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IVADAS

Pagrindinis visy ekosistemy bruozas — jy atvirumas. EZery ekosistemos taip pat
patiria jvairig jtaka i§ aplinkiniy ekosistemy. Vandens chemizmas i§ dalies priklauso nuo
paklotés lapy irimo ir medZziy nuolauzy, sudaranéiy papildoma iStirpusios organinés
anglies (IOA) $altini (SCHLESINGER, 1997; GRIMM et al., 2003). krit¢ { vandeni lapai,
veikiami tiek makroorganizmy, tiek mikroorganizmy, suyra per kelis etapus (BESS,
2005). Jiems yrant susidaro cheminés medziagos, kurios saveikauja su biotiniais
ekosistemos veiksniais — bakterijomis, grybais, bestuburiais (CUMMINS et al., 1989), taip
pat jas veikia ir abiotiniai veiksniai — temperatiira, vandens srautai, dugno nuosédos bei
vandenyje esanéios cheminés medziagos (ALLARD, MOREAU, 1986; WEBSTER,
BENFIELD, 1986). MedZiy lapai, kuriems biidingas mazesnis C:N santykis, linke¢ spartinti
paklotés irima, tuo tarpu misriy medziy paklotés lapai, turintys fenoliy ir taniny, linke
létinti jy irimg (SWAN, PALMER, 2004). Lapy paklotés irimas ypa¢ veikia biocheminiy
maisto medziagy cikla, o irimo produktams saveikaujant su makrofitais, pastaruosiuose
gali atsirasti jvairiy reaktyviojo deguonies daleliy (ROS) (PFLUGMACHER et al., 1999;
STEINBERG et al., 2003). Dalis paklotés lapy irimo junginiy yra chinoidinés struktiiros,
kurios skatindamos ROS susidaryma gali turéti jtakos, pavyzdziui, vandens augaly
fotosintezei (BULYCHEV, 2001). Dél oksidacinio streso padidéjus ROS gamybai (O,
0,", H,O, ir HO") lasteléje suardomas trapus reaktyviojo deguonies formu balansas.
ROS pazeidimy tikimyb¢ mazina lastelése veikianti apsaugos sistema. Jg sudaro
procesai, kuriuose dalyvauja antioksidaciniai fermentai, kaip antai, superoksido
dismutazé (SOD), katalazé (KAT), glutationo S-transferazé (GST), glutationo
peroksidazé (GPx), glutationo reduktazé (GR) ir kt. SOD padeda dviems superoksido
anijono radikalams skilti { deguonj ir vandenilio peroksida, o KAT — vandenilio
peroksidui iki vandens. GR, glutationas ir askorbatas yra oksido redukcijos ciklo dalis
(APEL, HIRT, 2004; NOCTOR et al., 2002). NADPH priklausomoje reakcijoje GR
katalizuoja glutationo disulfido (GSSG) redukcijg i glutationg (GSH) ir atlieka lemiamag
vaidmenj apsisaugant nuo oksidacinio poveikio bei reguliuojant medziagy apykaitos
procesus (FOYER, NOCTOR, 2005). Be egzogeniniy ksenobiotiky biotransformacijos,
glutationo S-transferazé¢ dalyvauja detoksikuojant endogeninius toksinus bei lipidy

peroksidacijos produktus (AWASTHI et al., 2004).



Lapy paklotés irimo medZiagy sukelto oksidacinio streso vandens augalams tyrimai
pradéti dar visai neseniai. KAMARA ir PFLUGMACHER (2006) nustaté, kad paprastojo
azuolo  (Quercus robur L.) lapuy ekstraktas turéjo jtakos paprastosios nerties
(Ceratophyllum demersum L.) antioksidacinei sistemai bei fotosintezei. Véliau, tiriant
Javos samanas (Vesicularia dubyana (C. Muell.) C. Muell), aptiktas Q. robur ir
paprastojo buko (Fagus sylvatica L.) lapy paklotés savaiminio irimo ekstrakty (LPIE), o
taip pat ju lapy miSinio slopinamasis poveikis fotosintetiniam aktyvumui ir oksidacinio
streso fermenty atsako skatinimas (NIMPTSCH, PFLUGMACHER, 2008). Sie duomenys rodo,
kad lapy pakloté yra svarbus aplinkos veiksnys, lemiantis vandens augaly fiziologija.

Aiskinantis paklotés lapy itakos mechanizmus hidrobiontams, pageidautina istirti
reakcijas {vairiuose biologinio organizuotumo lygmenyse (organizmo, lastelés, jos
membranos, fermenty ir kt.), nes platesné ir iSsamesné informacija gali padéti suprasti
vykstancius efektus, kompleksiskai interpretuoti rezultatus. Dar geriau, jei jmanoma
stebéti kelias reakcijas tame paciame organizme ar lasteléje. Siuo poziiiriu patrauklus
tyrinéjimo objektas yra Zvaigzdétasis maurasakis (Nitellopsis obtusa (Desv.) J. Groves).
N. obtusa yra daugialastis makroskopinis zaliadumblis, priklausantis Charophyceae
klasei, Nitellopsidaceae $eimai. Tai klasikinis augaly fiziology, ypac¢ elektrofiziology
(zr. MIMURA, 1995), tyrimo objektas, nes turi eksperimentatoriui parankias gigantiskas
lasteles. Be to, paplitimas natiiraliuvose oligo- ar mezotrofiniuose vandens telkiniuose
leidzia manyti, kad jo pakantumas natiiralioms organinéms medziagoms vandenyje néra
didelis, todél galime tikétis jautresnés Sio objekto reakcijos | tiriama poveiki.
Ekotoksikologiniais tyrimais parodyta, kad $iy dumbliy lasteliy greita ramybés potencialo
(RP) depoliarizacija yra tinkamas rodiklis vertinti cheminiy medZiagy ir nuoteky, kuriose
santykinai didelé biogeny koncentracija, toksiskuma; taip pat nustatytas tamprus rysis
tarp elektrofiziologinés reakcijos (90 min. 50% RP depoliarizacijos) ir lasteliy mirtingumo
(96 val. LC50), veikiant cheminiams stresoriams (MANUSADZIANAS ET AL., 1995; 2007).

Tiriant (cheminio) stresoriaus veikima, svarbu identifikuoti pokyc¢ius, susijusius
su esmingais lastelés homeostazg palaikanciais elementais: lastelés membranos
potencialais, citoplazmos pH, atskiry fermentiniy kompleksy aktyvumu, genetiniais
efektais ir kt. Biocheminiame ar fiziologiniame lygmenyse stebimos cheminiy medziagy

sukeltos reakcijos nebutinai pasireiskia visos lastelés, organizmo reakcijomis, todél



norint patvirtinti tam tikros medZiagos veikluma pageidautina aptikti sasajas tarp atskiry

jos itaky ivairiuose biologinio organizuotumo lygiuose.

Paklotés lapy irimas, veikiant jvairiems ekologiniams faktoriams, sausumos
ekosistemose buvo tirtas (GESSNER, 2000; TIEGS et al., 2008), tatiau galima lapy
paklotés irimo produkty jtaka hidrobiontams dar tik pradéta tyrinéti.

Pagrindinis tyrimo tikslas. Grindziant sasajas tarp eZero ir paeZerés ekosistemy
ir remiantis tuo, kad medziy lapy paklotés irimo produktai yra alochtoninés istirpusios
organinés anglies papildomas $altinis, jvertinti F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstrakty
poveiki N. obtusa lasteléms.

Tyrimo uzdaviniai:

1. Atskleisti F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstraktais paveikty N. obtusa lasteliy
oksidacinio streso fakta, vertinant fermenty GST, KAT, GR, GPx ir SOD
aktyvuma, bendra lasteliy antioksidacing bukle, lipidy peroksidacija ir H,O,
koncentracijos pokycius.

2. Nustatyti lapy ekstrakty poveiki dumbliy lasteliy elektrofiziologinei reakcijai ir
mirtingumui.

3. Istirti lapy ekstrakty, gaunamy per 30 dieny savaime irstant paklotés lapams, jtaka
oksidacinio streso fermenty GST, KAT ir GR aktyvumui bei vidulastelinei H,O,
koncentracijai.

Ginamieji teiginiai:

1. Q. robur ir F. sylvatica lapy ekstraktai sukélé N. obtusa oksidaciniam stresui
budinga fermenty atsaka, kuris priklausé tiek nuo ekstrakty koncentracijos, tiek
nuo poveikio trukmés. Detoksikacijos reakcijos pasireiské reaktyviasias
deguonies formas skaidanciy fermenty aktyvumo pokyciais. Analogiski fermenty
aktyvumo pokyciai jvyko ir bandymuose, imituojanéiuose gamtines salygas, t. y.
veikiant dumbliy lasteles savaime yran¢iy paklotés lapy ekstraktu.

2. Tiek Q. robur (245-1838 mg L' I0A), tiek F. sylvatica (330-1100 mg L") lapy
ekstraktai jau po 15 min. ekspozicijos sukélé lasteliy membranos depoliarizacija,
kuri tesési per visg 24 val. trukmés poveiki. MaZesniy, tokiy kaip gamtiniuose
gélavandeniuose telkiniuose, koncentracijy ekstraktai sukélé taip pat Zymias, bet

adaptyvaus pobudzio elektrofiziologines reakcijas.



3. N. obtusa reakcijos i Q. robur ir F. sylvatica lapy ekstraktus aptiktos skirtinguose
biologinio organizuotumo lygmenyse. Santykinai jautresnés reakcijos vyko
fermentiniame lygmenyje, negriZztamiems lastelés membranos ramybés potencialo
poky¢iams ir mirtingumui aptikti reikia didesniy nei aptinkamy gamtiniuose
vandens telkiniuose IOA koncentracijy arba ilgesnés poveikio trukmés.

Tyrimo naujumas ir reik§meé:

1. Pirma sykj atliktas dumblio N. obtusa antioksidacinio statuso tyrimas, naudojant
paklotés F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstraktus ir per 30 dieny susidaranc¢ius $iy
medziy lapy savaiminio irimo paklotés ekstraktus.

2. Pirma kartg tirtos N. obtusa reakcijos { paklotés F. sylvatica ir Q. robur lapy
ekstraktus skirtingais biologinio organizuotumo lygmenimis — lastelés, lastelés

membranos (plazmolemos) ir oksidacinio streso fermenty.

