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POVZETEK

Mnoge raziskave potrjujejo, da solni stres vpliva na koli¢ino vitamina C, a hkrati zavira rast in
razvoj rastlin. V raziskovalni nalogi smo se osredotocili na dokazovanje, da se z viSanjem
koncentracije soli dvigne raven vitamina C v drobnjaku (Allium schoenoprasum) kot odziv na
oksidativni stres. Visoke koncentracije soli pa bi naj zmanjsale kaljivost semen drobnjaka (Allium

schoenoprasum) in pSenice (Triticum aestivum L.) ter zavirale rast korenin ¢ebule (Allium cepa).

Rezultati so pokazali, da se je raven vitamina C po zalivanju drobnjaka z niZjimi koncentracijami
soli povisala. Prav tako smo ugotovili, da so z viSanjem koncentracij soli poganjki semen drobnjaka
in pSenice vse krajsi. Glede na uspesnost kaljivosti pa lahko sklepamo, da je pSenica tolerantnejsa
vrsta kot drobnjak. Enako velja tudi za ¢ebule, ki smo jih namakali v razli¢nih koncentracijah soli.

Mitotski indeks in dolZina korenin sta obratnosorazmerno upadala z visanjem koncentracije soli.



ZAHVALE

Avtorja naloge bi se rada zahvalila mentorju za razlago, pomo¢ in usmerjanje pri izpeljavi
poskusov ter izdelavi raziskovalne naloge. Prav tako bi se avtorja Zelela zahvaliti kolektivu

kemikov za dovoljeno uporabo pripomockov, potrebnih za izvedbo poskusa.

Zahvaljujeva se tudi bliznjemu prijatelju in druZinama za vso podporo.



1UvoD

V raziskovalni nalogi smo rastline tretirali z razlicnimi koncentracijami soli (NaCl) in opazovali kako
se rastline nanje odzivajo. Spremljali smo spremembe v koli¢ini vitamina C v drobnjaku (Allium
schoenoprasum) po stiritedenskem zalivanju z razlicnimi koncentracijami NaCl (5 g/L, 10 g/L, 15
g/L), vpliv zalivanja semen drobnjaka (Allium schoenoprasum) in psenice (Triticum aestivum L.) s
3g/L, 5g/L, 8g/L, 10g/L, 13g/L in 15g/L NaCl na kaljenje in dolZino poganjkov, vpliv namakanja
¢ebul sorte Sturon (Allium cepa L.) v 3g/L, 5g/L, 8g/L, 10g/L, 13g/L in 15g/L koncentracijah NaCl
na rast Stevila korenin in njihovo dolZino za vsakega izmed petih preizkuSancev za doloceno

koncentracijo po treh in petih dnevih.

Glede na odzive rastlin na visoke koncentracije soli v okolici, jih lahko razdelimo v dve vedji
skupini: halofiti in glikofiti. Halofiti uspevajo na slanih tleh in za svoj razvoj potrebujejo velike
koli¢ine soli iz okolice. Glikofiti pa so obcutljivejSe vrste, ki nad pragom dolocene koncentracije

soli za¢nejo propadati; zavrta je rast, listi ovenijo, izgubljajo na masi itd. (Schulze, 2002)

Vpliv slanosti na rast

ekstremni halofil
halotoleranten
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0
g
i
2
b=
73
=)
o
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Slika 1: Vpliv slanosti na rast rastlin (vir: Stopar, 2018 )

Vitamin C ali askorbinska kislina je izjemno pomembna za rastline pri spopadanju z velikimi
koli¢inami soli. Igra namrec klju¢no vlogo pri halofitih, rastlinah ki prenesejo velike koncentracije

soli iz okolice. V sploSnem pa prispeva k vzdrzevanju procesa fotosinteze, razvoju celi¢nega cikla,
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Sirjenju celi¢nih sten, izraZzanju genov, sintezi mnogih hormonov, antocianov in flavnoidov.

(Schulze, 2002)

Pomen askorbinske kisline v Zivalih je sodelovanje v raznih fizioloskih procesih kot so spodbujanje
imunske odpornosti, absorpcija Zeleza, sinteza kolagena, hormonov, nevrotransmitorjev itd.
Primanjkljaj tega vitamina v nasih telesih lahko privede do vecjih moznosti infekcij, izErpanosti,
nespecnosti, hujSanja in drugih zdravstvenih tezav. S primanjkovanjem vitamina C v prehrani se
sreCujejo tudi v razvitih drzavah, kjer sicer so zadostne koli¢ine in zelo raznolike ponudbe
prehrambnih izdelkov. Ta problem pomanjkanja sku$ajo odpraviti s prehranskimi dopolnili,
vendar ti niso enakovredni naravnim virom vitamina C. Prav zaradi Zelje po izboljSanju nasega
zdravja se raziskovalci trudijo odkriti nove metode s katerimi bi lahko povecali koli¢ino vitamina
Cv uZitnih rastlinah. Razne raziskave pa so Ze potrdile, da rastline pod vplivom stresnih dejavnikov
proizvajajo vec vitamina C. (Locato, 2013) Kljub temu pa je Se veliko neznanega na podrodju
genske manipulacije rastlin z raznimi stresorji, ¢igar namen je ohranjanje in akumuliranje visokih

koncentracij vitamina C. (Akram, 2017)

V raziskovalni nalogi smo uporabili rastline roda Allium iz poddruzine ¢ebulnica. Cesen, ¢ebula
drobnjak in druge éebulnice imajo razne zdravilne ucinke, med drugim zavirajo nenadzorovano
Sirjenje mutiranih celic in jih lahko uporabljamo za preventivno preprecevanje razvoja tumorjev.
Predhodne raziskave drugih Allium vrst so pokazale intenzivho aktivnost antioksidativnih
encimov in drugih naravnih rastlinskih antioksidantov, med katere spada tudi askorbinska kislina
ali vitamin C. V zaklju¢ku ¢lanka Allium schoenoprasum L., As a Natural Antioxidant so povzeli, da
drobnjak (Allium schoenoprasum) vsebuje najvec antioksidantov v listih in predstavlja odli¢en vir

naravnih antioksidantov zaradi ¢esar sva ga tudi izbrala kot poskusno rastlino. (Stajner, 2004)

Ceprav solni stres povida raven vitamina C, lahko previsoke koncentracije povzrocijo zaviranje
rasti in morebitne mutacije. To smo poskusali dokazati s pomocjo Allium testa, kjer smo rac¢unali
Ml pri razli¢nih koncentracijah ter opazovali morebitne spremembe v odstotkovnem delezu celic

v posamezni fazi.
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Mitotski indeks se uporablja za merjenje hitrosti razmnoZevanja celi¢ne populacije. Definiran je
kot razmerje med Stevilom celic v mitozi in skupnim Stevilom celic. Mitotski indeks lahko
razberemo s preparata, tudi s svetlobno mikroskopijo. Indeks je Stevilo celic, ki vsebujejo vidne
kromosome,deljeno s skupnim Stevilom celic v vidnem polju. Mitotski indeks je pogosto izrazen
v %. Celi¢na populacija raste, ko celice preidejo skozi interfazo in mitozo ter zakljucijo celi¢ni cikel.
Mnoge celice s staranjem izgubijo zmoZnost delitve ali se le redko delijo. Druge celice so se
sposobne hitro deliti. Npr., ko korenine rastline rastejo, se celice na koreninskem rastnem vrsicku,
apikalnem meristemu, delijo hitreje, zato da potisnejo korenino skozi zemljo. Korenina zazna silo
gravitacije in ukaze hitro delitev celic v bliZini koreninskega rastnega vrsi¢ka. Z merjenjem rasti
celicne populacije lahko opazujemo, kako se celice razlikujejo po hitrosti delitve. V preizkusih
lahko spremenimo lastnosti celiénega okolja in izmerimo vpliv na delitev celic. Pri skupini celic, ki
redko dopolnijo celi¢ni cikel, pricakujemo, da bo velik deleZ celic v interfazi v celicnem ciklu (G1).
Pri celi¢ni populaciji, ki se hitro deli, pa lahko pri¢akujemo, da bo velik delez celic v fazi mitoze.
Delitev celic lahko izratunamo s pomocjo mitotskega indeksa. Vecanje Ml je ponavadi povezana

s krajSanjem interfaze. (Jagodic, 2014)
Mitotski indeks smo izraunali po formuli:

1(Pph + Mph + Eaph + Aph + Tph) x 100%
MI[%]:Zl( ph + Mp pD ph + Tph) 0

3
D= Z Pph, Mph, Eaph, Aph, Tph
1

D= vsota vseh opazovanih celic
Pph= frekvenca profaz

Mph= frekvenca metafaz

Eaph= frekvenca zgodnjih anafaz
Aph=frekvenca anafaz

Tph= frekvenca telofaz
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1.1 Raziskovalno vprasanje

1. Kako zalivanje z razlicnimi koncentracijami NaCl (5 g/L, 10 g/L in 15 g/L) vpliva na koli¢ino
vitamina C v drobnjaku (Allium schoenoprasum)

2. Koliko semen drobnjaka (Allium schoenoprasum) in pSenice(Triticum aestivum L.)bo
vzkalilo po sedmih dneh zalivanja z razli¢nimi koncentracijami NaCl (3 g/L, 5 g/L, 8 g/L, 10
g/L, 13 g/Lin 15 g/L)?

3. Kako vpliva zalivanje z razlicnimi koncentracijami NaCl (0 g/L, 3 g/L, 5 g/L, 8 g/L, 10 g/L, 13
g/Lin 15 g/L) na dolZino poganjkov drobnjaka (Allium schoenoprasum)in psenice(Triticum
aestivum L.) po sedmih dnevih kaljenja.

4. Kaksen je vpliv 3 g/L, 5 g/L, 8 g/L, 10 g/L, 13 g/L in 15 g/L koncentracije NaCl na gojenje
¢ebulic sorte Sturon (Allium cepa L.) , s poudarkom na Stevilu uspesnosti rasti preko
pognanih korenin in njihovi dolZini in ali bo imel MI vecjo vrednost pri niZjih

koncentracijah NaCl.

1.2 Hipoteze

1. Pri koncentraciji 5 g/L NaCl, bo koncentracija askorbinske kisline v drobnjaku (Allium
schoenoprasum) narastla.
V povzetku c¢lanka Effects of salinity and ascorbic acid on growth, water status and
antioxidant system in a perennial halophyte so zapisali, da je povecanje kolicine
askorbinske kisline antioksidacijski odziv rastline na povisano koli¢ino soli. (Hameed,
2015)

2. Ker drobnjak (Allium schoenoprasum) spada med rastline, ki so obcutljive na solne
stresorje (Arslan, 2018), pri¢akujemo da se bo pri visjih koncentracijah soli 10 g/L in 15
g/L NaCl koli¢ina vitamina C zmanjsala in rastline bodo zacele vidno propadati (vidne bodo
spremembe v barvi listov in zmanjSana bo masa rastlinskega materiala).

3. Po sedemdnevnem zalivanju semen drobnjaka (Allium schoenoprasum) in pSenice
(Triticum aestivum L.) s 3 g/L, 5 g/L, 8 g/L, 10 g/L, 13 g/L in 15 g/L NaCl, bo ve¢ semen
vzkalilo pri nizjih koncentracijah soli kot pri visjih. Tudi dolZina poganjkov bo upadala z

visanjem koncentracije soli. Rastline lahko prenesejo le dolo¢eno koncentracijo soli v
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okolici. Ko preseZe ta koncentracija prag tolerance sta zavrta proces kaljenja in rasti.
(Schulze, 2002)

Pri tridnevnem in petdnevnem namakanju ¢ebul sorte Sturon (Allium cepa L.) bo tako po
Stevilu korenin kot tudi po njihovi dolZini pri nizjih koncentracijah soli rast uspesnejsa kot
pri visjih koncentracijah. Sol, natrijev klorid, ki ga absorbirajo rastline in zemlja, vpliva na
sprejem hranil in vode. Natrij ovira dostopnost kalija, kalcija in magnezija, ki postanejo
zato rastlinam nedostopni. Zaradi osmotskega pritiska, ki zadrzuje vodo v tleh, je ta
rastlinam tezko dostopna. V tleh s povisano vsebnostjo soli pa korenine 3e teije
sprejemajo vodo, lahko se celo zgodi, da pri¢cne voda iz celic prehajati nazaj, saj sol
dobesedno izsusi listne celice.

