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IZVLECEK

Po vsej Evropi velja plazeca zelena (Apium repens (Jacq. Lag.) za kriticno ogrozeno vrsto, ki
Stevil¢no zelo nazaduje. V Sloveniji Ze od leta 1997 niso najdena nova ali potrjena obstojeca
rastiS¢a. Za ponovno naselitev A. repens na slovenska tla bi bilo potrebno rastlinski material
pridobiti z nam najblizjih lokalno prilagojenih in ekolosko podobnih okolij. Namen naloge je
bil vzpostaviti tkivno kulturo iz rastlin A. repens, pridobljenih na izviru reke Slunjs¢ice na
Hrvaskem ter ga morfolosko in fizioloSko primerjati z rastlinskim materialom, pridobljenim iz
botani¢nega vrta Kew, Velika Britanija, ter iz Spanije, ki Ze raste v tkivni kulturi. Uporabili
smo trdno Murashige in Skoog (MS) gojis¢e brez in z rastnim regulatorjem, BAP v
koncentracijah 2 uM in 5 uM. Ugotavljali smo, na katerem gojis¢u poganjki vseh treh ekotipov
najbolje uspevajo, jih primerjali med seboj in ugotavljali, ali gre za podobne ali razli¢ne ekotipe
te vrste. Tekom rasti in razvoja posameznega ekotipa A. repens smo spremljali rastne
parametre: vi§ino poganjkov, Stevilo stolonov, Stevilo brstov, dolzino korenin in Stevilo korenin
ter merili fotokemi¢no ucinkovitost posameznega ekotipa. Glede na to, da je A. repens rastlina
mocvirnatih tal, smo ovrednotili vpliv delne potopitve na zgoraj omenjene morfoloske in
fizioloSke parametre. Vsi trije ekotipi A. repens so najbolje uspevali na osnovnem MS gojiscu
brez rastnih regulatorjev. Rast in razvoj Spanskega ekotipa je po vseh izmerjenih parametrih
znacilno izstopal. Poganjki so zrastli najvisje, razvilo se je najvec stolonov, brstov, korenine so
bile najdaljSe in najStevilnejSe, rastlinski material je izgledal robustno. Delna potopitev na

morfoloske in fizioloske parametre ni bistveno vplivala.

Kljucne besede: Apium repens, plazeca zelena, Apiaceae, kobulnice, ekotip, tkivna kultura,

morfoloSki znaki, fizioloSki znaki, renaturacija
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ABSTRACT

All over Europe, the creeping marshwort (Apium repens (Jacg.) Lag.) is known as a critically
endangered species whose numbers are decreasing considerably. In Slovenia, no new habitats
have been found and no existing habitats have been attested already since 1997. In order to
populate the Slovenian ground with A. repens again, the plant material would have to be
obtained from the closest locally adjusted and ecologically similar areas. The aim of my work
was to establish a tissue culture from the plants of A. repens obtained at the source of the river
Slunjs¢ica in Croatia and to compare it morphologically and physiologically with the plant
material acquired from the Royal Botanic Gardens, Kew, United Kingdom, and with the plant
material from Spain which had already been growing in the tissue culture. | used the solid
Murashige and Skoog (MS) growth medium with and without the growth regulator BAP in
concentrations of 2 and 5 pM. I tried to establish in which growth medium the plant shoots of
the three ecotypes grew most successfully, | compared the ecotypes among themselves and tried
to establish whether they were similar or different ecotypes of the species A. repens. During the
growth and the development of an individual ecotype of A. repens, | measured the following
growth parameters: the height of the shoots, the number of stolons, the number of buds, the
length and the number of roots. I also measured the photochemical efficiency of an individual
ecotype. Since A. repens is a swamp plant, | evaluated the influence of its partial immersion in
water on the above mentioned morphological and physiological parameters. All three ecotypes
of A. repens grew most successfully on the basic MS growth medium without added growth
regulators. According to all of the measured parameters, the growth and the development of the
Spanish ecotype stood out distinctly. The plant shoots grew tallest, the number of stolons and
buds was largest, the roots were longest and most numerous, the plant material looked robust.
The partial immersion in water did not have a significant influence on the morphological and

physiological parameters.

Keywords: Apium repens, creeping marshwort, Apiaceae, Umbelliferae, ecotype, tissue

culture, morphological parameters, physiological parameters, renaturation
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1 UVvOD

Plazeca zelena (Apium repens (Jacq.) Lag.) je predstavnica rodu Apium L. (Martin¢i¢ in sod.,
2010) iz druzine kobulnic (Apiaceae), ki je bila v Sloveniji nazadnje domnevno najdena leta
1997 juzno od Sredisca ob Dravi (Jogan, 2004). Velja za kriticno ogroZeno vrsto, ki $tevil¢no
zelo nazaduje (Jogan, 2004). Kljub temu, da so jo veckrat neuspesno iskali (podatki niso
prikazani), od 1997 do sedaj niso bila najdena nova ali potrjena obstojec¢a rasti§¢a. Z namenom,
da bi vrsto bolje spoznali in bi jo lahko kasneje ponovno naselili na slovenska tla, smo jo
poskusali pridobiti od drugod. Semena A. repens smo pridobili iz zelo oddaljenih populacij z
izvorom v Spaniji (Savi¢, 2007) in v Veliki Britaniji (Bagi¢, 2014) ter vzpostavili protokol za
mikropropagacijo A. repens (Savi¢ 2007; Basi¢, 2014). Obe vrsti na Oddelku za biologijo
Univerze v Mariboru ex situ ohranjamo v stalni in vitro zbirki rastlin. V letu 2014 smo pridobili

Se rastline iz rasti§¢a na HrvaSkem, katere izvor je z nam najblizje populacije rastlin.

Rastline iz vseh treh pridobljenih populacij so se v razmerah tkivne kulture (in vitro)
morfolosko nekoliko razlikovale med seboj, zato smo sklenili raziskati te in vitro razlike v rasti
in razvoju rastlin. Predvidevali smo, da gre pri rastlinah, Ki izvirajo iz tako geografsko
oddaljenih populacij, za razli¢ne ekotipe te vrste. Vse tri populacije, gojene v tkivni kulturi,
smo zeleli morfolosko primerjati in ugotoviti, ali gre za podobne ali razli¢ne ekotipe te vrste.
Na osnovi rezultatov bomo lahko ocenili primernost angleskih, Spanskih in hrvaskih ekotipov
za renaturacijo v naravno okolje v Sloveniji. Nasi rezultati bodo osnova za nadaljnje genetske

raziskave in raziskave na terenu.
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1.1 Namen magistrske naloge

Namen magistrske naloge je bil vzpostaviti tkivno kulturo iz rastlin A. repens, ki smo jih
pridobili na izviru reke Slunjs¢ice na Hrvaskem, in ga primerjati z rastlinskim materialom,
pridobljenim iz botani¢nega vrta Kew, Velika Britanija (Basi¢, 2014) ter iz Spanije (Savi¢,
2007), ki ze raste v tkivni kulturi. Predvidevali smo, da rastlinski material iz vseh treh virov
pripada razli¢nim ekotipom. Rastlinski material smo primerjali med seboj ter ugotavljali, ali so
posamezni ekotipi podobni ali se med seboj razlikujejo. Primerjali smo morfologijo in
fiziologijo hrvaskega, Spanskega in angleSskega ekotipa A. repens. Na osnovi rezultatov smo

predvideli, kateri ekotip bi bil najbolj primeren za renaturacijo v naravno okolje v Sloveniji.

1.2 Cilji
V skladu z naS§im namenom smo si zastavili naslednje cilje:

- ugotoviti, na katerem gojis¢u najbolje uspevajo poganjki posameznih ekotipov;

- izvesti meritve morfoloskih in fizioloskih parametrov poganjkov med ekotipi A. repens;

- primerjati vse tri ekotipe med sabo;

- glede na to, da je A. repens rastlina mocvirnatih tal, Zelimo ovrednotiti vpliv delne
potopitve na morfoloske in fizioloSke parametre;

- Zbrane podatke statisticno obdelati in ovrednotiti.

1.3 Raziskovalne hipoteze

- predpostavljamo, da se bodo ekotipi iz Anglije, Spanije in Hrvaske morfolosko
razlikovali med seboj v vseh izmerjenih rastnih parametrih;
uM BAP in 5 uM BAP;

- predvidevamo, da delna potopitev ne bo vplivala na rast in razvoj poganjkov.
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2 APIUM REPENS (JACQ.) LAG.

Z uporabo morfoloskih in palinoloskih metod ter analize anatomije ploda je bila opravljena
taksonomska revizija evropskih predstavnikov Apium. Vanj spada sedem evropskih vrst:
graveolens, nodiflorum, repens, inundatum, crassipes, bermejoi in leptophyllum. Rezultati
molekularnih filogenetskih raziskav kazejo, da je Apium polifiletska skupina (Ronse in sod.,
2010).

A. repens ima kompleksno taksonomsko zgodovino. Leta 1775 jo je prvi¢ opisal Joseph von
Jacquin v Flori Avstrija pod imenom Sium repens. Obe imeni, latinsko Apium in staro grsko
Sium, je sicer Carl Linnacus uporabljal Ze od leta 1754, prvo omenjeno za zeleno in petersilj,
slednjo za ostale velike vodne kobulnice. Leta 1821 je Mariano Lagasca y Segura zaradi
domnevne ozje sorodstvene povezave z Apium graveolens L. ime spremenil v zdajs$nje, Apium,
ki pa je obveljalo do leta 1824 s Kochovim opisom novega rodu Helosciadium. Koch je vanj
prestavil vse evropske vrste Apium, vklju¢no z A. repens (McDonald in Lambrick, 2006), razen
A. graveolens (Ronse in sod., 2010). A. repens je bil za kratek ¢as obravnavan tudi kot podvrsta
Helosciadium repens in prestavljen v rodova Helodium ter Selinum. Se danes uporabljeno ime
Apium repens (Jacq.) Lag. je leta 1867 dokon¢no oblikoval Reichenbach z uvrstitvijo rodu

Helosciadium nazaj v rod Apium (McDonald in Lambrick, 2006).

Zaradi podobnosti A. repens nekaterim drugim vrstam kobulnic, kot sta Apium nodiflorum in

Berula erecta, identifikacija ni vedno lahka in lahko prihaja do napak pri dolo¢anju.

Grassly in sod. (1996) so taksonomski polozaj angleske populacije domnevne A. repens iz Port
Meadowa ocenili s primerjavo analize metode naklju¢no pomnozene polimorfne DNK
(RAPD). Primerjali so jo z A. repens iz Frankfurta, Svice, Maroka ter A. nodiflorum iz dveh
populacij v Angliji, eno prav tako iz Port Meadowa. Ugotovili so, da populacijo iz Port
Meadowa sestavlja prava A. repens, podobna tisti iz Frankfurta in Svice, Ki je hkrati tudi zelo
podobna A. nodiflorum, ki je fenokopija A. repens. Fenokopija je fenotip, ki je posledica
dejavnikov okolja, vendar se ne da locCiti od tistega, povzro¢enega z mutacijo (Slovenski
medicinski slovar, 2012). Vzrok taksne podobnosti med vrstama A. repens in A. nodiflorum bi
lahko bila fenotipska plasticnost ali hibridizacija, ¢eprav dokazov o obstoju hibridov ni.
McDonald (2011) navaja, da se posebej na moc¢no pasenih obmocjih A. nodiflorum in A. repens
lahko izgledata podobno, kar sovpada z izrabo zemljis¢a v Port Meadowu, kjer je pasa konj in

goveda znana ze iz druge polovice 11. stoletja.
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2.1 Opisin biologija vrste

A. repens je zelnata trajnica s 5-30 cm dolgim plazec¢im, votlim steblom, ki se na kolencih
ukoreninja. Liste ima enkrat pernato sestavljene z grobo nazobc¢animi jaj¢astimi listi¢i. So bledo
rumeno-zelene barve (Jogan, 2004) in prijetnega okusa, ki spominjajo na petersilj, brez rahlo
pekocega okusa kot pri vodni kresi (Grassly in sod., 1996). Zalistni kobuli so pecljati in
sestavljeni (Jogan, 2004), imajo 2-6 listno ogrinjalo (McDonald in Lambrick, 2006) in 4-6
listno ogrinjalce, listi ogrinjala in ogrinjalca niso suhokoznato obrobljeni (Jogan, 2004). Cveti
od junija (McDonald in Lambrick, 2006) do septembra (Burmeier in Jensen, 2008), iz Port
Meadowa porocajo, da celo do novembra, lahko pa po ve¢ let ne cveti (McDonald in Lambrick,
2006). Cvetovi so petstevni z zelenkasto do belimi Siroko narobejajcastimi vencénimi listi, Ki

niso izrobljeni in so brez kljunca, ¢asni listi so zakrneli (Jogan, 2004).

Slika 1: A. repens v naravnem okolju (Dubli¢ in sod., 2008)

Plod je kroglast z ozkimi svetlejSimi vzdolznimi rebri, bolj Sirok kot dolg. V zrelosti po Sivu
razpade v dva enosemenska plodic¢a (Jogan, 2004) - dve okrogli do ovalni semeni (Burmeier in
Jensen, 2008). Spolno razmnoZevanje s Semeni, ki se razsirjajo jeseni, prevladuje na kopnem,
vegetativno razmnozevanje s stoloni pa prevladuje v vodnem okolju. Slednje jo oznacuje na
motnje prilagojeno gverilno vrsto (Rosenthal in Lederbogen, 2007). Lahko pride do obeh

nacinov Sirjenja hkrati (Jensen in sod.).
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Slika 2: Cvetovi (A) in plodovi A. repens z nezrelimi (B) in zrelimi semeni (C) (S. Burmeier)

Od sorodne vrste A. nodiflorum jo je tezko razlikovati. Pri A. repens se steblo vecina ukoreninja
na vseh kolencih (Jogan, 2004), listni peclji so pri listnem dnu manj napihnjeni (McDonald in
Lambrick, 2006). Listi¢i so jaj¢asti, manjsi in bolj nazob¢ani, zareza v tretjem paru listiCev od
spodaj navzgor je Se posebej globlja od ostalih, po ¢emer jo je najlazje locCiti od Apium
nodiflorum (McDonald in Lambrick, 2006) s sicer jaj¢asto sulicastimi listi¢i ter razlo¢no veéjim
in pogosto trikrpim kon¢nim listi¢em (Jogan, 2004). A. repens ima razmeroma dolge peclje
kobulov (Jogan, 2004) in bolj razvito ogrinjalo, 2- do 6- listno (McDonald in Lambrick, 2006),
listi ogrinjalca niso suhokoznato obrobljeni (Jogan, 2004). A. nodiflorum ima kobule
kratkopecljate do skoraj sedece, ogrinjalo je najve¢ 2-listno, listi ogrinjalca so belo obrobljeni
(Jogan, 2004). Plod je pri A. repens sirsi kot daljsi, pri A. nodiflorum daljsi kot Sirsi (McDonald
in Lambrick, 2006).