MEDZIAGOS IR METODAI

N. obtusa dumbliy paruoSimas ir laikymas

Eksperimentui naudoti N. obtusa i§ Svenéiaus eZero (Aukstadvario eZerynas). I§
ezero dumbliai buvo traukiami metaliniu kabliu i§ mazdaug 5 m gylio ir konteineriuose
su ezero vandeniu transportuojami i laboratorija. I§ §vieziy dumbliy gniuzulo atskirtos ir
elektrofiziologiniams ir letalumo testams, likusios — fermentinio aktyvumo tyrimo
eksperimentams. Iki eksperimenty pradzios atrinktos lastelés buvo laikomos periodiskai

kei¢iamoje terpéje, t. y. lygiomis dalimis eZero ir nechloruotame vandentiekio vandenyje.

F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstrakty paruoSimas

F. sylvatica ir Q. robur nukrit¢ lapai buvo surinkti Miiggelsee ezero (Vokietija)
pakrantéje 20042007 metais. Lapai buvo dziovinami dvi paras, po to sumalami. |
stiklinius indus idéta po 400 g sumalty lapy, uzpilta 1,5 L dirbtinés terpés (DT),
paruoStos pagal NIMPTSCH ir PFLUGMACHER (2005) metodika, ir maiSyta 24 val.
kambario temperatiiroje. Nuosédos pasalintos mising centrifuguojant
(20 000 x g, 10 min, 4°C), o supernatanta filtruojant per 0,8 pm membraninj filtra. I§
koncentruoty lapy ekstrakty paruosti skirtingos IOA koncentracijos tirpalai.



Lapuy paklotés savaiminio irimo ekstrakty (LPIE) paruoSimas

Siam eksperimentui pasirinkti trys méginiai: F. sylvatica, Q. robur ir kontrolinis
(tik DT), nukritg¢ sausi lapai buvo padalinti { porcijas, sudéti { 10 L talpos stiklinius
indus, uzpildytus DT. Kiekviena savaitg iSgaraves tirpalo tiiris buvo papildomas terpe iki
buvusiojo. Lapy paklotés irimo ekstraktai buvo ruoSiami penkiais pakartojimais,

nustatoma IOA koncentracija.

Cheminé lapy ekstrakty ir eZero vandens analizé

Abiejy rasiy lapy ekstraktuose istirpusi organiné anglis nustatyta juos deginant
(TOC-5000A, Shimadzu, Australia), riigS§tinimu paSalinus i§ méginio neorganinius
karbonatus (DIN EN 1484, 1998). Ezero vandenyje iStirpusios organinés anglies
koncentracija nustatyta skys¢iy chromatografijos ir organinés anglies detekcijos

(LC-OCD) metodais (LST ISO 8245, 2003; HUBER, FRIMMEL, 1996).

Dumbliy lasteliy ekspozicija lapy ekstraktais

Siekiant nustatyti koncentracijos bei atsako priklausomybe, N. obtusa lastelés
24 val. buvo veikiamos F. sylvatica ir Q. robur lapy ivairios IOA koncentracijos
ekstraktais: 0,11, 1,1, 5,5, 11, 55 ir 0,245, 2,45, 12,25, 24,5, 122,5 mg L’l, atitinkamai.
Tiriant fermenty aktyvumo poky¢iy priklausomybe nuo poveikio trukmés, lastelés buvo
veikiamos F. sylvatica (1,1 mgL™") ir Q. robur (2,45 mgL™") IOA lapy ekstraktais
15 min., 0,5, 1, 1,5, 2, 4 ir 24 val. Visy risiy, iskaitant kontrole, ekspozicijos atliktos
penkiais kartojimais po 25 dumbliy lasteles, palaikant 20+1°C temperatiirg ir fotoperioda

14:10 (tamsa:$viesa). Po ekspozicijos N. obtusa lastelés uzSaldytos skystame azote.

Dumbliy lasteliy ekspozicija lapy irimo ekstraktais

Dumbliy lastelés eksponuotos 2 val. F. sylvatica ir Q. robur lapy ivairiy I0A
koncentracijy degradacijos ekstraktais. Visy rasiy, iskaitant kontrole, ekspozicijos
atliktos penkiais pakartojimais po 25 dumbliy lasteles, palaikant 20+1°C temperatiirg ir
fotoperioda 14:10 (tamsa:Sviesa). Ekspozicijai pasibaigus N. obtusa lastelés uzsaldytos

skystame azote ir laikytos Saldytuve (—80°C ) iki fermenty i§skyrimo procediros.

Fermenty ekstrakcija i§ N. obtusa lasteliy
Fermentai i§skirti pagal 1997 m. PFLUGMACHER ir STEINBERG parengta metodika

(1 pav.).
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1 pav. Fermenty mikrosominés ir citozolinés frakcijy i§skyrimo schema

Pellets

Resuspend &
homogenise in buffer

Resuspend in

Buferiai. Ekstrahuojantis buferis: natrio fosfatas (0,1 M, pH 6,5), 20 proc.
glicerolis, 1,4 mM DTE, ImM EDTA; mikrosominis buferis: natrio fosfatas (20 M,

pH 7,0), 20 proc. glicerolis; citozolio buferis: natrio fosfatas (20 mM, pH 7,0).
Procediiros. Vienos Petri 1ékstelés N. obtusa lastelés homogenizuotos rankiniu
homogenizatoriumi, jpylus 10mL ekstrahuojanciojo buferio. IScentrifugavus
homogenizata nuosédos atskiriamos, o supernatantas vél centrifuguojamas (1 pav.).
Supernatante lieka citozoliné frakcija, kurios baltymai nusodinami amonio sulfatu
(209 mg mL™). Amonio sulfatas buvo dedamas 30 min. létai maiant, po to dar maiSoma
30 min. Likusi nuosédose mikrosominé frakcija homogenizuojama 0,5 mL
mikrosominiame buferyje, po to supilama | Ependorfo mégintuvélius. Toliau citozoliné
frakcija  centrifuguojama 20 min. 20000 aps/min. grei¢iu (1 pav.). Nuosédos
pagalinamos, supernatanto baltymai nusodinami amonio sulfatu (319 mg mL™), ji létai
dedant ir maiSant 30 min., po to mai§oma dar 60 min. Véliau centrifuguojame 30 min.
30000 aps/min. (1 pav.). Atskyrus supernatanta, nuosédos tirpinamos 500 pL citozolio
buferyje. Druskoms atskirti naudotos NAP 5 (Sefadeksas G—25) kolonélés. Gauta

mikrosominé ir citozoliné frakcija uzSaldyta skystame azote ir laikyta Saldytuve (—80°C).

Mikrosominés ir citozolinés frakcijos glutationo S-transferazés aktyvumo
matavimas

0,030 g 1—chloro—2,4—dinitrobenzeno (CDNB) istirpinta 5 mL etanolio ir 0,090 g
GSH-5 mL distiliuoto vandens (HABIG, 1974). Spektroskopinei analizei naudojamas
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natrio fosfato (NaP) buferis (0,1 M. PH 6,5). Matuojama spektrofotometru (340 nm,

5 min.). Reakcija:

NH, o
cl

HO. NH o

NH/Y

NO,
o O H: H OH
s
s7 o

GST
+ GSH ———» Il + HC1
pH65 NI .
o
NO,
o“Ngo
1-chloro-2,4-dinitrobenzenas (CDNB) GS-DNB konjugatas

Citozolinés frakcijos aktyvumo matavimas
Katalazés. Matuojama spektrofotometru (240 nm, 3 min.) naudojant NaP buferi
(50mM, pH 7) ir 150 mM H,0, (100 pl 30 proc. H,O, atskiesta 6,4 mL NaP buferiu)

(BAUDHUIN, 1964). Reakcija:

KAT
2H,0, — 2H,0+ O,

Glutationo reduktazés. Tiriama spektrofotometri§kai (340 nm, 3 min.), matuojant

NADPH (B-nikotinamido adenino dinukleotido fosfato) sunaudojima (CARLBERG,
MANNERVIK, 1985). Oksiduodama NADPH iki NADP', GR redukuoja glutationo
disulfida (GSSG) iki glutationo (GSH). Reakcija:

o, 0
o o o
">
HO. NI 0
o + NADPH + H* ——> 2 W+ NADP*
N,
GSH

GSSG

Glutationo peroksidazés. Glutationo peroksidazés aktyvumas buvo matuojamas

spektrofotometrisSkai (340 nm, 3 min.) pagal DROTHAR (1985) metodika. GPx redukuoja
H,0, sunaudodama GSH, ir kaip pasekmé — aktyvuojama glutationo reduktaze, kuri,
savo ruoztu, redukuoja GSSG i GSH. Véliau, oksiduojant NADPH, susidaro NADP".

Reakcija:
NH, o NOMN . o
2 WP+ 2 NADPH + 2H;0; — o - + 2 NADP+ 4 H,0
o o H H OH . "
b J\NELE S X,
L. T

GSH GSSG

Superoksido dismutazés. SOD aktyvumas nustatytas fotometriskai (525 nm)

naudojant Calbiochem® SOD rinkinj pagal NEBOT ir kt. (1993). Analizé grindZiama

11



netiesioginiu SOD santykiniu didéjimu dél savaiminés oksidacijos vandeniniame $armo

tirpale. Reakcija:
SOD
20,7+ 2H" — 2H,0,+ 0,

Fermenty aktyvumo skaic¢iavimas
Fermenty katalizinis aktyvumas (z) iSreiSkiamas per fermento kiekj, reikalinga
katalizuoti 1M substrato per 1s, esant 25°C (1 katalas, kaf). Matuojant

spektrofotometriskai katalizinis aktyvumas apskai¢iuojamas:

;= (AE* V)
(e*d*At*v)

¢ia: AE — ekstinkcijos pokytis per minutg, V — bendras kiuvetés taris (uL), € — molinis
ekstinkcijos koeficientas (L-mM-cm '), d — kiuvetés plotis (cm), At — matavimo
intervalas (s), v — ekstrahuoto fermento ttris (uL).

Norint palyginti skirtingy fermenty aktyvuma yra apskai¢iuojamas sunormuotas
pagal baltymy kiekj (baltymo koncentracija buvo matuojama Bredford metodu, 595 nm)

kiekvieno fermento katalizinis aktyvumas (z):

g= —(AE*V) |
(e*d*At*v¥c)

gia: ¢ — fermenty ekstrakto baltymo kiekis (ug pL™'"). Darbe fermenty aktyvumas

isreikstas nkat- mg ' baltymo.