(Bejo, 2015)

Mitotski indeks (MI) bo obratno sorazmeren s koncentracijo raztopine NaCl v vodi. Pri
visjih koncentracijah soli bo mitotski indeks niZji, saj bo sol zavirala rast korenin, pri nizjih
koncentracijah pa bo mitotski indeks visji, saj bo sol lazje sprejemala hranilne snovi.
Povisan mitotski indeks kaze, da se vec celic deli, zato lahko povisan mitotski indeks
utemeljimo s potrebnimi procesi Zivljenja, kot je normalna rast rastlin ali Zivali, kot tudi

celi¢no obnavljanje mesta poskodbe. (Urry, 2014)
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2 TEORETICNO OZADJE
2.1 Sol (natrijev klorid — NaCl)

Natrijev klorid, imenovan tudi sol, navadna sol, namizna sol ali halit, je ionska spojina s kemijsko
formulo NaCl. Natrijev klorid je sol, ki najvec prispeva k slanosti oceanov in zunajceli¢nih tekocin
Stevilnih vecceli¢nih organizmov. Kot glavna sestavina kuhinjske soli se uporablja kot zadimba in

kot konzervans. (Martel, 2004)

Stevilni mikroorganizmi v &ezmerno slanem okolju ne preZivijo, saj sol z osmozo iz njihovih celic
potegne vodo. Zato se sol uporablja kot konzervans za nekatera Zivila, na primer ribe ali Sunko.
Uporablja se tudi za odstranjevanje pijavk, ki so se pritrdile na plen. Poleg tega se uporablja za

razkuZzevanje ran. (Wood, 1999)

Sol se dodaja pri vsakovrstni pripravi hrane kot zaCimba, konzervans, vezalec, snov za nadzor
teksture ali za obarvanje hrane. Poraba soli v prehranski industriji je najvecja pri predelavi hrane,
pakiranju mesta, konzerviranju, peki ter mlecnih in Zitnih izdelkih. Kot konzervans sol zavira rast
bakterij. V klobasah ima vlogo vezalca v vezalnem gelu, ki ga tvorijo meso, mascoba in vlaga.

(Wood, 1999)

2.2 Vitamin C
Vitamin C ali askorbinska kislina je ketolakton s Sestimi ogljikovimi atomi. Je nenasi¢en lakton, ki
ima dve hidroksilni skupini z reduktivnimi lastnostmi. V organizmu se reverzibilno oksidira do

dehidroaskorbinske kisline, ki je biologko aktivna oblika vitamina C. (Medi¢-Sari¢, 2002)
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Slika 2: Reverzibilna oksidacijo-redukcijska reakcija askorbinske kisline in dehidroaskorbinske

kisline (vir: Vitamin C, 2018)

Je vitamin, ki se dobro topi v vodi in alkoholu. Askorbinska kislina je bel prasek s kislim okusom
in brez vonja. Je obcutljiva na svetlobo, na zraku pa hitro oksidira in preide v dehidrokislino.

(Medi¢-Sari¢, 2002)

2.2.1 Pomen vitamina C za ljudi

Za Cloveka je pomemben antioksidant in sodeluje v raznih bioloSkih procesih, kot so sinteza
kolagena in karnitina, pretvorba folne kisline v folinsko kislino, opravljanje vloge koencima pri
Stevilnih reakcijah hidroksiliranja in amidiranja, pospesevanje aktivnosti encimov, redukcija Fe3*v
Fe?* in baker, omogocanje absorpcije Zeleza ter sodelovanje v metabolizmu mas$&obnih kislin.
Priporo€en dnevni vnos za moske je 90 mg, za Zenske pa 75 mg. Kadilci pa bi naj vnasali 35 mg
vec vitamina C. Najvec ga lahko najdemo v sadju in zelenjavi. Najbogatejsi vir so Sipek, citrusi
(pomarance, mandarine, limone), ¢esSnje, ¢rni ribez, krompir, paradiznik, paprika, zelje. Povecane
potrebe po vitaminu C se pojavljajo pri dolgotrajnih diarejah, tuberkolozi, stresu, travmah,
gastrektomiji, nosecnicah (zaradi kopi¢enja v materinem mleku), alkoholikih, kadilcih itd. (Medi¢-

Sari¢, 2002)

Ce pride do pomanjkanja vitamina C v telesu, se pojavi hipovitaminoza. lzrazito pomanjkanje pa
privede do bolezni imenovane skorbut. Posledica je nezmoZnost nastajanja kolagena, ki je
pomemben medceli¢ni vezivni material. Pojavijo se naslednji simptomi: vnetje dlesni in krvavitve

iz njih, izpadanje zob, iz¢rpanost, pocCasno celjenje ran, vnetje sklepov, visoka vroCina, anemija,
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osteoporoza. Prve raziskave iz leta 1747 je izvajal James Lind, ki je bil zdravnik britanske
mornarice. Med britanskimi mornariji je bila ta bolezen najpogostejsa, saj so vecino ¢asa preziveli
na ladjah, kjer niso imeli dostopa do sadja in zelenjave. Med poskusi zdravljenja, je Lind ugotovil

da najbolje ucinkujejo plodovi in sokovi citrusov. (Medié-Sari¢, 2002)

2.2.2 Vitamin C v rastlinah

2.2.2.1 Pomen

Najvec askorbinske kisline (vitamina C) najdemo v zelenih delih rastline oziroma natancneje v
kloroplastih kjer njihova koncentracija lahko presega 20 mM. Veliko se je nahaja tudi v plodovih.
Na celicnem nivoju se v sploSnem pojavlja v vseh celi¢nih »oddelkih« vkljuéno v celi¢ni steni
rastlinskih celic. Deluje kot antioksidant, encimski kofaktor in je osnova za sintezo oksalata ter
tartrata. Sodeluje tudi pri raznih procesih kot so fotosinteza, uravnavanje zascitnih mehanizmov
pred mocno svetlobo, rast celice in Sirjenje celicne stene, celicna delitev, razvijanje odpornosti
na okolijske stresorje, sinteza etilena, giberelinov, antocianov ter hidroksiprolina, (Smirnoff,
2000)cvetenje, staranje in odmiranja celic ter pri odzivih na patogene organizme preko

kompleksne celi¢ne tranzicije. (Barth, 2006)

2.2.2.2 Sinteza

Kot Ze omenjeno je vitamin C obstojen v dveh oblikah, in sicer kot L-askorbinska kislina in dehidro-
L-askorbinska kislina. BioloSka aktivnost askorbinske kisline temelji na njeni oksidaciji in kasnejsi
regeneraciji v reducirano obliko. Oba procesa zahtevata usklajen nadzor izraZanja genov, katera
posredno nadzorujejo nekateri rastlinski hormoni. Fiziolosko aktivna oblika askorbinske kisline je

stabilni anion, ki se imenuje askorbat in je dobro topen antioksidant. (Akram, 2017)

Trenutno sta znana dva moZna nacina sinteze L-askorbinske kisline v rastlinah, ki pa nista
dokazana. Prva je via L-galactono-1,4-lactone, pri kateri se ogljikov skelet zasuka, druga pa je »via

the osones D-glucosone and L-sorbosone«. (Smirnoff, 1996)

L-askorbinsko kislino sintetizira L-galakton-1,4-lakton dehidrogenaza iz L-galakton-1,4-laktona.

Ko se askorbinska kislina oksidira v monodehidroaskorbat, jo lahko nazaj reducira nazaj v osnovno
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stanje  monodehidroaskorbat reduktaza ali pa se reducira brez pomocli encimov in

disproporcionira! v askorbinsko kislino in dehidroaskorbinsko kislino. (Gallie, 2012)

2.2.2.3 Koli¢ina vitamina C v odvisnosti od stresorjev ki delujejo na rastlino
Podatki iz literature navajajo, da obstaja pozitivha korelacija med toleranco rastline, ko je
izpostavljena neugodnim okolijskim dejavnikom in povecano biosintezo ter aktivnostjo

askorbinske kisline. (Locato, 2013)

V ¢lanku L-Ascorbic Acid: A Multifunctional Molecule Supporting Plant Growth and Development,
ki povzema rezultate raznih raziskavo vitaminu C, so zapisali, da so na tobaku dokazali, da je
povecana ekspresija sinteze monodehidroaskorbata reduktaze izboljSala toleranco rastline na

solne in osmotske stresorje. (Gallie, 2012)

V raziskavi Antioxidative responses of Calendula officinalis under salinity conditions so testirali
razmerje med askorbinsko kislino in dehidroaskorbinsko kislino v listih in koreninah vrtnega
ognji¢a (Calendula officinalis) po zalivanju z razliénimi koncentracijami soli. Rezultati so pokazali,
da se je skupna vsebnost askorbatov v listih in koreninah pri nizZjih koncentracijah soli znizala,
medtem ko se je pri visji slanosti zvisala. Ugotovili pa so da se razmerje med askorbinsko kislino
in dehidroaskorbinsko kislino razlikuje, glede na rastlinski organ, ki so ga testirali. V listih se je pri
niZji slanosti razmerje med njima povecalo in znizalo pri vedji slanosti. V koreninah so preverjali
razmerje le pri visji slanosti in ugotovili, da je prislo prav do nasprotnega pojava kot v listih, saj se
je razmerje pri visjih koncentracijah soli povecalo. (Antioxidative responses of Calendula

officinalis under salinity conditions)

2.3 Rastline

2.3.1 Drobnjak (Allium schoenoprasum)

Drobnjak (znanstveno ime Allium schoenoprasum) je zacimbna rastlina trajnica iz rodu Allium
(luk) druzine lukovk (Alliaceae).V visino zrastejo od 20 do 40 cm. Na vrhu cevastih, votlih in v

prerezu okroglih listov cveti do 5 cm veliko kroglasto socvetje iz priblizno 50-ih cvetov. Za

Disproporcionacija - hkratna oksidacija in redukcija
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drobnjak so prav tako znalilne podolgovate bele ¢ebulnice. Okoli glavne cebulnice na gosto

rastejo majhne hcerinske ¢ebulice. (Hofmann, 2014)

V naravi drobnjak raste v Aziji in Severni Ameriki do Arktike na severu v ¢asu od junija do avgusta.
Uspeva na vlaznih grusénatih tleh nad gozdno mejo. V srednji Evropi je priljubljena za¢imbna
rastlina, ki jo gojimo na vrtovih.(Spohn, 2008)Zveplove spojine, ki jih proizvaja v velikih koli¢inah,
pomagajo odgnati insekte in razne Skodljivce, ki jih najdemo na vrtovih, zato drobnjak pogosto
sadijo kot »druzabnike«, ki scitijo druge rastline pred Zuzelkami. Veliko pa se ga uporablja v

kulinariki zaradi blagega pekocega okusa, njegov vonj pa spominja na por. (Géock, 1979)

Uspeva v dobro izsuSeni organsko bogati prsti, s pH 6-7 in potrebuje veliko son¢ne svetlobe.
Zraste iz semen in dozori poleti ali zgodaj jeseni. Za kalitev je potrebna temperatura 15-20 °C in
stalna vlaga. Lahko vzklije tudi v hladnejSem notranjem prostoru, vendar ga je kasneje potrebno
posaditi zunaj. Po vsaj Stirih tednih so mladi poganjki pripravljeni za posaditev na vrt. Prav tako
se zlahka razmnoZi z delitvijo. V hladnejsih pokrajinah se tekom zime ohrani v obliki ¢ebulic,
spomladi pa poZenejo novi listi. Drobnjak, ki zgleda star, lahko poreZzemo za 2—5 cm. Pri Zetvi pa
je potrebno stebla porezati do same osnove, kar lahko v obdobju rasti delamo neprestano, saj

listi vsaki¢ ponovno zrastejo. (Goock, 1979)

Drobnjak vsebuje Zveplene spojine, ki vklju¢ujejo metilne sulfide in disulfide. Podobne snovi lahko
najdemo v Cesnu, vendar v veliko manjsih koli¢inah. Znano je, da imajo nekatere zdravilne
ucinkovine (npr. proti glivni in protimikrobni vpliv ter zniZzuje krvni pritisk itd.), vendar je njihova
uporaba za zdravstvene namene omejena. Zaradi velikega Stevila Zveplovih sestavin, kot so alil
sulfidi in alkil sulfoksidi, ima drobnjak blagodejen uc¢inek na cirkulacijski sistem. Uporablja se tudi

kot spodbujevalec teka, pozivilo, diuretik, antiseptik ter blag antibiotik. (G66ck, 1979)

Poleg sulfidnih spojin pa vsebuje tudi veliko vitamina C (prb. 56.48 mg/100g sveZega drobnjaka),
vitamina A in B, Zeleza, fosforja, kalija, joda, natrija, vitamina B6 in E, magnezija, kalcija, selenija,

cinka, proteinov, ogljikovih hidratov, mascob itd. (losin, 2017)
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Zakaj smo izbrali drobnjak kot poskusno rastlino?

