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V rastlinjaku smo vzgojili dve populaciji vrste Thlaspi praecox Wulfen z
onesnazenega (Zerjav) in z neonesnazenega (Zaplana) rasti§¢a, da bi dologili razlike
v lastnostih akumulacije Zn, Cd in Pb ter razlike v toleranci na kovine. Celokupne
koncentracije Zn, Cd in Pb v tleh smo izmerili s pomoc¢jo rentgenske fluorescencne
spektroskopije. Prav tako smo v talnih vzorcih izmerili tudi vsebnost organske
snovi, pH in izmenljive koncentracije kovin s pomocjo amonijevega acetata.
Koncentracije kovin v poganjkih in koreninah smo dolocali po razklopu z meSanico
HNO; in HCIO4, Ugotovili smo, da med populacijama ni bilo razlik v toleranci na
kovine. Pri obeh populacijah smo potrdili hiperakumulacijo Cd in izklju€evanje Pb,
medtem ko koncentracije Zn v rastlinskih delih pri nobeni od populacij niso dosegle
meje dolocene za hiperakumulacijo Zn. Bile so opazne razlike v privzemu kovin.
Sposobnost akumulacije Zn je bila viSja pri populaciji z neonesnazenih tal, vi§ja
sposobnost akumulacije Cd pa je bila opazna pri populaciji z onesnazenih tal. Ni pa
bilo razlik v izkljucevanja Pb. Populacija z onesnazenih tal je bila bolj uspesna pri
transportu Cd iz korenin v poganjke, saj je imela visje vrednosti translokacijskih
faktorjev (TF). Prav tako je imela populacija z onesnazenih tal tudi visje vrednosti
bioakumulacijskih faktorjev (BAF), kar kaze na vecjo uporabnost te populacije za
fitoremediacijo s Cd onesnazenih tal. Obe populaciji sta si bili podobni v
fitoekstrakcijski sposobnosti za Zn, populacija z onesnazenih tal pa je imela visjo
sposobnost fitoekstrakcije Cd.

I
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In order to assess the differences in Zn, Cd, Pb accumulation and tolerance, two
populations of Thlaspi praecox Wulfen from polluted (Zerjav) and non-polluted
(Zaplana) site in a greenhouse were studied. Total soil metal concentrations of Zn,
Cd and Pb were measured with X-Ray Fluorescence Spectroscopy. Organic matter,
pH and the exchangeable concentrations of metals using extraction with ammonium
acetate were also measured in soil samples. The plant samples were treated with a
mixture of HNO; and HCIO4. We found out that there were no differences in heavy
metal tolerance between two populations of T. praecox. Cd hyperaccumulation and
Pb exclusion were confirmed in both populations of T. praecox, meanwhile the
concentrations of Zn in shoots did not excced the limit defined for Zn
hyperaccumulation in none of both populations. Differences in metal uptake were
observed. Accumulation capacity for Zn tended to be higher in the non-polluted
population, while the higher accumulation capacity for Cd was detected in
population from polluted site. No differences in exclusion capacity for Pb were
found. Root to shoot transport of Cd was higher in population from polluted site,
because higher translocation factors (TF) were observed. Higher bioaccumulation
factors (BAF) for Cd were also observed in population from polluted site, making it
more appropriate for phytoremediation of Cd contaminated soils. Both populations
were similar in Zn phytoextraction capacity, but a higher Cd phytoextraction
capacity was detected in population from polluted site.
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1 UvVOD

Dandanes vse bolj naraS¢a zanimanje za rastline, ki so sposobne hiperakumulacije kovin.
Te rastline so posebno zanimive zaradi njihove potencialne uporabe pri fitoremediaciji s
kovinami onesnazenih tal (Zhao s sod., 2003). Fitoremediacija je ¢edalje bolj aktualna
raziskovalna tema, zato je pomembno tudi znanje o obsegu variabilnosti v sposobnosti
akumulacije kovin tako znotraj kot tudi med populacijami razli¢nih hiperakumulacijskih

rastlinskih vrst.

S pri¢ujoco diplomsko nalogo smo poskusali dolociti razlike v sposobnosti akumulacije
treh kovin (Zn, Cd in Pb) pri populacijah ranega mosnjaka (Thlaspi praecox Wulf.) z
onesnazenega in neonesnazenega rastis¢a. Prav tako smo dolocali tudi razlike v toleranci
na kovine. Zeleli smo ugotoviti, katera populacija bi bila potencialno bolj uporabna pri

fitoremediaciji .

2 PREGLED OBJAV
2.1 HIPERAKUMULACIJA IN ZNACILNOSTI HIPERAKUMULACIJSKIH
RASTLIN

Hiperakumulacija kovin je naravna sposobnost rastlin, ki lahko akumulirajo velike koli¢ine
kovin v poganjke in liste (Reeves in Brooks, 1983), medtem ko v koreninah kopicijo nizje
koncentracije, tako da je ponavadi razmerje koncentracije kovin poganjki : korenine > 1
(Baker, 1981; Macnair, 2003). To razmerje navadno definiramo kot translokacijski faktor

(TF).

Pojem hiperakumulacija se je v znanstvenih krogih prvi¢ uveljavil po zaslugi Brooks s sod.
(1977) in sicer ob odkritju neobiajne akumulacije Ni pri vrsti Alyssum bertolonii.
Posuseni listi vrste A. bertolonii so vsebovali ve¢ kot 1000 mg kg™ (=0,1%) Ni. Slo je za
koncentracije, ki so bile za velikostni razred vecje od tistih pri neakumulacijskih rastlinah

(Reeves in Baker, 2000).
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Da lahko govorimo o hiperakumulacijski rastlini mora ta izpolnjevati tri pogoje: uspesen
privzem preko korenin, uspeSen transport iz korenin v poganjke in moc¢no povecana
toleranca na racun notranje detoksifikacije kovin (McGrath s sod., 2002; Pollard s sod.,
2002). Hiperakumulacijske rastline so sposobne akumulacije potencialno fitotoksi¢nih
elementov v koncentracijah, ki so 100-krat vec¢je v primerjavi z rastlinami, ki ne
akumulirajo kovin (Salt s sod., 1998; Chaney s sod., 1997; Raskin in Ensley, 2000). Za
njih je znacilno, da koncentracije kovin v njihovih tkivih nekajkrat presegajo koncentracije
v tleh (Brooks, 2000). Te rastline imajo moc¢no izrazene sekvestracijske mehanizme za
akumulirane kovine in imajo pogosto vecje zahteve za specifi¢ne esencialne kovine kot je
npr. Zn (Shen s sod., 1997). Nekatere vrste so sposobne privzema kovin iz manj topnih
frakcij tal v primerjavi z nehiperakumulacijskimi vrstami (McGrath s sod., 1997).
Koncentracija kovin v poganjkih hiperakumulacijskih vrst je ponavadi visja od
koncentracij v koreninah. Chaney s sod. (1997) meni, da naj bi to bil zasCitni mehanizem
rastlin pred okuzbo z glivami in pred objedanjem Zuzelk, vendar ekoloSki pomen

hiperakumulacije Se ni jasen.

Rastline oznacujemo kot hiperakumulacijske, ¢e se v poganjkih kopici ve¢ kot 1000 mg kg
1Ni, Cu oz. Co, 10000 mg kg'1 Zn oz. Mn in 100 mg kg'1 Cd (Baker s sod.,1994; Brooks,
1998). Po Brooksu (2000) je mejna koncentracija kovin kot so Ni, Co oz. Cu nad 5000 mg
kg"', mejna vrednost za Se in Pb pa znasa 1000 mg kg'. Rastline morajo dose&i mejne
vrednosti kovin, da jih lahko uvrstimo med hiperakumulacijske vrste. V "normalnih"
razmerah se v rastlinah pojavlja 0,1 mg kg Cd oz. Se, 1 mg kg™ Pb, 3,1 mg kg™ Ni oz.
Co, 10 mg kg Cu, 70 mg kg Zn in 400 mg kg Mn. Najpogosteje rastline akumulirajo le
eno kovino, nekatere pa celo dve ali tri. Selekcija tistih populacij, ki so sposobne
hiperakumulacije vecih kovin, bi bile v praksi zelo primerne za dekontaminacijo
onesnazenih tal, kajti onesnazena tla so le redko kontaminirana le z eno kovino (McGrath,

1998).

Hiperakumulacija se pojavlja predvsem pri predstavnikih druzine kriznic in sicer sta v tej
druzini dva rodova, ki imata Stevilne hiperakumulacijske vrste. To sta rod Alyssum in

Thlaspi. Vrste znotraj rodu Thlaspi so sposobne hiperakumulacije Zn, Ni, Cd in Pb (Baker
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in Brooks, 1989). Naglo se dopolnjuje tudi seznam hiperakumulacijskih vrst iz druzin

Euphorbiaceae in Asteraceae. Te vrste so pretezno tropske (Pollard in Baker., 1996).

Za hiperakumulacijske rastline je znacilna majhna produkcija semen. Raznasanje semen je
lokalno zelo omejeno (Koch s sod., 1998). Imajo kratek zivljenjski cikel in sposobnost
samoopraSevanja, kar pojasnjuje razvoj razlicnih ekotipov z vidika morfoloskih in
fizioloskih znacilnosti (Baker in Proctor, 1990). Samooprasevanje Se dodatno povecuje

razlike med lokalnimi populacijami (Jain, 1976).

2.1.1 Hiperakumulacijske znacilnosti posameznih vrst rodu Thlaspi

Poznanih je kar nekaj hiperakumulacijskih vrst, ki spadajo v rod Thlaspi. Najbolj raziskana
vrsta iz tega rodu je Thlaspi caerulescens J&C Presl iz druzine kriznic (Brassicaceae)
(Assauncdo s sod., 2003). T. caerulescens hiperakumulira Zn in Cd (Baker s sod., 1994) ter
Ni (Reeves in Brooks, 1983). Thlaspi rotundifolium ssp. cepaeifolium hiperakumulira Pb
(Brooks, 1998; Wenzel in Jockwer, 1999), T. praecox pa hiperakumulira Zn (Reeves and
Brooks, 1983a) in Cd (Vogel-Mikus s sod., 2005). Thlaspi goesingense hiperakumulira Ni
in Zn (Reeves in Baker, 1984; Wenzel in Jockwer, 1999). Znano je, da je T. caerulesces
sposoben v naravnih razmerah v poganjke akumulirati ve¢ kot 21000 mg kg™ Zn, 660 mg
kg Pb in 164 mg kg’ Cd (preradunano na suho maso rastline) (Baker s sod., 1994). V
pogojih hidroponske raztopine je koncentracija Cd narasla na 14187 mg kg™, koncentracija
Zn pa tudi do 30000 mg kg ne da bi rastlina pri tem kazala kakrdne koli simptome
zastrupitve (Lombi s sod., 2000; Assaungdo s sod., 2003). T. rotundifolium ssp.
cepaeifolium je sposoben akumulirati ve¢ kot 1934 (Avstrija) in 8200 mg kg™ Pb (Italija)
(Reeves in Brooks, 1983b; Wenzel and Jockwer, 1999). Izkazalo se je, da v naravnih
razmerah znaSajo maksimalne koncentracije kovin v poganjkih ranega mosnjaka (T.
praecox Wulf.) 14590 mg kg™ za Zn, 5960 mg kg™ za Cd in 3500 mg kg™’ za Pb. Razmerje
akumuliranega Zn med poganjki in koreninami znasa 9,6, razmerje akumuliranega Cd pa
5,6. Ta razmerja nakazujejo na to, da se ti dve kovini pri ranem mosnjaku pretezno
transportirata v poganjke. Bioakumulacijski faktorji poganjkov 75-krat presezejo celokupni
nivo Cd v tleh in 20-krat presezejo celokupni nivo Zn v tleh, kar nakazuje na izredne

hiperakumulacijske sposobnosti ranega mosnjaka v primeru Zn in Cd ter njegovo
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potencialno uporabo pri fitoremediacijskih Studijah. 80% Pb se akumulira v koreninah.

TakSen rezultat nakazuje na izklju¢evanje kot tolerancno strategijo za Pb (Vogel-Mikus s

sod, 2005).

V rodu Thlaspi najdemo Se 23 vrst, ki hiperakumulirajo Ni (T. alpestre Jacq., T. montanum
L., T. pindicum Hausskn...) (Brooks, 2000; Psaras in Manetas, 2001), 7 vrst, ki
hiperakumulirajo Zn (T. caerulescens, T. praecox...) (Brooks, 2000) in 1 vrsto, ki
hiperakumulira Pb (Thlaspi cepaeifolium (Wulfen) W.D.J.Koch) ssp. cepaeifolium)
(Reeves in Brooks, 1983b).

T. praecox ali rani mosnjak raste na suhih travnikih od nizine do subalpinskega pasu. Je

trajnica, ki cveti od marca do junija. Ima znacilno rozeto in ve¢inoma ve¢ cvetocih stebel.

Casa je pogosto rde¢kasto nadahnjena. Venec je bel. Lus¢ki so razloéno krilati (Martingic s

sod., 1999).