N. obtusa lastelés membranos potencialo matavimas

Lastelés ramybés potencialas (RP) buvo matuojamas taikant K'—anastezijos
metoda, kai nedideli lastelés fragmenta paveikus 100 mM KCI tirpalu pasiekiamas
elektrinis kontaktas su citoplazma (SHIMMEN, TAZAWA 1986). Sis, abipus plazmolemos,
t.y. tarp citoplazmos ir kontrolinés terpés lastelés iSoréje susidarantis elektriniy
potencialy skirtumas buvo matuojamas iSoriniais (ekstralasteliniais) Ag/AgCl
elektrodais. Toksiskumas siejamas su Zenklia lasteliy ramybés potencialo depoliarizacija,
t.y. jo absoliutinio dydzio mazéjimu veikiant tiriamuoju tirpalu (MANUSADZIANAS et
al.,1995; 1999). Lasteliy (n=120/koncentr.) ramybés potencialo kinetika buvo matuojama
24 val., veikiant Q. robur (7,5-1838 mg L™ 10A) ir F. sylvatica (33-1100 mg L™ I0A)

lapy ekstraktais, ir 1,5 val. — kontroliniu tirpalu.
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Tyrimo metu 32 lastelés talpinamos | organinio stiklo testavimo kamera i§ keturiy
vienody segmenty, sudaryty i§ 8 testavimo geldeliy ir papildomos referentinés geldelés,
turin¢ios elektrini ry$i su koncentruoto KCI tirpalo pripildytu centriniu grioviu per
agarinj tilteli. Registravimo elektrodai tvirtinami vir§ kiekvienos geldelés ir panardinami
Salia lastelés. Lasteliy membraniniai potencialai matuojami referentinio elektrodo,
bendro visoms 8 geldeléms atzvilgiu. | referenting geldelg ipilamas toks pats, kaip ir {
kitas testavimo geldeles su lastelémis, tirpalas. Be to, joje yra antrasis jzeminimo
elektrodas. Testuoti tiriamaji tirpala pradedama nusistovéjus lasteliy RP vidutinei
reik§mei, joms iSbuvus kontrolinéje terp¢je apie 1,5-3 val., esant 17-22°C temperatiirai.

Per elektroning daugiakanaling sasaja ,,Akstis” bioelektriniai signalai perduodami
1 personalini kompiuter, kurio monitoriuje speciali programiné jranga leidzia stebéti

kiekvienos lastelés reakcijos kinetika ir valdyti eksperimenta.

Letalumo tyrimas

Tyrimo metu lastelés sudedamos | Petri 1éksteles po 10 vienety. Kiekvienai koncentracijai
imama 40 lasteliy. F. sylvatica (5,5-1100 mg L™ I0OA) ir Q. robur (24,5-1225 mg L'
IOA) lapy ekstraktais paveiktos lastelés laikytos tamsoje 42 dienas. Kiekviena diena
patikrinama, kiek lasteliy Zuvo. Apie lastelés Zzuvimg sprendZiama pagal turgoro
praradima — pakélus mentele zuvusig lastelg, ji sublitikSta. Letalioji koncentracija

(LC,) — toksikanto koncentracija, sukelianti x proc. testuojamy lasteliy Zitj.

REZULTATAI

N. obtusa lasteliy oksidacinio streso fermenty aktyvumo pokyciu
priklausomybé nuo F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstrakty koncentracijos

Mikrosominé glutationo S-transferazé. N. obtusa lasteles 24 val. paveikus

F. sylvatica ir Q. robur ekstraktais, palyginti su kontroliniu (2 ir 3 pav.), did¢jo fermento
mGST aktyvumas. Veikiant F. sylvatica ekstraktu (2 pav.) aktyvumas Zymiai didéjo tik
esant 5,5 mgL™ IOA koncentracijai, tuo tarpu veikiant Q. robur ekstraktu mGST
aktyvumo didéjimas statistiskai patikimai skyrési visy tirty IOA koncentracijy (0,245 —
122,5 mg L") atvejais (3 pav.).

13



8.00
mGST- Bukas

7.00

- 1
5.00
4.007

3.001

2.00

Fermento aktyvunfrsaimg’ baltymp

Kontrolinis 0.11 1.1 55 11 55
IStirpusi organiné anglis [mg L]

2 pav. Mikrosominés glutationo S-transferazés aktyvumas (CDNB substratas) N. obtusa lastelése po 24 val.,
veikiant skirtingy IOA koncentracijy F. sylvatica lapy ekstraktais. * Statistiskai patikimai skiriasi nuo

kontrolinio, p < 0,05, n=5

8.00

mGST- AZuolas

Fermento aktyvimkatg baltynho

Kontrolinis 0.245 2.45 12.25 245 1225
I8tirpusi organiné anglis [mg'L]

3 pav. Mikrosominés glutationo S-transferazés aktyvumas N. obtusa lastelese po 24 val., veikiant
skirtingy IOA koncentracijy Q. robur lapy ekstraktais. * Statistiskai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p
<0,05, n=5

Citozoliné glutationo S-transferazé. Palyginti su mGST, citozolinés GST

aktyvumo didéjimas, sukeltas F. sylvatica ekstrakty, buvo akivaizdus tiriant platesniu
IOA koncentracijy diapazonu, t.y. nuo 1,1 iki 5,5mgL™" (4 pav.). Nuo auks&iausios
tirtos IOA koncentracijos (5,5 mg L™') poveikio, ¢cGST aktyvumas krito iki kontrolinio

lygmens.
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Kontrolinis 0.11 1.1 55 11 55
IStirpusi organiné anglis [mg L]

4 pav. Citozolinés glutationo S-transferazes aktyvumas N. obtusa lastelése po 24 val., veikiant skirtingy
I0A koncentracijy F. sylvatica lapy ekstraktais. * StatistiSkai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05,
n=5

Kaip ir mGST atveju, Zymiai didéjo ¢cGST aktyvumas N. obtusa lastelése, veikiant
Q. robur ekstraktu. Aktyvumo didéjimas nustatytas visy tirty IOA koncentracijy (0,245 —
122,5 mg L") atvejais (5 pav.).
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cGST- AZwolas
7.00 A *

6.00

5.00 4

3.00 4
2.00 4

1.00

Fermento aktyvumagnkat mg* baltymd

0.00

Kontrolinis 0.245 245 12.25 245 1225
IStirpusi organiné anglis [mg L-']
5 pav. Citozolinés glutationo S-transferazes aktyvumas N. obtusa lastelése po 24 val., veikiant skirtingy
IOA koncentraciju Q. robur lapy ekstraktais. * StatistiSkai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05,

n=5

Katalazé. Katalazés aktyvumas statistiSkai patikimai didéjo kontrolés atzvilgiu
veikiant N. obtusa 1,1 mg L'IOAF. sylvatica ekstraktu, véliau, padidinus koncentracijg

nuo 5,5 iki 55 mg L™, krito Zemiau kontrolinio lygio (6 pav.).
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350.0
KAT- Bukas
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150.0
100.0

50.0

Fermenb aktyvumas[nkatmg ' baltymd

0.0
Kontrolinis 0.11 1.1 55 11 55

IStirpusi organiné anglis [mg L]
6 pav. Katalazés aktyvumas N. obtusa lastelése po 24 wval., veikiant skirtingy IOA koncentracijy

F. sylvatica lapy ekstraktais. * Statistiskai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5

Q. robur ekstraktas (0,245 ir 2,45 mg L' T0A) sukélé zymy katalazés aktyvuma
esant zemiausioms IOA koncentracijoms (7 pav.). Dideliy skirtumy, kai IOA

koncentracijos didéjo nuo 12,25 iki 122,5 mg L™, nepastebéta.
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KAT- Azuolas

5000 A
400.0
3000 A
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100.0 A

Fermento aktyvumagnkat mg' baltymo]

7

Kontrolinis 0.245 245 12.25 245 122.5
IStirpusi organiné anglis [mg L]

0.0

7 pav. Katalazés aktyvumas N. obtusa lastelése po 24 val., veikiant skirtingy IOA koncentracijy Q. robur

lapy ekstraktais. * Statisti§kai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5

Glutationo reduktazé. N. obtusa lasteles veikiant F. sylvatica ekstraktu, glutationo

reduktazés aktyvumas didéjo nuo 1,4 iki 2,6 karty, palyginti su kontroliniu per visa tirty [OA
koncentracijy intervala (8 pav.). Didziausias, 2,6 karto, GR aktyvumas uzfiksuotas, kai I[OA

koncentracija buvo 5,5 mg L', Zemiausias, 1,4 karto, kai [OA koncentracija 0,11 mg L.
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3.00

GR- Bukas *

2.00

1.50

1.00

0.05

Fermento aktyvumagnkat mg* baltymd
*

0.00
Kontrolinis 0.11 1.1 55 11 55
I8tirpusi organiné anglis [mg L]
8 pav. Glutationo reduktazés aktyvumas N. obtusa lastelése po 24 val., veikiant skirtingy I0A

koncentracijy F. sylvatica lapy ekstraktais. * StatistiSkai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5

Dumbliy Iasteles veikiant Q. robur ekstraktu, GR aktyvumas didéjo eksponuojant
visose IOA koncentracijose (0,245 ir 122,5 mg L") (9 pav.).
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Kontrolinis 0.245 245 12.25 1225

I8tirpusi organiné anglis [mg L]
9 pav. Glutationo reduktazés aktyvumas N. obtusa lastelése po 24 val., veikiant skirtingy IOA

koncentracijy Q. robur lapy ekstraktais. * Statistiskai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5

Glutationo peroksidazé. Glutationo peroksidazés aktyvumas N. obtusa lastelése,

veikiamose F. sylvatica lapy ekstraktu ir kintant IOA koncentracijai nuo 5,5 iki 55 mg L™,

palyginti su kontroliniu (10 pav.), statistiskai patikimai maz¢jo.
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Kontrolinis 0.1 14 5.5 1 55

IStirpusi organiné anglis [mg L-']
10 pav. Glutationo peroksidazés aktyvumas N. obtusa lastelése po 24 val., veikiant skirtingy I0A

koncentracijy F. sylvatica lapy ekstraktais. * Statistiskai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5

N. obtusa lastelése, veikiamose Q. robur ekstraktu, GPx aktyvumas statistiSkai
patikimai didéjo visy tirty IOA koncentracijy tirpaluose (11 pav.), taciau nuo
maksimalaus aktyvumo, 0,245 mg L™, GPx aktyvumas palaipsniui mazéjo didéjant [OA
koncentracijai iki 24,5 mg L™".

