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1. UVOD

Herbicidi su najcesc¢e upotrebljavana sredstva za zastitu ratarskih kultura u Europskoj uniji
(Eurostat, 2007). Toksi¢no djelovanje ovih spojeva u okoliSu Cesto nije usmjereno samo na
ciljne organizme. Zbog fizioloskih osobina sli¢nih vis§im biljkama, jednostani¢ne zelene alge
su izrazito osjetljive na djelovanje herbicida, brzo na njih reagiraju i akumuliraju ih. Na
postojanost herbicida u okoliSu utjece ucestalost njihove primjene, postojanost u tlu i1
mobilnost, oborine, topografija i klimatski uvjeti (Lin i sur., 1999).

Dva najceS¢e koriStena herbicida razli¢itog mehanizma djelovanja su S-metolaklor i
terbutilazin. S-metolaklor je kloroacetanilidni herbicid koji inhibira enzim sintazu, jedan od
cetiri enzima koji ¢ine enzimski klaster elongazu, odgovornu za elongaciju masnih kiselina,
¢ime se narusava fluidnost i integritet stani¢ne membrane. Terbutilazin je triazinski herbicid,
inhibitor fotosustava II koji uzrokuje svjetlos¢u potpomognuto stvaranje reaktivnih kisikovih
tvari (engl. reactive oxygen species - ROS) u kloroplastima uzrokuju¢i lipidnu peroksidaciju 1
proteolizu proteinskih kompleksa u tilakoidnim membranama. Koncentracije herbicida u
povrSinskim vodama cesto premasSuju dopustene vrijednosti uslijed iznenadnih tockastih
izvora onecisc¢enja ili obilnih kisa i poplava u vrijeme njihove primjene. Mnoga istrazivanja
na vodenim mikroorganizmima, posebice algama, pokazala su akutnu toksi¢nost herbicida
(DeLorenzo 1 sur., 2001), a svaka promjena na razini primarnih proizvoda¢a moze se Stetno
odraziti na viSe troficke razine prehrambenih lanaca u vodenim ekosustavima. Istrazivanjima
je dokazano nakupljanje razli¢itih ksenobiotika u stanicama alga te njihov troficki prijenos
duz hranidbenog lanca $to za posljedicu ima Sirenje oksidacijskog stresa (Chaufan 1 sur.,
2006). Mala koli¢ina ROS-a nastaje kao posljedica aktivnog aerobnog metabolizma, no u
uvjetima biotickog 1 abiotiCkog stresa nastaju vece koncentracije koje mogu aktivirati
obrambeni odgovor i prilagodbu na oksidacijski stres, ali i djelovati fitotoksi¢no (Dat i sur.,
2000). Prekomjerno stvaranje ROS-a oste¢uje DNA, proteine, Secere 1 lipide (Esterbauer i
sur., 1991). Kako bi se zastitile od Stetnih oksidacijskih reakcija, stanice su razvile razlicite
antioksidacijske mehanizme obrane, enzimatske i neenzimatske antioksidanse koji uklanjaju
i/ili obnavljaju oksidirane molekule (Arora i sur., 2002).

Visestruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acids - PUFA) mogu biti
oksidirane enzimatskim reakcijama ili kemijskim putem u prisustvu ROS-a pri ¢emu nastaju
razli¢ite vrste oksilipina (Blée, 1998). Njima pripadaju i reaktivni aldehidi, kao Sto je 4-
hidroksi-2-nonenal (HNE). HNE je za razliku od ROS-a dugozivuéi te omogucéuje daljnje

Sirenje oksidacijskog stresa cak 1 na mjesta udaljena od nastanka ROS-a (Esterbauer i sur.,

1
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1991). lako je HNE prvotno smatran toksicnim produktom lipidne peroksidacije te
sekundarnim toksi¢nim glasnikom slobodnih radikala, danas je prepoznat kao pouzdan biljeg
oksidacijskog stresa, moguéi uzrocnik bolesti, ali takoder 1 kao vazan ¢imbenik u modulaciji
rasta stanica te signalna molekula (Zarkovi¢, 2003).

Mali broj istrazivanja posvecen je prisutnosti HNE-a u stanicama alga te se postavlja pitanje
njegove uloge u ovim organizmima. Ovo istraZivanje krenulo je od pretpostavke da su zbog
velikog sadrzaja ®-3 i ®-6 masnih kiselina jednostani¢ne zelene alge izrazito podloZzne
oksidacijskom stresu te predstavljaju prikladan model za istraZivanje lipidne peroksidacije.
Primarni cilj bio je utvrditi uzrokuju li herbicidi S-metolaklor i terbutilazin, kao ¢esta toksi¢na
zagadivala u vodama, oksidacijski stres u stanicama jednostani¢ne zelene alge Chlorella
kessleri Fott et Novakova te posljedi€no povecano stvaranje ROS-a, promjene osnovnih
fizioloskih ~parametara, stani¢ne ultrastrukture, nastanak HNE-a te odgovarajuci
antioksidacijski odgovor. HNE stvara stabilne konjugate s proteinima to je omogucilo
njegovu detekciju u stanicama alga primjenom specificnih monoklonskih protutijela na HNE-
histidinske konjugate. Prisutnost ovih konjugata mogucée je utvrditi i nakon smanjenja
koncentracije toksikanata u vodi. Obzirom da su jednostani¢ne zelene alge Siroko
rasprostranjene u vodenim ekosustavima, vrlo osjetljive te brzo reagiraju na prisutnost
toksikanata, C. kessleri predstavlja pogodan organizam za utvrdivanje oneciS¢enja voda

herbicidima.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Znacajke vrste Chlorella kessleri

Vrsta Chlorella kessleri Fott et Novakova opisana je prvi put 1969. godine kada je zbog
posebnih morfoloskih 1 fizioloskih karakteristika izdvojena od tipske vrste Chlorella vulgaris
Beijernick. Prema opisu autora Fott i Novakova (1969), stanice C. kessleri su okrugle, a
mlade stanice i1 autospore elipsoidne. Stani¢na stijenka je tanka i prilikom otpustanja
autospora se raspada na 2-4 ljuskasta dijela. Kloroplast je parijetalan, oblika plasta (engl.
mantle-shaped) s malim otvorom. Pirenoid je Siroko elipsoidan, smjesten u suzenom dijelu
kloroplasta i obavijen s dva, rjede 1 viSe Skrobnih zrnaca. U stanicama su prisutne lipidne
kapljice i vakuole. Jezgra je smjestena ekscentricno. C. kessleri se razmnozava diobom na 2-
4-8-16 autospora. Autospore su elipsoidne do poliedricne, a mlade stanice Siroko elipsoidne.
Stani¢na stijenka ishodiSne stanice se raspada na ljuskaste dijelove ¢ine¢i tvorevinu oblika
tanjura koja zajedno drzi mlade autospore. Promjer stanica iznosi 2,5-8,9 um, autospora 3-5
um, a sporangija 4,5-11,4 pm (Slika 1I).

C. kessleri pripada skupini jednostani¢nih zelenih alga razreda Trebouxiophyceae odjeljka
Chlorophyta. Do sada je poznato vise od 100 svojti roda Chlorella no mnoge od njih je
potrebno revidirati (Komarek i1 Fott, 1983). Prema osnovnom sastavu polisaharida u stani¢noj
stijenci, predstavnici ovog roda dijele se na dva tipa: glukozno-manozni i glukozaminski tip
(Takeda, 1991). Vrste glukozaminskog tipa naj¢esce imaju specificno graden pirenoid kroz
koji prolazi dvostruki tilakoid, a razlikuju se po nadinu razvoja stanicne stijenke te strukturi,
rasporedu i1 debljini mikrofibrila (N&mcova i1 Kalina, 2000). Novija filogenetska istrazivanja
Ustinova i sur. (2001) temeljena na prouc¢avanju gena koji kodiraju 18S rRNA pokazala su da
C. kessleri predstavlja odvojenu filogenetsku liniju te je izdvojena u poseban rod
Parachlorella 1 imenovana Parachlorella kessleri (Krienitz i sur., 2004). Od tipske vrste
Parachlorella beijernickii morfoloski se razlikuje po karakteristicnom obliku kloroplasta te
odsutnosti galertastog ovoja, dok su molekularnim istrazivanjima uocene jo$ i razlike u osam
baza 18S rRNA genske sekvence i pet u ITS2 regiji (Krienitz i sur., 2004). Dodatnim
istrazivanjem autosporulacije vrsta porodice Chlorellaceae otkriveno je da se P. kessleri
razlikuje po nacinu i1 vremenu nastanka te debljini stani¢ne stijenke autospora (Yamamoto i
sur., 2005). Osnovna gradevna jedinica fibrilarnog dijela stani¢ne stijenke je glukozamin, dok
su u hemiceluloznom matriksu prisutne ramnoza, galaktoza, glukoza i ksiloza te manje

koli¢ine arabinoze, manoze i fukoze (Juarez i sur., 2011).
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Slika 1. Morfoloske i strukturalne karakteristike C. kessleri; a,b,c,d,e — vegetativne stanice; f,g —
povrsinski izgled stanice; 4,i,j — mlade stanice; k — dioba protoplasta; / — sporangij sa 16 autospora;
m,n — otpuStanje autospora pri¢vr§éenih ljuskastim ostacima stijenke; o — ostaci stani¢ne stijenke

ishodi$ne stanice; linija predstavlja 10 um (Fott i Novakova, 1969).

Zbog brzog i lakog uzgoja u kulturi, vrste roda Chlorella postale su vodeéi model u
istrazivanju fiziologije biljaka i alga te najc¢eS¢e koriStene vrste u masovnom uzgoju i
akvakulturi (Preisig i Andersen, 2005). Takoder su ostvarile komercijalnu primjenu kao dio
prehrambenih i farmakoloskih pripravaka (Borowitzka, 1995) te u proizvodnji biodizelskog
goriva (Xu i sur., 2006).

Jednostani¢ne zelene alge, ukljucujuéi i vrste roda Chlorella, imaju velik sadrzaj PUFA,
medu kojima prevladavaju C18 1 C16 masne kiseline, uglavnom 18:3w3 1 18:2w6

(Pratoomyot et al., 2005).
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Vise temperature (25-30°C) su optimalne za razvoj C. kessleri, a tolerantna je 1 na povisen
intenzitet svjetlosti. Rasprostranjena je u planktonu slatkovodnih ekosustava te se mozZe
prilagoditi i terestrijalnom nacinu zivota (Guiry, 2012), kao i ekstremnim uvjetima termalnih

voda niske pH vrijednosti (Judrez i sur., 2011).

Slika 2. C. kessleri — stanice u kulturi.

(http://ccala.butbn.cas.cz/col_images/253.jpg)
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2.2. Oksidacijski stres, lipidna peroksidacija i 4-hidroksi-2-nonenal

Pod utjecajem razli¢itih biotickih i abiotickih ¢imbenika dolazi do pomaka ravnoteze u
staninim oksidacijsko-redukcijskim reakcijama prema oksidaciji kao i do prekomjernog
stvaranja ROS-a 1 reaktivnih dusikovih tvari. Nemoguénost organizma da kontrolira njihovu
razinu pomocu razli¢itih enzimatskih i neenzimatskih antioksidansa rezultira nastankom
oksidacijskog stresa (Sies, 1985). Najces¢i oblici ROS-a u biljkama su superoksidni anion
(-057), H,0,, hidroksilni radikal (-OH) i singletni kisik ('O,) koji nastaju u manjim koli¢inama
kao posljedica aktivnog aerobnog metabolizma prijenosom elektrona do kisika u transportnim
lancima elektrona u kloroplastima i mitohondrijima. ROS takoder nastaju oksidacijom
glikolata tijekom fotorespiracije u peroksisomima te djelovanjem oksidaza i peroksidaza u
stani¢nim stijenkama. U tim uvjetima ROS mogu djelovati dvojako, kao signali prilagodbe na
oksidacijski stres, a u ve¢im koncentracijama djelovati i fitotoksicno (Dat i sur., 2000).
Najreaktivniji oblici ROS-a (primjerice ‘OH) lako ulaze u oksidacijske ili redukcijske reakcije
s makromolekulama DNA, proteinima, Secerima i lipidima uzrokujuéi oste¢enja (Esterbauer i
sur., 1991).

Oksidacijom nezasi¢enih masnih kiselina u biljkama nastaju razlicite vrste oksidiranih lipida,
oksilipina, a ukljuCuju lipidne hidroperokside, hidroksi-, oksi- 1 keto-masne kiseline, divinil-
etere, volatilne aldehide i biljne hormone jasmonate (Grechkin, 1998). U ranoj fazi nastaju
lipidni hidroperoksidi koji mogu nastati enzimatskim putem ili neenzimatski kemijskom
(auto)oksidacijom. Hidroperoksidi iz PUFA nastaju enzimatski uglavnom djelovanjem
lipoksigenaza i a-dioksigenaze. Usporedo s enzimatskim reakcijama, oksilipini nastaju i
kemijskim putem u uvjetima oksidacijskog stresa posredstvom ROS-a. Na djelovanje ROS-a
najosjetljivije su PUFA (naj¢eS¢e linolna i linolenska kiselina) pri ¢emu takoder nastaju
lipidni hidroperoksidi, hidroksimasne kiseline i peroksilni radikali koji se dalje oksidiraju u
prisustvu metala u lancanoj reakciji lipidne peroksidacije. Prisutnost ROS-a moze se
detektirati preko krajnjih produkata tih reakcija koji imaju znatno duze vrijeme poluzivota od
slobodnih radikala, od kojih su u biljaka najznacajniji fitoprostani i reaktivni aldehidi.
Poveéan sadrzaj ovih oksilipina u stanicama biljaka i1 alga zabiljezen je u uvjetima
oksidacijskog stresa uzrokovanog peroksidima ili teSkim metalima (Imbusch 1 Mueller, 2000)
patogenima (Blée, 2002) ili mehani¢kim oStecenjima (Pohnert, 2005). Dokazano je da ovi
spojevi imaju ulogu u detoksifikaciji, obrambenom odgovoru te induciraju sekundarni

metabolizam (Loeffler 1 sur., 2005). Bioloske membrane predstavljaju posebno ugrozene
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strukture jer su bogate masnim kiselinama 1 izrazito podlozne oksidacijskom stresu i lipidnoj
peroksidaciji.

Reaktivni aldehidi koji nastaju ovim reakcijama i imaju vazno biokemijsko i biomedicinsko
znacCenje su HNE, malondialdehid (MDA) i akrolein. HNE nastaje oksidacijom ®-6 masnih
kiselina, a prema strukturi je o,B-nezasi¢eni hidroksialkenal s tri reaktivne skupine:
aldehidnom, dvostrukom kovalentnom i hidroksilnom (Slika 3). Vezanjem na cisteinske,
histidinske i lizinske ostatke proteina, kao i na DNA uzrokuje mutagene i karcinogene

promjene (Esterbauer i sur., 1991; Jaganjac i sur., 2010; Zarkovic, 2003).

O
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Slika 3. Strukturni prikaz molekule 4-hidroksi-2-nonenala.
(https://www.caymanchem.com/app/template/Product.vm/catalog/32100)

Ve¢i broj istrazivanja vezan je uz prisutnost i u¢inke HNE-a u stanicama sisavaca (Zarkovi¢ i
sur., 1993; Jaganjac i sur., 2010) te u manjem opsegu na kvascima (Cipak i sur., 2006).
Ovisno o koncentraciji u kojoj je prisutan u stanicama i tkivima, HNE-u se pripisuju razlicita

signalna, bioaktivna 1 patofizioloska svojstva (Tablica I).
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Tablica 1. Svojstva 4-hidroksi-2-nonenala

Biokemijska svojstva

reakcije s biomolekulama - aminokiselinama, proteinima, bazama nukleinskih kiselina

(Esterbauer 1 sur., 1991)

Signalna molekula

kontrola stani¢nog ciklusa - proliferacija (Zarkovi¢ i sur., 1993), diferencijacija
(Sunjié i sur., 2005), transformacija (Sharma i sur., 2004) i inhibicija rasta stanica (Liu
1 sur., 1999)

kemotakti¢na aktivnost (Curzio i sur., 1982)

regulacija ekspresije gena (Schreck i sur.,, 1991), interakcija s membranskim
receptorima, transkripcijskim faktorima i transkripcijskim represorima (Boellmann i
sur., 2004; Liu i sur., 1999) te promotorima (Jaganjac i sur., 2010)

interakcija sa signalnim molekulama u stani¢noj membrani, citoplazmi 1 jezgri
(Sampey 1 sur., 2007)

signal za apoptozu stanica (Awasthi i sur., 2008)

Biljeg oksidacijskog stresa / bioaktivni biljeg u patofiziologiji

biljeg lipidne peroksidacije u razli¢itim vrstama stanica i tkiva (Zarkovié i sur., 2003)
citotoksi¢no, genotoksi¢no i karcinogeno djelovanje (Hu i sur., 2002)

uzro¢nik apoptoze stanica (Li i sur., 1996)

¢imbenik u nastanku bolesti - ateroskleroze (Brown i1 Goldstein, 1983), Alzheimerove
bolesti (Butterfield, 2002), Parkinsonove bolesti (Yoritaka 1 sur., 1996), amiotrofi¢ne
lateralne skleroze (Smith i sur., 1998), ciroze jetre (Tsuneyama, 2002), fibroznih

bolesti (Poli i Parola, 1997)

HNE u hrani

prisutan u razli¢itim vrstama namirnica - produkt oksidacije masti i ulja (LaFond i

sur., 2011)
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U fizioloSkim uvjetima, u koncentracijama manjim od 0,1 pM HNE utjee na aktivnost
enzima 1 rast stanica, imaju¢i vaznu ulogu u modulaciji stani¢nog ciklusa i signalizaciji
(Esterbauer i sur., 1991; Zarkovi¢ i sur., 1993). Povisene koncentracije HNE-a (1-20 puM)
nastaju u uvjetima oksidacijskog stresa te se HNE-u uglavnom pripisuju negativni uéinci
(Slika 4), kao Sto su oSteCenja makromolekula, snizavanje razine glutationa te inhibicija
sinteze DNA 1 proteina (Esterbauer i sur., 1991). HNE takoder sudjeluje u diferencijaciji
stanica i apoptozi (Borovié¢ Sunji¢ i sur., 2005). Koncentracije vise od 100 pM su izrazito
toksi¢ne i1 uzrokuju trajna oSteCenja stanica (Esterbauer i sur., 1991). HNE je ukljucen u
nastanak mnogih bolesti, kao §to su ateroskleroza, Alzheimerova bolest i rak. Nove analiticke
metode omogucuju da HNE postane klini¢ki primjenjiv biljeg lipidne peroksidacije, kao 1

standardizirani parametar za odredivanje kvalitete hrane (Zarkovi¢, 2003).

[ ostecenja makromolekula i

stani¢nih organela } 1 \
) )
)

slobodni -OH
ozljeda radikali kisika i a L )

ishemija njihovi produkti lipidi lvi —_— L
T pidna reaktivni
reperfuzia (ROS) E>(LDL,membranskilipidi E> A E:> LOOH E{> L0- idehidi
Sok, stres -0,

HNE
upala, sepsa H0, - % — Hi3
\___OH )

Slika 4. Lan&ana reakcija oksidacijskog stresa (Zarkovi¢ i sur., 2001).

lako se istrazivanjima 4-hidroksi-2-alkenala pridaje velika vaznost, upravo zbog
citotoksi¢nosti kod sisavaca, sami putovi biosinteze ovih spojeva u biljnim stanicama nisu
potpuno razjasnjeni. U biljnim ekstraktima je utvrdena prisutnost 4-hidroksi-2-alkenala,
primjerice HNE-a, 4-hidroksi-2-heksenala 1 9-hidroksi-12-oksi-10-dodekanoicne kiseline
(Gardner 1 sur., 1991). Pretpostavlja se da ovi spojevi nastaju enzimatskim putem iz (3Z)-
heksenala, (3Z)-nonenala i 12-oksi-(9Z)-dodekanoi¢ne kiseline djelovanjem lipoksigenaze i
hidroperoksid-liaze na linolnu 1 linolensku kiselinu. Gardner i Hamberg (1993) su predlozili

dva enzimatska puta nastanka HNE-a. Prvi uklju€uje nastanak iz (3Z)-nonenala
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oksigenacijom pomocu (3Z)-alkenal-oksigenaze te wuklanjanje hidroperoksi-skupine
djelovanjem peroksigenaze. Nakon tih reakcija slijedi epoksidacija pomoc¢u hidroperoksida
djelovanjem epoksigenaze te modifikacije nestabilnog 4-hidroperoksi-2-nonenala u HNE.
Alternativni put nastanka ukljucuje oksidaciju (3Z)-nonenala pomocu enzima lipoksigenaze
(Gardner 1 Grove, 1998). Dokazano je da osim enzimatskim putem, 4-hidroksi-2-alkenali u
vecoj mjeri nastaju autooksidacijom (3Z)-heksenala, (3Z)-nonenala 1 12-0ksi-(9Z)-
dodekanoicne kiseline (Noordermeer i sur., 2000). Pretpostavlja se da HNE u biljkama djeluje
kao obrambena komponenta protiv patogena i mehanickih oste¢enja te sudjeluje u razvijanju
otpornosti na bolesti, ali takoder ima i regulatornu ulogu (Blée, 1998). Vecina istrazivanja
orijentirana je na dokazivanje prisutnosti HNE-a kao rezultata povecanog stvaranja ROS-a i
pojave lipidne peroksidacije (Sakihama i1 Xamasaki, 2002). Sklonost HNE-a stvaranju
stabilnih konjugata s proteinima omogucila je njegovu detekciju pomocu specifi¢nih
monoklonskih protutijela u stanicama i tkivima sisavaca (Zivkovi¢ i sur., 2005). Isto svojstvo
omogucilo je dokazivanje nastanka HNE-om modificiranih proteina u uvjetima oksidacijskog
stresa takoder i u drugim organizmima, primjerice transformiranim kvascima koji sadrze
videstruko nezasi¢ene masne kiseline (Cipak i sur., 2006) te u staniénim kulturama biljke
Arabidopsis thaliana L. (Winger i sur., 2005). Uloga HNE-a u algama nije dovoljno istrazena.
Pojedina istrazivanja na morskim makroalgama pokazala su da se HNE pojavljuje kao biljeg
lipidne peroksidacije u algama naseljenima invazivnim vrstama (Box i sur., 2008) te kao

odgovor na tretmane toksikantima kao §to su cijanotoksini (Pflugmacher i sur., 2007).

10
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2.3. Antioksidacijski enzimi

2.3.1. Askorbat peroksidaza

Askorbat-peroksidaza (engl. ascorbate peroxidase — APX; EC 1.11.1.11) je intracelularna
peroksidaza koja pripada peroksidazama razreda I koje posjeduju hem u aktivhom centru
(Welinder, 1992). Uloga APX-a je uklanjanje viska H,O,, organskih hidroperoksida 1 lipidnih
peroksida u biljnim stanicama. Jedan je od klju¢nih enzima askorbat-glutationskog ciklusa u
kojem katalizira redukciju H,O, pomocu askorbata (AA) pri ¢emu nastaje voda i

monodehidroaskorbat (MDHA).

H,O, +2AA —» 2H,0 +2MDHA

APX je ucinkovita Cak i pri niskoj koncentraciji enzima jer za razliku od enzima katalaze ima
velik afinitet za H,O, (Asada, 1992). S obzirom na karakteristike enzima 1 slijed
aminokiselina, u stanicama visih biljaka postoji vise izoformi APX-a, a to su topljive forme
prisutne u citoplazmi i u stromi kloroplasta te forme vezane za tilakoidne membrane,
membrane mikrotjeleSaca (peroksisoma i glioksisoma) i mitohondrija (Shigeoka i sur., 2002).
Aktivnost APX-a utvrdena je u viSe vrsta alga i cijanobakterija. Izoforme APX-a u ovim
organizmima imaju sli¢éna enzimatska i imunoloSka svojstva kao izoforme viSih biljaka, a
razlikuju se u slijedu aminokiselina N-terminalnog kraja, afinitetu za supstrat i/ili stabilnosti.
Istrazivanja eukariotskih alga su dokazala prisutnost uglavnom samo jedne izoforme enzima u
stanicama, dok su kod pojedinih predstavnika, kao kod jednostani¢ne crvene alge Galdieria
partita, utvrdene dvije izoforme (Sano i sur., 2001). Svojstva enzima i lokalizacija unutar
stanice se takoder razlikuju izmedu razli¢itih vrsta eukariotskih alga. Tako je kod vrste
Euglena gracilis APX lokalizirana u citoplazmi (Shigeoka 1 sur., 1980), a u vrsta
Chlamydomonas reinhardtii i Chlamydomonas sp. u stromi kloroplasta (Takeda 1 sur., 1997;
Takeda 1 sur., 2000). Istrazivanja su pokazala da se aktivnost APX-a u stanicama
jednostani¢nih zelenih alga povecava pod utjecajem razliCitih ¢imbenika koji uzrokuju
oksidacijski stres kao Sto su teski metali (Tripathi i sur., 2006), UV-A zracenje (White i
Jahnke, 2002) 1 poviSeni salinitet (Nikookar i sur., 2004)

11
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2.3.2. Glutation-reduktaza

Glutation-reduktaza (engl. glutathione reductase — GR; EC 1.6.4.2) katalizira redukciju
oksidiranog glutationa (GSSG) u reducirani oblik (GSH) reakcijom ovisnom o NADPH:

GSSG+NADPH ——» 2GSH+NADP'+H"

Glutation je tiolni tripeptid, univerzalan u biljkama 1 ostalim fotosintetskim organizmima koji
u svom reduciranom obliku sudjeluje u mnogim funkcijama klju¢nim za stanicu, kao §to su
transport sumpora, odrzavanje proteina u reduciranom obliku, detoksifikacija ksenobiotika i
razli¢itih zagadivala te uklanjanje ROS-a nastalog djelovanjem akceptora elektrona povezanih
s fotosustavom I (Rennenberg, 1982). AktivnoSéu GR osigurava se dovoljna koli¢ina GSH te
se uz djelovanje APX-a ubrzava uklanjanje H,O, u askorbat-glutationskom ciklusu (Alscher,
1989). Transport GSH izvan stanice predstavlja zastitni mehanizam ocuvanja stani¢ne
membrane od djelovanja ROS-a. U biljaka su izoforme GR-a lokalizirane u kloroplastima,
mitohondrijima, citoplazmi i peroksisomima (Romero-Puertas i sur., 2006).

