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POVZETEK

Strupi in toksini so v uporabi Ze vse od pradavnine, njihove lastnosti kot strupe in zdravila pa se
raziskuje Se danes. Z navadno maceracijo smo iz razlicnih delov glicinije (listov, cvetov, stebla,
osemenja ploda in semen ploda), ki smo jih v son¢nih dnevih septembra 2022 nabrali v SV delu
Slovenije, pridobili ekstrakte. Pri ekstrakciji smo kot topilo uporabili vodo ali 70 % raztopino etanola.
Ekstrakte smo uporabili za poskuse na semenih rastlin kreSe in mungo ter na solinskih rakcih. Iz
rezultatov smo izvedeli, da vecina ekstraktov spodbuja kalitev in rast rastlin ob tem pa tudi da jih vecina
unicuje druge organizme, kar smo izvedli s poskusi na solinskih rakcih. Na njihovo delovanje na rastline
in solinske rakce pa vpliva tudi izbira topila ter koncentracija ekstrakta v uporabljeni raztopini.

Klju€éne besede: glicinija, strup, alelopatija, kreSa, mungo, solinski rakci

ABSTRACT

Poisons and toxins have been used since ancient times, and their properties as poisons and medicines
are still being researched today. Extracts were obtained from different parts of Wisteria (leaves,
flowers, stems, fruit pericarp, and fruit seeds) collected in the NE part of Slovenia during sunny days in
September 2022 by simple maceration. The solvent used for extraction was water or a 70 % ethanol
solution. The extracts were used for experiments on seeds of cress and mung bean plants and on brine
shrimps. The results show that most of the extracts stimulate germination and plant growth, and that
most of them kill other organisms, as we have seen in experiments on brine shrimps. The choice of
solvent and the concentration of the extract in the solution used also influence their effect on plants
and brine shrimp.

Key words: Wisteria, poison, allelopathy, cress, mungo, brine shrimp
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1. UVOD

»Vse je strup in nic ni neskodljivo, samo odmerek loci zdravilo od strupa.«
- Paracelsus

Strupi so povsod okoli nas. Vsaka snov lahko potencialno predstavlja strup, a hkrati tudi zdravilo. Tega
so se ljudje zavedali Zze od pradavnine in se Se danes. Neko¢ so strupe uporabljali pri lovu, gojenju
rastlin, pogosto v majhnih koli¢inah kot zdravila. Zanimivo je dejstvo, da se marsikateri strup nahaja v
naravi prav tam, kjer bi ga najmanj iskali, med vsakdanjimi in pogostimi rastlinami, za katere niti ne
pomislimo, da so strupene. Tako nas je ob brskanju po literaturi presenetil podatek, da je strupena tudi
glicinija. Rastlina, ki jo kot okrasno rastlino najdemo na mnogih vrtovih v Pomuriju, rastlina, ki se mo¢no
razrase, lepo cveti in daje mocno senco v poletnih mesecih.

Odlo¢ili smo se, da bomo glicinijo in vsebnost strupov v njej podrobneje raziskali. Zanima nas, katere
strupe glicinija vsebuje, kakSne so koli¢ine teh strupov in v katerem delu rastline lahko najdemo
najvecjo koli¢ino oziroma najnevarnejSe strupe. Preizkusili bomo, kaks$en je vpliv teh strupov na insekte
in na kaljenje oz. rast drugih rastlin, kar nam bo posledicno pomagalo pri dolo¢anju uporabnosti
ekstraktov iz glicinije kot pesticida oz. insekticida ali herbicida.

Cilj naloge je iz razli¢nih delov glicinije (listi, steblo, cvetovi, plod — osemenje, plod — seme) pridobiti
ekstrakte v dveh razli¢nih topilih in jih analizirati. Nato preizkusiti Se vpliv teh ekstraktov na kaljenje in
rast rastlin ter ucinek na insekte. Zastavili smo si naslednje hipoteze:

Glicinija je strupena rastlina.

Razli¢ni deli rastline vsebujejo razlicne kolic¢ine strupov, najvec jih vsebujejo semena.
Strupi v ekstraktih delov glicinije zavirajo kalitev in rast semen krese in mungo.
Strupi v ekstraktih delov glicinije Skodijo oz. negativno vplivajo na solinske rakce.

i hw iR

Na ucinkovitost ekstrakta pri zaviranju kalitve in rasti semen krese in mungo ter uni¢evanju
solinskih rakcev vpliva izbira topila.



2. TEORETICNI DEL

2.1. OPIS /SPLOSEN PREGLED

Dandanes lahko glicinijo (Wisteria) zasledimo na skoraj vsakem dvoriscu, za kar je verjetno krivo njeno
prelepo vzpenjanje po zidovih, ki le-te okrasi in popestri. Prav tako pa so prekrasni njeni cvetovi, ki
prostoru dodajo nekaj barve.

Slika 1: Glicinija (vir: Petra Oucek)

Glicinija je listopadna ovijalka s tankimi vejami, ki se med seboj prepletajo v debelejse veje (Lozinsek,
2009). Ovijalke potrebujejo trdno in visoko oporo, kitajska glicinija (Wisteria sinensis) se lahko tako
povzpne celo do visine 20 metrov (Mohamed idr., 2011).

Slika 2: Glicinija (vir: Ema Bakan)

Medtem pa japonska glicinija (Wisteria floribunda) lahko doseZe visino le od 6 do 8 metrov. Glede na
smer ovijanja lo¢imo levosucne, katerih ovijalke se glede na podlago ovijajo z leve proti desni oz. v
nasprotni smeri urinega kazalca, taki sta na primer kitajska glicinija (Wisteria sinensis) in ameriska
glicinija (Wisteria frutescens), ter desnosucne, katerih ovijalke se glede na podlago ovijajo z desne proti



levi oz. v smeri urinega kazalca, taka je na primer japonska glicinija (Wisteria floribunda) (Lozinsek,
2009).
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Slika 3: Primerjava vrst glicinij (vir: Kutnar idr., 2019)

© 18-30cm

Vse vrste glicinijimajo zeleno listje, ki se pri posameznih vrstah lahko razlikuje po odtenkih. Listi kitajske
glicinije (Wisteria sinensis) so spiralno razvrsceni in lihopernato sestavljeni, obi¢ajno je 7-13 listicev, ki
so veliki 10-30 cm. So podolgovati in konicasti. Medtem pa ima japonska glicinija (Wisteria floribunda)
13-19 listicev, ki so po velikosti in obliki enaki listom kitajske glicinije (Wisteria sinensis), ameriska
glicinija (Wisteria frutescens) pa ima 9-15 listicev v velikosti 18—30 cm, so bolj ovalne oblike in manj
konicasti (Kutnar idr., 2019).

Slika 4: Listi glicinije (vir: Petra Oucek)

Cvetovi glicinije rastejo v do 50 cm velikih gostih visecih grozdastih socvetjih, ki oddajajo prijeten nezen
vonj (Lozinsek, 2009). Le-ti pa so lahko svetlo modri, vijolicasti, roZnati, pri nekaterih vrstah tudi beli.



Slika 5: Cvetovi glicinije (vir: "Wisteria sinensis", 2021)

Rastlina lahko cveti tudi do dvakrat na leto, enkrat na zacetku pomladi, drugi¢ pa sredi poletja. Stevilo
cvetenj je odvisno od vrste (Schade idr., 2018). Po cvetenju se pojavijo 10—15 cm dolgi dlakavi plodovi
v obliki stroka, ki vsebujejo semena (Lozinsek, 2009). Le-ta so velika, a jih je v posameznem zelenem

stroku malo, zaradi tega pa strok oblikujejo v obliko kapljice.

Slika 6: Plodovi glicinije (vir: Ema Bakan)

Glicinija je toploljubna rastlina, ki se rada vzpenja po sonc¢nih stenah his (Schade idr., 2018).

Vsi deli glicinije so strupeni, Se posebej pa stroki oz. semena (Mayer, 2006). ZauZitje teh vpliva na
delovanje Zivénega sistema in povzroca slabost, bruhanje, krce ter drisko (Siol, 2013).



Taksonomska razvrstitev glicinije:
Domena: Eukaryota (eukaryotes) = evkarionti
Kraljestvo: Plantae - rastline

Podkraljestvo: Viridiplantae (green plants) = alge (zelene rastline)

Deblo: Streptophyta = kopenske rastline

Razred: Magnoliopsida (flowering plants) = cvetoce rastline
Red: Fabales - strocnice

Druzina: Fabaceae - metuljnice

Wisteria = glicinija

Vrsta: Wisteria floribunda = japonska glicinija
Wisteria brachybotrys
Wisteria brevidentata
Wisteria frutescens = ameriska glicinija
Wisteria hybrid cultivar
Wisteria sinensis = kitajska glicinija
Wisteria villosa

(National Library of Medicine, b. d.)

