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Uticaj benz[a]antracena,
benzo[a]pirena i teCnog
dima na klijavost semena i
duzinu klijanaca crvene
deteline (Trifolium
pratense) 1 lucerke
(Medicago sativa)

Ispitivan je efekat razlicitih koncentracija dva
odabrana policiklicna aromaticna ugljovodo-
nika (PAH) — benz[a]antracena (BaA) i benzo-
[a]pirena (BaP), kao i tecnog dima, na klijanje i
parametre rasta crvene deteline (Trifolium pra-
tense) i lucerke (Medicago sativa). Kontamina-
cija zemljista ovim supstancama cesto je posle-
dica poZara koji mogu izbiti u okolini
poljoprivrednih povrsina. Crvena detelina i lu-
cerka su ekonomski znacajne ratarske kulture, a
produkuju znatan broj semena koja se odlikuju
velikom brzinom klijanja. U ovom istraZivanju
nije utvrdena statisticki znacajna razlika u pro-
centu klijavosti semena crvene deteline i lucerke
u odnosu na kontrolnu grupu, izuzev pri tret-
manima BaA i BaP koncentracije 1000 ug/L koje
su u potpunosti inhibirale klijanje. Tretman
semena BaA nije imao efekta na rast korenaka
crvene deteline, dok kod lucerke oni ne pokazuju
Jjednoznacan obrazac rasta. Sa povecanjem
koncentracije BaA duZina stabaoceta crvene de-
teline se smanjuje, dok tretman BaA u kon-
centracijama od 11 10 ug/L stimuliSe rast staba-
oceta lucerke. Tretman BaP u koncentracijama
od 11 10 ug/L ima statisticki znacajan pozitivan
efekat na rast nadzemnih delova klijanaca
lucerke. Tretman BaP koncentracije 100 ug/L
dovodi do inhibicije rasta stabaoceta kod crvene
deteline i lucerke. Tecni dim je u svim testiranim
koncentracijama ispoljio statisticki znacajan
pozitivan efekat na rast nadzemnih delova lu-
cerke, ali ne i na rast crvene deteline.
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Uvod

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (PAH)
su organska jedinjenja koja nastaju nepotpunim
sagorevanjem organskih materija na visokom
pritisku. Sastoje se od tri ili viSe fuzionisanih
benzenovih prstenova. U Zivotnu sredinu dospe-
vaju najveéim delom kroz sagorevanje fosilnih
goriva i kao nusprodukti razli¢itih industrijskih
procesa, ali i iz prirodnih izvora kao $to su Sum-
ski pozari i vulkanske erupcije (Cerniglia 1992).
PAH su polutanti visoke perzistentnosti usled
hidrofobnosti, koja raste sa povecanjem broja
fuzionisanih benzenovih prstenova (Cerniglia,
1992). Prisustvo razlic¢itih PAH i njihova kon-
centracija u kontaminiranim zemljiStima zavise
od izvora kontaminacije (Juhasz i Naidu 2000).

Pokazano je da su brojni PAH i njihovi hete-
rocikli¢ni analozi kancerogeni za ljude i ekspe-
rimentalne Zivotinje (Xue i Warshawsky 2005).

Tecni dim je koncentrovani vodeni rastvor
prirodne arome dima, dobijen kontrolisanom
pirolizom tvrdog drveta. Koristi se u proizvodnji
razli¢itih prehrambenih proizvoda, za postizanje
tradicionalne arome dima i za konzerviranje hra-
ne. To je sloZena smesa razlicitih supstanci, koja
sadrzi i neke od PAH u razlic¢itim koncentra-
cijama, u zavisnosti od tehnologije proizvodnje
(Guillen et al. 2000). U ovom istraZivanju, te¢ni
dim je koriSc¢en za simulaciju uslova Sumskog
pozara.