GPx- AZwolas *
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Fermento aktyvumagnkatmg™* baltymd
g
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Kontrolinis 0.245 245 12.25 245 122.5

=4
o
t=3

I8tirpusi organiné anglis [mg L-']
11 pav. Glutationo peroksidazés aktyvumas N. obtusa lastelése po 24 val., veikiant skirtingy I0A

koncentracijy Q. robur lapy ekstraktais. * Statistiskai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5

Superoksido dismutazé. N. obtusa lastelése, veikiamose 24 val. visy tirty [OA

koncentraciju F. sylvatica lapy ekstraktu, nustatyta, kad statistiSkai patikimas SOD

aktyvumas mazéjo, palyginti su kontroliniu (12 pav.).
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Fermento aktyvumagnkatmg- baltymd
©
8

Kontrolinis 5

IStirpusi organiné anglis [mg L']
12 pav. Superoksido dismutazés aktyvumas N. obtusa lastelése po 24 val., veikiant skirtingy I0A

koncentracijy F. sylvatica lapy ekstraktais. * Statistiskai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5

N. obtusa lasteles 24 val. veikiant Q. robur ekstraktu, SOD aktyvumas nekito per
visa IOA koncentracijy intervala —nuo 0,245 iki 24,5 mgL™" (13 pav.). Palyginti su
kontroliniu, statistiSkai patikimas SOD slopinimas (iki 1,4 karto) nustatytas tik

didziausios TOA koncentracijos atveju — 122,5 mg L.
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0.00

Kontrolinis 0.245 245 12.25 245 1225

I8tirpusi organiné anglis [mg L]
13 pav. Superoksido dismutazés aktyvumas N. obtusa lastelése po 24 val., veikiant skirtingy I0OA

koncentracijy Q. robur lapy ekstraktais. * Statistiskai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5

N. obtusa lasteliy oksidacinio streso fermenty aktyvumo pokyciy
priklausomybé nuo ekspozicijos trukmés F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstraktuose

Mikrosominé glutationo S-transferazé. Laiko priklausomybés (nuo 15 min. iki

24 val.) F. sylvatica lapy ekstrakto poveikio N. obtusa lasteliy ekspozicijoje mGST

aktyvumas iki 1 val. nesiskyré nuo kontroliniy matavimy, bet statistiSkai patikimai
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mazéjo nuo 1,4 iki 1,7 karto, palyginti su kontroliniu, trukmei pailgéjus nuo 1 iki 4 val.
(14 pav.). 24 val. eksponuotame méginyje mGST aktyvumas dumblio lastelése vél
pakilo iki kontrolinio lygmens (14 pav.).
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Kontrolinis 15 min 30 min 1h 15h 2h 4h 24h

Ekspozicijos trukmé
14 pav. Mikrosominés glutationo S-transferazés aktyvumo, matuoto naudojant CDNB, pokyciai
N. obtusa lastelése, paveikus F. sylvatica (1,1 mgL™ IOA). * Statistiskai patikimai skiriasi nuo
kontrolinio, p < 0,05, n=5

Q. robur lapy ekstraktas statistiSkai patikimai sumazino mGST aktyvuma dumbliy

lastelése eksponuojant visg ekspozicijos laikotarpi (15 pav.).
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Kontrolinis 15 min 30 min 1h 15h 2h 4h 24h

Ekspozicijos trukmé
15 pav. Mikrosominés glutationo S-transferazés aktyvumo, matuoto naudojant CDNB, pokyciai
N. obtusa lastelése, paveikus Q. robur (2,45 mgL™" IOA). * Statistiskai patikimai skiriasi nuo
kontrolinio, p < 0,05, n=5
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Citozolin¢ glutationo S-transferazé. GST aktyvumas N. obtusa lastelése,
paveiktose F. sylvatica lapy ekstraktu (1,1 mg L™ IOA koncentracija), buvo statistiskai
patikimai padidéjes. Eksponuojant nuo 15 min. iki 4 val., aktyvumas padidéjo apytiksliai
iki 2,5 karto. Net po 24 val., kurias veiké F. sylvatica lapy ekstraktas, cGST aktyvumas
i8liko padidéjes iki 2 karty, palyginti su kontroliniu (16 pav.).

=4
o
5]

©
o
S

| cGST- Bukas
*

I .
8.00 * ]:
7.00 - T —L
5.00
4.00
3.00 1
2001

1.00
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Kontrolinis 15 min 30 min 1h 15h 2h 4h 24h
Ekspozicijos trukmé
16 pav. Citozolinés glutationo S-transferazés aktyvumo, matuoto naudojant CDNB substrata, pokyciai
N. obtusa lastelése, veikiant F. sylvatica lapy ekstraktu (1,1 mg L™ TOA). * Statistiskai patikimai skiriasi

nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5

Citozolinés glutationo S-transferazés atsakas i 2,45 mg L™ I0A (Q. robur ekstrakto)
koncentracija pasireiske jvairiy reikSmiy didéjimu visa tirta laiko intervala (17 pav.).
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Ekspozicijos trukmé

17 pav. Citozolinés glutationo S-transferazés aktyvumo, matuoto naudojant CDNB substrata, pokyciai
N. obtusa lastelése, veikiant Q. robur ekstraktu (2,45 mg L' IOA). * Statistiskai patikimai skiriasi nuo

kontrolinio, p < 0,05, n=5
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Katalazé. F. sylvatica lapy ekstraktas statistiSkai patikimai didino KAT aktyvuma
N. obtusa lasteliy méginiuose viso veikimo metu (18 pav.). KAT aktyvumas palyginti su
kontroliniu, didéjo 1,4-2,0 karto. Labiausiai padidéjo po 4 val., veikiant F. sylvatica lapy
ekstraktui. Po 24 val. KAT aktyvumas buvo linkegs mazéti (18 pav.).
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Kontrolinis 15 min 30 min 1h 15h 2h 4h 24h
Ekspozicijos trukmé

18 pav. Katalazés aktyvumo poky&iai N. obtusa lastelése, veikiant F. sylvatica ekstraktu (1,1 mg L™ TOA).

* Statistiskai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5

Laiko priklausomybés eksperimentas atliktas naudojant Q. robur lapy ekstrakta
(2,45 mg L'IOA). Rezultatai pateikti 19 pav. Statistiskai patikimy KAT aktyvumo

skirtumy, palyginti su kontroliniu, nenustatyta.
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Kontrolinis 15 min 30 min 1h 15h 2h 4h 24h

Ekspozicijos trukmé
19 pav. Katalazés aktyvumo pokyc¢iai N. obtusa lastelése, veikiant Q. robur ekstraktu (2,45

mg L I0A). * Statistiskai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5
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Glutationo reduktazé. Veikiant 1 val. 1,1 mg L™ IOA F. sylvatica lapy ekstraktu,
zymiai padidéjo GR aktyvumas ir §i tendencija iliko iki ekspozicijos pabaigos (20 pav.).
GR aktyvumas labiausiai padidéjo (iki 2 karty) po 2 val. Po 4 ir 24 val., veikiant
F. sylvatica lapy ekstraktui, GR aktyvumas linkgs mazéti, bet vis tiek islicka statistiskai
patikimai pakites, palyginti su kontroliniu (20 pav.).
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Kontrolinis 15 min 30 min 1h 15h 2h 4h 24h
Ekspozicijos trukmé

20 pav. Glutationo reduktazés aktyvumo poky€iai N. obtusa lastelése, veikiant F. sylvatica ekstraktu

(1,1 mg L I0A). * Statistiskai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5

N. obtusa dumblius veikiant 2,45 mg L™ IOA koncentracijos Q. robur lapy
ekstraktu, GR aktyvumo padidéjimas nustatytas po 4 val.,, o didZiausias skirtumas,

palyginti su kontroliniu, gautas po 24 val. veikiant Q. robur ekstraktu (21 pav.).
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Kontrolinis 15 min 30 min 1h 15h 2h 4h 24h

Ekspozicijos trukmé
21 pav. Glutationo reduktazés aktyvumo pokyciai N. obtusa lastelése, veikiant Q. robur ckstraktu
(2,45 mg L' TOA). * Statistikai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5
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Per 30 dieny irstanciy F. sylvatica ir Q. robur lapy paklotés ekstrakty sukelta
N. obtusa lasteliy oksidacinio streso fermenty aktyvumo moduliacija
Pries atliekant ekspozicija tiek {vairaus laikotarpio lapy paklotés irimo ekstraktai, tiek

kontrolinis tirpalas buvo charakterizuoti pagal istirpusios organinés anglies kieki (1 lentelé).

Kontrolinis ‘ Bukas | Azuolas
Diena 10A. ma L

0 0.5 - -

1 0.7 94.8 86.0
2 04 1287 137.3
7 1.0 166.5 177.7
14 3.5 151.2 156.1
21 0.7 136.3 156.2
30 0.9 127.2 144.1

1 lentelé. Istirpusios organinés anglies kiekis kontroliniame tirpale, F. sylvatica ir Q. robur lapy paklotés

irimo ekstraktuose

Citozoliné glutationo S-transferazé. N. obtusa lasteliy cGST aktyvumas, 2 val. jas

veikiant F. sylvatica ir Q. robur lapy paklotés irimo ekstraktais (LPIE), labai padidéjo,
palyginti su kontroliniu (22 pav.). StatistiSkai patikimai c¢GST suaktyvéjo lastelése,
veikiamose F. sylvatica (1,4-2,7 karto, palyginti su kontroliniu) ir Q. robur (1,2—
2,7 karto) lapy irimo ekstraktais. Jau vienos dienos F. sylvatica ir Q. robur LPIE labai
padidino c¢GST aktyvuma (atitinkamai, IOA koncentracijos 94,8 ir 86,0 mgL™)
(1 lentelé; 22 pav.).
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22 pav. Citozolinés glutationo S-transferazés aktyvumo poky¢iai, matavimui naudojant CDNB substrata,
N. obtusa lastelése, veikiamose E F. sylvatica ir ¥l Q. robur skirtingos trukmés lapy paklotés irimo

ekstraktais. * StatistiSkai patikimai skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5