2.2. ZGODOVINSKO OZADNJE/POMEN IN KULTURNA
POMEMBNOST

Izvorno obmocdje vseh vrst glicinij predstavljajo vzhodni deli obmocja danasnjih Zdruzenih drzav
Amerike in juzni deli obmocja danasnje Kanade ali pa obmocja drzav vzhodne Azije, med katerimi so
Kitajska, Japonska in Koreja. Ze tam je bila glicinija popularna kot okrasna rastlina. Kasneje se je razsirila
po svetu predvsem kot okrasna rastlina, na dolocenih obmocjih pa so jo oznacili za invazivno vrsto
(Mohamed idr., 2011).
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Slika 7: 1zvorna obmocja glicinije (zeleno) (vir: Royal Botanic Gardens, Kew, b. d.)
Razsirjanje glicinij iz Japonske in Kitajske je bilo razvidno v 19. stoletju:

Japonska glicinija (Wisteria floribunda) je bila iz Japonske prinesena v 19. stoletju in je postala
priljubljena v juznih delih ZDA kot dekorativni dodatek stenam, vrtovom ter verandam (SE-EPPC, b. d.).

Zaradi prekrasnih cvetov, s katerimi se ponasa, je bila vrsta kitajske glicinije (Wisteria Sinensis (Sims)
Sweet) na sredini 19. stoletja prinesena tudi na obmocje danasnje Hrvaske, natancneje v Dubrovnik,
skupaj z rumeno tekomo (Tecoma unguis cati L.). Prinesel jo je dubrovniski zdravnik Ivo Rubricius
(Purasovi¢, 1997).

Predvsem japonska (Wisteria floribunda) in kitajska glicinija (Wisteria sinensis) imata na svojem
izvornem obmocju velik kulturni pomen. Njuna vlakna uporabljajo za papir in preproge, prav tako se
uporablja tudi kot lokalna delikatesa. Vec o tem v poglavju 2.5 UPORABA.

2.3. TOKSICNE UCINKOVINE IN DELOVANJE

Strupi in toksini so na Zemlji navzoci Ze prakti¢no od zacetka. Mnoge so uporabljali Ze od antike naprej,
in sicer v namene lova, pri raznih obredih, za umore in seveda v medicinske namene.

Ker bomo v nadaljevanju pogosto omenjali pojma strup in toksin, definirajmo najprej njuna pomena.

»STRUP — snov, ki v dovolj visokem odmerku ali koncentraciji povzro¢i pojav nezelenih ucinkov na Zivih
organizmih, posameznih celicah, tkivih, organih ali organskih sistemih in lahko vodi v smrt organizma«
(Strup, 2020).

»TOKSIN — spojina, ki jo proizvajajo in izlo¢ajo Zive celice, organizmi in je strupena za druge celice,
organizme« (Toksin, 2020).

Med prvimi je strup definiral Svicar Paracelsus z izrekom: »Vse je strup in ni¢ ni neskodljivo, samo
odmerek loci zdravilo od strupa.« (»Strup«, 2022).

Toksini so prisotni v mnogih rastlinah, predvsem kot obrambno sredstvo pred rastlinojedimi Zivalmi.
Nekateri so tako mocni, da lahko resno poskodujejo ali ubijejo rastlinojedca, ki rastlino poje. Prav tako



so posledi¢no Skodljivi za ¢loveka in lahko v vecjih koli¢inah tudi njemu povzrodijo zdravstvene tezave
ali smrt. Prisotni so tudi v hrani, na primer sadju in zelenjavi, ki jo redno uzivamo, vendar so kolicine ali
delovanje neskodljivi ¢loveku. Obicajno se toksini v rastlinah pojavljajo kot sekundarni metaboliti, ki so
lahko proteini ali pa preproste organske molekule, katerih vloga je zascita pred glivami, bakterijami,
Zuzelkami in plenilci, v tem primeru rastlinojedci. Tako se sekundarni metaboliti v rastlinah pojavljajo
kot molekule obrambe, barvil ali okusa in so odgovorni za prezivetje rastline, predvsem v tekmovalnem
okolju (Singh idr., 2013).

V gliciniji kot rastlini zasledimo marsikatere strupe in vrste toksinov. Med njimi alkaloide, lektine in tudi
flavonoide.

2.3.1. ALKALOIDI

Alkaloidi so naravne organske spojine, ki imajo bazi¢ne lastnosti, vsebujejo dusikove atome, ki so
vezani v heterociklicno strukturo in povzrocajo mocne fizioloSke ucinke. Mednje spadata na primer
nikotin in kokain (Singh idr., 2013). Ime pomeni, da imajo bazi¢ne lastnosti, Ceprav to ne velja za vse
alkaloide (»Alkaloid«, 2022). Prav tako za vse ne velja heterocikli¢na struktura z dusikom, iziemoma
dusika nimajo ali pa je dusik v obliki primarne, sekundarne ali terciarne aminske skupine. Vsi pa so,
fizioloSko aktivni (Slapnicar idr., 2021). Gre torej za veliko skupino spojin, za katero ni karakteristicne
strukturne prvine (Chemie.de, b. d.). Glede na osnovni skelet jih delimo na heterociklicne in
karbociklicne (»Alkaloid«, 2022).

Vecina jih je zelo strupenih, bele barve in grenkega okusa. Prav tako so slabo topni v vodi, a zato dobro
topni v nepolarnih organskih topilih. Alkaloidi so opti¢no aktivne spojine.

V naravi se najpogosteje pojavljajo v rastlinah. Le-te jih zaradi strupenosti uporabljajo za odganjanje
rastlinojedcev in zascito pred bakterijami, glivami ter virusi, kar pomeni, da so obrambne spojine.
Ceprav so alkaloidi strupeni, se zaradi psihoaktivnega ucinka v majhnih koli¢inah uporabljajo v
zdravilih, Stevilni pa sodijo med droge (Slapnicar idr., 2021).

V gliciniji najbolj zastopan alkaloid je vistarin.

Slika 8: Skeletna formula vistarina (vir: Uenishi, 1998)

Vistarin je leta 1886 iz glicinije izoliral Wilhelm Martin Ottow. Opisan je bil kot kristalini¢ni glikozid
dobro topen v alkoholu in slabo v etru in mrzli vodi. Talis¢e vistarina je 204 °C, okus pa je grenak
(»Wistarin (Blauregen)«, 2020).



Vistarin se lahko umetno sintetizira iz ircinianina, le-ta pa se pridobi iz morske spuzve rodu Ircinia in
predvidoma nastane z intramolekularno Diels-Alderjevo reakcijo (slika 9) (Uenishi, 1998).
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Slika 9: Umetna sinteza vistarina (vir: Uenishi, 1998)

2.3.2. LEKTINI

Besedo »lektin« je leta 1954 prvi uporabil Wiliam Boyd. Besedo je izpeljal iz latinske besede legere, ki
pomeni »izbirati« (»Lektini«, 2010). Lektini so namrec raznolika skupina beljakovin.

Beljakovine, ki zlepljajo (aglutinirajo) eritrocite, so odkrili proti koncu 19. stoletja. Vse skupaj se je
zaCelo z odkritjem toksicnega hemaglutinina ricina. Njihovo ime, (hem)aglutinini, izvira iz dejstva, da
imajo vec vezavnih mest za ogljikove hidrate, kar jim omogoca povezavo glikanov na razli¢nih celicah
in posledi¢no aglutinacijo celic. Danes jih imenujemo lektini.

Lektini so beljakovine, ki so sposobne prepoznati in se vezati le na specificne monosaharide. V celici se
na tak nacin veZejo na dolocene stranske skupine sladkorjev v celi¢ni steni ali membrani in tako
povzrodijo spremembo v fiziologiji membrane (Zurga, 2011). Ta sprememba omogo¢i aglutinacijo
eritrocitov in s tem nastanek krvnih strdkov. Se preden pa pridejo do eritrocitov se morajo lektini
transportirati v splo$ni krvni obtok skozi c¢revesje. Lektini se namrec vezejo na crevesno steno,
poskodujejo ¢revesno sluznico in tako spremenijo prepustnost ¢revesja (»Rizin«, 2022).

Glede na strukturo lahko lektine delimo na tri tipe: merolektine, hololektine in himerolektine.
Merolektini so zgrajeni iz ene polipeptidne domene in vsebujejo le eno vezavno mesto, zaradi ¢esar ne
kaZejo aglutinacijske aktivnosti. Hololektini so zgrajeni iz dveh ali ve¢ domen, ki so lahko enake ali zelo
homologne in veZejo sladkorje. Zaradi tega so ti hololektini zmozni aglutinacije celic. Himerolektini so
zgrajeni iz lektinske domene in domene z drugo biolosko vlogo.

Lektine lahko dodatno razdelimo glede na homologijo oziroma evolucijsko sorodnost, in sicer na: R, L,
P, C, | in galektine. Ta klasifikacija ne zajame vseh lektinov (Zurga, 2011).

V rastlinah se v vecini primerov najvisje koncentracije lektinov nahajajo prav v semenih zaradi njihove
osnovne vloge skladis¢enja proteinov in skladis¢enja ter mobilizacije rezervnih snovi. Pomembni so
tudi za Sirjenje celi¢ne stene, transport ogljikovih hidratov ... (Zurga, 2011).