Slika 1: Thlaspi praecox slikan 3.5.2006

2.1.2 Prednosti in omejitve hiperakumulacije pri fitoremediaciji

Onesnazena tla lahko Cistimo s kemi¢nimi, fizikalnimi in bioloSkimi tehnikami (Khan s
sod., 2000). Imobilizacija in ekstrakcija kovin s fizikalno-kemijskimi metodami je precej
draga metoda in je pogosto primerna samo za manjSa onesnazena podrocja, kjer je

potrebna popolna in hitra dekontaminacija (Martin in Bardos, 1996). Fitoremediacija pa je
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okolju prijazna, poceni in vizualno prijetna. Se posebej je privlatna zato, ker je z njo
mogoca obnova onesnazenega obmocja, delna dekontaminacija, ohranitev bioloske
aktivnosti in fizikalne strukture tal, je potencialno poceni, na videz nevsiljiva metoda in
ponuja moznost bioloskega pridobivanja kovin (Baker s sod., 1991). Kljub temu pa ima

tudi fitoremediacija svoje omejitve.

Izkoriscanje metode privzema kovin v rastlinsko biomaso je omejeno s produktivnostjo
rastlin in s koli¢ino kovin, ki jih le-te lahko kopicijo v rastlinske dele (Baker s sod.,1991).
Ena moznost pri fitoekstrakciji kovin je uporaba takih vrst, ki sicer dosezejo nizko
biomaso, vendar kopicijo visoke koncentracije kovin v poganjke (Reeves in Baker, 2000).
Druga moznost pa je uporaba rastlin, ki so obi¢ajno nespecificne za doloceno kovino in
kopi¢ijo nizke koncentracije kovin, vendar dosezejo visoko biomaso. Vrsta T.
caerulescens je znana kot hiperakumulator Zn, Cd in Ni, ampak njena uporaba v naravnih
razmerah je omejena z nizko biomaso in pocasno rastjo (Ebbs in Kochian, 1997). Toda
kljub nizki biomasi je sposobna akumulirati izredne koli¢ine kovin, tako da je poleg
biomase potrebno upostevati Se vsebnosti kovin na rastlino (masa rastline * koncentracija
kovine), ki so v doloCenih primerih precej vi§je v primerjavi z vrstami, ki dosezejo vecjo
biomaso. Mnogi so mnenja, da bi bile idealne rastlinske vrste, primerne za ¢iS€enje
onesnazenih tal take, ki lahko dosezejo veliko biomaso in hkrati tolerirajo in akumulirajo

onesnazila (Ebbs in Kochian., 1997). Tak$na kombinacija je skoraj nemogoca.

Omejeno uporabo hiperakumulacijskih rastlin pri fitoremediaciji predstavlja tudi dejstvo,
da obicajno kopicijo le en element in da je zelo malo znanega o agronomskih zahtevah teh
rastlin. Da bo hiperakumulacija postala sploSno uveljavljena tehnika fitoremediacije bodo
potrebne Se Stevilne raziskave. Raziskave ze tecejo v tej smeri, da bi dolocili obseg naravne
variabilnosti v sposobnosti hiperakumulacije kovin. S tem bi lahko lazje razresili vpraSanje
o genetskih temeljih hiperakumulacije. Smiselno bi bilo prouciti razli€ne genotipe znotraj
tistth vrst, ki so Ze uvrS¢ene med hiperakumulacijske vrste. Na ta nacin bi lahko
selekcionirali najbolj ucinkovite hiperakumulacijske rastline, ki bi bile v koncni fazi
sposobne hiperakumulirati tudi multiple kovine (Escare¢ s sod., 2000; McGrath s sod.,

2001).
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2.2 STRATEGIJE PRIVZEMA KOVIN PRI RASTLINAH

Akumulacija in izkljucevanje sta dve pomembni strategiji, s katerima rastline odgovarjajo
na povecano koncentracijo kovin. Pri rastlinah, ki akumulirajo kovine je razmerje
koncentracij kovin med poganjki in koreninami ponavadi ve¢je od 1 (TF>1), medtem ko
pri rastlinah, ki izklju¢ujejo kovine, je to razmerje ponavadi nizje od 1 (TF<I). Za
akumulacijske rastline je znacilno, da so koncentracije kovin v nadzemnih delih visje od
koncentracij kovin v tleh (BAF>1) (Baker, 1981; Baker s sod., 1994). Za izklju¢evanje pa
je znacilno, da so koncentracije kovin v nadzemnih delih rastlin nizje kot v tleh (BAF<1)

(Baker s sod., 1994).

Pri izkljucevalcih ostajajo koncentracije kovin v rastlini nizke preko vecjega
koncentracijskega obmocja v tleh vse do kriticne koncentracije, ko mehanizmi
izklju€evanja popustijo in se pricne nekontroliran privzem kovin v rastlino (Baker, 1981).
Izklju€evanje kovin iz rastlinskih organov je povezano z omejevanjem privzema kovin v
korenine (rezistenca) s pomocjo povecane tvorbe sluzi in odpadanja celic koreninske
¢epice (Llugany s sod., 2003). Lahko pride tudi do inducirane celi¢ne smrti epidermalnih
celic korenin in tvorbe zas¢itnih mejnih plasti, ki SCitijo globlje meristemske in
elongacijske cone korenin (Delisle s sod., 2001). Omejevanje privzema nekaterih kovin
lahko poteka tudi na racun sekrecije organskih kislin (malat, citrat) (Briat in Lebrun, 1999;
Hall, 2002). Omejevanje transporta kovin iz korenin v poganjke (toleranca) je povezano s

sekvestracijo kovin v koreninskih celi¢nih stenah in vakuolah in s tem z omejevanjem

nalaganja kovin v ksilem (Lasat 2002; Hall 2002).

Na drugi strani pa je za rastline, ki akumulirajo znacilno, da kovine pospeseno privzemajo
iz tal v korenine, jih nalagajo v ksilem in jih transportirajo v nadzemne dele, kjer se kovine
koncentrirajo (Baker, 1981; Shen s sod., 1997). Obstajajo Stevilni za kovino specifi¢ni
mehanizmi translokacije iz korenin v poganjke. Ti mehanizmi so specifi¢ni za doloceno
populacijo. Narava teh mehanizmov je zelo nejasna (Assungao s sod., 2003). Zelo verjetno
gre za razli¢ne koncentracije helatorjev v citoplazmi in vakuolah koreninskih celic kot so
histidin (Krdmer s sod., 1996) in druge amino ter organske kisline (Lasat s sod., 1998).

Skrajna oblika akumulacije je hiperakumulacija. Hiperakumulacijske rastline so morale kot
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odgovor na poveCano koncentracijo kovin v tkivih razviti posebne prilagoditve.
Prevladujo¢a mehanizma teh prilagoditev sta vezava kovin na celi¢no steno in helacija. Pri
helaciji pride do indukcije nastanka peptidov z vezavnim mestom za kovine in nato do
nastanka kovinsko-proteinskega kompleksa (Zenk, 1996). Biosinteza proteinskih
kompleksov je inducirana s Stevilnimi kovinami ko so Cd, Hg, Ag, Cu, Ni, Au, Pb in Zn.
Cd je poznan kot najmo¢nejsi povzrocitelj nastanka zaS¢itnih proteinskih kompleksov. Kot
helatorji kovin pogosto nastopajo tudi organske kisline (npr. malat, citrat ), toda vloga le-
teh v toleranci na kovine Se ni pojasnjena. Pomembno vlogo v rezisten¢nih mehanizmih
igra tudi glutation (GSH). Eden od nacinov rezistence je tudi aktivno ¢rpanje toksi¢nih
kovin iz celice, drug moZen nacin pa je detoksifikacija kovin s pomocjo encimov, kjer
encimi spremenijo toksi¢ne ione v manj toksi¢no obliko. Detoksifikacija kovin poteka z
nastankom proteinskih kompleksov, ki so bogati z aminokislino cistein in jih najdemo v
zivalih, vi§jih rastlinah, enoceli¢nih evkariontih in nekaterih prokariontih (Hamer, 1986).
Lahko pa pride tudi do bioakumulacije ali sekvestracije kovin, kar pomeni, da kovine
preidejo v fiziolosko nedostopno obliko (Silver, 1996). Geni, ki kodirajo rezistencne

mehanizme so najveckrat locirani na plazmidih in transpozonih.

23 VARIABILNOST V TOLERANCI IN V SPOSOBNOSTI AKUMULACIJE
KOVIN

2.3.1 Opredelitev tolerance pri populacijah z onesnaZenih in neonesnaZenih tal

Toleranca na kovine je definirana kot sposobnost prezivetja in razmnoZzevanja nekaterih
rastlin na obmocjih, ki so neugodna za rast vecine drugih rastlin, saj tla vsebujejo povisane
koncentracije ene izmed kovin. Vecina rastlin bi na takih tleh prenehala z normalno rastjo

in bi kazala simptome zastrupitve (Macnair in Baker, 1994).

Toleranca na kovine je bila v vecini raziskav opredeljena kot primer naravne selekcije pri
rastlinah (Bert, 2000). Antonovics s sod., (1971) poudarja, 3da ni nobenih dokazov, da bi
neka vrsta imela razvito konstitutivno toleranco na kovine: razvoj tolerance (evolucija) se
pojavi takrat, ko rastline kolonizirajo onesnazena podroc¢jas. V nasprotju s to trditvijo pa

obstaja fenomen konstitutivne tolerance na kovine in je prisotna pri vseh populacijah neke
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vrste, ki uspevajo bodisi na onesnazenih bodisi na neonesnazenih tleh (Baker in Proctor,
1990). Bilo je narejenih kar nekaj raziskav pri razlicnih vrstah iz druzine kriznic (A.
halleri, T. caerulescens, T. latifolia,...), pri katerih se je izkazalo, da je toleranca na kovine
konstitutivna prednost dolocenih vrst. To je tudi v nasprotju s trditvijo, da so populacije, ki
rastejo na s kovinami onesnaZenih tleh, genetsko drugacne od populacij iste vrste, ki

rastejo na neonesnazenih rastis¢ih (Antonovics s sod., 1971).

2.3.2 Sposobnost akumulacije kovin pri populacijah z onesnaZenih in z

neonesnaZenih tal ter korelacije med akumulacijo in toleranco na kovine

Genetika in ekoloski pomen akumulacije kovin Se vedno odpirata mnogo vprasanj. V
zadnjem casu se je izkazalo, da obstaja razlina stopnja variabilnosti v sposobnosti
akumulacije kovin tako znotraj populacij kot tudi med populacijami (Dechamps s sod.,
2005). Najve¢ je bilo narejenih $tudij pri populacijah vrste T. caerulescens razli¢nega

izvora.

2.3.2.1 Variabilnost v akumulaciji in toleranci na Zn

Meerts in Van Isacker (1997) sta bila prva, ki sta pri vrsti T. caerulescens pokazala, da
imajo populacije (subsp. caerulescens) z neonesnazenih tal (Luxemburg) nizjo toleranco in
vi§jo sposobnost akumulacije Zn kot pa populacije (subsp. calaminare) z onesnazenih tal
(Belgija). Vi§ja sposobnost akumulacije Zn pri populacijah z neonesnazenih tal v
primerjavi s populacijami z onesnazenih tal je bila potrjena tudi s strani Assun¢do s sod.
(2003) ter Escareé s sod. (2000). Vrsta T. caerulescens ima po vsej verjetnosti povecane
potrebe po Zn in moc¢ne sekvestracijske mehanizme (Shen s sod., 1997). Mehanizem, ki
naj bi bil povezan z ve¢jim privzemom Zn pri vrsti T. caerulescens, je visja ekspresija Zn
transporterjev (Lasat s sod., 2000). Poleg Zn transporterjev so za visjo stopnjo akumulacije
Zn pri populacijah z neonesnazenih tal odgovorni tudi drugi dejavniki kot so; vi§je
razmerje korenine/poganjki, vecja specificna dolzina korenin in povecana translokacija Zn
iz korenin v poganjke. Na podlagi vsega nastetega domnevajo, da naj bi se v procesu
naravne selekcije povecala sposobnost privzema Zn pri populacijah, ki uspevajo na s Zn

revnih tleh, zato da izravnajo primanjkljaj Zn v substratu (Meerts s sod., 2003). Podobno
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kot pri T. caerulescens se je pri vrsti A. halleri izkazalo, da so populacije z neonesnazenih
tal v primerjavi s populacijami z onesnazenih tal sposobne vecje in hitrejSe akumulacije Zn
(Bert s sod., 2000). Te ugotovitve kaZzejo na to, da so populacije z neonesnazenih tal
razvile vi§jo sposobnost privzema Zn in hkrati tudi visjo sposobnost kopicenja Zn v manj
topni obliki. Tu se pojavi paradoks, saj bi bile potemtakem populacije z neonesnazenih tal
bolj primerne za fitoremediacijo tal kot pa njihovi sorodniki z onesnaZenih tal (Meerts s
sod., 2003). Razlog za niZjo hiperakumulacijo kovin pri populacijah z onesnazenih tal bi
lahko bil tudi red¢itveni efekt, saj imajo te populacije ponavadi vi§jo biomaso v primerjavi

s populacijami z neonesnazenih tal (Dechamps s sod., 2005).

Kljub temu pa ne kazejo vsi hiperakumulatorji razlik v akumulacijskih sposobnostih kovin.
Vogel-Mikus s sod. (2005) so na primeru dveh razli¢nih populacij vrste T. praecox

dokazali, da ni nobenih razlik v sposobnosti akumulacije Zn.

