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1. Uvod

Tijekom uzgoja, poljoprivredne kulture se za vodu, nutrijente, suncevu svjetlost,
ugljikov dioksid i prostor za rast bore s nezeljenim korovima. Herbicidi su kemikalije rabljene
za kontrolu rasta neZeljenih korova s ciljem povecanja produkcije poljoprivrednih kultura.
Vecéina herbicida su male molekule, koje inhibiraju specificna ciljana mjesta u vaznim
biokemijskim i fizioloSkim putevima u biljnim stanicama. Ovakva inhibicija obi¢no rezultira
katastrofalnim i ¢esto smrtnim posljedicama za biljku. Herbicidi se generalno klasificiraju kao
selektivni 1 neselektivni. Neselektivni herbicidi koriste se za oSte¢enje i unisStavanje svih vrsta
trava na nekom podrucju pa se ¢esto koriste u ¢is¢enju vecih i jako zaraslih podrucja. S druge
strane, selektivni herbicidi koriste se za kontrolu rasta odredenih vrsta trava i obi¢no djeluju
kroz nekakav oblik naruSavanja hormonske ravnoteZe. SintetiCki auksini se ubrajaju u
selektivne herbicide i danas su skupina najvaznijih herbicida za kontrolu korova pri uzgoju
zitarica. Auksinski herbicidi otvorili su novu eru kontrole korova zahvaljuju¢i njihovoj
selektivnosti. U biljkama imitiraju djelovanje prirodnog auksina, indol-3-octene kiseline
(Romano i sur., 1993). Medutim, zahvaljujuci vecoj stabilnosti u biljnim tkivima zadrzavaju se
duZze nego prirodni auksini pa na biljke imaju izrazenije djelovanje. Nadalje, sinteti¢ki auksini
djeluju u vise etapa koje obuhvacaju aktivaciju metaboli¢kih procesa poput biosinteze etilena i
apscizinske kiseline, abnormalni rast, inhibiciju rasta korijena i izdanka, senescenciju listova,
klorozu te naposljetku nekrozu biljnog tkiva (Grossmann, 2009). Ovakav uc¢inak im
omogucavaju efektivno djelovanje na ekspanziju stanice opuStanjem stani¢ne stijenke,

modifikaciju citoskeleta i ve¢u produkciju reaktivnih kisikovih jedinki.

Sveprisutna je i opasnost stvaranja rezistencije biljnih vrsta na ovaj tip herbicida. Uzrok
1 kontrola otpornosti leze u jednom ili dva glavna gena, jednom alelu ili jednom recesivnom
genu. No, ¢ak i kroz duzi vremenski period primjene sinteti¢kih auksina, relativno mala brojnost
rezistentnih vrsta je zabiljeZena, vrlo vjerojatno zbog letalnih mutacija koje stvaraju ovu
otpornost (Mithila i sur., 2011). Osim prethodno navedene potencijalne prijetnje, istrazivanjem
komponenti djelovanja izvan okvira biljne stanice, stvorila su se novootvorena pitanja o
indirektnom ucinku auksinskih herbicida na animalnu stanicu. Naj¢esce su istrazivani modeli
ponasanja i metabolicke promjene kukaca (Bohnenblust i sur., 2013), ali sve ¢esce se pridonosi
znacaju odvedenijih zajednica kraljeznjaka, primjerice riba (Braga da Fonsecaa i sur., 2007;
Oruc i Uner, 1999).



Cilj ovog rada je objasniti mehanizam djelovanja sintetickih auksina, zbog kojeg su u
Sirokoj uporabi kao najucinkovitiji selektivni herbicidi. Takoder je vazno ukazati na negativne
strane ovih auksinskih herbicida, poput zahvacanja neciljanih biljnih vrsta tijekom eliminacije
korova na zajednickom stanistu te postoje 1i modifikacije metabolizma Zzivotinjskih vrsta

povezanih hranidbenom mrezom s biljnim vrstama tretiranih sintetickim auksinima.



2. Osnovni dio

2.1 Struktura i klasifikacija auksinskih herbicida

Sinteticki auksini po svojoj strukturi slicni su indol-3-octenoj Kiselini (IAA). Prema
polozaju karboksilne skupine i tipa aromatske grupe Ashton i Crafts (1981) podijelili su

auksinske herbicide u tri skupine (slika 1):

1. Fenoksil octene kiseline su tipovi selektivnih auksinskih herbicida. Rabe se za
kontroliranje rasta biljnih vrsta poput pSenice, zobi, razi, rize, Secerne trske 1 sli¢no.
Nakon apsorpcije u vr$nim dijelovima biljke, transportiraju se simplastom, ukljuc¢ujuéi
i floem, te se akumuliraju u korijenju. U ovu skupinu ubrajaju se 2,4-

diklorofenoksioctena kiselina (2,4-D) i 2-metil-4-klorofenoksioctena kiselina (MCPA).

