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SANTRUMPU SARASAS

AP-PGR — atsitiktinai inicijuojamas (angl. arbitrarily primed) PGR

AR — askorbo riigstis

CDDP — konservatyvios DNR polimorfizmy aptikimo metodas (angl. conserved DNA-derived
polymorphism)

Chlairb—chlorofilaiairb

DAF — DNR ,,pirsty antspaudai (angl. DNA amplification fingerprintin)

GRD/G — uzterstas dirvoZemis i§ Vilniaus miesto buvusios grazty gamyklos UAB ,,Rimeda‘®
teritorijos

H20,— vandenilio peroksidas

K — kontrolé

Kar — karotenoidai

LPP — lipidy peroksidacijos produktai

MB — mikrobranduoliai

MDA — malondialdehidas

OS - oksidacinis stresas

Pro — laisvas prolinas

RAPD - atsitiktinai amplifikuotos polimorfinés DNR metodas (angl. random amplified
polymorphic DNA)

ROS - reaktyvios deguonies formos

SM - sunkieji metalai

VERKS/VE — uzterstas dirvozemis i§ Verks§¢ioniy Zvyro karjero teritorijos

VITE/VI — uzterstas dirvozemis i§ Klaipédos Vités pagrindinés mokyklos teritorijos



IVADAS

Viena i§ didziausiy $iy dieny ekologiniy problemy yra aplinkos tarsa. | biosferg yra
iSmetama daug jvairiy toksiSky medZziagy, kurios gali sukelti trumpalaikj arba ilgalaikj
ekosistemy ekologinés pusiausvyros pazeidima. Vienos i§ medziagy, kurios yra priskiriamos
neorganiniams terSalams — sunkieji metalai ir jy junginiai (Rutkoviené, Sabiené, 2008). Sunkieji
metalai (SM) — tai elementai, kuriy santykinis tankis yra didesnis nei 5 g/lcm?® (Tchounwou et al.,
2012). I aplinkg SM gali patekti tiek gamtiniy, tiek antropogeniniy procesy metu (Hassaan et al.,
2016). Dazniausiai SM iSmetami jvairiose pramoninése zonose (He et al., 2005). Laikui bégant,
dél savo savybés akumuliuotis, SM kaupiasi vandenyje ir dirvozemyje. UZsidarius ar bankrutavus
Sioms pramoninéms gamykloms, vykstant urbanizacijai, Siose teritorijose yra vykdomos jvairios
veiklos ir SM 1§ dirvozemio patenka ] mitybos granding ir kaupiasi organizmuose. Augaluose
intensyvy SM metaly kaupimasi lemia tai, kad $ie metalai yra panasis j augalams fiziologiskai
svarbius junginius (pvz., fermenty kofaktorius), todél gali juos inaktyvinti. Net ir nedideli SM
kiekiai gali stipriai paveikti organizma: jie gali sukelti apsinuodijima, turéti kancerogeninj,
mutageninj, teratogeninj, embriotoksinj ir hemotoksinj poveikj, sukelti tiek Giminius, tiek Iétinius
sveikatos sutrikimus (Macitnas et. al., 2005; Rutkoviené¢, Sabien¢, 2008; Siuksta et. al., 2018).

Vertinant dirvozemiy toksiSkumg, daznai yra atlickami SM oksidacinio streso tyrimai.
Siekiant praplésti zinias apie Lietuvoje esanciy pramoniniy teritorijy dirvoZemiy uzterstuma,
buvo pasirinktos trys skirtingos Lietuvos teritorijos: i§ Klaipédos Vités pagrindinés mokyklos
(VITE), Verksioniy Zzvyro karjero (VERKS) ir Vilniaus miesto buvusios grazty gamyklos UAB
,Rimeda“ (GRD). Taip pat, siekiant patikrinti ar SM sukeliamas poveikis yra vienodas
skirtingose augalinése sistemose, buvo naudojami du Tradescantia genties modeliniai augalai —

Tradescantia pallida ir Tradescantia klonas 4430.

Sio bakalaurinio darbo tikslas — jvertinti sunkiaisiais metalais uZtersto dirvoZemio
ilgalaikj poveikj Tradescantia pallida ir Tradescantia #4430 augalams, naudojant biocheminius

ir molekulinius metodus.



Tikslui pasiekti iSsikelti uZdaviniai:

1. Jvertinti tiriamyjy dirvozemiy tarSos lygj remiantis cheminés analizés rezultatais.

2. Istirti dirvozemiy T. pallida ir Tradescantia #4430 augalams sukeliamg oksidacinj stresg
po 1, 6 ir 12 mén. auginimo panaudojant H.O>, askorbo riigsties, Chl a, b ir karotenoidy,
laisvo prolino bei lipidy peroksidacijos biocheminius Zymenis.

3. Palyginti T. pallida ir Tradescantia #4430 biocheminés analizés rezultatus.

4. lvertinti tiriamyjy dirvozemiy genotoksiskuma T. pallida ir Tradescantia #4430 augalams
CDDP zymeny metodu ir palyginti T. pallida ir Tradescantia #4430 genotipavimo
rezultatus.



1. LITERATUROS APZVALGA

Sunkieji metalai (SM) yra toksiski elementai, kurie, lyginant su vandeniu, turi santykinai
didelj tankj (Tchounwou et al., 2014). Nors SM randami nataraliai gamtoje, dazniausiai SM
akumuliacija dirvozemyje ir vandenyje vyksta kai j aplinka SM iSmetami antropogeniniais budais
(He at al., 2005). Galiausiai, $ie metalai patenka j mitybos grandines ir pazeidzia organizmy
fiziologija (Bradl, 2002).

1.1 Sunkieji metalai ir jy savybés

SM yra metaliniai elementai, kuriems budingas didelis santykinis atominis svoris —
atominis skai¢ius didesnis uz 20 (Raskin et al., 1994) bei jy santykinis tankis yra > 5 g/cm®
(Tchounwou et al., 2012). SM priskiriamos savybés, tokios kaip lankstumas, tamprumas,
laidumas, katijono stabilumas ir ligandy specifiSkumas. SM natiiraliai egzistuoja sulfidy ir oksidy
rudy pavidalu Zemés plutoje ir uolienose (Verma, Kaur, 2016). Jprastai jie kaupiasi dirvozemyje,
gali biiti aptikti ir jvairiuose vandens Saltiniuose. Vieni 1§ dazniausiai aplinkoje aptinkamy SM
yra Pb, Cr, As, Zn, Cd, Cu, Hg ir Ni (Wuana, Okieimen, 2011), kiti SM pavyzdziai: Zn, Ag, Fe,
Pd, Mn, Co (Yadav et al., 2019).

SM dalyvauja jvairiose biocheminése reakcijose. Esant nedideléms koncentracijoms, SM
gali stimuliuoti bakterijy, kai kuriy fermenty ir kofermenty veiklg (Wikandari et al., 2019). Nors
kai kurie mikroelementai, pavyzdziui, Cu, Fe, Mn ar Zn, yra bitini jvairioms augaly ir gyviiny
fiziologinéms funkcijoms, esant didesnéms nei norma koncentracijoms, Sie elementai gali biiti
pavojingi ir sukelti neigiama poveikj (Oves et al., 2016). Taigi, metalo toksiskos savybés
priklauso nuo jo koncentracijos. Metalai, tokie kaip As, Pb, Cd, Ni, Hg, Cr, Co, ir Zn, yra labai
toksiski, net ir nedideliais kiekiais (Salomons et al., 1995).

SM yra pavojingi dél savo savybés kauptis. Pirmiausia, jie kaupiasi dirvozemyje bei
vandenyje. Siy metaly, kaip ir daugelio metaly mikrobiologinis ar cheminis skaldymas nevyksta,
ir jy koncentracija dirvozemyje islieka ilgg laikg (Wuana, Okieimen, 2011). Jie taip pat yra linke
bioakumuliuotis, tai yra, bégant laikui, SM koncentracija organizme didéja, jie kaupiasi greiiau,
nei yra metabolizuojami arba pasalinami. Taigi, organizme susikaupus didesnei metalo

koncentracijai, gali pasireiksti toksiskas poveikis.
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1.2 Sunkiyjy metaly Saltiniai

Supratimas apie SM ir metaloidy atsiradimg ir pricinamumg dirvozemyje bei vandenyje
yra labai svarbus siekiant gerinti augalininkystés ir gyvulininkystés pramong, maisto ir vandens
kokybe, gyvenamosios aplinkos biiklg bei gilinti ekotoksikologijos zinias (Alloway, 2012). Nors
SM egzistuoja gamtoje natiiraliai, bégant laikui jie kaupiasi ir galiausiai uzterSia dirvoZzemj bei
vandenj. Jie kaupiasi, kai j aplinkg yra iSskiriamas didelis $iy metaly ir metaloidy kiekis. (Wuana,
Okieimen, 2011). Didéjantis iSmetamy j aplinka SM kiekis jau senai kelia didelj susiriipinimg
(Salomons et al., 1995).

SM gali atsirasti tiek gamtiniy, tiek antropogeniniy procesy metu ir galiausiai patekti j
skirtingus aplinkos komponentus (dirvozemj, vandenj, org). Visi SM $altiniai gali buti suskirstyti
1 penkias kategorijas: geocheminiai Saltiniai, Zemés tikio pramonéje naudojamos medziagos,
metalurgijos pramong, atlieky Salinimas ir kiti Saltiniai (Hassaan et al., 2016).

Daugelis tyrimy dokumentavo skirtingus natiiralius SM Saltinius. Metalai j aplinkg yra
1Smetami ugnikalniy iSsiverzimy metu, kai vyksta miSky gaisrai, uolieny diléjimas, ar biogeniniy
procesy metu. Taip pat metalai j aplinkg gali patekti vykstant Zuvusiy organizmy irimui. SM
galima rasti hidroksidy, oksidy, sulfidy, sulfaty, fosfaty, silikaty ir organiniy junginiy pavidalu
(Herawati et al., 2000). Geologine prasme SM yra priskiriami grupei, vadinamai
mikroelementais, ir visi kartu jie sudaro maziau nei 1 % Zemés plutos uolieny. Nors ir ie metalai
egzistuoja dirvozemyje natiraliai ar ] jj patenka natiiraliy procesy metu, jie vis tiek gali sukelti
zalingg poveikj gyviems organizmams (Hassaan et al., 2016).

Zemés tikio pramongje jvairios naudojamos medziagos yra vienas i§ metaly terSaly
Saltiniy. Pagrindiniai SM $altiniai: jvairios trgSy priemaisos, pesticidai, tirpikliai, medienos
apsaugings priemonegs, atliekos, kurios gaunamos auginant gyviinus skerdimui, jvairis
kompostai, méslas ir nuoteky dumblas. Be to, SM gali patekti j dirvozemj ir vandenj vykstant
metaly Korozijai, pavyzdziui, vykstant vieliniy tvory korozijai. Manoma, kad Zemés tikio
pramon¢ yra pagrindinis SM, tokiy kaip Pb, Cr, Cu, Zn, Cd ir Ni, $altinis dirvoZzemyje.
Galiausiai, Sie toksiski metalai gali patekti j augalus ir pasiekti maisto granding (Alves et al.,
2016; Hassaan et al., 2016).

Atsiradus metalurgijai ir pleciantis $iai pramonés $akai, atsirado dar vienas Saltinis.

DazZniausiai SM yra iSmetami sparciai besiplecianciose pramoninése zonose. Metalai, kurie yra



randami véjo pustomose dulkése, daugiausia ir yra i§ tokiy pramoniniy zony. Esant vis didesnei
pramoniniy produkty paklausai ir padidéjus $iy produkty gamybai, j aplinkg yra iSmetama vis
daugiau jvairiy aplinkos tersaly (He et al., 2005). Specialiyjy lydiniy ir plieno gamybai yra
naudojama daug SM, kaip V, Mn, Pb, W, Mo, Cr, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Li, As, Ag. Aplinka yra
terSiama vykdant Siy lydiniy gamyba, jy Salinimg bei perdirbimg (Hassaan et al., 2016).

Dar vienas i§ pagrindiniy tarSos Saltiniy yra nuotekos ir atliekos, kurias be tinkamo
apdorojimo ispila jvairios gamyklos j aplinka, gélg vandenj (Salomons et al., 1995). Daugybé
metaly, ypa¢ Cu, Cd, Pb, Sn ir Zn, patenka j aplinka i sgvartyny, kai i$ ten yra iSplaunamas
vanduo. Taip uzter§iamas dirvoZemis bei gruntinis vanduo. Taip pat j aplinkag SM patenka su
diimais, kurie i8siskiria deginant jvairias atliekas krosnyse (Hassaan et al., 2016).

SM i aplinka gali patekti ir iSmetant jvairias baterijas, naudojant jvairius pigmentus ir
dazus, spausdinimui ir grafikai skirtus dazus. Taip pat SM randama produkty gamyboje
naudojamuose katalizatoriuose, polimery stabilizatoriuose, net medicininés paskirties danty
lydiniuose (Hassaan et al., 2016).

Nors SM yra randami gamtoje ir patenka j dirvoZzemj ar vandenj vykstant nattiraliems
procesams, antropogeniniyi procesy metu i$skiriamy kai kuriy metaly srautas virsija nattraliai

iSskiriamy metaly srautg (He et al., 2005).

