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1. Uvod

1.1. Herbicidi

Herbicidi su skupina pesticida, a obuhvacaju veliku grupu kemijskih spojeva koji razli¢itim
mehanizmima djelovanja sluze suzbijanju nepozeljnih biljnih vrsta, alga, mahovina i liSajeva.
Osnovni mehanizmi djelovanja herbicida ukljucuju inhibiciju sinteze aminokiselina,
inhibiciju fotosinteze, biosinteze lipida, karotenoida, celuloze te folne kiseline, kao i
inhibiciju diobe stanice te svjetloS¢u potpomognuto bijeljenje. Mehanizmi toksi¢nosti
herbicida variraju te su i rasponi toksi¢nih koncentracija herbicida za odredene vrste veliki 1
ovise 0 sposobnosti samog organizma za njihovu razgradnju i bioakumulaciju (DeLorenzo i
sur., 2001).

Od ukupne koli¢ine primijenjenih pesticida u Europi, vise od 35% se odnosi upravo na
herbicide (NOVA, 2003). Na razini Europske unije herbicidi se najcesée upotrebljavaju za
zaStitu poljoprivrednih kultura (Eurostat, 2007). Sukladno tome, ujedno su i1 najveci
zagadivaci voda u podrucjima s intenzivnom poljoprivrednom proizvodnjom te su cesto
prisutni u izrazito visokim koncentracijama u povrSinskim i podzemnim vodama (Guzzella i
sur., 2006). Koncentracija herbicida u povrSinskim vodama u nekim europskim zemljama
Cesto premasuje grani¢ne vrijednosti (Debenest i1 sur., 2010; Miiller i sur., 2002). To je
najcesce rezultat iznenadnih tockastih izvora oneciS¢enja ili pak obilnih kisa 1 poplava zbog

kojih dolazi do pojave maksimalnih koncentracija herbicida (\Vallotton i sur., 2008).

Postojanost herbicida u okoliSu ovisi o brojnim ¢imbenicima, poput ucestalosti njihove
primjene, postojanosti herbicida u tlu i mobilnosti, oborinama, topografiji i klimi (Lin i sur.,
1999). Nakon S§to odredena koli¢ina primijenjenog herbicida dospije u terestricki ekosustav,
duZina trajanja njenog aktivnog djelovanja i zadrzavanja u tlu te intenzitet ispiranja i unosa u
povrsinske i podzemne vode, ovise prvenstveno o svojstvima herbicida (Ng i Clegg, 1997).
Herbicidi su u vodenim ekosustavima izloZzeni brojnim fizikalnim, kemijskim te
mikrobioloSkim procesima, poput fotoliticke razgradnje, volatizacije, sedimentacije,
resuspenzije, adsorpcije/desorpcije, biorazgradnje, bioakumulacije te biotransformacije
(Holvoet i sur., 2007).
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1.2. Fenilurea herbicidi

Od otkri¢a 1 sinteze fenilurea herbicida, ubrzo nakon Drugog svjetskog rata, ova je grupa
spojeva postala jedna od najznacajnijih i najviSe upotrebljavanih skupina herbicida. Vecina
komercijalno dostupnih fenilurea herbicida su najces¢e N-metoksi-N-metil-substituent
(primjerice linuron i klorobromuron), ili N-N-dimetil-substituent spojevi (primjerice
izoproturon i diuron). Strukturne formule najc¢esce koristenih fenilurea herbicida prikazane su

na slici 1.

A
Q Q
7 7~ " 5 7~
(§_N\ »‘“\ >_N\ 3_’\
NH /( NH Cl NH Cl NH

Izoproturon Cl Metoksuron Cl Diuron Monuron
Q > Q Q
>—N\ >—N< >—w<
NI NH @—Nl i
Cl F
Klorotoluron Fluometuron Fenuron
B
al A P A A P cl A
>‘—N >‘—N >—N }—N
AN ’ AN
BV—GNH B NH Cl NH e Cl NH %
Klorobromuron Metobromuron Monolinuron Linuron

Slika 1. Strukturne formule fenilurea herbicida. (A) N-N-dimetil-substituent fenilurea
herbicidi; (B) N-metoksi-N-metil-substituent fenilurea herbicidi (modificirano prema Gu i
sur., 2013).

Fenilurea herbicidi uglavnom imaju relativno visoku stopu topivosti u vodi te nisku stopu
sorpcije na tlo, Sto ih ¢ini izuzetno mobilnim u terestriCkim ekosustavima. Nekoliko skupina
fenilurea herbicida i njihovih metabolita otkriveno je i svrstano u skupinu zagadivaca
podzemnih voda (Field i sur., 1997; Spliid i Kappen, 1998), rijeka i potoka (Field i sur., 1997,
Stangroom i sur., 1998), jezera (Thurman i sur., 2000; Gerecke i sur., 2001) i morskih
ekosustava u raznim dijelovima svijeta. Fenilurea herbicidi mogu dospjeti u okoli§ na
nekoliko razli¢itih nacina, primjerice oneciS€enjem iz tockastih izvora, kao posljedica

slu¢ajnog izlijevanja ili ¢iS¢enjem te pranjem opreme za tretiranje usjeva.
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Medutim, veliki broj ovih herbicida u okoli§ dospijeva difuznim putem kao rezultat tretiranja
usjeva (Johnson i sur., 2001; Gooddy i sur., 2002). Prirodnu stopu razgradnje fenilurea
herbicida, s posebnim naglaskom na mineralizaciju fenilne skupine do CO2, gotovo je
nemoguce detektirati, ili je ona veoma spora u povrsinskim i podzemnim vodama (Johnson,

1998; Kristensen, 2001).

1.2.1. 1zoproturon

Izoproturon [3-(4-izopropilfenil)-1,1-dimetilurea] je selektivni, translokacijski i sistemski
herbicid iz skupine fenilurea herbicida, molekulske formule C12H1sN20 i strukturne formule

prikazane na slici 2 (Federal Environmental Protection Agency, 2000).

(CH,),CH O NHCON(CH,),

Slika 2. Strukturna formula herbicida izoproturona (Tomlin, 2009).

Koristi se za suzbijanje jednogodisnjih uskolisnih i nekih Sirokolisnih korova u Zitaricama
(pSenica, jeCam, raz). Primjenjuje se prije i poslije faze nicanja usjeva, kada su korovi u fazi
do 4 lista (SOeS, 2012). Jedan je od najcesc¢e primjenjivanih herbicida u konvencionalnoj
poljoprivredi Europske unije 1 Cesto je otkriven u uzorcima povrsinskih 1 podzemnih voda. S
obzirom na to da se koristi u znacajnim koli¢inama, ne iznenaduje podatak da su
koncentracije u povrsinskim vodama visoke, a dosezu vrijednosti od 0,2 pg/L u vodi Dunava
(ICPDR, 2015). Izoproturon ima nisku vrijednost koeficijenta lipofilnosti- Kow koeficijenta: n
oktanol/voda (log Kow=2,5 pri pH 7 i 20 °C), dok je njegov bioakumulacijski potencijal
zanemariv te se ne smatra perzistentnim (Tablica 1). Medutim, odlikuje ga sporija razgradnja
(manja stopa biodegradacije, enzimska i1 mikrobioloSka). lzoproturon je hidroliticki i
fotoliticki stabilan spoj. Prosje¢no vrijeme poluraspada u sustavu voda-sediment iznosi 20-61

dan u vodenoj fazi te izmedu 44-276 dana u ¢itavom ekosustavu.
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Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva herbicida izoproturona (web 1).

Tip pesticida Herbicid

Kemijski naziv prema IUPAC-u [3-(4-izopropilfenil)-1,1-dimetilurea]

Empirijska formula C12H1sN20

Podrijetlo Sinteticko

Agregatno stanje Kristalini¢na sol

Miris Bez mirisa
Topivost u vodi (mg/L, 20 °C) 70,2; neovisno o pH
Tlak para [Pa] 2,8-8,1 x 10 pri 20 °C
Konstanta Henryevog zakona [Pa x m®mol] 1,46 x 10 pri 22 °C
CAS broj 34123-59-6

Klasifikacija rezistentnosti herbicida (HRAC) C2

Alopecurus myosuroides Huds.
Phalaris minor Retz.

Primjeri zabiljeZene rezistencije

LDso derm. (mg/kg) >2000

1.2.1.1. Mehanizam djelovanja izoproturona

Izoproturon, kao i mnogi drugi fenilurea herbicidi uzrokuje inhibiciju fotosustava Il
induciraju¢i oksidacijski stres, Sto posljedi¢no dovodi do oSte¢enja proteina, lipida i drugih
stani¢nih komponenti, kao i do inhibicije rasta biljaka (Rutherford i Krieger-Liszkay, 2001).
Izoproturon biljke apsorbiraju dominantno preko korijena, ali i nadzemnim dijelovima. Brzo
se transportira preko ksilema u listove, gdje ispoljava svoje djelovanje (Glabgen i sur., 1999).
Mehanizam toksi¢nosti navedenog herbicida temelji se na blokiranju fotosintetskog elektron
transportnog lanca u tilakoidima kloroplasta na nivou fotosustava Il (PSII) (Porsbring i sur.,
2010).
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Djelovanje izoproturona se ispoljava njegovim vezivanjem na D1 protein fotosustava II,
blokiraju¢i pritom transport elektrona od Qa do Qg plastokinonskog receptora, sto sprjecava
normalno funkcioniranje elektron transportnog lanca (Backhaus i sur., 2004; Janji¢, 2009).
Navedeno dovodi do prekida sinteze ATP-a i nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfata

(NADPH?>) te do oksidativnih ostecenja fotosintetskog aparata (Janji¢, 1994).

1.2.1.2. Upotreba herbicida izoproturona u zemljama Europske unije

Svake se godine diljem Ujedinjenog Kraljevstva primjeni 3300 t izoproturona na 3 milijuna
hektara poljoprivrednog zemljista, Sto izoproturon ¢ini najkoristenijim herbicidom u Velikoj
Britaniji (Environment Agency, 2001). Zahvaljuju¢i ekstenzivnoj upotrebi, izoproturon se
svrstava u skupinu najznacajnijih onecis¢ivaca rijeka, potoka, jezera, morskih ekosustava i
podzemnih voda diljem Europe (Spliid i Keppen, 1998; Stangroom i sur., 1998; Gerecke i
sur., 2001; Environment Agency, 2001). Kao rezultat njegovog opseznog i intenzivnog
koristenja, kao i njegove postojanosti te relativno niske adsorpcije, 2000. godine u
Ujedinjenom Kraljevstvu je 14% analiziranih uzoraka povrSinskih voda sadrZzavalo poviSene
koncentracije izoproturona, pri ¢emu su vrijednosti koncentracija prelazile dozvoljenih 0,1
pg/L (Environment Agency, 2001), odnosno limitirane vrijednosti propisane Europskom
direktivom o vodama. Stovise, iste je godine izoproturon svrstan na 7. mjesto najznacajnijih
onecis¢ivaca detektiranih u povrSinskim i podzemnim vodama Ujedinjenog Kraljevstva

(Environment Agency, 2001).

U Njemackoj svake godine 30 t herbicida dospije u povrSinske vode, pri ¢emu prednjaci
izoproturon s 2 t godiSnje. Da li ¢e neki herbicid dospjeti u povrsinske vode ovisi o nekoliko
glavnih c¢imbenika, poput karakteristika rijeCnog sliva i1 vodenih putova, pojavnosti i
intenziteta oborina i naposljetku, koli¢ine herbicida koja se namjerava upotrijebiti (Berenzen i
sur., 2005; Garmouma i sur., 1998). Koncentracije izoproturona mjerene u rijekama cesto
fluktuiraju tijekom vremena. Mdller i sur. (2002) navode kako se te vrijednosti koncentracija
kre¢u izmedu 0,05 i 23,18 pg/L, s medijanom od 0,21 pg/L. Visoke koncentracije herbicida
obi¢no su detektirane nakon obilnih i jakih kiSa, kada se herbicid vrlo lako prenosi s oranica i
poljoprivrednih povr§ina u povrSinske vode, najceS¢e putem mehanizama povrSinskog

otjecanja ili ispiranja (Kreuger, 1998).



Uvod

Primjerice, koncentracije izoproturona u Svicarskim rijekama dosezu vrijednosti od cak 8,4
pg/L, Sto uvelike premasuje dopuStenu vrijednost od 0,27 pg/L, postavljenu od strane
Svicarskog kriterija za kvalitetu vode za pi¢e (CQC) (Che'vre i sur., 2006; Balsiger i sur.,
2007).

1.3. Utjecaj herbicida na makrofite i druge ne-ciljne vrste u vodenim ekosustavima

Tretiranjem usjeva, procesima oborinskog ispiranja, povrSinskog otjecanja te erozijom
poljoprivrednog zemljista, herbicidi s poljoprivrednih oranica mogu dospjeti u obliznje
vodene ekosustave. Upravo su zbog toga slatkovodni ekosustavi ¢esto kontaminirani visokim
koncentracijama herbicida (Mickelson i sur., 2001). Budu¢i da je izoproturon jedan od najvise
koristenih fenilurea herbicida u konvencionalnoj poljoprivrednoj proizvodnji, cesto je prisutan
u vodenim ekosustavima i to u znacajnim koli¢inama. Povecane koncentracije izoproturona
obi¢no su zabiljezene u proljece, i to u periodu od ozujka do svibnja, kada se ovaj herbicid
najcesce i upotrebljava, a oborine su Ceste i intenzivne (Nitschke i Schissler, 1998). Isti su
autori ukazali kako je herbicid izoproturon prisutan u vise od % uzoraka prikupljenih u
postrojenjima za obradu otpadnih voda u ruralnim podrucjima te da njegova koncentracija
doseze vrijednost od 42 pg/L. Medutim, samo je mali broj provedenih studija proucavao
utjecaj i sudbinu izoproturona u slatkovodnim ekosustavima (Feurtet-Mazel i sur., 1996;
Grollier i sur., 1997).

Vodena leca je vrlo pogodna ne-ciljna vrsta za proucavanje utjecaja herbicida na slatkovodne
ekosustave. Ova je vrsta glavni predstavnik slatkovodnih plutaju¢ih makrofita, a Cesto je
prisutna u malim vodenim tijelima. Biljke iz porodice Lemnaceae poznate su po toleriranju
okolisnih stresnih ¢imbenika i iznimno velikoj sposobnosti akumulacije ksenobiotika. S druge
strane, iznimno su osjetljive na razliCite parametre stresa (Mohan i Hosetti, 1999; Cleuvers i
Ratte, 2002). Upravo su zbog tih osobina vodene le¢e pogodne vrste za brojna
ekotoksikologka istrazivanja (Hulsen i sur., 2002). StoviSe, poseban se naglasak stavlja na
njihovu upotrebu u sustavima za procis¢avanje otpadnih voda upravo zbog snaznog kapaciteta

za uklanjanje organskih tvari i nutrijenata (Awuah i sur., 2004).

Za razliku od insekticida ¢iji je mehanizam toksicnosti na slatkovodne ekosustave dobro

istrazen 1 poznat, ucinci herbicida i dalje su razmjerno nepoznati.
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Vodene makrofite i alge najosjetljivija su skupina ne-ciljnih organizama, a imaju klju¢nu
ulogu u normalnom funkcioniranju slatkovodnih ekosustava. Makrofite su klju¢ne u
stabilizaciji sedimenta, a njihova prisutnost utjeCe na brzinu sedimentacije Cestica, protok
vode, unos hranjivih tvari i recirkulaciju (Sand-Jensen i Krause-Jensen, 1997). Pruzaju
skloniste za vodene kukce, rakove i ribe, a ujedno sluze kao hrana mikroorganizmima,
puzevima i ostalim vrstama. Makrofite i alge ¢ine osnovu hranidbenih mreza i stoga su od

kljucne vaznosti za funkcioniranje vodenih ekosustava (Wetzel, 1983).

Studije o ucincima herbicida na ne-ciljne vrste u terestriCkim ekosustavima su dokazale da
¢ak 1 male doze herbicida u koncentraciji od 1% utjecu na rast 1 reprodukciju biljaka (Boutin 1
sur., 2000; Bhatti i sur., 1995). Uzimajuci u obzir da se raspon doze obi¢no krece od 1-10%
na poljoprivrednim oranicama te 35% u voénjacima unutar 10 m tretiranog podrucja te da se
intenzivna poljoprivredna proizvodnja odvija na tlima koja su najceS¢e u blizini vodenih
tijela, neizbjezno je da ¢e vodene makrofite biti izloZzene Stetnim efektima herbicida.
Medutim, dok su terestricke biljne vrste herbicidima izlozene samo djelomi¢no i najcesce
tijekom definiranog perioda, vodene su makrofite izlozene tijekom dugog vremenskog
perioda, a osobito to vrijedi za biljke u staja¢éim vodama. Upravo ovo poveéanje podrucja

izloZenosti u kombinaciji s trajanjem perioda izlozenosti herbicidu, ¢ini vodene makrofite

Budu¢i da se herbicid izoproturon vrlo brzo akumulira u akvatickim makrofitama (Crum i
sur., 1999), visoke stope bioakumulacije makrofita ukazuju na to kako i veoma niske
koncentracije ovog herbicida pokazuju tendenciju zasic¢enja navedenih biljaka (Feurtet-Mazel
i sur., 1996). Lipofilna svojstva navedenog herbicida rezultirala su ve¢om stopom toksi¢nosti

za akvati¢ke makrofite u odnosu na alge (Kirby i Sheahan, 1994).