2. Benzojeve kiseline su selektivni herbicidi koji su mobilni u tlu, ali se i brzo u tlu
raspadaju. Pri djelovanju na neke biljne vrste, na primjer soju, utvrdena je vecéa bioloska
aktivnost u usporedbi s 2,4-D, dok je pri djelovanju na pamuk utvrden slabiji u¢inak. U
ovu skupinu ubrajaju se, na primjer Dikamba (3,6-dikloro-2-metoksibenzojeva kiselina)

i Kloramben (3-amino-2,5-diklorobenzojeva kiselina).

3. Piridin karbokilne kiseline upotrebljavaju se u kontroli rasta velikog broja vrsta
Sirokolisnih trava uz znacajno vecu uspje$nost u usporedbi s 2,4-D (Bezdicek i sur.,
2011). Ova skupina obuhvaca herbicide kao §to su Pikloram (4-amino-3,5,6-
trikloropiridin-2-karboksilna kiselina), Triklopir (3,5,6-trikloro-2-piridiloksioctena
kiselina) i Fluoksipir (4-amino-3,5-dikloro-6-fluoro-2-piridinoctena kiselina).

Naknadno su razvijeni i herbicidi kinolin karboksilne kiseline, koji se takoder ubrajaju u
auksinske herbicide (Grossmann, 2010). U ovu skupinu ubrajaju se 7-kloro-3-metilkvinolin-8-

karboksilna kiselina (Quinmerac) i 3,7-diklorokvinolin-8-karboksilna kiselina (Quinclorac).
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Slika 1. Kemijske strukture i klasifikacija auksinskih herbicida i indol-3-octene kiseline (IAA)

(prilagodeno prema Mithila i sur., 2011).



2.2 Mehanizam djelovanja auksinskih herbicida

Kada se primjenjuju kao herbicidi, sinteticki auksini izazivaju iste posljedice poput
konstantnog djelovanja visokih koncentracija IAA (Romano i sur., 1993). Djelovanje visokih
koncentracija egzogenih auksina dovodi do neravnoteze auksina te poremecaja u interakcijama
s drugim hormonima prisutnim u biljnim stanicama. Ova pojava opisana je kao ,,predoziranje

“l (Grossmann, 2009). Uo&ene anomalije u rastu biljaka i posljedi¢ni smrtni ishod

auksinima’
ukazuju na dovodenje auksinskih herbicida do pojave da se ciljane biljke pretjeranim rastom
iscrpljuju do smrti. S obzirom da su auksinskih herbicidi stabilniji u biljkama u usporedbi s
IAA, kontinuiranom stimulacijom biljnog metabolizma uzrokuju nepravilne diobe i rast stanica,

Sto dovodi do narusavanja cijelog procesa rasta biljke (Grossmann, 2000).

Djelovanje auksinskih herbicida na rast ciljane biljke moze se razdvojiti u tri etape, $to je

prikazano na slici 2 i primjeru bro¢ike Galium aparine L. (Grossmann, 2009).

Prva etapa, do koje dolazi unutar nekoliko sati od aplikacije herbicida, nazvana je faza
stimulacije. Ova etapa obuhvaca aktivaciju metabolickih procesa: nakon jedan do dva sata od
aplikacije dolazi do stimulacije biosinteze etilena kroz indukciju aktivnosti enzima sintetaze 1-
aminociklopropan-1-karboksilne kiseline (ACC sintetaza) u tkivu izdanka, dok se nakon tri do
Cetiri sata od aplikacije mogu primijetiti simptomi abnormalnog rasta ukljucujuci epinastiju
listova, naticanje tkiva i pocetni stadij kovr€anja stabljike. U procesu elongacije stanica vaznu
ulogu ima brza aktivacija membranskih ionskih kanala i H*-ATPaze u plazmalemi. Nakon pet

do osam sati od aplikacije u tkivu izdanka dolazi do nakupljanja apscizinske kiseline (ABA).

Druga etapa, do koje dolazi unutar 24 sata od pocetka djelovanja auksinskih herbicida
na biljke, obuhvaca inhibiciju rasta korijena te nastavak inhibicije rasta izdanka, ali i povecanu
pigmentaciju listova. Paralelno s tim, utvrdeno je zatvaranje puci, S$to za posljedicu ima
smanjenu stopu transpiracije i asimilacije ugljika te sinteze Skroba, a utvrdena je i povecana
produkcija reaktivnih kisikovih Cestica (eng. reactive oxygen sprecies, ROS) i pojava
oksidacijskog stresa.

