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IZVLECEK

V diplomskem delu smo ugotavljali vpliv teZzke kovine kadmija na malo vodno leco (Lemna minor
L.), ki je uveljavljen testni organizem v ekotoksikologiji. Zanimale so nas morfoloSke spremembe
rastlin po sedem dnevni izpostavitvi in odziv izbranih antioksidativnih encimov ter akumulacija te
kovine v tkiva rastline po 24 urni izpostavitvi razliénim koncentracijam kadmijevega klorida

(CdCl).

Po napotkih ISO/CD 20079 (2001) testa smo malo vodno leco za en teden izpostavili razlicnim
koncentracijam CdCl,, pozitivno kontrolo pa je predstavljal diklorofenol. Ugotovili smo, da je
efektivna koncentracija, ECsy, Lemne minor za kadmij okrog 10 pM CdCl, v rastnem gojiScu.
Nizje koncentracije kadmija niso imele vecjega ucinka na rastline, opazili smo le nekaj kloroz in
manjsi upad rasti, kar je prvi znak stresa, povzrocenega s tezkimi kovinami. Od 10 uM CdCl, dalje
pa je bilo prisotnega vedno ve¢ kloroti¢nega tkiva, poleg tega so se pojavile nekroze, mocno je

upadlo Stevilo ¢lenkov, razpadle so kolonije in odpadle korenine.

V nadaljevanju smo rastline izpostavili razlicnim koncentracijam kadmija Se za 24 ur in za
pozitivno kontrolo izbrali znan prozilec oksidativnega stresa, menadion. V rastlinah smo
ugotavljali koli¢ino privzema kovine v tkiva in aktivnosti antioksidativnih encimov. Rezultati so
pokazali, da mala vodna le€a dobro kopi¢i kadmij in bi jo potencialno lahko uporabili za
fitoremediacijo s kadmijem onesnaZenih voda. Prisotnost kadmija je povzroc€ila razli¢ne odzive
antioksidativnih encimov v rastlini. Aktivnost katalaze se je zmanjSala Ze pri nizkih koncentracijah
CdCl,. Aktivnosti askorbat peroksidaze, guaiakol peroksidaze in glutation reduktaze so se pri
nizkih koncentracijah kadmija v gojiS¢u povecale, a pri vi§jih koncentracijah zmanjsSale. Najmanj je
kadmij vplival na aktivnost glutation reduktaze. Sledenje aktivnosti antioksidacijskih encimov male
vodne lece bi lahko uporabili za hitro zaznavo prisotnosti onesnaZil v vodi, saj so taki biokemijski

testi hitrejSi v primerjavi z opazovanjem morfoloskih in vitalnostnih sprememb v rastlini.

KLJUCNE BESEDE

mala vodna leca (Lemna minor), kadmij, antioksidativni encimi, katalaza, askorbat peroksidaza,

guaiakol peroksidaza, glutation reduktaza, akumulacija kovin
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ABSTRACT

We investigated the influence of heavy metal cadmium on a very well-known test organism in

ecotoxicology, the common duckweed (Lemna minor L.).

We evaluated morphological changes in plants after seven days of cadmium exposure. We exposed
duckweed to different concentrations of CdCl, for a week according to the ISO/CD 20079 (2001)
test. For a positive control we used 3,5- dichlorophenol. The results showed that effective
concentration ECs, for L. minor exposed to cadmium is around 10 uM of CdCl, in growth medium.
Lower concentrations did not show significant impact on plants and resulted in few chloroses and a
slight growth inhibition. On the other hand, higher concentrations caused more chloroses, necroses,

extremely diminished growth, colonies degraded and roots dropped off.

In addition, we treated duckweed with different concentrations of CdCl, for 24 hours. As a positive
control we used menadion, a well-known inducer of oxidative stress. After the 24 hour exposure
we measured the uptake of cadmium in plant tissues and the antioxidant enzyme activity. Our
results indicated that L. minor accumulates cadmium in relatively high concentrations and thus
showing a potential for using it for phytoremediation of waste waters, polluted with low cadmium
concentrations. The presence of cadmium in growth medium caused different responses of
antioxidant enzymes in plants. Catalase activity was inhibited at all tested cadmium concentrations.
While activities of ascorbat peroxidase, guaiacol peroxidase and glutathione reductase were
increased after 24 hours of exposure to lower cadmium concentrations, higher concentrations

caused decrease in their activity. Cadmium had the least effect on glutathione reductase activity.

KEY WORDS
duckweed (Lemna minor), cadmium, antioxidative enzymes, catalase, ascorbat peroxidase,

guaiacol peroxidase, glutathione reductase, metal accumulation

IV



Strli¢, T. Odziv male vodne lece (Lemna minor) na prisotnost kadmija. Dipl. delo. Ljubljana, Univ.
v Ljubljani, PedagoSka fakulteta, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

KAZALO VSEBINE
IZVLECEK I
ABSTRACT v
KAZALO VSEBINE v
KAZALO SLIK VII
KAZALO TABEL VIII
KAZALO PRILOG IX
OKRAJSAVE IN SIMBOLI X
1 UvOD 1
2 PREGLED OBJAV 3
2.1 AKUMULACIA KOVIN V RASTLINAH 3
2.2 OKSIDATIVNI STRES 4
2.2.1  Reaktivne kisikove spojine (ROS) 5
2.3 ANTIOKSIDANTI 6
24 KADMI 7
2.5 MALA VODNA LECA (LEMNA MINOR L.) 9
3 MATERIALI IN METODE 11
3.1 RASTLINSKI MATERIAL IN RASTNE RAZMERE 11
3.2 SEDEM DNEVNI TEST ISO/CD 20079 (2001) 11
3.2.1  Priprava vzorcev 12
3.2.1.1 Diklorofenol (DKF) 12
3.2.12  Kadmij 13
3.2.13  Prenos kolonij v kristalizirke in epruvete 14
3.2.2  Rastna komora 14
3.2.3  Stetje in opazovanje clenkov 14
3.3 IZPOSTAVITEV RASTLIN RAZLICNIM KONCENTRACIJAM KADMIJA 15
3.4 TKIVNA KONCENTRACIJA KADMIJA V RASTLINAH IN RASTNEM GOJISCU 17
3.4.1  Priprava steklovine za merjenje kovin 17
3.4.2  Priprava rastlinskega materiala 17
3.4.3  Razklop 18
3.4.4  Meritev Cd z atomskim spektrofotometrom 18
3.5 VSEBNOST PROTEINOV V VZORCIH 19
3.6 ANTIOKSIDATIVNI ENCIMI 20
3.6.1  Priprava rastlinskega materiala 21
3.6.2  Priprava kalij-fosfatmega pufra (100 mM) 21
3.6.3  Encimi 22



Strli¢, T. Odziv male vodne lece (Lemna minor) na prisotnost kadmija. Dipl. delo. Ljubljana, Univ.
v Ljubljani, PedagoSka fakulteta, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

3.6.3.1 Merjenje encimske aktivnosti katalaze (CAT, EC 1.11.1.6)

3.6.3.2 Merjenje encimske aktivnosti askorbat peroksidazne (A-POD, EC 1.11.1.11)
3.6.3.3 Merjenje encimske aktivnosti guaiakol peroksidaze (G-POD, EC 1.11.1.7)
3.6.3.4 Merjenje encimske aktivnosti glutation reduktaze (GR, EC 1.6.4.2)

3.6.4

Menadion

3.7 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

4 REZULTATI

4.1 SEDEM DNEVNI TEST RASTI (ISO/CD 20079)

4.1.1
4.1.2

Diklorofenol
Kadmij

4.2 TKIVNA KONCENTRACIJA KADMUIA V RASTLINAH IN RASTNIH GOJISCIH

4.3  VSEBNOST PROTEINOV

4.4  ANTIOKSIDATIVNI ENCIMI

4.4.1
44.2
4.4.3
4.4.4

Katalaza
Askorbat peroksidaza
Guaiakol peroksidaza

Glutation reduktaza

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Sedem dnevni test rasti ISO/CD 20079 (2001)
5.1.2  Tkivna koncentracija kadmija v rastlinah in gojiscih
5.1.3  Vsebnost proteinov
5.1.4  Antioksidativni odziv
5.2 SKLEPI

6 POVZETEK

7 UPORABA PRI POUKU NARAVOSLOVJA, BIOLOGLJE IN IZBIRNIH PREDMETIH V

OSNOVNI SOLI

7.1 PREGLED UCNIH NACRTOV ZA DEVETLETNO OSNOVNO SOLO V POVEZAVI S TEMO DIPLOMSKEGA

DELA

7.2 PRIMER UCNE PRIPRAVE

8 VIRI
ZAHVALA
PRILOGE

22
23
25
27
28

29

30
30
30
32
34
36
36
36
38
39
40

41
41
41
43
43
44
46

47

49

49
53

56
60
61

VI



Strli¢, T. Odziv male vodne lece (Lemna minor) na prisotnost kadmija. Dipl. delo. Ljubljana, Univ.
v Ljubljani, PedagoSka fakulteta, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

KAZALO SLIK

Slika 1. Lemniaceae 9
Slika 2. Mala vodna leca 10
Slika 3. Odvisnost tkivne koncentracije kadmija od koncentracije CdCl, v rastnem
g0jiscu 35
Slika 4. Odvisnost koncentracije proteinov v vzorcu od koncentracije Cd v gojisc¢u 36
Slika 5. Odvisnost povprecne specificne encimske aktivnosti (SEA) katalaze (CAT) od
koncentracije CdCl, v gojiscu 37
Slika 6. Odvisnost povpre¢ne specificne encimske aktivnosti (SEA) askorbat peroksidaze
(A-POD) od koncentracije CdCl, v gojiscu 38
Slika 7. Odvisnost povprecne specificne encimske aktivnosti (SEA) guaiakol peroksidaze
(G-POD) od koncentracije CdCl, v gojisc¢u 39
Slika 8. Odvisnost povpre¢ne specificne encimske aktivnosti (SEA) glutation reduktaze

(GR) od koncentracije CdCl, v gojiscu 40

VII



Strli¢, T. Odziv male vodne lece (Lemna minor) na prisotnost kadmija. Dipl. delo. Ljubljana, Univ.

v Ljubljani, PedagoSka fakulteta, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

KAZALO TABEL

Tabela 1: Sestava Steinbergovega gojisc¢a (ISO/CD 20079)

Tabela 2: Uporabljena razred¢itvena vrsta za DKF

Tabela 3: Uporabljena razred¢itvena vrsta za CdCl,

Tabela 4: Izpostavitev L. minor razliénim koncentracijam Cd

Tabela 5: Temperaturni in ¢asovni rezim razklopa rastlinskih vzorcev
Tabela 6: Uporabljena razred¢itvena vrsta za albumin

Tabela 7: Rezultati sedem dnevnega ISO testa — pozitivna kontrola DKF
Tabela 8: Rezultati sedem dnevnega ISO testa — izpostavitev CdCl,

12
13
13
17
18
20
31
34

VIII



Strli¢, T. Odziv male vodne lece (Lemna minor) na prisotnost kadmija. Dipl. delo. Ljubljana, Univ.

v Ljubljani, PedagoSka fakulteta, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

KAZALO PRILOG

PRILOGA I: Povprecne koncentracije kadmija v tkivih po izpostavitvi
PRILOGA 1II :Povpre¢ne vrednosti SEA posameznega encima po 24h izpostavitvi
CdCl,
PRILOGA III: Odvisnost tkivne koncentracije kadmija od koncentracije CdCl,
v rastnem gojis¢u
PRILOGA IV: Ucni list za u€ence na dan nastavitve poskusa

PRILOGA VI: Uc¢ni list za u€ence na po enem oziroma dveh tednih

61

61

62

63
64

IX



Strli¢, T. Odziv male vodne lece (Lemna minor) na prisotnost kadmija. Dipl. delo. Ljubljana, Univ.
v Ljubljani, PedagoSka fakulteta, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

OKRAJSAVE IN SIMBOLI
A-POD  askorbat peroksidaza
CAT katalaza
Cd kadmij
CdCl, kadmijev klorid
dH,O destilirana voda
ddH,O bidestilirana voda
DKF 3,5- diklorofenol (C¢H4Cl,0)

DNA deoksiribonukleinska kislina
DTNB 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzojska kislina)

EA encimska aktivnost

ECs, efektivna koncentracija (50 %)

EDTA etilen-diamin-tetraocetna kislina

FAAS plamenska atomska absorbcijska spektrofotometrija (ang. flame atomic absorption
spectrophotometry

G-POD guaiakol peroksidaza
GR glutation reduktaza
GSSG oksidirani glutation
HCI10, perklorova kislina
HNO; dusikova kislina

H,0, vodikov peroksid

K-PO, kalijev-fosfatni pufer
KH,PO, kalijev dihidrogen fosfat
K,HPO, dikalijev hidrogen fosfat
NaOCl natrijev hipoklorit

0," superoksidni anion

OH" hidroksidni radikal

O,H" hidroperoksidni radikal

PAR fotosintezno aktivni spekter sevanja (med 400 in 700 nm)
ROS reaktivne kisikove spojine (ang. reactive oxygen species)
SEA specifi¢na encimska aktivnost

TNB 2-nitro-5-thiobenzojska kislina
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1 UVOD

Clovek je 7e od nekdaj s svojim delovanjem posegal v okolje in s tem v svoj Zivljenjski
prostor. Ce se ozremo v zgodovino, lahko opazimo, da &im visja je bila stopnja njegove
civilizacije, tem vecji so bili njegovi posegi v naravo. Nenehni izumi so pomagali ¢loveku
do lazjega dela, ucinkovitejSih orodij in strojev. Eden glavnih mejnikov je bila industrijska
revolucija v 18. stoletju. PospeSila je rast mest, kjer sta se razvijali obrt in industrija.
Sledila je mehanizacija poljedelstva in moc¢an razvoj medicine. Vse to je vplivalo na hitro
rast prebivalstva. PovecCale so se potrebe po hrani, energiji in surovinah, s ¢imer se je
povecCalo tudi pustoSenje okolja. Rast proizvodnje in naraSCanje porabe energije je
poveCevalo onesnaZevanje zraka, vode in tal, Cemur je sledil upad raznovrstnosti

ekosistemov in organizmov, ki se hitrim spremembam niso bili sposobni prilagoditi.

Danes ni onesnazevanje ni¢ manjSe. Gospodinjski in industrijski odpadki ter odpadne vode
izpus€amo v okolje. V kmetijstvu uporabljamo razli¢ne pesticide in umetna gnojila. V
okolju se pojavlja vedno ve¢ umetnih snovi, ki ne razpadejo. Kopicijo se v zemlji, vodi in
zraku, od tu pa jih lahko privzamejo organizmi, kjer se kopicenje nadaljuje. Vendar pa
zavedanje o varstvu narave med ljudmi narasc¢a. Ker tako ne bo §lo v nedogled, se vedno
vec raziskovalcev ukvarja s problemom onesnaZevanja. Razvili so razli¢ne Cistilne naprave
za odpadne vode in izpusSne pline, recikliranje odpadkov,... MoZnosti pa vse bolj i¢ejo v
naravi sami. Tako so ugotovili, da so nekatere rastline s kopi¢enjem dolo¢enih onesnazil v

svojih tkivih primerne za ¢iScenje tal, vode in zraka.

Vse spremembe v okolju seveda niso posledica antropogenega delovanja. Stresno okolje
lahko oblikujejo tudi naravne spremembe v Zivljenjskem okolju rastline, na primer
pomanjkanje vode, premocno ali preSibko sevanje, pomanjkanje hranil, teZke kovine, ipd.
Na stres se rastline odzovejo na razlicne nacine. Eden od moznih je nastanek reaktivnih
kisikovih zvrsti (ROS — angl. reactive oxygen species), ki porusi normalno celi¢no
ravnovesje med oksidanti (ROS) in antioksidanti. To stanje imenujemo oksidativni stres.