Rezultati studija dobiveni izlaganjem algi roda Chlorococcales herbicidu monolinuronu,
pokazuju kako ECso doseze vrijednost od 300 pg/L (Harrison i sur., 1987). Nadalje, Gatidou i
Thomaidis (2007) su pokazali kako izlozenost alge Navicula forcipata herbicidu diuronu u
koncentraciji od 27 pg/L, uzrokuje inhibiciju rasta za 50%. Rezultati eksperimenta Tasmin i
sur. (2013) dobiveni izlaganjem zelene alge Pseudokirchneriella subcapitata pokazuju kako
ECso doseze vrijednost od 12,5 pg/L nakon 72 h izlaganja diuronu. lzlozenost alge
Scenedesmus vacuolatus herbicidu linuronu u koncentraciji od 22 ug/L, uzrokuje inhibiciju

prirasta za 50% (Junghans i sur., 2006).
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1.4. Pulsna izloZzenost herbicidima

Maksimalne koncentracije herbicida izmjerene u povrSinskim vodama ¢esto su prisutne samo
u kratkom vremenskom periodu (Styczen i sur., 2003). Navedeni maksimumi koncentracija
(pulsevi), obicno su povezani s tretiranjem poljoprivrednih usjeva, povrSinskim otjecanjem
(engl. runoff) i ispiranjem, pri ¢emu njihove koncentracije ¢esto mogu doseci vrijednosti od 1-
10 pg/L. Vrijednosti koncentracija herbicida izmjerenih u staja¢im i podzemnim vodama
kre¢u se u rasponu od 10-200 ng/L (Gilliom i sur., 1999; Sandbech, 2000). Vrlo je mali broj
provedenih studija bio u moguénosti otkriti potencijalno znacajne ucinke herbicida na ciljne
organizme, pri koncentracijama manjim od 200 ng/L. Iznimke c¢ine triazinski herbicid
Irgarol® (Scarlett i sur., 1999), kao i potencijalni sulfonilurea herbicidi poput metsulfuron-
metila, ¢iji se toksi¢ni ucinak ispoljava i pri koncentracijama nizim od 1000 ng/L (Turgut i
Fomin, 2002; Wendt-Rasch i sur., 2003). Koncentracije herbicida terbutilazina, metsulfuron-
metila i linurona ve¢e od 5 pg/L snazno utjeCu na rast i proces fotosinteze u akvatiCkim
makrofitama i algama prilikom dugotrajnog izlaganja biljaka (4 dana ili vise) (Cedergreen i
sur., 2004; Kersting i Van Wijngaarden, 1999; Turgut i Fomin, 2002; Wendt-Rasch i sur.,
2003). Stoga, pulsne koncentracije herbicida mogu dosegnuti razine potencijalno toksi¢ne za
vecinu akvatickih makrofita. Dakle, postavlja se pitanje da li su pulsne koncentracije
potencijalno Stetne, ili je izloZenost biljaka prekratka da bi znacajnije utjecala na prirast i
biomasu akvatickih makrofita?

Do sada nisu nacinjeni vremensko-ovisni toksikokineticki modeli metabolizma 1 kriti¢nih
koncentracija herbicida u tkivima visih akvati¢kih makrofita. Za razliku od procjene rizika
ucéinkovitosti pulsne izlozenosti herbicidima u animalnim tkivima (Reinert i sur., 2002),
pretpostavlja se da u€inak pulsne izloZenosti biljaka herbicidima prvenstveno ovisi o: 1) stopi
akumulacije herbicida u biljkama i 2) sposobnosti oporavka biljke nakon tretmana
herbicidima. Herbicidi koji se brzo akumuliraju u biljnom tkivu pokazuju produZeni ucinak,
za razliku od sporo-akumuliraju¢ih herbicida, koji stoga ne bi mogli posti¢i ravnotezno stanje
izmedu biljke i okolisa, prije nego pulsne koncentracije herbicida budu u opadanju.

Proces akumulacije herbicida uklju¢uje 3 glavna mehanizma: 1) apsorpciju, 2) brzinu
inaktivacije herbicida te 3) brzinu otpuStanja herbicida. Stopa inaktivacije i metabolizma
svakog pojedinog herbicida je specificna (KomoRa i sur., 1995). S druge strane, apsorpcija
kao i1 brzine otpuStanja herbicida, prvenstveno ovise 0 lipofilnosti molekula samog spoja
(Bromilow i Chamberlain, 1995).
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Dakle, lipofilni ¢e spojevi veoma lako i brzo difundirati u biljne stanice, za razliku od
hidrofilnih spojeva, negativno nabijenih iona te neutraliziranih pozitivno nabijenih iona
(Trapp, 1995; Trapp, 2000).

Drugi faktor koji se takoder smatra veoma vaznim prilikom utvrdivanja ucinkovitosti pulsne
izlozenosti herbicidima jest i stopa oporavka nakon pulsne izloZenosti. Neke vrste stani¢nog
oStecenja, poput raspada stanica uzrokovanog agresivnim ROS-om (engl. Reactive Oxygen
Species), odvijaju se kontinuirano u biljnim tkivima. To je, dakle, svojevrstan primjer
,»0zljede* za koje ne postoje ucinkoviti mehanizmi popravka (Osmond, 1994). Nadalje, Steta
uzrokovana neravnotezom koncentracija aminokiselina i akumulacije ugljikohidrata, javlja se
kao posljedica djelovanja ALS-inhibitora (Royuela i sur., 2000), kao i posljedica dusi¢nog
stresa. Medutim, unato¢ poznavanju specificnih mehanizama, kao i ciljnih mjesta djelovanja
herbicida, kompletna kaskada ucinka herbicida na fizioloske procese u akvatickim
makrofitama i dalje je nepoznata (Cobb, 1992; Devine i sur., 1993). Pretpostavlja se da
vremenski period (trajanje izlozenosti), kao i pulsna koncentracija imaju klju¢nu ulogu na
ucinkovitost pulsnog izlaganja. Stoga je trajanje pulsnog izlaganja fiksno, a samo
koncentracije herbicida variraju. Postavljaju se stoga 2 klju¢na pitanja: 1) da li uinci pulsne
izlozenosti ovise o potencijalnoj stopi bioakumulacije i/ili mehanizmu djelovanja herbicida te
2) koliko je brzo vrijeme oporavka nakon nekoliko uzastopnih pulsnih izlaganja?

Prijasnje su studije dokazale da je stopa rasta akvatickih makrofita i algi tijekom pulsne
izloZenosti herbicidima izrazito smanjena. Medutim, uoceno je kako se stopa rasta blago
povecava nakon samo jednog izlaganja (Cedergreen i sur., 2005; Drost i sur., 2003; Klaine i
sur., 1997; Vallotton i sur., 2008). U potocima i rijekama, akvati¢ke makrofite, kao i ostala
vodena flora nisu pod utjecajem jednog pulsnog izlaganja. Upravo suprotno, biljke su
izloZene ve¢em broju uzastopnih pulsnih utjecaja (Muller i sur., 2002; Leu, 2003).

S druge strane, vrlo malo se zna o dugoro¢nim uéincima uzastopnih pulsnih izlaganja na
akvaticke makrofite. Prema Reinert i sur. (2002), dugotrajni ucinci izlaganja neciljnih
organizama herbicidima mogu se opisati funkcijom ¢ije su varijable: 1) Steta nastala nakon
izlaganja, 2) kapacitet organizma za oporavak i 3) vremenski period trajanja oporavka izmedu
pulseva. Nadalje, sekvencijalna izlozenost moze dovesti do povecanog ili smanjenog ucinka
tijekom svakog narednog izlaganja, ovisno o ispitivanom organizmu i specifiénim
mehanizmima djelovanja herbicida. Ako pulsna izlozenost herbicidima ne utje¢e na odgovor

narednog pulsa, uzastopna izloZenost moze se smatrati potpuno neovisnim procesom.
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1.5. Znacajke porodice Lemnaceae

Porodica Lemnaceae obuhvaca cetiri roda: Lemna, Spirodela, Wolffia i Wolffiella. Ova
porodica je obi¢no na margini botanickih zanimljivosti budué¢i da se ubrajaju u
najjednostavnije i najmanje cvjetnice. Siroko su rasprostranjene od tropskog do umjerenog
klimatskog podrucja (Hillman, 1961), a sluZze kao hrana pticama mocvaricama i malim
zivotinjama te osiguravaju hranu, skloniSte i sjenu vodenim organizmima (Wang, 1991).
Filogenetski su jednosupnice. Porodica broji oko 40 kozmopolitski rasprostranjenih vrsta
(Hillman i Culley, 1978), a odlikuju je tri vazne karakteristike. Prva je poseban nacin
vegetativnog razmnozavanja. Svaki listi¢ ima dvije meristemske regije koje stvaraju nove
listice. Pri tome je vazno naglasiti kako svaki listi¢ moze stvoriti 10-20 novih biljaka nakon
Cega tkivo mati¢ne biljke propada. Kao drugu karakteristiku treba istaknuti da listi¢i ne ostaju
trajno povezani s mati¢nom biljkom, ve¢ se odvajaju. Stoga kolonije vodene lece imaju svega
nekoliko biljaka. Tre¢a karakteristika uklju¢uje znacajnu progresivnu redukciju svih struktura
koje nisu nuzne za zivot na povrsini ili neposredno ispod povrSine vode te gotovo potpuno
odsustvo drvenastog tkiva (Hillman i Culley, 1978). Za gotovo sve vrste iz porodice
Lemnaceae poznato je da se razmnozavaju ne samo vegetativno, ve¢ i spolno, cvjetanjem i
zametanjem plodova i Sjemena u specifiénim uvjetima (Hillman i Culley, 1978). Vodene lece
u prirodi zive na staniStima ¢ija se pH vrijednost vode kre¢e u rasponu od 3,5 do 10,5
(Landolt, 1986), medutim optimalna pH vrijednost ovisi o mnogim ¢imbenicima. Primjerice,
da li je izvor dusika u obliku amonijaka ili nitrata te 0 dostupnosti mikroelemenata, $to osim
njihove koncentracije u hranjivoj otopini, ovisi i 0 nazo¢nosti helatnih tvari poput EDTA i Fe-
citrata. Optimalna pH vrijednost krece se u rasponu 6,5-7,8, dok je temperaturni optimum za
vedinu vrsta iz porodice Lemnaceae izmedu 20 i 30 °C.

Vegetativnim razmnoZavanjem osigurava se geneticka homogenost organizama, a njihov brzi
rast (30-40 h za novu biljku) te relativno jeftin i jednostavan nacin odrzavanja u kulturi in
vitro, ¢ini ovu porodicu pogodnim laboratorijskim subjektom u istraZivanjima
ekotoksikoloskih uc¢inaka raznih ksenobiotika. Najcesce se upotrebljavaju vrste Lemna minor,

Lemna gibba, Spirodela polyrrhiza i Wolffia arrhiza (Les i sur., 2002).
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1.5.1. Biologija i znacajke vrste Lemna minor L.

Mala vodena le¢a (Lemna minor L.) je Siroko rasprostranjena (kozmopolitska), slobodno
plutajuca jednosupnica, prisutna u mnogim slatkovodnim ekosustavima (Vidakovi¢—Cifrek,
2007; Paczkowska i sur., 2007). Raste u vodi s visokom razinom nutrijenata, pH vrijednosti
izmedu 5 1 9 (optimalno 5,5-7,5) 1 temperaturi izmedu 6 i 33 °C (Leng, 1999). Tolerira Siroki
spektar ekoloskih uvjeta ¢ime se ubraja u eurivalentne vrste (Hillman i Culley, 1978). U
prirodi je vazna kao izvor hrane za mnoge ptice mocvarice (posebice patke) 1 ribe (Wang,
1991). Jednostavne je grade. Jedna se biljka naziva ¢lanak (engl. frond). Nalikuje duguljastim
listi¢ima, duljine do 1 c¢cm, a ¢ine ga reducirana stabljika i list te korijen duljine do 5 cm, ¢ije
stanice sadrze kloroplaste. Uloga korijena je odrzavanje biljke u vodoravnom polozaju. Sa
svake strane uzeg dijela ¢lanka, nalazi se reproduktivni dzep unutar kojeg zapocinje proces
vegetativnog razmnozavanja. Novonastale biljke mogu neko vrijeme ostati spojene s
mati¢nom biljkom ¢ineéi koloniju. Hranjive tvari primaju se preko donje povrsine plutajuceg
¢lanka (Vidakovi¢—Cifrek, 2007). Za potrebe laboratorijskih istrazivanja, biljke se najcesce
uzgajaju na tekué¢im hranjivim podlogama u kontroliranim uvjetima temperature i osvjetljenja
(Slika 3).

Slika 3. Kultura L. minor u Erlenmeyerovoj tikvici (foto: M. Moslavac).
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Svojstva zbog kojih je mala vodena le¢a pogodna za ekotoksikoloska istrazivanja su:

- jednostavna grada,

- brzo vegetativno razmnozavanje ¢ime se osigurava geneticka homogenost biljaka,

- lagan uzgoj na teku¢im hranjivim podlogama,

- mali prostor potreban za uzgoj,

- malih je dimenzija, ali istodobno dovoljno velika da se morfoloske promjene mogu
promatrati golim okom,

- velika osjetljivost na razne ksenobiotike (Vidakovi¢—Cifrek 2007; Wang, 1986; Radi¢
I Pevalek—Kozlina, 2010; Scherr i sur., 2008).

1.6. Laboratorijski testovi toksi¢nosti (Lemna-test)

Vodene se leCe veoma lako uzgajaju i odrzavaju u kulturi in vitro. Osim toga, malih su
dimenzija i jednostavne grade te imaju vegetativni nadin razmnoZzavanja kojim nastaju
geneticki identi¢ne biljke (klonovi). Pri tome valja spomenuti da upijaju toksikante iz hranjive
otopine ne samo korijenom, ve¢ cijelom donjom povrs$inom listica. Zbog ovih se osobina
Cesto koriste kao modelne biljke u laboratorijskim istrazivanjima (Naumann i sur., 2007;
Zhang i sur., 2010). Tijekom izvodenja laboratorijskih testova biljke se uzgajaju na teku¢im
hranjivim podlogama u kontroliranim uvjetima temperature i osvjetljenja, a trajanje
eksperimenta je od nekoliko sati do nekoliko dana.

Razvijeno je nekoliko standardiziranih protokola za testiranje Stetnog djelovanje teSkih
metala, herbicida, pesticida i organskih oneciS¢ivaca u kojima se koriste vrste iz porodice
Lemnaceae. OECD Lemna-test (2006) protokol razvijen je za testiranje odredenih tvari i
proizvoda. S druge strane, ISO protokol razvijen je za testiranje okoli$nih uzoraka u kojima se
testira Stetno djelovanje kombinacije onecis¢ivaca. Oba se protokola temelje na inhibiciji rasta
biljaka u periodu od sedam dana.

Prednosti laboratorijskih testova koji se izvode na biljkama koje rastu u kulturi su sterilni i
dobro definirani uvjeti kultivacije te neovisnost o godisnjem dobu, klimi i temperaturi. Tvari
¢iji se ucinak zeli ispitati dodaju se u hranjivu otopinu i na temelju rasta i razvoja biljaka

procjenjuje se ucinak ili toksic¢nost ispitivanih tvari (Lewis, 1995; Wang 1990).
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NajceS¢e mjereni parametar u Lemna-testu je prirast broja biljaka, gdje se u odredenim
vremenskim intervalima broji svaka vidljiva biljka (Wang, 1991). Stovise, Lemna-testom
procjenjuje se ucinak testiranih tvari i na temelju morfoloskih promjena biljaka.

Pri upotrebi vodene le¢e kao testnog organizma moze se pratiti ¢itav niz pokazatelja u¢inaka
istrazivanih tvari kao §to su stopa prezivljavanja biljaka, duljina korjencica, ultrastrukturne
promjene, prirast mase svjeze tvari, udio suhe tvari, ukupna povrsina biljaka, odnos povrsine
biljaka i mase svjeze tvari, stopa disanja, fotosintetska aktivnost, sadrzaj fotosintetskih
pigmenata, koncentracija ukupnih proteina, aktivnost antioksidacijskih enzima kao i pojava
stresnih proteina (Vidakovi¢—Cifrek, 2007). Laboratorijski se testovi mogu izvoditi na tri
na¢ina: 1) kao stati¢ni (bez izmjene hranjive otopine), 2) test s periodi¢nim obnavljanjem
hranjive otopine i 3) kao proto¢ni testovi (Uz kontinuiranu izmjenu hranjive otopine tijekom
Standardni laboratorijski testovi toksi¢nosti temelje se na konstantnim uvjetima izlaganja
ciljnih organizama s razli¢itim periodima trajanja izlozenosti ksenobioticima. Stoga, ovakav
pristup ne moze pruziti izrazito to¢nu i pravu procjenu ucinkovitosti nekog ksenobiotika na
ciljne akvaticke organizme u ,stvarnom“ ekosustavu. Trenutno je u upotrebi nekoliko
razli¢itih pristupa za procjenu ucinaka izlozenosti organizama ksenobioticima u stvarnim
uvjetima okolisa. Navedeni pristupi ukljuCuju formiranje i proucavanje organizama u
svojevrsnom mikrokozmosu, ili upotrebu jednog ciljnog organizma s ciljem oponaSanja
scenarija izloZenosti ksenobioticima kakav postoji u stvarnom okoliSu ili ekosustavu (Boxall 1

sur., 2002).
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1.7. Ekotoksikoloski molekularni biomarkeri u akvatiékim makrofitama

Definicija, terminologija, kao i primjena molekularnih biomarkera u kontekstu procjene rizika
za okolis, i dalje nije u potpunosti posve jasna. Biomarkeri izloZenosti definirani su kao bilo
koja funkcionalna mjera izlozenosti karakterizirana na nivou organizacije sub-organizama, a
predstavljaju mjerljivi bioloski odgovor potaknut izloZzeno$¢u organizma tvarima u okoliSu
(Adams i sur., 2001). Nasuprot tome, biomarkeri djelovanja obuhvacaju biokemijske,
fizioloSke ili ekoloske strukture i mehanizme koji su medusobno povezani ili su uzrocno
povezani s bioloskim ucincima definiranim na jednom ili viSe nivoa bioloSke organizacije
(McCarty i Munkittrick, 1996). Ekotoksikoloski biomarkeri kljuéni su za procjenu rizika u
akvatickim ekosustavima (Ernst i Peterson, 1994). Medutim, biomarkeri sami po sebi ne
mogu ponuditi cjelovito rjeSenje problema. Samo multiparametarski pristup, kao i upotreba
nekih fizioloSkih biomarkera, biomarkera stresa te specificnih biomarkera mogu primjereno
doprinijeti ekotoksikoloSkoj dijagnostici (Ferrat 1 sur., 2003). Forbes 1 sur. (2006) naglasavaju
kako su biomarkeri potencijalno korisni za testiranje hipoteza o mehanizmima djelovanja
ksenobiotika na razli¢itim razinama bioloske organizacije. Budu¢i da se ekotoksikologija
iskljucivo temelji na procjeni rizika od ksenobiotika na populacije organizama te njihove
zajednice i ekosustave, a samo u rijetkim slucajevima obuhvaca pojedinaéne vrste, odgovor
biomarkera mora biti ¢vrsto i dosljedno povezan s odgovorima organizama na vi$im nivoima
bioloske organizacije, i to osobito ako se biomarkeri koriste kao pokazatelji u¢inka (Forbes i
sur., 2006). Biomarkeri kao predmeti istrazivanja u akvati¢kim makrofitama su relativno malo
zastupljeni u znanstvenoj literaturi (Ernst i Peterson, 1994; Ferrat i sur., 2003). Bez obzira na
to, biljni biomarkeri pokazali su se kao izrazito korisni agensi biomonitoringa. Akutno stanje,
brzina rasta i prirast suhe ili svjeze biomase, morfoloski simptomi poput kloroze ili nekroze
tkiva, samo su neki od pokazatelja toksi¢nosti testiranih ksenobiotika (Davy i sur., 2001).
Medutim, buduéi da se toksi¢nost u biljkama najprije o€ituje na molekularnoj razini, a tek
kasnije i na razini cijelog organizma, parametri biokemijskih u¢inaka mogu biti raniji
pokazatelji stresa uzrokovanog ksenobioticima (Davy i sur., 2001). Efekti na molekularnoj
parametrima, poput biomase, ne mora uvijek biti izrazena (Davy i sur., 2001). Ernst i Peterson
(1994) naglaSavaju kako se biomarkeri trebaju temeljiti na morfoloSkim parametrima koji
omogucuju rano otkrivanje ksenobiotickog stresa u ovisnosti o dozi ili periodu izlaganja.
Stovise, za to¢nu percepciju metabolickih signala od kljuéne je vaznosti upravo poznavanje

mehanizama djelovanja ksenobiotika (Ernst i Peterson, 1994).
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Prema tome, odabir biomarkera u ekotoksikoloskim istrazivanjima treba se temeljiti upravo
na molekularnim ili fizioloSkim procesima potaknutim od strane toksikanta (Ernst i Peterson,
1994). Uobicajena procjena biokemijskih mehanizama klju¢an je pokazatelj bioloske
relevantnosti u cijelom spektru bioloskih sustava. Ako biokemijski ucinak ne moze biti
povezan s ulincima na morfoloskoj razini, upitna je njegova vrijednost za daljnju

ekotoksikolosku dijagnostiku.