Slika 10: Trakasti model molekule ricina (vir: "Rizin", 2022)

V gliciniji imajo najvecjo vsebnost lektinov semena in stroki. Med vsemi najbolj izstopa ricin. Ricin je
oblika lektina, ki spada v skupino hololektinov. To pomeni, da je sestavljen iz komponente, ki veze
celice, in komponente, ki posreduje toksi¢nost. Prav tako povzroca zaviranje biosinteze evkariontskih
beljakovin. Za smrtno zastrupitev cloveka (pri peroralnem zauZitju) zadostuje 0,3—20 miligramov
izoliranega ricina na kilogram telesne teZe (»Rizin«, 2022). To so priblizno 3 semena glicinije pri
odraslih, za otroke sta dovolj Ze 2 semeni (Tierarzt Dumhart, b. d.).

Simptomi zastrupitve z ricinom:

e razsirjene zenice,

e bledica obraza,

e hud glavobol,

e slabostin bruhanje,
e Zelodcni krci in driska

(Plantopedia, b. d.).

2.4. EKOLOGUA

Glicinija spada v red strocnic, natan¢neje v druzino metuljnic.

Red Fabales, strocnice, je dobil ime po bobu (faba), ki je bil pomembna prehranska strocnica Ze v antiki,
predvsem je bila pomembna v anticnem Rimu. Zrna oziroma semena strocnic so med rastlinskimi
najbogatejSa z beljakovinami, v velini pa jih sestavljajo kompleksni ogljikovi hidrati, prehranske
vlaknine, vitamini in minerali.

DruZina Fabaceae, metuljnice, spada v red strocnic. Ime so dobile po obliki vencnih listov, ki imajo
ladjico, dve krili in jadro. Nekatere imenujemo tudi zrnate stroc¢nice — bob, vol¢ji bob, cicerika, leca,



soja, grah, fizol. Za te je znacilno zorenje semen znotraj stroka, ki se z rastjo povecujejo, da dozorijo v
mlado zrnje, zatem pa se posusijo (Cigi¢ idr., 2022).

2.5. UPORABA

Glicinija se uporablja kot okrasna rastlina, s Stevilnimi kultivarji, za pripravo raznih eteri¢nih oljin disav
(Royal Botanic Gardens, Kew, b. d.). Znana je tudi uporaba vlaken njenega stebla za izdelavo papirja,
posamezno vlakno pa je lahko dolgo od 1,3 do 3,7 mm. Za ta namen naberejo stebla poleti, odstranijo
liste in s parjenjem pripravijo stebla za pridobivanje vlaken. Koncni izdelek, papir, je rjave barve
(Natural Medicinal Herbs, b. d.).

Predvsem na Japonskem so vlakna glicinije prav tako bila uporabljena za tkanje v moéne ozke trakove,
ki so bili potem uporabljeni kot robovi preprog, t. i. »tatami«. Le-te, pobarvane v indigo modro barvo,
so bile zelo cenjene na javnih mestih, kot so templji. Prav tako so iz vlaken izdelali delovna oblacila
(Dusenbury, 1992).

Ceprav nenavadno, so nekateri deli kitajske glicinije (Wisteria sinensis), ko so kuhani, uzitni in celo
predstavljajo delikateso, kar bi lahko povezali s tem, da so lektini, in v gliciniji od teh prisoten ricin,
beljakovine in ob visokih temperaturah denaturirajo. Kuhano seme se je in se Se uporablja v medicini
za zdravljenje srénih bolezni, drugace pa se ob uZivanju svetuje previdnost. Seme predstavlja tudi
naravni diuretik. Prav tako so uZitni cvetovi, ko so temeljito oprani in nato skuhani ali pripravljeni kot
ocvrtki. Lokalno delikateso imenovano »Teng Lo« pa predstavljajo cvetovi, ki so nadaljnje sudeni v
sladkorju in zmeSani z moko. Listi vsebujejo alantoi¢no kislino (allantoic acid) in se uporabljajo kot
nadomestek za ¢aj. Mladi listi naj bi bili prav tako uZitni.

Poznane so tudi omembe uporabe stebel in cvetov v kitajski medicini, vendar le-ti niso podrobneje
predstavljeni (Natural Medicinal Herbs, b. d.).

2.6. ALELOPATUA

Izvorni besedi izraza alelopatija sta grski besedi "allelon" in "patos". Allelon pomeni razmerje do
drugega, pathos pa pomeni poskodovati drugega. PosploSeno se ga uporablja za poimenovanje
bioloskega pojava, pri katerem ena rastlina, s spros¢anjem kemikalij v okolje, pozitivno ali negativno
vpliva na rast in razvoj druge rastline in ostalih organizmov v njeni bliZini (Tesio in Ferrero, 2010).

Ko rastline proizvajajo sekundarne metabolite, s katerimi vplivajo na rast in razvoj drugih organizmov
v svoji okolici, te snovi imenujemo alelokemijske spojine (Narwal, 2010). Le-te lahko ali izboljsajo
simbiotske odnose, na primer med rastlinami in glivami ali med rastlinami in bakterijami, ali pa drugi
rastlini Skodujejo z zaviranjem rasti in kalitve, saj na to snov ni prilagojena (Reinhart in Callaway).

Alelokemikalije se v rastlinah nahajajo v listih, lubju, koreninah, cvetovih in plodovih, v okolje pa se
sproscajo na vec razliénih nacinov: z razpadom oziroma razkrojem rastlinskih ostankov, s koreninskimi

1 Kultivar = s &lovekovim namernim izborom vzgojena rastlina.



izlo¢ki, s hlapenjem iz listov, lahko pa se zaradi padavin spirajo s povrsine lista v tla (Del Moral in
Muller, 1969).

Med prehodom od izvorne rastline do tar¢nega organizma na spojine vplivajo Stevilni dejavniki. Ti z
raznimi med seboj povezanimi fotokemicnimi, kemi¢nimi in biokemiénimi procesi povzrocajo njihov
transport, transformacijo, zadrZevanje, jim zmanjsajo koli¢ino izhodnih snovi in vplivajo na njihovo
ucinkovitost. Alelokemikalije lahko na podlagi teh procesov postanejo kompleksnejse ali enostavnejse,
bolj ali pa manj strupene, lahko se pa tudi popolnoma razgradijo in s tem izgubijo toksi¢nost. V prsti je
najpogostejSa biokemicna transformacija, ki jo izvajajo mikroorganizmi, katerih aktivnost je odvisna od
ustreznosti encimov za razgradnjo snovi, vlage, razpoloZljivosti kisika in hranil, temperature ter od
lastnosti prsti. Ob prisotnosti sonéne svetlobe poteka fotokemi¢na transformacija. Kemicna
transformacija pa je odvisna od sestave prsti in prisotnosti snovi, ki omogocajo redukcijo, oksidacijo,
substitucijo, polimerizacijo ali hidrolizo alelokemikalij. (Cheng, 1992)

Vpliv na pospesitev ali zaviranje rasti in razvoja drugih organizmov izloene alelokemikalije dosezejo
tako, da povzrocajo spremembe v lastnosti prsti. Spremenijo njeno hranilno vrednost, aktivnost
organizmov, ki Zivijo v njej, npr. glist, ZuZelk, mikroorganizmov. Posredno preko prsti pa pri drugem
organizmu s spremembo genetskega materiala vplivajo na Stevilne Zivljenjske procese, kot so:
odpornost, dihanje, fotosinteza, prevodnost elementov, uravnavanje hormonov, privzem mineralov,
sinteza proteinov in pigmentov, aktivnost encimov, prepustnost membrane, rast in fiksacija dusika.
(Rizviidr., 1992)



3. METODE DELA

3.1 NACRTOVANIJE DELA

Potek dela

1. nabiranje listov, cvetov,

stebla in plodov | 2.plod/ strok razdelimo
na semena in osemenje

3. zdrobimo/ narezemo na
manjse koscke

— 4. tehtanje vzorca

5. ekstrakcija — :
6. zamrznitev ekstrakta s

tekoCim dusikom

7. analiza vzorcev — —
8. testiranje ekstrakta na

kale¢ih rastlinah

9. testiranje ekstrakta na
solinskih rakcih

Slika 11: Zasnova eksperimentalnega dela

3.2. OPIS VZORCA

Za izvajanje eksperimentalnega dela smo najprej nabrali razlicne rastlinske organe glicinije — liste,
cvetove, stebla in plodove smo nabrali ¢ez sonéne dni v mesecu septembru in oktobru leta 2022, in
sicer v SV regiji Slovenije. Razvrstili smo jih v vrecke in jih do ekstrahiranja v Solskem laboratoriju hranili
v zamrzovalniku.

Slika 12: Nabrani in zapakirani deli glicinije (vir: Petra Oucek)



Slika 13: Nabrani in zapakirani cvetovi glicinije (vir: Petra Oucek)

Slika 14: Nabrani in zapakirani listi glicinije (vir: Petra Oucek)

Slika 15: Nabrana in zapakirana stebla glicinije (vir: Petra Oucek)

Slika 16: Nabrani in zapakirani plodovi glicinije (vir: Petra Oucek)

3.3. EKSTRAKCUA

Za ekstrakcijo posameznih delov rastline smo se odlocili uporabiti postopek navadne maceracije z
dvema razli¢nima topiloma, in sicer s 70 % vodno raztopino etanola in vodo, pri sobni temperaturiin s
konstantnim mesanjem z magnetnim mesalom.

