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JI.  sl/en

Al Genotoksi¢nost metil tetra-butil etra (MTBE) v pitni vodi z Allium testom je
raziskovalna naloga pri kateri smo Zeleli ugotoviti v katerih koncentracijah vodne
raztopine MTBE, ta vpliva na spremembe pri delitvi celic koreninskih vrSickov
Cebulic Salotke (Allium cepa L. var. ascalonicum). Ugotavljali smo, kako se
dolZina koreninic ¢ebulic spreminja glede na koncentracijo onesnazila, kako se
kromosomske napake povecujejo s povecevanjem koncentracije MTBE v vodi in
kako to vpliva na delitev celic. Raziskava temelji na Allium testu, kjer gre za
obsezen postopek, tako priprave preparatov, kot tudi opazovanja le-teh. Cebulice
smo izpostavili za 14 dni v dolo¢enih koncentracija vodne raztopine MTBE, nato
smo jih vzorCili in fiksirali. Priprava posameznega preparata je vkljucevala
hidrolizo, obarvanje v folgenu oz. Schifferjevemu reagentu ter priprava vzorca t. i.
meckanca za opazovanje pod mikroskopu. Pri vsaki posamezni koncentraciji smo
opazovali tri preparate. Za dolocitev mitotskega indeksa smo pregledali 1000 celic
na preparat, torej skupno 3000. Pri doloCevanju aberacijskega indeksa smo imeli
cilj pregledati 90 anafaz in 90 metafaz, v treh preparatih. Cebulice, ki smo jih
izpostavili v koncentracijah MTBE imajo za 15 odstotka nizje prirastke kot tiste v
destilirani vodi in pitni vodi, kar dokazuje, da MTBE stresno vpliva na delitev
celic. Pri vseh koncentracijah smo izra¢unali nizek mitotski indeks, ki v poprecju
zna$a 2,6 odstotka. Ugotovili smo, da z vecanjem koncentracije MTBE v pitni vodi
koncentracij MTBE ima koncentracija 1000 pg/l (Al = 34,4 %). V povprecju je
poskodovanih ve¢ anafaz.



Spes A. Ugotavljanje genotoksi¢nosti metil tetra-butil etra (MTBE) z Allium testom. v
Raziskovalna naloga, Splo$na in strokovna gimnazija Velenje, 2008

KEY WORDS DOCUMENTATION

CX Genotoxicity / Methyl tert-butyl ether / MTBE / Allium test / Mitotic index /
Chromosome aberrations / Aberration index

AU SPES, Ana

PP 3320 Velenje, SLO, Trg mladosti 3

PB  Solski center Velenje, Splosna in strokovna gimnazija Velenje

PY 2008

TI ~ DEFINING THE GENOTOXICITY OF METHYL TERT-BUTYL ETHER (MTBE)
IN DRINKING WATER WITH ALLIUM TEST

DT RESEARCH WORK

NO XIII, 60 p., 10 tab., 45 fig., 8 gr., 2 app.

LA SL

AL sl/en

AB  Genotoxicity of methyl tert-butyl ether (MTBE) in drinking water with A/lium
test is a research work, with which we wished to ascertain, which concentrations
of aqueous solutions of MTBE have an influence on division of meristematic
cells of shallot (4llium cepa L., var. ascalonicum). We wished to discover, how it
changes the length of root, depend on changing value of MTBE concentration in
drinking water, how it multiplies chromosome defects depened on increasige of
MTBE concentration and also, how this influences the divisions of cells. Our
research is founded on Allium test, which is an extensive procedure of: preparing
of preparation and analisys of preperations. Shallots have been exposed for 14
days to different values of MTBE concentrations. After this period of time, they
have been sampled and fixed. Preparing of each preparation included hydrolysis,
coloration in Schiffer's reagent and also the preparation of a sample for
observation under microscope. We observed the samples per each concentration.
We counted 3000 cells, 1000 per sample, to define mitotic index (MI). To define
index of chromosome aberrations, we planed to analyse 90 anaphases and 90
metaphases in tree samples. Shallots that have been exposed to different values of
MTBE have 15 percent lover root accretions, than the ones, exposed to drinking
or distilled water. Those prove that MTBE influences cell diversion. We
calculated very low mitotic index in all of the concentrations, in average 2,6 %.
We ascertained that with the increasage of MTBE value in drinking water, the
percent of chromosome aberrations is also increased. The highest chromosome
aberration index has concentration of 1000 pg/l (CA = 34,4 %). In average, we
find, there is more damage to anaphases than metaphases.
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Koncentracija snovi, pri kateri bi se naj
zacelo s priporocili ter opozarjanjem
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Mejna vrednost

prebivalstva in povzrocitelja obremenitve
preventivno varovati zdravje ljudi pred
Skodljivimi vplivi MTBE

Je predpisana raven onesnazenosti, ki ne
sme biti presezena o0z. mora biti Vv
dolo¢enem roku dosezena, ¢e jo dejanska
raven onesnazenosti presega. Mejna
vrednost se dolo¢a na podlagi znanstvenih
spoznanj z namenom, da se preprecijo,
odpravijo ali zmanj$ajo $kodljivi ucinki na
zdravje ljudi in okolje.
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1 UVOD

Zdi se, da vemo vse, kar se dogaja okoli nas, da smo osveS¢eni o onesnazevanju okolja,
posledicah onesnazil na organizme. A kaj, ko se hkrati moramo zavedati tudi, koliko stvari
nam je Se neznanih, kaj vse nam proizvajalci na trgu ponujajo, vendar sploh ne vemo za kaj
gre. Morda je eden izmed teh tudi metil tetra-butil eter. Vecini neznana kemikalija z dneva
v dan postaja vse vecji onesnazevalec okolja in nam je vsak trenutek blizje. Metil tetra-
butil eter (MTBE) uporabljajo v naftni industriji, kot dodatek bencinskemu gorivu namesto
svinca, za zviSanje oktanskega Stevila. Prometa je danes vedno vec€ in vse bolj onesnazuje
okolje. Torej, lahko sklepamo, da se vrednost MTBE v okolju (zrak, tla, pitna voda ...)
tudi povisSuje. V okolje se lahko spros¢a pri skladiS¢enju, pretakanju ali izgorevanju goriva.
Torej so emisije MTBE izklju¢no antropogenega izvora. Zaenkrat je MTBE uvrs¢en med
potencialno rakotvorne snovi. V Sloveniji o prisotnosti MTBE v okolju in vplivih na
organizme skoraj ni¢ ne vemo. Niti v evropskem prostoru si o vplivih MTBE na organizme
niso enotni, predvsem zaradi malega Stevila raziskav. Te so sicer pokazale, da je prisoten
tudi v pitni vodi v manjSih koncentracijah, manj kot 0,5 pg/l. Vendar ali lahko tej
koncentraciji sploh upravi¢eno re€emo, da je manjsa, ¢e zaradi majhnega Stevila raziskav o
vplivu MTBE na organizme, sploh ne vemo kaksne razseznosti ima ta kemikalija.

V Evropi MTBE zakonsko ni dolo¢en kot obvezno spremljana kemikalija pri monitoringih
vode, Slovenija je prevzela pravilnik in ga poenotila z Evropskim. Poleg tega MTBE ni
uvrséen na seznam kemikalij, katerim so doloCeni parametri oz. mejne vrednosti. Danska
je v obdobju od 1993 do 2001 v okviru nacionalnega programa monitoringa podtalnice
analizirala in spremljala tudi MTBE. V 10 odvzetih vzorcih od 7671 je bila izmerjena
koncentracija MTBE vi§ja od 5 pg/l (Kopusar s sod. 2006). Takrat so se zaceli zavedati
potencialne ogrozenosti ljudi, ki so to vodo pili.

Ameriska okoljska agencija (EPA) je prva zacela izvajati Studije o MTBE-ju. Kar ne
preseneca, saj so prav Zdruzene drzave Amerike prve zacele uporabljati ta nadomestek
svinca v bencinskem gorivu. Na podlagi rezultatov so zaprli ve¢ kot 20 vodnjakov, ki so
bili vir pitne vode, saj je koncentracija presegala dolo€eno mejno vrednost onesnazila, ki je
v ZDA med 20 — 40 pg/l. Nekatere zvezne ameriske drzave so prevzele visje vrednosti.
EPA je MTBE klasificirala kot mozno kancerogeno snov za ¢loveka, katere genotoksi¢nost
Se ni popolnoma raziskana (Kopusar s sod., 2006).

Slovenija ni edina drzava, ki v monitoringih ne spremlja tega onesnazila, vendar je morda
¢as, da se tudi MTBE uvrsti na seznam onesnazil spremljanih v monitoringih, ter da se na
podlagi raziskav tudi pri nas dolo¢i mejna vrednost onesnazila. Ker je MTBE v industriji v
uporabi razmeroma kratek Cas, Se ni bilo opravljenih dolgoro¢nih raziskav, o vplivih te
kemikalije na zdravje (DWA, 1997). Mozno je lahko, da tudi manjSe koncentracije,
katerim bi bil ¢lovek izpostavljen dalj Casa, vplivajo na njegovo zdravje. Opravljenih je
bilo premnogo premalo raziskav, da bi lahko kar koli trdili. Vendar je prav, da se vsi
zavedamo, da smo izpostavljeni tudi tej kemikaliji in kakSne so posledice. Prav to si tudi
prizadevamo v nasi raziskovalni nalogi, posredno vplivati na vladne organizacije in
ozavestiti ljudi o kvaliteti pitne vode, ki jo pijemo in kemikalijah v njej. Ter dolo¢iti, ali je
MTBE res nevaren organizmom in v kaksnih koli¢inah.
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Namen naSega dela je bil s citogenetsko bioindikacijo in ugotovljenim mitotskim
indeksom ter frekvenci kromosomskih aberacij ugotoviti ali je MTBE genotoksicen ali ne
ter kako vpliva na delitev celic Salotke (A/lium cepa L. var. ascalonicum). Postavili smo
naslednje cilje in hipoteze.

1.1 Cilji:
e Ugotovitev v katerih koncentracijah vodne raztopine MTBE, ta vpliva na spremembe
v delitvi koreninskih vrSickov.

e Dolociti okvirno mejno vrednost koncentracije MTBE v pitni vodi, kjer ni znacilnega
negativnega vpliva na celicne delitve.

1.2 Hipoteze:

» Koreninice ¢ebulice Salotke v vodi z ve¢jimi koncentracijami MTBE bodo krajse, saj
pricakujemo, da bodo aberacije vse bolj negativno vplivale na njihovo rast.

» Mitotski indeksi se bodo s povecevanjem koncentracije MTBE v vodi manjsali.

e S poveCevanjem koncentracije MTBE v pitni vodi se bo premosorazmerno
povecevalo Stevilo kromosomskih aberacij in anomalij v delitvi koreninskih celic.
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2 PREGLED OBJAV IN DOSEDANJIH RAZISKAV

2.1 Metil tetra-butil eter

MTBE je okrajSano ime za molekulo metil tetra-butil eter. Sintetizirana je iz kombinacije
elementov in spojin, kot sta izobuten in metanol. V teko¢em stanju je mocno vnetljiva in
ima znacilen, za mnoge neprijeten vonj. Prvi¢ predstavljen je bil kot dodatek
neosvinenemu bencinu v 90-ih, za izboljSanje oktanskih sposobnosti (povecanje
oktanskega Stevila) in redukcijo emisij ogljikovega monoksida. V mestih z veliko
onesnazenostjo, predvsem z ogljikovim monoksidom, je EPA po predvidevanjih tezila k
uporabi MTBE ali etanola kot predstavnika spojin v gorivih, ki nase vezejo kisik. Na
podlagi tega povzrocata, da bencin zgori bolj ¢isto predvsem v zimskih mesecih, ko se
vrednosti onesnazil v mestih zaradi klimatskih razmer bolj koncentrirajo in povecajo.
Goriva, ki vsebujejo te dodatke so imenovana izboljSana ali popravljena goriva. Predvsem
MTBE je na podlagi Stevilnih dobrih kemijskih in fizikalnih lastnosti prevladoval kot
tovrsten dodatek. Uporabljajo ga tudi v kemijskih laboratorijih in v medicini za topljenje
zol¢nih kamnov. (ATSDR, 1996)

2.1.1 Kemijska opredelitev MTBE

Metil tetra-butil eter je hitro hlapljiva in vnetljiva organska zmes, znana kot oksigen.
Molekula je majhna in topna v vodi, kot tudi v nekaterih organskih topilih. V vodi ga je
topnega 10 krat manj kot je topnega sladkorja, a dovolj da se prenese v podtalnico in jo
onesnazi. Je precej nestabilna molekula in hitro razpade, ter postane del kaksne druge
molekule, kot so butil alkohol, metil-alkohol, formaldehid, mravlji¢na kislina in ogljikov
dioksid (ATSDR, 1996).
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Preglednica 1: Kemijske in fizikalne lastnosti povzete po ATSDR, 1996:

Znacilnost Izsledki Reference
Kemijsko ime metil tetra-butil eter Merck, 1989
tetra-butil metil eter,
. . 2-metoksi-2-metilpropan,
Sinomimi MTBE, Merck, 1989
metil #-butil eter
Kemijska formula CsH,,0
Kemijska struktura
Slika 1: 3-D molekula MTBE (http://chemical-quantum-
images.blogspot.com/2007 02 01 archive.html, 10.12.2007).
Teza molekule 88,15 g/mol Lide, 1994
§g§’°lﬁcna teza (pri 20 | 7405 g/em’ Lide, 1994
Barva brezbarven HSDB, 1994
Osnovno stanje tekoce Merck, 1989
Talisce -109 °C Lide, 1994
Vrelisce 55,2°C Lide, 1994
Meja topljivosti v VOd.I 48g/1 vode Merck, }989;
Glede na nihanja Gilbert in Calabrese,
40 — 50 g/l vode
temp.: 1992
TOPIJ. ivost v organskih v alkoholu in eter Lide, 1994
topilih
Merck, 1989;
plemenisce -28 °C — 28 °C (zaprta Casa) Gilbert in Calabrese,
1992
Hlaplglvgs.t 245 mm Hg Merck, 1989
(parni pritisk)
Porazdelitveni
koeficient 1,24
Log Kow

) Je merilo za lipidotopnost, kar je topnost v organskih topilih oziroma netopnost v vodnem
okolju (http.//sl.wikipedia.org/wiki/Lipidotopnost, 2. 1. 2008). Vecja kot lipidotopnost snovi, vecja

Jje njena absobrcija skozi plast lipidov na celicni membrani (DWA, 1997)
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2.1.2 Vstop MTBE v okolje in posledice

Njegovo vrelis€e je zelo nizko in izhlapi Ze pri sobni temperaturi iz odprtih posod. V zraku
se hitro porazdeli med druge kemijske zmesi. V polovici od teh izgine v priblizno 4 urah.
Kot veéina etrov in alkoholov, se MTBE za lahkoto raztopi v vodi. Ce se razlije po zemlji,
ga dez raztopi in raznosi ¢ez kamnine v podtalnico. Ob razlitjih ali puScanjih iz skladis¢nih
posod ali rezervoarjev lahko pronica skozi kamninske plasti v najgloblje in onesnazi
podtalnico. Med razlitja moramo pristevati tudi razlitja cistern z oplemenitenim bencinom.

