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1. Uvod



Uvod

1. Uvod

Biljke su zbog svog nacina Zivota Cesto i1 kroz razli€ite periode trajanja izlozene Sirokom
rasponu stresnih ¢imbenika. Glavni okoli$ni ¢imbenici koji djeluju na biljke su abioticki u koje
se ubraja susSa, salinitet, visoke i niske temperature, promjene u koncentraciji 1 dostupnosti
nutrijenata, visok intenzitet svjetlosti, zasjena, ozon; i bioticki ¢imbenici u koje se ubrajaju
infekcije bakterijama, gljivama, virusima i nematodama te biljojedi (Suzuki i sur., 2014). Uz
abioticke 1 bioticke ¢imbenike, na biljke ¢esto djeluju kemijski onecis¢ivaci zraka, pesticidi i
toksini koji u okoli$ dospijevaju kao posljedica antropogenih aktivnosti (Gaspar i sur., 2002).

.....

ekosustavima (Fisher 1 sur., 1984). Unutar stanice stvara komplekse s aminokiselinama i
nukleotidima, oStecuje fotosintetski aparat te inhibira stani¢nu diobu (Fortin 1 Campbell, 2001;
Xu 1 sur., 2010). Kao posljedica Stetnog djelovanja srebra na transportni lanac elektrona i
enzime koji su vazni u procesu stani¢nog disanja, dolazi do prekomjerne akumulacije reaktivnih
kisikovih Cestica (engl. reactive oxygen species, ROS) te pojave oksidacijskog stresa
(Chudobova 1 sur., 2013). Mala koli¢ina ROS-a nastaje kao posljedica aerobnog metabolizma
dok u uvjetima abiotickog 1 biotickog stresa nastaju vece koncentracije koje mogu djelovati
fitotoksicno ali i1 aktivirati obrambeni odgovor biljaka i prilagodbu na oksidacijski stres (Dat 1
sur., 2000). Prekomjerna akumulacija ROS-a u stanicama dovodi do oSte¢enja DNA, proteina
1 lipida (Gill 1 Tuteja, 2010). Kako bi se zastitile biljke su razvile vrlo djelotvorne mehanizme
uklanjanja ROS-a na mjestu njihova nastanka te sprjeCavanja Stetnih oksidacijskih reakcija
(Mittler, 2002). Stani¢ni antioksidacijskih sustav sastoji se od enzimskih i neenzimskih
komponenti koji ili direktno uklanjanju i/ili obnavljaju oksidirane molekule (Karuppanapandian

isur., 2011).

Nasuprot kontroliranim laboratorijskim uvjetima koji osiguravaju maksimalan rast biljaka, u
prirodi su biljke izloZene suboptimalnim uvjetima i1 ¢esto kombinaciji dvaju ili viSe stresnih
¢imbenika koji djeluju u istom trenutku (Rizhsky 1 sur., 2002). Iako postoji odredeni stupanj
preklapanja, svaki stresni ¢imbenik pojedinacno izaziva jedinstveni mehanizam odgovora, dok
svaka kombinacija dvaju ili viSe ¢imbenika zahtjeva jedinstveni specificni odgovor biljke
(Alameda 1 sur., 2012). Na biljke u vodenim ekosustavima osim kombinacije razliCitih
prirodnih stresnih ¢imbenika djeluje 1 kemijski stres uzrokovan razli¢itim tvarima koji u okoli§
dospijevaju kao rezultat antropogenih aktivnosti (Holmstrup i sur., 2010). Promjene okoli$nih

uvjeta mogu mijenjati utjecaj kemijskih ¢imbenika na organizme. Uz toksi¢ne koncentracije

1
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metala u vodenim ekosustavima biljke su Cesto izlozene uvjetima promjenjive dostupnosti
nutrijenata $to utjece na njihov normalni rast i razvoj (Polesskaya i sur., 2004). Makronutrijenti,
kao dusik i fosfor, imaju i strukturalne i funkcionalne uloge te sudjeluju u slozenom sustavu

regulacije zdravog fizioloSkog stanja organizma (Tewari i sur., 2004).

Mali broj istrazivanja posvecen je fizioloskim promjenama i pojavi oksidacijskog stresa u
vodenim biljkama koje su izloZzene kombiniranom djelovanju promjenjivih koncentracija
nutrijenata i1 srebra. Povecane koncentracije nutrijenata u vodi mogu uzrokovati povecanje
biomase biljaka, S§to za posljedicu moze imati razrjedenje toksikanta te smanjenje toksi¢nog
ucinka. S druge strane, niske razine nutrijenata mogu povecati toksicnost zbog dodatnog stresa
uslijed manjka nutrijenata (Koelmans i sur., 2001). Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je
fizioloSke promjene i oksidacijski stres u stanicama vodene le¢e, Lemna gibba L., posljedi¢no
povecano stvaranje ROS-a, ostecenje proteina, fotosintetskih pigmenata i stani¢nih membrana
te odgovaraju¢i antioksidacijski odgovor. Cilj je takoder bio i utvrditi utjecaj smanjenih
koncentracija dusika i fosfora u hranjivoj otopini na fizioloski odgovor u stanicama L. gibba na

Stetno djelovanje ionskog koloidnog srebra.

Zbog svoje vaznosti u vodenim ekosustavima i lakog uzgajanja u laboratoriju, vodene lece Cesto
se koriste kao predstavnici primarnih producenata za testiranje Stetnog djelovanje razlicitih
toksi¢nih tvari te njihovih smjesa. S obzirom da su vrste roda Lemna vazna komponenta u
hranidbenoj mrezi vodenih ekosustava te da imaju veliki potencijal asimilacije razli¢itih tvari
predstavljaju vazno mjesto ulaska toksikanata u biosferu (Mkandawire i Dudel, 2007). Vodene
le¢e imaju niz osobina koje ih ¢ine prikladnim za laboratorijska istrazivanja Stetnog djelovanja

srebra uz smanjenje koncentracija dostupnih makronutrijenata dusika i fosfora.
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1.1. Pregled literature
1.1.1. Biljke i stres

Biljke su zbog svog nacina zivota kontinuirano izlozene Sirokom rasponu stresnih ¢imbenika.
U biljnoj fiziologiji i ekologiji stres je pojam koji je teSko definirati s obzirom da odredeni
bioloski uvjeti za neku biljku mogu biti stresni, dok su za drugu optimalni za rast. Pojam stres
najcesce se definira kao bilo koji faktor koji pozitivno ili negativno mijenja funkcioniranje, rast
1 razmnozavanje biljke. Glavni abioticki faktori koji djeluju na biljke ukljucuju susu, salinitet,
visoke 1 niske temperature, promjene u koncentraciji i dostupnosti nutrijenata, visok intenzitet
svjetlosti, zasjena te ozon (Suzuki i sur., 2014). U kemijske Cimbenike stresa ubrajaju se
onecis¢ivaci zraka, pesticidi i toksini koji u okolis dospijevaju kao posljedica antropogenih
aktivnosti (Gaspar 1 sur., 2002). Uz abioticke ¢imbenike, biljke su izloZene i biotic¢kim
¢imbenicima kao Sto su infekcije patogena (bakterije, gljive, virusi i nematode) i biljojedi

(Atkinson i Urwin, 2012).

Odgovor biljke na stres slozen je proces koji ukljucuje brojne gene i razli¢ite biokemijske i
molekularne mehanizme. Prisutnost stresnih ¢cimbenika prvo primjecuju receptori plazmatskih
membrana (Gaspar i sur., 2002). Prijenos signala nizvodno dovodi do stvaranja sekundarnih
prijenosnika kao $to su inozitol fosfat, kalcijevi ioni (Ca*") i reaktivne kisikove tvari (engl.
reactive oxigen species, ROS). Promjenu razine Ca*" u stanici uo¢avaju kalcij vezujuéi proteini
odnosno kalcijevi senzori. Oni uocCavaju nedostatak enzimske aktivnosti i mijenjaju
konformaciju enzima u kalcij ovisnom putu. Proteinski senzori, poticuci fosforilacijske kaskade
povecavaju pocetni signal 1 ciljaju vazne gene u odgovoru na stres ili transkripcijske faktore
koji su ukljuceni u kontrolu tih gena. Geni koji sudjeluju u mehanizmima otpornosti na stres
ukljuceni su u signalne kaskade i kontrolu transkripcije, zatim zasStitu biomembrana i proteina
te primanje vode i iona. Svi ovi geni sudjeluju u mehanizmima koji osiguravaju odrzavanje
homeostaze, zaStite i popravka oSte¢enih makromolekula i biomembrana. Produkti gena
konac¢no vode prema prilagodbi biljaka na nepovoljne stresne uvjete. Neodgovarajucéa reakcija
u signalizaciji 1 aktivaciji gena moZe nepovratno ostetiti proteine i membrane te dovesti do

stanicne smrti (Gaspar i sur., 2002; Wang i sur., 2003).

Za razliku od kontroliranih laboratorijskih uvjeta koji osiguravaju maksimalan rast biljaka, u
prirodnom okolisu biljke su izloZene suboptimalnim uvjetima i ¢esto kombinaciji dvaju ili viSe
stresnih ¢imbenika koji djeluju u istom trenutku (Rizhsky i sur., 2002). Provedena su brojna

istrazivanja odgovora biljaka na kombinaciju dvaju i viSe stresnih ¢imbenika (Alameda i sur.,

3



Uvod

2012; Atkinson 1 Urwin, 2012; Kasurinen i sur., 2012; Mittler, 2006; Mittler i Blumwald, 2010;
Srivastava i sur., 2012; Rivero i sur., 2013). Rezultati tih istrazivanja pokazali su da iako postoji
odredeni stupanj preklapanja, svaki stresni Cimbenik pojedinacno izaziva jedinstveni
mehanizam odgovora, dok svaka kombinacija dvaju ili visSe ¢imbenika zahtijeva jedinstveni
specificni odgovor biljke. Istovremeno djelovanje abiotickih 1 biotickih ¢imbenika izaziva
visoki stupanj kompleksnosti odgovora, s obzirom da su odgovori na ove cimbenike
kontrolirani razli¢itim signalnim putevima koji se mogu medusobno pojacati ili inhibirati
(Mittler, 2006; Atkinson i Urwin, 2012). Metabolicki i signalni putevi odgovora biljaka na
kombinaciju stresnih uvjeta koji ukljucuju transkripcijske faktore, fotosintezu, antioksidacijske
mehanizme, hormonsku signalizaciju i sintezu osmolita do danas nisu potpuno istrazeni

(Atkinson 1 sur., 2013; Rasmussen i sur., 2013).

Neke kombinacije stresnih ¢imbenika mogu djelovati povoljno na biljku u usporedbi s
djelovanjem svakog ¢imbenika posebno (Suzuki i sur., 2014). Na primjer, susa dovodi do
smanjenja provodljivosti puci Sto povecava otpornost biljke na Stetno djelovanje ozona (Low i
sur., 2006). Djelovanje ozona na biljke dovodi do pojave kloroze i malih nekroti¢nih lezija na
listovima, dok suSa uzrokuje uvenuce cijelih listova i pojavu kloroze (Iyer i1 sur., 2013).
Medutim, kombiniranim djelovanjem suSe i ozona primije¢eno je znacajno smanjenje

simptoma uzrokovanih djelovanjem suse i ozona zasebno (Suzuki i sur., 2014).

Kombinirano djelovanje solnog stresa i visoke temperature omogucava bolju zastitu biljke od
solnog stresa primijenjenog zasebno (Rivero i sur., 2013). Nakupljanje glicinbetaina moglo bi
imati vaznu ulogu u specificnom odgovoru biljaka na kombinirani utjecaj solnog stresa i visoke
temperature (Suzuki i sur., 2014). Takoder, u biljaka tretiranih suSom u kombinaciji s visokom
temperaturom zabiljezena je manja akumulacija vodikovog peroksida (H20O2) i manja stopa
oksidacije proteina Sto sugerira da se bolja zastita biljke u kombinaciji ova dva stresa barem

djelomi¢no moze pripisati inhibiciji oksidacijskog stresa (Suzuki i sur., 2014).

1.1.2. Oksidacijski stres u biljnim stanicama

Vecina je biljaka tijekom zivotnog ciklusa izlozena nekom obliku stresa koji utjeCe na
funkcioniranje i prezivljavanje individualne biljke. S obzirom da biljke imaju ogranicene
mogucnosti izbjegavanja stresa razvile su sustav prilagodbe na promjenjive okoliSne uvjete

(Arora 1 sur., 2002). Zajednicka osobina razli¢itih stresnih ¢imbenika je njihov potencijal da
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uzrokuju porast produkcije ROS-a u stanicama. Pojam ROS obuhvaca spojeve koji sadrze jedan
ili viSe aktiviranih atoma kisika (O) ali ne moraju nuzno biti radikali. Slobodni radikali su
spojevi koji sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona i ne moraju sadrzavati kisik (Demidchik,
2015). ROS su produkti normalnog metabolizma stanica, medutim u uvjetima stresa narusena
je ravnoteza izmedu nastajanja i uklanjanja ROS-a (Apel 1 Hirt, 2004; Karuppanapandian i sur.,
2011). Nemogucénost organizma da odrzava ravnotezu izmedu nastanka i uklanjanja ROS-a
rezultira nastankom oksidacijskog stresa (Slika 1). lzraz oksidacijski stres ima nekoliko
znacenja: (1) fizioloSko stanje u kojem proces gubitka elektrona (oksidacija) prevlada proces
primanja elektrona (redukcija) sto dovodi do kemijskog oStecenja spojeva u stanici; (2) strasni
¢imbenik, kao i salinitet, susa i drugi, koji oStecuje stanice i pokrece signalne i obrambene

reakcije (Demidchik, 2015).

Akumulacija molekularnog kisika (O2) u Zemljinoj atmosferi omogucila je aerobnim
organizmima upotrebu Oz kao konacnog akceptora elektrona tijekom stani¢nog disanja, §to
producira vise energije u odnosu na fermentaciju (Dismukes i sur., 2001). U svom osnovnom
stanju, O> je relativno inertna molekula. Tijekom normalne metabolicke aktivnosti i kao
posljedica poremecaja u okoliSnim uvjetima O iz inertne molekule moze prije¢i u razlicita
reaktivna stanja (Mittler i sur., 2004) (Slika 2). Kao glavni izvori ROS-a u biljnim stanicama
navode se kloroplasti, mitohondriji i peroksisomi, odnosno organeli u kojima se odvijaju
razli¢iti metabolicki procesi oksidacije ili je prisutan veliki protok elektrona (Gill 1 Tuteja,
2010). Pri suncevoj svjetlosti ili umjetnom osvjetljenju glavni izvor ROS-a su kloroplasti i
peroksisomi, dok se mitohondriji smatraju glavnim izvorima ROS-a u tami (Foyer i Noctor,
2003). Glavna mjesta nastanka ROS-a su kompleks I i kompleks III transportnog lanca
elektrona u mitohondrijima. Smatra se da se gotovo 2% ukupnog O2 u mitohondrijima tro$i na
stvaranje H>O>. U normalnom stani¢nom metabolizmu, O se reducira do H>O pri ¢emu kao

nusprodukti mogu nastati O™, H2O21 OH™ (Borisova i sur., 2012).
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L

ravnoteza

Slika 1. Oksidacijski stres definiran kao pomak u ravnotezi prooksidacijskih i antioksidacijskih

reakcija u korist prooksidacijskih reakcija (modificirano prema Gill i Tuteja, 2010).

Fentonova
reakcija

Fe”

Slika 2. Metabolicki putevi jednovalentne redukcije O, do H>O pri ¢emu nastaju ROS

(modificirano prema Mittler i sur., 2004).

Singletni kisik ('02) je prvo pobudeno stanje kisika i neuobi¢ajen ROS s obzirom da ne nastaje
prijenosom elektrona na O,. Ekscitacija klorofila fotonima i prijenos energije na tripletno stanje
kisika dovodi do nastanka 'O,. Smatralo se da je vrijeme Zivota 'O u stanici = 3 ps te da dio
10, moze difundirati u tkivu maksimalno do 190 nm (Asada, 2006; Gill i Tuteja, 2010).

Medutim, dodatna istrazivanja pokazala su da je 'O, u biljnoj stanici stabilniji nego se to prije
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smatralo te da moze difundirati iz kloroplasta te ¢ak do¢i do stani¢ne membrane (Ogilby, 2010).
Stvaranje 'O, tijekom fotosinteze izrazito $tetno djeluje na PSIi PSII, ali i na cijeli fotosintetski

aparat (Arora i sur., 2002).

Superoksidni radikali (O;") nastaju prijenosnom elektrona na kisik. Primarni akceptori
elektrona PSI vezani na tilakoidnim membranama glavno su mjesto stvaranja ovih radikala.
Vecina O;™ in vivo nastaje preko reduciranog feredoksina (Fdreq) koji reducira O, do O™ Sto je
prikazano jednadzbom (1). Smatra se da je O™ prvi oblik ROS-a koji nastaje u biljnim tkivima
(Gill 1 Tuteja, 2010). Umjereno su reaktivni, ali njthovo nastajanje moze pokrenuti stvaranje
reaktivnijih ROS-a kao $to su hidroksilni radikal (OHe) i singletni kisik (!O2). Protoniranjem
02" na negativho nabijenim stani¢nim povrSinama nastaje HO»e (Bielski i sur., 1983).
Spontanom reakcijom dismutacije O™ nastaje HoO> (2). Reakcija dismutacije znacajno je
ubrzana u prisustvu enzima superoksid dismutaze (SOD). Nadalje, O>™ moze donirati elektron
ionu Zeljeza (Fe*") pri ¢emu nastaje Fe?'. Nastali Fe** moZe reducirati H,O», nastao
dismutacijom O;", pri ¢emu nastaje OHe. Reakcija u kojoj Oz, H2021 Zeljezo brzo generiraju
OHe, naziva se Haber-Weiss-ova reakcija (3 1 4) a posljednji korak koji ukljucuje oksidaciju

Fe?* uz H,0; naziva se Fentonova reakcija (4).

202 + 2Fdred - 207" + 2Fdox (1)
20:¢ + 2H" - 02 + H202 (2)
02~ + Fe’t - 10, + Fe?** (3)
Fe?" + H202 — Fe3* + OH- + OHe 4)

Vodikov peroksid (H>0») je najstabilniji ROS s fizioloskom funkcijom u stanicama (Apel i
Hirt, 2004; Foyer i Noctor, 2009). Tijekom normalnog metabolizma H>O; nastaje Mehler-ovom
reakcijom u kloroplastima, prijenosom elektrona u mitohondrijima 1 fotorespiracijom u
peroksisomima, a stresni ¢imbenici poti¢u stvaranje vece koli¢ine H>O». Vodikov peroksid
moze nastati i enzimskim reakcijama, npr. aktivnoS¢u NADPH-oksidaze lokalizirane u
plazmatskoj membrani, peroksidaznom aktivnos$¢u u stani¢noj stijenci ili aktivno$éu drugih
oksidaza (ksantin-oksidaze i amin-oksidaze) (Apel 1 Hirt, 2004). H>O> slobodno difundira u
stanicama, a prijenos iz apoplasta moze biti olakSan prolaskom kroz membranske kanale
peroksiporine (Neill i sur., 2002). Takoder, i akvaporini mogu sluziti za prijenos H>O2 (Henzler

i Steudle, 2000; Borisova i sur., 2012). U stanici, H>O; ima dvojaku ulogu: pri niskim
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koncentracijama djeluje kao signalna molekula u procesu pokretanja mehanizama prilagodbe i
otpornosti na brojne bioticke i abiotiCke stresne ¢imbenike, dok pri viSim koncentracijama
dovodi do programirane smrti stanica (Quan i sur., 2008). Takoder, H>O: je glavni regulator u
brojnim fizioloskim procesima kao Sto su senescencija (Peng i sur., 2005), fotorespiracija i
fotosinteza (Noctor i Foyer, 1998), stomatalno kretanje (Bright i sur., 2006), stani¢ni ciklus

(Mittler i sur., 2004) te rast i razvoj (Foreman i sur., 2003).

Hidroksilni radikali (OHe) ubrajaju se u najreaktivnije kemijske vrste tj. najsnaznije
oksidanse. U prisutnosti odgovarajuéeg prijelaznog metala, posebno Fe** i Fe**, OHs mogu
nastati reakcijom O2" 1 H2O; (4). lone Fe u odredenim uvjetima mogu zamijeniti ioni bakra,
Cu' i Cu*". Hidroksilni radikali potencijalno mogu reagirati sa svim biologkim molekulama,
kao $to su DNA, proteini, lipidi i gotovo svim gradevnim jedinicama stani¢ne stijenke (Gill 1
Tuteja, 2010; Demidchik, 2015). Do sada jo$ nije otkriven specifi¢ni antioksidans koji bi
uklanjao ove radikale. S obzirom na nepostojanje antioksidacijskog mehanizma uklanjanja,

povecano nakupljanje OHe u konacnici dovodi do stani¢ne smrti (Vranova i sur., 2002).

Najstetnija posljedica prekomjernog nakupljanja ROS-a u stanicama svih Zivih organizama je
proces peroksidacije membranskih lipida. Peroksidacija lipida stani¢énih membrana i membrana
organela, dogada se kada razina ROS-a u stanici prijede fiziolosku granicu pri ¢emu, ne samo
da utjece na normalno funkcioniranje stanica, nego i produbljuje oksidacijski stres stvaranjem
lipidnih radikala (Farmer 1 Mueller, 2013; Gill i Tuteja, 2010). Prekusrori za stvaranje
produkata lipidne peroksidacije su polinezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated fatty
acids, PUFA) (Demidchik, 2015). Proces lipidne peroksidacije odvija se u tri koraka: inicijacija,
propagacija i terminacija (Farmer i Mueller, 2013). Inicijaciju mogu potaknuti HoO21 O2™ te
OHe uz sudjelovanje kompleksa prijelaznih metala posebno Fe i Cu. S obzirom da je OHe
dovoljno aktivan, inicijacija peroksidacije lipida uglavnom zapocinje u prisustvu ovog radikala,
odvajanjem atoma vodika od molekule prekursora (PUFA) pri ¢emu nastaje organski radikal
(Re) 1 voda (5). U aerobnim uvjetima, kisik reagira s lipidnim radikalima pri ¢emu nastaju
peroksilni radikali (ROOQO¢) (6). ROOe potic¢u lan¢anu reakciju peroksidacije odvajanjem vodika
iz susjednih molekula lipida (PUFA) pri ¢emu nastaju drugi organski radikali (propagacija) (7).
Nastali lipidni hidroperoksidi mogu se lako prevesti u razlicite tipove ROS-a: lipidne alkoksilne
radikale, epokside, aldehide kao Sto je primjerice MDA 1 alkohole (8). Dakle jedno polazno
mjesto reakcije (jedna inicijacija) ima potencijal stvaranja viSestrukih radikala u procesu

lan¢ane reakcije propagacije (Gill i Tuteja, 2010). Medusobnom reakcijom radikala nastaju
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stabilni produkti koji ne mogu nastaviti proces propagacije lancanih reakcija peroksidacije

(terminacija) (9, 10, 11).
INICIJACIJA

RH + OHe — Re+ H:0
lipid lipidni alkilni radikal
PROPAGACIJA

Re+ 02 — ROO-
lipidni peoksilni radikal
ROO- + RH — ROOH + Re
ROOH — ROe epoksidi, hidroperoksidi, glikol, aldehidi

TERMINACIJA

Re+Re > R+R

dimer masnih kiselina

Re + ROO* - ROOR

most dimera peroksida

ROO* + ROO* = ROOR + O2

most dimera peroksida

©)

(6)

(7)

®)

)

(10)

(11)

Posljedice peroksidacije lipida su smanjenje fluidnosti membrana, povecana propusnost

membrana za molekule ¢iji prijenos u normalnim uvjetima nije mogu¢ bez prisutnosti

specificnih kanala, oSte¢enje membranskih proteina, inaktivacija enzima, receptora i ionskih

kanala (Gill 1 Tuteja, 2010; Demidchik, 2015).
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1.1.3. Komponente antioksidacijskog odgovora

Tijekom normalnog metabolizma stanica nastaju manje koli¢ine ROS-a. Kao posljedica
djelovanja razli¢itih nepovoljnih okoliSnih uvjeta (susa, temperaturni ekstremi, teski metali,
nedostatak nutrijenata, onecis¢ivaci zraka, solni stres i dr.) u stanicama nastaju vece
koncentracije ROS-a (Demidchik, 2015). ROS djeluju na brojne stani¢ne funkcije oStecujuci
nukleinske kiseline, oksidiranjem proteina i inicijacijom reakcije lipidne peroksidacije
(Cuypers 1 sur., 2011). Biljke su razvile vrlo djelotvorne mehanizme uklanjanja ROS-a i
sprjecavanja Stetnih oksidacijskih reakcija. Antioksidacijski mehanizmi nisu ograni¢eni samo
na stani¢ne organele kao $to su kloroplasti, mitohondriji i peroksisomi, nego su u manjoj mjeri
prisutni i u citosolu i apoplastu (Mittler, 2002). Stani¢ni antioksidacijski sustav sastoji se od
enzimskih 1 neenzimskih komponenti (7ablica I). Enzimski antioksidansi ukljucuju katalazu,
askorbat-peroksidazu, gvajakol-peroksidazu, glutation-reduktazu, superoksid-dismutazu,
monodehidroaskorbat-reduktazu, dehidroaskorbat-reduktazu, dok su neenzimski antioksidansi
glutation 1 askorbinska kiselina topljivi u vodi te karotenoidi i tokoferoli topljivi u lipidima

(Arora i sur., 2002, Karuppanapandian i sur., 2011).

Tablica 1. Prisutnost antioksidacijskih komponenti u razli¢itim odjeljcima u biljnoj stanici

(modificirano prema Mittler, 2002).

Uklanjanje Lokalizacija ROS
Superoksid-dismutaza Kloroplast, c1t9plazma, mitohondrij, Oy
peroksisom, apoplast
Askorbat-peroksidaza Kloroplast, c1t9plazma, mitohondrij, H,0,
peroksisom, apoplast
Katalaza Peroksisom H,0,
: : : H>0Oo,
Glutation-peroksidaza Citoplazma ROOH
Peroksidaze Stani¢na stijenka, citoplazma, H,0,
vakuola
Tioredoksin Kloroplast, citoplazma, mitohondrij H,O
peroksidaze prast, c1top ’ J e
Askorbinska kiselina Kloroplast, mtgplazma, mitohondrij, H,0, Oy
peroksisom, apoplast ’
Glutation Kloroplast, c1t9plazma, mitohondrij, H,0,
peroksisom, apoplast
a-tokoferol Membrane ROOH, '0,
Karotenoidi Kloroplast 10,
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1.1.3.1. Enzimski antioksidansi

Katalaza (engl. catalase - CAT, EC 1.11.1.6) ili H2O»-oksidoreduktaza je enzim koji je graden
od Cetiri podjedinice, a svaka podjedinica sadrzi atom Fe u aktivnom mjestu. Funkcija CAT je
uklanjanje H20: koji nastaje u peroksisomima tijekom [-oksidacije masnih kiselina,
fotorespiracije, metabolizma purina ili prilikom pojave oksidacijskog stresa (Mittler, 2002;
Vellosillo 1 sur., 2010). U uvjetima oksidacijskog stresa ovaj enzim predstavlja neizostavnu
komponentu obrambenog sustava s obzirom da jedna molekula katalaze moze reducirati ~ 6

milijuna molekula H>O> do vode i kisika u jednoj minuti (Gill i Tuteja, 2010) (12).

CAT
2H202 i 2H20 + 02 (12)

Askorbat-peroksidaza (engl. ascorbate peroxidase - APX, EC 1.11.1.11) jedan je od klju¢nih
antioksidacijskih enzima u biljnim stanicama. Sudjeluje u reakcijama uklanjanja H>O> koji
nastaje u kloroplastima i citosolu (Karuppanapandian i sur., 2011). U askorbat-glutationskom
ciklusu, APX uklanja H>O» koriste¢i askorbat kao donor elektrona pri ¢emu nastaje voda i
dehidroaskorbat (DHA) (13) (Asada, 2000). APX ima ve¢i afinitet prema H>O> u usporedbi sa
CAT (uM raspon koncentracije) ili gvajakol-peroksidaze (mM raspon koncentracije) te stoga
ima vazniju ulogu u odrzavanju razine ROS u stanicama tijekom oksidacijskog stresa (Gill i
Tuteja, 2010). Povecana ekspresija APX u biljkama zabiljezena je u razli¢itim stresnim
uvjetima kao $to su solni stres (Srivastava i sur., 2005), suSa (Sharma i Dubey, 2005), visoke
temperature (Koussevitzky i sur., 2008) te Stetno djelovanje metala (Caverzan i sur., 2012). U
biljnim stanicama prisutno je najmanje pet izoenzima APX: tilakoidne izoforme, izoforme
biomembrana glioksisoma, izoforme topljive u stromi kloroplasta 1 citosolne izoforme (Gill i

Tuteja, 2010).

APX
H,0, + AA — H,0 + DHA (13)

Gvajakol-peroksidaza (engl. guaiacol peroxidase - GPOX, EC 1.11.1.7) pripada biljnim
peroksidazama skupine III (Mathé i sur., 2010). Osim uloge u antioksidacijskom sustavu, ove
peroksidaze ukljucene su u regulaciju brojnih fizioloskih procesa kao Sto su lignifikacija,
suberinizacija, metabolizam stani¢ne stijenke, metabolizam auksina i senescencija (Mathé i

sur., 2010). Peroksidaze kataliziraju oksidacijsko-redukcijske reakcije izmedu H>O» i razli¢itih
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reduktanata (14). Gvajakol-peroksidaza preferira aromatske donore elektrona kao Sto su
gvajakol 1 pirogalol (Asada, 2000). Oksidacijom gvajakola u prisutnosti H>O2 i GPOX nastaje

tetragvajakol, spoj Zuto-smede boje (15).

POX
GPOX
Gvajakol + H,0, — tetragvajakol + H,0 (15)

Superoksid-dismutaza (engl. superoxide dismutase - SOD, EC 1.15.1.1) je metaloprotein
prisutan u svim aerobnim organizmima i svim stani¢nim dijelovima koji su podlozni
oksidacijskom stresu. Smatra se najucinkovitijim unutarstani¢nim enzimskim antioksidansom.
SOD uklanja O>", kataliziraju¢i reakciju dismutacije, tako da jednom anionu uzima elektron i
predaje ga drugom anionu pri ¢emu nastaje Oz 1 HoO> (16) (Bafana 1 sur., 2011). Ovom
reakcijom nastaje manje reaktivan H»O» koji dalje uklanjanju CAT i POX. Uklanjanjem
superoksidnog radikala smanjuje se rizik nastanka izuzetno reaktivnih OHe u metalima
kataliziranoj Haber-Weiss-ovoj reakciji (Gill i Tuteja, 2010). Biljne SOD dijele se u tri skupine
ovisno o metalnom kofaktoru u aktivnom centru: Fe-SOD lokalizirane u kloroplastima, Mn-
SOD u mitohondrijima i Cu/Zn-SOD u kloroplastima, peroksisomima i citosolu (del Rio i sur.,
1996). lako se ove izoforme SOD-a razlikuju u osjetljivosti prema H>O> i KCN, sve tri skupine

kodirane su genima u jezgri (Mittler, 2002).

SOD
202+ + 2H* — 02 + H20: (16)

Glutation reduktaza (engl. glutathione reductase - GR, EC 1.6.4.2) je flavo-protein
oksidoreduktaza. Ovaj enzim pretezno je prisutan u kloroplastima dok se u manjoj mjeri moze
nac¢i u mitohondrijima 1 citosolu (Creissen 1 sur., 1994). Enzim GR vaZna je komponenta
askorbat-glutationskog ciklusa u kojem odrzava reducirano stanje glutationa (GSH). Glutation
je molekula koja sudjeluje u brojnim metabolickim, regulatornim i antioksidacijskim procesima
u biljnoj stanici (Anjum i sur., 2012). Oksidirani glutation (GSSG) sastoji se od dvije molekule
GSH koje su povezane disulfidnim mostom. U prisutnosti NAD(P)H enzim GR katalizira
reakciju redukcije GSSG u GSH (Gill i Tuteja, 2010; Anjum i sur., 2012) (17).

GR
GSSG + NAD(P)H - 2 GSH + NAD(P)* (17)
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Glutation-S-transferaza (engl. glutathione S-transferase - GST, EC 2.5.1.18) enzim je koji
pripada u veliku i raznoliku skupinu GSH-ovisnih enzima koji uklanjaju ROS (Anjum i sur.,
2012). Uglavnom su smjesteni u citosolu (Sheehan i sur., 2001), ali zabiljezene su i izoforme
lokalizirane u plastidima, jezgri i apoplastu (Gill 1 Tuteja, 2010). Kataliziraju konjugaciju
glutationa s brojnim hidrofobnim 1 elektrofilnim organskim molekulama u svrhu nastanka
manje toksicnih ili netoksi¢nih peptidnih derivata topljivih u vodi (Frova, 2003) (18). Poznato
je da biljne GST sudjeluju u detoksifikaciji herbicida, hormonskoj homeostazi, metabolizmu
tirozina, detoksifikaciji H>O», regulaciji apoptoze 1 odgovoru biljaka na abioticki i1 bioticki stres

(Dixon i sur., 2010).

GST
RX +GSH — HX + R— S-S —GSB (18)

pri ¢emu H moze biti alifatska, aromatska ili heterociklicka skupina dok X moze biti sulfatna

ili nitritna skupina.

Monodehidroaskorbat-reduktaza (engl. monodehydroascorbate reductase - MDHAR, EC
1.6.5.4) je enzim prisutan u kloroplastima i citoplazmi. U prisutnosti NAD(P)H kao donora
elektrona katalizira redukciju monodehidroaskorbata (MDHA) u askorbat (19). MDHAR, uz

APX, sudjeluju i1 u uklanjanju H>O; u peroksisomima i mitohondrijima (del Rio i sur., 2002).

MDHAR
MDHA + NAD(P)H —— AA + NAD(P)* (19)

Dehidroaskorbat-reduktaza (engl. dehydroascorbate reductase - DHAR, EC 1.8.5.1) ili
askorbat-gluatation-dehidrogenaza enzim je koji sudjeluje u regeneraciji askorbinske kiseline
tako da katalizira redukciju oksidiranog oblika askorbinske kiseline (DHA, dehidroaskorbata)

uz glutation kao donor elektrona (20) (Karuppanapandian i sur., 2011).

DHAR
DHA + 2 GSH — AA + GSSG (20)
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1.1.3.2. Neenzimski antioksidansi

Askorbinska Kkiselina (engl. ascorbic acid - AA, vitamin C) izuzetno je snazan antioksidans u
kloroplastima, mitohondrijima, citoplazmi 1 vakuoli gdje moze direktno reagirati s O™ 1 OH" te
sudjelovati u uklanjanju H>O» putem askorbat-glutationskog ciklusa (Smirnoff, 2000).
Direktnim uklanjanjem O>™ i OH" te regeneriranjem o-tokoferola iz tokoferoksil radikala, AA
moze zastiti biomembrane od oksidacijskih oSte¢enja. Velika koncentracija ovog antioksidansa,
od 20 do 300 mM, utvrdena je u kloroplastima (Smirnoff, 2000). U biljnim stanicama,
mitohondriji imaju vaznu ulogu u metabolizmu AA. Osim §to sintetiziraju AA pomocu L-
galaktono-y-lakton dehidrogenaze, sudjeluju i u regeneraciji AA iz oksidiranog oblika (Arora i
sur., 2002). Askorbinska kiselina ima dva oksidirana oblika DHA i MDHA. MDHA nastaje kao
produkt uklanjanja H>O, APX kataliziranom reakcijom u kloroplastima, samom oksidacijom
AA u reakcijama s ROS-om ili regeneriranjem a-tokoferola (Smirnoff, 2000). DHA je vrlo
nestabilna molekula koja bi se potpuno razgradila ukoliko ne bi bilo povratne reakcije do AA
(Gill i Tuteja, 2010). Za odrzavanje AA u reduciranom obliku potrebna su dva enzima,
MDHAR i DHAR. MDHAR kao reducens koristi NAD(P)H dok DHAR kao reducens koristi
glutation. U toj reakciji nastaje oksidirani oblik glutationa (GSSG) kojeg u prvobitni oblik vraca
enzim GR. Reakcije oksidacije i redukcije askorbata, glutationa i NADPH uz ove enzime ¢ine

askorbat-glutationski ili Halliwell-Asada ciklus (S/ika 3) (Arora i sur., 2002).

Glutation (engl. glutathione - GSH; tripeptid y-glu-cys-gly) je jedan od najvazniji metabolita
u biljnoj stanici i jedan od glavnih ¢imbenika obrambenih mehanizama od oksidacijskih
osteCenja uslijed povecane koncentracije ROS-a. Reducirani oblik (GSH) S$iroko je
rasprostranjen u biljnim tkivima i lokaliziran u gotovo svim stanicnim odjeljcima, citosolu,
endoplazmatskom retikulumu, vakuoli, mitohondriju, kloroplastu, peroksisomima (Noctor i
Foyer, 1998). GSH ima vaznu ulogu u brojnim fizioloskim procesima kao npr. regulacija
transporta sulfata, prijenos signala, konjugacija metabolita, detoksifikacija ksenobiotika (Gill 1
Tuteja, 2010; Anjum 1 sur., 2012). Takoder sudjeluje u brojnim procesima vezanim uz rast i
razvoj biljaka, diferencijaciju stanica, regulaciju enzimskih reakcija, kontrolu stani¢ne smrti 1
senescencije te rezistencije na napad patogena (Rausch i Wachter, 2005; Noctor i sur., 2011).
Glutation predstavlja i glavni oblik skladiStenja i transporta reduciranog sumpora (Noctor i

Foyer, 1998; Anjum i sur., 2012).
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Slika 3. Askorbat-glutationski ciklus (prema Arora i sur., 2002)

(AA- askorbinska kiselina, APX- askorbat-peroksidaza, GSH- reducirani glutation, GSSG-
oksidirani  glutation, GR- glutation-reduktaza, DHA- dehidroaskorbat, DHAR-
dehidroaskorbat-reduktaza, MDHA- monodehidroaskorbat, MDHAR- monodehidroaskorbat-

reduktaza).

Sinteza glutationa odvija se u dva koraka ovisna o ATP-u. U prvom koraku, enzim glutamat-
cistein-ligaza katalizira formiranje y-glutamilcisteina, dok u drugom koraku glutation-sintetaza
dodaje glicin (Yadav, 2010). Nakon sinteze, GSH je supstrat u brojnim stani¢nim procesima u
kojima nastaje GSSG (Noctor i sur., 2002). Biljne stanice nastoje odrzati visok omjer
GSH/GSSG s obzirom da je GSH vazna komponenta u odrzavanju redoks ravnoteze u stanici
(Millar 1 sur., 2003). Osim toga, GSH je komponenta antioksidacijskog sustava vazna za
uklanjanje 'O2, H20, i OHe i regeneraciju askorbata u askorbat-glutationskom ciklusu
reakcijom koju katalizira DHAR $to je prikazano jednadzbom (20) (Anjum i sur., 2012).
Askorbat-gluatationski ciklus prikazan je na slici 3. GSH je prekursor za fitokelatine koji imaju

vaznu ulogu u kontroliranju koncentracije teskih metala u stanicama (Freeman i sur., 2004).

Tokoferoli (engl. tocopherols) su znaCajni antioksidansi topljivi u lipidima. Ubrajaju se u

glavne antioksidanse u biomembranama gdje osim antioksidacijske funkcije imaju i vaznu
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ulogu u odrzavanju stabilnosti membrane (Hollander-Czytko i sur., 2005). Tokoferoli sudjeluju
u uklanjanju 'O i lipidnih radikala sprjecavajuéi propagacijski korak peroksidacije lipida u
kloroplastima (Gill i Tuteja, 2010). U biljkama su zastupljena Cetiri izomera tokoferola, a-, -,
v-, 0-, od kojih a-tokoferol ima najvecu antioksidacijsku aktivnost zbog tri metilne skupine u
aromatskom prstenu (Slika 4). Jedna molekula a-tokoferola moze ukloniti i do 120 molekula

10, (Munné-Bosch, 2005).

