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Izolacija in identifikacija mikrobioma semen
navadne ajde (Fagopyrum esculentum Moench)

NeZa Pracek, Spela Saje, Lenart ZeZlina, Anja Habe

Biotehniska fakulteta, Studij molekulske in funkcionalne biologije, Ve¢na pot 111, 1000 Ljubljana

e Namen poskusa je bil preiskati mikrobiom semen navadne ajde, preveriti prisotnost
endofitskih in celokupnih gliv na semenih ajde, jih izolirati in morfolosko ter
molekularno identificirati.

e Izsemen navadne ajde, iz treh razli¢nih let (2018, 2019 in 2020), smo izolirali celokupne
in endofitske glive tako, da smo jih prenesli na gojis¢a, po inkubaciji pa preverili
prisotnost gliv zraslih iz semen. Glive smo razvrstili na podlagi morfologije, jih precepili
do Cistih kultur, izolirali DNA in jih molekulsko identificirali.

e Prisotnost celokupnih gliv je bila visja pri mlajsih semenih, pri endofitskih glivah pa je
bilo ravno obratno. Prevladujoci rodovi izoliranih gliv so bili Epicoccum, Alternaria in
Didymella.

e Pestrost gliv na semenih navadne ajde je dokaj velika, med izoliranimi glivami pa so bili
tudi rastlinski patogeni.

Kljucne besede: endofitske glive, celokupne glive, morfotipizacija, molekulska identifikacija



Uvod

Navadna ajda (Fagopyrum esculentum Moench) je
dvokali¢nica. Spada v druZino dresnovk in ne v druzino

Zit, v katero jo zaradi njenih hranljivih lastnosti pogosto
zmotno uvrséamo. Je brezglutensko Zivilo, polno kakovostnih
beljakovin, ogljikovih hidratov in mineralov (Vombergar s sod.
2017). Poleg tega vsebuje precej bioaktivnih komponent,

kot so flavonoidi in mascobne kisline (Huda s sod. 2021).

Ajda je relativno enostavna za vzgojo ter odporna na Stevilne
patogene (Vombergar s sod. 2017). Zaradi enostavne vzgoje in
ugodnih prehranskih lastnosti, navadna ajda vse bolj pridobiva
na pomenu (Cawoy s sod. 2009).

Zanimivo je, da vec kot 50 % celotnega svetovnega dnevnega
vnosa kalorij predstavljajo Zitarice (Los s sod. 2020).
Problemati¢no pa je dejstvo, da se tretjina hrane zavrze ze

po Zetvi. Kar do 60 % Zitaric se zavrze med shranjevanjem,
predvsem zaradi prisotnosti mikroorganizmov ali insektov.
Zmanjsanje izgub po Zetvi bi omogocilo vecjo dostopnost
hrane, zmanjsalo pritisk na naravne vire, pripomoglo bi v

boju proti lakoti in povecalo zasluZzek kmetov (Kumar in Kalita
2017). Zelo problemati¢ne so okuzbe pridelka z glivami, saj te
ogroZajo varnost hrane, povzroc¢ajo ogromno ekonomsko skodo
ter proizvajajo toksicne sekundarne metabolite — mikotoksine
(Mravlje s sod. 2021). Zato so raziskave glivnega mikrobioma
semen zelo pomembne.

Mikrobiota vpliva na Stevilne lastnosti rastlin, kot so
akumulacija biomase, produkcija metabolitov, toleranca na
suso in Cas cvetenja. Nekoc so bili prepric¢ani, da so semena
pasivni prenasalci mikroorganizmov in se mikroorganizmi
nanje prenesejo iz okolice. Verjeli so, da so semena ter kalice
rastlin sterilna. Danes vemo, da to ni res in da imajo semena
in celotne rastline svoj specificen mikrobiom. Mikroorganizmi
se lahko na rastline prenesejo s horizontalnim ali vertikalnim
prenosom. Do horizontalnega prenosa pride iz okolja rastline,
vertikalni prenos pa je direkten prenos s starsa na potomca
(Shade s sod. 2017).

Pri izvedenem poskusu nas je zanimal mikrobiom semena
navadne ajde. Zanimale so nas glive, ki se nahajajo na povrsini
semena in endofitske glive v semenu. Primerjali smo izolirane
in identificirane glive med semeni razli¢nih letin.

Materiali in metode

Izolacija celokupnih in endofitskih gliv iz semen
ajde

Pridobili smo vzorce semen treh razli¢nih letin, in sicer 2018,
2019 in 2020. Za vsako leto smo analizirali glivno zdruzbo 20
celih (za izolacijo celokupnih gliv) in 40 razpolovljenih semen
(za izolacijo endofitskih gliv). Semena za izolacijo celokupnih
gliv smo posamicno postavili na sredino gojis¢a PDA, ki smo
ga predhodno pripravili, tako da smo zatehtali 15 g PDA, 35 g
kloramfenikola in dolili 700 ml dH,0. Za izolacijo endofitskih
gliv smo semena najprej povrsinsko sterilizirali (20 min v 30 %
H,0,). Sterilizirana semena smo osusili, jih v sterilnih pogojih
prerezali na polovicke in prenesli na gojis¢e PDA. Na gojisca
smo prenesli polovicke dveh razlicnih semen. Skupno smo
torej pripravili 120 plo3¢ s semeni, ki smo jih inkubirali v rastni
komori pod stalnimi pogoji (16/8 h dnevno-noc¢na ritmika,
temperatura 23/20 °C, v temi).

Morfotipizacija gliv

Plosc¢e smo pregledovali enkrat tedensko in preverjali rast
gliv. Glive smo glede na njihove morfoloske lastnosti (kot

npr. barva, tekstura in nacin rasti) razdelili v morfotipe. Po

3 primerke vsakega morfotipa (v kolikor je bilo to mogoce)
smo precepili na nova gojis¢a PDA in jih inkubirali pod zgoraj
opisanimi stalnimi pogoji, da smo dobili Ciste kulture gliv. Vsak
morfotip smo po enotedenski inkubaciji ponovno precepili na
novo gojisce PDA, da smo dobili Cisto kulturo glive.

Molekulska identifikacija gliv

Za namene molekulske identifikacije gliv smo 2 primerka
posameznega morfotipa postrgali z gojis¢a in ju s tekocim
dusikom strli v terilniku. Vzorec smo spravili v epico in ga

do nadaljnje uporabe zamrznili. V naslednjem tednu smo

iz vzorcev izolirali DNA s komercialnim kitom GenElute™

Plant Genomic DNA Miniprep Kit. Izolacijo DNA smo izvedli

po navodilih proizvajalca. S pomocjo verizne reakcije s
polimerazo (PCR) smo iz izolirane DNA pomnotzili ITS regijo.
Uspesnost izolacije in pomnoZevanja smo preverili na gelski
elektroforezi. Vzorce DNA smo poslali na sekvenciranje v
podjetje Macrogen Inc. (Amsterdam, Nizozemska). Pridobljene
sekvence nukleotidnih zaporedij smo s pomocjo orodja BLAST
(algoritem Ameriskega nacionalnega centra za biotehnolosko
dokumentacijo) poiskali v podatkovnih zbirkah in dolocili,
kateremu taksonu pripadajo. Izbrali smo najniZzji takson, ki smo
ga glede na pridobljene podatke lahko dolocili.

Rezultati

Glivna kolonizacija

Stevilo prisotnih endofitskih in celokupnih gliv na semenih
se razlikuje med leti. Prav tako se med seboj razlikuje Stevilo
prisotnih endofitov (gliv, ki se nahajajo v tkivih semen) in
celokupnih gliv. Te vklju€ujejo tako endofitske kot epifitske
(povrsinske) glive. Na semenih vseh treh letin je Stevilo
celokupnih gliv vecje kot stevilo endofitskih gliv. Pri semenih
iz leta 2018 je bil v primerjavi z letoma 2019 in 2020 prisoten
nekoliko vedji delez endofitov (Slika 1).

Morfotipizacija in molekulska identifikacija gliv

Glede na barvo, rob, obliko in povrsino glive, smo izolate
razvrstili v 12 morfotipov (Slika 2), ki smo jih oznacili s ¢rkami
od Ado L.

Za molekulsko identifikacijo smo izbrali po dva primerka
izoliranih morfotipov. S pomocjo orodja BLAST smo glivam

z opisanimi morfotipi doloCili ustrezen takson (Tabela 1). V
tabeli (Tabela 1) so zbrane oznake in opisi morfotipov ter
doloceni taksoni. Nekatere morfotipe smo uspeli dolociti do
vrste natan¢no, nekatere le do rodu, nekaj pa jih nismo uspeli
molekularno identificirati (E, G in J), smo jih pa dolocili na
podlagi morfologije. V prilogi 1 so rezultati BLAST analize, po
kateri smo posameznemu morfotipu dolocili takson.

Pri celokupnih glivah smo opazili ve¢jo morfoloSko pestrost

v primerjavi z endofitskimi glivami. V semenih iz leta 2018

je najvecji delez celokupnih gliv (24 %) predstavljala gliva z
morfotipom D, ki se je izkazala za vrsto Papiliotrema laurentii.
Z 18 % ji je sledil morotipom | - gliva iz razreda Agaricomycetes.
V semenih iz leta 2019 so najvecji delez celokupnih gliv
(skupno 56 %) predstavljali morfotipi B, C in H. Morfotip C, ki
se je izkazal za vrsto Alternaria alternata, je predstavljal 22 %
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100 100% 100% (kvasovka Papiliotrema laurenti) in eden morfotipu E (Botrytis

_ sp.) (Slika 3).
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% 50 [ Celokupne glive  V Stevilnih clankih omenjajo, da lahko semena ajde kolonizira
) & Endorit 36 razliénih glivnih vrst (Milevoj s sod. 1989, Kovaéec s sod.
o 2016, Mills s sod. 1971). Glive, ki okuZijo Zita in psevdofita,

;8 % izvirajo iz polj ali skladis¢ (Mravlje s sod. 2021). Vrste gliv

5% in njihova pogostost se spreminjajo tekom skladis¢enja
0 (Kovacec s sod. 2016), kar je razvidno tudi iz nasih rezultatov
2018 E(:tg 2020 kolonizacije gliv s povrSine semen ajde. DeleZi semen

Slika 1: Odstotek semen, ki so bila kolonizirana z endofitskimi
in celokupnimi glivami po posameznih letinah. Za vsako letino
smo testirali 40 semen za endofitske in 20 semen za celokupne
glive.

celokupnih gliv, morfotip H, ki se je izkazal za rod Didymella, je
predstavljal 19 %, morfotip B, ki se je izkazal za rod Epicoccum,
pa 15 % celokupnih gliv. V semenih iz leta 2020 so najvedji
deleZ celokupnih gliv (skupno 76 %) predstavljali morfotipi

A, Bin C. Morfotipa A in B sta se izkazala za rod Epicoccum.
Skupno sta predstavljala 56 % celokupnih gliv, morfotipu A, ki
je predstavljal 20 % celokupnih gliv, smo uspeli pripisati tudi
vrsto, in sicer Epicoccum nigrum. Morfotip C je predstavljal 20
% celokupnih gliv, izkazal se je za vrsto Alternaria alternata.

V povrsinsko steriliziranih semenih smo izolirali manjse Stevilo
gliv. Izmed Stirideset semen sta bili iz leta 2020 kolonizirani le 2
semeni in sicer z morfotipom E, ki smo ga glede na morfologijo
dolocili kot Botrytis sp. Prav tako sta bili med semeni iz leta
2019 kolonizirani le 2 semeni, in sicer z morfotipom |, ki se je
izkazal za razred Agaricomycetes. Najve¢, in sicer 3 endofite,
smo izolirali iz semen iz leta 2018, 2 sta pripadala morfotipu D

koloniziranih z endofiti so bili zelo nizki v primerjavi z deleZi
semen koloniziranih s celokupnimi glivami. 1z tega lahko
sklepamo, da so semena vecinsko kolonizirana z epifiti, endofiti
pa predstavljajo le manjsi delez pestrosti celokupnih gliv, ki
kolonizirajo semena navadne ajde.

V nasi raziskavi smo primerjali prisotnost endofitskih in
celokupnih gliv pri semenih navadne ajde razli¢nih letin.
Pricakovali smo, da bomo pri starejsih semenih iz leta

2018 identificirali manjse Stevilo glivin manjso diverziteto
morfotipov v primerjavi z mlajSimi semeni iz leta 2020, kar se
je tudi izkazalo priizoliranih celokupnih glivah. Pri endofitskih
glivah pa smo iz semen iz let 2020 in 2019 izolirali manj gliv
kot pri semenih iz leta 2018, kar sicer ni po pri¢akovanjih,
vendar so bile razlike v Stevilu izoliranih gliv minimalne (pri
letu 2018 smo izolirali 3 glive, pri letih 2019 in 2020 pa po 2
glivi). Kovacec in sod. 2016 so namre¢ dokazali, da se s Casom
skladis¢enja manjsa Stevilo endofitov. V njihovem primeru se
je tako pri navadni kot pri tatarski ajdi frekvenca koloniziranih
semen z endofiti zmanjSevala s ¢asom skladis¢enja. Da bi
ugotovili zakaj smo dobili nekoliko drugacne rezultate, bi
morali ponoviti poskus na veéjem Stevilu semen ter preveriti
morebitni vremenski vpliv na letino in ¢as inkubacije.
Literatura, povezana z glivnimi zdruzbami semen ajde je precej

Slika 2: Na slikah je
prikazan tipicen izgled
posameznega morfotipa
izoliranih gliv.



Celokupne glive

2018 2019 2020

Ll

Endofitske glive

Morfotip
A - Epicocum migrum
B - Epicoccum sp.
C - Alternaria alternata
D - Papiliotrema laurentii
E - Botrytis sp.*
F - Didymeila sp.
G - Fusanum sp.*
H - Didymella sp.
| - Agaricomycetes.
J - Cladosporium sp.*
K - Microbotryomycetes.

L - Aspergillus flavus

Nekolonizirana semena

2018 2019 2020

Maorfotip
D - Papiliotrema laurentii
E - Bolryiis sp.*
| - Agaricomycetes.

Nekolonizirana semena

Celokupne glive

2018 2019 2020

Q"¢

Endofitske glive

Morfotip

. A - Epicocum nigrum
. B - Epicoccum sp.

. C - Alternaria alternata
I:l D - Papiliotrema laurentii
D E - Botrytis sp.*

D F - Didymella sp.

l:l G - Fusarium sp.*

D H - Didymelia sp.

. | - Agaricomycetes
. J - Cladosporium sp.*
. K - Microbotryomycetes
. L - Aspergillus flavus
|:| Nekolonizirana semena

2018 2019 2020

Morfotip

|:| D - Papiliotrema laurentii
D E - Botrytis sp.*

. | - Agaricomycetes

|:| Nekolonizirana semena

Slika 3: Raznolikost prisotnih morfotipov celokupnih (zgoraj) in endofitskih gliv (spodaj) pri semenih navadne ajde iz leta 2018,
2019 in 2020. Barve predstavljajo razlicne morfotipe, ki smo jih oznacili s ¢rkami. Ob ¢rkah so zapisani morfotipom pripadajoci
taksoni. Taksoni oznaceni z * so bili dolo¢eni na podlagi morfologije, ostali pa molekularno. Stevilke na grafih predstavljajo
odstotek prisotnosti dolo¢enega morfotipa pri endofitskih oziroma celokupnih glivah pri posamezni letini.

omejena in zastarela. Najpogosteje porocajo o kolonizaciji Agaricomycetes, identificirali pa smo Se glive Aspergillus flavus,
semen z vrstami Alternaria alternata, Fusarium oxysporum Papiliotrema laurentii in Microbotryomycetes.

in Botrytis cinerea (Milevoj s sod. 1989, Kovacec s sod. 2016, Zaradi neuspesne izolacije DNA ali problemov s PCR reakcijo
Mills s sod. 1971). Molekulska identifikacija izoliranih gliv pri morfotipih E, G in J nismo uspeli pridobiti sekvenc, zato

semen navadne ajde, ki smo jo izvedli je pokazala prevladujo¢e  nismo mogli molekularno identificirati morfotipov. Na podlagi
rodove Epicoccum, Alternaria, Didymella in razred morfologije pa lahko sklepamo, da morfotip G pripada glivi
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Tabela 1: V tabeli so zapisane oznake morfotipov, njihovi opisi in pripadajoci taksoni. Pri morfotipu E, G in J nismo uspeli pridobiti
sekvenc, zaradi neuspele izolacije DNA ali PCR-ja. Takson zato ni doloc¢en na podlagi molekularna analize, smo ga pa dolocili na
podlagi morfologije. Taksoni dolo¢eni na podlagi morfologije so oznaceni z *.

Morfotip Takson

Opis morfotipa

Epicocum nigrum

bela, puhasta, oranzno dno

Epicoccum sp.

izrazitejSe bele nitke, rde¢e-oranZno dno, puhasta, bela, rumen do
prozoren rob

Alternaria alternata

na sredi temno zelena (olivno zelena), okoli bela, puhasta

Papiliotrema laurentii

kvasovka, roza in bela, svetleca

Botrytis sp. *

bela, puhasta, belo tudi dno

Didymella sp.

siva, puhasta, kolobarjasta, krozna

Fusarium sp.*

puhasta, bela ob robu, na sredini oranzkasta

T O m| m| O

Didymella sp.

bela, puhasta, na sredini rahlo roznata

Agaricomycetes

prosojno bela

Cladosporium sp.*

na vrhu zeleno-modra, rob je bel, rumeno dno

Microbotryomycetes

puhasta, visoka, belo-sivkasata

Aspergillus flavus

belo-zelenkasta

rodu Fusarium. Predstavniki rodu Fusarium so pomembni
rastlinski patogeni, ki povzrocajo razlicne bolezni, kot so
gniloba krosenj in kraste na zZitnih zrnih, obc¢asno lahko
povzrocijo tudi okuzbe pri Zivalih (Nucci in Anaissie 2007).
Povzrocajo tudi venenje oz. gnilobo mladih rastlin, ki se pojavi
predvsem na mestih predhodnih mehanskih poskodb (Kovacec
s sod. 2016). Ker je morfotip E pri endofitih letin 2020 in 2018
prisoten v tako velikem delezu, bi na podlagi morfoloskega
izgleda tega morfotipa in podatkov v Studiji Kovacec s sod.
2016 lahko sklepali, da gre za glive iz rodu Botrytis. Med
predstavniki rodu Botrytis prav tako najdemo rastlinske
patogene (Elad s sod. 2007). Ti povzrocajo nekroze, propad
kalic ajde in kloroze, odgovorni so tudi za vecje izgube pridelka
(Kovacec s sod. 2016). Iz morfologije morfotipa J, pa lahko
sklepamo, da gre za rod Cladosporium. Nekatere vrste tega
rodu so rastlinski patogeni, npr. Cladosporum fulvum, so pa
tudi znani kot obicajni endofiti rastlin (Bensch s sod. 2012).
Vrsta Alternaria alternata se je v naSem poskusu pojavljala
med glivami izoliranimi iz povrSine semena. Ta gliva spada
med fitopatogene, obicajno prisotne Ze med Zetvijo (Mravlje

s sod. 2021). Gliva Alternaria alternata se je na semenih iz

leta 2020 pojavila v 20 %, na semenih letine 2019 v 22 % in
semenih letine 2018 v 9 %. Ker je bila A. alternata napram
ostalim vrstam zastopana v velikem odstotku, bi bilo to lahko
problemati¢no med skladis¢enjem. Vrste rodu Alternaria so
znane fitopatogene glive, ki povzrocajo Stevilne rastlinske
bolezni, kot so ¢rna pika nekaterih Zitnih Zit, ¢rna gniloba
paradiznika, ¢rna in siva gniloba agrumov, okuzi semena, stebla
in liste ajde ter povzroca klorozo na listih (Milevoj s sod. 1989).
Zelo pogoste so bile vrste rodu Epicoccum, med katerimi je
bila v najvecjem delezu zastopana vrsta Epicoccum nigrum.
Skupno je tako na semenih ajde iz leta 2020 kar 56 % gliv
pripadalo rodu Epicoccum, na semenih letine 2019 jih je bilo
skupaj 15 % in 12% pri letini 2018. Vrsta Epicoccum nigrum je
saprofitska gliva, ki spada med Ascomycote ter je razsirjena

po vsem svetu. Kolonizira razli¢ne vrste tal in rastlin ter je

relativno neproblemati¢en oportunisti¢ni rastlinski patogen,
katerega smo tudi v nasem primeru izolirali iz povrSine semen
ajde. Vrsta E. nigrum je povezana s primarnim rastlinskim
razkrojem, hkrati pa je opisana kot rastlinski endofit s koristnim
antagonisticnim uc¢inkom proti drugim mikroorganizmom
(Favaro s sod. 2011). Med izoliranimi povrsinskimi glivami se

je pojavila tudi vrsta Aspergillus flavus, in sicer v 4% pri letini
2019. Vrsta Aspergillus flavus spada med glive, ki se razvijejo
med skladis¢enjem in vplivajo na kakovost semena tako, da
zavirajo kalitev ali povzrocijo kvarjenje shranjenega semena
(Selcuk s sod. 2008). Kar nekaj izoliranih gliv (12% povrsinskih
gliv v letu 2020 in 23% povrsinskih gliv v letu 2019) je pripadalo
rodu Didymella. Glive iz tega rodu so fitopatogeni, ki okuzZujejo
vse rastlinske organe (Ren s sod. 2019).