1.3 Sunkiyjuy metaly Zalingas poveikis aplinkai

TarSa SM kelia vis didesni susirtipinimg visame pasaulyje. Esant didéjanc¢iam jvairios
produkcijos poreikiui, yra perdirbama ir naudojama vis daugiau lydiniy, turinéiy SM. SM
padidéje kiekiai aplinkoje sukelia neigiamg poveikj hidrosferai, litosferai, biosferai ir atmosferai.
Pateke ] maisto granding, SM gali neigiamai paveikti organizmy funkcijas, sukelti jvairius
sveikatos sutrikimus ar net lemti organizmo mirtj (Masindi, Muedi, 2018). SM, kurie kaupiasi
dirvozemyje, daro neigiama jtakaka gruntiam vandeniui, augalams, lemia dirvozemio savybiy
blogéjima (Motuzova et al., 2014).

Toksiniy savybiy turintys metalai gali jungtis prie tam tikry baltymy ir taip paveikti jy
biologines funkcijas. Pavyzdziui, nustatyta, kad esant padidéjusioms Cu ir Zn koncentracijoms
dirvoZemyje, yra neigiamai paveikiama mikroby biomase ir sutrikdomas jy fermenty aktyvumas

(Zannoni et al., 2008). Taip pat, Sie metalai gali sgveikauti su tioliais ir disulfidais, ir tokiu btudu



sutrikdyti baltymy, kurie turi jautrias SH grupes, aktyvuma (Foulkes, 1998; Geslin et al., 2001).
Vykstant reakcijoms su metalais dazniausiai susidaro reaktyvios deguonies formos (RDF, angl.
reactive oxygen species, ROS) — natiiraliis jprasto metabolizmo Salutiniai produktai. Jautrios
tiolio grupés suardymas, kuris jvyksta dél metaly poveikio, galiausiai gali paveikti baltymo
struktiirg, susilankstyma (Samanovic et al., 2012). Kai kurie metalai juos pernesant gali dalyvauti
katalizinése reakcijose, kurios sukelia RDF. Tokios reakcijos lastelése gali sukelti oksidacinj
stresg ir padidinti lgstel¢je esanciy RDF kiekj, kurie gali dalyvauti jvairiose biocheminése
reakcijose ir galiausiai pazeisti DNR, lipidus bei baltymus (Borsetti et al., 2007). RDF yra taip
pat gaminami ir jprastai organizme vykstan¢iy medziagy apytakos procesy metu bei sukelia
minétus pazeidimus, tac¢iau esant didesniems nei jprastai SM kiekiams, 1gsteléms daroma
papildoma zala (Parker et al., 2011). SM sukeliamas poveikis taip pat labai priklauso nuo metalo

tipo, metaly kombinacijos ir nuo jy koncentracijos.

1.3.1 Poveikis dirvoZemiui, vandeniui ir orui

Dazniausiai 1§ jau minéty Saltiniy SM pirmiausia patenka j dirvoZzemj. Daugelis SM néra
skaidomi nei cheminiais biidais, nei mikroorganizmy pagalba, tod¢l bégant laikui jy
koncentracija dirvoZzemyje ar vandenyje didéja (Athar, Vohara, 2001; Lepp, 2012). SM gali
sutrikdyti ekosistema, nes i$ dirvozemio jie gali patekti | maisto grandine. Kai $iy metaly yra
dirvozemyje, jvairts mikroorganizmai léciau skaido organinius terSalus, didéja aplinkos tarSa —
dirvozemyje kaupiasi ne tik SM, bet ir organiniai terSalai. Esant didesniam uzterStumui gali
pasikeisti dirvozemio pH, jo derlingumas, kokybé, ar net spalva.

Nors vandens tarSos Saltiniy yra daug, didziausig zalg padaro industrializacija ir
urbanizacija. [vairiose pramoninése gamyklose, miesty teritorijose i aplinka yra iSmetamos
nuotekos, kuriose daug SM, kurie kaupiasi dirvozemyje ir vandens telkiniy nuosédose (Musilova
et al., 2016). IS vandens SM patenka | gyvus organizmus: augalus, gyviinus ir vandenyje
gyvenancius mikroorganizmus, todél uZterStas vanduo paveikia visus organizmus ir dél Sios
priezasties auk$¢iausiame maisto grandinés lygmenyje esantys organizmai gali patirti sunkius
sveikatos sutrikimus (Lee et al., 2002).

D¢l didéjancio gyventojy skaiciaus, industrializacijos ir urbanizacijos, vis didéja ir oro

tarSa, kuri §iuo metu visame pasaulyje kelia didelj susiriipinimg. Oro tar$g didina dulkés ir ore
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esancios kietosios dalelés, kurios gali biiti iSskirtos | org tiek nattraliy, tiek antropogeniniy
procesy metu (Soleimani et al., 2018). Stebéti kietyjy daleliy koncentracijg yra labai svarbu, nes
jos gali sukelti jvairius sveikatos sutrikimus, tokius kaip odos ir akiy dirginimas, kvépavimo taky
infekcijos, sirdies ir kraujagysliy sistemos sutrikimai. Sios dalelés taip pat gali biiti infrastruktiiry

prastéjimo, korozijos, rigsciy liety, eutrofikacijos ir smogo priezastis (Herawati et al., 2000).

1.3.2 Sunkiyjy metaly poveikis augalams

SM patekus | augala, gali biiti slopinami citoplazminiai fermentai ir pazeistos jvairios
lasteliy struktiiros. Kitaip tariant, 1astelése sukeliamas oksidacinis stresas (OS) (Assche, Clijsters,
1990; Jadia, Fulekar, 2009). OS sukelti pazeidimai dazniausiai yra negrjztami. Esant
netiesioginiam poveikiui, katijony mainy vietose gali jvykti esminiy maisto medziagy pakeitimas
(Taiz, Zeiger, 2002).

Pirmiausiai SM pazeidzia augaly $akny sistema, nes tai pirmoji vieta, kur augalas
kontaktuoja su SM. Tyrimai parodé, kad metalai sgveikauja su lastelés sienele. Dauguma SM
jungiasi prie poligalakturono rigsciy. Buvo parodyta, kad skirtingo amziaus Saknyse, kaupiasi
skirtingi metalai. Taip pat, senesnése Saknyse metaly buvo susikaupe maziau, nei jaunesnése.
Manoma, kad taip nutinka dél besiskiriancio skirtingo amziaus lgsteliy metabolizmo aktyvumo
(Yruela et al., 1993; Nebais et al., 2011; Bouzon et al., 2012). Kito in vitro tyrimo metu buvo
pastebéta, kad paveikus Igsteles Cd, jy sienelé pastoréjo ir buvo sutrikdyta vidiné chloroplasty
organizacija (Mehrag, 1993). Kita metaly veikimo vieta — plazminé membrana, prie kurios
metalas gali prisiristi, taip sutrikdydamas jos funkcijas (Kaba et al., 2008). Metalui sgveikaujant
su membrana, gali bati sukelti tick kokybiniai, tiek kiekybiniai poky¢iai. SM gali sukelti baltymy
tioliy oksidacija ir jy sasiuva, gali slopinti pagrindiniy membranos baltymy, tokiy kaip ATPaziy,
veikla, sutrikdyti membranoje esanéiy lipidy sudétj ir takuma (Zaidi et al., 2009). Salia to, SM
sukelia membrany lipidy peroksidacija, tai yra, padidéjus jy koncentracijai, keiciasi riebaly
rugséiy sudétis ir taip pazeidziama membrana (Hartley-Whitaker et al., 2001; Gupta, Sinha,
2009). Dar viena augalui svarbi sistema, kuri yra paveikiama SM — fotosintezé. Toksiski metalai
gali kauptis lapuose ir Saknyse, sutrikdyti chloroplasty, kurie randami skirtinguose lapo
audiniuose, tokiuose kaip stromoje, mezofilyje veikla, saveikauti su citozolyje randamais

fermentais, molekuliniame lygyje paveikti augimo reakcijas ir fotosintetinj aktyvuma, ypac¢ I ir II
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fotosistemas, baltymus nesiklius, fermentai, kurie dalyvauja fotosintezés cikluose, gali buti

denatiiruojami (Oves et al., 2016). Pavyzdziui, esant padidéjusiam Cu kiekiui dirvozemyje, yra

sutrikdomas fotosintezés pigmenty susidarymas (Sheoran et al., 1990). SM taip pat gali pazeisti ir

genetine medziaga. Pastebéta, kad jie gali sukelti tiek tiesioginj, tiek netiesioginj genotoksiska

poveiki DNR, DNR sintezei bei jos dalinimosi procesui (Garnier et al., 2006) bei lemti jvairias

chromosomy aberacijas (Unyayar et al., 2006).

Augalus padidéjusi SM koncentracija dirvozemyje gali paveikti ir netiesiogiai, tai yra,

metalams net nekontaktuojant su augalu. Kaip jau minéta, SM paveikia ir mikroorganizmy

veiklg. Sumazéjus mikroorganizmy skaiciui ar sulétéjus jy skaidymo veiklai, jvairios organinés

medZziagos yra skaidomos prasc¢iau, todél dirvozemyje sumazéja maistiniy medziagy. Atsiradus

maistiniy medziagy stygiui augaly augimo procesas suprastéja arba augalas net ziista (Schaller,

Diez, 1991). Vis délto, koks bus sukeltas poveikis konkre¢iam augalui priklauso nuo jo rasies,

amziaus, konkretaus metalo ar cheminio junginio, metalo koncentracijos bei jy kombinacijos (1.1

lentelé) (Chibuike, Obiora, 2014).

1.1 lentelé. Jvairiy SM poveikis augalams (pagal Chibuike, Obiora, 2014)

Metalas | Augalas ToksiSkas efektas augalams
As Ryziai (Oryza sativa) Sékly daigumo sumazéjimas, s¢jinuky aukscio sumazejimas,
lapy ploto ir sausosios medziagos gamybos sumazéjimas.

Pomidoras (Lycopersicon | Sumazéjes vaisiy derlius, lapy $vieZzio svorio sumazéjimas.
esculentum)
Rapsai (Brassica napus) | Sumazéjes augimas, chlorozé, vytimas

Co Pomidoras (Lycopersicon | Augaly maistiniy medziagy kiekio sumazéjimas.
esculentum)
Spinduliné pupuolé Antioksidanty fermenty aktyvumo mazinimas, augaly cukraus,
(Vigna radiata) krakmolo, amino-riigs¢iy ir baltymy kiekio sumazéjimas.

Zn Kampuotoji pupene Daigumo sumazéjimas, sumazéjes augaly aukstis, biomaseé,

(Cyamopsis
tetragonoloba)
Zirnis (Pisum sativum)

Daugiamet¢ svidre
(Lolium perenne)

chlorofily, karotenoidy, cukraus, krakmolo ir amino-rugs¢iy
kiekiai.

Chlorofilo kiekio sumazg¢jimas, chloroplasto struktiiros
poky¢iai, fotosistemos II aktyvumo mazinimas, augaly augimo
sumazejimas.

Zn kaupimasis augaly lapuose, augimo slopinimas, augaly
maistiniy medZiagy kiekio sumazéjimas, sumazintas
fotosintezés energijos konversijos efektyvumas.
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1.1 lentelés tesinys

Metalas | Augalas Toksiskas efektas augalams

Cr Kvieciai (Triticum sp.) Sumazéjes tiglio ir Sakny augimas.

Pomidoras (Lycopersicon | Augaly maistiniy medziagy sumaz¢jimas.

esculentum)

Svogiinas (Allium cepa) | Daigumo slopinimas, augaly biomasés sumaz¢jimas.

Cu Pupelé (Phaseolus Cu kaupimasis augaly Saknyse, Sakny sumazéjimas ir
vulgaris) defektai.

Vijoklinis pelévirkstis Sumazéjes augaly iSgyvenamumas, sumazéjusi biomaseé ir

(Polygonum convolvulus) | sékly gamyba.

Abisininé plinksé Sakny augimo sumazéjimas.

(Chloris gayana)

Hg Ryziai (Oryza sativa) Augaly aukscio sumazéjimas, sumazéjes atzaly formavimasis,
derliaus sumaz¢jimas, Hg bioakumuliacija tiglivose ir
sodinukuose.

Pomidoras (Lycopersicon | Daigumo sumazéjimas, sumazejes augaly aukstis, zydéjimo ir

esculentum) vaisiy svorio slopinimas, chlorozé.

Mn Pupa (Vicia faba) Mn kaupimasis Saknyse ir tigliuose, jy ilgio sumazéjimas,
chlorozg.

Zirnis (Pisum sativum) Chlorofilo a ir b kiekio sumazéjimas, santykinio augimo
grei¢io sumazéjimas, sumazéjes fotosintezés Oz evoliucijos
aktyvumas ir fotosistemos Il aktyvumas.

Ni Tikrasis kajanas (Cajanus | Chlorofilo kiekio ir Zioteliy laidumo sumaz¢jimas, sumazéjes,
cajan) Kalvino ciklo ir CO- fiksacijos fermenty aktyvumas.
Kvieciai (Triticum sp.) Augaly maistiniy medziagy kiekio sumazéjimas.

Ryziai (Oryza sativa) Sakny augimo slopinimas.

Pb Kukurtizas (Zea mays) Daigumo sumaz¢jimas, slopinamas augimas, sumazéjusi

augaly biomasé, augalo baltymy kiekio sumazéjimas.

Stambialapis kamsis Lapy skaiciaus ir ploto sumaz¢jimas, sumazejes augaly

(Thespesia populnea) aukstis ir biomasé.

Aviza (Avena sativa) Fermento RuBisCO slopinimas.

Cd Kvieciai (Triticum sp.) Sékly daigumo sumazéjimas, augaly maistiniy medziagy

Cesnakas (Allium
sativum)
Kukurtizai (Zea mays)

kiekio sumaz¢jimas, sumazgéjes tiglio ir Sakny ilgis.
Sumazgjes tiglio augimas, Cd kaupimasis.