U treCoj etapi dolazi do ubrzane senescencije listova koju karakterizira oSteCenje
kloroplasta i progresivna kloroza te naruSavanje integriteta, kako samih membrana, tako i jelog

provodnog sustava, $to rezultira venu¢em, nekrozom i konac¢no smrti biljke.

L eng. auxin overdose
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Slika 2. Tri faze djelovanja auksinskih herbicida na bro¢iku Galium aparine L. nakon primanja

preko korijena i distribucije u biljci (prilagodeno prema Grossmann, 2009).

S obzirom da sinteticki auksinskih herbicidi oponaSaju djelovanje prirodnih biljnih
hormona, za razumijevanje mehanizma njihovog djelovanja u biljnim stanicama vazno je
istrazivanje 1 poznavanje molekularnih mehanizama samih prirodnih auksina. To ukljucuje
identifikaciju auksinskih receptora, modeliranje procesa regulacije meristemskih funkcija
ovisnih o auksinima, razumijevanje regulacije transporta auksina te otkrivanje novih putova
biosinteze auksina (Sieburth i Lee, 2010).

Djelovanje auksina na stanicu pocinje njihovim vezanjem za specifi¢ni receptor na
plazma membrani ABP 12 ¢ime se pokreéu brze metaboli¢ke promjene unutar stanice (Napier
i sur., 2002). Vezanjem na ABP 1 receptor, auksini uzrokuju hiperaktivnost protonskih pumpi,

odgovornih za odrzavanje pH gradijenta izmedu apoplasta i simplasta. Kada dode do

2 eng. Auxin-binding protein 1



akumulacije protona izvan stanice, smanjuje se pH vrijednost izvanstanicnog prostora.
Narusavanje ove ravnoteze dovodi do otvaranja kanala za kalijeve ione i njithovo pumpanje u
stanicu. Povecanje koncentracije kalijevih iona u stanici za posljedicu ima ulazak vode preko
akvaporina te povecanje turgescentnosti stanice (Maeshima, 2001). Zakiseljavanje apoplasta
aktivira proteine ekspanzine u stanicnoj stjenci, koji prekidaju nekovalentne veze izmedu
celuloze 1 hemiceluloze te uzrokuju opustanje stani¢ne stjenke, ulazak vode u stanicu te Sirenje

stanice (Wolf i sur., 2012).

Vezanjem na ABP1, auksini aktiviraju i male G proteine, koji imaju vaznu ulogu u
aktivaciji signalnih kaskada uklju¢enih u rast i razvoj (Barken i Wittinghofer, 2008).
Aktivacijom ovih proteina auksini djeluju na proces organizacije aktinskih filamenata i
mikrotubula u citoskeletu (Xu i sur., 2010). Rodriguez-Serrano i sur. (2014) pokazali su da
promjena strukture citoskeleta u stanicama Arabidopsis thaliana pod utjecajem herbicida 2,4-
D, utjece na pokretljivost, ali i metabolizam peroksisoma i motohondrija u stanici (slika 3).
Uocene promjene citoskeleta nisu posljedica degradacije aktina, nego postranslacijskih

modifikacija strukture, koji onemoguéavaju polimerizaciju F-aktina.

kontrola, 2.4-D 24h 2.4-D 48h 2.4-D72h

Slika 3. Utjecaj 2,4-D na vrstu Arabidopsis thaliana ovisno o vremenu izlozenosti. Biljke su

herbicidom koncentracije 23 uM tretirane jednom preko lista. Fotografirana je ista biljka u
razli¢itim vremenima tretmana (0-72h). Fotografije prikazane u drugom redu predstavljaju
vizualizaciju djelovanja herbicida 2,4-D na citoskelet epidermalnih stanica listova A. thaliana.
Tijekom eksperimenta utvrdena je znaCajna redukcija vezanja i polimerizacije aktina pod

utjecajem 2,4-D auksinskog herbicida (fotografije iz Rodriguez-Serrano i sur., 2014).



Promjene u metabolizmu peroksisoma i mitohondrija dovode do vece produkcije
reaktivnih kisikovih jedinki i smanjene sposobnosti uklanjanja ROS-a u peroksisomima (slika

4) te u stanici dolazi do pojave intenzivnog oksidacijskog stresa (Cristoffoleti i sur., 2015).

i . =" F-aktinski @ s s Kretanje
Mikrotubuli filamenti Peroksisomi >peroksisoma .

