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1.

UuvOoD

1.1 Kemijski oblici selena u prirodi i bioraspoloZivost

Selen (Se) je kemijski element koji se u prirodi pojavljuje u tragovima, ali u
brojnim organskim i anorganskim oblicima. Metaloid je te pripada skupini halkogenih
elemenata (VIA) periodnog sustava $to odreduje njegova kemijska i fizikalna svojstva
izmedu svojstava metala i nemetala. Se je po svojim kemijskim svojstvima slican sumporu
(S), koji, iako je nemetal, pripada istoj skupini, $to objasnjava analogiju u reaktivnosti s
drugim elementima i spojevima (Pilon-Smits i Quinn, 2010; Fordyce, 2005). U biologiji i
geologiji Cesti su primjeri interakcije Se i S te zamjene jednog elementa drugim u Stvaranju
spojeva. Vaznost Se ocituje se u odrzavanju normalnog fizioloskog stanja gotovo svih
zivuc¢ih organizama, $to znaci da ga autotrofni organizmi moraju apsorbirati iz tla, vode ili
zraka, dok ga heterotrofi preuzimaju sekundarno putem lanca ishrane. Esencijalan je za
brojne organizme, ukljucujuéi sisavce, mnoge bakterije i odredene vrste zelenih alga, jer
sudjeluje u brojnim bioloski vaznim procesima (Araie i Shiraiwa, 2009; Fu i sur., 2002;
Stadtman 1996, 1990). Medutim, zastupljen u prekomjernim koncentracijama moze
djelovati izrazito toksi¢no (Gojkovi¢, 2015; Vitova i sur., 2015; Pilon-Smits i Quinn, 2010;
Umysova, 2009; Morlon i sur., 2005; Parkman i Hultberg, 2002). Potencijalna toksi¢nost
lezi u sposobnosti bioakumulacije primarnih producenata i prijenosa prema visim trofickim
nivoima putem sloZene hranidbene mreze (Presser i Luoma, 2010; Hamilton, 2004;
Stewart i sur., 2004). Granicu izmedu nedostatka i toksic¢nosti, tj. optimalni raspon
koncentracija unutar kojih je unos Se poZeljan, tesko je opéenito izrec¢i za pojedine skupine

organizama, s obzirom na to da se razlike uo¢avaju na razini vrste (Hamilton 2002).

Kao rezultat kemijske specificnosti, Se je Siroko zastupljen na Zemlji, ukljucujuéi
stijene, tlo, vodu, zrak te biljna 1 Zivotinjska tkiva (Beatty 1 Russo, 2014; Fordyce, 2005).
Anorganski Se najve¢im je dijelom dostupan u obliku oksianiona topljivih u vodi —
selenata (SeO,%) i selenita (SeOs*) (Tan i sur., 2016; McNeal i Balistrieri, 1989). U
laboratorijskim istrazivanjima utjecaja Se na razli¢ite pokazatelje u biljnim organizmima
uglavnom se koriste selenati i seleniti, koje biljke u razli¢itoj mjeri mogu ucinkovito
apsorbirati i tako povecavati njegovu bioraspolozivost u prirodi. Organizmima je rijetko
dostupan Se u elementarnom obliku jer je netopljiv, iako moze biti prisutan u obliku
koloidnih nakupina (Riedel i Sanders, 1996). U prisutnosti reducensa prima elektrone, pri

Gemu se stvara selenidni anion (Se® ili HSe"). Selenidi su, takoder, zbog netopljivosti



organizmima bioloski neraspolozivi. Uzrok velikoj raznolikosti spojeva Se u prirodi je
nekoliko oksidacijskih stanja u kojima se moze nalaziti: selenid (-11), elementarni Se (0),
selenit (+I1) i selenat (+VI), a svako rezultira razliitim ponaSanjem u kemijskim
reakcijama. Organski oblici Se nastaju kao rezultat sorpcije biogenih spojeva i metilacije
(Nagpal, 2000). Vazni organski oblici su selenoaminokiseline — selenometionin (SeMet) i
selenocistein (SeCys). Tijekom sinteze proteina zamjenjuju uobic¢ajene aminokiseline koje
sadrze S i inkorporiraju se u proteine (Milanovi¢ i sur., 2015; Pilon-Smits i Quinn, 2010).
Poveznica izmedu anorganskog i organskog Se je u zivim organizmima, primarno
fotoautotrofima. Se se ispire iz stijena, sedimenata i tala u vode, gdje je dostupan biljnim
organizmima. U biljke se naj¢eSée unosi anorganski selenat, koji se reducira i ugraduje u
organske komponente i1 dalje prenosi kroz hranidbeni lanac te naposljetku razgraduje i
izluCuje iz organizma, ¢ime se upotpunjuje biogeokemijski ciklus Se (Tan i sur., 2016;
Terry i1 sur., 2010) (Slika 1). Podaci o kemijskim svojstvima anorganskog Se i
metaboli¢kim transformacijama u organske oblike klju¢ni su parametri u procjeni

bioraspolozivosti.

Izvori Se mogu biti primarni (erupcije vulkana i metalni sulfidi) i sekundarni
(bioloski izvori) te antropogeni (izgaranje fosilnih goriva, proizvodni procesi, rudarstvo i
sl.) (Fordyce, 2005; Nagpal, 2000; Adriano, 2001; Presser, 1994). U stijenama ili tlima Se
se Cesto moze pronaci u kombinaciji sa S u sulfidnim mineralima (Tokunaga i sur., 1996;
Neal, 1995; Fleming, 1980). U Zemljinoj kori pojavljuje se u rasponu koncentracija od
0,05 do 0,5 mg/kg (Tan i sur., 2016). Posebno su izrazene razlike u koncentracijama Se u
tlu. Prema Martensu i sur. (2003), koncentracija Se u tlima prirodno se krec¢e u rasponu od
0,05 do 0,09 mg/kg, dok Fordyce (2005) govori o prosjecnoj koncentraciji od 0,4 mg/kg.
Na globalnoj razini postoji Siroki raspon koncentracija Se, od tala siromasnih Se sve do
iznimno bogatih, selenifernih tala (1200 mg/kg) (Fairweather-Tait i sur., 2010; Fordyce,
2005). Ipak, podrucja s izrazenom deficijencijom Se raSirenija su u odnosu na podrucja s
optimalnom ili prekomjernom koncentracijom. Iz tog razloga, antropogeno obogacivanje
povrSina Se u agrikulturalne svrhe Cesto je u procesima biofortifikacije (Germ 1 Stibilj,
2007). U vodenim sustavima koncentracije Se opcenito su niske u odnosu na tlo, pri ¢emu
se u nezagadenim sustavima, kako izvjeStava Gojkovi¢ (2015), radi o vrijednostima
izmedu 0,01 i 0,2 pg/L (ekvivalentno 0,13-0,25 nM), dok Jacobs (1989) govori o
prosjecnoj vrijednosti od 1 pg/L. Sadrzaj Se otopljenog u vodi u nekim podru¢jima

povecava se efluksom nusprodukata industrijskih procesa direktno u okolne vode,



odvodnjom s poljoprivrednih povr§ina obogacenih Se te kroz prirodni biogeokemijski
ciklus, kemijskim i bioloskim transformacijama posredstvom mikroalgalnih zajednica
(Gojkovi¢ i sur., 2015, Fordyce, 2005; Morlon i sur., 2005a). U takvim kontaminiranim
podru¢jima koncentracija Se moze varirati od 1 do 10 ug/L (ekvivalentno 7-10 nM)
(Simmons i Emery, 2010). Saiki i sur. (1993) izmjerili su koncentracije Se u rije¢noj vodi,
sedimentu, detritusu i razli¢itim organizmima te ustanovili da su koncentracije generalno
povisene uslijed odvodnje s poljoprivrednih povrSina kao i da se stupanj bioakumulacije
povecava kroz hranidbeni lanac. U zrak Se dospijeva zahvaljuju¢i metabolickoj
sposobnosti pojedinih biljnih vrsta i mikrobijalnom aktivnoséu, koji se oslobadaju viska Se
volatilizacijom plinovitih organskih oblika — dimetil selenida (DMSe, (CH3),Se), dimetil
diselenida (DMDSe, (CH3),Se;) i dimetil selenona (DMS, (CH3),SeO,) (Terry i sur.,
2000; Hartikainen, 2005; Mayland, 1994; Zhang, 1993) (Slika 1). U atmosferi je prisutan u
vidu metilnih derivata (Web 1). Selenovodik (H,Se) je toksi¢ni plin nastao u vulkanima,
koji u prisutnosti vode lako oksidira u elementarni Se (McNeal i Balistrieri, 1989).
Najceséi oblik Se u zraku, osobito danas, je selenov dioksid (SeO,), otrovan plin koji se ne
pojavljuje prirodno u okolisu, ali je produkt sagorijevanja fosilnih goriva.
Selenokomponente u zraku opcenito se vrlo brzo razlazu na vodu i elementarni Se, koji

nije toksi¢an s obzirom na netopljivost u vodi.

vdepozicija‘
volatilizacija |, l .

evaporacija
aerosola

S 4
Obiiak_)' redukcija ) 5

Slika 1. Shematski prikaz biogeokemijskog ciklusa Se (preuzeto i prilagodeno
prema Tan i sur., 2016).



1.2 Biokemijska uloga i fiziolo$ki uc¢inak selena

Slozenu ulogu i utjecaj Se u zivim organizmima najbolje opisuje paradoksalna
izjava preuzeta iz rada Lenza i Lensa (2009), koja opisuje Se kao ,,esencijalni toksin®.
Naime, ucinak Se na zivi svijet je dvojak: djeluje kao esencijalan mikronutrijent, ali i kao
toksi¢ni element, u ovisnosti o koncentraciji, kemijskom obliku, mehanizmima apsorpcije,
vremenu izloZenosti, vrsti organizma i detoksikacijskim mehanizmima (Zheng i sur., 2017;
Gojkovi¢, 2015; Thiry i sur., 2012; Umysova i sur., 2009; Wheeler i sur., 1982). Vrlo je
vazno proucavati i razumjeti dvovrsnu ulogu Se, jer kao nutrijent ima antioksidacijski
potencijal, odnosno vaznu ulogu u suzbijanju oStec¢enja stanica uzrokovanih slobodnim
radikalima, dok u prekomjernim koncentracijama, djelujuéi kao toksin, stimulira stvaranje
istih, tj. ponasa se kao prooksidans, §to za posljedicu ima pojavu oksidacijskog stresa.
Esencijalnost Se dokazana je u biljnim stanicama niZeg razvojnog stupnja, dok se kod visih
biljaka i kvasaca ta osobina ne uocava, iako postoje indikacije za brojne pozitivne u¢inke
(Zheng i sur., 2017; Pilon-Smits i Quinn 2010).

Oksidacijski stres predstavlja stanje organizma u kojem je ravnoteza oksidacijsko-
redukcijskih procesa u stanicama narusena, odnosno pomaknuta je prema oksidaciji, pri
¢emu dolazi do prekomjerne oksidacije molekula u metaboliC¢kim procesima i stvaranja
slobodnih radikala kisika, koji ne mogu biti uklonjeni postoje¢im homeostatskim
mehanizmima. Ovi endogeni spojevi odgovorni za pomak redoks ravnoteZe u organizmima
zajednicki se nazivaju reaktivne kisikove tvari (engl. Reactive Oxygene Species, ROS), a
uglavnom ukljucuju superoksidni radikal (O*"), hidroksilni radikal (OH"), metilni radikal
(CH3") i slobodne radikale koji su produkti lipidne peroksidacije (LOO", ROO") te
neradikalne molekule kao $to su vodikov peroksid (H20) i singlentni kisik (*O,) (Feng i
sur., 2013). Formiranje ROS-a neizbjezno je u oksidiraju¢oj atmosferi provodenjem
aerobnog metabolizma i zahtjeva postojanje antioksidacijskih enzima i neenzimskih
antioksidansa, spojeva koji ¢e prevenirati nastanak oksidacijskog stresa direktno ili
indirektno putem enzimske katalize. Reagiraju¢i s membranskim lipidima, nukleinskim
kiselinama, proteinima i enzimima, ROS uzrokuju oSte¢enja stanica, tkiva i organizama te
brojne bolesti (Zheng i sur., 2017). Kao odgovor na stres javlja se pojacana sinteza
antioksidacijskih enzima i neenzimskih antioksidansa (Feng i sur., 2013; Roat-Malone,
2002). Neenzimski antioksidacijski sustav Cine antioksidansi male molekularne mase,
primjerice glutation (GSH), askorbinska Kkiselina, tokoferoli, flavoni, antocijanini,

karotenoidi i sl., a enzimski antioksidacijski sustav antioksidacijski enzimi, poput



superoksid-dismutaze (SOD), katalaze (CAT), askorbat-peroksidaze (APX), glutation-
peroksidaze (GSH-Px) gvajakol-peroksidaze (GPOD), glutation-reduktaze (GR) i druge
nespecifiéne peroksidaze (POD) (Asada, 2006; Cao i sur., 2004; Meharg i Hartley-
Whitaker, 2002; Hartikainen i sur., 2000; Lu, 1999; Thompson i sur., 1987). Navedeni
enzimi mogu se pojavljivati u razli¢itim izoenzimskim oblicima i biti aktivni u razli¢itim
dijelovima stanice, a njihova ekspresija okolisno regulirana, ¢ime se sprjecava

prekomjerno generiranje ROS-a u stanicama.

