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VPLIV ARZENA NA RAST JECMENA

Avtorji: Jure Bohinc, Tinkara Kreft, Ozbej Popelar, Ziva Dimnik

Izvleéek

Namen dela je bil testirati vpliv arzena na kalitev in rast je¢mena. Izvedli smo kalitveni test,
pri katerem smo semena namestili v $tiri kalilnike ter vsakega zalivali z druga¢no koncentracijo
raztopine arzena. Po enem tednu smo izmerili dolZine poganjkov in korenin. Izmerili smo tudi
svezo in suho maso poganjkov in korenin. Nato smo izvedli analizo vsebnosti fotosinteznih
pigmentov, iz pridobljenih poganjkov. Po koncu analiz in meritev pa je sledila statisticna
obdelava rezultatov. Ugotovili smo, da arzen negativno vpliva na dolzino rasti korenin,
poganjkov ter tudi na svezo maso, vendar se je razlika ve¢inoma videla Sele pri rastlinah, ki so
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Kljuéne besede: je¢men, seme, arzen, tezke kovine, kalitev, rast in razvoj, rastline

Uvod

Onesnazenje s kovinami je velik problem po celem svetu. Eden izmed najbolj razsirjenih
onesnazil je arzen. Arzen je metaloid, ki je strupen za vse zive organizme in je prisoten v vec
razli¢nih oblikah, ki tudi dolo¢ajo njegovo toksi¢nost. Prevladujo¢i valen¢ni obliki sta +3 in
+5. Naravno se pojavlja v zemeljski skorji, v okolje pa se mo¢no $iri tudi zaradi ¢loveskih
dejavnosti: metalurgije, rudarstva, proizvodnje polprevodnikov, nepravilnega zbiranja
odpadkov ter tudi kmetijstva, kjer se ga uporablja v pesticidih in kemi¢nih gnojilih. V okolje
se sprosca tako v organski kot anorganski obliki (Kofronova et al. 2018). Pri rastlinah se arzen
kopici v razli¢nih tkivih, najprej so njegovemu delovanju izpostavljene korenine, po njegovem
transportu v poganjek pa lahko moc¢no zaustavi rast in kopi¢enje biomase. Arzen v rastlini
moc¢no poveca prisotnost reaktivnih Kisikovih spojin (ROS) in negativno vpliva na fotosintezne
pigmente. To vodi do resnih morfoloskih, fizioloskih in presnovnih nepravilnosti pri rastlinah.
KopiCenje arzena v tleh pa ne vpliva samo na rast in razvoj rastlin, temve¢ tudi preko
prehranske verige ogroza zdravje ljudi (Heidari 2017). Namen naSe naloge je bil raziskati vpliv
razlicnih koncentracij arzena na kalitev in rast je¢mena. Predpostavljamo, da bo arzen Ze v
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fotosinteznih pigmentov.

Metode in materiali

Za preverjanje delovanja arzena na rast in razvoj je¢mena, smo pripravili raztopine natrijevega
arzenata (NazHAsOs x 7H20) v treh razli¢nih koncentracijah. Kontrolo je predstavljala
samostojna Hoaglandova raztopina. Koncentracije 1 pg/mL, 10 pg/mL in 100 pg/mL smo
pripravili tako, da smo natrijev arzenat ustrezno zatehtali in raztopili v Hoaglandovi raztopini.
Stiri vertikalne kalilnike smo napojili s priblizno 30 mL posamezne raztopine, vsak kalilnik z
drugo koncentracijo. Nato smo na vsakega z lepilnim trakom polozili po 10 semen je¢mena
tako, da so bila enakomerno razporejena. Kalilnike smo zaprli in jih v vertikalnem poloZzaju
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pustili v rastni komori do ponovnega zalivanja s pripravljenimi raztopinami arzena. Kalilniki
v rastni komori so bili izpostavljeni 23 °C s fotoperiodo 16/8h.

Kalilnike smo zalili z ustrezno raztopino dvakrat, prvi¢ naslednji dan, drugi¢ pa Cetrti dan po
nastavitvi poskusa. Semena smo pustili kaliti dokler niso korenine kontrolnih semen zrasle do
dna kalilnika, kar je bilo en teden po postavitvi poskusa. Kalilnike smo razdrli, pobrali kalice
iz posameznega kalilnika ter jim odrezali korenine ter poganjke. Loceno smo stehtali sveze
mase poganjkov in korenin, Ki so pripadali kalilniku z dolo¢eno raztopino. Zaradi majhne rasti
smo posamezne poganjke ali korenine zdruzevali, da je bila masa dovolj velika za tehtanje. Za
vsako posamezno raztopino smo dobili do pet ponovitev, tako za korenine kot tudi za poganijke.
Stehtane poganjke in korenine smo po dva skupaj zavili v aluminijasto folijo ter jih nato dali v
susilnik za 48 h na 105 °C. Po enem tednu smo ponovno stehtali korenine in poganjke iz
aluminijastih paketov in s tem dolo¢ili njihovo suho maso. Korenine smo po tehtanju zavrgli.
Pri nadaljevanju poskusa, smo za dolocanje vsebnosti klorofila potrebovali ve€ kot 0,02 g mase
poganjkov, zato smo ponovno zdruzevali poganjke, da smo dobili dovolj veliko maso.

Poganjke iz posameznih paketkov smo liofilizirali (48 h na -90 °C, 0,001 mbar). Suhe poganjke
smo nato v terilnikih strli ter jih prestavili v epruvete, in jih zmeSali s 5 mL acetona. Epruvete
smo vorteksirali in postavili v hladilnik za 24 h. Naslednji dan smo epruvete centrifugirali (3
min, 2000 obr/ min), supernatant prenesli v kiveto ter s spektrofotometrom izmerili absorbance
pri valovnih dolzinah 664 nm, 647 nm in 470 nm. Koncentracije pigmentov smo izracunali po
Monni et al. 2001. Za obdelavo rezultatov smo uporabili program XLSTAT (Addinsoft).

Rezultati

Pri merjenju dolzin poganjkov in korenin smo pri¢akovali, da bo povefanje koncentracije
arzena v raztopini, s katero smo semena vlazili, negativno vplivalo na rast poganjkov in
korenin. Torej vecja kot bi bila koncentracija arzena manjSa bi bila dolzina poganjkov in
korenin. S statisticno analizo meritev smo ugotovili, da je bila razlika dolzin poganjkov
statisticno znacilna le med kontrolo in kalicami izpostavljenimi 100 pg/mL arzena (Slika 1).
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Slika 1: Povprecne dolzine korenin in poganjkov (n=10) pri razlicnih koncentracijah arzena. Na
diagramu so prikazane standardne napake, ¢rke nad stolpci pa predstavljajo statisticno znacilne razlike.



Enako kot za dolzino poganjkov in korenin smo za sveZzo maso poganjkov in korenin
pri¢akovali, da bo z naraS$¢anjem koncentracije arzena padala. S statisti¢no analizo meritev smo
ugotovili, da je statisticna razlika med masami poganjkov le med kontrolo in kalicami, ki so
bile izpostavljene 100 pg/mL arzena. Pri koreninah je bilo malo drugace in sicer je bila masa
korenin najvecja pri koncentraciji arzena 1 pg/mL, najmanjsa pa pri koncentraciji 100 ug/mL,
zato sta si te dve skupini statisticno razli¢ni, ostale skupine pa med sabo nimajo statisti¢no
znacilnih razlik (Slika 2).
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Slika 2: Povpre¢ne mase svezih korenin in poganjkov (n=5) pri razliénih koncentracijah arzena. Na
diagramu so prikazane standardne napake, ¢rke nad stolpci pa predstavljajo statisticno znacilne razlike.

Pri merjenju suhe mase poganjkov nismo zaznali nobenih statisticno znacilnih razlik med
poganjki, Ki so bili izpostavljeni razliénim koncentracijam arzena (Slika 3). Prav tako ni bilo
statisticno znacilnih razlik pri merjenju suhe mase korenin (Slika 3).
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Slika 3: Povpre¢ne mase suhih poganjkov in korenin (n=5) pri razli¢nih koncentracijah arzena. Na
diagramu so prikazane standardne napake, ¢rke nad stolpci pa predstavljajo statisti¢no znacilne razlike.

Na sliki 4 je prikazano, kaksno je bilo spreminjanje koncentracij klorofila a, klorofila b in
karotenoidov z nara$¢anjem koncentracije arzena. Med poganjki, ki so bili izpostavljeni



razlicnim koncentracijam arzena, ni bilo statisticno znacilnih razlik v koncentracijah
pigmentov.
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Slika 4: Povpreéne koncentracije fotosinteznih pigmentov v liofiliziranih poganjkih (n=2-5) pri
razlicnih koncentracijah arzena. Na diagramu so prikazane standardne napake, ¢rke nad stolpci pa
predstavljajo statisticno znacilne razlike.

Razprava

Znano je, da prisotnost arzena v tleh znatno zmanjsa rast in produktivnost rastlin. To je lahko
zato, ker so korenine obicajno primarni organ, ki je v stiku z arzenom, kjer ta povzroci
lignifikacijo korenin, razpad mikrotubulov, razbarvanje celic in poveCanje premera korenin
(Chandrakar et al. 2018; Lou et al. 2015). Spremembe v anatomiji korenin in prepustnosti
membran ter manj$i vnos vode in ionov zatrejo proces fotosinteze v rastlinah, kar je lahko eden
od razlogov za zastoj v rasti ob tretiranju z arzenom (Mahdieh et al. 2013).

Pricakovali smo, da bo Ze najmanj$a koncentracija 1 pg/mL vplivala na rast je¢mena, torej na
samo dolzino poganjkov in korenin. Najvec¢ji vpliv ima najvisja koncentracija 100 pg/mL , kar
smo tudi pri¢akovali. Statisticno znalilna razlika je le med kontrolo in koncentracijo 100
pg/mL. Zanimivo bi bilo poskus ponoviti z ve¢jim Stevilom semen in s koncentracijami med
10 pg/mL in 100 pg/mL ter Se z vi§jo koncentracijo arzena na primer 120 pg/mL ter opazovati,
kako bi te vplivale na dolZino poganjkov in korenin. Mahdieh et al. (2013) so izvedli podoben
poskus na iranski sorti zita Triticum aestivum. Koncentracije arzena so bile 0, 1, 2,5, 5, 10, 20
in 30 mg/L 1in so bile pripravljene sveZe kot raztopine natrijevega arzenata. Zaradi povecanja
koncentracije arzena so opazili znatno zmanjSanje viSine poganjkov. Visina poganjkov pSenice
se je vidno zmanjsala, ko je bila koncentracija arzena v raztopini vecja od 10 mg/L. Njihovi
rezultati so tudi pokazali, da so ob povecani koncentraciji arzena se zmanjS$a tako rast
poganjkov kot tudi korenin, kar je primerljivo z nasimi rezultati.

Zaradi strupenosti in mo¢nega fizioloSkega delovanja arzena smo pri¢akovali vpliv na maso
korenin in poganjkov Ze pri koncentraciji 1 pg/mL. Vendar je statisti¢na analiza pokazala, da
je razlika med masami svezih poganjkov le med kontrolo in kalicami izpostavljenimi 100
pg/mL arzena. Razliko v svezi masi korenin je bilo mogoce statisticno zaznati le med 1 pg/mL



arzena in 100 pg/mL. Po tehtanju in analizi suhe mase korenin in poganjkov ni bilo zaznati
nobene statisticne razlike. To bi lahko pripisali nizkim masam, katere tehtnica ne zaznava vec
natan¢no in na katere ze mo¢no vpliva napaka tehtnice. Razlika v svezi masi je lahko tudi
posledica privzema vode. Kovine vplivajo na vodni rezim rastline, saj zaradi oksidativnega
stresa pride do poSkodbe membran. V vecini Clankov je prisotnost arzena vplivala na
zZmanjsano biomaso rastlin, v nekaterih raziskavah pa je prisotnost arzena v nizkih
koncentracijah rast celo povecala, kar bi lahko pojasnilo najve¢jo maso svezih korenin pri 1
pg/mL (Everest and Sandeep 2016). Ta pojav se imenuje hormeza, kar pomeni, da ima strupena
snov v nizki koncentraciji spodbujevalen ucinek. Glavni razlog za ne vplivanje arzena Ze pri
niZjih koncentracijah pa je verjetno oblika arzena, ki smo ga uporabili. Poznamo dve glavni
obliki +3 ali arzenit in +5 ali arzenat. V nasi spojini dinatrijevega hidrogen arzenata se nahaja
v manj strupeni obliki in sicer +5. Vec¢ dejavnikov prispeva k vecji strupenosti arzena +3. Arzen
(IIT) se zlahka veze s specificnimi beljakovinami in prenese v celico. Po drugi strani pa arzen
(V) prek tega mehanizma ne more doseci celice. Arzen (V) se mora najprej reducirati na stanje
+3, da lahko pride do takSnega transporta. Prav tako se As (III) lahko veze na skupino -SH, Ki
je prisotna v Stevilnih beljakovinah, encimih in tako zavira njihovo aktivnost (Garland 2018).

ZmanjSanje rasti poganjkov in korenin je lahko povezano z zmanjSanjem vsebnosti
fotosinteznih pigmentov in posledicno fotosinteze (Mascher et al. 2002). Arzen negativno
vpliva na fotosintezne pigmente, klorofila a in b ter karotenoide. Karotenoidi so del
fotosinteznih pigmentov, ki igrajo pomembno vlogo pri zas¢iti klorofilnega pigmenta v stresnih
pogojih. Znano je, da karotenoidi blazijo fotodinami¢ne reakcije, ki vodijo do izgube klorofilov
in preprecujejo propad membran v kloroplastih (Farnese et al. 2014). ZmanjSanje skupne
vsebnosti klorofila je eden od zgodnjih simptomov strupenosti stresnih dejavnikov, kot je na
primer prisotnost kovin (Ledo et al. 2014). Nasi rezultati so pokazali, da med poganjki, ki so
bili obdelani razlicnimi koncentracijami arzena ni bilo statisticno znalilnih razlik v
koncentracijah fotosinteznih pigmentov. Sklepamo, da smo tak rezultat dobili zaradi
premajhnega Stevila vzorcev in predlagamo, da bi poskus izvedli na ve¢jemu Stevilu vzorcev.
Izbrana metoda (Duncanov test) je sicer primerna za manjSe vzorce, lahko pa bi uporabili Se
kaksno drugo primernejSo statisticno metodo za obdelavo istih podatkov.

Zakljucki

-V na$i raziskavi smo pokazali, da namakanje semen jeCmena v razli¢ne koncentracije
arzena negativno vpliva na dolzino rasti korenin in poganjkov prav tako pa tudi na
njihovo sveZo maso.

- DolZina poganjkov in korenin je bila najmanjSa pri koncentraciji 100 pg/mL, pri tej
koncentraciji pa smo tudi zaznali najmanjSo maso svezih poganjkov. Masa sveZzih
korenin je bila najvecja pri koncentraciji 1 pg/mL najmanjSa pa pri koncentraciji 100
pg/mL.

- Masa suhih korenin in poganjkov je bila najmanjSa pri koncentraciji 100 pg/mL. Pri
merjenju koli¢in fotosinteznih pigmentov v poganjkih nismo zaznali statistino
znacilne razlike od kontrole, da bi lahko trdili, da arzen vpliva na njih.

- Celoten poskus bi lahko ponovili z ve¢jim vzorcem semen, saj bi tako dobili
zanesljivejse rezultate.
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VPLIV BAKROVEGA SULFATA (CuSOs) NA RAST
JECMENA

Avtorji: Primoz Fabjan, Ana Kolenc, Eva Miiller, Eva Smrekar

Izvleéek

Baker je eden izmed esencialnih elementov za rast rastlin, vendar pa v visokih koncentracijah
zanje postane strupen. Pogosto se pojavlja v odpadnih vodah, s ¢imer negativno vpliva na
okolje in zdravje organizmov, ter na delovanje rastlinskih Cistilnih naprav. V raziskavi smo
zeleli preveriti vpliv razlicnih koncentracij CuSOg4 na rast in razvoj je€mena. Kalice je¢mena
smo gojili v vertikalnih kalilnikih z razliénimi koncentracijami CuSOs (1 pg/ml, 10 pg/ml in
100 pg/L) ter kontrolo. Po tedenski inkubaciji v rastni komori smo doloc€ili dolzino korenin in
vis$ino poganjkov ter njithovo svezo in suho masa (poganjke smo za to liofilizirali, korenine pa
suSili v suSilniku). Vsebnost klorofilov in karotenoidov smo dolo¢ili s spektrofotometrijo po
ekstrakciji pigmentov iz liofiliziranih poganjkov. Izmerjene podatke smo statisti¢no obdelali
(enosmerna ANOVA in Duncan post-hoc test). S povecevanjem koncentracije raztopine
CuSOa4 je prislo do zmanjSanja suhe mase poganjkov in zmanj$anja dolzine korenin je¢mena.
Na suho maso korenin in dolzino poganjkov CuSO4 ni imel statisticno znaCilnega vpliva. Prav
tako pa ni bilo statisti¢no znacilnih razlik v vsebnosti fotosinteznih pigmentov po izpostavitvah
z CuSOaqV primerjavi s kontrolo. Predvidevamo, da CuSOs vpliva na morfologijo kalic je¢mena
(sprememba oblike, razvejanosti korenin in oblike listov ter suhe mase poganjkov), ne vpliva
pa na zmanjSanje vsebnosti fotosinteznih pigmentov. V literaturi porocajo, da ima na odpornost
na Cu velik vpliv genotip, zato bi bilo zanimivo poiskati na Cu odpornejSe sorte jeCmena.

Kljuéne besede: je¢men, seme, bakrov sulfat, kalitev, rast in razvoj, rastline

Uvod

Baker je en izmed esencialnih mikroelementov za rast in razvoj rastlin. Deluje kot katalizator
v procesu fotosinteze ter igra pomembno vlogo pri tvorbi lignina v celi¢ni steni. Kljub temu
lahko v visokih koncentracijah postane strupen za rastline, saj zavira celi¢ni metabolizem in
povzroca oksidativni stres ter z njim povezane posledice na celi¢ni ravni — slednje se kazejo v
obliki kloroz, nekroz, razbarvanja listov in zaviranja rasti (Borghi et al. 2007; Cuypers et al.
2008). Zaradi razli¢nih ¢loveskih aktivnosti (industrija, kmetijstvo ipd.) se baker, poleg drugih
kovin in onesnaZil, pogosto pojavlja v odpadnih vodah, zaradi ¢esar lahko negativno vpliva na
okolje in na zdravje ljudi - na slednje vpliva predvsem ob neposredni izpostavljenosti, ter s
sistemskim kopi¢enjem zaradi uzivanja onesnazene hrane in vode (Hrudey et al. 1995).

Za ¢is¢enje odpadnih voda lahko poleg klasi¢nih €istilnih naprav uporabljamo tudi rastlinske
Cistilne naprave. Zasnovane so po vzoru naravnih mokri§¢nih ekosistemov, v katerih rastline,
zemlja in prisotni mikroorganizmi s pomocjo razlicnih bioloskih procesov iz odpadne vode
odstranjujejo onesnazila, med njimi tudi baker (EPA, 2002; Huguenot et al, 2014). Kljub
remediacijski sposobnosti teh sistemov lahko ob preveliki koncentraciji onesnazil odpovejo,
saj postanejo pogoji prevec strupeni za rast rastlin in mikroorganizmov. Ker je baker en izmed
pogostih onesnazil, je bil tako nas cilj preveriti vpliv razli¢nih koncentracij CuSO4 na kaljivost
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in rast jeémena ter vsebnost fotosinteznih pigmentov v poganjkih. Predpostavili smo, da bodo
razlicne koncentracije CuSOs znizale kaljivost, zavirale rast poganjkov, in vplivale na
zmanj$anje suhe mase ter vsebnosti fotosinteznih pigmentov, ucinek pa se bo s povecevanjem
koncentracije CuSO4 vecal.

Metode in materiali

V polovi¢ni Hoaglandovi raztopini smo pripravili po 100 ml razli¢nih koncentracij CuSOj4 (1
pg mi, 10 pg mit in 100 pg ml?) ter kontrolo, ki je vsebovala samo Hoaglandovo raztopino.
Hranilna raztopina vsebuje vire makroelementov (KNO3, Ca(NO)s:x4H.O, Fe-EDTA,
MgSOsx7H,0, KH2PO4, (NH4)H2PO4), mikroelementov (bor, mangan, molibden, baker, cink)
in fosfata. S posameznimi raztopinami CuSOg in kontrolo smo napojili penasto blazinico,
prekrili s ¢rnim kartonom ter ju skupaj z 10 semeni/raztopino namestili v vertikalni kalilnik.
Kalilnike smo prenesli v rastne komore (23°C, 16/8h fotoperioda) in omogo¢ili kalitev
jeCmenovih semen. Inkubacija je trajala 1 teden oz. dokler kontrolni poganjki niso zrasli do
dna kalilnika. Med rastjo poganjkov smo redno spremljali poskus in dodajali raztopino CuSOs,
¢e je bilo to potrebno. Po kon¢anem poskusu smo doloc¢ili dolZino korenin in vi§ino poganjkov
ter njihovo svezo maso na laboratorijski tehtnici z natancnostjo 0,0001 g. Za dolocitev suhe
mase smo vse poganjke liofilizirali (48h pri -90°C in vakumu 0,001 mbar), korenine pa susili
v suSilniku (24h pri 105°C). Po 1 tednu smo ves rastlinski material stehtali ter dolocili suho
maso na laboratorijski tehtnici. Liofilizirane poganjke smo nato strli v terilnici, jih prenesli v
epruvete ter jim dodali 80% aceton do volumna 5 ml. Epruvete smo ¢ez no¢ prenesli v hladilnik,
kjer je potekala ekstrakcija fotosinteznih pigmentov. VVzorce smo nato centrifugirali (2000
obratov/min) in pomerili absorbanco pri 664 nm, 647 nm in 470 nm na spektrofotometru in
izracunali vsebnost klorofila a in b ter karoteinov v suhi masi po Monni et al 2001.

Izmerjene podatke o suhi masi, dolzini poganjkov in korenin ter vsebnosti fotosinteznih
pigmentov smo statisticno obdelali z uporabo programa Microsoft Excel z dodatkom XLSTAT
(Addinsoft). Razlike med izpostavitvami smo dolo¢ili z enosmerno analizo variance (ANOVA)
in Duncan post-hoc testom pri p<0,05. Pri podatkih, kjer je bil vpliv CuSO4 dovolj velik, smo
izracunali ECso (efektivna koncentracija, ki izzove 50% maksimalnega ucinka) z uporabo
Quest Graph™ EC50 Calculator (AAT Bioquest).

Rezultati
Kalitev

Pri kontroli in izpostavitvi z 1 ug ml* raztopino CuSOsx je bila kaljivost semen 100%, kalila so
vsa semena. Pri izpostavitvah z 10 pg ml™ in 100 ug ml? pa je kalilo devet semen od desetih
(Slika 1).
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Slika 1: Kaljivost semen jeé¢mena po izpostavitvah z 0 ug ml™ (kontrola, K), 1 ug mi™, 10 ug mi™ in
100 pg ml* raztopino CuSOs.

Kaljivost [#]

Dolzina korenin in poganjkov

Povecevanje koncentracije bakrovega (II) sulfata (CuSOs) je vplivalo na zmanjsanje dolzin pri
koreninah pri koncentraciji 100 pg ml™. Na dolzino poganjkov pa CuSO4 ni imel statisti¢no
znacilnega vpliva(Slika 2a).

Masa korenin in poganjkov

Suhe mase korenin se s povecevanjem CuSOa4 niso spreminjale. Suhe mase poganjkov pa so
pri koncentraciji 10 pg ml™ zagele upadati in bile najmanjse pri koncentraciji 100 pg ml™ (Slika
2b). Nadaljnja analiza je pokazala, da EC50 za CuSOg pri poganjkih znasa 106 pg ml™.
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Slika 2: a) Suha masa korenin (modri stolpci) in poganjkov (rdeci stolpci) je¢mena, katerega semena
smo Kalili v 0 ug mlI™* (kontrola, K), 1 pg ml™, 10 pg ml™ in 100 ug ml™ raztopini CuSOs. Prikazane so
povprecne vrednosti in standardna napaka (n=5). B) Dolzine korenin in poganjkov jeCmena pri razli¢nih
koncentracijah CuSO. Prikazane so povpre¢ne vrednosti in standardna napaka (n= 10, 10, 9,9 za K, 1
pg mi?, 10 pg ml?, 100 pg ml™t). Z razliénimi érkami so oznadene izpostavitve, pri katerih so bile
razlike statisti¢no znacilne (enosmerna ANOVA, Duncan post-hoc test pri p <0,05).
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Vsebnost fotosinteznih pigmentov

Pri nobeni izpostavitvi z CuSOs ni prislo do statisti¢no znacilnih razlik v vsebnosti klorofilov
in karotenoidov (Slika 3).
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Slika 3: Vsebnost Kklorofila a (kI a), klorofila b (kI b) in karotenoidov v poganjkih je¢mena, katerega
semena smo namakali v 0 ug ml™ (kontrola, K), 1 ug ml™, 10 pg ml ™ in 100 pg ml * raztopini CuSO 4.
Prikazane so povpre¢ne vrednosti in standardna napaka (n= 5, 4, 3, 3 za koncentracije 0 ug ml-1, 1 pg
ml-1, 10 pg ml ™, 100 pug m1™).

Razprava
Kalitev semen

Pri kontroli in 1 pg m1™ je bila kalitev 100 %, pri 10 in 100 pg ml™ pa 90 %. Tumulescu et al.
(2004) so pri tretiranju s 120 uM CuS04 dobili 60 % kalitev, pri 1200 uM pa le 10 % je¢mena
, kar nakazuje, da visoke koncentracije znizajo uspesnost kalitve semen. Nasih podatkov sicer
ne moremo zanesljivo primerjati s podatki iz literature, ker smo imeli premalo ponovitev in
nismo naredili statisti¢ne analize.