ROS

Slika 4. Shematska slika lijevo predstavlja normalnu aktivnost peroksisoma koji s dinami¢kim
kretanjem uklanja ROS iz razli¢itih dijelova stanice. Kada se tretira visokim koncentracijama
auksina (desno) struktura i raspored aktinskih filamenata i mikrotubula rezultira ograni¢enim
dometom 1 usporenim kretanjem peroksisoma, $to vodi do jakog oksidativnog stresa i smrti

stanice (prilagodeno prema Cristoffoleti i sur., 2014).

Vazan faktor za inhibiciju rasta i toksi¢nost auksina je i pove¢ana produkcija etilena i
apscizinske kiseline. Etilen je biljni hormon, koji ima vaZznu ulogu u velikom broju fizioloSkih
reakcija ukljucenih u rast i razvoj te odgovor na stresno djelovanje iz okolisa (Bleecker i Kende,
2000). Istrazivanja su pokazala da biljke pod utjecajem 2,4-D Ssintetiziraju znacajno vece
koncentracije etilena u usporedbi s djelovanjem prirodnog auksina IAA (Abeles i sur., 1992).
Mijenjanjem orijentacije mikrotubula, etilen stimulira lateralnu ekspanziju stanica, $to dovodi
do naticanja tkiva stabljike i korijena. Iako to¢na uloga povecane produkcije etilena u
molekularnom mehanizmu djelovanja auksinskih herbicida jo$ nije u potpunosti istrazena,

moze se zakljuciti da je sinteza etilena sekundarni odgovor na djelovanje auksinskih herbicida.

Kao posljedica povecane sinteze etilena dolazi i do akumulacije apscizinske kiseline
(Kraft i sur., 2007). Povecana akumulacija apscizinske kiseline utvrdena je u brojnim vrstama
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dvosupnica pri djelovanju razli¢itih skupina auksinskih herbicida i IAA. Auksini izazivaju de
novo biosintezu apscizinske kiseline isklju¢ivo u tkivu izdanka kroz povecanu razgradnju
ksantofila i produkciju ksantoksina, prekursora za sintezu ABA (Hansen i Grossmann, 2000).
Akumulacija apscizinske kiseline u korelaciji s inhibicijom rasta utvrdena je u brojnim vrstama
dvosupnica iz porodica Rubiaceae, Solanaceae, Umbelliferae, Fabaceae, Scrophulariaceae i
Convolvulaceae pri djelovanju razlic¢itih auksinskih herbicida (Grossmann i Kwiatkowski,
1996; Hansen i Grossmann, 2000). Apscizinska kiselina je vazan biljni hormon, koji potice
scenescenciju i utjece na rast biljaka kroz kontrolu otvorenosti puci 1 stanicnu diobu. Povecanje
koncentracije apscizinske kiseline u biljkama u znacajnoj je korelaciji sa zatvaranjem puci i
posljedi¢nom inhibicijom transpiracije, asimilacije ugljika i pojavom oStecenja listova. Zbog

zatvaranja puci dolazi do smanjenja fotosintetske aktivnosti i produkcije ROS-a.

Kod biljaka graska, izlaganih auksinskom herbicidu 2,4-D, doslo je do pojave simptoma
karakteristiénih pri akumulaciji visokih koncentracija vodikovog peroksida, §to su
peroksidacija lipida, oksidacija proteina i indukcija proteolize (Romero-Puertas i sur., 2004).
Akumulacija vodikovog peroksida moze biti posljedica povecane aktivnosti NADPH oksidaze
inducirane apscizinskom kiselinom, kao i povecane koncentracije Cu/Zn superoksid dismutaze

u stanicama (Grossmann i sur., 2001).

Istrazivanja djelovanja selektivnog auksinskog herbicida Quinclorac-a na trave
pokazala su da za izazivanje simptoma, kao $to su progresivna kloroza listova i konacno
nekroza cijelog izdanka, nije dovoljna samo herbicidom izazvana povecana koncentracija
ABA-¢ 1 vodikovog peroksida (Abdallah 1 sur., 2006; Grossmann, 2003). Moguce je da u
izazivanju oSte¢enja u biljnim tkivima ulogu ima 1 cijanid, koji nastaje kao nusprodukt sinteze
etilena (Tittle 1 sur., 1990). Koncentracije cijanida u tkivu tretiranih biljaka povecaju se s
priblizno 5 uM do 18 puM nakon 53 h te ¢ak do 50 uM nakon 96 h tretmana herbicidom
(Grossmann i Kwiatkowski, 1996). Akumulacija cijanida ovisi, ne samo o koncentraciji
herbicida, nego 1 vremenu izloZenosti te je u visokoj korelaciji s pojavom simptoma kao $to su
inhibicija rasta, smanjenje koncentracije klorofila i redukcija asimilacije ugljika (Grossman
2003; Grossmann i Kwiatkowski, 1996).



