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ZAHVALA

Radi bi se zahvalili mentoricama za vso pomoc pri opravljanju eksperimentalnega dela in
omogocenega dostopa do laboratorijske opreme, za razlago in smernice pri interpretaciji in

izdelavi raziskovalne naloge.



POVZETEK

Tezke kovine so prisotne in nas ogrozajo s svojo prisotnostjo v vodi, tleh, Skropivih, rastlinah
in Zivalskem tkivu. Raziskave pravijo, da je povecana vsebnost tezkih kovin; npr. bakra, ravno
v vinogradniskih tleh, vrtovih, gradbiscih in nasih dvoriscih. Proucevali in raziskovali bomo
vpliv razliénih koncentracij bakra na rastline in njegovo potencialno genotoksi¢nost. V
raziskovalni nalogi bomo uporabili razlicne kemijske metode merjenja vsebnosti akumulacije
bakra v Javanskem mahu (Vesicularia dubyana). V bioloskem delu bomo s pomocjo metode
Allium test na koreninskih vrsickih ¢ebule (Allium cepa L.) skusali ugotoviti genotoksi¢nost
bakra na meristematska tkiva cebulic. Na podlagi dobljenih rezultatov bomo poskusali
vzpostaviti korelacije med koncentracijami bakra in vplivom na delece se celice ter dokazati

potencialno negativen vpliv dolo¢enih kovin na ¢loveka.



1. UVOD

Ljudje s svojimi posrednimi in neposrednimi posegi v okolje vnasajo snovi, ki onesnazujejo
naravo. Onesnazujejo vodo, zrak in tla, kar negativno vpliva na rast in razvoj rastlin ter

posledi¢no tudi na zdravje ¢loveka.

Onesnazevanje tal s kovinami sega dalec v zgodovino, v ¢as proizvodnje in obdelave rud. Je
posledica tako naravnih kot antropogenih dejavnosti. Velik problem in groznjo predstavljajo
predvsem zaradi njihove nezmoznosti razgradnje, zaradi Cesar jih je potrebno odstraniti. V
naravi se vsebnost kovin zmanjSuje s spiranjem skozi talni profil, erozijo tal in deflacijo, vendar

jih vecina kljub temu ostane vezanih na talne delce ali pa se vkljucujejo v kroZenje snovi.

Tezke kovine se nahajajo povsod, tako v urbanih kot v neurbanih tleh. Nekatere izmed teh, te
so tako imenovane esencialne kovine, ki jih ljudje, Zivali in rastline potrebujejo za normalen
razvoj in rast. Previsoka vsebnost teh kot tudi neesencialnih kovin, je za organizme toksi¢na
in Skoduje zdravju, ovira presnovo, ter se kopici v tkivih. Glavna pot tezkih kovin v rastline je
absorbcija skozi korenine, absorbcija in kopiéenje teh v rastlinskih tkivih pa sta odvisni tudi od

drugih dejavnikov, najbolj pa od biotopnosti toksi¢nih snovi (Breznik, 2015).

Nekatere kovine preko prehranjevalne verige, npr. preko zauZzitih vrtnin in Zivali, ki so rastle
ali se pasle na s kovinami onesnazenih tleh, pridejo v ¢loveski organizem in zanj ter njegovo
zdravje predstavljajo potencialno nevarnost. Taksne kovine so npr. Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn,
Mo, Ni, Se in Zn. Podrobno preucevanje vplivov CuSO4, kot kovine, ki je stalno prisotna v tleh
na rast dolocenih rastlin je tako zanimivo zaradi vnasanja preko kmetijstva, pri katerem je
baker klju¢ni element Stevilnih gnojil, baktericidov in fungicidov. Predstavlja del zacaranega
kroga obremenitve tal, okolja in posredne toksi¢nosti na posamezne trofiéne nivoje.
Potencialna genotoksi¢nost CuSO4 na rast meristemskih tkiv v koreninskih vrsickih in prirastek
tovrstnih tkiv, kot tudi skupna koli¢ina akumulacije in vpliv na samo rast ob izpostavljenosti
zelenih delov rastlin so lahko negativni znanitelji prekomerne obremenitve okolja kot tudi

rdeci alarm za vsa Ziva bitja, ki v tem okolju Zivijo.



1.1. NAMEN IN CILJI RAZISKOVALNE NALOGE

Namen raziskovalne naloge je ugotoviti kako baker vpliva na rast in razvoj korenin pri
holandski rumeni ¢ebuli (Allium cepa sp.), ter ali genotoksi¢no vpliva na delece se celice v
koreninskih vrsic¢kih. Prav tako pa Zelimo ugotoviti, ali ima baker genotoksi¢en vpliv na
javanski mah (Vesicularia dubyana) ter poiskati korelacije med morebitnimi negativnimi ucinki

bakra na obeh rastlinah.

1.2. HIPOTEZE:

1. Prirastek koreninic Hollandske rumene ¢ebule (Allium cepa sp.) bo po sedmih dneh

evee

............

koncentraciji 0,006 g/L.

3. Stevilo kromosomskih anomalij, aberacij v posameznih fazah delitve se bo premo
sorazmerno vecalo z visanjem koncentracije raztopine bakrovega sulfata. Najvec jih
bo pri koncentraciji 0,006 g/L.

4. Najvecjo koncentracijo bakrovih ionov akumulirajo rastline, ki so izpostavljene visjim
koncentracijam bakrovih spojin, kar se bo pokazalo pri vrednosti absorbance.

Posledi¢no bo koncentracija bakrovih ionov v okoliski vodi manjsa.



2. TEORETICNO OZADIJE

2.1. TEZKE KOVINE

Tezke kovine, z drugim izrazom tudi sledece kovine (ti. Trace metals) so elementi, ki jih
najdemo tako v vodnem okolju kot v geoloskih vzorcih, v precej nizkih koncentracijah. Zanje
se uporablja tudi definicija elementov, ki imajo v primerjavi z vodo, relativno visoko gostoto,
gostoto ki presega 5 g/cm?® (Adriano, 1986). Mednje uvrs¢amo krom, kobalt, baker, Zelezo,
magnezij, cink in nikelj. Te delimo med esencialne in neesencialne tezke kovine. Med biolosko
pomembne uvrééamo baker, nikelj, Zelezo in cink. Zelezo, kor primer, tvori bistven del
hemoglobina, ki je kljucen za prenos kisika po krvi. Visoke koncentracije teh in tudi nebiolosko

bistvenih kovin povzrocajo toksi¢nost.

2.1.1. TOKSICNOST

Ce so teike kovine prisotne nad mejnimi koncentracijami, postanejo strupene. Mejna
koncentracija je odvisna od kovine, Zivalske vrste in okolja v katerem se nek organizem nahaja.
Mejne koncentracije oz. vrednosti dolo¢a Uredba o mejnih, opozorilnih, in kriticnih emisijskih

vrednosti nevarnih snovi v tleh.



Tabela 1: Mejne koncentracije nevarnih snovi v tleh

NEVARNA SNOV

MEIJNA VREDNOST LETNEGA VNOSA
kg/ha

Kadmij s svojimi spojinami 0.025
Baker s svojimi spojinami 3.000
Nikelj s svojimi spojinami 0,500
Svinec s svojimi spojinami 2,500
Cink s svojimi spojinami 10,00
Zivo srebro s svojimi spojinami 0,025
Celotni krom 2,500
Sestvalentni krom 0,250

(Uradni list RS, 2005)

Tezke kovine na Ziva bitja vplivajo s postopnim nalaganjem — bioakumulacijo. Bioakumulacija

pomeni povecéanje koncentracije kemikalije v bioloskem organizmu skozi ¢as v primerjavi s

koncentracijo kemikalije v okolju.

Koncentracije tezkih kovin se visajo po prehranjevalni verigi navzgor — izpostavljenost se
pri¢ne pri niZje razvitih organizmih in se postopoma nalaga v plenilske, visje razvite organizme,
med katere uvr§¢amo tudi ¢loveka. Visoke koncentracije teh kovin motijo presnovne procese
na dva nacina. (i) kovine se nabirajo in s tem ovirajo delovanje vitalnih organov in Zlez, (ii) iz

njih izpodrinejo vitalne prehranske minerale s prvotnega mesta in s tem ovirajo njihovo

biolosko funkcijo (Heavy metals, b.d).
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Tako kot na Zivali in ljudi, visje koncentracije vplivajo tudi na rastline. Rastline ob previsoki
izpostavljenosti tezkim kovinam dozivljajo t. i. oksidativni stres. Ta lahko povzroci celi¢ne
poskodbe in motnje celitne ionske homeostaze. Stevilne vrste so se na povedane
koncentracije prilagodile z razvojem razstrupljevalnih mehanizmov, ki temeljijo predvsem na

kelaciji.

Tezke kovine lahko v ¢lovesko telo vstopijo s hrano, vodo, zrakom ali absorbcijo skozi koZo (v
industriji, kmetijstvu, farmaciji, proizvodnji). Industrijska izpostavljenost velja za najbolj
pogost nacin izpostavljenosti pri odraslih, pri otrocih pa zauZitje. Vstop tezkih kovin pri
rastlinah je nekoliko drugacen od tega pri ¢loveku (Chaney in sod. 1984, Ewers in schlipkoeter

1984).