Drobnjak vsebuje relativno veliko koli¢ino askorbinske kisline, ki znasa okoli 56,48 mg/100 g
(losin, 2017) zaradi Cesar je omogoceno lazje kvantitativno opazovanje vsebnosti vitamina C. Prav
tako so v kratkem povzetku Studije o drobnjaku kot naravnem antioksidantu Allium
schoenoprasum L., As a Natural Antioxidant ugotovili, da se je v listih drobnjaka, ki so ga
izpostavili abiotskemu stresu povecala koli¢ina antioksidativnih encimov in neencimskih

antioksidantov (flavnoidov, vitamin C in karotenoidov). (Stajner, 2004)

2.3.2 PSenica (Triticum aestivum L.)
PSenica je enoletnica, ki raste vzmernem podnebju. V visino zraste do 1,5 m. Ima znacilne Sopaste
korenine, tanko steblo ojacano s kolenci, na vrhu stebla pa ima razvita ensotavna socvetja (klaski),

ki se povezujejo v klas.

Minimalna vlaga, ki jo potrebujejo semena psenice za kaljenje znasa od 35% do 45%, optimalna
temperatura pa nihamed 12 in 25°C. Minerali potrebni za uspesen in hiter razvoj rastline so dusik,
kalij in fosfor. V predhodnjih raziskavah so ocenili, da dve toni pSeniénih zrn na hektar za razvoj,

iz zemlje iz€rpa 42 kg dusika, 9 kg fosforja, 10 kg kalija in 2,5 kg Zvepla. (Office of Gene, 2008)

Zaradi nezahtevnih pogojev za uspesno rast in velike vsebnosti kalorij, je pomemben pridelek v
industrijski prehrani. Letno se na svetu proizvede vec kot 650 milijonov ton pSenice. Vecino jo
zmeljejo v moko, uporablja pa se tudi za industrijsko pridobivanje Skroba, sladkorja in alkohola.

(Snape, 2013)

Zrno pSenice v povprecju vsebuje od 8-15% vode, 10-15 % beljakovin, do 2% mascob ter 68-74%
ogljikovih hidratov. Druge pomembne komponente so tudi kalij, kalcij, Zelezo, provitamin A,
vitamin B1, B2, B5, B6, B9, vitamin D in E. Glavna beljakovina v zrnu pa je gluten, ki je pogost

alergen. (Kozelj, 2018)

2.3.3 Cebula (Allium cepal L.)
Cebula (Allium cepa L.) vrste Sturon je podolgovata in rumene barve, po dolzini rasti srednje
zgodnja, priljubljena zaradi visokih pridelkov, skladi$¢enje pa je zelo dobro in dolgo. Cebula

Sturon ima rumeno rjave ovojne liste. Meso je bele barve. Okus je aromati¢en z blago ostrino.

20



Uporabna je za pripravo golaZa, omak in kot dodatek k solatam. Cebuléek Sturon potrebuje
soncno lego in lazja tla. Dobro prenasa suso in vrocino, primeren ¢as sajenja pa je oktober-

november in februar-april. (ROKO, 2015)

2.4 Metode

2.4.1 Titracija

Titracija je kvantitativna metoda dolo¢anja neznane koncentracije znane snovi. Postopek
ponavadi poteka tako, da neznani koncentraciji snovi v raztopini, katere volumen poznamo, v
kapljicah s pomocjo birete dodajamo raztopino z znano koncentracijo. Titriramo do ekvivalentne
to€e oziroma barvnega preskoka v vzorcu. Odc¢itamo volumen porabljene raztopine in s pomocjo

enacb izracunamo iskano koncentracijo snovi v vzorcu. (Titration, 2018)

2.4.2 Mitotski indeks

Mitotski indeks se uporablja za merjenje hitrosti razmnoZevanja celi¢ne populacije. Definiran je
kot razmerje med Stevilom celic v mitozi in skupnim Stevilom celic. Mitotski indeks lahko
razberemo s preparata, tudi s svetlobno mikroskopijo. Indeks je Stevilo celic, ki vsebujejo vidne
kromosome,deljeno s skupnim Stevilom celic v vidnem polju. Mitotski indeks je pogosto izrazen
v %.Celicna populacija raste, ko celice preidejo skozi interfazo in mitozo ter zakljucijo celi¢ni cikel.
Mnoge celice s staranjem izgubijo zmoznost delitve ali se le redko delijo. Druge celice so se
sposobne hitro deliti. Npr., ko korenine rastline rastejo, se celice na koreninskem rastnem vrsicku,
apikalnem meristemu, delijo hitreje, zato da potisnejo korenino skozi zemljo. Korenina zazna silo
gravitacije in ukaze hitro delitev celic v bliZini koreninskega rastnega vrsi¢ka. Z merjenjem rasti
celiéne populacije lahko opazujemo, kako se celice razlikujejo po hitrosti delitve. V preizkusih
lahko spremenimo lastnosti celicnega okolja in izmerimo vpliv na delitev celic. Pri skupini celic, ki
redko dopolnijo celi¢ni cikel, pricakujemo, da bo velik delez celic v interfazi v celic(nem ciklu. Pri
celi¢ni populaciji, ki se hitro deli, pa lahko pricakujemo, da bo velik delez celic v fazi mitoze.
Delitev celic lahko izraéunamo s pomocjo mitotskega indeksa. Vecanje Ml je po navadi povezana

s krajSanjem interfaze. (Jagodic, 2014)
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3 METODA IN MATERIAL

3.1 Gojenje drobnjaka (Allium schoenoprasum)pod solnim stresom in dolocanje vsebnosti

vitamina C

3.1.1 Material

semena drobnjaka (Allium schoenoprasum)

Sotni diski

zemlja

plasticne posode s podstavki

kuhinjska sol - NaCl

destilirana voda

1L case

steklena palcka

15 mg zelenih listov drobnjaka (Allium schoenoprasum)
noz

terilnica

2in 10 mL pipete

25 in 50 mL erlenmajerice

10, 50 in 100 mL merilni valji

50 mL casa

lij

filter

bireta

analitska tehtnica Kern (natan¢nosti 0,0001 g)
2,6-diklorfenol indofenol (100 mg barvila raztopimo v 500 mL vode, zavremo in Se vroco
raztopino prefiltriramo v temno steklenico, do 1 tedna jo hranimo v hladilniku)
metafosforna kislina

cisti vitamin C
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3.1.2 Metoda

3.1.2.1 Gojenje drobnjaka

Sajenje smo zaceli 7. marca 2018. V vsak Sotni disk smo dali 5 semen drobnjaka in jih razvrstili v
plasticno posodo narejeno za postavitev 36 diskov, v tri vrste po dvanajst, in jih zalili tako da so
se napihnili. Plasticno posodo smo namestili na okensko polico (son¢na stran Sole) in jo pokrili.
Zalivali smo redno na 2-3 dni z 200mL vode, tako da je zemlja stalno ostajala vlazna. Po osmih
tednih smo drobnjake s Sotnimi diski presadili v Stiri veCje posode s premerom 30 cm. Za
zadrZevanje vode smo namestili tudi podstavke. V vsako posodo smo dali 10 Sotnih diskov v
razdalji 4 cm in zasipali z univerzalno zemljo. Nadaljevali smo z rednim zalivanjem vsake posode
z 200 mL vode na 2-3 dni. Konec maja smo priceli z zalivanjem drobnjaka z razlicnimi
koncentracijami NaCl (5 g/L, 10 g/L in 15 g/L), razen Cetrte posode, ki je bila kontrolna zato smo
jo zalivali z destilirano vodo. Ostalim posodam z drobnjaki smo na 2 dni dolivali 200 mL izbrane
koncentracije NaCl. Po stirih tednih smo koncali z gojenjem in rastline pripravili za dolo¢anje

vsebnosti askorbinske kisline.

Slika 3: Gojenje semen drobnjaka (Allium Slika 4: Zalivanje odraslih drobnjakov (Allium

schoenoprasum) v $otnih diskih (lastni vir) schoenoprasum) z razliénimi koncentracijami soli
(lastni vir)

Med gojenjem smo pazili, da je temperatura sobe ostajala stalna med 20 in 25°C, prav tako smo

ohranjali normalno vlaznost zraka (med 45% in 50% relativno vlaznostjo zraka).
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3.1.2.2 Priprava barvila 2,6-diklorindofenola

Z analiti¢no tehtnico smo odtehtali 0,1032 g 2,6-diklorfenol indofenola in ga raztopili v 500 mL
destilirane vode. Cao z temno modro raztopino smo postavili na elektriéni $tedilnik in vsebino
zavreli ter jo obcasno premesali. Po tem ko se je barvilo raztopilo smo tekocino predhodno

ohladili in prelili v bireto za kasnejSo titracijo.

3.1.2.3 Dolocanje titra barvila 2,6-diklorfenol indofenola
S pomocjo analiti¢ne tehtnice smo odtehtali 0,0500 g askorbinske kisline, ki smo jo dodali 200 mL
2% metafosforne kisline. 10 mL standardne raztopine askorbinske kisline smo titrirali z barvilom

2,6-diklorfenol indofenolom 10-krat in nato izra¢unali srednjo vrednost.

3.1.2.4 Priprava drobnjaka za titracijo

Z nozem smo odstranili liste drobnjaka in jih na deski nasekljali na majhne kos¢ke. Preden smo
nadaljevali s pripravo filtrata, smo narezano vsebino stehtali na tehtnici in si vrednost zabelezili
za kasnejse izracune vsebnosti askorbinske kisline v vzorcu. Nato smo rastlinski material strli v
terilnici in pri tem postopoma dodajali 60 mL 2% metafosforne kisline. Homogenat smo s filter
papirjem prefiltrirali v 100 mL valj. Filtrat v valju smo z 2% metafosforno kislino dopolnili do 100
mL. Iz valja smo odpipetirali 10 mL vzorca v 100 mL erlenmajerico. Pred vsakim pipetiranjem 10
mL vzorca, smo vsebino prej dobro premesali. Vzorec smo titrirali z modro raztopino 2,6-
diklorindofenol. Pri tem se zaradi kislega pH vsebina obarva roza. Titrirali smo dokler ni zacela
nezna rozasta barva v vzorcu zastajati. Postopek smo ponovili 10-krat. Po 10-kratnem titriranju

10 mL vzorcev smo izracunali srednjo vrednost.
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Slika 5: Odstranitev listov drobnjaka in
priprava na sekljanje (lastni vir)

Slika 6: Titriranje 10 mL vzorca z modro
raztopino 2,6-diklorindofenola do roza
barvnega preskoka (lastni vir)

3.1.2.5 Racunanje vsebnost askorbinske kisline v titriranem vzorcu

Natancno vsebnost askorbinske kisline (vitamina C) smo zracunali po tej enacbi:

= 120,100 (mg/100g)

axm

x — vsebnost askorbinske kisline v steblih drobnjaka (Allium schoenoprasum) (mg/)
a — srednji titer barvila (ml/mg)

b — srednji titer 10 mL vzorca (mL)

m — masa stebel drobnjaka (Allium schoenoprasum) (g)

3.1.2 Spremenljivke

Odvisne spremenljivke: koli¢ina vitamina C (mg/100g).
Neodvisne spremenljivke: koncentracija NaCl (0, 5, 10 in 15 g/L).