Fizioloski u¢inak Se na organizam ocituje se kroz funkcije proteina, konkretno
selenoproteina, organskih oblika Se, koji nastaju zamjenom S sa Se u aminokiselinama
Met i Cys (Brigelius-Flohe i Flohe, 2016). Integrirane modificirane aminokiseline — SeCys
i SeMet — posjeduju selenolnu funkcijsku skupinu (—SeH), ¢ine funkcionalni dio
polipeptida, odnosno nalaze se u aktivnom mjestu proteina i odgovorne su za fizioloski
odgovor (Pilon-Smits i Quinn, 2010; Flohe, 2009; Fordyce, 2005). Aminokiselina SeCys
kovalentno se veze u primarnu strukturu proteina, a kodirana je stop kodonom UGA
odgovaraju¢e mRNA (Araie i Shiraiwa, 2016; Vitova i sur., 2015). Sinteza SeMet i SeCys
odvija se na specijaliziranim Se-tRNA, koje odreduju njihovu ugradnju u rastuéi
polipeptidni lanac. Se u sastavu SeCys je oko sto puta ja¢i nukleofil u odnosu na S iz Cys,
§to znacdajno utjeCe na biokemijska svojstva (Araie i Shiraiwa, 2009). Selenoproteini su, u
odnosu na enzime bez Se, jaci antioksidansi, posebnim mehanizmima uklanjaju ROS iz
stanica, a imaju ulogu i u imunoloskom odgovoru (Pilon-Smits i Quinn, 2010). Do pojave
toksi¢nosti dolazi kada zamjena S sa Se u proteinima dovede do pogresnog slaganja i
metaboli¢ke disfunkcije proteina (Terry 1 sur., 2000). Klasi¢ni predstavnici selenoproteina
su neki od navedenih antioksidacijskih enzima, a zbog prirode SeCys svrstavaju se u
skupinu oksidoreduktaza, s obzirom na to da im je za aktivnost potreban snazan nukleofil
(Brigelius-Flohe i Flohe, 2016; Stadtman, 1996). Preko 40 porodica selenoenzima
identificirano je u velikom broju raznolikih organizama, a vecina je karakteristi¢na za
animalne stanice (Araie i Shiraiwa, 2016; Vitova i sur., 2015). Vaznu ulogu u kontroli
toksi¢nosti Se imaju tioredoksin-reduktaze (TR), klju¢ni enzimi u metabolizmu Se, te
homolozi GPx-a, prvih enzima za koje je dokazano da u svom sastavu ima ugraden SeCys
(Vitova 1 sur., 2015). Selenoproteini su pronadeni i u algama te detaljno proucavani. U
zelenoj mikroalgi Chlamydomonas reinhardtii, set selenoproteina nalikuje onom u
organizmima sisavaca, a od ukupno 10 selenoproteina 5 je aktivnih izoenzima GPx sa

SeCys u reakcijskom sredistu (Araie i Shiraiwa, 2016). Analizama genoma alga roda



Chlamydomonas otkriveno je da ukupno sadrzi 12 selenoproteina, predstavnika 10
porodica, koji su klju¢ni u odrzavanju vijabilnosti stanica (Grossman i sur., 2007; Lobanov
i sur., 2007; Novoselov i sur., 2002). Biomasa klorokokalne alge Scenedesmus
quadricauda sadrzi visok udio organski vezanog Se, §to je pridonijelo prou¢avanju odnosa
prisutnih anorganskih oblika i aktivnosti TR-a (Vitova i sur., 2011). Selenoproteini su
primjenom bioinformati¢kog pristupa identificirani i u drugim vrstama mikroalga —
Ostreococcus tauri i O. lucimarinus (Prasinophyceae), Emiliania huxleyi (Haptophyta) te
dijateomeji Thalassiosira pseudonana (Lobanov i sur., 2009; Araie i sur., 2008; Lobanov i
sur., 2007; Obata i Shiraiwa, 2005). Opcenito, postoji velika varijabilnost u zastupljenosti
selenoproteina u eukariotima: dok u viSim biljkama i gljivama nisu identificirani, u
stanicama alga i riba moguce je identificirati 30 ili viSe razli¢itih selenoenzima u proteomu

(Vitova i sur., 2015).

IstraZivanja o ucinku Se su toliko intenzivna upravo zbog nacina na koji utjece na
vodene 1 kopnene organizme, od alga do sisavaca, ukljucujuéi i ljude. Uc¢inak Se najbolje
se moze istraziti prouc¢avanjem fizioloskih, biokemijskih i molekularnih parametara na
nizim organizmima. Idealan model za ovakvu vrstu istrazivanja u vodenim ekoloskim
sustavima su glavni primarni producenti — alge. Jednostani¢ne alge su mikroskopskih
veli¢ina, stoga ih je lako uzgajati za potrebe velikih istrazivanja, a pogodne su kao modelni
organizmi zbog kratkog Zivotnog vijeka, velike osjetljivost na promjene u okoli$u te ¢ine
osnovnu kariku u hranidbenima lancima vodenih ekoloskih sustava. Vecina istrazivanja
provedena je na vrstama zelenih mikroalga: Chlamydomonas reinhardtii, Scenedesmus
quadricauda, Dunaliella salina, Chlorella sp. te na makroalgi Ulva sp. (Zhong i sur., 2017;
Vriens 1 sur., 2016; Gojkovi¢ 2015; Sun 1 sur., 2014; Schiavon 1 sur., 2012; Vitova 1 sur.,
2011; Fournier 1 sur., 2010; Umysova 1 sur., 2009; Geoffroy 1 sur., 2007; Reunova i sur.,
2007; Morlon i sur., 2006; Morlon i sur. 2005a, b). Zbog mogucnosti transformacije
anorganskog Se u organske oblike i sekvestracije unutar stanica postale su ciljni organizmi
u istrazivanjima. U¢inak Se na jednostani¢nu zelenu mikroalgu Monoraphidium contortum
do danas je nedovoljno istrazen. Ova je vrsta kozmopolitska i tijekom cijele godine nalazi
se u fitoplanktonu slatkovodnih sustava. MoZe se prona¢i u nutrijentima osiromaSenim
tlima te umjereno do jako onecis¢enim vodama (John i sur., 2011). Bogen i sur. (2013)
identificirali su vrstu M. contortum kao obecavajucu sirovinu u proizvodnji biogoriva zbog

visoke produktivnosti biomase tijekom faze eksponencijalnog rasta, kao i odgovarajuceg



sadrzaj lipida. Stoga, poznavanje optimalne koncentracije Se potrebne za rast ove alge

moglo bi pronaci svoj znac¢aj i u proizvodnji biogoriva.
1.2.1 Biomarkeri oksidacijskog stresa i antioksidacijskog odgovora

Mjerljive i/ili uo€ljive promjene u bioloSkom ili biokemijskom odgovoru, u rasponu
od molekularne do fizioloske razine, ukljucujuéi promjene u ponasanju, koje ukazuju na
izloZenost okolisnom stresoru ili toksi¢ni u¢inak stresora i ekoloski su relevantne nazivamo
biomarkerima. Ucinkovit su dijagnosticki alat u prirodnim sustavima, a opcenito se
Klasificiraju u tri kategorije: biomarkeri izlozenosti, ucinka i osjetljivosti (Cossu-Leguille i
Vasseur, 2013). Budué¢i da mnogi enzimi i neenzimski antioksidansi sudjeluju u uklanjanju
suviSka ROS-a, mjerenjem njihove aktivnosti ili ukupnog sadrZaja moguce je procijeniti

oksidacijski status organizma.
1.2.1.1 Reaktivne kisikove tvari

ROS su kemijski vrlo reaktivne i agresivne tvari koje nestabilnost uzrokovanu
nesparenim elektronom nastoje neutralizirati reakcijom s elektronima najblize molekule
(Machu i sur., 2018). Kisik, koji se normalno oslobada iz mitohondrija u procesu
oksidativne fosforilacije, zbog velikog elektronskog afiniteta uobicajen je krajnji akceptor
elektrona. U normalnim uvjetima u stanici koncentracija ROS-a kontrolira se aktivno$c¢u
sloZzenog antioksidacijskog sustava, koji minimizira oksidativna oSte¢enja bioloski vaZnih
makromolekula. Poja¢an intenzitet aerobnog metabolizma vodi k oksidacijsko-
redukcijskim poremecajima i moze rezultirati djelomi¢nom redukcijom kisika, $to uzrokuje
stvaranje prekomjernih koncentracija ROS-a (Feng i sur., 2013). U tom pogledu, ROS
mogu imati ulogu signalnih molekula, jer nakupljanjem u stanicama djeluju kao okidac¢ za
pojacanu sintezu i aktivaciju antioksidacijskog sustava (Sun i sur., 2014). Ukupna
koncentracija ROS-a odraz je oksidacijskog statusa organizma te ujedno i vazan biomarker

u istrazivanjima.
1.2.1.2 Glutation

Tiolni tripeptid glutation (GSH, y-glutamil-cisteinil-glicin) jedan je od najpoznatijih
I najvaznijih neenzimskih antioksidansa, a ujedno i biomarker izlozenosti toksinima
(Cossu-Leguille i Vasseur, 2013). Isti¢e se kao vazna signalna komponenta, reducens i
kelator teSkih metala (engl. heavy metals, HM) u reakcijama detoksikacije (Jozefczak i
sur., 2012). GSH je zbog stabilnosti i jake nukleofilnosti centralnog Cys izvrstan reducens,



Sto omogucuje sudjelovanje u redoks procesima u stanicama. Medu brojnim vaznim
ulogama GSH sredisnja je ona u metabolizmu Se i redukciji ROS-a. Anorganski oblici Se
reagiraju s tiolima, kakav je GSH i stvaraju se selenotrisulfidi. U suvisku Se oni dalje
reagiraju s drugim tiolima i oksidiraju ih, $to rezultira stvaranjem ROS-a (Mézes i Balogh,
2009). Postoji poveznica izmedu GSH i enzima uklju¢enih u metabolizam Se. Kada biljna
stanica akumulira selenit, u reakciji s GSH formiraju se razli¢iti metaboliti: GSH-selenit,
selenodiglutation (GS-Se-SG), selenol (GS-SeH) i kona¢no GS-konjugirani selenid (GS-
Se-) (Janz i sur. 2010; Terry i sur., 2000). Potvrdeno je i da GSH moze direktno reagirati sa
Se kako bi se formirali SeCys i SeMet (Terry i sur., 2000). Dakle, sadrzaj ukupnog GSH
(tGSH, GSSG/GSH) daje specifi¢ne informacije 0 oksidativnom statusu organizma.

1.2.1.3 Glutation S- transferaza (EC 2.5.1.18.)

Glutation S-transferaze (GST) pripadaju velikoj porodici detoksikacijskih
izoenzima koji kataliziraju konjugaciju elektrofilnin 1 hidrofobnih ksenobiotika s
tripeptidom GSH (Kumar i Trivedi, 2018; Dixon i sur., 2010). Pronadeni su u svim
tipovima organizama, ukljucujuéi biljke, Zivotinje 1 bakterije. Novije studije istrazuju
molekularne i biokemijske karakteristike algalnih GST (Herve i sur., 2010). Enzimi GST
izravno su ukljuceni u obranu organizama od kontaminanata, a njihova se aktivnost cesto
koristi kao biomarker izloZenosti u studijama utjecaja na okolis, buduéi da je inducirana
organskim ksenobioticima (Beatty i Russo, 2014). Enzimski i neenzimski antioksidacijski
sustavi nespecificni su biomarkeri izloZenosti jer mogu biti povezani s raznim brojem
okolisnih zagadivaca. Brojne studije na biljkama otkrile su mehanizam kojim GST
katalizira konjugaciju $irokog spektra elektrofilnih ksenobiotika egzogenog i endogenog
porijekla (lipidnih peroksida, metilglioksala i raznih herbicida) s GSH (Kumar i Trivedi
2018). Stoga, dostupnost GSH parametar je koji ogranicava aktivnost GST-a.

1.2.1.4 Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su najznacajniji i najraSireniji sekundarni biljni metaboliti.
Pripadaju skupini bioloSki aktivnih komponenti fotosintetskih organizama i1 smatraju se
najvaznijim prirodnim antioksidansima (Machu i sur., 2015; Onofrejova 1 sur., 2010).
Imaju aromatsku strukturu s jednom ili vise hidroksilnih skupina. Klasifikacija fenola je
sloZena, a najznacajnije skupine su fenolne kiseline, flavonoidi, izoflavonoidi i fenolni
polimeri (Machu 1 sur., 2015). Karakteristi¢ni su za biljne organizme 1 dobro su istraZeni, a

primarna uloga u biljkama je zastita od UV zraenja i patogena. Vrlo je ograni¢ena



koli¢ina informacija vezana uz sadrzaj i vrstu fenolnih spojeva u mikroalgama, kao i
poveznica izmedu sadrzaja fenola i antioksidacijskog kapaciteta (Li i sur., 2007). Do sada
pronadeni fenolni spojevi u algama ukljucuju florotanine, katehine, flavonole i flavonol
glikozide iz smedih i crvenih alga, ¢ija je pretpostavljena uloga inhibicija lipidne
peroksidacije (LPO) (Machu i sur., 2015; Frova, 2006). Ustanovljeno je da mikroalge
proizvode razliCite antioksidacijske spojeve, ukljucujuci karotenoide, polinezasic¢ene
masne kiseline 1 polisaharide te nije razjasnjeno koja skupina spojeva ima najizrazeniju

ulogu u njihovom antioksidacijskom odgovoru.
1.2.2 Ucinak selena na antioksidacijski sustav

Dosadasnja istrazivanja pokazala su otpornost odredenih vrsta alga na poviSene
koncentracije Se u vodi te na njihovu vaznu ulogu u brzoj transformaciji 1 prijenosu Se
kroz akvati¢ke hranidbene mreze (Janz i sur., 2010). Opcenito, u odnosu na druge troficke
razine, alge mogu koncentrirati Se u najve¢oj mjeri. Ipak, recentna istrazivanja
slatkovodnih vrsta alga pokazuju da tretmani prekomjernim koncentracijama Se uzrokuju
pojac¢anu akumulaciju ROS-a u stanicama, $to dokazuje kako alge generalno nisu otporne
na visoke koncentracije Se te da postoji varijabilnost u toleranciji (Feng i sur., 2013). Prag
kroni¢ne toksicnosti za izlozZenost zelenih alga natrijevom selenitu duze od 4 dana varira
izmedu 522 i 70,000 pg/L (US EPA (2004)). Odredeni broj studija sugerira da je selenit
odnosno zamjene S u proteinima, dok druge isti¢u vecu toksicnost selenata uslijed jace
inhibicije stope rasta (Terry 1 sur., 2000). U mikroalgama toksi¢nost se najviSe ocituje u
opadanju stope eksponencijalnog rasta i gustoe populacije te inhibiciji fotosinteze i
stani¢ne diobe (Umysova i sur., 2009; Geoffroy i sur., 2007; Morlon i sur., 2005b, Bennett,
1988). Nadalje, toksi¢nost Se ovisi i o kapacitetu sinteze neproteinskih aminokiselina i
njihovom volatilizilizacijom u obliku DMSe (Mézes 1 Balogh, 2009). Glavni mehanizam
detoksikacije, kako sugeriraju studije na viSim biljkama, je redukcija unutarstani¢nih
koncentracija SeCys i SeMet te sinteza manje toksi¢nih oblika, poput selenometil-
selenocisteina (SeMetSeCys) i selenocistationina (Terry i sur., 2000). K tome, dolazi do
inhibicije aktivnosti antioksidacijskih enzima, primjerice APX, POD i CAT, pri predugom
izlagaju prekomjernim koncentracijama Se, sto ukazuje na akumulaciju ROS-a (Feng i
Wei, 2012; Vitova i sur., 2011; Janz i sur., 2010; Umysova i sur., 2009). Suprotno tome,
aktivnost GST-a inducira se u uvjetima poja¢anog oksidacijskog stresa (Hossain i sur.,

2010). GST pojacava aktivnost prilikom izlozenosti HM 1 herbicidima (Dixon 1 sur., 2010).