Slika 3: Skica A. repens (McDonald in Lambrick, 2006)
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Slika 4: Skica A. nodiflorum (vir: http://www.tela-botanica.org/bdtfx-nn-31557-illustrations)

Burmeier in Jensen (2008) sta v raziskavi ugotovila, da ima A. repens visok kalitveni uspeh pri
razli¢nih abiotskih pogojih. Za kalitev potrebuje ali svetlobno ali hladno-mokro stratifikacijo
semen, na obvezno prilagajanje nihanjem temperatur ne kaze. Med kalitvijo prenasa Sirok
temperaturni razpon, le zelo visoka temperatura kalitev zavira (med 5 °C in 30 °C je bila
kaljivost med 79 % in 94 %; med 30 °C in 35 °C je bila kaljivost 36 %). Pozitivno odzivanje
na svetlobo med kalitvijo nakazuje, da bi lahko ustvarjanje umetnih svetlobnih vrzeli v jeseni,
ko pomanjkanje hladne stratifikacije zavira kaljivost semen v temi, vzpodbudilo dodatno
jesensko kaljivost naravnih populacij in sluzilo kot dodatni nacin, ki spodbuja razsirjanje A.

repens populacij.

Burmeier in Jensen (2008) porocata, da je bila A. repens sposobna kaliti, ko so bila semena
prekrita z vodo vec¢ dni. Najvisja kaljivost je bila pri semenih, ki so bila potopljena 14 dni ali
pa sploh ne potopljena, kar kaze, da je kaljivost uspesnejsa pri stalnem vodnem rezimu, z ali
brez potopitve. Semena, zas¢itena pred padavinami (testirana v topli gredi), so bila zmozna
plavati tudi ve€ kot 50 dni, vmes so nekatera Ze kalila, kar je omejilo maksimalni plavajoci ¢as
in s tem vplivalo na razdaljo razsiritve. Ta omejitev je bila ublaZena, saj so tudi sadike Se nekaj

Casa plavale. Zaradi plovnosti semen A. repens kaZe potencial za lokalno razsirjanje s pomocjo
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vode, sploh kot dodatno sredstvo razsirjanja po obseznih poplavah habitata po daljsem deZevju.
Vendar pa je vecina testnih semen v zunanjih razmerah po hudih padavinah potonila v roku

enega dneva, tako da lahko tak$ni dogodki drasti¢no zmanjsajo potencial razsirjanja z vodo.

Vzorci semenske banke so pokazali, da so nekaj semen nasli tudi v globinah tal do 10 cm, kar
kaze, da je vrsta sposobna ustvariti vsaj kratkoro¢no obstojno semensko banko v tleh. Gostota
semen je bila relativno visoka, tako da lahko semenska banka veliko prispeva k regeneraciji
populacije po motnji tal, ¢e seveda semena v prsti ostanejo vitalna dovolj ¢asa (Burmeier in
Jensen, 2008), kar je odvisno od temperature, poplav, razpolozljivosti kisika in hranilnih snovi

v tleh (McDonald in Lambrick, 2006).

Saviceva (2007) in BaSiceva (2014) sta kalili Spanska in angleSka semena A. repens.

Saviteva (2007) je imela na razpolago semena A. repens iz Spanije, nabrana leta 2004.
Preizkusila je razli¢ne nacine prekinitve dormance semen, da bi pospesila njihovo kalitev.
Semena je najprej stratificirala, tako da jih je 3 tedne hranila v hladilniku pri 4 °C, sledila je
imbibicija v hladilniku. Semena je nato dodatno stratificirala, skarificirala in sterilizirala v
razli¢nih kombinacijah. Kalila jih je v petrijevkah, delno zatesnjenih s parafilmom, na
mostickih iz filtrirnega papirja, omocenih z destilirano vodo. To je potekalo v rastni komori 38
dni oz. 31 dni za semena, ki jih je dodatno stratificirala. Najbolje so kalila sterilizirana semena
brez mehanske skarifikacije ali dodatne stratifikacije, vendar zaradi majhnega $tevila semen

rezultati niso bili statisti¢no znacilni. Povprecna kaljivost vseh tretmajev je bila 31 %.

Basi¢eva (2014) je imela na razpolago 365 semen A. repens iz Spanije, nabranih leta 2001 in
26 semen A. repens iz Velike Britanije, nabranih leta 2013. Semena je najprej sterilizirala in
nato kalila v petrijevkah na gojis¢u MS, ki mu je dodala dva razli¢na strjevalca gojiS¢ v treh
razliénih kombinacijah: %2 MS in agar, 2 MS in phytagel, phytamax (agar in phytagel). Semena
%2 MS in agar ter /2 MS in phytagel. Ugotovila je, da s starostjo semen upada njihova zivost,
saj je od 365 semen iz Spanije iz leta 2001 uspelo vzkliti le dvema (3 %), od 26 britanskih
semen iz leta 2013 pa jih je vzklilo 9 (35 %).
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2.2 Habitatne zahteve

A. repens je svetlobno zelo zahtevna vrsta (Rosenthal in Lederbogen, 2007). Uspeva na s hranili
bogatih odprtih svetlih pionirskih rastis¢ih (McDonald in Lambrick, 2006), vlaznih do mokrih,
obcasno poplavljenih, z dokaj pogostimi in intenzivnimi motnjami, ki vzdrzujejo vegetacijo na
primerno nizki viSini (Burmeier in Jensen, 2008). Tla so lahko organska, Sotna, muljasta ali
pescena. Nevtralna do nekoliko alkalna. Tolerira precej visoko stopnjo dusika in rahlo slane
pogoje (McDonald in Lambrick, 2006). Primarni habitati so brezine jezer, plitve izvirske vode
in nizka barja, sekundarne habitate pa zagotavljajo poplavna pasna travis¢a (Rosenthal in
Lederbogen, 2007). Uspeva lahko tudi v podobnih ekoloskih razmerah na od ¢loveka motenih
rasti$¢ih (Jogan, 2004), kjer antropogene motnje posnemajo naravne motnje, katerim je A.
repens prilagojena, na primer v kampih in ob obalah jezer s plavalci (Burmeier in Jensen, 2009).

Za obstoj populacije je nujna dinamika (Jogan, 2004). Za cvetenje in obnavljanje semenske
banke potrebuje vroca in su$na poletja z obéasnimi poplavami v maju in juniju. Zimske poplave
vrsta tolerira, saj voda §citi rastline pred pozebo (McDonald in Lambrick, 2006). V Port
Meadowu so A. repens nasli predvsem na obmocjih, kjer povrSinske vode ostanejo do maja
(Gowing in Youngs, 2005). Ne prenasa pa zgodnjepoletnih poplav, saj zaradi anoksije,
pomanjkanja kisika v prsti, na kateri se dalj Casa zadrzuje stojeca voda, pride do hitrega propada
tkiv A. repens. Zaradi poplav vrsta nima direktne koristi, vendar te motnje negativno vplivajo
tudi na njene kompetitorje, kar zmanjSa vpliv konkurence. S poplavami se poveca tudi obseg
golih tal, primernih za kalitev A. repens, kjer se vrsta lahko obnovi iz semenske banke. Ce se
to zgodi v zaporednih letih, se A. repens obnasa kot ruderalna vrsta, vendar preve¢ teh dogodkov
lahko osiromasi semensko banko. Rastline, ki so poplavljene med poletjem, pa zaradi slabsega
zakoreninjenja lahko izplavajo na povrsje in v vodotokih s hitrimi vodnimi tokovi in tako dobro
preskrbljenimi s kisikom, prezivijo ter najdejo primernejSa rastiSca, Kjer se ponovno
zakoreninijo (McDonald in Lambrick, 2006).

Poleg obcasnih zgodnjepoletnih poplav in anoksije, ki zagotavljajo primerna mesta za kalitev,
pa tudi ko$nja in pasa oz. teptanje ¢rede s kopiti, Ki vzdrzuje primerno nizko vegetacijo in s tem
dovolj svetlobe, zagotavlja optimalni rezim motenj za dolgoro¢no obstojnost vrste. Tako se
ustvari optimalni habitat, mozaik zaplat, ki zahteva ucinkovito, hitro strategijo ponovne
invazije, da zasede ugodne vrzeli in izkoristi razpolozljive vire (Rosenthal in Lederbogen,
2007). V tem primeru se A. repens obnasa kot klonalna rastlina, trajnica s hitrim Sirjenjem

poleglega stebla - stolona, ki se na kolencih ukoreninja in poganja ramete (McDonald in
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Lambrick, 2006). Klonalne rastline s Siroko razmaknjenimi rameti zasedejo Siroko obmocje in
so zato bolj uspesne pri iskanju in zasedanju teh vrzeli v heterogenem in nepredvidljivem
okolju, kot neklonalne rastline. Omenjeno je A. repens v prid, saj je kompetitivno slabsa vrsta.
Propad ramet se pojavi naklju¢no, ponovno invazijo pa je mogoce predvideti na podlagi razmer
v okolici (Rosenthal in Lederbogen, 2007). Intenzivnost in smer odziva populacije A. repens je
odvisna predvsem od oddaljenosti ramet do novega primernega obmocja za naselitev. Blizje je,
vecja je moznost kolonizacije. Rosenthal in Lederbogen (2007) iz raziskave porocata, da je bila
pri oddaljenosti 7 cm do neposeljenega obmocja v 4-6 tednih verjetnost kolonizacije kar 50 %,
sicer pa je bila najve¢ja mozna razdalja za uspesno kolonizacijo 14,5 cm. Ce velikost motnje
presega razdaljo sirjenja stolonov in frekvenca motenj presega odzivni ¢as (rekolonizacijo), bo

Apium izkljuéen (Rosenthal in Lederbogen, 2007).

Brez motenj bi ta obmod¢ja zasedle in oblikovale vmesne, vendar obstojne sukcesijske faze,
visoke vrste s svetlobo absorbirajo¢imi kro$njami (C-strategi), kot sta Juncus inflexus in
Mentha longifolia (Rosenthal in Lederbogen, 2007). Groznjo ji predstavljajo tudi invazivne
vrste, kot je Crassula helmsii (McDonald in Lambrick, 2006). Po motnji pa na dolgi rok, nekaj
let, s poveCanjem vegetacije, odvisno predvsem od sposobnosti obnavljanja visoko rastlih
konkurentov, postopno pride nazaj do kompetitivnih pogojev (sekundarna sukcesija), ki
izpodrinejo A. repens, zato je dinamika motenj pomembna (Rosenthal in Lederbogen, 2007).

Obstojnost A. repens je tako rezultat zmoznosti, da preZivi uni¢enje velikega dela svoje
nadzemne biomase, medtem ko njena nizka toleranca na sen¢ne razmere in omejena
zmogljivost razsirjanja ne prispevata k boljsSemu polozaju vrste (Rosenthal in Lederbogen,
2007).

2.3 RazSirjenost

A. repens je porazdeljena po vzhodni in juzni Evropi ter z izoliranimi populacijami v severni
Afriki, na masivu Visoki Atlas v Maroku (McDonald in Lambrick, 2006).

V Evropi spada v zahodno sredozemsko-subatlantsko obmocje. Z redkimi rastiS¢i sega na
severu do Anglije, na jugu do Portugalske, Spanije in severne Italije, na vzhodu do Madzarske
in Poljske, na zahodu do Kanarskih otokov (Jogan, 2004). Po vsem evropskem obmocju v

sploSnem velja za redko vrsto (Burmeier in Jensen, 2008).



Ramsak, J.: Rast in razvoj treh ekotipov plazece zelene (Apium repens (Jacg.) Lag.) v tkivni kulturi. Magistrsko
delo, Univerza v Mariboru, Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Oddelek za biologijo, 2017.

V Sloveniji je bilo potrjeno le eno nahajalis¢e juzno od Sredisc¢a ob Dravi na vlaznih pescenih
tleh na prodiscih, najdeno leta 1997 (Jogan in sod., 1999). Pred to najdbo vec kot stoletje njeno
pojavljanje ni bilo zabeleZeno. Jogan (2004) navaja, da Se¢ edina A. repens ustrezna rastis¢a
lahko najdemo na prodiscih na delu Drave med Obrezjem in SredisS¢em, kjer pa je do danes Se
niso nasli. Kljub temu, da so jo veCkrat neuspesno iskali (podatki niso prikazani), od 1997 do

sedaj niso bila najdena nova ali potrjena obstojeca rastisca.

3 EKOTIPI

Organizmi niso pasivno podrejeni ekoloskim dejavnikom, ampak se jim prilagajajo na ravni
vrste, populacije in zlasti u€inkovito na ravni zdruzbe ter njenega ekosistema, v katerem se
organizmi uravnovesijo z danimi okoljskimi dejavniki (Lovrencak, 2003). Populacije iste vrste
pogosto uspevajo Vv razli¢nih okoljskih pogojih, bodisi gre za razlike v vsebnosti vlage, sestavi
tal, dolzini rastne sezone, vrstah in Stevil¢nosti herbivorov, pri rastlinah, oprasenih s pomocjo
zivali, tudi spremembe v sestavi oprasevalcev. Prilagajanje je Se posebej opazno pri vrstah s
Sirokim obmocjem pojavljanja, katere se tudi srecujejo s SirSim razponom okoljskih pogojev,
te pa vodijo k razliénim morfoloskim, fiziolo§kim in vedenjskim znacilnostim vrst (Smith in
Smith, 2003). Te razlike lahko povzroc¢ijo razli¢ne selekcijske pritiske po obmodju razsirjenosti
vrst, kar se kaze v genetski diverziteti med populacijami (Fenster in Stengien, 2001). Tako
dejstvo, da dva osebka pripadata isti vrsti, ne pomeni, da se bosta enako odzvala na ekoloske
faktorje (Smith in Smith, 2003). Vrste se adaptirajo z razlicnimi oblikami rasti, potrebami po
temperaturi, svetlobi, hranilih, vlagi v tleh, z dolzino rastne sezone, dobo zorenja, z
reproduktivnim sistemom, nacinom razSirjanja semen ipd. (Lovrencak, 2003). Da pa se
okoljsko pogojene lastnosti lahko gensko stabilizirajo, fiksirajo, mora biti populacija
izpostavljena okoljskim pogojem, ki nenehno producirajo fenotip, kateri kaZe vecji fitnes v tem
danem okolju zaradi selekcijskega pritiska (Nosil, 2012). Fenotipski odgovor okoljskim
razmeram pomaga gensko neadaptiranim populacijam preziveti toliko ¢asa, da akumulira
variante (skozi mutacije, rekombinacije, imigracije) in se nato adaptira gensko. Znotraj
populacij mora tako biti dovolj genskih variacij, da se ta dolocen fenotip uveljavi (Nosil, 2012).
Tako se lahko izoblikujejo osebki z gensko dolo¢enimi morfoloskimi in fizioloSkimi lastnosti,
ki jim omogocajo zivljenje v danem okolju. To so ekoloski tipi 0z. ekotipi (Lovrencak, 2003).
Gre torej za razli¢ne genotipe oz. populacije iste vrste, Ki so se adaptirale na lokalne okoljske

pogoje in se lahko krizajo z drugimi ekotipi iste vrste (Hufford in Mazer, 2003).
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Kako hitro lahko vrste razvijejo ekotipe, tako temelji na koliini genetskih variacij znotraj
populacij in zmoznost novih mutacij, ki prispevajo k prilagajanjem sprememb (Fenster in
Stengien, 2001).

