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Biochemical and physiological characterization of three poplar clones (Populus spp.) during
the cooper, nickel and cadmium phytoextraction process

SUMMARY

Heavy metals are severe environmental pollutants and their toxicity represents an increasing
problem at different levels. ecological, evolutionary, nutritional and environmental. Because they cannot
be degraded or destroyed, heavy metals are persistent in al parts of the environment. Phytoremediation,
the use of plants to extract, sequester and detoxify pollutants is a new and powerful technique for
environmental clean-up. In the process of phytoremediation the plants are introduced into the
environment to accumulate the contaminants in their roots and aboveground parts. Due to their
advantages (fast-growth, large biomass production, feasible reproduction, high transpiration rate and
recently sequenced genome of P. trichocarpa etc.), poplars (Populus spp.) present great candidate for
investigation in aspect of so called phytoextraction, but continued research is necessary to fully exploit
their potential. An accurate assessment of poplar response to heavy meta induced stress and
understanding of its mechanism for acclimation to stress are of crucial importance. Complex metabolic
pathways and mechanisms have been evolved to cope with stressful conditions in environment and beside
enzymatic and antioxidant response, plants show subtle but significant changes in plant hormones content
which could be indicators of metabolic status of plant and give information about adaptive response of
plant to stress and give more information about plant tolerance or sensitivity. Beside plant hormones,
polyamines (PAS), putrescine (Put), spermidine (Spd) and spermine (Spm), as low molecular-weight
organic polycations, display a high biological activity and have important role in antistress action. Since
they represent universal multifunctional regulators of physiological processes, they are also involved in
biological response to detrimental effects of heavy metalsin soils.

The aim of this study was to estimate and compare phytoextraction capacities of three different
poplar clones (M1, B229 and Pe 19/66) according to their bioconcentration and trandocation factors
(BCF and TF) during phytoextraction process in soil. Furthermore, the goal was to assess different
biological responses among the poplar clones during exposure to different concentration of three heavy
metals (Ni, Cu and Cd) and to track changes in their mineral, physiological, biochemical, antioxidant and
metabolomic status that occur during the abictic stress. To accomplish this, the greenhouse pot
experiment was designed under the controlled conditions. Cuttings of tree poplar clones (M1, B229 and
Pe 19/66) belonging to two poplar species (Popul us deltoides and Populus x euramericana) were exposed
for three months to different concentration of three heavy metals (Ni%*, Cd** and Cd*") in soil, separately.
The soil was treated with maximum allowed amount (MAA) and tripled MAA of each metal according to
National legidation. Quantification of physiological properties (net photosynthesis, transpiration rate and
water use efficiency), minera (N, P, C, Mg and Ca contents) and metabolomic composition (polyamines,
total phenolics and flavonoid contents), as well as phytohormones (indol-3-acetic and abscisic acid) and
polyamine quantification was done. Furthermore, assessment of disturbances in root and leaf antioxidant
potential by tracking radical scavenger capacities (RSC) against DPPH, ABTS, OH and NO radicals and
by measuring ferric reducing antioxidant power (FRAP) and enzymes activities (SOD, POD, GPx, GR) in
vitro was performed.

Obtained results indicate that there was significant variability among the poplar clones in
phytoextration capacity. According to BCF and TF factors, clone B229 appears to be the most efficient in
nickel accumulation at its higher concentrations in the soil, while clone M1 was the most efficient at
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treatments with lower nickel concetration. The same poplar clone, M1 was the most efficient in
phytoextration of copper ions, while clone Pe19/66 distinguishes itself as the best accumulator of Cd ions.
Due to low TF, concentation of accumulated heavy metals was the most abundant in roots comparing to
the aboveground parts, which makes these poplar clones good candidates for phytostabilization and
rhizofiltration processes. In this study, disturbances in mineral composition, as a concequence of heavy
metal exposure were found, especialy in the uptake of Mg® and Ca®* in roots of poplar clones.
Significant differences in the biochemical and physiological stress responses among poplar clones,
depending on heavy metal concentation, were observed. Undoubtedly, applied metal concentrations
caused oxidative stress and process of lipid peroxidation in poplar clones, due to high MDA accumulation
and significant changes in antioxidative enzymes acitivies and disturbances in radical scavenger
capacities (RSC) of poplar extracts compared to the controls. Obtained results showed that poplar clones
responded with increased amounts of IAA, ABA, free and conjugated polyamines as well as increased
total phenalic and flavonoid contents to elevated concentration of all applied metals.

These parameters indicate that poplar clones M1 and Pel9/66 are more tolerant to copper induced
stress than clone B229. Obtained results should be used in selection of heavy metal tolerant poplar clones
with interesting perspectives for application in phytoremediation technologies and as a platform for
forestation programs of heavy metal polluted soils. Still, there are problems in natural habitats where
overlapping stress factors could be present. Beside these, some further molecular analysis regarding
specific gene expression are needed.

Key words. Poplar clones, heavy metals, phytoextraction, oxidative stress, phytohormones,
polyamines, reactive oxygen species, antioxidants, phonolic compounds



SKRACENICE:

AAPK - ABA aktivirane protein kinaze
ABA- abscisinska kiselina (eng. abscisic acid)
ABA-GE- ABA-B-glukozil estar

ABC transporteri- transporteri koji koriste
ATP (eng. ATP binding cassette transporters)

ADC-arginin-dekarboksilaza
AK -aminokiselina
APx-askorbat-peroksidaza
ATP- adenozintrifosfat

BCF- biokoncentracijski faktor-(eng.
bioconcentration factor)

CAT- katalaza (eng. catal ase)

Cyt pssg.-Citohrom pssg
DAO-diamin-oksidaza

DNK -deoksi ribonukleinska kiselina
DPPH-2,2,-difenil pikril-hidrazil radikal
DW- suvamasa (eng. dried weight)
EDTA- etilendiamintetrasircetna kiselina
FAD- flavinadenin dinukleotid
FCR-Folin-Ciocalteu reagens

FW-sveZza masa (eng. fresh weight)
GA-giberelinska kiselina (eng. giberelic acid)
GM O-genetski modifikovani organizmi
GR-glutation-reduktaza

GSH-redukovani glutation

GSH-Px- glutation-peroksidaza

GSHS- glutation-sintetaza

GSNOR- S-nitrozogl utation reduktaza
GSNO- S-nitrozoglutation

GSSG- oksidovani glutation

GST- glutation-S- transferaza

HAT -prenos atoma vodonika (eng. hydrogen
atom transfer)

HR-hipersenzitivnareakcija

I AA-indol-3-sir¢etna kiselina

I AN-indol -3-acetonitril

| Cso-inhibitorna koncentracija
JA-jasmonska kiselina (eng. jasmonic acid)
M APK -mitogen aktivirajuce protein kinaze
M DK -maksimalna dozvoljena koncentracija
M Ts-metalotioneini (eng. metal othioneins)
NA D-nikotinamid-adenin dinukleotid
NADPH -nikotinamid-adenin dinukleotid fosfat
NA-nikotinamid

NBT -nitroblutetrazolijum
NCED-9-cis-epoksi-karotenoid dioksigenaza
NR-nitrat-reduktaza
OASTL-O-acetilserin-tiolijaza

OXO-oksal at-oksidaza

PA-fazei¢na kiselina

PAO-poliamin-oksidaza



PAs-poliamini
PCA-perhlornakiselina (eng. perchloric acid)

PCB-polihlorovani bifenili (eng.
polychlorinated biphenyls)

PCSHitohelatin-sintaza
PCsHitohelatini (eng. phytochel atines)
PhA-fenilamidi

Put-putrescin

QA-plastohinon A

RNK -ribonukleinska kiselina

RNS-reaktivne azotove vrste (eng. reactive
nitrogen species)

ROS-reaktivne kiseoni¢ne vrste (eng. reactive
oxygen species)

rpm-obrtaja po minuti (eng. rotation per minute)
SA-sdlicilnakisdina (eng. salicylic acid)
SAT -serin-acetil- transferaza

SET -prenos jednog elektoktrona (eng. single-
electron transfer)

Smd-spermidin

SM O-spermin-oksidaza
SNO-nitrozotioli

SOD- superoksid-dizmutaza
SPDS-spermidin-sintetaza
Spm-spermin

T CD- termokonduktometrijski detektor (eng.
thermal conductivity detector)

TCE- trihloretilen

TEAC-troloks ekvivalent (eng. trolox equivalent
antioxidant capacity)

TF- faktor trand okacije (eng. trand ocation
factor)

TFs- transkripcioni faktori

TPC- sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (eng.
total phenolic content)

WUE- stepen iskori$tenosti vode (eng. water use
efficiency)

ZEP- zeoksantin-epoksidaza

v-ECS-y-glutamil-cistein sintetaza
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1. UvOD

Poslednjih decenija procesi urbanizacije 1 naglog razvoja industrije doveli su do sve brzeg
zagadivanja zivotne sredine (zemljiSta, vode i vazduha), globalnog zagrevanja i klimatskih promena.
Povecane koncentracije teskih metala predstavljaju veoma toksi¢ne zagadivace koji ukoliko dospeju u
lance ishrane se akumuliraju u zivim bi¢ima, §to nosi veliki rizik po zdravlje Zivotinja i ljudi. Teski metali
najcesée dospevaju u lanac ishrane konzumacijom kontaminiranih biljaka. Iako su u niskim
koncentracijama neki teski metali esencijalni za funkcionisanje zivih bica, u poviSenim koncentracijama
zbog kumulativnog efekta izazivaju toksi¢ne efekte kod svih zivih organizama i predstavljaju rastuci

ekoloski problem (Wang et al., 2004).

Maksimalne dozvoljene koncentracije teSkih metala u zemljiStu su definisane uredbama na
nacionalnom nivou sa odredenim regionalnim razlikama, dok na pojedinim lokalitetima mogu prevazi¢i
dozvoljene granice deset, pa i pedeset puta (Jackson i Alloway, 1991). Problem nagomilavanja teskih
metala u zemljistu do sada je reSavan skupim, abrazivnim, hemijskim i fizickim metodama, koje zbog
nedostatka univerzalne hemikalije koja bi se koristila za sve metale (Chaney et al., 1997) nisu bile
dovoljno efikasne, lako primenjive i isplative. Poslednjih godina, sve viSe paznje se posvecuje primeni
bioloskih, manje opstruktivnih tehnologija iz domena nove interdisciplinarne nauc¢ne discipline tzv.
fitoremedijacije. Fitoremedijacija koristi biljke ili genetski modifikovane organizme (GMO) koji imaju
sposobnost akumulacije i detoksifikacije teskih metala ili organskih polutanata sa ciljem da obnove i

oCiste zagadena staniSta, translocirajuci ih u svoje nadzemne delove (Baker et al., 2000).

Topole zbog svojih osobina (brzog rasta, velike biomase, visokog stepena transpiracije, nedavno
sekvenciranog genoma Populus trichocarpa, neucestvovanja u lancu ishrane itd.) su naro€ito pogodne za

proces fitoekstrakcije, koji i dalje nije potpuno rasvetljen. Zbog navedenog, neophodno je da se u procese
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fitoremedijacije uklju¢e novi klonovi topola koji bi se pokazali kao efikasni u remedijaciji zemljista
zagadenih teSkim metalima i koji imaliju bolje razvijene mehanizme detoksifikacije i odbane od Stetnih
uticaja teSkih metala.

Tolerancija na teSke metale kod biljaka moZe biti definisana kao sposobnost da se prezivi na
zemljiStu koje je toksi¢no za druge biljke i1 predstavlja rezultat interakcije genotipa i uslova Zivotne
sredine. Tolerantnost biljaka prema teskim metalima moze da bude tokom filogeneze steCeno svojstvo
(konstitutivna tolerantnost) i da ima genetsku osnovu i/ili da predstavlja stresnu adapciju tj. odgovor na
nepovoljne uslove sredine (indukovana tolerantnost). Poznavanje genetske i fizioloske osnove
tolerantnosti biljaka prema teskim metalima je od izuzetnog znacaja za selekciju i stvaranje podesnih,
vise tolerantnih genotipova za regione koji se odlikuju ve¢im sadrzajem teSkih metala.

Teski metali, faktori abiotiCkog stresa, izazivaju niz Stetnih pojava kod biljaka dovodeci do
anatomskih, morfoloskih, fizioloskih i biohemijskih poremecaja narusavanjem niza fundamentalnih
metabolickih procesa (fotosinteze, ¢elijkog disanja, mineralne ishrane itd.). Jedan od nacina delovanja
teskih metala je i naruSavanje redoks ravnoteze u biljnim ¢elijama, Sto dovodi do proizvodnje slobodno-
radikalskih vrsta kiseonika, koje mogu da ostete biomolekule (lipide, proteine, nukleinske kiseline i dr.) i
izazovu oksidativni stres kod biljaka. Da bi se zastitile od negativnog uticaja teSkih metala, biljke su
tokom evolucije razvile mehanizme kojima smanjuju unos metala u citosol ¢elije. Ovi mehanizmi
obezbeduju kompleksiranje teskih metala po ulasku u ¢eliju sa fitohelatinima, metalotioneinima,
organskim kiselinama i dr. time spreavaju¢i metale da inaktiviraju kataliticki aktivne ili strukturne
proteine.

Adaptiranost biljke na abioti¢ki stres izazvan teskim metalima, zavisi od efikasnosti odbrambenih
mehanizama biljke koji aktiviraju biosintezu molekula sa antioksidantnom funkcijom (enzimski
antioksidantni sistemi, fenolna jedinjenja, glutation, poliamini i dr.). Ova jedinjenja ucestvuju u
neutralizaciji reaktivnih kiseoni¢nih i azotovih radikalskih vrsta, te znacajno doprinose odrzavanju jonske
i redoks homeostaze biljne ¢elije.

Biljke koriste slozene signalne puteve kako bi prepoznale prisustvo teSkih metala u zemljistu. U
sprovodenju signala abiotickog stresa, vaznu ulogu igraju sekundarni glasnici koji stvaraju bioloske
odgovore putem regulacije ekspresije odbrambenih gena koji ucestvuju u detoksifikaciji ili gena koji
kodiraju transportne proteine za jone metala. Ulogu sekundarnih glasnika u sprovodenju signala o
abiotickom i oksidativnom stresu, pored biljnih hormona, enzima kinaza ili transkripcionih faktora, imaju
i reaktivne kiseoni¢ne i azotove vrste kao §to su vodonik-peroksid i azot-oksid. Smanjenju stresa koji
izazivaju teski metali doprinosi 1 akumulacija osmolita poput prolina, rastvorljivih Secera, poliamina ili
pak biljnih hormona kao §to je abscisinska kiselina (ABA), koja vazi za “antistres hormon”. UkrStenost

signalnih puteva koji se aktiviraju pod uticajem teSkih metala i onih koje aktiviraju drugi faktori
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abiotickog stresa (suSe, zaslanjenosti, poviSene 1 sniZene temperature, uticaj pesticida i dr.), joS uvek nije

potpuno rasvetljena.

Testiranje novih klonova topola sa aspekta fitoekstrakcije, kao i dobijanje informacija o
bioloskim odgovorima i tolerantnosti na teske metale je od velikog znacaja za pravljenje programa
posumljavanja stanista zagadenih ovim polutantima. Ovaj rad se bavi uporedivanjem sposobnosti tri do
sada nedovoljno ispitana klona topola da vrse fitoekstrakciju bakra, nikla i kadmijuma. Takode se porede
njihovi bioloski odgovori na prisustvo ovih metala u koncentracijama koje su viSe od maksimalno
dozvoljenih u zemljistu prema nacinalnoj legislaciji. U radu je izvrSena komparacija uticaja nitritnih soli
tri teSka metala, te su praceni i bioloski odgovori ispitivanih klonova topola koji se manifestuju
akumulacijom metabolita, posebno fitohormona (abscisinske kiseline i1 indol-3-sir¢etne Kkiseline),
poliamina ili promenom aktivnosti enzima uklju¢enih u antioksidantnu zastitu u korenovima i listovima
topola. Ovaj rad ukazuje na moguc¢nost primene biohemijskih parametara kao indikatora zagadenosti
zivotne sredine teSkim metalima, koji bi se u buducnosti mogli koristiti u programima za monitoring

Sumskih ekosistema.

Sli¢na istrazivanja biohemijske i fizioloSke karakterizacije klonova topola pod uticajem tesSkih
metala su dosada sprovedena u vodenoj kulturi i kulturi tkiva (Franchin et al., 2007, Pajevi¢ et al. 2007,
Nikoli¢ et al., 2007). Ovo istrazivanje predstavlja pionirski rad u oblasti fitoremedijacije u zemljiSnom
medijumu, koje kao najsloZenije, najpribliznije oponasa interakciju biljaka topola sa teskim metalima
prisutnim u prirodnim staniStima. Klonovi topola, koji su istrazivani u ovom radu, dosada nisu

sveobuhvatno i sistematski ispitani sa fizioloskog, biohemijskog i aspekta fitoremedijacije.
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2. PREGLED LITERATURE

Zagadenost zivotne sredine predstavlja veliku pretnju kako za dobrobit Covec€anstva, tako i drugih
bioloskih zajednica. Teski metali predstavljaju znacajne neorganske zagadivale Zivotne sredine, te je
njihova toksic¢nost rastuci problem zbog ekoloskih, evolucijskih, prehrambenih i razloga ocuvanja zivotne
sredine (Benavides et al., 2005). Upravo zbog osobine da se ne mogu degradirati ili unistiti, oni ostaju
perzistentni u svim delovima Zivotne sredine, te se njihova koncentracija u zemljiStu kumulativno
povecava kao posledica ubrzane industrijske aktivnosti Sirom sveta. Upravo zbog svoje ubikvitarnosti,
toksicnosti, biodostupnosti, mobilnosti i perzistentnosti, teSki metali su danas postali najvise proucavani
zagadivaci Zivotne sredine.

Pod izrazom "teski metali" se podrazumeva velika grupa prelaznih elemenata koji ispoljavaju
izuzetnu toksi¢nost po zive organizme, odnosno zivotnu sredinu. Epitet "teski" poti¢e od Cinjenice da
veéina ovih elemenata ima zapreminsku masu veéu od 6 kg/dm”® i atomski broj veéi od 40, medutim zbog
svoje poznate toksi¢nosti u ovu grupu se ubrajaju i neki metali sa manjom zapreminskom masom, npr.
Be, zatim metaloidi (As i At), pa ¢ak i neki nemetali (Se). Upotreba izraza "toksi¢ni elementi" bi viSe
odgovarala, medutim neki od ovih elemenata (Co, Cr, Cu, Mn, Mo i Zn) su u niskim koncentracijama
esencijalni za Zive organizme, a tek pri viSim koncentracijama ispoljavaju toksi¢no dejstvo. Nova teznja u
terminologiji ovih elemenata je da se oni oznace kao "elementi u tragovima" (eng. trace elements), jer se
u prirodi nalaze u malim koli¢inama, a u upotebi je, sve ¢esce, i termin ,,potencijalno toksi¢ni elementi*
(PTE). U nasem zakonodavstvu (Sl. Glasnik RS 23/94) ovi elementi su oznaceni kao Stetne (Cu, Zn i B) i
opasne materije (Cd, Pb, Hg, As, Cr, Ni, F) (Zeremski, 2005).

2.1. Poreklo teskih metala u zemljiStu

U svetu je trenutno vise od 235 miliona hektara zemljiSta zagadeno teskim metalima. Poreklo
teskih metala u zemljistu moze biti prirodno (geohemijsko) i antropogeno (zagadenje izazvano ljudskom
aktivnos¢u) (Alloway et al., 1995). Teski metali u prirodnim, nezagadenim zemljistima vode poreklo
iskljucivo iz litosfere, odnosno iz mineralnog dela zemljista koji ¢ine stene i minerali koji saCinjavaju
Zemljinu koru. U toku procesa pedogeneze (formiranja zemljiSta) dolazi do raspadanja stena, a teski
metali se oslobadaju iz maticnog supstrata najc¢es¢e putem hidratacije, hidrolize, rastvaranja, oksidacije,
redukcije, a zatim se koncentriSu u gornjim ili donjim slojevima zemljista u zavisnosti od tendencije da se
vezuju za glinu, hidratisane okside ili organsku materiju. Jedan deo teskih metala u zemljiStu nastaje kao
posledica geohemijskih procesa, ali i kao posledica vulkanskih erupcija i raznoSenja kontinentalne
prasine, te mnogi regioni predstavljaju prirodna mineralna skladista. Visak teskih metala prvenstveno se
javlja na zemljistima nastalim od minerala bogatih teSkim metalima, kao npr. zemljiStima nastalim na

sulfatnim, bakarnim i silikatnim mineralima, ili na serpentinskim stenama zbog ¢ega se odlikuju visokim
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sadrzajem nikla i hroma. Zemljista nastala na sedimentnim i metamorfnim stenama odlikuju se velikim
udelom kadmijuma. Sulfatna i lateritna zemljiSta su bogata gvozdem, a tresetna cinkom. Na dreniranim i
plavljenim podruc¢jima dolazi do viska gvozda, mangana i molibdena (Zeremski, 2005).

Pored prirodnih, izvori teskih metala mogu biti i antropogenog porekla sto ukljucuje atmosferske
polutante iz motornih vozila nastalih sagorevanjem fosilnih goriva u saobracaju, deponija urbanih i
industrijskih otpadaka, kanalizacijskog mulja, emisije prasine, aerosola i leteCeg pepela sa mesta
industrijske prerade metala. Metalopreradivacka industrija, galvanoindustrija i topionice ruda drasti¢no
doprinose Sirenju teskih metala u ruralne oblasti, te i u poljoprivredno zemljiste. Poljoprivredno zemljiste,
sa druge strane, moze biti zagadeno teSkim metalima kao posledica dubrenja kanalizacijskim muljem iz
okolnih opstina ili povecanom upotrebom fosfatnih i organskih dubriva i pesticida (Huttermann et al.,
1999). S obzirom da se teski metali nalaze kao necistoce u dubrivima (Cd, Cr, Mo, Pb, U, V, Zn i dr.),
kanalizacionom mulju (Cd, Ni, Cu, Pb, Zn), pesticidima (Cu, As, Pb), pa ¢ak i stajskom djubrivu (Cd, Cu,
Ni, Pb, Zn), upotreba ovih poljoprivrednih sredstava treba da je pod strogom kontrolom. Tretirano
zemljiSte se u razvijenim poljoprivrednim regionima podvrgava ¢estom monotoringu na optere¢enost
teSkim metalima (Kabata-Pendias i Pendias, 1992).

2.2. Teski metali i biljke

Teski metali su danas postali jedan od glavnih abiotic¢kih Cinioca koji negativno uti¢u na zive
organizme. Biljke imaju veoma vaznu ulogu u kruzenju teskih metala u prirodi, pre svega zato §to
konzumacijom biljaka teSki metali ulaze u lanac ishrane i negativno uti¢u na zdravlje ljudi. Tip zemljista,
pH vrednost, kao i sadrzaj organskih materija u zemljiStu posebno uti¢u na nakupljanje i dostupnost
teskih metala biljkama (Zeremski, 2005). Teski metali, poput Zn i Cu, su esencijalni za normalan rast i
razvoj biljaka jer predstavljaju delove mnogih enzimskih kompleksa i nekih proteina. Povecane
koncentracije esencijalnih i neesencijalnih metala u zemljistu dovode do simptoma toksicnosti i inhibicije
rasta biljke, $to moze biti posledica vezivanja za SH grupe proteina, Sto rezultuje u inhibiciji enzimske
aktivnosti i naruSavanju njihove strukture, zameni esencijalnog jona neesencijalnim dovodeci do deficita
esencijalnih metala i stimulacije proizvodnje slobodno-radikalskih vrsta i uzrokovanja oksidativnog stresa
(Shah et al., 2001). Izlaganje toksi¢nim nivoima teSkih metala uzrokuje makroskopske posledice po
biljku, poput inhibicije rasta nadzemnih i podzemnih delova, lisne hloroze i nekroze, gubitka turgora,
smanjenja klijanja semena i smanjenja fotosintetickog aparata, Sto je u vezi sa ubrzanim procesima
starenja i smrti same biljke. Svi nabrojani efekti dovode do promena u biohemijskim i molekulskim
procesima, te i samoj strukturi biljnog tkiva i ¢elija u prisustvu teskih metala (Stajner i Popovié, 2008).

U cilju da odrZe koncentraciju esencijalnih metala u fizioloskim granicama i da minimalizuju

Stetne efekte neesencijalnih metala, biljke kao i drugi organizmi, su tokom evolucije razvile kompleksnu
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mrezu homeostatskih mehanizama, koji sluze da kontroliSu i reguliSu unos, akumulaciju, transport i
detoksifikaciju metala. Tolerancija na te$ke metale dosad je najvise proudavana na jonima Zn**, Cu®',
Ni*" i Cd*", a proucavanje ovih mehanizama dodatno usloZnjava i &injenica da se neki od metala javljaju u
razli¢itim oksidacionim stanjima, kao npr. redoks-aktivni Cu®", dok su neki, kao Zn*" i Cd**, redoks
inertni. U tabeli 1. se mogu videti redoks potencijali pojedinih teSkih metala.

Tabela 1. Elektrohemijski potencijal pojedinih teskih metala u vodenom medijumu (Weast et al., 1984)

Tabela 1. Elektrohemijski potencijal (mV) teikih metala u
vodenom medijumu (pH=7, 25 C)

Metalni katjon Redox potential (mV)
Zn’t — 118
cd*t —0.82
Ni+ —0.65
Pb** —0.55
Cu’* —0.26
Fe’* +0.35
Hg'* +0.43
Agt +1.57

Teski metali uticu na biljke posredno i/ili neposredno. Teski metali uticu na mineralnu ishranu,
vodni rezim, fotosintezu, disanje, prakticno na sve fizioloSko-biohemijske procese i dovode do
anatomskih 1 morfoloskih promena, smanjenja organske proizvodnje i promene hemijskog sastava biljaka.
Neki teski metali (Hg, U, Cd i Fe) mogu da stupe u reakciju sa konstituentima celijske membrane, te
dovedu do promena u permeabilnosti i fluidnosti membrane. Teski metali, heliraju¢i se za odredene
kompleksone i ligande, povecavaju moguénost prolaska kroz nepolarne lipidne dvosloje celijskih
membrana. Arsenat, telurat i tugstenat zauzimaju mesto nekih anjona u metabolizmu, te predstavljaju
poznate antimetabolite, dok se gvozde i njemu slicni teski metali helatiraju sa nekim metabolitima
stvarajuci talog i onemogucavajuci pritom uces$ée ovog metabolita u prometu materija.

Danas se pridaje velika paznja proucavanju uticaja razlicitih koncentracija teskih metala na biljke,
1 to ne samo sa stanovista njihovog metabolizma, ve¢ u cilju stvaranja genotipova tolerantnih prema
njihovom visku, koji bi se odlikovali visokom hiperakumulacijom teskih metala i tako nasli primenu u
dekontaminaciji zagadenih zemljiSta. Proces dekontaminacije zagadenih zemljiSta upotrebom biljaka
naziva se fitoremedijacija, a process koji se odnosi na uklanjanje neorganskih zagadivaca, poput teskih
metala, iz zemljiSta upotrebom biljaka se naziva fitoekstrakcija. Neke biljke, ne samo Sto toleriSu visoke
koncentracije metala, nego vrSe i hiperakumulaciju istih. Vise od 400 razli¢itih vrsta koje pripadaju
taksonomski vrlo razli¢itim grupama su opisane kao hiperakumulatori. Hiperakumulatorima se zvani¢no
smatraju biljke koje su sposobne da akumuliraju vise od 0.1% suve materije elemenata poput Ni, Co ili
Pb. Granica za Zn je viSe od 1%, za Cd >0.01% suve materije. Hiperakumulacija je naj¢es¢e primecena za
Ni, Zn, Co i Se. Interesantno je da je priblizno 75% hiperakumulatora okarakterisano kao Ni

hiperakumulatori (Baker i Brooks, 1989).
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2.3. TeSki metali i mikroorganizmi

Rast i1 razvi¢e biljaka nalazi se u direktnoj zavisnosti od efektivne plodnosti zemljista koja je
prvenstveno uslovljena sadrzajem organske materije i delatnoS¢u mikroorganizama u zemljistu.
Mikroorganizmi svojom aktivno$¢u ucestvuju u stvaranju zemljista, kao i odrZzavanju njegove plodnosti.
Brojnost i enzimska aktivnost mikroorganizama moZze da posluzi kao jedan od pokazatelja plodnosti
zemljista, te na njih znacajno uticu svojstva zemljista, klima, uneta organska i mineralna dubriva, pesticidi
i kontaminacija teSkim metalima (Govedarica et al, 1993). U zemljistu zive razliCite vrste
mikroorganizama: bakterije, gljive, alge, protozoe, virusi i liSajevi. Njihova brojnost se krece od nekoliko
desetina do nekoliko miliona u 1,0 g apsolutno suvog zemljiSta, a biomasa iznosi 5-20 kg sirove mase po
1 ha zemljista. U celokupnoj organskoj materiji zemljista ¢elije mikroorganizama ucestvuju sa 0.1-3 %.
Ta ogromna brojnost mikroorganizama je svojom aktivno$¢u u stanju da razlozi tone biljnih ostataka, da
ucestvuje u sintezi humusa i da stvara i pribavlja sve asimilate za biljku. Pored biomase mikroorganizama
vazna je i njihova enzimska aktivnost, zahvaljujuci kojoj mikroorganizmi izazivaju najznacajnije promene
u organskim i mineralnim sastojcima zemljista. U rizosfernom zemljiStu brojnost i enzimska aktivnost je
veca u odnosu na okolno zemljiSte jer je u njemu veca i koli¢ina korenovih ekshudata. Na kraju vegetacije
biljaka, i brojnost i enzimska aktivnost mikroorganizama se obi¢no smanjuje. Mikroorganizmi sinteti$u i
izlucuju u spoljnu sredinu fizioloski aktivne materije: vitamine, auksine, gibereline, enzime,
aminokiseline, itd. Pod uticajem ovih stimulativnih materija poveéava se intenzitet disanja biljnog tkiva,
aktivnost njihovi enzima povecava, stimuliSe se fotosinteza, pospeSuje bolje iskori§¢avanje hranjivih
materija od strane korenovog sistema, povecava otpornost i prinos biljaka. Povec¢an unos teskih metala
mehanizacijom i razvojem savremenih tehnologija u zemljiSte, utice veoma toksicno na mikroorganizme i
njihovu enzimsku aktivnost, $to moze izazvati katastrofalne posledice na plodnost i biogenost zemljista.