Pokazalo se da tretman kadmijem uzrokuje povecanu aktivnost GST-a u listovima zlatnog
graha (Vigna radiata) (Hossain i sur., 2010). Daljnje studije provode se u smjeru
istrazivanja formacija Se-HM kompleksa i u¢inka na enzime poput GST-a, zamjena S sa
Se u Fe-S klasterima te odnosima Se, S, Fe i LPO (Feng i sur., 2013). Koncentracije Se
koje premasuju fizioloski optimum rezultiraju i pojaanom sintezom neenzimskih
antioksidansa, u prvom redu spojeva S povezanih s tolerancijom stresa, kao §to su GSH i
fitokelatini (Simmons i Emery, 2010). Potreba za pojatanom sintezom GSH javlja se kao
odgovor na ukljucenost u metabolicke transformacije Se i reakcijske mehanizme enzima
GPx i GST u svom reduciranom obliku te GR u oksidiranom (Schiavon i sur., 2012).

Istrazivanja na vi§im biljkama brojnija su u odnosu na alge.
1.3 Cilj istrazivanja

Dosada$nja istrazivanja ukazala su na blagi stimulacijski ucinak primjene nizih
koncentracija selenita na rast alga, a smanjenje broja stanica i snaznu aktivaciju
antioksidacijskog sustava prilikom primjene viSih koncentracija, kao 1 na veliku

varijabilnost medu vrstama s obzirom na tendenciju akumulacije Se iz okoliSa.

U kontekstu navedenog 1 uslijed nedovoljne istraZenosti ucinka selenita na
antioksidacijsku aktivnost u stanicama kulture jednostani¢ne zelene alge Monoraphidium
cf. contortum, cilj istrazivanja bio je odrediti ucinak razli¢itih koncentracija selenita na rast
kulture, aktivnost antioksidacijskog enzima GST, sadrzaj ukupnih topljivih fenola, tGSH i
ukupan sadrzaj ROS-a, a sve u svrhu boljeg razumijevanja prilagodbe alga i strategije
odrzivosti u uvjetima stresa uzrokovanog povecanim koncentracijama Se u vodenim

ekosustavima.
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2.

MATERIJALI | METODE

2.1 Opis eksperimenta
2.1.1 Uzgoj kultura alge Monoraphidium cf. contortum

Modelni organizam koriSten u ovom istrazivanju je jednostani¢na zelena
slatkovodna alga Monoraphidium cf. contortum (Slika 3). Kultura alge kupljena je iz
zbirke kultura autotrofnih organizama laboratorija Botani¢kog instituta Ceske akademije
znanosti u Tiebonu, a Kultivirana u Laboratoriju za ekologiju alga, Zavoda za ekologiju
voda Odjela za biologiju u Osijeku. Vrsta Monoraphidium contortum (Thuret)
Komarkova-Legnerova po sistematici svrstava se u odjeljak Chlorophyta, razred
Chlorophyceae te pripada porodici Selenastraceae (Web 3). Rod Monoraphidium, Kkoji
broji 30 taksonomski prihvac¢enih vrsta, odlikuju uske i izduZene stanice vretenastog
oblika, Cesto blago uvijene s usiljenim krajevima (Web 5). Iako oblik stanice moze varirati
od ravnog do spiralno uvijenog (do 1,5 spiralna navoja), Sto ovisi o ekoloskim uvjetima
staniSta, opcenito je okarakteriziran kao sigmoidalni do polumjesecasti koji se blago
suzava prema uSiljenim krajevima, dok se veli¢ina stanice kre¢e od 2-182 x 1-8 um (Web
4). Stanice imaju jednu jezgru, glatke stani¢ne stijenke, kloroplasti su najéescée pojedinaéni,
parijetalni, a pirenoid obi¢no nije prisutan. Razmnozavanje je nespolno, autosporama, ¢iji
se broj kre¢e od 2, 4 ili 8 do 16 po sporangiju. Vrsta M. contortum smatra se
kozmopolitskom 1 zastupljena je u planktonu tijekom cijele godine, a moze se takoder
razviti 1 u nutrijentima osiromaSenim tlima te umjereno do jako oneciS¢enim vodama.
Prirodno se pojavljuje u slatkovodnim ekosustavima na brojnim stanis$tima — primarno u

ribnjacima, barama i jezerima (John i sur., 2011).
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Slika 2. Morfologija stanica vrste‘Monoraphiaium contortum (Web 2).

11



Kulture su uzgajane u teku¢em hranjivom mediju (BBM, Bischoff i Bold, 1963;
pH=6,6). Za pripremu medija priredeno je 14 stock otopina hranjivih soli, koje su u
odmjernim tikvicama od 1000 mL mijeSane u odgovaraju¢im volumenima s destiliranom
vodom (Prilog 1.). Pripremljeni BBM steriliziran je u staklenim bocama (Schott Duran) u
autoklavu, 15 min pri 121°C i tlaku od 1 bar. Presadivanje kulture odvijalo se u laminaru u
sterilnim 1 kontroliranim uvjetima. Samom postupku prethodila je sterilizacija potrebnog
pribora 1 podloge UV svjetlo$¢u tijekom 30 minuta. Kulture su presadivane u sterilne
Erlenmeyerove tikvice volumena 250 mL u 100 mL BBM-a. Kako bi se osigurao dovoljan
broj stanica za presadivanje tijekom cjelokupnog trajanja eksperimenta, kulture su u
kontinuitetu presadivane na tjednoj bazi (Slika 3A). Nakon presadivanja, tikvice su
premjestene u uzgojnu komoru i ondje uzgajane pri fotoperiodu od 16 sati svijetla i 8 sati
tame 1 temperaturi od 25+2°C te se vodilo racuna o razmjeStanju tikvica unutar komore

kako bi se izjednacili uvjeti uzgoja (Slika 3B).

Slika 3. (A) Kontinuirano nasadivanje kulture Monoraphidium cf. contortum u teku¢em

hranjivom mediju za potrebe eksprimenta; (B) Rast kultura u uzgojnoj komori
(fotografije: Nikolina Sabo).
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2.1.2 Tretman kultura natrijevim selenitom (Na,SeO3x 5H,0)

Za tretman kultura koriStena je svjeze pripremljena otopina natrijevog selenita
(NapSeO3x 5H,0, 99% Sigma-Aldrich) u BBM-u. Kulture su tretirane s Cetiri razlicite
koncentracije selenita (5, 25, 50 i 100 mg/L) u tri replike (Slika 4). Tretman se provodio u
laminaru pri sterilnim uvjetima tijekom eksponencijalne faze rasta alga (Slika 5).
Kontrolne kulture nisu bile podvrgnute tretmanu selenitom i uzgajane su u jednakim
uvjetima. Uzorci stanica alga za potrebe istrazivanja uvijek su uzimani 24, 48 i 72 sata
nakon tretmana. Takoder, tijekom eksperimenta kulture u tikvicama razmjestane su unutar
uzgojne komore i ru¢no mijesane U Ssvrhu smanjenja potencijalnih varijacija i znacajnih

odstupanja u rezultatima istraZivanja.

kontrola 5mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL

24h

48h

72h

Slika 4. Shematski prikaz tretmana kulture Monoraphidium cf. contortum razli¢itim

koncentracijama selenita (5, 25, 50 i 100 mg/L).

Slika 5. Tretman kulture Monoraphidium cf. contortum provodio se pri sterilnim uvjetima
u laminaru (fotografija: Nikolina Sabo).
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2.2 Metode rada
U istrazivanju su tijekom analize odredeni navedeni parametri:

e prirast kultura Monoraphidium cf. contortum
e koncentracija ukupnih topljivih fenola,

e koncentracija ukupnog glutationa (tGSH)

e aktivnost enzima GST,

e sadrzaj ROS.
2.2.1 Pradenje prirasta kulture

Prirast kultura Monoraphidium cf. contortum pracen je brojanjem stanica u Biirker-
Tiirkovoj komorici nakon ¢ega je izraCunat ukupni broj stanica u 1 mL za svaki pojedini
uzorak. Uzorci stanica za brojanje prikupljeni su 24, 48 i 72 h nakon tretmana i fiksirani u
4%-tnoj otopini formaldehida. U komoricu je dodano po 15 uL svakog uzorka, a brojnost

stanica odredivala se prebrojavanjem pomocu invertnog mikroskopa (Axiovert 25, Carl

Zeiss, Inc., Njemacka). Ukupan broj stanica u 1 mL izraCunat je pomocu formule X = :—4 te

je izrazen kao srednja vrijednost triplikata.
2.2.2 Odredivanje koncentracije ukupnih topljivih fenola

Ukupni topljivi fenoli odredeni su metodom po Folinu i Ciocalteau-u (1927).
Metoda je spektrofotometrijska i temelji se na oksidaciji fenolnih grupa dodatkom Folin-
Ciocalteu reagensa pri ¢emu nastaje obojeni produkt. Nereducirani Folin-Ciocalteau
reagens zute je boje, dok reducirani ima stabilnu plavu boju. Apsorbancija, odnosno
intenzitet obojenja, se mjeri pri 765 nm u odnosu na slijepu probu. Nasadene kulture su
nakon 24, 48 i 72 h tretmana centrifugirane 20 min na 6000 okr/min. Nakon odvajanja
supernatanta, talog (stanice alga) je ispran od medija u 100 mM Kkalij-fosfathom puferu
(pH=7,0), prebacen u epruvete volumena 1,5 mL i centrifugiran 20 min na 6500 okr/min.
Uslijedila je ekstrakcija dobivenog taloga u 1 mL 70%-tnog etanola, a potom i soniciranje
(sonikator Vibra-Cell, Sonics and Materials Inc., SAD) dobivenog ekstrakta (amplituda
40%), u pet intervala od 10 s u ledenoj kupelji (smjesa vode i usitnjenog leda). Svi
sonicirani uzorci pohranjeni su na -20°C te na dan mjerenja centrifugirani na 21000g (15

min, 4°C), a dobiveni supernatanti iskoriSteni su za spektrofotometrijsko mjerenje.
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Za izradu bazdarnog dijagrama kao standardne krivulje pripremljene su otopine
galne kiseline (GA) razlicitih koncentracija razrjedenjem iz stock otopine koncentracije 5
mg/L. U epruvete volumena 1,5 mL pipetirano je po 100 uL svake koncentracije standarda,
dodano 700 uL destilirane vode, 50 puL Folin-Ciocalteau reagensa te je smjesa dobro
vorteksirana. Nakon 5 min dodano je 150 pL zasi¢ene otopine Na,COjs, nakon Cega je
reakcijska smjesa ponovno vorteksirana i inkubirana 60 min na 37°C. Nakon inkubacije
mjerena je apsorbancija pri 765 nm te je izrazen bazdarni dijagram koji prikazuje ovisnost

apsorbancije o koncentraciji GA.

Prije odredivanja ukupnih topljivih fenola dobiveni supernatanti zagrijavani su u
vodenoj kupelji 30 min pri 80°C. U oznacene epruvete volumena 1,5 mL pipetirano je po
100 pL svakog pojedinog uzorka i dodano 100 pL destilirane vode i 50 pL Folin-
Ciocalteau reagensa. U vorteksiranu reakcijsku smjesu, nakon 5 min je dodano 150 pL
zasi¢ene otopine NayCOs te je nakon ponovnog vorteksiranja smjesa inkubirana 60 min pri
37°C. Nakon inkubacije, reakcijska smjesa je centrifugirana 10 min pri 21000g.
Apsorbancija je izmjerena na 765 nm koristenjem Lambda 2 (Perkin-Elmer, SAD)
spektrofotometra.

2.2.3 Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa

Koncentracija tGSH (GSH + GSSG) odredena je spektrofotometrijski metodom
prema Akerboomu i Siesu (1981). Metoda se temelji na kineti¢koj analizi odnosno
mjerenju brzine kontinuirane redukcije 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzojeva kiselina) (DTNB)
katalitickim koli¢inama GSH, pri ¢emu nastaje Zuto obojeni produkt 5-tio-2-nitrobenzojeva
kiselina (TNB) i GSSG. Porast apsorbancije mjeri se na 412 nm, a uzrokovan je nastankom
TNB-a. Nastali GSSG reciklira se u enzimskoj reakciji kataliziranoj glutation-reduktazom
(GR) uz NADPH kao donora elektrona (jednadzbe (1) i (2)):

2 GSH + DTNB — GSSG + 2 TNB 1)

glutation reduktaza

GSSG + NADPH + H* NADP* + 2 GSH )

Kulture su 24, 48 i 72 h nakon tretmana centrifugirane 20 min na 6000 okr/min.
Talozi su od medija isprani s u 100 mM kalij-fosfatnom puferu (pH=7.0) i centrifugirani
20 min na 6500 okr/min. Talog je ekstrahiran u 200 pL 5%-te otopine 5-sulfosalicilne

kiseline, koja denaturira proteine i ekstrahira GSH. Uslijedilo je soniciranje dobivenog
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ekstrakta (amplituda 40%), u pet intervala od 10 s u ledenoj kupelji. Sonicirani ekstrakt
centrifugiran je 15 min na 21000g, a dobiveni supernatanti prebaceni su u epruvete

volumena 1,5 mL i svjezi koriSteni za mjerenje.