Dolzina in suha masa korenin in poganjkov

Rezultati naSega poskusa so pokazali, da CuSOys deluje strupeno na je¢men in sicer v odvisnosti
od koncentracije. Testirali smo koncentracije 1 ug ml* (4 uM), 10 pg ml* (40 uM) in 100 pg
ml * (400 pM). CuSOq je vplival na dolzino korenin, na pa tudi na dolZino poganjkov.
Zanimivo je bilo, da je bilo ravno obratno pri suhi masi. CuSOg je vplival na znizanje suhe
mase poganjkov, ne pa tudi korenin. To si lahko razlagamo tako, da je prisotnost visokih
koncentracij CuSOg vplivala na samo morfologijo rastline. Dolzina korenin se je skrajsala, a
so korenine postale debelejSe in bolj razvejane. DolZina poganjkov se ni zmanjsala, a so bili
listi 0Zji 0z. tanjsi, kar je vplivalo na suho maso. Zelo podoben poskus sta izvedla Cenkci and
Dogan (2015) in sta prisla do podobnih ugotovitev kot mi. Ugotovila sta, da primerljive
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koncentracije CuSOg4 (75, 150 in 225 uM) vplivajo na znizanje tako suhe mase korenin kot
poganjkov in da je se je suha masa poganjkov bolj zmanjSala kot suha masa korenin, kar deloma
sovpada z nasimi podatki. Ugotovila sta tudi, da ima vpliv genotipa na obcutljivost na CuSOg4
velik vpliv, zato bi bilo za namene bioremediacije ali uporabe za ¢iScenje odpadnih voda
smiselno identificirati sorte, ki so bolj odporne na Cu. Za ta namen sta uspesno uporabila RAPD
markerje in pokazala, da bi bila ta metod uporabna za iskanje na Cu odpornih genotipov.

Tudi Zaltauskaité and Sliumpaité (2013) sta opazila tako zmanj$anje dolzine poganjkov in
korenin je¢mena kot zmanjianje suhe teze poganjkov in korenin pri koncentracijah Cu?* ionov
(sicer iz CuCl,) od 6 do 60 puM.

Vsebnost fotosinteznih pigmentov

Nasi rezultati so pokazali, da CuSO4 v nobeni koncentraciji ni imel statisticno znacilnega
vpliva na vsebnost fotosinteznih pigmentov, kar se sklada z ve¢ino podatkov iz literature. Vec
avtorjev je pokazalo, da izpostavljenost visjim koncentracijam Cu?* ionov ne vpliva na zniZanje
koncentracijo klorofila a in b pri koncentracijah vse do 1500 uM (Demirevska-Kepova et al.
2004). Zaltauskaité and Sliumpaité (2013) sta $e dodatno ugotovila, da srednje konc. Cu®*
ionov (od 6 do 30 uM) lahko celo rahlo povisajo konc. klorofila a in b in spremenijo njuno
razmerje v jeCmenu, morda zato, ker je Cu mikroelement in kot Ze omenjeno prej, nujno
potreben za rastline. Kljub temu, da izpostavljenost je¢mena visjim koncentracijam Cu?* ne
zmanjSa vsebnosti klorofila a in b, pa vseeno zmanjSa ucinkovitost Calvinovega cikla in
asimilacije NH4* ter hkrati poveca antioksidativni stres (Demirevska-Kepova et al. 2004) in
lipidno peroksidacijo (Zaltauskaité and Sliumpaité 2013). Nasprotno pa so Lwalaba et al.
(2019) opazili statisticno znacilno znizanje tako klorofila a in b ter karotenoidov pri 100 uM
Cu?*. To si morda lahko razloZimo z ugotovitvijo, da ima na ob&utljivost je¢mena na Cu?* zelo
velik vpliv genotip (Cenkci and Dogan 2015).

Zakljucki

V poskusu smo spremljali u¢inek CuSO4 na kalitev in nadaljnji razvoj je¢menovih semen oz.
(v nadaljevanju) poganjkov. Opazovali smo vpliv razlicnih koncentracij CuSO4 na dolZino
korenin in poganjkov in posledi¢no mokro in suho maso. Ugotovili smo, da v odvisnosti od
koncentracije, CuSO4 negativno vpliva na dolzino korenin, a ne na dolzino poganjka. Suha
masa korenin pa se v primerjavi s suho maso poganjkov ni spreminjala. Po analizi vsebnosti
klorofilov in karotenoidov je bilo razvidno, da CuSOs statisti¢no znacilno ne vpliva na vsebnost
rastlinskih pigmentov.

Tako smo lahko dolocili, da CuSO4 vpliva na morfologijo je¢mena, v smislu spremembe
oblike, razvejanosti korenin in oblike listov ter suhe mase poganjkov. Ne vpliva pa na
zmanjSanje karotenoidnih in klorofilnih pigmentov. Razlog za to bi lahko pripisali vlogi bakra
kot pomembnega mikroelementa pri rastlinskem razvoju in morda velikemu vplivu genotipa
na obcutljivost je¢mena na Cu.
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VPLIV HERBICIDA DUPLOSAN KV NA RAST JECMENA

Avtorji: Kristina Andrejc, Masa Strasek, Nejc Urh, Mojca Zafran

Izvleéek

Namen nasega poskusa je bil ugotoviti, ¢e herbicid Duplosan KV v dolo¢enih koncentracijah
izkazuje vpliv na rast in razvoj rastlin je¢mena ter kako se to izraza. Semena jeCmena smo v
vertikalnih kalilnikih izpostavili razli¢nim koncentracijam Duplosana KV (1 pg/mL, 10 pg/mL
in 100 pg/mL). Semena v kontrolnem poskusu smo izpostavili Hoaglandovi raztopini. Po
sedmih dneh smo rastlinam je¢mena izmerili dolZine korenin in poganjkov ter jim dolocili
maso. Poganjkom (po liofiliziranju) in koreninam (po susenju v su$ilniku) smo dolo¢ili suho
maso. Po ekstrakciji fotosinteznih barvil iz poganjkov smo z merjenjem absorbance pri
razli¢nih valovnih dolzinah dolocili njihovo vsebnost pri posamezni obravnavi. Kaljivost
je¢mena je bila pri vseh obravnavah 100%. Koncentraciji Duplosana KV 10 pg/ml in 100
pg/ml sta v primerjavi s kontrolo vplivali na zaviranje rasti korenin in poganjkov. Ti
koncentraciji sta tudi imeli vpliv na zniZanje sveZe mase poganjkov v primerjavi s kontrolo in
koncentracijo 1 ug/ml. Vse koncentracije so v primerjavi s kontrolo zmanjsale nastalo suho
maso korenin. Vsebnost klorofila a se je v primerjavi s kontrolo zmanjsala pri 10 pg/ml in 100
pug/ml. Prav tako se je pri teh dveh koncentracijah zmanjSala vsebnost klorofila b. Vsebnost
karotenoidov je bila pri vseh koncentracijah manjsa kot pri kontroli. Efektivne koncentracije
50 (EC50) se za razli¢ne analizirane parametre gibljejo med 0,7 in 2,9 pg Duplosana KV na
mL.

Kljuéne besede: je¢men, seme, herbicid, duplosan KV, Kkalitev, rast in razvoj, rastline

Uvod

Strma rast Cloveske populacije v zadnjih desetletjih je prinesla povecano potrebo po
pridelovanju zadostnih koli¢in hrane. Za pove€anje produktivnosti se v kmetijstvu med drugim
pogosto uporabljajo pesticidi. Pesticidi so snovi, ki se uporabljajo z namenom ubijanja ali
nadzorovanja organizmov, ki so smatrani kot Skodljivci ter vklju€ujejo herbicide, insekticide,
fungicide, rodenticide (Krieger 2001).

Herbicid Duplosan KV je sredstvo za zatiranje Sirokolistnih plevelov pri pridelovanju
ozimnega in jarega Zita brez podsevkov ter na travnikih in pasnikih (Cinkarna Celje d.d. 2013).
Uporablja se predvsem za zatiranje plevelov pri navadni pSenici (Triticum aestivum L.) in
navadnem je¢menu (Hordeum vulgare L.) (Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano
2021). Glavna aktivna snov Duplosana KV je mekoprop-P. V pretezni meri poteka sprejem
herbicida v rastlino preko listov. Mehanizem delovanja mekoprop-P-a temelji na motnjah
deljenja in rasti celic, kar se odraZza v nenormalni rasti (zvijanje) in vodi v propad obcutljivih
rastlin (Cinkarna Celje d.d. 2013).

Herbicid se po obdelavi poljskih povrsin spira v zemljo in naprej v vodne ekosisteme. V nizkih
koncentracijah so ga zaznali v potokih in podtalnici mest in podezelj v Severni Ameriki
(Pesticides in Surface and Groundwater of the United States, 1998). Prisotnost pesticidov v
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Cistilnih napravah urbanih okolij se pripisuje predvsem njihovi ne-kmetijski uporabi
(upravljanje zelenic na golf igrisc¢ih, izobraZevalnih ustanovah in parkih ter industrijska
kontrola vegetacije) (Kock-Schulmeyer et al. 2013). Zato velik pomen predstavljajo analize
vplivov teh snovi (prisotnih v vodovju ter posledicno v ¢istilnih napravah) na razlicne
organizme.

Namen nasega poskusa je bil raziskat kako ta herbicid vpliva na rast in razvoj modelne rastline
je¢mena (Hordeum vulgare L.). Analizirali smo vpliv na dolzine korenin in poganjkov, svezo
in suho maso ter vsebnost barvil. Kljub temu, da herbicid Duplosan KV naj ne bi imel
negativnih u¢inkov na je¢men, predpostavljamo, da bo, zaradi relativno visokih uporabljenih
koncentracij in apliciranja ob neoptimalni razvojni fazi rastline, zaviralno vplival na rast in
razvoj te modelne rastline.

Metode in materiali

Pripravili smo raztopine herbicida Duplosan KV s Hoaglandovo raztopino v koncentracijah 1
pg/mL, 10 ug/mL in 100 pg/mL. Ustreznim koli¢inam raztopine smo dodali primeren volumen
herbicida in dobro premesali. Na filtrirni papir v vertikalnem kalilniku smo poloZzili 10 semen
jeCmena in z ustrezno koncentracijo herbicida omocili papir in blazinico. Semena, ki so
predstavljala kontrolo, smo omocili le s Hoaglandovo raztopino. Vertikalne kalilnike smo
previdno zaprli s plasti¢nim pokrovom in jih za sedem dni postavili v rastno komoro (pogoji:
fotoperioda 16/8h (svetloba/tema) in 23°C). Med rastjo smo pazili, da so imela semena vedno
dovolj vlage na razpolago. Po potrebi smo dodatno omocili filtrirni papir s Hoaglandovo
raztopino ali raztopino primerne koncentracije Duplosana KV.

Po sedmih dneh smo vsem semenom izmerili dolzino korenin in poganjka. Nato smo lo¢ili
korenine in poganjke od semen in jih po dva iz posamezne obravnave skupaj stehtali ter doloc¢ili
svezo maso korenin in poganjkov. Poganjke smo nato zapakirali v aluminijevo folijo in jih dali
liofilizirati, korenine pa posusili v suSilniku.

Po enem tednu smo ponovno stehtali poganjke in korenine ter si zabelezili suho maso le teh.
Korenine smo po tehtanju zavrgli, liofilizirane poganjke pa smo strli v terilnici, v katero smo
postopoma dodajali 80% aceton in izpirali do kon¢nega volumna 5 mL. Ekstrakcija je potekala
¢ez no¢ v hladilniku. Naslednji dan smo vzorce centrifugirali in izmerili absorbance s
spektrofotometrom pri valovnih dolzinah 664, 647 in 470 nm za doloCanje vsebnosti barvil
(klorofila a in b ter karotenoidov). Za te parametre smo analizirali tudi efektivne koncentracije,
ki izzovejo 50% maksimalnega u¢inka (EC50).

Podatke smo obdelali z MS Excel vticnikom XLSTAT (Addinsoft).

Rezultati
Kaljivost in rast semen jemena

Vsa semena pri kontroli in vseh treh koncentracijah herbicida so uspesno kalila. Prav tako so
se pri kontroli in vseh koncentracijah iz vseh semenih razvile korenine. Pri koncentracijah 10
pg/mL in 100 pg/mL se pri enem od semen ni razvil poganjek (Slika 1).
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Na Sliki 1 lahko vidimo, da rast z visanjem koncentracije Duplosana KV vpada. Pri kontroli
so poganjki najvi§ji in korenine najdaljSe. Pri koncentraciji 100 pg/ml pa so poganjki in
korenine najkrajse.

Slika 1: Na sliki so sedem dni stare rastline jeémena, katerih semena so bila med rastjo omocena s
Hoaglandovo raztopino (kontrola) ali z razli¢nimi koncentracijami Duplosana KV (1 pg/mL, 10 pg/mL
in 100 pg/mL).

DolZzina korenin in poganjkov

Na sliki 2 so prikazane povpre¢ne dolzine poganjkov in korenin po enotedenski rasti jeémena.
Vpliv Duplosana KV s koncentracijo 1 ug/mL je pokazal statisticno pomembno razliko v
dolzini poganjkov v primerjavi s kontrolo. Vpliv koncentracij 10 pg/mL in 100 pg/mL se med
seboj statisti¢cno pomembno ne razlikuje, se pa statistiécno pomembno razlikuje v primerjavi s
kontrolo in koncentracijo 1 pg/mL.

Dolzina korenin kalic izpostavljenih 1 pg/mL Duplosana KV ni izkazovala statisticno
pomembnih razlik v primerjavi s kontrolo. Pri koncentraciji 10 pg/mL so bile dolzine korenin
v povprecju statisticno znacilno razli¢ne v primerjavi s kontrolo in koncentracijo 1 pg/mL. Pri
najvecji koncentraciji (100 pg/mL) se je dolzina korenin statistiéno znacilno razlikovala v
primerjavi s kontrolo in drugima dvema koncentracijama.
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Slika 2: DolZine korenin (modri stolpci) in poganjkov (oranzni stolpci) je¢mena po sedmih dneh
obravnave z razli¢nimi koncentracijami Duplosana KV. Prikazane so povprecne vrednosti + standardna
napaka (n=10) pri sedem dni starih rastlinah. Z razli¢nimi ¢rkami (a, b, ¢ in A, B, C) so prikazane
statisticno znacilne razlike, dolo¢ene z One Way ANOVA (Duncan test).

Sveza masa korenin in poganjkov

Po sedmih dneh rasti smo stehtali poganjke in korenine za posamezno koncentracijo Duplosana
KV in kontrole. Zaradi majhnih mas smo skupaj tehtali po dva poganjka oz. korenini, Ki so oz.
sta zrasli iz posameznega semena obravnavanega z dolo¢eno koncentracijo Duplosana KV.

Na sliki 3 so prikazane povpre¢ne sveze mase dveh poganjkov oziroma korenin. Po obravnavi
jeCmenovih semen s koncentracijo Duplosana KV 1 pg/mL se je masa poganjkov statisticno
znacilno razlikovala od kontrole. Koncentraciji 10 pg/mL 100 pg/mL se med seboj statisticno
znacilno ne razlikujeta, medtem ko se statisti¢no znacilno razlikujeta od koncentracije 1 pg/mL
in kontrole.

Po obravnavi je¢menovih semen s koncentracijama Duplosana KV 1 pg/mL in 10 pg/mL se
masi korenin med seboj statisticno znacilno ne razlikujeta, medtem ko sta statisticno znacilno
razli¢ni v primerjavi s kontrolo. Masa korenin pri koncentraciji 100 pg/mL je statistino
znacilno razli¢na od ostalih dveh koncentracij in kontrole.
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Slika 3: Sveze mase korenin (modri stolpci) in poganjkov (oranzni stolpci) jeémena po sedmih dneh
obravnave z razlicnimi koncentracijami Duplosana KV. Prikazane so povpre¢ne vrednosti + standardna
napaka (n=5) pri sedem dni starih rastlinah. Z razliénimi ¢rkami (a, b, ¢ in A, B, C) so prikazane
statisticno znacilne razlike, dolo¢ene z One Way ANOVA (Duncan test)
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Suha masa korenin in poganjkov

Nassliki 4 so prikazane povpreéne suhe mase dveh poganjkov ali korenin. Suha masa poganjkov
je bila izmerjena po procesu liofiliziranja, suha masa korenin pa po suSenju v susilniku.

Povpre¢na suha masa dveh poganjkov pri kontroli znasa 0,019 £+ 0,0045 g. Pri obravnavi
je¢menovih semen s koncentracijo Duplosana KV 1 pg/mL se suha masa poganjkov statisticno
razlikuje od kontrole. Vpliv koncentracij 10 ug/mL 100 pg/mL se med sabo statisticno ne
razlikuje, statisticno pomembna razlika pa obstaja med vplivom teh dveh koncentracij ter
kontrolo in koncentracijo 1 pg/mL.Suhe mase korenin vseh treh koncentracij Duplosana KV
se statisticno znacilno razlikujejo od kontrole. Razlicne koncentracije pa med seboj ne
izkazujejo statisti¢no znacilnih razlik.
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0 1 10 100
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il

W korenine poganjk

Slika 4: Suhe mase korenin (modri stolpci) in poganjkov (oranzni stolpci) jeémena po sedmih dneh
obravnave z razlicnimi koncentracijami Duplosana KV. Prikazane so povprec¢ne vrednosti + standardna
napaka (n=5) pri sedem dni starih rastlinah. Z razliénimi ¢érkami (a, b, ¢ in A, B, C) so prikazane
statisticno znacilne razlike, dolo¢ene z One Way ANOVA (Duncan test).

Vsebnost fotosinteznih barvil

Z namenom dolo¢evanja vsebnosti barvil (klorofila a in b ter karotenoidov) je bila pri razli¢nih
valovnih dolZinah izmerjena absorbanca po ekstrahiranju poganjkov z 80% acetonom. Pri
kontroli in koncentraciji Duplosana KV 1 pg/mL sta bila pripravljena dva vzorca, pri
koncentracijah 10 pg/mL in 100 pg/mL pa je zaradi majhne koli¢ine materiala bil pripravljen
po en vzorec.

Na sliki 5 so prikazane vsebnosti barvil pri razli€nih obravnavah. Podatki pridobljeni pri
koncentraciji 1 pg/mL se prekrivajo s podatki iz kontrole in tako ne moremo trditi, da je ta
koncentracija imela vpliv na manjSo vsebnost klorofila a pri tej obravnavi. Na podlagi
statisticne obdelave prav tako ne moremo trditi, da obstaja statisticno pomembna razlika v
primerjavi s vplivom koncentracij 10 pg/mL in 100 pg/mL, razlika pa obstaja v primerjavi s
kontrolo. Pri koncentraciji 100 pg/mL se je pokazala statisti¢cno pomembna razlika v primerjavi
s kontrolo in vplivom koncentracije 1 ug/mL, v primerjavi s vplivom koncentracije 10 pg/mL
pa te razlike ni.

Za koncentracijo 1 pg/mL ne moremo trditi, da je vplivala na manjSo vsebnost klorofila b v
primerjavi s kontrolo, saj se podatki prekrivajo. Za koncentraciji 10 pg/mL in 100 pg/mL pa
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lahko recemo, da sta statisticno pomembno vplivali na zmanjSanje vsebnosti klorofila b v
primerjavi s kontrolo. Vplivi teh dveh koncentracij so primerljivi s koncentracijo 1 pg/mL.

Vpliv vseh treh koncentracij (1 pg/mL, 10 pg/mL in 100 pg/mL) je izkazal statistiCno
pomembno razliko v primerjavi s kontrolo za vsebnost karotenoidov. Ob primerjavi teh
koncentracij med sabo, pa statisticno znacilne razlike niso izraZene.
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Slika 5: Vsebnosti klorofila a (modri stolpci), klorofila b (oranzni stolpci) in karotenoidov (sivi stolpci)
pri poganjkih je¢mena po sedmih dneh obravnave z razliénimi koncentracijami Duplosana KV. Pri
kontroli in koncentraciji Duplosana KV 1 pug/mL so prikazane povpre¢ne vrednosti + standardna napaka
(n=2) pri sedem dni starih rastlinah. Pri koncentracijah 10 pg/mL in 100 pug/mL so prikazane vrednosti
n=1. Z razlicnimi ¢rkami (a, b, ¢ in A, B, C) so prikazane statisticno znacilne razlike, dolo¢ene z One
Way ANOVA (Duncan test).

Efektivna koncentracija 50 - EC50

EC50 je koncentracija preiskovane snovi, ki pri testnih organizmih povzroc¢i 50% sprememb
dolocenega fizioloskega parametra. V naSem poskusu smo analizirali EC50 Duplosana KV za
dolzino korenin in poganjkov, svezo in suho maso korenin in poganjkov ter vsebnost
fotosinteznih barvil — klorofila a in b ter karotenoidov. Za dolzino korenin in poganjkov se je
izkazalo, da je EC50 2,92 pg/mL Duplosana KV, saj se je pri tej koncentraciji dolZina korenin
in poganjkov zmanjsala za 50%. Pri koncentraciji 0,72 pg/mL se je za 50% zmanj$ala masa
korenin in poganjkov. Vsebnost barvil pa se je za 50% zmanjSala pri koncentraciji 1,43 pg/mL.
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Slika 6: EC50 Duplosana KV za razli¢ne parametre; A — EC50 dolZin korenin in poganjkov; B — EC50
suhe in sveZe mase korenin in poganjkov; C — EC50 za vsebnost barvil.

Razprava

V nas$i raziskavi nas je zanimal vpliv herbicida Duplosana KV na rast in razvoj modelne rastline
- je¢mena (H. vulgare). Glavna aktivna snov tega herbicida je mekoprop-P, ki se pogosto
uporablja v kmetijstvu. Ta ima visoko topnost v vodi in je problemati¢en za okolje, saj je zaradi
majhne sorpcije, visoke gibljivosti in po¢asne razgradnje v tleh, dovzeten za izpiranje iz tal v
podtalno vodo (Rodriguez-Cruz et al., 2010). Pri naSem poskusu smo imeli veliko visje
koncentracije Duplosana KV in posledi¢no aktivne uc¢inkovine, kot pa so ga do sedaj detektirali
v Cistilni napravi oz. vodotokih. Najvi§ja koncentracija aktivne u€inkovine Duplosana KV
(mecoprop-P -a), ki so jo detektirali v pritokih Cistilnih naprav (ve¢inoma gospodinjske in
urbane odpadne vode) je bila 391 ng/L (0,0004 pg/mL) (Kock-Schulmeyer et al. 2013). V
kanadskih potokih pa so detektirali vsebnost mecoprop-P -a 103 000 ng/L (0,103 pg/mL)
(Kurt-Karakus et al. 2008).

Mi smo v naSem poskusu najprej spremljali kalitev semen obdelanih z razli¢nimi
koncentracijami Duplosana KV. Za negativno kontrolo smo uporabili seme je¢mena, ki ni bilo
omoceno v Duplosanovo raztopino. Vsa semena je¢mena, pri razlicnih koncentracijah tako kot
tudi kontrola, so skalila. Iz tega lahko sklepamo, da herbicid ne vpliva na kalitev, tudi ¢e ga
uporabimo v vis§jih koncentracijah. Hussain in sod. (2008) so v njihovi Studiji prav tako potrdili,
da razli¢ni herbicidi nimajo vpliva na kalitev solate (Lactuca sativa).
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Potem nas je po sedmih dneh zanimala rast kalic, ki smo jo ovrednotili z merjenjem dolzine
korenin in poganjkov. Posebno pri poganjkih smo opazili, da je dolzina kar opazno padala z
viSanjem koncentracije herbicida. Pri koreninah ni bilo opaziti tako ocitne razlike v dolzini kot
pri poganjkih, ampak je bilo Se vedno prisotno zmanjSanje. Iz tega lahko povzamemo, da
Duplosan KV vpliva na rast in razvoj rastline, tudi pri nizkih koncentracijah. Vec;ji vpliv je bil
opazen pri zaviranju rasti poganjkov kot rasti korenin, iz ¢esar sklepamo, da je do tega prislo,
ker se v listih vrsi fotosinteza. Herbicidi lahko povzrocijo stres v pridelku, kar se lahko kaze v
zaviranju fotosinteze, vplivu na aktivnosti listnih rez ali motenjem presnovnih in fizioloskih
funkcij rastlin. Ti ucinki pa so lahko zacasni ali trajni (Araldi et al., 2015).

Izmerili smo tudi sveZo in suho maso korenin in poganjkov. Pri obeh je jasno razvidno, da z
veCanjem koncentracije Duplosana KV, tako sveza kot suha masa manjsata. Te mase so tudi
sorazmerne z velikostjo rastlin, ki se je prav tako manjsala.

V raziskavi Kana et al. (2003) je uporaba herbicida klomazona povzrocila znizanje ravni
klorofila (a in b) in karotenoidov, kar je spremljalo upadanje vsebnosti kompleksov za
shranjevanje svetlobe. V naSih rezultati se je vsebnost klorofila a v primerjavi s kontrolo
zmanjSala pri koncentracijah 10 pg/ml in 100 pg/ml. Prav tako se je pri teh dveh koncentracijah
zmanjSala tudi vsebnost klorofila b, vsebnost karotenoidov je bila pri vseh koncentracijah
manjSa kot pri kontroli. 1z tega lahko sklepamo, da ima Duplosan v doloc¢enih koncentracijah
vpliv na zmanjSanje vsebnosti fotosinteznih barvil v jecmenu. Posredno torej deluje na
fotosintezni aparat v poganjkih je¢mena in tako tudi zavira rast le teh. Fluorescenca klorofila
se trenutno uporablja kot hitra diagnosticna in ne destruktivna metoda za odkrivanje in
kvantificiranje Skode povzroCene zaradi herbicidov na fotosinteznem aparatu listov plevela,
pridelkov in okrasnih rastlin (Araldi et al., 2015).