Budu¢i da biljke sintetiziraju organske spojeve apsorpcijom svjetlosne energije u procesu
fotosinteze, ¢ak i veoma slabi poremecaji u radu fotosintetskog sustava mogu potaknuti
aktivaciju pobudenih elektrona. Takvo stanje rezultirat ¢e stvaranjem ROS-a i aktivacijom
odgovarajucih antioksidacijskih enzima. Stvaranje ROS-a direktno utjeCe na koncentraciju
fotosintetskih pigmenata u kloroplastima i fotosintetsku ucinkovitost koja je temeljna za rast
biljaka. Upravo se zbog toga ucinak ksenobiotika i toksi¢nog stresa na biljke moze mjeriti
promjenama u aktivnosti enzimskih komponenti antioksidacijskog sustava. Na slici 4 nalazi

se popis biomarkera prikladnih za procjenu stresa uzrokovanog pojedinim ksenobioticima.

Biomarkeri Stres

Morfologija (svi)

Metabolicki
enzimi (svi)

_ Teski metali

Opéi

Herbicidi
Proteini

toplinskog stresa Prirodni

fitotoksini
Flavonoidi
Lijekovi
Fotosintetski

pigment: Poliklorirani

bifenili
(PCB)
Policikli¢ki
aromatski
ugljikovodici
(PAH)

Fluorescencija
klorofila

ROSi
antioksidacijski,
enzimi ™

Fitohelatini lnselfti.ci.di
Fungicidi
.,E Specifi¢ni f)lll'fakl::ilm .
!:'-; metaboliti rganski spojevi
2 e - « »
& Ekspresija gena (svi) *a Nanocestice

Slika 4. Dendrogramski prikaz biomarkera prikladnih za procjenu ksenobiotickog stresa. Pune
strelice sugeriraju na jaku, dok tockaste strelice ukazuju na slabu povezanost. Ovaj
dendrogramski prikaz ne ukljucuje sva podrucja primjene biomarkera, ve¢ se temelji na
prikazu specificne skupine oneciS¢ivata koji se najces¢e otkrivaju pomocu pogodnog
biomarkera. Oznaka (svi) oznaCava da je biomarker potencijalno prikladan za sve tipove

ksenobiotickih stresora (modificirano prema Brain i Cedergreen, 2009).
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Budu¢i da razli€iti ksenobioticki stresori mogu utjecati na stvaranje specifi¢cnih metabolickih
produkata, analizom metabolita nastalih u poremeéenim biokemijskim mehanizmima, moguce
je dobiti vise informacija o prirodi samog ksenobiotika, a time i omoguciti 1 bolje shvacanje
korelacije izmedu ciljnog biomarkera i bioloSkog ucinka (Ernst i Peterson, 1994). Prilikom
procjene ucinaka onecCiS¢enja ksenobiotikom na metabolicke putove u biljkama, izravno
odredivanje aktivnosti ciljnog enzima ili promjene koncentracije metabolita pruzaju najvecu
dijagnosti¢ku razlu¢ivost. Stovise, promjene koncentracija metabolita predstavljaju osnovu za
odredivanje svih ostalih u¢inaka induciranih stresorom. Eksperimenti temeljeni na ispitivanju
ucinaka herbicida na biljke najbolje ilustriraju korisnost antioksidacijskih enzima ili

metabolita kao specifi¢nih bioloskih biomarkera osjetljivosti.

Diferencijalni antioksidacijski odgovori na specifi¢ne tretmane ksenobioticima ukazuju kako
stvaranje razli¢itth ROS-a moze uvelike varirati izmedu pojedinih onecis¢ivaca. Indukcija ili
smanjenje aktivnosti odredenih antioksidacijskih enzima moze ukazivati koje su vrste ROS-a
odgovorne za odredeni ucinak u biljkama. Procjena stvaranja ROS-a i antioksidacijskih
enzima ujedno moze pridonijeti boljem shvacanju specificnih mehanizama djelovanja

ksenobiotika.

1.7.1. Antioksidacijski enzimi kao ekotoksikoloski molekularni biomarkeri

Askorbat-peroksidaza (engl. ascorbate peroxidase — APX, EC 1.11.1.11) jedan je od klju¢nih
antioksidacijskih enzima te ima esencijalnu ulogu u uklanjanju ROS-a i zastiti stanica kod
visih biljaka, algi, euglena i1 drugih organizama. APX je ukljucena u reakcije uklanjanja H20:
u askorbat-glutationskom ciklusu koriste¢i pritom askorbat kao elektron donor (Gill i Tuteja,
2010). Reakcija koju katalizira je prijenos elektrona s askorbata na peroksid, stvarajuci
dehidroaskorbat i vodu kao produkte (Raven, 2000) (1). APX ima ve¢i afinitet za H.O2 nego
CAT (uM raspon koncentracije) i GPOX (mM raspon koncentracije) i zbog toga ima klju¢nu

ulogu u antioksidacijskom odgovoru i pri nizim koncentracijama H20> (Gill i Tuteja, 2010).

APX
H.0. + AA ——2H;0 + DHA (1)
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Gvajakol-peroksidaza (engl. guaiacol peroxidase — GPOX, EC 1.11.1.7) pripada biljnim
peroksidazama skupine 111 (Mathé i sur., 2010). Peroksidaze Il imaju vaznu ulogu u obrani
biljnih stanica od Stetnoga djelovanja ROS-a. Ovi su enzimi glikoproteini koji sadrze hem u
strukturi 1 sudjeluju u brojnim fizioloSkim procesima u biljkama: katabolizam auksina,
promjene stani¢ne stijenke (lignifikacija, suberinizacija), zacjeljivanje rana, sustav obrane
(Gaspar i sur., 1991, Asada 1999). Peroksidaza takoder sudjeluje i u nadziranju razine H2O3 |
Stite stanice od Stetnoga utjecaja oksidacijskoga stresa (del Rio i sur., 1998). Peroksidaze
kataliziraju oksidacijsko-redukcijske reakcije izmedu H2O3 i razli¢itih reduktanata (2). GPOX
razgraduje indol-3-octenu kiselinu (IAA) te ima ulogu u biosintezi lignina i obrani biljnih
stanica od biotickoga stresa (Asada, 1999). GPOX preferira aromatske elektron donore kao
Sto su gvajakol i pirogalol (Asada, 1999). Oksidacijom gvajakola u prisutnosti H2O2 i GPOX
nastaje tetragvajakol, spoj zuto-smede boje (3). Aktivnost GPOX znacajno varira ovisno o

biljnim vrstama te stanju stresa (Milone i sur., 2003).

POX
H202 + AH2, — 2H0 + A (2)
) GPOX )
4 gvajakol + 4 H.O2 ——» tetragvajakol + H20 3)

Katalaza (engl. catalase — CAT, EC 1.11.1.6) ili H2O2-oksidoreduktaza je tetramerni enzim,
graden od Ccetiriju polipeptidnih lanaca, svaki sadrzi preko 500 aminokiselina i ima
molekularnu masu od 60 kDa (Halliwell i Gutteridge, 2007). Svaki lanac sadrzi atom Fe u
svom aktivnom mjestu. U veéini eukariotskih stanica CAT je primarno lokalizirana u
peroksisomima (Subramani, 1993) u kojima se odvija nekoliko kljuénih metaboli¢kih procesa
kao $to su B-oksidacija masnih kiselina, sinteza kolesterola, metabolizam purina, poliamina,
aminokiselina (Singh, 1997). CAT katalizira razlaganje vodikovoga peroksida (H202) na vodu
(H20) i kisik (O2) neophodna za detoksikaciju ROS-a (Mittler, 2002) (4). Jedna molekula
CAT moze reducirati oko 6 milijuna molekula H20, u jednoj minuti stoga ovaj enzim
predstavlja neizostavnu komponentu antioksidacijskoga obrambenog sustava (Gill i Tuteja,

2010).
CAT

2H02 —» 2H20 + O2 4
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1.8. Cilj istraZivanja

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi utjecaj razlicitih koncentracija herbicida izoproturona na rast
male vodene le¢e Lemna minor L., zatim na koncentraciju fotosintetskih pigmenata i proteina
te na aktivnost antioksidacijskih enzima kao ekotoksikoloskih biomarkera Stetnog djelovanja
ksenobiotika. Takoder je usporedeno djelovanje herbicida izoproturona na malu vodenu le¢u
pri kontinuiranom izlaganju u periodu od 21 dan te pulsnim izlaganjima (tri izlaganja sa po
dva dana tretmana i pet dana oporavka te tri dana tretmana izoproturonom i Cetiri dana

oporavka u ¢istoj hranjivoj otopini).
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2. Materijal i metode

2.1. Kultura vodene le¢e (Lemna minor L.)

Mala vodena le¢a, Lemna minor koristena u ovom eksperimentu uzorkovana je u drenaznim
kanalima isto¢ne Hrvatske. Prilikom uvodenja vodene le¢e u kulturu in vitro 2006. godine,
biljke su sterilizirane etanolom i zivinim kloridom postupkom po Krajn¢i¢ i Devidé (1980) i
dalje kultivirane u sterilnim uvjetima u Laboratoriju za ekofiziologiju biljaka Odjela za
biologiju Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. Za dugotrajnu kultivaciju vodene
le¢e koriStena je Pirson-Seidel (PS) hranjiva otopina (Pirson i Seidel, 1950) ¢iji je sastav
prikazan u tablici 2. Nakon pripreme, hranjivoj je otopini podesena pH na vrijednost 4,55 te
su otopine sterilizirane u autoklavu 15 minuta pri temperaturi od 121 °C i tlaku od 0,1 MPa.
Biljke su uzgajane u uvjetima dugog dana pri fotoperiodu od 16 sati svjetla i 8 sati tame,
koli¢ini svjetlosti od 70 umol m2 st i temperaturi od 25 + 1 °C u uzgojnoj odnosno klima-
komori. Kulture su odrzavane redovnim presadivanjem u razmaku od cCetrnaest dana uz
pracenje broja biljaka, da bi se osiguralo vrijeme udvostru¢enja broja biljaka manje od 60 h
(OECD, 2006). Prilikom presadivanja biljaka prebacena je jedna zdrava kolonija u

Erlenmeyerovu tikvicu sa svjezom sterilnom hranjivom otopinom.

Tablica 2. Sastav modificirane tekuce hranjive otopine po Pirsonu i Seidlu (1950).

Makroelementi mg/L mmol/L
KNO3 445 4,41
KH2PO4 200 1,47
MgSO4 x 7 H20 300 1,21
CaCl; x 2 H20 804 5,46
Mikroelementi mg/L mmol/L
MnCl2 x 4 H20 0,3 0,0015
H3:BOs 0,5 0,0081
Na2-EDTA x 2 H.0 18,6 0,049
Fe-citrat 5 0,02
Organski dodaci mg/L mmol/L
Saharoza 10 29,2
Asparagin 0,1 0,66
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2.2. Utjecaj herbicida izoproturona na vodenu leé¢u

Za odredivanje utjecaja izoproturona na vodenu lec¢u, pojedinacne zdrave kolonije s 3-4 listi¢a
(engl. frond) presadene su na hranjivu otopinu po Steinbergu (1946) ¢iji je sastav prikazan u
tablici 3. Period prilagodbe biljaka na novu hranjivu otopinu trajao je 14 dana pri ¢emu su

biljke uzgajane u uvjetima temperature od 25 + 1 °C te koli¢ini svjetlosti od 70 pumol m 2 s2,

Tablica 3. Sastav modificirane tekuée hranjive otopine po Steinbergu (1946).

Makroelementi mg/L mmol/L
KNO3 350 3,46
KH2PO4 90 0,66
K2HPO4 12,6 0,072
MgSQO4 x 7 H20 100 0,41
Ca(NOgz)2 x 4 H2.0 295 1,25

Mikroelementi mg/L mmol/L
MnCl2 x 4 H,0O 180 0,91
H3BOs 120 1,94
Na>-EDTA x 2 H.0 1500 4,03
Fe-citrat 760 2,81
Na:MoQO4 x 2 H20 44 0,18
ZnS0O4 x 7 H20 180 0,63

Za utvrdivanje utjecaja herbicida izoproturona na malu vodenu lecu, koriSten je pripravak
Isoproturon PESTANAL® (Sigma-Aldrich, ¢istoéa 99,8%). Biljke su tretirane herbicidom u
koncentracijama 50, 100, 150 i 200 pg/L. Kontrolne biljke uzgajane su u istim uvjetima, ali
bez tretmana herbicidom. Za pripremu svih testnih otopina herbicida izoproturona koriStena je
mati¢na otopina pripremljena u metanolu. S ciljem utvrdivanja potencijalnog fitotoksicnog
utjecaja navedenog organskog otapala pripremljene su kontrolne otopine metanola bez

dodatka herbicida te su testirane u istim uvjetima.

Istrazena su tri eksperimentalna uvjeta izloZenosti biljaka herbicidu izoproturonu:

2d-puls - na pocetku eksperimenta biljke su izlozene herbicidu u periodu od dva dana, nakon
Cega su presadene na Cistu hranjivu otopinu. Zatim je slijedio oporavak biljaka u vremenu od
pet dana. Isti je postupak ponovljen joS dva puta tijekom Citavog perioda trajanja

eksperimenta,
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3d-puls - na samom pocetku eksperimenta biljke su izlozene izoproturonu u periodu od tri
dana, nakon ¢ega su prebacene na ¢istu hranjivu otopinu bez dodatka herbicida. Nakon toga

uslijedio je oporavak biljaka u trajanju od 4 dana,

kontinuirano izlaganje - biljke su izloZene herbicidu izoproturonu kontinuirano tijekom

¢itavog perioda trajanja eksperimenta.

Za sva tri uvjeta izlozenosti male vodene lece herbicidu izoproturonu, ukupni period trajanja

eksperimenta iznosio je 21 dan.

S ciljem sprjeCavanja moguce limitiranosti prostorom, ¢ime bi se povecala stopa
kompetitivnosti biljaka za osvjetljenje, od klju¢ne je vaznosti bilo tjedno uvodenje subkulture
presadivanjem istog broja biljaka kao i na pocetku eksperimenta na svjeze pripremljene testne

otopine. Time se eksperiment mogao i dalje nesmetano odvijati.

2.2.1. Utjecaj izoproturona na rast biljaka

Za pracenje utjecaja herbicida izoproturona na rast L. minor, biljke su uzgajane i tretirane u

plasticnim komoricama (Jet Bio-Filtration) sa Sest jaZica. Pritom je u svaku pojedinu jaZicu

dodano 10 mL hranjive otopine svih testnih koncentracija herbicida (Slika 5).

Slika 5. Plasti¢na komorica za uzgoj biljaka (foto: M. Moslavac).
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2.2.1.1. Prirast broja biljaka

Prirast (u) broja biljaka odredivao se svakodnevnim prebrojavanjem svih biljaka koje su

vidljive golim okom. Dobiveni podatci uvrsteni su u jednadzbu br. (5) (OECD, 2006):

In (Nl)_ In (Nl)
tj -t

Mij =

pri ¢emu je:

i - specifi¢ni prirast u vremenskom intervalu od i do j (dan™)
N; - broj biljaka u trenutku i

N;j - broj biljaka u trenutku j

ti - poCetni trenutak eksperimenta (0)

tj - kona¢ni dan mjerenja (1,2,3..., 21).

2.2.1.2. Odredivanje inhibicije prirasta broja biljaka

()

Inhibicija prirasta broja biljaka (%) izraCunata je za svaku testnu koncentraciju izoproturona u

hranjivoj otopini prema jednadzbi br. (6) (OECD, 2006):

%|r:M x 100

Hc

pri ¢emu je:
% Ir — postotak inhibicije prirasta broja biljaka (za svaki mjereni pokazatelj rasta)
Hc — srednja vrijednost prirasta broja biljaka u kontrolnoj skupini

Mt — srednja vrijednost prirast broja biljaka u tretmanu.
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2.2.1.3. Prirast svjeZe mase biljaka

Ukupna svjeza masa biljaka odredena je vaganjem ukupnog uzorka biljaka iz jedne jazice
nakon 21 dan tretmana biljaka razliCitim koncentracijama izoproturona. Neposredno prije
vaganja biljke su posuSene papirnatim ubrusom. Dobiveni su podatci potom uvrSteni u
jednadzbu br. (7) (OECD, 2006):

In (m;) -In (m;)

Un= ————— (7)

tj— t;

pri ¢emu je:

Um - specifi¢ni prirast svjeZe ili suhe mase biljaka (dan™)

mi - svjeza ili suha masa biljaka na pocetku tretmana (0. dan)
mj - svjeza ili suha masa biljaka na kraju tretmana (21. dan)
ti - pocetni trenutak eksperimenta (0. dan)

tj - konacni dan mjerenja (21. dan)

2.2.1.4. Prirast suhe mase biljaka

Suha masa biljaka odredena je vaganjem mase svjeze tvari koja je zatim suSena 24 sata u
susioniku na 105 °C te nakon susenja ponovno izvagana. Dobivene su vrijednosti mase potom

uvrstene u jednadzbu br. (3).