Glutationo reduktazé. GR aktyvumas N. obtusa lastelése statistiSkai patikimai
padidéjo, palyginti su kontroliniu, jas veikiant iki 7 dieny F. sylvatica ir Q. robur
ekstraktais, tuo tarpu Zymaus GR aktyvumo pokycio lastelése, veikiamose 21 ir 30 dieny
F. sylvatica ir Q. robur LPIE, nenustatyta (23 pav.). Glutationo reduktazés aktyvumas
dumblio lasteliy méginiuose pakilo 1,4-2,1 ir 1,3-1,8 karto veikiant F. sylvatica ir
Q. robur ekstraktais 30 dieny (23 pav.). DidZiausias fermento aktyvumas (2,1 karto)
nustatytas N. obtusa lasteles veikiant 7 dienu 166,5 mg L™ I0OA F. sylvatica LPIE
(1 lentelé), o maziausias (1,4 karto) — N. obtusa lasteles veikiant 2 dieny 94,8 mg L™
IOA F. sylvatica LPIE. Didziausias GR aktyvumas (1,8 karto) buvo po 2 val., veikiant
lasteles 7 dieny Q. robur LPIE, o maZiausias (1,5 karto) — veikiant §ias lasteles 2 dieny
Q. robur LPIE (23 pav.; 1 lentel¢).
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23 pav. Glutationo reduktazés aktyvumo pokyciai, matuoti N. obtusa lastelése, veikiamose
O F. sylvatica it F4 Q. robur skirtingos trukmés lapy paklotés irimo ekstraktais. * Statistiskai patikimai

skiriasi nuo kontrolinio, p < 0,05, n=5

N. obtusa lasteliy, veikiamu F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstraktais,
elektrofiziologinis atsakas

F. sylvatica lapy 33-1100mgL" IOA koncentraciju ekstraktai per pirmasias
15 min. sukélé greita lasteliy depoliarizacija (20-80 proc.), taciau lastelés, kurios buvo
veikiamos mazesniy (33-245 mg L") 10A koncentracijy ekstraktais, buvo linkusios
atkurti pradines ramybés potencialo reikSmes per 3-24 val. (24a pav.). Panasi greita,
nors silpnesné, 25-60 proc. lasteliy RP depoliarizacija per pirmasias 15 min. vyko ir

veikiant Q. robur lapy 735-1837,5mg L™' IOA koncentracijy eckstraktais (24b pav.).
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Tokia buklé, santykinai nepakitusi, i§liko iki eksperimento pabaigos. Nedidelé
depoliarizacija, iki mazdaug 10 proc., nustatyta veikiant Q. robur lapy 73,5 ir 245 mg L™ IOA
koncentracijuy tirpalais, tuo tarpu lasteliy elektrogeninio aktyvumo stimuliacija pasirei§ké
10-20 proc. hiperpoliarizacija, esant 7,35 ir 24,5 mgL™" TOA, t.y. Zemiausiy tirty
Q. robur lapy ekstrakto koncentracijy (24b pav.).
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24 pav. Lasteliy ramybés potencialo kinetika, veikiant F. sylvatica (a) ir Q. robur (b) lapy ekstraktais.
Kiekviena kreive nubrézta pagal 100—120 lasteliy RP reikSmiy vidurkius.

25 pav. pateikta 24 val. F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstrakty poveikio sukeltos
RP poky¢iy atsistatymo kinetika per 90 min trukusi atplovima kontrolinéje terpéje.
Atplovimo nuo F. sylvatica ekstrakto metu buvo pastebétos dvi skirtingos RP kinetikos
(25a pav.): visisko (100 proc.) RP atsistatymo iki kontroliniy verciy, uzregistruoty prie§
pradedant veikti F. sylvatica lapy ekstraktais (33-330 mg L' IOA), ir iki 25-60 proc.
lickamosios RP depoliarizacija, pries tai veikus 550-1100 mg L™ IOA F. sylvatica lapy
ekstraktais. [domu, kad atplaunant lasteles nuo Q. robur ekstrakto kontroliniu tirpalu, RP
reik§mé nuo pradinés skyrési vos 12 proc. visame IOA koncentracijy diapazone, i$skyrus

didziausig IOA koncentracija (1837,5 mg L) (25b pav.).
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25 pav. Skirtingos koncentracijos F. sylvatica (a) ir Q. robur (b) lapy ekstraktais paveikty lasteliy
ramybés potencialo kinetika atplaunat jas kontroliniu tirpalu (pradzia pazyméta rodykle). Kiekviena

kreivé nubrézta pagal 100-120 Iasteliy RP reik§miy vidurkius

N. obtusa lasteliy, veikty F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstraktais, mirtingumas

Visos N. obtusa lastelés iSgyveno visas tirtas F. sylvatica (5,5-1100 mg L™ IOA)
ir Q. robur (24,5-1225 mg L™ TOA) koncentracijas, atitinkamai vieng ir dvi dienas (26a
ir b pav.). Apskritai, F. sylvatica ekstraktas buvo toksiskesnis nei Q. robur. Po 4 dieny
ekspozicijos 61-1100 mg L™' TOA koncentraciju F. sylvatica lapy ekstraktais veikiamy
lasteliy mirtingumas virsijo 20 proc. (26a pav.); panasus Q. robur lapy ekstrakto sukeltas
atsakas buvo tik veikiant jo didziausia koncentracija, t. y. 1225 mg L' IOA (26b pav.).
Priesingai nei Q. robur lapy ekstraktu, 8 dienas veikiant lasteles F. sylvatica lapy
ekstraktu, lasteliy mirtingumo kreivés jau buvo santykinai stabilios (61-1100 mg L™ IOA),
jos zymiai nedidéjo ir véliau, iki eksperimento pabaigos — 42 diena.

Pabréztina, kad lasteliy mirtingumas nezymiai didéjo ekspozicijos pabaigoje,
esant maZiausioms F. sylvatica lapy koncentracijoms (5,5-55 mg L™") — 30-42-a diena
(26a pav.). F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstrakty toksiskumo skirtumas buvo akivaizdus
viso eksperimento metu, pavyzdziui, 30 dieng LCy = 55 ir 490 mg L', atitinkamai. Per
42 dieny lasteliy mirtingumo eksperimenta kontroliniai méginiai nepakito iki 38-os
dienos (26b pav.), po to pastebétas 10 proc. mirtingumas F. sylvatica eksperimento

kontroliniame méginyje (26a pav.).
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Ekspozicijos trukmeé, dienos
26 pav. N. obtusa lasteliy, veikiamy F. sylvatica (a) ir Q. robur (b) lapy ekstraktais, mirtingumas. n=40

kiekvienai koncentracijai

DISKUSIJA
Lapy pakloté yra vienas alochtoninés istirpusios organinés anglies Saltiniy

gélavandenése ekosistemose. Yrant lapams i vandenj iSsiskiria daug cheminiy junginiy,
kurie gali skatinti oksidacinj stresa generuodami reaktyviosios deguonies formas ir
(arba) trikdydami vidinj lastelés oksidacinj balansg vandens organizmuose (BLOKHINA et
al., 2003). Tyréme F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstraktais, apiblidinamais istirpusios
organinés anglies koncentracija (0,11-55,0 mg L™ ir 245-122,5 mg L™, atitinkamai), per
24 val. sukeltus N. obtusa lasteliy oksidacinio streso fermenty aktyvumo poky¢ius.
Pazymétina, kad iStirpusios organinés anglies kiekis tebuvo naudojamas kaip tirpalo
charakterizavimo rodiklis, bet nebiitinai apibrézé paveikuma lasteléms.
Iprastomis salygomis ROS atsiradimo sparta yra dinaminéje pusiausvyroje su
ROS skaidymo sparta (FOYER et al., 1994), t. y. gaus¢jant ROS, aktyvéja ir fermentai,
kuriy reikia ROS skaldymui. Nustatyta, kad, esant stresinei biiklei, ROS lygis augaluose
pakyla vir$ pusiausvyrinio (PFLUGMACHER, 2004), todél ju antioksidaciné apsauga gali
biiti nepakankama. Organelés, tokios kaip peroksisomos ir chloroplastai, kuriose ROS

gaminasi ir ,,normaliomis* salygomis, streso metu yra ypatingame pavojuje (ALSCHER,

2002). Dél sausros sukelto streso ROS perprodukcija buvo nustatyta augaly
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chloroplastuose (PRICE et al., 1989). Galima manyti, kad panasiis reiSkiniai augalo
lastelése atsiranda ir veikiant lapy ekstraktais.

Kovai su ROS pertekliumi augalai i§vysté antioksidacing apsaugos sistema, kurig
sudaro superoksido dismutazés, glutationo S-transferazés, glutationo reduktazés,
katalazés, glutationo peroksidazés ir kity fermenty komplekso aktyvumy kaita. Lasteléje
superoksido dismutazé veikia kaip pirmoji apsaugos nuo ROS linija (ALSCHER et al.,
2002). Pagal apibendrinta redokso ciklo schema (DI GIULIO et al., 1989), SOD
katalizuoja superoksido 2 O™ skilimg | molekulini deguoni ir H,O,. SOD pasalina
superoksida ir tokiu biidu mazina hidroksilo radikaly formavimasi i$ superoksido. Miisy
tyrime SOD aktyvumas N. obtusa lastelése, veikiamose F. sylvatica ekstraktu, buvo
slopinamas visomis testuotomis IOA koncentracijomis, o Q. robur lapy ekstrakto
inhibuojantis poveikis pasireidkeé tik didziausios 122,5 mg L™' IOA koncentracijos atveju.
Slopinamojo SOD poveikio nebuvimas, esant mazesnei Q. robur lapuy ekstrakto
koncentracijai, patvirtina ankstesnius duomenis apie scenedesma (Scenedesmus armatus
(Chod.) Chod.) (AKSMANN, TUKAJ, 2004). Tame darbe buvo atskleista, kad nei
antracenas, nei fenantrenas, nors §ios organinés struktliros yra panasios | elago riigsti,
aptinkama Q. robur lapy ekstraktuose (BIANCO, SAVOLAINEN, 1997), nesukelia Zymiy
dumbliy lasteliy superoksido dismutazés aktyvumo poky¢iy. Visgi tirtosios minéty
medziagy 0,7-5,6 uM koncentracijos Zymiai slopino S. armatus augima.