2.1.3 Izpostavitev ljudi MTBE-ju

Manjse koncentracije MTBE-ja so lahko prisotne v zunanjem ali notranjem zraku in tja
pridejo predvsem kot izpuSni plin avtomobilov. Trenutno ni uvrS¢en med najvecje
onesnazevalce, vecinoma tudi ni predmet raziskovanja v rutinskih nacionalnih
monitoringih pitne vode. Zato je tezko dolociti kak$nim koli¢inam te spojine smo
izpostavljeni. Dokazano je, da je ¢lovek izpostavljen MTBE v zraku in tudi v podtalnici,
povsod je zastopan v majhnih koli¢inah. U¢inkom MTBE so izpostavljeni pacienti z
zol¢nimi kamni, ki so zdravljeni s terapijo, ki vklju¢uje MTBE.

V telo ¢loveka lahko MTBE vstopi z vdihanim zrakom, s pitno vodo ali z zauzito
hrano, v kateri je prisoten. V telo lahko pride tudi skozi kozo, vendar pocasneje in v
manj$ih koli¢inah. Ve¢ino MTBE dobimo v telo z vdihavanjem v osnovni zgradbi kot
MTBE, ostalo pa po dolo¢enih kemijskih reakcijah kot del novonastalih molekul, kot so
butil alkohol, metil-alkohol, formaldehid, mravlji¢na kislina in ogljikov dioksid (ATSDR,
1996).

2.1.4 Ucinki MTBE na zdravje in stranski u¢inki pri zastrupitvi

Do sedaj Se ni bilo opravljenih nobenih raziskav o dolgoro¢nih vplivih kemikalije na
zdravje. Sklicujemo se lahko na izsledke kratkoro¢nih testov ali na rezultate preizkusov na
zivalih (DWA, 1997).

Spojino lahko zaradi znacilnega neprijetnega vonja hitro zavohamo ali zacutimo kot
drazenje v nosu ali ustne sluznice. Pojavljajo se lahko glavobol, slabost, vrtoglavica,
bolecine v zelodcu, zmedenost, utrujenost. Pri pacientih zdravljenih z MTBE, ki jim je bil
vstavljen s posebno cevko v Zolénik za razgradnjo zol¢nih kamnov, so se pojavili stranski
ucinki, ¢e je vnesena kemikalija zapustila Zol¢nik. Pojavila se je zmedenost, vrtoglavica,
slabost, bruhanje, utrujenost in tudi manjSe poskodbe ledvic ter zniZzana stopnja levkocitov
v krvi.

Dosedanje raziskave so opravili le na zivalih in na podlagi rezultatov so Oddelek za
zdravje in pomo¢ ljudem (The Department of Health and Human Services, DHHS),
Mednarodna agencija za raziskave raka (Internacional Agency for Research on Cancer,
IARC) in EPA uvrstile MTBE med kancerogene snovi — snovi, ki povzrocajo raka.

Zaenkrat v zdravstvu Se niso razvili specificnega testa, ki bi pokazal, da smo izpostavljeni
MTBE. Zaznamo ga lahko v krvi, v urinu ali izdihanem zraku, obi¢ajno zapusti telo v roku
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1 ali 2 dni v spremenjeni obliki. Meritve nam pokazejo samo, da smo bili nedavno
izpostavljeni kemikaliji. Stranski ucinki pri ljudeh, ki so bili zaznani, so skupni vecini
stranskih u¢inkom mnogih kemikalij (kot je alkohol) ali boleznim, torej tudi simptomi niso
reprezentativni pokazatelj zastrupitve z MTBE (ATSDR, 1996).

2.1.5 MTBE v gorivih in emisijah iz prometa

MTBE se v naftni industriji uporablja kot nadomestek svinca v bencinu. Izbira prav tega
kot dodatka proti klenkanju motorja, je bila opravljena na podlagi Stevilnih dobrih
lastnosti. Med drugim tudi zato, ker je poceni kemikalija, ki jo enostavno izdelati in ima
ugodne prenosne in mesalne lastnosti. Poleg tega MTBE in drugi oksigenati omogocajo
popolnejSo izgorevanje, kar pomeni manj emisij CO in snovi, ki povzro€ajo nastanek
ozona (KOSHLAND s sod., 1998). V gorivih sluzi predvsem zaradi zviSanja oktanskega
Stevila in povecanja deleza kisika.

Slabost dodajanja MTBE v gorivo je, da z ve¢anjem vsebnosti MTBE v gorivu pove¢amo
vsebnost kisika, ki neugodno vpliva na tvorbo duSikovih oksidov pri izgorevanju, prav tako
naras€a tudi vrednost aldehidov v izpusnih plinih. Obe negativni posledici je mogoce
odpraviti z uporabo katalizatorjev, ki emisije omenjenih plinov ucinkovito zmanjSuje
(PRAKASH, 1989).

Dejanske koncentracije MTBE v bencinu mo¢no nihajo, med 0 in 15%, odvisno od vrste
bencina, naftne druzbe in drzave (Finska agencija za okolje, 2001) V obi¢ajnem bencinu
pri nas znaSa odstotek tega dodatka med 2 do 3%. Vendar je ze leta 1998 EU sprejela
predpise o kakovosti goriv, ki veljajo za bencin in plinsko olje in zahteva postopno
zmanjSanje uporabe spojin, kot so benzen (1. razred radioaktivnosti) in vsi aromati, med
letoma 2000 in 2005. To pa bi povzrocilo povecano uporabo MTBE v Evropi. Pricakuje se,
da se bodo oktanske zahteve v EU po MTBE ustalile v obmo¢ju 1 in 4 vol. odstotke,
odvisno od razpoloZljivega oktanskega $tevila (KOPUSAR s sod., 2006).

2.1.6 Pridobivanje MTBE

Pridobivajo ga s kataliticno reakcijo metanola in izobutilena, njegova proizvodnja pa se je
zacela v zacetku sedemdesetih let prejSnjega stoletja. Trenutno spada med 50 organskih
spojin, ki jih v svetu izdelajo v najvecji koli¢ini. Samo v letu 1996 so v ZDA izdelali 10,6
milijonov ton te spojine, podatki pa kazejo, da je proizvodnja v porastu, tudi zaradi Ze prej
omenjenega razloga (PRAKASH, 1989).

2.1.7 MTBE v vodi in mejne vrednosti

V zadnjem obdobju je bilo po svetu opravljenih veliko Studij onesnazenosti podtalnice z
razliénimi moZnimi organskimi onesnazili, med katere se uvrsca tudi MTBE. V Sloveniji
obsezne raziskave onesnazenosti podtalnice in pitne vode z MTBE do sedaj $e nismo
opravili (KOPUSAR s sod., 2006).

Ker se na Danskem in v nekaterih drugih drzavah podtalnica $e vedno uporablja kot vir
pitne vode je bilo zato v okviru danskega programa monitoringa podtalnice 1993 in 2001
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odvzetih in analiziranih 7671 vzorcev podtalnice. V desetih vzorcih vzetih med letoma
1998 in 2001 je bila izmerjena koncentracija MTBE vi§ja od 5 pg/l. V Studiji je bilo tudi
ugotovljeno, da se lahko MTBE nahaja do 60 m pod povrsino, najbolj pa je prisoten med
10 m in 40 m (JUHLER R. K. s sod., 2003).

MTBE je zelo topen v vodi, zato ga lahko najdemo tudi v podtalnici. Poseben riziko za
podtalnico predstavljajo predvsem fizikalne, kemijske in bioloske lastnosti MTBE. Siri se
mnogo hitreje in dalje kot ostali ogljikovodiki, ki se nahajajo v bencinu. Prisotnost MTBE
v vodi daje tej neprijeten okus in vonj, ter se lahko zazna v nizkih koncentracijah (med 5 in
15 pg/l). AmerisSka okoljska agencija EPA je postavila mejo koncentracije tega dodatka
med 20-40 pg/l, a so nekatere =zvezne drzave prevzele visje vrednosti
(http://www.ukpia.com/industry issues/environment air quality health safety/methyl_tert
ia, 11. 12.2006).

V ZDA je bilo na podlagi tega kasneje zaprtih ve¢ kot 20 javnih vodnjakov, katerih pitna
voda je presegala dolocene vrednosti vsebovanega MTBE. EPA je namre¢ MTBE
klasificirala kot mozno kancerogeno snov za ¢loveka (http://www.lInl.gov/str/Happel. html,
10. 12. 2007).

Od Studije analize pitnih vod na celotnem obmocju ZDA, ki je bila izvedena v okviru
ameriSkega nacionalnega laboratorija (U.S. Geological Survey National Water Quality
Laboratory), ki se ukvarja z analizami vod v letih 1993 in 1994 je bil MTBE uvrS¢en med
mozna onesnazila podtalnice (SQUILLANCE s sod., 1995).

V Auvstraliji je mejna vrednost MBTE v vodi 38 pg/l, na Danskem je 30 pg/l, na
Japonskem pa 5,9 pg/l (KOPUSAR N. s sod., 2006).

2.1.8 MTBE v rastlinah

Glede vplivov in uc¢inkov MTBE na rastline in Cloveka je ta zelo slabo raziskan
(KOPUSAR s sod., 2006). Raziskave teCejo predvsem v smeri selekcije rastlin za
fitoremediacijo tal in podtalnice (WINNIKE-MCMILLAN s sod., 2003).

Vsebnosti MTBE v rastlinah (v analizo sta bila vkljucena regrat in ozkolistni trpotec) so
tudi ob cestno najbolj izpostavljenih cestnih odsekih (na travntem pasu od 0 do 5 m ob
cesti) tako majhne, ali pa jih ni, da ne predstavljajo problema za zdravje ljudi z vidika
kopicenja v prehrambeni verigi. Da so vsebnosti MTBE v rastlinah pod mejo zaznavnosti
je pricakovano na osnovi izmerjenih vsebnosti MTBE v izpu$nih plinih avtomobilov. V
izpuSnih plinih avtomobilov s katalizatorjem ali brez njega so vsebnosti MTBE Zze tako
majhne (od 2,6-6,9 pg/m’), kasneje Se ta ostanek molekul MTBE vstopa v atmosferi v
fotokemijske razgradnje procese, pri katerih imajo velik vpliv zlasti v pomladansko-
poletnem obdobju tudi vi§je temperature zraka in intenzivnost son¢nega sevanja. Zato je
depozicija MTBE na rastline pri¢akovano zelo majhna (KOPUSAR, N. s sod., 2006).
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2.1.9 Raziskave o MTBE v Sloveniji

Za vpliv MTBE na kromosomske aberaciji je bila v Sloveniji opravljena raziskava na
Institutu za ekoloske raziskave ERICo v okviru razvojno raziskovalnega projekta Vpliv
cestnega prometa na obremenjenost okolja s PAH in MTBE, kjer so ugotavljali
genotoksi¢nost MTBE v koncentracijah, ki se pojavljajo v okolju. Test genotoksi¢nosti je
bil opravljen v dveh koncentracijah 2 mg/l (Al = 68,9 %) in 4 mg/l (Al = 62,2 %). Pri
merjenju vrednosti MTBE v gorivih pri $tirih izbranih ponudnikih goriv v Sloveniji, so
ugotovili, da so vse vrednosti MTBE, znotraj dovoljenih zakonskih predpisov (Ur. L. RS
37/4; 98/70/ES Annex I). Ugotovili so, da vrednosti MTBE v izpu$nih plinih ni mogoce
primerjati s podatki iz literature, ker teh niso zasledili, sklepajo pa, da glede na
koncentracije MTBE v izpusnih plinih ni glavni vir onesnazevanja okolja z MTBE.
Povpre¢na izmerjena koncentracija MTBE v izpusnih plinih je bila 4,5 pg/m’. Visje
vrednosti MTBE v zraku so bile na prometnem bolj izpostavljenem cestnem odseku, kjer je
bila izmerjena tudi najvisja koncentracija MTBE v podtalnici (0,5 pg/l). Na s prometom
razlicno obremenjenih cestnih odsekih so bili odvzeti tudi vzorci tal v treh razlicnih
razdaljah od roba cestii¢a. Na odseku Sostanj-Pesje je bila na globini 6-20 cm izmerjena
najvisja koncentracija MTBE, to je 0,004 ng/kg.

Po primerjavi rezultatov in rezultatov iz literature, so ugotovili, da zelo visoke vrednosti
MTBE v vodni raztopini (konc. 2 mg/l in 4 mg/l) pri Salotki (Allium cepa L. var.
ascalonicum) stresno vplivajo na celi¢no delitev (mitotski indeks) v koreninskih vr$ic¢kih in
povzroéijo aberacije na kromosomih (KOPUSAR s sod., 2006).

Drugih raziskav o koncentracijah MTBE v okolju v Sloveniji nisem zasledila.