Zakljucki

S poskusom smo pokazali, da ima herbicid Duplosan KV v uporabljenih koncentracijah pri
jeCmenu zaviralen u¢inek na rast korenin in poganjkov, prav tako pa se je pokazal vpliv na
zmanjSanje sveze in suhe mase korenin in poganjkov. Ob povecevanju koncentracij
obravnavane snovi se je zmanjSala tudi vsebnost barvil. Iz teh rezultatov sklepamo na to, da
Duplosan KV v vi§jih koncentracijah v rastlini povzroca stres, kar se kaZze v zmanjSanju
vsebnosti fotosinteznih barvil in pa vplivu na rast. Vpliva herbicida na kalitev semen v tej
raziskavi nismo zaznali. EC50 so pokazale, da se 50% sprememb za postavljene parametre
zgodi v razponu koncentracij med 0,7 in 1,9 pug/mL.

Pri nadaljnjem raziskovanju, bi lahko izvedli podoben poskus, ampak z rastlinami, ki so zaradi
svoje osnovne fiziologije bolj primerne za implementacijo v sisteme Cistilnih naprav. Tako bi
dobili podatke o vplivih, ki bi bili aktualni direktno za razvoj €istilnih naprav. Raziskovanje v
smeri ohranjanja Cistega okolja je izrednega pomena, tako za nas vsakdan kot tudi za prihodnost
planeta.
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VPLIV KADMIJA NA RAST JECMENA

Avtorji: Spela Er¢ulj, Tim Ratajc, Urfa Stepec, Ana Tomac

Izvleéek

Namen dela je bilo preverjanje vpliva razli¢nih koncentracij Cd na dolzino, svezo in suho maso
poganjkov in korenin je¢mena ter vpliv na vsebnost fotosinteznih pigmentov klorofila A in B
ter karotenoidov. Uporabljeni so bili vertikalni kalilniki za rast jeCmena pri izpostavitvi
razlicnim koncentracijam Cd, vsebnosti fotosinteznih pigmentov pa so bile dolocene
spektrofotometri¢no. Zgolj koncentracija Cd 100 pg/mL je statisticno znacilno vplivala na
vrednosti sveZe mase in dolZine korenin, pri ostalih koncentracijah Cd pa pri sveZzi in suhi masi
ter dolZini poganjkov in korenin ni prislo do statistiéno znacilnih razlik med izpostavitvijo ter
kontrolo. Vsebnosti klorofila A in B se niso statisticno razlikovale med kontrolo in
izpostavitvijo 100 pg/mL Cd.

Kljuéne besede: je¢men, seme, kadmij, tezke kovine, kalitev, rast in razvoj, rastline

Uvod

Kadmij (Cd) je znan kot ena izmed najbolj strupenih kovin in obstojnih onesnazil v okolju.
Njegov vpliv se kaze predvsem v omejevanju rasti in razvoja rastlin. V primerjavi z drugimi
kovinami kot so cink, baker in mangan, je kadmij neesencialna kovina, ki je strupena predvsem
v vi§jih koncentracijah. Na njegovo koncentracijo v prsti vplivajo predvsem industrijske
aktivnosti, kot so odlaganje urbanih odpadkov, rudarjenje, proizvodnja umetnih gnojil,
metalurska industrija, uporaba pesticidov in fosilnih goriv. Rastlina se s potencialno strupeno
kovino najprej sreca s koreninami, tako je vsebnost te kovine v koreninah vecine rastlin vecja
kot v nadzemnih delih. Cd povzro¢i kompleksne spremembe v rastlinah na genetskem,
fizioloskem in biokemijskem nivoju in vodi do fitotoksicnosti. Indikatorji fitotoksi¢nosti so
zvijanje listov, zmanjsanje rasti korenin in poganjkov, zmanj$an transport kovin in zmanj$anje
respiratornih in fotosinteznih aktivnosti. Prav tako pa se zmanjsa tudi aktivnost encimov in
membranske funkcije. Od vseh stranskih u¢inkov kadmija je najhujsa lipidna peroksidacija, saj
vodi v propad membran (Muradoglu et al. 2015).

Pove€ana odvisnost kmetijstva od kemic¢nih gnojil in hitra industrializacija je povzrocila
onesnazenje tal s kovinami, med drugim tudi s Cd, ki velja za enega izmed glavnih onesnazil
tal, saj je zadrZevalni ¢as Cd v tleh ve¢ kot 1000 let (di Toppi and Gabbrielli 1999). V Sloveniji
obstaja precej obmocij, kjer predstavlja onesnazenost s Cd resen, a obvladljiv problem. Prece;j
je takih, kjer je vsebnost Cd v prsti nad mejno vrednostjo (1-2 mg Cd na kg suhe prsti) ali nad
kriticno vrednostjo (>12 mg Cd na kg suhe prsti). Najbolj obremenjena obmocja onesnazene
zemljine se nahajajo v Meziski dolini v bliZini rudnika in talilnice svinca, v Celju na obmoc¢ju
stare Cinkarne, v industrijskem delu Raven na Koroskem, Trbovelj in Idrije. Ta obmo¢ja so
znana predvsem po obratih metalurske in kemic¢ne industrije, ki so delovali v preteklosti. Za
zmanjsSanje tveganja prekomernega vnosa kovin v ¢loveka iz zmanjSanje izpiranja v podtalnico,
pa so bile narejene mnoge Studije ter projekti, ki se Ze izvajajo (Agencija RS za okolje 2008).
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Cilj naSega poskusa je bilo ugotoviti, katera koncentracija Cd je za rastlino Se sprejemljiva in
katere koncentracije negativno vplivajo na rast in kaljivost. Preverjali bomo hipotezo, ali Cd
zmanjSa rast rastline in vsebnost koliine fotosinteznih pigmentov (klorofila A in B ter
karotenoidov).

Metode in materiali

Eksperimentalni del

Pripravili smo polovicno Hoaglandovo raztopino s $tirimi razlicnimi koncentracijami Cd: 0
pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL. Za kalitev semen smo uporabili vertikalne kalilnike
z blazinico in filtrilnim papirjem, ki so bili omoceni z razlicnimi Hoaglandovimi raztopinami
z ustrezno koncentracijo Cd. V vsakem kalilniku je 7 dni rastlo 10 semen je¢mena pri pogojih:
fotoperioda 16 h svetloba in 8 h tema ter 23 °C pri vzdrzevani primerni vlagi.

Po sedemdnevni inkubaciji smo poganjke in korenine izmerili ter odstranili od semena, da smo
dolocili svezo maso naklju¢no zdruZenih dveh poganjkov in korenin. Korenine smo naknadno
susili v susilniku 24 h pri 105 °C, poganjke pa liofilizirali 48 h pri —-90 °C v vakuumu (0,001
mbar). Nato smo dolocili suhe mase korenin in poganjkov. Korenine smo po tehtanju zavrgli,
zdruzene liofilizirane poganjke pa smo ponovno zdruzevali, kjer suha masa dveh poganjkov ni
dosegala 0,02 g. Iz 10 poganjkov smo tako pri vseh koncentracijah pridobili po 4 zdruzene
vzorce liofiliziranih poganjkov, ki smo jih zmleli v terilnici ter raztopili v 5 mL 80 % acetona.
Ekstrakcija pigmentov je potekala preko noci pri 4 °C. Vse vzorce smo po prekonocni
inkubaciji centrifugirali na 2000 rpm za eno minuto do posedanja vecjih delcev, supernatant
pa smo uporabili za merjenje absorbance pri valovnih dolzinah 664 nm, 647 nm in 470 nm.

0 pg/mL 1 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL
3 E ] E. ¥

Po 5 dneh kalitve

Po 7 dneh kalitve

SUVaV . I U

Slika 1: Rast jeémena po 5 in 7 dneh eksperimenta pri razli¢nih koncentracijah Cd v vertikalnem
kalilniku.
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Statisti¢na analiza

Pri podatkih, kjer je n <8, smo za primerjavo ve¢ kot dveh neodvisnih setov podatkov uporabili
Kruskal-Wallis test, pri primerjavi dveh neodvisnih setov podatkov smo uporabili Mann-
Whitney test. Pri Post Hoc analizi, kjer smo primerjali posamezne pare neodvisnih setov
podatkov, je bil uporabljen Dunnov test veckratnih primerjav (ang. Dunn's multiple
comparisons test).

Pri podatkih, kjer je n > 8, smo za test normalnosti na posameznih neodvisnih setih podatkov
uporabili Shapiro-Wilk test. Pri normalno razporejenih vseh neodvisnih setih podatkov se je za
primerjavo ve¢ kot dveh neodvisnih setov podatkov uporabil enosmerni test variance (ang. one-
way ANOVA). Pri Post Hoc analizi, kjer smo primerjali posamezne pare neodvisnih setov
podatkov, je bil uporabljen Tukeyev test veCkratnih primerjav (ang. Tukey's multiple
comparisons test). Pri podatkih, kjer pri vseh neodvisnih setih podatkov ni bila zagotovljena
normalna porazdelitev, je bil uporabljen Kruskal-Wallis test ter pri Post Hoc analizi Dunnov
test veCkratnih primerjav (ang. Dunn's multiple comparisons test).

Za statisti¢no obdelavo podatkov ter njihovo vizualizacijo smo uporabili program GraphPad
Prism 8.0.1, stopnja znacilnosti a je bila vedno nastavljena na 0,05.

Rezultati
Pri izpostavitvi vsem Stirim koncentracijam Cd so vsa semena jeCmena uspesno kalila.

Pri vsebnosti klorofila A in B (slika 2 A) ni signifikantnih razlik med koncentracijama Cd 0
pg/mL in 100 pg/mL. Zaradi tezav pri izvajanju poskusa, statisti¢na obdelava in vizualizacija
podatkov za vsebnost karotenoidov in klorofilov A in B pri koncentracijah Cd 1 pg/mL in 10
pg/mL ni bila mogoca.
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Slika 2: A - povpredja in standardni odkloni vsebnosti klorofila A [mg/g] (pik¢&asti stolpci) ter klorofila
B [mg/g] (€rni stolpci) pri razlicnih koncentracijah Cd (0 pg/mL in 100 pg/mL). Mann-Whitney test (a
= 0,05) pri vsebnosti klorofila A: p = 0,89 (ns — ni signifikantno), Mann-Whitney test (o = 0,05) pri
vsebnosti klorofila B: p = 0,69 (ns — ni signifikantno), n = 4; B - povprecja in standardni odkloni dolzin
[cm] korenin (sivi stolpci) in poganjkov (Crtasti stolpci) pri razli¢nih koncentracijah Cd (0 pg/mL, 1
pg/mL, 10 pg/mL in 100 pg/mL). ANOVA test (o = 0,05) pri dolzinah korenin: p < 0,0001, Kruskal-
Wallis test (o = 0,05) pri dolzini poganjkov: p = 0,14 (ns — ni signifikantno), n = 10; C - povpre¢ja in
standardni odkloni svezih mas [g] korenin (sivi stolpci) in poganjkov (Crtasti stolpci) pri razlicnih
koncentracijah Cd (0 pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL in 100 pg/mL). Kruskal-Wallis test (a. = 0,05) pri
svezi masi korenin: p = 0,0046, Kruskal-Wallis test (o = 0,05) pri svezi masi poganjkov: p=0,16 (ns —
ni signifikantno), n = 5; D - povpre¢ja in standardni odkloni suhih mas [g] korenin (sivi stolpci) in
poganjkov (Crtasti stolpci) pri razlicnih koncentracijah Cd (0 pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL in 100
pg/mL). Kruskal-Wallis test (.= 0,05) pri suhi masi korenin: p = 0,40 (ns — ni signifikantno), Kruskal-
Wallis test (a. = 0,05) pri suhi masi poganjkov: p = 0,50 (ns — ni signifikantno), n = 5.

Pri dolzinah korenin (slika 2 B) ni bilo signifikantnih razlik pri semenih, izpostavljenih
koncentraciji Cd 1 pg/mL in 10 pg/mL s kontrolo (koncentracija Cd 0 pg/mL), pri dolzinah
korenin semen, ki pa so bila izpostavljena koncentraciji Cd 100 pg/mL pa je priSlo do
signifikantnih razlik med kontrolo in ostalima dvema koncentracijama Cd. Pri meritvah dolzine

poganjkov ni prislo do signifikantnih razlik pri izpostavljenosti z razli¢nimi koncentracijami
Cd.

Pri meritvah sveze mase korenin (slika 2 C) ni bilo signifikantnih razlik pri semenih,
izpostavljenih koncentraciji Cd 10 pg/mL s kontrolo (koncentracija Cd 0 pg/mL), pri semenih,
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ki pa so bila izpostavljena koncentraciji Cd 1 pg/mL pa so bile meritve sveze mase korenin
primerljive z meritvami kontrole. Sveze mase korenin pri dodatku Cd koncentracije 100
pg/mL, je prislo do signifikantnih razlik z masami pri koncentraciji Cd 10 pg/mL ter pri
kontroli, meritve pri koncentraciji Cd 1 pg/mL pa so bile z meritvami pri koncentraciji Cd 100
pg/mL primerljive. Pri meritvah sveze mase poganjkov ni prislo do signifikantnih razlik pri
izpostavljenosti z razlicnimi koncentracijami Cd.

Pri meritvah suhe mase korenin in poganjkov (slika 2 D) ni prislo do signifikantnih razlik pri
izpostavljenosti z razlicnimi koncentracijami Cd.

Razprava

Glavni problem pri analizi podatkov iz eksperimentalnega dela so bile napa¢ne meritve
absorbance, na podlagi katerih ni bilo mozno izraunati vsebnosti klorofila A in B pri
koncentracijah Cd 1 pg/mL in 10 pg/mL ter vsebnosti karotenoidov pri vseh koncentracijah
Cd. Eksperimentalni del bi bilo zaradi tega potrebno ponoviti, hkrati pa bi bilo zaradi bolj
kvalitetne statisti¢ne analize potrebno opraviti ve¢ bioloskih in tehni¢nih ponovitev, saj so
parametricni testi veliko bolj zanesljivi kot neparametricni, ki so bili v vecinskem delu
uporabljeni pri statisti¢ni analizi.

Signifikantne razlike so bile opazne zgolj pri svezi masi in dolzinah korenin pri koncentraciji
Cd 100 pg/mL, nizje koncentracije Cd pa niso bile znacilno razli¢ne od kontrole. Tako lahko
na podlagi naSih podatkov zaklju¢imo, da zgolj koncentracija Cd 100 pg/mL negativno vpliva
tako na svezo maso kot na dolzino korenin. Pri vsebnosti klorofila A in B naj ne bi prislo do
negativnih u¢inkov pri izpostavitvi 100 pg/mL Cd.

Pri kopenskih rastlinah so korenine najpomembnejsi organ za privzem kovin, vklju¢no s Cd,
zato so korenine tudi prvi organ, na katerega negativno vpliva izpostavitev Cd pri razlicnih
koncentracijah (Andresen and Kiipper 2012). To je opazno tudi pri nasih rezultatih, saj se
meritve sveze mase in dolzin poganjkov niso statisticno znacilno razlikovale med posameznimi
koncentracijami Cd, pri koreninah pa je bila razlika pri najvisji koncentraciji Cd (100 pg/mL)
statisti¢no razli¢na, saj se je negativni u¢inek Cd na rastline je¢mena kazal v manj$i sveZi masi
in dolZini korenin. Tudi v Studiji iz leta 2002 so opazili krajSanje dolZine korenin je¢mena ob
dodatku Cd. Za razliko od nas pa se je pri njih signifikantno zmanjsala tudi dolzina poganjkov
(Vassilev et al. 2002).

Vsebnost klorofila A in B se v naSem primeru pri koncentraciji Cd 100 pg/mL ni znacilno
razlikovala od kontrole, kar bi lahko pripisali tehni¢nim tezavam pri meritvah absorbance, saj
naj bi ze izpostavitev nizjim koncentracijam Cd negativno vplivala na vsebnost klorofilov in
karotenoidov (Aiman Hasan et al. 2007). V §tudiji iz leta 2015 so z dodajanjem kadmija zaznali
do 30% znizanje vsebnosti klorofila A in do 18% zniZanje klorofila B v sadikah jagod. Kadmij
namre¢ inhibira encime, kateri sodelujejo pri sintezi pigmentov (Muradoglu et al, 2015). V
Studiji so Vassilev in sodelavci dokazali, da se z dodatkom Cd ob rasti poganjkov zmanjsa
vsebnost klorofila in karotenoidov po 10 dneh izpostavitve. Klorofil se je v njihovem poskusu
pri koncentraciji 28 mg Cd/kg prsti znizal za 20% (Vassilev et al. 2002). Tako predvidevamo,
da bi morali na§ poskus ponoviti, saj smo imeli nenatan¢ne podatke o absorbanci klorofila in
bi morda z boljSimi podatki dobili drugacen rezultat. Tudi v Studiji vpliva Cd na solato so
zaznali zmanjSano vsebnost klorofila pri koncentraciji Cd 50 uM (Dias et al 2012).
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Zakljucki

Kadmij ima kot ena najbolj potencialno strupenih kovin in vseprisotno industrijsko onesnazilo
precejSen vpliv na rast in razvoj rastlin. Po pridobljenih podatkih iz naSe raziskave je razvidno,
da vpliva predvsem na rast poganjkov in korenin, iz literature pa vidimo, da vpliva tudi na
znizanje vsebnosti klorofila v rastlinah. Kljub temu, da v nizjih koncentracijah pri rastlinah
nismo dokazali signifikantnih sprememb pa predvidevamo, da se v rastlini tudi nalaga.
Uporaba rastlin, ki rastejo na takih degradiranih obmocjih je neprimerna za prehrano ljudi, ne
glede na to, da ob manjs$ih dozah onesnazenja ne pride do fizioloskih sprememb rastlin.
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VPLIV MIKROPLASTIKE NA RAST JECMENA

Avtorji: Tjasa Cukajne, Mila Dinkovska, Aldijana Masinovi¢, Nikita Matovi¢

Izvleéek

Namen raziskave je bil preucevanje ucinka mikroplastike na fizioloske in rasne parametre
jecmena. Poskus smo si zastavili tako, da smo semena omocili z razlicnimi koncentracijami
mikroplastike suspendirane v hranilni raztopini (kontrola, 1 pg/mL, 10 pg/mL in 100 pg/mL)
in nato preverjali kaljivost semen, vi§ino poganjkov, dolzino korenin, vsebnost fotosinteznih
pigmentov in svezo ter suho maso rastlin. Ugotovili smo, da pri visini poganjkov in dolzini
korenin pri obravnavi z razliénimi koncetracijami mikroplastike ni bilo statisti¢no znacilnih
razlik. Suha masa korenin, sveza in suha masa poganjkov je bila najvisja pri 10 pg/mL.
Vsebnost rastlinskih barvil v poganjkih se s tretiranjem z mikroplastiko ni znizala. Najvi§ja
koncentracija barvil je bila pri obravnavi 10 pg/mL. Sklepamo, da koncentracija mikroplastike
10 pg/mL pozitivno vpliva na rast jeémena in razvoj fotosinteznih barvil, koncentracija 100
pg/mL pa Se ne deluje zaviralno, saj ni bilo opazenih statisticno znacilnih razlik v primerjavi s
kontrolo.

Kljuéne besede: je¢men, seme, mikroplastika, kalitev, rast in razvoj, rastline

Uvod

Raziskovalce ze skoraj 20 let zanima Skoda, ki jo povzroca mikroplastika v okolju. Sprva so
njene ucinke raziskovali veCinoma v morju, vendar so kasnejSe Studije pokazale, da Skoduje
tudi kopenskim habitatom in organizmom. Odkrili so jo tudi na kmetijskih poljih, v mestih in
industrializiranih obmocjih. Nasli so jo v raznovrstnih izdelkih od kozmetike do sinteti¢nih
oblacil. Richard Thompson (2004) je mikroplastiko opisal kot plasti¢ne delce s premerom do
5 milimetrov, ki se v okolici pojavijo kot posledica onesnazenja s plastiko.
Mikroplastika je sestavljena iz atomov ogljika in vodika, skupaj povezanih v polimerne verige.
Druge kemikalije, ki so tudi obi¢ajno prisotne v mikroplastiki so ftalati, polibromirani difenil
etri (PBDE) in tetrabromobisfenol A (TBBPA) (Rogers. 2020).

Mikroplastiko lahko razdelimo na primarna in sekundarno. Med primarno mikroplastiko
spadajo vsi zelo majhni delci, ki se najvec uporabljajo v kozmeti¢nih preparatih za pilling koze.
Sekundarna mikroplastika nastane, ko se razgradijo vecji delci plastike kot so na primer delci
barve ali tekstilna vlakna. Ti majhni ko$¢ki bi lahko rabili ve¢ kot deset let, da se popolnoma
razgradijo. Razgradnja spremeni predvsem barvo, morfologijo povrSine, velikost delcev,
kristalini¢nost in gostoto mikroplastike. Na mikroplastiko lahko gledamo kot na fizikalne
onesnazevalce tal. Mikrovlakna lahko povzro¢ijo nizjo gostoto tal, kar lahko neposredno
pomeni manjSo odpornost na prodiranje korenin rastlin in boljSe prezracevanje tal ter s tem
vecjo rast korenin. Kar se ti¢e nanodelcev, lahko ti vstopijo v rastlinske korenine in povzrocijo
veliko Skodo kot je na primer sprememba celicne membrane, znotrajcelicnih molekul in
nastanek oksidativnega stresa. Ce se deli rastline v katerih je akumulirana mikroplastika
uporabljajo za prehrano zivine ali ljudi, lahko na ta nafin mikroplastika vstopa v
prehranjevalno verigo vretencarjev (Rogers. 2020).

29



Plasti¢ne delce lahko najdemo tudi v najbol izoliranih obmo¢jih Zemlje. V raziskavi sta Issac
in Kandasubramanian (2021) v 96 od 97 vzorcev, ki so jih zbrali v arkti¢nem oceanu, odkrila
mikroplastiko. 73 % te mikroplastike so predstavljali poliestri iz obla¢il. Zmanj$ana gostota
mikrovlaken jih lahko naredi bolj prenosljive z vodo in vetrom, njihovo visoko razmerje med
povrsino in prostornino pa lahko nase veze skodljive kontaminante, zaradi ¢esar so lahko bolj
nevarne za vodne vrste kot druge oblike mikroplastike. Velik delez mikrovlaken lahko zaradi
svoje omejene velikosti zdrsne iz Cistilnih naprav in se odvede v morske habitate.

Mikroplastika je zaradi svoje majhnosti in velikega razmerja med povrSino in prostornino
nagnjena k sorpciji in kopi¢enju onesnazil iz okoliSke vode. Sorpcija hidrofobnih onesnazil na
mikroplastiko velja za pomemben okoljski proces, saj vpliva na mobilnost in biorazpoloZzljivost
teh onesnazil. Znano je, da se v morskih okoljih v mikroplastiki koncentrirajo obstojna
organska onesnaZila, kot so DDT, PCB in dioksini. Koncentracije onesnaZil na mikroplastiki
so prostorsko spremenljive. Koncentracije PCB, PAH in HCH na mikroplastiki so odvisne od
blizine virov onesnazenja. PE naj bi sorbiral ve¢ organskih onesnazil kot druge vrste
mikroplastike. StarejSa mikroplastika pa je nagnjena k temu, da sorbira ve¢ onesnazil kot
prvotna. BioloSko je mikroplastika nagnjena k temu, da jo kolonizirajo mikroorganizmi.
Mikroplastika lahko vpliva na razvoj mikrobnih skupnosti in izmenjavo genov med razli¢nimi
bakterijskimi taksoni. Taki geni so na primer geni za odpornost proti antibiotikom in kovinam
(Guo et al. 2019)

Namen raziskave je bil preuciti ucinek, ki ga ima mikroplastika na fizioloSke in rastne
parametre jecmena. Na podlagi predhodno izvedenih Studij (Qi et al. 2020; Boots et al. 2019)
pricakujemo, da bo viSina poganjkov in dolzina korenin pri obravnavi z vsemi koncetracijami
mikroplastike statisticno znacilno manjsa kot pri kontroli, s poveCevanjem koncentracije pa bo
vpliv vse vecji. Pricakujemo, da se bo skladno s tem znizala tudi sveza in suha masa poganjkov
in korenin. Sklepamo, da se bo z viSanjem koncentracije mikroplastike znizala vsebnost barvil

v poganjkih.