Jedna od brojnih posledica Sumskih poZara je
i to Sto semena bivaju izloZena dimu. Dim po-
voljno utice na klijavost semena razlicitih vrsta
biljaka, onih sa stani$ta za koja su pozari Cesti i
uobicajeni, ali 1 sa onih za koja nisu. Mehanizmi
stimulacije klijanja dimom su slabo istraZeni i
razlikuju se u zavisnosti od biljne vrste (Abella
2009). Moguce je da dim i neke njegove kom-
ponente povecavaju permeabilnost semenjace za
kiseonik i vodu, uti¢uci tako povoljno na klija-
nje. Razli¢ite komponente dima in sifu stupaju u
interakciju sa drugim abioti¢kim faktorima, po-
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put temperature i osvetljenosti, i sa njima ostva-
ruju zdruZeni efekat na klijanje (Abu et al. 2016)

Crvena detelina i lucerka su medu ekonomski
najznacajnijim viSegodi$njim leguminozama na
naSim prostorima. Pored toga, Cesto se javljaju
kao pionirske vrste na pozariStima.

Ovim istraZivanjem simulirani su efekti pri-
rodnih ili antropogeno izazvanih poZara, kakvi se
mogu desiti na njivama i u nihovoj okolini. Cilj je
da se ispitaju efekti te€nog dima, kao sloZene
smese supstanci, kao i BaA i BaP, policikli¢nih
aromatic¢nih ugljovodonika koji su zastupljeni u
dimu, na klijavost i parametre rasta crvene dete-
line i lucerke.

Materijal 1 metode

Testirane su koncentracije od 1 pg/L, 10
pg/L, 100 pg/L i 1000 pg/L BaA i BaP i
koncentracije od 0.03%, 0.06%, 0.09% 1 0.1%
teénog dima. Kao kontrola, koriS¢ena je de-
stilovana voda. Svaka eksperimentalna grupa
ukljucuje po 50 semena, a eksperiment je po-
stavljen u triplikatu. Semena su sterilisana pota-
panjem u 4% varikinu u trajanju od 10 minuta,
nakon Cega su tri puta isprana u destilovanoj
vodi. Postavljena su na isklijavanje na sterilan
dvoslojan filter papir u Petrijevim Soljama.
Nakon inkubacije od 96 h u mraku na sobnoj
temperaturi, odreden je procenat klijavosti i iz-
merene su duZine podzemnih i nadzemnih de-

lova klijanaca.
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Rezultati 1 diskusija

Jednofaktorskom analizom varijanse, prace-
nom Dunnett-ovim post-hoc testom, nije utvr-
dena statisti¢ki znacajna razlika u procentu
klijavosti semena crvene deteline i lucerke, iz-
medu kontrolnih grupa i grupa tretiranih te¢nim
dimom, BaA i BaP u svim testiranim koncentra-
cijama, sa izuzetkom najvisih testiranih koncen-
tracija policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika.
Tretman semena BaA i BaP u koncentraciji od
1000 pg/L, doveo je do potpune inhibicije kli-
janja (rezultati nisu prikazani).

Tretman BaA nije doveo do statisticki zna-
¢ajnog efekta narast korenaka crvene deteline, sa
izuzetkom najvise testirane koncentracije, dok je
zapazeno da se sa povecanjem koncentracije
BaA duZina nadzemnih delova klice smanjuje
(slika 1).

Tretman BaP pri koncentraciji od 11 10 pg/L
dovodi do statisticki znacajnog pozitivnog efekta
na rast podzemnog dela klijanaca crvene dete-
line, dok su pri koncentraciji od 100 ug/L pod-
zemni delovi klijanaca znacajno manje duZine u
odnosu na kontrolnu grupu (slika 2a). Pri tret-
manima BaP koncentracije od 11 10 pg/L nema
statisticki znacajne razlike u duzini nadzemnih
delova klijanaca crvene deteline u odnosu na
kontrolu, dok su pri tretmanu BaP koncentracije
100 pg/L nadzemni delovi klijanaca znacajno
kraci u odnosu na kontrolu (slika 2b).

