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1. UVOD



Biljke su u svom prirodnom stanistu cCesto izloZzene stresnim
uvjetima. Najcesc¢i ekoloski ¢imbenici koji uvjetuju stres su nedostatak ili
suviSak vode, promjena temperature, povecanje saliniteta, nedostatak
kisika, promjene pH vrijednosti tla te razliciti teski metali.

Tehnoloski napredak i sve vecéa industrijska proizvodnja glavni su
uzrok antropogenog oneciS¢enja okoliSa. Koncentracija mnogih teskih
metala poput kadmija (Cd), zZive (Hg), olova (Pb) i talija (Tl) se u prirodi
neprestano povecava.

Iako je talij veoma rijedak element u prirodi, te spada u elemente u
tragovima, koncentracija tog metala u okoliSu se u posljednjih godina
povecala oko 10 puta (John Peter i Viraraghavan 2005). Procjenjuje se da
c¢ovjek godiSnje mobilizira 2 do 5 tisuca tona talija, od ¢ega na samu
proizvodnju talija otpada oko 17 tona (Frattini 2005). Najveéi izvor
onecCis¢enja su cementare i elektrane koje energiju dobivaju
sagorijevanjem ugljena, te uporaba talija u visokotehnoloskim procesima
i proizvodnji supravodica.

Kemijskim analizama moze se odrediti prisutnost pojedinog
onecisc¢ivaca u okoliSu te njegova koncentracija. No u okoliSu je obic¢no
prisutna veca kolicina onecis¢ivaca te nam poznavanje koncentracije
svakog od njih nece dati potpuni uvid u njihovo djelovanje na zive
organizme. Putem bioloskih analiza mozZzemo saznati na koji nacin
oneciscenje djeluje na zivi svijet.

Analize kromosomskih aberacija se vrlo ¢esto primjenjuju u analizi
toksicnog ucinka razli¢itih kemijskih spojeva na molekulu DNA zbog

vaznosti i uloge genetickog materijala u homeostazi svakog organizma.



1.1 BIOTESTOVI

Biotestovi nam omogucuju praéenje i mjerenje reakcije Zzivog
organizma na odredene poremecene uvjete okoliSa te pomocu njih na
relativno brz nacin dobivamo informacije o stetnom ucinku nekih tvari na
organizam. Testiranje se izvodi u laboratoriju u kontroliranim uvjetima, a
kao test organizmi najceS¢e se koriste bakterije, biljke, Zivotinje i

stani¢ne kulture in vitro.

1.1.1 GENOTOKSICNOST

Toksi¢nost (gr¢. toxicon = otrov) oznacava bilo kakav Stetan utjecaj
na zive organizme ili okolis. Citotoksicnost obuhvaca sve negativne
promjene vezane uz rast, diferencijaciju ili smrt stanica (apoptoza,
nekroza). Genotoksi¢nost se odnosi na promjenu na razini nasljedne
tvari, a genotoksi¢ne tvari su one tvari koje ostecuju molekulu DNA i/ili
kromosome. Ostecenja u molekuli DNA mogu biti: DNA lomovi ili adukti,
oksidacija i dimerizacija baza, unakrsne DNA-DNA ili DNA-protein veze.
Ponekad stanice mogu popraviti nastala osteéenja, ali u nekim
slu¢ajevima dolazi do ireverzibilnih promjena koje dovode do mutacija

(genske mutacije i kromosomske anomalije).

1.1.2 BILIJNI TESTOVI

Kao test organizmi za procjenu genotoksi¢nosti spojeva vrlo se
Cesto koriste biljke zbog jednostavnog rukovanja, visoke osjetljivosti
pojedinih vrsta, niskih materijalnih troskova, mogucnosti pracenja vise
pokazatelja ucinka (morfoloski izgled, biokemijske i fizioloSke promjene,

kromosomska slika), moguénosti prac¢enja ucinka u razli¢itim uvjetima



(pH vrijednost, osvjetljenje, temperatura) i detekcije mjerljive promjene

u kratkom roku.

1.1.2.1 Allium-test

Levan i njegovi suradnici su 1949. godine prvi standardizirali
metodu za citogeneticko proucavanje ucinaka raznih kemijskih spojeva.
Metoda je dobila ime Allium-test, buduc¢i da se kao modelni organizam
koristi biljka Allium cepa L., obi¢ni luk (Slika 1). Ona je pogodna za
istrazivanje zbog toga Sto je jeftina, lako se uzgaja, te ima relativno mali
broj kromosoma pogodnih za analizu kromosomskih aberacija (2n=16).
Istrazivana otopina se drzi u posudama sa Sirim otvorom iznad kojeg se
smjesti lukovica sa korjenci¢cima tako da su oni uronjeni u tu otopinu
(Slika 2). Nakon tretmana vrskovi korjenci¢a se fiksiraju, oboje,
maceriraju te se metodom gnjeCenja naprave preparati u kojima se
analizira diobena aktivnost i ucestalost kromosomskih i mitotskih
promjena. Lukovice sa korjenci¢ima se takoder mogu nakon tretmana

prebaciti prebaciti na oporavak u vodu ili teku¢u hranjivu podlogu.

Slika 1. Lukovice obi¢nog luka, Allium cepa L.



Test se moze primijeniti i na biljnim vrstama iz rodova Vicia,
Tradescantia i Hordeum. Prate se kromosomske promjene - mitotske
nepravilnosti i kromosomske aberacije - te se na temelju njihovih
ucestalosti procjenjuje genotoksi¢nost spoja.