2.1.10 Zakonodaja

Podro¢je monitoringa podzemnih vod v Sloveniji urejajo naslednji predpisi:

1. Pravilnik o emisijskem monitoringu podzemne vode (Ur. 1. RS, §t. 42/02);

2. Pravilnik o metodologiji za dolofanje vodnih teles podzemnih voda (Ur. 1. RS, §t.
64/03);

3. Pravilnik o dolo¢itvi vodnih teles podzemnih voda (Ur. 1. RS, §t. 63/05);

4. Uredba o standardih kakovosti podzemne vode (Ur. 1. RS, §t. 100/05);

5. Pravilnik o obratovalnem monitoringu onesnaZevanja podzemne vode (Ur. 1. RS, §t.
49/06);

6. Pravilnik o pitni vodi (Ur. 1. 19/04).

V Sloveniji MTBE ni bil spremljan v monitoringih pitne vode, ki jih dolo¢a Pravilnik o
pitni vodi, Ur. 1. 19/04 in ga ni na seznamu parametrov z mejnimi vrednostmi (Ur. L. RS,
St. 19/04, priloga 1). Prav tako ni omenjen v zakonodaji Evropske uniije za pitno vodo -
The Drinking Water Directive (DWD), Council Directive 98/83/EC.
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2.2 TESTIRANJE UCINKOV ONESNAZIL NA DEDNINO
(povzeto po GLASENCNIK, E., 2003 in drugih, posebej oznagenih virih)

Za testiranje onesnazil na dednino se uporablja ve¢ metod. Vedi, ki se ukvarjata z
ugotavljanjem onesnazil na dednino sta ekotoksikologija in citogenetska bioindikacija.

2.2.1 Ekotoksikologija

Je veda, ki proucuje vpliv onesnazil na strukturo in funkcijo ekoloskih sistemov. Namen
toksikologije je v osnovi ugotavljanje odnosa med mnozino kemikalij, katerim je
organizem izpostavljen in naravo ter stopnjo nastalih Skodljivih ucinkov. V skrajnem
primeru lahko onesnazila povzrocijo poskodbe, ki so za organizme smrtne, vendar v naravi
najpogosteje prihaja do izpostavljenosti dolgotrajnemu delovanju majhnih koncentracij
genotoksi¢nosti snovi, ki lahko ucinkujejo na morfolosko, biokemijsko, fiziolosko in
reprodukcijsko raven organizmov, kakor tudi genetski material.

Od leta 1970 so bioloski testi toksi¢nosti na vi§jih rastlinah priporofeni za uporabo pri
iskanju mutagenosti, pri monitoringu zasledovanja genotoksi¢nosti emisij, iztokov ali
obdajajo¢ega okolja od Royal Swedish Academy of Science (1973), World Health
Organization (1985) in National Swedish Environmental Protection Board (1989) (WHO,
1985a, 1985b; FISKESJO, 1993). V osemdesetih letih (1982) je US EPA Genetie
Toxicology (Gene- Tox) v Sestih laboratorijih primerjala nekaj najvecjih bioloskih
sistemov za doloCanje uc¢inkov onesnazil iz okolja in potrdila primernost visjih rastlin za
dokazovanje mutagenosti, klastogenosti in karcinogenosti. Ocenitev rastlinskih testov je v
letu 1991 in 1994 podal Mednarodni program o kemijski varnosti (IPCS - International
Program of Chemical safety) (RANK in NIELSEN, 1997). Med testi, vkljuenimi v
raziskavo, je tudi navadna Cebula (Allium cepa L.) (GRANT, W. F. 1982; FISKESJO,
1985).

Nekatere vrste iz rodu Allium L., kot so A. cepa L., A. cepa L. var. ascalonicum, A. cepa L.
var. proliferum, A. carinatum L., A. jistulosom L., A. sativum L. so pogosto uporabljene
kot bioindikatorski testni organizmi in so izvrstne rastline za doloc¢anje kromosomskih
aberacij, mitotskega indeksa, mitotskih abnormalnosti in genomskih aberacij, ki so lahko
dobra toksiéna merila za testirane kemikalije (VIDAKOVIC s sod., 1993 z navedbami).

Genotoksic¢nost razli¢nih substanc v okolju lahko preizkusamo tudi s Salotko (Allium cepa
L. var. ascalonicum). Zivljenjska oblika $alotke (geofit) in determinirana rast (razvije
doloceno Stevilo listov in ¢ebulic) so lastnosti, ki Salotko uvrs¢ajo med rastline primerne za
citogenetsko bioindikacijo (GLASENCNIK, E., 2003). Glasen¢nikova (2003) je v svoji
doktorski diserataciji prva uporabila Salotko za ugotavljanje genotoksi¢nosti onesnazenega
zraka v Saleski dolini in je v ta namen v laboratoriju ERICo razvila modificirano obliko
Allium testa.

Po svojih fizioloskih lastnostih je Salotka podobna ¢ebuli, vendar se od nje razlikuje po
tem, da se pri Salotki na ¢ebulnem krozcu razvije ve¢ genetsko identi¢nih ¢ebulic, klonov.
Obicajno zraste 2 do 15 ¢ebulic. Je odpornejSa proti nizkim temperaturam, zato jo lahko
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sadimo Ze jeseni. Nastanek &ebule in rast pospesijo dolg dan in visje temperature (CERNE
M., 1992)

2.2.2 Allium test

Ta test je nedvoumno med najstarejSimi rastlinskimi testi biotoksi¢nosti. Znanstvene
razprave o njegovi zanesljivosti in obcutljivosti pa so skoraj po stotih letih njegove zelo
mnozi¢ne uporabe Se vedno burne. Prvi ga je uporabil Levan leta 1938. Rank in Nielsen sta
leta 1993 izvedla primerjavo z drugimi testi mutagenosti in genotoksic¢nosti in dokazala 82
% obcutljivost v primerjavi z drugimi rastlinskimi testnimi sistemi in zelo veliko
obcutljivost testa Allium glede na dozo izpostavitve (RANK in NIELSEN, 1997;
GLASENCNIK, E., 2003).

S testom A/lium ugotavljamo genotoksicnost na dveh stopnjah:
e Na osnovi kromosomskih okvar definiramo neznano mutageno snov v okolju;
e 7z znanimi genotoksi¢nimi snovmi razli¢nih koncentracij dolo¢amo vrsto in stopnjo
kromosomskih okvar.

Do leta 1982 je bilo s testom Allium na genotoksicne ucinke testiranih 148 razli¢nih
kemikalij. 72 % testiranih kemikalij je dokazljivo vplivalo na izpostavljene rastline. Zaradi
dobljenih rezultatov je bil test Allium predlagan kot test za rutinsko ocenitev
kromosomskih poskodb, ki jih povzro¢ajo kemikalije (GRANT, W. F. 1982). Test Allium
je glede na dobljene rezultate primerljiv s testom fibroblastnih V79 pri kitajskem hrcku in s
testom na Cloveskih limfocitih (CONSTANTIN and OWENS, 1982; SOFRADZIJA s sod.,
1989; PAVLICA s sod., 1992; GRANT, W. F. 1994; FISKESJO, 1995; KRISTEN, 1997;
GLASENCNIK, E., 2003).

Z uporabo modificiranega testa Al/luim so bili testirani ucinki insekticidov, herbicidov ter
drugih pesticidov, zdravil (antibiotiki, analgetiki, kontracepcijska sredstva) in drugih
kemikalij, pa tudi odpadne vode, re¢ne vode, dezevnice in sneznice, ki najveckrat
povzrocajo naslednje genotoksicne wucinke na izpostavljenih rastlinah: zlepljanje
kromosomov, »grudanje« kromosomske mase, c-metafaze, neurejene anafaze,
multipolarne anafaze, kromosome zunaj delitvenega vretena, mosticke v anafazi,
fragmente, zmanjSanje mitotskega indeksa in interfazna jedra nepravilnih oblik (SMAKA-
KINCL, 1993 z navedbami).

2.2.3 Citogenetska bioindikacija

Citogenetika je veda, ki temelji na dveh povsem samostojnih vedah - citologiji
(preuCevanje kromosomov) in genetiki (proucevanje dednosti), ter ju zdruzuje.
Citogenetika vkljucuje tehnike barvanja kromosomov, obravnava Stevilo in zgradbo
kromosomov (analize kariotipa), proucuje funkcijo in delitve kromosomov (celi¢na delitev:
mitoza, mejoza) in mnoge spremembe Vv strukturi in izvoru kromosomov glede na
rekombinacije, transmisije in ekspresije genov (fenotip) (SINGH, 2003).
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Med metode za zgodnejSe odkrivanje posledic onesnazil v okolju prav gotovo sodi tudi
citogenetska bioindikacija, ki temelji na obseznih citogenetskih analizah in raziskavah
rastlinskega genetskega materiala (kromosomov in celi¢nih delitev) kot kazalnika
genetskih poskodb zaradi onesnazenosti okolja (DRUSKOVIC, 1988a, 1988b; MIILLER,
1991; PARADIZ, 1996). Spremembe v celi¢ni delitvi praviloma nakazujejo prisotnost
citotoksiénih ali/in genotoksi¢nih agensov v okolju. Ce za analizo genotoksi¢nosti
uporabimo t.i. ekofizioloske kazalnike, kot so Stevilo kromosomskih aberacij, mitotski
indeks, kromosomske abnormalnosti (mostovi v anafazi in zlepijanje kromosomov) in
napake delitvenega vretena (izgubljeni kromosomi, aneuploidija in poliploidija), je
zanesljivo moZno oceniti testne kemikalije (GRANT, W. F. 1982, 1994; FISKESJO, 1985,
1988, 1993; RANK in NIELSEN, 1993, 1994; DRUSKOVIC, 1994, 1996; PARADIZ in
DRUSKOVIC, B., 2001, GLASENCNIK, E. s sod., 2002).

2.3 Celi¢ni cikel (AL-SABTI, 1993)

V vsakem celicnem ciklu se vecina celic hkrati identi¢no podvoji in s segregacijo razporedi
tudi maso in organele v citoplazmi. Delitev jedra (kariokinezo) oz. mitoza in delitev
citoplazme (citokinezo) imenujejo skupaj tudi M faza (GLASENCNIK, E., 2003).
Poskodbe kromosomov velikokrat nastanejo zaradi podvajanja DNA in delitve celi¢nega
jedra, zato moramo temeljito poznati celi¢ni cikel, ki obsega interfazo in mitozo. Mitozo
delimo v profazo, prometafazo, metafazo, anafazo in telofazo.

2.3.1 Interfaza

Pred zacetkom jedrne delitve, v interfazi, se v jedru s pomocjo encimov (ligaza, DNK-
polimeraza) podvoji dedni material celice (DNK), kromatinske niti pa se zacnejo zbijati v
kromosome (http://sl.wikipedia.org/wiki/Mitoza, 10. 3. 2007). V tej fazi so vidne
spremembe v naras¢anju volumna nukleusa (jedra) in nukleolusa (jedrca) Opazne so tudi

velike spremembe v razporeditvi kromatina.
. »

" & €
.&i R, )
Slika 2: Shematski prikaz telofaze Slika 3: Interfaza slikana v konc. 0,01 pg/l, pri 600 x
(http://sl.wikipedia.org/wiki/Mitoza, 4. 3. 2008). povecavi (foto. A. Spes).

-
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2.3.2 Profaza

Zacne se delitev jedra, kromosomi se krajSajo z zvijanjem (spiralizacijo) znotraj jedrne
ovojnice. Med kromosomi so Ze vidne posamezne razlike, nekateri so podvojeni in
sestavljeni iz dveh kromatid. Ob koncu te faze se jedro vedno bolj zmanjsSuje in nazadnje
tudi izgine, prav tako se razpade jedrna ovojnica in postane nelocljiva od
endoplazmatskega ratikuluma.

Slika 4: Shematski prikaz profaze v dveh stadijih Slika 5: Profaza slikana v kone. 0,01 pg/, pri 400 x
(http://sl.wikipedia.org/wiki/Mitoza, 4. 3. 2008). povedavi (foto. A. Spes).

2.3.3 Prometafaza

Oblikuje se delitveno vreteno in mikrotubole. Mikrotuboli potekajo od vsakega para
centriolov k centromeram vsakega kromosoma. Polozaj vsakega kromosoma doloca
autoorientacija.

2.3.4 Metafaze

Centromere so bolj ali manj razporejene vzdolz ekvatorja in hcerinski centromeri sta Se
vedno pritrjeni druga na drugo. Zvijanje (uvijanje, gubanje) kromatid je koncano. To je
zelo kratko obdobje.
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Slika 6: Shf:rpatsl?i prikaz.rr'leta'faze Slika 7: Dve metafazi slikani v konc. 0,01 pg/l, pri
(http://sl.wikipedia.org/wiki/Mitoza, 4. 3. 2008). 400 x povegavi (foto. A. Spes).

2.3.5 Zgodnja anafaza in pozna anafaza

Locitev centromer je popolna in vsak kromosom se lo¢i v dva héerinska kromosoma.
Gibanje kromosomov k polom je povezano z gibanje centromere vzdolz vretena. Zato so
verjetno odgovorni proteini kinetohora. Gibanje se konca, ko se vse centromere zberejo
blizu polov.

Slika 8: Shematski prikaz zgodnje anafaze (zgoraj) Slika 9: Anafaza slikana v konc. 0,01 pg/, pri 600 x
in anafaze (spodaj) povecavi (foto. A. Spes).
(http://sl.wikipedia.org/wiki/Mitoza, 4. 3. 2008).
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2.3.6 Telofaza

Ponovno se oblikuje jedrna ovojnica, in sicer najprej na polarnih straneh kromosomov.
Vidne so Ze membrane, kot na primer endoplazmatski retikulum, ob nukleolarnem
organizatorju pa se tudi formira nukloeus.
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Slika 10: Shematski prikaz telofaze v dveh stadijih Slika 11: Telofaza sli}<ana v konc. 0,01 pg/l, pri 400
(http://sl.wikipedia.org/wiki/Mitoza, 4. 3. 2008). x povecavi (foto. A. Spes).

2.4 Kromosomi in njihova morfologija

Kromosomi so strukture v nasih celicah, ki postanejo vidne zaradi zvijanja in gubanja
kromatina pri mitozi. S svetlobnim mikroskopom so najboljSe vidni v metafazi mitoze. Vse
dedne informacije celotnega organizma na kromosomih predstavljajo genom.

