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1. UVOD



1.1. Alelopatija

Pojam alelopatije se najcesce poistovjecuje sa Stetnim ucinkom jedne biljke na drugu
koji je postignut otpuStanjem sekundarnih metabolita u okoli§. Dakako, kroz povijest su
postojala razliita objasnjenja i poteskoce u razumijevanju alelopatskog procesa. lako je
koncept alelopatije bio poznat jos u razdoblju od prije dvije tisu¢e godina, sam naziv je nastao
relativno nedavno, tj. u prvoj polovici 20. stolje¢a. Za to je zasluzan ¢eSko-austrijski botanicar
Hans Molisch, nazivan i ,,ocem alelopatije. Korijen rije¢i alelopatija ima uporiste u rijeima
iz grckog jezika: allelon — uzajaman, jedan od drugoga, i pathos — patiti. Za Molischa je
alelopatija predstavljala iskljuc¢ivo faktor povezan s dominacijom te nije uzimao u obzir
mogucnost pozitivne uloge alelopatije u odrzavanju biljne raznovrsnosti. Takvo stajaliste 1
naziv koji je do danas ostao u uporabi moze zabunom izazvati kriva tumaéenja ove pojave.
Naime, poznato je da su alelopatske interakcije rijetko kada reciproc¢ne, kako sugerira korijen
rije¢i allelon, i nisu nuzno $tetne iako bi se to moglo zakljuciti po zavrSetku rije¢i — pathos.
Kako bi pogresna interpretacija bila svedena na najmanju razinu, od 1971. godine se u uporabu
uveo §iri pojam, alelokemikalije, koji pojednako obuhvaca i stimulatorne efekte. Medutim, ve¢
1984. godine je ponovno preispitan sam naziv, alelopatija, te ga je profesor E. L. Rice, jedan
od najistaknutijih znanstvenika u polju alelopatije nedvojbeno definirao kao bilo koji izravan
ili neizravan, Stetan ili koristan utjecaj jedne biljne vrste (uklju¢ujuéi i mikroorganizme) na

drugu proizvodnjom kemijskih sastavnica koje su se otpustile u okolis (Willis, 2007).

1.2. Alelokemikalije

Alelokemikalije su nenutritivni sekundarni metaboliti biljke te mogu biti razli¢ito
smjeSteni unutar biljnih organa, npr. u sjemenkama, cvijetu, peludi, listovima, stabljici i
korijenu (ne nuzno u svemu navedenom). U preglednom znanstvenom radu Zeman i suradnika
(2011), opisana su ¢etiri nacina oslobadanja alelokemikalija iz biljke. Na slici 1 prikazani su
nacini otpuStanja alelokemikalija u okoli§. Kao prvi nacin je navedeno oslobadanje u obliku
plinova iz liS¢a te se najces¢e odvija u suhim uvjetima, a biljke akceptori ih apsorbiraju i1z
atmosfere. Drugi je nacin ispiranje sa stabljike ili lis¢a za vrijeme padalina (rose, magle, kise i
snijega) 1 apsorpcija putem korijena. Treé¢i nacin se odnosi na izlucivanje iz korijena, a druge
ih biljke upijaju takoder putem korijena. Cetvrti je na¢in putem razgradnje biljnih ostataka, pri
¢emu alelokemikalije dospijevaju u rizosferu nakon odumiranja i raspadanja lis¢a ili drugih

organa.
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Slika 1. Moguc¢i putevi otpustanja alelokemikalija u okolis (preuzeto iz: Albuquerque i

sur., 2011. i prilagodeno).

Alelopatske sastavnice su prilikom otpustanja iz biljke podlozne nekim metaboli¢kim
ili okolisnim promjenama u kemijskoj strukturi nakon ¢ega su bioloski aktivne. U knjizi
,ZAllelopathy in Sustainable Agriculture and Forestry* autor Haig (2008) daje pregled razli¢itih
podskupina alelokemikalija na temelju njihove kemijske strukture. Nabrojane su i opisane

kategorije:

1) Glukozinolata

2) Fenola

3) Terpenoida

4) Alkaloida

5) Hidroksamskih kiselina — benzoksazinoida (DIMBOA i DIBOA)
6) Flavanoida, kinona, poliacetilena i ostalih.

1.3. Impatiens glandulifera Royle - Zljezdasti nedirak

Impatiens glandulifera Royle (hrv. Zljezdasti nedirak) je invazivna biljna vrsta koja

podrijetlo vuce s himalajskog podrucja te je prvotno u Europu stigla kao ukrasno bilje. Prvi



spomeni Zljezdastog nedirka na tlu Hrvatske datiraju iz 1968. godine kada je opisana kao dio
flore uz rijeku Savu i okolicu grada Zagreba (Markovi¢, 1970.). Nakon tog literaturnog navoda,
uslijedili su i brojni drugi te tako potvrdili rasirenost zljezdastog nedirka na nasem teritoriju

(slika 2).

Slika 2. Rasprostranjenost vrste I. glandulifera Royle u Hrvatskoj (preuzeto iz:

www.hirc.botanic.hr).

Prema taksonomskoj podjeli, vrsta I. glandulifera pripada redu Ericales (hrv. vrjesolike)
koji sadrzi 25 porodica s 346 rodova i 11 500 vrsta. Veliki red Ericales se odlikuje unilakularnim
nodijama, pentamernim 1 pentaciklickim cvjetovima, fitokemijskim osobinama (tanini, elagicka
kiselina, hidrokinoni) i dr. Zanimljiv je podatak da se cvjetovi koji pripadaju ovom redu mogu

ucestalo nac¢i medu fosilima od prije skoro 50 milijuna godina (Nikoli¢, 2013).

Nadalje, Zljezdasti nedirak se svrstava u biljnu porodicu Balsaminaceae (hrv.
neticaljke), koja sadrzi svega dva roda: Hydrocera (monotip) i Impatiens. Nedirak (Impatiens)
je rod s priblizno 850 vrsta pretezito tropskih jednogodisnjih ili trajnih zeljastih biljaka. Imaju
jednostavne listove i dvospolne, jednosimetriéne (zigomorfne) cvjetove s ¢aSkom, koju ¢ini 3
do 5 ve¢inom Zivo obojenih lapova, 1 vjenci¢em s 5 latica, od kojih su po dvije boc¢ne
medusobno srasle. Gornji lap ¢aske produljen je u ostrugu. Prasnika je 5, a plodnica je nadrasla.
Plod je duguljast tobolac koji se, osobito na dodir (otuda ime), naglo i elasti¢no otvara, pa

sjemenke lete na sve strane - samorasprostranjivanje (,,nedirak*).



Zljezdasti nedirak je velika i snaZna jednogodisnja zeljasta biljka (teofit), koja
uobicajeno naraste 1-2,5 m (slika 3). Stabljika je debela, glatka, jednostavna ili ponekad
razgranjena. Primarni je korijen do 15 cm dubok, pra¢en obilnim adventivnim korijenjem iz
donjih nodija biljke. Listovi su nasuprotni ili po 3 u prsljenu, sulicasta do elipti¢na oblika, dugi
5-18 cm, $iroki 2,5-7 cm, glatki. Baza lista je klinasta i kratko se spusta niz peteljku, vrh je
usiljen, rub je pilast, sa svake strane po (18-)25-50 Siljastih zubaca i Zljezdast pri bazi (slika 4).
Po (3-)5-12 cvjetova skupljeno je u grozdaste cvatove koji se razvijaju u pazuscima listova.
Cvjetovi su vizualno atraktivni, nepravilni, veliki 2,5-4 cm, purpurnoruzicasti, rijetko bijeli, s
obilnom proizvodnjom nektara. Ocvijece je gradeno od 3 lapa i 5 latica. Od 3 lapa najnizi je
velik, nalik latici i vreéast, dimenzija 12-20 x 9-17 mm. Naglo se suzuje U ravnu ostrugu dugu
2-5(-7) mm. Bo¢ni su lapovi manji, okruglasti i najcesce zeleni. Od 5 latica gornja je najveca,
dok su 4 donje srasle u po dva bo¢na para kojima su ostala slobodna samo dva gornja reznja, a
sve zajedno oblikom podsjeca na kacigu. Pet slobodnih prasnika alternira s laticama. Nadrasla
plodnica gradena je od 5 medusobno sraslih plodnih listova. Cvjeta u srpnju i kolovozu, a
oprasuje se kukcima, osobito pcelama i bumbarima. Plod je kijacasti tobolac, dug 1,5-3 cm,
glatke povrsine u kojem nastaje do 16 sjemenki, ukupno i do 4000 po jedinci. Gusta populacija
s 1 m? moze proizvesti i do 32 000 sjemenki. Tobolci se otvaraju eksplozivno i raspriuju
sjemenke i do 7 m udaljenosti od mati¢ne biljke, a iste se dobro rasprostiru i vodenim tokovima

(Nikolié i sur., 2014).

Vrsta |. glandulifera uspijeva u umjerenim klimatskim podru¢jima, s visokom
relativnom i izmjenjivom vlazno$¢u. Ne tolerira manjak vode te za susnih razdoblja brzo ugiba.
Vrlo je osjetljiva na proljetne i jesenje mrazove. Uspijeva u poluzasjenjenim do potpuno
osuncanim stani§tima te tolerira Sirok raspon tipova tala. Brzo se §iri zbog velike produkcije
sjemenki i uspjeSnog mehanizma rasprostranjivanja vodenim tokovima i nenamjerno

antropohorno (transport tla, otpada i sl.).



Slika 3. Zljezdasti nedirak, Impatiens glandulifera Royle, Balsaminaceae (slikao: D.

HruSevar).

Slika 4. List zljezdastog nedirka koji je koriSten u eksperimentu za izradu ekstrakta

(slikao: D. Hrusevar).