2.2.2. Utjecaj izoproturona na koncentraciju fotosintetskih pigmenata, proteina i

aktivnost antioksidacijskih enzima

Za odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata, enzimskih antioksidansa te proteina,
biljke su uzgajane i tretirane u Petrijevim zdjelicama. Pri tome je u svaku zdjelicu dodano 50
mL hranjive otopine svih testnih koncentracija herbicida izoproturona, a koristeno je 12

replika po tretmanu.
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U svaku su Petrijevu zdjelicu presadene pojedinacne zdrave kolonije s 3-4 fronda L. minor.
Pri tome je vazno naglasiti kako su biljke uzgajane u klima-komori u uvjetima temperature od

25 + 1 °C te koli¢ini svjetlosti od 70 pmol m 2 s L,

2.2.2.1. Odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata

Za spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata biljno je tkivo
usitnjeno do finoga praha u teku¢em dusiku uz dodatak magnezijevog hidrogenkarbonata
(MgHCOs3). Oko 0,1 g usitnjenog tkiva odvagano je u prethodno izvagane i oznacene
plasti¢ne kivete volumena 2 mL te je odredena to¢na masa. Pigmenti su potom ekstrahirani 15
minuta na ledu uz dodatak 1 mL hladnog acetona. Nakon ekstrakcije centrifugirani su 10
minuta pri 18 000 g i temperaturi 4 °C. Supernatant je potom dekantiran u plasti¢nu epruvetu
s Cepom na navoj, a na talog je ponovno dodano 1 mL acetona. Postupak reekstrakcije
ponovljen je jo§ nekoliko puta, do potpunoga obezbojenja biljnog tkiva u talogu. Volumen
supernatanata izmjeren je menzurom. Ekstrakt je pretoen u staklenu kivetu te je
spektrofotometrijski odredena apsorbancija pri valnim duljinama od 470, 644,8 te 661,6 nm.
Koncentracije fotosintetskih pigmenata izra¢unate su prema formulama (8, 9, 10 i 11) uz
koristenje ekstinkcijskih koeficijenata prema Lichtenthaler-u (1987) te su izrazene u mg/g

svjeze tvari:

(11,24 x Agg16 — 2,04 X Agaqg) XV

Chla = ——T 8
Chlb = (20,13 x Am't:n_x i,;;) X Ago1,6) X V (9)

(7,05 x Age1,6 + 18,09 X Agaag ) X V

+Dh =
Chla+b s (10)
[103 X A470-1,9(11,24 X Age1,6 - 2,04 X Agaag) - 63,14(20,13 X Agaag - 4,19 X Age1,6)] X V
Car = ' : : ' (11)
214 x m x 103
pri ¢emu je:

Au70 - apsorbancija uzorka pri 470 nm

Asas - apsorbancija uzorka pri 644,8 nm

Asce1,6 - apsorbancija uzorka pri 661,6 nm

V - ukupni volumen ekstrakta fotosintetskih pigmenata u mL

m - masa uzorka za ekstrakciju u gramima.
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2.2.3. Odredivanje koncentracije proteina i aktivnosti antioksidacijskih enzima

2.2.3.1. Odredivanje koncentracije proteina

Biljni je materijal, nakon ispiranja destiliranom vodom i suSenja papirnatim ubrusima,
prebacen u porculanski tarionik te usitnjen u teku¢em dusiku uz dodatak polivinil pirolidona
(PVP). PVP u ekstrakciji veze polifenole koji bi mogli stvarati probleme prilikom mjerenja
aktivnosti enzima. Usitnjeno tkivo prebaceno je u prethodno izvaganu plasti¢nu Kivetu. Masa
svjeze tvari potrebna za ekstrakciju topljivih proteina iznosila je oko 0,2 g. Biljno je tkivo
potom ekstrahirano dodatkom 1 mL ekstrakcijskog pufera (0,1 M K2HPO4, 0,1 M KH2PO4, 5
mM natrijev askorbat i 1 mM EDTA; pH 7,0) tijekom 15 minuta na ledu. Homogenat je
centrifugiran 10 minuta na 20000 g pri temperaturi 4 °C. Nakon toga je supernatant odvojen u
Cistu kivetu, a preostali talog reekstrahiran dodatkom 1 mL istog pufera. Spojeni supernatanti
koristeni su kao sirovi ekstrakt za odredivanje koncentracije proteina te aktivnosti enzima
askorbat-peroksidaze, gvajakol-peroksidaze i katalaze. Za svaki je tip uzoraka proteinski
ekstrakt pripremljen u 3 ponavljanja. Koncentracija proteina u uzorcima odredena je
spektrofotometrijskom metodom prema Bradford-u (1976). Navedena se metoda temelji na
pomaku maksimuma apsorbancije od 465 do 595 nm zbog vezivanja boje Coomassie briljant
plavo G-250 (engl. Comassie Brilliant Blue, CBB) na proteine. Koncentracija proteina svakog
pojedinog uzorka izraCunata je pomoc¢u bazdarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije
niza razrjedenja albumina iz govedeg seruma (engl. Bovine Serum Albumin, BSA) poznatih
koncentracija. Konac¢na koncentracija proteina izrazena je u jedinici mg/g sv. tv.. Bradford
radna otopina sastoji se od 95%-tnog etilnog alkohola, 88%-tne ortofosforne kiseline,
Bradford mati¢ne otopine i destilirane vode. Za Bradford mati¢nu otopinu 87,5 mg CBB G-
250 otopi se u 25 mL 95%-tnog etilnog alkohola i doda 50 mL 88%-tne ortofosforne kiseline.
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2.2.3.2. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima askorbat-peroksidaze

Aktivnost enzima askorbat-peroksidaza (APX; EC 1.11.1.11) odredena je metodom prema
Nakano i Asada (1981). Reakcijska je smjesa sadrzavala 0,05 M KH2POa, 0,05 M K2HPOQg,
0,1 mM EDTA, 5 mM askorbinske kiseline i 12 mM H20. (pH 7,0). U kivetu od kvarcnog
stakla dodano je pritom 1790 uL. 50 mM kalij fosfatnog pufera (pH 7,0) koji je sadrzavao 0,1
mM EDTA, 20 uL askorbinske kiseline, 180 uL proteinskog ekstrakta i 10 pL H2Oo.
Smanjenje apsorbancije praceno je pri 290 nm svake sekunde tijekom jedne minute. Svaki
uzorak izmjeren je u triplikatu te je za kona¢an izracun aktivnosti prema prilozenoj jednadzbi
(12) koriStena srednja vrijednost promjena apsorbancije. Ukupna aktivnost enzima (APXu)

prikazana je kao promjena apsorbancije u minuti po gramu svjeze tvari.

X XY XV,
mxV, [min~1g-1sv.tv.

4A4290 =

(12)

pri ¢emu je:

X - srednja vrijednost razlika u promjeni apsorbancije u odredenom vremenskom intervalu
Y - faktor potreban za izrazavanje promjene apsorbancije u minuti

Vu - ukupni volumen proteinskog ekstrakta

M - masa svjeze tvari (izrazena u gramima)

Va - volumen mjerenog alikvota proteinskog ekstrakta.

Specifiéna aktivnost askorbat-peroksidaze (APXs) odredena je kao kvocijent APXu i

koncentracije proteina te je izrazena u min™t mg* prot.
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2.2.3.3. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima gvajakol-peroksidaze

Aktivnost enzima gvajakol-peroksidaze (GPOX; EC 1.11.1.7) odredena je metodom prema
Siegel i Galston (1967). Reakcijska je smjesa sadrzavala 5 mM gvajakola, 0,2 M KH2PQOg4, 0,2
M NaHPO4 x 12 H>O i 5 mM H20: koji je dodan neposredno prije mjerenja. Na 980 pL
reakcijske smjese dodano je 20 pL ekstrakta proteina te je povecanje apsorbancije mjereno pri
valnoj duljini od 470 nm svake sekunde tijekom dvije minute. Svaki uzorak mjeren je u
triplikatu i za izraun aktivnosti koriStena je srednja vrijednost promjena apsorbancije (12).
Ukupna aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOXu) izrazena je kao promjena apsorbancije u
minuti po gramu svjeze tvari. Specifi¢na aktivnost (GPOXSs) odredena je kao kvocijent

GPOXu te koncentracije proteina i pritom je izrazena u min* mg™* prot.

2.2.3.4. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima katalaze

Aktivnost enzima katalaze (CAT; EC 1.11.1.6) odredena je praéenjem promjene apsorbancije
zbog smanjenja koli¢ine H2O> metodom prema Aebi (1984). Reakcijska se smjesa sastojala
od 0,056 M KH2POg4, 0,05 KoHPO4 i 0,01 M H202. Reakcija je zapoceta dodatkom 50 pL
sirovog ekstrakta proteina u 1950 pL reakcijske smjese te je promjena apsorbancije mjerena
pri valnoj duljini od 240 nm svakih 10 sekundi tijekom jedne minute. Svaki uzorak mjeren je
u triplikatu, a za izraun aktivnosti koriStena je srednja vrijednost promjena apsorbancije.
Ukupna aktivnost enzima katalaze (CATu) izrazena je kao promjena apsorbancije u minuti po
gramu svjeze tvari (12). Specifi¢na aktivnost (CATS) odredena je kao kvocijent CATU i

koncentracije proteina te izrazena u mint mg? prot.
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2.3. Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). Prilikom statisticke
obrade podataka koriStena je jednosmjerna analiza varijance (engl. analysis of variance —
ANOVA). Znacajnost razlike primijenjenih tretmana herbicidom u odnosu na kontrolu
ispitana je LSD post hock testom (engl. least significant difference). Kontrolu predstavljaju
biljke koje su rasle u hranjivoj otopini s odgovaraju¢om koncentracijom metanola. Za izracun
ICso vrijednosti, za svaki mjereni pokazatelj rasta, koristile su se doza odgovor krivulje na
kojima su prikazani odnosi inhibicije rasta i logaritamske vrijednosti testiranih koncentracija
izoproturona. Za statisticku obradu podataka koristen je ra¢unalni program STATISTICA 12
(StatSoft Inc., SAD).
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Rezultati

3. Rezultati
3.1. Utjecaj izoproturona na vodenu leé¢u
3.1.1. Utjecaj izoproturona na rast biljaka

3.1.1.1. Utjecaj izoproturona na prirast broja biljaka

Prema rezultatima analize varijance (F=170,05; P<0,01) prirast broja biljaka L. minor nakon
21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama herbicida izoproturona u hranjivoj otopini,
znacajno se razlikovao od prirasta kontrolnih biljaka (Tablica 4). Statisti¢ki znacajne razlike u
prirastu broja biljaka nisu utvrdene samo kod biljaka tretiranih s 50 i 100 ug/L izoproturona u
2d-pulsu. Nadalje, jednosmjerna analiza varijance je takoder pokazala statisti¢ki znacajne
razlike smanjenja prirasta broja biljaka u 3d-puls i kontinuiranom tretmanu izlaganja (Slika
6). Najznacajnije djelovanje svih testiranih koncentracija izoproturona utvrdeno je upravo pri

kontinuiranoj izloZenosti biljaka.

konirola =2d-puk ®3d-puk = kentinuirane
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Slika 6. Prirast broja biljaka (dan) L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izloZenosti biljaka (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Kontrola predstavlja biljke u hranjivoj otopini s odgovaraju¢im koncentracijama
metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati oznaceni razli¢itim

slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).
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Maksimalna inhibicija prirasta broja biljaka dosegnula je vrijednost od 73,31 + 2,40% u
kontinuiranom tretmanu pri koncentraciji od 200 pg/L ispitivanog herbicida. Ista je
koncentracija izoproturona uzrokovala statisticki zna¢ajnu inhibiciju prirasta broja biljaka u
2d-pulsu (40,60 = 2,51%), kao i u 3d-pulsu (47,94 + 2,69%) u odnosu na pripadajucu
kontrolu.

Medutim, vazno je naglasiti kako je ta inhibicija bila znac¢ajno manja od inhibicije prirasta

broja biljaka u tretmanu kontinuirane izlozenosti (Slika 7).
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Slika 7. Inhibicija prirasta broja biljaka (%) L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati oznac¢eni razli¢itim

slovima medusobno se statisticki znac¢ajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).
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Tablica 4. Prirast (dan) i inhibicija prirasta (%) L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama herbicida izoproturona u tri uvjeta
izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano izlaganje). Kontrola predstavlja biljke uzgajane u hranjivoj otopini s odgovarajuéim volumenom
metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednost £ SD (n=12). Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno Se statisticki znacajno
razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).

Tretman Broj biljaka Prirast (dan™) Inhibicija (%)
50 pLL/L 73,83 + 11,63¢% 0,19 + 0,01¢d
kontrola 100 pL/L 102,83 + 21,292 0,23 £ 0,012
(metanol) 150 pL/L 97,5 + 28,273 0,22 + 0,022
200 pL/L 85,83 + 9,37° 0,21 +0,01°
50 pg/L 80,67 + 18,06° 0,20 + 0,00° -3,42 + 1,06°
2d-puls 100 pg/L 100,50 + 20,082 0,22 + 0,012 3,17 £ 1,98°
150 pg/L 135,00 + 35,13 0,14 + 0,01 34,24 + 4,502
200 pg/L 115,67 + 20,14 0,13 + 0,00 40,60 + 2,51°
50 pg/L 300,67 + 15,17% 0,18 + 0,00% 4,13 +3,78°
3d-puls 100 pg/L 297,33 + 9,508 0,18 + 0,00¢ 21,48 + 4,88°
150 pg/L 138,33 + 25,28¢%" 0,14 +£0,019" 35,36 + 4,502
200 pg/L 79,50 + 25,000 0,11+ 0,01 47,94 £ 2,699
50 pg/L 237,67 +57,43f 0,16 +0,01° 14,98 + 1,794
Kontinuirano 100 pg/L 177,83 + 20,939 0,15 +0,01¢ 32,47 £ 4,162
150 pg/L 33,17 + 6,46" 0,07 +0,01" 67,53 + 4,39"
200 pg/L 29,00 + 4,33! 0,06 + 0,01 73,31 +2,41
F 170,05 170,05 411,81
P <0,01 <0,01 <0,01
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Rezultati

Na slici 8 prikazan je prirast broja biljaka pri svim testiranim koncentracijama izoproturona

ovisno o vremenu trajanja eksperimenta za sva tri uvjeta izlozenosti biljaka vrste L. minor.

Kada su biljke tretirane izoproturonom u 2d-pulsu, prirast broja biljaka smanjivao se do tre¢eg
dana tretmana nakon ¢ega je uslijedilo povecanje prirasta broja biljaka. Pri tretmanu s 50 pg/L
biljke su sedmog dana eksperimenta postigle prirast od 98,6% kontrolne vrijednost. Novi puls
herbicida smanjio je prirast broja biljaka na 92% kontrolne vrijednosti devetog dana
eksperimenta. Biljke su se u tretmanu ovom koncentracijom herbicida oporavile vec
jedanaestog dana tretmana kada su postigle prirast broja biljaka veci od kontrolnog i te su
vrijednosti zadrzane sve do kraja tretmana, ¢ak 1 za vrijeme treceg pulsnog dodatka herbicida
u hranjivu otopinu. Sli¢na krivulja promjene prirasta broja biljaka ovisno o vremenu utvrdena
je i u tretmanu sa 150 pg/L pri ¢emu su biljke oporavak postigle nakon drugog pulsa postizuci
isti prirast kao kontrolne biljke. Tre¢i puls ponovno je inhibirao stopu rasta, ali vrlo brzo
prirast je vraéen na vrijednosti rasta kontrole. Iako je utvrdeno povecanje prirasta broja biljaka
nakon prestanka pulsnog izlaganja u tretmanu i s dvije najve¢e koncentracije herbicida, nije
utvrden potpuni oporavak biljaka s obzirom da nije postignut prirast kao u kontrolnim

skupinama tijekom trajanja eksperimenta (Slika 8).

Kada su biljke izoproturonu izlagane u 3d-pulsu, nakon prvog pulsa prirast broja biljaka
poceo se oporavljati petog dana tretmana. Samo u tretmanu s najmanjom koncentracijom
izoproturona utvrdene su vrijednosti prirasta slicne kontrolnim vrijednostima zadnjeg dana
perioda oporavka (98% kontrolne vrijednosti sedmog dana i 94% kontrolne vrijednosti
prirasta Cetrnaestog dana), nakon ¢ega je uslijedilo smanjenje stope rasta novom pulsnom
dozom herbicida. Sli¢no kao u 2d-pulsu, utvrdeno je povecanje prirasta broja biljaka nakon
prestanka pulsnog izlaganja u tretmanu s ve¢im koncentracijama herbicida, medutim nije
utvrden potpuni oporavak biljaka s obzirom da nije postignut prirast kao u kontrolnim

skupinama tijekom trajanja cijelog testa (Slika 8).
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Rezultati

Pri kontinuiranom izlaganju najmanjoj koncentraciji herbicida izoproturona prirast broja
biljaka smanjivao se do dvanaestog dana tretmana kada je iznosio 70% kontrolne vrijednosti.
S daljnjim izlaganjem biljka ovoj koncentraciji izoproturona, uslijedio je blagi porast prirasta

do 85% prirasta kontrole zadnjeg dana eksperimenta.

Sli¢na krivulja promjene prirasta broja biljaka tijekom testa utvrdena je i pri tretmanu sa 100 i
150 pg/L izoproturona u hranjivoj otopini. Najnize vrijednosti prirasta utvrdene su sredinom
perioda izlaganja nakon cega je uslijedio blagi porast do kona¢nih 67% kontrolne vrijednosti
pri 100 pg/L i 32% kontrolne vrijednosti pri 150 pg/L. Kada su biljke tretirane s 200 pg/L
izoproturona u hranjivoj otopini prirast broja biljaka ve¢ prvog dana tretmana bio je smanjen
na 37% kontrolne vrijednosti i postupno se smanjivao do konacnih 25,6% kontrolne

vrijednosti zadnjeg dana eksperimenta (Slika 8).
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Slika 8. Prirast broja biljaka po danima izrazen kao % kontrole. Siva polja predstavljaju

period izlaganja izoproturonu, bijela polja predstavljaju period oporavka. Prikazani rezultati

12) tijekom 21 dan trajanja tretmana s 50, 100,

su srednja vrijednost prirasta broja biljaka (n

150 1 200 pg/L izoproturona u hranjivoj otopini. Kontrola (0 pg/L) predstavlja biljke uzgajane

u hranjivoj otopini s dodatkom odgovaraju¢eg volumena metanola.
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Rezultati

3.1.1.2. Utjecaj izoproturona na prirast svjeze mase biljaka

Utjecaj razlic¢itih koncentracija izoproturona na prirast svjeze mase biljaka nakon 21 dan
trajanja eksperimenta prikazan je u tablici 5. Prirast svjeZe mase biljaka u tretmanu s
izoproturonom ovisio je o koncentraciji herbicida u hranjivoj otopini, ali i o uvjetima
izlozenosti (F=1042,7; P<0,01). Statisti¢ki znacajna razlika u prirastu svjeze mase biljaka nije
utvrdena samo kod biljaka koje su tretirane s 50 pg/L izoproturona u 2d-pulsu. Ista
koncentracija herbicida u 3d-pulsu i kontinuiranom tretmanu, uzrokovala je statisti¢ki
znaCajno smanjenje prirasta svjeze mase biljaka u odnosu na odgovarajucu kontrolu. Ostale
koncentracije uzrokovale su statisticki znacajno smanjenje prirasta svjeze mase biljaka pri

svim uvjetima tretmana (Slika 9).

