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»Modri nikdar ne t&e po travi, ne da bi se zavedal, kaj dela. Modrvedno zahvali in se
opraviti travi, ki jo je pohodil, in ji obljubi svoje telgpo svoji smrti. In ji obljubi gnojilo,
morda ostanke svoje hrane, in te obljube se twglhiieo drzi. Morda odstrani kaj, kar je v

napoto temu polju, morda malgisti, morda poslje samo malo svoje energije, sanszlmin
tako vrne.«

Koot Hoomi
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1 UVOD

Obremenjenost okolja s kovinami se je v zadnjinetlegih mano poveéala (Alloway in
Ayres, 1993). Mnoge raziskave na celicah tahi organizmov kazejo na genotoksbst
nekaterih kovin (Fusconi in sod., 2006; Knasmditesod., 1998; Codina in sod., 1995;
Deknudt in Deminatti, 1978). Na voljo je precejtestov za ugotavljanje genoto&sosti
snovi (Maluszynska in Juchimiuk, 2005). Med njimitudi test mikrojeder, pri katerem se
genotoksinost izrazi s pojavom mikrojeder, ki jih lahko oppgmo na mikroskopskih

preparatih.

Kadmij in EMS imata znane genotoksé winke na mnoge organizme (Unyayar in sod.,
2006; Gichner in sod., 2004), genota@ksist cinka pa ni bila ugotovljena (Walsh in sod.,
1994). Test mikrojeder smo uporabili pri ugotavijagenotoksinosti kovin kadmija in

cinka ter EMS in pratili vpliv teh snovi natebulo @llium cepa).

1.1 GenotoksEne snovi

Clovek s svojo dejavnostjo vpliva na péa@o prisotnost mutagenih in genotaksih
snovi v naravi. Vsako leto v okolje sprostimo okidioc novih kemikalij (Voet in Voet,
1995), véinoma z neznanimdnkom na okolje in Ziva bitja. Za mnoge snovi jezieno,
da Skodljivo vplivajo na razine nivoje ekosistema. Ocenjujejo, da je v vsakodnev
uporabi nad 70.000 sint&tih kemikalij. Od tega je kar 79 % takih, za katarenobene
informacije v zvezi z njihovo tok&nostjo (Mitchell in sod., 2002).

Genotokstnost zajema nastanek sprememb DNA — mutacij, pdikd@@NA in vezavo
snovi ali njihovih presnovnih produktov na DNA. G¢oksicni dejavnik reagira z DNA ali
s celenimi mehanizmi, ki zagotavljajo nat&mo podvajanje calnega genoma. Povafio
lahko nastanek mutacij, ker se veze neposrednoN¥a &i na beljakovine, ki sodelujejo
pri_popravljanju nastalih poskodb DNACe se genotoksnha snov veze na delitveno
vreteno celice, se lahko zgodi, da se poc¢oeldelitvi kromosomi ne razdelijo pravilno
med dve berinski celici (Fatur in sod., 2005). Motnje v dedmju delitvenega vretena
(aneugenost) in zlomi DNA verige (klastogenost) z7o¥ajo nastanek kromosomskih

aberacij in mikrojeder (Majer in sod., 2003).



Babi V. Uporaba testa mikrojeder pri pr@yvanju vpliva kovin na rastline
Diplomsko delo. Univerza v Ljubljani, BiotehniSkakiulteta, Odd. za biologijo, 2008 2

1.1.1 Etilmetansulfonat

Etilmetansulfonat (EMS, §HgOsS) je mutagena snov, saj povaralkilacijo DNA, zato je
pogosto uporabljan pri préavanju genotoksnih winkov na organizme (Committee for
Compounds Toxic to Reproduction, 2004). EMS lahlavzoaii tockovne mutacije,
delecije in zlome kromosomov (Yesilda, 2000), kilabko izrazijo kot kromosomske
aberacije (Rank in Nielsen, 1997) in mikrojedra (Mbet in sod., 2005). Na meristemske
celice koreninskega vi&ia cebule EMS deluje mutageno (Aslanturk in Celik, 200%i
kometnem testu, pri katerem se merijo poSkodbe Eradi vpliva genotok&nih snovi,

EMS pogosto uporabljajo kot pozitivho kontrolo (@er in sod., 2004).

1.1.2 Kovine

Onesnazenost s kovinami vsako leto n&g®ajer in sod., 2002). Analiza citoto&sih
ucinkov nekaterih kovin je pokazala, da so potenciadntageni ter da povzéajo tumorje
pri eksperimentalnih organizmih ioveku, ki jim je izpostavljen (Garcia-Rodriguez in
sod., 2001)Vse kovine so naravne sestavine okolja, ki jih talmajdemo na razinih
nivojih tal in povrSinskih voda. Nekatere so tseacialni elementi, potrebni za normalen
potek metabolizma organizmov, npr. baker (Cu), zel@ge) in cink (Zn), medtem ko so
druge neesencialne in nimajo posebne bioloske yloge kadmij (Cd), krom (Cr) in
svinec (Pb). Neesencialne kovine zaradi kemijskelopoosti pogosto tekmujejo z
esencialnimi, npr. kadmij z bakrom in cinkom, t@k& pa postanejo, ko dosezejo raven,
pri kateri poskodujejo Zivljenjske funkcije orgamav. Esencialne kovine so v osnovi
manj tokséne kot neesencialne, a postanejo tbksi ko se pojavijo v zviSanih

koncentracijah v okolju (Van Dyk, 2003).

1.1.2.1. Cink

Cinkove soli v topni ali netopni obliki so stalnagotne v industrijskih odpadkih. Cink je
prevladuj@éa komponenta rudniskih odpadnih voda. Velja zaiem®d najmanj nevarnih
kovin (Van Dyk, 2003).
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Cink je esencialni mikroelement, pomemben takoivalixot za rastline. Igra pomembno
vlogo pri mnogih metabolnih procesih rastlin, sogelpri sintezi avksina (regulacija rasti
rastline), nujen je za sintezo klorofila (Vitost99#). Cink aktivira encime in sodeluje pri
proteinski sintezi in metabolizmu nukleinskih kmslin lipidov. Z DNA in RNA tvori
komplekse in s tem vpliva na stabilnost teh dvelteid.

Visoke koncentracije cinka imajo lahko negativn&nke na privzem mineralov in
encimsko aktivnost, povezano z metabolizmom (Bonmetod., 2000). Francis in sod.
(1995) so protevali vpliv cinka na cetini cikel pri celéni suspenziji tobakaNjcotiana
tabacum) in ugotovili, da v visokih koncentracijah cinkhleo ustavi celini cikel ali

povzraii smrt celic.

1.1.2.2. Kadmij

Kadmij je neesencialni element, ki nima bioloSkaktije (Van Dyk, 2003). Je Siroko
razSirjena kovina, ki jo v okolje spigjo elektrarne, toplarne, kovinsko-predelovalna
industrija, sezigalnice smeti, prevozna sredstwamentarne ter je stranski produkt pri
proizvodnji fosfatnih gnojil. Velja za enega izmadjpomembnejSih onesnazevalcev, ki
vpliva na vse organizme zaradi svoje visoke wissti in dobre topnosti v vodi in prsti
(Liu in Kottke, 2004).

Akumulacija kadmija pri rastlinah povafiozmanjSanje fotosintezne aktivnosti, privzema
vode in hranil, kar se na rastlini izrazi v pojakioroz (Unyayar in sod., 2006). Kadmij

lahko ustavi cetino delitev in cetino rast pricebuli (Liu in sod., 1992).

Kadmijeve soli so genotoksie in lahko povzréijo nastanek kromosomskih aberacij (c-
mitoza, anafazni most, zlepljanje kromosomov) irknojeder (Unyayar in sod., 2006).
Razliéne koncentracije kadmija povzi razlicne ultrastrukturne spremembe celic v
koreninicebule. Nizke koncentracije lahko vodijo v péaao vakuolizacijo in oblikovanje
majhnih citoplazemskih veziklov, ki so pogost pojgui obdelavah z nizkimi
koncentracijami raztnih kovin. Kljub tem spremembam nizke koncentra&gelmija ne
vplivajo bistveno na rast rastline. Kadmij pri ftizkoncentracijah (0,001-0,1 mMas
izpostavitve 48 ali 72 ur) lahko celo pospeSi kastnin. Pri viSjih koncentracijah kadmija
(I mM in 10 mM) pa pride do poskodb membranskegdesia, zmanjSanja Stevila

mitohondrijskih krist, hude plazmolize in zmanjsastevila ribosomov. Take strukturne
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spremembe kamo vodijo v smrt vé&ne celic, kar se izrazi v zaustavljeni rasti kanen
(Liu in Kottke, 2004).

Raziskave na celnih kulturah tobaka so pokazale, da je od konceipr&admija odvisen
mehanizem caine smrti. Nizka koncentracija kadmija (0,01 mM) minvpliva na celino
viabilnost ali DNA, medtem ko dovolj visoka konceatija (1 mM) na hitraubije celice,
pri ¢emer ne pride do fragmentacije kromatina. Sredmac&ntracija (0,05-0,1 mM)
kadmija sprozi programirano c&io smrt, podobno apoptozi pri Zivalskih celicahr;, &a
ugotovili s prodevanjem fragmentacije DNA (Fojtova in Kd¥e 2000). Behboodi in
Samadi (2004) sta proevala vpliv kadmija na obliko céhe smrti pricebuli ter odkrila,
da srednje visoke koncentracije kadmija sprozijogprmirano cefino smrt, podobno

apoptozi, pri dovolj visoki koncentraciji kadmija pastopi nekroza, ki vodi v lizo celice.

1.2 Rastlinski biotesti

Zaradi povéanja onesnazenosti okolja se pojavlja potreba pihhh natatnih metodah
za zaznavo in oceno vplivov neznanih snovi na omga@ (Maluszynska in Juchimiuk,
2005). Za ugotavljanje genotoksosti snovi je razvitih nekaj standardiziranih meast
sistemov, kljub temu pa sploSnih predpisov za eksikoloSka testiranja ni. Zato se
monitoring okolja v veéini primerov izvaja s pomgo kemijskih analiz za posamezno
spojino. Samo na osnovi meritev koncentracij pozauie kemikalij je nemogte
napovedati bioloSke posledice onesnazevanja ekasist (Uhl in sod., 2003). Za celostno
vrednotenje vplivov snovi na organizme so bili riéizv. i. biotesti, pri katerih Zive
organizme izpostavimo dalenim dejavnikom in opazujemo njihov odziv. Zaradi
konzervativne strukture genskega materiala lahkggarotoksikoloskih testih uporabljamo
razlicne organizme — bakterije, glive, rastline in ziyMialuszynska in Juchimiuk, 2005).