3.1 Koncept ekotipov

Do koncepta ekotipov je vodilo zanimanje Svedskega botanika Gote Turessona za mehanizme
nastanka sprememb v morfologiji med razlicnimi populacijami iste rastlinske vrste (Lowry,
2012). Turesson je zelel dolo¢iti, ali so razlike med populacijami rastlinskih vrst (rastlinskimi
ekotipi) v celoti pogojene razlicnim okoljskim pogojem ali so zaradi razli¢nih okoljskih

pogojev med populacijami genske razlike (Manuel in Molles, 2010).

Za testiranje populacijskih razlik na genski osnovi je vzpostavil eksperiment skupnega vrta.

S presajanjem vrst je zacel leta 1916 v svoj domadi vrt na jugu Svedske. Zaradi prostorske
stiske je leta 1918 vse kulture prestavil na institut v Akarpu. Zbiral je rastline, ki so pogoste in
se pojavljajo v klimatsko in talno razli¢nih habitatih, sprva po juzni Svedski (Turesson, 1992b),
nato tudi po $ir$i Evropi, zahodni S. Ameriki (Turesson, 1925) in Aziji (Turesson, 1930), pri
¢emer so bile zastopane znacilne oblike rasti vrst, rastoce pri razlicnih okoljskih pogojih
(Manuel in Molles, 2010). Posamezni osebki vrst iz dolo¢enega habitata so bili izbrani
nakljuéno (Turesson, 1922b). Do leta 1925 je iz obmocij med severno Svedsko in Karpati na
JV Evrope presadil ze okoli 10.000 posameznih vrst na skupni eksperimentalni vrt (Manuel in
Molles, 2010). Najvec rastlin je bilo iz juzne obale Svedske (Turesson, 1922b). Rastline so bile
previdno izkopane, oStevilene in dane v vreco. V ¢im krajSem cCasu so bile posajene na
eksperimentalni skupni vrt. Material iz bolj oddaljenih obmoéij pa je bil v skupni
eksperimentalni vrt prenesen v obliki semenske zbirke (Turesson, 1922b). Tako so bile rastline
izpostavljene enakim razmeram, enotnemu okolju.

Skupni vrtovi kot eksperiment presaditve so uporabni za dolo¢anju genskih razlik med
populacijami in za opredelitev okoljskih dejavnikov, ki lahko povzrocijo lokalne prilagoditve.
Tako razlike, izrazene skozi njihov fenotip, temeljijo na osnovi razlik v genih in ne na osnovi

okolja (What are plant ecotypes?, 2010).

Ena od Turessonovih mnogih poskusnih vrst je bila Campanula rotundifolia. Leta 1925 je
porocal o njeni rasti na skupnem vrtu z devetih lokacij — od Abiska v gorah S. Svedske do
Feldberga v gorah JZ Nemcije. Posamezni osebki Campanule iz omenjenih lokacij so se mo¢no

razlikovali po visini, Stevilu cvetov in velikosti. Vsaka populacija je bila na skupnem vrtu
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zastopana s 6 do 16 posameznimi osebki. Zanimalo ga je, ali se bodo razlike med ekotipi pri
Campanuli ohranile pri rasti v skupnem okolju. Z ugotovitvijo, da razlike med ekotipi
Campanule iz teh devetih lokacij v ve€ina primerih ostajajo kljub rasti pri istih okoljskih
pogojih, je dokazal genske razlike med ekotipi zaradi naravne selekcije v smeri prilagoditve na
lokalne okoljske pogoje (Manuel in Molles, 2010). Njegove Studije so pokazale, da ima velik
delez fenotipskih razlik med populacijami gensko osnovo, nastalih kot prilagoditev na
specificne okoljske razmere, ki habitat definirajo (Lowry, 2012). Na rastlinah iz razli¢nih
lokacij Evrope in iz razli¢nih vrst habitatov, ki jih je zdruzil na enem enotnem vrtu, je dokazal
obstoj razli¢nih vrst podnebnih/klimatskih ras oz. ekotipov. V mnogih vrstah je odkril
obmorske in celinske, nizinske, predalpske in alpske ekotipe, Severne in juzne, nizko lezece in

visoko lezece oblike vrst (Hiesey in sod., 1942).

Prvo definicijo términa ekotip je predlagal leta 1922 kot ekolosko enoto, ki je rezultat
genotipskega odgovora ekovrste na dolocen habitat (Turesson, 1992a). Besedo ekovrsto je
uporabil za razsirjen nabor ekotipov iste vrste z gensko podobnimi lastnostmi. Ekotipe je tako
videl kot ekoloske podenote ekovrste (Lowry, 2012). Najprej je ekotipe opisal kot toge
abstraktne entitete, kasneje pa jih je videl kot nenechno spreminjajoce se skupine, produkte
naravne selekcije (Lowry, 2012). Od takrat se je opredelitev veckrat spremenila, pri ¢emer se
polemika vrti okoli vprasanja speciacije. Se ta odvije hitro na lokalni ravni ali postopoma s

formacijo geografsko razsirjenih ekotipov kot prekurzorjev razvijajocih se vrst? (Lowry, 2012).

Turessonove raziskave niso bile prve, ki so izpostavile razlike med lokalnimi populacijami s
spreminjanjem okolja, bile pa so prve, ki so dokazale, da imajo ta geografska razlikovanja
gensko osnovo. Turesson je prvi prepoznal lokalne populacije kot enote evolucije in predvidel
pomembnost izolacije pri diferenciaciji populacij vrst v razli¢nih habitatih in tudi znotraj njih
(Nunez-Farfan in Schlichting, 2001). Bil pa je omejen le na en eksperimentalni vrt, na ene
okoljske pogoje. Naslednji korak je bila kombinacija presaditve vrst na ve¢ poskusnih
eksperimentalnih vrtov, kar so storili rastlinski ekologi na zahodu severne Amerike, Jens

Clausen, William Hiesey in David Keck.

V dvajsetletnem obdobju so Clausen, Hiesey in Keck preucevali adaptivne razlike Stevilnih
rastlinskih vrst, pri ¢emer so namesto eksperimenta skupnega vrta izvajali vzajemne
presaditvene poskuse, tako da so rastline iste vrste z in situ populacij po Kaliforniji presadili in
preucevali na transektu treh ex situ visinskih tock in ekoregij Kalifornije. Te eksperimentalne

tocke so bile na univerzi Stanford blizu obale na viSini 30 m, v gorskem okolju Mather na viSini
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1400 m in v alpskem okolju Timberline na visini 3050 m (Lowry, 2012), ki so se izrazito

razlikovale v klimatskih pogojih in v sestavi vrst (Clausen, 1951).

Okolje Kalifornije je zelo razlicno od severne in srednje Evrope, od koder je najvec rastlin, ki
jih je obravnaval Turesson. Ima tudi ve¢ klimatskih pasov, ki se hitro menjujejo od notranjosti
proti oceanu (Clausen in sod., 1940). Tako so lahko poleg dolo¢anja dedljivosti fenotipskih
lastnosti primerjali Se morfoloske, fizioloSke in fitnes odzive razli¢nih populacij iz ekoregij

(Lowry, 2012).

Najbolj znani so po delu s kloni vec¢ih ekotipov Potentilla glandulosa, ki so jih presadili na tri
eksperimentalne vrtove. Srednje viSinski in alpski ekotipi so zrastli najvisje na srednje viSinski
lokaciji, nizinski ekotipi so zrastli najvisje na nizinski lokaciji. Na lokacijah, najblizje njihovi
prvotni nadmorski visini, so srednje viSinski in alpski ekotipi imeli ve¢ cvetov kot nizinski.
Vendar nizinski ekotipi niso na nobeni lokaciji imeli najve¢ cvetov. Nizinskih ekotipov naravno
na alpskih lokacijah ni, zato jih je vecina med prvo zimo propadlo, tisti preziveli so med
prihajajo¢im poletjem cveteli, plodovi pa niso dozoreli. Tudi srednje viSinski ekotipi so na
alpskih lokacijah slabo preziveli in plodovi pogosto niso dozoreli. Alpski ekotipi so slabo
preziveli na nizinskih lokacijah, v zimi so presli v dormantno stanje, medtem ko so nizinski
ekotipi ostali aktivni. Te razlike med ekotipi kaZzejo na genske razlike in adaptacijo ekotipov
njihovemu naravnemu okolju med populacijami P. glandulosa. S preu¢evanjem rastlinskih
odgovorov na okoljske pogoje v nizinskih, na srednje viSinskih in alpskih okoljih so tako Se
dodatno podprli Turessonovo hipotezo, da so genske razlike rezultat naravne selekcije zaradi

lokalnega okolja (Manuel in Molles, 2010).

Clausen jih je namesto ekotipe poimenoval ekoloske rase. Kot produkt procesov lokalnega
prilagajanja in delno reproduktivno izolirane skupine na poti speciacije jih je videl kot glavne
elemente evolucije, vendar pa nastanka vrst ni videl kot zakljucka procesa speciacije. Menil je,
da ekoloSke rase lahko propadejo na obmocju simpatri¢nosti, ¢e niso mocne reproduktivne
bariere Ze vzpostavljene (Clausen, 1951). Tako Turesson z uporabo termina ekotip ter Clausen,
Keck in Hiesey termina ekoloske rase pa so vsi imeli v mislih obstoj geografsko razsirjenih
skupin znotraj vrst in da so te skupine prekurzorji novih vrst (Lowry, 2012). Ce ima ekotip
napredne znacilnosti, ki omogoc¢ajo, da razsiri obmocje razsirjanja vrste, lahko privede do

nastanka nove vrste in je posledi¢no ena od faz v procesu speciacije (Mathew in George, 2013).
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3.2 Uporabnost ekotipov pri obnovi populacij vrst

Pri restavratorskih projektih se postavlja vprasanje, ali bo na novo vzpostavljena populacija
prezivela in se razmnoZevala, ter ali bo obnovljena populacija enaka prvotni, bo vzdrzevala
naravno genetsko strukturo (McKay in sod., 2005). Zaradi prehajanja med populacijami,
prilagojenimi na razlicna okolja, lahko pride pri obnovi do genske kontaminacije, saj so
izolirane populacije rastlinskih vrst najbolj ranljive pri premescanju na dolge razdalje, gre za
potencialno neprimerno prilagojen genski material (McKay in sod., 2005). Osebki lahko
izrazajo fenotipe, ki niso optimalni za dane lokalne pogoje, kar lahko zmanjSa sposobnost
prezivetja populacije zaradi vecjega deleza neprimerno prilagojenih osebkov (McKay in sod.,
2005). Na drugi strani pa uspeh invazivnih vrst kaze, da lahko nelokalni genotipi uspevajo in

tekmujejo v novih okoljih brez vecjih genskih diferenciacij (McKay in sod., 2005).

Da pa bi se ¢im bolj izognili obnavljanju populacij z nizko gensko raznolikostjo in omejenimi
moznosti prilagoditve podnebno spreminjajo¢emu se okolju, je priporoc¢ljivo upoStevati
dolocena priporocila:

1. Obmogcje zbiranja Virov naj bi bilo blizu obmocja obnove za vecjo gotovost genske
podobnosti med lokalnimi in nelokalnimi (tujimi) populacijami. Ker pa so genske
razlike med populacijami posledica prostorske okoljske heterogenosti, le razdalja med
populacijami ni najboljsi indikator populacijske genske podobnosti. Ujemati se morajo
genski viri tako abiotskih kot biotskih dejavnikov, kot so nadmorska visina, lastnosti
tal, podnebni rezim, patogeni in predatorji. Te znacilnosti niso porazdeljene naklju¢no
po celotnem obmodju vrst, predvsem abiotski dejavniki se pojavljajo v tako imenovanih
ekoregijah (Lowry, 2012). Gre za geografska obmocja s podobno geologijo, podnebjem,
vegetacijo, tlemi in hidrologijo. Znotraj njih se lahko rastlinski material prosto
prestavlja, pri ¢emer je le malo moznosti zmanjSanemu lokalnemu prilagajanju in
motnjam v genskih vzorcih. Predvsem v regijah z malo topografskimi in klimatskimi
raznolikostmi so lahko uporabne za dolo¢anje mej prenosa semen.

2. Upostevati je potrebno izolacijo in s tem potencialno gensko oplojevanje v ozjem
sorodstvu, zakar pride do siromasenja genskega fonda (What are plant ecotypes?, 2010).
Cone prenosa semen bodo vecje za vrste, ki se krizajo z osebki iz razli¢nih populacij
(nesorodstveno krizanje razli¢nih populacij), med katerimi je vecji genski pretok.

3. Ko je obmoc¢je semen omejeno, naj bo zbirka iz dovolj velikega Stevila posameznih

osebkov v izogib pojavu ozkega grla (Hufford in Mazer, 2003).
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4. Za dolgoro¢ni uspeh obnove je potrebno zagotoviti tudi zadosten zacetni nivo genske
diverzitete (pestrosti), ki znotraj populacij predstavlja osnovo za prihodnje adaptacije in
zmanjSa moznost inbridne (znotraj-vrstno, sorodstveno krizanje) depresije ter ta nivo
vzdrzevati. Znotraj-populacijska genetska diverziteta (pestrost) bo sprva namre¢
potrebna za vzpostavitev populacije in dalje tudi za dolgoroc¢ni evolucijski potencial
obnovljene populacije (McKay in sod., 2005). Pri tem je treba upostevati, da vecje
populacije nimajo nujno vecje genske raznolikosti glede na manjSe populacije
(Gustafson, 2005).