1.4. Oksidacijski stres u biljaka

Stres je svako stanje bioloSkog sustava koje odstupa od optimuma, te se u biljnom
svijetu definira kao rezultat djelovanja bilo kojeg abiotskog i/ili biotskog Cimbenika koji
nepovoljno utjece na rast i razvoj biljaka. Biljke su izloZzene mnogim oblicima stresa iz okoliSa

¢iji intenzitet mogu tolerirati. No kad je taj prag stresa prekoracen, biljke ¢e trpjeti stres, a ako

je on dovoljno snazan, biljka moze umrijeti. Okoli$ni abiotski ¢imbenici su klasificirani kao:

1) klimatski ¢imbenici: svjetlost, temperatura, vlaznost i zrak

2) edafski ¢imbenici: fizikalna, kemijska i bioloska svojstva tla, mati¢ne stijene i
mati¢nog supstrata tla

3) orografski ili fiziografski ¢imbenici: svojstva reljefa (nadmorska visina, nagib

terena, ekspozicija, razvedenost reljefa i dr.).

Okolisne biotske ¢imbenice predstavljaju organizmi (biljke, zivotinje, mikroorganizmi, ljudi)
te odnosi medu njima, npr. alelopatski odnosi biljaka (kompeticija), ispasa (Zivotinje), bolesti
(patogeni), umjetna gnojidba i zastita od bolesti (antropogeni ucinak). Poznato je puno primjera
alelopatskih odnosa, iako je joS uvijek nedovoljno poznat mehanizam sinteze i djelovanja
ve¢ine kemijskih tvari koje sudjeluju u alelopatskim odnosima. Postoji klasifikacija

alelokemikalija na:

e antibiotike — inhibitori u meduodnosima mikroorganizama
e fitoncide — izlu¢evine visih biljaka koje djeluju na mikroorganizme
e marazmine — izdvajaju ih mikroorganzmi i djeluju na vise biljke
e Kkoline — kemijski inhibitori visih biljaka koji djeluju na vise biljke
Medusobni utjecaj biljaka putem izlu¢ivanja navedenih tvari moze biti izrazen kroz

stimulaciju, inhibiciju i letalno djelovanje (Vukadinovi¢ i sur., 2014).

1.4.1. Reaktivni kisikovi spojevi (ROS-ovi)

Oksidacijski stres je kemijski i fizioloski kompleksan fenomen, a nastaje kao rezultat
pretjeranog stvaranja i akumulacije molekula koje sadrze aktivirani kisik, odakle i naziv
reaktivni kisikovi spojevi (ROS, eng. reactive oxygen species). ROS-ovi se zajedno s
reaktivnim dusikovim i ugljikovim spojevima ubrajaju u slobodne radikale, a pod tim se
pojmom podrazumijevaju sve kemijske vrste koje postoje samostalno i sadrze jedan ili viSe

nesparenih elektrona u vanjskoj ljusci. Vazno je napomenuti da svi ROS-ovi nisu ujedno i



slobodni radikali (npr. H20.), iako djeluju jednako na stani¢ne komponente, oksidirajuci ih i

promovirajuci oksidacijski stres (Demidchik, 2014).

ROS-ovi se aktivno stvaraju kao signalne molekule u: procesima programirane stani¢ne
smrti, odgovoru na abiotski stres, obrani od patogena, sistemskoj signalizaciji i dr. Jo$ jedan
nacin stvaranja ROS-ova, a koji se kontinuirano odvija, je u obliku toksi¢nih nusprodukata
aerobnog metabolizma biljaka te se kao takvi brzo uklanjaju pomocu razli¢itih enzimskih i
neenzimskih stani¢nih mehanizama. Atmosferski molekularni kisik nije toksi¢an za aerobne
organizme i nije kemijski aktivan, iako ima dva nesparena elektrona u vanjskoj ljusci (-O-O-).
Vecu reaktivnost molekularni kisik moze posti¢i na dva nacina: (i) apsorpcijom energije ¢ime
prelazi iz tripleta u singlet kisika (O—0O:), gdje dva nesparena elektrona imaju suprotne spinove
te su zbog toga aktivniji, i (ii) monovalentnom redukcijom gdje iz molekularnog kisika nastaje
voda (Pandhair i Sekhon, 2006). Na slici 5 je prikaz redukcije molekularnog kisika do vode
gdje u medukoracima rekacije nastaju ROS-ovi: superoksid radikal (-O-0O:), vodikov peroksid
(H20>) i hidroksil radikal (H:O-). Za ovaj proces potpune redukcije, molekula kisika je trebala
primiti Cetiri elektrona (¢).

02 2 ‘0-0: 2 H:0-0O:H 2 H:0- 2 H0

superoksid vodikov hidroksil
radikal peroksid radikal

Slika 5. Prikaz nastajanja ROS-ova prilikom redukcije molekularnog kisika.

Izvori proizvodnje ROS-ova se ne nalaze samo na kloroplastima (fotosinteza),
mitohondrijima (oksidativna fosforilacija) i peroksisomima (glioksilatni ciklus) gdje se odvijaju
metabolicke reakcije, ve¢ se ROS-ovi mogu sintetizirati i na enzimatski na¢in NADPH
oksidazama i peroksidazama (odgovor na patogene i okoli$ne stresne ¢imbenike). Poveéano
stvaranje ROS-ova tijekom izloZenosti biljke stresnim ¢imbenicima predstavlja prijetnju
normalnom rastu i razvoju stanica, ali je jednako tako i signal za aktivaciju obrambenih
mehanizama biljke (Mittler, 2002).

1.4.2. Lipidna peroksidacija

Povisene razine ROS-ova mogu izazvati oSte¢enja na biomolekulama poput lipida,
proteina i DNA. Takve reakcije mogu utjecati na promjenu intrinzi¢nih svojstava membrane,
npr. fluidnosti, transporta iona, gubitka enzimske aktivnosti, inhibicije sinteze proteina,

oSte¢enja DNA te naposljetku stani¢ne smrti. Povecana peroksidacija (degradacija) lipida je



opazena kod biljaka koje su se razvijale u stresnim okoliSnim uvjetima. Rast lipidne
peroksidacije korelira s rastom koncentracije ROS-ova u stanici. Malondialdehid (MDA)
predstavlja krajnji produkt peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima te se
smatra odgovornim za oSteCenje stani¢ne membrane. Svega jedan hidroksilni radikal moze
sudjelovati u peroksidaciji brojnih nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA, eng. polyunsaturated
fatty acids) jer su reakcije ukljucene u taj proces dio ciklickih lan¢anih reakcija.

Prva faza lipidne peroksidacije se naziva inicijacijom i u njoj nastaju radikali masnih
kiselina. Tako nastali uglji¢ni radikali su vrlo reaktivni, tvore konjugirane diene te prelaze u
fazu propagacije. U toj drugoj fazi, uglji¢ni radikal reagira s molekulskim kisikom i dolazi do
stvaranja peroksil radikala. Razgradnjom lipidnih hidroperoksida (PUFA-OOH) se stvaraju i
nakupljaju lipidni alkoksi radikali, aldehidi (MDA, akrolein), alkani, lipidni epoksidi i alkoholi
(Sharma i sur., 2012). MDA ubrajamo u kratkolancane produkte finalne faze lipidne
peroksidacije te su kao takvi reaktivni, ali stabilniji od ROS-ova. MDA se smatra pouzdanim
markerom kod odredivanja lipidne peroksidacije jer se jednostavno dokazuje reakcijom s

tiobarbituratnom kiselinom.

1.4.3. Obrambeni sustav biljaka u oksidacijskom stresu

Sesilni nacin Zivota je zahtijevao od biljaka Sto fleksibilniju prilagodbu na postojece
okolisne ¢imbenike. Biljke posjeduju kompleksan antioksidacijski, obrambeni sustav koji se
sastoji od antioksidacijskih enzima i neenzimskih antioksidansa koji uklanjaju postoje¢e ROS-
ove. Sve stanice eukariotskih organizama sadrze snazne antioksidacijske enzime koje mozemo
podijeliti na tri vece skupine: superoksid-dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i peroksidaze (PX).
Superoksid-dismutaza je enzim koji katalizira raspad superoksidnog radikala na molekulski
Kisik i vodu, a najzastupljeniji izoenzimi u biljnih vrsta su Mn-SOD, Cu/Zn-SOD i Fe-SOD.
Enzimi CAT i PX su zasluzni za uklanjanje vodikovog peroksida (Sies, 1997). Neenzimski
antioksidacijski obrambeni sustav se sastoji od niskomolekularnih komponenti, kao $to su
askorbatna kiselina i glutation koji su aktivni u vodenoj fazi, dok su lipofilniji antioksidansi
(npr. a-tokoferol i B-karoten) aktivniji u membranama. Osim prethodno navedenih skupina, u
neenzimske antioksidanse ubrajamo jos i fenole (flavanoide) i prolin. Razine ovih antioksidansa
su poviSene tijekom borbe s velikom koli¢inom novonastalih ROS-ova uslijed raznih stresova
(Waskiewicz i sur., 2014).



1.4.3.1. Glutation (GSH)

Glutation je tripeptid (y-glutamil-cisteinil-glicin) koji se pretezno javlja u reduciranom
obliku (GSH), a pod nekim fizioloskim okolnostima prelazi u oksidirani oblik (GSSG).
Izopeptidna veza izmedu amino grupe cisteina i y-karboksilne skupine glutaminske kiseline
odreduje sposobnost visoke rezistencije tripeptida na enzimsku aktivnost, dok tiolna skupina
utjece na reaktivnost glutationa (slika 6). Enzim y-glutamiltransferaza (GGT) ima sposobnost

hidrolize y-glu-cys veze, ¢ime nastaje cisteinil-glicin kojeg razlazu druge peptidaze.

| Visoka rezistencija na enzime

Glutamat (Glu) 0

V4
HODC—TH—CHQ—CHz—CHz*—C /o
NH, NH—CH—C/I

| . Glicin (Gly)

{|:|-|2 NH—CH,—COOH

Visoka reaktivnost ————p SH

Cistein (Cys)

Slika 6. Kemijska struktura glutationa.