Stopnja tolerance na Zn pri populacijah vrste A. halleri z neonesnazenih tal je nekoliko
nizja v primerjavi s populacijami z onesnazenih tal (Bert s sod, 2000). Podobno sta
pokazala tudi Meerts in Van Isacker, (1997) pri vrsti T. caerulescens, kjer so bile
populacije z neonesnaZenih tal manj tolerantne kot pa populacije z onesnazenih tal. Vecja
toleranca na Zn pri populacijah z onesnaZenih tal je verjetno posledica sposobnosti rastlin,
da upocasnijo hitrost akumulacije Zn in da imajo vecje sposobnosti sekvestracije Zn, pri
¢emer je zadnja moZznost bolj verjetna (Assunc¢do s sod., 2003). Avtorja (Meerts in Van
Isacker, (1997)) sta zakljucila, da se je viS§ja stopnja tolerance pri populacijah z
onesnazenih tal razvila iz Ze obstojece konstitutivne tolerance. Vi§ja pa je zaradi tega, ker
na onesnazenih podro¢jih vladajo vecji selekcijski pritiski (=izpostavljenost vecjim
koncentracijam kovin v tleh). Populacije vrste A. halleri in T. caerulescens naj bi imele
poglavitne tolerancne gene, le da so populacije, ki rastejo na onesnazenih tleh, razvile
nekatere druge gene ali modifikatorje, ki povecujejo stopnjo tolerance (Bert s sod, 2000).
Stevilne $tudije populacij in ekotipov vrste T. caerulesens kaZejo na to, da obstaja
negativna korelacija med akumulacijo Zn in toleranco na Zn (Meerts in Van Isacker,
1997; Escareé s sod., 2000). Mcnair in sod. (1999) so s poskusi krizanj F, generacij med A.
halleri in A. petraea dokazali neodvisno segregacijo genov odgovornih za toleranco na Zn

in genov odgovornih za akumulacijo Zn, kar jasno kaze na to, da gre za dva mehanizma, ki
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sta pod neodvisno genetsko kontrolo. Podobno so dokazali tudi Assun¢ao s sod. (2003) na
primeru vrste T. caerulescens. Obstoj hiperakumulacijskih sposobnosti pri populacijah iz
»normalnih« tal kazejo na to, da sta hiperakumulacija in toleranca na kovine dve razli¢ni
prednosti, ki sta se tekom evolucije razvili neodvisno druga od druge (Assun¢do s sod.,

2003).

2.3.2.2 Variabilnost v akumulaciji in toleranci na Cd

Razlike v sposobnosti akumulacije kovin med razlicnimi populacijami so veliko manj
raziskane za Cd kot pa za Zn. Najbolj izrazite razlike so bile pokazane na populacijah
vrste T. praecox iz juzne Francije. Te populacije so imele izredno visoko kapaciteto
privzema Cd (Escareé s sod., 2000; Lombi s sod., 2000). Studije za Cd so pokazale tudi
nekaj nasprotujocih si tez (Dechamps s sod., 2005). Assung¢do s sod. (2003) je dokazal
vi§jo sposobnost akumulacije Cd pri populacijah z neonesnaZenih tal (Lellingen -
Luxemburg) v primerjavi s populacijami z onesnaZenih tal (La Calamine - Belgija).
Medtem ko je Escare¢ s sod. (2000) na populacijah iz juzne Francije pokazal ravno
nasprotno. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi Vogel-Mikus s sod. (2005), ki so dokazali
vi§jo sposobnost akumulacije Cd pri populacijah vrste T. praecox z onesnazenih tal
(Zerjav) in niZjo sposobnost akumulacije Cd pri populacijah z neonesnaZenih tal (blizina

Vrhnike).

Roosens s sod., (2003) je primerjal sposobnost privzema Zn in Cd pri 7 populacijah vrste
T. caerulescens z onesnazenih tal. Vse populacije so bile sposobne hiperakumulirati Cd,
toda povezava med hiperakumulacijo in toleranco na Cd se je izkazala za zelo kompleksno.
Tako kot pri Studijah tolerance in akumulacije Zn, se je tudi pri poskusih privzema Cd pri
vecini populacij (5) izkazalo, da gre pri toleranci in akumulaciji Cd za inverzno povezavo.
Za razliko od tega pa je imela populacija iz Gangesa poleg visoke stopnje akumulacije Cd
tudi visoko stopnjo tolerance. S poskusom so pokazali tudi pozitivno korelacijo privzema
Zn in Cd. Pozitivna korelacija kaze na to, da si Cd in Zn delita dolocen del komponent

mehanizmov privzema in akumulacije kovin (Roosens s sod., 2003).
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2.3.2.3 Variabilnost v akumulaciji Ni

Kot je Ze bilo omenjeno, ne kazejo vse hiperakumulacijske rastline razlik v sposobnosti
akumulacije kovin. Serpentinske in neserpentinske populacije hiperakumulatorjev Ni vrst
T. goesingense in T. montanum var. montanum akumulirajo podobne vendar zelo visoke
koli¢ine Ni (Boyd in Martens, 1998). Prav tako tudi Taylor in Macnair (2006) nista
dokazala nobenih genetskih razlik znotraj populacij hiperakumulatorjev Ni T. pindicum in
T. alpinum var. sylvium. Izkazalo pa se je, da obstaja variabilnost v sposobnosti
akumulacije Ni med populacijami vrste T. pindicum. Pomanjkanje genetskih variabilnosti
v sposobnosti hiperakumulcije kovin je zelo verjetno povezano z inbridingom, ki je zelo

pogost pojav pri hiperakumlacijskih rastlinah.

2.3.2.4 Variabilnost v akumulaciji Pb

V primeru Pb so Vogel-Mikus s sod. (2005) pokazali, da med populacijama vrste T.

praecox z onesnazenih tal in neonesnazenih tal ni nobenih razlik v privzemu tega elementa.

Populacije iz »normalnih« tal, ki imajo visoko sposobnost akumulacije kovin in so
genetsko zelo variabilne, igrajo pomembno vlogo v programih vzgoje rastlin z boljSimi
fitoekstrakcijskimi sposobnostmi (Molitor s sod., 2005). Vendar pa bi morale biti rastline z
visokimi fitoekstrakcijskimi sposobnostmi tudi dovolj tolerantne, kar pa bi lahko dosegli le
s krizanji s takimi populacijami, ki to sposobnost imajo. Meerts in Van Isacker (1997) ter
Escare¢ s sod. (2000) so pokazali, da imajo populacije vrste T. caerulescens z
neonesnazenih tal v primerjavi s populacijami z onesnazenih tal za polovico nizjo biomaso
nadzemnih delov. Idealna fitoekstrakcijska rastlina bi bila taka, ki bi imela visoke
akumulacijske sposobnosti (takSno sposobnost imajo ponavadi rastline z neonesnazenih
tal) in pa da bi hkrati dosegla taksno biomaso, kot jo dosezejo rastline z onesnazenih tal.
Tako idealno kombinacijo bi lahko dosegli le s kontroliranimi krizanji populacij, ki

izvirajo iz razli¢nih podrocij (Frérot s sod., 2002).
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3 CILJI

Namen te naloge je bil v kontroliranih razmerah vzgojiti dve populaciji vrste T. praecox
iz razliénih podrogij. Zeleli smo ugotoviti:

a) kaksne so razlike v privzemu Zn, Cd in Pb

b) kaksne so razlike v toleranci na Zn, Cd in Pb

¢) oceniti primernost populacij za fitoremediacijo onesnazenih tal.

4 HIPOTEZE

Predvidevamo, da bo populacija z onesnazenih tal v ve¢ji meri akumulirala Cd in bo bolj
tolerantna na kovine v primerjavi s populacijo z neonesnazenih tal. Populacija z
neonesnazenih tal naj bi v ve¢ji meri akumulirala Zn, kazala pa bi niZjo stopnjo tolerance

na kovine. Pri¢akujemo tudi, da bosta obe populaciji izkljucevali Pb.

12
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5 MATERIAL IN METODE
5.1 PRIPRAVA POSKUSA

5.1.1 Priprava semen

Eno zbirko semen smo nabrali na onesnaZenem rasti§éu v Zerjavu in sicer na vzorénem
mestu P3. Vzoréno mesto P3 je locirano na robu doline z zaprto vegetacijo, priblizno 500
m stran od talilnice (Regvar s sod., 2006). Druga zbirka semen pa je izhajala z
neonesnazenega rastis¢a na Zaplani. Semena obeh populacij smo sterilizirali z 10% H,O..
Najprej smo jih 10 min namakali v H,O,, nato pa smo jih sprali s 40 ml sterilne vode. Ta

postopek smo ponovili trikrat.

5.1.2 Priprava substrata in sejanje semen za testiranje tolerance in akumulacije Cd

Pripravili smo meSanice komercialne zemlje Biobrazda z ustreznimi koli¢inami vodne
raztopine 3CdSO4 * 8H,0, tako da smo dobili naslednje koncentracije Cd v subsratu; 0,
50, 100 in 250 mg kg™'. S tako pripravljenim substratom smo napolnili 24 lon¢kov. Prvih 6
lonckov zemlje smo uporabili za kontrolo. Ostale Sesterice lonckov pa smo napolnili z
mesSanico zemlje in 3CdSO4 * 8H,O ustrezne koncentracije. V vsakem loncku je bilo
priblizno po 0,5 kg zemlje. Vsako Sesterico lon¢kov smo razdelili tako, da smo v tri
posejali semena zaplanske populacije in v tri semena zerjavske populacije. Vsako trojico
lon¢kov s semeni doloCene populacije smo oznacili s ¢rkami od A-C in s koncentracijo
dodanega Cd. Iz vsakega loncka smo s pomocjo plutovrta odvzeli del substrata in ga
shranili v polivinilaste vrecke, ki smo jih oznacili na enak nacin kot lonc¢ke. Ta substrat
smo shranili za kasnejSe analize talnih vzorcev. Loncke s semeni smo pokrili s polivinilom
in jih postavili v klimatiziran rastlinjak, kjer smo gojili semena pri 20°C, 16 urni svetlobi
in 8 urni temi, 80% zra¢ni vlagi in svetlobni inteziteti, ki je znasala 250 pmol m™s™.

Rastline smo gojili 1 mesec (razviti 3-4 listi).

Ko so bile rastlinice dovolj velike (po 1 mesecu) smo jih razred¢ili, tako da sta bili po 2
rastlinici na en lon¢ek. Tako pripravljene loncke s po dvema rastlinama smo dali za 3
mesece v klimatiziranem rastlinjak (razmere v rastlinjaku so bili enake, kot je opisano

Zgoraj).
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5.1.3 Priprava substrata in sejanje semen za testiranje tolerance in akumulacije

kovin (Zn, Cd, Pb) na onesnaZenem (Zerjavskem) substratu

S Pb, Zn in Cd onesnaZena zemlja je bila nabrana v Zerjavu (vzoréno mesto P3).
Neonesnazena zemlja pa je bila nabrana na Zaplani. Vso zemljo smo presejali skozi 0,5 cm
sito, zato da smo odstranili vec¢je kamne. Substrat za rastline smo pripravili z meSanjem
nabrane zemlje, kremencevega peska in vermikulita, v razmerju 10:1:2. Razmerja med
onesnazeno in neonesnazeno zemljo smo spreminjali tako, da smo dobili 0%, 25%, 50%,
75% in 100% onesnazen (Zerjavski) substrat. MeSanice smo avtoklavirali dvakrat po dve
uri pri 121°C v razmaku 48 ur. Nato smo z meSanicami dolo¢enih koncentracij napolnili
loncke po sledeCem vrstnem redu. MeSanica z 0% onesnazenim substratom nam je sluzila
kot kontrola. S to meSanico smo napolnili dvakrat po pet plasticnih lonc¢kov (skupaj torej
deset lonckov). Vsako peterico lonckov smo oznacili s ¢rkami od A do E. V vsakem
lonc¢ku je bilo priblizno po 0,5 kg zemlje. Iz vsakega lon¢ka smo s pomocjo plutovrta
odvzeli del substrata in ga shranili v polivinilaste vrecke, ki smo jih oznacili na enak nacin

kot lon¢ke. Ta substrat smo shranili za kasnejSe analize talnih vzorcev.

Sterilizirana semena smo posejali v dve koriti napolnjeni z vermikulitom. V eno korito smo
posejali semena zaplanske populacije in v drugo semena zerjavske populacije. Obe koriti
smo pokrili s polivinilom in ju postavili v klimatiziran rastlinjak (20°C, 16 urna svetloba, 8
urna tema, 80% zraéna vlaga in svetlobna inteziteta, ki je znagala 250 pmol m™s™).
Rastline smo gojili 1 mesec (razviti 3-4 listi). Nato smo v loncke z razli¢no onesnazenim
substratom prenesli mlade rastlinice, ki so 1 mesec uspevale v rastlinjaku. V prvih pet
lonckov smo posadili po 3-4 mlade rastlinice Zerjavske populacije, v drugih pet pa
rastlinice zaplanske populacije. Na enak nacin smo napolnili lon¢ke s 25%, 50%, 75% in
100% onesnazenim substratom. Skupaj je to znaSalo 50 lonckov. Lon¢ke smo pokrili s
polivinilom in jih postavili v klimatiziran rastlinjak. Mlade rastlinice v lonc¢kih smo gojili v
enakih razmerah kot prej semena v koritih z vermikulitom. Rastline smo zalivali z
destilirano vodo in hranilno raztopino za Thlaspi. Ko so bile dovolj velike, smo jih
razred¢ili, tako da sta bili v vsakem lonc¢ku po 2 (skupaj je to znasalo 100 rastlin; 50
zerjavske in 50 zaplanske populacije). Rastline smo v klimatiziranem rastlinjaku gojili Se 3

mesece.
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5.2 ANALIZE TALNIH VZORCEV

Vzorce prsti smo susili en teden pri 30°C. Po koncanem suSenju smo jih presejali skozi <2
mm gosto sito. Nato smo z meSanjem substrata istih koncentracij pripravili kompozitne
vzorce. Pri poskusu testiranja tolerance in akumulacije Cd smo pripravili po 2 kompozitna
vzorca od treh paralelnih vzorcev. Tako smo naredili za obe populaciji. Tudi pri poskusu
testiranja tolerance in akumulacije kovin (Zn, Cd, Pb) na onesnazenem (zerjavskem)
substratu smo pripravili po 2 kompozitna vzorca od petih paralelnih za obe populaciji.

