
בחינת השפעת מליחות על גידול בזיל

דוח לשנים 2008, 2009
מוגש לענף הירקות – תבלינים 02-0005
נירית ברנשטיין1, נתיב דודאי2, מיכאל קרבצ'יק1, דוד חיימוביץ2, רוית פישר2, דיא סעדי2, מיכאל מטמון2 , דויד סילברמן3
1המכון למדעי הקרקע המים והסביבה, מרכז וולקני; 2 היחידה לתבלינים, מרכז מחקר נוה יער; 3שה"מ
מבוא 
לאחרונה החלו לגדל בזיל בתנאי השקיה במים מליחים. על מנת להמנע מהצורך בחימום, מגדלים בזיל בחורף בהיקף נרחב באזור כיכר סדום. הקרקע והמים המליחים באזור מכתיבים בדיקה ופיתוח משטר גידול והשקייה מתאימים. בנוסף, מים מליחים זמינים גם בעמק בית שאן ורמת הנגב, שגם שם יש גידול תבלינים ליצוא טרי בהיקף ניכר. 

מעט מאוד ידוע על השפעת המליחות על הבזיל. מרבית צמחי החקלאות רגישים למליחות ויבולם נפגע כתוצאה מעיכוב צימוח והתפתחות ומאינדוקציה להתנוונות מקדמת של העלווה. בבזיל, נביטה והתבססות הנבט תוארו כעמידים יחסית למליחויות עד ל-dS/m  15 Ramin, 2005)). אין מידע על תגובות הצמח לגידול ממושך בתנאי מליחות בשלבי צימוח מאוחרים יותר ועל השפעת המליחות על היבול ואיכותו. מגדלים כיום בזיל במצפה שלם וכיכר סדום במים מליחים  אולם לא ברור עדיין האם וכמה הירידה ביבול, מהי עקומת התגובה למליחות, ומה השפעת המליחות על מדדי איכות התוצרת.  

בנוסף לגידול לתבלין טרי, הבזיל מהווה גידול פוטנציאלי לייצור תבלין יבש ושמן אתרי. הביקוש למוצרים אלה בעולם הוא גדול והמגבלה היא בעיקר מחיר המים והשחרת העלים במהלך הייבוש. מידע בדבר תגובת הבזיל ואיכותו למליחות, תספק גם כלים לאומדן הפוטנציאל  הטמון בשימוש במים מליחים לפיתח גידול בזיל לתעשייה בשדה פתוח. 
מליחות ידועה בהשפעתה על ייצור מטבוליטים מישניים בצמח, וביניהם שמנים אתריים (Abou El-Fadl et al., 1990 Hendawy and Khalid, 2005;). תכולה והרכב של השמן האתרי, הם תכונות איכות חשובות לכל תכליות הגידול. לכן בפרוייקט זה נבחנה גם השפעת המליחות כל תכולת והרכב שמנים אתרים בבזיל.
לאחרונה יש התעניינות רבה בערך הפונקציונלי של מוצרי מזון בכלל ותבלינים בפרט, ולכן שינויים חיוביים במדד זה, כגון העלאת רמת האנטיאוקסידנטים, עשוי להוות אטראקציה נוספת של המוצר הישראלי. בספרות העולמית מתועד היטב כי בתנאי חשיפה לעקות סביבתיות כגון עקת מלח, עולה רמת הרדיקלים החופשיים ברקמה הצמחית. על מנת לנטרל רדיקלים אלו ועל ידי כך למנוע נזקים לרקמה, מייצרים הצמחים רמות מוגברות של חומרים אנטיאוקסידנטים. גם במספר צמחי תבלין נמצא כי חשיפה למליחות הגבירה ייצור חמרים אלה. 

לפיכך, מטרת העבודה בתקופת המחקר הנוכחית היתה לבחון את ההשפעות של רמות המליחות על מדדים גידוליים, פיסיולוגיים ומדדי איכות בבזיל בתנאים מבוקרים, ולהניח תשתית לבחינה וטיפוח של זנים מותאמים לגידול בתנאים אלה. 

