj z drugimi stresnimi odgovori povečujejo odpornost rastline na stres

(KUĆ, 1984).

Poskusi kažejo pozitivno korelacijo med veliko vsebnostjo fitoaleksinov in UV-C sevanjem

(BRIDGE & KLARMAN, 1973). Poskus na navadni konoplji je pokazal povečane vsebnosti

kanabinoidov pod dodatnim UV-B sevanjem, kar pa ni prispevalo k povečani toleranci rastlin

do UV-B sevanja. Morda je bil razlog v velikih vsebnostih flavonoidov, zaradi katerih so rastline

že bile precej odporne proti UV-B sevanju (LYDON in sod., 1987).

2.3.7.4.2 Antioksidanti

Antioksidanti varujejo rastlino pred poškodbami s prostimi radikali in aktiviranimi oblikami

kisika, ki se tvorijo pod vplivom UV sevanja.

Vlogo ključnega antioksidanta v kloroplastih in mitohondrijih ima superoksid dismutaza (RICH

& BONNER, 1987; HALLIWELL, 1984a). Drugi pomembni encimi, ki sodelujejo v procesih

odstranjevanja aktiviranih oblik kisika, so askorbat peroksidaza, dehidroaskorbat reduktaza in

glutation reduktaza. Encimi sodelujejo v Mehlerjevi in askorbat peroksidazni reakciji, kjer se

superoksid (O2
- •) preko vmesnih stopenj reducira do vode (MACKERNESS-SOHEILA in sod.,

1998). Murali in sod. (1988) so pokazali, da pride pri povečanih intenzitetah UV-B sevanja v

izpostavljenih tkivih do povečane vsebnosti izoencimov peroksidaze. Glutation (GSH) sodeluje

pri odstranjevanju singletnega kisika (1O2), superoksida (O2
- •), vodikovega peroksida (H2O2) in

hidroksilnega radikala (OH•) (LARSON, 1988). α-tokoferol je glavni lovilec prostih radikalov v

lipidni plasti membran in učinkovito reagira s kisikovimi radikali, ki so odgovorni za

peroksidacijo lipidnih plasti. Tudi β-karoten učinkovito reagira s kisikovimi radikali (LARSON,

1988). Glavni zaščitni encim v citoplazmi je halkon sintaza (STRID in sod., 1996). Kot

antioksidanti delujejo tudi askorbinska kislina, urična kislina in številni flavonoidi. Izredno veliko

antioksidacijsko učinkovitost kažejo flavonoidi z več hidroksilnimi skupinami (LARSON, 1988).
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2.3.7.4.3 Poliamini

Poliamini, preproste alifatske spojine, so produkt dušikovega metabolizma, ki se tvorijo

predvsem v stresnih razmerah in igrajo vlogo zaščitnih molekul (FLORES, 1990). Poliamini

vežejo proste radikale (BORS in sod., 1989). Ob izpostavljenosti rastline UV-B sevanju se

povečajo vsebnosti poliaminov spermidina, spermina in prekurzorja putrescina, ki inhibirajo

peroksidacijo lipidov in stabilizirajo strukturo membranskih dvoplasti (KRAMER in sod., 1991).

2.3.7.5 Popravljanje poškodovane DNK

Mesta na DNK, kjer je prišlo do nastanka pirimidinskih ali ciklobutanskih in timinskih dimerov,

rastline popravljajo na dva načina, preko fotoreaktivacije ali ekscizije. Fotoreaktivacija, od

svetlobe odvisno popravljanje, poteče s pomočjo UV-A ali modre svetlobe in encimov fotoliaz,

ki DNK popolnoma popravijo (YASUI in sod., 1994). Poteka v vseh organelih, ki vsebujejo

DNK, v jedru, kloroplastih in mitohondrijih (STAPLETON in sod., 1997). Ekscizija okvarjenih

mest DNK poteka tudi pri majhni svetlobni intenziteti (PANG & HAYS, 1991), vendar je proces

energetsko zahteven, obnavljanje prvotnega zaporedja baz pa ni popolnoma pravilno

(QUAITE in sod., 1994). Ekscizija je v optimalnih svetlobnih razmerah precej manj intenzivna

kot popravljanje s pomočjo fotoliaz (BJÖRN, 1998). Ob majhnem številu dimerov (manj od 30

dimerov na milijon baz) rastlina popravlja napake le s pomočjo fotoreaktivacije. Pri večjem

številu napak sta vključena oba popravljalna mehanizma (QUAITE in sod., 1994).

2.4 INTERAKCIJE UV SEVANJA IN OKOLJSKIH DEJAVNIKOV

Fotosintezno aktivni del sevanja, temperaturne razmere, razpoložljiva voda in hranila,

vsebnost ogljikovega dioksida, onesnažila, okužbe in poškodbe rastline v interakciji z UV

sevanjem delujejo sinergistično, antaganostično ali nevtralno; odgovor rastline je odvisen od

interakcije okoljskih dejavnikov in rastline.
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2.4.1 SEVANJE

Odgovor rastline na sevanje je pogosto interakcija med procesi, ki jih sprožijo UV-B, UV-A,

rdeča ter daljna rdeča in modra svetloba preko različnih fotoreceptorjev (UV-B fotoreceptorja,

fitokroma ali kriptokroma). V nekaterih procesih so udeleženi vsi trije receptorji, v drugih en

sam (MOHR, 1994; LERCARI in sod., 1990; BRANDT in sod., 1995). Odgovori rastline so

lahko zelo podobni, čeprav jih sproži sevanje različnih spektralnih delov preko različnih

fotoreceptorjev (BJÖRN, 1998). Mehanizmi odgovorov rastline na sevanje so zato precej

zapleteni in v številnih primerih še nejasni.

Pri rastlini, ki je izpostavljena UV-B sevanju in ima poškodovan fotosintezni aparat, do

fotoinhibicije pride pri manjših vrednostih PPFD kot pri neizpostavljeni rastlini. Prevelike

vrednosti PPFD in UV-B delujejo fotoinhibitorno, zmanjša se delež pretvorjene svetlobne

energije v kemijsko. V prvi fazi fotoinhibicije gre za nefotokemično oddajanje presežne

ekscitacijske energije FS II, v končni fazi pa pride do fotooksidacijskih poškodb fotosinteznega

aparata (HIDEG & MURATA, 1997).

Številni poskusi (TERAMURA, 1980; WARNER & CALDWELL, 1983; CEN & BORNMAN,

1990) pa so pokazali pozitivno delovanje fotosintezno aktivnega dela sevanja (PAR) na

rastlino, ki je bila hkrati  izpostavljena UV-B sevanju. Pozitiven vpliv je lahko posledica

fotoreaktivacije, kjer pride do popravljanja dimerov celične DNK s pomočjo fotoliaz (BJÖRN,

1998) ali do drugih procesov, kot na primer povečane biosinteze zaščitnih snovi, flavonoidov in

poliaminov (HUSAIN in sod., 1987). Pri rastlini, izpostavljeni saturacijskim vrednostim PPFD,

se zmanjša negativen vpliv UV-B na biosintezo encima Rubisco, polipeptidov D1 in D2

fotosistema II, polipeptidov A in B fotosistema I (JORDAN in sod., 1991), zmanjša se tudi

peroksidacija lipidov (MURALI in sod., 1988). Ob saturacijskih vrednostih PPFD se zmanjšuje

negativen vpliv UV-B na fiziološke procese, na fotosintezo, respiracijo in stomatarno

prevodnost. UV-A in modra svetloba pozitivno delujeta na število kloroz in zmanjševanje

specifične listne teže, ki ju inducira UV-B sevanje (ADAMSE & BRITZ, 1996). Ob sočasni

izpostavljenosti rastline UV-B in PAR lahko pri nekaterih vrstah pride celo do povečanja

biomase. PAR tudi posredno deluje na odpornost rastline proti UV sevanju. Velike vrednosti

PAR vplivajo na morfologijo rastline: listi so debelejši, površina listov pa se zmanjša, kar tudi

nekoliko doprinese k manjši prepustnosti lista za UV-B (WARNER & CALDWELL, 1983).
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2.4.2 TEMPERATURNE RAZMERE

Zaradi globalnega naraščanja temperature so raziskave delovanja UV-B sevanja v interakciji z

ekstremnimi temperaturami usmerjene predvsem k visokim temperaturam. Poskusi so

pokazali pozitivni in negativni vpliv sočasnega delovanja visokih temperatur in UV-B sevanja

na rastline.

Visoke temperature inhibirajo delovanje fotoliaze, ki v ugodnih svetlobnih razmerah popravlja

dimere DNK. Optimalna temperatura za delovanje encima je med 22°C in 30°C, višje

temperature pa fotopopravljanje zavirajo (PANG & HAYS, 1991). Pri poskusu na štirih

rastlinskih vrstah, izpostavljenih UV-B sevanju in temperaturam med 28°C in 32°C, je pri dveh

vrstah ob višjih temperaturah prišlo do povečanja suhe teže rastlin, pri drugih pa temperaturne

razmere na rast niso vplivale (TERAMURA in sod., 1991). Visoke temperature so v naravi

pogosto povezane s pomanjkanjem vode. Pri poskusu na soji (Glycine max) UV-B sevanje na

rast rastlin ni vplivalo v vročih, suhih sezonah, medtem ko se je v hladnih, deževnih sezonah

rast značilno zmanjšala (TERAMURA in sod., 1990a).

2.4.3 VSEBNOST OGLJIKOVEGA DIOKSIDA

Povprečna vsebnost CO2 v atmosferi, ki se giblje okrog 350 ppm, predstavlja omejujoč faktor

predvsem za fotosintezo C3  rastlin. Po napovedih naj bi v atmosferi v naslednjih 30 do 75 letih

dosegli vsebnost 600 ppm CO2, naraščanje vsebnosti CO2 pa naj bi doprineslo k povečani

fotosintezi in pospešeni rasti C3 rastlin. V novejših raziskavah želijo preučiti vpliv povečanih

vsebnosti CO2 v interakciji s povečanim UV-B sevanjem na rastline.

Sadike pšenice, riža in soje so izpostavili UV-B sevanju pri dveh različnih vsebnostih CO2,

350 ppm in 650 ppm. UV-B sevanje pri normalni vsebnosti CO2 ni vplivalo na rast in pridelek

nobene od vrst. Pri povečanih vsebnostih CO2 sta bila pridelek in biomasa značilno manjša pri

C4 rastlinah, pri soji pa sta ostala nespremenjena (TERAMURA in sod., 1990b). Podoben

poskus na dveh kultivarjih riža sta izvedla Ziska in Teramura (1992). Pri obeh kultivarjih je

prišlo do naraščanja neto fotosinteze, biomase in pridelka ob povečanih koncentracijah CO2.

Ob dodatnem obsevanju rastlin z UV-B je pozitiven vpliv velike vsebnosti CO2 delno ali

popolnoma izginil. Poskusi kažejo, da bi pod vplivom UV-B sevanja in ob povečani atmosferski

vsebnosti CO2 verjetno prišlo do zmanjšanja pridelka predvsem pri C4 rastlinah.
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2.4.4 RAZPOLOŽLJIVA VODA

Rastline v naravi so izpostavljene dnevnim in letnim nihanjem razpoložljive vode, ki pogosto

sovpadajo z nihanjem UV sevanja. Sočasnemu delovanju vodnega stresa in UV-B sevanja so

zato pri raziskavah namenili precej pozornosti (SCHULZE, 1986).

Vodni stres preko indukcije zaščitnih snovi, ki absorbirajo v UV-B spektralnem delu sevanja,

dodatno poveča odpornost rastlin proti UV-B sevanju pri relativno odpornih rastlinah, ne

doprinese pa k odpornosti pri občutljivih rastlinah (TEVINI in sod., 1983 a). Laboratorijska

poskusa, ki so ju izvedli Teramura in sodelavci (1984a, 1984b), sta pokazala hitrejšo in bolj

popolno obnovitev fotosintezne aktivnosti po vodnem stresu pri rastlinah, ki so bile

izpostavljene UV-B sevanju, kot pri tistih, ki niso bile obsevane. Mehanizem, preko katerega

UV-B spodbudi obnovitev fotosintezne aktivnosti, zaenkrat ni poznan, ugotovili pa so, da ne

gre za neposredni vpliv UV-B sevanja na vodni potencial rastline. Terenski poskusi niso potrdili

povečanja fotosintezne aktivnosti ali biomase ob sočasnem delovanju vodnega in sevalnega

stresa. Povečano UV-B sevanje je pri dobro zalitih rastlinah prispevalo k zmanjšanju neto

fotosinteze, listne površine in skupne suhe teže. Pri rastlinah, ki so rasle v sušnih razmerah,

po obsevanju z UV-B ni bilo dodatnih sprememb. Vodni stres vpliva na zmanjšanje

fotokemične učinkovitosti fotosistema, zmanjšanje stomatarne prevodnosti, povečanje

vsebnosti zaščitnih snovi in zmanjšanje listne površine ter povečanje debeline lista,

spremembe se skupaj izražajo kot zavrta rast. UV-B sevanje torej značilno negativno vpliva na

rast dobro zalitih rastlin, v sušnih razmerah pa je vpliv sevanja prikrit  (MURALI &

TERAMURA, 1986b).

2.4.5 HRANILA

Rastline za normalno rast in razvoj potrebujejo 16 (17) esencialnih elementov, ki so udeleženi

v različnih fizioloških procesih. Pomanjkanje elementa inhibitorno deluje na določene procese,

kar se izraža v ovirani rasti in razvoju rastline. Domnevamo, da ima pomanjkljiva mineralna

prehrana v interakciji z UV stresom na rastlino dodaten negativen vpliv.

Rastline soje so gojili pri optimalni in pri zmanjšani preskrbi s fosforjem ter jih obsevali z UV-B.

Pri rastlinah s primanjkljajem fosforja je bila inhibicija rasti po izpostavitvi UV-B sevanju

relativno manjša kot pri rastlinah, ki so bile optimalno preskrbljene s fosforjem. Pomanjkanje

fosforja pri rastlini izzove povečanje biosinteze zaščitnih snovi, z absorpcijskim vrhom v UV-B

spektru sevanja, ter spremembe listne anatomije, ki se odražajo v povečani debelini lista, kar

deluje kot zaščita pred UV-B sevanjem, obenem pa prikrije spremembe, ki so nastale zaradi

UV-B sevanja  (MURALI & TERAMURA, 1985a,b). Kratkotrajni poskusi v rastlinjaku z
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optimalno mineralno preskrbo so pokazali, da UV-B sevanje zavira rast solate (Lactuca

sativa), ne vpliva pa na rast alpske kislice (Rumex alpinum), aklimatizirane na sevanje v

visokogorju. Pri dolgotrajnih poskusih UV-B sevanje ni imelo vpliva na rast nobene od rastlin v

razmerah, kjer je bila preskrba z minerali optimalna, ob pomanjkanju mineralov pa je sevanje

na rast vplivalo negativno (BOGENRIEDER & DOUTE, 1982).

2.5 VPLIV UV-B SEVANJA NA DREVESNE VRSTE

Drevesa so redko poskusni objekt raziskav vplivov UV sevanja. Pri trajnicah pride do

kumulativnega učinka UV sevanja; zanima nas, do katere mere se je rastlina sposobna

zaščititi pred sevanjem in popravljati poškodbe, kadar je več let izpostavljena majhnim

intenzitetam sevanja, kakršne so razmere v naravi.

Poskus na štirih listnatih drevesnih vrstah, bukvi, ostrolistnem javorju, belem gabru in velikem

jesenu, ki si jih gojili pod filtrom, s katerim so odstranili UV-B, ter pod polnim spektrom dnevne

svetlobe, je pokazal značilno povečanje biomase dreves, ki so se razvijala brez UV-B dela

spektra. Domnevali so, da že današnje intenzitete UV-B sevanja inhibitorno vplivajo na rast

nekaterih rastlin (BOGENRIEDER & KLEIN, 1982). Enake rezultate so dobili s poskusi na

nekaterih tropskih drevesnih vrstah (SEARLES in sod., 1995).