Najizrazenije djelovanje svih testiranih koncentracija herbicida na prirast svjeze mase biljka
utvrdeno je pri kontinuiranom izlaganju. Najveéa inhibicija prirasta svjeze mase iznosila je
71,46 = 1,59% u kontinuiranom izlaganju izoproturonu u koncentraciji 200 pg/L. Ista
koncentracija herbicida uzrokovala je statisti¢ki znac¢ajnu inhibiciju prirasta i u 2d i 3d-pulsu
u odnosu na odgovarajucu kontrolu, medutim ta inhibicija prirasta bila je zna¢ajno manja od

inhibicije u kontinuiranom izlaganju (Slika 10).
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Slika 9. Prirast svjeze mase biljaka (dan) L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Kontrola predstavlja biljke u hranjivoj otopini s odgovaraju¢im koncentracijama
metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati oznaceni razli¢itim

slovima medusobno se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).
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Slika 10. Inhibicija prirasta svjeze mase biljaka (%) L. minor nakon 21 dan tretmana
razliCitim koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i
kontinuirano izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost £ SD (n=12). Rezultati
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test,

P<0,01).

3.1.1.3. Utjecaj izoproturona na prirast suhe mase biljaka

Prema rezultatima analize varijance (F=40,766; P<0,01) prirast suhe mase biljaka L. minor
nakon 21 dan tretmana s razli¢itim koncentracijama herbicida izoproturona u hranjivoj otopini

znacajno se razlikovao od prirasta kontrolnih biljaka (Tablica 5).

Kada su biljke izoproturonu izlagane u uvjetima 2d-pulsa, samo su dvije najvece
koncentracije herbicida uzrokovale znacajno smanjenje prirasta suhe mase u usporedbi s
odgovaraju¢im kontrolama. Inhibicija prirasta iznosila je 22,10 + 4,88% pri 150 ug/L te 43,91
+ 0,82% pri koncentraciji od 200 pg/L testiranog herbicida (Slika 12).
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Rezultati

Kada su biljke izoproturonu izlagane u 3d-pulsu, suha masa biljaka bila je manja u usporedbi
s kontrolnim vrijednostima u tretmanu s 100, 150 i 200 pg/L, dok najmanja koncentracija

izoproturona nije imala znac¢ajan utjecaj na prirast suhe mase.

Usporedbom djelovanja iste koncentracije izoproturona u 2d i 3d-pulsu nije utvrdena

statisti¢ki znacajna razlika (Tablica 5, Slika 11).

Slicno kao 1 prirast svjeze mase, i prirast suhe mase bio je inhibiran pri djelovanju svih
testiranih koncentracija izoproturona u kontinuiranom izlaganju (Slika 12). Inhibicija prirasta
suhe mase iznosila je 25,33 + 3,24% pri 50 pg/L, 35,97 + 4,58% pri 100 ug/L, 67,44 + 6,53%
pri 150 pg/L, dok je u tretmanu s 200 pg/L inhibicija prirasta iznosila maksimalnih 75,85 +
10,02%.

Vazno je naglasiti da je, sli¢no kao i u slu€aju prirasta svjeze mase, pri svim koncentracijama
izoproturona inhibicija prirasta suhe mase bila je znacajno veca pri kontinuiranom izlaganju u

usporedbi s djelovanjem iste koncentracije u 2d i 3d-pulsu (Slika 12).

lontrolh =2d-puk =m3d-puk =mkontinuirane

00a +

T a
g 005 - b :
éﬁ 0,04 4 ge I ]]:E: ol ‘|' t ¢ ‘|'
g 0,03 dffefggh feh 1 h N
é 002 4 i i|: i
E 0oL +

- 50 100 150 200

Izop roturon (pg/L)

Slika 11. Prirast suhe mase biljaka (dan?) L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Kontrola predstavlja biljke u hranjivoj otopini s odgovaraju¢im koncentracijama
metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati oznaceni razli¢itim

slovima medusobno se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).
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Slika 12. Inhibicija prirasta suhe mase biljaka (%) L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim

koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano

izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati oznaceni razli¢itim

slovima medusobno se statistiCki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).

38



Rezultati

Tablica 5. Masa svjeze tvari i masa suhe tvari L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama herbicida izoproturona u tri uvjeta
izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano izlaganje). Kontrola predstavlja biljke uzgajane u hranjivoj otopini s odgovarajuéim volumenom
metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednosti £ SD (n=12). Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno Se statisticki znacajno
razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).

Tretman Masa svjeZe tvari Masa suhe tvari

(mg) Prirast (dant) Inhibicija (%0) (mg) Prirast (dan') Inhibicija (%)
50 pL/L 203,52 £5,44 0,16 £ 0,01° 49,67 £ 4,18 0,03 + 0,00%
kontrola 100 pL/L | 224,43 +18,63 0,16 +0,00° 60,00 + 7,54 0,04 +0,01°
(metanol) 150 p/L | 232,25 + 6,16 0,16 +0,01° 65,83 + 9,02 0,04 + 0,012
200 pL/L | 247,90+1228 0,17 +0,01° 65,83 £ 9,02 0,04 £ 0,012

50 pg/L 199,48 £ 1,44 0,16 £ 0,01° 0,63 +0,23° 48,93 £ 0,10 0,03 + 0,00%f 2,00 = 0,362

2d-puls 100 pg/L. | 198,55+10,06 0,16 £0,01° 3,75+ 1,582 56,33 +1,21 0,04 + 0,00b° 7,38 +2,78%

150 pg/L. | 156,17 + 3,17 0,14 +0,01° 12,18 + 0,63 54,00 + 2,28 0,03 +0,00° 22,10 + 4,88

200 pg/L 57,58 £ 1,55 0,09 +0,01) 43,91 + 0,829 42,67 +£4,13 0,02 + 0,00" 43,91 +0,82¢

50 pg/L 195,35+ 3,08 0,15+ 0,014 2,98 + 0,532 46,33 £ 0,82 0,03 + 0,00°f 11,30 + 3,01

3d-puls 100 pg/LL | 173,67 £13,87  0,15+0,01° 7,96 + 2,544 53,00 £ 1,79 0,03 + 0,00 15,30 + 4,324

150 pg/L. | 123,77 + 3,50 0,13+0,01" 19,32 + 0,86° 54,00 + 1,67 0,03 + 0,00° 22,06 + 3,63°

200 pg/L 53,58 + 3,28 0,09 + 0,01k 46,13 +1,79" 42,17 £1,17 0,02 + 0,00" 50,64 + 3,19¢

50 pg/L 137,52 £ 6,24 0,14 + 0,019 12,56 + 1,44° 42,67 £ 0,82 0,02 + 0,009" 25,33 + 3,240

Kontinuirano 100 pg/L 74,35 £ 5,09 0,11 + 0,01 34,26 + 2,18f 45,17 £1,60 0,02 + O,OOf‘éfh 35,97 + 4,58f

150 pg/L 36,67 £ 4,31 0,07 £ 0,01 56,82 + 3,67 36,50 + 2,07 0,01 + 0,00 67,44 + 6,539

200 pg/L 23,07 £1,22 0,05+ 0,01 71,46 + 1,59 34,00 + 3,10 0,01 + 0,00 75,85 + 10,02"

F 1042,7 1096,3 40,766 107,13
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
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Rezultati

3.1.1.4. Utjecaj izoproturona na koncentraciju proteina

Utjecaj razlicitih koncentracija izoproturona na koncentraciju proteina u biljkama nakon 21
dan trajanja eksperimenta prikazan je u tablici 6. Koncentracija proteina u L. minor ovisila je
0 koncentraciji herbicida u hranjivoj otopini za uzgoj biljaka, ali i o scenarijima tretmana
(F=147,16; P<0,01). Statisticki znacajna razlika u koncentraciji nije utvrdena samo kod
biljaka tretiranih s 50 pg/L herbicida u 2d-pulsu (Slika 13).

Medutim, najizrazenije djelovanje svih testiranih koncentracija izoproturona na koncentraciju

proteina utvrdeno je pri kontinuiranom izlaganju biljaka.
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Slika 13. Koncentracija proteina (mg/g sv.tv.) u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Kontrola predstavlja biljke u hranjivoj otopini s odgovaraju¢im koncentracijama
metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati oznaceni razli¢itim

slovima medusobno se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).
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Rezultati

Prema rezultatima analize varijance (F=131,98; P<0,01) najveéa inhibicija prirasta
koncentracije proteina iznosila je 51,49 + 2,13% u kontinuiranom izlaganju izoproturonu u

koncentraciji od 200 pg/L.

Nadalje, ista je koncentracija herbicida uzrokovala statisticki znacajnu inhibiciju prirasta
koncentracije, kako u 2d, tako i u 3d-pulsu u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolu. Medutim, ta

je inhibicija bila znac¢ajno manja od inhibicije u kontinuiranom izlaganju L. minor (Slika 14).
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Slika 14. Inhibicija prirasta koncentracije proteina (%) u L. minor nakon 21 dan tretmana
razli¢itim koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i
kontinuirano izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost £ SD (n=12). Rezultati
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test,
P<0,01).
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Rezultati

Tablica 6. Prirast (dan) i inhibicija prirasta koncentracije proteina (%) u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama
izoproturona u tri uvjeta izlozZenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano izlaganje). Kontrola predstavlja biljke uzgajane u hranjivoj otopini s
odgovaraju¢im volumenom metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednosti £ SD (n=12). Rezultati oznac¢eni razli¢itim slovima medusobno se
statisti¢ki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).

Tretman Prirast (dant) Inhibicija (%)
50 pL/L 6,03 + 0,302
kontrola 100 pL/L 6,00 + 0,142
(metanol) 150 pL/L 5,90 + 0,15
200 pL/L 5,84 + 0,08
50 pg/L 6,17 + 0,142 -2,22 £ 2,417
2d-puls 100 pg/L 5,58 £ 0,13¢ 6,98 + 2,28"
150 pg/L 4,98 £ 0,12¢ 15,67 + 2,05%
200 pg/L 4,41 + 0,109 24,44 + 1,84°
50 pg/L 5,24 + 0,124 13,09 + 2,112
3d-puls 100 pg/L 4,99 + 0,14¢ 16,80 + 2,324
150 pg/L 4,24 +0,109" 28,07 + 1,724
200 pg/L 4,02 + 0,00M 31,16 + 0,02¢%
50 pg/L 5,06 + 0,22¢% 16,12 + 3,69%
Kontinuirano 100 pg/L 4,67 + 0,20f 22,12 + 3,43°
150 pg/L 3,92+£0,17' 33,60 + 2,92¢
200 pg/L 2,83+0,12) 51,49 +2,13"
F 147,16 131,98
P <0,01 <0,01
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Rezultati

3.1.2. Utjecaj herbicida izoproturona na koncentraciju fotosintetskih pigmenata

3.1.2.1. Utjecaj herbicida izoproturona na koncentraciju klorofila a (Chla)

Utjecaj razlicitih koncentracija izoproturona na koncentraciju Chla nakon 21 dan trajanja
eksperimenta prikazan je u tablici 7. Koncentracija Chla u L. minor ovisila je prvenstveno o
koncentraciji herbicida u hranjivoj otopini, kao i o uvjetima tretmana biljaka. Prema
rezultatima analize varijance (F=274,37; P<0,01) statisti¢ki znacajna razlika u koncentraciji

Chla uocena je kod biljaka tretiranim svim koncentracijama herbicida u 2d-pulsu (Slika 15).
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Slika 15. Koncentracije klorofila a (mg/g sv.tv.) u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Kontrola predstavlja biljke u hranjivoj otopini s odgovaraju¢im koncentracijama
metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati ozna¢eni razli¢itim

slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).

Statisticki znacajno smanjenje koncentracije Chla uoceno je kod biljaka tretiranih svim
koncentracijama izoproturona u 3d-pulsu, kao i u uvjetima kontinuiranog izlaganja biljaka
(Slika 15).

S druge strane, najznacajnije djelovanje svih ispitivanih koncentracija izoproturona na prirast
koncentracije Chla utvrdeno je upravo pri kontinuiranom izlaganju biljaka. Najveca inhibicija

prirasta iznosila je 51,87 £ 2,76% pri tretmanu s 200 pg/L herbicida.
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Rezultati

Navedena je koncentracija takoder uzrokovala statisticki znacajno povecanje inhibicije

prirasta koncentracije Chla u 2d i 3d-pulsu u odnosu na kontrolne biljke (Slika 16).
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Slika 16. Inhibicija prirasta koncentracije klorofila a (%) u L. minor nakon 21 dan tretmana
razli¢itim koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izloZenosti (2d-puls, 3d-puls i
kontinuirano izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost £ SD (n=12). Rezultati
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test,

P<0,01).

3.1.2.2. Utjecaj herbicida izoproturona na koncentraciju klorofila b (Chlb)

Rezultati analize varijance (F=90,378; P<0,01) pokazuju kako se koncentracija Chlb u
biljkama nakon 21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama izoproturona u hranjivoj otopini
statisticki znacajno razlikovala od koncentracije Chlb kontrolnih biljaka (Tablica 7). Nakon
2d-pulsa statisticki znacajna razlika u koncentraciji Chlb nije uofena samo kod biljaka

tretiranih najmanjom koncentracijom izoproturona (Slika 17).

Kada su biljke izoproturonu izlagane u uvjetima 3d-pulsa, statisticki znacajna razlika u
koncentraciji Chlb utvrdena je pri svim koncentracijama herbicida. Inhibicija prirasta
koncentracije Chlb iznosila je 36,47 + 1,92% pri 150 pg/L, dok je u tretmanu s 200 ug/L
inhibicija prirasta Chlb iznosila maksimalnih 44,31 £ 2,68% (Slika 18).
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Slika 17. Koncentracije klorofila b (mg/g sv.tv.) u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Kontrola predstavlja biljke u hranjivoj otopini s odgovaraju¢im koncentracijama
metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati oznaceni razli¢itim

slovima medusobno se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).
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Slika 18. Inhibicija prirasta koncentracije klorofila b (%) u L. minor nakon 21 dan tretmana
razli¢itim koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izloZenosti (2d-puls, 3d-puls i
kontinuirano izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost £ SD (n=12). Rezultati

oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test,
P<0,01).
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Rezultati

Tablica 7. Koncentracije klorofila a i klorofila b (mg/g sv.tv.) u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama herbicida
izoproturona u tri uvjeta izlozZenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano izlaganje). Kontrola predstavlja biljke uzgajane u hranjivoj otopini s
odgovaraju¢im volumenom metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednosti £ SD (n=12). Rezultati oznac¢eni razli¢itim slovima medusobno se
statisti¢ki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).

Tretman Chla Chlb
mg/g sv.tv. Prirast (dan') Inhibicija (%0) mg/g sv.tv. Prirast (dan') Inhibicija (%)
50 pL/L 0,59 + 0,02° 0,06 + 0,00° 0,25 + 0,02° 0,08 + 0,00°
kontrola 100 pL/L 0,59 + 0,03°¢ 0,06 + 0,00°¢ 0,26 £ 0,022 0,08 £ 0,002
(metanol) 150 pL/L 0,58 + 0,03¢ 0,06 + 0,00° 0,24 +0,02¢ 0,08 + 0,00°
200 pL/L 0,59 + 0,04b¢ 0,06 + 0,00°° 0,24 + 0,03% 0,07 + 0,01
50 pg/L 0,61 + 0,015 0,06 + 0,00° -2,51 + 1,234 0,25 + 0,00°° 0,08 + 0,00°° 2,14 +0,32¢
100 pg/L 0,56 + 0,024 0,06 + 0,009 5,33 £ 2,68¢ 0,22 + 0,00¢f 0,07 + 0,00¢f 17,50 + 1,80M
2d-puls 150 pg/L 0,50 + 0,00f 0,05 + 0,00f 13,64 £ 0,552 0,20 + 0,009 0,06 + 0,009 19,15 + 1,279"
200 pg/L 0,46 + 0,029 0,05 + 0,009 21,36 + 3,39° 0,18 +0,01" 0,06 + 0,00" 24,07 + 4,14
50 pg/L 0,53 +0,01¢ 0,05 + 0,00¢ 10,30 + 1,73 0,21 + 0,00f 0,07 + 0,00f 15,16 + 1,291
100 pg/L 0,51 +0,01f 0,05 + 0,00f 13,19 + 2,212 0,21 + 0,00f 0,07 + 0,00f 21,12 £ 2,109
3d-puls 150 pg/L 0,42 +0,01" 0,04 + 0,00" 26,80 + 2,16" 0,15 + 0,00’ 0,05 + 0,00’ 36,47 +1,92f
200 pg/L 0,39 + 0,01 0,04 + 0,00’ 33,76 + 0,97¢ 0,13 +0,0U 0,04 + 0,000 44,31 + 2,682
50 pg/L 0,50 + 0,01f 0,05 + 0,00f 15,98 + 1,869 0,23 + 0,01% 0,07 + 0,00% 8,73 + 4,68°
100 pg/L 0,47 + 0,039 0,05 + 0,009 21,01 + 4,27° 0,22 + 0,03% 0,07 + 0,00% 13,17 +5,86!
kontinuirano | 150 pg/L 0,38 + 0,01 0,04 + 0,00! 34,88 £ 2,09° 0,23 + 0,00% 0,07 + 0,00% 5,55 + 1,469
200 pg/L 0,28 + 0,02 0,03 +£ 0,000 51,87 + 2,76 0,15+ 0,01 0,04 + 0,00' 38,38 + 3,08f
F 274,37 274,37 460,97 90,378 90,378 237,63
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
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Rezultati

3.1.2.3. Utjecaj herbicida izoproturona na koncentraciju ukupnih klorofila (Chla+b)

Prema rezultatima analize varijance (F=279,49; P<0,01) koncentracija ukupnih Klorofila
biljaka L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama herbicida izoproturona u
hranjivoj otopini, znacajno se razlikovala od koncentracije ukupnih klorofila kontrolnih
biljaka (Tablica 8). Statisticki znacajna razlika koncentracije ukupnih klorofila nije utvrdena
samo kod biljaka tretiranih najmanjom koncentracijom herbicida u 2d-pulsu. Statisticki
znacajne razlike smanjenja koncentracije ukupnih klorofila takoder su utvrdene u 3d-pulsu i

kontinuiranom tretmanu biljaka (Slika 19).
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Slika 19. Koncentracije ukupnih klorofila (mg/g sv.tv.) u L. minor nakon 21 dan tretmana
razli¢itim koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i
kontinuirano izlaganje). Kontrola predstavlja biljke u hranjivoj otopini s odgovaraju¢im
koncentracijama metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednost £ SD (n=12). Rezultati
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test,

P<0,01).