Metode in materiali

Na vajah smo uporabili mikroplastiko, prisotno v mikrokroglicah, ki so bile pridobljene iz
pilinga za obraz. Pripravili smo razli¢éne raztopine mikroplastike s Hoaglandovo raztopino s
koncentracijami 1 pg/mL, 10 pg/mL in 100 pg/mL. Hoaglandova raztopina je mineralna
raztopina z naborom mineralnih snovi, Ki jih rastline potrebujejo za optimalno rast in razvoj. V
kalilnik smo polozili blazinico in filtrirni papir ter 10 zrn je¢mena, ki smo jih omocili s
Hoaglandovo raztopino (kontrola) in raztopinami mikroplastike naras¢ujo¢ih koncentracij. Pri
tem smo bili pozorni, da se delci mikroplastike v raztopini niso posedli. Zaprte kalilnike smo
za 7 dni postavili v komoro z rastnimi pogoji 23 °C in fotoperiodo 16/8 (svetloba/tema). Med
rastjo smo zagotavljali optimalno vlago in po potrebi dodatno omocili filtrirni papir s
Hoaglandovo raztopino ali raztopinami ustreznih koncentracij mikroplastike. Po sedmih dneh
smo vsem zrnom izmerili dolzino poganjka in korenin. Nato smo poganjke in korenine lo¢ili
od zrn in jih po dva iz posamezne obravnave skupaj stehtali ter jim dolocili svezo maso.
Poganjke in korenine smo zavili v aluminijevo folijo; poganjke smo liofilizirali, korenine pa
posusili v suSilniku. Po 7 dneh smo poganjke in korenine ponovno stehtali, ter zabelezili
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njihovo suho maso. Korenine smo po tem zavrgli, liofilizirane poganjke pa smo strli v terilnici,
katerim smo postopoma dodajali 80 % aceton in izpirali do kon¢nega volumna 5 mL.
Ekstrakcija je potekala ¢ez no¢ v hladilniku. Naslednji dan smo vzorce centrifugirali in s
spektrofotometrom izmerili njihove absorbance pri valovnih dolzinah 664, 647 in 470 nm za
dolocCanje vsebnosti barvil. Pridobljene rezultate smo statisticno obdelali v programu Excel z
orodjem XLSTAT. Primerjali smo povprecja parametrov med razlicnimi obravnavami zrni
je¢mena z mikroplastiko z analizo variance (ANOVA). Parametre, ki so imeli statisticno
razlicna povpre¢ja med razlicnimi obravnavami, smo dodatno analizirali z Duncanovim post
hoc testom pri p <0,05.

Rezultati

Pri kontroli in treh obravnavah z razli¢nimi koncentracijami mikroplastike, so zrna je¢mena
uspesno kalila in razvila korenine. Pri kontroli in koncentraciji 100 pg/mL mikroplastike je
vzkalilo 8 zrn (n=8), medtem ko je pri koncentracijah 1 in 10 pg/mL vzkalilo 9 zrn je¢mena
(n=9), kar je posledica slabega stanja zrna in ne obravnav z razli¢nimi koncentracijami (Slika
1). Statisticna analiza je pokazala, da, obravnava zrn jeCmena z razli¢nimi koncentracijami
mikroplastike ni imela statisticno znacilnega vpliva na dolzino poganjkov in korenin jeCmena
(Slika 2).

Slika 2: Sedem dni stare rastline semena, katerih zrna so omoc¢ena s Hoaglandovo raztopino (kontrola)
in razli¢nimi koncentracijami mikroplastike (1 pg/mL, 10 pg/mL in 100 pg/mL).
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Slika 3: DolZina poganjkov in korenin je¢mena po sedmih dneh obravnave z razliénimi koncentracijami
mikroplastike. Prikazane so povpre¢ne vrednosti + standardna napaka pri sedem dni starih rastlinah.

Pri statisticni analizi sveZze in suhe mase smo pri obravnavi poganjkov in korenin pri
koncentraciji 1 pg/mL in pri obravnavi korenin s koncentracijo 10 pg/mL mikroplastike imeli
n=5, pri ostalih obravnavah pa n=4. Rezultati so pokazali, da se sveza masa poganjkov pri
kontroli in obravnavi z 100 pg/mL mikroplastike statisticno znacilno ne razlikujeta, med tem
pa se obravnavi statisti¢no razlikujeta od obravnave z 10 pg/mL mikroplastike. Pri svezi masi
korenin ne zaznamo statisti¢no znacilnih razlik (Slika 3). Analiza suhe mase je pokazala, da se
obravnavi poganjkov z 10 in 100 pg/mL statisticno znacilno razlikujeta. Obravnava korenin z
10 pg/mL pa se statisticno znacilno razlikuje od kontrole in ostalih obravnav korenin z
mikroplastiko (Slika 4).
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Slika 4: Sveza masa poganjkov in korenin je¢mena po sedmih dneh obravnave z razliénimi
koncentracijami mikroplastike. Prikazane so povpre¢ne vrednosti + standardna napaka pri sedem dni
starih rastlinah. Med podatki oznaenimi z enako ¢rko ni statisticno znacilne razlike na podlagi analize
z Duncanovim post hoc testom pri p<0,05.
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Slika 5: Suha masa poganjkov in korenin je¢mena po sedmih dneh obravnave z razli¢nimi
koncentracijami mikroplastike. Prikazane so povpre¢ne vrednosti + standardna napaka pri sedem dni
starih rastlinah. Med podatki ozna¢enimi z enako ¢rko ni statisti¢no znacilne razlike na podlagi analize
z Duncanovim post hoc testom pri p<0,05.

Pri statisticni analizi vsebnosti fotosinteznih barvil so rezultati prikazali statisticno znacilne
razlike pri obravnavah zrn z razlicnimi koncentracijami mikroplastike. Vsebnost klorofila A in
B ter karotenoidov pri obravnavi zrn z 10 pg/mL , se statisticno znacilno razlikuje od kontrole
in ostalih obravnav. Med kontrolo in obravnavami z 1 in 100 pg/mL ni statisticno znacilne
razlike (Slika 5).
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Slika 6: Vsebnost klorofila pri poganjkih je¢mena po sedmih dneh obravnave z razli¢nimi
koncentracijami mikroplastike. Prikazane so povpre¢ne vrednosti + standardna napaka (n=2), pri
koncentraciji 10 pg/mL je prikazana vrednost n=3. Med podatki oznacenimi z enako ¢rko ni statisti¢no
znacilne razlike na podlagi analize z Duncanovim post hoc testom pri p<0,05.
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Razprava

Po analizi rezultatov smo ugotovili, da obravnava rastlin z mikroplastiko pri nobeni od
koncentracij ni vplivala na dolzino korenin in vi$ino poganjkov. Analiza meritev sveze mase
korenin nam ni pokazala statisti¢no znacilnih razlik med tretiranimi rastlinami in kontrolo, pri
analizi sveze mase poganjkov pa smo ugotovili, da je bila sveza masa poganjkov pri kontroli
in obravnavi z 100 pg/mL statisti¢no znacilno nizja, kot pri obravnavi z 10 pg/mL. Ob tem se
sveza masa poganjkov priobravnavi z 1 ug/mL statisticno znacilno ne razlikuje od kontrole in
ostalih obravnav. Analiza suhe mase, izmerjene po suSenju korenin in liofilizaciji poganjkov
je pokazala statisticno znacilne razlike med obravnavami poganjkov z 10 in 100 pg/mL.
Obravnava korenin z 10 pg/mL pa se statisticno znacilno razlikuje od kontrole in ostalih dveh
obravnav korenin z mikroplastiko. Pri analizi meritev vsebnosti barvil so imele rastline
obravnavane z 10 pug/mL statisticno znacilno vec¢jo vsebnost klorofila A, klorofila B in
karotenoidov v primerjavi s kontrolo in obravnavama 1 in 100 pg/mL. Ob pregledu literature
smo ugotovili, da je koli¢ina vsebnosti rastlinskih barvil pomemben rastlinski biomarker.
Stresni dejavniki vplivajo na zmanjSanje koli¢ine rastlinskih barvil (Kancheva et al. 2008). 1z
tega sklepamo, da je prisotnost mikroplastike v koncentraciji 10 pg/mL za rastlino ugodna. V
raziskavi Bosker et. al. (2019) so s pomocjo fluorescentno oznacenih delcev mikroplastike in
uporabo konfokalne mikroskopije dokazali, da se delci mikroplastike akumulirajo v pore
semen vrtne kreSe (Lepidum sativum), kar bi lahko povzrocalo pocasnejSo kalitev in rast
korenin. Kasneje so mikroplastiko nasli na koreninah rastlin.

Zakljuki

V raziskavi smo preverili vpliv tretiranja semen je¢mena z razliénimi koncentracijami (1, 10
in 100 pg/mL) mikroplastike na rast poganjkov in korenin, svezo in suho maso poganjkov in
korenin ter vsebnost rastlinskih barvil v poganjkih. Rezultati se ne skladajo z nasSimi
pri¢akovanji. Visina poganjkov in dolzina korenin pri obravnavi z vsemi koncetracijami
mikroplastike ni statisticno znac¢ilno manjsa kot pri kontroli, med obravnavami ni bilo nobenih
statisticno znacilnih razlik. Sveza masa korenin se med razli¢nimi obravnavami statisticno ne
razlikuje, suha masa korenin pa je pri obravnavi z 10 pg/mL statisti¢no znacilno vi§ja od ostalih
obravnav. Sveza masa poganjkov je pri obravnavi z 10 pg/mL v primerjavi s kontrolo in
obravnavo 100 pg/mL statisti¢no znacilno vi§ja, suha masa poganjkov pa je pri obravnavi z 10
pg/mL statistiéno znacilno visja, kot pri obravnavi s 100 pg/mL . Vsebnost rastlinskih barvil v
poganjkih se s tretiranjem z mikroplastiko ni znizala. Najvi§ja koncentracija barvil je bila pri
obravnavi 10 pug/mL. Iz teh rezultatov sklepamo, da koncentracija mikroplastike 10 pg/mL
pozitivno vpliva na rast je¢mena in razvoj barvil, koncentracija 100 pg/mL pa Se ne deluje
zaviralno, saj ni bilo statistiéno znaCilnih razlik v primerjavi s kontrolo.
Glede na to, da nismo ugotovili veliko statisticno znacilnih razlik med tretmaji sklepamo, da
morda izbrane koncentracije mikroplastike niso bile optimalne za tovrstno primerjavo. Za
nadaljnje raziskave bi bilo potrebno poskus optimizirati in vkljuciti $ir§i nabor razlicnih
koncentracij mikroplastike in vecje Stevilo semen.
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VPLIV MILA NA RAST JECMENA

Avtorji: Simon Ekselenski, Sasa Kaloper, Tjasa Pungert, Ana Zupan¢i¢

Izvleéek

Namen dela je bil ugotoviti vpliv razli¢nih koncentracij mila za roke v Hoaglandovi hranilni
raztopini na: kaljivost semen je¢mena, dolzino korenin in poganjkov jeCmena, svezo in suho
maso ter vsebnost fotosinteznih pigmentov. Pripravavili smo polovicne Hoaglandove
raztopine. Dodali smo milo za roke, konéne koncentracije so bile 1 ug/mL, 10 ug/mL ter 100
ug/mL. Poskus je potekal v vertikalnem kalilniku, gojenje v rastni komori dokler negativna
kontrola s koreninami ni prerastla vertikalnega kalilnika. Merili smo izbrane parametre in
statisticno obdelali podatke. Ugotovili smo: Milo v visjih koncentracijah zavira rast je¢mena,
vendar je kaljivost pri vseh preizkusenih koncentracijah mila 100%. V primerjavi s kontrolnimi
rastlinami je povprecna dolzina poganjkov najkrajsa pri koncentraciji 100 ug/mL, prav tako je
pri koncentraciji 100 ug/mL najkraj$a povpre¢na dolzina korenin. Zaradi vpliva mila na rast
jeCmena je opazen tudi vpliv na svezo in suho maso. Prisotnost mila za roke vpliva na vsebnost
rastlinskih pigmentov.

Kljuéne besede: je¢men, seme, milo, kalitev, rast in razvoj, rastline

Uvod

Vodotoki imajo naravne Cistilne sposobnosti, a se z veCanjem ¢loveske populacije srecujemo z
njihovo preobremenjenostjo in poslediéno manj$o naravno &istilno sposobnostjo. Cistilna
sposobnost vodotokov izhaja tako iz dejstva, da se v njih ucinkovine red¢ijo, kakor iz
prisotnosti organizmov (predvsem rastlin), ki uc¢inkovine privzemajo v lastno biomaso. Da
naravne vodotoke razbremenimo in zmanjSamo negativni ¢loveski vpliv na okolje, odpadno
vodo pred izpustom v naravne vodne vire preciScujemo. V Republiki Sloveniji nadzor nad
kakovostjo povrSinskih voda, podzemnih voda, izvirov ter pitne vode izvaja Agencija
Republike Slovenije za okolje (ARSO), ki sledi Zakonu o varstvu okolja (v veljavi od leta
2004), Zakonu o vodah (v veljavi od 2002), Pravilniku o pitni vodi (v veljavi od 2004),
Pravilniku o monitoringu onesnazenosti podzemnih voda z nevarnimi snovmi (v veljavi od leta
2000) ter Uredbi o kakovosti podzemne vode iz leta 2002, zakonodaja pa je poenotena tudi z
Evropsko vodno direktivo. Glede na to, da so rastline pomembne za ociscevalno sposobnost
naravnih vodotokov, moznost ¢is¢enja odpadnih voda pred izpustom v okolje predstavljajo tudi
rastlinske Cistilne naprave. Bioloske Cistilne naprave so sestavljene iz mehanskih usedalnikov
in aeracijskih bazenov, kjer mikroorganizmi razgrajujejo snovi in pre¢iséujejo vodo. To vodo
se lahko nato nadaljnjo vodi na rastlinsko ¢istilno napravo, iz le-te pa v reke, morje, okolje
izhaja zelo dobro prec¢is€ena voda (Jefferson in sod., 2000).

Rastline, ki se uporabljajo v rastlinskih Cistilnih napravah so obicajno rastline, ki jih tudi sicer
najdemo v naravnih mokris¢ih. Take rastline so denimo trs, rogoz, lilije, perunike (ve¢inoma
gre za enokaliCnice), saj so Ze naravno dobro prilagojene na variabilni reZim vode in anoksi¢ne
razmere (aerenhimi v koreninah).
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Nas poskus je potekal na je¢menu, ki je sicer prehrambna rastlina, gojena na polju in posledi¢no
nima evolucijsko razvite odpornosti na anoksi¢ne razmere na koreninah. Je¢men sluzi kot
modelna rastlina za testiranje strupenosti snovi, ki jih spus¢amo v odpadne vode (kovine,
kovinski nanodelci, makro- in mikrohranila, pesticidi, kozmetika, praski, detergenti, mila ...).
V nasem primeru smo preizkusali strupenost mila za roke na kalitev in rast kalic je¢mena. V
odpadnih vodah namre¢ najdemo anorganske in organske snovi, velik delez slednjih
predstavljajo gospodinjske odpadne vode, ki vsebujejo raznolike kozmeti¢ne izdelke, praske,
detergente in Cistila. Gospodinjska mila vsebujejo povrSinsko aktivne snovi, katerih namen je
razgradnja mascob, olj in voskov. Ce odpadna voda, ki vsebuje te povriinsko aktivne snovi,
pride v stik z rastlino (v primeru rastlinske Cistilne naprave), bi lahko negativno vplivala na
rast in razvoj rastlin (Hall in sod., 2014). Milo za roke je sredstvo za odstranjevanje umazanije,
ki ga vsakodnevno uporabljamo predvsem v osebni higieni. Nepolarni delci mila se vezejo z
nepolarnimi mas€obnimi delci, tvori se emulzija mascobe in vode, ki jo lahko speremo iz
povrsine. Mila pridobivamo s pomoc¢jo saponifikacije iz mascob in jih med seboj lo¢imo na
trda (vsebujejo natrij) in mazava (vsebujejo kalij). Ce milu dodamo razli¢na kemiéna sredstva
za izboljSanje pralnih lastnosti, dobimo detergente - to je sinteticno pralno sredstvo, ki pa v
nasprotju z mili ni biolosko razgradljivo. Mnoga mila za roke in Samponi vsebujejo mila,
disave, barvila in surfaktante (Pandey in sod., 2010, Sandefur, in sod., 2014). Glavne sestavine,
ki jih najdemo v (skoraj) vsakem milu za roke so:

- natrij lauret sulfat (anionski detergent in surfaktant),

- natrijev klorid (znizanje pH),

- kokamidopropil betain (detergent in surfaktant),

- natrijev benzoat (protiglivna u¢inkovina),

- parfum (vonj),

- glicerin (humektant),

- kokamid mea (penjenje),

- citronska kislina (stabilizacij pH).
Cilj vaje je bil opripraviti razlicne koncentracije raztopine izbrane kemikalije (1/10/100
ug/mL), v naSem primeru mila za roke in preveriti kakSen je njegov vpliv na kaljivosti semen
jec¢mena, dolzino poganjkov, korenin, njihovo svezo in suho maso ter na vsebnost klorofilov
in karotenoidov. Odziv modelne rastline na kemikalijo lahko v grobem ena¢imo z odzivom
rastline v rastlinski ¢istilni napravi, s tem pa bomo ugotovili ali je sistem na doticno kemikalijo
(milo za roke) obcutljiv ali ne.

Hipoteze:

- predvidevamo, da bo imelo milo v Hoaglandovi raztopini negativen vpliv na kaljivost
semen, dolzine poganjkov, korenin ter na svezo in suho maso,

- predvidevamo, da bo v primerjavi s kontrolo vsebnost klorofila in karotenoidov nizja pri
tistih rastlinah, Ki so bile izpostavljene milu,

- pricakujemo, da bo vsebnost klorofila in karotenoidov nizja pri tistih rastlinah, ki so bile
izpostavljene vi§jim koncentraciji mila ter vi§ja pri tistih, ki so bile izpostavljene nizjim
koncentracijam mila.
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Metode in materiali
Materiali

- semena jeCmena
- polovi¢na Hoaglandova hranilna raztopina za zalivanje semen
- milo
- vertikalni kalilnik
- skalpel
- kapalke
- ravnilo
- laboratorijska tehtnica
- aluminijeva folija
- flomaster
Metode

- pripravili smo polovi¢no Hoaglandovo raztopino

- v 100 mL polovi¢ne Hoaglandove raztopine smo pripravili koncentracije u¢inkovine (v
nasem primeru milo za roke) za poskus:

o kontrolna raztopina — samo polovi¢na Hoaglandova raztopina
o 1 ug/mL mila v 100 mL polovi¢ne Hoaglandove raztopine

o 10 ug/mL mila v 100 mL polovi¢ne Hoaglandove raztopine

o 100 ug/mL mila v 100 mL polovicne Hoaglandove raztopine

- modelna rastlina: je¢men (semena)

- poskus je potekal v vertikalnem kalilniku; peno v kalilniku se je zalilo z ustrezno
raztopino (kontrola/1/10/100 ug/mL mila za roke) ter nanjo polozilo 10 semen je¢mena,
rast je potekala v rastni komori na fotoperiodi 16/8 svetloba/tema, 23 °C

- rast poganjkov in korenin je¢mena smo redno spremljali in po potrebi zalivali z vnaprej
pripravljenimi hranilnimi raztopinami ustreznih koncentracij u¢inkovine

- ko je kontrolna rastlina s koreninami prerastla vertikalni kalilnik, je sledilo podiranje
poskusa ter meritve dolzine korenin ter poganjkov ter izracun odstotka kaljivosti

- locitev poganjkov in korenin od semena ter zdruzevanje po dveh rastlinic skupaj, tako
da smo iz vsakega poskusa dobili po 5 paralelk (n=5), tehtanje sveze mase poganjkov
in korenin za vsako preverjeno koncentracijo mila za roke

- liofilizacija korenin in poganjkov

- tehtanje suhe mase poganjkov in korenin ter meritve vsebnosti klorofilov

- izvedba statisti¢ne obdelave podatkov z racunalniSkim programom Microsoft Excel z
dodatkom XLSTAT (ANOVA, Duncanov test) in raéunanje vrednosti EC50 z EC50
kalkulatorjem (AAT Bioquest).

Rezultati

Rast poganjkov in korenin je¢mena je vidna na spodnjih slikah (slika 1-4). Rezultati so bili
pridobljeni 12.05.2021.
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Slika 2: Fotografija rastlin je¢mena pri koncentraciji 1 ug/mL pred podiranjem poskusa.
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Slika 3: Fotografija rastlin je¢mena pri koncentraciji 10 ug/mL pred podiranjem poskusa.

Slika 4: Fotografija rastlin je¢mena pri koncentraciji 100 ug/mL pred podiranjem poskusa.

Kaljivost

Pri vseh izpostavitvah so semena kalila 100%. Vsakic€ je vzkalilo vseh 10 posajenih semen.
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Vsebnost pigmentov

Za vsebnost klorofila A ni statisticno ugotovljenih razlik med mnozicami podatkov razli¢nih
koncentracij mila.

Pri koncentracijah mila 1 pg/mL in 10 pg/mL je vsebnost klorofila B vi§ja kot pri kontroli
(slika 5). Ce primerjamo vsebnost klorofila B pri koncentracijah mila 1 pg/mL in 10 pg/mL,
pri koncentracijah mila 10 pg/mL in 100 pg/mL ter pri koncentracijah mila 100 pg/mL in O
pg/mL, ne moremo trditi, da vrednosti padajo ali naras¢ajo, saj so mnozice podatkov
primerljive. Vrednosti vsebnosti klorofila B padajo od koncentracije 1 pg/mL do 100 pg/mL.

Za vsebnost karotenoidov ponovno ne moremo trditi, da vrednosti padajo ali nara$¢ajo pri
koncentracijah mila od 0 pg/mL do 10 pg/mL, saj so mnozZice podatkov primerljive. Ob
primerjavi vsebnosti karotenoidov pri koncentraciji mila od 1 pg/mL do 100 pg/mL pa z vse
vi$jo koncentracijo mila opazimo vse vecje padanje vrednosti karotenoidov.
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Slika 5: Povpre¢na vsebnost klorofila in karotena v poganjkih je¢émena pri razli¢nih koncentracijah
mila. Prikazana je povprecna vrednost £ SE, n=5. Razlicne ¢rke nad stolpci pomenijo statisticno
znacilno razliko med posameznimi izpostavitvami, ANOVA, Duncanov test.

DolZine korenin in poganjkov

Tako kot pri poganjkih, tudi pri koreninah pri koncentracijah mila 0 pg/mL, 1 pg/mL in 10
pg/mL ni razlik v varianci (mnoZice so enake), zato ne moremo trditi, da vrednosti padajo ali
narasc¢ajo.

Sele ob primerjavi vrednosti dolzin poganjkov in korenin pri koncentraciji mila 100 pg/mL s
kontrolo ali niZjimi koncentracijami pa vidimo zmanjSanje dolZine obeh (slika 6).
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Slika 6: Dolzine korenin in poganjkov jeCmena pri razli¢nih koncentracijah mila. Prikazana je
povprecna vrednost = SE, n=5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisticno znacilno razliko med
posameznimi izpostavitvami, ANOVA, Duncanov test.

SveZa masa

Tako kot pri poganjkih kot pri koreninah pri koncentracijah mila 0 pg/mL, 1 pg/mL in 10
pg/mL, ni razlik v varianci (mnozice so enake), zato ne moremo trditi, da vrednosti padajo ali
narascajo.

Ob primerjavi vrednosti dolzin poganjkov in korenin pri koncentraciji mila 100 pg/mL s
kontrolo ali nizjimi koncentracijami pa vidimo zmanjSanje mase obeh (slika 7).
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Slika 7: Sveza masa korenin in poganjkov je¢mena pri razlicnih koncentracijah mila. Prikazana je
povpre¢na vrednost + SE, n=5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisticno znacilno razliko med
posameznimi izpostavitvami, ANOVA, Duncanov test.
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Suha masa

Za suho maso korenin ni mogoce trditi, da vrednosti padajo ali narasc¢ajo, saj so mnozice
vrednosti mas pri vseh koncentracijah mila enake.

Za suho maso poganjkov je edina mozna primerjava med koncentracijo mila 1 pg/mL in
kontrolo ali med koncentracijo mila 1 pg/mL in vi§jimi koncentracijami. Glede na pri¢akovane
rezultate, kjer bi pricakovali, da se suha masa poganjkov znizuje z visanjem koncentracije mila,

sklepamo, da gre ali za tehni¢no napako pri merjenju ali napako pri statisticni obdelavi (slika
8).

Primerjava ostalih suhih mas poganjkov med sabo ni mogoca, ker so mnozice primerljive,
oziroma razlik med njimi ni.
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Slika 8: Suha masa korenin in poganjkov je¢mena pri razlicnih koncentracijah mila. Prikazana je
povprecna vrednost = SE, n=5. Razli¢ne ¢rke nad stolpci pomenijo statisticno znacilno razliko med
posameznimi izpostavitvami, ANOVA, Duncanov test.

EC50

Izra¢una EC50 nismo izvajali pri rezultatih vsebnosti klorofila in karotena, dolZin korenin in
poganjkov ter prirezultatih suhe mase korenin in poganjkov je¢mena, saj parametri pri najvecji
vrednosti koncentracij mila ne padejo pod 50% kontrolnih vrednosti.

MozZno je bilo izra¢unati EC50 mila za svezo maso korenin in poganjkov. Vrednost znasa 60,48
pg/mL (slika 10).
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Flot

Results

ECsy Regression Results [Koncentracija (ug/mil]

Slika 9: Regresijska krivulja za dolo¢anje vrednost EC50, EC50 calculator (ATT Bioquest).

Parameter Value
ECsy 60.48

1529.4843 - 682.2149
Equation Y=6822149 +

141 X y4.2158
60,48

Max = Min

Equation Form Y= Min+

TIF":". + Hill eoeffickent
PECsy!

ECsp Regression Calculator [Koncentracija (ug/mil)]

Slika 10: Izpis vrednosti EC50 iz regresijske enacbe, EC50 calculator (ATT Bioquest).