Biosinteza glutationa zapoc€inje formiranjem vy-glutamil-cisteina $to je Kkatalizirano v-
glutamilcistein sintetazom te je reakcija ovisna 0 ATP-u kao izvoru energije. U sljedeCem
koraku se formira veza izmedu y-glutamil-cisteina i glicina uz enzim glutation sintetazu.

Tiolna skupina (-SH) u molekuli glutationa ima reducirajuc¢a i nukleofilna svojstva te
uslijed reakcije sa slobodnim radikalima moze oksidirati:

2 GSH > GSSG + 2H" + 2¢

Osim neenzimske oksidacije, moguéa je i enzimska reakcija koja je katalizirana

glutation peroksidazom uz prisutnost H2O> i organskih peroksida.

H202, GPx
2 GSH — GSSG

Razina GSH, za razliku od drugih stanic¢nih tiola, je vrlo visoka te se akumulira u
milimolarnim koncentracijama, a najviSe razine su pronadene u kloroplastima. Osim u
kloroplastu, glutation je lokaliziran i u citosolu, endoplazmatskom retikulumu, vakuolama,
mitohondrijima, peroksisomima i apoplastu. Prije odredivanja koncentracije slobodnog
glutationa, proteini moraju biti istaloZeni koristenjem neke jake kiseline, poput sulfosalicilne,
perklorne ili trikloroctene. Nakon centrifugiranja otopina sadrzi slobodni glutation bez proteina

te se takvi uzorci mogu Kkoristiti za daljnja mjerenja: fluorometriju, spektrofotometriju ili HPLC
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metodu. Vecina metoda se bazira na produktima koji nastaju prilikom derivatizacije
glutatationa. U takvim analitiCkim meodama se koriste kolorimetrijski reagensi, npr. Ellmanov
reagens i Sangerov reagens. Glutation je klju¢ni faktor u odrzavanju stani¢ne redoks

homeostaze i borbe protiv abiotskih i biotskih stresova (Waskiewicz i sur., 2014).

1.4.3.2. Flavonoidi - antocijanini

U slozenu grupu spojeva fenola i polifenola se ubrajaju flavonoidi Kkoji su
najzastupljeniji u listovima i reproduktivnim organima biljaka gdje su locirani ve¢inom u
vakuoli i apoplastu. Zbog fenolne -OH skupine koju posjeduju, u in vitro uvjetima mogu
pokazat u¢inkovitiju antioksidacijsku aktivnost od primjerice askorbata ili tokoferola. Zato ne
iznenaduje Cinjenica da one biljke koje sadrze visoku koncentraciju flavonoida (npr.
antocijanina) ujedno imaju i veci antioksidacijski kapacitet. Flavonoidi se mogu ponasati kao
proton ili elektron donori, stoga sudjeluju u uklanjanju vodikovog peroksida te ujedno mogu
kelirati metale (Sz6116si R., 2014).

Antocijanini pripadaju skupini vodotopljivih biljnih pigmenata koji mogu biti crvene,
ljubicaste ili plave boje ovisno o pH koji je prisutan u mikrookruzenju. Kemijska struktura
antocijanina sadrzi uz aglikonski dio (antocijanidinski) i Se¢ernu skupinu, a Cesto moze
sadrzavati i acilnu skupinu. Antocijanini se smatraju u¢inkovitim antioksidansima koji mogu

inhibirati autooksidaciju masnih kiselina.
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Invazivne biljke pripadaju alohtonoj flori (uneSene, strane, pridosle; eng. allochthonous)
koja ima izrazitu sposobnost razmnozavanja u podru¢jima udaljenim od mjesta roditeljskih
biljaka §to je esto praéeno brzim Sirenjem i brojnim jedinkama. Zljezdasti nedirak, Impatiens
glandulifera Royle, Balsaminaceae, potjeCe iz podru¢ja Himalaje, sjevernog Pakistana,
sjeverne Indije i Nepala. Naturaliziran je u mnogim zemljama Europe gdje se nekad uzgajao
kao ukrasna i medonosna biljka, a danas predstavlja invazivni korov. Uspjesan je u kompeticiji
sa zaviCajnim biljkama za prostor, opraSivace, sun¢evu svjetlost i nutrijente (Nikoli¢ i sur.,
2014). Utjecaj na smanjivanje bioloske raznolikosti je dodatno poja¢an negativnim
alelopatskim ucinkom vrste I. glandulifera na druge biljke. Naime, poznato je da vrste roda
Impatiens sadrze razne naftokinone koji se smatraju fenolnim sastavnicama s potencijalnim
antimikrobnim i alelopatskim osobinama. U znanstvenom radu Vrchotova i suradnika (2011)
pokazano je da vrsta I. glandulifera ima visok sadrzaj naftokinina u usporedbi s ostalim vrstama
iz iste porodice nadenim u Europi te je ujedno opisan snazan fitotoksi¢ni u¢inak na germinaciju
sjemenki bijele gorusice, Sinapis alba L., Brassicaceae. Takoder, brojne studije podupiru tezu
da biljke izlozene djelovanju alelokemikalija po€inju poveéano stvarati ROS-ove, odnosno

induciran je oksidativni stres u stanicama (Gniazdowska i sur., 2015).

Ovaj diplomski rad se temelji na pretpostavci da ¢e modelni organizam uslijed
izloZenosti alelokemikalijama prisutnim u ekstraktu vrste 1. glandulifera zapoceti s
hiperprodukcijom ROS-ova, odnosno da ¢e alelokemikalije prisutne u ekstraktu vrste I.
glandulifera u modelnom organizmu izazvati pojavu oksidacijskog stresa. Povecana razina
oksidacijskog stresa u biljnome tkivu moze uzrokovati promjene u razini biokemijskih
parametara oksidacijskog stresa, a koje se mogu pratiti mjerenjem sadrzaja GSH, antocijanina
i MDA.

Za ispitivanje alelopatskog ucinka vrste I. glandulifera u ovome je istrazivanju kao
modelni organizam odabrana bijela gorusica, S. alba. Istrazivanje je provedeno tako da je prvo
pripremljen metanolni ekstrakt lista vrste I. glandulifera, s kojim su u tri razli¢ite doze (1,5 ml,
3 mli 6 ml) tijekom tri dana bile tretirane sjemenke vrste S. alba, a u istrazivanje je ukljucena
i skupina izloZena destiliranoj vodi (negativna kontrola) i otopini Cu.SO4 (pozitivna kontrola).
Kako bi se ustvrdio fitotoksi¢ni u¢inak metanolnog ekstrakta vrste . glandulifera, nakon
tretmana odvagana je masa svjezeg tkiva klijanaca. Parametri oksidacijskog stresa (kao
mogucéeg mehanizma fitotoksi¢nog ucinka) izmjereni su spektrofotometrijski u homogenatu
biljnog tkiva klijanaca. Antioksidacijski ucinak odreden je mjerenjem sadrzaja GSH i

antocijanina, a kao pokazatelj lipidne peroksidacije izmjeren je sadrzaj MDA.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije
Za pripremu otopina za tretman sjemenki bijele gorusice (S. alba) upotrijebljene su

sliedeée kemikalije:

metanol (Lach-Ner, Neratovice, Ceska),
bakrov (1) sulfat CuSOs4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska),

deionizirana voda.

Za pripremu homogenata biljnog tkiva bijele gorusice upotrijebljena je:

trikloroctena kiselina, TCA (Kemika, Zagreb, Hrvatska).

Za odredivanje sadrzaja GSH u homogenatu biljnog tkiva bijele gorusice upotrijebljeni

5,5'-ditiol-(2-nitrobenzojeva kiselina), DTNB (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD),
kalijev dihidrogenfosfat, KH2PO (Lach-Ner, Neratovice, Ceska),

kalijev hidrogenfosfat, K;HPO4 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska),
etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD).

Za odredivanje sadrzaja antocijanina u _homogenatu biljnog tkiva bijele goruSice

upotrijebljeni su:

kalij-kloridni pufer pH 1 (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
natrij-acetatni pufer pH 4,5 (Kemika, Zagreb, Hrvatska).

Za odredivanije sadrzaja MDA u homogenatu biljnog tkiva bijele gorusice upotrijebljena

2-tiobarbituratna kiselina, TBA (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD).

Sve koriStene kemikalije bile su pro analysi Cisto¢e. Za pripremu otopina koristena je

destilirana voda.

3.1.2. Oprema

U istrazivanju je koriStena sljede¢a oprema:

mikropipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka),
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* UV-VIS spektrofotometar T70 (PG Instruments Ltd, Lutterworth, UK),

* mijesalica, Vortex-Heidolph model REAX top (Heidolph Instruments, Schwabach,
Njemacka),

« centrifuga, Frontier 5706 (Ohaus, Greifensee, Svicarska),

* precizna analiticka vaga PB303 Delta Range (Mettler Toledo, Columbus, SAD),

» termostat, TMA (Termo-medicinski aparati, Dugo selo, Hrvatska),

» kiveta, Open-top UV-quartz cell (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD),

* pH metar, HI 9025 (Hanna instruments,Woonsocket, SAD).

Navedeni uredaji nalaze se na Zavodu za Farmaceutsku botaniku Sveugilista u Zagrebu

Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

3.1.3. Biljni model

U ovome ispitivanju kao modelni organizam koriStena je biljka bijela gorusica, Sinapis
alba L. iz porodice Brassicaceae (slika 7). Bijela gorusica je jednogodisnja zeljasta biljka koja
potjece iz podru¢ja Sredozemlja. MozZe se uzgajati, ali se nalazi i samonikla jer je klijavost
sjemena vrlo uspjesna na razli¢itim vrstama tla (Grli¢, 1990). Otporna je na niske temperature
iako preferira toplija i suncanija podruc¢ja. Prednost ove biljne vrste je brzo klijanje na podlozi
za §to joj je potrebno svega par dana (3-4 dana). To je razlog zbog ¢ega Se u ovome istrazivanju
koristila kao modelna biljna vrsta, to¢nije vrsta na kojoj su vrSena ispitivanja alelopatskog

ucinka invazivne biljne vrste.