Istrazivanja provedena na jednostani¢nim zelenim algama vrste Chlamydomonas reinhardtii
potvrdila su postojanje dviju izoformi GR-a koje odgovaraju izoenzimima pronadenim u
citoplazmi i kloroplastima visih biljaka (Serrano i Llobell, 1993). Promjene u aktivnosti GR u
stanicama alga zabiljeZene su u uvjetima stresa uzrokovanim tretmanima herbicidima

(Schmidt i Kunert, 1986) i teSkim metalima (Tripathi i sur., 2006).

2.3.3. Katalaza

Katalaza (engl. catalase — CAT; EC 1.11.1.6) je tetramerni enzim s hemom u svakoj

podjedinici, koji katalizira pretvorbu vodikovog peroksida u vodu i kisik:

2H,0, —» 2H,0+0,

CAT ima visoku kataliticku u¢inkovitost, ali izrazito nizak afinitet prema supstratu (H,0O,) jer
je za samu reakciju potreban simultani ulazak dvije molekule H,O, u aktivho mjesto
(Willekens 1 sur., 1995). U biljnim stanicama je pronadeno nekoliko izoformi CAT, ve¢inom
prisutnih u peroksisomima i glioksisomima te specifi¢na izoforma (CAT3) otkrivena u
mitohondrijima stanica kukuruza (Scandalios i sur., 1980). CAT uklanja ve¢inu H,O, nastalog
fotorespiracijom i B-oksidacijom masnih kiselina, ali i ROS-a nastalog pri razli¢itim stresnim

uvjetima. Prilikom fotorespiracije u peroksisomima visih biljaka H,O, nastaje djelovanjem

12
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enzima glikolat-oksidaze, dok je kod nekih vrsta zelenih alga, ukljucujuéi vrstu
Chlamydomonas reinhardtii, ovaj enzim zamijenjen glikolat-dehidrogenazom. Unato¢ tome
Sto enzim glikolat-dehidrogenaza ne stvara H,O,, kod C. reinhardtii je uz forme prisutne u
mikrotjeleScima takoder utvrdena prisutnost CAT3 u mitohondrijima, ¢ija fizioloSka uloga jos
nije poznata (Kato i sur., 1997).

Do povecanja aktivnosti CAT u alga moze do¢i u razli¢itim stresnim uvjetima, primjerice
nakon tretmana teSkim metalima (Tripathi 1 sur., 2006; Sabatini i sur., 2009), herbicidima (Liu

1 Xiong, 2009; Romero i sur., 2011), ili pod utjecajem patogena (Nedeva i sur., 2008).

2.4. Neenzimatski antioksidansi

2.4.1. Karotenoidi

Karotenoidi pripadaju razredu terpenoidnih pigmenata gradenih od lanaca ugljikovodika s
brojnim konjugiranim dvostrukim vezama na koje se vezu razliCite ciklicke skupine i1
funkcionalne skupine koje sadrze kisik. U biljnim stanicama nalazimo ugljikovodi¢ne
karotenoide karotene te njihove oksigenirane derivate ksantofile. Karotenoidi predstavljaju
integralni dio tilakoidnih membrana, gdje zajedno s klorofilima stvaraju komplekse s
proteinima medu kojima su najvaznija reakcijska srediSta i sustavi skupljaca svjetlosti
fotosustava I 1 II te kompleks citokroma b¢f. Kao 1 biljke, zelene alge u fotosustavima sadrze
dva tipa klorofila, klorofil @ kao osnovni pigment odgovoran za apsorpciju svjetlosti i klorofil
b. Uz klorofile, karotenoidi imaju vaznu ulogu u fotosintezi, gdje osim S§to sudjeluju u
apsorpciji svjetlosti, zaSti¢uju 1 stabiliziraju strukturu fotosintetskih kompleksa gaseci
pobudeno stanje klorofila, suzbijajuéi stvaranje ROS-a (posebice 'O,) te otpustajuéi visak
energije u obliku topline (Guedes i sur., 2011). U cijanobakterija se osim u tilakoidnim
membranama, pojavljuju i u stani¢noj membrani (Takaichi, 2011).

Zelene alge imaju jednak sadrzaj osnovnih karotenoida kao 1 vise biljke, a medu njima su
najvazniji B-karoten, a-karoten, lutein, violaksantin i neoksantin (Goodwin i Britton, 1988).
Neke vrste stvaraju velike koli¢ine sekundarnih karotenoida tzv. ketokarotenoida u uvjetima
stresa, posebice astaksantina, kantaksantina i ehinenona (Orosa i sur., 2000). Za razliku od
primarnih karotenoida u tilakoidnim membranama, ovi spojevi se akumuliraju u lipidnim
vezikulama u stromi plastida ili citoplazmi (Guedes i sur., 2011) kao reakcija na svjetlost
visokog intenziteta i nedostatak dusika (Orosa i sur., 2000), UV-B zracenje (Malanga i sur,

1997) te tretmane teSkim metalima (Mallick, 2004), prooksidansima (Ip 1 Chen, 2005) ili
13
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policiklickim aromatskim ugljikovodicima (Gala 1 Giesy, 1993). Karotenoidi predstavljaju
vaznu skupinu antioksidansa u alga te je dokazana njihova velika uloga u ukupnom
antioksidacijskom kapacitetu ovih organizama (Goiris i sur., 2012). Za predstavnike zelenih
alga razreda Trebouxiophyceae karakteristicni karotenoidi su [-karoten, violaksantin,

neoksantin 1 lutein, a za pojedine vrste i zeaksantin (Takaichi, 2011).

2.4.2. Fenoli

U visim biljkama fenoli predstavljaju brojnu i rasirenu skupinu sekundarnih metabolita. Uz
dva najvaznija puta biosinteze (put Sikiminske kiseline i put jabuc¢ne kiseline), u uvjetima
stresa je njihova proizvodnja indirektno stimulirana biosintezom prolina, koji inducira
nastanak njihovih prekursora pentoza-fosfatnim putem (Hare i Cress, 1997). Fenolni spojevi
su vazni antioksidansi u biljkama, posebice sloZzene molekule flavonoida koje pokazuju
visestruke antioksidacijske mehanizme. Flavonoidi mogu inhibirati oksidaciju lipida (Pietta,
2000) direktno hvatanjem -OH, HOCI, 'O, i peroksilnih radikala te keliranjem metala i
inhibicijom lipoksigenaza.

Uloga fenola i njihovo antioksidacijsko djelovanje u algama, posebice mikroalgama, je slabo
istrazeno. Jednostani¢ne alge koriste iste osnovne biokemijske procese za proizvodnju
fenolnih antioksidansa kao i viSe biljke (Konig i Wright, 1993). Istrazivanja Klejdus 1 sur.
(2010) dokazala su prisutnost razliitih vrsta flavonoida u eukariotskim algama i
cijanobakterijama, kao §to su izoflavoni, flavanoni, flavonoli i dihidrohalkoni. Veliki sadrzaj
fenolnih kiselina, posebice galne, klorogenske, cimetne, p-hidroksibenzojeve, kumarinske,
kavine, vanilinske 1 ferulinske, utvrden je u stanicama cijanobakterije Spirulina maxima (Abd
El-Baky 1 sur., 2009). U svrhu masovnog uzgoja i proizvodnje alternativnih farmakoloskih
pripravaka ekstrakata alga za lijeCenje bolesti uzrokovanih razli¢itim oksidacijskim
oSte¢enjima, istrazuje se odnos izmedu sadrzaja fenola 1 ukupnog antioksidacijskog kapaciteta
ovih organizama. Smatra se da upravo veliki sadrzaj fenola pridonosi njthovom
antioksidacijskom djelovanju (Hajimahmoodi i sur., 2009). Istrazivanja metanolnih ekstrakata
alge Chlorella vulgaris su dokazala da su za takvo djelovanje zasluzne fenolne kiseline, kao
Sto su salicilna, sinapna, klorogenska, kumarinska i kavina kiselina (Miranda i sur., 2001).
Povecane koncentracije ukupnih fenola u stanicama jednostani¢nih zelenih alga utvrdene su
prilikom tretmana Zeljezom (Iriani i sur., 2011) te izlaganja UV-A i UV-C zracenju (Duval i
sur., 2000). Kod cijanobakterija se sinteza fenolnih spojeva, pretezno fenolnih kiselina i

flavonoida, moze pospjesiti uzgojem u mediju s poviSenim koncentracijama NaNO; i
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fenilalanina, u svrhu koriStenja njihovih ekstrakata za inhibiciju lipidne peroksidacije (Abd

El-Baky i sur., 2009).

2.4.3. Askorbinska kiselina

Askorbinska kiselina djeluje kao vazan antioksidans u citoplazmi, mitohondrijima, vakuolama
i kloroplastima gdje izravno reagira s -OH, ‘O, i 'O, te sudjeluje takoder u uklanjanju H,O,
putem askorbat-glutationskog ciklusa. Veliki sadrzaj askorbinske kiseline, s koncentracijama
preko 20 mM, zabiljezen je u kloroplastima (Smirnoff i Wheeler, 2000). Osim u stromi,
prisutna je i u tilakoidima, gdje ima vaznu ulogu u regeneraciji membranskih karotenoida i
tokoferola (Mallick i Mohn, 2000). Osim kao antioksidans, djeluje i kao kofaktor enzima,
prekursor za sintezu oksalata i tartarata te sudjeluje u rastu stani¢ne stijenke i produljivanju
stanice, otpornosti organizma na stres te u sintezi etilena, giberelina, antocijanina i
hidroksiprolina (Smirnoff i Wheeler, 2000). Askorbinska kiselina ima dva oksidirana oblika,
MDHA 1 dehidroaskorbat (DHA). MDHA nastaje kao produkt reakcije APX u kloroplastima
ili samom oksidacijom AA u reakcijama s ROS, primjerice -O;" ili -‘OH ili regeneriranjem a-
tokoferola. Ukoliko se brzo ne reducira u AA, dolazi do spontanog disproporcioniranja u AA i
DHA. DHA je takoder nestabilan pri pH ve¢em od 6 te se mora brzo prevesti u askorbat. Za
regeneraciju AA odgovorna su dva enzima, monodehidroaskorbat-reduktaza (MDHAR) koja
koristi NAD(P)H kao reducens za direktno recikliranje AA 1 dehidroaskorbat-reduktaza
(DHAR) koja za regeneraciju koristi GSH. GSSG nastao tom reakcijom reducira se ponovo
pomoc¢u enzima GR (Arora i sur., 2002). Reakcije sukcesivnih oksidacija 1 redukcija
askorbata, glutationa i NADPH pomoc¢u navedenih enzima u svrhu uklanjanja H,O,, nastalog
u kloroplastima dismutacijom O, djelovanjem superoksid-dismutaze (SOD), ¢ine askorbat-
glutationski ili tzv. Halliwell-Asada ciklus (Mallick i Mohn, 2000).

Akumulacija askorbinske kiseline u stanicama zelenih alga utvrdena je kod tretmana
herbicidima (Fodorpataki i sur., 2009) i teskim metalima (Estevez i1 sur., 2001) te pri
zajednickom djelovanju vise stresnih faktora, kao $to su nedostatak dusika, solni stres i UV-B

zraCenje (Abd El-Baky i sur., 2004).
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2.5. Herbicidi i njihovo djelovanje

Herbicidi su skupina pesticida i obuhvacaju Siroku paletu kemijskih spojeva koji razli¢itim
mehanizmima djelovanja sluze suzbijanju nepozeljnih biljnih vrsta te alga, mahovina i
lisajeva. Od ukupne koli¢ine primijenjenih pesticida u Europi 35% se odnosi na herbicide
(NOVA, 2003). Osnovni mehanizmi djelovanja herbicida ukljucuju inhibiciju sinteze
aminokiselina, inhibiciju fotosinteze, biosinteze lipida, karotenoida, celuloze te folne kiseline,
kao 1 inhibiciju diobe stanica te svjetlos¢u potpomognuto bijeljenje (engl. photobleaching).

Na razini Europske unije, herbicidi su najées¢e upotrebljavana sredstva za zaStitu ratarskih
kultura (Eurostat, 2007). Sukladno tome, predstavljaju 1 najvea zagadivala voda u
podru¢jima s intenzivhom poljoprivrednom proizvodnjom te su cesto prisutna u izrazito
visokim koncentracijama ¢ak i u podzemnim vodama (Guzzella i sur., 2006). Postojanost
herbicida u okoliSu ovisi o viSe ¢imbenika, kao $to su ucestalost primjene, postojanost
herbicida u tlu 1 mobilnost, oborine, topografija i klima (Lin i sur., 1999). Nakon §to odredena
koli¢ina primijenjenog herbicida dospije u tlo, o svojstvima same tvari ovisi duZina trajanja
njenog aktivnog djelovanja i zadrzavanja u tlu te o intenzitetu ispiranju i unosa u povrsinske i
podzemne vode (Ng i Clegg, 1997). Pesticidi su u vodenim ekosustavima izlozeni razli¢itim
fizikalnim, kemijskim 1 mikrobioloSkim procesima, kao S§to su fotoliticka razgradnja,
volatizacija, sedimentacija, resuspenzija, adsorpcija/desorpcija, biorazgradnja, bioakumulacija

1 biotransformacija (Holvoet i sur., 2007) (Slika 5).

Atmosfera
UNOS
\Volatizaciia PESTICIDA
e 1
Voda \ V

OTOPLJENA
FRAKCIJA

ORGANIZMI U
— Bioakumulacija —§» VODI

- Biotransformacija
Desorpcija

/Adsorpcija ;
PRODUKTI Biorazgradnja
\ PRODUKTI
TRANSFORMACIJE
SUSPENDIRANE

ORGANIZMI U
BENTOSU
Biorazgradnja
Biotransformacija

Fotoliticka razgradnja

Slika 5. Reakcije pesticida u povrSinskim vodama

(prema Holvoet i sur., 2007).
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Direktivom Europskog parlamenta 1 Vije¢a (98/83/EC) propisane su dozvoljene koncentracije
pesticida u povrSinskim vodama namijenjenim za ljudsku potro$nju, s grani¢nim
vrijednostima od 0,1 pg/L za pojedinu tvar te 0,5 pg/L za ukupni sadrzaj. Uvodenjem Okvirne
direktive o vodama (2000/60/EC) odredene su mjere kojima bi se do 2015. godine poboljsao
ekoloski 1 kemijski status povrSinskih 1 podzemnih voda u Europi kroz integrirani sustav
monitoringa, procjene stanja i upravljanja vodama. U mnogim europskim zemljama se tek
uvode programi monitoringa, a u veéini ostalih se iz dostupnih podataka jo§ uvijek ne moze
procijeniti niti predvidjeti opéi trend oneciS¢enja (Guzzella i sur., 2006). Koncentracija
herbicida u povrSinskim vodama u Europi ¢esto premasuje dozvoljene vrijednosti (Debenest i
sur., 2010; Miller 1 sur., 2002). To je najceS¢e rezultat iznenadnih tocCkastih izvora
oneciS¢enja ili obilnih kiSa i poplava zbog kojih dolazi do pojave maksimalnih koncentracija
herbicida koje mogu toksicno djelovati na alge ¢ak i nakon razdoblja primjene (Vallotton i
sur., 2008a). Zbog fizioloskih osobina sli¢nih vi§im biljkama, jednostani¢ne zelene alge su
izrazito osjetljive na djelovanje herbicida, brzo na njih reagiraju 1 akumuliraju ih (Gonzalez-
Barreiro i1 sur., 2006), no postoje velike razlike u osjetljivosti pojedinih vrsta na njihovo
djelovanje (Pavli¢ i sur., 2006). Mehanizmi toksi¢nosti variraju te su i rasponi toksi¢nih
koncentracija herbicida za odredene vrste veliki i ovise o sposobnosti samog organizma za
njihovu razgradnju 1 bioakumulaciju (DeLorenzo i sur., 2001).

S-metolaklor 1 terbutilazin su dva naj¢esce koriStena herbicida u Europskoj uniji (Eurostat,
2007). Unato¢ malom broju studija vezanih uz prac¢enje koncentracija pojedinacnih herbicida,
prisutnost S-metolaklora i terbutilazina utvrdena je u povrSinskim i podzemnim vodama
diljem Europe (Miiller i sur., 2002; Guzzella i sur., 2006; Pérez i sur., 2011). ViSegodiSnjim
pra¢enjem kvalitete vode Dunava i njegovih pritoka utvrdene su povisene koncentracije ovih
herbicida, s maksimalnom koncentracijom metolaklora (2,1 pg/L) utvrdenom u rijeci Raab u
Austriji i terbutilazina (4,9 pg/L) u Dunavu u Madarskoj (Kaloyanova-Simeonova, 1998).
S-metolaklor pripada skupini kloroacetanilida te sluzi suzbijanju jednogodisnjih uskolisnih i
manjeg broja Sirokolisnih korova te se najceS¢e primjenjuje za zaStitu soje, suncokreta,
Secerne repe, duhana i kukuruza. Biljka ga usvaja kroz izdanak i kotiledone, a manjim dijelom
i korijenom te transportira akropetalno kroz ksilem. Metolaklor je uveden na trziste kao
racematna smjesa koja je sadrzavala jednak omjer R- i S- enantiomera. U novije vrijeme se
primjenjuje uglavnom samo S-metolaklor jer je potvrdeno da je upravo taj izomer zasluZan za
vec¢inu herbicidalnog djelovanja te se na taj nacin uvelike smanjila koli¢ina herbicida potrebna
za zastitu usjeva (Liu 1 Xiong, 2009). Djelovanje S-metolaklora, kao i ostalih kloroacetanilida,

temelji se na inhibiciji enzima sintaze, jednog od cetiri enzima koji ¢ine enzimski klaster
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elongazu, odgovornu za produljenje CoA-aktiviranih C16- 1 C18-alkil supstrata u C20-alkil
supstrate te nastanak masnih kiselina vrlo dugog lanca (engl. very-long-chain fatty acids —
VLCFA) (Gotz i Boger, 2004). Najveci udio VLCFA se nalazi u stani¢nim membranama, a
njihovim nedostatkom membrane gube integritet i postaju propusne uzrokujuéi smrt tretirane
biljke (Matthes i Boger, 2002). Slican mehanizam djelovanja kloroacetanilida utvrden je i kod
zelenih alga roda Scenedesmus (Boger 1 sur., 2000). Ovi herbicidi uzrokuju ¢&itav niz
fizioloskih promjena u biljkama utjeCu¢i na sintezu giberelina i fenilpropanskih kiselina,
inhibiraju inkorporaciju leucina u korijen i mobilizaciju Skroba te povecavaju osmotski
potencijal korijena (pregled istrazivanja u Boger i sur., 2000). Takoder su i alkilirajuci agensi
te se vezu in vitro za nukleofile kao Sto su glutation i cistein (Leavitt i Penner, 1979).
Terbutilazin je triazinski herbicid koji se koristi za suzbijanje jednogodiSnjih Sirokolisnih
korova s naj¢eS¢om primjenom u zastiti kukuruza, suncokreta, kao i starijih nasada vocaka 1
vinove loze. U SAD-u je takoder registriran i kao algicid (Heri i sur., 2008). Uveden je kao
zamjena atrazinu, jednom od najceS¢ih i1 vrlo postojanih zagadivala povrSinskih i1 podzemnih
voda. Upotreba atrazina je zabranjena 2004. godine na podrucju Europske unije, a neke od
zemalja Clanica ogranicile su, a zatim i zabranile njegovu primjenu jo$ 90-tih godina (Carafa i
sur., 2007). Terbutilazin je inhibitor fotosustava II koji uzrokuje svjetlo§¢u potpomognuto
stvaranje ROS-a (uglavnom 'O,) u kloroplastima (Hess, 2000). Triazini inhibiraju fotosintezu
vezuci se na D1 protein fotosustava Il na mjestu vezanja mobilnog plastokinona (Qg). Na taj
nacin se zaustavlja prijenos elektrona s vezanog plastokinona (Qa) na Qg te se zaustavlja
fiksacija CO; kao i stvaranje ATP-a i NADPH potrebnih za osnovne metabolicke reakcije.
Veca ostecenja nastaju zbog nemogucnosti ponovne oksidacije Qa zbog Cega nastaje tripletno
stanje klorofila koji reagira s kisikom stvaraju¢i singletni kisik. I 'O, 1 tripletni klorofil mogu
reagirati s nezasi¢enim masnim kiselinama stvaraju¢i lipidne radikale i uzrokujuéi lipidnu
peroksidaciju oSte¢ujuéi proteine, pigmente i membrane koje postaju propusne dovodeci do
uginuca organizma (Rutherford 1 Krieger-Liszkay, 2001).

Istrazivanja su dokazala nakupljanje razli€itih ksenobiotika u stanicama alga te njihov troficki
prijenos duz hranidbenog lanca (Munoz i sur., 1996) §to za posljedicu ima Sirenje
oksidacijskog stresa (Chaufan i sur., 2006). Neki herbicidi uzrokuju oksidacijski stres samim
stvaranjem radikala ili inhibiranjem razliCitih biosintetskih putova (Arora 1 sur., 2002).
IstraZivanja na jednostani¢nim zelenim algama dokazala su razli¢ite morfoloske 1 fizioloske
promjene uzrokovane djelovanjem herbicida, s posebnim naglaskom na promjene nastale u
uvjetima oksidacijskog stresa, lipidnu peroksidaciju te povecane aktivnosti antioksidacijskih

enzima (Liu 1 Xiong, 2009), akumulaciju neenzimatskih antioksidansa (Fodorpataki i sur.,
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2009) te prisutnost reaktivnih aldehida i promjene u stani¢noj ultrastrukturi (Qian i sur.,

2008).

19



3. CILJ RADA



CILJ RADA

3. CILJ RADA

Zbog velikog sadrzaja ®-3 i ®-6 masnih kiselina jednostani¢ne zelene alge su izrazito
podlozne djelovanju reaktivnih kisikovih tvari te predstavljaju prikladan model za istrazivanje
oksidacijskog stresa i lipidne peroksidacije. Pretpostavka je da herbicidi S-metolaklor i
terbutilazin te vodikov peroksid kao snazni prooksidans, uzrokuju stvaranje reaktivnih
kisikovih tvari u stanicama jednostani¢ne zelene alge Chlorella kessleri Fott et Novakova.
Oksidacijski stres u stanicama alga ima za posljedicu promjene u osnovnim fizioloskim
parametrima, stani¢noj ultrastrukturi te rezultira poveéanim stvaranjem 4-hidroksi-2-nonenala

(HNE) 1 potice antioksidacijski odgovor.

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Utvrditi kako tretmani herbicidima i vodikovim peroksidom utjeCu na rast, koncentraciju
fotosintetskih pigmenata, stvaranje reaktivnih kisikovih tvari, antioksidacijski odgovor i

ultrastrukturu stanica C. kessleri.

2. Utvrditi prisutnost HNE-proteinskih konjugata u stanicama C. kessleri nakon tretmana

toksikantima te povezanost izmedu koli¢ine HNE-a u stanicama i njihove prilagodbe na stres.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Kultura alga Chlorella kessleri

Kultura C. kessleri soj LARG/1 koriStena u eksperimentu uzgojena je u laboratoriju
Botani¢kog instituta Ceske akademije znanosti u Tfebotiu te kultivirana u Laboratoriju za

ekofiziologiju alga Odjela za biologiju SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

4.2. Odredivanje utjecaja herbicida i vodikovog peroksida na kulturu C. kessleri u

logaritamskoj fazi rasta

4.2.1. Uvjeti uzgoja

Kulture C. kessleri uzgajane su u teku¢em hranjivom mediju (BBM, Bischoff i Bold, 1963) u
uzgojnoj komori pri fotoperiodu od 16 sati svjetlosti i 8 sati tame, koli€ini svjetlosti od oko
100 pmol m™s™" i temperaturi od 25+2°C. Kulture su odrzavane redovnim presadivanjem
(svaka dva tjedna) u BBM-u kako bi se osigurao dovoljan broj stanica za pokus. Tretirane su
pri istim uvjetima uzgoja u sterilnim Erlenmeyerovim tikvicama od 250 mL zatvorenim
vatenim ¢epovima (Slika 6). Stanice su tretirane u eksponencijalnoj fazi rasta (3-5 dana stare
kulture). Pocetna koncentracija stanica nasadenih u 120 mL BBM-a iznosila je 5 x 10’

stanica/mL.