2.3 Biljne vrste otporne na djelovanje auksinskih herbicida

Kontinuiranom primjenom auksinskih herbicida zabiljeZzen je i porast broja vrsta
otpornih na njihovo djelovanje. Smatra se da je upravo sve veca i raSirenija upotreba u
poljoprivredi i konstantan pritisak herbicidima glavni pokretac evolucije biotipova otpornih na
herbicide, ukljucujuéi i sintetske auksine (Devine i Shukla, 2000). Otpornost na djelovanje
auksinskih herbicida u usporedbi s drugim tipovima herbicida relativno je rijetka pojava, s
obzirom da je zabiljeZena kod samo 29 vrsta korova (Mithila i sur., 2011). Godine 1957. u
Kanadi je otkrivena prva vrsta rezistentna na auksinske herbicide, divlja mrkva, Daucus carota
L.

Za razumijevanje evolucije rezistencije biljnih vrsta na djelovanje auksinskih herbicida
potrebno je istraziti proces nasljedivanja ove osobine. Za razliku od poljoprivredno vaznih
kultura, kod kojih je nasljedivanje Zeljenih osobina Siroko istrazivano, mali je broj istrazivanja
koji u fokusu imaju nasljedivanje rezistentnosti na herbicide kod razli¢itih vrsta trava i korova.
auksinske herbicide, kontrolirana jednim genom ili u vrlo malom broju slu¢ajeva s dva glavna
gena (Preston i Mallory-Smith, 2001). To je potvrdeno istrazivanjem nasljedivanja otpornosti
na 2,4-D, Dikamba i Pikloram kod vrste Sinapis arvensis L., koje je pokazalo kontrolu otpornost
jednim dominantnim genom (Jugulam i sur., 2005). Preston i suradnici (2009) pokazali su da
je i kod vrste Kochia scoparia L. otpornost na Dikamba herbicid kontrolirana jednim alelom,
koji ima visok stupanj dominantnosti. S druge strane, kod vrsta Centaurea solstitialis L. i
Galium sourium L. otpornost na auksinske herbicide kontrolirana je jednim recesivnim genom
(Sabba i sur., 2003; Van Eerd i sur., 2005). Unato¢ dugom periodu upotrebe ovih herbicida,
relativno mali broj vrsta otpornih na njihovo djelovanje, kao 1 nemoguénost njihove evolucije 1
Sirenja, moZe biti posljedica iznimno rijetkog pojavljivanja rezistentnih jedinki (i rezistentnih
gena) ili ¢injenice da mutacije, koje daju rezistentnost, mogu biti letalne pa se ni ne nasljedivati
u populaciji (Mithila i sur., 2011). Prirodne mutacije, koje dovode do rezistencije na djelovanje
auksinskih herbicida, mogu biti posljedica vezanja gena za rezistentnost uz jedan ili vise drugih

gena 1 zajednicko nasljedivanje (Mithila 1 sur., 2011).

Medu biljnim vrstama otpornih na djelovanje auksinskih herbicida najbolje je istrazen
mehanizam rezistencije kod vrste Sinapis arvensis L. (Hall i sur., 1996; Zheng i Hall, 2001).
Na temelju usporedbe odgovora osjetljivih 1 otpornih biotipova moZe se zakljuciti da

rezistencija kod goruSice nije rezultat promjena u primanju, translokaciji ili metabolizmu samog
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auksinskog herbicida unutar biljke. Primije¢eno je da osjetljivi biotipovi sintetiziraju znatno
vece koncentracije etilena nego rezistentni (Hall i sur., 1993), $to je pripisano razlikama u
primarnom mjestu djelovanja, odnosno receptoru na plazma membrani. Receptor ABP 1 kod
osjetljivih biotipova ima vezno mjesto visokog i niskog afiniteta, dok kod otpornih biotipova
ima samo vezno mjesto niskog afiniteta za vezanje auksina. Stoga su odgovori na djelovanje
auksina u razini membrane bili slabiji kod otpornog biotipa, ukljucujuci i slabiju stani¢nu
ekspanziju u odsustvu auksina (Webb i Hall, 1995). S druge strane, kod vrste Galeopsis tetrahit
L. otpornost na djelovanje MCPA herbicida posljedica je smanjene translokacije herbicida u

izdanak 1 viSe stope metaboli¢ke razgradnje u korijenu (Weinberg i sur., 2006).