Zakljugki

Semena poljs¢in namenjenih za prehrano vklju¢no z ajdo,

so velikokrat kontaminirana z mikroorganizmi, predvsem z
glivami. To vpliva na zmanjsanje kakovosti, hranilne vrednosti
in splodnega videza polj$¢in. Stevilne glive proizvajajo razli¢ne
mikotoksine, ki ne samo Skodujejo pridelku, temvec so nevarni
tudi za ljudi. Zaviranje glivnih okuzb semen z razli¢nimi
fungicidi ni ekoloska resitev, prav tako pa imajo le ti negativen
vpliv na zdravje ljudi. V nasi raziskavi smo potrdili, da je na
semenih navadne ajde velika pestrost razlicnih taksonov

gliv. Nekatere med njimi so tudi patogeni, na primer vrsta
Alternaria alternata, Aspergillus flavus ter glive iz rodu
Fusarium, Cladosporium, Botrytis in Didymella. S staranjem
semena se manjsa delezZ koloniziranih semen. Ker raziskav na
temo mikrobioma semen ni ravno veliko in ker mikrobiom
pomembno vpliva na kakovost pridelka, je potrebno
obsezZnejse proucevanje kolonizacije semen navadne ajde pa
tudi drugih Zit in psevdozit tekom skladis¢enja. Tako bomo lazje
razumeli in preprecili glivnhe okuzbe semen namenjenih tako za
setev kot tudi za prehrano.
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Izolacija in identifikacija mikrobioma semen
tatarske ajde (Fagopyrum tataricum Gaertn.)

Hana Flajnik?, Tanja Kobal?, Katarina Pegan?, Alenka Vesel?
1Bjotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, Jamnikarjeva 101, SI-1000 Ljubljana
2Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, Ve¢na pot 111, SI-1000 Ljubljana

e Cilj poskusa je bil izolirati in identificirati tako celokupno glivho populacijo kot tudi
endofitsko populacijo gliv, ki sta prisotni na oz. v semenih tatarske ajde. Izolirane glive
smo morfolosko okarakterizirali in molekulsko identificirali, kar bi lahko pomagalo pri
razvoju sredstev ali postopkov za zascito skladis¢enih semen tatarske ajde.

e Kot metodo izolacije gliv smo uporabili rast na gojis¢u PDA, za izolacijo endofitskih gliv
pa tudi povrsinsko sterilizacijo semen ajde s H,0,.

e V eksperimentu smo uspeli iz semen izolirati epifite in tudi endofite. Najvecja
Stevilénost celokupnih gliv je bila na semenih iz let 2020 ter 2018, medtem ko je bila
pojavnost celokupnih gliv iz leta 2019 najmanj$a. Ravno obratno smo najvec endofitov
izolirali iz semen, pobranih leta 2020. Najpogostejse izolirane glive so pripadale rodu
Alternaria ter vrsti Epiococcum nigrum.

eV semenih tatarske ajde lahko najdemo tako epifite kot tudi endofite. Po Stevilcnosti
so prevladovali epifiti, saj prezivetje endofitov s ¢asom shranjevanja moc¢no upada.

Kljucne besede: glivni epifiti, glivni endofiti, morfoloSka karakterizacija gliv, skladis¢enje
semen



Uvod

Tatarska ajda (Fagopyrum tataricum Gaertn.) je zaradi

velike vsebnosti proteinov, esencialnih mineralov, vlaknin

in flavonoidov ter njihovih pozitivnih uc¢inkov na ¢lovesko
zdravje pridobila na uporabi. Zaradi tega se je v zadnjem casu
proizvodnja te zdravilne dresnovke mocno povecala (Kovacec s
sod., 2016).

Rastline ne bivajo v sterilnem okolju, ampak so obicajno

v interakciji z drugimi organizmi, bodisi z makroskopskimi
vretencarji in nevretencariji, bodisi z mikroorganizmi, ki
vkljucujejo predvsem bakterije, glive in viruse. Epifiti so
organizmi, ki poseljujejo predvsem povrsino rastline v stiku

z zrakom ali zemljo, medtem ko so endofiti organizmi, ki v
najvecji meri kolonizirajo notranjost rastline (Kumar s sod.,
2017). Endofitne glive izlo¢ajo posebne encime, ki lahko
vplivajo na razvoj embrija in kalic (Kovacec s sod., 2016).
Glivni endofiti se vedno bolj uveljavljajo kot vir bioaktivnih
metabolitov z znacilnimi protibakterijskim, protiglivnim in
protivirusnim delovanjem. Le-ti bi se v prihodnosti lahko
uporabili v prehranske, medicinske ali kmetijske namene. V
zadnjih letih je bilo odkritih mnogo novih spojin iz endofitoy,
kot so razni alkaloidi, terpenoidi, steroidi, lignini in fenoli z
mocnimi protimikrobnim delovanjem (Zhong s sod., 2017).
Glivni endofiti in epifiti pa med drugim predstavljajo tudi
velik problem pri shranjevanju semen. Glive, ki kolonizirajo
seme, lahko s¢asoma postanejo patogene ter naredijo seme
neuporabno za shranjevanje in uporabo. Dolocene vrste gliv
lahko vplivajo tudi na ¢loveka, in sicer s sintezo mikotoksinov,
ki imajo na ¢loveka negativen vpliv (Kovacec s sod., 2016).

V nasi raziskavi smo se osredotocili na glivni mikrobiom
semen tatarske ajde z namenom, da razis¢emo prisotnost
glivnih endofitov in tudi epifitov na razlicno starih skladis¢enih
semenih. Likar s sod. (2008) so pokazali, da tatarska ajda
vzpostavlja odnose z mikoriznimi glivami v koreninskem
sistemu. Prav tako so dolocili tudi nekatere glivne endofite.
Glede na to predvidevamo, da (1) bodo semena vsebovala
glivne epifite in/ali glivne endofite. Pri¢akujemo tudi (2) vecjo
pestrost in pojavnost glivnih epifitov v primerjavi z endofiti
ter (3) vecjo pestrost in pojavnost celokupnih gliv na mlajsih
semenih v primerjavi s starejSimi. Z morfolosko in molekulsko
karakterizacijo gliv bi lahko ugotovili, ali semena predstavljajo
nevarnost za uzivanje. Rezultati bi lahko doprinesli k razvoju
novih sredstev ali postopkov za zascito skladis¢enih semen, ter
tako izboljsali njihovo shranjevanje.

Materiali in metode

Priprava rastlinskega materiala in gojisc

Kot rastlinski material smo uporabili semena tatarske ajde,
pobrana v letih 2018, 2019 in 2020. Delo je vklju¢evalo izolacijo
celokupnih gliv s semen ajde in izolacijo glivnih endofitov

iz semen ajde. Za izolacijo celokupnih gliv smo uporabili 20
semen iz vsakega leta (skupaj 60 semen) in za izolacijo glivnih
endofitov 40 semen iz vsakega leta (skupaj 120 semen). Za
gojis¢a smo uporabili 2 % gojis¢a PDA (Biolife, 2021) z dodanim
antibiotikom kloramfenikolom v koncentraciji 50 mg/L (Sigma
Aldrich, 2021).
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Izolacija celokupnih in endofitskih gliv

Za izolacijo celokupnih glivs semen smo neobdelana semena
polozili na gojisca PDA, za izolacijo endofitov pa smo semena
najprej povrsinsko sterilizirali (20 min v 30 % H,02), jih prerezali
na polovico in na eno gojisce polozili po 2 polovici razlicnih
semen. Sledila je 1-tedenska (za celokupne glive s povrsSine
oziroma epifite) oziroma 3-tedenska (za glivne endofite)
inkubacija ploSc¢ v rastni komori v temi pri temperaturi 24 °C.

Morfoloska karakterizacija gliv

Sledil je pregled plosc. Rast gliv je bila opazna samo pri plos¢ah
z neobdelanimi semeni, medtem ko na ploscah s povrsinsko
steriliziranimi semeni rast gliv prakti¢no ni bila prisotna. Glive z
neobdelanih semen smo morfotipizirali, tako da smo jih glede
na videz (barva, oblika ipd.) in tip rasti razporedili v razrede

od A do I. Po 3 primerke vsakega morfotipa smo precepili na
sveZa gojisc€a, s katerim smo ohranjali Zive Ciste kulture gliv.

Pri plos¢ah s polovickami semen smo zaznali rast potencialno
endofitske glive le na eni plosci. Tudi to glivo smo precepili na
svezZe gojisce. Sledila je 1-tedenska inkubacija plosc¢ v rastni
komori v temi pri temperaturi 24 °C.

Naslednji teden smo Ciste kulture gliv precepili na sveze
gojisce, preostanek pa uporabili za molekulsko identifikacijo
gliv. Glive (od vsakega morfotipa po 2 primerka) smo postrgali
s plosc€ in jih strli v teko¢em dusiku. Vzorci so bili shranjeni v
zamrzovalniku na -20 °C do naslednjega tedna.

Molekulska identifikacija gliv

Za izolacijo DNA smo uporabili komplet GenEluteTM Plant
Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma Aldrich, 2021) in postopek
izvedli po navodilih proizvajalca. Prvi korak priprave glivnega
materiala v tekocem dusiku smo predhodno Ze izvedli (gl.
Morfoloska karakterizacija gliv). Z verizno reakcijo s polimerazo
smo pomnoZili ITS regijo na izolirani DNA (delno SSU (18S),
ITS1, 5.8S, ITS2, delno LSU). Pogoje pomnozevanja smo povzeli
po Likar in Regvar (2013).

Uspesnost izolirane in pomnoZene DNA smo potrdili z gelsko
elektroforezo na 1 % agaroznem gelu z dodanim etidijevim
bromidom pod UV transiluminatorjem. Uspesno pridobljene
pomnozke smo nato poslali na sekvenciranje v podjetje
Macrogen Inc. (Amsterdam, Nizozemska). Sekvence smo
primerjali z Ze znanimi sekvencami v bazi NCBI s pomocjo
orodja Nucleotide Blast. Morfotipe, za katere nam ni uspelo
pridobiti ustreznih PCR pomnozkov ali najti podobnih sekvenc
v obstojeci bazi, smo dolocili na osnovi morfologije, s pomocjo
dolocevalnega kljuca.

Statisticna obdelava podatkov

Pridobljene podatke smo uredili v preglednici kot izhaja iz
Priloge 1 in Priloge 2 (Seznam morfotipov gliv s fotografijami).
Rezultate smo analizirali in grafi¢no prikazali v programu
Microsoft Excel z dodatkom XLSTAT Basic (Addinsoft). Za
obdelavo podatkov smo uporabili analizo variance (ANOVA)
po Duncanovem testu. Pri izracunu standardnih deviacij (SD)
smo uporabili Excelovo funkcijo stdev.s, ki za izraCun uporablja
enacbo V(5(xn —x)/(n—1), pri éemer je x vzoréna srednja
vrednost (average [x1, x2,...,xn]), n pa velikost vzorca.
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120
Pri semenih iz razlicnih let smo opazili smo razlike v Stevilu
00— - ] zraslih glivnih epifitov na seme, kot je prikazano na Sliki 2A.
Skupaj je s semen iz leta 2020 zraslo 38 glivnih epifitov, kar v
povprecju predstavlja 1,9 + 0,85 glivnih epifitov na preiskovano
6 oEpite e seme. S semen iz leta 2019 je skupaj zraslo 20 glivnih epifitoy,
G Endofitske glive kar v povprecju predstavlja 1 + 0,32 glivnih epifitov na
preiskovano seme. S semen iz leta 2018 je skupaj zraslo 26
glivnih epifitov, kar v povprecju predstavlja 1,3 £ 0,57 glivnih
epifitov na preiskovano seme. Statisti¢cno znacilna razlika v
0 = povprec¢nem stevilu zraslih kolonij na seme je bila tako le med

2018 2019 2020

Leto zacetka skladiscenja semen letoma 2019 in 2020.

80

40

Semena z zraslo glivno populacijo (%]

20

Slika 1: Odstotek semen, pri katerih so po inkubaciji zrasli glivni  Djverziteta in $tevilénost glivnih epifitov

epifiti/endofiti glede na leto zacetka skladis¢enja semen. N = S o )

20 pri glivnih epifitih in N = 40 pri glivnih endofitih. Prepoznali in opisali smo 12 razli¢nih glivnih morfotipov, kot
izhaja iz preglednice v Prilogi 1 (Seznam glivnih morfotipov s
fotografijami) in je prikazano na Sliki 3. Nekatere izmed njih

Rezultati (A, C2, D, E, Fin G) smo identificirali z analizo PCR pomnozkov
izoliranih sekvenc ITS regije. Za morfotipa D in F smo ugotovili,
da predstavljata isto vrsto, tj. Rhizopus oryzae. Morfotipov

Kolonizacija semen z glivami B1, B2, C1, H in | nismo uspeli dolo¢iti na podlagi molekulske

Po inkubaciji semen, ki jih predhodno nismo povriinsko identifikacije. Morfotipe gliv B1, C1 in | smo dolocili na osnovi
sterilizirali, smo pri skoraj vseh semenih iz vseh treh let opazili ~ Morfologije s pomocjo dolocevalnega kljuca. Morfotipov B2
rast gliv (epifitov), kot je razvidno iz Slike 1. Pri semenih in H z izbranimi metodami nismo mogli uvrstiti v nobeno od
obdelanih s 30 % H.0. smo rast gliv (endofitov) po inkubaciji taksonomskih skupin.

opazili le na enem (1) semenu, ki je bilo skladii¢eno od leta Skupno smo izolirali 20 gliv. D: Prikazani so deleZi posameznih
2020, kar predstavlja 2,5 % vseh preiskovanih povrginsko taksonomskih enot izoliranih glivnih epifitov iz semen,
steriliziranih semen. skladisc¢enih od leta 2020. Skupno smo izolirali 38 gliv.
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Leto zacetka skladis¢enja semen
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Slika 2: Diverziteta in Stevilcnost glivnih epifitov na semenih tatarske ajde. A: Prikazano je povprecno stevilo zraslih glivnih
epifitov na posamezno preiskovano seme glede na leto zacetka skladis¢enja + SD. Razlicne crke (a, b) oznacujejo statisticno
znacilno razliko (enosmerna ANOVA, Duncanovv post hoc-test, p < 0,05). N = 20 semen. B: Prikazani so deleZi posameznih
taksonomskih skupin izoliranih glivnih epifitov iz semen, skladis¢enih od leta 2018. Skupno smo izolirali 26 gliv. C: Prikazani so
delezi posameznih taksonomskih skupin izoliranih glivnih epifitov iz semen, skladis¢enih od leta 2019.
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Slika 3: Izolirani morfotipi, ki smo jih poskusali dolociti na podlagi molekulskih analiz. Morfotipov B1, B2, C1, H in | nismo uspeli
dolociti na podlagi molekulske identifikacije. Glive B1, C1 in | smo dolocili na osnovi morfologije s pomocjo dolocevalnega kljuca.
Morfotipov B2 in H z izbranimi metodami nismo mogli uvrstiti v nobeno od taksonomskih skupin.

Iz Slike 2B sta razvidna diverziteta in delez posameznih
morfotipov izoliranih glivnih epifitov iz semen, skladis¢enih

od leta 2018. Skupaj smo iz semen, skladis¢enih od leta 2018,
izolirali 26 gliv, ki so pripadle 7 razli¢nim morfotipom. Steviléno
najbolj zastopan rod glivnih epifitov na semenih iz leta 2018 je
bil vrsta Alternaria, ki je predstavljal 44 % vseh izoliranih gliv.
Pogosto izolirani sto bili tudi vrsti Epicoccum nigrum (16 %) ,
Rhizopus oryzae (12 %) in rod Aspergillus.

Iz Slike 2C sta razvidna diverziteta in delez posameznih
morfotipov izoliranih glivnih epifitov iz semen, skladis¢enih

od leta 2019. Skupaj smo iz semen, skladis¢enih od leta 2019,
izolirali 20 razli¢nih gliv, ki so pripadle 6 razlicnim morfotipom.
Steviléno najbolj zastopan rod glivnih epifitov na semenih

iz leta 2019 je bila vrsta Cladosporium, ki je predstavljal 41

% vseh izoliranih gliv. Pogosto izolirana sta bila tudi rodova
Alternaria (18 %) in Rhodotorula ter vrsta Epicoccum nigrum
(14 %).

1z Slike 2D sta razvidna diverziteta in delez posameznih
morfotipov izoliranih glivnih epifitov iz semen, skladis¢enih

od leta 2020. Skupaj smo iz semen, skladis¢enih od leta 2020,
izolirali 38 gliv, ki so pripadle 5 razli¢nim morfotipom. Steviléno
najbolj zastopana vrsta glivnih epifitov na semenih iz leta
2020 je bila vrsta Epicoccum nigrum, ki je predstavljala vec kot
polovico (55 %) vseh izoliranih gliv. Pogosto izoliran je bil tudi
rod Alternaria (29 %).

Diskusija
rast epifitov. Najvec epifitov smo zaznali na semenih iz let

2020 in 2018, kjer so s povrsine vseh 20 semen zrasli epifiti.
Rezultat gojenja endofitov ni bil uspesen, saj smo uspeli

izolirati le enega endofita iz letine 2020. Mozen razlog je,

da Zivih endofitov v semenih res ni bilo ve¢, morda pa bi

vec rezultatov dobili z uporabo drugacnega gojis¢a oziroma
pogojev inkubacije plos¢. Endofiti se lahko prenesejo z
materinske na hcerinsko rastlino preko semena, lahko pa

tudi preko vegetativnega razmnoZevanja rastlin ali iz drugih
rastlin, ki rastejo v blizini. Samo preZivetje endofitov pa se
tekom shranjevanja zelo zmanjsa (Hill s sod., 2009; Hume s
sod., 2013). Na prezivetje vpliva veliko faktorjev, predvsem
temperatura, vlaznost in ¢as shranjevanja (Hume s sod., 2013).
Semena, pridobljena v letih 2019 in 2018, so bila v shrambi
dlje, zato smo bili pri njihovem gojenju relativno neuspesni.

A vseeno lahko potrdimo, da so nasa semena vsebovala tako
epifite kot tudi endofite. S tem je potrjena tudi hipoteza (1).
Na ploscah, kjer smo gojili epifite in endofite, smo opazili
znatno vecjo pojavnost epifitov kot endofitov. Edinega pravega
izoliranega glivnega endofita sicer nismo uspesno sekvencirali,
a lahko na podlagi rezultatov, vidnih na plos¢ah, sklepamo, da
sta pestrost in abundanca epifitov vsekakor vecji kot endofitni
pestrost in abundanca.

Hipoteze (3), v kateri smo trdili, da bomo na mlajsih semenih
nasli vecjo pestrost celokupnih gliv, nismo potrdili. V semenih,
pridobljenih iz leta 2020, smo s sekvenciranjem zaznalile 5
razli¢nih taksonov glivnih epifitov, medtem ko smo v semenih,
ki so bila starejsa (iz leta 2019 in 2018), zaznali kar 7 epifitnih
taksonov. V starejsih semenih se je na novo pojavila gliva
Rhizopus oryzae in gliva iz rodu Cladosporium. Ker se vsebnosti
antimikrobnih substanc, kot so flavonoidi, s shranjevanjem
zmanjsujejo, glivni patogeni laZje kolonizirajo dolgo shranjena
semena (Ghosh s sod., 2020; Hernandez-Perez in du Toit,
2006; Kibar in Kibar, 2019). Iz rezultatov sklepamo, da je tekom
nepravilnega shranjevanja prislo do nezelenih kontaminacij
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semen tatarske ajde. Glede na nase rezultate se pestrost
epifitov s starostjo povecuje. Hipoteza (2), ki pravi, da bomo v
semenih zaznali vec epifitov kot endofitov, drZi. Endofite smo
uspeli izolirati le iz semen, pobranih leta 2020, in to le enega.
Najpogosteje izolirana epifita sta bili gliva Epicoccum nigrum
ter epifit rodu Alternaria. Tudi Mravlje s sod. (2021), Kovacec

s sod. (2016) in Christensen (1957) porocajo o tem, da ajdo

in druge Zitarice poseljujejo najrazlicnejse poljske glive. Nase
ugotovitve se skladajo z izsledki podobnih studij, kjer so
ugotovili, da glive iz rodov Alternaria, Botrytis, Cladosporium
in Epicoccum prevladujejo v mikrobiomu semen ajde

(Mills s sod., 1971). Epicoccum nigrum je sicer obicajen del
semenskega mikrobioma in seme $¢iti pred okuzbami drugih
mikroorganizmov (de Favaro s sod., 2012). Delez izoliranega
epifita Epicoccum nigrum se je z leti shranjevanja mocno znizal.
Do enakih rezultatov so prisli tudi Kovacec s sod. (2016), ki
menijo, da do upada pride zaradi kratke Zivljenjske dobe glivnih
spor. Flavonoidi, inhibitorji proteinaz ter ostale antimikrobne
snovi lahko vplivajo na Zivljenjsko dobo spor (Kovacec s sod.,
2016). Glive iz rodov Alternaria, Rhizopus in Cladosporium, ki
smo jih poleg drugih izolirali tudi v nasem poskusu, spadajo
med fitopatogene glive, ki povzrocajo preglavice predvsem v
Zivilski industriji. Poljske glive lahko z izlo¢anjem mikotoksinov
naredijo semena ajde nevarna za ¢loveka in druge Zivali ter
znizajo njihovo kvaliteto (Christensen, 1957; Kovacec s sod.,
2016). Vrste iz rodu Alternaria so pogosto povezane s tezavami
pri skladis¢enju in transportu semen zaradi kvarjenja (Vuckovic¢
s sod., 2012). Kovacec s sod. (2016) porocajo o skodljivem
vplivu na kalitev in razvoj mladih rastlin, ki je povezan z
ekstracelularno aktivnostjo encimov gliv, in sicer amilaz, celulaz
in polifenol oksidaz.

Z boljSim poznavanjem mikrobioma semena tatarske ajde bi
lahko v prihodnosti zmanjsali izgube zaradi kontaminacij in
optimizirali obdelavo semen z namenom izboljSave njihovega
shranjevanja. Zanimivo bi bilo podrobneje raziskati odnose
med mikroorganizmi v mikrobiomu semen tatarske ajde (in
tudi pri drugih kulturnih rastlinah), saj bi morda s pomocjo
nepatogenih mikroorganizmov, ki zavirajo razrast patogenih
mikroorganizmov (tako za rastlino kot tudi ¢loveka), lahko
kontrolirali pojavnost slednjih.