Sjemenke bijele gorusice koristene u ovom istrazivanju nabavljene su iz sjemenare

Botanickog vrta ljekovitog bilja ,,Fran Kusan” Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

g

Slika 7. Klijanac bijele gorusice (S. alba) (slikala: K. Zeli¢).
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3.2. Metode

3.2.1. Bioloski pokus — germinacija

3.2.1.1. Priprema otopina

Kako bi se ispitao uéinak Zljezdastog nedirka na germinaciju (klijavost) i promjenu
biokemijskih parametara klijanaca modelnog organizma (bijela gorusica) pripremljen je
metanolni ekstrakt zljezdastog nedirka. Metanolni ekstrakt zljezdastog nedirka (I. glandulifera)
prireden je ekstrakcijom iz 3,5 g suhe tvari u 100 ml metanola.

Kao pozitivna kontrola u ovome pokusu koristena je otopina 0,02 M CuSOs4. 0,02 M
otopina CuSQg pripremljena je tako da je odvagano 0,5 g CuSQOg te kvantitativno preneseno u

odmjernu tikvicu od 100 ml koja je nadopunjena destiliranom vodom do oznake.

3.2.1.2. Provodenje bioloskog pokusa

Filtar papir u Petrijevim zdjelicama je impregniran s tri razliite doze priredenog
ekstrakta zljezdastog nedirka (1,5 ml; 3 ml i 6 ml). U pokus je ukljucena negativna kontrola
(filtar papir impregniran s deioniziranom vodom) i pozitivna kontrola (impregnacija s 0,02 M
CuSO04). Na klijanje je postavljeno u jednoj Petrijevoj zdjelici po 25 sjemenki bijele gorusice
(S. alba) i ostavljeno na tamnom mjestu tri dana. Pokusi su provedeni u triplikatu kako je i

vidljivo na slici 8.

Slika 8. Sjemenke bijele gorusice (S. alba) na pocetku pokusa klijanja (slikali: I. Duka
i1 T. Vilovi¢).

Tri dana nakon postavljenog pokusa Kklijanja odvagana je masa svjezeg tkiva te su
klijanci u oznacenim vre¢icama pohranjeni na -20 °C do biokemijskih analiza. Slika 9 prikazuje

klijance S. alba nakon tri dana klijanja.
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Slika 9. Sjemenke bijele gorusice (S. alba) nakon 3 dana pokusa klijanja (slikali: I.
Duka i T. Vilovi¢).

3.2.1.3. Priprema homogenata tkiva za mjerenje biokemijskih parametara

Na analiti¢koj vagi je odvagana masa od 10 g TCA te kvantitativno prenesena u
odmjernu tikvicu od 200 ml i nadopunjena s destiliranom vodom do oznake. Na taj nacin je
dobiveno 200 ml 5 % TCA.

Homogenat biljnog tkiva bijele gorusice pripremljen je s 5 % TCA. Homogenat je
pripremljen tako $to je odvagano 100 mg biljnog tkiva te homogenizirano u 0,5 ml 5% TCA.
To je ucinjeno mehanicki koristeéi se tu¢kom u tarioniku. U tako pripremljenom homogenatu
klijanaca vrste S. alba odreden je sadrzaj biokemijskih parametara (GSH, antocijanina i MDA)

pomocu UV-VIS spektrofotometra.

3.2.2. Metoda odredivanja GSH

3.2.2.1. Princip metode

Za odredivanje pokazatelja antioksidacijskog statusa u homogenatu klijanaca vrste S.
alba nakon tretmana s ekstraktom vrste I. glandulifera koristena je reakcija s Ellmanovim
reagensom (5,5’-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina, DTNB) prema metodi Ellman (1959).
Reakcijom izmedu tiolne skupine GSH i ostalih neproteinskih tiola s DTNB reagensom nastaju
2-nitro-5-merkaptobenzojeva kiselina (TNB) i mijesani disulfidi (slika 10). Pri blago alkalnim
uvjetima TNB prelazi u ionizirani oblik TNB? koji je zuto obojan. Intenzitet obojenja nastalog
produkta mjeri se spektrofotometrijski na valnoj duljini od 412 nm. Sadrzaj neproteinskih tiola

moze se odrediti pomoéu apsorpcijskog koeficijenta koji iznosi 14150 Mt cm™,
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Slika 10. Reakcija DTNB i tiolne skupine te stvaranje zuto obojenog produkta TNB*
(preuzeto iz: Rudyk i Eaton, 2014. i prilagodeno).

3.2.2.2. Priprema otopina za odredivanje GSH
Priprema 1 M Kkalij-fosfatnog pufera pH 7.4

Za izradu kalij-fosfatnog pufera koristeni su KH2PO4 i KaHPOg4. Prvo je bilo potrebno
izraCunati njihove molarne mase (M) iz periodnog sustava elemenata (PSE) te uz pomo¢
formule za mnozinu tvari (n = m /M ; n-mnozina tvari, m-masa tvari, M-molarna masa) dobiti
masu tvari potrebnu za pripremu 1 M otopine. Prema izracunu je na preciznoj analitickoj vagi
za pripremu 1 M KH2PO4 odvagano 13,609 g KH2POs i prenijeto u odmjernu tikvicu od 100
ml te nadopunjeno s destiliranom vodom do oznake. 1 M otopina K2HPOQ4 je pripremljena tako
da je prethodno odvagano 17,418 g uzorka §to je vrijednost dobivena prema formuli za mnozinu
tvari. Ta kolicina tvari je kvantitativno prenesena u odmjernu tikvicu od 100 ml i nadopunjena

destiliranom vodom.

Za dobivanje puferske otopine trazenog pH bilo je potrebno pomijesati 1 M otopine
KH2PO4 i KoHPO4 uz pomo¢ pH metra kako bi §to preciznije bio postignut trazeni pH 7,4.
Kalij-fosfatni pufer je medij koriSten za izvodenje pokusa te otapalo. U pripremljenu otopinu
pufera dodano je i 0,0037 g etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) potrebno da bi molaritet
EDTA u otopini iznosio 0,1 mM. Primarna uloga EDTA je keliranje metala i na taj nacin
posljedi¢no sprjecavanje autooksidacije GSH u uzorku. Potrebna masa EDTA je izraCunata
prema istoj formuli za mnozinu tvari te je na analitickoj vagi izvagana i dodana u otopinu 100

ml 1 M kalij-fosfatnog pufera pH 7,4.
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Priprema 1 mM otopine DTNB-a

Za pripremu 1 mM otopine DTNB prema izracunu treba izvagati 0,00396 g tvari.
Umjesto toga, pripremljena je 10 mM otopina jer je na taj nacin povecana preciznost odvage
koja je u tom slucaju iznosila 0,0396 g DTNB. Ta odvaga je kvantitativno prenijeta u odmjernu
tikvicu od 10 ml i do oznake nadopunjena otopinom 1 M kalij-fosfatnog pufera pH 7,4.
Dobivena otopina je razrijedena 10 puta kako bi se dobila 1 mM otopina DTNB-a. Ova otopina

sluzi kao reagens u reakciji dokazivanja GSH.

3.2.2.3. Postupak

Homogenizirano biljno tkivo, kako je prethodno opisano (3.2.1.3.), je centrifugirano (10
minuta, 7000 RPM). Nakon centrifugiranja se 100 ul supernatanta homogenata pomijesa s 900
ul Ellmanovog reagensa. U pokusu je koriStena slijepa proba reagensa koja sadrzi 100 pl 5 %
TCA 1900 pl Ellmanovog reagensa. Tako pripremljeni uzorci inkubirani su 15 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije uzorci su prebaceni u kivetu te im je na valnoj duljini od 412 nm

spektrofotometrijski izmjerena apsorbancija. Sadrzaj GSH izracunat je pomocu jednadzbe:

A=gXxlIxc

Sadizaj GSH = = [uM

gdje je:
AA —razlika izmjerene apsorbancije uzorka i slijepe probe na 412 nm

& — apsorpcijski koeficijent (14,15 mM*cm™)

| — duzina optickog puta (1 cm)

3.2.3. Metoda odredivanja antocijanina

3.2.3.1. Princip metode

U ovome istrazivanju sadrzaj antocijanina odreden je metodom prema Giusti i
Wrolstadu (2001). Ova metoda odredivanja sadrzaja antocijanina se temelji na strukturnoj
transformaciji antocijaninskog kromofora kao funkciji pH koja se moze mjeriti UV-VIS
spektofotometrom. Diferencijalna pH metoda mjeri apsorbancije dvije razlic¢ite pH vrijednosti
istoga uzorka. Promjenom pH vrijednosti pigment antocijanina reverzibilno mijenja strukturu
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Sto je vidljivo i iz samog apsorpcijskog spektra (slika 11). Naime, u kiselom mediju (pH = 1,0)
antocijanini se nalaze u obliku kationa i crvene su boje, a pri visem pH (pH = 4,5) se nalaze kao
bezbojni hidratizirani oblici. Cak i u prisutnosti polimeriziranih, degradiranih pigmenata ova
diferencijalna pH metoda je brza i pouzdane to¢nosti u mjerenju sadrzaja ukupnih antocijanina.
Uzorcima pH = 1,0 i pH = 4,5 izmjerena je apsorbancija na valnoj duljini od 512 nm

(apsorpcijski maksimum) i na valnoj duljini od 700 nm zbog korekcija zamucenja.
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Slika 11. Acilirani pelargonidin-3-soforozid-5-glukozidni derivati u puferu pH 1,0 i
pH 4,5 (preuzeto iz: Giusti i Wrolstad, 2001. i prilagodeno).