Kao bioindikatori zagadenja zemljista sa teSkim metalima, pored brojnosti pojedinih sistematskih
i fizioloskih grupa mikroorganizama, moze posluziti i njihova biohemijska aktivnost. Enzimi katalizujuci
biohemijske procese u zemljis§tu mogu biti pokazatelji mikrobioloske aktivnosti. Ucestvujuéi u bioloskim
ciklusima i kruzenju C, N, P i S, mikroorganizmi imaju znacajnu ulogu u sintezi humusa, a samim tim i
plodnosti zemljista. Enzimi mikroorganizama su najbrojniji, mada su u zemljiStu zastupljeni i enzimi
korenovog sistema biljaka. Najcesc¢e su prisutni enzimi iz grupa oksidoreduktaza, hidrolaza, transferaza i
liaza. Takode i1 enzimi mrtvih ¢elija mogu znacajno uicati na biohemijske procese u zemljistu. Enzimi
mogu biti slobodni u zemljisSnom rastvoru ili vezani za organske ili neorganske delove zemljiSta. Na
aktivnost enzima drasti¢no uti¢e 1 kontaminacija zemljista teSkim metalima. Kao opsti pokazatelj nivoa
bioloske aktivnosti moze da posluzi odredivanje dehidrogenazne aktivnosti zemljista, jer dehidrogenaze

(DHA) ucestvuju u ciklusu di- i trikarbonskih kiselina, anaerobnim i aerobnim fermentacijama, kao i
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drugim energetskim putevima. Utvrdeno je smanjenje dehidrogenazne aktivnosti u zemljiStu
kontaminiranom metalima. Veoma negativan uticaj teSki metali imaju i na aktivnosti enzima nitrogenaze,
celulaze i proteaza. U Sumskom zemljista sa poveéanim koncentracijama jona Cu*" i Zn>', zabeleZio
smanjene aktivnosti ureaze i kisele fosataze, dok negativan uticaj na P-glikozidaze nije ustanovljen
(Govedarica et al., 1995).

2.4. Proces fitoremedijacije

Upotreba bioloskih sredstava, radi ¢iS¢enja zivotne sredine od zagadivaca, ukljucuje i tehnike
bioremedijacije. Ova tehnologija je bazirana na upotrebi prirodnih ili genetski modifikovanih organizama
(GMO) i njihovoj sposobnosti da obnove i oCiste zagadena stanista i zastite zivotnu sredinu (Baker et al.,
2000). Fitoremedijacija je tehnologija koja koriste¢i biljke vr$i uklanjanje ili degradaciju razlicitih
polutanata iz Zivotne sredine. Tokom poslednjih decenija ova tehnologija poprimila je naucni znacaj i
dobila komercijalnu upotrebu (Kramer i Chardonnens, 2001). Dietz i Schnoor (2001) razlikuju vise tipova
fitoremedijacije:

1) Fitoekstrakcija

2) Fitodegradacija/fitotransformacija

3) Rizofilizacija/rizofiltracija (uklanjanje polutanata iz vodene faze od strane korenova biljke)
4) Fitostabilizacija

5) Fitovolatizacija (upotreba biljaka za isparavanje polutanata)

6) Uklanjanje polutanata iz vazduha od strane biljaka

NajviSe paznje dosada posvecéeno je fitoekstrakeiji, fitodegradaciji i fitostabilizaciji (slika 1).

Kod fitoekstrakcije biljke rastu na zagadenom zemljistu i seCene su s vremena na vreme kako bi
njihova biomasa sa akumuliranim neorganskim polutantima mogla biti koriS¢ena u razne svrhe u
zavisnosti od vrste zagadenja. Na primer, drvni materijal moZe biti spaljen za energetske potrebe. Glavni
cilj je uklanjanje zagadivaca iz zemljiSta i njegovo koncentrovanje u biomasu nadzemnih delova biljke,
gde ¢e krajnjim spaljivanjem biljnog materijla do¢i do koncentrisanja zagadivaca do biokoncentracijskog
faktora 10 i viSe po suvoj materiji. U razvijenim zemljama danas postoje posebne procedure i politika oko
odlaganja takvog pepela. Prinos metala iz biljnog tkiva tzv. fitorudarstvo (eng. phytomining), koje je
vekovima primenjivano na primeru kalijuma, moze imati i ekonomski znacaj (Meagher, 2000).
Fitorudarstvo kao zelena tehnologija moze da zameni destruktivne, abrazivne, neekonomicne,
konvencionalne metode (Brooks et al., 1998). Biljke su takode sposobne da usvajaju i radioizotope poput
B4Cs i 7Cs koji predstavljaju veliki problem Zivotne sredine nakon ispustanja iz nuklearnih postrojenja

(White i Broadley, 2000).
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Sa druge strane, biljke su takode sposobne da transformiSu organske polutante usvojene iz zivotne
sredine u manje toksicne, i taj proces se naziva fitodegradacija. Ovo je narocito znac¢ajno za Sirok spektar
Stetnih organskih jedinjenja, ukljuujuci i ona koja su najviSe prisutna, kao Sto su najveéi zagadivaci
zivotne sredine, poput polihlorovanih bifenila (PCB), hlorovanih ugljovodonika, kao i municijski otpad
bogat nitroaromatiénim jedinjenjima (Hannink et al., 2002). Proces biotransformacije organskih

polutanata, od konjugacije do enzimske degradacije, prikazan je na slici 1.

a) Fitoekstrakcija g %
4 "'
=
Sadenje —
Rasil biljaka . Y Uklanjanje
agaweno o zagadenih
zemljiste

nadzemnih delova

- 8
." - Manje zagadeno
zemljiste
g ot Moguce oslobadanje
b) Fitod d itovolatizacij
) egradacia c) Fitovolatizacija isparljivih jedinjenja
S;fq?enje . : , Upotreba drvnih
Zagadeno biljaka proizvoda
zemljiste E— = transformacija
zagadivata
L
o e - = e | Manje zagadeno

zemljiste

Slika 1. Tlustracija procesa fitoekstrakcije i fitodegradacije (Peuke i Rennenberg, 2005)

Neki elementi poput As, Hg, Fe, Se ili Cr postoje u raznim katjonskim, oksianjonskim, tio- i
organo metalnim kompleksnim oblicima. Fitostabilizacija predstavlja upotrebu biljaka koje zagadenja
zadrzavaju in situ i sprecavaju eroziju izazvanu vetrom i vodom (slika 2). U ovom slucaju industrijske
oblasti ili deponije su okruzene plantazama drveca (npr. topola), kako bi se izbeglo Sirenje kontaminacije

vetrom. Gajenje biljaka na zagadenom zemljistu dodatno sprecava eroziju.
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d)Fitostabhilizacija
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Slika 2. Ilustracija procesa fitostabilizacije (Peuke i Rennenberg, 2005)

2.4.1. Prednosti i mane fitoremedijacije

Uslovi koje biljke treba da ispune da bi se koristile u fitoremedijaciji, nalaze se u njihovim
naslednim agonomskim osobinama, poput velike biomase, visokog stepena transpiracije, dubokog
korenovog sistema i sposobnosti da podnose stres u zagadenoj zivotnoj sredini. Kako je ceo proces voden
solarnom energijom, nema zahteva za veStackim izvorima energije, Sto ¢ini ovu tehnologiju jeftinom i
prijateljski nastrojenom po okolinu, gde su troSkovi i do 10 puta nizi u odnosu na konvencionalne
hemijske i mehanicke metode (Vassilev et al., 2004; Pilon-Smits, 2005). Bilans emisije CO, je neutralan,
s obzirom da tokom sagorevanja koli¢ina oslobodenog CO; nije ve¢a od koli¢ine CO, fiksiranog ranije
tokom rasta biljke. Biljke smanjuju eroziju izazvanu vetrom ili vodom, i predstavljaju konstantnu,
samoobnovljivu metodu uklanjanja polutanata iz zemljiSta. Biljke omoguéavaju zadrzavanje korisnih
makro- 1 mikronutrijenata u zemljistu, kao i oCuvanje mikrobioloskih osobina zemljista, te zadrzavaju
vrednost zemljista, §to je ekonomski isplativo i za investitore (Sykes et al., 1999).

Svakako da je ovaj metod daleko sporiji od mehanickih metoda jer je ogranicen brzinom rasta
biljaka i zavisi od klimatskih faktora i sezone, ali i od osetljivosti primenjenih biljaka na bolesti i
StetoCine. Efikasnost remedijacije je ograni¢ena dubinom korenovog sistema, te i biodostupnoséu i
rastvorljivoS¢u zagadivaCa u zemljiSnom supstratu. Primenjiva je samo kod zagadenja u niskim
koncentracijama koje ne izazivaju letalni efekat po biljku, dok je manje primenjiva kod kombinovane
organske i neorganske kontaminacije. Nije preporucljivo uvodenje invazivnih vrsta koje mogu da ugroze
biodiverzitet.

Najvec¢a mana fitoremedijacije je to Sto je spor i dugotrajan proces, s obzirom da je potrebno
nekoliko godina ili decenija, u zavisnosti od uslova sredine, vrste zagadenja i primenjene biljne vrste,

kako bi doslo do smanjenja zagadenja (Schwitzguebel et al., 2002). Dodatno, nakon sagorevanja biomase,
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pepeo iz fitoekstrakcije metalima zagadenog zemljista se mora skladistiti na specijalan nacin. Sli¢no
drugim novim tehnologijama, fitoremedijacija nailazi na otpor u javnosti zbog nepredvidivosti rezultata.
Osporavanje i javno negodovanje je posebno naglaseno ako su genetski modifikovane biljke ukljuc¢ene u
ovaj proces. Pritom, ova tehnologija fitoremedijacije je vise prihvatljiva za niska i umerena zagadenja u
plitkim povS$inskim zonama, za koja se pretpostavlja nizak do umeren rizik na ljudsko zdravlje (Wolfe i
Bjornstad, 2002).

Sposobnost biljke da vrsi fitoekstrakciju ili fitodegradaciju polutanata iz zemljiSta zavisi od
nekoliko fizioloskih procesa: 1) unosa putem korena, 2) ulaska u ksilem, 3) transporta ksilemom u izbojke
tokom transpiracionog toka, 4) unosa od strane lisnog tkiva, 5) akumulacije, skladistenja i detoksifikacije
(helatacije, degradacije i transformacije), 6) kompartmentizacije-raspodele polutanata po ¢elijkim
organelama tokom odrzavanja metabolizma, rasta i proizvodnje biomase (Clemens et al., 2002; Pilon-

Smits i Pilon, 2002).

yNagomilavanje,
" sekvestracija i
kompartmentizacija

Y 7 Detoksifikacija,
helatiranje,
degradacija
transformacija

Ulazak
u listove

3. Akropetalni
transport

1. Unos putem

korena

Slika 3. Ilustracija translokacije metala kroz biljku od unosa do sekvestracije (Peuke i Rennenberg, 2005)

McGrath (2006) je pokazao da je efikasnost fitoekstrakcije odredena proizvodnjom biomase i
biokoncentracijskim faktorom metala (odnos koncentracije metala u izbojku prema onoj u zemljistu). Sa
izuzetkom hiperakumulatora, vecina biljaka ima biokoncentracijski faktor manji od 1, te za CiScenje
zemljiSta od polovine koncentracije od ukupnog zagadenja nije dovoljna duzina ljudskog Zivota. Da bi se
postigla primetna redukcija teskih metala uzemljistu za kraéi period, kao npr. od 20 godina, bilo bi
potrebno koristiti useve sa biokoncentracijskim faktorom od oko 20 i produkcijom biomase od 10 tona/ha
ili useve sa biokoncentracijskim faktorom 10 sa 20 tona/ha proizvedene biomase. Postoje dve strategije za
unapredenje efektivnosti fitoekstrakcije teskih metala- da biljke vrSe hiperakumulaciju teskih metala u

nadzemne delove i/ ili da proizvode veliku biomasu sa proseCnom koncentracijom teSkih metala u
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nadzemnim delovima u kratkom vremenu kod brzorastuéih biljaka. Obe osobine su pozeljne, kako bi se
dobile specijalne biljke- brzorastu¢i hiperakumulatori velike biomase. Ovo se moze posti¢i upotrebom
transgenih biljaka u svrhe fitoremedijacije (Guerinot i Salt, 2001).

Nasuprot rastu biljke koji mozZe zavisiti od velikog broja faktora (unosa vode i hranjivih materija,
fotosinteze 1 dr.), pretpostavlja se da je akumulacija teSkih metala vezana za samo za nekoliko genskih
lokusa (Pilon-Smits i Pilon, 2002). Efikasnost fitoremedijacije moze biti povecana molekularnim
inzinjeringom, putem introdukcije gena koji kodiraju enzime potrebne za biosintezu fitohelatina ili
glutationa (Cobbett 2000; Cobbet i Goldbrough 2002). Genetskom manipulacijom na nekoliko metalnih
transportera koji ucestvuju u unosu i translokaciji je pokazano da se menja i tolerancija i akumulacija
metala. Transformacija toksi¢nih formi elemenata u manje Stetne oblike (npr. Hg (II) u Hg (0))
delovanjem transgenih biljaka je drugi pristup fitoremedijaciji (Guerinot i Salt, 2001).

Do sada najveci broj testova sa transgenim biljkama sprovoden je strogo u laboratorijskim
uslovima. Skoro je Pilon-Smits (2005) objavio rad o dva ogleda u polju sa transgenim biljkama. U
jednom od njih, uljana repica sa prekomerno ekspresovanim enzimom za sulfat/selenat redukciju je bila
ispitana na polju zagadenim Se, B i drugim solima. Na ovu tematiku radeni su i ogledi u okolini rudnika
bakra gde su transgene topole sa prekomerno ekspresovanom y-glutamilcistein-sintetazom (y-ECS),
enzimom koji je ukljuen u biosintezu glutationa, pokazale veéu otpornost i veci kapacitet uklanjanja
teSkih metala u poredenju sa divljim tipom topole (Peuke i Rennenberg, 2005).

2.4.2. Upotreba drvenastih biljaka u fitoremedijaciji

Kada se fitoremedijacija ogranici na upotrebu drvenastih biljaka, onda je re¢ o dendroremedijaciji
(st. gr¢. dendron-drvo; lat. remediare-vratiti u upotrebu, izleciti).

Ve¢i broj drvenastih vrsta je istrazivan ili koris¢en u fitoremedijaciji iz rodova vrba (Salix spp.),
topola (Populus spp.), breza (Betula spp.), jove (Alnus spp.) i javora (Acer spp). Za potrebe
fitoremedijacije najveca paznja je data brzorastu¢im vrstama, medu kojima posebno mesto zauzimaju
vrbe i topole.

Topole kao brzorastu¢e vrste su narocito pogodne za primenu u fitoremedijaciji zemljista,
zahvaljujuéi visokoj proizvodnji biomase, dobro razvijenom korenovom sistemu, visokom stepenu
transpiracije i moguénosti topola da rastu u Sirokom opsegu klimatskih uslova. Plantaze topola mogu biti
koris¢ene u tzv. zasadima niske ophodnje (eng. short rotation coppice).

Drvenate vrste su manje skupe za fitoremedijaciju od zeljastih biljaka jer imaju moguénost
nekoliko ciklusa dekontaminacije bez obavezne zetve cele biljke i ponovne setve svake godine. Dodatno,
plantaze drvea na zagadenom zemljiStu spreCavaju eroziju 1 Sirenje kontaminanata vetrom

(fitostabilizacija). Nakon prve sadnje, troskovi odrzavanja polja su relativno niski, a proizvodi, biomasa-
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drvo mogu biti koris¢eni za proizvodnju struje ili toplote. U zavisnosti od vrste i nivoa zagadenosti drveta
koje je raslo pokraj rudnika, ono moze biti korisS¢eno u komercijalne svrhe, ukoliko ne prevazilazi
maksimalne dozvoljene vrednosti metala za razne drvne proizvode (Rademacher, 2005). S druge strane,
veoma je teSko da toksi¢ni materijal iz topola dospe do lanca ishrane koji ukljucuje ljude. Uprkos ovome,
najveci broj eksperimenata i transformacija je uraden na zeljastim biljakama (van der Lelie et al., 2001).

Rod Populus spp. je pokazao visoku prirodnu toleranciju prema organskim kontaminantima.
Topole su efikasne u uklanjanju atrazina i trihloretilena iz zemljista. Listovi Populus nigra bili su vrlo
tolerantni na hloroacetilidenske herbicide, zahvaljuju¢i visokim nivoima GSH i GST (Komives et al.,
2003). Kod hibrida topole, Populus trichocarpa x deltoids, koji pokazuje visoku toleranciju prema jonima
Cd*, dokazana je povecana ekspresija gena koji kodira metalotioneine (PtdMTs) (Kohler et al., 2004).
PtdMts mRNA je povisen i pri uticaju jona Zn**, dok joni Cd*" i Cu®" nisu doveli do promene u ekspresiji
ovog gena. Populus spp. su takode sposobne da transformiSu i detoksifikuju eksplozive (Hannink et al.,
2002).

Laureyesens i saradnici (2005) su istrazivali klonalne varijacije kod 13 razli¢itih klonova topola u
pogledu akumulacije teskih metala i proizvodnje biomase u zasadima visoke ophodnje, zasadenim na
mestima odlaganja otpada i deponija, koja su bila umereno zagadena teSkim metalima. U ovom
istrazivanju uocene su znaCajne razlike medu klonovima u akumulaciji veline ispitivanih metala.
Najmanja koncentracija je nadena u drvetu, dok je najviSa nadena u opadaju¢em lis¢u.

Zbog ogromnog potencijala topola u oblasti fitoekstrakcije, neophodna je dalja identifikacija vrsta
1 genotipova koji poseduju osobine brzog rasta, velike biomase, kao i potencijal za akumulaciju teskih
metala.

2.5. Helacija, homeostaza, tolerancija i detoksifikacija teSkih metala u biljkama

Za vecinu fizioloskih i metabolickih procesa u biljci, potrebna je optimalna koncentracija metala
u zemljistu. Veliki broj ¢elijskih struktura i fizioloskih procesa igra bitnu ulogu u odrzavanju homeostaze
optimalnih koncentracija metala u biljnim organizmima. Akumulacija metala u mikorizi, vezivanje metala
za Celijski zid, kao i ekskrecija organskih helatora predstavljaju mehanizme kojima biljke smanjuju
toksicne efekte teskih metala i omogucavaju njihov brzi transport do vakuole, gde dolazi do njihovog
nagomilavanja (Hall, 2002; Clemens et al., 2002). Vazan mehanizam detoksifikacije i stvaranja
tolerancije na teSske metale kod biljaka predstavlja helatacija teSkih metala u citosolu sa organskim
ligandima, koji ispoljavaju visok afinitet i specifi¢nost u vezivanju za jone metala (Cobbett i Goldsbrough
2002; Rea et al., 1995). Helatori vrse detoksifikaciju metala i reguliSu citosolne koncentracije metala, dok
Caperoni specificno dostavljaju jone metala do odredenih organela i proteina kojima su dati metali

neophodni za ispoljavanje funkcije bilo kataliticke ili gradivne. Peptidi koji su bogati sumporom, poput
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genetski kodiranih metalotioneina (MTs) 1 enzimski sintetizovanih fitohelatina (PCs), su od posebne
vaznosti za procese helatacije i detoksifikacije teSkih metala u ¢eliji.
2.5.1.Fitohelatini

Fitohelatini (PCs) su detaljno opisani u literaturi, kao sumporom bogati peptidi koji imaju
sposobnost da vezuju teske metale u biljkama (Grill et al., 1986). PCs predstavljaju familiju oligopeptida
sa ponavljaju¢im segmentom y-glutamilcisteina koji na C-terminalnom kraju peptida poseduju ostatak
glicina. Opsta formula se moze predstaviti kao (y-Glu-Cys),-Gly, gde je za n najvisa pronadena vrednost
11, dok se uobiCajeno kre¢e izmedu 2 i 5. Kao izuzeci od opsSte formule, pronadene su strukture
fitohelatina u kojima se na C-terminalnom kraju javljaju aminokiseline poput B-Ala, Cys, Ser ili Glu
(Rauser 1999; Cobbet i Goldsbrough, 2002). PCs se sintetiSu iz tripeptida glutationa (GSH), i to
zahvaljujuéi aktivnosti fitohelatin-sintaze (PCS), enzima koji zahteva prisustvo jona teskih metala ili
metaloida za posttranslacionu aktivaciju. Nakon izloZenosti jonima Cd*" ili Cu*", PCs su nadeni u kvascu,
algama, nizim i viSim biljkama (Gekeler et al., 1989; Cobbet, 2000). Kadmijum je najefikasniji metal po
pitanju izazivanja sinteze PCs, mada i metali poput Cu, Pb, Zn, Sb, Ag, Zn ili Hg takode indukuju njihovo
nastajanje (Cobbet 2000; Cobbet i Goldsbrough, 2002). PCs sa teskim metalima formiraju metal-ligand
komplekse koji se potom nagomilavaju u vakuoli. Biljke “knock-out” mutanti koje ne poseduju gen za
fitohelatin sintazu su se pokazale kao hipersenzitivne na prisustvo jona Cd*" i drugih metala (Howden et
al., 1995). Osim glutationa, prekursori za sintezu PCs mogu biti homoglutation, hidroksimetil-glutation ili
v-glutamilcistein. Struktura fitohelatina, biosintetski put, aktivacija fitohelatin sintaze (PCS) metalom, te

kompleksiranje jona metala sa fitohelatinima, kao i njihovo skladistenje u vakuoli, prikazani su na slici 4

(Hall, 2002).
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Pored uloge u odrzavanju homeostaze teskih metala u biljkama, fitohelatini sa druge strane
prenose esencijalne teSke metale do tek sintetisanih apoenzima, kojima su ti metali neophodni za
ispoljavanje kataliticke funkcije ili za stabilizaciju strukture (Thumann et al., 1991). Detektovana je i
serija strukturnih homologa helatiraju¢ih peptida koji se razlikuju od fitohelatina samo po terminalnim
aminokiselinskim ostacima koji mogu biti npr. alanin (Grill et al., 1986), serin (Klapheck et al., 1992),
glutaminska kiselina (Meuwly et al., 1995) ili glutamin (Maitani et al., 1999), i koji su nazvani
izofitohelatini. Izofitohelatini, kao i PCs, formiraju komplekse sa teskim metalima, poput jona
kadmijuma, dok samo fitohelatini grade stabilne komplekse sa jonima srebra, bakra (Maitani et al., 1996)
i arsena (Schmoger et al., 2000).

2.5.2. Metalotioneini

Metalotioneini (MTs) su ubikvitarni niskomolekularni proteini bogati cisteinskim ostacima, koji
vezuju metalne jone u metal-tiolatnom klasteru koji je prvi put identifikovan kod pSenice (Hamer, 1986).
MTs su proteini koji se sastoje od 60-80 AK od kojih su 9-16 cisteinski ostaci, koji su nadeni, ne samo u
biljkama, ve¢ i u zivotinjama i nekim prokariotima (Rauser 1999; Cobbet 2000, Cobett i Goldsbrough
2002). U raznim biljnim vrstama do sada je identifikovano vise od 50 vrsta MTs, koji su kategorisani u 4
klase (Cobbet i Goldbrouugh, 2002). Utvrdeno je da MTs igraju vaznu ulogu u detoksifikaciji jona teskih
metala, pogotovo Cu*", Zn*" i u manjoj meri Cd*". Usled izlaganja biljaka ovim metalima, dolazi do
prekomerne ekspresije gena koji kodiraju metalotioneine, $to dovodi do povecéanja tolerantnosti biljaka na
prisustvo teskih metala (Rauser, 1999). Takode, istiCe se moguénost i antioksidantnog delovanja
metalotioneina, kao i njihova uloga u reparaciji osteCenja ¢elijske membrane (Salt et al., 1998; Dietz et

al., 1999). Kristalografske strukture okarakterisanih metalotioneina su prilazane na slici 5.
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Slika 5. Kristalografske strukture metalotioneina (MTs)
2.5.3. Organske Kkiseline kao helatori teskih metala
Nisko-molekulske organske kiseline (malat, citrat), aminokiseline (O-acetilserin, histidin) i

nikotinamid takode ucestvuju kao helatori u biljkama i procesima detoksifikacije i transporta (Cobbet,
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2000). Organske kiseline i aminokiseline koje sadrze atome S, N i O pokazuju razlike u afinitetu prema
odredenim atomima unutar liganada. Ove razlike zavise od fizickih i hemijskih osobina jona teSkih
metala, koji se mogu klasifikovati u meke i tvrde Lewisove kiseline. Prema toj klasifikaciji, joni tvrdih
kiselina, poput Li, Sr i drugih, pre reaguju sa jonima tvrdih baza nego sa jonima mekih baza. Joni Cu®",
Cd*" i Ni*" pripadaju srednjoj klasi, gde joni Ni*" imaju veéu tendenciju vezivanja sa tvrdim, dok joni
Cd*" sa mekim bazama. Postoje &etiri klase atoma donora u ligandima, medu kojima su atom kiseonika i
alifaticni atom azota klasifikovani kao tvrde baze, aromati¢ni azot kao intermedijerna, dok je sumpor
okarakterisan kao meka baza. Stoga, sledi da se Ni najlakSe vezuje za aromatic¢ni azot, dok se metali
poput Cd, Hg i Ag najlakse vezuju za sulfhidilne grupe (Hall, 2002).

Limunska kiselina je najbitniji ligand za vezivanje jona Cd*", ali je utvrdeno da stvara komplekse
i sa Ni. Malat je predlozen kao dominantni helator za jone Zn>" kod Zn-tolerantnih biljaka (Mathys,
1997). Oven et al., (2002) su zabelezili porast citrata pod uticajem jona kobalta. Uloga histidina (His) kao
helatora je ispitana u ksilemskom soku Alyssum lesbiacum, hiperakumulatorske vrste za Ni, gde je pod
uticajem nikla zabelezen porast koncentracije His 36 puta (Kramer et al., 1996). Dodavanje His
neakumuliraju¢im biljkama znacajno povecava toleranciju, usvajanje i transport Ni do izbojaka.
2.6. Uticaj glutationa u otpornosti na stres

Glutation (GSH) zauzima centralnu ulogu u mehanizmima odbrane od oksidativnog stresa usled
zagadenja teskim metalima i ksenobioticima (Foyer et al., 2001). Tripeptid glutation (y-Glu-Cys-Gly) ima
viSe uloga u ¢eliji, ukljuujuéi uklanjanje hidroperoksida, zastite od jonizujucih zracenja, odrzavanje
redukovanih sulthidridnih grupa proteina, kompleksiranje ksenobiotika i endogenih reaktivnih jedinjenja,
pospesujuci njihovu detoksifikaciju i ekskreciju (Malencic¢ et al., 2012).
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Slika 6. Metabolizam ksenobiotika i teskih metala, konjugacija sa jedinjenjima bogatih sumporom u

biljnim ¢elijama (Peuke i Rennenberg, 2005)
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Povecana biosinteza i visoki nivoi GSH, kao i njegovog metabolickog prekursora cisteina,
povecaju otpornost biljke prema stresu. Biosinteza cisteina pocinje redukcijom sulfata i katalizovana je
serin-acetil-transferazama (SAT) i1 O-acetilserin-tiolijazama (OASTL) (OASTL je takode poznata kao i
cistin-sintaza (CS)) (Saito, 2004) (Slika 6a).

GSH se sintetiSe u dva ATP zavisna koraka koja su katalizovana y-glutamilcistein sintetazom (y-
ECS) i glutation sintetazom (GSHS). Oba enzima su pronadena u citosolu, hloroplastima i
mitohondrijama biljnih ¢elija (Foyer et al.,, 2001). Biosinteza GSH zavisi od dostupnosti njegovih
konstitutivnih aminokiselina i regulisana je putem transkripcije i aktivnosti enzima koji ucestvuju u
biosintezi glutationa, kao i putem hormonalne kontrole (Noctor et al., 1998; Foyer et al., 2001).

Zahvaljujué¢i dominantnoj ulozi GSH u odbrani od stresa, znacajni napori su uloZeni kako bi se
dobile biljke sa pove¢anim nivoima GSH ili njegovih prekursora, jer se smatra da su ovakve biljke vise
tolerantne na stres izazvan teskim metalima. Freeman i saradnici (2004) su primetili da su koncentracije
GSH, kao i cisteina i O-acetil-L-serina, u visokoj korelaciji sa sposobnogéu biljke da akumulira jone Ni**
u prirodnim stanistima i u kontrolisanim uslovima. Akumulacija metala je dovela do poviSene ekspresije
enzima SAT 1 glutation-reduktaze (GR) (Freeman et al.,, 2004). Harada i saradnici (2001) su
transformisali duvan sa genom za citosolnu cistein sintazu (CS) iz pirin¢a. Transgeni duvan je pokazao tri
puta vecu aktivnost CS i vece koncentracije fitohelatina pod uticajem jona Cd*" i pokazao se kao
tolerantniji na jone Cd*" u odnosu na divlji tip. Sirko i saradnici (2004) su dokazali da kod transgenih
biljaka koje imaju poviSenu ekspresiju enzima SAT i /ili OASTL, dolazi do poveéanja ne samo nivoa
njihovih produkata, O-acetil-serina i cisteina, nego i glutationa, ¢ime je i objasnjena njihova povecana
otpornost na prisustvo teSkih metala u podlozi u odnosu na divlji tip biljaka. Kod Brassica juncea
poveéana sinteza GSH dovela je do poveéane akumulacije i tolerancije na jone Cd** (Zhu et al., 1999).