Slika 4. Struktura molekule a-tokoferola (preuzeto od Colombo, 2010)

Karotenoidi (engl. carotenoids, Car) su pigmenti topljivi u lipidima, prisutni u stanicama
fotosintetski aktivnih ali i neaktivnih biljnih tkiva (Karuppanapandian 1 sur., 2011). Imaju
mnogobrojne uloge u biljkama ukljucujuéi i antioksidacijsku (Gill 1 Tuteja, 2010). Tri glavne
funkcije Car u biljnim stanicama su apsorpcija svjetlosti valne duljine izmedu 400 i 500 nm i
prijenos do klorofila, gasenje tripletnog stanja klorofila te uklanjanje 'O, i drugih slobodnih
radikala koji nastaju tijekom fotosinteze, odrzavanje stabilnosti LHC proteina (eng. Light
Harvestig Complex) te stabilizacija tilakoidnih membrana (Gill 1 Tuteja, 2010). U okviru
njihovog antioksidacijskog djelovanja, Car mogu zastiti fotosustav na Cetiri naCina: reagirajuci
s produktima peroksidacije lipida dovode do terminacije lan¢ane reakcije, uklanjanjem 'O i
oslobadanjem energije u obliku topline, reagiranjem s tripletnim stanjem klorofila ¢ime se
sprje¢ava nastanak 'O, i disipacijom suviska ekscitacijske energije u obliku topline u
ksantofilskom ciklusu (Karuppanapandian i sur., 2011). U za$titi biomembrana utvrdene su
sinergisticke interakcije Car, tokoferola i AA (Yeum i sur., 2000). Karotenoidi i tokoferoli
mogu reagirati s peroksilnim radikalima koji nastaju kao produkt reakcije lipidne peroksidacije
(Smirnoft, 2005). Radikal tokoferola regenerira se u tokoferol uz pomoc¢ askorbata uz nastajanje
MDHA te se MDHA dalje regenerira do askorbata u reakciji koju katalizira enzim MDHA-
reduktaza. Radikal Car moze se regenerirati uz pomo¢ tokoferola i askorbata (Smirnoff, 2005).
Klju¢ni karoteni funkcionalnih kloroplasta u visih biljaka su B-karoteni i1 ksantofili: lutein,

violaksantin i neoksantin (Lichtenthaler, 1987) (Slika 5).
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Slika 5. Struktura karotenoida

Fenolni spojevi (engl. phenolic compounds), ukljuujuci flavonoide, tanine 1 lignin, pripadaju
u raznoliku skupinu sekundarnih metabolita koji su Siroko rasprostranjeni u biljnim tkivima.
Polifenoli imaju idealnu kemijsku strukturu za uklanjanje slobodnih radikala, i pokazali su se
kao wuspjeSniji antioksidansi u usporedbi s askorbinskom kiselinom 1 a-tokoferolom
(Karuppanapandian 1 sur., 2011). Njihova antioksidacijska aktivnost proizlazi iz svojstva
elektron donora, sposobnosti stabilizacije nesparenih elektrona te sposobnosti keliranja iona
prijelaznih metala $to rezultira prekidanjem Fentonove reakcije. Flavonoidi su najaktivnija
skupina biljnih sekundarnih metabolita koja neutralizira ROS prije nego oStete stanicne
strukture (Lovdal 1 sur., 2010). Flavonoidi mogu mijenjati kinetiku reakcije peroksidacije
modificiraju¢i redoslijed slaganja lipida u membrani. Promjenom redoslijeda lipida smanjuje
se fluidnost membrane i onemogucava difuzija ROS-a te daljnje Sirenje lancane reakcije

peroksidacije (Arora i sur., 2000).
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1.1.4. Nutrijenti u biljci

Biljke za potrebe rasta, razvoja 1 razmnozavanje trebaju odredene koli¢ine nutrijenata koje
primaju iz svoje okoline. Potrebe biljaka za nutrijentima mogu se okvirno procijeniti analizom
anorganskog sastava biljnog tkiva (Marschner, 2012). Mineralni sastav biljaka pokazuje velike
varijacije i pod utjecajem je nekoliko razlicitih faktora kao $to su genska osnova biljke, kemijski
sastav okoline, klimatski uvijeti i starost biljke (Marschner, 2012). Kemijska analiza otkrila je
oko 60-ak razliCitih elemenata koji se pojavljuju u razli¢itim biljnim tkivima. Od tih 60-tak
elementa, 17 elemenata je esencijalno za rast i metabolizam biljnih stanica. Esencijalni elementi
za biljne stanice su ugljik (C), vodik (H), kisik (O), kalcij (Ca), magnezij (Mg), dusik (N),
sumpor (S), fosfor (P), klor (Cl), bor (B), bakar (Cu), zeljezo (Fe), mangan (Mn), molibden
(Mo), nikal (N1) i cink (Zn) (Marschner, 2012). Mengel i Kirkby (2001) su esencijalne elemente
podijelili prema njihovoj biokemijskoj prirodi i fizioloskoj funkciji u Cetiri skupine (Tablica 2).
U prvu skupinu ubrajaju se C, H, N, O i S koji su u reduciranom obliku kovalentno vezani u
biljnu organsku tvar. Druga skupina obuhvaéa P, B i1 Si koji se pojavljuju u obliku fosfata,
borata i silikata. Tre¢u skupinu ¢ine K, Na, Ca, Mg, Mn i Cl, elementi povezani s osmotskom i
ionskom ravnotezom u stanicama. Konacno, u posljednju, ¢etvrtu, skupinu ubrajaju se Fe, Zn,

Cu i Mo, elementi koji su zastupljeni u metaloproteinima i kelatima.

Proces unosa nutrijenata u biljku brzo se modificira ovisno o promjenama koncentracije
nutrijenata u rizosferi (Marscher, 2012). Do brzog smanjenja unosa nutrijenata preko korijena
dolazi uslijed naglog povecanja koncentracije nutrijenata u okolini (Britto i Kronzucker, 2006).
Takoder, do smanjenja stope primanja odredenog nutrijenta dolazi ukoliko dode do povecanja
njegove koncentracije u citosolu i obrnuto (White 1 Broadley, 2009). Promjenama ekspresije
gena, sinteze i modifikacije proteina kao odgovora na koncentraciju odredenog nutrijenta ili
metabolita tog nutrijenta u citosolu regulira se unos i izbacivanje nutrijenta preko plazma
membrane i tonoplasta, vezanje nutrijenta u kemijske komplekse, provodenje, skladiStenje 1
metabolizam nutrijenta u organelima, transport nutrijenta iz korijena u izdanak 1 obrnuto (Slika

6) (Marscher, 2012).
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Tablica 2. Esencijalni elementi za rast i razvoj biljaka prema Mengel i Kirkby (2001).

Skupina | Nutrijent Unos Biokemijske funkcije
C. CO,, - glavni gradevni tele.l.nlenti organskog
materijala
H, HCOy', H,0, . e
| 0 0 - esencijalni elementi aktivnih grupa
N | NOWNHON, sl okskacykore ook
S, SO, SO, ! g !
procesima
S - esterifikacija s alkoholnim grupama
) anorganski anioni, . C . ..
2 P, B, Si .. - fosfatni esteri ukljuceni su u reakcije
kiseline i} .
prijenosa energije
- nespecifi¢ne funkcije u odrzavanju
osmotskog potencijala
K, Na, Ca, . - specifi¢ne funkcije u postizanju optimalne
3 ioni .. . L .
Mg, Mn, Cl konformacije enzima (aktivacija enzima)
- kontrola permeabilnosti membrana i
elektrokemijskog potencijala.
Fe, Cu, Zn, o - sasvtavn.i diq Prostetiékih grupe.l'en.zim.a
4 Mo 1oni - olakSavaju prijenos elektrona mijenjanjem

valencije.
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Slika 6. Promjene ekspresije gena, sinteze 1 modifikacije proteina kao posljedica promijenjene
koncentracije odredenog nutrijenta ili metabolita tog nutrijenta u citosolu mogu regulirati: (1)
unos samog nutrijenata promjenom broja i aktivnosti transportnih proteina u stani¢noj
membrani; (2) izbacivanje nutrijenta preko plazma membrane prilagodbom broja i aktivnosti
transportnih proteina; (3) unos nutrijenata u vakuolu promjenom koncentracije nutrijenta u
citosolu te prilagodbom broja i aktivnosti transportnih proteina u tonoplastu; (4) izbacivanje
nutrijenta iz vakuole promjenom koncentracije nutrijenta u vakuoli, promjenom broja i
aktivnosti transportnih proteina u tonoplastu; (5) vezanje nutrijenta u kemijske komplekse u
citosolu, provodenje, skladiStenje i metabolizam u organelima §to posljedicno utjeCe na
koncentraciju nutrijenta i njegovih metabolita u citosolu; (6) vezanje nutrijenta u kemijske
komplekse u vakuoli $to utjeCe na moguénost izlaska nutrijenta iz vakuole; (7) transport
nutrijenta iz korijena u izdanak kroz ksilem §to utjec¢e na koncentraciju nutrijenta u citosolu; (8)
transport nutrijenta iz izdanka u korijen kroz floem §to utjeCe na koncentraciju nutrijenta u
citosolu; (9) modifikaciju rizosfere izluCivanjem proteina, enzima i organskih spojeva kako bi

se povecala dostupnost nutrijenta za unos (Marscher, 2012).
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Stres uzrokovan nutrijentima kompleksan je fenomen do kojeg dolazi u uvjetima niske
dostupnosti elementa i u uvjetima prekomjerne koncentracije elemenata (Marscher, 2012).
Putevi primanja nutrijenata medusobno su povezani pa promjena u dostupnosti jednog
nutrijenta utjeCe na proces primanja i koriStenja drugih elemenata. Na primjer, prisutnost P u
prekomjernim koncentracijama uzrokuje smanjenje prirasta biomase zbog nedostatka Fe 1 Zn
(Usha Kumari i Reddy, 2000). Transkripcijske analize odgovora biljaka na dostupnost N
pokazale su povezanost procesa primanja N s primanjem S i Fe (Prosser i sur., 2001).
Povezanost N i S poznata je ve¢ neko vrijeme pri ¢emu nedostatak jednog elementa ometa
metabolizam drugog (Reuveny 1 sur., 1980; Prosser i sur., 2001). Dodatak N biljkama koje su
rasle na niskim koncentracijama dostupnog N dovodi po povecane aktivnost gena za proteine i
enzime ukljutene u proces primanja Fe u stanice. Zeljezo je potrebno za aktivnost mnogih
feredoksin (Ohkama-Ohtsu 1 Wasaki, 2010). Wasaki i sur. (2003) zabiljezili su 1 povezanost
primanja P i Fe, te Zn i Al

Na biljke u vodenim ekosustavima osim kombinacije razlicitih prirodnih stresnih ¢imbenika
djeluje 1 kemijski stres uzrokovan razliCitim organskim spojevima, teskim metalima,
pesticidima, herbicidima i drugim tvarima koji u okoli§ dospijevaju kao rezultat antropogenih
aktivnosti (Holmstrup i sur., 2010). Promjene okoli$nih uvjeta mogu mijenjati utjecaj kemijskih
¢imbenika na organizme. Interakcije okoliSnih ¢imbenika s kemijskim ¢imbenicima mogu biti
sinergistiCke ili antagonisticke. U sinergistickim interakcijama kombinacija dva okoliSna
¢imbenika uzrokuje veci utjecaj nego $to je to ocekivano u odnosu na utjecaj svakog stresnog
¢imbenika pojedinacno, dok je u antagonistickim interakcijama kombinirani utjecaj slabiji od
ocekivanog (Holmstrup i sur., 2010). Fizikalno-kemijska svojstva vode utjecu na biodostupnost
toksikanata. Na primjer, iste ukupne okoliSne koncentracije nekog teskog metala imaju
drugaciji utjecaj u razlic¢itim uvjetima temperature ili pH vrijednosti okoline (Newman i Unger,
2003). Unos metala u stanice moze se smanjiti, povecati ili ostati nepromijenjen ovisno o
razli¢itoj dostupnosti nutrijenata (Gothberg i sur., 2004). Visoke koncentracije dostupnih
nutrijenata mogu povecati stopu rasta biljaka Sto moze dovesti do razrjedenja toksikanta u
velikoj biomasi (Caldelas i sur., 2009). Gothberg i sur. (2004) istrazivali su utjecaj razrjedenja
koncentracije nutrijenata u okolnom mediju na akumulaciju metala u stanicama biljke Ipomoea
aquatica. lako akumulacija metala u korijenu nije bila pod utjecajem razrjedenja nutrijenata, u
izdanku je zabiljeZzeno povecanje akumulacije metala sa smanjenom koncentracije dostupnih

nutrijenata.
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1.1.4.1. Dusik

Dusik (N) je, uz C, biljkama potreban u najve¢im koli¢inama. Oko 1-5% ukupne suhe mase
biljnog tkiva odnosi se na N kao sastavi dio proteina, nukleinskih kiselina, klorofila, koenzima,
fitohormina 1 sekundarnih metabolita (Marschner, 2012). Biljkama je dostupan u tri razli¢ita
oblika: elementarni dusik (N2), nitratni ion (NO3") i amonijev ion (NHs"). Atmosferski N
dostupan je samo biljkama koje mogu ulaziti u simbiozu s N»-fiksiraju¢im bakterijama. Vecéina
biljaka dakle ovisi o primanju N u drugim oblicima. Glavni izvori anorganskog N su NO;3™ i
NH4" koji biljke primaju preko korijena. U okolisu je NOs™ prisutan u vi§im koncentracijama
(1-5 mM) u odnosu na NH4" (20-200 uM) (Owen i Jones, 2001). Dostupnost izvora N znatno
varira u vremenu i prostoru ovisno o pH vrijednosti okoline i aktivnosti mikroorganizama
(Robinson, 1994). Biljke su stoga razvile mehanizme prilagodavanja unosa N ovisno o obliku
1 dostupnosti ovog nutrijenta te 0 promjenjivim potrebama tijekom zivotnog ciklusa (Forde,
2002a). U takve mehanizme ubrajamo nekoliko razli¢itih transportnih sustava koji
omogucavaju unos N pri razli¢itim okoliSnim koncentracijama ali i moguénost modifikacije

arhitekture korijenskog sustava da bi se §to bolje iskoristili dostupni izvori (Marschner, 2012).

Okolina Stanica

NOs- » NO,~ Transporter
H* *2 H* nitrata

sekundarni aktivni
transport

Visa koncentracijaH* NiZa koncentracija H*
) &
ak‘llml ‘_K H* F’Fﬂtﬂl‘ﬁkﬂ
prijenos @ g Pumpa

Plazma membrana

Slika 7. Prijenos NO3™ preko plazma membrane biljnih stanica (prilagodeno prema Marschner,

2012).

Unos NOs™ i NH4" posredovan je transportnim sustavima razli¢itih afiniteta koji su
lokalizirani u membranama stanica korijena. Transportni sustavi visokog afiniteta djeluju pri
niskim vanjskim koncentracijama NOs™ i NH4" (<0,5 mM). Pri koncentracijama vi§im od 0,5

mM djeluju sustavi niskog afiniteta koji omogucéavaju visoku stopu unosa kada je dostupnost
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velika (Marschner, 2012). Neovisno o tipu transportnog sustava, kada je unos NO3™ u pitanju,
vazno je naglasiti da je za transport potrebna metabolicka energija s obzirom da se unos
negativno nabijenog iona odvija preko membrane s negativnim potencijalom i suprotno
koncentracijskom gradijentu. Transportni proteini prenose NO3;  preko membrane stanica
korijena u simportu s protonima (Forde, 2002b). Da bi se odrzao gradijent protona preko
plazmatske membrane, H'-ATPaza tro§i ATP (adenozin-5'-trifosfat) (Slika 7) (Marschner,
2012).

Da bi se N iz NO3” mogao ugraditi u organske strukture, mora se reducirati do NH4". Vecéi dio
NH4", bez obzira potjece li od redukcije NOs™ ili iz direktnog unosa NHs", ugraduje se u
organske strukture ve¢ u korijenu (Schjoerring i sur., 2002) dok se manji dio prenosi u ostala
tkiva (Slika 9). Redukciju NOs™ do NH4" provode dva enzima: nitrat-reduktaza koja katalizira
redukciju NOs™ do NOy, i nitrit-reduktaza koja transformira NO,” do NH4" (Slika 8). Potpuna
reakcija redukcije NOs™ do NH4" je prikazana jednadzbom br. 21. Nitrat-reduktaza je enzim
lokaliziran u citosolu i graden od dvije identi¢ne podjedinice. Svaka podjedinica ima tri
kofaktora kovalentno vezana za specificne domene. Tri kofaktora koji sudjeluju u prijenosu
elektrona od NADH/NADPH do NOs su flavin adenin dinukleotid (FAD), hem i molibdopterin
- kofaktor koji sadrzi molibden. Nitrit koji nastaje redukcijom NO3™ prenosi se u kloroplast gdje
se reducira do NH4" djelovanjem nitrit-reduktaze. Nitrit-reduktaza kodirana je jednim genom
kod visih biljaka (Kant 1 sur., 2011). U zelenim tkivima lokalizirana je u kloroplastima, dok se
u ostalim tkivima nalazi u proplastidima. U kloroplastima se kao donor elektrona koristi
reducirani feredoksin koji nastaje transportom elektrona u fotosustavu I. Elektroni se od
reduciranog feredoksina do NO»™ prenose preko feredoksin-vezujuc¢e domene, kompleksa Fe-S
1 hema (Marschner, 2012). Kako bi se sprijecilo nakupljanje NOy", koji je toksi¢an za biljne
stanice, aktivnost nitrat-reduktaze regulira nekoliko mehanizama koji ukljucuju sintezu enzima,
degradaciju 1 reverzibilnu inaktivaciju uz regulaciju koncentracije supstrata i efektora (Lillo,

2008).
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Mitrat reduktaza |citosol) Mitrit reduktaza (plastid)
Fotosustav |

e/
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Slika 8. Redukcija NOs™ do NH4 " (prilagodeno prema Marschner, 2012)

NOs + 2H" + [4ANAD(P)H + 4H'] > NH," + [ANAD(P)'] + H,0 21)

Uz direktan unos preko korijena, NH4" konstantno nastaje u biljnim tkivima u procesu redukcije
NOs, fotorespiracije, biosinteze lignina i dr. (Joy, 1988). Neovisno o izvoru NHs" i organu u
kojem se dogada asimilacija, glavni enzimi koji sudjeluju u asimilaciji su glutamin-sintetaza i
glutamat-sintaza (glutanim-oksoglutarat aminotransferaze) (Marschner, 2012). Anorganski N
asimiliran u glutamat i glutamin dalje se koristi za sintezu drugih aminokiselina, amina, peptida,
proteina, nukleinskih kiselina i drugih spojeva. Organski spojevi niske molekulske mase u visSim
biljkama djeluju kao posrednici izmedu asimilacije anorganskog N i sinteze vecih spojeva te
imaju veliku vaznost u transportu N u tkiva gdje je potreban kao i stvaranju rezervi N tijekom

perioda velike dostupnosti (Marschner, 2012).

Da bi biljke mogle normalno rasti, razvijati se i razmnozavati se potrebne su im adekvatne ali
ne prekomjerne koli¢ine N. Dakle, smanjena dostupnost N u okolini ili smanjenje kapaciteta
primanja putem korijena utjecati ¢e na produktivnost biljke 1 ekolosku kompetitivnost
(Marscher, 2012). U uvjetima kratkotrajnog nedostatka N biljke reagiraju u dvije faze. U prvoj
fazi, smanjuje se proces rasta listova bez uocljivih promjena u procesu fotosinteze
(Anandacoomaraswamy i sur., 2002). Rast korijena se odrzava na istoj razini ili se ¢ak stimulira
transportom C u korijen §to rezultira manjim omjerom biomase izdanaka i korijena (Richard-
Molard i sur., 2008). Mobiliziraju se spojevi koji sadrze N, posebno NO3™ i povecava se
kapacitet njihovog primanja iz okoline. U drugoj fazi, pokrece se raspad proteina i nukleinskih

kiselina u listovima (Hortensteiner i Feller, 2002). Razgradnja enzima kao npr. enzima Rubisco
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dovodi do smanjenja fotosintetskog kapaciteta Sto u konacnici inhibira rast cijele biljke
(Hortensteiner i Feller, 2002). Biljke su razvile mnogobrojne strategije odgovora na promjene
u dostupnosti N iz okolisa kao $to su metabolicke, fizioloske i razvojne prilagodbe koje ovise
o promjeni ekspresije gena (Wang 1 sur., 2000). Na primjer pri smanjenju koncentracije N u
stanicama dolazi do koordiniranog smanjenja ekspresije gena ukljucenih u fotosintezu, sintezu
klorofila, sintezu plastidnih proteina, dok su geni ukljuceni u sekundarni metabolizam i proces

degradacije proteina inducirani (Scheible i sur., 2004).

List

NO,—=NH;" = aminokiseline

!

N'DEI

Keorjen

NO;~  NH; = aminokizeline

\

ND;,‘

NO5™

Slika 9. Unos i asimilacija N u biljkama (prilagodeno prema Marschner, 2012).
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1.1.4.2. Fosfor

Koncentracija P potrebna za normalan rast i razvoj biljaka je u rasponu od 3 do 5 mg/g suhe
tvari biljke tijekom vegetativnog rasta (Lambers i sur., 2010). Do pojave simptoma toksi¢nosti
moze doci ukoliko koncentracije P prijede 1% u suhoj tvari biljnog tkiva (Marschner, 2012).
Medutim, pojava toksi¢nosti P ipak je vrlo rijetka s obzirom da biljke smanjuju unos P putem
korijena kada su opskrbljene s viSe ovog nutrijenta nego im je potrebno za rast (Dong i sur.,
1999). U okolisu je P prisutan u anorganskom i organskom obliku. Glavni izvor organskog P
su ostatci biljnih 1 zivotinjskih tkiva koji se raspadaju pod utjecajem mikroorganizama
(Raghothama, 1999). Anorganski fosfor je u obliku dihidrogenfosfatnog iona (H2POys) 1
hidrogenfosfatnog iona (HPO4%). Pri fizioloskim vrijednostima pH, biljke primaju P u obliku
H>PO4 koji u stanicama moze ostati u anorganskom obliku (P;) ili se moze prevesti u
jednostavne fosfatne estere ali 1 vezati s drugim fosfatima (Marschner, 2012). Prijelaz izmedu
P;, estera 1 fosfatne veze vrlo je brz. Tako na primjer, P; primljen preko korijena se ugraduje u
organski P ve¢ nakon nekoliko minuta po unosu u biljku, ali se u ksilem oslobada u P; obliku

(Marschner, 2012).

Jedna od glavnih uloga P je strukturna komponenta nukleinskih kiselina, DNA i RNA
(ribonukleinske kiseline) u kojima P predstavlja most koji povezuje nukleotidne podjedinice
(Marschner, 2012). Omjer P kao sastavnog dijela nukleinskih kiselinama prema P u ostalim
organskim spojevima varira medu razli¢itim tkivima (Suzuki i sur., 2001). Visok omjer
zabiljezen je u mladim listovima gdje su potrebne veée koncentracije RNA zbog brze sinteze
proteina. S druge strane, u zrelim listovima omjer P iz nukleinskih kiselina u odnosu na druge
spojeve koji sadrze P je manji a vrlo mali u listovima koji su u senescenciji (Suzuki i sur., 2001).
Oblik P diestera Siroko je rasprostranjen i u biomembranama gdje stvara most izmedu
diglicerida i drugih molekula kao $to su aminokiseline, amini ili alkoholi (Marschner, 2012).
Fosfatni esteri i energijom bogati fosfati, iako su u stanicama prisutni u relativno niskim
koncentracijama, predstavljaju metabolicku energiju stanice (Marschner, 2012). Pronadeno je
oko 50-tak fosfatnih estera u biljnim stanicama, od kojih su glukoza-6-fosfat i

fosfogliceraldehid najrasprostranjeniji (Marschner, 2012).

Energija oslobodena tijekom glikolize, aerobne respiracije ili fotosinteze se koristi za sintezu
energijom bogatih pirofosfatnih veza. Hidrolizom pirofosfatne veze u ATP-u oslobada se oko
30 kJ po molu ATP-a (Marscner, 2012). Energijom bogata pirofosfatna veza moze biti i u

drugim nukleotid-trifosfatima koji se od ATP-a razlikuju samo u dusi¢noj bazi, na primjer
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uridintrifosfat (UTP) 1 gvanozintrifosfat (GTP) koji su potrebni za sintezu saharoze i celuloze

(Marschner, 2012).

U stanicama visih biljaka vakuola djeluje kao skladiste ili nemetabolicka zaliha P te se u
vakuoli, pri adekvatnoj dostupnosti P, nalazi priblizno 85-95% ukupnog P u stanici i to u obliku
P; (Lauer i sur., 1989a). Nasuprot tome, u biljkama koje rastu u uvjetima smanjenje dostupnosti
P, ve¢ina P; lokalizirana je u citosolu i1 predstavlja metabolicki aktivan P (Lauer i sur., 1989b).
Koncentracija P; u stromi kloroplasta i omjer P; izmedu kloroplasta i citosola ima vazan utjecaj
na proces fotosinteze i1 raspodjelu C medu stani¢nim odjeljcima. Koncentracija P; u
kloroplastima potrebna za postizanje maksimalne fotosinteze iznosi 2,0-2,5 mM dok je pri
koncentracijama manjim od 1,0 mM fotosinteza gotovo potpuno inhibirana (Robinson i
Giersch, 1987; Heber i sur., 1989). Uloga P; u raspodjeli C medu stani¢nim odjeljcima dokazana
je na izoliranim kloroplastima (Heldt 1 sur., 1977). Porast vanjske koncentracije P; do oko 1
mM povecava razinu fotosinteze ali inhibira ugradivanje C u skrob. Sinteza skroba je znacajno
inhibirana kada koncentracija P; u stromi kloroplasta iznosi 5 mM. Inhibicija sinteze $kroba
visokim koncentracijama P; postize se kroz dva odvojena mehanizma u kloroplastima
(Marschner, 2012). Prvi mehanizam odnosi se na inhibiciju glavnog enzima u sintezi Skroba,
ADP-glukozapirofosforilaza koja je alostericki inhibirana s P; te aktivirana s triozafosfatima
(Portis, 1982). Drugim rije¢ima, omjer P; 1 triozafosfata odreduje razinu sinteze Skroba — pri
visokom omjeru enzim je inhibiran i sinteza Skroba se ne dogada (Portis, 1982). Drugi
mehanizam inhibicije sinteze Skroba je transport triozafosfata, kao glavnih produkata fiksacije
C, iz kloroplasta. Transport je posredovan transportnim proteinom koji je lokaliziran u

unutarnjoj membrani kloroplasta (Heldt i sur., 1991).

Odgovor biljaka na nedostatak P posredovan je SeCerima (Karthikeyan 1 sur., 2007) i RNA
molekulama (Doerner, 2008). U nedostatku P u biljkama dolazi do smanjenja razine diobe
stanica (Assuero i sur., 2004), smanjenja broja listova (Lynch i sur., 1991) kao 1 veli¢ine listova
(Fredeen i sur., 1989). Elongacija individualnih stanica korijena ali i cijelog korijena moze biti
povecana pri smanjenoj dostupnosti P (Anuradha i Narayana, 1991). Rast korijena pri
smanjenoj dostupnosti P omoguéen je smanjenjem transporta P u izdanak ali i zbog povratnog
transporta P iz izdanka u korijen (Smith i sur., 1990). Kada se koncentracija P promijeni od
nedostatka do suvisSka dolazi do povec¢anja glavnih P metabolita u vegetativnim biljnim tkivima
(Chapin 1 Bieleski, 1982). S daljnjim povecanjem koncentracije P povecava se samo

koncentracije P; kao glavnog skladiSnog oblika u biljnoj stanici (Shane i sur., 2004).
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1.1.5. Srebro u vodenim ekosustavima i njegov znacaj za biljke

Srebro (Ag) je rijedak metal u prirodi koji nalazimo u rudama kombiniran s drugim elementima.
Emisija tijekom topljenja rude, proizvodnje i odlaganja fotografske opreme te izgaranje ugljena
samo su neke od antropogenih aktivnosti kojima Ag dolazi u biosferu (Xu i sur., 2010). Glavni
izvori Ag u vodenim ekosustavima su kompleksi s tiosulfatima iz otopina za razvijanje
fotografija koje su ispuStane direktno u kanalizacije (Purcell i Peters, 1998). Danas se
koncentracija Ag u vodenim staniStima povecava kao posljedica sve vece upotrebe proizvoda
koji sadrze nanocestice srebra (engl. silver nanoparticles, AgNP) (Liu 1 Hurt, 2010).
Nanosrebro se nalazi u antibakterijskim premazima medicinske opreme, Samponima, sapunima,
pastama za zube, preparatima za prociS¢avanje vode te u bojama i tkaninama (Boxall i sur.,
2007). Prema popisu proizvoda koji sadrze nanocestice (Inventory of Nanotechnology
Products, 2009) AgNP nalaze se u viSe proizvoda Siroke potro$nje u odnosu na sve ostale
nanomaterijale zajedno (Kennedy i sur., 2010). Koloidi nanosrebra sadrze Ag u tri oblika: kruti
Ag®, slobodni Ag"* oblik i njegove komplekse te Ag"™ adsorbiran na povrsinu koloida (Liu i Hurt,
2010; Lowry 1 sur., 2012). Iako ne postoje to¢ne informacije koliko ionskog Ag se otpusta iz
koloida AgNP u vodenom okruzenju, brojne studije povezale su toksi¢no djelovanje AgNP
upravo s otpustanjem ionske faze iz koloida (Kennedy i sur., 2010; Zhao i Wang, 2011; Miao i
sur., 2009). U povrsinskim slatkim vodama, Ag se nalazi u obliku jednovalentnog iona u
kombinaciji sa sulfidima 1 bikarbonatima ili u obliku ionskih kompleksa s kloridima i sulfatima
(Adams i Kramer, 1998). U vodama koje su onecis¢ene organskim tvarima, Ag se uglavnom
nalazi u kompleksu s tiolima (Adams i Kramer, 1998). loni srebra brzo se mogu izmjenjivati
izmedu razlicitih tiola pri ¢emu dolazi do brzog transporta iona iz sedimenta u vodenu fazu te

transporta iz vodenog okoliSa u zive stanice.

.....

ekosustavima, bilo u otopljenom ili ionskom obliku. U biljne stanice moze uéi na nekoliko
nacina: putem sulfat/tiosulfat transportnog mehanizma, preko transportera kationa ili pasivnim
transportom preko plazma membrane u obliku kompleksa s Cl (Campbell 1 sur., 2002; Fortin i
Campbell, 2001). Unutar stanice stvara komplekse s aminokiselinama i nukleotidima, kao i s
makromolekulama koje su izgradene od ovih komponenti (Fortin i Campbell, 2001). Ioni Ag
dovode do poremecaja stanicnog metabolizma narusavajuc¢i ravnotezu makronutrijenata kao sto
su N i P, ali 1 mikronutrijenata kao $to su K, Zn, Cu i1 Fe (Jiang i sur., 2012). Takoder, utjecu na

proces sinteze fotosintetskih pigmenata Sto uz direktno ostec¢enje fotosintetskog aparata dovodi
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do smanjenja fotosintetske aktivnosti i fiksacije CO> (Xu i sur., 2010). Pohranjuju se u
vakuolama 1 stani¢nim stijenkama, inhibiraju stanicnu diobu, reagiraju s nukleinskim
kiselinama 1 tiolnim skupinama enzima i proteina neophodnih za normalno funkcioniranje
stanica (Fortin 1 Campbell, 2001). Interferiraju¢i s transportnim lancem elektrona i
inaktiviranjem enzima ukljucenih u proces stanicnog disanja, ioni Ag dovode do prekomjernog
stvaranja ROS-a, posebno superoksidnog radikala (Chudobova i sur., 2013). Antibakterijska
upotreba ionskog Ag ali i AgNP-a temelji se na sposobnosti povecanja koncentracije ROS-a u

stanicama (Chudobova i sur., 2013).
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1.1.6. Znacajke vrste Lemna gibba L.

Lemna gibba L. (grbasta vodena leca) je globalno rasprostranjena vrsta koja nastanjuje
umjerena podrucja Europe, Afrike, Juzne i Sjeverne Amerike te Azije. Pripada porodici

Lemnaceae u koju se ubrajaju 38 vrsta u 4 roda: Lemna, Spirodela, Wolffia 1 Wolffiella.

Tijelo biljke je jednostavne grade, duljine oko 1cm i promjera do 5 mm (Slika 10, Slika 12).
Korijenje je u obliku tankih niti duljine do 1 cm. Dominantni oblik razmnozavanja vodenih le¢a
je vegetativno. Frondovi sa svake strane imaju dva reproduktivna dZepa u proksimalnom
(uzem) dijelu biljke (Witzum, 1979; Lemon i Posluszny, 2000) unutar kojeg zapocinje proces
vegetativnog razmnozavanja. Novonastale biljke-kéeri s majcinskom biljkom spojene su
vrijezama tvore¢i kolonije razliCitih veli¢ina (Landolt, 1986). Vrijeme u kojem dolazi do
odvajanja biljke-k¢eri od majcinske biljke je kratko nakon §to biljka-kéer postigne zrelost.
Zrelost je definirana kao korak u kojem se treca generacija biljaka razvija u reproduktivnom
dzepu biljke-kéeri (Lemon 1 sur., 2001). Stabilnost vrijeza, koja odreduje velic¢inu kolonija
razlikuje se medu vrstama porodice Lemnaceae ali i medu klonovima iste vrste (Topp i sur.,
2011). Ogranicena stabilnost vrijeza kod vrsta roda Lemna 1 Spirodela moze biti vazna za
pozicioniranje plutajucih frondova na povrsini vode prema kretanju vode i zraka te za mobilnost
biljaka ¢ime se olakSava Sirenje na povrsini vode (Topp i sur., 2011). Pri optimalnim uvjetima,
za udvostrucenje broja biljaka potrebno je izmedu 16 sati 1 2 dana. Optimalna temperatura za
rast vodene lece je 26 °C ali podnose temperaturu od 6-33 °C. Mogu rasti u Sirokom rasponu

pH vrijednosti do 3,5 do 10,5 ali optimalne pH vrijednosti su od 4,5 do 8,3.

Slika 10. Tlustracija grbaste vodene le¢e, Lemna gibba (http://irapl.altervista.org/flora-
e/index.php?recn=11165)
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Slika 11. Kultura L. gibba u Erlenmayerovoj tikvici

Slika 12. Kolonije L. gibba gradene od 3 do 5 biljaka

Vodena le¢a ima niz osobina koje ju ¢ine prikladnom za laboratorijska istrazivanja: vrlo je
osjetljiva na prisutnost razli¢itih tvari u hranjivoj podlozi, malih je dimenzija no ipak je
dovoljno velika da se golim okom mogu promatrati neke promjene uzrokovane dodavanjem

istrazivanih tvari u hranjivu otopinu, jednostavne je grade, brzo se razmnozava i razmnozavanje
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je vegetativno Sto osigurava genetiCku homogenost, nema potrebe za velikim prostorom
tijekom uzgoja i izvodenja pokusa, hranjiva podloga je jednostavna i jeftina. Zbog ovih osobina
vodene lece Cesto se koriste kao modelne biljke u laboratorijskim istrazivanjima (Naumann i
sur., 2007; Zhang i sur., 2010). Tijekom izvodenja laboratorijskih istrazivanja biljke se uzgajaju
na teku¢im hranjivim podlogama u kontroliranim uvjetima temperature i osvjetljenja, a trajanje
pokusa je od nekoliko sati do nekoliko dana. Za uzgajanje L. gibba u laboratoriju koristi se
nekoliko razli¢itih hranidbenih podloga: Jacobsova, Pirson i1 Seidlova, Hutnerova, Hillmanova,
Wangova 1 brojne druge. Razvijeno je nekoliko standardiziranih protokola za testiranje Stetnog
djelovanje metala, herbicida, pesticida i organskih onecis¢ivaca u kojima se koriste vrste iz
porodice Lemnaceae. OECD Lemna-test (2004) protokol razvijen je za testiranje odredenih
tvari i proizvoda dok je ISO protokol razvijen za testiranje okoli$nih uzoraka u kojima se testira
Stetno djelovanje kombinacije oneciS¢ivaca. Oba protokola temelje se na inhibiciji rasta
odnosno razmnozavanja biljaka u periodu od sedam dana. Lemna-test moze se izvoditi kao
staticki test (bez izmjene hranjive otopine), test s periodi¢nim obnavljanjem hranjive otopine i
protocni test (uz kontinuiranu izmjenu hranjive otopine rijekom pokusa). Zbog jednostavnosti
1 ekonomicnosti najcesce se koriste staticni testovi (Wang, 1990). Pri koriStenju vodene lece
kao testnog organizma moze se pratiti cijeli niz pokazatelja u¢inka istrazivanih tvari kao na
primjer prezivljenje biljaka, prirast broja biljaka, duljina korjencica, prirast suhe i svjeze mase
biljaka, ukupna povrSina biljaka, odnos mase i povrSine biljaka, sadrzaj fotosintetskih
pigmenata, koli¢ina proteina, aktivnost antioksidacijskih enzima, pojava stresnih proteina i

ultrastrukturalne promjene (Hillman, 1961; Smith i Kwan, 1989; Wang, 1990).

Zbog svoje vaznosti u vodenim ekosustavima i lakog uzgajanja u laboratoriju, vodene lece
najcesce se koriste kao predstavnici primarnih producenata za testiranje Stetnog djelovanje
razli¢itih organskih i1 anorganskih tvari te njihovih smjesa. S obzirom da su vrste roda Lemna
vazna komponenta u hranidbenoj mrezi vodenih ekosustava te da imaju veliki potencijal
asimilacije razli¢itih tvari predstavljaju vazno mjesto ulaska toksikanata u biosferu. Sposobnost
bioakumulacije daje potencijal ovim vrstama za Siroku upotrebu u sustavima bioremedijacije

onecis¢enih podrucja i postrojenjima za tretiranje otpadnih voda (Mkandawire i Dudel, 2007).
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1.2. Ciljevi istraZivanja i hipoteze

Ciljevi ovog istrazivanja su utvrditi utjecaj razlicitih koncentracija ionskog koloidnog srebra u
potpunoj hranjivoj otopini na koncentraciju nutrijenata i fotosintetskih pigmenata u stanicama
L. gibba kao i na pojavu oksidacijskog stresa te promjene u antioksidacijskom odgovoru. Cilj
je takoder odrediti i utjecaj smanjenih koncentracija dusika i fosfora u hranjivoj otopini na
fizioloSki odgovor u stanicama L. gibba pri razli¢itim koncentracijama ionskog koloidnog

srebra.

Osnovna hipoteza ovog rada je da razli¢ite koncentracije srebra u potpunoj hranjivoj otopini
uzrokuju promjene u koncentraciji nutrijenata i fotosintetskih pigmenata te pojavu
oksidacijskog stresa, Sto dovodi do promjena u aktivnosti antioksidacijskih enzima i
koncentracija antioksidanasa u stanicama. Ocekuje se da ¢e smanjene koncentracije dusika i

fosfora u hranjivoj otopini mijenjati fizioloski odgovor L. gibba na djelovanje srebra.
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2. Materijal i metode
2.1. Kultura vodene leCe Lemna gibba

Vodena leca, L. gibba koriStena u eksperimentu uzorkovana je u drenaznim kanalima Istocne
Hrvatske 2006. godine i od tada je kultivirana u Laboratoriju za ekofiziologiju biljaka Odjela

za biologiju Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

Kulture L. gibba uzgajane su u modificiranoj teku¢oj hranjivoj otopini po Pirsonu i Seidlu
(1950) (Tablica 3). Nakon pripreme, hranjivoj otopini je pomocu 0,1 M KOH podeSena pH
vrijedost te su otopine sterilizirane u autoklavu 15 minuta pri temperaturi od 121 °C i tlaku od
0,1 MPa. Biljke su uzgajane u uzgojnoj komori pri fotoperiodu od 16 sati svjetla i 8 sati tame,
koli¢ini svjetlosti od 70 pmol m 2 s™! i temperaturi od 25+1 °C. Kulture su odrzavane redovnim
presadivanjem u razmaku od Cetrnaest dana uz pracenje broja biljaka, da bi se osiguralo vrijeme
udvostrucenja broja biljaka manje od 60 h (OECD, 2002). Prilikom presadivanja prebacena je

jedna zdrava kolonija u Erlenmeyerovu tikvicu sa svjezom sterilnom hranjivom otopinom.