30

=

N
o

E
£ En
© 20
[} @
©
215
c
5
N 10
©
@
c
S 5
N
a
0 —0—
-5
0 1 10 100 1000
Koncentracija BaA [ug/L
i WLl | jean
[0 Mean+SE

~ Mean+1.96*SE

Slika 1. DuZina podzemnih (a) i nadzemnih (b) delova klijanaca crvene deteline nakon tretmana BaA

Figure 1. Red clover roots (a) and shoots (b) length after BaA treatment
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Slika 2. Duzina podzemnih (a) i nadzemnih (b) delova klijanaca crvene deteline nakon tretmana BaP

Figure 2. Red clover root (a) and shoot (b) length after BaP treatment
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Slika 3. DuzZine nadzemnih delova klijanaca lucerke
nakon tretmana BaA

Figure 3. Alfalfa shoots length after BaA tretmant

Tretman te¢nim dimom nije uticao na duzinu
nadzemih delova crvene deteline (rezultati nisu
prikazani). Podzemni delovi klijanaca crvene
deteline nisu jednozna¢no odgovorili na tretman
razli¢itim koncentracijama te¢nog dima, pa je
potrebno ponoviti eksperiment, kako bi se od-
stranila mogucénost da je u pitanju eksperimen-
talna greska (rezultati nisu prikazani).

Pri tretmanu semena lucerke BaA u koncen-
tracijama od 1 i 10 pg/L duzine nadzemnih delo-
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Slika 4. DuZine nadzemnih delova klijanaca lucerke
nakon tretmana BaP

Figure 4. Alfalfa shoot length after BaP tretmant

va klijanaca su znac¢ajno veée u odnosu na kon-
trolnu grupu, dok su pri tretmanu BaA u
koncentraciji od 100 ug/L duZine nadzemnih
delova klice priblizne onima u kontrolnoj grupi
(slika 3). Podzemni delovi klijanaca lucerke ne
pokazuju jednoznacan obrazac rasta pri tretmanu
razli¢itim koncentracijama BaA (rezultati nisu
prikazani).

Pri tretmanu semena lucerke BaP u koncen-
tracijama od 1 i 10 pg/L rast nadzemnih delova
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Slika 5. DuZine podzemnih (a) i nadzemnih delova klijanaca lucerke nakon tretmana te¢nim dimom

Figure 5. Alfalfa root and shoot length after aqueous smoke treatment

klijanaca je stimulisan u odnosu na kontrolu, dok
pri tretmanu BaP u koncentraciji od 100 pg/L
stabaoca su manje duZine nego u kontrolnoj
grupi (slika 5b). Odgovor podzemnih delova kli-
janaca lucerke na tretman razli¢itim koncentra-
cijama BaP nije jednoznacan, slicno odgovoru na
tretman BaA, zbog ¢ega bi eksperiment trebalo
ponoviti (rezultati nisu prikazani).

Pri tretmanu semena lucerke razli¢itim kon-
centracijama te¢nog dima rast nadzemnih delova
klijanaca je zna¢ajno stimulisan koncentracijama
0.03% (slika 5). Efekat te¢nog dima na rast pod-
zemnih delova klijanaca nije statisti¢ki znacajan,
izuzev pri koncentraciji od 0.1%, koja je delovala
stimulativno (slika 5).

Razlic¢iti autori su belezili kako stimulativne,
tako i inhibitorne efekte BaA, BaP i drugih PAH
na parametre rasta, koristeci biljne vrste razlicite
osetljivosti kao model organizme. MoZemo pret-
postaviti da, sli¢no teSkim metalima, razli¢iti
PAH u subletalnim koncentracijama deluju kao
aktivatori sinteze proteina (Kummerova et al.
1995). Time bi se mogla objasniti stimulacija
rasta nadzemnih delova kod lucerke pri niZim te-
stiranim koncentracijama BaA i BaP, dok za
crvenu detelinu pretpostavljamo da je osetljivija,
pa se toksi¢ni efekti testiranih PAH ispoljavaju
pri nizim koncentracijama nego kod lucerke.