5. Priporocljivo je dolociti razmnozevalni sistem obnovljenih vrst, kar je lahko pomembna
determinanta stopnje genskega pretoka (Hufford in Mazer, 2003).

6. Potrebno je paziti, da se ne uvede genotipov s ploidnostjo razliéno od genotipov

avtohtonih populacij (Hufford in Mazer, 2003).
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4 MATERIALI IN METODE
4.1 Rastlinski material

Razpolagali smo s tremi ekotipi A. repens iz Anglije, Spanije in Hrvaske. Prva dva omenjena
na Oddelku za biologijo Univerze v Mariboru ex situ ohranjamo v stalni in vitro zbirki rastlin

(Savic¢ 2007, Basi¢ 2014). V letu 2014 smo pridobili Se rastline iz rastiS¢a na Hrvaskem.

Linije angleSkega in Spanskega ekotipa so bile vzgojene iz plodov A. repens. Vsako kalece
seme je bila osnova za eno linijo tkivne kulture A. repens. Iz semen Spanskega ekotipa A.
repens, nabranih na naravnem rastiS¢u na nadmorski visini 680 m v provinci Castellin oktobra
2004, je Saviceva (Savi¢, 2007) vzgojila kalice in vzpostavila tkivno kulturo. Tkivno kulturo iz
semen, pridobljenih iz botani¢nega vrta Kew v Londonu, Anglija novembra 2013, je
vzpostavila BaSiceva (Basi¢, 2014). V letu 2014 sta docentka Jana Ambrozi¢ Dolinsek in
strokovna sodelavka Terezija Ciringer iz Fakultete na naravoslovje in matematiko v Mariboru
v sodelovanju z Vido Posavec Vukeli¢ in Igorjem BorSi¢em iz DrZzavnega zavoda za varstvo
narave na Hrvaskem nabrali 5 rastlin hrvaskega ekotipa A. repens neposredno v naravi na izviru

reke Slunjscice. Pridobljen svez rastlinski material je bil osnova za vzpostavitev tkivne kulture.

Slika 5: Hrvaski ekotip A. repens na izviru reke Slunj$¢ice (doc. dr. Jana Ambrozi¢ Dolinsek)
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Slika 6: Nabrane rastline A. repens z izvira reke Slunjs¢ice (doc. dr. Jana Ambrozi¢ Dolinsek)

Na voljo smo imeli 4 linije angleskega ekotipa, 2 liniji Spanskega ekotipa in 12 linij hrvaskega
ekotipa.

4.2 Priprava goji$¢ za namnoZevanje materiala in poskuse

V poskusih smo kot osnovno gojisce uporabili MS medij (Murashige in Skoog, 1962). Vodo,
ocisceno z napravo za reverzno osmozo, smo segreli v ¢asi na kuhalniku. Tik pred vretjem smo
dodali agar in saharozo ter med kuhanjem ves ¢as mesali, da se je MS gojis¢e zbistrilo in ni bilo
sledu agarja. Odpipetirali smo mikro- in makro- elemente ter vitamine, po potrebi dodali 2 uM
BAP (sinteti¢ni citokinin 6-benzilaminopurin) ali 5 uM BAP (Savi¢, 2004) in dolili vodo do
ustreznega volumna. V poskusih smo uporabili osnovno MS gojisce brez rastnih regulatorjev
in MS gojis¢e z dodanim 2 uM ali z dodanim 5 uM BAP. Pri temperaturi gojisc¢a 55-56 °C smo
uravnali pH na 5.7-5.8 z dodajanjem kisline (0.1M HCI) ali baze (0.1M NaOH). Gojis¢e smo
razlili v gojitvene kozar&ke in avtoklavirali 15 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 kg/cm?.
Koli¢ino agarja in saharoze, mikro- in makro- elementov ter BAP smo prilagajali glede na

koli¢ino gojisca, ki smo ga potrebovali, po spodnji preglednici.
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Tabela 1: Priprava osnovnega gojis¢a MS in gojis¢a MS z dodatkom 2uM ali 5 uM BAP

Nalij destilirano | 500 mL | 1000 mL | 1200 mL | 1500 mL 2000 mL 2500 mL
vodo
Oznaci menisk in | 300 mL | 700 mL 800 mL 1000 mL 1500 mL 1700 mL
odlij 1/3 (v mL)
Agar 8 g/l 49 8¢ 9,60 129 169 20 ¢
Saharoza 30 g/l 159 309 36 g 459 60 g 759
OR1 50 mL 100 mL 120 mL 150 mL 200 mL 250 mL
OR?2 5mL 10 mL 12 mL 15 mL 20 mL 25 mL
OR 3 0,5mL 1mL 1,2 mL 1,5mL 2mL 2,5mL
OR 4 5mL 10 mL 12 mL 15mL 20 mL 25 mL
OR5 0,5mL 1mL 1,2mL 1,5mL 2 mL 2,5mL
2 uM BAP 1mL 2 mL 2,4 mL 3 mL 4 mL 5mL
5 uM BAP 2,5mL 5mL 6 mL 7,5mL 10 mL 12,5 mL
Dopolni do 500 mL | 1000 mL | 1200 mL | 1500 mL 2000 mL 2500 mL
meniska

4.3 NamnoZevanje materiala

Linije hrvaskega ekotipa so bile v kulturo vnesene zadnje, niso se Se prilagodile na pogoje

gojis¢a in razmer v komori, zato je bilo potrebno pred zacetkom poskusa linije vseh treh

ekotipov prilagoditi na gojenje v tkivni kulturi. Ko se rast novih poganjkov ustali in se ve¢ ne

spreminja, pravimo, da so rastline habituirane na razmere v kulturi. Razmnozevanje linij vseh

treh ekotipov je potekalo asepti¢no v brezpras$ni komori na trdnem gojis¢u MS (Murashige in

Skoog, 1962) z dodanim 2uM BAP, ki je nekoliko upocasnil razvoj poganjkov. Poganjke na

osnovnem brstu ali na stolonih vseh treh ekotipov A. repens smo razrezali s skalpelom in jih

prestavili na sveza gojisca. Po Stirih do petih tednih rasti v rastni komori s fotoperiodo 16 ur in

temo 8 ur pri temperaturi 23 °C na svetlobi in 21 °C v temi so Se razvili novi poganjki, ki smo
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jih prestavili na sveza gojis¢a. Celoten postopek razmnozevanja smo ponovili trikrat, da so se

predvsem hrvaske linije A. repens habituirale na rast v razmerah tkivne kulture.

Slika 7: Brezpra$na komora za sterilno delo (laminarij)
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Slika 8: Rast poganjkov A. repens v rastni komori
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4.4 Poskus primerjave rastnih parametrov med ekotipi in zbiranje rezultatov

Skuhali smo osnovno MS gojisce brez rastnih regulatorjev, MS z dodanim 2 pM BAP in MS z
dodanim 5 pM BAP. Gojis€a smo razlili v kozarcke po priblizno 30 mL v vsakega in ustrezno
oznacili. V brezprasni komori smo poganjke A. repens asepti¢no cepili v gojitvene kozarcke.
Uporabili smo po dve dobro rasto¢i liniji vsakega ekotipa: liniji 1 in 2 (L1 in L2) angleskega
ekotipa, liniji 10 in 11 (L10 in L11) $panskega ekotipa, liniji 20 in 21 (L20 in L21) hrvaskega
ekotipa. Za posamezno obravnavo (tretma) smo poganjke obeh linij posameznega ekotipa

veepili v 5 kozarckov po 2 veepka.

V enotedenskih zamikih smo naslednje Stiri tedne opazovali rast in razvoj tkivne kulture ter
belezili rastne parametre tako, da smo merili vis§ino poganjkov, dolocali tevilo stolonov, Stevilo
brstov, dolzino korenin in ocenjevali stevilo korenin. Stevilo korenin smo ocenjevali z ocenami
od 1-5, pri ¢emer je ocena ena pomenila pojav posameznih korenin, ocena dve je pomenila do
dvajset korenin, ocena tri je pomenila Se Stevno Stevilo korenin, ocena $tiri je pomenila skoraj

nepregleden koreninski sistem, ocena pet je pomenila nepregleden, zaras¢en koreninski sistem.

Slika 9: Tkivne kulture hrvaskega, Spanskega in angleskega ekotipa A. repens v gojitvenih kozarckih

Po koncu poskusa smo poganjkom iz treh kozarckov pri vsakem posameznem ekotipu na dveh

listi¢ih pri obeh dveh poganjkih znotraj enega kozarCka s fluorometrom (Handy PEA,
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Hansatech, Kings Lynn, UK) izmerili potencialno fotokemi¢no u¢inkovitost (razmerje Fv/Fm),

ki nam pove, kako dobro rastlina izkoristi dano svetlobo.

Fv/Fm = Fm — Fo/Fm
Fo in Fm: minimalna in maksimalna fluorescenca temotno adaptiranega vzorca
Fv: variabilna fluorescenca, razlika med Fm in Fo

Pred merjenjem smo na listice pritrdili $¢ipalke za temotno adaptacijo. Po 10 minutah
adaptacije, ki zadosca za oksidacijo prejemnikov elektronov FS II, smo list osvetlili s
saturacijskim pulzom bele svetlobe (8000 pmol m? s, 0.8 s). Na aparatu smo odgitali vrednost

potencialne fotokemi¢ne uc¢inkovitosti, ki je sorazmerna potencialni neto fotosintezi.

Vrednost Fv/Fm pri vitalnih rastlinah, ki rastejo v ugodnih razmerah, dosega optimalne
vrednosti okoli 0,8 do 0,85. Zmanjsanje vrednosti Fv/Fm lista, ki je bil zatemnjen, je dober

pokazatelj stresa pri rastlinah in motenega fotokemiénega procesa (Trost Sedej, 2005).

Naredili smo osnovni poskus in eno ponovitev. Rezultati obeh serij so bili primerljivi, zato smo

grafi¢no prikazali le rezultate ene ponovitve poskusa.

4.5 Poskus vpliva potopitve A.repens in zbiranje podatkov

Za poskus vpliva potopitve smo prav tako uporabili po dve dobro rasto¢i liniji vsakega ekotipa
(L1 in L2 angleskega ekotipa, L10 in L11 $panskega ekotipa, L20 in L21 hrvaskega ekotipa).
Tokrat smo vcepljali le na osnovno gojis¢e MS brez dodanega rastnega regulatorja BAP.
Skuhali smo osnovno MS gojisce in ga razlili v kozarcke po toéno 20 mL. V brezprasni komori
smo asepti¢no cepili poganjke. Pri vsakem ekotipu za vsako linijo smo vcepili v 24 kozarckov
po dva poganjka. Pri vsakem posameznem ekotipu smo $tevilo kozar¢kov razdelili na dvoje in
oznacili, katere bomo po treh tednih zalili z avtoklavirano vodo. Po treh tednih rasti na
osnovnem MS gojis¢u v tkivni kulturi Smo poganjkom izmerili vi§ino poganjkov, dolo¢ili
Stevilo stolonov, §tevilo brstov, dolzino korenin in ocenili §tevilo korenin. Stevilo korenin smo
ocenjevali z ocenami od 1-5, pri ¢emer je ocena ena pomenila pojav posameznih korenin, ocena
dve je pomenila do dvajset korenin, ocena tri je pomenila Se Stevno $tevilo korenin, ocena §tiri
je pomenila skoraj nepregleden koreninski sistem, ocena pet je pomenila nepregleden, zaraS¢en

koreninski sistem.
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V nadaljevanju poskusa smo kulturo A. repens zalili z avtoklavirano vodo in ugotavljali, kako
potopitev vpliva na rast in razvoj rastlin v tkivni kulturi. V laminariju smo polovico kozarckov
zalili z 20 mL avtoklavirane vode. Nadaljnja dva tedna smo belezili rastne parametre, tako da
smo merili viSino poganjkov, dolocali Stevilo stolonov, Stevilo brstov, dolzino korenin in
ocenjevali stevilo korenin. Ob koncu smo pri vsaki liniji poganjkom iz dveh kozarc¢kov izmerili

potencialno fotokemic¢no uéinkovitost (razmerje Fv/Fm).

Pri ponovitvi poskusa smo uporabili vecje kozarce zaradi lazjega opazovanja in $tetja, merjenja.
Polovico kozar¢kov smo zalili z enako koli¢ino avtoklavirane vode, kot je bilo gojisca, in sicer
ze po dveh tednih rasti v rastni komori. Rezultati so bili primerljivi, zato smo grafi¢no prikazali

le rezultate osnovnega poskusa.

Med poskusi je ob¢asno prihajalo do okuzb ali suSenja rastlinskega materiala. Okuzb in
posusenih poganjkov pri obdelavi rezultatov nismo upostevali. Do okuzb je najbrz prislo zaradi
slabe asepticne tehnike. Poganjki so se posusili, ¢e smo pri veepljanju poskodovali meristem

ali uporabljali prevroco pinceto ali skalpel.

4.6 Obdelava podatkov

Rezultati obeh serij sta bili primerljivi, zato smo prikazali statistiéno obdelane rezultate le ene

ponovitve poskusa.

Zbrane podatke smo racunalniS$ko obdelali s statistiénim programom SPSS® 24.0 (Statistical
Package for the Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Zaradi nenormalne
porazdelitve proucevanih Stevilskih spremenljivk in neenakosti varianc smo za izracun
statisti¢no znacilne razlike med spremenljivkami uporabili neparametri¢ni Kruskal-Wallis test
in posamezne spremenljivke primerjali med seboj z Dunn-Bonferroni post hoc testom. Pri
graficnem prikazovanju rezultatov meritev posameznih obravnav smo prikazali povprecne
vrednosti, odstopanja pa kot standardno odstopanje (£SD). Med seboj smo primerjali
posamezne ekotipe in razlicne obravnave (tretmaje). Vrednosti, oznacene z enakimi ¢rkami, se

statisti¢no znacilno niso razlikovale med seboj.
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5 REZULTATI

51 PRIMERJAVA RASTNIH PARAMETROV RAZLICNIH EKOTIPOV,
GOJENIH NA GOJISCIH Z ALI BREZ RASTNIH REGULATORJEV

V enotedenskih zamikih smo §tiri tedne opazovali rast in razvoj tkivne kulture razli¢nih
ekotipov A. repens na osnovnem MS gojis¢u brez rastnih regulatorjev, na MS gojis¢u z dodanim
2 uM BAP in na MS gojisc¢u z dodanim 5 uM BAP ter spremljali rastne parametre tako, da smo
merili vi§ino poganjkov, dolocali Stevilo stolonov, §tevilo brstov, dolzino korenin in ocenjevali

Stevilo korenin.
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Slika 10: Velikost poganjkov razli¢nih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike Britanije (UK), Spanije (SP) in

velikosti poganjkov s standardno deviacijo (+SD) v tedenskih intervalih tekom Stirih tednov kulture. Vrednosti,
oznagene z enakimi érkami, se statistiéno znacilno ne razlikujejo med seboj (KW-test: p < 0,05; N = 11-20).

