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Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, kako nanodelci titanovega dioksida (TiO,) in bakrovega
oksida (CuO) vplivajo na morfolosko in fiziolosko stanje lece. Rastlino smo gojili v mediju z
razliéno koncentracijo nanodelcev in makrodelcev TiO, in CuO (0, 0,1, 1, 10, 100 in 1000 mg/l).
Med sedemdnevnim testom smo opazovali razlicne parametre, kot so Stevilo ¢lenkov, Stevilo
kolonij, Stevilo ¢lenkov na kolonijo, barvo ¢lenkov, dolzino najdaljSe korenine v koloniji, delez
kloroz in nekroz. Ocenjevali smo tudi prisotnost alg v gojis¢u. Poskus smo ponovili dvakrat, v treh
paralelkah. Ob koncu poskusa smo izmerili potencialno fotokemi¢no ucinkovitost inaktivnost
encimov CAT, A-POD, G-POD in GR. Ugotovili smo, da so imeli nanodelci in makrodelci
posamezne snovi podoben ucinek na leco, ucinek delcev CuO pa je bil bolj negativen od delcev
TiO,. Ugotovili smo, da so imele leCe, ki so uspevale v prisotnosti delcev TiO,, po koncu poskusa
primerljivo $tevilo ¢lenkov, kolonij, barvo, dolzino korenine kot tiste, ki so uspevale brez TiO».
Leca, ki je uspevala v gojis¢u z dodanimi nano- in makrodelci CuO, je imela ze pri koncentraciji 1
uM vidne poskodbe. Rast je bila ustavljena, ¢lenki so Zze drugi dan opazno rumeneli, koreninice so
ucinkovitosti je pokazalo, da ima bakrov oksid vecji negativni ucinek na leco kot titanov dioksid.
Razlika je bila tudi med velikostjo bakrovih delcev. Leca, ki je uspevala v gojis¢u z dodanimi
nanodelci CuO, je imela nizje vrednosti fotokemic¢ne ucinkovitosti kot tista, ki je uspevala v
prisotnosti makrodelcev CuO. Razlike v encimski dinamiki v odvisnosti od vrste delcev smo odkrili
pri encimih A-POD in G-POD. Pri le¢i, ki je bila tretirana z delci TiO,, je specifi¢na encimska
aktivnost (SEA) A-POD z nara$¢ajoto koncentracijo delcev padala. V poskusu, kjer smo leco
izpostavili delcem CuO, so vrednosti SEA A-POD naras¢ale. Delci TiO, na encim G-POD niso
vplivali, saj so vrednosti SEA nespecificno nihale, medtem ko so pri lec¢i, tretirani z delci CuO,
narascale. SEA encimov CAT in GR sta padali tako pri leéi, izpostavljeni TiO, kot CuO. Iz nasih
rezultatov tako lahko zaklju¢imo, da so imeli nano in makrodelci CuO vecji negativen vpliv na L.
Minor kot delci TiO,.
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The aim of this thesis was to ascertain how nanoparticles of the titanium dioxide (TiO,) and copper
oxide (CuO) influence the morphological and physiological condition of common duckweed (Lemna
minor) plants. First we cultivated the plant in medium with different concentrations of nanoparticles
and ultrafine particles TiO,and CuO (0, 0,1, 1, 10, 100 and 1000 mg/l). During the seven day test
we were monitoring different parameters such as number of fronds, number of colonies, number of
frondsper colony, the color of fronds, the length of the longest root in the colony,the proportion of
chlorosis and necrosis. We also evaluated the presence of algae in the growth medium. We repeated
the experiment twice, in three parallels. At the end of the experiment we measured the potential
photochemical efficiency and the activity of CAT, A-POD, G-POD and GR enzymes. We
established that the nanoparticles and ultrafine particles in the individual substance, affected the
duckweed in a similar way, but the CuO effect was more negative than the effect of TiO, particles.
We also found out that the duckweed growing in the presence of TiO, particles had at the end of the
experiment a comparable number of fronds, colonies, the color and the root length, as those which
grew without TiO,. The duckweed which grewin the medium with added nano- and ultrafine
particles CuO had visual lesions already at 1 uM concentration.The growth was stopped, the fronds
visibly yellowed by the second day and the roots fell off. There were no algae in the growth medium
with added CuO nanoparticles. The measurement of potential photochemical efficiency also showed,
that copper oxide has more pronounced negative effect on the duckweed than titanium dioxide.There
was also the difference between copper particles. The duckweed growing in the medium with added
nanoparticles CuO had lower value of photochemical efficiency from the one growing in the
presence of bigger CuO ultrafine particles. The differences in the enzyme dynamics were dependent
on the sort of particles in case ofA-POD and G-POD. In the duckweed which was treated with TiO,
particles, the SEA of the enzyme A-POD decreased with the increasing particle concentration, while
in the experiment in which duckweed was exposed to CuO particles, the values of SEA A-POD were
increasing. The TiO, particles didn’t affect the G-POD enzyme since the SEA values fluctuated
unspecifically, while in the duckweed treated withthe CuO particles they increased. The SEA of the
CAT and GR decreased in duckweed, exposed to TiO, as well as to CuO particles. From our results,
we can conclude that nano and macro particles CuO had more toxic impact on L. minor than TiO,
particles.
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CAT ob razli¢nih koncentracijah nanodelcev CuO v gojiscu

PRILOGA C 4: Specifi¢na encimska aktivnost (SEA) encimov G-POD, GR, A-POD in
CAT ob razli¢nih koncentracijah makrodelcev CuO v gojiscu.

PRILOGA D: Rezultati enosmernega testa ANOVA za vse opazovane parametre, razen
barve ¢lenkov
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ROS reaktivne Kisikove spojine
CAT katalaza

A-POD askorbat peroksidaza
G-POD guaiakol peroksidaza

GR glutation reduktaza

Cu baker

CuO bakrov oksid

CuSOq, bakrov sulfat

TiO; titanov dioksid

CdCl, kadmijev diklorid

ZnCl, cinkov diklorid

DNA deoksiribonukleinska kislina
SOD superoksid dismutaza

OH’ hidroksidni ion

O H’ hidroperoksidni radikal

o superoksidni anion

H,0, vodikov peroksid

MAPK mitogen-aktivirane proteinske kinaze
Fe**0, perferilni radikal

MDA malondialdehid

TBK tiobarbiturna kislina

SA salicilna kislina

GSH glutation

GSSH glutation disulfid

GS glutation sintetaza

MDHA monodehidroaskorbat

DHA dehidroaskorbat

EDTA etilen-diamin-tetraocetna kislina

KP pufer kalij fosfatni pufer
KH,PO, kalijev dihidrogen fosfat
K,HPO, dikalijev hidrogen fosfat

v-ECS y-glutamilcistein sintetaza

y-EC y-glutamilcistein

dH,O destilirana voda

DTNB 5,5-dithio-bis (2- nitrobenzojska kislina)
TNB 2-nitro-5-thiobenzojska kislina

SEA specificna encimska aktivnost



Pervanje M. Odziv male vodne le¢e (Lemna minor) na delce TiO, in CuO.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

1 UvOD

Od stalne naseljenosti prebivalstva ¢lovek onesnazuje okolje. Ko so predniki Se ziveli v
sozitju z naravo, je bilo onesnazevanja manj. S pojavom industrijske revolucije v 18.
stoletju pa je to postajal vedno vecji problem. S¢asoma so se ljudje bolj zavedali, kaksne
posledice ima lahko nepremisljeno onesnazevanje. Razvili so Cistilne naprave, uvedli
recikliranje, lo¢evanje odpadkov ipd.

Okoljske motnje ¢lovekovega ali naravnega izvora lahko pomenijo za organizem stres. V
stresnih razmerah se celicni metabolizem spremeni, med drugim nastanejo reaktivne
kisikove spojine (ROS), ki poskodujejo DNA, beljakovine in lipide. Zato jih celice
poskusajo odpraviti s pomoc¢jo antioksidativnih encimov ali drugih antioksidativnih snovi,
saj lahko v najslabsem primeru rastlina celo propade.

Stres se n arastlini lahko pokaze tudi na drugih nivojih, na primer morfoloske in fizioloSke
spremembe, kot so zmanj$ana fotokemi¢na uéinkovitost, poskodbe koreninskega sistema,
motnje pri privzemu vode in mineralov, ovenelost listov, pojav kloroz in nekroz. Vpliv
stresorjev v okolju raziskujemo in vrednotimo z bioindikatorji.

Z razvojem nanotehnologije se delci, manjsi od 100 nm, vse pogosteje uporabljajo tudi v
komercialne namene. Pojavili so se dvomi o varnosti nanodelcev, saj naj bi bili
citotoksi¢ni, povzrocali naj bi vnetja, oksidativni stres. Zaradi hitre Siritve uporabe in
razvoja nanodelcev, je razumevanje njihovih uc¢inkov na okolje in posamezna Ziva bitja
zelo pomembno. Le tako bomo lahko varno razvijali in uporabljali nanotehnologijo.

Zato smo v nasem delu Zeleli ugotoviti, kako delci dveh razli¢nih kovinskih oksidov v
nano in makro obliki, in sicer titanov dioksid in bakrov oksid, vplivajo na morfolosko in
fiziolosko stanje testnih rastlin, kar smo ugotavljali s spremembami tako na encimski,
fotokemi¢ni in morfoloski ravni, rasti in delovanja izpostavljenih rastlin. V nasih poskusih
smo kot testno rastlino uporabili malo vodno le¢o (Lemna minor), ki je zaradi svoje
enostavne zgradbe odliCen pokazatelj okoljskih razmer. Zanimalo nas je tudi, ¢e oblika
delcev vpliva na odgovor rastlin. Vecje delce smo poimenovali makrodelci, manjSe pa
nanodelci. Nanodelci so veliki v premeru do 100 nm, makrodelci pa so veé¢ji od njih in
zaradi tega imajo predpono makro-.
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Nase hipoteze so bile:

- Nanodelci bakrovega oksida bodo bolj skodljivi za malo vodno le¢o kot nanodelci
titanovega dioksida. Visja kot bo koncentracija bakrovega oksida v gojiscu, slabsa
bo rast leCe. Z viSanjem koncentracije titanovega dioksida v gojiScu se rast lece ne
bo zmanjsala. To predpostavljamo zaradi ze narejenih raziskav, ki so pokazale, da
so bakrove spojine bolj skodljive kot titanove.

- Pri rastlinah, tretiranih z nanodelci bakrovega oksida, bo rumenenje ¢lenkov vecje
kot pri rastlinah, ki bodo uspevale v prisotnosti nanodelcev titanovega dioksida.
Predpostavljamo, da boz vecanjem koncentracije nanodelcev rumenenje v obeh
primerih vecje.

- Leca, ki bo uspevala v prisotnosti nanodelcev titanovega dioksida, bo imela nizji
delez nekroz kot rastline, ki bodo rastle v prisotnosti nanodelcev bakrovega oksida.

- Specifi¢na encimska aktivnost antioksidativnih encimov CAT, A-POD, G-POD se
bo z veCanjem koncentracije delcev v mediju visala. Aktivnost bo visja v le¢i, ki bo
izpostavljena nanodelcem bakrovega oksida kot titanovega dioksida.

- Potencialna fotokemiéna ucinkovitost leCe, ki bo uspevala v prisotnosti nanodelcev
bakrovega oksida, se bo nizala z njihovo naras¢ajoco koncentracijo v gojis¢u. Prav
tako bo potencialna fotokemi¢na u¢inkovitost nizja kot v rastlinah, ki bodo rasle v
prisotnosti nanodelcev titanovega dioksida.

- Nanodelci titanovega dioksida in bakrovega oksida bodo v primerjavi z makrodelci
bolj zavirali rast, rumenenje clenkov lece bo hitrejSe, vecja bo aktivnost
antioksidativnih encimov. Tudi fotokemic¢na ucinkovitost leCe bo manjsa v
prisotnosti nanodelcev v primerjavi z makrodelci spojine.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 NANODELCI

Nanodelci niso nekaj novega; obstajajo vse od nastanka Zemlje. Nastajajo pri vulkanskih
izbruhih (iz aerosolov), gozdnih pozarih. Lahko nastanejo pod vplivom nekaterih
vremenskih pojavov, z mikrobno aktivnostjo, z nastankom jeder v super-nasi¢enih
raztopinah (Navarro in sod., 2008) ali kot stranski produkt preperevanja mineralov (Kahru
in sod., 2008). Nanodelci naravnega izvora so polidisperzni; vsebujejo sulfide, sulfate,
amonijak, organski in elementarni ogljik, tudi sledove kovin. So nepravilnih oblik, med
temko so nanodelci umetnega izvora bolj homogene sestave in pravilnih oblik. Umetno
izdelane nanodelce Lin in Xing (2007) razdelita v stiri skupine: (1) material na osnovi
ogljika; fulereni, enostenske nano cevke, (2) materiali na osnovi kovin; nano zlato, nano
aluminij, nano titanov dioksid,... (3) dandrimere; razvejani nano polimeri, katerih oblika se
razlikuje glede na njihovo kemic¢no funkcijo, (4) kombinacije nanodelcev, zdruZevanje v
vecje molekule. Od teh sta prvi dve obliki najbolj pogosti in najbolj preucevani.

Po definiciji, ki jo navajajo Koehler in sod. (2010), so nanodelci lahko v dveh oblikah. Fini
delci so v velikostnem razredu okoli 200 nm, ultra fini pa so man;jsi, in sicer od 20 nm do
100 nm. Lahko se pojavljajo v vec oblikah, kot so cevke, vlakna in prah.

Vedno vec je investicij v nanotehnologijo. Po Rocu (2005) naj bi bila ta tehnologija do leta
2015 vredna ze milijardo dolarjev. Njihova uporaba je splosna: lahko jih najdemo v
kremah za soncenje, detergentih, barvah, tiskarskem ¢rnilu, plasti¢nih filtrih, izolaciji his,
kozmetiki, tekstilu, zobnih kremah. Uporabljajo se tudi v farmaciji (Navarro in sod., 2008,
Koehler in sod., 2010). Glede na to, da je to hitro razvijajo¢a se tehnologija, katere
produkte najdemo v razli¢nih panogah, je potrebno predvideti, da bodo nanodelci zasli tudi
v okolje. Nanodelci, ki zaidejo v okolje, se kopicijo predvsem v sladkih in slanih vodnih
sistemih, pa tudi v prsti (Kahru in sod., 2008).

Navarro s sodelavci (2008) navaja tri podro¢ja raziskav, na katere moramo biti pozorni: (1)
viri, transformacije in usoda nanodelcev v okolju, (2) biotransformacija nanodelcev v stiku
z okoljem in njihov prenos v rastline, alge in glive, (3) posledice za rastline in za okolje po
prenosu nanodelcev v rastline.

Povrsinske lastnosti nanodelcev so pomembne pri povecevanju njihove stabilnosti in
mobilnosti po vodnem sistemu. To jim omogoca vezavo in posledi¢no prehod v alge, kjer
lahko povzrocijo negativne uc¢inke. Nanodelci lahko vstopajo tudi v kopenske rastline in
glive. Tudi v prsti je za njih klju¢nega pomena voda, preko katere preidejo v organizem.
Vodno okolje je za kovinske nanodelce glavni razlog za njihovo Skodljivost, saj se
sprostijo kovinski ioni (Kahru in sod., 2008). Da so strupeni tudi kovinski ioni, dokazuje
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Studija Heinlaan-a in sodelavcev (2008). Ugotovili so, da sta ZnO in CuO kljub nizki
topnosti v vodi negativno vplivala na bakterije vrste Vibrio fischeri in raka vrste
Thamnocephalus platyurus.

Prvo pregrado na poti v rastline predstavlja celicna stena. To je polprepustna struktura.
Njene pore med celuloznimi fibrilami so velike od 5 do 20 nm. To pomeni, da lahko skozi
njih prehajajo delci manjSih velikosti. Interakcija nanodelcev s celico lahko povzroci
nastanek novih por v celi¢ni steni ali pa se pore pove¢ajo in stena postane bolj prepustna.
Nanodelci po preckanju prve ovire dosezejo plazemsko membrano. Skoznjo preidejo s
pomocjo endocitoze, kanalov ali transmembranskih proteinov. Ko so enkrat v celici, se
nanodelci lahko veZejo na razli¢ne celi¢ne organele. Metabolizem celice je tako oviran,
pojavijo se lahko tudi ROS (Navarro in sod., 2008). Sadiq s sodelavci (2011) ugotavlja, da
je negativen ucinek nano delcev TiO, na zeleni algi Scenedesmus sp. in Chlorella sp.
povezan z velikostjo delcev. Manjsi delci so bolj negativno vplivali na alge kot ve¢ji. Rast
je bila v prisotnosti manjsa, tudi vsebnost klorofila je upadla pri nizji koncentraciji
nanodelcev v gojiscu.

Nanodelci ne ovirajo le celicnega metabolizma, ampak poskodujejo tudi DNA, do katere
pridejo na ve¢ nacinov. Z difuzijo preidejo jedrno ovojnico ali prehajajo skozi kompleks
jedrnih por. Do DNA pa lahko neposredno dostopajo v ¢asu mitoze, ko se jedrna ovojnica
razgradi. Primera kovinskih nanodelcev, ki do DNA prispeta skozi pore, sta TiO; in SiO..
V notranjosti jedra tvorita agregate proteinov, Ki zavirajo podvojevanje, prepisovanje in
delitev celice. Posredno pa nanodelci poskodujejo dedni material celice tako, da se vezejo
na proteine, ki sodelujejo pri delitvi celice in s proZzenjem oksidativnega Stresa. Znano je,
da se med oksidativnim stresom poveca produkcija reaktivnih kisikovih spojin, ki lahko
zlomijo DNA, povzro¢ijo prekrizanje baznih parov ter druge poskodbe DNA. Posledica teh
sprememb je lahko nekontrolirana delitev celice, ki vodi v nastanek maligne tvorbe (Singh
in sod., 2009).

Dietz in Herth (2011) opisujeta Stiri ucinke, ki jih nanodelci povzroCijo v celici:
kemic¢nega, mehanskega, kataliticnega in povrSinskega.

- Pri kemi¢nem poudarjata vezavo nanodelcev na proteine in s tem spremembo
funkcionalnosti. Tako oviranje celicnih procesov vodi v porusitev redoks
ravnoteZja in oksidativni stres.

- Mehanski ucinek je odvisen od velikosti delcev, ki zapolnijo pore v celi¢ni steni,
kar pomeni moten ali onemogocen transport snovi. Asli in Neumann (2009)
navajata, da pride do zaviranja transporta vode pri vi§jih koncentracijah nanodelcev
vV prsti.

- Kovine (Ag, Pt, Pd, Au, Fe, Co) katalizirajo redoks reakcije.

- Pri povrSinskih u¢inkih nanodelcev na celico poudarjata oblikovanje OH- skupin na
povrsini, kar privablja pozitivno nabite stranske skupine proteinov.
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Kljub vsem opisanim negativnim uéinkom nanodelcev na rastline pa Navarro in sod.
(2008) navajajo tudi nekatere pozitivne. Ogljikovi fulereni lahko delujejo kot antioksidanti
proti lipidni peroksidaciji. Njihovo delovanje sprozijo superoksidni in hidroksi radikali
(Wang in sod., 2003, cit. po Navarro in sod., 2008).

2.1.1 Nanodelci TiO,

Med vsemi nanodelci, so delci TiO, najbolj vsestransko uporabni zaradi svoje
protimikrobne aktivnosti in fotokataliticne sposobnosti za zascito pred UV-sevanjem. So
dodatek hrani, ker podaljsujejo obstojnost hrane, npr. v fermentiranem mleku, v premazih
za bombone, z njimi los¢ijo sadje. Uporabljajo jih tudi kot belilno sredstvo, v son¢nih

Vv W

celicah in za ¢iS¢enje vode (Fabian in sod., 2008).

Nabitost delcev je odvisna od vrednosti pH. Ce je ta niZji od 6, so delci pozitivno nabiti, &e
je pH vi§ji od 7, pa negativno (Navarro in sod., 2008). Delci so sferi¢ne oblike, manjsi
lahko zavzamejo tudi heksagonalno obliko. Na mikroalge vrste Scenedesmus sp. in
Chlorella sp. so imeli manjsi delci TiO, manjsi vpliv kot vecji delci. Nano oblika je
dosegla 50 % izumrtje populacije v gojis¢u pri nizji koncentraciji kot mikro oblika. Zaradi
prisotnosti delcev je upadla koncentracija klorofila in zmanjSala sta se rast in preZivetje alg
(Sadig in sod., 2011).

Veliko pozitivnih u¢inkov nanodelcev so razli¢ni avtorji opisali pri $pina¢i (Spinacia
oleracea) (Navarro in sod., 2008, Zheng in sod., 2005, Nair in sod., 2010, Lei in sod.,
2008). Nanodelci TiO; so pospesili kalitev semena. Rastlini so omogocili lazji prevzem
nitratov, lazjo pretvorbo anorganskega dusika v organskega. Posledi¢no se suha in sveza
masa rastline povecujeta, prav tako sinteza klorofila. Nanodelci TiO, so imeli pozitiven
vpliv tudi na fotosintezo, saj se poveca kompleks LHC Il. Pod vplivom sevanja UV-B
nanodelci TiO, zmanjsujejo kopi¢enje ROS.

Prav tako so o pozitivnih u¢inkih porocali pri vrbi (Salix sp.) in bobu (Vicia faba). Pri
vrbah so opazovali transpiracijo, rast (povefevanje mase) in sposobnost ¢rpanja vode
(Seeger in sod., 2009). Pri bobu pa so opravili test mikrojeder, s katerim se ugotavlja, ali
prihaja do sprememb DNA. Poleg tega so izmerili fotokemi¢no ucinkovitost po
izpostavitvi nanodelcem TiO,, stehtali so korenine, izmerili lipidno peroksidacijo in
aktivnost antioksidativnih encimovSOD, CAT, GR, G-POD, A-POD. Tako lipidna
peroksidacija kot aktivnost encimov sta bili po kon¢anem poskusu pri rastlinah, ki so
uspevale v razliénih koncentracijah nano TiO2, nespremenjena (Foltéte in sod., 2011).

Negativne uéinke so nanodelci TiO; imeli na koruzo (Zea mays) in enoceli¢ne alge, vrste
Chlamydomonas reinhardtii. Asli in Neumann (2009) sta ugotavljala, ali nanodelci TiO;, v
okoljskem mediju ovirajo ¢rpanje vode skozi korenine koruze. Ugotovila sta, da so opazni
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zaviralni ucinki na hidrodinamiko korenin. Predpostavljala sta, da se nanodelci lahko
vezejo na celicno steno in s tem ovirajo sprejem vode. Pojavili so se Se drugi negativni
ucinki, povezani z zmanjSano hidrodinamiko korenin, in sicer povecana tenzija ksilema,
inhibicija rasti listov, manjSa transpiracija. Ti u€inki so bili kratkotrajni, saj so se po Sestih
tednih zmanjsali.