NajizraZzenije djelovanje svih ispitivanih koncentracija herbicida na prirast koncentracije
ukupnih klorofila utvrdeno je upravo pri kontinuiranom izlaganju. Najveca je inhibicija
prirasta koncentracije iznosila 47,97 + 2,63% u kontinuiranom izlaganju izoproturonu pri

koncentraciji od 200 pg/L.
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Rezultati

S druge strane, ista je koncentracija herbicida uzrokovala statisticki znacajnu inhibiciju
prirasta koncentracije u 2d i 3d-pulsu u odnosu na pripadaju¢u kontrolu, medutim ta inhibicija
bila je zna¢ajno manja od inhibicije prirasta koncentracije ukupnih klorofila u kontinuiranom
izlaganju biljaka (Slika 20).
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Slika 20. Inhibicija prirasta koncentracije ukupnih klorofila (%) u L. minor nakon 21 dan
tretmana razli¢itim koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i
kontinuirano izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost £ SD (n=12). Rezultati
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki zna¢ajno razlikuju (ANOVA, LSD test,

P<0,01).

3.1.2.4. Utjecaj herbicida izoproturona na omjer klorofil a/b (Chla/b)

Vrijednosti omjera Chla/b prikazane su u tablici 8. Navedene su vrijednosti ovisile
prvenstveno o koncentraciji herbicida u hranjivoj otopini za uzgoj biljaka, kao i o uvjetima
tretmana. Prema rezultatima analize varijance (F=47,786; P<0,01) statisticki znacajna razlika
u vrijednostima omjera Chla/b utvrdena je samo kod biljaka tretiranih s 100 pg/L herbicida u
2d-pulsu (Slika 21).
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Rezultati

Kada su biljke izlagane izoproturonu u 3d-pulsu, statisti¢ki zna¢ajne razlike u vrijednostima
omjera utvrdene su pri koncentracijama od 100, 150 i 200 pg/L herbicida (Slika 21). S druge
strane, od kljuéne je vaznosti naglasiti kako je minimalna vrijednost omjera Chla/b utvrdena
pri koncentraciji od 150 pg/L herbicida tijekom kontinuiranog tretmana biljaka. Stovise, pri

navedenoj je koncentraciji utvrdena i najveca vrijednost inhibicije omjera Chla/b (31,38 +
2,54%) (Slika 22).
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Slika 21. Omijer klorofil a/b (mg/g sv.tv.) u L. minor nakon 21 dan tretmana razliitim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Kontrola predstavlja biljke u hranjivoj otopini s odgovaraju¢im koncentracijama
metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati ozna¢eni razli¢itim

slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).
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Slika 22. Inhibicija omjera klorofil a/b (%) u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati oznac¢eni razli¢itim

slovima medusobno se statisticki zna¢ajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).
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Rezultati

Tablica 8. Koncentracije Chla+b i omjer Chla/b (mg/g sv.tv.) u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama herbicida
izoproturona u tri uvjeta izlozZenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano izlaganje). Kontrola predstavlja biljke uzgajane u hranjivoj otopini s
odgovaraju¢im volumenom metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednosti £ SD (n=12). Rezultati oznac¢eni razli¢itim slovima medusobno se

statisti¢ki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).

Tretman Chla+b Chla/b
mg/g sv.tv. Prirast (dan') Inhibicija (%0) mg/g sv.tv. Prirast (dan') Inhibicija (%)
50 pL/L 0,85+ 0,032 0,07 + 0,002 2,37 £0,20%% 0,03 + 0,004
kontrola 100 pL/L 0,85 £ 0,042 0,07 £ 0,002 2,24 +0,179%f 0,03 + 0,00%f
(metanol) 150 puL/L 0,82 £ 0,022 0,06 £ 0,002 2,42 +0,25% 0,03 + 0,00
200 pL/L 0,82 + 0,062 0,06 + 0,002 2,50 £ 0,32¢ 0,03 £ 0,00°
50 pg/L 0,86 + 0,012 0,07 + 0,002 -1,12 £ 0,942 2,47 £ 0,02¢ 0,03 £ 0,00° -4,14 +1,032
2d-puls 100 pg/L 0,78 +0,02° 0,06 + 0,00° 9,10 £ 2,409 2,55 + 0,02°¢ 0,03 +0,00b¢  -14,23 + 0,970
150 pg/L 0,70 +0,01% 0,05+0,00% 1528 +0,71" 2,57 £ 0,03 0,04 £ 0,00  -6,31 +1,25%
200 pg/L 0,64 £ 0,03f 0,05 + 0,00f 22,14 + 3,61¢ 2,55 +0,03¢ 0,03 + 0,00b¢ -2,00 £ 1,192
50 pg/L 0,75 £ 0,01°° 0,06 £ 0,00° 11,74 + 1,59 2,49 £ 0,02¢ 0,03 £ 0,00° -5,10 + 0,68%
3d-puls 100 pg/L 0,72 + 0,02¢de 0,06 +0,00% 15,65 + 2,14" 2,45 +0,02¢ 0,03 £ 0,00° -9,57 + 1,06
150 pg/L 0,52 £ 0,01" 0,04 £ 0,00" 29,65 * 2,02¢ 2,77 +0,05% 0,04 £0,00%  -14,68 + 1,98
200 pg/L 0,56 £ 0,029 0,04 £ 0,009 36,81 + 1,46° 2,93 +0,10? 0,04 + 0,002 -17,24 + 3,84
50 pg/L 0,73 + 0,02¢d 0,06 £0,00¢ 13,83 +2,70™ 2,18 £ 0,07¢f 0,03 + 0,00 8,35+ 2,78¢
Kontinuirano 100 pg/L 0,69 + 0,02¢ 0,05 + 0,00¢ 18,58 + 2,02¢ 2,04 + 0,221 0,03 + 0,001 8,84 + 9,86°
150 pg/L 0,69 + 0,02% 0,05+ 0,00% 26,29 + 1,49" 1,66 + 0,06" 0,02 + 0,00" 31,38 + 2,549
200 pg/L 0,43 £ 0,02 0,03 £ 0,00 47,97 + 2,634 1,92 +0,08¢ 0,03 £ 0,009 23,09 + 3,37f
F 279,49 279,49 418,12 47,786 47,786 226,05
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
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Rezultati

3.1.2.5. Utjecaj izoproturona na koncentraciju ukupnih karotenoida (Car)

Utjecaj razlicitih koncentracija herbicida izoproturona na koncentraciju ukupnih karotenoida
nakon 21 dan trajanja eksperimenta prikazan je u tablici 9. Sli¢no kao i prirast Chla, prirast
ukupnih karotenoida ovisio je o koncentraciji navedenog herbicida u hranjivoj otopini, kao i 0
uvjetima tretmana biljaka (F=92,699; P<0,01). Jednosmjerna analiza varijance nije pokazala
statisticki znacajne razlike u koncentraciji ukupnih karotenoida samo kod biljaka tretiranim s
50 pg/L herbicida u 2d-pulsu.

Nadalje, smanjenje koncentracije ukupnih karotenoida takoder je utvrdeno pri djelovanju svih
testiranih koncentracija izoproturona u 3d-pulsu (Slika 23). Inhibicija prirasta koncentracije
ukupnih karotenoida iznosila je 17,98 + 0,41% pri 50 pg/L, 18,31 + 3,12% pri 100 ug/L,
31,04 + 5,50% pri 150 pg/L te 41,46 £ 2,90% pri 200 pg/L navedenog herbicida. Vazno je
naglasiti kako je pri koncentraciji od 200 pg/L izoproturona inhibicija prirasta koncentracije
ukupnih karotenoida bila znacajno veéa pri kontinuiranom izlaganju u usporedbi s

djelovanjem iste koncentracije u 2d te 3d-pulsu (Slika 24).
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Slika 23. Koncentracija ukupnih karotenoida (mg/g sv.tv.) u L. minor nakon 21 dan tretmana
razliCitim koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i
kontinuirano izlaganje). Kontrola predstavlja biljke u hranjivoj otopini s odgovaraju¢im
koncentracijama metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test,

P<0,01).
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Slika 24. Inhibicija prirasta koncentracije ukupnih karotenoida (%) u L. minor nakon 21 dan
tretmana razli¢itim koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i
kontinuirano izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost £ SD (n=12). Rezultati
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test,

P<0,01).
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Rezultati

Tablica 9. Koncentracija ukupnih karotenoida (mg/g sv.tv.) u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama herbicida izoproturona
u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano izlaganje). Kontrola predstavlja biljke uzgajane u hranjivoj otopini s odgovaraju¢im
volumenom metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednosti £ SD (n=12). Rezultati oznac¢eni razli¢itim slovima medusobno se statisticki

znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).

Tretman mg/g sv.tv. Prirast (dan™) Inhibicija (%)
50 pLL/L 0,20 + 0,032 0,06 £ 0,002
kontrola 100 pL/L 0,20 £ 0,012 0,06 £ 0,002
(metanol) 150 pL/L 0,19 + 0,012 0,06 + 0,002
200 pL/L 0,20 £ 0,022 0,06 £ 0,002
50 pg/L 0,20 £ 0,002 0,06 £ 0,002 0,63+1,322
2d-puls 100 pg/L 0,18 + 0,01°¢ 0,06 + 0,00 9,62 + 3,594
150 pg/L 0,16 + 0,00%f 0,05 + 0,000%f 18,29 + 2,12¢
200 pg/L 0,15 + 0,00¢f 0,05 + 0,00°f 26,32 + 1,69°
50 pg/L 0,16 + 0,00 0,05 + 0,00¢d 17,98 +0,41°¢
3d-puls 100 pg/L 0,16 + 0,01% 0,05 + 0,00% 18,31 + 3,12¢
150 pg/L 0,13 +0,019h 0,04 + 0,009" 31,04 +£5,50¢
200 pg/L 0,12 £ 0,01" 0,04 + 0,00" 41,46 + 2,90
50 pg/L 0,16 + 0,00¢ 0,05 + 0,00% 17,60 £ 2,03¢
Kontinuirano 100 pg/L 0,15 + 0,019f 0,05 + 0,000%f 23,82 £5,41°
150 pg/L 0,14 +0,01f¢ 0,04 + 0,001 25,45 +1,18°
200 pg/L 0,10 + 0,01 0,03 + 0,00! 48,78 + 3,289
F 92,699 92,699 209,44
P <0,01 <0,01 <0,01
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Rezultati

3.1.3. ICso vrijednosti na temelju mjerenih pokazatelja rasta biljaka

Tablica 10. ICsg vrijednosti izra¢unate na temelju prirasta mjerenih pokazatelja rasta L. minor

nakon 21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama herbicida izoproturona u tri uvjeta

izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano izlaganje).

1Cso (Mg/L)

Parametar 2d-puls 3d-puls kontinuirano

Prirast broja biljaka 249,1 + 25,18 227,4 £ 18,7 117,7+4,3
Masa svjeze tvari 259,8+6 2545+134 127,6 £ 2,95
Masa suhe tvari 240,5 + 56,9 221,7 + 22,6 108,56 £ 9,14
Koncentracija Chla 816,64 + 67,5 460,7 + 40,7 208,84 + 11,7

Koncentracija Chlb 816,9 £+ 180,1 260,9 £ 24,8 236 + 25,2

Koncentracija Chla+b 1275 + 616,8 3415+437 245 £ 17,7
Omjer Chla/b 126,05+ 0,19 12194+131  122,72+1,85
Koncentracija Car 703,7 £ 30,6 320,5 + 68,05 235,6 £31,5
Koncentracija proteina 818,056 +54,22  681,4 + 56,66 217,5+ 16,99

Vrijednost kojom se iskazuje osjetljivost neke vrste na testiranu tvar je 1Cso, 0dnosno ona
koncentracija (ug/L) koja uzrokuje inhibiciju rasta u 50% testirane populacije. Vrijednosti
ICso izracunate na temelju pokazatelja rasta nakon 21 dan tretmana L. minor razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano

izlaganje) prikazane su u tablici 10.

Budu¢i da je prirast broja biljaka bio znacajno inhibiran djelovanjem herbicida izoproturona,
prema izracunatim ICsp vrijednostima akumulacija svjeze i1 suhe mase biljaka bila je
parametar rasta s ICso vrijednostima u rasponu od 108,56 + 9,14 pg/L u kontinuiranom
izlaganju do 240,5 = 56,9 pg/L u 2d-pulsu. Medutim, najizrazenije djelovanje herbicida
izoproturona utvrdeno je pri svim testiranim koncentracijama u kontinuiranom izlaganju Sto

se ujedno ocituje i u izracunatim ICsp vrijednostima (Tablica 10).
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Rezultati

3.1.4. Utjecaj izoproturona na aktivnost antioksidacijskih enzima

3.1.4.1. Utjecaj izoproturona na ukupnu i specifi¢nu aktivnost askorbat-peroksidaze

Ukupna aktivnost (F=15,270; P<0,01) i specificna aktivnost APX (F=12,513; P<0,01) u
biljkama tretiranim izoproturonom u trajanju 21 dan znacajno se razlikovala od aktivnosti u

kontrolnim biljkama (Tablica 11).

Kada su biljke tretirane s 50 pg/L izoproturona u hranjivoj otopini u 2d-pulsu, utvrdeno je
znacajno povecanje ukupne aktivnosti APX, koje je bilo 10% vece u usporedbi s kontrolom.
Aktivnost APX u druga dva uvjeta tretmana s ovom koncentracijom nije se znacajno
razlikovala od kontrole (Slika 26).

Pri tretmanu s 100 pg/L izoproturona ukupna aktivnost APX bila je zna¢ajno smanjena Samo
u kontinuiranom izlaganju, kada je bila za 10,3% manja u usporedbi s aktivnosti ovog enzima
u kontrolnim biljkama. Ukupna aktivnost APX bila je zna¢ajno smanjena u svim uvjetima
izlozenosti, kada su biljke izlagane koncentraciji 100 i 200 pg/L izoproturona u hranjivoj

otopini.

U biljkama koje su izoproturonu izlagane kontinuirano, utvrdeno je najve¢e smanjenje ukupne
aktivnosti APX, pri ¢emu je aktivnosti bila 16,7% manja uz 150 pg/L te 30% manja uz
dodatak 200 pg/L izoproturona u hranjivu otopinu. Analiza varijance pokazala je da je ukupna
aktivnost APX ovisila i o uvjetima izlozenosti i 0 koncentraciji herbicida u hranjivoj otopini
(Slika 26).
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Slika 26. Ukupna aktivnost APX u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost £ SD (n=12). Rezultati oznaceni
zvjezdicom (*) statisti¢ki se znacajno razlikuju od kontrolne vrijednosti (ANOVA, LSD test,
P<0,01). Kontrola (-----) predstavlja biljke u hranjivoj otopini s dodatkom odgovarajuce

koncentracije metanola.

Statisticki znacajne razlike u specificnoj aktivnosti enzima u usporedbi s kontrolom nisu
utvrdene samo kod biljaka tretiranih s 50 pg/L herbicida u 2d-pulsu. Ista koncentracija
herbicida znacajno je povecala specificnu aktivnost APX kada su biljke izlagane u 3d-pulsu
(13,4 £ 6,76% povecanje) kao i tijekom kontinuiranog (14,3 £ 7,0% povecanje) izlaganja
(Slika 27). Najvece povecanje aktivnosti utvrdeno je pri kontinuiranom izlaganju s dvije
najvece koncentracije herbicida u hranjivoj otopini. U kontinuiranom tretmanu s 150 pg/L
izoproturona specificna aktivnost APX bila je 25,12 + 13,67% veca od kontrole, dok je u

tretmanu s 200 pg/L aktivnost bila 44,72 + 8,49 % veca u usporedbi s kontrolnom vrijednosti.
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Slika 27. Specificna aktivnost APX u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost £ SD (n=12). Rezultati oznaceni
zvjezdicom (*) statisti¢ki se znacajno razlikuju od kontrolne vrijednosti (ANOVA, LSD test,
P<0,01). Kontrola (-----) predstavlja biljke u hranjivoj otopini s dodatkom odgovarajuce

koncentracije metanola.

Vazno je naglasiti kako specifi¢na aktivnost APX kod biljaka koje su herbicidom tretirane u
2d i 3d-pulsu nije ovisila o koncentraciji samog herbicida (Slika 27). S druge strane, kada su
biljke tretirane herbicidom u uvjetima kontinuirane izloZenosti aktivnost APX ovisila je o
koncentraciji herbicida u hranjivoj otopini, budué¢i da je aktivnost APX znacajno veéa u
tretmanu s 200 pg/L u usporedbi s djelovanjem ostalih koncentracija u istim uvjetima

izlaganja.
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Rezultati

Tablica 11. Ukupna i specificna aktivnost APX u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti
(2d-puls, 3d-puls i kontinuirano izlaganje). Kontrola predstavlja biljke uzgajane u hranjivoj otopini s odgovaraju¢im volumenom metanola.
Prikazani rezultati su srednja vrijednosti £ SD (n=12). Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znaéajno razlikuju
(ANOVA, LSD test, P<0,01).