Kod vrsta otpornih na djelovanje 2,4-D utvrdeno je nekoliko razli¢itih gena, koji
omogucavaju otpornost. Istrazivanja profesora Yutaka Ohno i suradnika (Biswas i sur., 2007)
doprinijela su otkri¢u nekoliko gena specifi¢no zahvacéenih djelovanjem ovog herbicida. Do
znacajnih otkri¢a dosli su prou¢avanjem novih anti-auksin otpornih mutanti (zvanih aar) unutar
roda Arabidopsis i provjeravanjem rasta korijenja pri djelovanju p-klorofenoksimasla¢ne
kiseline (PCIB), koja inhibira djelovanje auksina interferiraju¢i S uzvodnim dogadajima
signalnog puta auksina. Kod tih mutanti uocena je specifi¢na rezistencija na 2,4-D, bez ikakvih
promjena u transportu ili metabolizmu samog herbicida, $to implicira da biljke imaju
djelomi¢no razli¢ite nizvodne odgovore na 2,4-D (Rahman i sur., 2006). Otpornost na
djelovanje auksina kod proucavanja rasta korijenja obi¢no se povezuje S transportom ili
signalnim putem auksina i pretpostavlja se da je gravitacijski odgovor korijenja ¢vrsto reguliran
polarnim auksin-transportnim sustavom i svaka nepogodnost tog sustava rezultira
poremecajima u korijenu (Marchant i sur., 1999). Nekoliko istrazivanja na arr tipovima
pokazalo je prisutnost veéih poremecaja u auksin vezanoj signalizaciji nego pri transportu
auksina. Normalan gravitacijski odgovor korijenja aar mutanti potvrduje da mutacije ne

zahvacaju transport auksina (Biswas 1 sur., 2007).
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2.4 Utjecaj auksinskih herbicida na animalnu stanicu

Upotreba herbicida indirektna je ekotoksikoloska prijetnja faunistickoj zajednici, S
obzirom da herbicidi direktno djeluju na izvor hrane za Zivotinje. Sinteti¢ki auksini, 2,4-D i
Dikamba, skloni su prijenosu para i Cestica kao posljedica strujanja zraka, $to dovodi do
oStecenja neciljanih obliznjih usjeva ili drugih biljnih vrsta na okolnom podrucju (Andersen i
sur., 2004). Izlaganje biljaka herbicidima, dovodi i do promjena u dinamici prehrambenih
mreza, mijenjajuéi gustocu populacije herbivornih insekata i njihovih predatora. Tako je, na
primjer, tretiranjem rize i kukuruza subletalnim koncentracijama herbicida 2,4-D doslo do
vecéeg rasta li¢inackog stadija vrste Chilo suppressalis Walker (Ishii i Hirano, 1963). Nasuprot
tome, kod li¢inkog stadija vrsta bubamara iz porodice Coccinellidae, primjeceni su odgadanje

razvoja i visoka smrtnost (Michaud i Vargas, 2010).

Rezultati istrazivanja djelovanja sintetickog auksina Dikamba, ne upu¢uju na direktnu
toksi¢nost ovog herbicida. Promatraju¢i posljedice djelovanja ovog herbicida na vrste
Helicoverpa zea Boddie i Vanessa cardui L., nisu uo¢ena direktna toksi¢na svojstva niti
ogranicen rast ranih stadija zivotnog ciklusa navedenih vrsta (Bohnenblust i sur., 2013). Vazno
je naglasiti da su obje vrste prilagodene Sirokom rasponu ekoloskih ¢imbenika te potencijalno
mogu metabolizirati viSe razli€itih toksina prisutnih u njihovom stanistu (Ballhorn i sur., 2010).
No, na vrsti V. cardui L. su uoéene indirektne posljedice djelovanja herbicida Dicamba, kada
se upotrebljava za kontrolu rasta cvjetnica, poput Cardueae. Pri poviSenim dozama ovog
herbicida, gusjenice su konzumirale gotovo cijelu bazalnu rozetu, sugeriraju¢i nemoguénost
brze obnove i rasta oSteCenih mladih trajnica. Ovakva pojava dovodi do nemoguénosti
nadoknade izvora hrane za herbivore. Li¢inke vrste V. cardui L. hranile su se manjim tretiranim
biljkama i bile su generalno manje u odnosu na one jedinke ¢ija se prehrana bazirala na zdravim,
netretiranim biljkama (slika 5). Posljedi¢no, reducirani rast dovodi do smanjene obrane u
kompeticijskom odnosu muzjaka i negativnih posljedica na razmnozavanje pripadnika porodice
Lepidoptera (Boggs i Freeman, 2005.). Nadalje, primije¢eno je da visoke doze sintetiC¢kog
auksina Dikamba smanjuju koncentraciju dusika u biljkama, stoga su gusjenice izolirane na
oste¢enim biljkama konzumirale vise biljnog tkiva pokuSavajuci time nadoknaditi nedostatak
duSika (Bezemer i Jones, 1998). S druge strane, konzumacijom vecih biljaka, nisu detektirane
promjene niti indirektni utjecaj herbicida na kukce. Stoga se iz prethodnog navoda zakljucuje
da svaki efekt primjene ovog herbicida ovisi o veli€ini, starosti i otpornosti samog organizma