Podatki so statisticno primerjani med seboj po posameznem tednu.

Po prvem tednu rasti v tkivni kulturi se poganjki po velikosti niso statisticno znacilno

.....

ekotipih na posameznem gojiscu (Slika 10).
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Tudi po drugem tednu se poganjki po velikosti niso statisti¢no znacilno razlikovali med seboj.
Izjema so bili poganjki angleskega ekotipa na gojiscu z 2 uM BAP, ki so bili statisti¢no znacilno

manjsi od hrvaskih poganjkov.

Po treh tednih so razlike v velikosti poganjkov postale oc€itnejSe in statisti¢no znaéilne. Znotraj
vseh treh posameznih ekotipov so bili poganjki na osnovnem MS gojis¢u brez rastnih
regulatorjev statisticno znacilno vecji v primerjavi s poganjki na gojis¢u z2 uM BAP in s 5 uM
BAP. Ko smo primerjali posamezne ekotipe med seboj, so bili poganjki angleskega ekotipa na
gojisc¢u z 2 uM BAP in s 5 uM BAP statisti¢no znacilno manjsi kot poganjki Spanskega in

hrvaskega ekotipa.

Po stirih tednih so bili poganjki vseh treh ekotipov na osnovnem MS gojiscu brez rastnih
regulatorjev statisti¢no znac¢ilno najvedji, pri cemer so se hkrati statisti¢no znacilno razlikovali
med seboj. Najvedji so zrastli poganjki Spanskega ekotipa s povpreéno visino 7,3 cm, zaostajali
so poganjki hrvaskega ekotipa s povpre¢no vi§ino 6 cm, statistiéno znacilno najman;jsi od obeh

omenjenih so zrastli poganjki angleskega ekotipa s povprecno visino 3,9 cm.

Velikost poganjkov znotraj posameznega ekotipa na gojis¢u z 2 uM BAP in s 5 uM BAP je
bila pri vseh treh ekotipih manjSa. Pri angleskem in Spanskem ekotipu je bila rast v vi§ino na
gojis¢u z 2 uM BAP malenkost boljsa, kot na gojis¢u s 5 uM BAP, pri hrvaskem obratno.
Statistino znacilna razlika pri rasti na gojisS¢u z 2 uM BAP in s 5 uM BAP se je pokazala samo
pri Spanskih poganjkih.

Na gojiscu z 2 uM BAP so zrasli najvecji poganjki Spanskega ekotipa, najmanjsi pa angleSkega
ekotipa, tako je bilo tudi z vi§ino poganjkov na gojisc¢u s 5 uM BAP. Statisti¢no znacilnih razlik
pri rasti v vi§ino nismo opazili samo na gojis¢u s 5 uM BAP, in sicer med $panskim in hrvaskim

ekotipom.
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Slika 11: Stevilo stolonov razliénih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike Britanije (UK), Spanije (SP) in

.....

vrednosti Stevila stolonov s standardno deviacijo (+SD) v tedenskih intervalih tekom $tirih tednov kulture.
Vrednosti, ozna¢ene z enakimi ¢rkami, se statisti¢no znacilno ne razlikujejo med seboj (KW-test: p < 0,05; N =

11-20). Podatki so statisticno primerjani med seboj po posameznem tednu.

Po prvem tednu rasti v tkivni kulturi se Stevilo stolonov ni statisti¢éno znaéilno razlikovalo med

posameznem gojiscu (Slika 11).

Po drugem tednu v Stevilu stolonov ni bilo statisti€éno znacilnih razlik pri razli¢nih ekotipih na

.....

Pri angleSkem in Spanskem ekotipu je bilo na osnovnem MS gojiScu Stevilo stolonov statisti¢no
znacilno vecje, kot na gojiscu z 2 uM BAP in s 5 uM BAP, pri hrvaskem je bilo statisticno
znacilno vecje le v primerjavi z gojiS¢em z 2 uM BAP.

Po tretjem tednu se situacija od drugega tedna ni spremenila, statisticno znacilne razlike so se

le povecale.
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Po Cetrtem tednu se je pri vseh treh ekotipih na osnovnem MS gojiscu brez rastnih regulatorjev
razvilo statisti¢no znacilno najve¢ stolonov, pri ¢emer se jih je pri angleskem in hrvaskem
ekotipu statisti¢no znacilno manj, kot pri Spanskem. Najvec, povprecno 1,55 stolona, se je
razvilo pri Spanskem ekotipu, najmanj pri hrvaskem s povprecno 0,83 stolona, in je tako le malo

zaostajal za angleskim ekotipom s povprecno 0,85 razvitega stolona.

Stevilo stolonov znotraj posameznega ekotipa na gojiséu z 2 uM BAP in s 5 uM BAP je bilo
pri vseh treh ekotipih statisticno znacilno manjse. Razlika med povprec¢nim Stevilom stolonov
na gojis¢u z 2 uM BAP in s 5 uM BAP je bila pri angleSkem in hrvaskem ekotipu minimalna,
pri Spanskem vecja, pri nobenem od teh pa statisti¢no znacilna.

Na gojis¢u z 2 pM BAP se je najvec stolonov razvilo pri Spanskem ekotipu, pri angleskem in
hrvaskem statisticno znacilno manj, pri slednjih dveh se je razvilo povpre¢no enako Stevilo

stolonov. Tudi na gojis¢u s 5 uM BAP se je najve¢ stolonov razvilo pri $panskem ekotipu, kar

pa se ni statisti¢no znacilno razlikovalo od stevila stolonov pri hrvaskem in angleskem ekotipu.
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Slika 12: Stevilo brstov razli¢nih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike Britanije (UK), Spanije (SP) in

vrednosti $tevila brstov s standardno deviacijo (=SD) v tedenskih intervalih tekom §tirih tednov kulture. Vrednosti,
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oznacene z enakimi ¢érkami, se statistiéno znacilno ne razlikujejo med seboj (KW-test: p < 0,05; N = 11-20).

Podatki so statisti¢no primerjani med seboj po posameznem tednu.

Po prvem tednu rasti v tkivni kulturi so Ze bile minimalne statisti¢no znacilne razlike v Stevilu
posameznem gojiscu (Slika 12). Pri angleskem ekotipu je bilo $tevilo brstov na osnovnem MS
gojiscu brez rastnih regulatorjev statisticno znacilno vecje, kot na gojis¢u z 2 uM BAP ins 5
uM BAP, prav tako je bilo statisticno znacilno vecje od Stevila brstov na osnovnem MS gojiscu

pri Spanskem ekotipu.

Po drugem tednu je bilo znotraj angleskega in Spanskega ekotipa Stevilo brstov na osnovnem
MS gojiscu statisti€no znacilno vecje, kot na gojis¢uz 2 uM BAP in s 5 uM BAP, pri hrvaskem

je bilo statisti¢no znacilno vecje le od Stevila brstov na gojis¢u z 2 uM BAP.

Po tretjem tednu je bilo tudi pri hrvaskem ekotipu Stevilo brstov na osnovnem MS gojis¢u

statisti¢no znacilno vecje, kot na gojis¢u s 5 uM BAP.

Po Cetrtem tednu se je pri vseh treh ekotipih na osnovnem MS gojiscu brez rastnih regulatorjev
razvilo statisti¢no znacilno najve¢ brstov, med njimi pa statistino znacilne razlike ni bilo.
Najvec se jih je razvilo pri $panskem ekotipu, povprecno 4,8, zaostajala sta angleski ekotip s

povpre¢no 3,5 stoloni in hrvaSki z najmanj, povprecno 2,9 stolonoma.

Stevilo brstov znotraj posameznega ekotipa na gojiséu z 2 pM BAP in s 5 uM BAP je bilo pri
vseh treh ekotipih statisticno znacilno manjse. Pri angleskem in $panskem ekotipu je bilo na
gojis¢u z 2 uM BAP stevilo brstov veéje, kot na gojisc¢u s 5 uM BAP, pri hrvaskem obratno,

pri nobenem pa razlika ni bila statisti¢no znacilna.

Na gojis¢u z 2 uM BAP se je najve¢ brstov razvilo pri $panskem ekotipu, pri angleskem in
hrvaskem statisticno zna¢ilno manj. Tudi na gojiscu s 5 uM BAP se je najvec brstov razvilo pri
Spanskem ekotipu, kar pa se ni statistiéno znacilno razlikovalo od Stevila brstov pri hrvaskem

ekotipu in angleSkem, kjer se jih je razvilo najmanj.
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Slika 13: Dolzina korenin razli¢nih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike Britanije (UK), Spanije (SP) in

vrednosti dolzine korenin s standardno deviacijo (+SD) v tedenskih intervalih tekom Stirih tednov kulture.
Vrednosti, oznacene z enakimi ¢rkami, se statisticno znacilno ne razlikujejo med seboj (KW-test: p < 0,05; N =

11-20). Podatki so statisticno primerjani med seboj po posameznem tednu.

Po prvem tednu rasti v tkivni kulturi so ze bile statisti¢no znacilne razlike v dolzini korenin
tako na razli¢nih gojis¢ih znotraj posameznega ekotipa, kot pri razlicnih ekotipih na
posameznem gojis¢u (Slika 13). Znotraj posameznega ekotipa so bile pri angleskem in
hrvaskem ekotipu korenine na osnovnem MS gojis$c€u statisticno znacilno daljSe, kot na gojiscu

z2 uM BAP in s 5 uM BAP, pri Spanskem le v primerjavi z gojis¢em s 5 uM BAP.

Na gojiscu z 2 uM BAP so bile pri $panskem ekotipu korenine statisticno znacilno daljse, kot

pri angleSkem in hrvaSkem, prav tako na gojis¢u s 5 uM BAP.

Po drugem tednu je bila situacija znotraj posameznega ekotipa enaka, kot po prvem tednu. Pri
razli¢nih ekotipih na posameznem gojiS¢u pa ni bilo statisti¢no znacilne razlike v dolzini

korenin le pri angleSkem in §panskem ekotipu na osnovnem MS gojiscu.
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.....

statisticno znacilna razlika. Pri razli¢nih ekotipih na posameznem gojiscu pa ni bilo statisti¢no
znacilne razlike v dolzini korenin le med Spanskim in hrvaskim ekotipom na osnovnem MS
gojiscu.

Po Cetrtem tednu so bile korenine vseh treh ekotipov na osnovnem MS gojis€u brez rastnih
regulatorjev statisti¢no znacilno najdaljse, pri Cemer so se hkrati statisti¢no znacilno razlikovale
med seboj. Najdaljse korenine smo izmerili pri $panskem ekotipu s povpre¢no dolzino 8,3 cm,
krajSe pri hrvaskem s povprecno dolzino 6,9 cm, statisti¢no znacilno najkrajSe pri angleSkem s

povprecno dolzino 5,4 cm.

Rast korenin znotraj posameznega ekotipa na gojisc¢u z 2 uM BAP in s 5 uM BAP je bila pri
vseh treh ekotipih pocasnejsa. Pri vseh treh ekotipih so bile korenine na gojis¢u z 2 uM BAP
daljSe, kot na gojiscu s 5 uM BAP. Statisti¢no znacilna razlika v dolZini korenin na gojis¢u z 2
uM BAP in s 5 uM BAP se je pokazala pri Spanskem in hrvaskem ekotipu.

Na gojiscu z 2 uM BAP so zrastle najdaljSe korenine Spanskega ekotipa, najkrajse angleskega
ekotipa, tako je bilo tudi z dolzino korenin na gojis¢u s 5 uM BAP. Statisti¢no znacilnih razlik
v dolZini korenin nismo opazili samo na gojis¢u s 5 uM BAP, in sicer med angleskim in

hrvaskim ekotipom.

29



Ramsak, J.: Rast in razvoj treh ekotipov plazece zelene (Apium repens (Jacq.) Lag.) v tkivni kulturi. Magistrsko
delo, Univerza v Mariboru, Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Oddelek za biologijo, 2017.

5.1.5 Ocena stevila korenin razli¢nih ekotipov, gojenih na gojis¢ih z ali brez rastnih

regulatorjev
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Slika 14: Ocena §tevila korenin razli¢nih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike Britanije (UK), Spanije (SP)

.....

vrednosti ocene Stevila korenin s standardno deviacijo (£SD) v tedenskih intervalih tekom Stirih tednov kulture.
Vrednosti, oznacene z enakimi ¢rkami, se statisticno znacilno ne razlikujejo med seboj (KW-test: p < 0,05; N =

11-20). Podatki so statistino primerjani med seboj po posameznem tednu.

Po prvem tednu rasti v tkivni kulturi so ze bile statisti¢éno znacilne razlike v Stevilu korenin tako
gojis¢u (Slika 14). Znotraj posameznega ekotipa so bile pri Spanskem ekotipu korenine na
osnovnem MS gojiscu statisti¢no znacilno StevilnejSe, kot na gojis¢u z 2 uM BAP in s 5 uM
BAP. Pri §panskem in hrvaskem ekotipu so bile korenine na osnovnem MS gojiS¢u statisticno

znacilno StevilnejSe, kot pri angleskem ekotipu.

Po drugem tednu so bile znotraj vseh treh ekotipov na osnovnem MS gojisc¢u korenine

statisticno znacilno StevilnejSe, kot na gojis¢u z 2 uM BAP in s 5 uM BAP. Pri Spanskem
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ekotipu so bile korenine na osnovnem MS gojis¢u statisticno znacilno StevilnejSe, kot pri

hrvaskem ekotipu.

Po tretjem tednu so bile znotraj vseh treh ekotipov na osnovnem MS gojiScu statisticno znacilno
StevilnejSe korenine, kot na gojiscu z 2 uM BAP in s 5 uM BAP, pri Spanskem ekotipu se je
pokazala statisti¢no znacilna razlika tudi med Stevilnostjo korenin na gojis¢u z 2 uM BAP in s
5 uM BAP. Pri Spanskem ekotipu so se na osnovnem MS gojiScu razvile statisti¢no Stevilnejse

korenine, kot pri angleSkem in hrvaskem, prav tako na gojis¢u z 2 uM BAP.