Na iglavcih z višjih nadmorskih leg (Picea engelmannii, Pinus contorta), ki so jih izpostavili

povečanemu UV-B sevanju, po končanem poskusu niso opazili nobenih anatomskih ali

morfoloških sprememb (KAUFMANN, 1978). V nadaljnjih poskusih so želeli ugotoviti

odpornost proti UV-B sevanju pri iglavcih z različnih nadmorskih višin (KOSSUTH & BIGGS,

1981; GJERSTAD & BARBER, 1978; SULLIVAN & TERAMURA, 1988). Po izpostavitvi sadik

normalnim in povečanim intenzitetam UV-B sevanja so primerjali spremembo biomase pri

posamezni vrsti. Biomasa je pod povečanimi intenzitetami UV-B narasla pri visokogorskih

vrstah, Picea engelmanii in Abies concolor, nespremenjena je ostala pri Abies fraseri,

Pseudotsuga menziesii, Pinus nigra in Pinus edulis, značilno zmanjšanje pa so izmerili pri

kolinski vrsti Pinus taeda. Rastlinske vrste, ki uspevajo na visokih nadmorskih legah, kjer so

odmerki UV-B sevanja veliki, so bolj odporne na UV-B kot rastline kolinskega pasu. Eden od

vzrokov za odpornost rastlin z montanskih in alpinskih rastišč proti UV-B sevanju je majhna

prepustnost epidermide za UV-B v primerjavi z nižinskimi vrstami (ROBBERECHT in sod.,

1980). Poskusi na iglavcih in listavcih so pokazali, da zmanjšanja biomase in dolžine listov ne

spremlja vedno zmanjšanje fotosintezne aktivnosti. Fotosintezna aktivnost ostaja

nespremenjena zaradi majhnega prodiranja UV-B v mezofil (DILLENBURG in sod., 1995;

SULLIVAN in sod., 1996). Do zavrte rasti lista pa kljub temu verjetno pride zaradi

odebeljevanja celičnih sten epidermide pri povečanih intenzitetah UV-B sevanja, kar

preprečuje nadaljnjo rast epidermalnih celic (LIU & McCLURE, 1995; SULLIVAN in sod, 1996).
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Sullivan in Teramura (1992) sta pokazala, da bi bilo potrebno raziskati kumulativni učinek

UV-B sevanja na večletne rastline. Po enem letu obsevanja Pinus taeda z UV-B je prišlo do

zmanjšanja biomase pri sadikah z nekaterih rastišč, po treh letih izpostavljenosti povečanemu

UV-B sevanju se je biomasa poganjkov in koreninskega sistema zmanjšala pri vseh rastlinah,

ne glede na njihovo rastišče. Fotosintezna aktivnost je pri večini rastlin ostala nespremenjena,

kar kaže na spremembo razmerij v porabi energije pri obsevanih rastlinah.

2.6 VPLIV UV-B SEVANJA NA EKOSISTEM

Vpliv povečanega UV sevanja na gozdni ekosistem je slabo poznan, vendar pomemben, saj

gozdne rastline prispevajo blizu 80% biomase vseh kopenskih ekosistemov.

Povečanje UV-B sevanja se odraža v subtilnih biokemijskih, anatomskih in morfoloških

spremembah rastlin precej bolj pogosto kot v spremembi primarne produkcije, vendar

biokemijske in morfološke spremembe lahko pomaknejo kompetitivno ravnotežje v prid druge

rastlinske vrste. Vrste, ki so bolj odporne na UV-B sevanje, nadomestijo občutljivejše vrste,

rezultat te dinamike pa je lahko sprememba biotske raznovrstnosti ekosistema (BARNES in

sod., 1988; 1990). UV-B sevanje sproža delovanje fenilpropanoidne poti, preko katere

nastajajo flavonoidi in lignin. Tako se spremeni kemična obramba rastline pred patogeni in

herbivori ter dekompozicija rastlinskega tkiva v tleh (CALDWELL in sod., 1989; GWYNN-

JONES in sod., 1997). Spremenjena vsebnost dušikovih spojin v rastlinskem tkivu, do katere

pride po povečanem UV-B obsevanju, vpliva na sestavo mikrofavne, ki se hrani z rastlinskim

tkivom (ROUSSEAUX in sod., 1998; SEARLES in sod., 1998). Spremembe biokemijskih poti

zaradi povečanega UV-B sevanja torej posredno lahko vplivajo tudi na kompetitivno ravnotežje

med vrstami in številčnost vrste v nekem ekosistemu.



Trošt, T., Vpliv povečanega UV-B sevanja na aktivnost smreke (Picea abies) in tvorbo zaščitnih snovi.
       Mag. nal., Univerza v Ljubljani, BF, Odd. za biologijo, 2000
___________________________________________________________________________________

22

3 MATERIAL IN METODE DELA

3.1 POSKUSNE RASTLINE

Seme poskusnih rastlin smreke (Picea abies (L.) Karst.)  izvira iz semenskega sestoja Hrušica,

nabrano je bilo v semenskem letu 1996. Naključno izbrano seme, namenjeno vzgoji rastlin, je

bilo posejano leta 1997 v rastlinjaku. Sejanke so v prvem letu rasle v kontroliranih razmerah,

brez UV-B sevanja. Enoletne rastline smo izpostavili zunanjim razmeram oktobra 1998. Seme,

namenjeno ugotavljanju vpliva UV-B sevanja na kalitev, smo kalili aprila 1999 na prostem.

3.2 POSKUSNE RAZMERE

3.2.1 SEJANKE SMREKE

Poskus smo nastavili na prostem, v Botaničnem vrtu Univerze v Ljubljani, jeseni 1998. Meritve

na mladih smrekah smo opravljali enkrat mesečno, od zime do jeseni 1999. V poletnih

mesecih smo rastline občasno zalivali z vodovodno vodo, tako da jih vodni stres ni prizadel.

Posadili smo jih v mešanico šotne prsti in listavke v razmerju 1:1, ki vsebuje zadostno količino

hranil. Smreke smo posadili v treh paralelkah po petdeset rastlin v glinasta korita.

Smreke so rasle  pod različnimi sevalnimi razmerami. Sistem osvetljevanja smo povzeli po

Caldwellu in sodelavcih (1983). Pripravili smo tri sisteme tretiranj z različnimi jakostmi UV-B

sevanja, da bi se vsaj deloma izognili navidezno linearni zvezi med UV-B sevanjem in

odgovorom rastline, ki bi jo dobili  na podlagi dveh tretiranj. Na prvi ploskvi so bile sejanke

izpostavljene zunanjemu sevanju, vendar pretežno brez UV-B  spektra, na drugi ploskvi

sevanju z dodatnim UV-A spektrom sevanja  ter na tretji ploskvi sevanju z dodatnim UV-B in

UV-A spektralnim delom, ki je po jakosti ustrezal 17% stanjšanju ozonske plasti, kar

predstavlja od 35 do 58% povečanje biološko aktivnega UV-BBE sevanja (Tabela 1.). UV-B

spekter sevanja smo prestregli s pomočjo poliestrskega filtra. Za dodatno UV-A in UV-B

sevanje smo postavili fluorescentne luči (Q-Panel 313) en meter nad rastlinami. Z lučmi,

ovitimi v poliestrski filter, smo kontrolnim rastlinam dodajali UV-A spektralni del, z lučmi in

celulozno diacetatnim filtrom, ki ne prepušča krajših valovnih dolžin od 280 nm, pa UV-A in

UV-B sevanje.

V prvem tretiranju smo odstranili celotni UV spekter sevanja, vendar pri nekaterih rastlinah tudi

odsotnost UV-A sevanja spremeni določene biokemijske in fiziološke značilnosti organizma

(NEWSHAM in sod, 1996). Pri postavitvi te poskusne ploskve se zelo težko izognemo

zmanjšanju relativne zračne vlažnosti in povečanju temperature, ki dodatno vpliva na nekatere

biokemijske, fiziološke in morfološke značilnosti rastline. Prednost te kontrole je primerljivost z
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rezultati poskusov, izvedenih na drugih nadmorskih višinah in zemljepisnih širinah, kjer so

ambientalne jakosti sevanja različne. Pri drugi kontroli smo rastlinam, ki so uspevale v

zunanjih sevalnih razmerah, dodajali UV-A spekter enake jakosti, kot je bilo dodatno UV-A

sevanja pri rastlinah s tretje ploskve. V tretjem tretiranju smo rastline obsevali z UV-A in UV-B

spektrom.

Tabela 1. Povprečno mesečno povečanje biološko aktivnega dela sevanja UV-BBE pod tretiranjem z dodatnim

UV-B sevanjem napram tretiranju v zunanjih razmerah; dod.: dodatno UV-B sevanje, izmer.:

izmerjeno UV-B sevanje.

jan feb mar apr maj jun jul avg sep okt nov dec

dod. UV-B / izmer. UV-B
(%)

52,6 47,9 52,7 56,9 58,3 40,5 35,1 35,3

Dodatno UV-A in UV-B sevanje je ustrezalo 17% zmanjšanju ozonske plasti na znani lokaliteti

(nadmorska višina in zemljepisna širina) ob določenem letnem času, odmerke dodatnega

sevanja smo sproti prilagajali. Sevanje smo dodajali v opoldanskih urah, ko je bilo tudi naravno

UV-B sevanje največje. Celoten odmerek sevanja smo dodali v času, ko so rastline prejele

med 70 in 87% naravnega UV-B sevanja. Odmerke dodatnega in zunanjega biološko

učinkovitega UV-B sevanja (UV-BBE) na poskusni ploskvi prikazuje Graf 1. Zunanje UV-B,

UV-A in PAR sevanje (Graf 2.) smo merili z dozimetrom (Eldonet), nameščenim na strehi

Biološkega središča v Ljubljani. V Botaničnem vrtu smo beležili tudi temperaturo zraka (Data

Logger, Li-Cor) (Graf 2.).
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Graf 1.  Zunanji in dodatni odmerki biološko učinkovitega UV-BBE sevanja na poskusni ploskvi v Botaničnem

vrtu Univerze v Ljubljani.

Graf 2. Povprečni dnevni odmerki fotosintezno aktivnega dela sevanja in povprečne dnevne temperature na

poskusni ploskvi v  Botaničnem vrtu Univerze v Ljubljani.
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3.2.2 KALITEV

Suho seme smreke (Picea abies (L.) Karst.), namenjeno kalitvi, smo izpostavili enakim

sevalnim razmeram kot sejanke. S poskusom smo pričeli meseca aprila, ko so se najvišje

dnevne temperature gibale med 12 in 20°C.

Za vsako tretiranje smo naključno izbrali štirikrat sto suhih semen smreke in jih zložili v

plastične posode. Dno posod smo prekrili z desetimi plastmi filter papirja, ki smo ga med

poskusom redno vlažili z deionizirano vodo (ISTA, 1985). Posode smo prekrili s celulozno

diacetatno folijo, ki je preprečila stekanje padavinske vode v posode. Folijo smo prilepili le z

dveh strani, da smo zagotovili čimboljši pretok zraka. Kaleča semena smo preštevali na tri do

sedem dni. Kaleče seme smo prepoznali, ko se je pokazala radikula. Mednarodna zveza za

preskušanje semen (International Seed Testing Association - ISTA) priporoča štetje sedmi,

štirinajsti in enaindvajseti dan od nastavitve poskusa, vendar poskuse izvaja v kontroliranih

razmerah pri temperaturah med 22 in 24 °C. V našem poskusu smo čas kalitve in intervale

štetja kalečih semen prilagajali dinamiki kalitve v razmerah na prostem.

3.2.3 SMREKE Z VISOKOGORSKEGA RASTIŠČA

Na smrekah z visokogorja, z nadmorske višine 2100 m, smo v juliju opravili enkratne meritve

fotokemične učinkovitosti, dihalnega potenciala, vsebnosti fotosinteznih pigmentov in UV-B

absorbirajočih snovi, topnih v metanolu. Za primerjavo smo vzeli smreke z nižinskega rastišča,

z nadmorske višine 600 m. Fotokemično učinkovitost smo merili na rastišču, ostale analize

smo opravili v laboratoriju, na petih vzorcih posamezne starostne skupine iglic. Analizirali smo

enoletne, dveletne in triletne iglice. Smreke na visokogorskem rastišču so bile stare blizu

deset, na nižinskem rastišču pa pet let.

3.3 MERITVE IN ANALIZE

Dinamiko izbranih parametrov na sejankah smreke smo spremljali skozi eno vegetacijsko

sezono. Meritve in analize smo opravljali enkrat mesečno. Vzorce smo izbirali naključno izmed

petdesetih rastlin posameznega tretiranja. Velikost vzorca je bila deset ali pet. Parametre smo

merili ločeno na enoletnih in dveletnih iglicah, ker smo predvidevali, da je odgovor rastline

odvisen tudi od ontogenetske stopnje razvoja. Le fotosintezno aktivnost smo merili na

enoletnih in dveletnih iglicah skupaj, ker je bilo ločeno merjenje tehnično neizvedljivo.
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3.3.1 FIZIOLOŠKE MERITVE

Fiziološke meritve smo opravljali na poskusni ploskvi v Botaničnem vrtu, ob sončnem

vremenu, med dvanajsto in petnajsto uro. Vrednosti gostote fotonskega fluksa fotosintezno

aktivnega dela sevanja (PPFD) so presegale 1000 µmol m-2 s-1. Luči na dan merjenja niso

gorele, ker nas je zanimal le morebitni kumulativni vpliv UV-B sevanja.

3.3.1.1 Fotosintezna aktivnost

Fotosintezno aktivnost smreke smo merili z infrardečim analizatorjem plina LI-6200 (LI-COR),
z zaprtim pretokom zraka in diferencialnim merjenjem (LI-COR, 1987).

Meritve smo opravili v razmerah, ko so bile dosežene saturacijske jakosti PPFD za fotosintezo.

Velikost fotosinteze smo izrazili na aproksimirano suho težo iglic. Ocena suhe teže pri mladih

iglicah je, zaradi variabilne vsebnosti vode, odstopala od pravih vrednosti za ± 5%.

Na merjenem poganjku smo prešteli število iglic in izmerili njihovo povprečno dolžino. Na

podlagi posušenih vzorcev po deset enoletnih in deset dveletnih iglic ter povprečne dolžine

iglic obeh vzorcev, smo ocenili suho težo iglic merjenega poganjka. Vzorčni material smo sušili

v sušilniku Sterimatic ST-11 (Instrumentaria, Zagreb), 24 ur, pri temperaturi 105 °C.

3.3.1.2 Fotokemična učinkovitost fotosistema II

Klorofil a reakcijskega centra in klorofil antenskih pigmentov v FS II oddajata del ekscitacijske

energije kot fluorescenco. V optimalnih razmerah fluorescenca predstavlja od 2 do 4%

ekscitacijske energije, v stresnih razmerah, ko se vsa absorbirana svetlobna energija ne more

porabiti za fotosintezo, pa se delež oddane energije v obliki fluorescence poveča.

Fluorescenca zato služi kot merilo fotokemične učinkovitosti FS II (KRAUSE & WEIS, 1991;

SCHREIBER in sod., 1998).

Pri temotno adaptiranem listu so akceptorji elektronov oksidirani in reakcijski centri odprti, kar

pomeni, da lahko absorbirajo svetlobno energijo. Fluorescentni signal, ki ga izmerimo, ko so

vsi reakcijski centri odprti, izvira iz klorofila v antenskih pigmentih in ga imenujemo osnovna ali

minimalna fluorescenca temotno adaptiranega vzorca (Fo). Ko osvetlimo list s saturacijskim

žarkom, se fluorescentni signal poveča. Redukcija kinonov je hitrejša od ponovne oksidacije,

zato klorofil reakcijskega centra FS II del ekscitacijske energije odda v obliki fluorescence.

Hitrost reoksidacije kinonov je odvisna od elektronskega transporta in Calvinovega cikla.

Povečani fluorescentni signal imenujemo maksimalna fluorescenca temotno adaptiranega

vzorca (Fm). Razliko med Fm in Fo imenujemo variabilna fluorescenca (Fv), ki je pokazatelj
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velikosti redukcije QA , ki je prvi stabilni akceptor elektronov v FS II. Razmerje Fv/Fm je merilo

potencialne fotokemične učinkovitosti FS II in je sorazmerno neto fotosintezi (KRAUSE &

WEIS, 1991). Razmerje Fv/Fm dosega vrednosti 0,83, pri vitalnih rastlinah (BJÖRKMAN  &

DEMMIG, 1987) in se zmanjša, kadar je rastlina izpostavljena stresnim razmeram. Dejansko

fotokemično učinkovitost FS II (Y) v določenih svetlobnih razmerah merimo na osvetljenih

listih.