na stres.
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Slika 5. Linearlna ovisnost mase li¢inackog stadija vrste V. cardui i koncentracije herbicida
Dicamba u eksperimentu s malim biljkama Carduae nutans (prilagodeno prema Bohnenblust i
sur., 2013).

Sli¢no istrazivanje provedeno je na vrsti leptira Apodemia mormo langei Comstock
(Stark i sur., 2011). Ovaj leptir samo je jedna od 15 podvrsta zasti¢ene vrste Apodemia mormo
u Kaliforniji. ZaSti¢enom je postala zbog invazivnog djelovanja egzoti¢nih trava, Cije Sirenje
eliminira staniSta heljde, to¢nije vrste Eriogonum nudum var. auriculatum. Ova biljka je osnova
prehrane navedenih vrsta leptira. Jedan od nacina rjeSavanja nastalog problema je uporaba
herbicida. Uobicajeno se primjenjuju Triklopir, Setoksidim i Imazapir (Stark i sur., 2011).
Triklopir je piridinski, selektivni herbicid te oponasa djelovanja biljnih hormona za kontrolu
drvenastih i Sirokolisnih bilja. Setoksidim je takoder selektivni herbicid koji sluzi za suzbijanje
jednogodisnjih i viSegodi$njih trava. Inhibira lipidnu biosintezu preko acetil- COA karboksilaze
(Stark i sur., 2011). Imazapir je sustavni herbicid, ¢ije djelovanje ometa sintezu proteina.
Rezultati istrazivanja primjene ovih herbicida na invanzivne egzoti¢ne trave je znatno smanjilo
pojavu odraslih pripadnika A. mormo langei Comstock. Vazno je napomenuti da bi se ove
jedinke vjerojatno razvile do odraslog stadija, da su uspjele dostici fazu kukuljice, odnosno fazu
izmedu larve 1 odraslog oblika imaga. Dakle, izlaganje herbicidima je smanjilo broj individua

u fazi kukuljice. Nagada se da inhibicija razvoja kukaca do odrasle faze nije posljedica
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djelovanja aktivnih sastojaka herbicida, nego inertnih komponenti ili kombinacije inertnih

komponenti koje su sastavni dio formule herbicida (Stark i sur., 2011).

Uporaba herbicida ne djeluje indirektno samo na manje beskraljeznjake, odnosno kukce,
nego i druge zivotinjske vrste. Herbicid 2,4-D Siroko je rabljen u svijetu zbog svoje niske cijene
i visoke selektivnosti. Ovaj se herbicid generalno smatra netoksi¢nim za ribe pri niskim
koncentracijama (Gallagher i Di Giulio, 1991). Istrazivanje posljedica djelovanja ovog
herbicida na acetilkolinesterazu te metaboli¢cke promjene kod slatkovodne juznoamericke ribe
iz reda Characiformes pod nazivom Leporinus obtusidens Valenciennes ipak ukazuje na
njegovu toksi¢nost (Braga da Fonsecaa i sur., 2007). To¢nije, u ovom istrazivanju parametri,
poput glukoze, glikogena, laktata i proteina, procjenjuju mogucu prisutnost stresa uzrokovanog
2,4-D herbicidom. Rezultati istrazivanja jasno su pokazali inhibiciju aktivnosti
acetilkolinesteraze u misi¢cnom tkivu vrste L. obtusidens, dok je u mozdanom tkivu ribe
zabiljezena inhibicija aktivnosti samo pri ve¢im koncentracijama 2,4-D (slika 6). Inhibicija
acetilkolinesteraze, odgovorne za degradaciju acetilkolina, prekomjerno stimulira kolinergi¢ne
zivce, §to rezultira pojavom drhtanja ili gréenja, odnosno odstupanja od normalnog ponasanja

tijekom plivanja (Miron i sur., 2005).
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Slika 6. Aktivnost acetilkolinesteraze misi¢nog i mozdanog tkiva kod vrste L. obtusidens
tijekom primjene razliCitih koncentracije auksinskog herbicida 2,4-D u trajanju od 4 dana