Med ve& kot 200 znanimi biotesti iz literature so rastkndiotesti na splosno bol
ob¢utljivi od ostalih sistemov za zaznavo genotoR#i vplivov snovi. Rastlinski sistemi
SO izjemno uporabni pri zaznavanju mutagenov, @&gstov in karcinogenov. Rastline
zaradi svojih edinstvenih lastnosti lahko uporabipnidn situ monitoringu toksinih snovi

iz okolja, ki se pojavljajo samostojno ali v komkdai obliki (Ma, 1999). Za dolftev
kvalitete vode, zraka in zemlje je zelo pomembiéré&zprimerne testne rastline. Vplivanje

mutagenov iz okolja na rastline ni odvisno samdipa mutagenasasa izpostavitve, doze
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in interakcije z drugimi dejavniki, tem¥ge odvisno tudi od vrste, genotipa in faze razvoja
rastline (Maluszynska in Juchimiuk, 2005). Za amlikoreninskega vi&ka se
najpogosteje uporabljajo vrstebula Allium cepa L.), lasasti dimekCrepis capillaris (L.)
Wallr.), navadni jémen @Hordeum vulgare L.), navadni grah Risum sativum L.),
tradeskancija Tradescantia sp.), bob VYicia faba L.) in koruza Zea mays L.). Za
citogenetske raziskave so najbolj primerne rastlikieimajo majhno Stevilo velikih

kromosomov (cit. v Grant, 1999).

Vecina biotestov visjih rastlin temelji na zaznavi krasomskih aberacij in izmenjav
sestrskih kromatid ter na analizi zlomov verige DRMaluszynska in Juchimiuk, 2005).
Rastlinski biotesti, pri katerih opazujemo pojav krojeder, poskodbe DNA in
kromosomske aberacije, so na splosno poceni ia tziedljivi. Aplikacija teh testov je Se
posebej primerna za obija, kjer je finakna pomd@ za oceno in spremljanje

onesnazenosti okolja majhna (Uhl in sod., 2003).

1.2.1 Test mikrojeder

Test mikrojeder je citogenetski test, s p@jokaterega ocenjujemo genotaksist testne
snovi.Ce pride do poskodb dednine, se lahko tvorijo midog — skupki jedrne vsebine,
po obliki in strukturi podobni jedru, vendar manjg&i jih opazujemo pod mikroskopom.
Pri rastlinah ga lahko izvajamo na celicah korekegs: vrstka (najpogosteje ptiebuli in
bobu; Ma in sod., 1995) ali v socvetju, kjer miledja opazujemo v fazi zgodnjih tetrad
(pri tradeskanciji; Uhl in sod., 2003).

Test mikrojeder koreninskih vidiov ¢ebule so |. 1959 razvili Evans in sod., na podlagi
odkritja mikrojeder po obdelaviyzarki. Arora in sod. (1969) so bili prvi, ki so anabili
test mikrojeder pri bobu, in sicer za zaznavo vodoih klastogenov. Na dalenih
Zivalskih celicah test mikrojeder uporabljajo prrogievanju winkov industrijskih
kemikalij in farmacevtskih produktov, ki bi utegngovzraiiti poSkodbo DNA. Rastlinski
testi mikrojeder so bili razviti predvsem za mornitg kompleksnejSih meSanic in
nevarnih snovi v okolju, ki so posledica onesnangvaode in tal. Test mikrojeder na
tradeskanciji uporabljajo tudi pri raziskavah pkiis meSanic in onesnazenega zraka
(Majer in sod., 2003).
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1.2.1.1. Mikrojedro

Mikrojedro je izvenjedrno telo kromatinskega madkxj ki je posledica (1) zloma
kromosoma — klastogenost (slika 1A) ali (2) motenelglovanja delitvenega vretena —
aneugenost (slika 1B). V prvem primeru mikrojedsebuje kromosomski fragment, ki mu
manjka centomer, zato se imenuje acéntriragment, v drugem pa je v mikrojedro
vklju¢en celoten kromosom (Uhl in sod. 2003). &lpo je mikrojedro, ki vsebuje celoten
kromosom, v&e od tistega, ki vsebuje samo fragment (sliki DPA1B; Heddle in sod.,
1991).

Drugi mehanizmi nastanka mikrojeder

C

Zlom Kromosoma (klastogenost)

4¥ﬁ/"

1. Zaostajajoci kromosomi

£< 3
Mikrojedro, ki vsebuje \ ﬁ
kromosomski fragment . .
. 2. Neaktiven kinetohor
*_ /
% Motnja v delovanju delitvenega vretena 3. Moéan kromosomski most
(aneugenost)

4. Prepleteni kromosomi

5. Apoptoza

7 Mikrojedro, ki vsebuje é % ‘&
- Wﬁsom \ ( ?
O

= Kromosom

—— Delitveno vreteno @ -

Slika 1. Nastanek mikrojeder. A — zlom kromosoma; B — moteno delovanje deliagan vretena; C —
razlicni mehanski vzroki kromosomskih zlomov in izmen{av prep@asno potovanje kromosoma, ki ostane
zunaj jedra, 2: neaktivnost kinetohora, 3:c¢am kromosomski most, 4: prepletenost kromosomov, 5:
apoptoza). Prirejeno po Misik (2006) in Heddle dil 5(1991).

Fragment brez centromera (odsotnost kinetohor&ramosom, ki ni pripet na delitveno
vreteno, v anafazi céle delitve ne moreta usmerjeno potovati na polceglkjer se
kasneje oblikuje novo jedro. Zato ostaneta zurayrgtga jedra, razere po nakljgju ne
prispeta do pola in postaneta del novo nastaledya,jé&kar je lahko odvisno od velikosti
fragmenta (ali kromosoma) in velikosti celice. Manfragment se v majhni celici lazje

vkljuci v nastajajée glavno jedro (slika 2B), ¢g fragment pa v isti celici bolj verjetno
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postane mikrojedro (slika 2A). ManjSi fragment vlikiecelici obicajno ostane zunaj
glavnega jedra in postane mikrojedro, saj vjiveelici kromosomi v anafazi prepotujejo
daljSo razdaljo in je verjetnost, da bo odlomljérRigment v bliZzini novo nastajajega
jedra, majhna (slika 2C). Vsi acegtri fragmenti ne postanejo mikrojedra pri prvi ¢gli
delitvi, ampak se nekateri podvoijijo in postanejiknmjedra v drugi ali eni od naslednjih
delitev (Heddle in sod., 1991). Kadar se kromosalinfiiagment) ne vkljti v novo nastalo
jedro in ga v telofazi celne delitve obda jedrna membrana, postane mikrojedro
Kromosom se nato odvije in postopoma prevzame rtomifo jedra v interfazi (Fenech,
2000). Celice, ki vsebujejo mikrojedra, sedapno ne delijo in v&inoma propadejo v F1
generaciji (Ma in sod., 1995).

Velikost
fragmenta

Velikost
celice C }{ -
1

Slika 2. Nastanek mikrojedra iz acentriénega fragmenta Velikost fragmenta in velikost celice lahko
vplivata na to, ali se bo fragment vidjuv héerinsko jedro ali bo postal mikrojedro: A —gjiefragment v
majhni celici postane mikrojedro, B — majhen fragim&e v majhni celici vkljéi v nastajajée glavno jedro,
C — majhen fragment v veliki celici postane mikdbj@ Prirejeno po Heddle in sod. (1991).

Pri Zivalskih celicah sta poleg klastogenosti ieagenosti, opisana Se dva mehanizma po
katerin mikrojedra in mikrojedrom podobne struktulehko nastanejo: (3) razhi
mehanski vzroki kromosomskih zlomov in izmenjavk@I|1C: 1-4) in (4) apoptoza (slika
1C: 5). Apoptoza je programirana ¢ela smrt, ki med drugim povatorazpad jedra in
citoplazme v telesca, obdana z membrano (t. i. @peia telesa). Je posledica naravnega
procesa ali pa je odziv na poSkodbo zaradi keihivplivov, ki sama po sebi ni nujno
genetskega izvora. Za nastanek mikrojeder, ki sledeca citogenetskih poskodb, je za
razliko od mikrojeder, ki so posledica apoptozetrgfmna celina delitev. Apoptotske
celice so nenormalne, ker vsebujejo skupek jedfirdgmentov brez normalnega jedra.
Celice, ki vsebujejo mikrojedra, ki izhajajo iz amenetskih sprememb, pa vsebujejo

normalna jedra in samo eno mikrojedro, redké ve
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Tudi pri rastlinskih celicah lahko pride do r&nih mehanskih vzrokov kromosomskih
zlomov in izmenjav, medtem ko apoptoze, ne morepustevati, ker ta v taksni obliki kot
pri Zivalskih celicah ne obstaja. Vendar pa stald®eldi in Samadi (2004) opazila apoptozi
podoben pojav pri koreninskem &l cebule, obdelanem s kadmijem, s p@épaesta

TUNEL in DNA gelske elektroforeze. Opazila sta Keodkondenziranega kromatina,
kondenzirano in obrobno jedro, fragmentirano DNA telesa, ki so bila podobna

apoptotskim telesom Zivalskih celic.

1.2.1.2. 1zvedba testa

Test mikrojeder koreninskega Wka izvedemo tako, da korenine testne rastline za
dolocen ¢as izpostavimo testnim snovem. Po izpostavitvié@bio rastline za nekajasa
prenesemo v vodo, da se posSkodba DNA lahko izraabhki mikrojeder v Kerinskih
celicah. Tatas imenujemdaas okrevanja (angl.: recovery period), ki pa ne @oimrnitve
jedra v prvotno stanje pred poskodbo (Ma, 2006yeKme nato fiksiramo ter obarvamo in

mikrojedra opazujemo na mikroskopskih preparatih.

Cebula je kot citogenetski testni organizem primepreivsem zaradi velikih kromosomov
— osem parov (2n = 16), zaradisar lazje opazimo kromosomske aberacije in mikraje
Na voljo je v vseh letniltasih, lahko jo je gojiti, je poceni in njena upcaapri testu
mikrojeder ne zahteva drage laboratorijske oprekoe,so rastlinjaki ali rastne komore

(Fras in Maluszynska, 2003).