Na splosno je maceracija vrsta ekstrakcijske tehnike, ki jo izvajamo na sobni temperaturi. Postopek
navadne maceracije pa obsega, da zdrobljen rastlinski material, ki smo ga predhodno oprali in mu
odstranili ostale materiale (plevel, skale, pesek), damo oziroma pomocimo za doloceno ¢asovno
obdobje v nepredusno posodo z izbranim topilom. Le-to lahko obcasno tresemo, ce pa je celotnemu



Casu dodan postopek mesanja, lahko izboljSamo koncni rezultat ekstrakcije, torej ekstrakt. Zatem trdne
delce odcedimo oziroma odfiltriramo (Singh, 2008).

Vzorce smo narezali na majhne koscke, jih prelili zizbranim topilom in dodali magnetno mesalo. Vzorce
smo pustili na mesalu 4 ure, nato pa dobljeno zmes prefiltrirali. Filtrat smo prelili v plasti¢no posodico
s pokrovckom in ekstrakt zamrznili s teko¢im dusikom. TakSne ekstrakte smo shranili v Solski
zamrzovalnik.

Slika 17: Mesanje vzorcev z magnetnim mesalom (vir: Julija Kronvogel)

Slika 18: Filtriranje ekstrakcij (vir: Julija Kronvogel)



Slika 19: Filtriranje ekstrakcij (vir: Julija Kronvogel)

V tednu in pol smo pridobili in v teko¢em dusiku zamrznili vse potrebne ekstrakte za nadaljnje
raziskovanje. Dobili smo 10 razli¢nih ekstraktov, opisani so v Tabeli 1.

Tabela 1: Ekstrakti

Ekstrakti v vodi Ekstrakti v etanolni raztopini | Datum ekstrakcije

VL EL 17.01.2023

vC EC 19.01.2023

Vs ES 20.01.2023

VPO EPO 24.01.2023

VPS EPS 26.01.2023
Legenda:

V — ekstrakt v vodi

E — ekstrakt v 70 % vodni raztopini etanola

L — ekstrakt iz listov (npr. VL1 — ekstrakt iz listov v vodi Stevilka 1)

C — ekstrakt iz cvetov (npr. VC1 — ekstrakt iz cvetov v vodi Stevilka 1)
S — ekstrakt iz stebla

PO — ekstrakt iz osemenja ploda

PS — ekstrakt iz semena ploda

3.4. ANALIZA VZORCEV

Za analizo ekstraktov smo se odlocili z namenom, da bi raziskali kolikSno koli¢ino strupa vsebujejo
posamezni deli glicinije, kot so listi, cvetovi, stebla, osemenje ploda ter seme ploda. Za analizo smo
kontaktirali ve¢ zunanijih institucij, vendar se nam Zal ni uspelo dogovoriti za ustrezne analize. Ker v



nasem Solskem laboratoriju nimamo moznosti za izvedbo taksnih analiz, smo le te bili primorani
opustiti.

3.5. POSKUSI NA KALECIH RASTLINAH

Za poskuse na kalecih rastlinah smo se odlocili iz namena raziskati vpliv toksinov glicinije na ostale
rastline. Ta metoda preucevanja o pozitivnem ali negativnem vplivu na rast in razvoj drugih organizmov
se imenuje alelopatija. Na podlagi le-te smo dobljene ekstrakte 10-krat ter 100-krat razreddili (namen
razredCitev je bil dobiti SirsSi vpogled na delovanje toksinov), ter jih uporabili na semenih krese in
munga.

Posamezno razredcitev smo na koncu oznacili s Stevilko 1 (10-kratna razredcitev) ali 2 (100-kratna
razredcitev). Glede na rastlino, pa smo vzorcu na zacetku dodali ¢rko K (za semena krese) ali M (za
semena munga). Oboje smo dodali k zacetnim kraticam, predstavljenim Ze prej (VL, VC, VPS, VPO ...)

Za vsako ekstrakt smo pripravili 4 petrijevke. Na prvih dveh je bilo 10 semen munga, na drugih dveh pa
50 semen krese, saj je le-ta manjsa, na dveh 10-kratno razredceni ekstrakt in na drugih dveh 100-krat
razredceni ekstrakt. Ob tem pa so bile nastavljene Se stiri kontrolne petrijevke, dve s kreso in dve z
mungo semeni, ter v kombinaciji je bil v dveh 70 % etanol v dveh pa voda.

Semena smo nato dvakrat, enkrat prvi dan drugi¢ pa peti dan, namocili s 6 mililitri posamezne
ekstrakcije. Njihovo rast smo opazovali 9 dni.

3.6. POSKUSI NA SOLINSKIH RAKCIH

Za poskus vpliva na solinske rakce smo se odlocili znamenom, da bi dokazali tudi negativen in strupen
vpliv toksinov glicinije na Zivalske organizme. Solinske rakce smo iz kupljenih jaj¢ec vzgojili v enem litru
po navodilih pripravljene slane vode, ter jih ogrevali z namizno lucjo. Naslednji dan smo Ze izlezene
rakce v Stirih kapljicah slane vode, izpostavili razlicnemu Stevilu kapljic nerazred¢enim ekstraktom (en
poskus v razmerju 1:1 (Stiri kapljice slane vode z rakci in stiri kapljice ekstrakta) in 1:2 (Stiri kapljice
slane vode z rakci in osem kapljici ekstrakta)). Ob tem so bili nastavljeni Se kontrolni eksperimenti, kjer
je bilo namesto kapljic ekstrakta dodano uporabljeno topilo, torej 70 % raztopina etanola ali voda.

Njihovo Zivljenjsko stanje smo spremljali 3 ure pod lupo tako, da smo presteli vse rakce v vzorcu, ter
nato vse rakce, ki so v vzorcu poginili po dolo¢enem casu.

Nato smo Stevilo rakcev v vzorcu, primerjali s Stevilom mrtvih rakcev, da smo lahko izracunali delez
poginulih rakcev ter s tem primerjali vpliv ekstraktov na rakce.



4. REZULTATI DELA IN RAZPRAVA

4.1. POSKUSI NA KALECIH RASTLINAH

Po tem, ko smo nastavili petrijevke, smo redno opazovanje zaceli po treh dneh, saj so se takrat zaceli
kazati vidni rezultati; Ze naslednji dan po nastavitvi poskusov pa je bilo vidno nakazano pokanje
semenskih ovojnic v vzorcih z ekstrakti, medtem ko je bilo to v kontrolnih eksperimentih videti kasneje.

4.1.1. KRESA

Rezultati so predstavljeni v grafih glede na dolzZino zraslega kalcka po dnevih. DolZina zapisana za dan
predstavlja povprecje vseh kalckov v poskusu tisti dan. Navpicne sive Crtice pri podatkih predstavljajo
standardno napako.

V grafih sta zdruZzena po 2 vzorca enakega ekstrakta, torej 10-kratna in 100-kratna razredcitev pri
semenih kreSe. Vsak vzorec smo primerjali s kontrolnimi na nacin, da smo izracunali razliko med njima
po enacbi: povpre¢na dolZina kalcka v vzorcu, ki ga primerjamo - dolZina kal¢ka v kontrolnem
eksperimentu = razlika; le to smo glede na kontrolni eksperiment pretvorili v odstotke pri vzorcih z
vodo, v vzorcih z etanolom jih nismo pretvarjali v odstotke, saj je bila rast v kontrolnem eksperimentu
nielna. Ce je izraunana razlika pozitivha, pomeni, da je ekstrakt deloval ugodno na rast, ¢e pa je
izracunana razlika negativna, pa pomeni, da je ekstrakt zaviral rast.
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Graf 1: DolZina kalckov v kontrolnih eksperimentih (70 % etanol in voda) pri kresi

V grafu 1 sta predstavljena kontrolna eksperimenta, torej en v vodi in drugi v 70 % etanolu. Iz grafa je
razvidno, da v primeru kontrolnega eksperimenta z etanolom semena niso vzkalila skozi ves cas
opazovanja, medtem ko v vodi so.