Obi¢ni Iuk, Allium cepa, poznat je kao izvrsni bioindikator
genotoksi¢nog i mutagenog ucinka kemikalija iz okoliSa (Grant, 1994,
1999). Test na vrsti Allium cepa u kratkom vremenu pruza uvid u utjecaj
onecisc¢ivaca okoliSa na organizme (Fiskesjo, 1985, 1988; Cotelle i sur.,
1999). Vrsta Allium cepa je zbog malog broja kromosoma te njihove
veliCine i poznate morfologije pogodna za otkrivanje kromosomskih
aberacija a time i za otkrivanje mehanizma djelovanja ispitivanih
kemijskih spojeva (Fiskesj6o, 1985; Rank i Nielsen, 1997).

Allium-test pokazuje visoku podudarnost i sa ostalim testovima. To
je vazna karakteristika za precizno procjenjivanje utjecaja okoliSnih
¢imbenika i uspjeSnog ekstrapoliranja rezultata testa dobivenih na
ispitivanim vrstama na ostale vrste koje nisu obuhvadéene istrazivanjem.
Fiskesjo (1985) je pokazala da je Allium-test jednako osjetljiv kao testovi
na algama i ljudskim limfocitima. Rezultati brojnih istrazivanja su takoder
pokazali da je vrsta Allium cepa L. osjetljivija od nekih drugih biljnih
vrsta, primjerice od vrste Vicia faba L. (Ma i sur., 1995; Migid i sur.,
2007).

Slika 2. Naklijavanje lukovica obi¢nog luka.



1.2 KROMOSOMSKE ANOMALIJE

Kromosomske anomalije su promjene u strukturi kromosoma
(kromosomske aberacije) ili promjene u ukupnom broju kromosoma. Do
tih promjena moze dodi spontano, ali i kao posljedica izlaganja nekom
fizikalnom ili kemijskom agensu (Russel, 2002). Oni mogu inducirati
kromosomske anomalije kroz razlicite mehanizme koji ukljucuju
klastogene i aneugene ucinke. Klastogeni udinci su karakterizirani lomom
kromosoma tijekom diobe stanice, a aneugeni ucinci uklju¢uju inaktivaciju
stani¢nih struktura poput diobenog vretena koje mogu dovesti do gubitka
kromosoma (Fenech, 2000).

U kromosomske aberacije ubrajamo i razlicite promjene poput
abnormalnosti jezgara kao sto su: mikronukleus (MN), pupanje jezgre,
reznjaste jezgre i viSejezgrene stanice.

Mikronukleus (Slika 3) je malo, okruglo kromatinsko tjeleSce koje
se nalazi uz jezgru unutar iste citoplazme. Bojom i konzistencijom se ne
razlikuje od jezgre ali je smjesten u istoj optickoj ravnini. Mikronukleus
nikad nije povezan citoplazmatskim mosti¢cem s jezgrom i manji je od 1/3

promjera jezgre.

Slika 3. Mikronukleus u interfaznoj jezgri vrste Allium cepa L.



Mikronukleus nastaje (Slika 4) kada se zbog nefunkcionalnog
diobenog vretena acentricni fragmenti nastali kao posljedica loma
kromosoma (klastogeni ucinak) ili cijeli kromosomi (aneugeni ucinak) ne
ugraduju u jezgru, vec tijekom stani¢nog ciklusa zaostaju u citoplazmi i
formiraju malu jezgru, odnosno mikronukleus (Fenech, 2000). Dioba
stanice je nuzan preduvjet za nastanak mikronukleusa. Prema
Fernandesu i sur. (2007) pupanje jezgara predstavlja pocetni stadij
oslobadanja jezgrinog materijala, koji je posljedica amplifikacije gena
(Fenech 2003).

Lom lanca DNA (klastogeni ucinak)
/’ﬁr‘\\ / .

Mikronukleus se sastoji od
-];‘\' )( fragmenta kromosoma

* . Nefunkcionalno dicbeno vreteno
{aneugeni uginak)

Mikronukleus se sastoji od

cijelog kromosoma

* e

*\;/‘

= kromosom
——diobeno vreteno

Slika 4. Nastanak mikronukleusa: klastogeni i aneugeni ucinak.



Grant (1982) svrstava kromosomske aberacije u sljedece
kategorije:
- C-mitoza - kolhicinski u¢inak — posljedica inaktivacije diobenog vretena
Sto rezultira rastrkavanjem kromosoma u stanici

- tripolarne i tetrapolarne anafaze (Slika 5)

9
h@"ﬁﬁ

Slika 5. Tetrapolarna anafaza u meristemskim stanicama obi¢nog

luka.

- dvojezgrene, visejezgrene i poliploidne stanice

- ljepljivost kromosoma i stvaranje gruda kromosoma (,stickiness™) -
posljedica nepravilnog slaganja kromosomskih niti u kromatide pri ¢emu
dolazi do mijeSanja niti pa se kromosomi pri¢vrs¢uju jedan uz drugog
subkromatidnim mostovima

- kromosomske maglice - posljedica despiralizacije kromosoma

- otapanje kromosoma - posljedica potpunog rusenja strukture
kromosoma
- erozija kromosoma - posljedica kromosomske despiralizacije i

djelomicnih lomova kromonema struktura
- fragmentacija kromosoma - posljedica visestrukih lomova kromosoma
- kromosomska tjeleSca - jako kondenzirani mikronukleus u interfazi koji

je rezultat visestrukih kromosomskih lomova ili erozije kromatina



- kromosomski lom - uzrok nastajanja fragmenata (Slika 6) i anafaznih

mostova te izmjena kromosomskih segmenata

1
a8 _ .