"I/M V7777 B R B R

UL RN

Slika 6. Kulture C. kessleri u uzgojnoj komori (fotografija: D. Spoljari¢).
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4.2.2. Tretmani herbicidima i vodikovim peroksidom

Za tretiranje kultura C. kessleri koriSteni su komercijalni pripravci herbicida S-metolaklora
(Dual Gold 960 EC, 960 g/L djelatne tvari, Syngenta, Svicarska) i terbutilazina (Terazin SC
50, 500 g/L djelatne tvari, Herbos, Hrvatska) (Tablica 2) te otopina vodikovog peroksida
(H203, 30%, Kemika, Hrvatska) kao pozitivna kontrola.

Pripravak herbicida S-metolaklora formuliran je kao teku¢i koncentrat za emulziju, a
pripravak herbicida terbutilazina nalazi se u obliku tekuée koncentrirane suspenzije.
Formulacije herbicida i H;O, otopljeni su u BBM-u te su kulture tretirane sljedeéim
koncentracijama: 2, 50, 100 1 200 pg/L S-metolaklora; 5, 250, 500 i1 1000 pg/L terbutilazina 1
0,05, 0,1, 0,25 1 0,5 mM H,O,. Uzorci stanica za sve analize prikupljeni su 0, 4, 24, 48172 h
nakon tretmana, osim uzoraka za odredivanje sadrzaja askorbinske kiseline i analizu stani¢ne
ultrastrukture koji su prikupljeni 72 h nakon tretmana. Kontrolne kulture uzgajane su pri
jednakim uvjetima, ali bez tretmana toksikantima. Tijekom pokusa, kulture su promijeSane tri
puta dnevno i1 razmjeStene unutar uzgojne komore, kako bi se umanjile prostorne razlike u

osvjetljenju 1 temperaturi.

4.2.3. Pracenje rasta kultura i odredivanje suhe tvari

Rast kultura prac¢en je spektrofotometrijski mjerenjem opti¢ke gustoce suspenzije stanica.
Prilikom uzorkovanja je po 1,3 ml svake kulture prebafeno u plasticnu kivetu te je
apsorbancija uzoraka mjerena spektrofotometrom (Shimatzu, Japan) pri 750 nm (OD7s).
Prirast je takoder pracen brojanjem stanica prethodno fiksiranth u 4%-tnoj otopini
formaldehida (Estevez i sur., 2001) u Biirker-Tiirkovoj komorici invertnim mikroskopom
(Axiovert 25, Carl Zeiss, Inc., Njemacka). Broj stanica je koreliran s vrijednostima OD7sg
(r=0,989; P=0,000). Prirast kultura (7) izracunat je prema formuli:

7 (d") = In (OD7500/OD17500)/(ta-to)
pri emu je
OD750, - opticka gustoca izmjerena na 750 nm na pocetku eksperimenta (0-to vrijeme)
OD7s0, - opticka gustoca izmjerena na 750 nm nakon n dana (t,)
Vrijednosti opticke gustoée preracunate su u suhu tvar (DW) prema Lukavsky (1992)
koriStenjem sljedece formule:

DW (mg/L) = 3,31 + 179,45 x A7so + 617,45 x Azs0°

pri ¢emu je A7so - apsorbancija uzorka izmjerena na 750 nm.
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Tablica 2. Fizikalno-kemijska svojstva S-metolaklora i terbutilazina

(http://sitem.herts.ac.uk/aeru/iupac/1027.htm; http://sitem.herts.ac.uk/aeru/iupac/623.htm).

S-metolaklor Terbutilazin
0 W
o 4 CH, | ‘i:H’
Cl—CH,—C CH,
\ | ¥ N—C—CH,
Strukturna i e,
formula H CHs—CH, HYN
™.
Mo, —an,
Kemijsk
foiﬁglsa ) Ci5H2,CINO, CoH6CINs

Kemijski naziv
prema [UPAC-u

Smjesa izomera: (aRS,15)-2-klor-N-(6
etil-o-tolil)-N-(2-metoksi-1-metiletil)
acetamid (80-100%) 1 (aRS,1R)-2-klor
N-(6-etil-o-tolil)-N-(2-metoksi-1-
metiletil) acetamid (20-0%)

N2-terc-butil-6-klor-N4-etil-
1,3,5-triazin-2,4-diamin

Molekulska

masa (g/mol) 283,79 229,71
CAS broj 87392-12-9/178961-20-1 5915-41-3
EINECS broj 257-060-8 227-637-9
CIPAC broj 607 234
pKa pri 25°C - 1,9
Tlak para pri

25°C (mPa) 37 0,12
Topljivost u

vodi pri 20°C 480 6,6
(mg/L)
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4.2.4. Odredivanje koncentracija klorofila a i klorofila b

Za analizu koncentracija klorofila a (Chla) 1 klorofila » (Chlb), 10 ml svake kulture
profiltrirano je uz pomo¢ vakuum sisaljke kroz Whatman GF/C filtere (Whatman
International Ltd., Engleska), koji su zatim pohranjeni na -20°C do daljnje analize. Filteri su
homogenizirani u tarioniku s tuckom uz dodatak 5 mL 90%-tnog acetona te je sadrZaj
prebacen u plasticne kivete s cepom. Ekstrakcija se odvijala tijekom 24 h u mraku na 4°C.
Ekstrakti su centrifugirani na 3000 okr/min 10 min te je apsorbancija ekstrakata mjerena
spektrofotometrom Specord 40 (Analytik Jena AG, Njemacka) pri valnim duljinama od 630,
645, 663 1 750 nm. Koncentracije Chla 1 Chlb su izracunate prema SCOR-UNESCO (1966) te
Strickland 1 Parsons (1972) prema sljede¢im formulama:

Chla = (11,64 x Asez — 2,16 X Agss + 0,10 x Agzo) X V/V x d

Chlb = (20,97 x Agas — 3,94 x Ages — 3,66 X Ag3o) x v/IV x d
pri ¢emu je
As30 - apsorbancija ekstrakta izmjerena na 630 nm i umanjena za vrijednost apsorbancije na
750 nm
Agss - apsorbancija ekstrakta izmjerena na 645 nm i umanjena za vrijednost apsorbancije na
750 nm
Ase3 - apsorbancija ekstrakta izmjerena na 663 nm i umanjena za vrijednost apsorbancije na
750 nm
v - volumen ekstrakta u mL
d - duljina kivete u cm

V - volumen uzorkau L

Koncentracije Chla i Chlb izrazene su u mg/L kulture.

4.2.5. Analiza sadrZaja reaktivnih kisikovih tvari

Za analizu sadrzaja ROS-a u stanicama C. kessleri koriStena je metoda deacilacije i oksidacije
2°7’-diklorodihidrofluorescein diacetata (DCFH-DA, Fluka AG, Svicarska) u fluorescentni
2’7’-diklorofluorescein (Poljak-Blazi i sur., 2011). Spoj DCFH-DA je visoko reaktivan s
H,0, i1 standardno se koristi za odredivanje stvaranja ROS-a. Nakon tretmana je u
mikroepruvete prebac¢eno po 700 uL svake kulture i centrifugirano pri 3000 okr/min tijekom 2

min na 4°C. Nakon uklanjanja medija, stanice su inkubirane sa 100 uM otopinom DCFH-DA
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u Hanksovoj otopini soli (HBSS) na 25°C u mraku. Slijepe probe su napravljene paralelno za
svaki uzorak na isti nacin, ali su stanice inkubirane samo u HBSS-u. Nakon inkubacije,
stanice su centrifugirane, supernatant je uklonjen te je u svaku mikroepruvetu dodano po 700
uL HBSS-a. Po 200 pL svakog uzorka je u triplikatu naneseno na bijelu mikrotitarsku plo¢icu
sa 96 bunarica (Nunc, Danska) te je intenzitet fluorescencije mjeren Cary Eclipse
fluorescentnim spektrofotometrom (Varian, SAD) sa ekscitacijom na 500 nm i emisijom na
529 nm. Vrijednost fluorescencije uzorka dobivena je tako Sto je od intenziteta fluorescencije
stanica inkubiranih s DCFH-DA oduzeta vrijednosti intenziteta fluorescencije stanica

inkubiranih sa HBSS-om.

4.2.6. Enzimatski antioksidansi

4.2.6.1. Ekstrakcija topljivih proteina

Za ekstrakciju topljivih proteina, 80 mL svake kulture je centrifugirano pri 4000 okr/min
tijekom 10 min. Stanice su prebacene u mikroepruvete i isprane u 1 mL kalij-fosfatnog pufera
(sadrzavao je 0,1 M K,HPOy4, 0,1 M KH;PO4 i 1 mM EDTA (pH 7,0)). Nakon uklanjanja
supernatanta, stanice su smrznute uranjanjem u tekuc¢i dusik i usitnjavane homogenizatorom
(Pellet Pestle Motor®, Kontes, SAD) tijekom 2 min na ledu. Postupak je ponovljen jos 2 puta
nakon ¢ega je u svaku epruvetu dodan po 1 mL ekstrakcijskog pufera. Homogenat je
centrifugiran 15 min pri 18000g na 4°C. Supernatant je zatim prebacen u Cistu epruvetu te je
koriSten kao ekstrakt za spektrofotometrijsko odredivanje ukupne aktivnosti enzima katalaze,

askorbat-peroksidaze, glutation-reduktaze, koncentracije proteina i dot-blot analizu.

4.2.6.2. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredena je prema Bradford (1976), metodom koja se temelji na
mjerenju apsorbancije pri valnoj duljini od 595 nm u reakciji proteinskog ekstrakta i
Bradfordovog reagensa €iji je osnovni sastojak boja Coomassie briljant plavo. Reakcijska
smjesa sadrzavala je 50 puL proteinskog ekstrakta i 950 uL Bradfordovog reagensa (Comassie
blue G, 96%-tni etanol, 14,79 M fosfatna kiselina, dH,0). Za slijepu probu je umjesto
proteinskog ekstrakta dodan pufer. Koncentracija proteina izracunata je iz bazdarne krivulje

dobivene mjerenjem apsorbancije u reakciji Bradfordovog reagensa i niza otopina albumina
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govedeg seruma (engl. bovine serum albumine - BSA) poznatih koncentracija (0,01-0,4

pg/uL).
4.2.6.3. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti askorbat-peroksidaze

Aktivnost askorbat-peroksidaze (APX) odredena je prema Nakano i Asada (1981). Reakcijska
smjesa (pH 7,0) sadrzavala je 0,05 M KH,PO4, 0,05 M K,;HPO,, 0,1 mM EDTA, 50 mM
askorbinsku kiselinu i 12 mM H,O,. U kivetu od kvarcnog stakla dodano je 790 pL 50 mM
kalij-fosfatnog pufera (pH 7,0) koji je sadrzavao 0,1 mM otopinu EDTA, 40 uL. 50 mM
otopine askorbinske kiseline, 100-200 pL sirovog ekstrakta proteina te 20 uL. 30% otopine
H,0O, ¢ijim je dodatkom zapocela reakcija. Smanjenje apsorbancije praceno je pri valnoj
duljini od 290 nm svake sekunde tijekom jedne minute. APX je izraZzena u enzimskim
jedinicama (U) koje predstavljaju koli¢inu enzima koji katalizira redukciju 1 pmol supstrata
po minuti, a izracunata prema sljedecoj formuli:

U (umol/min) = [(dAagp/dt)/e] x vex 1000 x (vi/Vs)
pri emu je
dA,90/dt — promjena apsorbancije u vremenu na valnoj duljini od 290 nm izrazena u mol L
min”
& — ekstinkcijski koeficijent enzima askorbat-peroksidaze (2,8 mmol L™ cm™)
v¢— ukupni volumen reakcijske smjese
v — ukupni volumen ekstrakta

vs— volumen dodanog ekstrakta

Specifi¢na aktivnost enzima izrazena je kao broj enzimskih jedinica po pg proteina.

4.2.6.4. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze

Aktivnost enzima glutation-reduktaze (GR) odredena je prema protokolu za GR assay kit
(Oxford Biomedical Research). Reakcijska smjesa (pH 7,5) sadrzavala je 0,1 M KH,POy, 0,1
M K;HPO4, 1 mM EDTA, 2 mM NADPH i 2 mM GSSG. U kivetu od kvarcnog stakla
dodano je 500 pL 2mM otopine GSSG, 400 pL 100 mM kalij-fosfatnog pufera (pH 7,5) koji
je sadrzavao 1 mM otopinu EDTA te 50 pL ekstrakta proteina i 50 uL 2mM otopine NADPH.
Smanjenje apsorbancije praceno je pri valnoj duljini od 340 nm svake sekunde tijekom jedne

minute.
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GR je izraZena u enzimskim jedinicama (U) koje predstavljaju koli¢inu enzima koji katalizira
redukciju 1 pmol supstrata po minuti, a izracunata je prema sljedecoj formuli:

U (umol/min) = [(dAsz40/dt)/e] x vex 1000 x (Vi/Vs)
pri ¢emu je
dAs40/dt — promjena apsorbancije u vremenu na valnoj duljini od 340 nm izraZena u mol L™
min™
& — ekstinkcijski koeficijent enzima glutation-reduktaze (6,2 mmol L™ cm™)
v¢— ukupni volumen reakcijske smjese

vt — ukupni volumen ekstrakta

vs— volumen dodanog ekstrakta

Specifi¢na aktivnost enzima izrazena je kao broj enzimskih jedinica po pg proteina.

4.2.6.5. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost enzima katalaze (CAT) odredena je prema Aebi (1984). Reakcijska smjesa (pH 7,0)
sadrzavala je 0,05 M KH,PO4, 0,05 M K;HPO,4 te 0,01 M H,0O,. Na 1950 pL reakcijske
smjese dodano je 50 pL sirovog ekstrakta proteina te je pri valnoj duljini od 240 nm mjereno
smanjenje apsorbancije svakih deset sekundi tijekom 2 minute. CAT je izraZzena u enzimskim
jedinicama (U) koje predstavljaju koli¢inu enzima koji katalizira redukciju 1 pmol supstrata
po minuti, a izracunata je prema sljede¢oj formuli:

U (umol/min) = [(dAa4e/dt)/e] x vex 1000 x (vi/Vs)
pri emu je
dA,40/dt — promjena apsorbancije u vremenu na valnoj duljini od 240 nm izrazena u mol L
min”
& — ekstinkcijski koeficijent enzima katalaze (39,4 mol L™ cm™)
v¢— ukupni volumen reakcijske smjese

v — ukupni volumen ekstrakta

vs— volumen dodanog ekstrakta

Specifi¢na aktivnost enzima izrazena je kao broj enzimskih jedinica po pg proteina.
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4.2.7. Neenzimatski antioksidansi

4.2.7.1. Odredivanje koncentracije ukupnih karotenoida

Koncentracija ukupnih karotenoida (Car) izmjerena je iz ekstrakta za odredivanje
koncentracije klorofila dobivenog postupkom opisanim u poglavlju 4.2.4. Koncentracija Car
je odredena mjerenjem apsorbancije ekstrakta na valnim duljinama od 480 i 750 nm.
Koncentracija Car je izracunata prema Strickland i Parsons (1972) koriStenjem sljedece
formule:

Car=4x Ao xv/Vxd
pri emu je
Augo - apsorbancija ekstrakta izmjerena na 480 nm i umanjena za vrijednost apsorbancije na
750 nm
v - volumen ekstrakta u mL
d - duljina kivete u cm

V - volumen uzorka u L

Koncentracija Car izrazena je u mg/L kulture.

4.2.7.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola (PHE) odreden je spektrofotometrijski, metodom po Folin-Ciocalteu
(Singleton 1 Rossi, 1965). Stanice su prebafene u mikroepruvete, smrznute uranjanjem u
tekuc¢i dusik 1 usitnjavane homogenizatorom (Pellet Pestle Motor®, Kontes, SAD) tijekom 2
minute. Postupak je ponovljen jo§ 2 puta nakon ¢ega je u svaku epruvetu dodan po 1 mL
otopine 70%-tnog etanola te su ekstrakti ostavljeni 48 h na 4°C, nakon ¢ega su centrifugirani
15 min pri 18000g na 4°C. U reakcijsku smjesu koja se sastojala od 300 pL etanolnog
ekstrakta, 500 mL dH,O 1 50 puL Folin-Ciocalteu reagensa je nakon mijeSanja na vrtloznoj
mijesalici dodano 150 puL zasi¢ene otopine Na,COs. Nakon mijeSanja su uzorci inkubirani 1 h
na 37°C u vodenoj kupelji. Apsorbancija uzoraka je mjerena na 765 nm, a sadrzaj ukupnih
fenola u etanolnim ekstraktima izracunat je iz bazdarnog pravca u kojem se galna kiselina

koristi kao standard. Konacni sadrzaj PHE izrazen je u mggaine kiseline/mg DW.
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4.2.7.3. Odredivanje sadrzaja askorbinske Kkiseline

Sadrzaj askorbinske kiseline (AA) odreden je prema Bendritter i sur. (1998). Nakon 72 h
tretmana, 100 mL svake kulture je centrifugirano pri 4000 okr/min tijekom 10 min.
Supernatant je uklonjen, a stanice su prebacene u mikroepruvete i isprane mijeSanjem na
vrtloznoj mijesalici u 1 ml destilirane vode te centrifugiranjem pri 3000g tijekom 10 min.
Supernatant je uklonjen, a stanice su smrznute uranjanjem u tekuéi duSik 1 usitnjavane
homogenizatorom (Pellet Pestle Motor®, Kontes, SAD) tijekom 2 min. Postupak je ponovljen
jo§ 2 puta nakon cega je u svaku epruvetu dodan po 1 mL dH,O. Homogenati su
centrifugirani na 3000g tijekom 15 min na 4°C. Supernatant je zatim prebacen u Cistu
epruvetu te je koriSten za odredivanje sadrzaja AA. U reakcijsku smjesu koja se sastojala od
300 pL vodenog ekstrakta, 100 uL. 13,3%-tne otopine trikloroctene kiseline i 25 pL destilirane
vode dodano je 75 pL 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) reagensa (2 g DNPH, 230 mg tiouree 1
270 mg CuSO4 u 100 mL 5M otopine H,SOy). Slijepe probe napravljene su paralelno za svaki
uzorak na isti nacin, ali je DNPH reagens dodan tek nakon inkubacije. Dobivene reakcijske
smjese inkubirane su u vodenoj kupelji tijekom 3 h na 37°C. Nakon inkubacije i dodavanja
DNPH reagensa u slijepe probe, u sve reakcijske smjese dodano je po 500 puL 65%-tne
otopine H,SO4. Apsorbancija uzoraka je mjerena na 520 nm te je koncentracija AA dobivena
ekstrapolacijom iz baZzdarne krivulje s poznatim koncentracijama AA (2,5 - 20 pg/mL).

Konacan sadrzaj AA izrazen je u pg/mg DW.

4.2.8. Analiza koncentracije 4-hidroksi-2-nonenala

4.2.8.1. Ekstrakcija topljivih proteina

Proteini su izolirani prema postupku opisanom u poglavlju 4.2.6.1., a koncentracija proteina

odredena prema metodi opisanoj u poglavlju 4.2.6.2.

4.2.8.2. Dot-blot analiza

Prisutnost HNE-His (HNE-His) konjugata analizirana je dot-blot metodom koriste¢i misje
monoklonsko protutijelo na HNE-His konjugate (1g4h7 TC, Institut za biokemiju SveuciliSta

Karl-Franzens u Grazu, Austrija) (Waeg i sur., 1996). Protutijelo je porijeklom iz kulture
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klona “HNE 1g4” dobivenog spajanjem Sp2-Ag8 mijelomskih stanica s B-stanicama BALBc
miSeva imuniziranih s HNE-modificiranim hemocijaninom, a specificno je za HNE-
histidinski epitop na HNE-proteinskim konjugatima.

Jednaka koli¢ina proteina svakog uzorka (6 pug proteina) nanesena je na nitroceluloznu
membranu (Amersham, Engleska) aktiviranu u destiliranoj vodi. Uzorci i standardi (0,1, 0,25,
0,5,1,2,5110 uM HNE u 1%-tnom BSA) naneseni su na membrane pod vakuumom u Bio-
Dot aparatu (Bio-Dot Apparatus, Bio-Rad, SAD). Membrane su inkubirane u otopini za
blokiranje (2%-tno obrano mlijeko u PBS-u) tijekom 60 min na mijeSalici na sobnoj
temperaturi. Preko no¢i su inkubirane s misjim monoklonskim protutijelom na HNE-His
konjugate (1:10 u 5%-tnoj otopini BSA u PBS-u). Nakon inkubacije, membrane su isprane
cetiri puta u puferu za ispiranje (0,05%-tni Tween u PBS-u) u trajanju od 5 min i1 izmedu
kratko u destiliranoj vodi te inkubirane u otopini 10% BSA u PBS-u i H,0, tijekom 20 min u
mraku kako bi se blokirale endogene peroksidaze. Membrane su ponovo isprane i inkubirane
s EnVision reagensom (1:25 u PBS-u) tijekom 60 min. Nakon ponovnog ispiranja,
imunokompleksi su vizualizirani dodatkom otopine 3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorida
(DAB) u puferu (Dako, Danska) tijekom 1-2 min (1 kap DAB-a na 1 mL pufera). Nakon
bojanja, membrana je ispirana 10 min u destiliranoj vodi. Signali su kvantificirani programom
Versa Doc Imaging System (Bio-Rad, SAD) koriste¢i Quantity One Software. Koncentracija

HNE-a je odredena prema bazdarnoj krivulji i izraZena u pM.

4.2.9. Ultrastruktura stanica C. kessleri

Za analizu ultrastrukrure stanica, 80 mL kontrolne kulture i kultura C. kessleri tretiranih
tijekom 72 h najveéim koncentracijama herbicida (200 pg/L S-metolaklora i 1000 pg/L
terbutilazina) centrifugirano je pri 4000 okr/min 10 min. Supernatant je uklonjen, a stanice su
prebacene u mikroepruvete i isprane mijeSanjem na vrtloznoj mijeSalici u 1 mL destilirane
vode te centrifugiranjem pri 3000g tijekom 10 min. Nakon ponovnog uklanjanja supernatanta,
stanice su prebacene u staklene bocice te fiksirane na ledu dodatkom 1 mL otopine 2%-tnog
glutaraldehida u kakodilatnom puferu (pH 7,2) pri ¢emu su vise puta vakumirane vakuum
sisaljkom te ostavljene u fiksativu preko no¢i na 4°C. Stanice su zatim prebacene u
mikroepruvete i centrifugirane pri 2300 okr/min tijekom 5 min na 4°C. Nakon uklanjanja
supernatanta, isprane su 2 puta mijeSanjem na vrtloznoj mijesalici u 1 mL kakodilatnog pufera
i centrifugiranjem pri 2300 okr/min tijekom 5 min na 4°C. Nakon uklanjanja supernatanta,

slijedila je postfiksacija u 1 mL 1%-tne otopine osmijevog tetroksida tijekom 60 min u mraku
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te su stanice ponovo centrifugirane. Stanice su zatim isprane 2 puta u kakodilatnom puferu na
opisan nacin te nakon uklanjanja supernatanta dehidrirane u nizu otopina rastuce
koncentracije acetona (otopine 50%, 70% 1 90%-tnog acetona u kakodilatnom puferu) pri
¢emu je uvijek dodan 1 mL otopine, sadrzaj promijesan na vrtloznoj mijesalici i nakon 10 min
centrifugiran pri 2300 okr/min tijekom 5 min na 4°C. Stanice su prebacene u 100%-tni aceton
na 15 min te ponovo centrifugirane. Zatim su prebaene u 1 mL otopine epoksi smole u
100%-tnom acetonu (1:1) na 30 min, centrifugirane te ponovo prebacene u 1 mL iste otopine
na 45 min. Stanice su zatim prebacene u Cistu epoksi smolu (volumena oko 500 pL) u
mikroepruvete te su ostavljene u susSioniku tijekom 72 h na 64°C. Nakon susenja su uzorci
izvadeni iz mikroepruveta te su rezani dijamantnim noZem na ultramikrotomu (Leica Ultracut
UCT, Leica Microsystems, Njemacka). Ultratanki prerezi debljine 70-90 nm preneseni su na
bakrenu mreZzicu i kontrastirani u uranil acetatu i olovnom citratu te analizirani elektronskim
mikroskopom (Morgagni 268D, Philips, Nizozemska). Usporeden je broj vakuola u
kontrolnim stanicama i stanicama tretiranim herbicidima. Analizirane su slike 10 nasumce
odabranih mikroskopskih polja te je uklju¢eno najmanje 200 stanica za svaki tretman i

kontrolu.
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4.3. Odredivanje utjecaja herbicida i vodikovog peroksida na kulturu C. kessleri u fazi

usporavanja rasta (linearna faza)

4.3.1. Uvjeti uzgoja

Kulture C. kessleri uzgajane su u istim uvjetima kao Sto je opisano u poglavlju 4.2.1. Stanice
su tretirane u fazi usporavanja rasta (7-10 dana stare kulture). PoCetna koncentracija stanica
nasadenih u 100 mL BBM-a iznosila je 3 x 10° stanica/mL.

4.3.2. Tretmani herbicidima i vodikovim peroksidom

Formulacije herbicida i H;O;, otopljeni su u BBM-u te su kulture tretirane sljede¢im
koncentracijama: 2, 50, 100 i 200 pg/L S-metolaklora; 5, 250, 500 i 1000 pg/L terbutilazina i
0,1, 1, 51 10 mM H;,0,;. Uzorci stanica za sve analize prikupljeni su 0, 4, 24 1 48 h nakon
tretmana. Kontrolne kulture uzgajane su pri jednakim uvjetima, ali bez tretmana toksikantima.
Tijekom pokusa, kulture su promijeSane tri puta dnevno i razmjestene unutar uzgojne komore,
kako bi se umanjile prostorne razlike u osvjetljenju i temperaturi.