Za oblikovanje mikrojeder je potrebna ¢ela delitev (Heddle in sod., 1991; Uhl in sod.,
2003), zato pojav mikrojeder najlazje opazujemogailicah, ki se hitro delijo. Pri testu
mikrojeder koreninskega vtdia proujemo vpliv na hitro del& se meristemske celice.
Ma in sod. (1995) so opazili, da se nd&jaepogostost mikrojeder izrazi v F1 regiji
koreninskega vr8ka ¢ebule po 44 urah od izpostavitve celic rentgenskankom. Talkcas
okrevanja, na podlagi 24-urnega ¢eéga cikla koreninskih celicebule, zajame
mikrojedra, ki so bila inducirana okoli G1 ali SZéamaterinskih meristemskih celic in ki

se nato pojavijo v interfazi ali profazéérinskih celic (Ma in sod., 1995).

Nekatere testne snovi povZejo mitozni zaostanek — zmanjSa se mitozni indeksavira
nastanek mikrojeder. V tem primeru se pojavi visgkvenca anafaznih mostov, zaradi
cesar je treba poskus ponoviti z daljSéamsom okrevanja. Zato je kot dodatek k oceni
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Stevila mikrojeder koristno oceniti tudi Stevilo eathcij anafaznih celic (Majer in sod.,
2003) in dol@iti mitozni indeks (Fras in Maluszynska, 2003).

Kriteriji za dolotanje mikrojeder pri rastlinskih biotestih niso posedefinirani, zato so
pri raziskavah rastlin praviloma povzeti po kriflriza mikrojedra celic sesalcev. Na
splosSno za mikrojedra velja, da (1) sta intenzitdtarvanosti kromatina in vzorec barvanja
podobna kot pri glavnem jedru, (2) so meje r&atoprepoznavne, kar nakazuje prisotnost
jedrne membrane, (3) so gladka in je oblika okra@dlavalna, (4) so kena od glavnhega
jedra, (5) so v isti opthi ravnini kot glavno jedro in (6) so znotraj istéoplazme kot
jedro. Pomembna razlika med mikrojedri zivalskitrastlinskih celic je, da so mikrojedra
slednjih lahko v&a, zaradi manjSega Stevila i@ kromosomov veéine testnih rastlin
(Majer in sod., 2003). Mikrojedraloveskih limfocitov imajo premer med 1/16 in 1/3
povpr&nega premera jedra. Fenech (2000) pri ocenjevanfuojeder celic sesalcev
uposSteva Se: (8) lahko se dotikajo glavnega je@lrga ne smejo prekrivati, (9) ponavadi
imajo enako intenziteto obarvanja kot glavno jedrge \&asih intenziteta pri mikrojedrih

lahko veja.

1.2.2 Kromosomske aberacije

Kromosomske aberacije so spremembe kromosomovazijizrse kot nenormalna oblika
kromosomov in nastanejo zaradi izgube dela kromaso(delecije), podvojitve
(duplikacije), translokacije, inverzije in drugiprememb. So posledica preloma dvojne
vijacnice DNA, ki ni bil popravljen ali pa je bil poprgen nepravilno(Maluszynska in
Juchimiuk, 2004). Izrazijo se pri celicah v mitgei prvem ceknem ciklu po obdelavi z
mutagenom Kkot: zlepljena kromosomska masa, lom &smmov, c-mitoza (motnje
delitvenega vretena), zaostajdjo kromosomi, kromosomska zanka, nepravilno
despiraliziranje kromosoma, @wo obarvana citoplazma, izrazito jedro, neenakomern
kondenziran kromatin, pojav anafaznega mostu, nektae€ kot dveh polov, kromosomi,
ki se v ekvatorialni ravnini razdelijo na dva dekapmosomi, ki se niso zmozni zbrati v
ekvatorialni ravnini itn. V interfaznih celicah nednjega cetinega cikla se w&na
kromosomskih aberacij izrazi kot mikrojedro, ne yse, kar je treba upoStevati, kadar

primerjamo testa kromosomskih aberacij in mikrojgtATO, 2004).
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Za zaznavo kromosomskih aberacij je razvitih veliotestov z rastlinami, kot so
tradeskancijaparadiznik(Lycopersicon esculentum), jeémen, bob intebula(Maluszynska
in Juchimiuk, 2005). Teste kromosomskih aberacjejene na koreninskih celicah, ki so
casovno precej potratni (Uhl in sod., 2003), je zajaetest mikrojeder koreninskih
vrSickov, ki je bil razvit vzporedno s testom kromosorhskberacij(Maluszynska in
Juchimiuk, 2004). Ta je preprostejSi za uporabkljudb temu omog®da zaznavanje enakih
poSkodb DNA (Majer in sod., 2003). Primerjalne §udakazujejo, da je test mikrojeder
enako obutljiv za zaznavo genotoksinov kot test kromosoimskberacij (Uhl in sod.,
2003).

2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Namen diplomskega dela je bil preizkusiti test mj&der na koreninskem vi&u ¢ebule
kot ustrezno metodo za vrednotenje genotokisi Winkov Cd, Zn in EMS. Na osnovi
predhodnih objav smo gakovali ve&jo pogostost mikrojeder pri koreninah, obdelanih z
omenjenimi snovmi, kot pri negativni kontroli (olta@ korenin z vodo). Domnevali smo,
da bo pri vi§jih koncentracijah testnih snovi¢jee poSkodovanost DNA in s tem de

pogostost mikrojeder kot pri nizjih koncentracifidoncentracijsko odvisni odgovor).
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3 MATERIALI'IN METODE

3.1 Rastlinski material

Testna rastlina je biléebula — sort&ebukek Holandska rumena. Za poskuse stabule

kupovali sproti v Semenarni (Ljubljana; glej datizdaje etikete v preglednici 1).

Preglednica 1Pregled poskusov Datum izdaje etikete — oznaka na kupljeni v&ki ¢ebul (Semenarna,
Ljubljana)

Poskus Tip in koncentracija Cas izpostavitve Datum izdaje Zacetek
(interna oznaka mutagene snovi mutageni snovi etikete poskusa
poskusa)
Poskus 1(ATO3) CdCl, (0,00025 mM-10 mM) 24 ur 3. 1. 2006 17. 3. 2006
EMS (1 mM — 40 mM)
Poskus 2(AT04) EMS (1-40 mM) 24 ur 25. 8. 2006 20. 11. 2006
Poskus 3(AT05) ZnsSQ, (0,1-1,0 mM) 24 ur 3. 1. 2007 23. 2. 2007
EMS (1-8 mM)
Poskus 4(ATO6) ZnSQ, (1-5 mM) 2uri 3. 1. 2007 18. 5. 2007
CdC}, (0,00025-0,025 mM)
EMS (3 mM)

Izbrali smo na pogled zdrawebule, priblizno enake velikosti (premé&sbule 2 cm) in
oblike. Hranili smo jih v hladilnikuCebule, uporabljene pri poskusih 3 in 4, so bilesie

serije, med poskusoma je 3 mesece razlike.

3.2Reagenti

Za fiksacijo rastlinskega tkiva v Farmerjevem filkga (EAA) smo uporabili meSanico 3:1
(v/v) absolutni alkohol : led ocetna kislina (SdaarAC 0352), za hidrolizo smo uporabili
5 M HCI, DNA smo barvali s Schiffovim reagentom. Zaipravo mékancev smo
uporabili 45% ocetno kislino. Pri poskusu 4 smopprate pobarvali z barvilom Fast
Green, ki obarva celne stene. Pri fiksaciji in barvanju s Fast Greemviltan smo

uporabljali 96% in absolutni etanol.



Babi V. Uporaba testa mikrojeder pri pr@yvanju vpliva kovin na rastline
Diplomsko delo. Univerza v Ljubljani, BiotehniSkakiulteta, Odd. za biologijo, 2008 12

Testne snovi so bile kadmijev klorid (Cd¥;Icinkov sulfat (ZnS@ in etilmetansulfonat
(EMS). Koncentracija CdGkaradi kemijske sestave ustreza koncentraciji kgdfgievilo

molov Cd ustreza Stevilu molov CdLIEnako velja za ZnS0n cink.

3.30prema

Uporabljali smo standardno laboratorijsko opremobjektnike, krovnike, laboratorijsko
steklovino, pincete, pipete, plaste 15 ml centrifugirke za rast korenin (v nadaljgua
epruvete), stojala za epruvete, Skarje, igle, izgtvtermostabilno vodno kopel, filter papir,
alu-folijo. Do priprave meékancev smo delo opravljali v digestoriju, nato pa n
laboratorijskem pultu. Za obdelavo preparatov itodgoafiranje smo uporabljali svetlobni
mikroskop Axioskop 2 MOT (Carl Zeiss, Néija) z objektivi 2,5%, 10x, 40x, 63x (oljni),
100x (oljni) in okularjem z 10x po¢avo. Za zajem slike smo uporabljali barvno digitaln
kamero (AxioCam MRc, Carl Zeiss Vision, Néim) z locljivostjo 1300 x 1030 pikslov in
program za zajem in osnovno analizo slike (Axiobisi Carl Zeiss Vision). Za Stetje
mikrojeder smo uporabljali tudi mikroskop Olympu#i®€ z objektivi 4%, 10x, 40x in
100x (oljni) in okularjem z 10x powavo. Pri pripravi mé&ancev smo uporabljali lupo
Opti labl (Matic).
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3.4.1 Rast korenin

Cebulam smo odstranili zunanje suhe luskoliste, aipjibtranjega pa smo pustili, da ne bi
priSlo do prevelike transpiracije, saj bi se niaztopin v epruvetah zato hitreje znizal in
korenine ne bi bile ve&s popolnoma potopljene v raztopini. Z noZzem srdorpodrgnili
po spodnji strani (stebelni kroZec), da bi koreninalajsali rast.Cebule smo sprali z
navadno vodo in jih postavili v oprane epruveteyatajene z destilirano vodo (slika 4B).
Cebule smo potopili v vodo do najyeolovice dolZingebule. Najbolj primerne siebule
podolgovate oblike, ki se lepo ulezejo v vrat egtev Pri poskusu 1 smo namesto epruvet
uporabili veliko petrijevko, ki smo jo prelepili lepilnim trakom (slika 4A)cebule pa
vstavili med odprtine. Ta tehnika se ni dobro olmesaj je zaradi prevelikih odprtin prilo
do prevelikega izhlapevanja vode, zaradi teze odpedinsk&ebule bolj potopljene kot
tiste na robu, oranZen lepilni trak pa je obarvatlo. Cebule v vodi smo postavili v
zatemnjen irtist digestorij pri temperaturi 24 £ 2 °C. Vodo sihalivali vsak dan. Po 2—-3

dneh smo imeléebule z 10-20 koreninami, dolgimi 2-5 cm, ki snfolgihko uporabili pri

poskusu.