חומרים ושיטות
חומר צמחי ותנאי גידול: שתילים מסחריים של בזיל ( O. basilicum L.) מהזן פרי בני ארבעה שבועות הועברו לתמיסת מזון הידרופונית מאווררת מסוג הוגלנד בריכוז של 25%. מיקרואלמנטים סופקו ברמה של 50% הוגלנד, ונתרן בריכוז של 1  מילימולר (Neves-Piestun and Bernstein, 2005) . pH התמיסה אוזן לרמה של 5.7 ע"י KOH. התמיסה ההידרופונית הוחלפה מידי שבוע וערך ה pH אוזן מידי 3 ימים. הניסוי בוצע מיוני –עד אוגוסט בחממה מבוקרת טמפרטורה בבית דגן. טמפרטורת מינימום ביום ומקסימום בלילה במהלך הניסוי היו (C33 ו- (C21 ביום ובלילה בהתאמה. מחזור גידול נוסף בוצע מפברואר-עד אפריל.
טיפולי המלחה: על מנת לקבל את עקומת התגובה למליחות של הצמחים, נבחנו 6 טיפולי המלחה, 1, 25, 50, 75, 100, ו- 125 מילימולר NaCl,(0.1-12 EC) להשפעתם על התפתחות הצמחים ותיפקודם.  הניסוי בוצע באקראיות גמורה עם 5 חזרות. הצמחים גודלו במיכלי גידול בנפח 13 ליטר, 5 צמחים למיכל, 5 מיכלים לכל טיפול.  המליחות הועלה במדרגות יומיות של 25 מילימולר עד להשגת רמת המליחות המתאימה לכל טיפול. רמת המליחות בטיפול הביקורת היתה 1 מילימולר NaCl. 
מעקבים ובדיקות: נבחנו מדדי כמות ואיכות יבול, ופרמטרים המדגימים את עוצמת הנזק לרקמה הצמחית. 
התפתחות מורפולוגית: נערך מעקב אחר השפעת הטיפולים על ההתפתחות המורפולוגית של הצמחים. מדי שבוע נמדדו אורך מערכת השורשים  וגובה הגבעול בכל צמח; מספר המפרקים וממדי העלה על המפרק השלישי מלמעלה. המדידות שימשו לחישוב קצב התארכות הגבעול. עם סיום הניסוי, 25 יום לאחר תחילת ההמלחה, נבדקו בבדיקות הרסניות המשקל טרי והיבש של השורש והנוף, ואחוז המים ברקמה.  יבול התבלין היבש נבדק לאחר יבוש החומר הצמחי למשך שבוע  בטמפרטורה של (C40. 
תכולת מינרלים ומלחים בחומר הצמחי: בסיום הניסוי נדגמו עלים, שורשים וגבעולים לבחינת ריכוז מינרלים ומלחים. הבדיקות התבצעו בחמש חזרות. אנליזה של N, P, K,  Na, Cl,  בוצעה על פי השיטה המתוארת ב-  Bernstein et al., (2005).  
 השמן  האתרי: עם סיום הניסוי נדגמה העלווה לבחינת תכולת השמן האתרי והרכבו. הבדיקה בוצעה על פי המתואר ב- Dudai et al., (1992)   ו-  Bernstein et al., (2009)  ב- 4 חזרות. כל חזרה כללה את החלק העל קרקעי של 2 צמחים מכל חזרה. 