Zgradbo kromosomov proucujemo s standardnimi metodami barvanja (acetokarmin,
Feulgen in orcein), ki dajejo dobre rezultate pri morfologiji, dolo¢anju stadijev delitev in
Stevila kromosomov. Za razlikovanje posameznih kromosomov iste vrste se danes najvec
uporavljajo tehnike diferencialnega barvanja z Giemso oz. tehnika prog, ki je bila
prenesena in modificirana iz humane citogenetike v zgodnjih sedemdesetih letih (obarvan
G-proge, v katerih je velik delez A-T nukleotidnih parov) (SINKOVIC, 1992; VERANIC s
sod., 2000) in omogo¢a indentificiranje posameznih kromosomov (GLASENCNIK, E.,
2003).

Metafazni kromosomi imajo centromero (tudi zozitev, zaCetek ali konstrikcija), ki jo
opazamo kot zoZenje in je obarvana svetleje od ostalih delov kromosoma ter deli
kromosom na dva kraka. Lega centromere je zelo pomembna in dolo¢a morfologijo
kromosoma.
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2.4.1 Vrste kromosomskih aberacij

Za citogenetiko so najpomembnejSe kromosomske mutacije, ker za razliko od genskih
zajemajo vecje predele z manj ali ve¢ geni. Tudi kromosomske aberacije so lahko zelo
majhne (t. i. tockovne mutacije), lahko zajemajo le nekaj genov in so zato podobne
genskim in jih pri citoloski raziskavi sploh ne moremo odkriti (GLASENCNIK, E., 2003;
VERANIC s sod., 2000)

Mutacija je vsaka stabilna in dedna sprememba genetskega materiala celice. Poznamo dve
veliki skupini mutacij: kromosomske mutacije, kjer gre za spremembo Stevila ali strukture
kromosomov, in to¢kovne mutacije, katerih posledice so spremembe posameznih genov.
(AL-SABTI, 1993).

Spremembe v Stevilu kromosomov

Normalno $tevilo kromosomov, ki je karakteristicno za posamezno vrsto, se imenuje
osnovno Ztevilo. Pri ¢loveku to pomeni haploidno Stevilo (2n = 23) v spolnih celicah in
diploidno Stevilo (2n = 46) v telesnih celicah. Pri vrsti Allium cepa je haploidno Stevilo (2n
= 8) ali diploidno Stevilo kromosomov (2n = 16). Polovi¢no Stevilo je znacilno za spolno
generacijo in spolne celice oz. gamete, dvakratno Stevilo kromosomov pa je znacilno za
somatske celice (telesne celice) (GLASENCNIK, E., 2003).

Aneuplodija

Povecanje Stevila ali izguba kromosomov, pri ¢emer se njihovo Stevilo razlikuje od
njihovega normalnega haploidnega (n) ali diploidnega (2n) Stevila. Ponavadi nastaja kot
posledica napak pri delitvi jedra. Najpogostej$a vzroka zanjo sta:

- nerazdvajanje kromosomov (Non-disjunction): v zgodnji anafazi pride do napak pri
lo¢evanju homologidnih kromosomov;

- izguba kromosoma ali ve¢: Kromosomi se izgubijo med delitvijo jedra, kot posledica
nerazdvajanja v anafazi, saj se nekateri kromosomi ne pomaknejo proti polom
celice, ostanejo v anafazi, ko pa se formira jedrna membrana se izlo¢ijo od ostalih
krmosomov na polih in se izgubijo. Obicajno postanejo mikronukleusi;

Poliplodija

V primeru, da se poveca celotna garnitura za veckratnik n, dobimo euploidijo ali
poliploidijo. To so t. i. genomske mutacije. Na primer: tetraploidija pomeni §tiri garniture
krmosomov, 4n. Poliploidija se pojavlja zaradi velikih sprememb temperature ali kot
posledica kemijskih vplivov.

Strukturne kromosomske aberacije

Strukturne aberacije nastanejo zaradi preloma kromosomov in ponovnega zlepljanja
nekaterih delov kromosomov (GLASENCNIK, E., 2003).

a)Zlom kromosoma - fragmenti
Ti so lahko enojni, kadar nastane kromosomska razpoka, ki vodi v zlom kromosoma. Ce
pride pri posameznem kromosomu do zloma v predelu centromere, se pri tem oblikuje
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isokromosom. Dvojni zlom pa vkljucuje dva mesta zloma. Posledice so podaljSan krak ene
izmed kromatid, skraj$anje obeh krakov ali tvorbe obroc¢astih kromosomov.

Kromatidne aberacije nastajajo zaradi ionizirajoega sevanja ali zaradi citotoksi¢nih
kemicnih dejavnikov. Gre za zlome in razpoke, ki se pojavljajo, kot neobarvani in zozeni
predeli na kromatidah. Nastanejo lahko:

- Zlomi kromatide

- Fragmenta kromatide

- obrocasti acentri¢ni kromatidi (fragmenti, ki se zdruzijo)

- zaokrozena kromatida (vkljucena je tudi acentromera)

Visje rastline so dokaj tolerantne za kromosomke aberacije za razliko od Zivalskih
organizmov, pri katerih so take spremembe vefinoma smrtne in povezane s hudimi
anomalijami.

2.4.2 Mikronukleus

Mikronukleusi (MCN) nastanejo, kot posledica pojava kromosomskih aberacij, t. i.
acentri¢nega kromosomskega fragmenta. MCN lahko vkljucujejo celoten kromosom, ki je
zaostal zaradi napake pri delitvi celice in se zato razlikujejo tudi po velikosti. V primeru
napak pri delovanju delitvenega vreten lahko v celici dobimo tudi ve¢ mikronukleusov,
¢eprav imajo celice vecinoma le enega. Spontano pojavljanje MCN-jev je majhno in dokaj
konstantno 3 %o v polikromatskih eritrocitih (1-2 MCN/1000 celic) (SAVKOVIC, 1990).
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Slika 12: Diagramska predstavitev nastanka mikronukleusa (AL-SABTI, 1993).
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Pri Stetju celic za mitotski indeks je potrebno biti pozoren, na mikronukleuse in
binuklearne celice. To nazorno prikazuje spodnji diagram:
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Slika 13: Diagramska predstavitev, kako je treba pod mikroskopom analizirati mikronukleus in binuklearne
celice, med raziskovanjem (AL-SABTI, 1993).
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3 MATERIALI IN METODE DELA

Testiranje genotoksi¢nosti smo povzeli po Glasen¢nik (2003). V laboratorijsko delo in delo
z mikroskopom me je vpeljala Meta ZaluberSek, ERICo d.o.o. Velenje. Pri delu in
klasifikaciji poskodb materiala in doloanju mitotske aktivnosti smo uporabili metodo
dolo¢anja kromosomskih aberacij, ki jo je razvil Fiskesjo (1993, 1994), kasneje je pa bila
prilagojena uporabi za Salotko (Glasencnik in sod., 2002).

3.1 Izbira in priprava koncentracij MTBE

Odlocili smo se, da bomo Salotko izpostavili naslednjim koncentracijam MTBE v pitni
vodi:

0,001 pg/l

0,01 pg/l

0,1 g/

0,5 pg/l

1 pg/l

5 pg/l

10 pg/l

50 pg/l

100 pg/l

1000 pg/l
Destilirana voda
Pitna voda iz pipe

WX, bs v =

—_ —
— O

»—
N

Dodali smo Se dve kontrolni epruveti, eno z destilirano vodo (zap. §t. 11) , drugo s pitno
vodo (zap. st. 12). Koncentracije smo pripravili v kemijskem laboratoriju ERICo d.o.0,
Velenje. Pri pripravi koncentracij smo uporabili pipete, ¢ase, 1000 ml laboratorijske bucke
in 10 ml igle. Takoj, ko smo raztopine pripravili smo laboratorijske bucke zavili v
aluminijasto folijo in tako preprecili razpad MTBE zaradi ucinka svetlobe.
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Slika 14: Priprava koncentracija MTBE v pitni vodi, za steklom digestorija, ki preprecuje vdihavanje
strupenih hlapov (foto. A. Spes).

Slika 15: Ovij anjé buck v alurﬁi}lijasto folijo in zapisovanje koncentracij na njih (foto. N. Kopusar).

3.2 Izbor objektov raziskovanja, ¢ebulic Salotk (Allium cepa L. var. ascalonicum)

Zapisali smo, da se pri Salotki na ¢ebulnem kroZcu razvije ve¢ genetsko identi¢nih ¢ebulic,
klonov. Kljub temu smo zeleli zagotoviti, da bodo ¢ebulic zares identi¢ne, zato smo
izdelali dve Sabloni s mejnima vrednostima premerov (min.: 2r = 27mm in max.: 2r = 35
mm).

Slika 16: Dve $abloni z najve&jim in najmanj$im obsegom (Skenirano, A. Spes) .

Cebulice smo nato olupili, o¢istili in tako pripravili za izpostavitev v razli¢nih
koncentracijah MTBE.

3.3 Izpostavitev ¢ebulic in merjenje dolZin koreninic

Cebulice smo namod¢ili v pripravljene koncentracije in sicer po 6 &ebulic v vsaki
koncentraciji. Tudi merilne valje, ki so sluzili za izpostavitev cebulic, smo ovili v
aluminijasto folijo. Namakali smo jih 14 dni (od 6. 12. 2006 do 20. 12. 2006), v
laboratoriju, pred oknom, da bi s tem zagotovili enakomeren dostop son¢ne svetlobe do
vseh Cebulic. Povprecna temperatura v prostoru je bila 20,0 °C in relativna vlaznost 25 %
(Preglednica: Popisa temperature in vlaznosti). Vsak dan smo ¢ebulicam dolili ustrezno
koncentracijo raztopine MTBE, tako da je bil koreninski del ¢ebulice ves Cas izpostavitve v
vodni raztopini.
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Slika 17: Priprava Gebulic, ¢is¢enje in lupljenje (foto. A. Spes).

Slika 18: Priprava merilnih valjev na izpostavitev ¢ebulic v raztopinah (foto. A. Spes).

- Tl

Slika 19: Polnjenje merilnih valjev z ustreznimi rztonai (foto. N. Kopusar).
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Zap.S$t. in konc.

razredcitve

Zaporedna Stevilka izpostavljene

cebulice

1. 0,001 pgll 1. 2. 3. 4, 5. 6.
2 0,01 pg/l 1. 2. 3. 4, 5. 6.
3 0,1 ug/! 1. 2. 3. 4, 5. 6.
4. 0,5 ug/ 1. 2. 3. 4, 5. 6.
5 1 ugl/l 1. 2. 3. 4, 5. 6.
6 5 ugll 1. 2. 3. 4, 5. 6.
7. 10 pg/l 1. 2. 3. 4. 5. 6.
8. 50 g/l 1. 2. 3. 4, 5. 6.

okno

Preglednica 2: Shematska ponazoritev izpostavitve cebulic in izlo¢itve neuporabnih.
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9. 100 pgll 1. 2. 3. 5 6.

10. | 1000 pg/l 1. 2. 3. 5 6.
Pitna voda

1. g 1. 2. 3. 5 6
g)ejg}:rana voda 1. 3. 5.

12.

2. 4. 6.
LEGENDA:
® Senzorja za meritev fotosinteze in spektra;

izloCene cebulice, ki so zgnile;

izloCene Cebulice, hranjene v fiksirni meSanici, ki je zmrznila.

Ob okno smo namestili tudi senzorja za meritev fotosinteze in son¢nega spektra ( @), pred
izpostavljene ¢ebulice pa tudi termometer s hidrometrom.

Slika 20: Izpostavljene &ebulice (foto. A. Spes).

3.4 Jakost svetlobnega toka in energija fotonov

V casu izpostavitve smo v laboratoriju merili tudi jakost svetlobnega sevanja. Senzorja za
merjenje gostote svetlobnega toka rdece svetlobe (A = 760 — 620 nm) in energije fotonov
modre svetlobe (A =510 — 450 nm).

Rezultati nam povedo kaksna je jakost svetlobnega toka rdecCe svetlobe na doloceno
ploskev, kar je razvidno iz enacbe:



Spes A. Ugotavljanje genotoksi¢nosti metil tetra-butil etra (MTBE) z Allium testom. 24
Raziskovalna naloga, Splosna in strokovna gimnazija Velenje, 2008

Energija fotonov modre svetlobe je razvidna iz naslednje enacbe:

o- ]

-S| s-m?

3.5 Dolzinski prirastek korenin za ocenitev toksi¢nosti

Za dolocanje strupenosti snovi v okolju se pogosto uporabljajo tudi testi merjenja dolzine
in prirastka rastlinskih organov. Pri raziskovalni nalogi smo izmerili povprecno dolzino
dolzinskega prirastka korenin. Po 7 dneh izpostavitve v koncentracijah (13. 12. 2006) smo
¢ebulicam zmerili dolzino koreninic. Izmerili smo najmanjSo in najvecjo koreninico ter
rezultate tabelirali. Ker smo ta dan ¢ebulice ze prvic fiksirali, dolzinski prirastek po 14.
dneh ni primerljiv, saj ob fiksiranju porezes 1,5 — 2 cm dveh ali teh koreninic.

Povprecni prirastek koreninic smo izracunali po formuli:

dmax + dmin
2

d = povprecni prirastek
A dolzina najdaljSe koreninice
dmin = dolzina najkrajSe koreninice
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Slika 21: Merjenje dolzin koreninic (foto. A. Spes).

3.6 Fiksiranje in priprava meckancev koreninskih vrsickov

Vzorcenje korenin in fiksiranje je potekalo dvakrat, 6. 12. 2006 in 20. 12. 2006.
Koreninske vrsic¢ke, priblizno dolzine 1,5 cm smo odrezali z zdravih, nepoSkodovanih
korenin in jih, po 3 vzorce, fiksirali v fiksirni raztopini, meSanici absolutnega etanola ,
C,Hs0H (Riedel-de-Haen), in ocetne kisline, CH3;COOH (Fluka), v razmerju 3:1, med 6 in
9 uro zjutraj. Fiksirane koreninske vrSicke smo shranili pri -18 °C.