Kontrolirane spremenljivke: stalna temperatura sobe (med 20 in 25°C), normalna vlaZnost zraka

(med 45% in 50%), uporabljeni Sotni diski in zemlja.
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3.2 Kaljenje semen drobnjaka (Allium schoenoprasum) in pSenice (Triticum aestivum L.) in
merjenje dolZin poganjkov
3.2.1 Material
- petrijevke (7 za drobnjak, 7 za pSenico)
- semena drobnjaka (Allium schoenoprasum) in pSenice (Triticum aestivum L.)
- 7 kapalk
- raztopine NaCl (0 g/L,3 g/L,5¢g/L, 8g/L,10g/L, 13 g/Lin 15 g/L)
- 1Lcase
- sol
- destilirana voda
- Ailtrirni papir

milimetrsko ravnilo

3.2.2 Metoda

Pripravili smo sedem petrijevk za drobnjak in sedem za pSenico. Vanje smo polozili filtrirne
papirje. V vsako petrijevko smo zlozili 25 semen drobnjaka oz. pSenice v razmaku 1,2 cm in jih
zalili z razlicnimi koncentracijami NaCl (0 g/L, 3 g/L, 5g/L, 8 g/L, 10 g/L, 13 g/Lin 15 g/L). Petrijevke
smo naslednjih sedem dni hranili vtemni omari. Vsaki drugi dan smo dodatno zalili semena s 3mL
izbrane koncentracije raztopine NaCl. Vsaki dan smo presteli stevilo novo vzkaljenih semen. Po

sedmih dnevih smo izmerili dolZino vseh poganjkov.

26



semena psenice

semena drobnjaka

Slika 7: Priprava semen drobnjaka (Allium schoenoprasum) in pSenice (Triticum aestivum L.) na
kaljenje (lastni vir)

3.2.3 Spremenljivke

Odvisne spremenljivke: dolZina poganjkov (mm), Stevilo vzkaljenih semen.
Neodvisne spremenljivke: koncentracija NaCl (0, 3, 5, 8, 10, 13 in 15 g/L).

Kontrolirane spremenljivke: stalna temperatura sobe (med 20 in 25°C), normalna vlaznost zraka

(med 45% in 50%), semena iste rastline, ki so nepoSkodovana.

3.2 Gojenje (pod solnim stresom) cebulic sorte Sturon (Allium cepa L.) in merjenje dolzine
korenin
3.2.1 Material
- Cebule(Allium cepa L.)
- destilirana voda
- aluminijasta folija
- kuhinjska sol (NaCl)
- 50mL epruvete
- 250 mL case

- Zlicka
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- skalpel

- tehtnica z natan¢nostjo 0.01 g
- stojalo za epruvete

- flomaster za oznacevanje

- milimetrski papir za merjenje dolZine korenin

3.2.2 Metoda

3.2.2.1 Priprava ¢ebulic (Allium cepa L.)
Najprej smo izbrali 30 primernih, zdravih ¢ebulic, po 5 za vsako koncentracijo, torej za 0 g/L, 3
g/L, 5 g/L, 8 g/L, 10 g/L, 13 g/L in 15 g/L NaCl. Cebulice smo nato z nozem odrezali na strani

koreninskega poganjka, da bi s tem sprozili hitrejSo rast koreninic.

3.2.2.2 Priprava poskusa

Cebulice smo postavili na vrh epruvet in sicer tako, da je bil del, kjer rastejo, potopljen v raztopini
destilirane vode. Epruvete smo nato postavili na stojalo, ki smo ga ovili za aluminijasto folijo ter
s tem ustvarili svetlobne razmere pod zemljo. Preostali del ¢ebulic je bil delezen soncne svetlobe
na okenski polici. Prvi poskus je bil opravljen med 12.10.2018 in 15.10.2018, drugi pa med
21.10.2018 in 26.10.2018. Pri poskusu, ki je trajal 5 dni, smo tretji dan dolili ustrezne
koncentracije raztopin v tistih epruvetah, kjer ¢ebulice (Allium cepa L.) niso bile ve¢ namocene v

raztopini.

3.2.2.3 Pridobivanje rezultatov
Po treh oziroma petih dnevih smo koncentracije raztopin destilirane vode in kuhinjske soli (NaCl)

iz epruvet zlili v umivalnik, nato pa se lotili pridobivanja koli¢inskih podatkov.

Prvi del poskusa je zajemal koli¢ino ($tevilo) uspeno pognanih korenin. Cebulicam sorte Sturon
(Allium cepa L.) smo z opazovanjem presteli Stevilo poganjkov in si rezultate zapisali. To smo

opravili za vse meritve vsake izmed koncentracij pri obeh poskusih.

Drugi del poskusa je zajemal merjenje dolZine korenin, kjer smo uporabili milimetrski papir. Pri

dolocenih primerkih, ko korenine niso pognale, nam ni bilo treba meriti dolzine korenin. Pri
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primerkih, kjer je bilo korenin veliko, smo izmerili vse korenine, njihove dolzine sesteli in jih delili

s Stevilom korenin primerka ter tako dobili povpre¢no dolZino korenin.

Meritve korenin in izracun povprecne dolZine smo opravili dvakrat, da bi s tem ¢im bolj odpravili

merske napake.

3.2.3 Spremenljivke
Neodvisne spremenljivke: hranilo za ¢ebulice sorte Sturon (Allium cepa L.), relativna zracna

vlaznost, temperatura ozracja
Odvisne spremenljivke: stevilo in dolZzina pognanih korenin ¢ebulic sorte Sturon (Allium cepa L.)
Kontrolne spremenljivke: sonéna svetloba in valovna dolzina son¢nih zarkov

3.3 Dolo¢anje mitotskega indeksa cebulic (Allium cepa L.) namakanih v 3 g/L in 5 g/L
koncentracije soli

Opazovane celice v vidnem polju smo presteli, jim dolocili fazo celi¢ne delitve ter izracunali

njihovo odstotkovno vrednost. Pri tem smo mitotski indeks dolocili za tri vidna polja pri obeh

koncentracijah soli, torej 3g/L in 5g/L.

3.3.1 Material
- Cebule(Allium cepa L.)
- epruvete
- stojalo za epruvete
- gorilnik
- pinceto
- aluminijasta folija (s katero smo ovili spodnji del epruvete)
- raztopine NaCl (0 g/L, 3 g/L,5g/L, 8g/L,10g/L, 13 g/Lin 15 g/L)
- milimetrski papir

- mikroskop Leica CM E
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3.3.2 Metode
Najprej smo dolocili vrsto Cebulice za poskus. Nato smo ocistili ustrezno Stevilo Cebule sorte
Sturon (Allium cepa L.). Cebule smo obrezali na strani, kjer poganjajo ter s tem spodbudili

dodatno rast koreninskega dela.

Za izmerjene koncentracije soli smo uporabili tehtnico z natanénostjo 0.01 g. Koncentracije smo
nalili v epruvete, na vrh pa nastavili ¢ebulico sorte Sturon (Allium cepa L.) tako, da je obrezan del
bil potopljen v raztopino. Nato smo pocakali 3 0z 5 dni, ter priceli z zbiranjem rezultatov. Najprej

smo presteli pognane korenine ter jim nato s pomocjo milimetrskega papirja izmerili dolZino.

Korenine smo nato odrezali, ter jih obarvali z barvilom kisli karmin, da so bile celice vidne pod
mikroskopom. Nato smo vrsicke dali v epruvete, ter jih segrevali z gorilnikom. Ko je barvilo pricelo
vreti, smo gorilnik odstranili. To smo ponovili dvakrat. Odrezane vrsi¢cke smo s pinceto izvzeli iz
epruvet ter jih namestili na krovno stekelce, nato pa smo spodnji del korenine nezno pomeckali

med objektno in krovno steklo, nato pa smo koreninske vrsicke opazovali pod mikroskopom.

3.4 Obdelava podatkov
Podatke smo obdelali s pomocjo Excel-a (2013). S programom smo izracunali aritmeti¢no sredino

in standardni odklon. Za grafi¢no obdelavo pa smo si pomagali z Word-om (2013).
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4 REZULTATI

4.1 Vsebnost vitamina C

Tabela 1: Vsebnost askorbinske kisline (vitamina C) v mg na 100 g listov v drobnjakih (Allium

schoenoprasum) po stiritedenskem zalivanju z destilirano vodo oziroma 5, 10 ali 15 g/L NaCl

Koncentracija raztopine NaCl [g/L] Koli¢ina askorbinske kisline [mg/100g]
0 54,48
5 63,66
10 42,27
15 37,02

Podatki o masi drobnjaka, srednjem titru in volumnu porabljenega barvila 2,6-diklorindofenol pri

titraciji vzorcev drobnjakov (Allium schoenoprasum) zalivanih z destilirano vodo oziroma 5 g/L,

10 g/L ali 15 g/L NaCl so navedeni v tabeli 17 v prilogi.

Vsebnost vitamina smo racunali po enacbi navedeni v rubriki metode dela in materiali na strani

21. Primer izracuna koli¢ine vitamina C za drobnjak zalivanega z destilirano vodo:

10 x 2,9mL

- x 100 = 54,48 —
x L ~ 2% T00g

~ 15,00g X 3,55

m
mg
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Graf 1: Vsebnost askorbinske kisline (vitamina C) v mg na 100 g listov v drobnjakih (Allium

schoenoprasum) po stiritedenskem zalivanju z destilirano vodo oziroma 5, 10 ali 15 g/L NaCl

4.2 Stevilo vzkaljenih semen drobnjaka (Allium schoenoprasum) in p3enice (Triticum aestivum

L.) ter dolZina njihovih poganjkov

Tabela 2: Stevilo vzkaljenih semen drobnjaka (Allium schoenoprasum) po sedmih dneh zalivanja

s Sestimi razliénimi koncentracijami NaCl oziroma destilirano vodo

Koncentracija raztopine NaCl [g/L]
5 8 10 13 15

Dan

Stevilo

vzkaljenih

semen
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Tabela 3: Procent vzkaljenih semen drobnjaka (Allium schoenoprasum) po sedmih dneh zalivanja

s Sestimi razlicnimi koncentracijami NaCl oziroma destilirano vodo

Koncentracija raztopine NaCl [g/L]
Dan 0 3 5 8 10 13 15
Procent 1. 0 0 0 0 0 0 0
vzkaljenih 2. 0 0 0 0 0 0 0
semen 3. 0 0 0 0 0 0 0
[%] 4. 16 4 8 4 0 0 0
5. 32 4 16 4 0 0 0
6. 76 16 16 4 0 4 0
7. 88 44 32 8 4 4 0
100
90
X 80
c
g 70
(]
© 60
<
3 50
©
~< 40
>
T 30
3
o 20
o
10
0 [] - -
0 3 5 8 10 13 15

Koncentracija raztopine NaCl [g/L]

Graf 1: Procent vzkaljenih semen drobnjaka (Allium schoenoprasum) po sedmih dneh zalivanja s

Sestimi razlicnimi koncentracijami NaCl oziroma destilirano vodo
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Tabela 4: Stevilo vzkaljenih semen p3enice (Triticum aestivum L.) po sedmih dneh zalivanja s

Sestimi razli¢nimi koncentracijami NaCl oziroma destilirano vodo

Koncentracija raztopine NaCl [g/L]
Dan 0 3 5 8 10 13 15
5 1. 0 0 0 0 0 0 0
Stevilo 2. 10 3 4 0 0 0 0
vzkaljenih 3 24 8 16 10 0 0 0
Semen 4. 24 25 25 25 19 22 5
5. 25 25 25 25 21 22 5
6. 25 25 25 25 24 23 15
7. 25 25 25 25 24 23 15