Toksinéms ar ksenobiotinéms medziagoms patekus i augalo lastelg, isijungia
biotransformacijoje dalyvaujantis fermentas glutationo S-transferazé, kuris padidina $iy
medziagy tirpuma vandenyje, joms susijungiant su glutationo sulfhidrilio (-SH) grupe ir
i§siskiriant i§ lasteliy per membranas, jsijungiant | lastelés sienelg ar sekvestionuojant
vakuolése bei vezikulése. Miisy tyrimo metu aptiktas statistiSkai reikSmingas c¢GST ir
mGST aktyvumo didéjimas N. obtusa lastelése, esant 1,1-11,0 mg L™ F. sylvatica ir
5,5mg L™ Q. robur lapy ekstrakty IOA koncentracijoms. Ankstesni tyrimai parodé, kad
humusinés medZiagos ir natiirali organiné medZziaga turi jtakos augalo fiziologijai, biitent
fotosintezei, biotransformacijai ir antioksidaciniams fermentams (PFLUGMACHER et al.,
2001, PFLUGMACHER et al., 2003). MENONE ir PFLUGMACHER (2005) atskleid¢, kad
citozolinés GST aktyvumas C. demersum lastelése ypa¢ didéjo jas veikiant tam tikry
koncentracijy (iki 0,5 mg L™") organinio PCB junginiu 3-chlorobifenilu. PCB struktiiros yra
panasios { tas, kurios aptinkamos lapuose (BIANCO, SAVOLAINEN, 1997). Staigy ir ilgalaiki
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GST aktyvumo didé¢jima didZiojoje karpazoléje (Euphorbia esula L.) sukélé herbicidas
metildikloforas (ANDERSON, DAVIS, 2004). Panasiai GST aktyvumas zymiai didéjo E. esula
augaluose, veikiamuose 5,0 mM parakvatu ir 2-aminoetanoliu (MASCHER et. al., 2005).

Dél oksidacinio streso daznai esama redukuoto glutationo (GSH) forma virsta {
oksiduota forma, glutationo disulfida (GSSG) — tokiu biidu stimuliuojama glutationo
biosintezé (MAY, LEAVER, 1993). Kai GSH oksiduojasi { GSSG, glutationo reduktazé
pastaraji perdirba { GSH. Kaip ir GST atveju, padidéjes GR aktyvumas laikytinas
oksidacinio streso rodikliu N. obtusa lastelése, veikiamose F. sylvatica ir Q. robur lapy
ekstraktais. Lygiagre¢iai vykstan¢iame biocheminiame cikle glutationo peroksidazé
vandenilio peroksido detoksikacijai taip pat naudoja GSH, paversdama ji GSSG, kurj
velgi GR perdirba i GSH. Regeneruotas GSH gali biiti naudojamas kitam vandenilio
peroksido kiekiui detoksikuoti. Buvo nustatyta, kad GSH atsargy padidéjimas stiprina
atsparuma oksidaciniam stresui (ZHU et al., 1999).

GR fermento, atsakingo uz glutationo homeostazés palaikyma lasteléje, tyrimai
parodé, kad F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstraktai Zzymiai aktyvino §i fermenta
N. obtusa lastelése (GRIGUTYTE et al. 2008). Panasi GR aktyvumo stimuliacija anks¢iau
nustatyta ir C. demersum augaluose, paveiktuose 3-chlorobifenilu (MENONE,
PFLUGMACHER, 2005). GR aktyvumo didéjimas parodytas E. esula augaluose naudojant
metildiklofora (ANDERSON, DAVIS, 2004). GR aktyvumo didéjimas nustatytas taip pat
kukurtizy lapuose, veikiamuose parakvatu (MALAN et al. 1990). Taigi GR aktyvumo
didéjimas minétais ekstraktais veikiamose N. obfusa lastelése aiskiai rodo Sio fermento
apsauging funkcija nuo oksidacinio streso. Katalazés fermento, kuris, kaip ir glutationo
peroksidaze, lastelése detoksikuoja H,0,, aktyvumas taip pat statistiSkai patikimai
padidéjo veikiant dumbli maZiausiomis F.sylvatica (1,1 mgL™" I0A) ir Q. robur
(2,45 mg L™ TOA) ekstrakty koncentracijomis, nors didinant F. sylvatica lapy paklotés
ekstrakty koncentracija nuo 5,5 iki 55 mg L™ IOA buvo stebétas statistiskai Zymus KAT
aktyvumo sumazéjimas. Literatiroje esama duomeny, patvirtinan¢iy KAT mazéjima
kituose augaluose: plaukuotasis berzas (Betula pubescens Ehrh.) parakvatu veikiamuose
lapuose sumazéjo 1,6 (RUUHOLA, YANG, 2006), zirnio lapuose — 0,5 karto (kontrolés
atzvilgiu) (ITURBE-ORMAETXE et. al., 1998). Parakvatas, Zinomas oksidacinio streso
skatintojas (APEL, HIRT, 2004), pasiZzymi aromatine struktiira, panasia { tas, kurios

aptinkamos ir lapy ekstraktuose. Zymiai maZéjo katalazés aktyvumas valgomajame
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arachyje (Arachis hypogaea L.), paveikus ji salicilo ragstimi bei herbicidais
flumioksacinu ir imakapiku (SHAIKH et. al., 2006).

ROS yra ypa¢ aktyvios ir nestabilios cheminés struktiiros, kurios lastelése reaguoja
su baltymais, nukleoriigitimis, karbohidratais ir lipidais. Sis veiksnys daZnai lemia lipidy
peroksidacija. Vienas galutiniy lipidy peroksidacijos produkty yra malondialdehidas
(MDA), daznai naudojamas kaip §io proceso biologinis Zymuo (NOWAK, JANCZAK, 2006).
Misy tyrimo rezultatai neatskleidé zymaus MDA lygio didé¢jimo lapy ekstraktais
paveiktose N. obtusa lastelése. Galima manyti, kad taip yra dél ankstyvo ir pakankamai
efektyvaus detoksikacijos mechanizmy veikimo, irodomo padidéjusiu GST, GR ir i§ dalies
KAT aktyvumu. Sie antioksidaciniai fermentai skatina ROS 3alinimg ir tokiu biidu
iSvengiama lastelés daliy pazeidimo bei lipidy peroksidacijos (YANG et al., 2003).

Siekdami jvertinti oksidacinio streso fermenty aktyvumo pokyciy laikines
charakteristikas, N. obtusa lasteles eksponavome F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstraktuose
nuo 15 min. iki 24 val., esant 1,1 ir 2,45 mg Lt I0A, atitinkamai, nes daugeliu atvejy zymus
poveikis buvo nustatytas biitent paveikus Siomis koncentracijomis.

Biotransformacijos Il-os fazés fermentas citozoliné glutationo S-transferazé po
15 min. ekspozicijos F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstraktais jau buvo statistiskai
patikimai aktyvuotas. F. sylvatica ekstraktas grei¢iau (po 1 val.) padidino GR aktyvuma,
palyginti su Q. robur ekstraktu (po 4 val.). mGST aktyvumas veikiamose F. sylvatica
ekstraktu N. obtusa lastelése pastebimai mazéjo per laikotarpi nuo 1 iki 4 val., nors
véliau, po 24 val., grizo iki kontrolinés reik§meés. Kaip nustatyta ankstesniu tyrimu
(KAMARA, PFLUGMACHER, 2007), mGST aktyvumas C. demersum, veikiamame
paprastosios nendrés (Phragmites australis (cav.) Trin. ex Steud) ir Q. robur ekstraktais
ilgesnj laika (48 val. ir 168 val.), po pradinio aktyvavimo grjzo iki kontrolinés reik§meés,
taigi augalai geba prisitaikyti prie lapy ekstrakty sukelto oksidacinio streso. Palyging
antioksidacinés sistemos fermenty (cGST, KAT, GR) atsako laikines charakteristikas,
galime manyti, kad N. obtusa yra jautresnis F. sylvatica lapy nei Q. robur ekstraktui.
Taigi, F. sylvatica ekstraktas gali sukelti ankstesng¢ GSH de novo biosintezg, kuri
dalyvauja daugelyje biocheminiy reakcijuy, taip pat ir tiesiogiai detoksikuojant streso
metu susidarancius ksenobiotikus (RENNENBERG, 1982, NOCTOR et al., 1998).

Norédami priartinti eksperimentus prie natiiraliy aplinkos salygu, naudojome per

30 dieny yranéiy F. sylvatica ir Q. robur lapy paklotés ekstraktus (LPIE). N. obtusa
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lasteles eksponuodami 2 val. F. sylvatica ir Q. robur paklotés lapy ekstraktuose
stebé¢jome daugiau negu dvigubai padidéjusi c¢GST aktyvumg. PanaSus statistiskai
patikimas ¢GST didéjimas aptiktas C. demersum ir mazosios pliidenos (Lemna minor L.)
augaluose, 24 val. veikiamuose dirbtiniais Q. robur ir P. australis ekstraktais
(0,1-100 mg L' I0A) (KAMARA, PFLUGMACHER, 2007; KAMARA, 2008). Miisy tyrime
stebéjome zymuy N. obtusa lasteliy, paveikty 14-os dieny F. sylvatica ir Q. robur LPIE,
GR aktyvumo pakilima. Savo eksperimentuose nenustatéme zymiy KAT aktyvumo
poky¢iu dumblio lastelése, veikiamose abiejy rtsiu lapy paklotés, irusios nuo 1 iki 30
dieny, ekstraktais, palyginti su tuo paciu metu vykdytu kontroliniu matavimu. Panasus
rezultatas gautas H,O, kiekj iSmatavus lastelése, veikiamose LPIE, — jis silpnai priklausé
nuo lapy paklotés irimo laiko. Vis délto H,O, koncentracija per pirmasias 7 F. sylvatica
ir 15 Q. robur lapy paklotés irimo dienas statistiSkai patikimai mazéjo, todél galima
manyti, kad $i nedidelé H,O, kiekio neigiama slinktis buvo dél LPIE sukelto SOD
aktyvumo mazéjimo. Si prielaida remiama ankstesnio tyrimo rezultatais (GRIGUTYTE et
al., 2009), kai SOD aktyvumas N. obtusa lastelése, eksponuotose Q. robur dirbtiniame
lapy ekstrakte, buvo labai slopinamas IOA koncentracijoms virsijus 100 mg L' (3iame
tyrime IOA kito nuo 95-166 ir 86-177 mg L', atitinkamai, F. sylvatica ir Q. robur
LPIE). Be to, H,O, gamybos nedidéjimas dél lapy paklotés irimo ekstrakty poveikio,
galéjo buti susijgs ir su antioksidanty kiekio didéjimu lasteléje.

