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Uporaba testa Allium za dologanje kakovosti voda, 2003

1. IZVLECEK

Allium test je test za ugotavijanje genotoksicnosti v vodnih, kopenskih in zracnih ekosistemih
in v drugih medijih. Pogostnost kromosomskih okvar (KQ) se ugotavija v celicah rastnih
vrSickov korenin testne rastline — navadne debule (Allium cepa 1.), kjer dokazujemo
potencialne genotoksi¢ne snovi. Test uposteva celostne vplive in medsebojno delovanje med
genotoksiki in dednim materialom (kromatina, kromosomov).

Cebulni testi (Allium testi) neprizanesljivo kaZejo kakovost vode in se razlikujejo od kemicnih
po tem, da pokaZejo celokupen ucinek onesnaZevanja in ne le prisotnosti tistih snovi, ki jih
analitska kemija i§¢e 5 svojimi metodami,

2. UVOD

Allim test je eden od rastlinskih testov pomemben za raziskave voda (pitne vode, povrinske
stojeCe in tekoCe vode, odpadne komunalne vode, izcedne vode deponij in padavinske vode).
Ze v zadetku 70. letih ga je priporacala Kraljevska §vedska akademija znanosti (RAYAL
SWEDISH ACADEMY OF SCIENCE (1973), kakor tudi GENE - TOX PROGRAM (Grant
1982). Prednost tega testa je tudi v tem, da vodni vzorci ne potrebujejo kakrine koli
predhodne obdelave. Istofasno pa se s testom Allium ugotavlja generalna toksiénost in
genotoksi¢nost. Test Allium pokaze odliéno korelacijo s testi kjer potekajo raziskave na ribah
in sesalcih in vivo (Fiskesjé 1985, Al-Sabti 1992). Rezultati se lahko toko z vso zanesljivostjo
ekstrapolirajo na ¢loveka. Test je nadalje primeren za sledenje in nadzor obremenjenosti
strupenih snovi v okolju INVITTOX - PROTOKOL 8 (IP - 8 © September 1989).
Mednarodni program rastlinskih biologkih testov (International Program on Plant Bioassays
IPPS), je test Allium sprejel za biomonitiring in testiranje okoljskih onesnaZevalcev. V okviru
teh programov je Allim test standardiziran in validiran.

V okolju, zlasti pa v vodah se akumulirajo $tevilne kemikalije, ki jih povzrota industrija z
nekontroliranimi izpusti v okolje, nadalje intenzivno kmetijstvo in tudi turizem. Te snovi
delujejo v dolodenih koncentracijah na organizem mutageno, kar povzroda razliéno stopnjo
okvar in poSkodb genetskega materiala (Firbas 1999). Da ne govorimo o industrijskih
kemikalijah, teZkih kovinah, kemikalijah farmacevtskega porekla, hormonskih distruptorjih in
drugih polutantih. Pesticidni pripravki 7e v koncentracijah manjsih od 0,1 ppb (0,1 pg/l}
deloma inhibirajo rast korenin testnih rastlin, ter povzroajo kromosomske in kromatinske
pogkodbe v celicah (Firbas 2003).

3. MATERIAL IN METODE

Test se izvaja po: Tecnical Methods Section 1993, 1994; INVITTOX - Protokol No. 8, 1989,
Fiskesjo, 1985, Al-Sabti 1989, Nielsen 1994.

Za vsak vzorec in obe kontroli se uporabi pet &ebulic Allium cepa L. Vsi vzorei, kakor tudi
obe kontroli se na dolotenem mediju gojijo 72 ur. Dol¥ine korenin testnih rastlin podajajo
rezultate generalne toksiénosti. V celicah rastnih vrii¢kov teh korenin pa se ugotavljajo
podkodbe kromosomov, ki podajajo nivo genotoksiénosti, Negativna kontra je vodovodna
voda prefiltrirana z dvostopenskim filtrirnim sistemom AQUA CRISTAL 300. Za pozitivno
kontrolo pa 10 ug/L. metil metan sulfonat - MMS (SIGMA, M 4016).