2.1.2. VIRI TEZKIH KOVIN

Tezke kovine so lahko posledica antropogenih in naravnih procesov. Med naravne vire tezkih
kovin Stejemo naravne emisije tezkih kovin, te pa vkljuéujejo vulkanske izbruhe, prsila z
morsko soljo, gozdne pozare, biogene vire in delce tal, ki jih odnasa veter. Najdemo jih v obliki
hidroksidov, oksidov, sulfidov, sulfatov, fosfatov in oraganskih spojin. Med antropogene
procese pa najpogosteje sodijo industrija, kmetijstvo, odpadne vode rudarstvo. Eni izmed
najpomembnejsih antropogenih procesov, ki so vir onesnazevanja so avtomobilski izpubhi,

insekticidi in izgorevanje fosilnih goriv (Masind, Muedi, 2018).

Prisotnost tezkih kovin prinasa prej Skodljive kot pa pozitivne vplive. Vplivajo na ve¢ podrocij

okolja, kot so hidrosfera, litosfera, biosfera in ozracje.

Prisotnost nahajanja tezkih kovin v tleh je posledica industrijskih dejavnosti (rudarjenje,
taljenje rude), vnasanje gnojil, namakanje tal z odpadno vodo in nastanek tal na kamnini,
bogati s kovino (Udovic in LeStan, 2008). Koncentracije kovin so prisotne v obliki ionov, ki so
topni v talnih raztopinah in v obliki kationov, vezanih na razlicne organske snovi, karbonate,
okside. Ob sprejemu ionov iz tal v rastlino vplivajo razli¢ni dejavniki, kot so temperatura, pH

tal, mikroorganizmi v tleh, ontogenetski razvoj rastline (Kranjcic, 2008). Vecina tezkih kovin ni
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mikrobno ali kemicno degradirana, ker so nerazgradljive in kot posledica se njihove

koncentracije ¢ez leta le nabirajo.

V Sloveniji v sploSnem tla niso zelo onesnaZena s tezkimi kovinami, razen v dolocenih izjemah.
K zmanjsSanju poviSanih koncentracij tezkih kovin pripomorejo spiranje in erozija tal ter

sprejem v rastlinske dele (Romih, Graner, Lasnik, b.d.).

Tako kot tla, prihaja tudi do onesnaZenja vode. Glavna vzroka za le-to sta industrializacija in
urbanizacija. Tezke kovine se odvajajo z odtokom iz industrij in urbanih obmocgjih in se v obliki
usedlin kopicijo na vodnih tleh. Za Zivali predstavljajo Se vecjo nevarnost, saj se kovine v vodi
lazje transportirajo in so jim lazje dostopne. Vodni organizmi so tako kovinam bolj
izpostavljeni, saj so z njimi ves €as v neposrednem stiku. Onesnazenost vode preko
prehranjevalnih verig tako prizadene vse organizme. Ljudje kot primer organizmov, ki se

eves

navedeno, koncentracija tezkih kovin v prehranjevalni verigi povecuje.

Tako kot vodo, industrializacija in urbanizacija, onesnazujeta tudi zrak, kar se v zadnjih letih
pojavlja kot glavni okoljski problem po vsem svetu. Njegovo onesnazevanje so pospesili prah
in delci, ki se sprosc¢ajo ob antropogenih procesih. Prav tako sproscéajo v zrak prasne delce tudi
razliéni naravni procesi. Ti prasni delci lahko povzrocdijo drazenje koze, o¢i, okuzbe dihal in

bolezni srca ter oZilja, kar lahko vodi v prezgodnjo smrt (Briffa, Singara, Bludell, 2020).

2.1.3. BAKER

Baker je za Ziva bitja esencialnega pomena, saj ima pomembno vlogo pri encimskih reakcijah,
pri rastlinah pa tudi kljuéno vlogo za tvorbo klorofila. Element v rastlini aktivira nekatere
encime, ki sodelujejo v sintezi lignina, pomemben je tudi v pri procesu fotosinteze in pomaga
pri presnovi ogljikovih hidratov ter beljakovin. Baker bodisi v pomankanju bodisi v presezku

povzroci motnje v rasti in razvoju rastlin.

Pomankanje bakra se kaze v obliki simptomov ki se zacnejo kot rahla kloroza celotnega lista

ali med Zilami lista. Na kloroticnih predelih se za¢nejo tvoriti majhne lise, zlasti na robovih. Z
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napredovanjem simptomov se listi manjsajo, izgubljajo sijaj in lahko celo uvenijo (Kaiser,

Rosen, 2018).

PreseZek bakra zavira rast in moti pomembne celicne procese kot so celicno dihanje in
fotosinteza. Rastline, gojene v prisotnosti visoke ravni Cu, obi¢ajno kaZejo zmanjsane
simptome biomase in klorotike. Prevelika koncentracija bakra omeji rast korenin tako, da
sezge koreninske konice in s tem povzroci odvecno stransko rast korenin. Visoka vsebnost
bakra tekmuje z vnosom Zeleza in cinka, in kasneje to kaze simptome pomankanja Zeleza in
drugih mikrohranil. Ce se toksi¢nost bakra ne popravi lahko sledi zmanj$ano razvejanje rastlin

in kasneje tudi upadanje (Yruela, 2005).

Dosedanje raziskave so pokazale, da ima preseZzek bakra znotraj rastline in na enoti celice
precej Skodljivih vplivov. Ugotovili so, da je v listih nizja vsebnost klorofila, pojavljajo se tudi
spremembe v strukturi kloroplasta in sestavi tlakoidne membrane. Ob povecani ravni Cu, bi
naj ta posegal v biosintezo fotosintetskih strojev, kateri spreminjajo tako pigmentno kot
beljakovinsko sestavo fotosintetskih membran. OpaZena je bila tudi peroksidacija
(oksidativna razgradnja) lipidov in zmanjSanje vsebnosti le-teh. Procesi, ki jih povzrocajo
previsoke koncentracije bakra, posledicno unicujejo kompleksno polipeptidno sestavo, ki

razvija kisik ali pa interakcijo z ioni, ki so potrebni za normalno delovanje Mn, Cl, Ca, ind.

Kot Ze navedeno, da lahko previsoke koncentracije tezkih kovin v rastlinah povzrodijo
oksidativni stres, enako velja tudi za baker. Ta povzroci spremembe v aktivnosti nekaterih
komponent antioksidativnih poti. Antioksidativni odzivi so bili opaZzeni predvsem v listih ter
koreninah. V raziskavah so ugotovili tudi, da je baker upocasnil hitrost fotoredukcije in da
povecuje sSkodljive ucinke svetlobe-ob daljsi izpostavljenosti visoki intenzivnosti svetlobe se

fotosintetska aktivnost zmanjsa (Yruela, 2005).

Rastline absorbirajo element (esencialni in neesencialni) iz tal kot odziv na gradient
koncentracije in selektivni prenos ionov ali pa z difuzijo. Stopnja absorbcije razli¢nih
elementov je odvisna od posameznih rastlinskih vrst. Pomembno vlogo pri sprejemanju
kovinskih ionov ima rastlinski koren. Mehanizem se pri¢ne z absorpcijo kovinskih ionov v
koreninskem tkivu, ioni nastetih kovin se na povrsini korenin locijo od svojih kompleksnih

oblik, kovine se kopicijo v korenskem apoplastu (rastlinski sistem, ki ga gradijo celi¢ne stene
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in medceli¢ni prostori.) Adsorpcija kovin na povrsini korenine poteka v kationski obliki z
negativno celi¢no steno, zaradi prisotnosti glikoproteinov, celuloze in pektinov, kateri delujejo
kot ionski izmenjevalci. Adsorbcija in premescanje k. lonov se v tkivu floema in ksilema
pojavljata kot simplasti¢ni in apoplasticni transport. Slednji poteka skozi medceli¢ne prostore
z difuzijo kovinskih ionov v koreninski celici, skozi talno raztopino, simplasti¢ni transport pa

skozi plazemsko membrano z razli¢nimi nosilci ali transporterji (Arif, idr. 2018).

2.1.4. VPLIV TEZKIH KOVIN NA LJUDI

V zemeljski skoriji, rastlinah in v okolju na sploSno se nahajajo razli¢ne tezke kovine, ki lahko
na ljudi vplivajo posredno ali pa neposredno. Za ¢loveka esencialne tezke kovine (Cu, Fe, Mn,
Ni, Mg, Zn, Cr...) so lahko v vecjih odmerkih izredno Skodljive, medtem ko preostale tezke
kovine (kot so Hg, Pb, Ar, Ag) imajo velike negativne ucinke Ze pri nizkih vrednostih, in

povzrocajo akutne in kroni¢ne toksi¢nosti (Forstneric, 2018).