Sumazgjes tiglio augimas, Sakny augimo slopinimas.

1.3.3 Sunkiyjy metaly poveikis gyviinams ir Zmogui

SM taip pat gali tiesiogiai ir netiesiogiai paveikti gyviinus ir zmogy. SM jprastas kelias:

jvairios pramoninés jmonés iSmeta metalus ] atmosfera, i jos jie patenka i dirvozemj ir vandenj,

tada | maistg ir galiausia kaupiasi gyviiny ar zmogaus organizme (Krishna, Mohan, 2016). Taigi,
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iprastai metalai patenka per virskinimo sistema su maistu. Kai kurie metalai j organizma gali
patekti ir i§ oro juos jkvepiant, o, pavyzdziui, Pb gali j kiing patekti per odg. Dauguma SM kiine
pasiskirsto ir patenka j audinius per kraujo sistemg (Florea, Busselberg, 2006).

Moksliniai tyrimai parodé, kad SM tarSa uzterSty teritorijy pavirSiniame vandenyje gali
pakenkti vandens organizmams lastelés lygmenyije bei paveikti ekologine pusiausvyra. Sie
toksinai gali paveikti skirtingus zuvy audinius ir organus, tokius kaip oda, inkstus ir smegenis.
Pavyzdziui, tilapijos zuvy odoje vyksta tauriniy lasteliy hiperaktyvacija, atsiranda odos melanozé
bei granuloma, o uZterstuose karpiy inkstuose, turin¢iuose hialino likuciy, gali atsirasti
intersticinis nefritas, antinks¢iy nekrozé ir vykti mononukleariniy lasteliy infiltracija. Smegenyse
atsiranda granulomos, meningito ir gliozés simptomai (Zeitoun, Mehana, 2014).

Zmogui specifiniu létiniu poveikiu pasizymi Hg, Cd, Be, Pb, V, Zr, Ti ir kiti. Kai
zmogaus organizme yra susikaupusios didelés metaly koncentracijos, dazniausiai pasireiskia
fiminiai sutrikimai, o esant mazoms koncentracijoms vyksta létinis nespecifinis veikimas
(Kvederyté, 2008). Kaip ir augaly lastelése, SM pagalba susidaro laisvieji radikalai, kurie
lasteléje sukelia OS ir pazeidzia lastelés membrang, sutrikdo metabolizmag bei pazeidzia geneting
medziaga (Valko, Morris, 2005). Yra zinoma, kad kai kurie metalai turi kancerogeninj poveikj.
Jie gali pazeisti signalinius baltymus, reguliacinius baltymus, kurie dalyvauja apoptozéje, lastelés
ciklo reguliavime, DNR pazaidy taisyme, DNR metilinime, Igsteliy augime ir diferenciacijoje
(Kim et al., 2015). Kai kurie metalai, pavyzdziui, Pb ir Mn, gali paveikti centring nerving sistemag
ir sukelti neurologiniy pazeidimy (Neal, Guilarte, 2012).

Taigi, zmonéms ir gyviinams pazeidziama centriné ir periferiné nervy sistema, sutrinka
kraujodaros organy bei vidaus sekrecijos liauky veikla, sutrikdoma lytinés sistemos funkcija. SM
perteklius organizme pagreitina ateroskleroze, piktybiniy naviky atsiradimg. Svarbu tai, kad
daugelis metaly organizme kaupiasi, o simptomai pasireiskia tik po kurio laiko (Kvederyté,

2008).

1.4 Tyrimy oksidacinio streso sukeltam poveikiui augalinése sistemose jvertinti apZvalga

Antropogeninés kilmés SM yra labai toksiski ir dirvozemyje islieka labai ilgai. Jie gali
lengvai i§ aplinkos patekti | mitybos granding, neigiamai paveikti augalams svarbias gyvybines

funkcijas bei sukelti jvairius sveikatos sutrikimus gyviiny ir zmogaus organizmuose (Fryzova et
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al., 2018; Siuksta et al., 2018). Dirvozemio tarsa SM vyksta nuo seny laiky, tadiau ji drastiskai
i$augo prasidéjus industrializacijai ir Zaliajai revoliucijai. Net jei pasalinamas metaly tar$os
Saltinis, pavyzdziui, sustabdoma metalurgija uzsiimancios jmonés veikla, dirvozemis licka
uzterstas ilgam laikui (Ma et al., 1996; Césniené et al., 2017), ir net atlikus nuosédy valyma,
neorganiniy terSaly efektyviai pasalinti i§ aplinkos nepavyksta (Khosrovyan et al., 2014). Toliau,
SM is dirvozemio gali patekti j augalo organizma ir sutrikdyti fiziologiniy ir biocheminiy procesy
veiklg (Anjum et al., 2015). Per pastarajj deSimtmet] atliekant intensyvius tyrimus buvo
pastebéta, kad didZiausig Zalingg poveikj augalams daro SM sglygotas OS (Shahid et al., 2014;
Uzilday et al., 2015). OS metu susidaro RDF, kurie pazeidZzia Igsteliy membranas, chloroplasty
pigmentus, jvairius fermentus, nukleortigstis (Gupta et al., 2013). Daugelis tyrimy parodé, kad jie
paveikia geneting augaly medziagg: susidaro mikrobranduoliai (MB), sutrtiksta DNR grandiné,
susidaro tarpgrandininés sasiuvos, vyksta baziy delecijos ar modifikacijos bei kiti DNR ir
chromatino pazeidimai (Shahid et al., 2014). Vis délto, tyrimy, kuriuose bandoma issiaiskinti SM
poveikj ekotoksikologiniame kontekste, yra nedaug (Avalyan et al., 2017). Dirbtinai pritaikytas
vieno ar poros metaly miSinys, neparodo gamtoje egzistuojanciy sudétingy SM tarpusavio rysiy.
Pavyzdziui, dirvozemyje, kuris uzterstas keliais elementais, gali susidaryti tiek antagonistiniali,
tiek sinergetiniai SM rysiai, pakeiciantys kieckvieno metalo toksiSkumg ir bendra poveikj
augalams, jy biochemijai ir fiziologijai. Tod¢l svarbu skirti daugiau démesio $iai sriciai ir gilinti
Zinias apie gamtoje egzistuojan¢iy metaly miSiniy poveikj. Be to, patartina derinti kelis metodus,
nes naudojant skirtingus metodus galima gauti iSsamesnius ir labiau patikimus rezultatus.
Dazniausiai SM toksisko poveikio jvertinimui yra atliekama biocheminiy Zymeny analize,
molekuliniy Zymeny tyrimai, ir jvertinamas metaly cito/genotoksiskumas (Cenkci et al., 2009;
Césniené et al., 2017; Siuksta et al., 2018). Tiriant konkre¢ios medZiagos poveiki, dazniau
atliekama analiz¢ in vitro, genotoksikologingje srityje stengiamasi skirti daugiau démesio ir in
Vivo tyrimams, nes jie atskleidzia, kaip toksinai veikia natiralioje aplinkoje (Hayashi, 2016), kas

ir buvo atliekama §io bakalaurinio tyrimo metu.

1.4.1 Biocheminiai Zymenys oksidaciniam stresui jvertinti

Kaip jau buvo minéta, SM pateke j organizmg lasteléje gali sutrikdyti jvairius

biocheminius procesus. Patekus metalui ar metaly misSiniui j lastelg, kaip atsakas j sukelta stresa,
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padidéja RDF kiekis, kuris gali sukelti lipidy peroksidacija, pazeisti baltymy funkcijas,
chlorofilus bei kai kuriuos metabolizmo kelius, pavyzdziui, elektrony pernesimo granding ar ATP
gamybg (Arora et al., 2002; Ruley et al., 2004; Semane et al., 2010). Vis délto, augalai turi
antioksidacinés gynybos sistema, kurios pagalba yra stengiamasi islaikyti pusiausvyra tarp
susidariusiy toksiSky deguonies formy. Tai sudétingi RDF salinimo mechanizmai, kurie veikia
tiek molekuliniame, tiek lasteliniame lygyije. Sie mechanizmai slopina arba sulétina biomolekuliy
oksidacijos procesa, sumazina lgsteliy oksidacinius pazeidimus ir didina atsparumg SM
(Michalak, 2006; Rastgoo, Alemzadeh, 2011). Augalo antioksidantinéje gynybos sistemoje
dalyvauja fermentai, tokie kaip superoksido dismutaze¢ (SOD), peroksidazé (POX), katalaze
(CAT), glutationo reduktazé (GR), monodehidroaskorbato reduktazés (MDHAR),
dehidroaskorbato reduktazés (DHAR), ir mazos molekulinés masés nefermentiniai antioksidantai,
kaip cisteinas, askorbo raigstis, tioliai, laisvas prolinas (Singh, Sinha,2005), karotenoidai,
glutationai, fenoliai bei azoto junginiai (Michalak, 2006). Taigi, sickiant jvertinti metaly
toksiskuma bei koks yra augalo atsakas j sukeltg metalo stresg, yra atlieckami $iy biocheminiy
zymeny tyrimai. Vertinant uzter$to dirvoZzemio sukeltg OS augalui, daznai yra jvertinami askorbo
rugsties, karotenoidy, vandenilio peroksido, laisvo prolino Kiekiai, chlorofily a ir b santykis
(Siuksta et al., 2018). Pavyzdziui, remiantis Abraham ir kolegy (2010) duomenimis, laisvo
prolino lygio nustatymas yra naudinga analizé, siekiant stebéti fiziologinius pokycius ir vertinti
auksStesniyjy augaly tolerancijg sukeltam stresui. Laisvo prolino gali padidéti augaluose, kurie yra
paveikiami Sal¢iu, esant sausrai, aplinkoje padidéjus druskingumui, dirvozemyje atsiradus SM ar
kai augalas paveikiamas konkrec¢iy patogeny. Biocheminiams zymenims jvertinti gali bati
naudojami jvairtis metodai. PavyzdZiui, laisvo prolino kiekis gali bti jvertintas atliekant izatino
popieriaus analiz¢ — paprastai naudojama esant dideliems méginiy kiekiams, atlickant
kolorimetrinius matavimus — kiekybin¢ ir patikima analizé bei HPLC (angl. high-performance
liquid chromatography) paremta amino rtigs¢iy analizé — taikoma, kai lyginamos visy amino
riig§¢iy koncentracijos (Abraham et al., 2010). Sio bakalaurinio darbo tyrimy metu buvo naudoti

metodai, kurie remiasi kolorimetriniais matavimais.
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1.4.2 Molekuliniai Zymenys genotoksiSkumui jvertinti

1993 m. Dr. Kary Mullis uz iSrastg polimerazés grandining reakcija (PGR) buvo
apdovanotas Nobelio premija (Atiezar, Jha, 2006). Si technologija molekulinés biologijos srityje
sukélé perversma. Ji naudojama jvairiose tyrimy srityse: evoliucijoje, klinikinéje medicinoje,
kriminalistikoje, patogeny identifikavime. Bégant laikui buvo sukurti nauji PGR pagristi metodai.
Pirmiausia buvo sukurtas atsitiktinai amplifikuotos polimorfinés DNR metodas (RAPD, angl.
random amplified polymorphic DNA) (Welsh, McClelland, 1990; Williams et al., 1990), ir
atsitiktinai inicijuojamas (angl. arbitrarily primed) PGR (AP-PGR). Taip pat buvo sukurtos ir
kitos metodikos, kaip DNR ,,pirsty antspaudai (DAF, angl. DNA amplification fingerprinting)
(Caetano-Anolles et al., 1991). RAPD, AP-PGR ir DAF yra pusiau kiekybiniai metodai, kuriuos
i$ pradziy naudojo genetiniame kartografavime, taksonomijoje ir filogenezéje (Welsh,
McClelland, 1990; Williams et al., 1990; Welsh et al., 1991; Bassam et al., 1992). Pavyzdziui,
RAPD metodas buvo naudojamas aptikti polimorfizmams, nustatyti organizmo kilmei, sudaryti
genetinius zemélapius, identifikuoti veisles, atpazinti parazity atsparumo genams, ir kaip lyties
zymekliai. Taip pat RAPD ir kiti su juo susij¢ metodai naudojami genotoksiSkumo ir
kancerogenezés tyrimuose (Atiezar, Jha, 2006). Visi trys metodai yra pagrjsti selektyviu
genominiy seky, prie kuriy atsitiktinai prisijungia atitinkamai parinktas pradmuo, amplifikacija.
Jei dvi genomo DNR sekos yra skirtingos, PGR produktai rodo skirtingus amplikony spektrus.
Taip aptikti polimorfizmai gali biiti naudojami kaip taksonominiai Zymenys organizmy
populiacijy tyrimuose (Welsh et al., 1992). Nors ir RAPD, AP-PGR ir DAF metodai panasis, yra
ir keletas techniniy skirtumy. Praktiniu pozitriu RAPD metodas yra geriausias, nes jam atlikti
nereikia naudoti radionuklidy ar atlikti elektroforezés akrilamido gelyje bei yra lengva
vizualizuoti PGR produktus. Dél to, lyginant su kitais metodais, RAPD jvairiuose
eko(geno)toksikologiniuose tyrimuose yra taikomas kur kas dazniau (Atiezar, Jha, 2006).