Slika 4.Rast korenin. A — neprimerna postavitev poskusa s petrijevko, sajopa zaradi velikih odprtin
prehitro izhlapevala, oranzni lepilni trak pa jeaolal vodo. B — primerna postavitev poskusa prkpses 4.

3.4.2 Izpostavitev testnim snovem

Pripravili smo si serijo raztopin z raghimi koncentracijami testnih snovi, v katere smo iz

vode prestavilicebule s koreninami. Za vsak poskus smo posebeplizbrsto in
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koncentracije testnih snovi (preglednica 2) tertanaB negativno kontrolo z destilirano
vodo. Koncentracije testnih snovi smo izbrali nadlpgi podatkov iz literature. Pri
poskusih 1 in 2 smo izbrali najviSje koncentradijesmo jih zasledili v literaturi, pri tem
pa smo imeli tudi velik razpon koncentracij Cd iM& z namenom, da ugotovimo pri

katerih koncentracijah se tvorijo mikrojedra.

Preglednica 2Vrste in koncentracije testnih snovi pri posameznitposkusih.

Poskus Raztopina Koncentracija (mM)

1 CdCh 0,00025, 0,0025, 0,025, 0,25, 2,5, 10
EMS 1,3,5,8, 20,40

2 EMS 1,3,5,8, 20,40

3 ZnSQ, 0,1,0,5,1,0
EMS 1,358

4 ZnsQ, 1,35
CdCh 0,00025, 0,0025, 0,025
EMS 3

Epruvete so bile razporejene v posebnem vrstnem (sika 5), da ne bi priSlo do napak,
hkrati pa smo tako lazje uspeli ohraniti enake m&za vse, saj sm@bule prestavljali
po vrstnem redu: prvéebula prve koncentracije (1/1), pr¢abula druge koncentracije
(1/2) ..., drugaiebula prve koncentracije (2/1), druggbula druge koncentracije (2/2) itn.
(slika 5A). Vsaka epruveta je bila ozeaa s svojo Stevilko (slika 5B).

Pri poskusih 1, 2 in 3 sm&ebule testnim snovem izpostavljali 24 ur, pri paakd pa 2
uri. Pri poskusu 2 smo tebule izpostavili 40 mM EMS za 48 ur, brez okreaan;

V ¢asu izpostavljanja in okrevanja so bélebule shranjene v zatemnjenem prostoru pri

temperaturi 23 + 2 °C.
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H,O 1 mM
EMS
3
1mM
Hz0 EMS
1
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Slika 5. Razporeditev ¢ebul pri izpostavitvi testnim kemikalijam. A — shema razporeditve. Stevilke
oznaujejo vrstni red epruvet pri posamezni obdelavi- Bostavitev pri poskusu. Vsaka epruveta je imela
svojo Stevilko.

3.4.3 Cas okrevanja in fiksacija korenin

Po izpostavitvi smo korenine sprali z destilirarad®, da smo odstranili ostanek testnih
raztopin, in vzorce prenesli v destilirano vodoi P4-urni izpostavitvi rastlin je bitas
okrevanja dolg 24 ur, pri poskusu 4, pri katereno sastline testnim snovem izpostavljali
samo 2 uri, smdas okrevanja podaljSali na 42 ur, kot to predladg4éoin sod. (1995). Za
fiksacijo smo odrezali priblizno 3 cm dolge koremim jih vstavili v Farmerjev fiksativ
(EAA) pri 4 °C za priblizno 24 ur, nato smo jih ptavili v 96% etanol za dolgotrajnejSe
shranjevanje pri —20 °C. Farmerjev fiksativ sm@mavljali sproti pred vsakim poskusom,
vzorce pa hranili v dobro zaprtih in ozlemih 10 ml stekletkah.

3.4.4 Priprava preparatov

3.4.4.1. Barvanje DNA

Pred barvanjem smo korenine zvezali s sukancem4 Rorenine iste¢ebule smo na
stekleni plo8ici v kapljici etanola zavezali z daleno barvo sukanca — vsaka barva
sukanca je ustrezala déeni koncentraciji testne snovi. Snope korenin,ckbii ozna&eni
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s sukancem, smo lahko barvali skupaj v eni ali dstklentkah, kar nam je olajSalo

barvanje.

DNA smo obarvali z reakcijo po Feulgenu: najprepsydestilirani vodi sprali fiksativ iz
vzorcev in jih hidrolizirali s 5 M HCI. Vzorce sm® Schiffovim reagentom barvali 120
minut pri 20 °C v vodni kopeli. Prebitek barvila sne vzorcev spirali z S9vodo. Do
priprave mékancev smo pobarvane vzorce hranili v destiliravdivPostopek barvanja je

podrobno opisan v Dolenc Koce (2001).

3.4.4.1.1. Priprava meckancev

Meckanci so preparati, ki jih pripravimo s pritiskora nmastlinsko tkivo, tako da dobimo
eno plast celic. Po Feulgenu pobarvane vzorceinsistiga tkiva smo za 5 do 15 minut
prenesli v 45% ocetno kislino, ki tkivo zmeh Nato smo na predhodn@i&ena in
ozna&ena objektna stekla polozili pobarvane vzorce id pago odrezali priblizno 1 mm
dolg kofek v F1 regiji (0,5-1 mm nad koreninskepico). Orientirali smo se po
oddaljenosti meristemske regije (zgostitev jedehkoreninsketepice. Postopek priprave

metkancev je podrobno opisan v Dolenc Koce (2001).

Preparate, ki smo jih nameravali barvati z barvilbast Green, ki célne stene obarva
modro-zeleno, smo po kéanem postopku priprave ®aancev za 2 minuti potopili v
absolutni etanol, nato pa za 2 minuti v barvilotFaseen. Odvéno barvilo smo spirali v
absolutnem etanolu 5-15 sekund in preparate swsitraku vsaj 30 minut. Na koncu smo
vse preparate prekrili s krovnim sredstvom DPXd{Rg VB) in krovnimi stekelci.

3.4.5 Stetje mikrojeder

Pred Stetiem smo vse preparate kodirali. Beleailo snikrojedra, fragmente in jedra v

mitozi. Mitozni indeks (MI) smo izranali na nasledniji réan:
MI = Stevilo celic v mitozi / Stevilo vseh celic 1)

Pri Stetju smo si pomagali z makrom v Microsoftovprogramu Excel, s katerim smo si

zabelezili jedra, mikrojedra in mitoze. Progransjpeoti r&unal Stevilo mikrojeder na 1000
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celic ter mitozni indeks. Poleg mikrojeder smo apeati tudi druge oblike poskodbe

DNA, kot so kromosomske aberacije (predvsem anafamstovi).

Steli smo 1000 celic na preparat, razen pri poskysori katerem smo na preparat Steli
2000 celic, saj smo na enem odetaih vzorcev do 900. celice opazili 3 mikrojedod,
900.-1000. celice pa smo jih nasteli kar 11.

3.4.6 Statisticha analiza

Za izpostavitev posamezni koncentraciji smo updiréicebule, od vsakeéebule pa smo
uporabili Stiri korenine za pripravo preparatovedio ¢ebul in korenin, ki smo jih

uporabili pri vsaki obdelavi, je prikazano v prilog

Na preparat smo presteli 1000-2000 jeder (celichovpreéja vseh korenin ene obdelave
smo izr&unali povpreje mikrojeder na 1000 celic (MJ/1000 celic).

Uporabili smo standardne statiste metode s pondm programa GraphPad Prism. Za
dolccitev statisttno zn&ilne razlike med obdelavo in kontrolo ter med posanimi
koncentracijami tokshe snovi smo uporabili analizo variance (ANOVA ké&yevim post

testom) in Studentov t-test.
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4 REZULTATI

4.124-urna obdelava korenin s kadmijem
In EMS (poskusa 1 in 2)

Pri poskusih 1 in 2 smo uvajali in preizkuSali ntetamikrojeder ter prirejali postopek
izvedbe poskusa. Pri poskusu 1 smo koreniabule za 24 ur izpostavili razhim
koncentracijam kadmija (0,00025, 0,0025, 0,0255,0225, 10 mM) in EMS (1, 3, 5, 8, 20,

40 mM). Poskus 2 je bil ponovitev poskusa 1¢pmer smo uporabili samo EMS.

Pri poskusu 1 je bilo povpteo Stevilo mikrojeder na 1000 celic v negativni &oh 1,6
(sliki 6A in 6C). Pri obdelavi s kadmijem je bilmppreino Stevilo mikrojeder na 1000
celic od 0,2 do 2,7 (slika 6A), pri obdelavi z ENY& od 1,8 do 2,8 (slika 6C). Podobne
rezultate smo dobili tudi pri poskusu 2, pri katere bilo povpréno Stevilo mikrojeder na
1000 celic v negativni kontroli 1,0 (slika 6E), mbdelavi z raztinimi koncentracijami
EMS pa od 0,7 do 3,0 (slika 6E). Ob tem pri nobedi obdelav nismo opazili
pricakovanega koncentracijsko odvisnega odgovora (sfike 6C in 6E). Pri obeh
poskusih ni bilo statistho zn&ilnih razlik med povprénim Stevilom mikrojeder na 1000
celic pri negativni kontroli in pri koreninah, oldrih z razlEnimi koncentracijami

toksicnih snovi (ANOVA s Tukeyevim post-testom, p > 0,05)

Pri poskusu 1 je bil mitozni indeks v negativni ko 1,6 % (sliki 6B in 6D). Pri obdelavi
s kadmijem je bil mitozni indeks od 0,7 do 3,4 %kés6B), pri obdelavi z EMS pa od 1,9
do 4,0 % (slika 6D). Podobne rezultate smo dobdii fpri poskusu 2, pri katerem je bil
mitozni indeks v negativni kontroli 3,0 % (slika YoFpri obdelavi z razénimi
koncentracijami EMS pa od 0,8 do 3,6 % (slika 6F).