Slika 6. Fragment kromosoma u telofazi.

- medukromatidne veze

1.3 TALI)

Talij (Slika 7) pripada skupini teskih metala buduéi da njegova
gustoca iznosi 11,83 g/cm?® (Emsley, 2001). To je srebrno-bijeli metal,
izrazito mekan pa se moze rezati nozem. Nalazi se u 6. periodi i 13. grupi
periodnog sustava elemenata. Atomski broj je 81, a relativha atomska
masa 204,38. TaliSte mu je pri 304 °C, a vreliSte 1473 °C. Reagira sa
vodenom parom iz zraka i pri tome nastaje talijev hidroksid, TIOH. Na
zraku oksidira pa se ¢uva u petroleju. Reagira s kiselinama. Postoji u 2
oksidacijska stanja, TI(I) i TI(III). U prirodi postoje 2 izotopa talija - talij-
203 kojeg ima oko 30% i talij-205 kojeg ima oko 70%.



Slika 7. Talij.

Talij je otkriven 1861. godine kad je William Crookes otkrio zelenu
liniju u atomskom spektru neciste sumporne kiseline. Budué¢i da ga je
zelena boja spektra podsjecala na zelene pupoljke (gré. thallos =
propupala grancica), novootkriveni element je nazvao talij.

U prirodi je talij rasprostranjen u vrlo malim koli¢inama, najcesce
kao sastavni dio sulfidnih ruda drugih metala. Medu najpoznatije minerale
ubrajamo kruksit (Cu;TISes) i lorandit (TIASS3).

Iako je uporaba talija u razvijenim zapadnim zemljama zabranjena,
u mnogim zemljama u razvoju jos se uvijek koristi kao pesticid, insekticid
i rodenticid.

Iako talij nema nikakve bioloske vaznosti, covjek dnevno unese oko
2 ug talija putem hrane. Talij se u tijelu najviSe nakuplja u bubrezima i
jetri. Talijev(I) ion je po veli¢ini i naboju slican kalijevom (TI*, K*) pa
oponasa kalij u metabolickim putevima nekih enzima u mozgu, misi¢ima
te kozi koji se inace aktiviraju kalijem. To dovodi do karakteristi¢nih
simptoma trovanja talijem - letargija, ukocenost, trnci u rukama i
nogama, zamagljenje vida, nerazgovijetan govor, opca slabost i gubitak
kose i dlaka (Emsley, 2001).

10



2.CIL] ISTRAZIVANJA



Talij je u prirodi vrlo rijedak element, ali se njegova koncentracija u
okoliSu neprestano povecava kao posljedica antropogenog djelovanja.
Trovalentni talij (TI**) je izuzetno toksi¢an, ali stvara stabilne
komplekse pa nije toliko biodostupan kao jednovalentni talij (TI*).

Do sada nije znacajno proucavan njegov toksi¢an ucinak na biljne
organizme, stoga mehanizam toksi¢nosti talija jos uvijek nije poznat.

Cilj ovog istrazivanja je bio procjena genotoksi¢nog ucinka talija na
meristemske stanice korijena boba (Vicia faba L.) i luka (Allium cepa
L.). U tu svrhu mjerenjem duljine korjenci¢a zeljela sam ispitati uc¢inak
razli¢itih koncentracija talijeva(l) acetata na rast. Analizom mitotske
aktivnosti te odredivanjem vrste i uCestalosti kromosomskih i mitotskih
aberacija nastojala sam utvrditi ucinak talijeva(l) acetata na stani¢noj

razini.

12



3. MATERIJALI I METODE



3.1 BILJNI MATERIJAL

U ovom radu sam za utvrdivanje genotoksi¢nog djelovanja
talijeva(I) acetata kao test organizam koristila dvije biljne vrste: bob
(Vicia faba L.) i luk (Allium cepa L.).

3.1.1 BOB (Vicia faba L.)

Bob, Vicia faba L., je dvosupnica iz roda Vicia, grahorice, Kkoji
pripada porodici Fabaceae, mahunarke ili lepirnjace (Slika 8). Potjece iz
sjeverne Afrike i jugozapadne Azije, ali je kultiviran svugdje u svijetu.
Postoji viSe varijeteta, npr. bob, Vicia faba var. major i konjski bob, V.
faba var. equina. U ovom istrazivanju sam koristila varijetet V. faba var.

aquadulce.

Slika 8. Bob, Vicia faba L.
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Bob ima uspravnu Cetverobridnu stabljiku visine 0,5-1,7 m. Listovi
su parno perasti bez vitica, a liske elipticne. Os lista (rachis) zavrSava
kratkim Siljkom. Vjenci¢ je bijel, a cvjetovi dolaze u pazuscima listova.
Plod je mahuna koja je kod divljih vrsta duga 5-10 cm, dok je kod
kultivara koji se koriste za hranu duga 15-25 cm, a debela ¢ak 2-3 cm. U
mahuni dolazi 3 do 8 sjemenka koje su spljostene. U jezgri se nalazi 14
kromosoma, od kojih je 6 parova akrocentri¢nih, a jedan metacentrican.

Bob se od davnina u Starom svijetu koristi kao hrana jer se vrlo
lako uzgaja. Podnosi niske temperature stoga moze prezimiti. To je vrlo
korisna biljka koja zbog razvijenog korijenovog sustava sprecava eroziju
tla, a istovremeno obogacuje tlo dusikovim spojevima, uostalom kao i

druge biljne vrste pripadnice porodice mahunarki.