Reakcijski koktel potreban za mjerenje koncentracije tGSH sastojao se od
reakcijskog pufera (8 mL 100 mM Kkalij-fosfatnog pufera + 1 mM EDTA, pH 7.0), 228 uL
otopine GR (6 U/mL) i 228 uL otopine DTNB (1.5 mg/mL), a komponente su dobro
promijeSane. Mjerenju koli¢ine GSH u ekstraktima prethodila je izrada standardne krivulje,
serijskim razrjedivanjem 50 uM otopine GSH (pripremljene serijom razrjedenja alikvota
10 mM stock otopine glutationa) s 5% otopinom SSA. U UV kivete dodano je po 750 pL
reakcijskog koktela i 50 puL pripremljenog uzorka te je sadrzaj kivete ekvilibriran na 25°C
5 min kako bi se otopina stabilizirala. Kona¢no, dodano je 250 uL otopine NADPH
koncentracije 0.16 mg/mL, sadrzaj kivete 3 puta je promijeSan inverznim okretanjem
kivete i smjesten u spektrofotometar. Kinetika reakcije pracena je porastom apsorbancije
uslijed nastalog TNB-a, svakih 15 s tijekom 3 min na valnoj duljini 412 nm. Koncentracija

ukupnog glutationa izraZena je kao nmol GSH po mililitru kulture (hmol GSH/mL).
2.2.4 Priprema enzimskog ekstrakta i odredivanje aktivnosti glutation S-transferaze

Kulture su 24, 48 i 72 h nakon tretmana centrifugirane 20 min na 6000 okr/min.
Nakon uklanjanja supernatanta, stanice su od medija isprane u 100 mM Kkalij-fosfatnom
puferu (pH=7.0) centrifugiranjem na 6500 okr/min. Sonicirane su (sonikator Vibra-Cell,
Sonics and Materials Inc., SAD) u 1 mL kalij-fosfatnog pufera (100 mM, pH=7.0) te su
ekstrakti centrifugirani 20 min na 21000g. Supernatanti su odvojeni i ¢uvani na -80°C do

spektrofotometrijskog odredivanja aktivnosti enzima GST.

Aktivnost GST-a odredena je spektrofotometrijski u enzimskim ekstraktima
prac¢enjem nastajanja produkta reakcije konjugacije pri 340 nm (Simons i Van der Jagt,
1977; Habig i sur., 1974). Metoda se temelji na reakciji reduciranog GSH s 1-klor-2,4-
dinitrobenzenom (CDNB) pri ¢emu nastaje konjugat glutation-2,4-dinitrobenzen (G —
SDNB) wuz izdvajanje klorovodi¢ne kiseline (HCI). Princip reakcije prikazan je

jednadzbom (3):

glutation S—transferaza

G — SH + CDNB G — SDNB konjugat + HCl 3
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U UV-kivete pipetirana je reakcijska smjesa koja se sastojala od reakcijskog pufera
(1350 uL 100 mM Kkalij-fosfatnog pufera + 1 mM EDTA, pH=6.5), u koji je dodano 50 pL
otopine reduciranog glutationa (75 mM) i 50 uL. 30 mM otopine CDNB. Smjesu je bilo
potrebno ekvilibrirati na 25°C kako bi se valna duljina stabilizirala. Enzimska reakcija
zapocela je dodavanjem 50 uL enzimskog ekstrakta te je spektrofotometrom praéen porast
apsorbancije (svakih 30 s tijekom 5 min pri valnoj duljini od 340 nm), do kojeg dolazi

uslijed stvaranja G-SDNB konjugata.
2.2.5 Odredivanje sadrzaja reaktivnih Kisikovih spojeva

Uzorci za analizu ukupnog sadrzaja ROS-a uzeti su 24, 48 i 72 h nakon tretmana
selenitom. Produkcija ROS-a kvantificirana je pomocu nefluorescentne organske boje
(probe) 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetata (DCFH-DA, Fluka), iz koje nizom
reakcija nastaje fluorescentni spoj, €iji je intenzitet fluorescencije moguce detektirati
spektrofotometrom. DCFH-DA difundira u stanice, gdje se aktivno$¢u esteraza deacetilira
do 2',7'-diklorodihidrofluoresceina (DCFH). U stanicama se dogada oksidacija
nefluorescentnog DCFH djelovanjem ROS-a (najve¢im dijelom H,0;), pri ¢emu nastaje
fluorescentni 2',7'-diklorofluorescein (DCF), koji se nakuplja unutar stanica. Fluorescencija
DCF-a se moze izmjeriti spektrofotometrijski, $to predstavlja na¢in kvantifikacije ROS-a
(Poljak-Blazi i sur, 2011).

Nakon tretmana (24, 48 1 72 h), iz svake je tikvice uzeto po 700 pL kulture,
centrifugirano 2 min na 6000 okr/min te je talog ispran u 100 mM Kkalij-fosfatnom puferu
(pH=7.0) ponovnim centrifugiranjem. Stanice su inkubirane 60 min sa 100 uM otopinom
DCFH-DA u puferu na 25°C u mraku. Slijepe probe su napravljene paralelno za svaki
uzorak na isti nacin, ali su inkubirane samo u puferu. Nakon inkubacije, stanice su
centrifugirane, supernatant je uklonjen te je u svaku mikroepruvetu dodano po 700 uL
pufera. Po 200 uL svakog uzorka je u triplikatu naneseno na bijelu mikrotitarsku plocicu s
96 bunarica (Nunc, Danska) te je intenzitet fluorescencije mjeren na ¢ita¢u mikrotitarskih
plo¢ica (Tecan Spark, Svicarska) s ekscitacijom na 500 nm i emisijom na 529 nm.
Pozadinska fluorescencija algalnih stanica odredena je iz suspenzije stanica u puferu bez
dodatka DCFH-DA. Konacne vrijednosti fluorescencije DCF korigirane su prema

vrijednostima pozadinske fluorescencije.
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2.3 Statisticka obrada rezultata

Istrazivanje utjecaja razlicitih koncentracija selenita na M. cf. contortum provedeno
je u tri ponavljanja. Dobiveni podaci obradeni su u statisticCkom programu Statistica 13.3
(TIBCO Inc., SAD). Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti &+ standardna devijacija
(SD). Normalnost distribucije testirana je Shapiro-Wilksovim testom, a homogenost
varijanci Levene testom. S obzirom na normalnu distribuciju i homogenost varijanci
koristena je jednofaktorska analiza varijance (engl. One-way ANOVA), kako bi se utvrdilo
postojanje razlika izmedu tretmana razli¢itim koncentracijama selenita. Nakon S$to je
utvrdeno postojanje razlika, proveden je LSD post hoc test kako bi se odredilo izmedu
kojih skupina postoji razlika. Svi testovi provedeni su na razini znacajnosti od 5%
(p <0,05).
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3.

REZULTATI

3.1 Utjecaj selenita na prirast kulture Monoraphidium cf. contortum

Tretman kultura M. cf. contortum razli¢itim koncentracijama selenita u trajanju od
3 dana rezultirao je statisticki znacajnim promjenama u brojnosti stanica u ovisnosti o
primijenjenoj koncentraciji i vremenu izlozenosti (Slika 6). Nakon tretmana selenitom u
trajanju od 24 h doslo je do statisticki znacCajnog smanjenja broja stanica U odnosu na
kontrolne kulture (1,96 x 10° stanica/mL) primjenom selenita u koncentracijama 25 mg/L
(1,74) te 50 i 100 mg/L s ujednadenim brojem stanica (1, 42 x 10° stanica/mL). Suprotno
navedenom inhibicijskom u¢inku, najmanja primijenjena koncentracija (5 mg/L) pokazala
je blagi stimulativni u¢inak na stopu rasta kulture u odnosu na kontrolne skupine, no nije

bio statisticki znacajan (2 x 10° stanica/mL).
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Slika 6. Prirast kultura M. cf. contortum 24, 48 i 72 h nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama selenita (5, 25, 50 i 100 mg/L). Podaci su prikazani kao srednje
vrijednosti triplikata + SD. Statisticki zna¢ajne razlike izmedu prosjecnih vrijednosti

pojedinih skupina oznacene su razli¢itim slovima (p < 0.05).

Slican trend rasta nastavio se do kraja eksperimenta. Nakon 48 sati izloZenosti
selenitu ponovno je uo¢en blagi stimulativni u¢inak primjenom koncentracije 5 mg/L (2,58
x 10° stanica/mL) u odnosu na kontrolne kulture (2,45x 10%/mL), dok su se stanice kultura

tretiranih s 25 mg/L oporavile od pocetnog stresa uofenog nakon 24 h. Statisticki
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zna¢ajnom inhibicijom (p<0,05 u usporedbi s kontrolnim skupinama) rezultirale su
primjene dviju visih koncentracija selenita (50 i 100 mg/L). Prirast kulture kao posljedica
tretmana selenitom koncentracije 5 mg/L utvrden je i nakon 72 h, a sve ostale primijenjene
koncentracije (25, 50 i 100 mg/L) rezultirale su statisti¢ki znacajnom inhibicijom rasta.
Sveobuhvatno, najveci stimulativni uc¢inak na rast uocen je primjenom 5 mg/L selenita
nakon 48 h, dok su tretmani najvisom koncentracijom selenita (100 mg/L) tijekom 24, 48 i
72 h pokazali najjaci inhibitorni u¢inak i ujednacene vrijednosti broja stanica (1,42 x 10%

1,419 x 10°% 1,47 x 10° stanica/mL).

3.2 Utjecaj selenita na koncentraciju ukupnih topljivih fenola u stanicama kulture

Monoraphidium cf. contortum

Rezultati istrazivanja ukazuju na promjenu sadrzaja ukupnih topljivih fenola u
ovisnosti 0 primijenjenoj koncentraciji selenita i vremenu izlozenosti. Na temelju
smanjenja koncentracija ukupnih fenola u stanicama alga tijekom sva 3 dana uoCava se
rani odgovor fenolnih spojeva na oksidacijski stres uzrokovan povisenim koncentracijama
selenita. Nakon 24 h sveukupno je uocen porast u sadrzaju fenola kod svih tretmana u
odnosu na kontrolne (2,89 mg GA/10° stanica), sa statisticki znacajnom razlikom pri
koncentracijama 50 mg/L (5,64 mg GA/10° stanica) i 100 mg/L (6,05 mg GA/10° stanica),

gdje se sadrzaj fenola povecao za 1,95 odnosno 2 puta (Slika 7).
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Slika 7. Sadrzaj ukupnih topljivih fenola u kulturama M. cf. contortum 24, 48 i 72 h nakon
tretmana razli¢itim koncentracijama selenita (5, 25, 50 i 100 mg/L). Podaci su prikazani
kao srednje vrijednosti triplikata = SD. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu prosje¢nih

vrijednosti pojedinih skupina oznacene su razli¢itim slovima (p < 0.05).

Nakon tretmana selenitom u trajanju od 48 sati nije uoCena statistiCki znacajna
razlika u sadrzaju fenola u odnosu na kontrolne kulture, a vrijednosti su bile manje u
odnosu na prvih 24 h. Sadrzaj fenola u kontrolnim kulturama blago se povecao nakon 48 h,
a statisti¢ki znacajan porast uocen je posljednjeg dana tretmana (72 h) i iznosio je 7,96 mg
GA/10° stanica. Nakon 72 h, primjena koncentracija 5, 25 i 50 mg/L selenita uzrokovala je
statisti¢ki zna¢ajno smanjenje sadrZaja fenola u stanicama i vrijednosti su redom iznosile
2,84 mg GA/10° stanica, 3,79 mg GA/10° stanica i 6,19 mg GA/10° stanica. Najvisa
primijenjena koncentracija (100 mg/L) rezultirala je blagim porastom sadrzaja fenola u

odnosu na kontrolu, s izmjerenom koncentracijom 9 mg GA/10° stanica.
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3.3 Utjecaj selenita na sadrzaj ukupnog glutationa wu stanicama kulture
Monoraphidium cf. contortum

Rezultati istrazivanja ukazuju na ukljuc¢enost GSH u antioksidacijski odgovor alge
M. cf. contortum nakon tretmana selenitom. Sadrzaj tGSH u tretiranim Stanicama znac¢ajno
se razlikovao u odnosu na kontrole i rastao je tijekom sva 3 dana provodenja eksperimenta,
sukladno primijenjenim koncentracijama (Slika 8). Nakon 24 h doslo je do statisticki
znacajnog smanjenja koncentracije tGSH kod svih tretiranih kultura u odnosu na kontrolu
(11,9 nmol/10° stanica) s najniZom izmjerenom vrijednosti 4,3 nmol/10° stanica pri
tretmanu s 50 mg/L selenita.
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Slika 8. Koncentracija ukupnog glutationa (tGSH) u kulturama M. cf. contortum 24, 48 i
72 h nakon tretmana razli¢itim koncentracijama selenita (5, 25, 50 i 100 mg/L). Podaci su
prikazani kao srednje vrijednosti triplikata + SD. Statistic¢ki znacajne razlike izmedu

prosjecnih vrijednosti pojedinih skupina oznacene su razli¢itim slovima (p < 0.05).