Na algo Chlamydomonas reinhardtiiso imele negativne ucinke Sele vi§je koncentracije
nanodelcev TiO, v gojis¢u. Lipidna peroksidacija in aktivnost encima SOD sta bili
povecani pri algah, ki so bile izpostavljene koncentraciji 10 mg/L nano TiO,. Rast alg je
bila pri tej koncentraciji do drugega dne zavrta, a je Stevilo celic po petih dneh trajanja
poskusa doseglo podobno vrednost kot v kontroli (Wang in sod., 2008). Iz tega lahko
sklepamo, da so bile visje koncentracije nanodelcev TiO, v gojis¢u za alge strupeni.

Ker se nanodelci TiO, uporabljajo tudi v kozmeti¢ni in farmacevtski industriji, so
potencialno $kodljivi za ljudi. Kopi¢ijo se lahko ob vdihavanju in prizadenejo pljuca, po
oralnem zauzitju pa lahko preidejo tudi v ledvice, jetra ali vranico (Park in sod., 2008).
Raziskave, v katerih so izpostavili misi (Mus musculus) nanodelcem TiO, v prahu, so
pokazale, da so se po vdihu 0,1 mg nanodelcev TiO; pojavile morfoloske in histoloske
spremembe Vv pljucih (porusene alveolarne septe, povecane alveole, akumulacija
makrofagov) (Cheng in sod., 2006, cit. po Park in sod., 2008). O negativnem vplivu
nanodelcev TiO; so porocali tudi v primeru vodne bolhe (Daphnia manga), Kjer so
povzrocili poviSanje aktivnosti antioksidativnih encimov CAT, GPX, GST. Aktivnost SOD
se ni spreminjala. Pri koncentracijah nanodelcev TiO, med 5 in 10 mg/L v gojis¢u so
opazili povecano umrljivost, medtem ko na reprodukcijo vodnih bolho niso vplivali (Kim
in sod., 2010).

2.1.2 Nanodelci CuO

Baker je zivljenjsko pomemben mikronutrient, potreben za normalno rast in razvoj rastlin.
Normalna koncentracija Cu v tkivu je 10 pg g™ suhe mase rastline. Je kofaktor $tevilnim
encimom v karbohidratnem in nitrogenem metabolizmu, najdemo ga tudi v celi¢ni steni.
Pomemben je pri produkciji semen ter za uravnavanje vodnih razmer v rastlinah (Razinger
in sod., 2007).

Baker je v naravi prisoten v dveh oksidacijskih stanjih: Cu*! in Cu*? (drugacen zapis, ki se
pojavlja v kemijskih formulah je Cu(I) in Cu(Il)). Obe obliki lahko pospesita tvorbo
hidroksilnega radikala in reakcije fentonskega tipa, ki vodijo v uniCenje nenasicenih
mascobnih kislin. Studije flourescence in fotooksidacije citokroma f/c v poskodovanih
celicah kaZejo, da Cu blokira fotosintezni elektronski transport v obeh smereh - tako v
oksidirajo¢em kot v reducirajo¢em sistemu fotosinteze. Blokada fotosinteznega sistema
preprecuje boljSi prenos elektronov na kisik in poznejSo tvorbo O,. Cu v vecjih
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koncentracijah tekmuje s katalazo za razgradnjo peroksida, kar vodi v nastanek

hidroksilnega radikala. Ta za¢ne verizno reakcijo lipidne peroksidacije (Sandmann in
Boger, 1980).

Nanodelci CuO se uporabljajo v barvnih premazih za ¢olne, iz katerih se lahko spros¢ajo v
vodo v dveh oblikah: Cu*ali nano CuO. Obe obliki sta $kodljivi za okolje (Perreault in
sod., 2010).

Nair in sod. (2010) v ¢lanku navajajo raziskavo Lee-ja (s sod., 2008), kjer so preucevali
vpliv nanodelcev CuO na zlati fizol (Phaseolus radiatus) in navadno pSenico (Triticum
aestivum). Ugotovili so, da je fizol na nanodelce CuO bolj obcutljiv. S TEM-mikroskopijo
so ugotovili, da so nanodelci vstopili v celico skozi celicno membrano, njihova
akumulacija pa je naraScala s povecevanjem koncentracije nanodelcev CuO v gojiscu. Nair
se s sodelavci sklicuje Se na raziskavo Stampoliusa in sodelavcev (2009), ki so ugotovili,
da so nanodelci CuO zavirali rast korenin pri bu¢ah (Cucurbita pepo).

Veliko raziskav je bilo narejenih z bakrovim sulfatom (CuSQ,), iz katerega se sproscajo
bakrovi ioni v okolico in s tem negativno vpliva na zive organizme. Glavni testni
organizmi tovrstnih ekotoksikoloskih raziskav so bili vodne lec¢e (Lemna minor, Lemna
gibba), trave (Holcus lanatus) in vrsta slive (Prunus cerasifera). Na splosno so bile
ugotovitve precej podobne. Pri L. minor in travi se je aktivnost antioksidativnih encimov
(SOD, CAT, A-POD) povecala, prav tako tudi lipidna peroksidacija, opazili so zmanj$ano
flourescenco (Hou in sod., 2007, Razinger in sod., 2007, Teisseire in Guy, 2000, Hartley-
Whitaker in sod., 2001). Vrsta Prunus cerasiferaje bila na sulfat bolj odporna, saj je do
poskodb starejsih listov prihajalo pri koncentracijah, vi§jih od 100 uM CuSO4 v gojiscu
(Lombardi in Sebastiani, 2005).

Z absorpcijsko spektroskopijo so ugotovili, da tudi nanodelci CuO izlo¢ajo bakrove ione.
Znano je, da ioni blokirajo fotosintetske procese pri L. minor. Perreault je s sodelavci
(2010) dokazal, da imajo nanodelci CuO negativne ucinke tudi na vrsto L. gibba. Indikator
vsebnosti klorofila je pokazal, da prisotnost nanodelcev CuO zmanjsa rast rastlin, prav tako
pa je bil po 48 urah po izpostavitvi poSkodovan fotosintezni aparat, kar so ugotovili z
merjenjem fotokemicne ucinkovitosti.

V Sloveniji velja Uredba o mejnih, opozorilnih in kriti¢nih imisijskih vrednostih nevarnih

snovi Vv tleh, v kateri je kot nevarna snov naveden tudi baker in njegove spojine (Uradni list
RS (st. 68/1996)).

- Mejna imisijska vrednost je gostota posamezne nevarne snovi v tleh, ki pomeni

takSno obremenitev tal, da zagotavlja zivljenjske razmere za rastline in zivali, in pri

kateri se ne poslabsuje kakovost podtalnice in rodovitnost tal. Pri tej vrednosti so
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ucinki ali vplivi na zdravje ¢loveka ali okolje Se sprejemljivi. Za Cu je ta vrednost
60 mg/kg suhih tal.

- Opozorilna imisijska vrednost je gostota posamezne nevarne snovi v tleh, ki
pomeni pri dolocenih vrstah rabe tal verjetnost Skodljivih u¢inkov ali vplivov na
zdravje ¢loveka ali okolje. Za Cu je ta vrednost 100 mg/kg suhih tal.

- Kriti¢na imisijska vrednost je gostota posamezne nevarne snovi v tleh, pri kateri
zaradi Skodljivih ucinkov ali vplivov na ¢loveka in okolje onesnaZena tla niso
primerna za pridelavo rastlin, namenjeni prehrani ljudi ali zivali ter za zadrzevanje
ali filtriranje vode. Za Cu je ta vrednost 300 mg/kg suhih tal.

2.2 OKSIDATIVNI STRES

Stres je zunanji dejavnik, ki ima na rastlino negativne vplive. Najpogosteje se ga meri v
odvisnosti od prezivetja rastline, uspesnosti svetlobne zetve, akumulaciji biomase (rasti) ali
pa po privzemu CO; in mineralov. V okolju najdemo $tevilne dejavnike, ki lahko postanejo
stresni, ¢e jim je rastlina predolgo Casa izpostavljena. Visoka temperatura zraka postane
stresna ze po nekaj minutah, medtem ko stres zaradi pomanjkanja ali presezka mineralov
nastopi po nekaj mesecih izpostavljenosti (Taiz in Zeiger, 2006).

Zivljenje na Zemlji se je bistveno spremenilo od razvoja fotosinteze. Zaradi fotosinteze se
je v okolju povisala koncentracija kisika in organizmom se je ponudila mozZnost
izkori$¢anja kisika. Ker pri aerobni presnovi prihaja do nastanka prostih radikalov, ki so v
velikih koli¢inah strupeni, je za celice pomembno, da ohranjajo oksidante in antioksidante
v ravnovesju. Ob neravnovesju, ki nastane zaradi izbruha oksidantov, nastopi oksidativni
stres (Scandalios, 2002).

Oksidanti pa ne nastajajo le med obi¢ajno presnovo, njihova produkcija je povecana v
stresnih razmerah. Te so lahko posledica redukcije prehodnih kovin, interakcij med
nanodelci in sestavinami celice, izpraznitve glutationskega bazena in drugih procesov
(Sies, 1997, Razinger in sod., 2008, Karlsson in sod., 2009).

Obramba pred poskodbami zaradi oksidativnega stresa se izvaja na ve¢ nivojih, kot so

preprecitev nastanka oksidantov, prestrezanje Zze nhastalih oksidantov in popravljanje
nastale Skode. Antioksidanti so lahko encimski ali neencimski (Sies, 1997).

2.2.1 Reaktivne kisikove spojine (ROS)

Ob redukciji O2 v H20 se sprosca energija, ki omogoca kompleksnost vi§jih organizmov.
Vendar pa ob nepopolni redukciji nastanejo izjemno reaktivne ROS, ki lahko reagirajo z
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DNA, proteini in lipidi (Dat in sod., 2002). Reakcija poteka v Stirih fazah, kjer nastane vec
ROS:

O,— (H)O;” — H,0; — OH" + H,0 — 2H,0 .. (D

Med ROS sodijo hidroksidni ion (OH"), hidroperoksidni radikal (O,H"), superoksidni anion
(0;7), vodikov peroksid (H20>) in druge (1). Njihova znacilnost je, da hitro reagirajo z
drugimi spojinami in jim hocejo odvzeti elektron, ki ga potrebujejo za svojo stabilnost.
Spojina, Ki ji je bil odvzet elektron, sama postane visoko reaktivna in veriZzna reakcija je
sprozena. Tako ROS nastajajo z redukcijo molekularnega kisika v rastlinah. Na ta nacin
postanejo spojine visoko reaktivne ali pa potencialni signalizatorji v celici. Zaradi njihove
dvojne vloge jih nadzorujejo antioksidanti (Scandalios, 2002, Dat in sod., 2002).

Pri odzivu rastline na biotski ali abiotski stres igrajo pomembno vlogo antioksidanti in
reaktivne kisikove spojine (ROS). ROS igrajo pomembno vlogo tako pri hipersenzitivnem
odzivu rastline na patogene organizme, kot pri procesu, ki vodi v prilagoditev na stresne
dejavnike (Dat in sod., 2000).

Zacetki raziskav ROS segajo v leto 1930, ko je Michaelis predpostavil, da pri vseh
bioloskih oksidacijskih procesih nastajajo proste radikalne spojine, Haber in Weiss (1934)
pa sta porocala 0 kovinsko kataliziranih peroksidnih dekompozicijskih reakcijah.

Danes ve¢ avtorjev (Mittler in sod., 2011, Scandalios, 2002, Dat in sod., 2000) poudarja
pomen ROS kot signalnih molekul, pomembna je tudi njihova lokalizacija v celici.
Omenjene molekule so povezane s celicnimi redoks mrezami preko tioredoksinov,
peroksiredoskinov, glutaredoksinov ter NADPH. Sporocanje preko ROS je pomemben
proces, ki se pojavlja znotraj celice med organeli, lahko pa je tudi na visji ravni, med
posameznima celicama. Prav tako postaja ve¢ znanega o vkljuevanju genov v
signalizacijo z ROS. Signalna pot ROS se lahko vklju¢i ob aktivaciji mitogen-aktiviranih
proteinskih kinaz (MAPK) kot tudi z NADPH oksidaznim kompleksom. Povod za prvega
je prisotnost H,O,, za drugega pa je potrebna kalcijeva signalizacija in fosforilacija
proteinov. Pomembno je kopic¢enje ROS signalov v primarnem celiénem metabolizmu
bodisi v mitohondrijih bodisi v kloroplastih (Mittler in sod., 2011).

Po Singhu (in sod., 2009) lo¢imo primarne in sekundarne ROS. Primarni se tvorijo med
metabolnimi procesi ali med aktivacijo kisika. Nastane superoksidni anion. Ta ne reagira
neposredno z molekulo DNA, temve¢ z drugimi molekulami, kot so prehodne kovine.
Tako pride do nastanka sekundarnih molekul ROS; primer je hiperoksidni radikal. Ta pa
lahko neposredno poskoduje DNA.
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2.2.2 Oksidativni stres kot pokazatelj §kodljivih vplivov abiotskih dejavnikov

Stevilni avtorji so s pomod&jo oksidativnega stresa dokazali negativen vpliv abiotskih
delavnikov na rastline. Oksidativen stres so povzrocile tezke kovine, kot SO svinec, Zivo
srebro, arsenat in kadmij. Poleg teh so negativen uclinek na rastline S pomocjo
oksidativnega stresa dokazali tudi za druge abiotske dejavnike.

Na rzi (Oryza sativa) so Verma in sod. (2003) ob povisanih koncentracijah Pb(NOs3); v
prsti opazili upad teze, rasti, izmerili so povecano lipidno peroksidacijo, aktivnost
antioksidativnih encimov. Sadike paradiznika (Lycopersicon esculentum) so se z
oksidativnim stresom odzvale na prisotnost Zivega srebra v prsti (Cho in Park, 2000). Po
mesecu dni izpostavljenosti so imele sadike povisano lipidno peroksidacijo tako v
koreninah kot v listih. Tudi prisotnost kadmija v gojis¢u je povecala lipidno peroksidacijo
in antioksidativno encimsko aktivnost v razli¢nih rastlinah (Balen in sod., 2011, Hegediis
in sod., 2001, Smeets in sod., 2005, Razinger in sod., 2008). S pomoc¢jo oksidativnega
stresa so prav tako dokazali negativen vpliv arsenata na ¢rno deteljo (Trifolium pratense)
(Maschner in sod., 2002). Po ve¢ tednih gojenja detelje pri koncentraciji 50 mg/L v prsti so
poleg poveCane aktivnosti antioksidativnih encimov v rastlini opazili Se nekroze, v
koreninah pa so izmerili pove€ane koncentracije poliamidov kot obrambne snovi.

Da pa ne povzro¢ajo oksidativnega stresa le tezke kovine, porocatjo Panda, Upadhyay
(2003) in Saqgranes sod.(2007). Panda in Upadhyay piSeta o negativnem vplivu pri ve¢jih
vsebnosti soli v prsti (NaCl). Povecana lipidna peroksidacija in porast encimskega
delovanja SOD, GR in upad delovanja CAT kaZejo na oksidativen stres pri povisani
slanosti. Saqgrane (in sod., 2007) v ¢lanku objavi negativni vpliv mikrocistinov na vodno
leco (Lemna minor). 1z vodnega telesa, kjer so zaznali povecano rast cianobakterij, SO
izolirali mikrocistein. Po dvanajstih dneh izpostavitve so pri nizjih koncentracijah
strupenih snovi zaznali povecano lipidno peroksidacijo kot pri visjih. Tam so bile poviSane
fenolne komponente, kar nakazuje na moZnost izboljSave antioksidativne obrambe pri
rastlinah.

2.3 LIPIDNA PEROKSIDACIJA

Lipidna peroksidacija je obcutljiv pokazatelj poSkodb zaradi oksidativnega stresa, ki sprozi
razgradnjo membranskih lipidov (Razinger in sod., 2008, Sevanian in Ursini, 2000).
Nenasic¢ene maScobne kisline so tar¢a ROS, saj imajo dvojno vez in tako je ve€ moznosti,
da jim ROS odvzame elektron (Razinger in sod., 2008). Tako sta stopnja oksidacije in
dolzina peroksidacijske verige neposredno povezani s Stevilom dvojnih vezi v lipidnih
molekulah in v obratnem sorazmerju z delezem holesterola v lipidnem matriksu. Holesterol
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uveljavlja antioksidativno funkcijo z zaviranjem S$irjenja oksidacije (Sevanian in Ursini,
2000).

Spojina, ki za¢ne lipidno peroksidacijo, se tvori iz O,", HyO, in prehodne kovine v
reduciranem stanju. Kovinski kompleks je vpleten v razpad peroksida, kar vodi v nastanek
prostih radikalov, ki lahko zacnejo lipidno peroksidacijo. Kovinski kompleksi so
pomembni tudi za nadaljevanje reakcije. Lipidna peroksidacija lahko potece zaradi
neposredne produkcije ROS, sprozijo jo lahko tudi sekundarni procesi, ki vkljucujejo
encimsko aktivacijo (Sevenian in Ursini, 2000).

Hitra oksidacija fosfolipidov v umetnih membranah iz lipoproteinov je bila opisana s
pomocjo hemina, ki sluzi kot model hemoglobina. Ta vsebuje zelezo, ki se najpogosteje
nahaja v stanju Fe**, ko pa je oksidiran, se pomakne na visje valentno stanje (Fe*). Tak
hemin lahko za¢ne reakcije lipidne peroksidacije. Klju¢ni element je kataliticna sposobnost
peroksida. Peroksid nastane zaradi citokroma P-450. Ernster (1963, cit. po Sevenian in
Ursini, 2000) domneva, da je citokrom P-450 prvi donor elektrona. S tem reducira zelezov
kompleks; s poznejsim dodatkom kisika se tvori perferilni radikal (Fe**O,). Ta reagira z
nenasic¢enimi lipidi, rezultati reakcije pa so lipidni radikali. KasnejSe reakcije s kisikom
dajo lipidne peroksilne radikale, ki predstavljajo uvodne korake v lipidno peroksidacijo.

Najbolj to¢na metoda za merjenje lipidne peroksidacije je neposredno Stetje primarnih
hidroperoksidnih produktov. Ker pa so ti zelo nestabilni, je bolj uspeSen nafin merjenja
lipidne peroksidacije, dolo¢anje malondialdehida (MDA) kot sekundarnega produkta
razpada lipidov. MDA se tvori med avtooksidacijo in encimsko razgradnjo nenasienih
mascobnih kislin v celici (Hodges in sod.,1999). Ena izmed uveljavljenih metod merjenja
MDA je test TBK. Analiza temelji na nastanku obarvanega kompleksa MDA-TBK; med
eno molekulo MDA in dvema molekulama tiobarbiturne kisline (TBK). Absorbanca se
izmeri pri valovni dolzini 532 nm (Esterbauer, 1996).

2.4  ANTIOKSIDANTI

Stevilni avtorji (Scandalios, 2002, Razinger in sod., 2007, Dat in sod., 2002) navajajo, da
je glavna naloga antioksidantov, da pretvorijo Skodljive oksidne radikale v neskodljive
oblike. Tako poznamo dve vrsti antoiksidantov:
a) neencimski antioksidanti: vitamin C (askorbatna kislina), vitamin E (a-tokoferol),
provitamin A (B-karoten), majhni neencimski antioksidanti
b) encimski antioksidanti: superoksidna dismutaza, katalaza, peroksidaza, glutation
reduktaza, NADPH" redukcijski encimi
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2.4.1 Superoksidna dismutaza (SOD)

V celici rastlin najdemo tri izo-encime SOD. To so Mn SOD, Cu-Zn SOD in Fe SOD. Mn
SOD najdemo v mitohondrijih, Cu-Zn SOD v citosolu in kloroplastih, Fe SOD pa le v
stromi kloroplastov (Babu in sod., 2003). Vsi skupaj s peroksidazami predstavljajo prvo
linijo obrambe proti ROS: O, pretvorijo v vodikov peroksid, ki se kopié¢i v celici, dokler
ga ne odstranijo katalaze in peroksidaze (Scandalios, 2002).

2.4.2 Katalaza (CAT)

Encimi katalaze so prisotni v peroksisomih, glikosomih, in v organelih, kjer so prisotni
encimi za razgradnjo H,O,. V svoji zgradbi vsebujejo hem in so prisotni v treh oblikah
(CAT1, CAT2, CAT3). Skupina CAT1 se nahaja v listih, je odvisna od svetlobe in
odstranjuje H,O, med fotorespiracijo. Skupina CAT2 se nahaja v zilnih tkivih, CAT3 pa
odstranjuje H,O, iz glioksisomov in je prisotna v semenih in mladih poganjkih. Njihova
glavna naloga je pretvoriti H,O, v O in H,O, neposredno ali posredno preko substrata
(metanol, etanol, formaldehid, format, nitrit, idr.). Katalaze ne zahtevajo reducirajo¢e moci
in imajo visoko stopnjo reaktivnosti. Ker imajo nizko stopnjo afinitete do H,0O,, lahko
odstranjujejo le presezke peroksida. Za aktivacijo encima sta namre¢ potrebni dve molekuli
H20,. Geni za katalazo se lahko izrazijo ne le razvojno, ampak tudi zaradi razli¢nih
okoljskih signalov (svetloba, ekstremne temperature). Poleg tega pa igrajo ti encimi tudi
pomembno vlogo pri obrambi pred patogeni. Primer je tobak, pri katerem CAT inhibirajo
salicilno kislino (SA), ki sprozi obrambni odziv (Dat in sod., 2002).

2.4.3 Peroksidaza (POD)

Alternativna pot uni¢enja H,O, poteka preko peroksidaz, ki se nahajajo po celi celici.
Imajo veéjo afiniteto do H,O, kot katalaze, po reduciranju peroksida pa potrebujejo
reducenta (Noctor in Foyer, 1998). To sta lahko askorbat ali glutation. Encim glutation
peroksidaza je vpleten v biosintezo lignina in etilena. Lignifikacija celi¢ne stene omejuje
raztezanje celice, kar je pomemben mehanizem pri prilagoditvi celice na stres.

Indukcija peroksidazne zmogljivosti je bila veckrat dokumentirana (Smeets in sod., 2005).
Povzroéili so jo UV-radiacija, povecanje koncentracije ozona, tezke kovine, senescenca in
vodni stres. Dokazano je, da pri peroksidaciji niso poskodovani samo lipidi, ampak sta
motena tudi njihova sinteza in transport (Smeets in sod., 2005).
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2.4.4 Glutation

Glutation je neencimski antioksidantin skupaj z askorbatom ena izmed najpomembnejsih
sestavin v boju proti oksidativnem stresu. V rastlini ima glutation dve vlogi: metabolizem
zvepla in obramba. Glutation zmanj$a ROS neposredno ali v povezavi z a-tokoferolom, Ki
je pogost radikalski odstranjevalec v tilakoidnih membranah kloroplasta (Razinger in sod.,
2008).

Reducirana oblika glutationa (GSH) je tripeptid (y-glu-cys-gly). Je predstopnja tiola in
regulira privzem zvepla v koreninah. Lahko neposredno ali pa s pomocjo a-tokoferola
pogasi ROS. Vkljucen je tudi v redoks cikel askorbata, v katerem oksidira v glutation
disulfid (GSSG). Redukcijo iz GSSG v GSH Kkatalizira glutation reduktaza (GR), ki je
prisotna predvsem v kloroplastu, lahko pa tudi v citosolu in mitohondrijih (Noctor in
Foyer, 1998).