Pred izdelavo preparatov smo koreninske vrSicke hidrolizirali v 0,1 molarnem HCI (Merk).
Hidroliza je trajala to¢no 10 minut, zatem smo jih ohladili ter obarvali v Schiffovim
reagentom (folgen). V reagentu smo vrsic¢ke pustili 1 uro v temnem prostoru, da so se lepo
obarvali. Nato smo jih pod stereomikroskopom (Carl Zeiss) prerezali medialno
longitudialno, odstranili koreninsko cepico in odrezali apikalni del do 1,5 — 2 mmm
(aktivno delece se celice so v meristemu koreninskega vrSicka med 0,5 — 1,5 mm). Za
analizo smo pripravili klasi¢ne preparate, meckance, iz enega koreninskega vrSicka vsake
izpostavitve. Pri vsaki koncentraciji smo izdelali po tri preparate iz treh razli¢nih koreninic
¢ebulic, ki smo jih izpostavili v merilnih valjih od 1 do 6.

Nekatere cebulice so v €asu izpostavitve (14 dni) zgnile in niso bile primerne za pripravo
preparatov. Prav tako, smo nekatere fiksirne raztopini s koreninicami v ¢asu hranjenja
zmrznile, kar je posledica koncentracije vode v fiksirni raztopini, ki se je dodala, ko smo
izpirali pipeto. Zato smo Cebulice, katerih koreninice smo uporabili za pripravo preparatov
izbirali selektivno, glede na to, katere smo zgnile in katere smo bile hranjene v zmrznjeni
fiksirni raztopini po naslednjem vzorcu. Pri vsaki koncentraciji naredili citogenetsko
analizo izpostavitve §t. 1 (¢e ta ni bila uporabna, je bila nadomestna izpostavitev §t. 2),
izpostavitve §t. 3 (nadomestna §t. 4) in izpostavitve $t. 6 (nadomestna §t. 5). S tem smo
zagotovili tudi, da so vsi vzorci, posameznih izpostavitev prijemali zadostno in podobno
koli¢ino svetlobe. Neprimerljivo bi bilo, ¢e bi pri koncentraciji §t. 1 uporabili vzorca
izpostavitev $t. 1, 2 in 3, pri naslednji koncentraciji pa izpostavitve §t. 4, 5. in 6. Mitotski
indeksi bi se v tem primeru utegnili razlikovati.

3.6.1 Priprava meckanca

Meckanec za analizo in gledanje pod mikroskopom se pripravi po naslednjem postopku:

a) Potem ko smo ze odrezali del koreninskega vrSic¢ka, po zgoraj opisanem postopku, tega
polozimo na objektno stekelce, kamor smo ze kanili kapljico 45 % (v/v) ocetne kisline.
To previdno prekrijemo s krovnim stekelcem.
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Slika 22: Priprava mec¢kanca, prvi postopek (narisala A. Spes).

b) Vzamemo navaden svin¢nik in z njim previdno in nezno potol¢emo po krovnem
stekelcu, razkropimo celice in se znebimo nastalih mehurckov zraka pod njim. V
dobrem preparatu ne najdemo mehurckov zraka.

svinémik

Slika 23: Priprava meckanca, postopek odstranitve zraénih mehurékov (narisala A. Spes).

¢) Vse skupaj prekrijemo s papirnato brisaco, da popivhamo odvecno ocetno kislino.

d) Meckanec naredimo s svin¢nikom, s katerim neZno pritiskamo in kroZimo iz centra
krovnega stekelca navzven.

Slika 24: Priprava meckanca, postopek razmazanja celic koreninskega vrsi¢ka po objektnem stekelcu
(narisala A. Spes).

e) Preparat lahko tudi za nekaj dni fiksiramo z lakom za nohte. Robove krovnega stekelca
premazemo z lakom za nohte in preparat ostane uporaben Se priblizno mesec dni, ¢e ga
hranimo pri temperaturi — 18 °C.
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Ce premocno pritiskamo lahko povzro¢imo mehanske poSkodbe celic in raztrg
posameznih, ¢e smo prenezni ali ne delamo pravilno, celic ne razporedimo enakomerno po
povrsini objektnega stekelca in opazovanje je nemogoce.

Med postopkom priprave meckancev mora raziskovalec poskrbeti za ustrezno zascito z
gumijastimi rokavicami ter masko za obraz, da prepreci mozno vdihavanje hlapov ocetne

kisline ali/in HCl-a.

3.7 Analiza vzorcev

Analize vzorcev so bile opravljene na ERICo Velenje, Institutu za ekoloske raziskave z
uporabo mikroskopov Option, West Germany Axiophot in Microstar IV, ter fotoaparatom
Carl Zeiss Vision, Axiocam MR, Version 5.07.03 s pripadajo¢im racunalniskim
programom Carl Zeiss, Axio Vision 3.1.2.1.

Slika 25: Raziskovalka Ana Spes med mikroskopiranjem, analizo vzorcev na ERICo d.o.0. Velenje v
mikroskopirnici (foto. T. Spes)

3.7.1 Mitotski indeks

Mitotski indeks (MI) je delez delecih se celic v mitozi. MI smo dolo¢ili glede na frekvenco
posameznih faz mitoze za vsako vzor¢no mesto v treh preparatih s 1000 celicami na
preparat.

Mitotski indeks smo izrac¢unali po formuli:

3
Z(Pph + Mph+ Eaph+ Aph + Tph ) 100%
MI[%]=-

D

3
D= ZPpg,Mph,Eaph, Aph,Tph, Iph
1



Spes A. Ugotavljanje genotoksi¢nosti metil tetra-butil etra (MTBE) z Allium testom.
Raziskovalna naloga, Splosna in strokovna gimnazija Velenje, 2008

D = vsota vseh opazovanih celic
Pph = frekvenca profaz
Mph = frekvenca metafaz

Eaph = frekvenca zgodnjih anafaz
Aph = frekvenca anafaz
Tph = frekvenca telofaz

3.7.2 Kromosomske aberacije

Test kromosomskih aberacij (CA) v metafazi je test za doloCanje Stevila in vrste
kromosomskih poskodb v meristemskih celicah koreninskih vrSickov izpostavljenih rastlin.
Vrednost za CA smo doloc€ili v treh preparatih vsake koncentracije glede na frekvenco
aberantnih metafaznih celic (30 na preparat) in aberantnih anafaznih celic (30 na preparat).
Celice v metafazi in anafazi smo klasificirali v naslednje kategorije:

- metafaze (Mph)

- zgodnje anafaze (Eaph, anafaza I)

- anafaze (Aph, anafaza II)

- fragmenti ali obroCev v anafazi ali metafazi

- mosticki v anafazi

- Spranje v anafazi ali metafazi

- zlepljenja v anafazi ali metafazi

- sateliti v anafazi ali metafazi

- izgubljeni oz. zaostali kromosomi zunaj delitvenega vretena

DelezZ vseh celic s poskodovanimi kromosomi smo izracunali po naslednji formuli:

3
> (Mph, + Aph, )-100%
1

cafoe]=T—
> Mph, Aph
1

Mph = frekvenca metafaz

Aph = frekvenca anafaz

Mph, =frekvenca aberantnih metafaz
Aph, = frekvenca aberantnih anafaz

3.7.3 Delez aberantnih metafaz

Analiza aberantnih metafaz (Mph,) vkljucuje dolocanje frekvence aberacij. Vrednosti za
Mph, smo dolocili glede na frekvenco aberantnih metafaz na vsako koncentracijo v treh
preparatih, 30 celic na preparat.

Delez aberantnih metafaz smo izra¢unali po formuli:
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i(F+S“+Z+S+1)-100%
1

CAMpha [%] = 3

ZMph

1

F = frekvenca fragmentov
S = frekvenca $pranj
Z = frekvenca zlepljen;j
S = frekvenca satelitov
I = frekvenca izgubljenih oz. zaostalhi kromosomov zunaj delitvenega vretena

3.7.4 Analiza aberantnih anafaz

Analiza aberantnih anafaz (Aph,) vkljucuje dolocanje frekvence aberacij. Vrednosti za
Aph, smo dolocili glede na frekvenco aberantnih anafaz na vsako koncentracijo v treh
preparatih, 30 celic na preparat.

Delez aberantnih anafaz smo izracunali po formuli:

i(F+M+§+Z+S+I)-IOO%
1

iAph
1

CAAph“ [%] =

= frekvenca fragmentov

= frekvenca mostickov

frekvenca Spranj

= frekvenca zlepljenj

= frekvenca satelitov

= frekvenca izgubljenih oz. zaostalih kromosomov zunaj delitvenega vretena

— Nz
I
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4 REZULTATI

4.1 Pogoji izpostavitve

Med izpostavitvijo smo merili temperaturo in vlaznost, s senzorjema tudi jakost
svetlobnega toka rdece svetlobe in energijo fotonov modre svetlobe. Dobili smo naslednje
rezultate:

Preglednica 3: Rezultati meritev temperature in vlaznosti na razli¢nih mestih v laboratoriju.

St. Datum Ura RV [%] T [°C] Mesto merjenja
1. 6.12.2006 11.00 27 21,2 miza

2. 12.12.2006 12.40 27 21,2 zunanje okno
3. 12.12.2006 12.50 27 21,2 notranje okno
4. 12.12.2006 15.18 28 20,3 okno

5. 12.12.2006 15.23 28 20,5 vrata

6.  13.12.2006 9.34 30 21,9 miza

7. 13.12.2006 14.34 25 19,6 vrata

8. 14.12.2006 9.03 26 19,0 okno

9.  14.12.2006 9.40 26 19,3 okno

10.  14.12.2006 11.50 26 20,4 miza

11. 14.12.2006 12.23 26 20,6 miza

12. 14.12.2006 13.52 26 21,2 miza

13. 20.12.2006 8.57 27 19,0 vrata

14. 20.12.2006 11.06 27 19,1 miza

15. 20.12.2006 11.18 27 19,4 miza

16. 21.12.2006 8.12 26 15,6 miza

17. 21.12.2006 8.14 26 16,7 miza

18.  21.12.2006 14.30 24 21,0 miza

19.  21.12.2006 16.00 25 21,7 miza

20.  21.12.2006 19.05 25 21,8 miza

22.  27.12.2006 12.28 23 18,3 miza

Preglednica 4: Rezultati meritve jakosti svetlobnega toka za rdeco svetlobo in energije fotonov za modro
svetlobo .

St- Datum Ura Q modre svetlobe J rdece svetlobe Opombe
mer. [umol/s m’| [W/m’]

1. 20.12.2006 | 11.06 14,26 3,864 Brez luci

2. 20.12.2006 | 11.18 14,91 4,582 Brez luci

3. 21.12.2006 | 8.12 16,22 3,470 Prizgane luci
4. 21.12.2006 | 14.30 16,00 3,560 Prizgane luci
5. 21.12.2006 | 16.00 13,56 2,800 Brez luci

6. 21.12.2006 | 11.20 204,2 47,86 Kalilnik

7. 21.12.2006 | 15.06 202,8 47,71 Kalilnik
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4.2 Dolzinski prirastek koreninic

Preglednica 5: Izmerjene dolZine najkrajsSih in najdaljSih koreninic vsake koncentracije.

. Kore- | Zaporedna $tevilka merilnega valja
Zap. st | Konc. .
p ninica |4 2. 3. 4, 5. 6.
1 0.001 min. 2 1,5 3 2 3 1
maks. 40 57 48 62 24 7
min. 2 3 5 2 3 1
2. 0,01 maks. 72 68 65 26 60 54
3, 0.1 min. 4 2 1 1 4 2
maks. 49 50 67 57 51 65
min. 5 1 2 7 3 4
4. 0.5 maks. 54 68 44 54 51 56
5 1 min. 2 1 3 3 3 4
) maks. 38 54 65 66 64 64
6 5 min. 3 3 3 3 1 2
) maks. 40 53 46 64 34 55
7 10 min. 2 4 6 2 3 3
) maks. 45 53 52 50 50 48
8. 50 min. 2 3 3 5 5 5
maks. 53 70 62 58 64 54
min. 2 2 3 3 3 4
9. 100 maks. 65 73 62 48 54 54
10. 1000 | 8 2 3 2 4 4
maks. 42 60 44 70 61 53
min. 2 1 1 3 1 2
1. PV maks. 70 57 55 65 62 59
min. 5 3 1 2 2 4
12. DV maks. 75 73 73 72 62 55

Preglednica S§t. prikazuje dvanajst razli¢nih izpostavitev, z razlicnimi koncentracijami
MTBE ter izmerjene dolzine njihovih najkraj$ih (min.) in najdaljSih (maks.) koreninic.
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4.3 Mikroskopiranje

Preglednica 6: Popis dela s preparati od priprave, mikroskopiranja in

regleda aberacij.