Tabela 5: Procent vzkaljenih semen psenice (Triticum aestivum L.) po sedmih dneh zalivanja s

Sestimi razli¢nimi koncentracijami NaCl oziroma destilirano vodo

Koncentracija raztopine NaCl [g/L]
Dan 0 3 5 8 10 13 15
Procent 1. 0 0 0 0 0 0
vzkaljenih 2. 40 12 16 0 0 0 0
semen 3. 96 32 64 40 0 0 0
[%] 4. 96 100 100 100 76 88 20
5. 100 100 100 100 84 88 20
6. 100 100 100 100 96 92 60
7. 100 100 100 100 96 92 60
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Graf2: Procent vzkaljenih semen pSenice (Triticum aestivum L.) po sedmih dneh zalivanja s Sestimi

razli¢nimi koncentracijami NaCl oziroma destilirano vodo

Tabela 6: Povpre¢na dolzina vzkaljenih semen drobnjaka (Allium schoenoprasum) po sedmih

dneh zalivanja s Sestimi razli¢nimi koncentracijami NaCl oziroma destilirano vodo(SD +1)

Koncentracija raztopine NaCl | Povprecna dolZina poganjkov Standardni odklon [mm]
[g/L] [mm]
0 13,86 4,39
3 5,67 1,91
5 5,33 2,38
8 2,00 1,00
10 2,00 0,00
13 1,50 0,00
15 0,00 0,00

DolZine posameznih semen drobnjaka so v tabeli 20 v prilogi na strani 69.
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Graf3: DolZina vzkaljenih semen drobnjaka (Allium schoenoprasum) po sedmih dneh zalivanja z

destilirano vodo in Sestimi razli¢cnimi koncentracijami NaCl (SD 1)

Tabela 7: Povprecna dolZina vzkaljenih semen pSenice (Triticum aestivum L.) po sedmih dneh

zalivanja z destilirano vodo in Sestimi razlicnimi koncentracijami NaCl (SD £1)

Koncentracija raztopine NaCl | Povpreéna dolZina poganjkov Standardni odklon [mm]
[g/L] [mm]
0 28,72 2,12
3 25,76 3,09
5 14,48 2,50
8 5,52 2,08
10 2,00 0,87
13 1,65 0,76
15 1,36 0,48

Dolzine posameznih semen pSenice so v tabeli 21 v prilogi na strani 70.
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Graf 5: Dolzina vzkaljenih semen p3enice (Triticum aestivum L.) po sedmih dneh zalivanja z

destilirano vodo in Sestimi razli¢cnimi koncentracijami NaCl (SD £1)

4.3 Gojenje cebulic sorte Sturon (Allium cepa L.) in merjenje dolZine korenin

Tabela 8: Stevilo in dolZine korenin &ebule (Allium cepa L.) po tridnevnem namakanju v $estih

razliénih koncentracijah NacCl in destilirani vodi

Koncentracija Stevilo korenin pri Povprecno Dolzina korenin pri Povprecna

NaCl (g/L) preizkusancih Stevilo preizkusancih [mm)] dolZina
[mm]

0 9 |9 (13| 8 | 12 10,2 6,0|50(50]|70]5,0 5,6

3 oO(7|0]9]|9 5,0 00|70(00|4,0]3,0 2,8

5 12 1910 3 | 1 7,0 50(60(50]|50]20 4,6

8 6 | 5|7 | 7|16 8,2 50(3,0(3,0|40]5,0 4,0

10 112|001 0,8 20(30(00|00]1,0 1,2

13 0O (38 |1]10 4,4 00[10(30(10]20 1,4

15 O(6|0]|0]|S5 2,2 0,0[/30(00|0,0]3,0 1,2
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Graf 2: Povprecno Stevilo pognanih korenin ¢ebule (Allium cepa L.) po tridnevnem namakanju v

Sestih razli¢nih koncentracijah NaCl in destilirani vodi
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Graf 3: Povprecna dolZina pognanih korenin ¢ebule (Allium cepa L.) po tridnevnem namakanju v

Sestih razli¢nih koncentracijah NaCl in destilirani vodi
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Tabela 9: Stevilo in dolZine korenin ¢ebule (Allium cepa L.) po petdnevnem namakanju v $estih

razlicnih koncentracijah NaCl ter destilirani vodi

Koncentracija | Stevilo korenin pri | Povpre¢no Dolzina korenin pri Povprecna
NaCl (g/L) preizkusancih Stevilo preizkusancih [mm] dolzZina
[mm]
0 16 |14 19|20 | 18 17,4 28,0 | 42,0 | 38,0 | 37,0 | 40,0 37,0
3 17 12311 |10 | 15 15,2 37,0 | 40,0 | 12,0 | 36,0 | 24,0 29,8
5 512019 (21| 0 11,0 7,0 |12,0| 8,0 |18,0| 0,0 9,0
8 7119|6129 10,6 40 | 70 | 40 | 40 | 20 4,2
10 22|12 (123 | 7 9,2 11,0 1,0 | 3,0 | 2,0 | 4,0 4,2
13 10|72 | 8|4 6,2 40 | 40 | 10 | 40 | 2,0 3,0
15 210|110 |15 5,6 20| 00| 60| 00| 40 2,4
20
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Graf 4: Povprecno Stevilo pognanih korenin ¢ebule (Allium cepa) po petdnevnem namakanju v

Sestih razli¢nih koncentracijah NaCl in destilirani vodi
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Graf 5: Povprecna dolZina pognanih korenin ¢ebule (Allium cepa L.) po petdnevnem namakanju

v Sestih razli¢nih koncentracijah NaCl in destilirani vodi
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4.4 Dolo¢anje mitotskega indeksa ¢ebule (Allium cepa L.) namakanih v destilirano vodo, 3 g/L

in 5 g/L koncentracije soli

Za vsako preucevano koncentracijo — 3g/L in 5g/L — smo zajeli tri vzorce opazovanega vidnega
polja. Nakljuéno smo presteli skupek vec kot 100 celic ter jim odstotkovno dolocili njihovo fazo

mitotske delitve. Opazili smo, da se je (razen v interfazah) najvec celic nahajalo v profazi.

Posnetke smo zajeli preko racunalniskega programa, s katerim smo se povezali na mikroskop pri

400-kratni povecavi. Slike posameznega vidnega polja so v prilogi na strani 71-73.

Tabela 10: Stevilo celice ¢ebule (Allium cepa L.) po petdnevnem namakanju v destilirani vodi

pregledanih pri 400-kratni povecavi

Stevilo celic
Zaporedno Stevilo preparata Interfaza | Profaza | Metafaza | Anafaza | Telofaza
1 95 14 5 3 0
2 103 12 2 1 3
3 93 17 8 5 8
Povpredje 97 14 5 3 4

Tabela 11: Odstotek faz celice ¢ebule (Allium cepa L.) po petdnevnem namakanju v destilirani

vodi pregledanih pri 400-kratni povecavi

Odstotek celic (v %)
Zaporedno Stevilo preparata Interfaza | Profaza | Metafaza | Anafaza | Telofaza
1 81 12 4 3 0
2 85 10 2 1 2
3 71 13 6 4 6
Povpredje 79 11,6 4 2,6 2,6
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Graf 6: Povprecni delez celic ¢ebule (Allium cepa L.) v vsaki fazi delitve po petdnevnem

namakanju v destilirani vodi

Tabela 12: Stevilo celic ¢ebule (Allium cepa L.) po petdnevnem namakanju v 3 g/L NaCl

pregledanih pri 400-kratni povecavi

Stevilo celic
Zaporedno Stevilo preparata Interfaza | Profaza | Metafaza | Anafaza | Telofaza
1 123 7 4 6 0
2 113 5 0 1 1
3 108 6 4 2 0
Povprecje 114,6 6 2,6 3 0,3

Tabela 13: Odstotek celice ¢ebulic (Allium cepa L.) po petdnevnem namakanju v 3 g/L NaCl

pregledanih pri 400-kratni povecavi

Odstotek celic [%]
Zaporedno Stevilo preparata Interfaza | Profaza | Metafaza | Anafaza | Telofaza
1 88,0 5,0 3,0 4,0 0,0
2 94,0 4,0 0,0 1,0 1,0
3 90,0 5,0 3,0 2,0 0,0
Povprecje 90,7 4,7 2,0 2,3 0,3
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Graf 8: Povprecni delez celic ¢ebule (Allium cepa L.) v vsaki fazi delitve po petdnevnem

namakanju v 3 g/L NaCl

Tabela 14: Stevilo celic ebule (Allium cepa L.) po petdnevnem namakanju v 5 g/L NaCl

pregledanih pri 400-kratni povecavi

Stevilo celic
Zaporedno Stevilo preparata Interfaza | Profaza | Metafaza | Anafaza | Telofaza
1 157 0 0 0 0
2 134 0 0 0 0
3 201 0 0 2 0
Povprecje 164 0 0 0,6 0

Tabela 15: Odstotek celice ¢ebulic (Allium cepa L.) po petdnevnem namakanju v 5 g/L NaCl

pregledanih pri 400-kratni povecavi

Odstotek celic [%]

Zaporedno Stevilo preparata Interfaza | Profaza | Metafaza | Anafaza | Telofaza
1 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 99,0 0,0 0,0 1,0 0,0
Povprecje 99,7 0,0 0,0 0,3 0,0
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Graf 9: Povprecna odstotkovna vrednost celic ¢ebule (Allium cepa L.) v fazah mitoze po

petdnevnem namakanju v 5 g/L NaCl

Povprecni mitotski indeks podan v procentih smo izracunali po sledeci formuli:

100% X Stevilo celic v doloceni fazi

mitotski indeks (MI) = Stevilo vseh celic

Tabela 16: Povprecni mitotski indeks celic ¢ebule (Allium cepa L.) po petdnevnem namakanju v

destilirani vodi, 3 g/L oziroma 5 g/L NaCl

Koncentracija NaCl [g/L] Povprecni mitotski indeks [%)]
0 20,8
3 9,3
5 12,0
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Graf 7: Povprecni mitotski indeks celic ¢ebule (Allium cepa L.) po petdnevnem namakanju v

destilirani vodi, 3 g/L oziroma 5 g/L NaCl
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5 RAZPRAVA

Hipoteza 1

Drobnjak (Allium Schoenoprasum L.) vsebuje priblizno 56,48 mg vitamina C na 100 g rastlinskega
materiala (listov). (losin, 2017). V kontrolni skupini drobnjakov, ki smo jih zalivali z destilirano
vodo, smo s pomocjo titracijske metode dolocili 54,48 mg/100 g vitamina C, kar je natanko 2,00
mg manj od vrednosti, ki so jo dolo¢ili losine Alice in njeni sodelavci (2017). Ce koli¢ino vitamina
C primerjamo z drugimi rezultati v tabeli 1, opazimo da je po Stiritedenskem zalivanju s 5 g/L NaCl
vsebnost askorbinske kisline narastla za 9,18 mg/100 g, med tem ko je upadla za 12,21 mg/100 g
in 17,46 mg/100 g po zalivanju s 10 in 15 g/L NaCl.

V nasem poskusu smo se omejili le na dokazovanje, da z zalivanjem visjih koncentracij soli lahko
povecamo koli¢ino askorbinske kisline v zelenih listih drobnjaka. Rezultati so potrdili naso prvo
hipotezo, saj je vsebnost askorbinske kisline narastla za 16,85% po zalivanju s 5 g/L NaCl. Vpliv
slanosti na tvorbo vitamina C potrjujejo tudi mnoge druge raziskave. (Akram et al 2017, Hameed

et al 2015).