Omenjene kovine se v ¢loveskem telesu transportirajo in porazdelijo v telesne celice in tkiva,
vezane na beljakovine, nukleinske kisline pa uni¢ujejo te makromolekule in motijo celi¢ne
funkcije. Toksi¢nost tezkih kovin lahko vpliva na delovanje osrednjega Zivca, kar lahko vodi v
dusevne motnje, vpliva na sestavine krvi in tako poskoduje jetra, pljuca, ledvice in preostale
vitalne organe ter s tem spodbudi ve¢ bolezni. Dolgotrajno kopicenje prekomerne
koncentracije kovin lahko upocdasni delovanje in napredovanje fizicnih, misi¢nih ter
nevroloskih degenerativnih procesov (parkinsonova, alzheimerjeva bolezen). Ponavljajoci se
stiki s tezkimi kovinami lahko povzrocijo tudi poskodbe nukleinskih kislin, povzrocijo mutacijo,
posnemajo hormone in s tem motijo endokrini in reproduktivni sistem ter scasoma povzrocijo

tudi raka.

Glavni mehanizem toksi¢nosti tezkih kovin vkljuéuje nastajanje prostih radikalov, ki
povzrocajo oksidativni stres, poskodbe bioloskih molekul, kot so encimi, beljakovine, lipidi in
nukleinske kisline, poskodbe DNA, ki je kljuénega pomena za rakotvornost in nevrotoksi¢nost

(Engwa, idr. 2019).

Briffa, Sinagra in Blundell (2020) so zapisali najpogostejSe negativne vplive, bolezni na ¢loveka,

glede na prekomerno izpostavljenost doloceni tezki kovini.
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Baker:

Prekomerna izpostavljenost bakru se najpogosteje pokaze kot kovinska mrzlica (podobni
simptomi kot pri gripi, driska, bruhanje, omotica), gastroenteritis zaradi nekroze, bolezni jeter

in ledvic, Wilsonovo bolezen (nabiranje bakra v organih, namesto da bi le-tega izlocal Zol¢).

Glede na to, da tezke kovine vstopajo v telo tako z vdihavanjem kot z zauZitjem s hrano, bi
lahko to preprecili z odstranjevanjem tezkih kovin iz okolja. Koncentracije kovin iz zraka bi
zmanjsali z manj izpusnimi plini in manjSo onesnazenostjo industrije, tezke kovine iz prsti v
katerih uspevajo rastline, katere kasneje zauZzije tudi ¢lovek, pa bi zmanjsali s fitoremediacijo.
Slednje je nacin absorpcije tezkih kovin iz tal, vode in sedimentov. To storimo tako, da
posadimo rastlino, ki je hiperakumulator, ta ima koreninske sisteme, ki imajo selektiven
prevzem, kjer se kovina prenasa in kopici v organih, nato pa se rastlina v celoti razgradi in s

tem odstrani tezke kovine.

2.1.5. Uporaba bakra v kmetijstvu

Zaradi njegove Siroke uporabe v pesticidih in herbicidih se tla se z bakrom najpogosteje
onesnazijo z gnojili, baktericidi in fungicidi uporabljenimi v kmetijstvu. Zaradi svojih
protimikrobnih lastnosti se uporablja v kmetijstvu ter humani in veterinarski medicini. Za
zascito pridelkov se baker uporablja predvsem v ionski obliki v obliki formulacij na osnovi soli
(bakrov sulfat ali bakrov hidroksid), ki ga spremljajo razlicni dodatki. Taksni izdelki se na
sploSno poskropijo po nadzemnih delih pridelka. lzdelki na osnovi bakra se uporabljajo za
nadzor dolocenih gliviénih in bakterijskih bolezni pri kmetijskih pridelkih. Odobrena uporaba
bakra vkljuuje predvsem glivice in bakterijske bolezni, ki prizadenejo trajnice, zelenjavne
rastline, parfumske, aromaticne in zdravilne rastline. Uporaba pesticidov na osnovi bakra je
eden najvecjih virov onesnazevanja kmetijskih tal z bakrom, v nekaterih primerih lahko
privede do velikega kopicenja bakra v zgornjih plasteh tal. V Evropi je uporaba bakrove
mesSanice Bordeaux za Skropljenje grozdja povzrocila znatno povecanje ravni bakra v
vinogradniskih tleh, z vrednostmi, ki doseZejo 200 ali celo 500 mg/kg prsti. Priznavanje
negativnih vplivov bakra na okolje je povzrocilo omejitve uporabe bakrovih pesticidov v
kmetijstvu. Uporaba bakra za zascito pridelkov je v Franciji in vecini drzav EU omejena z najvec

6 kg/ha na leto. V nekaterih drzavah pa je ta delez nizji.
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2.2. VRSTE MOTEN)J CELICNEGA CIKLA (ANOMALLIJE)

2.2.1 Piknoze

Nastanejo v zacetku profaze. So skupki (klastri) nehomologno kondenziranega kromatina, ki

se pojavijo na vecih mestih jedra. (Firbas, 2011)

Slika 1: Piknoze (Firbas, 2011)
2.2.2 C-mitoza

V metafazi prosto razporejeni kromosomi, ki so posledica posSkodb celotnega delitvenega
mitoznega aparata. Kromosomi so neposkodovani, vendar to stanje v celici povzroca
poskodba mitoznega aparata z nitmi delitvenega vretena, zato se mitoza zaustavi. Raziskave
dokazujejo, da so povzroditelji zaustavljanja mitoze razli¢ni citostatiki kot je npr. kolhicin

(Firbas, 2011).

Slika 2: C-mitoza (Firbas, 2011)

2.2.3 Izgubljen kromosom

Firbas (2011) navaja, da je iz gubljen kromosom »prost kromosom v celici, med ali po koncu

anafaze, ki ni vpet v delitveno vreteno.«
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Slika 3: Izgubljen kromosom (Firbas, 2011)
2.2.4 Anafazni most

Nastane v anafazi, kromatinska nit ostane povezana z anafaznim kromatinom, ki je posledica

nerazdvajanja kromatid kromosoma (Firbas, 2011).

Slika 4: Anafazni most (Firbas, 2011)
2.2.5 Telofazni most

Nastane v telofazi, kot posledica nerazdvajanja kromatid kromosoma (Firbas, 2011).

Slika 5: Telofazni most (Firbas, 2011)
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2.2.6 Semilunarna anafaza

Je poskodovana anafaza, pri kateri delitveno vreteno odstopa od normalnega poloZaja v celici.

Kromosomi potujejo v eno smer. (Firbas, 2011)

Slika 6: Semilunarna anafaza (Firbas, 2011)
2.2.7 Tripolarna anafaza

»V anafazi nastanejo trije celi¢ni poli, ki potegnejo kromatide v tri smeri.« (Firbas, 2011)

Slika 7: Tripolarna anafaza (Firbas, 2011)

2.2.8 Kromosomski fragmenti

»Odlomljeni deli kromosomov, razli¢nih velikosti« (Firbas, 2011)
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Slika 8: Kromosomski fragmenti (Firbas, 2011)
2.2.9 Mikronukleus

So manjsa sekundarna jedra, ki so v primerjavi z primarnim jedrom v razmerju velikostiod 1 :
5 do 1 : 20. Nastanejo iz dekondenzirnih kromosomskih fragmentov ali izgubljenih

kromosomov, ki se niso vkljucili v interfazno jedro (Firbas, 2011).

Slika 9: Mikronukleus (Firbas, 2011)
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2.2. TESTNE RASTLINE

2.2.1. JAVANSKI MAH (Vesicularia dubyana sp.)

Javanski mah, ki ima latinsko ime Vesicularia dubyana izvira iz druZine Hipnaceae je razsirjen
v tropski Aziji, kjer se razras€a v vlazinih habitatih deZevnega gozda in v vodi. Ima mehko
steblo, dolgo do 17 cm, z gosto pokritimi majhnimi zelenimi listi in razvejanimi poganjki. Listici
so nazobcani in konicasti, starejSi so temnejSe barve. RazmnoZuje se tako kot drugi mahovi z
izmenjavo gametofitske in sporofitske generacije, vendar le ob¢asno razvije kapsule s
sporami. Na povrsino se pritrjuje z rizoidi. Za rast ne potrebuje zemlje, dobro uspeva na
kamnih, lesu, plasti¢nih ceveh in tudi na akvarijskem filtru. Javanski mah je zelo ne zahtevna
rastlina, raste tudi na slabse osvetljenih predelih, vendar najbolje uspeva v pogojih z vsaj
srednjo osvetlitvijo, dobro oskrbo s CO 2 ter hranili. Optimalna temperatura vodnih okolij za
rastlino je med 22 - 27 stopinj Celzija, pH vrednosti pa med 6 — 7,5. Uporablja se predvsem
kot akvarijska rastlina. Vesciularia dubyana se je pogosto zamenjevala za vrsto Taxiphyllum
barbieri, saj se je v akvarijih zanjo prav tako uporabljalo ime Javanski mah. V primerjavi z
Taxiphyllum baribieri raste pocasneje ter je bolj kompaktna. Danes je vrsta Vesciularia
dubyana znana tudi pod imenom »mabh iz Singapurja« (Mah javanski,b.d, Vesciularia Dubyana,

b.d.).