Ce rastlina proizvede dovolj antioksidativnih encimov in drugih antioksidantov, lahko z
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njimi pretvori in odstrani ROS. V nasprotnem primeru te lahko posSkodujejo DNA,
beljakovine in lipide. Ce se stanje ne normalizira, se na rastlini pojavijo nepovratne

poskodbe in rastlina lahko tudi propade.

V diplomskem delu smo tako raziskovali vpliv razli¢nih koncentracij teZke kovine kadmij
(Cd) na izbrane antioksidativne encime pri mali vodni leCi (Lemna minor L.) po 24 urni
izpostavitvi kovini. Poleg odziva encimov smo dolocili koli¢ino celotnega kadmija v

rastlinah in ugotavljali, ali je mala vodna le¢a akumulatorska vrsta za kadmij.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 AKUMULACIJA KOVIN V RASTLINAH

Kovine najdemo v zraku, vodi in v tleh. Rastline jih lahko privzamejo iz vseh, odvisno od
rastnega okolja. Da lahko rastlina privzame neko kovino, mora biti kovina razpoloZljiva v
pravem kemi¢nem stanju. V vodi na razpoloZljivost kovin vodnim rastlinam vplivajo
razli¢ni okoljski dejavniki: kemijske lastnosti kovine, pH, prisotnost drugih kovin in
anionov, temperatura, slanost, intenziteta svetlobe, nivo kisika, redoks potencial, organske

spojine in drugo (Greger, 1999).

Pojav neke kovine v okolju je lahko posledica naravnih procesov (kovino vsebuje mati¢na
kamnina, minerali v kamnih) ali pa antropogenih dejavnosti (avtomobilska, tekstilna,
jeklena, vojaska, kemi¢na industrija — npr. izdelovanje baterij, rudarstvo, kmetijstvo z
uporabo pesticidov, herbicidov in gnojil) (Saxena in sod., 1999). Ceprav organizmi
nekatere kovine v majhnih koli¢inah potrebujejo za normalno delovanje fizioloSkih
procesov, je ve€ja akumulacija kovin v tkivih za veCino toksi¢na. Zato je remediacija

okolja zelo pomembna.

Ambrozi¢-Dolinsek (2007) ugotavlja, da so rastline za preZivetje v okolju, obremenjenem s
strupenimi snovmi, razvile razli¢ne strategije in se na njihovo prisotnost odzivajo na vec
nacinov. Nekatere lahko samo prenasajo (tolerirajo) visoke koncentracije toksinov v
okolju. Vendar prezivijo. Druge pa so sposobne kopicenja velikih koli¢in teZkih kovin in
jih imenujemo hiperakumulatorji. Te rastline akumulirajo vsaj 100 mg/kg suhe mase (0,01
%) kadmija in kroma, 1000 mg/kg suhe mase (0,1 %) kobalta, bakra, niklja in svinca ter
10.000 mg/kg (1 %) suhe mase magnezija in cinka. Pogosto so zato strupene, lahko tudi
spremenjenega okusa, zato se jih rastlinojedci izogibajo, odvracajo pa tudi povzrocitelje
bolezni. Tako imajo te rastline na onesnaZenih obmocjih selekcijsko prednost pred drugimi
vrstami. V praksi te rastline sadijo oziroma sejejo v onesnazena tla ali jih gojijo v odpadnih
vodah. Kopicenje kovine lahko poteka v vseh delih rastline, samo v nadzemnih delih ali

samo v koreninah.
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Hiperakumulatorji so torej rastline, ki so sposobne kopiciti tezke kovine tudi 100-krat vec
kot v normalnih razmerah, pri tem pa ne kazejo fitotoksi¢nih znakov. Predstavnike
najdemo v razli¢nih rastlinskih druzinah. Pogosti so v druZini kriznic (Brassicaceae),
predvsem v rodovih Alyssum, Brasica in Thlaspi. V vodnem okolju pa so dobro znane
praprotnica Salvinia molesta (vrsta plavcka), med kritosemenkami pa Eichhornia crassipes
(vodna hijacinta), Polygonum amphibium (vodna dresen) in Lemna minor (mala vodna

leca) (Saxena in sod., 1999, Wang in sod., 2002, Ambrozi¢-Dolinsek, 2007).

Razstrupljanje okolja s pomoc¢jo rastlin ali fitoremediacija je najbolj obetajo¢ nacin
reSevanja posledic onesnaZevanja s toksi¢nim kovinami. AmbroZi¢-DolinSek (2007) meni,
da je to energetsko zelo var¢na metoda, saj izkoriS€a sonc¢no energijo in hkrati najmanj
obremenjuje okolje. Primerna je za odpravljanje posledic onesnazevanja na mestu
onesnazenja, za CiS€enje vecjih povrSin in je najcenejSa. Nekatere kovinske ione,
pridobljene s fitoremediacijo, je mogofe ponovno uporabiti — reciklirati. Ima pa tudi

omejitve. Ni primerna za mo¢no onesnaZena okolja in poteka razmeroma pocasi.

2.2 OKSIDATIVNI STRES

Odkar se je v evoluciji organizmov pojavila aerobna presnova, se je pojavila potreba po
antioksidantih, ker je prislo do vecje izpostavljenosti prostim radikalom, ki v organizmih
nastajajo iz kisika (Scandalios, 2002). Mittler (2002) tako ugotavlja, da so reaktivne
kisikove spojine ves Cas prisotne v vseh aerobnih celicah, vendar v ravnoteZju z
antioksidanti. V normalnih razmerah je produkcija ROS v celicah nizka. Stres pa zmoti
celi¢no homeostazo, kar povzro€i pospeSeno nastajanje ROS. Najpogosteje ravno presezek
ROS porusi kriti¢no ravnoteZje med oksidanti in antioksidanti. Pojavi se oksidativni stres.

Povzroci pa ga lahko tudi slabSa antioksidativna obramba ali kar oboje.
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2.2.1 REAKTIVNE KISIKOVE SPOJINE (ROS)

Reaktivne kisikove spojine so stranski produkti normalnega celicnega metabolizma.
Nastajajo v kloroplastih med fotosintezo, v mitohondrijih med dihanjem, v mikrotelescih,
npr. v peroksisomih med fotorespiracijo. Stresni pogoji, kot so susa, vro€ina, mraz, visoka
intenziteta svetlobe, UV sevanje, zratna onesnazila, tezke kovine, pa lahko povzrocijo

povecano nastajanje reaktivnih kisikovih spojin (Dat in sod., 2000).

Med redukcijo kisika v vodo se tvori energija, ki omogoca kompleksnost vi§jih
organizmov. Dat in sod. (2000) pa ugotavljajo, da ta redukcija Zal prinasa tudi pasti. Ce je
nepopolna, so ROS lahko zelo reaktivni in lahko oksidirajo bioloske molekule. Redukcija
molekularnega kisika poteka v Stirih fazah, med katerimi nastane vec razli¢nih reaktivnih

kisikovih zvrsti.

0, 2(H)O,™ = H,0, 2 OH" + H,O -2 H,0

Med najpomembnejSe kisikove zvrsti sodijo hidroksidni (OH") in hidroperoksidni radikal
(O,H"), superoksidni anion (O,"), vodikov peroksid (H,0O;), ozon (O3),... Njihova
znacilnost je, da izredno hitro reagirajo z drugimi spojinami, in sicer tako, da poskusajo
odvzeti elektron, ki ga potrebujejo za stabilnost. Ko dolo¢eni spojini, ki ni radikal,
odvzamejo elektron, ta sama postane radikal. SproZi se veriZzna reakcija. Reagirajo lahko
tudi s celicnimi komponentami, ki vsebujejo nenasi¢ene mascobne kisline, beljakovine,
nukleinske kisline in ogljikove hidrate. Zato te reakcije lahko vodijo do poSkodb celice.
Dramati¢no upade rast in produktivnost rastline. Ce njihovega §kodljivega vpliva rastlina

ne zaustavi, sledi smrt (Hegediis in sod., 2001).

Vendar pa dandanes vedno ve¢ avtorjev poudarja (Scandalios, 2002, Dat in sod., 2000), da
ROS v organizmih niso le $kodljivi metabolni produkti. Ce so dobro nadzorovani, imajo
lahko zelo pomembne funkcije v celici. Nekateri so medceli¢ne signalne molekule, imajo
vlogo pri strukturi celi¢ne stene in vplivajo na scenescenco. Kot signalne molekule lahko
aktivirajo obrambne odzive na biotski in abiotski stres. Pri napadu patogenov lahko

omejijo Siritev okuZbe z ojacanjem celicnih sten in/ali z neposrednim delovanjem na
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patogene organizme. Ker imajo torej ROS v celicah dvojno vlogo, je Se toliko bolj

pomembna natancna regulacija njihovega nivoja v celicah s pomocjo antioksidantov.

2.3 ANTIOKSIDANTI

Scandalios (2002) pravi, da se rastline izognejo oksidativnim poSkodbam z razvojem
kompleksnega antioksidativnega obrambnega sistema, ki je sestavljen iz neencimskih in

encimskih antioksidantov:

A. Neencimski antioksidanti: askorbat (vitamin C), reduciran glutation (GSH), o-

tokoferol (vitamin E), karotenoidi, flavonoidi,...

B. Encimski antioksidanti: superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT),
peroksidaze (med njimi askorbat peroksidaza (A-POD) in guaiakol peroksidaza (G-
POD)), glutation reduktaza (GR),...

V tej diplomski nalogi smo se osredotocili predvsem na encime, ki sodelujejo v

antioksidativni obrambi.

Zaradi reaktivne narave so ROS potencialno $kodljivi vsem celi¢nim komponentam. Kot je
razvidno iz enacbe (2.2.1), se molekularni kisik najprej pretvori v superoksidni anion
(O27). Ker je ta radikal moc¢no reaktiven, ga aerobni organizmi pretvorijo v manj reaktivno
obliko, v superokside in H,O,. Tu pa na vrsto pride superoksid dismutaza, ki igra
pomembno vlogo v antioksidativnem sistemu. Regulira celi¢no koncentracijo O, in H,O»

tako, da prvega pretvori v drugega. Prisotna je v citosolu, peroksisomih in plastidih.

0, + H,O > H,O, + O,

Vodikov peroksid nato odstranijo katalaze in peroksidaze. Katalaze (CAT) so v

peroksisomih, glikoksisomih in mitohondrijih. Prestrezejo ve¢ino H,O,, ki nastane med
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respiracijo in fotorespiracijo, Se preden ta difundira v druge dele celice, ter ga pretvorijo v

vodo in molekularni kisik (Hegediis in sod., 2001, Scandalios, 2002).

2 H202 >2 Hzo + 02

Hou in sod. (2007) peroksidaze uvrs¢ajo med encime, ki so klju¢ni za rast, razvoj in
senescenco rastline. Vplivajo na sintezo etilena in lignina, razgradnjo hormona avksina in
sodelujejo pri odpornosti na patogene organizme ter celjenju ran. Z lignifikacijo celi¢ne
stene peroksidaze omejijo poveCanje celic. Kaze, da je to pomemben mehanizem
prilagoditve na stres in je lahko povezan z zmanjSanjem rasti (Smeets in sod., 2005).
Peroksidaze tudi odstranjujejo H,O,, le da na bolj specificnih mestih kot katalaze, saj
imajo v nasprotju s katalazami zanj viSjo afiniteto in lahko lovijo manjSe koliCine
peroksida (Dat in sod., 2000). Za to reakcijo potrebuje encim razli¢ne substrate (donorje
elektrona). Askorbat peroksidaza (A-POD), ki potrebuje askorbat, je obicajno v
kloroplastih in citosolu (Hegediis in sod., 2001); guaiakol peroksidaza (G-POD) pa je

najpogosteje v celicni steni.

Med antioksidativnimi encimi je tudi glutation reduktaza (GR), ki z A-POD sodeluje v
askorbat-glutationskem ciklu. Tu se preko serij reakcij odstranjuje H,O, (Smeets in sod.,

2005).

Pojav stresa povzroci aktivacijo antioksidativnih encimov, s ¢imer se rastlina zas¢iti. Ce pa
je stres predolg ali premocan, preobremeni obrambo, ki zacne slabeti. To lahko vodi v smrt

rastline (Teisseire in Guy, 2000).

24 KADMLJ

Rastline za rast in razvoj potrebujejo tudi nekatere kovine, kot so Cu, Fe, Mg, Zn, v obliki
esencielnih mikronutrientov. Kljub temu da so te kovine nujno potrebne za nemoteno
celi¢no presnovo, so v visokih, nefizioloSkih koncentracijah povzrocitelji stresa. V okolju

so poleg esencielnih kovin prisotne tudi neesencielne toksicne kovine, ki na rastline
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delujejo le stresno. Primer je kadmij, za katerega Se ni znana nobena fizioloSka vloga v

Zivih organizmih (Hagemeyer, 1999).

Kadmij je zelo nevarno onesnazilo predvsem zaradi njegove visoke strupenosti in
topljivosti v vodi. Ceprav vloga Cd v rastlinah $e ni dokonéno pojasnjena, vemo, da ga
rastline privzemajo in transportirajo, Ceprav velja za eno najbolj strupenih kovin. S
transportom v nadzemne dele postane nevaren tako herbivorom kot ljudem. Pri zelo nizkih
koncentracijah nima vecjega vpliva na rastlino, pri visjih pa inhibira rast celotne rastline,
rast korenin, delitev celic, encimsko aktivnost, ovira celi¢no proliferacijo, respiracijo,
povzroCi kloroze in nekroze ter s tem zniza fotosintetsko aktivnost (Wusheng in sod.,
2001). Med posredne vplive Cd v rastlinskih tkivih Stejemo induciran vodni stres,
pomanjkanje Fe, Mg in Ca, zapiranje listnih reZ in s tem pomanjkanje CO, (Hagemeyer,
1999). Inhibicija rasti je rezultat vpliva Cd tako na celi¢ne delitve (vpliv na upocasnjen
metabolizem, direktna vezava na DNA in lom mikrotubulskega sistema) kot na
podaljsevanje celic (zmanjSana plasti¢nost celicne stene). Cd naj bi povzrocal tudi

predCasno senescenco (Smeets in sod., 2005).

Kadmij je v rekah, jezerih in mlakah navadno prisoten v nizkih koncentracijah (Bennet-
Chambers in sod., 1999). Vse vefjo teZavo predstavlja njegovo kopicenje v vodnih
ekosistemih, k ¢emur veliko prispevata industrija (proizvodnja stabilizatorjev, pigmentov,
primarnih in sekundarnih baterij) in kmetijstvo (fosfatna gnojila). V Evropski Uniji so
najvisjo dovoljeno koli¢ino Cd v ekosistemih zakonsko dolo¢ili (UL ES, L291/1) in je v
Sloveniji doloc¢ena z Uredbo o kemijskem stanju povrSinskih voda (UL RS 11/2002):

e C(Celotna koncentracija kadmija (raztopljeni in neraztopljeni kadmij) v celinskih
povrsinskih vodah, na katere vplivajo izpusti, ne sme presegati 5 ug/l.

e V primeru ostalih celinskih povrSinskih voda (vode, na katere ne vplivajo izpusti),
celotna koncentracija kadmija (raztopljeni in neraztopljeni kadmij) ne sme

presegati 1 pg/l.
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2.5 MALA VODNA LECA (Lemna minor L.)

Mala vodna leca je uvrScena v druzino vodoleCevk (Lemniaceae), ki je v Sloveniji
zastopana s tremi rodovi: vodna leCa (Lemna), Zabja leCa (Spirodela) in vodna lecica
(Wolffia) (slika 1) (Martin¢i€ in sod., 1999). Dobro znan je tudi rod Wolffiella z najmanjSo

znano kritosemenko.

