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1. UVOD



1.1. Alelopatija i alelokemikalije

Danas mozemo prona¢i mnoge suvremene i prosirene definicije alelopatije, ali osnova
im i dalje ostaje ista. Rice 1974. godine definira alelopatiju kao svaki izravan ili neizravan
negativan ucinak nastao oslobadanjem kemijskih tvari u okoli$ s jedne biljke (ukljucujuéi i
mikroorganizme) na drugu biljku, tj. opisuje je samo kao nepovoljan ucinak — inhibiciju
(Narwal, 2004). Definicija je kasnije korigirana te se pod tim pojmom podrazumijevaju Stetne,
ali 1 pozitivne uzajamne (gr¢. allelon — uzajamno) biokemijske interakcije, iako sam korijen
rijeCi ima uporiste iz grékog jezika pdathos (hrv. patnja, bolest) (Kovacevi¢, 1979). Haig (2008)
alelokemikalije definira kao prirodne, neprehrambene sekundarne metabolite biljnih vrsta
nastale primarnim metabolickim procesima, koji ispoljavaju u¢inke na rast, zdravlje, ponasanje
ili biologiju susjednih organizama (biljne i Zivotinjske vrste te mikroorganizme). Takvo
djelovanje odvija se otpustanjem spojeva iz nadzemnih biljnih dijelova, ispiranjem za vrijeme
padalina, izlu¢ivanjem iz korijena, volatizacijom plinova u suhim uvjetima i razgradnjom
biljnih ostataka (Chou, 1990). Slika 1. prikazuje navedene nacine oslobadanja alelokemikalija
u okolis na primjeru zljezdastog nedirka (Impatiens glandulifera Royle). Pojedini autori navode
korijen kao glavni izvor alelokemikalija, a uvrijezeno je misljenje kako su one prisutne u svim
dijelovima biljke, poput stabljike, listova, plodova, cvjetova i sjemenki. Bhowmik i Inderjit
(2003) te Rice (1984) objasnjavaju kako ucinci na fizikalno-kemijske procese ovise najprije o
koncentraciji otpustenih kemikalija, ali 1 metabolickom stadiju 1 starosti biljke, klimi,

godi$njem dobu i okolini.

Na temelju kemijske strukture, alelokemikalije su razvrstane i nabrojane u Sest
kategorija: alkaloidi, benzoksazinoni, derivati cinamicne kiseline, cijanogeni¢ni spojevi, etilen
i drugi stimulatori klijanja sjemena i flavonoidi (Putnam, 1988). Promjenom kemijske strukture,
uslijed metabolizma i djelovanja okoline, postaju aktivni spojevi koji sporadi¢no u kombinaciji

s drugim tvarima daju jos jaci alelopatski ucinak.

Ne postoji jedinstven mehanizam i ciljano mjesto djelovanja za sve alelokemikalije.
Ucinak alelokemikalija jedne biljke na drugu Cesto je raznolik i uklju¢uje promjene na razini
puci, floema, ksilema, dijeljenja stanice, permeabilnosti membrane, respiracije i fotosinteze,
funkciji enzima 1 biljnih hormona, prikupljanja hranjivih tvari, klijanja 1 drugih fizioloskih
procesa biljke. Ti efekti, u smislu inhibicijskog alelopatskog ucinka, ogledaju se u promjeni
boje i volumena sjemenke, odgodenom i sporijem klijanju, skratenom korijenu i produzenom
izdanku klice uz moguc¢e odumiranje vrha ili kovr¢anja korijena, pove¢anom broju postranih

korjencica i smanjenju reproduktivnog potencijala (Haig, 2008).



“f
U(Z/ (1) Ispiranje kiSom s li$¢a ili stabljike
“t

(2) Otpustanje isparljivih sastavnica

(3) Razgradnja biljnih ostataka

(4) Eksudacija sadrzaja iz korijena

« Alelokemikalije

Slika 1. Moguc¢i putevi otpustanja alelokemikalija u okoli§ (preuzeto s url:

https://lizzieharper.co.uk/image/himalayan-balsam-impatiens-glandulifera/ i prilagodeno)

1.2. Biljna interferencija

Negativan alelopatski uc¢inak jedne biljke na drugu ispoljava se u otpustanju, to jest
dodavanju kemijskog spoja u okoli$ koji ¢e potom Stetno djelovati na biljku efektora. S druge
strane, kompeticija podrazumijeva oduzimanje ili redukciju ¢imbenika iz okoliSa koji su nuzni
za rast i razvoj biljke koja dijeli staniSte. To se dogada kada biljke iz istog Zivotnog prostora
imaju sve vece potrebe za istim, koli¢inski ograni¢enim izvorom, te se jedna biljka (primjerice
korov, zljezdasti nedirak) nametne i nadjaca drugu biljku (primjerice kultiviranu biljku,

rotkvicu) 1 ,,preotme” joj potrebne koli¢ine vode, svjetlosti, hrane, minerala i topline.

Mnogi autori navode kako je alelopatiju i kompeticiju Cesto nemoguce odvojiti
(Kazinczi i sur., 2001; Quasem i Foy, 2008). Zbog toga Harper 1964. godine uvodi pojam
,biljna interferencija” koji opisuje nepovoljan uc¢inak biljaka koje rastu u zajednici, a rezultat
je sinergije alelopatije i kompeticije (Quasem i Foy, 2008). Smatra se da se alelopatija javlja
kao posljedica kompeticije, odnosno onda kada su biljke u stresu zbog ogranic¢enih zivotnih

uvjeta te se u takvim uvjetima snazno povecéa produkcija alelokemikalija. Treba se imati na



umu da se obje pojave mogu javiti istovremeno pod pretpostavkom da ¢e ucinci alelopatije
najcesce biti suptilniji.

Veliko je zanimanje za alelopatski potencijal invazivnih ne-nativnih vrsta, osobito
korova koji su, za razliku od uzgojenih biljaka, evolucijski probrani po kriteriju alelopatskog

ucinka pa se moze zakljuciti kako ¢e imati veci alelopatski potencijal od kultiviranih biljnih

vrsta, kojima se izgube mnoga svojstva tokom oplemenjivanja.

1.3. Impatiens glandulifera Royle - Zljezdasti nedirak

1.3.1. Opis vrste

Impatiens glandulifera Royle (hrv. Zljezdasti nedirak, vodenika, netik) jednogodisnja je
egzoticna zeljasta biljka iz porodice Balsaminaceae (hrv. neticaljke) koja potjece iz juzne Azije,
Himalaja i Indije, a kao pridoslica u floru Republike Hrvatske dospijeva kao ukrasna biljka.
Uspravna, razgranata i glatka stabljika doseze do 2,5 metra visine (Basrek, 2019). Korijenje
prodire u tlo svega petnaestak centimetara. Listovi su nasuprotni ili po tri u pr§ljenu, usiljenog
vrha 1 nazubljenih rubova, dugacki do 20 centimetara te 4-5 puta duzi od svoje Sirine
(http://civ.iptpo.hr/zljezdasti-nedirak/). Cvjetovi su zigomorfni, dvospolni, purpurno-ljubicasti
s ¢aSkom gradenom od 3 do 5 lapova, vjenci¢em od 5 latica, nadraslom plodnicom s 5 sraslih
plodnih listova te 5 prasnika. Cvjetovi se skupljaju u cvat od 5-12 grozadastih cvjetova koji se
razvijaju u pazuScima listova. Prepoznatljiva je po plodu, duguljastom tobolcu koji se nakon
zriobe otvara i na najmanji poticaj (osobito dodir, otuda i naziv ,,nedirak”) puca eksplozivno
bacajuci okruglaste crne sjemenke u radijusu do 7 metara od mati¢ne biljke (Nikoli¢ 1 sur.,
2014). Uglavnom se proizvede od 700 do 2500 sjemenki po biljci. Cvate od lipnja do listopada,
tolerira svjetlost i sjenu te Sirok raspon tipova tla, a osjetljiva je na nedostatak vlage (Beerling
1 Perrins, 1993). Slike 2. 1 3. prikazuju vegetativne i reproduktivne karakteristike zljezdastog

nedirka.


http://civ.iptpo.hr/zljezdasti-nedirak/

Slika 2. Vegetativne osobine Zljezdastog nedirka: a) cjelokupan izgled biljke b) ¢vor stabljike
koji pokazuje sporedne listi¢e u obliku prstiju c) klijalica u fazi kotiledona d) list €) osnova
stabljike koja pokazuje nabubreni prvi ¢vor i adventivno korijenje uz povrsinu tla (preuzeto

iz: Clements i sur., 2007 i prilagodeno)

(c)

1.0 mm

Slika 3. Reproduktivne osobine Zljezdastog nedirka: a) cvijet, prednji pogled b) cvijet, bo¢ni
pogled c) bo¢ni pogled sjemena (gornji) i presjek (dolje) d) bo¢ni pogled na netaknutu kapsulu
(gornji) i bo¢ni pogled na raspuknutu kapsulu (donji) (preuzeto iz: Clements i sur., 2007 i

prilagodeno)



1.3.2. Invazivnost i fitotoksi¢ni u¢inak Zljezdastog nedirka

Zljezdasti nedirak iz vrtova je presao u divljinu i na mnogim mjestima (obale tekuéica,
rubovi Suma, livade, mocvare, kanali, zapuStena urbana podruc¢ja, duz prometnica) poceo
nekontrolirano rasti kao korovna vrsta. Napredovanju ove vrste u korist ide velika koli¢ina
proizvedenog sjemenja, samorasprostranjivanje katapultiranjem sjemenki na velike udaljenosti,
¢esto nenamjerno Sirenje prijevozom tla, otpada te poplavama, ali i velika produkcija nektara
koji priziva insekte na opraSivanje, dominacija visinom nad lokalnom vegetacijom cime
zasjenjuje ostale biljke, otpornost u mnogim vrstama tla i vremenskim uvjetima (Clements i
sur., 2007).