Zap. st. | St. izp. E;?IC]: Oznaka prep. Datum nastanka STETJE datum ABERACIJE datum
1. 1. 0,001 E1P1 16. 8. 2007 16. 8. 2007 17. 8.2007
2. 1. 0,001 E3P2 16. 8. 2007 16. 8. 2007 17. 8.2007
3. 1. 0,001 E6P1 16. 8. 2007 16. 8. 2007 17. 8.2007
4. 2. 0,01 E1P1 29. 10 .2007 29. 10. 2007 29. 10.2007
5. 2. 0,01 E4P1 29. 10. 2007 29. 10. 2007 29. 10.2007
6. 2. 0,01 E5P1 29. 10. 2007 29. 10. 2007 29. 10.2007
7. 3. 0,1 E1P2 30. 10. 2007 30. 10. 2007 12. 3. 2007
8. 3. 0,1 E4P1 30. 10. 2007 30. 10. 2007 12. 3. 2007
9. 3. 0,1 E6P1 30. 10. 2007 30. 10. 2007 12. 3. 2007
10. 4. 0,5 E1P1 22.2.2007 22.2.2007 22.2.2007
11. 4. 0,5 E3P1 21. 2. 2007 22.2.2007 22.2.2007
12. 4. 0,5 E6P2 21. 2. 2007 22.2.2007 22.2.2007
13. 5. 1 E1P1 30. 10. 2007 30. 10. 2007 30. 10. 2007
14. 5. 1 E3P1 29. 10. 2007 29. 10. 2007 29.10. 2007
15. 5. 1 E6P1 30. 10. 2007 30. 10. 2007 30. 10. 2007
16. 6. 5 E1P2 17. 8. 2007 17. 8. 2007 20. 8. 2007
17. 6. 5 E3P2 17. 8. 2007 21. 8.2007 20. 8. 2007
18. 6. 5 E6P1 20. 8. 2007 21. 8. 2007 22. 8. 2007
19. 7. 10 E1P2 22. 8. 2007 23. 8. 2007 23. 8. 2007
20. 7. 10 E4P1 22. 8. 2007 23. 8. 2007 23. 8. 2007
21. 7. 10 E5P1 22. 8. 2007 23. 8. 2007 29.10. 2007
22. 8. 50 E1P1 12. 3. 2007 12. 3. 2007 12. 3. 2007
23. 8. 50 E4P1 12. 3. 2007 12. 3. 2007 12. 3. 2007
24. 8. 50 E5P1 12. 3. 2007 12. 3. 2007 12. 3. 2007
25. 9. 100 E1P1 12. 3. 2007 12. 3. 2007 12. 3. 2007
26. 9. 100 E3P1 12. 3. 2007 12. 3. 2007 12. 3. 2007
27. 9. 100 E4P1 12. 3. 2007 12. 3. 2007 12. 3. 2007
28. 10. 1000 E1P2 14.8.2007 14.8.2007 16.8.2007
29. 10. 1000 E3P1 14.8.2007 14.8.2007 16.8.2007
30. 10. 1000 E6P1 23.2.2007 23.2.2007 17.8.2007
31. 11. PV E1P1 20.8.2007 21.8.2007 22.8.2007
32. 11. PV E3P2 20.8.2007 21.8.2007 22.8.2007
33. 12. DV E1P1 14.12.2006 20.12.2006 27.12.2006
34. 12. DV E4P1 23.2.2007 23.2.2007 23.2.2007
35. 12. DV E5 P3 20.12.2006 22.12.2006 23.12, 27.12.2006

*OZNAKE PREPARATOV: npr. E1 (Epruveta Stevilka 1), P1 (Preparat Stevilka 1).
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Pri pripravi preparatov, Stetju celic in citogenetski analizi gre za obsezen in dolg postopek
dela, zato je nemogoce vse opraviti v enem tednu. Ves ¢as smo vodili evidenco dela s
preparati, ki je zapisana v zgornji tabeli, kjer se pregledno vidi preparate katerih epruvet
oz. merilnih valjev smo pripravili, katere zavrgli, kdaj smo opravili Stetja, kdaj
citogenetsko analizo z opazovanjem aberacij na kromosomih.
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4.4 Mitotski indeks

Preglednica 7: Rezultati Stetja celic za mitotske indekse ter mitotski indeksi koncentracij.

Zgodnje

Pozne

Zap. st. | Konc. [pg/l] Interfaze | Profaze Metafaze Telofaze z Ml [%]
anafaze anafaze
1. 0,001 2950 23 8 6 5 8 3000 1,7
2. 0,01 2918 38 19 2 5 18 3000 2,7
3. 0,1 2866 45 37 8 13 31 3000 4,5
4. 0,5 2930 30 18 6 15 3000 23
5. 1 2905 51 13 6 14 11 3000 3,2
6. 5 2930 24 25 12 8 1 3000 2,3
7. 10 2959 12 10 5 11 3 3000 1,4
8. 50 2893 38 35 2 19 13 3000 3,6
9. 100 2887 41 40 5 16 11 3000 3,8
10. 1000 2931 25 19 12 7 6 3000 23
11. PV 1924 37 27 7 1 4 2000 3,8
12. DV 2937 27 15 12 6 3 3000 2,1

Zgornja preglednica $t. prikazuje koliko faz mitoze smo popisali med Stetjem celic. Pri vsaki koncentraciji smo presteli 3000 celic (3 %

1000), pri pitni vodi 2000 (2 x 1000). V zadnjem stolpcu preglednice smo izra¢unali mitotski indeks (MI) vsake koncentracije.
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4.5 Aberacijski indeks

Preglednica 8: DeleZ aberantnih metafaz in anafaz pri posamezni koncentraciji MTBE izpostavitve $alotke v primerjavi s pitno vodo in destilirano vodo.

Zap. §t. | Konc. [ug/l] | ZMph ZAph IMph,Aph [ZMpha, zAph, ZMph,,Aph, | Alygna [%] | Alagna[%] | Al [%]
1. 0,001 36 27 63 0 1 1 0,0 3,7 1,6
2. 0,01 88 61 149 4 2 6 45 3,3 4,0
3. 0,1 66 62 128 3 5 8 45 8,1 6,3
4, 05 82 76 158 8 6 14 9,8 7.9 8,9
5 1 62 61 123 9 10 19 14,5 16,4 15,4
6. 5 90 90 180 15 19 34 16,7 21,1 18,9
7. 10 84 79 163 16 16 32 19,0 20,3 19,6
8. 50 90 81 171 16 19 35 17,8 23,5 20,5
9. 100 90 67 157 17 16 33 18,9 23,9 21,0
10. 1000 69 62 131 28 21 49 40,6 33,9 37,4
11. PV 60 50 110 5 3 8 8,3 6,0 7.3
12, DV 64 32 96 34 21 55 53,1 65,6 57,3

Preglednica st. 8 prikazuje koliko metafaz in anafaz smo pregledali v vsaki koncentraciji, koliko od teh je bilo aberantnih, na podlagi
dobljenih rezultatov smo nato izracunali Se aberacijske indekse (Al).
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Preglednica 9: Analiza kromosomskih poskodb v izpostavitvah.

Fragmenti Mosticek | Spranje Zleplienja Sateliti Nesmetnc‘:ni, Posebnosti .
zunaj del. vret Opis _ sMoh.. Aoh. | SMoh. | ZAoh

Zap. posebnosti Pl AP, P Pha
it Konc. [ug/l] [Mph |Aph |Aph Mph |Aph [Mph |Aph |Mph [Aph |[Mph |Aph |Mph |Aph
1. 0,001 1 1 0 1
2. 0,01 1 1 3 1 6 4 2
3. 0,1 2 1 1 1 2 1 neodebeljeni | 8 3 5
4. 0,5 5 2 1 1 1 2 2 14 8 6
5. 1 2 1 7 2 1 5 1 19 9 10
6. 5 8 1 2 5 18 34 15 19
7. 10 6 2 2 8 6 2 4 2 32 16 16
8. 50 4 3 4 4 12 2 6 35 16 19
9. 100 2 4 2 4 1 6 11 3 neodebeleni |33 17 16
10. [ 1000 9 3 8 15 7 4 3 neodebeleni |49 28 21
11. |PV 3 1 1 1 1 1 8 5 3
12. |DV 34 21 55 21 34

Pri analizi kromosomskih poskodb smo opazovali naslednje: Fragmente, mosticke, Spranje, zlepljenja, satelite, nesimetricne
delitve/kromosome zunaj delitvenega vretena. Poleg teh smo analizirali §e nekaj posebnosti, ki smo jih v analizi tudi navedli.
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Zbrani rezultati, prikazani v posameznih preglednicah, so zbrani v preglednici §t. .

Preglednica 10: Mitotski in aberacijski indeksi izpostavitev, prikazani za vse koncentracije.

Zap. &t. Konc. [ug/l] MI [%] Alyoha [%] | Alagha [%] | Al [%]
1. 0,001 1,7 0,0 3,7 1,6
2. 0,01 2,7 45 3,3 4,0
3. 0,1 4,5 4,5 8,1 6,3
4. 0,5 2,3 9,8 7.9 8,9
5. 1 3,2 14,5 16,4 15,4
6. 5 2,3 16,7 21,1 18,9
7. 10 1,4 19,0 20,3 19,6
8. 50 3,6 17,8 235 20,5
9. 100 3,8 18,9 23,9 21,0
10. 1000 2,3 40,6 33,9 37,4
11. PV 3,8 8,3 6,0 7,3
12, DV 2,1 53,1 65,6 57,3
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 Merjenje temperature, relativne vlaZnosti, jakosti svetlobe in energije
svetlobnega toka

Koreninice smo izpostavili za 14 dni v koncentracijah MTBE in dveh kontrolnih merilnih
valjih, s pitno vodo in destilirano vodo. Med tem smo veckrat na razli¢nih mestih v sobi
izmerili temperaturo ter relativno vlaznost. Nekajkrat smo ob razli¢nih pogojih, brez lu¢i, z
luc¢jo, izmerili tudi jakost svetlobe (rde¢ spekter) in energijo fotonov (moder spekter). Za
primerjavo smo meritev izvedli tudi v kalilniku.

Ugotovili smo, da se energija fotonov pri prizgani luci poveca za 12 %, v kalilniku pa je ta
vrednost kar 93 % vecja od povprecne vrednosti izmerjene v laboratoriju brez luci. V teh
pogojih so bile koreninice izpostavljene vecino ¢asa. Pri jakosti svetlobe ugotovimo, da se
vrednosti v laboratoriju z prizgano lucjo in brez luci ne razlikujejo. Razlika se pojavi, ko
primerjamo vrednosti izmerjene v kalilniku, ki so za 93 % vecje. Ugotovimo, da sta
energija fotonov in jakost svetlobe v kalilniku 93 % vecji. Ti rezultati deloma pojasnjujejo

ey

(v kalilniku), bi bili tudi mitotski indeksi posledi¢no visji.

Povpre¢na temperatura v laboratoriju je bila 20 °C in relativna vlaznost 26 %.

5.2 Dolzinski prirastki korenin

Po 7. dneh izpostavitve smo prvi¢ izmerili koreninice. Merili smo najkrajSo in najdalj$o in
izraCunali dolzinski prirastek vsake posamezne. Takoj zatem smo Ze prvi¢ vzorcili
koreninice, zgolj za uporabo kot material za naslednje raziskave. Merjenje po vzorcenju, t.
j- po 14 dneh izpostavitve, ni vec relevantno, saj pri odvzemu vzorcev odrezemo naklju¢ne
koreninice, morda celo najdaljse.

Najvecje dolzinske prirastke imajo Cebulice, izpostavljene v destilirani vodi (35,6 mm),
sledi jim pitna voda (31,5 mm). Najvecji prirastek v koncentracijah MTBE v pitni vodi ima
koncentracija 50 pg/l (31 mm), najmanjSega pa imajo Cebulice koncentracije 0,001 ng/l
(20,9 mm). Cebulice, ki smo jih namakali v koncentracijah MTBE imajo niZje prirastke kot
tiste v destilirani vodi in pitni vodi, kar dokazuje da MTBE stresno vpliva na delitev celic.
Kot smo predpostavljali, so koreninice Cebulic izpostavljenih v raztopinah MTBE-ja,
krajSe. Razlika med povprecnima vrednostnima izpostavitev z MTBE in tistith brez
(destilirana voda, pitna voda) je 5,1 mm. To pomeni, da so koreninice cebulic v
koncentraciji MTBE v pitni vodi v vecini za 15 % krajSe. Vendar ugotavljamo, da je
dolZina prirastka koreninic zelo spremenljiva glede na koncentracijo MTBE in da za te
meritve nismo mogli ugotoviti logi¢ne zakonitosti.
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Na osnovi teh ugotovitev smo hipotezo, ki pravi da so koreninice ¢ebulice Salotke v
vodi z ve€jimi koncentracijami MTBE krajSe od tistih z manjSimi koncentracijami
MTBE, ovrgli. Potrdimo pa lahko, da MTBE vpliva na manjSo delitev celic, saj so
imele ¢ebulice v destilirani vodi in pitni vodi daljSe dolZinske prirastke.

Graf 1: Povprecni dolzinski prirastki koreninic Salotke izpostavljenih razliénim koncentracijam MTBE v pitni
vodi in posebej samo v destilirani vodi.
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Cebulice smo izpostavili v 6. vrstah merilnih valjev (glej shemo izpostavitve). Menili smo,
da bodo, kljub temu, da poskuSamo zagotoviti enakomerne pogoje, tiste cebulice, v
merilnih valjih §t. 6 bolj mitotsko aktivne, tudi koreninski prirastki bodo daljSi. Zato smo
tudi izbrali selektivni vzorec pripravljanja preparatov.

Najvecji povprecni dolzinski prirastek ima valj §t. 2 (31,8 mm), najmanjSega merilni valj
§t. 6 (27,5 mm).

Povprecni dolZinski prirastki posameznih valjev kaZejo, da postavitev ni imela kljucne
vloge, to pomeni, da koreninice v merilnih valji §t. 6 niso dobivale ve¢ svetlobe, ker so bile
ob oknu, kot tiste zadaj ali na sredini.
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Graf 2: Povprecni dolzinski prirastek koreninic Salotke v posamezni Stevilki merilnega valja v 7 dneh
izpostavitve.
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5.3 Mitotski indeks

Pri Stetju celic za izracun mitotskega indeksa smo presteli 3000 celic v vsaki izpostavitvi,
1000 celic v enem preparatu. Celotni rezultati, kazejo, da smo skupaj presteli najvec
interfaz (34030) izmed vseh celi¢nih faz. Kjer se celice aktivno delijo pa smo dolo¢ili
najvec profaz (391) in najmanj zgodnjih anafaz (83). Sklepamo lahko, da smo najverjetneje
vzorcili tik pred tem, ko so se celice zacele aktivno deliti, saj delez sestetih celic pada proti
zadnji fazi (profazi), ¢e anafaze ne delimo na zgodnjo in pozno.

Graf 4: Stevilo skupaj sestetih celic po fazah brez interfaze.
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Belezimo nizko mitotsko aktivnost, ki je povezana s Casom izpostavitve ¢ebulic, jakostjo
svetlobnega toka in energijo fotonov, ki so jo Cebulice v ¢asu izpostavitve prijemale.

ey

mitotski indeks pa smo belezili pri ¢ebulicah v koncentraciji 10 pg/l, 1,4 %.