—o—KVL1 KVL2

N
N

0o

[

10 ?
v 8,5
s s "'/68 7,7 ’
N 4 2V6 '
2
2
0 2,5
13.2. 14.2. 15.2. 16.2. 17.2.
DATUM

Graf 2: DolZina kalckov v vzorcih KVL1 in KVL2 pri kresi

Graf 2 predstavlja KVL1 in KVL2, ki sta ekstrakta listov z vodnim topilom. Tukaj lahko opazamo podobno
rast, kot pri kontrolnem eksperimentu, predvsem pri KVL1, kjer je 10-krat razredéena raztopina in kjer
razlika prvi dan znasa -6,7 % (-0,2 cm), drugi dan -3,2 % (-0,2 cm), tretji dan -4,2 % (-0,3 cm), Cetrti dan
-1,3 % (-0,1 cm), zadnji dan pa +1,2 % (+0,1 cm). Medtem pa lahko opazimo odstopanje pri KVL2, kjer
je 100-krat razredcena raztopila, predvsem pri zadnjih dveh dneh, kjer so kalcki daljSi kot pri
kontrolnem eksperimentu. Pri tem je razlika prvi dan -16,7 % (-0,5 cm), drugi dan -3,2 % (-0,2 cm), tretji
dan-1,4 % (-0,1 cm), Cetrti dan +15,4 % (+1,2 cm), zadnji dan pa Ze +16,7 % (+1,4 cm).
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Graf 3: DolZina kalckov v vzorcih KEL1 in KEL2 pri kresi

Pri grafu 3, kjer sta KEL1 in KEL2, ki sta ekstrakta listov z etanolnim topilom, pa opazamo v primerjavi
s kontrolnim eksperimentom vecje razlike, ki pa so razvidne pri bolj razredCeni raztopini in pri tej
znasajo prvi dan +3 cm, drugi dan +4 cm, tretji dan +4,3 cm, Cetrti dan +5 cm in Sesti dan Ze +6 cm. V
10-krat razredceni raztopini opazimo rahlo rast med opazovanjem, katere razlike so prva dva dni
ni¢elne, zadnje tri dni pa znasajo +0,4 cm, +0,6 cm in +0,7 cm.
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Graf 4: DolZina kalckov v vzorcih KVC1 in KVC2 pri kresi

Na podlagi grafa 4, ki prikazuje KVC1 in KVC2, ki sta ekstrakta cvetov v vodnem topilu, lahko v obeh
primerih glede na kontrolni eksperiment opazimo zmanjSano rast, ki je pri KVC1, ki je 10-krat
razredcena raztopina ekstrakta skoraj za polovico manjsa, saj njene razlike ¢ez dni znasajo -50 % (-1,5
cm), -51,6 % (-3,2 cm), -52,1 % (-3,7 cm), -48,7 % (-3,8 cm) in -48,8 % (-4,1 cm). Pri KVC2 pa razlike Cez
dni opazovanja znasajo -16,7 % (-0,5 cm), -51,6 % (-3,2 cm), -43,7 % (-3,1 cm), -23,1 % (-1,8 cm), -16,7
% (-1,4 cm). Iz razlik je razvidno da obe koncentraciji vzorca zavirata rast glede na kontrolni
eksperiment.
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Graf 5: DolZina kalckov v vzorcih KEC1 in KEC2 pri kresi

Pri grafu 5, kjer sta KEC1 in KEC2, ki sta ekstrakta cvetov v etanolnem topilu, opazimo razliko v
primerjavi s kontrolnim eksperimentom. KEC1, ki je 10-krat razredcena raztopina ekstrakta, je sicer
enak kontrolnemu eksperimentu, torej je rast nicelna, je pa KEC2, ki je 100-krat razredcena raztopina
ekstrakta izkazal vecjo rast, ki ima pozitivno razliko s kontrolnim eksperimentom, in sicer ¢ez vse dni,
le ta znasa +3 cm, +4,8 cm, +5,5 cm, +6,5 cm in +7 cm.
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Graf 6: DolZina kalckov v vzorcih KVS1 in KVS2 pri kresi

Pri grafu 6, v katerem sta prikazana KVS1 in KVS2, ki sta ekstrakta stebla v vodnem topilu, opazimo v
prvih dveh dneh rast enako ali manjSo kontrolnemu ekperimentu, kar pa se v sledecih dneh spremeni
in je razvidna hitrejSa oziroma vecja rast kot pri kontrolnem eksperimentu. Pri KVS1, ki je 10-krat
razredcena raztopina ekstrakta, so razlike v rasti v primerjavi s kontrolnim eksperimentom 0 % (0 cm),
-6,7 % (-0,2 cm), +6,5 % (+0,4 cm), +2,8 % (+0,2 cm) in +7,1 % (+0,6 cm). Pri KVC2, ki pa je 100-krat
razredcena raztopina pa te razlike znasajo 0 % (0 cm), -19,4 % (-1,2 cm), -8,5 % (-0,6 cm), +2,6 % (+0,2
cm)in+7,1% (+0,6 cm).
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Graf 7: DolZina kalckov v vzorcih KES1 in KES2 pri kresi

V grafu 7, ki predstavlja KES1 in KES2, ki sta ekstrakta stebla v etanolnem topilu, opazimo pri KES1, ki
predstavlja 10-krat razredéeno raztopino ekstrakta, prav tako ni¢elno rast kot pri kontrolnem
eksperimentu, medtem, ko je rast pri KES2, ki je 100-krat razredcena raztopina ekstrakta, rast
povecana in razlike glede na kontrolni eksperiment znasajo +3 cm, +4,6 cm, +5,7 cm, +7 cm in +8 cm.
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Graf 8: DolZina kalckov v vzorcih KVPO1 in KVPO2 pri kresi

V grafu 8 sta predstavljena KVPO1 in KVPO2, ki sta ekstrakta osemenja ploda v vodnem ekstraktu.
Tukaj lahko opazimo v primerjavi s kontrolnim eksperimentom nekoliko zmanjSano rast, skozi celoten
Cas opazovanja. Pri KVPO1 razlike v rasti glede na kontrolni eksperiment znasajo -33,3 % (-1 cm), -51,6
% (-3,2 cm), -22,5 % (-1,6 cm), -23,1 % (-1,8 cm) ter -16,7 % (-1,4 cm). Pri KVPO2 pa so le te, z izjemo
prvega dne nekoliko manjse in sicer znasajo -50 % (-1,5 cm), -35,5 % (-2,2 cm), -15,5 % (-1,1 cm), -10,3
% (-0,8 cm) ter -7,1 % (-0,6 cm).
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Graf 9: DolZina kalc¢kov v vzorcih KEPO1 in KEPO2 pri kresi

Pri grafu 9, v katerem sta KEPO1 in KEPO2, ki sta ekstrakta osemenja ploda v etanolnem topilu, lahko
v primeru KEPO1, ki je 10-krat razredcena raztopina ekstrakta, vidimo, da se rast ne razlikuje od
kontrolnega eksperimenta, medtem, ko je pri KEPO2, ki je 100-krat razredcena raztopina ekstrakta,
rast povecana in razlike ¢ez dni znasajo +1,5 cm, +3 cm, +3,8 cm, +4,5 cm in +5 cm.
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Graf 10: DolZina kalckov v vzorcih KVPS1 in KVPS2 pri kresi

Na podlagi grafa 10, v katerem sta KVPS1 in KVPS2, ki sta ekstrakta semena ploda v vodnem topilu,
lahko opazimo nekoliko zmanjsano rast v primerjavi s kontrolnim eksperimentom. Pri KVPS1, ki
predstavlja 10-krat razredéeno raztopino ekstrakta, je ta polovi¢na kontrolnemu eksperimentu in sicer
razlike znasajo -43,3 % (-1,3 cm), -67,7 % (-4,2 cm), -57,7 % (-4,1 cm), -56,4 % (-4,4 cm) in -56 % (-4,7
cm). Medtem pa so razlike pri KVPS2, ki je 100-krat razred¢ena raztopina manjse in sicer znasajo -33,3
% (-1 cm), -43,5 % (-2,7 cm), -43,7 % (-3,1 cm), -35,9 % (-2,8 cm) ter -28,6 % (-2,4 cm).
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Graf 11: DolZina kalckov v vzorcih KEPS1 in KEPS2 pri kresi

Pri grafu 11, v katerem sta predstavljena KEPS1 in KEPS2, ki sta ekstrakta semena ploda v etanolnem
topilu, lahko opazimo razliko v primerjavi s kontrolnim eksperimentom. Pri KEPS1, ki predstavlja 10-
krat razredceno raztopino ekstrakta opazamo rast, ki je na splosno in ¢ez ¢as majhna, a vecja kot pri
kontrolnem eksperimentu, pri tem razlike znasajo +0,4 cm, +0,4 cm, +0,5 cm, +0,6 cm in +0,6 cm. Pri
KEPS2, ki predstavlja 100-krat razredceno raztopino pa je rast vecja in sicer razlike v primerjavi s
kontrolnim eksperimentom znasajo +2,4 cm, +4 cm, +5 cm, +7cm in +7,5 cm.