Razprava

V vseh primerih preizkusenih koncentracij mila za roke, torej 0 pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL in
100 pg/mL so vzklila vsa posajena semena jeCmena, iz ¢esar lahko sklepamo, da milo za roke,
vsaj v preizkuSenih koncentracijah, na kaljivost semen je€mena ne vpliva.
Opazimo pa lahko razlike v povprecnih dolzinah poganjkov in korenin pri razlicnih
koncentracijah, v obeh primerih je najve¢ja razlika v povpre¢ni dolzini v primerjavi s
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kontrolnimi rastlinami opazna ob koncentraciji u¢inkovine 100 ug/mL (slika 6). Ker je bilo v
nasem poskusu Stevilo ponovitev 5 (n=5), gre za premajhen vzorec, da bi lahko govorili o
trendu, a lahko vseeno sklepamo, da bi pri visjih preizkusenih koncentracijah lahko opazili tudi
vpliv na kaljivost je¢mena. Nasi rezultati se skladajo z rezultati raziskave Janga in sodelavcev
(2017), ki so med drugim preizkusali vpliv mila v prahu na je¢men. Tekom poskusov v
petrijevkah so namre¢ opazili, da prisotnost mila v prahu negativno vpliva na kaljivost semen,
rast poganjkov in rast korenin (Jang et al., 2017).

Kot ze omenjeno, mila vsebujejo povrSinsko aktivne snovi, katerih namen je razgradnja
mascob, olj in voskov, poleg tega natrijev klorid in citronska kislina povzrocita znizanje pH,
Ceprav milo Se vedno ostaja bazi¢no (Hall in sod., 2014). Vpliv teh povrSinsko aktivnih snovi
lahko pri¢akujemo predvsem na prepustnost celicnth membran rastlinskih celic. V osnovi
celi¢ne membrane opisujemo kot lipidni dvosloj po modelu tekoc¢ega mozaika, milo za roke pa
porusi njihovo integriteto. Posledicno lahko pri vis§jih koncentracijah u¢inkovine pricakujemo
nizjo zadrzevalno sposobnost celicnih membran in povecano izgubo celici pomembnih snovi.
Lahko gre za zelo raznolike molekule, posebej problemati¢no je nenadzorovano prehajanje
ionov, beljakovin in nukleinskih kislin (npr. mRNA, ki je tekom poti sinteze beljakovin kratek
Cas prosta v citoplazmi). Mogoca je tudi izguba lipidnih snovi, Ceprav le-ta ni tako
problemati¢na, saj glavno zalogo energije v semenu jeCmena predstavlja Skrob (kasnejsa
razgradnja do glukoze, ki je osnovni vir energije v celi¢nih procesih). Nenadzorovana izguba
pomembnih molekul iz celic je za rastlino seveda problematic¢na, kar se odraza na rasti.

Vpliv uCinkovine je opazen tudi na vsebnost klorofila b in karatenoidov (slika 5). Vsebnost
klorofila b je pri rastlinah, izpostavljenih 1 pg/mL in 10 pg/mL visja, kakor pri kontrolnih
rastlinah, kar bi lahko pripisali vplivu hormeze (pojav, ko ima ucinkovina v nizkih
koncentracijah spodbujevalni u¢inek, pri vi§jih koncentracijah pa je strupena). Zal nismo nasli
podatkov V literaturi, ki bi naso hipotezo o vplivu hormeze podprli, se pa nam zdi smiselna, saj
se rastlina gotovo bori proti stresnemu dejavniku. Dvig vsebnosti pigmentov, ki bi omogocili
ve€ji izkoristek fotosinteze vsaj pri nizkih koncentracijah u¢inkovine, bi bil tako smiseln
obrambni odgovor. Po drugi strani pa opazimo padanje vrednosti klorofila b in karotenoidov
med koncentracijami 1 pg/mL in 100 pg/mL mila, kar bi lahko pripisali vecji prepustnosti
celicnih membran in posledi¢no izgube pigmentov zaradi viSanja koncentracije u¢inkovine.
Manjsa vsebnost fotosinteznih pigmentov bi lahko bila tudi posledica oksidativnega stresa, saj
se rastline na stresni dejavnik pogosto odzovejo s sintezo reaktivnih kisikovih zvrsti oz.
radikalov (ROS). Gre za zelo reaktivne molekule, njihova prisotnost pa bi lahko negativno
vplivala na vsebnost klorofilov in karotenoidov v celici. Vsebnost klorofila b in karotenoidov
v poganjkih je¢mena tako predstavlja moznost bioloskega markerja za dokazovanje strupenosti
mila za roke v odpadnih vodah.

Ob primerjavi podatkov svezih in suhih mas korenin in poganjkov izpostavljenih rastlin
napram kontroli lahko opazimo zniZanje vrednosti napram sveZzi in suhi masi kontrolnih rastlin
(slika 7 in slika 8), medtem ko statisti¢no znacilne razlike med vzorci izpostavljenih rastlin
niso opazne (odstopanje pri suhi masi poganjkov rastlin, izpostavljenim 1 pg/mL mila ne
pripisujemo vplivu u¢inkovine, temve¢ napaki pri delu — npr. napaki pri tehtanju vzorcev ali
napacnemu prepisu enega izmed rezultatov meritve, saj za statisticno analizo upostevamo
povprecne vrednosti). Rezultati so pri¢akovani in smiselni, saj se smiselno dopolnjujejo z
rezultati povpre¢nih dolZin korenin in poganjkov izpostavljenih rastlin napram kontrolnim
rastlinam. Nasi rezultati se skladajo tudi z ugotovitvami raziskave Janga in sodelavcev (2017),
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kjer se viSina rastlin in sveza masa je¢mena nista statisticno znacilno spreminjala z razlicnimi
preizkusenimi koncentracijami mila v prahu (Jang et al., 2017).

Nasi rezultati ne kazejo dovolj velikih sprememb (vsaj 50-odstotni padec oziroma porast
pridobljenih vrednosti), da bi lahko pravilno izracunali vrednosti EC50. Za pridobitev
primernih podatkov za izracun bi se morali poskusa najverjetneje lotiti pri ve¢ preizkusenih
koncentracijah in v ve¢jem Stevilu ponovitev, da bi pridobili ve¢ji razpon vrednosti.

Zakljucéek

Ce povzamemo, milo za roke v koncentracijah 1/10/100 pg/mL ne vpliva na kaljivost semen,
opazni pa so ucinki na dolzino poganjkov, dolzino korenin, njithovo svezo maso, vsebnost
klorofila in karotenoidov. Za pridobitev natan¢nej$ih in statisti¢no znacilnih rezultatov bi bilo
potrebno poskus ponoviti z vi§jimi koncentracijami u¢inkovine in v ve¢ ponovitvah, da bi
pridobili veéji razpon vrednosti. Zaklju¢imo lahko, da ima tudi povsem uveljavljena in
druzbeno sprejeta ucinkovina, kot je milo za umivanje rok, velike negativne vplive na okolje,
kar zahteva veCjo pozornost druzbe. Izrednega pomena ostajajo u€inkovito in trajnostno
¢iS¢enje odpadnih voda (denimo z rastlinskimi €istilnimi napravami), uc¢inkovit monitoring
okolja ter razvoj okolju prijaznej$ih u¢inkovin, ki bodo z manj§im negativnim vplivom na
okolje omogocale ohranjanje narave za prihodnje generacije.
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VPLIV PRALNEGA PRASKA NA RAST JECMENA

Avtorji: UrSka ASi¢, Matija Hrovatin, Ema Sajovic, Sanja Terzi¢

Izvleéek

Namen dela je bilo testiranje vpliva pralnega praska na rast je¢mena. Uporabili smo metodo
gravimetricno dolo¢anje suhe in sveze mase korenin in poganjkov, merjenje dolzine korenin in
poganjkov ter spektrofotometri¢no dolocanje vsebnosti fotosinteznih pigmentov v poganjkih.
Podatke smo statisticno analizirali s programom XLSTAT (Addinsoft). Primerjavo varianc
smo izvedli z metodo po Duncanu. Pri visjih koncentracijah je pralni prasek povzrocil
signifikantno zmanjSanje dolZine poganjkov, pri koncentraciji karotenoidov, masi poganjkov
in dolZini korenin pa je bilo mo¢ opaziti rahel pojav hormeze.

Kljuéne besede: jeCmen, seme, pralni prasek, kalitev, rast in razvoj, rastline

Uvod

Cistilna sredstva so dandanes vsakodnevno v uporabi, tako v gospodinjstvih kot industriji, ki
se nato izlo¢ajo v odpadne vode. Leta 2019 je v Sloveniji prodaja mil in pralnih sredstev znasala
skupno 88.626.331 € (SURS, 2020a), v gospodinjstvih pa je bilo proizvedenih 66 ton odpadkov
¢istil z nevarnimi snovmi (SURS, 2020b). Odpadna voda bi lahko bila uporabljena za
namakanje kmetijskih povrSin in tako reciklirana. Vsebuje za rastline koristen duSik ter
esencialne elemente, a pred njeno uporabo jo je treba precistiti (Poongodi in Sasikala 2013).
Cistilna sredstva lahko namre¢ s svojimi sestavinami vplivajo na rast rastlin (Uzma s sod.
2018). Cistilno sposobnost jim omogo&ajo povriinsko aktivne snovi, ki pa v namakalnih
sistemih zmanjSujejo hidravli¢no prevodnost tal (hitrost, s katero voda tece skozi tla). To vodi
do vodoodpornih tal, kar vpliva na okolje in kmetovanje (Sawadogo s sod. 2014). Pri metodah
remediacije odpadne vode med drugim poznamo tudi rastlinske Cistilne naprave in umetna
mokriSca. Prislednjih gre za nacrtovane sisteme, kjer se izkori$¢a naravne procese v mokriscih,
tako rastlinske kot mikrobne, za obravnavanje odpadnih vod (Vymaza 2009). Pri takih oblikah
remediacije pridejo rastline v stik z onesnazili, prisotno pa je pomanjkanje informacij o vplivu
pralnih sredstev na te organizme. Prav tako se s takimi odpadki ne ravna pravilno, kar vodi v
negativne posledice v okolju (Oseghale s sod. 2017).

Cilj naloge je bilo ugotoviti, ali pralni prasek vpliva na rast in razvoj modelne rastline, je¢mena.
Predpostavljamo, da pralni prasek zaviralno vpliva na rast modelne rastline in tvorbo
pigmentov.

Metode in materiali
Semena

V poskusu so bila uporabljena semena jeCcmena. V posamezni kalilnik je bilo preneseno 10
semen za testiranje vpliva razli€nih koncentracij pralnega praska znanega proizvajalca.
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Priprava polovi¢ne Hoaglandove raztopine z razlicnimi koncentracijami
pralnega praska

Za pripravo raztopin smo uporabili polovi¢no Hoaglandovo raztopino, saj vsebuje vse potrebne
snovi za rast in razvoj semena. V 100 mL hranilne raztopine smo pripravili tri razli¢ne
koncentracije pralnega praska: 1 pg/mL, 10 pg/mL in 100 pg /mL. Za pripravo raztopine s
koncentracijo 100 pg/mL smo zatehtali 10 mg pralnega praska in ga raztopili v 100 mL hranilne
raztopine. BoljSo topnost pralnega praska smo dosegli s segrevanjem raztopine v mikrovalovki,
ki smo jo po raztapljanju ohladili s hladno vodo. Za pripravo raztopine s koncentracijo 10
pg/mL smo raztopino s koncentracijo 100 pg/mL 10-krat red¢ili s hranilno raztopino. Enako
smo raztopino s koncentracijo 10 pg/mL 10-krat red¢ili, da smo pripravili raztopino s
koncentracijo 1 pg/mL. Hranilna raztopina brez pralnega praska je sluzila za oskrbovanje
kontrolnih semen.

Kalitveni test

Za kalitveni test smo pripravili kalilnike. Na spodnjo polovico plasticnega modela za kalilnik
smo polozili koséek pene, ki je zadrzevala vlago. Cez peno smo polozili filtrirni papir, nanj pa
obarvan list papirja, za lazje spremljanje rasti korenin. S 30 mL pripravljene raztopine z
ustrezno koncentracijo pralnega praSka smo omocili tako pripravljene kalilnike. Na 4 lepilne
trakove smo v presledkih nanesli po 10 semen in jih prenesli in fiksirali vsakega v svoj kalilnik
na vrh obarvanega papirja. Kalilnike smo nato pokrili s pokrovom. Po potrebi smo semena
dodatno omocili z ustreznimi raztopinami, da bi preprecili izsuSevanje. Semena smo kalili pri
23 °C in fotoperiodi 16/8, dokler niso korenine kontrolnih semen zrastle do dna kalilnika.

Po zakljucku kalitve smo z ravnilom izmerili dolzino korenin in poganjkov ter po dva poganjka
in po dve korenini tudi stehtali. Za dolocitev suhe mase smo korenine susili v suSilniku pri 105
°C za 24 ur, poganjke pa liofilizirali pri-90 °C in vakuumu 0,001 mbar za 48 ur in nato stehtali.

Spektrofotometricno dolo¢anje Koncentracije fotosinteznih pigmentov v
poganjkih

Za doloc¢anje koncentracije fotosinteznih pigmentov smo zatehtali priblizno 20 mg suhih
liofiliziranih poganjkov. Ce so posamezni poganjki imeli manj$o maso, smo poganjke zdruzili.
Liofilizirane poganjke smo strli v terilnici. Ekstrakcijo pigmentov smo izvedli s postopnim
dodajanjem 80 % acetona in spirali do kon¢nega volumna 5 mL. Ekstrakcijo smo pustili teci
¢ez no€. Vzorce smo centrifugirali pri 2000 rpm za dobro minuto, da smo odstranili odvec¢ni
rastlinski material in supernatantu na spektrofotometru pomerili absorbanco pri valovni dolZini
664 nm za doloc¢anje vsebnosti klorofila A, pri 647 nm za dolo¢anje vsebnosti klorofila B in
pri 470 nm za dolo¢anje vsebnosti karotenoidov. Koncentracije fotosinteznih pigmenetov smo
izraunali po Monni s sod. (2001).

Statisticna obdelava podatkov

Za statisticno obdelavo podatkov smo uporabili program XLSTAT (Addinsoft). Analizo
variance smo izvedli z enosmerno ANOVA. Variance posameznih mnozic podatkov smo med
seboj primerjali s post-hoc testom, natan¢neje z metodo po Duncanu, saj je primeren za
mnozico podatkov, kjer je stevilo podatkov majhno. Efektivne koncentracije 50 (ECso) nismo
dolocali.
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Rezultati

Kalitev semena je¢mena po konc¢anem kalitvenem testu je prikazana na Sliki 1. Najgostejsi
preplet korenin je nastal pri koncentraciji pralnega praska 1 pg/mL, najredkejSi pa pri
koncentraciji 100 pg/mL. Pri vseh koncentracijah je vecina korenin s svojo dolzino dosegla
dno kalilnika. Izmed visjih poganjkov so bili poganjki pri koncentraciji 0 pg/mL in 10 pg/mL,
pri koncentraciji 100 pg/mL pa so rastli najslabse.

Slika 1: Korenine in poganjki iz semen je¢mena po koncu kalitvenega testa. 1A — kontrola (hranilna
raztopina brez pralnega praska). 1B —1 pg/mL pralnega praska. 1C — 10 pg/mL pralnega praska. 1D —
100 pg/mL pralnega praska.

Spreminjanje koncentracij klorofila a, klorofila b in karotenoidov z naras¢anjem koncentracije
pralnega praska je prikazano na Sliki 2. V primeru koncentracije klorofila a med poganjki pri
izpostavitvi razlicnim koncentracijam pralnega praska in kontrolo ni statisticno znacilnih
razlik. Enako velja za koncentracije karotenoidov. Koncentraciji klorofila b sta pri izpostavitvi
10 in 100 pg/mL pralnega praska primerljivi s kontrolo (med njima ni statisticno znacilnih
razlik), a manj$i od koncentracije pri izpostavitvi 1 pg/mL pralnega praska. Pri slednji je
koncentracija klorofila b primerljiva s kontrolo.
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Slika 2: Vsebnost fotosinteznih pigmentov v liofiliziranih poganjkih pri razli¢nih koncentracijah
pralnega praska. Statisticna analiza je bila opravljena s programom XLSTAT. Na grafu so prikazana
povprecja in standardne napake (kontrola: n=3; 1 pg/mL: n = 4; 10 pg/mL: n = 2; 100 pg/mL: n=2),
razliéne ¢rke nad stolpci predstavljajo statisti¢no znacilne razlike (Duncanov post-hoc test, p < 0,05).
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Spreminjanje dolzin korenin in poganjkov z naraS¢ajoCo koncentracijo pralnega praska je
prikazano na Sliki 3. Med kontrolo in izpostavitvijo 1 pg/mL ni statisticno znacilnih razlik,
enako velja za dolzino poganjkov pri izpostavitvi 10 in 10 pg/mL. Ta skupina poganjkov je
krajSa od tistih pri koncentraciji pralnega praska 1 pg/mL in kontroli. Poganjki pri izpostavitvi
1 pg/mL so daljsi od poganjkov pri 100 pug/mL. Dolzina korenin je pri izpostavitvi 1 pg/mL in
100 ug/mL primerljiva s kontrolo, pri izpostavitvi 10 ug/mL ni statisti¢nih razlik s kontrolo.
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Slika 3: Dolzina poganjkov in korenin pri razli¢nih koncentracijah pralnega praska. Statisti¢na analiza
je bila opravljena s programom XLSTAT. Na grafu so prikazana povprecja in standardne napake
(n=10), razli¢ne ¢rke nad stolpci predstavljajo statisti¢no znacilne razlike (Duncanov post-hoc test, p <
0,05).

Spreminjanje sveze mase korenin in poganjkov pri razli¢nih koncentracijah pralnega praska je
prikazano na Sliki 4. Med koreninami ni statisti¢éno znaéilnih razlik glede na kontrolo. Poganjki
pri izpostavitvi 1 pg/mL imajo vecjo maso od poganjkov pri 100 pg/mL. Sveza masa
poganjkov je pri izpostavitvi 1 pg/mL in 100 pg/mL primerljiva s kontrolo, pri izpostavitvi 10
pg/mL pa ni statisticnih razlik s kontrolo.

03
b
02 — - ab b

I
0.1

=
0
0.1 . - -
0.2 - - a
-0.3 a

0.4

05

0.6

0.7 a

sveza masa [g]

koncentracija pralnega pradka [pug/mL]
M sveia masa korenin svefa masa poganjkov
Slika 4: Sveza masa poganjkov in korenin pri razli¢nih koncentracijah pralnega praska. Statisticna
analiza je bila opravljena s programom XLSTAT. Na grafu so prikazana povprecja in standardne napake

(n=5), razli¢ne ¢rke nad stolpci predstavljajo statisticno znacilne razlike (Duncanov post-hoc test, p <
0,05).
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Spreminjanje suhe mase poganjkov in korenin pri razli¢nih koncentracijah pralnega praska je
prikazano na Sliki 5. Med koreninami ni statisti¢no znacilnih razlik glede na kontrolo. Poganjki
pri izpostavitvi 1 pg/mL imajo vecjo suho maso od poganjkov pri 100 pg/mL. Suha masa
poganjkov je pri izpostavitvi 1 pg/mL in 100 pg/mL primerljiva s kontrolo, pri izpostavitvi 10
pug/mL pa ni statisti¢nih razlik s kontrolo.
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Slika 5: Suha masa poganjkov in korenin pri razli¢nih koncentracijah pralnega praska. Statisti¢na
analiza je bila opravljena s programom XLSTAT. Na grafu so prikazana povprecja in standardne napake
(n=5), razli¢ne ¢rke nad stolpci predstavljajo statisti¢no znaéilne razlike (Duncanov post-hoc test, p <
0,05).

Diskusija

Semena je¢mena so bila sposobna kalitve pri vseh 3 koncentracijah pralnega praska. (Heidari
2012) je ugotovil, da pralni praski pri koncentraciji 2 g/L nimajo ve¢jega u¢inka na kalitev
semen koruze (Zea mays) — inhibicija kalitve se pojavi komaj pri koncentraciji 20 g/L.
Uporabljene koncentracije pralnega praska so bile v naSem poskusu najmanj 20-krat manjse,
zato ni bilo ve¢jega u¢inka na kalitev semen, prav tako pa smo za semena izpostavili pralnemu
prasku, raztopljenemu v hranilni raztopini, avtorji pa v vodni raztopini. Poskusi bi morali
ponoviti z vi§jimi koncentracijami pralnega praska, da bi dosegli toksi¢ni u¢inek na kalitev
je¢mena.

V primeru suhe in sveze mase korenin ni pris§lo do signifikantnih razlik v parametrih pri
izpostavitvi semen razlicnim koncentracijam pralnega praska, je pa pri svezi masi korenin mo¢
opaziti padajo¢ trend z ve¢anjem koncentracije. Suha in sveZa masa poganjkov sta nakazali na
pojav hormeze. Sawadogo in sod. (2014) so pri solati (Lactuca sativa) opazi padec suhe mase
korenin in poganjkov z ve€anjem koncentracije pralnega sredstva, a tudi oni so uporabili vodno
raztopino in ne hranilne raztopine in je morda zato bil negativen ucinek pralnega praska na
rastlino vecji, kot v nasem primeru.

Spreminjanje dolzine korenin je pri niZji koncentraciji pralnega praska nakazalo na pojav
hormeze, dolzina poganjkov pa je z ve€anjem koncentracije padala. Pri nizkih koncentracijah
je bil efekt na dolzino korenin in poganjkov majhen, z viSanjem koncentracije pa se je vidno
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povecal. Enak pojav so opazil Heidari (2012) pri koruzi in Ehilen in sod. (2017) pri paradizniku
(Solanum lycopersicum), saj je bil vpliv pralnega sredstva na dolzino do koncentracije 1 g/L
zanemarljiv, pri visjih koncentracijah pa so se pokazali zaviralni u¢inki.

Koncentracija klorofila a in karotenoidov se v izbranem koncentracijskem obmoc¢ju pralnega
praska ni razlikovala med poganjki. Nasprotno so Uzma in sod. (2018) po izpostavitvi semen
koruze enakim koncentracijam pralnega sredstva ugotovili zmanj$ano produkcijo fotosinteznih
pigmentov z veCanjem koncentracije pralnega sredstva. Pralni praski vsebujejo povrSinsko
aktivne snovi, ki lahko inhibirajo sintezo pigmentov (Chawla in sod. 1987) ali porusijo
kompleks pigmenta in proteina in tako povecajo obcutljivost pigmenta na fotodegradacijo
(Dekker in sod. 2002). Razlike v rezultatih so lahko posledica tega, da so Uzma in sod. (2018)
v raziskavi semena izpostavili vodni raztopini pralnega sredstva brez dodanih mineralnih
hranil, mi pa hranilni raztopini, ki je omilila u¢inke detergenta, ali pa je je¢men manj obcutljiv
kot koruza. Za ustrezno primerjavo rezultatov bi poskus ponovili z vodno raztopino pralnega
praska.

Nasprotno je pri klorofilu b mo¢ opaziti rahlo hormezo. Trend povecane vsebnost klorofila pri
nizkih dozah pralnega praska in redukcija klorofila pri povecanih dozah je bila opaZena tudi
pri mungo fizolu (Vigna radiata L.) (Poongodi in Sasikala 2013).

oy

50% oziroma do popolnega zavrtja kalitve, nismo mogli dolo¢iti efektivne koncentracije 50
(ECs0). Poskus bi morali ponoviti in vkljuciti Se vi§jo koncentracijo pralnega praska, npr. do
20 g/L, kjer bi predvidoma prislo do ob¢utnega zmanjsanja ali celo popolnega zavrtja kalitve
semen ter posledi¢no tudi produkcije pigmentov.

Zakljucki

- Pralni prasek v testiranih koncentracijah le v manjsi meri vpliva na dolzino ter maso
korenin in poganjkov ter vsebnost pigmentov, verjetno tudi zaradi tega, ker smo semena
izpostavili pralnemu prasku, raztopljenemu v hranilni raztopini.

- Privsebnosti klorofila b, dolZini korenin ter tako suhi kot svezi masi poganjkov je mo¢
opaziti pojav hormeze.

- Zaviralni ucinek je imel pralni prasek na dolzino poganjkov.

- Suha in sveza masa korenin ter koncentracija klorofila a in karotenoidov niso
izkazovale statisticno znacilnih razlik pri naras¢anju koncentracija pralnega praska.
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VPLIV PREHRANSKEGA DOPOLNILA NA RAST JECMENA

Avtorji: Maja Ci¢, Hana Flajnik, Mateja Jenko, NeZza Molk

Izvleéek

Namen poskusa je bilo raziskati in dolo¢iti vpliv multivitaminskega pripravka na kaljenje
je¢menovih semen in tako dolo¢iti povezave z njegovim vplivom na okolje. Semena smo kalili
v kalilnikih iz umetne mase, izvedli smo analizo dolzine poganjkov, sveZe in suhe mase ter
vsebnosti fotosinteznih pigmentov. SuSenje korenin je potekalo na 105 °C v suSilniku,
liofilizacija poganjkov pa pri -90 °C in 0,001 mbar v liofilizerju. Vsebnosti fotosinteznih
pigmentov smo dolo¢ili spektrofotometri¢éno po ekstrakciji z 80 % acetonom. Vitamini in
minerali na kaljivost znatno vplivajo Sele pri visjih koncentracijah. Visje koncentracije zavirajo
rastlinski metabolizem in sintezo barvil, zato predvidevamo, da bo kaljivost semen jeCmena
ovirana in ostali merljivi parametri (barvila, sveza in suha masa) manjsi Sele pri vi§jih
koncentracijah prehranskega dopolnila.