3.2.3.2. Postupak

Svaki uzorak je pripremljen u dvije serije uzoraka u duplikatu. U jednu seriju uzoraka
dodana je pufer otopina pH = 1,0, a u drugu pufer otopina pH = 4,5. Svaka serija uzoraka
pripremljena je mijeSanjem 200 pl supernatanta homogenata vrste S. alba (nakon
homogeniziranja s 5 % TCA opisano u 3.2.1.3. i centrifugiranja 10 minuta, 7000 RPM) i 800
ul pufera. Tako pripremljeni uzorci su inkubirani 15 minuta. Nakon toga su prebaceni u kivetu
te im je ocitana apsorbancija na dvije valne duljine: 512 nm i 700 nm. SadrZaj antocijanina je

odreden prema formuli:

(AxMrxFRx1000)
ex 1

Sadrzaj antocijanina = [mg/kg]

gdje je:

A — apsorbancija uzorka koja se ra¢una prema izrazu:
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A = (A vis-max — A700)pH 1,0 — (A vis-max — A700)pH 4,5
Mr — molekulska masa = 449,2
FR — faktor razrjedenja
g — apsorpcijski koeficijent (26 900 L mol™* cm™)

| — duzina opti¢kog puta (1 cm)

Podatci za vrijednost molekulske mase (Mr = 449,2) i ekstinkcijski koeficijent (26 900

L mol™ cm™ su uzeti za cijanidin-3-glukozid, koji je najzastupljenija vrsta antocijanina.

3.2.4. Metoda odredivanja MDA

3.2.4.1. Princip metode

Metoda Heatha i Packera (1968), razvijena je za odredivanje koncentracije
malondialdehida (MDA), odnosno pokazatelja oksidacijskog ostecenja lipida u biljnome tkivu.
U reakciji se koristi tiobarbituratna kiselina (TBA) pa se jo§ metoda naziva i reakcija
tiobarbituratnog testa. Reakcija se temelji na svojstvu molekule MDA koja u kiselim uvjetima
i pri povisenoj temperaturi reakcijom nukleofilne adicije s TBA stvara crvenkasto obojeni
kompleks (slika 12). Intenzitet obojenja se mjeri spektrofotometrijski na valnoj duljini od 532
nm. Takoder je bilo potrebno ocitati apsorbanciju na 600 nm zbog moguceg utjecaja

nespecifiénog zamucenja.

o
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{!:Hg £, &

:|:|-| o

I

o

DA TBA MDA-TEA7 adukt

Slika 12. Prikaz reakcije MDA i TBA te stvaranje crvenog kromogena MDA-TBA:?
(preuzeto iz: Ligor i sur., 2012. i prilagodeno)

22



3.2.4.2. Priprema otopina za odredivanje MDA
Priprema 0,6 % otopine TBA

Za pripremu 0,6 % otopine TBA bilo je potrebno na analiti¢koj vagi izvagati 0,6 g TBA
te prenijeti u tikvicu od 100 ml i nadopuniti destiliranom vodom. Reakcija otapanja je potaknuta

blagim zagrijavanjem na grijacu. Ova otopina sluzi kao reagens u tiobarbituratnom testu.

3.2.4.3. Postupak

Sadrzaj MDA je odreden u homogenatu klijanaca vrste S. alba pripremljenom u 5 %
TCA te centrifugiranom (10 minuta, 7000 RPM) na nacin kao §to je opisano u postupku
pripreme homogenata (3.2.1.3.). U daljnjem pokusu pomijesano je 200 ul supernatanta
homogenata i 800 ul 0,6 % otopine TBA. Slijepa proba sadrzavala je 200 ul destilirane vode i
800 ul 0,6 % otopine TBA. Tako pripremljeni uzorci i slijepa proba su zagrijavani 30 minuta
na temperaturi od 90 °C. Nakon pola sata epruvete su izvadene iz termostata i naglo ohladene
na ledu kako bi doslo do zaustavljanja reakcije. Prije samog mjerenja uzorci su jo§ jednom
centrifugirani (10 minuta na 7000 RPM) kako bi se uklonile moguée interferencije. Tako je iz
bistrih uzoraka bilo mogucée ocitati apsorbanciju na UV-VIS spektrofotometru. Sadrzaj MDA
izraCunat je pomocu formule za Beer-Lambertov zakon i poznate vrijednosti apsorpcijskog

koeficijenta prema formuli:

A=gXxlxc

A532—-A600

Sadrzaj MDA =
x1

[uM]

gdje je:

As3> — apsorbancija na 532 nm

Asoo — apsorbancija na 600 nm

g — apsorpcijski koeficijent (155 mM2cm™)

| — duZina opti¢kog puta (1 cm)

3.2.5. Statisticka obrada rezultata
Modelni organizam (S. alba) tretiran je u triplikatu, a svi su biokemijski parametri

(GSH, antocijanini, MDA) izmjereni za svaki od triplikata u duplikatu. Rezultati za masu
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svjezeg tkiva za svaki od tretmana prikazani su kao srednje vrijednosti triplikata + standardna
devijacija, a biokemijski parametri kao srednje vrijednosti 6 replika + standardna devijacija.
Pomocu koristenja t-testa u racunalnom programu Excel napravljena je usporedba dobivenih
rezultata izmedu tretmana s destiliranom vodom (negativna kontrola) i ostalih tretmana za masu
svjezeg tkiva i za pojedini biokemijski parametar (GSH, antocijanini i MDA). Za statisticki

znacajnu razliku postavljena je vrijednost P < 0,05.
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4. REZULTATII RASPRAVA
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Bioloski pokus utjecaja zljezdastog nedirka na promjenu biokemijskih parametara
prilikom germinacije (klijavosti) bijele gorusice proveden je tako da su sjemenke bijele gorusice
izlozene razli¢itim dozama metanolnog ekstrakta lista invazivne biljne vrste I. glandulifera (1,5
ml; 3 ml 1 6 ml). U pokus su ukljuc¢ene i sjemenke bijele gorusSice izloZzene deioniziranoj vodi
(negativna kontrola; predstavlja normalne fizioloske uvjete klijanja) i otopini CuSO4 (pozitivna
kontrola). Bakar je Siroko rasprostranjen u okoliSu i smatra se esencijalnim elementom za sva
ziva bica, ukljucujuci i biljke. Ima klju¢nu ulogu u mnogim metaboli¢kim mehanizmima, no
kada sadrzaj bakra u tkivima postane ve¢i od optimalnog pokazuje se njegova toksi¢nost
(Verma 1 sur., 2011). Stoga je u ovom istrazivanju 0,02 M otopina CuSOs koriStena kao
pozitivna kontrola. Nakon tri dana klijanja u opisanim uvjetima odvagana je masa svjezeg tkiva
klijanaca bijele gorusice te pripremljen homogenat za mjerenje sadrzaja biokemijskih

parametara GSH, antocijanina i MDA.

4.1. Masa svjezeg tkiva
U ovome istrazivanju nakon tri dana klijanja u opisanim uvjetima odvagana je masa
svjezeg tkiva klijanaca bijele gorusice. Mjerenje mase svjezeg tkiva u istrazivanjima se smatra

vaznim zato §to se vrijednost odvage svjezeg tkiva izravno povezuje s rastom biljke (Yeoman

i Macleod, 1977).

Tablica 1. Masa svjezeg tkiva klijanaca bijele gorusice nakon 3-dnevne izloZenosti

metanolnom ekstraktu zljezdastog nedirka.

masa svjeZeg tkiva
UL srednja vrijednost £ SD (g) P

negativna kontrola (izloZeni deioniziranoj vodi)

0,610+ 0,215 -
izloZeni 1,5 ml ekstraktu Zljezdastog nedirka

0,273 +0,038 0,057
izlozeni 3 ml ekstraktu zljezdastog nedirka

0,423 + 0,045 n.z.
izlozeni 6 ml ekstraktu zljezdastog nedirka

0,399 + 0,049 n.z.
pozitivna kontrola (izlozeni 0,02 M CuSOas)

0,270+ 0,033 0,055

N.Z. — nije znacajno
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Kako je vidljivo iz tablice 1 masa svjezeg tkiva u svim tretiranim klijancima bijele
gorusice je bila niza u odnosu na negativnu kontrolu (0,610 + 0,215 g). Takvi rezultati su
oc¢ekivani kod tretmana s deioniziranom vodom jer ti uvjeti predstavljaju normalne uvjete
germinacije modelnog organizma. NajniZza masa svjezeg tkiva (0,270 + 0,033; P = 0,055) je
izmjerena u uzorcima izloZenima tri dana 0,02 M otopini CuSOas koji je predstavljao pozitivnu
kontrolu. U klijanaca bijele gorusice izlozenih ekstraktu zljezdastog nedirka bilo je za oc¢ekivati
da ¢e tretman s najviSom dozom ekstrakta imati najve¢i inhibitorni uc¢inak na germinaciju, tj.
da ¢e masa svjezeg tkiva klijanaca biti najniZza. No najnizu masu svjezeg tkiva (0,273 + 0,038
g) imao je uzorak tretiran s najnizom dozom ekstrakta (1,5 ml). To pokazuje da nisu dobiveni
oc¢ekivani rezultati. Dobivene rezultate moguce je objasniti razli¢itom klijavoséu sjemenki
bijele gorusice. lako je za provodenje pokusa odabrana ba$ ova vrsta zbog svoje dobre
klijavosti, ipak je moguce da nisu sve sjemenke isklijale. Pokusi su provedeni u triplikatu te je
iz vrijednosti standardne devijacije vidljivo da postoje odstupanja izmedu jednako tretiranih
uzoraka. Na vijabilnost sjemenki bijele gorusice nije bilo moguce utjecati. Vijabilnost oznacava
da je sjemenka sposobna klijati i proizvoditi normalne klijance te se taj pojam usko povezuje s
kapacitetom germinacije (Copeland i McDonald, 2001).

4.2. GSH

Alelopatske sastavnice biljne vrste mogu izazvati sekundarni oksidacijski stres u druge
biljne vrste koji se manifestira pove¢anom proizvodnjom reaktivnih kisikovih spojeva (ROS-
ova). Za biljku je neophodno smanjiti razinu akumuliranih ROS-ova kako bi prezivjela, a to
postize indukcijom raznih antioksidacijskih enzima i neenzimskih antioksidansa (Sahoo i sur.,
2017). Reducirani glutation, GSH, predstavlja glavni antioksidans koji moze sniziti razine
ROS-ova. Stoga je u ovome istrazivanju mjeren sadrzaj GSH u klijancima bijele gorusice koji

su tri dana bili izloZeni ekstraktu zljezdastog nedirka.

Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 2. Sadrzaj GSH u homogenatu klijanaca bijele
gorusice nakon 3-dnevne izlozenosti metanolnom ekstraktu invazivne vrste bio je visi u odnosu
na negativnu kontrolu. U uzorcima tretiranim s najnizom dozom metanolnog ekstrakta
Zljezdastog nedirka (1,5 ml) sadrzaj GSH je bio znacajno visi od negativne kontrole (12,956 +
1,050 uM vs. 10,365 + 2,378 uM; P < 0,05). Takoder, i najvisa doza metanolnog ekstrakta
zljezdastog nedirka uzrokovala je znacajni porast koncentracije GSH u homogenatu klijanaca

bijele gorusice (13,404 + 0,716 uM; P < 0,05). lako je bilo za ocekivati da ¢e tretman s dozom
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od 3 ml ekstrakta invazivne vrste takoder doprinijeti ve¢em sadrzaju GSH u homogenatu
klijanaca bijele gorusice, to nije zabiljezeno. Dobiveni rezultat moguce je objasniti velikom
standardnom devijacijom, odnosno ve¢im odstupanjima izmedu triplikata uzoraka tretiranih s

3 ml metanolnog ekstrakta invazivne vrste.

Tablica 2. Sadrzaj GSH u homogenatu klijanaca bijele gorusice nakon 3-dnevne izlozenosti

metanolnom ekstraktu Zljezdastog nedirka.

sadriaj GSH
tretman srednja vrijednost + SD (uM) i
negativna kontrola (izlozeni deioniziranoj vodi)
10,365 + 2,378 }
izlozeni 1,5 ml ekstraktu zljezdastog nedirka
12,956 + 1,050 0,035
izlozeni 3 ml ekstraktu zljezdastog nedirka
11,166 + 1,898 n.z.
izlozeni 6 ml ekstraktu zljezdastog nedirka
13,404 +£ 0,716 0,0134
pozitivna kontrola (izloZeni 0,02 M CuSOg)
18,139 + 1,678 6,522 x
10°

N.z. — nije znacajno.

Zbog posjedovanja redoks-aktivne tiolne skupine GSH se smatra jednim od glavnih
¢imbenika u obrani biljaka protiv oksidativnog stresa. GSH se ponasa kao antioksidans
reduciranjem ROS-ova te je ukljucen u askorbat-glutationski ciklus koji uklanja oStecene
perokside. Biljke povecavaju aktivnost biosintetskih enzima GSH-a i razinu GSH kao odgovor
na abiotski i biotski stres (Apel i Hirt, 2004). Alelopatija se smatra biotskim faktorom, tj.

utjecajem jedne biljne vrste na drugu.

Literaturni navodi potvrduju povezanost alelopatskog ucinka i povisene razine GSH u
modelnom organizmu. Tako je u znanstvenom radu Huang i suradnika (2013) prikazan
alelopatski uc¢inak ekstrakta invazivne vrste Solidago canadensis L. na vrstu cijanobakterija
Microcystis aeruginosa. U tom istrazivanju u rezultatima pokusa navedeno je da je doslo do
znacajnog porasta u sadrzaju dviju antioksidacijskih molekula, askorbatne kiseline i GSH

prilikom svih tretmana te je njihov sadrzaj u uzorcima rastao ovisno o koncentracijama

28



ekstrakta. U pokusima s alelokemikalijom etil-2-metil acetoacetatom (EMA) izoliranom iz
trske (Phragmites communis) na vrsti cijanobakterije Microcystis aeruginosa takoder je
zabiljezen enzimski i neenzimski antioksidacijski odgovor. Rezultati su pokazali da se sadrzaj
GSH znacajno povecao kao odgovor na tretman s EMA (Hong i sur., 2008). Rezultati sadrzaja

GSH u ovome istrazivanju u sukladnosti su s navedenim istrazivanjima.

4.3. Antocijanini

Antocijani se u prirodi nalaze u raznim oblicima. U ovome istrazivanju odredivani su
antocijanini. Antocijanini su antocijani kojima se Sec¢erna skupina nalazi na polozaju 3 u prstenu
C. U biljaka antocijanini imaju vaznu ulogu u reprodukciji, ali su takoder vazni u zastiti od
razli¢itih abiotskih i biotskih stresova. Sadrzaj antocijanina ovisi o ravnotezi izmedu biosinteze
i degradacije pigmenta (Liu i sur., 2018). U ovome istrazivanju za odredivanje ukupnog
sadrzaja antocijanina zbog svoje jednostavnosti koristena je metoda po Giusti i Wrolstad
(2001). Za bolje razumijevanje rezultata trebalo bi jo§ odrediti i degradirane antocijaninske

produkte i antioksidacijsku aktivnost antocijanina.

Tablica 3. Sadrzaj antocijanina u homogenatu klijanaca bijele gorusice nakon 3-dnevne

izlozenosti metanolnom ekstraktu zljezdastog nedirka.

sadriaj antocijanina

Tretman srednja vrijednost £ SD P
(mg/kg)

negativna kontrola (izloZeni deioniziranoj
vodi) 0,363 £ 0,042 -
izloZeni 1,5 ml ekstraktu Zljezdastog nedirka

0,409 + 0,199 n.z.
izlozeni 3 ml ekstraktu zljezdastog nedirka

0,434 £ 0,091 n.z.
izlozeni 6 ml ekstraktu zljezdastog nedirka

0,125+ 0,035 0,000123
pozitivna kontrola (izloZeni 0,02 M CuSQg)

0,192 + 0,078 0,008172

Nn.z. — nije znacajno
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Premda je u ovome istrazivanju odreden samo jedan parametar vezan uz antocijanine,
ipak je na temelju prijaSnjih znanstvenih spoznaja moguce izvesti zakljuCak o sadrzaju
antocijanina u homogenatu klijanaca. Naime, u radu Yang i suradnika (2019) opisana je
korelacija izmedu ukupnog sadrZaja antocijanina i cijanidin-3-O-glukozida i antioksidacijske
aktivnosti proc¢is¢enih ekstrakata iz osam razliCitih pigmentiranih biljaka. Rezultati tog rada su
pokazali znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu antioksidacijske aktivnosti i ukupnog sadrzaja
antocijanina. Stoga se iz navedenog moze zakljuciti da biljna vrsta koja posjeduje veéi sadrzaj
antocijanina ima i ve¢u antioksidacijsku aktivnost. Ista korelacija je potvrdena u znanstvenom
Clanku Siti Azima i suradnika (2014) te je ustvrdeno da monomerni antocijanini imaju vrlo
vaznu ulogu u antioksidacijskoj aktivnosti jer upravo oni posjeduju labaviju strukturu zbog koje
su podlozniji oksidaciji za razliku od nemonomernih antocijanina. Takoder je prilikom
izloZenosti biljnih vrsta alelopatskom stresu zabiljezen porast sadrzaja antocijaninskog
pigmenta (Bakhshayeshan-Agdam i Salehi-Lisar, 2020). Kako je vidljivo iz tablice 3 i u ovome
istrazivanju opazen je porast (iako ne statisticki znacajan) ukupnog sadrzaja antocijanina u
homogenatu klijanaca bijele gorusice izlozenih 1,5 ml i 3 ml dozi ekstrakta invazivne vrste te
se moze pretpostaviti da je vjerojatno doslo do blage aktivacije antioksidacijske aktivnosti
antocijanina u modelnom organizmu. Medutim, tretman s najviSom dozom ekstrakta (6 ml) i
tretman s CuSOs (pozitivna kontrola) doveo je do snizenja ukupnog sadrzaja antocijanina.
Tretman s najvisom dozom (6 ml) metanolnog ekstrakta zljezdastog nedirka u homogenatu
klijanaca bijele gorusice doveo je do statisticki znac¢ajno nizeg sadrzaja antocijanina u odnosu
na uzorke koji su bili tretirani deioniziranom vodom (0,125 =+ 0,035 mg/kg vs. 0,363 + 0,042
mg/kg; P < 0,05). Jedno od mogucih objasnjenja ovoga rezultata bilo bi da uslijed povisene
razine ROS-ova dolazi do oStecenja integriteta membrane stanica i poteSkoca u odvijanju raznih
bioloskih procesa. Stoga postoji mogucénost da je gubitkom biosintetskog kapaciteta potaknuta
aktivna degradacija antocijanina (Rehman i sur., 2017). Poznato je da oksidacijom raznih
fenolnih supstrata posljedicno dolazi do stvaranja kinona koji uzrokuju degradaciju

antocijanina (Pang i sur., 2008; Pifferi i Cultrera, 1974).

U brojnim radovima koji su istrazivali antioksidacijsku sposobnost antocijanina
pokazan je njihov protektivni uc¢inak na lipidnu peroksidaciju. Naime, antocijanini direktnim
uklanjanjem ROS-ova smanjuju o$tecenja u stanicama uzrokovana oksidacijskim stresom. 1z
navedenog se moze zakljuciti da porast u sadrzaju antocijanina moze dovesti do snizavanja
sadrzaja MDA. Primjerice u znanstvenom ¢lanku Duan i suradnika (2008) ispitan je inhibitorni

utjecaj antocijaninskog ekstrakta iz sjemene lupine crne soje (Glycine max L.) na lipidnu
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perokidaciju li¢ija (Litchi chinensis Sonn.) te je u usporedbi s kontrolom doslo do znacajnog
snizenja sadrzaja MDA. 1z navedenog je jasno da antocijanini imaju dokazanu antioksidacijsku
sposobnost te bitnu ulogu u uklanjanju slobodnih radikala. U ovome istrazivanju njihov povisen
sadrzaj zabiljezen je pri tretmanu s nizim dozama invazivne vrste, a tretman s najviSom dozom
(6 ml) invazivne vrste uzrokovao je znacajno sniZzenje sadrZaja antocijanina $to se moze

objasniti toksi¢nosti primijenjene vise doze invazivne vrste.