Slika 1. Lemniaceae
Najvecje vodolecevke sodijo v rod Spirodela (S), srednje v rod Lemna (L) in najmanjse v rod

Wolffia (W). Skala na vrhu slike je v milimetrih.
(http://www.botany.hawaii.edu/FACULTY/CARR/lemn.htm)

Mala vodna le¢a uspeva predvsem na povrsini stojecih ali pocasi tekoc¢ih vodah. Je 2 do 4
mm velika enokali¢nica. Pravi listi so popolnoma zakrneli. Listom podobne tvorbe so
stebelni ¢lenki, ki so sploS€eni, kroglaste do elipti¢ne oblike, posamicni ali sestavljeni iz 2-
5 ¢lenkov (kolonija) (slika 2B). Vsak ¢lenek ima eno ali ve¢ enostavnih kratkih koreninic,
3 Zile in zmerno razvit aerenhim (z zrakom bogato gobasto tkivo), ki omogoca plavanje na
vodni povrSini. V nasih podnebnih razmerah se mala vodna le¢a razmnozuje vegetativno z
locitvijo posameznih ¢lenkov, na katerih v brstnem meSi¢ku poZene nov stebelni Clenek.
Rastlina prezimi v obliki zimskih brstov na zamuljenem dnu stojecih voda. Cveti samo v
toplejSih obmocjih. Cvetovi so enospolni, enodomni, brez cvetnega odevala, z enim
prasnikom oz. enim pestiCem in namesceni na zgornji strani stebelnega ¢lenka v vrecasti

vdolbinici (Martin€i€ in sod., 1999).
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koreninica

Slika 2. Mala vodna leca

A (levo): pokritost vodne gladine s kolonijami vodne lece. (http://www.proteus.si/?q=node/50)

B (desno): tri kolonije vodne lece.

V zadnjih letih so raziskovalci ugotovili, da vec potopljenih, plavajo¢ih in prosto
plavajocih vodnih makrofitov, vkljucno z malo vodno leco, lahko kopici tezke kovine tako
iz naravnih kot odpadnih voda (Greger, 1999). Poleg odstranjevanja kadmija bi jo lahko
uporabili za odstranjevanje fosfatov in nitratov (Cheng in sod., 2002), bakra, cinka, kroma,
selena in svinca (Dirilgen in Inel, 1994, Dirilgen, 1998, Zayed in sod., 1998, Mukherjee in
sod., 2004, Horvat in sod., 2007, Hou in sod. 2007, Razinger in sod. 2007).

Nekateri raziskovalci so za odstranjevanje tezkih kovin iz vode uporabili tudi odmrl
rastlinski material male vodne lece (Saygideger in sod., 2005, Oportoa in sod., 2006).
Vendar pa Axtell in sod. (2003) ugotavljajo, da je boljSa uporaba Zive biomase, saj Zive
rastline z rastjo generirajo novo biomaso, s ¢imer se pojavijo sekundarni odstranitveni
mehanizmi. Zive rastline so lahko odstranile in akumulirale tudi 50- do 1000-krat visje

koncentracije kovine iz onesnazene vode v primerjavi z odmrlim rastlinskim materialom.
Zaradi svoje relativno preproste zgradbe, majhnosti, hitre rasti, vegetativnega

razmnoZevanja in sposobnosti kopicenja kovin, se mala vodna le€a pogosto uporablja v

razli¢nih terenskih in laboratorijskih ekotoksikoloskih raziskavah (Smith, Kwan, 1989).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 RASTLINSKI MATERIAL IN RASTNE RAZMERE

Poskuse izpostavitve male vodne leCe (Lemna minor L.) kadmiju smo izvedli na InStitutu
za fizikalno biologijo, meritve antioksidantov in privzema kadmija pa na Oddelku za
biologijo Biotehniske fakultete na Katedrah za botaniko, za fiziologijo rastlin in za

zoologijo.

Malo vodno leco so predhodno nabrali v lokalnem potoku in gojili v nadzorovanih
razmerah, kot je opisano v ¢lanku Razingerja in sod. (2007). Rastline so pred prestavitvijo
v rastno komoro 30 sekund splakovali z 0,01 M NaOCl, s Cimer so preprecili rast alg.
Zalozno kulturo vzdrzujejo v 3-litrskih plastiénih posodah s Steinbergovim rastnim
gojis¢em, pri 25 + 1°C pod hladno belo fluorescentno svetlobo (160 uM m?s’ PAR), s

ciklom svetlobe/teme v razmerju 18h/6h. Rastno gojiSce zamenjajo vsakih 7 dni.

3.2 SEDEM DNEVNI TEST ISO/CD 20079 (2001)

Test ISO/CD 20079 je zasnovan za merjenje odziva male vodne lec¢e na razli¢ne, v vodi
raztopljene snovi, vklju¢no s kadmijem. S to metodo smo ugotavljali u¢inek razli¢nih
koncentracij kadmija na rastlino, z rezultati pa smo kasneje lahko dolocili testne
koncentracije kadmija. Pri testu smo opazovali inhibicijo rasti, pri ¢emer je bil glavni
merilni parameter Stevilo ¢lenkov. Po normativih testa smo dodatno opazovali velikost
¢lenkov, dolZino in stanje korenin, kloroze in nekroze, stanje kolonij, spremembe v gojiscu
in prisotnost alg. Za referen¢no snov smo po dolocilih ISO testa uporabili 3,5-
diklorofenolno raztopino (DKF). Za dolo¢anje vrednosti ECsy je moral biti vsak vzorec ali
razredCitev pripravljena v vsaj treh paralelkah, kontrola pa v Sestih paralelkah. Med

testnimi posodami se pH ni smel razlikovati za ve¢ kot 0,2.
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3.2.1 PRIPRAVA VZORCEV

Za testne posodice smo uporabili 100 ml kristalizirke, ki smo jih pokrili s plasti¢nimi
petrijevkami premera 9 cm. Najprej smo 10—kratno koncentrirano Steinbergovo gojisce
(pripravljen po ISO standardih — tabela 1) razred¢ili s 45 ml dH,0O, dodali leCo in na koncu
DKF oz. CdCl,. Tako smo zagotovili, da so bile vse rastline priblizno socasno
izpostavljene toksi¢nim spojinam. Kristalizirke smo nato polozili na ¢rn papir v rastno

komoro.

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

Mikroelementi mg/l
KNO; 350,00
Ca(NOs;), x 4H,0 295,00
KH,PO, 90,00
K,HPO, 12,60
MgSO, x 7TH,0 100,00

Makroelementi ugll
H;BO; 120,00
ZnSO, x TH,O 180,00
Na,MoO, x 2H,0 44,00
MnCl, x 4H,0 180,00
FeCl; x 6H,0 760,00
EDTA 1500,00

3.2.1.1 DIKLOROFENOL (DKF)

Za DKF smo izbrali koncentracije 0,75, 1,5, 3 in 6 mg/l. Po ISO standardu mora biti ECsg
med 1,8 in 3,6 mg/l. Potrebovali smo 12 kristalizirk. 5 ml Steinbergovega gojis€a smo
razredcili s 45 ml dH,0, dodali 7 €lenkov L. minor in nazadnje Se DKF (tabela 2). V vsaki

kristalizirki je bil kon¢ni volumen priblizno 50 ml. Vse meSanice smo dobro premesali.
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Tabela 2: Uporabljena razredcitvena vrsta za DKF

Stevilo
DKF dH,0 Steinbergovo DIK/I; ¢lenkovy

(mg/l) (ml) gojisce (ml) & L.

(kD) minor
0,75 45 5 37,5 7
1,5 45 5 75 7
3 45 5 150 7
6 45 5 300 7

Za vsako koncentracijo smo pripravili 3 ponovitve.

3.2.1.2 KADMIJ

Za testne koncentracije Cd smo izbrali 0,1, 1, 10, 100, 1000 uM CdCl,. Pripravili smo
zaloZno raztopino 10 mM CdCl, x dH,O, tako da smo morali izraunati koli¢ino, ki smo jo
ustrezno red¢ili do koncnega volumna 50 ml. Pri pripravi 1000 uM CdCl, smo
Steinbergovo gojisce razredCili s 40 ml dH,0, saj smo dodali 5 ml 10 mM CdCl, x dH,0O.
Pri ostalih pa smo dodano koli¢ino CdCl, x dH,O zanemarili in 5 ml Steinbergovega
gojisca razred¢ili s 45 ml dH,O. V kristalizirke smo nato dodali sedem ¢lenkov in Cisto

nazadnje Se CdCl,. Za vsako koncentracijo smo pripravili tri ponovitve (tabela 3).

Pripravili smo tudi 6 kontrolnih ponovitev brez CdCl, oziroma DKF. 5 ml Steinbergovega

gojisca smo razredcili s 45 ml dH,0 in dodali sedem ¢lenkov.

Tabela 3: Uporabljena razredcitvena vrsta za CdCl,

cagn | U Seiberion it ok
L. minor
0,1 45 5 0,5 7
1 45 5 5 7
10 45 5 50 7
100 45 5 500 7
1000 40 5 5000 7
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3.2.1.3 PRENOS KOLONIJ V KRISTALIZIRKE IN EPRUVETE

Kolonije smo najprej prenesli iz zaloZne kulture v plasticno posodo napolnjeno z
vodovodno vodo. Od tu smo jih prenesli v kristalizirke s pinceto z gladko prijemalno
povrsino, da nismo poSkodovali rastlin. Pomembno je bilo, da smo kolonije prenasali Se

pred dodatkom toksi¢nih substanc, da se pinceta pri prenasanju ni kontaminirala.

Da smo zagotovili primerljivo kakovost ¢lenkov v vseh 33 posodicah, smo v vsako najprej
dali po eno kolonijo (dva, tri, $tiri ali pet ¢lenkov), nato pa dodali le Se toliko Clenkov, da
smo dobili §tevilo sedem. Ce bi vsako kristalizirko takoj zapolnili s sedmimi ¢lenki, bi

imele prve posode morfolosko boljse Clenke, zadnje pa slabse.

ZaloZna kultura je bila v dobrem stanju. Barva ¢lenkov je bila temnozelena, velikost vecine
¢lenkov 5 - 6 mm in dolZina korenin med 3 in 6 cm. Opaznih je bilo le okrog 2 % kloroz in

nekroz, ki so se verjetno pojavile zaradi starosti ¢lenkov. Prisotnih je bilo tudi nekaj alg.

3.2.2 RASTNA KOMORA

Rastline smo gojili v rastni komori, sedem dni pod hladno fluorescentno svetlobo (160 uM
m?s” PAR) pri 25 + 1 °C, s ciklom svetlobe/teme v razmerju 18h/6h. Vzorce smo na &rmo

podlago naklju¢no porazdelili v tri vrste, saj svetloba ni bila na vseh delih komore enaka.

3.2.3 STETJE IN OPAZOVANJE CLENKOV

Po sedmih dneh (168 ur) smo presteli vse s prostim ofesom vidne ¢lenke in si zapisali
morfoloske lastnosti malih vodnih le¢ v posamezni testni posodi. Opazovali smo (po

ISO/CD 20079):

a) Clenke (barva, velikost),
b) kolonije (Stevilo ¢lenkov na kolonijo),

¢) kloroze ali nekroze (lokalno ali v celi koloniji),
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d) korenine (prisotnost, dolZina),
e) izguba plovnosti, razdelitev kolonije,

f) spremembe v testnem gojiScu, okuzbe z bakterijami in algami.

Za opazovanje smo postavili vzoréne posodice na belo podlago. Ce je ve¢ kot 50 %

¢lenkov spremenilo barvo, jih je bilo potrebno Steti posebe;.

3.3 IZPOSTAVITEV RASTLIN RAZLICNIM KONCENTRACIJAM
KADMIJA

Malo vodno le¢o smo za 24 ur izpostavili Sestim koncentracijam kadmija (0,1, 1, 10, 50,
100 in 500 uM CdCl,) v rastnem gojiscu. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili menadion,
kot negativno pa gojiS€e brez kadmija. V izpostavljenih rastlinah smo izmerili specifi¢no

aktivnost izbranih antioksidativnih encimov in koli¢ino privzetega kadmija.

Zalozno raztopino 10 mM CdCl, smo pripravili z raztapljanjem 201 mg CdCl, v 100 ml
ddH,O0.

3 1 rastnega gojis€a z raztopino EDTA smo pripravili kot je opisano v tabeli 1:

11ddH,O + 1 mlEDTA
+ 1 ml FeCl;
+ 1 ml mikronutrienti
+ 3 x 3 x 20 ml makronutrienti (3 razlicne meSanice, 20 ml vsake
na 11, torej 3 x 60 ml)
+ 1 1ddH,0
+ 810 ml ddH,0

~ 31 gojisca

Vsako od testnih raztopin smo pripravili v Stirih paralelkah. Tako smo potrebovali

predhodno ustrezno oznacenih 32 kristalizirk. V vsako smo najprej dali 100 ml rastnega
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gojiS¢a, dodali izraCunan volumen 10 mM CdCl; in s pipeto dobro premesali. Na koncu
smo dodali 400 mg predhodno na papirnati brisai osusenih sveZih ¢lenkov Lemne minor,
saj smo potrebovali 100 mg rastlinskega materiala za merjenje encimske aktivnosti in 300
mg za merjenje tkivne koncentracije Cd. Pri pozitivni kontroli menadionu smo uporabili
manjSe, 50 ml kristalizirke, saj smo izpostavljen rastlinski material potrebovali le za
merjenje encimov. Zato smo tu dodali le 50 ml gojis¢a na vzorec in 250 mg rastlinskega

materiala. Priprava posameznih serij je opisana v tabeli 4.

Preden smo dodali rastlinski material, smo iz 5. in 7. serije (50 in 500 uM CdCl,) odvzeli 5
ml gojis€a. V teh vzorcih smo kasneje izmerili in preverili koncentracije Cd v gojiScu.
Enako smo naredili za kontrolo rastnega gojis¢a kulture, iz katere smo dobili testne

rastline.

Posamezno serijo (4 kristalizirke) smo pripravili v 30 minutnem razmaku in jih v enakem
casovnem zamiku postavili v rastno komoro. To je bilo pomembno predvsem zaradi
nadaljnje priprave materiala za encimske teste. Kristalizirke so bile v rastni komori
razporejene zaporedno v Stirih vrstah, vsaka serija je imela svojo vrsto. Za tako postavitev
smo se odlocili predvsem zaradi razporeditve svetlobe. Ta ni bila povsod enaka in ¢e bi
vzorce naklju¢no porazdelili, bi lahko bila ena od serij bolje ali slabSe osvetljena. Ker so
bile zarnice bolj na sredini, sta bili tako najbolje osvetljeni druga in tretja vrsta, prva in

Cetrta pa malce slabse. Vendar je to veljalo pri vseh serijah. Izpostavitev je trajala 24 ur.

Zalozna kultura L. minor, iz katere smo uporabili testne rastline, je imela kar nekaj alg,
malo je bilo tudi temnozelenih ¢lenkov. Kultura je bila v dobrem fizioloskem stanju,
vecina rastlin je bilo zelenih in zdravih, posamezne kolonije so sestavljali 3 — 4 ¢lenki, ki
so bili veliki vsaj 4 mm. Prisotnih je bilo nekaj kloroz (5 %), ter nekroz (3 % - verjetno

koncan Zivljenjski cikel), dolZina korenin pa je dosegala tudi 5 cm.

Poskus smo naredili v treh neodvisnih ponovitvah, zato smo tudi vsa nadaljnja merjenja

opravili trikrat (trije razli¢ni kompleti vzorcev).
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Tabela 4: Izpostavitev L. minor razlicnim koncentracijam Cd
Vsako od testnih raztopin smo pripravili v Stirih paralelkah. Kot pozitivno kontrolo smo
uporabili menadion, kot negativno pa gojisce brez kadmija.