Razvojna pot glutationa naj bi bila skupna vsem organizmom, ki vsebujejo GSH. Dva
koraka sta katalizirana s pomoc¢jo encimov y-glutamilcistein sintetaza (y-ECS) in glutation
sintetaza (GS). Za oba je potrebna energija ATP. Po fosforilaciji nastaneta y-EC in GSH.
Reakcije sinteze se lahko dogajajo v citosolu in kloroplastih. Pod dolo¢enimi stresnimi
pogoji oksidacijo GSH spremlja razpad glutationske mreze. Druge Studije kazejo, da se
glutation kopici kot odgovor na povecano produkcijo ROS ali pa je njegova koncentracija
povisana v rastlinah, prilagojenih na stresne pogoje (Noctor in Foyer, 1998).

2.45 Askorbat

Askorbinsko kislino oz. askorbat lahko sintetizirajo vse rastline in zivali, z izjemo morskih
prasickov in ljudi.V rastlini se askorbat kopi¢i tako v fotosinteznih kot tudi v ne-
fotosinteznih tkivih. Pomemben je pri rasti rastline, ve€anju celic in pri uravnavanju
celicnega cikla. Kot primarni antioksidant neposredno reagira z ROS, kot sekundarni pa
reducira oksidirano obliko a-tokoferola (Noctor in Foyer, 1998 ).

2.4.5.1 Askorbat — Glutationski cikel

V askorbat — glutationskem ciklu se preko ve¢ faz odstrani H,O,. Askorbat in glutation
neposredno nista vpletena v to pot, vendar sta prisotna pri cikliénem prenosu reducirajocih
molekul, ki reducirajo H,O, v H,O. Uporabljata elektrone, ki jih posreduje NAD(P)H.

Askorbat peroksidaza uporabi dve molekuli askorbata za redukcijo H,0, v H,O. Poleg
H,0, sta potrebni tudi dve molekuli monodehidroaskorbata (MDHA). MDHA je radikal z
izjemno kratko Zivljenjsko dobo. Ce ni dovolj hitro reduciran, razpade na askorbat in
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dehidroaskorbat (DHA). Tako se znotraj celice MDHA neposredno reducira do askorbata.
Donor elektrona za redukcijo je lahko citokrom b, reducirani feredoksin ali pa NAD(P)H.
Zadnje reakcije katalizirajo MDHA reduktaze, ki so v razli¢nih celicnih komponentah.
Zaradi hitrega razpada MDHA bo tako ob oksidaciji askorbata vedno nastalo nekaj DHA.
Ta se reducira do askorbata s pomoc¢jo DHA- reduktaze, ki uporablja reducirani glutation
(GSH) kot reducirajoci substrat. To reakcijo generira glutation disulfid (GSSG), ki uporabi
NADPH za ponovno redukcijo.Slednjo reakcijo katalizira GR (Noctor in Foyer, 1998).

2.5 MALA VODNA LECA (Lemna minor L.)

Mala vodna leca sodi v druzino vodolecevk (Lemnaceae). So nezne, prosto plavajoce ali
potopljene zeli, niso zakoreninjene. Steblo je preobrazeno v sploscene stebelne Clene, ki
spominjajo na liste, ti pa so popolnoma zakrneli. Posamezni stebelni ¢len ima eno ali ve¢
enostavnih kratkih korenin. Cvetov v nasih podnebnih razmerah ne razvije. Cvetovi so
enodomni, brez cvetnega odevala, po trije skupaj, v vdolbinici na stebelnem ¢lenku. Imajo
en prasnik in eno plodnico. V druzini so trije rodovi: vodna lecica (Wolffia), Zabja leca
(Spirodela), in vodna le¢a (Lemna). Za slednjo so znacilni §iroko elipti¢ni ¢lenki, ki so na
spodnji strani zelene barve. Rastev vodnih jarkih, ribnikih in mlakah. Prisotna je tudi med
rastlinjem na bregovih tekocih voda. Razsirjena je v nizinah in redka v montanskem pasu
(Jogan, N., 2007).

<«— Korenina

%oy

Clenek—> J’

Slika 1: Mala vodna le¢a (Lemna minor)

Vodne rastline so pomemben producent kisika, pomemben ¢len v krozenju nutrientov,
stabilizirajo sediment, akumulirajo tezke kovine iz vode ter zagotavljajo pomemben
prostor mnogim zivalim. V preteklosti so ljudje verjeli, da so vodne rastline manj
obcutljive na spremembe v okolju, a pokazalo se je nasprotno. Alge veljajo za bolj
obcutljive kot makrofiti in zivali. Med makrofite sodi tudi L. minor (Lewis, 1995), ki se
pogosto uporablja v ekotoksikoloskih in ekoloSkih raziskavah (Balen in sod., 2011,
Razinger in sod., 2007 in 2008, Hou in sod., 2007, Panda in Upadhyay, 2003). K njeni
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pogosti uporabi v raziskovalne namene pripomorejo njene lastnosti. Je majhna, preprosta
za gojenje v laboratorijskih pogojih, njena reprodukcija je hitra, sposobna je akumulacije
tezkih kovin (Lewis, 1995).

Med drugim se vodno leco uporablja za sedemdnevni test inhibicije rasti (Moser in Pattard,
2009, Lewis, 1995), ki temelji na vplivu onesnazevalcev na rast in razvoj lece. Je
standardiziran bioloski test (biotest ISO/CD 20079), s katerim hitro in natanéno zaznavamo
vplive razli¢nih snovi na zive organizme. Rastline male vodne le¢e izpostavimo dolo¢enim
dejavnikov in merimo razli¢ne parametre rasti, kot so: Stevilo ¢lenkov na dolo¢enem
obmocju, suha ali sveza masa, sestavi fotosinteznih barvil, flourescenca klorofila a.
Rastline pred zacetkom testa uspevajo v enotnih pogojih, ob zaetku poskusa pa izberemo
zdrave, zelene rastline. Poskus traja sedem dni in se smatra za veljavnega, ¢e je stopnja
rasti v kontroli 0,275/dan (ISO, 2001, Moser in Pattard, 2009).

Poleg standardiziranega sedemdnevnega testa poznamo Se druge teste, s katerimi
ugotavljamo neoporecnost vode. Razlicne teste so razvili, saj je neopore¢na voda za ljudi
bistvenega pomena. Ni dovolj, da so ravni spojin anorganskega in organskega izvora v
omejenih koncentracijah, pomembno je tudi, da na Ziva bitja ne u€inkujejo negativno. Tega
brez strupenostnih testov ne bi mogli vedeti. Biotesti so pri preiskavi kakovosti voda
cenejsi kot fizikalno — kemijske analize, pomemben parameter pri prikazu kakovosti vode
je bioloski ucinek (Marinsek Logar in sod., 2006).

Marinsek Logar in sodelavci (2006) so preizkusili ve¢ toksikoloskih in genotoksikoloskih
metod. Metode, ki so jih uporabili, so sledece:

- Test strupenosti z zelenimi algami Scenedesmus subspicatus. Spremljali so rast alg
in zakasnjeno luminiscenco po 72 urnem testu.

- Test strupenosti z vodno le¢o Lemna minor. Po 48 urah so izmerili zakasnjeno
luminiscenco in jo primerjali z zac¢etno vrednostjo, po sedmih dneh pa so presteli
zelene Clenke in Stevilo primerjali s kontrolo.

- Test strupenosti z vodnimi bolhami Daphnia magna. V 21 dneh opazovanja so
ugotavljali prezivetje odraslih samic ter njthovo razmnozevanje.

- Testiranje citotoksi¢nosti s celicami Hep G2 in Tetrahymena thermophila.

- Testiranje genotoksicnega potenciala s tremi testi za genotoksicnost:

o Ames test z bakterijo Salmonella typhimurium (ugotavljanje obseZnosti
pojava mutacij v bakterijah, ki jih izpostavimo mutageni snovi),

o Zimmermanov test s kvasovko Saccharomyces cerevisiae,

o Kometni test s prazivaljo Tetrahymena thermophila ter s celi¢no kulturo
¢loveskih jetrnih in ¢revesnih epitelnih celic.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 RASTLINSKI MATERIAL IN RASTNE RAZMERE

Eksperimentalni del diplomske naloge je bil izveden v laboratorijih Katedre za botaniko in
fiziologijo rastlin Oddelka za biologijo Biotehniske fakultete UL. Rastline male vodne lece
(Lemna minor) smo nabrali v Botani¢nem vrtu Univerze v Ljubljani in za nadaljnje
gojenje izbrali take z zdravimi zelenimi clenki, brez nekroz. Rastline smo najprej
sterilizirali z namakanjem v 0,01 M NaOCI za 30 sekund in jih dobro sprali z destilirano
vodo. Sterilizirane rastline smo prenesli v modificirano Steinbergovo hranilno gojis¢e z
naslednjo sestavo makro in mikroelementov:

Preglednica 1: Sestava Steinbergovega gojis¢a (ISO/CD 20079)

Zalozna raztopina Makroelementi mg/l
1 KNO; 350,00
3 Ca(NOs), X 4H,0 295,00
1 KH,PO, 90,00
1 K,;HPO, 12,60
2 MgSO,* 7H,0 100,00

Mikroelementi ug/l
4 H3BO; 120,00
4 ZnSO4* 7TH,0 180,00
4 Na;MoO,* 2H,0 44,00
4 MnCl,* 4H,0 180,00
5 FeCls* 6H,0 760,00
6 EDTA 1500,00

Zalozne raztopine 1, 2 in 3 smo pripravili po 1000 ml, raztopine 4, 5 in 6 pa po 100 ml.
Vse zaloZne raztopine razen 5 in 6 smo avtoklavirali. Hranili smo jih v hladilniku pri 4 °C.

Za pripravo hranilnega gojiS¢a smo uporabili po 20 ml zaloZznih raztopin 1, 2 in 3 in po 3
ml zaloznih raztopin 4, 5 in 6. Te sestavine smo dali v litrsko stekleno posodo, v katero
smo nato dolili destilirano vodo do konénega volumna 1000 ml. Pred uporabo smo
hranilnemu goji$¢e uravnali pH na vrednost 5,6. Hranilno gojis¢e smo pripravili sveze tik
pred uporabo.

Rastline so rasle v rastni komori pod nadzorovanimi pogoji pri temperaturi 25 + 1 °C |
osvetlitvi s hladno belo fluorescentno svetlobo 160 uM m™s™ in fotoperiodi 18h svetlobe /
8h teme. Rastline smo prenesli v sveze gojisce vsakih sedem dni.
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3.2 STANDARDNI TEST INHIBICIJE RASTI ISO/CD 20079 (2001)

Test ISO/CD 20079 je zasnovan za merjenje rasti male vodne lec¢e v gojiscu, ki vsebuje
razli¢ne potencialno Skodljive snovi. V primeru nase raziskave smo preucevali vpliv delcev
titanovega dioksida (TiOy) in bakrovega oksida (CuO) v nano in makro obliki. Malo vodno
le€o smo gojili sedem dni v hranilnem gojis¢u z dodanimi razli¢nimi koncentracijami
delcev, in sicer 0,1, 1, 10, 100 in 1000 uM TiO3 oz. CuO. Po dveh, stirih in sedmih dneh
izpostavitve smo ocenili rast in stanje rastlin. Presteli smo Stevilo ¢lenkov in Stevilo
kolonij, izmerili smo dolzino ¢lenkov in dolzino najdaljSe korenine, ocenili smo barvo
¢lenkov, pojavljanje kloroz, nekroz in alg.

Vsako koncentracijo delcev v gojis¢u smo pripravili v treh paralelkah (bioloske ponovitve
A, B, C). Kot negativno kontrolo smo uporabili hranilno gojis¢e brez delcev TiO; in CuO.

V 200 ml steklene posodice smo nalili po 162 ml hranilnega gojisca. Leco smo prenesli v
posodice, preden smo vanje dodali TiO; ali CuO in tako zagotovili, da so bile vse rastline
priblizno istocasno izpostavljene stresu. Iz zalozne kulture smo v vsako izmed posodic
prenesli po eno kolonijo z dvema ¢lenkoma. Izbirali smo kolonije v dobrem fizioloskem
stanju (barva ¢lenkov zelena do temno zelena, dolzina koreninice ve¢ja od 10 mm). S tem
postopkom smo nadaljevali, dokler nismo imeli v vsaki posodici po 7 kolonij z dvema
&lenkoma. Ce bi vsako posodico takoj zapolnili z ustreznim $tevilom &lenkov, bi v prvih
posodicah dobili morfoloSko boljSe ¢lenke kot v ostalih.

Na koncu smo dodali e po 18 ml raztopineTiO, oziroma CuO ustrezne koncentracije.
Kontrolna raztopina je vsebovala le 180 ml hranilnega gojisca.

Posodice smo pokrili s prozornimi plasticnimi petrijevkami premera 9 cm, jih dali na
pladnje s ¢rno podlago in jih postavili v rastno komoro.Vsak poskus smo ponovili dvakrat.

3.2.1 Priprava raztopin z delci titanovega dioksida in bakrovega oksida

Rastline so rastle v hranilnem gojiscu z 0,1, 1, 10, 100 in 1000 uM TiO, 0z. CuO v nano
oziroma makro obliki.

Vsi nanodelci in makrodelci so bili proizvedeni v Neméiji, proizvajalec je Aldrich. Cistost
makrodelcev TiO; je bila 99,8 %, nanodelcev pa 99,7 %. Nanodelci CuO so bili veliki do
50 nm, ¢istost makrodelcev pa je bila ve¢ kot 99 %. Ti so imeli na etiketi opisano sestavo:
netopljiva snov v obliki HCI < 0,02 %, zveplo v obliki SO4 < 0,03 %, N < 0,002 %, Cl <
0,005 %, Ca < 0,01 %, Cd < 0,001 %, Co < 0,001 %, Cr < 0,005 %, Fe < 0,05 %, K <
0,005 %, Mg < 0,01 %, Mn < 0,001 %, Na < 0,05 %, Ni < 0,005 %, Pb < 0,05 %, Zn <
0,005 %.

17



Pervanje M. Odziv male vodne le¢e (Lemna minor) na delce TiO, in CuO.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

Najprej smo v hranilnem goji§¢u pripravili zaCetno raztopino delcev s koncentracijo 10
mM. V 100 ml erlenmajerico smo natehtali 0,7 g TiO, oz. CuO in dodali 70 ml hranilnega
gojisa. Z magnetnim mesalom smo poskrbeli, da so se delci ¢im bolj enakomerno
porazdelili. Za izpostavitev vodne le¢e 1000 uM koncentraciji delcev sSmo v tri paralelke
odpipetirali po 18 ml izhodne 10 mM raztopine. Nato smo preostali izhodni raztopini
dodali 54 ml hranilnega gojis€a in tako pripravili 10-krat nizjo koncentracijo. Postopek
smo nadaljevali za pripravo vseh raztopin z razli¢nimi koncentracijami delcev. Pred
prenosom v posodice z leCo smo raztopino dobro premesali.

3.2.2 Stetje in opazovanje ¢lenkov

Po nastavitvi poskusa smo opazovali rast in stanje rastlin na 2., 4. in 7. dan po izpostavitvi.

Opazovali smo:
a) clenke (Stevilo, dolzino)
b) kolonije (Stevilo kolonij, $tevilo ¢lenkov na kolonijo)
c) korenine (prisotnost, dolzina)
d) barvo ¢lenkov
e) kloroze in nekroze
f) spremembe v gojiscu (prisotnost alg)

Med opazovanjem smo postavili posodice na belo podlago za lazje pregledovanje.

Clenke smo presteli, dolzino smo izmerili z milimetrskim papirjem, ki smo ga priblizali
&lenku. Stevilo ¢lenkov na kolonijo smo izra¢unali iz $tevila ¢lenkov in §tevila kolonij.
Dolzino korenine smo izmerili tako, da smo kolonijo s pinceto vzeli iz gojis¢a, korenino pa
prislonili na ravnilo. Rastline, ki rastle v prisotnosti CuO so imele krhke korenine, zato
smo njihovo dolzino ocenili kar v gojiscu.

Slika 2: Primer ¢lenkov z nekrozami
Slikana je le¢a na sedmi dan izpostavljenosti koncentraciji 1000 pM makrodelcev CuO. Nekroti¢en ¢lenek

je oznaden s puscico.
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3.3 MERJENJE POTENCIALNE FOTOKEMICNE UCINKOVITOSTI

V rastlinah male vodne le¢e smo z modulacijskim fluorometrom izmerili potencialno
fotokemi¢no ucinkovitost. Pri rastlinah, ki so bile izpostavljene TiO,, smo meritve opravili
po 14 dneh z aparatom tipa PAM 2100 (proizvajalec Walz, Nemcija), pri CuO pa po 7
dneh z aparatom tipa OS-500 (Opti-.Sciences, Tyngsboro, MA, ZDA).

Filter papir smo razrezali v krogce s premerom do 1 cm. Ko smo popisali stanje lece, smo
iz posamezne posodice previdno s pinceto prenesli toliko ¢lenkov lece, da smo z njimi
pokrili povrSino filter papirja ter jih vstavili v $¢ipalke za temotno adaptacijo. Po 15
minutah smo §&ipalko osvetlili s saturacijskim impulzom bele svetlobe (» 8000 mmol m™
s, 0,8 s) ter odgitali vrednost potencialne fotokemi¢ne u&inkovitosti (Fv/Fm). Je razmerije
med razliko v flourescenci klorofola a in b ter obsegom redukcije kinona A. Preden smo
izmerili vrednost, smo se prepricali, da je dejanska fotokemi¢na ucinkovitost (Y) med
vrednostma 200 in 300.Ce smo imeli na voljo dovolj rastlinskega materiala, smo meritev
ponovili.

Slika 3: Modulacijski fluorometer PAM 2100

3.4 MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI

Po merjenju potencialne fotokemi¢ne ucinkovitosti Smo vse rastline iz posamezne posodice
prenesli na papirnato brisaco, jih osusili, zavili v Al-folijo, oznacili in zamrznili v tekoCem
dusiku. Vsako bioloSko ponovitev (paralelko) smo shranili posebej. Vzorce smo hranili pri
temperaturi -80 °C.

Pred zacetkom obdelave rastlinskega materiala smo vzorce natehtali, strli in pripravili za
nadaljnje delo. Za merjenje encimske aktivnosti smo potrebovali 100 mg sveze teze. Kjer
je bila masa vzorca premajhna, smo zdruzili tri paralelke iste koncentracije, da sSmo dobili
dovolj veliko maso. V primeru, da je bilo vzorca Se vedno premalo, smo v nadaljevanju
ustrezno zmanjsali volumen ekstrakcijskega pufra. Rastlinski material smo strli v hladni
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terilnici in dodali 1,5 ml 100 mM Kalij fosfatnega pufra (pH 7) za ekstrakcijo proteinov.
Homogeniziran vzorec smo prelili v epico in ga takoj postavili na led. Vzorce smo
centrifugirali 10 minut pri 14000 obratih in pri temperaturi 4 °C. Supernatant smo
odpipetirali v nove, primerno oznacene epice, jih hranili na ledu in $e isti dan opravili
spektrofotometricne meritve encimske aktivnosti. Celotno ponovitev poskusa smo izmerili
v enem dnevu.

3.4.1 Priprava zaloznih raztopin

Za ekstrakcijo proteinov smo uporabili 100 mM kalij fosfatni pufer (KP pufer), ki smo ga
pripravili iz 100 mM raztopine KH2;PO4 in 100 mM raztopine K;HPO,. Zalozne in delovne
raztopine smo pripravili na naslednji nacin:

100 mM K;HPO, = 8,71g K;HPO4 + 500 ml dH,0O

100 mM KH,PO,4 = 6,805 g KH,PO4+ 500 ml dH,0

100 mM KP pufer (pH 7) = 61,5 ml raztopine 100 mM K;HPO4+ 38,5 ml raztopinel00
mM KH2PO4

Za nadaljnje encimske teste smo ve¢inoma uporabljali 50 mM KP pufer (pH 7), ki smo ga
pripravili iz 100 mM KP pufra in ga razred¢ili z destilirano vodo v razmerju 1:1.

100 mM KP pufer (pH 7,6) smo pripravili iz 86,6 ml raztopine 100 mM K;HPO, in 13,4
ml raztopine 100 mM KH,POQO,.

Vse raztopine in pufre smo avtoklavirali in hranili v hladilniku pri 4 °C.

3.4.2 Vsebnost proteinov v vzorcih

Koncentracijo proteinov v vzorcu smo dolocili s kompletom za dolocanje koncentracije
proteinov BCA (BCA Protein Assay Kit, Pierce, ZDA) po naslednjem postopku.

Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili aloumin govejega seruma v koncentracijah
0,0,5,1,1,5in 2 mg/ml, vsako v treh ponovitvah . V razmerju 1:50 smo zamesali reagenta
A in B iz kompleta BCA. V epice smo odpipetirali po 1ml reagenta AB in dodali 50 pl
albumina govejega seruma ustrezne koncentracije, razred¢enegaz ekstrakcijskim 100 mM
KP pufrom. Pripravljene raztopine smo inkubirali 30 min pri 37 °C v termostabilni vodni
kopeli. Po zakljuCeni inkubaciji smo vzorce ohladili na sobno temperaturo, jih prelili v
kivete PVC (Brand) in s spektrofotometrom (znamke Shimadzu, Japonska) pri valovni
dolzini 562 nm izmerili njihovo absorpcijo. Iz teh meritev smo oblikovali umeritveno
krivuljo, ki smo jo uporabili za preracunavanje koncentracije proteinov v vzorcih male
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vodne leCe. Vsebnost proteinov v rastlinskih vzorcih smo izmerili po enakem postopku kot
standardne vzorce.

3.4.3 Encimska aktivnost antioksidativnih encimov

V nalogi smo izmerili encimsko aktivnost $tirih antioksidativnih encimov: katalaze,
guaiakol in askorbat peroksidaze ter glutation reduktaze. Aktivnost smo izmerili v istih
vzorcih, v katerih smo izmerili tudi koncentracijo proteinov. Iz obeh dobljenih podatkov
smo izraCunali specificno encimsko aktivnost:

specifi¢na encimska aktivnost (SEA) = encimska aktivnost / koncentracija proteinov

Za potek encimske reakcije smo pripravili reagen¢no mesanico, ki je vsebovala pufer in
substrat za encim. Reagencni meSanici smo tik pred spektrofotometricno meritvijo v
ustreznem razmerju dodali rastlinski vzorec in tako dobili testno meSanico, kateri smo

izmerili spremembo absorpcije v ¢asu ene minute. Reagenéno meSanico smo pripravili
svezo tik pred uporabo.