Kljuéne besede: je¢men, seme, prehransko dopolnilo, kalitev, rast in razvoj, rastline

Uvod

V razvitem svetu se vedno ve¢ pozornosti posveca zdravemu nacinu zivljenja, med katerega
uvrs¢amo tudi uravnotezeno in raznovrstno prehrano. Ker pa razviti svet hkrati tezi k vedno
bolj stresnim pogojem dela in dolgim delovnikom, to vodi do pomanjkanja prostega ¢asa in
posledi¢no se veliko posameznikov zateka k hitro pripravljeni prehrani, ki ni dovolj raznolika
in pogosto vkljucuje velike kolic¢ine soli in mascob. Da bi nadoknadili dnevne potrebe po
vitaminih, mineralih, prehranskih vlakninah in masc¢obnih kislinah, se zatekamo k uporabi
prehranskih dopolnil. Ljudje z neuravnotezeno prehrano nismo edina ciljna skupina
proizvajalcev prehranskih dopolnil. Danes na trgu najdemo prehranska dopolnila, ki so
namenjena vsem in lahko posameznika spremljajo Ze od rojstva dalje. Potrosniki najveckrat
posegamo po prehranskih vitaminih, kot so magnezij, vitamin D, vitamin C, Zelezo in
razlicnih multivitaminskih pripravkih (Brewer et al. 2012; Kegl 2020; Kaminski et al. 2020).

Povprecen ¢lovek s hrano ne dobi zadostnih koli¢in hranilnih snovi. Zato se priporoca, da
primanjkljaj nadoknadi z ustrezno koli¢ino prehranskih dopolnil. V praksi pa to pogosto
pomeni, da posameznik zauzije Stevilna prehranska dopolnila, kar vodi do prekomernih
koncentracij hranil v telesu in kasnejSega izlo¢anja prekomernih koli¢in hranil iz telesa. Ta
prehranska dopolnila lahko zaznamo v odpadnih vodah in v ¢istilnih napravah ter v naravnih
vodnih telesih (Cesen et al. 2018).

V rastlinskih Cistilnih napravah lahko mikro- in makrohranila ter minerali iz prehranskih
dopolnil v nizkih koncentracijah delujejo kot stimulatorji rasti. Ekstrakti rastlin, ki se
uporabljajo kot sestavine prehranskih dopolnil, se lahko uporabijo kot biostimulatorji rasti ali
pa kot biognojila (Yakhin et al. 2017). Ker pa je poraba prehranskih dopolnil velika (v ZDA
je bil v letu 2015 trg s prehranskimi dopolnili vreden 37 milijard dolarjev (Resnik 2018), so v
vodi prisotne vecje koncentracije prehranskih dopolnil, kot bi bilo za rastline optimalno.
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Visoke koncentracije prehranskih dopolnil pa so v vodi prisotne tudi na ra¢un uporabe
prehranskih dopolnil v zivinoreji in hortikulturi. Prav tako se lahko visoke koncentracije
prehranskih dopolnil v vodi znajdejo zaradi namernih ali nenamernih odplak prehranskih
dopolnil v odpadne vode in v naravne vodne vire. Take visoke koncentracije predstavljajo
stres za okolje.

Metode in materiali

Priprava kalilnikov

Uporabili smo 4 vertikalne kalilnike velikosti 14 cm x 25 cm x 2 cm (D x V x S). V spodnji
del kalilnika smo vstavili peno debeline 2 cm, nanjo polozili 4 plasti filter papirja in nanj
polozili barvni papir za lazje opazovanje rasti korenin. Na lepilni trak dolzine 15 cm smo
pritrdili 10 neobdelanih semen jeCmena, pri tem pa pustili 1 cm prostega roba. Lepilni trak
smo nato prilepili na sredino kalilnika (slika 1).

Slika 6: Pripravljeni in oznaceni kalilniki ob nastavitvi poskusa.
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Priprava raztopin prehranskega dopolnila

Pripravili smo zaloZne raztopine prehranskega dopolnila Centrum A do Z (preglednica 1) s
koncentracijami O pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL in 100 pg/mL. Tableto prehranskega dopolnila
smo zdrobili v terilnici in jo zmesali s 100 mL Hoaglandove raztopine (Merck KGaA,
Darmstadt, Nemc¢ija) in vse skupaj prelili v 200 mL Shot steklenice in pridobili raztopino s
100 pg/mL. Nato smo z zaporednimi 10-kratnimi red¢itvami pridobili e zalozni raztopini s
koncentracijama 10 pg/mL in 1 pg/mL. Kot kontrolo oz. raztopino s koncentracijo 0 ug/mL
smo uporabili Hoaglandovo raztopino (slika 2).

Preglednica 1: Sestava ene tablete prehranskega dopolnila (Lekarna Plavz, 2021).

sestavine v 1 tableti
vitamin A (RE) (25 % kot 800 pg
betakaroten)

vitamin E (a-TE) 15 mg
vitamin C 100 mg
vitamin K 30 ug
vitamin B1 (tiamin) 1,4 mg
vitamin B2 (riboflavin) 1,75 mg
vitamin B6 2 mg
vitamin B12 2,5 ug
vitamin D 5 ug
biotin 62,5 ug
folna kislina 200 ug
niacin (NE) 20 mg
pantotenska Kislina 7,5 mg
kalcij 162 mg
fosfor 125 mg
magnezij 100 mg
zelezo 5 mg
jod 100 ug
baker 500 pg
mangan 2 mg
krom 40 ug
molibden 50 ug
selen 30 ug
cink 5 mg
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Slika 7: Pripravljene raztopine prehranskega dopolnila s koncentracijami 0, 1, 10 in 10 pg/mL.
Nastavitev poskusa

Nato smo peno in barven papir v kalilniku namo¢ili z 10—20 mL raztopine s primerno
koncentracijo raztopine prehranskega dopolnila. Kalilnike smo nato zaprli s pokrovom in jih
primerno oznacili. Oznacili smo tudi Shot steklenice z raztopinami prehranskega dopolnila.
Kalilnike smo nato postavili pokon¢no in pustili, da se odvecna raztopina odtece in jih nato
prestavili v rastno komoro, kjer so bili v pokon¢ni legi v polici. Rastna komora ima
fotoperiodo 16:8 (svetloba:tema) in temperaturo okrog 23 °C.

Je€men smo pustili v rastni komori 7 dni, medtem smo vsak dan ali vsak drugi dan preverili
omocenost pene in barvnega papirja, saj morajo biti semena na mokri podlagi ves Cas za
uspesno kaljenje in optimalne rezultate. Kalilnik smo vmes po potrebi zalili s 5-10 mL
Hoaglandove raztopine s prehranskim dopolnilom.

Priprava rastlinskega materiala za dolo¢anje dolZine, sveZe in suhe mase poganjkov in
korenin.

Sedmi dan smo kalilnik razstavili in lo¢ili kal¢ke jecmena od podlage. Nato smo lo¢ili
poganjke in korenine in izmerili njihovo dolzino na 0,5 cm natan¢no. Nato smo zdruzili po 2
poganjka ali 2 korenini in ju stehtali, kar nam predstavlja svezo maso. Nato smo ju zavili v
aluminijasto folijo in jo pravilno oznacili. Sledilo je susenje korenin na 105 °C 24 ur in
liofilizacija poganjkov 48 ur na -90 °C v vakuumu (0,001 mbar).

Teden kasneje smo stehtali posusene korenine in poganjke in dobili suho maso. Korenine
smo zavrgli, poganjke smo uporabili za dolo€anje vsebnosti klorofilov. Po potrebi smo jih
zdruzili, da je bila skupna minimalna suha masa 20 ng.

Izolacija klorofilov in karotenoidov

Za izolacijo klorofilov smo poganijke v terilnici, z dodanim 80 % acetonom, zdrobili do te
mere, da ni bilo vidnih delcev. Nato smo iz terilnice prelili raztopino poganjkov v epruvete,
na katere smo predhodno oznacili volumen 5 mL, in do te mere nato dolili 80 % aceton.
Epruvete smo primerno ozna¢ili in jih zaprli s silikonskim zamaskom. Na koncu smo jih
vorteksirali 5 sekund in jih postavili v hladilnik do naslednjega dne.

Naslednji dan smo dodali 80 % aceton do oznake 5 mL, za konstanten volumen vzorcev,
vorteksirali 5 s in nato vzorce centrifugirali priblizno 1 minuto pri 2000 obratih/minuto, da se
je ustvaril trd pelet. Vzorce smo nato prelili v kvar¢no kiveto in pri valovnih dolZinah 664
nm, 647 nm in 470 nm v spektrofotometru pomerili absorbanco in preracunali koncentracije
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klorofilov a in b ter karotenoidov v vzorcih (Monni et al. 2001). Vrednosti smo zapisali in jih
uporabili v statisti¢ni obdelavi podatkov.

Statisti¢na obdelava podatkov

Rezultate smo analizirali v programu Microsoft Excel z dodatkom XLSTAT Basic
(Addinsoft). Za obdelavo podatkov smo uporabili analizo variance (ANOVA) po
Duncanovem testu. Pri izracunu standardnih napak (SE) za dolzino poganjkov in korenin,
svezo in suho maso smo standardne napake izradunali po enadbi SE=stdev.p/vn, kjer stdev.p
pomeni standardni odklon populacije in n stevilo meritev.

Rezultati
DolZzina poganjkov in korenin
Z narascajoco koncentracijo prehranskega dopolnila je bila opazna manjsa rast korenin in

poganjkov, vendar ni statisticno signifikantna. Korenine in poganjki so bili najdaljsi v

oy

100 pg/mL, je bila rast najmanjsa (slika 3).
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Slika 8: Vpliv koncentracije prehranskega dopolnila na dolzino korenin in poganjkov. Stolpci
prikazujejo povprecje + standardno napako. n=5, razli¢ne ¢rke nad stolpci oznadujejo statisticno
znacCilne razlike, ANOVA, Duncanov test p<0,05.

SveZza in suha masa korenin in poganjkov

Tako kot dolZina korenin in poganjkov, sta tudi suha in sveZa biomasa padali z ve¢anjem
koncentracije prehranskega dopolnila. Sveza masa je primerljiva med meritvami 0, 1 in 10,
pri 100 pg/mL pa je upadla. Razlika med povprecnima masama poganjkov, ki so zrastli pri
100 pg/mL in med poganjki, ki niso bili izpostavljeni je 83,3 %. Pri meritvah sveze mase
korenin nimamo enakomernega padanja mase, kot ga vidimo pri meritvah sveZe mase
poganjkov. Izstopa meritev pri koncentraciji 10 pg/mL (slika 4).
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Slika 9: Sveza masa korenin in poganjkov v odvisnosti od koncentracije prehranskega dopolnila.
Stolpci prikazujejo povprecje + standardno napako. n=5, razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo
statisticno znacilne razlike, ANOVA, Duncanov test p<0,05.

Povpre¢na suha masa poganjkov je bila pri najveéji koncentraciji prehranskega dopolnila
(100 pg/mL) za 73,68 % niZja kot pri poganjkih, ki niso bili izpostavljeni prehranskemu
dopolnilu. Tako kot povpre¢na suha masa poganjkov, je z naras¢ajo¢o koncentracijo
toksikanta padala tudi povpre¢na suha masa korenin. Povpre¢na suha masa korenin je bila pri
najvisji koncentraciji prehranskega dopolnila za 69,8 % nizja od suhe mase korenin rastlin
kontrole. Tudi pri meritvah suhe mase korenin izstopa meritev pri 1 pg/mL koncentraciji
prehranskega dopolnila. Tudi v tem primeru je masa pri tej koncentraciji vi$ja od mase, ki
smo jo izmerili vzorcem, Ki niso bili tretirani (slika 5).
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Slika 10: Suha masa korenin in poganjkov v odvisnosti od koncentracije prehranskega dopolnila.
Stolpci prikazujejo povprecje * standardno napako. n=35, razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo
statisticno znacilne razlike, ANOVA, Duncanov test p<0,05.

Vsebnost klorofilaain b

Najvisje vsebnosti klorofila a smo izmerili pri jeémenu iz skupin 0 in 10 pg/mL. Najnizjo

ey e

v

prikazane standardne napake, saj smo zaradi prenizke mase poganjkov pri tej koncentraciji
vse vzorce zdruzili v enega (slika 6).
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Slika 11: Vsebnost barvil v odvisnosti od koncentracije prehranskega dopolnila. Stolpci prikazujejo
povprecje + standardno napako. n=5, razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike,
ANOVA, Duncanov test p<0,05. Pri koncentraciji 100 pg/mL velja n=e, zato se SE ni prikazala.

Razprava

Najvecji vpliv prehranskega dopolnila na kaljivost semen se je po pri¢akovanjih kazal pri
najvisji koncentraciji prehranskega dopolnila, tu je bila razlika tudi statisticno znacilna.
Statisticno znacilne razlike v svezi masi poganjkov so bile prisotne pri vseh uporabljenih
koncentracijah prehranskega dopolnila, kjer je masa pricakovano upadala z visSanjem
koncentracije prehranskega dopolnila. Pri suhi masi rastlinskega materiala so bile razlike

oy

oy

vseh fotosintetskih barvil pa je statistiéno znacilno padala z viSanjem koncentracije
prehranskega dopolnila, z izjemo koncentracij klorofila a in skupnih karotenoidov, ki so bile
statisti¢no primerljive s kontrolo (0 pg/mL).

Vpliv razli¢nih koncentracij prehranskega dopolnila na rast rastlin je bil preverjen z ve¢
parametri. Vendar pa je v tem primeru nemogoce posplositi vpliv vseh prehranskih dopolnil
na rastline. V to skupino namre¢ uvrS¢amo najrazli¢nejse pripravke in meSanice, kot so
proteinski praski, vitamini in minerali, esencialne masc¢obne kisline, rastlinski izvlecki in Se
marsikaj drugega. V naSem eksperimentu je bila uporabljena meSanica vitaminov in
mineralov. Nekatere od prisotnih lahko rastline izkoriS¢ajo kot hranila in jih uporabijo za
svojo rast, nekateri pa so zanje toksicni ali pa Skodljivi pri vi§jih koncentracijah. Zaradi
raznolikosti prehranskih dopolnil je nemogoce primerjati med seboj Studije, ki preverjajo
njihov vpliv na rastline. Potreben je pregled sestavin posameznega dopolnila in vpliv, ki ga
imajo na rast in kaljivost rastlin. Pomembno pa je preuditi tudi formulacijo posameznih
vitaminov in mineralov, kajti prehranska dopolnila so prvotno namenjena ljudem in oblike, ki
so dostopne nam, morda ne ustrezajo rastlinam.

Izmed mineralov prisotnih v testiranem prehranskem dopolnilu kalcij, fosfor in magnezij
spadajo med esencialne rastlinske makronutriente, zelezo, mangan, baker, cink in molibden
pa med mikronutriente. NasSteti elementi so potrebni za pravilno encimsko aktivnost ter
formacijo dolo¢enih metabolitov in fotosintetskih pigmentov. Koristnost posameznih
elementov za rastline je odvisna tudi od okoljskih razmer. Tako so lahko nekateri elementi za
rastline tudi potencialno toksi¢ni (White and Brown 2010). Visoke koncentracije lahko
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inhibirajo rast. Od mineralov, prisotnih v prehranskem dopolnilu, so rastlinam najbolj
neprijazni krom, selen in jod (Brenchley 1924). VVplivajo na kaljivost, rast korenin, stebel in
listov (Shanker et al. 2005), povzrocajo oksidativni stres ter napa¢no zvitje proteinov (Gupta
and Gupta 2017).

Vpliv vitaminov na rast rastlin je nekoliko drugacen. Veliko prehranskih dopolnil vsebuje
vitamine ali prekurzorje, saj ljudje vseh esencialnih vitaminov nismo sposobni sintetizirati
sami. Nekatere od potrebnih vitaminov pridobimo prav iz rastlinske prehrane, iz Cesar je
razvidno, da jih rastline sintetizirajo same. Zaradi te sposobnosti rastline ne potrebujejo
zunanjih virov vitaminov, ¢eprav obstajajo pripravki, ki vsebujejo vitamine B, C in E. Ti naj
bi pomagali pri rasti rastlin, toleranci na mraz in izboljsali proces fotosinteze, vendar ni
veliko Studij, ki bi to potrjevale. Velikokrat razlicne Studije pridejo do razli¢nih zakljuckov.
Redko so bili opisani toksi¢ni u¢inki vitaminov v rastlinah (Castro et al. 2018), prav tako pa
niso opisani stimulatorni uéinki.

Prehranska dopolnila lahko povzrocajo stres za okolje v velikih koncentracijah. Sama
dopolnila so formulirana tako, da so bolj toksi¢ne snovi v nizjih koncentracijah Ze zato, ker
so primarno namenjena izbolj$anju zdravja ljudi. Vecje koncentracije se lahko v okolju
znajdejo ob izpustu iz industrijskega obrata in ob metanju odve¢nih prehranskih dopolnil v
odtok. Prehranska dopolnila lahko vsebujejo okolju Skodljive snovi, zato je z njimi potrebno
ravnati kot z neuporabljenimi zdravili in se jih znebiti po navodilu proizvajalca ali na mestih
za zbiranje odpadnih zdravil. Se en vir onesnaZenja s prehranskimi dopolnili pa je
agronomija. Prvi¢, prehranska dopolnila iz prehrane zivine se lahko znajdejo v gnojnici ali v
blatu, ki je kasneje uporabljeno za gnojenje polj. Drugi¢ pa lahko pride do prekomerne
uporabe prehranskih dopolnil za rastline (navadno mineralni pripravki) in posledi¢ne
onesnazenosti kmetijskih povrsin.

Za doloc¢anje vpliva prehranskega dopolnila na rast in kaljivost rastlin bi bilo potrebno
testirati posamezne komponente in dolociti njihovo toksi¢nost ter koncentracijo, ki jo rastline
tolerirajo. Rezultate Studij vpliva prehranskih dopolnil na rastline bi bilo tezko primerjati med
seboj zaradi razlik v sestavi in sami naravi posameznih prehranskih dopolnil.

Zakljucki

V sodobnem svetu veliko posameznikov posega po prehranskih dopolnilih, ki se nato izlo¢ajo
iz telesa in jih zaznamo v odpadnih vodah in v Cistilnih napravah. Prehranska dopolnila v nizkih
koncentracijah lahko delujejo stimulativno na rast rastlin, saj vsebujejo snovi, ki so nujno
potrebne tudi za rast in razvoj rastlin, vendar pa prehranska dopolnila pogosto vsebujejo tudi
okolju Skodljive snovi, kot so krom, mangan in selen, ki predstavljajo breme za rastline v
okolju.

Zaklju¢imo lahko, da nizke koncentracije prehranskih dopolnil v okolju ne predstavljajo velike
nevarnosti, vendar pa so te koncentracije lahko hitro presezene. Da bi dobili relevantnejSe
rezultate, bi morali narediti obSirnejSo Studijo, v katero bi vkljucili vecje Stevilo semen in vec
razli€nih prehranskih dopolnil z razli€no sestavo, za analizo rezultatov ba bi uporabili
natan¢nejSe analizne tehnike kot npr. elektronska mikroskopija, ki bi nam nudila vpogled v
poskodbe rastlinskih celic. Prav tako bi lahko naredili tudi Studije vpliva posameznih
komponent prehranskih dopolnil na rast rastlin, saj le-teh v obstoje¢i literaturi ni 0z. so nekatere
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komponente  (predvsem minerali) analizirane le v primeru nadzora rastlin
(hiperakumulatorjev), uporabljenih za fitoremediacijo tal, ki so onesnazene s tezkimi
kovinami.
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VPLIV SVINCEVEGA KLORIDA (PbCL2) NA RAST
JECMENA

Avtorji: Katja Hrovat, Tamara Kosir, Ema PleSko, Karolina Smrkolj

Izvleéek

Preucevali smo vpliv svin¢evega klorida (PbClz) razli¢nih koncentracij (0, 1, 10 in 100 pg/mL)
na kalitev semen je¢mena Hordeum vulgare in na rast poganjkov in koreninic kalic. Poskus
smo nastavili v vertikalnih kalilnikih in semena sedem dni gojili v rastni komori. Po kon¢anem
poskusu smo z ravnilom izmerili dolZino korenin in poganjkov ter s tehtnico dolocili sveZo in
suho maso le-teh. V poganjkih smo spektrofotometri¢no dolo¢ili vsebnost fotosinteznih
pigmentov. Za statisticno obdelavo pridobljenih rezultatov smo uporabili orodje Excel in
razSiritev XLSTAT ter statisticno analizo ANOV A z Duncanovim testom. Rezultati kazejo, da
svinCev klorid nima vpliva na kalitev semen, dolzino poganjkov in korenin, na svezo in suho
maso ter na prisotnost fotosinteznih pigmentov pigmentov. Ker smo za osnovo uporabili
Hoaglandovo hranilno raztopino predvidevamo, da je Pb?* tvoril netopne in rastlinam
nedostopne komplekse s fosfatom.

Kljuéne besede: jeCmen, seme, svincev klorid, Kalitev, rast in razvoj, rastline

Uvod

Rastline se tekom zivljenja spopadajo z razli¢nimi abiotskimi dejavniki stresa, kot so poplave,
suSe, prekomerna slanost prsti, spremenljive in povisane temperature ozracja ter prisotnost
razli¢nih onesnazil v vodi, zraku in prsti. Zaradi nagle in povecCane industrializacije ter
globalizacije sveta se je onesnazenost okolja s pesticidi, kovinami in drugimi kemijskimi
sredstvi povecala, kar negativno vpliva na rast tako divjih kot kmetijsko pomembnih rastlin ter
vodi v zmanjSanje pridelka le-teh. Prisotnost onesnazil v okolju je zaskrbljujoca tudi z vidika
zdravja ljudi, saj se Stevilne snovi ohranjajo in prenaSajo po prehrambeni verigi (Sethy and
Ghosh 2013).

Leta 2003 je organizacija ATSDR (ang. Agency for Toxic Substances and Disease Registry)
svinec oznacila kot drugo najnevarnejSo teZzko kovino glede na njeno pojavnost v okolju,
strupenost in potencial za izpostavljenost ljudem (Yang et al. 2010). Obenem postajajo vedno
bolj zaskrbljujoci tudi njegovi ucinki na zdravje rastlin in polj$¢in. Pove€ana izpostavljenost
svin¢evim ionom namre¢ okrne kalitev semen, razvoj poganjkov in korenin ter samo rast
rastline. To je posledica povecane sinteze reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS), ki vodi v
oksidativni stres, poskodbe proteinov in zmanjSanje njihove sinteze, oksidacijo lipidnih
membran ter poSkodb DNA. Obenem je okrnjeno privzemanje drugih esencialnih mineralov iz
prsti, predvsem Zeleza, mangana in drugih dvovalentnih ionov, zmanj$ana sinteza fotosinteznih
pigmentov ter u€inkovitost fotosinteze, prisotni pa so lahko tudi genotoksi¢ni ucinki (Pourrut
et al. 2011; Yang et al. 2010).
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Svinec se v naravi nahaja povsod: v zraku, vodi in tleh. Naravno je prisoten v manjSih koli¢inah
(10-67 pg/mL), ki pa se vse bolj povecujejo zaradi ¢lovekovih dejavnosti, predvsem zaradi
prometa in industrije, najdemo pa ga tudi v domacih izdelkih kot so barve, gradbeni material,
cevi, tudi v kozmetiki. V naravi ga vecinoma najdemo v obliki rud, med katerimi so
najpogostejse: galenit (PbS), anglezit (PbSO.) in ceruzit (PbCO3), ki se nahajajo v zemlji.
Svinec spada pod ksenobiotike in ga v naravi najdemo v razli¢nih oblikah: biodostopnih in
nedostopnih. Med biodostopne spada le Pb2+ oblika. Na biodostopnost vplivajo razli¢ni
dejavniki: pH, koncentracija, redoks potencial, mineralna sestava tal... Nad pH 6 se njegova
biodostopnost v zemlji zmanjsa, saj takrat ve€inoma nastajajo svincevi fosfati, hidroksidi in
karbonati; ki so netopni. PbCI2, ki smo ga uporabljali na vajah je v Hoaglandovi raztopini tvoril
svinCev klorofosfat, ki je slabo topen v vodi (Zulfigar et al. 2019).

Negativni ucinki svinca so odvisni od njegove koncentracije v okolju in biodostopnosti.
Rastline imajo namre¢ razvite razlicne mehanizme zmanjSanja njegovega privzema preko
korenin ter obrambe proti njegovim Skodljivim u¢inkom. Zmanj$anje privzema je pasiven
proces in je posledica prisotnosti Kasparijevega traku v koreninah ter dodatne zadebelitve
celiéne stene na racun prisotnosti svinca. Pomemben je tudi proces razstrupljanja rastlinskega
tkiva, pri emer se svin€evi ioni preko aktivnih transporterjev kopi€ijo v celicnih predelih, kjer
ne morejo poSkodovati makromolekul. Dodatno zasCito predstavljata povecCana sinteza in
aktivnost encimov, ki pretvarjajo Kisikove zvrsti v nestrupene produkte, ter pove€ana sinteza
antioksidantov. Kljub temu pa so ti mehanizmi zascite u€inkoviti le pri nizjih koncentracijah
svinca, obenem pa njihova aktivacija rastlini predstavlja stres, ki vodi v zmanjSano stopnjo
njene rasti oziroma zmanjsano kalitev semen (Pourrut et al. 2011).

Namen poskusa je tako dolociti vpliv razlicnih koncentracij svin¢evega klorida (PbCl.) na
kaljivost semen jeémena Hordeum vulgare ter na rast poganjkov in korenin. Vpliv na rast smo
spremljali z merjenjem dolzine poganjkov in korenin ter z dolo¢anjem njihove sveze ter suhe
mase. Preverjen je bil tudi vpliv svinevega klorida na sintezo klorofila a in b ter karotenoidov
v mladih poganjkih, kar je bilo dolo¢eno z metodo spektrofotometrije. Koncentracije svinca,
ki so bile pri tem uporabljene, so znasale 1, 10 in 100 pg/mL, vklju€en pa je bil tudi kontrolni
poskus, pri katerem semena svin¢evim ionom niso bila izpostavljena.