Graf 5: Rezultati mitotskih indeksov posameznih koncentracij, vklju¢no s pitno in destilirano vodo.
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Mitotski indeksi so razli¢ni in ne moremo re¢i, da koncentracija onesnazila vpliva na
Stevilo dele¢ih se celic. Ce rezultate primerjamo s pitno vodo ugotovimo, da so tudi
mitotski indeksi ve¢jih koncentracij primerljivi z njo. Pitna voda ima MI = 3,8 %, takSnega
ima tudi koncentracija 100 pg/I.

DokaZemo, da mitotski indeks ni pokazatelj genotoksi¢nosti MTBE in s tem ovrZzemo
drugo hipotezo: Mitotski indeksi bodo s povecevanjem koncentracije MTBE v vodi vedno
manjsi.

Hipotezo, da se bodo mitotski indeksi s poveCevanjem koncentracije MTBE v vodi
povprecju manjsali, smo ovrgli.

Te rezultate lahko primerjamo z rezultati dolzinskih prirastkov. Koncentracija 0,001 pg/l
ima najmanjsi dolzinski prirastek (20,9 mm) in tudi MI je med manj$imi (1,7 %). Podobno
prirastek (26,5 mm). Vendar se pojavljajo tudi odstopanja pri konc. 0,5 pg/l (d = 29,1 mm),
MI = 2,3 %) in destilirani vodi (d = 35,6 mm, MI = 2,1 % ), ki imata nizke mitotske
indekse, ter velike dolzinske prirastke. Med tema dvema koncentracijama na podlagi
dobljenih rezultatov ne moremo vzpostaviti vzroéne zveze.
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5.4 Aberacijski indeks

Analizirali smo odstotek vseh aberacij v metafazi in anafazi, v vzorcu in posamezne
aberacijske indekse, za aberantne anafaze in aberantne metafaze. Nacért smo imeli
pregledati skupno v vsakem preparatu 30 metafaz in 30 anafaz. Le pri koncentraciji 5 pg/l
smo uspeli v vseh treh vzorcih analizirati skupaj 90 celic, povsod drugje to zaradi nizkih
mitotskih indeksov ni bilo mogoce.

Graf 6: Stevilo analiziranih celic v posameznih koncentracijah.
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Skupno smo za ta namen pregledali 882 metafaz in 748 anafaz, od tega je bilo 155 metafaz
(Alpph= 17,3) in 139 (Al,ph= 19,3) anafaz aberantnih. Povprecen aberacijski indeks vseh
pregledanih vzorcev je bil 18,2 %.

Osem je takSnih izpostavitev, kjer je bilo poskodovanih ve¢ anafaz, kar je pricakovano, saj
je to faza, kjer se dogajajo najvidnejSe spremembe med kromosomi. Mozno je tudi, da
posamezne napake pri metafazi Se ne pridejo do izraza, pridejo pa v anafazi, kjer se
kromosomi pomikajo proti poloma. Najve¢ poskodovanih anafaz je imela destilirana voda,
ki je imela najvisji tako Al (57,3 %), kot tudi Alupn (53,1 %), Alpn (65,6 %). Koncentracija
1000 pg/l je koncentracija, kjer je delez aberantnih metafaz visji, kot delez aberantnih
anafaz, kar je posledica uc¢inka MTBE, ki je povzrocil premajhno skrajSanje in odebeljene
kromosomov.
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Graf 7: Prikaz aberacijsega indeksa metafaze (Aly,) in anafaze (Aly,n) po koncentracijah.
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NaSo raziskavo smo opravili na osnovi pitne vode, ki pa tudi ima nek odstotek aberacij (Al
=17,3 %), ki je sicer majhen, a lahko vpliva na delitev. Teoreti¢no bi bilo mogoce vendar
zelo malo verjetno, da se Ze v vodi izpod pipe pojavlja MTBE v zelo majhnih
koncentracijah. Poskugali smo dobiti kakrine koli meritve MTBE v pitni vodi v Saleski
dolini vendar teh podatkov na Komunali Velenje Se nimajo. Ker je MTBE molekula, ki je
obcutljiva na svetlobo, visje temperature in hitro razpade v aerobnih pogojih in ker je pitna
voda tretirana s klorom je moZznost, da smo uporabili pitno vodo onesnazeno z MTBE po
naSem mnenju enaka nic¢. V vseh izpostavitvah smo uporabili vodo iz iste pipe, tako, da so
rezultati razlik v aberacijah med koncentracijami MTBE primerljivi.

Dobljene rezultate smo pri analizi primerjali Se z ze dobljenimi rezultati raziskave na Erico
d.o.o., Velenje, Vpliv cestnega prometa na obremenjenost okolja s PAH in MTBE, 2006.

Oni so v raziskavi analizirali dva vzorca MTBE, s koncentracijo 2 mg/l in 4mg/l z
aberacijskima indeksoma 68,9 % in 62,2 %. V nasi raziskavi smo uporabili mnogo manjse
koncentracije, a je ta podatek primerljiv z nasimi rezultati.
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Graf 8: Prikaz aberacijskih indeksov v primerjavi z indeksoma iz literature (KOPUSAR, N. s sod., 2006)
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V graf destilirane vode nismo vkljudili, saj nam se sluzila le kot primerjava. Iz grafa je
razvidno, da se delez aberantnih celic povecuje glede na povecanje koncentracije MTBE.
Do koncentracije 0,5 pg/l so vrednosti Se primerljive s pitno vodo. Nato se zacne Stevilo
aberacij s koncentracijo MTBE povecevati. S primerjavo podatkov iz literature lahko
recemo, da onesnazilo MTBE med 2 in 4 mg/1 pitne vode povzroci najvec poSkodb.

Na osnovi teh podatkov lahko potrdimo tretjo hipotezo, da se s povecevanjem
koncentracije MTBE v pitni vodi, premosorazmerno povecevala Stevilo
kromosomskih aberacij in anomalij v delitvi koreninskih celic.
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5.5 Vrste poskodb, ki smo jih opazili v koncentracijah

5.5.1 Fragmenti

Ta napake se za¢ne pojavljati po koncentraciji 0,5 pg/l. Dalje so bili fragmenti opazeni
prvi vseh izpostavitvah. Najvec jih je bilo v koncentraciji 1000 pg/l. Ve€ smo jih popisali v
metafazah (39), v anafazah (13). Fragmenti se pojavljajo v razli¢nih oblikah.

Obro¢ nastane, kadar se oba
dela fragmenta :zlepita, pri
tem se del kromosoma
zaokrozi. Pri analizi moramo
biti pozorni, na to ali se
morda dela kromosoma oz.
fragmenta le dotikata in nista
zlepljena. Metafaza  je
nesimetricna, opazimo tudi,
da so kromosomi premalo
odebeljeni in skrajsani, zato
prihaja do vozlanj.

V' zgornjem delu anafaze je
viden majhen delcek
odlomljenega  kromosoma.
Sklepamo lahko, da bi se iz
njega oblikoval
mikronukleus, ko bi bil
manjsega velikostnega reda,
saj bi nastal le iz fragmenta,
in postal tako imenovana
hcerinska celica.

: ErR 1 e s L LI g -
Slika 26: Obrocast fragment v metafazi, koncentracija 1000 pg/l, 400 x
povecava (foto. A. gp_e_s)

—

L s ' x; W
Slika 27: Fragment v anafazi, koncentracija 50 pg/l, 400 x, povecava
(foto. A. Spes)
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Nad  celico je  viden
odlomljeni del kromosoma v
metafazi.

Slika 28: Fragment v metafazi, koncentracija 0,5 ug/l, 400 x povecava
(foto. A. Spes)

5.5.2 Spranje in fragmenti

Spranje niso bile tako pogoste kot fragmenti. Skupaj smo jih analizirali 8, med tem ko
fragmentov 52. Spranje so zelo tezko opazljive, najveckrat pa jih opazimo kot svetleci se
del v kromosomu.

Poleg  treh  fragmentov,
opazimo tudi Spranjo, ki je
zacetek nastanka fragmenta.
Oznacena je s puscico.
Izgleda, kot da je to Ze
samostojen del kromosoma,
vendar ko  raziskovalec
izostri sliko, opazi majhen
spoj na spodnji strani.

Slika 29: Spranja in fragmenti vidni v meta{fazi, koncentracija 0,5 pg/l,
400 x povecava (foto. A. Spes)

5.5.3 Mosticki

To aberacijo smo belezili le v anafazah. Literatura navaja tudi pojavljanje te aberacije v
metafazi. Analiza mostickov v metafazi pa zahtev veliko predznanja in potrebnih izkuSen;j
z mikroskopriranjem. Ce se pojavi mosti¢ek v metafazi, se ta pojavi tudi kasneje v anafazi.
Mosticki so prevladovali v destilirani vodi (52%), ki je nagnjena k zlepljenju, zato so te
poskodbe nastale toliko lazje.
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Na sredini med obema
deloma  kromosomov v
anafazi je viden mosticek, ki
je zlepljen. Pri opazovanju
mostickov mora biti
raziskovalec pozoren na to,
ali se morda dva dela
kromosomov le prekrivata,
ali se bosta locila in je med
njima Ze vidna Spranja.

Dva mosticka v anafazi, lepo
viden je tudi tretji podaljsan
kromosom, ki pa ni mosticek,
ampak je prislo le do
nesomernega premika
kromosomov na pola.

Na sliki, je vidna anafaza, ki
se sicer v ozadju prekriva
interfaza. Nastalo je vec
mostickov. Aberacija lahko
vodi v aneupoliplodijo ali
aneuplodijo, ki nastaneta v
hcerinskih celicah.

Y

Slika 30: Mosticek v afazi \%

pg/l, 400 x povec
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Slika 31: Dva mostic¢ka v anafazi, koncetracija 100 pg/l, 400 x
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Neizkusen raziskovalec  bi
lahko morda to delitev
pristeval kot poSkodovano,
definirano kot mosticek v
anafazi, vendar je pri slednji
vidno, da kromosoma nista
zlepljena in mosticka ni, med
njima je vidna svetleca
Spranja.

1000 x povecava (foto. A. Spes)

5.5.4 Zlepljenja

Ta aberacija je bila pogosta in najbolj tipi¢na za destilirano vodo, kar 31% zlepljen;j je
pripadalo tej izpostavitvi. Sklepamo, da je to posledica primanjkovanja mineralnih snovi v
destilirani vodi. Prav tako je to pokazatelj, da je bila nasa odloCitev uporabiti pitno in ne
destilirano vodo za pripravo razli¢nih koncentracij MTBE pametna.

Na metafazi (levo) je vidna
popacenost, zlepljenje in

popolna nejasnost.
Kromosome je tezko oz.
nemogoce razlociti in

definirati. Zelo tezko je tudi
trditi, da je na tej sliki levo
metafaza, saj je aberacija
iznakazila obliko faze.

3 y L .":

Slika 34: Zlepljenje in oblikovanje t. i..amogfnih mas, tipicna aberacija v
destilirani vodi, 1000 x povecava (foto. A. Spes)
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Popolnoma zlepljena
anafaza, iz slike ne moremo
ve¢ razbrati  posameznih
kromosomov. Taksna
aberacija, kot je to je usodna
za celico, saj se je ta
nezmozna deliti. Propade.

Zlepljenja so znacilna tako za
metafaze, kot za anafaze
(analizirali smo vec zlepljeni
anafaz— 59 %). Vendar je na
sliki vidna metafaza, ki je
zlepljena in nemogoce je
videti posamezne
kromosome.

Slika 35: popolnoma zlepljena anafaza, nezmozna nadaljevati delitev,
zaradi prevelike aberacije, destilirana voda, 1000 x povecava (foto. A.
Spes)

e

Slika 36: Zlepljena metafaza, koncentracija 0,01 pg/l, 400 x povecava
(foto. A. Spes)



Spes A. Ugotavljanje genotoksi¢nosti metil tetra-butil etra (MTBE) z Allium testom. 48
Raziskovalna naloga, Splo$na in strokovna gimnazija Velenje, 2008

5.5.5 Sateliti

Pogostejsi so bili za metafaze (10), v anafazah smo jih popisali 5.

Sateliti se pojavljajo kot
majhne pikice nad
kromosomi. Oznacen s
puscico.

.‘&

Slika 37: Satellt v metafazi, koncentracua 10 pg/l, 630 x povecava (foto.
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A. Spes)
Metafaza, ki ima
poskodovane kromosome,
viden je fragment v obliki
obroca in satelit (oznacen
s puscico) na enim izmed
kromosomov.

'ss
T e

| ;
Slika 38: Satelit in obro¢ek v metafazi, koncentracija 1000 pg/l, 630 x
povecava (foto. A. Spes)
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5.5.6 Zaostali kromosomi, nesimetri¢na delitev

Ta napaka se je pojavljala pri vi§jih koncentracijah MTBE v pitni vodi. Ve¢ kot je bilo
MTBE, bolj stresno je to vplivalo na delitev kromosomov. Aberacije se kazejo v
nesimetriji, zaostajanju kromosomov, tudi v neodebelitvi in neskrajSanju kromosomskih
niti med delitvijo, ker povea moznost napake. Te aberacije se zacnejo pojavljati Ze pri
koncentraciji 0,1 pg MTBE/], najbolj izrazite pa so po koncentraciji 10 ug MTBE/I pitne
vode.

Na sliki viden stresen
vpliv. MTBE na delitev
celic. Anafaza Jje
nesimetricna,  vidi  se
moznost  vozlanja,  tudi
kromosomi so premalo
debeli za to fazo delitve.

Slika 39: Anafaza, k1 je as1metrlcna prepletena koncentracua 100 pg/l,
400 x ovecava (foto A Spes)

Slika desno prav tako
prikazuje obnasanje
kromosomov med
delitvijo, kot vzrok temu
lahko pojasnimo s
koncentracijo MTBE. Tudi
pri posameznih
kromosomih  ni  vidno,
kako jih nit delitvenega
vretena vlece proti sredini.

Slika 40: Dve metafazi, ki sta poékodoani, kromosomi so pre{rlalo
odebeljeni, koncentracija 1000 pg/l, 400 x povecava (foto. A. Spes)
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Vidno, je kako nekateri
kromosomi zaostajajo oz.
so  simetricni. TakSna
napaka lahko pripelje do
izgube kaksnega
kromosoma, kar vodi v
aneuplodijo.