Zakljucki

PreucCevana semena tatarske ajde so vsebovala glivne epifite in
tudi endofite. Med glivni epifiti smo zaznali vecjo frekvenco in
pestrost kot med izoliranimi glivnimi endofiti. To povezujemo
predvsem s trendom preZivetja endofitov, ki upada s

¢asom shranjevanja semen. Med epifiti so bili najpogostejsi
predstavniki rodu Alternaria in vrsta Epiococcum nigrum. Na
mlajsih semenih (iz leta 2020) smo v nasprotju s predpostavko
ugotovili manjso pestrost celokupnih gliv kot na starejsih

semenih (iz let 2019 in 2018), ¢etudi smo endofite izolirali le
iz mlajsih semen. Pridobljene rezultate bi lahko uporabili v

nadaljnjih raziskavah, s katerimi bi ovrednotili varnost semen
za uzivanje in raziskali nacine za podaljSanje ¢asa shranjevanja
semen.
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Izolacija in identifikacija mikrobioma semen
psenice Triticum ‘Gorolka’
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e Namen raziskave je bila izolirati in identificirati glivni mikrobiom semen psenice iz let
2017, 2019 in 2020, ter primerjava mikrobioma med posameznimi leti.

e Povrsinske glive smo izoliraliiz 20 razlicnih semen iz posameznega leta, endofitske glive
pa iz 40 razlicnih semen iz posameznega leta, tako da smo jih najprej vzgojili na gojis¢u
iz 2% krompirjevega dekstroznega agarja, nato smo jih morfoloSko karakterizirali,
precepili do Cistih kultur ter iz njih izolirali DNA, da smo jih lahko molekulsko identificirali
s pomocjo sekvenciranja glivnih ITS regij.

e Rezultati so pokazali razliko v Stevilu prisotnih gliv na in v semenih iz razli¢nih let, kot
tudi razliko med prisotnimi epifskimi in endofitskimii glivami. Razlikovale so se tudi
prevladujoce taksonomske skupine gliv, ki so bile prisotne pri semenih iz razlicnih let.

e Na mikrobiom psSenice vpliva ve¢ dejavnikov, med njimi tudi starost semen ter
njihova potencialna kemicna obdelava. Na semenih, ki so bila skladis¢ena manj ¢asa
je prisotnih vec gliv, prav tako so prisotne druge skupine gliv, kot na tistih, ki so bila
skladis¢ena vec let.

Kljucne besede: endofitske glive, povrsinske glive, rastlinski patogeni, skladiS¢enje zZit
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PSenica je ena najstarejsih kulturnih rastlin na svetu in
najpomembnejse Zito danasnjega Casa. Za vec kot tretjino
svetovnega prebivalstva predstavlja eno izmed glavnih
osnovnih Zivil, nepogresljiva pa je tudi v prehrani Zivine
(Shewry 2009; Battisti in Naylor 2009). Zaradi hitrega
narascanja svetovnega prebivalstva se povecuje tudi potreba
po produkciji poljsc¢in. Eden izmed vidikov, ki to lahko omogoci
je boljSe poznavanje rastlinskega mikrobioma (Morales
Moreira s sod. 2020). Ta predstavlja Stevilne mikroorganizme,
vkljucujoc arheje, bakterije, protiste in glive, ki kolonizirajo
organe rastlin (Shelake s sod. 2019). V kmetijskih sistemih
poznavanje rastlinskega mikrobioma predstavlja moznost
izboljSane in povecane produkcije rastlin. Mikroorganizmi
ponujajo zascito pred abiotskim in biotskim stresom, kot

so klimatske spremembe, bolsji privzem hranil ter zascito
pred Skodljivci in patogeni (van der Heijden s sod. 2016;
Rodriguez s sod. 2019; Singh s sod. 2019). V nasem projektu
smo se osredotocili na mikrobiom semen psSenice. Semena so
eden najpomembnejsih rastlinskih organov in predstavljajo
svojevrsten mikrohabitat poseljen z razliénimi mikroorganizmi.
Semenski mikrobiom igra pomembno vlogo pri razvoju

semen ter njihovi kalitvi, prav tako pa vpliva tudi na poznejso
strukturo in funkcijo celotnega mikrobioma rastline (Kuzniar

s sod. 2020; Nelson 2018). Mikroorganizmi, ki poseljujejo
semena se delijo na endofite in epifite. Endofiti poseljujejo
notranja tkiva (embrijo, endosperm) in se prenasajo vecinoma
z vertikalnim prenosom, epifiti pa se nahajajo na povrsini
semen in se prenasajo s horizontalnim prenosom (Barret s sod.
2015). Najstevil¢nejsi predstavniki semenskega mikrobioma
so bakterije in glive, na semena in poznejese stadije rastline
pa imajo lahko tako pozitivne kot negativne oziroma skodljive
ucinke (Nelson 2018).

Namen nase raziskave je bilo izolirati in identificirati glivni
mikrobiom semen pSenice iz treh razlicnih let (2017, 2019

in 2020). Zanimalo nas je katere vrste gliv bodo prisotne v in
na semenih ter ali bomo zaznali razliko v glivni sestavi med
razlicnimi leti. Zastavili smo si naslednje hipoteze: i) najvec
razlicnih skupin gliv bo prisotnih na semenih iz leta 2020,
manj jih bo prisotnih na semenih iz leta 2019, najmanj pa na
semenih iz leta 2017; ii) pri semenih iz vseh treh let bomo
zaznali vec povrsinskih gliv kot endofitskih gliv; iii) v notranjosti
semen bodo prisotne druge vrste gliv kot na povrsini semen.

Materiali in metode

Uporabili smo semena psenice sorte gorolka iz let 2017, 2019
in 2020. Semena iz leta 2017 so bila predhodno obdelana

z neznano zascitno plastjo rozaste barve. Za izolacijo
povrsinski gliv s semen psenice smo vzeli po 20 semen iz
vsakega leta ter polozZili eno seme na eno plosco z gojiséem

iz 2 % krompirjevega dekstroznega agarja (PDA) z dodanim
antibiotikom kloramfenikol (50 mg I*%). Za izolacijo endofitskih
gliv pa smo semena najprej povrsinsko sterilizirali, tako da smo
jih 20 minut namakali v 30 % vodikovem peroksidu (Hz0.). Za
tem smo 40 semen iz vsakega leta prerezali na polovico, ter na
eno ploscéo polofZili dve polovici razlicnih semen.

Tako pripravljena semena smo v rastnih komorah pri
temperaturi 24 °C v temi, gojili en teden. Po enem tednu smo
glede na barvo, obliko in razraslost morfolosko karakterizirali
povrsinske glive, povrsinsko sterilizirana semena za izolacijo

endofitskih gliv pa smo gojili Se nadaljna dva tedna in nato
identi¢no izvedli morfolosko karakterizacijo. Morfolosko
karakterizacijo smo izvedli tako, da smo skupaj 89 izoliranih
gliv razvrstili v 13 razredov z oznakami A-S. Zrasle glive smo
precepili na nova gojisca, ter jih gojili pri enakih pogojih kot
prej, da smo dobili Ciste kulture.

Nato smo 21 cistih kultur strli v tekocem dusiku in iz njih
izolirali DNA s pomocjo kompleta GenElute® Plant Genomic
DNA Miniprep Kit po navodilih proizvajalca. Izolacijo DNA

smo uspesno izvedli pri 18 vzorcih, ki smo jih nato molekulsko
identificirali, tako da smo naredili verizno reakcijo s polimerazo
(PCR) z uporabo ITS1-F in ITS4 zacetnih oligonukleotidov, po
protokolu Likar in Regvar, 2013. Da smo preverili ali je prislo
do uspesnega pomnozka glivne ITS regije, smo izvedli gelsko
elektorofrezo v 1 % agaroznem gelu z dodanim etidijevim
bromidom. Gele smo pogledali pod UV transiluminatorjem.
Sekvenciranje dobljenih pomnoZzkov je bilo izvedeno v podjetju
Macrogen Inc., Amsterdam, Nizozemska. Pridobljene sekvence
smo analizirali s prosto dostopnim algoritmom NCBI BLAST®.
Od skupaj 18 poslanih vzorcey, jih je 17 dalo uspesne in
smiselne zadetke. Pri dolocevanju vrst gliv, iz katerih nismo
uspeli izolirati DNA, smo upostevali morfolosko identifikacijo.

Rezultati

Delez koloniziranih semen

Skupaj smo iz semen iz leta 2017 izolirali 14 povrsinskih gliv in
ni¢ endofitov, iz semen iz leta 2019 smo izolirali 20 povrsinskih
glivin 3 endofite, iz semen iz leta 2020 pa 27 povrsinskih gliv in
25 endofitow.

Pri preverjanju deleza semen, ki so bila kolonizirana z glivami,
se je izkazalo, da je bilo 70 odstotkov semen iz leta 2017, ter
vsa semena iz let 2019 in 2020 koloniziranih s povrsinskimi
glivami. Z endofiti ni bilo kolonizirano nobeno seme iz leta
2017, 7,5 % semen iz leta 2019 ter 62,5 % semen iz leta 2020
(Slika 1). Tako smo opazili zmanjsevanje Stevila celokupnih,
predvsem pa endofitskih gliv s casom skladisc¢enja.

Glivna diverziteta

Po pregledu rezultatov genetske analize vzorcev se je izkazalo,
da so predstavniki petih morfotipskih razredov predstavljali

100%+

75%4

Povriinske glive

50%4 . Endofiti

Delez koloniziranih semen

2017 2019 2020
Leto

Slika 1: Delez semen iz posameznih let, ki so bila kolonizirana s
povrsinskimi (n=20) in endofitskimi glivami (n=40).
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Slika 2: Diverziteta gliv na povrsini in v notranjosti semen iz posameznih let. Grafi a, b in d prikazujejo glivno diverziteto
povrsinskih gliv na semenih iz leta 2017 (a), 2019 (b) in 2020 (d). Grafa c in e pa prikazujeta glivno diverziteto endofitnih gliv iz

semen iz leta 2019 (c) in 2020 (e).

lo¢ene enotne vrste; to so bili razredi B — Rhizopus oryzae,

C — Penicillium brevicompactum, | — Cryptococcus sp., L—
Alternaria infectoria in S — Mucor circinelloides. Morfotipski
razred A je razpadel na dve loceni vrsti — Microdochium sp. in
Trichoderma koningii, prav tako je na dve loceni vrsti razpadel
morfotipski razred K — Arthrinium arundinis in Microdochium
sp. Predstavnike razreda H pa smo zaradi razpada na razlicne
vrste uvrstili v druZino Pleosporaceae. Za morfotipska razreda
M in G se je izkazalo, da sta predstavljata isto vrsto Alternaria
alternata, morfotipski razredi J, O in P pa so vsi predstavljali
vrsto Epicoccum nigrum. Razvrstitev v morfotipske razrede in
rezultati genetske analize vzorcev so na voljo v Prilogi 1 in 2.
Stevilénost in diverziteta glivnih skupin se je razlikovala med
razlicnimi leti. Najmanj razli¢nih glivnih skupin je bilo prisotnih
na semenih iz leta 2017, kjer je prevladovala prisotnost glivne
vrste Rhizopus oryzae. Ista glivna vrsta je prevladovala tudi

na povrsini semen iz leta 2019. Najvec razli¢nih skupin smo
odkrili na povrsini semen iz leta 2020, kjer so prevladovale
glive iz druzine Pleosporaceae ter vrsta Epicoccum nigrum.

V notranjosti semen iz leta 2019 so bile prisotne glive

iz dveh razli¢nih skupin (rod Alternaria spada v druZino
Pleosporaceae). Med endofiti semen iz leta 2020 prav tako
prevladujejo glive druzine Pleosporaceae ter vrsta Epicoccum
nigrum. Nobena skupina gliv se ni pojavljala zgolj med endofiti,
bilo pa je nekaj taksnih, ki smo jih zaznali na povrsini gliv,

v notranjosti pa ne — to so bile glive vrst Rhizopus oryzae,
Mucor circinelloides, Trichoderma koningii, Microdochium
sp. ter Penicillium brevicompactum. Vse ostale skupine so se
pojavljale tako na povrsini kot tudi v notranjosti semen (Slika
2).
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Diskusija

V raziskavi nas je najprej zanimala razlika v Stevilu prisotnih
gliv na povrsini in v notranjosti razli¢no starih semen psenice.
Ugotovili smo, da je bilo pri najstarejsih izmed proucevanih
semen prisotnih najmanj gliv. To je lahko posledica visje
starosti semen, ali pa tega, da so bila ta semena tretirana z
neznano kemicno snovjo, ki je lahko povzrofZila sterilizacijo
semen, prisotne glive pa so semena najbrz kolonizirale med
skladis¢enjem. Tudi sicer je Stevilénost in vrstna sestava
prisotnih gliv odvisna od dejavnikov, kot so vremenske
razmere, vlaznost, uporaba pesticidev ter aktivnosti razli¢nih
Zivali med samim zorenjem semen, njihovo Zetvijo ter na¢inom
skladis¢enja (Doyle in Buchanan 2013).

Za tem nas je zanimalo Se ali se pojavljajo razlike v vrstni
sestavi gliv na semenih iz razli¢nih let. Taksne razlike smo tudi
odkrili. Glive, ki kolonizirajo semena se tradicionalno delijo

v dva razreda; rastlinske patogene, ki kolonizirajo semena
pred Zetvijo, ter “skladis¢ne” glive, ki kolonizirajo semena

po Zetvi in med skladis¢enjem (Miller 1995). Slednje glive

so saprofitne, kar pojasni vecinsko prisotnost vrste Rhizopus
oryzae na povrsini semen iz let 2017 in 2019, medtem ko na
semenih iz leta 2020, ki so bila skladis¢ena manj ¢asa, ta vrsta
ni bila prisotna. Enak vzorec pojavljanja je bil opazen tudi

pri glivi vrste Mucor, ki prav tako velja za saprofitno. Ti dve
vrsti sta bili edini izmed izoliranih gliv, ki se uvrs¢ata v skupino
Mucoromycota, medtem ko se vse ostale uvrsc¢ajo v skupino
Ascomycota, z izjemo rodu Cryptococcus, ki spada v skupino
Basidiomycota. Te ugotovitve se ujemajo z izsledki drugih
raziskav, ki so pokazale, da vecinski delez gliv, ki kolonizirajo
semena pSenice, pripada druZini Ascomycota (Solanki s sod.
2019, Solanki s sod. 2019).

Ugotovili smo tudi, da se vecina gliv, ki smo jih izolirali iz
nasih semen, uvrs¢a med patogene. Izmed izoliranih gliv

se med pogosto omenjene patogene uvrscajo vrste rodov
Cryptococcus, Microdochium, Penicillium, Epicoccum,
Alternaria ter tudi drugi predstavniki druZine Pleosporaceae
(Btaszczyk in sod. 2021). Te vrste smo odkrili tako na povrsini
kot tudi v notranjosti semen iz let 2019 in 2020, Ceprav je bila
njihova diverziteta in Steviléna prisotnost visja v najmlajsih
semenih. Na semenih iz leta 2017 se je izmed nastetih
patogenov pojavila zgolj vrsta Cryptococcus. Kot izjemo med
vecinsko patogenimi glivami, pa smo na povrsini nekaterih
semen iz leta 2019 nasli tudi predstavnika rodu Trichoderma.
Za vrste, ki pripadajo temu rodu je namrec znacilna
simbiontska interakcija s pSenico, njihov pozitiven ucinek na
fitnes in donos pSenice, ter antagonisti¢na aktivnost proti
patogenom (Btaszczyk s sod. 2021).

Opazli smo tudi, da je bilo Stevilo endofitnih gliv najvisje v
semenih iz leta 2020, nato pa je s starostjo semen prisotnost
endofitov upadla, kar se sklada z ugotovitvami drugih raziskav,
ki so pokazale upadanje Stevila endofitov s starostjo semen
(Kovacec s sod. 2016). Izkazalo se je, da so bile vse skupine
gliv, ki smo jih izolirali iz notranjosti semen, prisotne tudi

na povrsini semen. To nakazuje na zmoznost, da bi lahko

te skupine gliv potencialno Zivele tako endofitsko kot tudi
epifitsko na semenih psenice.

Zakljueki

V nasi raziskavi smo se osredotocili na izolacijo in identifikacijo
glivnega mikrobioma semen psenice iz treh razli¢nih let. S

pridobljenimi rezultati smo uspeli potrditi dve izmed nasih
zacetnih hipotez. Izkazalo se je, da je bila najvecja frekvenca
in diverziteta gliv prisotna na semenih iz leta 2020, malo manj
jih je bilo na semenih iz leta 2019, najmanj pa na tistih iz

leta 2017, kar nakazuje, da se stopnja kolonizacije s starostjo
semen zmanjsuje. Prav tako smo potrdili, da semena poseljuje
vec povrsinskih gliv kot endofitskih. Hipoteza s katero smo
predvidevali, da so v notranjosti semen semen prisotne druge
skupine gliv kot na njihovi povrsini, pa se je v nasem primeru
izkazala za napacno.
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Vpliv obdelave semen navade ajde z
atmosfersko SBD hladno plinsko plazmo na
kalitev in dekontaminacijo

Drejc Flajnik, Zak Glinsek, Ziga Nolde Drev, Ana Rupar, Ziga Zibert
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

e Zraziskavo smo Zeleli ugotoviti vpliv atmosferske hladne plazme (SBD) na potencialno
patogene mikroorganizme, povrsinske glive, prisotne na povrsini semen navadne ajde
(Fagopyrum esculentum).

e Semena smo izpostavili atmosferski hladni plazmi (SBD) v treh razli¢nih trajanjih, ter jih
dali na gojis¢e PDA in analizirali prisotnost gliv, ki so zrasle.

® Glede na morfoloske lastnosti smo dolocili 5 razli¢nih glivnih rodov.

e Semena so po obdelavi s SBD plazmo kalila enako uspe$no kot kontrola. Poganjki in
korenine so bile pri obdelanih semenih nekoliko daljSe od neobdelanih, prav tako je
bila masa le-teh posledi¢no vecja.

e Pric¢akovali bi, da z izpostavitijo plazmi, semena do neke mere dekontaminiramo, kar
bi pripomoglo k manjsi uporabi sinteti¢nih fungicidov, a smo s testi potrdili, da niti
najdaljSa izpostavitev ni zmanjsala glivne populacije na povrsini semen.

Kljucne besede: hladna plazma, kalitveni testi, koreninske komore, glivni testi
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Navadna ajda (Fagopyrum esculentum) je pogosto gojena
poljs¢ina. Hkrati je tudi ena izmed najstarejsih poljscin, ki izvira
iz Azije (Woo in sod. 2016) in ob dejstvu, da ne vsebuje glutena
ter da je relativno nezahtevna za gojenje, povprasevanje in
potreba po ajdi le Se narasca (Li in Zhang, 2001). Nezahtevnost
pridelave ajde igra klju¢no vlogo, saj je tako primerna tudi za
ekolosko pridelavo (Popovié in sod., 2014), ki je v zadnjem
Casu precej popularna pri kon¢nih uporabnikih, hkrati pa je
temelj trajnostnega razvoja kmetijstva, ki stremi k temu da je
okolju prijazno in brez uporabe umetnih gnojil in pesticidov. Ob
taksni kultivaciji pa se soo¢amo s Stevilnimi mikroorganizmi,

ki potencialno kontaminirajo semena ajde, predvsem pri
samem skladis¢enju. VeCinoma gre za bakterije in glive, ki
povzrocajo tezave na vseh stopnjah pridelave ajde (Milevoj,
1989) in letno povzrocijo 20-30% izgubo pridelka (Adhikari

in sod. 2020). Sama kontaminacija ne vpliva le na slabso
kaljivost semen, ampak predstavlja tudi nevarnost zastrupitve
za ljudi in Zivali, saj glive proizvajajo sekundarne metabolite

— mikotoksine (Fung in Clark, 2004). Zaradi zgoraj nastetih
razlogov je dekontaminacija samih semen klju¢nega pomena,
saj se tako zasc¢itimo pred potencialnimi zastrupitvami, hkrati
pa preprec¢imo ekonomske izgube (Sivachandiran in sod.
2017). Cilj same dekontaminacije je odstranitev nezazelenih
mikroorganizmov iz povrsine semen, hkrati pa obdrzati

seme ¢im bolj intaktno in uzZitno. Problem konvencionalnih
metod odstranjevanja patogenov (npr. kemi¢ne metode)

je ta, da mikroorganizmi razvijejo odpornost, hkrati pa ima
uporaba fungicidov negativne posledice za okolje (Adhikari

in sod. 2020). Zaradi tega se iSCe alternativne moznosti
dekontaminacije semen in ena izmed perspektivnih je uporaba
hladne plazme (Adhikari in sod. 2020, Sivachandiran in sod.
2017). Hladna plazma (HP) je ioniziran plin, ki ga ustvarimo
tako, da izbran plin izpostavimo radijskim frekvencam,
mikrovalovom, pulzirajoemu ali izmeni¢nemu elektricnemu
toku. To rezultira v nastanku reaktivnih zvrsti, elektronov,
ionov, molekul in UV sevanja (Sivachandiran in sod. 2017).
Zaradi same nizke temperaturne narave tovrstne obdelave

s hladno plazmo je ta postopek primeren za obdelavo bolj
obcutljivih bioloskih materialov. Obstajajo Stevilne raziskave,
ki so Ze pokazale uspesnost pri dekontaminaciji semen, rastil
ter in vitro kultur. V kolikor bi Zeleli zadevo narediti bolj
vsesplosno uporabno, bi bilo potrebno metodo bolje preuditi
in standardizirati, kar bi zahtevalo vec studij na tem podrodju.
Zagotoviti bi morali tudi vitalnost kalckov in rastlin, ki bi

zrasle iz tako obdelanih semen. Nekaj Studij je sicer pokazalo,
da obdelava s hladno plazmo lahko celo povisa kaljivost
semen (Adhukari in sod. 2020). V raziskovalnem delu smo
opazovali vpliv obdelave z atmosfersko hladno plazmo na
kalitev in dekontaminacijo semen navadne ajde (Fagopyrum
esculentum), hkrati pa smo opazovali njen vpliv glivno zdruzbo,
ki naseljuje semena. Pri testu kaljivosti smo pricakovali visjo
stopnjo kaljivosti v primerjavi s kontrolo, pri dekontaminaciji
semen pa smo pric¢akovali manj razlicnih vrst gliv ter manjso
stopnjo glivne kolonizacije ob daljsi ¢asovni obdelavi semen s
hladno plazmo.