Glede na pregledano literaturo, ki poro¢a o koncentracijski odvisnosti strupenosti svin¢evih
pripravkov na semena, smo postavili hipotezo, da bodo semena, izpostavljena koncentraciji
100 pg/mL, kazala najnizjo stopnjo kaljivosti, kalice pa najnizjo stopnjo rasti korenin in
poganjkov, najmanjsi vpliv pa bo opazen pri koncentraciji 1 pg/mL. Podobno hipotezo smo
postavili pri vsebnosti klorofilov in kartenoidov, pri ¢emer naj bi poganjki semen,
izpostavljenih najvisji koncentraciji PbClz, vsebovali najmanj pigmentov, najve¢ pa naj bi jih
bilo v poganjkih neizpostavljenih semen.

Metode in materiali
Materiali

Za izvedbo poskusa smo potrebovali naslednje materiale in laboratorijsko opremo:
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- 380 mL hranilne raztopine (1/2 Hoaglandova raztopina)

- 10 mg svincevega klorida (PbCl.) v prahu

- 100 mL merilni valj

- 250 mL Schott steklenice

- tehtnica in tehtalna ladjica

- laboratorijske rokavice (obvezno pri delu s PbCly!)

- alkoholni flumaster

- 4 vertikalni kalilniki z dvema odprtinama ter s plastjo pene, filter papirja in ¢rnega
papirja

- 40 neposkodovanih semen je¢mena (Hordeum vulgare)

- lepilni trak (priblizno 60 cm)

- Pasteurjeve pipete

- rastna komora (23 °C, fotoperioda 16/8)

- Skarje

- ravnilo

- aluminijasta folija

- susilnik (105 °C)

- liofilizator (-90 °C, 0,001 mbar)

- stojalo za epruvete

- 20 steklenih epruvet z gumijastim zamaSkom

- 80% aceton (priblizno 120 mL)

- terilnica

- vorteks mesalo

- hladilnik (4 °C)

- centrifuga

- kivete

- spektrofotometer

Metode

Priprava zaloZnih raztopin

V tehtalno ladjico smo previdno zatehtali 10 mg svincevega klorida v prahu ter ga prenesli v
250 mL Schott steklenico. Z merilnim valjem smo odmerili 100 mL hranilne raztopine in jo
dodali svincu ter dobro premesali, da se je ta v celoti raztopil. Na steklenici smo oznadili datum
priprave raztopine ter njeno koncentracijo — 100 pg/mL.

Za pripravo raztopine s koncentracijo 10 pg/mL smo v svezo 250 mL Schott steklenico z
merilnim valjem odmerili 90 mL hranilne raztopine ter dodali 10 mL zaloZne raztopine s
koncentracijo 10 pg/mL. Dobro smo premesali in steklenico primerno oznacili. Podobno smo
pripravili Se raztopino s koncentracijo 1 pg/mL — v tretjo Schott steklenico smo odmerili 90
mL zalozne raztopine in dodali 10 mL raztopine s koncentracijo 10 pg/mL ter dobro premesali.

Priprava kalilnikov
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Kalilnikom smo odstranili pokrov in v spodnjo odprtino vnesli plast pene, filter papirja ter
¢rnega papirja v opisanem zaporedju. Pena in filter papir sta po omakanju zadrzala hranilno
raztopino z razlicnimi koncentracijami svin¢evega klorida oziroma brez njega, ¢rni papir pa je
sluzil kot kontrastno ozadje za spremljanje rasti sicer belih korenin semen jeCmena.

Na plast pene in filter papirja smo s Pasteurjevo pipeto postopno nanesli do 30 mL posamezne
pripravljene raztopine ter pustili stati, da se je ta popolnoma vpila. Na pokrov posameznega
kalilnika smo z nalepko oznacili datum zacetka poskusa ter koncentracijo raztopine svincevega
klorida, s katero smo omocili plasti.

cm). Na lepljivo stran posameznega traku smo s pinceto enakomerno razporedili 10 semen
je¢mena, tako da so bila ta orientirana pravokotno glede na lepilni trak.

Ko so se raztopine, s katerimi smo omocili peno in filter papir, vanje popolnoma vpile, smo na
spodnjo odprtino kalilnika namestili Se plast ¢rnega papirja. Na njegov skrajno zgornji del smo
prilepili lepilni trak s semeni, ga dobro pri¢vrstili ter postopek ponovili pri preostalih treh
kalilnikih. Nato smo kalilnike zaprli s pokrovom, kot prikazuje Slika 1A, jih postopoma obrnili
vertikalno ter pri tem previdno odcedili morebitno odvecno raztopino, ki se ni v celoti vpila.
Semena smo 7 dni inkubirali v rastni komori pri temperaturi 23 °C in fotoperiodi 16/8 ur.

Tehtanje sveZih korenin in poganjkov ter njihovo suSenje

Po koncanem sedemdnevnem kaljenju smo kalilnike odprli in rastlinice iz njih odstranili.
Posebej smo bili previdni pri odstranjevanju korenin s ¢rnega papirja, saj se te tekom rasti
prilepijo na podlago. Nato smo s Skarjami direktno nad oziroma pod semenom odrezali
poganjek ter korenino posamezne rastlinice ter z ravnilom izmerili njuno dolzino.

Sledilo je tehtanje sveze mase poganjkov in korenin. Po dva poganjka oziroma korenini s
semen znotraj istega kalilnika smo polozili na kos aluminijaste folije, s tehtnico izmerili njuno
maso ter si rezultate zabelezili. Postopek smo ponovili za poganjke in korenine, pridobljene s
semen iz preostalih treh kalilnikov.

Pare poganjkov in korenin smo nato previdno ovili z aluminijasto folijo, na kateri smo izvedli
tehtanje, da se rastlinski material med suSenjem ni zamesal ali izgubil. Sledilo je njegovo
suSenje v suSilniku pri temperaturi 105 °C za 48 ur, poganjke pa smo dalje Se 48 ur liofilizirani
pri temperaturi -90 °C in v vakuumu (0,001 mbar).

Tehtanje suhih poganjkov in korenin ter obdelava poganjkov

V aluminijasto folijo ovit osuSen rastlinski material smo odstranili iz su$ilnika in s tehtnico
doloc¢ili suho maso parov poganjkov oziroma korenin. Rezultate smo si zabeleZzili in nato
korenine zavrgli.

Sledila je obdelava poganjkov za doloc¢anje njihove vsebnosti klorofila in karotenoidov.

V stojalu smo si pripravili 20 steklenih epruvet. Z merilnim valjem smo odmerili 5 mL 80%
acetona in ga prelili v epruveto ter si nivo meniska oznacili z alkoholnim flumastrom. Postopek
smo ponovili pri preostalih epruvetah, pri cemer smo zaradi hlapnosti acetona vmes nekajkrat
preverili, da je njegov volumen ostal enak.

Nato smo zatehtali 0,02 do 0,03 g osuSenih poganjkov, pri ¢emer smo te v nekaj primerih
zdruzili, da smo dosegli zahtevani interval mase. Te smo prenesli v terilnico, dodali nekaj
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mililitrov acetona ter trli, dokler ni bilo ve¢ opaznih delcev stebel. Homogenat smo prelili v
ustrezno oznaceno epruveto in prilili aceton do oznake. Epruveto smo takoj zaprli z gumijastim
zamaskom, da smo preprecili izhlapevanje acetona. Postopek smo ponavljali, dokler nismo
homogenizirali vseh poganjkov.

Po kon€ani homogenizaciji smo vse epruvete vorteksirali ter njihove oznake prelepili z
lepilnim trakom, da smo preprecili njthovo morebitno brisanje. Epruvete z vzorci smo do
meritve vsebnosti klorofila in karotenoidov hranili na 4 °C.

Slika 12: A — Pripravljen vertikalni kalilnik s plastmi omoc¢ene pene, filter papirja in ¢rnega papirja ter
desetimi semeni je¢mena. B — Mletje oziroma homogenizacija suhih poganjkov v terilnici z dodatkom
80% acetona. Prikazan je nepopolno zmlet material, ki tako $e ni primeren za nadaljnjo analizo
vsebnosti klorofila in karotenoidov.

Spektrofotometricno dolocanje vsebnosti fotosinteznih pigmentov

Epruvete z vzorci smo vzeli iz hladilnika in jim dodali 80% aceton do 5 mL oznake. Nato smo
jih kratko vorteksirali, da so se vzorci popolnoma homogenizirali, ter jih nekaj minut
centrifugirali, da se je rastlinski material posedel.

Nato smo supernatante postopoma prelili v kiveto in s spektrofotometrom izmerili absorbanco
pri 470 nm (karotenoidi), 647 nm (klorofil b) in 664 nm (klorofil a) ter si zabelezili rezultate
meritev.

Statisticna obdelava podatkov
Statisticno obdelavo podatkov smo izvedli z orodjem Excel in njegovo razsiritvijo XLSTAT
(Addinsoft). Uporabili smo statisti¢no analizo ANOVA z Duncanovim testom.

Rezultati
Kaljivost semen ter analiza dolZine poganjkov in korenin

Semena je¢mena smo v vertikalnih kalilnikih kalili sedem dni ter pri tem spremljali omocenost
plasti. Ta je bila zadostna tekom celotnega trajanja poskusa, zato dodatno zalivanje ni bilo
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potrebno. V Casu kalitve so korenine po dolzini popolnoma prerasle ¢rno plast papirja, kot je
prikazano na Sliki 2.

Tako pri kontrolnih semenih kot pri semenih, izpostavljenih razli¢nim koncentracijam PbCl,
smo zasledili 100% kaljivost, prav tako pa je pri vseh semenih bila prisotna rast poganjkov in
korenin, kot prikazuje Slika 2C.

Pri 10 in 100 pg/mL PbCI> (Slika 2B) opazimo pojav korenin pri ve¢ih semenih in v primerjavi
s kontrolnimi semeni so te tudi nekoliko daljSe. Velikost poganjkov je v tej fazi rasti najvecja
pri kontroli skupini. Iz rezultatov, prikazanih na Sliki 3, smo zaznali najdaljSe poganjke pri
semenih, izpostavljenih koncentraciji 10 pg/mL, najdaljSe korenine pa pri 100 pg/mL, kot
prikazuje Slika 2C.

Slika 13: A — Priprava vertikalnih kalilnikov z razli¢nimi koncentracijami svin¢evega klorida na dan
kalitve. B — Stanje kalitve in rasti korenin ter poganjkov po tridnevni inkubaciji v rastni komori. C —
Rast korenin in poganjkov, izpostavljenih PbCl, s koncentracijo 100 pg/mL, po sedmih dneh
inkubacije.

S Slike 3 je opazno, da so rezultati dolzine poganjkov razporejeni v tri razli¢ne skupine, in sicer
A, B in AB. V skupino A so uvrs§¢eni poganjki z najvecjo dolzino (torej semena, izpostavljena
10 pg/mL PbCly), v skupino B so uvrs¢eni poganjki z najmanjSo dolzino (torej semena,
izpostavljena 1 pg/mL PbCly), v skupino AB pa so uvr$éeni poganjki z vmesno dolzino, ki je
vecja kot v skupini B in manj$a kot v skupini A. V to skupino spadajo kontrolna semena in
semena, izpostavljena 100 pg/mL PbCl..

Rezultati tako nakazujejo, da je najmanjSa dolzina poganjkov prisotna pri koncentraciji 1
pg/mL PbCly, sledi skupina kontrolnih semen, daljsi poganjki so bili prisotni pri semenih,
izpostavljenih 100 pg/mL PbCl,. Najdaljse poganjke smo zasledili pri semenih, izpostavljenih
10 pg/mL svincevega klorida.

Dolzine korenin niso bile razporejene v razliéne skupine oziroma pripadajo enotni skupini.
NajkrajSe korenine so bile prisotne pri kontrolni skupini, sledijo korenine semen, izpostavljenih
koncentraciji 1 pg/mL PbCly, dalje semena, izpostavljena 10 pg/mL svinevega klorida,
najvecjo dolZino korenin pa so imela semena, izpostavljena najvecji koncentraciji PbCl..
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Slika 14: Dolzina poganjkov in korenin kaljenih semen, ki so bili izpostavljeni razli¢nim
koncentracijami PbCl,. Prikazane so povpreéne dolzine in standardni odklon.

Analiza sveZe in suhe mase poganjkov ter korenin

Rezultati, vidni na Sliki 4, nakazujejo, da je najmanjs$a sveZa in suha masa poganjkov prisotna
pri koncentraciji 1 pug/mL PbCly, sledi kontrolna skupina, nato semena, izpostavljena 10 pg/mL
PbCly, najvecjo svezo in suho maso poganjkov pa smo zasledili pri semenih, izpostavljenih
100 pg/mL PbClz. Sveze in suhe mase poganjkov kontrolnih semen in semen, izpostavljenih
svin¢evem kloridu, pripadajo enotni skupini.

Najmanjsa sveza masa korenin je prisotna pri semenih, izpostavljenih PbClz s koncentracijo 10
ng/mL, sledijo semena, izpostavljena 100 pg/mL. Se ve¢jo sveZo maso korenin smo zasledili
pri skupini z 1 pg/mL PbCl, najveéja pa je bila prisotna pri kontrolni skupini. Sveze mase
korenin vseh semen pripadajo enotni skupini, kot to prikazuje Slika 8.

Najmanjsa suha masa korenin je bila opazena pri koncentraciji 10 pg/mL, sledijo semena,
izpostavljena 1 pg/mL PbCl,, nato kontrolna semena, najvecjo suho maso korenin pa smo
zasledili pri semenih, ki so kalila v prisotnosti 100 pg/mL PbCl,. Suhe mase korenin kontrolnih
semen in vseh posameznih koncentracij PbCl, pripadajo enotni skupini.

Analiza rezultatov ni pokazala statisti¢no znacilnih razlik v svezih in suhih masah korenin in
poganjkov med tretmaji semen z razlicnimi koncentracijami svin¢evega klorida (p > 0,05).
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Slika 15: Prikaz povprecja in standardnega odklona sveze mase (A) ter suhe mase (B) korenin in
poganjkov v odvisnosti od koncentracije PbCl,. Crka »a« oznaduje razred povpre¢nih mas.

69



Vsebnost fotosinteznih pigmentov

Ze tekom priprave vzorcev za dolo&anje vsebnosti klorofila in karotenoidov v poganijkih je bilo
opaziti razliko v intenziteti zelenega oziroma zeleno-rumenega obarvanja supernatantov (Slika
5), kar nakazuje na razli¢no koncentracijo klorofila a in b ter karotenoidov v poganjkih.

Slika 16: Prikaz razlik v intenziteti zelenega oziroma zeleno-rumenega obarvanja vzorcev, Ki
nakazujejo na razlike v vsebnosti klorofila a in b ter karotenoidov med vzorci.

Razlike so bile zaznane tudi pri spektrofotometri¢ni analizi vzorcev, kot prikazujejo rezultati
na Sliki 7. Nakazujejo, da je najmanjSa koncentracija klorofila a in b ter karotenoidov prisotna
pri semenih, izpostavljenih koncentraciji 1 pg/mL PbCly, sledi skupina kontrolnih semen, nato
semena, izpostavljena 10 pg/mL PbCl,. Najveéjo koncentracijo klorofila a in b ter
karotenoidov smo zasledili pri semenih, izpostavljenih 100 pg/mL PbCl,, kar sovpada z
rezultati mase poganjkov na Sliki 4. Tako pri koncentraciji klorofila a in b kot karotenoidih
rezultati koncentracij v poganjkih kontrolnih semen in vseh posameznih koncentracij PbCl>
pripadajo enotni skupini.
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Slika 17: Prikaz masne koncentracije klorofila a in b ter karotenoidov v posuSenih in liofiliziranih
poganjkih, izpostavljenih razlicnim koncentracijam PbCl,. Prikazane so povprecne masne koncentracije
ter njihov standardni odklon.
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Razprava

Zakljucili smo, da PbCl2 ni vplival na kaljivost semen, saj smo tako pri kontrolnih semenih kot
pri semenih, izpostavljenih PbClz, zaznali 100% kaljivost. Podobne rezultate so opisali tudi
Titov et al. (1996), ki so semena je¢mena izpostavili razlicnim koncentracijam Pb(NO3)a2.
Svincev pripravek je na kalitev semen vplival Sele pri koncentracijah 1000 mg/mL in ve¢. Tako
so porocali, da ima svinec pri nizjih koncentracijah vpliv le na rast in razvoj predvsem korenin
ter tudi poganjkov.

Iz rezultatov (Slika2) ne moremo zakljuciti, da je prisoten kakrSenkoli narasc¢ajo¢ ali padajoc
trend dolzine poganjkov. Poganjki so vidni le pri nekaterih semenih, namre¢ niso Se pognali
pri vseh, zaradi ¢esar bi morda bilo potrebno podaljsati ¢as kalitve oziroma rasti. Prav tako ni
opaznih statisticno znacilnih razlik med skupinami semen, izpostavljenimi razliénim
koncentracijam svin¢evega klorida, in kontrolnimi semeni.

Vecje razlike lahko opazimo pri dolzinah korenin med tretmaji z razlicnimi koncentracijami
PbCI> in kontrolnim poskusom, Kljub temu pa tudi ti rezultati niso statisti¢no znacilni. Najmanj
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visjih koncentracijah svinca je lahko aktivacija stresnih odzivov. Aktivacija mehanizmov
tolerance na stres se lahko odrazi v povecani delitvi koreninskih apikalnih celic (Yang et al.
2000). Vendar pa so Titov et al. (1996) v svoji Studiji pokazali, da ima PbCl, statisticno
znacilen negativen vpliv na rast korenin. Testirali so vpliv koncentracij v rangu od 0 do 1000
mg/mL, pri Cemer so vse zavirale rast, najbolj inhibitorno pa je delovala koncentracija 1000
mg/mL.

Prav tako tudi razlike v dolzini poganjkov niso statisticno znacilne. V povprecju so bili
najman;j$i poganjki pri koncentraciji 1 ng/mL PbCly, temu sledi kontrola. Razlike med 10 in
100 pg/mL so minimalne, vendar so v povprecju poganjki nekoliko vecji pri 10 pg/mL.
Rezultati kaZzejo, da ima manjSa koncentracija (1 pg/mL PbCIy) inhibitoren u¢inek na rast
poganjkov v primerjavi s kontrolo, medtem ko imata ve¢ji koncentraciji (10 in 100 pg/mL)
spodbuden uc¢inek. Podobnega ucinka s povecevanjem koncentracij nismo zaznali pri dolzini
korenin.

Nasi rezultati ne kazejo bistvenih razlik med vplivom PbClI, na dolzino poganjkov in korenin.
Titov et al. (1996) pa so uspeli dokazali, da je vpliv svinca na rast korenin vecji kot na rast
poganjkov, kar je smiselno, saj se svin¢evi ioni iz prsti oziroma vode absorbirajo preko korenin,
njihov prehod do visjih delov rastline pa je do neke mere omejen z obrambnimi mehanizmi
rastlin.

Na samo rast in posledicno dolzino korenin ter poganjkov bi lahko vplivala tudi postavitev
semen. Nekatera semena so bila namre¢ na ¢rno povrsino poloZena tako, da je del semena z
zasnovo za korenine gledal navzgor namesto navzdol (Slika3). To sicer ne vpliva na smer rasti
korenin in poganjkov, vendar pa morajo ti za doseganje pravilne orientacije zrasti Se za dolzino
stranice semena, Sele nato pa se lahko razrasc¢ajo.
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Ker je sta sveza in suha masa povezani z rastjo in dolzino korenin in poganjkov, nas ne
preseneca, da tudi pri teh meritvah ni prislo do bistvenih razlik med razli¢nimi koncentracijami
PbCls.

Rezultati meritev vsebnosti klorofila a in b ter karotenoidov kazejo, da koncentracija 1 ug/mL
PbCl, deluje nekoliko inhibitorno na sintezo vseh pigmentov v primerjavi s kontrolo, medtem
ko sta koncentraciji 10 in 100 pg/mL PbCl> delovali rahlo spodbudno. Karotenoidi imajo poleg
delovanja v fotosistemih v rastlini tudi vlogo antioksidantov. Ob stresu se pove¢a koncentracija
prostih kisikovih radikalov, ki celicam Skodijo, zato se rastlina s poveanim izraZanjem
karotenoidov zasciti (de Pascale et al. 2001; Huchzermeyer & Koyro 2005). A so Arshad et al.
(2017) prisli do drugaénih zakljuckov. Je€men so izpostavili 100 in 200 uM PbSOg, pri Cemer
so ugotovili, da so poganjki kontrolnih semen vsebovali ve¢je koli¢ine klorofila a in b kot
poganjki semen, izpostavljenih PbSOs. Pri tem je bilo najmanj pigmentov prisotnih pri
poganjkih, izpostavljeninh PbSO4 s koncentracijo 200 pM.

Verjetno je razlog za ne reprezentativne in z literaturo neskladne rezultate nizka dostopnost
svinéevih ionov za rastline. PbCly v vodi tvori Pb?* in CI- ione, ki so rastlini dobro dostopni.
Vendar pa v poskusu nismo uporabili le vode, ampak Hoaglandovo raztopino, ki poleg
razli¢nih hranilnih snovi vsebuje tudi KH2PO4. Ta v raztopini tvori H.PO4 ione, ki reagirajo
s svin¢evimi ioni v naslednji reakciji:
5Pb?* + HoPO4 + CI- = Pbs(PO4)3Clis) + 6H*

Nastane svinCev klorofosfat, ki v vodni raztopini pri sobni temperaturi ni dobro topen.
Posledi¢no tako vezan svinec za rastlino ni dostopen (Miretzky and Fernandez-Cirelli, 2017).
Sklepamo, da rastline tretirane s svinc¢evim kloridom niso privzele dovolj svin¢evih ionov, da
bi se kazal vpliv na njihovo rast.

Poleg tega je lahko razlog za drugacne rezultate od omenjenih Studij tudi razliCen Cas rasti in
razli¢ne koncentracije svinéevih ionov. Arshad et al. (2017) so rastline gojili 58 dni, mi pa le 7
dni. Ce bi bile rastline veéje bi lahko poleg pigmentov tudi samo dolZino in maso natanénejse
izmerili. Poleg tega smo dolzine merili na samo 0,5cm natan¢no, kar se pri majhnih dolzinah
lahko odraZa v velikih napakah. Ni pa nujno, da je to edini razlog za drugacne rezultate. Sorte
testiranega jeCmena pri raziskavah Arshad et al. (2017) ter Titov et al. (1996) niso bile enake
kot naSa. Te sorte so morda bolj obcutljive na svinec in so zato kazale statisticno znacilne
rezultate.

Zakljucki

Rezultati so pokazali, da izbrane koncentracije svinevega klorida nimajo statisti¢no
znadilnega vpliva na kaljivost semen, dolZino poganjkov in korenin ter na svezo in suho maso,
kar je ovrglo naso prvotno hipotezo. Neskladnost rezultatov s hipotezo je bila prisotna tudi
merjenju fotosinteznih pigmentov. Razlike pri vseh meritvah med semeni, izpostavljenimi
razliénim koncentracijam svincevega klorida, so majhne, zato ne moremo trditi, da imajo
razlicne koncentracije svincevega klorida inhibitorni ali spodbujevalni u¢inek na merjene
lastnosti je¢mena. Za bolj informativne rezultate bi bilo potrebno poskus ponoviti, tokrat z
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vodno raztopino brez fosfatnih hranil, z ve¢jim Stevilom semen razli¢nih sort, daljSo dobo rasti
in vecjim razponom oziroma vi§jo maksimalno koncentracijo svinevega klorida.
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VPLIV TITANOVEGA DIOKSIDA (TiO2) NA RAST
JECMENA

Avtorji: Bor Bokalj, Amadej Jelenci¢, Alenka Novak, Nika Zabret

Izvleéek

Namen dela je bil preveriti vpliv nanodelcev TiO2 na rast jeCmena in koncentracijo
fotosinteznih pigmentov v poganjkih je¢mena. Pri¢akujemo, da bo dodatek nanodelcev TiO2 v
hranilno raztopino med kalitvijo semen negativnho vplival na rast je¢mena in znizal
koncentracijo pigmentov v poganjkih. Kalice je¢cmena smo 7 dni gojili v rastni komori ob
prisotnosti hranilne raztopine in nanodelcev TiO2. Lo¢ili smo poganjke od korenin ter jih
stehtali in posusili. 1z poganjkov smo z acetonom ekstrahirali fotosintezne pigmente in
spektrofotometricno dolocili absorbanco iz katere smo preracunali koncentracije klorofila a in
b ter karotenoidov. Dodatek nanodelcev TiO: je imel znacilen vpliv na svezo maso korenin
jeCmena, povisale so se koncentracije klorofila a in b, na ostale opazovane parametre pa ni bilo
vpliva. V nasi raziskavi smo pokazali, da nanodelci TiO2 nimajo negativnega vpliva na rast
jeCmena.

Kljuéne besede: je¢men, seme, titanov dioksid, kalitev, rast in razvoj, rastline

Uvod

Titanov dioksid (TiO2) je zaradi svojih lastnosti (bela barva, motnost in kemi¢na inertnost) v
industriji pogosto uporabljen kot pigment v proizvodih, kot so razne barve, papir, plastika ipd.
Uporablja se tudi v kozmeti¢ni industriji kot komponenta v son¢nih kremah in zobnih pastah.
Za ta namen se porabi vecina svetovno dostopnega titana. TiO2 se ne da reciklirati, saj je v
kon¢ni produkt vkljucen na tak nacin, da ga s trenutno tehnologijo ne moremo lociti od njega.
TiO2 je nac¢eloma neskodljiv za zdravje ljudi, obstaja pa moZnost, da so nanodelci strupeni za
nekatere vrste vodnih in kopenskih organizmov. V okolje se spros¢a vedno ve¢ nanodelcev
TiOy, zaradi izpustov odpadkov iz industrije ter uporabe tehnologije nanodelcev v kmetijstvu
za gnojenje in pesticide. Vpliv nanodelcev na okolje zaenkrat Se ni dobro raziskan, v
prihodnosti se lahko pokaze $kodljivost nabiranja nanodelcev TiO2 v okolju (Woodruff in sod.,
2017). V dosedanjih Studijah so zabelezili razli¢ne vplive nanodelcev TiO2 na rastline, od
spodbujanja rasti korenin in poganjkov ter povecanega delovanja antioksidativnih encimov
(Abdel Latef in sod., 2018; Gohari in sod., 2020) do zaviranja rasti korenin in poganjkov ter
znizanja koncentracije fotosinteznih pigmentov (Dogaroglu in Kéleli, 2017).