Po Cetrtem tednu so bile korenine pri vseh treh ekotipih na osnovnem MS gojiscu brez rastnih
regulatorjev statisti¢no znacilno najStevilnejSe, pri ¢emer so se hkrati statistiéno znacilno
razlikovale med seboj. Najstevilnejse korenine smo ocenili pri Spanskem ekotipu z oceno 4,3,
zaostajale so korenine hrvaskega ekotipa z oceno 3,7, najredkejse so bile pri angleskem z oceno

2,5.

Stevilnost korenin znotraj posameznega ekotipa na gojiséu z 2 uM BAP in s 5 uM BAP je bila

..........

BAP. Statisti¢no znacilna razlika med oceno Stevila korenin na gojis¢u z 2 uM BAP in s 5 uM

BAP se je pokazala le pri $panskem ekotipu.

Na gojis¢u z 2 uM BAP 50 se razvile statisticno znacilno najstevilnejSe korenine $panskega
ekotipa, najredkejSe korenine angleSkega ekotipa, tako je bilo tudi s Stevilom korenin na gojisc¢u
s 5 uM BAP. Na gojis¢u z 2 uM BAP in prav tako s 5 uM BAP ni bilo statisticno znacilne

razlike med angleskim in hrvaskim ekotipom.
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Opazili smo, da so gojisc¢a vplivala na odebeljenost stolonov in brstov ter na velikost listnih
ploskev, pa tudi na prisotnost/odsotnost glavnih in stranskih korenin ter njihovo odebeljenost
(Slika 15).
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Slika 15: Poganjki razliénih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike Britanije (UK), Spanije (SP) in Hrvaske

.....
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Na osnovnem MS gojiscu je imel Spanski ekotip odebeljene tako stolone kot brste, angleski in
hrvaski ekotip je imel brste tanjSe od stolonov. Na gojis¢u z dodanim 2 uM BAP je imel $panski
ekotip manj odebeljeni stolone in brste, kot na osnovnem MS gojiscu, bolj odebeljene pa v
primerjavi z angleskim in hrvaskim ekotipom na gojis¢u z dodanim 2 uM BAP. Enako je bilo

na gojiscu z dodanim 5 uM BAP.

Na osnovnem MS gojiscu je Spanski ekotip razvil zelo velike listne ploskve, angleski in hrvaski
dosti manjse, sicer hrvaski vecje, kot angleski. Na gojis¢u z dodanim 2 uM BAP je imel $panski
ekotip manjse listne ploskve, kot na osnovnem MS gojiscu, ve¢je pa v primerjavi z angleskim
in hrvaskim ekotipom na gojis¢u z dodanim 2 uM BAP. Enako je bilo pri rasti na gojiscu z

dodanim 5 uM BAP.

33



Ramsak, J.: Rast in razvoj treh ekotipov plazece zelene (Apium repens (Jacq.) Lag.) v tkivni kulturi. Magistrsko
delo, Univerza v Mariboru, Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Oddelek za biologijo, 2017.

. 's-.‘" “‘\‘

o

3p b HR

MS+2 M BAP MS+2 1M BAF™ MS+2 vl BAP

»

UK SP HR
MS+5 uM BAP MS+5 uM BAP MS+5 1M BAP

.

Slika 16: Koreninski sistem razliénih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike Britanije (UK), Spanije (SP) in

Na osnovnem MS gojiscu so vsi trije ekotipi A. repens tvorili odebeljene glavne korenine in
veliko tankih stranskih korenin, teh je bilo Se najmanj pri angleSkem ekotipu. Na gojis¢u z
dodanim 2 uM BAP je imel $panski ekotip odebeljene glavne in stranske korenine, bilo jih je
manj, kot na osnovnem MS gojis¢u (Slika 16). Hrvaski ekotip je tvoril odebeljene glavne
korenine, odebeljenih stranskih je bilo zelo malo, pri angleskem ekotipu skoraj ni bilo opaziti
niti glavnih korenin. Na gojis¢u z dodanim 5 uM BAP je imel Spanski ekotip odebeljene glavne
korenine in zelo malo odebeljenih stranskih korenin, hrvaski ekotip je imel zelo malo

odebeljenih glavnih korenin, pri angleskem skoraj ni bilo opaziti niti glavnih korenin.
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5.2 FIZIOLOSKI PARAMETRI
52.1 FOTOKEMICNA UCINKOVITOST

Po stirih tednih rasti in razvoja tkivne kulture razlicnih ekotipov A. repens smo izmerili

potencialno fotokemi¢no ucinkovitost posameznega ekotipa na osnovnem MS gojiScu.
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Slika 17: Potencialna fotokemi¢na ucinkovitost (Fv/Fm) razli¢nih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike
Britanije (UK), Spanije (SP) in Hrvaske (HR), na osnovnem MS gojid¢u. Prikazane so povpre¢ne vrednosti
potencialne fotokemiéne uéinkovitosti s standardno deviacijo (=SD) po Stirih tednih kulture. Vrednosti, oznacene

z enakimi ¢rkami, se statisti¢no znaéilno ne razlikujejo med seboj (KW-test: p < 0,05; N = 8-12).

Povprecne vrednosti potencialne fotokemicne ucinkovitosti se med vsemi tremi ekotipi niso
statisticno znacilno razlikovale. Pri angleSkem in Spanskem ekotipu je povprec¢na vrednost

potencialne fotokemiéne uéinkovitosti znasala 0,81, pri hrvaskem 0,82,
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5.3 PRIMERJAVA RASTNIH PARAMETROV RAZLICNIH EKOTIPOV,
GOJENIH NA OSNOVNEM MS GOJISCU BREZ IN Z ZALITJEM Z VODO

Po treh tednih rasti na osnovnem MS gojis¢u v tkivni kulturi smo poganjkom izmerili vi§ino,
Stevilo stolonov, Stevilo brstov, dolzino in ocenili Stevilo korenin. Polovico gojis¢ smo zalili z
enako koli¢ino avtoklavirane vode, kot je bilo osnovnega MS gojisca, ter Se dva tedna spremljali

in belezili rastne parametre.

5.3.1 Velikost poganjkov razli¢nih ekotipov, gojenih na osnovnem MS gojiS¢u brez in z

zalitjem z vodo
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Slika 18: Velikost poganjkov razli¢nih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike Britanije (UK), Spanije (SP) in
Hrvaske (HR), na MS gojisc¢u brez (MS) in z zalitjem z vodo (MS + voda). Prikazane so povprecne velikosti
poganjkov s standardno deviacijo (£SD). Meritve smo izvedli tik pred zalitjem in v tedenskih intervalih tekom
dveh tednov po zalitju kulture. Vrednosti, oznagene z enakimi érkami, se statisti¢no znacilno ne razlikujejo med

seboj (KW-test: p < 0,05; N = 16-20). Podatki so statisti¢no primerjani med seboj po posameznem tednu.

V zacetnem stanju se velikost poganjkov na nezalitem in zalitem gojiS¢u znotraj posameznega

ekotipa ni statisticno znacilno razlikovala med seboj. Poganjki angleskega ekotipa pa so bili
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tako na nezalitem kot zalitem gojiScu statisticno znacilno manjsi od poganjkov Spanskega in

hrvaskega ekotipa (Slika 18).
Po prvem tednu rasti se zacetno stanje ni spremenilo.

Po dveh tednih so razlike v velikosti poganjkov postale statisticno znacilne. Pri vseh treh
ekotipih so se na zalitem gojis¢u razvili vecji poganjki, pri ¢emer med Spanskim in hrvasSkim ni
bilo statisticno znacilne razlike. Najvecji so zrastli poganjki hrvaskega ekotipa s povprecno
visino 7,8 cm, le malo so zaostajali poganjki Spanskega ekotipa s povprecno visino 7,7 cm,
statisticno znacilno najmanjs$i ob obeh omenjenih so zrastli poganjki angleskega ekotipa s

povprecno visino 4,8 cm.

Velikost poganjkov znotraj posameznega ekotipa na nezalitem gojiS¢u je bila pri vseh treh
ekotipih manjSa. Najvecji so zrastli poganjki hrvaskega ekotipa s povprec¢no visino 6,5 cm, le
malo so zaostajali poganjki Spanskega ekotipa s povprecno visino 6,4 cm, statisticno znacilno

najmanjs$i ob obeh omenjenih so zrastli poganjki angleskega ekotipa s povpre¢no visino 3,4 cm.

Razlika v velikosti poganjkov na nezalitem in zalitem gojiScu je znasala najvec pri angleskem
ekotipu, 1,36 cm, pri hrvaskem 1,29 cm in pri $panskem najmanj, 1,27 cm; statisti¢no znacilna

je bila pri angleskem in hrvaskem ekotipu.
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5.3.2 Stevilo stolonov razli¢nih ekotipov, gojenih na osnovnem MS gojid¢u brez in z zalitjem

z vodo
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Slika 19: Stevilo stolonov razliénih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike Britanije (UK), Spanije (SP) in
Hrvaske (HR), na MS gojiscu brez (MS) in z zalitjem z vodo (MS + voda). Prikazane so povprecne velikosti
poganjkov s standardno deviacijo (+SD). Meritve smo izvedli tik pred zalitjem in v tedenskih intervalih tekom
dveh tednov po zalitju kulture. Prikazane so povprecne vrednosti Stevila stolonov s standardno deviacijo (£SD) v
tedenskih intervalih tekom dveh tednov po zalitju kulture. Vrednosti, oznacene z enakimi ¢rkami, se statisticno
znacilno ne razlikujejo med seboj (KW-test: p < 0,05; N = 16-20). Podatki so statisti¢éno primerjani med seboj po

posameznem tednu.

V zaCetnem stanju se Stevilo stolonov na nezalitem in zalitem gojiS¢u znotraj posameznega
ekotipa ni statisticno znacilno razlikovalo, kot tudi ne pri razli¢nih ekotipih na nezalitem in

zalitem gojiscu (Slika 19).
Po prvem tednu rasti se zacetno stanje Se ni spremenilo.

Po dveh tednih je zaCetno stanje ostalo nespremenjeno. Pri angleskem ekotipu se je na nezalitem
in zalitem gojis¢u razvilo enako Stevilo stolonov, pri $panskem se jih je ve¢ na nezalitem

20ji8¢u, pri hrvaskem ve¢ na zalitem gojiScu, pri nobenem razlika ni bila statisti¢éno znacilna.

Na nezalitem gojiS€u se je najveC stolonov razvilo pri Spanskem ekotipu s povprec¢no 1,5
stolona, manj pri angleSkem s povprecno 1,1 stolona, najmanj pri hrvaskem s povpre¢no 0,9
stolona. Na zalitem gojiScu se je najvec stolonov razvilo pri Spanskem ekotipu s povpre¢no 1,3
stolona, manj pri angleSkem s povprecno 1,1 stolona, najmanj pri hrvaskem s povpre¢no 0,9

stolona. Pri nobenem razlika ni bila statisti¢no znacilna.
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Razlika v Stevilu stolonov na nezalitem in zalitem gojis¢u je pri angleskem ekotipu znasala 0,3

stolona in pri hrvaskem 0,1 stolona, pri nobenem ni bila statisti¢no znacilna.

5.3.3 Stevilo brstov razli¢nih ekotipov, gojenih na osnovnem MS goji§¢u brez in z zalitjem z

vodo
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Slika 20: Stevilo brstov razli¢nih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike Britanije (UK), Spanije (SP) in
Hrvaske (HR), na MS gojis€u brez (MS) in z zalitjem z vodo (MS + voda). Prikazane so povprecne velikosti
poganjkov s standardno deviacijo (£SD). Meritve smo izvedli tik pred zalitjem in v tedenskih intervalih tekom
dveh tednov po zalitju kulture. Vrednosti, oznacene z enakimi ¢rkami, se statisticno znacilno ne razlikujejo med

seboj (KW-test: p < 0,05; N = 16-20). Podatki so statisti¢no primerjani med seboj po posameznem tednu.

V zaletnem stanju se Stevilo brstov na nezalitem in zalitem gojis¢u znotraj posameznega
ekotipa ni statisticno znacilno razlikovalo, kot tudi ne pri razli¢nih ekotipih na nezalitem in

zalitem gojiscu (Slika 20).

Po enem tednu je bilo pri Spanskem ekotipu Stevilo brstov na zalitem gojiScu statisti¢no znacilno

manjSe, kot pri hrvaskem.

Po dveh tednih je ostalo stanje enako, kot po prvem tednu. Pri vseh treh ekotipih se je na zalitem
gojis¢u razvilo vec brstov, pri cemer se jih je pri Spanskem ekotipu statisticno znacilno vec, kot

pri hrvaskem. Najvec s povprecno 6,7 stolona se jih je razvilo pri §panskem ekotipu, manj pri
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angleSkem ekotipu s povprecno 4,4 stolona in najmanj pri hrvaskem ekotipu s povprecno 3,1

stolona.

Stevilo brstov na nezalitem gojis¢u znotraj posameznega ekotipa je bilo pri vseh treh ekotipih
manjSe, med njimi ni bilo statisticno znacilne razlike. Najvec¢, povprecno 6,4 stolona, se je
razvilo pri $panskem ekotipu, manj pri angleskem ekotipu s povprec¢no 3,9 stolona in najmanj

pri hrvaskem ekotipu s povprecno 3 stoloni.

Razlika v Stevilu brstov na nezalitem in zalitem gojiScu je znasala najvec pri angleSkem ekotipu
z 0,5 stolona, pri Spanskem 0,29 stolona in pri hrvaS8kem najmanj, 0,05 stolona, pri nobenem pa

razlika ni bila statisti¢no znacilna.

5.3.4 Dolzina korenin razli¢nih ekotipov, gojenih na osnovnem MS gojiS¢u brez in z zalitjem

z vodo
a
L L omms
MS + voda 3
EIO -
£ a 2 b
c { b
o i ab b b [
~ a b b
ab

w ab b
N
S °r ab
S b
[g°]
>C
o 4 I{
o
>
[e]
[a

2 L

0

UK Sp HR UK Sp HR UK Sp HR
0 1 2

Cas [tedni]
UK-angleski ekotip SP-8panski ekotip HR-hrvaski ekotip

Slika 21: Dolzina korenin razli¢nih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike Britanije (UK), Spanije (SP) in
Hrvaske (HR), na MS gojiscu brez (MS) in z zalitjem z vodo (MS + voda). Prikazane so povprecne velikosti
poganjkov s standardno deviacijo (£SD). Meritve smo izvedli tik pred zalitjem in v tedenskih intervalih tekom
dveh tednov po zalitju kulture. Vrednosti, oznacene z enakimi ¢rkami, se statisti¢no znacilno ne razlikujejo med

seboj (KW-test: p < 0,05; N = 16-20). Podatki so statisti¢no primerjani med seboj po posameznem tednu.
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V zaCetnem stanju se dolZina korenin na nezalitem in zalitem gojiS¢u znotraj posameznega
ekotipa ni statistino znacilno razlikovala, kot tudi ne pri razli¢nih ekotipih na nezalitem in

zalitem gojiscu (Slika 21).