Ekotoksikologijos srityje naudojant RAPD metoda yra apraSomi tokie poky¢iai: juostos
intensyvumo skirtumai, juosty atsiradimas ar dingimas. Paprastai toks juosteliy poky¢iy
atsiradimas naudojamas jvertinti tiriamy organizmy panasumams ir jy jvairovei. Véliau RAPD
juostos yra jvertinamos skaitmeniniame lygmenyje: jei juostelé¢ yra matoma, tada vertinama ,,1°,
o jei néra —,,0“. Taip pat yra sukurti statistiniai jrankiai, kurie leidzia jvertinti RAPD pagrista

jvairovg ir panasumo rodiklius (t.y. fenetiné skaitine analiz¢) bei toksinais paveikty populiacijy
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geneting struktiirg (t.y. genetin¢ skaitiné analizé) (Atiezar, Jha, 2006). Sis metodas yra techniskai
paprastas, naudojami nedideli DNR kiekiai ir gali bati atliktas daugelyje laboratorijy, todél jis
labai placiai naudojamas. Vis délto, Sis metodas turi ir trikumy: prastas zymeny atkuriamumas ir
jprastai Zymenys néra geny regionuose (Jones et al., 1997; Collard, Mackill, 2009). Siekiant
pasalinti Siuos trikumus, buvo sukurtas kitas metodas — koncervatyvus DNR i§vestas
polimorfizmas (CDDP, angl. conserved DNA-derived polymorphism). Siam metodui naudojami
ilgesni pradmenys ir aukstesné prilydimo temperatiira, taip pagerinant DNR dauginima. Be to, §io
metodo metu naudojami pradmenys yra nukreipti j koduojancias sritis (Andersen, Lubberstedt,
2003, Collard, Mackill, 2009). Bitent dél Sio metodo paprastumo, plataus naudojimo ir
tikslingumo, Sio bakalaurinio darbo tyrimui jis buvo pasirinktas jvertinti polimorfizmus, kuriuos

lemia padidéjusi SM koncentracija dirvozemyje.

1.4.3 Cito(geno)toksiniai tyrimai

Citogenetika tai tyrimy sritis, kurioje nagrin¢jamos jvairios chromosomy ir su jomis
susijusios anomalijos. Sios anomalijos gali atsirasti natiiraliai, bet daznai yra sukeliamos ir jvairiy
toksiny. Atliekant genotoksinius tyrimus yra naudojami jvairts metodai, taciau siekiant patikimai
jvertinti genotoksiSkuma beveik visada yra atliekama mikrobranduoliy analizé¢. Mikrobranduoliai
(MB) buvo atrasti XIX a. pabaigoje, kai buvo pastebéti mazi intarpai kraujo, kuris buvo paimtas
18 kaciy ir ziurkiy, Igstelése. 1959 m. Evans su kolegomis MB pastebéjo ir kiekybiskai jvertino
chromosomy aberacijas naudojant raudonyjy pupeliy Sakny Igsteles (Evans et al., 1959; Hayashi,
2016). Tai buvo pirmoji ataskaita, skirta jvertinti chromosomy aberacijas. Dabar, MB tyrimai su
ankstyvomis Ziedadulkiy tetradinémis lgstelémis, yra dazniausiai naudojami biologiniai tyrimai
su augalais, siekiant jvertinti aplinkoje esanc¢iy genotoksiny poveikj. Yra jrodyta, kad naudojant
§] metoda galima lengvai aptikti aplinkoje esanéius toksinus, tokius kaip SM, radionuklidai,
pesticidai. Taip pat, palyginus mitotiniy (Saknies vir§tinés) ir mejoziniy lasteliy MB rezultatus
(1.4.3.1 pav., B), buvo parodyta, kad mejozinés lgstelés yra jautresnés toksinams (Misik et al.,
2011).

Iprastai atlieckant MB analize, pirmiausia augalai yra paveikiami tiriamais toksinais,
pavyzdziui, pasodinami j SM uzterstg dirvoZemj ar laistomi uZterStu vandeniu. Priklausomai nuo

to ar tai ilgalaikio, ar trumpalaikio poveikio tyrimas, atitinkamu laiku yra surenkami ir
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uzfiksuojami dar neprasiskleide Ziedynai. Galiausiai, ziedadulkés yra dazomos ant objektinio

stiklelio ir stebimos mikroskopu (1.2 pav., A) (Misik et al., 2011).

Pasirenkamas Paveikimas toksinais Fiksacija
tiriamas augalas
< \
&’ > A
Parenkamas ziedynas Altllekamas }'xexlo Dulkinés atskyrimas
Ziedo skrodimas
/ e
% %
Dulkinés sutrynimas ir ~ Padengimas dengiamuoju  Tetrady fiksavimas 60°
tetrady paskleidimas. stikleliu. temperatiroje ir MB
Dazymas. ieskojimas.

1.2 pav. Objektinio stiklelio paruosimo zingsniai (A) ir ankstyvosios Tradescantia ziedadulkiy
tetrados su MB (B) ir be MB (C) (Misik et al., 2011)

1.5 Augalams sukeliamo oksidacinio streso tyrimai panaudojant Tradescantia genties

sistemas

Tradescantia augalai yra vieni i§ dazniausiai naudojamy augaly jvairiy toksiny poveikiui
tirti (Misik et al., 2011). Jie gali baiti naudojami vertinant tiek ilgalaikj, tiek trumpalaikj poveikj.
Sie augalai gali biti lengvai kultivuojami tiek laboratorijoje, tiek lauko salygomis. Kadangi tai
yra daugiameciy augaly grupé, Tradescantia yra tinkama tirti genetiniy mutacijy dinamika
ekosistemoje. Sis modelinis organizmas gali biiti panaudotas oro, vandens ir dirvoZemio taros
tyrimuose. Genotoksiskumui tirti gali bati naudojamos tiek somatinés, tiek mitotinés, tiek
generatyvines lastelés.

Dazniausiai aplinkos tarSos tyrimams naudojamas Tradescantia #4430 (1.3 pav., B), kuris
yra sterilus dviejy Tradescantia rasiy hibridas (T. hirsutiflora ir T. subacaulis). Sis klonas yra

sterilus ir dauginamas tik vegetatyviniu biidu, taip uztikrinant bandomosios medziagos genetinj
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vienoduma (Bloom, Serres, 1995). Tradescantia #4430 yra plac¢iai naudojamas jvairiy cheminiy
junginiy, skirtingos tarSos oro, vandens, dirvozemio genotoksiniuose tyrimuose. Taip pat svarbu,
klonas yra ypac jautrus genotoksinams ir jo sistemos, kurios naudojamos stebéti toksiny
poveikiui, yra gerai istirtos (Césniené et al., 2014). Dél savo savybiy, §is klonas buvo naudojamas
stebéti radiacijos lygio kitimui aplink branduolines elektrines Japonijoje, ir iSmatuoti
spinduliuotés genotoksinj poveikj Cernobylio branduolinés elektrinés teritorijoje (Bloom, Serres,
1995). Vis délto, Tradescantia klonas yra netinkamas tyrimams esant atograzy klimatui — daznai
atsiranda augimo ir zydéjimo sutrikimy. Taip pat §] augalg puola parazitai ir vabzdziai, todél jo

naudojimas lauko tyrimuose yra ribotas (Suyama et al., 2002).

1.3 pav. Tradescantia pailida (A) ir Tradescantia # 4430 (
Kitas toksinams tirti naudojamas augalas — Tradescantia pallida (1.3 pav., A). Ispanijoje

jis yra placiai paplit¢s dekoratyvinis augalas, kuris auginamas soduose ir palei gatves (Suyama et.
al., 2002). T. pallida yra neauksta, sultinga viszalé daugiameté Zolé. Lapai yra pailgos ir smailios
formos, zalios ir tamsiai violetinés spalvos. Ziedai yra mazi, baltos, rozinés arba raudonos
spalvos, prasiskleidzia ryte. Sis augalas yra pakankamai atsparus aplinkos poveikiui (Suyama et.
al., 2002). Atlikti tyrimai parodé, kad T. pallida augale kaupiasi SM, ir kad jis jautrus aplinkos
genotoksinams, todél §is augalas gali biiti naudojamas kaip bioindikatorius aplinkos tarsai tirti
(Hunt, 1975). Kai kurie autoriai teigia, jog T. pallida yra toks pat jautrus kaip #4430 ir Kiti klonai
(Suyama et al., 2002; Mielli et al., 2009), taciau, kad biity galima daryti tokias iSvadas,
dabartinése duomeny bazése apie tai yra per mazai informacijos ir Sistemingy i§samiy tyrimy

(Migik et al., 2011).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos

2.1 lentelé. Tyrime naudotos medziagos

Cheminé medziaga

Gamintojas

10 x DreamTaqg Green buferinis tirpalas

Thermo Scientific (Lietuva)

Etanolis (96 %)

AB ,,Vilniaus degtine* (Lietuva)

Ledin¢ acto riigstis

MERK (Vokietija)

Aliuminio chloridas

AppliChem (Vokietija)

Askorbo riigstis

Sigma (Jungtiné Karalyst¢)

EDTAO05M

Sigma (Vokietija)

Fosforo riigstis

Alfa Aesar (Vokietija)

Kalio fosfatas Sigma (JAV)
Kalio jodidas Sigma (JAV)
L-prolinas Roth (Vokietija)
Metafosforo riigstis Roth (Vokietija)
Metanolis Fluka (Vokietija)
N,N-dimetilformamidas Fluka (Vokietija)
Na;HPO4 Roth (Vokietija)

Natrio acetatas

Sigma-Aldrich (Vokietija)

Natrio chloridas

Fluka (Vokietija)

Natrio molibdatas

Roth (Vokietija)

Ninhidrinas Alfa Aesar (Vokietija)
Ortofosforo rugstis Alfa Aesar (Vokietija)
PVP-40 Roth (Vokietija)

Salicilo rugstis

Sigma (Vokietija)

Sieros rugstis

Fluka (Vokietija)

Sterilus dejonizuotas vanduo Thermo Scientific (JAV)
Sulfosalicilo riigstis Alfa Aesar (Vokietija)
Toluenas Alfa Aesar (Vokietija)
Trichloracto ruigstis (TCA) Merk (Vokietija)
Triobarbitiiro rugstis (TBA) Sigma (JAV)

TRIS (1 M)

Applishem (Vokietija)

Vandenilio peroksidas (35 %)

Roth (Vokietija)

B-merkaptoetanolis

Sigma-Aldrich (Vokietija)

Agarozé

Thermo Scientific (JAV)

Boro riigstis

Sigma (Vokietija)

CDDP pramenys (10 pmol/uL)

Metabion (Olandija)

CTAB (10%)

Sigma (JAV)

DNR dydzio standartas: GeneRuler Ladder Mix

Thermo Scientific (Lietuva)
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2.1 lentelés tesinys

dNTP misinys (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (po | Thermo Scientific (Lietuva)
2mM kiekvieno)

DreamTaq polimerazé (5U/ L) Thermo Scientific (Lietuva)
EtidZio bromidas (10mg/mL) Sigma-Aldrich (JAV)
2.2 Metodai

2.2.1 Tyrimo objektas

Tyrimui naudoti du modeliniai augalai: Tradescantia pallida ir Tradescantia #4430.
Abiejy genciy Tradescantia modeliniai augalai padauginti vegetatyviniu badu. Tokiu btidu
padauginty augaly genotipai yra suvienodinti, siekiant atmesti genotipo poveikj rezultatams.

Kiekviena augaly riisis pasodinta  keturis skirtingus dirvoZzemius: kontrolinj, 1§ Vités
pagrindinés mokyklos Klaipédoje (VITE), i§ Verksioniy Zvyro karjero teritorijos (VERKS) ir i3
Vilniaus miesto buvusios grazty gamyklos UAB ,,Rimeda“ (GRD) teritorijy. Siy dirvozemiy
cheming analize atliko Dr. R. Taraskevi¢ius (Gamtos tyrimy centras).

Fiksuotos augimo sglygos: 16 h diena, 8 h naktis, 20 — 22 °C temperatiira. Visy méginiy
biocheminé analiz¢é atlikta praéjus 1 mén., 6 mén. ir 12 mén. po augaly pasodinimo j
dirvozemius. DNR i$skirta praé¢jus 3 mén. po pasodinimo. Augalai buvo auginami VU GMC
Botanikos ir genetikos katedros Siltnamyje.

T. pallida augalai iSgyveno visus 12 mén., Tradescantia #4430 augalai po 6 mén.
isgyveno tik GRD ir VERKS dirvoZemiuose, o pragjus 12 mén. uZterituose dirvozemiuose Visi

augalai iSmire¢.

2.2.2 Vandenilio peroksido koncentracijos tyrimas

Vandenilio peroksido kiekiui nustatyti naudotas Velikovos ir Loreto protokolas (2005).
50 mg lapo homogenizuota su 0,5 mL 0,1 % (w/v) atSaldyta trichloracto rigstimi (TCA) ir
nucentrifuguota 13500 rpm 15 minuciy. Tada, 250 pL tirpalo sumaiSyta su tokio paties tiirio 10
mM fosfato buferinio tirpalo (pH = 7) ir dviem tariais 1 M KI. Méginiai laikomi ant ledo, saltai.

Kontrolei kaip supernatantas naudota 0,1 % TCA. Absorbcija stebima 390 nm bangos ilgiu.
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Vandenilio peroksido kiekis jvertintas sudarant kalibracing kreive (2.1 pav.). Gautos vandenilio

peroksido koncentracijos PM/L perskaiciuotos j uM/g $viezios masés.