Osim kompetitivnih osobina, zljezdasti nedirak posjeduje visok alelopatski potencijal
koji ide u prilog agresivnosti i perzistentnosti, inhibiraju¢i klijanje i rast konkurentnih biljaka
¢ime istiskuje ostale biljke sa stani$ta i dolazi u nadredeni polozaj. Smatra se da su za
invazivnost zljezdastog nedirka zasluzni prvenstveno naftokinoni sadrzani u svim dijelovima
biljke (Ruckli i sur., 2014; Block i sur., 2019). Zljezdasti nedirak proizvodi i oslobada dva
naftokinona: 2-metoksi-1,4-naftokinon i 2-hidroksi-1,4-naftokinon. Prisustvo 1,4-naftokinona
(1,4-NQ) utvrdeno je u lis¢u i korijenu te u cvjetnom nektaru zljezdastog nedirka; pretpostavlja
se da bi prisustvo 1,4-NQ u cvjetnom nektaru moglo sluziti kao zastita bogatog nektara od rasta
gljivica. Zbog njihove zastupljenost u ekstrafloralnim nektarijima moze se pretpostaviti da 1,4-
NQ dolaze u tlo ispiranjem kiSom, a gdje onda ispoljavaju svoje alelopatske ucinke (Block 1

sur., 2019).

Biljni 1,4-NQ obuhvacaju skupinu specijaliziranih metabolita za koje je poznato da
posreduju u brojnim reakcijama. Najnovija istrazivanja potvrduju postojanje visestrukih putova
za sintezu 1,4-NQ. Slika 4 prikazuje strukturu i biosintetske puteve biljnih 1,4-NQ. Zanimljivo
je za primijetiti da se mnogi 1,4-NQ izlu¢uju u rizosferu i, jer su vrlo reaktivni, biljke koje ih
sintetiziraju trebale su evoluirati k razvitku strategije za njithovo rasporedivanje 1 rezistenciju

na njihove ucinke (Meyer i sur., 2021).

U istraZzivanju inhibitornog potencijala 1,4-NQ Zzljezdastog nedirka koji je sakupljen u
okolici Basela (Svicarska) identificiran je i potom kvantificiran sadrzaj 2-metoksi-1,4-
naftokinona u kotiledonima, li§¢u, stabljici i korijenu, kao i u ekstraktima tla i ki$nici koja se
ispire iz lis¢a uporabom UHPLC-MS-a (Ruckli i sur., 2014). Ti rezultati su pokazali da se 2-
metoksi-1,4-naftokinon oslobada iz korijena biljke te da ga kiSa ispire s lis¢a u okolno tlo. U
tom istrazivanju specificnim biotestovima utvrden je snazan inhibitorni uéinak vodenog
ekstrakta izdanaka i korijena zljezdastog nedirka na klijanje dviju vrsta Sumskih biljaka i na rast
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micelija tri gljive ektomikorize, $to ukazuje da oslobadanje 2-metoksi-1,4-naftokinona

pridonosi invazivnosti zljezdastog nedirka.

benzensh—» * }- cikli¢ki diketon Homogentizinska kiselina/MVA put (b)

prsten (kinonski prsten)

L-Tyr=> —> homogentizinska —p —p Kimafilin
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0SB put @ 5
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Slika 4. Struktura (1) i biosintetski putevi (2a-2d) biljnih 1,4-naftokinona (preuzeto iz: Meyer
i sur., 2021 i prilagodeno); Kratice: DHNA - 1,4 dihidroksinaftalen karboksilna kiselna,
DMAPP- dimetilalil difosfat, OSB - o-sukcinilbenzojeva kiselina, MVA - mevalonska

kiselina, Lawsone - 2-hidroksi-1,4-naftokinon, Plumbagin - 5-hidroksi-2-metil-1,4-

naftokinon, Kimafilin - 2,7-dimetil-1,4-naftokinon

1.4. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres je slozena kemijsko-fizioloSka pojava neravnoteze oksidansa i
antioksidansa u korist oksidansa s posljedicom prekomjernog stvaranja i nakupljanja reaktivnih
kisikovih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) koja prati gotovo sve biotske (medu koje

se ubrajaju i alelopatski odnosi izmedu biljaka) 1 abiotske stresne uvjete u biljkama (Demidchik,
2015).

ROS-ovi, kao produkti neuravnotezenog metabolizama kisika, nastaju prijenosom
jednog do tri elektrona na molekulski kisik, pri ¢emu se proizvode superoksidni radikal (O2"),
vodikov peroksid (H20) ili hidroksilni radikal ("HO), a ekscitacijom molekularnog Kisika
nastaje visokoenergetski singletni kisik (*O2) (Yu i Rengel, 1999; Arora i sur., 2002;
Bhattacharjee, 2005). Slika 5. prikazuje nastanak ROS-ova.
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Slika 5. Nastajanje ROS-ova redukcijom molekularnog kisika (preuzeto s url:

https://osha.washington.edu/modrn/module4 i prilagodeno)

ROS-ovi nastaju u organelima visoke oksidacijske metabolicke aktivnosti ili velikog
intenziteta protoka elektrona, poput mitohondrija, kloroplasta, peroksisoma, endoplazmatskog
retikuluma i na membranama na kojima se nalaze NADPH-oksidaze, amin-oksidaze i
peroksidaze (Mittler, 2002; Mundree i sur., 2002; Mittler i sur., 2004).

U normalnim fizioloskim uvjetima uklanjanje ROS-ova dobro je regulirano
antioksidacijskim obrambenim mehanizmima te, kada je razina ROS-ova niska, djeluju kao
drugi glasnici u nizu reakcija u biljnim stanicama, ukljucujuéi apoptozu, stjecanje tolerancije
na abiotske 1 biotiske stresove 1 obranu od patogena. Medutim, u visokoj koncentraciji su Stetni
1 ugrozavaju rast 1 razvoj biljke putem peroksidacije lipida, oksidacije nukleinskih kiselina,
denaturacije proteina, inhibicije aktivnosti enzima i aktivacije programirane stani¢ne smrti (Xie
i sur., 2019). Dakle, kao rezultat nakupljanja ROS-ova, dolazi do molekularnih i fizioloskih
promjena kao 1 promjena pojedinog tkiva ili cijele biljke s tim da su morfoloske promjene
posljedica kumulativnog djelovanja pojedinih ¢initelja te izmjena u genskoj ekspresiji i

metaboli¢kim procesima (Ahanger i sur., 2017).

1.4.1. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija prirodni je metaboli¢ki proces u normalnim fiziolo§kim uvjetima
I ubraja se u najistrazivanije posljedice djelovanja ROS-ova na gradu i funkciju membrana
(Gaschleri Stockwell, 2017). Slobodni radikali koji sudjeluju u lipidnoj peroksidaciji su OH",
HO2", RO"i ROy", a sam proces opisan je trima stupnjevima: inicijaciji, propagaciji i terminaciji
(slika 6). Zasi¢ene masne kiseline 1 masne kiseline s jednom dvostrukom vezom otpornije su
na djelovanje ROS-ova od visestruko nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) koje posjeduju

dvostruke veze u ¢ijoj prisutnosti slabe obliznje C-H veze i izdvaja se atom vodika. Nastali


https://osha.washington.edu/modrn/module4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xie%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31205950
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahanger%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29158624
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gaschler+MM&cauthor_id=28212725
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Stockwell+BR&cauthor_id=28212725

slobodni lipidni radikali (L") pokuSavaju se stabilizirati reorganizacijom stvaraju¢i konjugirane
diene koji mogu reagirati s molekulom kisika tvore¢i peroksilne radikale (LOO") koji potom
eliminiraju H" iz nekog drugog organskog spoja. Ako je taj drugi organski spoj sljedeca
molekula PUFA-e, dolazi do stvaranja lipidnih hidroperoksida i reaktivnih ugljikovih radikala
koji nastavljaju reakciju nastajanja novih slobodnih radikala. U fazi propagacije lipidni
hidroperoksidi (LOOH) se, u prisutnosti Zeljeza, razdvajaju na LO" i LOO" koji reinicijaliziraju
peroksidaciju, a mogu nastati i kratkolanCani produkti poput ketona, aldehida (primjerice
malondialdehida, MDA) i hidroksilnih kiselina koji su takoder reaktivni. Za terminaciju je
nuzan antioksidans koji donira vodikov atom LOO® radikalu i tako prelazi u radikal

antioksidansa koji s drugim radikalom tvori neradikalne produkte (Stefan i sur., 2007).
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Slika 6. Lipidna peroksidacija (preuzeto iz: Stefan i sur., 2007 i prilagodeno); Kratice: OH- -
hidroksid, OH" - hidroksilni radikal, H>O - vodikov peroksid, LH-lipidna molekula, L’ -
lipidni radikal, LO" - lipidni alkoksilni radikal, LOO"- lipidni peroksilni radikal, LOOH-lipidni
hidroperoksid, R*- prooksidans, Oz - kisik, O2'- superoksidni radikal



Zbog peroksidacije lipida membrane gube fluidnost, smanjuje im se vrijednost
membranskog potencijala, pove¢ava permeabilnost za vodikove i druge ione te, u konacnici,

dolazi do puknuca stani¢ne membrane i otpusStanja stani¢nog sadrZaja u okolis.

Malondialdehid, MDA jedan je od produkata lipidne peroksidacije i uzrocnik je
oStecenja stani¢ne membrane. Sadrzaj MDA, utvrden u reakciji s tiobarbituratnom kiselinom,
predstavlja stupanj lipidne peroksidacije i pokazatelj je tolerancije biljke na stres (Wang i sur.,
2004).

1.4.2. Oksidirani proteini

Proteini su osnovne komponente vecine bioloskih sustava s brojnim ulogama u stanici.
Stoga su glavna meta ROS-ova upravo zbog prisutnosti u visokim koncentracijama i visoke
konstante brzine reakcije s njima. Radikali, dvoelektronski oksidansi i metal-okso kompleksi
mogu modificirati proteine, a reakcije sekundarnih produkata (primjerice aldehida, kinona)
daljnji su izvor modifikacija. Zajedno stvaraju Sirok spektar post-translacijskih modifikacija
koje rezultiraju promjenom sastava i strukture aminokiselina i proteina, naboja, hidrofobnosti /
hidrofilnosti, konformacije i funkcije. Nakupljanje oksidativno modificiranih proteina, uslijed
poveéanog stvaranja ili njihovog smanjenog uklanjanja, dovodi do promjena u prometu

proteina i smanjene ili (povremeno) pojacane aktivnosti proteina (Davies, 2016).

NajceSc¢a oksidativna modifikacija proteina je nastajanje proteinskih karbonila te se
stoga proteinski karbonili koriste za pracenje razine oksidacijskog oStecenja proteina (Levin i
sur., 1990).