2.2.2. CEBULA

Mlada hollandska rumena ¢ebula (allium cepa L.) je rumene barve, premera 14 do 18 mm in
tehta od 2,5 do 3 g. Testne rastline mladih ¢ebul je potrebno shranjevati v temnih prostorih,

pri temperaturi od 12 do 14 stopinj Celzija ter zracni vlagi 50 %.

Cebula je kot testna rastlina primerna za raziskave zaradi hitre rasti, stalnega Stevila
kromosomov, hitrega odziva na genotoksicnost snovi in majhnega Stevila spontanih

kromosomskih poskodb. (Glasecnik, 2004)
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3. METODE IN MATERIALI

V kemijskem empiricnem delu naloge bomo z metodo spektrofotometrije dolocali
koncentracije bakra v javanskem mahu, v bioloSkem delu poskusa pa bomo uporabljali

metodo Allium test na koreninskih vrsickih ¢ebule (Allium cepa sp.).

3.1 OPIS METOD

3.1.1 MITOTSKI INDEKS
Mitotski indeks je metoda, ki jo uporabljamo za merjenje hitrosti razmnozevanja celi¢ne
populacije. Je razmerje med Stevilom celic v mitozi in celotnim Stevilom celic. Glede na Stevilo

prestetih celic, ga lahko izrazimo v odstotkih (%). (Beals, Gross, Harrell, 1999)

MITOTSKI INDEKS = P“”Nﬂ X 100; kjer so P — profaza, M — metafaza, A — anafaza, T —

telofaza in N — Stevilo vseh celic

3.1.2 ALLIUM TEST

Bioloski test Allium ali ¢ebulni test zaznava prisotnost Skodljivih snovi v koncentracijah, ki so
niZzje od mejnih sposobnosti analitskih metod. Kot testna rastlina se uporablja mlada
holandska rumena ¢ebula (Allium cepa L.), ki je zelo primerna zaradi stabilnega kariotipa in
kromosomskega Stevila, hitre odzivnosti rasti korenin in hitrega odziva na genotoksic¢ne snovi.
Z metodo ugotavljamo vpliv razli¢nih kemikalij na celostno rast in razvoj meristemskih korenin
celic testne rastline. Pogosto se uporablja za ugotavljanje kakovosti pitne vode, primeren je
tudi za detekcijo radioloskega sevanja v okolju ipd., kjer ugotavljajo splosno toksi¢nost in
dokazujejo potencialne genotoksi¢ne snovi. Metodo Allium lahko razdelimo na tri razli¢ne
teste, ki se nadgrajujejo. Allium generalno toksicni test prikazuje razlicno hitrost rasti in
dolzine korenin pri mladi ¢ebuli, ob izpostavitvi razlicnim kemikalijam, ki inhibirajo in
zaustavljajo rast korenin. Glede na odzivnost testne rastline ugotavljamo sploSno strupenost
(toksi¢nost). Z Allium anafazno-telofaznim testom ugotavljamo raven genotoksi¢nosti

kemikalij na podlagi poskodb in okvar v procesu mitoze (pojav anomalij), ki so najpogostejse
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v anafazi in telofazi. Allium metafazni test pa dokazuje posledice genotoksikov na genski
material, kar se pokaze v obliki kromosomskih in kromatidnih poskodb, ki se identificirajo v
metafazi. Test je enostaven, zanesljiv in hitro izvedljiv, ter uporaben na Sirokem

podrocju. (Fibras, 2011)

3.1.3 SPEKTROFOTOMETRIA

Spektrofotometrija je metoda, ki jo uvrs¢amo med molekulsko absorpcijsko
spektrometrijo. Svetloba je elektromagnetno valovanje, njene valove pa sestavljajo
oscilirajoca elektri¢na in magnetna polja. Vzorec raztopine absorbira elektromagnetno
valovanje iz izvora energije, kar predstavlja osnovo spektrometricne metode.
Spektrofotometrija se uporablja za merjenje spektrov absorpcije svetlobe v raztopini.
Opazujemo koli¢ino absorbirane svetlobe, ki povzroc¢i spremembo elektronskih stanj v
molekulah. Razlikujemo med UV, VIS in IR spektrofotometrijo, glede na vrste svetlobe.
Valovno dolZino za naSe meritve izbiramo na podlagi Stevilnih faktorjev, to je npr.
vsebnost posameznih funkcijskih skupin v raztopini, ki svetlobo absorbirajo ali v UV ali v
IR spektru. Uporabili smo metodo UV-VIS spektrofotometrijo, ki je u¢inkovita metoda za
kvantitativno analizo. V primerjavi z UV in vidno spektrometrijo, je IR spektrometrija bolj
uporabna za kvalitativne meritve. Ultravijoli¢na svetloba zajema obmocje valovnih dolzin
200-400 nm, vidna svetloba pa valovne dolzine 400-800 nm. Za merjenje taksnih valovnih
dolzin svetlobe uporabljamo UV-VIS spektrofotometre. Vsi ti instrumenti imajo svetlobni
vir (zarnico), monokromator, detektor, registrator in kiveto z vzorcem. UV-VIS
spektrofotometrija je enostavno in Siroko uporabna, natancna, selektivna, obcutljiva in

hitro dolocljiva metoda.

Nacelo absorbcijske spektrofotometrije je Beer-Lambertov zakon, ki pravi da je
absorbanca raztopljene snovi neposredno sorazmerna z njeno koncentracijo v raztopini.

To lahko napisemo z naslednjo enacbo:

A= -log (10/1) = C |
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A - absorbanca

10 - zadetna intenziteta svetlobe

| - koncna intenziteta svetlobe

€- molarni absorpcijski koeficient (L/cm mol)

C- koncentracija snovi v raztopini (mol/L)

| - dolZina poti svetlobe skozi raztopino (cm)

Pri dolocanju koncentracije neke snovi sta dolZina poti svetlobe skozi raztopino, ki v UV-VIS
spektrometriji ponavadi meri 1 cm, in molarni absorpcijski koeficient konstantna. Ker je pri
razliénih valovnih dolZzinah absorptivnost razlicna, velja Beer-Lambertov zakon le za

monokromatsko (enobarvno) svetlobo. (Gorenjak, 2010) (Forster, 2004)
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3.2 ALLIUM GENOTOKSICNI TEST

3.2.1 Gojenje Cebulic (Allium cepa L.) v raztopinah razli¢nih koncentracij
bakrovega sulfata pentahidrata (CuSOa4 x 5 H,0)

3.2.1.1 Material
Laboratorijska oprema:

- 18x epruvete

- stojalo za epruvete

- 5x ¢asa (1L)

- merilni valj

- laboratorijski pribor (pinceta, skalpel, Skarje)
- milimetrski papir (ravnilo)

- tehtnica

Bioloski material:
- testna rastlina — hollandski rumeni ¢ebulcéek (Allium cepa L.)
Kemikalije:

- bakrov sulfat (CuSO4 x 5 H,0 )

- destilirana voda (H20)

3.2.1.2 Priprava testnih rastlin in razlicnih koncentracij CuSO4 x 5 H,0

V ¢asah smo pripravili razlicne koncentracije bakrovega sulfata pentahidrata, in sicer 0,002
g/L, 0,003 g/L, 0,004 g/L, 0,005 g/L in 0,006 g/L. Cae z raztopinami smo pokrili ter jih shranili.
Za testno rastlino smo uporabili hollandski rumeni ¢ebulcek vrste Allium cepa L., ki smo ga
kupili v trgovini. Za vsak testiran vzorec in kontrolo smo uporabili 3 éebulice, torej skupno 18
Cebulic. Izbirali smo vecje in debelejSe cebulice ter jih na strani koreninskega poganjka z

nozem rahlo odrezali.
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3.2.1.3 Priprava poskusa

Epruvete smo postavili na stojalo, jih oznacili ter po 3 epruvete do vrha napolnili s posamezno
koncentracijo. Kontrolne epruvete smo napolnili z navadno vodo. Testne rastline - ¢ebulice
smo postavili na epruvete. Celotno stojalo za epruvete s ¢ebulicami smo ovili v aluminijasto
folijo ter tako zagotovili podobne pogoje kot pod zemljo. Testne rastline smo pustili rasti v
razlicnih koncentracijah raztopin 7 dni. Tretji in peti dan smo epruvetam pri katerih ¢ebulice

niso bile ve¢ namocene dolili ustrezno koncentracijo raztopine.

3.2.1.4 Merjenje dolzine korenin

Korenine smo merili 3., 5. in 7. dan poskusa. Z milimetrskim papirjem smo izmerili dolZino 5
najdaljSih korenin ¢ebulic na vsaki epruveti pri posameznih koncentracijah ter podatke uredili
v tabele. Pri posameznih koncentracijah smo izracunali povprecno vrednost (aritmeti¢no

sredino) dolzZine korenin ¢ebulic, tako da smo vsoto dolzZine korenin delili z Stevilom korenin.