Apibendrinant oksidacinio streso fermenty atsaka galima teigti, kad F. sylvatica ir
Q. robur lapy ekstraktai sukélé oksidacinj stresa N. obtusa lastelése ir turéjo jtakos
detoksikacijos fermenty SOD, KAT, GST ir GR aktyvumo pokyc¢iams. Nustatyta, kad
nedideliy IOA koncentracijy lapy ekstraktai, kurios paprastai aptinkamos ezeruose, jau
gali sukelti N. obtusa lastelése oksidacinj stresa. Lietuvos gélavandeniuose ezeruose,
kuriuose vesi N. obtusa sazalynai, IOA koncentracija jvairuoja nuo 7 iki 21 mgL ™.
Esant didesnei koncentracijai, pavyzdziui, Zuvinto eZere (20,4 mg L’l), N. obtusa per
pastaruosius 30 mety beveik i$nyko, nors anks¢iau gausiai augdavo. Pademonstravome,
kad tam tikrais atvejais, esant didesnéms IOA koncentracijoms, fermenty aktyvumas
mazéjo. Tai rodo didelj, net slopinamaji ekstrakty poveiki N. obtusa antioksidaciniams
gebéjimams. Kadangi, fermentinis atsakas per pirmasias 24 poveikio valandas zenkliai
skiriasi nuo oksidacinio streso fermenty aktyvumo normaliomis salygomis, galima jtarti,

kad N. obtusa antioksidaciné sistema yra suaktyvinama tiek, kad panaikinty ar
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minimizuoty oksidacinio streso Zala. Apie tokia, pakankamai efektyvig $iy dumbliy
antioksidacing sistema, liudija ir tai, kad Zymaus poveikio lipidy peroksidacijai lapy
ekstraktais paveiktose dumbliy lastelése nepastebéta. Apskritai N. obtusa antioksidaciné
sistema, malSinant F. sylvatica lapy ekstrakto sukelta stresa, pradédavo reaguoti ir
sukeldavo didesnius fermenty aktyvumo poky¢ius, negu Q. robur atveju.
Antioksidacinio streso fermenty aktyvumai pasizymi tendencija mazéti iki kontrolinio
lygio ekspozicijos pabaigoje — taip atsiskleidzia N. obtusa antioksidaciniy galimybiy
ribos. Kaip zinoma, fenoliniai junginiai, kurie kaip tirpiis organiniai junginiai i§skiriami {
vandenj lapams yrant jau per pirmasias 48 val. (POPE et al., 1999), todé¢l jie galéjo biiti
zymaus ¢GST ir GR aktyvumo didéjimo N. obtusa priezastimi. Taigi, §is tyrimas parodé,
kad N. obtusa lasteliy antioksidaciné sistema aktyvuojama, kai Sis dumblis kontaktuoja
su tirtaisiais paklotés lapy ar jy irimo ekstraktais.

Tirdami lapy ekstrakty poveiki aukStesniame nei fermentinis homeostazés
palaikymo lygmenyje, augalinés lastelés membranos transporto elektrocheminio
reguliavimo lygmenyje, nustatéme, kad N. obtusa lasteliy, elektrofiziologiné reakcija
pasizymi sparcia (15-30 min.) nuo koncentracijos priklausan¢ia RP depoliarizacija, kuri
buvo santykinai stabili 24 val. Q. robur ir bent 3—4 val. F.sylvatica ekstraktuose.
Eksperimento salygomis matuoto lasteliy RP vidurkis kontroliniame tirpale buvo lygus
-220+5 mV (vidurkis+sn, n=244), kas atitinka vieng i§ plazmolemos funkciniy buseny,
vadinamaja P-biisena, kai membranos potencialo daryboje dominuoja elektrogeniniai
siurbliai (2. MIMURA, 1995). Zinoma, kad N. obtusa lastelése tokio absoliutaus dydzio
membranos potencialy skirtumas atspindi metaboling komponentg, susijusia su
H'-siurblio, kurio funkcija menturdumbliuose atlicka K, Mg**-specifine H'-ATPaz¢,
darbu (MIMURA, 1995). Ekotoksikologiniais tyrimais parodyta, kad veikiant cheminiais
stresoriais N. obfusa lasteliy depoliarizacija tampriai siejasi tiek su K*, Mg*"-ATPazés
inhibavimu, tiek ir véliau stebima lastelés zatimi (MANUSADZIANAS et al., 2002, 2007).
Tokiu biidu, membranos bioelektriniy parametry pokyciai yra svarbus neigiamo poveikio
lastelés homeostazei indikatorius. Miisy rezultatai rodo, kad eksponuojant N. obtusa
lasteles F. sylvatica ir Q. robur lapy ekstraktais gaunami skirtingi elektrofiziologiniai
atsakai, vieni griztamieji, kiti ne. Griztamumas buvo stebimas jau poveikio metu, esant
mazoms abiejy ekstrakty koncentracijoms. Si tendencija buvo dar ryskesné atplaunant

lasteles po 90 min. poveikio. Visgi esant dideléms, virSijan¢ioms gamtines,
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koncentracijoms (7701100 ir 1837 mg L' I0A), lickamosios depoliarizacijos dydis
liudija, jog buvo pazeisti elektrogeniniai siurbliai.

N. obtusa reakcijos { Q. robur ir F. sylvatica lapy ekstraktus buvo aptiktos
skirtinguose biologinio organizuotumo lygmenyse. Jau po 15 min., reakcijos stebétos
fermentiniame lygmenyje, veikiant gamtiniams vandens telkiniams budingomis IOA
koncentracijomis. Lasteliy membrany depoliarizacijos reakcija | ekstraktus taip pat
pastebéta po 15 min., bet poveikis pasireidké tik didesniy (nuo 550 mg L™ IOA)
koncentracijy atvejais. Lasteliy ziti sukélé panaSiy koncentraciju kaip ir
elektrofiziologiniuose bandymuose lapy ekstraktai. Butent didesné nei 20 proc. RP
depoliarizacija stebéta, esant didesnei nei 77 mgL™ F. sylvatica ekstrakty IOA
koncentracijai, o tai koreliuoja su didesniu nei 20 proc. mirtingumu, esant 61 mg L.

Cheminio stresoriaus ekologinis reik§mingumas iSgryninta forma atsiskleidzia
tuomet, kai aplinkos salygos tampa nebepakenciamos egzistuoti konkrec¢iai hidrobionto
rusiai. Masy tyrimo objekto atveju buvo zinoma, kad N. obtusa, bidami oligotrofiniy
gélavandeniy vandens telkiniy indikatoriai, neauga ezeruose esant didesnei organinés
anglies koncentracijai. Tyrimu pavyko parodyti, kad stebéti F. sylvatica ir Q. robur
ekstrakty sukelti oksidacinio streso fermenty aktyvumo bei lastelés membranos
potencialo pakitimai siejasi su lastelés mirtingumu, taip aptinkant galima priezastinj rysi
tarp jautresniy ankstyvyju reakcijy ir véliau pasireiskiancio letalumo. Tuo paciu buvo
atskleista, kad paklotés lapai gali biiti svarbus aplinkos veiksnys, turintis jtakos vandens

augalijos jvairovei gélavandenése ekosistemose.

ISVADOS

1. O. robur lapy 0,245-122,5 mg L' IOA koncentracijy vandeniniai ekstraktai po
24 val. poveikio sukélé statistiSkai zymuy kontrolés atzvilgiu mikrosominés
(mGST) ir citozolinés glutationo S-transferazés (cGST), glutationo reduktazés
(GR) bei glutationo peroksidazés (GPx) aktyvavima N. obtusa lastelése visu tirtu
koncentracijy intervalu. Kity fermenty atvejais stebéti aktyvumy pakitimai:
katalazé (KAT) aktyvuota esant 0,245 ir 2,45 mg L™ IOA, superoksido dismutazé
(SOD) slopinta — tik esant didZiausiai 122,5 mg L™' TOA koncentracijai. Tiriant
fermenty aktyvumo kinetika per 24 val., kai buvo paveikta 2,45 mg L™ IOA

koncentracija, stebétas mGST aktyvumo sumazéjimas, cGST aktyvumo
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padidéjimas, KAT aktyvumas Zymiai nekito, o po 4 val. iSry§kéjes GR aktyvumo
padidéjimas isliko Zymus iki ekspozicijos pabaigos.

F. sylvatica lapy vandeniniai ekstraktai po 24 val. poveikio pastebimai didino ¢cGST
aktyvuma, kai N. obtusa lastelés buvo veikiamos 1,1, 5,5 ir 11,0 mg L' I0A, tuo tarpu
mGST aktyvuota tik 5,5 mg L' IOA atveju. KAT aktyvuota esant 1,1 mg L™ IOA,
tadiau koncentracijai didéjant nuo 5,5 iki 55 mg L™ IOA vyko jos slopinimas. Viso
koncentracijy intervalo ekstraktais (0,11-55 mg L™ IOA) SOD ir GPx buvo
slopinama, o GR stimuliuojama. Tiriant fermenty aktyvumo kinetika per 24 val.,
kai veikta 1,1 mgL™' IOA F sylvatica lapy ekstraktu, statistikai patikimai
kontrolés atzvilgiu buvo stimuliuojama ¢GST ir KAT bei po 1 val. — GR, tuo
tarpu mGST atveju stebétas Sio fermento slopinimas, kai poveikio laikas kito nuo 1 iki
4 val.

Abu lapy ekstraktai — Q. robur (245-1838 mg L™ IOA) ir F. sylvatica (330
1100 mg L' I0A) — jau po 15min. ekspozicijos sukéle N. obmusa lastelés
membranos depoliarizacija, islikusia 24 val. poveikio metu. Mazesniy, priskirtiny
gamtiniams gélavandeniams telkiniams, koncentracijy ekstraktai sukélé taip pat
Zymias, bet adaptyvaus pobiidzio elektrofiziologines reakcijas. Atplaunant 1,5 val.
dirbtine terpe, liekamoji depoliarizacija greiCiau mazéjo lastelése, paveiktose
Q. robur nei F. sylvatica lapy ekstraktais, o tai siejosi su N. obtusa letalumu —
dumbliy lastelés iSgyveno visy tirty koncentracijy F. sylvatica ir Q. robur
ekstraktuose 1 ir 2 dienas, atitinkamai. Apskritai F. sylvatica lapy ekstraktas buvo
toksiskesnis negu Q. robur: 245mgL™ IOA koncentracijos F. sylvatica lapy
ekstraktas sukéle didesn¢ nei 50 proc. lasteliy ziti po 4 dieny, o tokios pacios
koncentracijos Q. robur lapy ekstraktas buvo netoksiskas.