4.1.2. KRESA - RAZPRAVA
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Graf 12: Primerjava dolZin kalckov pri kresi v Graf 13: Primerjava dolZin kalckov pri kresi v
10-krat razredcenih raztopinah ekstraktov v 100-krat razredcenih raztopinah ekstraktov v
vodnem topilu vodnem topilu

Glede na dobljene rezultate pri vodnih ekstraktih lahko sklepamo, da so ekstrakti v kateri koli
koncentraciji zavirali rast in kalitev krese. Od te trditve pa odstopata ekstrakta KVL, ki je ekstrakt listov,
ter KVS, ki je ekstrakt stebla. Oba sta bolj kot kalitev spodbudila samo rast, kar lahko razberemo iz tega,
da so razlike v zadnjih dneh veliko vecje. Pri KVL2 razlika znasa tudi 16,7 %. Pri zaviranju rasti je bil
najuspesnejsi KVL1, ki je ekstrakt semen ploda v 10-krat razredceni raztopini. Semena krese, ki so bila
namescena v vati z 100-krat razredcenimi vodnimi ekstrakti, so v vecini rasla hitreje oz. do vecje
dolzine, kot 10-krat razredceni raztopini ekstrakta. Od te trditve le malenkost odstopata dva vzorca.
Prvi je KVL, torej vodni ekstrakt listov, pri katerem je rast prve tri dni med 10- in 100-krat razredceno
raztopino prakti¢no identi¢na, razlika pa se pojavi pri zadnjih dveh dneh, ko je rast v vzorcu z KVL2
vecja. Drugi pa je KVS, torej vodni ekstrakt stebla, pri katerem je pa rast v KVS1, torej v 10-krat
razredceni raztopini, prve tri dni vecja od rasti pri KVS2 — 100-krat razredcena raztopina, zadnja dva
dni pa je rast pri obeh enaka. Rezultati so prikazani tudi v grafu 12 za 10-krat razredcene raztopine in
v grafu 13 za 100-krat razredcCene raztopine.
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Graf 14: Primerjava dolZine kalckov pri kresi v Graf 15: Primerjava dolZine kalckov pri kresi v
10-krat razredcenih raztopinah ekstraktov v 100-krat razredcenih raztopinah ekstraktov v
etanolnem topilu etanolnem topilu

Pri ekstraktih v etanolu, pa je rast pri kontrolnem eksperimentu nicelna, prav tako je tako tudi pri
etanolnih ekstraktih KEC1, KES1, KEPO1. Razlika se pojavi pri KEL1, kjer je majhna rast razvidna v zadnjih
treh dneh, in KEPS1, kjer je rast razvidna ¢ez vse dni, vendar je majhna. Rezultate prikazuje graf 14. Za
razliko od teh majhnih rasti je pri vseh vzorcih kjer je prisotna 100-krat razred¢ena raztopina ekstrakta
rast opazna in skoraj primerljiva z rastjo v kontrolnem eksperimentu v vodi. To lahko pripiSemo temu,
da je ekstrakt toliko razredcen, da je strupov premalo, da bi vplivali na rast, ugodno na rast pa vpliva
voda s katero smo ekstrakte redcili. To potrjuje tudi dejstvo, da je je rast v 100-krat razredcéenih vzorcih
primerljiva z rastjo v kontrolnem eksperimentu z vodo.

4.1.3. MUNGO

Rezultati so predstavljeni v grafih glede na dolzZino zraslega kalcka po dnevih. DolZina zapisana za dan
predstavlja povprecje kalckov v poskusu tisti dan. Navpicne sive Crtice pri podatkih predstavljajo
standardno napako.

V grafih sta zdruZzena po 2 vzorca enakega ekstrakta, torej 10-kratna in 100-kratna razredcitev pri
semenih krese. Vsak vzorec smo primerjali s kontrolnimi na nacin, da smo izracunali razliko med njima
po enacbi: povprecna dolzina kalcka v vzorcu, ki ga primerjamo - dolzina kal¢ka v kontrolnem
eksperimentu = razlika; le to smo glede na kontrolni eksperiment pretvorili v odstotke pri vzorcih z
vodo, v vzorcih z etanolom jih nismo pretvarjali v odstotke, saj je bila rast v kontrolnem eksperimentu
ni¢elna. Ce je izraunana razlika pozitivna, pomeni, da je rast v vzorcu s strani ekstrakta spodbujena,
Ce pa je izracunana razlika negativna, pa pomeni, da je rast v vzorcu s strani ekstrakta zavirana.
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Graf 16: DolZina kalckov v kontrolnih eksperimentih pri mungo semenih

V grafu 16, sta predstavljena kontrolna eksperimenta. Pri kontrolnem eksperimentu v etanolu, je rast
nicelna.
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Graf 17: DolZina kal¢kov v vzorcih MVL1 in MVL2 pri mungo semenih

Pri grafu 17, v katerem so prikazani rezultati z MVL1 in MVL2, ki sta vodna ekstrakta listov, je opazna
povecana rast v primerjavi s kontrolnim eksperimentom, ki je pri MVL2, ki predstavlja 100-krat
razredceno raztopino ekstrakta, skoraj dvakratna in sicer razlike znasajo +176,9 % (+2,3 cm), +82,6%
(+1,9 cm), +150 % (+4,8 cm), +90,2 % (+4,6 cm) in +77,4 % (+4,8 cm). Medtem so razlike pri MVL1
nekoliko manjse, a Se vedno pozitivne in znasajo +30,8 % (+0,4 cm), +4,3 % (+0,1 cm), +87,5 % (+2,8
cm), +43,1 % (+2,2 cm) in +29 % (+1,8 cm). Iz tega vidimo, da obe koncentraciji spodbujata rast MVL2
pa tudi kalitev.
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Graf 18: DolZina kalckov v vzorcih MEL1 in MEL2 pri mungo semenih

Pri grafu 18, ki predstavlja rezultate z MEL1 in MEL2, ki sta vzorca listov v etanolnem topilu, vidimo v
obeh primerih rast, ki je pri MEL2, katera je 100-krat razredéena raztopina ekstraktov, vecja od rasti
pri 10-kratni raztopini ekstrakta in od rastli v kontrolnem eksperimentu. Pri tem razlike glede na
kontrolni eksperiment znasajo +2,5 cm, +3,5 cm, +7 cm, +7,2 cm in +7,2 cm. Sicer pa je tudi rast pri
MEL1, ki je 10-kratna raztopina ekstrakta, vecja kot pri kontrolnem eksperimentu, pri tem pa razlike
znasajo +0,4 cm, +0,6 cm, +1 cm, +1,2 cm, +1,6 cm.
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Graf 19: DolZina kalckov v vzorcih MVC1 in MVC2 pri mungo semenih

Pri grafu 19, ki prikazuje MVC1 in MVC2, ki sta vzorca iz ekstraktov cvetov v vodnem topilu, je opazna
rast, ki je v primeru MVC1 (10-krat razred¢ena raztopina ekstrakta) sicer manjsa kot pri kontrolnem
eksperimentu in razlike znasajo +15,4 % (+0,2 cm), +43,5 % (+1 cm), +15,6 % (+0,5 cm), -17,6 % (-0,9
cm)in-19,4 % (-1,2 cm), iz tega lahko sklepamo da spodbuja kalitev, rasti pa ne. V primeru MVC2 (100-
krat razredcena raztopina ekstrakta) pa je rast vecja od rasti v kontrolnem eksperimentu in razlike
znasajo +53,8 % (+0,7 cm), +152,2 % (+3,5 cm), +118,8 % (+3,8 cm), +51 % (+2,6 cm) in +35,5 % (+2,2
cm).
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Graf 20: DolZina kalckov v vzorcih MEC1 in MEC2 pri mungo semenih

Pri grafu 20, v katerem sta prikazana MEC1 in MEC2, ki sta vzorca ekstraktov cvetov v etanolnem topilu,
je razvidna rast v obeh primerih, medtem ko je pri kontrolnem eksperimentu v 70% etanolu nicelna.
Razlike pri tem pri MEC1 znasajo +1 cm, +2 cm, +2,5 cm, +2,8 cm in +3 cm, pri MEC2 pa +1,5 cm, +2,8
cm, +6,8 cm, +8,7 cm in 49,2 cm. Rast v MEC2 (100-krat razred¢ena raztopina ekstrakta) pa je Ze po

drugem dnevu celo vecja kot pri kontrolnem eksperimentu v vodi.
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Graf 21: DolZina kalckov v vzorcih MVS1 in MVS2 pri mungo semenih

Pri grafu 21, ki prikazuje MVS1 in MVS2, ki sta vzorca stebla v vodnem topilu, je v obeh koncentracijah
ekstrakta razvidna rast, ki je vecja kot pri kontrolnem eksperimentu v vodi. Pri MVS1 razlike glede na
kontrolni eksperiment znasajo +30,8 % (+0,4 cm), +117,4 % (+2,7 cm), +87,5 % (+2,8 cm), +21,6 % (+1,1
cm) in +9,7 % (+0,6 cm). Pri MVS2 pa so te razlike Se vecje in sicer znaSajo ¢ez dneve opazovanja +69,2
% (+0,9 cm), +201,3 % (+4,7 cm), +150 % (+4,8 cm), +56,9 % (+2,9 cm) in +45,2 % (+2,8 cm).
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Graf 22: DolZina kalckov v vzorcih MES1 in MES2 pri mungo semenih

Pri grafu 22, v katerem so prikazani rezultati za MES1 in MES2, ki sta vzorca stebla v etanolnem topilu,
je rast v obeh primerih vecja kot v kontrolnem eksperimentu. Razlike pri MES1 tako znasajo +1 cm, +
1,5cm, +1,7cm, +1,7 cmin +1,7 cm; pri MES2 pa +1 cm, +2,3 cm, +2,6 cm, +2,9 cm, +3,1 cm. Pri MES1
(10-krat razredcena raztopina ekstrakta) se rast po drugem dnevu ustavi.
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Graf 23: DolZina kalckov v vzorcih MVPO1 in MVPO2 pri mungo semenih