Abnormalne koli¢ine soli v rastlinah in drugi stresni dejavniki povzrocajo oksidativni stres, ki je
posledica povecane produkcije reaktivnih kisikovih spojin?. Uéinkovit antioksidativni sistem, pri
katerem ima eno izmed vodilnih vlogo askorbinska kislina, je klju¢en za razvoj tolerance na razne

stresorje. (Hameed, 2015)

Ze v poglavju teoreti¢nih osnov v rubriki o pomenu askorbinske kisline v rastlinah na strani 17,
smo omenili, da je aktivna oblika askorbinske kisline anion askorbat. Velike zaloge tega aniona se
nahajajo v celi¢ni citoplazmi. Od tu se ga okoli 5% transportira v apoplast. S tem se nadzoruje
koli¢ina askorbata v apoplastu, kar skupaj s celokupnim redoks potencialom3apoplasta doloda
nadaljnjo signaliziranje in odzivanje rastline na oksidativni stres. Kljub temu da je v apoplastu e

veliko drugih antioksidantov, ima askorbinska kislina klju¢no vlogo Se posebej zaradi odsotnosti

2 Med reaktivne kisikove spojine sodijo prosti radikali, razni peroksidi, lipidni peroksidi in tezke kovine
3 Redoks potencial je odvisen od vseh raztopljenih molekul v neki raztopini in njihovih standardnih redoks
potencialov (Stopar, 2007)
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glutationa* in NAD(P)H-ja. Pignocchi je porocal, da redoks stanje apoplasta in koli¢ina askorbatov
vplivata na hormonalno ravnovesje in rast rastline, sighalno delovanje MAP kinaze ®in aktivacijo
antioksidativnih encimov. Askorbinska kislina torej, glede na svoj poloZaj v apoplastu, ohranja
klju¢no vlogo pri zaznavanju stresorjev, vodenju fizioloskih in biokemijskih odzivov na abiotske
stresorje ter vzdrZevanju redoks homeostaze in s tem povezano regulacijo oksidativnih

stresorjev. (Akram, 2017)

Askorbinska kislina pa ni le signalna molekula, temvec tudi pripomore k izboljSanju vzdrZljivosti
rastlin, ko so izpostavljene stresnim dejavnikom. Najbolj u¢inkovito jih $¢itijo pred slanostjo in
oksidativni stresorji, ki povzrocajo suSenje, ob eksogenem nanosu askorbinske kisline, saj

spodbuja rast, delovanje fotosinteze in fotosintetskih pigmentov ter transpiracijo. (Akram, 2017)

Ze prej smo poudarili, da stres v rastlinah povzrodi intenzivno produkcijo reaktivnih kisikovih
spojin, kar imenujemo tudi oksidativni stres. Ta problem resujejo s sintezo encimskih in
neencimskih antioksidantov. Med slednje spada tudi vitamin C (askorbinska kislina), ki je
univerzalni neencimski antioksidant in pomembno vpliva na razstrupljevanje rastline z zaviranjem

pretirane sinteze reaktivnih kisikovih spojin in pospesevanjem njihove razgradnje. (Akram, 2017)

Natancneje kako je proizvodnja reaktivnih kisikovih spojin povezana z osmotskim stresom
pojasnjujejo Hanin in sodelavci, ki so raziskovali odzivhe mehanizme rastlin na solni stres. Mednje
spada signalizacija s pomocjo kalcijevih ionov. Rastline imajo senzori¢no omrezje obcutljivo na
pretok ionov, kar omogoca hitro prenasanje informacij po celotnem organizmu. Senzorji za
zaznavanje hiperosmoti¢nega stresa so povezani s kalcijevimi ioni, ki so signalne molekule in
lahko sproZzijo verigo reakcij kadar se njihova koli¢ina v citosolu poveca. Velike koncentracije soli
zaznavajo koreninske celice v katerih se porusi ravnovesje kalcijevih ionov, kar sprozi signal ki se
Siri s hitrostjo do 400 um/s do oddaljenih tkiv rastline. (Hanin, 2016) Povecana koncentracija
kalcijevih ionov v citosolu povzrodi produkcijo radikalov in aktivacijo encimov, ki proizvajajo

reaktivne kisikove spojine. (Goérlach, 2015)

4 Glutation je antioksidant, ki §¢iti celice pred reaktivnimi kisikovimi spojinami
5 MAP kinaza je encim, ki pripenja fosfatnoskupino na aminokisline serin, treonin in tirozin. Sodelujejo pri
obrambnih mehanizmih, ki ¢itijo celice pred osmotskim stresom, previsokimi temperaturami itd. (Morrison, 2012)
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Chan in soavtorji knjige ROS® regulation during plant abiotic stress responses pa so povectano
sintezo reaktivnih kisikovih spojin utemeljevali tudi z delovanjem elektronske prenasalne verige.
Reaktivne kisikove spojine nastajajo v raznih metabolnih procesih. So neizogiben stranski produkt
v elektronski prenasalni verigi, ki se nahaja v kloroplastih in mitohondrijih. Elektroni iz
elektronske prenasalne verige se spojijo z O, molekulami in pri tem nastanejo razli¢ne reaktivne
kisikove spojine. Abiotski in biotski stresni dejavniki povecujejo produkcijo in akumulacijo ROS.
Za primer vzamemo kloroplast — reaktivne kisikove spojine lahko nastanejo na fotosistemu 1 in
fotosistemu 2. Pod vplivom stresnih dejavnikov ima rastlina presezek absorbirane svetlobne
energije, ki presega energijsko kapaciteto fotosinteze, kar pomeni da ne more porabiti vse
absorbirane energije v elektronski transportni verigi. Posledi¢no se tvori vec reaktivnih kisikovih

spojin, ki negativno delujejo na razvoj rastlin. (Chan, 2017)

Slanost torej poveca osmotski stres in zmanjsuje koli¢ino proste vode, kar vodi v manjSanje

celiénega turgorja in kopicenje reaktivnih kisikovih spojin. (Nxele, 2017)

Zato je potreben ustrezen antioksidativni sistem, ki nadzira koli¢ino teh toksi¢nih spojin. Mnoge
raziskave so Ze potrdile, da askorbat ucinkovito regulira antioksidativni metabolizem v rastlinah.
Delovanje askorbinske kisline povezujejo z aktivacijo razlicnih antioksidativnih encimov. Najbolj
znane so askorbatne peroksidaze, ki so neaktivne kadar v okolici ni dovolj askorbinske kisline.
Vsebujejo hem in razgrajujo vodikov peroskid na vodo ter molekule kisika, pri cemer uporabljajo
askorbinsko kislino kot donor elektorna. Na izrazanje genov za sintezo askorbatne peroksidaze
encimov torej posredno, s pospeSevanjem sinteze askorbinske kisline, vplivajo abiotski stresoriji,

kot so slanost, susa, Skodljivo ionizirajoCe sevanje.(Akram, 2017)

Vodikov peroksid je strupena spojina in nastaja kot stranski produkt v nekaterih aerobnih
metabolnih poteh. Kadar so rastline izpostavljene abiotskim ali biotskim stresorjem nastaja v
velikih koli¢inah. Vodikov peroksid pa ne deluje le kot toksi¢na snov, temvec ima tudi vlogo
signalne molekule, saj bi naj regulirala izrazanje genov med obrambo rastline pred raznimi

stresorji iz okolja. (Locato, 2013)

¢ ROS je kratica za reactive oxygen species, kar v prevodu pomeni reaktivne kisikove spojine
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Zanimiv podatek je, da so rastline, ki proizvajajo velike koli¢ine askorbinske kisline v skoraj vseh
rastlinskih organih, najvec v zelenih delih rastlin, razvile nacin sinteze askorbinske kisline, ki v jo
v zadnji fazi katalizira L-galakton-1,4-lakton dehidrogenaza, pri ¢emer ne nastane vodikov

peroksid. (Locato, 2013)

Predvsem pomembno vlogo ima askorbinska kislin pri reakcijah redukcij v fotosintezi, saj ji s tem
omogoca varno delovanje. Kadar je rastlina izpostavljena mnogim stresnim dejavnikom, kot so
nizke temperature in prevelika slanost, se pospe$eno izraZajo geni za sintezo encimov, ki
obnavljajo in sintetizirajo askorbinsko kislino. S tem rastline doseZejo stabilnejSe notranje okolje

in preprecujejo motnje v delovanju bioloskih procesov. (Locato, 2013)

Kloroplasti so zelo obcutljivi na vodikov peroksid, saj oksidira tiole v beljakovinah kloroplastov.
Vodikov peroksid tako deluje kot posrednik pri zaviranju klju¢nih encimov, ki delujejo v
kalvinovem ciklu, prav tako zavira fiksacijo ogljikovega dioksida. Prosti radikali zato morajo biti

zaduseni, saj unicujejo kloroplast. (Akram, 2017)

Askorbati so lahko fakultativni-alternativni donorji elektronov, zato lahko kadar so rastline pod
vplivom raznih abiotskih stresnih dejavnikov sodelujejo v elektronski prenasSalni verigi v

kloroplastih. (Akram, 2017)
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Hipoteza 2

Kot predvideno je koli¢ina askorbinske kisline pri visjih koncentracijah soli (10 in 15 g/L) zacela
upadati. Po Stiritedenskem zalivanju s 10 g/Lje vsebnost vitamina C upadla za 22,41%, med tem
ko je pri 15 g/L upadla za 32,05%. V argumentaciji hipoteze 1 smo razpravljali o reaktivnih
kisikovih spojinah in antioksidativnem obrambnem mehanizmu. Ob preveliki obremenitvi rastline
s soljo, askorbinska kislina in drugi antioksidanti ne morejo vec prepreciti pretirane produkcije

reaktivnih kisikovih spojin in vdiranje raznih ionov v celico.

Ko kopicenje reaktivnih kisikovih spojin in drugih radikalov ter ionov kot so Na*, ClI',K* in SO4*
presezejo prag tolerance se pojavijo razni toksi¢ni ucinki. V normalnih pogojih je v citoplazmi celic
vi$jih rastlin od 100 do 200 mM kalijevih ionov (K*) in od 1 dO 10 mM natrijevih ionov (Na*). V
takSnem okolju tudi encimi lahko delujejo najbolj optimalno. Nenormalni nivo Na* in K* ionov
onemogoci delovanje encimov in zavre sintezo tudi drugih beljakovin. Kadar je v celici preve¢ Na*
ionov, lahko zac¢nejo ti izrivati kalcijeve ione, kar spremeni prepustnost membrane, posledi¢no
pa zacnejo izhajati tudi K* ioni. (Schulze, 2002) Kalijevi ioni pa so makro-elementi, ki regulirajo
rast in razvoj rastlin in drugih organizmov. Hkrati pa povzrocajo kopicenje osmotsko aktivnih

snovi in antioksidantov (askorbinske kisline in drugih) v celicah, kadar so te izpostavljene visjim

koncentracijam soli. (Ahanger, 2017)

Drugo hipotezo lahko potrdimo, saj smo dokazali da po zalivanju drobnjaka s previsokimi

koncentracijami NaClje vsebnost vitamina C upadla, vendar tocen prag ni bil dolocen.

Po stiritedenskem zalivanju s 10 in 15 g/L NaCl pa je drobnjak zacel tudi vidno navzven propadati.
Listi so se povesili in priceli bledeti ter izgubljati na masi. Za titracijo (metoda s katero smo dolocali
koli¢ino askorbinske kisline) je priporocena uporaba vsaj 15-ih gramov rastlinskega materiala. 1z
tabele 17 je razvidno, da smo pri obranih drobnjakih, ki smo jih zalivaliz 10 in 15 g/L NaCl natehtali
1 g oziroma 2,30 g manj zelenih listov od priporoéenega standarda, saj nam je zmanjkalo

rastlinskega materiala, kljub temu da smo vzgojili enako Stevilo drobnjaka.

Prav tako smo pri sekljanju drobnjaka na drobne koscke zaznali da so listi drobnjakov, ki smo jih

zalivali z visjimi koncentracijami soli, postajali vse bolj pekoci. Tega nismo dokazovali z raznimi
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metodami, je le kvalitativna opazka, na katero smo naleteli ob pripravljanju drobnjaka za titracijo.
Obstajajo pa raziskave (Arrowsmith et al 2011, Al Hattab et al 2015) ki eksperimentalno
dokazujejo da s povisano slanostjo okolja postajajo rastline bolj pekoce. Glavna substanca, ki se

kopici in daje pekoc¢ obcutek je alicin. (Arrowsmith, 2011)

Na tem podrocju se bi Se dalo narediti precej raziskav, ki bi lahko natan¢neje opredelile prag

tolerance na sol in vzroke ter posledice za povecanje pekocnosti.
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Hipoteza 3

Rezultati it tabele 7, 8, 9 in 10 potrjujejo naso tretjo hipotezo, saj je v petrijevkah z visjimi
koncentracijami soli vzkalilo manj semen. Tudi dolZina poganjkov je padala z viSanjem
koncentracije soli. Kon¢ni rezultati veljajo tako za drobnjak (Allium schoenoprasum) kot za

psSenico (Triticum aestivum L.).