3.4.3.1 Merjenje encimske aktivnosti katalaze (CAT, EC 1.11.1.6)

Encimsko aktivnost (EA) katalaze smo dolocili spektrofotometri¢no z merjenjem porabe
H,0; pri 240 nm. Uporabili smo kvar¢ne ali PVC kivete (Brand), ki prepusc¢ajo UV
svetlobo. Reagenc¢ne raztopine, ki smo jih uporabili, smo ogreli na sobno temperaturo.

a) Reagenc¢na raztopina za merjenje EA CAT

40 ml 50 mM KP pufra (pH 7,0) in 31,2 ul 30 % H20-

Raztopino smo dobro premesali. Ker je vodikov peroksid obc¢utljiv na svetlobo,
smo stekleni¢ko z raztopino zavili v Al-folijo.

b) Testna raztopina
V kiveto, ki prepusca sevanje UV pri 240 nm, smo odpipetirali 950 pl reagencne
raztopine in 50 pl vzorca. Raztopino smo dobro premesali in izmerili spremembo

absorpcije.

c) Postopek meritev
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EA smo merili s programom UV probe eno minuto in s 5 sekundnim intervalom
odc¢itavanja absorpcije. Iz dobljenih podatkov smo izracunali encimsko aktivnost
CAT po formuli 1.

d) Izracun encimske aktivnosti
—_— ...(2)

AA = sprememba absorpcije
| = debelina kivete = 1 cm
¢ = ekstincijski koeficient H,O; pri 240 nm = 40/mM*cm

3.4.3.2 Merjenje encimske aktivnosti askorbat peroksidaze (A-POD, EC 1.11.1.11)
Encimsko aktivnost (EA) askorbat peroksidaze smo dolocili spektrofotometricno z
merjenjem porabe oksidacije askorbata pri 290 nm. Uporabili smo UV-PVC Kkivete
(Brand). Reagencne raztopine, ki smo jih uporabili, smo ogreli na sobno temperaturo.

a) Priprava reagen¢ne raztopine za merjenje EA A-POD

Raztopino smo pripravljali svezo. Najprej smo pripravili 0,5 ml 5 mM askorbata iz
0,0099 g natrijevega askorbata in 10 ml dH,O.

Nato smo zmesali reagenc¢no raztopino:
39,6 ml 50 mM KP pufras pH 7,0 + 31,2 ul 30 % H20, + 0,4 ml 5 mM askorbata

Raztopino smo dobro premesali. Ker sta vodikov peroksid in askorbat obcutljiva na
svetlobo, smo stekleni¢ko z raztopino zavili v Al-folijo.

b) Testna raztopina

V kiveto, ki prepusca sevanje UV pri 290 nm, smo odpipetirali 950 pl pufra in 50 pl
vzorca. Po meSanju smo izmerili spremembo absorpcije.

c) Postopek meritev
EA smo merili s programom UV probe eno minuto in s 5 sekundnim intervalom

odcitavanja absorpcije. 1z dobljenih podatkov smo izra¢unali encimsko aktivnost A-POD
po formuli 2, kjer je ekstincijski koeficient askorbata pri 290 nm ¢ = 2,8/mM*cm.



Pervanje M. Odziv male vodne le¢e (Lemna minor) na delce TiO, in CuO.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

3.4.3.3 Merjenje encimske aktivnosti guaiakol peroksidaze (G-POD, EC 1.11.1.7)

EA G-POD smo dolocili spektrofotometriéno z merjenjem naras¢anja absorpcije pri 470
nm, kot posledice polimerizacije guaiakola v tetraguaiakol. Uporabili smo PVC kivete
(Brand), ki prepuscajo vidni spekter svetlobe. Reagencne raztopine, ki smo jih uporabljali,
smo ogreli na sobno temperaturo.

a) Priprava reagencne raztopine za merjenje EA G-POD
39,6 ml 50 mM KP pufras pH 7,0 + 31,2 ul 30 % H,0, + 0,4 ml guaiakola

Raztopino smo dobro premesali. Ker je vodikov peroksid obcutljiv na svetlobo, smo
steklenicko z reagen¢no raztopino zavili v Al-folijo.

b) Testna raztopina

V kiveto, ki prepusca sevanje pri 470 nm, smo odpipetirali 950 pl pufra in 50 ul vzorca. Po
mesanju smo izmerili spremembo absorpcije.

c) Postopek meritev

EA smo merili s programom UV probe eno minuto in s 5 sekundnim intervalom
odcitavanja absorpcije. Iz dobljenih podatkov smo izracunali encimsko aktivnost G-POD
po formuli 2, kjer je ekstincijski koeficient tetraguaiakola pri 470 nm & = 26,6/mM*cm.

3.4.3.4 Merjenje encimske aktivnosti glutation reduktaze (GR, EC 1.6.4.2)

EA GR smo dolocili spektrofotometricno z merjenjem narascanja absorpcije pri 412 nm,
kot posledico redukcije DTNB (5,5-dithio-bis (2- nitrobenzojska kislina)) v TNB (2-nitro-
5-thiobenzojsko kislino). Uporabili smo PVC kivete (Brand), ki prepusc¢ajo vidni del
spektra svetlobe.

a) Priprava reagenéne raztopine za merjenje EA GR
Raztopino smo pripravljali svezo.
40 ml 100 mM KP pufras pH 7,6
+ 0,006 g NADPH

0,0756 g Na-EDTA
0,240 g DTNB
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Raztopino smo dobro premesali. Stekleni¢ko z reagen¢no raztopino smo zavili v Al-folijo.
b) Testna raztopina

V kiveto, ki prepuséa sevanje pri 412 nm, smo odpipetirali raztopine po sledeCem vrstnem
redu:
1. 850 pl pufra
2. 50 ul ze pripravljenega 20 mM GSSG (oksidirani glutation). Hranili smo ga v
zamrzovalniku na -20 °C.
3. 100 pl vzorca

c) Postopek meritev
EA smo merili s programom UV probe eno minuto in s 5 sekundnim intervalom

odcitavanja absorpcije. 1z dobljenih podatkov smo izrac¢unali encimsko aktivnost GR po
formuli 2, Kjer je ekstincijski koeficient TNB pri 412 nm g = 13,6/mM*cm.
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4 REZULTATI

4.1 TEST INHIBICIJE RASTI (1SO/CD 20079)

Malo vodno le¢o (Lemna minor) smo izpostavili razli¢énim koncentracijam TiO, 0z. CuO v
nano in makro obliki.Vsak poskus je trajal 7 dni in smo ga neodvisno ponovili dvakrat.

4.1.1 Vpliv nanodelcev TiO; na rast male vodne lece

Iz tabele 2 lahko razberemo, da nobena koncentracija nanodelcev TiOzv gojiscu ni bila
tako toksi¢na, da bi povzrocila 50 odstotno inhibicijo rasti (ECsp) male vodne lece. Na
zacCetku poskusa so kolonije vsebovale 14 ¢lenkov. Njihovo Stevilo se je povecevalo
neodvisno od koncentracije. Pri koncentraciji 100 uM nanodelcev TiO,v gojis¢u Smo
opazili 7,16-kratno povecanje Stevila ¢lenkov. Prav tako se je tekom poskusa povecalo
Stevilo kolonij, povecevanje Stevila ¢lenkov na kolonijo pa je bilo prav tako kot Stevilo
¢lenkov, neodvisno od koncentracije nanodelcev TiO, v gojis¢u. Enakomerno se je
podaljSevala dolZina najdaljSe korenine v koloniji.

Tabela 3 prikazuje stanje Clenkov vodne leCe tekom trajanja poskusa. Iz nje lahko
razberemo, da se je po sedmih dneh delez zelenih in temno zelenih c¢lenkov pri
koncentraciji 1000 uM v gojiS¢u zmanjSal, povecal pa se je delez rumenih in rumeno
zelenih ¢lenkov. DelezZ kloroz in nekroz se je spreminjal, vendar nismo opazili doznega ali
¢asovnega odgovora.

Koli¢ina zelenih alg se je povecevala tekom trajanja poskusa. Ocenili smo, da je bila

ey

dioksidav gojiscu.
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Preglednica 2: Rast male vodne lece (L. minor) med sedemdnevnim standardnim testom inhibicije rasti
pri razli¢nih koncentracijah nanodelcev TiO,

Vrednosti predstavljajo povprecje dveh neodvisnih poskusov (N=2) s tremi bioloskimi ponovitvami
za vsak poskus (tabele posameznih poskusov so v prilogi, prav tako tabele s standradnimi

napakami).
“ . Dolzina . . Stevilo D.OIZI.rvla
Konc. nano Stevilo . Stevilo | najdaljSe
. . ¢lenkov .. Clenkov na :
TiO, [uM] Clenkov kolonij .. korenine
[mm] kolonijo

[mm]

2.dan
0 23,67 2,54 7,50 3,17 22,87
0,1 23,67 2,72 7,33 3,24 21,87
1 24,67 2,56 7,67 3,23 19,02
10 22,83 2,60 7,50 3,06 23,11
100 23,33 2,75 7,17 3,26 22,35
1000 23,83 2,67 7,83 3,07 20,37

4. dan
0 42,83 2,72 7,83 5,58 25,87
0,1 44,17 2,74 7,50 5,93 25,41
1 40,83 2,61 7,83 5,23 24,57
10 40,33 2,71 8,00 5,19 26,41
100 37,17 2,70 7,17 5,21 25,76
1000 36,67 2,90 7,83 4,79 25,17

7. dan
0 91,33 3,02 18,00 6,30 29,20
0,1 98,17 2,86 16,67 7,37 31,42
1 99,33 2,82 16,17 7,07 30,28
10 97,83 2,88 16,83 6,64 30,80
100 100,17 2,91 23,67 4,65 28,43
1000 91,67 2,91 18,67 6,85 29,06
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Preglednica 3: Stanje ¢lenkov male vodne le¢e (L. minor) in prisotnost alg med sedemdnevnim
standardnim testom inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah nanodelcev TiO,

Vrednosti predstavljajo povprecje dveh neodvisnih poskusov (N=2) s tremi bioloskimi ponovitvami
za vsak poskus (tabele posameznih poskusov so v prilogi, prav tako tabele s standradnimi napakami)

Konc. nano Barva Elenkov [%] Kloroze  Nekroze
TiO, [uM] Temno Zelena Rumeno Rumena Bela [%] [%] Alge
zelena zelena
2. dan
0 69,52 30,48 0,00 0,00 0,00 2,81 1,45 0,00
0,1 60,27 36,34 2,78 0,62 0,00 4,41 1,52 0,00
1 53,35 42,53 4,12 0,00 0,00 4,73 0,72 0,00
10 52,61 39,38 8,00 0,00 0,00 2,24 0,72 0,00
100 50,09 46,41 3,50 0,00 0,00 2,19 0,00 0,00
1000 38,75 51,65 8,28 1,32 0,00 2,93 0,00 0,00
4. dan
0 46,47 37,88 10,18 5,47 0,00 2,41 2,57 1,48
0,1 48,96 31,50 8,80 10,74 0,00 2,63 0,81 1,33
1 46,24 32,21 12,81 8,73 0,00 4,61 2,09 1,17
10 45,41 33,79 13,68 7,12 0,00 9,18 4,60 1,08
100 51,12 32,00 10,14 6,74 0,00 1,75 2,79 0,83
1000 44,90 34,69 13,47 6,94 0,00 4,02 2,41 0,58
7.dan
0 47,06 28,24 18,65 5,09 0,95 0,00 0,00 2,08
0,1 29,53 28,43 30,78 9,42 1,84 0,74 0,00 2,00
1 25,57 24,35 41,53 8,55 0,00 0,76 0,23 2,00
10 32,60 22,67 34,95 9,77 0,00 1,00 4,06 1,50
100 30,33 33,55 27,84 8,28 0,00 1,63 2,67 1,50
1000 28,14 39,22 21,70 10,94 0,00 2,42 1,81 1,25

Prisotnost alg: 0 — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko. Vrednosti v tabeli se razlikujejo od opisanih
vrednosti, saj je izra¢unano povprecje Sestih paralelk (po 3 iz vsake ponovitve).
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4.1.2 Vpliv makrodelcev TiO; na rast male vodne lece

Iz tabele 4 lahko razberemo, da v nasem poskusu nobena koncentracija v gojiscu ni bila
tako toksi¢na, da bi povzrocila 50 odstotno inhibicijo rasti (ECsp). Koncentracija 100 uM
TiO,v gojiscu je imela po sedmih dneh 41 % inhibicijo rasti v primerjavi s kontrolo. Na
zacetku poskusa so kolonije vsebovale 14 ¢lenkov. Po sedmih dneh trajanja poskusa smo
pri koncentraciji 100 pM v gojiScu opazili za 35 % manj ¢lenkov kot v kontroli. Tudi
Stevilo kolonij je bilo pri koncentraciji 1000 uM makrodelcev TiO,v gojis¢u manjSe za
47,38 % v primerjavi s kontrolo. Dolzina ¢lenkov se ni spreminjala, Stevilo ¢lenkov na
kolonijo pa je bilo pri koncentraciji 1000 uM makrodelcev TiO,v gojiscu za 20 % visje v
kot pri kontroli.

V tabeli 5 vidimo, da so bili ¢lenki na sedmi dan poskusa pri visjih koncentracijah
titanovega dioksida v gojiScu svetlejsih barv kot v kontrolnih pogojih. Kloroze in nekroze
so se pojavljale neodvisno od koncentracije TiO,v gojiscu in trajanja izpostavljenosti
delcem. Kot je razvidno iz tabele, je bila rast alg manjsa v gojis¢u z dodanimi delci TiO».
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Preglednica 4: Rast male vodne lece (L. minor) med sedemdnevnim standardnim testom inhibicije rasti
pri razli¢nih koncentracijah makrodelcev TiO,

Vrednosti predstavljajo povprecje dveh neodvisnih poskusov (N=2) s tremi bioloskimi ponovitvami
za vsak poskus (tabele posameznih poskusov so v prilogi, prav tako tabele s standradnimi

napakami).
. 5, . Dolzina
Kone. TiO,|  Stevilo  D0ZM  giie  Stevileidalise
. Elenkov .. Clenkov na .
[uM] Elenkov kolonij .. korenine
[mm] kolonijo

[mm]

2. dan
0 28,50 2,48 7,17 3,94 16,96
0,1 26,17 2,55 7,00 3,74 18,47
1 25,00 2,75 7,00 3,57 17,62
10 26,00 2,60 7,17 3,63 15,36
100 24,50 2,61 6,83 3,56 15,60
1000 23,50 2,51 6,83 3,43 15,87

4. dan
0 62,00 2,72 9,83 6,41 22,20
0,1 56,17 2,74 8,33 6,88 23,05
1 55,67 2,76 7,33 7,63 24,38
10 46,67 2,78 8,17 5,70 22,65
100 42,33 2,66 7,33 5,79 21,90
1000 41,83 2,66 7,00 5,98 24,90

7. dan
0 90,67 2,98 15,83 5,77 27,49
0,1 85,00 2,95 15,83 5,52 28,47
1 82,50 3,02 12,33 6,70 30,78
10 64,33 2,93 10,17 6,65 28,13
100 53,50 2,90 9,17 5,97 26,15
1000 58,67 2,80 8,33 7,25 31,84
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Preglednica 5: Stanje ¢lenkov male vodne le¢e (L. minor) in prisotnost alg med sedemdnevnim
standardnim testom inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah makrodelcev TiO,

Vrednosti predstavljajo povprecje dveh neodvisnih poskusov (N=2) s tremi bioloskimi ponovitvami
za vsak poskus (tabele posameznih poskusov so v prilogi, prav tako tabele s standradnimi

napakami).
Konc. TiO, T Barw;ha;l;sz el Kloroze  Nekroze Alge
[uM] Zelena Rumena Bela [%] [%6]
zelena zelena
2. dan
0 46,94 40,72 12,34 0,00 0,00 12,33 0,00 0,50
0,1 38,75 57,71 3,54 0,00 0,00 8,37 7,35 0,50
1 45,67 54,33 0,00 0,00 0,00 5,10 3,07 0,42
10 34,84 61,48 3,07 0,00 0,62 1,79 0,00 0,17
100 35,35 56,22 6,08 0,57 1,77 13,81 2,32 0,33
1000 34,24 60,71 2,38 1,33 1,33 3,46 4,95 0,17
4. dan
0 32,59 50,88 16,53 0,00 0,00 1,43 2,82 1,42
0,1 32,68 34,04 31,03 2,24 0,00 4,46 4,10 1,42
1 35,73 20,36 36,43 7,48 0,00 2,30 0,27 0,92
10 29,10 33,97 30,37 6,57 0,00 1,02 0,80 1,08
100 25,54 29,15 23,42 20,90 0,98 5,14 6,69 1,00
1000 34,30 29,86 21,75 14,09 0,00 3,59 3,66 0,75
7.dan
0 40,25 36,44 21,27 1,89 0,15 0,86 1,75 1,83
0,1 31,46 33,03 29,31 4,63 1,57 6,32 0,49 1,83
1 29,46 25,14 29,86 15,54 0,00 0,18 0,15 1,50
10 30,83 22,99 27,29 18,89 0,00 0,24 1,35 1,50
100 18,50 26,03 44,29 10,83 0,35 7,14 8,13 1,58
1000 24,72 42,04 24,36 8,88 0,00 4,57 1,51 1,50

Prisotnost alg smo opisali kot: 0 — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko. Vrednosti v tabeli se
razlikujejo od opisanih vrednosti, saj je izraGunano povprecje Sestih paralelk (po 3 iz vsake
ponovitve).
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4.1.3 Vpliv nanodelcev CuO na rast male vodne lece

Iz tabele 6 lahko razberemo, da je bila ECsp med 0 uM in 0,1 pM nano CuO. Pri 0,1 pM
nanodelcev CuO je bila inhibicija rasti lece 56,4 %, pri 1000 uM nanodelcev CuO v
gojiscu pa 85 %.

Stevilo ¢lenkov, $tevilo kolonij in §tevilo &lenkov na kolonijo (rezultati so statistiéno
znalilni — priloga D) je po sedmih dneh trajanja poskusa moc¢no upadlo. Tako je bilo pri
1000 uM nanodelcev CuO v gojiscu po sedmih dneh za 85 % manj ¢lenkov kot v kontroli,
Stevilo kolonij pa je bilo manjse za 34 %.

Da so nanodelci CuO zavirali rast rastline, smo opazili tudi iz merjenja najdaljSe korenine
v koloniji. Korenine so odpadle, rast se je zmanjsala. Korenine so pri koncentraciji 1000
uMyv gojiscu dosegale 4 % dolzine korenin v kontrolni posodici.

Clenki so hitro zageli rumeneti. V goji§éu z dodano koncentracijo 10 uM nanodelcev CuO
na Cetrti dan opazovanja nismo opazili nobenega temno zelenega Clenka, pri vseh
koncentracijah nanodelcev CuO smo zaceli opazati bele ¢lenke. Sedmi dan opazovanja so
bili ¢lenki v gojis€u z najvi§jo koncentracijo nanodelcev CuO rumeno zeleni, rumeni in
beli. Temno zelenih in zelenih nismo opazili.

Delez kloroz se ni bistveno spreminjal, delez nekroz pa se je ve€al v odvisnosti od ¢asa in
koncentracije nanodelcev CuO. Rezultati so bili statistico znacilni (priloga D). Rastline, ki
so uspevale v gojis¢u s koncentracijo 1000 uM nanodelcev CuO, so imele cel Cas trajanja
poskusa najvisji delez nekroz. Ta je narasel od drugega do sedmega dne trajanja poskusa iz
25 % na 61 %.

Nanodelci CuO so zavirali rast alg, saj alge pri dodani koncentraciji 10 uM nano CuO niso
uspevale (tabela 7).
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Preglednica 6: Rast male vodne lece (L. minor) med sedemdnevnim standardnim testom inhibicije rasti
pri razli¢nih koncentracijah nanodelcev CuO

Vrednosti predstavljajo povprecje dveh neodvisnih poskusov (N=2) s tremi bioloskimi ponovitvami
za vsak poskus (tabele posameznih poskusov so v prilogi, prav tako tabele s standradnimi

napakami).
. Dolzina . . Stevilo D.0121'13a
Konc. nano Stevilo By Stevilo najdaljSe
. ¢lenkov .. Clenkov na :
CuO [uM] ¢lenkov kolonij . korenine
[mm] kolonijo

[mm]

2. dan
0 18,17 2,92 7,00 2,60 28,71
0,1 14,33 3,01 7,67 1,84 15,57
1 15,00 2,87 8,50 1,79 9,84
10 13,33 2,91 9,67 1,43 7,10
100 14,67 2,99 11,83 1,27 2,15
1000 12,83 3,03 11,67 1,12 9,41

4. dan
0 38,17 3,02 7,17 5,33 29,94
0,1 21,17 2,83 9,17 2,25 8,31
1 18,83 2,77 11,00 1,70 2,48
10 15,00 2,85 11,33 1,35 1,67
100 15,50 2,88 12,67 1,27 0,65
1000 13,33 3,02 12,00 1,13 1,29

7. dan
0 86,33 3,14 17,83 5,05 31,96
0,1 37,67 2,79 14,00 2,57 6,74
1 30,00 2,68 17,00 1,72 1,93
10 19,00 2,73 16,83 1,19 0,36
100 17,00 2,86 13,33 1,31 0,19
1000 13,00 3,02 11,83 1,12 1,29
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Preglednica 7: Stanje ¢lenkov male vodne le¢e (L. minor) in prisotnost alg med sedemdnevnim
standardnim testom inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah nanodelcev CuO

Vrednosti predstavljajo povprecje dveh neodvisnih poskusov (N=2) s tremi bioloskimi ponovitvami
za vsak poskus (tabele posameznih poskusov so v prilogi, prav tako tabele s standradnimi

napakami).
Konc. nano Barva Elenkoy [%] Kloroze  Nekroze
CuO [uM] Temno Zelena Rumeno Rumena Bela [%] [%6] Alge
zelena zelena

2. dan
0 49,29 29,78 16,17 4,76 0,00 8,72 1,11 0,50
0,1 56,37 26,21 11,36 6,06 0,00 17,22 0,00 0,00
1 39,93 36,44 14,24 7,88 1,52 5,38 0,00 0,00
10 31,14 51,92 16,95 0,00 0,00 0,00 3,75 0,00
100 14,08 62,31 16,04 7,58 0,00 0,00 4,04 0,00
1000 18,63 49,89 18,22 13,26 0,00 0,00 25,14 0,00

4. dan
0 54,99 36,96 7,58 0,00 0,46 5,10 0,48 1,75
0,1 47,66 37,90 0,00 5,56 8,89 7,34 2,22 0,42
1 3,70 37,76 49,66 6,42 2,47 0,00 20,98 0,00
10 0,00 41,99 49,83 0,00 8,18 0,00 18,74 0,00
100 0,00 23,68 57,13 7,58 11,62 0,00 17,42 0,00
1000 0,00 37,65 48,75 13,60 0,00 5,41 26,79 0,00

7. dan
0 43,25 21,67 25,90 8,36 0,83 1,10 0,28 3,00
0,1 30,25 40,92 20,11 1,59 7,14 0,00 13,01 0,83
1 4,60 41,94 31,47 19,42 2,57 0,52 36,59 0,42
10 0,00 12,69 29,02 53,85 4,45 0,00 57,34 0,00
100 0,00 7,33 43,23 45,57 3,86 0,00 31,07 0,00
1000 0,00 0,00 66,56 29,54 3,91 0,00 61,87 0,00

Prisotnost alg smo opisali kot: 0 — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko. Vrednosti v tabeli se
razlikujejo od opisanih vrednosti, saj je izraCunano povprecje Sestih paralelk (po 3 iz vsake
ponovitve).
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4.1.4 Vpliv makrodelcev CuO na rast male vodne lece

Iz tabele 8 lahko razberemo, da je bila ECsp med 0,1 uM in 1 uM CuO. Pri 0,1 uM CuO v
gojis¢u je bila inhibicija rasti 23 %, pri 1 pM CuO pa 55 %. Stevilo ¢lenkov in §tevilo
¢lenkov na kolonijo je po sedmih dneh z vecanjem koncentracije CuO v gojiscu padlo.
Stevilo &lenkov na kolonijo in $tevilo ¢lenkov sta bila statistio znacilna (priloga D) Pri
koncentraciji 1000 uM CuO v gojis¢u je stevilo ¢lenkov po sedmih dneh doseglo 29,4 %
Stevila ¢lenkov v kontrolni posodi. Stevilo kolonij po sedmih dneh je do koncentracije 1
uM CuO v gojiscu padalo, potem pa se je povecevalo. Pri koncentraciji 1000 uM CuO v
£0ji8¢u je bilo tako za 15,6 % vec¢ kolonij kot v kontroli.