Slika 10: Merjenje koreninskih vrsickov (lasten vir)

3.2.2 Dolocanje mitoznega indeksa (Ml) in ravni genotoksi¢nosti na ¢ebulicah

Ko smo opravili Allium generalni toksi¢ni test, smo z eksperimentalnim delom nadaljevali. Pod
mikroskopom smo opazovali celice koreninskih vrsickov ¢ebulic iz raztopin CuSO4 x 5 H20 in

jim dolocili mitozni indeks ter raven genotoksi¢nosti.

3.2.2.1 Material

Laboratorijska oprema:
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- Mikroskopska stekla

- Krovna mikroskopska stekla

- 2x erlenmajerica (75 ml)

- Case

- Epruvete

- Laboratorijski pribor (pinceta, skalpel, Skarje)
- Gorilnik

- Filtrirni papir

- Mikroskop

- Fotoaparat

Bioloski material:

- Testna rastlina — mlada ¢ebula (Allium cepa L.)
Kemikalije

- Ledocetna kislina

- Karmin

- etanol

- ocetna kislina

3.2.2.2 Priprava Karmin ocetnega barvila

Sedmi dan poskusa smo pripravili karmin ocetno barvilo s katerim smo barvali koreninske
vrsicke. Na tehtnici smo stehtali 1,5 g karmina ter ga v ¢asi premesali z 150 ml ledocetne
kisline. Pripravili smo vodno kopel, ko je voda zavrela smo ¢aSo s karmin ocetnim barvilom
postavili v lonec. Ko je barvilo zavrelo smo ga pustili vreti priblizno 20 min, medtem smo
tekocino enakomerno mesali. Pazili smo, da voda v loncu ni premocno vrela, da ne bi prisla v
¢aso v katerem je bilo barvilo. Nato smo barvilo pustili hladiti 10 min ter ga kasneje prefiltrirali

v dve 75 ml erlenmaijerici.

3.2.2.3 Priprava mikroskopskih preparatov in mikroskopiranje

Tretji dan poskusa smo po meritvah korenin odrezali po 10 koreninskih vrsickov na eni ¢ebuli
iz vsake koncentracije vklju¢no s kontrolo. Koreninske vrsicke smo fiksirali s fiksativom

raztopine etanola in 45% ledocetne kisline v razmerju 3:1, ki smo jo namesali. Vrsicke
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potopljene v fiksativ smo postavili v hladilnik. Sedmi dan smo koreninske vrsicke obarvali v
karmin barvilu. Vrsicke smo vzeli iz fiksativa in jih s pinceto dali v epruvete, v katere smo nalili
barvilo. Posamezno epruveto z barvilom in vrsi¢ki smo nato z gorilnikom segrevali do prvega
rahlega vretja ter tekocino prelili v petrijevke, kjer smo pustili vrsicke stati 15 min, da so vpili

barvilo.

Za vsako koncentracijo smo pripravili po 3 preparate. Preparat smo pripravili tako, da smo
vzeli mikroskopsko steklo ter nanj s pinceto polozili en koreninski vrsicek. Majhen, bolj
obarvan del vrsi¢ka smo pustili na steklu, drugi del pa smo odrezali s skalpelom in odstranili.
S kapalko smo dodali eno kapljico barvila iz petrijevke na mikroskopsko steklo in vrsi¢ek pokrili
s krovnim steklom ter ga rahlo zmeckali. Preparat smo malo obrisali ob robovih. Tako kon¢an

mikroskopski preparat smo opazovali pod mikroskopom s 400x povecavo.

3.2.2.4 IzraCun Ml in opazovanje poskodb faz v mitozi (anomalij)

Na enem preparatu pri vsaki koncentraciji smo celice v vidnem polju presteli, jim dolocili fazo
mitotske delitve (interfaza, profaza, metafaza, anafaza, telofaza) ter izracunali njihovo

vrednost v odstotkih. Za posamezen preparat smo dolo¢ili tudi mitotski indeks po enacbi:

MI = 100% x stevilo deledih se celic/ stevilo vseh celic

V celicah smo opazovali tudi poskodbe v fazah mitoze. Genotoksi¢ni vpliv delcev bakra smo
ugotavljali z vrsto in pogostostjo kromosomskih aberacij, ki so se pojavile v celicah koreninskih
vrSickov. Pri vsaki koncentraciji smo na 3 preparatih iskali anomalije, jim dolocili vrsto in
presteli njihovo Stevilo. Posamezne anomalije smo slikali z raéunalniskim programom LAS EZ.

Podatke smo obdelali.
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3.3 DOLOCEVANJE CU%* IONOV V EKSTRAKTU JAVANSKEGA MAHA

3.3.1 Material

Laboratorijska oprema:

- 5x bucka (100 ml)

- 5x ¢asa (1L)

- program Logger Pro (verzija)

- spektrofotometer SpektroVis UV/VIS
- analitska tehtnica

- lij

- filtrirni papir

- terilnica in pestilo

- pec€ za susenje

Kemikalije:

- Bakrov sulfat pentahidrat (CuSOa4 x 5H,0)
- etanol (CH3CH20H)

Biokoski material:

- Testna rastlina: javanski mah (Vesciularia dubyana)

3.3.2 Priprava testne rastline

Testno rastlino smo vzeli iz Solskega akvarija. Po osusitvi, smo natehtali pet vzorcev rastlin z

isto maso.

3.3.3 Priprava raztopin CuSO4 x 5H20 s potopljenim javanskim mahom (Vesciularia dubyana)

Pripravili smo raztopine koncentracij: 0,002 g/L, 0,003 g/L, 0,004 g/L, 0,005 g/L in 0,006 g/L.
Oznacene c¢ase smo napolnili z raztopino CuSo4 dolocene koncentracije ter dodali tocno

doloc¢eno maso rastline.
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Slika 11: Javanski mah v doloc¢enih raztopinah CuSO4 x 5 H20 (lasten vir)

3.3.4 Priprava umeritvene krivulje

Pripravili smo raztopine koncentracij 0,0002 g/ml, 0,0005 g/ml, 0,002 g/ml, 0,004 g/ml, 0,005
g/ml in 0,006 g/ml. Standardne raztopine smo pripravili v merilnih bu¢kah (100ml). Zatehtali
smo 0,0002 g, 0,0005 g, 0,002 g, 0,004 g, 0,005 g in 0,006 g CuSO4 x 5 H,0 ter bucke dopolnili

do oznake.

Z UV-spektofotometrom smo izmerili absorbance pri valovni dolZini 880 nm. Na podlagi

dobljenih rezultatov smo naredili umeritveno krivuljo.

3.3.4 Ekstrakcija zelenih delov rastlin in dolo¢anje absorbance bakra v ekstraktu in okoliski

vodi

Po sedmih dneh izpostavljenosti rastlin razlicnim koncentracijam CuSO4 x 5 H20, smo vzorce

rastlin susili 8 h na 42°Cin 8 h na 90°C.

Zatehtali smo 3g posusSenega vzorca, homogenizirali in ekstrahirali z 80% raztopino
etanola. Nastali temno zeleno ekstrakt smo prefiltrirali. Zaradi intenzivne barve smo morali

narediti 10x razredcitev, da smo lahko izmerili absorbance.
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Postopek smo ponovili za vseh pet vzorcev testnih rastlin.

S spektrofotometrom smo izmerili absorbance pri valovni dolzini 880 nm Na podlagi
izmerjenih rezultatov in s pomocjo umeritvene krivulje, smo izracunali koncentracijo bakra v
razredceni raztopini. Prav tako smo izmerili tudi absorbanco bakrovih ionov v okoliski vodi.

Po devetih dneh izpostavljanja rastlin doloceni koncentraciji, smo postopek ponovili.
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4. REZULTATI

4.1 Allium test

a) Merjenje dolZine korenin holandskega rumenega ¢ebulcka (Allium cepa) pri

posamezni koncentraciji raztopine CuSOa4

Tabela 2: Povpreéne dolzine korenin ¢ebule (Allium cepa L.) v razlicnih koncentracijah CuSO4 v sedmih dneh in

njihov prirastek

Epruveta 1 2
(cm) 3.D 5.D 7.D PK 3.D 5.D 7.D PK
Kontrola
2,1 2,3 2,9 0,8 2,6 2,6 2,9 0,3

0,002 1 0,9 0,9 0,1 1 1,2 1,4 0,4
0,003 1,3 1,3 1,4 0,1 0,9 1,1 1,1 0,2
0,004 1,9 2 2,7 0,8 1 1 1,1 0,1
0,005 1,1 1,1 1,1 0 0,6 0,6 0,9 0,3
0,006 1,2 1,2 1,2 0 0,6 0,7 0,7 0,1

Legenda:

D —dan

PK - prirastek korenin
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Graf 1: Prirastek korenin pri ¢ebuli pri razlicnih koncentracijah CuSO4 v 7 dneh

Prirastek korenin pricebuli pri razlicnih
koncentracijah CuSO4 v 7 dneh

=
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Kormtrola 0,002
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0,006