N. obtusa lasteliy reakcijos i Q. robur ir F. sylvatica lapy ekstraktus aptiktos
skirtinguose biologinio organizuotumo lygmenyse. F. sylvatica ir Q. robur lapy
ekstrakty sukeltus oksidacinio streso fermenty aktyvumo bei lastelés membranos
potencialo pakitimus véliau seké lasteliy ziitis — taip preziumuojamas priezastinis
rySys tarp jautresniy ankstyvyju reakcijy ir letalumo. Tirty lapy paklotés 30-ies
dieny savaiminio irimo ekstraktai taip pat sukélé oksidacinio streso fermenty

aktyvumo moduliacija. Tai leidzia manyti, kad paklotés lapai gali biiti svarbus
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aplinkos veiksnys, turintis jtakos vandens augalijos raSinei jvairovei

gélavandenése ekosistemose.
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SUMMARY

Lake ecosystems experience various influences from terrestrial surroundings. One
of these includes the input of natural organic material (NOM) originated from leaves
falling into the water body (GRIMM et al., 2003). The leaves then degrade in different
steps, beginning with macro-organisms and ending with micro-organisms (BESS, 2005).
Chemistry of aquatic environment partially depends on the decomposition of foliar litter
and coarse woody debris as a source of dissolved organic carbon (DOC), e.g. for the
foundation of aquatic food webs (SCHLESINGER, 1997).

The structural and chemical attributes of leaves can vary dramatically among
species (CHAUVET, 1987; OSTROFSKY, 1997), so their breakdown may be related to the
number and type of chemically unique species present in the matrix. Particulate detritus
interacts with the biotic, i.e., bacteria, fungi, invertebrates (CUMMINS et al., 1989) and
abiotic, i.e., temperature, water flow, soil/water chemistry (ALLARD, MOREAU, 1986;
WEBSTER, BENFIELD, 1986) components of ecosystems and thus regulates the rate of
breakdown. Decomposition of leaf litter has great influence on biochemical nutrient
cycling, also, in all surface waters, interacts with aquatic macrophytes and is able to
produce reactive oxygen species (PFLUGMACHER et al., 1999).

During leaf degradation, many water-soluble chemical compounds are released
into the water, which may influence aquatic organisms. A part of these compounds are
quinoid structures, capable of generating reactive oxygen species (ROS) and influence,

for instance, photosynthesis of aquatic plants by capturing electrons from the

39



plastoquinone chain between photosystem II and photosystem I (BULYCHEV, 2001).
Enhanced production of ROS (e.g. O,, O,”, H,O, and HO") destroys their tiny balance in
the cell. To prevent cellular damage caused by these ROS, cells have developed a
protective system involving antioxidative enzymes, including superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutathione S-transferase (GST), glutathione reductase (GR),
etc. The enzymes take part in different phases of ROS elimination. The function of SOD
is to dismutate two superoxide anion radicals into oxygen and hydrogen peroxide, while
CAT reduces hydrogen peroxide to water. GR is a part of an oxido-reduction cycle
involving glutathione and ascorbate (APEL, HIRT, 2004; NOCTOR et al., 2002). GR
catalyses the reduction of glutathione disulfide (GSSG) in a NADPH-dependent reaction
to glutathione (GSH) and, therefore, plays a pivotal role in protection against oxidative
damage and in adjustment processes of metabolic pathways (like redox homeostasis)
(FOYER, NOCTOR, 2005). Beside the biotransformation of exogenous xenobiotics, the
glutathione S-transferase plays an important role in detoxifying endogenous toxic lipid
peroxidation products (AWASTHI et al., 2004).

Recently, the first studies on leaf litter induced oxidative stress in aquatic plants
have been introduced. NIMPTSCH and PFLUGMACHER (2008) showed that leaf litter
degradation extracts from common oak (Quercusrobur L.), European beech
(Fagus sylvatica L.), and mixed Q. robur and F. sylvatica leaves had deleterious effects
on the physiology of Vesicularia dubyana (C. Muell.) C. Muell., expressed as decreasing
photosynthetic activity and enhancing oxidative stress response. These findings suggest
that leaf litter degradation extracts may be an important environmental factor influencing
specific plant species and thus community structure within freshwater ecosystems.We
investigated responses of the cell of starry stonewort (Nitellopsis obtusa (Desv.)
J. Groves). N. obtusa represents multicellular macrophytic green algae, which belongs to
Charophyceae class, Nitellopsidaceae family. The internodal cells of charophytes are
intensively used for studies in electrophysiology (see MIMURA, 1995). The rapid
depolarization of resting potential (RP) proved to be a relevant endpoint to assess
chemicals and wastewater toxicity, and tight correlation between electrophysiological
response (90-min 50%-depolarization of RP) and cell lethality (96-h LCsg) induced by
above chemical stressors has been shown (MANUSADZIANAS et al., 1995; 2007).

N. obtusa communities have a cosmopolitan distribution and are generally found in clear
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and oligo- or mesotrophic waters (PYBUS et al., 2003). They are good indicators of clear

and nutrient-poor water (RUTH, PALAVAGE, 1994).

The decomposition rate of leaf litter influenced by various ecological factors has
been aptly investigated in terrestrial ecosystems (GESSNER, 2000; TIEGS et al., 2008),
however, the potential effects of the decomposition products for aquatic biota have not
received parallel attention.

General idea of the study. By linking lake and lake shore ecosystems and in
accordance with the fact that leaf litter decomposition products are an additional source
of allochthonous dissolved organic carbon, we sought to evaluate the impact of
F. sylvatica and Q. robur leaf litter extracts on algae N. obtusa cell.

Objectives of the study:

1. To prove the fact that N. obfusa exposed to leaf litter extracts experiences
oxidative stress, by evaluating activities of the enzymes such as GST, CAT, GR,
GPx and SOD, total antioxidant status of the cells, lipid peroxidation and changes
of H,0, concentration.

2. To explore the effects of F. sylvatica and Q. robur leaf litter extracts on N. obtusa
cell membrane resting potential and its lethality.

3. To investigate the influence of F. sylvatica and Q. robur leaf litter degradation
extracts obtained during 30-day decomposition on oxidative stress enzymes such
as GST, CAT and GR, and H,0, content in algae N. obtusa.

Defensive statements:

1. Leaf extracts from F. sylvatica and Q. robur induced dose- and time-dependent
oxidative stress-like response of enzymes in N. obtusa. Detoxification reactions
were expressed by changes in enzyme activities due to cleavage of reactive
oxygen species. Analogous changes in enzymes activity occurred in experiments
imitating natural conditions, when algae cells were affected by extracts from self-
decomposing leaf litter.

2. Both leaf extracts, Q. robur (245 — 1838 mg L' DOC) and F. sylvatica (330-1100
mg L™ DOC) induced fast depolarization of cell membrane resting potential after
15-min exposure, which was permanent till the end of 24 h exposure. At lower
concentrations typical to natural freshwater bodies, they invoked adaptive

electrophysiological reactions.
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3. Reactions of charophytic algae N. obtusa to Q. robur and F. sylvatica leaf extracts
were detected at different biological levels. Relatively more sensitive reactions
were detected at enzymatic level, however, to identify irreversible cell resting
potential changes and lethality, higher than those of natural aquatic bodies DOC
concentrations or prolonged exposure were needed.

Novelty and significance of the study:

1. An antioxidative status of charophyte N. obtusa cell exposed to F. sylvatica and
Q. robur leaf extracts and to obtained during 30 days extracts of decomposing Q.
robur and F. sylvatica leaves was investigated for the first time.

2. The responses of charophyte N. obtusa to F. sylvatica and Q. robur leaf litter
extracts at different biological levels — cell, cell membrane (plasmalemma) and
oxidative stress enzymes was investigated for the first time.

Presentation of the results. The obtained research data were presented in 4
scientific papers published in peer-reviewed scientific journals. The investigation results
were presented at 5 international conferences.

Volume and the structure of the dissertation:

The doctoral dissertation is written in English and includes List of abbreviations,
Introduction, Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements,
References (139 citations), Research articles and congress presentations. The dissertation

is illustrated with 43 figures, 2 tables. Volume of dissertation is 93 pages.

CONCLUSIONS

Q. robur leaf water-extracts induced statistically significant elevation of cytosolic
(sGST) and microsomal gluthatione S-transferase (mGST), glutathione reductase (GR)
and glutathione peroxidase (GPx) activities in N. obtusa cells at all tested DOC
concentrations (from 0.245 to 122.5 mg L™ DOC, 24 h exposure). The activity of catalase
(CAT) increased at 0.245 and 2.45 mg L' DOC, and SOD was inhibited only at the
highest tested DOC concentrations. Time-dependent exposure during 24 h to the extract at
2.45 mg L™ DOC revealed a decrease in mGST, increase in sGST and the lack of changes
for CAT activities. A significant increase in GR activity was detected after 4 h and lasted

until the end of 24 h exposure.
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F. sylvatica leaf water-extracts induced significant increase in sGST activity in
algal cells exposed for 24 h to 1.1, 5.5 and 11.0 mg L™ DOC, while mGST was activated
only at 5.5 mg L' DOC. The activity of CAT increased at 1.1 mg L' DOC, however its
inhibition was observed as the concentration increased from 5.5 to 55 mg L™' DOC. The
activities of SOD and GPx were decreased and GR increased at all DOC concentrations
tested (0.11-55 mg L' DOC). Time-dependent exposure during 24 h to the extract at
1.1 mg L' DOC showed a significant increase in sGST and CAT, as well as GR,
however, 1 h later. In case of mGST, inhibition of the enzyme was evident within 1 to
4h.

Both leaf extracts — Q. robur (245 — 1838 mg L™' DOC) and F. sylvatica (330-
1100 mg L™ DOC) — induced a fast depolarization of cell membrane of N. obtusa
already after 15 min exposure, which was evident up to the end of 24 h exposure. The
extracts characterized by the DOC concentrations attributive to natural freshwater bodies
induced similar fast depolarization of RP, however, electrophysiological reactions
demonstrated adaptive response character. A better recovery from Q. robur than of
F. sylvatica leaf extracts within a 1.5 h in control solution was observed and it was
related with the mortality of N. obtusa cells — they were able to survive for 1 and 2 days
in F. sylvatica and Q. robur leaf extracts, respectively. In general, F. sylvatica leaf
extract was more toxic than Q. robur: at 245 mg L™ DOC, larger than 50 % mortality
was reached after 4-day exposure in F.sylvatica leaf extract, while the same
concentration of Q. robur leaf extract was non-toxic.

Responses of algae N. obtusa to Q. robur and F. sylvatica leaf extracts were
detected at different biological levels. Changes in activities of oxidative stress enzymes
and cell membrane potential invoked by leaf extracts predicted cell mortality, which
allows us to presume causality between more sensitive initial reactions and lethality.
Leaf litter degradation extracts obtained from Q. robur and F. sylvatica leaves during 30
days of their decomposing enhanced oxidative stress response in N. obtusa cell, too.
These findings suggest that leaf litter might be an important environmental factor

impacting aquatic vegetation species diversity in freshwater ecosystems.
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