Sadrzaj tGSH u tretiranim kulturama nakon 48 h blago je porastao u odnosu na 24
h, a najviSa izmjerena vrijednost tijekom cijelog eksperimenta odredena je pri koncentraciji
50 mg/L selenita i iznosila je 10,39 nmol/10° stanica te se nije statisticki razlikovala u
odnosu na kontrolne kulture (12,0 nmol/10° stanica). Vrijednosti izmjerene u kulturama
tretiranim ostalim koncentracijama (5, 25 1 100 mg/L) selenita statisti¢ki su se znacajno
smanjile u odnosu na kontrolu, a vrijednosti su iznosile redom 5,3 nmol/10° stanica, 6,3

nmol/10° stanica i 7,3 nmol/10° stanica. Nakon 72 h, u kontrolnim kulturama doslo je do
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statistiCki znac¢ajnog porasta sadrzaja tGSH u odnosu na prethodna 2 vremenska perioda.
Do porasta u sadrzaju tGSH u odnosu na prethodne vremenske periode doslo je i u
tretiranim kulturama. Statisti¢ki znacajan pad sadrzaja tGSH u odnosu na kontrolu (18,7
nmol/10° stanica) dogodio se u svim tretiranim kulturama, s izra’enom minimalnom

vrijednoscu u tretmanu s koncentracijom 100 mg/L selenita.

3.4 Utjecaj selenita na aktivnost glutation S-transferaze u stanicama kulture

Monoraphidium cf. contortum

Rezultati istrazivanja ukazuju na to da je aktivnost GST-a znacajno uvjetovana
primijenjenim koncentracijama selenita i periodom inkubacije, pri ¢emu su najvise
vrijednosti izmjerene prilikom najkradeg izlaganja najviSim koncentracijama selenita
(Slika 9). Nakon 24 h tretmana selenitom, do statisti¢ki znac¢ajnog povecéanja aktivnosti
GST-a u odnosu na kontrolne skupine (0,946 Ugst/10° stanica) doslo je primjenom
koncentracija 50 mg/L (10,52 Ugst/10°® stanica) i 100 mg/L (36,8 Ugst/10° stanica).
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Slika 9. Aktivnost GST u kulturama M. cf. contortum 24, 48 i 72 h nakon tretmana
razli¢itim koncentracijama selenita (5, 25, 50 i 100 mg/L). Podaci su prikazani kao srednje
vrijednosti triplikata + SD. Statisticki znacajne razlike izmedu prosjecnih vrijednosti

pojedinih skupina oznacene su razli¢itim slovima (p < 0.05).

Nakon 48 h tretmana aktivnost GST-a statisti¢ki se znacajno razlikovala u odnosu
na kontrolu (0,97 Ugs/10® stanica) samo u slucaju primjene najvise koncentracije selenita

100 mg/L) s izmjerenom vrijednos¢u od 17,4 Ugst/10° stanica, sto je ujedno i najniza
ey J
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izmjerena vrijednost pri navedenoj koncentraciji tijekom sva 3 vremenska perioda.
Statisticki se znacajno razlikovala i u odnosu na sve ostale tretirane skupine tog dana
(redom: 1,2 Ugst/108 stanica,1, 95 Ugst/10° stanica i 4,9 Ugst/10® stanica). Nakon 72 h
ponovno je doslo do znacajnog porasta aktivnosti primjenom dviju visih koncentracija — 50
mg/L (8, 5 Ugst/10° stanica) i 100 mg/L (23,5 Ugst/108 stanica). Rezultati ukazuju na ranu
aktivaciju ovog antioksidacijskog enzima, s obzirom na to da je najvisa aktivnost

zabiljezena nakon 24 h primjenom najvise koncentracije selenita.

3.5 Utjecaj selenita na sadrzaj reaktivnih Kisikovih tvari u stanicama kulture

Monoraphidium cf. contortum

Tretman selenitom znac¢ajno je utjecao na ukupan sadrzaj ROS-a u stanicama alga.
Rezultati mjerenja pokazuju da je selenit pri koncentraciji od 5 mg/L rezultirao postupnim
smanjenjem sadrzaja ROS-a tijekom eksperimenta u odnosu na kontrolne skupine, sa
statisti¢ki znaGajnom razlikom nakon 48 h (1948,15/10° stanica) te 72 h (1728,9/10°
stanica) (Slika 10). Sadrzaj ROS-a u kontrolnim skupinama bile su ujednacéene tijekom

eksperimenta.
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Slika 10. Ukupan sadrzaj ROS-a u kulturama M. cf. contortum 24, 48 i 72 h nakon
tretmana razli¢itim koncentracijama selenita (5, 25, 50 i 100 mg/L). Podaci su prikazani
kao srednje vrijednosti triplikata + SD. Statisticki znacajne razlike izmedu prosje¢nih

vrijednosti pojedinih skupina oznacene su razli¢itim slovima (p < 0.05).
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Kulture u kojima je uoCen statisticki znacajan porast sadrzaja ROS-a su one
tretirane s 25, 50 i 100 mg/L selenita ve¢ nakon 24 h. Primjena koncentracija 25 i 50 mg/L
tijekom sva tri vremenska perioda dovela je do statisticki znac¢ajne generacije ROS-a u
stanicama alga (p < 0.05 u odnosu na kontrolne skupine), a izmjerene vrijednosti bile su
bliske tijekom sva tri dana, s nesto slabije izrazenim u¢inkom koncentracije 25 mg/L nakon
48 h te 50 mg/L nakon 24 h. Najvise sadrzaja ROS-a pojavile su se kao posljedica tretmana
koncentracijom 100 mg/L tijekom 24, 48 i 72 h, s najizraZenijim u¢inkom nakon 48 h
(5788,18/10° stanica).
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4.

RASPRAVA

Dosadasnja istrazivanja pokazala su dvojak ucinak Se na organizme: pri nizim
koncentracijama ponasa se kao antioksidans, a pri povisenim kao prooksidans. Razlike u
toleranciji na Se kod razli¢itih biljnih vrsta oCituju se promjenama u stopi rasta, gustoci
populacije i aktivnosti antioksidacijskih enzima prilikom izloZenosti razli¢itim oblicima Se
u razli¢itim vremenskim periodima (Umysova i sur., 2009; Geoffroy i sur., 2007; Morlon i
sur., 2005b). Selen je potreban algama kao mikronutrijent, za sintezu proteina i lipida kako
bi se pospjesila stani¢na dioba (Sun 1 sur., 2014). Iz tog razloga odredene vrste alga kao
odgovor na optimalni raspon koncentracija Se povecavaju stopu rasta, dok se toksi¢ni
ucinak Se ocituje smanjenjem broja stanica i gusto¢e populacije koje je proporcionalno
koncentraciji Se u mediju (Gojkovi¢ i sur., 2015; Geoffroy i sur., 2007; Vitova i sur. 2011).
Rezultati ovog istrazivanja pokazali su dvojak uéinak selenita na rast kultura M. cf.
contortum (Slika 6). Povecanje broja stanica uoc¢eno je nakon tretmana s 5 mg/L selenita
nakon sva tri dana eksperimenta, iako nije bilo statisticki znacajno. Blagi stimulacijski
ucinak na rast moze se interpretirati primjenom koncentracije koja je blizu optimalnoj
vrijednosti za ovu vrstu. Vise koncentracije Se (25, 50 i 100 mg/L), sukladno
oc¢ekivanjima, dovele su do znacajnog smanjenja biomase u odnosu na kontrolne kulture.
Sli¢no istrazivanje proveli su Abdel-Hamida i Skulberga (1995) te su utvrdili da je do
inhibicije rasta kultura M. cf. contortum doslo i pri najnizim i najvi§im primijenjenim
koncentracijama, uz nedosljedna odstupanja u biomasi. Rast je bio znacajno inhibiran pri
0,01 mg/L selenita, ali je stimuliran primjenom koncentracije 0,1 mg/L, te ponovno
inhibiran s 0,32 mg/L. Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su vecu toleranciju u rasponu
navedenih koncentracija selenita. Navedeni autori istrazili su i u¢inak selenita na prirast
kultura M. convolotum i M. griffithii. Rast M. convolotum bio je blago stimuliran
primjenom 0,032 mg/L selenita, dok su sve ostale primijenjene koncentracije (0,0032 —
320 mg/L) pokazale inhibitorni u¢inak Kulture M. griffithii odgovorile su stimulacijom
rasta nakon tretmana u rasponu koncentracija od 0,0032 do 1 mg/L te inhibicijom kod svih
ostalih koncentracija selenita (0,32 — 320 mg/L). Primjeri istrazivanja na drugim vrstama
su brojniji. U istrazivanju Wheelera i sur. (1982) tretman selenitom sveukupno nije
pokazao niti stimulativan niti inhibitorni u¢inak na rast Sest vrsta jednostani¢nih morskih
alga, sve do predtretmana sulfatom, kada je opazena stimulacija rasta. Navedeno sugerira
da je kod istraZivanih vrsta djelovanje selenita uvjetovano prisutno$¢u sulfatnih aniona.

Sliéne rezultate utvrdene u istrazivanjima provedenim na C. reinhardtii predstavili su
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Morlon i sur. (2005a, b) te Fournier i sur. (2010). Inhibicija rasta bila je u pozitivnoj
korelaciji s koli¢inom akumuliranog Se, a sulfati su interferirali s apsorpcijom selenita i
selenata tako da je s povecanjem koncentracije sulfata u mediju doslo do ja¢e inhibicije
unosa oba oksianiona Se. Isto tako, kod vrste Scenedesmus quadricauda nedostatak S
rezultirao je povecanom toksi¢no$c¢u selenita i selenata (Umysova i sur., 2009). Ovisnost
stope rasta o primijenjenoj koncentraciji selenita i apsorpcije selenita o sadrzaju sulfita u
mediju potvrdili su Li i sur. (2003) te zabiljezili stimulativni u¢inak selenita (0,5-40 mg/L)
na rast cijanobakterije Spirulina platensis i toksi¢nost pri koncentracijama visim od 500
mg/L. Zhong i sur. (2014) ustanovili su da koncentracije selenita nize od 750 mg/L poti¢u
rast makroalge U. te takoder uzrokuju povecanje aktivnost antioksidacijskih enzima, dok
koncentracije vise od 750 mg/L pokazuju toksi¢an u¢inak. Isto tako, Sun i sur. (2014) su
kod tretmana nizim koncentracijama Selenita (25-75 mg/L) tijekom Sest dana utvrdili
statisticki znacajan prirast kulture C. vulgaris, dok su vise koncentracije znac¢ajno smanjile
prirast. Ujedno su ustanovili da je prirast kulture bio ovisan o koncentraciji ukupnog
akumuliranog Se u biomasi. Zhong i sur. (2017) takoder su uo€ili pozitivan u¢inak nizih
koncentracija selenita (<40 mg/L) na rast kulture C. pyrenoidosa. Stimulativni uéinak
optimalnih koncentracija Se na stopu rasta kulture M. cf. contortum mogao bi imati
potencijal u proizvodnji biogoriva, buduci da raspon odgovarajucih koncentracija selenita

vrlo brzo moze rezultirati povecanjem gustoce populacije (Bogen i sur., 2013).

Ukupni sadrzaj ROS-a u stanicama znacajan je pokazatelj oksidacijskog stresa. U
nasem istrazivanju fluorimetrijskom je analizom utvrdeno da je tretman kultura M. cf.
contortum selenitom uzrokovao statisticki znacajno povecanje ukupnog sadrzaja ROS-a u
stanicama uslijed tretmana koncentracijama 25, 50 1 100 mg/L te da je povecanje
oksidacijskog stresa uzrokovano nakupljanjem ROS-a u pozitivnoj korelaciji s povecanjem
primijenjenih koncentracija i duzim vremenom izlaganja selenitu (Slika 10). Suprotno
navedenom, tretman najnizom primijenjenom koncentracijom (5 mg/L) pokazao je
antioksidacijski u€inak u stanicama kulture smanjujuc¢i sadrzaj ROS-a, s najizraZenijim
ucinkom nakon 72 h. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da tretman Se moze znacajno
utjecati na sadrzaj ROS-a u stanicama pri ¢emu ucinak ovisi o koncentraciji Se, vremenu
izloZenosti 1 samoj biljnoj vrsti. Visoke koncentracije Se iz okoliSa uzrokovale su uslijed
indukcije ROS-a pojavu oksidacijskog stresa u stanicama S. quadricauda (Vitova i sur.
2011), U. fasciata (Zhong i sur. 2014) i C. vulgaris (Sun i sur. 2014). Dodatak Se

kulturama C. vulgaris u rasponu koncentracija 25-75 mg/L reducirao je akumulaciju ROS-
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a nakon 4. dana tretmana selenitom sa statisti¢ki znacajnom razlikom pri 75 mg/L, dok su
koncentracije >100 mg/L dovele do znacajne akumulacije ROS-a i inhibicije rasta (Sun i
sur. 2014). S druge strane, Zhong i sur. (2014) ustanovili su da je u kulturama C. vulgaris
tretiranim s 250, 500 i 750 mg/L selenita doSlo do smanjenja sadrzaja ROS-a u odnosu na
kontrole dok je kod koncentracija visih od 750 mg/L doslo do povecanja sadrzaja ROS-a.
U sljede¢em primjeru tretman kulture C. pyrenoidosa selenitom u koncentracijama <40
mg/L utjecao je na smanjenje sadrzaja ROS-a, a izloZenost vis§im koncentracijama (60 i 80

mg/L) dovela do suprotnog efekta (Zhong i Cheng, 2017).