4.3.3. Pracenje rasta kultura

Rast kultura pracen je na isti nacin kao sto je opisano u poglavlju 4.2.3.

4.3.4. Odredivanje koncentracija klorofila « i klorofila b

Koncentracije Chla i Chld odredene su na isti na¢in kao $to je opisano u poglavlju 4.2.4.

4.3.5. Analiza sadrZaja reaktivnih Kisikovih tvari

Za analizu sadrzaja ROS-a u stanicama C. kessleri koriStena je metoda opisana u poglavlju

4.2.5.
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4.3.6. Analiza sadrzaja HNE-histidinskih konjugata

4.3.6.1. Ekstrakcija topljivih proteina

Za ekstrakciju topljivih proteina, 20 mL svake kulture je centrifugirano pri 4400 okr/min
tijekom 15 min. Stanice su prebacene u mikroepruvete i isprane u 1 mL fosfatnog pufera
(PBS, pH 7,0). Nakon uklanjanja supernatanta, stanicama je dodano 100 pL PBS-a te su
smrznute uranjanjem u teku¢i dusik i usitnjavane homogenizatorom (Pellet Pestle Motor®,
Kontes, SAD) tijekom 2 min na ledu. Postupak je ponovljen jos 2 puta nakon ¢ega je u svaku
epruvetu dodano jos 200 uL. PBS-a. Homogenati su centrifugirani pri 13400 okr/min tijekom
15 min. Supernatanti su zatim prebaceni u Cistu epruvetu te su koristeni kao ekstrakti za dot-
blot analizu. Koncentracija proteina u ekstraktu odredena je na isti nacin kao §to je opisano u

poglavlju 4.2.6.2.

4.3.6.2. Dot-blot analiza

Za analizu prisutnosti HNE-histidinskih konjugata stanicama C. kessleri koncentracija
proteina u ekstraktu odredena je na isti nacin kao S$to je opisano u poglavlju 4.2.6.2. te je

koristena dot-blot metoda opisana u poglavlju 4.2.8.2.

4.4. Statisticka obrada podataka

Svi pokusi izvedeni su u tri ponavljanja. Dot-blot analiza u pokusu sa stanicama u linearnoj
fazi rasta izvedena je u monoplikatu te su prikazani rezultati jednog reprezentativnog pokusa.
Svi ostali uzorci mjereni su u triplikatima. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti +
standardne pogreske (SE). Prilikom statisticke obrade rezultata koriStena je jednosmjerna
analiza varijance (engl. analysis of variance — ANOVA). Zbog nehomogenosti varijanci
podataka, izvorni podaci aktivnosti enzima APX i GR su logaritamski transformirani kako bi
se zadovoljili uvjeti za analizu varijance. Znacajnost utjecaja primijenjenih tretmana u odnosu
na kontrolu ispitana je Tukey HSD post hoc testom (engl. Tukey's HSD test; honestly
significant difference test). Stupanj povezanosti istrazivanih parametara utvrden je primjenom
Pearsonovog koeficijenta korelacije. Za sve testove uzeta je razina znacajnosti P<0,05. Za
statistiCku obradu podataka koriSteni su raunalni programi SigmaStat 2.0 (Jandel Scientific

Corporation, SAD) i Statistica 8.0 (StatSoft Inc., SAD).
33



S. REZULTATI



REZULTATI

5. REZULTATI

5.1. Utjecaj herbicida i vodikovog peroksida na kulturu C. kessleri u logaritamskoj fazi

rasta

5.1.1. Prirast kulture C. kessleri

Prirast kulture (r) nakon tretmana herbicidima i H,O, znacajno se razlikovao od prirasta
kontrolnih kultura (7ablica 3). Nakon 4 h tretmana S-metolaklorom samo je najniza
koncentracija herbicida (2 pg/L) znacajno utjecala na smanjenje prirasta u odnosu na kontrolu
(P<0,05). Nakon 24 sata tretmana znacajno smanjenje prirasta u usporedbi s kontrolnim
kulturama (0,567 d') utvrdeno je pri tretmanima sa 100 i 200 pg/L (0,420 d"' odnosno 0,412
d") herbicida (P<0,05). Nakon 48 h, samo je najvisa koncentracija uzrokovala znadajno
smanjenje prirasta (0,589 d') u odnosu na kontrolu (0,622 d"). Znagajno smanjenje prirasta
uzrokovale su 72 h nakon tretmana dvije viSe koncentracije herbicida (P<0,05). Nakon 4 h
tretmana terbutilazinom, prirast kultura tretiranih koncentracijama od 500 i 1000 pg/L
herbicida znacajno se smanjio (P<0,05 u odnosu na kontrolu), dok je nakon 24 h jedino
tretman najviSom koncentracijom terbutilazina uzrokovao zna¢ajno smanjenje u odnosu na
kontrolu (0,341 d™') (P<0,05). Nakon 48 h tretmana dvije najviSe koncentracije terbutilazina
uzrokovale su znacajno smanjenje u odnosu na kontrolu (P<0,05) s vrijednostima prirasta od
0,557 d' i 0,530 d' koje se zadrzalo do kraja pokusa (0,607 d' odnosno 0,588 d).
Koncentracija od 250 pg/L inhibirala je rast stanica tek nakon 72 h (0,627 d™') (P<0,05).
Nakon 4 h tretmana s H,O» nije bilo znac¢ajne promjene u prirastu, iako su vrijednosti bile
nesto vise od kontrolnih. Nakon 24 h tretmana dvije viSe koncentracije (0,25 1 0,5 mM H,0,)
stimulirale su rast stanica s vrijednostima prirasta od 0,683 d'io,712 4" (P<0,05 u odnosu na
kontrolu). Nakon 48 h tretmana, prirast se smanjivao povecanjem koncentracije, ali je samo
najvisa koncentracija H,O, uzrokovala znagajno smanjenje vrijednosti (0,590 d™'). Tretmani s
0,11 0,5 mM H,0, uzrokovali su zna¢ajno smanjenje prirasta (0,637 d"' odnosno 0,628 d™)

72 h nakon tretmana (P<0,05 u odnosu na kontrolu).
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Tablica 3. Prirast (r) kultura C. kessleri 4, 24, 48 i 72 h nakon tretmana S-metolaklorom (2, 50, 100 i

200 pg/L), terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 pg/L) i H,0, (0,05, 0,1, 0,25 i 0,5 mM).

r(d"
Tretman/Vrijeme 4h 24 h 48 h 72 h
Kontrola 1,533+0,073 0,567+0,002 0,622+0,000 0,650+0,000
S-metolaklor (ng/L)
2 1,096+0,059*  0,575+0,002 0,633+0,000 0,655+0,000
50 1,402+0,131 0,562+0,002 0,617+0,001 0,644+0,000
100 1,290+0,019 0,420+0,002*  0,616+0,000 0,646+0,000*
200 1,115+0,039 0,412+0,004*  0,589+0,008*  0,632+0,000*
Terbutilazin (ng/L)
5 1,678+0,071 0,574+0,022 0,637+0,006 0,646+0,003
250 1,750+0,071 0,531+0,028 0,633+0,007 0,627+0,003*
500 0,864+0,071*  0,475+0,018 0,557+0,003*  0,607+0,003*
1000 1,028+0,071*  0,341+0,010*  0,530+0,005*  0,588+0,002*
H,0, (mM)
0,05 1,689+0,023 0,581+0,005 0,639+0,001 0,656+0,001
0,1 1,597+0,079 0,579+0,003 0,636+0,002 0,637+0,001*
0,25 1,707+0,005 0,683+0,005*  0,621+0,000 0,648+0,001
0,5 1,670+0,078 0,712+0,011*  0,590+0,002*  0,628+0,000*

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu

(ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).

5.1.2. Koncentracije klorofila a i klorofila b

Tretman S-metolaklorom je ve¢ nakon 4 h inkubacije uzrokovao smanjenje koncentracije
Chla s povecanjem koncentracije herbicida (7ablica 4). StatistiCcki znacajno smanjenje
klorofila u odnosu na kontrolu (0,251 mg/L Chla) uzrokovale su koncentracije 50 pg/L (0,192
mg/L Chla), 100 pg/L (0,167 mg/L Chla) i 200 pg/L (0,160 mg/L Chla) (P<0,05). Trend
promjena koncentracije Chla pra¢en je promjenama u koncentraciji Chlb te je kod svih
koncentracija herbicida nakon 4 h utvrdeno statisticki zna¢ajno smanjenje (P<0,05) u odnosu
na kontrolu (0,091 mg/L Chlb) s prosje€nom vrijednoséu 0,048 mg/L (Tablica 5). Nakon 24 h
tretmana sve su koncentracije herbicida izuzev najnize (2 pg/L) uzrokovale znacajno
smanjenje koncentracije Chla (prosjecna vrijednost iznosila je 0,219 mg/L) u odnosu na
kontrolu (0,318 mg/L, P<0,05). Slicno su se mijenjale i koncentracije Chld (P<0,05) s

najmanjom utvrdenom vrijednoS¢u (0,049 mg/L) kod tretmana sa 100 pg/L herbicida.
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Zabiljezene vrijednosti bile su dvostruko manje nego u kontroli (0,117 mg/L). Nakon 48 h
tretmana takoder je uofeno smanjenje koncentracije oba pigmenta u odnosu na kontrolu.
Koncentracija Chla znacajno se smanjila u odnosu na kontrolu (P<0,05) pri tretmanu s tri
viSe koncentracije herbicida, a znacajno smanjenje koncentracije Chld uzrokovale su sve
primijenjene koncentracije herbicida (P<0,05 u odnosu na kontrolu). Statisticki znacajne
promjene u koncentraciji Chla u odnosu na kontrolu zabiljeZene su nakon 72 h tretmana S-
metolaklorom kod svih koncentracija herbicida. Koncentracija Chlbd u kulturama smanjivala
se s povecanjem koncentracije herbicida, pokazujuci statisticki znacajno smanjenje (£<0,05)
kod dviju najvisih koncentracija herbicida, 100 i 200 pg/L (0,101 mg/L i 0,070 mg/L) u
odnosu na kontrolu (0,179 mg/L).

Tretman terbutilazinom uzrokovao je zna¢ajno smanjenje koncentracije Chla nakon 4 1 24 h
tretmana samo kod koncentracije 500 pg/L (4 h: 0,199 mg/L; 24 h: 0,181 mg/L) u odnosu na
kontrolu (4 h: 0,251 mg/L; 24 h: 0,318 mg/L, P<0,05; Tablica 4). Suprotno tome, tretmani su
snaznije utjecali na promjene koncentracije Chlbp uzrokuju¢i znacajno smanjenje pri svim
koncentracijama herbicida (P<0,05; Tablica 5). Prosje¢na vrijednost iznosila je 0,064 mg/L 4
h nakon tretmana, a nakon 24 h iznosila je 0,77 mg/L. Koncentracija Chla nije se znacajno
promijenila u odnosu na kontrolu 48 h nakon tretmana, dok je u isto vrijeme uocena redukcija
Chlb pri koncentracijama od 250 pg/L (0,093 mg/L), 500 pg/L (0,100 mg/L) 1 1000 pg/L
(0,083 mg/L). Prilikom zadnjeg uzorkovanja (72 h) znac¢ajno smanjenje koncentracije Chla u
odnosu na kontrolu (0,510 mg/L) zabiljezeno je kod svih koncentracija herbicida, izuzev
najnize (P<0,05). Vrijednosti su se smanjivale s povec¢anjem koncentracije herbicida, od
0,466 mg/L do 0,338 mg/L. Smanjenje koncentracije Chld u odnosu na kontrolu (0,179 mg/L)
uzrokovali su jedino tretmani s 500 pg/L (0,087 mg/L) i 1000 pg/L (0,085 mg/L)
terbutilazina.

U kulturama tretiranim s H,O, zabiljezeno je znacajno smanjenje koncentracije Chla 4 h
nakon tretmana najviS§im koncentracijama H,0O,, od 0,25 mM (0,121 mg/L) 1 0,5 mM (0,136
mg/L), dok se koncentracija Chlb smanjila kod svih tretmana (P<0,05 u odnosu na kontrolu),
s prosje¢nom vrijednos¢u od 0,054 mg/L (Tablice 4 i 5). Do kraja pokusa su koncentracije
0,05 mM (izuzev 48 h tretmana), 0,25 mM i 0,5 mM uzrokovale snazno smanjenje Chla u
odnosu na netretirane kulture (P<0,05), dok koncentracija 0,1 mM H,O; nije uzrokovala
znacajne razlike. Nakon 72 h tretmana zabiljeZena je znacajna redukcija u odnosu na kontrolu
(0,510 mg/L) s vrijednostima od 0,287 mg/L za tretman s 0,05 mM H,0, te 0,266 mg/L i
0,313 mg/L za tretmane s 0,25 i 0,5 mM H,O,. Koncentracije Chlb su se do kraja pokusa

znacajno smanjile u odnosu na kontrolu kod svih tretmana, izuzev 0,1 mM H,0, nakon 72 h.
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Tablica 4. Koncentracije klorofila @ (Chla) kultura C. kessleri 4, 24, 48 1 72 h nakon tretmana S-
metolaklorom (2, 50, 100 i 200 pg/L), terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 ug/L) i H,O, (0,05, 0,1, 0,25

i 0,5 mM).

Chla (mg/L)
Tretman / Trajanje 4h 24 h 48 h 72 h

Kontrola 0,251 +0,000 0,318+0,04 0,371+0,038 0,510+ 0,029
S-metolaklor (ng/L)

2 0,197+0,026  0,273+0,018 0,336 +0,002 0,444 = 0,005*

50 0,192 +0,068* 0,208 = 0,036* 0,224 +0,003* 0,421 + 0,041*

100 0,167+0,031* 0,184 +0,100* 0,296 + 0,007* 0,427 £ 0,023*

200 0,160 +0,026* 0,213 +0,090* 0,304 + 0,036* 0,397 £ 0,023*
Terbutilazin (pg/L)

5 0,221 £0,007 0,239+0,032  0,347+0,06 0,446 + 0,057

250 0,219+0,008 0,265+0,029  0,359+0,085 0,432+0,077*

500 0,199 + 0,002* 0,181 +0,027* 0,332+ 0,005 0,395+ 0,005*

1000 0,232 +£0,006 0,245 +0,05 0,318+ 0,017 0,388 +£0,035*

Vodikov peroksid (mM)

0,05 0,207 £0,003 0,199 +0,038* 0,295+0,018 0,287 +0,012*

0,1 0,221 £0,003  0,249+0,018 0,337+0,018 0,472 + 0,022

0,25 0,121 +£0,002* 0,193 +£0,005* 0,223 +0,017* 0,226 £0,017*

0,5 0,136 +£0,003* 0,206 +0,01* 0,207 +0,012* 0,313 £ 0,005*

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu

(ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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Tablica 5. Koncentracije klorofila b (Chlb) kultura C. kessleri 4, 24, 48 1 72 h nakon tretmana S-
metolaklorom (2, 50, 100 i 200 pg/L), terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 ug/L) i H,0O, (0,05, 0,1, 0,25
10,5 mM).

Chlb (mg/L)
Tretman / Trajanje 4h 24 h 48 h 72 h

Kontrola 0,091 +0,018 0,117+0,023 0,132+0,025 0,179+0,014
S-metolaklor (pg/L)

2 0,057 £0,022* 0,084 £ 0,008 0,081 +0,001* 0,125+ 0,002

50 0,054 £ 0,035* 0,059 £ 0,036* 0,060 = 0,005* 0,123 £ 0,009

100 0,045 £0,021* 0,049 £0,046* 0,064 +0,013* 0,101 £0,010*

200 0,035 £0,012* 0,054 £ 0,046* 0,072 +0,006* 0,070 + 0,051*
Terbutilazin (ng/L)

5 0,067 £ 0,003* 0,068 +£0,014* 0,112+0,027 0,146 = 0,026

250 0,072 £0,004* 0,079 +£0,013* 0,093 +£0,039 0,150+ 0,035

500 0,060 £ 0,001* 0,085 +0,012* 0,100 £ 0,002 0,087 = 0,002*

1000 0,057 £0,002* 0,077 +0,023* 0,083 +£0,008 0,085+ 0,041*

Vodikov peroksid (mM)

0,05 0,051 £0,012* 0,065 +0,017* 0,052 +0,008* 0,068 + 0,008*

0,1 0,055 +0,021* 0,055 +0,008* 0,077 = 0,028* 0,127 £ 0,000

0,25 0,053 £0,001* 0,069 £ 0,002* 0,068 = 0,002* 0,061 + 0,007*

0,5 0,060 = 0,002* 0,068 + 0,004* 0,064 = 0,004* 0,100 = 0,005*

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu

(ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).

5.1.3. Omjer klorofil a/klorofil b

Vrijednosti omjera Chla/Chlb prikazane su u tablici 6. Omjer Chla/Chlh u kontrolnim
kulturama bio je tijekom pokusa ujednacen, s prosje¢nom vrijednoséu od 2,771. Kod tretmana
S-metolaklorom zabiljezene su povecane vrijednosti koje su bile statisticki znacajne u odnosu
na kontrolu (P<0,05) kod tretmana viSim koncentracijama od 100 pg/L (24 h: 3,712; 48 h:
4,560; 72 h: 4,194) te 200 pg/L herbicida (4h: 4,468; 24 h: 3,947; 48 h: 4,215; 72 h: 5,660).
Terbutilazin je znacajno utjecao na promjenu omjera Chla/Chlp pri tretmanima viSim
koncentracijama, kod 500 pg/L 48 h nakon tretmana (4,506) te 1000 ug/L 4 1 72 h nakon
tretmana (4 h: 4,055; 72 h: 4,563). Suprotno tretmanu herbicidima, u kulturama tretiranim s
H,0, uocene su vise vrijednosti omjera Chla/Chlp kod tretmana nizim koncentracijama
toksikanta (0,05 i 0,1 mM). Povecanje je bilo znacajno u odnosu na kontrolu tijekom cijelog

pokusa za obje koncentracije (P<0,05), izuzev 0,05 mM H,0, 24 h nakon tretmana.
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Tablica 6. Omjer klorofil a/klorofil b (Chla/Chlb) 4, 24 1 48 h nakon tretmana S-metolaklorom (2, 50,
100 1 200 pg/L), terbutilazinom (5, 250, 500 1 1000 pg/L) i H,O, (0,1, 1, 51 10 mM).

Chla/Chlb
Tretman / Trajanje 4h 24 h 48 h 72 h
Kontrola 2,749 2,704 2,795 2,835
S-metolaklor (ng/L)
2 3,423 3,248 4,108 3,554
50 3,541 3,511 3,716 3,420
100 3,714 3,712* 4,560* 4,194%*
200 4,468%* 3,947* 4,215% 5,660*
Terbutilazin (ng/L)
5 3,270 3,479 3,074 3,046
250 3,039 3,352 3,828 2,878
500 3,277 2,110 3,320 4,506*
1000 4,055* 3,144 3,790 4,563*
Vodikov peroksid (mM)
0,05 4,054* 3,035 5,579%* 4,171%*
0,1 3,992%* 4,486* 4,375% 3,693*
0,25 2,291 2,773 3,240 3,670
0,5 2,272 3,006 3,233 3,123

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu

(ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).

5.1.4. Sadrzaj reaktivnih Kisikovih tvari

S-metolaklor je uzrokovao statisticki znacajno povecanje sadrzaja reaktivnih kisikovih tvari u
odnosu na kontrolu ve¢ nakon 4 h tretmana (Slika 7a). Koncentracije od 100 i 200 pg/L
uzrokovale su 13,5% te 21,0% vec¢i sadrzaj ROS-a od sadrZaja u kontrolnim kulturama. Vece
razlike u odnosu na kontrolu, s pove¢anjem od 31,2 1 26,9% uzrokovali su isti tretmani nakon
24 h, te tretman s 50 pg/L herbicida koji je uzrokovao povecanje od 30,5% (P<0,05). Dvije
najvise koncentracije uzrokovale su naglo smanjenje sadrzaja ROS-a 48 h nakon tretmana. Do
kraja eksperimenta, sadrzaj ROS-a nije se znaCajno mijenjao. Smanjenje sadrzaja ROS-a
uoceno je 1 kod koncentracije od 50 pg/L herbicida, ali je vrijednost joS uvijek bila za 16,5%
viSa od kontrole (P<0,05). Nastavio se trend smanjenja vrijednosti s trajanjem tretmana.

Najniza koncentracija S-metolaklora uzrokovala je statisticki znacajno smanjenje ROS-a u
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odnosu na kontrolu (11,9%) 72 h nakon tretmana (P<0,05). Terbutilazin je takoder uzrokovao
znacajno povecanje sadrzaja ROS-a u stanicama ve¢ nakon 4 h tretmana (Slika 7b), koje je
bilo znacajno kod svih koncentracija herbicida (P<0,05). Kod tretmana najviSom
koncentracijom herbicida (1000 pg/L) zabiljezene su slicne vrijednosti tijekom cijelog
pokusa, koje su bile 20 do 35% viSe nego u kontrolnim stanicama (P<0,05). Znacajno
povecanje sadrzaja ROS-a u stanicama (10,2 1 11,2%) uzrokovala je i1 niza koncentracija
terbutilazina (500 pg/L) nakon 48 i 72 h tretmana (P<0,05). H,O; je izazvao kontinuirani
porast ROS-a u stanicama tijekom pokusa (S/ika 7c). Nakon 4 h tretmana, sve koncentracije
su izazvale znacajno stvaranje ROS-a (P<0,05), dok su do kraja tretmana samo kod najmanje
koncentracije (0,05 mM) zabiljezene vrijednosti sli¢ne kontroli. Kod tretmana s ostalim
koncentracijama, sadrzaj ROS-a se povecavao s trajanjem pokusa te je utvrden visestruko veci
sadrzaj ROS-a nego u kontrolnim stanicama (P<0,05). U usporedbi s herbicidima, tretmani s

H,0, su izazvali znacajno intenzivnije stvaranje ROS-a u stanicama C. kessleri.
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Slika 7. Sadrzaj reaktivnih kisikovih tvari (ROS) u stanicama C. kessleri 4, 24, 48 1 72 h nakon tretmana a) S-metolaklorom (2, 50, 100 i 200
ug/L), b) terbutilazinom (5, 250, 500 1 1000 pg/L) i ¢) H,O, (0,05, 0,1, 0,25 1 0,5 mM). Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti
netretiranih kultura) + SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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5.1.5. Analiza antioksidacijskog statusa

5.1.5.1. Aktivnost askorbat-peroksidaze

Tretman S-metolaklorom je uzrokovao znacajno povecanje aktivnosti askorbat-peroksidaze
(APX) 4 h nakon tretmana (Slika 8a). U odnosu na kontrolu, aktivhost APX se povecala za
16,6% pri tretmanu s 2 pg/L herbicida te za 21,3% 1 14,0% kod tretmana s 50 i 100 pg/L
herbicida (P<0,05). Do kraja pokusa nisu zabiljezene znafajne promjene u aktivnosti ovog
enzima, izuzev slabijeg povecanja od 3,9% u odnosu na kontrolu (P<0,05) pri tretmanu najviSom
koncentracijom herbicida nakon 72 h. Pri tretmanu terbutilazinom aktivnost APX je porasla
takoder nakon 4 h tretmana te su zabiljezene vrijednosti za 9,0%, 14,1% 1 12,2% vece od
kontrolnih pri koncentracijama od 5, 250 i 1000 pg/L herbicida (P<0,05; Slika 8b). Takoder je
zabiljezen 1 znacajan porast aktivnosti APX od 15,4% nakon 24 h tretmana s 500 pg/L
terbutilazina. Nakon 48 i 72 h tretmana zabiljeZeno je smanjenje aktivnosti APX kod svih
koncentracija herbicida. Najniza koncentracija H,O, uzrokovala je znacajno povecanje aktivnosti
enzima u odnosu na kontrolu 4, 24 1 48 h nakon tretmana (24 h: 8,1%; 48 h: 13,8%; 72 h: 11,6%)
(Slika 8c). Visa koncentracija (0,1 mM) uzrokovala je znacajno povecanje od 15,0% nakon 24 h
te 5,5% nakon 48 h tretmana (oboje P<0,05). Nakon smanjenja poslije 48 h tretmana, najvise
koncentracije (0,25 1 0,5 mM H,0,) su uzrokovale povecanje aktivnosti APX od 9,7 i 15,5% u

odnosu na kontrolu (P<0,05) 72 h nakon tretmana.