U svim Cdelijama su istovremeno prisutne obe forme glutationa, te odnos koncentracija
redukovanog i oksidovanog glutationa uti¢e na redoks status Citave ¢elije. Pritom, samo redukovani oblik
glutationa ima ulogu u odbrani od kiseoni¢nih radikala i oksidanata, te je stoga aktivnost glutation
reduktaze (GR), enzima koja vrsi redukciju oksidovanog glutation (GSSG) koriste¢i NADPH kao
koenzim, od velikog znacaja za odrZavanje redoks ravnoteze (May et al., 1998; Noctor et al., 1998). Osim
glutationa i izoenzimska familija glutation-S-transferaza (GST) igra vaznu ulogu u detoksifikaciji od
teskih metala i odbrani od oksidativnog stresa, kao i transportu teSkih metala kroz biljnu ¢eliju (Edwards

et al., 2000; Stajner i Popovi¢, 2008; Foyer et al., 2001).
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2.7. TeSki metali kao uzrocnici oksidativnog stresa kod biljaka

Tokom zivotnog veka, Sumsko drveée je izloZeno raznim stresogenim faktorima poput suse,
visokih i niskih temperatura, poviSenog intenziteta svetlost, teSkih metala, saliniteta i ograni¢enja u
nutrijentima. Osim ovih, 1 faktori kao §to su invazija patogena, UV zracenje i drugi oblici zracenja,
zagadenje vazduha, pesticidi, hipoksija, ozon i drugi, neizostavno dovode do povecane proizvodnje
slobodno-radikalskih vrsta kod veéine aerobnih organizama (Malenci¢ et al., 2010). Teski metali uzrokuju
stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS) razli¢itim mehanizmima, §to
dovodi do oksidativnog stresa &itave biljke (Stajner i Popovié, 2008; Trudi¢ et al., 2012). Intermedijeri
ROS-a nastaju ekcitacijom kiseonika do singletne forme (‘0,)) ili delimiénom redukcijom atmosferskog
kiseonika prelaskom jednog, dva, ili tri elektrona na O,, stvaraju¢i superoksid-radikal (O,"), vodonik-
peroksid (H,0,) ili hidroksil-radikal (OH) (Asada, 1999).

Ovi radikali se privremeno stvaraju u aerobnim organizmima i tokom normalnog metabolizma,
poput respiracije i fotosinteze. Neki od njih imaju funkciju signalnih molekula koji menjaju gensku
ekspresiju 1 modeliraju aktivnost specificnih odbrambenih proteina. S druge strane, ROS vrste mogu da
budu ekstremno Stetne u visokim koncentracijama, zbog sposobnosti da oksiduju proteine, lipide,
nukleinske kiseline, dovode¢i do poremecaja u celijskoj strukturi i mutageneze (Halliwell 1 Gutteridge,
1989). Odrzavanje “steady-state” nivoa razlicitih reaktivnih kiseoni¢nih i azotovih vrsta je u biljnoj ¢eliji
obezbedeno raznim mehanizama neutralizacije ROS-a, koji zavise od uslova sredine i opstih fizioloskih
uslova u biljci, kao i faze razvoja (Asada, 1999). Veliki broj enzima ucestvuje u hvatanju superoksid-
anjona i peroksida, izmedu ostalih superoksid-dizmutaza (SOD), katalaza (CAT), askorbat-peroksidaza
(APx), glutation-reduktaza (GR), tioredoksin i peroksi-redoksinska familija proteina (Asada, 1999;
Mittler, 2004). Antioksidantna odbrana, pored proteina ukljuCuje i neproteinske hvatate ROS-a, poput
askorbata i glutationa, karotenoida, tokoferola, hinona, lipoi¢ne kiseline, fenolnih jedinjenja, poliamina i
dr. (Noctor i Foyer, 1998). Svi ovi sistemi odbrane od oksidativnog stresa, odreduju redoks stanje ¢elije i
pojedinih organela, i reguliSu gensku ekspresiju koja je povezana sa abiotickim i biotickim stresom u cilju
prezivljavanja. Oksidanti, kao i antioksidanti, u€estvuju u procesima signalinga kako bi obezbedili
neophodne informacije o potrebi aktivacije odbrambenih mehanizama, u zavisnosti od redoks ravnoteze,
koriste¢i redoks osetljive receptore, koji nadalje pokre¢u kinaza zavisne ili nezavisne metabolicke
kaskade kod visih biljaka. Visoke unutarcelijske koncentracije antioksidanata spre¢avaju nekontrolisanu
oksidaciju kljucnih ¢elijskih komponenti. Aproksimativni redoks potencijali i unutarcelijske koncentracije

najbitnijih redoks parova u biljnoj ¢eliji prikazani su u tabeli 2.
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Tabela 2. Redoks potencijali i unutaréelijske koncentracije glavnih redoks parova u biljnim ¢elijama

(Foyer i Noctor, 2005)

Redoks parovi Redoks potencijal (V) Eonceniracioni opseg (ubl)
O2/H:0 +0.82 200-300 (Oy)
02/01 -0.30 <0.001 (02 )

O fHaDs +0.94 1-100 (H201)
H:0:/OH h +0.54 zanemarljive niski (OH )
OH'/ H:0 +2.20 —
DHA/ASC -0.10 10, 000-20, 000
GSSG/GSH -0.24 2, 000-5, 000
TRX e/ TRXred -0.33 10-100
NAD (P)/NAD (P)H 032 200-500
Fdau/ Fdrea -0.42 10-100

Pored reakcija normalnog metabolizma u kojima ROS vrste mogu da budu generisane, postoje i
drugi potencijalni izvori ROS-a. Na primer, zagadenja izazvana teSkim metalima mogu da izazovu
oksidativni stres zbog toga Sto su ukljuceni u razlicite tipove mehanizama proizvodnje ROS-a (Stohs i
Bagchi, 1995; 2001). Prelazni metali poput Fe*'i Cu®" uéestvuju u dobro poznatom Haber-Weiss-ovom
ciklusu proizvode¢i OH radikal iz O,” i H,O, (Stajner et al., 2013; 2011; Mimica-Duki¢ et al., 1997).
Metali bez redoks kapaciteta kao §to su (Cd*", Pb>" ili Hg*") mogu povecati prooksidativne procese
redukujuci antioksidante poput glutationa (GSH), blokiranjem kalcijum-zavisnih kanala i interferiranjem
sa reakcijama metabolizma gvozda. Ovi teSki metali mogu takode da poremete i fotosinteticki elektron-
transportni niz, dovodeéi do produkcije superoksid-anjona (O,”) i singletnog kiseonika ('O,) (Stajner et
al, 2011; Stajner i Popovi¢, 2008). Jo§ uvek nije potpuno razjasnjeno na koji na¢in su povezani redoks
signaling i hormonska regulacija kod biljaka, niti kako su ovi signalni putevi vremenski koordinisani
unutar razlicitih ¢elijkih kompartmenata, kako bi se obezbedila dinamicka homeostaza i tolerancija na
stres u konstantno promenjivim uslovima zivotne sredine.

2.7.1. Toksi¢nost jona Cu”* u biljkama

Bakar (Cu) je esencijalni redoks-aktivni prelazni metal koji je uklju¢en u mnogobrojne fizioloske
procese u biljkama i koji postoji u razli¢itim oksidacionim stanjima in vivo. Pri fizioloskim uslovima Cu
postoji kao Cu”" i Cu”. Bakar je vrlo vazan mikronutrient gde su nivoi kritiéne deficijencije u rasponu od
1-5 mg/ kg, odgovarajuci nivo od 6-12 mg/ kg i toksi¢ni iznad 20-30 mg/kg po suvoj masi (Marschner,
1995). Medutim, postoje vrlo izrazene razlicitosti u zavisnosti od vrste u pogledu sposobnosti usvajanja
jona Cu*". Odredene metalofite mogu ¢ak da akumuliraju i do 1000 mg Cu/kg u listovima (Morrison et
al., 1981). Cu je prelazni metal sa elektrohemijskim potencijalom od -260 mV koji se dobro uklapa u
redoks opseg aerobnih celija od -420 mV pa sve do + 800 mV. Cu ucestvuje kao vrlo vazna redoks
komponenta u ¢elijskim elektron-transportnim nizovima, kao kofaktor enzima, posebno iz grupe

oksidaza. Cu deluje kao strukturni elemenat regulatornih proteina i ucestvuje u fotosintetickom elektron-
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transportnom nizu, mitohondrijalnom oksidativnom disanju, u odgovorima na oksidativni stres,
metabolizmu i signalingu hormona (Raven et al., 1999). U reakcijama Fentonovog tipa, joni Cu*" dovode
do formiranja O,” i transformacije H,O, do visoko reaktivnog ‘OH radikala. Oksidativna oStecenja
izazvana prelaznim metalima Cu® ili Fe’" su dokumentovana kod mikroba, biljaka i Zivotinja
(Schutzendubel i Polle, 2002), a visak jona Cu*" moze da izazove hipersenzitivnu reakciju i programiranu
¢elijsku smrt kod biljaka (Pontier et al., 1999).

Joni Cu® predstavljaju i kofaktore u mnogim enzima kao $to su Cu/Zn superoksid-dizmutaza
(SOD), citohrom c oksidaza, amino-oksidaze, laktaza, plastocijanin i polifenol-oksidaza. Biljka zahteva
jone Cu”” kao esencijalni mikronutrijent za normalan rast i razvoj, te ukoliko ovaj jon nije prisutan u
dovoljnim koli¢inama, biljka razvija specificne simptome deficijencije, najvise na mladim listovima i
reproduktivnim organima. Redoks osobine jona bakra ¢ine ga esencijalnim, ali u isto vreme doprinose
njegovoj toksi¢nosti. Narugavanje redoks ciklusa izmedu Cu’"/Cu’ para moZe dovesti do proizvodnje
ROS-a i nastajanja visoko toksi¢nog hidroksilnog radikala, sa posledi¢nim oStecenjima DNK, lipida,
proteina, i drugih biomolekula (Halliwell i Gutteridge, 1984; Stajner i Popovi¢, 2008). Pri visokim
koncentracijama, Cu postaje drasticno toksi¢an uzrokujuéi simptome kao Sto su hloroza i nekroza,
obezbojavanje lis¢a i inhibiciju rasta korenja i redukciju biomase (Van Assche i Klijsters, 1990;
Marschner, 1995). Na ¢elijskom nivou rezultati toksi¢nosti su sledeci: a) vezivanje za sulfhidrilne grupe
proteina, te izazivanje inhibicije enzimske aktivnosti ili druge funkcije datog proteina, b) izazivanje
deficita drugih esencijalnih metalnih jona, c¢) onemogucavanje ¢elijskog transporta i d) oksidativna
osStecenja (Van Assche i Clister, 1990; Meharg 1994).

Kako su slobodni metali potencijalno opasni, njihov unos i ¢elijska koncentracija moraju biti
striktno regulisani. S obzirom da joni Cu®*" imaju visok afinitet prema peptidima i sulfhidrilnim,
karboksilnim i fenolnim grupama, u zivim ¢elijama je obi¢no prisutan u vezanoj formi, a prema nekim
proradunima koncentracija slobodnog Cu*" u kvascu je manja nego jedan jon po ¢eliji pri tretmanu sa 70
UM Cu, $to ukazuje da nevezani joni Cu®" u ¢eliji prakti¢no i ne postoje (Rea et al., 1999).

Mehanizam toksi¢nosti bakra na fotosinteticki elektron-transportni lanac je intenzivno istrazivan
(Ouzounidou et al., 1997). Efekti toksi¢nosti jona Cu®" i njegovo inhibitorno delovanje na PSII lako se
vizualizuje prac¢enjem fluorescencije. Kako akceptorska, tako i donorska strana PSII su mete toksi¢nog
napada jona Cu®”. Na redukujuéoj strani PSII, plastohinon B (Qg) i feotitin Pheo—Fe-Q, domen (Yruela et
al., 2000) predstavljaju mesta najvece osetljivosti na toksi¢ne efekte jona Cu®". Takode, prikupljeni su
dokazi da joni Cu®" remete i oksiduju¢u stranu PSII, reagujuéi sa tirozinskim ostacima iz D2 proteina.

Dokazano je da joni Cu®" interaguju i sa jonima Ca®" na donorskoj strani fotosistema II, kao i sa
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histidinskim ostacima proteina iz Mn klastera koji ucestvuje u stvaranju kiseonika. Na akceptorskoj strani
joni Cu®" interaguju sa nehemskim Fe® i dovode do promena redoks potencijala citohroma bsso (Cyt bsso)

(Bernal et al., 2004).

Slika 7. Mesta delovanja jona Cu*" u fotosistemu II na tilakoidnoj membrani hloroplasta (Yruela, 2000)

Posebno je elektron-transportni niz svetle faze fotosinteze izmenjen pod uticajem povecanih, ali 1
smanjenih koncentracija jona Cu*". Visak ili manjak ovog jona moZe izazvati i poremeéaje u rastu i
razvoju 1 negativno uticati na vazne fizioloSke procese u biljkama.

2.7.2. Toksi¢nost jona Cd** u biljkama

Kadmijum je relativno redak element koji se po zastupljenosti u zemljinoj kori nalazi na 67
mestu. Nasuprot jonima Cu®’, joni Cd*" nemaju poznate biologke funkcije u vigim biljkama, i veoma su
toksi¢ani za biljke i zivotinje. Kriticna koncentracija u tkivu, pri kojima metal uzrokuje smanjenje
biomase, je u opsegu 3-10 mg/kg suve mase. Joni Cd*" imaju visi afinitet prema tiolnim grupama nego
bilo koji drugi metalni mikronutrient, npr. trostruko veéi afinitet prema sulfhidrilnim grupama nego joni
Cu". Ova osobina Cd*" je zapravo i najvaznija i najvie zasluZna za njegovu toksi¢nost. Cd*" direktno
uti¢e na sulfhidrilnu homeostazu 1 inhibira SH grupe enzima promenom redoks potencijala
(Schutzendubel i Polle, 2002). Cd*" se takode moZe vezati i za druge funkcionalne grupe koje sadrze azot
ili kiseonik. Kada je vezivanje Cd*" ispitivano putem apsorpcione spektroskopije X-zracima, interakcije
sa N i O-ligandima su pronadene u ksilemu, dok su interakcije sa S-ligandima nadene u korenovima (Salt
et al., 1995).

Iako kadmijum ne ucestvuje direktno u ¢elijskim redoks reakcijama, ustanovljeno je da dovodi do
oksidativnih o$tecenja, kao §to su lipidna peroksidacija i karbonilacija proteina (Romero-Pueras et al.,
1999; Schutzendubel, 2002a). Pod uticajem jona Cd**, Arabidopsis pokazuje poveéanu ekspresiju
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proteina temperaturnog Soka (eng. heat shock proteins HSP70), ¢aperona koji je ukljuen u procese
ponovnog uvijanja denaturisanih proteina, verovatno u pokuSaju spasavanja celijskog metabolizma.
Poveéana koncentracija jona Cd*" dovodi do denaturacije proteina, kao i zamene i istiskivanja drugih
dvovalentnih katjona iz proteina, kao $to su Fe*" i Cu*", koji dalje mogu izazvati oksidativna o$te¢enja
putem Fentonove reakcije, te na taj nacin posredno dovode do oksidativnih oStecenja (Suzuki et al.,
2001).

Joni Cd** remete redoks ravnotezu u éeliji. Zbog povisenih zahteva glutationa kao prekursora za
biosintezu fitohelatina, jedan od najuocljivijih bioloskih odgovora na uticaj jona Cd*" kod biljaka je
pocetno prolazno smanjivanje koncentracije redukovanog glutationa (GSH) (Madhava Rao i Sresty, 2000;
Shcutzendubel, 2001). Tokom produZenog uticija jona Cd**, GSH rezervoari se regenerisu. Razlog tome
je Sto se pod takvim uslovima povecavaju zahtevi za sumporom, $to zauzvrat dovodi do povisene
ekspresije transportera sa visokim afinitetom za sumpor, te se stoga povecava i unos sumpora (Nocito et
al., 2002). Inicijalno snizavanje nivoa GSH je u korelaciji sa inhibicijom antioksidantnih sistema

(Shcutzendubel i Polle, 2002b). Dokazano je da joni Cd*" izazivaju i akumulaciju H,O, (Scutzendubel el

al., 2001; Scutzendubel 2002a).
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Slika 8. Pretpostavljeni mehanizam delovanja jona Cd*" na ¢elijsku redoks kontrolu (Shcutzendubel i
Polle, 2002a).

Usled delovanja jona Cd*", akumulacija H,O, nastaje kao rezultat oksidativne “cksplozije”
izazvane dejstvom NADPH oksidaza koje su lokalizovane na plazma membrani (Levine et al., 1994) ili
aktivacijom enzima koji proizvode H,O,, poput oksalat-oksidaze (OXO). Oksalat-oksidaza je aktivirana
pri izlaganju jonima Cd*" i Cu®’, a poviSena aktivnost ovog enzima primecena je i pod uticajem patogena
ili pri egzogenoj primeni nekih od biljnih hormona rasta, ¢ime je dokazana ukrStenost puteva biljnog
razvoja i signalnih puteva koji se aktiviraju pri stresu izazvanom jonima Cd*” (Berrna i Bernier, 1999).

Dugo vremena H,O, je smatran prvenstveno Stetnim oksidantom, ¢ija akumulacija kao odgovor

na stres vodi do nespecificne oksidacije i nekroze. Medutim, danas je poznato da se H,O, takode ponasa
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kao 1 sekundarni signalni molekul koji sluzi kao okida¢ odbrambenih metabolickih puteva. Visoke
koncentracije H,O, pokre¢u mitogen aktivirajuce protein kinazne (MAPK) kaskade (Kovtum et al., 2000),
koje posredstvom histidin kinaza aktiviraju transkripciju odbrambenih gena koji kodiraju metalo¢aperone,
metalotioneine i enzime za GSH biosintezu. Sintetisani GSH se koristi za sintezu fitohelatina ili se
direktno vezuje za Cd*" i omoguéava nagomilavanje Cd*" u vakuoli. Poredenjem podataka o broju
transkripata gena iz Arabidopsis koji reaguju na H,O, i gena koji su uklju¢eni u odgovor na Cd**
pokazano je da znacajan broj zajednickih gena reaguje na oba stimulus (Desikan et al., 2001).

Indirektno, joni kadmijuma istiskivanjem i izmestanjem prelaznih metala iz aperona (Me”" Cha)
ili enzima (Me*" Enz) dovode do odvijanja enzima, koji ukoliko nisu ponovo uvijeni od strane
metaloCaperona, bivaju degradirani, a oslobodeni prelazni metal nadalje dovodi do oksidativnog stresa.
Metalotioneini i metaloCaperoni kombinovano uti¢u na premestanje metala i oksidativni stres. Takode,
joni Ca®* se lako zamenjuju jonima Cd** §to izaziva zna¢ajne poremecaje kod Ca-zavisnih enzimima (Das
et al., 1997).

Glutation-S-transferaza (GST) je neophodna za detoksifikaciju ksenobiotika i moze biti ukljucena
u transport GSH-konjugata do vakuole. Nije poznato da li je GST zaduZena za detoksifikaciju jona Cd*".
S druge strane, enzimi biosintetskog puta GSH su aktivirani jasmonskom kiselinom, §to dodatno ukazuje
na umrezenost puteva opstih signaling kaskada i onih izazvani uticajem teSkih metala (Desikan et al.,
2001).

Cho i Seo (2004) su zakljucili da je akumulacija H,O, krajnji rezulatat oksidativnog stresa
izazvanog jonima Cd*" kod Arabidopsisa. Romero Puertas i saradnici (2004) su dokazali da pri stresu
izazvanom jonima Cd*" kod biljke graska, H,O, i O,” uestvuju kao signalni molekuli u regulaciji
ekspresije gena za CAT, GR i Cu/Zn-SOD. Takode, kod korenova topole joni Cd*" uzrokovali su
inhibiciju askorbat peroksidaze (APx) i katalaze, koja je bila pra¢ena akumulacijom H,O, i smanjenjem
rasta biljke. Bioloski odgovor biljaka na uticaj jona Cd** se razlikuje kod razli¢itih vrsta, a zavisi i od
starosti biljke, ispitivanog organa i vremena izlozenosti tretmanu (Schutzendubel i Polle, 2002b).

2.7.3. Toksi¢nost jona Ni** u biljkama

Jo§ 1751. godine Svedski hemicar Cronstedt prvi je izolovao Ni, koji je po svojoj zastupljenosti u
Zemljinoj kori dvadeset i1 prvi element. U periodnom sistemu elemenata atomski broj nikla je 28, a
atomska masa 58.71. Za razliku od nekoliko drugih teskih metala, poput Cd**, Pb>", Hg*" i Ag*" koji ne
ulaze u sastav enzimskih sistema, joni Ni*" predstavljaju konstituent ureaze, te su stoga male koli¢ine
(izmedu 0.01 i 5 ug/g suve materije) esencijalne za biljke (Nieminen et al., 2007). Nikal je identifikovan
kao strukturna komponenta i drugih enzima, ukljucujuéi glioksilaze, peptid-deformilaze, metil-CoM-

reduktaze i nekoliko tipova superoskid-dizmutaza i hidrogenaza. Stoga, Ni igra bitnu ulogu u mnogim
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vaznim metabolickim procesima, ukljuujuéi ureolizu, metabolizam vodonika, biogenezu metana i
acidogenezu (Mulrooney i Hausinger, 2003).

Nikal dospeva u zivotnu sredinu iz rudnika metala, sagorevanjem fosilnih goriva, iz topionica,
putem emisije iz saobracaja, iz otpada koji poticu iz domacdinstava i industrije, od primene vestacih
dubriva i dr. (Salt et al., 2000). Nikal se najces¢e koristi kao sirov materijal u metalurgiji i galvanizaciji,
kao katalizator u hemijskoj industriji i hemiji hrane, te kao komponenta elektri¢nih baterija. Poslednjih
godina, zagadenje niklom je postalo svetski problem jer su zemljista sa poviSenim koncentracijama nikla
zabeleZzena na svim kontinentima (Papadopoulos et al., 2007). Sa porastom koncentracije nikla u
zemlji$tu, opasnost od prevelike akumulacije nikla u biljkama koje uc€estvuju u lancu ishrane je veci
problem i mnogo ¢eS¢a pojava nego njegov deficit. Kao toksic¢ni uticaji povisenih koncentracija nikla
zabeleZeni su inhibicija mitoticke aktivnosti (Madhava Rao i Sresty, 2000), redukcija rasta biljke i dvojaki
efekti na prinos ploda i njegov kvalitet (Gajewska et al., 2006). Ekstremno povisena koncantracija Ni*" u
zemljistu moze uzrokovati gubitak sposobnosti zemljiSta za gajenje useva, voca i povréa (Duarte et al.,
2007).

Unos jona Ni*" u biljke je omoguéen zahvaljujuéi pasivnoj difuziji i aktivnom transportu unutar
korenovog sistema (Seregin i Kozhevnikova, 2006). Joni Cu*" i Zn*" kompetitivno inhibiraju unos Ni*" jer
se ova tri rastvorna metalna jona najverovatnije usvajaju putem istog transportnog sistema (Kochian,
1991). Sekundarni transport helatizovanih jona Ni*" je mogué i putem odgovarajuéih specifiénih proteina
koji se vezu za jone Ni** tzv. HoxN (eng. high-affinity nickel transport proteins) permeaza, metalotioneina
i metaloaperona. Na primer, kod Lathurus sativus unos Ni** se poveéava sa porastom pH vrednosti iznad
5.0 i ponovo smanjuje sa porastom pH iznad 8.0. Apsorbcija Ni*" kod Datura innoxi je bila pove¢ana
usled primene EDTA (etilendiaminotetrasiréetne kiseline) u zemljistu (Jean et al., 2008). Takode,
primeceno je da duZina godiSnjih doba, geohemijske osobine zemljiSta i metode sadenja uti¢u na unos
Ni*" u biljke. (Antoniadis et al., 2008).

Silom transpiracije joni Ni*" se prenose iz korenova do izbojaka i listova kroz ksilem. Ligandi
metala kao $to su nikotinamid (NA), histidin (His) i organske kiseline (limunska i malatna), mogu da
deluju kao intracelularni helatori koji vezuju jone Ni*" u citosolu ili subcelularnom kompartmentu i
olak3avaju transport i akumulaciju unutar biljke (Kerkeb i Kramer 2003). Primeceno je da se joni Ni*" u
razli¢itim vrstama akumuliraju u razli¢itim kompleksima, pa je tako u korenju Thlaspi caerulesens nikl u
obliku Ni-NA kompleksa (Vacchina et al., 2003), dok je u korenju Alyssum lesbiacum, Alyssum
montanum i Brassica juncea u obliku kompleksa sa histidinom (Douchkov et al., 2005), a kod listova

Thlaspi goesingense i Thlaspi arvence u obliku kompleksa Ni-citrata (Rauser 1999). Koji ¢e oblik Ni**
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formirati u ksilemskim ekskudatima zavisi u velikoj meri od pH. Tako pri pH vrednosti oko 5, Ni*™ je
uglavnom helatiran citratom, dok je pri pH 6.5 helatiran histidinom.

Pod uslovima stresa izazvanih jonima Ni*", jedan od glavnih puteva detoksifikacije ovih toksi¢nih
jona, predstavlja formiranje kompleksa Ni*"-organska kiselina ili kompleksa Ni-NA (Persans et al., 2001).
Zbog toga je kod velikog broja biljnih vrsta u uslovima kontaminacije biljke jonima nikla primeéena
povisena biosinteza nikotinamida (NA) i povecane koncentracije slobodnog histidina. Drugi odgovori
ukljucuju indukciju metalotioneina i glutationa, cisteina i O-acetil-L serina (OAS) (Bellion et al., 2007;
Freeman et al., 2004).

Takode, usled stresa izazvanog jonima nikla aktivnosti odredenih enzima, poput serin-acetil-
transferaza (SAT) i glutation-reduktaza, mogu biti znaCajno povecane (Ali et al., 2008). Bioloski
odgovori na toksicne efekte jona nikla su razli¢iti i zavise od biljne vrste, faze rasta, uslova uzgajanja,
koncentracije Ni, kao i vremena izlozenosti (Kabata-Pendias i Pendias, 2001). Kriti¢ni nivoi toksi¢nosti
su >10 mg/kg suve materije kod osetljivih biljaka, >50 mg/kg suve mase u srednje tolerantnim biljkama i
>1000 mg/kg u biljkama hiperakumulatorima, kao $to su Alyssum, Thlaspi (Pollard et al., 2002; Kozlow,
2005). Stoga se simptomi toksi¢nosti nikla manifestuju kod razli¢itih vrsta pri razli¢itim koncentracijama
ovog metala. U osetljivim biljnim vrstama, kao §to su jeCam, spana¢ i pSenica, hloroze i nekroze lis¢a
mogu da se pojave nakon Sto su biljke tretirane veoma niskim koncentracijama Ni (<0.2 mM ili 11.74
mg/kg), pri vremenu izlaganja manjim od nedelju dana (Gajewska et al., 2006). Prema Molasu (2001),
fitotoksi¢nost 1 akumulacija nikla u kupusu opada u slede¢em nizu nakon tretmana razli¢itim hemijskim
formama Ni: Ni(II)Glu>NiSO, x 7 H,O> Ni(Il) citrat > Ni(II)-EDTA. Biljke koje su rasle na zemljistima
ili drugim medijumima zagadenim niklom, pokazivale su razliite odgovore i simptome toksi¢nosti, poput
smanjene klijavosti, inhibicije rasta, redukcije prinosa, indukcije hloroze lis¢a i venjenje, poremecaja u
fotosintezi, inhibicije asimilacije CO,, kao i redukcije stomalne provodljivosti (Gajewska et al., 2006;
2007; Kozlow, 2005).

Toksi¢ni efekti metala na enzimske aktivnosti in vitro se ne slazu uvek sa in vivo efektima pri
istim koncentracijama, $to je objasnjeno postojanjem efikasnih ¢elijskih mehanizama detoksifikacije. U
zavisnosti od koncentracije, joni nikla mogu vrSiti i stimulaciju i inhibiciju enzimskih aktivnosti u biljnim
tkivima. Stoga, aktivnost oksidaze indol-sir¢etne kiseline (IAA), askorbat-oksidaze, katalaze i
peroksidaze u sadnicama O. sativa su bili pri najvisim nivoima pri 50 uM NiCl,, dok je enzimska
aktivnost znacajno opadala pri visim koncentracijama Ni, a rasla pri nizim koncentracijama. Dalje, u
Secernoj repi koja je uzgajana na zemljisSnom medijumu posle dodavanja 1 mM rastvora NiSOy, doslo je
do smanjivanja aktivnosti nitrat-reduktaze, $to je izazvalo smanjenje usvajanja nitrata i njegov transport

do izbojaka, gde se nitrati redukuju. Nitrat u citosolu indukuje ekspresiju gena za nitrat-reduktazu, stoga
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smanjenje nitrata u biljci prvenstveno dovodi do smanjenja koncentracije enzima. Pored toga, aktivnosti
glutamin-sintetaze i alanin-amonijum transferaze su takode sniZene, jer obe aktivnosti znac¢ajno zavise od
citoplazmatskih nivoa nitrata i njihovih supstrata (Kevresan et al., 1998; El-Shintinawy i El-Ansary
2000). Slican mehanizam indirektnog uticaja nitrat-reduktazne aktivnosti je ustanovljen i za druge teske
metale (Seregin i Ivanov, 2001).

Osim izazivanja inhibicije navedenih enzima, primeéeno je da joni Ni*" mogu i da vrie aktivaciju
pojedinih enzima, posebno onih koji su ukljuceni u procese antioksidantne zaStite poput glutation-
peroksidaze (GSH-Px), gvajakol-peroksidaze (GPx), glutation-reduktaze (GR), glutation-S-transferaze
(GST) i askorbat peroksidaze (APx) (Gajewska i Sklodowska, 2005; 2007). Smatra se da promene u
enzimskoj aktivnosti poti¢u od vezivanje jona Ni** za SH-grupe ili histidinske ostatke unutar aktivnih
centara enzima, ili usled zamene metala sa metalom iz katalitickog centra enzima.

Indirektno, joni Ni*" mogu da uti¢u na promenu permeabilnosti ¢elijske membrane i jonski balans,
menjajué¢i kompoziciju sterola i fosfolipida u plazma membranama izbojaka Oryza sativa putem
aktivacije Mg zavisne ATP-aze koja je tamo smestena (Ros et al., 1990).

Nedovoljne koli¢ine jona Ni*" u medijumu dovode do niske aktivnosti ureaze $to dovodi do
poremecéaja u metabolizmu azota i akumulacije toksi¢nih nivoa uree u izbojcima, $to se fenotipski
manifestuje kao nekroza lisnih vrhova ili hloroza u starijim listovima. Sli¢éne nekroze na vrhovima listova
primecene su i kod tretiranja zemljista velikim koli¢inama uree (Gerendas i Sattelmacher, 1999).