Hipoteze:

e Semena obdelana s SBD plazmo bodo enako uspesno
kalila.

e Raznolikost povrsinskih gliv, ki kontaminirajo semena ajde,
bo padala z daljsim ¢asom izpostavljenosti SBD plazmi.

Materiali in metode

Obdelava semen s plazmo

Semena ajde, ki smo jih uporabili v poskusih so bila pred tem
na Oddelku za lesarstvo Biotehniske fakultete Univerze v
Ljubljani obdelana z atmosfersko HP z uporabo naprave SBD
(angl. »surface barrier discharge«). Za generacijo plazme smo
uporabili zrak iz okolice, parametri pri katerih smo generirali
plazmo pa so bili slededi: tok 2,5 A, napetost 20 V in mo¢ 50 W.
Semena so bila razdeljena v tri skupine in plazmi izpostavljena
za 1, 3 ali 6 minut. Uporabili smo tudi kontrolna semena, ki
hladni plazmi niso bila izpostavljena.

S semeni smo opravili kalitvene teste, meritve rasti in mase
korenin ter poganjkov, ovrednotili pa smo tudi vpliv SBD
plazme na dekontaminacijo gliv v semenih.

Kalitveni test

Kalitveni test smo izvedli v petrijevkah, na omo¢enem
filtrirnem papirju. Uporabili smo po 100 semen ajde iz
kontrolne skupine in iz vsake skupine semen, obdelanih s HP
(1, 3 in 6 minut izpostavljenosti), jih razdelili med 5 petrijevk
(po 20 semen na petrijevko) ter le-te prenesli v kartonaste
Skatle (v temo). Te smo nato postavili v rastno komoro s
kontroliranimi pogoji (T=24 °C (dan, 16h) in 20 °C (noc, 8h),
relativna zracna vlaznost = 60-70%, tema). Po 2., 4., 7. in 11.
dneh smo presteli Stevilo semen, ki so skalila. Kot skaljena
semena smo Steli tista, pri katerih je bila vidna koreninica
(radikula), ki je prodrla skozi semensko ovojnico.

Meritve rasti korenin in poganjkov

Meritve rasti korenin in poganjkov smo izvedli v koreninskih
komorah. Vse 3 skupine semen, obdelanih s SBD plazmo,

smo v treh paralelkah po 10 prenesli v koreninske komore, v
katere smo namestili vlazno peno, dva sloja filtrirnega papirja
in moder papir. Na enak nacin smo pripravili tudi tri paralelke

s po 10 semeni iz kontrolne skupine. Tako pripravljene
koreninske komore smo dali v Skatle in odnesli v rastno komoro
(dnevno-nocni cikel 16/8h, T = 24 °C (dan) in 20 °C (nog),
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Slika 1: Delez kalitve semen navadne ajde po dnevih v
odvisnosti od posamezne izpostavitve plazmi v primerjavi s
kontrolo. Prikazane so povprecne vrednosti deleza kalitve in
standardna napaka (n=5).
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Slika 2: DolZina korenin (a) in poganjkov (b) semen ajde, ki smo jih izpostavili SBD plazmi. K ni bila izpostavljena plazmi. Prikazane
so povpreéne vrednosti semen, ki so skalila (razvila korenine/poganjek) * standardna napaka (n=3).
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Slika 3: Masa korenin (a) in poganjkov (b) semen ajde po izpostavitvi SBD plazmi. K ni bila izpostavljena plazmi. Prikazane so

povpreéne vrednosti + standardna napaka (n=3).
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Slika 4: Diverziteta gliv izoliranih s povrSine semen ajde
glede na ¢as obdelave semen z atmosfersko hladno plazmo z
uporabo naprave SBD.

relativna zra¢na vlaznost = 60-70%). Po 4., 7. in 11. dneh smo
slikali vse koreninske komore in nato s pomocjo programa
Imagel izmerili dolZine korenin in poganjkov. Po 11. dneh
smo teste razdrli in rastlinam odrezali poganjke in korenine.
Nato smo stehtali sveze mase korenin in poganjkov. Korenine
in poganjke smo nato zavili v aluminijasto folijo in posusili v
susilniku (48h, 65 °C). Nato smo stehtali Se suhe mase korenin
in poganjkov.

Glivni testi

Za izolacijo gliv s semen ajde smo semena dali na 2 % gojisca

PDA z dodanim antibiotikom kloramfenikolom (50 mg/L).

Na gojisca smo dali v desetih paralelkah po pet semen ajde,
obdelane s SBD plazmo (1, 3 in 6 minut) ter kontrolnih

semen ajde (neobdelana semena, t.i. pozitivna kontrola). Za
negativno kontrolo pa smo uporabili semena ajde, predhodno
povrsinsko sterilizirana s 30 % vodikovim peroksidom za

20 minut. Petrijevke smo ovili s parafilmom in prenesli v
kartonasto Skatlo, tako da so bile plosce v temi in jih gojili na
sobni temperaturi (22 °C). Po enem tednu smo na plosc¢ah
zrasle glive morfotipizirali, tako da smo jih razvrstili v skupine
glede na barvo (iz zgornje in spodnje strani), povrsino in obliko
micelija ter tip rasti. Na podlagi morfoloskih znacilnosti smo
ocenili Stevilo razli¢nih gliv, ki so zrasle iz posameznih semen.
Nato smo na novo gojisc¢e PDA nacepili po dva predstavnika
vsakega morfotipa in le-te gojili Se en teden, tako da smo dobili
Ciste kulture. Nato pa smo glive identificirali vsaj do nivoja rodu
s pomocjo dolocevalnega kljuca.

Rezultati

Semena obdelana z atmosfersko HP z uporabo naprave SBD ne
kaZejo statisticno znacilnih razlik v kalitvi (slika 1) v primerjavi z
neobdelanimi. Semena so torej ne glede na trajanje obdelave
kalila enako uspesno pri vseh skupinah. Prav tako je opaziti,

da vecina semen, ki po 4 dnevih Se ni skalila, uspesno kalila

po zadnjem (11) dnevu opazovanja; na koncu je bilo skaljenih
v povprecju 87% semen. Statisticno znacilnih razlik nismo
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opazili ne pri testu kaljivosti (slika 1), niti pri dolZini korenin in
poganjkov (slika 2). Prav tako razlik ni bilo ne pri svezZi in suhi
masi korenin in poganjkov (slika 3).

Povprecna dolzina korenin (slika 2a) je bila najdaljsa pri
semenih, ki so bila izpostavljena SBD plazmi 1 min, sledi 6

min izpostavitev, kontrola (K), ki ni bila izpostavljena plazmi.
NajkrajSe korenine so zrasle iz semen, ki so bila izpostavljena
plazmi 3 min. Kalitev je bil pri kontroli 78,3%, pri 1 min

83,3%, pri 3 min 96,6% in pri 6 min 96,6%. Povprecna dolZina
poganjkov (slika 2b) je bila najdaljsa pri ¢asu izpostavljenosti

6 min, nato pa rahlo pada s krajSanjem casa izpostavljenosti.
Najkrajsi poganjki so zrasli iz kontrolnih semen. Razvoj
poganjkov je bil pri kontroli 66,6%, pri ostalih ¢asovnih tockah
pa so bili delezi enaki kot pri razvoju korenin.

Sveza in suha masa korenin in poganjkov (slika 3a in 3b) je bila
najvecja pri najdaljsi izpostavitvi hladni plazmi (6 min), nato pa
je padala s krajSanjem Casa izpostavitve. Najmanj so tehtale
korenine in poganjki kontrolnih semen.

Pri vsaki obdelavi smo na plosce postavili 50 semen in
opazovali razrast povrsinskih gliv. Pri vseh obdelavah je bila
okuZenost 100% (slika 4), kar pomeni da smo okoli vsakega
semena opazili razrast vsaj enega tipa glive (v manj kot 5%
smo dobili tudi razrast kvasovk, kar pa smo zanemarili in
opazovali zgolj glive). Semena smo ohranili cela, zato je bila
moznost izolacije endofitov minimalna. Iz semen smo izolirali 5
razli¢nih tipov gliv, ki smo jih dolocili zgolj na podlagi fizioloskih
znacilnosti, zato tezko govorimo o natancni klasifikaciji.
Domnevno smo izolirali Epicoccun nigrum, Alternaria sp.,
Didymella sp., Fusarium oxysporum, Cladosporium sp.,

pri cemer sta bila Epicoccum in Alternaria skupaj pri vseh
tretmajih prisotna v vec kot 70%.

Diskusija

Obdelava semen s SBD plazmo v nasem primeru ni povzrocila
nikakrsnih sprememb v primerjavi s semeni, ki niso bila
obdelana s SBD plazmo, kar se ne sklada z rezultati Ze
izvedenih studij (Guo in sod.(2018)). Pricakovan rezultat je

bil, da bo kaljivost boljsa zaradi odstranjevanja povrsinskih
mikroorganizmov in vpliva na povrsino semen (bolj hidrofilna)
ter posledi¢no boljsi privzem vode (Guo in sod. (2018)). Glede
na raziskavo Park in sod. (2018) lahko upravic¢eno sklepamo,
da smo uporabili prekratek ¢as izpostavljenosti plazme oz.
premajhno moc plazme, ¢e bi ohranili trenutne ¢ase obdelave.
V raziskavi Park in sod. (2018) so bila semena (sicer jecmenova
vendar principi kaljenja niso tako zelo drugacni kot pri ajdi) po
obdelavi s plazmo razpokana in kazala znake povrsinske erozije
semenske ovojnice. Rast takih semen je rezultirala v najmanj
15% in najve¢ 110% povecanju v primerjavi z neobdelano
kontrolo. V nasem primeru nismo zaznali nikakrsnih vidnih
razlik v povrsinski eroziji med kontrolo in vsemi obdelanimi
vzorci. Nespremenjena zunanjost semena in nespremenjena
glivna zdruZba nakazujeta, da nasa plazma ni bila dovolj
mocna, da bi povzrocila prej nastete spremembe, ki omogocijo
vecji % kaljivosti. V prid predpostavki o premajhni moci plazme
kaZejo tudi ostali rezultati, saj tudi pri rastnih parametrih

kalic ni prislo do statisticno znacilnih sprememb. Pridobljeni
rezultati so dodatni pokazatelj nasega suma, da smo uporabili
premajhno moc plazme. Ob povecanju moci plazme bi se tako
lahko znebili tudi vseh povrsinskih gliv in bakterij (povrsinsko

razkuzevanje). Njihova prisotnost je za kalitev neugodna, saj
porabljajo hranila, ki bi bila drugace dostopna semenu in
hkrati predstavljajo moznost za okuZbo rastline. V raziskavi so
ugotovili, da povrsinsko razkuzevanje ugodno vpliva na kaljenje
in rast. (Puligundla in sod., 2017). RazkuZevanje ugodno vpliva
na vecino rastlin, z izjemo tistih, ki so od povrsinskih gliv
odvisne (npr. orhideje). Za naslednje eksperimente predlagamo
preliminarne poskuse prek Sirokega spektra razlicnih moci
plazme in nato postopno zoZevanje na pogoje, ki statisticno
znacilno vplivajo na opazovane parametre, predvsem
zmanjsajo okuzbo z glivami in hkrati ne poskodujejo rastline v
preveliki meri.

Zakljucek

Tekom svojega raziskovanja smo videli, da obdelava semen s
SBD plazmo ni imela velikega ucinka na semena ajde z vidika
kaljenja, rasti in zmanjsanja prisotnosti povrsinskih gliv. Prvo
hipotezo smo potrdili; semena, obdelana s SBD plazmo so

se v kalitvenih testih in koreninskih komorah odrezala enako
dobro kot kontrola, kar smo pri¢akovali glede na raziskano
literaturo. Raznolikost povrsinskih gliv (druga hipoteza) se s
podaljsevanjem izpostavljenosti SBD plazmi ni zmanjsevala,
temvec ostala priblizno enaka. Pojavili so se isti rodovi gliv,
razmerja med njimi so se le malo razlikovala. Predlagamo, da bi
poskuse ponovili, tako da bi povecali moc¢ plazme in poskusali
z razli¢nimi Casi izpostavljenosti.
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Vpliv obdelave semen navadne ajde z
atmosfersko DBD hladno plinsko plazmo na
razkuzevanje, kalitev in rast kalic

Miona Kovachevikj, Ana Kukenberger, Maja Marinéi¢, Spela Rozman
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

¢ Navadna ajda je ¢edalje bolj zazelena v prehrani zaradi visoke vsebnosti antioksidantov
in prehranske vlaknine, zato smo jo vzeli za predmet raziskave. Semena navadne ajde
(Fagopyrum esculentum) smo obdelali z atmosfersko DBD (angl. »dielectric barrier
discharge«) hladno plazmo, ki je ioniziran plin, pogosto jo oznac¢ujemo tudi kot Cetrto
agregatno stanje. DBD plazma je nizkotemperaturna in deluje pri atmosferskem
tlaku. Zeleli smo ugotoviti potencialen vpliv obdelave s plazmo na kalitev in moznost
povrsinskega razkuZzevanja semen ajde.

e Semena smo najprej v razlicno dolgih ¢asovnih intervalih izpostavili DBD plazmi. Za
glivne teste smo semena prenesli na gojis¢e iz krompirjevega dekstroznega agarja
(PDA). Prisotne glive smo najprej izolirali in nato identificirali glede na morfoloske
lastnosti. Kalitvene teste smo izvedli v petrijevkah s filtrirnim papirjem in vodo. Po
enem tednu smo presteli semena, ki so kalila. Za rastne teste smo semena prenesli v
koreninske komore. Po 7. dneh rasti smo posebej izmerili dolZino poganjkov in korenin
ter jih stehtali. Sledilo je suSenje le-teh in tehtanje suhe mase.

e Obdelava semen navadne ajde z DBD plazmo nima statisticno znacilnega vpliva na
kalitev, razvoj ali rast rastlin. Prav tako nismo ugotovili nobenega vpliva na Stevilo
kontaminiranih semen in prisotnost ter raznovrstnost gliv.

Kljucne besede: ioniziran plin, povrsinsko razkuzevanje, glive, stres, kalitev
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Uvod

Navadna ajda (Fagopyrum esculentum) je tradicionalno
psevdozito v Sloveniji, ki je vedno bolj popularno zaradi svoje
hranilne vrednosti. Okuzenost semen z glivami lahko zavira
kalitev semen in kasneje rast in razvoj rastline, kar vodi v slabsi
donos in ekonomsko skodo (Mravlje in sod., 2021). Zaradi
negativnega vpliva fungicidov na okolje, se raziskuje uporabo
hladne plazme kot alternativno, okolju prijazno metodo
povrsinskega razkuzevanja semen. Prav tako obdelava s plazmo
semenom predstavlja blazji stres, kar lahko povzroci boljSo rast
rastlin in vecjo biomaso (lvankov in sod., 2021).

Izvedene so bile Ze raziskave obdelave semen ajde z razlicnimi
tipi plazme, razli¢nimi delovnimi plini in pri razli¢nih tlakih
(lvankov in sod., 2021; Mravlje in sod., 2021; Seré in sod.,
2012). Optimalen cas izpostavitve semen plazmi lahko poveca
kalitev semen in biomaso kalic, vendar v teh raziskavah niso
preverjali glivne kontaminacije semen pred in po tretmaju
(lvankov in sod., 2021; Serd in sod., 2012). Dokazali so, da
plazma lahko deluje kot sredstvo za povrsinsko razkuZevanje
semen ajde, vendar je tudi zavrla kalitev semen (Mravlje in
sod., 2021). Do sedaj Se ni bilo narejene raziskave na semenih
ajde z uporabo atmosferske DBD plazme.

Plazma je ioniziran plin, pogosto jo oznacujemo tudi kot Cetrto
agregatno stanje. DBD plazma je nizkotemperaturna plazma, ki
deluje pri atmosferskem tlaku. Naprava je sestavljena iz dveh
elektrod med katere polozimo vzorec. Elektrodi z uporabo
elektricnega toka ionizirata zrak in ga spremenita v plazmo
(Bogaerts in sod., 2002).

Namen raziskave je bil ugotoviti vpliv obdelave semen s

tremi ¢asovnimi intervali izpostavitve atmosferski DBD

hladni plazmi na kalitev in razkuZevanje semen navadne ajde.
Predpostavljamo, da bodo semena pri krajsih izpostavitvah
bolje kalila, hkrati pa bo manj semen okuZenih z glivami, v
primerjavi s semeni, ki niso bila izpostavljena plazmi.

Hipoteze

e Plazma bo povrsinsko razkuZila semena. Na semenih z
daljSim ¢asom izpostavitve bo manj razlicnih vrst gliv.

e  Krajsa izpostavitev semen plazni bo spodbudila kalitev,
rast in razvoj ajde. DaljSa izpostavitev pa bo povzrocila
poskodbo semen in zaviranje kalitve.

Materiali in metode

Nas poskus je potekal v éasovnem obdobju dveh tednov. V
tem ¢asu smo opravili kalitveni test, rastni test in glivni test. V
drugem tednu smo tudi stehtali sveZo biomaso kalic in nato po
susenju Se suho biomaso.

Materiali

Semena ajde so bila pridobljena iz Mlina Rangus, Sentjerne;j,
Slovenija. Obdelava semen s hladno DBD plazmo je bila
izvedena v sodelovanju z Oddelkom za lesarstvo na Biotehniski
fakulteti UL.

Obdelava s plazmo

Semena navadne ajde smo obdelali s hladno DBD plazmo pri
atmosferskem tlaku, vir plina za nastanek plazme je bil zrak.
Plazma je delovala pri pogojih: tok 1,5A, napetost 15V in moc¢
25W. Semena smo izpostavili plazmi za 5, 15 in 30 sekund.

Kontrolna skupina semen ni bila obdelana s plazmo.

Glivni testi

Po 5 semen vseh casovnih intervalov obdelave s plazmo (5,
15 in 30 sekund), pozitivno (neobdelana semena) in negativno
kontrolo, ki je bila klasi¢no povrsinsko razkuzena (20 min s
30 % vodikovim peroksidom) smo sterilno prenesli na 2 %
gojis¢e krompirjevega dekstroznega agarja (PDA) z dodanim
antibiotikom kloramfenikolom (50 mgL?). Za vsako serijo

smo naredili 10 paralelk. Nato smo plosce inkubirali na sobni
temperaturi v temi. Po 7 dneh smo ocenili koliko razli¢nih
nato smo po dva predstavnika vsakega glivnega morfotipa
prenesli na novo plosco z 2% gojiscem PDA, da smo pridobili
Ciste kulture. Po enem tednu gojenja smo opravili morfolosko
identifikacijo gliv vsaj do nivoja rodu. Glive smo razvrstili v
kategorije na osnovi barve na zgornji in spodniji strani, oblike
rasti in drugih lastnostih.

Kalitveni testi

Kalitvene teste smo izvajali v petrijevkah s filtrirnim papirjem
in 3 ml vode. V vsako petrijevko smo dali 20 semen, za vsako
skupino semen (vse 3 plazemske obdelave in kontrola) smo
naredili po 5 ponovitev, tako da smo imeli skupaj 100 semen
na skupino. Kalitvene teste smo dali v rastno komoro v temo z
dnevno-nocnim ciklom 16/8h, temperaturo dneva 24°C in noci
20°C ter 60 % relativno zracno vlaznostjo. Kalitev semen smo
presteli po 24 urah, po 4. dneh in po 7. dneh.

Rastni testi

Za test rasti smo uporabili koreninske komore, ki so bili
sestavljeni iz plasti pene, dveh filtrirnih papirjev in enega
navadnega temnega papirja. Vse skupaj je bilo navlazeno in
vpeto v dva prosojna plasti¢cha modela. V eno koreninsko
komoro smo postavili po10 semen. Za vsako serijo (vse 3
plazemske obdelave in kontrolna skupina) smo naredili 3
ponovitve. Postavili smo jih v rastno komoro z dnevno-no¢nim
ciklom 16/8h, temperaturo dneva 24°C in noci 20°C ter 60%
relativno zra¢no vlaznostjo.

Meritve dolZin poganjkov in korenin ter dolo¢anje
sveZe in suhe biomase

Po sedmih dneh rastnih testov smo te razdrli, izmerili dolZine
korenin in poganjkov ter stehtali sveZze mase poganjkov in
korenin direktno iz koreninskih komor. Nato smo jih susili 4 dni
pri 60 °C in ponovno stehtali suhe biomase.

Rezultati

Vpliv plazme na kaljivost semen

Obdelava semen z DBD plazmo nima statisti¢no znacilnega
vpliva na kaljivost semen (slika 1). Glede na kontrolno skupino,
ki ni bila obdelana z DBD plazmo, nismo opazili statisticno
znacilnih razlik v stopnji kaljivosti niti po enem, Stirih ali sedmih
dneh.