Ce primerjamo procent vzkaljenih semen pri drobnjaku iz tabele 6 in pSenice iz tabele 8 opazimo,
da ja bila kalitev veliko uspesnejSa pri psSenici, saj so vzkalila vsa semena zalivana z destilirano
vodo oziromas 3, 5 ali 8 g/L NaCl Ze Sesti dan. Medtem ko semena drobnjaka niso niti po sedmih
dneh v nobeni izmed petrijevk zalivanih z razli¢nimi koncentracijami soli dosegla 100% kaljivost.
Po tem lahko sklepamo, da je pSenica veliko tolerantnej$a na visoke koncentracije soli kot
drobnjak. Tudi Akbari in sodelavci so zapisali, da razne vrste pSenice spadajo med relativno
halotolerantne rastline, (torej so veliko tolerantnejSe od povprecnih glikofitov). (2007) Dolo¢imo
lahko celo njen prag tolerance na sol, ki znasa priblizno 8 g/L NaCl. Pri 10, 13 in 15 g/L NaCl je
procent vzkaljenih semen pSenice padal z naraSanjem koncentracije soli. Drobnjak je
obcutljivejsa rastlina zato je vzkalilo le 88% semen zalivanih z destilirano vodo. Z viSanjem

koncentracije soli pa je ta procent upadal. Pri 15 g/L NaCl je bila kaljivost 0%.

Iz grafa 4 in 5 lahko vidimo, da dolzina semen upada z visanjem koncentracije soli. Kljub temu da
so vsa semena pSenice zalivana z destilirano vodo oziroma s 3, 5 ali 8 g/L NaCl vzkalila, njihove

dolzine niso enake, temvec prav tako upadajo z visanjem koli¢ine soli.

Mirujoce stanje semen prekine imbibicija oziroma absorpcija vode, kar omogoci aktivacijo
metabolizma. PoviSana slanost upocasni vsrkavanje vode v semena, posledi¢no s tem tudi
zavirajo njihovo kalitev in rast. NaCl zlahka prehaja skozi celicno membrano v citoplazmo celic,
razen ¢e akumulacijo preprecuje aktivirana membranska crpalka.(Katembe, 1998)Akumulacija
Na* in ClI" ionov v celici zavira absorpcijo kljuénih hranil kot je K* (Mittal, 2018) in vpliva na
aktivnost beljakovin, saj ioni preoblikujejo strukturo hidratacijskega ovoja, ki oblega proteine.
NaCl lahko deluje kot inhibitor za nekatere encime ki imajo klju¢no vlogo pri kaljenju. (Katembe,

1998)
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Hipoteza 4

Iz grafov 2 in 4 je razvidna povprecno Stevilo pognanih korenin ¢ebule (Allium cepa) za vsako
koncentracijo NaCl v vodni raztopini. Po petdnevnem namakanju so najve¢ korenin pognale
¢ebule gojene pri nizjih koncentracijah soli, najmanj pa ¢ebule gojene pri visjih koncentracijah.
Stevilo korenin in njihova dol%ina je uapdala obratnosorazmerno s koncentracijo soli. Po
tridnevnem namakanju pa Stevilo pognanih korenin neenakomerno narasca in pada. Najvec
korenin so pognale ¢ebule gojene v destilirani vodi, nato njihovo Stevilo mo¢no upade pri ¢ebulah

namakanih v 3 g/L soli in za¢ne nara$cati vse do 8 g/L soli, nato ponovno za¢ne upadati.

Deloma je na rezultate Stevila korenin in njihovo dolZino vplivalo tudi dejstvo, da pri nekaterih
visjih koncentracijah rastline niso pognale korenin, zato je bila tudi njihova skupna dolZina ni¢na.
Ponekod so se pri niZjih koncentracijah pojavili primerki, ko je kakSna korenina izstopala v svoji
dolzini, zato smo izmerili vse korenine in jim tudi izracunali njihovo povprecno dolzino. Vecjo
dolzino koreninskih vrsickov si lahko razlagamo kot uporabo za rastline primernejSega hranila,
medtem ko lahko za neustrezno hranilo oznacimo tiste koncentracije, kjer koreninski laski niso

pognali.

Cetrto hipotezo, torej da bo pri obeh poskusih gojenja rast korenin ¢ebulic sorte Sturon(Allium
cepa L.) uspesnejsa pri manjsSih koncentracijah NaCl lahko v celoti potrdimo pri petdnevnem
namakanju v raztopini, medtem ko lahko pri tridnevnem namakanju to le delno potrdimo, saj so
imele koncentracije 3g/L, 5g/L in 8g/L relativho podobno uspesnost pri rasti korenin, kljub temu
pa je bilo vidno odstopanje od visjih koncentracij (10g/L, 13g/L in 15g/L). Drugi del cCetrte
hipoteze, torej da bodo korenine daljSe (pri nizjih koncentracijah NaCl) lahko v celoti potrdimo
pri petdnevnem namakanju, saj so si povprecne dolzine korenin v vrstnem redu sledile obratno

evee

pa najdaljse.
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Hipoteza 5

........

........

Mitotski indeks je z viSanjem koncentracije NaCl padal tako pri tridnevnem kot tudi pri
petdnevnem namakanju ¢ebul. To si lahko razloZzimo z dejstvom, da prevelika koli¢ina soli zavira

rast korenin, saj Na ovira dostop korenin do hranilnih snovi, v naSem primeru do vodne raztopine.

Ucinki slanosti na rastline so presezki Na*in Clv protoplazmi, ki podrejo ionsko ravnotezje(K*,
Ca%*,Na*), specifiéni ucinki ionov na delovanje posameznih encimov in membrano, niZja
fotofosforilacija, manj$a asimilacija nitrata, motnje v sintezi proteinov ter kopi¢enje diaminov in
poliaminov. (Vodnik, 2018)

Ce je stres mocan, pride do trajnih funkcijskih nepravilnosti in do poskodb, manjse rasti in
problema pri kalitvi. (Vodnik, 2018)

Iz tabele 16 in grafa 7 lahko razberemo, da se je mitotski indeks spreminjal sorazmerno s
koncentracijo raztopine NaCl. Tako smo za 3g/L dobili visji mitotski indeks kot za koncentracijo
5g/L, obe koncentraciji pa sta imeli manjsi mitotski indeks kot kontrolni poskus.

Mitotski indeks za posamezno fazo se v vrstnem redu ni kaj bistveno razlikoval med

koncentracijami.

Hipotezo 5 lahko potrdimo in na osnovi rezultatov sklepamo, da se mitotski indeks manjsa s
povecanjem NaCl v raztopini. Sklepamo lahko, da bi z nadaljevanjem poskusa in z merjenjem
mitotskega indeksa kmalu prisli do koncentracije, kjer bi se delitev celic (mitoza) popolnoma

ustavila prav zaradi prevelike koncentracije NaCl.

Dani rezultati v grobem nakazujejo, da je bila v danem trenutku pri kontrolnem poskusu kar ena
petina (20%) celic v fazi delitve, pri koncentraciji 3g/L pa le Se ena desetina (10%). Pri koncentraciji
5g/L je bila v fazi delitve v povprecju le ena celica na 300 opazovanih celic (0,3%), kar nakazuje

blizanje popolni ustavitvi celi¢nih delitev pri visjih koncentracijah.

Hipotezo 5 potrjuje hipoteza 4, saj daljSe korenine hkrati pomenijo tudi visji mitotski indeks, saj

daljsa kot je korenina cebulic, vec celi¢nih delitev je opravila.
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6 OCENA METODE DELA

6.1 Titracija
Titracija je kvantitativnha metoda dolo¢anja neznane koncentracije znane snovi. Titriramo do
ekvivalentne to¢e oziroma barvnega preskoka v vzorcu. Odcitamo volumen porabljene raztopine

in s pomocjo enacb izracunamo iskano koncentracijo snovi v vzorcu. (Titration, 2018)

Pripravljen zelen vzorec drobnjaka smo titrirali s temno modrim barvilom do barvnega preskoka
v roza. Pomanjkljivost te metode je subjektivno dolo¢anje kdaj se je titrirana raztopina obarvala
v pravi odtenek roza. Napako smo sicer skusali zmanjsati s primerjalno raztopino roza barve, ki

smo jo postavili ob novem vzorcu pripravljenem za titriranje.

Zaradi majhne porabe modre raztopine 2,6-diklorindofenola (od 2,0 mL do 3,6 mL) je moZnost za
relativno napako bila toliko vecja. Pri titraciji smo morali biti izredno natancni, saj je vsak mililiter
kljuéni pokazatelj razlike v volumnih porabe. Ker je barvilo 2,6-diklorindofenola temno modre
barve je bilo odcitavanje volumna na bireti, ki ima prav tako skalo oznacdeno s temno modro

barvo, otezeno.

Dandanes poznamo veliko natanénejse in tehnolosko naprednejSe metode doloéanje vitamina C,
kot je HPLC metoda - tekocinska kromatografija visoke locljivosti. Je najbolj natanc¢na metoda, s
katero lahko kvalitativno in kvantitativno opredeljujemo posamezne komponente vzorca. Snovi
v vzorcu se razlikujejo glede na fizikalne in kemijske interakcije z mobilno in stacionarno fazo.

(Pokorny, 2013)

Kot Ze omenjeno smo v kontrolni skupini drobnjakov, ki smo jih zalivali z destilirano vodo s
pomocjo titracijske metode dolocili 54,48 mg/100 g vitamina C, kar je natanko 2,00 mg manj od
vrednosti, ki so jo doloCili losine Alice in njeni sodelavci (2017). Na vsebnost vitamina C v rastlinah
vplivajo tudi drugi dejavniki kot so gojenje, ¢as pobiranja, skladis¢enje in transport, zaradi ¢esar
lahko pride do odstopanja v vrednostih. V svoji raziskavi so losine in sodelavci kupili drobnjak v
trgovini, med tem ko smo ga mi vzgojili sami. S tem smo delno izkljucili druge motece dejavnike,

ki bi lahko vplivali na koli¢ino vitamina C.
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6.2 Ocena metode gojenja cebulic

Tukaj se pojavi vprasanje, katere rastline (s poudarkom na poljs¢inah) so primerne za hranila z
visjo koncentracijo NaCl oz. kaksna je sploSna meja koncentracije NaCl za povprecno rastlino, da
le-ta Se uspeva. Prav tako se pojavi vprasanje, Ce je katera koncentracija NaCl za doloc¢eno rastlino
bolj primerna kot niZja koncentracija ali je uspesnost rasti obratno sorazmerna z koncentracijo

NaCl v vodi.

Do natanénejSih rezultatov bi prisli predvsem, c¢e bi se osredotocili zgolj na eno samo
koncentracijo NaCl ter z njo opravili ve¢ gojenj ¢ebulic, saj bi morda pri vedji kolicini (kvantiteti)
prisli do (malo) drugaénih meritev. Rezultati bi lahko bili natanc¢nejsi, e bi bila ¢ebulica v ¢asu
gojenja v komori z regulirano (sobno) temperaturo, prav tako bi (verjetno) dobili (malo) drugacne

rezultate, Ce bi bile ¢ebulice ves ¢as pod enakomerno svetlobno jakostjo in valovno dolZino.

Poskus bi ponovili z vecjo koli¢ino ¢ebulic, ki bi bile (na videz) identi¢ne, izmerili bi jim enako
koli¢ino hranila, postavili bi jih vtemperaturno komoro s sobno temperaturo 20°C in jim dolocili

ustrezni barvni spekter svetlobe in svetlobno jakost.