4.4, MDA

Lipidna peroksidacija posljedica je oksidativnog ostecenja stani¢nih lipida uzrokovanog
ROS-ovima. U ovome istrazivanju kao pokazatelj peroksidacije lipida izmjeren je sadrzaj MDA
u homogenatu klijanaca bijele gorusice nakon tretmana sjemenki ekstraktom zljezdastog

nedirka.

Tablica 4. Sadrzaj MDA u homogenatu klijanaca bijele gorusice nakon 3-dnevne izloZenosti

metanolnom ekstraktu zljezdastog nedirka.

sadriaj MDA
tretman srednja vrijednost + SD (uM) P

negativna kontrola (izloZeni deioniziranoj vodi)

0,884 + 0,325 -
izlozeni 1,5 ml ekstraktu Zljezdastog nedirka

0,415+ 0,297 n.z.
izlozeni 3 ml ekstraktu zljezdastog nedirka

0,568 + 0,236 n.z.
1zloZeni 6 ml ekstraktu zljezdastog nedirka

0,617 + 0,260 n.z.
pozitivna kontrola (izloZeni 0,02 M CuSOg)

2,783 + 0,523 0,00593

Nn.z. — nije znacajno

Sadrzaj MDA u klijanaca bijele goruSice nakon izloZenosti ekstraktu Zljezdastog
nedirka nije se razlikovao od negativne kontrole (P > 0,05), kako se moze vidjeti iz prikaza u
tablici 4. S druge strane tretman s otopinom 0,02 M CuSOs4 koji je sluzio kao pozitivna kontrola

u ovome istrazivanju doveo je do zna€ajnog porasta koncentracije MDA (2,783 + 0,523 uM; P
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< 0,05) u usporedbi s negativnom kontrolom (0,884 + 0,325 uM). Zanimljivo je primijetiti da
je u homogenatu klijanaca bijele gorusice doslo do sniZenja sadrzaja MDA, iako ne znacajnog,
nakon tretmana s ekstraktom invazivne vrste. Dobiveni rezultat je moguce objasniti ¢injenicom
da je izlozenost ekstraktu invazivne vrste dovela do porasta sadrzaja GSH i antocijanina koji su

moguce prevenirali nastajanje lipidne peroksidacije.

U ovome istrazivanju sadrzaj MDA odreden je tiobarbituratnim testom
spektrofotometrijski, a apsorbance su ocitane 1 na 532 nm i na 600 nm (600 nm je korekcija
zamucenja uzorka). U preglednom radu Grotto i suradnici (2009) iznose podatke 0 MDA kao
znacajnom biomarkeru lipidne peroksidacije te su diskutirane metode njegovog odredivanja.
Spektrofotometrijska metoda odredivanja MDA u reakciji s TBA je kritizirana zbog nedovoljne
osjetljivosti i specificnosti. Stoga se boljim metodama za odredivanje MDA smatraju
kromatografske tehnike i HPLC. Dakako, to nuzno ne znaci da su u ovom pokusu bile prisutne
interferencije izmedu TBA i drugih stani¢nih komponenti. Poznato je da antocijanini u biljnom
tkivu takoder mogu doprijeniti apsorbanciji na 532 nm te na taj nain mogu utjecati na
povecanje izmjerenog sadrzaja MDA (Hodges i sur., 1999). Medutim, u ovom pokusu ne dolazi
do porasta u sadrzaju MDA iz ¢ega se moze pretpostaviti da nisu postojale interferencije u

reakciji tiobarbituratnog testa.

I druga istrazivanja ispitivala su alelopatski ucinak Zljezdastog nedirka. Tako je u
znanstvenom istrazivanju Vrchotova i suradnika (2011) ispitan uc¢inak vodenog, metanolnog i
diklorometanskog ekstrakta iz listova razli¢itih vrsta roda Impatiens (I. noli-tangere L., I.
parviflora DC., I. glandulifera Royle) na germinaciju sjemenki bijele gorusSice. Svi testirani
ekstrakti su imali inhibitorni uc¢inak na sjemenke bijele gorusice osim diklorometanskog
ekstrakta. Najve¢i inhibitorni u¢inak imao je upravo metanolni ekstrakt vrste I. glandulifera
koji je koristen i u ovom istrazivanju. U navedenom pokusu metanolni ekstrakt vrste I.
glandulifera prireden je iz 3,5 g suhe tvari u 80 ml metanola te je koriStena samo jedna doza
ekstrakta od 6 ml na filtar papiru u Petrijevoj zdjelici. Sli¢no kao i u ovom istrazivanju na
klijanje je postavljeno 30 sjemenki bijele gorusice. Rezultati tog istrazivanja pokazali su snazan
fitotoksi¢ni ucinak tvari prisutnih u ekstraktu na germinaciju sjemenki bijele gorusice. Ti
rezultati su u sukladnosti s rezultatima ovoga istrazivanja u kojem je primije¢eno znacajno
snizenje mase svjezeg tkiva klijanaca bijele goruSice nakon tretmana s metanolnim ekstraktom
invazivne vrste. Fitotoksi¢nost zljezdastog nedirka moze inhibirati germinaciju, ali i
regeneraciju i regrutaciju susjednih vrsta u napadnutim staniStima. Pokazana alelokemijska
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fitotoksicnost zljezdastog nedirka se smatra djelomi¢nim objaSnjenjem za njegovu visoku

agresivnost.

Alelopatski u¢inak Zljezdastog nedirka moze se pripisati fenolima. U istraZivanjima koje
je provela BalezZentiené (2018) zaklju¢eno je da invazivne biljne vrste sadrze fenole koji djeluju
fitotoksi¢no na germinaciju modelnih biljaka i zaustavljaju rast klijanaca. Smatra se da su za
invazivnost i fitotoksi¢an ucinak Zzljezdastog nedirka zasluzni naftokinoni koji su Siroko
rasprostranjene fenolne komponente u prirodi. U radu Ruckli i suradnika (2014) kvantificiran
je sadrzaj naftokinona u supki, listovima, stabljici i korijenu biljaka Zljezdastog nedirka razlicite
starosti uz pomo¢ UHPLC-MS. Rezultati su dokazali 2-metoksi-1,4-naftokinon (2-MNQ) u
svim ispitivanim uzorcima, osim u supkama biljke. Koncentracija 2-MNQ (% suhe mase) u
listovima zljezdastog nedirka je bila 10-15 puta veca nego u korijenu i stabljici te se smanjivala
sa staroSc¢u biljke. Opcenito se smatra da su kinoni zbog alelokemijskih svojstava toksi¢ni za

okolis.

Poput ostalih faktora stresa, alelokemikalije rezultiraju pove¢anom produkcijom ROS-
ova, koji posljedicno inhibiraju rast biljke. Provedena istrazivanja u ovome diplomskom radu
pokazuju da bi to mogao biti slucaj. lako nisu izravno mjereni ROS-ovi (njih je tesko izmjeriti
zbog kratkog polu-zivota) izmjereni su pokazatelji oksidacijskog stresa, GSH, antocijanini i
MDA. Povecan sadrzaj GSH jasno potvrduje prisustvo ROS-ova koji su potakli poja¢anu
sintezu GSH u klijancima bijele gorusice. Tretman s nizim dozama ekstrakta invazivne vrste
uzrokovao je i neznatni porast sadrzaja antocijanina Sto takoder potvrduje aktivaciju
antioksidacijske obrane. No tretman s najvisom dozom ekstrakta invazivne vrste doveo je do
znacajnog snizenja sadrzaja antocijanina, $to se moze objasniti toksi¢nosti primijenjene doze.
Aktivacija antioksidansa (izmjerena kao povecan sadrzaj GSH i antocijanina u homogenatu
klijanaca bijele gorusice) sprijecila je pojavu lipidne peroksidacije te stoga u ovom istrazivanju
nije zabiljeZen porast sadrzaja MDA u homogenatu klijanaca izloZenih ekstraktu zljezdastog

nedirka.

Odgovor nekog organizma na odredenu tvar ili kemikaliju ovisi o dozi. Osnovni
mehanizmi fitotoksi¢nosti se opisuju nelinearnom doza-u¢inak vezom. Odgovor biljaka na
alelokemikalije kao biosintetizirane fitotoksine se kvantificira nelinearnim matemati¢kim
modeliranjem. U c¢lanku Belz i suradnika (2005) je predstavljen koncept nelinearnosti
odredenih aspekata alelopatije te je taj princip ispitan na razli¢itim alelokemikalijama. Iz tog je
razloga u eksperimentu bilo bitno odrediti to¢nu koncentraciju 1 volumen ekstrakta koji sadrzi
alelokemikalije s kojima se tretira modelni organizam. U skladu s tim, rezultati ovog
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istrazivanja bi bili viSe relevantni da je odredena to¢na koncentracija naftokinona u metanolnom
ekstraktu invazivne biljke zljezdastog nedirka kojim su bile tretirane sjemenke bijele gorusice.
No i bez tog podatka, a na temelju izmjerenih biokemijskih parametara i potvrdene inhibicije
germinacije sjemenki modelnog organizma, mogucée je zakljuciti da je biljna vrsta I.

glandulifera pokazala negativan alelopatski u¢inak na vrstu S. alba.