Dolzina korenin pada z vecanjem koncentracije CuO v gojiscu. Rastline, ki so bile
izpostavljene koncentraciji 1000 uM CuO, so imele za 98,9 % krajSe korenine kot v
kontroli.

Clenki so, kot vidimo iz tabele 9, hitro za¢eli rumeneti. Le¢a, ki je uspevala v gojiséu z
dodanimi delci CuO v koncentracijah 100 in 1000 puM, je bila Cetrti dan poskusa brez
temno zelenih Clenkov. Delez rumenih c¢lenkov se je pri teh koncentracijah opazno
poveceval, pri koncentraciji 1000 pM CuO v gojis¢u pa smo opazili povecanje deleza belih
¢lenkov. Ta je ob koncu poskusa znasal 7,16 %. Opazno se je povecal tudi delez nekroz,
pri koncentraciji 1000 uM CuO v gojis¢u je znasal 42,46 %. Delez kloroz se med
poskusom ni bistveno spreminjal.

CuO je zaviral rast alg. Kot je razvidno iz tabele 9, je koncentracija 100 uM CuO v gojisc¢u
popolnoma zavrla rast alg.
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Preglednica 8: Rast male vodne lece (L. minor) med sedemdnevnim standardnim testom inhibicije rasti
pri razli¢nih koncentracijah makrodelcev CuO

Vrednosti predstavljajo povprecje dveh neodvisnih poskusov (N=2) s tremi bioloskimi ponovitvami
za vsak poskus (tabele posameznih poskusov so v prilogi, prav tako tabele s standradnimi

napakami).
. 5, . Dolzina
Konc. CuO Stevilo  DOZM giie | Stevilo idalise
. ¢lenkov .. Clenkov na :
[uM] ¢lenkov kolonij . korenine
[mm] kolonijo

[mm]

2. dan
0 16,17 2,45 7,00 2,31 21,16
0,1 17,17 2,89 7,00 2,45 23,45
1 16,33 2,93 7,00 2,33 16,45
10 15,17 2,83 7,00 2,17 18,26
100 14,50 2,83 8,00 1,82 2,92
1000 12,83 2,91 9,83 1,31 3,46

4. dan
0 43,33 2,95 8,17 5,36 22,81
0,1 33,00 2,93 8,00 4,22 23,92
1 22,50 2,86 8,33 2,72 13,10
10 19,33 2,71 8,00 2,45 4,33
100 16,00 2,82 9,83 1,65 1,24
1000 14,50 2,71 12,00 1,21 0,35

7. dan
0 57,17 3,09 11,67 5,14 25,30
0,1 44,17 2,91 9,17 4,70 25,92
1 25,83 2,77 8,83 3,04 14,76
10 23,83 2,69 11,33 2,17 2,11
100 19,17 2,73 12,00 1,61 1,18
1000 16,83 2,72 13,83 1,21 0,28
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Preglednica 9: Stanje ¢lenkov male vodne le¢e (L. minor) in prisotnost alg med sedemdnevnim
standardnim testom inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah makrodelcev CuO

Vrednosti predstavljajo povpreéje dveh neodvisnih poskusov (N=2) s tremi bioloskimi ponovitvami
za vsak poskus (tabele posameznih poskusov so v prilogi, prav tako tabele s standradnimi

napakami).
Konc. CuO T Barva;te;l;g;/ el Kloroze  Nekroze Alge
[uM] Zelena Rumena Bela [%] [%6]
zelena zelena
2. dan
0 51,09 30,21 18,70 0,00 0,00 5,72 0,00 0,50
0,1 48,32 34,16 16,24 1,28 0,00 2,56 0,00 0,33
1 34,38 34,21 28,52 1,97 0,93 2,12 1,04 0,00
10 38,09 31,66 12,79 16,47 0,98 1,76 3,49 0,08
100 14,83 56,37 25,33 3,47 0,00 2,58 1,19 0,00
1000 24,37 46,65 19,69 8,10 1,19 7,14 3,33 0,00
4. dan
0 42,73 33,09 23,28 0,00 0,91 1,11 0,00 2,00
0,1 36,10 34,48 28,70 0,73 0,00 0,67 0,56 1,75
1 26,22 35,95 25,57 8,64 3,62 0,79 1,49 1,33
10 20,94 26,40 44,04 1,85 6,76 0,93 4,58 0,25
100 0,00 32,01 61,29 3,03 3,68 0,00 17,28 0,00
1000 0,00 13,14 75,82 8,54 2,50 4,17 7,19 0,00
7. dan
0 34,05 27,46 20,58 17,91 0,00 1,27 0,00 3,00
0,1 21,63 27,14 35,87 15,37 0,00 4,16 3,46 2,00
1 14,14 26,49 42,31 15,75 1,31 0,00 1,98 1,75
10 16,07 31,26 33,26 14,67 4,75 0,67 5,34 0,58
100 0,00 26,22 66,11 7,68 0,00 0,00 36,75 0,00
1000 0,00 9,90 78,58 4,36 7,16 1,52 42,46 0,00

Prisotnost alg smo opisali kot: 0 — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko. Vrednosti v tabeli se
razlikujejo od opisanih vrednosti, saj je izraCunano povprecje Sestih paralelk (po 3 iz vsake
ponovitve)
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4.1.5 Primerjave izbranih parametrov standardnega testa inhibicije rasti (ISO/CD
20079)

Zaradi boljSe predstavnosti in pomena razli¢nih dejavnikov rasti, smo v nadaljevanju
primerjalno prikazali nekaj najpomembnejSih pokazateljev stanja izpostavljenih rastlin
male vodne lece.

4.15.1 Stevilo ¢lenkov

Rastline, ki so rastle v kontrolnih razmerah (brez delcev), so imele podobno krivuljo rasti,
razen pri izpostavitvi CuO, kjer je bila slabsa.

Nanodelci TiO; niso vplivali na rast ¢lenkov. Do Cetrtega dne opazovanja so imele rastline,
ki so uspevale v mediju s TiO; vecje Stevilo ¢lenkov, v nadaljevanju poskusa pa je TiO;
zmanjsal rast ¢lenkov pri koncentracijah, ki so bile visje od 10 pM za okoli 30 %.

Razlike pri CuO v nano in makro obliki so bile manjse. V mediju s koncentracijo 1 uM
nano CuO je bilo ¢lenkov za 13,9 % vec kot pri 1 uM CuO, iz Cesar lahko sklepamo, da je
nano CuO pri tej koncentraciji za rastlino manj skodljiv od CuO. Razlika je bila opazna
tudi v kontrolnih pogojih. V poskusu, kjer smo leco tretirali s CuO, je zraslo 50 % manj
¢lenkov kot pri nano obliki.

Primerjava med delci CuO in TiO; pokaze, da so delci CuO bolj zavirali rast ¢lenkov in da
je bila razlika v vplivu ve¢ja, ¢e so bili delci v nano obliki CuO (slika 4).
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Legenda: =0 pM; M=0,1 pM; A=1 uM;X=10 uM; *=100 pM; ®=1000 pM
Slika 4: Stevilo élenkov male vodne le¢e (L. minor) po izpostavitvi TiO, in CuO v nano in makro obliki
med sedemdnevnim testom rasti

Prikazane vrednosti so povpre¢je dveh poskusov (N=2), v vsakem so bile po 3 bioloske ponovitve za
posamezno koncentracijo.
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4.1.5.2 Stevilo kolonij

Iz slike 5 vidimo, da so imele rastline, ki so rastle v gojis¢u s 1000 uM TiO, za 55,38 %
manj kolonij kot tiste, ki so rastle v prisotnosti 1000 uM nano TiO,. 1z tega lahko
sklepamo, da je nano oblika delcev TiO, manj skodljiva od makro oblike.

Nano CuO je bil bolj strupen kot CuO, Kkjer so imele rastline, ki so rastle v prisotnosti 1000

.....

kolonij po 7 dneh rasti padalo z ve¢anjem koncentracije delcev.
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Legenda; =0 uM; l=0,1 uM; A=1 uM;X=10 uM; *=100 uM; ®=1000 uM
Slika 5: Stevilo kolonij male vodne le¢e (L. minor) po izpostavitvi TiO, in CuO v nano in makro obliki
med sedemdnevnim testom rasti

Prikazane vrednosti so povpreéje dveh poskusov (N=2), v vsakem so bile po 3 bioloske ponovitve za
posamezno koncentracijo.
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4.1.5.3 Dolzina najdaljSe korenine

Korenine so cel ¢as poskusa rasle enako, ne glede na prisotnost, koncentracijo in velikost
delcev TiO, (statisticno znalilne rezultate smo zasledili pri lecah, izpostavljene
makrodelcem TiO,; rezultati so v prilogi D). Po drugi strani pa je CuO je mo¢no zmanjSal
rast korenin. Nano oblika delcev je bolj zavrla rast korenin kot makro oblika, obe obliki pa
sta povzrocili statistiéno znalilne rezultate (priloga D). ManjSa dolzina korenin je v
najve&ji meri posledica odpadanja in upo&asnjene rasti. Ze koncentracija 1 pM nano CuO
je po stirih dneh poskusa povzrocila odpadanje korenin in povprecna dolZina je padla pod 5
mm (slika 6).
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Legenda: =0 pM: M=0,1 pM: A=1 uM;X=10 pM: *=100 uM; ®=1000 uM
Slika 6: DolZina korenine male vodne le¢e (L. minor) po izpostavitvi TiO, in CuO v nano in makro
obliki med sedemdnevnim testom rasti

Prikazane vrednosti so povpreéje dveh poskusov (N=2), v vsakem so bile po 3 bioloske ponovitve za
posamezno koncentracijo.



Pervanje M. Odziv male vodne le¢e (Lemna minor) na delce TiO, in CuO.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

4.1.5.4 Barva ¢lenkov

Delez temno zelenih ¢lenkov je drugi dan opazovanja rastlin presegel 40 % tako pri
rastlinah, ki so rastle v TiOj, kot pri tistih z dodanim nano TiO, v gojis¢u. Rumeno zelenih
¢lenkov je bilo v obeh primerih manj kot 10 %. Rastline, ki so rastle v koncentraciji 100
opazili razliko med rastlinami, ki so uspevale v gojis¢u z dodanim TiO; ali CuO. Delez
rumeno zelenih ¢lenkov je bil namre¢ pri CuO visji kot pri TiO; (slika 7).

Cetrti dan opazovanja smo $e vedno opazili visok delez temno zelenih ¢&lenkov pri
rastlinah, ki so rasle v prisotnosti TiO,. Nasprotno pa pri rastlinah, ki so uspevale pri
koncentraciji 100 uM CuO, temno zeleni ¢lenkov nismo opazili. Zaznali pa smo povecanje
deleza rumenih in rumeno zelenih ¢lenkov.

Na sedmi dan je bil delez svetlejSih ¢lenkov pri rastlinah, ki so uspevale v prisotnosti TiO»
vedji kot pri prej$njih opazovanjih, a Se vedno smo pri vseh koncentracijah TiO, opazili
temno zelene ¢lenke rastlin. CuO in nanodelci CuO so na obarvanost rastlin bolj vplivali
kot delci TiO,. Na sedmi dan so bile rastline, ki so uspevale v hranilnem gojis¢u z
dodanimi delci nano CuO v koncentraciji 1000 uM, brez zelenih in temno zelenih ¢lenkov.
TiO; ni deloval tako toksi¢no kot CuO. Rastline, ki so uspevale v gojis¢u s koncentracijo
1000 uM TiO,, so imele 10 % zeleno obarvanih ¢lenkov.

Iz primerjave lahko sklepamo, da je CuO bolj skodljiv kot TiO,, saj je povzro¢il mo¢nejse
rumenenje Clenkov. Negativni ucinki na barvi ¢lenkov so bili vidni Ze drugi dan. Po
sedmih dneh smo opazili, da je bil CuO v nano obliki bolj toksi¢en kot v makro obliki.
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Slika 7: Barva €¢lenkov male vodne le¢e (L. minor) po izpostavitvi TiO, in CuO v nano in makro obliki
med sedemdnevnim testom rasti

Prikazane vrednosti so povpreéje dveh poskusov (N=2), v vsakem so bile po 3 bioloske ponovitve za
posamezno koncentracijo.

Na ordinatni osi so delezi razli¢nih barv (temno zelene, zelene, rumeno zelene, rumene in bele); na
abscisni osi pa koncentracija delcev [uM].
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4.1.5.5 Prisotnost alg v gojis¢u

Opazili smo, da se alge pri vi§jih koncentracijah tako CuO v nano kot makro obliki, niso
pojavile. Rezultati so bili statisticno znacilni (priloga D). Pri CuO v nano obliki so bile

.....

oy e

nano in makro obliki pojavile in dosegle srednje visoko poraslost gojis¢a. Nano oblika
TiO; je nekoliko zmanjsala rast alg, medtem ko so alge rastle v prisotnosti TiO, enako kot
v kontrolnem gojiscu (slika 8).
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Legenda: €=0 uM; l=0,1 uM; A=1 uM; X=10 uM; *=100 pM; ®=1000 uM
Slika 8: Prisotnost alg v goji§¢u po izpostavitvi TiO, in CuO v nano in makro obliki med
sedemdnevnim testom rasti

Prikazane vrednosti so povpre¢je dveh poskusov (N=2), v vsakem so bile po 3 bioloske ponovitve za
posamezno koncentracijo.
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4.2 POTENCIALNA FOTOKEMICNA UCINKOVITOST

Iz slike 9 je razvidno, da je bila izmerjena vrednost potencialne fotokemi¢ne ucinkovitosti
pri rastlinah, ki so bile izpostavljene razlicnim koncentracijam TiO, v obeh oblikah,
priblizno enaka. Kontrolne rastline so imele najvi§je izmerjene vrednosti fotokemicne
ucinkovitosti, medtem ko so imele rastline, izpostavljene koncentraciji 1000 uM nano
TiO,, za 12,31 % nizjo fotokemi¢no ucinkovitost od kontrole. V vseh poskusih, narejenih s
TiO; delci smo izmerili potencialno fotokemi¢no ucinkovitost, ve¢jo od 0,5.

Fotokemicna ucinkovitost, izmerjena pri rastlinah, ki so rasle v prisotnosti nanodelcev
CuO, je padala in pri koncentraciji 1000 uM nano CuO so imele rastline v prvem poskusu
47,14 % nizjo fotokemicno ucinkovitost Kot rastline, ki so uspevale v kontrolnih pogojih.
To kaze na to, da je nano CuO negativno vplival na fotosintezo rastline. Makrodelci CuO v
obeh poskusih za razliko od nano CuO niso tako zmanjSali potencialne fotokemiéne
ucinkovitosti, so pa bili statistico znacilni (priloga D). Rastline, ki so rasle v gojiscu s
koncentracijo 1000 pM nano CuO,so imele za 16 % nizjo fotokemi¢no ucinkovitost Kot
rastline, ki niso bile izpostavljene nanodelcem. Leca, ki je v prvem poskusu uspevala v
gojis¢u z nanodelci CuO je imela potencialno fotokemi¢no ucinkovitost pod vrednostjo 0,5
ze od koncentracije 10 puM, tista, ki je uspevala v gojis¢u z dodanimi makrodelci CuO pa
pri koncentracijah 100 in 1000 puM.

0,8
2 L g
£ o7 i L 4 .
é l & N
c 06 P4
©3 05 [ | XX
0 5 X
= T
85 03
© =
[=
s 072
©
S
< 0,1
o
0,0 T T r r r r r )
nano nano TiO2 1.TiO22. nano nano CuO 1. CuO 2.
TiO2 1.TiO2 2. CuO 1. CuO 2.

Legenda: =0 uM; l=0,1 uM; A=1 uM;X=10 uM; *=100 uM; ®=1000 pM

Slika 9: Potencialna fotokemi¢na ucinkovitost pri mali vodni le¢i (L. minor) po sedemdnevnem
standardnem testu inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah delcev TiO, in CuO

Tocke predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev (N=3). Vrednosti posameznih poskusov so v prilogi.
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4.3 ANTIOKSIDATIVNI ENCIMI

43.1 Katalaza

Encimsko aktivnost katalaze smo spektrofotometri¢no izmerili z merjenjem porabe H,0-

pri 240 nm.

Iz nasih opazovanj smo ugotovili, da nano in makrodelci na SEA encima katalaza niso
vplivali (slika 10). Opazili smo, da je med ponovitvama poskusa, narejenih z nanodelci
TiO, vecja razlika v SEA kot pri TiO,, Kjer sta vrednosti posamezne ponovitve blizu

povprecni vrednosti.

Kot pri delcih TiO2, je tudi pri delcih CuO vrednost SEA encima CAT padala. Padec SEA

ey
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Slika 10: Specificna encimska aktivnost (SEA) katalaze v odvisnosti od koncentracije delcev TiO, in

CuO v gojis¢u

Tocke predstavljajo rezultate meritev SEA enega poskusa. Vsaka tocka predstavlja povprecje treh

paralelk (N=3) (tabele posameznih poskusov so v prilogi).
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4.3.2 Askorbat peroksidaza

Encimsko aktivnost askorbat peroksidaze (A-POD) smo spektrofotometri¢no dolocili z
oksidacijo askorbata pri 290 nm.

SEA A-POD vodne lece se zaradi izpostavitve delcem TiO; ni spremenila. Delci CuO pa
so po drugi strani povisali SEA A-POD rastline. Nanodelci CuO so povisali SEA pri
koncentracijah v gojiscu, vi§jih od 10 pM. Pri koncentraciji 1000 uM je povisanje
najvecje, in sicer za 845 % ve€ od kontrole, je pa pri tej koncentraciji nanodelcev CuO
najveC razlike med prvo in drugo ponovitvijo poskusa. Makrodelci CuO niso povzrocili
tolikSnega zvisanja SEA. Pri koncentraciji 1000 uM CuO je SEA za 56 % visji od kontrole
(slika 11). CuO je povzrocil statisticno znacilno povisanje SEA pri 1000 uM v nano (p =
0,0177) in ne pri makro obliki (p = 0,0442) (priloga D).
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Slika 11: Specificna encimska aktivnost (SEA) askorbat peroksidaze v odvisnosti od koncentracije

delcev TiO; in CuO v gojis¢u

Tocke predstavljajo rezultate meritev SEA enega poskusa. Vsaka tocka predstavlja povprecje treh

paralelk (N=3) (tabele posameznih poskusov so v prilogi).
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4.3.3 Guaiakol peroksidaza

Encimsko aktivnost guaiakol peroksidaze (G-POD) smo spektrofotometri¢no izmerili z
merjenjem polimerizacije guaiakola v tetraguaiakol pri 470 nm.

SEA G-POD L. minor se zaradi izpostavitve delcem TiO, ni spremenila. Pri izpostavitvi
rastlin nanodelcem CuO smo pri vecanju koncentracije opazili povecanje SEA G-POD,
Povpre¢ne vrednosti SEA lece, ki je rasla v koncentraciji 1000 uM nano CuO so bile v
prvem poskusu za 6831,69 % vecje od kontrolnih.

Vrednosti SEA, izmerjene v le¢i, ki je uspevala v prisotnosti makrodelcev CuO, S0 z
veCanjem koncentracije nara$c¢ale in so bili statisti¢no znacilni (p= 0,0233) (priloga D).
Koncentracija 1000 uM je bila za 94 % vecja od kontrole. 1z slike 12 lahko vidimo, da so
makrodelci CuO na SEA encima zaceli vplivati pri 100 uM v gojiscu, nanodelci pa pri 10
puM.
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Slika 12: Specifi¢na encimska aktivnost (SEA) guaiakol peroksidaze v odvisnosti od koncentracije

delcev T

iO; in CuO v gojiscu

Tocke predstavljajo rezultate meritev SEA enega poskusa. Vsaka tocka predstavlja povprecje treh

paralelk (N=3) (tabele posameznih poskusov so v prilogi).
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4.3.4 Glutation reduktaza

Encimsko aktivnost glutation reduktaze (GR) smo spektrofotometri¢no dolo¢ili s pomocjo
naras¢anja absorpcije pri 412 nm, ki je posledica redukcije DTNB v TNB (2-nitro-5-

thiobenzojsko kislino).

Ugotovili smo, da encim GR ni spremenil SEA v le¢i, izpostavljeni delcem TiO,. 1z slike
12 lahko vidimo, da je bila SEA GR pri koncentraciji 1000 uM nano CuO za 57 % visja od
kontrole. U¢inek nanodelcev CuO na SEA encima GR se je pokazal Ze pri koncentraciji 10
uM, medtem ko pri makrodelcih CuO nismo opazili uc¢inka (slika 13).
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Slika 13: Specifiéna encimska aktivnost (SEA) glutation reduktaze v odvisnosti od koncentracije delcev
TiO; in CuO v gojiséu

Tocke predstavljajo rezultate meritev SEA enega poskusa. Vsaka toc¢ka predstavlja povpreéje treh
paralelk (N=3) (tabele posameznih poskusov so v prilogi).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Nanotehnologija se vse bolj razvija in tako je vse ve¢ umetno pridobljenih nanodelcev.
Povisanje teh se pri¢akuje tudi v naravi, kar lahko privede do kopifenja nanodelcev v
organizmu in posledi¢no vpliva na njihovo rast in razvoj. Zaradi velikosti delcev do 100
nm, so njihove lastnosti drugac¢ne od vecjih delcev in potrebno je preucevanje pozitivnih in
negativnih vplivov na Zive organizme (Kahru in sod., 2008). Raziskave z bakrovimi in
titanovimi spojinami so pokazale, da je baker veliko bolj skodljiv za organizme kot titan
(Karlsson in sod., 2009).

Mala vodna lec¢a je eden izmed pomembnejsih testnih organizmov v ekotoksikoloskih
raziskavah, s katerimi ocenjujemo vpliv kemijskih snovi na fiziolosko stanje osebkov.
Zaradi enostavnih pogojev gojenja in hitrega razmnozevanja se jo med makrofiti
najpogosteje uporablja v raziskovalne namene.