Citogenetske raziskave potekajo na raziskovalnem mikroskopu znamke OLYMPUS - BX 41
(Japonska) z avtomatskim fotosistemom PM 10 SP, pri povecavi 400X in 1000X,
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4. REZULTATI IN DISKUSIJA

Rezultati za generalno toksicnost so podani v Tabeli 1, ter za genotoksi&nost v Tabeli 2.
S testom Allium so bili raziskani naslednji vzorci:

L Vodovodna voda — BeZigrad - Ljubljana

1L Tahionizacija vode

1L Negativna konrola ( vodovodna voda prefiltrirana z AQUA CRISTAL 300)
Iv. Pozitivna kontrola (10 ug/L MMS - SIGMA).

K izvedbi ¢ebulnega (Allium) testa $e sodita, tako imenovani negativna in pozitivna kontrola.

Negativea kontrola pokaZe kolikien je nivo strupenosti pri neizpostavljenih &ebulah in hkrati kontrola, da test
sploh deluje.

Pozitivna kontrola pa se uporablja z znano snovjo, ki v vedji meri povzroa nivo strupenosti in je potrebna za
kontrolo odzivnosti testa. Skratka z drugimi besedami: bli¥e so rezultati raziskanih vzorcev negativni kontroli
boljsa je kakovost vode; ali bolj se rezultati oddaljujejo od negativne kontrole in so blize pozitivm kontroli $labsa
Jje kakovost vode.

4. 1. Generalna toksi¢nost

Tabela 1. Povpre¢na dolZina korenin testne rastline Allium cepa L. - raziskava
generalne toksi¢nosti (odvzem vodnih vzorcev: 13. 11. 2003)

1. Vodovodna voda (Vzorec I) in traktirana vode s tahionizacijo (Vzorec II) se
statistino glede na generalno toksi¢nost minimalno razlikujeta.

2. Vodovodna pitnih voda (Vzorec I) in tahionizirana voda ima glede na povpreéno
dolZino korenin statisti‘no dalj¥e korenine od vzorcev pozitivne (Vzorec IV) in
nekoliko krajie korenine od negativne kontrole (Vzorec III).

4. 2. Genotoksi¢nost
Rezultati citoloske analize so podani v Tabeli 2,

OpaZene so bile naslednje poskodbe kromosomov:

najpogostejii so zlomi kromosom v primarni zoZitvi (centromerni regiji)
slede enojni zlomi kromatid in dvojni zlomi kromatid

najredke;ji so acentriéni kroZni kromosom.

Tabela 2. Citolo$ki uéinki raziskanih vzorcev in obeh Kkontrol - raziskava
genotoksi¢nosti (odvzem vodnih vzorcev: 13. 11. 2003)
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Nivo genotoksitnosti (Al-Sabti 1989) se podaja kot odstotkovno razmerje med vsemi metafaznimi
celicami in s celicami s poSkodbami kromosomov (Za test se pregleda de 130 ali ve¥ metafaznih
celic, kar fe po izrafunanem metafaznem indeksu okrog 3 % vseh celic)

Metafazni indeks: Od 1000 celic, jih je 30 v fazi metafaze celiéne delitve (mitoza).

1. Vzorec pitne vode traktirano z tahionizacijo (Vzorec II) ima statisti¢no zmanj$an
nivo genotoksi¢nosti od predhodne pitne vode (Vzorec I).

U NP

Vsi vzorci pa imajo niZji nivo genotoksi¢nosti od vzorca pozitivne kontrole (Vzorec

V).
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ZAKLJUCEK

Traktirana voda z tahionizacijo ima niZji nivo genotoksi¢nosti od vedovodne
vode.

2. Po spektru rezultatov generalne toksi¢nosti in niveja genotoksi¢nosti med
pozitivne in negativno kontrolo je traktirana voda viSje kakovosti od
vodovodne vode.
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