2.8. Efekti teSkih metala na fotosintezu

Poznato je da teski metali mogu da izazovu inhibiciju fotosinteze na direktne ili posredne nacine.
Smanjenje intenziteta fotosinteze moze biti posledica oStecenja koje teski metali izazivaju u strukturi
hloroplasta ili nastaje usled sposobnosti teskih metala da blokiraju biosintezu hlorofila i inhibiraju
aktivnosti enzima uklju¢enih u Kalvinov ciklus (Seregin i Ivanov, 2001).
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Slika 9. Uticaj teskih metala na proteine svetle faze fotosineteze (Seregin i Kozhevnikova, 2006)
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Dokazano je da Ni inhibira elektron transporni lanac od feofitina preko plastohinona A (QA) i Fe
iz plastohinona B (QB), menjajuéi strukturu ovih elektronskih nosaca ili menjajuéi strukturu reakcionog
centra. Takode, u tilakoidima joni Ni*" smanjuju sadrzaj citohroma b6f i b559, kao i sadrzaj ferodoksina i
plastocijana, $to kao krajnji rezultat smanjuje efikasnost elektron-transportnog lanca (Krupa i Baszynski,
1995). Slika 9. ilustruje opstu shemu uticaja teskih metala na reakcije svetle faze fotosinteze.

Inhibiranjem aktivnosti klju¢nih enzima, kao Sto su Rubisco, 3-fosfoglicerat kinaze, fruktoza-1,6-
bisfosfataze, aldolaze i NAD- i NADP-zavisne fosfogliceraldehid dehidrogenaze, teski metali mogu
onemoguciti ili usporiti tamnu fazu fotosinteze. Ovakvi efekti su dokazani u listovima Cajanus cajan
nakon nekoliko dana inkubacije sa rastvorom 1 mM NiCl2 (Sheoran et al., 1990). Blokiranje reakcija
Kalvinovog ciklusa dovodi do akumulacije ATP i NADPH proizvedenih u reakcijama svetle faze
fotosinteze, koji kasnije u povratku kroz tilakoidnu membranu prave visok pH gradijent na membrani
(Krupa i Baszynski, 1995). Drugi mehanizam kojim teski metali smanjuju fotosinteticku produktivnost
potiCe od zatvaranja stoma kod biljaka koje su tretirane teSkim metalima, ¢ime se smanjuje unos CO,
neophodan za izgradnju Secera (Bishnoi et al., 1993). Posledice smanjenja aktivnosti fotosinteze se
odrazavaju i na inhibiciju rasta biljke i dovode do poremecaja u morfogenezi, kao i stvaranju simptoma
fitotoksi¢nosti koji su karakteristicni za delovanje metala, poput hloroze listova.

Mnogi enzimi, kao §to je superoksid-dizmutaza (SOD) i katalaza (CAT), su metaloenzimi koji
sadrze jone Fe*', Cu®", Zn*" ili Mn®" u svojim prosteti¢kim grupama. Kako visak jona Ni*‘ograni¢ava
unos jona Fe*", Cu®" i Zn*" u biljna tkiva, usled deficita ovih esencijalnih metala dolazi do redukcije
biosinteze ovih metaloenzima koji ucestvuju u antioksidantnoj odbrani kod biljaka (Gajewska et al.,
2006). Istrazivanja fotosinteze kod biljaka ukazuju da joni Ni*" mogu kompetitivno ukloniti jone Ca®" iz
njihovih vezujuéih mesta u proteinskom kompleksu koji vrii produkciju kiseonika, te zameniti jone Mg**
u fotosistemu II (PSII) ¢ime se elektron-transportni lanac inhibira (Solymosi et al., 2004).

2.9. Nitrozativni stres kod biljaka izazvan abiotickim stresom

Prema analogiji sa konceptom oksidativnog stresa, razvijen je koncept nitrozativnog stresa koji
predstavlja akumulaciju reaktivnih azotovih radikalskih vrsta (reactive nitrogen species-RNS) pre svega
azot-(1)-oksida (NO") i njegovih derivata ili smanjeno uklanjanje nitrozilovanih proizvoda (Ridnour et al.,
2004). Metabolizam i funkcije NO radikala prvo su objasnjene kod sisara, kada je otkrivena struktura do
tada poznatog endotelijalnog faktora relaksacije (EDRF), dok se o ulogama NO kod biljaka manje znalo.
NO u zivotinjskim ¢elijama igra vaznu ulogu u patofizioloskim procesima, procesima starenja i kontrolise
fundamentalne procese, kao $to su respiracija, programirana Celijska smrt, genska ekspresija, biogeneza
mitohondrija, kao i ostvarivanju ¢elijskih pokreta, krvnom pritisku i razvoju nervnih ¢elija (Valderrama et

al., 2007).
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Azot-oksid (NO) je kratkozivedi, lipofilni, endogeno proizvedeni radikal, koji se ponasa kao
signalni molekul u svim vi§im organizmima s obzirom na njegovu mogucnost brze difuzije kroz éelijske
membrane (Delledonne, 2005; Besson-Bard et al., 2008). Kod biljaka, nastajanje NO radikala je mnogo
kompleksnije nego kod zivotinja i ukljuuje dva razli¢ita mehanizma nastajanja, nitrat i arginin-zavisan
put. Prvi put sinteze NO' predstavlja sukcesivnu redukciju nitrata do nitrita katalitickom aktivno$¢u nitrat-
reduktaze (NR), pra¢enu konverzijom nitrita do NO' radikala. Drugi put nastajanja NO radikala se odvija
zahvaljujuéi aktivnosti NO sintaze, koja vr$i NADPH zavisnu oksidaciju L-Arg do citrulina preko N-
hidroksi arginina, pri ¢emu kao nusproizvod nastaje i NO radikal (Guo, 2006). U nekim sluc¢ajevima, NO
se moze nastati i neenzimskim putem, gde se joni nitrita (NO, ) prevode u NO pri kiselim uslovima u

apoplastu biljke (Bethke et al., 2004).
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Slika 10. Sinteza azotmonoksida aktivnos¢u NO sintaze

Kod biljaka, NO radikal ima vaznu ulogu u razli¢itim fizioloskim procesima, koji ukljucuju
klijanje semena, odbrambene mehanizme biljke, lisnu senescenciju, stomalne pokrete, hormonski
signaling, kao i samo cvetanje biljke (Simpson, 2005; Garcia-Mata et al., 2003; Delledonne, 2005; Bethke
et al., 2006; Zeidler et al., 2004). Takode, NO je uklju¢en u odgovore biljke na mehanicka oStecenja,
odbranu biljke od patogena, kao i abioticki stres gde ima vaznu ulogu kao signalni molekul (Lamattina et
al., 2003; Crawford, 2006; Delledonne, 2005; Simpson, 2005).

Uprkos jednostavnoj strukturi, razumevanje kompleksnih funkcija i mehanizama delovanja NO u
bioloskim sistemima je usloznjeno postojanjem sekundarnih i tercijalnih produkata njihovih reakcija
(Ridnour et al., 2004). Direktno ili posredno, kroz razli¢ite hemijske transformacije, NO radikal vrsi
signalnu i modulatornu funkciju, reagujuéi bilo sa antioksidantima (npr. glutationa) ili sa prooksidantima
(npr. superoksid anjonom gradeci peroksinitritni anjon) stvarajuci time reaktivne azotove vrste (RNS).
NO direktno utice na redoks status Citave celije jer pored mogucnosti nastajanja drugih RNS, dovodi i do

nitrozilovanja, nitrifikacije i nitrovanja drugih biomolekula. Posttranslacione proteinske modifikacije,

29



Marko Kebert Doktorska disertacija; Pregled literature

nitrozilaciju hema, nitrifikacija tirozina, kao i1 glutationa su regulisane posredstvom NO radikala (Wang et
al., 2006; West et al., 2006).

Zbog mnogobrojnih moguc¢ih hemijskih reakcija i razli¢itih meta NO, precizno odredivanje
mehanizma delovanja NO predstavlja veliki izazov u biohemiji. NO-izvedene azotove radikalske vrste
(RNS) vrlo lako reaguju sa jednim od najvaznijih ¢elijkih antioksidanata glutationom (GSH), te formiraju
S-nitrozoglutation (GSNO). Glavna funkcija nitrozoglutationa u bioloskim sistemima je upravo transfer
NO grupe na druge celijske tiole, pri ¢emu nastaju dugozivece nitrozotioli (SNO) kroz reakcije tipi¢ne
trans-nitrozilacije. Endogeni GSNO je znacajni molekul u NO regulatornim mehanizmima, posebno u S-
nitrozilaciji proteinskih tiola, procesu koji je u nekim radovima nazvan ‘‘nova fosforilacija’ (Liu et al.,
2001). Do sada je otkriven veliki broj biljnih proteina koji mogu biti reverzibilno podvrgnuti reakciji
nitrozilacije na cisteinskim ostaticama, a takve modifikacije Cesto rezultiraju u inhibiciji enzimske
aktivnosti ili u promeni proteinske funkcije. (Perazzolli et al., 2004; Belenghi et al., 2007).

Biotransformacija S-nitrozoglutationa (GSNO) je najvazniji deo NO metabolizma koji moze
uticati na mnoge regulatorne procese. Otkriveno je da enzim GSH-zavisna formaldehid dehidrogenaza
(FALDH; EC 1.2.1.1), tip III alkohol dehidrogenaze, ima i GSNO reduktaznu aktivnost. Novootkrivena
GSNO reduktaza katalizuje GSNO do smeSe proizvoda zavisno od uslova, uklju¢uju¢i GSSG,
hidroksilamine, NH; i GSH-sulfonske kiseline (Jensen et al., 1998; Liu et al., 2001).

Formaldehid + GSH + NAD+—S-formilglutation + NADH+H"

GSNO— GSSG

Ascorbic acid /
GSH

Cys-SH

Transnitrosylation

Cys-S-NO

Protein
S-nitrosylation

GSSG + NH,

NAD*

Slika 11. Shematski model metabolizma GSNO u biljnoj ¢eliji (Leterrier et al., 2010)
Glavna uloga ovog enzima je da se redukcijom GSNO smanjuje moguénost nitrozilacije proteina
od strane S-nitrozoglutationa u procesima trans-nitrozilacije (Rusterucci et al., 2007).
Pored uloge u odrzavanju homeostaze NO i njegovog metabolizma, GSNOR ucestvuje u odgovoru i
aklimaciji biljke na abioticki i bioti¢ki stres, kao i u procesu stvaranja sistemske steCene otpornosti
(Rustecrucci et al., 2007). Aktivnost i ekspresija ovog enzima promatrana je i pod razli¢itim uslovima

abiotickog stresa. Tako je kod biljaka graska koje su rasle na 50 uM kadmijuma doSlo do redukcije
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ekspresije GSNOR za 31%, Sto je je praceno smanjenjem sadrzaja NO, GSH i GSNO (Barroso et al.,
2006). Medutim, suprotno ponasanje pronadeno je kod Arabidopsisa koji je rastao u prisustvu 0.5 mM
arsena, gde je aktivnost GSNOR znacajno povecana sa paralelnim porastom koncentracije NO (Leterrier
et al, 2010).

2.10. Fitohormoni

Biljke, poput Zivotinja, proizvode signalne molekule koji imaju vaZan uticaj na razvoj i rast biljke
pri zapanjuju¢e niskim koncentracijama. Radi razlikovanja od zivotinjiskih hormona nazvani su
fitohormonima. Do skora se mislilo da razvoj biljke reguliSe svega pet tipova hormona: auksini,
giberelini, citokinini, etilen i abscisinska kiselina. Medutim, postoje ¢vrsti dokazi da i kod biljaka postoje
biljni steroidni hormoni, brazinosteroidi, koji imaju Sirok opseg uticaja na morfolologiju i razvoj biljke.
Razni signalni molekuli koji igraju vaznu ulogu u stvaranju rezistencije na patogene i odbranu od
herbivora su takode identifikovani, poput jasmonske kiseline (eng. jasmonic acid- JA), salicilne kiseline
(eng. salycilic acid-SA) i polipeptida, sistemina. Hormon koji je prvi otkriven u biljkama i Cija je
fizioloska uloga i mehanizam delovanja rasvetljen je auksin. Stavise, i auksini i citokinini se razlikuju od
ostalih biljnih hormona i signalnih molekula po vaznoj Cinjenici da su esencijalni za viabilnost. Stoga,
nijedan mutant kome nedostaje bilo auksin ili citokinin nije pronaden niti stvoren, $to ukazuje na vaznu
funkciju ovih molekula u biljkama. Bez obzira na njihovu prisutnost u vrlo niskim koncentracijama, oni
ispoljavaju Sirok spektar fizioloskih funkcija.

2.10.1. Abscisinska Kkiselina (ABA)

Abscisinska kiselina (ABA) je ubikvitaran biljni hormon u vaskularnim biljkama. ABA je
detektovana u mahovinama i kod nekoliko rodova gljiva, gde nastaje kao proizvod sekundarnog
metabolizma (Milborrow, 2001). ABA se nalazi u svim organima i tkivima od korenskih dlacica do
apikalnih pupoljaka. SintetiSe se u svim c¢elijama koje imaju hloroplaste ili amiloplaste. ABA je vazan
hormon zbog svog inhibitornog dejstva prema rastu, sposobnosti regulacije otvaranja stoma u uslovima
stresa, regulacije dormacije i sazrevanja semena. lako se u literaturi ve¢ uvrstio termin abscinska kiselina,
prvobitan naziv dormin je viSe odgovarajuéi za ovaj hormon, jer je danas poznato da je zapravo etilen
hormon koji izaziva abscisiju, a da se pomenuta abscisija ploda pamuka zbog koje je ABA dobila ime
desila zahvaljujuc¢i sposobnosti ABA da stimuliSe proizvodnju etilena. ABA je jedinjenje sa 15 C atoma
koji podsec¢aju na zavrsni deo nekih od molekula karotenoida. Orijenatacija karboksilne grupe na drugom
ugljeniku odreduje cis i trans izomere ABA. Skoro sva ABA koja se javlja u prirodi je u cis formi i po
konvenciji ime abscisinska kiselina se odnosi na taj izomer. ABA sadrzi asimetri¢ni ugljenikov atom na
poziciji 1’ unutar prstena, rezultirajuci u postojanju S i R (+1 -, respektivno) enantiomera. S enantiomer je

prirodna forma, a komercijalno dostupna sintetska ABA je racemska smeSa odgovarajuc¢eg odnosa S i R
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oblika. Samo S enantiomer je aktivan u izazivanju brzih odgovora na ABA, kao S$to je stomalno
zatvaranje. U dugotrajnim odgovorima kao $to su sazrevanje semena, oba enantiomera su aktivna. Za
razliku od cis i trans izomera, S i R forme ne mogu biti prevedene iz jednog oblika u drugi u biljnom

tkivu.

CH CH3 CH3
Hsc@! o 3 HsC~, CHay HiC s o
N S SNy
“ oH W OH
ks 1 g ,
03 ch, COOH 07 ™ ™ CH, cooH O
(S)-cis-ABA 2 (R)-cis-ABA (5)-2-trans-ABA inactive

Slika 12. Razli¢ite izomerne strukture abscisinske kiseline (Taitz i Zeiger, 2002)

Razni bioeseji se koriste za detekciju ABA, ukljucujuéi inhibiciju rasta koleoptila, klijanje, ili
giberelinskom kiselinom (GA)-indukovana sinteza a-amilaze. Alternativno, ubrzano stomalno zatvaranje
i ekspresija gena su primeri brzih odgovora. Instrumentalne metode detekcije su mnogo pouzdanije od
bioeseja zbog specifi¢nosti i pogodnosti za kvantitativnu analizu. NajSire zastupljena tehnika je zasnovana
na gasnoj hromatografiji ili te¢noj hromatografiji visokih performansi (HPLC). Gasna hromatografija
omogucava detekciju za mase nize od 10™° g, ali to zahteva nekoliko preliminarnih koraka pregi¢avanja.
Imunoeseji su takode osetljivi i specificni.
2.10.1.1. Biosinteza ABA

Kao i sa drugim hormonima, ABA odgovor zavisi od njene koncentracije unutar organa i
osetljivosti tkiva na hormon. Procesi biosinteze, katabolizma, kompartmentizacije i transporta doprinose
koncentrisanju aktivnog hormona u tkiva u svakoj fazi razvoja. Kompletna biosinteza ABA je rasvetljena
uz pomo¢ ABA-deficitarnih mutanata koji su blokirali biosintezu u odredenim koracima. Biosinteza ABA
se deSava u hloroplastima i drugim plastidima po metabolickom putu prikazanom na slici 13. Do sada je
identifikovano nekoliko prirodnih mutanata koji se zbog prekida u odredenim koracima biosinteze
odlikuju deficitom ABA i pokazuju abnormalan fenotip, koji se moze ispraviti primenom egzogenog

ABA (Milborrow, 2001).
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Metabolicki put pocinje sa izopentenil-difosfatom (IPP), bioloSkom izoprenskom jedinicom, i
vodi ka sintezi Cy ksantofila (oksidovanog karotenoida), violaksantina. Sinteza violaksantina je
katalizovana zeaksantin epoksidazom (ZEP). Ovo dokazuje da se biosinteza ABA-e odvija indirektnim
putem, razgradnjom karotenoida, pre nego sintezom malog molekula de novo. Violaksantin se prevodi do
Cyojedinjenja 9-cis-neoksantina, koji se posle cepa i formira C;s jedinjenje-ksantoksal, prethodno nazvano

ksantoksin, koji je neutralni inhibitor rasta sa slicnim fizioloskim svojstvima kao i ABA. Cepanje Cy
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jedinjenja je katalizovano 9-cis-epoksi-karotenoid dioksigenazom (NCED), koja je nazvana tako jer moze
da vrsi cepanje 1 9-cis-neoksantina i 9-cis-violaksantina (slika 13).

U uslovima vodnog stresa i suSe dolazi do brze indukcije biosinteze enzima NCED, §to ukazuje
da je reakcija koju katalizuje regulatorni korak u sintezi ABA. Enzim je lokalizovan na tilakoidima, gde
se nalaze i visoke koncentracije karotena kao supstrat. Kona¢no, ksantoksal se prevodi do ABA u
oksidativnom koraku koji ukljucuje intermedijere kao §to su ABA-aldehid i/ili ksantoksi¢na kiselina.
Ovaj poslednji korak biosinteze je katalizovan familijom aldehid oksidaza (AAO) koje zahtevaju
molibden kao kofaktor (MoCo). MoCo je neophodan i za aktivnost ksantin dehidrogenaze. Mutant
Arabidopsisa kome nedostaje funkcionalni molibden kao kofaktor je nesposoban da sintetise ABA.
2.10.1.2. Koncentracije ABA u tkivima

U razli¢itim biljnim tkivima i organima intenzitet biosinteze i koncentracija ABA mogu drasti¢no
da variraju tokom razli¢itih faza razvoja, u zavisnosti od promenjivih uslova zZivotne sredine. Na primer, u
semenima nivoi ABA tokom razvijanja mogu da porastu i 100 puta u nekoliko dana i onda da se naglo
spuste do iS¢ezavajuce niskih koncentracija kako sazrevanje napreduje. U uslovima vodnog stresa,
koncentracije ABA u listovima mogu da se povecaju i 50 puta za samo 4 do 8 sati. Nakon ponovnog
zalivanja, ABA koncentracije se vra¢aju na normalni nivo za isti vremenski period.

Biosinteza nije jedini faktor koji reguliSe koncentracije ABA u biljnim tkivima. Kao i kod drugih
hormona, koncentracija slobodne ABA u citosolu su takode regulisane degradacijom, konjugacijom,
kompartmentizacijom i transportom. Na primer, citosolna ABA raste tokom vodnog stresa, kao rezultat
sinteze u listu, redistribucije unutar ¢elija mezofila, dopremanju iz korena i recirkulacijom iz drugih
listova. Koncentracija ABA opada nakon ponovnog zalivanja vodom usked degradacije i smanjenja
brzine sinteze, ali i zbog otpremanja iz listova u druge organe.
2.10.1.3. Inaktivacija ABA putem oksidacije ili konjugacije

Najvec¢i uzrok inaktivacije slobodne abscisinske kiseline je njena oksidacija koja dovodi do
nestabilnog intermedijera 6-hidroksimetil-abscisinske kiseline, koji se brzo prevodi do fazeicne kiseline
(PA) i dihidrofazei¢ne kiseline (DPA). PA je fizioloski inaktivna ili pokazuje vrlo redukovanu aktivnost u
bioesejima. Medutim, kod nekih biljnih vrsta PA ipak moze da izazove stomatalno zatvaranje i pokazuje
aktivnost kao i ABA u inhibiranju giberelinskom kiselinom izazvane proizvodnje o-amilaze u
aleuronskim slojevima kod je¢ma. Ovi efekti ukazuju da je i PA sposobna da se veZe za ABA receptore,
dok za razliku od PA, DPA nema detektovanu aktivnost ni u jednom od bioeseja.

Slobodna ABA se inaktivira kovalentnom konjugacijom sa drugim molekulima, poput
monosaharida grade¢i na primer konjugate poput ABA-B-D-glukozil estra (ABA-GE). Ovaj konjugat

osim §to inaktivira ABA-u i menja njenu polarnost i ¢elijsku distrbuciju. Dok je slobodna ABA
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lokalizovana u citsolu, estar ABA-GE se akumulira u vakuoli i stoga se moze smatrati oblikom hormona
koji sluzi za skladiStenje. Enzimi esteraze mogu da oslobode ABA-u iz ovih konjugata, medutim ne
postoje dokazi da hidroliza ABA-GE doprinosi drasticnom porastu ABA u listu tokom vodnog stresa.
Kada su biljke pracene nakon serije naizmeni¢nog izlaganja stresu suse i ciklusima ponovnog zalivanja
vodom, koncentracija ABA-GE je rasla polako, ukazujuéi da se konjugovana forma ne razlaze tokom
vodnog stresa (Taitz i Zeiger, 2002).
2.10.1.4. Transport ABA kroz tkiva

Transport ABA-e se vrsi i ksilemom i floemom, ali je mnogo uobicajnije floemskim sokom, §to je
dokazano dodavanjem radioaktivnho obelezene ABA-e na list, koja je pokazala dvosmerno kretanje
jednako i uz stablo i niz stablo prema korenu, mada je nakon 24h veéina radiokativno obelezene ABA-e
nadena u korenu. Takode, ABA koja je sintetisana u korenu moze biti transportovana do izbojaka putem
ksilema. Dok je koli¢ina ABA u ksilemskom soku redovno zalivanog suncokreta izmedu 1 i 15 nM,
koncentracija ABA u suncokretu koji je izlozen susi je porasla cak do 3000 nM (Schurr et al., 1992). Red
veliine stresom izazvane promene u ksilemskom sadrzaju ABA vrlo varira medu vrstama, a takode
ukazuje da se ABA transportuje i u konjugovanoj formi, pa tek onda osloboda hidrolizom u listovima.
Kada stres izazvan vodnim deficitom pocne, deo ABA koja se sintetiSe u korenovima koji su u direktnom
kontaktu sa isuSenim zemljiStem se prenosi ksilemom do listova, Sto predstavlja signal listu da smanji

transpiraciju zatvaranjem stoma (Davies i Zhang, 1991).
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Slika 14. Transport ABA kroz mezofil lista (Taitz i Zeiger, 2002)
Mada je koncentracija od 3 pM ABA u apoplastu dovoljna za zatvaranje stoma, ne doseze sva
ksilemska ABA u ¢elije zatvaracice. Tokom prvih faza stresa suSom, pH ksilemskog soka postaje sve vise

bazan, rastu¢i od pH 6.3 do pH 7.2 (Wilkison i Davies, 1997). Glavna kontrola raspodele ABA medu
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kompartmentima biljne Celije prati koncept tzv. “anjonske zamke”; disosovane anjonske forme slabih
kiselina se akumuliraju u kompartmentima sa baznom sredinom odakle mogu biti premestene u zavisnosti
od pH gradijenta kroz membranu. Osim ovog razdvajanja prema relativnim vrednostima pH po
kompartmentima, specifi¢ni nosaci za unos doprinose odrzavanju niskih koncentracija ABA u apoplastu u
nestresiranim biljkama. Stres uzrokuje alkalinizacija apoplasta Sto favorizuje disocijaciju abscisinske
kiseline do ABA", koja zbog naelektrisanja vrlo tesko prolazi membranu, tako da manje ABA ulazi u
¢elije mezofila, a viSe dopire do ¢elija zatvaraCica putem transpiracionog toka. Ova preraspodela ABA u
listu ne uzrokuje nikakve promene u ukupnom nivou ABA. Porast pH ksilemskog soka je signal korena
koji izaziva ranije zatvaranje stoma (Taitz i Zeiger, 2002).
2.10.1.5. Funkcije ABA u biljnoj ¢eliji

ABA ispoljava razlicite efekte na rast korena i izbojaka i ti efekti zavise od vodnog statusa biljke.
Endogena ABA pospesSuje rast izbojaka u dobro navodnjenim biljkama supresujuci proizvodnju etilena.
Dok se pri ograni¢enim uslovima navodnjenosti i niskom vodnom potencijalu desava suprotno. Takode,
pri uslovima suSe endogena ABA se ponaSa kao signal koji smanjuje rast izbojaka, a pospeSuje rast
korena, inhibirajuéi sintezu etilena (Spollen et al., 2000). ABA je glavni signalni molekul koji posreduje u
prenosu signala stresa izmedu korena i izbojka. Rasvetljavanje signalne uloge ABA u uslovima
zaslanjenosti, vodnog deficita, stresa izazvanog teSkim metalima i izlaganja niskim i visokim
temperaturama, dovelo je do oznacavanja ABA kao hormona stresa. ABA je veoma efektivna u
zatvaranje stoma, te akumulacija ABA u listovima usled stresa igra vaznu ulogu u smanjenju gubitka
vode transpiracijom. Stomalno zatvaranje moze biti uzrokovano i ABA-om koja je sintetisana u korenu i
prenesena do izbojaka. Grafik na slici 15. pokazuje promene vodnog potencijala, stomalne otpornosti
(reciprocne vrednosti od stomalne provodljivosti), koncentracije ABA u kukuruzu pri stresu suSom, gde

vodni potencijal listova opada, dok sadrzaj ABA 1 stomalna otpornost rastu. (Beardsell i Cohen, 1975).
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Slika 15. Grafik vremenske zavisnosti koncentracije ABA i stomalne otpornosti
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2.10.1.6. ABA i oksidativni stres

Abioticki stres uzrokuje promene u signalnim putevima u svim celijkim komponentama.
Dokazano je da postoje ABA-zavisni i ABA-nezavisni putevi u odgovorima na abioticki stres. ABA igra
glavnu ulogu u aklimaciji na hiperosmotski stres izazvan visokim salinitetom, suSom ili teSkim metalima
(Finkelstein et al., 2002). Hiperosmotski stres pokre¢e ABA biosintezu, §to dovodi do promena u genskoj
ekspresiji, kroz mrezu signalnih puteva.

ABA je ukljucena u kratkoro¢ne fizioloske efekte, poput zatvaranja stoma, kao i u dugorocne
procese razvi¢a (sazrevanje semena). Stomalno zatvaranje izazvano delovanjem ABA se koristi kao
model sistem za pracenje brzih odgovora na ABA (vremenski okvir od milisekunda do sekunda). Brzi
fizioloski odgovori deluju kroz promene fluksa jona kroz membranu, a mogu ukljuciti i gensku regulaciju,
dok dugoroc¢ni procesi neizbezno ukljucuju promene u obrascima genske ekspresije. Putevi prenosenja
signala koji pojacavaju primarni signal, koji se stvara kada se hormon veze za receptor, su neophodni i za
kratkoro¢ne i dugoro¢ne efekte ABA.

Hiperosmotski stres, kao i ABA, uzrokuje povecanje fosfolipida, reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
(ROS), kalcijuma, i azot-oksida (NO) koji deluju kao sekundarni glasnici u prevodenju signala za
zatvaranje stoma (Miller et al., 2008; Neill et al., 2008).

ABA modulacijom fosfolipaze C (PLC) i D (PLD) posredstvom inozitol-1,4,5-trifosfata (IP;) ili
fosfaticne kiseline (PA) vrsi aktivaciju vakuolarnih kalcijumovih kanala i poveava koncentracije
citosolnog Ca*" koji predstavlja klju¢ni signal u procesu zatvaranja stoma (Takashi et al., 2001). Skoro je
otkriveno i postojanje Ca-senzornih recepora (CAS) koji su lokalizovani na membrani hloroplasta i koji
posredstvom IP; oslobadaju Ca®" iz unutra$njih depoa u vanéelijski prostor, §to dovodi do stomalnog
zatvaranja kod Arabidopsisa (Tang et al., 2007; Nomura et al., 2008). Oba puta, katalizovana bilo
fosfolipazom C- diacilglicerol kinazom (PLC-DGK) ili PLD, su ukljuc¢ena u odgovor na stres (Hong et
al., 2008).

Poznato je i da ABA aktivira ROS signaling procese koji povezuju ¢itavu mrezu metabolickih
puteva, a zapoCinju produkcijom H,0, usled izloZenosti raznim faktorima stresa. Pretpostavlja se da ABA
izaziva proizvodnju H,0, aktivacijom NAD(P)H oksidaze (Murata et al., 2001; Neill et al., 2008). Dva
gena koja kodiraju kataliticku subjedinicu NAD(P)H oksidaze (AtrbohD i AtrbohF) su pod uticajem
abiotickog stresa poviseno ekspresovana u ¢elijama zatvaraCicama, a ta ekspresija je regulisana od strane
ABA. Mutacije na ova dva gena dovode i do zatvaranja stoma i poviSene produkcije ROS-a (Kwak et al.,
2003). ROS signaling aktivira Ca®" kanale na plazma membrani u éelijama zatvaradicama i tako
pospesuje stomalno zatvaranje. Kod kukuruza ABA-indukovana proizvodnja ROS-a moZe da aktivira i

gene za antioksidantnu odbranu (Guan et al., 2000). Veliki broj istrazivanja potvrduje u¢es¢e NO" radikala
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kao endogenog signalnog posrednika u odgovoru na stimuluse iz Zivone sredine kod biljaka (Besson-Bard
et al.,, 2008). Gen HOTS5 koji je neophodan za ostvarivanje termoregulacije takode kodira i S-
nitrozoglutation reduktazu (GSNOR) koja metaboliSe S-nitrozoglutation, prenosni oblik NO' signala (Lee
et al., 2008a). Egzogeni NO" uzrokuje zatvaranje stoma (Garcia-Mata i Lamattina, 2002), a ABA uzrokuje
proizvodnju NO' koja opet zavisi od proizvodnje H,O, (Bright et al., 2006). Slika 16. pokazuje
medusobnu ukrstenost signalnih puteva ABA i oksidativnog stresa, te ukazuje i na blisku vezu izmedu

regulacije oksidativnog stresa i adaptacije na promenjive uslove Zivotne sredine (Zsigmond et al., 2008).