Fotokemično učinkovitost fotosistema II (FS II) smo merili z modulacijskim fluorometrom

OS-500 (Opti-Sciences). Velikost vzorca pri parametrih Fv/Fm in Y je bila deset, zadnji dve

seriji meritev na dveletnih iglicah smo zaradi propadanja iglic opravili v štirih paralelkah. NPQ

smo merili v treh ponovitvah.

Merili smo potencialno fotokemično učinkovitost FS II (Fv/Fm). Čas zatemnitve vzorcev pred

merjenjem je bil 10 minut. Halogena luč fluorometra OS-500 je zagotovila saturacijski pulz z

gostoto kvantnega toka ≈ 8000 µmol m-2 s-1 in trajanjem 0,8 s.

Ugotavljali smo dejansko fotokemično učinkovitost FS II (Y), izračunano kot Fms-Fs/Fms. Fs

predstavlja minimalno fluorescenco klorofila a FS II osvetljenega vzorca, Fms pa maksimalno

fluorescenco osvetljenega vzorca. Uporabili smo saturacijski pulz z gostoto kvantnega toka

≈ 9000 µmol m-2 s-1 in trajanjem 0,8 s.

Spremljali smo tudi kinetiko fluorescence klorofila a FS II. Posamezna meritev je trajala štiri

minute, kar je zadoščalo, da so se Fms in Fs vrednosti ustalile. Saturacijske pulze z gostoto

kvantnega toka ≈ 8000 µmol m-2 s-1 in trajanjem 0,8 s smo prožili ročno, v intervalih na 10 s.

Prvi saturacijski pulz smo sprožili pri zatemnjenem vzorcu, da smo dobili pravo vrednost Fm.

Nefotokemični del dušenja fluorescence klorofila a FS II smo  izrazili preko parametra NPQ,

izračunanega kot Fm-Fms/Fms. Fluorometer OS-500 izračunava nefotokemični del dušenja

fluorescence kot parameter qN in kot NPQ. Izbrali smo NPQ, ker je boljši pokazatelj

nefotokemičnega dušenja kot qN, kadar so vrednosti qN večje od 0,6. Naše vrednosti so v

poletnih mesecih, ko je bilo UV-B sevanje najmočnejše, presegale 0,6 (OPTI-SCIENCES,

1995).
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3.3.2 BIOKEMIJSKE ANALIZE

Biokemijske analize smo opravili v ekološkem laboratoriju Nacionalnega inštituta za biologijo.

Vzorce smo nabirali med osmo in deseto uro dopoldan in jih isti dan analizirali. Velikost vzorca

posameznega tretiranja je bila pet. Vzorec je vseboval dve iglici ali izjemoma, zaradi

pomanjkanja materiala, eno iglico. Vzorce smo stehtali, vsebnosti analiziranih snovi smo

aproksimirali na suho težo vzorca. Delež suhe snovi smo izračunali na podlagi vzorcev desetih

iglic posameznega tretiranja, ki smo jih sušili v sušilniku Sterimatic ST-11 (Instrumentaria,

Zagreb), 24 ur, pri temperaturi 105 °C. Za tehtanje smo uporabljali miligramsko tehtnico

Sartorius.

3.3.2.1 Dihalni potencial

Dihalni potencial rastlin smo ugotavljali preko encimatske aktivnosti elektronskega

transportnega sistema v mitohondrijih (ETS) po metodi, ki jo je razvil Packard (1971). Metoda

temelji na redukciji umetnega elektronskega akceptorja jodo-nitro-tetrazolium-klorida (INT), ki

ga dodamo ekstraktu poskusnega tkiva.

Vzorce smo zmleli v terilnici in dodali 4 ml ledeno hladne homogenizirajoče raztopine (0,1 M

fosfatni pufer, 0,15% (w/v) polivinil pirolidon, 0,2% (v/v) Triton-X-100). Celične in

mitohondrijalne membrane smo dodatno razbili s pomočjo ultrazvočnega homogenizatorja

4710 (Cole-Parmer Instrument), ekstrakt centrifugirali (centrifuga Sigma 2K15, 4 minute,

10 000 Hz, 2°C). Vzorce smo razdelili v tri paralelke po 0,5 ml ter dodali 1,5 ml substratne

raztopine (0,1 M fosfatni pufer, 1,7 mM NADH, 0,25 mM NADPH, 0,2% (v/v) Triton-X-100) ter

0,5 ml INT. Vzorce smo inkubirali 40 minut in reakcijo ustavili z dodatkom 0,5 ml formalina in

fosforne kisline (1:1). Namesto redukcije naravnega akceptorja elektronov, kisika, do katere bi

prišlo v celici, je med inkubacijo potekla redukcija INT. Nastalo spojino formazan smo

spektrofotometrično določili pri valovni dolžini 490 nm. Produkcija formazana je sorazmerna

potencialni porabi kisika v analiziranem tkivu. Potencialno porabo kisika smo izrazili na suho

težo vzorca na čas.
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ETS aktivnost smo izračunali po enačbi:

42,1
60490

×××
×××

=
tssV
VVE

aktivnostETS
a

hr        (µl O2  g
-1 ss h-1)

E       ekstinkcija pri izbrani valovni dolžini                       ss      teža suhega vzorca

Vr       končni volumen reakcijske mešanice (3 ml)              t        čas inkubacije (40 minut)

Vh      volumen homogenata (4 ml)                                     1,42    faktor pretvorbe v volumen O2

Va      volumen homogenata v končni mešanici (0,5 ml)

3.3.2.2 Vsebnost fotosinteznih pigmentov

Vsebnost klorofilov a in b smo določali spektrofotometrično, po metodi Jeffrey & Humphrey

(1975). Sveže vzorce smo zdrobili v terilnici, jih ekstrahirali v 8 ml acetona (90% (v/v)) in

centrifugirali (centrifuga Sigma 2K15, 4 minute, 10 000 Hz, 4°C). Ekstinkcijo smo zmerili na

spektrofotometru Lambda-12 (Perkin-Elmer) pri valovnih dolžinah 630, 647, 664 in 750 nm.

Skupno vsebnost klorofila smo izrazili na suho težo vzorca  in izračunali razmerje klorofilov

a/b.

Vsebnost klorofilov a in b smo izračunali po enačbah:

{ } }{( )
ss

VEEEE
akl a 100093,193,11 750647750664 ××−×−−×

=      (mg kl a  g –1 ss)

{ } }{( )
ss

VEEEE
akl a 100093,193,11 750630750647 ××−×−−×

=      (mg kl b  g –1 ss)

E       ekstinkcija pri izbrani valovni dolžini

Va     volumen acetona

ss     suha teža vzorca
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Vsebnost karotenoidov smo določali po metodi Strickland & Parsons (1972). Ekstinkcijo smo

merili pri valovnih dolžinah 480 in 750 nm, v ekstraktih, v katerih smo določali vsebnost

klorofilov. Metoda se je izkazala kot neprimerna za smreko, ker smo od majskih meritev dalje

dobili negativne vrednosti vsebnosti karotenoidov v iglicah. Rezultati meritev zato v nalogi niso

prikazani.

3.3.2.3 Vsebnost UV-B absorbirajočih snovi

Integrirano vrednost UV-B absorbirajočih snovi pri valovnih dolžinah med 280 in 320 nm smo

določali po Caldwellu (1968). Sveže vzorce smo zdrobili v terilnici, jih ekstrahirali v 5 ml

ekstrakcijskega medija (metanol : voda : klorovodikova kislina (37%) = 79 : 20 : 1 (v/v)),

inkubirali 20 minut in centrifugirali  (centrifuga Sigma 2K15, 10 minut, 4339 MHz, 10°C).

Ekstinkcije vzorcev smo izmerili na spektrofotometru Lambda-12 (Perkin-Elmer)  pri valovnih

dolžinah med 280 in 320 nm. Rezultati predstavljajo integral ekstinkcijskih vrednosti v intervalu

280 do 320 nm, preračunan na suho težo. Računali smo po enačbi:

eVss
Iaekstinkcijskupna
×

=−320280      (rel. enota)

I     integral pod krivuljo med 280 in 320 nm

Ve   volumen ekstrakcijskega medija (5 ml)

ss    suha teža vzorca

3.4 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV

Rezultate smo analizirali z dvosmernim Studentovim T testom za enako varianco, kjer je bilo to

mogoče, oziroma za neenako varianco, kjer je predhodni F test pokazal značilno različne

variance med vzorci, pri stopnji tveganja 0,05. Primerjali smo tretiranje pod dodatnim UV-B

sevanjem z obema kontrolama, brez UV-B sevanja in pod zunanjim UV-B sevanjem.
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3.5 MESTA VZORČENJA

Ljubljana

Botanični vrt Univerze v Ljubljani leži na jugozahodnem robu mesta Ljubljane v Ljubljanski

kotlini, na nadmorski višini 320 m, na 46°35´ zemljepisne širine in 14°55´ zemljepisne dolžine.

Kamniška Bistrica

Gozdna poseka se nahaja na nadmorski višini 600 m, na 46°33´ zemljepisne širine in 14°58´

zemljepisne dolžine. Teoretični odmerki biološko učinkovitega UV-BBE, izračunani po modelu

Björn & Murphy (1993), so prikazani v Grafu 3.

Kamniški Grintovec

Vzorčne smreke so rasle na strmem severozahodnem pobočju, 2100 m nad morjem, na

46°35´ zemljepisne širine in 14°55´ zemljepisne dolžine. Teoretični odmerki biološko

učinkovitega UV-BBE, izračunani po modelu Björn & Murphy (1993), so prikazani v Grafu 3.,

razlike biološko aktivnega dela sevanja UV-BBE med Ljubljano in Grintovcem ter med

Kamniško Bistrico in Grintovcem pa prikazuje Tabela 2.

Tabela 2. Povprečne mesečne razlike biološko aktivnega dela sevanja UV-BBE, izračunane po modelu Björn &

Murphy (1993), med Ljubljano in Grintovcem ter med Kamniško Bistrico in Grintovcem; Lj:

Ljubljana, KB: Kamniška Bistrica, Gr: Grintovec.

jan feb mar apr maj jun jul avg sep okt nov dec

Lj UV-B / Gr UV-B
(%)

13,4 11,3 9,7 8,9 8,6 8,5 8,5 8,8 9,4 10,5 12,4 14,4

KB UV-B / Gr UV-B
(%)

11,7 9,5 7,7 6,7 6,2 6,1 6,2 6,5 7,2 8,6 10,7 12,8



Trošt, T., Vpliv povečanega UV-B sevanja na aktivnost smreke (Picea abies) in tvorbo zaščitnih snovi.
       Mag. nal., Univerza v Ljubljani, BF, Odd. za biologijo, 2000
___________________________________________________________________________________

32

0

1

2

3

4

5

6

7

8

jan feb mar apr maj jun jul avg sep okt nov dec

U
V-

B
 B

E 
se

va
nj

e,
 te

or
et

. v
re

d.
 

(k
J 

m
-2

 d
an

)

Grintovec
Kam. Bistrica
Lj.
Lj., izmer. vred.

Graf 3.  Teoretične vrednosti odmerkov biološko učinkovitega UV-BBE sevanja na Grintovcu (2100 m nm,

46°35´ S, 14°55´ V), v Kamniški Bistrici (600 m nm, 46°33´ S, 14°58´ V) in v Ljubljani (320 m nm,

46°35´ S, 14°55´ V) (BJÖRN & MURPHY, 1993) ter mesečna povprečja izmerjenih vrednosti UV-BBE

sevanja v Ljubljani.
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV POVEČANEGA UV-B SEVANJA NA KALITEV

4.1.1 DINAMIKA KALITVE

Poskus kalitve smreke (Picea abies (L.) Karst.) smo nastavili 7. aprila 1999, prva semena so

kalila devetnajsti dan od nastavitve poskusa, po šestinštiridesetih dneh pa se je število kalečih

semen ustalilo, zato smo poskus enainpetdeseti dan zaključili. Deleži kalečih semen,

izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja, se ob nobenem od štetij niso statistično

značilno razlikovali (Graf 4.).
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Graf 4.   Delež kalečih semen smreke (Picea abies (L.) Karst.), izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B

sevanja. Podatki predstavljajo delež kalečih semen ±SE, n=400. Dvosmerni T test med UV-B- in

UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01,

*** p ≤ 0,001.
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4.1.2 MORFOLOŠKE ZNAČILNOSTI KALIC

Dolžine, suhe teže in specifične suhe teže, izražene z enoto suhe teže na enoto doližine pri kalicah

smreke se med posameznimi tretiranji statistično značilno ne razlikujejo (Tabela 3.).

Tabela 3. Dolžina, suha teža in specifična suha teža pri kalicah smreke (Picea abies (L.) Karst.), izpostavljenih

različnim intenzitetam UV-B sevanja. Podatki predstavljajo aritmetično sredino ± SE, n = 36/6.

Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna razlika,

* p ≤ 0,05,  ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.

tretiranje dolžina ±±±± SE
(mm)

s.s. ±±±± SE
(mg)

spec. s.s. ±±±± SE
(mg mm-1)

UV-B- 18,0 ± 2,1 4,2 ± 0,4 0,23 ± 0,06

UV-B 20,6 ± 2,3 3,6 ± 0,3 0,17 ± 0,04

UV-B+ 19,9 ± 1,6 3,5 ± 0,2 0,18 ± 0,04

4.1.3 VSEBNOST KLOROFILOV

Skupne vsebnosti klorofilov a in b (Graf 5a.) ter razmerja klorofilov a/b (Graf 5b.) pri kalicah smreke

se med posameznimi tretiranji statistično značilno ne razlikujejo.

Graf 5.    Skupna vsebnost klorofilov a in b (a) in razmerje vsebnosti klorofilov a in b (b) pri kalicah smreke

(Picea abies (L.) Karst.), izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja. Stolpci so aritmetične

sredine ± SE, n = 5. Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz:

neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01,*** p ≤ 0,001.

b

0

0,5

1

1,5

2

UV-B- UV-B UV-B+

kl
or

of
il 

a/
b

a

0

2

4

6

8

UV-B- UV-B UV-B+

kl
or

of
il 

a 
+ 

b 
(m

g 
g-
1 

s.
s.

)



Trošt, T., Vpliv povečanega UV-B sevanja na aktivnost smreke (Picea abies) in tvorbo zaščitnih snovi.
       Mag. nal., Univerza v Ljubljani, BF, Odd. za biologijo, 2000
___________________________________________________________________________________

35

4.1.4 VSEBNOST UV-B ABSORBIRAJOČIH SNOVI

Relativne integrirane vrednosti UV-B absorbirajočih snovi se pri valovnih dolžinah med 280 in

320 nm pri kalicah smreke (Picea abies (L.) Karst.) statistično značilno ne razlikujejo, ko

primerjamo rastline pod dodatnim UV-B z vzorci pod zunanjim UV-B sevanjem. Značilno večje

vsebnosti snovi smo dobili pod filtrom, ki zadrži UV-B sevanje (Graf 6a.). Ob primerjanju treh

ekstinkcijskih vrednosti, 290, 300 in 320 nm, se statistično značilna razlika pokaže le med

ekstinkcijama v kratkovalovnem spektru UV-B sevanja, pri 290 nm, ko primerjamo tretiranje z

dodatnim UV-B s tretiranjem brez UV-B sevanja (Graf 6b.).

Graf 6.  Relativne integrirane vrednosti UV-B absorbirajočih snovi pri valovnih dolžinah med 280 in 320 nm (a)

in razmerje ekstinkcijskih vrednosti pri 290, 300 in 320 nm (b) pri kalicah smreke (Picea abies (L.)

Karst.), izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja. Stolpci so aritmetične sredine ± SE, n = 5.

Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05,

** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.

4.2 VPLIV POVEČANEGA UV-B SEVANJA NA SEJANKE SMREKE

4.2.1  NETO FOTOSINTEZA

Sejanke smreke (Picea abies (L.) Karst.), ki smo jih dodatno obsevali z UV-B, so imele skozi

vso vegetacijsko sezono enako fotosintezno aktivnost kot rastline, ki so rasle pod zunanjim

UV-B sevanjem. Statistično značilno manjšo neto fotosintezo napram obsevanim smrekam

smo izmerili pri rastlinah, ki so uspevale pod filtrom, ki ni prepuščal UV-B sevanja (Graf 7.)
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Graf 7. Neto fotosinteza pri sejankah smreke (Picea abies (L.) Karst.), izpostavljenih različnim intenzitetam

UV-B sevanja in svetlobne razmere. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 10. Dvosmerni T test

med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.