1.4.3. Odgovor biljke na oksidacijski stres

Tijekom razdoblja evolucije i domestikacije, biljke su razvile mnoge mehanizme
tolerancije na stresne uvjete, a najvaznijom prilagodbom smatra se ona na razini molekularne
biologije (Shao 1 sur., 2007). Odgovori na okoliSne promjene se, preko fizioloskih i
biokemijskih promjena, manifestiraju adaptivnim i morfoloskim promjenama. Sto je biljka
sposobnija obraniti se, brze ¢e i u ve¢em obimu aktivirati gene i sintetizirati enzime koji ¢e

sudjelovati u modifikaciji metabolizma s ciljem prilagodbe na stres (Urano i sur., 2010).

Biljni antioksidativni sustav, koji uklanja ROS-ove, dijeli se na tri vece skupine (Alexieva
i sur., 2003) :
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1. Antioksidanse topljive u lipidnoj fazi i vezane na membrane, poput a-tokoferola i -
karotena, koji djeluju direktno gase¢i slobodne radikale nastale lipidnom
peroksidacijom

2. Antioksidanse topljive u vodenoj fazi, poput glutationa i askorbinske kiseline, koji
sudjeluju u uklanjanju H20; i O2”

3. Antioksidativne enzime: superoksid-dizmutaze (SOD), katalaze (CAT) i peroksidaze
(PX) te enzime askorbat-glutation ciklusa.

Uz navedene skupine potrebno je spomenuti i flavonoide u svojstvu hvataca slobodnih

radikala. Aktiviranjem pojedinih ili svih spomenutih sustava, biljke su razli¢ito sposobne

prevladati oksidacijski stres.

1.4.3.1. Glutation (GSH)

Unutar skupine neenzimskih antioksidansa istice se glutation (GSH), tripeptid sastavljen
od glutamata, cisteina i glicina. U gotovo svim stani¢nim odjeljcima u milimolarnim
koncentracijama nalazi se u reduciranoj formi uz slobodnu tiolnu skupinu ili rjede u
oksidiranom obliku (GSSG), ako se dvije molekule GSH spoje disulfidnom vezom (Gill i sur.,
2013). Ciklicka konverzija izmedu ta dva oblika presudna je za obrambene stanicne procese
(Foyer i sur., 2002). Kemijski reaktivna i u vodi topljiva tiolna skupina (-SH) ¢ini GSH
esencijalnom molekulom za regulaciju stanicne diferencijacije 1 smrti, uskladivanje enzimskih
reakcija i rezistenciju na napad patogena te obranu od ROS-om izazvanih oksidacijskih
ostecenja (Gill i sur., 2013; Rausch i Wachter, 2005). Zato Tausz i sur. (2004) naglaSavaju da
je sustav glutationa vazan stres-marker ekofizioloSkih istrazivanja. Glutation je neophodan za
ocuvanje normalnog reduciranog stanja stanica 1 u svom reduciranom obliku prelazi u
oksidirani u reakciji s razli¢itim ROS-ovima 1 tako neutralizira inhibicijske ucinke

oksidacijskog stresa (Anjum i sur., 2012).

1.4.3.2. Flavonoidi - antocijanini

Flavonoidi (FI) su heterogena skupina polifenolnih spojeva pretezno lociranih u vakuoli
1 apoplastu sjemenki, li¢a, cvijeca i kore voca. Kao sekundarni metaboliti u biljkama imaju
antioksidacijsku, antimikrobnu i fotoreceptorsku ulogu, a utje€u i na privla¢enje pozornosti
oprasivaca, odbijanje od prehrane i kao obrana od UV zracenja. Idealna struktura omogucuje
im kelatno vezanje iona prijelaznih metala, aktiviranje antioksidacijskih enzima i inhibiranje
oksidaza te najvazniji antioksidativni mehanizam prekidanja lancane reakcije slobodnog
radikala njihovim hvatanjem, to jest sparivanjem. To ¢ine doniranjem vodikova atoma

slobodnom radikalu uz stvaranje manje reaktivnog flavonoidnog fenoksidnog radikala:

11



HO*® + FI-OH—H20+FI-O*

Antocijanini su najvaznija skupina flavonoida i pigmenti koji u strukturi, uz aglikonski
antocijanidinski dio, sadrze Se¢ernu 1 Cesto acilnu skupinu. Antioksidativno djelovanje ovisi im
o ukupnoj koncentraciji, strukturi i okoliSu: $to su viSe zastupljeni u biljci, to ¢e se ona

uspjesnije boriti protiv autooksidacije masnih kiselina (Kazazi¢, 2004).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Impatiens glandulifera Royle visoka je jednogodi$nja biljka poznata po tankim
ekstrafloralnim nektarijima koji prekrivaju ¢vorove izdanaka, peteljke lis¢a i bazalne zube lis¢a.
Predstavljena je kao ukras u Europi u 19. stolje¢u, a od tada se nastanila duz plovnih putovaiu
Sumama. Na odredenim se podruc¢jima smatra izuzetno invazivnom zbog utjecaja na autohtone
organizme na nacin da moze promijeniti karakteristike tla i mikroklime i natjecati se za

oprasivace svojim snazno mirisnim i nektarom bogatim cvjetovima (Block i sur., 2019).

Nedavni dokazi ukazuju kako ova alohtona vrsta svoju agresivnost i postojanost duguje
oslobadanju inhibitornih molekula — naftokinona koji u vecini slucajeva djeluju kao
fitoaleksini. Kao vazni sekundarni biljni metaboliti, naftokinoni pokazuju Sirok spektar
bioloskih aktivnosti, a jedna od njihovih uloga u natjecanju medu biljkama je poznati proces
koji se naziva alelopatija (Campos i sur., 2019). Brojne studije ukazuju da biljke na koje djeluju

alelokemikalije stvaraju velike koli¢ine ROS-ova koji induciraju stanje oksidativnog stresa.

Istrazivanje ucinaka alelopatskih biljnih kemikalija na rast i razvoj autohtone vegetacije
klju¢no je za razumijevanje njihove ekoloske uloge 1 vaznosti u invaziji egzoti¢nih biljaka
(Ruckli i sur., 2014). Stoga ¢e se u ovom diplomskom radu ispitati alelopatsko djelovanje
naftokinona prisutnih u ekstraktu lista zljezdastog nedirka na usjevnu biljku rotkvicu (Raphanus
sativus L., Brassicaceae) s pretpostavkom da ¢e naftokinoni u modelnom organizmu uzrokovati
hiperprodukciju ROS-ova koja ¢e dovesti do promjene u razini antioksidansa te oksidacijskog

oStecenja lipida i proteina.

Istrazivanje ¢e se provesti tako Sto ¢e se sjemenke rotkvice izloziti metanolnom
ekstraktu lista Zljezdastog nedirka u tri razli¢ite doze te ¢e se ostaviti na klijanju tri dana. U
istrazivanje ¢e se ukljuciti 1 sjemenke rotkvice koje ¢e biti izloZene deioniziranoj vodi
(negativna kontrola) i otopini CuSQOas (pozitivna kontrola). Po zavrsetku klijanja, odvagat ¢e se
masa svjezeg biljnog tkiva modelnog organizma, pripremiti homogenat biljnoga tkiva te ¢e se
u homogenatu biljnoga tkiva izmjeriti parametri antioksidacijskog odgovora (sadrzaj GSH i
antocijanina) i parametri oksidacijskog ostecenja lipida i proteina (sadrzaj MDA i oksidiranih

proteina).

14



3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Kemikalije koriStene za pripremu otopina za tretman sjemenki rotkvice:
- metanol (Lach-Ner, Neratovice, Ceska),
- bakrov (I1) sulfat, CuSO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
- deionizirana voda.
Za pripravu homogenata biljnog tkiva rotkvice koristena je:
- trikloroctena kiselina, TCA (Kemika, Zagreb, Hrvatska).
Za odredivanje sadrzaja GSH u homogenatu biljnog tkiva rotkvice bile su potrebne:
- 5,5'-ditiol-(2-nitrobenzojeva kiselina), DTNB (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD),
- kalijev dihidrogenfosfat, KH,PO4 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska),
- dikalijev hidrogenfosfat, K;HPO4 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska),
- etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD).
Za odredivanje sadrZaja antocijanina u homogenatu biljnog tkiva rotkvice koristeni su:
- kalij-kloridni pufer pH 1 (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
- natrij-acetatni pufer pH 4,5 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD).
Kod odredivanja sadrzaja MDA u homogenatu biljnog tkiva rotkvice upotrijebljena je:
- 2-tiobarbituratna kiselina, TBA (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD).
Za odredivanje oksidiranih proteina u homogenatu biljnoga tkiva rotkvice koriSteni su:
- klorovodic¢na kiselina, HCI (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
- 2,4-dinitrofenilhidrazin, DNPH (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD),
- etanol 96% (Kuna, Oroslavje, Hrvatska),
- etilacetat (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD),
- urea (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD).
Sve upotrijebljene kemikalije bile su pro analysi ¢istoce.
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3.1.2. Oprema

Prilikom istrazivanja koriStena je sljedeca oprema:
- mikropipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka),
- mijesalica, Vortex-Heidolph model REAX top (Heidolph Instruments, Schwabach,
Njemacka),
- centrifuga, Frontier 5706 (Ohaus, Greifensee, évicarska),
- precizna analiticka vaga, PB303 Delta Range (Mettler Toledo, Columbus, SAD),
- termostat, TMA (Termo-medicinski aparati, Dugo selo, Hrvatska),
- pH metar, HI1 9025 (Hanna instruments,Woonsocket, SAD),
- kiveta, Open-top UV-quartz cell (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD),
- UV-VIS spektrofotometar T70 (PG Instruments Ltd, Lutterworth, UK),

- mikrotitarska plo€ica ravnog dna s 96 jaZica nominalnog volumena 300 pL (Kartell S.p.A.,

Noviglio, Italija),
- ¢ita¢ mikrotitarskih ploc¢ica iIEMS Reader MF (Labsystems, Vantaa, Finska).

Navedeni uredaji nalaze se na Zavodu za Farmaceutsku botaniku i1 Zavodu za

mikrobiologiju Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

3.1.3. Biljni model

Za potrebe ovog eksperimentalnog rada, kao modelna biljna vrsta na kojoj se istrazivala
alelopatija, koristena je rotkvica, Raphanus sativus L. (slika 7), jednogodi$nja biljna vrsta iz
porodice krstaSica (Brassicaceae). Porijeklom je iz Europe i Azije, a odlikuje se povecanim
korijenom i hipokotilom koji su bogati sekundarnim metabolitima, poput glukozinolata,
polifenola i izotiocijanata i konzumiraju se diljem svijeta zbog nutritivne i ljekovite vrijednosti
(Manivannan i sur., 2019). Isti¢e se brzim dozrijevanjem i otpornos¢u na hladnoc¢u. Zbog vrlo

brzog klijanja odabrana je kao biljni model.