Vzorce smo hranili pri sobni temperaturi v zatemnjenem prostoru.

5.2.1 Dolocanje organske snovi v talnih vzorcih

Organsko snov v substratu smo dolocali s kromovo metodo (povzeto po Kandeler, 1995).
Ta metoda je primerna za tla, ki vsebuje do 8% organske snovi in ni primerna za dolo¢anje
organske snovi v humusnih gozdnih tleh. Organska snov v tleh se oksidira s pomocjo
mesanice K,Cr,0O7 in H,SO4. Cr (III), ki se pri tem tvori, dolocamo kalorimetri¢no in je

ekvivalent organski snovi prisotni v tleh.

Za pripravo potrebne koli¢ine raztopine K,Cr,O; smo zatehtali 2,94 g K,Cr,O; in ga

razred¢ili s 30 ml bidestilirane vode.

5.2.1.1 Priprava standardov

Pripravili smo pet 10 ml sterilnih buck. Vanje smo zatehtali po 0 mg, 5,8 mg, 11,6 mg,
17,4 mg in 23,2 mg mioinozitola. V vsako bucko smo dodali 2 ml raztopine K,Cr,O7 in v
digestoriju Se 1,5 ml koncentrirane H,SO,4. Raztopino smo pustili stati 3 ure, nato smo

dodali bidestilirano vodo do oznake 10 ml, dobro premesali in pustili stati ¢ez noc.

Za fotometri¢no analizo smo 1 ml standardne raztopine razred¢ili z bidestilirano vodo do
25 ml in rahlo premesali. S fotometrom smo merili absorpcijo standardnih raztopin pri 570

nm.
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Na podlagi zacetne mase standardov vrednosti absorpcije mioinozitola ustrezajo 0%, 2%,

4%, 6% in 8% organski snovi v prsti.

5.2.1.2 Priprava vzorcev prsti

V devet 10 ml sterilnih buck (4 iz poskusa testiranja tolerance in akumulacije Cd in 5 iz
poskusa testiranja tolerance in akumulacije kovin na onesnazenem substratu) smo zatehtali
0,2 g posusene prsti, dodali 2 ml raztopine K,Cr,O7 in v digestoriju $e 1,5 ml koncentrirane
H,SO4 ter pustili stati 3 ure. Nato smo dodali bidestilirano vodo do oznake 10 ml,

premesali in pustili stati ez noc.

Za fotometri¢no analizo smo 1 ml vzor¢ne raztopine razredcili z bidestilirano vodo do 25
ml in rahlo premesali. Absorpcijo smo merili pri 570 nm. Organsko snov v vzorcih prsti

smo izrazili kot % prsti in se jo izracuna iz umeritvene krivulje standarda po formuli 1:

S*2/SW = % organske snovi ...(1)

S — organska snov vzorca (%)
2 — faktor pretvorbe

SW — zaCetna masa posusene prsti

5.2.2 Merjenje pH

Za merjenje pH vzorcev prsti smo v ¢aSe zatehtali po 1 g posuSene prsti in dolili 12,5 ml
bidestilirane vode. Tako pripravljene vzorce smo pokrili s folijo, jih zatesnili z elastiko in
stresali 2 uri pri 200 obratih/min. Po stresanju smo merili pH s pomo¢jo pH metra 28
(Radiometer Kopenhagen) (McLean, 1982).

5.2.3 Analiza celokupnih kovin v talnih vzorcih z XRF

Analizo celokupnih kovin v talnih vzorcih smo opravljali v XRF laboratoriju na institutu

Jozef Stefan. PosuSene talne vzorce smo zmleli in homogenizirali v mehani¢nem mlinu
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(Fritch, Idar-Oberstein, Nemcija) z volfram/ogljikovim terilcem. S pomocjo hidravli¢ne
stiskalnice smo iz uprasenih talnih vzorcev z maso 0,5 — 1 g stisnili tabletke. Za
fluorescenc¢no ekscitacijo smo uporabili Am-241 (750 MBq), Cd-109 (300 MBq) in Fe-55
(370 MBq) obrocasti radioizotopni vir (Isotope Products Laboratories, U.S.A.) (Vogel-
Mikus s sod., 2006).

5.2.4 Ocenjevanje biodostopnih koncentracij kovin v talnih vzorcih

Biodostopne kovine v substratu smo ocenjevali z ekstrakcijo z amonijevim acetatom
(Baker s sod., 1994; Vogel-Mikus s sod., 2005) pred (preden smo na substrat posejali
semena) in po poskusu (po odstranitvi odraslih rastlin iz substrata). Ekstrakcija z

amonijevim acetatom je dobro merilo dostopne frakcije kovin v tleh (Ernst, 1996).

Pripravili smo 1M raztopino amonijevega acetata. Za pripravo le-tega smo zatehtali 77,08

g amonijevega acetata in ga raztopili v 11 bidestilirane vode.

5.2.4.1 Priprava vzorcev prsti

V steklene caSe smo zatehtali po 1 g posuSene prsti (30°C, 1 teden). V vsako ¢aSo smo
dodali 20 ml 1M amonijevega acetata, ki smo ga z bidestilirano vodo umerili na pH 7.
Case s prstjo in amonijevim acetatom smo pokrili s folijo, zatesnili z elastiko in stresali dve
uri pri 200 obratih/min pri 23°C. Po stresanju smo vsebine iz ¢a$ prelili v centrifugirke in
jih centrifugirali pri 400 rpm 10 minut. Nato smo ekstrakte s pomocjo 5 ml brizgalk
prefiltrirali v 20 ml epruvete skozi 0,44 um filter (Milipore). Epruvete smo pred tem
temeljito oprali pod tekoCo vodo, jih sprali z 0,2% HNOj; in Se z bidestililirano vodo. 0,2%
HNO; smo pripravili tako, da smo v liter bidestilirane vode (Milipore Q-185, 18,2 MQ
/em) odpipetirali 3,1 ml 65% HNOs;. Epruvete smo susili pol ure pri 105°C. Epruvete s

filtrati smo pokrili z zamaski in jih do meritev z AAS hranili v hladilniku pri 4°C.
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5.3 ANALIZE RASTLIN
5.3.1 Tehtanje

Iz vseh lonckov smo pobrali rastline, jih temeljito oprali pod tekoco vodo ter locili
nadzemne dele od podzemnih. Tako poganjke kot korenine smo stehtali, da smo dobili
svezo maso rastlin. Nato smo posamezne poganjke in korenine zavili v ovitke iz
aluminijaste folije, jih oznacili in za nekaj sekund potopili v teko¢i duSik. Tako
pripravljene rastlinske vzorce smo susili en teden v liofilizerju (Christ, model Alpha 2-4 z
zracnim hlajenjem). Ko so bili vzorci suhi smo ponovili tehtanje, da smo dobili suho maso
rastlin. PosuSene rastlinske dele smo zavili nazaj v folijo in jih shranili v posodo na suh

prostor.

5.3.2 Dolocanje celokupnih koncentracij kovin v rastlinah z AAS - razklop z

dusikovo in perklorno Kislino

Posusen rastlinski material smo s pomocjo tekocega dusika strli v terilnici v droben prah.

Prah smo shranili v oznac¢ene plasti¢ne lonc¢ke in jih shranili v skrinjo za nadaljnje analize.

Epruvete, ki smo jo uporabljali za razklop in za merjenje koncentracij kovin, smo temeljito
oprali pod tekoco vodo, jih sprali z 0,2% HNOj in Se z bidestililirano vodo. Epruvete smo
susili pol ure pri 105°C. V tako ociS¢ene epruvete smo zatehtali po 30 mg uprasenih
nadzemnih delov in po 30 mg upraSenih korenin. Na zatehtane vzorce smo odpipetirali 2
ml kislinske meSanice za razklop. MeSanico za razklop smo pripravili iz 65% HNO; in
koncentrirane HC1O4 v razmerju 7:1 (Vogel-Mikus s sod., 2005), tako da smo zmeSali 70
ml HNOj in 10 ml HCIO4. Epruvete z rastlinskimi vzorei in kislinsko meSanico smo pokrili
in jih en dan hranili v digestoriju pri sobni temperaturi, da se je rastlinski material dobro
prepojil z meSanico kislin. Po enem dnevu smo namocene rastlinske vzorce dobro
premesali na vorteksu in jih premestili v termoblok. Termoblok je bil names¢en na grelec,
s katerim smo segrevali meSanico rastlinskega materiala in kislin. Segrevali smo tako
dolgo, dokler niso kisline povsem izhlapele oz. so bili vzorci povsem suhi. Razklop smo
izvajali v digestoriju. Epruvete z razklopljenim materialom smo pokrili s pokrovcki in jih

do meritev hranili v zatemnjenem prostoru. Tik pred merjenjem smo vzorce raztopili v Sml
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0,2% HNO;. Pred merjenjem koncentracij Cd in Zn z AAS je bilo potrebno vzorce

ustrezno redciti. Koncentracije Pb smo merili iz nered¢enih vzorcev.

5.3.3 Analize fotosinteznih pigmentov

V centrifugirke smo zatehtali po 30 mg uprasenih poganjkov, dolili 5 ml 80% acetona, jih
premesali na vorteksu in za eno no¢ shranili v hladilnik. Naslednji dan smo v acetonu
namocene vzorce zopet premesali na vorteksu in jih scentrifugirali. Centrifugirali smo jih 5
minut pri 2500 obratih /min. Absorpcijo smo merili na spektrofotometru pri valovnih
dolzinah 664 nm, 647 nm in 653 nm. Iz izmerjenih absorpcij smo izracunali koncentracijo

klorofilov.

5.4 STATISTICNA ANALIZA

Podatke smo analizirali s standardnimi statisticnimi metodami. Uporabili smo MS Excel
2002 in programski komplet Statistica (Statsoft 6.0) z analizami multiple regresije in

programom enosmerna ANOVA, LSD test (p<0,05) in unequal N HSD test.
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6 REZULTATI
6.1 TESTIRANJE TOLERANCE IN AKUMULACIJE Cd
6.1.1 Lastnosti substrata

Tabela 1: Lastnosti substrata (povprecje + se, n=2 kompozitna vzorca od 3 paralelnih vzorcev za vsako

populacijo). Vrednosti predstavljajo meritve koncentracij kovin, pH in organske snovi kompozitnih vzorcev.

Vsebnost Cd (mg kg™) v substratu

0 50 100 250
Izmenljive frakcije (mg kg™) Cd 0,9+0,0 4,4+0,0 8,2+0,1  14,3%0,1
pH 7,7+0,1 7,6%0,1 7,6£0,2  7,6+0,1
Organska snov (%) 26,4+0,1 22,5+0,3 20,3+0,2 23,6+0,1

Izmenljive koncentracije Cd so predstavljale od 0,9 do 8,6% celokupnega Cd v substratu.
Talni vzorci so vsebovali od 20,3 do 26,4% organske snovi. Meritve pH pa so bile rahlo

nad nevtralnim obmoc¢jem (7,6 —7,7) (tabela 1).

6.1.2 Analize rastlin

6.1.2.1 Biomasa rastlin

Z analizo variance in LSD testom (p<0,05) smo ugotovili, da med populacijama ni bilo
statisticno znacilnih razlik v biomasi tako poganjkov kot tudi korenin. Zaplanska
populacija je imela najvi§jo biomaso poganjkov pri celokupni koncentraciji 100 mg Cd kg
! pri koreninah pa ni bilo razlik v biomasi. Znotraj Zerjavske populacije ni bilo zna&ilnih
razlik v biomasi poganjkov, najvi§jo biomaso korenin pa je dosegla pri koncentraciji 100

mg Cd kg™ (slika 2).
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Slika 2: Biomasa poganjkov in korenin pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega (Zaplana) in
onesnazenega (Zerjav) rastii¢a (povpredje £ se, n=3). Razli¢ne ¢rke oznadujejo statisti¢no znaéilno razliko

p<0,05.

6.1.2.2 Koncentracija klorofilov

Poleg biomase nam je koncentracija klorofilov sluzila kot pokazateljica tolerance na
onesnazenost substrata s kovinami. Populaciji se v koncentraciji klorofilov nista statisticno
znadilno razlikovali. Pri koncentraciji 50 mg Cd kg™ v substratu lahko pri obeh populacijah
opazimo povisano koncentracijo klorofilov. Pri vi§jih koncentracijah Cd v substratu pa so

koncentracije klorofilov nekoliko upadle (slika 3).
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Slika 3: Koncentracija klorofilov pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega (Zaplana) in
onesnazenega (Zerjav) rastii¢a (povpredjetse, n=3). Razli¢ne ¢rke predstavljajo statisti¢no znaéilno razliko

p<0,05.