Tablica 3. Sastav modificirane tekuce hranjive otopine po Pirsonu i Seidlu

Makroelementi mg L! mmol L!
KNO3 445 4,41
KH2PO4 200 1,47
MgSOs4 - 7 H20 300 1,21
CaCl; - 2 H,O 804 5,46
Mikroelementi mg L! mmol L'
MnCl; - 4 H,O 0,3 0,0015
H3BO;s 0,5 0,0081
Na;-EDTA - 2 H,O 18,6 0,049
Fe- citrat 5 0,02
Organski dodaci gLt mmol L'
Saharoza 10 29,2
Asparagin 0,1 0,66
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2.2. Odredivanje utjecaja ionskog koloidnog Ag na vodenu le¢u u potpunoj hranjivoj

otopini

Za tretiranje vodene lece koriStena je komercijalno dostupna otopina ionskog koloidnog Ag
proizvodaca iSrebro Hrvatska. Za odredivanje utjecaja ionskog koloidnog Ag na vodenu le¢u
u potpunoj hranjivoj otopini koristene su kulture uzgajane pri uvjetima opisanim u poglavlju
2.1. na hranjivoj otopini €iji je sastav prikazan u tablici 3. Molarni omjer koncentracija N i P u
potpunoj hranjivoj otopini iznosi 3. Biljke su tretirane ionskim koloidnom Ag koncentracija
100, 200, 500 i 1000 pg/L tako da je u svaku Erlenmeyerovu tikvicu dodano 0,6 g svjeze tvari
biljaka. Rezultati preliminarnog istrazivanja pokazali su da je 0,6 g svjeze tvari po tikvici
dovoljna masa za mjerenje aktivnosti enzima. Takoder preliminarna istrazivanja su pokazala da
dodatkom 0,6 g svjeze tvari biljaka po tikvici omogucuje da tijekom 48 h trajanja eksperimenta
uz povecanje broja biljaka ne dode do prekrivanja cijele povrsine hranjive otopine i preklapanja
biljaka ¢ime bi dio biljaka bio limitiran svjetlosti (OECD, 2002). Uzorci biljaka za analize
prikupljani su 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h nakon pocetka tretmana. Kontrolne biljke uzgajane su u
istim uvjetima, ali bez tretmana ionskim koloidnim Ag. Kulture su nasumi¢no rasporedene u

uzgojnoj komori da bi se umanyjile prostorne razlike u osvjetljenju i temperaturi.

2.3. Odredivanje utjecaja ionskog koloidnog Ag na vodenu lecu u hranjivoj otopini sa

smanjenim koncentracijama N i P

Za odredivanje utjecaja ionskog koloidnog Ag na vodene lec¢e u hranjivoj otopini sa smanjenim
koncentracijama N i P pripremljene su modificirane hranjive otopine po Pirsonu i Seidlu (1950)
tako da su koncentracije N i P u otopini bile 50, 25, 10 i 1% u odnosu na potpunu PS hranjivu
otopinu (100%). U modificiranim hranjivim otopinama zadrzan je molarni omjer N 1 P koji
iznosi 3 te je dodana odredena koncentracija K iona da bi se osigurala ista koncentracija K kao
u potpunoj otopini (Zablica 4). Ostale komponente hranjive otopine ostale su u istim
koncentracijama kao i u potpunoj hranjivoj otopini (7ablica 3). Nakon pripreme, otopinama je
pomocu 0,1 M KOH podesena pH vrijednost te su sterilizirane u autoklavu 15 minuta pri

temperaturi od 121 °C i tlaku od 0,1 MPa.

Biljke su iz mati¢nih kultura (uzgajanih na potpunoj hranjivoj otopini) premjesStene na sterilne

hranjive otopine sa smanjenim koncentracijama N i P u Erlenmeyerovim tikvicama. Prilikom
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presadivanja na svjezu sterilnu hranjivu otopinu sa smanjenom koncentracijom N i P prebaceno
je 5 zdravih kolonija koje su se sastojale od 4 biljke. Tijekom perioda od sedam dana biljke su
se vegetativno razmnoZzavale u smanjenim koncentracijama N i P pri uvjetima temperature i
osvjetljenja opisanim u poglavlju 2.1. nakon ¢ega je uslijedio tretman ionskim koloidnim Agu
koncentracijama 100, 200, 500 i 1000 pg/L. Kao i u prvom dijelu istrazivanja, za tretman je u
svaku Erlenmeyerovu tikvicu dodano 0,6 g svjeze tvari biljaka. Uzorci biljaka za analize
prikupljani su 2, 4, 8, 12, 24 i 48 h nakon pocetka tretmana. Kontrolne biljke za svako
razrjedenje N i1 P uzgajane su u istim uvjetima, ali bez tretmana ionskim koloidnim Ag. Kulture
su nasumic¢no rasporedene u uzgojnoj komori da bi se umanjile prostorne razlike u osvjetljenju

1 temperaturi.

Tablica 4. Razrjedenja molarnih koncentracija N 1 P u otopinama sa smanjenim
koncentracijama ovih nutrijenata te koncentracija dodanog kalija u odnosu na potpunu hranjivu

otopinu (100%).

N P K
mmol/l mmol/l mmol/l
100% 4,410 1,470 0
50% 2,205 0,735 2,939
25% 1,102 0,367 4,409
10% 0,441 0,147 5,291
1% 0,044 0,014 5,810

2.4. Prirast broja biljaka

Prirast (u) broja biljaka odredivao se svakodnevnim prebrojavanjem svih biljaka koje su
vidljive golim okom. Dobiveni podatci uvrsSteni su u jednadzbu br. 22 (OECD, 2002):

_In(Nj)-In(N))
i_j - t]'—ti

(22)

pri ¢emu je:

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

ti: pocetni trenutak eksperimenta (0)
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t;: kona¢ni dan mjerenja (1,2, ..., 7)

Vrijednost vremena udvostrucenja broja biljaka izracunata je prema jednadzbi br. 23 te se

koristila kao provjera uvjeta u kojima se provode ponavljani eksperimenti (OECD, 2002):
Ta=In2/p (23)
pri Cemu je:

T4 - vrijeme udvostrucenja broja biljaka u kontroli (dan)

1 -specifi¢ni prirast broja biljaka u kontroli (dan™)

Prema OECD (eng. Organization of Economic Cooperation and Development) protokolu za
provodenje standardnog Lemna testa vrijeme udvostrucenja broja biljaka u kulturi treba iznositi
manje od 2,5 dana odnosno 60 sati. Takva vrijednost vremena udvostru¢enja odgovara prirastu

od oko 0,275 dan™! koji dokazuje da su biljkama osigurani svi potrebni uvjeti za normalan rast.

2.5. Prirast svjeZe mase biljaka

Prirast svjeze mase odreden je vaganjem ukupnog uzorka biljaka iz jedne Erlenmayerove
tikvice nakon 48 h od pocetka tretmana s ionskim koloidnim Ag te uvrStavanjem podataka u

jednadzbu br. 22.

2.6. Apscizija frondova

Odgovor biljaka na smanjenje koncentracije N i P u hranjivoj otopini i djelovanje ionskog
koloidnog srebra na L. gibba pracen je odredivanjem postotka razdvajanja kolonija (FA, engl.
frond abscission) odnosno pokazatelja procesa otpustanja biljaka iz kolonije. Postotak apscizije
frondova odreden je pracenjem broj biljaka i1 kolonija u tretmanima te izracunat pomocu

jednadzbe 24 (Henke i sur., 2011):

FA(%)=[(CNt+—CNo)/FN+—CNo]|x100 (24)
pri Cemu je:
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CNo— broj kolonija na pocetnu tretmana (Oh)
CN¢ — broj kolonija u odredenom vremenu uzorkovanja (t=2, 4, 8, 12, 24 148 h)

FN;— broj biljaka u odredenom vremenu uzorkovanja (t=2, 4, 8, 12, 24 1 48 h).

Navedena formula koristi se uz pretpostavku da je FA=0% kad dijelovi kolonije nisu odvojeni.
Kada su prekinute sve niti koje spajaju biljke u kolonijama i postoje samo kolonije od jedne
biljke (kada je broj biljaka jednak broju kolonija) smatra se da je FA=100%. Vrijednost
razdvajanja kolonije definirana je kao postotak stvarnog broja razdvajanja kolonija u odnosu na
maksimalan mogu¢i broj razdvajanja. Ovakav izraun, normaliziran s maksimalnim moguéim
brojem razdvajanja, omogucéava pocetak eksperimenta s kolonijama razli¢itog broja biljaka ali
1 s razli¢itim pocetnim brojem kolonija i1 biljaka u eksperimentalnim grupama ovisno o
dostupnosti kolonija u pocetnoj kulturi biljaka. Takoder se u obzir uzima i mogucnost

formiranja novih biljaka unutar vremena trajanja tretmana.

2.7. Odredivanje koncentracije proteina

Biljni materijal, nakon ispiranja destiliranom vodom i suSenja pomocu papirnatih ubrusa,
prebacen je u porculanski tarionik te usitnjen u teku¢em dusiku uz dodatak polivinil pirolidona
(PVP). PVP u ekstrakciji veze polifenole koji bi mogli smetati prilikom mjerenja aktivnosti
enzima. Usitnjeno tkivo prebaceno je u prethodno izvaganu kivetu. Masa svjeze tvari potrebna
za ekstrakciju topljivih proteina iznosila je oko 0,2 g. Tkivo je ekstrahirano dodatkom 1 ml
hladnog 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. Supernatant je 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. Ekstrakcijski pufer za pripremu sirovih ekstrakata za odredivanje aktivnosti gluation-
reduktaze, glutation-S-transferaze i1 superoksid-dismutaze sadrzavao je 0,1 M K,HPOys, 0,1 M
KH;PO4 1 1 mM EDTA (pH 7,0). Za svaki tip uzoraka proteinski ekstrakt je pripremljen u 3

ponavljanja.
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Koncentracija proteina u uzorcima pripremljenim u prethodno opisanom postupku mjerena je
spektrofotometrijskom metodom prema Bradford-u (1976). Metoda se 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 uz pomo¢ bazdarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije niza
razrjedenja albumina iz govedeg seruma (engl. Bovine Serum Albumin, BSA) poznatih
koncentracija. Kona¢na koncentracija proteina izrazena je u jedinici pg/g sv. tv.. Bradford radna
otopina sastoji se od 95%-tnog etilnog alkohola, 88%-tne ortofosforne kiseline, Bradford
maticne 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.

2.8. Odredivanje koncentracije klorofila a i klorofila b

Za spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata biljno tkivo je
usitnjeno u teku¢em dusiku uz dodatak magnezijevog hidrogenkarbonata (MgHCO3) do finog
praha. Oko 0,1 g usitnjenog tkiva odvagano je u prethodno oznacene i1 izvagane plasti¢ne kivete
od 2 ml te je odredena tocna masa. Pigmenti su ekstrahirani u 1 ml hladnog acetona,15 minuta
na ledu nakon ¢ega su centrifugirani 10 minuta pri 18 000 g i temperaturi 4 °C. Supernatant je
dekantiran u plasti¢nu epruvetu s ¢epom na navoj, a na talog je ponovno dodan 1 ml acetona.
Postupak reekstrakcije ponovljen je Cetiri do pet puta, do potpunog obezbojenja tkiva u talogu.
Volumen spojenih supernatanata izmjeren je menzurom, ekstrakt je potom pretocen u staklenu
kivetu te je spektrofotometrijski odredena apsorbancija pri valnim duljinama od 644,8 i 661,6
nm. Koncentracija klorofila a (Chla) i klorofila  (Chlb) izracunata je prema formulama (25 1
26) uz koristenje ekstinkcijskih koeficijenata prema Lichtenthaler (1987) te izrazena u mg/g

svjeze tvari.:

Chla= (11,24 X As¢é1,6- 2,04 X A6a48) X V/ m X 103 (25)
Chlb= (20,13 X Asa4,3- 4,19 X Aes1,6) X V/m x 103 (26)
pri ¢emu je:

V = ukupni volumen ekstrakta fotosintetskih pigmenata u ml

m = masa uzorka u gramima
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Suha tvar uzorka odredena je vaganjem mase svjeze tvari koja je zatim suSena 24 sata u
suSioniku na 105 °C te ponovno izvagana. Kona¢na koncentracija fotosintetskih pigmenata

izrazena je po masi suhe tvari (sh.tv.).

2.9. Komponente antioksidacijskog odgovora

2.9.1. Enzimski antioksidansi
2.9.1.1. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti askorbat-peroksidaze

Aktivnost enzima askorbat-peroksidaza (APX; EC 1.11.1.11) odredena je prema Nakano i
Asada (1981). Reakcijska smjesa sadrzavala je 0,05 M KH>POs4, 0,05 M KoHPO4, 0,1 mM
EDTA, 5 mM askorbinske kiseline i 12 mM H>O; (pH 7,0). U kivetu od kvarcnog stakla dodano
je 1790 ul 50 mM kalij fosfatnog pufeta (pH 7,0) koji je sadrzavao 0,1 mM EDTA, 20 pl
askorbinske kiseline, 180 pl proteinskog ekstrakta i 10 pul H>O>. Smanjenje apsorbancije
praceno je pri 290 nm svake sekunde tijekom jedne minute. Svaki uzorak izmjeren je u triplikatu
te je za konacan izracun aktivnosti prema prilozenoj formuli (27) koriStena srednja vrijednosti
promjena apsorbancije. Ukupna aktivnost enzima (APXu) prikazana je kao promjena

apsorbancije u minuti po gramu svjeze tvari.

AA200=X"-Y - Vu/mx Va [ming! sv.tv.] (27)
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

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

koncentracije proteina i izrazena u min™! mg™! prot.
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2.9.1.2. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti gvajakol-peroksidaze

Aktivnost enzima gvajakol-peroksidaze (GPOX; EC 1.11.1.7) odredena je prema Siegel i
Galston (1967). Reakcijska smjesa sadrzavala je 5 mM gvajakola, 0,2 M KH,PO4, 0,2 M
NaxHPOs4 x 12 H>O 1 5 mM H>0: koji je dodan neposredno prije mjerenja. Na 980 ul 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 izracun
aktivnosti koriStena je srednja vrijednost promjena apsorbancije (27). Ukupna aktivnost
gvajakol-peroksidaze (GPOXu) izraZzena je kao promjena apsorbancije u minuti po gramu
svjeze tvari. Specifi¢na aktivnost (GPOXs) odredena je kao kvocijent GPOXu i koncentracije

proteina i izrazena u min™! mg™! prot.

2.9.1.3. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost enzima katalaze (CAT; EC 1.11.1.6) odredena je pracenjem promjene apsorbancije
zbog smanjenja koli¢ine H>O> metodom prema Aebi (1984). Reakcijska smjesa sastojala se od
0,05 M KH>POs, 0,05 KoHPO4 1 0,01 M H>0.. Reakcija je zapoceta dodatkom 50 pl sirovog
ekstrakta proteina u 1950 pl reakcijske smjese te je promjena apsorbancije mjerena pri 240 nm
svakih 10 sekundi tijekom jedne minute. Svaki uzorak mjeren je u triplikatu a za izracun
aktivnosti koriStena je srednja vrijednost promjena apsorbancije. Ukupna aktivnost katalaze
(CATu) izrazena je kao promjena apsorbancije u minuti po gramu svjeze tvari (27). Specifi¢na
aktivnost (CATs) odredena je kao kvocijent CATu i1 koncentracije proteina te izrazena u

min"! mg! prot.

2.9.1.4. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima glutation-reduktaze

Ukupna aktivnost enzima glutation-reduktaze (GR; EC 1.6.4.2) odredena je prema Dolphin i
suradnicima (1989). Reakcijska smjesa sadrzavala je 0,1 M KH>POs, 0,1 M K;HPO4, 1 mM
EDTA, 2 mM NADPH i 2 mM GSSG. U kvarcnu kivetu dodano je 500 uLL. 2 mM GSSG, 400 pl
100 mM kalij-fosfatnog pufera (pH=7,5) koji je sadrzavao 1 mM EDTA, 50 ul sirovog ekstrakta
proteina te 50 ul 2 mM NADPH. Smanjenje apsorbancije prac¢eno je svake sekunde tijekom

jedne minute pri valnoj duljini od 340 nm. Ukupna aktivnost enzima glutation-reduktaze (GRu)

41



Materijal i metode

izraZzena je kao promjena apsorbancije u minuti po gramu svjeze tvari. Specificna aktivnost

(GRs) odredena je kao kvocijent GRu i koncentracije proteina te izrazena u min™! mg™! prot.

2.9.1.5. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima glutation-S-transferaze

Ukupna aktivnost enzima glutation-S-transferaze (GST; EC 2.5.1.18) odredena je metodom
prema Habig i sur. (1974). Metoda se temelji na upotrebi 1-kloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB,
engl. I-chloro-2,4-dinitrobenzene) kao supstrata na koji se veze tiolna grupa glutationa te
uslijed formiranja konjugata glutation-2,4-dinitrobenzena dolazi do smanjenja apsorbancije pri
valnoj duljini 340 nm. Reakcijska smjesa sastojala se od 0,1 M KH>PO4, 0,1 M KoHPO4, 1 mM
EDTA, 75 mM reduciranog glutationa i 30 mM otopine CDNB. U kivetu od kvarcnog stakla
dodano je 1300 pl 100 mM kalij-fosfatnog pufera (pH=6,5) koji je sadrzavao | mM EDTA, 50
ul otopine reduciranog glutationa i 50 pl otopine CDNB. Nakon ekvilibriranja pri 25 °C dodano
je 100 ul ekstrakta proteina te je smjesa dobro promijeSana. Pad apsorbancije prati se pri 340
nm svakih 30 sekundi tijekom 5 minuta. Od izmjerenih promjena apsorbancije uzoraka oduzima
se apsorbancija slijepe probe koja se sastoji od 1400 ul 100 mM kalij-fosfatnog pufera (pH=6,5)
s 1 mM EDTA, 50 pl otopine reduciranog glutationa 1 50 pl otopine CDNB. Jedna jedinica
enzima GST definirana je kao koli¢ina enzima potrebna da konjugira 1 pmol CDNB s
reduciranim glutationom po minuti pri pH 6,5 i 25°C. Ukupan broj jedinica GST izraZen je kao
koli¢ina jedinica po gramu svjeze tvari dok je specificna koli¢ina jedinica izrazena kao

kvocijent ukupnih jedinica i koncentracije proteina te izrazena kao U mg™! prot.

2.9.1.6. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze

Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD; EC 1.15.1.1) odredena je spektrofotometrijskom
metodom koju su opisali Giannopolitis i Ries (1977). Metoda se temelji na uporabi nitro plavog
tetrazolijskog klorida (NBT) kao supstrata koji se u prisutnosti superoksidnih radikala reducira
do plavo obojenog formazina. Redukcija je inhibirana u prisutnosti SOD. Reakcijska smjesa
(pH=7,5) sastojala se od 0,05 M KH>PO4, 0,05 M KoHPO4, 13 mM metionina, 75 uM NBT,
0,1 mM EDTA i 2 uM riboflavina koji je dodan neposredno prije mjerenja. Za izradu krivulje
aktivnosti pripremljena su razrjedenja proteinskog ekstrakta mijeSanjem ekstrakta (10-70 pl) 1

pufera za ekstrakciju proteina do ukupnog volumena od 80 pl. Za svaki je proteinski ekstrakt
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napravljena zasebna krivulja aktivnosti. U plasticnu kivetu dodano je 910 pl reakcijskog pufera,
80 pl razrijedenog proteinskog ekstrakta i 10 uM riboflavina te je reakcija zapoceta stavljanjem
reakcijske smjese pod izvor svjetlosti (neonska lampa, 36 W). Nakon 10 minuta na svjetlu,
reakcija je prekinuta i1 smjesa je koriStena za mjerenje maksimalne apsorbancije nastalog
formazina pri valnoj duljini od 560 nm. Jedna jedinica enzima SOD definirana je kao koli¢ina
enzima potrebna da izazove 50%-tnu inhibiciju redukcije NBT. Ukupan broj jedinica SOD je
izrazen kao koli¢ina jedinica po gramu svjeze tvari dok je specifi¢na koli¢ina jedinica izrazena

kao kvocijent ukupnih jedinica i koncentracije proteina te izrazena kao U mg™! prot.

2.9.2. Neenzimski antioksidansi
2.9.2.1. Odredivanje koncentracije ukupnih karotenoida

Koncentracija ukupnih karotenoida (Car) odredena je iz ekstrakta za mjerenje koncentracije
fotosintetskih pigmenata postupkom opisanim u poglavlju 2.8. Koncentracija Car odredena je
mjerenjem apsorbancije pri valnim duljinama 470, 644,8 i 661,6 nm i izraCunata prema
jednadzbi br. 28 uz koristenje ekstinkcijskih koeficijenata prema Lichtenthaler (1987) te

izrazena u mg g’! sh. tv:

Car=[10% X A470 — 1,9(11,24 X As61,6- 2,04 X Ag44,8) — 63,14(20,13 X Ac44,8- 4,19 X As61,6)]
X V/214 X m x 103 (28)

pri Cemu je:
V = ukupni volumen ekstrakta fotosintetskih pigmenata u ml

m = masa uzorka u gramima

2.9.2.2. Odredivanje koncentracije ukupnih topljivih fenola

Uzorkovano biljno tkivo isprano je destiliranom vodom, posuSeno papirnatim ubrusima i
usitnjeno u teku¢em dusiku do finog praha. Oko 0,1 g usitnjenog tkiva odvagano je u prethodno
izvaganu 1 oznacenu plasti¢nu kivetu te ekstrahirano dodatkom 1 ml 80%-tnog etanola. Nakon
ekstrakcije u trajanju 24 h pri -20 °C uzorci su centrifugirani 10 min pri 15 000 g i 4 °C, a

dobiveni supernatant odvojen je za odredivanje sadrzaja ukupnih topljivih fenola.
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Sadrzaj ukupnih fenola (PHE) odreden je spektrofotometrijski pra¢enjem metode po Folin-
Ciocalteauu (Singleton i Rossi, 1965). Metoda se temelji na reakciji Folin-Ciocalteau (FC)
reagensa (kompleks fosfomolibdenske-fosfovolframske kiseline) i reducirajuéeg reagensa
(fenolni spoj) pri ¢emu dolazi do pojave plavog obojenja. U kivetu je dodano 100 pl alkoholnog
ekstrakta tkiva, 700 uL vode 1 100 pl FC reagensa te pomijesano na vrtloznoj mijesalici. Nakon
inkubacije (5 min) u reakcijsku smjesu dodano je 150 pl zasi¢ene otopine NaxCOs. Uzorci su
zatim inkubirani 60 min pri 37 °C u vodenoj kupelji. Po zavrSetku inkubacije mjerena je
apsorbancija pri valnoj duljini od 765 nm u odnosu na slijepu probu. Koncentracija ukupnih
PHE odredena je iz bazdarne krivulje za koju je kao standard koriStena galna kiselina (GA).
Koncentracija ukupnih topljivih fenolnih spojeva u biljnom tkivu izrazena je u mg ekvivalenata

galne kiseline (GAE) po gramu svjeze tvari (mgcar g™ sv.t.).

2.9.2.3. Odredivanje koncentracije askorbinske kiseline

Koncentracija askorbinske kiseline (AA) je odredena metodom po Murkherjee i Choudhouri
(1983). Oko 40 mg fino usitnjenog biljnog tkiva preneseno u prethodno izvaganu i ozna¢enu
kivetu od 2 mL. Na biljno tkivo zatim je dodano 1 mL 6%-tne TCA, 500 ul 2%
dinitrofenilhidrazina (DNPH) otopljenog u 50% H2SO4 te 1 kap 10% tiouree otopljene u 70%
etanolu. Slijepa proba pripremljena je od 1 mL 6%-tne TCA, 500 ul 2% dinitrofenilhidrazina
(DNPH) otopljenog u 50% H>SO4 te 1 kap 10% tiouree otopljene u 70% etanolu. Uzorci i
slijepa proba su zatim 15 minuta inkubirani u vodenoj kupelji pri 95 °C. Nakon hladenja do
sobne temperature uzorci su centrifugirani 10 minuta pri 6 000 g i 4 °C. Dobiveni supernatant
prebacen je u staklene kivete, a talog je otopljen dodavanjem dva puta po 750 pL 80% H2SOs.
Nakon otapanja taloga dobiveni supernatanti su spojeni i dobro promijesani. Apsorbancija
uzoraka odredena je pri 520 nm te je koncentracija askorbinske kiseline dobivena
ekstrapolacijom iz standardne krivulje s poznatim koncentracijama AA 1 izrazena u

pmol g! sv.tv. uz ekstincijski koeficijent £350=226,2 mM™' cm’!.

2.9.3. Odredivanje ukupne antioksidacijske aktivnosti

Kontrolne i tretirane biljke po isteku vremena tretmana isprane su destiliranom vodom,

posuSene pomocu papirnatog ubrusa te usitnjene do finog praha pomocu tekuéeg dusika. Oko
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0,1 g biljnog praha odvagano je u prethodno izvaganu i oznacenu kivetu. U kivetu je dodan
1 ml 80%-tnog etanola i ekstrakcija se provodila 24 h pri -20 °C. Nakon centrifugiranja (10 min

pri 15000 g i 4 °C) dobiveni supernatant odvojen je u istu kivetu.

Ukupna antioksidacijska aktivnost (UAA) u L. gibba odredena je metodom po Brand-Williams
1 sur. (1995). Ova metoda temelji se na redukciji DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikala.
Uklanjanje radikala prati se smanjenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 515 nm do kojeg
dolazi zbog smanjenja koli¢ine antioksidanasa (AH) ili reakcije s radikalima (R") (jednadzbe

29 i 30).
DPPH' + AH > DPPH-H + A’ (29)

DPPH' + R* > DPPH-R (30)

Reakcija zapocinje mijeSanjem 20 ul ekstrakta vodene lec¢e i 980 pl otopine DPPH radikala u
¢vrsto zatvorenim kivetama uz lagano mijesanje pri 20 °C u trajanju od 15 minuta. Po zavrsetku
reakcije izmjerena je apsorbancija otopine pri valnoj duljini od 515 nm. Ukupna
antioksidacijska aktivnost uzorka odredena je iz standardne krivulje apsorbancije otopina
poznate koncentracije Trolox-a (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) i

1zrazena u ekvivalentima Troloxa.

2.10. Odredivanje koncentracije vodikovog peroksida

Koncentracija vodikovog peroksida (H202) odredena je metodom koju su opisali Murkherejee
i Choudhouri (1983). Nakon tretmana biljke su isprane destiliranom vodom i osusene
papirnatim ubrusom te usitnjene u teku¢em duSiku uz pomo¢ porculanskog tarionika i tucka.
Vodikov peroksid ekstrahiran je iz 0,2 g usitnjenog tkiva 15 minuta u 1 ml ledeno-hladnog
acetona. Uz uzorke tretiranog tkiva i kontrole pripremljena je i slijepa proba koja se sastojala
od 1 ml acetona bez biljnog tkiva. Uzorci i slijepa proba centrifugirani su 5 minuta pri 6 000 g
i 4 °C nakon &ega je odvojenom supernatantu dodano 400 pl titanovog reagensa i 500 pl
NH4OH (konc.). U egzotermnoj reakciji titanovog reagensa, NH4OH i1 H>O> u supernatantu
nastaje kompleks titan-peroksida. Istalozeni titan-peroksid odvojen je centrifugiranjem pri
15 000 g i 4 °C u trajanju od 10 minuta te otopljen u 1 ml 2M H,SO4. Nakon ponovnog

centrifugiranja, bistri dio supernatanta odvojen je u kivetu te mu je mjerena apsorbancija pri

45



Materijal i metode

valnoj duljini od 415 nm. Koli¢ina H>O» izraunata je iz standardne krivulje apsorbancije
otopina poznate koncentracije H>O>. Konac¢ni rezultati izraZeni su u pmol po gramu svjeze tvari

(umol g sv.tv.).

2.11. Odredivanje koncentracije produkata lipidne peroksidacije

Koncentracija produkata lipidne peroksidacije odredena je kao koncentracija supstanci koje
reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom (engl. thiobarbituric acid reactive substances “-TBARS)
metodom po Verma i Dubey (2003). Tkivo vodene le¢e nakon ispiranja destiliranom vodom 1
suSenja papirnatim ubrusom, usitnjeno je do finog praha u tekuc¢em dusSiku. Oko 0,2 g
usitnjenog tkiva ekstrahirano je s 1 ml 0,1%-tne trikloroctene kiseline (TCA). Nakon
centrifugiranja pri 6 000 g i 4 °C u trajanju od 5 min odvojeno je 0,5 ml supernatanta te
pomijesano s 1 ml 0,5%-tne tiobarbiturne kiseline (TBA) u 20%-tnoj TCA. Tako dobivena
smjesa zagrijana je 30 min u vodenoj kupelji na 95 °C pri ¢emu dolazi do raspada lipidnih
peroksida te nastaju produkti koji reagiraju s TBA. Nakon hladenja na ledu uzorci su
centrifugirani pri 18 000 g i 4 °C tijekom 15 min. Supernatant je koristen za
spektrofotometrijsko mjerenje apsorbancije pri valnim duljinama od 532 1 600 nm. Kao slijepa
proba koriStena je otopina 0,5% TBA u 20% TCA. Koncentracija produkata lipidne
peroksidacije izra¢unata je koristenjem molarnog ekstinkcijskog faktora 155 mM™! cm™ prema

jednadzbi 31 iizraZenau nM g sv.tv.

TBARS = [( As32 - Ao / 155) / m | x 103 (31)

2.12. Odredivanje mineralnog sastava tkiva vodene lece

Mineralni sastav vodene le¢e analiziran je nakon 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim
Ag. Nakon tretmana biljke su isprane otopinom EDTA da bi se uklonilo elemente s povrSine
biljke. Za analizu mineralnog sastava tkiva vodene le¢e primijenjene su uobicajene metode

razaranja organske tvari mokrim postupkom (smjesa nitratne kiseline i vodikovog peroksida).
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2.12.1. Priprema osnovne otopine

Na 0,2 do 0,5 g suhe samljevene biljne tvari u kiveti za razaranje dodano je 9 ml HNO3 i 2 ml
H>0O:. Preliveni uzorak ostavljen je preko noc¢i na sobnoj temperaturi te zatim mikrovalno
razaran pri temperaturi 200 °C u trajanju 2 h. Ohladeni uzorak je kvantitativno prenesen u

oznacene kivete te su kivete bile nadopunjene vodom do 35 ml.

2.12.2. Odredivanje koncentracije srebra

Koncentracija srebra (Ag) u osnovnoj otopini odredena je apsorpcijskom i/ili emisijskom
tehnikom pomocu atomskog apsorpcijskog spektrofotometra (AAS). U svrhu kalibracije AAS,
pripremljeno je niz standardnih otopina poznatih koncentracija analiziranog elementa. Rezultati
analiza izrazeni su u pg mL! ili mg L (prijasnje oznake ppm) i oznacavaju koncentraciju
ispitivanog elementa u osnovnoj otopini. Ocitane vrijednosti koncentracije analiziranih

elemenata su preraunate u sadrzaj elemenata u mg/kg (Lisjak i sur., 2009.).

2.12.3. Odredivanje koncentracije Zeljeza, magnezija i kalija

Koncentracija Fe, Mg i K u osnovnoj otopini odredena je apsorpcijskom i/ili emisijskom
tehnikom pomocu atomskog apsorpcijskog spektrofotometra (AAS). U svrhu kalibracije AAS,
pripremljeno je niz standardnih otopina poznatih koncentracija analiziranog elementa. Rezultati
analiza izrazeni su u pg mL™! ili mg L' u osnovnoj otopini. O¢itane vrijednosti koncentracije

analiziranih elemenata su preraunate u sadrzaj elemenata u mg/kg (Lisjak i sur., 2009.).

2.13. Statisti¢ka obrada

Svi pokusi izvedeni su u tri ponavljanja i svi uzorci uzimani u triplikatu (iz tri Erlenmayerove
tikvice). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD). Prilikom
statisticke obrade rezultata koriStena je jednosmjerna analiza varijance (engl. analysis of
variance — ANOVA). Zbog nehomogenosti varijanci podataka, izvorni podatci aktivnosti
enzima su logaritamski transformirani kako bi se zadovoljili uvjeti za analizu varijance.
Znacajnost razlike primijenjenih tretmana u odnosu na kontrolu ispitana je Tukey HSD post
hock testom (engl. Tukey's HSD test; honestly significant difference test). Kao kontrola za svaki

mjereni parametar uzeti su podatci izmjereni za biljke koje su uzgajane u potpunoj hranjivoj
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otopini bez dodatka ionskog koloidnog Ag (100% koncentracije N 1 P u hranjivoj otopini + 0
ng/L ionskog koloidnog Ag). Znacajnost razlike izmedu eksperimentalnih grupa nakon 48 h
tretmana ispitana je LSD testom (engl. least significant difference). Rezultati mjerenja
koncentracije Ag i nutrijenata u tkivu L. gibba usporedeni su s kontrolom Studentovim t-testom.
Stupanj povezanosti istrazivanih parametara utvrden je primjenom Pearsonovog koeficijenta
korelacije. Za sve testove uzeta je razina znacajnosti P<0,05. Za statstiCku obradu podataka

koriSten je racunalni program STATISTICA 8.0 (Statsoft Inc, SAD).
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3. Rezultati
3.1. Prirast broja biljaka

Rast biljaka bio je znacajno inhibiran ve¢ tijekom perioda prilagodbe na smanjenje
koncentracije N i P u hranjivim otopinama. Najveé¢i specificni prirast broja biljaka (p)
zabiljezen je za biljke kultivirane u potpunoj hranjivoj otopini. Smanjenjem koncentracije N 1
P za 50% u odnosu na potpunu hranjivu otopinu (100%) nije zabiljeZen znacajan utjecaj na
prirast broja biljaka. Daljnjim smanjenjem koncentracije N 1 P u hranjivoj otopini dolazi do
znad¢ajnog smanjenja prirasta. Najmanja vrijednost prirasta (0,136 = 0,002 dan!) zabiljezena je
za biljke koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 1% koncentracije N i P u odnosu na 100%
hranjivu otopinu kao kontrolu. Prirast broja biljaka pri smanjenju koncentracije N i P u hranjivoj
otopini na 1% u usporedbi s prirastom broja biljaka u potpunoj hranjivoj otopini (0,313 + 0,036
dan™') bilo je 62% manji. Ovakva inhibicija rasta broja biljaka onemogu¢ila je razvoj dovoljnog
broja biljaka potrebnog za ispitivanje djelovanja ionskog koloidnog Ag u kombinaciji s ovim

razrjedenjem nutrijenata u hranjivoj otopini.

Prirast broja biljaka L. gibba koje su uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini bio je statisticki
znacajno inhibiran 48 h od pocetka tretmana s 200, 500 i 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag
(F=21,725; P<0,01) dok najmanja koncentracija ionskog koloidnog Ag nije imala znacajan
utjecaj (Slika 13). Koncentracija ionskog koloidnog Ag od 200 ug/L smanjila je specificni
prirast za 17% u usporedbi s kontrolom. Daljnjim povecanjem koncentracije ionskog koloidnog
Ag u potpunoj hranjivoj otopini zabiljezeno je daljnje smanjenje prirasta, za 34% pri 500 pg/L
1 55% pri 1000 pg/L. Slicno tome, prirast broja biljaka koje su uzgajane u hranjivoj otopini s
50% N 1 P takoder je bio znacajno inhibiran u tretmanu s tri najvece koncentracije ionskog
koloidnog Agu usporedbi s kontrolom. Pri tretmanu s 200 pg/L prirast broja biljaka bio je manji
13%, pri 500 pg/L ionskog koloidnog Ag manji za 15% dok je najveca koncentracija ionskog
koloidnog Ag smanjila prirast za 18% u odnosu na kontrolu. Smanjene koncentracije N1 P u
hranjivoj otopini na 25% 1 10% u odnosu na potpunu hranjivu otopinu uzrokovale su smanjenje
prirasta broja biljaka 23% (0,240 + 0,014 dan™') i 41% (0,184 + 0,021 dan™') u usporedbi s
kontrolom (0,313 + 0,037 dan™'). Dodatkom ionskog koloidnog Ag biljkama koje su uzgajane
u hranjivim otopinama s 25% i 10% N i P takoder dolazi do znacajnog smanjenja prirasta broja
biljaka u usporedbi s kontrolom (Slika 13). Pri tretmanu s najve¢om koncentracijom ionskog
koloidnog Ag prirast broja biljaka smanjen je za 31% pri 25% N 1 P u hranjivoj otopini te za

41% u hranjivoj otopini s 10% N 1 P u usporedbi s kontrolom.
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Ionsko koloidno Ag koncentracije 100 pg/L uzrokovalo je vecu inhibiciju prirasta broja biljaka
kada je tretman bio u hranjivoj otopinom s 25 i 10% koncentracije N i P. Tretman biljaka s 200,
500 i 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag uzrokovao je manju inhibiciju prirasta biljaka u
hranjivoj otopini s 50 1 25% koncentracije N 1 P u usporedbi s biljkama u potpunoj hranjivoj

otopini (Slika 13).
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Slika 13. Specifi¢ni prirast broja biljaka (n) L. gibba pri razli¢itim koncentracijama N i P u
hranjivoj otopini (100, 50, 25 1 10%) 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100,
200, 500 i 1000 pg/L). Podaci su prikazani kao postotak kontrole + SD. Rezultati oznaceni

razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,05).