4.2.2 FOTOKEMIČNA UČINKOVITOST FOTOSISTEMA II

V razmerju variabilne in maksimalne fluorescence temotno adaptiranega vzorca (Fv/Fm), ki je

pokazatelj potencialne fotokemične učinkovitosti FS II, se statistično značilne razlike med

tretiranjem z dodatnim UV-B in obema kontrolama niso pokazale ne pri enoletnih ne pri

dveletnih iglicah (Graf 8a. in 9a.). Minimalna fluorescenca temotno adaptiranega vzorca (Fo)

se pod vplivom dodatnega UV-B ni spremenila (Graf 8b. in 9b.). Statistično značilno

zmanjšanje maksimalne fluorescence temotno adaptiranega vzorca  (Fm) smo pod vplivom

dodatnega UV-B v primerjavi s tretiranjem pod zunanjim UV-B sevanjem  izmerili pri dveletnih

iglicah v mesecu februarju in avgustu (Graf 8c. in 9c.).

Razmerje variabilne in maksimalne fluorescence osvetljenega vzorca (Y), ki je pokazatelj

dejanske fotokemične učinkovitosti FS II, se pri smreki  pod vplivom dodatnega UV-B sevanja

ni statistično značilno spremenilo. Pri enoletnih iglicah je v mesecu maju prišlo do statistično

značilno manjše dejanske fotokemične učinkovitosti FS II pri tretiranju pod filtrom, ki ne

prepušča UV-B sevanja (Graf 10. in 11.).

Nefotokemični del dušenja fluorescence klorofila a FS II, izražen kot NPQ, se je pri dveletnih

iglicah smreke pod vplivom dodatnega UV-B sevanja glede na kontrolo statistično značilno

povečal februarja in oktobra. (Graf 12.). Pri enoletnih iglicah smo statistično značilno razliko

NPQ med tretiranjem z dodatnim UV-B in zunanjim UV-B sevanjem izmerili maja (Graf 13.).
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Graf 8. Potencialna fotokemična učinkovitost FS II (Fv/Fm) (a), minimalna fluorescenca klorofila temotno

adaptiranega vzorca (b) in maksimalna fluorescenca klorofila temotno adaptiranega vzorca (c)  pri

dveletnih iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.), izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja.

Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 10/5/4. Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in

UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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Graf  9.  Potencialna fotokemična učinkovitost FS II (Fv/Fm) (a), minimalna fluorescenca klorofila temotno

adaptiranega vzorca (b) in maksimalna fluorescenca klorofila temotno adaptiranega vzorca (c) pri

enoletnih iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.), izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B

sevanja. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 5. Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-

B in UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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Graf  10. Dejanska fotokemična učinkovitost FS II (Y) pri dveletnih iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.),

izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja in svetlobvne razmere. Podatki so aritmetične

sredine ± SE, n = 10/5/4. Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali

nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.

Graf 11. Dejanska fotokemična učinkovitost FS II (Y) pri enoletnih iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.),

izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja in svetlobne razmere. Podatki so aritmetične

sredine ± SE, n = 5. Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz:

neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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Graf 12.  Nefotokemični del dušenja fluorescence klorofila a FS II (NPQ) pri dveletnih iglicah smreke (Picea

abies (L.) Karst.), izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja in svetlobne razmere. Podatki

so aritmetične sredine  ± SE, n = 3. Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez

oznake ali nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.

Graf 13.  Nefotokemični del dušenja fluorescence klorofila a FS II (NPQ) pri enoletnih iglicah smreke (Picea

abies (L.) Karst.), izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja in svetlobne razmere. Podatki

so aritmetične sredine  ± SE, n = 3. Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez

oznake ali nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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4.2.3 DIHALNI POTENCIAL
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Graf 14.   Dihalni potencial (ETS) pri dveletnih iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.), izpostavljenih različnim

intenzitetam UV-B sevanja. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 5/4. Dvosmerni T test med

UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01,

*** p ≤ 0,001.
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Graf 15.   Dihalni potencial (ETS) pri enoletnih iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.), izpostavljenih različnim

intenzitetam UV-B sevanja. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 5. Dvosmerni T test med

UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna razlika,  * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01,

*** p ≤ 0,001.
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Povečano UV-B sevanje na dihalni potencial (ETS) dveletnih iglic smreke statistično značilno

ne vpliva, variabilnost vzorcev je zelo velika (Graf 14.). Pri enoletnih iglicah se dihalni potencial

pod vplivom dodatnega UV-B sevanja statistično značilno zmanjša v mesecu avgustu glede na

obe kontroli. Statistično značilno večje vrednosti smo izmerili maja glede na tretiranje brez

UV-B sevanja (Graf 15.).

4.2.4 VSEBNOST KLOROFILOV

Skupna vsebnost klorofilov a in b pri dveletnih iglicah smreke je pod povečanim UV-B

sevanjem v posameznih mesecih enaka vsebnostim pod zunanjim UV-B sevanjem. Dvakrat  je

skupna vsebnost klorofilov pri dveletnih iglicah pod povečanim UV-B sevanjem statistično

značilno manjša napram tretiranju brez UV-B sevanja (Graf 16.). Pri enoletnih iglicah smreke

se statistično značilne razlike v vsebnosti klorofilov a in b med tretiranjem z dodatnim UV-B in

obema kontrolama niso pokazale (Graf 17.).

Razmerja vsebnosti klorofilov a in b pri dveletnih iglicah smreke so pod povečanim UV-B

sevanjem enaka razmerjem pod zunanjim UV-B sevanjem. Statistično značilno zmanjšanje

razmerja vsebnosti klorofilov pri dveletnih iglicah smo pod povečanim UV-B sevanjem v

primerjavi s tretiranjem brez UV-B sevanja izmerili januarja in maja (Graf 18.). Pri enoletnih

iglicah  se razmerje vsebnosti klorofilov a in b pod vplivom dodatnega UV-B sevanja glede na

obe kontroli statistično značilno poveča meseca maja in zmanjša meseca oktobra. V juliju so

vrednosti pod dodatnim UV-B obsevanjem značilno manjše glede na tretiranje brez UV-B

sevanja (Graf 19.).
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Graf 16.   Skupna vsebnost klorofilov a in b pri dveletnih iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.), izpostavljenih

različnim intenzitetam UV-B sevanja. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 5/4. Dvosmerni T test

med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna razlika,  * p ≤ 0,05,

** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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Graf 17.   Skupna vsebnost klorofilov a in b pri enoletnih iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.), izpostavljenih

različnim intenzitetam UV-B sevanja. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 5. Dvosmerni T test

med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05,

** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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Graf 18. Razmerje vsebnosti klorofilov a in b pri dveletnih iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.),

izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 5/4.

Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna razlika,

* p ≤ 0,05,  ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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Graf 19. Razmerje vsebnosti klorofilov a in b pri enoletnih iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.),

izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 5.

Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna razlika,

* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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4.2.5 VSEBNOST UV-B ABSORBIRAJOČIH SNOVI

Enkratne meritve dnevnega nihanja vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi, topnih v metanolu,

smo opravili meseca avgusta. Vsebnost UV-B snovi smo določali trikrat dnevno, zjutraj kmalu

po sončnem vzhodu, po opoldanskem višku UV-B sevanja ter zvečer tik pred sončnim

zahodom. Statistično značilnih razlik nismo izmerili niti  med različnimi časi dneva v istem

tretiranju niti med različnimi tretiranji v istem času dneva (Graf 20.).

Na grafih 21. in 22. so prikazana sezonska nihanja vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi iglic

smreke treh različnih tretiranj. Povečano UV-B sevanje na vsebnost UV-B absorbirajočih snovi

dveletnih iglic smreke statistično značilno ni vplivalo, pri enoletnih iglicah pa je vsebnost UV-B

absorbirajočih snovi glede na tretiranje pod zunanjim UV-B sevanjem v mesecu maju

statistično značilno večja, v ostalih mesecih se vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi med

tretiranji ne razlikujejo.

Od aprila do oktobra je absorbcija UV-B sevanja pri smrekovih iglicah obeh starosti največja v

kratkovalovnem delu UV-B spektra, pri 290 nm, manjša je pri 300 nm in najmanjša v

dolgovalovnem delu spektra, pri 320 nm. Dveletne iglice so januarja večji del UV-B sevanja

absorbirale pri 320 nm, nekoliko manjši del pa pri 290 in 300 nm. Tekom sezone se najbolj

povečuje absorbcija kratkovalovnega UV-B spektra sevanja. Statistično značilno povečanje

absorbcije pri 290, 300 in 320 nm, pod vplivom dodatnega UV-B napram tretiranju pod

zunanjim UV-B sevanjem, smo izmerili pri enoletnih iglicah meseca maja (Graf 23.).

Graf 20.   Dnevna nihanja vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi pri dveletnih (a) in enoletnih (b) iglicah smreke

(Picea abies (L.) Karst.), izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja. Podatki so aritmetične

sredine ± SD, n = 3. Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, med meritvami ob 8h

in 15h ter ob 20h in 15h, brez oznake ali nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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Graf 21. Vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi pri dveletnih iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.),

izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 5/4.

Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna razlika,

* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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Graf 22. Vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi pri enoletnih iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.),

izpostavljenih različnim intenzitetam UV-B sevanja. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 5.

Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna razlika,

* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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Graf 23. Razmerje ekstinkcijskih vrednosti pri 290, 300 in 320 nm pri dveletnih (a) in enoletnih (b) iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.), izpostavljenih različnim

intenzitetam UV-B sevanja. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 5/4. Dvosmerni T test med UV-B- in UV-B ter UV-B in UV-B+, brez oznake ali nz: neznačilna

razlika, * p ≤ 0,05,  ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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4.3 AKTIVNOST SMREKE NA  VISOKOGORSKEM RASTIŠČU

4.3.1 FOTOKEMIČNA UČINKOVITOST FS II

Vrednosti potencialne fotokemične učinkovitosti FS II (Fv/Fm) in vrednosti maksimalne

fluorescence temotno adaptiranega vzorca (Fm)  so pri enoletnih iglicah smreke z rastišča

Grintovec, na 2100 m nadmorske višine, značilno manjše pri 0,001 stopnji tveganja v

primerjavi z vzorci, merjenimi na rastišču Kamniška Bistrica, na 600 m nadmorske višine. Med

dveletnimi in triletnimi iglicami statistično značilnih razlik v potencialni učinkovitosti FS II in

maksimalni fluorescenci temotno adaptiranega vzorca nismo izmerili (Graf 24a., 24c.).

Vrednosti minimalne fluorescence temotno adaptiranega vzorca (Fo) se med rastiščema ne

razlikujejo (Graf 24b.).

Graf  24. Potencialna fotokemična učinkovitost FS II (Fv/Fm) (a), minimalna fotokemična učinkovitost temotno

adaptiranega vzorca (Fo) (b) in maksimalna fotokemična učinkovitost temotno adaptiranega vzorca

(Fm)  (c) pri enoletnih (1l.), dveletnih (2l.) in triletnih iglicah (3l.) smreke (Picea abies (L.) Karst.) z

rastišč na 2100 m in 600 m nadmorske višine. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 8.

Dvosmerni T test med iglicami enake starosti nabranimi na različnih rastiščih, brez oznake ali nz:

neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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Vrednosti dejanske fotokemične učinkovitosti FS II (Y) so bile pri enoletnih in dveletnih iglicah

smreke z visokogorskega rastišča statistično značilno manjše v primerjavi z vzorci z

nižinskega rastišča. Pri triletnih iglicah razlika ni bila več statistično značilna (Graf 25.). Na

visokogorskem rastišču smo vrednosti Y merili pri PPFD 800 µmol m-2 s-1, v nižini je PPFD

dosegla 900 µmol m-2 s-1 .

Graf  25. Dejanska fotokemična učinkovitost FS II (Y) pri enoletnih (1l.), dveletnih (2l.) in triletnih iglicah (3l.)

smreke (Picea abies (L.) Karst.) z rastišč na 2100 m in 600 m nadmorske višine. Podatki so

aritmetične sredine ± SE, n = 8. Dvosmerni T test med iglicami enake starosti nabranimi na različnih

rastiščih, brez oznake ali nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.

4.3.2 DIHALNI POTENCIAL

Dihalni potencial (ETS) enoletnih iglic smreke z rastišča na Grintovcu je statistično značilno

manjši od dihalnega potenciala vzorcev, nabranih v Kamniški Bistrici. Pri dveletnih in triletnih

iglicah statistično značilne razlike v dihalnem potencialu med vzorci z različnih rastišč nismo

izmerili (Graf 26.).

Graf  26. Dihalni potencial (ETS) pri enoletnih (1l.), dveletnih (2l.) in triletnih iglicah (3l.) smreke (Picea abies

(L.) Karst.)  z rastišč na 2100 m in 600 m nadmorske višine. Podatki so aritmetične sredine ± SE,

n = 5. Dvosmerni T test med iglicami enake starosti nabranimi na različnih rastiščih, brez oznake ali

nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01,*** p ≤ 0,001.
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4.3.3 VSEBNOST KLOROFILOV

Skupna vsebnost klorofilov a in b je pri enoletnih in triletnih iglicah smreke na visokogorskem

rastišču statistično značilno manjša kot na nižinskem rastišču (Graf 27.a). Pri dveletnih iglicah

statistično značilnih razlik v skupni vsebnosti klorofilov a in b med različnima rastiščema ni,

pač pa je na višji nadmorski legi v primerjavi z nižjo več klorofila a napram klorofilu b

(Graf 27.b).

Graf  27.  Skupna vsebnost klorofilov a in b (a) in razmerje vsebnosti klorofilov a/b (b) pri enoletnih (1l.),

dveletnih (2l.) in triletnih iglicah (3l.) smreke (Picea abies (L.) Karst.), z rastišč na 2100 m in 600 m

nadmorske višine. Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 5. Dvosmerni T test med iglicami enake

starosti nabranimi na različnih rastiščih, brez oznake ali nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤

0,01, *** p ≤ 0,001.

4.3.4 VSEBNOST UV-B ABSORBIRAJOČIH SNOVI

Vsebnost UV-B absorbirajočih snovi pri dveletnih iglicah smreke, rastoče na visokogorskem

rastišču, je pri stopnji tveganja 0,001 značilno večja od vsebnosti vzorcev, nabranih na

nižinskem rastišču. Vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi  enoletnih in triletnih iglic se

statistično značilno ne razlikujejo (Graf 28.).

Ekstinkcijske vrednosti UV-B sevanja z ontogentskim razvojem iglic hitreje naraščajo pri

290 nm kot pri 300 in 320 nm. Ekstinkcijske vrednosti UV-B sevanja pri  dveletnih iglicah z

višje nadmorske lege so pri 290, 300 in 320 nm statistično značilno večje od ekstinkcijskih

vrednosti vzorcev, nabranih na nižinskem rastišču (Graf 29.).
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Graf  28.  Vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi pri enoletnih (1l.), dveletnih (2l.) in triletnih iglicah (3l.) smreke

(Picea abies (L.) Karst.)  z rastišč na 2100 m in 600 m nadmorske višine. Podatki so aritmetične

sredine ± SE, n = 5. Dvosmerni T test med iglicami enake starosti nabranimi na različnih rastiščih,

brez oznake ali nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.

Graf 29.   Razmerje ekstinkcijskih vrednosti pri 290, 300 in 320 nm pri enoletnih (1l.), dveletnih (2l.) in triletnih

iglicah (3l.) iglicah smreke (Picea abies (L.) Karst.) z rastišč na 2100 m in 600 m nadmorske višine.

Podatki so aritmetične sredine ± SE, n = 5. Dvosmerni T test med iglicami enake starosti nabranimi

na različnih rastiščih, brez oznake ali nz: neznačilna razlika, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001.
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5 RAZPRAVA

5.1 UV-B SEVANJE IN KALITEV

UV-B sevanje na kalivost redko deluje inhibitorno (CALDWELL in sod., 1979; FLINT &

CALDWELL, 1984), pogosteje pa povečano UV-B sevanje na proces ne vpliva (VAN DE

STAAIJ, 1994; TOSSERAMS in sod., 1997). Torabinejad in sodelavci (1998) so ugotavljali

kalivost štiriintridesetih rastlinskih vrst, izpostavljenih povečanemu UV-B sevanju. Pri petih

vrstah se je kalivost statistično značilno zmanjšala, enokaličnice so bile bolj občutljive od

dvokaličnic, divje sorte bolj od vzgojenih v rastlinjakih, vrste, ki kalijo zgodaj spomladi, so bile

praviloma bolj občutljive od tistih, ki kalijo kasneje.