Opazovali in primerjali smo metabolni in fizioloski odziv male vodne leCe na nanodelce
CuO in TiO,. Tudi nasi rezultati so potrdili, da statako nano kot makro oblika CuO imeli
na rastline bolj negativni u¢inek kot nano- in makrodelci TiO,, ki so na malo vodno le¢o
vplivali minimalno.

Ker se je podrocje nanotehnologije zacelo razvijati, na podrocju vpliva nanodelcev na
rastline ni narejenih veliko raziskav. Da bi bolj razumeli pomen nanodelcev in njihovo
vlogo v naravi, bo potrebnih $e ve¢ raziskav. Za primerjave z naSimi rezultati smo zato
poleg ¢lankov, ki govorijo o vplivu nanodelcev CuO in nanodelcev TiOy, izbrali Se Clanke,
ki opisujejo vpliv delcev CuSOy na rastline in vpliv drugih tezkih kovin - CdCl; in ZnCl,
na vodno leco.

Vec avtorjev v delih navaja, da nanodelci TiO, minimalno negativno vplivajo na zive
organizme (Lei in sod., 2008, Foltéte in sod., 2011, Asli in Neumann, 2009, Seeger in sod.,
2009). Tudi nasSa raziskava je potrdila, da koncentracija nanodelcev TiO; ni vplivala na
slabSe stanje in razmnozevanje leCe. Nasprotno od nanodelcev TiO, pa imajo nanodelci
CuO bolj skodljiv vpliv na zive organizme. Povzrocajo vecji oksidativni stres in vecjo
encimsko aktivnost antioskidantov. Opazili smo tudi vecje fizioloske spremembe kot pri
stikih z nanodelci TiO,. Tudi ostali avtorji poro¢ajo o podobnih negativnih ucinkih
bakrovih delcev (Babu in sod., 2003, Hou in sod., 2007, Tiesseire in Guy, 2000, Razinger
in sod., 2007, Perreault in sod., 2010).
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5.1.1 Vpliv delcev TiO, in CuO na morfologijo in rast male vodne lece

Leca, ki je uspevala v prisotnosti 100 uM koncentracije v gojiscuTiO, je imela sedmi dan
poskusa 59 % c¢lenkov v primerjavi z leco v kontrolni raztopini (tabela 4). Nasprotno od
nje pa je imela leca, ki je uspevala v prisotnosti 100 uM nanodelcev TiO, za 8,8 % vec
Clenkov lecCe kot v kontrolnih pogojih (tabela 2). Druga¢ni rezultati na algah kazejo na
razlien odziv razli¢nih vrst na nano in makrodelce TiO,. Pri raziskavi Wanga in sod.
(2008), kjer so opazovali rast alge Clamydomonas reinhardtii, je rastlina pri koncentraciji
100 mg/L dosegla 80 % rasti v kontrolni raztopini. Za mikroalgi vrste Scenedesmus sp. in
Chlorella sp. je bila najmanjsa koncentracija nanodelcev, pri kateri so opazili inhibicijo
rasti, razlicna. Letalna koncentracija nanodelcev v gojiscu pa je bila za obe vrsti med 12 in
24 mg/L (Sadig in sod., 2010). V nasem poskusih letalne koncentracije TiO2 nismo
dosegli. Kjer smo v gojis¢e dodali makrodelce CuO pa je bila letalna koncentracija med
0,1 in 1 uM CuO in pri nanodelcih CuO med 0 in 0,1 uM (tabeli 6 in 8). Ko so Razinger in
sodelavci (2008) na L. minor opravljali poskus s CdCl,, so letalno mejo dosegli med 21,4
in 31,4 uM. Po koncentracijah tezkih kovin v gojiscu, ki so dosegle letalno mejo, lahko
sklepamo, da je TiO; v primerjavi s CuO in CdCl, manj $kodljiv. Da so delci CuO v
gojis¢u mocno zmanjsali rast leCe, smo opazili tekom poskusa.

Pri tako nizkih koncentracijah CuO in nano CuO, ki so dosegle letalno mejo, ni
presenetljivo, da je le¢a imela na sedmi dan pri koncentraciji 1000 uM nano CuO za 85 %
manjSe Stevilo ¢lenkov kot v kontrolni raztopini (tabela 6). Ko smo uporabili makrodelce
CuO je bil delez pri enaki koncentraciji na sedmi dan 70,1 % (tabela 8). Dolzina
posameznih ¢lenkov se tekom poskusa ni spreminjala, nespremenjena je bila tudi po
poskusu, kjer smo uporabili delce TiO,.

Rastline, ki so uspevale v kontrolnih pogojih in tiste v gojis¢u z dodanimi delci TiO3, SO
tvorile vecje kolonije rastlin od tistih, ki so uspevale v pogojih s CuO. Tam sta bila po
sedmih dneh v gojis€u s koncentracijo, vecjo od 1 uM nanodelcev CuO, najve¢ dva Clenka
na kolonijo. Makrodelci CuO so Sele pri koncentraciji 100 M v gojiscu povzrocili taksno
zmanjSanje kolonij. Poleg teh vplivov na rastlino smo tekom poskusa od¢itavali dolzino
najdaljSe korenine v koloniji. Tudi pri tem parametru smo potrdili tezo, da delci TiO, manj
vplivajo na rast lece, saj se je dolzina korenin pri visokih koncentracijah delcev daljsala
podobno kot pri rastlinah, ki takem stresu niso bile izpostavljene. Na drugi stani pa so
korenine v prisotnosti CuO odpadle. Koncentracije, pri kateri se je to pojavilo, so bile 100-
krat vi§je pri nanodelcih kot pri makrodelcih (slika 6).

Pri opazovanju ¢lenkov med sedemdnevnim testom smo bili pozorni na barvo in pojav
nekroz in kloroz. Na splosno lahko povzamemo, da so ¢lenki hitreje rumeneli v tistih

.....

po enem tednu Se vedno prisotni na rastlinah po izpostavitvi delcem TiO,. V gojis¢u z
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dodanimi nanodelci CuO v koncentraciji 10 uM temno zelenih ¢lenkov ni bilo ve¢ Ze pred
koncem poskusa, na zadnji dan opazovanja v gojiscu s koncentracijo 1000 pM pa nismo
opazili ne temno zelenih, ne zelenih ¢lenkov. Tudi pri tistih rastlinah, ki so uspevale v
prisotnosti makrodelcev CuO, smo opazili rumenenje ¢lenkov, ki pa ni bilo tako intenzivno
kot pri leci, ki je uspevala v prisotnosti nanodelcev CuO. Temno zelenih ¢lenkov sicer
nismo opazili pred koncem poskusa pri koncentraciji 100 uM v gojis¢u, so pa imela vsa
gojis¢a z dodanimi makrodelci CuO na koncu poskusa nek delez zelenih ¢lenkov (slika 7).

V primeru, Kjer so opazovali vpliv CuSO,4 na Prunus cerasifera, so opazili senescenco
listov in nekroze pri koncentracijah, visjih od 50 uM (Lombardi in Sebastiani, 2005). V
primerjavi z rumenenjem L. minor v prisotnosti makrodelcev CuO je P. cerasifera manj
obcutljiva na CuSO4. Ker se tako iz obeh oblik bakrovih spojin spros¢ajo bakrovi ioni,
lahko predpostavljamo, da se na bakrove ione razli¢ne vrste razli¢no odzivajo. Leca je torej
bolj obcutljiva na bakrove ione kot P. cerasifera. Tako kot rumenenje ¢lenkov, so se pri
nizjih koncentracijah zacele pojavljati nekroze, delez teh pa se je z narasc¢ajoco
koncentracijo poveceval. Vecji delez nekroz smo opazili pri leci, ki je rasla v prisotnosti
1000 uM nanodelcev kot pri isti koncentraciji makrodelcev CuO v gojiscu.

Iz tabel 7 in 9 lahko vidimo, da so se nekroze zacele pojavljati pri koncentracijah 0,1 in 1
uM delcev CuO. Pri 4 uM CuSOy so se pojavile nekroze pri L. gibba (Babu in sod., 2003),
kar je vecja koncentracija kot v nasem primeru. Ko pa so opazovali vpliv CdCl; na L.
minor, so se nekroze pojavile pri 0,1 uM CdCl; (Razinger in sod., 2008), torej pri priblizno
enaki koncentraciji, kot smo v nasem primeru z delci CuO opazili sami. Delci CuO kot
delci CdCl; so pri vodnih le¢ah povzrodili pojav nekroz pri nizjih koncentracijah kot
CuSQ,. Predpostavljamo, da so zaradi tega tudi bolj Skodljivi. Po drugi strani delci TiO,
niso vplivali na pojav kloroz ali nekroz.

V naSem poskusu smo poleg stanja leCe ocenjevali Se prisotnost alg (slika 8). Rast alg so v
prisotnosti nanodelcev TiO, preucevali Wang in sod. (2008) ter Sadiq s sod. (2011). Nasi
rezultati niso tako natan¢ni, saj alge niso bile na§ objekt opazovanja, vseeno pa so Wang in
sod. (2008) dobili podobne rezultate. Rast alg tudi v njihovem poskusu ni bila mo¢no
zavrta. Stevilénost smo ocenjevali s §tirimi stopnjami, pri kateri je vrednost 0 pomenila, da
ni bilo alg, najvi§ja ocena Stevil¢nosti pa je bila vrednost 3. Nase ugotovitve so bile, da so
nanodelci TiO; bolj zavirali rast alg kot makrodelci TiO,. Tudi Sadiqg in sod. (2011) so
primerjali vpliv nanodelcev z makrodelci TiO; in prisli do podobnih ugotovitev, da so
nanodelci imeli ve¢ji negativen vpliv na alge. Oni so letalno mejo dosegli med
koncentracijama 12 in 24 mg/L. V nasem primeru nobena koncentracija nanodelcev TiO;
ni zmanjSala Stevil¢nosti alg za 50 %; verjetno sta bili vrsti alg, obravnavani v ¢lanku,
druge vrste kot v naSem primeru. Iz prejs$njih zapisanih komentarjev rezultatov pa se lahko
razbere, da se razli¢ne vrste drugace odzivajo na prisotnost Skodljivih snovi v okolju.
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Nobena koncentracija delcev TiO, rasti alg ni popolnoma zavrla, kar pa ne velja za delce
CuO. Obe obliki sta pri nizjih koncentracijah mo¢no zavrli rast alg, tako da se tam sploh
niso pojavljale. Koncentracija nanodelcev CuO v gojiscu je bila 10 uM, makrodelcev CuO
pa 100 pM.

5.1.2 Vpliv delcev TiO; in CuO na encimsko aktivnost

Izmerili smo specifiéno encimsko aktivnost encimov katalaza (CAT), askorbat peroksidaza
(A-POD), guaiakol peroksidaza (G-POD) in glutation reduktaza (GR).

Nasi rezultati so pokazali, da je vrednost SEA encima CAT padala tako pri rastlinah,
izpostavljene delcem TiO; kot delcem CuO. Padec SEA je bil vecji pri rastlinah, ki so
uspevale v prisotnosti nanodelcev CuO. Pri koncentraciji 1000 uM nano CuO je bila SEA
za 50 % nizja od kontrole. Podobne vrednosti SEA so dosegle rastline, izpostavljene
delcem TiO, in CuO, tam je bila SEA pri koncentraciji 1000 uM delcev v gojis¢u za
najve¢ 30 % nizja od kontrole (slika 10). Drugi avtorji, ki so merili encimsko aktivnost po
izpostavitvi rastlin nanodelcem TiO,, so navajali podobne rezultate (Lei in sod., 2008,
Foltéte in sod., 2008). SEA encima CAT se je po opravljenem poskusu znizala. V rastlinah
vrste Vicia faba so Foltéte in sodelavci (2008) merili encimsko aktivnost ve¢ encimov tako
v koreninah kot v listih. Vecji padec SEA so izmerili v rastlinskih poganjkih, vrednost
SEA je bila za 54% niZja od kontrole. V naSih poskusih padec SEA ni bil tako velik, na kar
verjetno vpliva tudi dejstvo, da gre za razli¢ne vrste in da se le te razlicno odzivajo na
nanodelce TiO,. Ker nismo zasledili raziskav, kjer bi merili encimsko aktivnost rastlin,
izpostavljene nanodelcem CuO, smo za primerjavo izbrali ¢lanke, ki opisujejo vpliv delcev
CuSQ, na rastline. Hou in sod. (2007), Teisseire in Guy (2000), Lombardi in Sebastiani
(2005) in Razinger s sod. (2007) so opazili mo¢no povisanje vrednosti SEA encima CAT.
Nasi rezultati iz serije, kjer smo le¢o izpostavili CuO so bolj podobni izpostavitvi L. minor
CdCl; in ZnCl, (Balen in sod., 2011). SEA encima CAT je pri tretiranju z eno in drugo
kovino padla, za razliko od naSega poskusa so merili spremembo aktivnosti encima v ¢asu
pri enaki koncentraciji kovine v gojis¢u. V primeru, kjer so izpostavili L. minor razli¢nim
koncentracijam CdCl,, pa ne moramo doloditi, ali je vrednost SEA encima odvisna od
koncentracije v goji$¢u, saj so vrednosti SEA variirale (Razinger in sod., 2008). V nasem
poskusu padec encimske aktivnosti ni bil pri¢akovan. Pri¢akovali smo, da se bo SEA
encima CAT pri leci, ki je uspevala v gojiscu z delci CuO, povecala. Zakaj je v naSem
primeru SEA padala, ne vemo zagotovo. Mozno je, da so Cu ioni povzrocili inaktivacijo
encima. Tako ioni kot agregati nanodelcev so leco verjetno tako poskodovali, da je svojo
energijo preusmerila v druge procese kot sintezo encima.
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Vrednosti SEA encima A-PODso pri ve€anju koncentracije delcev TiO; v gojis¢u pri leci
padale (slika 11). Podobne rezultate so dobili tudi pri V. faba, izpostavljeni nanodelcem
TiO,, torej vrednosti SEA encima A-POD so padale.

Vrednosti SEA pri leci, ki je bila izpostavljena delcem CuO so narascale. Iz nasih
rezultatov smo razbrali, da je prisotnost nanodelcev v gojis¢u bolj povisala SEA encima
kot prisotnost makrodelcev v gojis¢u. Kot pri izpostavitvi lece delcem TiO, v gojis¢u, tudi
delci CdCl; povzrocijo padec SEA encima A-POD (Razinger in sod., 2008).

Nasi rezultati merjenja SEA encima po izpostavljenosti le¢e delcem CuO so bili primerljivi
z rezultati avtorjev, ki so namesto z delci CuO stres v rastlinah povzrocali s CuSO,. L.
minor je po izpostavljenosti bakrovemu sulfatu imela povisano SEA encima A-POD tako
pri isti koncentraciji s podaljSevanjem izpostavljenosti, kot pri viSanju koncentracije
CuSOq v gojiscu (Teisseire in Guy, 2000).

Pri merjenju SEA encima G-POD smo ugotovili, da razli¢ne koncentracije delcev TiO, na
aktivnost encima ne vplivajo (slika 12). Podobne rezultate so dobili tudi Foltéte in sod.
(2011), saj so vrednosti SEA encima tako v koreninah kot v listih, nihale. S casom pa je
nasprotno od nasih rezultatov vrednost SEA encima pri $pinaci padala (Lei in sod., 2008).
Lahko da so rezultati drugacni zaradi obsevanja z UV-B svetlobo, ki je zavrla
antioksidativno delovanje nanodelcev TiO;. Da je CuO bolj skodljiv od TiO, smo opazili
pri primerjavi aktivnosti encima G-POD. Tako nanodelci kot makrodelci so pri
koncentraciji 1000 uM v gojis€u povecali SEA encima za skoraj 100 %. Da so bakrove
spojine Skodljive, so opazili tudi pri izpostavitvi L. minor delcem CuSO, (Teisseire in Guy,
2000). Vrednost SEA encima G-POD se je poviSala za 274 %. Ker pa so bile koncentracije
CuSO, manjSe kot v naSem poskusu, lahko re¢emo, da je baker v obliki sulfata bolj
spodbudil aktivnost G-POD.

Pri merjenju encimske aktivnosti GR smo opazili, da so vrednosti SEA v lec¢i nihale tako
ob prisotnosti delcev TiO; kot CuO v gojis¢u pri razliénih koncentracijah (slika 12).
Rezultati niso bili pri¢akovani, saj so Foltéte in sodelavci (2008) pri poskusih z V. faba,
tretirane z nanodelci TiO, dobili padajoce vrednosti SEA encima. Po izpostaviti leCe
delcem CdCl; pa je vrednost SEA encima GR naras$cala (Razinger in sod., 2008). Prav tako
je bila naras¢ajoc¢a vrednost tudi pri poskusu z leco, kjer so uporabili CuSO4 (Razinger in
sod., 2007). Podobne vrednosti nasim rezultatom pa sta opazila Tiesseire in Guy (2000),
saj je SEA encima GR nihala.
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5.1.3 Vpliv delcev TiO; in CuO na fotokemi¢no ucinkovitost L. minor- merjenje
Fv/Fm

Opazili smo, da so vrednosti izmerjene fotokemi¢ne ucinkovitosti padale z vecanjem
koncentracije obeh velikosti delcev TiO; v gojis¢u. Potencialna fotokemi¢na u¢inkovitosti
je bil pri obeh delcih za 12, 3 % nizja od kontrole. Nasprotno pri vrsti Vicia faba niso
izmerili sprememb v fotokemi¢ni ucinkovitosti (Foltéte in sod., 2011), prav tako o
zmanjsani fotokemi¢ni ucinkovitosti enocelicne alge Chlamydomonas reinhardtiiniso
porocali Wang in sod. (2008). Nanodelci CuO so imeli za razliko od delcev TiO; bolj
negativen vpliv na fotokemi¢no ucinkovitost. Iz rezultatov (slika 9) lahko vidimo, da so
bili nanodelci CuO bolj skodljivi za rastlino od makrodelcev. Pri koncentraciji 1000 uM
nanodelcev CuO je bila fotokemic¢na uéinkovitost za 47, 14 % niZja od kontrole, nizja pa je
bila tudi od fotokemicne ucinkovitosti lece, ki je uspevala pri koncentraciji 1000 pM
makrodelcev CuO. Iz tega lahko sklepamo, da so nanodelci bolj poskodovali fotosistem
PSII kot makrodelci. Skodljiv vpliv nanodelcev CuO so ugotovili tudi Perreault in sod.
(2010). Po 48 urah izpostavitve L. gibba nanodelcem CuO je bila fotokemi¢na ucinkovitost
za 41 % manjsa od kontrole. Nasprotno pa Razinger s sod. (2007) niso opazili nobene
spremembe pri merjenju fotokemicne ucinkovitosti. Tako sklepamo, da CuSO4 ni
negativno vplival na PS, po drugi strani pa je baker v obliki CuO na PSII vplival.

5.1.4 Povzetek primerjave vpliva nanodelcev T1O, in CUO

Nasi rezultati se skladajo s trditvijo Klarssona in sod. (2009) ter Heinlanna in sod. (2008).
Primerjala sta vplive razli¢nih nanodelcev na zivalske organizme, med drugimi tudi take
delce, ki smo jih uporabili v naSem delu. Oba sta dokazala, da imajo nanodelci CuO bolj
negativen vpliv na raziskovano telo kot nanodelci TiO,.

Opazili smo, da so nanodelci CuO povzrocili vecje zaviranje rasti, vecji delez pojavljanja
nekroz, hitrejSe rumenenje €lenkov in odpadanje korenin v primerjavi z nanodelci TiOo.
Statisticni test Anova je pokazal, da je koncentracija nanodelcev CuO vplivala na poviSano
aktivnost encimov A-POD in G-POD, velikost delcev pa je vplivala na fotokemi¢no
u¢inkovitost. Opazili smo, da je bila fotokemi¢na ucinkovitost lee manjsa v veéji
koncentraciji delcev.
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5.2 SKLEPI

- Delci TiOz ne vplivajo na rast in fiziolosko stanje male vodne lece, ne glede na
obliko in koncentracijo delcev.

- Delci CuO zaviralno vplivajo na rast in fizioloSko stanje male vodne lece.

- Nano oblika delcev CuO povzroca bolj negativne uc¢inke kot makro oblika.

- Vi§je kot so koncentracije nanodelcev in mikrodelcev CuO, slabsi je koreninski
sistem, rast lece se upocasni, barva ¢lenkov je svetlejsa, pojavljajo se nekroze.

- Nanodelci CuO so povisali aktivnost encimov APOD, G-POD in GR, ter znizali
aktivnost CAT. Podobne ucinke je povzrocila izpostavljenost makrodelcem CuO,
vendar je bila manj izrazita.

- Delci TiO; niso bistveno vplivali na aktivnost antioksidativnih encimov.

- Na potencialno fotokemic¢no ucinkovitost je vplivala oblika delcev. Nanodelci CuO
so najbolj zmanjsali fotokemi¢no uc¢inkovitost,makrodelci CuO nekoliko manj, med
tem ko so nano- in makrodelci TiO; najmanj znizali fotokemi¢no u¢inkovitost.
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6 POVZETEK

Nanotehnologija je panoga, ki se razvija hitro in je vse bolj vpletena v nase zivljenje.
Njena uporaba je Siroka, nanodelce najdemo v medicini, farmaciji, kozmetiki, premazih za
ladje, los¢ilih za sadje, idr. Prav zaradi moznosti vnosa nanodelcev moramo poznati vplive
nanodelcev na zZive organizme. Ker so nanodelci zelo majhni (njihova velikost je od Inm
do 100 nm), so njihove lastnosti in reakcije z okoljem drugacni od vecjih delcev.
Nanodelci, ki smo jih uporabili pri nasem delu, so bili nanodelci bakrovega oksida in
titanovega dioksida. Sklepali smo, da bodo nanodelci CuO bolj negativno vplivali na leco
kot nanodelci TiO,. Znano je, da vplivi nanodelcev niso le negativni. Ravno pri TiO; so
odkrili pozitivne ucinke, kot so pospesena kalitev, lazji prevzem nitratov.

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, kako na metabolnem in fizioloskem nivoju
nanodelci CuO in TiO; vplivajo na malo vodno le¢o. Hkrati smo primerjali Se vpliv
nanodelcev in makrodelcev na vodno leco. Izvajali smo standardiziran enotedenski test
inhibicije rasti, s katerim smo ugotavljali vpliv razli¢nih koncentracij razlicnih delcev in
njihovih kemijskih oblik na rast male vodne lece v ¢asu enega tedna. Med testom smo na
dva dni opazovali morfoloske spremembe, in sicer §tevilo ¢lenkov, §tevilo kolonij, Stevilo
¢lenkov na kolonijo, barvo, prisotnost kloroz, nekroz in alg ter dolzino najdaljSe korenine v
kolonij. S to raziskavo smo ugotovili razlicen vpliv nanodelcev CuO in nanodelcev TiO..
Slednji na leco niso vplivali, saj je rastla podobno kot v kontrolni raztopini. Nasprotno pa
so imeli nanodelci CuO velik negativen vpliv na vse merjene rastne parametre. Ugotovili
smo tudi, da so imeli makrodelci CuO in TiO, podobne ucinke na le¢o kot nanodelci.