Vrijeme potrebno za udvostruc¢enje broja biljaka (Tq) u kontroli bilo je 2,239 + 0,261 dana (Slika
14). Smanjenjem koncentracije N 1 P u hranjivoj otopini i dodatkom ionskog koloidnog Ag
zabiljezeno je znacajno povecanje Tq za L. gibba (F=28,427; P<0,01). Za biljke koje su
uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini T4 u tretmanu s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag bilo je
dvostruko vece (4,977 = 0,261 dana) u usporedbi s kontrolom. Smanjenjem koncentracije N i
P u hranjivoj otopini na 25% 1 10% u odnosu na potpunu hranjivu otopinu Tq se znacajno

povecalo na 3,026 £ 0,628 dan i 3,814 + 0,446 dan u usporedbi s kontrolom.
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Slika 14. Vrijeme udvostrucenja broja biljaka (Tq) L. gibba pri razli¢itim koncentracijama N 1

P u hranjivoj otopini (100, 50, 25 i 10%) 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag

(100, 200, 500 i 1000 pg/L). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. Rezultati

oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test,

P<0,05).
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3.2. Prirast svjeZe mase biljaka

Prema rezultatima analize varijance (F=57,247; P<0,01) prirast svjeze mase biljaka L. gibba
nakon 48 h tretmana s ionskim koloidnom Ag u hranjivoj otopini s razli¢itim razrjedenjima
koncentracije N i P bio je znacajno inhibiran u usporedbi s kontrolom (Slika 15). Prirast svjeze
mase kontrolnih biljaka iznosio je 0,282 + 0,033 dan™'. Sli¢no kao i prirast broja biljaka koje su
uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini, prirast svjeze mase L. gibba bio je statisticki znacajno
inhibiran 48 h od pocetka tretmana s 200, 500 1 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag dok najmanja
koncentracija Ag nije imala znacajan utjecaj na prirast svjeze mase (S/ika 15). Koncentracija
ionskog koloidnog Ag od 1000 pg/L smanjila je prirast za 55% u usporedbi s kontrolom, dok
je smanjenje prirasta pri tretmanima s 200 pg/L 1 500 pg/L iznosilo 17% 1 34% u usporedbi s
kontrolnim biljkama. Prirast svjeZe mase biljaka koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 50% N
i P bio je znacajno inhibiran pri svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag (Slika 15). Pri
tretmanu s najmanjom koncentracijom ionskog koloidnog Ag prirast svjeze mase biljaka
iznosio je 0,253 £ 0,031 dan™! i bio je 15% manji u usporedbi s kontrolom. Prirast svjeZe mase
biljaka 48 h od pocetka tretmana s 200 pg/L ionskog koloidnog Ag (0,210 + 0,031 dan™) bio je
za 25% manji u odnosu na kontrolu, dok je pri tretmanu s dvije najvece koncentracije ionskog
koloidnog Ag prirast svjeze mase bio manji za 27% i 38% u usporedbi s kontrolom (Slika 15).
Sliéno kao 1 prirast broja biljaka, smanjene koncentracije N 1 P u hranjivoj otopini na 25% 1
10% u odnosu na potpunu hranjivu otopinu uzrokovale su smanjenje prirasta svjeZze mase
biljaka za 23% (0,216 + 0,023 dan™) i 42% (0,165 + 0,016 dan™") u usporedbi s kontrolom
(0,282 + 0,033 dan™!). Dodatkom ionskog koloidnog Ag biljkama koje su uzgajane u hranjivim
otopinama s 25% 1 10% N 1 P zabiljeZena je progresivna inhibicija prirasta svjeZe mase biljaka
u usporedbi s kontrolom (S/ika 15). Za biljke koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 25%
koncentracije N i P utvrdena je 50%-tna inhibicija prirasta svjeze mase biljaka pri tretmanu s
500 pg/L ionskog koloidnog Ag. S druge strane prirast svjeze mase biljaka uzgajanih u hranjivoj
otopini s 10% N 1 P ve¢ pri najmanjoj koncentraciji ionskog koloidnog Ag (100 pg/L) bio je
inhibiran 60% u odnosu na kontrolu. Prirast svjeze mase biljaka manji je za 62% pri tretmanu
s 200 pg/L te 69% pri tretmanu s 500 pg/L ionskog koloidnog Ag. Pri tretmanu s najve¢om
koncentracijom ionskog koloidnog Ag prirast svjeZe mase biljaka smanjen je za 59% pri 25%

N 1 P u hranjivoj otopini te za 72% u hranjivoj otopini s 10% N i P u usporedbi s kontrolom.
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Slika 15. Prirast svjeze mase biljaka (1) L. gibba pri razlic¢itim koncentracijama N i P u hranjivoj
otopini (100, 50, 25 1 10%) 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i
1000 pg/L). Podaci su prikazani kao postotak kontrole = SD. Rezultati oznaceni razlicitim

slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,05).
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3.3. Apscizija frondova

Tretman ionskim koloidnim Ag uzrokovao je preuranjeno otpusStanje mladih biljaka od
maj¢inske biljke pri svim razrjedenjima N i P u hranjivoj otopini, $to je rezultiralo manjim
kolonijama (7ablica 5). Vrijednosti %FA povecavale su se s pove¢anjem koncentracije ionskog
koloidnog Ag u hranjivoj otopini. Proces apscizije frondova pri tretmanu ionskim koloidnim
Ag u potpunoj hranjivoj otopini (100%) bio je na vrhuncu nakon 8 h tretmana kada su
vrijednosti %FA iznosile 22,22 + 4,32% (100 pg/L), 25,00 + 4,41% (200 ng/L), 27,78 £ 4,05%
(500 ng/L) 144,44 £+ 3,73% (1000 pg/L). Nakon 24 h %FA bio je ve¢i od kontrole pri tretmanu
s tri najvece koncentracije ionskog koloidnog Ag dok je nakon 48 h samo najvecéa koncentracija
ionskog koloidnog Ag imala znacajan utjecaj na raspad kolonija (P<0,05). Kada su biljke
tretirane ionskim koloidnim Ag u kombinaciji sa smanjenjem koncentracije N i P u hranjivoj
otopini na 50%, apscizija frondova bila je na vrhuncu ve¢ nakon 4 h tretmana. U tretmanu sa
100 pg/L nakon 4 h raspalo se 25 = 4% kolonija u pokusu. S povecanjem koncentracije ionskog
koloidnog Ag povecao se i postotak raspadnutih kolonija pa je tako pri 200 pg/L raspadnuto
32 + 4% kolonija, pri 500 pg/L 38,89 + 3% kolonija dok je koncentracija 1000 pg/L Ag
uzrokovala raspad 48,61 + 4% kolonija u pokusu. Kada je tretman ionskim koloidnim Ag bio
u kombinaciji s 25% N i P u hranjivoj otopini, najvise vrijednosti %FA zabiljezene su nakon
4 h za nize koncentracije Ag dok je pri najvecoj koncentraciji Ag vrhunac raspada kolonija bio
nakon 12 h tretmana kada je 46,47 + 4% kolonija bilo raspadnuto. Na proces preuranjenog
otpustanja biljaka iz kolonije u hranjivoj otopini s 10% N i P znacajan utjecaj imala je samo
najveca koncentracija ionskog koloidnog Ag (1000 pg/L) nakon 12 h kada je 18,06% kolonija
bilo raspadnuto. Nakon 24 h 1 48 h od pocetka tretmana s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag bilo
je raspadnuto 17,22% 1 20,99% kolonija.
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Tablica 5. Postotak apscizije frondova (%FA) L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka

tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim

koncentracijama N i P (100, 50, 25 1 10%).

%FA
Tretman/Vrijeme 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h
NiP Ag
(%)  (ng/L)

0 0 0 0 0 3,33+0,2 15,48 £3
100 0 556+ 1 22,22 + 4% 19,44 + 2* 17,06 +3 16,039
100 200 0 13,89+ 1 25,00 £ 4* 2483 +£2* 2333 +£3* 20,56+ 3
500 0 16,67+ 1 27,78 + 4% 2722+2% 27778 £3* 19,44 +£3
1000 0 2222+ 1% 44,44+ 4* 43,06 £2*  3750+3* 34,17+3*
0 0 0 0 333+£0,25  3,33+0,25 14,68 £ 1
100 0 25,00+ 4* 26,39 £ 5% 22,78 £ 2% 16,17+3 15,752
50 200 0 31,94 £4* 29,17 +4* 23,89 £ 2% 19,05 £2%* 1511£2
500 11,11+ 1* 38,89+£3* 33,33 +3* 29,72 £2% 23,33 +£2% 16,87+1
1000 1528+ 1* 48,61 £4* 48,61 +4* 41,67+4*  34,17+3* 2321 +£2%
0 0 0 0 6,67+ 1 7,94+ 1,5 12,002
100 0 25,00+ 3* 20,83 £2%* 26,67 4% 26,11 £4* 2222 +2%
25 200 11,11 £2* 26,94 +3* 24,17+ 3* 2897+4*  27,78+3* 26,67 +3*
500 16,67 +3* 40,83 £4* 40,83 + 4* 37,50 +£3*  34,44+3* 28,97 +2%*
1000 22,22 £2% 40,28 +4* 40,28 + 4* 46,67 +4*  37,78+3* 32,54+ 3%
0 0 0 7,50+ 1 10,00 +2 17,78 + 2 16,34+ 2
100 0 8,331 13,89 £2 15,56 +2 16,94 £2 16,472
10 200 0 8,331 8,33+1 10,83 +£2 16,67+3 16,65+3
500 4,17+1 4,17+1 4,17+1 6,67+ 1 11,67+2 16,13+3
1000 556+2 9,72+£3 9,72+£3 18,06 + 4* 17,22 +£4* 20,99 + 3*

F 3,216 6,591 5,744 5,572 5,043 4,545

P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost £ SD. *StatistiCki znacajne razlike u odnosu na

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

55



Rezultati

3.4. Koncentracija proteina

Koncentracija proteina u kontrolnim biljkama L. gibba tijekom pokusa u prosjeku je iznosila
15,813 £ 0,164 mg/g sv. tv. (Tablica 6). S povecanjem koncentracije ionskog koloidnog Ag u
potpunoj hranjivoj otopini zabiljeZeno je smanjenje koncentracije proteina u biljkama (Slika
16). Statisticki znacajno smanjenje koncentracije proteina u biljkama uzgajanim u potpunoj
hranjivoj otopini utvrdeno je nakon 4 h tretmana s tri najvece koncentracije ionskog koloidnog
Ag (P<0,05). Koncentracija proteina bila je u prosjeku manja za 7% pri 200 pg/L Ag, 8% pri
500 ng/L Agi13% pri 1000 pg/L Ag tijekom cijelog pokusa u usporedbi s kontrolnim biljkama.
Pri tretmanu s najmanjom koncentracijom ionskog koloidnog Ag, znacajno smanjenje
koncentracije proteina u odnosu na kontrolne biljke zabiljezeno je u pokusima koji su trajali
12 h 1 duze pri ¢emu je koncentracija proteina bila u prosjeku 5% manja u usporedbi s kontrolom

(Slika 16).
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Slika 16. Koncentracije proteina u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 i 48 h od pocetka tretmana
ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj otopini. Podaci su
prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) = SD. *Statisticki znacajne

razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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U biljkama koje su tretirane s Ag u hranjivoj otopini s 50% koncentracije N 1 P utvrdena je
statisti¢ki znacajno veca koncentracija proteina u usporedbi s kontrolom nakon 2 h tretmana sa
svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag (Tablica 6). Koncentracija proteina bila je veca
za 10% pri 0 pg/L Ag, 9% pri 100 pg/L Ag te 8% veca pri tretmanu s tri najvece koncentracije
ionskog koloidnog Ag. Tijekom trajanja pokusa s pove¢anjem koncentracije ionskog koloidnog
Ag utvrden je pad koncentracije proteina u biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 50%
N P iako to smanjenje nije bilo statisticki znacajno u usporedbi s kontrolom (7ablica 6). Slicne
promjene koncentracije proteina zabiljeZzene su i1 u biljkama koje su uzgajane i tretirane u
hranjivoj otopini s 25% 1 10% koncentracije N i P (Tablica 6). Pri tretmanu s 0 pg/L, 100 pg/L
1 200 pg/L ionskog koloidnog Ag koncentracija proteina bila je znacajno veca u usporedbi s
kontrolom. Medutim, tretman ionskim koloidnim Ag koncentracije 1000 pg/L uzrokovao je
znacajno smanjenje koncentracije proteina u biljkama 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana. Nakon
24 h tretmana s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag koncentracija proteina bila je 6% manja u

biljkama uzgajanim u hranjivoj otopini s 25%1 10% N1iP.

Usporedba koncentracije proteina nakon 48 h tretmana ionskim koloidnom Ag u hranjivim
otopinama s razli¢itim koncentracijama N 1 P prikazana je na slici 17. Smanjenje koncentracije
N i P u hranjivoj otopini bez dodatka ionskog koloidnog Ag (0 pg/L) uzrokovalo je povecanje
koncentracije proteina u odnosu na kontrolu. Koncentracija proteina bila je 9% veca pri 50% N
1P (17,330 + 0,730 mg/g sv tv.), 15% veca pri 25% N1 P (18,192 + 0,318 mg/g sv. tv.) te 17%
veca pri 10% koncentracije N 1 P u hranjivoj otopini (18,409 + 0,402 mg/g sv. tv.). lako je pri
svim razrjedenjima N i P u hranjivoj otopini pod utjecajem ionskog koloidnog Ag zabiljezeno
smanjenje koncentracije proteina u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu to smanjenje nije bilo
znacajno u odnosu na kontrolu cijelog pokusa. Pri tretmanu najve¢om koncentracijom Ag pri
razrjedenju N 1 P u hranjivoj otopini na 25% 1 10% koncentracije proteina bila je manja za 6%
1 9% u usporedbi s kontrolom cijelog pokusa dok je to smanjenje iznosilo 19% i 22% u
usporedbi s odgovaraju¢om kontrolom za svako razrjedenje N i P u hranjivoj otopini posebno

(Slika 17).
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Slika 17. Koncentracije proteina u L. gibba nakon 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim

Ag (100, 200, 500 1 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50,

25 1 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole = SD. Rezultati oznaceni razli¢itim

slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,05).
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Tablica 6. Koncentracije proteina u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 1 1000 ug/L) u

hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 1 10%).

Proteini (mg/g sv. tv.)

Tretman / Vrijeme

NiP(%) Ag(ugL) 2h 4h 8h 12h 24h 48 h
0 15,925 + 1,294 15,997 + 1,997 15,813 + 1,340 15,860 + 0,554 15,524 + 0,988 15,758 + 0,921
100 15216+ 1,061 15,158 + 0,960 15,191 + 1,209 14,958 + 1,425% 14913 +0,612% 14,857 + 0,489%
100 200 15298+ 1,043 14,605+ 1,481% 14,617+ 1,156* 14413 +1,561* 14,761+ 0,925% 14,428 + 0,474*
500 15220+ 1,249 14,529 +£0,653* 14,525+ 1,167%  14,417+0,456* 14,488 +0,506* 14,067 + 0,722*
1000 1523142242 14209+0,633% 14212+ 1,068*  14313+£0,510%* 14,132+ 1,095% 13,627 + 0,638*
0 17,492+ 0,979* 17,596 £2,197% 17,466 +2,083* 17,340+ 0,577* 17,285+ 0,644* 17,330 + 0,730*
100 17,405+ 0,809* 16,673 +1,056* 16,563 +1,097*  16,837+0,985* 17,283+ 1342% 17,271 + 1,815*
50 200 17,232+ 1,814* 16,066 + 1,629 15,957 + 1,614 16,003 + 1,611 16,736 + 1,421 16,408 + 1,393
500 17,149 £ 1,552* 15,982+ 0,719 15,875+ 0,767 16,046 = 0,957 15,920 + 1,476 15,608 + 1,447
1000 17,167+ 1,016 15,629 + 0,696 15,526 + 0,750 15,579 + 0,954 16,166 + 1,193 15,849 + 1,169
0 18,246+ 0,607* 18,279 +0,661*  18,411+0,569*  18,409+0,282* 18,347 +0310* 18,192 +0,318*
100 17,400+ 0,667* 17,344 +0,771* 16,906 + 0,475 16,550 + 0,442 16,454 +0,408* 16,610 % 0,453*
25 200 17,551 £0,611% 17,329 £ 0,593* 16,989 + 0,578 17,045 + 0,490 16,938 = 0,487* 17,119 +0,563*
500 16,704 + 0,503 16,775+ 0,610 16,714 + 0,751 16,381 % 0,800 16,312 + 0,704 16,449 + 0,677
1000 15,482 + 0,502 15,347 + 0,684 15,035 + 0,654 14,682+ 0,738%* 14,589+ 0,710 14,811 +0,714*
0 18,602+ 0,414* 18,237 +0,405%  18236+0,283*  18318+0,262*  18,227+0,398% 18,409 + 0,402*
100 16,702 +0,500% 16,374 + 0,490 16,373 + 0,416 16,447 £ 0,405% 16,365+ 0,486* 16,529 + 0,491*
10 200 17,191 +£0,595% 16,854 + 0,583 16,853+ 0,518 16,929+ 0,510% 16,844+ 0,579% 17,013 £ 0,585%
500 16,557 + 0,784 16,232 + 0,769 16,231 + 0,724 16,305 + 0,720 16,223 + 0,765 16,061 + 0,758
1000 16,428 + 0,809 16,106 + 0,793 16,106 + 0,774 14,642+ 0,703% 14,568 + 0,740% 14,423 +0,733*
F 7,356 9,833 8,533 13,803 16,04 18,945
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD. *Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.5. Koncentracije klorofila a i klorofila b

U biljkama koje su uzgajane i tretirane u potpunoj hranjivoj otopini koncentracija 100 ng/L Ag
nije imala statisticki znacajan ucinak na koncentraciju klorofila a (Chla) u biljkama nakon 2, 4
i 8 h tretmana, dok je nakon 12 h tretmana koncentracija Chla bila manja za 17% u usporedbi s
kontrolom (S/ika 18). Nakon 24 h (7,414 + 0,646 mg/gsh. tv.) 1 48 h (7,852 + 0,291 mg/g sh.
tv.) izmjerena koncentracija Chla bila je manja za 12% u odnosu na kontrolu. Tretman biljaka
L. gibba s 200 pg/L ionskog koloidnog Agu hranjivoj otopini znacajno je smanjio koncentraciju
Chla nakon 2 h tretmana za 9% u odnosu na kontrolu. S povecanjem trajanja pokusa
koncentracija Chla u tretmanu s 200 pg/LL Ag dodatno se smanjila, a najmanja vrijednost
izmjerena je nakon 24 h (6,121 + 0,601 mg/g sh. tv.). Kada su biljke tretirane s dvije najvece
koncentracije ionskog koloidnog Ag koncentracija Chla znacajno je smanjena ve¢ nakon 2 h
tretmana. S povecanjem trajanja pokusa zabiljeZzeno je daljnje smanjenje koncentracije Chla.
Najmanje vrijednosti izmjerene su nakon 48 h tretmana i iznosile su 5,616 + 0,464 mg/g sh. tv.

pri tretmanu s 500 ug/L 14,017 £ 0,155 mg/g sh. tv. pri tretmanu s 1000 pg/L (Slika 18).

o+ ___ pgl 0100 pgT. E200 pg/l. BW500 pg/l. W1000 pg/L
100 +—fF---===-=====F-=------==------ faiaiaiaieieieiie
b *
< 90 * ., P
: I * {
§ 80 * . )
S
*
5 70 . .
*
60
k
50 *
40
2 4 8 12 24 48
Vrijeme (h)

Slika 18. Koncentracije klorofila a (Chla) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka
tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj otopini.
Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) + SD. *Statisticki

znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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Koncentracija Chla u biljkama koje su tretirane samo hranjivom otopinom s 50% N i1 P bez
dodatka ionskog koloidnog Ag nakon 12 i 24 h bila je ve¢a za 7 1 8% od kontrole dok je dodatak
ionskog koloidnog Ag znacajno smanjio koncentraciju Chla (Tablica 7). Zna¢ajno smanjenje
koncentracije Chla zabiljezeno je nakon 2 h tretmana s 200 (10%), 500 (15%) 1 1000 pg/L
(19%). ProduZenjem trajanja pokusa na 12 h i1 duze zabiljeZeno je znaCajno smanjenje
koncentracije Chla pri svim koncentracijama Ag. Najveée smanjenje koncentracije Chla
zabiljezeno je nakon 48 h kada je utvrdeno smanjenje iznosilo 20% pri tretmanu sa 100 pg/L,
40% pri tretmanu s 200 pg/L, 37% pri tretmanu s 500 pg/L te 47% pri tretmanu s najveCom

koncentracijom ionskog koloidnog Ag.

U biljkama koje su tretirane samo hranjivom otopinom s 25% koncentracije N i P bez dodatka
ionskog koloidnog Ag takoder je utvrdena znacajno veca koncentracija Chla nakon 8, 12124 h
u usporedbi s kontrolom (7ablica 7). Povecanje koncentracije u prosjeku je iznosilo 5,33%.
Povecanje koncentracije Chla u usporedbi s kontrolom utvrdeno je i pri tretmanu sa 100 pg/L
ionskog koloidnog Ag nakon 8, 12 i 24% u usporedbi s kontrolom. Znacajno smanjenje
koncentracije Chla tijekom cijelog pokusa zabiljezeno je samo u tretmanu s 1000 pg/L i u
prosjeku je iznosilo 34% u odnosu na kontrolu. Nakon 48 h zna¢ajno manje Chla zabiljeZeno
je u tretmanima s ionskim koloidnom Ag koncentracije 200 pg/L (8,228 + 1,092 mg/g sh. tv.),
500 (8,149 £ 0,648 mg/g sh. tv.) 1 1000 pg/L (5,757 £ 0,323 mg/g sh. tv.) (Tablica 7).

Koncentracija Chla u biljkama koje su tretirane samo hranjivom otopinom s 10% N i1 P bez
dodatka ionskog koloidnog Ag tijekom cijelog pokusa bila je znacajno manja u usporedbi s
kontrolom (7ablica 7). Dodatak ionskog koloidnog Ag dodatno je smanjio koncentraciju Chla
ovisno o koncentraciji Ag 1 trajanju tretmana. Znacajno smanjenje koncentracije Chla
zabiljezeno je ve¢ nakon 2 h tretmana sa svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag, kada je
koncentracija bila manja od kontrole za 18% (100 pg/L), 25% (200 pg/L i 500 pg/L) te 42%
(1000 pg/L). Najmanja koncentracija Chla (4,075 = 0,291 mg/g sh. tv.) izmjerena je nakon 48 h
tretmana s najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag 1 predstavlja 54% manji sadrzaj

Chla u usporedbi s kontrolnim biljkama (8,676 + 0,228 mg/g sh. tv.).

Usporedbom vrijednosti koncentracije Chla nakon 48 h od pocetka pokusa vidi se znacajan
utjecaj nutrijenata na odgovor biljaka (S/ika 19). Smanjenje koncentracije N 1 P u hranjivoj
otopini na 50 1 25% nije imalo znacajan utjecaj na Chla. S druge strane, koncentracija N 1 P
10% u hranjivoj otopini uzrokovalo je znac¢ajno smanjenje koncentracije Chla za 20% u odnosu
na kontrolu. Osim toga, smanjenje koncentracije Chla u tretmanu s ionskim koloidnim Ag bilo
je manje izrazeno kada su biljke uzgajane na hranjivim podlogama s 50 i 25% koncentracije N
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1 P u odnosu na kontrolu. Tretman ionskim koloidnim Ag koncentracije 1000 pg/L, nakon 48 h,
smanjio je koncentraciju Chla u potpunoj hranjivoj otopini za 55%, u hranjivoj otopini s 50%
NiP za47% ,za 35% u hranjivoj otopini s 25% N i P te za 54% u hranjivoj otopini s 10% N i
P (Slika 19).
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Slika 19. Koncentracije klorofila @ (Chla) u L. gibba nakon 48 h od pocetka tretmana ionskim
koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i
P (100, 50, 25 1 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole + SD. Rezultati oznaceni

razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,05).
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Tablica 7. Koncentracije klorofila a (Chla) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 1 1000

ng/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%)).

Chla (mg/g sh. tv.)

Tretman / Vrijeme

NiP (%) Ag(pg/L) 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h

0 9,000 = 0,598 8,726 £ 0,570 8,552+ 0,731 8,562 + 0,326 8,370 £ 0,675 8,851 + 0,304
100 8,478 £ 0,999 8,371 £ 0,291 8,220 + 0,374 7,179 £0,287* 7,414 £ 0,646* 7,852 £0,291*
100 200 8,210 + 0,869* 7,552 +0,374* 7,504 £ 0,449* 6,841 £ 0,551* 6,121 £0,601* 7,374 £ 0,437*
500 7,940 £+ 0,730* 7,255 +0,438* 6,503 £0,161* 6,166 + 0,464* 5,740 + 0,490* 5,616 £ 0,464*
1000 5,859+ 0,456* 4,927 £0,599%* 5,105+ 0,514* 5,311 £0,328* 4,085+ 0,166* 4,017 +0,155*
0 9,246 + 0,603 9,263 £ 0,615 9,084 + 0,557 9,162 +£0,476* 9,035 +0,333* 9,148 £ 0,578
100 9,131+ 0,405 9,126 £ 0,413 8,246 + 0,458 7,688 £ 0,447* 7,343 £0,411* 7,087 + 0,259*
50 200 8,078 £ 0,401* 7,967 £0,418* 6,639 + 0,348* 6,151 £0,507* 5,816 £ 0,448* 5,367 £ 0,374*
500 7,632+0,611%* 7,521 £0,534* 6,268 £ 0,445* 6,195+ 0,429* 5,846 £ 0,509* 5,635 +£0,655%
1000 7,264 +0,458* 7,153 £0,295* 5,961 + 0,246* 5,747 £0,158* 5,646 £ 0,166* 4,705+ 0,139*
0 8,936 £ 0,730 8,683 + 0,441 8,967 £ 0,540* 8,958 £ 0,540* 8,905 £ 0,608* 8,863 + 0,570
100 9,189+ 1,197 9,282 +1,252 9,244 +1,319* 9,234 +1,317* 9,328 £1,331* 9,289 + 1,355
25 200 8,392 + 1,014* 8,475+ 1,051* 8,438 + 1,097 8,429 + 1,096 8,264 + 1,074 8,228 +1,092*
500 8,322 + 0,688* 8,401 £ 0,672* 8,359 + 0,661 8,350 + 0,660 8,186 + 0,647 8,150 + 0,648*
1000 5,842 £0,207* 5,900 + 0,240* 5,873 +£0,304* 5,867 + 0,303 * 5,752 £ 0,297* 5,728 £ 0,323*
0 7,148 +£ 0,584* 7,220 + 0,590* 7,102 £0,631* 7,022 £ 0,372* 7,395 + 0,693 * 7,074 £ 0,451*
100 7,351 £ 0,958* 7,034 £1,152* 6,456 £ 1,052* 6,262 £ 1,021* 6,137 £ 1,000* 5,970 £ 0,907*
10 200 6,714 £0,811* 6,416 £0,952* 5,884 +0,833* 5,707 £ 0,808* 5,593 £0,792* 5,425 +0,768*
500 6,774 £0,278* 6,465 + 0,433* 5,934 +0,438* 5,756 £ 0,425* 5,526 + 0,408* 5,360 + 0,395*
1000 5,258 £0,186* 5,024 £0,411* 4,607 + 0,329* 4,469 +0,319* 4,290 + 0,306* 2,245 +£0,291*

F 21,753 33,377 38,887 43,196 47,225 68,769

P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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Koncentracija klorofila » (Chlb), kao i koncentracija Chla, smanjivala se s povecanjem
koncentracije ionskog koloidnog Ag u potpunoj hranjivoj otopini (S/ika 20). Pri koncentraciji
100 pg/L Ag Chlb bila je 10% manja u usporedbi s kontrolom nakon 8 h tretmana. Pove¢anjem
vremena izlozenosti koncentracija Chld pri 100 pg/L Ag bila ja manja za 30% (12 h), 33%
(24 h) 1 39% (48 h). Koncentracija Chlb bila je 11% (4h), 24% (8 h), 35% (12 h), 44% (24 h) i
47% (48 h) manja u tretmanu s 200 pg/L Ag u usporedbi s kontrolom. Kada su biljke tretirane
s 500 pg/L Agu hranjivoj otopini koncentracija Chlb znacajno je smanjena nakon 4 h (30%) te
se s povecanjem vremena trajanja tretmana koncentracija Chlp dodatno smanjivala za 42%
nakon 24 h 1 49% nakon 48 h tretmana. Tretman s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag tijekom
cijelog pokusa imao je znacajan utjecaj na koncentraciju Chlp. Najmanja vrijednosti
koncentracije Chlb izmjerena nakon 48 h (1,103 + 0,142 mg/g sh. tv.) bila je 61% manja u
usporedbi s kontrolom (Slika 20).
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Slika 20. Koncentracije klorofila b (Chld) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka
tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj otopini.
Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) + SD. *Statisticki

znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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U biljkama koje su tretirane s Ag u hranjivoj otopini s 50% koncentracije N 1 P, zna€ajno
smanjenje koncentracije Chlb zabiljeZzeno je nakon 2 h tretmana s 200 (11%), 500 (13%) 1
1000 pg/L (23%) (Tablica 8). Produzenjem trajanja pokusa na 12 h i duze zabiljezeno je
znaCajno smanjenje koncentracije Chld pri svim koncentracijama Ag. Najvece smanjenje
koncentracije Chlb zabiljeZeno je nakon 48 h kada je utvrdeno smanjenje od 17% pri tretmanu
sa 100 pg/L, 33% pri tretmanu s 200 pg/L, 28% pri tretmanu s 500 pg/L te 45% pri tretmanu s

najvec¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag.

Kada su biljke uzgajane na hranjivoj otopini s 25% koncentracije N 1 P bez dodatka ionskog
koloidnog Ag utvrdena je znacajno veca koncentracija Chld nakon 8 i 12 h u usporedbi s
kontrolom (7ablica 8). Poveéanje koncentracije u prosjeku je iznosilo 9,5%. Povecanje
koncentracije Chlb u usporedbi s kontrolom utvrdeno je i pri tretmanu sa 100 ug/L ionskog
koloidnog Ag tijekom cijelog pokusa. Znacajno smanjenje koncentracije Chlb tijekom cijelog
pokusa zabiljezeno je samo u tretmanu s 1000 pg/L 1 u prosjeku je iznosilo 28% u odnosu na

kontrolu.

Koncentracija Chlb u biljkama koje su tretirane samo hranjivom otopinom s 10% N i1 P bez
dodatka ionskog koloidnog Ag tijekom cijelog pokusa bila je zna¢ajno manja u usporedbi s
kontrolom (7ablica 8). Dodatak ionskog koloidnog Ag uzrokovao je dodatno smanjenje
koncentracije Chlb u stanicama L. gibba ovisno o koncentraciji Ag i trajanju tretmana. Znacajno
smanjenje koncentracije Chlb zabiljeZeno je ve¢ nakon 2 h tretmana sa svim koncentracijama
ionskog koloidnog Ag, kada je koncentracija bila manja od kontrole za 47% (100 pg/L), 52%
(200 pg/L 1 500 pg/L) te 66% (1000 pg/L). Najveée smanjenje koncentracije Chlb utvrdeno je
nakon 48 h od pocetka tretmana, kada je koncentracija bila manja 70% (100 pg/L), 72%
(200 pg/L 1 500 pg/L) te 80% (1000 pg/L). Najmanja koncentracija Chlb (0,593 + 0,075
mg/g sh. tv.) izmjerena je nakon 48 h tretmana s najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog

Ag i predstavlja 80% manji sadrzaj Chlb u usporedbi s kontrolnim biljkama.

Usporedbom vrijednosti koncentracije Chld nakon 48 h od pocetka pokusa vidi se znacajan
utjecaj nutrijenata na odgovor biljaka (S/ika 21). Kao i u slucaju Chla, smanjenje koncentracije
N i P u hranjivoj otopini na 50 i 25% nije imalo znacajan utjecaj na Chlb, dok je 10% NiPu
hranjivoj otopini uzrokovalo zna¢ajno smanjenje koncentracije Chlb za 51% u odnosu na
kontrolu. Osim toga, smanjenje koncentracije Chlb u tretmanima sa svim koncentracijama

ionskog koloidnog Ag bilo je manje izrazeno kada su biljke uzgajane na hranjivim podlogama
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s 50 1 25% koncentracije N 1 P u odnosu na kontrolu. Tretman ionskim koloidnim Ag
koncentracije 1000 pg/L, nakon 48 h, smanjio je koncentraciju Chld u potpunoj hranjivoj
otopini za 61%, u hranjivoj otopini s 50% N i P za 45% te za 32% u hranjivoj otopini s 25% N
1 P. Nasuprot tome, smanjenje koncentracije Chlb bilo je statisticki najvece pri tretmanu s

najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag u hranjivoj otopini s 10% koncentracije N i P.
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Slika 21. Koncentracije klorofila » (Chlb) u L. gibba nakon 48 h od pocetka tretmana ionskim
koloidnim Ag (100, 200, 500 1 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i
P (100, 50, 25 1 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole + SD. Rezultati oznaceni

razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,05).
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Tablica 8. Koncentracije klorofila b (Chld) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 1 1000

ng/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%)).

Chlb (mg/g sh. tv.)

Tretman / Vrijeme

NiP (%) Ag(pg/L) 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h

0 2,905+ 0,179 2,795 £ 0,235 2,813+0,110 2,778 £ 0,194 2,772 £ 0,304 2,849 + 0,242
100 2,951 £0,312 2,621 + 0,280 2,539 +£0,228* 1,948 £ 0,056* 1,852 +0,109* 1,741 £0,115*
100 200 2,881 +£0,375 2,500 + 0,256* 2,091 + 0,289* 1,816 = 0,160* 1,563 +£0,145%* 1,515+ 0,194%*
500 2,770 £ 0,270 1,961 +0,233* 1,893 +0,197* 1,669 £ 0,169* 1,624 +0,164* 1,452 +0,199*
1000 2,075+ 0,188* 1,650 = 0,496* 1,664 +0,197* 1,213 + 0,045* 1,119+0,111* 1,103 £ 0,142*
0 2,948 £0,155 2,958 £ 0,170 2,958 £ 0,170 2,996 = 0,160 2,909 + 0,155 2,909 + 0,156
100 2,835+ 0,231 2,837+ 0,218 2,837+ 0,218 2,579 +0,199* 2,504 +0,193* 2,362 £0,143*
50 200 2,600 +0,273* 2,421 £0,277* 2,421 £0,277* 2,200 + 0,252* 2,136 £ 0,244* 1,910 +0,081*
500 2,520 + 0,299* 2,391 +£0,272%* 2,391 +£0,272%* 2,174 £ 0,247* 2,111 + 0,240%* 2,052 £0,281%*
1000 2,224 +0,123* 2,297 £ 0,039* 2,297 £ 0,039* 2,088 +£0,035* 2,027 £0,034* 1,559 +0,026*
0 3,006+0,314 3,036 + 0,318 3,067 +0,321* 3,058 £0,341* 2,920+ 0,169 2,949 + 0,171
100 3,243 £0,420* 3,276 £ 0,425* 3,147 £ 0,408* 3,012 £0,388* 3,040 + 0,444* 3,070 £ 0,449*
25 200 2,859+0,351 2,888 +£0,355 2,917+ 0,358 2,907 £ 0,358 2,787+ 0,372 2,815 +0,376
500 2,908 £ 0,333 2,880 + 0,330 2,909 + 0,333 2,899 + 0,339 2,775+ 0,308 2,803 +0,311
1000 2,079 +£0,137* 2,058+ 0,136* 2,079 £ 0,137* 2,072 + 0,140* 1,987 +0,153* 1,947 £0,150*
0 1,416 = 0,058* 1,417 +0,093* 1,400 = 0,052* 1,383 £0,091* 1,342 +0,161* 1,415+ 0,150%*
100 1,532 £0,164* 1,303 £ 0,175%* 1,270 = 0,120* 0,972+ 0,031* 0,941 £ 0,062* 0,865 + 0,056*
10 200 1,393 £0,186* 1,251 +£0,137* 1,013 +0,150* 0,903 £ 0,082* 0,770 £ 0,066* 0,808 +0,109*
500 1,388 £ 0,154* 0,999 £ 0,054* 0,946 + 0,115%* 0,812+ 0,088* 0,827 + 0,094* 0,791 + 0,106*
1000 0,993 £0,077* 0,929 £0,118* 0,854 +0,104* 0,606 + 0,023* 0,553 £0,062* 0,593 £0,075*

F 48,961 51,596 74,146 112,78 105,64 115,96

P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD. *Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).

67



Rezultati

3.6. Omjer klorofil a/klorofil b

Omjer klorofil a/klorofil 5 (Chla/Chlb) u biljkama koje su uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini
znacajno se povecao vec¢ nakon 4 h tretmana s 500 pg/L ionskog koloidnog Ag (3,748 + 0,494)
u odnosu na kontrolu (3,133 + 0,224) (Slika 22, Tablica 9). Nakon 8 h znacajno povecanje
omjera Chla/Chlb utvrdeno je pri tretmanu s ionskim koloidnim Ag koncentracija 100, 200 i
500 pg/L. Kada su pokusi trajali 12 h i duze, pri svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag
znacajno je poviSen omjer Chla/Chlh. Nakon 48 h omjer Chla/Chlb u biljkama u potpunoj
hranjivoj otopini bio je 45% (100 pg/L), 57% (200 ug/L), 25% (500 pg/L) 1 18% (1000 pg/L)
veéi od kontrole (Slika 22).
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Slika 22. Omjer klorofil a/klorofil b (Chla/Chlb) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od
pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj
otopini. Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) £ SD.

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

U biljkama koje su ionskim koloidnim Ag tretirane u hranjivoj otopini s 50% 1 25%
koncentracije N 1 P tijekom trajanja pokusa nisu utvrdene statisticki znacajne promjene omjera

Chla/Chlb (Tablica 9). Omjer Chla/Chlb u biljkama koje su tretirane samo hranjivom otopinom
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s 10% N 1 P bez dodatka ionskog koloidnog Ag tijekom cijelog pokusa bilo je znac¢ajno veéi u
usporedbi s kontrolom (7ablica 9). Dodatak ionskog koloidnog Ag takoder je uzrokovao
povecanje omjera Chla/Chlb u stanicama L. gibba ovisno o koncentraciji Ag i trajanju tretmana.
Znacajno povecanje Chla/Chlb zabiljezeno je ve¢ nakon 2 h tretmana sa svim koncentracijama
ionskog koloidnog Ag, kada je omjer bio veci od kontrole za 54% (100 pg/L), 56% (200 pg/L),
59% (500 pg/L) te 71% (1000 pg/L). Najveéi omjer Chla/Chlb (7,830 + 1,012) utvrden je nakon
24 h tretmana s najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag i predstavlja 157% vecu
vrijednost u usporedbi s kontrolnim biljkama (7ablica 9). Nakon 48 h od pocetka tretmana
ionsko koloidno Ag nije imalo znac¢ajan utjecaj na omjer Chla/Chlb u biljkama koje su tretirane
u hranjivim otopinama s 25 i 10% koncentracije N i P (Slika 23). Pri djelovanju iste
koncentracije ionskog koloidnog Ag na biljke utvrdene su statisticki znacajno vece vrijednosti
omjera Chla/Chlb u biljkama uzgajanim u hranjivoj otopini s 10% koncentracije N i P u
usporedbi s djelovanje iste koncentracije ionskog koloidnog Ag na biljke uzgajane u hranjivoj

otopini s ve¢im koncentracijama N i P (Slika 23).
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Slika 23. Omjer klorofil a/klorofil b (Chla/Chlb) u L. gibba nakon 48 h od pocetka tretmana
ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim
koncentracijama N 1 P (100, 50, 25 i 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole + SD.
Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA,

LSD test, P<0,05).
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Tablica 9. Omjer klorofil a/klorofil & (Chla/Chlb) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200,

5001 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%).