6.1.2.3 Privzem Cd

Koncentracije Cd v poganjkih zaplanske populacije so znasale od 14 do 2077 mg kg, v
poganjkih Zerjavske pa od 21 do 4286 mg kg' (slika 4a). V koreninah zaplanske
populacije smo namerili od 15 do 1858 mg kg™, v koreninah Zerjavske pa od 19 do 1799
mg kg (slika 4b). Najvigje izmerjene koncentracije Cd pri obeh populacijah so precej nad
mejo doloGeno za hiperakumulacijo (>100 mg Cd kg™ Baker s sod.,1994; Brooks, 2000). Z
analizo variance in LSD testom (p<0,05) smo ugotovili, da je imela Zerjavska populacija v
primerjavi z zaplansko populacijo statisticno znacilno vi§je koncentracije Cd v poganjkih.

Pri koreninah ni bilo znacilnih razlik v privzemu Cd med obema populacijama.
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Slika 4: Koncentracija Cd v a) poganjkih in b) koreninah pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega

(Zaplana) in onesnaZenega (Zerjav) rastii¢a (n=12).

6.1.2.4 Translokacijski faktor

Translokacijski faktor (TF) pomeni razmerje med koncentracijo dolo¢ene kovine v

poganjkih in koreninah. TF za Cd pri zaplanski populaciji so znaSali od 0,9 do 2,0
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(povpredje=1,3), pri Zerjavski pa od 0,7 do 2,9 (povpredje=1,7). Zerjavska populacija je

imela v primerjavi z zaplansko statisticno znacilno visje vrednosti TF za Cd (slika 5).
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Slika 5: Translokacijski faktor (TF) za Cd pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega (Zaplana) in

onesnazenega (Zerjav) rastis¢a (n=12).

6.1.2.5 Bioakumulacijski faktorji

Bioakumulacijske faktorje (BAF) smo izracunali kot razmerje med koncentracijami kovin
v poganjkih oz. koreninah in celokupnimi koncentracijami kovin v substratu (Baker s sod.,

1994).

Koncentracije Cd v poganjkih zaplanske populacije so bile pri nizjih koncentracijah Cd v
substratu do 18-krat visje od celokupnih koncentracij Cd, pri Zerjavski pa do 21-krat (slika
6a). Koncentracije Cd v koreninah pa so bile pri zaplanski populaciji do 18-krat visje od
celokupnih koncentracij Cd v substratu, pri Zerjavski pa do 23-krat (slika 6b). Zerjavska
populacija je imela v primerjavi z zaplansko statisticno znacilno visje vrednosti BAF Cd

tako v poganjkih kot tudi v koreninah.
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Slika 6: Bioakumuacijski faktor (BAF) a) poganjkov in b) korenin za Cd pri populacijah vrste T. praecox z

neonesnazenega (Zaplana) in onesnazenega (Zerjav) rastiséa (n=12).

6.1.2.6 Vsebnost Cd

Vsebnost dolocene kovine v rastlini izracunamo kot produkt biomase te rastline (g) in

koncentracije kovine (mg kg'). V tej nalogi smo dolo&ali vsebnost kovin v posameznem
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poganjku oz. korenini, ki jo izraunamo kot produkt biomase poganjka oz. korenine (g) in

koncentracije kovine (mg kg™") v poganjku oz. korenini.

Vsebnost Cd je v poganjkih zaplanske populacije znasala od 0 do 1,5 mg, v koreninah pa
od 0 do 0,2 mg. Pri Zerjavski populaciji je vsebnost Cd v poganjkih znasala od 0 do 2,6
mg, v koreninah pa od 0 do 0,1 mg (slika 7). Vsebnost Cd je pri zaplanski populaciji
narai¢ala do koncentracije 100 mg Cd kg™, medtem ko pri Zerjavski populaciji je vsebnost
Cd narascala s koncentracijo Cd v substratu (velja tako za poganjke kot za korenine).
Zerjavska populacija je imela v primerjavi z zaplansko populacijo statisti¢no zna&ilno visje
vsebnosti Cd v poganjkih. Pri koreninah pa med populacijama ni bilo opaznih znacilnih

razlik v vsebnostih Cd.
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Slika 7: Vsebnost Cd v poganjkih in koreninah pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega (Zaplana)
in onesnazenega (Zerjav) rastis¢a (povpreéje + se, n=3). Razliéne ¢érke predstavljajo statistiéno znagilno

razliko p<0,05.
6.1.2.7 Ocenjevanje fitoekstrakcijske sposobnosti z amonijevim acetatom

Frakcije biodostopnih kovin v talnih vzorcih smo ocenjevali pred in po poskusu z
ekstrakcijo z amonijevim acetatom. Po odstranitvi odraslih rastlin po poskusu so bile
opazne statisticno znacilno niZje biodostopne koncentracije Cd samo pri Zerjavski

populaciji (slika 8). Pri koncentraciji 50 mg Cd kg™ je pri Zerjavski populaciji prislo do
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napake, saj bi morala biti po poskusu nizja koncentracija Cd v substratu v primerjavi s pred

poskusom. Do napake je najbrz prislo zaradi nenatanc¢nosti pri delu.

16 - COpred poskusom
14 @Epo poskusu - Zaplana
12 | mpo poskusu - Zerjav

Cd (mg kg™
0]

0 50 100 250

Celokupna koncentracija Cd (mg kg™) v substratu

Slika 8:Izmenljive frakcije Cd pred in po poskusu pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega
(Zaplana) in onesnaZzenega (Zerjav) rasti§¢a (povpredje + se, n=2). Zvezdice oznadujejo statisti¢no zna¢ilno

razliko p<0,05.
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6.2  TESTIRANJE TOLERANCE IN AKUMULACIJE KOVIN (Zn, Cd, Pb) NA
ONESNAZENEM (ZERJAVSKEM) SUBSTRATU
6.2.1 Lastnosti substrata

Tabela 2: Lastnosti substrata (povprecje + se, n=2 kompozitna vzorca od 5 paralelnih vzorcev za vsako

populacijo). Vrednosti predstavljajo meritve koncentracij kovin, pH in organske snovi kompozitnih vzorcev.

% onesnazenega substrata

0 25 50 75 100

Celokupna koncentracija (mg kg')  Zn 207+115 348+145 722+128 961+144 1440+168

Cd 2,5+1,0 14,2+4.4 32,9448 46,2+5,0 61,0+£6,9
Pb 1124+43,4 3220+256 4970+370 7995+690 10020+738
Izmenljiva frakcija (mg kg'l) Zn 1,3+0,4 10,9+2.4 13,74£2,8 26,9+1,1 39,543,1
Cd 0,2+0,1 5,8+0,1 9,0+0,6 15,0+0,6 19,6£1,3
Pb 1,5+0,3 852426 1199+£79 1751+138 1762+63
pH 7,0+0,1 6,9+0,2 6,8+0,2 6,9+0,4 7,0+0,2
Organska snov (%) 3,4+0,1 2,5+0,1 7,3+0,3 4,4+0,1 4,4+0,1

Talni vzorci so vsebovali od 207 do 1440 mg Zn kg™, od 2 do 61 mg Cd kg in od 112 do
10020 mg Pb kg'. Izmenljive koncentracije Zn, Cd in Pb ekstrahirane z amonijevim
acetatom so znasale od 0,6 do 3,1% celokupnega Zn, od 8,0 do 40,8% celokupnega Cd in
od 1,3 do 26,5% celokupnega Pb. V talnih vzorcih je bilo od 2,5 do 7,3% organske snovi,
pH v vseh talnih vzorcih pa je bil blizu nevtralnega (6,8 - 7,0) (tabela 2).

6.2.2 Analize rastlin

6.2.2.1 Biomasa rastlin

Analiza variance in LSD test (p<0,05) sta pokazala, da se populaciji v biomasi tako
poganjkov kot tudi korenin nista statisticno znacilno razlikovali. Zaplanska populacija je
imela najvi§jo biomaso poganjkov pri 50%, 75% in 100% onesnaZenem substratu,
zerjavska pa pri 50% in 75% onesnazenem substratu. Najvi§jo biomaso korenin je
zaplanska populacija dosegla pri 0% in 50% onesnazenem substratu, zerjavska pa pri 25%

onesnazenem substratu (slika 9).
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Slika 9: Biomasa poganjkov in korenin pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega (Zaplana) in
onesnazenega (Zerjav) rastii¢a (povpredje + se, n=5). Razli¢ne &rke oznacujejo statisti¢no znaéilno razliko

p<0,05.

6.2.2.2 Koncentracija klorofilov

Ugotovili smo, da se populaciji v koncentraciji klorofilov bistveno ne razlikujeta in da
ostajajo preko celega koncentracijskega obmocja onesnazenosti substrata dokaj stalne pri
obeh populacijah. Zerjavska populacija je imela rahlo vi§je koncentracije klorofilov, toda
razlike med populacijama v koncentraciji klorofilov niso bile statisti¢no znacilne. Nekoliko
so izstopale koncentracije klorofilov pri 25% onesnazenem substratu pri zaplanski

populaciji (slika 10).
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Slika 10: Koncentracija klorofilov pri populacijah vrste T. praecoX z neonesnazenega (Zaplana) in
onesnazenega (Zerjav) rasti§¢a (povpredje + se, n=5). Razli¢ne ¢érke predstavljajo statistiéno znacilno razliko

p<0,05.

6.2.2.3 Privzem Zn

Koncentracije Zn v poganjkih zaplanske populacije so znagale od 125 do 2831 mg kg, v
poganjkih Zerjavske pa od 153 do 2434 mg kg’ (slika 11a). V koreninah zaplanske
populacije smo namerili od 143 do 1529 mg kg™, v koreninah Zerjavske pa od 128 do 1017
mg kg Zn (slika 11b). Najvigje izmerjene koncentracije Zn pri obeh populacijah so prece;
pod mejo dolo&eno za hiperakumulacijo (>10000 mg Zn kg™'; Baker s sod.,1994; Brooks,
2000). Z analizo variance in LSD testom (p<0,05) smo ugotovili, da se populaciji
statistiéno znacilno razlikujeta v privzemu Zn v poganjke. Zaplanska populacija je imela
znacilno visje koncentracije Zn v poganjkih pri visjih celokupnih koncentracijah Zn v

substratu. Populaciji pa se nista razlikovali v privzemu Zn v korenine.
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Slika 11: Koncentracija Zn v a) poganjkih in b) koreninah pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega

(Zaplana) in onesnaZenega (Zerjav) rasti$¢a (n=25).

6.2.2.4 Privzem Cd

Koncentracije Cd v poganjkih zaplanske populacije so znaSale od 10 do 860 mg kg™, v
poganjkih Zerjavske pa od 17 do 1223 mg kg' (slika 12a). V koreninah zaplanske
populacije smo namerili od 21 do 525 mg kg™ Cd, v koreninah Zerjavske pa od 21 do 584
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mg kg Cd (slika 12b). Najvije izmerjene koncentracije Cd pri obeh populacijah so nad
mejo dologeno za hiperakumulacijo (>100 mg Cd kg Baker s sod.,1994; Brooks, 2000).
Za razliko od zaplanske populacije je imela Zerjavska populacija statistino znacilno visje
koncentracije Cd v poganjkih. Tudi v koreninah je imala Zerjavska populacija znacilno

visje koncentracije Cd.
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Slika 12: Koncentracija Cd v a) poganjkih in b) koreninah pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega

(Zaplana) in onesnaZenega (Zerjav) rastii¢a (n=25).
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6.2.2.5 Privzem Pb

Koncentracije Pb so v poganjkih zaplanske populacije znasale od 5 do 420 mg kg, v
poganjkih Zerjavske pa od 10 do 550 mg kg (slika 13a). V koreninah zaplanske
populacije smo namerili od 23 do 4963 mg kg Pb, v koreninah Zerjavske pa od 37 do
3549 mg kg™ Pb (slika 13b). Najvisje izmerjene koncentracije Pb v poganjkih pri obeh
populacijah so pod mejo dolo¢eno za hiperakumulacijo (>1000 mg Pb kg'; Brooks, 2000).
Med populacijama ni bilo statisticno znalilnih razlik v koncentracijah Pb tako pri

poganjkih kot tudi pri koreninah.
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Slika 13: Koncentracija Pb v a) poganjkih in b) koreninah pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega

(Zaplana) in onesnazenega (Zerjav) rasti§¢a (n=25).

6.2.2.6 Translokacijski faktorji

TF za Zn in Cd so narasc¢ali z naras¢ajo¢imi koncentracijami Zn in Cd v substratu (slika
14a in14b). TF za Zn so pri zaplanski populaciji znasali od 0,6 do 3,1 (povprecje=2), pri
Zerjavski pa od 0,6 do 3,4 (povprecje=1,8). TF za Cd so pri zaplanski populaciji znasali od
0,4 do 3,2 (povprec¢je=1,7), pri Zerjavski pa od 0,5 do 4 (povprecje=2). TF za Pb pa so pri
zaplanski populaciji znasali od 0,04 do 0,5 (povprecje=0,1), pri Zerjavski pa od 0,05 do 0,5
(povpredje=0,1). Zerjavska populacija je imela v primerjavi z zaplansko populacijo
statisti¢no znacilno vi§je vrednosti TF za Cd. Populaciji pa se nista razlikovali v TF za Zn

in Pb.
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Slika 14: Translokacijski faktor (TF) za a) Zn, b) Cd in c¢) Pb pri populacijah vrste T. praecox z

neonesnazenega (Zaplana) in onesnazenega (Zerjav) rastis¢a (n=25).