Sjemenke rotkvice koje su upotrijebljene u ovom ispitivanju komercijalno su nabavljene

u sjemenari ,,Agromlinar* Zagreb.
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Slika 7. Klijanac rotkvice (R. sativus) (slikala: L. Jagodar)

3.2. Metode

3.2.1. Bioloski pokus — germinacija
e Priprema otopina

Priprema metanolnog ekstrakta zljezdastog nedirka

Prvi korak za provodenje ispitivanja bio je priredivanje ekstrakta zljezdastog nedirka za
tretman sjemenki rotkvice. Metanolni ekstrakt lista Zljezdastog nedirka priredio se ekstrakcijom

iz 3,5 grama suhe tvari u 100 ml metanola.

Priprema 0,02 M otopine CuSQO4

U istrazivanje je ukljucena i pozitivna kontrola kojom su tretirane sjemenke rotkvice. Za tu
je potrebu koristena 0,02 M otopina CuSOa koja je pripremljena vaganjem 0,32 g CuSOg koji
je nakon toga kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu od 100 ml. Nakon toga je odmjerna

tikvica nadopunjena do oznake destiliranom vodom i1 promuckana.

¢ Provodenje bioloskog pokusa

Filtar papir postavljen je u Petrijeve zdjelice te impregniran trima razli¢itim dozama
pripravljenog ekstrakta zljezdastog nedirka (1,5 ml; 3,0 ml i 6,0 ml). Potom je filtar papir
ostavljen na suSenju kako bi metanol ispario. Takoder, filtar papir impregniran je i s 1 ml 0,02

M otopine CuSOs koja je sluzila kao pozitivna kontrola te je i ona ostavljena na suSenju. Na
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tako impregniran filtar papir su potom postavljene sjemenke rotkvice. Svaka Petrijeva zdjelica
sadrzavala je po 25 sjemenki modelne biljke rotkvice ravnomjerno postavljenih za klijanje. U
sve je Petrijeve zdjelice dodano po 2 ml deionizirane vode te su zatvorene s parafilmom. Tako
pripremljene Petrijeve zdjelice ostavljene su tri dana na tamnom mjestu na sobnoj temperaturi
na klijanju. U pokus je ukljucena negativna kontrola kod koje su sjemenke modelne biljke bile

izlozene 2 ml deionizirane vode (slika 8). Svi tretmani su provedeni u triplikatu.

Slika 8. Sjemenke rotkvice (R. sativus) na pocetku klijanja (slikala: A. Fajdetic)

Nakon tri dana klijanja, klijanci su pazljivo preneseni s filtar papira te je odvagana masa
svjezeg tkiva. Potom su klijanci premjeSteni u oznacene vrec¢ice 1 pohranjeni na -20 °C do

biokemijskih analiza.

¢ Priprema homogenata biljnog tkiva za mjerenje biokemijskih parametara

Na analiti¢koj vagi odvagano je 10 g TCA koja je zatim kvantitativno prenesena u odmjernu
tikvicu od 200 ml. Tikvica je nadopunjena destiliranom vodom do oznake i tako je dobiveno
200 ml 5 %-tne otopine TCA.

Homogenat Klijanaca rotkvice pripremljen je vaganjem 100 mg biljnog tkiva te je,
koriStenjem tucka, mehanicki biljno tkivo homogenizirano u tarioniku uz dodatak 0,5 ml 5 %-
tne otopine TCA. Pripremljeni homogenat biljnog tkiva rotkvice potom je centrifugiran kako
bi se dobio bistar supernatant u kojem je odreden sadrzaj biokemijskih parametara

oksidacijskog stresa (GSH, antocijanina, MDA i oksidiranih proteina).
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3.2.2. Metoda odredivanja GSH

e Princip metode

Spektrofotometrijska metoda odredivanja sadrzaja GSH temelji se na kolorimetrijskoj
reakciji GSH s 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzojevom kiselinom (DTNB-om), poznatim i kao
Ellmanov reagens. Prema Ellmanovoj metodi (1959), u reakciji s tiolnom skupinom GSH i
drugih neproteinskih tiola DTNB prelazi u 2-nitro-5-merkaptobenzojevu kiselinu (TNB). TNB
u blago alkalnim uvjetima prelazi u Zuto obojeni ionizirani oblik TNB? Kkoji svoj apsorpcijski
maksimum ima pri 412 nm. Zuto obojenje uzorka mjeri se spektrofotometrijski na 412 nm
prema slijepoj probi, a intenzitet obojenja odgovara sadrzaju GSH u uzorku. Sadrzaj GSH moze

se kvantificirati pomoc¢u poznatog apsorpcijskog koeficijenta (Ellman, 1959).

e Priprema otopina za odredivanje GSH

Priprema 1 M kalij-fosfatnog pufera pH 7.4

Kako bi se priredio 1 M Kkalij-fosfatni pufer, potrebni su KH2PO4 i K2HPOa. Najprije se
izracuna njihova molarna masa (M) koriste¢i periodni sustav elemenata, a primjenom jednadzbe
za mnozinu tvari (n = m /M gdje je n = mnoZina tvari, m = masa tvari, M = molarna masa)
dobije se masa tvari potrebna za pripravu 1 M otopine. Tako se za pripremu 1 M otopine
KH2POy4, prema dobivenim vrijednostima, na analiti¢koj vagi izvagalo, a zatim kvantitativno
prenijelo u odmjernu tikvicu od 100 ml 13,609 g KH2PO4, potom je tikvica nadopunjena
destiliranom vodom do oznake. Isti postupak ponovio se za pripremu 1 M otopine KoHPO4,
samo $to je izvagano 17,418 g KoHPOs jer je ta vrijednost izraunata prema jednadzbi za

mnozinu tvari.

Za pripremu 1 M otopine kalij-fosfatnog pufera pH 7,4 morale su se pomijesati 1 M otopine
KH2PO4 i K2HPO4 koriste¢i pH metar da bi se dobio potrebni pH 7,4. 1 M kalij-fosfatni pufer
sluzi kao otapalo i medij za izvodenje eksperimenta. U otopinu pufera moralo se dodati i 0,0037
g etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) kako bi se postigao molaritet EDTA u otopini od
0,1 mM. EDTA sluzi za keliranje metala $to rezultira sprjeCavanjem autooksidacije GSH u
uzorku. Potrebna odvaga EDTA dobivena je koriStenjem iste formule za mnozinu tvari, a

dodana je u 100 ml otopine 1 M kalij-fosfatnog pufera pH 7,4.
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Priprema 1 mM otopine DTNB-a

Za priredivanje 1 mM otopine DTNB-a, prema izracunu trebalo bi se izvagati 0,00396 g
DTNB-a. Kako bi se povecala preciznost odvage, priredena je 10 mM otopina vaganjem 0,0396
g DTNB-a. Izvagana masa kvantitativno je prenesena u odmjernu tikvicu od 10 ml, a do oznake
je tikvica nadopunjena 1 M otopinom kalij-fosfatnog pufera pH 7,4. Pripremljena otopina se
razrijedila 10 puta kako bi se pripremila 1 mM otopina DTNB-a. Dobivena otopina koristila se

kao reagens za dokazivanje GSH.

e Postupak

Postupak odredivanja GSH dan je shematskim prikazom u tablici 1.
Tablica 1. Shematski prikaz postupka za odredivanje GSH

SLIJEPA PROBA UZORAK
Homogenati biljnog tkiva rotkvice
= centrifugiranje 10 minuta na 7000 RPM
100 pl S % TCA + 900 ul DTNB 100 pl supernatanta homogenata + 900 pl
DTNB

= inkubacija 15 minuta na sobnoj temperaturi

— mjerenje apsorbancije na 412 nm

Sadrzaj GSH izracunat je pomocu jednadzbe za Beer-Lambertov zakon:
A=exlxc
Sadrzaj GSH = a4 [UM]
exl
pri ¢emu je:
AA —razlika izmjerene apsorbancije uzorka i slijepe probe na valnoj duljini od 412 nm
& — apsorpcijski koeficijent (14,15 mM™ cm™)

| — duzina optickog puta (1 cm).
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3.2.3. Metoda odredivanja antocijanina

e Princip metode

Za odredivanje sadrzaja antocijanina koristena je metoda prema Giusti i Wrolstadu (2001)
koja se temelji na pretpostavci da antocijaninski kromofor mijenja strukturu u ovisnosti o pH,
a ta se promjena moze mjeriti UV-VIS spektrofotometrom. Pigmenti antocijanina pri pH 1,0
postoje u obliku kationa i crvene su boje, dok pri pH 4,6 dolazi do reverzibilne promjene
strukture te antocijanini prelaze u bezbojne hidratizirane oblike (Giusti i Wrolstad 2001). Dakle,
pH—diferencijalna metoda pretpostavlja kako monomerni ili ,,€isti* antocijani imaju malo ili
nimalo apsorpcije u puferu pH 4,5, dok polimerni ili razgradeni antocijani apsorbiraju pri
navedenom pH (slika 9). lako su gotovo svi monomerni antocijani u hemiketalnom obliku pri
pH 4,5, mali je udio u kinoidnom ili flavilij obliku koji daju mali doprinos apsorpciji. | uz
prisustvo polimeriziranih, degradiranih pigmenata, metoda je brza, jednostavna i pouzdane

to¢nosti za mjerenje sadrzaja ukupnih antocijaninskih pigmenata.
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Slika 9. UV-VIS spektar antocijanina u puferu pH 1,0 i pH 4,5 (preuzeto iz: Vankar i
Srivastava, 2010 i prilagodeno)

e Postupak

Svaki uzorak pripremljen je u dvije serije uzoraka u duplikatu. Jedna serija uzoraka mijesala
se s puferom otopinom pH 1,0, a druga pufer otopinom pH 4,5. Pufer otopine su komercijalno
nabavljene te ih nije bilo potrebno pripremati. Cijeli postupak odredivanja antocijanina
prikazan je shematski u tablici 2. U pokusu su koriStene mikrotitarske plocice zbog manjeg

utroska volumena supernatanta u odnosu na mjerenje apsorbancije u kiveti UV-VIS
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spektrofotometrom. Apsorbancija uzorka izmjerena je na ¢ita¢u mikrotitarskih plocica (engl.,
Plate reader). Kako uredaj ne moze mjeriti apsorbanciju na potrebnim valnim duljinama od
512 nm (apsorpcijski maksimum) i 700 nm (korekcija zamucenja), izmjerene su apsorbancije
na valnim duljinama od 492 nm, 540 nm i 690 nm, a apsorpcijski maksimum na valnoj duljini
od 516 nm (odabran zbog blizine potrebnoj apsorbanciji na valnoj duljini od 512 nm) odreden

je prema formuli:
A 516 nm= (A 292nm + A 540 nm)/2
Tablica 2. Shematski prikaz postupka za odredivanje antocijanina

SERIJA UZORAKA 1 SERIJA UZORAKA 2
Homogenati biljnog tkiva rotkvice
= centrifugiranje 10 minuta na 7000 RPM
40 pl supernatanta homogenata + 160 nl 40 pl supernatanta homogenata + 160 pl
pufera pH 1,0 pufera pH 4,5
= inkubacija 15 minuta na sobnoj temperaturi
= mjerenje apsorbancije na 492 nm, 540 nm i 690 nm
Sadrzaj antocijanina odreden je prema formuli:

Ax Mr x FR x 1000
exl

[mg/1]

Sadrzaj antocijanina =

pri ¢emu je:
A — apsorbancija uzorka koja se ra¢una prema izrazu:
A = (As16— Aso0)pH 1,0 — (As16— A690)pH 4,5
Mr — molekulska masa = 449,2
FR — faktor razrjedenja
1000 — faktor za preracunavanje g u mg
& — apsorpcijski koeficijent (26,9 mM™ cm™)
| — duzina optickog puta (1 cm).