Po prvem tednu so bile korenine Spanskega ekotipa tako na nezalitem kot na zalitem gojiscu

statisti¢no znacilno daljSe, kot pri angleskem in hrvaSkem ekotipu.

Po dveh tednih je bilo stanje enako, kot po prvem tednu, le razlike so bile vecje. Pri Spanskem
in hrvaskem ekotipu so se na zalitem gojiS¢u razvile daljSe korenine, pri angleskem na

nezalitem gojiscu.

Na nezalitem gojis¢u so se pri Spanskem ekotipu razvile statistino znacilno najdalj$e korenine
s povprecno 9,47 cm, pri angleSkem ekotipu s povpre¢no dolzino 7,19 cm in pri hrvaskem
najkrajSe s povprecno dolzino 7,16 cm. Na zalitem gojiScu so se prav tako pri Spanskem ekotipu
s povpre¢no 10,8 cm razvile statisticno najdaljSe korenine, pri hrvaSkem s povprecno dolzino

7,6 cm in pri angleSkem najmanj s povprec¢no dolzino 6,3 cm.

Razlika v dolzini korenin na nezalitem in zalitem gojiscu je znasala najve¢ pri Spanskem ekotipu
z 1,3 cm, manj pri angleskem ekotipu z 0,9 cm in najman;j pri hrvaS§kem ekotipu z 0,5 cm, pri

nobenem pa razlika ni bila statisti¢no znacilna.
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5.3.5 Ocena Stevila korenin razli¢nih ekotipov, gojenih na osnovnem MS gojiScu brez in z

zalitjem z vodo
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Slika 22: Ocena §tevila korenin razli¢nih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike Britanije (UK), Spanije (SP)
in Hrvaske (HR), na MS gojiscu brez (MS) in z zalitjem z vodo (MS + voda). Prikazane so povprecne vrednosti
ocene Stevila korenin s standardno deviacijo (=SD). Meritve smo izvedli tik pred zalitjem in v tedenskih intervalih
tekom dveh tednov po zalitju kulture. Vrednosti, oznagene z enakimi ¢érkami, se statistiéno znacilno ne razlikujejo

med seboj (KW-test: p < 0,05; N = 16-20). Podatki so statisti¢no primerjani med seboj po posameznem tednu.

V zacetnem stanju so bile korenine pri Spanskem ekotipu na nezalitem gojis¢u statisticno
znacilno StevilnejSe, kot pri angleSkem. Pri hrvaskem ekotipu so bile korenine na zalitem
gojiscu statisticno StevilnejSe, kot pri angleskem ekotipu. Statisticno znacilna razlika v Stevilu

korenin pa je bila Ze tudi pri $panskem ekotipu med nezalitim in zalitim gojis¢em (Slika 22).

Po prvem tednu so bile korenine Spanskega ekotipa tako na nezalitem kot na zalitem gojisc¢u

statisti¢no znacilno StevilnejSe, kot pri angleskem in hrvaskem ekotipu.

Po dveh tednih so se pri Spanskem in hrvaskem ekotipu razvile StevilnejSe korenine na

nezalitem goji$cu, pri angleSkem na zalitem gojiscu.

Na nezalitem gojiScu so se pri Spanskem ekotipu s povprecno oceno 4,3 razvile najStevilnejse
korenine, redkejSe pri hrvaskem s povprecno oceno 3,6 in najredkejSe pri angleSkem s

povprecno oceno 2,3. Med vsemi tremi je bila razlika statisticno znacilna. Prav tako so se pri
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Spanskem ekotipu na zalitem gojiS¢u s povprecno oceno 3,8 razvile statisticno znacilno
najgostejse korenine, manj pri hrvaskem s povpre¢no oceno 2,9 in pri angleSkem s povprec¢no

oceno 2,6, kjer so se razvile najredkejSe, med slednjima statisti¢no znacilne razlike ni bilo.

Razlika v Stevilu korenin na nezalitem in zalitem gojiScu je znasala najvec pri hrvaskem ekotipu
z oceno 0,7, manj pri Spanskem ekotipu z oceno 0,58 in najmanj pri angleskem ekotipu z oceno

0,3. Le pri slednjem razlika ni bila statisticno znacilna.

5.4 FIZIOLOSKI PARAMETRI
54.1 FOTOKEMICNA UCINKOVITOST

Po petih tednih rasti in razvoja tkivne kulture razli¢nih ekotipov A. repens, od tega je bila pri
posameznem ekotipu polovica kulture zadnja dva tedna zalita z avtoklavirano vodo, smo

izmerili potencialno fotokemi¢no ucinkovitost posameznega ekotipa na osnovnem MS gojiScu.
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Slika 23: Potencialna fotokemi¢na u¢inkovitost (Fv/Fm) razli¢nih ekotipov A. repens, pridobljenih iz Velike
Britanije (UK), Spanije (SP) in Hrvaske (HR) na MS gojiséu brez (MS) in z zalitiem z vodo (MS + voda).
Prikazane so povpreéne vrednosti potencialne fotokemi¢ne uéinkovitosti s standardno deviacijo (+SD) po dveh
tednih zalitja kulture. Vrednosti, oznacene z enakimi ¢rkami, se statisticno znacilno ne razlikujejo med seboj

(KW-test: p < 0,05; N =4).

Znotraj vseh treh ekotipov je bila povprecna vrednost potencialne fotokemi¢ne ucinkovitosti na
zalitem gojisc¢u vecja, kot na nezalitem, ni pa bila statisti¢no znacilna. Povprecne vrednosti
potencialne fotokemicne u€inkovitosti niso bile statisticno znacilne tudi pri razliénih ekotipih

na nezalitem in zalitem gojisc¢u. Na nezalitem gojiscu je povprecna vrednost potencialne
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fotokemic¢ne ucinkovitosti pri angleskem in Spanskem ekotipu znasala 0,8, pri hrvaskem 0,81.
Na zalitem gojiscu je povprecna vrednost potencialne fotokemiéne ucinkovitosti pri angleSkem

ekotipu znasala 0,82, pri Spanskem 0,81 in pri hrvaskem 0,83.

44



Ramsak, J.: Rast in razvoj treh ekotipov plazece zelene (Apium repens (Jacg.) Lag.) v tkivni kulturi. Magistrsko
delo, Univerza v Mariboru, Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Oddelek za biologijo, 2017.

6 DISKUSIJA

Primerjali smo rastne parametre razli¢nih ekotipov vrste A. repens v tkivni kulturi. Rastline so
rastle na osnovnem MS gojis¢u brez ali z rastnim regulatorjem, ali na osnovnem MS gojiscu,
ki smo ga zalili z vodo. Pri obeh vrstah poskusa smo primerjali morfologijo in fiziologijo
angleskega, Spanskega in hrvaskega ckotipa A. repens ter ugotavljali, ali so si med seboj
podobni ali se razlikujejo.

Pri poskusu primerjave rastnih parametrov razli¢nih ekotipov, gojenih na gojiscih z ali
brez rastnih regulatorjev smo preizkusili, kako gojis¢ée MS brez in z dodatkom 2 uM ali 5
uM BAP vpliva na viSino poganjkov, Stevilo stolonov, Stevilo brstov, dolzino in §tevilo korenin
angleskega, Spanskega in hrvaskega ekotipa A. repens. Pri vseh ekotipih smo na MS gojiscu
brez rastnih regulatorjev ob koncu poskusa izmerili Se fizioloski parameter fotokemicno

ucinkovitost.

Morfoloski parametri. Po prvem tednu rasti v tkivni kulturi so se ponekod ze pojavile

.....

posameznega ekotipa, kot pri razli¢nih ekotipih na posameznem gojiscu. Zaradi majhne tvorbe
brstov in nezadostne sinhronizacije posameznih ekotipov A. repens namre¢ nismo mogli
vcepljati enako razvitih poganjkov. Statisti¢no znacilne razlike v rastnih parametrih poganjkov
so se praviloma pokazale v tretjem tednu in so se po Cetrtem tednu Se povecale in postale
ocitnejse.

Vsi trije ekotipi A. repens so najbolje uspevali na osnovnem MS gojis¢u brez rastnih
regulatorjev. Na omenjenem gojiscu so zrastli najvi§je, razvili najvec stolonov in brstov ter
tvorili najdaljSe in najStevilnejSe korenine. Dodatek citokinina BAP osnovnemu MS gojiscu je
vplival na rastne parametre tako, da je zavrl rast in razvoj. Poganjki so bili manjsi, razvili man;
stolonov in brstov ter tvorili krajse in redkejSe korenine. BAP je vplival tudi na razrast korenin.
Visja kot je bila koncentracija, bolj Sopasta je bila razrast korenin. Visja koncentracija
citokinina (5 uM BAP) je v ve€ina primerih statisticno znacilno zaviralno vplivala na vse
izmerjene rastne parametre kot nizja koncentracija (2 puM BAP) ali pa vpliv vi§je in nizje

koncentracije na rastne parametre ni bil statisticno znacilen.

Po stirih tednih rasti v tkivni kulturi je $panski ekotip izstopal po vseh izmerjenih parametrih.
Na osnovnem MS gojiS¢u so poganjki Spanskega ekotipa zrastli najvisje. Imeli so najvecje listne

ploskve, rastlinski material je izgledal robustno v primerjavi z angleskim in hrvaskim ekotipom.
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Poganjki hrvaskega ekotipa so zrastli statisticno znacilno manjs$i kot poganjki Spanskega

ekotipa, Se bolj statisti¢no znacilno man;jsi pa So zrastli poganjki angleskega ekotipa.

Na osnovnem MS gojis¢u se je pri Spanskem ekotipu razvilo najve¢ stolonov, ti so bili
odebeljeni. Statisti¢no zna¢ilno manj stolonov se je razvilo pri angleskem in hrvaskem ekotipu,

med katerima ni bilo statisti¢no znacilne razlike, hkrati so bili manj odebeljeni.

Tudi brstov se je na MS gojiscu razvilo najvec pri §panskem ekotipu, ti so bili odebeljeni. Manj
jih je bilo angleskem ekotipu, najmanj pri hrvaskem, pri slednjih dveh brsti niso bili odebeljeni.

Med ekotipi sicer ni bilo statisticno znacilnih razlik v Stevilu brstov.

Na osnovnem MS gojis¢u so se pri Spanskem ekotipu razvile najdaljSe korenine, statisti¢éno
znacilno krajse kot Spanske so se razvile pri hrvaskem ekotipu in statisti¢no znacilno najkrajse
pri angleskem ekotipu. Prav tako so se pri Spanskem ekotipu razvile najStevilnejSe korenine,
statisticno znacilno manj Stevilne so bile pri hrvaSkem ekotipu, statistiéno znacilno najmanj
Stevilne pri angleskem ekotipu. Vsi trije ekotipi so razvili odebeljene glavne korenine in tanke

stranske korenine, slednjih je bilo $e najman;j pri angleSkem ekotipu.

Vecina rastlin se v tkivni kulturi tezko zakorenini kljub dodajanju rastnih regulatorjev avksinov,
za A. repens pa to ne velja. Za vse tri ekotipe je ne glede na statisticne razlike znacilno, da
tvorijo mocne korenine na MS gojis¢u brez in z rastnimi regulatorji. To nakazuje, da ima
rastlina zelo visok endogeni nivo avksinov. V nadaljevanju poskusov zato predlagamo analizo

avksinov v rastlinskem tkivu.

FizioloSki parameter. Potencialno fotokemi¢no ucinkovitost (Fv/Fm) smo dolocili s

fluorescenco klorofila a v FS I, ki sluzi kot merilo u¢inkovitosti fotosinteze (PSII) rastline.
Zaradi spremenljivih svetlobnih razmer v naravi morajo rastline dobro izkoristiti Sibko jakost
sevanja in se izogniti mo¢nim jakostim, ki bi povzrocile oksidacijske poSkodbe fotosinteznega
aparata in drugih delov celice. Pred presezno energijo sevanja se zavarujejo z zmanjSanjem
prodiranja sevanja do fotosistemov, s porabljanjem presezne fotokemi¢ne energije v drugih
celi¢nih procesih in s spros¢anjem presezne absorbirane energije sevanja v obliki toplote in
fluorescence. Energija sevanja, ki doseze fotosintezni aparat, se pretvori v fotokemi¢no delo,
toploto in fluorescenco. Razmerje med energijo sevanja, porabljeno za fotokemic¢no delo,
toploto in fluorescenco, se spreminja glede na razmere na rastis¢u, saj v stresnih razmerah
rastlina izrabi manj absorbirane svetlobe za fotokemi¢no delo kot rastlina, ki raste v ugodnih

razmerah. V stresnih razmerah se delez oddane energije v obliki fluorescence bistveno poveca
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(Trost Sedej, 2005). Vsi trije ekotipi so na osnovnem MS gojiscu dosegli optimalne vrednosti
Fv/Fm, okoli 0,8, kar pomeni, da noben ni bil v stresu. Bili so tudi fotokemi¢no podobno
ucinkoviti, saj se povpreéne vrednosti Fv/Fm med vsemi tremi ekotipi niso statisti¢éno znacilno

razlikovale.

Pri poskusu primerjave rastnih parametrov razli¢nih ekotipov, gojenih na osnovnem MS
gojiS¢u brez in z zalitjem z vodo smo preizkusili, kako na viSino poganjkov, Stevilo stolonov,
Stevilo brstov, dolzino in $tevilo korenin ter na fotokemi¢no ucinkovitost angleskega, Spanskega
in hrvaSkega ekotipa A. repens vpliva delna potopitev. Uporabili smo osnovno MS gojisce, saj
smo pri prvem poskusu ugotovili, da na tem gojis¢u vsi trije ekotipi najbolje uspevajo. Rastne
parametre smo zabelezili po treh tednih rasti v tkivni kulturi, nato smo polovico gojis¢ zalili z
avtoklavirano vodo ter $e nadaljnja dva tedna spremljali in belezili rastne parametre. Pri vseh
ekotipih na nezalitem in zalitem gojiscu smo ob koncu poskusa izmerili Se fizioloski parameter

fotokemi¢no u¢inkovitost.