Koncentracija bakra (g/L)

— Epruveta 2

0,006

b) Dolo¢anje mitotskega indeksa (M) ¢ebule (Allium cepa) v kontroli (navadna
voda) in koncentracijah 0,002 g/L, 0,003 g/L, 0,004 g/L, 0,005 g/L in 0,006 g/L

CuSOq4

Tabela 3: Stevilo prestetih celic v posamezni fazi delitve in mitotski indeks

Koncentracija 0,0
bakra (g/L)

Interfaza 778
Profaza 50
Metafaza 25
Anafaza 21
Telofaza 14

Mitotski indeks 12,5
(%)

0,002

500

30

8,80

0,003

402

17

4,90

32

0,004

355

21

7,60

0,005

409

10

3,20

0,006

306

6,20



Graf 2: Mitotski indeks Allium testa pri razlicnih koncentracijah raztopin CuSOas

Mitotski indeks %

= Kortrola w 0,002 g/L CuS04 = 0,003 g/L CusS04
= 0,004 g/l Cu504 = 0,005 g/L CuS04 m 0,006 g/L Cus04
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c) Vrste in Stevilo posSkodb v mitotski delitvi pri posamezni koncentraciji

Tabela 4:Stevilo poskodb v fazah mitoze

Vrsta poskodbe

v fazi mitoze

C-mitoza
kromosomski
fragmenti
anafazni most
telofazni most
piknoza

anafaza s
kromosomskimi
fragmenti
telofaza s
kromosomskimi
fragmenti
tripolarna
anafaza
izgubljen
kromosom

SKUPAJ

Tabela 5: Kontrola (0,0 g/L) A: profaza, metafaza, anafaza, telofaza. B: profaza, metafaza, telofaza

Stevilo pri posamezni koncentraciji (g/L)

0
0

o O o o

0,002
0
1

o O O o

0,003
1
0

11

12

0,004
1
0

26

28

0,005

30

41

0,006

45

71
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Tabela 6: Koncentracija 0,002 g/L CuSO4. A: profaza. B: izgubljen kromosom. C: 2 telofazi. D: kromosomski
fragmenti.

Tabela 7: Koncentracija 0,003 g/L CuSO4. A: metafaza in anafaza. B: telofaza. C: C-mitoza. D: piknoze
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Tabela 8: Koncentracija 0,004 g/L CuSO4. A: telofaza s kromosomskimi fragmenti. B: anafazni most. C: telofazni
most. D: piknoze

Tabela 9: Koncentracija 0,005 g/L CuSO4. A: profaza. B: anafaza. C: tripolarna anafaza. D: kromosomski
fragmenti.
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Tabela 10: Koncentracija 0,006 g/L CuSO4. A: telofaza. B: 2 anafazna mosta. C: anafazni most. D: telofazni most
in izgubljeni kromosom. E: kromosomski fragmenti. F: tripolarna anafaza, C-mitoza in piknoze. G: C-mitoza. H: C-
mitoza in kromosomski fragment
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4.2 DOLOCEVANJE Cu?* IONOV V EKSTRAKTU JAVANSKEGA MAHA

a) Umeritvena krivulja

Tabela 11: Vrednosti absorbanc raztopin CuSO4 x 5H20

Vzorec Absorbanca (880 nm)
1 0,005
2 0,006
3 0,015
4 0,025
5 0,030
6 0,038

Graf 3: Umeritvena krivulja

LR B

uuuuu

Absarbanca pri 880 nm

(LR R

=]

(DR,

Mazna koncentracija bakra(g/l)
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Enacba premice je y = 5,5357x + 0,0035, kjer x predstavlja koncentracijo in y absorbanco.

Koncentracija =

A +0,0035

Koleracijski faktor R? je 0,9957.

x razredcCitveni faktor

b) Absorbance okoliske vode in ekstrakta javanskega maha

Tabela 12: Meritve absorbance okoliske vode v kateri je bil potopljen javanski mah

Absorbanca (880 nm)

1. MERITEV (1. dan)

2. MERITEV (7. dan)

3. MERITEV (9.

Vzorec

dan)
1 0,027 0,011 0,014
2 0,028 0,026 0,032
3 0,036 0,028 0,022
4 0,033 0,032 0,032
5 0,036 0,037 0,037

39




Tabela 13: Meritve absorbance ekstrakta javanski mah

Absorbanca (880 nm)

Vzorec 1. MERITEV (7. Koncentracija 2. MERITEV (9. Koncentracija
dan) bakra v | dan) bakra

razredceni razredceni
raztopini (g/L) raztopini (g/L)

1 0,04 0,0786 0,02 0,04245

2 0,044 0,0856 0,022 0,04605

3 0,036 0,0714 0,023 0,04787

4 0,04 0,0786 0,025 0,05148

5 0,038 0,075 0,023 0,04787
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5. RAZPRAVA

HIPOTEZA 1

Bakrovi nanodelci aktivno vplivajo na delitev aktivno delujocih celic v koreninskem vrsicku.
ugotovili smo, da niZje koncentracije bakra pospesujejo rast koreninskih meristemskih celic,
saj je baker mikrohranilo in je esencialnega pomena. Baker je s svojo genotoksi¢nostjo vplival
le pri vecjih koncentracijah oz. odmerkih, to pa se je pokazalo kot mito-depresivni ucinek
bakrovih nanodelcev in poslediéno so bile korenine v omenjenih koncentracijah krajse
(Nagaonkar, Shende, Rai, 2015). To hipotezo lahko le delno potrdimo. Meritve smo izvajali in
opazovali v treh paralelah, od tega smo eno paralelo uporabili za rezanje koreninskih vrsickov.
Iz tega razloga, te paralele nismo uporabili v racunanju povprecne dolzZine izrastkov, saj so bile
korenine v petem dnevu posledi¢no krajSe kot korenine izmerjene v tretjem dnevu. Tako
prirastek ne bi bil tocen in bi precej zniZzeval skupno povprecje dolzine korenin preostalih dni.
V tabeli 2 smo prikazali le povprecje prve in druge paralele. V skladu z naso delno potrjeno

hipotezo so povprecne dolzine korenin z viSanjem koncentracije CuSO4 padale le v drugi

eves
evee

evaes

g/L, ki je znasal 0,4 cm, in ne v kontroli, kjer sva izracunali prirastek 0,3 cm. V prvi paraleli pa
dolzine korenin niso enakomerno padale z visanjem koncentracije CuSO4. Tukaj so bile
najkrajSe korenine v koncentraciji 0,002 CuSO4 g/L, te so v povprecju merile 0,9 cm, kar je 0,3
cm krajse kot dolzina koreninskih vrsi¢kov pri koncentraciji 0,006 CuSO4 g/L, kjer se je

pricakovala najkrajsa dolzina.

Tudi prirastek ni enakomerno padal. Pri kontroli in koncentraciji 0,004 g/L je bil prirastek

........

evaes

navaja tudi Sigko (2019), ki je zapisala, da rastlina potrebuje le minimalno koncentracijo
CuSO4, vecje koncentracije pa so zanjo toksicne in zavirajo rast rastline. Za vzrok
neenakomernega padanja prirastka z veCanjem koncentracije je navedla, moznost da je

rastlina kompenzirala majhne koncentracije bakra, za katere je predvidevala, da jih je

41



vsebovala vodovodna voda. Pri naSem poskusu bi lahko bil vzrok neenakomernega padanja
tudi uporaba vodovodne vode. S tem lahko sklepamo, da je dolZina korenin pri nekaterih nizjih

koncentracija precej visoka.

Deloma so na dolzino korenin vplivala naslednja dejstva in mozZne napake, in sicer lahko bi
prislo do merskih napak pri merjenju dolZine korenin, nekatere korenine so bile zvite in smo
pri ravnanju le teh, za ucinkovitejSe merjenje, morali biti zelo previdni, da samega
koreninskega vrsicka nismo zlomili. Prav tako merjenje z milimetrskim papirjem ne more biti
popolnoma natancno in zanesljivo, zato smo si ob merjenju uporabili tudi ravnilo. Za
natancénejse rezultate bi lahko, merjenje dolzin korenin veckrat ponovili. Kot mozno napako
lahko omenimo tudi ne natancno tehtanje CuSO4, zaradi zelo majhnih vrednosti in

zaokrozevanje pri povprecju dolzine koreninskih vrsickov.

HIPOTEZA 2

Stevilne raziskave so pokazale, da bo mitotski indeks z ve€anjem koncentracije bakrovega
sulfata padal. To so potrdili tudi W. Jiang, D. Liu in X. Liu (2001), ki so zapisali:“Mitotski indeks
odraZa pogostost delitve celic in pomemben parameter pri dolocanju stopnje rasti korenin.
Mitotski indeks se je postopoma zmanjsal s povecano koncentracijo Cu (z 10 na 102 M).
Povezemo ga lahko s hitrostjo rasti, kar kaze na to, da je zaviranje rasti korenin posledica
zaviranja celi¢ne delitve.” Tudi Yildiz idr. (2009) navajajo, da se je celi¢na delitev znatno
zmanjsala z naras¢anjem koncentracij bakrovega sulfata in kobaltovega klorida, v primerjavi s
kontrolo. Visoke koncentracije teh kemikalij lahko povzrocajo smrt celic na koreninskem
vrsicku, motijo normalen razvoj mitoze ter zavirajo vstop celicam v profazo, kar se je pokazalo

kot upad mitotskega indeksa.