Podatci za vrijednost molekulske mase (Mr = 449,2) i ekstinkcijski koeficijent (26,9
mM-* cm™) koristeni u izradunu uzeti su od standarda cijanidin-3-glukozida, najzastupljenije
vrste antocijanina.
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3.2.4. Metoda odredivanja MDA

e Princip metode

MDA je krajnji produkt lipidne peroksidacije koji se odreduje tiobarbituratnim testom
(TBA test) kojeg su razvili Heath i Packer (1968). Temelji se na reakciji nukleofilne adicije
MDA s tiobarbiturnom kiselinom u jako kiselim uvjetima i povisenoj temperaturi, pri ¢emu
nastaje crveno obojen TBA>-MDA adukt koji se moze izmjeriti UV-VIS spektrofotometrom

mjereéi apsorbanciju na valnoj duljini od 532 nm (Heath i Packer 1968) (slika 10).

OH
/()
HN H* KN NN
2 | + _— . 2H,0
OH 4 5 Zou o 5

N N

5 n \ N
O

TBA MDA TBA,- MDA ADUKT

Slika 10. Reakcija MDA i TBA uz stvaranje MDA-TBA: adukta (preuzeto iz: Zhang i sur.,
2010 i prilagodeno)

e Priprema otopina za odredivanje MDA

Priprema 0,6 % otopine TBA

Na analitickoj vagi izvaze se 0,6 g TBA koja se potom kvantitativno prenese u odmjernu
tikvicu od 100 ml, a tikvica se nadopuni destiliranom vodom do oznake. Otapanje je potaknuto

umjerenim zagrijavanjem na grijacu. Tako pripremljena otopina sluzi kao reagens u TBA testu.

e Postupak
U tablici 3 shematski je prikazan postupak odredivanja MDA.
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Tablica 3. Shematski prikaz postupka za odredivanje MDA

SLIJEPA PROBA UZORAK
Homogenati biljnog tkiva rotkvice
= centrifugiranje 10 minuta na 7000 RPM
200 pl destilirane vode + 800 ul 0,6% 200 pl supernatanta homogenata + 800 pl
TBA 0,6% TBA

—> zagrijavanje 30 minuta na 90 °C
= naglo hladenje na ledu (zaustavljanje reakcije)
= centrifugiranje 10 minuta na 7000 RPM

—=mjerenje apsorbancije na 532 nm

Sadrzaj MDA izracuna se pomocu jednadzbe za Beer-Lambertov zakon uz poznatu
vrijednost apsorpcijskog koeficijenta prema formuli:

Sadrzaj MDA = aA M
adrzaj MDA = —— [uM]

pri ¢emu je:
AA —razlika izmjerene apsorbancije uzorka i slijepe probe na valnoj duljini od 532 nm
g — apsorpcijski koeficijent (155 mM™* cm™)

1 — duzina optickog puta (1 cm).

3.2.5. Metoda odredivanja oksidiranih proteina

e Princip metode

Daleko najsire primijenjen biomarker i indikator oksidacije proteina su proteinski karbonili
- produkti oksidacije proteina uslijed oksidacijskog stresa. Mjerenje njihovog sadrzaja ima
prednost nad odredivanjem ostalih oksidacijskih produkata zbog njihove stabilnosti i vrlo ranog
formiranja te mogucénosti odredivanja UV-VIS spektrofotometrom. Levine i sur. (1990) razvili
su metodu koja se temelji na reakciji proteinskih karbonila s 2,4-dinitrofenilhidrazinom

(DNPH) u kojoj dolazi do supstitucije karbonilne skupine proteina s DNPH uz stvaranje
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stabilnog 2,4-dinitrofenilhidrazonskog produkta (DNP; slika 11). DNP skupina apsorbira UV
zrac¢enje pa se ukupni sadrzaj karbonila moze kvantificirati spektrofotometrijski na 370 nm

(Purdel i sur., 2014).

HaN
0 \NH
A
7+

Protein—¢ - Protein—CH=N—NH

N NO2
H NO2

H,0

NO2
NO2
Proteinski karbonil DNPH DNP - protein
Slika 11. Derivatizacija karbonilne skupine proteina s DNPH (preuzeto iz: Purdel i sur., 2014

i prilagodeno)

e Priprema otopina za odredivanje oksidiranih proteina

Priprema 10 % TCA

Za dobivanje 10 %-tne otopine TCA potrebno je izvagati, kvantitativno prenijeti i otopiti
10 g TCA u destiliranoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 ml te nadopuniti tikvicu destiliranom

vodom do oznake. Dobivena otopina sluzila je za taloZenje proteina u uzorcima i slijepoj probi.

Priprema 2 N HCI

100 ml 2 N otopine klorovodi¢ne kiseline napravljeno je mijeSanjem 17 ml 36,5 %
klorovodi¢ne kiseline u odmjernoj tikvici od 100 ml nadopunjenoj destiliranom vodom do

oznake. Tako dobivena otopina sluzila je za pripremu reagensa 0,2 % 2,4-DNPH u 2 N HCI.

Priprema 0,2 % 2,4-DNPH u 2 N HCI

Za pripremu ovog reagensa prvo je odvagano, zatim kvantitativno preneseno 0,2 g 2,4-
DNPH u odmjernu tikvicu od 100 ml, koja se nakon toga nadopunila do oznake prethodno
pripremljenim 2 N HCI.

Priprema etanol : etil-acetat (1:1) otopine

Kako je omjer navedenih otapala 1:1, u menzuri se izmjerio jednak volumen etanola i etil-
acetata, odnosno, uzeto je 50 ml etanola i 50 ml etil-acetata, a otopine su izmijeSane staklenim

Stapi¢em u c¢asi od 200 ml. Tako napravljena otopina sluzila je za ispiranje viska reagensa
(DNPH) u uzorcima.
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Priprema 6 M uree u 20 mM kalij-fosfatnom puferu pH 2,4

Za pripremu ove otopine prvo se morao prirediti kalij-fosfatni pufer. On se dobio vaganjem
0,1361 g KH2POg4 1 otapanjem odvage u 40 ml destilirane vode. U tako priredenoj otopini
pufera, u odmjernoj tikvici od 50 ml, lijevkom se dodalo i otopilo 18,02 g ranije izvagane uree,
a tikvica je nadopunjena do oznake. Otopina je upotrijebljena za otapanje taloga u uzorcima i
slijepoj probi.

e Postupak

Buduéi da je svaki uzorak izraden u triplikatu, za svaki uzorak priredene su tri epruvete,
jedna za slijepu probu te dvije za duplikat uzorka u kojima se odvija reakcija proteinskih
karbonila s DNPH. U ovom pokusu koristen je talog homogenata biljnoga tkiva koji je dobiven
nakon centrifugiranja prilikom odredivanja GSH i MDA. Taj je talog prije samog pocetka
izvodenja pokusa bilo potrebno razrijediti (a kako bi se mogao uzeti to¢an volumen uzorka u

postupak) te je dodan 17x veci volumen 5 %-tne TCA.
Ciyjeli postupak za odredivanje oksidiranih proteina shematski je prikazan u tablici 4.
Tablica 4. Shematski prikaz odredivanja oksidiranih proteina

SLIJEPA PROBA UZORAK
500 pl razrijedenog taloga homogenata + 500 ul 10 % TCA
= mijesanje na vorteksu
— centrifugiranje 15 minuta na 21000 RCF
= dekantiranje
talog + 300 pl 2N HCI talog + 300 ul 0,2 % 2,4-DNPH u 2 N HCI
= mijesanje na vorteksu
= reakcijska smjesa stoji 1 sat na sobnoj temperaturi, u mraku
= mijeSanje na vorteksu
reakcijska smjesa + 200 ul 10 % TCA
= mijeSanje na vorteksu
= centrifugiranje 15 minuta na 21000 RCF
= dekantiranje

talog + 500 pl etanol:etil-acetat (1:1)
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= mijeSanje na vorteksu
= centrifugiranje 10 minuta na 21000 RCF
= dekantiranje
> pranje taloga 2x

talog + 2 ml 6 M uree u 20 mM K-fosfatnom puferu pH 2,4

= mijesanje na vorteksu
= otapanje taloga preko noci
= mijeSanje na vorteksu
= centrifugiranje 10 min na 21000 RCF

= mjerenje apsorbancije na 370 nm

Koncentracija proteinskih karbonila izra¢unata je prema Beer—Lambertovom zakonu

prema formuli:

AA
Sadrzaj oksidiranih proteina = xl [uM]

pri ¢emu je:
A — apsorbancija na 370 nm
g — apsorpcijski koeficijent (22 mM™ cm™)

1 — duzina opti¢kog puta (1 cm).