כלורופיל וקרוטנואידים: חמישה דיסקים בקוטר 0.6 מ"מ נדגמו ממרכז העלה מהמפרק השלישי והשביעי מראש הגבעול המרכזי. ריכוז כלורופיל  aו-  b, וקרוטנואידים נבדק על פי השיטה המתוארת ב Lichtenthaler and Welburn (1983) . 
חיוניות שורש:  נבדקה עם סיום הניסוי, במקטעי שורש צעיר 0-3 ס"מ מקצה השורש. נבדקה ע"י בדיקת פעילות דהידרוגנז, ע"י שיטת החיזור triphenyltetrazolium chloride (TTC)-.  כפי שמתואר ע"י ,Knievel    (1973).
סטטיסטיקה: התוצאות מוצגות כממוצע וסטיית תקן של 4-6 חזרות. תוצאות שני מחזורי הגידול היו דומות. אלה אם כן מצויין אחרת התוצאות המוצגות הן מהגידול הקיצי. מבחנים סטטיסטיים בוצעו בתכנה  JMP   ( SAS Institute Inc., 2002, Cary, NC, USA). התוצאות נותחו בניתוח שונות חד-כיווני ) One-way ANOVA SAS general linear model procedures   )  P = 0.05. 
תוצאות
א. התפתחות מורפולוגית
ההתפתחות המורפולוגית של הצמחים עוכבה ע"י מליחות (איור 1). גובה הצמח עוכב לינארית עם העליה בריכוז המליחות החל מרמת הסף של 25 מילימולר  NaCl (איור 1A ). אורך השורש ושטח עלה עוכבו כבר מרמת המליחות של 25 מילימולר NaCl (איור 1 B,C ). אורך העלה, כמו גם רוחבו, עוכבו ע"י חשיפה למליחות (איור 3) החל מרמת המליחות הראשונה שנבדקה (25 מילימולר NaCl  ).  מספר הפרקים על הצמח פחות רגיש למליחות. נצפתה פחיתה מובהקת במספר הפרקים על הענף המרכזי רק מרמת המליחות של 75 מילימולר  NaCl ומעלה (איור 1). 
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עיכוב הצימוח בא לידי ביטוי גם בפחיתה במשקל היבול המסחרי. המשקל הטרי של העלים והגבעולים המשווקים כיבול טרי בבזיל פחת בכ- 60% בצמחים החשופים לרמת המליחות הגבוהה ביותר שנבחנה, בהשוואה לרמת הביקורת. משקל היבול הופחת כבר מרמת המליחות הראשונה של 25 מילימולר NaCl (איור 2A ), וכך גם המשקל היבש של העלים המיצגים יבול התבלין היבש (איור 2B). צבירת הביומסה בשורש היתה רגישה יותר למליחות מצבירת ביומסה בעלווה, וכבר מרמת המליחות של 75 מילימולר NaCl נצפה עיכוב צימוח מוחלט. משקל השורש בשלושת רמות המליחות האחרונות היה לכן אחיד (איור 2C ), וזהה למשקל השורשים לפני תחילת ההמלחה (תוצאות לא מוצגות). גם חיוניות השורש כפי שנבדקה בבדיקת TTC (איור 4) מדגימה את רגישותו של שורש הבזיל למליחות. עיכוב מובהק בחיוניות תאי השורש ניכר כבר בעליית המליחות מרמת הביקורת (1 מימימולר NaCl) ל- 25 מילימולר NaCl. 
איור 1: השפעת המליחות על התפתחות מורפולוגית של צמחי בזיל מזן פרי. A. גובה הצמח, B. אורך השורש, שטח העלה. התוצאות הן ממוצע ± SD (n=5).  
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איור 2: השפעת המליחות על רכיבי יבול התבלין הטרי והיבש, ומשקל השורש בצמחי בזיל מזן פרי. A. המשקל הטרי של העלים והגבעולים, כאמדן ליבול התבלין הטרי; B. המשקל היבש של העלים, כאמדן ליבול התבלין היבש; C. המשקל היבש של השורש. התוצאות הן ממוצע ± SD (n=5).  
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איור 3: השפעת המליחות על אורך ורוחב העלה בצמחי בזיל מזן פרי. התוצאות הן ממוצע ± SD (n=5) לעלה השלישי מלמעלה על הגבעול המרכזי.  עלה זה נבחר מכיוון שהוא נשאר תמיד העלה הגדול ביותר על הגבעול.
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איור 4: השפעת המליחות על חיוניות השורשים בצמחי בזיל מזן פרי. התוצאות הן ממוצע ± SD (n=5).  
ב. ייצור שמן אתרי ופיגמנטים צמחיים 
תכולת השמן האתרי והרכבו בעלווה היא מרכיב חשוב באיכות בזיל טרי ויבש וכמובן גם בבזיל לייצור תעשייתי של שמנים אתריים. אחוז השמן האתרי ברקמה הצמחית עלה עם העליה במליחות בכ 5% ל מילימולר NaCl (איור 5). גם הרכב השמן האתרי השתנה במליחות (איורים 7, 6).