Je¢men (Hordeum vulgare) je zito iz skupine Poaceae (trave). Za rizem, pSenico in koruzo je
zito s Cetrtim najvecjim pridelkom na svetu. Je enoletnica s pokoncnim steblom in malo listi.
Najve¢ se uporablja za Zivalsko krmo in pridelavo piva, prisoten pa je tudi v ¢loveski prehrani
in medicinskih izdelkih (Encyclopadia Britannica 2020). Zaradi lastnosti, kot so diploidnost,
majhno Stevilo kromosomov, velikost rastlin, enostavnost krizanja in moZnost gojenja v
razli¢nih podnebnih pogojih predstavlja je¢men odli¢no rastlinsko vrsto za genetske in druge
raziskave (Saisho in Takeda 2011).
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Namen naSega eksperimenta je bil podrobneje dolo¢iti okoljski u¢inek nanodelcev TiO; ter
njihov vpliv na rast in razvoj rastlin. Preizkusili smo uéinek dodatka razlicnih koncentracij
nanodelcev TiO2 semenom je¢mena in odkrivali vplive na rast poganjkov in korenin ter
vsebnost rastlinskih pigmentov. S pomocjo spektrofotometrije smo izmerili koncentracije
klorofila a in b ter karotenoidov v 7 dni starih poganjkih jeémena. Predpostavili smo naslednji
hipotezi: (i) dodatek nanodelcev TiO2 k semenom je¢mena bo upocasnil rast poganjkov in
korenin in (ii) z vis$anjem koncentracije nanodelcev TiO2 se bo nizala koncentracija klorofila a
in b ter karotenoidov v poganjkih je¢mena.

Metode in materiali

V Hoaglandovi hranilni raztopini smo pripravili zaloZne raztopine nanodelcev TiO2 s
koncentracijami 1, 10 in 100 pg L™ Za kontrolo smo uporabili Hoaglandovo hranilno
raztopino. Pripravili smo vertikalne kalilnike, v spodnjo polovico smo polozili plast pene,
¢eznjo filter papir in list papirja ¢rne barve za lazje opazovanje rasti korenin. Na sredino
kalilnika smo s pomocjo lepilnega traku v vrsto razporedili 10 semen je¢mena, plast pene pa
nasicili z ustrezno predhodno pripravljeno raztopino nanodelcev TiO». Kalilnike smo postavili
v rastno komoro s stalnimi pogoji 23 °C, 60 % vlago in 16/8 urno fotoperiodo. Po sedmih dneh
smo zakljucili kalitev semen iz kalilnika in lo¢ili poganjke od korenin. Izmerili smo njihove
dolzine in doloc¢ili svezo maso. Nato smo korenine in poganjke susSili
24 h pri 105 °C ter dolocili Se suho maso. Poganjke smo homogenizirali v terilnici in
ekstrahirali rastlinske pigmente v 5 mL 80 % acetona. Meja detekcije fotosinteznih pigmentov
je >15 mg suhe mase, zato smo po potrebi vzorce istih koncentracij zdruzili. Vzorce smo ez
no¢ shranili v hladilniku, naslednji dan smo premesali in centrifugirali, da so se posedli vecji
delci, nato pa spektrofotometricno dolocili absorbanco pri valovnih dolzinah 664, 647 in 470
nm. Koncentracijo pigmentov smo dolocCili po Monni s sod. 2001. Pridobljene rezultate smo
statisticno obdelali v programu R. Primerjali smo povprecja parametrov med razlicnimi
koncentracijami nanodelcev TiO; z analizo variance (ANOVA). Parametre, ki so imeli
statisticno razlicna povprec¢ja med razlicnimi obravnavami, smo dodatno analizirali z
Duncanovim post hoc testom pri p<0,05.

Rezultati

Statisti¢na analiza je pokazala, da dodatek testiranih koncentracij nanodelcev TiO2 na
parametre rasti jemena ni imel statisticno znacilnega vpliva. Rezultati meritev dolZine
poganjkov in korenin, njihove sveze in suhe mase so kljub dodatku nanodelcev TiO> ostali
primerljivi s kontrolnimi vrednostmi. Do statisti¢no znacilne razlike je priSlo le pri meritvah
sveze mase korenin je¢mena (slika 1), kjer so se mase korenin kalic, zrastlih iz semen
namocenih v raztopine nanodelcev TiO2 s koncentracijama 1 in 10 ug L?, zmanjsale, pri
koncentraciji 100 pug L™ pa povedale v primerjavi s kontrolo.

Meritve absorbance iz posuSenih poganjkov ekstrahiranih fotosinteznih pigmentov klorofila a
in b ter karotenoidov smo statisticno analizirali. Analiza je pokazala, da se koncentracija tako
klorofila a (slika 2a) kot klorofila b (slika 2b) statisticno povisa pri poganjkih iz semen, ki so
bila namo&ena v raztopino nanodelcev TiO- s koncentracijo 1 in 10 pg L2, pri koncentraciji 10
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ng L7 pa je koncentracija klorofilov a in b primerljiva s kontrolo. Dodatek nanodelcev TiO2 v
raztopino za kalitev semen jeCmena ni imel statisticno znacilnega vpliva na koncentracijo
karotenoidov v poganjkih.
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Slika 1: Sveza masa korenin jemena iz semen namocenih v hranilno raztopino (K) ter hranilno
raztopino z dodatkom razli¢nih koncentracij nanodelcev TiO,. Prikazane so popre¢ne vrednosti +
standardna napaka (n=10). Med podatki ozna¢enimi z enako ¢rko ni statistiéno znacilne razlike na
podlagi analize s Duncanovim post hoc testom pri p<0,05.
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Slika 2: Koncentracija klorofila a (a) in klorofila b (b) v poganjkih je¢mena iz semen namocenih v
hranljivo raztopino (K) ter hranilno raztopino z dodatkom razli¢nih koncentracij nanodelcev TiOx.
Prikazane so poprecne vrednosti + standardna napaka (n=4). Med podatki oznacenimi z enako ¢rko ni
Statisti¢no znacilne razlike na podlagi analize s Duncanovim post hoc testom pri p<0,05.
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Razprava

Poganjke in korenine, ki so zrastli iz semen jeCmena, ki so kalila v kalilnikih ob dodatku
Hoaglandove hranilne raztopine in nanodelcev TiOz (1, 10 in 100 pug L), smo stehtali, izmerili
dolZino ter odcitali koncentracijo fotosinteznih pigmentov. Rezultati meritev dolZine
poganjkov in korenin niso pokazali statisticno znacilnih razlik med kontrolo in dodatkom TiO».
Tudi na svezo in suho maso korenin in poganjkov dodatek TiO2 ni imel statisti¢no znacilnega
vpliva, razen pri svezi masi korenin, ki se je v primerjavi s kontrolo znizala pri 1 ug L™ in 10
ug L, nato pa povecala pri koncentraciji 100 pg L™ nanodelcev TiO-. Podobne rezultate so
zabeleZili Ze v predhodnih Studijah fitotoksi¢nosti TiO2 pri je¢menu, Ceprav so uporabili
koncentracije TiO2 do 1000 mg L™ (Dogaroglu in Kéleli, 2017; Kofenkova in sod, 2017).
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Vredno je omeniti, da se nanodelci pri dovolj velikih koncentracijah zaénejo zdruzevati v
aglomerate, kar lahko vpliva na njihovo delovanje (Cox in sod., 2017). To lahko pojasni velike
razlike v nekaterih znacilnostih, ki se zgodijo pri vec¢jih koncentracijah. Ta pojav lahko na
primer razlozi zmanjsanje genotoksi¢nosti pri vecjih koncentracijah TiO2 v ¢lanku Ghosh in
sod. (2010) in povecanje sveze mase korenin pri najvisji koncentraciji v naSem eksperimentu
v primerjavi z nizjimi. Vsekakor je aglomeracija pojav, na katerega bodo morali biti
raziskovalci Se posebej pozorni v nadaljnjih studijah na tem podrocju.

Meritev fotosinteznih pigmentov je pogosta metoda za merjenje stresa in strupenosti pri
rastlinah, zato smo izmerili koncentracijo klorofila a in b ter karotenoidov v poganjkih je¢mena.
Koncentraciji klorofila a in b sta se pri dodatku 1 pg L in 10 pg L™ nanodelcev TiO povisali
skoraj dvakrat, pri koncentraciji 10 ug L™ nanodelcev TiO, pa ni bilo statistiéno znacilne
razlike v primerjavi s kontrolo. Nihanje vrednosti koncentracije klorofila je lahko posledica
neustrezne priprave raztopin nanodelcev TiOa, kjer je lahko priSlo do zdruzevanja delcev v
veCje agregate, ki so izniCili u€inek TiO2 na fotosintezno aktivnost poganjkov jeCmena. V
primeru, da bi bil TiO; fitotoksi¢en, bi morale koncentracije klorofila padati, kar sta s $tudijo
pokazala Dogaroglu in Koleli (2017), kjer so opazili trend nizanja vrednosti klorofila z
vi$anjem koncentracije TiO, do 80 mg L™, vendar je pri nekaterih vmesnih koncentracijah TiO;
koncentracija klorofila ostala primerljiva s kontrolo. Pri §tudiji Kofenkova in sod. (2017) pa
dodatek TiO, v koncentracijah do 1000 mg L™ ni imel statisti¢no znacilnega vpliva na
koncentracijo klorofila. Rezultati nase raziskave so pokazali, da na koncentracijo karotenoidov
dodatek nanodelcev TiO2 v preucevanih koncentracijah ni imel statisticno znacilnega vpliva.
Za natan¢nejSe ugotavljanje ucinkov TiO2 na vsebnost rastlinskih pigmentov bi morali
uporabiti vecje Stevilo rastlin in vi§je koncentracije TiO2, saj v literaturi navajajo koncentracije
TiO2 v zemlji do 500 mg kg* (Simonin in sod., 2017).

Zakljucki

Po primerjavi dodatka razli¢nih koncentracij nanodelcev TiO2 v hranilno raztopino za kalitev
semen je¢mena in kontrole lahko ovrzemo naso prvo hipotezo, da bo dodatek nanodelcev TiO>
upocasnil rast poganjkov in korenin je¢mena. Statisti¢no znacilen vpliv so imeli nanodelci TiO2
le na svezo maso korenin, ki se je pri nizkih koncentracijah zmanjsala, pri najvisji koncentraciji
nanodelcev pa se je povecala v primerjavi s kontrolo. Pri dolzini poganjkov in korenin ter
njihovi suhi masi ni bilo zaznati statistiéno znacilnih razlik. Tudi hipotezo, da bo viSanje
koncentracije nanodelcev TiO2 znizalo koncentracijo klorofila a in b ter karotenoidov lahko
ovrzemo, saj se je koncentracija klorofila a in b v poganjkih v nasprotju s pri¢akovanji skoraj
dvakrat povisala v primerjavi s kontrolo, na koncentracijo karotenoidov pa nanodelci niso imeli
statisticno znacCilnega vpliva. Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko zakljuc¢imo, da
namakanje semen je¢mena v raztopini TiO2 nima negativnih vplivov na kaljivost, rast ali razvoj
je¢mena. Menimo, da bi bile potrebne nadaljnje raziskave na vecjem Stevilu semen z visjimi
koncentracijami TiO> ter na razli¢nih rastlinskih vrstah, da bi lahko podrobneje preucili vpliv
nanodelcev na okolje.
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VPLIV UMETNEGA GNOJILA NA RAST JECMENA

Avtorji: Tihomir Anzur, Eva Koplan, Mojca Skrbinek, Rebeka Udvanc

Izvleéek

Namen raziskave je bil preuc¢evanje u¢inka umetnega gnojila na fizioloske in rastne parametre
je¢mena. Semena jeCmena smo v kalilnikih izpostavili razlicnim koncentracijam gnojila. Vpliv
koncentracij gnojila smo preverjali z merjenjem dolZine poganjkov in korenin, njithovo svezo
in suho maso ter vsebnostjo klorofila v poganjkih. Ugotovili smo, da izbrane koncentracije
gnojil v primerjavi s kontrolo niso vplivale na dolZino poganjkov in korenin ter na njithove
mase. Prav tako nismo dobili opaznih statisti¢nih razlik rezultatov pri vsebnosti klorofila a, b
in karotenoidov.

Kljuéne besede: je¢men, seme, umetno gnojilo, kalitev, rast in razvoj, rastline

Uvod

Eden izmed globalnih problemov je prekomerna uporaba gnojil, bogatih s fosforjem, kalijem
in dusikom. Ti elementi so sestavni deli mikro- in makrohranil, snovi, ki rastlinam omogocajo
rast, v primeru prekomerne uporabe pa povzrocijo prevelik razrast mikroorganizmov in
evtrofikacije v stojecih ali pocasi tekoc¢ih vodnih teles. Tako lahko pride do cvetenja vode o0z.
namnoZevanja cianobakterij, ki prerastejo povrSino vodnega telesa, ez Cas pa zacnejo hitro
odmirati. Takrat pri¢nejo saprofitske bakterije mrtvo maso razgrajevati, pri tem pa intenzivno
porabljajo kisik. Tekom razrasti cianobakterij in njihove razgradnje nastajajo tudi Skodljivi
metaboliti, ki pa onemogocajo rast drugih organizmov, vodni ekosistemi pa se Se dodatno
zastrupijo (Heisler in sod., 2008; Moss, 2008).

Omenjeni procesi lahko predstavljajo problem tudi pri delovanju rastlinskih ¢istilnih naprav,
saj se le-te zanaSajo na pravilno delovanje mikrobov in rastlin. Glavni delez ¢i§¢enja prispevajo
aerobne in anaerobne bakterije z adsorpcijo, mineralizacijo ter aerobno in anaerobno
razgradnjo, manjsi del pa rastline z vezavo mineralnih snovi (npr. fosfatov, nitratov) ter mnogih
strupenih snovi v rastlinska tkiva (Individualna RCN postavitev — Strukturni skladi EU v
Sloveniji - EU Structural funds and Cohesion Fund in Slovenia).

Namen na$e naloge je bil raziskati, kako gnojilo vpliva na modelno rastlino - je¢men. Ta je
dokaj obcutljiv na onesnaZzila in se ne uporablja kot del rastlinskih Cistilnih naprav, vseeno pa
lahko sluzi kot modelna rastlina za testiranje, kako lahko nanj vpliva koli¢ina gnojil, ki se
pojavljajo v odpadni vodi.

Predpostavili smo, da bo gnojilo vplivalo na rastne faktorje in fizioloske parametre je¢mena

ter, da bo pri najvecji koncentraciji gnojila rast poganjkov in korenin najvecja, pri najmanjsi
pa ne bo sprememb v primerjavi s kontrolo.
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Metode in materiali

Za modelno rastlino smo izbrali je¢men (Hordeum vulgare) in naredili 4 poskuse kaljivosti.
Prvi poskus je predstavljal kontrolo, kjer smo uporabili hranilno raztopino, ostali trije pa
hranilno raztopino z razli¢nimi koncentracijami umetnega gnojila 100 ug/ml; 10 ug/ml in 1
ug/ml.

Raztopine

a) Za kontrolo smo uporabili hranilno raztopino - 100 ml poloviéne Hoaglandove
raztopine, ki vsebuje mineralna hranila in omogoca optimalno rast je¢mena.

b) Razli¢ne koncentracije u¢inkovin - najprej smo pripravili zalozno raztopino tako, da
smo v 100 ml hranilne raztopine odpipetirali 100 pl gnojila in dobro premesali
(koncentracija gnojila v raztopini je bila 100 pg/ml). Nato smo od zaloZne raztopine
odpipetirali 10 ml in jo zmesali z 90 ml hranilne raztopine, premesali in tako dobili 10X
redCitev (koncentracija gnojila v raztopini je bila 10 pg/ml). Tudi od tu smo odvzeli 10
ml in jo dodali k 90 ml hranilne raztopine, premesali in tako dobili 100x red¢itev
(koncentracija gnojila v raztopini je bila 1 ug/ml).

Vzeli smo 4 kalilnike s peno in ¢rnim papirjem, ki smo ju dobro omo¢ili s pripravljenimi
tekoCinami in pri tem pazili, da je bilo tekocine toliko, da Se ni odtekala. V vsak kalilnik smo
vstavili po 10 semen. Kalilnike smo inkubirali v rastni komori pri 23°C in 16 urni fotoperiodi
naslednjih 7 dni, vimes pa smo merili dolZzine korenin in poganjkov ter po potrebi zalivali.

Po 7 dneh smo poskus podrli in z ravnilom izmerili dolZino korenin in poganjkov. Korenine in
poganjke smo nato loc¢ili od semena, jih po dva skupaj stehtali in jim tako dolocili sveZzo maso.
Iz vsakega poskusa smo torej dobili rezultate posebej za korenine in poganjke v obliki petih
vrednosti.

Korenine smo nato suSili 24 ur v dehidratorju pri temperaturi 105°C. Poganjke pa smo
liofilizirali 48 ur na - 90°C in v vakuumu (0,001 mbar). Tako smo dolo¢ili $e suho maso
poganjkov in korenin.

Za dolocanje klorofila v poganjkih, smo le-tega izolirali z meckanjem poganjkov v terilnici z
acetonom do homogene zmesi. Vsak vzorec s konénim volumnom 5 ml smo shranili v lo¢enih
epruvetah ter jih dobro premesSali na vorteksu. Ekstrakcija klorofila je potekala 24 ur pri
temperaturi 4°C.

Naslednji dan smo preverili, ali imajo vsi vzorci koncni volumen 5 ml in v primerih niZjega
volumna dolili aceton. VVzorce smo nato centrifugirali 5 minut pri 2000 obratih na minuto.
aceton, v primeru, da je aceton izhlapel, dolili do 5 ml, vorteksirali ter centrifugirali vse vzorce.
Nato smo s fotospektrometrom izmerili absorbance pri valovnih dolzinah: 664 nm, 647 nm in
470 nm za dolocanje vsebnosti barvil.

Dobljene podatke smo nato statisticno obdelali v programu Excel ter s statisticnim orodjem
XLSTAT izvedli analizo variance (ANOVA). Primerjali smo povprecja parametrov med zrni,
tretiranimi z razli¢nimi raztopinami gnojil.
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Rezultati

Semena je¢mena so v kalilniku po sedmih dneh skalila in pognala poganjke ter korenine.

Slika 1: Sedem dni stare rastline v kalilniku. Kontrola je bila omocena s hranilno raztopino, ostali trije
pa hranilno raztopino z razlicnimi koncentracijami umetnega gnojila 100 ug/ml (1-kratna red¢itev); 10
ug/ml (10-kratna red¢itev) in 1 ug/ml (100-kratna red¢itev).

Na Sliki 1 je razvidno, da je z izjemo poskusa, kjer smo preverjali 10-kratno red¢itev gnojila
(koncentracija 10 ug/ml), skalilo vseh deset semen, pri omenjeni red¢itvi pa devet. Nekaljivost
ni posledica tretiranja z raztopino, morda je bilo seme poskodovano.

Rastlinam smo najprej izmerili dolzino poganjkov in korenin ter opazili, da se le-te med
poskusi zelo malo razlikujejo (Slika 2).
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Slika 2: Vrsti¢ni diagram prikazuje dolzino poganjkov in korenin v centimetrih po tretiranju s hranilno
raztopino (kontrola) oziroma razlicnimi koncentracijami gnojil.
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Korenine in poganjke smo nato lo¢ili od semena, jih po dva skupaj stehtali in jim tako dolo¢ili
svezo maso (Slika 3).
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Slika 3: Vrsti¢ni diagram prikazuje povpreéno mokro maso enega poganjka oziroma korenine po
tretiranju z razli¢nimi raztopinami.

Korenine smo nato susili v dehidratorju, poganjke liofilizirali ter dolo¢ili Se njihovo suho maso
(Slika 4).
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Slika 4: Vrstiéni diagram prikazuje povpre¢no suho maso enega poganjka oziroma korenine po
tretiranju z razli¢nimi raztopinami.

Pri statisti¢ni analizi sveZe in suhe mase korenin in poganjkov so rezultati pokazali, da ni prislo
do statisti¢no znacilne razlike med kontrolo in ostalimi poskusi. Prav tako ni bilo opaznih
statisticnih razlik v vsebnosti klorofila a, b in karotenoidov. Dobljene vrednosti p so bile mnogo
vecje od Zelene (p<0,05), ki jo potrebujemo za izvedbo Duncanovega post hoc testa. Program
za analizo je na podlagi dobljenega rezultata vse meritve uvrstil v enako skupino, saj med njimi
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ni ugotovil razlike. 1z istih razlogov ni bilo mozno dolo¢iti niti EC50, koncentracije, ki izzove
ucinek, enak polovici maksimalnega ucinka.

Razprava

Po analizi rezultatov smo ugotovili, da tretiranje rastlin z razli¢cnimi koncentracijami gnojil pri
nobeni od koncentracij ni vplivalo na dolzino korenin in vi§ino poganjkov, prav tako se ni
spremenila njthova masa. Analiza meritev sveZe mase korenin in poganjkov nam ni pokazala
statisticno znacilnih razlik med tretiranimi rastlinami in kontrolo. Analiza suhe mase, izmerjene
po suSenju korenin in liofilizaciji poganjkov, prav tako ni pokazala statisti¢no znacilnih razlik
med rastlinami, tretiranimi z razlicnimi koncentracijami gnojila. Prav tako ni bilo opaznih
statisti¢nih razlik pri vsebnosti klorofila a, b in karotenoidov.

Koncentracija gnojila, ki jo priporoca proizvajalec, je 10 ml/l enkrat mese¢no. Ob
predpostavki, da je 1 mg = 1 ml gnojila, so bile naSe uporabljene koncentracije 1 ml/l, 10 ml/I
in 100 ml/l. Najvi§ja uporabljena koncentracija je 10-krat vi§ja od koncentracije, priporocene
s strani proizvajalca, vpliva na rast je¢mena pa vseeno nismo zaznali. Razlog za to je lahko
dejstvo, da ko seme Kali, le to vsebuje potrebne hranilne snovi za prvi teden zivljenja, dokler
ne razvije pravih listov, zaCne fotosintetizirati ter dokler ne razvije koreninskega sistema ter
zacne Crpati hranilnih snovi iz tal.

Rezultati se ujemajo z odkritji raziskave Alama in Haidera (2006), ki sta z merjenjem skupne
suhe mase poganjkov jeCmena, tretiranimi z razli¢nimi koncentracijami gnojila, ugotovila, da
dane koncentracije ne vplivajo na rast rastlin v zgodnjih fazah, do razlik pa je prislo v kasnejSih
fazah. Za preucevanje u¢inka gnojila na rast jeCmena bi morali zato podaljsati trajanje poskusa
in opazovati vpliv gnojila skozi daljSe ¢asovno obdobje, saj bi lahko do vpliva gnojila na rast
jeCmena prislo Sele po dolo¢enem cCasu izpostavljenosti doloceni koncentraciji gnojila. Lahko
bi preverili tudi, kako se rastlina odzove na razli¢ne koncentracije gnojila v posameznih
ontogeneznih fazah (embriogeneza, juvenilna faza, odrasla vegetativna faza, reproduktivna
faza).

Drugi razlog, da v ¢asu trajanja poskusa ni prislo do opaznih vplivov na fizioloske in rastne
parametre je¢mena, pa je lahko tudi to, da so rastline rasle v hranilni raztopini, ki je ocitno
pokrila vse potrebe mladih rastlin po hranilih, zato vpliva gnojila ni bilo izrazenega. Tudi sama
regulacija transporterjev za mineralna hranila je pogojena s tkivno koncentracijo dolo¢enih
elementov — ¢e jih je v tkivih dovolj, ni signala za ekspresijo dodatnih transporterjev na
membranah, zato tudi privzem ostane na neki nizki ravni in rast ostane optimalna pri vseh
koncentracijah, kot se je verjetno zgodilo tudi v nasem primeru. Ce bi prislo do pomanjkanja
nekega elementa, bi priSlo do signala za ekspresijo proteinov tistega doloCenega transporterja,
posledi¢no bi jih rastlina na membrani naredila ve¢ in zacela ve¢ privzemati, s tem bi se
spremenila tudi rast. Zato bi bilo morda smiselno preveriti, kak$na bi bila rast je¢mena v
raztopinah razli¢nih koncentracij gnojila v vodi, namesto v hranilni raztopini.
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Zakljucki

V raziskavi smo preverili vpliv koncentracij umetnega gnojila na kaljivost semen in na rast
poganjkov ter korenin je¢mena. Za natan¢nejSo doloCanje vpliva gnojila na fizioloske
parametre smo izmerili Se vsebnost rastlinskih barvil v poganjkih. Statisticna obdelava
podatkov je pokazala, da tretiranje z gnojilom signifikantno ne vpliva na kalitev in zgodnji
razvoj rastlin jeémena, ceprav smo zaznali manjsa odstopanja v absolutnih vrednostih meritev.
Da bi dobili statisticno bolj podprte podatke, bi za nadaljnje poskuse uporabili vecje Stevilo
vzorcev in izvedli ve¢ vzporednih poskusov ter tako zagotovili potrebne bioloSke in tehnicne
ponovitve.
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