3.3. Statisticka obrada rezultata

Modelni organizam (R. sativus) tretiran je u triplikatu, a biokemijski parametri: GSH,
antocijanini, MDA, oksidirani proteini izmjereni su za svaki od triplikata u duplikatu. Rezultati
mase svjezeg tkiva prikazani su kao srednje vrijednosti triplikata + standardna devijacija za
svaki od tretmana, a biokemijski parametri prikazani su kao srednje vrijednosti 6 replika +
standardna devijacija. KoriStenjem t-testa pomocu ra¢unalnog programa Excel usporedeni su
dobiveni rezultati izmedu tretmana s deioniziranom vodom (negativna kontrola) i drugih
tretmana za masu svjezeg tkiva i pojedinih ranije navedenih biokemijskih parametara. Kao

statistiCki znacajna razlika postavljena je vrijednost P < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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U ovom diplomskom radu istrazeno je alelopatsko djelovanje invazivne biljne vrste
zljezdastog nedirka, I. glandulifera na klijance rotkvice, R. sativus. Sjemenke rotkvice, kao
modelne biljne vrste, bile su izloZene tri dana trima razli¢itim dozama (1,5 ml; 3,0 ml i 6,0 ml)
metanolnog ekstrakta lista Zljezdastog nedirka tako S$to je filtar papir, na kojem su sjemenke
postavljene za klijanje, impregniran navedenim dozama ekstrakta. U ispitivanje je uklju¢ena
negativna kontrola (sjemenke izlozene deioniziranoj vodi kao primjer klijanja u normalnim
fizioloskim uvjetima) te pozitivna kontrola (sjemenke izlozene 0,02 M otopini CuSO4). Kao
pozitivna kontrola odabrana je otopina bakra jer je poznato da bakar u visokim koncentracijama
uzrokuje oksidacijski stres i djeluje toksi¢no na klijanje (Lombardi i Sebastiani, 2005). Nakon
trodnevnog klijanja izvagana je masa svjezeg tkiva klijanaca, a sadrzaj biokemijskih parametara
mjerio se u homogenatu biljnog tkiva. Metodom prema Ellmanu (1959) odreden je sadrzaj
GSH, antocijanini su pH-diferencijalnom metodom mjereni prema Giusti i Wrolstadu (2001),
TBA testom prema Heathu i Packeru (1968) odreden je MDA, a derivatizacijom karbonilne
skupine proteina s DNPH prema Levine i sur. (1990) odreden je sadrzaj oksidiranih proteina.
Sva mjerenja provedena su u duplikatu, a sam pokus klijanja proveden je u triplikatu te su

dobiveni rezultati statisti¢ki obradeni.

4.1. Masa svjezeg tkiva

Nakon trodnevnog Kklijanja u prethodno opisanim uvjetima, klijancima rotkvice
izvagana je masa. Masa svjezeg tkiva u izravnom je odnosu s rastom biljke i stoga predstavlja

vaZan parametar u istrazivanju alelopatije. Slika 12 prikazuje odvagane mase svjezeg tkiva.

Iz rezultata se moze is¢itati pad mase svjeZeg tkiva klijanaca izloZenih metanolnom
ekstraktu zljezdastog nedirka u usporedbi s negativnom kontrolom (0,683 + 0,111 g) koja
predstavlja germinaciju u normalnim fizioloskim okoliSnim uvjetima. Povecanjem doze
ekstrakta alelopatske biljke razmjerno se snizava masa svjezeg tkiva klijanaca. Masa svjezeg
tkiva modelne biljke nakon trodnevne izloZenosti 1,5 ml ekstrakta iznosila je 0,645 + 0,059 g,
Sto je nize od negativne kontrolne skupine, ali nije znacajno. Daljnje snizavanje mase svjezeg
tkiva modelne biljke zabiljeZeno je nakon izlozenosti 3,0 ml ekstrakta (0,593 + 0,081 g). Jo$
veci pad mase svjezega tkiva zabiljezen je pri tretmanu s 6,0 ml ekstrakta Zljezdastog nedirka
0,564 + 0,022 g, no ni ta masa svjezeg tkiva nije se statisticki znacajnije razlikovala od mase

svjezeg tkiva negativne kontrole. Najnizu masu svjezega tkiva imala je pozitivna kontrola,

30



tretman klijanaca 0,02 M otopinom CuSO4 (0,375 + 0,056 g) sa statisti¢ki znacajnom razlikom
(P =0,006).

0,9

0,8

0,7
0,6
0,5
*

0,4 -’—
0,
01
0,

0

NK PK

1,5 ml 3,0 ml 6,0 ml

Masa svjeZeg tkiva
Srednja vrijednost + SD (g)
w

N

[N

Slika 12. Masa svjezeg tkiva klijanaca rotkvice nakon trodnevne izlozenosti razli¢itim
dozama metanolnog ekstrakta zljezdastog nedirka; NK — negativna kontrola (sjemenke

izloZene deioniziranoj vodi), PK — pozitivna kontrola (sjemenke izlozene 0,02 M CuSOa)

4.2. GSH

Glutation, GSH, endogena je tripeptidna komponenta staniénog metabolizma i
najvazniji antioksidans male molekularne mase sintetiziran u stanicama. GSH sudjeluje u
regulaciji stani¢nog ciklusa, a tiolna skupina (-SH) cisteina u njegovoj strukturi u reakcijama
redukcije 1 konjugacije koje se obi¢no smatraju njegovim najvaznijim ulogama. Te reakcije
sudjeluju u uklanjanju peroksida i mnogih ksenobioti¢kih spojeva koji bi se inace vezali za
proteine ili nukleinske kiseline, §to bi rezultiralo stani¢nim o$te¢enjima i genetskim
mutacijama. Brojna istrazivanja pokazala su da GSH ima direktnu i indirektnu zastitnu ulogu
od oksidacijskog stresa te o njegovoj koncentraciji ovisi hoée li se na adekvatan nacin ukloniti
proizvedeni slobodni radikali u stanici. Ako je njegov sadrzaj prenizak, u stanici se nalazi vise

slobodnih radikala koji uzrokuju oksidacijska oSte¢enja, a kad je njegova koncentracija iznad
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optimalne razine, moguca je reakcija s ionima metala uz proizvodnju slobodnih radikala i

generiranja oksidacijskog stresa (Forman i sur., 2008).

Dobiveni rezultati mjerenja sadrzaja GSH u klijancima rotkvice prikazani su slikom 13.
Tretman sjemenki otopinom bakra (pozitivna kontrola) prouzrocio je statisticki znac¢ajno
povecéanu proizvodnju GSH u odnosu na negativnu kontrolu (11,802 + 2,143 uM vs. 8,068 +
0,762 uM; P =0,023). To ukazuje da, u uvjetima toksicnim za biljku, dolazi do povecane sinteze
ovog antioksidansa s ciljem eliminacije ROS-ova. Trodnevna izloZenost metanolnom ekstraktu
alelopatske biljke u nizim dozama (1,5 ml i 3,0 ml) dovela je do smanjenja sadrzaja
antioksidansa GSH. Takvi rezultati mogu se pripisati troSenju zaliha GSH u prvoj fazi stresa.
Samo je nakon izloZenosti sjemenki 6,0 ml ekstrakta zljezdastog nedirka sadrzaj GSH blago
porastao (8,304 = 0,408 uM) u odnosu na negativnu kontrolu, ali ne statisti¢ki znacajno, $to
pokazuje da je stres bio dovoljno velik da biljka krene sa sintezom dodatnog GSH kako bi se

od njega obranila i sintetizirala nove zalihe ovog antioksidansa.
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Slika 13. Sadrzaj GSH u homogenatu klijanaca rotkvice nakon trodnevne izlozenosti
razli¢itim dozama metanolnog ekstrakta zljezdastog nedirka; NK — negativna kontrola
(sjemenke izloZene deioniziranoj vodi), PK — pozitivna kontrola (sjemenke izlozene 0,02 M

CuSOy)
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4.3. Antocijanini

Antocijanini su prirodni vodotopljivi pigmenti, polifenoli koji se nalaze u biljkama kao
glikozidi gdje je aglikonski antocijanidinski dio vezan za Se¢ernu skupinu. Kemijske strukture
antocijanina sadrze polihidroksi ili polimetoksi derivate 2-fenilbenzofirilija. Oni imaju
pozitivan naboj u svojim strukturama pri kiselom pH i postoje prvenstveno kao stabilni
kationski flavilij kada je pH < 2. Ova jedinstvena kemijska struktura jedan je od klju¢nih
¢imbenika koji utjece na njihovu apsorpciju, metabolizam, bioraspolozivost i bioloske reakcije.
Poznato je da mogu ulaziti u direktne interakcije s lipidima membrane, utjeCuci na taj na¢in na
fizioloSka svojstva membrane, interakcije izmedu liganda i receptora, modulaciju prijenosa
signala, transport kroz membranu i enzimsku aktivnost (Kazazi¢, 2004). Biljke s visokom
koncentracijom antocijanina imaju i veci antioksidacijski kapacitet, odnosno uspjesnije
inhibiraju oksidaciju lipida 1 proteina. Ravnoteza izmedu sinteze i degradacije odreduje njihovu
koncentraciju, a za odredivanje njihovog ukupnog sadrzaja u ovom radu koriStena je brza i
jednostavna pH-diferencijalna metoda prema Giusti i Wrolstadu (2001). Rezultati analize
prikazani su slikom 14,
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Slika 14. Sadrzaj antocijanina u homogenatu klijanaca rotkvice nakon trodnevne
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izloZenosti razli¢itim dozama metanolnog ekstrakta Zljezdastog nedirka; NK — negativna
kontrola (sjemenke izlozene deioniziranoj vodi), PK — pozitivna kontrola (sjemenke izlozene

0,02 M CuSOx)
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Da bi rezultati bili potpuni, uz izmjeren sadrzaj antocijanina, trebali bi se odrediti i
degradirani antocijanidinski produkti i antioksidacijska aktivnost antocijanina. No, utvrden je
pozitivan odnos izmedu antioksidacijske aktivnosti i ukupne koncentracije antocijanina (Yang
isur., 2019) 1 temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti da se one biljne vrste, koje sadrze

viSe antocijanina, mogu uspjesnije boriti protiv oksidacije lipida i proteina.