5.1.5.2. Aktivnost glutation-reduktaze

Povecéana aktivnost enzima glutation-reduktaze (GR) pri tretmanima S-metolaklorom zabiljeZzena
je tek nakon 48 1 72 h tretmana (S/ika 9a). Nakon 48 h tretmana, statisti¢ki znacajno povecanje
aktivnosti GR od 7,5% 1 5,4% u odnosu na kontrolu utvrdeno je kod tretmana s 2 i 50 pg/L
herbicida te povecanje od 9,6% pri tretmanu s koncentracijom od 100 pg/L (P<0,05). Nakon 72
h tretmana, aktivnost GR je ostala znacajno poviSena kod tri viSe koncentracije herbicida
(P<0,05 u odnosu na kontrolu). Terbutilazin je uzrokovao znacajnije povecanje aktivnosti GR pri
nizim koncentracijama (Slika 9b). Koncentracija od 5 pg/L djelovala je na povecanje aktivnosti

GR od 4,2% nakon 24 h te 8,6% 1 8,4% nakon 48 i 72 h tretmana (P<0,05). Koncentracija od 250

42



REZULTATI

ng/L uzrokovala je znacajno kontinuirano povecanje aktivnosti tijekom cijelog pokusa, s 4,4 do
8,6% visim vrijednostima od onih u kontroli (P<0,05). Nakon 72 h je takoder zabiljezeno i
znacajno povecanje aktivnosti GR (6,9%) uzrokovano koncentracijom herbicida od 500 pg/L
(P<0,05 u odnosu na kontrolu). Znacajne promjene pri tretmanu s H,O, uzrokovale su samo
dvije koncentracije toksikanta nakon 24 h tretmana (Slika 9c). Koncentracija od 0,1 mM
uzrokovala je povecanje aktivnosti GR od 8,83% u odnosu na kontrolu, a najviSa koncentracija

0,5 mM) povecanje od 12,8% (P<0,05).
p y

5.1.5.3. Aktivnost katalaze

Tretman S-metolaklorom uzrokovao je znacajno povecanje aktivnosti enzima katalaze (CAT) 48
1 72 h nakon tretmana (Slika 10a). Znacajno povecanje od 51,0% (48 h) i 27,21% (72 h) u
odnosu na kontrolne vrijednosti uzrokovao je tretman s 2 pg/L herbicida te takoder i
koncentracija od 100 pg/L herbicida s povecanjem aktivnosti enzima od 26,5% nakon 72 h
(P<0,05). Od svih koncentracija, samo je najvisa 200 ug/L uzrokovala inhibiciju aktivnosti CAT
48 h nakon tretmana (P<0,05 u odnosu na kontrolu). Kod tretmana terbutilazinom, najviSa
koncentracija herbicida (1000 pg/L) je uzrokovala povecanu aktivnost CAT, s vrijednostima
dvostruko ve¢im u odnosu na kontrolu nakon 24 h tretmana te vrijednostima visim za 43,2% i
73,5% do kraja pokusa (Slika 10b). Koncentracija od 250 pg/L uzrokovala je takoder dvostruko
povecanje aktivnosti CAT nakon 24 h tretmana te povecanje od 50,4% nakon 72 h tretmana
(P<0,05 u odnosu na kontrolu). Kod obje koncentracije (250 1 1000 pg/L) izrazen je nagli pad
aktivnosti 48 h nakon tretmana te povecanje nakon 72 h. Pri tretmanu s H,O, takoder je izrazen
nagli porast aktivnosti 24 h nakon tretmana, posebno pri koncentracijama od 0,1 i 0,5 mM s
aktivnostima CAT viSestruko ve¢im nego u kontroli (P<0,05; Slika 10c). Kod koncentracije od
0,25 mM uocen je porast aktivnosti tek nakon 48 h tretmana, ali u odnosu na kontrolu nije bio

statisticki znacajan (P>0,05).

43



REZULTATI

a) S-metolaklor b) Terbutilazin 0) Vodikov peroksid
125 1 =O=2pg/L —&—50pg/L 120 - =O-=5pg/l. —A— 250 pg/L 120 7 =-0-= 0,05 mM —A—0,1 mM
* —®— 100 pg/l. —8—200 pg/L —8— 500 pg/L. —8— 1000 pg/L ——(,25mM —8—(,5mM .
! % ,
A120 115 - 115
C 2
o i e
EH £ 110 110
= g l
£110 S
z £ 105 4 105
<105 A <
g Z 100 4 100
100
95 95 95 4
90 ; - : r - . 90 : : : : : . 90 - r . . : )
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 T2
Vrijeme (h) Vrijeme (h) Vrijeme (h)

Slika 8. Aktivnost askorbat-peroksidaze (APX) u stanicama C. kessleri 4, 24, 48 i 72 h nakon tretmana a) S-metolaklorom (2, 50, 100 i 200 ug/L),
b) terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 pg/L) i ¢) H,O, (0,05, 0,1, 0,25 1 0,5 mM). Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih
kultura) + SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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Slika 9. Aktivnost glutation-reduktaze (GR) u stanicama C. kessleri 4, 24, 48 1 72 h nakon tretmana a) S-metolaklorom (2, 50, 100 i 200 pg/L), b)
terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 pg/L) i ¢) H,O, (0,05, 0,1, 0,25 i 0,5 mM). Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih
kultura) + SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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Slika 10. Aktivnost katalaze (CAT) u stanicama C. kessleri 4, 24, 48 1 72 h nakon tretmana a) S-metolaklorom (2, 50, 100 i 200 pg/L), b)
terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 pg/L) i ¢) H,O, (0,05, 0,1, 0,25 1 0,5 mM). Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih
kultura) + SE. *Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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5.1.5.4. Koncentracije ukupnih karotenoida

Smanjenje sadrzaja ukupnih karotenoida (Car) u stanicama C. kessleri u odnosu na kontrolu
(P<0,05) utvrdeno je tijekom cijelog pokusa pri tretmanu s dvije najvise koncentracije S-
metolaklora (7ablica 6). Kod tretmana sa 100 pg/L herbicida, vrijednosti su se kretale od
0,049 do 0,141 mg/L (4 do 72 h tretmana). Pri tretmanu sa 200 pg/L herbicida, u stanicama su
utvrdene vrijednosti ukupnih Car od 0,050 do 0,128 mg/L.

Terbutilazin je uzrokovao promjene u sadrzaju ukupnih Car tek nakon 24 h tretmana koje je
trajalo sve do kraja pokusa. Znacajno smanjenje u odnosu na kontrolu (P<0,05) uzrokovale
su, kao 1 kod tretmana S-metolaklorom, dvije najvise koncentracije herbicida (500 1 1000
pg/L). Vrijednosti su bile ujednacene tijekom cijelog pokusa (7ablica 6).

Tretmani s H,O, nisu znacajno utjecali na sadrzaj ukupnih karotenoida tijekom 4 i 24 h
tretmana (7ablica 6). Znacajna redukcija koncentracije Car u odnosu na kontrolne kulture
zabiljezena je nakon 48 h tretmana s 0,25 mM H;0O; te nakon 72 h kod tretmana istom
koncentracijom kao i s 0,5 mM H,0O,. Kod tretmana s 0,25 mM H,O; nakon 48 i 72 h su
utvrdene dvostruko odnosno trostruko nize vrijednosti koncentracije Car (0,058 mg/L i 0,051

mg/L) nego u kontrolnim kulturama (0,117 mg/L i 0,168 mg/L) (P<0,05).
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Tablica 7. Koncentracije ukupnih karotenoida (Car) kultura C. kessleri 4, 24, 48 1 72 h nakon tretmana
S-metolaklorom (2, 50, 100 i 200 pg/L), terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 pg/L) i H,O, (0,05, 0,1,
0,251 0,5 mM).

Car (mg/L)
Tretman / Trajanje 4h 24 h 48 h 72 h
Kontrola 0,063 + 0,000 0,104 = 0,009 0,117 £0,009 0,168 0,010
S-metolaklor (ng/L)
2 0,060 = 0,002 0,102 = 0,007 0,125 + 0,008 0,173 £ 0,004
50 0,073 £+ 0,005 0,085 £ 0,008 0,116 £ 0,011 0,146 £+ 0,005*
100 0,049 £0,001* 0,083 +0,011* 0,099 = 0,010* 0,141 £0,010%
200 0,050 £ 0,002* 0,070 = 0,008* 0,100 = 0,001* 0,128 £ 0,007*
Terbutilazin (ng/L)
5 0,062 £ 0,001 0,105 £ 0,003 0,122 + 0,007 0,150 £+ 0,004
250 0,074 + 0,006 0,091 + 0,004 0,117 £0,017 0,143 £0,013
500 0,051 £ 0,005 0,076 + 0,008* 0,061 + 0,003* 0,068 £ 0,006*
1000 0,060 = 0,013 0,060+ 0,011* 0,083 £0,011* 0,082 +0,002*
Vodikov peroksid (mM)
0,05 0,057 = 0,002 0,089 = 0,002 0,111 £0,000 0,073 = 0,006*
0,1 0,057 0,010 0,082 + 0,008 0,095 + 0,001 0,178 = 0,005
0,25 0,058 + 0,000 0,089 + 0,001 0,058 = 0,004* 0,051 £0,003*
0,5 0,062 + 0,006 0,090 £ 0,001 0,063 £ 0,004* 0,063 £ 0,003*

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu

(ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).

5.1.5.5. SadrZzaj ukupnih fenola

SadrZzaj ukupnih fenola (PHE) u stanicama C. kessleri nakon tretmana S-metolaklorom
zna€ajno se povecao u odnosu na kontrolu ve¢ nakon 4 h tretmana, a vrijednosti su se
smanjivale trajanjem pokusa (Slika 1la). Nakon 4 h tretmana, sve su koncentracije
uzrokovale znacajno povecanje sadrzaja PHE (P£<0,05) u odnosu na kontrolu (0,263 mgaine
Liseline/Mg DW), s prosje€nom vrijednoS¢éu od 0,295 mggaine kiseline/mg DW. Znacajno povecanje
je takoder zabiljezeno i 24 h nakon tretmana koncentracijama 2 i 100 pg/L S-metolaklora
(0,292 mgaine kiscline/Mg DW 1 0,276 mggaine kiseline/Mg DW) u odnosu na kontrolne stanice
(0,252 mggaine kiseline/mg DW), P<0,05. Sadrzaj PHE se smanjivao trajanjem pokusa i nije bilo

znacajnih razlika, izuzev nakon 72 h tretmana s 50 pg/L S-metolaklora kada je zabiljeZeno

znacajno smanjenje PHE (0,214 mggaine kiscline/mg DW) u odnosu na kontrolu (0,241 mggaine
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kiseline/Mg DW). Kod tretmana terbutilazinom takoder je vidljiv trend smanjenja sadrzaja PHE
s trajanjem pokusa (S/ika 11b). Sve primijenjene koncentracije terbutilazina uzrokovale su
znacajno povecanje u sadrzaju PHE 4 h nakon tretmana u odnosu na kontrolu, s prosje¢nom
vrijedno$¢u od 0,287 mgaine kiseline/mg DW. Nakon 24 i 48 h tretmana jedino su stanice
tretirane dvjema nizim koncentracijama terbutilazina (5 1 250 pg/L) imale vrijednosti PHE
znacajno viSe od kontrole (24 h: 0,299 mggaine kiseline/Mg DW 1 0,281 mgaine kiscline/mg DW; 48
h: 0,280 mgatne iscline/Mg DW 1 0,261 mgaine kiseline/Mg DW). 72 h nakon tretmana nije bilo
znacajnih razlika u sadrzaju PHE izmedu stanica tretiranih terbutilazinom i kontrolnih stanica.
Tretman s H,O, nakon 4 h nije znacajno utjecao na promjene u sadrzaju PHE u stanicama
(Slika 11c). Samo je 0,1 mM H,O; uzrokovao sniZzenje PHE (0,264 mgaine kiscline/mg DW) u
usporedbi s kontrolom (0,237 mggaine kiseline/Mg DW). Do kraja pokusa zabiljezeno je znac¢ajno
smanjenje u odnosu na kontrolu pri najvisoj koncentraciji H,O, (0,5 mM). Koncentracija 0,1
mM H,O, uzrokovala je statisticki znacajno povecanje sadrzaja PHE 24 h (0,262 mggaine
kiseline/Mg DW) 1 48 h nakon tretmana (0,265 mggaine kiseline/mg DW) te takoder smanjenje u
odnosu na kontrolu 72 h nakon tretmana (0,206 mggaine kiscline/mg DW) (P<0,05). Tretman s
0,05 mM H,O; nije pokazao znafajne promjene u odnosu na kontrolu 24 i 48 h nakon
tretmana, uzrokujuci znacajno smanjenje sadrzaja PHE tek 72 h nakon tretmana (0,172 mggaine
kiseline/Mg DW). Najveci sadrzaj PHE utvrden je u stanicama 24 h nakon tretmana najnizom
koncentracijama herbicida terbutilazina (0,299 mggaine kiseline/mg DW) 1 metolaklora (0,298

MEalne kiseline/MZ DW) 4 h nakon tretmana.
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Slika 11. Sadrzaj ukupnih fenola (PHE) u stanicama C. kessleri 4, 24, 48 1 72 h nakon tretmana S-metolaklorom (2, 50, 100 i 200 ug/L), terbutilazinom (5,
250, 500 1 1000 pg/L) i H,0O, (0,05, 0,1, 0,25 i 0,5 mM). Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti £ SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu

(ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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5.1.5.6. Koncentracija askorbinske Kiseline

Tretmani herbicidima i1 H,O; uzrokovali su promjene u sadrzaju askorbinske kiseline (AA)
nakon 72 h u stanicama C. kessleri (Slika 12). Sve primijenjene koncentracije S-metolaklora
izuzev najnize (2 pg/L), znacajno su utjecale na povecanje sadrzaja AA u odnosu na kontrolu
(P<0,05). Sadrzaj AA se povecavao s porastom koncentracije herbicida, a vrijednosti su se
kretale od 1,037 pug/mg DW do 3,516 pg/mg DW. Kod tretmana terbutilazinom, samo je
najvisa koncentracija (1000 pg/L) uzrokovala statisticki znacajno poveéanje sadrzaja AA u
odnosu na kontrolu (P<0,05). Tretman s H,O; je uzrokovao znacajno povecanje sadrzaja AA
u odnosu na kontrolu pri svim koncentracijama, izuzev 0,25 mM. Najveci sadrzaj AA u
stanicama uzrokovala je najniza koncentracija H,O, (1,420 pg/mg DW), a osim sniZenja
uzrokovanog tretmanom s 0,25 mM H,0, (1,090 pg/mg DW), kod dvije preostale
koncentracije (0,1 i 0,5 mM H,0,) zabiljezene su vrijednosti viSe nego u kontrolnim
stanicama (P<0,05). Najveci sadrzaj AA imale su stanice tretirane najviSom koncentracijom
S-metolaklora (3,516 pg/mg DW) kod kojih je utvrdeno gotovo cetverostruko povecanje u
odnosu na kontrolu (0,902 ng/mg DW).
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Slika 12. Koncentracija askorbinske kiseline (AA) u stanicama C. kessleri 72 h nakon tretmana S-
metolaklorom (2, 50, 100 i 200 pg/L), terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 pg/L) i H,0O, (0,05, 0,1, 0,25
1 0,5 mM). Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na

kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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5.1.6. Koncentracija 4-hidroksi-2-nonenala

Koncentracije 4-hidroksi-2-nonenala (HNE) u stanicama C. kessleri kretale su se u rasponu
od 0,043 do 0,460 uM (Slika 13 1 14). U¢inak herbicida i H,O; na stvaranje HNE-a prikazano
je na slici 15. Kod tretmana S-metolaklorom, koncentracija HNE-a u stanicama znacajno se
povecala tek nakon 48 h tretmana koncentracijom od 50 pg/L herbicida dosezu¢i znacajno
viSu vrijednost od 0,363 puM u odnosu na kontrolu (0,198 uM), P<0,05. Povecane
koncentracije HNE-a od 0,432 uM 1 0,460 uM zabiljezene su takoder i 72 h nakon tretmana
koncentracijama 50 pg/L i 200 pg/L herbicida. Kao i i1 tretman S-metolaklorom, terbutilazin
je takoder uzrokovao znacajno povecanje koncentracije HNE-a u odnosu na kontrolu 48 h
nakon tretmana. Promjene vrijednosti koncentracija HNE-a uzrokovane dvjema viSim
koncentracijama herbicida (0,243 i 0,273 puM) znacajno su se razlikovale od kontrolne
vrijednosti (P<0,05). Koncentracija HNE-a se takoder povecala i 72 h nakon tretmana
najviSom koncentracijom herbicida (0,321 uM), P<0,05. Znaéajno povecanje koncentracije
HNE-a u odnosu na kontrolu zabiljezeno je takoder pri tretmanu najviSom koncentracijom
H,0, (0,5 mM) s ujednacenim vrijednostima nakon 48 h (3,326 uM) i 72 h inkubacije (0,323
uM), P<0,05. Poveéani sadrzaj HNE-a u stanicama uzrokovala je i niZza koncentracija

toksikanta (0,25 mM) s vrijednos¢u od 0,360 uM (P<0,05).

Slika 13. Primjer nitrocelulozne membrane nakon vizualizacije imunokompleksa dodatkom otopine
3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorida (metoda dot-blot; proteinski ekstrakti C. kessleri).
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Slika 14. Intenzitet standarda (0,1, 0,25, 0,5, 1,2, 51 10 uM HNE u 1%-tnom BSA) i bazdarna

krivulja za odredivanje koncentracije 4-hidroksi-2-nonenala.

53



REZULTATI

a S-metolaklor . i i
) b) Terbutilazin ¢) Vodikov peroksid
0,5 -
K-+ 0 pg/L : 0,5 7 - x-- 0 pg/L 0.5 S¥-- 0mM
==0-=2 pg/LL --O-= 5 pg/L ==0-= 0,05 mM

04 4 —A— 50 pg/L —— 250 pg/L —2&—0,1 mM
s 1 —e—100 pg/L _ 04 { —®—500 gL _ 041 _e—025mm *
= —— 200 pg/L = —=— 1000 pg/L , =] —=—0,5mM .
~ = = ~—
m p—
z 031 203 - Z 03 -
= g =
=
= = =
< He=J H=
§ 0,2 1 E 0,2 - é 0,2 A o
g T = ———
S g 2
-] = =
¥ ] & >

0.1 0,1 - 0,1 o

0 T T T T T J 0 T T T T T 1 0 T T T T T -
0 12 24 3 48 60 T2 0 12 24 36 48 60 T2 0 12 24 3 48 60 T2
Vrijeme (h) Vrijeme (h)

Vrijeme (h)

Slika 15. Koncentracija 4-hidroksi-2-nonenala (HNE) u stanicama C. kessleri 4, 24, 48 1 72 h nakon tretmana S-metolaklorom (2, 50, 100 i 200 pg/L),

terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 pg/L) i H,O, (0,05, 0,1, 0,25 i 0,5 mM). Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + SE. *Statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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5.1.7. Ultrastruktura stanica C. kessleri

Usporedena je ultrastruktura stanica C. kessleri kontrolnih kultura i stanica tretiranih najvisim
koncentracijama herbicida (200 pg/L S-metolaklora i 1000 pg/L terbutilazina) tijekom 72 h.

U kontrolnim kulturama su dominirale pojedinacne stanice (S/ika 16). Karakteristicna stanica
kontrolne kulture C. kessleri (Slika 17) obavijena je rigidnom stani¢nom stijenkom koja je
vezana uz stanicnu membranu. Vec¢i dio stanice obuhvaca parijetalno smjesteni kloroplast s
gusto zbijenim, paralelno grupiranim tilakoidima. U sredistu kloroplasta se nalazi krupni
pirenoid obavijen Sirokim $krobnim ovojem i podijeljen s dva grupirana tilakoida (Slika 17,
bijela strelica). Kod nekih stanica je Skrobni ovoj oko pirenoida dodatno podijeljen ogrankom
tilakoida te je sastavljen od tri, a rjede 1 viSe dijelova. U kloroplastu se nalazi jedno ili viSe
Skrobnih zrnaca. Jezgra je smjeStena blago ekscentri¢no. U citoplazmi je takoder vidljiva

jedna ili rjede, vise vakuola s polifosfatnim tjeleScem.

Slika 16. Ultrastruktura stanica C. kessleri kontrolne kulture; poveéanje 7100:1; linija predstavlja 1

pum.
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Slika 17. Ultrastruktura karakteristicne kontrolne stanice: jezgra (J), kloroplast (K), pirenoid (P)
podijeljen s dva tilakoida (strelica) i obavijen $krobnim ovojem (SO), mitohondrij (M), stani¢na
stijenka (SS), $krobno zrnce (S), vakuola (V) s polifosfatnim tjelescem (PF); povecanje 18000:1; linija
predstavlja 1 um.

U stanicama tretiranim S-metolaklorom uocavaju se razli¢ite morfoloske promjene (Slika 18).
Na vecini stanica vidljiva su oSteCenja stani¢ne stijenke koja se na pojedinim dijelovima
odvaja od stanicne membrane (Slika 18 1 19, crne strelice). Doslo je do gubitka integriteta
kloroplasta i redukcije strukture tilakoidnog sustava. Vidljive su degradacijske promjene
poput odvajanja susjednih 1 Sirenja pojedinacnih tilakoida koji poprimaju valovitu strukturu te
se gubi njihov pravilan, paralelan raspored (Slika 18 i 19, bijele strelice). Doslo je do
razgradnje Skrobnih zrnaca uz nastanak vezikula razliCitih veli¢ina. Veli¢ina pirenoida se
smanyjila, kao i debljina Skrobnog ovoja. Za razliku od kontrolnih stanica, viSe nisu vidljiva
dva karakteristicna grupirana tilakoida koja dijele pirenoid i Skrobni ovoj, ve¢ su na tom
mjestu vidljivi samo preostali proSireni kanali¢i (Slike 18 1 19, dvostruke strelice). Doslo je
takoder do povecanja veli¢ine i broja vakuola u stanicama. Za razliku od kontrolnih kultura u
kojima je u svega 10% stanica prisutno viSe od tri vakuole, u stanicama tretiranim S-
metolaklorom je vakuolizacija uocena u 35% analiziranih stanica. U tretiranim kulturama
prisutne su stanice u razli¢itim fazama stani¢nog ciklusa te je vidljiv velik broj sporangija

(Slika 18), $to nije zamijeceno u kontrolnim kulturama.
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Slika 18. Morfoloske promjene stanica C. kessleri tretiranih S-metolaklorom: crna strelica - odvajanje
stani¢ne stijenke, bijela strelica - oStec¢enja kloroplasta, dvostruka strelica - promjene pirenoida,

zvjezdica - sporangij u fazi sazrijevanja spora, vakuola — V; povecanje 5600:1; linija predstavlja 1 um.

Slika 19. Promjene u ultrastrukturi stanice C. kessleri tretirane S-metolaklorom: crna strelica -
odvajanje stanicne stijenke, bijela strelica - oSte¢enja kloroplasta, jezgra (J), kloroplast (K), pirenoid
(P) s kanali¢em na mjestu nekadasnjih tilakoida (dvostruka strelica) i obavijen $krobnim ovojem (SO),
mitohondrij (M), stani¢na stijenka (SS), $krobno zrnce (S), vakuola (V), poveéanje 11000:1; linija
predstavlja 1 um.
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Osim sporangija koji nakon dvije uzastopne diobe imaju uobicajen, paran broj spora (Cetiri
spore), tretman S-metolaklorom je uzrokovao i nastanak sporangija koji u fazi prije otpustanja

sadrze samo tri spore (Slika 20).

Slika 20. C. kesleri - sporangij s tri autospore kod tretmana S-metolaklorom, poveéanje 14000:1; linija

predstavlja 1 um.

Kod stanica tretiranih terbutilazinom takoder se kao i kod tretmana S-metolaklorom uocavaju
degradacijske promjene organela i ostalih stani¢nih struktura (S/ika 217). Vidljivo je odvajanje
stani¢ne stijenke od stanicne membrane (Slika 21 1 22, crne strelice). I1zrazene su deformacije
kloroplasta koji su izgubili karakteristicnu lamelarnu strukturu, §to je posljedica dilatacije 1
odvajanja tilakoida uz nastanak velikih vrecastih proSirenja. Snazna redukcija strukture
tilakoidnog sustava, kao i u stanicama tretiranim S-metolaklorom, vidljiva je kroz valovite
tilakoide 1 nestanak njihovog pravilnog paralelnog rasporeda (Slike 21 1 22). Uocljiva su veca
pojedinacna Skrobna zrnca u procesu razgradnje. Pirenoid je smanjen, s reduciranim skrobnim
ovojem. U tretiranim stanicama takoder je uo¢en poveéan broj vakuola (34% stanica s vise od
tri vakuole, u odnosu na 10% stanica u kontroli) od kojih se pojedine stapaju i zauzimaju
velik dio volumena stanice (S/ika 22). U odnosu na kontrolne kulture, prisutan je vecéi broj

stanica u diobi (Slike 23 1 24), s pojavom sporangija vecih od 14 um (Slika 24).
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Slika 21. Morfoloske promjene stanica C. kessleri tretiranih terbutilazinom: crna strelica - odvajanje
stani¢ne stijenke, bijela strelica - oStecenja kloroplasta, vakuola — V; povecanje 5600:1; linija

predstavlja 1 um.

Slika 22. Promjene u ultrastrukturi stanice C. kessleri tretirane terbutilazinom: crna strelica - odvajanje
stanicne stijenke, bijela strelica - oStecenja kloroplasta, jezgra (J), kloroplast (K), pirenoid (P) s
kanali¢em na mjestu nekada$njih tilakoida (dvostruka strelica) i obavijen $krobnim ovojem (SO),
mitohondrij (M), stani¢na stijenka (SS), $krobno zrnce (S), vakuola (V) s polifosfatnim tjelescem (PF),

povecanje 14000:1; linija predstavlja 1 pum.
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Slika 23. C. kessleri - sporangij u fazi sazrijevanja spora, poveéanje 11000:1; linija predstavlja 1 um.