Povečano UV-B sevanje v našem poskusu ni vplivalo na kalivost smreke (Picea abies (L.)

Karst.). Enak rezultat so dobili Bavcon in sodelavci (1997), ki so semena smreke kalili pod UV

žarnicami (UV-A, UV-B in UV-C spektralni del sevanja) z energijo sevanja 0,35 W m-2.

Semenska ovojnica verjetno zagotavlja zadostno zaščito pred prodiranjem UV sevanja v

notranjost semena, celo pred prodiranjem UV-C spektra (KRIZEK, 1975).

Dolžina, suha teža in specifična suha teža kalic smreke se med posameznimi tretiranji ne

razlikujejo. Podoben rezultat so dobili pri številnih rastlinskih vrstah (KRIZEK, 1975;

TOSSERAMS in sod., 1997), redko je pri nekaterih kmetijskih rastlinah ob povečanem UV

sevanju prišlo do zmanjšanja suhe teže kalic (TEVINI in sod., 1983b). Zmanjšanje suhe teže in

dolžine kalic smreke so ugotovili Bavcon in sodelavci (1997), vendar so v obeh poskusih

rastline obsevali s celotnim UV spektrom sevanja, zato sklepamo, da je k inhibirani rasti

prispeval predvsem UV-C spekter.

Skupne vsebnosti klorofilov a in b ter razmerje klorofilov a/b pri kalicah smreke se pod vplivom

povečanega UV-B sevanja ne razlikujejo. Bornman (1989) in Strid s sod. (1990) so pri

nekaterih odraslih zelnatih rastlinah, izpostavljenih UV-B sevanju, ugotovili zmanjšane

vsebnosti fotosinteznih pigmentov, v številnih drugih poskusih pa UV-B sevanje na vsebnost

klorofilov ni vplivalo. Predvidevamo pa, da so kalice v prvih dnevih razvoja bolj občutljive na

UV- sevanje, ker še niso razvile vseh zaščitnih mehanizmov (DAY in sod., 1992). Musil (1996)

je v poskusu na kalicah vrste Dimorphotheca sinuata DC (Asteraceae), dobil negativen vpliv

dodatnega UV-B sevanja na vsebnost klorofila a, vendar so zelnate rastline praviloma precej

bolj občutljive od iglavcev. Primerljivih podatkov o drevesnih vrstah ni.

UV-B absorbirajoče snovi, ki po kemijski sestavi pripadajo predvsem flavonoidom in sorodnim

fenolovim spojinam, dobro absorbirajo UV-B sevanje (BORNMAN in sod., 1986) in učinkovito

vežejo proste radikale (LONCHAMPT in sod., 1989), zato imajo pomembno vlogo pri zaščiti

rastline pred UV-B sevanjem. Prodiranje UV-B sevanja v rastlinsko tkivo s povečanjem

vsebnosti UV-B absorbirajočih pigmentov pada, toleranca rastline do UV-B sevanja pa
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praviloma narašča (DAY in sod., 1992; BORNMAN & TERAMURA, 1993), čeprav povezava

med vsebnostjo UV-B absorbirajočih snovi in odpornostjo rastline proti UV-B sevanju ni vedno

enostavna, ker odpornost pogojujejo tudi drugi zaščitni mehanizmi (ADAMSE & BRITZ, 1996).

V našem poskusu so relativne integrirane vrednosti UV-B absorbirajočih snovi pri kalicah

smreke velike že v prvih dnevih razvoja in so verjetno eden od mehanizmov, ki rastlino zgodaj

zaščitijo pred vplivi UV-B sevanja.

Relativne integrirane vrednosti UV-B absorbirajočih snovi se razlikujejo, ko primerjamo

tretiranje z dodatnim UV-B s kontrolo brez UV-B sevanja. Vendar razliko razlagamo z nekoliko

različnimi temperaturnimi in vlažnostnimi razmerami med posameznimi tretiranji in ne z

vplivom UV-B sevanja. Pri tretiranju brez UV-B spektra sevanja se nismo uspeli izogniti efektu

tople grede, kar je razvidno tudi iz morfoloških meritev, čeprav razlike niso statistično značilne

pri stopnji tveganja 0,05. Kalice pod filtrom so krajše, specifična suha teža pa je večja od

drugih dveh tretiranj. Sintezo flavonoidov poleg UV-B in UV-A sevanja ter modre in rdeče

svetlobe (BORNMAN & TERAMURA, 1993) stimulirajo tudi drugi stresni dejavniki (MURALI &

TERAMURA, 1985a; BALAKUMAR in sod., 1993). Vodni stres vpliva na povečanje vsebnosti

zaščitnih snovi, zmanjšanje listne površine in povečanje debeline lista (MURALI &

TERAMURA, 1986b).

K povečanim vrednostim UV-B absorbirajočih snovi pri tretiranju brez UV-B sevanja značilno

prispevajo spojine, ki absorbirajo pri 290 nm, ne pa tudi tiste, ki absorbirajo v območju daljših

valovnih dolžin UV-B sevanja. Ker podatkov o kvalitativni in kvantitativni sestavi flavonoidov in

sorodnih fenolovih spojin, ki se sintetizirajo pod vplivom različnih okoljskih dejavnikov pri

smreki, ni, ne vemo zagotovo, kateri dejavnik je vplival na razlike v vsebnosti UV-B

absorbirajočih snovi pri kalicah v našem poskusu.

Na podlagi rezultatov poskusa sklepamo, da UV-B sevanje z jakostjo, ki ustreza 17%

stanjšanju ozonske plasti, nima škodljivega vpliva na kalivost in zgodnji razvoj kalic smreke,

vendar poskusne razmere niso bile povsem enake razmeram v naravi. V naravnih habitatih so

semena pogosto zasenčena pred direktnim UV-B sevanjem, zato sklepamo, da so odmerki

UV-B sevanja manjši od simuliranih v poskusu. Obenem bi se semena v naravi ob stanjšanju

ozonske plasti že razvijala ob povečanem UV-B sevanju. Musilov poskus (1996) kaže, da se

kalivost semen močneje zmanjša pri semenih, ki so se pod dodatnim UV-B obsevanjem

razvijala, kot pri tistih, ki so pri povečanem sevanju le kalila. Naša semena v času razvoja niso

bila izpostavljena povečanemu UV-B sevanju, zato vprašanje o vplivu povečanega UV-B

sevanja na kalivost smreke v naravnem okolju ostaja odprto.
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5.2 VPLIV POVEČANEGA UV-B SEVANJA NA SEJANKE SMREKE

5.2.1  NETO FOTOSINTEZA

Dodatno UV-B sevanje na fotosintezno aktivnost smreke v našem poskusu ni vplivalo.

Vrednosti neto fotosinteze pri obsevanih rastlinah se niso razlikovale od  tretiranja pod

zunanjim UV-B.

Fotosintezna aktivnost smrek, ki so rasle pod filtrom, ki ne prepušča UV-B sevanja, je bila

sicer skozi vso sezono manjša od aktivnosti drugih dveh tretiranj, vendar razlike ne moremo

pojasniti z različnimi sevalnimi razmerami. Pri tretiranju pod filtrom, ki ne prepušča UV-B

sevanja, nismo uspeli vzpostaviti enakih mikroklimatskih razmer, temperature in relativne

zračne vlage kot pri drugih dveh tretiranjih. Meritev z rastlin, ki so uspevale brez UV-B sevanja,

zato v nadaljevanju ne komentiramo.

Številni poskusi so pokazali tako negativen kot nevtralen vpliv UV-B sevanja na fotosintezo.

Različen odziv rastline je odvisen od številnih dejavnikov, kot so odpornost rastline na UV-B

sevanje, ontogenetska stopnja razvoja in interakcije UV-B sevanja z drugimi dejavniki okolja.

UV-B sevanje na fotosintezo vpliva neposredno in posredno preko različnih mehanizmov

(BORNMAN & TERAMURA, 1993).

V poskusu smo izmerili zelo velike vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi v iglicah smreke, celo

v zgodnjih stopnjah razvoja, ki so ovira UV-B sevanju pri prodiranju do asimilacijskega tkiva

rastlin. DeLucia in sodelavci (1992) so merili prodiranje UV-B sevanja v mezofil dveh

subalpinskih iglavcev in ugotovili, da v odraslo iglico sevanje te valovne dolžine ne prodira,

prodre pa v razvijajoče se iglice. Tevini (1994) je poskus ponovil na razvijajočih se iglicah in

izmeril majhno prodiranje sevanja v mezofil. Barnes in sodelavci (1987) ugotavljajo, da je

fotosintezni aparat rastlin, ki uspevajo na visokih nadmorskih višinah, bolj odporen na UV

sevanje kot pri nižinskih rastlinskih vrstah, vendar odpornost ni vedno povezana z večjo

vsebnostjo UV absorbirajočih snovi.

Bavcon in sodelavci (1996) so ugotovili, da fotosintezna aktivnost smreke, celo pri veliko večjih

odmerkih UV sevanja kot v našem poskusu, ni bila prizadeta v prvem letu obsevanja, razlike

so se pokazale v drugi sezoni. Pri trajnicah pogosto pride do kumulativnega vpliva UV-B

sevanja, inhibitoren vpliv se izrazi po več letih obsevanja (SULLIVAN & TERAMURA, 1988).

Šprtová in sodelavci (1999) so negativen vpliv UV-B sevanja (z jakostjo, ki ustreza 25%

zmanjšanju ozonske plasti) in zmrzali izmerili na enoletnih iglicah v tretji sezoni obsevanja.

Sklepamo lahko, da UV-B sevanje z močjo, ki ustreza 17% zmanjšanju ozonske plasti, ne

prizadene fotosintezne aktivnosti smreke, ker sevanje do asimilacijskega tkiva ne prodre.

Druga možnost pa je, da je delež UV-B sevanja, ki prodre v mezofil, ali dovolj majhen, da
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rastlina poškodbe sproti popravlja, ali pa da pride do kumulativnega efekta in bi negativne

posledice sevanja izmerili v naslednjih sezonah.

5.2.2 FOTOKEMIČNA UČINKOVITOST FS II

UV-B sevanje deluje na številne gradnike in procese, ki potekajo v fotosinteznem aparatu, zato

pri rastlinah, izpostavljenih UV-B sevanju, lahko pride do zmanjšane potencialne in dejanske

fotokemične učinkovitosti FS II. Manjše kvantne učinkovitosti rastline ne spremlja nujno tudi

manjša fotosintezna aktivnost (BORNMAN, 1989).

Maksimalne vrednosti potencialne fotokemične učinkovitosti FS II (Fv/Fm) pri listih, ki se

razvijajo pri velikih intenzitetah sevanja, so med 0,80 in 0,83, medtem ko se vrednosti pri listih

s senčnih rastišč gibljejo med 0,83 in 0,85. Vrednosti, ki so manjše od 0,725, razlagamo kot

posledico fotoinhibicije (CRITCHLEY, 1998). Fotoinhibicija je velika pri rastlinah, ki so

izpostavljene stresnim razmeram. Mehanizmi fotoinhibicije so različni. Dinamična

(kratkotrajna) fotoinhibicija je posledica poškodb proteina D1, ki jih povzroči sevanje. Ob

presežnih intenzitetah sevanja, ki se ne porablja sproti za regeneracijo  ATP in NADH2, niti se

v zadostni meri ne sprošča v obliki toplote, temveč vodi do razgradnje D1,  hitrost razgradnje

proteina D1 presega hitrost ponovne sinteze tega proteina. Rezultat je zmanjšana fotokemična

učinkovitost fotosistema II (DEMMIG-ADAMS & ADAMS, 1992). Kronična (dolgotrajna)

fotoinhibicija pomeni fotooksidacijske poškodbe gradnikov fotosistema. Do kronične

fotoinhibicije pride, kadar sproščanje presežne ekscitacijske energije ni zadostno, energija

sevanja se porablja za fotokemično delo, vendar pa ni na razpolago dovolj NADP. Zato pride

do aktiviranja kisika in nastajanja aktivnih kisikovih oblik, ki poškodujejo fotosintezni aparat.

Mehanizmi sproščanja presežne ekscitacijske energije so oddajanje energije v obliki toplote

(posledica prehajanja violaksantina v zeaksantin), v manjšem obsegu fluorescenca,

Mehlerjeva in askorbat-peroksidazna reakcija ter fotorespiracija (BJÖRKMAN & DEMMIG-

ADAMS, 1994; ADAMS & BARKER, 1998).

Bavcon in sodelavci (1996) so zmanjšanje potencialne fotokemične učinkovitosti FS II na

smreki izmerili v drugi sezoni obsevanja z UV-B, Šprtová in Marek (1999) sta negativen vpliv

sinergističnega delovanja UV-B sevanja in zmrzali izmerila na enoletnih iglicah v tretji sezoni

obsevanja. Odmerki obsevanja so bili v obeh poskusih večji od naših.

V našem poskusu dodatno UV-B sevanje na potencialno fotokemično učinkovitost FS II

(Fv/Fm) ni vplivalo niti pri enoletnih niti pri dveletnih iglicah. UV-B sevanje z močjo, ki ustreza

17% zmanjšanju ozonske plasti, torej ni stresni dejavnik, ki bi pri smreki privedel do

dolgotrajne fotoinhibicije, ki je posledica fotooksidacijskih poškodb gradnikov FS II

(SCHREIBER in sod., 1998).
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Kljub statistično neznačilnim razlikam vrednosti potencialne fotokemične učinkovitosti FS II je

pri dveletnih iglicah prišlo do značilnih razlik vrednosti maksimalne fluorescence temotno

adaptiranih vzorcev (Fm). Maksimalna fluorescenca je bila pod vplivom UV-B sevanja značilno

manjša v februarju in avgustu glede na tretiranje pod zunanjim UV-B sevanjem. Pozimi je

prišlo do sinergističnega delovanja nizkih temperatur, fiziološke suše in UV-B sevanja. Nizke

temperature inhibitorno delujejo na encimsko aktivnost, zato se upočasnijo popravljalni procesi

in tudi fiksacija ogljikovega dioksida v Calvinovem ciklu. Potreba po ATP in NADPH2 se

zmanjša, akceptorji elektronov ostajajo reducirani, elektroni se prenašajo na molekularni kisik

ter druge molekule, pri čemer nastajajo prosti radikali, in fotooksidacijske poškodbe kloroplasta

se povečajo (HUNER in sod., 1993; BORNMAN in sod., 1999). Tudi vodni stres vpliva na

zmanjšanje fotokemične učinkovitosti fotosistema (MURALI & TERAMURA, 1986b). Povečan

negativni vpliv UV-B sevanja ob sočasnem delovanju stresnih dejavnikov so ugotovili tudi

nekateri drugi avtorji (SCHULZE, 1986; MURALI & TERAMURA, 1986b; BAVCON in

sod.,1996). Vrednosti Fm so pod dodatnim UV-B poleti neznačilno manjše od obeh kontrol,

avgusta so značilno manjše, oktobra pa razlik ni več. Poleti je UV-B sevanje najmočnejše in

zmanjšanje Fm vrednosti je morda posledica neposrednega negativnega delovanja UV-B

sevanja na fotokemično učinkovitost fotosistema. Zmanjšanje vrednosti Fm predstavlja

povečanje nefotokemičnega dela dušenja fluorescence, se pravi sproščanja presežne

ekscitacijske energije kot toplote, pri čemer je vpletenih več procesov, in zmanjšanje

fotokemičnega dela dušenja, to je elektronskega transporta skozi fotosistem (DEMMING-

ADAMS & ADAMS, 1992). Značilno povečanje nefotokemičnega dela dušenja fluorescence pri

dveletnih iglicah pozimi je pokazal tudi parameter NPQ, poleti pa značilnih razlik nismo več

izmerili. Pri občutljivih rastlinah so pod vplivom UV-B sevanja pogosto izmerili zmanjšanje

nefotokemičnega dela dušenja fluorescence, ki so ga razlagali z inhibitornim vplivom UV-B na

procese, ki so udeleženi pri oddajanju presežne ekscitacijske energije (MUSIL, 1996).

Sklepamo, da pri dveletnih iglicah smreke ni prišlo do poškodb mehanizmov oddajanja

presežne energije sevanja, zato se je v stresnih razmerah, pozimi, sproščanje presežne

ekscitacijske energije povečalo.