Nakon trodnevne izlozenosti 0,02 M CuSOs (pozitivna kontrola) doslo je do statisticki
znacajnog povecanja sadrzaja antocijanina u odnosu na negativnu kontrolu (0,303 + 0,056 mg/I
vs. 0,102 = 0,038 mg/l; P = 0,0008). Oc¢ekivan porast ukupnog sadrzaja antocijanina, premda
ne statisticki znacajan, izmjeren je pri tretmanu modelne biljke sa 6,0 ml metanolnog ekstrakta
zljezdastog nedirka (0,131 £ 0,039 mg/l) u odnosu na negativnu kontrolu (0,102 + 0,038 mg/l).
Iz ovako blago povecanog sadrzaja antocijanina moze se zakljuciti da je, pri izlaganju najvi$oj
dozi alelopatske biljne vrste, doslo do aktivacije antioksidacijskog odgovora modelne biljke.
Slican blagi porast nakon tretmana s najviSom dozom ekstrakta zljezdastog nedirka zabiljezen
je i kod GSH, drugog mjerenog antioksidansa u ovom istrazivanju. Tretman s 1,5 ml i 3,0 ml
ekstrakta invazivne vrste nije uzrokovao znacajnu promjenu u sadrzaju antocijanina (0,088 +
0,045 mg/l i 0,100 + 0,012 mg/l) u odnosu na negativnu kontrolu. Nakon tretmana s 1,5 ml
ekstrakta zabiljezen je 1 blagi pad sadrzaja antocijanina $to moZze ukazivati na ,troSenje*
njihovih zaliha u sprecavanju oksidacijskog stresa izazvanog trodnevnom izlaganju sjemenki
ekstraktu zljezdastog nedirka. Moze se primijetiti da se oba antioksidansa, GSH i antocijanini
ponasaju sli¢no nakon tretmana s ekstraktom alelopatske biljke: nize doze uzrokuju troSenje
zaliha antioksidansa, dok vise doze poticu biljnu stanicu na sintezu antioksidansa. Zabiljezena
velika standardna devijacija pri tretmanu s 1,5 ml ekstrakta Zljezdastog nedirka moze se
pripisati razli¢itoj vijabilnosti koriStenih sjemenki rotkvice. Vijabilnost oznacava sposobnost
stanice 1 organizma za zivot, njihov potencijal da prezive i razvijaju se (Copeland i McDonald,
2001). lako je u svakoj Petrijevoj zdjelici bilo po 25 sjemenki te su tretirane u triplikatu jednako,
moguce je da su sjemenke razlic¢ito vijabilne te stoga daju razliite rezultate mjerenja Sto
rezultira s velikom standardnom devijacijom. Takoder, poznato je da su antocijanini relativno
nestabilni spojevi na ¢iju stabilnost utje€e mnostvo faktora, poput same kemijske strukture
antocijanina, temperature, pH, svjetlosti, kisika, sadrzaja raznih metala i SeCera u uzorku
homogenata (ali i u ekstraktu kojim se tretira modelna biljka) pa se pri obradi rezultata trebaju
poznavati svi spomenuti faktori koji ¢e utjecati na stabilnost i, posljedi¢no, na rezultat sadrzaja

antocijanina.
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4.4. MDA

Peroksidacija lipida Siroko je koriSten pokazatelj stresa i gubitka funkcije biljnih
stanicnih membrana. MDA, sekundarni toksi¢ni produkt lipidne peroksidacije, koji nastaje kada
ROS-ovi razgrade PUFA-e membrana, koristi se kao biomarker za kvantifikaciju lipidne
peroksidacije, a njegov sadrzaj ukazuje i na oksidativni stres organizma. Dobiveni rezultati

mjerenja sadrzaja MDA u klijancima rotkvice prikazani su slikom 15.

P
= (O] N

Sadrzaj MDA
Srednja vrijednost + SD (uM)
o
(9]

*
0 I ' I I I
NK 6 ml PK

1,5 ml 3ml

Slika 15. Sadrzaj MDA u homogenatu klijanaca rotkvice nakon trodnevne izlozenosti
razli¢itim dozama metanolnog ekstrakta Zljezdastog nedirka; NK — negativna kontrola
(sjemenke izlozene deioniziranoj vodi), PK — pozitivna kontrola (sjemenke izlozene 0,02 M

CuSO0a.)

Kako je vidljivo iz slike, sadrzaj MDA povecavao se S dozom ekstrakta zljezdastog
nedirka. Tako je, u odnosu na negativnu kontrolu (0,718 + 0,008 uM), najveca koncentracija
MDA zabiljezena pri izloZenosti 6,0 ml ekstrakta invazivne biljke (0,778 + 0,055 uM). Iako
porast sadrzaja nije statisticki znacajan, ovakav rezultat rastuceg sadrzaja MDA moze ukazati
da je kod modelne biljke ipak doslo do lipidne peroksidacije i oStecenja staniéne membrane te
nastanka citotoksi¢nog produkta, MDA. Najvisi sadrzaj MDA zabiljezen je prilikom tretmana
s otopinom bakra (pozitivna kontrola) 1,970 + 0,006 uM, $to je bilo i statisticki zna¢ajno vise
u odnosu na negativnu kontrolu. Sadrzaja MDA nakon tretmana s dozama ekstrakta zljezdastog
nedirka 1,5 ml i 3,0 ml bio je slican vrijednosti kontrolne skupine. Prilikom izlozenosti nizim

dozama ekstratka (1,5 ml i 3,0 ml) sadrzaji GSH i antocijanina, kao predstavnika
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antioksidativne sposobnosti biljne stanice, su ili blago padali ili bili na istoj razini. To moze
znaciti da je biljna stanica troSila antioksidanse kako bi sprijeila nastajanje MDA pri
izloZenosti nizim dozama ekstrakta. GSH i antocijanini su prisutni u normalnim fizioloskim
uvjetima te prilikom blagog stresa dolazi do snizenja njihovog sadrzaja (troSe se na hvatanje
slobodnih radikala). Tek kada je razina stresa visoka pri izloZenosti ve¢im koncentracijama
oksidansa, biljka mora sintetizirati potrebne antioksidanse kako bi se obranila od oksidacijskog
stresa.

4.5. Oksidirani proteini

Proteini su glavna meta radikala i dvoelektronskih oksidansa u bioloskim sustavima
zbog njihove visoke koncentracije 1 velike konstante brzine reakcije. SloZena struktura daje im
visoku selektivnost i specifi¢nost u obavljanju bioloskih funkcija, stoga ¢e se male promjene u
strukturi odraziti na njihovu aktivnost. Modifikacija proteina reaktivnim radikalima moze
rezultirati povecanom hidrofilno$¢u 1 fragmentacijom boc¢nog lanca, agregacijom kovalentnim
umrezavanjem ili hidrofobnim interakcijama, odmatanjem proteina te promijenjenim
interakcijama s njihovim supstratima (Davies, 2016). Kako proteini sudjeluju u mnostvu
bioloSkih procesa, njihovo oksidacijsko oSte¢enje ima puno vece negativne ucinke na
organizam od samog propadanja molekule. Mjerenje sadrzaja proteinskih karbonila najSire je
koriSten indikator 1 marker za oksidaciju proteina, a rezultati dobiveni njihovom

kvantifikacijom u ovome istrazivanju prikazani su slikom 16.

Negativna kontrola tretirana deioniziranom vodom imala je najniZi sadrZaj proteinskih
karbonila (7,553 £ 0,906 uM). Iz slike je jasno vidljivo da je, povecanjem doze ekstrakta
alelopatske biljke, rastao 1 sadrzaj proteinskih karbonila kao produkata oksidacije proteina.
StatistiCki znaCajan porast zabiljezen je kod tretmana najviSom dozom ekstrakta 6,0 ml (9,720
+ 0,548 uM, P = 0,012) kao i kod tretmana otopinom CuSOQgs, pozitivna kontrola (11,598 +
1,430 uM, P = 0,007). Ovakvi rezultati potvrduju da je trodnevni tretman modelne biljke s
ekstraktom Zljezdastog nedirka doveo do karbonilacije proteina, jedne od najStetnijih
nepovratnih oksidativnih modifikacija proteina i glavnog obiljezja poremecaja povezanih s
oksidativnim stresom. Kako se mjerenje proteinskih karbonila ¢esto provodi da bi se procijenila
razina oksidativnog stresa, moze se zakljuciti da je do istog doslo u uvjetima izlozenosti
metanolnom ekstraktu zljezdastog nedirka, Sto potvrduju i rezultati mjerenja ostalih parametara

oksidacijskog stresa.
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Slika 16. Sadrzaj oksidiranih proteina u homogenatu klijanaca rotkvice nakon
trodnevne izlozenosti razli¢itim dozama metanolnog ekstrakta zljezdastog nedirka; NK —
negativna kontrola (sjemenke izloZene deioniziranoj vodi), PK — pozitivna kontrola (sjemenke
izloZene 0,02 M CuSOa4)

Provedena su i druga istrazivanja alelopatskog ucinka zljezdastog nedirka. U
diplomskom radu Zeli¢ (2020) ispitan je u¢inak ove biljke na bijelu gorusicu (Sinapis alba, L.).
U tom istrazivanju pokazano je da ekstrakt lista Zljezdastog nedirka uzrokuje smanjenje mase
svjezeg tkiva modelne biljke, $to je potvrdilo fitotoksi¢an uéinak alelopatske biljke na bijelu
gorusicu. Takoder, u tom je istrazivanju zabiljezen i blagi porast GSH i antocijanina nakon

tretmana s najviSom dozom ekstrakta (6,0 ml) $to je u sukladnosti s ovim istraZzivanjem.

Pretpostavlja se da svoju invazivnost zljezdasti nedirak duguje fenolima -
naftokinonima koji ispoljavaju fitotoksi¢an u¢inak na okolne biljke u stanistu. U istrazivanju
koje su proveli Block i sur. (2019) potvrdeno je prisustvo 1,4-NQ u cvjetnim nektarima
zljezdastog nedirka te u liS¢u i korijenju. Zbog njihove velike zastupljenost u ekstrafloralnim
nektarijima Block i sur. (2019) zaklju¢ili su da se 1,4-NQ ispiru u tlo kiSom gdje pokazuju svoje

alelopatske i toksi¢ne ucinke.
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U istrazivanju alelopatskog potencijala i mogucih alelopatskih sastavnica Zljezdastog
nedirka koriStene su sadnice i mlade biljke autohtonih ciljnih vrsta: pravog blazenka (Geum
urbanum L.), mocvarne koncéare (Filipendula ulmaria L.), obi¢ne koprive (Urtica dioica L.) i
krhke vrbe (Salix fragilis L., samo sadnice potonjeg), koje se Cesto javljaju zajedno s
invazivnhom vrstom na razli¢itim staniStima (Bieberich 1 sur., 2018). Biljke su uzgajane u
kompeticiji sa zljezdastim nedirkom ili tretirane pripravkom njegovih listova ili 2-metoksi-1,4-
naftokinonom (2-MNQ), njegovim glavnim alolokemijskim sastojkom. Provedeno istrazivanje
pokazalo je da zljezdasti nedirak negativno utjeCe na rast svih ispitivanih vrsta. 2-MNQ doveo
je do manjeg smanjenja rasta biljaka, §to upucuje na to da mozda nije jedina alelopatska tvar
koju posjeduje Zljezdasti nedirak. Stoga je zakljueno da Zljezdasti nedirak smanjuje rast
autohtone vegetacije i mijenja rane faze razvoja, ali da ih u potpunosti ne ometa. Istrazivanje
provedeno u ovom diplomskom radu u sukladnosti je s navedenim istrazivanjem - Zljezdasti
nedirak smanjio je rast modelne biljke rotkvice, ali nije u potpunosti sprijecio njen razvoj.
Vazno je | primijetiti da je u ovome istraZivanju ekstrakt u ispitivanim dozama imao slabiji

ucinak od otopine bakra za koju je utvrden toksi¢an i pro-oksidativan ucinak.