Povecanje ucinkovitosti antioksidacijskog sustava ukazuje na sposobnost
prilagodbe organizama na stres, dok je smanjenje znak oSteCenja stanica i pojave
toksi¢nosti. Istrazivanja pokazuju da tretman Se moze povecati sadrzaj neenzimskih
antioksidansa kao S$to su fenolni spojevi i oksidirani glutation (GSSG) u stanicama alga
(Schiavon i sur., 2016; Malagoli i sur., 2015, Schiavon i sur., 2012). Rezultati ovog
istrazivanja ukazuju na trend povecanja sadrzaja fenola pri najviSim koncentracijama
selenita (Slika 7) pri ¢emu je statisticki znacajno povecanje u sadrzaju fenola uoc¢eno samo
nakon 24 h pri tretmanu koncentracijama 50 i 100 mg/L. U¢inak selenita na sadrzaj fenola
u mikroalgama do sada nije istrazen. Medutim, prema istrazivanju Schiavon i sur. (2010)
uéinak selenata na makroalgu Ulva sp. ocituje se povecanjem koncentracije fenola u
stanicama, uz aktivaciju drugih antioksidansa. Ukupni sadrzaj fenola povecao se za 3,5
puta ¢ak i pri najnizoj primijenjenoj koncentraciji (2,5 uM). S obzirom na to da kod
navedene vrste nije doSlo do morfoloskih ni ultrastrukturnih promjena uslijed tretmana
selenatom, dobiveni rezultati ukazuju na vaznu ulogu fenola u neutralizaciji mogucih
posljedica oksidacijskog stresa. Inace, fenolni spojevi imaju nekoliko vaznih zaStitnih
uloga u biljnim stanicama, a jedna od njih je moguc¢nost direktnog keliranja metala, Sto u
konacénici moze dovesti do smanjenog stvaranja ROS-a (Schiavon i sur., 2012; Mazid i
sur., 2011; Michalak, 2006). Takoder, znacajno povecanje sadrzaja fenola uslijed tretmana
povecanim koncentracijama Se moze biti rezultat utjecaja Se na metabolizam dusika, tj. na
sintezu aminokiselina metionina, fenilalanina, tirozina i triptofana koje su prekursori za

sintezu sekundarnih biljnih metabolita — glukozinolata i fenola (Malagoli i sur., 2015).

Analizom koncentracije tGSH u naSem istraZivanju ustanovljeno je da je pri svim
primijenjenim koncentracijama tijekom svih vremenskih perioda doSlo do statisticki
znaCajnog smanjenja koncentracije tGSH u odnosu na kontrolne kulture, s najnizim

sadrzajem izmjerenim nakon 72 h tretmana primjenom najvise koncentracije selenita (Slika
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8). Schiavon i sur. (2016) u svom su istrazivanju kod vrste U. australis uocili da selenit
inducira povecanje koncentracije sadrzaja GSSG i objasnili to njegovim direktnim
vezanjem na tiolne (—SH) skupine GSH. Takoder, izloZenost alga sve vecim
koncentracijama selenita rezultirala je izrazenim povecanjem sadrzaja tGSH. Takeda i sur.
(1997, 1992) su kod vrste C. reinhardtii utvrdili znacajan porast sadrzaja tGSH u
kulturama tretiranim selenitom. Koncentracija tGSH u stanicama nakon 5 dana tretmana
iznosila je 1 mM, odnosno bila je 2,6 puta veca u odnosu na kontrolne kulture, a reducirani
oblik ¢inio je >90% tGSH. Ve¢i broj istrazivanja ucinka Se na povecanje sadrzaja tGSH
proveden je na stanicama viSih biljaka (Hasanuzzaman i sur., 2011; Mroczek-Zdyrska i
Wojcik, 2011). Feng i sur. (2013) toksi¢nost Se u biljnim stanicama objasnjavaju
neravnotezom u koncentracijama reduciranih spojeva nuznih za njegovu asimilaciju: GSH,
tiola, feredoksina i NADPH. Selenit reagira s endogenim GSH u stanicama ili
ekstracelularno uzrokuje toksi¢nost stvaranjem superoksida i Se’ preko stvaranja
selenopersulfida koji u reakciji s drugim tiolima stvaraju ROS (Janz i sur. 2010; Mézes i
Balogh 2009). S druge strane, organski diselenidi prelaze u selenole u prisustvu tiola §to
takoder rezultira stvaranjem ROS-a. Takoder, moze do¢i do stvaranja metil-selenida
(Mézes 1 Balogh 2009) sto za posljedicu ima oksidaciju GSH i inhibiciju antioksidacijskih
tiolnih proteina (Beatty 1 Russo 2014; Mézes 1 Balogh 2009).

GST je enzim s klju¢nom ulogom u katalizi konjugacije okoliSnih zagadivaca s
GSH (Kumar i Trivedi, 2018). Na taj nacin GST, uz ostale antioksidacijske enzime
(primjerice SOD, GR i GPx), osigurava postojanost uspjeSnog sustava obrane od Stetnog
djelovanja ROS-a. Dixon i sur. (2010) u svojim su istrazivanjima uocili da se aktivnost
GST-a pojacava prilikom izlozenosti biljnih stanica HM 1 herbicidima. Rezultati naSeg
istrazivanja idu u prilog navedenom jer pokazuju snazno povecanje aktivnosti GST-a pod
utjecajem selenita pri koncentraciji 100 mg/L (Slika 9). Statisticki zna¢ajan, no visestruko
manji, porast aktivnosti uocen je i u kulturama tretiranim selenitom koncentracije 50 mg/L.
Promjena aktivnosti GST-a u algama pod utjecajem Se do sada nije istrazena, stoga ovo

istrazivanje daje novi uvid U mogucu uklju¢enost GST-a u antioksidacijski odgovor.

U svrhu detaljnijeg utvrdivanja oksidacijskog statusa M. cf. contortum i
ukljucenosti metabolizma GSH u odgovor na stres, trebalo bi ispitati promjene u omjeru

GSH/GSSG te aktivnosti ostalih enzima koji su ukljuceni u njegov metabolizam.
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ZAKLJUCCI

Tretmani kultura povisenim koncentracijama selenita (25, 50 i 100 mg/L)
rezultirali su smanjenjem prirasta kultura, dok je najmanja primijenjena
koncentracija (5 mg/L) bila u rasponu optimalnih vrijednosti i pokazala blagi

stimulacijski u¢inak na prirast kultura.

Tretman viSim koncentracijama selenita uzrokovao je znacajan porast sadrzaja
ukupnog ROS-a u stanicama, dok je najniza primijenjena koncentracija (5 mg/L)

pokazala blagi antioksidacijski u¢inak na kulture.

Rani porast sadrzaja ukupnih topljivih fenola u stanicama kulture kao odgovor na
tretman prekomjernim koncentracijama ukazuje na sudjelovanje ovih sekundarnih

metabolita u ublazavanju toksi¢nih uc¢inaka selenita.

Koncentracija tGSH znacajno se smanjila pod utjecajem selenita pri svim
primijenjenim koncentracijama, §to je moguci pokazatelj ukljucenosti GSH u
antioksidacijski odgovor. Ovakav rezultat moZe se objasniti pojacanom potrebom
za GSH zbog mogucée ukljucenosti u neenzimsku redukciju selenita i druge

transformacije u metabolizmu Se te aktivnost antioksidacijskih enzima.

Znacajno povecanje aktivnosti GST-a nakon primjene najviSih koncentracija
selenita ukazuje na vaznu ulogu ovog enzima u antioksidacijskom odgovoru alge

M. cf. contortum na tretman toksi¢nim koncentracijama selenita.

Ovim je istrazivanjem dokazan dvojni ucinak Se na oksidacijski status i
antioksidacijski odgovor alge Monoraphidium cf. contortum Kkoji ovisi o
primijenjenoj koncentraciji 1 vremenu izlaganja selenitu. Tretman najniZzom
koncentracijom selenita imao je pozitivan u€inak na rast alga i smanjenje sadrzaja
ukupnog ROS-a u stanicama, dok su viSe koncentracije selenita inducirale

antioksidacijski odgovor u kojem vaznu ulogu ima enzim GST.
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7.

PRILOZI

7.1 Prilog 1. Priprema BBM medija

10.
11.
12.
113
14.

NaNO;

CaCl,

MgSO, x 7 H,O
K;HPO,
KH,PO,

NaCl

Na,EDTA
KOH

FeSO, x 7 H,O
H,SO, (96%)
H3BO;

ZnSO, x 7 H,O
MnCl, x 4 H,0O
Na,MoO, x 2 H,0O
CuSO, x5 H,O
CoCl, x 6 H,O

Stock-otopina
(9/200 mL dH,0)

2549
0,33¢g
0,75¢
0,75¢
1,759
0,25g
59
31g
0,498 g
0,1 mL
1,142 g
0,882 g
0,144 g
0,278 g
0,157 g
0,0404 g

Koli¢ina potrebna za
1L BBM-a

10 mL
10 mL
10 mL
10 mL
10 mL
10 mL
1mL

1mL

1mL
1mL
1mL
1mL
1mL

1mL
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7.2 Prilog 2. Metodicki dio

PLAN NASTAVNOG SATA

Skola Razred
2. razred gimnazije
Nastavna tema Nastavna jedinica

Odjeljak: Zelene alge

(Chlorophyta)

Temeljni koncepti Kljuéni pojmovi

1. Makrokoncept: Organiziranost Zivog svijeta

Koncept 1: Srodnosti i raznolikosti

Koncept 2: Raznolikost protista/protoktista

2. Makrokoncept:RazmnoZavanje i razvoj
organizama

Koncept 1: Zivotni ciklusi

Koncept 2: Zivotni ciklusi organizama

Cilj nastavnog sata
Upoznati se s osnovnim obiljezjima grade i razmnoZavanja jednostanicnih i visestanicnih
zelenih alga te razumjeti njihov znacaj kao dodatka prehrani i izvora u proizvodnji
biogoriva.
Ishodi ucenja

1. Analizirati osnovne znacajke grade jednostanic¢nih, kolonijalnih i viSestani¢nih

oblika zelenih alga na tipi¢nim predstavnicima
2. Procijeniti znacenje zelenih alga za covjeka i biosferu

3. Povezati nacine razmnozavanja s biolosSkom raznolikos¢u zelenih alga

Br. Razradajlsgi%?genaStavne Zadatak/ primjer kljuénih pitanja za provjeru ostvarenosti ishoda | KR | PU

AUTOTROFNI PROTOKTISTI — ALGE

klorofil a i b, ksantofil, mikroalge,
makroalge, jednostani¢nost,
viSestani¢nost, kolonijalni oblici,
korjencié, stabalce, listi¢, stigma,
konjugacija, sporofit, gametofit,
izmjena generacije

e Navedi osnovna obiljeZnja odjeljka zelenih alga
(Chlorophyta). (R1)

e Kako se prema gradi dijele zelene alge? (R1)

e Navedi po jednu vrstu koja je predstavnik
jednostani¢nih, kolonijalnih i vi§estani¢nih oblika
zelenih alga. (R1)

e Na $to se odnose pojmovi mikro- i makroalge? (R1)
1.1. Opisati osnovna obiljezja | ® Opisi moguca stanista zelenih alga (R1) R1
1 i sistematiku odjeljka e Navedi jednu vrstu karakteristi¢nu za Jadran. (R1) R>
’ [ ]

Chlorophyta uz navodenje Koja je karakteristika grade jadranskog klobuéica?

poznatih predstavnika (R1)

Opisi gradu spirogire. (R1)

e Navedi dijelove tijela (talusa) mnogostani¢nih alga.
(R1)

e Koje pigmente sadrze zelene alge i koja je njihova
uloga? (R1)

e Koja je uloga celuloze u stanicama alga? (R1)

e Navedi rezervnu tvar u stanicama zelenih alga. (R1)
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1.2. Na temelju analize grade
tipi¢nih predstavnika zelenih
alga uvidjeti raznolikost u
morfologiji

2.1. Prepoznati alge kao
najvaznije primarne
producente i osnovne karike
hranidbenih lanaca

2.2.Ukazati na uzrok i
posljedice masovnog
razmnoZzavanja alga u
ekoloskim sustavima
(cvjetanje voda)

2.3. Definirati zelene alge kao
bioindikatore, izvore u
dobivanju energije i biogoriva
te dodatak prehrani

Ukazi na razliku u gradi kolonijalnih i viSestani¢nih
zelenih alga. (R2)

Opisi gradu kolonijalnih oblika zelenih alga na
najrazvijenijem primjeru. (R2)

Sto je cenobij? (R1)

Objasni znacaj kolonijalnih oblika alga u
evolucijskom smislu. (R2)

Pokusaj objasniti raznolikost grade zelenih alga s
evolucijskog aspekta. (R2)

Navedi mnogostani¢ne oblike zelenih alga koje
poznajes i opisi njihov izgled. (R1)

Koja obiljezja povezuju alge s kopnenim biljkama?
(R2)

Sto je o¢na pjega i ¢emu sluzi? Navedi vrstu zelene
alge u kojoj se moze identificirati. (R1)

Kojeg protoktista ve¢ poznajes, koji ima o¢nu pjegu
i stezljivi mjehuri¢ kao klamidomonas? (R1)

Sto je karakteristiéno za vrstu Haematococcus
pluvialis? Kako ju najlak$e moze$ prepoznati? (R1)
Sto alge proizvode u procesu fotosinteze? (R1)
Objasni vaznost zelenih alga u vodenim ekoloskim
sustavima. (R2)

Utjece li primarna produkcija alga izravno na
covjeka? Objasni. (R2)

Objasni izravnu i posrednu korist zelenih alga za
Covjeka. (R2)

Na §to se odnosi pojam cvjetanje voda? (R1)
Objasni posljedice cvjetanja voda za ekoloske
sustave. (R2)

Istrazi vise o algi kaulerpa i objasni zasto je
nazivaju ,,algom ubojicom*. (R2)

Razmisli i odgovori koji je razlog cvjetanja mora u
priobalnom podruéju. (R2)

Gospodarski i poljoprivredno najrazvijeniji dio
Italije je njen sjever, kroz koji protjece najveca
talijanska rijeka, rijeka Po.

a. Pomocu zemljopisne karte objasni moguéu
povezanost talijanske poljoprivrede i rijeke
Po s cvjetanjem mora u hrvatskom dijelu
sjevernog Jadrana.

b. Na temelju grafickog prikaza ovisnosti
koncentracije klorofila 0 mjesecima u
periodu od 1999. do 2001. godine izdvoji
mjesece s najvecom i najmanjom
zastupljenosc¢u fitoplanktonskih vrsta i
usporedi naveden. Na osnovu ¢ega to
zakljuCujes?