UV-B sevanje na maksimalno fluorescenco temotno adaptiranih vzorcev enoletnih iglic ni

vplivalo, nefotokemični del dušenja fluorescence, izražen kot NPQ, pa je bil pod vplivom UV-B

sevanja manjši od kontrole pod zunanjim UV-B meseca maja. Rastline so bolj občutljive na

UV-B sevanje v času rasti, ko vsi zaščitni mehanizmi še niso razviti (FLINT & CALDWELL,

1984). Dodatno UV-B sevanje je zato predstavljajo stres za enoletne iglice smreke meseca

maja, v času brstenja, kasneje pa povečanega sproščanja ekscitacijske energije na račun

toplote pod dodatnim UV-B sevanjem nismo izmerili.

Minimalne vrednosti fluorescence temotno adaptiranih vzorcev (Fo) se pod dodatnim UV-B

sevanjem niso spremenile ne pri enoletnih ne pri dveletnih iglicah smreke. Fo vrednosti so

rezultat fluorescence klorofila v kompleksu antenskih pigmentov, zato sklepamo, da dozirana
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jakost UV-B sevanja klorofila v kompleksu antenskih pigmentov in prenosa ekscitacijske

energije na klorofil reakcijskega centra ni prizadela (ŁUKASZEK & POSKUTA, 1996).

Dejanska fotokemična učinkovitost FS II (Y) se pri PPFD nad 1000 µmol m-2 s-1 pod vplivom

dodatnega UV-B sevanja ni zmanjšala ne pri enoletnih ne pri dveletnih iglicah smreke, zato

sklepamo, da dodatno UV-B sevanje ni stresni dejavnik, ki bi pri smreki povzročil kratkotrajno

fotoinhibicijo. Šprtová in Marek (1999) pa sta zmanjšanje dejanske fotokemične učinkovitosti

FS II pod vplivom UV-B sevanja, ki je ustrezalo 25% stanjšanju ozonske plasti, in zmrzali

izmerila na enoletnih iglicah smreke v tretji sezoni obsevanja.

Rezultati kažejo, da fotokemična učinkovitost FS II pri smreki po eni sezoni obsevanja z UV-B

ni nepopravljivo prizadeta. Glede na ugotovitve Bavcona in sodelavcev (1996) ter Šprtove in

Mareka (1999) pa kumulativni efekt UV-B sevanja ni izključen.

5.2.3 DIHALNI POTENCIAL

V nasprotju s številnimi raziskavami, ki preučujejo vpliv UV-B sevanja na fotosintezne procese,

je poskusov, ki bi se ukvarjali z vplivom UV-B sevanja na dihanje, zelo malo. Łukaszek in

Poskuta (1996) sta ugotovila, da kratkotrajno UV-B obsevanje na temotno dihanje pri trstikasti

bilnici (Festuca arundinacea) ne vpliva ali ga celo stimulira. Rastlina verjetno na ta način

pridobiva dodatni ATP in NADH za metabolne procese, ki predstavljajo zaščitni odgovor

rastline na povečano UV-B sevanje, ter obenem nadomešča  ATP zaradi zmanjšane

fotofosforilacije, do katere pride pod vplivom UV-B sevanja.

Pri smreki statistično značilnih razlik v dihalnem potencialu (ETS) med tretiranjem pod

dodatnim UV-B in kontrolo pod zunanjim UV-B sevanjem razen enkrat, pri enoletnih iglicah v

avgustu, nismo izmerili. Neznačilno povečan dihalni potencial pod dodatnim UV-B obsevanjem

smo izmerili maja in junija, kasneje je bilo dihanje neznačilno manjše.

Mehanizem delovanja UV-B sevanja na respiratorne procese ni znan, zato ne vemo, ali je

zmanjšanje dihanja v poskusu posledica morebitnega neposrednega vpliva UV-B sevanja na

procese v mitohondriju. Bolj verjetno je do zmanjšane respiratorne aktivnosti prišlo posredno,

zaradi delovanja UV-B sevanja na številne biokemijske procese v celici. Pod vplivom UV-B

sevanja se pogosto zmanjšajo vsebnosti sladkorjev in škroba v rastlinskih celicah, ne pa tudi

suha teža rastlinskih organov in vsebnost UV-B absorbirajočih snovi (MUSIL, 1996). Izraba

ogljikovodikov se pod vplivom UV-B sevanja spremeni, zmanjša se delež, namenjen

primarnemu metabolizmu, dihanju in biosintezi proteinov in sicer na račun povečanega deleža

za sekundarni metabolizem, sintezo fenolov in fenolom sorodnih spojin, ki sodelujejo pri

zaščitnem odgovoru rastline na UV-B sevanje (LANDRY in sod., 1995).
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5.2.4 VSEBNOST KLOROFILOV

Skupna vsebnost klorofilov a in b se pod povečanim UV-B sevanjem glede na kontrolo pod

zunanjim UV-B sevanjem ni spremenila ne pri dveletnih ne pri enoletnih iglicah smreke.

Kvantitavne in kvalitativne spremembe fotosinteznih pigmentov služijo kot pokazatelj vitalnosti

rastline (LICHTENTHALER, 1993). Pod vplivom povečanega UV-B sevanja pride do

zmanjšanja vsebnosti fotosinteznih pigmentov, klorofilov in karotenoidov, vsebnost

fotosinteznih pigmentov naraste ali pa ostane nespremenjena (BORNMAN, 1989; STRID in

sod., 1990; MIDDLETON & TERAMURA, 1993). Bavcon in sodelavci (1996) ter Šprtová in

sodelavci (1999) so pri smreki izmerili zmanjšanje vsebnosti klorofilov pod dodatnim UV-B

sevanjem, ki je po jakosti ustrezalo 25% in večjemu stanjšanju ozonske plasti. K zmanjšanju

vsebnosti klorofilov a in b v največji meri doprinese zmanjšanje klorofila a, ki se nahaja

pretežno v reakcijskem centru FS II. Vsebnost klorofila b, ki ga izoliramo predvsem iz

kompleksa antenskih pigmentov, se pod vplivom UV-B sevanja pogosto ne spremeni, tako

pride do zmanjšanja razmerja vsebnosti klorofilov a/b (AMBASHT & AGRAWAL, 1995;

BAVCON in sod., 1996; MUSIL, 1996; ŠPRTOVÁ in sod., 1999).

V našem poskusu so razmerja vsebnosti klorofilov a/b pri dveletnih iglicah smreke pod

povečanim UV-B sevanjem enaka razmerjem pod zunanjim UV-B sevanjem. Pri enoletnih

iglicah  se razmerje vsebnosti klorofilov a/b pod vplivom dodatnega UV-B sevanja glede na

obe kontroli statistično značilno poveča meseca maja in zmanjša meseca oktobra.

Spremembe, ki smo jih opazili pri enoletnih, razvijajočih se iglicah, na pa tudi pri dveletnih

iglicah, razlagamo s spoznanjem DeLucia in sodelavcev (1992), ki so izmerili, da UV-B

sevanje ne prodira v odrasle iglice subalpinskih iglavcev, prodre pa v razvijajoče se iglice.

Značilno povečanje razmerja klorofilov a/b pod dodatnim UV-B meseca maja pri enoletnih

iglicah se ujema z rezultati avtorjev Day & Demchik (1996), ki sta ugotovila povečano razmerje

klorofilov a/b pri repi (Brassica rapa). Pri sintezi karotenoidov in klorofilov sodelujejo UV-B,

UV-A in modra svetloba (RAU & SCHROTT, 1987). UV-B sevanje sproži sintezo klorofilov,

obenem pa vpliva na številne procese, ki povratno negativno delujejo na vsebnost klorofilov,

zato je končni učinek odvisen od intenzitete in trajanja UV-B obsevanja, interakcije sevanja z

drugimi okoljskimi dejavniki in odpornosti rastline.

Oktobrsko zmanjšanje razmerja vsebnosti klorofilov a/b pod vplivom UV-B sevanja, se ujema z

rezultati, ki so jih dobili  Bavcon s sodelavci (1996) in Šprtová s sodelavci (1999), ki so

dokazali zmanjšanje razmerja pri smreki. Verjetno pod vplivom UV-B sevanja pride do

pregradnje fotosinteznega aparata, ki vodi k večji učinkovitosti antenskega pigmentnega

kompleksa medtem ko se zmanjša vsebnost klorofila a, ki je verjetno bolj občutljiv za UV-B

sevanje kot klorofil b (BORNMAN & VOGELMAN, 1991). Demmig-Adams in Adams (1992)

razlagata zmanjšanje vsebnosti klorofila a kot del zaščitnega mehanizma, ki varuje

fotosintezni aparat pred fotooksidacijskimi poškodbami. Oktobrske meritve morda kažejo
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kumulativni vpliv  UV-B sevanja, da pa bi vpliv potrdili, bi morali poskus nadaljevati v naslednji

sezoni.

Številni avtorji so pri rastlinah pod vplivom UV-B sevanja ugotovili tudi povečane vsebnosti

karotenoidov (MIDDLETON & TERAMURA, 1993; CUADRA & HARBORNE, 1996).

Uravnavanje oddajanja presežne ekscitacijske energije poteka preko karotenoidov

ksantofilnega cikla (DEMMIG-ADAMS, 1990). Zato manjša vsebnost klorofilov ni vedno v

korelaciji z manjšo fotokemično učinkovitostjo. V nekaterih primerih je kljub zmanjšani

vsebnosti klorofilov prišlo do povečane fotosintezne aktivnosti (GENTY in sod., 1989).

5.2.5   VSEBNOST UV-B ABSORBIRAJOČIH SNOVI

Vednozeleni iglavci montanskega in subalpinskega pasu so izrazito odporni proti poškodbam,

ki jih povzroča UV-B sevanje. Sullivan in Teramura (1988) sta ugotovila inhibirano rast petih od

desetih preskušanih iglavcev pod dodatnim UV-B sevanjem. Občutljivi iglavci so uspevali v

nižinskem, odporni pa v subalpinskem pasu. Odpornost razlagamo z učinkovito epidermalno

absorbcijo UV-B sevanja in dobro razvitimi drugimi zaščitnimi mehanizmi (CALDWELL in sod.,

1982). K dobri absorbciji UV-B sevanja pri vednozelenih iglavcih prispevajo anatomske

značilnosti epidermide in velika vsebnost UV-B absorbirajočih snovi (DeLUCIA in sod., 1992).

Gordon in sodelavci (1998) so ugotovili, da se kemijska sestava epikutikularnih voskov pri

smreki pod vplivom UV-B sevanja spremeni. Vendar Day in sodelavci (1992) zavračajo

hipotezo, da bi epikutikularni voski prispevali k zaščiti rastline pred UV-B sevanjem. S pomočjo

optičnih vlaken so izmerili nespremenjeno epidermalno prepustnost za UV-B sevanje pred in

po odstranitvi epikutikularnih voskov z iglic.

Sullivan  in sodelavci (1996) so s pomočjo optičnih vlaken izmerili, da v mezofil odrasle iglice

bora Pinus taeda z nižinskih rastišč prodre manj kot 0,5% UV-B sevanja, medtem ko v mlado

iglico prodre 1% UV-B sevanja. DeLucia in sodelavci (1992) pa so na dveh subalpinskih

iglavcih, Picea engelmannii in Abies lasiocarpa, z enako metodo izmerili, da UV-B sevanje

prodira v mezofil razvijajočih se iglic, medtem ko do mezofila odrasle iglice ne prodre. Večji del

UV-B sevanja ne prehaja niti skozi zunanjo celično steno epidermide, kar kaže, da so za

absorbcijo UV-B sevanja v veliki meri odgovorni pigmenti celične stene in ne le v metanolu

topni pigmenti iz vakuole. Flavonoidi, kovalentno vezani v celični steni, prispevajo k zmanjšani

prepustnosti epidermide za UV-B sevanje predvsem pri iglavcih, manj pri listnatih lesnatih

rastlinah in le malo pri zelnatih rastlinah (DAY in sod., 1993). V nadaljevanju poskusa bi bilo

zato smiselno analizirati UV-B absorbirajoče snovi, vezane v celični steni.

Zmožnost kopičenja UV-B absorbirajočih snovi je genetsko pogojena (SATO & KUMAGAI,

1997). Počasi rastoče rastline praviloma sintetizirajo večje količine sekundarnih metabolitov,
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med njimi tudi UV-B absorbirajočih snovi, kot hitro rastoče rastline (BAZZAZ in sod., 1987;

HERMS & MATTSON, 1992). Vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi, topnih v metanolu, so pri

smreki v primerjavi z vsebnostmi pri zelnatih rastlinah (GERM, 2000; ČRV-NOVAK, 2000;

MAZEJ, 2000) velike. Vsebnost UV-B absorbirajočih snovi je pri dveletnih iglicah večja kot pri

enoletnih iglicah, tekom sezone pa se predvsem pri dveletnih iglicah povečuje. Podoben

rezultat so pri boru Pinus taeda dobili Sullivan s sodelavci (1996), vsebnost UV-B

absorbirajočih snovi se ni spreminjala s povečanim UV-B obsevanjem, pač pa s starostjo iglic.

Dodatno UV-B sevanje na vsebnost UV-B absorbirajočih snovi dveletnih iglic smreke ni

vplivalo. Pri enoletnih iglicah je vsebnost UV-B absorbirajočih snovi pod vplivom dodatnega

UV-B glede na tretiranje pod zunanjim UV-B sevanjem v mesecu maju večja, v ostalih

mesecih se vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi med tretiranji ne razlikujejo. Značilno

povečanje UV-B absorbirajočih snovi v prvih tednih razvoja iglic razlagamo z relativno velikim

prodiranjem UV-B sevanja do UV-B receptorjev v mezofilu, kar dodatno stimulira sintezne poti

UV-B absorbirajočih snovi. Rezultat se ujema z ugotovitvijo, da UV-B inducirani flavonoidi

izrazito narastejo le pri mladih, ne pa tudi pri starih listih (LOIS, 1994). Prodiranje UV-B

sevanja v mezofil pa pomeni, da so tudi motnje fizioloških in razvojnih procesov v zgodnjih

fazah razvoja bolj verjetne kot pri zrelih iglicah.

Flint in sodelavci (1985) so postavili hipotezo, da ambientalna intenziteta UV-B sevanja

dosega saturacijske vrednosti za indukcijo sinteze UV-B absorbirajočih snovi. Naši rezultati pa

kažejo, da se pri kontrolnih rastlinah, ki so rasle brez UV-B sevanja, tvori enaka množina UV-B

absorbirajočih snovi kot ob prisotnosti UV-B sevanja. Sintezo flavonoidov inducirajo UV-B in

UV-A sevanje ter modra in rdeča svetloba (BORNMAN & TERAMURA, 1993). Iz rezultatov

sklepamo, da pri smreki sinteza UV-B absorbirajočih snovi poteka tudi brez aktiviranja UV-B

receptorja.

Kvantitativni in kvalitativni vzorec flavonoidov pri rastlini je odvisen od spektra sevanja

(BORNMAN & TERAMURA, 1993). Olsson s sodelavci (1998) je pri navadni ogrščici (Brassica

napus) ugotovil, da se pod vplivom UV-B sevanja spremenijo deleži dveh glavnih skupin

flavonoidov, kampferol in kvercetin glikozidov. Vsebnost kvercetin glikozidov se poveča

tridesetkrat bolj od vsebnosti kampferol glikozidov. Kvercetin glikozidi so učinkovitejši lovilci

prostih radikalov kot kampferol glikozidi, zato kvalitativno spremembo flavonoidov smatramo

kot stresni odgovor rastline na UV-B. V magistrski nalogi kvalitativnih analiz po HPLC metodi

nismo naredili, spremljali smo le razmerja ekstinkcijskih vrednosti pri 290, 300 in 320 nm. Od

aprila do oktobra je absorbcija UV-B sevanja pri smrekovih iglicah obeh starosti največja v

kratkovalovnem delu UV-B spektra, pri 290 nm, manjša je v sredini UV-B spektra, pri 300 nm,

in najmanjša v dolgovalovnem delu spektra, pri 320 nm. Dveletne iglice so januarja večji del

UV-B sevanja absorbirale pri 320 nm, nekoliko manjši del pa pri 290 in 300 nm. Tekom sezone

se je najbolj povečala absorbcija kratkovalovnega UV-B spektra sevanja. K povečanju

vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi pri enoletnih iglicah meseca maja so doprinesle snovi, ki
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absorbirajo tako v zgornjem kot v srednjem in spodnjem delu UV-B spektra. Pod vplivom

dodatnega UV-B smo izmerili značilno večje absorbcije pri 290, 300 in 320 nm. V nadaljevanju

poskusa pa bi bilo smiselno narediti kvalitativne analize UV-B absorbirajočih snovi.

Vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi so bile pri vseh treh tretiranjih enake, zjutraj, zgodaj

popoldan in zvečer. Veit in sodelavci (1996) so pri tropskem drevesu Anacardium excelsum in

polarni praprotnici Cryptogramma crispa, izpostavljenih polnemu sončnemu sevanju, ugotovili,

da vsebnost v metanolu topnih UV-B absorbirajočih snovi od zore do poldneva narašča,

popoldan in zvečer pa upada. Vsebnosti pri rastlinah, ki jih ni doseglo UV-B sevanje, niso

nihale. Podobno odvisnost vsebnosti flavonoidov od UV-B sevanja so ugotovili tudi Caldwell in

sodelavci (1994) pri soji. Nihanja vsebnosti v metanolu topnih UV-B absorbirajočih snovi so

verjetno posledica povečane sinteze, kar sklepamo iz povečane encimske aktivnosti

flavonoidne sintezne poti (CUADRA & HARBORNE, 1996), morda pa tudi prehajanja netopnih

UV-B absorbirajočih snovi iz celične stene v vakuolo (VEIT in sod., 1996). Lois (1994) je pri

repnjakovcu (Arabidopsis thaliana) ugotovil, da gre za konstitutivne in inducibilne flavonoide.

Vsebnost konstitutivnih UV-B absorbirajočih snovi je odvisna od starosti lista, inducibilni

flavonoidi pa so specifični za zgodnje stopnje v onotogenetskem razvoju organa in so v

korelaciji z UV-B sevanjem. Pri smreki, ki smo jo dodatno obsevali z UV-B,  je prišlo do UV-B

inducirane sinteze flavonoidov pri razvijajočih se iglicah, ko je UV-B sevanje verjetno še

prodiralo do receptorjev v mezofilu. Kasneje je potekala izgradnja konstitutivnih flavonoidov.

5.3 AKTIVNOST SMREKE NA  VISOKOGORSKEM RASTIŠČU

Rastline, ki uspevajo v gorah, so pogosto izpostavljene stresnim odmerkom okoljskih

dejavnikov, predvsem veliki intenziteti sevanja (vidne svetlobe in UV), ekstremnim

temperaturnim razmeram, pomanjkanju vode ter hranil in zračnemu onesnaženju. Odgovor

rastline na okoljske dejavnike je kompleksen.
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5.3.1 FOTOKEMIČNA UČINKOVITOST FS II

Značilno manjšo potencialno fotokemično učinkovitost fotosistema II (Fv/Fm) smo izmerili pri

enoletnih iglicah smreke v visokogorju v primerjavi z enako starimi iglicami v nižinskem pasu.

Pri dveletnih in triletnih iglicah razlike v razmerju Fv/Fm niso bile več statistično značilne.

Povprečna vrednost Fv/Fm enoletnih iglic smreke s subalpinskega rastišča je 0,71, kar

razlagamo kot posledico fotooksidacijskih poškodb fotosistema (CRITCHLEY, 1998).

Razvijajoče se iglice še niso dovolj zaščitene pred prodiranjem UV-B sevanja v notranjost

asimilacijskega tkiva (DeLUCIA in sod., 1992). To delno potrjujejo tudi naše meritve v

metanolu topnih UV-B absorbirajočih snovi; vsebnosti so pri dveletnih iglicah za 47% večje od

vsebnosti pri enoletnih iglicah. K zaščiti pred prodiranjem UV-B sevanjem v mezofil pri iglavcih

v precejšnji meri pripomorejo tudi fenolove spojine, kovalentno vezane v celični steni

epidermide (DAY in sod., 1993). Vendar iz meritev ne moremo sklepati, v kolikšni meri so k

zmanjšani fotokemični učinkovitosti prispevali drugi stresni dejavniki. Epikutikularna voskasta

prevleka je v prvih mesecih razvoja iglic smreke zelo tanka (CAPE & PERCY, 1993), zato so

mlade iglice bolj izpostavljene temperaturnemu, vodnemu in sevalnemu (PAR) stresu ter vplivu

zračnega onesnaženja kot zrele iglice (GORDON in sod., 1998). Zmanjšanje fotokemične

učinkovitosti FS II pri smreki pod vplivom UV-B sevanja so izmerili tudi Bavcon in sodelavci

(1996) na različno starih iglicah ter Šprtová in Marek (1999) na enoletnih iglicah, vendar

poskusne razmere niso bile popolnoma primerljive.

Izmerili smo tudi značilno manjše vrednosti maksimalne fluorescence temotno adaptiranih

vzorcev (Fm) pri enoletnih iglicah smreke z visokogorskega rastišča, pri starejših iglicah razlik

ni bilo. Zmanjšanje vrednosti Fm predstavlja povečanje nefotokemičnega dela dušenja

fluorescence, se pravi sproščanja presežne ekscitacijske energije kot toplote, pri čemer je

vpletenih več procesov in zmanjšanje fotokemičnega dela dušenja, to je elektronskega

transporta skozi fotosistem (DEMMING-ADAMS & ADAMS, 1992).

Vrednosti minimalne fluorescence temotno adaptiranih vzorcev (Fo) so enake pri smrekah s

visokogorskega in nižinskega rastišča. Fo vrednosti so rezultat fluorescence klorofila v

kompleksu antenskih pigmentov, zato sklepamo, da dozirana jakost UV-B sevanja klorofila v

kompleksu antenskih pigmentov in prenosa ekscitacijske energije na klorofil reakcijskega

centra ni prizadela (ŁUKASZEK & POSKUTA, 1996).

Vrednosti dejanske fotokemične učinkovitosti FS II (Y) pri PPFD blizu 1000 µmol m-2 s-1 so pri

enoletnih in dveletnih iglicah smreke z visokogorskega rastišča manjše v primerjavi z vzorci z

nižinskega rastišča. V visokogorju je pri enoletnih iglicah prišlo do dolgotrajne fotoinhibicije,

ker je tudi potencialna fotokemična učinkovitost majhna, pri dveletnih iglicah pa je prišlo do

kratkotrajne fotoinhibicije. Enoletne in dveletne iglice v visokogorju torej izkoristijo manjši delež

ekscitacijske energije za fotokemično delo kot enako stare iglice v kolinskem pasu. Pri triletnih
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iglicah razlike dejanske fotokemične učinkovitosti niso bile več statistično značilne, zato

sklepamo, da zaščitni in popravljalni mehanizmi pri tej starosti iglic popolnoma popravijo in

preprečijo poškodbe, ki so jih povzročili raznovrstni stresi v času razvoja iglic. Rezultat se ne

ujema z meritvami številnih avtorjev, ki so ugotovili kumulativni efekt UV-B sevanja, kjer se je

obseg poškodb z leti izpostavljenosti rastline stopnjeval (TERAMURA & SULLIVAN, 1994).

Smreka je glede na naše rezultate sposobna popravljati in preprečevati škodljive vplive UV-B

sevanja.

5.3.2 DIHALNI POTENCIAL

Dihalni potencial (ETS) enoletnih iglic smreke z visokogorskega rastišča je manjši od

dihalnega potenciala vzorcev, nabranih v nižinskem pasu, pri starejših iglicah pa značilne

razlike v dihalnem potencialu med vzorci z različnih rastišč nismo izmerili. Rezultat se ujema s

spoznanji, da UV-B sevanje na iglice najbolj negativno deluje v prvih mesecih razvoja, ko

zaščitni mehanizmi še niso popolnoma razviti (DeLUCIA in sod., 1992; CAPE & PERCY,

1993). Łukaszek in Poskuta (1996) sta sicer ugotovila, da kratkotrajna izpostavljenost

trstikaste bilnice UV-B sevanju na temotno dihanje ne vpliva ali ga stimulira, vendar je odgovor

rastline na akutni stres pogosto zelo drugačen od odgovora na kronični stres (NILSEN &

ORCUTT, 1996), kakršen je prisoten v našem poskusu, četudi so odmerki enaki.

5.3.3 VSEBNOST KLOROFILOV

Skupna vsebnost klorofilov a in b je pri enoletnih in triletnih iglicah smreke na

visokogorskem rastišču manjša kot na nižinskem rastišču. Pri dveletnih iglicah razlik v

skupni vsebnosti klorofilov a in b med različnima rastiščema nismo izmerili, pač pa je pri

dveletnih iglicah z višje nadmorske višine več klorofila a napram klorofilu b.

Bavcon s sodelavci (1996) in Šprtová s sodelavci (1999) so izmerili zmanjšanje vsebnosti

klorofilov pod dodatnim UV-B sevanjem pri smreki, znani pa so tudi poskusi na drugih

rastlinah, kjer do zmanjšanja vsebnosti klorofilov ni prišlo ali pa se je vsebnost celo

povečala (MIDDLETON & TERAMURA, 1993). Rastlina in njeni organi so v različnih fazah

razvoja različno občutljivi na posamezne stresne dejavnike (NILSEN & ORCUTT, 1996).

Mlade iglice so manj odporne na temperaturni, vodni in sevalni (PAR) stres kot zrele iglice

(GORDON in sod., 1998). Stresne razmere pospešujejo nastajanje kisikovih radikalov, ki

poleg drugih škodljivih učinkov spodbujajo razgradnjo klorofila (TAUSZ in sod., 1999). V

našem poskusu, podobno kot pri ostalih merjenih parametrih, ne moremo ugotoviti, v

kolikšni meri je k zmanjšani vsebnosti klorofilov prispeval posamezni stresni dejavnik.
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Skupna vsebnost klorofilov je v visokogorju majhna tudi pri triletnih iglicah. Na

visokogorskem rastišču je proces staranja potekal hitreje in so iglice dosegle največjo

starost štiri leta, v kolinskem pasu pa je bil starostni razred vsaj sedem let. Znano je, da

imajo stare iglice manjšo vsebnost klorofilov (SULLIVAN & TERAMURA, 1988).

Značilno večje razmerje vsebnosti klorofilov a/b na visokogorskem rastišču v primerjavi z

nižinskim rastiščem pri dveletnih iglicah je verjetno posledica višje intenzitete vidnega in UV

spektra sevanja. Pri sintezi klorofilov sodelujejo UV-B, UV-A in modra svetloba (RAU &

SCHROTT, 1987). Povečano razmerje vsebnosti klorofilov a/b je značilno za asimilacijske

organe, ki so izpostavljeni soncu v primerjavi s senčnimi organi (LARCHER, 1980). Povečanje

razmerja klorofilov a/b pod dodatnim UV-B sta ugotovila Day & Demchik (1996) pri repi

(Brassica rapa). Številni avtorji (AMBASHT & AGRAWAL, 1995; BAVCON in sod., 1996;

MUSIL, 1996; ŠPRTOVÁ in sod., 1999) pa so ugotovili zmanjšanje razmerja vsebnosti

klorofilov a/b. Bornman in Vogelman (1991) sta dokazala, da je klorofil a bolj občutljiv za  UV-B

sevanje kot klorofil b, torej bi pri občutljivih rastlinah pričakovali zmanjšanje skupne vsebnosti

klorofilov kot tudi zmanjšanje razmerja vsebnosti klorofilov a/b. Demmig-Adams in Adams

(1992) razlagata zmanjšanje vsebnosti klorofila a in povečanje vsebnosti klorofila b kot del

zaščitnega mehanizma, ki varuje fotosintezni aparat pred fotooksidacijskimi poškodbami.

Meritve skupne vsebnosti klorofilov a in b, vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi, potencialne

fotokemične učinkovitosti in dihalnega potenciala pri dveletnih iglicah z visokogorskega

rastišča potrjujejo domnevo, da so iglice v drugem letu precej odporne proti UV-B sevanju,

zato tudi ni prišlo do zmanjšanja razmerja vsebnosti klorofilov a/b.

5.3.4 VSEBNOST UV-B ABSORBIRAJOČIH SNOVI

Vsebnost UV-B absorbirajočih snovi, topnih v metanolu, so pri dveletnih iglicah smreke,

rastoče na visokogorskem rastišču, za 52% večje od vsebnosti pri vzorcih, nabranih na

nižinskem rastišču. Ekstinkcijske vrednosti pri 290, 300 in 320 nm so pri dveletnih iglicah

visokogorske smreke večje kot pri nižinski smreki. Vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi

enoletnih in triletnih iglic z različnih rastišč se ne razlikujejo. Pri triletnih iglicah z

visokogorskega rastišča so vsebnosti v metanolu topnih UV-B absorbirajočih snovi manjše kot

pri dveletnih iglicah s tega rastišča.

Vsebnost UV-B absorbirajočih snovi je v korelaciji z odmerkom UV-B sevanja. S

povečevanjem odmerka UV-B sevanja vsebnost najprej narašča, nad določenim odmerkom pa

začne upadati. Upadanje je verjetno povezano s škodljivim vplivom UV-B sevanja, ki

prizadene različne celične funkcije, tudi sintezo UV-B absorbirajočih snovi (LOIS, 1994), kar je

možna razlaga različnih vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi pri različno starih iglicah z

visokogorskega rastišča. Pri enoletnih iglicah tako ni prišlo do povečane sinteze flavonoidov,
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ker so velike jakosti UV-B verjetno pripeljale do motenj celičnih procesov, kar je razvidno tudi

iz meritev fotokemične učinkovitosti in ETS. Hipotezi v prid so tudi meritve vsebnosti klorofilov,

ki so na visokogorskem rastišču pri triletnih iglicah  manjše kot pri dveletnih iglicah. Druga

hipoteza za majhno vsebnost UV-B absorbirajočih snovi, topnih v metanolu, pri triletnih iglicah

je, da gre zmanjšanje na račun povečane vsebnosti kovalentno vezanih flavonoidov v celičnih

stenah epidermide. Znano je, da se v zgodnjih stopnjah ontogenetskega razvoja celice UV-B

absorbirajoče snovi nahajajo v vakuoli, kasneje pa predvsem v odebeljeni sekundarni celični

steni (KARABOURNIOTSI in sod., 1998).

Sintezo fenolovih spojin, ki absorbirajo sevanje v UV-B spektralnem delu, sprožijo tudi okoljski

dejavniki; svetlobni, temperaturni in vodni režim, nutrienti, patogeni ter herbivori (SCHMELZER

in sod., 1989;  MARTIN & GERATZ, 1993). Povečanih vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi v

iglicah z višinskega rastišča zato ne moremo razlagati izključno kot posledico velikih intenzitet

UV-B sevanja, temveč kot interakcijo delovanja različnih stresnih dejavnikov, ki vladajo v

visokogorju.
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5.4 ZAKLJUČEK

Rezultati kažejo, da UV-B sevanje z močjo, ki ustreza 17% zmanjšanju ozonske plasti, na

aktivnost smreke in na kalitev nima jasnega negativnega vpliva. Značilna je tudi velika

variabilnost merjenih parametrov, kar kaže, da je odgovor smreke na UV-B sevanje, precej

specifičen za posamezno rastlino. Značilne razlike med tretiranjem pod dodatnim UV-B

sevanjem in kontrolo pod zunanjim UV-B sevanjem so bile opazne predvsem na mladih iglicah

v prvih tednih razvoja, ko zaščitne snovi in mehanizmi še niso popolnoma razviti. Značilne

razlike smo izmerili še pozimi, ko je verjetno prišlo do sinergističnega delovanja UV-B sevanja,

nizkih temperatur in fiziološke suše, ter poleti, ko je bila jakost UV-B sevanja največja. Meritve

na smrekah, ki rastejo v visokogorju in so izpostavljene velikim odmerkom UV-B sevanja ter

drugim stresnim dejavnikom, dajejo slutiti, da sinergistični vpliv UV-B sevanja in stresov na

smreko v višjih nadmorskih legah ni zanemarljiv. V nadaljevanju raziskav na smreki bi bilo

smiselno ugotavljati interakcije delovanja različnih stresnih dejavnikov kot tudi morebitni

kumulativni vpliv po večletni izpostavljenosti rastlin UV-B sevanju.
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6 POVZETEK

V nalogi smo ugotavljali vpliv UV-B sevanja na smreko (Picea abies (L.) Karst.). Povečanje

UV-B sevanja je neposredno povezano s tanjšanjem ozonske plasti v stratosferi in vpliva na

številne biološke procese. Povečano UV-B sevanje na rastline različno učinkuje, odvisno od

občutljivosti organizma. Rastline, ki uspevajo na večjih zemljepisnih širinah in višjih

nadmorskih legah, so praviloma bolj odporne na povečano UV-B sevanje. Smreka naj bi bila

glede na raziskave na iglavcih relativno odporna na UV-B sevanje. Odpornost razlagamo z

učinkovito epidermalno absorbcijo UV-B sevanja in dobro razvitimi zaščitnimi mehanizmi

(CALDWELL in sod., 1982).