Koncentracija CdCl, (uM) 50 uM
0 0,1 1 10 50 100 500 menadion
Cd (mg/l) 0 0,0048 0,048 048 2.4 4.8 24 /
10 mM %
CaCl (ul) 0 1 10 100 500 1000 5000 50
gojisce (ml) | 100 100 100 100 100 100 100 50
L (Zlg”)” 400 400 400 400 400 400 400 250

* = ul 50 uM menadiona

3.4 TKIVNA KONCENTRACIJA KADMIJA V RASTLINAH IN
RASTNEM GOJISCU

3.4.1 PRIPRAVA STEKLOVINE ZA MERJENJE KOVIN

Vso steklovino, ki smo jo uporabljali za merjenje kovin, smo temeljito oprali in posusili.
Suho smo nato namocili v 0,2 % HNO; za 48 ur. Po tem smo steklovino dvakrat sprali z
dH,O0 in dvakrat z ddH,O, ter jo posusili. To smo storili tudi po poskusu, saj lahko nekaj

kovine ostane na steklovini.
3.4.2 PRIPRAVA RASTLINSKEGA MATERIALA

Po 24 urni izpostavitvi kadmiju smo vsakih 30 minut iz rastne komore vzeli eno serijo.
Najprej smo stehtali 100 mg na papirnati brisa¢i osuSenega materiala za merjenje encimov,
preostanek (250 — 300 mg) pa smo pripravili za merjenje tkivne koncentracije kadmija. Pri
tem smo uporabljali zaS¢itne rokavice in pinceto. Material za tkivne koncentracije kadmija
smo najprej sprali z destilirano vodo, osuSili na papirnati brisa¢i, nato pa ga zavili v

alufolijo, primerno oznaceno z zaporednimi Stevilkami. Shranili smo ga v hladilniku.
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Rastlinski material smo nato posusili v liofilizerju, sledilo pa je natan¢no tehtanje suhe
mase posameznega vzorca. Po tehtanju smo vsak testni vzorec suhih rastlin pretresli v

oznacene epruvete.

V vsako epruveto z znano koli¢ino rastlinskega materiala smo odpipetirali po 1 ml 65 %
HNO; in koncentrirane HCIO4 (obe ultracisti) v volumskem razmerju 7:1. Tako
pripravljene epruvete smo postavili v digestorij za 24 ur, da se je rastlinski material pri

sobni temperaturi dodobra prepojil z meSanico kislin.

343 RAZKLOP

Po 24 urah predrazklopa smo epruvete dali v termoblok v digestoriju. ObCasno smo jih
premesali, da smo rastlinski material, ki se je prilepil na steno epruvete, sprali v raztopino.

Segrevali smo po postopku, prikazanem v tabeli 5.

Tabela 5: Temperaturni in ¢asovni rezim razklopa rastlinskih vzorcev

Cas (min) T(°C)
30 40
30 65
60 85
60 105
60 125
60 145
60 165
60 185

do suhega 225

34.4 MERITEV Cd Z ATOMSKIM SPEKTROFOTOMETROM

Po razklopu smo v vsako epruveto dodali 2 ml 5 % HNOj3 in dobro premesali. Vsebnosti
smo dolocili s plamenskim atomskim absorbcijskim spektrofotometrom (AAnalyst 100
Atomic Absorption Spectrophotometer, Perkin Elmer Instruments). Najprej smo izmerili

umeritveno krivuljo s pomocjo Ze pripravljenih standardnih koncentracij CdCl,. Nato smo

18



Strli¢, T. Odziv male vodne lece (Lemna minor) na prisotnost kadmija. Dipl. delo. Ljubljana, Univ.
v Ljubljani, PedagoSka fakulteta, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

v program vpisali suho maso vsakega vzorca in izmerili koncentracije kadmija v teh
vzorcih. Med posameznimi meritvami smo merilne cevke spirali s HNOs in dH,O.
Program je nato sam preracunal vsebnost kovine v rastlinskem materialu vzorca (mg/g
suhe mase).

.....

500 uM CdCl,, ter v osnovnem rastnem gojiscu.

3.5 VSEBNOST PROTEINOV V VZORCIH

Koncentracijo proteinov v vzorcu smo dolo¢ili z BCA kompletom za dolo¢anje

koncentracije proteinov (BCA Protein Assay Kit, Pierce, ZDA).

a) Za pripravo umeritvene standardne krivulje smo uporabili albumin govejega
seruma v koncentracijah 0,5, 1, 1,5, 2 mg/ml, vsako v treh ponovitvah, kar
pomeni skupaj s kontrolo 15 pripravljenih kivet. V razmerju 1:50 smo zamesali
reagenta A in B. V kiveto smo nato odpipetirali 1 ml reagenta, dodali dH,O in
goveji serumski albumin, v koli¢inah zapisanih v tabeli 6. Tako smo dobili
Zelene koncentracije standarda. Pripravljene raztopine smo dobro premesali in
jih inkubirali 30 min pri 37 °C. Nato smo s spektrofotometrom (Hewlett-
Packard 8452A diode array) pri valovni dolzini 562 nm izmerili absorpcijo
testne meSanice. S pomocjo teh meritev smo lahko oblikovali umeritveno
krivuljo. Paziti smo morali na cas, saj je moralo biti merjenje s

spektrofotometrom opravljeno v 10 minutah po inkubaciji.

Poskus smo opravili dvakrat. Prvo dobljeno krivuljo smo uporabili za izraCun vsebnosti
proteinov v rastlinskih vzorcih iz prvega poskusa izpostavitve, drugo krivuljo pa pri

vzorcih drugega in tretjega poskusa izpostavitve.

b) Sledilo je merjenje vsebnosti proteinov v rastlinskih vzorcih. MeSanico
reagentov smo imeli Ze pripravljeno. V vsako kiveto smo dali 1 ml reagenta
(mesSanica reagentov A:B = 1:50) in 50 pl vzorca. Vsebino kivet smo dobro

premesali in jih inkubirali 30 min pri 37 °C. Nato smo s spektrofotometrom
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izmerili absorpcijo pri valovni dolZini 562 nm. Tudi tu smo morali inkubirane

vzorcke pomeriti v 10 minutah po inkubaciji.

S pomocjo umeritvene krivulje (a) smo iz dobljene absorpcije vzorca (b) izracunali
koli¢ino proteinov v tem vzorcu. Ta podatek smo potrebovali pri izraCunu specificne
encimske aktivnosti posameznega encima, ki je definirana kot koli¢ina encima glede na
kolic¢ino vseh proteinov v vzorcu. (Tako smo dobljeno EA CAT za vsak vzorcek,
izraCunano po formuli, zapisani v 3.6.3.1, delili s koli¢ino proteinov v tem vzorcu in dobili
specificno encimsko aktivnost (SEA) CAT tega vzorca. Enako smo izracunali tudi SEA

drugih encimov.)

Tabela 6: Uporabljena razredcitvena vrsta za albumin

stak:;tfr:da re:f;;"t albumin aH:0
(mg/ml) (ml) (D) (1)
0 1 0 50
0,5 1 6,25 43,75
1 1 12.5 37.5
1,5 1 25 25
2 1 50 0

3.6 ANTIOKSIDATIVNI ENCIMI

Za vsak encim smo opravili tri neodvisne meritve. Med vsakim merjenjem smo merili tudi
encimsko aktivnost testne meSanice brez vzorca in s tem kontrolirali kvaliteto meritev.
(Namesto vzorca smo dodali toliko ve¢ pufra. Tako smo zagotovo vedeli, da se brez vzorca

v mesanici ni¢ ne dogaja.)
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3.6.1 PRIPRAVA RASTLINSKEGA MATERIALA

Po 24 urni izpostavitvi CdCl, smo na vsake 30 minut iz rastne komore vzeli eno serijo
rastlinskih vzorcev. Za merjenje encimov smo potrebovali 100 mg sveZe mase rastlinskega
materiala. Clenke lee smo osusili na papirnati brisaci, jih nato v terilnici zalili s teko¢im
duSikom in strli. Sledila je homogenizacija v 1500 pl K-PO4 pufra pH 7,0 (¢=100 mM,
priprava glej 3.6.2). Homogeniziran vzorec smo takoj dali v epice in na led. Po
centrifugiranju 10 min, 4 °C, 10 000 r.p.m. smo supernatant smo odpipetirali v nove
primerno oznacene epice in jih do merjenja shranili v zamrzovalniku pri -80 C (Razinger

in sod., 2007).

3.6.2 PRIPRAVA KALIJ-FOSFATNEGA PUFRA (100 mM)

Pufer smo pripravili iz predhodno pripravljenih raztopin A in B:

- Raztopina A: Zatehtali smo 8,71 g K,HPO4 (M=174,2 g/mol) in sol raztopili v 500
ml bidestilirane vode.

- Raztopina B: Zatehtali smo 2,72 g KH,PO, (M=136 g/mol) in sol raztopili v 200
ml bidestilirane vode. (Te raztopine se porabi veliko manj, zato je tudi koliCina

manjsa.)

Raztopino B smo dodajali raztopini A do Zelenega pH. Merjenje pH je potekalo na pH-
metru (inoLab pH 720).

Pufer smo po pripravi in vsakokratni uporabi avtoklavirali, hranili pa smo ga v hladilniku

pri temperaturi do 4 °C.
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3.6.3 ENCIMI

3.6.3.1 MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI KATALAZE (CAT, EC 1.11.1.6)

Encimsko aktivnost (EA) katalaze smo dolocili spektrofotometriéno z merjenjem porabe
H,0; pri 240 nm. Uporabili smo tako UV-PVC za enkratno uporabo kot kvar¢ne kivete, ki
morajo prepuscati UV svetlobo. Pred meritvami EA smo vse reagen¢ne raztopine segreli

na25 C.

a) Priprava reagen¢nih raztopin

. 9 mM HzOz
Raztopino smo pripravili dnevno svezo, vedno tik pred meritvami za 50 vzorcev.
Odpipetirali smo 102 pl 30 % H,0O; in ga razred¢€ili v 99,9 ml 100 mM K-POy pufru s pH

7,0 ter dobro premesali.
b) Testna raztopina

V kiveti, ki prepusca UV sevanje pri 240 nm, smo zmesali raztopine po naslednjem
vrstnem redu:

1. 500 pl 100 mM K-PO4-EDTA pufra pH 7,0

2. 500 ul 9 mM H,0,

3. 50 pul vzorca

Takoj je sledilo merjenje. Te koli¢ine smo potrebovali pri merjenju z UV-PVC kivetami.
Pri merjenju s kvar¢nimi kivetami pa smo koli¢ine podvojili zaradi vec¢je prostornine kivet.
Tako pufer kot H,O, je bilo potrebno segreti na 25 C. Ker je H,0O; obcutljiv na svetlobo,

smo steklenicko zavili v folijo. Zato je bila vsaka testna meSanica pripravljena posebe;j.
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¢) Postopek meritev

Test je temeljil na upadu absorpcije pri 240 nm, ki je bila posledica katalazne aktivnosti.
Katalaza katalizira razpad 2 H,O; v 2 H,0O in O,. Merjenje s spektrofotometrom se je
zacelo takoj po temeljitem meSanju testne raztopine. Aktivnost smo merili pri 240 nm dve
minuti z odCitkom na 5 do 10 sekund. Nato smo doloc¢ili najbolj linearni del dobljene
krivulje in izradunali spremembo absorpcije v minuti. Zal ni bilo mogo&e izbrati vedno
istega Casovnega intervala, kar bi bilo najbolj optimalno, saj aktivnost CAT v istem
casovnem obdobju ni bila linearna pri vseh vzorcih. Iz dobljene vrednosti smo nato

izraCunali aktivnost CAT.

d) Izracun encimske aktivnosti

AA/min

Ac= e*]

AA = sprememba absorpcije
1 = debelina kivete = 1 cm

¢ = ekstinkcijski koeficient H,O, pri 240 nm = 40/mM*cm

3.6.3.2 MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI ASKORBAT PEROKSIDAZNE (A-POD,
EC1.11.1.11)

EA A-POD smo dolocili spektrofotometricno z merjenjem zmanjSanja absorpcije pri 290
nm, ki je bila posledica oksidacije askorbata. Uporabili smo UV-PVC kivete za enkratno
uporabo. Pred meritvami encimske aktivnosti smo vse reagencne raztopine segreli na 25

o

C.

a) Priprava reagen¢nih raztopin

. 90 mM HzOz

Reagen¢no meSanico peroksida smo pripravili tako, da smo zmeSali 9,9 ml ddH,0 in 102

ul 30 % H,0,. 100 ul te raztopine smo dodali v kiveto, da je bila kon¢na koncentracija

23



Strli¢, T. Odziv male vodne lece (Lemna minor) na prisotnost kadmija. Dipl. delo. Ljubljana, Univ.
v Ljubljani, PedagoSka fakulteta, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

peroksida 9 mM H,0O, (za 100 vzorcev). Za vsako merjenje smo pripravili dnevno svezo

raztopino.

¢ 10 mM askorbat
198 mg Na-—askorbata smo raztopili v 100 ml dH,O. Ker je obcutljiv na svetlobo, smo
stekleniCko zavili v folijo in jo hranili v hladilniku. V kiveto smo dodali 50 pl te raztopine,

tako da je bila kon¢na koncentracija askorbata v testni raztopini 0,5 mM.
b) Testna raztopina

V kiveti, ki prepusca UV sevanje pri 240 nm smo zmeSali raztopine po naslednjem
vrstnem redu:

1. 800 pl 100 mM K-POj pufra pH 7,0

2. 50 pl 10 mM askorbata
3. 100 ul 90 mM H,0,
4

50 pl vzorca

S pipeto smo testno raztopino temeljito premesSali. Pred meritvami je bilo pufer, askorbat in
H,O; potrebno segreti na 25 ‘C. Ker je HyO, obcutljiv na svetlobo, smo steklenicko zavili v

foljjo.
¢) Postopek meritev

Test je temeljil na zmanjSanju absorpcije pri 290 nm, kot posledici oksidacije askorbata. Po
enominutni inkubaciji je sledilo merjenje absorpcije s spektrofotometrom. Aktivnost smo
merili pri 290 nm dve minuti z od¢itkom na 5 do 10 sekund. Nato smo dolocili najbolj
linearni del dobljene krivulje in izra¢unali spremembo absorpcije v minuti. Zal ni bilo
mogoce izbrati vedno istega Casovnega intervala, kar bi bilo najbolj optimalno, saj
aktivnost A-POD v istem ¢asovnem obdobju ni bila linearna pri vseh vzorcih. Iz dobljene

vrednosti smo nato izrac¢unali EA A-POD.

24



Strli¢, T. Odziv male vodne lece (Lemna minor) na prisotnost kadmija. Dipl. delo. Ljubljana, Univ.
v Ljubljani, PedagoSka fakulteta, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

d) Izracun encimske aktivnosti

AA/min

Ac= c*]

AA = sprememba absorpcije
I = debelina kivete = 1 cm

¢ = ekstinkcijski koeficient askorbata pri 290 nm = 2,8/mM*cm

3.6.3.3 MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI GUAIAKOL PEROKSIDAZE (G-POD,
EC 1.11.1.7)

EA G-POD smo dolocili spektrofotometricno z merjenjem naraS¢anja absorpcije pri 470
nm, kot posledice polimerizacije guaiakola v tetraguaiakol. Uporabili smo PVC kivete za
enkratno uporabo. Pred meritvami encimske aktivnosti smo vse reagenCne raztopine

segreli na 25 'C.

a) Priprava reagen¢nih raztopin

. 90 mM HzOz
Reagenéno meSanico peroksida smo pripravili tako, da smo zmesali 9,9 ml ddH,O in 102
ul 30 % H,0,. V kiveto smo dodali 100 ul te raztopine in tako je bila kon¢na koncentracija

9 mM H,0; (za 100 vzorcev). Za vsako merjenje smo pripravili dnevno sveZzo raztopino.

¢ 90 mM raztopina guaiakola
100 ml guaiakola smo raztopili v 9,9 ml 100 mM K-PO, pufra, pH 5,0. V kiveto smo
dodali 100 pl reagen¢ne raztopine, tako da je bila kon¢na koncentracija guaiakola v testni

raztopini 9 mM (za 100 vzorcev).
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b) Testna raztopina

V navadno PVC kiveto smo zamesSali raztopine v naslednjem vrstnem redu:

100 ul 90 mM raztopine guaiakola

100 p1 90 mM H,0,
750 ul 100 mM K-PO, pufra pH 5,0

e

50 pl vzorca

Pri drugem in tretjem merjenju smo se odlocili za manjSo koli¢ino vzorca: namesto 750 pl
100 mM K-PO, pufra pH 5,0 smo dodali v testno raztopino 760 pl pufra in namesto 50 pl
le 40 pl vzorca. S pipeto smo testno raztopino temeljito premesali. Pred merjenjem smo
pufer in H,O, segreli na 25 "C. Ker je H,O, obcutljiv na svetlobo, smo steklenicko zavili v

foljjo.