Vpliv obdelave z DBD plazmo na rast in biomaso kalic

Obdelava semen z DBD plazmo na dolzZine poganjkov ni imela
statisticno znacilnega vpliva (Slika 2). Obdelava s plazmo je
statisticno znacilno vplivala le na rast korenin kalic pri 15
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Slika 1: Graf povprecnih delezev kalecih semen s pripadajoc¢imi
standardnimi napakami navadne ajde, ki so bila obdelana z
DBD plazmo (5, 15 in 30 s) pri posameznih dneh opazovanja po
izvedbi kalitvenega testa (1., 4. in 7. dan). Kontrola so semena
navadne ajde, ki z DBD plazmo niso bila obdelana (n =5). 5

s — 5 sekundna izpostavitev DBD plazmi; 15 s — 15 sekundna
izpostavitev DBD plazmi; 30 s — 30 sekundna izpostavitev DBD
plazmi.
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Slika 3: Povprecne mase s pripadajoc¢imi standardnimi
napakami biomase svezih in posusenih kalic ajde. 55 -5
sekundna izpostavitev DBD plazmi; 15 s — 15 sekundna
izpostavitev DBD plazmi; 30 s — 30 sekundna izpostavitev DBD
plazmi.

sekundni izpostavitvi plazmi na 7. dan opazovanja in sicer jo je
glede na kontrolo nekoliko zmanjsala.

Pri ugotavljanju razlik v biomasi kalic nismo zaznali statisticno
znacilnih razlik niti v primeru sveZe biomase, niti v primeru
suhe biomase kalic ajde (Slika 3).

Vpliv obdelave s plazmo na glive

Obdelava s hladno plazmo ni imela vpliva na razkuZevanje
semen, saj so bila po vseh izpostavitvah plazmi vsa semena
ajde okuZena z glivami.
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Slika 2: Povprecne dolZine s pripadajo¢imi standardnimi
napakami poganjkov in korenin kalic pri kontroli in semenih,

ki so bila 5, 15 oziroma 30 sekund izpostavljena DBD plazmi.
Razlicne crke nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike
med posameznimi obdelavami (enosmerna ANOVA, Tukejev
post-hoc test, p < 0,05). 5 s — 5 sekundna izpostavitev DBD
plazmi; 15 s — 15 sekundna izpostavitev DBD plazmi; 30 s — 30
sekundna izpostavitev DBD plazmi.
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Slika 4: Graf deleza posameznih morfotipov na povrsini semen
pri posameznih tretmajih. 5 s — 5 sekundna izpostavitev

DBD plazmi; 15 s — 15 sekundna izpostavitev DBD plazmi;

30 s — 30 sekundna izpostavitev DBD plazmi; Sterilna — 20
minutno razkuZevanje semen navadne ajde s 30% vodikovim
peroksidom. Kontrola so bila neobdelana semena ajde.

Glive smo glede na morfoloske lastnosti razdelili v morfotipe
in jih opisali. S pomocjo dolocevalnega klju¢a smo glive
dolocili vsaj do rodu. Diverzitetni diagram (Slika 4) prikazuje
delez posameznih gliv za vsako ¢asovno obdelavo. Pri kontroli
smo nasli 6 razli¢nih morfotipov. Pri 20 minutni povrsinski
sterilizaciji semen ajde s 30% vodikovim peroksidom, nismo
opazili nobene glivne okuzbe (sterilna kontrola). Najvec
razlicnih morfotipov gliv smo opazili pri 5 sekundni obdelavi
in sicer 7. Med vsemi vzorci smo najveckrat opazili glive iz
rodu Epicoccum. Pogosto so bile zastopane tudi glive iz rodov
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Alternaria in Didymella. Ostale glive so se pojavljale redkeje.
Diskusija

V nasi raziskavi smo pokazali, da obdelava semen ajde z DBD
plazmo, pri danih pogojih, ne vpliva na kalitev, rast, biomaso
in povrsinsko okuZenost semen z glivami. Semena ajde so
obcutljiva na izpostavitev plazmi, kar pomeni, da dobljeni
rezultati zelo variirajo glede na izpostavitveni cas, vrsto plazme
in mo¢ (Mravlje in sod., 2021; Serd in sod., 2012). Zaradi vseh
razlicnih parametroy, ki vplivajo na koncne rezultate je tezko
primerjati Studije med seboj. Porocali so, da je 180 s oziroma
600 s izpostavitev semen GlidArc hladni plazmi povzrodila
boljso kalitev oziroma boljso rast kalic, medtem ko 3-10
minutna izpostavitev SDBD (angl. »surface dielectric barrier
discharge«) plazmi oziroma izpostavitev semen DMP (angl.
»downstream microwave plasma«) plazmi povzroci zaviranje
kalitve (Serd in sod., 2012). lvankov in sodelavci (2021) so v
svojih raziskavah ugotovili, da izpostavitev semen hladni plazmi
za 5 ali 7 minut lahko rahlo pospesi ¢as kalitve ajde, vendar ne
vpliva na koncni odstotek kaljivosti semen. So pa zabelezili, da
obdelava semen s hladno plazmo povzroci povecanje biomase
listov, korenin in donosa v rastlinah posajenih na polju (Serd in
sod., 2012). Mravlje in sodelavci (2021) so v svojih raziskavah
opazili ravno obratni ucinek kot Ivankov in sodelavci (2021),
obdelava semen s hladno plazmo do 45 s sicer ni vplivala

na koncéen delez? kalitve semen, je pa povzrocila zakasnitev
kaljenja semen. 60 s izpostavitev pa je povzrocila zmanjsano
stopnjo kalitve, izpostavitve daljSe od 90 s pa so dokon¢no
zavrle kalitev semen (Mravlje in sod., 2021). Dosedanje
raziskave na ajdi torej nakazujejo, da obdelava semen s plazmo
lahko spodbudi rast in poveca biomaso rastlin, zmanjsa
oziroma popolnoma zavre kalitev semen ali pa ne povzroci
spremembe (lvankov in sod., 2021; Mravlje in sod., 2021; Serd
in sod., 2012).

DBD plazma do sedaj Se ni bila uporabljena na semenih

ajde, zato je tezko primerjati nase rezultate z rezultati drugih
raziskav, saj so bile raziskave narejene na drugih rastlinskih
vrstah. Obdelava semen z DBD plazmo stanjsa semensko
ovojnico in posledi¢no poveca privzem vode v seme (Billah in
sod., 2020; Mazandarani in sod., 2020; Molina in sod., 2021).
Semena jeCmena privzemajo vec vode in posledi¢no boljse
kalijo po 15 s tretmaju s 40 in 80 W DBD plazmo, 15 s obdelava
s 120 W pa povzroci dehidracijo semen (Mazandarani in sod.,
2020). Semena fizola mungo so obdelali z DBD plazmo moci
45 W v razli¢nih ¢asovnih intervalih od 20 do 180 s. Stopnja
kaljivosti se je povecevala do 120 s, pri 180 s obdelavi pa je
rahlo padla, prav tako je izpostavitev plazmi izboljsala privzem
vode v seme (Billah in sod., 2020). Tudi semena pSenice so se
podobno odzivala na obdelavo z DBD plazmo mod¢i 30 W in
Casovnem intervalu 10-900 s (Molina in sod., 2021). Ugotovili
so, da kaljivost semen pSenice s ¢asom tretmaja narasca do
200 s nato pa zac¢ne rahlo padati (Molina in sod., 2021). Iz

teh primerov je razvidno, da se razlicna semena med seboj
razlikujejo, vendar imajo vsa neko optimalno obmocje bodisi
moci plazme ali pa Casa izpostavitve, ki spodbuja kalitev semen
in rast kalic. V nastetih raziskavah so uporabljali plazme vecjih
moci od 25 W in pogosto daljSe ¢asovne intervale od 5 do 30
s, kot mi v nasi raziskavi. To nakazuje na potrebo po nadaljnjih
testih na semenih ajde, bodisi testiranje daljsih obdelav z DBD
plazmo, uporabo mocnejse plazme ali pa podrobnejso analizo
semen (analiza privzema vode), da bi lahko opredelili kasen

vplivima DBD plazma, oziroma ali sploh ima vpliv na semena
ajde, njihovo kalitev in maso kalic.

Na semenih ajde smo identificirali glive rodov Alternaria,
Cladosporium, Didymella, Epicoccum, Fusarium,
Microdochium, Penicillium, Phoma in Rhizopus. Med
razlicnimi obdelavami ni bilo razlik v delezu okuzenih semen
in raznovrstnostjo gliv. Na semenih so prevladovali rodovi
Alternaria, Didymella in Epicoccum, ki so predstavljali med

80 in 90% vseh gliv na semenih, njihova pogostost pa se ni
razlikovala med posameznimi izpostavitvami plazmi. Ti rodovi
gliv se tudi sicer pogosto pojavljajo na semenih ajde (Mravlje
in sod., 2021). V vzorcih so se pojavili tudi nekateri manj
pogosti rodovi gliv (Cladosporium, Fusarium, Microdochium,
Penicillium, Phoma in Rhizopus), njihova prisotnost se je
razlikovala med posameznimi izpostavitvami, vendar je to
najverjetneje posledica redkosti te glive na semenih in ne
vpliva plazme. Hladna plazma se lahko uporablja za povrsinsko
razkuZevanje, saj povzroca poskodbe celicne membrane,
nastali prosti kisikovi radikali pa poskodujejo DNA in posledi¢no
povzrocijo propad celic mikroorganizmov (Moisan in sod.,
2001). Obdelava semen ajde s hladno plazmo (vakuumska
plazma, moci 1500 W, kisik kot delovni plin) daljSa od 90

s zmanjSa okuZenost semen ajde z glivami (Mravlje in sod.,
2021). Mravlje in sodelavci (2021) so v raziskavi uporabili
drugacen tip plazme od nas, posledi¢no rezultati niso
primerljivi. Pri pogojih, ki smo jih uporabili v raziskavi nismo
povrsinsko razkuzili semen, kar nakazuje, da bi verjetno morali
podaljsati ¢as izpostavitve plazmi ali njeno moc.

Zakljugki

V nasi raziskavi smo si postavili dve hipotezi: da bo obdelava
semena z DBD plazmo povrsinsko sterilizirala semena ajde in
da bo izpostavitev semen s plazmo vplivala na kalitey, rast in
razvoj ajde.

Iz rezultatov raziskave smo zakljucili, da obdelava semen z DBD
plazmo pri moci 25 W, s ¢asi obdelave 5s, 15sin 30 s, nima
statisticno znacilnega vpliva na Stevilo kontaminiranih semen
in Stevilo razli¢nih vrst gliv. Za natanc¢nejso dolocitev gliv bi
sicer lahko uporabili tudi druge metode, ne le doloditev na
podlagi morfologije. Za namene te raziskave je dolocitev rodu
gliv na podlagi morfologije zadoscala. Za bolj jasne rezultate
so potrebni dodatni poskusi z razlicnimi mo¢mi plazme in z
razli¢nimi ¢asi obdelave.

Tudi pri drugi hipotezi smo ugotovili, da obdelava semen ajde
z DBD plazmo pri danih pogojih, nima statisticno znacilnega
vpliva na kalitev, rast in razvoj kalic ajde. Pri kalitvi ajde ni bilo
razlik med kontrolo in vsemi tremi izpostavitvami plazmi niti po
enem, Stirih ali sedmih dneh.

Pri merjenju dolZine poganjkov semen obdelanih s plazmo ni
bilo razlik v primerjavi s kontrolo. Statisticno znacilno krajse so
bile le dolZine korenin po 15 s izpostavitvi plazmi na sedmi dan.
Prav tako nismo opazili razlik pri sveZi ali suhi biomasi.
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Vpliv ekstrakta zrn tatarske ajde na kalitev in
glivni mikrobiom zrna koruze

Rok Bajc, David Belaj, Luka Malec, Jona Novljan, Mirna Uran
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

e Namen raziskave je ugotoviti, kako ekstrakt zrn tatarske ajde (Fagopyrum tataricum)
vpliva na prisotnost gliv na zrnih koruze (Zea mays) in njihovo kalitev.

e Vpliv na kalitev smo spremljali preko odstotka skaljenih zrn in teZe sveZe ter suhe
biomase 10-dni starih kalic. Vpliv na mikrobiom smo spremljali preko morfoloskega
dolocanja gliv na agarskih ploSc¢ah z zrni. Ekstrakt je vseboval 14% etanola, zato smo
poleg kontrolnega poskusa izvedeli tudi poskus s 14% etanolom. Podatke smo nato
statisti¢no obdelali.

e Podatki kaZzejo na boljsi odstotek kaljivosti zrn in boljSo rast kalic ob dodatku ekstrakta
glede na etanol, vendar slabso rast kot kontrola. Ekstrakt ajde kot tudi etanol sta
zmanjsala Stevilo gliv in njihovo diverziteto, kar lahko pripiSemo strupenosti etanola.

e Ekstrakt ajde le zmanjsa negativne vplive etanola, zato v taksni obliki ni uporaben v
kmetijstvu. Zamenjava topila za bolj rastlinam prijaznega bila lahko tema nadaljnjih
raziskav.

Kljucne besede: biokontrola, fitopatogene glive



Uvod

Tatarska ajda (Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.) je
dvokali¢nica, ki izvira iz zahodne Kitajske od koder se je njeno
kmetijsko kultiviranje razsirilo po svetu (Zhang s sod. 2021).
Rastlina je prehransko zanimiva, saj vsebuje vecje kolicine
fenolnih spojin, med katere sodi tudi rutin. Polifenoli so
antioksidanti in lahko delujejo fungicidno (Kalinova s sod.
2006).

Zrna se tekom pridelave in shrambe lahko okuzijo in vsebujejo
razne patogene glive, ki lahko negativno vplivajo na kalitey,
rast ter razvoj rastline (Halloin 1983). Zaradi negativnih vplivov
fungicidov na okolje in njihovih omejitev potrebujemo nove
nacine obdelave semen (Thind 2021). Eden izmed potencialno
zanimivih in okolju prijaznih fungicidov bi bila mesanica
naravno prisotnih fungicidov, ki so ekstrahirani iz razlicnih
delov rastlin.

Namen raziskave je bil ugotoviti, ali ima ekstrakt iz zrna
tatarske ajde fungicidno aktivnost, ter kako ekstrakt vpliva na
kalitev zrn izbrane kulturne rastline (t.j. koruze) in ali zavira rast
prisotnih patogenih gliv.

Nase hipoteze so: i) ekstrakt iz zrn tatarske ajde ima fungicidno
aktivnost, saj vsebuje polifenole, ii) ekstrakt ne vpliva na
kalitev in rast rastlin, iii) etanol in ekstrakt ne vplivata na rast
poganjka, temvec na kalitev, iv) na neobdelanih zrnih je vec
gliv kot na obdelanih zrnih koruze in v) ekstrakt zmanjsa stevilo
glivnih okuZb v primerjavi s kontrolo, enako ali bolje kot etanol.

Materiali in metode

Rastlinski material

Zrna koruze so bila pridobljena na Katedri za botaniko in
fiziologijo rastlin BiotehniSke fakultete Univerze v Ljubljani.
Ekstrakt iz zrn tatarske ajde je bil pridobljen po postopku
opisan v Pavlinjek s sod. 2022. Zdrobili smo 100 g neoluscenih
zrn ajde, namakali v 70% etanolu in dali v ultrazvo¢no kopel.
Zmes smo precedili in centrifugirali ter odvzeli supernatant, ki
smo ga redcili do 14% etanola.

Izvedba poskusa

Zrna koruze smo obdelali na tri razli¢cne nacine, in sicer tako,
da smo jih namakali 8 ur pri sobni temperaturi v treh razli¢nih
raztopinah: vodi, 14% etanolu in ekstraktu. Zrna koruze smo
ali sterilno prenesli na potato dextrose agar (PDA) plosce (po
eno zrno na ploséo in 20 plos¢ na obravnavo) ali pa v kalilnih
komorah z omocenim filter papirjem (po 5 zrn na komoro in

5 komor na obravnavo). Plos¢e smo hranili v temi pri sobni
temperaturi, komore pa v rastni komori pri pogojih 22 °C, 60 %
vlaznost in 16/8 urno fotoperiodo.

Dolocitev glivnega mikrobioma

Po 7 dneh smo pregledali, ¢e so na ploscah zrasle glive. Presteli
smo Stevilo razlicnih morfotipov na plos¢ah in na podlagi
morfoloskih znacilnosti dolocili glive do rodu natancno.

Kalitveni test

Po 7 in 10 dneh smo kalilne komore slikali. Po 10 dneh smo
komore odprli, locili korenine in poganjke, jih stehtali (sveza
masa) in susili 5 dni pri 60°C. Suhim rastlinam smo dolocili
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suho maso.

Sestava PDA gojisca

15 g PDA (potato dextrose agar)
35 mg kloramfenikola

2 Zlicki agarja

700 mL destilirane vode

Statisticna analiza

Rezultate smo analizirali s programom Statistica (v14.0) in jih
obdelali z enosmerno analizo variance (ANOVA) in Tukeyevim
post-hoc testom (razlike so statisticno pomembne pri p < 0,05).

Rezultati

Test Stevila in diverzitete povrsinskih gliv

Pri zrnih koruze, ki so bila namocena v etanol in ekstrakt smo
dolocili zmanjsanje povprecnega Stevila glivnih morfotipov v
primerjavi s kontrolo (Slika 1). Razlik med zrni namocenimi v
etanolu in ekstraktu ni bilo. Pri zrnih namocenih v destilirano
vodo (kontrola) smo opazili 9 razlicnih morfotipov, pri zrnih

namocenih v etanol 3 in pri zrnih namocenih v ekstrakt pa 4.
Dolodili smo 6 Ascomicet, eno Basidiomiceto in dve neznani

glivi.
Kalitev

Kalitev zrn koruze, ki so bila namocena v etanol, je bila znacilno
manjsa kot kalitev iz drugih dveh obravnavanj (Slika 2).

Masa kalic in viSina poganjka

Tako sveza kot suha masa sta se odzivali na obravnave (Slika
3). Pri svezi masi ni bilo znacilne razlike v povprecni masi kalic
med obravnavama z etanolom in ekstraktom ajde, medtem
ko suha masa kalic kaze zmanjsanje mase kalic ob obravnavi z
etanolom v primerjavi ekstraktom.

Sedmi dan rasti je bila viSina poganjkov pri obravnavi z
etanolom in ekstraktom manjsa kot pri kontrolni obravnavi
(Slika 4). Deseti dan je bila edina znacilna razlika v dolZini
poganjkov le Se med kontrolnimi rastlinami in obravnavi z
ekstraktom (Slika 4). Obdelava z ekstraktom je negativno
vplivala na rast kalic, obdelava z etanolom pa le 7. dan rasti.
Diskusija

Fungicid, imenovan tudi antimikotik, je vsaka snov, ki s svojim
delovanjem ubije ali zavira rast gliv (Encyclopedia Britannica).
Glive v kmetijstvu lahko povzrocijo veliko skode z zmanjsanjem
koli¢ine in kakovosti pridelka ter z zmanjsanjem dobicka, zato
je njihovo zatiranje pomemben vidik agrarnega gospodarstva
(Steinberg s sod. 2020). Zaradi razvijanja odpornosti na
splosno uporabljene fungicide je pritisk po odkrivanju novih
antimikotskih sredstev cedalje vecji (Steinberg s sod. 2020).
Prav tako pa je zaradi odkrivanja sledi pesticidov in fungicidov
v Cloveski hrani, ter onesnazenja okolja z raznimi biocidnimi
spojinami (Brooks in Roberts 1999) prisotna tudi teznja po
odkrivanju naravnih ter okolju in ¢loveku prijaznih fungicidov
(Yoon s sod. 2012). Del njihovih kandidatnih virov so tudi
rastline oz. njihovi (sekundarni) metaboliti. Bioaktivne spojine
rastlinskih virov so eteri¢na olja, nekatere mascobne kisline,
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Slika 1: Delez okuzb zrn koruze z razliénimi morfotipi gliv ali
deleZ ne okuzenih semen (%) po namakanju zrn v bidestilirano
vodo (Kontrola), v etanolu oziroma v ekstraktu iz zrna tatarske
ajde (n=20). Razli¢ne ¢rke ob posameznem stolpcu prikazujejo
statistino znacilno razliko v Stevilu razli¢nih glivnih okuzb na
seme (Tukey post-hoc test pri p<0,05).
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Slika 3: SveZa in suha masa 10-dni starih kalic koruze, katerih
zrna smo namakali v bidestilirano vodo (Kontrola), v etanol
oziroma v ekstrakt iz zrna tatarske ajde. Prikazana so povprecja
+ standardna napaka (n=50), razlicne ¢rke nad stolpci
prikazujejo statisti¢no znacilne razlike med obravnavami za
sveZo in suho maso posebej (Tukey post-hoc test pri p<0,05).

glikozidi, nekatere aminokisline, alkaloidi in fenolne spojine
(Yoon s sod. 2012; Simonetti s sod. 2020).

V nasem poskusu smo ocenjevali protimikrobno oz. protiglivno
delovanje ekstrakta iz zrn tatarske ajde, ki prav tako vsebujejo
vecje koli¢ine fenolnih spojin (Zhong s sod. 2022; Mikulajova

s sod. 2016). Rezultati so sicer pokazali zatiranje rasti gliv

v primerjavi s kontrolo, vendar pa niso prikazali statisticno
znacilne razlike v primerjavi z obdelavo z etanolom. Ekstrakt
ajde je, prav tako kot raztopina etanola, zmanjsal morfolosko
diverziteto zraslih gliv, kot tudi samo uspesnost rasti doloc¢enih
gliv. Dolocen delez agarnih plos¢ je ob obravnavanju z
ekstraktom namrec ostal brez gliv, medtem ko je bil pri kontroli
delez plosc z vsaj 1 kolonijo gliv 100%. Predvidevamo, da je bila
zmanjsana diverziteta in uspesnost rasti gliv tretiranih vzorcev
na racun epifitov na povrsini semen koruze, ki so bili pod
direktnim vplivom ekstrakta oz. etanola.