Sejanke smreke so v prvem letu rasle v kontroliranih razmerah, brez UV-B sevanja, enoletne

rastline smo izpostavili zunanjim razmeram in meritve opravljali enkrat mesečno. Sistem

osvetljevanja z UV-B smo povzeli po Caldwellu in sodelavcih (1983). Pripravili smo tri sisteme

tretiranj, pretežno brez UV-B sevanja, z dodatnim UV-A ter z dodatnim UV-B in UV-A

spektralnim delom, ki je po jakosti ustrezal 17% stanjšanju ozonske plasti, kar je predstavljalo

od 35% do 58% povečanje biološko aktivnega UV-BBE sevanja. Poskus kalitve smo nastavili

aprila, na smrekah z visokogorskega rastišča smo meritve opravili v avgustu.

Povečano UV-B sevanje ni vplivalo na kalivost smreke; sklepamo, da semenska testa

zagotavlja zaščito pred prodiranjem UV-B sevanja v notranjost semena (KRIZEK, 1975). UV-B

sevanje ni vplivalo niti na morfološke značilnosti, na dolžino in suho težo, niti na skupno

vsebnost klorofilov a in b, razmerje vsebnosti klorofilov a/b in vsebnost UV-B absorbirajočih

snovi pri kalicah smreke. Velike vrednosti UV-B absorbirajočih snovi so eden od mehanizmov,

ki rastlino zgodaj ščitijo pred škodljivimi vplivi UV-B sevanja (MIDDLETON & TERAMURA,

1993). Vprašanje o vplivu povečanega UV-B sevanja na kalivost smreke v naravnem okolju,

kjer bi bila semena zasenčena pred direktnim UV-B sevanjem, obenem pa bi se razvijala ob

povečanem UV-B sevanju, pa ostaja odprto.

Dodatno UV-B sevanje v teku sezone ni imelo izrazito negativnega vpliva na sejanke smreke.

UV-B sevanje na fotosintezno aktivnost in na potencialno fotokemično učinkovitost FS II

(Fv/Fm) ni vplivalo. Pri dveletnih iglicah je bila maksimalna fluorescenca (Fm) pod vplivom

UV-B sevanja značilno manjša v februarju in avgustu. Domnevamo, da je pozimi prišlo do

sinergističnega delovanja nizkih temperatur, fiziološke suše in UV-B sevanja, poleti pa je bila

jakost UV-B sevanja največja in smreka ni bila sposobna sproti popravljati poškodb, ki jih je

povzročilo sevanje. Povečanje nefotokemičnega dela dušenja fluorescence pri dveletnih

iglicah pozimi je pokazal tudi parameter NPQ. Pri dveletnih iglicah smreke je torej dvakrat

prišlo do fotoinhibicije na račun povečanega nefotokemičnega oddajanja ekscitacijske

energije, ne pa na račun fotooksidacijskih poškodb fotosinteznega aparata. UV-B sevanje na

Fm enoletnih iglic ni vplivalo, vrednosti NPQ pa so bile pod vplivom UV-B sevanja večje v
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maju, v času zgodnjega razvoja iglic, ko vsi zaščitni mehanizmi še niso razviti (FLINT &

CALDWELL, 1984). Minimalne vrednosti fluorescence temotno adaptiranih vzorcev (Fo) se

pod dodatnim UV-B sevanjem niso spremenile, zato sklepamo, da klorofil v kompleksu

antenskih pigmentov ni bil prizadet (ŁUKASZEK & POSKUTA, 1996). Dejanska fotokemična

učinkovitost FS II (Y), se pod vplivom dodatnega UV-B sevanja ni zmanjšala. Značilnih

sprememb dihalnega potenciala (ETS) pod vplivom UV-B sevanja nismo ugotovili, razen

zmanjšanja pri enoletnih iglicah v avgustu. Domnevamo, da je bila jakost UV-B sevanja poleti

prevelika, da bi smreka uspela sproti popravljati poškodbe, ki jih je povzročilo sevanje.

Skupna vsebnost klorofilov a in b se pod povečanim UV-B sevanjem ni spremenila. Pod

vplivom povečanega UV-B sevanja pride do zmanjšanja ali povečanja vsebnosti fotosinteznih

pigmentov (BORNMAN, 1989). Razmerja vsebnosti klorofilov a/b pri dveletnih iglicah smreke

so pod povečanim UV-B sevanjem ostala nespremenjena, pri enoletnih iglicah  se je razmerje

povečalo maja in zmanjšalo oktobra. Maja se je razmerje povečalo, saj je znano, da UV-B

sevanje sproži sintezo klorofilov, obenem pa vpliva na procese, ki povratno negativno delujejo

na vsebnost klorofilov (DAY & DEMCHIK, 1996). Oktobrske meritve morda nakazujejo

kumulativni vpliv UV-B sevanja; zmanjšanje razmerja klorofilov a/b omogoča učinkovitejše

oddajanje presežne ekscitacijske energije in zmanjšanje fotooksidacijskih poškodb fotosistema

(BORNMAN & VOGELMAN, 1991). Vsebnosti UV-B absorbirajočih snovi, topnih v metanolu,

so pri smreki velike. Dodatno UV-B sevanje na vsebnost UV-B absorbirajočih snovi dveletnih

iglic ni vplivalo, pri enoletnih iglicah je bila vsebnost v maju večja, v ostalih mesecih se

vsebnosti niso razlikovale. Pri razvijajočih se iglicah, meseca maja, je prodiranje UV-B sevanja

do UV-B receptorjev v mezofilu relativno veliko in dodatno stimulira sintezne poti UV-B

absorbirajočih snovi. Prodiranje UV-B sevanja v mezofil pomeni, da so v zgodnjih fazah

razvoja iglic bolj verjetne motnje fizioloških in razvojnih procesov.

Smreke, ki uspevajo v visokogorju, so poleg velikih odmerkov UV-B sevanja izpostavljene tudi

drugim stresnim dejavnikom,  velikemu PPFD, ekstremnim temperaturam, pomanjkanju vode

ter hranil in zračnemu onesnaženju. Stres najbolj prizadene mlade iglice, ker je v prvih

mesecih razvoja epikutikularna voskasta prevleka iglic tanka in zaščitni mehanizmi še niso

popolnoma razviti (CAPE & PERCY, 1993).

Pri enoletnih iglicah smreke v visokogorju smo izmerili značilno manjše razmerje Fv/Fm in

manjše vrednosti Fm, pri starejših iglicah razlik ni bilo. Vrednosti Fo so bile enake pri smrekah

s visokogorskega in nižinskega rastišča. Vrednosti dejanske fotokemične učinkovitosti pri

visokogorskih smrekah so bile manjše pri enoletnih in dveletnih iglicah, pri triletnih iglicah

razlika ni bila več značilna;  sklepamo, da zaščitni in popravljalni mehanizmi pri tej starosti iglic

popravijo in preprečijo poškodbe, ki so jih povzročili raznovrstni stresi v času razvoja iglic.

Rezultat se ne ujema z meritvami avtorjev (BAVCON in sod., 1996; ŠPRTOVÁ in sod., 1999),

ki so ugotovili kumulativni efekt UV-B sevanja, kjer se je obseg poškodb z leti izpostavljenosti

rastline stopnjeval. Vrednosti ETS enoletnih iglic smreke z visokogorskega rastišča so značilno
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manjše, pri starejših iglicah razlik v dihalnem potencialu med vzorci z različnih rastišč nismo

izmerili. Skupna vsebnost klorofilov a in b je pri enoletnih in triletnih iglicah smreke na

visokogorskem rastišču manjša kot na nižinskem rastišču, pri dveletnih iglicah razlik v skupni

vsebnosti klorofilov nismo izmerili, pač pa je pri dveletnih iglicah z večje nadmorske višine več

klorofila a napram klorofilu b. Majhno vsebnost klorofilov pri triletnih iglicah razlagamo s tem,

da je na visokogorskem rastišču proces staranja potekal hitreje; stare iglice imajo manjšo

vsebnost klorofilov (SULLIVAN & TERAMURA, 1988). Večje razmerje klorofilov a/b na

visokogorskem rastišču pri dveletnih iglicah je posledica večje intenzitete vidnega in UV

spektra sevanja. Sklepamo, da so dveletne iglice z visokogorskega rastišča precej odporne

proti UV-B sevanju, zato do zmanjšanja razmerja vsebnosti klorofilov a/b ni prišlo. Vsebnost

UV-B absorbirajočih snovi, topnih v metanolu, so pri dveletnih iglicah smreke, rastoče na

visokogorskem rastišču, za 52% večje od vsebnosti pri vzorcih, nabranih na nižinskem

rastišču, vsebnosti enoletnih in triletnih iglic se ne razlikujejo. Pri triletnih iglicah z

visokogorskega rastišča so vsebnosti manjše kot pri dveletnih iglicah s tega rastišča. Vsebnost

UV-B absorbirajočih snovi je v korelaciji z odmerkom UV-B sevanja; s povečevanjem odmerka

UV-B sevanja vsebnost snovi najprej narašča, nad določenim odmerkom pa začne upadati. Do

zmanjšanja morda pride zaradi povečane vsebnosti kovalentno vezanih flavonoidov v celičnih

stenah epidermide. Iz rezultatov meritev v visokogorju ne moremo sklepati, v kolikšni meri je k

odgovoru rastline prispeval posamezni stresni dejavnik, vendar sinergistični vpliv UV-B

sevanja in drugih stresov na smreko v višjih nadmorskih legah ni zanemarljiv.
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7 SUMMARY

This study evaluates the effects of increased UV-B radiation on Norway spruce (Picea abies

(L.) Karst.). It has been proved, that depletion of stratospheric ozone due to anthropogenic

pollutants results in enhanced levels of UV-B radiation reaching the Earth's surface. UV-B

radiation affects many biological and chemical processes. Plants are diversely tolerant to

UV-B; those from high altitudes and latitudes generally have better protective mechanisms

compared with low altitude and latitude plants. Norway spruce is presumed to be quite tolerant

to UV-B radiation according to research on other conifers which posses high epidermal

absorption of UV-B radiation and other well developed protective mechanisms (CALDWELL et

al., 1982).

One-year-old seedlings were planted outside in pots and tested once a month. The plants

were exposed to three different levels of UV-B according to Caldwell et al. (1983): without UV-

B, with ambient UV-B plus additional UV-A and with ambient UV-B plus additional UV-A and

UV-B, which simulated 17% ozone depletion which is equivalent to 35% to 58% biologically

effective UV-BBE. Germination was examined in April under the same radiation conditions;

plants from a mountainous locality were tested in July.

Germination was not affected by enhanced UV-B since the seed coat provides sufficient

protection against deleterious UV-B effects (KRIZEK, 1975). UV-B radiation affected neither

the dry weight and length of seedlings nor the total  chlorophyll content, chlorophyll a/b ratio or

total content of UV-B absorbing pigments. The accumulation of UV-B absorbing compounds

appears to be an important protective mechanism, which already effectively reduces

detrimental action of UV-B irradiance at an early developmental stage (MIDDLETON &

TERAMURA, 1993). In the field, germination may occur with less direct UV-B radiation but the

seeds may have already developed under enhanced UV-B, therefore, we could not conclude

that expected ozone reduction will have no effect on the germination of Norway spruce.

Spruce seedlings showed no clear negative response to enhanced UV-B radiation during one

growing season. Photosynthetic activity and potential photochemical efficiency (Fv/Fm) were

not affected. Two-year-old needles showed significantly lower maximal chlorophyll a

fluorescence of dark-adapted samples (Fm) under supplemental UV-B in February and

August, otherwise there was no effect observed. We conclude that in February there may be a

synergistic impact of UV-B, low temperatures and water stress and that in summer the

differences may be due to high doses of UV-B radiation. In February also higher values of non-

photochemical quenching (NPQ) were measured on two-year-old needles under supplemental

UV-B, which indicates UV-B stress, which drives to higher non-radiative dissipation of

excitation energy but does not yet produce photooxidative damage to the photosystem. Fm

was not affected on one-year-old needles, NPQ was higher in May under enhanced UV-B,
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during early developmental needle state, which does not dispose fully developed protective

mechanisms (FLINT & CALDWELL, 1984). Minimal chlorophyll a fluorescence of dark-adapted

samples (Fo) was not influenced by UV-B radiation, which supports the idea that chlorophyll

from light-harvesting-complex remained unaffected by UV-B (ŁUKASZEK & POSKUTA, 1996).

Effective quantum yield (Y) was not affected as well. Potential dark respiration, measured as

an electron transport rate (ETS) was not significantly modified by supplemental UV-B except

once, on one-year-old needles in August, which is interpreted to be the result of high summer

doses of UV-B radiation.

Total chlorophyll was not significantly changed under supplemental UV-B radiation. UV-B

radiation could affect chlorophyll content positively or negatively (BORNMAN, 1989).

Chlorophyll a/b ratio was not affected on two-year-old needles; on young needles the ratio

significantly increased in May and decreased in October. It is known that UV-B stimulates

chlorophyll synthesis but also influence other processes, which cause a negative feedback to

chlorophyll content (DAY & DEMCHIK, 1996). The decreased values in October could be

interpreted as a cumulative effect of UV-B radiation, but to confirm that, the tests should

continued for another season. Decreased chlorophyll a/b ratio is a protective mechanism

against photo oxidative damage of the photosystem (BORNMAN & VOGELMAN, 1991). The

total content of UV-B absorbing compounds, dissolved in methanol, is high. Enhanced UV-B

had no effect on the content of two-year-old needles, while the content of young needles

significantly increased in May. Therefore it could be concluded that UV-B penetrates into

mesophyll of young needles and additionally induces synthesis of UV-B absorbing

compounds, but also disrupts physiological and developmental processes.

Spruce trees from the subalpine stand were exposed not only to high UV-B radiation but also

to a complex of other environmental factors, such as high visible irradiation, extreme

temperature condition, deficient water and mineral supply and air pollutants, which cause

stress responses. Young needles are most vulnerable to stress factors, since the protective

mechanisms are not fully developed (CAPE & PERCY, 1993).

One-year-old needles from the subalpine stand have lower Fv/Fm and Fm values compared to

lowland samples; meanwhile the older needles show there are no significant differences. Fo

values were not different at any needle age. Y values decreased in one- and two-year-old

needles, but not in three-year-old ones, suggesting that protective and repair mechanisms do

cope effectively with stresses in three-year-old needles. The result is not completely in

agreement with other authors (BAVCON et al., 1996; ŠPRTOVÁ et al., 1999), who quote the

cumulative effect of UV-B at Fv/Fm values on spruce. ETS values are significantly lower for

one-year-old needles, but not for mature needles at the subalpine stand. Total chlorophyll

content is significantly lower for one- and three-year-old needles, but not for two-year-old

needles, which exhibited higher chlorophyll a/b ratio. The low total chlorophyll content of three-

year-old needles may be due to premature senescence of foliage from the subalpine stand.
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Old needles contain a lower concentration of chlorophyll (SULLIVAN & TERAMURA, 1988).

The higher chlorophyll a/b ratio of two-year-old needles may be linked with high PAR and UV

radiation; the chloroplasts of two-year-old needles are well protected against over-excitation

and the chlorophyll a/b ratio remains high. Total UV-B absorbing pigments of two-year-old

needles at the subalpine stand were 52% higher than lowland samples. Total pigments of one-

and three-year-old needles did not differ. Three-year-old needles contained lower

concentration of UV-B absorbing pigments than two-year-old ones, which may be due to the

transportation of the dissolved pigments to the cell wall conjugated pigments or to an overdose

of UV-B, which already leads to decreased synthesis instead of inducing it. The conclusion as

to what the effect of single stress factor on physiological response could not be drawn out, but

the combined effect of UV-B and other factors to Norway spruce trees at the subalpine stand

has been determined.
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