Slika 24. C. kessleri - sporangiji (zvjezdica oznacava sporangij veli¢ine preko 14 pm), povecanje

4400:1; linija predstavlja 1 um.
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Slika 25. Sazeti prikaz promjena istrazivanih parametara u logaritamskoj fazi rasta kulture C. kessleri; Tp

tretmana, ROS - sadrzaj reaktivnih kisikovih tvari, APX - aktivnost askorbat-peroksidaze, GR - aktivnost glutation-reduktaze, CAT - aktivnost katalaze, AA -

koncentracija askorbinske kiseline, PHE - sadrzaj ukupnih fenola, Car - koncentracija karotenoida, Chla - koncentracija klorofila a, Chlb - koncentracija

klorofila b, Chla/Chlb - omjer klorofil a/klorofil b, HNE - koncentracija HNE-a, r - prirast kulture.
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5.1.8. Korelacijska povezanost prirasta, koncentracije klorofila a, koncentracije
klorofila b, omjera klorofil a/klorofil b, sadrzaja reaktivnih kisikovih tvari, parametara

antioksidacijskog statusa i koncentracije 4-hidroksi-2-nonenala

Kako bi se utvrdio stupanj povezanosti izmedu ispitivanih parametara tijekom tretmana
herbicidima 1 H>O, izraCunati su koeficijenti korelacije uzevsi u obzir vrijednosti izmjerene u
stanicama na pocetku pokusa (0 h) te 4, 24, 48 1 72 h nakon tretmana (7ablica §).

U kontrolnim kulturama je uocena znacajna pozitivna korelacija izmedu prirasta (OD7s) te
koncentracija Chla i Chlb. Prirast je bio pozitivno koreliran s aktivno$¢u enzima APX, a
negativna veza je utvrdena s aktivnoS¢u enzima GR. Koncentracija Chla bila je u pozitivnoj
korelaciji s koncentracijom Chlb, koncentracijom Car i s aktivhoSéu enzima APX.
Koncentracija Chlb bila je takoder u pozitivnoj vezi s ista dva parametra. Omjer Chla/Chlb je
bio negativno koreliran s aktivno$¢u enzima GR. Takoder je i aktivnost enzima APX u
kontroli bila negativno korelirana s aktivnos¢u enzima GR.

Pod utjecajem tretmana S-metolaklorom, prirast je bio pozitivno koreliran s koncentracijom
Chla. Koncentracija Chlp bila je negativno korelirana s omjerom Chla/Chlbs te
koncentracijom AA. Takoder je uocena znacajna negativna korelacija aktivnosti enzima APX
s aktivnoS¢u enzima CAT. Tretman terbutilazinom utjecao je na znaCajnu povezanost vise
parametara nego tretman S-metolaklorom. Prirast je takoder bio pozitivno koreliran s
koncentracijom Chla, koja je bila u pozitivnoj vezi s koncentracijom Chlb te s koncentracijom
Car. Koncentracija Chla je kod ovog tretmana bila negativnho korelirana s omjerom
Chla/Chlb. 1T koncentracija Chlb je takoder bila u negativnoj vezi s omjerom Chla/Chlb, a
pozitivno korelirana s koncentracijom karotenoida. Omjer Chla/Chlh bio je negativno
koreliran s koncentracijom Car. Sadrzaj ROS-a bio je negativno koreliran s aktivno$¢u enzima
GR, koja je bila znacajno negativno korelirana s koncentracijom HNE-a. Aktivnost enzima
CAT bila je u negativnoj vezi s koncentracijom PHE u stanici, koji su bili negativno

korelirani s koncentracijom AA.
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Tablica 8. Statisticki znacajni koeficijenti korelacije (r) izmedu prirasta, koncentracije klorofila a,
koncentracije klorofila b, omjera klorofil a/klorofil b, sadrzaja ROS-a, parametara antioksidacijskog

statusa i koncentracije HNE-a te pripadajuc¢e P-vrijednosti.

=0,9841 =0,9989 =0,9709
P=0,016 P=0,001 P=0,029
=0,9766
P=0,023
=0,9991
P=0,001
=-0,9626
P=0,037
1=0,9992 =0,9678
P=0,001 P=0,032
=-0,9593
P=0,041
1=0,9900 1=0,9637 =0,9635
P=0,010 P=0,036 P=0,037
1=0,9870
P=0,013
1=-0,9908 1=-0,9995
P=0,009 P=0,001
1=0,9947 1=0,9796
P=0,005 P=0,020
1=0,9808
P=0,019
=-0,9584
P=0,042
=-0,9761
P=0,024
=-0,9741
P=0,026
=-0,9728
P=0,027
1=-0,9514
P=0,049
=-0,9911
P=0,009
1=-0,9677
P=0,032
1=-0,9954 =-0,9833
P=0,005 P=0,017
1=-0,9620
P=0,038
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5.2. Utjecaj herbicida i vodikovog peroksida na kulturu C. kessleri u linearnoj fazi rasta

5.2.1. Prirast kulture C. kessleri

Utjecaj S-metolaklora, terbutilazina i H,O, na prirast kulture (r) C. kessleri 4, 24 1 48 h nakon
tretmana prikazan je u tablici 9. Tretman S-metolaklorom uzrokovao je smanjenje prirasta
kulture C. kessleri. Nakon 4 h utvrdeno je znacajno smanjenje prirasta (P<0,05 u odnosu na
kontrolu) kod svih koncentracija, osim tretmana sa 100 pg/L herbicida. NajniZe vrijednosti
utvrdene su kod tretmana najnizim koncentracijama S-metolaklora, 2 i 50 ug/L (0,954
odnosno 0,863) u usporedbi s kontrolnim kulturama (1,110). Nakon 24 h tretmana nisu
zabiljeZene znacajne razlike u prirastu, dok je nakon 48 h inhibiran rast kod svih koncentracija
pokazujuc¢i statisticku znacajnost samo kod najviSih koncentracija herbicida, 100 i 200 pg/L
(1,223 odnosno 1,322) u odnosu na kontrolu (1,417) (P<0,05). Terbutilazin je djelovao
stimulativno na rast kultura te je nakon pocetne inhibicije rasta (4 h nakon tretmana), utvrdeno
postupno povecanje prirasta nakon 24 i 48 h tretmana. Statisticki znacajan prirast u odnosu na
kontrolu zabiljezen je pri koncentracijama 5, 250 i 500 pg/L herbicida (P<0,05). Najveci
prirast uzrokovala je najniza koncentracija terbutilazina 24 h (1,496) i 48 h (1,831) nakon
tretmana. Tretman s H,O, takoder je stimulativno djelovao na rast kultura, uzrokujuc¢i najvise
vrijednosti prirasta. Najniza koncentracija HO, (0.1 mM) uzrokovala je statisticki znacajnu
stimulaciju rasta (P<0,05 u odnosu na kontrolne kulture) zabiljeZenu 24 i 48 h nakon tretmana
(1,721 odnosno 1,894). Suprotno tome, povecane koncentracije H,O, uzrokovale su jaku
inhibiciju rasta pokazujuci statisticku znacajnost (P<0,05 u usporedbi s kontrolom) kod dviju
najvisih koncentracija, s niskim vrijednostima prirasta nakon 24 h (5 mM: 0,898; 10 mM:

0,805) 148 h (5 mM: 0,744; 10 mM: 0,685) tretmana.
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Tablica 9. Prirast (r) kultura C. kessleri 4, 24 1 48 h nakon tretmana S-metolaklorom (2, 50, 100 i 200
ug/L), terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 pg/L) i H,O, (0,1, 1, 51 10 mM).

r

Tretman/Vrijeme 4h 24 h 48 h
Kontrola 1,110+0,008 1,178+0,011 1,417+0,003
S-metolaklor (png/L)
2 0,954+0,052* 1,156+0,005 1,322+0,003
50 0,863+0,031* 1,160+0,003 1,370+0,005
100 1,127+0,079 1,117+0,003 1,2234+0,003*
200 1,053+0,028* 1,223+0,003 1,322+0,006*
Terbutilazin (pg/L)
5 1,021+0,011 1,496+0,063* 1,831+0,006*
250 0,879+0,008 1,400+0,003* 1,818+0,008*
500 0,948+0,008 1,420+0,003* 1,678+0,002*
1000 1,076+0,028 1,303+0,006 1,466+0,011
H,0, (mM)
0,1 0,981+0,003 1,72140,003* 1,89440,006*
1 0,990+0,003 1,113£0,005 0,941+0,079
5 0,995+0,005 0,898+0,079*  0,744+0,006*
10 1,049+0,018 0,805+0,003*  0,685+0,011*

Prirast kultura je izrazen kao omjer vrijednosti opticke gusto¢e (OD7so) kultura nakon 4, 24 i 48 h
pokusa i vrijednosti OD-so na pocetku pokusa (0 h). Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti &+ SE.

*Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).

5.2.2. Koncentracije klorofila a i klorofila b

Tretman S-metolaklorom nije uzrokovao znacajne promjene u koncentraciji Chla i Chlb u
odnosu na kontrolu tijekom cijelog pokusa (Tablica 10; Tablica 11). Vrijednosti su se kretale
od 0,475 mg/L 4 h nakon tretmana (200 pg/L S-metolaklora) do 0,813 mg/L 48 h nakon
tretmana (100 pg/L S-metolaklora). Uzevsi u obzir sve tretmane, prosjecne vrijednosti su
iznosile 0,519 mg/L nakon 4 h, 0,560 mg/L nakon 24 h i 0,791 mg/L 48 h nakon tretmana.
Terbutilazin je uzrokovao statisticki znac¢ajno povecanje koncentracije Chla 24 1 48 h nakon
tretmana (P<0,05; Tablica 10). Najvise vrijednosti Chla u odnosu na kontrolu (24 h: 0,505
mg/L; 48 h: 0,828 mg/L) izmjerene su pri koncentracijama od 1000 ug/L (24 h: 0,661 mg/L) i
250 pg/L herbicida (48 h: 1,002 mg/L). Zabiljezeno je i znacajno smanjenje koncentracije
Chlb u odnosu na kontrolu (4 h: 0,237 mg/L; 24h: 0,207 mg/L; 48 h: 0,340 mg/L) prilikom
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svih tretmana terbutilazinom (osim najvece koncentracije od 1000 pg/L herbicida) nakon
svakog uzorkovanja (Tablica 11). Vrijednosti su se kretale od 0,087 mg/L (5 pg/L herbicida)
do 0,271 mg/L (1000 pg/L herbicida) izmjerenih nakon 4 h tretmana. Tretman s 0,1 mM H,0O,
uzrokovao je poveéanje koncentracije Chla 24 i 48 h nakon tretmana (24 h: 0,583 mg/L; 48 h:
0,814 mg/L) dok su tretmani s viSim koncentracijama (1, 5 i1 10 mM) u isto vrijeme
uzrokovali snazno smanjenje u koncentraciji ovog pigmenta (P<0,05 u usporedbi s
kontrolom; Tablica 10). NajniZe vrijednosti Chla utvrdene su pri tretmanu s 5 mM H,O, (24
h: 0,022 mg/L; 48 h: 0,043 mg/L). U stanicama je takoder zabiljeZena i snazna redukcija Chlb
(Tablica 11). Najnize vrijednosti izmjerene su 24 h nakon tretmana s 0,1 i 1 mM H,0O, (0,05

mg/L za oba tretmana).

Tablica 10. Koncentracije Chla kultura C. kessleri 4, 24 1 48 h nakon tretmana S-metolaklorom (2, 50,
100 1 200 pg/L), terbutilazinom (5, 250, 500 1 1000 pg/L) i HO, (0,1, 1, 51 10 mM).

Chla (mg/L)
Tretman / Trajanje 4h 24 h 48 h
Kontrola 0,578 + 0,162 0,505 £ 0,031 0,828 0,140
S-metolaklor (ng/L)
2 0,511 £0,057 0,575+ 0,014 0,796 + 0,110
50 0,549 + 0,064 0,557 + 0,039 0,751 £ 0,030
100 0,543 + 0,047 0,517 £ 0,023 0,813 + 0,020
200 0,475 +0,010 0,591 £ 0,027 0,804 £+ 0,030
Terbutilazin (ng/L)
5 0,593 £ 0,140 0,596 +0,170* 0,860 + 0,120*
250 0,578 £ 0,070 0,588 +0,130* 1,002 + 0,050*
500 0,414 £ 0,010 0,609 + 0,130* 0,878 £ 0,110*
1000 0,620 0,010 0,661 =0,110* 0,935 +0,110%*
Vodikov peroksid (mM)
0,1 0,481 + 0,040 0,583 +0,020* 0,814 +0,020*
1 0,625 £ 0,120 0,183 £ 0,020* 0,113 + 0,000*
5 0,461 £0,010 0,022 + 0,000* 0,043 £ 0,010*
10 0,281 £0,010 0,034 + 0,000* 0,057 + 0,020*

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu

(ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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Tablica 11. Koncentracije Chlbp kultura C. kessleri 4, 24 i 48 h nakon tretmana S-
metolaklorom (2, 50, 100 1 200 pg/L), terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 pg/L) i H,O, (0,1, 1,

5i 10 mM).

Chlb (mg/L)
Tretman / Trajanje 4h 24 h 48 h
Kontrola 0,237+ 0,010 0,207 £ 0,010 0,340 + 0,020
S-metolaklor (ng/L)
2 0,209 £0,019 0,232+ 0,018 0,310 £ 0,020
50 0,230 + 0,029 0,231 £ 0,097 0,301 £0,018
100 0,229 £ 0,020 0,219 + 0,020 0,308 + 0,020
200 0,203 + 0,020 0,234 + 0,020 0,316 £ 0,027
Terbutilazin (ng/L)
5 0,087 +£0,010* 0,089 +0,027* 0,212 +0,010*
250 0,160 £0,010* 0,088 £0,026* 0,120 = 0,020*
500 0,117£0,010¥* 0,103 +£0,017*  0,115+0,020*
1000 0,271 £0,010 0,254 £ 0,010 0,140 £0,010
Vodikov peroksid (mM)
0,1 0,142 £ 0,010 0,056 £0,010 0,106 + 0,096
1 0,106 = 0,000 0,052 + 0,026 0,188 = 0,009
5 0,342 +£0,019 0,239 £ 0,039 0,102 + 0,000
10 0,150+ 0,010 0,145+ 0,037 0,119 +0,017

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu

(ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).

5.2.3. Omjer Kklorofil a/klorofil b

Suprotno od tretmana terbutilazinom i H,O,, izlaganje stanica S-metolakloru nije uzrokovalo
znacajne razlike u omjeru Chla/Chlb s obzirom na kontrolne kulture (2,430 tijekom cijelog
pokusa) neovisno o trajanju tretmana i koncentraciji (7ablica 12). Terbutilazin je uzrokovao
povecanje omjera Chla/Chlb u stanicama nakon tretmana s najnizom koncentracijom (5 ug/L)
uzrokuju¢i dvostruko vecée vrijednosti (4h: 6,752 mg/L; 24 h: 6,662 mg/L) u odnosu na
kontrolu (P<0,05). Najniza koncentracija H,O, (0,1 mM) uzrokovala je tijekom cijelog
pokusa poveéanje omjera Chla/Chlh u odnosu na kontrolu (48 h: 7,645; P<0,05), dok su

ostale koncentracije u isto vrijeme uzrokovale znacajno smanjenje (P<0,05).
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Tablica 12. Omjer Chla/Chlb 4, 24 i 48 h nakon tretmana S-metolaklorom (2, 50, 100 i 200 pg/L),
terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 pg/L) i H,O, (0,1, 1, 51 10 mM).

Chla/Chlb

Kontrola 2,430 2,430 2,430

2 2,444 2,472 2,566

100 2,367 2,352 2,636

Terbutilazin (ng/L)

250 3,604 6,624 8,346

1000 2,287 2,601 6,662*

0,1 3,375 10,327 7,645%

5 1,348* 0,095 0,428*

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu

(ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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5.2.4. Sadrzaj reaktivnih kisikovih tvari

Tretmani S-metolaklorom, terbutilazinom i1 H,O, znacajno su utjecali na sadrzaj ROS-a u
stanicama C. kessleri (Slika 26). Pri tretmanu S-metolaklorom, samo su najnize koncentracije
herbicida uzrokovale znaCajno povecanje ROS-a u stanicama C. kessleri ve¢ nakon 4 h
tretmana. U odnosu na kontrolne stanice, sadrzaj ROS-a se povecao za 46,5% kod stanica
tretiranih s 2 pg/L herbicida te za 13,7% ve¢i kod koncentracije od 50 pg/L herbicida
(P<0,05). Vise koncentracije ovog herbicida i duze izlaganje (24 i 48 h) uzrokovali su
smanjenje sadrzaja ROS-a u stanicama do kraja eksperimenta. Terbutilazin je pokazao
drugacije djelovanje. Sve Ccetiri testirane koncentracije herbicida uzrokovale su znacajno
povecanje sadrzaja ROS-a ve¢ nakon 4 h tretmana (P<0,05). Povecano stvaranje ROS-a u
stanicama u odnosu na kontrolu takoder je zabiljezeno 24 h nakon izlaganja viSim
koncentracijama herbicida, pokazujuci statisticki znacajno povecanje od 23,5% kod najvise
koncentracije (P<0,05), dok je kod koncentracija 5 pg/L zabiljezeno znac¢ajno smanjenje od
11,9% u odnosu na kontrolu. Nakon 48 h tretmana niZim koncentracijama od 5, 250 i 500
pg/L zabiljeZeno je smanjenje sadrzaja ROS-a u stanicama alga za 27,4% kod koncentracije 5
pg/L te za 22,1% 1 6,3% kod dvije vise koncentracije terbutilazina (P<0,05). Pri tretmanu
najviSom koncentracijom herbicida, utvrdeno je povecanje od 13,8% (P<0,05 u odnosu na
kontrolu). U stanicama tretiranim s H,O,, sadrzaj ROS-a se povecavao s trajanjem tretmana i
povecanjem koncentracije toksikanta. Samo najniza koncentracija H,O, (0,1 mM) nije
utjecala na stvaranje ROS-a. Kod tretmana najvisom koncentracijom (10 mM), sadrzaj ROS-a
u stanicama alga se do kraja pokusa povecao vise od pet puta u odnosu na kontrolu (P<0,05).
Ako se usporede maksimalne vrijednosti ROS-a, Cetverostruko veci sadrzaj zabiljeZen je u
stanicama C. kessleri tretiranim s H,O,, u odnosu na stanice tretirane S-metolaklorom i

terbutilazinom.
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Slika 26. Sadrzaj ROS-a u stanicama C. kessleri 4, 24 1 48 h nakon tretmana a) S-metolaklorom (2, 50, 100 i 200 pg/L), b) terbutilazinom (5, 250,
500 1 1000 pg/L) i ¢) HyO, (0,1, 1, 51 10 mM). Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih kultura) = SE. *Statisticki
znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05

70



REZULTATI

5.2.5. Sadrzaj HNE-histidinskih konjugata

Promjene u sadrzaju HNE-histidinskih (HNE-His) konjugata u proteinskim ekstraktima C.
kessleri nakon tretmana toksikantima prikazane su na slici 27. Kod stanica tretiranih S-
metolaklorom tijekom 4 i 24 h sadrzaj HNE-His konjugata bio je nizi od sadrzaja u kontrolnim
stanicama za 30 do 60%. Nakon 48 h inkubacije, kod tretmana dvjema nizim koncentracijama
uocen je znacajan porast sadrzaja HNE-His konjugata, 1 to za 85,5% kod tretmana s 2 pg/L te za
73,4% kod tretmana s 50 pg/L herbicida (P<0,05 u odnosu na kontrolu). Kod dviju visih
koncentracija su zabiljezene vrijednosti sliéne vrijednostima u kontrolnim stanicama.
Terbutilazin je pokazao sli¢no djelovanje. Nakon 4 i 24 h tretmana koncentracija HNE-His
konjugata bila je niZza nego u kontrolnim stanicama, ali je 48 h nakon tretmana zabiljeZen porast
kod svih tretmana, osim najmanje koncentracije herbicida (5 pg/L) koja je uzrokovala znacajno
smanjenje sadrzaja HNE-His konjugata za 74,4% u odnosu na kontrolu (P<0,05). Kod tretmana s
H,0, koli¢ina HNE-His konjugata je rasla trajanjem tretmana kod viSih koncentracija, ali su
vrijednosti bile nize od onih utvrdenih u kontrolnim stanicama. Samo su vrijednosti nakon 24 i
48 h tretmana najnizom koncentracijom (0,1 mM H,0,) bile za 47,8 odnosno 95,2% niZe nego u

kontroli (P<0,05).
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Slika 27. Sadrzaj HNE-His konjugata u stanicama C. kessleri 4, 24 i 48 h nakon tretmana a) S-metolaklorom (2, 50, 100 i 200 pg/L), b)
terbutilazinom (5, 250, 500 i 1000 pg/L) i ¢) H,O, (0,1, 1, 51 10 mM). Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih kultura)
+ SE. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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Slika 28. Sazeti prikaz promjena istrazivanih parametara u linearnoj fazi rasta kulture C. kessleri; Tpoveéanje

sadrzaj HNE-histidinskih konjugata, » - prirast kulture.
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5.2.6. Korelacijska povezanost izmedu prirasta, koncentracije klorofila a, koncentracije
klorofila b, omjera klorofil a/klorofil b, sadrzaja reaktivnih kisikovih tvari i sadrzaja

HNE-histidinskih konjugata

Kako bi se utvrdio stupanj povezanosti izmedu ispitivanih parametara tijekom tretmana
herbicidima 1 H>O, izraCunati su koeficijenti korelacije uzevsi u obzir vrijednosti izmjerene u
stanicama na pocetku pokusa (0 h) te 4, 24 1 48 h nakon tretmana (7ablica 13).

U kontrolnim kulturama je uocena znacajna pozitivna korelacija izmedu prirasta (OD7s) te
koncentracija Chla i Chlb. Prirast je bio negativno koreliran sa sadrzajem HNE-His
konjugata. Takoder su u kontrolnim kulturama bile pozitivno korelirane koncentracije Chla i
Chlb. Nije bilo znacajne povezanosti omjera Chla/Chlp i1 sadrzaja ROS-a s nekim od
istrazivanih parametara.

Kod tretmana herbicidima i H;O, uofeno je viSe znacajnih korelacija. Tretman S-
metolaklorom utjecao je na pozitivnu korelaciju izmedu prirasta i koncentracija Chla 1 Chlb te
na snaznu negativnu korelaciju sa sadrZzajem ROS-a. Takoder je uofena pozitivna veza
izmedu koncentracije Chla i koncentracije Chlb kao i s omjerom Chla/Chlb. Koncentracija
Chlb takoder je bila u pozitivnoj korelaciji s omjerom Chla/Chlb. Od istrazivanih parametara
pri tretmanu terbutilazinom, s prirastom je pozitivno korelirala koncentracija Chla, a
negativno sadrzaj ROS-a. Koncentracija Chlb negativno je korelirala s omjerom Chla/Chlb, a
uocena je pozitivna veza izmedu sadrzaja ROS i HNE-His konjugata u stanicama. Kod
tretmana s H,O, prirast je bio pozitivno koreliran s koncentracijom Chla te s omjerom
Chla/Chlb. Kao 1 pri tretmanima herbicidima, takoder je zabiljezena negativna korelacija sa
sadrzajem ROS-a u stanicama. Uocena je pozitivna veza izmedu koncentracije Chla i omjera
Chla/Chlb. Znacajna negativna korelacija utvrdena je izmedu koncentracije Chla kao i omjera

Chla/Chlb sa sadrzajem ROS-a pri tretmanu s H,O,.
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Tablica 13. Statisticki znacajni keoficijenti korelacije (r) izmedu prirasta, koncentracije Chla,

koncentracije Chlb, omjera Chla/Chlb, sadrzaja ROS-a i sadrzaja HNE-His konjugata te pripadajuce

P-vrijednosti.