1 R?=0,9822

0,6 [ R

1,2 é
y=0,0031x+0,0449 %

0.4

Sugertis ties 3901m

0,2 o I

0e
0 50 100 150 200 250 300 350 200

Vandenilio peroksido konc.,pig/mL
2.1 pav. Vandenilio peroksido kalibraciné kreive

2.2.3 Askorbo ragsties kiekio tyrimas augaluose

Askorbo ragsties kiekiui nustatyti naudotas modifikuotas Mitsui ir Ohta protokolas
(1961). 60 mg lapo homogenizuota su 1 mL 5 % metafosforo ragsties ir nucentrifuguota 13500
rmp 10 minuéiy. Tada, atSaldytas tirpalas, kuris susideda i§ 500 uL 2 % natrio molibdato ir 500
uL 0,15 N sieros ragsties, sumaiSomas su 250 uL 1,5 mM NaxHPO; ir 250 L tirpalo su augalu.
Gautas tirpalas inkubuotas 60 °C 40 minu¢iy. Méginiai su tirpalu staigiai atSaldyti ledo vonioje.
Kontrolei kaip supernatantas naudota 5 % metafosforo rtigstis. Absorbcija matuota 660 nm
bangos ilgiu. Askorbo ragsties kiekis jvertintas sudarant kalibracing kreive (2.2 pav.). Gautos

askorbo riigSties koncentracijos pg/mL perskai¢iuotos | pg/g Sviezios mases.
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R2=0.9867
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2.2 pav. Askorbo riigsties kalibraciné kreivé.

2.2.4 Chlorofilo a ir b bei karotenoidy nustatymas

Fotosintezes procese yra ypac svarbiis chlorofilai a ir b bei karotenoidai. Atsizvelgiant j jy
kiekius augale, galima spresti apie fotosintezés efektyvuma. Jy kiekis matuotas naudojantis
Minocha ir kolegy (2009) pasitlytu protokolu. Du lapo diskeliai (6 mm skersmens) pasverti ir
panardinti ] 2 mL N,N-dimetilformamidg. Méginiai laikomi tamsoje 4 °C ne trumpiau nei 48
valandas. Tirpiklio kontrolei naudotas N,N-dimetilformamidas. Absorbcija matuota 664 nm, 647
nm (chlorofilai a ir b) ir 480 nm (visi karotenoidai) bangos ilgiais.

Chlorofilo a kiekis apskai¢iuotas pagal formule: (12 x Ages) — (3,11 X Asa7)

Chlorofilo b kiekis apskai¢iuotas pagal formule: (20,78 x Asa7) — (4,88 X Assa)

Karotenoidy kiekis apskaiciuotas pagal formulg: (1000 x Asgo — 1,12Ca* — 34,07Cb*) /

245
* Cia Ca — chlorofilo a kiekis, o Cb — chlorofilo b kiekis.

2.2.5 Prolino kiekio augale tyrimas

Laisvo prolino kiekiui augaluose nustatymui naudotas Abraham ir jo kolegy (2010)
protokolas. 100 mg augalo audinio sutrinama su 500 pL 3 % sulfosalicilo rtigstimi.

Homogenizuotas tirpalas 5 minutes nucentrifuguotas kambario temperatiiroje 13500 rpm
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(maksimaliu grei¢iu). Atskiruose mégintuvéliuose paruosiamas tirpalas: 150 gL 3 % sulfosalicilo
rugsties, 300 uL ledinés acto rugsties, 300 pL ninhidrino riigsties. Ninhidrino riig§ties paruoSimas
(25-iems mL): 0,625g ninhidrino, 15 mL ledinés acto rugsties, 10 mL 6 M ortofosforo ragsties. |
mégintuvélius su paruostu tirpalu jpilta 100 pL tirpalo su augalo ekstraktu ir viskas gerai
iSmaisyta. Tirpalai inkubuojami 96 °C 60 minuciy. Po inkubacijos mégintuvéliai su tirpalu
staigiai atSaldyti ledo voneléje. AtSaldyti méginiai ekstraktuojami toluenu: j reakcijos misinj
pridéta 1,5 mL tolueno, suvorteksuota 60 sekundziy ir palikta nusistovéti 5 minutes. Surenkamas
tolueno (virSutinis) sluoksnis. Absorbcija matuojama ties 520 nm. Kontrolei kaip supernatantas
naudojamas toluenas. Laisvo prolino kiekis jvertintas sudarant kalibracing kreive (2.3 pav).

Gautos prolino koncentracios pg/mL perskaiéiuotos j pg/g Sviezios masés.
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2.3 pav. Prolino kalibraciné kreive.

2.2.6 Lipidy peroksidacijos tyrimas

Lipidy peroksidacijos produkto — malondialdehido (MDA), kiekio augalo lapuose
nustatymui naudotas Daud ir jo kolegy (2014) protokolas. 100 mg audinio homogenizuota su 2
mL 0,25 % tiobarbittro rigstimi (TBA) ir tada, iStirpinta 10 % trichloracto riugstyje (TCA).
Tirpalas pakaitinamas 95 °C 30 minuciy ir staigiai atS8aldomas ledo vonel¢je. Méginiai
nucentrifuguojami 5000 rpm 10 minuciy. Absorbcija matuojama 532 nm ir 600 nm ilgio

bangomis. Gauti rezultatai nM/mL perskaiciuoti nM/g Sviezios mases.
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Lipidy koncentracija apskai¢iuota pagal Hodges ir kolegy i$vestg formulg (1999):
MDA = (((As32— Asoo) — ((Asa0 — Agoo) x0,0571))/ 157000) x 10°

2.2.7 DNR isskyrimas CTAB metodu
DNR isskyrimui CTAB metodu naudotas modifikuotas Doyle ir Doyle (1990) protokolas.

Apie 100 mg augalinés medZziagos homogenizuota su 0,8 mL ekstrakcijos buferiniu tirpalu (2.2

lentelé).

2.2 lentelé. Ekstrakcijos buferinio tirpalo sudétis (50-¢iai pavyzdziy). Buferinis tirpalas gamintas
pagal eiliSkuma

Eiliskumas | Medziaga Medziagos kiekis

1. EDTA (0,5 M) 2 mL
2. TRIS (1 M) 5mL
3. NaCl (5 M) 13,75 mL
4. PVP-40 500 mg
5. CTAB (10 %) 10 mL
6. B-merkaptoetanolis 100 pL
7. Dejonizuotas H2.O Iki 50 mL

Meéginiai inkubuoti termostate 25 min. + 60 °C temperatiroje. Po inkubacijos méginiai
atvésinti iki kambario temperatiiros ir j kiekvieng jpilta 1 mL cloroformo, sumaiSyti pavartant ir
nucentrifuguoti mikrocentrifugoje 3 minutes 13500 rpm. Nucentrifuguoty méginiy virSutiné faze,
kurioje yra DNR, nusiurbiama (iki 500 pL) j naujus mégintuvélius. | juos jpilta po 250 uL 5 M
NaCl ir gerai sumaiSyta. Tada, jpilta po 1 mL 95 % etanolio. Méginiai sumaiSyti vartant ir laikyti
30 minuciy — 20 °C temperatiiroje. Atsaldyti méginiai su nusédusia DNR centrifuguoti 5 minutes
13500 rpm ir atsargiai pasalintas supernatantas. DNR praplauta 200 pL 70 % etilo alkoholiu ir
centrifuguota 5 minutes 13500 rpm bei atsargiai nupiltas supernatantas. Etilo alkoholio likuéiai
atsargiai surinkti pipete ir DNR palikta iSdzitti steriliame bokse. ISdziuvusi DNR istirpdyta 50
pL steriliame dejonizuotame (18,3 MQ) vandenyje. DNR koncentracija ir jos kokybé buvo
matuojama su NanoDrop 2000 (JAV), ir atskiesta steriliu dejonizuotu vandeniu iki 5 ng/pL.

Gauti 54 méginiai laikyti -20 °C.
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2.2.8 Genotipavimas naudojant CDDP pradmenis
Pirmiausia, atliekant genotipavimg CDDP (angl. conserved DNA-derived polymorphism)
pradmenimis buvo sumaiSyti PGR reakcijos misiniai (2.3 lentelé.). MisSiniai skyrési naudotais

pradmenimis ir DNR.

2.3 lentelé. PGR reakcijos misinio sudétis

Komponentas Kiekis 1 méginiui (uL) | Kiekis S0 méginiy (uL)
Sterilus dejonizuotas H,O 8,31 415,5

Dream Taq polimerazé (5U/pL) 0,09 4,5

DNR (5 ng/pL) 3 150

CDDP pradmuo (10 pmol/uL) 0,6 30

1_0>< Dream Taq Green buferinis 15 75

tirpalas

dNTP mix (po 2 mM kiekvieno) 1,5 75

IS viso: 15 750

Toliau, atliktas DNR pagausinimas PGR metodu. Visiems pakartojimams buvo
naudojamos tos pacios sglygos (2.4 lentelé.). Atitinkamiems pradmenims parinkta jiems tinkama

prilydimo temperatira (2.6 lentelé.).

2.4 lentelé. Gausinimo CDDP PGR metodu vykdymo sglygos

Cikly kiekis | Etapas Temperatiira °C | Trukmé (min.)
1 Pirminé denatiiracija 94 3
Denatiiracija 94 1
35 Pradmeny prijungimas 54 — 63* 1
Komplementarios grandinés sintezé 72 2
1 Galuting¢ sintez¢ 72 5
1 Reakcijy pabaiga 10 0

* Pradmeny prilydimo temperatiira parinkta pagal naudojamg pradmenj, ir sumazinta 5°C.

PGR reakcijos metu gauti genotipavimo produktai buvo iSskirstyti naudojant 1,5 %
agarozés gelj (2.5 lentelé). Kaip DNR dydzio standartas naudotas ,,GeneRuler DNA Ladder Mix*
(Thermo Scientific). DNR j gelj suleista naudojant 70 V jtampa, kuri véliau padidinta iki 105 V.
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2.5 lentelé. Agarozés gelio sudétis

Komponentas 1,5 % agarozés gelis (250 mL)
Agaroze 3,259

5x TBE buferinis tirpalas* 50 mL

Etidzio bromidas (10 mg/mL) 18,75 pL
Dejonizuotas H>.O Iki 250 mL

* 5x TBE buferinio tirpalo sudétis (500 mL): TRIS bazé 27 g, boro ragstis 13,75 g, EDTA 0,19
g, dejonizuotas vanduo iki 500 mL.

2.2.9 CDDP pradmeny atranka

Pradmeny atranka buvo atlickama i§ 21 pradmens, nukreipty j 6 geny Seimas (2.6 lentelé).
WRKY geny Seimg sudaro svarbils transkripcijos veiksniai, kurie atsakingi uz augaly fiziologinius
poky¢ius ir atsakg j biotinj ir abiotinj stresg (Song et al., 2018). Myb genai sudaro vieng
didZiausiy augaly transkripcijos veiksniy Seima, daugelis jy dalyvauja augaly vystymesi bei
manoma, kad dalyvauja lasteliy ciklo reguliavime (Citerne et al., 2010). ERF geny Seimos
transkripcijos veiksniai atsakingi uz augaly vystymasi ir augima, atsakg j biotinj ir abiotinj stresg
(Liu et al., 2019). KNOX genai koduoja homeodomenus turinéius transkripcijos veiksnius, kurie
reikalingi meristemos palaikymui ir tinkamam organy iniciacijos modeliavimui (Hay, Tsiantis,
2010). MADS genai dalyvauja vegetatyviniame augime ir dauginimosi procesuose, yra bitini
ziedyny ir vaisiy vystymuisi (Sheng et al., 2019). ABP1 genas koduoja auksing prisiriSantj
baltyma, kuris dalyvauja daugelyje gyvybiniy procesy kaip greitai reaguojanti signaliné¢ molekulé
plazminéje membranoje (Dahlke et al., 2010). Kiekvienai $iy geny Seimai buvo pasirinkta po
vieng pradmenj. Siekiant geresniy rezultaty pasirinkti pradmenys, su kuriais gauta daugiausia
amplikony naudojant Tradescantia #4430 ir T. pallida. Pasirinkti pradmenys: WRKY-R3B,
Mybl, ERF2, KNOX-3, MADS-4, ABP1-3.
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2.6 lentelé. Sesioms geny $eimoms atstovaujantys CDDP pradmenys, naudojami genotipavime

Pradmeny
Nr. | Oligo pavad. | Nukleotidy seka prijungimo Atrinkt
temperatiira | pradmenys
CO
1 | WRKY-F1 TGG CGS AAG TAC GGC CAG 61
2 | WRKY-R1 GTG GTT GTGCTT GCC 49
3 | WRKY-R2 GCC CTC GTA SGT SGT 52 WRKY-R3B
4 | WRKY-R3 GCA SGT GTG CTC GCC 54
5| WRKY-R2B | TGS TGS ATG CTC CCG 52
6 | WRKY-R3B | CCG CTC GTG TGS ACG 54
7 | Mybl GGC AAG GGC TGC CGC 57 Myb1
8 | Myb2 GGC AAG GGC TGC CGG 57
9 | ERF1 CAC TAC CGC GGS CTS CG 62
10 | ERF2 GCS GAG ATC CGS GAC CC 62 ERF2
11 | ERF3 TGG CTS GGC ACS TTC GA 57
12 | KNOX-1 AAG GGS AAG CTS CCS AAG 58
13 | KNOX-2 CAC TGG TGG GAG CTS CAC 61 KNOX-3
14 | KNOX-3 AAG CGS CAC TGG AAG CC 57
15 | MADS-1 ATG GGC CGS GGC AAG GTG C 66
16 | MADS-2 ATG GGC CGS GGC AAG GTG G 66 MADS-4
17 | MADS-3 CTS TGC GAC CGS GAG GTC 63
18 | MADS-4 CTS TGC GAC CGS GAG GTG 63
19 | ABP1-1 ACS CCS ATC CAC CGC 54
20 | ABP1-2 ACS CCS ATC CAC CGG 54 ABP1-3
21 | ABP1-3 CAC GAG GAC CTSCAG G 56

Nukleotidy sekoje S reiskia, kad Sioje vietoje gali biti tiek G (guaninas), tiek C (citozinas).