Za kraj, vazno je uzeti u obzir da je kompletne ucinke invazivnih vrsta na autohtone
teSko procijeniti jer ovise o nizu ¢imbenika, poput identiteta svake vrste, njenih svojstava i
¢imbenika okoliSa. Takoder, oksidacijski stres kojeg bi invazivna vrsta mogla izazvati u
autohtonoj je vrlo kompleksan fenomen kojeg je tesko karakterizirati. Jo§ uvijek ne postoji
prihvacena klasifikacija oksidacijskoga stresa, a jedan biomarker ne mora nuzno biti prikladniji
od drugoga. Upravo je stoga, kako bi se mogli donijeti relevantni zakljucci u ovome istrazivanju
izmjereno viSe parametara: dva parametra antioksidacijske obrane i dva parametra
oksidacijskog oste¢enja makromolekula. Nadalje, alelopatija ni dan danas nije u potpunosti
odgonetnuta i pred znanstvenicima je dug put k otkrivanju novih alelokemikalija, njihovih

mehanizama djelovanja i utjecaja na mirookolinu.
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5. ZAKLJUCCI
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Nakon provedenog istrazivanja alelopatskog ucinka metanolnog ekstrakta lista biljne vrste
I. glandulifera na klijanje i parametre oksidacijskog stresa modelne biljke rotkvice (R. sativus)

te usporedbe s dostupnom literaturom moze se zakljuciti sljedece:

1. Nakon trodnevnog tretmana metanolnim ekstraktom vrste I. glandulifera doslo je do
smanjenja mase svjezeg tkiva klijanaca vrste R. sativus i moze se zakljuciti da ekstrakt
biljne vrste I. glandulifera fitotoksi¢no djeluje na klijanje vrste R. sativus.

2. Prilikom izlozenosti niskim dozama ekstrakta doSlo je do blagog pada sadrzaja
neenzimskih antioksidansa, GSH 1 antocijanina, a pri izlozenosti visokim dozama
ekstrakta do blagog porasta sadrzaja GSH i antocijanina u odnosu na negativnu kontrolu
te se moze zakljuciti da je tretman u postavljenim eksperimentalnim uvjetima (modelna
biljka, doza i duZina trajanja izloZenosti) u modelnom organizmu (R. sativus) prouzrocio
troSenje, a potom i sintetiziranje novih zaliha antioksidansa u borbi protiv oksidacijskog
stresa.

3. Nakon trodnevnog tretmana ekstraktom zljezdastog nedirka zabiljezen je znacajan
porast sadrzaja oksidiranih proteina, kao i porast sadrzaja MDA, pokazatelja lipidne

peroksidacije, $to potvrduje da je u modelnom organizmu doslo do oksidacijskog stresa.

Dobiveni rezultati ukazuju na fitotoksi¢no djelovanje biljne vrste I. glandulifera koje ova
biljka duguje naftokinonima. Moze se zakljuciti da je izazivanje oksidacijskog stresa jedan od

mehanizama alelopatskog djelovanja biljne vrste I. glandulifera.
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Sazetak

Cilj ovog rada bio je ispitati u¢inak metanolnog ekstrakta zljezdastog nedirka (Impatiens
glandulifera R., Balsaminaceae) na klijavost sjemenki i na razinu oksidacijskog stresa u
klijanaca rotkvice (Raphanus sativus L., Brassicaceae). Sjemenke vrste R. sativus tri su dana
bile izlozene metanolnom ekstraktu lista vrste I. glandulifera kojim se impregnirao filtar papir
trima razli¢itim dozama (1,5 ml; 3,0 ml i 6,0 ml). Za pozitivhu kontrolu filtar papir je
impregniran s 0,02 M otopinom CuSOs, a negativna kontrola bio je tretman deioniziranom
vodom. Modelni organizam (R. sativus) tretiran je u triplikatu. Nakon trodnevne izlozenosti,
izvagana je masa svjezeg tkiva klijanaca rotkvice te je potom pripremljen homogenat biljnog
tkiva u trikloroctenoj kiselini (100 mg tkiva/0,5 mL TCA). U supernatantu homogenata
odredeni su parametri oksidacijskog stresa: sadrzaj reduciranog glutationa (GSH), antocijanina,
malondialdehida (MDA) 1 oksidiranih proteina. Metodom prema Ellmanu (1959) odreden je
sadrzaj GSH, antocijanini su pH-diferencijalnom metodom mjereni prema Giusti i Wrolstadu
(2001), tiobarbituratnim testom prema Heathu i Packeru (1968) odreden je MDA, a
derivatizacijom karbonilne skupine proteina s DNPH prema Levine i sur. (1990) odreden je
sadrzaj oksidiranih proteina. Rezultati su statistiCki obradeni t-testom (program Excel, P <
0,05).

Masa svjezeg tkiva klijanaca rotkvice tretiranih ekstraktom zljezdastog nedirka bila je
niza u odnosu na negativnhu kontrolu. Znacajnija promjena u sadrzaju neenzimskih
antioksidansa, GSH i antocijanina u odnosu na negativnu kontrolu nije zabiljeZena. Sadrzaj
MDA u klijanaca rotkvice tretiranih s najvisom dozom (6,0 ml) ekstrakta bio je visi u usporedbi
s negativnom kontrolom. Sadrzaj oksidiranih proteina klijanaca tretiranih s ekstraktom
zljezdastog nedirka bio je visi od negativne kontrole, a statisticki znacajno visi bio je nakon
tretmana s najviSom dozom ekstrakta, 6,0 ml (negativna kontrola vs. najvisa doza ekstrakta;
7,553 £ 0,906 uM vs. 9,720 £+ 0,548 uM, P = 0,012). Prema dobivenim rezultatima moze se
zakljuciti kako ekstrakt biljne vrste I. glandulifera fitotoksi¢no djeluje na klijanje vrste R.
sativus, ali se u modelnoj biljci, u eksperimentalnim uvjetima, nije aktivirao adekvatan odgovor
na oksidacijski stres (porast sadrzaja GSH 1 antocijanina). To je rezultiralo porastom sadrzaja
MDA i oksidiranih proteina, odnosno doslo je do oksidacijskog stresa. Dobiveni rezultati jasno
pokazuju da je oksidacijski stres mehanizam alelopatskog djelovanja biljne vrste 1.

glandulifera.
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Summary

The aim of this study was to explore the effect of methanol extract of himalayan balsam
(Impatiens glandulifera R., Balsaminaceae) on seed germination and on the level of oxidative
stress in radish seedlings (Raphanus sativus L., Brassicaceae). Seeds of R. sativus were treated
for three days with methanol extract prepared from I. glandulifera leaves (filter papers were
impregnated with three doses of methanol extract: 1.5, 3 and 6 mL). As positive control 0.02
M CuSOs solution was used, and negative control was treatment with deionized water. The
model organism (R. sativus) was treated in triplicate. After three days of exposure, the fresh
mass of radish seedlings was weighed. Plant tissue homogenate was prepared using
trichloroacetic acid (100 mg tissue/0.5 mL TCA). As parameters of oxidative stress, the content
of reduced glutathione (GSH), anthocyanin, malondialdehyde (MDA) and oxidized proteins
was determined in the supernatant of the homogenates. The GSH content was determined using
the Ellman method (1959), anthocyanins were measured by the pH-differential method
according to Giusti and Wrolstad (2001), the MDA was determined by using the thiobarbituric
test according to Heath and Packer (1968) and the content of oxidized proteins was determined
by derivatization of the carbonyl group of proteins with DNPH according to Levine et al.

(1990). The obtained results were statistically analysed (t-test, Excel; P <0.05).

The fresh mass weight of radish seedlings treated with 1.5 — 6 ml of I. glandulifera
extract was lower compared to the negative control. There was no significant change in the
content of non-enzymatic antioxidants, GSH and anthocyanins compared to the negative
control. The MDA content was higher in radish seedlings treated with the highest dose of extract
(6 ml) compared to the negative control. The content of oxidized proteins was higher in treated
seedlings, and treatment with the highest dose of I. glandulifera extract (6 mL) induced a
statistically significant increase of oxidized proteins content (negative control vs. the highest
extract dose; 7.553 + 0.906 uM vs. 9.720 + 0.548 uM, P = 0.012). According to the results, it
can be concluded that the I. glandulifera extract has a phytotoxic effect on R. sativus
germination, but in the model plant, in experimental conditions, an adequate response to
oxidative stress (increase in GSH and anthocyanin content) was not activated. This resulted in
an increase in the content of MDA and oxidized proteins, which means that oxidative stress has
occurred. Therefore, it can be concluded that one of the mechanisms of allelopathic effect 1.

glandulifera is oxidative stress.
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8. PRILOG
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Popis kratica

CAT - katalaza

DTNB - 5,5'-ditiol-(2-nitrobenzojeva kiselina)
2,4-DNPH - 2,4-dinitrofenilhidrazin
EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina
GSH - reducirani glutation

GSSG - oksidirani glutation

MDA - malondialdehid

MNQ - 2-metoksi-1,4-naftokinon

PUFA - polinezasi¢ene masne kiseline
PX - peroksidaza

RCF - relativna centrifugalna sila

ROS - reaktivni kisikovi spojevi

RPM - okretaji u minuti

SOD - superoksid dismutaza

TBA - 2-tiobarbituratna kiselina

TCA - trikloroctena kiselina

UHPLC-MS - tekuc¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti vezana sa spektrometrom

masa
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