1=0,9875 1=0,7059 1=0,7945 1=0,7795
P=0,020 P=0,010 P=0,002 P=0,003
1=0,9583 1=0,7257
P=0,003 P=0,008
r=0,8743
P=0,000
r=-0,8903 =-0,8197 =-0,7276
P=0,000 P=0,001 P=0,007
=-0,9987
P=0,032
1=0,982 1=0,9939
P =0,000 P=0,000
1=0,8663 1=0,835
P=0,000 P=0,001
r=-0,8265
P=0,001
r=0,8074 r=-0,7837
P=0,001 P=0,003
r=-0,7608
P=0,004
1=0,6811
P=0,015
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Razli¢ite vrste zagadivala predstavljaju potencijalnu toksi¢nu opasnost u prehrambenim
lancima vodenih ekosustava. S ciljem razumijevanja odgovora na stres u stanicama alga,
kultura Chlorella kessleri izlozena je herbicidima razli¢itog djelovanja, koji su Cesto prisutni
u povrsinskim i podzemnim vodama (Guzzella i sur., 2006). S-metolaklor pripada skupini
kloroacetanilida, a terbutilazin triazinskim herbicidima. U prvom pokusu alge su tretirane u
eksponencijalnoj (logaritamskoj) fazi rasta. U ovoj fazi, rast kultura nije limitiran ni
intenzitetom svjetlosti ni koncentracijom hranjivih tvari te je povecanje biomase alga
(izrazene kroz suhu tvar, broj stanica ili opticku gustoc¢u) po jedinici vremena, u svakom
trenutku proporcionalno biomasi populacije (Becker, 1994). Pocetni broj stanica bio je manji
kako bi se omogucilo da kultura za vrijeme trajanja pokusa ostane u eksponencijalnoj fazi, a
volumen kulture je osigurao dovoljan broj stanica za mjerenje promjena u prirastu kulture,
koncentraciji Chla 1 Chlb, sadrzaju ROS-a i koncentraciji HNE-a te za ispitivanje
antioksidacijskog odgovora i ultrastrukture stanica C. kessleri nakon 4, 24, 48 1 72 sata
tretmana herbicidima i H,O,. Drugi pokus je proveden s ve¢im pocetnim brojem stanica koje
su tretirane u fazi usporavanja rasta (linearna faza rasta) te su promjene istrazivanih
parametara (prirast kultura, koncentracije Chla i Chlb, sadrzaj ROS-a i HNE-His konjugata)
pracene 4, 24 i 48 sata nakon tretmana. U kulturama koje su u linearnoj fazi rasta, kojima se
nakon inokulacije ne dodaje niti uklanja medij, karakteristicno je postupno usporavanje
logaritamskog rasta. Dioba stanica je uznapredovala do te mjere da dolazi do medusobnog
zasjenjenja stanica te svjetlost postaje limitirajuc¢i ¢imbenik rasta. Specificni prirast kulture se
smanjuje 1 povecanje biomase postaje gotovo linearno. Kultura ostaje u ovoj fazi sve do
nastanka limitacije rasta uzrokovane nedostatkom nutrijenata ili poveéanom respiracijom
(Becker, 1994). Istrazivanja su pokazala da se ovisno o fazi rasta kultura (lag,
eksponencijalna, linearna, stacionarna i faza odumiranja) mijenjaju i osnovne fizioloske i
biokemijske osobine stanica (Maclntyre i Cullen, 2005) te dolazi do razlika u otpornosti
stanica na tretmane toksikantima i bolesti, kao i do promjena u sastavu pojedinih stani¢nih
tvari, posebice proteina i lipida (Fidalgo i sur., 1998). Dokazano je da se u linearnoj fazi rasta
u stanicama povecava sadrzaj ukupnih lipida pa tako 1 masnih kiselina (Mansour 1 sur., 2003).
Uz vecu biomasu alga, to je bio i osnovni razlog izbora ove faze rasta kulture C. kessleri u
drugom pokusu za istrazivanje ucinaka oksidacijskog stresa i lipidne peroksidacije. Unato¢
tim osobitostima, u provodenju toksikoloskih istrazivanja prema standardnim testovima (ISO

8692, 1989; OECD, 2011) dana je prednost kulturama u eksponencionalnoj fazi rasta jer one
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imaju brz i uravnotezen rast koji nije limitiran te su vrlo osjetljive na promjene 1 brzo
reagiraju (Kéllquist, 2001). Lukavsky (1994) istice da je u testovima toksi¢nosti vazno
izabrati odgovaraju¢u koncentraciju inokuluma stanica, jer toksikanti djeluju sukladno masi

suhe tvari, a ne volumenu kulture.

Koncentracije herbicida primijenjene u oba pokusa nesto su vise od uobicajenih koje se mogu
detektirati u povrSinskim vodama. Vaznost istrazivanja utjecaja kratkotrajnog izlaganja
organizama viS§im koncentracijama herbicida naglasavaju Cedergreen i sur. (2004).
Kratkotrajnim izlaganjem herbicidima, ovisno o mehanizmu njihova djelovanja, mogu nastati
dugotrajne posljedice (Vallotton i1 sur., 2008a; Vallotton i1 sur., 2008b). Uz dvije vrste
herbicida, kultura alga je tretirana i razli¢itim koncentracijama H,O,, poznatog prooksidansa i
posrednika oksidacijskog stresa, odabranog kao pozitivna kontrola. Svojstvo molekule H,O,
da lako prolazi kroz viSeslojne stani¢ne stijenke i membrane, ostaju¢i neutralna pri
fizioloSkom pH, omogucuje njezin brzi transport (Chance i sur., 1979). Iz tog je razloga pri
tretmanu s H,O, koncentracija ovog spoja u mediju za kratko vrijeme jednaka onoj u stanici
(Takeda i sur., 1995). Unato¢ tome, istrazivanja su pokazala veliku sposobnost alga za brzu

razgradnju ovog toksikanta (Kay i sur., 1984).

Rezultati pokazuju da se pod utjecajem sva tri toksikanta ROS stvara vrlo brzo, ve¢ nakon 4
sata tretmana (Slike 7 1 26). U logaritamskoj fazi rasta povecan sadrzaj ROS-a bio je
uzrokovan s tri viSe koncentracije (50, 100 i 200 pg/L), a u linearnoj fazi s nizim
koncentracijama S-metolaklora. Sadrzaj ROS-a se smanjivao trajanjem tretmana te je u
linearnoj fazi vidljiv nagli pad nakon 24 sata tretmana, a u logaritamskoj nakon 48 sati
tretmana pa sve do kraja pokusa. Osnovno djelovanje S-metolaklora temelji se na inhibiciji
enzima odgovornog za nastanak masnih kiselina vrlo dugog lanca (VLCFA) pri ¢emu se
narusava ravnoteza u sastavu masnih kiselina u membranama, $to za posljedicu ima njihovu
smanjenu rigidnost i propusnost (G6tz 1 Boger, 2004). Ovo istraZivanje takoder ukazuje da S-
metolaklor djeluje i kroz druge mehanizme koji mogu rezultirati oksidacijskim stresom i
lipidnom peroksidacijom. Naime, Stajner i sur. (2004) pretpostavljaju da su uzrok takvom
djelovanju toksi¢ni metaboliti i ROS koji nastaje fotolitickom razgradnjom ovog herbicida ili
djelovanjem mikroorganizama. Samim procesima deklorinacije nastaju velike koli¢ine ROS-
a, posebice ‘OH, Sto moze biti jedan od uzroka prooksidativhog ucinka S-metolaklora.
Posljedica takvog djelovanja je inhibicija rasta kultura C. kessleri u oba pokusa, sa znacajnim

smanjenjem prirasta kultura u logaritamskoj i linearnoj fazi (Tablice 3 1 9). Liu i Xiong (2009)
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su istrazivanjem toksi¢nosti dvaju enantiomera metolaklora u kulturi alga Chlorella
pyrenoidosa, indirektno kroz povecanje aktivnosti enzima katalaze, dokazali stvaranje ROS-a
u stanicama koje je bilo pra¢eno inhibicijom rasta.

Kod tretmana terbutilazinom sadrzaj ROS-a je porastao primjenom svih koncentracija
herbicida, pri ¢emu su vise koncentracije (500 i 1000 pg/L) odrzavale povisenu razinu ROS-a
tijekom cijelog pokusa. To potvrduje i sam mehanizam djelovanja terbutilazina kao inhibitora
fotosustava II koji zaustavlja prijenos elektrona u reakcijskom centru i time uzrokuje stvaranje
veéih koli¢ina ROS-a, uglavnom 'O, (Rutherford i Krieger-Liszkay, 2001). Tri niZe
koncentracije terbutilazina pokazale su stimulativni u€inak na rast kulture C. kessleri u
linearnoj fazi, vidljiv kroz povisen prirast kulture nakon 24 i 48 sati tretmana te smanjen
sadrzaj ROS-a. Ovakav stimuliraju¢i u¢inak nizih koncentracija nekog spoja, koji je u ve¢im
dozama toksican, naziva se hormeza. Osim kroz stimulaciju rasta, takav ucinak u biljaka
moze se oCitovati i kroz povecanje sadrzaja proteina, povecanje biomase, suhe i svjeze tvari,
visine stabljike te kroz pojavu otpornosti na patogene (Duke i sur., 2006). Sli¢an stimulirajuci
ucinak niskih koncentracija triazinskog herbicida terbutrina na prirast, uz povecanje
koncentracije pigmenata, proteina te volumena stanica utvrden je istrazivanjem kulture alga
C. vulgaris (Rioboo i sur., 2002). Pojavu hormetickog utjecaja terbutilazina na rast nekih
vrsta makrofita utvrdili su 1 Cedergreen i sur. (2004). U daljnjim su istrazivanjima Cedergreen
1 sur. (2007), ispitujuc¢i hormeticki utjecaj devet vrsta herbicida na biljke i alge, utvrdili da je
kod tretmana terbutilazinom u vise od 50% krivulja doza-ucinak zabiljezen porast u odnosu
na kontrolu. Hormetic¢ki uéinak terbutilazina, vidljiv kroz povecan prirast kulture C. kessleri
mogao je biti posljedica prilagodbe stanica na poviSenu razinu ROS-a aktivacijom
antioksidacijskih mehanizama.

Stanice u eksponencijalnoj fazi bile su podloznije stvaranju ROS-a, ¢ija je razina kod
tretmana najviSim koncentracijama ostala poviSena do kraja pokusa (Slika 26). To je
istovremeno uzrokovalo i znacajno smanjenje prirasta kulture s povecanjem koncentracije
herbicida. Brojni testovi na algama dokazali su akutnu toksi¢nost triazinskih herbicida (Ma 1
sur., 2003, 2006), koju potvrduju i nasi rezultati sa stanicama u eksponencijalnoj fazi. Unatoc
tome, ne treba zanemariti ¢injenicu da je djelovanje herbicida inhibitora fotosustava Il na alge
Cesto reverzibilno 1 da razgradnjom samog herbicida ili njegovim uklanjanjem iz medija
slijedi brzi oporavak kultura (Vallotton 1 sur., 2008b).

U usporedbi s tretmanima herbicidima, sadrzaj ROS-a nastalog tretmanom s H>O, bio je puno
veéi 1 rastao je povecanjem koncentracije i trajanjem tretmana. Ovakvo prooksidacijsko

djelovanje H,O, dokazano je brojnim istrazivanjima (Collén 1 Davison, 1997; Lin 1 Kao,
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1998). Rezultati tretmana pokusa na stanicama u linearnoj fazi rasta pokazali su da je jedino
niza koncentracija H,O, (0,1 mM) stimulirala rast stanica nakon 24 i 48 sati tretmana, dok su
viSe koncentracije H,O; (1, 5 1 10 mM) znacajno inhibirale rast C. kessleri. Ovi rezultati nisu
iznenadujuc¢i buduci da je poznato algicidno djelovanje H,O, (Kay i sur., 1984; Vénninen i
Koskula, 1998). Za razliku od pokusa sa stanicama u linearnoj fazi rasta, za tretman u
eksponencijalnoj fazi odabran je raspon puno nizih koncentracija. Razlog tome su
preliminarna istrazivanja kojima je utvrdeno da je manji inokulum stanica u eksponencijalnoj
fazi vrlo brzo i nepovoljno reagirao na vise koncentracije H,O (1, 5 1 10 mM) ve¢ nakon 4
sata. Dvije viSe koncentracije H,O, primijenjene na kulturi C. kessleri u logaritamskoj fazi
(0,25 1 0,5 mM) djelovale su stimulativno na rast nakon 24 h tretmana, ali je do kraja pokusa
uoceno smanjenje prirasta. Alge fotosintezom (Collén i sur., 1995) kao i1 enzimatskim putem
kroz oksidacijski prasak uzrokovan nekim oblikom fizi¢kog ili kemijskog stresa stvaraju
mjerljive koncentracije H,O, (Mydlarz i Jacobs, 2004; Box i sur., 2008). Kao rezultat takvog
otpustanja H,O, te fotokemijskog nastanka i unosa iz atmosfere, koncentracije ovog spoja u
povrsinskim vodama mogu varirati od 10® do 10° M (Cooper i Zika, 1983; Skurlatov i
Ernestova, 1998). Istrazivanja su pokazala da se u prirodnim, kao i laboratorijskim uvjetima,
odvija brza fotoliticka razgradnja H,O, te razgradnja djelovanjem mikroorganizama, posebice
fitoplanktona (Drabkova 1 sur., 2007; Takeda 1 sur., 1995). Pojava stimulacije rasta pri
tretmanu s H,O, moze se objasniti prilagodbom C. kessleri na niZze koncentracije ovog spoja.

U oba pokusa je utvrdena znacajna negativna korelacija izmedu prirasta i sadrzaja ROS-a u
stanicama C. kessleri nakon svih tretmana, izuzev tretmana s H,O, u pokusu sa stanicama u
eksponencijalnoj fazi rasta, Sto pokazuje da je sam rast kulture bio uvjetovan koli¢cinom ROS-

a (Tablice 81 13).

Uslijed nemogu¢nosti stanica da u potpunosti neutraliziraju Stetno djelovanje ROS-a, dolazi
do oksidacije -6 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina u reakcijama lipidne peroksidacije
kojima nastaje nezasi¢eni aldehid 4-hidroksi-2-nonenal (HNE). Zbog svoje velike
reaktivnosti, HNE stupa u reakcije s makromolekulama u stanici, posebice proteinima, DNA i
lipidima uzrokujué¢i daljnja oStecenja (Esterbauer i sur., 1991). Vezuéi se na histidinske,
cisteinske 1 lizinske ostatke, stvara stabilne konjugate s proteinima te ga je moguce detektirati
u stanicama primjenom specifiénih monoklonskih protutijela (Zivkovié i sur., 2005).

U pokusu sa stanicama u linearnoj fazi rasta, jedino je nakon tretmana terbutilazinom
utvrdena pozitivna korelacija (r=0,6811; P=0,015) izmedu sadrzaja ROS-a i HNE-His

konjugata. lako nije postojala pozitivna korelacija kod ostalih tretmana, sadrzaj HNE-a se
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povecavao do kraja pokusa, ukazuju¢i na napredovanje reakcija lipidne peroksidacije.
Napredovanje lipidne peroksidacije potvrduju i istrazivanja Pflugmachera i sur. (2007), koji
su zabiljezili najviSe koncentracije HNE-a u stanicama morske makroalge Fucus vesiculosus
48 sati nakon izlaganja -cijanobakterijskom toksinu nodularinu. Propagaciju lipidne
peroksidacije u tilakoidnim membranama primarnih listova kukuruza tretiranih triazinima
takoder su objasnili El-Shintinawy 1 Selim (1995). Ovi su autori utvrdili da tretmani uzrokuju
80%-tnu inhibiciju aktivnosti fotosustava II te istovremene promjene u biosintezi nezasi¢enih
masnih kiselina. Pri tome se sadrzaj linolenske kiseline smanjuje u korist manje zasi¢enih
masnih kiselina (stearinske, oleinske i linolne), Sto dovodi do promjena u fluidnosti
tilakoidnih membrana. Progresija lipidne peroksidacije dokazana je 1 povecanim
koncentracijama HNE-a nastalim u stanicama C. kessleri nakon tretmana kloroacetanilidnim
herbicidom S-metolaklorom te se moze povezati s promjenama u biosintezi lipida koje
naru$avaju funkcionalnost membrana (Go6tz 1 Boger, 2004). Nastanak HNE-His konjugata
nakon tretmana s H,0O, takoder je =zabiljeZeno u stanicama kvasaca transformiranih
desaturazom koji sadrZe visestruko nezasi¢ene masne kiseline (Cipak i sur., 2006).

Intenzitet lipidne peroksidacije u stanicama alga uglavnom se istraZzuje metodom odredivanja
koncentracije nastalog malondialdehida (Choo i sur., 2004; Sabatini i sur., 2009). Prisutnost
ostalih reaktivnih aldehida u algama slabo je istrazena, a vezana je uglavnom uz
karakteristi¢éne vrste nezasi¢enih aldehida, specifi¢nih za pojedine skupine alga. Tako su
primjerice dekadienal i dekatrienal specificni za pojedine vrste dijatomeja, a nastaju kao
odgovor stanica na mehani¢ka oSte¢enja ili druge oblike stresa (Pohnert, 2002).
Laboratorijska istrazivanja pokazala su bioaktivno djelovanje ovih aldehida na reproduktivni
sustav njihovih predatora (Pohnert, 2005). Mali broj istraZivanja vezan je uz pojavu HNE-a u
stanicama alga. Njegova prisutnost u tkivima morskih makroalga uglavnom upucuje na
ostecenja uzrokovana lipidnom peroksidacijom (Pflugmacher i sur., 2007; Box i sur., 2008),
ali njegova uloga u ovim organizmima nije razjasnjena. Porast koncentracije HNE-a u
stanicama C. kessleri nakon tretmana terbutilazinom moZe upucivati na njegovo bioaktivno
djelovanje. Takav u¢inak je prethodno zabiljeZzen kod humanih tumorskih stanica (Zarkovi¢ i
sur., 1993). Bioaktivno djelovanje HNE-a u stanicama C. kessleri nakon tretmana
terbutilazinom koje se ocCitovalo povecanim prirastom alga analogno je prilagodbi humanih
malignih stanica na tretman HNE-om. Pojava HNE-His konjugata u kontrolnim stanicama u
obje faze rasta alga (Slike 15 1 27) te znacajna negativna korelacija izmedu prirasta i sadrzaja
HNE-a u pokusu sa stanicama u linearnoj fazi ukazuju na njegovu fiziolosku aktivnost u

normalnom stani¢nom metabolizmu. HNE-proteinskih konjugati u mitohondrijima stanica
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vrste Arabidopsis sp. utvrdeni takoder i u netretiranim kulturama, dovode u pitanje nacin
popravka ovih proteina i mehanizme njihovog uklanjanja (Winger i sur., 2005).

Istrazivanja na humanim tkivima su pokazala da je akumulacija HNE-proteinskih konjugata
prilikom patoloskih stanja Cest i dugotrajan proces (Cherkas i sur., 2009) sto upucéuje na

¢injenicu da ih stanice ne mogu adekvatno metabolizirati.

Alge su razvile razli¢ite mehanizme za sprjecavanje nekontroliranih oksidacijskih reakcija
¢ija su osnova antioksidacijski enzimi te antioksidansi male molekulske mase, poput
askorbinske kiseline (AA), fenolnih spojeva (PHE), karotenoida (Car) i glutationa (GSH)
(Mittler, 2002). Najvazniji antioksidacijski enzimi koji imaju klju¢nu ulogu u reguliranju
koli¢ine ROS-a u razli¢itim dijelovima stanice su superoksid-dismutaza (SOD), katalaza
(CAT) te enzimi askorbat-glutationskog ciklusa, askorbat-peroksidaza (APX), glutation-
reduktaza (GR) i dehidroaskorbat-reduktaza (DHAR). Osnovna uloga CAT i enzima
askorbat-glutationskog ciklusa je neutralizacija H,O, u stanicama alga. UnatoC razli¢itim
svojstvima 1 potrebama ovih enzima oni djeluju u sprezi vrlo u€inkovito. CAT ima veliku
ucinkovitost, ali mali afinitet za supstrat tako da djeluje obi¢no pri ve¢im koncentracijama
H,0O, (Halliwell, 1974). APX koristi askorbat kao reducens i ima ve¢i afinitet za H,O, te ga
uklanja ¢ak 1 pri nizim koncentracijama na specificnim lokacijama u stanici (Dalton 1 sur.,
1986). Sukladno tim svojstvima, mijenjala se i aktivnost enzima u stanicama C. kessleri
nakon tretmana S-metolaklorom. Aktivnost APX se povecala vrlo brzo, ve¢ nakon 4 sata
tretmana, inducirana istovremenim povecanjem sadrzaja ROS-a (Slika 8a). Suprotno tome,
aktivnost CAT se povecala tek nakon 48 1 72 sata tretmana (Slika 10a), $to je uzrokovalo i
znaajno smanjenje sadrzaja ROS-a. To je potvrdeno i znacajnom negativnom korelacijom
(r=-0,9911; P=0,009) izmedu aktivnosti CAT i APX pri tretmanu S-metolaklorom. S obzirom
na primarni mehanizam djelovanja metolaklora kroz inhibiciju sinteze lipida, stvaranje ROS-a
je potaknuto tek indirektno, oSte¢enjem membrana ili nastankom njegovih reaktivnih
metabolita. Liu 1 Xiong (2009) su pri duzem tretmanu (96 sati) S-metolaklorom s
koncentracijama u rasponu od 10 do 200 pg/L takoder i u stanicama alge C. pyrenoidosa
zabiljezili povisenu aktivnost CAT, koja se povecanjem koncentracije herbicida naglo
inhibirala. Aktivnost GR je porasla nakon 48 1 72 sata tretmana (S/ika 9a). Pretpostavka je da
je nesto kasnija aktivacija ovog enzima, ¢ijim djelovanjem se regenerira potrebni GSH u
stanici, uzrokovana ve¢om koncentracijom HNE-a u stanicama C. kessleri. Konjugacija s
GSH jedan je od osnovnih mehanizama detoksifikacije HNE-a u stanicama (Esterbauer 1 sur.

1991; Siems 1 sur., 1998), ali takoder 1 put detoksifikacije herbicida (Foyer i sur., 1995).
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Schmidt 1 Kunert (1986) su dokazali da se aktivno$¢u ovog enzima kod biljaka ublazavaju
toksicne posljedice lipidne peroksidacije uzrokovane tretmanom herbicidima.

Tretman terbutilazinom uzrokovao je porast aktivnosti APX nakon 4 sata, dok je nagli porast
aktivnosti CAT uocen tek nakon 24 sata tretmana (Slike 8b 1 10b). Vidljivo je da je aktivnost
APX inhibirana visokim sadrzajem ROS-a pri viSim koncentracijama herbicida, dok je
aktivnost CAT ostala poviSena, ili na razini aktivnosti kontrolnih stanica. Suprotno tome,
aktivnost GR je povecana pri nizim koncentracijama herbicida (Slika 9b). H,O; je uzrokovao
istovremeno povecanje aktivnosti sva tri antioksidacijska enzima nakon 24 sata tretmana, a
zabiljezen je izrazito veliki porast aktivnosti CAT u odnosu na kontrolu (Slike 8c, 9¢ i 10c).
Nakon porasta, uoceno je naglo smanjenje aktivnosti svih istrazivanih enzima, osim APX.
Istrazivanja su pokazala da uslijed tretmana herbicidima dolazi do akumulacije AA u
stanicama alga (Fodorpataki i sur., 2009). Osim §to AA djeluje kao elektron donor u reakciji s
‘OH za kojeg ne postoji enzimatski detoksifikacijski mehanizam, takoder je supstrat za APX
(Carvalho 1 sur., 2004). Sva tri toksikanta (S-metolaklor, terbutilazin i H,O,) uzrokovala su
povecanje koncentracije AA u odnosu na kontrolu nakon 72 sata (Slika 12), a povecanje je
bilo najizraZenije kod S-metolaklora, gdje je kod najvise koncentracije zabiljezena 3,9 puta
veca vrijednost nego u kontroli. Schmidt i Kunert (1986) smatraju da akumulacija ovog
metabolita predstavlja jednu od glavnih strategija obrane biljaka od toksi¢nih produkata

peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina, nastalih djelovanjem herbicida.

Fenolni spojevi takoder predstavljaju snazne antioksidanse u stanicama alga Stite¢i ih od
oksidativnih oste¢enja. Poznato je da se akumulacija ovih sekundarnih metabolita povecava u
uvjetima dugotrajnog stresa uzrokovanog razli¢itim stresnim c¢imbenicima, primjerice
metalima (D'Sauza i Devaraj, 2012) ili UV zraenjem (Duval i sur., 2000). Medutim, u
stanicama C. kessleri najviSe koncentracije ukupnih fenola utvrdene su ve¢ nakon 4 sata
primjene oba herbicida 1 njihova se koncentracija smanjivala trajanjem tretmana (Slika 11a 1
b). Kod tretmana s H,O, zabiljezeno je znacajno smanjenje sadrzaja fenola u odnosu na
kontrolu, osim pri tretmanu s koncentracijom od 0,1 mM (S/ika 11c). Razlozi ovog smanjenja
mogu biti viSestruki. Tretman herbicidom dikvatom, ¢ije djelovanje se temelji na stvaranju
kisikovih radikala (uglavnom -O"), uzrokuje smanjenje sadrzaja fenolnih kiselina u stanicama
vodenih biljaka (Woodward i sur., 1974). Pretpostavlja se da djeluje kroz direktnu inhibiciju
sinteze fenolnih kiselina ili njezinih prekursora te sprjeCava stvaranje esterskih derivata.
Moguci uzrok smanjenja moze biti i razgradnja fenola oksidativnom polimerizacijom (Mayer

1 Harel, 1979).
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Klorofil a je kao osnovni pigment u svim vrstama alga odgovoran za apsorpciju svjetlosne
energije, dok se sastav pomoc¢nih pigmenata razlikuje kod pojedinih taksonomskih skupina. U
kompleksima za apsorpciju, zelene alge sadrze Chld kao jedan od pomoénih pigmenata.
Omjer ova dva pigmenta (Chla/Chlb) je indirektni pokazatelj djelovanja fotosustava II kao i
same fotosintetske ucinkovitosti (Racuciu i Creanga, 2007). Sadrzaj pigmenata je vrlo
osjetljiv parametar te se koristi za ispitivanje odgovora stanica alga na toksi¢nost razli¢itih
zagadivala kao Sto su teski metali (Sabatini i sur., 2009) i herbicidi (Liu i Xiong, 2009).
Osjetljivost ovog parametra je takoder vidljiva iz pozitivne korelacije Chla s prirastom u oba
pokusa (Tablice 8§ 1 13). Kod tretmana S-metolaklorom, nije bilo znacajnih promjena u
koncentracijama Chla 1 Chlb kao ni u omjeru ova dva pigmenta u stanicama C. kessleri u
linearnoj fazi rasta. Dobiveni rezultati upucuju da testirane koncentracije herbicida nisu
utjecale na sintezu ovih pigmenata. Suprotno tome, snazno povecéanje koncentracije Chla, kao
1 povecCanje omjera Chla/Chlb zabiljeZeno je nakon 24 i 48 sati tretmana terbutilazinom
(Tablice 10-12). Ovo povecanje moze se objasniti kao u€inak ozelenjavanja (engl. greening)
koji predstavlja jedan od mehanizama obrane tretiranih biljaka i alga s ciljem proizvodnje
veée koli¢ine elemenata fotosustava II, klorofila i karotenoida, kako bi se povecala
fotosintetska ucinkovitost te ublazile posljedice tretmana herbicidima (Abbaspoor 1 sur.,
2005). To je vidljivo 1 kroz istovremeno smanjenje sadrzaja ROS-a te povecani prirast stanica
C. kessleri. H,O, je uzrokovao znac¢ajno smanjenje koncentracije pigmenata, izuzev tretmana
0,1 mM otopinom, koja je uzrokovala poveéanje koncentracije Chla i Chlb sukladno
povecanju prirasta C. kessleri. Tretman visim koncentracijama imao je ucinak bijeljenja (engl.
bleaching) koji se povecavao porastom koncentracije H,O, 1 trajanjem tretmana. Ova pojava
rezultat je razgradnje klorofila (Sairam i Srivastava, 2000). Pokus sa stanicama u
logaritamskoj fazi rasta pokazao je suprotan ucinak herbicida na sastav fotosintetskih
pigmenata. Oba herbicida uzrokovala su znacajno smanjenje koncentracija Chla 1 Chlb
(Tablice 4 1 5). S-metolaklor je uzrokovao smanjenje koncentracije oba pigmenta od pocetka
tretmana. Dokazano je da se pri tretmanu kultura C. pyrenoidosa S-metolaklorom
koncentracije Chla i Chlb smanjuju sukladno inhibiciji prirasta s povecanjem koncentracije
herbicida (Liu 1 Xiong, 2009). Isti autori utvrdili su i enantioselektivni u¢inak metolaklora, pri
¢emu je S- enantiomer uzrokovao dva do tri puta veée smanjenje koncentracije ovih
pigmenata od manje toksi¢nog R- enantiomera. Kod tretmana terbutilazinom, snazniji utjecaj
visih koncentracija herbicida (250, 500 i 1000 pg/L) na snizenje Chla zabiljezen je tek nakon

72 sata tretmana. Suprotno tome, znacajan utjecaj terbutilazina na snizenje Chlb bio je vidljiv
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ve¢ nakon 4 1 24 sata tretmana kod svih koncentracija. Blokirajuéi transport elektrona u
fotosustavu II, terbutilazin uzrokuje stvaranje tripletnog klorofila i 'O, koji mogu odstraniti
vodik iz molekula nezasi¢enih lipida pri ¢emu stvaraju lipidne radikale i zapoc€inju lancanu
reakciju lipidne peroksidacije (Rutherford i1 Krieger-Liszkay, 2001). Oksidacijskim
oSte¢enjima lipida 1 proteina vezanih za klorofile, dolazi do prekida u prijenosu energije te do
odvajanja klorofila od zastitnih pigmenata karotenoida. Takve izdvojene molekule klorofila
uzrokuju daljnje stvaranje 'O, i o§teéenja membrana.