למליחות הייתה השפעה שונה על ריכוז פיגמנטים שונים ברקמה הצמחית. ריכוז הפיגמנטים כלורופיל  a ו-  b בעלווה לא הושפע מטיפולי המליחות (איור 8 A, B), וריכוזם היה גבוה בעלים הצעירים בהשוואה לעלים המבוגרים. לעומת זאת, ריכוז הקרוטנואידים עלה עם החשיפה למליחות, וריכוזם היה גבוהה בעלים הצעירים מאשר בעלים המבוגרים.
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איור 5: השפעת המליחות חיוניות תכולת שמנים אתריים בצמחי בזיל מהזן פרי . A. בגידול קיצי; B. בגידול אביבי. התוצאות הן ממוצע ± SD (n=5) של מדידות הרסניות במועד סיום הניסוי.
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איור 6: השפעת המליחות על ריכוז sesquiterpenes  ו- Major monoterpanes  בצמחי בזיל מהזן פרי . התוצאות הן ממוצע ± SD (n=5) של מדידות הרסניות במועד סיום הניסוי.
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איור 7: השפעת המליחות על ריכוז  monoterpanes  Minor  נבחרים בצמחי בזיל מהזן פרי . התוצאות הן ממוצע ± SD (n=5) של מדידות הרסניות במועד סיום הניסוי.
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איור 8: השפעת המליחות על ריכוז פיגמנטים צמחיים בעלים צעירים ובוגרים של בזיל מהזן פרי . A. כלורופיל a ; B. כלורופיל  b; C. קרוטונואידים. התוצאות הן ממוצע ± SD (n=5) של מדידות הרסניות במועד סיום הניסוי. 

ג. ריכוזי יונים ומלחים ברקמה הצמחית 
גורמי ההמלחה:

ריכוז נתרן וכלור בעלים בגבעולים ובשורשים עלה אקספוננציאלית עם העליה ברמת המליחות (איור 9). מידת הצבירה של כלור באברים השונים היה  עלה<גבעול<שורש (איור 9 A ). הרמה הגבוהה ביותר של נתרן בשורש התקבלה ברמת המליחות של 75 מילימולר NaCl ורמה זו נישמרה גם עם העליה במליחות. זאת בעוד בעלה ובגבעול הצבירה הייתה נמוכה יותר ונמשכה לאורך כל טווח המליחות הנבדק. בניגוד לכלור, צבירת נתרן התרחשה בעיקר בשורשים ובגבעול,  ונשמר ריכוז נמוך יחסית של נתרן בעלים (איור 9B). 

יסודות הזנה:

אשלגן. הירידה הגבוהה ביותר עם העליה במליחות התרחשה בגבעולים, בעוד בעלים ובשורש נשמרה רמת האשלגן די קבועה עם העליה במליחות. בעלים נצפתה ירידה קטנה אם כי מובהקת רק ברמת המליחות הגבוהה ביותר שנבדקה (איור A 10).

סידן. בעלים ובגבעול ריכוז הסידן ירד באופן מובהק עם העליה במליחות מרמת הביקורת ל 25 מילימולר נתרן כלורי, בעוד ריכוזו בשורש נשמר יציב בכל טווח המליחות שנבחנה (איור B 10). 

מגנזיום. עם העליה במליחות, ריכוז המגנזיום בשורשים ובגבעול ירד, בעוד הריכוז בעלווה עלה (איור C 10). 
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איור 9: השפעת המליחות על ריכוז נתרן וכלור בעלים גבעולים ושורשים מצמחי בזיל מהזן פרי . התוצאות הן ממוצע ± SD (n=5) של מדידות הרסניות במועד סיום הניסוי.
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איור 10: השפעת המליחות על ריכוז יסודות ההזנה סידן, אשלגן ומגנזיום בעלים גבעולים ושורשים בבזיל מהזן פרי . התוצאות הן ממוצע ± SD (n=5) של מדידות הרסניות במועד סיום הניסוי.