Ker so delci bakrovega oksida v obeh oblikah povzroéili mo¢no rumenenje clenkov in
nekroze, so se spremembe odrazile na fotokemicni u¢inkovitosti izpostavljenih rastlin, ki
se je znizala skoraj za polovico. Fotokemi¢na ucinkovitost lece, Ki je rastla v prisotnosti
makrodelcev TiO,, je bila le za dobro desetino manjsa od kontrole.

Fiziolosko stanje izpostavljenih rastlin smo ovrednotili tudi z meritvami aktivnosti
antioksidativnih encimov, s ¢imer lahko posredno ocenimo stopnjo oksidativnega stresa.
Dobro fiziolosko stanje rastlin, ki so rastle v prisotnosti delcev TiO2, Se je pokazalo tudi na
ravni encimske aktivnosti CAT, A-POD, G-POD in GR, saj so bile vrednosti podobne
kontrolnim. Delci CuO so vefinoma povisali encimske aktivnosti v odvisnosti od
koncentracije, Se posebej koncentracije, visje od 10 uM, razen v primeru CAT, ko se je
SEA v primerjavi s kontrolnimi rastlinami zmanjSala. Delci CuO v nano obliki so
vecinoma povzrocali bolj izrazite spremembe v encimski aktivnosti.
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PRILOGE



PRILOGA Al: Stanje male vodne le¢e (L. minor) med sedemdnevnim standardnim testom inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah nanodelcev
TiO,(prva ponovitev poskusa)
Vrednosti predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev.

Konc. ) ) Stevilo Dolina Barva [%] Dolzina
nano Stevilo Stevilo  ¢&lenkov lenkoy ~TTTTTTTTITTIIIII I najdaljSe  Kloroze Nekroze Alge
TiO, ¢lenkov  kolonij na temno rumeno korenine [%] [%]
[uM] kolonijo [mm] zelena zelena zelena rumena  bela [mm]
2.dan 0 24,00 7,33 3,28 2,73 74,92 25,08 0,00 0,00 0,00 19,54 2,84 2,90 0,00
0,1 22,00 7,33 3,01 2,92 46,97 53,03 0,00 0,00 0,00 19,27 7,58 3,03 0,00
1 24,67 7,33 3,37 2,69 52,11 43,55 8,70 0,00 0,00 15,88 8,06 1,45 0,00
10 22,67 7,00 3,24 2,70 51,45 45,65 8,70 0,00 0,00 16,38 4,48 1,45 0,00
100 22,33 7,00 3,19 2,78 47,75 52,25 0,00 0,00 0,00 15,88 3,10 0,00 0,00
1000 23,33 7,00 3,33 2,92 37,12 58,71 12,50 0,00 0,00 18,05 4,42 0,00 0,00
4.dan 0 49,33 7,33 6,78 2,85 62,12 37,88 0,00 0,00 0,00 24,02 1,96 1,33 1,17
0,1 48,00 7,67 6,33 2,81 66,91 33,09 0,00 0,00 0,00 21,69 3,50 1,63 1,17
1 44,00 7,67 5,74 2,75 61,71 35,45 8,51 0,00 0,00 22,76 3,91 1,47 0,83
10 44,00 7,00 6,29 2,83 58,34 40,15 0,00 0,00 0,00 22,10 3,75 0,78 1,17
100 38,00 7,00 5,43 2,70 58,52 41,48 0,00 0,00 0,00 23,71 1,11 1,63 1,17
1000 39,67 7,00 5,67 2,78 54,41 45,559 0,00 0,00 0,00 25,62 0,98 0,00 1,17
7.dan 0 104,00 27,00 3,85 3,33 76,79 26,91 15,79 0,00 0,00 25,35 0,00 0,00 2,17
0,1 111,00 25,00 4,45 2,84 39,40 23,86 28,53 8,21 0,00 23,60 0,65 0,00 2,00
1 117,00 23,33 5,04 2,81 29,67 16,71 51,55 6,78 0,00 26,35 0,60 0,00 2,00
10 103,33 23,00 4,50 2,97 38,16 9,18 41,67 10,99 0,00 25,21 1,30 0,99 2,00
100 94,00 25,67 3,73 2,93 30,85 28,64 30,24 15,40 0,00 23,29 0,56 4,01 2,00
1000 92,67 28,00 3,58 2,99 34,19 36,61 15,37 10,81 0,00 24,03 0,80 2,43 2,00

Prisotnost alg smo opisali kot: 0 — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko. Vrednosti se lahko razlikujejo, saj predstavljajo povpreéja treh paralelk.



PRILOGA AZ2: Stanje male vodne le¢e (L. minor) med sedemdnevnim standardnim testom inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah nanodelcev TiO,

(druga ponovitev poskusa)

Vrednosti predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev.

2.dan

4.dan

7.dan

Konc. 5 5 Stevilo Dolzina Barva [%)] Dolzina
nano Stevilo Stevilo  ¢lenkov Qlenkoy ~7TTTTTTTTIITTIIII IS najdaljSe Kloroze Nekroze Alge
TiO, ¢lenkov  kolonij na temno rumeno korenine [%6] [%]
[uM] kolonijo [mm] zelena zelena zelena rumena  bel [mm]
0 23,33 7,67 3,06 2,35 64,13 35,87 0,00 0,00 0,00 26,19 2,78 0,00 0,00
0,1 25,33 7,33 3,46 2,51 73,57 19,64 16,67 3,70 0,00 24,46 1,23 0,00 0,00
1 24,67 8,00 3,08 2,43 54,59 40,06 5,34 0,00 0,00 22,17 1,39 0,00 0,00
10 23,00 8,00 2,88 2,50 59,11 33,12 13,11 0,00 0,00 29,85 0,00 0,00 0,00
100 24,33 7,33 3,33 2,72 52,43 40,57 7,00 0,00 0,00 28,83 1,28 0,00 0,00
1000 24,33 8,67 2,81 2,41 40,38 44,58 12,40 3,96 0,00 22,68 145 0,00 0,00
0 36,33 8,33 4,38 2,59 30,82 37,88 20,37 10,94 0,00 27,72 2,86 3,81 1,80
0,1 40,33 7,33 5,52 2,66 31,02 29,91 17,59 21,48 0,00 29,13 1,76 0,00 1,50
1 37,67 8,00 4,71 2,48 30,77 28,98 22,79 17,47 0,00 26,38 5,31 2,72 1,50
10 36,67 9,00 4,09 2,60 32,49 27,43 25,84 14,24 0,00 30,72 14,60 8,42 1,00
100 36,33 7,33 4,99 2,71 43,71 22,52 21,29 18,54 0,00 27,80 2,38 3,95 0,50
1000 33,67 8,67 3,91 3,02 35,39 23,79 26,95 13,88 0,00 24,73 7,05 4,83 0,00
0 78,67 9,00 8,75 2,72 17,33 38,54 32,05 10,18 5,71 33,06 0,00 0,00 2,00
0,1 85,33 8,33 10,29 2,88 19,65 33,00 33,04 10,64 5,52 39,23 0,82 0,00 2,00
1 81,67 9,00 9,10 2,83 1991 32,82 32,05 15,22 0,00 34,21 0,93 0,46 2,00
10 92,33 10,67 8,78 2,78 27,04 36,17 28,24 8,55 0,00 36,40 0,70 7,12 1,00
100 106,33 21,67 5,57 2,89 29,80 38,47 25,44 6,29 0,00 33,56 2,69 1,33 1,00
1000 94,00 9,33 10,12 2,82 21,28 41,17 27,19 10,37 0,00 34,09 4,05 1,08 0,50

Prisotnost alg smo opisali kot: 0 — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko. Vrednosti se lahko razlikujejo, saj predstavljajo povpreéja treh paralelk.



PRILOGA A3: Stanje male vodne le¢e (L. minor) med sedemdnevnim standardnim testom inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah makrodelcev

TiO,(prva ponovitev poskusa)

Vrednosti predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev.

. 0,
Konc. Stevilo  Stevilo esiteivﬁ:)i ]?olilna ....................... Barva[@] ........................ rg;)c;g}léi Kloroze  Nekroze
0, ¢lenkov  kolonij na Clenkov temno rumeno korenine [%6] [%] Alge
[uM] kolonijo [mm] zelena zelena zelena rumena - bel [mm]
2. dan 0 19,33 7,00 2,76 2,27 36,03 39,28 24,69 0,00 0,00 17,62 8,97 0,00 0,00
0,1 19,33 7,00 2,76 2,55 42,09 50,84 10,61 0,00 0,00 22,13 1,85 0,00 0,00
1 19,00 7,00 2,71 2,68 59,22 40,78 0,00 0,00 0,00 18,81 3,52 1,75 0,00
10 20,67 7,00 2,95 2,53 35,85 58,02 9,20 0,00 0,00 17,05 0,00 0,00 0,00
100 19,67 6,67 2,94 2,48 42,41 46,58 16,52 0,00 0,00 18,66 0,00 0,00 0,00
1000 20,00 6,67 3,00 2,38 44,44 50,79 7,14 0,00 0,00 19,26 1,59 0,00 0,00
4. dan 0 57,00 8,00 7,13 2,61 3517 31,77 33,06 0,00 0,00 25,25 2,87 0,00 0,83
0,1 54,00 8,00 6,75 2,69 3499 4324 21,77 0,00 0,00 26,21 0,72 0,00 1,00
1 60,00 7,00 8,57 2,72 29,50 25,36 35,68 8,12 0,00 26,76 2,22 0,54 0,50
10 41,33 7,33 5,64 2,74 16,28 30,93 39,64 13,14 0,00 26,33 0,00 0,74 1,00
100 36,33 7,33 4,96 2,69 19,42 22,60 27,40 28,61 5,88 22,85 2,68 0,88 0,67
1000 38,00 6,33 5,98 2,69 26,92 16,86 28,05 28,18 0,00 27,97 3,79 0,93 0,50
7. dan 0| 101,33 18,00 571 3,04 46,04 44,33 27,97 0,00 0,92 27,58 0,00 0,00 2,00
0,1| 100,33 18,00 5,86 3,10 37,79 40,49 21,34 1,16 0,00 27,00 0,00 0,00 2,17
1 95,67 13,33 7,19 3,06 31,06 38,44 18,12 12,39 0,00 30,78 0,37 0,31 1,50
10 65,33 8,00 8,21 2,88 24,22 2539 28,32 22,07 0,00 28,86 0,00 1,03 1,50
100 49,33 7,67 6,45 2,72 14,87 24,00 46,43 14,00 2,13 24,35 2,56 5,49 1,50
1000 58,67 7,00 8,38 2,63 18,85 50,97 20,96 9,22 0,00 31,95 5,62 1,89 1,50

Prisotnost alg smo opisali kot: 0 — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko. Vrednosti se lahko razlikujejo, saj predstavljajo povpreéja treh paralelk.



PRILOGA A 4: Stanje male vodne le¢e (L. minor) med sedemdnevnim standardnim testom inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah makrodelcev
TiO,(druga ponovitev poskusa)

Vrednosti predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev.

. 0,
Konc. Stevilo  Stevilo esiteivﬁ:)i ]?olima ....................... Barva[@] ........................ rg;)c;?l?éi Kloroze  Nekroze
0, ¢lenkov  kolonij na Clenkov temno rumeno korenine [%6] [%] Alge
[uM] kolonijo [mm] zelena zelena zelena rumena - bel [mm]
2. dan 0 37,67 7,33 511 2,68 57,84 42,16 0,00 0,00 0,00 16,31 15,69 0,00 1,00
0,1 33,00 7,00 4,71 2,55 34,27 64,58 0,00 0,00 0,00 14,81 14,88 14,71 1,00
1 31,00 7,00 4,43 2,81 32,11 67,89 0,00 0,00 0,00 16,43 6,68 4,38 0,83
10 31,33 7,33 4,32 2,67 33,83 64,93 0,00 0,00 3,70 13,67 3,58 0,00 0,33
100 29,33 7,00 4,19 2,73 28,30 65,87 3,45 3,45 5,30 12,54 27,63 4,64 0,67
1000 27,00 7,00 3,86 2,64 24,04 70,62 0,00 8,00 8,00 12,48 5,33 9,89 0,33
4. dan 0 67,00 11,67 5,70 2,82 30,02 69,98 0,00 0,00 0,00 19,15 0,00 5,64 2,00
0,1 58,33 8,67 7,00 2,79 30,37 24,85 40,30 6,73 0,00 19,90 8,20 8,20 1,83
1 53,33 7,67 6,97 2,80 40,72 14,13 35,60 14,34 0,00 22,01 2,38 0,00 1,33
10 52,00 9,00 5,76 2,82 4191 37,00 31,63 0,00 0,00 18,98 2,05 0,85 1,17
100 48,33 7,33 6,62 2,63 31,66 35,70 18,75 22,92 0,00 20,95 7,60 12,50 1,33
1000 45,67 7,67 5,98 2,62 41,68 42,86 23,18 0,00 0,00 21,83 3,40 6,39 1,00
7. dan 0 80,00 13,67 5,84 2,92 33,15 26,79 31,90 11,34 0,00 27,40 1,71 3,50 1,67
0,1 69,67 13,67 5,18 2,79 25,14 25,57 37,27 8,87 4,72 29,93 12,63 0,99 1,50
1 69,33 11,33 6,20 2,97 27,86 11,85 41,59 18,69 0,00 30,79 0,00 0,00 1,50
10 63,33 12,33 5,09 2,99 37,44 20,60 26,25 15,71 0,00 27,39 0,48 1,67 1,50
100 57,67 10,67 5,49 3,09 3321 28,06 42,15 22,95 0,00 27,95 11,72 10,77 1,67
1000 58,67 9,67 6,12 2,97 30,59 3311 27,75 12,82 0,00 31,73 3,51 1,13 1,50

Prisotnost alg smo opisali kot: 0 — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko. Vrednosti se lahko razlikujejo, saj predstavljajo povpreéja treh paralelk.



PRLOGA A 5: Stanje male vodne leée (L. minor) med sedemdnevnim standardnim testom inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah nanodelcev CuO

(prva ponovitev poskusa)

Vrednosti predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev.

2. dan

4. dan

7. dan

Konc. 5 5 Stevilo Dolzina Barva [%)] Dolzina
nano Stevilo Stevilo  ¢lenkov lenkoy ~TTTTTTTIITTTII I s najdaljSe Kloroze Nekroze Alge
Cuo ¢lenkov  kolonij na temno rumeno korenine [%6] [%]
[uM] kolonijo [mm] zelena zelena zelena rumena  bela [mm]
0 15,33 7,00 2,19 2,66 3494 23,19 32,35 28,56 0,00 27,38 9,21 2,22 0,50
0,1 10,33 7,00 1,48 2,87 42,12 23,03 22,73 36,37 0,00 22,38 19,39 0,00 0,00
1 10,67 7,00 1,52 2,81 0,00 52,73 28,48 23,64 9,09 12,86 9,09 0,00 0,00
10 10,67 7,00 1,52 2,76 0,00 66,11 33,89 0,00 0,00 14,19 0,00 3,33 0,00
100 11,33 8,67 1,33 2,93 0,00 52,78 32,07 45,46 0,00 2,25 0,00 0,00 0,00
1000 11,33 9,33 1,21 2,88 0,00 46,97 26,51 26,52 0,00 13,74 0,00 38,13 0,00
0 35,67 7,00 5,10 2,89 59,98 28,58 15,77 0,00 2,78 28,58 8,58 0,95 1,50
0,1 13,67 7,33 1,86 2,79 47,36 23,75 0,00 16,67 26,67 7,44 6,67 4,44 0,33
1 13,33 10,33 1,30 2,83 0,00 34,98 47,25 1925 7,41 4,96 0,00 32,78 0,00
10 12,00 9,00 1,34 2,70 0,00 4455 39,09 0,00 16,36 3,33 0,00 30,71 0,00
100 11,33 8,67 1,33 2,93 0,00 0,00 61,62 22,73 23,23 1,30 0,00 21,21 0,00
1000 12,33 10,00 1,23 2,85 0,00 23,22 57,32 27,20 0,00 2,14 10,82 41,45 0,00
0 59,67 11,00 5,50 2,96 51,38 20,19 16,70 10,07 4,99 30,75 2,20 0,56 3,00
0,1 18,00 11,33 1,58 2,75 21,10 43,90 31,61 9,52 21,43 3,87 0,00 12,94 0,83
1 13,33 10,33 1,30 2,83 0,00 34,80 37,73 22,34 15,39 3,85 0,00 39,74 0,50
10 12,00 9,33 1,30 2,70 0,00 0,00 46,26 51,52 13,34 0,71 0,00 46,28 0,00
100 11,33 8,67 1,33 2,93 0,00 0,00 53,53 60,61 18,18 0,37 0,00 21,21 0,00
1000 11,67 9,67 1,21 2,85 0,00 0,00 53,28 43,69 9,09 2,14 0,00 40,41 0,00

Prisotnost alg smo opisali kot: 0 — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko. Vrednosti se lahko razlikujejo, saj predstavljajo povpreéja treh paralelk.



PRILOGA A 6: Stanje male vodne le¢e (L. minor) med sedemdnevnim standardnim testom inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah nanodelcev CuO

(druga ponovitev poskusa)

Vrednosti predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev.

2. dan

4. dan

7. dan

Konc. 5 5 Stevilo Dolzina Barva [%)] Dolzina
nano Stevilo Stevilo  ¢lenkov Qlenkoy ~7TTTTTTTTIITTIIII IS najdaljSe Kloroze Nekroze Alge
Cuo ¢lenkov  kolonij na temno rumeno korenine [%6] [%]
[uM] kolonijo [mm] zelena zelena zelena rumena  bela [mm]
0 21,00 7,00 3,00 3,17 63,64 36,36 0,00 0,00 0,00 30,03 8,23 0,00 0,50
0,1 18,33 8,33 2,21 3,15 70,62 29,38 0,00 0,00 0,00 8,75 15,04 0,00 0,00
1 19,33 10,00 2,07 2,93 79,86 20,14 0,00 0,00 0,00 6,81 1,67 0,00 0,00
10 16,00 12,33 1,33 3,06 62,28 37,72 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,17 0,00
100 18,00 15,00 1,20 3,05 28,16 71,84 0,00 0,00 0,00 2,04 0,00 8,09 0,00
1000 14,33 14,00 1,02 3,18 37,26 52,82 14,88 0,00 0,00 5,08 0,00 12,14 0,00
0 40,67 7,33 5,57 3,14 50,01 45,34 13,95 0,00 0,00 31,30 1,63 0,00 2,00
0,1 28,67 11,00 2,65 2,88 4796 52,04 0,00 0,00 0,00 9,18 8,00 0,00 0,50
1 24,33 11,67 2,09 2,71 22,22 40,53 78,10 0,00 0,00 0,00 0,00 9,17 0,00
10 18,00 13,67 1,36 3,00 0,00 39,44 60,56 0,00 0,00 0,00 0,00 6,77 0,00
100 19,67 16,67 1,21 2,83 0,00 71,05 78,95 0,00 0,00 0,00 0,00 13,63 0,00
1000 14,33 14,00 1,02 3,18 0,00 59,83 60,26 0,00 0,00 0,44 0,00 12,14 0,00
0 113,00 24,67 4,60 3,33 35,11 23,14 35,10 6,65 0,00 33,16 0,00 0,00 3,00
0,1 57,33 16,67 3,56 2,82 53,47 37,93 12,91 0,00 0,00 9,61 0,00 13,08 0,83
1 46,67 23,67 2,13 2,53 2759 49,08 25,22 24,75 0,00 0,00 1,04 33,43 0,33
10 26,00 24,33 1,07 2,75 0,00 25,38 22,67 59,51 0,00 0,00 0,00 68,41 0,00
100 22,67 18,00 1,29 2,78 0,00 44,00 32,93 50,74 5,00 0,00 0,00 40,93 0,00
1000 14,33 14,00 1,02 3,18 0,00 0,00 79,83 46,15 7,19 0,44 0,00 83,33 0,00

Prisotnost alg smo opisali kot: 0 — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko. VVrednosti se lahko razlikujejo, saj predstavljajo povprecja treh paralelk.



PRILOGA A 7: Rast male vodne leée (L. minor) med sedemdnevnim standardnim testom inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah makrodelcev CuO

(prva ponovitev poskusa).
Vrednosti predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev.

Stevilo .. Barva [%] Dolzina
KC(LQ; Stevilo  Stevilo  &lenkov g:lllzklgs ----------------------------------------------------- najdaljse  Kloroze  Nekroze Alge
. .. i 0 0
[uM] clenkov  kolonij ko Ir(])i ijo [mm] 2%2:23 zelena r;gr:nn; rumena bela k(Errsm]ne [%] [%]
2. dan 0 17,67 7,00 2,52 2,33 43,45 39,94 24,92 0,00 0,00 20,38 0,00 0,00 0,67
0,1 20,00 7,00 2,86 2,91 5459 4541 0,00 0,00 0,00 20,10 0,00 0,00 0,50
1 17,33 7,00 2,48 2,91 27,08 46,99 33,33 556 5,56 17,43 1,85 0,00 0,00
10 16,67 7,00 2,38 2,64 23,96 40,79 28,38 1437 5,88 19,14 3,51 0,00 0,17
100 15,00 8,00 1,89 2,93 0,00 7831 21,69 0,00 0,00 3,94 0,00 0,00 0,00
1000 14,00 10,00 1,41 3,00 7,14 7381 17,86 1429 7,14 2,44 14,29 0,00 0,00
4. dan 0 37,33 7,67 4,92 2,85 21,63 31,70 44,85 0,00 2,73 19,95 0,00 0,00 2,00
0,1 40,00 8,00 5,17 2,93 40,28 39,80 19,92 0,00 0,00 18,88 0,00 0,00 2,00
1 24,33 8,33 2,96 2,92 23,50 50,50 24,67 0,00 4,00 10,12 0,00 0,00 1,50
10 21,00 8,00 2,66 2,63 9,09 26,58 65,17 11,12 4,55 4,10 1,85 3,03 0,50
100 19,00 10,00 1,92 2,76 0,00 43,84 50,10 18,18 0,00 2,03 0,00 3,03 0,00
1000 15,67 12,33 1,27 2,60 0,00 0,00 91,39 9,59 6,67 0,69 8,33 6,25 0,00
7. dan 0 43,67 10,67 4,29 2,95 1154 28,86 23,77 35,82 0,00 21,87 0,00 0,00 3,00
0,1 56,67 10,33 5,40 2,87 17,55 31,40 24,86 26,19 0,00 20,62 0,00 0,00 2,00
1 27,00 8,00 3,43 2,79 7,35 31,93 46,81 15,02 4,00 10,82 0,00 0,00 1,50
10 25,33 13,33 1,94 2,71 1562 23,43 36,92 34,00 6,57 2,32 1,33 0,00 0,83
100 24,00 12,67 1,90 2,64 0,00 32,45 59,54 12,02 0,00 2,37 0,00 6,88 0,00
1000 20,33 16,00 1,28 2,63 0,00 19,79 65,49 9,50 1155 0,56 3,03 19,96 0,00

Prisotnost alg smo opisali kot: 0 — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko. Vrednosti se lahko razlikujejo, saj predstavljajo povpreéja treh paralelk.