3.1.2 OBICNI LUK (Allium cepa L.)

Obic¢ni luk, Allium cepa L., je visegodiSnja jednosupnica iz porodice
Liliaceae, ljiljani (Slika 9). U jezgri somatskih stanica se nalazi 16
kromosoma, od ¢ega je 1 par akrocentri¢an, a ostali su submetacentric¢ni.
Stanice su relativho velike, stoga je Iluk pogodan materijal za
citogeneticka istrazivanja kao i demonstraciju mikroskopiranja u

nastavnim aktivnostima.
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Lukovica je duguljasta i obi¢no dolaze 3-4 zajedno u ovojnom listu.
Listovi su Suplji valjkasti, cvat je okrugao, a cvjetovi bijeli. Spata je
dvolisna, kozasta i krac¢a od cvata. Razmnozava se pomocu sjemenki ili,

jos CesSce, vegetativno pomocu lukovica.

3.2 TALIJEV(I) ACETAT

Talijev(I) acetat, CH3COOTI, je otrovan bijeli kristal bez mirisa.
Higroskopan je sto znaci da navladi vlagu iz zraka. TaliSte mu je pri 129
°C, a gustoca 3,68 g/cm?. Vodene otopine talijevog(l) acetata su bazi¢ne.

Pohranjuje se pri temperaturi od 4 °C.

3.3 METODE

3.3.1 ALLIUM-TEST

Sjemenke boba stavila sam u ¢asu s destiliranom vodom te pustila
da nabubre preko nodi. Iduc¢i dan sam ogulila sjemenu lupinu, a sjemenke
stavila na vlazan papir u velike Petrijeve posude. Sjemenke su uzgajane u
komori na temperaturi od 21 °C (Slika 10). Nakon 2-3 dana, kada su
primarni korijeni narasli do veli¢ine od 2-3 cm, uklonila sam vrsni dio
korijena, kako bi potakla razvoj sekundarnih korjencica. Tek kad su
sekundarni korjenci¢i dosegli veli¢inu od oko 2 cm (Slika 11), biljke sam
upotrijebila za pokus (Slika 12).

Bududi da luk nema primarni korijen ve¢ ¢upavo korijenje, lukovice
sam naklijavala 48 sati tako da je samo donji dio bio uronjen u vodu. Kad

su korjenciéi dosegli veli¢inu od 2 cm, upotrijebila sam ih za pokus.
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Slika 11. Sekundarni korjencié¢i boba dovoljno veliki za izvodenje

pokusa.
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Slika 12. Rast biljaka na ispitivanim otopinama.

U pokusima sam koristila vodenu otopinu talijeva(l) acetata
koncentracije 4 uM i 40 pM.

Kontrolne biljke su cijelo vrijeme pokusa uzgajane na destiliranoj
vodi, dok sam korjenci¢e tretiranih biljaka boba i luka izlagala razli¢itim

vremenskim kombinacijama prikazanim u Tablici 1.

Tablica 1. Prikaz eksperimentalnog izvodenja pokusa.

Biljna vrsta | Tretman Oporavak
24 h Tl

Allium cepa 72 h H,O
72 h Tl
24 h Tl

Vicia faba 72 h H;0
72 h Tl

18



Uzorke korjenci¢éa kontrolnih biljaka sam wuzimala u istom
vremenskom periodu kao i kod biljaka koje su rasle na talijevom(I)
acetatu.

Nakon tretmana fiksirala sam po 2 korjenci¢a po svakoj biljci boba i
luka koja je rasla na istrazivanoj otopini, kao i na kontrolnim biljkama.
Otopinu za fiksaciju priredila sam kao smjesu etanola i ledene octene
kiseline u omjeru 3:1. Fiksirani materijal sam pohranila u hladnjak. Svrha
fiksacije je usmrtiti stanice, ali da pritom ne dode do promjene u strukturi

tkiva.

3.3.2 CITOGENETICKA ANALIZA

Za analizu mitotske aktivnosti meristemskih stanica korijena boba i
luka, odnosno proucavanja kromosomskih aberacija tijekom stani¢ne
diobe i interfaze, koristila sam standardnu Feulgen ,squash™ tehniku
(Sharma i Sharma, 1972.). Fiksirane korjenci¢e sam prvo hidrolizirala u 1
M HCl na 60 °C. Korjenci¢e boba sam hidrolizirala 6 min, a luka 3 min.
Nakon ispiranja vodom korjenci¢i su bojani Feulgenovom otopinom 1-2
sata na tamnom mjestu. Prilikom hidrolize u 1 M HClI dolazi do
odcjepljivanja purinskih baza (adenin i gvanin) u molekuli DNA od Secera
pa se time oslobada aldehidna skupina Secera. Aldehidna skupina reagira
sa Schiffovim reagensom (fuksin + H»S03) dajuéi crveno do ljubicasto
obojen spoj pa dobro obojeni korjenci¢i imaju ljubicasti vrSak. Nakon
bojanja korjencic¢a izradila sam preparate. Obojeni vrSni dio korijena sam
odvojila ziletom od ostatka te ga stavila na predmetno staklo u kap 45%-
tne octene kiseline. Tkivo sam zgnjecila tupim krajem laboratorijske iglice
te sam na tako macerirano tkivo stavila pokrovno stakalce i napravila
snazan ,squash" (tehnika gnjecenja palcem) kako bih dobila stanice u

jednom sloju. Preparate sam zatim smrznula pomocu suhog ugljik(IV)
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oksida te pustila da se suSe 24 h na zraku. Preparate sam utrajnila
uklapanjem u Euparal i susenjem u termostatu na 60 °C nekoliko dana.
Analizu preparata sam izvrsSila pomocu svjetlosnog mikroskopa (Olympus)
kod povecanja 1000x.