\ f .}

Slika 41: Anafaza z zaostalimi kromosomi in nesimetriéno delitvijo,

koncentracija 5 pg/l, 400 x povecava (foto. A. Spes) -
Metafaza na desni strani #’ 7 ¥ -

ima zaostali kromosom, ki e
morda na prvi pogled daje 8,
vtis, da gre za fragment, ki
pa po izostritvi ni.

'7'-"-. o N

Slika 42: Metafaza na desni ima zaostali kromosom, koncentracija 100
pg/l, 400 x povecava (foto. A. Spes)

5.5.7 Mikronukleus

Predmet nase raziskave ni bil test mikronukleus (test MCN), ki je po mnenju Ranka in
Nielsena (1993, 1994, 1997) dovolj hiter in prav toliko zanesljiv, kot metode z dolo¢anjem
aberacij.

Na mikronukleuse je potrebno biti pozoren pri Stetju. Zato je navedenih nekaj primerov:
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Opazimo en
mikronukleus (ki je
oznacen s puscico). Tega
Stejemo, zgornji, pa je le
del binuklearne celice.

Mikronukleuse Smo
popisali tudi v destilirani
vodi. Jasno sta v tem
primeru vidni binuklearni
celic.

Kadar mikronukleus ni
popolnoma odcepljen od
pripadajocega jedra
celice, moramo  biti
pozorni na njegovo obliko.
V' kolikor je pravilne
okrogle oblike, kot ta na
sliki, ga Stejemo, ce pa je
popacen, ali sploscen ali
kako drugace nenavaden,
ga ne Stejemo.

. A} e e
Slika 43: Mikronukleus v koncentraciji 0,5 pg/l, pri 400 x povecavi
(foto. A. Spes)

Slika 44: Jasno viden mikronukleus, ki je nastal med delitvijo jedra,

destilirana voda, 400 x povecava (foto. A. S

Slika 45: Mikronukleus, ki ni popolnoma jasno odcepljen od jedra celice,
destilirana voda, 400 x povecava (foto. A. Spes)
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6 ZAKLJUCKI

o Izpostavili smo 72 cebulic Salotke (Allium cepa L. var. ascalonicum) v 10 razlicnih
koncentracijah MTBE, pitni vodi ter destilirani vodi.

. Postavitev ¢ebulic ni vplivala na delitev njihovih celic (tiste, ki so bile ¢isto ob oknu se
niso delile hitreje).

« Skupaj smo pripravili 35 vzorcev iz 12 izpostavitev in jih analizirali pod mikroskopom.

« Najvecje dolzinske prirastke so imele Cebulice, izpostavljene v destilirani vodi (35,6
mm). Najmanjsi dolzinski prirastek so imele ¢ebulice koncentracije 0,001 pg/l (20,9
mm).

. Cebulice, ki smo jih namakali v koncentracijah MTBE imajo niZje prirastke kot tiste v
destilirani vodi in pitni vodi, kar dokazuje da MTBE stresno vpliva na delitev celic.
Razlika med povprec¢nima vrednostnima izpostavitev z MTBE in tistih brez (destilirana
voda, pitna voda) je 5,1 mm. To pomeni, da so koreninice ¢ebulic v koncentraciji
MTBE v pitni vodi za 15 % krajSe.

. Vendar ugotavljamo, da je dolzina prirastka koreninic zelo spremenljiva glede na
koncentracijo MTBE in da za te meritve nismo mogli ugotoviti logi¢ne zakonitosti,
koreninice ¢ebulice Salotke v vodi z vecjimi koncentracijami MTB niso bile krajSe od
tistih z manjSimi koncentracijami MTBE.

« Pri Stetju celic za izraun mitotskega indeksa smo presteli 3000 celic v vsaki
izpostavitvi, 1000 celic v enem preparatu.

ey

najmanj$i mitotski indeks pa smo belezili pri ¢ebulicah v koncentraciji 10 pg/l, 1,4 %.

« Mitotski indeksi so razlicni in ne moremo reci, da koncentracija onesnazila vpliva na
stevilo dele¢ih se celic. Ce rezultate primerjamo s pitno vodo ugotovimo, da so tudi
mitotski indeksi vecjih koncentracij primerljivi z njo. Pitna voda ima MI = 3,8 %,
takSnega ima tudi koncentracija 100 pg/l.

. Mitotski indeks ni pokazatelj genotoksicnosti MTBE, saj se s povefevanjem
koncentracije MTBE v vodi ni manjsal mitotski indeks.

. Za dolocitev aberacijskega indeksa smo pregledali 882 metafaz in 748 anafaz, od tega je
bilo 155 metafaz (Alypn= 17,3) in 139 (Al,pn= 19,3) anafaz aberantnih. Povprecen
aberacijski indeks vseh pregledanih vzorcev je bil 18,2 %.

ey

izpostavitev v raztopini MTBE pa pri koncentraciji 1000 pg/l, AI = 37,4 %. Najmanjsi
aberacijski indeks ima koncentracija 0,001 pg/l, Al =1.6 %.
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« Najve€ poSkodovanih anafaz je imela destilirana voda, Alp, = 65,3 %, prav tako smo v
tej izpostavitvi zabeleZili najve¢ poSkodovanih metafaz Alypn= 51,3 %.

« Pri analizi celic, jih je bilo najve¢ poSkodovanih zaradi zlepljenj, 65 primerov, sledijo
mostricki v anafazi, 67 primerov.

« Delez aberantnih celic povecuje glede na povecanje koncentracije MTBE. Do
koncentracije 0,5 pg/l so vrednosti Se primerljive s pitno vodo. Nato se zacne Stevilo
aberacij s koncentracijo MTBE povecevati.

« Glede na to bi koncentracijo 0,5 pg/l dolocili kot opozorilno vrednost MTBE v pitni
vodi, koncentracijo, pri kateri bi se naj zaCelo s priporocili ter opozarjanjem
prebivalstva in povzrocitelja obremenitve preventivho varovati zdravje ljudi pred
Skodljivimi vplivi MTBE.

« Za dolocitev mejne vrednosti, bi morali narediti Se ve€ raziskav v obmoc¢ju koncentracij
MTBE v vodi, od 5 pg/l do 100 pg/l. Tu se aberacijski indeksi gibljejo okoli 20 % in je
zelo tezko dolociti mejo med temi rezultati, saj so razlike med njimi minimalne.
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7 POVZETEK

Genotoksicnost metil tetra-butil etra v pitni vodi z Allium testom je raziskovalna naloga pri
kateri smo zeleli ugotoviti v katerih koncentracijah vodne raztopine MTBE, ta vpliva na
spremembe pri delitvi celic koreninskih vrSickov cebulic Salotke (Allium cepa L. var.
ascalonicum). Ugotavljali smo torej, kako se kromosomske napake povecujejo s
povecevanjem koncentracije MTBE v vodi in prav tako, kako se dolzina koreninic ¢ebulic
spreminja glede na koncentracijo onesnazila.

Raziskava temelji na A/lium testu, kjer gre za obsezen postopek, tako priprave preparatov,
kot tudi opazovanja le-teh. Za opazovanje preparatov, doloCevanje mitotskega indeksa in
ugotavljanje aberacij, ki se utegnejo pojavljati pri delitvah celic, potrebuje raziskovalec
dobro predznanje. Cebulice smo izpostavili za 14 dni v doloenih koncentracija vodne
raztopine MTBE, nato smo jih vzor¢ili in fiksirali. Priprava posameznega preparata je
vkljucevala hidrolizo, obarvanje v folgenu oz. Schifferjevemu reagentu ter priprava vzorca
t. 1. meCkanca za opazovanje pod mikroskopu. Pri vsaki posamezni koncentraciji smo
opazovali tri preparate. Za dolocitev mitotskega indeksa smo pregledali 1000 celic na
preparat, torej skupno 3000. Pri doloCevanju aberacijskega indeksa, ki nam pove koliko
1izmed doloCenih opazovanih celic je aberantnih, smo imeli cilj skupno pregledati 90 anafaz
in 90 metafaz, v treh preparatih. Pri tem smo opazovali naslednje kromosomske aberacije:
aneuplodijo, poliploidijo, strukturne kromosomske aberacije (fragmenti, Spranje, mosticki
v anafazi, lepljenja, pojavljanje satelitov).

Pri vseh preparatih, vseh koncentracij, smo izraunali zelo nizek mitotski indeks, ki v
povprecju znaSa le 2,6 odstotka, kar je posledica izpostavitve Cebulic v Casu izven
vegetativnega obdobja Salotke in v Casu, ko je bila, zaradi vremenskih pogojev, jakost
pg/l, ta znaSa 4,5 %, najmanj$i mitotski indeks pa smo belezili pri cebulicah v
koncentraciji 10 pg/l, 1,4 %. Mitotski indeksi so bili po izpostavitvah razli¢ni in ne
moremo reci, da koncentracija onesnazila vpliva na Stevilo delecih se celic, torej ta ni
pokazatelj genotoksicnosti MTBE, saj se s povecevanjem koncentracije MTBE v vodi ni
manjSal mitotski indeks.

ey

aberacijski indeks smo izracunali pri destilirano vodi, Al = 57,3 %, izmed izpostavitev v
raztopini MTBE pa koncentracija 1000 ng/l, AI = 37,4 %. Najman;j$i aberacijski indeks
ima koncentracija 0,001 pg/l, Al=1.6 %.

Do koncentracije 0,5 pg/l so vrednosti Se primerljive s pitno vodo. Nato se zacne Stevilo
aberacij s koncentracijo MTBE povecevati. Glede na to bi koncentracijo 0,5 pg/l dolo¢ili
kot opozorilno vrednost MTBE v pitni vodi, koncentracijo, pri kateri bi se naj zacelo s
priporoCili ter opozarjanjem prebivalstva in povzrocitelja obremenitve preventivno
varovati zdravje ljudi pred skodljivimi vplivi MTBE. Za dolocitev mejne vrednosti, bi
morali narediti Se vec raziskav v obmocju koncentracij MTBE v vodi, od 5 pg/l do 100
pg/l. Tu se aberacijski indeksi gibljejo okoli 20 % in je zelo tezko dolociti mejo med temi
rezultati, saj so razlike med njimi minimalne.
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Glede vplivov in u¢inkov MTBE na rastline in ¢loveka je ta zelo slabo raziskan in
prav to je bil glavni razlog, da smo se odlocili za to obsezno raziskavo, ki je zelo zanimiva,
saj ponuja pogled svet, ¢loveku s prostim ocesom neviden. MTBE je spojina, ki jo
dodajajo bencinskemu gorivu kot nadomestek svinca. V okolje se lahko sprosca pri
skladis¢enju, pretakanju in izgorevanju goriva, zato smo pravzaprav ves ¢as v stiku z njim,
o njem pa vemo zelo malo oz. skoraj ni¢. In upamo, da bomo s to raziskavo pripomogli k
nadaljnjim raziskavam o vplivih in uc¢inkih MTBE tako na rastline, kot tudi na ljudi ter
osvescanju ljudi o kvaliteti vode, ki jo pijemo ter snoveh, ki so v njej.
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8 ZAHAVALA

Ko se raziskovalec odlo¢i raziskati nek problem, to Se ni najtezja stvar, ki jo je storil. Za
tem Se sledi veliko dela, ki je lahko vcasih tudi zelo utrujajoce in obupavajoce. Narediti
raziskovalno nalogo Se zdale¢ ni lahka stvar. Koliko je tak$nih stvari, na katere
raziskovalec ne sme pozabiti, koliko je materiala, ki ga mora uporabiti in dobiti vse
potrebne inStrumente, s katerimi merimo. Dvomim, da jih ima kdo, vse doma. Skratka
narediti raziskovalno nalogo ni samo reSiti problem, raziskovati, pa¢ pa tudi obvladati
logistiko, organizacijo dela. In tukaj se nam, raziskovalcem, vecinoma zalomi. Kje
najdemo sploh kaj ¢asa, razmisljati Se o tem. Zato imamo ves ¢as ob sebi nekoga, ki nam
pomaga, svetuje, tako po strokovni plati, kot tudi prakti¢ni, nam pomaga uskladiti potek
dela. To je mentor. Menim, da so te naloge zrcalo sodelovanja med mentorji in
raziskovalci.

Imela sem dve zelo dobri mentorici, mag. Nataso Kopusar in Meto ZaluberSek, ki sta mi
vsaka strokovno pomagali reSevati probleme, me uvajali v delo, mi svetovali in pomagali.
Naloga, kakrs$na je ta, zagotovo ne bi bila taksna, ¢e ju ne bi bilo. Zato se jima iskreno
zahvaljujem.

Zahvalila bi se tudi Erico d. o. o., InStitutu za ekoloske raziskave, Velenje, ki mi je
pomagal pri izvedbi raziskovane naloge, ki je zahtevala uporabo kar nekaj strokovnih
merilcev in aparatov, mi odstopil prostore, kjer sem lahko opravila vso moje raziskovalno
delo, mikroskopirnico in bioloske laboratorije, ter mi priskrbel in omogoc€il uporabo
materialov, ki sem jih pri delu potrebovala. Hvala tudi ge. Vlasti Landekar, ki mi je v
kemijskih laboratorijih svetovala in pomagala zmesati koncentracije MTBE v pitni vodi.

Druzine v tej tocki ne bom omenila, ker je to ze skoraj rutina. Pa¢ pa imam veliko
upravicenih razlogov, da se jim zahvalim. Imela sem strokovno dokaj zapleteno nalogo in
nekdo, ki se ne ukvarja s tem podro¢jem, verjamem, ne sledi teoriji, ki jo naloga zahteva.
Druzini bi se zahvalila predvsem, kar so me doma vsi, tudi po eno uro na dan poslusali, kaj
poénem, kaj sem nasla, kaj ugotovila in pri tem pokazali veliko zanimanja. Ceprav vem,
da mi je o&e rekel, da sploh ni vedel o ¢éem govorim. Ce ne bi bilo njih, bi Ze obupala na
nalogo, saj se mi bi zdela brezupna utopija dokoncati zastavljeno.

Skratka, hvala vsem, ki so pripomogli k nastanku naloge, pa Ceprav le z besedo ali
spodbudo. Brez ljudi, kakrsni so okoli mene mi ne bi nikoli uspelo.
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