6.2.2.7 Bioakumulacijski faktorji

BAF Zn

BAF Zn pri obeh populacijah so padali s koncentracijo Zn v substratu. Pri nizkih
koncentracijah Zn v substratu so bile koncentracije Zn v poganjkih pri zaplanski populaciji
do 3-krat vi§je od celokupnih koncentracij Zn v substratu, pri Zerjavski pa do 4,8-krat. Pri
vi§jih koncentracijah Zn v substratu je imela zaplanska populacija znacilno visje vrednosti
BAF Zn v poganjkih, Zerjavska populacija pa je imela znacilno visje vrednosti BAF Zn v
poganjkih pri nizjih celokupnih koncentracijah Zn v substratu (slika 15a). Koncentracije
Zn v koreninah so bile pri nizkih koncentracijah Zn v substratu pri zaplanski populaciji do
1,6-krat visje od celokupnih koncentracij Zn v substratu, pri zerjavski pa do 2,3-krat.
Zerjavska populacija je imela znaéilno vi§je vrednosti BAF Zn v koreninah pri niZjih
celokupnih koncentracijah Zn v substratu, pri visjih koncentracijah pa je imela zaplanska

populacija znacilno vi§je vrednosti BAF Zn (slika 15b).
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Slika 15: Bioakumuacijski faktor (BAF) a) poganjkov in b) korenin za Zn pri populacijah vrste T. praecox z

neonesnazenega (Zaplana) in onesnazenega (Zerjav) rastiséa (n=25).

BAF Cd

BAF Cd so upadali z nara$cajoCimi koncentracijami Cd v substratu. Pri nizkih
koncentracijah Cd v substratu so bile koncentracije Cd v poganjkih pri zaplanski populaciji
do 35-krat visje od celokupnih koncentracij Cd v substratu, pri Zerjavski pa do 72-krat.

Zerjavska populacija je imela v primerjavi z zaplansko populacijo statisti¢no znaéilno visje
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vrednosti BAF Cd v poganjkih (slika 16a). Pri nizjih koncentracijah Cd v substratu so bile
koncentracije Cd v koreninah pri zaplanski populaciji do 19-krat vis§je od celokupnih
koncentracij Cd v substratu, pri Zerjavski pa do 29-krat. Tudi v koreninah je imela
zerjavska populacija znacilno visje vrednosti BAF Cd v primerjavi z zaplansko populacijo

(slika 16b).

a)
- - - -Zaplana Zerjav
80 -
| u]
< 70 o Vy=-0,928x + 67,086
X
c
@©
(2]
o
o
>
e
O = - -
% 20 - W I
é y =-0,4147x + 35,714 - - ~g -
10 - R? = 0,8819 )
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Celokupna koncentracija Cd (mg kg™) v substratu
b)
- - - -Zaplana Zerjav
35 4

30 -
E y = -0,3648x + 27,306

ey
©
c
=
Q
5 20 .
> 15| Tl §.
o ~ .o
2 10 * T -
< y = -0,1775x + 17,069 .
@ 5- R? = 0,7387 o
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Celokupna koncentracija Cd (mg kg™) v substratu

Slika 16: Bioakumuacijski faktor (BAF) a) poganjkov in b) korenin za Cd pri populacijah vrste T. praecox z

neonesnazenega (Zaplana) in onesnazenega (Zerjav) rastiséa (n=25).

38



Kokovnik M. Strategije privzema Cd, Zn in Pb pri populacijah ranega mosnjaka...
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

BAF Pb

Koncentracije Pb v poganjkih so bile niZje od celokupnih koncentracij Pb v substratu z
najvisjo vrednostjo 0,1 za zaplansko populacijo in 0,2 za Zerjavsko populacijo (slika 17a).
Tudi v koreninah so bile koncentracije Pb nizje od celokupnih koncentracij z najvisjo
vrednostjo 0,7 pri zaplanski populaciji in 0,6 pri zerjavski populaciji (slika 17b). Opazna je
bila statistino znadilna razlika med populacijami v BAF Pb pri poganjkih. Zerjavska
populacija je imela znacilno visje vrednosti BAF Pb v poganjkih, medtem ko v koreninah

med populacijamani bilo razlik v BAF Pb.
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Slika 17: Bioakumuacijski faktor (BAF) a) poganjkov in b) korenin za Pb pri populacijah vrste T. praecox z

neonesnazenega (Zaplana) in onesnazenega (Zerjav) rastis¢a (n=25).

6.2.2.8 Vsebnost Zn

Vsebnost Zn je v poganjkih zaplanske populacije znasala od 0,1 do 2,9 mg, v koreninah pa
od 0,0 do 0,2 mg. Pri zerjavski populaciji je vsebnost Zn na posamezen poganjek znasSala
od 0,1 do 2,0 mg, vsebnost Zn na korenino pa od 0,0 do 0,2 mg (slika 18). Zaplanska
populacija je imela pri vi§ji onesnazenosti substrata statisti¢no znacilne visje vsebnosti Zn
v poganjkih. Pri koreninah pa med populacijama ni bilo opaznih znalilnih razlik v

vsebnostih Zn.
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Slika 18: Vsebnost Zn v poganjkih in koreninah pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega (Zaplana)
in onesnazenega (Zerjav) rastis¢a (povpreéje = se, n=5). Razli¢ne ¢rke predstavljajo statistiéno znadilno

razliko p<0,05.

6.2.2.9 Vsebnost Cd

Vsebnost Cd je v poganjkih zaplanske populacije znasala od 0,0 do 0,9 mg, v koreninah pa
od 0,0 do 0,1 mg. Pri Zerjavski populaciji je vsebnost Cd na posamezen poganjek znasSala
od 0,0 do 1,2 mg, vsebnost Cd na korenino pa od 0 do 0,1 mg (slika 19). Zerjavska
populacija je imela statisticno znacilno vi§je vsebnosti Cd v poganjkih. Pri koreninah pa

med populacijama ni bilo opaznih znacilnih razlik v vsebnostih Cd.
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Slika 19: Vsebnost Cd v poganjkih in koreninah pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega (Zaplana)
in onesnazenega (Zerjav) rastii¢a (povpreéje + se, n=5). Razliéne ¢rke predstavljajo statisti¢no znagilno

razliko p<0,05.

6.2.2.10 Vsebnost Pb

Vsebnost Pb je v poganjkih zaplanske populacije znasala od 0,0 do 0,4 mg, v koreninah pa
od 0,0 do 0,7 mg. Pri zerjavski populacije je vsebnost Pb znasSala od 0,0 do 0,4 mg na
poganjek ter od 0,0 do 0,5 mg na korenino (slika 20). Med populacijama ni bilo opaznih

statisti¢no znacilnih razlik v vsebnostih Pb tako pri poganjkih kot tudi pri koreninah.
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Slika 20: Vsebnost Pb v poganjkih in koreninah pri populacijah vrste T. praecox z neonesnazenega (Zaplana)
in onesnaZenega (Zerjav) rastis¢a (povpreéje + se, n=5). Razli¢ne ¢rke predstavljajo statistiéno znagilno

razliko p<0,05.

6.2.2.11 Ocenjevanje fitoekstrakcijske sposobnosti z amonijevim acetatom

Po odstranitvi odraslih rastlin po poskusu so bile pri obeh populacijah v substratu opazne
statisticno znacilno nizje biodostopne koncentracije Zn (slika 21a). Ni pa bilo opaznih
znacilnih razlik v znizanju biodostopne frakcije Zn v substratu po poskusu med
populacijama. Pri ekstrakciji Cd pa se je izkazalo, da so bile biodostopne koncentracije Cd
po poskusu statisti¢no znacilno nizje od koncentracij pred poskusom samo pri Zerjavski
populaciji (slika 21b). Koncentracije Pb se pred in po poskusu pri obeh populacijah niso

razlikovale (slika 21c).
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Slika 21: Izmenljive frakcije a) Zn, b) Cd in ¢) Pb pred in po poskusu pri populacijah vrste T. praecox z

neonesnazenega (Zaplana) in onesnaZenega (Zerjav) rasti§éa (povpredje = se, n=2). Zvezdice oznacujejo

statisticno znacilno razliko p<0,05.



Kokovnik M. Strategije privzema Cd, Zn in Pb pri populacijah ranega mosnjaka...
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

7 RAZPRAVA
7.1 TOLERANCA IN AKUMULACIA Cd

Pri tem poskusu smo Zeleli testirati le privzem in toleranco rastlin na Cd. Zaradi interakcij

med kovinami ob privzemu, smo poskus zastavili tako, da smo v substrat dodali le Cd.

7.1.1 Toleranca na Cd

Kot pokazatelja tolerance na kovine smo vzeli biomaso in koncentracijo klorofilov.
Ugotovili smo, da ni bilo znacilnih razlik v biomasi poganjkov in korenin med obema
populacijama. Kljub visokim koncentracijam Cd v substratu pri nobeni od populacij ni
prislo do pretiranega upada biomas. Ceprav vloga Cd za rastline $e ni dokonéno pojasnjena
in velja za eno najbolj strupenih kovin (Adriano, 2001), se je izkazalo, da Cd ni imel
posebnega vpliva na rast oz. je bila rast celo stimulirana pri visjih koncentracijah Cd v
substratu (100 in 250 mg Cd kg™). To potrjuje obstoj dobrih toleranénih mehanizmov na
Cd pri obeh populacijah. Mozno je celo, da ima Cd pomembno biolosko vlogo za rastline.
Roosens in sod. (2003) so pri raziskavah razli¢nih populacij vrste T. caerulescens pokazali
stimulacijo rasti populacije iz Gangesa (juzna Francija) pri poviSanih koncentracijah Cd v
substratu, iz Cesar so sklepali, da Cd igra vlogo mikronutrienta pri tej populaciji oz. je
udelezenec v obrambi pred herbivori in patogeni. Vloga Cd v rastlinah je Se zelo nejasna in

potrebne bodo Se Stevilne raziskave, ki bodo razjasnile njegov bioloski pomen.

Tudi v koncentraciji klorofilov se populaciji nista znacilno razlikovali. Koncentracije
klorofilov so bile pri obeh populacijah vi§je pri nizjih koncentracijah Cd v substratu (0 in
50 mg Cd kg™). Pri koncentraciji 100 in 250 mg Cd kg™ pa so koncentracije klorofilov pri
obeh populacijah upadle, vendar so bile Se vedno primerljive s koncentracijami v kontroli.
Ocitno so takSne koncentracije Cd v substratu Ze previsoke in tako mehanizmi
sekvestracije ter detoksifikacije kovin nekoliko popustijo, kar se najprej odrazi na
fotosintezno aktivnih tkivih. Kljub temu pa tudi najvisje koncentracije Cd v substratu niso
bile toksi¢ne za rastline, saj pri nobeni od populacij nismo opazili znakov zastrupitve
(kloroze, nekroze). Vse to zopet potrjuje obstoj dobrih toleranénih mehanizmov za Cd pri

obeh populacijah.
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7.1.2 Akumulacija Cd

Sposobnost hiperakumulacije Cd pri vrsti T. praecox je bila prvi¢ odkrita s poskusi v
naravi s strani Vogel-Mikus s sod. (2005), pri katerih so izmerili visoke koncentracije Cd
(do 5960 mg kg™). Z naso nalogo pa smo zeleli dologiti razlike v privzemu Cd pri dveh
populacijah ranega mosSnjaka, katerih substrat je vseboval le Cd. Izkazalo se je, da
obstajajo razlike v hiperkumulaciji Cd. Zerjavska populacija je za razliko od zaplanske
populacije v vi§ji meri akumulirala Cd v poganjke. Koncentracije Cd so narascale skoraj
linearno in niso dosegle platoja pri visokih koncentracijah Cd v substratu, tako kot je bilo
to opaziti pri poskusu testiranja akumulacije vecih kovin (Zn, Cd, Pb) na onesnazenem
(zerjavskem) substratu. Linearna rast hiperakumulacije Cd pri tem poskusu je posledica
tega, da smo imeli v substratu dodano samo eno kovino (Cd) in ni prislo do interakcij z
drugimi kovinami ob privzemu. Rastline so tako lahko neomejeno privzemale Cd tudi pri

visokih koncentracijah te kovine v substratu.

7.1.3 Translokacijski faktor

Hiperakumulacijske rastline pogosto oznacujemo tudi z razmerjem koncentracij kovin
poganjki/korenine (TF). Ce je to razmerje >1, se kovine v manj§i meri zadrzujejo v
koreninah in se uspesno nalozijo v ksilem, po katerem se transportirajo v poganjke, kjer se
sekvestrirajo v netoksi¢ni obliki (Baker, 1981). Pri obeh populacijah so TF za Cd >1
(povprec¢je=1,3 pri zaplanski populaciji in 1,7 pri zerjavski populaciji), kar kaze na uspesen
transport Cd iz korenin v poganjke pri obeh populacijah, le da je bila Zerjavska populacija

bolj uspesna pri transportu Cd v poganjke.

7.1.4 Bioakumulacijski faktor

Bioakumulacijski faktorji (BAF) so pomembnejsi za ocenjevanje potencialne vrednosti
rastlin za fitoremediacijo kot pa same koncentracije kovin v poganjkih (Zhao s sod., 2003).
Za rastlinsko hiperakumulacijo je znacCilno, da lahko koncentracije v tkivih nekajkrat
presegajo koncentracije v tleh (Brooks, 2000). Vi§ji BAF poganjkov predstavljajo boljSe

hiperakumualcijske sposobnosti rastlin. Znano je, da BAF upadajo z nara$¢ajo¢imi talnimi
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koncentracijami kovin, kar se je izkazalo tudi v naSi raziskavi. Verjetno je vzrok v
nasicenju privzema kovin in/ali transportnega sistema, predvsem ob visokih koncentracijah

kovin v rastlini (Zhao s sod., 2003).