¢) Postopek meritev

Test je temeljil na naraS¢anju absorpcije pri 470 nm, ki je bila posledica polimerizacije
guaiakola v tetraguaiakol. Po enominutni inkubaciji smo spektrofotometricno izmerili
absorpcijo. Aktivnost smo merili dve minuti z od¢itavanjem na 5 do 10 sekund. Nato smo
dolocili najbolj linearni del dobljene krivulje in izracunali spremembo absorpcije v minuti.
Zal ni bilo mogoge izbrati vedno istega Gasovnega intervala, kar bi bilo najbolj optimalno,
saj aktivnost G-POD v istem ¢asovnem obdobju ni bila linearna pri vseh vzorcih. Iz

dobljene vrednosti smo nato izracunali EA G-POD.

d) Izracun aktivnosti

_ AA/min
e*l

AA = sprememba absorpcije
I = debelina kivete = 1 cm

¢ = ekstinkcijski koeficient tetraguaiakola pri 470 nm = 26,6/mM*cm
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3.6.3.4 MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI GLUTATION REDUKTAZE (GR, EC
1.6.4.2)

Encimsko aktivnost GR smo dolo¢ili spektrofometri€éno z merjenjem naraS€anja absorpcije
pri 412 nm, kot posledice redukcije DTNB (5,5-dithio-bis (2-nitrobenzojska kislina)) v
TNB (2-nitro-5-thiobenzojsko kislino). Uporabili smo PVC kivete. Pred meritvami

encimske aktivnosti smo vse reagencne raztopine segreli na 25 C.

a) Priprava reagen¢nih raztopin

e Zalozni pufer: V 80 ml 100 mM K-PO4 pufra (pH 7,5) smo zamesali 151 mg Na-
EDTA. Tako smo dobili 6,3 mM raztopino Na-EDTA.

Dnevni pufer: V 50 ml zaloZnega pufra smo zamesali 12,5 mg NADPH in dobili
0,3 mM NADPH.

e 15 mM DTNB (5,5-dithio-bis (2-nitrobenzojska kislina)): Zatehtali smo 0,060 g
DTNB (M = 396,35 g/mol) in ga raztopili v 10 ml 100 mM K-PO, pufru (pH 7,5).
Raztopino smo do merjenja hranili v hladilniku pri temperaturi do 4 °.

e 20 mM GSSG (oksidirani glutation): Zatehtali smo 0,131 g GSSG (M = 656,6
g/mol) in ga raztopili v 10 ml bidestilirane H,O. To raztopino smo hranili v zamrzovalniku
pri temperaturi — 20 °C.

b) Testna raztopina

V PVC kiveti smo zmesali raztopine po naslednjem vrstnem redu:

1. 850 ul dnevnega pufra
2. 50 ul 15 mM DTNB
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Temu je sledila 10 do 15 minutna inkubacija pri 30 °C. Nato smo v testno raztopino dodali
Se:

3. 50 pl 20 mM GSSG

4. 50 ul vzorca

Reakcija se je zacela takoj, ko smo dodali 50 pl vzorca. Testno raztopino smo temeljito

premesali.

¢) Postopek meritev

Test je temeljil na naraS¢anju absorpcije pri 412 nm zaradi redukcije DTNB v TNB.
Takoj je sledilo merjenje absorpcije s spektrofotometrom. Aktivnost smo merili pri 412 nm
2 minuti z od¢itkom na 5 do 10 sekund. Nato smo dolo¢ili najbolj linearni del dobljene
krivulje in izradunali spremembo absorpcije v minuti. Zal ni bilo mogode izbrati vedno
istega Casovnega intervala, kar bi bilo najbolj optimalno, saj aktivhost GR v istem
¢asovnem obdobju ni bila linearna pri vseh vzorcih. Iz dobljene vrednosti smo nato

izraCunali EA GR.

d) Izracun encimske aktivnosti

AA/min

Ac= c*]

AA = sprememba absorpcije
1 = debelina kivete = 1 cm

€ = ekstinkcijski koeficient TNB pri 412 nm = 13,6/mM*cm

3.64 MENADION

Za pozitivno kontrolo smo izbrali znani proZilec oksidativnega stresa, menadion. V 50 ml
rastnega gojis¢a smo dodali 50 pl 50 uM menadiona in dodali le 250 g rastlinskega
materiala. Rastlinski material, izpostavljen menadionu, smo uporabili le za merjenje

encimov.
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3.7 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Vse eksperimente smo neodvisno ponovili trikrat. Stevilo ponovitev je zapisano pri
vsakem opisu grafa ali tabele. Rezultati so prikazani kot povpre¢na vrednost neodvisnih
serij poskusov + standardna napaka (SN). Za statisti¢cno analizo podatkov smo uporabili

racunalniski program Microsoft Excel 2003.
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4 REZULTATI

4.1 SEDEM DNEVNI TEST RASTI (ISO/CD 20079)

Po sedmih dneh izpostavitve L. minor razli¢nim koncentracijam CdCl, smo ocenili stanje

kulture (tabela 7). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili DKF.

4.1.1 DIKLOROFENOL

Iz tabele 7 lahko vidimo, da je bila ECsy pri 3 mg/l DKEF, ker je bilo pri tej koncentraciji
DKEF stevilo ¢lenkov pol manjse kot pri kontrolni raztopini brez DKF. Izmerjena ECs je

bila torej med koncentracijama 1,8 in 3,6 mg/l DKEF, kot jih dolo¢a ISO/CD 20079.

a) Clenki (barva, velikost)

Nizka koncentracija DKF (0,75 mg/1) je vzpodbudila rast male vodne lece za skoraj 13 % v
primerjavi s kontrolo. Povprec¢no smo nasteli 79 ¢lenkov, od tega jih je bilo 90 % zelene
barve, torej zdravih. Opazili smo le 10 % rumenega tkiva. Izmerili smo tudi daljSe dolZine
Clenkov. Dvakrat viSja koncentracija (1,5 mg/l DKF) pa je Ze povzroc€ila zmanjSanje rasti
koncentraciji (6 mg/l) DKF smo presteli povprecno le dvanajst ¢lenkov, kar v primerjavi s
kontrolo pomeni 83 % upad rasti. Nekroze so se pojavile pri 3 mg/l DKF v rastnem
gojiScu, vendar pa je bila vecina rastlin Se zelene barve. To pa se popolnoma spremeni pri

6 mg/l DKF, kjer je bila vecina ¢lenkov bela.

b) kolonije (Stevilo ¢lenkov na kolonijo)

V kontrolnih kristalizirkah smo lahko opazili kar velike kolonije, sestavljene iz vsaj Stirih
¢lenkov. Do koncentracije 6 mg/l DKF so prevladovale kolonije s tremi Clenki, pri tej

koncentraciji pa smo opazili le Se posamezne ¢lenke. Kolonije so razpadle.
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¢) kloroze ali nekroze (lokalno ali v celi koloniji)

Prisotnost kloroz je bila podobna do koncentracije 1,5 mg/l DKF, okrog 10 %. Pri
naslednji koncentraciji (3 mg/l DKF) pa smo Ze opazili nekaj ve¢ kloroz (15 %) in nekroze

(5%), prisotnost nekroz pa se je mocno povecalo pri 6 mg/l DKF.

d) korenine (prisotnost, dolZina)

Korenine so bile pri kontrolnih rastlinah L. minor dolge tudi do 6 cm. KrajSe so bile le pri

mladih rastlinah. Rast korenin se je opazneje zmanjsala pri 3 mg/l DKF, med tem ko so pri

v

e) izguba plovnosti, razdelitev kolonije

Izgubo plovnosti in razpad kolonij smo zaznali le pri 6 mg/l DKF.

f) spremembe v testnem gojiS¢u, okuzbe z bakterijami in algami

Alge so se precej razmnoZile v kontrolnih posodah in pri 0,75 mg/l DKF. Ze pri
koncentraciji 1,5 mg/l DKF jih je opazno manj. Z viSanjem koncentracije DKF v rastnem

gojiScu se je Stevilénost alg zmanjSevala in pri 6 mg/g DKF jih nismo ve¢ opazili.

Tabela 7: Rezultati sedem dnevnega ISO testa — pozitivna kontrola DKF
Za vsako koncentracijo smo pripravili tri paralelke, razen pri kontroli s $estimi paralelkami. Stevilo
¢lenkov je prikazano kot povprecje treh paralelk. Pri dolZini korenin smo zapisali razpon vrednosti.
Rezultate ostalih opazovanih znacilnostih pa smo opisali s prevladujo¢imi vrednostmi.

Konc. & Previladujoce  DolZina c"l;’e‘;zrlrgv I;Zg:)z(z DolZina Alge (0, 1
DKF c"lenl.cov st. ¢lenkov clenkov (TZ, 7, RZ (K %z korenin Zg 3 )*,’k*’
(mg/l) na kolonijo (mm) R,, B’)* ? N %);* (cm) ’
30 % TZ
0 70 3-4 3-5 60 % Z 10 % K 1-7 3
10 % RZ
30 % TZ
0,75 79 3-4 4-6 60 % Z 10 % K 1-6 3
10 % R
40 % TZ
1,5 64 3 3-5 55 %7 10 % K 1-6 1-2
5%R
80 % Z
. 15%K
3 35 3 3-4 1100/;7%32 5% N 1-4 1
10%R 5%K
6 12 1 3-4 90 % B 95 % N / 0

*TZ — temnozelena (zelo zdrava rastlina); Z — zelena; RZ — rumeno zelena; R — rumena ; B — bela
(mrtva rastlina) barva ¢lenka. Z—R—B; €lenki, ki prehajajo iz zelene v rumeno in nato v belo

*#* K — kloroze; N — nekroze

*#%% () — ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko

DKF - diklorofenol
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4.1.2 KADMIJ

a) Clenki (barva, velikost)

Stevilo stebelnih ¢lenkov se je s poveanjem koncentracije CdCl, v rastnem gojiséu
manjSalo (tabela 8). V kontrolnih kristalizirkah so bili ¢lenki zdravi. Prevladovala je
predvsem zelena barva (90 %). Iz prvotnih sedmih je povpre¢no zraslo 69 ¢Elenkov.
Velikost ¢lenkov (merjena je njihova dolzina) je bila tudi 6 mm, najpogostejSe meritve pa
so bile med 3 in 5 mm. Pri koncentraciji 0,1 uM CdCl,; so rastline rasle bolje od kontrole.
Zraslo je 72 ¢lenkov, kar kaZe na malce hitrejSo rast. Povpre¢na dolZina je bila daljsa (4-5

mm) in 40 % ¢lenkov je bilo temnozelenih.

Pri koncentraciji 10 uM CdCl, smo opazili negativen vpliv kadmija na rast. Zraslo je
skoraj polovico manj ¢lenkov v primerjavi s kontrolo. Tudi velikost je bila povpre¢no med
2 in 3 mm. Prvi€ so se pojavili belo obarvani stebelni ¢lenki, ki so predstavljali okrog 5 %
rastlin. 25 % clenkov je imelo rumene odtenke in njihovo pojavljanje se je povecevalo s
povecCevanjem koncentracije CdCl, v gojiscu. Pri 100 uM CdCl; ni bil noben ¢lenek vec
popolnoma zelen. Opazno se je zmanjSala tudi njihova velikost. Pri 1000 uM CdCl, so bili
vsi ¢lenki popolnoma beli. Pri tej koncentraciji smo preSteli povpre¢no le 8 Clenkov, kar je

v primerjavi s kontrolo predstavljalo 11,5 % rast.

b) kolonije (Stevilo ¢lenkov na kolonijo)

V kontrolnih kristalizirkah smo lahko opazovali kar velike kolonije, sestavljene iz sedmih

evee

enee

razpadle. Opazili smo le Se posamezne Clenke.

¢) kloroze ali nekroze (lokalno ali v celi koloniji)

oo

so se bolj lokalno, na posameznih ¢lenkih. Ve¢jo spremembo smo najprej zaznali pri 10
uM CdCl,. Poleg ocenjenih 25 % kloroz, se je pojavilo tudi nekroticno tkivo (5 %). S

povefevanjem koncentracije kadmijevega klorida v gojiS¢u se je prisotnost kloroz in
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e

koncentraciji CdCl, pa so bili vsi ¢lenki nekroticni.

d) korenine (prisotnost, dolZina)

Korenine so bile pri kontrolnih rastlinah dolge tudi do 7 cm. KrajSe so bile le pri mladih
rastlinah. Rast korenin je bila intenzivna do koncentracije 1 uM CdCl,. Pri tej koncentraciji
je bilo le Se nekaj koreninic, dolgih 7 cm. Pri visjih koncentracijah pa je Cd postopoma

zaustavil njihovo rast.

Pri 0,1 pM CdCl, smo v primerjavi s kontrolami lahko opazili celo daljSe, tudi 9 cm dolge
korenine. Zelo opazno pa so se skrajSale pri 10 uM, ko so najdaljSe merile okrog 4 cm.
Nekaj jih je Ze odpadlo. Te so bile, tako kot pri visjih koncentracijah, bele. Pri 100 uM je
bila ve¢ kot polovica koreninic na dnu. Ostale so merile manj kot 5 cm. Skoraj vse
korenine pa so odpadle pri najvecji koncentraciji. V posamezni testni posodi sta bili ena do
dve korenini, Se pritrjeni na listi¢, vendar sta bili Ze odmrli in bi verjetno v kratkem Casu
tudi odpadli. Dolgi sta bili od 3 do 4 cm, kar kaZe, da se njuna dolzina tekom poskusa ni
bistveno spremenila.

e) _izguba plovnosti, razdelitev kolonije

e

v

evee

Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je ECsy L. minor za kadmij blizu koncentracije
10 uM CdCl,. Tako smo za nadaljnje poskuse s kadmijem izbrali naslednje koncentracije:
0, 0,1, 1, 10, 100 in 500 uM CdCl,. V skladu s temi poskusi smo za nadaljnje delo kot
najvisjo koncentracijo CdCl, izbrali 500 pM.
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Tabela 8: Rezultati sedem dnevnega ISO testa — izpostavitev CdCl,
Za vsako izbrano koncentracijo CdCl, smo pripravili tri paralelke, razen pri kontroli s Sestimi
ponovitvami. Stevilo ¢lenkov je prikazano kot povpredje treh paralelk. Pri koncentraciji 10 uM
CdCl, smo uporabili le 2 meritvi, saj je ena precej izstopala (rezultati teh treh paralelk: 46, 30, 9).
Pri dolZini korenin smo zapisali razpon vrednosti. Rezultate ostalih opazovanih znacilnostih pa smo

opisali s prevladujo¢imi vrednostmi.

Barva Kloroze
Konc. & Prevladujoce DolZina  clenkov nekroze: DolZina  Alge
cdcl, q k st. ¢lenkov Clenkov  (TZ, Z, (K % korenin (0, 1, 2,
M) | " nakolonijo  (mm)  RZR, v (em) 3y
1) N %)
30 % TZ
0 70 3 3-5 60 % Z 10 % K 1-7 3
10 % RZ
40 % TZ
0,1 72 3 4-5 50 % Z 10 % K 2-6 3
10 % RZ
30 % TZ
1 63 3 3-5 60 % Z 10 % K 1-6 2
10 % RZ
70 % 7
20% RZ 25%K
10 38 3 2-3 SR 50N 0-4 1
5%B
60 %
100 12 1 2-4 zoR-B SN 0-5  0-1
40 % B
1000 8 1 3 100% B 100 % N 0-4 0

*TZ — temnozelena (zelo zdrava rastlina); Z — zelena; RZ — rumeno zelena; R — rumena; B — bela
(mrtva rastlina) barva ¢lenka. Z—R—B; ¢lenki, ki prehajajo iz zelene v rumeno in nato v belo
** K — kloroze; N — nekroze

*##% (0 —ni alg; 1 — malo; 2 — srednje; 3 — veliko

4.2 TKIVNA KONCENTRACIJA KADMIJA V RASTLINAH IN
RASTNIH GOJISCIH

Koncentracijo kadmija v gojis¢u smo preverili z atomskim spektrofotometrom. Izbrali smo

le dve gojisc¢i s koncentracijama 50 in 500 uM CdCl,. Vzorcili smo vse tri ponovitve.