Plasma membrane

NADPH
oxidase

Chloroplast
e

Vacuole

Slika 16. Ukr$tenost (eng.”’cross-talk”) puteva signalne transdukcije ABA i ROS-a usled abioti¢kog stresa
(Rock et al., 2000)

Veliki broj dokaza potvrduje ukljucenost reverzibilne proteinske fosforilacije u regulaciji biljnog
odgovora na razne stimuluse iz Zivotne sredine. Takode, poznato je da ABA uzrokuje antioksidativnu
zaStititu putem regulacije espresije gena vezanih za antioksidantni odgovor, upravo preko proizvodnje
ROS-a (Guan et al., 2000), ali i preko ROS posredovane aktivacije MAPK signalnih kaskada kako je
zabelezeno kod kukuruza (Zhang et al., 2006). Kod Arabidopsisa, oksidativni stres i novonastali H,O,
aktivira dve MAP kinaze (AtMPK3 i AtMPK) od kojih prekomerna ekspresija gena AtMPK6 ujedno
povecava i ABA-zavisnu ekspresiju gena CAT1 koji kodira katalazu (Kovtun et al., 2000, Moon et al.,
2003), koja igra vaznu ulogu u smanjenju koncentracije H,O, i oksidativnog stresa (Mittler et al., 2004).
U celijama zatvara¢icam Vicie faba dokazano je postojanje ABA-aktiviranih protein kinaza (AAPK)
(Mori i Muto, 1997). Aktivnost AAPK je potrebna za ABA aktivaciju S-tipa anjonskih kanala, $to

rezultira zatvaranjem stoma. Periodi¢nost oscilacija struje Ca®" (tzv. Ca®" potpis) odreduje ¢elijki odgovor.
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Porast koncentracije citosolnog kalcijuma koji je uzrokovan delovanjem ABA predstavlja kljucni
momenat u trenutnom modelu ABA indukovanog stomalnog zatvaranja, mada je ABA sposobna da
izazove stomalno zatvaranje i kad u ¢elijama zatvaracicama ne dodje do porasta citosolnog kalcijuma.
Naime, dokazano je da ABA deluje kalcijum nezavisnim putevima, tako Sto koristi citosolni pH kao
signalni intermedijer. ABA uzrokuje alkalinizaciju citosola od pH 7.76 do pH 7.94, a povecanje
citosolnog pH aktivira K" izlazne kanale, $to takode dovodi do zatvaranja stoma (Allan et al., 1994).

Dokazano je da ABA reguliSe ekspresiju velikog broja gena tokom sazrevanja semena i tokom
stresnih uslova, kao §to su toplotni Sok, adaptacija na niske temperature i tolerancija na soli i teSke metale
(Rock, 2000). ABA uzrokovana povecana ekspresija gena doprinosi stvaranju adaptivne tolerancije. Ovi
poviseno ekspresovani geni kodiraju proteaze, ¢aperone, enzime metabolizma Secera i drugih osmolita,
jonske kanale i akvaporine, te enzime za detoksifikaciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i regulatorne
proteine poput transkripcionih faktora (TFs) i proteinskih kinaza. Genska aktivacija od strane ABA je
posredovana transkripcionim faktorima, medu kojima su identifikovane cetiri klase. Neki od TFs
posreduju u odgovorima na susu, hladnoc¢u ili zaslanjenost medijuma, a pretpostavlja se da su TFs
ukljuceni i u sprovodenju bioloskih odgovora i kod stresa izazvanog teskim metalima, mada jo$ uvek nisu
identifikovani (Pareek et al., 2010).

2.10.2. Auksin-hormon rasta

Auksin je prvootkriveni hormon u biljkama ¢ija je fizioloSka uloga i mehanizam delovanja
rasvetljen. Kako ovo jedinjenje pospesuje izduZivanje koleoptila nazvano je auksin od gré¢kog auxein, §to
znaCi povecavati se, rasti. Tehnoloski napredak, prvenstveno obelezavanje sa izotopima, omogudilo je
otkrivanje metabolickih puteva biosinteze i razgradnje auksina. U srednjim tridesetim godinama proslog
veka otkriveno je da je dominantni auksin u viSim biljkama indol-3-sir¢etna kiselina (IAA). Tek kasnije je
otkriveno jo§ nekoliko auksina u viSim biljkama, ali je IAA daleko najzastupljeniji i fizioloski
najznacajniji. Kako je struktura IAA relativno jednostavna, akademske i industijske laboratorije bile su
brzo u mogucénosti da sintetiSu Sirok spektar molekula sa auksinskom funkcijom. Neki od njih se koriste

kao herbicidi u hortikulturi i poljoprivredi.

[I | | [/ | \ - _~CH, — CH; — CH, — COOH
. .
"

Tndol-3- siréetna kiselina (IAA) "{féf{ﬂf”‘ sircetna kiselina Indol-3- buterna kiselina (IBA)

39



Marko Kebert Doktorska disertacija; Pregled literature

O —CH; — COOH

a COOH
a - OCH,
cl a
2, 4- Dihlorofenoksi
siréetna kiselina 2-Metoksi-3, 6-dihlorobenzojeva
(2.4-D) kiselina (dikamba)

Slika 17. Strukture najznacajnijih sintetskih i prirodnih auksina

Rana definicija aksina je obuhvatala sve prirodne i sintetske hemijske supstance koje stimuliSu
elongaciju u koleoptilima. Medutim, dokazano je da auksini pokazuju i druge efekte osim elongacije.
Stoga, auksini mogu biti definisani kao jedinjenja sa bioloskom funkcijom sli¢noj onoj koju ima indol-3-
sircetna kiselina (IAA), ukljucujuci sposobnost da se pospesuje Celijska elongacija u koleoptilu i
izboja¢nom delu, deoba ¢elija u kalusnoj kulturi u prisustvu citokinina, formiranje adventivnih korenova,
1 drugih fenomena u razvoju biljke povezanih sa IAA. Mada su hemijski razli¢ite, zajednicka osobina svih
aktivnih auksina je da je molekulska udaljenost izmedu delimi¢no pozitivnog naelektrisanja na
aromaticnom prstenu i negativno naelektrisane karboksilne kiseline oko 0.5 nm.
2.10.2.1. Putevi biosinteze indol-3-sircetne kiseline

Biosinteza IAA je povezana sa brzim deobama u brzo rastu¢im tkivima, posebno izbojcima.
Mada su sva biljna tkiva sposobna za sintezu niskih koncentracija IAA, apikalni izbojci meristema, mladi
listovi 1 voce 1 semenje u razvoju su primarna mesta sinteze IAA (Ljung et al., 2001).
IAA je strukturno slicna aminokiselini triptofan, te su prvobitne studije o biosintezi auksina bile usmerene
na triptofan kao potencijalni prekursor i pracenje transformacije egzogenog izotopski obelezenog
triptofana (npr. *H-triptofan) u IAA od strane biljnog tkiva. Do danas je poznato vise metaboli¢kih puteva
konvezije triptofana u IAA koji su prikazani na slici 18.
a) IPA put je najces¢i put biosinteze IAA od svih triptan-zavisnih puteva kod biljaka. U ovom putu
biosinteze IAA, indol-3-piruvatna kiselina predstavlja prekursor koji prvo podleze reakciji deaminacije
kako bi se formirala indol-3-piruvatna kiselina, te reakciji dekarboksilacije kako bi se formirao indol-3-
acetaldehid (IAld). Indol-3-acetaldehid se zatim oksiduje do IAA specifi¢nim dehidrogenazama.
b) TAM put je sli¢an IPA putu, s tim da je redosled reakcija deaminacije i dekarboksilacije obrnut, te su
i razli¢iti enzimi ukljuceni. One vrste biljaka koje ne koriste IPA put, koriste TAM put. Postoje biljke,
poput paradajza kod kojih IAA nastaje u oba puta, i TAM i IPA (Nonhebel et al., 1993).
¢) IAN put nazvan po indol-3-acetonitrilu (IAN) jer se u ovom putu triptofan prvo konvertuje u indol-

3-acetaldoksim, a zatim do indol-3-acetonitrila. Enzim koji prevodi IAN do IAA se zove nitrilaza. Ovaj
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put je karakteristican za samo tri familije biljaka Brassicaceae, Poaceae i Musaceae kojima pripada i

biljka banane.
Put Indol-3-piruvatne kiseline
- | | COOH
2 N NH;
H
“Tip Triptofan (Trp) Trp
maonooxygenase Tip decarboxylase
tranEaminasel I
IAN COOH TAM
| |
wh S Ol
v NOH Indol-3 piravatna NH;
H L (IPA) N
. kiselina . H
Indol-3-acetaldoksim IPA Triptamin (TAM)
Metabolicki put kod bakterija decarboxylase

o /" Amine
,/ /"\33»“ C\ ﬂ oxidase
| (] A e
N NH; SNy i
H H

Indol-3-acetamid (IAM) Indol-3-acetonitril(1AN) Endol-3-acetakiokat (LAL)

1ald
Nitrilase dehydrogenase

N

H
Indol-3-siréetna kiselina

*|AM hydrolase

Slika 18. Sumarna shema triptofan zavisnih puteva biosinteze IAA (Taitz i Zeiger, 2002)

Zahvaljujuci upotrebi genetskih metoda, otkriven je i triptofan-nezavisni put biosinteze IAA koji
je prikazan na slici 19. Otkriée triptofan-nezavisnog puta drasticno je promenilo videnje IAA biosinteze,
ali odnos triptofan zavisnog i nezavisnog puta je i dalje slabo shvac¢en. Kod nekoliko biljnih vrsta je
pronadeno da tip biosinteze IAA varira u razli¢itim tkivima i medu razli¢itim fazama razvi¢a. Na primer,
tokom embriogeneze kod Sargarepe, triptofan-zavisna staza je znacajna u ranom razvoju gde, nakon Sto se
ose korena i izbojka formiraju, triptofan-nezavisna staza biosinteze [AA preuzima glavnu ulogu.
Postojanje visestrukih puteva za biosintezu IAA ¢ini skoro nemogucim da biljka ostane bez auksina, §to

odrazava esencijalnu ulogu ovog hormona u razvoju biljke.
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BIOSINTETSKI PUT TRIPTOFANA
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Slika 19. Ukrstenost triptofan-zavisnog i triptofan-nezavisnog puta sinteze IAA (Taitz 1 Zeiger, 2002)

2.10.2.2. Konjugovane forme IAA

Mada slobodan IAA predstavlja bioloski aktivan oblik hormona, ve¢ina auksina u biljci je nadena u

kovalentno vezanom obliku. Konjugati auksina su identifikovani u svim viS§im biljkama i smatraju se

hormonalno inaktivnim. Postoji podela ovih konjugata na:

Nisko-molekulske TAA konjugate aukina koji sadrze estre sa glukozom ili mio-inozitolom i

amidne konjugate poput indol-N-aspartata,

Visoko-molekulske TAA konjugate

koji obuhvataju [AA-glukane (7-50 jedinica glukoze po

jednom molekulu TAA) i IAA-glikoproteine

Jedinjenje sa kojim je IAA konjugovan i nacin vezivanja zavisi od specificnih enzima koji vrse

konjugaciju. Najbolje proucena reakcija konjugacije je IAA sa glukozom u Zea mays. Metabolizam

konjugovanih aksina moze biti glavni faktor koji doprinosi regulaciji nivoa slobodnog auksina. Npr.

tokom germinacije semena Zea mays, [AA-mio-inozitol je translociran iz endosperma do koleoptila
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putem floema. Smatra se da jedan deo slododnog IAA u vrhovima koleoptila Zea mays-a nastaje iz
hidrolize IAA-mio-inozitola.

Takode, stimulusi iz Zivotne sredine kao $to su svetlost i gravitacija, uticu na odnos konjugovanih
auksina (uklanjanje aktivnog auksina) i slobodnog auksina (koji nastaje hidrolizom konjugovanih
auksina). Formiranje konjugovanih auksina moZze da ima funkciju da skladisti TAA 1 Stiti ga od

oksidativnog oStecenja.
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Slika 20. Konjugacija IAA 1 strukture konjugovanih formi IAA

2.10.2.3. Metabolic¢ki putevi degradacije IAA

Poput IAA sinteze i enzimatska razgradnja (oksidacija) IAA ukljucuje visestruke metabolicke
puteve. Neko vreme se mislilo da su enzimi iz grupe peroksidaza zasluzni za oksidaciju IAA, medutim
fizioloska uloga peroksidaza u ovom procesu jo$ nije razjasnjena. Promene u nivou IAA kod transgenih
biljaka kod kojih je ekspresija peroksidaza desetostruko povecana nisu primecene, niti je doslo do
promene u nivou IAA prilikom inhibicije peroksidazne aktivnosti (Normanly et al., 1995).

Na osnovu istrazivanja sa izotopski obelezenom IAA i putem detaljne identifikacije metabolita,
otkrivena su druga dva oksidativna puta kontrolisanog procesu degradacije. Krajnji produkt ove reakcije
je oksindol-3-sir¢etna kiselina (oxIAA), jedinjenje koje se prirodno javlja u endospermu i izbojcima Zea

mays. U prvom metabolickom putu, IAA je oksidovana bez dekarboksilacije do OxIAA, dok je u drugom
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IA A-aspartat konjugat oksidovan prvo do intermedijera dioksindol-3-acetilaspartata, a onda do oxIAA. In
vitro, TAA moze biti oksidovana i neenzimski kada je izlozena intenzivhom svetlu, pri ¢emu

fotodestrukcija dodatno biva pospesena prisustvom biljnih pigmenata, poput riboflavona.
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Slika 21. Shema puteva degradacije IAA

2.10.2.4. Distribucija i transport IAA unutar celije

Raspodelu TAA u ¢eliji reguliSe pH vrednost. Kako disosovan oblik IAA™ ne moze da prode
membranu, dok protonovan IAAH slobodno difunduje kroz membranu, auksin tezi da se akumulira u vise
baznim kompartmentima ¢elije. Raspodela IAA i njegovih metabolita je proucavana u ¢elijama duvana,
gde je otprilike jedna tre¢ina IAA nadena u hloroplastima, dok je ostatak skladisSten u citosolu. [AA u
citosolu je metabolizovan ili konjugacijom ili katabolizmom koji iskljucuje reakcije dekarboksilacije.
IAA u hloroplastima je zaSticen od ovih procesa, a njegova koncentracija je regulisana koli¢inom IAA u
citosolu sa kojom je u dinamickoj ravnotezi (Sitbonet et al., 1993).

Ustanovljeno je da se IAA uglavnom krece bazipetalno (od apikalnog ka baznom kraju) i ova

pojava se naziva polarni transport. Auksin je jedini biljni hormon rasta koji se kre¢e polarno. Kako
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apikalni izbojci sluze kao primarni izvor auksina za celu biljku, dugo se smatralo da je polarni transport
glavni uzrok stvaranja gradijenta auksina idu¢i od vrhova izbojaka ka vrhovima korenova. Ovaj
longitudinalni gradijent auksina od izbojaka do korena utiCe na razne procese razvica, ukljucujuéi
elongaciju, apikalnu dominaciju, lisnu senescenciju i zarastanje rana na biljci. Skoro je primecéeno da se
znacajna koli¢ina auksina transportuje i pojavljuje u floemu i da je to glavni put kojim se auksin krece
akropetalno (ka vrhu).

Brzina polarnog auksinskog transporta je 5-20 cm h', §to je brze od difuzije, a sporije od floemske
translokacije. Polarni transport je specifican za aktivni auksin, prirodni i sinteticki. S obzirom da se
neaktivni auksinski analozi niti metaboliti auksina ne translociraju polarno, postojanje specificnih
proteinskih nosaca na plazma membrani koji prepoznaju hormon i njegove aktivne analoge je evidentno
(Palme i Galweiler, 1999).

Prema hemiosmotskom modelu polarnog auksinskog transporta unos auksina je voden silom
protonskog gradijenta (AE + ApH) kroz plazma membranu, dok je auksinski efluks obezbeden
membranskim potencijalom, AE. Prvi korak u polarnom transportu je auksinski influks, koji prema
modelu obezbeduje ulazak auksina u ¢eliju preko dva mehanizma:

e pasivnom difuzijom protonovane forme (IAAH) kroz fosfolipidni dvosloj,

e sekundarnim aktivnim transportom, simportom disosovanog oblika (IAA") i hidronijum jona 2H".

Dvojni nacin ulaska auksina proizilazi iz zavisnosti permeabilnosti membrane od apoplasti¢nog pH.
Nedisocirana forma indol-3-sir¢etne kiseline, gde je karboksilna grupa protonovana, je lipofilna i prolazi
difuzijom kroz lipidni dvosloj, dok disocirana forma negativno naelektrisana, ne moze da prode kroz
membranu. Kako membranska H'-ATP-aza normalno odrzava pH vrednost oko 5, oko polovine auksina
(pKa=4.5) u apoplastu ¢e biti u svojoj nedisociranoj formi i proéi ¢e pasivnom difuzijom kroz plazma
membranu niz koncentracijski gradijent. Eksperimentalno je dokazano da se u uslovima snizenog
vancelijkog pH unos IAA povecava.

Eksperimenti potvrduju i da 2H"-IAA” simporteri vr$e kotransport dva hidronijum jona zajedno sa
auksinskim anjonom. Ovaj aktivni transport auksina omoguc¢ava ve¢u akumulaciju IAA nego prostom
difuzijom. U korenovima Arabidopsisa je identifikovan auksinski nosa¢ tipa permeaze AUX1 (Bennett et
al., 1996). Uopsteno, polarnost transporta auksina je zapravo vodena efluksom pre nego influksom
(Marchant et al., 1999). Jednom kad IAA ude u citosol, ¢iji je pH otprilike 7.2, skoro celokupni auksin ¢e
disosovati do anjonske forme. Kako je membrana manje propusna za IAA nego za IAAH, IAA Ce teziti
da se akumulira u citosolu. Medutim, odredena koncentracija auksina koji ude u ¢eliju, izlazi putem
auksinskog anjonskog efluks nosaca. Prema hemiosmotskom modelu, transport IAA™ van ¢elije je voden

negativnim membranskim potencijalom unutra$nje strane. Prema hemiosmotskom modelu polarnog
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transporta efluks TAA™ se najceS¢e deSava na bazalnom delu svake ¢elije. Uzastopni unos auksina sa

apikalnog kraja celije i njegovo otpuStanje na baznom delu svake Celije, objaSnjava totalni polarni

transport.
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Slika 22. Hemiostatski model polarnog transporta auksina kroz celije

Do sada je utvrdeno nekoliko sintetickih jedinjenja koja se ponaSaju kao inhibitori auksinskog

transporta, ukljucujuci 1-N-naftilftalamicnu kiselinu (NPA) i 2, 3, 5-trijodobenzojevu kiselinu (TIBA).

Ovi inhibitori blokiraju polarni transport spreavajuc¢i auksinski efluks. Jedan od simptoma blokiranog

unosa auksina inhibitorima, poput 1-naftoksisiréetne kiselina (1-NOA), je agravitropizam, slican onom

koji se pojavljuje kod aux1 mutanata Arabidopsisa (Geldner et al., 2001).
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Slika 23. Strukture inhibitora auksinskog transporta
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Jos Sezdesetih godina proslog veka dokazano je da je B-prsten flavonoida ukljucen u degradaciju
indol-siréetne kiseline, dok su flavonoidi sa dihidroksi B-prstenom inhibirali IAA degradaciju. Sve je vise
dokaza da flavonoidi mogu da funkcioniSu kao endogeni regulatori polarnog transporta auksina,
najverovatnije jer se aglikoni flavonoida nadmeéu za vezujuéa mesta na membranama gde su
koncentrisani efluks nosaéi (Peer et al., 2001). Takode, potvrdeno je da su mutanti Arabidopsisa sa
deficitom flavonoida manje sposobni da akumuliraju auksin nego divlji tip, kao 1 da mutanti koji nemaju
flavonoide imaju razli¢itu raspodelu auksina (Brown et al., 2001). Kvercetin, apigenin i kamferol mogu
nadmasiti auksin u vezivanju za vezujuca mesta na plazma membrani (Jacobs i Rubery, 1988). Rast
biljaka na naringeninu dovodi do inhibicije rasta i gravitropizma kao posledica inhibicije auksinskog
transporta. Medutim, glikozilacija ometa vezivanje, te su stoga samo aglikoni aktivni inhibitori
auksinskog transporta (Bernasconi, 1996).
2.10.2.5. Fizioloski efekti auksina

Auksin (indol-3-siréetna kiselina) je u biljnim ¢elijama najzastupljeniji prirodni hormon rasta,
koji kod biljaka kontroliSe apikalnu dominaciju, tropizme, elongaciju izbojka i inicijaciju korenova.
Apikalna dominacija se odrzava zahvaljuju¢i gradijentu koji se formira polarnim transportom IAA, od
vrhova apikalnog meristema izbojaka prema bazi (Vernouxet al., 2010). Meristemsko tkivo je glavni
izvor auksina, a Celijske koncentracije u biljkama su naj¢eSCe kontrolisane procesom transporta,
degradacije ili konjugacije sa drugim metabolitima (npr. aminokiselinama, ugljenim hidratima i dr.) u
njihove neaktivne forme (Normanly et al., 1995). Konjugacija auksina sa aminokiselinama je
katalizovana auksin amidosintazama (grupa II GH3 enzimima). Skoro je ustanovljeno da GH3 enzimi
predstavljaju vezu izmedu adaptacije biljnog rasta i nepovoljnih uslova zivotne sredine. U nepovoljnim
uslovima GH3 enzimi vrSe inaktivaciju gena koji su regulisani auksinom, usmeravajuci time procese ka
aktivaciji odbrambenih mehanizama umesto ka procesu rasta (Parket al., 2008). Sve je veci broj dokaza
koji potvrduje da auksini igraju znacajnu ulogu u sezonskoj adaptaciji drveca na klimatske promene i
stres koji posledi¢no te promene izazivaju, kao i nepovoljne uslove Zivotne sredine (Schrader et al., 2003;
Popko et al., 2010). U granama topola izlozenih stresu zaslanjenosti, doslo je do smanjenja koncentracije
slobodnog auksina paralelno sa smanjenjem dijametra sprovodnih sudova i jacanjem celijkih zidova, $to
sve doprinosi adaptaciji na povecan osmotski pritisak (Junghans et al., 2006). Prilagodavanje unutrasnje
koncentracije auksina u drvetu, kao odgovora na promene u zivotnoj sredini, regulisana je GH3 auksin
konjugat sintazom, Sto potvrduje ulogu ovih enzima u biljnoj adaptaciji na stres (Hagenet al., 1991). Na
znacajnu protektivnu ulogu IAA u uslovima abiotickog stresa ukazuje sve veci broj radova, gde IAA

povecavaju toleranciju biljaka na zaslanjenost (Igbal i Ashraf, 2007), susu, smrzavanje (Posymk et al.,
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2009), povisene temperature i stres izazvan teSkim metalima (Dimpka et al., 2008; Khan i Chaudhary,
2006).

Auksin se sintetiSe u vrSnim izbojcima i1 bazipetalno trasportuje do tkiva ispod. Optimalna
koncentracija za elongaciju i rast je tipi¢no od 10° do 10° M. Inhibicija rasta, u sludaju visih
koncentracija auksina od optimalnih, se povezuje sa auksin indukovanom biosintezom etilena, koji pak
inhibira elongaciju stabljike kod mnogih vrsta. Auksinska kontrola elongacije korena je joS$
komplikovanija, mozda zato $to auksin uzrokuje proizvodnju etilena, inhibitora rasta korena. Medutim,
¢ak i kad je biosinteza etilena specifi¢no blokirana, niska koncentracija (10"’ do 10° M) auksina
pospesuje rast korena, dok visa koncentracija od 10® M inhibira rast korena. Stoga, korenje zahteva
minimalnu koncentraciju auksina da bi raslo, a rast korena je inhibiran koncentracijama auksina koje
izazivaju elongaciju stabljika i koleoptila.

Pospesivanje rasta stabla i koleoptila i inibicija rasta korena su najbolje proucena fizioloski efekti
delovanja auksina, ali auksini imaju ulogu i u odgovorima biljke na stimuluse kakvi su svetlost i
gravitacija, koji se nazivaju tropizmi. Auksin se transportuje lateralno do zasencenih strana tokom
fototropizma i1 do nizih strana tokom gravitropizma. Statoliti (skrobom ispunjeni amiloplasti) u

statocitima su zasluzni za opazanje gravitacije od strane biljke (slika 24).
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Slika 24. Uloga IAA u gravitropizmu
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Pored uloge u rastu i tropizmima, auksin igra centralnu ulogu u apikalnoj dominaciji 1 inicijaciji
rasta lateralnih korena, lisnoj abscisiji, diferencijaciji vaskularnog tkiva, formaciji cvetnih pupoljaka i
formiranju ploda. Komercijalna upotreba auksina ukljucuje jedinjenja koji pospesuju rast adventivnih
korena 1 herbicide medu kojima su najpoznatiji 2,4-D (2,4-dihlorofenoksi siréetna kiselina) i dikamba (2-
metoksi-3,6-dihlorobenzojeva kiselina). Sinteticki auksini su veoma efikasni jer ih biljka ne metabolise
tako brzo kao [AA.
2.10.2.6. Putevi signalne transdukcije auksina

Mnogi dokazi ukazuju da auksin izaziva povecanje slobodnog kalcijuma koji ima ulogu
sekundarnog glasnika u transdukciji signala. Osim jona kalcijuma, transdukcija signala moze biti
regulisana promenom citosolnog pH, koji pod uticajem auksina opada. Kako se vrednost citosolnog pH
kreée oko 7.4, a optimalni pH za rad plazma membranske H'-ATP-aze je 6.5, auksinom uzrokovan pad
pH aktivira H-ATP-azu na plazma membrani i podstie oslobadanje IAA iz vezanih formi, §to dalje
povecava i unutaréelijsku koncentraciju slobodnog Ca.

Takode, auksin vezivanjem za receptore aktivira i MAPK kinaze koje igraju vaznu ulogu u
signalnoj transdukciji putem kaskadnog fosforilovanja proteina koji dalje aktiviraju transkripcione
faktore. (TFs). Aktivirani transkripcioni faktori ulaze u jedro i pospesuju ekspresiju specifi¢nih gena koji
su nazvani geni primarnog odgovora ili rani geni. Ovi rani geni imaju tri osnovne funkcije: 1) da kodiraju
proteine koji reguliSu transkripciju gena sekundarnog odgovora ili tzv. kasne gene, 2) da vr$e meducelijku
komunikaciju na nivou ¢elija- ¢elija, 3) da ucestvuju u adaptaciji na stres jer ukljucuju AUX/IAA familiju
gena koja kontroliSe rast. Geni koji su identifikovani kao odgovor na stres su geni koji kodiraju glutation-
S-transferazu i 1-aminociklopropan-1-karboksilna kiselina (ACC) sintetaza koji je klju¢ni enzim u sintezi
etilena.
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Slika 25. Mehanizam auksinske aktivacije ekspresije grupa ranih gena
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2.11. Poliamini: esencijalni faktori rasta i opstanka

Poliamini su niskomolekularni alifati¢ni polikatjonski ugljovodonici nadeni u ¢elijama svih zivih
bi¢a. Poliamini su ukljueni u razne procese: regulaciju genske ekspresije, translaciju, celijsku
proliferaciju, modulaciju ¢elijskog signalinga i stabilizaciju membrane (Tabor i Tabor, 1984; Cohen,
1998; Igarashi i Kashiwagi, 2000). Takode, poliamini reguliSu aktivnosti odredenih grupa jonskih kanala.
Upravo zbog ove multifunkcionalnosti, homeostaza poliamina je od velikog znacaja i u ¢eliji je regulisana
putem biosinteze, katabolizma i transporta poliamina. Dokazano je da su poliamini esencijalni za rast
biljaka i da su ukljuceni u odgovore biljke na stres i bolesti. Zahvaljuju¢i njihovom pozitivnom
naelektrisanju, ova jedinjenja se vezuju za razne negativno naelektrisane biomolekule poput DNK i RNK,
hromatin i proteine, elektrostatickim vezama ¢ime uzrokuju stabilizaciju ili destabilizaciju biomolekula.
Poliamini regulisu i ¢elijsku smrt, naroc€ito apoptozu (Thomas i Thomas, 2001).