Chla/Chlb
Tretman/Vrijeme
NiP (%) Ag(ng/l) 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h

0 3,101 +£ 0,145 3,133+ 0,224 3,041 + 0,250 3,092 + 0,190 3,043 £ 0,312 3,131 +0,351

100 2,875+ 0,177 3,224 + 0,329 3,263 +0,339* 3,690 + 0,226* 4,001 £0,190* 4,527 £0,325%

100 200 2,872+ 0,289 3,051 +0,373 3,650 + 0,548* 3,790 + 0,420* 3,926 + 0,344* 4,936 + 0,642*
500 2,879 + 0,257 3,748 + 0,494* 3,461 +0,286* 3,727 £ 0,459* 3,552 +0,340* 3,920+ 0,531*

1000 2,834+ 0,217 3,213 + 0,960 3,106 + 0,480 4,379 £ 0,240* 3,688 + 0,440* 3,685+ 0,390*

0 3,140+ 0,199 3,141 £ 0,281 3,080 + 0,255 3,064 + 0,202 3,111 +£0,148 3,146 £ 0,151

100 3,234+ 0,217 3,237+ 0,323 2,925+0,311 2,997 £ 0,291 2,948 £ 0,284 3,005+ 0,108

50 200 3,137+ 0,359 3,330+ 0,419 2,775 + 0,349 2,814+ 0,278 2,744 + 0,289 2,813+0,213
500 3,049 + 0,251 3,187+ 0,468 2,656 = 0,390 2,887 0,422 2,803 + 0,426 2,767 £ 0,275

1000 3,273 £ 0,249 3,115+ 0,144 2,596 + 0,120 2,754 + 0,094 2,786 + 0,097 3,018+ 0,105

0 2,980+ 0,127 2,884 + 0,302 2,938 £ 0,196 2,946 + 0,216 3,050 + 0,088 3,006 + 0,091

100 2,835+ 0,089 2,834+£0,118 2,938+ 0,168 3,067 + 0,196 3,070 + 0,054 3,026 + 0,060

25 200 2,938 + 0,083 2,938 +0,115 2,896 + 0,160 2,904 + 0,180 2,966 + 0,033 2,924 + 0,042
500 2,874 £0,162 2,931+£0,179 2,889 + 0,203 2,897+ 0,218 2,961 £ 0,159 2,918 £ 0,156

1000 2,819+ 0,185 2,875+ 0,200 2,834+ 0,220 2,842 + 0,233 2,904 £ 0,185 2,950+ 0,187
0 5,046 + 0,332* 5,121 + 0,608* 5,068 + 0,282* 5,106 + 0,566* 5,545+ 0,517* 5,025+ 0,377*
100 4,792 + 0,259* 5,386 £ 0,281* 5,120 £ 0,928* 6,429 £ 0,921* 6,539 + 1,096* 6,939 + 1,255*
10 200 4,824 +0,128* 5,216 + 1,236* 5,840 + 0,569* 6,342 + 0,860* 7,319 +1,223* 6,731 £ 0,568*
500 4,917 + 0,400* 6,488 + 0,601* 6,317 £ 0,550* 7,121+ 0,527* 6,762 + 0,975* 6,893 + 1,146*
1000 5,314 £ 0,381* 5,487 £ 0,865* 5,496 + 1,011* 7,380+ 0,619* 7,830+1,012* 6,292 + 0,708*

F 87,079 31,201 49,700 96,311 69,362 70,673
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.7. Komponente antioksidacijskog odgovora

3.7.1. Enzimski antioksidansi
3.7.1.1. Aktivnost askorbat-peroksidaze

Tretman ionskim koloidnim Ag nije imao znacajan utjecaj na aktivnost askorbat-peroksidaze
(APX) u stanicama L. gibba nakon 2 h tretmana u potpunoj hranjivoj otopini (Slika 24). Nakon
4 h tretmana 1 do kraja pokusa pri svim koncentracijama Ag u pokusu zabiljezeno je statisticki
znacajno povecanje aktivnosti APX. Aktivnost APX u biljkama tretiranim s ionskim koloidnim
Ag koncentracije 100, 200 1 500 pg/L nakon 12 h tretmana u prosjeku je porasla za 50% dok je
u tretmanu s 1000 pg/L aktivnost bila ve¢a 70% u odnosu na kontrolu (P<0,05). Aktivnost APX
u biljkama uzorkovanim 24 h nakon pocetka tretmana s Ag bila je statisticki znacajno veca u
usporedbi s kontrolom uz najvecu vrijednost izmjerenu pri koncentraciji 1000 pg/L (93%
povecanje; P<0,01). Nakon 48 h tretmana sa 100 pg/L aktivnost APX bila je 52% veca, pri
200 pg/L 65% veca, pri 500 pg/L 67% vecéa dok je pri tretmanu s 1000 pg/L Ag zabiljezeno

povecanje aktivnosti APX iznosilo 70% u usporedbi s aktivnosti u kontrolnim biljkama.
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Slika 24. Aktivnost askorbat-peroksidaze (APX) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od

pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj
otopini. Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) £ SD.

*Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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U biljkama koje su uzgajane u hranjivim otopinama sa smanjenim koncentracijama N i P
aktivnost APX bila je statisticki znacajno veca od kontrole pri svim tretmanima i tijekom cijelog
pokusa (Tablica 10). Dodatkom ionskog koloidnog Ag biljkama u hranjivoj otopini s 50%
koncentracije N 1 P zabiljezen je dodatni porast aktivnosti APX. Ve¢ nakon 2 h tretmana s
najmanjom koncentracijom ionskog koloidnog Ag aktivnost APX iznosila je 0,380 + 0,009
AA min' mg! prot., §to je 31% veca vrijednost u usporedi s kontrolom (0,289 + 0,024
AA min! mg! prot.) dok je u tretmanu s najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag
aktivnost APX bila visa 39% u usporedbi s kontrolom. S produZenjem trajanja izloZenosti
povecavala se aktivnost APX. Nakon 48 h aktivnost APX u biljkama koje su rasle na hranjivoj
otopini s 50% koncentracije N i P bila je 51% veca pri 100 pg/L, 59% veca pri 200 ug/L, 67%
veca pri 500 pg/L te 132% veca od kontrole pri tretmanu s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag
(Tablica 10). U biljkama koje su uzgajane i tretirane u hranjivim otopinama s 25% 1 10% N 1 P
zabiljeZene su slicne promjene kao 1 u biljkama pri 50% N 1 P u hranjivoj otopini (7ablica 10).
Aktivnost APX u odnosu na kontrolu bila je znacajno poviSena ve¢ samim snizavanjem
koncentracije N i P u hranjivoj otopini te je dodatkom ionskog koloidnog Ag dodatno rasla.
Ve¢ nakon 2 h tretmana s najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag aktivnost APX bila
je 61% veca od kontrole u biljkama u hranjivoj otopini s 25% N 1 P te 56% veca u biljkama
koje su tretirane u hranjivoj otopini s 10% N 1 P (Tablica 10). U biljkama L. gibba koje su
uzgajane pri 25% koncentracije N i P u hranjivoj otopini s porastom koncentracije ionskog
koloidnog Ag i s vremenom trajanja pokusa zabiljezen je daljnji rast aktivnosti APX. Najveca
aktivnost utvrdena nakon 48 h tretmana s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag iznosila je 0,551 +
0,019 AA min™! mg™! prot. $to je 78% vedéa vrijednost od kontrole. Nasuprot tome, u biljkama
koje su rasle u otopini s 10% koncentracije N i P progresivan porast aktivnosti APX zabiljezen
je pri tretmanu sa 100, 200 1 500 pg/L ionskog koloidnog Ag te su aktivnosti APX nakon 48 h
bile 63%, 55% 1 59% vece od kontrole. U tretmanu s najveCom koncentracijom ionskog
koloidnog Ag u kombinaciji s 10% koncentracije N i P u hranjivoj otopini aktivnost APX bila
je najvece nakon 8 h tretmana kada je iznosila 0,463 + 0,019 AA min! mg™! prot. (60% veéa
aktivnost u usporedbi s kontrolom). Nakon 12 h aktivnosti je bila 38% veca od kontrole dok je
nakon 24 h aktivnost bila veca za 5,6% od kontrole. Nakon 48 h aktivnost APX u ovom
tretmanu nije se razlikovala od kontrolne vrijednosti. Ako bi tu vrijednost usporedili s
vrijednosti u biljkama koje su tretirane s hranjivom otopinom s 10% koncentracije N i P bez

dodatka ionskog koloidnog Ag aktivnost APX bila je 9% manja pri tretmanu s 1000 pg/L.
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Usporedbom djelovanja iste koncentracije Ag pri razliCitim razrjedenjima N 1 P u hranjivoj
otopini vidi se znac¢ajna interakcija razrjedenja nutrijenata i koncentracije Ag na aktivnost APX
(F=64,929; P<0,01). Tretman nizim koncentracijama ionskog koloidnog Ag pri svim
razrjedenjima N 1 P u hranjivoj otopini uzrokovao je povecanje aktivnosti za 50 do 60% u
odnosu na kontrolu (Slika 25). Pri tretmanu s koncentracijom 1000 ug/L, nakon 48 h tretmana,
aktivnost APX u potpunoj hranjivoj otopini bila je veca za 70%, dok je aktivnost pri N i P 50%
bila ve¢a 132% od kontrole. Sli¢no tome, u biljkama koje su tretirane s 1000 pg/L u kombinaciji
s 25% N 1 P aktivnost APX bila je 78% veca u usporedbi s kontrolom. Medutim, u biljkama
koje su rasle na 10% N 1 P u hranjivoj otopini 1 zatim tretirane s 1000 pg/L aktivnost APX nije

se razlikovala od kontrole.
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Slika 25. Aktivnost enzima askorbat-peroksidaza (APX) u L. gibba nakon 48 h od pocetka
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tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 1 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim
koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole £ SD.
Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA,

LSD test, P<0,05).

73



Rezultati

Tablica 10. Aktivnost enzima askorbat-peroksidaza (APX) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100,

200, 500 1 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%).

APX (AA min! mg™! proteina)

Vrijeme/Tretman
NiP (%) Ag(pg/L) 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h
0 0,289 + 0,024 0,288 + 0,026 0,289 + 0,025 0,299 + 0,027 0,305 + 0,024 0,309 £+ 0,033
100 0,285+0,024 0,319 £0,038* 0,338 £0,022* 0,445 £ 0,062* 0,458 £ 0,066* 0,471 £0,041*
100 200 0,295+ 0,018 0,319 +0,033* 0,326 + 0,025* 0,451 +0,056* 0,478 + 0,060* 0,511+ 0,080*
500 0,286 0,017 0,338 £0,030* 0,334 +£0,029* 0,447 £ 0,048* 0,466 + 0,060* 0,516 £ 0,030*
1000 0,300 £+ 0,030 0,333 + 0,024* 0,335 + 0,025* 0,508 + 0,064* 0,588 + 0,083* 0,527 +0,033*
0 0,342 + 0,008* 0,348 £0,016* 0,343 £0,019* 0,341 £0,029* 0,344 +£0,030* 0,346 £ 0,022*
100 0,380 + 0,009* 0,386 + 0,017* 0,410 + 0,020* 0,410 + 0,020* 0,458 + 0,068* 0,469 + 0,014*
50 200 0,386 +£0,018* 0,393 £ 0,036* 0,413 £ 0,009* 0,413 £ 0,009* 0,461 £ 0,064* 0,469 £ 0,039*
500 0,392 +0,017* 0,399 +0,032* 0,429 + 0,006* 0,429 + 0,006* 0,479 + 0,067* 0,516 +0,032*
1000 0,402 £ 0,028* 0,423 £0,029* 0,434 +£0,030* 0,479 £ 0,062* 0,595 +£0,051* 0,719 £ 0,060*
0 0,331 +£0,016* 0,330 £0,016* 0,331 £0,014* 0,331 +£0,014* 0,329 +£0,022* 0,335 +£0,030%
100 0,354 + 0,026* 0,355 + 0,026* 0,364 + 0,027* 0,372 +0,027* 0,440 +0,031* 0,503 + 0,047*
25 200 0,359 +£0,026* 0,363 £ 0,026* 0,371 £0,026* 0,369 £ 0,026* 0,444 £ 0,053* 0,478 £0,037*
500 0,384 +0,018* 0,383 +0,018* 0,384 +0,018* 0,392 +0,018* 0,450 + 0,030* 0,491 + 0,052*
1000 0,465 £ 0,024* 0,469 £ 0,025* 0,479 £0,025* 0,483 £0,026* 0,472 £0,018* 0,551 £0,019*
0 0,325+ 0,011* 0,331 +£0,011* 0,340 + 0,025* 0,337 + 0,030* 0,339+ 0,015* 0,343 +0,021*
100 0,369 £0,019* 0,376 £0,019* 0,386 £ 0,036* 0,397 £ 0,056* 0,427 £0,051* 0,461 £ 0,059*
10 200 0,367 + 0,023* 0,374 + 0,023* 0,384 + 0,037* 0,394 + 0,056* 0,424 + 0,053* 0,458 + 0,063*
500 0,388 £0,012* 0,396 £ 0,012* 0,423 £0,037* 0,433 £ 0,049* 0,466 + 0,040* 0,503 £ 0,050%
1000 0,451 +0,032* 0,457 + 0,036* 0,463 + 0,048* 0,412+ 0,031* 0,322 £ 0,029* 0,313 + 0,044*
F 46,24 22,19 24,87 12,45 16,45 39,99
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.7.1.2. Aktivnost gvajakol-peroksidaze

Aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOX) u biljkama uzgajanim u potpunoj hranjivoj otopini
bila je statisticki znacajno vec¢a u usporedbi s kontrolom pri svim tretmanima ionskim
koloidnim Ag ve¢ nakon 2 h od pocetka pokusa (Slika 26). Nakon 4 h od pocetka pokusa
aktivnost GPOX bila je 12%, 20%, 23% 1 32% veca pri koncentracijama Ag 100 pg/L,
200 pg/L, 500 pg/L 1 1000 pg/L u usporedbi s aktivnosti u kontrolnim biljkama. Nakon 12 h
tretmana najveca aktivnost GPOX zabiljezena je u biljkama tretiranim s 500 pg/L kada je bila
za 55% viSa u odnosu na kontrolu dok su ostale koncentracije Ag uzrokovale podjednako
povecanje aktivnosti GPOX, u prosjeku 24%. Nakon 24 1 48 h od pocetka pokusa aktivnost
GPOX povecavala se s povecanjem koncentracije ionskog koloidnog Ag u hranjivoj otopini.
Najvece vrijednosti aktivnosti GPOX zabiljezene su u tretmanu s 1000 pug/L, u odnosu na

kontrolu za 40% veca nakon 24 h tretmana te za 46% veca 48 h nakon pocetka pokusa (Slika

26).
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Slika 26. Aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOX) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od
pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj
otopini. Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) £ SD.

*Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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Aktivnost GPOX izmjerena u biljkama pri snizenim koncentracijama N i P u hranjivoj otopini
ali bez dodatka ionskog koloidnog Ag nije se znacajno razlikovala od aktivnosti u biljkama koje
su rasle u potpunoj hranjivoj otopini tijekom cijelog pokusa (7ablica 11). Znacajno povecanje
aktivnosti GPOX u biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 50% koncentracije N i P
utvrdeno je nakon 2 14 h od pocetka tretmana s ionskim koloidnim Ag koncentracija 200, 500
1 1000 pg/L. Nakon 8 h sve koncentracije ionskog koloidnog Ag uzrokovale su znacajno
povecanje aktivnosti GPOX u usporedbi s kontrolom te je aktivnost nastavila rasti do kraja
pokusa (7Tablica 11). Nakon 48 h aktivnost GPOX u biljkama koje su rasle na hranjivoj otopini
s 50% koncentracije N 1 P bila je 43% veca pri 100 pg/L, 72% veca pri 200 ng/L, 73% veca pri
500 pg/L te 74% veca od kontrole pri tretmanu s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag (Tablica
11). Kada su biljke tretirane ionskim koloidnim Ag u kombinaciji s hranjivom otopinom s 25%
1 10% koncentracije N 1 P pri svim tretmanima je utvrdeno znacajno povecanje aktivnosti
GPOX. Najveca aktivnost izmjerena u biljkama koje su tretirane s 1000 pg/L ionskog koloidnog
Ag u hranjivoj otopini s 25% N i P iznosila je 11,289 + 1,165 AA min™! mg™! prot. i bila je 90%
vec¢a u odnosu na kontrolne biljke (5,931 £ 0,381 AA min! mg™! prot.). U biljkama koje su
tretirane ionskim koloidnim Agu kombinaciji s 10% N 1 P u hranjivoj otopini, najveca aktivnost
GPOX izmjerena je u tretmanu s 200 pug/L (9,907 + 0,953 AA min! mg™! prot.) kada je bila
67% veca od kontrole. Povecanje aktivnosti GPOX u biljkama pri tretmanu s 1000 pg/L u
hranjivoj otopini s 10% N 1 P bilo je najvece u odnosu na kontrolu ve¢ nakon 2 h (52%). S
produZenjem trajanja tretmana aktivnost GPOX takoder je vec¢a u usporedbi s kontrolom ali
povecanje nije toliko izraZeno pa je aktivnost nakon 24 h veca 30% 1 nakon 48h veca 21% u

usporedbi s kontrolom (Tablica 11).

Usporedba aktivnosti GPOX u biljkama tretiranim razli¢itim koncentracijama ionskog
koloidnog Ag u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P prikazana je na slici 27. Pri
tretmanu ionskim koloidnim Ag koncentracijama 100, 200 i 500 pg/L nakon 48 h utvrdena je
statisticki znacajno veca aktivnost GPOX u biljkama koje su tretirane u hranjivoj otopini sa
snizenim koncentracijama N 1 P u usporedbi s djelovanjem iste koncentracije ionskog koloidnog
Ag na biljke uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini. Pri tretmanu s najve¢om koncentracijom
ionskog koloidnog Ag aktivnost GPOX bila je znacajno veéa u biljkama koje su ovom
koncentracijom tretirane u kombinaciji s 50 i1 25% koncentracije N i P u hranjivoj otopini. Isti
tretman ionskim koloidnim Ag (1000 pg/L) nakon 48 h tretmana, povecao je aktivnost GPOX
u biljkama koje su tretirane u hranjivoj otopini s 50% N 1 P za 74%, te u biljkama koje su rasle

u hranjivoj otopini s 25% N i P za 90% u odnosu na kontrolu. Suprotno tome, u biljkama koje
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su rasle u hranjivoj otopini s 10% N 1 P te zatim tretirane s 1000 pg/L aktivnost GOX iznosila
je 7,162 = 0,570 AA min™! mg™! prot. i prema rezultatima analize varijance bila je najmanja u
usporedbi s aktivnosti u biljkama koje su ovom koncentracijom ionskog koloidnog Ag tretirane

u hranjivoj otopini sa 100, 50 1 25% koncentracije N i P (Slika 27).
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Slika 27. Aktivnost enzima gvajakol-peroksidaza (GPOX) u L. gibba nakon 48 h od pocetka
tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim
koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole £ SD.
Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA,

LSD test, P<0,05).
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Tablica 11. Aktivnost enzima gvajakol-peroksidaza (GPOX) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag
(100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 1 10%).

GPOX (AA min! mg”! prot.)

Tretman/Vrijeme
NiP (%) Ag(pg/L) 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h
0 5,611 +0,319 5,927 +£ 0,607 5,964 £ 0,211 5,787 £0,537 5,898 £ 0,215 5,931 £ 0,381
100 6,369 £ 0,799* 6,643 £0,690* 6,945+ 0,360* 7,144+ 0,476* 6,794 + 0,534* 6,740 £ 0,635*
200 6,725 +0,617* 7,126 £0,322* 7,186+ 0,252* 7,252+ 0,446* 7,285+ 0,462* 7,195 + 0,397*
500 7,154 £0,479* 7,284 +£0,566* 7,061 +£0,368* 8,951 £0,942* 7,773 + 0,876* 7,919 £ 0,454*
1000 7,127 £ 0,655* 7,807 £0,614*%  7275+£0,226*% 7,220+£0,567* 8,316+ 0,634* 8,700 + 0,890*
0 6,032 £ 0,603 5,989 + 0,561 6,036 = 0,686 6,020 £ 0,729 6,004 £ 0,775 5,989 + 0,824
100 5,937+£0,614 5,896 £ 0,579 6,536 £ 0,693* 7,124 +£0,756* 7,766 + 0,824* 8,465 + 0,898*
50 200 7,220 £0,978* 7,168 £0,924*  7,887+0,957* 8,597+ 1,043* 9,370+ 1,137* 10,214 + 1,239%*
500 7,225 £0,485* 7,176 £0,446* 7,936+ 0,546* 8,650+ 0,595* 9,429 + 0,649* 10,277 £ 0,707*
1000 7,356 £ 0,259* 7,307 £0,233*  7,991+0,295* 8,710+ 0,321* 9,494 + 0,350* 10,348 +0,382*
0 5,781 £ 0,317 5,770 £ 0,317 5,729 £ 0,314 5,811+ 0,268 5,659 + 0,495 5,764 £ 0,321
100 7,502 £ 0,587* 7,529 £0,589* 7,724+ 0,605* 7,808 £0,631* 7,765+ 0,774* 8,127 £0,672*
25 200 7,446 + 0,345%* 7,541 £0,349* 7,692+ 0,356*  7,679+0,358* 9,323 + 0,599* 9,568 £0,941*
500 7,249 £ 0,367* 7,307 £0,487* 7,684 +0,452*  7,757+0,426* 9,297+ 0,186* 9,490 £ 1,364*
1000 8,716 + 0,503 * 8,793 £0,508* 8,975+ 0,518* 9,084 £0,559* 10,080+ 0,298* 11,289 + 1,165*
0 5,856 + 0,495 5,861 £0,576 5,887 £ 0,539 5,885 +£0,520 5,885+ 0,509 5,884 + 0,507
100 8,132 + 0,864* 8,214 +£0,872* 8,296+ 0,881*  8,379+0,890* 8,463 +0,899* 8,547 £ 0,908*
10 200 7,762 £ 0,747* 8,150 £0,784* 8,558 +£0,823* 8,986+ 0,864* 9,435+ 0,908* 9,907 £ 0,953*
500 7,798 £ 0,342* 8,188 £0,360*  8,530+0,387*  8,886+0,418* 9,257+ 0,454* 9,643 £ 0,495*
1000 8,530 + 0,590* 8,615+£0,596*  8,533+0,679* 8,106 +0,645* 7,701 £0,613* 7,162 £ 0,570*
F 16,577 18,552 22,476 21,463 31,330 32,772
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD. *Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.7.1.3. Aktivnost katalaze

U stanicama L. gibba koje su uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini aktivnost katalaze (CAT)
tijekom cijelog pokusa bila je statisticki znacajno veca pri svim koncentracijama ionskog
koloidnog Ag u usporedbi s kontrolom (Slika 28). U tretmanu ionskim koloidnim Ag
koncentracija 100 pg/L, 200 pg/L i 500 pg/L aktivnost CAT bila je u prosjeku veca za 15% u
odnosu na kontrolnu vrijednost nakon 2, 4, 8 1 12 h trajanja pokusa. Nasuprot tome, aktivnost
CAT u biljkama tretiranim s najvecom koncentracijom Ag (1000 pg/L) bila je poviSena za 16%,
25%, 20% 1 34% u odnosu na kontrolu 2, 4, 8 1 12 h od pocetka pokusa. Nakon 24 h aktivnost
CAT bila je 43%, 45%, 47% 1 57% veca u tretmanu s 100 pg/L, 200 pg/L, 500 pg/L 1 1000 pg/L
Ag u hranjivoj otopini. Pove¢anjem vremena tretmana na 48 h aktivnost CAT porasla je u

prosjeku za 78% pri svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag u hranjivoj otopini (S/ika 28).
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Slika 28. Aktivnost katalaze (CAT) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana
ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj otopini. Podaci su
prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) = SD. *Statisticki znacajne

razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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Tretman ionskim koloidnim Ag nakon 2, 4 i1 8 h nije znaCajno utjecao na promjene aktivnosti
CAT u biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 50% N i1 P (Tablica 12). Samo je tretman
s najvecom koncentracijom ionskog koloidnog Ag znacajno povecao aktivnost CAT nakon 8 h
tretmana (1,696 + 0,203 AA min™! mg™! prot.). U pokusima koji su trajali 12 h i duZe, statisticki
znacajno vece aktivnosti CAT zabiljeZene su pri svim tretmanima ionskim koloidnim Ag.
Najvece vrijednosti izmjerene su u tretmanu s 1000 pg/L pri ¢emu je aktivnost CAT nakon 12 h
bila 37% veca, nakon 24 h 48% veca te nakon 48 h 66% veca u usporedbi s kontrolnom
vrijednosti. U biljkama koje su tretirane s Ag u kombinaciji s 25% N i P u hranjivoj otopini,
znacajno povecanje aktivnost zabiljezeno je pri svim tretmanima ionskim koloidnim Ag
tijekom cijelog pokusa (Tablica 12). Aktivnost CAT u biljkama koje su tretirane samo
hranjivom otopinom s 25% N i P bez dodatka ionskog koloidnog Ag tijekom cijelog pokusa je
bila znacajno vec¢a u odnosu na kontrolu te je tretman s ionskim koloidnim Ag dodatno povecao
aktivnost ovog enzima. Nakon 48 h tretmana s koncentracijama 100, 200 i 500 ug/L ionskog
koloidnog Ag aktivnost CAT u stanicama L. gibba bila je poviSena u prosjeku za 67% u
usporedbi s kontrolom. U tretmanu s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag aktivnost CAT nakon
48 (3,157 +0,306 AA min"' mg™! prot.) bila je 129% veéa u usporedbi s kontrolnom vrijednosti
(1,373 £0,095 AA min' mg™! prot.). Aktivnost CAT u biljkama koje su tretirane ionskim
koloidnim Ag u kombinaciji s 10% N i P u hranjivoj otopini bila je znacajno veca pri svim
tretmanima tijekom cijelog pokusa u usporedbi s kontrolnim vrijednostima. Najveca aktivnost
izmjerena u tretmanu s 500 pg/L nakon 48 h (2,294 + 0,177 AA min! mg™! prot.) bila je 67%
veéa u usporedbi s kontrolom (1,373 £ 0,095 AA min™! mg™! prot.). Aktivnost CAT u biljkama
koje su tretirane s najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag bila je u prosjeku 29% veca
nakon 2, 4, 8 i 12 h tretmana, dok je nakon 24 h i 48 h aktivnost CAT bila 21% i 14% veéa u
usporedbi s kontrolom (7ablica 12).

Nakon 48 h od pocetka tretmana aktivnost CAT u biljkama koje su tretirane samo hranjivim
otopinama s 25 i 10% koncentracije N i P bez dodatka ionskog koloidnog Ag bila je znacajno
veca u odnosu na aktivnost ovog enzima u kontrolnim biljkama (Slika 29). Sli¢no kao i kod
aktivnosti APX, tretman ionskim koloidnim Ag koncentracija 100, 200 i 500 pg/L pri svim
razrjedenjima N i1 P u hranjivoj otopini uzrokovao je povecanje aktivnosti CAT u odnosu na
kontrolu (Slika 29). Pri tretmanu s koncentracijom 1000 pg/L, nakon 48 h tretmana, aktivnost
CAT u potpunoj hranjivoj otopini bila je ve¢a za 79%, dok je aktivnost pri N i P 50% bila veca
66% od kontrole. Sli¢no tome, u biljkama koje su tretirane s 1000 pg/L u kombinaciji s 25% N
i P aktivnost CAT bila je 129% veca u usporedbi s kontrolom. Medutim, u biljkama koje su
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rasle na 10% N 1 P u hranjivoj otopini 1 zatim tretirane s 1000 pg/L aktivnost CAT bila je 14%

veca od kontrole.
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Slika 29. Aktivnost enzima katalaza (CAT) u L. gibba nakon 48 h od pocetka tretmana ionskim
koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i
P (100, 50, 25 1 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole + SD. Rezultati oznaceni

razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,05).
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Tablica 12. Aktivnost enzima katalaza (CAT) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i
1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%).

CAT (AA min"! mg?! prot.)
Tretman/Vrijeme
NiP(%) Ag(ug/lL) 2h 4h 8h 12h 24h 48 h
0 1,364 £ 0,076 1,356 £0,126 1,348 £ 0,082 1,347 £ 0,018 1,360 £ 0,073 1,373 £ 0,095
100 1,483 +0,134* 1,480 + 0,238* 1,529 +0,183* 1,501 + 0,048* 1,946 + 0,208* 2,422 +0,124*
100 200 1,557+ 0,116* 1,532 £0,206* 1,598 + 0,185* 1,530 + 0,088* 1,969 £ 0,153* 2,458 +£0,228*
500 1,584 £0,168* 1,659 £0,181* 1,544 £0,125* 1,590 £ 0,023* 1,998 £0,150* 2,433 £ 0,089*
1000 1,580 +£0,119* 1,701 £ 0,133* 1,620 +0,141* 1,816 + 0,060* 2,140 £0,177* 2,453 £0,203*
0 1,392 + 0,091 1,390+ 0,126 1,394 + 0,166 1,384+ 0,185 1,375+ 0,207 1,367 +£ 0,231
100 1,402 + 0,088 1,424 + 0,139 1,488 + 0,162 1,543 £ 0,165%* 1,567 £0,241* 1,757 £ 0,238*
50 200 1,401 £+ 0,047 1,421 £ 0,080 1,450+ 0,110 1,505+0,171* 1,563 + 0,242* 1,786 +0,218*
500 1,417+ 0,108 1,437+ 0,125 1,426 + 0,158 1,498 £ 0,166* 1,572 £0,174* 1,796 £ 0,151*
1000 1,425+ 0,129 1,446 + 0,158 1,696 + 0,203* 1,849 +0,221* 2,015+ 0,241* 2,277+ 0,273*
0 1,605 £ 0,058* 1,602 £ 0,058* 1,591 £ 0,057* 1,591 £0,057* 1,533 £0,028* 1,610 £ 0,058*
100 1,684 £0,117* 1,690 £ 0,118* 1,734 £ 0,121* 1,771 £ 0,123* 1,967 £ 0,160* 2,294 +0,160*
25 200 1,658 +0,079* 1,679 £+ 0,080* 1,713 +£0,082* 1,707 + 0,081* 1,937 +£0,172* 2,276 £0,107*
500 1,738 £ 0,108* 1,785+ 0,093* 1,791 £ 0,093* 1,828 + 0,096* 1,913 £ 0,194* 2,322 £0,149*
1000 1,787 +£0,173* 1,803 +£0,175* 1,840 +0,179* 1,884 +0,183* 2,150+ 0,199* 3,157 £ 0,306*
0 1,625 +0,111% 1,626 +0,135%* 1,634 £0,123* 1,633 £0,117* 1,633 £0,113* 1,633 +0,113%*
100 1,825 +£0,180* 1,843 +0,182* 1,862 £ 0,184* 1,880 £ 0,186* 1,899 £ 0,188* 1,918 £ 0,190*
10 200 1,791 £ 0,074* 1,881 +0,078* 1,975+ 0,082* 2,074 £ 0,086* 2,178 £ 0,090* 2,286 + 0,095*
500 1,854 £0,117* 1,947 +£0,123* 2,028 £0,134* 2,113 £0,147* 2,202 +0,161%* 2,294 +£0,177*
1000 1,751 £0,204* 1,768 £ 0,206* 1,752 £0,222* 1,736 £0,240* 1,650 £ 0,228* 1,567 £0,217*
F 13,278 10,745 10,781 17,672 16,008 43,255
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.7.1.4. Aktivnost glutation-reduktaze

Aktivnost glutation-reduktaze (GR) u biljkama koje su uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini
bila je znacajno manja od kontrole pri tretmanu s tri najvece koncentracije ionskog koloidnog
Ag nakon 2 i 4 h od pocetka pokusa (Slika 30). Aktivnost enzima GR u tretmanu s ionskim
koloidnim Ag koncentracije 100 pg/L bila je znacajno manja nakon 8 h tretmana (29%) u
usporedbi s kontrolnom vrijednosti. Nakon pada aktivnosti pri 8 h, u biljkama koje su tretirane
ovom koncentracijom Ag zabiljeZen je skok aktivnost GR u odnosu na kontrolu za 7% nakon
cega je pri 24 h 1 48 h aktivnost bila u prosjeku 10% manja u usporedbi s kontrolom (S/ika 30).
Kada su biljke izloZzene ionskom koloidnom Ag koncentracije 200 pg/L aktivnost GR bila je
statisticki znac¢ajno manja u svim terminima uzorkovanja (P<0,05). Nakon 24 1 48 h od pocetka
tretmana aktivnost GR bila je prosjecno 30% manja od kontrolne aktivnosti. Izlaganje biljaka
ionskom koloidnom Ag koncentracije 500 ug/L 1 1000 pg/L uzrokovalo je znacajno smanjenje
aktivnosti GR po istom trendu kao i koncentracija 200 pg/L Ag. Nakon 8 h tretmana aktivnost
je bila najniza, u prosjeku 43% manja u usporedbi s kontrolom za obje koncentracije Ag. Nakon
24 h 1 48 h aktivnost je u prosjeku bila manja za 30% u tretmanu s 500 pg/L, dok je tretman s
1000 pg/L aktivnost GR smanjio za 39% u odnosu na kontrolu.

U biljkama koje su tretirane s Ag u hranjivoj otopini s 50% koncentracije N i P bez dodatka
ionskog koloidnog Ag utvrdena je znacajno veca aktivnost GR od kontrolnih biljaka (7ablica
13). Vise aktivnosti utvrdene su i nakon 2, 4 1 8 h tretmana s nizim koncentracijama ionskog
koloidnog Ag, pri ¢emu je aktivnost bila u prosjeku 15% visa od kontrolne vrijednosti. Znacajno
smanjenje aktivnosti GR zabiljeZeno je nakon 8 h tretmana s 1000 pg/L kada je izmjerena
aktivnost (9,486 + 0,480 AA min™' mg™! prot.) bila 10% manja u usporedbi s kontrolom (Tablica
13). Produzenjem trajanja pokusa na 24 i 48 h aktivnost GR u stanicama L. gibba uzgajanim u
hranjivoj otopini s 50% koncentracije N 1 P bila je znacajno sniZena pri tretmanu s dvije najvece
koncentracije ionskog koloidnog Ag. U biljkama koje su uzgajane na hranjivoj otopini s 25%
koncentracije N i P bez dodatka ionskog koloidnog Ag takoder je utvrdena znacajno veca
aktivnost GR u usporedbi s kontrolom (7ablica 13). Osim toga, znacajno veca aktivnosti GR
zabiljezena je nakon 2, 4 1 8 h od pocetka tretmana s ionskim koloidnim Ag koncentracija 100
1200 pg/L. Smanjenje aktivnosti GR utvrdeno je nakon 8 h tretmana s 1000 pg/L (8%) te nakon
12, 24 1 48 h tretmana s 500 1 1000 pg/L. Aktivnost GR u biljkama koje su tretirane samo
hranjivom otopinom s 10% N 1 P bez dodatka ionskog koloidnog Ag tijekom cijelog pokusa
bila je znacajno veca u usporedbi s kontrolom (7ablica 13). Vise aktivnosti utvrdene su i nakon
2 h tretmana sa svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag te u tretmanima sa 100, 200 i
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500 pg/L nakon 4 1 8 h od pocetka pokusa. Dodatak ionskog koloidnog Ag koncentracije 1000
pg/L u hranjivu otopinu s 10% koncentracije N i P znacajno je smanjio aktivnost GR u
stanicama L. gibba nakon 24 h tretmana (9,232 = 0,686 AA min"' mg"! prot.). Nakon 48 h
znacajno smanjenje aktivnosti utvrdeno je pri tretmanu s 200 pg/L (18%), 500 pg/L (19%) 1
1000 pg/L (24%).
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Slika 30. Aktivnost glutation-reduktaze (GR) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka
tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj otopini.
Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) + SD. *Statisticki

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

Usporedba aktivnosti GR u biljkama tretiranim razli¢itim koncentracijama ionskog koloidnog
Ag u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P prikazana je na slici 31. Pri tretmanu
svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag nakon 48 h utvrdena je statisticki znac¢ajno manja
aktivnost GR u biljkama koje su uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini u usporedbi s
djelovanjem iste koncentracije ionskog koloidnog Ag na biljke tretirane u hranjivoj otopini sa

snizenim koncentracijama N i P. Aktivnost GOX u biljkama koje su rasle u hranjivoj otopini sa
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100% N i P te zatim tretirane s 1000 pg/L iznosila je 6,495 £ 0,345 AA min™! mg™! prot. i prema
rezultatima analize varijance bila je najmanja u usporedbi s aktivnosti u biljkama koje su ovom
koncentracijom ionskog koloidnog Ag tretirane u hranjivoj otopini s 50, 25 1 10% koncentracije
N i P (Slika 31). Isti tretman ionskim koloidnim Ag (1000 pg/L) nakon 48 h tretmana, smanjio
je aktivnost GR u biljkama koje su tretirane u hranjivoj otopini s 50% N 1 P za 19%, u biljkama
koje su rasle u hranjivoj otopini s 25% N i P za 16% te za 24% u odnosu na kontrolu u biljkama

koje su rasle u hranjivoj otopini s 10% koncentracije N i P.
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Slika 31. Aktivnost enzima glutation-reduktaza (GR) u L. gibba nakon 48 h od pocetka tretmana
ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim
koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole + SD.
Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA,

LSD test, P<0,05).
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Tablica 13. Aktivnost enzima glutation-reduktaza (GR) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100,

200, 500 1 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%).

GR (AA min! mg™! prot.)
Tretman/Vrijeme
NiP(%) Ag(ugL) 2h 4h 8h 12h 24 h 48 h
0 10,140 + 0,892 10,122 +£ 0,796 10,510 + 0,530 10,940 + 0,617 10,725 + 0,437 10,510 + 0,429
100 10,002 + 0,593 9,722 +£1,091 7,488 £0,655* 11,734 + 1,081* 9,611 £0,568* 9,419 £0,557*
100 200 9,345 +£0,819* 8,410 + 0,924* 6,329 + 0,724* 8,855+ 0,730% 7,592 £ 0,438* 7,440 + 0,429*
500 8,980 + 0,863* 7,701 £0,913* 6,040 + 0,353* 8,949 £ 0,903 * 7,495 + 0,433 * 7,345 + 0,424*
1000 7,059 +£0,619* 7,146 + 0,804 * 6,023 £0,180* 7,232 £0,653* 6,627 +0,352%* 6,495 + 0,345*
0 12,334 £ 0,639* 12,307 £ 0,461* 12,244 £ 0,203* 12,336 £ 0,495* 12,335 +£0,083* 12,259 £ 0,239*
100 11,596 £ 0,651* 11,962 + 0,672* 11,603 £ 0,652* 11,255+ 0,632 10,917 £ 0,613 10,590 + 0,595
50 200 11,676 £ 0,381* 12,045 £ 0,393* 11,917 £0,389* 11,333 +£0,370 10,993 + 0,359 10,663 + 0,348
500 10,385+ 0,526 10,713 £ 0,542 10,600 + 0,537 10,080 + 0,510 9,973 £ 0,505* 9,674 + 0,490*
1000 9,672 + 0,490 9,878 + 0,500 9,486 + 0,480* 9,294 +0,471%* 9,015+ 0,456* 8,571 £0,434*
0 12,983 £ 0,672* 12,955 £ 0,485* 12,889 £ 0,214* 12,985 +£0,521* 12,984 + 0,088* 12,904 £ 0,251*
100 11,967 £ 0,672* 11,727 £ 0,658* 11,375 £ 0,639* 11,034 + 0,620 10,703 + 0,601 10,382 + 0,583
25 200 12,050 £ 0,393* 11,809 +0,385* 11,454 £0,374* 11,111 £ 0,363 10,777 = 0,352 10,454 + 0,341
500 10,717 + 0,543 10,503 + 0,532 10,188 +£0,516 9,882 +0,500* 9,586 + 0,485* 9,298 £0,471%
1000 10,182 £ 0,515 9,978 + 0,505 9,679 + 0,490* 9,388 +0,475* 9,107 £ 0,461* 8,833 +£0,447*
0 13,235 £ 0,350* 13,110+ 0,589* 13,110+ 0,589* 13,210 +£ 0,674* 13,177 £ 0,233* 13,114+ 0,718
100 12,036 £ 1,194* 13,162 +£0,298* 12,767 £ 0,289* 12,484 +0,987* 11,500 + 0,496* 10,215+ 0,720
10 200 12,228 +£0,215%* 11,982 + 1,025%* 11,622 + 0,994* 10,733 +£ 0,640 10,499 + 0,203 8,653 + 0,944*
500 12,031 £0,521* 11,748 £ 1,390* 11,396 + 1,348* 10,136 = 0,850 10,158 + 0,393 8,519 +1,113*
1000 12,073 £ 0,323* 10,565 + 0,885 10,248 + 0,859 10,006 + 0,928 9,232 £ 0,686* 7,967 £1,023*
F 26,99 24,36 87,904 22,253 78,945 53,160
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. * Statisticki znac¢ajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.7.1.5. Aktivnost glutation-S-transferaze

Nakon 2 h tretman ionskim koloidnim Ag nije imao znacajan utjecaj na aktivnost glutation-S-
transferaze (GST) u stanicama L. gibba tretiranim u potpunoj hranjivoj otopini (Slika 32).
Ionsko koloidno Ag koncentracije 100 ug/L znacajno je smanjilo aktivnost GST nakon 8 h
(26%). U tretmanu s 200 pg/L Ag aktivnost GST takoder je manja u usporedbi s netretiranim
biljkam nakon 8 h od pocetka pokusa (26%). Produzenjem trajanja tretmana aktivnost se
dodatno smanjuje do najnize vrijednosti nakon 48 h koja je 38% manja u usporedbi s
netretiranim biljkama. U tretmanima s dvije najve¢e koncentracije ionskog koloidnog Ag
zabiljezeno je znacajno smanjenje aktivnosti ve¢ nakon 4 h trajanja pokusa. Aktivnost GST
nakon 24 h bila je 47% manja u usporedbi s kontrolom pri 500 pug/L dok je u tretmanu s
1000 pg/L aktivnost bila smanjena za 59%. ProduZenje trajanja pokusa na 48 h nije primije¢eno

daljnje smanjenje aktivnosti GST pri ove dvije koncentracije (Slika 32).