¢. U kojem mjesecu svake godine se biljezi
najveéa biomasa fitoplanktona? Objasni.
(R3)

1999 2000 2001 —mjerenje (1972-2005)

0.0030
0.0020

0.0010 » /'/ \\ % / \

0.0000 +
0.1. 311 13 14 15 16 17 18 318 110. 31.10. 112

CHL (mall)
N
.

Vremenske serjje modelskih k fja klorofila-a u povrinskom sloju mora sa mjeseé:
osrednjenim vrijednostima za 1999., 2000. i 2001. godinu na pozicii mjerne postaje S2.

R1
R2
R3
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3.1. Interpretirati znacaj
razmnozavanja zelenih alga
na vise na¢ina uz navodenje
konkretnih primjena

3.2. Objasniti osnovno nacelo
izomorfne izmjene generacija

Na temelju predstavljenog grafa argumentiraj ulogu
bioreaktora sa zelenim algama u reguliranju

koncentracije stakleni¢kih plinova. (R3)
100%

90%
S 80% T
8 \
£ 60%
a \
£ 50% o
@ em=br0j stanica
£ 40% -
g emmemisija CO2
£ 30%
£ 20%
2 2

10%

0%

1 2 3 4 5

Biomasa alga (stanicax10%/mL)

Procijeni kako bi zagadenje selenom (kemijskim
elementom koji pri povisenim koncentracijama
djeluje kao toksin) utjecalo na populaciju alga i
odrzivost nekog vodenog ekoloskog sustava
(primjerice, jezera). (R3)

Objasni na koji se nac¢in uspostavljaju i odrzavaju
bioreaktori sa zelenim algama te koja je njihova
uloga. (R2)

Zasto se za morsku salatu govori da je bioindikator
organskog onecis¢enja? Istrazi koje su jos vrste
takvi bioindikatori. (R2)

Izradi plakat na temu ,,Alge u tanjuru® u web alatu
Piktochart i prezentiraj ga ostatku razreda. (R2)

Sto mislis, zasto se za alge govori da su hrana
buduénosti i vrijedi li to generalno za ovu skupinu
organizama? (R2)

Navedi moguce nacine razmnozavanja zelenih alga
uz navodenje konkretnog predstavnika. (R1)

Neke vrste alga mogu se razmnozavati na vise od
jednog nacina. Procijeni znac¢aj ove osobine. (R2)
Objasni §to se u Zivotnom ciklusu prilikom izmjene
generacija razvija iz gamete, a Sto iz zoospore. (R1)
Analiziraj razmnozavanje zelenih alga kod
najjednostavnijih i najslozenijih oblika. (R2)
Objasni znacenje pojmova sporofit i gametofit. (R2) | R1
Napisi kratki esej pomoéu pojmova: haploidna faza, | R2
diploidna faza, sporofit, gametofit, izmjena
generacija. (R2)

Opisi izomorfnu izmjenu generacije vrste Ulva
rigida. (R2)

Koji je najprimitivniji nac¢in razmnozavanja zelenih
alga i za koju je vrstu karakteristican? (R1)

Kako se mijenja dominacija sporofita i gametofita
od alga prema kopnenim biljkama? (R2)

Kognitivna razina (KR): L. reprodukcija, II. konceptualno razumijevanje i primjena znanja, III. rje$avanje problema
Procjena uspjesnosti u¢enja (PU): — odgovara manje od 5 udenika, +/- odgovara otprilike polovina u¢enika, + odgovara veéina ucenika
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Tijek nastavnog sata

Tip sata

STRUKTURNI
ELEMENT
NASTAVNOG
SATA

Uvodni dio

Sredi$nji dio

sat obrade Trajanje

DOMINANTNA AKTIVNOST

N - animirati uCenike za aktivno sudjelovanje na satu i pridobiti

njihovu paZnju postavljanjem motivacijskih pitanja pracenih

ilustracijama i fotografijama iz pripremljene  PowerPoint
prezentacije; primjerice:

- pitati ucenike jesu li nekada na vlaznoj kori drveca, vlaznim
zidovima ili krovovima vidjeli zelene prevlake (prikazati
fotografije na ppt — otkriti da je rije¢ o kisnoj algi koja pripada
skupini zelenih alga), upitati poznaju li jo§ neke vrste zelenih
alga te znaju li po ¢emu su dobile naziv;

- prikazati ilustraciju lanca ishrane vodenog ekoloskog sustava i
potaknuti na razmisljanje o vaznosti alga u ekoloskim sustavima
(osnovna karika hranidbenih lanaca, glavni primarni producenti,
proizvode Kisik i hranu)

- prikazati fotografiju bioreaktora sa zelenim algama i upitati ih
znaju li o ¢emu je rije¢ te koji bi bio razlog uspostave takvih
sustava; ako im odgovor nije poznat, dati im priliku da odgovore
tijekom sata;

Usmjeriti ucenike na pracenje i izradu plana ucenickog zapisa

tijekom sata.

U - aktivno se ukljuéuju u uvodni razgovor, odgovaraju na pitanja,

iznose svoja predznanja i prijasnja iskustva vezana uz temu

N - najava obrade alga odjeljka Chlorophyta (zelene alge) — napisati

naslov na plo¢u

U - ucenici zapisuju naslov u svoje biljeznice

N - zadati uéenicima da opisu izgled alga koje su naveli na pocetku
sata, navesti ih da razmisle o njihovim dimenzijama te zakljuce o
velikoj morfoloskoj raznolikosti; projicirati pripremljen ppt —
prikazati fotografije razli¢itih vrsta te pokazati herbarij morskih alga
kao dokaz bioloske raznolikosti — identificirati odjeljak Chlorophyta
kao najbrojniji medu algama; uvesti pojmove mikro- i makroalge;
zadati da objasne raznolikost grade zelenih alga s evolucijskog
aspekta.

U - rjesavaju predstavljene zadatke, naglasavaju poznate ¢injenice,
opisuju izgled njima poznatih vrsta te na temelju ppt-a i ostalih;
uoCavaju sli¢nost sloZzeno gradenih alga s kopnenim biljkama te
pokusavaju objasniti uoceno s evolucijskog stajalista.

N - naglasiti da se zelene alge smatraju precima kopnenih biljaka te
pitati ucenike za koja obiljezja smatraju da povezuju alge s kopnenim
biljkama (klorofil a i b, Skrob kao pri¢uvna tvar, celuloza u stani¢noj
stijenci, izmjena spolne i nespolne generacije — gametofita i
sporofita, uz redukciju gametofita).; prema gradi podijeliti zelene
alge na jednostani¢ne, kolonijalne i viSestani¢ne oblike; objasniti
dijelove talusa mnogostani¢nih alga na primjeru kaulerpe

U - suraduju u obradi gradiva, zapisuju u svoje biljeZnice
karakteristi¢ne pigmente zelenih alga; definiraju postojanje Skroba
kao pricuvne tvari te celuloze u stanicnoj stijenci; zapisuju gradu
talusa mnogostaniénih alga i prapoznaju dijelove na jednom primjeru
iz herbarija alga

N - napraviti pregled osnovnih znacajki grade jednostani¢nih,
kolonijalnih i viSestani¢nih oblika zelenih alga na tipi¢nim
predstavnicima (klamidomonas, hematokokus, volvoks, jadranski
klobuci¢, spirogira, kaulerpa, morska salata, parozina); postaviti
ucenicima pitanja: Opisi moguca stanista zelenih alga; Navedi jednu
vrstu  karakteristicnu za Jadran.; Objasni znacaj kolonijalnih
algalnih oblika u evolucijskom smislu.

U - zapisuju poznate predstavnike jednostani¢nih (Chlamydomonas,
Haematococcus, Acetabularia), kolonijalnih (Volvox) i viestani¢nih

90 min (blok sat)
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zelenih alga (Spirogyra, Caulerpa, Ulva, Chara) i najvaznija
karakteristi¢na obiljezja pojedine vrste; ukazuju na razliku u gradi
kolonijalnih i viSestani¢nih oblika; ponavljaju ulogu o¢ne pjege i
prisjecaju se kod kojeg protoktista su ranije spomenuli o¢nu pjegu i
stezljivi mjehurié

N - navesti nadine razmnozavanja zelenih alga (vegetativno —
uzduznom diobom i fragmentacijom; nespolno — razli¢itim tipovima

spora; spolno — konjugacija, gametama razli¢itih oblika) i navesti 31 PP R
konkretne primjere; objasniti nacelo izmjene generacija na primjenu 32 uDZ | F 1
izomorfne izmjene generacija morske salate. ' P

U - dopunjuju plan ucenickog zapisa, prate primjere nacina
razmnozavanja u udzbeniku

N - ucenicima zadati da na temelju uvodnog razgovora procijene
znacenje zelenih alga za Covjeka i biosferu — da prepoznaju alge kao
najvaznije primarne producente i osnovne karike hranidbenih lanaca

koje direktno i indirektno utjeCu na cijelu biosferu; nadograditi
pocetnu pricu o bioreaktorima sa zelenim algama kao alternativnom
izvoru izvore u dobivanju energije i biogoriva; opisati u¢enicima | 2.1
posljedice masovnog razmnozavanja alga u ekoloSkim sustavima i | 2.2
pojavu pod nazivom cvjetanje voda; navesti zelene alge kao | 2.3
bioindikatore onecis¢enja mora (morska salata) te dodatak prehrani

zbog visokog postotka lipida i proteina

U - iznose svoje ideje na temelju dosadasnjih iskustva i saznanja;
promisljaju o upotrebi alga za proizvodnju biogoriva i prednost u
odnosu na kori$tenje fosilnih goriva

N > najaviti uéenicima prakti¢ni rad — mikroskopiranje zelenih alga;
podijeliti ucenike u grupe s obzirom na broj mikroskopa; zadati
udenicima da izrade vlastiti nativni (mokri) preparat zelenih alga i u
vidnom polju pomoc¢u klju¢a za determinaciju pronadu i odrede
minimalno 3 predstavnika zelenih alga (na razini roda ili vrste) i uoce PR F

.. . . N 1.-3. PM 25
njihovu gradu, odnosno izvornu stvarnost povezu s naucenom M R G
teorijom; uputiti uéenike da opaze koje dijelove zelenih alga mogu
vidjeti i prepoznati pomocu svjetlosnog mikroskopa
U - kroz grupnu podjelu rada izvr§avaju zadani zadatak; prilikom
svake determinacije potrebno je pozvati nastavnika na provjeru

N - podijeliti u¢enicima radne listice (Prilog 3) u svrhu provjere
ostvarenosti ishoda RL T I 15
U - individualno rjesavaju radne listice

N -> napraviti sintezu sata provjerom rjeSenja radnih listica;

odgovoriti na eventualna pitanja i nejasnoce

U - prezentiraju rjeSenja radnih listica — nadopunjuju se u svojih

odgovorima i jedni druge ispravljaju, postavljaju pitanja ukoliko im

je nesto nejasno

N - Zadati uéenicima da do iduceg sata u prethodno formiranim

grupama naprave kratak poster obradom sljede¢ih tema:

eIstrazite vise o algi kaulerpa i objasni zasto je nazivaju ,,algom
Zavr$ni dio | ubojicom ™. 1.-4. RL R 15

*Argumentirajte ulogu bioreaktora sa zelenim algama u reguliranju

koncentracije staklenickih plinova.

*Procijenite kako bi zagadenje nekog velikog jezera (primjerice

teskim metalima) utjecalo na populaciju alga i odrzivost ekoloskog

sustava.

* Alge — hrana buducnosti.

Postere trebaju izraditi u web alatu Piktochart i prezentirati ih ostatku

razreda.

Nositelji aktivnosti: N — nastavnik, U - u€enici (dodati i mijenjati uloge ukoliko je potrebno uz svaku aktivnost)

Koristiti u izvedbi: RL — radni listi¢ za uenike, UDZ — udzbenik, RB — radna biljeznica, P — plo¢a, PM — prirodni materijal, E — pokus/eksperiment, MD — model, AP —
aplikacija, PP — projekcija prezentacije, V — video zapis, A —animacija, | —igra, IU —igranje uloga, RS — ra¢unalna simulacija, M —mikroskop, L - lupa, F — fleks kamera,
T —tablet, MO —mobitel, OP — organizator paznje, AL - anketni listi¢ TM - tekstualni materijali (dodati prema potrebi)

Metode: PR — prakti¢ni radovi, D — demonstracija, C — crtanje, | — usmeno izlaganje, R — razgovor, T — rad na tekstu i pisanje

Oblici rada: | — individualno, P — rad u paru, G — grupni rad, F — frontalno



Materijalna priprema

Racunalo, LCD projektor, udzbenik, radna biljeznica, herbarij morskih alga, mikroskop, materijal i pribor za izradu
preparata, protokol za mikroskopiranje, ploca, kreda.

Plan ucenickog zapisa
Odjeljak: Zelene alge (Chlorophyta)
- najbrojnija skupina alga, velika bioloska raznolikost

- pigmenti: klorofil a i b, ksantofil
- talus = listi¢ + stabalce + korjenci¢

Jednostanicne zelene alge ViSestanicne zelene alge

pojedinaéne: - spirogira — dugacki spiralni kloroplasti
- klamidomonas — o¢na pjega (stigma), dva - morska salata — bioindikator oneéi$¢enog

jednako dugacka bica mora
- jadranski klobu¢i¢ — cenocita; vapnenac - kaulerpa — najveéi jednostaniéni organizam;
- hematokokus — crveni pigment invazivna vrsta — brzo se §iri, otporna
kolonijalne: - parozina — najbolje diferenciran talus
- volvoks — kolonija bi¢astih stanica s podjelom

rada

- razmnoZavanje: uzduzna dioba; konjugacija; izmjena generacija

Prilozi

Prilog 1. Radni listi¢ za grupni rad — mikroskopiranje

- MIKROSKOPIRANJE ZELENIH ALGA (Chlorophyta)

5. O S

c0 2P @

509 OV _
Cilj: pripremiti i mikroskopirati preparat zelenih alga iz barske vode ili akvarija

Informacije o uzorku:

Uzorci alga dobivaju se procjedivanjem vode kroz fitoplanktonsku mrezicu. Na bocici za pohranu uzorka
uvijek se nalazi naljepnica s pripadaju¢im informacijama o uzorku (datum, lokalitet, koli¢ina profiltrirane
vode i vrsta uzorka). Na svoj radni listi¢ zapisite informacije s naljepnice dobivenog uzorka.