(preuzeto od Braga da Fonsecaa i sur., 2007).
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Razliciti tipovi okolisnih zagadivaca i njihovi metaboliti mogu promijeniti metabolicko stanje
jetre tijekom procesa detoksikacije. Izlaganje vrste L. obtusidens 2,4-D dovelo je do znacajnog
smanjenja razina proteina i laktata u tkivu jetre. Ovo smanjenje koncentracija ukazuje na to da
je uzrok stresa djelovanjem herbicida popracen i visokom ovisno$¢u o oksidativnoj degradaciji
glikogena. Smanjena razina laktata u jetri i miSi¢nom tkivu su indikatori izraZenije adaptacije
glukoneogeneze (Oruc i Uner, 1999). Cjelokupni rezultati upucuju na favoriziranje
glukoneogeneze, kao odgovora na smanjenje energije. Ribe Cesto koriste zalihe glikogena u
uvjetima hipoksije (Oruc i sur., 2004). S druge strane, plazma proteini su povieni pri svim
koncentracijama 2,4- D u vrste L. obtusidens, §to otvara nove moguénosti i razli¢ite odgovore
na toksi¢nost 2,4-D. Dakle, subletalne doze 2,4-D u rijekama i ribnjacima mogu imati Stetne

posljedice za Zivotni ciklus ispitane vrste ribe.

Nesto blize interesima ovih podrucja je istrazivanje utjecaja 2,4-D na Sarana, Cyprinus
carpio L. (Oruc i Uner, 1999). Akutno izlaganje C. carpio 2,4-D herbicidu utjee na
metabolizam proteina i ugljikohidrata. Sadrzaj jetrenih proteina raste, dok je aktivnost
transaminaza inhibirana. Isto tako, zabiljezena je poviSena aktivnost laktatdehidrogenaze u
serumu ribe izlozenoj nizoj koncentraciji herbicida tijekom jednog dana. Ovo moze biti
posljedica poviSene energije zbog redukcije aerobne oksidacije pri hipoksi¢nim uvjetima
uzrokovanim herbicidom 2,4-D. Stoga, poviSena razina seruma glukoze i snizene razine

glikogena upucuju na mogucénost mobilizacije izvora energije Sarana pri akutnom izlaganju

herbicidu.
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3. Zakljucak

Umijetni auksinski herbicidi kontroliraju rast korova zbog selektivhog djelovanja i
preferencijalne kontrole dvosupnih korova. Te male molekule obi¢no ne izazivaju unutarnja
otrovanja, nego inhibiraju specificne molekule tijekom biokemijskih i fizioloskih procesa
biljke.

U visokim dozama auksinski herbicidi dovode u biljkama do povecane sinteze etilena i
apscizinske kiseline, $to za posljedicu ima zatvaranje puci, inhibiciju transpiracije i asimilacije
ugljika, te pojavu oksidacijskog stresa u stanicama. U konacnici dolazi do inhibicije rasta,

pojave kloroze i nekroze te smrti biljaka.

Odredeni biljni tipovi mogu razviti rezistenciju na auksinske herbicide. Sve ucestalija
upotreba ovih herbicida u poljoprivredi dovodi do otpornosti nekih biljnih vrsta na herbicide,
pa tako i sintetske auksine. Zbog toga otporne biljne vrste okupiraju stanista i ugrozavaju
zivotnu sredinu ostalih ¢lanova biotopa. Osim toga, utjecajem ostalih abiotickih ¢imbenika na
distribuciju sintetickih auksina, ¢esto su zahvacene neciljane biljne, ali i animalne populacije,

kojima i najmanja kolebanja brojnosti prijete nestajanju.

Temeljni molekularni mehanizam, kojima auksinski herbicidi selektivno ubijaju
dvosupnice i poSteduju jednosupnice, joS nije objasnjen. Mehanizmi biosinteze auksina,
transporta 1 provodenja signala nepoznati su kod jednosupnica, a kod dvosupnica je jo§ vise
neodgovorenih pitanja. U bliskoj buduénosti vjerojatna je mogucénost razumijevanja interakcije
brojnih receptora i koreceptora aktiviranih jednom signalnom molekulom te njihove
koordinacije. Takav osvrt na problematiku omogucio bi bolje razumijevanje promjena i

prilagodbi u kompleksnoj signalnoj mrezi djelovanja sinteti¢kih auksina.
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