Aktivnost GST izmjerena u biljkama pri snizenim koncentracijama N i P u hranjivoj otopini
bez tretmana ionskim koloidnim Ag bila je znacajno vec¢a u usporedbi s aktivnosti u biljkama
koje su rasle u potpunoj hranjivoj otopini s najve¢im vrijednostima izmjerenim u biljkama koje
su rasle u hranjivoj otopini s 10% koncentracije N i P (u prosjeku 3,439 + 0,241 U mg! prot.).
Dodatak ionskog koloidnog Ag uzrokovao je porast aktivnost GST u L. gibba pri snizenim
koncentracijama N i1 P u hranjivoj otopini (7ablica 14). Znacajno povecanje aktivnosti GST
zabiljezeno je pri svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag ve¢ nakon 2 h tretmana. S
povecanjem trajanja izlozenosti utvrdeno je povecanje aktivnosti GST s najveéim vrijednostima
izmjerenim u tretmanu s 500 pg/L Ag. Aktivnost GST pri 500 pg/L bila je 130% veca od
kontrole pri 50% N i P, 120% veca od kontrole pri 25% N 1 P te 176% veca od kontrole pri 10%
koncentracije N 1 P u hranjivoj otopini (7ablica 14). Pri tretmanu s najve¢om koncentracijom
ionskog koloidnog Ag aktivnost GST takoder je bila znacajno veca u usporedbi s kontrolom i
to povecanje bilo je 63% pri 50% N i P, 56% 25% N i P te 42% pri 10% koncentracije Ni P u

hranjivoj otopini.
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Slika 32. Aktivnost glutation-S-transferaze (GST) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od
pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 1 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj
otopini. Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) £ SD.

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

Djelovanje tretmana ionskim koloidnim Ag na biljke uzgajane pri razli¢itim koncentracijama
N 1 P u hranjivoj otopini prikazano je na slici 33. Tretman ionskim koloidnim Ag nakon 48 h,
uzrokovao je smanjenje aktivnosti GST u potpunoj hranjivoj otopini dok je aktivnost bila veca
pri tretmanu ionskim koloidnim Ag u kombinaciji sa smanjenim koncentracijama N i P.
Tretman ionskim koloidnim Ag koncentracije 100, 200 i 500 pg/L uzrokovao je sli¢no
povecanje aktivnosti u biljkama koje su uzgajane pri 50 1 25% koncentracije N i P u hranjivoj
otopini. S druge strane, aktivnost GST pri ovim koncentracijama ionskog koloidnog Ag bile su
znacajno viSe u biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 10% koncentracije N i P.
Aktivnosti GST pri tretmanu s najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag nisu se
statisticki znacajno razlikovale u biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 50, 251 10%

koncentracije N i1 P (Slika 33).
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Slika 33. Aktivnost enzima glutation-S-transferaza (GST) u L. gibba nakon 48 h od pocetka
tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim
koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole £ SD.
Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA,

LSD test, P<0,05).
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Tablica 14. Aktivnost enzima glutation-S-transferaza (GST) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag

(100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 1 10%).

GST (U mg! prot.)
Tretman/Vrijeme
NiP (%) Ag(ng/l) 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h

0 2,812+ 0,376 2,823+0,314 2,838+ 0,130 2,772 £0,240 2,805+ 0,123 2,746 £ 0,120
100 2,728 £ 0,201 2,694 + 0,328 2,086 + 0,269* 2,378 £ 0,268* 2,232+ 0,207* 2,185+ 0,202*
100 200 2,731+ 0,358 2,561 £ 0,349 2,084 £0,218%* 2,170 £ 0,256%* 1,732 £ 0,176* 1,696 + 0,172*
500 2,753 £ 0,363 2,491 +0,338* 2,112 +£0,204* 2,196 + 0,224* 1,490 £ 0,115* 1,459 +0,112*
1000 2,576 + 0,260 2,085 £0,241* 1,776 + 0,265* 1,575+ 0,185* 1,155+ 0,106* 1,130 + 0,104*
0 3,239+ 0,163* 3,234 +0,120* 3,549 + 0,285* 3,314 + 0,448* 3,405 + 0,364* 3,323 £ 0,075*
100 3,357 £ 0,384* 3,387+ 0,141* 3,608 +0,505* 5,864 + 0,288* 6,040 + 0,364* 6,069 +0,137*
50 200 3,719 £ 0,387* 3,638 +0,326* 3,809 + 0,387* 5,760 + 0,371%* 5,935+ 0,475* 6,237 + 0,656*
500 4,215 +£0,187* 4,174 £0,176%* 4,979 £ 0,692%* 5,819 +0,313%* 6,022 + 0,550* 6,323 +0,342*
1000 3,892 +0,453* 3,950 + 0,397* 4,229 +£0,113* 4,435 £ 0,516* 4,600 £ 0,592* 4,463 £0,255%*
0 3,117+0,135 3,113+ 0,088 3,251 £0,189* 3,193 +0,461* 3,279 £ 0,381* 3,198 + 0,049*
100 3,232 + 0,380* 3,261 +0,158* 3,476 £ 0,517* 5,645 +0,314%* 5,814 +0,360* 5,841 £0,087*
25 200 3,541 +0,304* 3,504 + 0,348 3,668 +0,395* 5,494 + 0,402* 5,659 +0,461* 5,903 + 0,524 *
500 4,018 £0,134* 4,017 £0,130* 4,793 £ 0,676* 5,549 +£0,331* 5,742 £ 0,532* 6,029 +0,351*
1000 3,746 + 0,428* 3,800 + 0,353* 4,071 £0,130* 4,238 +0,445* 4,372 £0,564* 4,268 +£0,235%*
0 3,481 + 0,343* 3,555+ 0,380* 3,473 £ 0,390* 3,341 £ 0,120* 3,385+ 0,086* 3,399 +0,109*
100 3,597 £ 0,153* 3,670 £ 0,122* 3,977 £ 0,209* 5,101 £ 0,663 * 5,272 + 0,694* 6,757 + 0,555*
10 200 3,996 + 0,443* 4,077 £ 0,439% 4,443 £ 0,468* 5,680 + 0,734* 5,863 + 0,698* 7,472 £ 0,506*
500 4,231 £0,457* 4,317 £0,464* 4,749 £ 0,510* 6,770 + 1,056* 6,997 + 1,110* 7,581 +£0,271*
1000 3,343+ 0,137 3,411 +£0,114* 3,693 + 0,045* 3,715+ 0,130 3,839+ 0,157* 3,908 + 0,575*

F 12,803 21,816 104,83 86,480 113,70 286,17

P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. * Statisticki znac¢ajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.7.1.6. Aktivnost superoksid-dismutaze

Tretman nizim koncentracijama ionskog koloidnog Ag nakon 2 h i 4 h nije imao znacajan
utjecaj na aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u stanicama L. gibba uzgajanim u potpunoj
hranjivoj otopini (Slika 34). Pri tretmanu s 500 1 1000 pg/L ve¢ nakon 2 h utvrdeno je znacajno
povecanje aktivnosti SOD za 14% 1 19% u odnosu na kontrolu. lonsko koloidno Ag
koncentracije 100 pg/L nije imalo znacajan utjecaj na aktivnost SOD u biljkama uzorkovanim
24 h nakon pocetka tretmana, dok je aktivnost u ostalim tretmanima bila poviSena za 20%
(200 pg/L), 23% (500 pg/L) 1 30% (1000 pg/L). Nakon 48 h tretmana, aktivnost SOD u
stanicama L. gibba bila je znacajno povecana u usporedbi s kontrolom pri svim primijenjenim
koncentracijama ionskog koloidnog Ag s najve¢om vrijednosti u tretmanu s 1000 pg/L

(5,863 +£ 0,347 U mg! prot.).
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Slika 34. Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od
pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 1 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj
otopini. Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) + SD.

*Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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Aktivnost SOD izmjerena u biljkama pri snizenim koncentracijama N 1 P u hranjivoj otopini ali
bez dodatka ionskog koloidnog Ag nije se znacajno razlikovala od aktivnosti u biljkama koje
su rasle u potpunoj hranjivoj otopini tijekom cijelog pokusa (7ablica 15). Znacajno povecanje
aktivnosti SOD u biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 50% koncentracije N i P
utvrdeno je nakon 2 14 h od pocetka tretmana s ionskim koloidnim Ag koncentracija 200, 500
1 1000 pg/L. Nakon 8 h sve koncentracije ionskog koloidnog Ag uzrokovale su znacajno
povecanje aktivnosti SOD u usporedbi s kontrolom te je aktivnost nastavila rasti do kraja
pokusa (7Tablica 15). Nakon 48 h aktivnost SOD u biljkama koje su rasle na hranjivoj otopini
s 50% koncentracije N 1 P bila je 18% veca pri 100 pg/L, 25% veca pri 200 pg/L, 54% veca pri
500 pg/L te 71% veca od kontrole pri tretmanu s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag (Tablica
15). Kada su biljke tretirane ionskim koloidnim Ag u kombinaciji s hranjivom otopinom s 25%
1 10% koncentracije N 1 P pri svim tretmanima je utvrdeno znacajno povecanje aktivnosti SOD.
Najveca aktivnost izmjerena u biljkama koje su tretirane s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag u
hranjivoj otopini s 25% N i P iznosila je 7,619 + 0,253 U mg™! prot. i bila je 79% veéa u odnosu
na kontrolne biljke (4,245 + 0,437 U mg! prot.). U biljkama koje su tretirane ionskim koloidnim
Ag u kombinaciji s 10% N 1 P u hranjivoj otopini, najveca aktivnost SOD izmjerena je u
tretmanu s najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag 24 h od pocetka pokusa

(5,953 +£ 0,486 U mg! prot.) kada je bila 42% veéa od kontrole (Tablica 15).

Usporedba aktivnosti SOD u biljkama tretiranim razli¢itim koncentracijama ionskog koloidnog
Ag u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P prikazana je na slici 35. Pri tretmanu
s dvije najvece koncentracije ionskog koloidnog Ag aktivnost SOD bila je znacajno veéa u
biljkama koje su ovom koncentracijom tretirane u kombinaciji s 50 i 25% koncentracije N i P
u hranjivoj otopini. Isti tretman ionskim koloidnim Ag (1000 pg/L) nakon 48 h tretmana,
povecao je aktivnost SOD u biljkama koje su tretirane u hranjivoj otopini s 50% N 1 P za 71%,
te u biljkama koje su rasle u hranjivoj otopini s 25% N 1 P za 79% u odnosu na kontrolu.
Suprotno tome, u biljkama koje su rasle u potpunoj hranjivoj otopini aktivnost SOD pri ovoj
koncentraciji ionskog koloidnog Ag bila je 38% veca od kontrole 1 40% veca od kontrole u

biljkama koje su rasle u hranjivoj otopini s 10% N 1 P te zatim tretirane s 1000 pg/L (Slika 35).
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Slika 35. Aktivnost enzima superoksid-dismutaza (SOD) u L. gibba nakon 48 h od pocetka
tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim
koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole + SD.
Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA,

LSD test, P<0,05).
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Tablica 15. Aktivnost enzima superoksid-dismutaza (SOD) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100,

200, 500 1 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%).

SOD (U mg! prot.)
Tretman/Vrijeme
NiP (%) Ag(ng/l) 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h

0 4,024 + 0,402 4,104 + 0,508 4,118 £ 0,441 4,207 £ 0,537 4,181+ 0,533 4,245 0,437
100 4,184 + 0,421 4,275+ 0,619 4,303 £ 0,535 4,475 + 0,556 4,549 + 0,449 5,061 + 0,496*
100 200 4,405 * 0,500 4,502 + 0,710 4,452 + 0,397 4,898 + 0,436* 5,008 + 0,526* 5,191 +0,181*
500 4,589 + 0,583* 4,857 + 0,708* 4,884 + 0,386* 5,206 + 0,370* 5,133 £ 0,256* 5,633 +0,237*
1000 4,793 £ 0,529* 4,898 + 0,746* 5,305 + 0,469* 5,835+ 0,516* 5,456 + 0,502* 5,863 +0,357*
0 4,363 +£0,172 4,296 + 0,104 4,409 + 0,242 4,316 £ 0,357 4,399 + 0,183 4,358 £ 0,307
100 4,528 £0,172 4,566 £ 0,055 5,022 +0,061* 4,981 +0,188* 5,178 £ 0,320* 5,016 + 0,060*
50 200 4,686 £ 0,638%* 4,891 £0,113%* 5,032 +0,059* 5,008 + 0,158* 5,284 + 0,452%* 5,325 +0,196*
500 5,059 +0,332%* 5,431 +£0,527* 5,571 £ 0,424* 5,601 +0,572* 5,745 £ 0,747* 6,554 +0,282*
1000 6,504 £ 0,751* 6,796 + 0,091* 7,084 + 0,166* 7,020 £ 0,075%* 7,191 £ 0,203* 7,278 +£0,204*
0 4,652 +0,184 4,581 +£0,111 4,701 £0,258 4,556 £ 0,450 4,690 + 0,195 4,647 £ 0,328
100 4,828 £0,183* 4,868 + 0,059* 5,355+ 0,065* 5,311 +0,200* 5,522 £ 0,341* 5,348 £ 0,064*
25 200 4,996 + 0,681* 5,215+0,121* 5,319 £ 0,123* 5,340 + 0,168* 5,623 + 0,499* 5,678 +0,208*
500 5,348 + 0,428* 5,745 £ 0,568* 6,032 +0,597* 5,851 £ 0,769* 5,848 £0,733* 6,989 + 0,300*
1000 6,935 + 0,800* 7,237+ 0,107* 7,599 +0,113* 7,621 +£0,418* 7,621 +0,287* 7,619 £ 0,253*
0 4,653 + 0,249 4,742 £ 0,164 4,744 £ 0,326 4,749 £ 0,471 4,736 = 0,022 4,665 £ 0,533
100 4,746 £ 0,254* 4,793 £ 0,256* 4,745 + 0,254* 4,790 £ 0,173* 4,761 £0,273* 4,717 +£0,113*
10 200 4,841 £ 0,259* 4,889 £0,261* 4,983 £0,172%* 4,941 £ 0,126%* 4,773 £ 0,409%* 4,816 £ 0,579*
500 4,937 £0,264* 4,987 +0,267* 5,082 +0,176* 5,183 +0,192* 5,204 + 0,132%* 5,189 +0,627*
1000 5,036 +0,269* 5,087 £0,272* 5,184 +0,179* 5,287 +0,195* 5,953 +0,486* 5,952 +0,170*

F 7,889 8,792 20,429 13,011 12,222 25,838

P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.7.2. Neenzimski antioksidansi
3.7.2.1. Koncentracija ukupnih karotenoida

Tretman ionskim koloidnim Ag koncentracije 100 pg/L je statisticki znacajno smanjio
koncentraciju karotenoida (Car) u tkivu L. gibba nakon 8 h (P<0,05) kada je koncentracija bila
18% manja u usporedbi s kontrolom (Slika 36). Tretmani s 200, 500 1 1000 pg/L Ag imali su
znacajan utjecaj na koncentraciju Car ve¢ 2 h od pocetka pokusa. S povecanjem trajanja pokusa,
dodatno se smanjivala koncentracija ovih antioksidansa u tkivu. NajniZe vrijednosti u svim
terminima mjerenja zabiljezene su u tretmanu s 1000 pg/L kada je koncentracija Car bila u
prosjeku 50% manja od vrijednosti izmjerenih u kontrolnim biljkama. Nakon 48 h tretmana
koncentracija Car u tkivu L. gibba bila je za 41% manja u tretmanu sa 100 pg/L, 42% u
tretmanima s 200 pg/L i 500 pg/L te 50% manja u usporedbi s kontrolnom vrijednosti u
tretmanu s 1000 pg/L Ag (Slika 36).
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Slika 36. Koncentracija ukupnih karotenoida (Car) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 148 h od
pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj
otopini. Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) £ SD.

*StatistiCki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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U biljkama koje su ionskim koloidnim Ag tretirane u hranjivoj otopini s 50% koncentracije N
i P, znaCajno smanjenje koncentracije Car zabiljeZeno je nakon 2 h tretmana s 200 (9%), 500
(6%) 1 1000 pg/L (11%) (Tablica 16). Produzenjem trajanja pokusa na 12 h i duze zabiljezeno
je znacajno smanjenje koncentracije Car pri svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag s
najmanjom vrijednosti pri tretmanu s 1000 pg/L nakon 48 h tretmana (1,763 £+ 0,033
mg/g sh. tv.). Kada su biljke uzgajane u hranjivoj otopini s 25% N i P bez tretmana ionskim
koloidnim Ag koncentracija Car bila je znaajno manja u usporedbi s kontrolom. Tretman
ionskim koloidnim Ag dodatno je smanjio koncentraciju Car ve¢ nakon 2 h (Tablica 16).
Najnize koncentracije izmjerene su nakon 48 h i iznosile su 1,778 + 0,207 mg/g sh . tv. pri
0 pg/L, 1,540 £ 0,228 mg/g sh. tv. pri 100 pg/L, 1,228 £+ 0,191 mg/g sh. tv. pri 200 pg/L,
1,277 + 0,193 mg/g sh. tv. pri 500 pg/L i 1,220 £ 0,129 mg/g sh. tv. pri tretmanu s 1000 pg/L
ionskog koloidnog Ag. U biljkama koje su tretirane s Ag u hranjivoj otopini s 10%
koncentracije N 1 P bez dodatka ionskog koloidnog Ag koncentracija Car bila je 50% manja od
koncentracije u kontrolnim biljkama. Koncentracija Car bila je znacajno snizena u odnosu na

kontrolu i pri svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag i svim terminima uzorkovanja.

Usporedba koncentracije Car u biljkama tretiranim razliCitim koncentracijama ionskog
koloidnog Ag u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P prikazana je na slici 37.
Snizenje koncentracija N i P u hranjivoj otopini na 25 i 10% uzrokovalo je zna¢ajno smanjenje
koncentracije Car u usporedbi s biljkama koje su rasle pri 100 1 50% koncentracije N i P u
hranjivoj otopini. Tretman ionskim koloidnim Ag pri svim koncentracijama uzrokovao je vece
smanjenje koncentracije Car u biljkama koje su uzgajane pri 25 i 10% koncentracije Ni P u
hranjivoj otopini u usporedbi s djelovanjem iste koncentracije ionskog koloidnog Ag na biljke

koje su rasle u hranjivoj otopini sa 100 1 50% N 1 P.
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Slika 37. Koncentracija ukupnih karotenoida (Car) u L. gibba nakon 48 h od pocetka tretmana
ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim
koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole £ SD.

Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA,

LSD test, P<0,05).
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Tablica 16. Koncentracija ukupnih karotenoida (Car) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200,

500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%).

Car (mg/g sh. tv.)

Tretman/Vrijeme 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h
NiP (%) Ag(pg/l)

0 3,153 +£0,249 3,123 +£0,179 3,096 + 0,423 3,106 + 0,303 3,047 £ 0,436 3,151 +£0,218
100 2,922 +0,191 3,150 0,387 2,550 + 0,340* 2,602 + 0,066* 2,091 +£0,219* 1,846 + 0,073*
100 200 2,909 +0,332* 2,770 £ 0,241* 2,586 + 0,303* 1,864 +0,057* 1,782 +0,187* 1,822 +0,162*
500 2,802 + 0,242* 2,619 +0,323* 2,477+ 0,318* 1,809 = 0,044* 1,781 £ 0,236* 1,816 +0,073*
1000 1,764 +0,234* 1,569 + 0,216* 1,561 +0,101* 1,637 +0,239* 1,618 +£0,179* 1,585 + 0,049*
0 3,065 £ 0,248 3,049 + 0,207 3,042 £ 0,194 3,035+0,186 3,029+0,184 3,009 £0,186*
100 3,193 +£0,125 3,235+0,140 2,935+0,127 2,668 £0,115% 2,425 +£0,105%* 2,409 +0,107*
50 200 2,868 +£0,207* 2,601 +0,187* 2,359 +0,170* 2,145+ 0,155* 1,950 £ 0,141* 1,937 £0,142*
500 2,954 £ 0,256* 2,735 +£0,243* 2,480+ 0,221* 2,255 +0,201* 2,050 +£0,182* 2,047 +0,183*
1000 2,610 = 0,054* 2,367 = 0,049* 2,147 £ 0,045%* 1,952 +0,041* 1,774 £ 0,037* 1,763 +£0,033*
0 1,850 +0,227* 1,831 +0,215% 1,823 +£0,212* 1,814+ 0,211* 1,778 £ 0,207* 1,778 £ 0,207*
100 1,798 £ 0,172* 1,635+ 0,156* 1,630 = 0,189* 1,587 +0,235* 1,555+ 0,230* 1,540 + 0,228*
25 200 1,628 £0,165* 1,357 +0,138* 1,351 £ 0,143* 1,265 +0,197* 1,240 +0,193* 1,228 +£0,191*
500 1,675+ 0,210* 1,396 £ 0,175* 1,390 + 0,180* 1,315+0,199* 1,289 +0,195* 1,277 +£0,193*
1000 1,677 £ 0,199* 1,290 + 0,153 * 1,282 +0,135* 1,257 +£0,132* 1,233 +0,130* 1,220 + 0,129*
0 1,522 +0,084* 1,510 £0,151* 1,548 £ 0,203* 1,534 +0,181* 1,548 £0,141* 1,533 £0,144*
100 1,383 +0,086* 1,432 +0,123* 1,470 + 0,198* 1,391 £ 0,162* 1,391 £ 0,162* 1,391 £ 0,162*
10 200 1,369 + 0,163* 1,414 £0,147* 1,446 +0,162* 1,418 £0,159* 1,389 £0,155* 1,361 +£0,152*
500 1,352 +£0,129* 1,399 +£0,138* 1,434+ 0,177* 1,405+ 0,174* 1,377 +0,170* 1,149+ 0,167*
1000 1,309 + 0,130* 1,352 +0,108* 1,379 + 0,068* 1,324 + 0,066* 1,271 +0,063* 0,625 + 0,060*

F 92,950 96,153 58,141 93,474 57,005 106,51

P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.7.2.2. Koncentracija ukupnih topljivih fenola

Povisene koncentracije ukupnih topljivih fenola (PHE) u tkivu L. gibba uzgajane u potpunoj
hranjivoj otopini zabiljeZzene su pri dvije najvece koncentracije ionskog koloidnog Ag veé
nakon 2 h tretmana (Slika 38). Nakon 4 h tretmana koncentracija PHE
(7,477 + 0,454 mg(cag)/g sv. tv.) statisticki je znacajno veca za 11% pri 100 pg/L ionskog
koloidnog Ag u usporedbi s kontrolom. Trajanjem tretmana duze od 4 h koncentracija PHE u
biljkama tretiranim ovom koncentracijom ionskog koloidnog Ag veca je za 12% (8 h), 16%
(12 h), 20% (24 h) 1 21% (48 h) u odnosu na kontrolu. Tretman biljaka L. gibba s 200, 500 1
1000 pg/L ionskog koloidnog Ag u hranjivoj otopini imao je sli¢an utjecaj na koncentraciju
PHE nakon 4, 8, 12 i 24 h. Koncentracije PHE bila je u prosjeku 16% vec¢a nakon 4 h, 17%
veca nakon 8 h, 26% veca nakon 12 h 1 30% veca nakon 24 h pri sve tri navedene koncentracije
ionskog koloidnog Ag. Nakon 48 h od pocetka tretmana koncentracija PHE u L. gibba bila je
32% pri 200 pg/L i 36% pri 500 pg/L ionskog koloidnog Ag. Najveca izmjerena koncentracija
PHE (10,68 + 0,260 mg(cag)/g sv. tv.), zabiljezena nakon 48 h tretmana najvecom
koncentracijom Ag, bila je 56% veca u usporedbi s vrijednosti u kontrolnim biljkama (Slika

38).

U biljkama koje su uzgajane na hranjivoj otopini s 50% koncentracije N i P znacajno povecanje
koncentracije PHE zabiljezeno je nakon 2 h tretmana sa svim koncentracijama ionskog
koloidnog Ag (Tablica 17). Najvisa koncentracija (8,768 + 0,213 mgGag)y/g sv. tv.) izmjerena
u tretmanu s 1000 pg/L nakon 48 h bila je 28% veca u usporedbi s kontrolom (6,831 + 0,199
mgGag)/g sv. tv.). Koncentracija PHE u biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 25% N
1 P bez dodatka ionskog koloidnog Ag bila je statisticki znacajno veca od kontrolne vrijednosti
(P<0,05). Ve¢ nakon 2 h utvrdeno je znacCajno povecanje koncentracije PHE pri svim
koncentracijama ionskog koloidnog Ag (7ablica 17). Najvisa koncentracija (9,715 + 0,674
MEGAE)/g Sv. tv.) izmjerena u tretmanu s 1000 pg/L nakon 48 h bila je 37% veca u usporedbi s
kontrolom. U biljkama koje su uzgajane pri 10% koncentracije N i P u hranjivoj otopini bez
dodatka ionskog koloidnog Ag utvrdena je znacajno veca koncentracija PHE u odnosu na
kontrolu. Dodatak ionskog koloidnog Ag takoder je uzrokovao znacajnu akumulaciju PHE veé
nakon 2 h pri svim testiranim koncentracijama (7ablica 17). Najveca koncentracija izmjerena
u tretmanu s 1000 pg/L nakon 48 h (9,715 £ 0,674 mgary/g sv. tv.) bila je 32% veca u

usporedbi s kontrolom.
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Slika 38. Koncentracija ukupnih topljivih fenola (PHE) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12,24 148 h
od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj
otopini. Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) £ SD.

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

Povecanje koncentracije PHE u biljkama uzgajanim pri razli¢itim koncentracijama N i P u
hranjivoj otopini nakon 48 h tretmana ionskim koloidnim Ag prikazano je na slici 39. Snizenje
koncentracija N 1 P u hranjivoj otopini na 25 i 10% uzrokovalo je znafajno povecanje
koncentracije PHE u usporedbi s biljkama koje su rasle pri 100 i 50% koncentracije N i P u
hranjivoj otopini. Akumulacija PHE u biljkama koje su uzgajane pri 50% 1 10% N i1 P u
hranjivoj otopini i tretirane ionskim koloidnim Ag koncentracije 200 i 500 pg/L bila je manja
u usporedbi s djelovanjem istih koncentracija ionskog Ag na biljke uzgajane u hranjivoj otopini
sa 100 1 25% N 1 P. Pri tretmanu s najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag
koncentracija PHE bila je statisti¢ki znacajno najniza u biljkama uzgajanim u hranjivoj otopini

s 50% koncentracije N i P.
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Slika 39. Koncentracija ukupnih topljivih fenola (PHE) u L. gibba nakon 48 h od pocetka
tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim
koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole £ SD.

Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA,

LSD test, P<0,05).
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Tablica 17. Koncentracija ukupnih topljivih fenola (PHE) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100,

200, 500 1 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%).

PHE (mgagy/g sv. tv.)

Tretman/Vrijeme
NiP (%) Ag(ng/l) 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h

0 6,761 + 0,199 6,793 £ 0,155 6,775 + 0,253 6,702 + 0,181 6,799 + 0,225 6,831 +0,199
100 7,027 £ 0,239* 7,477 £ 0,454* 7,607 = 0,608* 7,755 £ 0,224* 8,143 + 0,236* 8,253 £0,237*
100 200 7,071 + 0,444* 7,881 + 0,496* 7,929 +0,279* 8,393 £ 0,347* 8,813 +0,364* 9,005 + 0,441*
500 7,130 £ 0,363* 7,851 +£0,333* 7,959 +0,179* 8,455+ 0,148* 8,878 £ 0,155* 9,279 + 0,449*
1000 7,884 + 0,669* 7,904 + 0,573* 7,971 +£0,093* 8,530+ 0,268* 8,956 +0,281* 10,68 + 0,260*
0 6,958 = 0,207 6,910 + 0,143 6,984 + 0,534 6,936 + 0,608 6,983 + 0,330 6,962 + 0,152
100 7,033 £0,251* 7,312+ 1,018* 7,641 +0,348* 7,863 + 0,395* 7,841 + 0,442* 7,788 £ 0,735*
50 200 7,072 £ 0,315* 7,790 £ 0,527* 7,606 + 0,174* 8,075+ 0,636* 7,903 + 0,425%* 7,607 +£0,208%*
500 7,005 £+ 0,405* 7,802 + 0,344* 7,674 £ 0,145%* 8,293 +£0,723* 8,124 £ 0,721* 7,700 + 0,356*
1000 7,753 £ 0,614* 7,917 £0,532%* 7,714 £ 0,439%* 8,304 £ 0,937* 8,392 +0,841* 8,768 £0,213*
0 8,199 £ 0,366* 8,147 £ 0,052* 8,225+ 0,057* 8,401 £ 0,242* 8,159 £ 0,371* 8,244 + 0,672*
100 8,409 + 0,273* 8,918 +0,176* 8,809 + 0,054* 8,900 + 0,320* 8,495+ 0,317* 8,857 £0,704*
25 200 8,607 £ 0,475* 8,940 + 0,283 * 9,030 + 0,289* 9,467 +0,156* 9,531+ 0,320* 9,449 + 0,571*
500 8,817 £ 0,326* 8,934 £ 0,050* 9,056 £ 0,033* 9,464 + 0,485* 9,591 + 0,567* 9,437 +0,335%*
1000 8,863 £ 0,249* 9,064 + 0,165* 9,181 +£0,177* 9,556 + 0,903 * 9,689 + 0,501* 9,715 + 0,674*
0 7,607 + 0,184* 7,671 £0,081* 7,517 £0,049%* 7,676 £ 0,279* 7,745 £ 0,363 * 7,665+ 0,181%*
100 7,666 +0,218* 7,973 £0,176* 7,859 + 0,055* 8,076 £ 0,443* 7,751 £ 0,249* 7,910 £ 0,757*
10 200 7,635+ 0,221* 7,992 +0,261* 8,078 £0,265%* 8,641 + 0,430* 8,614+ 0,311* 8,483 +£0,593*
500 7,843 £ 0,298* 7,995 + 0,053* 8,112+ 0,052* 8,515+ 0,405* 8,652 +0,481* 8,448 +£0,364*
1000 7,887 £ 0,245% 7,990 +0,111* 8,177+ 0,173* 8,564 +0,741* 8,848 + 0,487* 9,000 + 0,694 *

F 22,277 16,086 34,472 9,399 16,561 16,647

P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.7.2.3. Koncentracija askorbinske Kkiseline

Sve testirane koncentracije ionskog koloidnog Ag imale su statisticki znacajan utjecaj na
koncentraciju askorbinske kiseline (AA) u tkivu L. gibba uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini
(Slika 40). Statisticki znac¢ajno smanjenje koncentracije AA zabiljezeno je ve¢ nakon 2 h
tretmana: 17% (100 pg/L), 22% (200 pg/L), 28% (500 pg/L) i 46% (1000 pg/L). Tijekom
pokusa zabiljeZeno je progresivno smanjenje koncentracije AA u svim tretmanima s najmanjim
vrijednostima izmjerenim nakon 48 h. Koncentracija AA u biljkama nakon 48 h od pocetka
pokusa bila je 45% manja u tretmanu sa 100 pg/L, 46% u tretmanu s 200 pg/L 1 50% u tretmanu
$ 500 pg/L (Slika 40). Najmanja izmjerena vrijednost, 49,193 + 2,436 umol/g sv. tv., izmjerena
je u tretmanu s najvecom koncentracijom ionskog koloidnog Ag i bila je dvostruko manja od

vrijednosti izmjerenih u kontroli (101,36 + 8,392 umol/g sv. tv.) (Slika 40).
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Slika 40. Koncentracija askorbinske kiseline (AA) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 148 h od
pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 1 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj
otopini. Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) + SD.

*Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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U biljkama koje su uzgajane u hranjivim otopinama sa smanjenim koncentracijama N i P
koncentracija AA statisticki se znacajno razlikovala od kontrole pri svim tretmanima i tijekom
cijelog pokusa. Koncentracija AA u biljkama koje su tretirane samo hranjivom otopinom s 50%
N i P bez dodatka ionskog koloidnog Ag bila je znacajno veca u odnosu na kontrolu (7ablica
18). Dodatkom ionskog koloidnog Ag ovim biljkama zabiljeZeno je smanjenje koncentracije
AA. Ve¢ nakon 2 h tretmana s najmanjom koncentracijom ionskog koloidnog Ag koncentracija
AA iznosila je 98,357 £ 8,653 umol/g sv. tv., §to je 4% manja vrijednost u usporedi s kontrolom,
dok je pri tretmanu s najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag koncentracija AA bila
manja 46% u usporedbi s kontrolom. S produzenjem trajanja izloZenosti smanjivala se
koncentracija AA. Nakon 48 h koncentracija AA u biljkama koje su rasle na hranjivoj otopini
s 50% koncentracije N i P bila je 19% manja pri 100 pg/L, 27% manja pri 200 pg/L, 28% manja
pri 500 pg/L te 40% manja od kontrole pri tretmanu s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag (Tablica
18). U biljkama koje su uzgajane i tretirane u hranjivim otopinama s 25% 1 10% N 1 P
zabiljezene su sli¢ne promjene kao i u biljkama pri 50% N i P u hranjivoj otopini (7ablica 18).
Samim snizenjem koncentracije N i P u hranjivoj otopini doslo je do znacajnog povecanja
koncentracije AA u biljkama koje su uzgajane pri 251 10% N 1 P u odnosu na potpunu hranjivu
otopinu kao kontrolu. Ve¢ nakon 2 h tretmana s najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog
Ag koncentracija AA bila je 30% manja od kontrole u biljkama u hranjivoj otopini s 25% N i
P te 29% manja u biljkama koje su tretirane u hranjivoj otopini s 10% N i P (Tablica 18). U
biljkama L. gibba koje su uzgajane pri 25% koncentracije N 1 P u hranjivoj otopini s porastom
koncentracije ionskog koloidnog Ag i s vremenom trajanja pokusa zabiljezen je daljnji pad
koncentracije AA. Najmanja koncentracija utvrdena nakon 48 h tretmana s 1000 pg/L ionskog
koloidnog Ag iznosila je 61,498 £ 3,525 umol/g sv. tv. §to je 39% manja vrijednost od kontrole.
Smanjenje koncentracije AA u biljkama koje su uzgajane pri 10% koncentracije N i P u
hranjivoj otopini i tretirane ionskim koloidnim Ag nakon 48 h iznosilo je 30% (100 pg/L), 30%
(200 pg/L), 40% (500 png/L) 1 48% (1000 ng/L).

Usporedbom djelovanja iste koncentracije Ag pri razliitim razrjedenjima N 1 P u hranjivoj
otopini vidi se znaCajna interakcija razrjedenja nutrijenata i koncentracije Ag na koncentraciju
AA u L. gibba. Pri svim tretmanima utvrdene su znacajno vece koncentracije AA u biljkama
koje su uzgajane u hranjivoj otopini sa sniZzenim koncentracijama N i P u usporedbi s
djelovanjem iste koncentracije ionskog koloidnog Ag na biljke uzgajane u potpunoj hranjivoj

otopini (Slika 41).
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Slika 41. Koncentracija askorbinske kiseline (AA) u L. gibba nakon 48 h od pocetka tretmana
ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razliCitim
koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole £ SD.
Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA,

LSD test, P<0,05).
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Tablica 18. Koncentracija askorbinske kiseline (AA) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200,

500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%).

AA (pumol/g sv. tv.)

Tretman/Vrijeme
NiP (%) Ag(ng/l) 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h
0 101,48 £5,153 102,07 + 3,341 102,73 £2,515 102,54 +£2,349 101,58 £2,356 101,36 + 8,392
100 86,096 + 5,654* 82,820+ 9,598* 79,967 £ 3,643* 75,235 £ 3,530%* 62,793 +2,999* 57,391 £ 3,461*
100 200 79,025 £ 6,886* 78,120 £ 4,338* 74,317 £ 3,689* 71,866 £ 3,359* 55,280 + 2,454* 54,334 +1,535%*
500 72,380 £ 5,478* 66,704 £ 5,042* 63,551 £ 3,024* 63,353 £1,327* 50,730 £ 1,440%* 50,730 £ 1,440%*
1000 54,706 £ 3,422* 52,479 £ 3,296* 52,478 £3,201* 52,781 £2,608%* 47,176 £ 2,613* 49,193 + 2,436*
0 110,070 +£5,367* 112,943 £6,076* 111,723 +4,847* 111,862 +3,876* 111,188 +2,701* 111,386 +2,545*
100 98,357 + 8,653* 95,023 £ 7,269% 93,004 £+ 6,587* 83,585 +£3,903* 82,682 + 3,875% 82,819 +3,573*
50 200 86,781 + 7,560* 86,781 + 7,560* 83,435 +5,834* 75,484 £ 5,586%* 74,715 £ 5,529* 74,152 + 4,769*
500 78,978 £ 5,582%* 77,724 £ 3,794* 81,674 + 8,098* 73,879 £ 6,294* 73,130 £ 6,238* 72,793 +4,740*
1000 64,937 £+ 3,009* 63,366 = 2,693* 60,054 + 5,553* 60,766 = 4,612* 60,101 +4,735* 61,095 +2,759*
0 110,607 £ 8,937* 109,673 £2,962* 109,375+ 7,044* 110,394 +3,585* 109,714 + 5,046* 110,162 + 3,594*
100 99,052 £ 6,220* 95,461 =£10,218* 93,254 £ 6,379%* 82,966 + 3,314* 82,666 £ 3,721* 82,653 + 3,259*
25 200 86,684 + 7,429* 87,594 + 5,864* 84,815 +4,909* 74,769 £+ 1,880%* 72,431 + 3,868* 73,982 +2,369*
500 80,210 £ 8,019* 80,574 £5,771* 83,306 £ 5,813* 74,498 £ 3,950% 70,059 £ 6,187* 73,035 £ 5,423*
1000 71,412 £ 3,290%* 65,981 £ 2,645* 62,466 = 2,195* 62,414 £2917* 60,926 + 3,289* 61,498 + 3,525*
0 110,241 £8,334* 111,259+ 7,843* 111,042 £5,656*  111,505+4,547* 111,047 +2,710%* 110,606 + 4,146*
100 91,087 £ 7,532* 86,533 £ 7,156* 82,206 + 6,798* 78,096 £ 6,458%* 74,191 £ 6,135* 70,482 + 5,828*
10 200 92,132 £2,898* 87,525 £ 2,254* 83,149 + 4,641* 78,992 + 3,059%* 75,042 £ 1,506* 71,290 +9,981*
500 80,248 + 8,002* 76,235 £ 7,602%* 72,423 £7,222% 68,802 £ 6,861* 65,362 +6,518* 60,787 £+ 6,062*
1000 71,766 £ 3,683* 68,178 £ 3,499* 64,769 £ 3,324* 61,531 £ 3,158%* 57,223 £2,937* 48,668 +2,731*
F 43,914 57,442 72,291 115,83 147,82 161,30
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.7.3. Ukupna antioksidacijska aktivnost

Nakon 4 h tretmana s povecanjem koncentracije ionskog koloidnog Ag u hranjivoj otopini
zabiljezeno je povecanje ukupne antioksidacijske aktivnosti (UAA) u biljkama (Slika 42).
Nakon 12 h u tretmanima sa 100, 200 1 500 pg/L Ag UAA bila je 15%, 23% i 33%, dok je pri
1000 pg/L Ag vrijednost UAA bila 7% veca u usporedbi s kontrolom. Tako su sve vrijednosti
UAA izmjerene nakon 24 h i 48 h bile statisticki znacajno vece od vrijednosti u kontroli

(P<0,05), u svim tretmanima zabiljezena aktivnost bila je manja od aktivnosti nakon 12 h.
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Slika 42. Ukupna antioksidacijska aktivnosti (UAA) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24148 h od
pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj
otopini. Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) £ SD.