........

Najnizjo vrednost smo izracunali pri koncentraciji 0,005 g/L, ta je znasala 3,2 %. Druga najnizja
izraCunana vrednost je bila pri koncentraciji 0,003 g/L, in sicer 4,9 %, iz Cesar je razvidno, da z
naras¢anjem koncentracije mitotski indeks ni enakomerno padal. Najvisji je bil pri kontroli,
kovina, ki jo v nizkih koncentracijah rastline nujno potrebujejo za razvoj. S tem lahko naso

hipotezo delno potrdimo. Vsekakor pa smo ob merjenju Ml morali upoStevati in izlociti
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morebitne vplive na merjenje. Pri pripravi preparatov smo bili pazljivi na moZnost pojavljanja
naslednjih napak. Vrsicke smo morali porezatiin jih fiksirati 3. dan rasti, in sicer zjutraj. Pozorni
smo morali biti tudi na mozZne fizioloSke vplive na mitozo, saj pri rastlinah mitotske delitve
potekajo ritmicno in se dnevno spreminjajo - ritem dan noc. Na delitev lahko vpliva tudi
temperatura, zato smo patzili, da ¢ebulice rastejo v njihovi optimalni temperaturi, prav tako
vpliva tudi vlaZznost in razpoloZljiva hranila (Sinkovi¢, 2008). Preparate smo pripravili tako, da
smo dobro zmeckali koreninski vrSicek na mikroskopskem steklu, saj smo potrebovali samo
en sloj celic za ogled pod mikroskopom. V nasprotnem primeru se sloji celic prevec prekrivajo
in posamezne faze delitve ter mozne anomalije niso dobro vidni. Pomembno je tudi, da

zajamemo zadnji del koreninskega vrsicka, kjer je najve¢ meristematskih celic.

HIPOTEZA 3

Truta idr. (2013) so navedli, da je njihova raziskava ob analizi bioloSkega materiala,
izpostavljenega delovanju bakra, pokazala Siroko paleto motenj v anafazah in telofazah.
Genotoksi¢nost te tezke kovine je imela visoko vrednost. Prevladujejo kromosomski mostovi,
ki jim sledijo izgubljeni kromosomi in kompleksne aberacije, ki pa so se vecale z naras¢anjem
koncentracije. To hipotezo lahko v celoti potrdimo, najve¢ anomalij smo nasli v koncentraciji
0,006 g/L. Najbolj zastopane v tej so bile piknoze, katerih smo v vidnih poljih presteli 45, nato
so sledili kromosomski fragmenti (9), zasledili pa smo tudi nekaj anafaznih in telofaznih
mosti¢kov, c-mitoz in tripolarnih anafaz. Kot pricakovano, se je Stevilo anomalij z niZanjem
koncentracij enakomerno zniZevalo. V koncentraciji 0,005 g/L, so bile prav tako najbolj
zastopane piknoze, teh je bilo 30, bilo je Se nekaj anafaznih mostickov, c-mitoz, opazili pa
smo tudi tripolarno anafazo ter telofazo s kromosomskimi fragmenti. Tudi v preostalih treh
koncentracijah so prevladovale piknoze, v 0,004 g/L smo opazili Se anafazna mosticka, c-
mitozo in telofazni mosticek. V drugih dveh manjsih koncentracijah smo nasli zanemarljivo
malo kromosomskih anomalij. Peter Fibras (2011) navaja, da sta pogoj za kontrolo in pravilen
potek mitoze normalen nastanek in polozaj faz mitoze. V liniji 180 stopinj se praviloma
formirata dva celi¢na pola, variabilno odstopanje od le te pa povzro¢a motnje procesov v
mitozi, ki pa naj v kontroli ne bi bili. V poskodovanih celicah se lahko pojavi potovanje
kromatid kromosomov pri cemer nastanejo polarni poli v obliki semilunarne, tripolarne ali
tudi transverzalne anafaze. Nastanejo tudi izgubljen kromosom, anafazno-telofazni most,

mikronukleus in C-mitoza, kot posledica poSkodbe celotnega mitoznega aparata. Na
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mikroskopskih preparatih kontrole v vidnih poljih nismo opazili nobenih anomalij. Celice so
bile v normalnih fazah celi¢ne delitve. V primerjavi kontrolnih preparatov s preparati razlicnih
koncentracij CuSO4 lahko sklepamo, da je bil baker klju¢ni vzrok za povzrocitev poskodb v
razlicnih fazah mitoze. Truta idr. (2013) navajajo da je zmanjsanje mitotske aktivnosti lahko
posledica motenj bakra in drugih tezkih kovin v poteku obicajne mitoze. Pojav mitotskih
aberacij in mitodepresivnega ucinka bi lahko razloZili na podlagi vpliva tezkih kovin na
inhibicijo DNA-polimeraze, potrebno za sintezo predhodnikov DNA, kot tudi na spremembe v
biosintezi nekaterih klju¢nih proteinov celicnega cikla, ki so neposredno vkljuceni v
sestavljanje ali usmerjanje vretena. MoZne napake se lahko pojavijo pri povrSnem Stetju
anomalij in pri prepoznavanju vrst le teh. V raziskovalni nalogi pa bi lahko merili $e druge

parametre kot je na primer aberacijski indeks.

HIPOTEZA 4

Hipotezo lahko delno potrdimo. Izmerjene absorbance v ekstraktu javanskega maha 7. dneva
ne narascajo z veCanjem koncentracije CuSO4. Absorbance se gibljejo med vrednostmi 0,036
in 0,044. Najvisja absorbanca 0,044 in posledi¢no najvecja izraCunana koncentracija bakra v
CuSO4, pa je absorbanca znasala 0,038, sklepamo, da je ta koncentracija za rastlino Ze

toksic¢na.

Deveti dan meritve absorbance, pa so bile njene vrednosti v vseh koncentracijah CuSO4
priblizno za polovico manjse kot sedmi dan. Ob tem lahko sklepamo, da je rastlina zacela
propadati, pojavila se je narkoza, smrt in poskodba celic. Yruela (2005) navaja, da lahko baker
pri visokih koncentracijah postane izredno strupen in povzroca simptome, kot so kloroza in
nekroza, prav tako pa zaostajanje v rasti, razbarvanje listov in zaviranje rasti korenin.
Toksi¢nost je na celi¢ni ravni lahko posledica vezave na sulfhidrilne skupine v beljakovinah, s
¢imer se zavira encimska aktivnost ali delovanje beljakovin, oksidativne poskodbe, indukcije
pomanjkanja drugih bistvenih ionov in okvarjenih procesov celi¢nega transporta. Zato rastlina
ni ve¢ mogla absorbirati veéjih koli¢in bakra, morda pa je bila bakru v vodi izpostavljena
predolgo. Absorbance so v devetem dnevu velinoma naras¢ale premo sorazmerno z
vecanjem koncentracije CuSQOs, z izjemo najvecjih dveh koncentracij. Najvisja absorbanca je

bila v koncentraciji 0,005 g/L in je znasala 0,025. Koncentracije bakrovih ionov, se tako v
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sedmem kot devetem dnevu niso prevec razlikovale, najvisja koncentracija pa je bila tam, kjer

je bila najvisja absorbanca ekstrakta.

Absorbanca je bila v okoliski vodi sedmi dan meritve pri vseh koncentracijah razen pri
koncentraciji 0,005 in 0,006 g/L manjsa kot prvi dan meritve. Podobno se je zgodilo tudi iz 7.
na 9. dan meritve, vendar sta bili deveti dan absorbanci pri 0,002 in 0,003 g/L vecji kot sedmi

dan, kar lahko razlagamo s tem da je rastlina zacela propadati.

Stevilne raziskave se osredotocajo ve¢inoma na raziskovanje koncentracij in vsebnosti bakra
v tleh, saj najve¢ bakra absorbirajo ravno korenine iz okoliske prsti. Zato bi bilo bolje
eksperiment narediti s kopensko rastlino s koreninami v zemlji, ki bi jo izpostavljali razlicnim

koncentracijam bakra.
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6. ZAKLJUCEK

V prvem delu raziskovalne naloge smo dokazovali vpliv genotoksi¢nosti razli¢nih koncentracij
CuSOs4na holandsko rumeno cebulo (Allium cepa L.), kar smo preverjali z dolZzino pognanih
korenin, mitotskim indeksom in Stevilom in vrsto poSkodb v celi¢ni delitvi. DolZine korenin
pod vplivom razliénih koncentracij CuSOsx H20, smo predstavili v dveh paralelah. Le v drugi
paraleli se je dolZina korenin manjSala z vefanjem koncentracije, najkrajSe so bile pri
koncentraciji 0,006 g/L, zato smo lahko drugo hipotezo delno potrdili. V prvi paraleli pa je bila
najkrajSa povprecna dolZina korenin pri koncentraciji 0,002 g/L. Mitotski indeks ni povsem
enakomerno padal z veCanjem koncentracije, najnizji je bil pri koncentraciji 0,005 g/L in je

znasal 3,2%, zato smo lahko to hipotezo le delno potrdili.