Tri osnovna poliamina kod biljaka su putrescin, spermidin i spermin, dok je kadaverin prisutan
samo u leguminozama. Jedino termofilne bakterija sadrze poliamine sa duzim alifati¢nim lancima, kao $to
su kaldopentamin i kaldoheksamin i razgranate poliamine kao $to su tris-(3-aminopropil)-amin (tzv.
mitsubisin) 1 tetrakis-(3-aminopropil)-amin. (Oshima, 2007). Biljni poliamini su lokalizovani u citosolu,

ali 1 organelama kao $to su vakuola, mitohondrije i hloroplasti (Kumar et al., 1997).
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Tris(3-aminopropil)amin b
Tetrakis(3-aminopropil)
amonijum

Slika 26. Strukture najvaznijih jedinjenja poliamina (Kusano et al., 2007)
Biljni poliamini igraju vaznu ulogu u morfogenezi i embriogenezi, razvoju organa, senescenciji
lis¢a, odgovoru na abioticki i bioticki stres i antioksidantnoj zastiti (Groppa i Benavides, 2007; Kusano et
al., 2007). Biljni poliamini imaju i agroekonomski znacaj, ukljucujuci kvalitet plodova, vek trajanja vina,

sadrzaj fitonutrijenata (Matto et al., 2000).
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2.11.1. Biosinteza poliamina

Putevi biosinteze poliamina se samo neznatno razlikuju od bakterija do zivotinja, Sto ukazuje na
njihovu konzervaciju tokom evolucije (Tabor i Tabor, 1984). Sinteza generalno zapocCinje od dva
aminokiselinska prekursora, L-arginina i L-metionina (slika 27). Dva alternativna biosintetska puta su
potvrdena i geni koji kodiraju enzime ukljucene u biosintezu poliamina su okarakterisani i klonirani iz
raznih biljnih vrsta (Liu et al., 2007). Pocevsi od arginina, diamin putrescin se preko ornitina sintetise

zahvaljujucéi aktivnosti enzima arginaze (EC 3.5.3.1) i ornitin dekarboksilaze (ODC, EC 4.1.1.17).
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Slika 27. Putevi biosinteze najvaznijih predstavnika poliamina (Kusano et al., 2007)

Takode, putrescin moze biti sintetisan iz agmatina putem tri uzastopne reakcije katalizovane
arginin dekarboksilazom (ADC, EC 4.1.1.19), agmatin iminohidrolazom (AIH, EC 3.5.3.12) i N-
karbamoil putrescin amidohidrolazom (CPA, EC 3.5.1.53). Putrescin se prevodi u spermidin aktivno$¢u
spermidin sintetaze (SPDS, EC 2.5.1.16), gde se aminopropil grupa prenosi sa dekarboksilovanog S-
adenozilmetionina. Dekarboksilovani S-adenozilmetionin se sintetiSe iz metionina u dve uzastopne
reakcije katalizovane aktivnostima metionin-S-adenozil transferaze (EC 2.5.1.6) i S-adenozil-metionin
dekarboksilaze (SAMDC, EC 4.1.1.50). Kod leguminoza je prisutan i kadaverin, koji se biosintetise iz
lizina kao prekursora preko reakcija katalisanih lizin-dekarboksilazom (LDC, EC 4.1.1.18). Kod
bakterija, pored regularnog puta putrescin moze biti sintetizovan direktno iz agmatina zahvaljujuéi
aktivnosti agmataze (EC 3.5.3.11). Spermidin se ne sintetiSe kod E. coli jer njen genom ne sadrzi gen za

spermin sintazu (SPMS, EC 2.5.1.22) (Wortham et al., 2007). Skorasnja istrazivanja o biosintezi
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poliamina kod ekstremno termofilne bakterije Thermus thermophilus su otkrila novi metaboli¢ki put za
sintezu spermidina, gde je prekursor ovog poliamina arginin, a ne putrescin (Oshima, 2007).
2.11.2. Katabolizam poliamina

Glavni put degradacije poliamina je prikazan na slici 28. Enzim poliamin oksidaza (PAO, EC
1.5.3.11) koji kao kofaktor sadrzi FAD (flavin-adenin-dinukleotid) koristi N-acetil-derivate kao supstrat i
vr$i prevodenje spermidina i spermina u 4-aminobutanal i N-(3-aminopropil)-4-aminobutanal, zajedno sa
proizvodnjom 1,3-diaminopropana i H,O, (Cona et al., 2006). Spermin-oksidaza (SMO), FAD-zavisna
aminoksidaza usmerava povratnu transformciju spermina u spermatidin sa propratnom proizvodnjom 3-

aminopropanola i H,O, (Cervelli et al., 2003).
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Slika 28. Shema kataboli¢kih puteva poliamina (Kusano et al., 2007)

Druga grupa enzima koja ucestvuje u reakcijama katabolizma poliamina su diamin oksidaze
(DAO, EC 1.4.3.6) koje kao kofaktor sadrze bakar i koje kao supstrat koriste diamine (Brazeau et al.
2004). DAO katalizuju i oksidaciju putrescina do 4-aminobutanala uz uporednu proizvodnju amonijaka i
vodonik-peroksida, gde se nastali aldehid prevodi dalje do y-aminobuterne kiseline preko A'-pirolina
(Bagni i Tassoni, 2001). Kao sto je pokazano sve poliamin-oksidaze proizvode H,0,, §to je vazno za dalji
kontekst.

Biljni poliamini, takode, sluze kao prekursori sekundarnih metabolita. Tako na primer, putrescin

je prekursor nikotina i tropanskih alkaloida, koji su dominantno prisutni u porodici Solanaceae. U prvim
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koracima biosinteze nikotina, putrescin se metiluje od strane N-metiltransferaze, potom deaminizuje
oksidacijom do 4-metilaminobutanala, koji se spontano ciklizuje do N-metil-pirolinijumskog katjona
(Katoh et al., 2007).

2.11.3. Uloga poliamina u biljnom opstanku

Poliamini se smatraju esencijalnim molekulima, jer inhibicija sinteze poliamina dovodi do
inhibicije Celijskog rasta i letalnosti (Thomas i Thomas, 2001; Hanfrey et al., 2001). Rezultati ukazuju da
su putrescin i spermidin esencijalni za embiogenezu i dalji razvoj biljke, dok spermin nije esencijalan za
rast 1 razvoj Arabidopsisa (Imai et al., 2004). Poliamini imaju i zastitnu ulogu protiv raznih vrsta stresa,
ukljucujuéi oksidativni, osmotski, stres izazvan kiselinama, kao i kod napada patogena (Rhee et al.,
2007). Biljni poliamini se Cesto akumuliraju kao odgovor na bioticki ili abioticki stres (Urano et al.,
2003).

Veliki broj radova opisuje promenu nivoa poliamina pri fizioloSkim poremecajima i istie
zastitnu ulogu poliamina kod stresa izazvanog promenom uslova zivotne sredine (Alcéazar et al., 2006;
Groppa 1 Benavides, 2007; Liu et al., 2007). Primeceno je da egzogena primena poliamina $titi biljke od
abiotickog stresa (Chattopadhayay et al., 2002). Takode, transgene biljake kojima je introdukovan gen
SPDS iz Curcubita ficifolia koji izaziva povi§enu biosintezu poliamina, pokazuju pove¢anu toleranciju na
razne vrste abiotickog stresa kod Arabidopsisa i slatkog krompira. Sli¢no je dokazano i kod biljaka
pirinéa koje su pokazale poveéanu toleranciju na susu, kao rezultat povecane ekspresije ADC gena
introdukovanog iz Datura stramonium (Capell et al., 2004). Cak i kod drvenastih biljaka, povecanje
sinteze poliamina putem primene transgenih tehnologija obezbeduje toleranciju na razne vrste stresa
(Wen et al., 2007). Mutant biljka Arabidopsis acl5/spms, koja nije sposobna da proizvodi spermin, je
hipersenzitivna na stres zaslanjenosti i susu u poredenju sa divljim tipom (Yamaguchi et al., 2006; 2007).
Pri egzogenom dodatku poliamina, pre svega putrescina, ali i spermina, simptomi osetljivosti na stres
nastali usled deficita poliamina se povla¢e. Poznato je da su promene u koncentraciji slobodnog Ca*" u
citoplazmi celija zatvaracica uklju¢ene u mehanizam zatvaranja stominog aparata (Rob et al., 2005).
Uzimajuéi u obzir da odsustvo spermina rezultuje u odsustvu regulacije transporta jona Ca®’, moZe se
zakljuciti da je spermin uzrok smanjene adaptacije na visoke koncentracije NaCl i stres izazvan suSom
kod Vicia Faba (Kusano et al., 2007). Takode, ovi rezultati ukazuju da poliamini, posebno spermin,
inhibiraju stomalno otvaranje putem zatvaranja K™ ulaznih kanala voltazno-zavisnim mehanizmom kod
¢elija otvaracica biljke Vicia faba (Liu et al., 2000).

Da bi doslo do ometanja funkcionisanja mitohondrija, potrebno je da dode do aktivacije influksa
Ca”" i produkcije reaktivnih kiseoniénih vrsta (Takahashi et al., 2003) (Slika 31.). Uticaj mitohondrija u

biotickom stresu i1 programiranoj ¢elijskoj smrti je objasnjen u detalje (Amirsadeghi et al., 2007).
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Apoplasti¢ni spermin direktno uti¢e na katjonske kanale, a moze biti katabolisan i od strane poliamin
oksidaze. Ove kombinovane reakcije rezultuju u promenama prometa jona K/Ca*, te formiranju H,O,,
koji moze da bude okida¢ reakcija sperminskog signalnog puta (Kusano et al., 2007). Poliaminski
katabolizam kod biljaka je povezan sa ¢elijskim opstankom i rastom kao i lignifikacijom i o¢vr$¢avanjem
¢elijskog zida (Cona et al., 2006). Yoda i saradnici (2003, 2006) su pokazali da je celijska smrt u
hipersenzitivnoj reakciji (HR), izazvana mozai¢nim virusom duvana (TMYV), delimi¢no posredovana
H,0, proizvedenim u katabolizmu poliamina. Ovi autori su predlozili da je spermidin supstrat za
proizvodnju H,0,, posto se tokom HR javlja poviSenje koncentracija spermidina, a ne spermina u
apoplastu. Drugi autori tvrde da biljka koristi H,O, proizveden u katabolizmu poliamina kao sredstvo za
obranu od bioti¢kog stresa (Cona et al., 2006; Walters, 2003).

Tun i saradnici (2006) navode da su spermin i spermidin potencijalni uzro¢nici formiranja azot-
(ID)-oksida (NO) kod Arabidopsisa, dok putrescin i njegov biosinteticki prekursor arginin nisu. NO je
sposoban da inhibira oksidativnu fosforiliaciju u biljnim mitohondrijama i ima vaznu signalnu ulogu u
interakciji biljka-patogen, tako da su dalja istrazivanja o ulozi poliamin posredovane proizvodnje NO vrlo

opravdana (Yamasaki i Cohen, 2006).

Abiotieki stres/ PAO
Patogen Spermin H,0,
A \ -
i
|
PA ’ Ca’ H,0,
sinteza ’ »
Il , L
JL ¥ Mitochondrion .
Spermin

PTP opening/' ;

»
MAPK
aktivacija -

Ekspresija gena vezanih zaﬁ'
odbrambene mehanizme i

| celijsku smrt
Nutleus

Slika 29. Katabolizam spermina kao okidac¢ signalnih puteva aktivacije HR (Kusano et al., 2007)
2.11.5. Uloga poliamina u a/biotickom stresu
Iako poliamini (PAs), kao esencijalni molekuli za normalan rast i razvoj, imaju bitnu ulogu u

regulaciji transkripcije i translacije (Kusano, 2007), njihova fizioloSka vaznost proistiCe najpre iz
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ukljucenosti u razne vrste odgovora na abioticki i bioticki stres. PAs imaju zastitnu ulogu u spre¢avanju
lipidne peroksidacije i oSteCenja membrana, i ulogu u gaSenju akumuliranih ROS-a (Papadakis, 2005).
Stoga je povecanje Celijskih nivoa PA povezano sa osmotskim stresom, susom i zaslanjenos¢u, a svakako
1 sa stresom izazvanim teSkim metalima u toksi¢nim koncentracijama (Groppa, 2008). Geni koji kodiraju
arginin dekarboksilazu (ADC) su identifikovani u mnogim biljnim vrstama, i njihova ekspresija je
analizirana pod razli¢itim uslovima stresa. Nije iznenadujuce stoga, da genetski modifikovana industrijska
biljka sa povecanom ekspresijom gena koji su odgovorni za biosintezu PAs, pokazuje povecanu
toleranciju na raznovrsne stresove iz zivotne sredine (Wen et al., 2007), ukljucujuci i uticaj teSkih metala
(Franchin, 2007). PAs biosinteza i akumulacija, kao odgovor na poveéane koncentracije Zn*" i Cu®", su
istrazivane u kulturi tkiva belih topola (Populus alba L.), komercijalnom klonu ‘Villafranca’ (Franchin,
2007). Sa povecanjem koncentracije Zn, u listovima i izbojcima topola doslo je do povecane ekspresije
gena PaADC i PaODC, dok je povecanje koncentracije Cu dovelo do toksi¢nih efekata na listovima.
Biljke duvana koje su bile izlozene CdCl, pokazale su znacajnu akumulaciju ukupnih, slobodnih i
konjugovanih PAs. Postoje dokazi o pozitivnoj interakeiji biljnih PAs sa ektomikorizom koji su dobijeni
merenjem sadrzaja slobodnih konjugovanih Put, Spd i Spm u biljnom tkivu tokom formiranja mikorize
(Niemi, 2007). Do danas jo§ uvek nije potpuno definisan profil poliamina u biljkama inokulisanim
arbuskularnim mikoriznim gljivama (AM) pod uticajem teskih metala. Postoji veliki broj radova koji prati
indukovanu akumulaciju poliamina usled faktora stresa u raznim biljnim vrstama (Bouchereau et al.,
1999), jer tokom oksidativne degradacije poliamina dolazi do akumulacije vodonik-peroksida, koji je
ujedno jedan od najrasprostranjenijih ROS pri uslovima stresa. Tokom oksidativnog stresa uzrokovanog
abiotickim faktorom, dvostruka uloga PAs je primeéena. Najuocljivija je odbrambena funkcija PAs, koja
se manifestuje u njihovom “skevindzer efektu” prema oksi-radikalima, aktivaciji ekspresije gena za
antioksidantne enzime, i generaciji vodonik-peroksida kao signalnog molekula. Sa druge strane, PAs
mogu da pokazu i prooksidativne efekte koji su rezultat intenzivne oksidativne PAs degradacije, nakon
nekontrolisanog povecanja njihove unutarcelijske koncentracije usled stresa. Ostaje pitanje da li vodonik-
peroksid koji nastaje u katabolizmu PAs, doprinosi Stetnim efektima abioti¢kog stresa u biljnoj ¢eliji, ili je
vodonik-peroksid ukljuen u procese adaptacije obavljaju¢i njegove signalne i zastitne uloge u biljci
(Basu et al., 1998). PAs su do sada manje istrazivani kao izvori vodonik-peoroksida, a vise kao efikasni
antioksidanti, posebno Spm i Spd koji se smatraju vrlo efikasnim u “gaSenju” oksiradikala (Ha et al.,
1998). Ukljucenost PA u procese “gasenja” oksiradikala zasnovana je na kiseonik zavisnoj autoksidaciji i
enzimskoj oksidaciji amino grupa katalizovanih od strane DAO i PAO, kao i sposobnosti PAs da se
akumuliraju tokom uslova stresa. Ustanovljena je znacajna veza izmedu povecanih endogenih

koncentracija PAs i sistemske biljne tolerancije na abioticki stresa kakav je onaj uzrokovan parakvatom
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(metilviolagenom) (Ye et al., 1997). PoveCana enzimska aktivnost enzima biosinteze PAs je primecena
kod biljaka koje pokazuju konstitutivnu toleranciju na stres u odbrani od oksidativnog stresa. Uloga PAs
u stvaranju rezistencije na stres kod prirodno tolerantnih ekoloskih grupa biljka, kao halofita, kserofita i

hiperakumulatora teSkih metala, je vrlo atraktivna i nedovoljno razja$njena tema.
2.11.6. Konjugovani poliamini-fenilamidi (PhA)

Konjugovani poliamini, amidi hidroksicimetnih kiselina ili tzv. fenilamidi (PhA), su
niskomolekulski proizvodi koji su nastali konjugacijom hidrokscimetnih kiselina sa poliaminima ili
aminima aromati¢nih aminokiselina. Konjugovani poliamini su vazni za kontrolu unutaréelijskih
koncentracija poliamina (Bagni i Tassoni, 2001). Fenilamidi (PhA), kao konjugati hidroksicimetnih
kiselina i amina, poseduju kombinovana hemijska svojstva obeju komponenata §to im obezbeduje veliki
opseg biohemijskog 1 metabolickog delovanja. U biljkama, najrasprostranjenije hidroksicimetne kiseline
koje ulaze u sastav fenilamida (PhA) su kafena, ferulna i p-kumarna kiselina, dok su od poliamina

dominantni alifati¢ni Put, Spd i Spm, ili od arilmonoamina tiramin i triptamin (Martin-Tanguy, 1985).

a) b) c)

Slika 30. Hemijske strukture prekursora fenilamida (c), kafena kiselina (a) i spermidin (b)

Kljué¢ni korak u biosintezi PhA je aktivacija karboksilne grupe hidroksicimetnih kiselina putem
esterifikacije sa CoA, katalizovana dejstvom 4-kumarat-CoA ligaze. Krajnji korak u biosinezi je
kondenzacija hidroksicimetnog-CoA tioestra sa poliaminima ili arilaminima, katalizovana putem
odgovarajucih transferaza specificnih za aminski supstrat. Pretpostavlja se da se na slican nacin ovi
fenilamidi vezuju za komponente ¢elijskog zida, gde predstavljaju pogodan supstrat za tamo smestene

peroksidaze.
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Alifati¢ni konjugovani poliamini, koji nose dve protonovane amino grupe, pri fizioloSkom pH su
pozitivno naelektrisani, §to je glavna osobina na kojoj se zasniva njihova bioloSka aktivnost. Martin-
Tanguy (2001) tvrde da stvaranje konjugata poliamina sa hidroksicimetnim kiselinama reguliSe
unutarcelijski “pool” poliamina, te da sluze za transport PAs jer im se konjugacijom povecava lipofilnost,
te predstavljaju pogodan supstrat za aminooksidaze ili peroksidaze. Neki autori (White i Broadley, 2003)
tvrde da konjugacija sa alifaticnim PAs moze da ublazi visoku citotoksi¢nost slobodne hidroksicimetne
kiseline. Konjugacija moze da ublazi i kompeticiju izmedu poliamina i Ca®" za mesta na membranama,
$to ometa druge funkcije poliamina, poput regulacije K kanala i stomatalnih pokreta.

Poliamini konjugovanii sa fenilpropanoidnim kiselinama imaju znacajnu ulogu u biljnoj
adaptaciji na uslove stresa, zahvaljuju¢i njihovoj visokoj antioksidantnoj aktivnosti. Antioksidantna
svojstva konjugovanih PAs su prvi put uocena od strane Bors i saradnici (1989), koji su pokazali da
poliamini konjugovani sa kafenom, cimetnom i ferulnom kiselinom poseduju visoke konstante vezivanja
za reaktivne kiseoni¢ne vrste. Kuznetsov i saradnici (2006) su izneli zakljucak da su slobodni poliamini
manje efikasni “hvataci” slobodnih radikala nego njihovi konjugovani oblici. Sposobnost PhA da vrse
neutralizaciju hidroksil, superoksid i hidroperoksil radikala je odavno demonstrirana kako in vitro (Bors
et al., 1989), tako i in vivo. Dokazano je da je antiradikalska aktivnost PhA viSa i u poredenju sa samom
hidroksicimetnom kiselinom, te obrazlozeno da se antiradikalska sposobnost hidroksicimetne kiseline
poveéava prilikom vezivanja za PAs. Takode, formiranjem kompleksa fosfolipida i Fe’*, PAs smanjuju
Fe*'-katalizovanu oksidaciju Fe*", ¢ime smanjuju oksidativna o$te¢enja izazvana Fe*" jonima, koji su
inicijatori lan¢ane reakcije lipidne peroksidacije (Tadolini, 1989).

Povecano nastajanje konjugata Put i Spd sa kafenom i ferulnom kiselinom je detektovano u stresu
izazvanom viSkom vode u slucaju plavljenja biljke (Edreva et al., 2007). Takode, povecana ekspresija
rastvornih konjugovanih formi PAs je zabelezena i kod mikropropagiranih biljaka topole, izloZenih
povisenim koncentracijama Zn i/ili Cu (Franchin et al., 2007; Castiglione et al. 2009). Fenolamidi su
Cesto opisani i kao bioaktivna jedinjenja sa antiviralnim, antibakterijskim, antifungalnim, insekticidnim i
deterdzentskim terapeutskim aktivnostima (Bassard et al., 2010).

Fenilamide (PhA) mozemo klasifikovati u dve grupe:
a) Osnovni, monosupstituisani alifaticni PAs, koje karakteriSe prisustvo jedne protonovane slobodne

amino grupe, kao Sto je to kod feruloil-putrescina;

b) Neutralni, disuptituisani alifaticni PAs, poput diferuloilputrescina, koji pripada ovoj grupi i nema
slobodne amino grupe. Derivati arilmonoamina, poput p-kumaroiltriptamina i feruloiltiramina u

kojima je jedina amino grupa supstituisana, se takode ponaSaju kao neutralna jedinjenja.
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Osnovni fenilamidi, zbog svog pozitivhog naelektrisanja, se ponaSaju kao organski katjoni koji
formiraju jonske veza sa negativno naclektrisanim ostacima nukleinskih kiselina, proteina, ¢elijkih
membrana i zidova, kao §to i to ¢ine i slobodni poliamini (Martin-Tanguy, 1997). Ove jonske interakcije
sa fosfatnim grupama nukleinskih kiselina i karboksilnim grupama proteina, te polipeptidima u fazama
njihove posttranslacione modifikacije su vazne, ne samo zbog zaStite od degradacije, nego i zbog
obezbedivanja najstabilnije konformacije ovim biomolekulima tokom izlaganja uslovima stresa. Prisustvo
jedne slobodne amino grupe u osnovnim fenilamidima doprinosi njihovom polarnom karakteru i
rastvorljivosti ovih konjugata u vodi. Supstitucija ove grupe sa hidroksicimetnom kiselinom kod
neutralnih PhA smanjuje polarnost i povecava lipofilna svojstva ovih jedinjenja. Osobine fenola u
fenilamidima obezbeduju interakciju ovih jedinjenja sa jedinjenjima koja poseduju hidroksilne grupe i
mono- 1 polihidroksialifati¢nim jedinjenjima (alkoholi i ugljeni hidrati), kao i polimerima poput lignina i
suberina, koji sadrze ostatke aromati¢nih alkohola. Sposobnost i osnovnih i neutralnih PhA da se vezu za
polisaharide, lignin i suberin, moze doprineti izgradnji kompleksno ispreplitane mreZe razli¢itih polimera
¢elijskog zida (Passardi i Penel, 2004). Ovi dogadaji dovode do povecanja rigidnosti ¢elijkog zida, $to
smanjuje njegovu rastegljivost i ometa ¢elijsku elongaciju, a ujedno i povecavaju otpornost Celijkog zida
na fizi¢ka, hemijska i enzimska oStec¢enja. Stoga, PhA su uklju¢eni u molekulskom mehanizmu regulacije
biljnog rasta i odgovora na stres. Povecana akumulacija slobodnih i konjugovanih formi PAs, pre svega
kafeoilputrescina i feruloilputrescina, primeéena je pri izlaganju abioti¢kom stresu poviSene temeperature
kod biljke pasulja (Edreva et al., 2007), ali 1 u kulturi tkiva duvana, u uslovima gde u podlozi nedostaje
sumpor. Takode, postoji znac¢ajan odgovor u povecanoj akumulaciji fenilamida i1 pri biotickom stresu
izazvanom mozai¢nim virusom (TMV) kod duvana, gde se pretpostavlja da PhA imaju bitnu ulogu u

interakciji biljka-patogen (Martin-Tanguy et al., 2001).

58



Marko Kebert

Doktorska disertacija; Cilj istrazivanja i radne hipoteze

3. CILJ ISTRAZIVANJA | RADNE HIPOTEZE

Cilj ovog istrazivanja je bio da se ispita uticaj razli¢itih koncentracija nitratnih soli pojedinac¢nih

teSkih metala (Cd, Cu i Ni) na fizioloske i biohemijske osobine tri klona topole (M1, Pe 19/66 i B229) u

zemljiSnom medijumu pri polukontrolisanim uslovima. Osim navedenog, rad ima za cilj da uporedi

sposobnosti klonova topola da vrse fitoekstrakciju metala iz zemljista, ali i njihove bioloSke odgovore na

uticaj razli¢itih koncentracija teSkih metala. Oc¢ekuje se da ¢e dobijeni rezultati omoguéiti odabiranje

klonova topole koji su dobro adaptirani na oksidativni stres izazvan delovanjem jona Cu*", Cd*" i Ni*". Da

bi se ovi ciljevi postigli, sprovedena su sledeca istrazivanja:

0
0'0

0
0'0

0
0'0

0
0'0

Pracenje efikasnosti klonova topola da vrSe proces fitoekstrakcije teSkih metala iz

zemljiSta; akumulacija i distribucija teskih metala kroz biljne organe;

Pracenje uticaja metala na mineralnu ishranu, distribuciju i metabolizam esencijalnih

makroelemenata (Mg, Ca, P, Ni C);

Pracenje uticaja metala na parametre fotosinteze merenjem razmene gasova na povrsini
listova (ukupna fotosinteza, brzina transpiracije, stomalna provodljivost i efikasnost

iskoris¢enja vode) kod tretiranih i kontrolnih biljaka klonova topole;

Odredivanje sposobnosti ekstrakata topola da vrSe neutralizaciju reaktivnih kiseoni¢nih,
azotovih i sintetickih radikalskih vrsta; odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije i
ukupnog antioksidantnog kapaciteta listova i korena biljaka tretiranih teSkim metalima i

kontrolnih biljaka;

Odredivanje aktivnosti antioksidantnih enzima poput gvajakol-peroksidaze (GPx) i
superoksid-dizmutaze (SOD) i enzima ukljucenih u metabolizam glutationa kao $to su
glutation-reduktaza (GR) i glutation-peroksidaza (GSH-Px) pod uticajem razlicitih

koncentracija teSkih metala u korenovima i listovima ispitivanih klonova topola;

Odredivanje koli¢ine neenzimskih antioksidanata (nastalih u metabolizmu fenolnih
jedinjenja i metabolizmu glutationa) i odredivanje sadrzaja pigmenata hloroplasta u

listovima biljaka tretiranih teSkim metalima i kontrolnih biljaka;

Izolacija i kvantifikacija biljnih hormona (indol-3-siréetne kiseline-IAA 1 abscisinske
kiseline-ABA) upotrebom GC/MS analize iz korena i lista Populus deltoides (klona Pe
19/66) i komparativna analiza rezultata u zavisnosti od vrste i koncentracije tretmana

razli¢itim jonima teskih metala (Ni**, Cu*" i Cd*"). Poredenje sadrzaja fitohormona (IAA

59



Marko Kebert Doktorska disertacija; Cilj istrazivanja i radne hipoteze

1 ABA) u organima klonova topola (M1, B229 i Pe19/66) koji su bili izloZeni delovanju

razli¢itih koncentracija bakra;

¢ Izolacija i kvantifikacija slobodnih i konjugovanih poliamina (putrescina (Put),
spermidina (Spd) i spermina (Spm)) upotrebom HPLC analize iz korena i lista Populus
deltoides (klona Pe 19/66) i komparativna analiza rezultata u zavisnosti od vrste i
koncentracije tretmana jonima te$kih metala (Ni*", Cu®" i Cd*"). Poredenje sadrzaja
slobodnih i konjugovanih poliamina u organima klonova topole (M1, B229 i Pe19/66)

koji su bili izlozeni delovanju razli¢itih koncentracija bakra;

¢ Pracenje promena morfoloSkih karakteristika biljaka topola (visina biljaka, biomasa
nadzemnih 1 podzemnih delova biljke, dijametri stabla) pod uticajem razliCitih

koncentracija teskih metala;

% Pracenje uticaja razliCitih koncentracija teSkih metala na brojnost mikroorganizama,
< P t li¢itith k t teSkih tal b t mikr

oligotrofnih bakterija, filametoznih gljiva i algi u zemljiSnom medijumu;

Navedena istrazivanja bi trebalo da potvrde tacnost slede¢ih hipoteza:

Hipoteza 1. Klonovi topola pokazuju razli¢itu sposobnost akumulacije i translokacije metala u
nadzemne delove biljke.

Hipoteza 2. Postoje razlike u fizioloskom i biohemijskom odgovoru razli¢itih klonova topola u
zavisnosti od vrste 1 koncentracije teskog metala, kao i organa u kom se promene posmatraju.

Hipoteza 3. U ispitivanim klonovima topola pod uticajem povisenih koncentracija teskih metala
dolazi do abiotickog i oksidativnog stresa, koji se manifestuje u smanjenoj sposobnosti neutralizacije
reaktivnih kiseoni¢nih i azotovih vrsta, povecanoj lipidnoj peroksidaciji, promeni aktivnosti enzima
antioksidantne zastite i sadrzaja metabolita sa antioksidantnom ulogom.

Hipoteza 4. Teski metali utiCu na mineralnu ishranu topola, kao i na proces fotosinteze,
izazivaju¢i promene u koncentraciji pigmenata hloroplasta i parametrima fotosinteze.

Hipoteza 5. Klonovi topola pokazuju razlike u sadrzaju biljnih hormona (indol-3-sir¢etne
kiseline-IAA i abscisinske kiseline-ABA).

Hipoteza 6 U listovima i korenovima tretiranih klonova topola pod uticajem poviSenih
koncentracija teskih metala u zemljistu dolazi do promena u sadrzaju konjugovanih i slobodnih poliamina
u odnosu na kontrolne biljke.

Hipoteza 7. Teski metali uzrokuju promenu broja mikroorganizama u zemljistu.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Biljni materijal

Uzorci biljnog materijala u sklopu ovog rada pripadaju dvema vrstama topola i to: Populus x

euramericana i Populus deltoides.
4.1.1. Vrste Populus x euramericana (Dode Guinier)

Euroamericke hibridne topole (Populus euroamericana (Dode) Guinier) su dvodome, anemofilne,
heliofilne i higrofilne, brzorastué¢e vrste. Nastale su spontanim ili vestackim ukrStanjem evropskih i
ameri¢kih crnih topola, te se zbog poboljsanih tehnickih osobina u odnosu na roditelje uzgajaju Sirom
Evrope. Razmnozavaju se oziljavanjem reznica. Poznat je veliki broj sorti i klonova euroamerickih topola
od kojih su najpoznatije kod nas: serotina, robusta, regenerata, marilandica, 1-214, 1-154 itd. Ova vrsta
topola je lako prilagodljiva velikom dijapazonu ekoloskih uslova. Moze se naci gotovo u svim delovima
sveta: Severnoj Americi, Aziji, Evropi, pa €ak i na Sibiru. Njena staniSta su aluvijalna, peskovita zemljiSta

ravnicarskih i nizih brdskih podrucija do oko 300 m nadmorske visine.
4.1.2. Vrste Populus deltoides (Marshall)

Vrsta Populus deltoides (Marshall) je glavna ameri¢ka crna topola, koja zauzima vrlo prostran
areal u isto¢nim podrucjima Severne Amerike. Postoji 0ko 14 razli¢itih varijeteta koji su prema njihovim
arealima, podeljeni u 3 skupine: severni, sredi$nji i juzni varijeteti. U svom autohtonom staniStu rastu u
¢istim i meSovitim sastojinama, na plavnim, peskovitim terenima, pored reka Misuri, Misisipi i njihovih
pritoka. Postizu visinu do 30 m, sa pre¢nikom i preko 2 m. Ve¢ u 17. veku ove topole su prenoSene u
Evropu, i to uglavnom severni i juzni varijeteti. Njenim unoSenjem u Evropu doslo je do ukrStanja sa
evropskim crnim topolama i stvaranja novih hibrida sa veoma dobrim osobinama koji su kod nas poznati
kao kanadske topole. Ovo je naro¢ito bio sluéaj u Italiji i Francuskoj-te je u ovim zemljama bilo moguce
izdvojiti izvesne znacajne klonove. Americke crne topole se kod nas gaje pretezno u drvoredima i

parkovima, a nastoji se da se isprobaju i u Sumskim kulturama (Jovanovi¢, 1967).
4.1.3. Izabrani klonovi u eksperimentu

Izbor klonova topole je izvrSen po principu taksonomske i geneticke divergentnosti, stoga je izbor
sveden na sledeca tri klona, iz ove dve vrste:
Klon M1, Populus x euramericana - je klon poreklom iz Madarske. Nastao je ukr$tanjem P. deltoides i P.

nigra. U zbirku klonova Instituta za nizijsko Sumarstvo i zZivotnu sredinu iz Novog Sada, dospeo je iz
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medunarodne razmene 1977. godine. Odlikuje se crvenkastom bojom Kore, izbojaka, sadnica i mladih
stabala kao i specifi¢nim habitusom sa tankim granama i kozastim lisS¢em sjajno zelene boje. Karakterise
ga visok procenat prijema sadnog materijala, odli¢na sposobnost oziljavanja reznica i slaba osetljivost na
rak kore topola (Dothichiza populea). Od 1998. je odobrena njegova upotreba u R. Srbiji.