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

UAA u biljkama koje su tretirane ionskim koloidnim Ag u kombinaciji s 50% N 1 P u hranjivoj
otopini, povecavala se s povecanjem koncentracije Ag (Tablica 19). Najvece vrijednosti
zabiljeZzene su u tretmanu koji je trajao 8 h. Kada je tretman trajao 12, 24 i 48 h, pri svim

koncentracijama Ag UAA bila je veca u usporedbi s kontrolom ali manja u usporedbi s
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vrijednosti izmjerenoj u istom tretmanu 8 h od pocetka izlaganja (Tablica 19). U biljkama koje
su uzgajane u hranjivoj otopini s 25% koncentracije N i P bez dodatka ionskog koloidnog Ag
izmjerene vrijednosti UAA bile su znacajno vece od kontrole. Dodatak ionskog koloidnog Ag
takoder je znaCajno povecao vrijednosti UAA u odnosu na kontrolu tijekom cijelog pokusa.
Najvece vrijednosti pri svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag izmjerene su nakon 12 h.
Pri tretmanu s 1000 pg/L Ag nakon 12 h vrijednost UAA iznosila je 9,796 + 0,426
umolTtroLox/g sv. tv. te je 46% veca u usporedbi s kontrolom. Nakon 24 h 1 48 h pri tretmanima
svim koncentracijama Ag UAA bila je veca u usporedbi s kontrolom ali manja u usporedbi s
vrijednosti izmjerenoj u istom tretmanu 12 h od pocetka izlaganja (Tablica 19). U biljkama koje
su tretirane s Ag u hranjivoj otopini s 10% koncentracije N 1 P znacajno povecanje vrijednosti
UAA utvrdeno je pri svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag nakon 2 i 4 h od pocetka
pokusa. Nakon 8 1 12 h znac¢ajan utjecaj imala je samo najveca koncentracija ionskog koloidnog
Ag pri kojoj je UAA bila 13% veca od kontrole. U pokusima koji su trajali 24 1 48 h nisu
zabiljezene statisticki znacajne promjene UAA (P<0,05) (Tablica 19).

Usporedba djelovanja iste koncentracije Ag na L. gibba uzgajane pri razliitim razrjedenjima
N 1 P u hranjivoj otopini prikazana je na s/ici 43. Ukupna antioksidacijska aktivnost nakon 48 h
tretmana s tri najvece koncentracije ionskog koloidnog Ag bila je statisticki znacajno veca u
biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 50 i 25% koncentracije N i P u usporedbi s
djelovanjem iste koncentracije na biljke u hranjivoj otopini sa 100 1 10% N 1 P. Pri tretmanu s
1000 pg/L ionskog koloidnog Ag UAA bila je 9 % veca od kontrole u biljkama tretiranim u
potpunoj hranjivoj otopini. Ista koncentracija ionskog koloidnog Ag povecala je UAA u
biljkama tretiranim u hranjivoj otopini s 50% N i P za 36% te u hranjivoj otopini s 25% N i P

za 38% u usporedbi s kontrolom (Slika 43).
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Slika 43. Ukupna antioksidacijska aktivnosti (UAA) u L. gibba nakon 48 h od pocetka tretmana
ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim
koncentracijama N 1 P (100, 50, 25 i 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole + SD.
Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA,

LSD test, P<0,05).
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Tablica 19. Ukupna antioksidacijska aktivnost (UAA) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200,

5001 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%).

UAA (upmoltroiox/g SV. tv.)

Tretman/Vrijeme
NiP (%) Ag(ng/L) 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h
0 6,172 £0,388 6,432 +£0,751 6,675 +£0,778 6,698 £ 0,284 6,869 £ 0,128 6,871 £0,569
100 6,264 + 0,309 7,203 £ 0,737* 7,525 +0,774* 7,718 £0,215* 7,624 £ 0,433* 7,661 +0,124*
100 200 6,273 £ 0,652 7,312 £0,758* 7,492 £ 0,888* 8,221 £0,166* 8,290 £ 0,317* 7,782 £0,923*
500 6,331+ 0,884 7,527 £ 0,636* 7,859 + 0,642* 8,895 + 0,053* 8,420 + 0,229* 7,837 £ 0,083*
1000 6,574 £ 0,345 7,520 £ 0,740* 8,409 £ 0,920* 7,169 £0,132* 7,875 +£0,165* 7,488 £0,202*
0 7,086 + 0,341* 7,157 £0,345% 7,158 £0,357 7,134 £ 0,346 7,156 £ 0,446 7,183 £0,362
100 7,715 £ 0,820* 8,487 £ 0,902* 9,335+ 0,992* 9,149 + 0,972* 8,508 + 0,904* 8,083 + 0,859*
50 200 8,419 + 0,389* 9,261 +£0,428* 10,187 £ 0,471%* 9,983 £ 0,462* 9,284 £ 0,429* 8,820 + 0,408*
500 8,279 +£ 0,339* 9,107 £ 0,373* 10,018 £ 0,411* 9,817 £0,402* 9,130+ 0,374* 8,856 + 0,363*
1000 8,395+ 0,651* 9,654 £ 0,749* 10,813 +0,839* 10,597 + 0,822 9,855+ 0,764* 9,362 £ 0,726*
0 7,847 + 0,652* 7,806 + 0,158* 7,973 £0,088* 7,893 £ 0,087* 7,992 + 0,600* 7,830 £0,541*
100 7,745 £ 0,719% 7,843 £0,242* 8,141 £0,216* 8,455 +£0,375* 8,389 + 1,026* 8,295 +£0,619*
25 200 8,198 £ 0,575* 8,538 £ 0,467* 8,868 £ 0,601* 9,217 £ 0,797* 9,377 £0,578* 9,238 + 0,638*
500 8,468 £ 0,719* 8,902 + 0,244* 9,244 £ 0,405* 9,606 + 0,638* 9,461 £0,935* 9,284 £ 0,540*
1000 8,506 + 0,803 * 9,095 + 0,477* 9,436 + 0,365* 9,796 + 0,426* 9,096 + 1,158* 9,130 +1,088*
0 6,930 + 0,268* 6,990 £ 0,274 7,000 + 0,265 6,984 £ 0,297 6,970 £ 0,354 6,958 £0,427
100 7,049 + 0,484* 7,111 £0,515* 7,176 £ 0,566 7,242 + 0,634 7,310+ 0,714 7,381 £ 0,803
10 200 7,045 £ 0,635% 7,102 £ 0,594* 7,161 £0,571 7,222 £0,570 7,285 £ 0,590 7,350 £ 0,630
500 7,008 + 0,873* 7,075 £ 0,936* 7,143 £1,007 7,275+ 0,929 7,345 £ 0,570 7,143 +£ 0,970
1000 7,395 + 0,470* 7,459 +0,478* 7,525 +0,513* 7,593 £0,571* 7,517 £ 0,565 7,141 £0,537
F 13,142 16,080 23,349 27,563 11,534 10,573
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD. *Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.8. Koncentracija vodikovog peroksida

Utjecaj ionskog koloidnog Ag na koncentraciju vodikovog peroksida (H202) u stanicama L.
gibba u potpunoj hranjivoj otopini prikazan je na slici 44. S povecanjem vremena trajanja
pokusa zabiljezeno je progresivno povecanje koncentracije H2O2 u stanicama L. gibba. U
biljkama koje su uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini (100% N i P) utvrdeno je znacajno
povecanje koncentracije HO; nakon 2, 4 1 8 h pri tretmanu s 500 1 1000 pg/L Ag. Kada je
tretman trajao 12 h i duze znacajno povecanje koncentracije H>O zabiljezeno je pri tretmanima
$ 200, 500 1 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag. Nakon 48 h u biljkama koje su tretirane s 1000
ug/L ionskog koloidnog Ag koncentracija H2Oz (6,114 + 0,518 umol/g sv. tv.) bila je 27% veca
u usporedbi s kontrolom (4,811 £ 0,177 pmol/g sv. tv.).

160 + ---p ug/L 0100 pgl. B200 pg/l. ®W500 pg/L. MW1000 pg/L
< 140 T *
E
=
S
4
° *
<120 1 " . "
@) * *
:]E\l * * * *

* *
100 - -- - - {HOE - £ - [ - -
80
2 4 8 12 24
Vrijeme (h)

Slika 44. Koncentracija vodikovog peroksida (H2Oz) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12,24 148 h od
pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj hranjivoj
otopini. Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) £ SD.

*Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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Tijekom prvih 12 h trajanja pokusa, koncentracija H>O» u biljkama koje su uzgajane u hranjivoj
otopini s 50% koncentracije N i P bez dodatka ionskog koloidnog Ag bila je statisticki znac¢ajno
manja u usporedbi s kontrolom (7ablica 20). Znacajno povecanje koncentracije H>Oz u
biljkama uzgajanim u hranjivoj otopini s 50% koncentracije N 1 P utvrdeno je nakon 4, 8, 12 1
24 h tretmana s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag, dok je nakon 48 h znafajno povecanje
koncentracije H>O» zabiljezeno pri tretmanu s tri najvece koncentracije ionskog koloidnog Ag.
Nakon 48 h koncentracija H>O> bila je 11% (200 pg/L) i 15% (500 pg/L i 1000 pg/L) veca u
usporedbi s kontrolom. Tretman ionskim koloidnim Ag koncentracije 200, 500 i 1000 pg/L
uzrokovao je znacajno povecanje koncentracije H>O> u biljkama koje su tretirane u hranjivoj
otopini s 25% koncentracije N i P tijekom cijelog pokusa (7ablica 20). S povecanjem vremena
trajanja pokusa zabiljezeno je progresivno povecanje koncentracije H>O: u stanicama L. gibba
te su najvece vrijednosti izmjerene nakon 48 h. Nakon 48 h koncentracija H2O; bila je 20%
veca pri tretmanu s 1000 pg/L u usporedbi s kontrolom (P<0,05). U biljkama koje su rasle u
hranjivoj otopini s 10% N i P bez dodatka ionskog koloidnog Ag, koncentracija H,O: bila je
znacajno veca u usporedbi s kontrolom. Tretman svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag
uzrokovao je znacajno povecanje koncentracije H>O> ve¢ nakon 2 h tretmana (P<0,05) pa je
tako pri tretmanu s 1000 pg/LL Ag zabiljeZzeno povecanje koncentracije H2O2 za 17% u
usporedbi s kontrolom. Povecanje koncentracije H2O2 od 33% 1 60% u odnosu na kontrolu
zabiljezeno je u biljkama koje su tretirane u hranjivoj otopini s 10% koncentracije N i P 48 h

od pocetka tretmana s 500 1 1000 pg/L.

Usporedba koncentracije H>O> u biljkama tretiranim s razli¢itim koncentracijama ionskog
koloidnog Ag u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P prikazana je na slici 45. Pri
tretmanu ionskim koloidnim Ag koncentracija 100 i 200 pg/L nakon 48 h nije utvrdena
statisticki znaCajna razlika medu biljkama koje su tretirane u hranjivoj otopini s razliitim
koncentracijama N i P. Pri tretmanu s 500 pg/L ionskog koloidnog Ag koncentracija H>O; bila
je najveéa u biljkama koje su rasle pri 10% koncentracije N i P u hranjivoj otopini
(6,392 £+ 0,506 umol/g sv. tv.). Nakon 48 h tretmana s 500 ug/L sadrzaj H,O; u biljkama koje
su uzgajane pri 50% 1 25% koncentracije N 1 P nije se razlikovao od koncentracije H2O> pri
istom tretmanu u potpunoj hranjivoj otopini i hranjivoj otopini s 10% N i P (Slika 45). Pri
tretmanu s najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag koncentracija H>O; bila je
statisticki znac¢ajno manja u biljkama koje su uzgajane pri 50% koncentracije N 1 P u odnosu na
biljke uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini. Najveca koncentracija H.O, (7,692 + 0,674
umol/g sv. tv.) izmjerena je u biljkama koje su tretirane s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag u
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hranjivoj otopini s 10% N 1 P 1 ta je vrijednost bila znacajno veca od vrijednosti pri istom

tretmanu i 100, 50 1 25% koncentracije N i P u hranjivoj otopini (Slika 45).
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Slika 45. Koncentracija vodikovog peroksida (H20O2) u stanicama L. gibba nakon 48 h od
pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i1 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s
razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%). Podaci su prikazani kao postotak kontrole
+ SD. Rezultati oznaceni razliitim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju

(ANOVA, LSD test, P<0,05).
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Tablica 20. Koncentracija vodikovog peroksida (H>O2) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100,

200, 500 1 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%).

H,0; (nmol/g sv. tv.)

Tretman/Vrijeme
NiP (%) Ag((ng/L) 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h
0 4,881 £ 0,045 4,857 £ 0,045 4,905 + 0,046 4,885 +0,101 4,710 £ 0,183 4,811 +0,177
100 4913 +£0,113 4,889+ 0,112 4,938+ 0,114 4,970 = 0,120 4,685 + 0,093 4,994 + 0,506
100 200 4,956 £ 0,092 4,931 £0,091 4,981 + 0,092 5,014 £ 0,103* 5,008 +0,132%* 5,488 +0,592*
500 5,026 £ 0,075* 5,128 £0,077* 5,179 £ 0,077* 5,214 + 0,109* 5,050+ 0,215* 5,861 £0,351*
1000 5,313 £0,122%* 5,448 £ 0,125* 5,503 +£0,127* 5,539 +0,120* 5,516 +0,170* 6,114 +0,518*
0 4,477 £0,044%* 4,721 £0,045%* 4,768 £ 0,061* 4,748 + 0,098* 4,578 £ 0,174 4,677+0,172
100 4,775+ 0,110* 4,752 £0,109* 4,799 £ 0,110 4,831+0,117 4,621 £ 0,091 4,854 £ 0,492
50 200 4,817 £ 0,089 7,793 = 0,089 4,841 £ 0,090 4,873 + 0,100 4,868 = 0,129 5,335+0,575%*
500 4,865 £ 0,069 4,841 +£0,109 4,889+ 0,110 4,922 +£0,130 4,767 £ 0,224 5,534 + 0,369*
1000 4,973 +0,114 5,143 £ 0,152* 5,195 + 0,154* 5,229 +0,144* 5,206 + 0,172* 5,521 +£0,488*
0 4,954 £ 0,057 4,930 £ 0,057 4,979 + 0,057 4,898 £ 0,059 4,854+ 0,189 4,944 + 0,066
100 4,987+ 0,123 4,962 £0,122 5,012+ 0,123 5,011 +0,116 4,805+ 0,108 4,955+ 0,586
25 200 5,031 +£0,101* 5,006 +0,101* 5,056 +0,102* 5,055 +0,098* 5,078 £ 0,168* 5,642 + 0,692*
500 5,029 +0,078* 5,004 £ 0,116%* 5,054+ 0,117* 5,053 +0,116%* 4,926 £ 0,281* 5,755 £ 0,456%*
1000 5,152 +0,141%* 5,318 £ 0,216* 5,406 + 0,187* 5,370 £ 0,184* 5,410+ 0,147* 5,777 £ 0,582*
0 5,049 + 0,058* 4,967 + 0,060 4,991 £ 0,118 5,013 £ 0,134* 4,922 £0,271* 5,014 +0,067*
100 5,082 +0,125% 5,082 +0,118* 4,873 £0,109 5,082 +0,118* 4,873 £0,155%* 5,025 + 0,594 *
10 200 5,127 £ 0,103* 5,126 £ 0,099* 5,150+ 0,171%* 5,126 £ 0,099* 5,150 £ 0,242* 5,722 +£0,701*
500 5,369 + 0,124* 5,368 £ 0,123* 5,471 £0,313%* 5,612 £ 0,129* 5,471 £ 0,443* 6,392 + 0,506*
1000 5,706 £ 0,231* 5,704 £ 0,196* 6,009 + 0,163 * 6,223 +0,213* 7,270 + 0,242%* 7,692 + 0,674*
F 31,961 36,382 38,758 52,958 34,776 9,248
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.9. Koncentracija produkata lipidne peroksidacije

Znacajno povecanje koncentracije produkata lipidne peroksidacije (TBARS) u biljkama koje
su tretirane sa 100 pg/L ionskog koloidnog Agu potpunoj hranjivoj otopini zabiljezena je nakon
12 h kada je vrijednost bila veca za 13% od kontrole (Slika 46). Najveca vrijednost, zabiljeZena
u tretmanu s ovom koncentracijom Ag nakon 48 h, iznosila je 3,968 + 0,289 nmol/g sv. tv. §to
je 70%-tno povecanje u usporedbi s kontrolom. Tretman ionskim koloidnim Ag koncentracije
200 pg/L uzrokovao je znacCajno povecanje koncentracije TBARS-a nakon 8 h te je
koncentracija rasla do kraja pokusa. Nakon 48 h koncentracija TBARS-a (4,053 + 0,295
nmol/g sv. tv.) bila je 73% veca od kontrole (S/ika 46). Kada su biljke L. gibba tretirane s dvije
najvece koncentracije ionskog koloidnog Ag, znacajno povecanje koncentracije TBARS-a
zabiljezeno je ve¢ 2 h od pocetka izlaganja. Najvece vrijednosti zabiljezene 48 h od pocetka
pokusa iznosile su 3,993 + 0,137 nmol/g sv. tv. pri 500 ng/L. Agi 4,723 + 0,255 nmol/g sv. tv.
pri 1000 pg/L Ag (Slika 46).
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Slika 46. Koncentracija produkta lipidne peroksidacije (TBARS) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12,
24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u potpunoj
hranjivoj otopini. Podaci su prikazani kao postotak kontrole (vrijednosti netretiranih biljaka) +

SD. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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Znacajno povecanje koncentracije TBARS-a u biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini s
50% koncentracije N i P utvrdeno je nakon 8 h tretmana s dvije najvece koncentracije ionskog
koloidnog Ag (Tablica 21). Nakon 24 h izmjerene vrijednosti koncentracije produkata lipidne
peroksidacije bile su 11% (200 pg/L), 15% (500 pg/L) 1 17% (1000 pg/L) vece od kontrole.
Nakon 48 h tretmana koncentracije TBARS-a pri nizim koncentracijama ionskog koloidnog Ag
bile su 46% 1 49% vece od kontrole. Pri tretmanu s dvije najveée koncentracije ionskog
koloidnog Ag koncentracija TBARS-a iznosila je 3,527 = 0,141 nmol/g sv. tv. (500 pg/L) i
4,538 + 0,314 nmol/g sv. tv. (1000 pg/L) $to je 51% 1 94% veca vrijednost u odnosu na kontrolu.
Tretman ionskim koloidnim Ag koncentracije 200, 500 1 1000 pg/L uzrokovao je znacajno
povecanje koncentracije TBARS-a u biljkama koje su tretirane u hranjivoj otopini s 25%
koncentracije N i P tijekom cijelog pokusa dok je pri 100 pg/L znacajno povecéanje zabiljezeno
nakon 8 h (Tablica 21). S povecanjem vremena trajanja pokusa zabiljeZeno je progresivno
povecanje koncentracije HoO> u stanicama L. gibba te su najvece vrijednosti izmjerene nakon
48 h. Nakon 48 h koncentracija TBARS-a bila je 59% veca pri tretmanu sa 100 pg/L, 67% veca
pri tretmanu s 200 pg/L, 65% vecéa pri tretmanu s 500 pg/L te 89% veéa pri tretmanu s
1000 pg/L u usporedbi s kontrolom (P<0,05). U biljkama koje su rasle u hranjivoj otopini s
10% N 1 P bez dodatka ionskog koloidnog Ag, koncentracija TBARS bila je znacajno veca u
usporedbi s kontrolom (7ablica 21). Tretman svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag
uzrokovao je zna¢ajno povecanje koncentracije TBARS-a ve¢ nakon 2 h tretmana (P<0,05) pa
je tako pri tretmanu s 1000 pug/L Ag zabiljezeno povecanje iznosilo 52% u usporedbi s
kontrolom. Nakon 48 h tretmana koncentracije produkata lipidne peroksidacije bile su 103%
veca pri tretmanu sa 100 ug/L, 123% veca pri tretmanu s 200 1 500 pg/L te 158% veca pri
tretmanu s 1000 pg/L u usporedbi s kontrolom (P<0,05).

Tretman ionskim koloidnim Ag koncentracija 100, 200 i 500 pg/L uzrokovao je statistiCki
znacajno manju akumulaciju produkata peroksidacije lipida u biljkama koje su uzgajane u
hranjivoj otopini s 50% koncentracije N i P u usporedbi s djelovanjem iste koncentracije
ionskog koloidnog Ag na biljke uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini (Slika 47). S druge strane,
tretman istim koncentracijama ionskog koloidnog Ag uzrokovao je vecu akumulaciju produkata
lipidne peroksidacije u biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 10% koncentracije N 1
P. Prema rezultatima analize varijance i LSD testa pri tretmanu s najve¢om koncentracijom
ionskog koloidnog Ag nisu zabiljeZene znacajne razlike izmedu biljaka koje su uzgajane pri
100, 50 1 25% koncentracije N 1 P u hranjivoj otopini, dok je pri 10% N i P koncentracija
produkata peroksidacije lipida bila najveca (6,018 + 0,416 nmol/g sv. tv.) (Slika 47).
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Slika 47. Koncentracija produkata lipidne peroksidacije (TBARS) u stanicama L. gibba nakon
48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim Ag (100, 200, 500 1 1000 pg/L) u hranjivoj otopini
s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%). Podaci su prikazani kao postotak
kontrole + SD. Rezultati oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statistiCki znacajno

razlikuju (ANOVA, LSD test, P<0,05).
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Tablica 21. Koncentracija produkata lipidne peroksidacije (TBARS) u L. gibba nakon 2, 4, 8, 12, 24 1 48 h od pocetka tretmana ionskim koloidnim
Ag (100, 200, 500 1 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i P (100, 50, 25 i 10%).

TBARS (nmol/g sv.tv.)
Tretman/Vrijeme
NiP (%) Ag (ng/L) 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h
0 2,265+ 0,077 2,243 £ 0,076 2,263 £ 0,076 2,284 £0,155 2,299 + 0,099 2,335+ 0,236
100 2,243 £ 0,150 2,221 +£0,148 2,409 + 0,070 2,597 +0,151* 2,473 £0,144* 3,968 + 0,289*
100 200 2,411 £0,202 2,387 + 0,200 2,481 £ 0,084* 2,576 £0,132%* 2,453 £0,125% 4,053 £ 0,295*
500 2,472 £0,221* 2,569 + 0,277* 2,580+ 0,146* 2,591 + 0,088* 2,468 + 0,084* 3,993 +0,137*
1000 2,581 £ 0,230%* 2,556 £0,228%* 2,597 £ 0,180* 2,639 £0,144* 2,513 +£0,138* 4,723 £0,255%*
0 2,267 + 0,035 2,244 + 0,035 2,265+ 0,076 2,286+ 0,171 2,301 0,111 2,270 £ 0,153
100 2,275+ 0,159 2,279+ 0,126 2,441+ 0,074 2,529+ 0,180 2,474+ 0,121 3,405 + 0,248*
50 200 2,344 £ 0,188 2,352 £ 0,169 2,451 +£0,178 2,551 +£0,274% 2,562 £0,061%* 3,477 +£0,253%*
500 2,369+ 0,116 2,464 + 0,229 2,479 £0,161* 2,495 + 0,202* 2,644 £ 0,136* 3,527+ 0,141*
1000 2,476 £0,162 2,466 + 0,140 2,507 £ 0,092* 2,549 + 0,073* 2,699 £ 0,283* 4,538 £0,314*
0 2,433+ 0,082 2,409 + 0,081 2,432+0,122 2,456 £ 0,211 2,470+ 0,117 2,440 £ 0,229
100 2,477 £0,167 2,483+ 0,170 2,660 £ 0,159%* 2,753 £0,181%* 2,697 £0,196* 3,713 £0,358*
25 200 2,554 £ 0,200%* 2,561 £0,188%* 2,746 £ 0,177* 2,858 £0,307* 2,875+£0,171%* 3,903 + 0,360*
500 2,584 +0,220* 2,691 + 0,339* 2,705 £ 0,262* 2,719 + 0,264* 2,879 +£0,161* 3,844 +0,231*
1000 2,697 £ 0,200%* 2,727 £0,155* 2,773 £0,102%* 2,818 £ 0,081* 3,114 + 0,326* 4,407 £ 0,304*
0 2,842 £ 0,070* 2,872 +0,202* 2,873 +£0,181%* 2,835+ 0,211* 2,865 +£0,132%* 2,832+ 0,212*
100 3,171 £ 0,214* 3,178 £ 0,218* 3,405 + 0,204* 3,523 +£0,323* 3,452+ 0,251* 4,753 + 0,459*
10 200 3,269 + 0,256* 3,415+0,251* 3,662 +0,237* 3,811+ 0,409* 3,834 +0,228* 5,204 +0,481*
500 3,308 £ 0,281* 3,645 + 0,460* 3,665 +0,355* 3,684 +0,357* 3,900 +0,218* 5,207 £0,313*
1000 3,452 + 0,256* 3,723 +£0,212* 3,785 + 0,140* 3,848 +0,111* 4,252 £ 0,446%* 6,018 +£0,416*
F 24,974 27,353 47,420 30,800 48,446 66,854
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. *Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (ANOVA, Tukey HSD test, P<0,05).
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3.10. Mineralni sastav tkiva vodene lece

3.10.1. Koncentracija srebra u tkivu L. gibba

Nakon 48 h tretmana s ionskim koloidnim Ag u tkivu vodne le¢e doslo je do akumulacije srebra
(Ag) (Tablica 22). Pri tretmanu s koncentracijama 100, 200 i 500 pg/L koncentracija
akumuliranog Ag bila je u intervalu od 9,57 do 11,07 mg/kg dok pri tretmanu s najveCom
koncentracijom ionskog koloidnog Ag dolazi do nakupljanja ve¢e koncentracije Ag u tkivu L.
gibba (19,5 mg/kg sh. tv.). S povecanjem koncentracije Ag u hranjivoj otopini rasla je i
koncentracija Ag u tkivu. Kada su biljke tretirane s Ag pri 50% N i P koncentracija Ag u tkivu
bila je u rasponu od 4,79 do 10,64 mg/kg sh. tv. Kada su biljke tretirane s Ag u kombinaciji s
koncentracijom N i P smanjenom na 25% vrijednosti potpune hranjive otopine akumulacija Ag
bila je od 4,67 do 7,14 mg/kg sh. tv. dok je pri 10% N 1 P u hranjivoj otopini koncentracija Ag
bila u raspon od 5,0 do 8,82 mg/kg sh.tv. (Tablica 22).

3.10.2. Koncentracija Zeljeza, magnezija i kalija u tkivu L. gibba

Uz akumulaciju Agu tkivu L. gibba zabiljeZeno je smanjenje koncentracije Mg, K i Fe (Tablica
22). Koncentracija Fe bila je znafajno smanjena pri tretmanu s najve¢om koncentracijom
ionskog koloidnog Ag dok je na smanjenje koncentracije Mg u tkivu L. gibba znacajan utjecaj

imao tretman s 200, 500 i 1000 pg/L.

Smanjenjem koncentracije N i P na 50% u odnosu na potpunu hranjivu otopinu zabiljeZeno je
povecanje koncentracije K, Mg i Fe, dok je daljnjim razrjedenjem koncentracije N i P

zabiljezeno 1 smanjenje koncentracije ovih nutrijenata u tkivu L. gibba.

U biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 50% koncentracije N i P pri tretmanu s
najve¢om koncentracijom ionskog koloidnog Ag, zabiljeZeno je smanjenje koncentracije Mg i
Fe u odnosu na kontrolu (7ablica 22). Biljke koje su rasle u hranjivoj otopini s 10%
koncentracije N 1 P imale su znacajno manje koncentracije Mg i K pri tretmanu sa svim
koncentracijama ionskog koloidnog Ag i manju koncentraciju Fe pri tretmanu s 200, 500 i

1000 pg/L ionskog koloidnog Ag u usporedbi s kontrolom.
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Tablica 22. Koncentracija Ag i elemenata Fe, K i Mg u L. gibba nakon 48 h tretmana ionskim

koloidnim Ag (100, 200, 500 i 1000 pg/L) u hranjivoj otopini s razli¢itim koncentracijama N i

P (100, 50, 25 1 10%).

Tretman Ag Fe Mg K
NiP A
o0 | (ug/ A
0 106,3 £2,6 3219+ 148 41091 + 740
100 | 10,08 +1,92* 83,85 12,88 2249 £ 1232 34905 + 8547
100 200 | 9,57 +0,68* 90,87 £ 25,9 2152 + 152* 34454 + 10378
500 | 11,07 +1,41* 101,8 +21 2291 +51* 38416 +10731
1000 | 19,495 +0,37* 48,145 +12* 1866 + 791* 29777 £13820
0 153,8 £ 11 3411 + 45* 46675 7113
100 | 4,79+1,92* 120,6 + 12 3444 + 12* 60893 +91,57*
50 200 | 4,96 +0,17* 132,1 £35 3549 + 680* 62773 +1261*
500 | 5,06 +0,65* 167,65 +53 4427 + 651* 73672 +1447*
1000 | 10,69 + 3,0* 61,84 + 8,44* 1230 +10* 27411 + 436*
0 94,36 £ 6,10 2731 +37 23860 + 1663
100 | 4,677+ 1,42%* 105,6 £+ 0,56 2883 + 609 37554 + 1369
25 200 | 4,731 +£2,86* 94,5 + 13,01 2609 + 545 35474 +11082
500 | 6,45 +0,99* 93,31 +17,52 2519+ 379 35020 + 11475
1000 | 7,145+ 1,99* 97,69 £ 6,55 2479 +192 34515 + 4702
0 126,4 +14 1671 £ 122%* 31523 £ 257*
100 | 5,00+ 2,38* 88,52 + 8,57 2514 +219* 33361 + 2928*
10 200 | 6,48 £0,84* 81,44 +14,45* 2163 +241* 37216 £ 252*
500 | 6,96 +2,81* 93,73 +37,43* 2030+ 82* 32072 £ 509*
1000 | 8,82 +1,72* 81,355+ 7,71* 2042 +140* 31392 £ 771*

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost £ SD. *StatistiCki znacajne razlike u odnosu na
kontrolu (Studentov t- test, P<0,05).
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4. Rasprava

Akumulacija metala uzrokuje brojne promjene metabolickih procesa u biljkama od kojih neke
mogu direktno doprinijeti povecanju otpornosti na Stetno djelovanje metala (Ding i sur., 2007;
2010). Prema istrazivanjima koje su proveli Naumann i sur. (2007) Ag je u usporedbi s drugim

metalima najviSe inhibiralo rast vodene le¢e vrste Lemna minor.

U ovom istrazivanju koncentracija Ag u tkivu L. gibba povecavala se s povecanjem
koncentracije ionskog koloidnog Ag u potpunoj hranjivoj otopini. Akumulacija Ag zabiljeZzena
jeiutkivu L. gibba (Oukarroum i sur., 2013) i drugih vodenih makrofita kao Sto je Potamogeton
crispus (Xu 1 sur., 2010) nakon tretmana s AgNO3. Dodatak Ag i drugih toksi¢nih metala u
hranjivu otopinu sprjecavao je unos razli¢itih nutrijenata u biljke (Xu i sur., 2010; Ouzounidou
i Constantinidou, 1999). Sli¢ni rezultati zabiljezeni su i u ovom istrazivanju. S povecanjem
koncentracije ionskog koloidnog Ag u potpunoj hranjivoj otopini zabiljeZene su smanjenje
koncentracije Fe 1 Mg u tkivu L. gibba (Tablica 22). Dakle, tretman ionskim koloidnim Ag
narusio je ravnotezu nutrijenata u stanicama L. gibba. Toksi¢ni metali naj¢esce u stanice ulaze
pomocu membranskog transportnog sustava za mineralne nutrijente te kompeticija za
specifi¢ne transportere moze rezultirati naruSenom ravnoteZom nutrijenata u stanicama (Sunda
1 Huntsman, 1998; Fortin i Campbell, 2001). Smanjenje unosa Fe u stanice navodi se kao tipicni
primjer metalima inducirane promjene stani¢nog metabolizma (Alcantara i sur., 1994). Xu i
suradnici (2010) smatraju da bi smanjenje koncentracije nutrijenata u stanicama moglo biti
posljedica poremecaja stanicnog metabolizma i smanjene dostupnosti energije (ATP-a) o kojoj
direktno ovisi transportni sustav preko membrane. Tretman s Ag smanjuje koncentraciju
ATP-a u stanicama P. crispus (Xu 1 sur., 2010) zbog moguce inhibicije enzima ukljuc¢enih u
sintezu ATP-a, kao na primjer ATPaze do ¢ije inhibicije dolazi zbog moguce reakcije Ag sa

sulthidrilnim skupinama enzima (Jeanne i sur., 1993).

U biljkama vrste L. gibba koje su ionskim koloidnim Ag tretirane u hranjivoj otopini sa
smanjenim koncentracijama N i P utvrdena je manja akumulacija Ag u tkivu u usporedbi s
akumulacijom u potpunoj hranjivoj otopini (7ablica 22). Nize koncentracije P mogu dovesti do
redukcije sinteze ATP-a S$to u konacnici moze rezultirati smanjenjem aktivnog transporta
metalnih kationa preko stanicne membrane (Hermans i sur., 2006). Povec¢anjem koncentracije
ionskog koloidnog Ag u hranjivim otopinama sa smanjenim koncentracijama N i P nije doslo

do proporcionalnog smanjenja koncentracije Fe i Mg u tkivu L. gibba. Za razliku od ovog
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istrazivanja u kojem je najduzi tretman bio 48 h, Stetno djelovanje srebra i drugih metala na
unos razli¢itih nutrijenata u biljke uglavnom je istrazivano kroz duzi period izlaganja
(Ouzounidou i Constantinidou, 1999; Xu i sur., 2010). Dulje izlaganje biljaka ionskom
koloidnom Ag moglo bi dati bolji uvid u promjene koncentracija i omjera mikronutrijenata u

stanicama L. gibba.

Specificni prirast broja biljaka 1 prirast svjeze mase L. gibba bili su znacajno smanjeni u
usporedbi s kontrolom nakon 48 h tretmana ionskim koloidnim Ag koncentracija ve¢ih od
100 pg/L u potpunoj hranjivoj otopini (Slika 13 1 15). Prirast svjeze mase vodene lece vrste L.
minor znac¢ajno je smanjen pod utjecajem Cr, Co, Cu, Hg, Ni, Tl i Zn (Naumann i sur., 2007).
Inhibicija prirasta broja biljaka L. gibba i L. minor nakon sedam dana tretmana s AgNO; ovisila
je o koncentraciji dodanog Ag (Bian i sur., 2013; Gubbins i sur., 2011). U ovom istrazivanju
najveca inhibicija prirasta broja biljaka (55%) zabiljeZena je tek pri najvecoj koncentraciji
ionskog koloidnog Ag. Prema podatcima dostupnim u literaturi, efektivna koncentracija Ag
koja uzrokuje 50% inhibiciju prirasta broja biljaka za vrstu L. gibba (ECso) u potpunoj hranjivoj
otopini iznosi 159 + 39 pg/L (Bian 1 sur., 2013). Primijecene razlike u inhibiciji prirasta broja

biljaka mogu biti posljedica razli¢itog vremena izlaganja biljaka Stetnom djelovanju Ag.

Pad specificnog prirasta broja i svjeze mase biljaka nakon 48 h tretmana ionskim koloidnim Ag
najvise testirane koncentracije (1000 pg/L) u hranjivoj otopini s 50% koncentracije N i P bio je
manji nego pri istoj koncentraciji Ag u potpunoj hranjivoj otopini (Slike 13 1 15). Budu¢i da
smanjenje koncentracije N i P na 50% bez dodatka Ag nije imalo znacajan utjecaj na specificni
prirast L. gibba, dobiveni se rezultat moze objasniti toksi¢nim djelovanjem Ag. lako su
vrijednosti prirasta broja biljka pri tretmanu s Ag u hranjivim otopinama s 25% 1 10%
koncentracije N i P bile znaCajno manje u usporedbi s kontrolom, to smanjenje je rezultat nizih
koncentracija nutrijenata, a ne toksi¢nog djelovanja Ag (Slika 13). S druge strane, smanjenje
prirasta svjeze mase biljaka posljedica je sinergistickog djelovanja nedostatka nutrijenata i

povisenih koncentracija Ag (Slika 15).

Raspad kolonija vrste L. gibba pokazatelj je znacajnih fizioloSkih promjena u frondovima
(Henke 1 sur., 2011). Apscizija frondova prije sazrijevanja kod vodenih le¢a inducirana je
djelovanjem metalnih iona kao $to su Cu®*, Cd**, Ni?*, Zn**, Hg**, CrO+* i SeO,> (Li i Xiong,
2004a, b; Severi, 2001). Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da tretman ionskim koloidnim
Ag u potpunoj hranjivoj otopini uzrokuje preuranjeno otpustanje frondova kceri od majcinske

biljke te da je taj proces bio zavrSen nakon 8 h pri svim primijenjenim koncentracijama Ag
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(Tablica 5). Preuranjena apscizija frondova pri tretmanu ionskim koloidnim Ag u hranjivoj
otopini s 50 1 25% koncentracije N i1 P bila je maksimalna ve¢ nakon 4 h tretmana. loni Ag
uzrokovali su preuranjeni raspad kolonija i kod vrste L. minor nakon 7 h od pocetka tretmana
(Topp 1 sur., 2011). Pojava otpuStanja mladih frondova iz kolonije moze sprijeciti transport
metala iz maj¢inske biljke u mlade biljke ¢ime se povecava vjerojatnost prezivljenja biljke-
kéeri (Li 1 Xiong, 2004b). Raspad kolonija kao odgovor na tretman teskim metalima ovisi
prvenstveno o vrsti samog metala, budu¢i da neki metali, kao §to su Cd**, Hg*>" i SeOs%,

pokazuju vecu toksicnost pri nizim, nego pri viSim koncentracijama (Henke 1 sur., 2011).

Znacajno smanjenje koncentracije Chla i Chlb u biljkama koje su u potpunoj hranjivoj otopini
tretirane ionskim koloidnim Ag utvrdeno je ve¢ nakon 2 h (Slike 18 i 20). Manje koncentracije
fotosintetskih pigmenata pod utjecajem Ag utvrdene su i kod drugih vrsta vodenih makrofita
(Jiang i sur., 2012; Xu i sur., 2010). Nize koncentracije Chla i Chlb mogu biti rezultat povecane
degradacije ali i smanjene sinteze klorofila (Ding i sur., 2007; Gupta i Chandra, 1998),
ultrastrukturnih promjena u kloroplastima te peroksidacije lipida u membranama (Xu i sur.,
2010). Smanjenje koncentracije klorofila u tkivu L. gibba pri tretmanu ionskim koloidnim Ag
moze biti posljedica utvrdenih smanjenih koncentracija Fe i Mg, Sto su pokazali i rezultati
drugih istrazivanja (Ouzounidou i1 Constantinidou, 1999; Urug¢ Parlak i Yilmaz, 2012). Pad
koncentracije Chla i Chlb bio je manji u biljkama koje su ionskim koloidnim Ag tretirane u
hranjivim otopinama s 50% 1 25% koncentracije N i P. Koncentracija Chla 1 Chlb bila je najniza
u biljkama uzgajanim u hranjivoj otopini s 10% koncentracije N 1 P te je tretman ionskim
koloidnim Ag jos dodatno smanjio koncentracije ovih pigmenata. Smanjene koncentracije
klorofila uvjetuju smanjenje fotosintetske aktivnosti uslijed ¢ega dolazi do inhibicije rasta

(Tewari i sur., 2004).

S povecanjem razdoblja izlozenosti ionskom koloidnom Ag u stanicama L. gibba vise se
smanjivala koncentracija Chlb nego Chla, §to je rezultiralo znacajnim povecanjem omjera
Chla/Chlb (Slika 22). Ovo povecanje omjera Chla/Chlh moZe se objasniti konverzijom Chlb u
Chla do koje dolazi tijekom procesa degradacije fotosintetskih pigmenata (Fang i sur., 1998).
Do znacajnog povecanja omjera Chla/Chlb doslo je i prilikom tretmana vodenih le¢a s olovom

(Garnczarska i Ratajczak, 2000).