Tecni dim je sloZena smesSa, pa je mogude da
je vise komponenti odgovorno za stimulaciju ra-
sta klijanaca. Kao vrlo potentan stimulator rasta
u literaturi se pominje butenolid, koji nastaje sa-
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gorevanjem celuloze. Pokazani su citokinu i auk-
sinu sli¢ni efekti butenolida u regulaciji fizio-
loskih procesa nakon isklijavanja (Jain ez al.
2008).

Zakljucak

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
procentu klijavosti semena crvene deteline i lu-
cerke u odnosu na kontrolnu grupu, izuzev pri
tretmanima BaA i BaP koncentracije od 1000
pg/L, koji su u potpunosti inhibirale klijanje.

Tretman semena crvene deteline BaA nije
imao efekta na rast korenaka, dok je na rast sta-
baoceta pokazao dozno zavisni inhibitorni efe-
kat. Pri tretmanu BaP podzemni delovi klijanaca
crvene deteline su bili stimulisani koncentraci-
jamaod 1 i10 pg/L, dok je koncentracija od 100
pg/L BaP inhibirala rast kako podzemnih, tako i
nadzemnih delova klijanaca crvene deteline.

Rast stabaoceta lucerke bio je stimulisan BaA
1 BaP u koncentracijama od 11 10 pg/L, dok su
oba testirana PAH u koncentraciji od 100 pg/L
inhibirala rast nadzemnog dela klijanaca lucerke.
Podzemni delovi lucerke nisu jednoznac¢no od-
govorili na tretman nijednim od dva odabrana
PAH, zbog ¢ega bi eksperiment trebalo ponoviti.

Tecni dim je u svim testiranim koncentraci-
jama ispoljio statisti¢ki znacajan pozitivan efekat
na rast nadzemnih delova lucerke, ali ne i na rast
crvene deteline.
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U daljim istrazivanjima potrebno je ispitati
mehanizme koji dovode do efekata zabeleZenih u
ovoj studiji.
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Lazar Mitrovi¢

Effect of Benz[a]anthracene,
Benzo[a]pyrene and Liquid Smoke
on Seed Germination and Seedlings
Length of Red Clover (Trifolium
pretense) and Alfalfa (Medicago
sativa)

The effect of different concentrations of two
selected polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAH) — benz[a]anthracene and benzo[a]pyrene,
and liquid smoke on germination and growth pa-
rameters was investigated on red clover (Trifo-
lium pretense) and alfalfa (Medicago sativa).
PAH is generally released into the environment
in the process of incomplete burning of organic
materials. Liquid smoke is a concentrated aque-
ous solution of a natural smoke aroma that may
contain PAHs at different concentrations. Soil
pollution by these supstances is often a conse-
quence of fires that can erupt around agricultural
areas. Red clover and alfalfa are among the most
abundant and economically important field
crops, and produce a substantial number of seeds
that are characterized by high speed germination.
In this study there were no significant differences
in the percentage of seed germination of red clo-
ver and alfalfa compared to the control group,
exept with treatments of BaA and BaP at concen-
trations of 1000 pg/L, which completely inhib-
ited germination. BaA seed treatment did not
lead to statistically significant effects on the
growth of the radicle of red clover, while the seed
of alfalfa did not show an unambiguous pattern
of growth. With an increase of concentrations of
BaA, the length of the stem of the red clover de-
creases, while concentrations of BaA of 1 and 10
pg/L stimulate thea growth of the stem of alfalfa.
BaP at concentrations of 1 and 10 pg/L showed a
statistically significant positive effect on the
growth of the aerial parts of alfalfa seedlings.
Treatment of BaP in concentration of 100 pg/L
leads to growth inhibition of the stem of red clo-
ver and alfalfa. Liquid smoke at all concentra-
tions showed a statistically significant effect on
the growth of the aerial parts of alfalfa, but not in
red clover.
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