Analizirala sam mitotsku aktivhost meristemskih stanica korijena i
izrazila je kao mitotski indeks. To je udio stanica u mitozi prema
ukupnom broju stanica, a izrazava se u postocima. Analizirala sam i vrstu
i uCestalost kromosomskih aberacija. U svakom uzorku sam pregledala
6000 stanica.

Mitotska aktivnost prikazuje se pomoc¢u mitotskog indeksa (M.I.), a
on se izrazava kao broj stanica u diobi prema ukupnom broju ispitanih

stanica.

M.I. = (broj stanica u diobi) / (ukupan broj stanica) X 100 (%)

3.3.3 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka analiza podataka provedena je DNMRT testom (Duncan's
New Multiple Range Test) pomocu racunalnog programa STATISTICA 7.0
(Stat Soft Inc., SAD). Statisticki znacajni su rezultati koji se razlikuju na

razini p < 0,05, a oznaceni su razli¢itim slovima.
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4. REZULTATI



4.1 UCINAK TALIJEVA(I) ACETATA NA RAST
KORJENCICA BOBA (Vicia faba L.) I LUKA (Allium
cepa lL.)

Bob (Vicia faba L.) i luk (Allium cepa L.) tretirani su otopinom
talijeva(I) acetata koncentracije 4 pM i 40 pM tokom 72 sata.
Korjenci¢cima boba i luka izmjerila sam duljinu prije tretmana te nakon 72
sata tretmana.

Rezultati mjerenja duljine prirasta korjenci¢a boba i luka pokazuju
inhibiciju rasta korjenci¢ca onih biljaka koje su rasle na otopinama
talijeva(l) acetata (Slike 13 i 14). Duljina prirasta korjenci¢a smanjuje se

povecanjem koncentracije talijeva(I) acetata.

Allium cepal L.
45 3
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Slika 13. Prosjecni prirast duljine korjencica luka nakon 72 sata
tretmana na razli¢itim koncentracijama otopine talijeva(l) acetata.
Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki
znacajno razlikuju (p < 0,05; DNMRT).
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Talij nije pokazao statistiCki znacajan inhibitorni ucinak na rast
korjenci¢a boba nakon 72 sata tretmana. Medutim, obzirom da je rast
korjencica kontrolnih biljaka takoder bio usporen tijekom 72 sata
tretmana, izvrSeno je mjerenje duljine korjenci¢a nakon tretmana u

trajanju od 168 sati.

Vicia faba L.
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Slika 14. Prosjecni prirast duljine korjencica boba nakon tretmana
od 72 i 168 sata ovisno o koncentraciji talijeva(l) acetata. Stupci
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0,05; DNMRT).

4.2 CITOGENETICKA ANALIZA

U ovom istrazivanju pratila sam promjene mitotske aktivnosti
meristemskih stanica korijena boba i luka.

Osim mitotske aktivnosti pratila sam i promjene tijekom mitoze te u
interfaznim jezgrama koje bi mogle biti posljedica djelovanja talijeva(I)

acetata.
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4.2.1 ANALIZA MITOTSKE AKTIVNOSTI U MERISTEMSKIM
STANICAMA BOBA I LUKA

Na slikama 15, 16, 17 i 18 prikazani su rezultati analize mitotske
aktivnosti u stanicama Iluka i boba nakon tretmana s talijevim(I)
acetatom i oporavka u vodi:

= 24h tretman (0 uM TIAc, 4 uM TIAc, 40 uM TIAC)
= 24h tretman (0 uM TIAc, 4 uM TIAc, 40 uM TIAc) + 72h oporavak
= 72h tretman (0 uM TIAc, 4 UM TIAc, 40 uM TIAC)
= 72h tretman (0 pM TIAc, 4 UM TIAc, 40 uM TIAc) + 72h oporavak

Inhibicija diobe stanica boba i luka povecava se s povecanjem
koncentracija otopine talijeva(I) acetata. Mitotska aktivnost stanica nakon
oporavka veca je od mitotske aktivnosti nakon tretmana, ali rezultati nisu

statisticki znacajni.

Allium cepa L.
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Slika 15. Mitotska aktivhost meristemskih stanica luka nakon 24h
tretmana te 24h tretmana i 72h oporavka u vodi. Stupci oznaceni
razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p <
0,05; DNMRT).
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Allium cepa L.
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Slika 16. Mitotska aktivhost meristemskih stanica luka nakon 72h
tretmana te 72h tretmana i 72h oporavka u vodi. Stupci oznaceni
razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p <
0,05; DNMRT).

Vicia faba L.
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Slika 17. Mitotska aktivnost meristemskih stanica boba nakon 24h
tretmana te 24h tretmana i 72h oporavka u vodi. Stupci oznaceni
razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p <
0,05; DNMRT).
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Vicia faba L.
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Slika 18. Mitotska aktivnost meristemskih stanica boba nakon 72h
tretmana te 72h tretmana i 72h oporavka u vodi. Stupci oznaceni
razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p <
0,05; DNMRT).