Ukupna aktivnost APX Specifi¢na aktivnost APX
Tretman . L ) . .
(AA min g! svjeze tvari) (AA mint mg? proteina)

50 pL/L 1,41 +0,15%¢ 0,24 + 0,022

kontrola 100 pL/L 1,46 + 0,092 0,24 + 0,01°¢
(metanol) 150 pL/L 1,31 + 0,060 0,22 + 0,012
200 pL/L 1,29 +0,07% 0,22 £ 0,012
50 pg/L 1,57 £ 0,082 0,25 + 0,01bcd

2d-puls 100 pg/L 1,48 + 0,082° 0,27 +0,019%
150 pg/L 1,27 +0,09¢" 0,25 + 0,01¢d

200 pg/L 1,17 + 0,03 0,27 + 0,00%

50 pg/L 1,40 + 0,10bcd 0,27 + 0,02

3d-puls 100 pg/L 1,39 + 0,03bcde 0,28 = 0,00¢
150 pg/L 1,13+ 0,03¢ 0,27 +0,01%

200 pg/L 1,10 + 0,029 0,27 + 0,01¢%

50 pg/L 1,35 + 0,07bcde 0,27 0,029

Kontinuirano 100 pg/L 1,31 +0,1710de 0,28 £ 0,01¢
150 pg/L 1,09 +0,16¢ 0,28 + 0,03¢

200 pg/L 0,90 +0,02" 0,32 + 0,02

F 15,270 12,513
P <0,01 <0,01
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Rezultati

3.1.4.2. Utjecaj izoproturona na ukupnu i specifi¢cnu aktivnost gvajakol-peroksidaze

Utjecaj razliCitih koncentracija herbicida izoproturona na ukupnu i specifi¢nu aktivnost
enzima gvajakol-peroksidaze nakon 21 dan izlaganja biljaka navedenom herbicidu prikazan je
u tablici 12. Kada su biljke herbicidu izlagane u 2d-pulsu, statisticki znacajne razlike nisu
utvrdene samo kod biljaka tretiranih s 50 pg/L izoproturona (Slika 28). Prema rezultatima
jednosmjerne analize varijance (F=11,207; P<0,01) statisticki znaCajno smanjenje ukupne
aktivnost GPOX takoder nije utvrdeno samo kod biljaka tretiranih s najmanjom

koncentracijom herbicida u 3d-pulsu.

S druge strane, statisticki znacajno smanjenje ukupne aktivnosti GPOX utvrdeno je kod
biljaka tretiranih svim koncentracijama izoproturona u kontinuiranom tretmanu. Pri tome je
vazno naglasiti kako je pri koncentraciji od 200 p/L izoproturona smanjenje ukupne aktivnosti
GPOX bilo znacajno veée pri kontinuiranom izlaganju u usporedbi s djelovanjem istih

koncentracija u 2d te 3d-pulsu (Slika 28).

O2d-puk O3dpuk Ohontinuirane

£ E3 {r o
2 100 +--FF---- S By T ;E ————————————— s
- o *
AN BT Hit T o
M +*
o
g ] A
E a0 A
E 20 A
E i T T T 1
50 100 150 200
Izop roturen (pg/L)

Slika 28. Ukupna aktivnost GPOX u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati oznaceni
zvjezdicom (*) statisti¢ki se znacajno razlikuju od kontrolne vrijednosti (ANOVA, LSD test,
P<0,01). Kontrola (-----) predstavlja biljke u hranjivoj otopini s dodatkom odgovarajuce

koncentracije metanola.
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Rezultati

Statisticki znacajne razlike u specifi¢noj aktivnosti GPOX nisu utvrdene samo kod biljaka
tretiranih najmanjom koncentracijom herbicida izoproturona u 2d-pulsu. Prema rezultatima
analize varijance (F=10,942; P<0,01) statisti¢ki znacajne razlike specifi¢ne aktivnosti GPOX

u biljkama takoder nisu utvrdene pri koncentraciji od 50 pg/L herbicida u 3d-pulsu (Slika 29).

S druge strane, statisticki znacajno povecanje specificne aktivnosti GPOX utvrdeno je kod
biljaka izlaganih svim koncentracijama herbicida u kontinuiranom tretmanu (25,54%
povecanje specificne aktivnosti pri koncentraciji 200 pg/L). Medutim, vazno je istaknuti da su
pri svim koncentracijama izoproturona dobivene vrijednosti specificne aktivnosti enzima bile
znacajno vece pri kontinuiranom izlaganju u usporedbi s vrijednostima specifi¢ne aktivnosti
GPOX u 2d i 3d-pulsu (Slika 29).
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Slika 29. Specifi¢na aktivnost GPOX u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost £ SD (n=12). Rezultati oznaceni
zvjezdicom (*) statisti¢ki se znacajno razlikuju od kontrolne vrijednosti (ANOVA, LSD test,
P<0,01). Kontrola (-----) predstavlja biljke u hranjivoj otopini s dodatkom odgovarajuce

koncentracije metanola.
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Tablica 12. Ukupna i specifi¢na aktivnost GPOX u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama izoproturona u tri uvjeta
izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano izlaganje). Kontrola predstavlja biljke uzgajane u hranjivoj otopini s odgovarajuéim volumenom
metanola. Prikazani rezultati su srednja vrijednosti £ SD (n=12). Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,01).

Ukupna aktivnost GPOX Specifi¢na aktivnost GPOX
Tretman R TP I . . ] :
(AA min g! svjeze tvari) (AA mint mg? proteina)
50 pL/L 39,11 + 1,22b¢ 6,49 + 0,23¢d
kontrola 100 pL/L 37,39 + 1,812 6,23 + 0,282b¢
(metanol) 150 pL/L 36,08 + 0,892 6,11 + 0,192°
200 pL/L 35,41 £ 0,422 6,06 £ 0,132
50 pg/L 41,17 + 1,32¢de 6,68 + 0,36%
2d-puls 100 pg/L 38,54 + 2,49 6,89 + 0,31°
150 pg/L 34,80 + 1,80¢f 6,99 + 0,26¢
200 pg/L 30,76 * 1,50¢f 6,96 + 0,17¢f
50 pg/L 34,22 + 0,765 6,53 + 0,30bcd
3d-puls 100 pg/L 33,47 + 2,32¢de 6,69 + 0,319%
150 pg/L 28,83 + 1,516 6,79 + 0,26%
200 pg/L 27,21 + 0,71cde 6,76 + 0,17%
50 pg/L 34,95 + 1,63% 6,91 + 0,22¢f
Kontinuirano 100 pg/L 34,20 + 3,19 7,30 + 0,42
150 pg/L 29,15+ 1,639 7,44 £ 0,33¢
200 pg/L 21,57 + 1,599 7,61 + 0,399
F 11,207 10,942
P <0,01 <0,01
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3.1.4.3. Utjecaj izoproturona na ukupnu i specifi¢cnu aktivnost katalaze

Utjecaj razliCitih koncentracija herbicida izoproturona na ukupnu i specifi¢nu aktivnost
enzima katalaze nakon 21 dan izlaganja biljaka navedenom herbicidu prikazan je u tablici 13.
Prema rezultatima analize varijance (F=150,56; P<0,01) ukupna aktivnost katalaze znacajno
se razlikovala od aktivnosti kontrolnih biljaka. Kada su biljke herbicidu izlagane u 2d-pulsu,
statistiCki znacajne razlike u ukupnoj aktivnosti CAT utvrdene su pri svim koncentracijama
herbicida. Nadalje, kada su biljke herbicidu izlagane u 3d-pulsu, statisti¢ki znacajno
smanjenje ukupne aktivnosti CAT utvrdeno je takoder pri svim koncentracijama herbicida
(Slika 30).
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Slika 30. Ukupna aktivnost CAT u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost £ SD (n=12). Rezultati oznaceni
zvjezdicom (*) statisti¢ki se znacajno razlikuju od kontrolne vrijednosti (ANOVA, LSD test,
P<0,01). Kontrola (-----) predstavlja biljke u hranjivoj otopini s dodatkom odgovarajuce

koncentracije metanola.

Najznacajnije djelovanje svih testiranih koncentracija herbicida na ukupnu aktivnost CAT
utvrdeno je pri kontinuiranom izlaganju. Ukupna aktivnost navedenog enzima bila je u
prosjeku 61,21% manja u odnosu na odgovarajuu kontrolu u kontinuiranom izlaganju

izoproturonu pri koncentraciji od 200 pg/L.
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Vazno je naglasiti kako je ista koncentracija herbicida uzrokovala statisticki znacajno
smanjenje ukupne aktivnosti CAT kako u 2d tako i u 3d-pulsu u odnosu na kontrolne biljke.
Medutim, to je smanjenje bilo znacajno manje od smanjenja ukupne aktivnosti CAT u

kontinuiranom izlaganju (Slika 30).

Statisticki znacajne razlike specificne aktivnosti CAT nisu utvrdene samo kod biljaka
tretiranih sa 150 pg/L izoproturona u 2d-pulsu (Slika 31). Jednosmjerna analiza varijance je
pokazala statisticki znacajne razlike u specifi¢noj aktivnosti CAT kod biljaka tretiranih svim
koncentracijama herbicida u 3d-pulsu. Prema rezultatima jednosmjerne analize varijance
(F=96,099; P<0,01) statisti¢ki znacajne razlike smanjenja specifi¢ne aktivnosti CAT utvrdene
su kod biljaka tretiranih svim koncentracijama izoproturona u kontinuiranom tretmanu

izlaganja (Slika 31).
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Slika 31. Specifiéna aktivnost CAT u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim
koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti (2d-puls, 3d-puls i kontinuirano
izlaganje). Prikazani rezultati su srednja vrijednost + SD (n=12). Rezultati oznaceni
zvjezdicom (*) statisticki se znacajno razlikuju od kontrolne vrijednosti (ANOVA, LSD test,
P<0,01). Kontrola (-----) predstavlja biljke u hranjivoj otopini s dodatkom odgovarajuce

koncentracije metanola.
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Tablica 13. Ukupna i specificna aktivnost CAT u L. minor nakon 21 dan tretmana razli¢itim koncentracijama izoproturona u tri uvjeta izlozenosti
(2d-puls, 3d-puls i kontinuirano izlaganje). Kontrola predstavlja biljke uzgajane u hranjivoj otopini s odgovaraju¢im volumenom metanola.
Prikazani rezultati su srednja vrijednosti £ SD (n=12). Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znaéajno razlikuju
(ANOVA, LSD test, P<0,01).

Ukupna aktivnost CAT Specifi¢na aktivnost CAT
Tretman . L ] . .
(AA min g! svjeze tvari) (AA mint mg? proteina)

50 pL/L 7,68 + 0,330¢ 1,27 £0,03°

kontrola 100 pL/L 7,34 + 0,26% 1,22 +0,03¢
(metanol) 150 pL/L 7,08 + 0,24% 1,20 + 0,02¢
200 pL/L 6,95 + 0,12¢f 1,19 + 0,019%f

50 pg/L 8,64 + 0,372 1,40 £ 0,042

2d-puls 100 pg/L 7,77 £0,41° 1,39 £ 0,042
150 pg/L 5,78 + 0,249 1,16 + 0,029

200 pg/L 5,02 +0,11" 1,14 + 0,029

50 pg/L 7,01 +0,33¢ 1,34 +0,03P

3d-puls 100 pg/L 6,59 £ 0,30‘(. 1,32 +0,03°
150 pg/L 4,92 +0,14" 1,16 + 0,00

200 pg/L 4,51 + 0,05 1,12 + 0,019

50 pg/L 5,22 + 0,35 1,03+ 0,03"

Kontinuirano 100 pg/L 4,62 + 0,301 0,99 = 0,03i
150 pg/L 3,79 + 0,34k 0,96 = 0,05

200 pg/L 2,70 +£0,22' 0,95 = 0,049

F 150,56 96,099
P <0,01 <0,01
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4. Rasprava

Primjena herbicida ima vrlo vaznu ulogu u kontroli rasta i suzbijanju nepozeljnih, odnosno
korovskih biljnih vrsta u konvencionalnoj poljoprivrednoj proizvodnji. Medutim, primjena
sintetickih herbicida predstavlja glavni uzrok oneéiiéenja okolia. Stovise, i uz njihovu
pravilnu primjenu i koristenje, herbicidi predstavljaju svojevrstan ,,rizik™, upravo zbog svoje

postojanosti, biodostupnosti i mobilnosti u ekosustavu (Arias-Estévez i sur., 2008).

Jedan od najznacajnijih predstavnika fenilurea herbicida je izoproturon [3-(4-izopropilfenil)-
1,1-dimetilurea]. Ovaj se selektivni i sistemski herbicid upotrebljava za suzbijanje
jednogodisnjih uskolisnih i Sirokolisnih korova u Zitaricama. Fitotoksicno djelovanje ispoljava
inhibicijom fotoovisnog elektron transportnog lanca u tilakoidima kloroplasta na razini
fotosustava 1II, uzrokuju¢i pritom senescenciju kloroplasta, naruSavanje fizioloskih i
metaboli¢kih procesa u biljkama te naposljetku i propadanje biljnih stanica (Ducruet, 1991;
Vermaas, 1993).

Za istrazivanje utjecaja izoproturona na fizioloske promjene u ne-ciljnim vrstama, kao §to su
vodene lece, pratio se broj biljaka kao pokazatelj rasta. Izoproturon je toksi¢an za L. minor s
obzirom da je utvrdena znacajna inhibicija prirasta broja biljaka nakon 21 dan tretmana
(Tablica 4). Rast vrste L. minor osjetljiv je pokazatelj toksi¢nog djelovanja raznih herbicida.
Rezultati eksperimenta Gatidou i sur. (2014) pokazuju da fenilurea herbicidi monolinuron,
linuron te diuron imaju izrazito toksi¢ni u¢inak na rast L. minor. Nadalje, herbicid diuron u
koncentraciji 25 pg/L inhibira rast L. minor za ¢ak 50% (Teisseire i sur., 1999). Nitschke i
sur. (1999) utvrdili su da 60 pg/L izoproturona u hranjivoj otopini uzrokuje 50%-tnu
inhibiciju rasta L. minor nakon 7 dana tretmana. S druge strane, istrazivanje Dosnon-Olette
(2011) pokazalo je da izoproturon ima znacajan inhibitorni ucinak na rast vodene le¢e veé
unutar prvih 24 h od pocetka tretmana znatno nizim koncentracijama herbicida u usporedbi s
koncentracijama testiranim u ovom radu. Rezultati njihovog istrazivanja pokazali su da je rast
vodene le¢e bio 17% manji kada su biljke tretirane s 5 pg/L u usporedbi s rastom kontrolnih
biljaka. Inhibicija rasta utvrdena je i kod drugih vrsta vodenih makrofita tretiranih
izoproturonom. Rast vrste Elodea densa izrazito je smanjen nakon 21 dan tretmana s 10 pg/L
izoproturona dok koncentracija od 200 pg/L uzrokuje potpunu inhibiciju rasta ove vrste
(Feurtet-Mazel i sur., 1996; Rana i Kumar, 1995).
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Rezultati prijasnjih studija dobiveni tretiranjem L. minor izoproturonom u kulturi in vitro,
pokazuju kako ICsp na temelju prirasta broja biljaka i svjeze mase doseze vrijednost od 35

Kg/L nakon 10 dana izlaganja biljaka navedenom herbicidu (Kirby i Sheahan, 1994).

Prilikom utvrdivanja inhibitornog ucinka ksenobiotika na rast vodenih le¢a, prirast broja
biljaka moze dovesti do zakljuc¢ka manje osjetljivosti u usporedbi s drugim parametrima rasta.
U stresnim uvjetima, frondovi mogu bili vrlo sitni, a njihov ukupan broj i dalje visok.
Dodatno, sam broj biljaka ne pokazuje jesu li biljke Zive ili mrtve (Zaltauskaité i sur., 2014).
Stoga se u istrazivanjima toksi¢nog djelovanja ksenobiotika kao pokazatelj rasta vodenih le¢a
Cesto koriste 1 prirast svjeze i suhe mase. lako je prirast broja biljaka bio znacajno inhibiran
djelovanjem izoproturona, prema izracunatim ICsp vrijednostima akumulacija svjeze i suhe
mase bila je osjetljivija na djelovanje ovog herbicida (Tablica 10). Prirast suhe mase bio je
kontinuiranom izlaganju do 240,5 + 56,9 ug/L u uvjetima 2d-pulsa. Inhibicija akumulacije
biomase moze biti posljedica smanjene fotosintetske aktivnosti uslijed znacajne redukcije
koncentracije fotosintetskih pigmenata te poremecaja u metabolizmu sinteze proteina (Khan i

sur., 2006).

Koncentracija fotosintetskih pigmenata moze biti izrazito dobar pokazatelj toksi¢nosti
ksenobiotika na primarne producente u vodenim ekosustavima. Wang (1990) je pokazao da
smanjenje koncentracije fotosintetskih pigmenata moZe biti 1 puno bolji indikator toksi¢nosti
herbicida od stope rasta biljaka. Tretman izoproturonom znacajno je smanjio koncentraciju
fotosintetskih pigmenata L. minor 21 dan nakon pocetka tretmana. Smanjenje koncentracije
fotosintetskih pigmenata najceSc¢e je posljedica ultrastrukturnih promjena u kloroplastima te
ukazuje na procese peroksidacije membranskih lipida (Xu i sur., 2010). Osim toga, toksi¢no
djelovanje ksenobiotika dovodi do povecane stope degradacije, kao 1 smanjenja sinteze
fotosintetskih pigmenata (Gupta i Chandra, 1998; Ding i sur., 2007). Smanjene koncentracije
klorofila rezultirat ¢e smanjenjem fotosintetske aktivnosti uslijed ¢ega dolazi do smanjenja
stope rasta biljke (Tewari i sur., 2004). Smanjena fotosintetska aktivnost za posljedicu ima
inhibiciju fiksacije ugljika $to znacajno utjeCe na fiziolosko stanje biljke (Xu i sur., 2010).
Smanjenje koncentracija fotosintetskih pigmenata u L. minor tretiranim izoproturonom u
skladu je s mehanizmom djelovanja ovog herbicida. lzoproturon pripada skupini fenilurea
herbicida. Mehanizam njihova djelovanja temelji se na sprjeCavanju protoka elektrona u PSII
(Arnaud i sur., 1994; Ducruet, 1991; Lichtenthaler i Rinderle, 1988). Blokada transporta

elektrona postize se vezanjem molekula izoproturona na plastokinonske Qg domene D1
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proteina smjeStenog na tilakoidnim membranama Kkloroplasta (Krause i Weis, 1991; Draber i
sur., 1991; Conrad i sur., 1993). Istrazivanja koje su pratila in vivo fluorescenciju klorofila
nakon tretiranja biljaka herbicidima potvrdila su kako se proces zasi¢enja PSII moze objasniti
specificnim vezivanjem izoproturona na D1 protein (Feurtet-Mazel i sur., 1996; Haddad i sur.,
1992; Laasch i sur., 1981; Ponte-Freitas i sur., 1991). Buduéi da je vezanjem herbicida na D1
protein cjelokupni proces fotosinteze blokiran, biljka apsorbira viSe svjetlosne energije nego li
je moze iskoristiti. Kao rezultat navedenog u biljnom tkivu dolazi do oksidacijskog stresa i
lipidne peroksidacije te oSte¢enja stani¢nih komponenti koje mogu rezultirati i smréu biljke
(Krieger-Liszkay, 2005). Medutim, najvec¢a koncentracije izoproturona koja je testirana u
ovom istrazivanju (200 ug/L), nije uzrokovala potpuno propadanje biljaka, unato¢ visokom
postotku inhibicije prirasta. Nekolicina frondova ostala je zelena unato¢ dugotrajnom periodu
izlaganja. S obzirom da izoproturon ne uzrokuje potpunu inhibiciju PSII, ¢ak i1 vrlo mala
koli¢ina elektrona moze biti dovoljna da se osigura prezivljavanje biljaka (Van Assche, 1984).
Biljke, da bi nadoknadile smanjenu fotokemijsku pretvorbu koju uzrokuje herbicid, tada

povecavaju stopu efikasnosti zadrzavanja fotona u fotosintetskom sustavu (Fedtke, 1982).