Klon B229 i klon PE 19/66, Populus deltoides su klonovi nastali selekcijom u Institutu za
nizijsko Sumarstvo i zivotnu sredinu, i jo§ uvek su u fazi ispitivanja u cilju potpunog priznavanja kao
nove sorte. Klon Pe 19/66 pripada italijanskoj klonskoj selekciji ameri¢ke crne topole i u zbirku Instituta
za nizijsko Sumarstvo i zivotnu sredinu uvrsten je u prolece 1986. godine, i njegova svojstva su uporedo
testirana i na italijanskom institutu iz Casale Monserrato po jedinstvenoj metodologiji. Karakterisu ih
bujan porast, visok prinos drvne mase, dobra sposobnost oziljavanja i srednja otpornost na patogene
(Pilipovi¢, 2005).

4.2. Ogled u polukontrolisanim uslovima

Ogled u polukontrolisanim uslovima je dizajniran tako da omoguci pracenje bioloskog odgovora
tri klona topola (M1, B229 i Pe 19/66) na dejstvo tri razliita teSka metala u razli¢itim koncetracijama u
zemljiSnom supstratu. Ogled je postavljen u saksijama staklenika Departmana za biologiju i ekologiju.
Ogled je dizajniran tako S§to su reznice tri klona topola (duzine oko 15 cm, precnika 1 cm) izlozene
tretmanu sa razli¢itim koncentracijama bakra, nikla i kadmijuma, pojedinacno. Koncentracije kojima su
topole tretirane odredivane su prema maksimalnim dozvoljenim koncentracijama (MDK) za date teske
metale koje su propisane Pravilnikom o dozvoljenim koli¢inama opasnih i $tetnih materija u zemljistu i
metodama njihovog ispitivanja, koji je objavljen u Sluzbenom glasniku Republike Srbije br. 23 iz 1994.
godine i Pravilniku o metodama organske biljne proizvodnje i sakupljanju Sumskih plodova i lekovitog
bilja kao proizvoda organske poljoprivrede, (Sl. Glasnik RS, 23/1994; SI. List SRJ, 51/2002), Sluzbeni
list SRJ broj 51. iz 2002. godine, po kojem su date grani¢ne vrednosti za sadrzaj pojedinih teskih metala u
zemljistu. Vrednosti za ispitivane metale iznose MDK (Cu)=100 mg/kg, MDK (Cd)=3 mg/kg, MDK
(Ni)=50 mg/kg. Zemljiste je kontaminirano koncentracijama koje odgovaraju MDK i 3*MDK za odredeni
metal, $to je definisalo sledece tretmane: 3 i 9 mg/kg za Cd; 100 i 300 mg/kg za Cu; i 50 i 150 mg/kg za
Ni) (tabela 4a). Svaki tretman je postavljen u tri ponavljanja. Zemljiste je tretirano u februaru 2010. i
ostavljeno 3 meseca pre pobadanja reznica topola da odstoji kako bi se metali stabilizovali mikroflorom.
Metali su dodavani u obliku nitratnih soli, M?*(NO3),, a prethodno su preradunate koncentracije rastvora
soli koje je bilo potrebno dodati koli¢ini zemljista od 100 kg zemljissta, kako bi u svakom od tretmana
bile postignuti Zeljene koncentracije teskih metala. Rastvori soli rasprSivani su prskalicama po zemljstu
koje je dalje homogenizovano mesanjem i usuto u saksije od po 10 kg. U svaku saksiju pobodeno je po

Cetiri reznice odgovarajucih klonova topola, tako da je jednim tretmanom (jednom koncentracijom jednog
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metala) bilo kontaminirano po 12 biljaka od svakog klona topola. Postavljeni su i kontrolni uzorci svih

testiranih klonova topola gajenih na nekontaminiranom zemljistu. Ogled je odrZavan i redovno zalivan u

trajanju od maja do oktobra i uzorci lis¢a i korenova su uzeti u oktobru po skidanju ogleda (Trudi¢ et al.,
2012).

Slika 31. Izgled ogleda u polukontrolisanim uslovima u raznim fazama razvi¢a topola i uzorkovanje
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4.3. Priprema mati¢nih rastvora mikrotalasnom digestijom (Wu et al., 1997; Wang et al,
2004)

Ta¢nost kvantitativne multielementarne spektroskopske analize (AAS, AES, ICP ili ICP/MS)
zavisi direktno od nacina pripreme uzoraka, odnosno od uspesnosti digestije ¢vrstih uzoraka. Digestija
predstavlja mineralizaciju ¢vrstog matriksa, gde dolazi do degradacije i oksidacije organskih supstanci
matriksa, kako bi se postiglo stvaranje homogene te¢ne faze. Brza i tacna priprema uzoraka uvek je
predstavljala analiticki izazov i bila je tzv. usko grlo analize, gde su dodatni izazov predstavljali uzorci sa
ultra niskim koncentracijama metala i koncentracijama u tragovima, uzorci sa visokim sadrzajem
organskih materijala i uzorci vrlo male mase. Konvencionalne, ve¢ prevazidene metode digestije su bile
zasnovane na destrukciji organskih supstanci pri izlaganju visokim temperaturama u gravimetrijskim
pecima (tzv. suvi put-zarenje) ili pri izlaganju jakim kiselinama sa ili bez dodatka oksidacionog sredstva
(tzv.mokra digestija). Uvodenje mokrog puta digestije u zatvorenim sudovima pod pritiskom je dovelo do
smanjenja gubitka isparljivih analita i smanjenja kontaminacije.

Digestija potpomognuta mikrotalasima (eng. microwave assisted digestion) ima prednost kod
odredivanja Hg, As i Cd, jer spreava gubitak volatilnih jedinjenja koje ovi metali daju sa hlorom (MCly),
smanjuje potroS$nju kiseline, vreme digestije kao i kontaminaciju uzoraka iz okoline, ali i uzajamnu
kontaminaciju od drugih uzoraka koji se simultano procesuiraju. Najvaznija prednost digestije
potpomognute mikrotalasima je $to omogucavaju razvijanje temperature digestije daleko vece nego $to su
tacke kljucanja datih kiselina $to dodatno ubrzava digestiju. Ove metode su reproduktivne i dostupne u
velikom broju nau¢nih radova, te su stoga i sertifikovane. Magnetron proizvodaca Milestone D series
omogucéava proizvodnju mikrotalasa energije do 1200 W, koja moze biti dobro kontrolisana

mikroprocesorom.

Slika 32. Instrument za digestiju potpomognutu mikrotalasima (levo) i temperaturni program

analize
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Koriste¢i smeSu HNO3 i H,0, veéina bioloskih uzoraka se u potpunosti digeruje, osim ako ne
sadrze visoke koli¢ine silikata. Medutim, mikrotalasna digestija uz HNO; i H,O, ne obezbeduje uvek
potpuni prinos elemenata kao $to su Fe, Al i Se, te je upotreba sertifikovanih referentnih materijala sa
sli¢énim matriksom obavezna za svaki postupak digestije.

Postupak:

Maticni rastvori za AAS su pripremljeni tako sto se u kivete odmerilo po 0.3 g sprasenog i
osusenog biljnog materijala, odnosno po 1 g vazdusno-suvog zemljista, te je trbusastom pipetom dodato
po 10 ml ccHNOs i 2 ml ccH,0,. Kivete su zatvarane odgovaraju¢im poklopcem, stavljane u omotace, te
zaptivane prstenom i zakljucavane imbus torzionim zavrtnjem momenta sile 10 Nm, kako bi se u svakoj
kiveti uspostavio isti pritisak. Kivete zaStiCene segmentima su postavljane u rotor unutar peéi za
mikrotalasnu digestiju koja je podeSena na temperaturni program prikazan u tabeli ispod. Rotor, segmenti
i sami sudovi kao i poklopci za uzorke unutar mikrotalasne pecnice su napravljeni od PTFE

(politetrafluoroetilen, TEFLON™),

t [min] T[°C] E [W]
10 180 900
10 180 900
15 Ventilation

Referentna temperaturna sonda je postavljena u najreaktivniji uzorak. Svi uzorci su bili iste vrste i
zapremine, kako bi protok mikrotalasa bio ravnomeran kroz sve sudove. Primenjena energije mikrotalasa
se moze modifikovati u zavisnosti od broja uzoraka koji se istovremeno digeruju. Digerovani materijal iz
ohladenih kiveta je kvantitativno prenesen i profiltriran kroz plavu hartiju u normalni sud od 50 ml i

dopunjen destilovanom vodom do crte.
4.4. Atomska apsorpciona spektrofotometrijska (AAS) analiza

Sadrzaj metala u razli¢itim organima klonova topola odreden je na atomskom apsorpcionom
spektrofotometru proizvodaca Varian, konfiguracije FSAAS240/GTA120/VGA77. Svi metali su odredeni
plamenom tehnikom u rezimu apsorpcije, U modu integracije, u 3 ponavljanja sa vremenom ¢itanja od 10s
po ponavljanju, i vremenu odlaganja Citanja (eng. read delay time) od 10s sa brzinom aspiriranja uzorka u
rasprsivac¢ (eng. nebulizer) izmedu 5-10 ml/min. Metali Ni, Cu, Cd i Mg su atomizirani u oksiduju¢em
svetlo-plavom plamenu smese komprimovanog vazduha (13,5 I/min) i acetilena (2 1/min) kao goriva, dok
je sadrzaj Ca odreden u plamenu nastalom gorenjem smese acetilena i azot-suboksida (N,O,). Ostali

analiti¢ki uslovi za pojedine metale su prikazani u tabeli 3.
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Tabela 3. Analiticki uslovi za ispitivane metale

Metal Cu Cd Ni Mg Ca
Tip plamen(ik)a Acetilen/ Acetilen/ Acetilen/ Acetilen/ Acetilen/N,0,
vazduh vazduh vazduh vazduh
Talasna duzina (nm) 324,8 228,8 232,0 285,2 4227
Otvor mohromatora | 0,5 0,5 0,2 0,5 0,5
(slit) (nm)
Struja lampe (mA) 4 4 4 10 10
Napon lampe | 255 283 389 205 225
(EHT)(V)
Odziv (gain) (%) 35 57 55 23 25
Za izraCunavanje rezultata je koriS¢ena formula:
_C,-C,, 1000
" 100 m

Gde su: C,, koncentracija metala u uzorku (mg/kg)

C, ocitana koncentracija metala u uzorku (mg/1)

Csp ocitana koncentracija metala u slepoj probi (mg/1)

m, odvaga uzorka (g)

Slika 33. Atomski apsorpcioni spektrofotometar i kalibraciona kriva
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4.5. Odredivanje sadrzaja indol-3 siréetne Kiseline (IAA) i abscisinske Kiseline (ABA)
metodom gasne hromatografije kuplovane sa masenom spektrometrijom (GC/MS)
(Rapparini et al., 2002)

Poslednjih godina, znatan napor je ulozen u razvoj metoda za pre¢iS¢avanje i kvantitativno
odredivanje sadrZaja biljnih hormona u ekstraktima biljnog tkiva (Chen et al., 1988.; Cohen et al., 1986;
1987; Dunlap i Guinn 1989.; Funada et al., 1987.; Vine et al., 1987; Rapparini et al., 2002). Male koli¢ine
prisutnin hormona, njihova nestabilnost, kao i komplikovan proces precis¢avanja od smetajuéih
jedinjenja, predstavljaju najvecu prepreku u stvaranju pouzdane metode odredivanja.

U veéini slucajeva, biljno tkivo za istrazivanje sadrzaja hormona je najceS¢e vrlo bogato
pigmentima, a koli¢ina hormona je vrlo niska u poredenju sa jedinjenjima sli¢énih hemijskih osobina koja
se jednako ponaSaju pri procesima preciS¢avanja. U velikom broju radova se za proces precCiS¢avanja
koristi preparativna te¢na hromatografija visokih performansi (HPLC) (Xianyue et al., 1992). Dok neki
radovi koriste zasebne metode precis¢avanja ova dva hormona (Gocal et al, 1991), u ovom radu odabran
je metod za simultano odredivanje oba hormona putem pre¢is¢avanja u dva stupnja upotrebom razli¢itih

kertridza za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (eng. solid phase extraction-SPE).
4.5.1. Ekstrakcija fitohormona

Biljni materijal je odmah nakon uzorkovanja potapan u te&ni azot i skladisten na -70° C u
zamrziva¢ sa dubokim zamrzavanjem. Zamrznuti uzorci su liofilizovani na -80° C, kako bi se otklonio
visak vlage. Na dan ekstrakcije oko 100 mg liofilizovanog biljnog materijala je dodavano u avan za
homogenizaciju koji je sadrzao oko 50 ml teCnog azota, da bi se tuckom, nadalje uzorak homegenizovao
sa 10 ml ekstrakcionog pufera (35% imidazol pufera 0.02 M pH-7 i 65% izopropanola). Izopropanol je
izabran kao ekstrakciono sredstvo, jer poput ostalih polarnih organskih rastvarata npr. metanola,
obezbeduje dobru ekstrakciju hormona, a istovremeno vrsi inhibiciju enzima sprecavajuéi pritom

stvaranje estara konjugovanih oblika 1AA.

Ekstraktima je dodato po 100 pl internog standarda koji sadrzi 100 ng izotopski obelezenog **Cg-
IAA rastvorenog u izopropanolu, i 100 ul rastvora internog standarda koji sadrzi 100 ng deuterisanog *H,-
ABA. Ekstrakti su inkubirani 24h u mraku na +4 ° C, da bi se sledec¢i dan nakon centrifugiranja od 10
minuta na 10000 rpm pazljivo odvojio supernatant, dok se talog dodatno tri put ispirao istim

ekstrakcionim sredstvom.
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4.5.2. PreciS¢avanje uzoraka upotrebom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPE) (Chen et al.,
1988)

Precis¢avanje je izvedeno na principu jonoizmenjivacke hromatografije koriste¢i SAX Vac QMA
analiticke SPE kolonice od 3ml sa 500 mg amino adsorbensa/stacionarne faze. Ove kolone su zapravo
slab anjonski izmenjivac sa tercijarnim amino grupama vezananim za silica fazu. S obzirom na pKa=9.8,
ovih tercijarnih amino grupa, pri pH nizem od 9.8, one bivaju pozitivno naelektrisane, te stoga privlace
negativno naelektrisane analite poput slabih organskih kiselina, kakve su IAA" i ABA'. IAA je pri pH>4.5
prisutan u disosovanom negativno naelektrisanom anjonskom obliku. Da bi se zadovoljila oba uslova,
kolona zadrzala u pozitivnom anjon izmenjivackom obliku, a analiti zadrZali negativno naelekrisani, SPE
kolona se kondicionira sa MeOH (7-8 ml), vodom i imidazolnim puferom od pH=7. Uzorci se nanesu na
kondicionirane SPE kolonice Pasterovom pipetom, a kolone ispiraju nepolarnim rastvara¢ima sa rastu¢im
gradijentom polarnosti (3 ml heksana, 3 ml etilacetata, pa 3 ml acetona), kako bi se sprale nezeljene
komponente, kao $to su nepolarni pigmenti i manje polarni $eceri, polifenoli i njihovi glikozidi. Nakon
precis¢avanja, zadrzani analiti IAA i ABA na amino silica SPE jonoizmenjivackim kolonama, eluirani su
sa 10% rastvorom siréetne kiseline u metanolu, i sakupljeni u balon prethodno napunjen sa 5-6 ml
fosfatnog pufera 0.02 M, pH=2.5. Pri tom pH, analiti IAA i ABA se prevedeni u protonizovan,
nenaelektrisan oblik. Koriste¢i vakuum rotacioni upariva¢, uzorci su uparavani do vodene, fosfatno-

puferske faze, kako bi uklonili metanol i izopropanol.

Slika 34. Manifold za SPE kertridze sa rastvara¢ima za eluiranje analita
Dalje precis¢avanje je radeno na Cyg SPE kolonama (Varian bond elute Ci3 500 mg/2.8 ml) koje
su prethodno kondicionirane nizom polarnih rastvaraca, 20% acetonom u izopropanolu, vodom i
fosfatnim puferom 0.02 M, pH=2.5. Ovaj korak predstavlja postupak hromatografije na obrnutoj fazi, gde
stacionarnu fazu predstavljaju nepolarne oktadecilske grupe vezane za silica gel, te se nepolarna
jedinjenja sa aromati¢nim prstenovima i alkil ostacima, kakvi su IAA i ABA pri pH 2,5 u svojoj
nenaelektrisanoj formi,vezuju hidrofobnim vezama. Polarna jedinjenja poput Secera i organskih soli su
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uklonjena ispiranjem slabo polarnim rastvarac¢ima (5-6 ml 10% acetone i 3 ml 90% heksana sa 10%
hloroforma). Posle toga, analiti su spirani sa kolone koriste¢i 5-6 ml 100% acetonitrila. Uzorci su dalje
upareni na vakuum uparivacu do suva, a suvi ostatak resuspendovan u 200 uL metanola.
4.5.3. Priprema diazometana i derivatizacija analita (Barkawi i Cohen, 2010)

Resuspendovanom metanolnom ekstraktu je dodat sveze pripremljen diazometan u odnosu 1:10, i
smesa se ostavlja oko 30 minuta, kako bi se indol-3-sir¢etna i abscisinska Kiselina, derivatizovale
metilacijom sa diazometanom i prevele u metil estre. Visak diazometana uklonjen je u struji te¢nog azota,
uparivanjem uzoraka do suva. Suvi ostatak je resuspendovan u 20 uL etilacetata, i potom injektovan u
GC/MS.

Diazometan je sintetisan u aparaturi na¢injenoj od borosilikatnog stakla prikazanoj na slici 36.,
gde se u prvu kivetu dodalo 25 ml dietiletra, a u drugu 10 ml 2-(2-etoksietoksi)-etanola, 10 ml dietiletra i
15 ml 7M NaOH i 1g N-metil-N-nitrozo-p-toluen—sulfonamida (komercijalni proizvod “Diazald”,
Aldrich, No D2,8000). Reakcija sinteze diazometana je prikazana na slici 35. Aparatura je spojena
Slifovanim delovima tako da zaptiva, a potom se u kivete sa dietiletrom uvodi azot sa protokom od oko 5-
10 ml/min. PTFE izlazni deo cevi se postavi u vial sa oko 1.5-2 ml dietil-etra i drzao nekoliko minuta u

etru do razvijanja svetlo-zuto karakteristi¢énog obojenja diazometana u etru.
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Slika 35. Mehanizam sinteze diazometana kao sredstva za derivatizaciju i reakcije derivatizaije

organskih kiselina (IAA i ABA) u odgovaraju¢e metil-estre (Barkawi i Cohen, 2010)

Proces sakupljanja novosintetisanog diazometana se nastavlja dokle god se etar iz viala boji
karakteristicnom bojom. Kako je diazometan toksic¢an i eksplozivan, sve operacije sa diazometanom se
moraju raditi u digestoru, sa zastitnom opremom. Obavezno izbegavati kori§¢enje napukle staklarije sa
ostrim povrsinama, jer moze do¢i do ekspolozije. Diazometan skladistiti u frizideru na 4 °C i drzati

podalje od alkalnih metala, kalcijum sulfata, kalcijum hlorida, ili bakra.
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Slika 36. Aparatura za sintezu diazometana (levo) i uparavanje uzoraka sa diazometanom u struji

azota nakon derivatizacije

4.5.4. Gasno-hromatografska analiza biljnih hormona (Rapparini et al., 2002)

Kvantitativna analiza metilovanih estara TAA i ABA je radena bikapilarnom-gasnom
hromatografijom kuplovanom sa masenom spektrometrijom u SIM (selective ion monitoring) modu
koriste¢i GC/5970 MS Model 5890 (Agilent Technologies, PaloAlto, CA) opremljen HP-1MS
fuzionisanom-silica kapilarnom kolonom (duzine 60 m x 0.25 mm unutra$njeg dijametra; obloZenom sa
0.25 mm filma polimetilsiloksana; HP1; Hewlett Packard). Temperatura GC-injektora je bila podesena na
270 °C, dok je temperatura pec¢i unutar GC, bila podesena na temperaturnu rampu od 90°C do 280°C sa
brzinom rasta temperature od 20°C min™ do 220°C i brzinom 5°C min™ do 280°C. Temperatura jonskog
izvora je bila 280°C, a brzina protoka He kao mobilne faze bila je 1 ml min™.

Kvadripol masenog spektrometra je radio u elektron impakt modu “EI-mode” sa elektronskom
emisijom od 70 eV. Za odredivanje koli¢ine metil estara IAA i [*Cg]-IAA internog standarda, praceni su
joni m/z 130,136, 189 i 195, sa vremenom naseljavanja od 50 ms po jonu. Joni m/z 130 i 136 odgovaraju
masama baznih pikova (hinolinijumskih jona) metil-IAA i metil-[**Cq]-IAA, dok mase m/z 189 i 195

odgovaraju molekulskim jonima ova dva jedinjenja.

O“CH ¥ Os +
3 ,’/ \/ CHgz N
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IV-.[eu.l-mdol-S- sir¢etna Molekulski jon Hinolinijum jon
kiselina

miz 189 miz 130

Slika 37. Mehanizam jonizacije i kolizije metil-estra IAA do hinolinijum jona u kvadripolu

mesenog detektora GC/MS sistema
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Za odredivanje metil estara ABA i [?Hg]-ABA internog standarda, praéeni su joni masa m/z 190,
194, 162, i 166, sa vremenom zadrzavanja od 50 ms po jonu. Joni masa m/z 190 i 194 odgovaraju
masama pikova baza (hinolinijumskim jonima) metil-ABA i metil-[,H*]-ABA, dok mase m/z 162 i 166
predstavljaju moleksulske jone ovih jedinjenja. Odnosi manualno integrisanih povrSina jona 130:136 i

190:194 su koriséeni za raunanje koncentracija endogenih IAA i ABA.
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Slika 38. Gasni hromatograf sa masenim detektorom (levo) i SIM hromatogram jonova koji poticu od

izotopski obelezenog standarda i endogene ABA

4.6. Odredivanje sadrZaja slobodnih i konjugovanih poliamina primenom HPLC analize
(Scaramagli et al., 1999)
4.6.1. Ekstrakcija i derivatizacija poliamina

Za odredivanje sadrzaja slobodnih poliamina odmeravano je po 20 mg liofilizovanog biljnog
materiala (korena ili lista) i homogenizovano sa 4% perhlornom kiselinom (PCA), te nakon inkubacije od
1h na 4° C, centrifugirano na 15000 obrtaja 30 minuta. Alikvoti supernatanta i standardnih 1 mM rastvora
putrescina, spermidina i spermina (Put, Spd i Spm) su derivatizovani sa danzil-hloridom (5 mg/mi
acetona) kao §to je opisano od strane Bregoli i saradnika (2002). Derivatizacija je vrSena tako §to je u
ependorf kivetice dodato 200 pl supernatanta uzorka ili 200 pl standarda (pripremljenog rastvaranjem 20
ul rastvora 1 mM odgovarajuéeg poliamina (Put, Spm, Spd) u 140 ul 4% PCA), te dodavanjem 200 pl
danzilhlorida i 200 pl rastvora zasi¢enog 1.5 M Na,COj3. Nakon snaznog meSanja na “vorteks” mesalici,
reakciona smesa je inkubirana sat vremena na vodenom kupatilu na 60°C. Nakon inkubacije reakcionoj
sme$i dodato je 100 pl prolina (koncentracije 5 mg/ml), a smeSa je ponovo inkubirana na sobnoj
temperaturi u mraku jo$ 30 minuta. Nakon toga, U kivete je dodato 600 pl toluena, a reakciona smesa je
snazno meSana na “vorteks” meSalici i ostavljena par minuta da se faze odvoje. 1z gornje touluenske faze
u nove ependorf kivete otpipetirani su alikvoti od 400 pl, te su denzilovani derivati upareni do suva u
Speed Vac rotacionom vakuum uparivau-koncentratoru, potom odlozeni na -20 C. Neposredno pre

HPLC analize, upareni ostatak je resuspendovan sa 200 pl acetonitrila i razblazen 50 puta prenesen u
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viale. Poliamini su razdvojeni i kvantifikovani na HPLC (PU-980 Jasco, Tokyo, Japan) koriste¢i reverznu
fazu Cyg kolonu (Spherisorb ODS2, 5-mm particle diameter, 4.6 x250 mm, Waters, Wexford, Ireland) i
programirani acetonitril:voda gradijent kao $to su opisali Scaramagli i saradnici (1999).

Radi kvantifikacije konjugovanih poliamina alikvoti supernatanta uzorka u perhlornoj kiselini su
bili izlozeni kiseloj hidrolizi sa 6 N HCI (preko no¢i, na 110° C) u cilju da se poliamini otpuste iz njihovih
rastvornih i nerastvornih konjugata, te su derivatizovani i analizirani na isti nac¢in kako je opisano za
slobodne poliamine (Scaramagli et al., 1999). Sadrzaj konjugovanih poliamina racunat je iz razlike

ukupnih i slobodnih poliamina, ¢ije su koncentracije odredene nakon integracije pikova u odnosu na

pikove standard poznate koncentracije.

Slika 39. Te¢ni hromatograf visokih performansi (HPLC) (levo) i hromatogrami sa razdvojenim

pikovima poliamina (Put, Spd, Spm) iz standarda (gore) i endogenih iz uzorka (dole).
4.7. CHN elementarna analiza (Yasuhara i Nokihara, 2001)

Uzorci vazdu$no suvog zemljiSta i biljnog materijala (korena, lista i stabla klonova topola) su
najpre homogenizovani u laboratorijskom mlinu, te su se odvage od po 30 mg fino sprasenog uzorka
odmerenih na analitickoj vagi Danver ta¢nosti 0.00001g pakovale u specijalne kalajne folije dimenzija 6 x
6 x 6 mm. Nakon manualnog paletiranja kako bi se istisnuo vazduh i smanjila greSku pri odredivanju
azota, uzorci su postavljani u autosempler elementarnog analizatora CHN Elementar Vario EL III.

Veli¢ina odvage odredena je prema osetljivosti i slede¢em radnom dinamickom opsegu CHN analizatora:
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C: 0.03-20 mg H: 0.03-3 mg N: 0.03-2 mg

Primenjeni parametri na instrumentu tokom CHN analize su tabelarno prikazani.

Temperatura peéi 1: 900 °C Vreme dovoda O,: 10 s
Temperatura peéi 2: 600 °C Protok He: 200 ml/min
Temperatura CO, kolone: 100 °C Radni pritisak: 1.24 bara
Temperatura H,0 kolone: 150 °C Index 1

Temperatura peéi 1: 900 °C Vreme ispiranja uzorka: 5s

Autosempler automatski unosi uzorke u oksidacionu kolonu aparata koja se nalazi unutar peéi 1
gde se na temperaturi od 900° C uz dovod ultragistog kiseonika vrsi oksidacija i karbonizacija uzorka i
prevodenje C, H i N iz uzorka u odgovarajuée okside, CO; i H,O i N,O. Struja gasa He nastale okside
sprovodi dalje kroz redukcionu kolonu punjenu opiljcima bakra u kojoj se smesa azot-oksida redukuje do
elementarnog N,. Struja gasa nosa¢a nosi smeSu gasova na kolone na kojima se vrsi razdvajanje nastalih
oksida. Sa kolona se prvo desorbuje H,O pa preostali CO, dok N, ide direktno na
termokonduktometrijski detektor (eng. thermal conductivity detector-TCD). TCD poseduje dve merne
komore kroz koje gas protice konstantno. Jedna od komora je referentna i ona propusta samo gas nosac
(He), dok kroz drugu komoru prolazi gas sa desorbovanim frakcijama He-N,, He-CO; i He-H,0. Izmedu
dve komore se uspostavlja elektricni disbalans koji se oCitava kao razlika potencijala referentnog gasa i
smese nastalih gasova koja je izrazena u mV. Voltazu u mV u funkciji vremena detektor automatski
integrali i zahvaljujuci kalibraciji za svaki element integral se u poredenju sa vrednostima za standard
prevodi na apsolutni sadrzaj elementa. Kao standard za kalibraciju instrumenta koriscen je acetanilid (C
71.09%; N 10.36%; H 6.71%) koji je odmeravan i pakovan u odvagama od po 5 mg. Procenat elementa u
nepoznatom uzorku se ra¢una automatski, relativno u odnosu na masu odvage uzorka i sadrzaja elemenata

iz standarda.

[ reduction agent
[l oxidation catalyst
[C] drying agent

c0, H,0 S0,
adsorber adsorber  adsorber

Slika 40. Shema CHN analizatora (levo) i slika uredaja
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4.8. Biohemijske metode merenja antioksidantne aktivnosti

Uprkos velikom broju postojecih metoda za pracenje ukupne antioksidantne aktivnosti, pouzdana,
validirana i univerzalna metoda za merenje antioksidantne aktivnosti hrane i bioloskih uzoraka jo$ uvek
nije otkrivena. Postoje¢e metode koje odreduju totalni antioksidantni kapacitet in vitro, najéesce prate
samo jednu reakciju, $to ih ¢ini nedovoljno pouzdanim i jednodimenzionim za merenje aktivnosti
multifunkcionalnih bioloSkih antioksidanata. Autori Frankel i Meyer (2000), predlazu da bi univerzalni

protokol za testiranje antioksidantne aktivnosti trebao da poseduje sledece osobine:

a) Da koristi bioloski relevantan supstrat

b) Da testira razlicite oksidacione uslove

c) Da meri pocetne kao i sekundarne proizvode oksidacije

d) Da poredi antioksidante u istim molarnim koncentracijama aktivnih komponenata

e) Da vrsi kvantifikaciju na osnovu vremena indukcije, procenta inhibicije, brzine formiranja ili
neutralizacije radikala ili pak 1Cs, vrednosti (koncentracije antioksidanta koja postize 50%

inhibicije).