Pri poskusu 1 smo v mitoznem indeksu opazili diatie zn&ilno razliko med 0,0025 mM
in 0,25 mM koncentracijo kadmija (p < 0,05), prisgasu 2 pa med negativho kontrolo
(H20) in 1 mM koncentracijo EMS (p < 0,01) ter med Mnm 20 mM koncentracijo EMS
(p <0,001).
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Slika 6. Stevilo mikrojeder in mitozni indeks v koreninah &ebul, izpostavljenih razli€nim

koncentracijam kadmija (poskus 1) in EMS (poskusa 1n 2). A, C, E — &tevilo mikrojeder (MJ); B, D, F —
mitozni indeks. Za vsako obdelavo (koncentracijksine snovi) je prikazana povgrea vrednost za vse
vzoréene korenine s standardno napako. Na osi x so ktnacge toksine snovi prikazane na logaritemski
skali (negativna kontrola — voda je prikazana koednost—5). Stevilo korenin pri vsaki obdelavi je

prikazano v prilogi A.
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Pri izvedbi obeh poskusov smo naleteli na& tezav. Tako je raztopina v nekaterih
epruvetah hitreje izhlapevala kot v drugih; hizblapevanje smo opazili pri epruvetah, pri
katerih secebula zaradi svoje nepravilne oblike ni dobro usedhrat epruvete. Zato so
bile korenine nekateriltebul na koncu vsake faze poskusa (rast korenirmgstapitev,
okrevanje) cele potopljene v raztopino, nekateneikioe so imele potopljene le ke,
nekatere pa sploh niso bile&vpotopljene (slika 7B). IzsuSevale so se predvses&
korenine. Pri poskusu 1 smo korenine pred izpostgvidalj ¢asa pustili na zraku (1 uro),
tako da so kazale znake dehidracije (ovenelostibaagenost) in nekateri vi&ki so bili
rjavkasti. Po namakanju v vodi so si rastline wsajvidez opomogle, zato smo poskus
izvedli do konca. Na osnovi teh izkuSenj smo pdaipnjih poskusih poskrbeli, da so bile

korenine ob izpostavitvi daljSe in véas poskusa potopljene v raztopini.

Pri ¢ebulah, obdelanih z visokimi koncentracijami EMS468 mM), so bili zgornji deli
nekaterih korenin tanjSi kot spodnji, korenine pabge upognjene (slika 7C). Tega nismo
opazili pri negativni kontroli (slika 7A) in pri mkih koncentracijah EMS (1-3 mM), kjer

so bili zgornji in spodniji deli korenin pribliznaako debeli.

Slika 7.Konec izpostavitve pri poskusu 2 A — korenine negativne kontrole.-Bv levi epruveti je zaradi
oblike ¢ebule raztopina hitro hlapela, zato ob koncu poskgda korenina ni bila ¢epotopljena (pusica); 3
mM EMS. C— upognjene in stanjSane korenine v zgornjem del&{ga); 20 mM EMS.

Pri izvedbi poskusov 1 in 2 smo oblikovali tuditknje za Stetje mikrojeder. Pri Stetju tako
nismo upostevali zelo majhnih fragmentov DNA (slg&&). UpoStevali smo mikrojedra, ki
so imela premer od 1/10 do 1/3 interfaznega jesliiga(8A).



Babi V. Uporaba testa mikrojeder pri pr@yvanju vpliva kovin na rastline
Diplomsko delo. Univerza v Ljubljani, BiotehniSkakiulteta, Odd. za biologijo, 2008 22

T~

Y 10 Um

20 uym

Slika 8. Velikost mikrojeder. A — dovolj veliko mikrojedro za upoStevanje ptetfu (pugica); B —
premajhno »mikrojedro« (pti€a). A in B — negativna kontrola (B).

Kljub temu da pri obdelavi s toksiimi snovmi pogostost mikrojeder ni bila zilao

razlicna od negativne kontrole (slika 6, str. 20), smigopeparatih poskusa 1 in 2 opazili
Stevilne nepravilnosti v primerjavi s preparati aggne kontrole. Preparati negativne
kontrole so bili véinoma brez posebnosti, le pri treh preparatin smazii nekaj

mikrojeder neovalnih oblik (slika 9A). Pri prepahatkorenin, obdelanih z razhimi

koncentracijami kadmija, so se nepravilnosti kaZale obarvani fragmenti v citoplazmi
(sliki 9E-b in 9F-Db) ter kot jedra nepravilnih dblislika 9E-c). Pri obdelavi z najvisjo — 10
mM koncentracijo kadmija zaradi slabe kakovostiparatov (Stevilni obarvani fragmenti,
neovalna oblika in neenakomerna obarvanost jetlyp dacevanje celic v enosloj) nismo
mogli oceniti pogostosti mikrojeder na nobenem arafju (sliki 9E in 9F). Pri preparatih
korenin, obdelanih z razhimi koncentracijami EMS, smo opazili fragmente lbokeder

(slika 9B) in razpad jeder (slika 9C-a), a pocime so poSkodovanost nakazovale
kromosomske aberacije (slika 9D). Pri visjih kortcacijah EMS (5-40 mM) smo opazili
tudi relativno veliko anafaznih mostov, vendar ajib pogostosti nismo kvantitativho

vrednotili.

Preparati korenin, obdelanih z EMS pri poskusu @,kazali poskodbe jeder, kot so
kromosomske aberacije (slike 10B, 10C, 10D in li@Enzpadajda jedra (slika 10A).

Razlike med preparati, obdelanimi s 40 mM EMS zaiR#h 48 ur pri poskusu 2, nismo
opazili. V obeh primerih smo opazili pojave, ki kgZ na posSkodovanost dednine, tako

kromosomske aberacije kot mikrojedra (sliki 100L0E).
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Slika 9. Vpliv EMS in kadmija na koreninske celice ¢ebule pri poskusu 1 A — negativna kontrola.
Pugica ozn&uje mikrojedro z neovalnim robom; takSne obliketsdi jedra. HO; B — fragmenti okoli jedra
(pu&ica). 5 mM EMS; C — razpadaje jedro (a) in obarvani fragmenti (b). 8 MM EMS=anafazni most.
20 mM EMS; E — razpadaje jedro (a), fragmenti (b) in neovalna oblika jede: 10 mM Cd; F — slabo
lo¢evanije celic v enosloj (a) in fragmenti (b). 10 rad.
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20pm .

Slika 10.Vpliv EMS na koreninske celiceé¢ebule pri poskusu 2 A — razpadajéi jedri (pugici); 1 mM
EMS. B — mikrojedro (a) in kromosomske aberacigzdvojena kromosomska masa (b) ter fragment ali
kromosom (c). Pudca a ozn&uje mikrojedro. 40 mM EMS; C — anafazni most (b)&fca a oznauje
mikrojedro. 40 mM EMS; D — mikrojedro ob glavnendije (a) in kromosomska aberacija (b); 40 mM EMS,
izpostavitev 24 ur. E — pti€i oznaujeta anafazni most; 40 mM EMS, izpostavitev 48 ur.
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4.2 24-urna obdelava korenin s cinkom In
EMS (poskus 3)

Pri poskusu 3 smo metodo mikrojeder uporabili zdetdvo korenin s cinkom. Korenine
¢ebule smo za 24 ur izpostavili razlim koncentracijam cinka (0,1, 0,5, 1,0 mM), poskus
z EMS pa je bil ponovitev poskusov 1 in 2, ggmer smo uporabili le nizke koncentracije

EMS iz prejSnjih poskusov (1, 3, 5, 8 mM).
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2 3
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Slika 11. Stevilo mikrojeder in mitozni indeks v koreninah &ebul, izpostavljenih razliénim
koncentracijam cinka in EMS (poskus 3).A, C — Stevilo mikrojeder (MJ); B, D — mitozni ields. Za vsako
obdelavo (koncentracijo toksie snovi) je prikazana povgrea vrednost za vse vzeme Kkorenine s
standardno napako. Stevilo korenin pri vsaki obdééaprikazano v prilogi A.
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Pri poskusu 3 je imela negativna kontrola visokevi#d mikrojeder na 1000 celic (4,3
MJ/1000 celic, sliki 11A in 11C) glede na ostaleskwase (v povprgu 1 MJ/1000 celic).
Pri obdelavi s cinkom in EMS je bila pogostost rojkeder nizka. Pri vseh obdelavah s
cinkom in EMS je bila pogostost mikrojeder statisti zn&ilno razlicna od negativne
kontrole (ANOVA s Tukeyevim post-testom; p < 0,81ki 11A in 11C). Edina izjema je
bila obdelava z 0,5 mM raztopino Zn (p > 0,05). ébydelavi s cinkom je bilo povpteo
Stevilo mikrojeder na 1000 celic od 0,5 do 1,4késli1A), pri obdelavi z EMS pa od 0,1
do 1,2 (slika 11C). Ob tem pri nobeni od obdelasmo opazili pdakovanega

koncentracijsko odvisnega odgovora (sliki 11A ir€)1

Mitozni indeks v negativni kontroli je bil 3,6 %ligg 11B in 11D) in se statistho
zn&ilno ni razlikoval od mitoznega indeksa pri obdeélavrazlicnimi koncentracijami
cinka, kjer je bila njegova vrednost od 1,9 do &§slika 11B). Pri vseh koncentracijah
EMS, razen pri 5 mM EMS, je bil mitozni indeks ga&no zn&ilno razlicen od negativne
kontrole (p < 0,05). Vrednosti mitoznega indeksargzlicnih koncentracijah EMS so bile
od 1,6 do 2,0 % (slika 11D).

Pri vsehc¢ebulah smo po obdelavi opazili #m zasluzenost koreninskih w&ov, tudi pri
negativni kontroli. Ze pri najnizji koncentracijinka (0,1 mM) smo v primerjavi z
negativno kontrolo opazili stanjSanje celotne karerali upogibanje in stanjSanje zgornjih
delov nekaterih korenin v primerjavi s spodnjimo@obno kot pri poskusu 1 — slika 7C,
str. 21). Nekatere korenine so se prelomile medqsem iz ene raztopine v drugo. Pri
vi§jih koncentracijah cinka (0,5 in 1,0 mM) je biktanje podobno kot pri 0,1 mM

koncentraciji.

Korenine, obdelane z EMS, so bile v primerjavi giatesno kontrolo tanjSe po celotni
dolzini. Pri vi§jih koncentracijah EMS (5 in 8 mMp bile nekatere korenine v zgornjem
delu debele in turgidne, priblizno na polovici pano stanjSane ter so se prelomile, ko

smo jih prenesli iz ene raztopine v drugo.