Uputa za izvodenje zadatka:

Napravite nativni (mokri) preparat i promatrajte alge pod mikroskopom. Sluzeci se kljucem za determinaciju
odredite 3 — 5 razli¢itih vrsta/rodova zelenih alga. Nakon svake determinacije (prije pronalaska nove vrste)
pozovite nastavnika da provjeri vas rad.

Potreban materijal i pribor:
bocica s uzorkom, mikroskop, zastitne rukavice, predmetnica, pokrovnica, kapaljka, iglica

Postupak:

Uzorak uzmite kapaljkom s dna bocice, pri cemu pazite da ne dode do jakog muckanja. Nekoliko kapi uzorka
(2-3) stavite na predmetnicu i pazljivo prekrijte pokrovnicom da ne zaostane mjehuri¢ zraka. Va§ preparat
promatrajte mikroskopom i odredite vrste (ili barem rodove) zelenih alga.

Determinirane vrste/rodovi zelenih alga:
1.

o 0N
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Prilog 2. KLJUC ZA DETERMINACIJU - Chlorophyta

Chlamydomonas sp.

Jednostani¢na alga, ovalnog do okruglog oblika, s
tankom 1 c¢vrstom stanicnom stijenkom. Na
prednjem kraju nalazi se ispupéenje iz kojeg izlaze
dva bi¢a duza od same stanice. Kloroplast je velik
i peharast, u njegovom prednjem dijelu nalazi se
mala okrugla stigma, a u zadnjem S$krobna zrnca.
Razmnozavaju se  uzduznom  diobom i
izogamijom. StaniSte su stajacice i tekuéice.

Micractinium pusillum FRES.

Stanice okruglaste, promjera 3 — 7 um. Po 4 (8)
stanica spojeno u vijenac s otvorom u sredini.
Svaka stanica im 2-3 bodljice duge do 60 pm.
Nespolno se razmnozava autosporama, spolno
oogamijom. Cesta u staja¢icama.

- SOpm
© Dr. R. Wagner

Chlorella kessleri FOTT et NOVAK

Jednostani¢na alga, stanice okrugle promjera 5 — 10
um, obavijene glatkom stani¢nim stijenkom. Imaju
veliki peharasti kloroplast. Brzo se razmnoZzava
nepokretnim autosporama, §to je ¢ini pogodnom za
uzgoj. Cesta je u slatkim vodama, vlaZnim
zemljiStima, kori drveca, u sastavu liSajeva te u
simbiozi. Zbog velikog sastava proteina, vitamina i
minerala masnovno se uzgaja u bazenima i koristi u
pripravcima kao dodatak prehrani.

Eudorina elegans EHRENB

Cenobij ovalnog ili okruglog oblika promjera 60-200
um. Graden od 32 okrugle ili ovalne stanice s dva
bica, poredane u 5 do 8 slojeva, obavijene omotacem
kroz Kkoji prolaze unutra$njost ispunjena sluzavom
masom. Razmnozavanje uzduznom diobom i spolno
oogamijom. Dio planktona stajacica i tekuéica.

Micrasterias rotata (GREV.) RALFS

Stanice krupne i ovalne, plosnate s mnogo pora u
stani¢noj stijenci. Dimenzija 200-366 X 165x300 pum.
Dubokom brazdom podijeljene na dvije simetri¢ne
polovine, a svaka je urezima podijeljena na simetri¢éne
reznjeve. Krajevi bocnih renjeva podijeljeni urezom
na dva dijela. Srednji rezanj dulji od boénih. U slabo
produktivnim vodama.
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Mougeotia sp. AG

Nitast talus, stanice cilindri¢ne uske i duge. U
sredini stanice nalaze se pokreljivi kloroplasti, u
ovisnosti 0 intenzitetu svjetlosti. RazmnoZavanje
vegetativno  dijelovima  talusa i  spolno
konjugacijom. Stanovnici stajacica.

Cosmarium reuniforme ARCH.

Stanice elipsoidne, dimenzija 46-57 x 44-54 pm.
Podijeljene dubokom uskom brazdom na dvije
simetri¢ne polovice, u sredini suzene. U svakoj
polovici po jedan kloroplast. Nastanjuje moc¢vare i
jezera.

Volvox globator (L.) EHRENB.

Cenobij okrugao ili ovalan, velik, promjera do 800
um. Graden od 1500 do 20 000 okruglih stanica
obavijenih sluzavim omotadem. Stanice su
raporedene u jednom sloju na kolonije i
medusobno  komuniciraju  plazmodezmijama.
Centralni dio ispunjava sluz. U kolonijama se
razlikuju vegetativne stanice od stanica za
razmnozavanje. Stanice u funkciji nespolnog
razmnozavanja nalaze se u straznjem dijelu kolnije
izmedu vegetativnih stanica. Njihovom diobom
nastaju nove kolonije. Spolno se razmnozava
oogamijom. Plankton stajac¢ih i tekucih voda,
ponekad masovno u ribnjacima (,,vodni cvijet®).

Closterium moniliferum (BORY) EHRENB.

Stanice vretenaste i srpasto savijene, dimenzija 170-
450 x 28-70 pm. S unutra$nje strane luka blago
konveksne te se suZavaju prema zaobljenim vrhovima.
Stani¢na stijenka glatka i sadrzi pore za izluCivanje
sluzi za pokretanje. U oba dijela po jedan kloroplast s
10 uzduznih traka. U srediSnjem dijelu je jezgra.
Stani$te — rijeke, ribnjaci i jezera

Spirogyra sp. LINK

Nitast talus od cilindri¢nih stanica. Stanice duge
koliko su i Siroke ili su dvostruko duze nego Sire.
Imaju spiralno uvijeni kloroplast. Velika jezgra nalazi
se u sredini stanice. RazmnoZavanje vegetativno
dijelovima talusa, spolno konjugacijom. StaniSte su
ribnjaci, stajaéice i sporotekuce vode. Cesto se
masovno razvija i stvara nakupine koje prekrivaju dno
ili isplivaju na povrsinu (Zabokrec¢ina).
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Pediastrum simplex MEYEN

Plocasti perforirani cenobij s 4-32 stanice
medusobno povezane i kruzno rasporedene oko
srediSnje stanice. Krajnje stanice imaju jedan
izduZzeni vrh. Nespolno se razmnozavaju
zoosporama, a spolno izogametama. Javljaju se u
planktonu slatkih voda i kao epifiti.

Pediastrum tetras (EHRENB.) RALFS

Plocasti perforirani cenobij s 4-16 stanica koje su
medusobno povezane, obi¢no i kruzno rasporedene
oko sredisnje stanice. Stanice viSekutne s dubokim
prorezom. Nespolno se razmnoZavaju zoosporama,
a spolno izogametama. Javljaju se u planktonu
slatkih voda i kao epifiti.

Pediastrum boryanum (TURP.) MENEGH
Plocasti neperforirani cenobij s 8-64 stanice koje su
medusobno povezane i obi¢no kruzno rasporedene
oko sredi$nje stanice. Krajnje stanice imaju dva vrha.
Nespolno se razmnozavaju zoosporama, a spolno
izogametama. Javljaju se u planktonu slatkih voda i
kao epifiti

Pediastrum duplex MEYEN

Plocasti perforirani cenobij s 4-64 stanice medusobno
povezane, obi¢no i kruzno rasporedene oko srediSnje
stanice. Krajnje stanice imaju dva izduzena vrha.
Nespolno se razmnoZavaju zoosporama, a spolno
izogametama. Javljaju se u planktonu slatkih voda i
kao epifiti.

Scenedesmus acutus MEYEN

Cenobij s alterniraju¢im stanicama, rijetko linearan,
sastavljen od 2-4-8 stanica. Stanice su vretenaste, na
krajevima cenobija blago polumjesecasti savinute i
imaju suzene tupe vrhove. Cine plankton i perifiton
visokoproduktinih voda.
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Scenedesmus acuminatus (LAGERH.) CHOD.
Cenobij linearan s alterniraju¢im stanicama,
sastavljen od 4 do 8 stanica. Stanice su usko
vretenaste i imaju izduzene krajeve. Krajnje
stanice cenobija polumjesecasto savinute. U
planktonu visokoproduktivnih voda.

Scenedesmus denticulatus LAGERH.

Cenobij graden od 4 alterniraju¢e ovalne stanice
koje na vrhovima imaju kratke bodljice poput
zubi¢a. Krajnje stanice imaju bodljice na oba
vrha,a unutrasnje samo na jednom vrhu. Vrsta je
Cesta u visokoproduktivnim vodama.

Scenedesmus quadricauda (TURP.) BREB.

Cenobij jednoredan, sastavljen od 2 do 8 ovalnih
stanica. Stanice imaju zaobljene vrhove i glatku
stani¢nu stijenku. Samo Kkrajnje stanice cenobija imaju
na oba vrha po jednu bodlju. Vrsta je Cesta u
visokoproduktivnim vodama.

Scenedesmus ecornis (RALFS) CHOD.

Cenobij jednoredan, linearan, sastavljen od 2 do 32
ovalne stanice zaobljenih vrhova i glatke stani¢ne
stijenke. Nalaze se u litoralu visokoproduktivnih voda.
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Prilog 3. Pitanja za provjeru ostvarenosti ishoda

1. Koje pigmente sadrze zelene alge i koja je njihova uloga?

2. Navedi po jednu vrstu koja je predstavnik jednostani¢nih, kolonijalnih i vi$estani¢nih oblika zelenih
alga.

3. Opisi gradu kolonijalnih oblika zelenih alga na najrazvijenijem primjeru.

4. Navedi mogudée nacine razmnoZzavanja zelenih alga:

5. Napisi kratki esej pomocu pojmova: haploidna faza, diploidna faza, sporofit, gametofit, 1zrnjena
generacija.

6. Prouci i dopuni ilustraciju koja prikazuje izmjenu generacija morske salate. Uz brojeve na slici
oznacene zelenom bojom pridruzi nazive staniénih dioba (mejoza ili mitoza), a uz brojeve na slici
oznacene crnom bojom pridruzite odgovarajuci broj kromosoma (n ili 2n).

7. Na $to se odnosi pojam cvjetanje voda?

8. Zasto se za morsku salatu govori da je bioindikator organskog onecis¢enja? Istrazi koje su jo$ vrste
alga takvi bioindikatori.

9. Napisi kratak opis ilustracije.

ZADATAK 74 DOMACU ZADACU

Gospodarski i poljoprivredno najrazvijeniji dio Italije je njen sjever, kroz koji protjeée najveca talijanska
rijeka, rijeka Po. a) Pomocu zemljopisne karte objasni mogucu povezanost talijanske poljoprivrede i rijeke
Po s cvjetanjem mora u hrvatskom dijelu sjevernog Jadrana. b) Na temelju grafickog prikaza ovisnosti
koncentracije klorofila o mjesecima u periodu od 1999. do 2001. godine izdvoji mjesece s najveCom i
najmanjom zastupljenos$¢u fitoplanktonskih vrsta i usporedi naveden. Na osnovu ¢ega to zakljucujes? ¢) U
kojem mjesecu svake godine se biljezi najveca biomasa fitoplanktona? Objasni.
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Vremenske serije modelskih koncentracija korofila-a u povrsmskom sloju mora sa mjeseéno
osrednjenim vrijednostima za 1999, 2000. 1 2001. godinu na poziciji mjerne postaje S2.

Literatura

biljeske s kolegija Alge, gljive i lisajevi

http://www.bioteka.hr/modules/okolis/article.php?storyid=24
http://www.bioteka.hr/modules/zivisvijet/index.php/zivi-svijet.%C4%8Clanci.56/Zanimljiv-svijet-morskih-algi.html
https://edutorij.e-skole.hr/share/proxy/alfresco-noauth/edutorij/api/proxy-guest/5e7d944d-1bcf-4564-8ac8-1b0cOc6elf32/biologija-
2/m03/j01/index.html

https://mikrosvijet.wordpress.com/2013/03/24/alga-spirogyra/

. https://www.ck12.org/biology/algae-classification/lesson/Classification-of-Plant-like-Protists-Advanced-BIO-ADV/

. llustracije https://www.istockphoto.com/illustrations/microalgae?sort=mostpopular&mediatype=illustration&phrase=microalgae

Bogut, I, Futivié, I, Spoljarevi¢, M., Bakari¢, A. 2014. Biologija 2, udbenik iz biologije za drugi razred gimnazije, Zagreb: ALFA.

54


http://www.bioteka.hr/modules/okolis/article.php?storyid=24
http://www.bioteka.hr/modules/zivisvijet/index.php/zivi-svijet.%C4%8Clanci.56/Zanimljiv-svijet-morskih-algi.html
https://edutorij.e-skole.hr/share/proxy/alfresco-noauth/edutorij/api/proxy-guest/5e7d944d-1bcf-4564-8ac8-1b0c0c6e1f32/biologija-2/m03/j01/index.html
https://edutorij.e-skole.hr/share/proxy/alfresco-noauth/edutorij/api/proxy-guest/5e7d944d-1bcf-4564-8ac8-1b0c0c6e1f32/biologija-2/m03/j01/index.html
https://mikrosvijet.wordpress.com/2013/03/24/alga-spirogyra/
https://www.ck12.org/biology/algae-classification/lesson/Classification-of-Plant-like-Protists-Advanced-BIO-ADV/
https://www.istockphoto.com/illustrations/microalgae?sort=mostpopular&mediatype=illustration&phrase=microalgae