PRILOGA A 8: Rast male vodne leée (L. minor) med sedemdnevnim standardnim testom inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah makrodelcev CuO

(druga ponovitev poskusa).
Vrednosti predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev.

Stevilo .. Barva [%] Dolzina
KC(LQ; Stevilo  Stevilo  &lenkov g:lllzklgs ----------------------------------------------------- najdaljse  Kloroze  Nekroze Alge
¢lenkov  kolonij na temno rumeno korenine [%6] [%]
[uM] kolonijo [mm] zelena zelena zelena ~ 'Umend bela [mm]
2. dan 0 14,67 7,00 2,10 2,58 58,73 20,48 31,19 0,00 0,00 21,93 11,43 0,00 0,33
0,1 14,33 7,00 2,05 2,88 42,05 22091 32,48 7,70 0,00 26,81 5,13 0,00 0,17
1 15,33 7,00 2,19 2,94 41,67 21,43 34,82 6,25 0,00 15,48 2,38 2,08 0,00
10 13,67 7,00 1,95 3,01 52,22 2254 20,00 27,86 0,00 17,38 0,00 6,99 0,00
100 14,00 8,00 1,75 2,73 29,66 34,43 28,97 10,42 0,00 1,90 5,16 2,38 0,00
1000 11,67 9,67 1,21 2,82 46,37 29,23 27,48 20,00 0,00 4,48 0,00 6,67 0,00
4. dan 0 49,33 8,67 5,79 3,05 63,82 34,48 5,10 0,00 0,00 25,67 2,22 0,00 2,00
0,1 26,00 8,00 3,26 2,94 3192 29,15 37,48 436 0,00 28,96 1,33 1,11 1,50
1 20,67 8,33 2,48 2,80 28,94 21,40 26,47 2592 17,72 16,07 1,59 2,98 1,17
10 17,67 8,00 2,24 2,79 38,85 39,34 34,38 0,00 18,01 4,56 0,00 6,13 0,00
100 13,00 9,67 1,37 2,88 0,00 30,26 72,48 0,00 11,03 0,45 0,00 31,52 0,00
1000 13,33 11,67 1,14 2,81 0,00 39,43 60,26 16,03 8,33 0,00 0,00 8,12 0,00
7. dan 0 70,67 12,67 5,99 3,23 56,56 26,05 17,39 0,00 0,00 28,72 2,54 0,00 3,00
0,1 31,67 8,00 4,01 2,95 25,71 22,87 46,88 6,83 0,00 31,21 8,32 6,92 2,00
1 24,67 9,67 2,65 2,74 23,39 21,04 37,81 16,48 3,85 18,70 0,00 3,95 2,00
10 22,33 9,33 2,40 2,66 21,72 39,09 29,59 20,00 8,79 1,90 0,00 10,68 0,33
100 14,33 11,33 1,31 2,82 0,00 29,97 72,68 7,34 0,00 0,00 0,00 66,62 0,00
1000 13,33 11,67 1,14 2,81 0,00 0,00 91,67 16,67 8,33 0,00 0,00 64,96 0,00

Prisotnost alg smo opisali kot: 0 — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko. Vrednosti se lahko razlikujejo, saj predstavljajo povpreéja treh paralelk.



PRILOGA A 9: Stanje male vodne le¢e (L. minor) na koncu sedemdnevnega standardnega testa inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah nanodelcev
TiO, s standardnimi napakami
Vrednosti predstavljajo povprecje dveh poskusov (N=2), vsak poskus je imel po tri bioloske ponovitve.

B Vgtevilo ~ Barva [%] Df)liil.lva
Koncentracija | 5 ¢lenkov Dolzina ... ... najdaljse
nano TiO, | Stevilo Stevilo na ¢lenkov Temno Rumeno korenine Kloroze Nekroze
[uM] ¢lenkov kolonij kolonijo [mm] =zelena  Zelena zelena Rumena Bela [mm] [%] [%] Alge
2,08
91,33+ 18+ 6,3+ 3,02+ 47,06+ 2824+ 18,65+ 509+ 095+ 292+ +

0| 995 572 156 021 2236 1082 927 324 135 302 0+0 0+0 0,12
98,17+ 16,67+ 737+ 286+ 2953+ 2843+ 30,78+ 942+ 1,84+ 3142+ 0,74+

01| 1019 544 191 0,02 6,5 6,4 55 2,18 1,66 505 034 0+0 2+0
9933+ 16,17+ 7,07+ 2,82+ 2557+ 2435+ 41,53+ 855+ 3028+ 0,76+ 023+

1| 1259 475 132 006 429 6,17 61 499 0+0 316 063 033 2+0

9783+ 1683+ 6,64+ 288+ 326+ 2267+ 3495+ 977+ 30,8 + 1+ 406+ 1,5+

10| 527 39 148 0,07 5,78 9,09 7,05 164 0+0 372 072 377 032

100,17 23,67+ 4,65+ 291+ 3033+ 33,55+ 2784+ 828+ 2843+ 1,63+ 267+ 15+

100| £12,34 448 103 0,07 284 891 7,48 378 0+0 408 1,19 1,07 0,32

1,25

91,67+ 18,67+ 6,85+ 291+ 2814+ 3922+ 21,7+ 10,94+ 29,06+ 242+ 181+ +

1000 6,04 6,45 2,17 0,13 5,42 5,26 5,66 3,9 0+0 3,68 1,64 0,7 047




PRILOGA A 10: Stanje male vodne le¢e (L. minor) na koncu sedemdnevnega standardnega testa inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah
makrodelcev TiO, s standardnimi napakami
Vrednosti predstavljajo povprecje dveh poskusov (N=2), vsak poskus je imel po tri bioloske ponovitve.

vétevilo 5 Barva [%] D(')liiIia
5 5 Clenkov Dolzina ... .. najdaljSe
Koncentracija | Stevilo Stevilo na ¢lenkov Temno Rumeno korenine Kloroze Nekroze
TiO, [uM] | ¢lenkov Kolonij kolonijo [mm] zelena  Zelena zelena Rumena Bela [mm] [%] [%] Alge
90,67+ 1583+ 577+ 298+ 4025+ 36,44+ 2127+ 1,89+ 0,15+ 2749+ 0,86=* 1,83
0| 812 3,03 1,01 0,11 9,59 5,88 9,46 3,24 1,32 2,01 0 1,75+0 =£0
1,83
85+ 1583+ 552+ 295+ 3146+ 33,03+ 2931+ 463+ 1,57+ 2847+ 632+ +
0,1| 7,551 3,68 1,57 0,09 6,26 3,6 4,25 3,32 1,66 4,04 037 049+0 0,12
82,5+ 1233+ 6,7+ 3,02+ 2946+ 2514+ 2986+ 1554+ 30,78+ 0,18+ 0,15+ 1,5+
1| 6,79 1,48 0,74 0,1 4,61 3,15 5,66 3,31 0+0 2,26 0,65 0,36 0,16
64,33+ 10,17+ 6,65+ 293+ 3083+ 2299+ 2729+ 18,89+ 28,13+ 024+ 135+ 1,5+
10| 9,78 1,07 0,71 0,04 2,06 3,72 4,51 5,22 0+0 2,5 0,49 3,76 0,16
1,58
535+ 917+ 597+ 29+ 185+ 26,03+ 4429+ 1083+ 0,35+ 26,15+ 7,14+ 8,13+ +
100| 18,8 6,13 0,78 0,12 5,41 7,18 10,58 5,81 0,5 3,1 1,37 2,79 0,16
5867+ 833+ 725+ 28+ 2472+ 4204+ 2436+ 888+ 31,84+ 457+ 151+ 15+
1000| 12,79 0,92 0,87 0,13 2,34 4,13 3,44 2,18 0+0 1,42 1,52 0,83 0,32




PRILOGA A 11: Stanje male vodne le¢e (L. minor) na koncu sedemdnevnega standardnega testa inhibicije rasti pri razliénih koncentracijah nanodelcev
CuO s standardnimi napakami
Vrednosti predstavljajo povprecje dveh poskusov (N=2), vsak poskus je imel po tri bioloske ponovitve.

B Vgtevilo ~ Barva [%] Dgliir.lva
Koncentracija | 5 ¢lenkov Dolzina ... ... najdaljse
nano CuO | Stevilo Stevilo na ¢lenkov Temno Rumeno korenine Kloroze Nekroze
[uM] Clenkov kolonij kolonijo [mm] =zelena  Zelena zelena Rumena Bela [mm] [%] [%] Alge

86,33+ 17,83+ 5,05+ 3,14+ 4325+ 21,67+ 259+ 836+ 083+ 3196+ I,1+ 028+ 3=+
0 911 1,69 0,47 0,05 5,63 8,72 9,63 2,67 0,22 0,61 0,62 2,47 0,15

0,83
3767+ 14+ 257+ 279+ 3025+ 40,92+ 20,11+ 1,59+ 7,14+ 674+ 0+ 1301+ =+
01| 11,33 251 068 0,13 5 501 539 2098 1,58 1,69 768 044 024
30+ 17+ 1,72+ 2,68+ 46+ 4194+ 3147+ 1942+ 193+ 0,52+ 3659+ 0,42
1| 1022 107 059 007 352 846 857 365 257+0 219 026 022 %0
19+ 1683+ 1,9+ 273+ 12,69+ 29,02+ 53,85+ 036+ 0+ 5734+
10| 8,18 18 1,1 006 0+6,16 291 513 452 445+0 2,08 034 112 0+0
17+ 1333+ 131+ 286+ 733+ 4323+ 4557+ 386+ 0,19+ 0+ 31,07+ 0+
100| 388 106 055 016 0+774 755 1032 7,29 0,5 1,87 6,38 65 0,12
13+ 11,83+ 1,02+ 3,02+ 66,56+ 29,54+ 129+ 0+ 61,87+

1000| 4,57 0,94 0,99 011 0+44 0+6,72 3,83 339 391+0 0,54 1,47 109 0+£0




PRILOGA A 12: Stanje male vodne le¢e (L. minor) na koncu sedemdnevnega standardnega testa inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah

makrodelcev CuO s standardnimi napakami
Vrednosti predstavljajo povprecje dveh poskusov (N=2), vsak poskus je imel po tri bioloske ponovitve.

Vgtevilo ~ Barva [%] Dgliir.lva
5 y Clenkov Dolzina ... ... najdaljSe
Koncentracija | Stevilo Stevilo na ¢lenkov Temno Rumeno korenine Kloroze Nekroze
CuO [uM] | ¢lenkov Kolonij kolonijo [mm] zelena Zelena zelena Rumena Bela [mm] [%] [%6] Alge
5717+ 11,67+ 5,14+ 3,09+ 34,05+ 2746+ 20,58+ 1791+ 253+ 1,27+ 3+
0| 8,56 1,07 0,45 0,04 6,67 6,79 5,51 3,17 0£1,18 152 0,78 0+2,43 0,43
4417+ 9,17+ 47+ 291+ 21,63+ 27,14+ 3587+ 1537+ 2592+ 4,16+ 346+ 2+
0,1| 16,58 0,95 1,2 0,13 7,53 7.8 6,18 298 0+6,41 8,44 7,68 3,87 0,24
1,75
2583+ 8,83+ 304+ 277+ 14,14+ 2649+ 4231+ 1575+ 131+ 14,76+ 1,98+  +
1| 18,25 0,99 1,6 0,07 8,99 8,21 4,32 5,38 3,63 8,64 0+0 13,06 0,32
0,58
2383+ 1133+ 2,17+ 2,69+ 16,07+ 3126+ 3326+ 1467+ 475+ 211+ 067+ 534+ =+
10| 17,95 1,73 1,25 0,11 12,6 6,95 7,23 11 4,66 8,69 0,34 1496 0,47
1917+ 12+ 1,61+ 273+ 2622+ 66,11+ 7,68+ 1,18 + 0+ 3675+ 0=
100| 14,85 0,94 1,38 0,13 0+£991 10,34 16,34 1729 0+429 8,84 6,71 9,61 0,54
16,83+ 1383+ 121+ 272+ 99+ 7858+ 436+ 7,16+ 028+ 152+ 4246+ 0=
1000 | 14,92 0,47 1,58 0,06 0+9,73 10,75 12,25 14,01 2,14 9,39 1,57 13,57 0,47




PRILOGA B 1:Potencialna fotokemi¢na uéinkovitost pri mali vodni le¢i (L. minor) po
sedemdnevnem standardnem testu inhibicije rasti pri razlicnih koncentracijah nanodelcev

Ti0, s standardnimi napakami
Vrednosti predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev.

Konc. 1. ponovitev 2. ponovitev

nano

TiO; 1.meritev 2.meritev 1.meritev 2.meritev
[uM]

0/ 0,61+0,02 0,61+0,03| 062+004  0,68+0,02

0,1 0,58+0,01 0,62+0,02 0,68 0,02 0,66+ 0,02

1| 0,52+0,05 0,53+0,05 0,7+ 0,02 0,68 + 0,02

10| 0,60+0,04 0,60+0,04| 0,63+0,01 0,66 + 0,02

100| 0,51 £0,09 0,51+0,1 0,65 + 0,02 0,65 + 0,02

1000 0,49+0,1 0,53+0,08 0,55+0,04  0,61+0,02

PRILOGA B 2:Potencialna fotokemi¢na u¢inkovitost pri mali vodni le¢i (L. minor) po
sedemdnevnem standardnem testu inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah makrodelcev

TiO, s standardnimi napakami
Vrednosti predstavljajo povpreéje treh bioloskih ponovitev.

Konc. 1. ponovitev 2. ponovitev
TiO;

[uM] 1.meritev 2.meritev 1.meritev 2.meritev
0| 0,64+0,03 0,64+0,02| 0,64+0,03 0,64+0,02
01| 059+0,01 0,57+0,01| 059+0,01 0,57+0,01
1/ 0,64+0,03 0,62+0,01| 064+0,03 0,62+0,01
10/ 0,59+0,03 0,53+0,05| 0,59+0,03 0,53+0,05
100 0,6+0,04 0,55+0,07 0,6+0,04 0,55+0,07
1000| 0,62 +0,02 0,6 0,04 0,62 +0,02 0,6 + 0,04




PRILOGA B 3:Potencialna fotokemi¢na uc¢inkovitost pri mali vodni le¢i (L. minor) po
sedemdnevnem standardnem testu inhibicije rasti pri razli€nih koncentracijah nanodelcev

CuO s standardnimi napakami

Vrednosti predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev.

Konc.
r(l:auncc; 1. ponovitev| 2. ponovitev
[M]
0 0,7+ 0,02 0,7+ 0,01
0,1 0,5+0,02| 0,57+0,01
1 0,46 +0| 0,56+0,03
10| 0,44+0,03| 0,55+0,02
100 0,43+0,02| 0,58+0,01
1000| 0,19+£0,03| 0,55+0,06

PRILOGA B 4:Potencialna fotokemi¢na u¢inkovitost pri mali vodni le¢i (L. minor) po
sedemdnevnem standardnem testu inhibicije rasti pri razli¢nih koncentracijah makrodelcev
CuO s standardnimi napakami

Vrednosti predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev.

Konc.
CuO| 1. ponovitev| 2. ponovitev
[1M]
0| 0,61+0,04| 0,69+0,05
0,1 0,6 £0,02| 0,54 +0,02
1| 0,55+0,03| 0,54+0,01
10| 0,58+0,01| 0,54+0,01
100 0,52+0| 0,43+0,02
1000 0,46+0| 0,38+0,02




PRILOGA C 1: Specifi¢na encimska aktivnost (SEA) encimov G-POD, GR, A-POD in
CAT ob razli¢nih koncentracijah nanodelcev TiO; v gojiScu
Vrednosti SEA 1 in SEA 2 predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev

Konc.
. nano SEA1 SEA 2 | Povprecdije

Encim  rio, | [uM/min*mg] [uM/min*mg] PSEA Sb
(uM]

0 73,66 252,38 163,02 12637

0,1 58,90 177,52| 118,21 83,88

.POD 1 37,31 252,40 144,86 152,09

10 59,61 318,47| 189,04 183,04

100 71,51 269,94| 170,73 14031

1000 56,96 236,12| 14654 126,69

0 17,30 17,73 17,52 0,30

0,1 11,96 19,08 15,52 5,03

GR 1 9,80 20,04 14,92 7,24

10 9,67 20,88 15,28 7,93

100 10,79 17,43 14,11 4,69

1000 11,22 19,92 15,57 6,16

0 23,38 60,95 42,17 26,56

0 15,51 44,97 30,24 20,83

1 13,48 54,84 34,16 29,24

A-POD 10 14,95 59,28 37,11 31,35

100 15,09 51,84 33,46 25,99

1000 14,18 47,25 30,72 23,38

0 10,56 17,44 14,00 4,87

0,1 8,18 17,10 12,64 6,31

1 7,08 18,19 12,63 7,85

CAT 10 5,67 15,02 10,34 6,61

100 6,63 14,97 10,80 5,90

1000 7,16 17,13 12,15 7,05




PRILOGA C 2: Specifi¢na encimska aktivnost (SEA) encimov G-POD, GR, A-POD in
CAT ob razli¢nih koncentracijah makrodelcev TiO; v gojis¢u
Vrednosti SEA 1 in SEA 2 predstavljajo povprecje treh bioloskih ponovitev

_ Kone. SEA 1 SEA 2| Povpredie

Encim  TiO, [uM/min*mg] [uM/min*mg] pSEJA Sb
[uM]

0 114,49 191,99 153,24 54,80

0,1 125,33 90,63| 107,98 24,54

1 95,27 80,74 88,00 10,28

G-POD 10 53,75 150,22| 101,98 68,21

100 40,04 120,02 80,03 56,55

1000 67,24 135,63| 101,44 48,36

0 17,58 15,62 16,60 1,38

0,1 16,94 13,41 15,17 249

GR 1 17,06 17,45 17,25 0,28

10 12,87 17,47 15,17 3,25

100 14,54 14,88 14,71 0,24

1000 15,54 15,18 15,36 0,25

0 55,70 41,14 48,42 10,30

0 42,76 34,86 38,81 5,59

1 36,55 27,25 31,90 6,58

A-POD 10 35,97 34,65 35,31 0,93

100 34,80 32,31 33,55 1,76

1000 68,65 33,49 51,07 24,86

0 12,91 16,07 14,49 2,24

0,1 12,51 13,34 12,92 0,59

1 12,16 11,86 12,01 0,21

CAT 10 10,97 12,31 11,64 0,94

100 11,90 13,78 12,84 1,33

1000 9,71 13,15 11,43 243




PRILOGA C 3: Specifi¢na encimska aktivnost (SEA) encimov G-POD, GR, A-POD in
CAT ob razli¢nih koncentracijah nanodelcev CuO v gojiscu

Konc.
. nano SEA1 SEA 2 | Povprecje

Encim CuO | [uM/min*mg] [uM/min*mg] pSEJA Sb
[uM]

0 94,80 91,95 93,38 2,02

0,1 609,62 276,53 443,08 235,53

G-POD 1 502,13 558,58 530,35 39,92

10 2346,67 721,61| 1534,14  1149,09

100 2971,11 759,06| 1865,09  1564,16

1000 6571,43 642,58 | 3607,01 4192,34

0 15,07 14,06 14,56 0,71

0,1 11,39 14,01 12,70 1,85

GR 1 9,78 17,47 13,62 5,44

10 23,87 33,08 28,48 6,51

100 16,77 28,64 22,71 8,39

1000 13,40 54,90 34,15 29,34

0 50,34 51,62 50,98 0,90

0 50,52 60,78 55,65 7,25

1 48,69 57,38 53,03 6,14

A-POD 10 141,53 109,62 125,58 22,56

100 182,86 157,36 170,11 18,03

1000 565,94 295,81 430,88 191,01

0 15,40 11,40 13,40 2,83

0,1 12,27 6,10 9,18 4,36

1 13,08 6,43 9,75 4,70

CAT 10 11,99 5,69 8,84 4,45

100 10,36 5,43 7,89 3,49

1000 8,76 4,08 6,42 3,31




PRILOGA C 4: Specifi¢na encimska aktivnost (SEA) encimov G-POD, GR, A-POD in
CAT ob razli¢nih koncentracijah makrodelcev CuO v gojiscu.

_ Konc. SEA 1 SEA 2| Povpregie

Encim  CuO [uUM/min*mg] [pM/min*mg] pSEJA Sb
[uM]

0 68,50 133,75| 101,12 46,14

0,1 102,23 338,35| 220,29 166,96

5.POD 1 164,22 364,64| 264,43 14172

10 348,29 641,83| 49506 207,57

100 667,78 1234,42| 951,10 400,67

1000 1204,75 214759| 1676,17 666,69

0 12,46 15,06 13,76 1,84

0,1 9,59 10,53 10,06 0,66

GR 1 7,18 13,30 10,24 4,33

10 4,04 8,79 6,41 3,36

100 15,49 7,78 11,64 5,45

1000 8,97 11,56 10,26 1,83

0 36,20 43,27 39,74 5,00

0 29,62 40,90 35,26 7,98

1 33,37 37,30 35,34 2,78

A-POD 10 37,84 43,34 40,59 3,89

100 38,21 49,76 43,98 8,17

1000 68,04 112,27 90,15 31,28

0 13,38 11,14 12,26 1,59

0,1 15,12 9,48 12,30 3,99

1 11,97 9,07 10,52 2,05

CAT 10 11,21 815/ 9,68 216

100 10,48 7,10 8,79 2,39

1000 11,04 6,55 8,79 3,17




PRILOGA D: Rezultati enosmernega testa ANOVA za vse opazovane parametre, razen
barve ¢lenkov.
Vrednosti so izraCinane iz povprecji obeh poskusov (N=2) (s po tremi bioloskimi
ponovitvami) ter standarnih deviacij.

Merjeni parameter nano TiO, TiO, nano CuO CuO
Stevilo ¢lenkov 0,9868 0,1314 0,1027 0,0590
Stevilo kolonij 0,9764 0,0837 0,9544 0,2624

Stevilo ¢lenkov na kolonijo 0,9679 0,6977 0,0071 0,0060
Dolzina ¢lenkov [mm] 0,9193 0,8597 0,1966 0,0700
DolZina najdalj$e korenine [mm] 0,9981 0,0467 0,0001 0,0023
Kloroze [%] 0,4573 0,5054 0,5638 0,6646
Nekroze [%)] 0,3314 0,0382 0,0366 0,3059
Prisotnost alg 0,6552 0,4414 0,0001 0,0001
Fotokemic¢na uc¢inkovitost 0,4514 0,0826 0,3148 0,0263
SEA encima CAT 0,4502 0,4502 0,6342 0,6372
SEA encima A-POD 0,9968 0,5038 0,0177 0,0442
SEA encima G-POD 0,9960 0,7266 0,5125 0,0233
SEA encima GR 0,9937 0,6923 0,5149 0,4741