Meritve so pokazale, da je bila koncentracija kadmija v teh gojiS¢ih prava. Vrednosti so

bile naslednje: 50 uM % 2,7 % in 500 uM + 1,1 %. Napake so bile zelo majhne in zato

zanemarljive.
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Rezultati merjenja koli¢ine kadmija v rastlinah vodne lece, ki smo jih za 24 ur izpostavili
razli¢nim koncentracijam CdCl, so prikazani sliki 3. Vsebnost kadmija v rastlinskem tkivu

se je poveCevala sorazmerno s povecevanjem koncentracije kadmijevega klorida v

.....

uM CdCl;, je bil povprecen privzem kar 14268,7 + 3598,6 ng/g suhe mase (priloga I).
Rastline, ki niso bile izpostavljene CdCl, so vsebovale 14,4 + 8,1 pg/g kadmija, pri
izpostavitvi 10 uM CdCl, je suha masa vsebovala 690,4 + 203,0 ng/g kadmija in pri 50 uM
CdCl; 2935,3 + 134,9 pg/g kadmija (slika 3).

Izracunali smo tudi odvisnost akumulacije kadmija v rastlini od njegove koncentracije v
gojis¢u. Ta je skoraj 2,4 — krat ve&ja med 0 in 50 uM CdCl, (y = 58,39x + 30,35, R* =
0,999) kot med 50 in 500 uM (y = 24,55x + 2057,70, R* = 0,996) (slika 3).

Meritve med posameznimi poskusi se kar precej razlikujejo (priloga III). Drugi poskus je
pokazal precej visje vrednosti od ostalih dveh. Zato je tudi pri zadnji koncentraciji opazen
velik raztros podatkov (slika 3). Kljub vsemu pa je opazen enak trend povecevanja koli¢ine

privzetega kadmija.

26000
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konc. Cd v vzorcu (ug/g)
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Slika 3. Odvisnost tkivne koncentracije kadmija od koncentracije CdCl, v rastnem
gojiscu

L. minor smo za 24 ur izpostavili 0, 0,1, 1, 10, 50, 100 in 500 uM CdCl,. Prikazani rezultati so
posamezne meritve treh neodvisnih ponovitev, za vsako koncentracijo po Stiri paralelke (n = 12).
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4.3 VSEBNOST PROTEINOV

Z umeritveno krivuljo smo lahko iz izmerjene absorpcije vzorca izracunali koli¢ino
proteinov v vzorcih. Ugotovili smo, da se je pri vseh treh neodvisnih ponovitvah poskusa

vsebnost proteinov zmanjsevala s povecevanjem koncentracije CdClI, v gojiscu (slika 4).
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konc. proteina v vzorcu (mg/ml)

Konc. Cd v mediju (uM)
Slika 4. Odvisnost koncentracije proteinov v vzorcu od koncentracije Cd v gojiSc¢u

Slika prikazuje povpreéne vrednosti treh neodvisnih ponovitev, s 4 paralelkami (n=12). Crta
prikazuje trend upadanja koncentracije proteinov v vzorcih

4.4 ANTIOKSIDATIVNI ENCIMI

Rezultati, prikazani s slikami 5, 6, 7 in 8, so povprecne vrednosti relativne specificne
encimske aktivnosti SEA. V prilogi II pa so v tabeli zapisane povprecne absolutne

vrednosti SEA za vsak encim in za vse tri neodvisne ponovitve poskusa.

4.4.1 KATALAZA

EA katalaze smo dolocili z merjenjem porabe H,O, pri 240 nm.

Ce primerjamo povpreéje treh ponovitev s kontrolo opazimo, da se je po 24 urni
izpostavitvi kovini povprecna SEA katalaze v primerjavi s kontrolo zmanjSala pri skoraj

vseh koncentracijah dodanega CdCl,. Le pri 1 in 100 uM CdCl, smo opazili manjsi,
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nesignifikantni dvig SEA katalaze. Najvecji padec EA smo izmerili pri 500 pM CdCl,, kjer
se je SEA ZmanjSala na 65,9 + 2,3 % v primerjavi s kontrolo (slika 5).

Za pozitivno kontrolo smo izbrali menadion, zato tudi ni vklju¢en v krivuljo, ki ponazarja

povprecne SEA katalaze z naraS¢ajoco koncentracijo CdCl, (slika 5)

Iz slike 5 je razvidno, da so bile razlike v SEA med posameznimi ponovitvami velike tako

pri obdelavi s kadmijem, kot tudi z menadionom.

260 - — 1. ponovitev
240 4 [/ 2. ponovitev
220 - I 3.ponovitev
200 1 —e— povpredje
T 180 |
5 160 4
ﬁ 140 4
o 120 -
g 100 -
S 80
3
o 60
40 A
20 A
0

0,1 1 10 50 100 500 M

Konc. Cd v mediju (uM)

Slika 5. Odyvisnost povprecne specifi¢ne encimske aktivnosti (SEA) katalaze (CAT) od

koncentracije CdCl, v gojiSc¢u

L. minor je bila za 24 ur izpostavljena razli¢nim koncentracijam CdCl,. Vsak stolpec predstavlja
povprecno SEA # standardna napaka, izmerjeno za posamezno ponovitev poskusa. Pri vsaki
ponovitvi smo pripravili 4 paralelke za vsako koncentracijo (n=12). Enako velja za menadion (M)
— pozitivno kontrolo. Crtkana &rta predstavlja 100 odstotkov (negativna kontrola, brez CdClv
rastnem gojiscu).

37



Strli¢, T. Odziv male vodne lece (Lemna minor) na prisotnost kadmija. Dipl. delo. Ljubljana, Univ.
v Ljubljani, PedagoSka fakulteta, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

4.4.2 ASKORBAT PEROKSIDAZA

Encimsko aktivnost A-POD smo dolocili z merjenjem absorpcije pri 290 nm, ki se je

zaradi oksidacije askorbata zmanjSevala.

Iz povprecja vseh treh ponovitev, ki ga ponazarja krivulja na sliki 6, lahko opazimo, da je
povprecna SEA askorbat peroksidaze pri nizkih koncentracijah narasla. Vrh je dosegla pri
1 uM CdCl,, kjer je bila povpreéna SEA 130,3 + 2,2 % v primerjavi s kontrolo.
Povecevanje koncentracije CdCl, v gojis€u je povzrocCilo postopen padec EA. NajnizZjo
povprecno SEA A-POD smo izmerili pri 500 uM CdCl,, kjer je znasala 65,8 £ 10,0 % od

kontrole.

Ceprav se posamezne meritve SEA A-POD pri menadionu razlikujejo, pa povpredje vseh
treh 47,5 + 14,4 % pokaze, da ta bolj vpliva na zmanjSanje SEA kot visoke koncentracije

kadmija (slika 6).
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Slika 6. Odvisnost povprecne specificne encimske aktivnosti (SEA) askorbat

peroksidaze (A-POD) od koncentracije CdCl, v gojiSc¢u

L. minor je bila za 24 ur izpostavljena razli¢nim koncentracijam CdCl,. Vsak stolpec predstavlja
povpre¢no SEA + standardna napaka, izmerjeno za posamezno ponovitev poskusa. Pri vsaki
ponovitvi smo pripravili 4 paralelke za vsako koncentracijo (n=12). Enako velja za menadion (M) —
pozitivno kontrolo. Crtkana &rta predstavlja 100 odstotkov (negativna kontrola, brez CdCl,v rastnem
gojiscu).
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4.4.3 GUAIAKOL PEROKSIDAZA

Encimsko aktivnost G-POD smo doloc€ili z merjenjem naraSc¢anja absorpcije pri 470 nm,

kot posledice polimerizacije guaiakola v tetraguaiakol.

Na sliki 7 lahko iz krivulje, ki prikazuje povpre¢je vse treh meritev povpreCne SEA G-

POD, opazimo, da se je guaiakol peroksidaza odzvala podobno kot askorbat peroksidaza.

v

+ 10,4 %), in SEA se je povecevala do koncentracije 100 uM CdCl,, kjer je dosegla vrh
(156,43 + 11,6 %). S povecevanem koncentracije CdCl, v gojisc¢u se je SEA G-POD
zmanjSevala in pri 500 uM CdCl, predstavljala 91,5 + 13,6 % kontrolne aktivnosti.

Menadion je delovanje G-POD moc¢no inhibiral in povprecna SEA je bila 75,4 + 25,1 %

kontrolne aktivnosti (slika 7).

Posamezne ponovitve poskusa se ponovno precej razlikujejo (slika 7).
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Slika 7. Odvisnost povprecne specificne encimske aktivnosti (SEA) guaiakol
peroksidaze (G-POD) od koncentracije CdCl, v gojiS¢u

L. minor je bila za 24 ur izpostavljena razlicnim koncentracijam CdCl,. Vsak stolpec
predstavlja povprecno SEA #+ standardna napaka, izmerjeno za posamezno ponovitev poskusa.
Pri vsaki ponovitvi smo pripravili 4 paralelke za vsako koncentracijo (n=12). Enako velja za
menadion (M) — pozitivno kontrolo. Crtkana érta predstavlja 100 odstotkov (negativna kontrola,
brez CdCl,v rastnem gojiscu).
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444  GLUTATION REDUKTAZA

Encimska aktivnost GR smo dolocili z merjenjem nara$¢anja absorpcije pri 412 nm, ki je

bila posledica redukcije DTNB v TNB (2-nitro-5-thiobenzojsko kislino).

Glutation reduktaza se je na kadmijev stres odzvala podobno kot obe peroksidazi. Pri
najnizji testni koncentraciji CdCl, je bila povpre€na SEA GR malo vis§ja od kontrole (111,7
+ 17,0 %), dosegla vrh pri 100 uM CdCl, (271,0 £ 72,1 % od kontrole), se s povecevanjem
koncentracije ponovno znizala, a Se vedno presegala kontrolne vrednosti (147,3 + 30,4)

(slika 8).

Najnizje vrednosti SEA smo izmerili pri menadionu, ki pa so bile Se vedno nad kontrolo

(115,4 £ 22,1 %).

Rezultati posameznih ponovitev se tako kot pri ostalih encimih razlikujejo, a so bile razlike

tu najvecje (slika 8).
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Slika 8. Odvisnost povprecne specifi¢ne encimske aktivnosti (SEA) glutation

reduktaze (GR) od koncentracije CdCl, v gojis¢u
L. minor je bila za 24 ur izpostavljena razlicnim koncentracijam CdCl,. Vsak stolpec
predstavlja povprecno SEA # standardna napaka, izmerjeno za posamezno ponovitev poskusa.
Pri vsaki ponovitvi smo pripravili 4 paralelke za vsako koncentracijo (n=12). Enako velja za
menadion (M) — pozitivno kontrolo. Crtkana érta predstavlja 100 odstotkov (negativna kontrola,

brez CdCl,v rastnem gojiscu).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 SEDEM DNEVNI TEST RASTI ISO/CD 20079 (2001)

Po standardih testa ISO smo malo vodno leCo (L. minor) izpostavili razlicnim
koncentracijam kadmijevega klorida, kot pozitivno kontrolo pa uporabili DKF. Rezultati so
pokazali, da je odziv rastlin na DKF znotraj doloc€il ISO testa. ECsy L. minor je bil po
izpostavitvi DKF 3,5 mg/l, torej med mejnima vrednostima 1,8 mg/l in 3,6 mg/l (tabela 7).
Po izpostavitvi razlicnim koncentracijam kadmijevega klorida pa smo ECsg izmerili pri 10
uM CdCl, (tabela 8). Glede na rezultate smo dolocili koncentracije CdCl,, katerim smo
kasneje izpostavili zdrave rastline ter izmerili aktivnost antioksidativnih encimov in tkivne

koncentracije privzetega kadmija.

Po sedmih dneh izpostavitve rastlin razli¢nim koncentracijam CdCl,, smo opazili povezavo
koncentraciji CdCl, je zraslo 2 % vec¢ ¢lenkov kot pri kontroli. Kolonije so bile velike, tudi
s sedmimi ¢lenki. Ti so bili veCinoma temno zelene barve, v dolZino pa so merili tudi 6
mm. Koreninice niso odpadle in njihova dolZina je bila primerljiva s kontrolami. Opaznih
je bilo nekaj kloroz, ki pa so verjetno povezane z normalnim zaklju¢evanjem Zivljenjskega
cikla Clenka. 1z tega sklepamo, da lahko kadmij v zelo nizkih koncentracijah pozitivno
vpliva na rast male vodne lece. Negativen vpliv kadmija smo zaznali Ze pri 1 pM CdCl.
Kljub temu da so bili ¢lenki morfolosko podobni kontrolnim (veliki do 6 mm, ve¢inoma
temno zeleni, kloroze komaj opazne, koreninice niso odpadle in bile dolge do 6 cm,
prisotnih veliko alg), pa je bilo ¢lenkov do 10 % manj kot v kontrolnem gojiScu.
Upocasnjena rast je bila prvi znak stresa. Prelomnico je predstavljala koncentracija 10 uM
CdCl,, saj so bili od te koncentracije dalje znaki stresa o€itni. Veliko vec¢ je bilo kloroz,
prvic so se pojavile nekroze, mocno se je zmanjSalo Stevilo ¢lenkov in odpadle so nekatere

oo

kot pri kontroli; vsi so bili beli, razpadle so kolonije in odpadle so vse koreninice.
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Hagemeyer (1999) pravi, da je sprememba v rasti pogosto prva in najbolj o€itna reakcija
rastlin na tezke kovine. Podoben odziv na kadmij kot v naSih poskusih, sta opazila pri mali
vodni leci tudi Uysual in Taner (2007) in Lu s sod. (2004) pri vodni hijacinti (Eichhornia
crassipes). Vsi so opazili, da Ceprav je kadmij znan kot neesencialna kovina in ima
predvsem inhibitorne ucinke na rastlino, lahko pri zelo nizkih koncentracijah pri
opazovanih vodnih rastlinah spodbudi rast. Na drugi strani je bila rast inhibirana Ze ob
prisotnosti zelo nizkih koncentracij kadmija pri fizolu (Phaseolus vulgaris) (Chaoui in
sod., 1997, Smeets in sod. 2005), pri koruzi (Zea mays) (Rellan-Alvarez in sod., 2006) in
pri mali debelolistki (Bacopa monnieri) (Mishra in sod., 2006). ZmanjSano rast male vodne
le€e so razli¢ni raziskovalci opazili ob prisotnosti bakra (Teisseire in Guy, 2000, Zayed in

sod., 1998), kroma (Dirilgen, 1998), niklja in svinca (Zayed in sod., 1998).