Tretjo hipotezo smo lahko potrdili, saj se je Stevilo aberacij v posameznih fazah delitve premo
sorazmerno vecalo z viSanjem koncentracije raztopine bakrovega sulfata. Najvec jih je bilo pri
koncentraciji 0,006 g/L. Najbolj zastopane vrste poskodb v mitozi pri vseh koncentracijah so
bile piknoze, nasli pa smo tudi nekaj kromosomskih fragmentov, anafaznih in telofaznih
mosti¢kov C-mitoz idr. Z drugim eksperimentom smo preverjali vpliv razliénih koncentracij
raztopin CuSQO4 x H20 na javanski mah (Vesicularia dubyana), tako da smo izmerili absorbance
ekstrakta rastline in okoliske vode. Absorbance po sedmih dnevih niso enakomerno narascale
z veCanjem koncentracije. Po devetih dnevih pa so bile vrednosti absorbanc dvakrat manjse,
zato lahko sklepamo, da je rastlina propadla, pojavila se je nekroza. Absorbance 7. Dneva so
bile manjse kot prvi dan, tudi absorbance devetega dneva so bile nekoliko manjse kot sedmi

dan, z izjemami pri nekaterih koncentracijah. Cetrto hipotezo smo prav tako delno potrdili.

S tem smo ugotovili da je imel CuSOa4 negativne, genotoksi¢ne vplive na obe rastlini, kar se je
pokazalo predvsem z mnozi¢nim Stevilom poskodb v fazah mitoze pri visjih koncentracijah, z
nizkimi mitotskimi indeksi in propadanju in nezmozni absorbciji bakra v 9. dnevu pri
javanskem mahu. Potrdili smo tudi, da je baker v majhnih koncentracijah za rastlino

eves

mitotski indeks je bil visok v primerjavi z drugimi koncentracijami.

Vezava tezkih kovin Se vedno zastavlja neodgovorjena vprasanja, zato bi predlagali, da bi v

prihodnje lahko preucevali vpliv genotoksic¢nosti vec razli¢nih tezkih kovin na druge izbrane
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rastline, ter tako primerjali njihov odziv na posamezne koncentracije. Urbanizacija je
pospesen svetovni pojav, ki zahteva pravilno razumevanje med antropogenimi dejavnostmi
in mestnim okoljem. TeZke kovine so ena izmed obseZno raziskanih onesnazeval, ki so ves Cas
prisotne v urbanem okolju, se hitro kopicijo in dosegajo toksi¢ne ravni. Med okolju najbolj
nevarne kovine vklju¢ujemo Cr, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb, Hg in As in prenos teh elementov v vodnih
in kopenskih prehranjevalnih verigah ima pomembne posledice za Zivali in zdravje ljudi.
Pomembno je spremljati koncentracije strupenih tezkih kovin v razlicnih predelih okolja in

javnost ¢imbolj pouciti o Skodljivih ucinkih toksi¢nosti ter o zmerni uporabi le teh.
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7. DRUZBENA ODGOVORNOST

Svet je na veliko nacinov onesnazen s tezkimi kovinami, predvsem zaradi onesnazevanja ljudi,
z industrijskimi, kmetijskimi in drugimi dejavnostmi, kar slabo vpliva na zdravje ljudi in drugih
Zivih bitij. Koncentracija bakra in drugih tezkih kovin se v Zivih bitjih povecuje z premikanjem
po prehranjevalni verigi, zato bi se morali zavedati njihovih Skodljivih udinkov. Ker
predstavljajo problem celotnemu eksositemu, bi se morali ozaves¢ati o preprecevanju oz.
zmanjsanju nadaljnega onesnazevanja ter razmisliti kako bi z modernimi tehnologijami ¢im

ucinkoviteje zmanjsali njihov delez v okolju.
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9. PRILOGE

Tabela 14: stevilo anomalij pri koncentraciji 0,002 g/L. CuSO4

Stevilo celic v posamezni fazi delitve

Stevilka INTERFAZA | PROFAZA | METAFAZA | ANAFAZA | TELOFAZA
preparata
1 152 7 3 0 0
2 161 13 2 2 3
3 187 10 2 1 1
povprecna | 166,6 10 2,6 1 1,3
vrednost

Tabela 15: Stevilo anomalij pri koncentraciji 0,003 g/L CuSO4

Stevilo celic v posamezni fazi delitve

Stevilka INTERFAZA | PROFAZA | METAFAZA | ANAFAZA | TELOFAZA
preparata
1 143 5 0 0 0
2 137 8 1 1 0
3 122 4 0 1 0
povprec¢na (134 5,6 0,3 0,6 0
vrednost
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Tabela 16: Stevilo anomalij pri koncentraciji 0,004 g/L CuSO4

Stevilo celic v posamezni fazi delitve
Stevilka INTERFAZA | PROFAZA | METAFAZA | ANAFAZA | TELOFAZA
preparata
1 144 4 4 0 0
2 115 8 0 0 1
3 96 9 0 1 0
povpreéna |118,3 7 1,3 0,3 0,3
vrednost

Tabela 17: Stevilo anomalij pri koncentraciji 0,005 g/L CuSO4

Stevilo celic v posamezni fazi delitve
Stevilka INTERFAZA | PROFAZA | METAFAZA | ANAFAZA | TELOFAZA
preparata
1 112 2 0 1 0
2 143 2 0 0 2
3 154 6 0 0 0
povprec¢na | 136 3,3 0 0,3 0,6
vrednost

54




Tabela 18: Stevilo anomalij pri koncentraciji 0,006 g/L CuSO4

Stevilo celic v posamezni fazi delitve
Stevilka INTERFAZA | PROFAZA | METAFAZA | ANAFAZA | TELOFAZA
preparata
1 94 1 0 2 4
2 84 2 0 2 1
3 128 3 1 1 2
povpreéna | 102 2 0,3 1,6 2,3
vrednost

Tabela 19: dolzina koreninskih izrastkov v 3. dnevu

Koncentracija

Dolzina izrastkov

Dolzina izrastkov 2.

Dolzina izrastkov

Povprecje izrastkov

bakra (g/L) 1. epruvete (cm) epruvete (cm) 3. epruvete (cm) vseh epruvet (cm)
0 2,1 2,6 1,84 2,18
0,002 1 1 0,72 0,91
0,003 1,26 0,9 1,6 1,25
0,004 1,92 0,96 1,13 1,34
0,005 1,22 0,64 0,92 0,93
0,006 1,16 0,58 1,08 0,94
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Tabela 20: dolzina koreninskih izrastkov v 5. dnevu

Koncentracija

Dolzina izrastkov

Dolzina izrastkov 2.

Dolzina izrastkov

Povprecje izrastkov

bakra (g/L) 1. epruvete (cm) epruvete (cm) 3. epruvete (cm) vseh epruvet (cm)
0 2,34 2,64 2,96 2,65

0,002 0,88 1,16 0,74 0,93

0,003 1,28 1,18 1,44 1,3

0,004 2,02 0,96 2,12 1,7

0,005 1,08 0,6 0,9 0,86

0,006 1,18 0,72 1,34 1,08

Tabela 21: dolzina koreninskih izrastkov v 7. dnevu

Koncentracija

Dolzina izrastkov

Dolzina izrastkov 2.

Dolzina izrastkov

Povprecje izrastkov

bakra (g/L) 1. epruvete (cm) | epruvete (cm) 3. epruvete (cm) vseh epruvet (cm)
0 2,92 2,92 4,32 3,39

0,002 0,9 14 0,72 1

0,003 1,38 1,08 1,86 1,44

0,004 2,74 1,08 2,54 2,12

0,005 1,14 0,94 0,88 0,99

0,006 1,24 0,7 1,62 1,19
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Tabela 22: povprec¢na dolZina koreninskih izrastkov v treh paralelah

Epruveta 1 2
(cm) 3.D|5D|7.D|PK|3.D|5D| 7D |PK|3D|5D)|7.D| PK
Kontrola
21 | 231290826 26| 29 {03 |18 | 29 |43 |25
0,002 1 0910901 1 1,2 ( 14 (04 | 07 | 0,7 | 0,7 0
0,003 13 (13|14 |012,09 |12 | 11 |02]| 16 | 14 | 19 | 0,3
0,004 19 2 2,7 | 0,8 1 1 11 0,1 11 2,1 2,5 1,4
0,005 1111|112 0 [O6 |06 | 09 | 03] 09 | 09 | 09 0
0,006 12 |12|12}| 0 |06 |07 ] 07 |0O01]| 11 | 13 | 16 | 05
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