Glede na to, da med tretiranjem z ekstraktom ajde in

raztopino etanola ni bilo razlike v diverziteti in stopnji rasti,
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Slika 2: Odstotek kaljenja zrn koruze, ki smo jih namakali v
bidestilirano vodo (Kontrola), v etanol oziroma v ekstrakt iz
zrna tatarske ajde. Prikazana so povprecja + standardna napaka
(n=5), razli¢ne ¢rke nad stolpci prikazujejo statisticno znacilne
razlike med obravnavami (Tukey post-hoc test pri p<0,05).
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Slika 4: Visina poganjkov 7-dni in 10-dni starih kalic koruze,
katerih zrna smo namakali v bidestilirano vodo (Kontrola),

v etanol oziroma v ekstrakt iz zrna tatarske ajde. Prikazana

so povprecja + standardna napaka (n=25), razli¢ne ¢rke nad
stolpci prikazujejo statisticno znacilne razlike med obravnavanji
(Tukey post-hoc test pri p<0,05).

fungicidnega ucinka ne moremo neposredno pripisati
delovanju ekstrahiranih komponent ajde, saj je znano, da ze
sama raztopina etanola izkazuje protimikrobno delovanje
(Valle s sod. 2016). Sequeira s sod. (2016) so pokazali, da je Ze
5% raztopina etanola ucinkovita pri zaviranju rasti in razvoja
gliv. Prav tako so dolocili minimalno inhibitorno koncentracijo
etanola za 12 glivnih vrst, ki znasa 2,14 — 6,43 %, bistveno manj
od uporabljene koncentracije v raziskavi.

Kljub temu, da tatarska ajda vsebuje protimikrobne oz.
protiglivne ucinkovine kot so fenolne spojine, bioaktivni peptidi
in organske kisline (Zhou s sod. 2014; Mikulajova s sod. 2016)
nasi rezultati niso prikazali njihov protiglivni ucinek. Za boljse
vrednotenje fungicidnih komponent ajde bi bilo v prihodnje
potrebno pripraviti o¢is¢ene ekstrakte spojin, kjer bi etanol
zamenjali z bolj inertnim topilom, ki samo po sebi nima vpliva
na rast in razvoj gliv.

Pri preverjanju delovanja potencialnega fungicida za obdelavo
semen je vsekakor potrebno preveriti tudi vpliv le-tega na



kaljivost in rast rastlin in zagotoviti, da na rastline nima
negativnega vpliva. V tej raziskavi smo vpliv ekstrakta ajde na
zrna in mlade rastline preverjali z izvedbo kalitvenih testov ter
s spremljanjem hitrosti rasti rastlin. Pri preverjanju kaljivosti
koruznih zrn pod vplivom razli¢nih obravnavanj smo opazili, da
pri zrnih obdelanih z ekstraktom ajde ni bilo razlike glede na
kontrolo (100% kaljivost v obeh primerih), medtem ko je pri
tretiranju z raztopino etanola prislo do negativnega ucinka in
manijse kaljivosti glede na kontrolo. Dobljeni rezultati so delno
pri¢akovani, saj je znano, da etanol v visjih koncentracijah
negativno vpliva na rastline. Raziskave na semenih rdece
smreke (Butnor s sod. 2018), riza (Miyoshi & Sato, 1996) in
dolocenih vrst trav (Salehi s sod. 2008) so pokazale inhibitorne
ucinke etanola na kalitev semen pri koncentracijah visjih

od fizioloskih oz. pri koncentracijah nad 3% (v/v). V nasem
poskusu je bila uporabljena koncentracija etanola tako pri
pripravi ekstrakta ajde kot v Cisti raztopini 14 % (v/v), precej
visja kot v omenjenih raziskavah, tako da lahko predvidevamo,
da je etanol negativno vplival na kalitev semen, kar je tudi
razvidno iz rezultatov.

Tako pri kaljivosti semen kot tudi pri nadaljnji rasti so rezultati
tretiranja z ekstraktom ajde nekoliko nepricakovani; ekstrakt
ni imel vpliva na kaljivost glede na kontrolo, izkazala pa se je
razlika glede na tretiranje z raztopino etanola, ki je negativno
vplivala na kaljivost semen. Na nadaljnjo rast rastlin sta prav
tako negativno vplivala ekstrakt ajde kot tudi raztopina etanola,
saj sta se povprecna masa kalic in dolZina poganjkov zmanjsali
pri obeh obdelavah glede na kontrolo. Iz rezultatov testov
kaljivosti bi celo lahko sklepali, da so ekstrahirane komponente
ajde nasprotovale negativnim ucinkom etanola ali pa nekako
drugace pozitivno vplivale na razvoj rastlin, saj je bila kaljivost
zrn obdelanih z ekstraktom ajde boljsa od zrn obdelanih samo
z raztopino etanola. Rezultatov in sklepanja nismo uspeli
pojasniti s pomocjo literature temvec ravno obratno. Namrec
razvidno je, da lahko visje koncentracije fenolnih spojin,
prisotne tudi v tatarski ajdi, celo negativno vplivajo na rast
rastlin ali razvoj semen (Lannucci s sod. 2013). Raziskave na
semenih soje (Colpas s sod. 2003) in semenih rastlin z rodu
Palicoruea kazejo inhibitorne ucinke fenolnih spojin na rast
rastlin oz. pri slednjem primeru sodelujejo pri dormanci semen
(Indcio s sod. 2013). Negativni ucinek rastlinskih metabolitov
ugotovljen v omenjenih raziskavah bi lahko pripisali rezultatom
rastnih testov, kjer opazimo krajSe poganjke ob tretiranju z
ekstraktom ajde v primerjavi z etanolom. 1z nekoliko dvomljivih
podatkov o manjsi povprec¢ni masi suhih kalic tretiranih z
ekstraktom ajde v primerjavi z raztopino etanola pa bi lahko
sklepali na slabsi privzem vode pod vplivom fitokemikalij iz
ajde, saj pri primerjavi svezih mas kalic obdelanih z ekstraktom
ajde ali raztopino etanola ni statisticno znacilne razlike.
Alelopatske kemikalije, med drugim tudi tiste, ki so prisotne v
ajdi, lahko negativno vplivajo na mnoge fizioloske spremembe
kot so delitev in rast celic ter stanje vode v rastlinah (Szwed

s sod. 2018), kar bi lahko pojasnilo inhibitorne rastne ucinke
ekstrakta ajde na rastline. Szwed s sod. (2019) so pojasnili, da
ajda vsebuje mnogo alelopatsko aktivnih spojin, med katerimi
inhibitorne ucinke predpisujejo predvsem fenolnim spojinam,
vendar pa bi bilo potrebnih vec raziskav z ocis¢enimi ekstrakti
ajde za boljsi vpogled v vpliv njenih ucinkovin na rast in razvoj
rastlin ter privzem vode v celice.
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Zakljueki

Poskus je bil usmerjen v raziskovanje moznosti uporabe
ekstrakta zrna tatarske ajde kot nacin biokontrole. Rezultati
kaZejo, da ekstrakt ne zmanjsa Stevila glivnih okuzb v
primerjavi z etanolom, vendar zmanjsa negativne vplive
etanola na delez skaljenih semen in rast. Rezultati kazejo

na potencialne pozitivne vplive molekul v ekstraktu na rast
koruze. V nadaljnjih raziskavah bi lahko raziskali ali ima ekstrakt
pozitivne vplive in kako bi jih dosegli brez zaviranja rasti zaradi
etanola.
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Vpliv namakanja zrn prosa v cinkovem sulfatu
na biofortifikacijo rastlin s cinkom

Kaja Adamek, BlaZ Bajc, Nika Drnovsek, Zala Kink, Spela Rupnik
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Vecna pot 111, SI-1000 Ljubljana

e Cink (Zn) je esencialen mikroelement v nasi prehrani. Namen dela je bil raziskati vpliv
biofortifikacije zrn dveh razlicnih populacij prosa (Panicum miliaceum) s cinkovim
sulfatom (ZnSO,) na kaljivost zrn in suho maso ter mineralno sestavo rastlin.

* Zrna prosa populacij Odranci in Son¢ek smo namakali v 50 mM raztopini ZnSO,. Izvedli
smo test kaljivosti, 17 dni starim kalicam smo dolocili sveZo in suho maso, v poganjkih in
koreninah pa z metodo rentgenske fluorescencne spektroskopije izmerili koncentracije
Zn, S, fosforja (P), klora (Cl), kalija (K), kalcija (Ca), mangana (Mn) in Zeleza (Fe).

* Ugotovili smo, da obravnavanje s ZnSO, zmanjsa kaljivost zrn pri populaciji Soncek,
pri populaciji Odranci pa nanjo nima vpliva. Tretirane kalice so v nadaljnjem razvoju
uspevale primerljivo s kontrolo. Z izjemo Fe in Mn pri Soncku se koncentracije ostalih
elementov v poganjkih pri obeh populacijah niso statisticno znacilno razlikovale
med tretmaji. V koreninah pa je tretiranje zrn s ZnSO, pri populaciji Soncek povisalo
koncentracije vseh elementov, pri populaciji Odranci pa je bila povisana le koncentracija
Zn.

e Namakanje zrn prosa se je izkazalo za ucinkovit nacin biofortifikacije rastlin, vendar je
bil vpliv namakanja pri eni od populacij vecji kot pri drugi, prav tako pa je bilo povisanje
koncentracij elementov v poganjkih manjse kot v koreninah. Zato bodo potrebne Se
nadaljnje Studije za optimizacijo pristopa biofortifikacije rastlin prosa s Zn.

Kljucne besede: biofortifikacija, proso, cink, kaljivost zrn, mineralna sestava kalic
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Uvod

Zagotavljanje ustrezne mikrohranilne prehrane predstavlja
velik izziv za skoraj polovico svetovnega prebivalstva, saj
njihova hrana temelji pretezno na Zitih. Ta so namrec revna v
Fe, Zn, Ca, magneziju (Mg), bakru (Cu), jodu (1) in/ali selenu
(Se) (White in Broadley 2009). S postopkom biofortifikacije

bi lahko hranilno vrednost Zit izboljsali (Vinoth in Ravindhran
2017). Biofortifikacija je postopek vnosa hranil v poljscino,

ki zagotavlja razmeroma cenovno ugodno, trajnostno in
dolgorocno sredstvo za zagotavljanje vecje koncentracije
mikrohranil. Trenutno poznamo tri najpogostejse pristope
biofortifikacije: agronomsko, konvencionalno in transgeno.
Agronomska temelji na povecanju mikrohranil z uporabi gnojil
ali povecanju njihove dostopnosti iz tal, konvencionalna na
izboru in krizanju najbolj obetavnih starSevskih linij, transgene
pa se posluzujemo, ko npr. Zelimo ojacati ali spremeniti
transport elementov (Saltzman s sod. 2013).

Navadno proso (Panicum miliaceum) je enoletno Zito. lzvira

iz Kitajske. Poleg bisernega prosa (pearl millet) in indijske
prosenke (finger millet) je eden izmed glavnih virov energije za
ljudi v polsusnih regijah Azije in Afrike. Zrna prosa so okrogla,
priblizno 3 mm dolga in 2 mm Siroka ter zaprta v gladko lupino.
Proso zraste do viSine od 30 do 100 cm, svoj Zivljenjski cikel
pa zakljuci v 60 - 100 dneh (Habiyaremye s sod. 2016). Zaradi
visoke vsebnosti razlicnih mineralov in aminokislin ter nizkega
glikemicnega indeksa in brezglutenskih lastnosti je v zadnjem
Casu postalo zanimivo za industrijo (Santra s sod. 2019).
Cink je eden izmed esencialnih elementov v ¢loveski prehrani,
saj je aktivator vec kot 300 proteinov, sodeluje pri njihovem
pravilnem zvijanju in pomaga uravnavati izrazanje genov
(Saper in Rash 2009). Ima pomembno vlogo pri razvoju in rasti
tkiv, pri delovanju imunskega sistema, mineralizaciji kosti,
strjevanju krvi in delovanju $¢itnice. Pomanjkanje Zn tako
povzroca upocasnjen razvoj, nizek krvni pritisk, izgubo apetita,
diarejo, izpadanje las in imunsko pomanijkljivost (Deshpande

s sod. 2013). Pomanjkanje Zn pri ljudeh predstavlja svetovni
problem. Znacilnejse je za obmocja, kjer uzivajo veliko Zit in
malo Zivalske hrane. Poleg same vsebnosti Zn v hrani je za
absorpcijo pomembna tudi njegova biodostopnost. Fitinska
kislina namre¢ mocno veZze Zn v zrnih in tako se tvori kompleks,
ki zmanjsa moZnost njegove absorpcije v prebavilih. Fitinska
kislina pa je glavna spojina za shranjevanje P v semenih rastlin,
zlasti v Zitih in stro¢nicah (Roohani s sod. 2013).

Namen nase raziskave je bil preuciti vpliv namakanja zrn
prosa dveh populacij v raztopini ZnSOa na kaljivost, maso in
mineralno sestavo rastlin. Postavili smo naslednje hipoteze:

i) namakanje zrn ne bo vplivalo na odstotek kalitve, ii)

masa rastlin, katerih zrna smo namakali v ZnS0O4, bo visja v
primerjavi s kontrolo, iii) v rastlinah, katerih zrna smo namakali
v ZnSO., bodo povecane koncentracije Zn in S, koncentracije
ostalih elementov pa ne bodo spremenjene, in iv) proucevani
populaciji (Soncek in Odranci) se bosta razlikovali v odzivu na
namakanje.

Materiali in metode

Zrna prosa populacij Odranci in Son¢ek smo namocili v 50
mM raztopini ZnSOa oziroma v destilirani vodi (kontrolna
skupina) pri sobni temperaturi za 7 ur in 20 min. Nato

smo 100 zrn vsake od populacij prestavili v petrijevke z
navlaZenim filter papirjem (20 zrn na posamezno petrijevko,

5 petrijevk za posamezno populacijo in obravnavo) za oceno
kaljivosti. Preostanek zrn smo razporedili po koritih z vlazno
zemljo (Plantella). Vse smo postavili v rastno komoro s 16:8
fotoperiodo, kjer je bila temperatura 24°C ¢ez dan in 20°C Cez
noc ter vlaznostjo 60 % in jih zalivali po potrebi. Po 5 dneh smo
presteli Stevilo skaljenih zrn v petrijevkah in ocenili kaljivost
prosa. Po 17 dneh smo rastline vzeli iz korit, jih presteli, locili
poganjke od korenin ter stehtali njihovo svezo maso. Zamrznili
smo jih v tekocem dusiku in jih prestavili v skrinjo na -90°C.
Rastline smo susili v liofilizerju (CoolSafe, LaboGene, Danska)
do konstantne mase pri 0,001 mbar in -96°C. Posusene
rastline smo stehtali (suha masa) in material strli v terilnici.

S pomocjo hidravlicne stiskalnice smo iz materiala pripravili
tabletke, v katerih smo izmerili koncentracijo Zn, S, P, Cl, K,
Ca, Mn in Fe z rentgensko fluorescencno spektroskopijo po
metodi, opisani v NeCemer s sod. (2008). Metoda temelji na
emisiji sekundarnih (fluorescencnih) Zarkov iz elementov v
preiskovanem materialu, ki je bil obsevan z visoko energijskimi
rentgenskimi Zarki. Rezultate smo prikazali na grafih in jih
obdelali z dvosmerno analizo variance (ANOVA) s Tukey post-
hoc testom in t-testom (razlike so statistitcho pomembne pri
p<0,05) v programu Statistica (StatSoft Inc., TIBCO Software
Inc. California, USA).

Rezultati

Delez? kalitve je pri kontrolah visji kot pri zrnih, namocenih v
ZnS04, pri populaciji Soncek, pri populaciji Odranci pa ni bilo
znacilnih razlik (Slika 1). Prav tako namakanje zrn v ZnSO4 ni
imelo statisticno znacilnega vpliva na suho maso poganjkov in
korenin pri obeh populacijah (Slika 2). Povprec¢na suha masa
poganjkov je znaSala 7,00 mg, povprecna suha masa korenin
pa 1,37 mg.

Pri obeh populacijah prosa smo zaznali statisticno znacilne
razlike v koncentraciji Zn v koreninah med kontrolno skupino
in skupino, ki je bila obravnavana s ZnSQa (Slika 3). Povprecna
koncentracija Zn v koreninah kontrolnih rastlin je bila priblizno
1,6x niZja kot koncentracija v rastlinah, katerih zrna so bila
namocena v ZnSOa. Pri poganjkih pa statisticne razlike v
koncentraciji Zn med skupinami ni bilo.

Izmerili smo tudi koncentracije P, S, Cl, K, Ca, Mn in Fe v suhi
masi korenin in poganjkov. Koncentracija Fe v poganjkih
kontrolne skupine populacije Soncek je bila statisticno
znacilno visja kot v ostalih treh skupinah. Biofortifikacija ni
imela statisti¢no znacilnega vpliva na koncentracijo P, S, K,
Clin Ca v poganjkih obeh populacij. Najvecjo koncentracijo
Mn v poganjkih smo izmerili v kontrolni skupini pri populaciji
Soncek, vendar je prislo do statisticno znacilne razlike le med
omenjeno skupino in populacijo Odrancey, ki so bili tretirani
s Zn. Koncentracije vseh elementov (P, S, K, Cl, Ca, Mn in Fe)
v koreninah rastlin Soncek, ki so bile tretirane s Zn, so bile
statisticno znacilno visje kot koncentracije teh elementov v
koreninah preostalih skupin (Slika 3).

Diskusija

Raziskav na temo biofortifikacije prosa s Zn, ki bi Studirale vpliv
namakanja zrn na kalitev, maso rastlin in vsebnost razli¢nih
mineralov v rastlinah prosa, nismo zasledili. Opravljenih pa je
bilo nekaj podobnih studij na drugih rastlinah. Nasi rezultati so

v nasprotju z rezultati, ki so jih dobili Rehman s sod. (2015) z
namakanjem zrn pSenice v raztopinah ZnClz in ZnSQOa (0,01 M,
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Slika 1: Skaljena zrna dveh populacij prosa (Soncek in Odranci), katerih zrna smo 27 ur namakali ali v ZnSO4 (+Zn) ali v destilirani
vodi (K) pri sobni temperaturi (a) in deleZ kalitve teh zrn (b). Prikazana so povprecja + standardne napake (n=5). Razlicne ¢rke
prikazujejo statisticno znacilne razlike (dvosmerna ANOVA in Tukey post-hoc test pri p<0,05).
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Slika 2: Fotografiji 27 dni starih rastlin prosa (Soncek in Odranci), katerih zrna smo 27 ur namakali ali v ZnSO4 (+Zn) ali v destilirani

vodi (K) pri sobni temperaturi.

0,05 M, 0,1 M, 0,5 M in 1 M). Biofortifikacija s ZnSQOa je imela
pozitiven vpliv na kalitev pSenice (tako na delez kot na hitrost
kalitve), pri tem je bila najbolj u¢inkovita 0,5 M raztopina. S
krajSim ¢asom kalitve pa so korelirale tudi dolZine poganjkov,
korenin in suha masa poganjkov, ki so se povecale. Izkazalo

pa se je, da v primeru koncentracij ZnSOsa, ki so visje od 0,5

M, pride do negativnega vpliva na kalitev in rast poganjkov.
Previsoka koncentracija Zn je za rastline strupena, saj lahko Zn
zavira delitev celic. V naSem primeru smo morda za populacijo
Soncek uporabili prevec koncentrirano raztopino, kar je
zaviralno vplivalo na kalitev.

Koncentracija Zn v koreninah prosa se je po namakanju zrn

v raztopini ZnSOa. povecala, medtem ko na koncentracijo Zn

v poganjkih namakanje v raztopini ZnSOa ni imelo statisticno

znacilnega vpliva. V dosedanjih raziskavah biofortifikacije s

Zn so dokazali, da namakanje zrn povisa koncentracijo Zn v
rastlinah, vendar ni nobena izmed raziskav hkrati preucevala
vpliva biofortifikacije v razli¢nih delih rastlin in na razli¢nih
kultivarjih.

Lopez-Morales s sod. (2020) so z biofortifikacijo povisali
koncentracijo Zn v zrnih kitajskega fiZola, Zou s sod. (2014)

pa so z namakanjem zrn v ZnSOa dosegli poviSanje vsebnosti
Zn v sojinih kal¢kih. Chattha s sod. (2017) so uspesno zvisali
vsebnost Zn v treh razli¢nih kultivarjih pSenice. Kultivar

in metoda nanosa Zn sta imela znaten vpliv na pridelek,
koncentracijo Zn v zrnih in koncentracijo fitinske kisline v zrnih.
Interakcije med kultivarjem in metodo nanosa so imele vpliv le
na koncentracijo Zn v zrnih.
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Slika 3: Koncentracija cinka (Zn; a), Zeleza (Fe; b), mangana (Mn; c), kalcija (Ca; d), kalija (K; e), klora (Cl; f), Zvepla (S; g) in fosforja
(P; h) v koreninah in poganjkih 27 dni starih rastlin prosa, katerih zrna smo 27 ur namakali ali v destilirani vodi (K) ali v ZnSOa
(+Zn) pri sobni temperaturi. Prikazana so povprecja + standardne napake (n=3). Proucevali smo dve populaciji prosa: Soncek in
Odranci. Razli¢ne ¢rke prikazujejo statisticno znacilne razlike (dvosmerna ANOVA in Tukey post-hoc test pri p<0,05).



Koncentracija Fe v biofortificiranih rastlinah populacije Soncek
je bila niZja od koncentracije Fe v rastlinah sorte Soncek, ki

so bile tretirane le z vodo. Podoben rezultat so dobili tudi
Zhao s sod. (2011), ki so tretirali pSenico s Zn, kar je znizalo
koncentracijo Fe, ni pa imelo vpliva na koncentracije Mn in
Cu. Razlog za znizanje koncentracije Fe je lahko antagonizem
med Fe in Zn, saj ta dva elementa tekmujeta za vezavo na

iste transportne proteine (Rietra s sod. 2017). Li s sod. (2016)
so dobili nasprotujoce rezultate, saj je foliaren nanos Zn in

Fe zvisal koncentracije teh dveh elementov v psenicni moki.
Mozni vzroki za taksne razlike v rezultatih raziskav so okoljski
dejavniki ali rastlinski genotipi (Liu s sod. 2017). Poleg tega
odpiramo tudi mozZnost prisotnosti zemlje, ki je bogata z Fe, pri
analizi korenin.