Budu¢i da se u biljkama vise smanjivala koncentracija Chlb, nego koncentracija Chla,
utvrdeno je znaCajno povecanje omjera Chla/b pri najveéoj koncentraciji herbicida
izoproturona u 3d-pulsu (Slika 21). Navedeno povecanje omjera Chla/b moze biti posljedica
konverzije Chlb u Chla do koje dolazi uslijed mehanizama degradacije fotosintetskih
pigmenata (Fang i sur., 1998). Prema izracunatim ICsp vrijednostima izoproturon je

najizraZenije djelovanje na fotosintetske pigmente imao u kontinuiranom izlaganju.

Karotenoidi su skupina neenzimskih antioksidansa topivih u lipidima koji direktno sudjeluju u
zastiti biljnih stanica od Stetnih ROS-a (Hou i sur., 2007). Najnize vrijednosti ukupnih CAR
utvrdene su pri koncentraciji od 200 pg/L herbicida izoproturona u svim tretmanima, kada je
ujedno zabiljezena i najveca stopa inhibicije prirasta ovih pigmenata (Tablica 9). Izoproturon
je pokazao i zna€ajno vecu inhibiciju koncentracije karotenoida kako se produzavalo vrijeme
izlaganja s najmanjim utjecajem u 2d-puls izlaganju, dok je najveca inhibicija utvrdena nakon
21 dan kontinuiranog izlaganja (Slika 24). Biljke sa smanjenim koncentracijama CAR nemaju
ucinkovit mehanizam disipacije suviska ekscitacijske energije u obliku topline, kao niti
mehanizme gasenja tripletnog stanja klorofila pri ¢emu nastaju molekule singletnog kisika i

drugi oblici ROS-a (Karuppanapandian i sur., 2011).
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S druge strane, uslijed niskih koncentracija karotenoida u tkivima, javlja se mehanizam
fotooksidacije klorofila (Dankov i sur., 2009). Budu¢i da se obrambeni mehanizam
karotenoida temelji na procesima stabilizacije lipida tilakoidnih membrana Kkloroplasta, u
biljnim se stanicama koje imaju sniZzene koncentracije CAR odvija proces lipidne
peroksidacije (Havaux, 1998). Smanjenje koncentracije ukupnih CAR, kao i smanjenje
koncentracije Chla i Chlb u L. minor uzrokovano tretmanom razli¢itim koncentracijama

herbicida izoproturona, vazan je pokazatelj oSte¢enja fotosintetskog sustava.

Koncentracija ukupnih proteina u organizmu biljaka, pokazatelj je raznih ireverzibilnih i
reverzibilnih promjena metabolizma te se ¢esto mijenja u doticaju s okoliSnim faktorima
stresa (Piotrowska i sur., 2010; Doganlar i Atmaca, 2011). U ovom se eksperimentu
koncentracija proteina u tkivu L. minor smanjivala s pove¢anjem koncentracije izoproturona u
hranjivoj otopini (Slika 13). Jedino najniza koncentracija izoproturona (50 pg/L) u hranjivoj
otopini nije imala statisticki znacajan ucinak na koncentraciju proteina, dok su preostale
koncentracije znacajno utjecale na smanjenje koncentracije proteina u biljkama. Nizak sadrzaj
proteina u tkivu biljaka predstavlja jasan pokazatelj stresa, odnosno smanjenja normalne
metabolicke aktivnosti biljaka (Bonjoch i Tamayo, 2001). Nasuprot navedenom, sadrzaj
proteina u biljkama izlozenim stresnim faktorima moze biti i poviSen uslijed aktivacije
brojnih procesa poput osmotske regulacije, sinteze proteina de novo, antioksidacijske obrane
te brojnih drugih fizioloSkih mehanizama (Bonjoch 1 Tamayo, 2001). Smanjenje koncentracije
proteina, kao $to je slucaj i s drugim pracenim pokazateljima djelovanja izoproturona na L.
minor, bilo je najizraZenije u kontinuiranom izlaganju. Za razliku od sulfonilurea herbicida
koji inhibiraju sintezu razgranatog lanca aminokiselina u biljnom tkivu (Mohammad i sur.,
2006), oporavak matabolickih aktivnosti biljaka nakon izloZenosti fenilurea herbicidima
inhibitorima PSII, poput izoproturona, obi¢no se odvija veoma brzo (Heber i sur., 1988; Snel i

sur., 1998).

Kada su biljke izloZene ksenobiotiku, u vrlo kratkom vremenskom periodu reagiraju na
molekularnoj razini promjenom ekspresije gena (Akhtar i sur., 2005; Jamers i sur., 2006). U
tom vremenskom periodu organizam akumulira ili crpi metaboli¢ke produkte, te vrlo brzo
zapocinje 1 proces aktivacije sustava detoksifikacije koji se temelji na razliitim reakcijama
oksidacije, redukcije i/ili hidrolize, konjugacije i sekundarne konjugacije nakon ¢ega slijedi
imobilizacija, raspodjela i/ili postupak metabolicke razgradnje ksenobiotika (Kreuz i
Martinoia, 1999; Kreuz i sur., 1996). Izoproturon, kao i drugi herbicidi iz skupine inhibitora

PSII, u biljnim stanicama dovode do pojave oksidacijskog stresa koji uzrokuje oStecenje
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proteina, lipida i drugih stani¢nih komponenti, §to posljedicno dovodi do inhibicije rasta ili
smrti biljaka (Rutherford i Krieger-Liszkay, 2001). Pojava oksidacijskog stresa u L. minor
tretiranih izoproturonom pokreée mehanizme zaStite stanice od nastalih oSte¢enja. Prema
Teisseire i Vernet (2000) antioksidacijski enzimi upravo zbog svoje osjetljivosti mogu biti
korisni bioloski biomarkeri kakvoce vode. Testovi, koji uz morfoloSke promjene i promjene u
koncentraciji fotosintetskih pigmenata, prate i aktivnosti antioksidacijskih enzima kao
bioloskih biomarkera, mogu dati specifi¢nije 1 preciznije odgovore na toksi¢ne ucinke

ksenobiotika (Babu i sur., 2005).

Povecanje aktivnosti APX obi¢no se povezuje s povecanjem koncentracije H2O2 u biljnim
stanicama, upravo zbog toga jer je H2O. glavna signalna molekula u indukciji aktivnosti
navedenog enzima (Prasad i sur., 1994; Karpinski i sur., 1999). Tretman izoproturonom
povecao je specificnu aktivnost APX u kontinuiranom scenariju te pulsnim izlaganjima ovom
herbicidu. Najveée vrijednosti specificne aktivnosti APX utvrdene su pri kontinuiranom
tretmanu L. minor s dvije najveée koncentracije herbicida u hranjivoj otopini (Slika 27). Uz
porast aktivnosti APX, utvrden je i znacajan skok u specifi¢noj aktivnosti GPOX kod biljaka
tretiranih izoproturonom koncentracije ve¢ih od 50 ug/L u svim uvjetima izlozenosti (Slika
27). Povecane aktivnosti peroksidaza mogu biti indikatori promjena mehanickih svojstava
stani¢nih stijenki uslijed povecane sinteze lignina koji ima ulogu mehanicke prepreke za
ulazak molekula ksenobiotika u biljne stanice (Hegediis 1 sur., 2001). Znacajno povecanje
aktivnosti APX i GPOX, s ciljem detoksifikacije H.O>, pokazatelj je oksidativnog stresa u
stanicama L. minor tretiranih herbicidom (Jianga i sur., 2010). Povecanje aktivnosti
peroksidaza uzrokovano izoproturonom utvrdeno je i kod drugih vrsta biljaka i algi (Bi i sur.,

2012; Xiao i sur., 2008).

Katalaza (CAT) je jedan od glavnih enzima koji uklanjaju H2O> u biljnim stanicama (Mittler,
2002). Za razliku od aktivnosti peroksidaza koje su pokazale porast specifi¢ne aktivnosti, u L.
minor izoproturon je uzrokovao znacajno smanjenje specificne aktivnosti CAT tijekom
kontinuiranog izlaganja (Slika 31). lIzlaganje L. minor diuronu, takoder inhibitoru PSII,
rezultirao je znacajnim padom aktivnosti enzima CAT ve¢ nakon 6 h izlaganja (Teisseire 1
Vernet, 2000). Smanjenje aktivnosti CAT moZe biti posljedica promjena u mehanizmima
sinteze podjedinica ovog enzima, kao i inaktivacije ili proteoliticke razgradnje katalaze
peroksisomalnim proteazama (MacRae i Ferguson, 1985; Cakmak, 2000). S obzirom na
vaznost CAT u metabolizmu vodikovog peroksida, gubitak aktivnosti ovog enzima smanjuje

sposobnost stanice da se nosi s povecanjem koncentracije ROS-a.

70



Rasprava

Utjecaj herbicida na vrstu L. minor ovisio je i o nacinu primjene. Najizrazenije djelovanje
izoproturona utvrdeno je pri svim testiranim koncentracijama u kontinuiranom izlaganju Sto
se o€ituje i u izracunatim ICsg vrijednostima (Tablica 10). Rezultati ovog istrazivanja u skladu

su s rezultatima Boxall i sur. (2013) koji su utvrdili da je nakon 42 dana tretmana izoproturon

.....

Utjecaj ksenobiotika u pulsnom izlaganju ovisi o unosu, degradaciji i disipaciji testirane tvari
kao i potencijalu biljke da se oporavi (Boxall i sur., 2013). Vodena le¢a, L. minor ima
sposobnost akumulacije izoproturona te vrlo malu sposobnost njegova metabolizma (Bottcher
i Schroll, 2007). Vodena lec¢a, L. minor akumulirala je oko 9% koncentracije izoproturona iz
hranjive otopine tijekom 21 dan tretmana (Dosnon-Olette i sur., 2011). Ove spoznaje ukazuju
na perzistentnost izoproturona u slatkovodnim ekosustavima i potencijalnu opasnost za cijeli

ekosustav zbog bioakumulacije u ne-ciljnim vrstama primarnih producenata.

PrijaSnja istrazivanja pokazala su da je rast vodenih makrofita i algi inhibiran pri pulsnim
izlaganjima inhibitorima PSII, ali i da se rast relativno brzo oporavlja nakon jednog izlaganja
(Cedergreen i sur., 2005; Drost i sur., 2003; Klaine i sur., 1997; Vallotton i sur., 2008).
Medutim, vodena flora u prirodi nije izlozena samo jednoj kratkotrajnoj dozi, nego vrlo ¢esto
dolazi do nekoliko uzastopnih poveéanja koncentracije ksenobiotika u vodenom okolisu
izmedu kojih je period moguceg oporavka biljaka (Muller i sur., 2002; Leu, 2003). Smatra se
da su se biljke oporavile ako nakon prestanka djelovanja herbicida, dan za danom postignu
prirast jednak prirastu kontrolnih biljaka (Rosenkrantz i sur., 2013). Rezultati ovog
istrazivanja pokazuju da su se biljke oporavile samo nakon izlaganja niZim testiranim
koncentracijama izoproturona (50 i 100 ug/L) i to u 2d-pulsnom izlaganju. Naime, samo u tim
tretmanima biljke su postigle prirast broja biljaka isti kao prirast kontrolnih skupina (Slika 6).
Generalno, visoke koncentracije uzrokuju vecu inhibiciju prirasta Sto rezultira duzim
vremenom oporavka. Sli¢ne rezultate utvrdili su i Rosenkrantz i sur. (2013) nakon izlaganja
vrste L. gibba herbicidima tijekom 24 h nakon ¢ega je oporavak pracen 7 dana. Mohammad i
sur. (2006) utvrdili su da se rast L. minor oporavljao se i nakon pulsnog izlaganja razli¢itim
sulfonilurea herbicidima. Cak i pri dugackim tretmanima, moZe doé¢i do oporavka biljaka
nakon prestanka djelovanja herbicida. Primjerice, L. minor oporavila se nakon cak Cetiri
tjedna tretmana s ciklosulfamuronom kada je njegova koncentracija bila manja od 10 pg/L
(Mohammad i sur., 2006). U ovom istrazivanju, rast vodene lece tretirane s tri uzastopna
kraca pulsa (2 dana) nizim koncentracijama izoproturona, potpuno se oporavio unutar 21 dan

eksperimenta.

71



Rasprava

S druge strane, iako je =zabiljezen blagi oporavak biljaka koje su tretirane viSim
koncentracijama herbicida kao 1 duzim trajanjem pulsa (3 dana), rast se nije potpuno oporavio
za vrijeme trajanja eksperimenta. Dakle, nakon izlaganja visokim koncentracijama herbicida,
biljkama je potrebno duze vrijeme za oporavak te oporavak duze traje ako je i trajanje

tretmana bilo duze.

Vrlo je mali broj studija ispitivao utjecaj visestrukih pulsnih izlaganja te prouc¢avao ucinke
pulsnih intervala i frekvencija (Naddy i sur., 2000; Parsons i Surgeoner, 1991). lako se ove
studije obi¢no izvode i temelje na relativno kratkom periodu izlaganja, prvenstveno s
naglaskom na mortalitet ciljnog organizma, dobiveni rezultati ukazuju na to da viSestruka
pulsna izloZenost, moze rezultirati manjim u¢incima u usporedbi s kontinuiranim izlaganjem
istoj ili ¢ak nizoj koncentraciji. Organizmi su u mogucénosti detoksificirati akumuliranu tvar u
periodu izmedu nekoliko uzastopnih pulsnih doza (Breck, 1988; Wright, 1976), gdje je
potencijal oporavka organizma definiran trajanjem intervala izmedu dva izlaganja i toksi¢nim
u¢inkom testirane tvari. Osim toga, moze se pojaviti biokemijska prilagodba organizma, pri
¢emu prvi puls moze potaknuti prilagodbu ciljnog organizma na prisutnost herbicida
promjenama u biokemijskim mehanizmima. Pocetni ¢e puls selekcijom manje otpornih
jedinki, dovesti do prezivljavanja i opstanka tolerantnih i robusnih jedinki u populaciji
(Dauterman, 1994; Parrott i sur., 1995).

S druge strane, postoje i primjeri vece toksi¢nost pulsne izloZenosti od ekvivalentne
kontinuirane izloZenosti. Primjerice, permetrin pokazuje pojacanu toksi¢nost kada su
organizmi izloZeni dvama uzastopnim jednosatnim pulsevima u intervalima od 6 h, u
usporedbi s kontinuiranim dvosatnim izlaganjem (Parsons i Surgeoner, 1991). Dakle, za $to
to¢niju 1 realniju procjenu pulsiraju¢eg ucinka herbicida na okoli§, od klju¢ne je vaZznosti
procijeniti ucestalost izloZenosti tijekom postupka procjene rizika od herbicida. Nekoliko se
posebno dizajniranih eksperimentalnih pristupa mogu koristiti za tu svrhu, ukljucujuci
upotrebu specifi¢nih modela ili vremenski-ponderiranih prosjeka, koji se izraCunavaju na
temelju prosjecnih koncentracija herbicida tijekom perioda izlaganja te se naknadno
usporeduju sa standardnim toksikoloskim podacima. Standardni testovi toksi¢nosti uglavnom
se temelje na kontinuiranim izlaganjima relativno visokim koncentracijama testirane tvari i ne
uzimaju u obzir potencijal oporavka organizama nakon prestanka izloZenosti. Ovo
istrazivanje pokazalo je da iako pulsno izlaganje dovodi do smanjenja produkcije biomase,

biljke se uspjesno oporavljaju relativno brzo nakon prestanka izlozenosti izoproturonu.
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Medutim, ucinci pulsnog izlaganja ne smiju se zanemarivati samo zato $to se testni organizam
brzo oporavlja. U slu¢aju makrofita, smanjenje produkcije biomase i Smanjenje stope rasta

moze rezultirati promjenama u sastavu ekosustava pri cemu se smanjenjem zastupljenosti

se utjeCe na Citavu hranidbenu mrezu (Rosenkrantz i sur., 2013).

73



Glavni rezultati i zakljucak

5. Glavni rezultati i zakljucak

Herbicid izoproturon toksican je za L. minor, $to je pokazala inhibicija rasta broja biljaka te
smanjena akumulacija svjeze i suhe mase biljaka. Smanjenje koncentracije ukupnih
karotenoida, kao i smanjenje koncentracije klorofila a i klorofila b u L. minor uzrokovano
djelovanjem izoproturona, vazan je pokazatelj oStecenja fotosintetskog sustava i u skladu je s
mehanizmom djelovanja ovog herbicida. Zna¢ajna odstupanja aktivnosti antioksidacijskih
enzima askorbat-peroksidaze, gvajakol-peroksidaze i katalaze pod utjecajem izoproturona u

odnosu na kontrolne vrijednosti ukazala su na oksidacijski stres u stanicama L. minor.

Najizrazenije djelovanje izoproturona U testiranim uvjetima izloZenosti (kontinuirano
izlaganje, 2d i 3d puls) utvrdeno je pri svim testiranim koncentracijama u kontinuiranom
izlaganju, dok je visestruka pulsna izlozenost izoproturonu istih koncentracija imala manji

ucéinak na L. minor.

Potpuni oporavak rasta vodene lece tretirane u tri uzastopna 2d-pulsa nizim koncentracijama
izoproturona postignut je unutar 21 dan. U tretmanu s viSim koncentracijama i u duzem
trajanju (3d-puls) zabiljezen je blagi oporavak biljaka, no stopa rasta nije se potpuno
oporavila za vrijeme trajanja eksperimenta. Prema tome, nakon izlaganja biljaka visim
koncentracijama herbicida i duljem trajanju tretmana, biljkama je bilo potrebno vise vremena
za oporavak. U oba uvjeta izloZenosti L. minor herbicidu izoproturonu rast biljaka je bio
inhibiran tijekom svakog perioda izlaganja, sto je kumulativno dovelo do smanjene biomase

na kraju eksperimenta.

Zbog toksi¢nog djelovanja herbicida izoproturona na ne-ciljnu vrstu L. minor, postoji
moguénost negativnog utjecaja ovog ksenobiotika na biljne zajednice u vodenim
ekosustavima. Stoga ovakva istrazivanja, Uz primjenu standardnih testova toksi¢nosti, mogu

doprinijeti to¢nijoj procjeni rizika utjecaja na okolis.
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