Pri mali vodni le¢i smo poleg inhibicije rasti opazili tudi spremembe barve posameznih
stebelnih ¢lenkov. Ti so se obarvali rumeno, pri visjih koncentracijah kadmijevega klorida
pa belo. O pojavu kloroz in nekroz kot posledicah izpostavitve tezkim kovinam, tudi
kadmiju, je pisalo Ze ve¢ avtorjev (Balsberg-Pahlsson, 1989, Sanita di Toppi in Gabbrielli,
1999, Hagemeyer, 1999, Zayed in sod., 1998). Kloroze je kadmij povzrocil tudi pri
je€menu (Hegediis in sod., 2001), fizolu (Smeets in sod., 2005), mali debelolistki (Mishra
in sod., 2006) in Cebuli (Barazani in sod., 2004). Ker so kloroze povezane z razgradnjo
klorofila, lahko sklepamo, da je kadmij posredno inhibitorno vplival tudi na fotosintezo.
Da kadmij res inhibira fotosintezo in tudi respiracijo, sta objavila Prasad in Strzatka

(1999).
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5.1.2 TKIVNA KONCENTRACIJA KADMIJA V RASTLINAH IN GOJISCIH

FRUT

izpostavitveni koncentraciji CdCl, smo povpre¢no namerili 14286,7 + 3,60 pg kadmija na
gram suhe teZe (priloga I), kar je skoraj 1000 x ve¢ v primerjavi s kontrolo. Wang in sod.
(2002) so malo vodno leco izpostavili 8 mg/l Cd in izmerili 14200 mg Cd/kg suhe teZe;
Zayed in sod. (1998) pa so rastlino gojili v gojis¢u z 10 mg/l Cd in izmerili 13,3 g Cd/kg
suhe teze. Koncentracija kadmija v rastlini se je povecala z zviSevanjem koncentracije v
gojiScu. To razmerje pa ni bilo linearno; kadmij se je v tkivu kopicil od 2,4 — krat bolj v
koncentracijskem razponu med O in 50 uM CdCl, kot med 50 in 500 uM CdCl,. Do
podobnih ugotovitev je priSel tudi Greger (1999). Nelineraen privzem kadmija iz vode ali
tal razloZi z manjSo koncentracijo kovine na absorpcijsko povrSino, s ¢imer se zmanjsa
kompeticija med ioni za privzem manjSa. Obratno pa je pri vi§jih koncentracijah kovine v

rastnem gojiscu.

Na sliki 3 in v prilogi III so prikazani rezultati vseh treh neodvisnih poskusov in meritve
posameznega poskusa. Vidimo lahko, da so bile meritve v posameznem poskusu podobne,
se pa razlikujejo meritve med poskusi. Na sam potek privzema kovine lahko vplivajo
razli¢ni dejavniki, kot na primer fizioloSko stanje rastlin, rastna sezona, ne moremo pa

povsem izkljuciti tudi metodoloskih napak.

Zaradi sposobnosti kopifenja kadmija v tkivih, bi bila mala vodna leCa primerna za

odstranjevanje kadmija iz onesnazenih voda.

5.1.3 VSEBNOST PROTEINOV

Vsebnost proteinov v rastlinskem materjalu se je zmanjSevala s povecCevanjem
koncentracije kadmijevega klorida v gojis¢u (slika 4). Kadmij lahko povzro¢i razli¢ne
poskodbe DNA, kar lahko vodi do sprememb v sintezi proteinov. Kopicenje kadmija v
rastlini lahko tudi inhibira privzem Mg in K, ki sta pomembna dejavnika pri sintezi
proteinov. So pa mehanizmi inhibicije vsebnosti proteinov kadmija kompleksni in jih je

potrebno Se raziskati (Hou in sod., 2007).
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5.1.4 ANTIOKSIDATIVNI ODZIV

Antioksidativni encimi so se na izpostavitev CdCl, odzvali na dva nacina (slike 5, 6, 7, 8).
Povprecna specificna encimska aktivnost CAT se je po 24 urni izpostavitvi CdCl, v
koncentraciji 500 uM CdCl; na 65,9 + 2,3 % (slika 5). Glede odziva katalaze na kadmij so
si podatki v literaturi nasprotujo¢i. Nekateri avtorji (Hou in sod., 2007, Iannelli in sod.,
2002) so po izpostavitvi opazili aktivacijo tega encima, med tem ko so drugi, kot v nasem
primeru, opazili inhibicijo (Hegediis in sod. 2001, Mishra in sod. 2006, Chaoui in sod.,
1997). Mishra in sod. (2006) menijo, da je katalaza obcutljiva na O, . Zaradi kadmijevega
stresa je verjetno koli¢ina teh radikalov narasla in povzrocila inaktivacijo encima. Iz
povecane aktivnosti askorbat peroksidaze, guaikol peroksidaze in glutation reduktaze lahko
sklepamo, da so rastline pomanjkanje katalazne aktivnosti pri odstranjevanju vodikovega

peroksida nadomestile z veliko aktivnostjo drugih encimov.

Aktivnosti ostalih merjenih encimov so pokazale bifazni odziv na povecevanje
koncentracije kadmijevega klorida v rastnem gojiScu (slike 6, 7 in 8). Teisseire in Guy
(2000) pravita, da so bifazne krivulje znaCilne za odziv na stres. Pri rastlinah,
izpostavljenih nizkim koncentracijam tezkih kovin, sta se aktivirali askorbat in guaikol
peroksidaza ter glutation reduktazo, kar je vodilo k okrepitvi rastline. Pri vecji ali
dolgotrajnejsi izpostavitvi bi lahko priSlo do obremenitve obrambe, ki se poCasi zmanjSuje.
Hou in sod. (2007) menijo, da je zmanjSanje encimskih aktivnosti lahko povezano tudi z
nastankom proteinskih kompleksov s kovinami, ki spremenijo strukturno integriteto

proteinov.

Najvecje poveCanje SEA smo izmerili pri glutation reduktazi (GR) (slika 8). Pri 100 uM
CdCl, smo izmerili vrh encimske aktivnosti za GR in G-POD, med tem ko ga je A-POD
dosegla Ze pri 1 uM CdCl,. Pri vseh je encimih je bilo povecevanje koncentracije CdCl, v
gojiS¢u povezano s padcem aktivnosti, a je bila SEA GR pri najvisji izpostavitveni
koncentraciji Se vedno vi§ja od kontrole (slika 8), med tem ko je pri peroksidazah padla

pod vrednost kontrole (sliki 6 in 7). Podobno so se na kadmijev stres ti encimi odzvali pri
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fizolu (Chaoi in sod., 1997), ter pri vrstah Phragmites australis (lannelli in sod., 2002) in
Bacopa monnieri (Mishra in sod., 2006).

Ker so Ze nizke koncentracije kadmijevega klorida povzrocile aktivacijo razli¢nih
antioksidativnih encimov, bi take teste lahko uporabili kot pokazatelje zgodnje toksi¢nosti
kovine. Z biokemijskimi raziskavami bi lahko vpliv onesnazil na rastline odkrili hitreje v
primerjavi z morfoloSkimi spremembami, kot so vidne poSkodbe, zmanjSana rast in

vitalnost rastlin (Teisseire in Guy, 2000).
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5.2 SKLEPI

Kadmij, Se posebej pri vi§jih koncentracijah, stresno vpliva na malo vodno leco (Lemna
minor). Spremembe so bile po sedemdnevni izpostavitvi oCitne. Z ISO/CD 20079 testom
smo ugotovili, da je ECso L. minor za kadmij priblizno pri 10 uM CdCl, v rastnem gojiscu.
NiZje koncentracije niso imele vecjega ulinka na rastline. Opazna je bila le rahlo
zmanjSana rast, kar je prvi znak stresa, povzroc¢enega s tezkimi kovinami, in nekaj kloroz.
Od 10 uM CdCl, dalje so se poleg povecanega Stevila kloroz pojavile tudi nekroze,

zmanjsalo se je Stevilo ¢lenkov, razpadle so kolonije in odpadle korenine.

Koncentracija kadmija v rastlini se je povecevala s povecevanjem koncentracije v gojiscu,
a razmerje ni bilo linearno. Kopicenje kadmija je bilo najvecje pri njegovih nizkih
koncentracijah v gojiscu. Iz rezultatov sklepamo, da je mala vodna le¢a dober akumulator
kadmija in bi jo potencialno lahko uporabili pri fitoremediaciji odpadnih voda, ki so

onesnazene z nizkimi koncentracijami te kovine.

S povecevanjem koncentracije kadmijevega klorida v gojiS¢u se je zmanjSevala vsebnost

proteinov v rastlini.

Ob prisotnosti kadmija je bila aktivnost katalaze manjSa v primerjavi s kontrolnimi
rastlinami. Ker je ta encim zelo pomemben za odstranjevanje vodikovega peroksida, so
celice odsotnost njene aktivnosti nadomestile s povecano aktivnostjo drugih
antioksidativnih encimov. Tako so nizke koncentracije CdCl, v rastnem gojiscu povzrocile
povecCanje encimske aktivnosti askorbat peroksidaze, guaiakol peroksidaze in glutation
reduktaze. Pri velikih koncentracijah CdCl, v rastnem gojiS¢€u bi verjetno lahko prislo do
preobremenitve obrambnih mehanizmov, ki je bila povezana s postopnim zmanjSevanjem
encimske aktivnosti. Najvisjo aktivnost sta imeli GR in G-POD pri 10 uM CdCl,, A-POD

pa ze pri 1 uM. Ob povecani koncentraciji CdCl, so zacele rastline odmirati.
Spremembe v encimski aktivnosti antioksidativnih encimov so hiter pokazatelj toksi¢nosti

kovine. Z njim bi lahko vpliv onesnazil na biokemi¢ne poti odkrili hitreje v primerjavi z

vidnimi poSkodbami ali z zmanjSevanjem rasti in vitalnosti rastlin.
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6 POVZETEK

Raziskovali smo vpliv razli¢nih koncentracij neesencielne tezke kovine kadmij (Cd) na
izbrane antioksidativne encime (GR - glutation reduktaza, G-POD — guaiakol peroksidaza,
A-POD - askorbat peroksidaza, CAT- katalaza) pri mali vodni le¢i (Lemna minor L.) po
24 urni izpostavitvi kovini. Poleg odziva encimov smo dolocali tudi koli¢ino celotnega
kadmija v rastlinah in ugotavljali, ali mala vodna lec¢a sodi med akumulatorske vrste. Ob
teh poskusih smo opazovali s prostim ofesom vidne spremembe na rastlinah po sedem

dnevni izpostavitvi kadmijevemu kloridu.

Pred in med naSimi poskusi so rastline rasle v Steinbergovem rastnem gojiS¢u v rastni
komori pri 25 + 1°C pod hladno belo fluorescentno svetlobo (160 uM m™s™ PAR), s

ciklom svetlobe/teme v razmerju 18h/6h. Rastno gojiS¢e smo zamenjali vsakih 7 dni.

Najprej smo dolocili ECsg za L. minor, ki je izpostavljena kadmiju. Zato smo rastline za
sedem dni izpostavili 0,1, 1, 10, 100 in 1000 uM kadmijevega klorida (CdCl,), kot
referencno snov pa smo po navodilih testa ISO/CD 20079 (2001) uporabili 3,5-
diklorofenolno raztopino (DKF) (0,75, 1,5, 3 in 6 mg/l). Za vsako koncentracijo smo
pripravili tri ponovitve. Po sedmih dneh smo presteli Stevilo ¢lenkov, izmerili in opazovali
njihovo velikost in barvo, dolZino in stanje korenin, kloroze in nekroze, stanje kolonij,
spremembe v gojiS€u in prisotnost alg. Po ISO standardu je morala biti ECsy L. minor za
DKF med 1.8 in 3.6 mg/l. Stevilo ¢lenkov se je med tema dvema koncentracijama res
prepolovilo pri 3 mg/l. ECsy L. minor za kadmij pa smo dolocili pri 10 uM CdCl, v
rastnem gojiScu. NiZje koncentracije niso imele vecjega ucinka na rastline. Opazili smo
nekaj kloroz in rahlo zmanjSanje rasti. Od 10 uM CdCl, dalje pa so se poleg vedno vec
kloroz pojavile tudi nekroze, mocno se je zmanjsalo Stevilo ¢lenkov, razpadle so kolonije

in odpadle korenine.
Rastline smo izpostavili Se za 24 ur razlicnim koncentracijam kadmija (0, 0,1, 1, 10, 50,

100 in 500 uM CdCl,). Za vsako koncentracijo smo pripravili $tiri vzorce. Vzorci, ki so

rasli v rastnem gojiscu, ki ni vsebovalo kadmija, so predstavljali negativno kontrolo. Za

47



Strli¢, T. Odziv male vodne lece (Lemna minor) na prisotnost kadmija. Dipl. delo. Ljubljana, Univ.
v Ljubljani, PedagoSka fakulteta, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

pozitivno kontrolo pa smo leCo izpostavili znanemu proZilcu oksidativnega stresa,

menadionu.

En del rastlin smo uporabili za dolocanje koli¢ine privzetega kadmija v mali vodni leci po
24-urni izpostavitvi razliénim koli¢inam kovine. Cele rastline smo zamrznili, liofilizirali in
vzorce pripravili za razklop v meSanici duSikove in perklorove kisline. Koli¢ino kadmija v
vzorcih smo izmerili s plamensko atomsko spektroskopijo (FAAS). Poskus smo ponovili
trikrat in podatke statisticno obdelali. Rezultati so pokazali, da mala vodna le¢a dobro
akumulira kadmij in bi jo lahko uporabili za fitoremediacijo s kadmijem onesnaZenih voda.
Pri najvi§ji izpostavitveni koncentraciji smo povprec¢no namerili kar 14286,7 + 3,60 ug Cd
na g suhe teZe. Koncentracija kadmija v rastlini je naraScala skupaj s koncentracijo v
gojiscu. Vendar to razmerje ni bilo linearno, saj je akumulacija najhitreje potekala pri

nizkih zunanjih koncentracijah kadmija in obratno.

Drugi del rastlin pa smo uporabili za dolo¢anje odziva antioksidativnih encimov, katalaze,
askorbat in guaiakol peroksidaze ter glutation peroksidaze. Rastline male vodne leCe smo
homogenizirali v kalijevem-fosfatnem pufru (pH 7,0), centrifugirali (10 minut, 4 ‘C, 10000
RPM) in supernatant shranili pri -80 "C. Koli¢ino beljakovin v vzorcu in aktivnost
antioksidativnih encimov smo izmerili spektrofotometriéno pri ustreznih valovnih
dolzinah, specificnih za posamezen encimski substrat. Poskus smo trikrat neodvisno
ponovili in podatke statisticno obdelali. Rezultati so pokazali, da je prisotnost kadmija
povzrocila razlicne odzive antioksidativnih encimov v rastlini. Inaktivacijo katalaze je
povzrocila Ze najniZja izpostavitvena koncentracija CdCl,. Zato pa so se mocno aktivirale
askorbat peroksidaza, guaiakol peroksidaza in glutation reduktaza, ki so se na stres odzvale
bifazno. Pri nizkih koncentracijah so se njihove aktivnosti mo¢no povecale in tako
varovale celice pred poSkodbami ROS. Ko pa so rastline dosegle maksimum adaptacije, je
premocna izpostavitev kovini povzrocila preobremenitev obrambnih mehanizmov in sledil
je postopen upad aktivnosti teh treh encimov. Ce se stresna situacija $¢ nadaljuje, sledi

smrt celice in kasneje rastline.
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7 UPORABA PRI POUKU NARAVOSLOVJA, BIOLOGIJE
IN IZBIRNIH PREDMETIH V OSNOVNI SOLI

7.1 PREGLED UCNIH NACRTOV ZA DEVETLETNO OSNOVNO
SOLO V POVEZAVI S TEMO DIPLOMSKEGA DELA

Pouk naravoslovja in biologije da u¢encem znanje, ki jim omogoca temeljno razumevanje
narave in Zivljenja in s tem odgovoren odnos do narave in Zivih bitij. Pomembno je, da se
teoretiCni temelji prepletajo z metodami neposrednega opazovanja in laboratorijskega ter
terenskega dela. Tako imajo ucenci moznost aktivnega pridobivanja znanja, saj s tem, da
lahko vzpostavljajo neposreden stik z Zivimi bitji oziroma z naravo, prihajajo do dolocenih

spoznanj prek lastnih izkusSen;.