Na nekaterih preparatih smo opazili¢je svetlo roZnato obarvana ob&em ki so

vsebovala veliko zelo drobnih obarvanih »delcevii(42A in 12B). Mozno je, da so ta
obmaija vsebovala veliko bakterij v sluzi. V tem priméyulahko bila roznata obarvanost
posledica barvanja bakterijske DNA. Opazili smoi tnddolgovate strukture z roznatimi

ovali, ki so bile verjetno hife gliv z jedri (slike2B).
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Slika 12.Neobiajne strukture na preparatih pri poskusu 3. A — pugica ozn&uje obmdaje, ki bi lahko
vsebovalo sluz z bakterijami; 0,5 mM Zn.-Bpodolgovate prozorne strukture so najverjetnejeng! hife,
roznati ovali pa njihova jedra (pti§a); 0,1 mM Zn.

Pri negativni kontroli smo opazili nekaj kromosontskaberacij, predvsem anafazne
mostove in veliko mikrojeder (slika 13A). Pri preggh, obdelanih z EMS, smo opazili
veliko sprememb jeder, kot so neovalna oblika je¢dika 13B), svetlejSe obarvana jedra
in veliko anafaznih mostov, ki jih je bilo ¥ez nara8anjem koncentracije (slika 13D).

Opazili smo tudi druge kromosomske aberacije (L€, 13E in 13 F).

Samo pri obdelavi s cinkom smo opazili posebno pdBk kromosomov v mitozi. Ti so
bili v mnogih celicah videti kot ogrlica iz korald na »navidezni niti« je bilo veliko
kroglastih m@éno obarvanih segmentov (sliki 14A in 14B). Cinkopeeparate smo
prepoznali Ze na oko, Se pred deSifriranjem. Prehimah, obdelanih s cinkom, je bilo
mnogo jeder v interfazi zelo Sibko obarvanih igjireod obiajnih jeder v interfazi (slika
14E). V citoplazmi celic smo opazili veliko fragntew (slika 14D) in nekaj razpaddjb
jeder (sliki 14C in 14F).
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Slika 13.Vpliv EMS na koreninske celice¢ebule pri poskusu 3 A — negativna kontrola. PEi§a ozn&uje
mikrojedro. HO; B — jedra neovalnih oblik (ptigi). 1 mM EMS; C — pudici ozn&ujeta kromosomske

aberacije. 3 mM EMS; B- zlepljena kromosomska masa z anafaznim mostorgia)s3 mM EMS; E —

kromosomska aberacija kromosomi niso poravnani v ekvatorialni ravninj, (2 osamljenim kromosomom
oz. fragmentom (b). 3 mM EMS; F — zlepljena kromaska masa (pdii). 3 mM EMS.
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Slika 14.Vpliv cinka na koreninske celiceéebule pri poskusu 3 A, B — pusice ozn#&ujejo nenavadno
strukturo kromosomov (»izgled ogrlice«). 1 mM Zn;-Crazpad jedra. 1 mM Zn; B fragmenti v celici
(pugica). 0,5 mM Zn; E — zelo veliko jedro (pi&a). 0,5 mM Zn; F — neotdjno jedro. 0,1 mM Zn.



Babi V. Uporaba testa mikrojeder pri pr@yvanju vpliva kovin na rastline
Diplomsko delo. Univerza v Ljubljani, BiotehniSkakiulteta, Odd. za biologijo, 2008 30

4.3 2-urna obdelava korenin s cinkom,
kadmijem in EMS (poskus 4)

Pri poskusu 4 smo test mikrojeder izvajali s kraj§asom izpostavitve. Zaradi tega smo
poveali koncentracije cinka (1, 3, 5 mM). Ponovno smowevali vpliv kadmija na
celice ¢ebule, pricemer smo uporabili le nizje koncentracije kadm)@00025, 0,0025,
0,025 mM). Kot negativno kontrolo smo uporabibk®] kot pozitivnho kontrolo pa 3 mM
EMS.

Povpré&no Stevilo mikrojeder na 1000 celic v negativni &ofh je bilo 0,5 (slike 15A, 15C
in 15E). Pri obdelavi s cinkom je bilo povpn® Stevilo mikrojeder na 1000 celic od 0,3 do
0,5 (slika 15A), pri obdelavi s kadmijem od 0,3 @® (slika 15C) in pri obdelavi z EMS
1,3 (slika 15E). Ob tem pri nobeni od obdelav skem in kadmijem nismo opazili
pricakovanega koncentracijsko odvisnega odgovora (484 in 15C). Med negativno
kontrolo in obdelavami s cinkom in kadmijem nismuagili statisttno zn&ilnih razlik v
pogostosti mikrojeder (ANOVA s Tukeyevim post-teaig > 0,05). Statistho zn&ilno
viSjo pogostost mikrojeder pa smo opazili med negat kontrolo in obdelavo s 3 mM
EMS (ANOVA s Tukeyevim post-testom, p < 0,05).

Mitozni indeks v negativni kontroli je bil 2,6 %lifgee 15B, 15D in 15F). Pri obdelavi s
cinkom je bil mitozni indeks od 2,0 do 3,0 % (slikaB), pri obdelavi s kadmijem od 1,4
do 2,0 % (slika 15D), pri obdelavi z EMS, pa 2,§$lika 15F). Med mitoznim indeksom
pri negativni kontroli in pri koreninah, obdelani razliénimi koncentracijami cinka,
kadmija in EMS, nismo opazili stati&tio zn&ilnih razlik (ANOVA s Tukeyevim post-
testom, p > 0,05).
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Slika 15. Stevilo mikrojeder in mitozni indeks v koreninah é&ebul, izpostavljenih razliénim
koncentracijam cinka, kadmija in EMS (poskus 4) A, C, E — Stevilo mikrojeder (MJ); B, D, F — nuta
indeks. Za vsako obdelavo (koncentracijo t&kesisnovi) je prikazana povg@rea vrednost za vse vzeme
korenine s standardno napako. Na osi x so konagjetieadmija prikazane na logaritemski skali (négst

kontrola — voda je prikazana kot vrednes). Stevilo korenin pri vsaki obdelavi je prikazangrilogi A.



Babi V. Uporaba testa mikrojeder pri pr@yvanju vpliva kovin na rastline
Diplomsko delo. Univerza v Ljubljani, BiotehniSkakiulteta, Odd. za biologijo, 2008 32

Pri poskusu 4 smo ocenili spremembo rasti koreminzaetka izpostavitve tok&nim
snovem do konca poskusa (okrevanja). Pri negattamiroli smo pri vseh koreninah

zabelezili rast od 3 do 5 mm.

Pri 1 mM koncentraciji cinka smo samo pri nekajéqonah opazili rast do 2 mm, nekatere
so se celo »skile« 0z. skrajSale. Pri 3 mM koncentraciji cinkebjia rast do 1 mm, wna
korenin ni nE zrasla. Pri 5 mM koncentraciji cinka je le enaémna zrasla za 0,5 mm,

druge niso ri zrasle.

Pri 0,00025 mM koncentraciji kadmija je bila rasegqejSnja (3—5 mm) pri vseh treh
cebulah. Pri 0,0025 mM koncentraciji kadmija jecima korenin zrasla od 3 do 5 mm,
nekaj korenin pa ni fizraslo. Pri 0,025 mM koncentraciji kadmija skarapena korenina

ni zrasla, le 2 korenini sta se podaljsali za 1 mm.

Korenine dvehiebul, ki so bile obdelane s 3 mM EMS, so zrasl® ab 3 mm, korenine

tretjecebule so se podaljSale od 5 do 7 mm.

Pri vseh ¢ebulah smo pred vzéenjem opazili zasluzene vEke, tudi pri negativni

kontroli.

Pri poskusu 4 smo cehie stene obarvali z barvilom Fast Green, zato $ioecenodro-
zelene barve. Ker smo tehniko barvanja uporalppaiic, smo zaradi razino dolgega&asa
spiranja barvila s preparatov dobili r&po intenziteto obarvanosti.

Pri negativni kontroli smo opazili nekaj mikrojedarkromosomskih aberacij, adgiroma

S0 bila jedra brez posebnosti (slika 16A).

Ze pri najnizji koncentraciji cinka (1 mM) smo pogmali poskodbe, zddne za vpliv
cinka na celicecebule (slika 16B). Pri tej koncentraciji smo opazidi svetlejSa in
poveana jedra (slika 16D). Opazili smo kromosomske adigr (slika 16C). Podobne

spremembe smo opazili tudi pri 3 in 5 mM koncenjramka.

Pri nizjih koncentracijah kadmija (0,00025 in 0,602nM) so bili preparati brez
mM) koncentraciji kadmija so bili preparatidreoma brez posebnosti, pri nekaterih smo
opazili nenavadne mitoze in anafazne mostove. Behvtreh koncentracijah so se
pojavljale kromosomske aberacije (slike 17B, 17C1h D), najvé smo jih opazili pri
0,025 mM koncentraciji kadmija. Nekaj je bilo tudikrojeder (slika 17A).
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Preparati EMS so bili wvéhoma brez posebnosti. Opazili smo kromosomske aafjer
(sliki 17E in 17F).

Slika 16. Vpliv cinka na koreninske celiceéebule pri poskusu 4 A — negativha kontrola. Ptiga a
oznauje mikrojedro, pudica b oznauje kromosomsko aberacijo, kjer je kromosomska nnazdeljena na
dva dela; HO. B — fragmenti (a), zrtdno jedro v mitozi po obdelavi s cinkom — izgledrtice (b); 1,0 mM
Zn. C—vsa jedra v mitozi pri cinku nimajo izgleda »ogeiiz korald«. PuSca ozn&uje kromosomsko

aberacijo; 1,0 mM Zn. B- pugici ozna&ujeta povéani in svetlejsi jedri; 1,0 mM Zn.
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Slika 17.Vpliv kadmija in EMS na koreninske celice ¢ebule pri poskusu 4.A — pus$ica oznéuje
mikrojedro; 0,025 mM Cd. B — pti€a oznd&uje anafazni most; 0,00025 mM Cd. C — zlepljanje
kromosomov — kromosomska aberacija ¥ 0,025 mM Cd. D— kromosomske aberacije—anepravilno
despiraliziran kromosom, b — zlepljena in razdvajgnomosomska masa; 0,025 mM Cd. E — kromosomska
aberacija (a) in mikrojedro (b); 3 mM EMS. F — krasomske aberacije: & nepravilno despiraliziran
kromosom, b — zlepljena kromosomska masa; 3 mM EMS.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 Razprava

Pri poskusih, ki smo jih opravili, nismo opaziligakovane viSje pogostosti mikrojeder po
obdelavi korenin s tok&nimi snovmi v primerjavi z negativnho kontrolo. Ss#tno
zn&ilno razliko v pogostosti mikrojeder med obdelavami negativno kontrolo smo
opazili samo pri poskusu 3, pri katerem smo dat@havadno visoko pogostost mikrojeder
pri negativni kontroli in pri poskusu 4 po obdelavEMS. Pri nobenem poskusu nismo

opazili koncentracijsko odvisnega odgovora.