Koncentracije Cd v poganjkih in koreninah presegajo celokupne koncentracije Cd v
dosegli vrednost 18, pri zerjavski pa 21. Najvi§ji BAF korenin pa so pri zaplanski
populaciji dosegli vrednost 18, pri Zerjavski pa 23. Zerjavska populacija je imela v
primerjavi z zaplansko znacilno visje vrednosti BAF Cd, s ¢imer lahko zopet potrdimo, da
ima Zzerjavska populacija boljSe hiperakumulacijske sposobnosti in s tem tudi vecjo

potencialno uporabnost pri fitoremediaciji s Cd onesnaZenih tal.

7.1.5 Vsebnost Cd

Pogosto se pojavlja vpraSanje, ali je za doloCitev razlik v fitoekstrakcijskih sposobnostih
med populacijami bolj pomembna toleranca rastlin na kovine (ki jo lahko izrazimo z
biomaso) ali hiperakumulacijska sposobnost (ki jo izrazimo kot koncentracijo kovine na
enoto biomase rastlinskega tkiva) (Roosens s sod., 2003). Pomembno je oboje, zato smo
celotno koli¢ino fitoekstrahiranega Cd iz substrata podali kot vsebnost Cd na rastlinski del
(poganjek oz. korenino), ki je produkt biomase poganjka oz. korenine (g) in koncentracije

Cd (mg kg™") v dologenem poganjku oz. korenini.

Vsebnosti Cd so pri Zerjavski populaciji ves Cas naraScale, medtem ko so se vsebnosti pri
zaplanski populaciji ustalile pri vi§jih koncentracija Cd v substratu. Ker imata obe
populaciji zelo podobne biomase tako poganjkov kot tudi korenin, je nizja vsebnost Cd pri
zaplanski populaciji posledica nizje sposobnosti akumulacije Cd. Obratno je bilo pri
zerjavski populaciji. Zaradi podobnih biomas primerkov obeh populacij, biomase v nasem
primeru ne igrajo tako pomembne vloge za dolocitev fitoekstrakcijske sposobnosti. Bolj
pomembno vlogo ima sposobnost hiperakumulacije Cd, pri ¢emer lahko trdimo, da je
zerjavska populacija bolj uspesna pri fitoekstrakciji Cd, zato bi bila tudi bolj primerna za

fitoremediacijo s Cd onesnazenih tal.
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7.1.6 Ocenjevanje fitoekstrakcijske sposobnosti z amonijevim acetatom

Z ekstrakcijo z amonijevim acetatom smo ugotovili, da je pri Zerjavski populaciji prislo do
znacilnega znizanja biodostopnega Cd v substratu po poskusu. S tem lahko potrdimo vecjo

fitoekstrakcijsko sposobnost Zerjavske populacije v primerjavi z zaplansko.

72  TOLERANCA IN AKUMULACIJA KOVIN (Zn, Cd, Pb) NA ONESNAZENEM
(ZERJAVSKEM) SUBSTRATU

7.2.1 Toleranca na kovine

Tako kot pri poskusu, kjer smo imeli v substratu dodan le Cd, se je tudi pri poskusu z
vecimi kovinami izkazalo, da se populaciji ne razlikujeta v biomasi tako poganjkov kot
tudi korenin. Pri srednjih vrednostih onesnazenega substrata (50% in 75%) so bile pri obeh
populacijah biomase najvisje. O¢itno obe populaciji potrebujeta dolo¢eno vsebnost kovin
za rast. Tudi na najbolj onesnazenem substratu (100%) ni bilo obCutnega upada biomas,
kar zopet kaze na dobro razvite mehanizme tolerance pri obeh populacijah. Prav tako so
analize fotosinteznih pigmentov pokazale dokaj visoko mero tolerance pri obeh
populacijah. Populaciji se namre¢ nista znacilno razlikovali v koncentraciji klorofilov. Pri
obeh populacijah se koncentracije klorofilov niso bistveno spreminjale preko celega
koncentracijskega obmocja onesnazenosti substrata. Obe populaciji torej uspesno
transportirata kovine v fotosintezno neaktivna tkiva. Opazili smo poviSano koncentracijo
klorofilov v rastlinah zaplanske populacije pri 25% onesnazenem substratu. Zn je
esencielen rastlinski mikroelemnt in porast klorofilov pri 25% onesnazenem substratu si
razlagamo s tem, da so bile tukaj zastopane najbolj optimalne koncentracije Zn.
Preseneceni smo bili tudi nad tem, da zaplanska populacija ni kazala znakov zastrupitve
(kloroze, nekroze,...) pri visoki onesnaZenosti substrata, saj celokupne koncentracije Zn,
Cd in Pb na najbolj onesnaZzenem substratu mocno presegajo koncentracije kovin v
kontroli. Vsekakor naSi rezultati in opazanja kaZejo na to, da je toleranca na kovine

konstitutivna prednost vrste T. praecox.
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7.2.2 Akumulacija in izklju¢evanje kovin

Akumulacija in izklju¢evanje sta dve osnovni strategiji s katerima rastlina odgovarja na
povisano vsebnost kovin. Te strategije so zelo variabilne, kar smo opazili tudi v nasi
raziskavi. Vogel-Mikus s sod. (2005) so pri populacijah vrste T. praecox z onesnazenega in
neonesnazenega naravnega rastiS¢a pokazali razlike v akumulaciji Cd, ni pa bilo razlik v
akumulaciji Zn in izklju¢evanju Pb. Rezultati naSega poskusa, kjer smo populaciji gojili v
kontroliranih razmerah, pa so pokazali razlike v akumulaciji Zn in Cd, prav tako pa ni bilo

razlik v izklju¢evanju Pb.

Zaplanska populacija je imela v primerjavi z Zerjavsko populacijo vi§jo sposobnost
akumulacije Zn. Vi§jo sposobnost akumulacije Zn pri populaciji z neosnazenih tal si
razlagamo s povecano potrebo te populacije po Zn. Domnevajo, da naj bi se v procesu
naravne selekcije povecala sposobnost privzema Zn pri populacijah, ki uspevajo na s Zn
revnih tleh, zato da izravnajo primanjkljaj Zn v substratu (Meerts s sod., 2003). Populacija
z onesnazenih tal je imela niZje koncentracije Zn v poganjkih. Sklepamo na to, da je
povisana koncentracija Zn v zerjavskih tleh predstavljala selekcijski pritisk, ki pa je vodil v
razvoj omejevanja privzema Zn kot odgovor na poviSano koncentracijo Zn v substratu.
Rezultati pri raziskavah akumulacijskih in tolerancnih sposobnosti pri vrstah T.
caerulescens in A. halleri kazejo na to, da je visja toleranca na Zn pri populacijah z
onesnazenih tal povezana z redukcijo akumulacije in transporta te kovine (Bert s sod.,
2000). Povisan privzem Zn pri zaplanski populaciji oz. pri vseh populacijah z
neonesnazenih tal je verjetno posledica stalne ekspresije visoko zmogljivih
sekvestracijskih mehanizmov, ki znizujejo prekomeren dostop Zn v citoplazmo. Nizjo
sposobnost akumulacije Zn pri populacijah z onesnazenih tal si lahko razlagamo tudi z
obstojem dominantnega alela odgovornega za znizevanje privzema Zn. Kontrolirana
krizanja populacij vrste T. caerulescens z onesnaZzenih in neonesnaZenih tal iz juZne
Francije kazejo na to, da imajo starSevske populacije z onesnazenih tal dominanten alel, ki
omeji hiperakumulacijo Zn na 10000 pg g, medtem ko imajo starSevske populacije z
neonesnazenih tal recesiven alel, ki je odgovoren za dvakratno oz. trikratno povecanje

hiperakumulacije Zn (Frérot s sod., 2003).
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Nobena od nasih populacij ni dosegla meje dolo¢ene za hiperakumulacijo Zn, zato nobena

od njiju ne bi bila primerna za fitoremediacijo s Zn onesnazenih tal.

Za razliko od Zn pa sta obe populaciji presegli mejo doloc¢eno za hiperakumulacijo Cd. Kot
je bilo omenjeno ze v uvodu, je bilo narejenih manj raziskav o variabilnosti akumulacije
Cd. Veliko vec¢ jih je bilo narejenih za Zn. Poleg tega pa so raziskovalci prisli tudi do
nekoliko nasprotujocih si rezultatov. V naSem primeru je Cd v vecji meri akumulirala
populacija z onesnazenih tal. Do podobnih rezultatov so prisli tudi Vogel-Mikus$ s sod.
(2005) pri poskusih iz narave. Korelacije med hiperakumulacijo Zn in Cd kaZejo na to, da
si razli¢ne kovine delijo mehanizme privzema in translokacije (Baker s sod., 1994). Nizja
sposobnost akumulacije Cd pri zaplanski populaciji bi lahko bila povezana z visjo
sposobnostjo akumulacije Zn pri tej populaciji. Lombi s sod. (2001) je dokazal inhibitorni
efekt Zn na privzem Cd pri populaciji vrste T. caerulescens (Prayon). Zhao s sod. (2002)
predlaga delno vlogo Zn transporterjev (ZNT1) za niZji privzem Cd pri populaciji iz
Prayona. ZNT1 ima ve&jo afiniteto za Zn*" (Km = 7,5uM) in niZjo afiniteto za Cd*" (Zhao
s sod., 2002). Zaplanska populacija ima zaradi poviSane potrebe po Zn verjetno tudi
povisano ekspresijo Zn transporterjev, ki imajo nizjo afiniteto za Cd, zato je privzem Cd
pri populaciji z neonesnaZenih tal nizji v primerjavi s populacijo z onesnazenih tal. Zhao s
sod. (2002) je pri primerjavi populacije vrste T. caerulescens iz Prayona (z nizko
sposobnostjo akumulacije Cd) in Gangesa (z visoko sposobnostjo akumulacije Cd)
predlagal, da naj bi bil privzem Cd pri populaciji iz Prayona posredovan preko Ca kanalov
ali transporterjev za Zn in Mn. V nasprotju s tem, pa naj bi obstajali visoko selektivni Cd
transportni sistemi na koreninskih celicah pri tistih populacijah, ki so sposobne visokih
akumulacij Cd. Tudi v naSem primeru bi lahko sklepali, da je pri Zerjavski populaciji razvit
poseben transportni sistem za Cd in da na membranah koreninskih celic te populacije
obstaja ve¢ specifi¢nih Cd transporterjev. Visoke koncentracije Cd v Zerjavu so posledica
metalurske dejavnosti, ki je potekala le nekaj stoletij. Takoj se seveda postavi vprasanje, e
se je lahko v tem Casu razvil poseben transportni sistem za Cd. Vsekakor nase ugotovitve
in vprasanja kli¢ejo po novih raziskavah z uporabo genetskih in molekularnih tehnik.
Postavlja se tudi vprasanje, cemu bi populacije z onesnazenih tal prekomerno akumulirale
Cd. Verjetno je to povezano tudi z mineralno prehrano rastlin. Raziskave so pokazale, da

pomanjkanje Fe inducira prekomeren privzem Cd v rastline (Cohen s sod., 1998) in da
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visoke koncentracije Cd v rastnem mediju povzro¢ijo motnje absorpcije in/ali translokacije
Fe, Mn in Zn pri nekaterih sadezih (Moral s sod., 1994). Genetske raziskave kaZejo na to,
da je IRT1 (¢lan ZIP druzine genov) poglavitni visoko afinitetni sistem privzema Fe v
koreninah pri vrsti A. thaliana in da verjetno igra pomebno vlogo tudi pri transportu Zn ter
da hkrati poviSana ekspresija teh transporterjev vodi v povecan privzem Cd v pogojih
pomanjkanja Fe (Vert s sod., 2002). Znano je, da Fe tekmuje s tezkimi kovinami za
obcutljiva metabolna mesta v listih. Verjetno so populacije z onesnazenih tal razvile to
sposobnost, da privzamejo velike koli¢ine Cd, ga transportirajo v metabolno neaktivna
tkiva oz. ga razstrupijo, zato da postanejo ostali esencielni elementi bolj dostopni rastlini.
Steffens (1990) je dokazal, da ima Cd moc¢nejsi vpliv na sintezo fitohelatinov (PC) kot pa
npr. Cu. PC imajo to funkcijo, da se vezejo na Cd, ga razstrupijo in s tem preprecijo, da bi
Cd zasedel pomembne SH- skupine vitalnih encimov in proteinov. Vendar je po novejsih
raziskavah znano, da PC ne igrajo vloge niti pri hiperakumulaciji niti pri toleranci, ampak
drugi mehanizmi. PC naj ne bi bili udeleZeni v mehanizmih detoksifikacije Cd pri
rastlinah, ki imajo povecano toleranco na Cd (Schat s sod., 2002). Pri populaciji vrste T.
caerulescens iz podro¢ja Ganges z visoko sposobnostjo akumulacije Cd in toleranco na Cd
se je izkazalo, da PC ne sodelujejo pri toleranci, ampak so pri tem udelezeni cistein in

drugi nizkomolekularni tioli (Hernandez-Allica s sod., 2006).

Po analizah privzema Pb lahko pri obeh populacijah potrdimo izklju¢evanje kot toleran¢no

strategijo na povisano koncentracijo Pb v tleh.