4.2.2 ANALIZA KROMOSOMSKIH ABERACIJA U
MERISTEMSKIM STANICAMA BOBA I LUKA

Talijev(I) acetat je na meristemske stanice Iluka djelovao
inhibirajuée, odnosno doveo je do smanjenja mitotskog indeksa. Mitotska
aktivnost stanica nakon oporavka u trajanju 72 sata nije znacajnije
porasla. Buduc¢i da je dioba stanica potrebna da bi aberacije postale
vidljive nije bilo moguce identificirati veliki broj kromosomskih aberacija.

Aberacije koje su uocene u ovom istrazivanju bili su mikronukleusi
(Slika 19), C-mitoza, zaostali kromosomi, multipolarna anafaza,
kromosomski fragmenti, anafazni (Slika 22) i telofazni mostovi (Slika 23)

te sljepljivanje kromosoma (Slika 20 i 21).

26



Vrste i broj aberacija u meristemskim stanicama obi¢nog luka
prikazane su u tablici 2, dok su vrste i broj aberacija u meristemskim

stanicama boba prikazane u tablici 3.
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Tablica 2. Broj i vrsta kromosomskih aberacija u meristemskim stanicama korijena obi¢nog luka.

, s promjena u
poremecena funkcija diobenog strukturi promjena u strukturi kromatina
vretena K
romosoma
broj . . . . e .
. . C- zaostali multipolarna anafazni telofazni  sljepljeni broj
uzorak itad?(ﬁ mikronukleus mitoza kromosomi anafaza fragment mostovi mostovi kromosomi | aberacija
A.cepa 24h T 0 M TIAC 616 1 - 1 2 - - - - 4
4 uM TlAc 23 - - - - - 1 - 5 6
40 uM TIAc 1 3 - - - - - - 1 4
A.cepa 24h T ) ) ) ) ) ) ) )
+ 72h R 0 M TIAC 348 0
4 uM TlAc 108 5 - - 1 - - - 5 11
40 uM TIAc 50 4 2 - 1 - - - 2 9
A.cepa72h T 0 M TIAC 924 3 - 2 - - 1 - 1 7
4 uM TlAc 18 9 - - 4 - 1 - 3 17
40 uM TIAc 3 9 - - - - - - - 9
A.cepa72hT ) )
+ 72h R 0 M TIAC 846 1 4 1 4 1 2 13
4 uM TlAc 205 - - - 2 - 8 - 29 39
40 uM TIAc 0 13 - - - - - - - 13
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Tablica 3. Broj i vrsta kromosomskih aberacija u meristemskim stanicama korijena boba.

poremecena funkcija diobenog p;(;ﬂ(etr;ariu promjena u strukturi kromatina
kromosoma
sance | miconukiess | © e | reament | e e | aoereuta
V.faba24h T 0 pM TIAC 601 2 1 3 - 1 - 1 8
4 pM TIAC 284 4 - - 1 - - 6 11
40 uM TIAC 58 1 - - - - - - 1
g'zfﬁa 24h T+ 5 UM TIAC 508 - 1 2 - - - 7 10
4 pM TIAC 400 2 - 3 - 2 1 19 27
40 pM TIAC 111 - - - - 1 - 9 10
V.faba72h T 0 pM TIAC 900 6 - - - 1 1 3 12
4 pM TIAC 529 4 - 4 1 1 - 12 23
40 uM TIAC 87 7 - 6 1 2 - 5 22
g'zfﬁa 72h T+ 5 UM TIAC 299 1 - - - 2 - 1 4
4 pM TIAC 317 - - 4 - - - 10 14
40 pM TIAC 187 4 - 2 - - - 3 9
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Slika 19. Mikronukleus uz interfaznu jezgru meristemske stanice luka
(povecanje 1000x).

Slika 20. Sljepljivanje kromosoma u stanici boba nakon tretmana s 40 uM

talijevim(I) acetatom (povecanje 1000x).
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Slika 21. Sljepljivanje kromosoma u stanici boba nakon tretmana s 40 uM

talijevim(I) acetatom (povecanje 1000x).

Slika 22. Lijevo: Normalna anafaza u kontrolnim stanicama boba. Desnho:

Anafazni most u stanicama luka nakon tretmana s 4 uM talijevim(I)

acetatom (povecanje 1000x).
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Slika 23. Lijevo: Normalne telofaze u kontrolnim stanicama luka. Desno:

Telofazni most u stanicama luka nakon tretmana s 4 uM talijevim(I)

acetatom (povecanje 1000x).
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5. RASPRAVA



Dosadasnja istrazivanja o ucinku talija na okoliS i organizme koji ga
nastanjuju su vrlo oskudna. Mehanizam toksi¢nosti jos uvijek nije
poznat, stoga talij nije mogucée definirati kao mutageni, karcinogeni ili
teratogeni metal (Léonard i Gerber 1997). Iako Americka agencija za
zastitu okoliSa (USEPA 2002) ubraja talij medu 13 najtoksic¢nijih metala,
kolic¢ina talija u okoliSu se neprestano povecava. Najvedi izvor oneciS¢enja
su cementare i termoelektrane, ali i sve ceSéa uporaba talija u
visokotehnoloskoj proizvodnji poluvodic¢a, optic¢kih kablova i infracrvenih
detektora. Svjetska zdravstvena organizacija je joS 1973. godine
predlozila zabranu uporabe talija. U Republici Hrvatskoj uporaba talija je
zakonom zabranjena.