Med izvajanjem poskusov 1 in 2 je priSlo do napakkatere nismo bili pozorni, a bi lahko
vplivale na rezultate. To je bil predvsem nizekaraztopin, ki je lahko povzéd dodatno
poskodbo korenin, ki niso bile popolnoma potopljeNa osnovi podatkov poskusa 1 in 2

smo izdelali bolj nataten protokol za nadaljnje poskuse.

Pri poskusu 3 je bila pogostost mikrojeder pri riiega kontroli statisttno zn&ilno visja
kot pri negativnih kontrolah ostalih poskusov. kaiaza visoko pogostost mikrojeder pri
negativni kontroli si nismo znali razloziti, preés zato, ker smo na isti serijebul
izvajali tudi poskus 4, pri katerem tako visoke pstgsti mikrojeder pri negativni kontroli
ni bilo. Med poskusoma je preteklo 3 mesehule pa so bile ¥asu med poskusoma
spravljene v hladilniku. Edina razlika med poskuaoja bila ta, da smo pri poskusu 3
presteli dvakrat we celic kot pri poskusu 4. Morda bi za zanesljivegg®eno pogostosti
mikrojeder morali vedno Steti ¥ekot 1000 celic na preparat. Pri negativni kontroli

poskusov 3 in 4 smo opazili nekaj kromosomskih atigin precej zasluzene korenine.

5.1.1 Obhdelava z EMS

Pri obdelavi z EMS smo pri razhih poskusih dobili razthe pogostosti mikrojeder glede
na negativno kontrolo. Pri poskusu 4, pri katereno &orenine 3 mM koncentraciji EMS
izpostavljali 2 uri, je bila pogostost mikrojedeatssticno zn&ilno viSja od kontrole (p <

0,05; slika 15E, str. 31), vrednosti mitoznega ksdepa so bile pri obeh obdelavah zelo
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podobne (p > 0,05; slika 15F, str. 31). Rast kareobdelanin s 3 mM EMS, je bila
podobna kot pri negativni kontroli. Glede na mitoamdeks in pojav mikrojeder lahko
sklepamo, da koncentracija EMS ni bila tako vis¢a ¢as izpostavitve ni bil predolg),
da bi vplivala na delitve celic, bila pa je dovelgoka, da je EMS vplival na poviSanje
frekvence mikrojeder. EMS so uspeSno uporabljali gozitivno kontrolo pri testu
mikrojeder in testu kromosomskih aberacij tudi Mioeicin sod. (2005). Ugotovili so, da
EMS vpliva na poviSanje frekvence mikrojeder inlpneov DNA v eritrocitih larv
navadne krempljarkeXenopus laevis). Rank in Nielsen (1997) pa sta ugotovila, daljéSE
mutagen in da povzéa pojav kromosomskih aberacij gabuli.

Pri poskusu 3, pri katerem smo korenine z EMS ahddl 24 ur, sta bila pogostost
mikrojeder in mitozni indeks w&noma statistino zn&ilno nizja od negativne kontrole (p
< 0,05; sliki 11C in 11D, str. 25). Pri koreninaihdelanih z EMS, smo opazili paian
pojav kromosomskih aberacij, predvsem anafaznihtonoslika 13, str. 28), in stanjSane
korenin po celotni dolzini. Mozno je, da je pri @avah z EMS priSlo do mitoznega
zaostanka (zmanjSan mitozni indeks), ki zavira ajasje mikrojeder. V primeru
mitoznega zaostanka se natpmjavi viSja frekvenca anafaznih mostov, zaréehar je
treba poskus ponoviti in podaljSatas okrevanja ali spremeniti koncentracijo das
izpostavitve (Majer in sod., 2003; Fras in Malus#en 2003). Na osnovi teh opazovan;
lahko domnevamo, da je bila koncentracija EMS poskusu 3 previsoka ozas

izpostavitve predolg, da bi mikrojedra lahko nastal

Tudi pri poskusih 1 in 2 smo korenine z EMS obdalo24 ur, a se pogostost mikrojeder
in mitozni indeks od negativne kontrole v veliki ¢ug nista statistino zn&ilno
razlikovala (p > 0,05; slike 6C—F str. 20). Kljuniu da test mikrojeder pri poskusih 1 in 2
po obdelavi z EMS ni pokazal razlik v primerjavnegativno kontrolo, smo pri obdelavah
z EMS opazili veliko kromosomskih aberacij (slik@,Str. 23 in slike 10B-E, str. 24), ki
kazejo na poskodbe DNA. Poleg tega smo opaziliragedspremembe jeder (sliki 9B in
9C, str. 23 in slika 10A, str. 24) ter stanjSamezvijanje korenin (slika 7, str. 21), kar bi

lahko bila tudi posledica izsuSevanja korenin zawpdda nivoja vode oz. raztopin.
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5.1.2 Obhdelava s cinkom

Cink pri nobenem poskusu (3 in 4) ni powvalaazlik v mitoznem indeksu glede na
negativno kontrolo (p > 0,05; slika 11B, str. 25slika 15B, str. 31). Pri poskusu 4 (2-urna
obdelava) razlik v pogostosti mikrojeder med obdahai in negativno kontrolo nismo
opazili (p > 0,05; slika 15A, str. 31), pri posku8u(24-urna obdelava) pa smo opazili
visoko pogostost mikrojeder pri negativni kontrddi,je bila statiséno zn&ilno visja kot
pri vetini obdelav s cinkom (p < 0,05; slika 11A, str. 2Bogostost mikrojeder pri
negativni kontroli poskusa 3 je bila statistb zn&ilno viSja od negativnih kontrol ostalih

poskusov.

Pri obeh poskusih smo opazili posebne sprememise plobdelavi s cinkom (drugze
kot pri EMS in kadmiju) in velik vpliv na rast kara (inhibicija rasti). Za cink zri@dne
spremembe jeder so se izrazile kot svetlejSa #jmjedra s prazninami — t. i. redka jedra
(slika 14E, str. 29), majhni fragmenti v citoplazfslika 14D, str. 29) in kromosomi v
mitozi, ki so v veini celic izgledali kot ogrlica iz korald (sliki 1in 14B, str. 29). Velika
posSkodovanost jeder v nekaterih vzorcih (velikayfn@ntov okoli jeder — slika 14D, str.

29) je lahko vplivala tudi na zanesljivost oceng@&tosti mikrojeder pri poskusih 3 in 4.

Deknudt in sod. (1978) so pri poskusih dtaveskih limfocitih opazili, da cinkov klorid
lahko razbije ali lomi kromosome. NajpogostejSankosomska aberacija je bila prisotnost
kromosomskih fragmentov, kar smo v veliki meri dpardi pri nasih raziskavah. Ze pri
manjSih koncentracijah cinka in krajSessu izpostavitve, kot so ga imeli Steinkellner in
sod. (1998), smo zasledili zmanjSanje rasti koremipoSkodbe jeder, ki jih noben avtor
razpolozljive literature o vplivu cinka na rastlkescelice ni omenjal. Steinkellner in sod.
(1998) so celo zasledili koncentracijsko odvisergaxr v razponu od 0-1000 mM
koncentracije cinka. Francis in sod. (1995), kpsouievali vpliv cinka na cetini cikel pri
celiéni suspenziji tobaka, so odkrili, da dééma koncentracija cinka vpliva na zmanjSanje
celicnih delitev. Morda je ustavljena rast koren@bule po obdelavi s cinkom pri poskusih
3 in 4 posledica prekinitve céfiega cikla zaradi vpliva cinka. Fusconi in sod.0@&0
namre& navajajo, da je ugasnjena rast korenin povezana tudi s spremenjetmaktjo

apikalnega meristema.
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5.1.3 Obdelava s kadmijem

Pri obdelavah s kadmijem (poskusa 1 in 4) razlfogostosti mikrojeder in v mitoznem
indeksu v primerjavi z negativno kontrolo nismo mpgp > 0,05; slike 6A, 6B, str. 20 in
15C, 15D, str. 31). Pri poskusu 4, pri katerem &o@ninecebule kadmiju izpostavljali 2
primerjavi z negativno kontrolo. Nizji koncentradipdmija (0,00025 in 0,0025 mM) nista
vplivali na rast korenin. Pri vseh treh koncenfadtikadmija (poskus 4) smo opazili
kadmija najpogostejSe. Ker ob pojavu kromosomskiéracij nismo opazili povanega
Stevila mikrojeder, lahko sklepamo, da je priSlorditoznega zaostanka. Za oblikovanje
mikrojeder bi v takem primeru morali podaljS&is okrevanja, kot to predlagajo Majer in
sod. (2003). NaSe ugotovitve se ujemajo z ugotawily da poviSana koncentracija
kadmija (1 mM in 10 mMgas izpostavitve korenin 48 in 72 ur) inhibira r&stenin
¢ebule (Liu in Kottke, 2004) in povzéo kromosomske aberacije v koreninskih celicah
¢esna (Unyayar in sod., 2006; Liu in sod., 2003/200% podobnih ugotovitev so prisli
tudi Fusconi in sod. (2006) s p&mvanjem vpliva kadmija na rast korenin in mitozno
aktivnost koreninskih meristemskih celic navadnggeha pri 24- in 48-urni izpostavitvi.
Ugotovili so, da nizke koncentracije kadmija (0,2800,0005 in 0,001 mM) niso vplivale
na mitozno aktivnost, a so povZie kromosomske aberacije (pretezno zlepljene
metafazne kromosome in anafazne mostove), ki sasi@e s koncentracijami kadmija.
Srednje visoke koncentracije kadmija (0,0025 in26,0nM) so povzréile popolno
(0,25 mM) pa je bila rast korenin popolnoma ustnd. Ugotovili so tudi, da z viSanjem

koncentracije kadmija mitozni indeks pada.