7.2.3 Translokacijski faktorji

Pri obeh populacijah so TF>1 za Zn (povpre¢je=2 pri zaplanski populaciji in 1,8 pri
zerjavski populaciji) in Cd (povprecje=1,7 pri zaplanski populaciji in 2 pri Zerjavski
populaciji), kar kaze na uspeSen transport kovin iz korenin v poganjke na racun
ucinkovitega Zn in/oz. Cd transportnega sistema, ki je verjetno zelo podoben
transportnemu sistemu vrste T. caerulescens (Lasat s sod., 2000; Lombi s sod., 2000; Zhao
s sod., 2002). Vsekakor je glede na nase rezultate Zzerjavska populacija bolj uspesna pri
transportu Cd iz korenin v poganjke. Ni pa bilo opaznih znacilnih razlik v transportu Zn in

Pb med obema populacijama. Pri obeh populacijah je vecina Pb ostala vezanega v
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koreninah, saj so TF<1 tako pri zaplanski kot tudi pri zerjavski populaciji (povprecje=0,1
pri obeh populacijah). To kaze na obstoj ucinkovite bariere, ki preprecuje prenos Pb iz
korenin v poganjke in/oz. na odsotnost transportnega sistema za prenos Pb iz korenin v

poganjke (Vogel-Mikus s sod., 2005).

7.2.4 Bioakumulacijski faktorji

V naSem primeru so koncentracije Zn pri obeh populacijah presegale celokupne
koncentracije Zn v substratu tako v poganjkih kot v koreninah. Maksimalni BAF za Zn je v
poganjkih pri zaplanski populaciji dosegel vrednost 3, pri Zerjavski pa 4,8. V koreninah so
bile vrednosti BAF nizje (do 1,6 pri zaplanski populaciji in do 2,3 pri Zerjavski populaciji).
Vrednosti BAF za Zn so bile pri zaplanski populaciji visje pri vecjih celokupnih
koncentracijah Zn v substratu, zerjavska populacija pa je imela vi§je vrednosti BAF za Zn
pri nizjih koncentracijah Zn v substratu. Take vrednosti BAF so verjetno posledica tega, da
je bila zerjavska populacija pri visokih koncentracijah Zn v substratu sposobna blokirati
visoko afinitetne sisteme privzema in transporta Zn. Vrednosti BAF za Zn so precej nizje v
primerjavi z BAF za Zn, ki so jih dobili Vogel-Mikus s sod. (2005) (do 20) pri T. praecox
in Zhao s sod. (2003) (do 40) pri T. caerulescens. Glede na nase izra¢une ne bi bila nobena

od populacij primerna za fitoremediacijo s Zn onesnazenih obmocij.

Koncentracije Cd so v poganjkih zaplanske populacije presegale celokupne koncentracije
Cd v substratu do 35-krat, pri Zerjavski pa do 72-krat. Nasi rezultati se ujemajo z rezultati
Vogel-Mikus s sod. (2005), kjer so BAF za Cd pri populaciji vrste T. praecox z
onesnazenega podroc¢ja dosegli vrednost 75. Podobne vrednosti so dobili tudi Zhao s sod.
(2003) pri populaciji vrste T. caerulescens iz juzne Francije (Ganges). Vrednosti BAF za
Cd v koreninah so bili nekoliko nizje (do 19 pri zaplanski populaciji in do 29 pri zerjavski
populaciji). Zerjavska populacija je imela znadilno visje vrednosti BAF za Cd tako v
poganjkih kot tudi v koreninah in bi bila v primerjavi z zaplansko populacijo bolj primerna

za fitoremediacijo s Cd onesnazenih obmocij.

Koncentracije Pb so bile tako v poganjkih (do 0,1-krat pri zaplanski populaciji in do 0,2-
krat pri Zerjavski populaciji) kot tudi v koreninah (do 0,7-krat pri zaplanski populaciji in do
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0,6-krat pri zerjavski populaciji) nizje od celokupnih koncentracij Pb v substratu. BAF za
Pb (<1) pri obeh populacijah vrste T. praecox so podobni BAF za Pb pri britanskih
populacijah vrste T. caerulescens, kar kaze na zelo nizko stopnjo izkoris¢anja Pb iz tal
(Baker s sod., 1994). Razlog za to je med drugim tudi v tem, da je Pb v primerjavi s Zn in
Cd zelo nemobilen element in je zato pogosto rastlinam nedostopen (Adriano, 2001). Prav
tako ima Pb tudi visoko afiniteto do organske snovi (Martinez in Motto, 2000), kar je
dodatni razlog za slab$i privzem Pb v rastline. Po naSih rezultatih je imela Zerjavska
populacija znacilno visje vrednosti BAF Pb v poganjkih, kar kaze na to, da ima zerjavska

populacija nekoliko vi§jo sposobnost izkoris€anja Pb iz tal.

7.2.5 Vsebnost Zn, Cd in Pb

Tudi pri poskusu testiranja tolerance in akumulacije kovin (Zn, Cd in Pb) na onesnazenem
(zerjavskem) substratu smo ugotovili, da se populaciji v biomasi poganjkov in korenin ne
razlikujeta. 1z tega razloga je za ugotavljanje razlik v vsebnostih kovin med populacijama
pomembna predvsem razlika v sposobnosti akumulacije kovin. Zaplanska populacija je
imela v primerjavi z zerjavsko visjo sposobnost akumulacije Zn v poganjke in posledi¢no
tudi viSje vsebnosti Zn v poganjkih. Zaplanska populacija je torej nekoliko boljsa v
fitoekstrakciji Zn. Zerjavska populacija pa je imela visje vsebnosti Cd v poganjkih, iz Eesar
lahko tudi sklepamo na vecjo fitoekstrakcijsko sposobnost za Cd pri Zerjavski populaciji in

s tem tudi na vec¢jo uporabnost te populacije pri fitoremediaciji s Cd onesnaZenih tal.

Pri poskusu, kjer smo imeli v substratu dodan le Cd, je vsebnost Cd v poganjkih zerjavske
populacije narascala s koncentracijo Cd v substratu. Pri poskusu z vefimi kovinami
onesnazenem substratu pa je vsebnost Cd nehala naraséati pri 50% onesnazenem substratu.
Razlog za prenehanje rasti vsebnosti Cd je v tem, da je ob privzemu Cd prislo do
interakcij z drugimi kovinami, ki so bile prisotne v substratu. Nekatere raziskave kazejo na
to, da si Zn in Cd delita dolocen del transportnih mehanizmov. Ker je bil pri tem poskusu
substrat onesnazen z ve¢imi kovinami, je verjetno prislo do tekmovanja za vezavna mesta
na transportnih sistemih in posledi¢no je prej prislo do nasicenja transportnih sistemov z

drugimi kovinami.
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Ugotovili smo, da se populaciji v vsebnostih Pb ne razlikujeta in da je vecina Pb pri obeh

populacijah ostala vezanega v koreninah, kar smo potrdili tudi s TF.

7.2.6 Ocenjevanje fitoekstrakcijske sposobnosti z amonijevim acetatom

Pri obeh populacijah je priSlo do znacilnega znizanja biodostopne frakcije Zn ocenjene z
amonijevim acetatom po poskusu. Glede na to, da je imela zaplanska populacija v
primerjavi z zerjavsko populacijo vi§jo sposobnost akumulacije Zn v poganjke in
posledi¢no tudi viSje vsebnosti Zn na posamezen poganjek, bi pricakovali, da bo frakcija
biodostopnega Zn po poskusu pri zaplanski populaciji nizja od biodostopne frakcije Zn po
poskusu pri Zerjavski populaciji. Ker smo izmerili vi§je koncentracije akumuliranega Zn v
poganjkih pri zaplanski populaciji ter iz tega izracunali tudi viSje vsebnosti Zn, bi
pricakovali vecjo ekstrakcijsko mocC te populacije, katere najboljSi pokazatelj naj bi bil
amonijev acetat. Po raziskavi Vogel-Mikus§ s sod. (2005) ekstrakcija biodostopnih kovin z
amonijevim acetatom predstavlja samo 3% in 7% celokupnega privzema Cd/Zn v poganjke
vrste T. praecox, kar kaze na to, da lahko rastline privzemajo kovine tudi iz nedostopnih
frakcij kovin v substratu. 1z tega lahko sklepamo, da ekstrakcija biodostopnih kovin iz tal z
amonijevim acetatom ni vedno najboljsi pokazatelj fitoekstrakcije. Da bi dobili boljso
oceno fitoekstrakcijske sposobnosti Zn pri obeh populacijah, bi bilo potrebno izmeriti Se

celokupne koncentracije kovin v substratu po poskusu.

Zerjavska populacija ima vigjo sposobnost fitoekstrakcije Cd iz substrata, saj je v relativno
kratkem casu prislo do statisti¢no znacilnega znizanja biodostopne frakcije Cd ocenjene z
ekstrakcijo z amonijevim acetatom po poskusu v primerjavi z biodostopno frakcijo Cd pred

poskusom.
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8 SKLEPI

e Obe populaciji vrste T. praecox imata podobno toleranco na kovine (Cd, Zn, Pb),
saj med njima ni bilo razlik v biomasah in v koncentracijah klorofilov.

e Pri obeh populacijah smo potrdili hiperakumulacijo Cd, saj smo v poganjkih
izmerili ve¢ kot 100 mg Cd kg™ SM.

e Koncentracije Zn v poganjkih pri nobeni od populacij niso dosegle meje dolocene
za hiperakumulacijo.

e Zaplanska populacija je imela vi§jo sposobnost akumulacije Zn v poganjke pri
vi§jih koncentracijah Zn v substratu.

e Zerjavska populacija pa je imela vi§jo sposobnost hiperakumulacije Cd v poganjke.

e Obe populaciji sta izkljucevali Pb.

e Vigje vrednosti TF in BAF za Cd ter vecja fitoekstrakcijska sposobnost ocenjena z
amonijevim acetatom pri zerjavski populaciji kazejo na vecjo uporabnost te
populacije za fitoekstrakcijo / fitoremediacijo s Cd onesnazenih tal.

e Nobena od preuc¢evanih populacij ne bi bila primerna za fitoremediacijo s Zn in Pb

onesnazenih tal.
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9 POVZETEK

Izbor najbolj primernih rastlin za ¢iS€enje s kovinami onesnaZenih obmocij predstavlja
precej trd oreh za raziskovalce. Potekajo Stevilne raziskave o variabilnostih v sposobnosti
akumulacije kovin ter o toleranci na kovine. Uspesnost na tem podro¢ju bo botrovala k
vec¢jemu znanju o genetski podlagi akumulacije kovin, kar bi v precej$nji meri pripomoglo
k vecji uporabi hiperakumulacijskih rastlin v praksi. Tudi z naso diplomsko nalogo smo
zeleli ugotoviti, kako se razlicne populacije znotraj iste vrste razlikujejo v privzemu in v

toleranci na kovine.

Z razli€nimi koncentracijami s kovinami onesnazenega substrata smo preucevali razlike v
privzemu Zn, Cd in Pb pri populacijah vrste T. praecox Wulf. z onesnaZenega in

neonesnazenega rastis¢a. Dolocali smo tudi razlike v toleranci na kovine.

Celokupne koncentracije kovin v talnih vzorcih smo merili z XRF, izmenljive
koncentracije kovin pa smo ocenjevali z ekstrakcijo z amonijevim acetatom. V talnih
vzorcih smo dolo¢ili tudi vsebnost organske snovi ter pH. Rastlinske vzorce smo stehtali,
koncentracije kovin v poganjkih in koreninah pa smo doloc¢ali po razklopu z meSanico

HNOj; in HC1O4, Dolocali smo tudi koncentracije klorofilov.

Z biomasami in s koncentracijami klorofilov smo pokazali, da med populacijama ni razlik
v toleranci na kovine. Ugotovili smo, da nobena od populacij ni dosegla meja dolo¢enih za
hiperakumulacijo Zn in Pb v poganjkih, obe populaciji pa sta hiperakumulirali Cd.
Zaplanska populacija je akumulirala ve¢ Zn v poganjke pri vi§jih koncentracijah Zn v
substratu, zerjavska populacija pa je akumulirala ve¢ Cd v poganjke. Obe populaciji sta
izkljuCevali Pb. Prav tako sta obe populaciji uspesno transportirali Zn in Cd v poganjke
(TF>1), ve¢ina Pb pa je ostala vezanega v koreninah (TF<I1). Zerjavska populacija je bila
bolj uspeSna pri transportu Cd v poganjke, medtem ko pri transportu Zn in Pb med
populacijama ni bilo razlik. Koncentracije Zn in Cd so pri obeh populacijah presegle
koncentracije kovin v substratu (BAF>1), medtem ko so bile koncentracije Pb nizje v

rastlinskih delih kakor pa v substratu (BAF<1). BAF Cd v poganjkih in koreninah so bili
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pri zerjavski populaciji vi§ji v primerjavi z zaplansko populacijo, kar nakazuje na boljso
uporabnost Zerjavske populacije za fitoremediacijo s Cd onesnaZenih tal. BAF so pri obeh
populacijah padali s povecano koncentracijo kovin v substratu. Zaplanska populacija je
imela vi§jo vsebnost Zn v poganjkih, iz ¢esar lahko sklepamo, da je ta populacija bolj
uspesna pri fitoekstrakciji Zn. Vendar pa z ocenjevanjem fitoekstrakcijske sposobnosti z
amonijevim acatatom tega nismo mogli potrditi, saj je bilo znizanje biodostopne frakcije
Zn po poskusu pri obeh populacijah podobno. Zerjavska populacija je imela vi§jo vsebnost
Cd v poganjkih, kar sovpada z oceno fitoekstrakcijske sposobnosti z amonijevim acetatom,

s katero smo dokazali vec¢jo moc Zerjavske populacije pri fitoekstrakciji Cd iz substrata.
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