Analiza elementov je pokazala, da biofortifikacija ni vplivala
na vsebnost P, S, K, Cl in Ca v poganjkih proucevanih populacij.
Koncentracije P, S, K, Cl, Ca, Mn in Fe v koreninah rastlin
Soncek, ki so bile tretirane s Zn, so bile visje kot v ostalih

skupinah. V raziskavah na navadni rukvici in navadnem tols¢aku

se koncentracije Al, B, Ca, Fe, K, Mg, Mn in Sr v biofortificiranih

rastlinah niso statisti¢no razlikovale od koncentracij v kontrolah

(D’Imperio s sod. 2022). V sojinih kalckih se je koncentracija Ca
v s Zn tretiranih rastlinah zvisala za 15 %, koncentracija Mg pa
za 7,1 %. Kalcki, tretirani z Zn, in kalcki, tretirani z vodo, se niso
razlikovali v koncentraciji Fe, Mn in Cu (Zou s sod. 2017).

Zakljucki

Ugotovili smo, da namakanje zrn v ZnSO. zmanjsa njihovo
kaljivost pri populaciji Soncek, pri populaciji Odranci pa

nanjo nima vpliva. Smiselno bi bilo preveriti vpliv razlicnih
koncentracij raztopine ZnSOa na kaljivost za posamezno
populacijo. Tretirane kalice so v nadaljnjem razvoju uspevale
primerljivo s kontrolo - pri suhi masi kalckov ni bilo statisti¢cno
znacilne razlike med kontrolnimi in obravnavanimi rastlinami.

Z izjemo Fe in Mn pri Soncku se koncentracije vseh ostalih
elementov v poganjkih pri obeh populacijah niso statisticno

znacilno razlikovale med tretmaji. V koreninah pa je namakanje

zrn v ZnSQOa pri populaciji Sonc¢ek povisalo koncentracije

vseh elementov, pri populaciji Odranci pa je bila povisana le
koncentracija Zn.

S tem smo zavrnili hipotezo i), torej da namakanje zrn ne bo
vplivalo na odstotek kalitve. Zavrnili smo tudi hipotezo ii),
torej da bo masa rastlin, katerih zrna smo namakali v ZnSQsa,
viSja v primerjavi s kontrolo. Hipotezo iii) smo delno potrdili,
saj je bila v rastlinah, katerih zrna smo namakali v ZnSQa, res
povecana koncentracija Zn, koncentracija S pa se ni povecala.
Povecanje Zn smo sicer opazili zgolj v koreninah, zato bodo
potrebne Se nadaljnje Studije za optimizacijo biofortifikacije
rastlin. Prav tako so se spremenile koncentracije nekaterih
ostalih elementov, ¢esar nismo predvidevali. Hipotezo iv) smo
potrdili, saj sta se proucevani populaciji razlikovali v odzivu na
namakanje.
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Primerjava ucinkovitosti ekstraktov prave
aloje (Aloe vera) in drevesaste aloje (Aloe
arborescens) za zaviranje rasti izbranih vrst gliv
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e Namen raziskave je bil ugotoviti ucinkovitost ekstrakta prave aloje (Aloe vera) in
drevesaste aloje (A. arborescens) za zaviranje rasti izbranih vrst gliv izoliranih iz
zrnja ajde (Alternaria alternata, A. infectoria, Fusarium graminearum, F. fujikuroi, F.
oxysporum, F. sporotrichioides in Epicoccum nigrum).

® |zlistnega gela obeh aloj smo z ultrasoni¢no homogenizacijo pripravili naravni ekstrakt
ter ga dodali v sveZa gojis¢a krompirjevega dekstroznega agarja. Na gojiS¢a smo
nacepili izbrane glive in po 4 dneh inkubacije zaceli z meritvami povrsine gliv na 24 ur,
4 dni zapored.

e Pri vecini glivnih vrst nismo opazili nobenih razlik ali zavrtja rasti gliv v prisotnosti
ekstraktov aloj, kve¢jemu smo pri dolocenih vrstah opazili celo nekoliko boljSo rast
v primerjavi s kontrolo, kar pripisujemo vsebnosti ogljikovih hidratov, proteinov in
drugih spojin, ki lahko delujejo celo ugodno na rast gliv.

e Nasinaravni ekstrakti se torej niso izkazali za ucinkovite zaviralce rasti, zato v prihodnje
predlagamo izboljSave ekstrakcije in koncentracije vsebine gela aloj Aloe vera in A.
arborescens.

Kljucne besede: fitopatogeni, antimikotiki, Alternaria, Fusarium, Epicoccum



Uvod

Aloja (Aloe sp.) je sukulentna trajnica iz druZine zlatokorenovk
(Asphodelaceae), ki so vec¢inoma razsirjene po starem svetu.
Znanih vrst je pribliZzno 140, med njimi pa so najbolje preucene
A. barbadensis, A. ferox, A. vera in A. arborescens (Salehi

in sod., 2018). Listi aloje, ki so najpogosteje uporabljen del
rastline, imajo tri osnovne anatomske enote: zunaniji zelen
epidermis, zunanja pulpna regija pod epidermisom, kjer se
nahajajo vaskularni snopi in od koder izvira grenak lateks, ter
notranja pulpa, ki jo sestavljajo parenhimske celice in je t.i.
“alojin gel,” ki vsebuje Sirok spekter fitokemicnih spojin, med
njimi alkaloide, antrakinone, antrone, kromone, kumarine,
flavonoide in piranone, pa tudi veliko mukopolisaharida
acemanana, ki tvori alojin gel (Dagne in sod., 2000).

Gel prave aloje naj bi posedoval ogromno lastnosti:
protirakave, antioksidantske, protivnetne, imunomodulatorne,
proticirne, protidiabeti¢ne, dermoprotektivne, bakteriecidne,
viricidne in fungicidne. Slednje so uporabne tudi izven
medicine, npr. za potrebe prehranske industrije in kmetijstva,
domnevno pa naj bi te lastnosti pravi aloji dajalo sinergisticno
delovanje preko 200 razli¢nih kemijskih spojin (Hamman,
2008). Primerjalna analiza listnih gelov osmih rastlin iz

rodu Aloe je pokazala, da ima A. arborescens znatno visje
koncentracije lipidov, proteinov in fenolov, pa tudi skupno
hidrofilno in lipofilno antioksidantsko aktivnost kot A. vera,
vendar skupna protiglivna ucinkovitost zelo variira glede na
uporabljeno testno glivo (Zapata in sod., 2013).

Rastlinske bolezni na letni ravni povzrocajo globalno izgubo
10-15% vseh pridelkov za skupno vec sto milijard dolarjev
Skode, pri ¢emer so glive odgovorne za 70-80% vseh bolezni
(Chatterjee in sod., 2016). Nenehna Zelja po optimizaciji
kmetijstva je privedla do ekstenzivne uporabe fungicidoy,
najpogosteje benzimidazolov, ditiokarbamatov, strobilurinov
in azolov, slednji pa so v obliki triazolov dale¢ najpogostejsi
fungicidi. Zaradi neprimerne in posledi¢no prekomerne rabe
fungicidov se glivni patogeni s svojim plasticnim genomom in
kratkim generacijskim ¢asom uspesno prilagajajo na fungicide
in hkrati s tem tudi medicinske antimikotike, kar se npr. v
medicini Ze odraZa v porastu pojavnosti okuzb s prej ¢loveku
nenevarnimi rodovi, kot je tudi rod Fusarium, uporabljen v tej
raziskavi, ter narascanje odpornosti Ze znanih problemati¢nih
rodov, kot je Aspergillus (Brauer in sod., 2016; Kang in sod.,
2021).

To nedvomno upravicuje svetovni trend pospesenega iskanja
novih ucinkovitih pristopov k nadzoru glivnih patogenoy,

pri cemer se raziskovalne skupine posluzujejo nanodelcey,
koristnih endofitskih gliv in tudi naravnih ekstraktov iz rastlin
(Altintas in sod., 2013). Tudi ta raziskava se pridruzuje trendu
iskanja ucinkovitega naravnega rastlinskega ekstrakta za
zaviranje rasti SirSega spektra kmetijsko pomembnih patogenih
vrst gliv.

Materiali in metode

Rastlinski material

Liste prave aloje (Aloe vera) in drevesaste aloje (A.
arborescens) smo pridobili na Katedri za botaniko in fiziologijo
rastlin Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani. Rasle so pri
sobnih pogojih, na priblizno 25 °C, ob oknu.
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Sevi gliv

Uporabili smo glivne vrste Alternaria alternata, A. infectoria,
Epicoccum nigrum, Fusarium graminearum, F. fujikuroi, F.
oxysporum in F. sporotrichioides, pridobljene iz glivne banke
Katedre za botaniko in fiziologijo rastlin. Za potrebe poskusa
smo jih en teden prej vzgojili v svezih kulturah na plos¢ah
krompirjevega dekstroznega agarja (PDA) v temi pri sobni
temperaturi (25 °C).

Potek poskusa

Za pripravo ekstraktov smo uporabili priblizno 200 g listov
vsake rastline. Liste smo odrezali s skalpelom, nato pa jih
povrsinsko sterilizirali tako, da smo jih za 3 minute namocili

v 96 % etanol in nato dobro sprali z avtoklavirano destilirano
vodo. Liste smo nato razrezali s skalpelom, iz njih postrgali gel
in ga zmacerirali v terilnici ter pridobljen ekstrakt dokoncno
obdelali v ultrasonicnem homogenizatorju za 20 minut.
Kontrolno gojisc¢e smo pripravili tako, da smo zatehtali 15 g
PDA, 5 g tehni¢nega agarja, 35 ug kloramfenikola in dodali
700 mL destilirane vode. Za testna gojisca z ekstraktom smo
zatehtali enako koli¢ino prej omenjenih sestavin ter jim dodali
665 mL destilirane vode. Vsa gojis¢a smo avtoklavirali pri 121
°C za 20 minut in nato testnim gojis¢em nato dodali 35 mL
ekstrakta prave aloje ali drevesaste aloje, taka da smo dobili 5
% gojisca ekstrakta.

Vsako izmed 7 gliv smo nacepili na 5 plosc z vsakim od
ekstraktov in na 7 kontrolnih plos¢ (uporabili smo petrijevke
premera 90 mm). Za vsako plos¢o smo s spatulo izrezali
kvadratni kos¢ek gojisca z aktivno rastoCim micelijem (stranica
7 mm) in ga polozili na sredino plosce. Plos¢e smo nato
inkubirali v temi pri sobni temperaturi (25 °C). Po 4 dneh
inkubacije smo plosce na 24 ur fotografirali in z racunalnisko
analizo fotografij v programskem okolju Imagel ovrednotili
velikost glivnih kolonij, pri cemer smo za mero vzeli povrsino
fotografirane kolonije.

Statisticna analiza

Pridobljene podatke smo obdelali v programu Statistica
StatSoft 14, kjer smo izracunali povprecje, standardno napako
in opravili enosmerno analizo variance (ANOVA). V primeru
statisticno znacilnih razlik smo opravili Se Dunn-Sidakov post-
hoc test. Kot statisticno pomembne smo smatrali razlike pri
p<0,05. Za grafi¢ni prikaz pridobljenih podatkov smo uporabili
Microsoft Office Excel 2016.

Reultati

Rezultati rasti glive Alternaria alternata na Sliki 1 prikazujejo,
da noben izmed testiranih ekstraktov ni imel vpliva na rast te
vrste, saj nismo opazili statisticno znacilnih razlik med glivami,
ki so rastle na razlicnih gojiscih.

Pri vrsti Alternaria infectoria, smo opatzili celo znacilno boljso
(Slika 2). V tem primeru je gliva na obeh ekstraktih rasla bolje,
razlika med kontrolo in gojis¢i z ekstraktoma aloj se je z vsakim
dnem Se povecevala.

Saprofitska gliva Epicoccum nigrum je nasploh rastla bistveno
pocasneje od ostalih proucevanih fitopatogenih gliv, razlik v
rasti med kontrolno skupino in ekstrakti pa nismo opazili (Slika
3).
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Slika 1: Dinamika rasti glive Alternaria alternata med Cetrtim in
sedmim dnevom inkubacije. Prikazane so povprecne vrednosti
in standardna napaka povrsin glive na kontrolnem gojiscu

(n =7) in testnih gojiscih z ekstraktom Aloe vera oziroma A.
arborescens (za vsako n = 5) za vsak dan opazovanja.
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Slika 3: Dinamika rasti glive Epicoccum nigrum med Cetrtim in
sedmim dnevom inkubacije. Prikazane so povprecne vrednosti
in standardna napaka povrsin glive na kontrolnem gojis¢u

arborescens (za vsako n = 5) za vsak dan opazovanja.

V primeru glive Fusarium fujikuroi, katere podatke prikazuje
Slika 4, nismo opazili statisti¢no znacilnih razlik, razen na Sesti
dan, kar je morebiti posledica majhnega numerusa ali zgolj

ekstraktom drevesaste aloje.

Podobno kot pri vrsti A. infectoria smo tudi v primeru glive
glede na kontrolo (Slika 5). Razlike so bile statisti¢no znacilne
na vse dni razen na prvi dan meritev oz. etrti dan po zacetku
inkubacije.

Za razliko od F. graminearum smo pri vrsti F. oxysporum opatzili
razlike le na zadnji dan opazovanja, ko je ta najbolje rastla

na gojiscu z ekstraktom prave aloje, medtem ko se rast na
ekstraktu drevesaste aloje ni razlikovala od kontrole (Slika 6).
Gliva F. sporotrichioides je nasploh rastla najhitreje od vseh
izbranih vrst gliv (Slika 7). Podobno kot pri vrsti F. oxysporum
razlik med kontrolo ter ekstraktoma prave aloje in drevesaste
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Slika 2: Dinamika rasti glive Alternaria infectoria med €etrtim in
sedmim dnevom inkubacije. Prikazane so povprec¢ne vrednosti
in standardna napaka povrsin glive na kontrolnem gojis¢u

(n =7) in testnih gojiscih z ekstraktom Aloe vera oziroma

A. arborescens (za vsako n = 5) za vsak dan opazovanja. Z
razli€nimi ¢rkami so prikazane statisticno znacilne razlike med
skupinami za vsak dan.
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Slika 4: Dinamika rasti glive Fusarium fujikuroi med Cetrtim in
sedmim dnevom inkubacije. Prikazane so povprecne vrednosti
in standardna napaka povrsin glive na kontrolnem gojis¢u

(n =7) in testnih gojiscih z ekstraktom Aloe vera oziroma

A. arborescens (za vsako n = 5) za vsak dan opazovanja. Z
razli€nimi ¢rkami so prikazane statisticno znacilne razlike med
skupinami za vsak dan.

aloje nismo opatzili z izjemo zadnjega, sedmega dne meritev, ko
je bila rast te glive boljsa na gojis¢ih z dodanima ekstraktoma

zelo veliko povrsino razrasti, primerljivo le s F. oxysporum.
Diskusija

Znano je, da so za uspesno rast gliv najbolj kriticni faktorji
zadostna kolicina kisika, dovolj visoka temperatura in dovolj
dostopne vode, pri ¢emer glive favorizirajo okolja z vodno
aktivnostjo (aw) ¢im bliZje 1, po navadi nad 0,9 (Morrell

in Zabel, 2020). Ker je te faktorje prakticno nemogoce
omejevati brez Skode rastlinam, je nujno najti biolosko
sprejemljive kemi¢ne agense, ki bi zavirali rast gliv. V primeru
uporabe ekstraktov prave in drevesaste aloje ciljamo
predvsem na njune sekundarne metabolite, ki so se izkazali

kot najmocnejsi antimikotiki in proti bakterijska sredstva
kot so denimo antrakokinoni (Garcia-Sosa in sod., 2006),
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Slika 5: Dinamika rasti glive Fusarium graminearum med
Cetrtim in sedmim dnevom inkubacije. Prikazane so
povprecne vrednosti in standardna napaka povrsin glive na
kontrolnem gojiscu (n = 7) in testnih gojiscih z ekstraktom
Aloe vera oziroma A. arborescens (za vsako n = 5) za vsak
dan opazovanja. Z razli¢nimi ¢rkami so prikazane statisticno
znacilne razlike med skupinami za vsak dan.
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Slika 7: Dinamika rasti glive Fusarium sporotrichioides

med Cetrtim in sedmim dnevom inkubacije. Prikazane so
povprecne vrednosti in standardna napaka povrsin glive na
kontrolnem gojiscu (n = 7) in testnih gojiscih z ekstraktom
Aloe vera oziroma A. arborescens (za vsako n = 5) za vsak
dan opazovanja. Z razli¢nimi ¢rkami so prikazane statisticno
znacilne razlike med skupinami za vsak dan.

dihidroksiantrakokinoni (Wu in sod., 2006) in saponini
(Reynolds in Dweck, 1999).

V nasi raziskavi nismo opazili zavrtja rasti pri nobeni od
izbranih vrst gliv. V primerih saprofitske glive in nekrotrofa
rastlin A. alternata, ki pogosto okuzuje ekonomsko pomembne
rastline in proizvaja mikotoksine, nismo opazili nobenega
ucinka na njeno rast (Wang in sod., 2020). Prav tako nismo
opazili u¢inka ekstraktov aloje na rast E. nigrum, ki je

saprofit, opurtunisti¢ni patogen, falkultativni endosimbiont

in antagonist dolocenih fitopatogenih gliv in $¢iti koreninske
sisteme (Ogérek in sod., 2020). Podobno velja tudi za
rastlinskega in ¢loveSkega patogena, ki povzroca rizevo bolezen
bakanae in Stevilne bolezni na drugih ekonomsko pomembnih
rastlinah, F. fujikuroi (Cen in sod., 2020). V vseh treh omenjenih
primerih ni bilo statisticno znacilnih razlik v vseh stirih dnevih
opazovanja, razen pri glivi F. fujikuroi na 6. dan, kar je verjetno
posledica naklju¢ja oziroma majhnega numerusa. Mozno je
tudi, da smo z meritvami zaceli prepozno, saj so po stirih dneh
inkubacije glive Ze postale manj obcutljive na ekstrakta. Ta
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Slika 6: Dinamika rasti glive Fusarium oxysporum med
Cetrtim in sedmim dnevom inkubacije. Prikazane so
povprecne vrednosti in standardna napaka povrsin glive na
kontrolnem gojiscu (n = 7) in testnih gojiscih z ekstraktom
Aloe vera oziroma A. arborescens (za vsako n = 5) za vsak
dan opazovanja. Z razli¢nimi ¢rkami so prikazane statisticno
znacilne razlike med skupinami za vsak dan.

fenomen zmanjsanja obcutljivosti sicer variira med razli¢nimi
vrstami in ga lahko pripisemo hitro pridobljeni odpornosti na
celicnem nivoju preko encimske alteracije sestave antimikotika,
povecane ekspresije specializiranih izvoznih transporterjev in
aktivacije stresnih odzivov preko genomske plasti¢nosti (Revie
in sod., 2018), sicer pa o podobnih pojavih pri teh specifi¢cnih
glivah porocajo tudi drugi raziskovalci, ki so opravljali podobne
eksperimente z ekstrakti drugih rastlin (Pavlinjek in sod.,
2022). Posebej v primeru E. nigrum je delovanje ekstraktov
dvomljivo tudi s staliSca, da je ta gliva v eksperimentu rastla
znatno pocasneje od ostalih vrst, kljub virom, ki njeno rast
umescajo med hitrejSe. V 2 dneh naj bi pri sobni temperaturi
kolonija dosegla premer 6 cm (Anderson in sod., 1981), pri tem
eksperimentu pa tezko govorimo o premeru nad 4 cm po 7
dneh inkubacije.

Pri ostalih glivah, torej pri A. infectoria, F. graminearum, F.
oxysporum in F. sporotrichioides, je prislo celo do izboljSane
rasti na ekstraktih aloj glede na kontrolna gojis¢a. Najvecje
izboljSanje rasti smo opazili pri vrstah A. infectoria in F.

z vsakim dnem meritve povecuje. V primerih gliv F. oxysporum
in F. sporotrichioides smo statisticno znacilne razlike v rasti
opazili Sele na zadnji, sedmi dan eksperimenta. BoljsSo rast

teh gliv na gojiscih, ki so vsebovala ekstrakt aloje, lahko
potencialno pripiSemo sestavi gela aloj: dokazano je namrec
bilo, da vsebuje 98,5% vode, preostalih 1,5% pa vsebuje
vodotopne in masc¢obotopne vitamine, minerale, encime,
polisaharide, fenole in organske kisline (Hamman, 2008). Med
bolj izstopajoce ogljikove hidrate, ki so lahko koristna hrana za
glive, spadajo polisaharidi galaktan, ksilan in celuloza, prav tako
pa monosaharidi manoza, glukoza, L-ramnoza in aldopentoza,
od proteinov pa je prisoten pektin. Polisaharidi poleg vode
namrec predstavljajo vecinski deleZ snovi v parenhimu tako
prave aloje kot drevesaste aloje (Hamman, 2008), zato ni
ekstraktoma. Z dodajanjem ekstrakta in priprave takih gojis¢
5% koncentracije je glivam zagotovljene vec proste vode, kar
zviSa vodno aktivnost rastnega medija, obenem pa z dodatnimi
ogljikovimi hidrati, proteini in vitamini obogatimo izhodis¢no
rastisCe krompirjevega dekstroznega agarja. Glede na nase
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rezultate, je tezko primerjati u€inkovitost ekstraktov obeh

aloj in podati smiselno primerjavo med njima, saj v nobenem
primeru ni prislo do zavrtja rasti gliv. Prav tako pa tudiv
primerih, ko je prislo do izboljSane rasti izbranih gliv, veCinoma
nismo opazili razlik med obema ekstraktoma.