Pri grafu 23, ki prikazuje rezultate v MVPO1 in MVPO2, ki sta vzorca osemenja ploda v vodnem topilu,
je opazna rast vecja ali enaka tisti pri kontrolnem eksperimentu. Pri MVPO1, ki je 10-krat razredéena
raztopina ekstrakta, je rast vecja kot pri kontrolnem eksperimentu; pri tem razlike znasajo +69,2 %
(+0,9 cm), +65,2 % (+1,5 cm), +112,5 % (+3,6 cm), +37,3 % (+1,9 cm) in +21 % (+1,3 cm). Pri MVPO2, ki
je 100-krat razredcena raztopina ekstrakta, je rast rahlo vecja, na koncu pa skoraj enaka tisti v
kontrolnem eksperimentu in pri tem razlike znasajo +61,5 % (+0,8 cm), +4,3 % (+0,1 cm), +62,5 % (+2
cm), +13,7 % (+0,7 cm) in +1,6 % (+0,1 cm).
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Graf 24: DolZina kalckov v vzorcih MEPO1 in MEPO2 pri mungo semenih

Pri grafu 24, ki predstavlja rezultate v MEPO1 in MEPO2, ki sta vzorca osemenja ploda v etanolnem
topilu, je rast v primerjavi s kontrolnim eksperimentom vecja v obeh primerih. V vzorcu MEPQO1, ki je
10-krat razredcena raztopina ekstrakta razlike v rasti v primerjavi s kontrolnim eksperimentom znasajo
+0,5 cm, +0,7 cm, +1,5 cm, +1,6 cm in +1,9 cm. Pri MEPO2, ki pa je 100-krat razredcena raztopina
ekstrakta so razlike vecje in znaSajo +1,5 cm, +3,6 cm, +3,8 cm, +4 cm in +4,2 cm.
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Graf 25: DolZina kalckov v vzorcih MVPS1 in MVPS2 pri mungo semenih

Pri grafu 25, ki predstavlja MVPS1 in MVPS2, ki sta vzorca semena ploda v vodnem topilu, je rast pri
obeh opazna, vendar je pri MVPS1, ki je 10-krat razredcena raztopina ekstrakta, nekoliko manjsa od
tiste v kontrolnem eksperimentu in sicer razlike znasajo -23,1 % (-0,3 cm), -17,4 % (-0,4 cm), -3,1 % (-
0,1cm),-11,8% (-0,6 cm) in-19,4 % (-1,2 cm); medtem ko je pri MVPS2, nekoliko vecja od kontrolnega
eksperimenta in razlike znasajo +30,8 % (+0,4 cm), +4,3 % (+0,1 cm), -6,3 % (-0,2 cm), +37,3 % (+1,9
cm) in +61,3 % (+3,8 cm). Pri MVSP2 predvsem je razvidno, da ekstrakt bolj pospesuje rast kot kalitev.
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Graf 26: DolZina kalckov v vzorcih MEPS1 in MEPS2 pri mungo semenih

Z grafa 26, na katerem sta predstavljena MEPS1 in MEPS2, ki sta vzorca semena ploda v etanolnem
topilu, je rast vecja kot pri kontrolnem eksperimentu, kjer je le ta nicelna. Pri MEPS1 se sicer Ze po
drugem dnevu rast ustavi, pri tem razlika za prvi dan znasa +1,5 cm, za vse ostale dni pa +2 cm. Pri
MEPS2 pa so razlike +1,5 cm, +2,6 cm, +4,5 cm, +4,7 cm in +5 cm.
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Graf 27: Primerjava dolZin kalckov pri mungo Graf 28: Primerjava dolZin kalckov pri mungo
semenih v 10-krat razredcenih raztopinah semenih v 100-krat razredcenih raztopinah
ekstraktov v vodnem topilu ekstraktov v vodnem topilu

Iz rezultatov je razvidno, da so vzorci v vodnem topilu, ki so bili 100-krat razredceni bolj vzpodbudili
kalitev (graf 28) in rast rastlin in je le ta skoraj v vseh primerih vecja kot v kontrolnem eksperimentu in
v poskusih z 10-krat razred¢eno raztopino. Izjema je le v vzorcu VPO, kjer je v 100-krat razredceni
raztopini, rast bila manjsa kot v kontrolnem eksperimentu in hkrati tudi v 10-krat razredceni raztopini.
Drugace so tudi vsi 10-krat razredceni vzorci, vzpodbudili kalitev in rast do te mere, da je bila vecja kot



v kontrolnem eksperimentu (graf 27). Edina vzorca, ki nista vzpodbudil rasti, vendar jo zavirala pa sta
MVPS1, ki je vodni ekstrakt semen ploda v 10-krat razredceni raztopini in je v celoti zaviral rast, ter
MVC1, ki je v zadnjih dveh dneh opazovanja zaviral rast.
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Graf 29: Primerjava dolZin kalckov pri mungo Graf 30: Primerjava dolZin kalckov pri mungo
semenih v 10-krat razredcenih raztopinah semenih v 100-krat razredcenih raztopinah
ekstraktov v etanolnem topilu ekstraktov v etanolnem topilu

Pri poskusih v etanolnem topilu, rezultati kaZzejo na to, da so vsi vzorci uspesno vzpodbudili kalitev in
rast, saj je bila nicelna rast le v kontrolnem eksperimentu. Najbolj ugodno sta na rast vplivala vzorca EL
in EC, torej ekstrakta listov in cvetov. Tudi pri etanolnem topilu so vsi vzorci, ki so vsebovali 100-krat
razredceno raztopino ekstrakta ugodneje vplivali na rast. Podobno kot pri kresi, to lahko pripiSemo
spet vecjemu deleZzu vode v raztopini, podobno velja tudi za vzorce z le 10-krat razredéenimi ekstrakti,
ki so prav tako ugodno vplivali na rast, kontrolni ekperiment pa kaZe, da raztopina etanola kalitev in
rast moc¢no zavira.

Kolazi fotografij petrijevk s posameznega dne se nahajajo v prilogi, kakor tudi pripadajoci legendi.

4.2. POSKUSI NA SOLINSKIH RAKCIH

Izvedli smo torej dva poskusa na solinskih rakcih v dveh razmerjih uporabljenega ektrakta in dodane
raztopine z zivecimi solinskimi rakci. Zaradi majhnosti organizmov, ni bilo mogoce zagotoviti enakega
Stevila rakcev v vsakem poskusu, zato smo v vsakem poskusu presteli Stevilo rakcev v zacetku, rezultate
pa nato prikazali z delezi. V razmerju 1:1 smo uporabili enaki prostornini ekstrakta in raztopine z rakci.
V razmerju 1:2 smo enaki prostornini raztopine z rakci dodali 2 krat tolikSno prostornino ekstrakta.



Poskuse smo nastavili ob 9.00 uri ter jih naslednje tri ure opazovali pod lupo, rezultati so predstavljeni
s pomocjo naslednjih tabel.

Tabela 2: Odstotek smrtnosti rakcev v poskusu v razmerju ekstrakt:medij rakcev = 1:1 glede na cas

E Vv VC VPO VL VS VPS EC EPO EL ES EPS
& rakcev | 31 47 |28 20 22 86 17 20 11 15 8 15
10.00 6,5% |0% |0% 0% 0% 0% 59% | 0% 54 % 0% 125% | 0%
11.00 16,1% | 0% | 0% 0% 0% 0% 17,6 % | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
12.00 100% |[0% |36% |0% 46% [1,2% |353% |100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
Iz tabele 2 je razvidno, da so v vodnem kontrolnem eksperimentu vsi rakci preZiveli, kar pomeni, da so
rakci, ki so poginili v ostalih vodnih ekstraktih, poginili zaradi prisotnih snovi iz ekstrakta. Rakci so
poginili v vseh vodnih ekstraktih razen v VPO, ki je ekstrakt iz osemenja ploda. Pri ostalih, so rakci
poginili vsaj v tretji uri opazovanja, v najve¢jem Stevilu pa so poginili v VPS, ki je ekstrakt semen ploda,
in jih je ob tretjem opazovanju poginila dobra tretjina.
Ce pa opazujemo eksperimente izvedene z ekstrakti v etanolnem topilu, opazamo, da so rakci poginili
v vseh poskusih. Zanimivo je dejstvo, da so rakci v etanolnih ekstraktih poginili hitreje kakor v
kontrolnem poskusu, saj je bila smrtnost Ze pri drugi uri opazovanja 100 %, medtem ko je bila smrtnost
pri kontrolnem eksperimentu 100 % Sele pri tretji uri opazovanja.
Tabela 3: Odstotek smrtnosti rakcev v poskusu v razmerju ekstrakt:medij rakcev = 1:2 glede na cas
E Vv VC VPO | VL VS VPS EC EPO EL ES EPS
&t rakcev 18 28 26 15 13 19 17 18 14 26 24 12
10.10 100% | 0% 0% 0% 15,4% | 0% 0% 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
11.10 100% | 0% 7,7% | 0% 23 % 0% 0% 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
12.10 100% | 0% 15,4% | 0% 30,8% | 0% 59% |100% |100% | 100% | 100% | 100 %

V tabeli 3 so predstavljeni odstotki smrtnosti v poskusih nastavljenih v razmerju 1:2. Tudi tukaj so v
kontrolnem eksperimentu za vodne ekstrakte v treh urah opazovanja preziveli vsi rakci, zato ponovno
lahko sklepamo, da so vsi ostali, ki so poginili pri poskusih z dodanimi ekstrakti poginili zaradi snovi
prisotnih v ekstraktih. Rakci so poginili v vzorcih z dodanimi VC, ki je ekstrakt cvetov, VL, ki je ekstrakt
listov in pri katerem smrtnost predstavlja skoraj tretjino in VPS, ki je ekstrakt semen ploda. Preziveli pa
so pri VPO, ki je ekstrakt osemenja ploda in pri VS, ki je ekstrakt stebla.