6.3 Ocena metode dolo¢anja mitotskega indeksa

Dane vrednosti ob doloceni fazi mitoze ¢ebulic bi ocenili kot korektno pridobljene, saj smo bili pri
delu skrbni, organizirani in dovrsni. Ce bi poskus z mitotskim indeksom ponovili, bi prisli do
podobnih rezultatov, morda bi prislo do rahlega odstopanja, ¢e bi meritev opravljali na zelo

obsirnem Stevilu celic (vec tiso€ celic).

Obmocja opazovanih celic so bila popolnoma naklju¢na, saj smo Zeleli dobiti sploSne rezultate.
Dejstvo je, da se mitotski indeks razlikuje glede na obmodje, nekje je kakSna celica v anafazi ve¢,

spet v drugem obmocdju je kaksna celica v stanju telofaze vec.

Uporabili smo sploSno metodo Stetja, nismo se ozirali na okvirno Stevilo celic, temvec zgolj na
opazovano obmocje ter Stevilo celic preracunali na odstotke. Zanesljivost rezultatov smo

izboljsali z veckratnim Stetjem pri vec vidnih poljih.
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7 DRUZBENA ODGOVORNOST

Dandanes se pojavlja problematika gnojenja in izérpavanje zemlje, ki povzroca skrb ne le
okoljevarstvenikom temvec tudi kmetovalcem, ki izgubljajo rodovitne povrsine. Z namakanjem in
izsuSevanjem zemelj povzro¢amo akumulacijo raznih topljencev in soli, ki v prevelikih koli¢inah
lahko Skodujejo rastlinam. Ocenjujejo da ima kar ena tretjina namakalnih povrsin preveliko

koli¢ino soli. (Schulze, 2002)
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8 ZAKLIUCEK

V prvem delu raziskovalne naloge smo dokazovali, da solni stres vpliva na raven vitamina C v
drobnjaku (Allium schoenoprasum). Pri 5 g/L soli je bilo v zelenih listih drobnjaka 9,18 mg/100 g
vec vitamina C kakor v listih drobnjakov zalivanega z destilirano vodo. Pri 10 g/L in 15g/L je ta
raven moc¢no upadla, rastline so prav tako zacele navzven vidno propadati. Prvo in drugo hipotezo
smo s tem potrdili. Predlagamo nadaljne raziskave, ki bi dolocile natan¢no zgornjo mejo tolerance

drobnjaka (Allium schoenoprasum) na solni stres.

Tudi tretjo hipotezo lahko potrdimo, saj smo dokazali da solni stres zavira kalitev semen
drobnjaka (Allium schoenoprasum) in pSenice(Triticum aestivum L.). Vendar moramo upoSstevati,
da je psSenica tolerantnejsa vrsta, zato so semena pSenice po sedemdnevnem kaljenju dosegla
100% kaljivost pri koncentracijah od 0 do 8 g/L soli, med tem ko semena drobnjaka nikoli niso vsa
vzkalila. Potrebno pa je tudi omeniti, da je dolZzina poganjkov tako pri pSenici kot drobnjaku

upadala z viSanjem koncentracije soli.

Na podlagi danih rezultatov, ki smo jih pridobili s prestevanjem korenin ¢ebulic, merjenjem
njihove dolZine in doloanjem mitotskega indeksa pri razliénih koncentracijah smo prisli do

sklepa, da (vecje kolicine) soli negativno vplivajo na rast in razvoj rastlin.

Pri prevelikih koncentracijah NaCl smo zasledili Ze popoln zastoj razvoja rastline, kjer se je rast
ustavila Ze v zelo zgodniji fazi ali pa se sploh ni zacela. Pri niZjih koncentracijah NaCl, predvsem pri
3g/L in 5g/L smo zasledili Se relativnho spodbudne rezultate tako za Stevilo korenin, kot tudi za

njihovo dolzZino. Rezultati so bili pozitivni tako pri tridnevnem kot petdnevnem namakanju.

Na podlagi mitotskega indeksa, pridobljenega z mikroskopiranjem smo dobili rezultate, ki Se

dodatno potrjujejo dejstva, pridobljena z gojenjem cebulic.

Pri koncentraciji 5g/L smo prisli skoraj do popolne prevlade celic med interfazo celi¢ne delitve,
kar nam dodatno prikaZe, zakaj se je rast zmanjsala. Pri koncentraciji 3g/L smo imeli (v povpredju)
vec korenin, ki so bile (prav tako v povprecju) tudi daljSe (pri obeh ¢asovnih obdobjih merjenja),
kar potrjujemo tudi z mikroskopiranjem, saj smo zasledili najve¢ celic v ostalih fazah delitve

(profazi, metafazi, anafazi in telofazi), cemur pripisujemo tudi najucinkovitejSo rast.
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Temu, da je prevladovala interfaza mitoze pripisujemo predvsem dejstvu, da je celica v ¢asu

delitve prav v tej fazi in da ostale potecejo relativno zelo hitro.
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11 PRILOGE
Tabela 17: Masa uporabljenega drobnjaka (Allium schoenoprasum), obranega po Stiritedenskem
zalivanju z destilirano vodo oziroma s 5, 10 ali 15 g/L NadCl, za titracijo in doloc¢anje vsebnosti

vitamina C
Koncentracija NaCl [g/L] Masa [g]
0 15,00
5 15,05
10 14,00
15 13,70

Tabela 18: Volumen porabljenega barvila 2,6-diklorindofenol pri titraciji 2% metafosforne
kisline s 2,705 mg/10 mL askorbinske kisline

Zaporedna V1 barvila[mL] V2 barvila[mL] AV barvila [mL] Povprecni V
meritev barvila [mL]
1 0,0 9,7 9,7
2 9,7 19,2 9,5
3 19,2 28,7 9,5
4 28,7 38,3 9,6
5 38,3 47,8 9,5 9,6
6 0,0 9,4 9,4
7 9,4 19,1 9,7
8 19,2 28,7 9,2
9 28,7 38,5 9,8
10 38,7 48,4 9,7

Izracun srednjega titra:

X

_ 9,6mL _ mL

=35
2,705g mg
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Tabela 19: Volumen porabljenega barvila 2,6-diklorindofenol pri titraciji vzorcev drobnjakov

(Allium schoenoprasum) zalivanih z destilirano vodo oziroma 5, 10 ali 15 g/L NaCl

Koncentracija Zaporedna V1 [mL] V2 [mL] AV [mL] Povprecni
raztopine NacCl meritev V [mL]
[g/L]

1 0,2 2,7 2,5
2 2,7 5,3 2,6
3 5,6 8,1 2,5
4 8,1 10,6 2,5

0 5 10,6 13,5 2,9 2,9
6 13,5 16,8 3,3
7 16,8 19,6 2,8
8 19,6 22,7 3,1
9 22,7 26,0 3,3
10 26,0 29,0 3,0
1 0,1 3,7 3,6
2 3,7 7,0 3,3
3 7,0 10,2 3,2
4 10,2 13,4 3,2

5 5 13,4 16,4 3,0 34
6 16,4 19,3 2,9
7 19,3 22,4 3,1
8 22,4 25,3 2,9
9 25,3 28,5 3,2
10 28,5 31,5 3,0
1 0,0 2,1 2,1
2 2,1 4,2 2,1
3 4,2 6,0 1,8
4 6,0 8,1 2,1

10 5 8,1 10,2 2,1 2,1
6 10,2 12,3 2,1
7 12,3 14,3 2,0
8 14,3 16,3 2,0
9 16,3 18,4 2,1
10 18,4 20,5 2,1
1 0,0 1,5 1,5
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15

2 1,5 3,2 1,7
3 3,2 4,7 1,5
4 4,7 6,1 1,4
5 6,1 7,5 1,4
6 7,5 9,2 1,7
7 9,5 11,4 1,9
8 11,4 13,5 2,1
9 13,5 15,9 2,4
10 15,9 17,8 1,9

1,8
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Tabela 20: Dolzina vzkaljenih semen drobnjaka (Allium schoenoprasum) po sedmih dneh

zalivanja s Sestimi razli¢nimi koncentracijami NaCl oziroma destilirano vodo

Koncentracija raztopine NaCl [g/L]

Poganjek 0 3 5 8 10 13 15
1. 15 4 10 3 2 1 /
2. 16 8 4 1 / 2 /
3. 15 4 5 / / / /
4, 20 6 5 / / / /
5. 14 4 6 / / / /
6. 22 6 2 / / / /
7. 11 8 2 / / / /
8. 13 3 4 / / / /
9. 15 8 / / / / /
10. 5 3 / / / / /
11. 15 4 / / / / /
12. 18 / / / / / /
Dolzina 13. > / / / / / /
(mm] 14. 15 / / / / / /
15. 16 / / / / / /
16. 15 / / / / / /
17. 11 / / / / / /
18. 14 / / / / / /
19. 16 / / / / / /
20. 4 / / / / / /
21. 13 / / / / / /
22. 17 / / / / / /
23. / / / / / / /
24. / / / / / / /
25. / / / / / / /
Povprecje | 13,86 5,67 5,33 2,00 2,00 1,50 0,00
[mm]
Standardni 4,39 1,91 2,38 1,00 0,00 0,50 0,00
odklon
[mm]
Legenda:

/ - seme ni vzkalilo
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Tabela 21: DolZina vzkaljenih semen pSenice (Triticum aestivum L.) po sedmih dneh zalivanja z

destilirano vodo in Sestimi razli¢énimi koncentracijami NaCl

Koncentracija raztopine NaCl [g/L]

Poganjek 0 3 5 8 10 13 15
Dolzina 1. 31 20 17 14 1 1 1
[mm] 2. 29 16 23 6 2 1 1

3. 25 25 14 5 1 1 2
4, 30 29 14 8 1 1 1
5. 29 28 18 6 2 1 1
6. 30 28 15 5 2 1 2
7. 27 27 10 4 2 1 2
8. 28 25 13 5 3 2 1
9. 29 24 12 6 2 3 1
10. 33 28 16 6 1 2 1
11. 30 23 14 7 3 2 2
12. 29 26 14 4 3 2 2
13. 27 28 15 5 3 3 1
14. 26 29 13 6 4 3 1
15. 30 23 14 4 1 2 /
16. 32 26 16 4 1 1 /
17. 27 24 14 4 1 1 /
18. 30 28 12 4 3 2 /
19. 26 30 17 5 1 2 /
20. 24 29 15 7 2 3 /
21. 30 27 14 6 3 1 /
22. 29 26 11 3 2 1 /
23. 28 27 13 4 2 1 /
24. 28 23 14 5 2 / /
25. 31 25 14 5 / / /
Povprecje | 28,72 25,76 14,48 5,52 2,0 1,65 1,36
[mm]
Standardni | 2,12 3,09 2,50 2,08 0,87 0,76 0,48
odklon
[mm]
Legenda:

/ - seme ni vzkalilo
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anafaza

interfaza

Slika 8: Vidno polje 1 pri 400- kratni povecavi — celice koreninskega vrsicka cebule (Allium cepa

L.) po petdnevnem namakanju v 3 g/L (lastni vir)

Slika 9: Vidno polje 2 pri 400- kratni povecavi — celice koreninskega vrsicka ¢ebule (Allium cepa

L.) po petdnevnem namakanju v 3 g/L (lastni vir)
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Slika 10: Vidno polje 3 pri 400- kratni povecavi — celice koreninskega vrsicka ¢ebule (Allium cepa

L.) po petdnevnem namakanju v 3 g/L (lastni vir)

Slika 11: Vidno polje 1 pri 400- kratni povecavi — celice koreninskega vrsicka c¢ebule (Allium cepa

L.) po petdnevnem namakanju v 5 g/L (lastni vir)
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Slika 12: Vidno polje 2 pri 400- kratni povecavi — celice koreninskega vrsicka ¢ebule (Allium cepa

L.) po petdnevnem namakanju v 5 g/L (lastni vir)

.

S ]

Slika 13: Vidno polje 3 pri 400- kratni povecavi — celice koreninskega vrsicka ¢ebule (Allium cepa

L.) po petdnevnem namakanju v 5 g/L (lastni vir)
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