Za kraj treba imati na umu da je znanstveno podrucje koje se bavi alelopatijom relativno
neistrazeno te za mnoge alelokemikalije tek treba otkriti mehanizam djelovanja i utjecaj koji
imaju na mikrookoli$. No sasvim je sigurno da ¢e u buduénosti saznanja o 0voj prirodnoj pojavi
naci svoju primjenu i to prvenstveno zbog pokazanog herbicidnog i nematocidnog uc¢inka nekih

izoliranih alelokemikalija (Zeman i sur., 2011).
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5. ZAKLJUCCI
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Na temelju provedenog istrazivanja utjecaja metanolnog ekstrakta vrste I. glandulifera
na germinaciju i parametre oksidacijskog stresa modelnog organizma (S. alba) i usporedbe s

dostupnom literaturom moze se zakljuciti sljedece:

e Nakon 3-dnevne izlozenosti metanolnom ekstraktu vrste 1. glandulifera zabiljezena je
niza masa svjezeg tkiva modelnog organizma (S. alba) te se moze zakljuciti da ekstrakt

vrste I. glandulifera ima fitotoksi¢an u¢inak na germinaciju vrste S. alba.

e Blagi porast sadrzaja neenzimskih antioksidansa, GSH i antocijanina, pokazuje da su
alelokemikalije prisutne u vrsti I. glandulifera izazvale oksidacijski stres u modelnom

organizmu.

e Znacajan porast MDA, parametra koji je pokazatelj oksidacijskog ostecenja lipida, nije
zabiljeZen te se moze zakljuciti da je aktivacijom antioksidacijskog obrambenog sustava

modelnog organizma prevenirana lipidna peroksidacija.

Dobiveni rezultati potvrduju fitotoksi¢an ucinak vrste |. glandulifera koji se moze
pripisati prisustvu alelokemikalija, a poglavito naftokinonima. Na osnovu rezultata ovoga
istrazivanja moze se pretpostaviti da je jedan od mehanizama fitotoksi¢nog ucinka |I.

glandulifera oksidacijski stres.
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Sazetak

U ovom radu ispitan je u¢inak metanolnog ekstrakta Zljezdastog nedirka (Impatiens
glandulifera Royle, Balsaminaceae) na germinaciju sjemenki i parametre oksidacijskog stresa
u klijancima bijele gorusice (Sinapis alba L., Brassicaceae). Sjemenke vrste S. alba tijekom tri
dana bile su izlozene metanolnom ekstraktu lista vrste I. glandulifera kojim je impregniran filtar
papir u tri razli¢ite doze (1,5; 3 1 6 mL). U pokus je ukljucena negativna kontrola (filtar papir
impregniran s deioniziranom vodom) i pozitivna kontrola (impregnacija s 0,02 M CuSOa).
Pokusi su provedeni u triplikatu te je nakon 3-dnevne izlozenosti odvagana masa svjezeg tkiva
klijanaca bijele gorusice. Homogenat biljnoga tkiva pripremljen je s trikloroctenom kiselinom
(100 mg tkiva/0,5 mL TCA). U supernatantu je izmjeren sadrzaj reduciranog glutationa (GSH),
antocijanina i malondialdehida (MDA). Sadrzaj GSH izmjeren je prema Ellmanu (Ellman,
1959), sadrzaj antocijanina odreden je pH-diferencijalnom metodom prema Giusti i Wrolstadu
(2001), a sadrzaj MDA pomocu tiobarbituratnog testa (Heath i Packer, 1968). Dobiveni
rezultati obradeni su statisti¢ki (t-test; P < 0,05).

Masa svjezeg tkiva u svim tretiranim klijancima bijele gorusice je bila niza u odnosu na
negativnu kontrolu. Sadrzaj GSH u tretiranim klijancima vrste S. alba bio je visi u odnosu na
negativnu kontrolu te je u uzorcima tretiranim sa 6 mL ekstrakta vrste I. glandulifera bio
znacajno visi od negativne kontrole (13,404 + 0,716 uM vs. 10,365 + 2,378 uM; P < 0,05).
Tretman s ekstraktom vrste 1. glandulifera uzrokovao je blagi rast u sadrzaju antocijanina kod
tretmana s 1,5 i 3 mL ekstrakta, iako je izlozenost najvisoj dozi dovela do statisticki zna¢ajno
nizeg sadrzaja antocijanina u odnosu na negativnu kontrolu (0,125 + 0,035 mg/kg vs. 0,363 +
0,042 mg/kg; P < 0,05). Sadrzaj MDA u tretiranih klijanaca vrste S. alba nije se razlikovao od
negativne kontrole. Dobiveni rezultati potvrduju fitotoksican uéinak vrste I. glandulifera, a na
temelju promjena u sadrzaju GSH i antocijanina moze se zakljuciti da je u klijancima bijele

gorusice ekstrakt I. glandulifera izazvao oksidacijski stres.
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Summary

In this thesis, the effect of methanol extract from himalayan balsam (Impatiens
glandulifera Royle, Balsaminaceae) was tested on seed germination and oxidative stress
parameters in white mustard seedlings (Sinapis alba L., Brassicaceae). Seeds of S. alba were
exposed to methanol extract from 1. glandulifera leaves (filter papers were impregnated with
three different doses of methanol extract: 1.5; 3 and 6 mL) for three days. A negative control
(filter paper impregnated with deionized water) and a positive control (impregnation with 0.02
M CuSO4) were included in the experiment. Experiments were performed in triplicate. After 3-
day exposure, the fresh mass of white mustard seedlings was weighed. Plant tissue homogenate
was prepared with trichloroacetic acid (100 mg tissue/0.5 mL TCA). Reduced glutathione
(GSH), anthocyanin and malondialdehyde (MDA) content was assessed in the supernatant. The
GSH content was measured according to the method of Ellman (Ellman, 1959). The
anthocyanin content was determined by pH-differential method according to Giusti and
Wrolstad (2001), while the MDA content was determined by using the thiobarbituric test (Heath
and Packer, 1968). The obtained results were statistically analysed (t-test; P <0.05).

The fresh mass weight of all treated white mustard seedlings was lower compared to the
negative control. The GSH content in treated seedlings of S. alba was higher compared to the
negative control, and in samples treated with 6 mL of extract of I. glandulifera it was
significantly higher than the negative control (13.404 + 0.716 uM vs. 10.365 = 2.378 uM; P <
0.05). Treatment with extract of I. glandulifera (doses 1.5 and 3 mL) produced a slight increase
in the anthocyanin content, although the exposure to the highest dose (6 mL) resulted in a
statistically significantly lower anthocyanin content compared to the negative control (0.125 +
0.035 mg/kg vs. 0.363 + 0.042 mg/kg; P <0.05). The MDA content in treated seedlings of S.
alba did not differ from the negative control. The obtained results confirm the phytotoxic effect
of I. glandulifera, and moreover, based on changes in GSH and anthocyanin content it can be

concluded that extract of 1. glandulifera caused oxidative stress in white mustard seedlings.
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8. PRILOG
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Popis kratica

ATP - adenozin trifosfat

CAT - katalaza

Cu/Zn-SOD - bakar/cink superoksid dismutaza
DIBOA - 2, 4-dihidroksi-2H-I, 4-benzoksazin-3-on
DIMBOA - 2, 4-dihidroksi-7-metoksi-2H-I1, 4-benzoksazin-3-on
DNA - deoksiribonukleinska kiselina

DTNB - 5,5'-ditiol-(2-nitrobenzojeva kiselina)
EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

EMA - etil-2-metil acetoacetat

Fe-SOD - Zeljezo superoksid dismutaza

GGT - y-glutamiltransferaza

GPx - glutation peroksidaza

GSH - reducirani glutation

GSSG - oksidirani glutation

HPLC - visokodjelotvorna tekuc¢inska kromatografija
MDA - malondialdehid

MNQ - 2-metoksi-1,4-naftokinon

Mn-SOD - mangan superoksid dismutaza

PSE - periodni sustav elemenata

PUFA - polinezasi¢ene masne kiseline

PX - peroksidaza

ROS - reaktivni kisikovi spojevi
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RPM - okretaji u minuti

SOD - superoksid dismutaza
TBA - 2-tiobarbituratna kiselina
TCA - trikloroctena kiselina

UHPLC-MS - tekuéinska kromatografija ultra visokog uc¢inka s masenom spektrometrijom
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In this thesis, the effect of methanol extract from himalayan balsam (Impatiens glandulifera Royle, Balsaminaceae) was
tested on seed germination and oxidative stress parameters in white mustard seedlings (Sinapis alba L., Brassicaceae).
Seeds of S. alba were exposed to methanol extract from I. glandulifera leaves (filter papers were impregnated with three
different doses of methanol extract: 1.5; 3 and 6 mL) for three days. A negative control (filter paper impregnated with
deionized water) and a positive control (impregnation with 0.02 M CuSQO.) were included in the experiment.
Experiments were performed in triplicate. After 3-day exposure, the fresh mass of white mustard seedlings was weighed.
Plant tissue homogenate was prepared with trichloroacetic acid (100 mg tissue/0.5 mL TCA). Reduced glutathione
(GSH), anthocyanin and malondialdehyde (MDA) content was assessed in the supernatant. The GSH content was
measured according to the method of Ellman (Ellman, 1959). The anthocyanin content was determined by pH-
differential method according to Giusti and Wrolstad (2001), while the MDA content was determined by using the
thiobarbituric test (Heath and Packer, 1968). The obtained results were statistically analysed (t-test; P <0.05). The fresh
mass weight of all treated white mustard seedlings was lower compared to the negative control. The GSH content in
treated seedlings of S. alba was higher compared to the negative control, and in samples treated with 6 mL of extract of
I. glandulifera it was significantly higher than the negative control (13.404 £ 0.716 uM vs. 10.365 + 2.378 uM; P <
0.05). Treatment with extract of I. glandulifera (doses 1.5 and 3 mL) produced a slight increase in the anthocyanin
content, although the exposure to the highest dose (6 mL) resulted in a statistically significantly lower anthocyanin
content compared to the negative control (0.125 £ 0.035 mg/kg vs. 0.363 + 0.042 mg/kg; P <0.05). The MDA content
in treated seedlings of S. alba did not differ from the negative control. The obtained results confirm the phytotoxic effect
of I. glandulifera, and moreover, based on changes in GSH and anthocyanin content it can be concluded that extract of
I. glandulifera caused oxidative stress in white mustard seedlings.
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