Talij u prirodi postoji kao monovalentni (TI"), odnosno trovalentni
(TP*) ion. Za Zivi svijet jednovalentni talij predstavlja daleko veéu
opasnost jer su njegovi spojevi topivi u vodi i stoga lakSe ulaze u
organizam. Pri tome treba uzeti u obzir ¢injenicu da apsorpcijom teskih
metala u biljnom organizmu, te akumulacijom kroz hranidbene lance
potencijalno genotoksi¢an metal moze dospjeti i do ¢ovjeka.

U ovom istrazivanju ispitivan je ucinak talijeva(I) acetata na
meristemske stanice korijena boba i luka. Buduéi da je primjena ovih
biljnih vrsta uobic¢ajena u citogenetickim istrazivanjima, one su i u ovom
istrazivanju odabrane kao modelni test organizmi. Pratec¢i mitotski indeks
i uCestalost pojave mitotskih nepravilnosti, nastojala sam utvrditi moguca
citotoksicna oste¢enja uzrokovana stresom uslijed izlaganja biljaka
vodenim otopinama talijeva(l) acetata.

Za koncentracije talijeva(I) acetata koje sam odabrala u ovom
istrazivanju, prema podacima Radi¢ i sur. (2009), poznato je da u vrsti
Vicia faba uzrokuju ostec¢enja molekule DNA. Alkalnom izvedbom komet-
testa autori su pokazali poveéanu ucestalost lomova molekule DNA sa

rastué¢im koncentracijama talijeva(I) acetata.
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Odgovori biljaka na razli¢ite vrste abiotskog stresa su mnogobrojni i
razlic¢iti, no jedan od cescih je inhibicija stani¢ne diobe.

U tu svrhu, analizirane su duljine korjenci¢a boba i luka koji su bili
podvrgnuti 72-satnom tretmanu 4 pM i 40 uM otopini talijeva(l) acetata
te duljine korjenci¢a pripadajuc¢ih kontrola. Ustanovljeno je da talijev(I)
acetat djeluje inhibiraju¢e na rast biljaka (Slike 13 i 14). Kod vrste Allium
cepa uocena je statisticki znacajna razlika u duljini korjenci¢a kontrolnih
biljaka u odnosu na biljke tretirane talijem - prosjecni prirast korjencica
kontrolnih biljaka nakon 72h je iznosio 30,5 mm, dok je kod biljaka
tretiranih 40 pyM talijevim(I) acetatom iznosio 3,31 mm. Korjenciéi vrste
Vicia faba su pokazali nesto manju ali ne statisticki znacajnu razliku -
biljke tretirane 40 uM talijem imale su nakon 3 dana prirast 2,33 mm,
dok je kod kontrolnih biljaka korjenci¢ izrastao u prosjeku 5,16 mm. Iz
navedenih podataka vidljivo je da talij inhibira rast korjencica kod obje
biljke.

Tijekom isklijavanja boba, primijetila sam da se sekundarni
korjencici teze prilagodavaju na uvjete koji nastanu prijenosom iz vlagom
zasi¢ene atmosfere Petrijeve zdjelice u vodene otopine na sobnoj
temperaturi. Medutim nakon pocetnog 24-satnog =zastoja, korjencici
kontrolnih uzoraka pokazuju normalan rast. Buduci da talij nije pokazao
statisticki znacajan inhibitorni ucdinak na rast nakon 72h, te da bi se
uklonio mogucdi utjecaj stresa na rast korjenci¢a zbog prijenosa u vodenu
otopinu, na bobu je izvrSeno joS jednom mjerenje duljine korjencic¢a
nakon tretmana od 168 h. To je mjerenje pokazalo statisticki znacajnu
razliku u duljini korjenci¢a izmedu kontrolnih biljaka i onih tretiranih
talijem. Nakon 7 dana kontrolnim biljkama su korjenci¢i u prosjeku
narasli 32,76 mm, a izlaganima taliju 4,08 mm. Kopnene biljke primaju
talij putem korijena i transportiraju ga u izdanak. Radi¢ i sur. (2009) su

utvrdili da bob akumulira talijev(I) acetat 50 do 250 puta vise u korijenu

35



nego u izdanku. Usporedujudi prirast korjenci¢a boba nakon tretmana od
72 h i 168 h, uoCeno je da ucinak talijeva(l) acetata ovisi o duljini
tretmana. Sto je biljka dulje izloZena utjecaju talija, njegov ucinak na
rast, tj. diobu stanica i produzni rast, je vedi.

Inhibitorni ucinak talija vidljiv je, osim u razlikama prirasta
korjencic¢a tretiranih i netretiranih biljaka i na stani¢noj razini.

Talij djeluje inhibiraju¢e na produzni rast i diobu stanica luka Sto se
moze uoditi iz vrijednosti mitotskih indeksa (Slike 15 i 16). Inhibicija
diobe stanica je statisticki znacajna kod obje koncentracije talijeva(I)
acetata u odnosu na kontrolu neovisno o trajanju tretmana, odnosno
oporavka u vodi. Takoder, tijekom bojenja korjenci¢a, prilikom izrade
preparata, uocila sam da se obojio vrlo mali dio vrSska korjencica
tretiranih biljaka u odnosu na kontrolne uzorke, sto je i vizualno upucivalo
na mali broj stanica u diobi.