דיון
א. השפעת המליחות על רכיבי היבול (ביומסה צמחית)
ההתפתחות המורפולוגית של הצמחים הושפעה ממליחות (איור 1). בדומה לגידולים חקלאיים רבים ולמגוון צמחי תבלין אחרים Abou El-Fadl et al., 1990) ; (Hendawy and Khalid, 2005  אורך הגבעול, שטח עלה, ואורך השורש פחתו במליחות. עיכוב ההתפתחות המורפולוגית בבזיל בניסוי הנוכחי לווה בהקטנת ייצור ביומסת העלים, הגבעולים והשורש (איור 2). פועל יוצא של פחיתת ביומסת העלים והגבעולים הוא ירידה בפוטנציאל הייצור המסחרי. עליה במליחות מ 1 ל 100 מילימולר NaCl גרמה לפחיתה של כ- 60%  ביבול התבלין הטרי והיבש. מכיוון שמספר הפרקים כמעט לא הושפע ממליחות, מקורה הישיר של הירידה ביבול הוא השפעת המליחות על התפתחות שטח העלה. בנוסף, המליחות גרמה להקדמת הפריחה. החל מרמת המליחות של 75 מילימולר NaCl, נצפתה הקדמת פריחה ב 4 ימים ב23% מהצמחים.
ב. השפעת המליחות על כמות השמן האתרי והרכבו
העליה ברמת המליחות גרמה לעליה לינארית בריכוז השמן האתרי ברקמה הצמחית (איור 5). השפעה זו עשויה להציג יתרון- של הגברת מרכיבי הטעם והריח, ופוטנציאל הייצור שמן אתרי לתעשיה, אך גם חיסרון באם ישתנו רכיבי הטעם והריח בהשוואה לתכונות המועדפות בשווקי הייצוא. עליה בריכוז השמן האתרי ברקמה הצמחית עם ה במליחות אין משמעה דווקא כי כמות השמן המיוצר לצמח או לדונם עולה, מכיוון שעליה זו מלווה כאמור בצמצום ייצור ביומסה צמחית. במערכת הניסויים ששימשה בניסוי זה, בתחום המליחות שבין 1-75 מילימולר נתרן כלורי, נגרמה עליה של 50% בריכוז השמן ברקמה הצמחית ועל ידי כך פיצתה על ירידה דומה ביצור הביומסה הצמחית. השפעה דומה של המליחות על אחוז השמן ניכרה גם בגידול קיצי (איור B5(.
התוצאות לגבי השפעת המליחות על ריכוז שמן אתרי הן בהתאמה למידע בספרות בדבר השפעת תנאי סביבה על כמות והרכב השמן האתרי, והשפעת מליחות על מספר צמחי תבלין אחרים שגם בהם נמצאה עליה בריכוז השמן האתרי עם העליה במליחות  Abou El-Fadl et al., 1990) ; (Hendawy and Khalid, 2005).
ג. השפעת המליחות על כמות והרכב השמן האתרי 
צבע העלווה הוא פרמטר חשוב באיכות תבלינים טריים. מליחות ידועה בהשפעתה על תכולת פיגמנטים וצבע העלווה. במספר מערכות צמחיות נמצא כי השפעת המליחות על כלורופיל גדולה בזנים הרגישים למליחות בהשוואה לזנים עמידים. בניסוי הנוכחי, מליחות לא השפיעה על ריכוזי כלורופיל a  ו- b  ברקמה הצמחית (איור 8) גורם העשוי לרמוז על עמידותן היחסית של הזן פרי למליחות. יחד עם זאת, העובדה שלא היה שינוי בריכוז כלורופיל בריכוזי מליחות בהן נצפה עיכוב צימוח בזן זה עשויה גם להצביע על כך שכלורופיל אינו פרמטר מתאים לקביעת מצב העקה הנגרמת בצמח בזיל בתגובה למליחות. 

בניגוד לכלורופיל, ריכוז הקרוטנואידים עלה עם העליה במליחות (איור 8). בנוסף לתפקודם כפיגמנטי עזר בפוטוסינתזה, הקרוטנואידים הם גם חומרים אנטיאוקסידנטים. עקת מלח משרה ברקמה הצמחית יצירה מוגברת של רדיקלים חופשיים, העשויים לגרום נזקי חמצון. העליה בריכוז הקרוטנואידים ברקמה עם העליה במליחות עשויה לעזור להקטנת נזקי חמצון ולהוות גורם לעמידות היחסית של הבזיל למליחות. יש לבחון את הפוטנציאל הטמון בעליה הניכרת בכמות הקרוטנואידים ברקמה הצמחית לייצור מסחרי של קרוטנואידים בהשקייה במים מליחים.  