2.2.10 Genotipavimo metu gauty geliy analizé

iSfrakcionuoti amplikonai fiksuoti ir vizualizuoti naudojant UV transliuminatoriy

Genotipavimo metu su kiekvienu pradmeniu buvo atlikti 2 pakartojimai. Agarozés gelyje

,BioDocAnalyse*. Amplikonai, kuriuose rasta pasikartojanciy pakitimy, buvo suvesti j binaring

matrica. Jeigu amplikonas yra, tada matricoje raSomas 1, o jei néra — 0. Filogenetinis medis buvo

braizytas naudojant programg ,,TreeCon*, nustacius Bootstrap reiksme su 1000 iteracijy.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Tiriamy dirvoZemiy cheminés analizés apZvalga

Dirvozemiy analizé rodo, kad pagal 2015 mety nustatytas pavojingyjy cheminiy
medziagy ribinés vertés dirvoZzemyje higienos normas Lictuvoje, didZiausios leistinos
koncentracijos (DLK) kontroliniame dirvoZzemyje nevirsija nei vienas metalas. Tirtuose
uzterStuose dirvozemiuose DLK virsijo Cr, Cu, Cd, Mo, Hg, Zn ir Pb. Siekiant objektyviai
jvertinti dirvozemiy toksiSkuma, buvo pasirinkta apskaiciuoti kiekvieno dirvozemio bendra

rizikos indeksg (IR) (3.1 lentelé).

3.1 lentelé. SM, virsijantys DLK ir tiriamy dirvozemiy bendras rizikos indeksas

c Dirvozemio DLK* .. | Kiek karty | Bendras
DirvoZemio dini e Metaly koncentracija . e ..
aémimo vieta pavadinimo v1r51jar)tys dirvoZemyje (mg/kg) virsia filrvozemlo rizikos
P sutrumpinimas | metalai DLK* indeksas (IR)**
E;g;fg&%?gfﬁykla VITE cr 3855 48,19 96,38
Cr 211 2,64
Cu 154 2,05
Verksioniy zvyro % Cd 2,9 1,93 ko
karjeras VERKS Mo 9,56 191 194,97
Hg 15 3
Zn 429 1,43
Cr 89 1,11
Vilniaus miesto Pb 08 123
g%‘;ﬁiggﬁ’é GRD Mo 23 46 58,02
Rimeda“ Zn 501 1,67
” Cd 2,4 1,6

* SM didziausia leistina koncentracija, remiantis 2015 mety nustatyta higienos norma.

** Bendras ekologinis dirvozemio rizikos indeksas (IR) sudaromas i§ visy toksisky elementy
potencialios ekologinés rizikos indeksy sumos, kuri apskai¢iuojama naudojant formule: RI=XE'r. E',
— individualaus elemento potencialus ekologinés rizikos indeksas, kuris apskai¢iuojamas pagal
formulg: E'= 2T x Cn/ SGV, T’ — elemento toksiskumo indeksas, kuris isreikia elemento
toksiskumo lygj, Cn — duoto elemento koncentracija (mg/kg) tiriamame méginyje, SGV (angl. Soil
guideline value) — dirvozemyje leistina elemento koncentracija (mg/kg) (Hakanson, 1980;
Stapulionyté et al., 2019).

*** | bendra rizikos indeksg nejtrauktas Mo, nes Sis metalas nelaikomas toksisku ir néra daznai
sutinkamas aplinkoje bei jo toksiskumo indeksas néra apskaiciuotas.
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Vertinant IR yra atsizvelgiama j kiekvieno metalo toksiskumo laipsnj ir koncentracija
dirvozemyje, todél IR yra placiai naudojamas jvertinti SM, kurie susikaupe dirvozemyje,
ekologinés rizikos laipsnj (Zhu et al., 2012; Stapulionyté et al., 2019). Jei IR < 40 — rizikos
laipsnis mazas, 40 <RI < 80 — vidutinis, 80 <RI < 160 — didelis, 160 <RI <320 — labai didelis,
ir RI > 320 — nepaprastai didelis (Jiang et al., 2014). Remiantis gautais duomenimis GRD
dirvozemio IR yra vidutinis, VITE — didelis, 0 VERKS — labai didelis, taigi, galima manyti, jog
GRD bus maziausiai kenksmingas tiriamiesiems augalams, o VERKS labiausiai. Ta&iau, svarbu
ir tai, kad Zn, Cd, Cu ir Pb augaluose kaupiasi kur kas intensyviau nei Cr. Taip yra délto, jog $iy
metaly savybeés yra panasios ] augalams fiziologiSkai svarbiy junginiy savybes, todél Sie metalai
gali tokius junginius iSaktyvinti. Tuo tarpu Cr kaupimasis augaluose yra silpnas (Macitinas et. al.,
2005; Rutkoviené, Sabiené, 2008). Siuo pozitriu galima buty manyti, kad VITE dirvoZemis
maziausiai kenksmingas. Taigi, remiantis skirtingomis prielaidomis apie tg patj dirvoZzem;,
galima padaryti prieSingas iSankstines iSvadas, tod¢l tenkintis vien cheminés analizés rezultatais

nepakanka, reikalinga analizé in vivo.

3.2 Lapuy storio jvertinimas

Siekiant jvertinti tirty augaly lapy storj ir kaip jis kinta augaluose, kurie auginami SM
uzterstuose dirvozemiuose, buvo apskai¢iuotas plotui tenkantis masés kiekis mg/mm? (3.2.1
pav.).

Lyginant su kontrole, abiejy genotipy augaluose, kurie augo uzterstuose dirvozemiuose,
daugeliu atvejy matyti lapo plotui tenkancios masés sumaz¢jimas. Praéjus 1 mén. po augaly
persodinimo j tiriamuosius dirvozemius, matyti, kad Tradescantia #4430 augaly lapo plotui
tenkanti masé yra mazesné lyginant su kontrole, ta¢iau praéjus 6 mén. tarp dirvoZzemiy
reik§mingy poky¢iy nerasta (3.1 pav., A). Matyti tokia klono lapo plotui tenkancios masés
maz¢&jimo tendencija: kontrolé > VITE > VERKS > GRD. Lyginant rezultatus po 6 mén. su 1
mén., kontroléje matyti masés reik§mingas sumazéjimas, o GRD — padidéjimas. Lyginant SM
uzterStuose dirvoZzemiuose augusios T. pallida rezultatus su kontrole, irgi matyti bendras masés
sumaz¢jimas (3.1 pav., B). T. pallida lapo plotui tenkan¢ios masés mazéjimo tendencija tokia:
kontrolé > VERKS > VITE > GRD. Vertinant ilgalaikj poveikj, kontroliniame dirvozemyje lapo

mase reikSmingai didesné tiek po 6 mén., tiek po 12 mén, VITE — po 12 mén reikSmingai
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mazesné, VERKS —nepakito, 0 GRD — po 12 mén. buvo reikmingai didesné. Kontroliniame
dirvozemyje tokj padidéjima galéjo lemti augalo senéjimas (Meinzer at al., 2011; Bielczynski et
al., 2017).
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3.1 pav. Tradescantia #4430 (A) ir T. pallida (B) lapo plotui tenkan&ios vidutinés masés (mg/mm?)
jvertinimas po ilgalaikio auginimo uZter§tuose dirvozemiuose. SM uzteriti dirvozemiai: VITE, VERKS
ir GRD. Patikimumo lygmuo lyginant poveikj po 6 ir 12 mén. su 1 mén.: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001, ir uzter$tg dirvozemj su kontroliniu dirvozemiu po vienodos auginimo trukmés: *p < 0,05, **p <
0,01, e=sp < 0,001

T. pallida lapo plotui tenkanti masé visuose dirvozemiuose yra mazdaug 2 kartus didesné
(p < 0,05) uz klono. Taigi, T. pallida lapai visuose dirvozemiuose yra mazdaug 2 kartus storesni.
Abiejy genotipy augaly lapo plotui tenkanti maziausia masé buvo GRD dirvozemyje. Vertinant
ilgalaikj poveikj, maziausia masé¢ SM uzterStuose dirvozemiuose yra po 6 mén.

Keletas tyrimy su kitais augalais parod¢, kad paveikus augala SM yra matomi reik§Smingi
skirtumai augaly lapy morfologijoje. Paveikus augalg SM yra pastebimas reikSmingas lapo storio
sumazg¢jimas. Pastebéta, kad esant didesniam SM kiekiui lape esanciy Iasteliy dydis ir
tarplasteliniai tarpai sumazéja. Lapas suplonéja, nes sumazéja mezofilio storis (Bini et al., 2012;

Saadi et al., 2013, Roychoudhury, Tripathi, 2019).
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3.3 Vandenilio peroksido kiekio kitimas uzterStuose dirvoZemiuose augintuose augaluose

Atlikus vandenilio peroksido (H20.) kiekio nustatyma, buvo apskaic¢iuota H2O;

koncentracija (LM/g) (3.2 pav.).
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3.2 pav. Tradescantia #4430 (A) ir T. pallida (B) vandenilio peroksido (H202) koncentracijos
jvertinimas po ilgalaikio auginimo uZterstuose dirvoZemiuose. SM uZteriti dirvozemiai: VITE, VERKS
ir GRD. Patikimumo lygmuo lyginant poveikj po 6 ir 12 mén. su 1 mén.: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001, ir uztersta dirvoZzemj su kontroliniu dirvozemiu po vienodos auginimo trukmeés: *p < 0,05, **p <
0,01, **sp < 0,001

Po 1 mén. Tradescantia #4430 lapuose H20, koncentracija uzterstuose dirvozemiuose
reikSmingai sumazgjo, o pra¢jus 6 mén. koncentracija reikSmingai padidéjo (3.2 pav., A). Ypac
H.02 koncentracija iSaugo VERKS dirvozemyje augusiuose augaluose — padidéjo beveik 5
kartus, palyginti su kontrole. Lyginant 1 mén. ir 6 mén. rezultatus matyti, kad kontroliniame
dirvozemyje augusiy augaly H20, koncentracija laikui bégant sumazéjo, o uzterStuose
dirvozemiuose padidéjo, VERKS dirvozemyije padidéjo beveik 5 kartus.

T. pallida lapuose po 1 mén. auginimo VITE dirvoZzemyje H20. koncentracija, lyginant su
kontrole, buvo reikimingai mazesné (3.2 pav., B), o VERKS dirvozemyje didesné, po 6 mén.
VITE ir VERKS dirvozemiuose H,0; reik§mingai maZesné, o po 12 mén. VITE dirvoZemyije
didesné. Didziausios koncentracijos, lyginant su kontrole, matomos augaluose, kurie augo VITE
dirvozemyje po 12 mén. ir VERKS dirvozemyje po 1 mén. (p < 0,05). Vertinant ilgalaikj poveiki,

T. pallida H20; koncentracija kontroliniame, VITE ir VERKS dirvoZemiuose po 6 mén.
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sumaz¢jo, o po 12 mén. auginimo iSaugo. GRD dirvozemyje augusiy augaly gautos neigiamos
duomeny reik§més, todél tolimesniuose H.O2 koncentracijos vertinimuose sie duomenys nebuvo
naudojami.

Lyginant abi augaly rasis, po 1 mén. H,O, koncentracija VERKS T. pallida augale buvo
reikSmingai didesné, o kituose dirvoZzemiuose panasios. Po 6 mén. kontroliniame dirvozemyje
abiejy augaly H,O, koncentracija reikimingai sumazéjo, o VERKS dirvozemyje klono lapuose
H20; koncentracija buvo apie 16 karty didesné nei T. pallida. Toks H>O> koncentracijos
padidéjimas gali indikuoti, kad Tradescantia #4430 j sukeltg stresg reaguoja jautriau.

Abiotinio streso sukelta H,O» akumuliacija augaluose yra vertinama dviprasmiskai. H2O»
yra pagrindinis REDOX (redukcijos — oksidacijos reakcijos) metabolitas, todél esant didelei H2O>
koncentracijai yra pazeidziamos jvairios biomolekulés ir sukeliama lastelés mirtis (Quan et al.,
2008; Cerny et al., 2018). Nors H,0; yra toksiska medZiaga, ji yra svarbi signaliné molekule, kuri
dalyvauja augaly vystymosi procese ir tuo paciu metu sustiprina atsaka j abiotini stresg (Quan et
al., 2008; Niu, Liao, 2016). H.O> koncentracijos padidéjimas Tradescantia augaluose, kurie tirti
esant ilgalaikiam uztersto dirvozemio poveikiui, gali rodyti abiotinio streso tolerancijos
padidéjimg (Hossain et al., 2015). H2O2 Tokia padidéjusig H202 koncentracija galima matyti

visuose SM uzterStuose dirvozemiuose augusiuose augaluose, kas indikuoja patiriama stresg.

3.4 Askorbo rigsties kiekio kitimo Tradescantia augaluose tyrimas

Askorbo ragsties (AR) kiekio, esant ilgalaikiui SM poveikiui, rezultatai pavaizduoti
diagramose (3.3 pav.). Lyginant su kontrole Tradescantia #4430 lapuose AR koncentracijos
reikSmingy skirtumy nerasta: po 1 mén. VITE ir GRD dirvozemiuose buvo Siek tiek didesné, o
VERKS sick tick maZesné, o po 6 mén. visuose dirvozemiuose AR koncentracija beveik
nesiskyreé (3.4.1 pav., A). Lyginant koncentracijas po 1 mén. ir 6 mén., visy Tradescantia #4430
augaly lapuose matyti reikSmingas AR sumazéjimas.