Ekstrakti v etanolnem topilu v tem poskusu nam Zal ne prikaZzejo dodatnih rezultatov, saj so rakci
poginili v vseh testnih kakor tudi v kontrolnem eksperimentu, Ze v prvi uri opazovanja.




Slika 20: Nastavljeni poskusi na solinskih rakcih (vir: Petra Oucek)



5. ZAKLUCEK

Cez izdelovanje raziskovalne naloge smo iz razli¢nih delov glicinije pridobili ekstrakte na osnovi
vodnega in etanolnega topila s pomocjo navadne maceracije. Ekstrakte smo zatem testirali na kalecih
rastlinah ter na solinskih rakcih. Kon¢ne rezultate naSega raziskovanja lahko opredelimo glede na
hipoteze, ki smo si jih zastavili na zacetku.

1. Glicinija je strupena rastlina. HIPOTEZA POTRJENA

Ceprav nismo izvedli naértovanih analiz dobljenih ekstraktov, lahko hipotezo potrdimo s pomogjo
pregledanih razli¢nih literatur. V gliciniji lahko zasledimo od strupov alkaloide, lektine ter tudi
flavonoide. Od alkaloidov je v gliciniji najvec vistarina, ki je bil prvi¢izoliran leta 1886, umetno pa se ga
lahko sintetizira iz iricanina. lzmer lektinov pa glicinija vsebuje najvec ricina, skupina pa je
najnevarnejsa zaradi lastnosti zlepljanja eritrocitov.

2. Razliéni deli rastline vsebujejo razlicne koli¢ine strupov, najvec jih vsebujejo semena.
HIPOTEZA DELNO POTRJENA

Literatura navaja, da so najbolj strupen del glicinije semena. To potrjujemo tudi v poskusih izvedenih
na solinskih rakcih pri razmerju med rakci in ekstraktom 1:1, ko je med vodnimi ekstrakti najvecjo
smrtnost prikazal ravno ekstrakt iz semen ploda.

Glede na opravljene poskuse na kalecih semenih ne moremo opredeliti ali najvec strupov vsebujejo
semena, saj ne moremo z gotovostjo trditi ali ekstrakt z najvec strupi najbolj zavira kalitev in rast semen
ali pa najbolj spodbuja. Pri poskusih na semenih je vodni ekstrakt iz semen ploda izkazal povecano rast
pri semenih mungo v 100-krat razredceni raztopini. Pri semenih kreSe v obeh koncentracijah in pri
semenih munga pri 10-krat razredceni raztopini pa je najbolj zaviral rast.

3. Strupi v ekstraktih delov glicinije zavirajo kalitev in rast semen kreSe in mungo. HIPOTEZA
DELNO POTRJENA

Strupi v ekstraktih iz stebla, cvetov in semen ploda, zavirajo kalitev in rast rastlin pri semenih krese,
medtem pa pri semenih munga, le ekstrakta iz cvetov in semena ploda v 10-krat razredceni raztopini
zavirata kalitev in rast rastlin. V vseh ostalih primerih ekstraktov sta kalitev in rast rastlin vzpodbujena.

4. Strupi v ekstraktih delov glicinije Skodijo oz. negativno vplivajo na solinske rakce. HIPOTEZA
POTRIENA

Strupi v ekstraktih delov glicinije unicujejo solinske rakce, saj je iz poskusov s solinskimi rakci, razvidna
smrtnost pri vodnih ekstraktih iz cvetov, listov, stebla in semen ploda, medtem ko je pri kontrolnem
eksperimentu ni in s tem lahko potrdimo to trditev. Edini vodni ekstrakt, ki ni prikazal smrtnosti med
rakci je ekstrakt iz osemenja ploda pri razmerju rakcev in ekstrakta 1:1; pri razmerju 1:2, pa se temu
pridruZi Se ekstrakt iz stebla. Medtem se smrtnost pri 1:2 glede na 1:1, poveca pri ekstraktih iz cvetov
in listov, pri ekstraktu iz semen ploda pa se smrtnost pri zmanjsa.

Pri etanolnih ekstraktih je smrtnost 100 % v vseh primerih, Se posebej pri razmerju 1:2. Pri razmerju
1:1 nastopi 100 % smrtnost pri kontrolnem eksperimentu v tretji uri opazovanja, medtem, ko pri
testnih eksperimentih Ze v drugi uri opazovanja. Vec kot polovicna smrtnost je tudi Ze v prvi uri
opazovanja pri ekstraktu iz osemenja ploda.



5. Na ucinkovitost ekstrakta pri zaviranju kalitve in rasti semen krese in mungo ter uni¢evanju
solinskih rakcev vpliva izbira topila. HIPOTEZA POTRJENA

Na ucinkovitost ekstrakta pri zaviranju kalitve in rasti semen kreSe in mungo ter uni¢evanju solinskih
rakcev vpliva tudi izbira topila, saj ¢e najprej pogledamo poskuse na rastlinah v obeh primerih rastlin
ekstrakti v etanolnih topilih, spodbujajo rast, nekateri vodni pa zavirajo. Pri poskusih na solinskih rakcih
je smrtnost pri poskusih v razmerju 1:1 Ze v drugi uri opazovanja 100 % pri ekstraktih na osnovi
etanolnega topila, medtem, ko je pri ekstraktih na osnovi vodnega topila manjsa, ¢eprav je glede na
kontrolni eksperiment tudi tam prisotna.

Na podlagi dosedanjih rezultatov bi v nadaljevanju lahko raziskovalno delo nadgradili, tako da bi izvedli
na posameznih ekstraktih HPLC analizo, s katero bi dobili podrobnejsi vpogled v snovi, ki jih ekstrakti
vsebujejo, predvsem strupe. Prav tako bi bila zanimiva SirSa testiranja na semenih in insektih ter
posledi¢no moZna uporaba ekstraktov iz glicinije kot pesticid za vecje obdelovalne povrsine, ki bi hkrati
spodbujal kalitev in rast rastlin ob tem pa uniceval insekte. S tem raziskovalno delo ponuja zanimive
nove informacije na podrocju uporabe pesticidov in hkrati gnojil.
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7. PRILOGA

e KolazZ fotografij vzorcev z dne 13.2.

e Kolaz fotografij kontrolnih vzorcev z dne 13.2.




e KolazZ fotografij vzorcev z dne 14.2.

e KolazZ fotografij kontrolnih vzorcev z dne 14.2.




e KolaZ fotografij vzorcev z dne 15.2.




e KolazZ fotografij vzorcev z dne 16.2.




e KolazZ fotografij vzorcev z dne 17.2.

e Kolaz fotografij kontrolnih vzorcev z dne 17.2.




e Legenda za razporeditev vzorcev v kolazZih testnih vzorcev

MEPS1 MEPS2 MEC1 MEC2 MES1 MES2 MEPO1
MVC1 MvVC MEL1 MEL2 MVPS1 MVPS2 MEPO2
MVS1 MVS2 MVL1 MVL2 MVPO1 MVPO2 KEC1
KES1 KES2 KEPS1 KEPS2 KvC1 KVC2 KEC2
KEL1 KEL2 KVPO1 KVPO2 KEPO1 KVS1 KVS2
KVL1 KVL2 KVPS1 KVPS2 KEPO2

Stevilke 1 in 2 se nanasajo na razredcitev.
1 - 10-kratna razredcitev ekstrakta
2 — 100-kratna razredditev ekstrakta

e legenda za razporeditev vzorcev v kolaZih kontrolnih vzorcev

KV MV
KE ME

e Slike poskusov na solinskih rakcih v razmerju 1:1 skozi lupo (prva vrsta od leve proti desni V —
kontrolni eksperiment, VC, VPO; druga vrsta od leve proti desni VL, VS in VPS)




e Slike poskusov na solinskih rakcih v razmerju 1:1 skozi lupo (prva vrsta od leve proti desni E —

kontrolni eksperiment, EC, EPO; druga vrsta od leve proti desni EL, ES in EPS)

e Slike poskusov na solinskih rakcih v razmerju 1:2 skozi lupo (prva vrsta od leve proti desni V —
kontrolni eksperiment, VC, VPO; druga vrsta od leve proti desni VL, VS in VPS)



e Slike poskusov na solinskih rakcih v razmerju 1:2 skozi lupo (prva vrsta od leve proti desni E —
kontrolni eksperiment, EC, EPO; druga vrsta od leve proti desni EL, ES in EPS)