ג. השפעת המליחות על ריכוזי מלחים ומינרלים ברקמה 
ריכוזים גבוהים של נתרן וכלור ברקמה הצמחית עשויים לפגוע בתהליכי גדילה ותפקוד בצמח. תהליכי קליטה והובלה של מינרלים ומלחים בצמח מושפעים מתהליכים ספציפיים בצמח, ומריכוזם בסביבת השורש. לכן המליחות יכולה להשפיע על קליטת מינרלים ומלחים דרך השורש, והובלתם בצמח. שינויים בקליטת מזינים ומלחים לצמח בתנאי מליחות עלולים לגרום לצבירה עודפת ורעילות של מלחים ברקמה הצמחית  (Neves-Piestun & Bernstein, 2005)  ולגרום לפגיעה בצימוח והתפתחות. לכן, התפלגות צבירת מלחים ברקמות הצמח בתנאי מליחות עשויה לשמש אינדיקטור למידת העמידות או פוטנציאל הנזק של הצמח הנדון. בבזיל, עיכוב צימוח לווה בצבירת נתרן וכלור בצמח. ניכרה יותר צבירה בעלווה מאשר בשורש (איור 10), אולם נתרן נצבר בעיקר בשורש ובגבעולים ורק מעט בעלווה. עיכוב מוחלט של צימוח שורש התרחש ברמת המליחות של 75 מילימולר נתרן כלורי, רמה אשר בה נצפתה הצבירה המקסימלית של כלור ברקמה. יתכן שמניעת צבירה נוספת עם העליה במליחות מתאפשרת ע"י תהליך אקטיבי, דורש אנרגיה, שגרם לדילדול מקורות אנרגיה זמינה לצימוח ולכן גרם ברמת מליחות זאת לעיכוב צימוח מוחלט (איור 1). בנוסף, יתכן שעיכוב צימוח השורש המוחלט ברמת המליחות הזו מייצג השפעה מעכבת ישירה של הנתרן. זאת מכיוון שריכוז הנתרן המקסימלי בשורש התקבל ברמת המליחות של 75 מילימולר נתרן כלורי בהקבלה לעיכוב צימוח מוחלט. בניגוד לשורשים, צבירת הכלור בעלווה עלתה עם העליה ברמת המליחות בכל הטווח הנמדד, בהקבלה לעיכוב הצימוח (איורים 1, 9). 
לסיכום

התוצאות מציגות רגישות בינונית של צימוח למליחות בבזיל, ותחילת עיכוב צימוח וירידה ביבול  טרי ויבש כבר בריכוז של 25 מילימולר נתרן כלורי. צבירת כלור בעלים וצבירת נתרן בשורשים מקבילה למידת עיכוב הצימוח באברים אלו בהשראת מליחות ועשויים לכן להיות מעורבים במנגנון העיכוב. ייצור מטבוליטים משניים כקרוטנואידים, אשר הם בעלי יכולת אנטיאוקסידטיבית, גדל פרופורציונאלית עם העליה ברמת המליחות ועשוי להיות גורם במניעת נזק ושמירה על רמות כלורופיל בטווח מליחות רחב. העליה הפרופורציונאלית בריכוז שמן אתרי עם העליה במליחות בטווח 1-75 מילימולר נתרן כלורי, פיצתה על הירידה בייצור חומר טרי ויבש ואיפשרה שמירה על ייצור כמות שמן אחידה לצמח בטווח מליחות זה. 

הירידה ביבול כתוצאה מהמליחות מצביעה על הצורך לפתח שיטות גידול מתאימות בתנאי השקייה במים מליחים. בהמשך העבודה יש לבחון את התגובה למים מליחים בתנאי שדה. בנוסף, מאחר שבניסויים הקדמיים (לא מוצגים) מצאנו הבדלים בין טיפוסים גנטיים ברגישות לרמת המליחות, יש לפעול לסלקציה ופיתוח זנים עמידים יותר למליחות.
. 
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