T. pallida lapy AR koncentracija po 1 mén. visuose dirvozemiuose beveik nesiskyré, o po
12 mén. GRD dirvoZemyje augusiy augaly AR koncentracija buvo 23 kartus didesné nei
kontroléje (3.3 pav., B). Laikui bégant augaly, kurie augo kontroliniame ir VERKS

dirvozemiuose, lapuose matyti AR koncentracijos reikSmingas sumaz¢jimas, o GRD —
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reik§mingas padidéjimas. VITE po 6 mén. ir 12 mén, bei VERKS ir GRD po 6 mén. buvo gautos

neigiamos reik§més, todél duomenys nebuvo jtraukti j rezultatus.
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3.3 pav. Tradescantia #4430 (A) ir T. pallida (B) askorbo riigsties (vit. C) koncentracijos jvertinimas
po ilgalaikio auginimo uZterstuose dirvoZzemiuose. SM uZtersti dirvozemiai: VITE, VERKS ir GRD.
Patikimumo lygmuo lyginant poveikj po 6 ir 12 mén. su 1 mén.: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
ir uztersta dirvozemj su kontroliniu dirvozemiu po vienodos auginimo trukmeés: *p < 0,05, *sp < 0,01,
seep < 0,001

T. pallida lapuose AR koncentracija buvo apie 4 — 6 kartus mazesné uz Tradescantia
#4430. Laikui bégant abiejy augaly, augusiy kontroliniame ir VERKS dirvoZemiuose, AR
maz¢ja, GRD — klono AR mazéja, o T. pallida didéja.

AR yra antioksidantiné molekulé ir svarbus substratas ROS detoksikacijai (Smirnoff,
2000; Foyer, Noctor, 2011; Qian et al., 2014). Zinoma, kad AR sustiprina antioksidaciniy
baltymy (pvz., superoksido dismutazés, katalazés, peroksidazés) veikla. Daugelis tyrimy parodeé,
jog AR koncentracija paprastai didéja dél didéjancio OS (Michalec et al., 2015; Akram et al.,
2017, Bilska et al., 2019). Toks koncentracijos padidéjimas matyti T. pallida, augusios GRD
dirvozemyje, lapuose praéjus 12 mén. Laikui bégant koncentracijos sumaz¢éjimas, kuris matyti
augaluose, kurie augo kituose dirvoZzemiuose, gali indikuoti augalo prisitaikyma po patirto streso.
Vis délto, yra atlikta tyrimy, kuriuose parodyta, kad veikiant kai kuriais SM, AR koncentracija
gali sumazéti (Wu et al., 2004; Chao et al., 2010), ar AR koncentracijos
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padidéjimas/sumazéjimas to paties genotipo augaluose gali priklausyti nuo SM koncentracijos

dirvozemyje (Sahu et al., 2012).
3.5 Chlorofilo a ir b bei karotenoidy kiekio analizé

Nustacius chlorofily (Chl) a, b ir karotenoidy (Kar) koncentracijas, pirmiausia
apskai¢iuotas chlorofily a ir b santykis (Chl a/b) (3.4 pav.), kuris atspindi augalo fotocheminio
pajégumo poky¢ius ir naudojamas kaip netiesioginis augaly fiziologinés biklés rodiklis (Siuksta

et al., 2018).
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3.4 pav. Tradescantia #4430 (A) ir T. pallida (B) chlorofilo a santykio su chlorofilu b jvertinimas po
ilgalaikio auginimo uZterstuose dirvozemiuose. SM uZteriti dirvozemiai: VITE, VERKS ir GRD.
Patikimumo lygmuo lyginant poveikj po 6 ir 12 mén. su 1 mén.: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001, ir uztersta dirvozemj su kontroliniu dirvoZzemiu po vienodos auginimo trukmés: *p < 0,05, **p
< 0,01, *esp < 0,001

I8 gauty Chl a/b santykiy matyti, kad po 1 mén. Tradescantia #4430 Chl a/b santykis
uzterstuose dirvozemiuose reik§mingai didesnis (3.4 pav., A). Po 6 mén. VERKS dirvozemyje
augusiy klony Chl a/b santykis mazesnis, 0 GRD — didesnis (p < 0,001). Lyginant 1 mén. ir 6
mén. rezultatus matyti, kad kontroliniame dirvozemyje augusiy augaly Chl a/b santykyje poky¢iy
néra, VERKS — santykis reik§mingai sumazéjo, o GRD — padidéjo.

T. pallida Chl a/b santykis po 1 mén. GRD dirvozemyje reikSmingai mazesnis, 0 po 6
mén. GRD reik§mingai didesnis (3.4 pav., B). Po 12 mén. VITE ir VERKS dirvoZzemiuose

augusiuose augaluose matyti zymiai mazesnis Chl a/b santykis, 0 GRD — didesnis. Vertinant
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ilgailaikj poveikj kontroliniame dirvozemyje matyti nedidelis augaly Chl a/b santykio
sumazéjimas, VITE ir VERKS dirvoZemiuose po 12 mén. santykis Zymiai sumazéjo, 0 GRD
reikSmingai padidéjo.

Abiejy Tradescantia raisiy Chl a/b santykiai visuose dirvozemiuose panasis. VERKS
dirvozemiuose abiejuose augaluose matyti ilgalaikis reik§Smingas santykio sumazéjimas, 0 GRD
dirvozemyje $is santykis padidéjes virs$ 4,5. Taigi, abu augalai j dirvozemiy sukelta stresg atsako
panasiai.

Neseniai buvo parodyta, jog Chl a/b santykio sumaZzéjimas gali biiti naudojamas kaip
sukelto OS rodiklis (Kasajima, 2017), ir toks santykio pokytis matyti VITE ir VERKS
dirvozemiuose. Tuo tarpu, GRD dirvoZzemyje yra matyti santykio padidéjimas, kuris paprastai
apibiidinamas kaip adaptyvus atsakas ] sustiprintg apSvietimg (Kitajima, Hogan, 2003), taciau
daugelis tyrimy parodé, kad Chl a/b santykis augaluose didéja ir juos paveikus jvairiais SM
(Zengin, Munzuroglu, 2005).

Taip pat buvo apskaiciuotas Chl (a + b) ir Kar santykis (3.5 pav.), kuris buvo pasitilytas
kaip streso indikatorius augaluose (Netto et al., 2005). Po 1 mén. Tradescantia #4430 Chl (a + b)
/ Kar santykis VITE ir VERKS dirvoZemiuose buvo reik§mingai mazesnis nei kontroléje, o0 GRD
— didesnis (3.5 pav., A). Po 6 mén. VERKS ir GRD dirvoZemiuose augaly Chl santykis
reikSmingai maZesnis. Vertinant ilgalaikj poveikj, matyti, kad visuose dirvoZzemiuose santykis
laikui bégant reikSmingai sumazéjo, t. y. didéja patiriamas OS (Zhang et al., 2008).

T. pallida matyti kitokie santykio poky¢iai (3.5 pav., B). Po 1 mén. reikS§mingai didesnis
Chl (a + b) / Kar santykis buvo tik VERKS dirvoZzemyje augusiuose augaluose. Po 6 mén VITE ir
VERKS dirvozemyje augusiy augaly Chl (a + b) / Kar santykis reik§mingai didesnis, o GRD —
mazesnis, ir po 12 mén VITE ir VERKS — maZesnis, o GRD — didesnis. Kontroliniame ir
VERKS dirvozemiuose augusiuose augaluose po 12 mén. matyti zymus Chl (a + b) / Kar
santykio sumaz¢jimas. VITE po 6 mén. santykis padidéjo, o po 12 mén. stipriai nukrito, tuo tarpu
GRD dirvozemyje po 6 mén. augaly Chl (a + b) / Kar santykis reikSmingai sumaz¢jo, 0 po 12

mén. — padid¢jo.
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3.5 pav. Tradescantia #4430 (A) ir T. pallida (B) chlorofilo a ir b santykio su karotenoidais
jvertinimas po ilgalaikio auginimo uZzter§tuose dirvozemiuose. SM uztersti dirvozemiai: VITE,
VERKS ir GRD. Patikimumo lygmuo lyginant poveikj po 6 ir 12 mén. su 1 mén.: *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001, ir uzterstg dirvozem;j su kontroliniu dirvoZemiu po vienodos auginimo trukmés:
*p < 0,05, *sp < 0,01, *esp < 0,001

Abiejy modeliniy augaly gauti rezultatai po 1 mén. ir 6 mén. yra panasis. Kontroliniame
dirvozemyje abiejy Tradescantia augaly Chl (a + b)/Kar santykis yra beveik vienodas. GRD
dirvozemyje abiejuose augaluose po 6 mén. matyti santykio sumazéjimas. Skirtumas matyti
VITE ir VERKS dirvozemiuose: T. pallida po 1 mén. ir 6 mén. Chl (a + b) / Kar santykis
reikSmingai didesnis nei klono tuose paciuose dirvozemiuose (p < 0,05).

Remiantis kitais tyrimais, Chl (a + b) / Kar santykis mazéja augalams augant vis labiau
uzteritame dirvozemyje (Mishra, Gopal, 2005; Zhang X et al., 2008; Siuksta et al., 2018). Toks
santykio mazéjimas matyti visuose uzterStuose dirvozemiuose, ypaé didelis santykio

sumazéjimas matyti T. pallida VITE ir VERKS dirvoZemiuose po 12 mén.
3.6 Laisvo prolino kiekio tyrimas Tradescantia augaluose

Atlikus ilgalaikj laisvo prolino (Pro) kiekio nustatymo tyrimg, gauti rezultatai pavaizduoti

diagramose (3.6 pav.).
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3.6 pav. Tradescantia #4430 (A) ir T. pallida (B) laisvo prolino (Pro) koncentracijos jvertinimas po
ilgalaikio auginimo uZter§tuose dirvozemiuose. SM uztersti dirvozemiai: VITE, VERKS ir GRD.
Patikimumo lygmuo lyginant poveikj po 6 ir 12 mén. su 1 mén.: *p < 0,05, **p <0,01, ***p < 0,001,
ir uzterstg dirvozemj su kontroliniu dirvozemiu po vienodos auginimo trukmes: *p < 0,05, **p < 0,01,
seep < 0,001

UzterStuose dirvozemiuose augusiuose Tradescantia #4430 laisvo Pro kiekis po 1 mén.
reik§mingai nepakito, vis délto, VITE ir GRD atveju matyti nedidelis koncentracijos padidéjimas,
o VERKS — sumazéjimas (3.6 pav., A). Tuo tarpu, po 6 mén. VERKS ir GRD dirvoZzemiuose
augusiuose augaluose matyti reikSmingas laisvo Pro kiekio padidéjimas. Lyginant rezultatus po 1
mén. ir po 6 mén., matyti, kad VERKS ir GRD dirvoZemiuose augusiuose augaluose yra
reikSmingas laisvo Pro koncentracijos padidéjimas.

Po 1 mén. ir 6 mén. T. pallida uzterStuose dirvoZzemiuose Pro koncentracija reikSmingai
didéjo tokiu eiliskumu: kontrolé < VITE < VERKS < GRD (3.6 pav., B). Po 12 mén visuose
dirvoZzemiuose reik§mingy skirtumy néra. Vis délto, lyginant su 1 mén ir 6 mén. koncentracija, po
12 mén. matyti reik§mingas Pro padidéjimas visuose augaluose.

Bendrai paémus, tiek Tradescantia #4430, tiek T. pallida laisvo prolino koncentracija
dirvozemiuose didéja tokia tvarka: kontrolé¢ < VITE < VERKS < GRD. Po | mén. ir 6 mén.
kontroliniame dirvozemyje Pro Kiekis abiejuose modeliniuose augaluose panasus, ta¢iau SM
uzterstuose dirvozemiuose T. pallida Pro kiekis reikSmingai didesnis, i§skyrus po 6 mén. GRD
dirvoZzemyje, todél galima manyti, jog T. pallida atsakas j sukeltg stresg dalyvaujant Pro yra

jautresnis.
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Laisvasis Pro lasteléje gali veikti kaip signaliné molekulé, moduliuoti mitochondrijy
funkecijas, dalyvauti geny, kurie atsakingj uz atsaka esant stresinéms saglygoms, ekspresijos
aktyvinime, dalyvauti programuotos Igstelés mirties procese ir paveikti lasteliy proliferacija
(Szabados, Savoure, 2010), todél jau seniai yra Zinoma, kad patiriant stresg augalo laisvo Pro
koncentracija didéja, ir ribiniais atvejais gali padidéti net iki 100 karty (Handa et al., 1983;
Matysik et al., 2002; Verbruggen, Herman, 2008). Taigi, galima teigti, kad augalai auginti VITE,

VERKS ir GRD dirvozemiuose patiria stresa, nes jy laisvo Pro kiekis reik§mingai padidéjes.
3.7 Lipidy peroksidacijos lygmens nustatymo augaly lapuose rezultatai
Tiriant ilgalaikj SM poveikj augalams, nustatytas lipidy peroksidacijos lygmuo pateiktas

diagramose (3.7 pav.), kuriose lipidy peroksidacijos produkty (LPP) koncentracija yra iSreiksta

malondialdehido (MDA) ekvivalentais.
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3.7 pav. Tradescantia #4430 (A) ir T. pallida (B) lipidy peroksidacijos produkty (LPP)
koncentracijos, kuri iSreiksta malondialdehido (MDA) ekvivalentais, jvertinimas po ilgalaikio
auginimo uztertuose dirvozemiuose. SM uztersti dirvozemiai: VITE, VERKS ir GRD. Patikimumo
lygmuo lyginant poveikj po 6 ir 12 mén. su 1 mén.: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ir uztersta
dirvoZem] su kontroliniu dirvoZemiu po vienodos auginimo trukmes: *p < 0,05, **p < 0,01, eesp <
0,001

Tradescantia #4430 atveju, po 1 mén. ir po 6 mén., lyginant su kontrole, VITE ir VERKS

dirvozemiuose augusiuose augaluose néra jokiy reikSmingy skirtumy, bet GRD dirvozemyje
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augusiy augaly lapy po 1 mén. LPP koncentracija didesné, o po 6 mén. — mazesné (p < 0,05) (3.7
pav., A). Lyginant ilgalaikj poveikj, kontroliniame, VERKS ir GRD dirvoZemiuose augusiuose
augaluose matyti LPP reik§mingas sumaZzéjimas.