U meristemskim stanicama boba (Slike 17 i 18), mitotska aktivnost
kontrolnih stanica je bila puno manja u odnosu na meristemske stanice
korjencica luka. Smanjenje mitotske aktivnosti, nakon 24-satnog
tretmana, statisticki je znacajno samo pri 40 pyM koncentraciji, dok je
nakon 72-satnog tretmana uoceno statisticki znacajno smanjenje
mitotske aktivnosti ovisno o koncentraciji.

Usporedujuéi ucinak talija na mitotsku aktivnost stanica, luk se u
odnosu na bob pokazao kao osjetljivija vrsta za procjenu genotoksic¢nosti,
budué¢i da su iste koncentracije talija izazvale vedéi inhibitorni ucinak
mitotske aktivnosti u luka u usporedbi s bobom. Oporavak u trajanju od

72 sata pokazao je citotoksic¢an ucinak bez obzira na vrstu.
Liu i Kottke (2004) istrazivali su mjesta akumuliranja suviska bakra

u korjenci¢ima vrste Allium sativum te su otkrili da suviSak bakra dovodi

do promjena u ultrastrukturi poput jake vakuolizacije, kondenzacije
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kromatina, smanjenja endoplazmatskog retikuluma i ribosoma te
plazmolize. Vakuole stanica iz vrska korijena bila su mjesta najvece
akumulacije bakra. Zadebljali korjenci¢ci boba nakon tretmana na
talijevom(I) acetatu moguca su posljedica akumulacije talija u korijenu.

Kromosomske i mitotske aberacije koje su uoene u ovom
istrazivanju su mikronukleusi, C-mitoza, zaostali kromosomi, multipolarna
anafaza, kromosomski fragmenti, anafazni i telofazni mostovi te
sljepljivanje kromosoma.

Iako broj mikronukleusa (Slika 19) uocenih u obje vrste nije
pokazivao pravilnosti u ovisnosti o koncentraciji talija, nesto veca
uCestalost mikronukleusa je uocCena kod 72h tretmana. Takoder,
mikronukleusi su uoceni i u kontrolnim stanicama, ali u znatno manjem
broju. Mikronukleus nastaje kao posljedica loma kromosoma ili
neprihvacanja kromosoma na niti diobenog vretena tijekom diobe. Iako je
u meristemskim stanicama biljaka koje su rasle u otopinama talijeva(l)
acetata prisutna inhibicija mitotske aktivnosti, tj. smanjena dioba stanice,
uoceni mikronukleusi vjerojatno su nastali prije nego sto je talij potpuno
inhibirao diobu.

C-mitoza, zaostali kromosom i multipolarna anafaza su posljedica
nefunkcionalnosti diobenog vretena. U vrste Allium cepa su samo u
nekoliko slu¢ajeva zabiljezeni u stanicama biljaka tretiranih talijevim(I)
acetatom, cesci su kod kontrolnih biljaka zbog toga Sto je kod tretiranih
biljaka uocena velika inhibicija diobe, odnosno nema diobe stanica koja bi
dovela do vidljivih aberacija.

Kromosomski fragment posljedica je loma u strukturi kromosoma.
Kromosomski fragmenti nisu uoceni u meristemskim stanicama luka. U
boba su uocena sveukupno 3 kromosomska fragmenta, od c¢ega 2 u
biljaka tretiranih 4 yM otopinom talijeva(I) acetata, a 1 kod biljke

tretirane 40 uM otopinom talijeva(l) acetata. S obzirom na veliki broj
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pregledanih stanica ucestalost javljanja kromosomskih fragmenata i u
boba je vrlo niska.

Kao promjene u strukturi kromatina uoceni su anafazni (Slika 22) i
telofazni mostovi (Slika 23) te sljepljivanje kromosoma (Tablica 2 i 3).
Anafazni mostovi uocCeni su i u kontrolnih i u tretiranih biljaka, ali u vrlo
malom broju. Najucestalija aberacija je sljepljivanje kromosoma s veéom
ucestalos¢u u tretiranih biljaka u odnosu na kontrolne.

Iako su uocene razli¢ite vrste aberacija, sveukupan broj aberacija u
analiziranim stanicama nije velik jer talij djeluje citotoksi¢no, odnosno
zaustavlja diobu meristemskih stanica. S obzirom na to da kromosomske
aberacije postaju vidljive tijekom ili nakon diobe stanice, u meristemskim
stanicama ispitivanih biljaka nema mnogo kromosomskih aberacija jer je
stani¢ni ciklus zaustavljen u nekoj fazi. Stoga, iako je ovim istrazivanjem
nedvojbeno uocen citotoksi¢an utjecaj talijeva(l) acetata, broj i vrsta
kromosomskih aberacija ne daju potpunu sliku genotoksi¢nog ucinka

talija na meristemske stanice boba i luka.
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6. ZAKLIJUCAK



Rezultati istrazivanja genotoksi¢cnog ucinka talijeva(I) acetata na

meristemske stanice boba i luka pokazali su sljedede:

Teski metal talij djeluje citotoksi¢no, odnosno uzrokuje inhibiciju
stani¢ne diobe, makroskopski vidljivo iz malog prirasta duljine
korjencica, a na stani¢noj razini uo¢eno kao smanjena mitotska
aktivnost stanica;

Budué¢i da je dioba stanica nuzan preduvjet za nastanak
kromosomskih aberacija, a s obzirom na to da talij djeluje
inhibirajuce na diobu stanica, nije uocen velik broj
kromosomskih aberacija;

Obicni luk (Allium cepa L.) osjetljivija je vrsta od boba (Vicia
faba L.) te je stoga pogodnija za citogeneticka istrazivanja

ucinka talija.
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