Pri pouk naravoslovja in biologije ucenci:

- oblikujejo odgovoren odnos do okolice, narave in njenega varovanja,

- razvijejo spoStovanje do vseh oblik Zivljenja in razumejo medsebojne povezanosti
7ive in neZive narave,

- se zavedajo, da je Clovek sestavni del narave in tako od nje odvisen,

- razvijajo sposobnosti za zaznavanje in razumevanje ekoloSkih problemov,

- razvijejo zavest o potrebi obzirnega in varnega ravnanja z omejenimi naravnimi viri
zaradi odgovornosti do prihodnjih generacij,

- razumejo razli¢ne, popravljive in nepopravljive spremembe ob ¢lovekovem posegu v
naravo in okolje, probleme, ki pri tem nastajajo, ter naravne nacine njihovega

reSevanja.
Ucitelji naravoslovnih in bioloskih vsebin imajo tako pomembno vlogo pri ohranjanju

narave za prihodnje generacije, saj predvsem zavest mladih rodov omogoca boljso

prihodnost nasega planeta.
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Vsebina diplomske naloge je obSirna in dolo¢ene uporabljene metode, kot sta kopicenje
kovine v tkivu rastline in antioksidativni odziv encimov, niso primerne za uporabo v
osnovni Soli, saj zahtevajo veliko Casa, natanCnosti in Solam tezko dostopen material

(spektrofotometer, razlicne kemikalije).

V osnovni Soli bi lahko izvedli izpostavitev male vodne lee kovini, kjer bi ucenci po
doloCenem Casu opazovali spremembe na rastlinah in jih zapisali. Poskus bi predlagala za
viSje razrede (osmi ali deveti razred). Pomembna je tudi izbira kovine. Kadmij, ki smo ga
uporabili v tem diplomskem delu, ni primeren za Solo, saj je toksi¢en Ze pri nizkih
koncentracijah. BoljSa izbira bi bil baker v obliki modre galice ali cink. Obe sta esencielni
kovini, ki ju organizmi pri nizkih koncentracijah nujno potrebujejo, visje koncentracije pa

so hitro toksicne.

Mala vodna le€a (Lemna minor) je rastlina, ki jo lahko gojimo tudi v Soli. Potrebujemo le
dovolj veliko, najbolje kvadratno stekleno posodo. Vanjo damo nekaj mulja, ki smo ga
dobili v bliznjem potoku, vodo (lahko je vodovodna) in rastlino. Po navodilih proizvajalca
dodajamo tudi gnojilo za vodne rastline (npr. TetraPlant PlantaMin), ki ga lahko kupimo v
trgovinah za male Zivali. Ker se ta rastlina hitro razra$ca, je potrebno populacijo redciti.
Mala vodna leca je tudi del prehrane mnogim ribjim vrstam, na primer zlatim ribicam, zato
jo lahko dodamo v akvarij. Potrebno pa je biti pozoren, da ni prevec rib, saj lahko unicijo
rastlinsko populacijo. V akvarij lahko dodamo tudi druge vodne rastline iz lokalnega
potoka ali mlake, kot je npr. vodna kuga (Elodea canadensis). Tako oblikujemo umetni
ekosistem, ki ga lahko pri u¢nem procesu uporabljamo Ze od prvega razreda dalje, ko se z
ucenci pogovarjamo o ekosistemu, ali prehranjevalni verigi, o posameznih znacilnostih rib

ali vodnih rastlin, o gojenju organizmoyv, itd.

Namesto rib lahko v akvarij z malo vodno le¢o vklju¢imo vodne bolhe (Daphnia s.p.).
Hranimo jih s kvasovkami, tudi mlekom, v posodo pa dodamo le toliko kvasa, da je voda
zelo rahlo motna, sicer lahko vodne bolhe poginejo. Raje dodajamo premalo kot prevec

hranil.
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Pregledala sem uc¢ne nacrte za naravoslovje in tehniko (Cetrti in peti razred), naravoslovje
(Sesti in sedmi razred), biologijo (osmi in deveti razred) ter za izbirne predmete (sedmi,

osmi in deveti razred).

- Naravoslovje in tehnika 5. razred. Pri vsebini Voda — OnesnaZena voda in CiS¢enje
voda pripravimo poskus, v katerem malo vodno leco gojimo v vodovodni vodi, vodi
z detergentom in morda vodi iz okoliSkega potoka, reke. Po tednu ali dveh bi Ze

lahko opazili spremembe na rastlinah, ki so rasle v razli¢nih vodah.

- Isti poskus bi lahko vkljucili tudi v predmet Naravoslovje za sedmi razred, ko se
ucitelj z u€enci pogovarja o virih onesnazevanja celinskih voda in morja. Malo
vodno le¢o bi lahko izpostavili razli¢nim koncentracijam kovine. Ze prej sem

omenila, da kadmij ni primeren, lahko pa uporabimo baker ali cink.

- Pri Biologiji v osmem razredu ucenci spoznavajo ekologijo in ob tem tudi nekatere
Skodljive vplive na okolje. Ceprav tej temi ni namenjenega veliko asa, pa bi lahko

poskus izvedli na podoben nacin, kot je opisan v naslednjem odstavku.

- Pri izbirnem predmetu Rastline in ¢lovek ucenci spoznajo pomen rastlin za ¢loveka,

v katerega lahko vklju¢imo pogovor o pomembnosti fitoremediacije za okolje.

- O negativnih posledicah ¢lovekovih posegov v okolje in njihov vpliv na organizme
ucenci spoznajo tudi pri izbirnem predmetu Organizmi v naravnem in umetnem
okolju. Te skupine so heterogene, saj so sestavljene iz sedmosolcev, osmosolcev in
devetoSolcev. Tako lahko starejSi ucenci pomagajo mlajSim pri pripravi poskusa.
StarejS$i lahko pripravijo posode z vodo, kovino in gnojilom, mlajSi ucenci pa
pripravijo doloceno Stevilo ¢lenkov in gojilne posodice pokrijejo s preluknjano
prozorno Zivilsko folijo. Pri tem resijo delovni list (primer priloga IV). Pomembno
je, da jim razloZimo pojem stebelni ¢lenek. Posode naj bodo dovolj velike (npr. ¢ase
s prostornino vsaj 200 ml), saj med poskusom tekocina izhlapeva. Gojilne posodice
nato ucenci postavijo na okensko polico, tako da imajo rastline dovolj svetlobe. Tudi

tu je razlog, da ne uporabimo kadmija, saj v stik s poskusom pridejo tudi drugi
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ucenci, nesreCe pa ponavadi niso dale¢. Tu jih lahko pustimo vsaj en teden. V
vmesnem cCasu ucenci dodajajo vodo, da nadomestijo izgube, nastale zaradi
izhlapevanja. Po zaklju¢enem poskusu si ucenci ogledajo rastline in rezultate
opazovanj vpiSejo v tabelo (priloga V) ter jih analizirajo. Vpliv kovin lahko nato
naveZemo tudi na druge onesnaZevalce vode. Za pripravo poskusa in pregled

rezultatov bi zagotovo potrebovali dve Solski uri.

V vodi, ki je namenjena za prehrano ljudi, je vsebnost bakra omejila EU, in sicer na 2

mg/l (UL L 330/32). Zato je to lahko ena izmed izbranih koncentracij.
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7.2

PRIMER UCNE PRIPRAVE

Predmet: Organizmi v naravnem in umetnem okolju.

Tematski sklop: Organizmi v naravnem okolju

CILJI:

spozna vpliv tezkih kovin na rastline

spozna vpliv drugih onesnazil v okolju na organizme

spozna negativne posledice ¢lovekovih posegov in njihov vpliv na organizme
oblikuje odgovoren odnos do narave in okolja

NOVI POJMI:

stebelni ¢lenek

OBLIKE DELA:

Frontalna in individualna oblika, delo v skupinah

METODE DELA:

opazovanje, merjenje, pogovor, razlaga, demonstracija, prakti¢no delo

PRIPOMOCKI
- pincete
mala vodna leca (L. minor) - papirnate brisade
steklene posode (vsaj 200 ml) ~ ravnilo
modra galica (vir Cu) _ rokavice

voda - vodoodporni flomaster

- ucni list 1 (priloga IV)
- ucni list 2 (priloga V)

gnojilo za vodne rastline (npr.
TetraPlant PlantaMin)
prozorna zivilska folija
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UCITELJEVA UCNA STRATEGIJA

1. ura

UCITELJ
UVOD

Ucence razdeli na skupine (Stiri skupine
(Stiri koncentracije) in naj bodo heterogene
v starosti).

Ucitelj u¢encem predstavi malo vodno lec¢o
in razloZzi pojem stebelni ¢lenek.

Pred zacetkom prakti¢nega dela razloZzi in
demonstrira celoten potek dela.

Ucencem pove, da se morajo pri delu
zaSCititi in upoStevati varnostne ukrepe.

Ucitelj razdeli u¢ni list 1 in material.

IZPOSTAVITEV RASTLINE

Ucitelj nadzoruje delo v razredu in po
potrebi pomaga uc¢encem.

Z ucenci se pogovori o njihovih opaZanjih.

UCENCI

Ucenci se razdelijo po skupinah.

Poslusajo ucitelja, kako bo delo potekalo
in kako se morajo pri delu zasScititi.

Pregledajo ucni list 1.

Vsi opazujejo in merijo rastline ter
izpolnijo prvo tocko ucnega lista 1.

Starej$i ucenci v skupini pripravijo posode
z vodo, kovino in gnojilom, ter jih ustrezno
oznacijo.

Mlajsi ucenci pripravijo doloceno Stevilo
¢lenkov, izmerijo dolZino koreninic in
gojilne posodice pokrijejo s preluknjano
prozorno Zivilsko folijo.

Gojilne posodice postavijo na okensko
polico.

Z uciteljem se pogovorijo o svojih
opaZzanjih.
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2. ura (¢ez teden ali dva)

UCITEL]J

REZULTATI

Z ulenci na kratko ponovi dosedanje delo s
pomocjo vprasanj.

Ucencem razdeli UL 2.

RazloZi potek nadaljnega dela.

Opozori jih na varnost in uporabo rokavic!

Na tablo nariSe tabelo, enako tabeli v UL 2
(lahko na prosojnici).

Z ucenci se pogovori o rezultatih.

UCENCI

Ucenci odgovarjajo na vpraSanja in
obnovijo potek izpostavitve rastlin bakru.

Pregledajo UL 2.

Poslusajo nadaljna uciteljeva navodila.

Na mizo prinesejo svoje gojilne posode.

Stejejo Stevilo Clenkov, opazujejo barvo,
izmerijo dolZino korenin in clenkov
rastline.

OpaZanja in meritve vpisejo v tabelo (tocka
3).

Vsaka skupina v tabelo na tabli vpisSe svoje
rezultate. Te rezultate vpiSejo tudi v tabelo
na UL 2.

Z uciteljem se pogovorijo o rezultatih

Odgovorijo na 4. in 5. vpraSanje UL2.
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PRILOGE

PRILOGA I: Povprecne koncentracije kadmija v tkivih po izpostavitvi
Lemna minor je bila za 24 ur izpostavljena navedenim koncentracijam CdCl,. Prikazani
rezultati so povpre¢ja treh neodvisnih ponovitev + standardna napaka, za vsako
koncentracijo so bile izmerjene po Stiri paralelke (n= 12).

k(:,ngc;,j(l;g(;glz Povp. konc. Cd v tkivu
(uM) (ng/g suhe teze)
0 14,4 + 8,1
0,1 26,0 £ 10,4
1 53,3+ 15,6
10 690,4 +203,0
50 2935,3 £134,9
100 4905,6 + 346,8
500 14286,7 + 3598,6

PRILOGA 1II :Povpre¢ne vrednosti SEA posameznega encima po 24h izpostavitvi

CdCl,

V tabeli so prikazane povprecne vrednosti SEA (specificna encimska aktivnost) +
standardna napaka za tri neodvisne ponovitve pri posameznih koncentracijah CdCl, v
gojiscu in za vse merjene encime (glutation reduktaza (GR), askorbat peroksidaza (A-
POD), guaiakol peroksidaza (G-POD) in katalaza (CAT)). Pri vsaki ponovitvi smo izmerili
po Stiri paralelke za vsako koncentracijo (n=4). Povdarjeno so prikazana tudi povprecja
vseh treh ponovitev za posamezno koncentracijo CdCl, in za antioksidativni encim, (n=3).

Konc. Cd gojis¢u (uM)
0 0,1 1 10 50 100 500 menadion
SEA GR ; 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01
(umol/min . 12,83 17,48 27,35 26,27 40,08 51,99 19,61 15,59
*mg) 3. 296,27 315,02 307,96 331,64 391,80 462,05 249,06 194,84
povpre¢je | 103,04 110,83 111,77 119,31 14397 171,35 89,56 70,15
SEA 1. 193,37 205,16 237,52 141,13 80,28 69,66 109,25 138,60
APOD 2. 273,98 288,08 364,26 261,67 296,58 265,44 146,33 56,61
(umol/min 3. 143,16 167,30 167,93 170,69 124,82 120,17 98,43 82,13
*mg) povpreCje | 203,50 220,18 256,57 191,16 167,23 151,76 118,00 92,44
SEA G- 1. 340,21 301,15 307,61 324,776 420,57 518,29 422,03 289,98
POD 2. 339,11 410,94 365,00 476,60 593,92 464,06 454,94 20,51
(umol/min 3. 189,35 201,32 196,90 21041 250,39 29529 159,17 127,74
*mg) povpreéje | 289,55 304,47 289,84 337,26 421,63 425,88 345,38 146,08
1. 17,32 12,80 11,18 7,93 9,31 8,10 10,28 11,98
SEA CA.T 2. 12,20 10,64 12,96 10,60 9,95 11,72 7,64 391
(umol/min
*mg) 3. . 4,11 4,34 4,39 4,52 3,76 3,81 2,80 8,56
povprecje 11,21 9,26 9,51 7,68 7,67 7,88 6,90 8,15

61



Strli¢, T. Odziv male vodne lece (Lemna minor) na prisotnost kadmija. Dipl. delo. Ljubljana, Univ.
v Ljubljani, PedagoSka fakulteta, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

PRILOGA III: Odvisnost tkivne koncentracije kadmija od koncentracije CdCl, v
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rastnem gojiscu

L. minor smo za 24 ur izpostavili 0, 0,1, 1, 10, 50, 100 in 500 pM CdCl,. Prikazani
rezultati so posamezne meritve koli¢ine Cd v rastlinskem tkivu treh neodvisnih
ponovitev (A, B, C). Za vsako koncentracijo smo pripravili po Stiri paralelke (n= 4).
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PRILOGA 1V: Ucni list za ucence na dan nastavitve poskusa

UCNILIST 1
IZPOSTAVITEV MALE VODNE LECE BAKRU

Priprava poskusa
Druga skupina, 2 mg modre galice (vir Cu) v litru vode

Ime in priimek:
Datum:

1. Oglej si malo vodno leco in ta opaZanja zapisSi.

- Barva stebelnih ¢lenkov:

- Dolzina stebelnih ¢lenkov:
- Dolzina koreninic:

- Drugo:

Ali je rastlina zdrava?

2. Nari$i malo vodno leco in skico ustrezno oznaci. Narisi tudi izgled pripravljenega
poskusa.

3. Zapisi svoja predvidevanja, kako bo baker vplival na malo vodno leco?
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PRILOGA V: Ug¢ni list za u¢ence na po enem oziroma dveh tednih

UCNI LIST 2 )
TEDEN DNI PO IZPOSTAVITVI MALE VODNE LECE BAKRU

Rezultati

Druga skupina, 2 mg modre galice (vir Cu) v litru vode

1. Narisi izgled rastlin in skico ustrezno oznaci. Z barvicami prikaZi spremembe v barvi
stebelnih ¢lenkov.

2. Izpolni!

- Stevilo stebelnih ¢lenkov (uporabi rokavice in pinceto!):
- Barva stebelnih ¢lenkov:

- DolZzina koreninic:

- Drugo:

3. 'V tabelo vpisi Se podatke drugih skupin.

1. skupina 2. skupina | 3. skupina 4. skupina
vodovodna
voda 2mg/lCu | 5Smg/l Cu 10 mg/1 Cu

St. ¢lenkov

barva Clenkov

dolZina koreninic

so koreninice odpadle?

4. Pri kateri koncentraciji bakra je zraslo najve¢ ¢lenkov? Utemelji odgovor.

5. Kako je baker vplival na rastline? KakSen pomen ima ve€anje njegove koncentracije
v vodi?
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