T. pallida LPP po 1 mén. reikmingai padidéjo tik VERKS dirvozemyje augusiuose
augaluose, o po 6 mén. reikSmingai padidéjo VITE ir GRD augusiuose augaluose (3.7 pav., B).
Po 12 mén. LPP koncentracija reik§mingai didesné buvo visuose augaluose, kurie augo SM
uzterstuose dirvozemiuose. Kontroliniame dirvozemyje T. pallida LPP koncentracija po visy trijy
tikrinty laikotarpiy buvo labai panasi. Laikui bégant VITE ir GRD dirvoZzemyje augusiy augaly
LPP koncentracija iSaugo (P < 0,05), o VERKS — po 6 mén. reik§mingai nukrito ir po 12 mén.
pakilo.

Lyginant abiejy genotipy augalus matyti, kad T. pallida atveju LPP koncentracija visuose
augaluose yra 3 — 4 kartus didesné nei klono. Taip pat T. pallida augaluose laikui bégant LPP
koncentracija didéja, o klono mazéja. Po 1 mén. SM uzterStuose dirvozemiuose augusiy abiejy
genotipy augaly LPP koncentracija padidéjusi.

Lipidy peroksidacija — tai procesas, kurio metu oksidatoriai, tokie kaip laisvieji radikalai,
paveikia dvigubus rySius, esancius lipiduose, ypac polinesociosiose riebaly riigstyse (Ayala et al.,
2014). Kai jvairts toksinai sutrikdo augalo lgsteliy fiziologinius procesus ir sukelia OS, lipidy
peroksidacija biologinése membranose padidéja (Chaoui et al., 1997; Singh et al., 2007;
Labudda, 2013). Toks lipidy peroksidacijos reik§mingas padidéjimas masy tyrime matyti visuose

SM uzterStuose dirvozemiuose.

3.8 Sunkiaisiais metalais uztersty dirvoZzemiy genotoksiSkumo tyrimas CDDP Zymeny

metodu

Atlikus genotipavimg CDDP Zymenimis, buvo ieSkoma pasikartojanciy polimorfiniy
poky¢iy, t. y. fiksuojami atsirade arba iSnyke amplikonai. Pasikartojantys polimorfiniai pokyciai
buvo uzfiksuoti naudojant WRKY-R3B, ERF2, KNOX-3 ir MADS-4 pradmenis. Naudojant
Mybl ir ABP1-3 pradmenis, polimorfizmy nebuvo aptikta. Augaluose, kurie augo uzterstuose
dirvoZemiuose, naudojant §iuos pradmenis i§ viso buvo aptikta 12 polimorfizmy: 6 — VITE
dirvozemyje, 3 — VERKS, 3 — GRD. Daugiausia SM indukuoty CDDP polimorfizmy buvo rasta
Tradescantia #4430 naudojant WRKY-R3B pradmen;j (3.8 pav.). VITE dirvozemiuose
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augusiuose augaluose nustatyti vienas atsirades ir vienas dinges amplikonas, o GRD — du

atsirade.
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3.8 pav. Tradescantia #4430 CDDP profiliy polimorfizmai, nustatyti naudojant WRKY-R3B
pradmenis. SM uzterstuose dirvozemiuose auge augalai: VI — VITE, VE — VERKS, G — GRD.
K — kontrolé. M — DNR dydzio standartas Gene Ruler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific).
- — atsirades amplikonas, == — dinges amplikonas. Raudonai parasyti atsiradusiy/dingusiy
amplikony ilgiai baziy poromis

Taip pat polimorfizmy rasta T. pallida genotipavus su MADS-4 pradmeniu (3.9 pav.).
Augaluose augusiuose VITE dirvozemyje nustatytas vienas dinges amplikonas, o VERKS ir
GRD po vieng atsiradusj. Su kitais pradmenimis buvo nustatyta po 1 — 2 polimorfizmus (1
priedas, 2 priedas).

Amplikono dingimas gali biiti siejamas su taskinémis mutacijomis, DNR pertvarkymais,
dél ko pasikei¢ia buvusi pradmens prisijungimo vietos seka, arba kai jvyksta DNR grandinés
trikiai, ar prie pradmens prisijungimo vietos prisijungia aduktas, kuris blokuoja DNR grandinés
sintezés procesa. Naujo amplikono atsiradimas gali jvykti dél taskinés mutacijos ar DNR
persitvarkymy, kuriy metu atsiranda nauja pradmens prisijungimo vieta. Parodyta, kad didesné
tikimybé yra amplikonui atsirasti, nei dingti (Antienzar, Jha, 2006). Tai matyti ir mtisy tyrime:

atsirado 10 amplikony, 0 dingo 2.

42



M VIl VI2 VI3 VI4 VE1 VE2 VE3 VE4 Gl G2 G3 G4 K1 K2 K3 K4 M

10000~ 10000

8007 $—5000
600¢ / . 6000
500! ’ 'i:ono
4000/ /N \ouo
Sf:)(/ -\ 500
3 / -_ ‘\3000
250 D/ e — [— S—-— — - — e — 2500
§§§§§ _zaant
200 » — p. 2000
1500~ -_— - — —
S  m— —1500
— 1500 bp
— L e— — e — -
izoo/ 1200
— /1000
900—— — —
— _ —
— —00

700—

- —
* | N
L 800
s15bp

~~700

—600

600~ B .

500
—500

400~——
—400

300~
=300

200—
=200

100~

100

3.9 pav. Tradescantia pallida CDDP profiliy polimorfizmai, nustatyti naudojant MADS-4
pradmenis. SM uzterstuose dirvozemiuose auge augalai: VI — VITE, VE — VERKS, G — GRD.
K — kontrolé. M — DNR dydzio standartas Gene Ruler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific).
- — atsirades amplikonas, == — dinges aplikonas. Raudonai parasyti atsiradusiy/dingusiy
amplikony ilgiai baziy poromis

Siekiant apibendrinti genotoksinj SM uztersty dirvozemiy poveikj augalams, nubraizytas
filogenetinis medis (3.10 pav.). Siame medyje aiskiai isiskiria dvi didesnés $akos: viena T.
pallida ir kita Tradescantia #4430 augaly, kuriuose jokiy polimorfiniy pakitimy néra. #4430
VITE3 augalas, auges VITE dirvoZemyje, atsiskiria j atskirg $akg — Siame dirvoZzemyje
augusiame Tradescantia #4430 augale rasti du polimorfizmai. Zitrint j likusias Tradescantia
klono Sakas, matyti, kad Tradescantia klono augalai VITEL ir VERK4, kurie augo VITE ir
VERKS dirvozemiuose, atsiskiria j kitas dvi $akas, o GRD1 ir GRD3 patenka j tre¢ia atsiskyrusia
Saka. | atskiras Sakas nuo T. pallida, kuriose nerasta pakitimy, pasiskirsté T. pallida VITEL,
VITE2, VITES3, VERK1, VERK3 ir GRD1.

Bendrai paémus, abiejy genotipy augaly VITE dirvoZzemiuose augg individai yra

labiausiai nutole nuo kontroliniuose dirvoZzemiuose augusiy augaly, ypa¢ #4430 VITES.
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3.10 pav. Tradescantia #4430 ir T. pallida, augusiy skirtingo uzterStumo dirvozemiuose,
dendrograma, gauta panaudojant CDDP genetinius Zymenis. Naudota ,,TreeCon“ programa,
nustacius Bootstrap reikSme su 1000 iteracijy. SM uztersti dirvozemiai: VERK, VITE, GRD.
Kontrolé: K. UzterStuose dirvozemiuose auge augalai sunumeruoti nuo 1 iki 8 (priklausomai nuo
konkre¢iame dirvozemyje auginty augaly skai¢iaus)
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ISVADOS

1. Jvertinus bendrg ekologinj dirvoZemio rizikos indeksg (RI), vidutinis rizikos laipsnis
nustatytas Vilniaus miesto buvusios grazty gamyklos UAB ,,Rimeda‘“ (GRD)
dirvozemiui, didelis — Klaipédos Vités pagrindinés mokyklos (VITE) dirvozemiui, labai
didelis — Verksioniy Zvyro karjero (VERKS) dirvozemiui.

2. H20, Chl a ir b bei karotenoidy, laisvo prolino, askorbo riigsties, ir lipidy peroksidacijos
biocheminiy Zymeny analizé rodo, kad VITE, VERKS ir GRD dirvozemiai sukelia
oksidacinj stresg Tradescantia augaluose, ta¢iau $iy Zymeny kitimas laike yra

nedésningas ir nuo dirvozemiy rizikos laipsnio nepriklauso.

3. Tradescantia # 4430 ir T. pallida biocheminés analizés rezultatai rodo, jog askorbo
rugsties koncentracija ir lipidy peroksidacijos lygmuo visuose tirtuose dirvozemiuose
augusiuose T. pallida augaluose yra reikSmingai mazesni nei Tradescantia #4430 (p <
0,01).

4. Didziausias CDDP polimorfizmy daznis nustatytas didziausio rizikos laipsnio

dirvozemyje (VITE) augusiuose Tradescantia augaluose.
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GABIJA KORLAITE
Sunkiaisiais metalais uZtersto dirvoZemio poveikio tyrimas panaudojant Tradescantia

pallida ir Tradescantia klona 4430

Genetikos bakalauro studijy baigiamasis darbas

SANTRAUKA

Sunkieji metalai yra vieni i$ pagrindiniy neorganiniy dirvoZemio terSaly, kuriuos j aplinka
i¥meta sparciai besiplegian¢ios pramoninés zonos. Sie metalai patenka j mitybos grandines ir
organizmuose sukelia jvairius fiziologinius sutrikimus. Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti ilgalaikj
sunkiaisiais metalais uztersty dirvozemiy poveikj T. pallida ir Tradescantia klono 4430
augaluose, naudojant H.O>, askorbo raigsties, Chl a, b ir karotenoidy, laisvo prolino bei lipidy
peroksidacijos biocheminius Zymenis bei jvertinti dirvozemiy genotoksiSkumg CDDP
zymenimis. Tyrime naudoti sunkiaisiais metalais uztersti dirvozemiai i§ Vités pagrindinés
mokyklos (Klaipéda), Verksioniy zvyro karjero, ir grazty gamyklos UAB ,,Rimeda“ teritorijy.
Visi tirti dirvoZemiai sukélé oksidacinj stresg Tradescantia augaluose, ta¢iau biocheminiy
zymeny koncentracijy kitimas buvo nedésningas ir nuo dirvoZzemiy rizikos laipsnio nepriklausé.
Nustatyta, kadaskorbo riigsties koncentracija ir lipidy peroksidacijos lygmuo visuose tirtuose
dirvozemiuose augusiuose T. pallida augaluose yra reiksmingai mazesni nei Tradescantia #4430
(p < 0,01). Didziausias CDDP polimorfizmy daznis nustatytas didziausios ekologinés rizikos

dirvozemyje (VITE) augusiuose Tradescantia augaluose.
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GABIJA KORLAITE
Investigation of Heavy Metal-Contaminated Soil Effect Using Tradescantia pallida and
Tradescantia Clone 4430

Bachelor Thesis

SUMMARY

Heavy metals are among the main inorganic soil pollutants emitted into the environment
by rapidly expanding industrial zones. These metals enter the food chains and cause the variety of
physiological issues in organism. The aim of this study was to evaluate the long-term effects of
heavy metal-contaminated soils in Tradescantia pallida and Tradescantia clone 4430 plants
using biochemical markers of H20», ascorbic acid, Chl a, b, and carotenoids, free proline and
lipid peroxidation and to assess soil genotoxicity using CDDP markers. Soils contaminated with
heavy metals from Vité Primary School (Klaipéda), Verksionys gravel quarry, and drill factory
UAB “Rimeda” (Vilnius) were used in the study. All studied soils caused oxidative stress in
Tradescantia plants, but the variation in biochemical markers concentrations was inconsistent
and did not depend on the soils risk index. Ascorbic acid and lipid peroxidation levels were found
to be significantly lower than Tradescantia #4430 in all T. pallida plants grown in the studied
soils (p < 0,01). The highest frequency of CDDP polymorphisms was found in Tradescantia
plants grown in the highest ecological risk soil (VITE).
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1 priedas. Tradescantia #4430 ir T. pallida CDDP profiliy polimorfizmai, nustatyti naudojant
MADS-4, ERF2 (A) ir KNOX-3 (B) pradmenis. SM uzterstuose dirvozemiuose augg augalai:
VI - VITE, VE - VERKS, G — GRD. K — kontrolé. M — DNR dydzio standartas Gene Ruler
DNA Ladder Mix (Thermo Scientific). == — atsirades amplikonas, == — dinges aplikonas.
Raudonai parasyti atsiradusiy/dingusiy amplikony ilgiai baziy poromis
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