Oba herbicida uzrokovala su znac¢ajno povecanje omjera Chla/Chlb kod visih koncentracija.
Tretman s H,O, je i u ovom pokusu uzrokovao znafajno smanjenje koncentracije oba
pigmenta, ali 1 poviSene vrijednosti omjera Chla/Chlb pri nizim koncentracijama (0,05 1 0,1
mM).

U pokusu sa stanicama u logaritamskoj fazi rasta, viSe koncentracije herbicida i H,O, su
uzrokovale znacajno smanjenje sadrzaja Car u odnosu na kontrolne stanice, koje je bilo
posebno izrazeno nakon 72 sata tretmana. Ovi pigmenti imaju izrazito vaznu ulogu u
stanicama alga, gdje osim S§to povecavaju spektar fotosintetski aktivnog zracenja, takoder
sluze zaStiti sustava skupljaca svjetlosti, Stite¢i pigmente Chla i Chlb od fotokemijskih
osteéenja uzrokovanih ROS-om, posebice 'O,. Smanjenje koncentracije ukupnih Car i njihove
antioksidativne ucinkovitosti u stanicama C. kessleri uzrokovano tretmanima, uz smanjenje
koncentracije Chla 1 Chlb, ukazuje na oSte¢enje fotosintetskog sustava (Hagen 1 sur., 1993).
Takav ucinak je suprotan rezultatima brojnih istrazivanja u kojima se akumulacija Car u
razli¢itim stresnim uvjetima povezuje s njihovim ucinkovitim antioksidacijskim djelovanjem

(Ip 1 Chen, 2005; Kobayashi i sur, 1997).

Nakon 72 sata tretmana herbicidima doslo je do promjena u ultrastrukturi stanica C. kessleri
vidljivih kroz razlike u organizaciji stanice i degradaciji gotovo svih stani¢nih struktura. Oba
herbicida uzrokovala su oStecenja stani¢ne stijenke te njezino odvajanje od membrane.
Najvece promjene su uocene u gradi kloroplasta te samoj organizaciji tilakoidnog sustava
(Slike 19 1 22). One se ocituju kroz nestanak pravilnog rasporeda i grupiranja tilakoida te
njihovo prosirenje i valovitu strukturu. Kod S-metolaklora se ti uéinci pripisuju djelovanju
herbicida na inhibiciju sinteze VLCFA zbog ¢ega dolazi do promjene sastava masnih kiselina
u membranama koje uvjetuju njezinu propusnost i rigidnost (Gotz 1 Boger, 2004). Liu 1 Xiong
(2009) otkrili su sliéne promjene pri tretmanu stanica alga C. pyrenoidosa s istom
koncentracijom S-metolaklora, ali pri duzem izlaganju (96 sati), Sto dokazuje vecu osjetljivost

C. kessleri. Terbutilazin djeluje kroz stvaranje ROS-a u kloroplastima, uzrokuju¢i lipidnu
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peroksidaciju i1 proteolizu proteinskih kompleksa u tilakoidnim membranama, Cime se
objaSnjavaju nastale promjene tilakoidnog sustava u kloroplastu C. kessleri uslijed djelovanja
herbicida. Dokaz lipidne peroksidacije predstavlja i povecanje koncentracije HNE-a u
stanicama nakon 72 sata tretmana, koji takoder uzrokuje oksidativna oSte¢enja membrana
(Esterbauer 1 sur., 1991).

Kloroplasti imaju dobro organizirani tilakoidni sustav koji je svojom gradom i funkcijom
podreden optimalnom iskoriStavanju svjetlosti za §to ucinkovitije odvijanje fotosinteze (Allen
1 Forsberg, 2001). Oste¢enjem kloroplasta i samom degradacijom tilakoida dolazi do
nemogucnosti ucinkovitog odvijanja fotosinteze, Sto potvrduje i1 istovremeno znacajno
smanjenje koncentracije Chla 1 Chlb, omjera Chla/Chld te koncentracije ukupnih Car u
stanicama C. kessleri. Osim navedenih promjena, uocljiva je i1 uznapredovala razgradnja
Skrobnih zrnaca, kao i smanjenje volumena pirenoida i njegovog skrobnog ovoja (Slike 18, 19
1 22), $to ukazuje na promjene u metabolizmu stanice. Razgradnja Skroba u stanicama takoder
ukazuje na poremecenu osmotsku ravnotezu i smanjenu ucinkovitost fotosinteze uzrokovanu
djelovanjem herbicida. Sli¢ne promjene u stanicama C. vulgaris uo€ili su Estevez i sur.
(2001) nakon tretmana Zeljezom. Pirenoidi su proteinske strukture smjestene u kloroplastima
mnogih fotosintetskih alga. Osim $to sluze kao vazna determinacijska karakteristika, oni su i
srediSta fiksacije 1 koncentracije ugljikovog dioksida zbog velikog sadrzaja enzima Rubisco.
Istrazivanjem grade pirenoida jednostanicne zelene alge Chlamydomonas reinhardtii
otkriveno je da se u pirenoidu i Skrobnom ovoju nalazi 99,59% ukupne koli¢ine enzima
Rubisco u stanici, Sto ukazuje na veliku vaznost pirenoida u fotosintezi (He i sur., 2003).
Degradacija pirenoida nakon tretmana S-metolaklorom 1 terbutilazinom, uz prekid izmjene
tvari s kloroplastom preko dva karakteristicna grupirana tilakoida upuduje na smanjenu
ucinkovitost fotosinteze (Slike 18, 191 22).

U biljaka i alga, vakuolizacija predstavlja jedan od mehanizama neutralizacije razli¢itih
ksenobiotika, ukljuc¢uju¢i herbicide. Vecina tih spojeva konjugira s GSH te se odredenim
mehanizmima transportira u vakuole u kojima se detoksificira (Martinoia i sur., 2000).
Istrazivanja detoksifikacije metolaklora dokazala su da se ovaj herbicid konjugiran s GSH
prenosi u vakuolu ATP-ovisnim nosiocima smjestenim u tonoplastu (Martinoia i sur., 1993).
Povecana vakuolizacija zamijecena je u vise od 30% stanica C. kessleri kod oba tretmana te
ukazuje na znacajne procese detoksifikacije. Sli€éne promjene u ultrastrukturi stanica prac¢ene
vakuolizacijom zabiljezene su kao rezultat izlaganja kulture alga Chlorella fusca

organometalnim spojevima prisutnim u industrijskim otpadnim vodama (Wong i sur., 1997)
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te u stanicama C. kessleri tretiranim organofosfornim herbicidom glifosatom (Romero i sur.,
2011).

Vecina fitoplanktonskih alga pokazuje dnevnu periodi¢nost u sintezi stani¢nih tvari kao i
uskladenost diobe stanice. To je posebno izrazeno kod alga koje rastu u aklimatiziranim
kulturama pri odredenom fotoperiodu i imaju sinkroniziranu diobu stanice u to¢no odredenom
dijelu dnevnog ciklusa. U uvjetima provedenog eksperimenta, optimalno vrijeme uzorkovanja
je bilo uskladeno prema fotoperiodu od 16 sati svjetlosti 1 8 sati tame (Preisig i Andersen,
2005). Za razliku od kontrolne kulture u kojoj su gotovo sve stanice zavrSile diobu, dioba
stanica tretiranih herbicidima bila je asinkrona, $to dokazuje pojava stanica u razli¢itim
fazama ciklusa (Slike 18 1 23). U kulturi tretiranoj S-metolaklorom, zamijeceni su 1 sporangiji
koji sadrze 3 spore u fazi otpustanja. To se razlikuje od uobicajenog parnog broja autospora
(stanica kceri) nastalih uzastopnim diobama (2-4-8-16 stanica) iz ishodiSne (maj¢inske)
stanice (Yamamoto i sur., 2005). Pojava nastanka manjeg broja autospora zabiljezena je kod
tretmana C. vulgaris triazinskim herbicidom terbutrinom (Rioboo 1 sur., 2009), Sto se
povezuje sa zaustavljanjem stani¢nog ciklusa u G1 fazi u kojoj stanice povecavaju volumen te
sintetiziraju RNA 1 proteine potrebne za mitozu. Ti metabolicki procesi ovisni su o energiji
proizvedenoj fotosintezom pa Rioboo i sur. (2009) ukazuju da je nemogucnost postizanja
kriti¢ne veli¢ine stanica potrebne za diobu citoplazme nakon mitoze i nastanak manjeg broja
spora moguce povezati s djelovanjem ovog herbicida na inhibiciju fotosinteze. Manji broj
autospora nakon tretmana S-metolaklorom (Slika 20) mogao bi ukazati da ovakvo djelovanje
na diobu stanice nije ogranic¢eno samo na herbicide inhibitore fotosinteze.

Terbutilazin je takoder uzrokovao asinkronu diobu stanica te je zabiljezen i nastanak uvecanih
sporangija, veli¢ine preko 14 pm (Slika 24). Neki autori smatraju da je pojava uvecanih
sporangija povezana s inhibicijom stani¢ne diobe i sprjeCavanjem nastanka autospora, kao i s
promjenama u propusnosti stanicnih membrana uzrokovanih oksidacijskim stresom nastalim

uslijed tretmana herbicidima (Romero i sur., 2011).

U okviru ovog istrazivanja prisutnost HNE-a inducirana tretmanom herbicidima prvi put je
dokazana u stanicama jednostani¢nih zelenih alga. Veéina procesa kojima se stvara ROS u
stanicama alga je spora pri normalnim uvjetima, medutim, razli¢iti ksenobiotici i1 toksicni
metali ih uvelike pospjeSuju. Unato¢ sloZenim antioksidativnim mehanizmima, povisene

koncentracije HNE-a utvrdene su prilikom tretmana s oba herbicida (Slika 29).
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Slika 29. Shematski prikaz nastanka reaktivnih kisikovih tvari i 4-hidroksi-2-nonenala u stanicama C.

kessleri nakon tretmana S-metolaklorom, terbutilazinom i H,O,, reakcije i antioksidativni mehanizmi.

Iako se HNE-u najces¢e pripisuju toksi¢ni ucinci, joS nije dovoljno poznato njegovo
djelovanje u prijenosu signala i prilagodbi stanica biljaka i1 alga na oksidacijski stres. Budu¢i
da zavr$ni produkti lipidne peroksidacije tvore relativno stabilne konjugate, moguce ih je
utvrditi 1 nakon smanjenja koncentracije toksikanata u vodi. Kako su Zivotinjske stanice
nesposobne metabolizirati viSe koncentracije HNE-a, moze se pretpostaviti da bi njegov
prijenos na viSe troficke razine mogao dovesti do nezeljenih posljedica. Alge imaju
sposobnost akumulacije razlicitih vrsta ksenobiotika 1 posjeduju cijeli spektar biomarkera koji
mogu sluziti za odredivanje utjecaja zagadivala 1 procjenu kakvoce vodenih ekosustava
(Torres i sur., 2008). Utvrdivanje prisutnosti reaktivnih aldehida u stanicama alga bi uz
standardne testove toksi¢nosti mogla biti pogodna metoda za procjenu onecis¢enja voda
spojevima kao S§to su pesticidi, boje na bazi metala i ostala zagadivala koja uzrokuju

oksidacijski stres.
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Alge predstavljaju osnovni izvor hrane za mnoge zooplanktonske vrste, li¢inaCke stadije
kukaca i rakova, mekuSce te pojedine vrste riba. Nutritivna vrijednost pojedine vrste alga
ovisi o razli¢itim karakteristikama, kao Sto su oblik, veliina, probavljivost i toksi¢nost.
Medutim, glavna odrednica kvalitete hrane koja se prenosi na ostale troficke razine
prehrambenih lanaca je njihov biokemijski sastav (masne kiseline, proteini, Seceri, minerali i
vitamini) te je potrebno pratiti njegove promjene kao i nastanak te bioakumulaciju toksi¢nih
metabolita pod utjecajem razli¢itih stresnih Cimbenika. Takva istrazivanja imaju veliku
vaznost jer upravo alge imaju veliku ulogu prilikom ulaska i prijenosa razlicitih vrsta
ksenobiotika u prehrambenim lancima vodenih ekosustava.

Rezultati ovog rada pomo¢i ¢e u daljnjim istrazivanjima bioloSkih posljedica zagadivanja
putem latentno prisutnih produkata lipidne peroksidacije u algama, temeljnim sastavnicama
prehrambenog lanca slatkovodnih biocenoza te pomo¢i u rasvijetljavanju uloge reaktivnih

aldehida u prilagodbi na stresne uvjete.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja moze se zakljuciti:

1. Herbicidi S-metolaklor i terbutilazin, kao 1 vodikov peroksid znacajno su utjecali na
stvaranje ROS-a u stanicama C. kessleri u razli¢itim fazama rasta.

2. U logaritamskoj fazi rasta, oba herbicida su smanjila prirast kulture C. kessleri. U
linearnoj fazi rasta, S-metolaklor je uzrokovao smanjenje, a terbutilazin povecanje
prirasta C. kessleri. Povecani prirast alga nakon tretmana terbutilazinom u linearnoj
fazi, kao i1 smanjenje koncentracije ROS-a ukazuje na prilagodbu stanica na stres.
H,0, je pri viSim koncentracijama uzrokovao znacajno smanjenje prirasta kultura u
obje faze rasta.

3. Koncentracija HNE-His konjugata povecavala se u stanicama C. kessleri s trajanjem
tretmana u obje faze rasta, Sto upucuje na progresiju lipidne peroksidacije u stanicama
alga. Nize koncentracije HNE-a utvrdene su i u netretiranim stanicama, §to ukazuje na
njegovu fiziolosku ulogu.

4. Enzimatski i neenzimatski antioksidacijski odgovor stanica C. kessleri u logaritamskoj
fazi nije bio ucinkovit pri viSim koncentracijama toksikanata, Sto je rezultiralo
lipidnom peroksidacijom.

5. U logaritamskoj fazi rasta S-metolaklor i terbutilazin, kao i H,O, uzrokovali su
znac¢ajno smanjenje koncentracije Chla i Chld. U linearnoj fazi, S-metolaklor nije
uzrokovao promjene u koncentraciji fotosintetskih pigmenata, dok je terbutilazin
utjecao na povecanje koncentracije Chla te smanjenje koncentracije Chlb.

6. NajvisSe koncentracije oba herbicida uzrokovale su promjene u ultrastrukturi stanica C.
kessleri. Doslo je do promjene u gradi kloroplasta i organizaciji tilakoidnog sustava,
smanjenja pirenoida 1 Skrobnog ovoja, odvajanja stanicne stijenke i povecane
vakuolizacije.

7. Prisutnost i akumulacija HNE-proteinskih konjugata prvi put je otkrivena u stanicama
jednostani¢nih zelenih alga u uvjetima oksidacijskog stresa izazvanog tretmanima
herbicidima 1 H,O,.

8. Alge izloZzene djelovanju herbicida akumuliraju HNE-His konjugate i predstavljaju

potencijalnu toksi¢nu opasnost u prehrambenim lancima vodenih ekosustava.
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9. Metoda otkrivanja HNE-modificiranih proteina u C. kessleri bi uz standardne testove
toksicnosti mogla indicirati na oneciS¢enje okoliSa spojevima koji uzrokuju
oksidacijski stres.

10. Chlorella kessleri moze posluziti kao eksperimentalni model za proucavanje
prilagodbe stanica na reaktivne aldehide nastale u uvjetima oksidacijskog stresa te

uloge samih reaktivnih aldehida u prilagodbi stanica na stresne uvjete.
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Jednostanicne zelene alge su Siroko rasprostranjene u vodenim ekosustavima, vrlo su
osjetljive na razliCite vrste toksikanata te brzo reagiraju. Kultura alga Chlorella kessleri Fott
et Novakova je u dvije faze rasta (logaritamskoj i linearnoj) izlozena djelovanju dvaju
herbicida, kloroacetanilida S-metolaklora i triazina terbutilazina te prooksidansa H,O,. Pra¢en
je utjecaj tretmana na stvaranje reaktivnih kisikovih tvari (ROS), koncentraciju fotosintetskih
pigmenata, antioksidacijski odgovor i ultrastrukturu stanica. Intenzitet lipidne peroksidacije
pracen je preko nastanka produkta oksidacije w-6 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina, 4-
hidroksi-2-nonenala (HNE), primjenom specificnih monoklonskih protutijela na HNE-
histidinske (HNE-His) konjugate. Toksikanti su znacajno utjecali na stvaranje ROS-a u
stanicama C. kessleri u razliitim fazama rasta §to je rezultiralo nastankom HNE-a te
promjenama u prirastu i koncentraciji klorofila a i klorofila . Povecani prirast alga nakon
tretmana terbutilazinom u linearnoj fazi, uz povecan sadrzaj HNE-a i smanjen sadrzaj ROS-a
ukazuju na prilagodbu stanica na stres. Sadrzaj HNE-His konjugata se povecavao s trajanjem
tretmana u obje faze rasta $to upucuje na progresiju lipidne peroksidacije u stanicama alga.
Lipidna peroksidacija ukazuje da djelovanje proucavanih antioksidacijskih enzima (katalaze,
askorbat-peroksidaze 1 glutation-reduktaze) te neenzimatskih antioksidansa (fenola,
askorbinske kiseline i1 karotenoida) nije bilo dovoljno ucinkovito pri vi§im koncentracijama
toksikanata u logaritamskoj fazi rasta. Nize koncentracije HNE-a utvrdene su i u netretiranim
stanicama, §to ukazuje na njegovu fiziolosku ulogu. Toksi¢ni utjecaj herbicida na C. kessleri
vidljiv je 1 kroz promjene u gradi kloroplasta, organizaciji tilakoidnog sustava, razgradnju
Skroba, smanjenje pirenoida i Skrobnog ovoja te odvajanja stanicne stijenke i1 povecanu
vakuolizaciju. Prisutnost i akumulacija HNE-proteinskih konjugata prvi put je otkrivena u
stanicama jednostanic¢nih zelenih alga, kao rezultat oksidacijskog stresa izazvanog tretmanima
herbicidima i1 H,O,. Iako se HNE-u najcesce pripisuju toksi¢ni ucinci, jo§ nije dovoljno
poznato njegovo djelovanje u prijenosu signala i prilagodbi biljnih i algalnih stanica na
oksidacijski stres. Kako su zivotinjske stanice nesposobne adekvatno metabolizirati HNE,
moze se pretpostaviti da bi njegov prijenos na trofickim razinama mogao predstavljati
potencijalnu toksi¢nu opasnost u prehrambenim lancima vodenih ekosustava. Ova metoda bi
uz standardne testove toksicnosti mogla indicirati na oneciS¢enje okoliSa spojevima koji
uzrokuju oksidacijski stres. Chlorella kessleri moze posluziti kao eksperimentalni model za
proucavanje prilagodbe stanica na reaktivne aldehide nastale u uvjetima oksidacijskog stresa

te njithovu ulogu u prilagodbi stanica na stresne uvjete.
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Unicellular green algae are widely distributed inhabiting different types of aquatic
environments. They are very sensitive to wide range of pollutants rapidly taking up and
responding to them. Two herbicides, chloroacetanilide S-metolachlor and triazine
terbuthylazine, as well as prooxidant H,O, were applied in order to study the response to
oxidative stress of Chlorella kessleri Fott et Novakova culture growing in two phases
(logarithmic and linear growth). The influence of these toxicants on reactive oxygen species
(ROS) production, photosynthetic pigment concentration, antioxidative response and algal
cell ultrastructure was monitored. Lipid peroxidation end-product 4-hydroxy-2-nonenal
(HNE) was detected using the antibody specific for the HNE-histidine (HNE-His) adducts.

The results obtained by this study demonstrate that toxicants applied to algae generate
intracellular ROS resulting in the production of HNE, inducing growth alterations and
changes in chlorophyll a and chlorophyll  content. Increased growth rate after terbuthylazine
treatment in linear phase of growth, followed by decreased ROS levels and higher HNE
content show adaptation of C. kessleri cells to oxidative stress. The amount of HNE-His
adducts increased by the end of the experiment in both growth phases indicating the
progression of lipid peroxidation. Lipid peroxidation detected in logarithmic phase of growth
indicates the limited effectiveness of measured enzymatic (catalase, ascorbat-peroxidase and
glutathione reductase) as well as non-enzymatic antioxidants (phenolics, ascorbic acid and
carotenoids). Low HNE concentrations were detected even in untreated, control C. kessleri
emphasising its physiological role in these organisms. Toxicity of these herbicides is also seen
through the changes in chloroplast structure and the organization of the thylakoid membrane
system, as well as through starch metabolism, decreased size of pyrenoid and its surrounding
starch sheet, cell wall separation and increased vacuolisation. Presence and accumulation of
HNE was detected for the first time in the cells of green unicellular algae, produced in the
conditions of herbicide and H,O,-induced oxidative stress. Though many deleterious effects
have been attributed HNE, its role in signaling and adaptation to stress in plants and algae,
remains to be fully characterized. As animal cells are incapable to adequately metabolize
HNE one could assume that algae intoxicated in this manner, in combination with HNE, could
also serve as a potential biohazard in aquatic food webs. As an addition to the standard
toxicity tests, the evaluation of HNE-protein adducts in C. kessleri might indicate
environmental pollution with oxidative stress-inducing compounds. C. kessleri can be used as

a model to further study cellular hormetic adaptation to oxidative stress-derived aldehydes.
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Rodena sam u Osijeku 5. listopada 1981. godine. Nakon zavrSenog srednjoskolskog
obrazovanja upisala sam studij biologije 1 kemije. Diplomirala sam 2006. godine te stekla
zvanje profesora biologije 1 kemije na Odjelu za biologiju Sveucilista J. J. Strossmayera u
Osijeku, gdje sam trenutno zaposlena kao asistent na Zavodu za ekologiju voda, Laboratoriju
za ekologiju alga. Sveucili$ni poslijediplomski interdisciplinarni doktorski studij Molekularne
bioznanosti Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku, SveuciliSta u Dubrovniku i Instituta
Ruder Boskovi¢ u Zagrebu upisala sam 2006. godine. Od 2008. godine suradnik sam na
projektu ,,Zastita voda Kopackog rita - ekoloSke interakcije Dunava i poplavnog podrucja“
(MZOS 285-0000000-2674) &iji je voditelj prof. dr. sc. Jasna Vidakovié.

U nastavnom radu sudjelujem u izvodenju vjezbi iz kolegija Preddiplomskog studija biologije
(Anatomija biljaka, Morfologija biljaka, Alge, gljive i liSajevi, Terenska nastava II i
Fitoplankton) te kolegija Ekologija kopnenih voda na Diplomskom znanstvenom studiju
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