Morfoloski parametri. V zaéetnem stanju oz. po treh tednih rasti v tkivni kulturi in tik pred

zalitjem polovice kozarckov z avtoklavirano vodo je razvoj poganjkov posameznega ekotipa v
vedji meri sovpadal z razvojem poganjkov pri prvem poskusu po treh tednih rasti poganjkov
posameznega ekotipa na osnovnem MS gojisc¢u, ko smo primerjali rastne parametre razli¢nih
statisti¢no znacilno manjsi, kot poganjki Spanskega in hrvaskega ekotipa, med slednjima ni bilo
statisticno znacilne razlike. V Stevilu stolonov in brstov med posameznimi ekotipi ni bilo
statisticno znacilne razlike. ManjSe razlike po treh tednih rasti na osnovnem MS gojiScu pri
prvem in drugem poskusu so se pojavile pri rasti in razvoju korenin. Pri prvem poskusu so se
pri angleSkem ekotipu razvile statisticno znacilno krajSe korenine, kot pri Spanskem in
hrvaskem, med slednjima ni bilo statisti¢no znacilne razlike. Pri drugem poskusu v dolzini
korenin med posameznimi ekotipi ni bilo statisticno znacilne razlike. Pri prvem poskusu so bile
korenine pri Spanskem ekotipu statisticno znacilno StevilnejSe, kot pri angleskem in hrvaSkem
ekotipu, med slednjima ni bilo statisticno znacilne razlike. Pri drugem poskusu je prislo do tega,
da so bile pri Spanskem ekotipu korenine poganjkov, katere kasneje nismo zalili z avtoklavirano
vodo, Ze v zaCetnem stanju statisti€éno znacilno StevilnejSe, kot korenine poganjkov Spanskega
ekotipa, katere smo tik za tem zalili z vodo in priceli s poskusom. Ta rastni parameter je bil
najbolj subjektivno dolo€en, lahko pripiSemo tudi nezadostni sinhronizaciji ekotipov med sabo.

Stevilnosti korenin pri Spanskem ekotipu na zalitem gojiS€u pa se ni statistiéno znacilno
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razlikovala od Stevilnosti korenin pri hrvaskem ekotipu tako na zalitem kot na nezalitem
gojiscu.

Po petih tednih rasti v tkivni kulturi, od tega jih je bilo zadnja dva tedna polovico kozarékov
zalitih z avtoklavirano vodo, delna potopitev v veliki meri ni vplivala na morfoloSke in
fizioloske parametre. Do statisticno znaCilnih razlik rastnih parametrov pri posameznem
ekotipu na nezalitem in zalitem gojiS¢u praviloma ni prislo, izjemoma kasneje po dveh tednih
in sicer pri velikosti poganjkov. Pri angleskem in hrvaskem ekotipu so se na zalitem gojis¢u
razvili statisti¢no znacilno vecji poganjki, kot na nezalitem. Pri oceni Stevila korenin poganjkov
Spanskega ekotipa se je statistiCno znacilna razlika povecala, pri hrvaskem je nastala. Na

nezalitem gojiScu so se namre¢ razvile StevilnejSe korenine, kot na zalitem.

Fizioloski parameter. Vsi trije ekotipi so na osnovnem MS gojis¢u brez in z zalitjem z vodo

dosegli optimalne vrednosti Fv/Fm, okoli 0,8, kar pomeni, da noben ekotip glede na vodni rezim
vendar te razlike niso bile statisti¢no znacilne. Burmeier in Jensen (2008) porocata, da je
kaljivost semen A. repens uspesnejsa pri stalnem vodnem rezimu, z ali brez potopitve. Verjetno

je tudi kasnejse prezivetje rastlin uspesnejsSe pri stalnih vodnih pogojih.

Glede na morfoloske, fizioloske parametre ter videz angleSkega, Spanskega in hrvaskega
ekotipa A. repens sklepamo, da sta si angleski in hrvaski ekotip podobna, $panski ekotip pa od

njiju razlicen.

IzboljSave. Med poskusi je priSlo do nekaj okuzb in posusenih poganjkov, zato bi bilo smiselno
vcepljati po en poganjek v kozarcek, saj smo morali zaradi okuZbe enega poganjka zavreci oba
poganjka v kozarCku. Bolje bi bilo uporabiti vecje gojitvene kozarcke, da bi lazje izmerili,
dolo¢ili oziroma ocenili rastne parametre. Sploh dolZino korenin je bilo v zadnjem tednu teZko
izmeriti zaradi prepredenosti koreninskega sistema. Zaradi majhne tvorbe brstov in nezadostne
sinhronizacije posameznih ekotipov A. repens nismo mogli vcepljati enako velikih in razvitih
poganjkov. Potrebno bi bilo popisati rastne parametre Ze na dan nastavitve poskusa in bi tako

lahko upostevali zacetne razlike, ki niso temeljile na raznolikosti ekotipov med seboj.
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Za ponovno naselitev A. repens na slovenska tla bi bilo izmed teh treh ekotipov najbolje
uporabiti hrvaski ekotip, ker je njen izvor z nam najblizje populacije rastlin. Za uspe$nost
renaturacije je namre¢ pomembno pridobiti rastlinski material iz lokalno prilagojenih in
ekolosko podobnih okolij, da je moznost genetske preobremenjenosti okoliskih populacij s
slabo prilagojenimi geni nizja (Miller in sod., 2010). Brez podatkov o prilagojenosti rastlin na
okolje lahko pri izbiri rastlinskega materiala gledamo na geografsko razdaljo, na topografske,
klimatske in edafske (talne) razmere, torej ekoregije, da bi dolo¢ili cone ekoloske podobnosti,
znotraj Kkaterih lahko posamezno vrsto prenasamo. Cone morajo biti dovolj velike, da ne
siroma$imo genskega fonda, da se izognemo depresiji zaradi sorodstvenega krizanja
(inbreeding depression) in tako ohranjamo genetsko raznolikost naravnih populacij. Hkrati pa
ne smejo biti prevelike, da ne pride do depresije zaradi nesorodstvenega parjenja (outbreeding

depression) kot posledica krizanja genetsko nesorodnih rastlin (McKay in sod., 2005).

Pred renaturacijo je potrebno oceniti tudi kakovost in raznolikost rastlinskega materiala, ki naj
bo ¢im bolj prilagojen razmeram na novih rasti$¢ih in ki bo najbolje prenasal kasnejse
spremembe kot posledice globalnih okoljskih sprememb. Ekoregije, torej geografska obmocja
s podobno geologijo, podnebjem, vegetacijo, tlemi in hidrologijo, bi tako lahko bile primerne
kot cone prenosa rastlinskega materiala za vrste, ko ni na voljo podatkov o genetiki vrst in
vplivu genov na prilagojenost vrst, da se tako zagotovi oziroma izbolj$a u¢inkovitost in genska
raznolikost rastlinskega materiala pri obnovi populacij (Miller in sod., 2010). Kot nadaljevanje
dela magistrske naloge bi zato predlagali genetske analize vseh treh ekotipov A. repens. Ti
podatki bodo omogocili ¢im natancnejSe dolocanje cone prenosa rastlinskega materiala

posameznih ekotipov te vrste.

Pri obnovi populacij je zelo pomembno natan¢no dokumentiranje lokacije izvora in prenosa
rastlinskega materiala. Dokumentacija nam lahko kasneje pomaga pri razumevanju obnove
avtohtonih vrst (Gustafson in sod., 2005). Pri tej nalogi bi nam zelo prav prisli podatki
natanénega izvora rastlinskega materiala vseh treh ekotipov, ki smo jih uporabili v poskusih.

Tako bi lahko primerjali topografske, klimatske in talne razmere obmo¢ij njihovega izvora.

Potrebno bi bilo preuciti potencialna slovenska rastisc¢a, kamor bi lahko vrsto ponovno naselili.
Ambrozi¢ DolinSek in sod. (2011) porocajo, da so razmere na rasti$¢ih, kjer A. repens uspeva
v Veliki Britaniji, podobne razmeram v ravninskem predelu severovzhodne Slovenije. Jogan
(2004) prav tako poroca, da naj bi bila v Sloveniji vrsti ustrezna rastiS¢a na prodiscih na delu

Drave med ObreZjem in SrediS¢em. Iz Hrvaske pa porocajo, da vrsta pri njih raste na zelo
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oligotrofnih kraskih vodnih rasti§¢ih (Dubli¢ in sod., 2008), predvsem, kjer je tok pocasnejsi in
pride do nalaganja usedlin in razvoja mokris¢nih elementov (Valorizacija zasti¢enih podrucja
Karlovacke Zupanije, 2008). Na Hrvaskem so nasli in potrdili rastis¢a A. repens leta 2006 in
sicer narodni park Plitvicka jezera, Rudnica-Tounj¢ica, Krbavsko polje, Zagorska Mreznica in
reka Slunjscica. Te lokacije bi bilo potrebno natan¢no kartirati, oceniti velikost populacij A.
repens in preuciti primernost rastlinskega materiala za renaturacijo na slovenska tla. Smiselno
bi bilo primerjati kemijsko sestavo teh hrvaskih voda s kemijsko sestavo Drave, pa tudi s

kraSkimi izviri slovenskih ponikalnic.

Pred dejansko renaturacijo bi A. repens najprej prenesli iz tkivne kulture in jo posadili ex situ,
da se namnozi za potrebe nadaljnjih poskusov. Sledila bi dejanska renaturacija na potencialna

rastiSca.

Za ohranitev vrste A. repens po ponovni naselitvi bi bilo potrebno ta nova rastis¢a zavarovati
in situ ter hkrati uvesti klasi¢ne ex situ ukrepe za za$Cito rastlinskih vrst, kot je vzdrzevanje v
zbirkah Zivih rastlin v botani¢nih vrtovih in rezervatih ali vsakoletno nabiranje in hramba semen
v zbirkah oziroma bankah semen (Jogan, 2004). Varovanje sploh v primerih redkosti in
ogrozenosti rastlin lahko vkljucuje tudi hrambo genskega materiala v tkivni kulturi, ki omogoca

hitro namnozitev rastlin z mikropropagacijo (Savi¢, 2007).
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7 POVZETEK

Plazeca zelena (Apium repens (Jacq.) Lag.) je predstavnica rodu Apium L. (Martin¢i¢ in sod.,
2010) iz druzine kobulnic (Apiaceae). Poleg izoliranih populacij v severni Afriki je z redkimi
rasti§¢i porazdeljena po vzhodni in juzni Evropi (McDonald in Lambrick, 2006), kjer v
splosnem velja za redko vrsto (Burmeier in Jensen, 2008). Za obstoj populacij A. repens je
nujna dinamika (Jogan, 2004), ki zagotavlja optimalni rezim motenj za dolgorocno obstojnost
vrste (Rosenthal in Lederbogen, 2007). Lahko je re¢na dinamika z zgodnjepoletnimi poplavami
in anoksijo, ki na rastiSCu odpira nove neporasle povrsine in tako primerna mesta za kalitev
(McDonald in Lambrick, 2006), lahko tudi sekundarna dinamika, kot sta kosnja in pasa, ki
vzdrzujeta primerno nizko vegetacijo in s tem dovolj svetlobe (Rosenthal in Lederbogen, 2007).
Zato omejevanje re¢ne dinamike z utrjevanjem brezin, gradnjo nasipov preblizu struge in
poglabljanjem struge, s ¢imer se preprecuje poplavljanje rek, predstavlja rastiS¢éem A. repens
glavno groznjo. Nanje vpliva negativno tudi industrijsko izkori§¢anje proda na prodis¢ih in
evtrofikacija predvsem zaradi pretirane uporabe gnojil na okoliskih kmetijskih povrSinah

(Jogan, 2004).

Ker je ohranjanje redkih rastlinskih vrst pomemben vidik varovanja globalne biodiverzitete
(Burmeier in Jensen, 2008), v Sloveniji pa ze 20 let ni najdenih novih ali potrjenih obstoje¢ih
rasti$¢ in je mozno, da je vrsta ze izumrla, ¢e ne, pa je ves ¢as na robu izumrtja (Jogan, 2004),
bi vrsto radi ponovno renaturirali. Rastlinski material bi pridobili od drugod. Pri tem je potrebno
upostevati, da so se zaradi adaptacije lokalnim okoljskim pogojem populacije A. repens po
obmodju razsirjenosti izoblikovali 0sebki z genetsko dolo¢enimi morfoloskimi in fizioloskimi

lastnosti (Hufford in Mazer, 2003) oz. ekotipi.

Izhodni material za nase poskuse so bili ekotipi A. repens iz Anglije, Spanije in Hrvaske. Linije
angleskega in Spanskega ekotipa so bile vzgojene iz plodov in Ze v stalni in vitro zbirki rastlin,
linjje hrvaskega ekotipa pa so bile pridobljene sveZe in prenesene v tkivno kulturo. Pred
zacetkom poskusa smo linije vseh treh ekotipov trikrat razmnozili na trdnem gojis¢u MS z
dodanim citokininom BAP (2uM), ki je nekoliko upocasnil razvoj poganjkov in so se poganjki
prilagoditi na gojenje v tkivni kulturi.

.....

rastnih regulatorjev smo primerjali rastne parametre med angleskim, Spanskim in hrvaskim
ekotipom na osnovnem MS gojiscu brez rastnih regulatorjev, na MS gojis¢u z dodanim 2 uM
BAP in na MS gojis€u z dodanim 5 uM BAP. Merili smo viSino poganjkov, dolocali Stevilo

51



Ramsak, J.: Rast in razvoj treh ekotipov plazece zelene (Apium repens (Jacg.) Lag.) v tkivni kulturi. Magistrsko
delo, Univerza v Mariboru, Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Oddelek za biologijo, 2017.

stolonov, Stevilo brstov, dolzino korenin in ocenjevali Stevilo korenin. Ekotipi iz Anglije,
osnovnem MS gojiS¢u brez dodanih rastnih regulatorjev, citokinin BAP je negativno vplival na
vse izmerjene rastne parametre. Morfolosko so se razlikovali v vefina merjenih rastnih

parametrih poganjkov, fotokemicno so bili podobno ucinkoviti.

Pri poskusu primerjave rastnih parametrov razli¢nih ekotipov, gojenih na osnovnem MS gojis¢u
brez in z zalitjem z vodo smo primerjali rastne parametre med angleSkim, $panskim in hrvaskim
ekotipom na osnovnem MS gojisc¢u brez rastnih regulatorjev, od katerih jih je bila polovica
g0jis8¢ zalitih z vodo. Merili smo visino poganjkov, dolocali stevilo stolonov, Stevilo brstov,
dolzino korenin in ocenjevali $tevilo korenin. Delna potopitev v veliki meri ni vplivala na

.....

nezalitih, sicer ne statisti¢no znacilno, vendar noben ekotip glede na vodni reZim ni bil v stresu.
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