Vredna omembe je tudi metoda priprave ekstrakta, saj ima
vec kot ocitno nacin priprave ekstrakta iz gela aloj kljucen

vpliv na konc¢no ucinkovitost ekstrakta pri zaviranju rasti gliv.
Vecina studij se posluZuje hidroalkoholnih ali alkoholnih
ekstraktov, izjemno ucinkovitost so dokazali tudi pri uporabi
acetonskih ekstraktov (Sitara in sod., 2011). Ze izredno majhne
koncentracije (pod 0,5%) so povsem zavrle rast vec rodov gliv,
med drugim tudi vrste A. alternata, ki smo jo uporabili v tej
raziskavi. Glede na dejstvo, da smo uporabili vsaj 10x vecjo
koncentracijo ekstrakta, a nismo dosegli nobenega zavrtja rasti
gliv, je mozno, da nas nacin priprave ekstrakta ni ucinkovito
izoliral in skoncentriral proti glivne ucinkovine, obenem

pa nismo odstranil snovi, ki spodbujajo rast fitopatogenih

gliv. Skoraj vsi hranljivi polisaharidi in proteini ob pripravi
alkoholnih ekstraktov namrec ostanejo v netopnih odpadkih, ki
se zlahka odfiltrirajo (Hamman, 2008), nasi naravni ekstrakti pa
so bili samo ro¢no macerirani in ultrasonicno homogenizirani,
kar je obdrzalo vse te snovi v ekstraktu. Prav tako smo s to
metodo obdrzali vso vodo, ki je lahko dodatno spodbujala rast
gliv. Upostevajoc ta dejstva, bi bilo v prihodnjih raziskavah
nujno spremeniti postopek pridobivanja ekstrakta in doseci
viSjo koncentracijo aktivnih sestavin iz gela, hkrati pa odstraniti
snovi, ki lahko spodbujajo rast gliv, za kar se ucinkovito uporabi
ultrafitracija skozi membrano cirkonijevega dioksida (Baek in
sod., 2008).

Zakljucek

Nenehni poskusi odkrivanja nacinov okolju prijazne zascite
ekonomsko pomembnih rastlin so pripeljali do Stevilnih
koristnih organizmoyv, kot so razlicne zZuzZelke, prsice, ogorcice,
glive, virusi in bakterije. Priprava ucinkovitih rastlinskih
ekstraktov, ki bi uspesno zavirali rast fitopatogenih gliv, je
precej zahtevna, saj se je za to treba posluZiti sorazmerno
kompleksnih ekstrakcijskih in koncentracijskih metod, obenem
pa se pri tem uporabljajo kemicne snovi, ki so Ze same po

sebi lahko okolju nevarne. V nasem poskusu pridobivanja
ucinkovitega proti glivnega ekstrakta iz navadne in drevesaste
aloje se je izkazalo, da pri naravni pripravi ekstrakta ohrani
prevec snovi, ki rast gliv neposredno spodbujajo. Vecina glivnih
vrst je namrec celo bolje rastla na ekstraktu obeh aloj, z izjemo
vrst A. alternata in E. nigrum, kjer nismo opazili razlik v rasti
na ekstraktih obeh aloj. Rezultati nase raziskave kazejo na to,
da bi za zatiranje ekonomsko problemati¢nih gliv z uporabo
ekstraktov aloj verjetno morali spremeniti oziroma izbrati drug
postopek ekstrakcije ter nadaljnje koncentracije gela.
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Erratum - popravek €lanka iz Vol. 13, St. 1

Biofortifikacija kalic soje s cinkom

Katarina Hrovat, Nika Paternost, NeZa Skofljanc, Nika Tivadar
Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Ve¢na pot 111, SI-1000 Ljubljana

e Namen raziskave je bil ugotoviti vpliv namakanja semen soje (Glycine max (L.) Merr) v
cinkovem kloridu (ZnCl,) na kaljivost semen, suho in sveZo maso kalic ter koncentracijo
cinka (Zn) in nekaterih esencialnih elementov v kalicah.

e Semena soje smo 3 ure namakali v destilirani vodi ter razli¢nih koncentracijah ZnClI2
(0,5mM, 1 mM, 5 mMin 10 mM). Semena smo kalili vtemi, kalice pa vzgojili v kalilnikih
v rastni komori. Po sedmih dneh smo locili poganjke od korenin ter poganjkom dolocili
svezo in suho maso. Suh material smo uporabili za izdelavo tabletk, na katerih smo
naredili analizo elementne sestave z metodo rentgensko fluorescencéne spektrometrije.

® Obravnava semen z razlicnimi koncentracijami ZnCl, ni bistveno vplivala na svezo in
suho maso kalic, kaljivost semen pa se je v primerjavi s kontrolnimi semeni znizala pri
semenih, obravnavanimi z najvisjo uporabljeno koncentracijo ZnCl, (10 mM). V kalicah
se je v odvisnosti od koncentracije ZnCl, statisticno znacilno povecala koncentracija Zn,
med obravnavami pa so bile opazne tudi razlike v elementni sestavi.

* V nasi raziskavi smo pokazali, da je namakanje semen soje v ZnCl, uspe$na metoda
za povisanje koncentracije Zn v kalicah. UpostevajoC vse rezultate, bi bila najbolj
optimalna metoda za biofortifikacijo kalic soje s Zn namakanje semen v 1 mM raztopini
ZnCl, za tri ure pri sobni temperaturi.

Kljucne besede: Pomanjkanje Zn, kalitveni test, mikrohranila, razvoj kalic, mineralna
prehrana, rentgenska fluorescenca.
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Uvod

Soja je danes ena izmed najbolj ekonomsko pomembnih
rastlin, predvsem v Juzni in Severni Ameriki ter Aziji. Zaradi
svoje visoke vsebnosti beljakovin, nenasi¢enih mascobnih kislin
ter mineralov se uporablja tako v kmetijstvu kot tudi v Zivilski
industriji (Liu 1997; Longley s sod. 2020). Vsebnost posameznih
elementov v vzgojenih rastlinah je odvisna od mnogih okoljskih
dejavnikov, na katere pogosto nimamo neposrednega vpliva
(Szostak s sod. 2020). Prehrana rastlinskega izvora ima tako
zelo raznoliko vsebnost hranil, kar lahko pri monotonem
nacinu prehranjevanja vodi v pomanjkanje pomembnih

hranil. Znano je, da se prebivalci drzav v razvoju zaradi nacina
prehranjevanja, ki ga sestavljajo predvsem Zita soocajo s
pomanjkanjem cinka (Zn) (Gibson in Ferguson 1998). Ta

ima pomembno vlogo pri delovanju mnogih encimov, ki
sodelujejo v metabolnih poteh, zato pomanjkanje lahko vodi
do zdravstvenih teZav pri odraslih in razvojnih tezav pri otrocih
(Cousins in McMahon 2000). Ena izmed moznih in finan¢no
dostopnih resitev v agronomiji, s katero lahko dosezemo vecjo
vsebnost mikrohranil predvsem v delih rastlin, ki jih uzivamo,
je biofortifikacija (Praharaj in sod. 2021; White in Broadley
2009). Biofortifikacijo lahko izvedemo na vec razli¢nih nacinov:
z dodajanjem hranil v prst, s foliarnim gnojenjem rastlin ter

z namakanjem semen v raztopini. Vsaka izmed tehnik pa ima
svoje prednosti in pomanjkljivosti (Praharaj s sod. 2021).
Harris s sod. (2008) so z namakanjem zrn pSenice in semen
CiCerike v raztopini cinkovega sulfata (ZnSO,) uspeli povisati
koncentracijo Zn v kalicah obeh vrst.

Namen raziskave je bil preveriti vpliv namakanja semen

soje v razli¢no koncentriranih raztopinah cinkovega klorida

na koncentracijo Zn v poganjkih kalic ter preveriti vpliv na
kaljivost semen. Predvidevamo, da bodo kalice iz obravnave z
visjo koncentracijo raztopine cinkovega klorida vsebovale vec
vedji, prav tako pa bosta vecji sveza in suha masa kalic pri
obravnavah z visjo koncentracijo raztopine cinkovega klorida.

Material in metode

Semena soje (Glycine max) smo v preliminarnem poskusu
namakali 24 ur v destilirani vodi in narascajocih koncentracijah
cinkovega klorida—0,5 mM, 1 mM, 5 mM in 10 mM. Iz vsake
obravnave smo po 100 semen razvrstili v pet petrijevk prekritih
z omocenim filter papirjem z namenom, da bi preverili
kaljivost semen. Preostala semena smo poloZili na omocen
filter papir v kalilnikih in jih v komori pri stalnih pogojih (21°
C, 60 % vlaga, 16/8 urna fotoperioda) kalili teden dni. Semena
v petrijevkah smo pri enakih pogojih in v popolni temi, prav
tako kalili 7 dni. Po tednu dni smo presteli skaljena semena

v petrijevkah in ocenili uspesnost vzgoje kalic. Ugotovili

smo, da skoraj nobeno seme ni skalilo, vecina kalic pa je
zgnila. Predvidevamo, da smo semena predolgo namakali.
Poskus smo ponovili pri cemer smo semena namakali le tri
ure v destilirani vodi in enakih naras¢ajocih koncentracijah
cinkovega klorida. Tokrat je vecina semen skalila in kalice so
bile v boljSem stanju. Po sedmih dneh kaljenja, smo presteli
Stevilo skaljenih semen v petrijevkah, kalicam v kalilnikih pa
smo locili poganjke od korenin in korenine zavrgli. Poganjkom
smo dolocili sveZzo maso in jih v aluminijasti foliji susili v
susilniku pri 60°C sedem dni. Posusene kalice smo stehtali in
strli v terilnici. 1z prahu rastlinskega materiala smo s pomocjo

hidravli¢ne stiskalnice pripravili tabletke. Z uporabo rentgensko
fluorescencne spektrometrije (XRF) (Necemer s sod. 2008)
smo tabletkam izmerili koncentracije fosforja (P), zZvepla (S),
kalija (K), kalcija (Ca), mangana (Mn), Zeleza (Fe), bakra (Cu) in
Zn ter pridobljene rezultate statisticno obdelali v programu R
in SigmaPlot. Z analizo variance (ANOVA) smo dolocili znacilen
vpliv obravnavanj na merjene parametre, ki smo jih dodatno
analizirali s Holm-Sidak post-hoc testom pri p < 0,05.

Rezultati

Kaljivost semen po namakanju semen v razlicnih
koncentracijah cinkovega klorida

V preliminarnem poskusu, ko smo semena 24 ur namakali v
destilirani vodi in narascajocih koncentracija cinkovega klorida
(0,5 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM), je vecCina semen zgnila, zato
smo poskus ponovili tako, da smo semena namakali le 3 ure.
Procent kaljivosti je bil v primerjavi s preliminarnim poskusom
vecji. Najvisjo kaljivost pa so imele kontrolne kalice (70 +
18,7%) ter tiste, ki smo jih namakali v 1 mM raztopini (69 +
10,8 %), pri drugih obravnavah pa je bila kaljivost manjsa.
(Tabela 1).

Sveza in suha masa kalic

Statisti¢no znacilna razlika v sveZi masi kalic je bila le med
kontrolnimi kalicami ter kalicami katerih semena smo namakali

Tabela 1: Povprecna kaljivost semen soje izrazena v procentih
+ standardna napaka (SD) prin =5 po tri urnem namakanju v
razli¢nih koncentracijah cinkovega klorida: (0 mM (Kontrola),
0,5 mM, 1 mM, 5 mM in 10 mM).

Obravnava Povprecna kaljivost (%) £ SD
Kontrola 70 + 18,7

0,5 mM 60 £ 31

1mM 69 + 10,8

5mM 58 +29,1

10 mM 39+15,6

Sveza masa
Suha masa

Kontrola 05mM 1mM S5mM 10mM

Slika 1: Sveze in suhe mase kalic soje, katerih semena

smo 3 ure pri sobni temperaturi namakali v narascajocih
koncentracijah cinkovega klorida (0 mM (Kontrola), 0,5 mM,

1 mM, 5 mM in 10 mM). Prikazane so povprecne vrednosti +
standardna napaka (n = 4). Razli¢cne ¢rke oznacujejo statisticno
znacilne razlike in so bile dolo¢ene z enosmerno ANOVA, s
Holm-Sidak post-hoc testom pri p < 0,05.
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Slika 2: Koncentracija cinka (Zn) v kalicah soje, katera
semena smo 3 ure pri sobni temperaturi namakali v
razlicnih koncentracijah raztopine cinkovega klorida (0 mM
(Kontrola), 0,5 mM, 1 mM, 5 mM in 10 mM). Prikazana

so povprecja + standardna napaka (n = 4). Razlicne crke
prikazujejo statisticno znacilne razlike med obravnavamiin
so bile dolocene z enosmerno ANOVA, s Holm-Sidak post-
hoc testom, pri p < 0,05.

v 0,5 mM raztopini cinkovega klorida, pri katerih se je sveza
masa v primerjavi s kontrolnimi, zvisala za 0,07 g (Slika 1).
Suha masa kalic se statisticno znacilno ni razlikovala med
obravnavami.

Koncentracija Zn v kalicah

Koncentracija Zn v kalicah je narascala s povecevanjem
koncentracije cinkovega klorida v raztopini, v kateri smo
namakali semena. NajniZjo koncentracijo smo izmerili pri
kontrolnih rastlinah, ki se je statisti¢no znacilno razlikovala

2000
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Koncentracija S (mg kt;f1 v suhi snovi}
@
8

Kontrola

0,5 mM 1mM 10mM

od kalic, katerih semena so bila namocena v 5 mM in 10 mM
raztopino cinkovega klorida, med kontrolo in ostalima dvema
obravnavama pa statisti¢no znacilne razlike v koncentracijami
Zn ni bilo. Najvecjo spremembo koncentracije Zn smo opazili
med kalicami pri obravnavah 5 mM in 10 mM cinkovega
klorida, kjer se je koncentracija Zn pri obravnavi 10 mM v
primerjavi s kalicami iz obravnave 5 mM povecala za skoraj
dvakrat (Slika 2).

Koncentracija ostalih elementov v kalicah

Z analizo ANOVA smo ugotovili, da se koncentracije P, Mn in
Cu statisticno znacilno ne razlikujejo med obravnavami, Cl

pa je bil pod mejo detekcije, zato ucinkov na koncentracije Cl
nismo mogli opisati. Povprec¢na koncentracija P v kalicah je bila
2498 + 119 mg kg, povprecna koncentracija Mn je bila 66 +
3,3 mg kg, povprecna koncentracija Cu pa 20,3 + 2,4 mg kg™*
(n =20). Pri kalicah iz obravnave 1 mM cinkovega klorida, je
bila opazna povisana koncentracija S, K, Ca ter Fe, kjer se le-te
koncentracije niso vedno statisti¢cno znacilno razlikovale od
ostalih obravnav (Slika 3). Pri kalicah iz obravnave 5 mM in 10
mM cinkovega klorida je opazno zniZanje koncentracije S in Ca
(Slika 3a in 3c), Ceprav statisticno neznacilno.

Diskusija

Rezultati so pokazali, da je bila pri testu kaljivosti znotraj
posamezne obravnave prisotna zelo velika variabilnost, zato

bi bilo test kaljivosti potrebno ponoviti. Kljub temu pa lahko
opazimo, da se je povprecna kaljivost semen iz obravnave

10 mM cinkovega klorida zniZala v primerjavi s kontrolnimi
semeni. Zn je esencialni element in rastlina ga nujno potrebuje

za rast in razvoj, vendar pa je v presezku lahko strupen
(Broadley s sod. 2007). Kot so ugotovili Rehman s sod. (2015),

b
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Slika 3: Koncentracije zvepla (S), kalija (K), kalcija (Ca) in Zeleza (Fe) v kalicah soje, katerih semena smo 3 ure pri sobni temperaturi
namakali v razli¢nih koncentracijah raztopine cinkovega klorida (0 mM (Kontrola), 0,5 mM, 1 mM, 5 mM in 10 mM). Prikazana so
povpredja + standardna napaka (n = 4). Razli¢ne ¢rke prikazujejo statisticno znacilne razlike med obravnavami in so bile dolocene

z enosmerno ANOVA, s Holm-Sidak post-hoc testom, pri p < 0,05.
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bi boljso kaljivost semen lahko dosegli, Ce bi za namakanje
uporabili raztopino ZnSO,, saj na rastline negativno vpliva 3ele
v veliko visjih koncentracijah, kot tistih, ki smo jih uporabili

v nasem poskusu. Pokazano je, da je raztopina cinkovega
klorida Ze v nizjih koncentracijah za rastline strupena, saj
visoke koncentracije Zn omejujejo rast korenine, Cl- paima
mozen strupen ucinek na fotosintezo in celicno dihanje
(Rehman s sod. 2015). S to trditvijo bi lahko razlagali to, da so
kalice semen, ki smo jih v preliminarnem poskusu v raztopini
cinkovega klorida namakali 24 ur, zgnile. Visjo kaljivost semen,
ki so bila namocena v ZnSO,, so pokazali Zou s sod. (2014),
kjer so imela semena, ki so bila za osem ur namocena v 100
ug mL™* ZnSO,, kaljivost nad 97 %. Bolj uspesno rast soje so
pokazali tudi Muhammad s sod. (2017), kjer so pri rastlinah,
katera semena so bila namocena v 10 mM ZnSO, opisali samo
13 £ 5 % nenormalno razvitih rastlin soje.

Med rezultati suhe mase kalic ni bilo opaZenih statisticno
znacilnih razlik, med tem ko so najvisjo svezo maso imele
kalice iz obravnave 0,5 mM cinkovega klorida. Na podlagi

teh rezultatov lahko zakljuc¢imo, da razli¢ne koncentracije
cinkovega klorida bistveno ne vplivajo na sveZo in suho maso
kalic.

Nasa raziskava je pokazala, da biofortifikacija s cinkovega
klorida vodi do akumulacije Zn v kalicah. Obogatitev kalic s

Zn naj bi se zgodila ob prodoru okoliskega Zn ¢ez semensko
ovojnico med namakanjem semen (Zou s sod. 2014). V nasi
raziskavi se je koncentracija Zn v kalicah opazno zvisala, saj
smo pri namakanju semen v 10 mM cinkovega klorida izmerili
384,5 + 37,1 mg kg (pri n = 4), kar je Sest-kratno povecana
koncentracija Zn v primerjavi s kontrolo (Slika 2). Podobno
povecanje koncentracije Zn v semenih, ki so bile namocena v
10 mM ZnS04, opisujejo tudi Muhammad s sod. (2017).
Pomembno je, da pri kalicah, ki jih poskusamo biofortificirati,
ne vplivamo negativno na koncentracije preostalih esencialnih
elementov. ZaZzeleno je celo, da se njihova koncentracija zvisa v
primerjavi s kontrolnimi kalicami (Zou s sod. 2014). Pokazano
je bilo povecanje koncentracije Fe, Mn in Cu v kalicah soje,
kvinoje in p3enice, katerih semena so bila namocena v ZnSO,
(Lintschinger s sod. 1997). V nasem poskusu se koncentracija P,
Mn in Cu med obravnavami ni statisticno znacilno razlikovala,
opazili pa smo zvisanje koncentracij Ca, S in Fe pri obravnavi

1 mM cinkovega klorida v primerjavi s kontrolo, pri visjih
koncentracijah cinkovega klorida pa so se koncentracije teh
elementov spet znizale (Slika 3).

Na podlagi rezultatov kaljivosti, sveze in suhe mase ter
koncentracije Zn in ostalih elementov predlagamo, da je
najbolj optimalna raztopina za biofortifikacijo semen soje

1 mM cinkovega klorida, saj se kaljivost v primerjavi s
kontrolnimi semeni ni opazno zniZala, vsebnost Zn pa se je
povecala za 1,5-krat v primerjavi s kontrolnimi kalicami. V
kalicah iz obravnave 1 mM cinkovega klorida, so se povecale
tudi koncentracije S, Ca in Fe v primerjavi s kontrolnimi
kalicami. Ceprav so najvisjo sveZo maso dosegle kalice, katerih
semena so bila obravnavana z 0,5 mM cinkovega klorida, je
bila pri teh kalicah koncentracija S in K niZja kot pri kalicah iz
obravnave 1 mM cinkovega klorida. Kljub temu da so iz semen,
obravnavanimi z najvisjo koncentracijo cinkovega klorida zrasle
kalice, ki so vsebovale najvec Zn, je bil pri teh procent kaljivosti
nizek, opazne pa so bile tudi nizje vsebnosti drugih mineralov,
kot so S, K in Ca v primerjavi s kalicami iz obravnave z 1 mM
cinkovega klorida.

Zakljucek

S pridobljenimi rezultati lahko potrdimo prvo hipotezo, saj
biofortifikacija semen soje s cinkovega klorida poveca vsebnost
Zn v kalicah, vendar so bile nekatere uporabljene koncentracije
cinkovega klorida previsoke. To smo ocenili iz niZje kaljivosti
semen, namocenih v 10 mM cinkovega klorida v primerjavi s
kontrolnimi semeni, ter iz zniZanja koncentracije izmerjenih
ostalih esencialnih elementov v kalicah, kot so S, K in Ca pri
obravnavi z 10 mM cinkovega klorida, v primerjavi z obravnavo
z 1 mM cinkovega klorida. Za ovrednotenje hipoteze, s katero
smo predvidevali, da bo pri visji koncentraciji raztopine

delez skaljenih semen vedji, bi morali test kaljivosti ponoviti,
zaradi prevelike variabilnosti med obravnavami. Na suho

in svezo maso kalic namakanje semen v cinkovega klorida
bistveno ni vplivalo, zato tretjo hipotezo lahko ovrzemo, saj
med obravnavami ni bilo bistvenih sprememb v sveZi in suhi
masi. Na podlagi dobljenih rezultatov predlagamo, da se za
biofortifikacijo semen soje uporabi 1 mM raztopino cinkovega
klorida, v kateri pred kalitvijo semena soje namakamo 3 ure pri
sobni temperaturi in tako lahko pove¢amo koncentracijo Zn v
uzitnih kalicah, ekonomsko zanimivih kalckih.
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