Karotenoidi su antioksidansi topljivi u lipidima koji direktno sudjeluju u zastiti biljnih stanica
od ROS-a u uvjetima stresa uzrokovanim teskim metalima (Hou i sur., 2007). Koncentracija
ukupnih karotenoida u stanicama L. gibba pri tretmanu s tri najvece koncentracije ionskog
koloidnog Ag u potpunoj hranjivoj otopini bila je ve¢ nakon 2 h znacajno manja u odnosu na
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kontrolu. Nakon 8 h tretmana zabiljeZeno je progresivno smanjenje koncentracije Car pri svim
testiranim koncentracijama ionskog koloidnog Ag (S/ika 36). Smanjenje koncentracije ukupnih
karotenoida zabiljezeno je i1 kod vrsta P. crispus nakon tretmana s AgNO3 (Xu i sur., 2010);
Elodea nuttallii nakon tretmana s Fe (Xing i sur., 2010) te L. minor nakon tretmana s Cu, Cd i
Zn (Hou 1 sur., 2007; Radi¢ 1 sur., 2010). Biljke sa smanjenim koncentracijama Car nemaju
ucinkovit mehanizam disipacije suviska ekscitacijske energije u obliku topline niti gasenja
tripletnog stanja klorofila ¢ime nastaje 'O> i drugi oblici ROS-a (Karuppanapandian i sur.,
2011). Zbog smanjenih koncentracija karotenoida moze do¢i i do fotooksidacije klorofila
(Dankov 1 sur., 2009). S obzirom da karotenoidi mogu djelovati kao stabilizatori lipidne faze
tilakoidnih membrana, u biljnim stanicama koje imaju smanjene koncentracije karotenoida
tilakoidne mebrane mogu biti podloznije lipidnoj peroksidaciji (Havaux, 1998). Smanjenje
koncentracije ukupnih Car uz smanjenje koncentracije Chla i Chlb u L. gibba uzrokovano

tretmanom s ionskim koloidnim Ag ukazuje na oStec¢enje fotosintetskog sustava.

Ionsko koloidno Ag uzrokovalo je smanjenje koncentracije karotenoida i u biljkama koje su
uzgajane pri snizenim koncentracijama N i1 P u hranjivoj otopini. Znacajno smanjenje
koncentracije karotenoida u L. gibba utvrdeno je vec i pri smanjenim koncentracijama N1 P u
hranjivoj otopini na 25% i 10% te je tretman ionskim koloidnim Ag dodatno smanjio
koncentraciju Car (Slika 37). Smanjenje koncentracije karotenoida u uvjetima niskih dostupnih
koncentracija N i P moze rezultirati nakupljanjem ROS-a u stanicama, §to dovodi do oSte¢enja

pigmenata (Crafts-Brandner, 1992).

Koncentracija ukupnih proteina u organizmu vazan je pokazatelj ireverzibilnih i reverzibilnih
promjena metabolizma 1 mijenja se kao odgovor na Siroki raspon stresnih ¢imbenika
(Piotrowska 1 sur., 2010; Doganlar i Atmaca, 2011). Nakon 4 h tretmana ionskim koloidnim Ag
koncentracija ve¢ih od 100 pg/L u potpunoj hranjivoj otopini zabiljezeno je znacajno smanjenje
koncentracije proteina u stanicama L. gibba. Najvece smanjenje koncentracije proteina
zabiljezeno je u biljkama nakon 48 h tretmana s 1000 ug/L Ag (Slika 16). Osim srebra, visoke
koncentracije Cu, Cd i Fe uzrokovale su smanjenje koncentracije proteina u tkivu biljaka vrste
L. minor (Kanoun-Boulé¢ i sur., 2009; Razinger i sur., 2007) i E. nuttallii (Xing i sur., 2010).
Smanjenje koncentracije proteina moze biti posljedica povisene aktivnosti proteaza i drugih
katabolickih enzima aktiviranih razli¢itim metalima (Sinha i sur., 1996). Takoder, srebro kao i
brojni drugi metali, stvara komplekse s aminokiselinama ¢ime mijenja njihovu strukturu te

ometa proces sinteze proteina (Emamverdian i sur., 2015).
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U biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini sa smanjenim koncentracijama N i P, smanjenje
koncentracije proteina pod utjecajem ionskog koloidnog Ag bilo je manje izraZzeno nego u
biljkama koje su tretirane u potpunoj hranjivoj otopini (Slika 17). Ve¢ i samim smanjenjem
koncentracije N i P u hranjivoj otopini, utvrdene su znacajno vece koncentracije proteina u L.
gibba u odnosu na biljke u potpunoj hranjivoj otopini. Vece koncentracije proteina pri
smanjenim koncentracijama nutrijenata zabiljeZene su takoder i u tkivu P. crispus (Zhang i sur.,
2010). Wang i sur. (2000) pokazali su da u uvjetima smanjene dostupnosti nutrijenata dolazi do
povecane ekspresije gena za transportere, enzime 1 transkripcijske faktore koji imaju vaznu

ulogu u signalnom putu i odgovoru biljaka na nedostatak nutrijenata.

Nakupljanje ROS-a u stanicama jedna je od glavnih posljedica toksi¢nog djelovanja teSkih
metala na biljne stanice (Sharma i1 Dietz, 2009). U stanicama L. gibba pri visokim
koncentracijama ionskog koloidnog Ag u potpunoj hranjivoj otopini dolazi vrlo brzo (unutar 2
h) do nakupljanja H»>O,, dok najniza koncentracija ionskog koloidnog Ag tijekom cijelog
eksperimenta nije uzrokovala znacajno povecanje koncentracije H>O» (Slika 44). Oukarroum i
sur. (2013) dokazali su da u stanicama L. gibba dolazi do povecanja koncentracije ROS-a unutar

24 h od pocetka tretmana s AgNOs.

Nakon 48 h povecanje koncentracije H>O» pri tretmanu s dvije najvece koncentracije ionskog
koloidnog Ag bilo je znacajno vece u biljkama u hranjivoj otopini s 10% koncentracije N1 P u
usporedbi s djelovanjem iste koncentracije Ag u hranjivim otopinama sa 100, 50 1 25% N i1 P
(Slika 45). Pri razrjedenju N 1 P u hranjivoj otopini na 10% utvrdena je znacajno veca
koncentracija H>O> i1 bez dodatka Ag (Slika 44). U uvjetima nedostatka nutrijenata u biljnim
stanicama dolazi do brze produkcije 1 akumulacije ROS-a (Shin i Schachtman, 2004; Shin i
sur., 2005). Vodikov peroksid pri niskim koncentracijama djeluje kao signalna molekula u
stresnim uvjetima (Quan i sur., 2008) u koje se ubraja i stres uslijed niskih koncentracija
nutrijenata (Shin i sur., 2005). Povecanje koncentracije H>O» zabiljezeno je pri nedostatku
makronutrijenata, kao $to su N (Shin 1 Schachtman, 2004; Shin i sur., 2005), P (Malusa 1 sur.,
2002) 1 K (Kim 1 sur., 2010; Hernandez i sur., 2012). U uvjetima smanjene dostupnosti
nutrijenata, posebno K, kao moguéi izvori ROS-a navode se povecane aktivnosti

NADPH-oksidaze i peroksidaza (Ho i Tsay, 2010; Kim i sur., 2010; Shin i Schachtman, 2004).

Uslijed nemogucnosti stanica da u potpunosti neutraliziraju Stetno djelovanje ROS-a dolazi do
peroksidacije masnih kiselina. Smatra se da je peroksidacija lipida najstetnija posljedica
oksidacijskog stresa, koja ne samo da znatno naruSava normalno funkcioniranje stanica, nego i
pojacava oksidacijski stres stvaranjem lipidnih radikala (Farmer i Mueller, 2013). Pri tretmanu
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s dvije najvece koncentracije ionskog koloidnog Ag u potpunoj hranjivoj otopini u usporedbi s
kontrolom ve¢ nakon 2 h dolazi do povecanja koncentracije TBARS-a u stanicama L. gibba.
Pri koncentracijama ionskog koloidnog Ag visSim od 100 pg/L. akumulacija H>O; pracena je
akumulacijom TBARS-a. Akumulacija TBARS-a pri tretmanu sa 100 pg/L ionskog koloidnog
Ag moze ukazati na toksicno djelovanje ostalih ROS-a. Hidroksilni i superoksidni radikali
mogu takoder Stetno djelovati na PUFA, §to za posljedicu ima akumulaciju hidroperoksida,
lipidnih peroksilnih radikala i konjugiranih diena (Smirnoff, 1995). Povecanje koncentracije
produkata lipidne peroksidacije u stanicama vodenih le¢a utvrdeno je 1 kao posljedica
djelovanja Zn i Al (Radi¢ i sur., 2010), Cu (Hou 1 sur., 2007), Cd (Hou i sur., 2007; Razinger i
sur., 2008; Tkalec i sur., 2008).

Koncentracije TBARS-a u biljkama koje su tretirane ionskim koloidnim Ag u hranjivoj otopini
s 10% N 1 P bile su vece u usporedbi s djelovanjem iste koncentracije Ag u ostalim testiranim
koncentracijama N i P u hranjivoj otopini (S/ika 47). U biljkama koje su rasle u hranjivoj otopini
s 10% koncentracije N i P i bez dodatka Ag, uz znacajan porast koncentracije H>O., utvrdeno
je 1 znacajno povecanje koncentracije TBARS-a. Tewari i sur., (2004) utvrdili su da osim pri
smanjenoj dostupnosti N 1 P do peroksidacije lipida uslijed akumulacije ROS-a dolazi i pri

nedostatku i smanjenoj dostupnosti K, Ca, Mg S.

Za uklanjanje ROS-a u biljnim je stanicama razvijen zastitni sustav koji ukljuCuje brojne
antioksidacijske enzime i neenzimske antioksidanse lokalizirane u razli¢itim dijelovima stanice
(Mittler, 2002). Superoksid-dismutaza predstavlja prvi enzim u antioksidacijskom odgovoru
biljaka. SOD disproporcionira O2™ u H202 1 H2O $to moZze dovesti do akumulacije H202 u
stanicama (Alscher 1 sur., 2002), a §to pokazuju i rezultati ovog istrazivanja. U stanicama L.
gibba koje su rasle u potpunoj hranjivoj otopini aktivnost SOD bila je znacajno povecana pri
duzem izlaganju viSim koncentracijama ionskog koloidnog Ag uz istovremeno znacajno
povecanje koncentracije H>O» (r=0,7815; P=0,002) (Slike 34 1 44). Tretman srebrom uzrokovao
je povecanje aktivnosti SOD i u tkivu P. crispus (Xu i sur., 2010). Povecanje aktivnosti SOD u
stanicama vodenih le¢a utvrdeno je i kao posljedica djelovanja Zn, Al, Ni, Mn i Cd (Radi¢ i

sur., 2010; Doganlar i sur., 2012; John i sur., 2007).

Aktivnost SOD u biljkama koje su tretirane s ionskim koloidnim Ag u hranjivoj otopini sa

smanjenim koncentracijama N 1 P bila je takoder znacajno poviSena nakon 48 h tretmana (Slika

35). Povecanje aktivnosti SOD uslijed Stetnog djelovanja teSkih metala moze biti posljedica de

novo sinteze enzima (Cakmak 1 Horst, 1991; Verma i Dubey, 2003) uslijed indukcije gena za

SOD potaknute nakupljanjem O™ (Fatima 1 Ahmad, 2005). Aktivnost SOD u biljkama koje su
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uzgajane u hranjivoj otopini s 10% koncentracije N 1 P te zatim tretirane najve¢om
koncentracijom ionskog koloidnog Ag bila je znac¢ajno manja od aktivnosti u biljkama koje su
istom koncentracijom Ag tretirane u hranjivoj otopini s 50% i 25% N i1 P (Slika 35). Unato¢
manjoj aktivnosti SOD, akumulacija H>O: u biljkama pri 10% koncentracije N i P 1 1000 png/L
ionskog koloidnog Ag bila je najveca S§to moze biti posljedica povecane aktivnosti
NADPH-oksidaze i peroksidaza (Ho i Tsay, 2010; Kim i sur., 2010; Shin i Schachtman, 2004).
Romero-Puertas i sur. (2004) utvrdili su da se akumulacija H>O; pri Stetnom djelovanju Cd

moze pripisati upravo povisenoj aktivnosti NADPH-oksidaze.

Za odrzavanje koncentracije O™ 1 H2O2 u fizioloSkim granicama u biljnim stanicama vazna je
ravnoteza izmedu sustava za stvaranje i uklanjanje H,O» (Mittler, 2002). Katalaza je jedan od
glavnih enzima koji uklanjaju H>O> u biljnim stanicama (Mittler, 2002). Tretman ionskim
koloidnim Ag u potpunoj hranjivoj otopini uzrokovao je povecanje aktivnosti CAT u stanicama
L. gibba (Slika 28). Aktivnost CAT bila je poveana ve¢ i pri kraem izlaganju ionskom
koloidnom Ag, dok je progresivan porast aktivnosti zabiljezen pri duZzem izlaganju svim
koncentracijama ionskog koloidnog Ag. Aktivnost CAT pri tretmanu s AgNOs3 inducirana je i
u stanicama P. crispus (Xuisur., 2010). U stanicama vodenih le¢a, L. gibba i L. minor, povisene
aktivnosti CAT utvrdene su i pri djelovanju Ni, Mn, Cd i Cu (Doganlar i sur., 2012; Yilmaz i
Parlak, 2011; Razinger i sur., 2007; 2008).

Tretman ionskim koloidnim Ag pri svim razrjedenjima N i P u hranjivoj otopini nakon 48 h
uzrokovao je povecanje aktivnosti CAT u odnosu na kontrolu (Slika 29). Aktivnost CAT u
biljkama koje su tretirane s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag tretmanu u hranjivoj otopini s
10% koncentracije N 1 P bila je znaajno manja nego u biljkama koje su istom koncentracijom
Ag tretirane pri 100, 50 125% N 1 P. Smanjenje aktivnosti CAT moze biti posljedica poremecaja

u primanju Fe koje je neophodno za sintezu hem skupine enzima (Siedlecka i Krupa, 1999).

Osim CAT, vaznu ulogu u uklanjanju H>O; imaju 1 peroksidaze. Nakon 4 h tretmana ionskim
koloidnim Ag u potpunoj hranjivoj otopini aktivnost GPOX bila je znacajno poviSena u
usporedbi s kontrolom (S/ika 26). Nakon kratkotrajnog tretmana s Cu i Cd aktivnost GPOX bila
je poviSena u tkivu L. minor (Razinger i sur.,2007; 2008). Povisena aktivnost GPOX utvrdena
je iutkivu vrste Pistia stratiotes tretirane s Cr (Sinha 1 sur., 2005) te E. nuttallii nakon tretmana
s Fe (Xing i sur., 2010). Povecane aktivnosti peroksidaza mogu reflektirati promjene u
mehanickim svojstvima stani¢nih stijenki uslijed sinteze lignina koji moze djelovati kao fizicka

barijera za ulazak teSkih metala u stanice (Hegediis i sur., 2001). U ovom istrazivanju utvrdena
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je znacCajna pozitivna korelacija izmedu aktivnosti GPOX 1 koncentracije ukupnih fenolnih

spojeva (r=0,9814, P=0,03).

Aktivnost GPOX pri tretmanu s ionskim koloidnim Ag u hranjivim otopinama sa smanjenim
koncentracijama N i P bila je znac¢ajno povecana u odnosu na djelovanje iste koncentracije Ag
u potpunoj hranjivoj otopini (Slika 27). Aktivnost GPOX u biljkama koje su rasle u hranjivoj
otopini s 10% koncentracije N 1 P te zatim tretirane s 1000 pg/L ionskog koloidnog Ag, slicno
kao 1 aktivnost CAT, bila je najmanja u usporedbi s aktivnosti pri istom tretmanu i ostalim

razrjedenjima N i P.

Zbog svoje specificne strukture fenolni spojevi mogu djelovati kao antioksidansi direktnim
uklanjanjem ROS, inhibicijom lipoksigenaze i1 keliranjem teskih metala (Tahara, 2007).
ZnacCajno povecanje koncentracije fenolnih spojeva, moze pridonijeti antioksidacijskom
odgovoru stanica pri tretmanu s metalima (Michalak, 2006). Koncentracija PHE u stanicama L.
gibba tretiranim ionskim koloidnim Ag u potpunoj hranjivoj otopini bila je znacajno poviSena
ve¢ nakon 2 h pri dvije vece koncentracije Ag, dok nakon 4 h sve koncentracije Ag uzrokuju
znacajno povecanje koncentracije PHE (S/ika 34). Do promjena u koncentraciji fenolnih
spojeva u stanicama L. gibba dolazi pri tretmanu s Hg, Cd i Cr nakon 24 h (Varga i sur., 2013).
Povisene koncentracije PHE utvrdene su i1 kod vrste Myriophyllum triphyllum nakon tretmana

s Cd (Sivaci 1 sur., 2007) te kod Salvinia auriculata nakon tretmana s Cu (Bizzo i sur., 2014).

U biljkama uzgajanim u hranjivoj otopini s 25% i 10% koncentracije N i P bez dodatka ionskog
koloidnog Ag utvrdena je znaCajno veca koncentracija ukupnih topljivih fenola u usporedbi s
kontrolom. Brojne studije takoder su pokazale povec¢anu akumulaciju polifenolnih spojeva u
biljkama koje rastu u okoliSu sa smanjenom dostupnosti nutrijenata (Lillo i sur., 2008;
Urbanczyk-Wochniak, 2005; Le Bot i sur., 2009; Levdal i sur., 2010; Nguyen i Niemeyer,
2008). Ograni¢ena dostupnost nutrijenata povecava produkciju ugljikom bogatih sekundarnih
metabolita (Herms 1 Mattson, 1992). Jedno od moguc¢ih objaSnjenja povecane sinteze
flavonoida uslijed nedostatka N je povecéanje aktivnosti enzima fenilalanin-amonij-lijaze (PAL)
koji katalizira deaminaciju fenilalanina pri ¢emu nastaje cimetna kiselina i amino-skupina.
Cimetna kiselina se usmjerava u biosintezu flavonoida, a amino-skupina ulazi u metabolizam
aminokiselina (Stewart 1 sur., 2001). Akumulacija PHE pri tretmanu s najve¢om
koncentracijom ionskog koloidnog Ag bila je najveca u biljkama koje su tretirane u potpunoj

hranjivoj otopini (Slika 39).
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Osim navedenih antioksidacijskih enzima, glutation i enzimi ukljueni u metabolizam
glutationa tvore jo$ jednu vaznu liniju obrane biljnih stanica od oksidacijskog stresa (Xing i
sur., 2010). Glutation-S-transferaza (GST) ima iznimno vaznu ulogu u obrani organizma od
brojnih hidrofobnih i elektrofilnih molekula vezu¢i ih u konjugate s glutationom (Maher, 2005).
Aktivnost GST u stanicama L. gibba koje su rasle na potpunoj hranjivoj otopini bila je znac¢ajno
inhibirana nakon 8 h pri svim tretmanima ionskog koloidnog Ag. PoviSena akumulacija
hidroperoksida i drugih ROS-a uslijed akumulacije metala moze rezultirati inhibicijom
aktivnosti GST (Nagalakshmi i Prasad, 2001). Nakon 48 h aktivnost GST u biljkama tretiranim
ionskim koloidnim Ag u hranjivoj otopini sa smanjenim koncentracijama N i1 P pokazala je
dvofazni odgovor s najve¢im aktivnostima izmjerenim pri koncentraciji Ag od 100 do 500 pg/L
dok je pri najvecoj koncentraciji aktivnost bila niza (Slika 33). Neke izoforme GST enzima
pokazuju aktivnost glutation-peroksidaze Sto ukazuje na njihovu ulogu u odrzavanju integriteta
stani¢ne membrane i sprjeCavanju akumulacije Stetnih produkata reakcije peroksidacije lipida
(Marrs, 1996). Peroksidaznom aktivnosti mogu sudjelovati u zastiti stanica od ROS-a

akumuliranih u uvjetima oksidacijskog stresa (Scalla i Roulet, 2002).

Povecanje aktivnosti GR povezno je s uobiCajenim odgovorom biljka na stres uzrokovan
metalima (Anjum i sur., 2012). PoviSena aktivnost GR odrzava glutation i askorbinsku kiselinu
u reduciranom obliku koji mogu doprinijeti zastiti stanice direktnim vezanjem s metalima ili
sintezom fitokelatina uz pomo¢ fitokelatin-sintaze koja koristi GSH kao prekursor (Anjum i
sur., 2012). Srebro je, odmah iza Cd, naju¢inkovitiji aktivator fitokelatin-sintaze (Cobbett i
Goldsbrough, 2002). Medutim, u ovom istrazivanju aktivnost GR bila je znac¢ajno smanjena
ve¢ nakon 2 h tretmana s viS§im koncentracijama ionskog koloidnog Ag u potpunoj hranjivoj
otopini i pri svim razrjedenjima N i P. Smanjenje aktivnosti GR zabiljezeno je i u tkivu L. minor
nakon tretmana s Cu (Teisseire 1 Guy, 2000) te Hydrilla verticillata nakon tretmana sa Zn
(Wang i sur., 2009) i Cu (Srivastava i sur., 2006). Mogu¢i mehanizam inhibicije aktivnosti GR
srebrom moze se objasniti vezanjem metala za tiolne skupine enzima (Creissen i Mullineaux,
1995; Ravindran i sur., 2012). U stanicama L. gibba uzgajanim pri smanjenim koncentracijama
N1 P u hranjivoj otopini bez dodatka ionskog koloidnog Ag utvrdena je znacajno veca aktivnost
GR u odnosu na biljke uzgajane u potpunoj hranjivoj otopini. Tewari i sur. (2007) utvrdili su
da do porasta aktivnosti GR u biljkama dolazi u uvjetima nedostatka N i P, uz znac¢ajno veci

utjecaj N.

Aktivnost APX u stanicama L. gibba u potpunoj hranjivoj otopini znacajno je povecana nakon

4 h pri svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag i raste tijekom cijelog perioda izlaganja
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(Slika 24) dok je u biljkama koje su rasle pri snizenim koncentracijama N 1 P u hranjivoj otopini
aktivnost APX u biljkama bila znacajno poviSena ve¢ nakon 2 h tretmana (7ablica 10).
Povisene aktivnosti APX u biljkama utvrdene su nakon tretmana s Cd (Razinger i sur., 2008;

Tkalec 1 sur., 2008), Cr (Dhir 1 sur., 2009), Zn 1 Al (Radi¢ i sur., 2010).

Povecanje aktivnosti APX u ovom istrazivanju podudara se s pove¢anjem koncentracije H2O»,
glavne signalne molekule u indukeciji aktivnosti ovog enzima (Prasad i sur., 1994; Karpinski i
sur., 1999). Medutim, u biljkama koje su uzgajane u hranjivoj otopini s 10% N 1 P te zatim
tretirane s 1000 pg/L, aktivnosti APX nakon 48 h nije se razlikovala od kontrole. Neke izoforme
APX su vrlo nestabilne u uvjetima nedostatka AA kao elektron donora pa dolazi do gubitka
njihove aktivnosti sa smanjenjem koncentracije askorbinske kiseline u stanicama (Shigeoka 1

sur., 2002).

Aktivnost APX bila je znacajno povisena pri svim razrjedenjima N i P u hranjivoj otopini bez
dodatka ionskog koloidnog Ag (Slika 25). Povisene aktivnosti GR 1 APX mogu ukazivati na
efikasnu regeneraciju AA putem askorbat-glutationskog ciklusa u uvjetima smanjene
dostupnosti nutrijenata. U ovom istrazivanju utvrdena je znacajno veca koncentracija AA u
stanicama L. gibba pri svim razrjedenjima N i P u hranjivoj otopini u usporedbi s biljkama koje
su rasle na potpunoj hranjivoj otopini. U uvjetima smanjene dostupnosti i N i P utvrdeno je
znacajno povecanje koncentracije AA u tkivu vrste Arabidopsis thaliana, 1ako je povecanje pri
nedostatku P bilo manje (Kandlbinder i sur., 2004). Osim regeneracije, povecane koncentracije
AA utvrdene pri smanjenim koncentracijama N i P mogu biti rezultat i de novo sinteze kao
odgovor na oksidacijski stres (Kandlbinder i sur., 2004). Askorbinska kiselina moze sudjelovati
u uklanjanju ROS-a direktno kao elektron donor ili kao supstrat u enzimskoj razgradnji ROS-a
(Smirnoft, 2005). U stanicama L. gibba je koncentracija AA bila znaCajno smanjena ve¢ nakon
2 h pri svim koncentracijama ionskog koloidnog Ag u potpunoj hranjivoj otopini (Slika 40). S
obzirom da je smanjenje koncentracije AA praceno znacajnim povecanjem aktivnosti APX,
mozemo pretpostaviti da je AA koriStena kao elektron donor za APX-om kontroliranu
razgradnju H>O». To je potvrdeno i zna¢ajnom negativnom korelacijom izmedu aktivnosti APX
i koncentracije AA (r=-0,844, P<0,01). Sudjeluju¢i u enzimskoj razgradnji H,O2, AA se
oksidira do monodehidroaskorbata i dehidroaskorbata koji je vrlo nestabilan i u fizioloskim
uvjetima se razgraduje u nekoliko minuta (Szarka i sur., 2012). Takoder, smanjenje
koncentracije AA moze biti posljedica inhibicije lanca prijenosa elektrona u mitohondrijima jer
je put biosinteze AA povezan s mitohondrijskim enzimima L-galaktono-1,4-lakton

dehidrogenazom i citokrom c¢ oksidoreduktaza (kompleks I) (Millar i sur., 2003; Smirnoff i
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Wheeler 2000; Wang 1 sur., 2004). S druge strane, regeneracija AA koriste¢i GSH kao elektron
donor moze biti onemoguéena zbog smanjenih koncentracije GSH (Semane i sur., 2007),

odnosno uslijed inhibicije aktivnosti GR pri tretmanu ionskim koloidnim Ag.

S obzirom da je stani¢ni antioksidacijski sustav razgranata mreza medusobno isprepletenih
puteva, mjera ukupne antioksidacijske aktivnosti moze dati bolji uvid u fiziolosko stanje
organizma u usporedbi s mjerenjem individualnih komponenti antioksidacijskog sustava
(Razinger 1 sur., 2008). Ukupna antioksidacijska aktivnost u stanicama L. gibba nakon 4 h
tretmana ionskim koloidnim Ag u potpunoj hranjivoj otopini bila je zna¢ajno veca od kontrole.
Pri kra¢em izlaganju biljaka ionskom koloidnom Ag utvrden je veci porast vrijednost UAA,
dok je pri duzem izlaganju taj porast bio manji. U kratkotrajnim tretmanima ionskim koloidnim
Agvrijednost UAA u stanicama L. gibba bila je znacajno pozitivno korelirana s koncentracijom

PHE (=0,909, P<0,01).

U biljkama koje su s ionskim koloidnim Ag koncentracije 200, 500 i 1000 pg/L tretirane u
hranjivoj otopini s 50% 1 25% koncentracije N 1 P vrijednosti UAA bile su znacajno vece od
vrijednosti pri tretmanu istom koncentracijom ionskog koloidnog Ag u potpunoj hranjivoj
otopini i otopini s 10% N 1 P. Ukupna antioksidacijska aktivnost bila je znacajno pozitivno
korelirana s koncentracijom ukupnih topljivih fenola u biljkama koje su tretirane u hranjivoj
otopini s 50% (r=0,969, P=0,007) 1 25% (1r=0,955, P=0,01) koncentracije N 1 P. U biljkama
koje su ionskim koloidnim Ag tretirane pri 10% koncentracije N 1 P nije utvrdena znacajna
promjena UAA. Brojne studije utvrdile su pozitivnu korelaciju koncentracije fenolnih spojeva

u biljkmama i1 ukupne antioksidacijske aktivnosti (Sagar i Singh, 2011; Liu i sur., 2009).

Budu¢i da zbog Siroke upotrebe proizvoda koji sadrze nanocestice srebra dolazi do njegove
akumulacije u okoliSu, neophodno je razumjevanje toksi¢nog djelovanja srebra na biljke.
Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je ionsko koloidno srebro toksi¢no za vodene lece pri
¢emu toksican ucinak srebra ovisi o koncentracijama N i P koje su dostupne biljkama. Stoga se
specificne okoliSne koncentracije makronutrijenata trebaju uzimati u obzir prilikom procjene
akumulacije i Stetnog utjecaja srebra na biljke u vodenim ekosustavima. Ovaj rad pomo¢i ¢e u
daljnjim istrazivanjima Stetnog djelovanja metala na biljke u uvjetima razli¢itih koncentracija

dostupnih nutrijenata pri ¢emu L. gibba moze posluziti kao eksperimentalni model.
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5. Zakljucci

Na temelju provedenog istrazivanja moze se zakljuciti:

U potpunoj hranjivoj otopini pri tretmanu ionskim koloidnim srebrom:

O

inhibiran je prirast broja biljaka vrste L. gibba i svjeze mase; inducirano je
preuranjeno otpuStanje mladih biljaka iz kolonije; i naruSena je ravnoteza

nutrijenata smanjenjem koncentracije magnezija i zeljeza u stanicama.

aktivnosti antioksidacijskih enzima bile su povecane, medutim antioksidacijski

odgovor vrste L. gibba nije bio ucinkovit u sprjeCavanju oksidacijskih ostecenja.

doslo je do pojave oksidacijskog stresa u stanicama L. gibba koji se ocitovao
znacajnom akumulacijom vodikovog peroksida i produkata peroksidacije lipida

ovisno o trajanju izlaganja i koncentraciji srebra.

U hranjivim otopinama sa smanjenim koncentracijama dusika i fosfora:

O

na 50% 1 25% nije doslo do znacajnih promjena pokazatelja oksidacijskog stresa u

stanicama L. gibba.

na 10% doslo je do pojave oksidacijskog stresa u stanicama L. gibba koji se
ocitovao akumulacijom vodikovog peroksida i produkata lipidne peroksidacije te

znacajnim smanjenjem koncentracije fotosintetskih pigmenata.

Pri tretmanu ionskim koloidnim srebrom u hranjivim otopinama sa smanjenim

koncentracijama dusSika i fosfora:

(@)

biljke L. gibba akumulirale su manje koncentracije srebra.

na 50% doslo je do smanjenja prirasta broja biljaka i svjeze mase sto je posljedica

toksi¢nog djelovanjem srebra.

na 25% 1 10% doslo je do smanjenja prirasta broja biljaka Sto je rezultat smanjenih
koncentracija nutrijenata, dok je smanjenje prirasta svjeze mase biljaka posljedica

sinergistickog djelovanja nedostatka nutrijenata i poviSenih koncentracija srebra.
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o aktivnosti antioksidacijskih enzima bile su povecane 1 doslo je do akumulacije
fenola, no antioksidacijski odgovor vrste L. gibba nije bio u¢inkovit buduci da je

doslo do akumulacije vodikovog peroksida i produkata peroksidacije lipida.

o na 10% doslo je do pojave najintenzivnijeg oksidacijskog stresa koji je posljedica

sinergistickog djelovanja smanjenih koncentracija nutrijenata i dodatka srebra.

e Vrsta Lemna gibba moze posluziti kao eksperimentalni model za proucavanje Stetnog
djelovanja metala u uvjetima razli¢itih koncentracije nutrijenata te uloge nutrijenata u

odgovoru biljaka na stres izazvan metalima.
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7. Sazetak

Vodene lece su Siroko rasprostranjene u vodenim ekosustavima i jednostavno se uzgajaju u
laboratorijskim uvjetima. Zbog svoje vaznosti Cesto se koriste za ispitivanje Stetnog djelovanja
razlicitih okoli$nih ¢imbenika i njihovih kombinacija u vodenim ekosustavima. Lemna gibba
L. izloZena je djelovanju razli¢itih koncentracija ionskog koloidnog srebra u potpunoj hranjivoj
otopini te u hranjivim otopinama sa smanjenim koncentracijama dusika i fosfora. Pracen je
utjecaj tretmana na rast biljka, koncentraciju fotosintetskih pigmenata, ravnotezu nutrijenata u
stanicama, pokazatelje oksidacijskog stresa te antioksidacijski odgovor biljaka. Ionsko
koloidno srebro u potpunoj hranjivoj otopini inhibiralo je rast vodene lece, uzrokovalo
preuranjeno otpusStanje mladih biljka iz kolonije te znacajno smanjenje koncentracije ukupnih
proteina u stanicama. Uslijed akumulacije srebra u stanicama L. gibba dolazi do narusavanja
ravnoteze nutrijenata smanjenjem koncentracije magnezija i zeljeza. Toksi¢ni utjecaj srebra
vidljiv je i kroz oStecenje fotosintetskog sustava u stanicama L. gibba koje se o€ituje znacajnim
smanjenjem koncentracije klorofila a, klorofila b i1 ukupnih karotenoida. Antioksidacijski
odgovor L. gibba na tretman ionskim koloidnim srebrom ukljucivao je povecanje aktivnosti
superoksid-dismutaze, katalaze, askorbat-peroksidaze i gvajakol-peroksidaze te povecanu
akumulaciju fenola, dok je aktivnost glutation-reduktaze bila inhibirana. Oksidacijski stres u
stanicama L. gibba ukazuje na neucCinkovitost antioksidacijskog odgovora na toksi¢nost
ionskog koloidnog srebra. Intenzitet oksidacijskog stresa ovisio je o trajanju izlaganja i
koncentraciji srebra, a o¢itovao se znacajnom akumulacijom vodikovog peroksida i produkata
peroksidacije lipida. Koncentracije dusika i fosfora u hranjivoj otopini imale su znac¢ajan utjecaj
na akumulaciju srebra u tkivu L. gibba pri ¢emu je manja akumulacija utvrdena u biljkama
tretiranim pri smanjenim koncentracijama dusSika i fosfora u hranjivoj otopini. Smanjenje
prirasta svjeZe mase biljaka pri smanjenim koncentracijama dusika i fosfora u hranjivoj otopini
posljedica je sinergistickog djelovanja nedostatka nutrijenata i povisenih koncentracija srebra.
Antioksidacijski odgovor biljaka pri tretmanu ionskim koloidnim srebrom u hranjivim
otopinama sa smanjenim koncentracijama dusika i fosfora nije bio ucinkovit u sprjecavanju
oksidacijskog stresa uslijed Stetnog djelovanja srebra. lako je akumulacija srebra u biljkama
tretiranim u hranjivim otopinama sa smanjenim koncentracijama dusika i fosfora bila smanjena,
srebro je imalo toksi¢an utjecaj na biljke. Buduéi da koncentracije od 50% 1 25% duSika 1
fosfora u hranjivoj otopini bez dodatka srebra nisu uzrokovale znacajne promjene pokazatelja
oksidacijskog stresa, utvrdene fizioloSke promjene u L. gibba iskljucivo su rezultat toksic¢nosti

srebra. Manja akumulacija srebra u biljkama tretiranim ionskim koloidnim srebrom u hranjivoj
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otopini s 10% koncentracije dusika 1 fosfora uzrokuje najintenzivniji oksidacijski stres koji je
posljedica sinergistickog djelovanja smanjenih koncentracija nutrijenata i dodatka srebra. L.
gibba bila je najosjetljivija na djelovanje ionskog koloidnog srebra pri 10% dusika i1 fosfora u
hranjivoj otopini. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na mogucnost koristenja vrste Lemna
gibba kao eksperimentalnog modela za proucavanje Stetnog djelovanja metala u uvjetima

razli¢itih koncentracije nutrijenata.
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8. Summary

Duckweeds are widely distributed in aquatic ecosystems and are easily cultured in laboratory
conditions. Due to their importance, duckweeds are often used in evaluating harmful effects of
environmental factors and their combinations in aquatic ecosystems. Different concentrations
of ionic colloidal silver were applied to duckweed Lemna gibba L. in full strength nutrient
solution and nutrient solution with decreased nitrogen and phosphorus concentrations to
investigate induced physiological changes in plants. The effects of ionic colloidal silver on
growth, photosynthetic pigment concentration, nutrient balance in cells, markers of oxidative
stress as well as an antioxidative response of the plants was investigated. The results obtained
in this study demonstrated that ionic colloidal silver applied to plants in full strength nutrient
solution inhibited growth rate and caused premature frond abscission alongside with significant
decrease in protein concentration. Reduced concentrations of magnesium and iron in duckweed
cells indicated a disruption of nutrient balance due to silver accumulation. The toxicity of ionic
colloidal silver was also evident through damage to photosynthetic apparatus, decreased
concentrations of chlorophyll a, chlorophyll b and total carotenoids. Treatment with ionic
colloidal silver induced an antioxidative response in L. gibba cells by increasing the activities
of ascorbate peroxidase, catalase and superoxide dismutase and increasing the accumulation of
phenolic compounds. Inhibited activity of glutathione reductase may indicate inefficient
regeneration of reduced glutathione. Oxidative stress, evident from significant accumulation of
hydrogen peroxide and lipid peroxidation end-products, indicated insufficient antioxidative
response of L. gibba plants. The intensity of oxidative stress depended on the concentration of
ionic colloidal silver as well as the duration of exposure. Nitrogen and phosphorus
concentrations in nutrient solution had a significant influence on the accumulation of silver in
L. gibba with lower accumulation in plants treated with decreased concentrations of nutrients.
Fresh weight growth rate was inhibited due to the synergistic interaction of decreased nutrient
concentrations and added silver. The antioxidative response of L. gibba plants in nutrient
solution with reduced nitrogen and phosphorus concentrations was inefficient in preventing
oxidative stress due to harmful effects of silver. Although the accumulated silver concentrations
were lower, silver was toxic to L. gibba plants in nutrient solutions with decreased nitrogen and
phosphorus concentrations. Observed physiological changes in L. gibba plants were the result
of silver toxicity, since decreasing nutrient concentrations to 50% and 25% in the medium did
not cause significant changes in the concentration of oxidative stress markers. Lower

concentrations of accumulated silver in plants treated with ionic colloidal silver in the nutrient
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solution with 10% of nitrogen and phosphorus caused the most pronounced oxidative stress as
a result of synergistic effect of decreased nutrient concentrations and added silver. L. gibba
plants were the most sensitive to silver toxicity when silver was added to nutrient solution with
10% of nitrogen and phosphorus concentrations. Lemna gibba can be used as a model for further

study of harmful metal effects on plants in varying nutrients concentrations.
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Rodena sam u Osijeku 25. studenog 1983. godine. Nakon zavrSenog srednjoSkolskog
obrazovanja upisala sam studij biologije 1 kemije. Diplomirala sam 2007. godine te stekla
zvanje profesora biologije i kemije na Odjelu za biologiju i Odjelu ua kemiju Sveucilista Josipa

Jurja Strossmayera u Osijeku.

Od ozujka do prosinca 2008. godine bila sam zaposlena u Osnovnoj skoli ,,Vladimir Nazor*
Trenkovo, a od prosinca 2008. zaposlena sam kao asistent na Odjelu za biologiju, Zavodu za
biokemiju 1 ekofiziologiju biljaka, Laboratoriju za ekofiziologijiu biljaka. Sudjelujem u
izvodenju prakticnog dijela nastave u sklopu kolegija: Fiziologija bilja 1, Molekularna
ekofiziologija biljaka i Fiziologija stresa biljaka. Sveucili$ni poslijediplomski interdisciplinarni
doktorski studij Molekularne bioznanosti SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku,

Sveucilista u Dubrovniku i Instituta Ruder BoSkovi¢ u Zagrebu upisala sam 2008. godine.

Kao istraziva¢ sudjelovala sam u znanstvenim istrazivanjima u okviru projekta ,,Nutrienti i
razvoj plutaju¢ih makrofita i alga u Isto¢noj Hrvatskoj (285-0000000-3175) izv. prof. dr. sc.

Janje Horvati¢.

Sudjelovala sam na Cetiri medunarodna skupa, a u koautorstvu sam objavila tri znanstvena rada.
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