Pri 24-urni obdelavi s kadmijem (poskus 1) smo apdr mnogo viSje koncentracije
kadmija (0,00025-10 mM, preglednica 2, str. 15) gotposkusu 4. Pri poskusu 1 smo
opazili veliko sprememb jeder — zmanjSana jedrgranglnin oblik, razpadaga jedra
velike (sliki 9E in 9F, str. 23), da nismo mogliemiti pogostosti mikrojeder pri nobenem
preparatu. Verjetno smo pri poskusu 1 poleg presigasa izpostavitve uporabili tudi
previsoke koncentracije kadmija, saj smo pri pogkéisigotovili, da ima kadmij vpliv na

rast korenin Ze pri manjSi koncentracijidasu izpostavitve, kot smo jih i@oma imeli pri
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poskusu 1. NaSe domneve se skladajo z ugotovitizanin sod. (2003/2004), da je vpliv
kadmija odvisen tako od koncentracije kadmija kaditod ¢asa izpostavitve kadmiju.
Spremembe jeder, ki smo jih opazili pri poskuswsd,verjetno posledica uporabe zelo
visoke koncentracije kadmija in/ali posledica pafiixdkorenin zaradi napak pri izvedbi
poskusa (poglavje 4.1, str. 21). Behboodi in Sanf2004) sta namteopazila, datebula
pri koncentracijah kadmija, visjih od 0,1 mM, nizvé@a nobenih korenin. Liu in Kottke
(2004) pa sta ugotovila, da pride pri visjih kontcaaijah kadmija (1 mM in 10 mM;as
izpostavitve 48 ali 72 ur) do velikih strukturniprememb, ki vodijo v smrt we celic,

kar se izrazi v zaustavljeni rasti korenin.

5.1.4 Omejitve testa mikrojeder

Test mikrojeder pri v@ni poskusov ni pokazal poSkodb DNA meristemskihcciorenin
cebule, kljub @itnim spremembam oz. poSkodbam jeder. Pri obraviesta moramo
upoStevati dejstvo, da je v izvedbo poskusov wdnh veliko parametrov ¢as
izpostavitve in okrevanja, koncentracija in vrstksicne snovi), ki lahko vplivajo na
rezultat. Verjetno smo samo pri obdelavi z EMSpaskusu 4 izbrali primerne razmere za
oblikovanje mikrojeder, saj je pogoj za oblikovamekrojeder tudi nemotena mitozna
aktivnost celic. Na podlagi teh ugotovitev menirda,je pri izvajanju testa mikrojeder zelo
pomembna pravilna izbira vseh zgoraj navedenihvdéjav, za kar je potrebna temeljita
priprava serij uvodnih poskusov. Za celostno vreein@ genotokgnosti snovi so poleg
ugotavljanja frekvence mikrojeder kfjoa tudi vsa opazovanja in beleZzenja sprememb

rastline in celic (jeder).

Med omejitve testa mikrojeder spadajo tudi nejdsieriji za velikost mikrojeder. Ti so
pri raziskavah rastlin praviloma povzeti po krijilarza mikrojedra Zivalskih celic. Nekateri
avtorji navajajo, da naj bi bila mikrojedra rasslkih celic nekoliko v&a od mikrojeder
celic sesalcev (Majer in sod., 2003). Ker velikaskrojeder rastlinskih celic ni jasno
podana, smo jo doidi na podlagi fotografij iz literature o mikrojeitr rastlinskih celic,
predvsem celi€¢ebule. Mikrojedra se od fragmentov DNACil® po tem, da so obdana z
jedrno membrano, kar med drugim lahko ugotovimapliki mikrojedra (Majer in sod.,
2003, glej poglavje Izvedba testa, str. 8, zaddgtavek). Po naSem mnenju bi bilo treba

kriterije za mikrojedra preoblikovati in za mikrdj@ Steti vsa izvenjedrna telesa
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kromatinskega izvora, ki razen velikosti ustrezaetalim veljavnim kriterijem za
mikrojedra. Treba je upoStevati tudi dejstvo, da g dol@&anju mikrojeder in mitoznega
indeksa za podajanje subjektivnih ocen, zato jeguobmo, da ocenjevanje opravi vedno
ista oseba, ki si z izkuSnjami izdela enotne kifgeza ocenjevanje. Pri tem je Se posebej

pomembno kodiranje vzorcev.

Pri oceni mikrojeder rastlinskih celic bi morda kahupoStevali tudi pojav programirane
celicne smrti, podobno kot pri Zivalskih celicah upogjevapoptozo kot mehanizem po
katerem mikrojedra lahko nastanejo (Heddle in st@B]1). Behboodi in Samadi (2004) sta
namre& ugotovila, da kadmij povzto spremembe koreninskih cekiebule, ki so podobne

apoptozi pri zivalskih celicah. Raziskava je pokazaa visoke koncentracije kadmija

lahko povzrgijo tudi programirano celno smrt.
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5.2 Sklepi

— Pri nobenem od poskusov po obdelavi s kovinasmnoi opazili statistno znd&ilnega

poveanja pogostosti mikrojeder v primerjavi z negatiwantrolo.

— EMS je povzreil Stevilne kromosomske aberacije, ki so se pogegiejavljale pri 24-

urni izpostavitvi kot pri 2-urni. Pri obdelavi z3jimi koncentracijami EMS smo opazili
vecjo pogostost kromosomskih aberacij ter stanjSaele kiorenin in lomljenje korenin. Pri
2-urni izpostavitvi korenin 3 mM koncentraciji EMSmo verjetno izbrali primerne
razmere za oblikovanje mikrojeder, saj je EMS wglima poviSanje frekvence mikrojeder,

pri cemer mitozna aktivnost ni bila spremenjena.

— Vpliv cinka se je kazal v inhibiciji rasti korenin v za cink zné&lnih spremembabh jeder,

ki so bile najbolj opazne pri kromosomih v mitozi.+ ogrlice iz korald.

— Kadmij je povzreéil pojav kromosomskih aberacij, njihova pogostastnara&ala z
naraganjem koncentracij kadmija. Pri 0,025 mM koncenjraoc 2-urni izpostavitvi je

vplival na inhibicijo rasti korenin.

— Pri izvajanju testa mikrojeder je pomembna praviizbira vseh treh dejavniko¢asa
izpostavitve, koncentracije toksie snovi incasa okrevanja), za kar je potrebna temeljita
priprava serij uvodnih poskusov. Za celostno vreein@ genotokgnosti snovi so poleg
ugotavljanja frekvence mikrojeder kfjoa tudi vsa opazovanja in belezenja sprememb

rastline in celic.
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6 POVZETEK

Obremenjenost okolja s kovinami zaratovekove dejavnosti narés. Znano je, da
nekatere kovine mimo vplivajo na stabilnost ekosistemov in imajo lahkeugodne
posledice tudi zéloveka. Za relevantno ocenjevanje onesnazenoshaojeotreba izvajati
tudi bioteste, ki nam lahko pokazejo bioloSko vlogosameznih dejavnikov. Test
mikrojeder je biotest, pri katerem opazujemo pojaikrojeder, ki nastanejo zaradi
poSkodb DNA. Kadar te poSkodbe powdradolocena snov, pravimo, da je snov
genotoksina. V celicah genotoksia snov lahko povzio zlome DNA (klastogenost) ali

spremeni delovanje delitvenega vretena (aneugenost)

Z uporabo testa mikrojeder smo pEeuali vpliv kovin kadmija in cinka ter
etilmetansulfonata na koreninske meristemske celiebule Allium cepa). Cilj
diplomskega dela je bil s testom mikrojeder ugdtogenotoksinost testnih snovi.
Pricakovali smo viSjo pogostost mikrojeder pri testsiioveh v primerjavi z negativno
kontrolo in koncentracijsko odvisni odgovor.

Test mikrojeder ni pokazal gakovanih razlik med testnimi snovmi in negativhnamkolo.
Kljub temu pa smo pri opazovanju jeder korenin, edadih s testnimi snovmi, opazili
Stevilne spremembe, kot so kromosomske aberacijaapadanje jeder. Na podlagi teh
opazovanj in pripor@l nekaterih avtorjev, ki so se s podobnimi prohlea sreéali, smo

med raziskavo prilagajali protokole poskusov.

Pri skrajSanjuwtasa izpostavitve s 24 ur na 2 uri smo pri obdetazmnizano koncentracijo
EMS opazili povéanje pogostosti mikrojeder v primerjavi z negatikantrolo. EMS je
povzrail kromosomske aberacije in pri 24-urni izpostavipovzraiil stanjSanje in

zvijanje korenin.

Cink je vplival na zmanjSanje rasti korenin in pm&l posebne spremembe jeder. Te
spremembe so bile najbokitne pri kromosomih v mitozi (ogrlice iz korald).

Kadmij je pri dol@eni koncentraciji pri 2-urni izpostavitvi vplivalanrast korenin in

povzrail kromosomske aberacije, ki so se pogosteje pi@jvpri visjih koncentracijah.
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Nasi poskusi in podatki iz literature so pokazala je za ustrezno ugotavljanje
genotoksinosti s testom mikrojeder pomembna pravilna iziageh treh korakov poskusa
(Casa izpostavitve, koncentracije taks snovi in ¢asa okrevanja). Za celostno
vrednotenje genotokSiosti snovi je poleg ugotavljanja frekvence mikdge pomembno

tudi opazovanje sprememb rastline in celic.
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PRILOGA A

Stevilo ¢éebul in korenin vsake obdelave vseh poskusov.

Poskus  TOksi€na  Konc. Svtevilo Stevil_o
snov (mM) cebul korenin
1 H.O / 5 25
Cd 0,00025 3 7
Cd 0,0025 2 7
Cd 0,025 3 12
Cd 0,25 2 5
Cd 2,5 3 8
EMS 1 2 6
EMS 3 3 9
EMS 5 2 6
EMS 8 2 8
EMS 20 3 11
EMS 40 3 11
2 H.O / 3 12
EMS 1 3 13
EMS 3 2 7
EMS 5 3 10
EMS 8 3 12
EMS 20 3 10
EMS 40 3 9
EMS 48 ur 40 1 4
3 H,O / 3 12
EMS 1 3 12
EMS 3 3 12
EMS 5 3 12
EMS 8 3 12
Zn 0,1 3 12
Zn 0,5 3 7
Zn 1 2 8
4 H,O / 3 11
Zn 1 3 12
Zn 3 2 10
Zn 5 2 10
Cd 0,00025 3 12
Cd 0,0025 3 12
Cd 0,025 3 12
EMS 3 3 12