Prema zastupljenosti u nau¢nim radovima isti¢u Se testovi poput testa antioksidantnog kapaciteta
izrazenog troloks ekvivalentima (eng. trolox equivalent antioksidant capacity-TEAC) (Rice-Evans et al.,
1999), DPPH (Sanchez-Moreno, 2002), ORAC (eng. oxygen radical absorbance capacity) (Prior, 2000) i
TRAP testa (eng. total radical-trapping antioksidant parameter) (Ghiselli et al., 2000). Mada su ovi
biohemijski testovi u Sirokoj upotrebi kako u nauci tako i industriji, medusobno se razlikuju po supstratu,
reakcionim uslovima, mehanizmu kvantifikacije, te je stoga vrlo komplikovano porediti rezultate dobijene
razli¢itim testovima (Frankel i Meyer, 2000). Zbog nedostatka standardizovanih testova, poredenje
rezultata dobijenih od razlicitih istrazivackih grupa u nauci i kontrola kvaliteta antioksidantnih proizvoda
i dalje predstavlja problem. Otvorena diskusija o prednostima i manama raznih dostupnih testova je
potrebna kako bi doslo do wuskladivanja miSljenja razli¢itih istraziva¢kih grupa i razvijanja
standardizovanih metoda. Metode za merenje antioksidantne aktivnosti prema mehanizmu reakcija na

kojima se zasnivaju mogu biti podeljene u dve grupe:

e Metode zasnovane na prenosu jednog elektrona (eng. single electron transfer; SET)

e Metode zasnovane na prenosu atoma vodonika (eng. hydrogen atom transfer; HAT)

Krajnji rezultat oba mehanizma je isti, medutim kinetika i moguénost nastajanja nusproizvoda su

razli¢iti kod ova dva mehanizma. Metode zasnovane na SET mehanizmu detektuju sposobnost
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potencijalnog antioksidanta da vr$i prenos jednog elektrona i redukciju drugog jedinjenja, bilo metala,
karbonilnog jedinjenja ili nekog stabilnog radikala. Ovi testovi obuhvataju najpopularnije i najcesce
primenjivane biohemijske testove, poput testa za odredivanje ukupnih fenola sa Folin-Ciocalteu
reagensom (FCR), antioksidatni kapacitet meren troloks ekvivalentima (eng. trolox equivalent antioxidant
capacity-TEAC), sposobnost redukcije feri jona (eng. ferric reducing antioxidant power-FRAP)(Benzie i
Strain, 1999) kao i DMPD (N,N-dimetil-p-fenilendiimin) i DPPH (2,2’-difenil-pikril-hidrazil radikal) test.
Kod svih ovih testova reakciona smesa ukljuéuju dve komponente, antioksidant i oksidant, gde usled

jednoelektronskog transfera dolazi do redukcije oksidanta (Huang et al., 2005).
Proba (oksidant) + e (poreklom od antioksidanta)———— redukovana proba + oksidovani antioksidant

Stepen promene boje oksidanta koji se redukuje je proporcionalan koncentraciji antioksidanta.
Krajnja tacka reakcije je dostignuta kada promena boje prestane. Promena absorbance (AA) probe je u
linearnoj zavisnosti sa koncentracijom antioksidanta. Nagib prave ove linearne zavishosti odrazava
redukcioni kapacitet antioksidanta, koji se moze izraziti troloks ekvivalentima (eng. trolox equivalents-
TE) ili ekvivalentima galne kiseline (eng. gallic acid equivalents-GAE). Ovi testovi u mnogo ¢emu
podsecaju na klasi¢ne hemijske redoks titracije, ali zbog toga $to ne prate kompetitivne reakcije u sistemu
ostaje pitanje koliko se rezultati testa mogu pripisati isklju¢ivo antioksidantnom kapacitetu uzorka. Kako
bi se napravila korelacija, uvedena je aproksimacija da je antiokisdantni kapacitet jednak njegovom
redukcionom kapacitetu (Benzie i Strain, 1999). Tako, zaklju¢no svi SET zasnovani testovi mere
redukcioni kapacitet antioksidanta, koji direktno zavisi od pH vrednosti medijuma. Pri niskim pH
vrednostima, redukcioni kapacitet moze biti supresovan zbog velike verovatnoée protonacije
antioksidantnih jedinjenja, dok je pri baznim uslovima favorizovana disocijacija protona kod npr. fenolnih
jedinjenja, ¢ime se dodatno poveéava redukcioni kapacitet uzoraka. Cinjenica da se pomenuti testovi
izvode u razli¢itim pH sredinama posebno doprinosi neuporedivnosti rezultata dobijenih primenom
razli¢itim testova. Tako se FRAP test odvija pri kiselim, TEAC pri neutralnim, dok se odredivanje
sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja (eng. total phenolic content-TPC) odvija pri baznim uslovima.
Takode, pH medijuma u mnogim in vitro testovima ne odgovara fizioloskom pH in vivo. Zanimljivo je da
veliki broj radova navodi odli¢nu linearnu korelaciju izmedu sadrzaja ukupnih fenola (TPC) i SET-
zasnovanih testova (FRAP, DPPH; TEAC i dr.), Sto nije zacudavajuce uzimajuci u obzir da su ovi testovi
zasnovani na istovetnom mehanizmu i slicnim hemijskim reakcijama. Naime, uprkos nazivu testa da
odreduje sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (TPC), ovaj test zapravo meri redukcioni kapacitet
antioksidanata da redukuju Mo(VI) do Mo (V) unutar smese soli molibdena i volframata koju predstavlja

Folin-Ciolcalteu reagens (Huang et al., 2005).

75



Marko Kebert Doktorska disertacija; Materijal i metode

S druge strane, HAT-zasnovane metode mere klasi¢nu sposobnost nekog oksidanta da neutraliSe
slobodne radikale donacijom atoma vodonika. HAT reakcije su nezavisne od rastvaraca i pH i obi¢no su
vrlo brze te se zavrSavaju u nekoliko sekundi do minuta. Prisustvo redukujucih agenasa, ukljucujuéi i
prisustvo metala dovodi do komplikacija i drastiénog povecanja reaktivnosti (Prior et al., 2005). Vecina
HAT-zasnovanih metoda prati kinetiku kompetitivnih reakcija, a do kvantifikacije se dolazi analizom
kinetickih krivih. HAT-zasnovane metode se sastoje iz sintetiCkog slobodnog radikala, ili sistema koji
generiSe radikal, molekulske probe koja podleze oksidaciji, i antioksidanta. Antioksidant HAT zasnovanih
testova je sposoban da “gasi” radikal donacijom atoma vodonika prema reakciji.

AH + X —A +XH

Ovoj grupi testova pripadaju testovi: ORAC (eng. oxygen radical absorbance capacity), TRAP
(eng. total radical-trapping antioxidant parameter), TOSCA (eng. total oxyradical scavenging capacity
assay), test inhibicije indukovane LDL oksidacije, test izbledivanja krocina i hemiluminescentni testovi
(Huang et al., 2005).

4.8.1. Priprema ekstrakata

Puferski ekstrakti biljnog materijala, iz kojih je odredivana aktivnost antioksidantnih enzima,
ukupna sposobnost redukcije ekstrakata odredene FRAP metodom, rastvorljivi proteini kao i lipidne
peroksidacije, pravljeni su homogenizacijom 1 g biljnog materijala (korena i lista klonova topole) sa 10
cm® fosfatnog pufera (0,1 M, pH=7, pH podesavan sa KOH) (Quy Hai et al., 1975). Homogenat je nadalje
centrifugiran 10 minuta na 11000 obrta/min i za ispitivanja je kori§¢en superinatant prema protokolima za
pojedine analize. Za odredivanje sposobnosti ekstrakata da vrie neutralizaciju radikala (ABTS", DPPH,
‘OH i NO radikala) kao i ukupnih fenola i flavonoida u listu i korenu razli¢itih klonova topola pripremani
su ekstrakti dobijeni maceracijom vazdu$no suvog biljnog materijala sa 70% etanolom u odnosu 1:10 u

vremenu od 24 h.
4.8.2. Sposobnost neutralizacije radikala (RSC-radical scavenger capacity)
4.8.2.1. Odredivanje sposobnosti neutralizacijeABTS™ radikala (Arnao et al., 2001)

Test za merenje antioksidantnog kapaciteta izrazenog troloks ekvivalentima prvi put je objavljen
od strane Miller i Rice-Evansa (1997), te kasnije unapreden (Arnao et al., 2001). U unapredenoj verziji,
oksidant ABTS™ se generiSe u reakciji oksidacije 2,2’-azinonbis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline)

(ABTS?) amonijum persulfatom (slika 41).
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Reagens: Osnovni rastvor se priprema tako $to se 7 mmol ABTS (38.4 mg u 10 ml H20) pomesa sa 2.45
mmol kalijum persulfata (K,S,0;), te se smesa ostavi na sobnoj temperaturi do 16h da se razvije tamno
plavo obojenje. Na dan kori§¢enja, osnovni rastvor se razblazuje sa 95% EtOH (600ul ABTS u 40 ml

EtOH), kako bi se postigla apsorbanca osnovnog rastvora izmedu 0.8-0.9 na 734 nm.

0
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Slika 41. Neutralizacija katjonskog sintetickog ABTS radikala do bezbojne redukovane forme

ABTS test se zasniva na spektrofotometrijskom prac¢enju transformacije plavo-zeleno obojenog
katjonskog radikala ABTS™ u svoju neutralnu bezbojnu formu na 734 nm. ABTS+" reaguje jednako sa
antioksidantima hidrofilne i hidrofobne prirode i ne pokazuje osetljivost na jonsku ja¢inu. Reakciona
smesa se dobija mesanjem 300 pl sveZe napravljenog rastvora ABTS™ i 10 L ekstrakata lista, izbojka i
korena topole. Apsorbance radnih proba su Citane na 734 nm na ¢itacu mikroplo¢a (Multiplate reader
MultiScan GO, Thermo Scientific, Nemacka). nakon inkubacije od 5 min na 30°C. Mikroplo¢a sa
razvijenom bojom prikazana je na slici 42. Etanol (95%) se Kkoristio kao slepa proba. Standardna
kalibraciona kriva je konstruisana kao funkcija apsorbance ABTS™ u zavisnosti od serije razli¢itih
koncentracija troloksa (od 0 do 500 uM) (slika 42). Sposobnost ekstrakata topola da vrSe neutralizaciju
katjonskog radikala ABTS™ se izrazava brojem troloks ekvivalenata (TEAC- trolox equvialnt antioidant
capacity) po g suvog biljnog materijala (TEAC/g DW), dobijenih ekstrapolacijom sa standardne
kalibracione krive. Troloks ekvivalent (TEAC) je ona koncentracija antioksidanta koja daje jednaku
procentnu promenu apsorbance ABTS™ koju izaziva 1 mM troloksa. Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8,-
tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina) je hidrofilni analog vitamina E ¢ija je struktura prikazana na
slici 44.

77



Marko Kebert Doktorska disertacija; Materijal i metode

| Trolox - a hydroscluble analoque of witamin E T T
 (£)}-6-Hydroxy-2,5,7 B-tetramethylchromane-2-carboxylic acid C(MTE )

Slika 42. Izgled mikrotitar plo¢e nakon razvijanja boje (levo), struktura troloksa (sredina) i kalibraciona
kriva za TEAC test (desno)

4.8.2.2. Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala (Soler-Rivas et al., 2000)

Za odredivanje sposobnosti ekstrakata topola da vr$e neutralizaciju slobodnih radikala, primenjen
je tzv. DPPH-test (Soler-Rivas et al., 2000). Metoda se zasniva na spektrofotometrijskom pracenju
transformacije ljubi¢asto obojenog, stabilnog, azot centriranog DPPH® radikala (2,2’-difenil-1-
pikrilhidrazila) u redukovanu, zuto obojenu formu DPPH-H. Naime, DPPH" radikal je relativno stabilan
radikal ¢iji je rastvor u metanolu ljubicaste boje sa maksimumom apsorpcije na Amgs=515nm. U prisustvu
potencijalnih donora elektrona dolazi do neutralizacije radikala i prelaska u neutralni oblik, $to je praceno

promenom apsorbance i iS¢ezavanjem ljubicaste boje rastvora.

RH
(Antlox1dant)
\ QN_N
2,2-Difenil-pikril hidrazil radikal (DPPH") 2,2-Difenil-pikril hidrazil (DPPH)
ljubicasto bledo-zuto obojenje

Slika 43. Neutralizacija DPPH radikala

Reagens: Osnovni rastvor DPPH reagensa (0.4 M) napravljen je odmeravanjem 0.0157g ¢vrste supstance
u normalni sud od 100 ml koji je dopunjen do crte 96% EtOH. Na dan merenja, pravljen je radni rastvor
koji se dobija meSanjem 22,5 ml osnovnog rastvora sa MeOH u sudu od 100 ml, i ¢ija apsorbanca treba
da iznosi priblizno oko 0.9 na 515 nm.

Radne probe su pravljenje meSanjem 190 ul DPPH radikala sa 100 pl metanola (MeOH) i 10uL
ekstrakata topola. Za svaki ekstrakt je merena korekcija (Axorencija), KOja predstavlja apsorbancu samog
uzorka (10 pl) rastvorenog u 290 pl rastvaraca (MeOH). Svi uzorci su posle snaznog mesanja u trajanju

od 10 s, ostavljeni da se inkubiraju 30 min na sobnoj temperatiuri, nakon ¢ega su apsorbance 0¢itane na
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515 nm na ¢itacu mikroplo¢a MultiScan GO, proizvodaca ThermoScientific. Procenat inhibicije DPPH
radikala (radical scavenger capacity-RSC) etanolnih ekstrakata topola je odreden po formuli:

% RSC= 100 —(Aradne probe A korekcije) X 100/ A wontrole
Gde Axontrole Predstavljaju slepe probe, koje sadrze samo DPPH (200 pl) i rastvara¢ (100 ul MeOH).
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Slika 44. 1zgled mikroploce posle inkubacije DPPH testa

4.8.2.3. Odredivanje sposobnosti neutralizacije OH radikala (Verma et al., 2010)

Kapacitet antioksidanata iz ekstrakata topole da vrSe neutralizaciju hidroksilnog radikala odreduje
se pracenjem reakcije degradacije 2-dezoksi-D-riboze u prisustvu slobodnih OH® radikala generisanih u
sistemu Fe?*/H,0.,.

Fe*" + H,0, » OH"+ OH + Fe*

U reakciji jona Fe?* sa H,0, (Fenton-ova reakcija) nastaje OH" radikal, koji dalje oduzima H atom 2-
dezoksi-D-ribozi i pokrece razgradnju ovog molekula do krajnjih produkata. Jedan od krajnjih produkata

ove reakcije je malonildialdehid (MDA) koji se odreduje spektrofotometrijski uz pomo¢ tiobarbiturnog
testa (TBA test) na 532 nm.

— K=" AT
o % —_— ﬁooou ,‘}:——a{rc(o NHY z NHY‘\/\V

TBA Kompleks MA-TBA

a) b)

Slika 45. a) Degradacija 2-dezoksi-D-riboze u prisustvu slobodnih OH® radikala i b) kvantifikacija MDA

u tiobarbiturnom testu
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Reagensi:
e 0,015% rastvor H,0,: 42ul 35% H,0, u 100ml vode
e 10,0 mM rastvor FeSO,: 0.1390g FeSO4x7 H,O u 50ml vode
e 0,05 M rastvor 2-deoksi-D-riboze: (0.16779 2-dezoksi-D-riboze u 25,0 ml fosfatnog pufera
pH=7.4)
e TBA reagens: 5.2 ml HCIO,, 1.5 g tiobarbiturne kiseline i 60g trihlorsir¢etne kiseline rastvoreno
u 400ml vode
e 0.1 MEDTA: 1.86g u 50,0 ml vode
o fosfatni pufer pH=7.4, (c=0.067M): 1,75069 KH,PO,i 7.6851g Na,HPO, u 1 L vode
Za ispitivanje antioksidantne aktivnosti u sistemu Fe®*/H,0, pripreme se sledeée probe:
Radne probe:
e 100 pl 2-dezoksi-D-riboza
e 10 pl ekstrakta
e 100 ul H,0,
e 100 pul FeSO,
Kontrola:
e 100 pl 2-dezoksi-D-riboza
e 10 pl rastvaraca
e 100 ul H,O,
e 100 plFeSO,
Radne probe su dalje inkubirane 60 minuta na 37°C . Nakon inkubacije, u epruvete je dodato po
0.2 ml EDTA i 2 ml TBA-reagensa, a karakteristi¢na ruzi¢asta boja kompleksa (TBA-MDA) se razvijala
nakon 10 min kuvanja na 100°C. Nakon hladenja, apsorbanca je merena na A=532 nm. Sve reakcije su
radene u tri ponavljanja. Intenzitet neutralizacije OH" radikala izracunat je prema formuli:
% RSC= (Ar-A) / Ay x 100
gde A, predstavlja apsorbancu kontrola, a A-apsorbancu radnih proba u prisustvu uzoraka

bis -}

Slika 46. 1zgled mikrotitar plo¢e nakon razvijanja boje kompleksa TBA-MDA
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4.8.2.4. Odredivanje sposobnosti neutralizacije NO radikala (Tsai et al., 2007)

Odredivanje kapaciteta etanolnih ekstrakata lis¢a, korena i izbojaka topola da neutralisu NO’
radikal, zasniva se na spektrofotometrijskom merenju koncentracije generisanih nitritnih jona U owvu
svrhu koris¢en je vodeni rastvor natrijum-nitroprusida (eng. sodium-nitroprusite, SNP) koji predstavlja
izvor NO' radikala pri fizioloskom pH. Nastali NO" reaguje sa kiseonikom dajuéi nitritne jone, ¢ija

koncentracija se odreduje na bazi Griess-lllosvory-jeve reakcije.

0O
™~ HaM_ s
1 s
SO,
/‘\\H - d/
0 0 L,—- ~._-NH g Nen [ ﬂ
SY o+ Nos g \“/’*11 H - LA N
/&NHz ~ Mo+ H

Slika 47. Reakcija nastajanja diazo kompleksa (Griess-lllosvory-jeva reakcija)
Princip spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije nitritnih jona se zasniva na pracenju
nastajanja purpurno-ruzicastog diazo kompleksa koji je produkt reakcije NO, i Griees-ovog reagensa na

sobnoj temperaturi.

Reagensi:

e 5 mM rastvor natrijum -nitroprusida (SNP) se priprema se rastvaranjem 1.49 g SNP u 100 ml
0.1M fosfatnog pufera (pH=4).

e Griess-ov reagens nastaje meSanjem 0.77 mM N-(1-naftil)-etilendiamina dihlorida (NEDA)
rastvorenog u destilovanoj vodi sa 1% sulfanilamidom (SA) rastvorenog u 5% fosfatnoj kiselini.
Pojedinaéni rastvori su stabilni 4 meseca na 4° C, dok je smesa stabilna 12h na istoj temperaturi.

Radne probe:

e 10 pl odgovarajuceg ekstrakta

e 60 ul5mM SNP

e 50 ul 0.1 M fosfornog pufera pH=4.

Tako postavljene radne probe se inkubiraju na sobnoj temperaturi 100 min na svetlosti, zatim im se posle
mesanja od 10s doda:

e 120 pl Griessovog reagensa

Apsorbance formirane hromofore se ¢itaju na 577 nm na spektofotometrijskom ¢ita¢u mikroploca.
Procenat inhibicije azot(I1)-oksida (RSCyo’) ispitanih ekstrakta racunat je na osnovu sledece jednacine:
RSCno (%) = (1 — A/Akon) X 100%,

gde je Axon apsorbanca kontrolne probe koja za razliku od radnih proba nema dodat ekstrakt.
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Slika 48. Izgled mikrotitar plo¢e nakon razvijanja boje hromofore
4.8.3. Odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije (Devasagayam et al., 2003)

Intenzitet lipidne peroksidacije (LP) odreden je na osnovu sadrzaja malondialdehida (MDA),
jednog od krajnjih proizvoda razgradnje membranskih lipida u ¢elijama, ekstrahovanog iz svezeg biljnog
materijala pomoc¢u smese tiobarbiturne kiseline (TBA) i 20% trihlorsir¢etne kiseline (TCA) u odnosu 1:3
(Devasagayam et al., 2003). Reakcioni medijum radne probe se sastojao je 0.5 ml ekstrakta biljnog
materijala i 4.5 ml rastvora za ekstrakciju MDA (20% TCA i 0.5 % TBA), dok je slepu probu
predstavljao sam reagens za lipidnu peroksidaciju. Reakcione smese su zagrevane 30 min na 95 °C na
vodenom kupatilu, ohladene i centrifugirane 10 minuta na 1500 rpm. Sadrzaj MDA u dobijenom
supernatantu o€itan je spektrofotometrijski na A=532 nm. Intenzitet LP izrazen je brojem nmol MDA

ekvivalenata po mg proteina (hmol MDA ekvivalenata/mg proteina).

H H H H
Sj/N\/O ) Sj/N\/O o N\fs
NHﬁ‘) " ' . NH\H)\A\LHN

o
o H ) OH

TBA MA Kompleks MA-TBA

Slika 49. Stvaranje TBA-MDA kompleksa u procesu LP
4.8.4. Odredivanje redukcione sposobnosti ekstrakta FRAP testom (ferric reducing
antioxidant power) (Benzie i Strain, 1999)
FRAP test je zasnovan na nespecifi¢noj reakciji po kojoj svaki sistem koji ima manje pozitivan
redoks potencijal od sistema Fe**-TPTZ/Fe**-TPTZ dovodi do redukcije Fe**-TPTZ. Prilikom redukcije

koordinaciono jedinjenje Fe (1) daje tamno plavo intenzivno obojenje sa apsorpcionim maksimumom na
593 nm.
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Slika 50. Redukcija TPTZ-Fe*" sistema pomocu antioksidanata iz ekstrakata
Reagensi:
o FRAP reagens: Acetatni pufer: TPTZ: FeCl;x H,0=10:1:1
e Acetatni pufer, pH=3.6, 0.31g CH;COONa i 1.6 ml cc CH;COOH rastvoreno je u 100 ml
destilovane vode
o FeCl;x 6H,0, 20 mM dobijen rastvaranjem 0.0541g FeCl; x 6H,0 u 10 ml destilovane vode
e TPTZ rastvor, 10 mM u 40mM HCI dobijen rastvaranjem 0.0312g TPTZ u 10 ml 40mM HCI
e HCI, 40 mM dobijena razblazivanjem 0.086 ml ccHCI u 25 ml destilovane vode
e 100 uM FeSO, 7H,0, dobija se rastvaranjem 0.2879 g u 100 ml destilovane vode
Za svaki uzorak pripremljene su radne i slepe probe prema navedenom redosledu (u tri ponavljanja).
Radne probe:
e 1500 pl FRAP reagensa
e 50 ul ekstrakta biljnog materijala
Slepa proba:
e 1500 pl FRAP reagensa
e 50 pul odgovarajuceg rastvaraca
Standard:
e 1500 pl FRAP reagensa
e 50 pul 100 uM FeSO, 7H,0
Nakon 6 minuta inkubacije, izmerene su apsorbance na A = 593 nm. Rezultati su izraZeni u
FRAP jedinicama, gde jedna FRAP jedinica odgovara onom redukcionom kapacitetu ekstrakta koji je

sposoban da redukuje 100 pM Fe®**.

N (FRAP unit)=A adne probe/ Astandarda X R ;  Astandarda (100 pM FeSO, x 7H20); R-faktor razblaZenja

83



Marko Kebert Doktorska disertacija; Materijal i metode

4.8.5. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja (TPC- total phenolic content)
(Singleton et al., 1999)

Metod je zasnovan na oksidaciji molekula koji sadrze fenolne funkcionalne grupe. Tanini,
flavonoidi i druge klase fenolnih jedinjenja koji sadrze fenolne grupe i poseduju sposobnost da redukuju
alkalni rastvor fosfovolframolibdenske kiseline iz Folin-Ciocalteu reagensa ucestvuju u 0voj reakciji.
Reagensi:

1. 0.1 mol/L Folin-Ciolcateu reagens (FC reagens): 2.5 ml 2M FC reagensa u 50 ml vode
2. Rastvor Na,COs: 75 g Na,COz u 1 | destilovane vode = 7.5 %
3. 1 mg/mL galna kiselina: 0.0276 g galne kiseline - H,O rastvoreno u destilovanoj vodi

Postupak: U radne probe koje se sastoje od 25 pl ispitivanog ekstrakta ili standarda (galna kiselina u
rasponu koncentracija od 50 do 500 mg/ml) doda se 125 pl razblazenog Folin-Ciocalteu reagensa i
reakciona smeSa se inkubira na sobnoj temperaturi 3 min. Zatim se doda 25 ul zasi¢enog rastvora
Na,COs, reakciona smesa inkubira 2h na sobnoj temperaturi, a potom apsorbanca ocitava na 760 nm. Na
osnovu izmerenih apsorbanci, sadrzaj ukupnih fenola izrazava se u broju mg ekvivalenata galne kiseline
(gallic acid equivalents) po gramu suve mase biljnog materijala (mg GAE /g ).

Radna proba Korekcija Slepa proba

25 pl ekstrakta 25 pl ekstrakta 25 pl destilovane vode
125 pl FC reagensa 225 pl destilovane vode 125 pl FC reagensa

100 pl rastvora Na,CO; 100 pl rastvora Na,CO;

Kalibraciona kriva - galna kiselina

Asr-Akor (760 nm)

Value | Standard £
roept | 0.039 001
0060 000194

T T T T T T )
0 2 4 6 8 10 12
Crad (ug/ml)

Slika 51. Izgled kalibracione krive standardnog rastvora galne kiseline (levo) i izgled mikrotitar ploce

nakon razvijanja boje
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Apsorbance (A) za svaki ispitivani ekstrakt su racunate iz razlike apsorbance radne probe (A) i korekcije

(Akor): A= Asr _Akor .

Sadrzaj fenola je izracunat na osnovu kalibracione krive dobijene merenjem apsorbanci serije razli¢itih

koncentracija standardnog rastvora galne kiseline i preracunat na suvu masu biljnog materijala.

4.8.6. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida (Chang et al., 2002),
Metoda se zashiva na osobinama flavonoida i glikozida flavonoida da sa jonima metala daju
odgovarajuée metalo-komplekse. Naroéito je znaGajan Al**-kompleks, &iji se apsorpcioni maksimum

nalazi na 415 nm.

Kvercetin

Slika 52. Reakcija helatizacije AI** sa kvercetinom
Reagensi:
e 1.0 M NaCH3;COO (4.1g NaCH3;COO 3H,0 rastvoreno u 50 ml destilovane vode)
e 0.75 M AICI; (5.0025g AICI; x 3H,0 rastvoreno u 50 ml vode)

Radne, slepe probe i korekcije su otpipetirane u mikroplo¢e u zapreminama rastvora prikazanim u tabeli:

Radna proba Korekcija Slepa proba

30 pl ekstrakta

30 pl ekstrakta

0 ul ekstrakta

90 pl MeOH 90 pl MeOH 90 pl MeOH
6 pul NaCH;COO 6 pul NaCH;COO 6 pul NaCH;COO
6 pl AICI; 0 pl AICI3 6 pl AICI,

150 pl dest. vode

156 pl destilovane vode

180 pl destilovane vode

Nakon 30 minuta inkubacije, izmerene su apsorbancije na 415 nm. Sve probe su radene u tri
ponavljanja. Standardna kriva je konstruisana kao zavisnost apsorbance i serije koncentracija rastvora
kvercetina. Iz kalibracione krive izraunat je sadrzaj flavonoida u ispitivanim ekstraktima i izrazen u mg

ekvivalenata kvercetina (QE) po gramu suvog biljnog materijala.
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Slika 53. Izgled mikroploce posle razvijanja boje (levo) i kalibraciona kriva standardnog rastvora
kvercetina
4.8.7. Odredivanje sadrzaja rastvorljivih proteina (Bradford, 1974; Stoscheck, 1990)
Sadrzaj rastvorljivih proteina odreden je modifikovanom metodom po Bradfordu (Bradford,

1974), koja se zasniva na vezivanju boje Coomassie blue G-250 za bazne i aromati¢ne aminokiselinske
ostatke proteina (Stoscheck, 1990). Boja Coomassie blue postoji u tri oblika: katjonskom (crvena),
neutralom (zelena) i anjonskom (plava). U kiseloj sredini dominira protonovana katjonska forma sa
maksimumom apsorpcije na A=465 nm. Kada se boja veze za protein prelazi u stabilan neprotonovani
oblik plave boje sa maksimumom apsorpcije na A=595 nm. Reagens interferira sa nekim neproteinskim
supstancama koje stabiliSu neutralnu formu (zelena), bilo direktnim vezivanjem ili promenom pH, zbog
Cega se kao proteinski referentni standard Kkoristi albumin govedeg seruma (eng. bovine serum albumin-
BSA).
Bradford-ov reagens: U normalnom sudu od 1 |1 u 50 ml 95% etanola i 100 ml 85% (w/v) fosforne
kiseline rastvoreno je 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250. Nakon potpunog rastvaranja, rastvor je
dopunjen do crte i profiltriran kroz Whatmanov papir pre upotrebe.
Radne probe:

o 1 ml Bradford-ovog reagensa

e 25 pl uzorka (ili 50 pul ekstrakta duplo razblazenog)

e 1 ml destilovane vode
Nakon 5-30 minuta inkubacije o¢itava se apsorbanca uzorka i razli¢itih koncentracija standarda (eng.
bovine serum albumin, BSA) na A=595 nm. Koncentracija proteina u uzorku odredena je iz krive
zavisnosti apsorbance od koncentracije standarda. Koncentracija proteina u uzorku izrazena je kao mg
proteina po gramu sveZeg biljnog materijala (mg proteina g™ sv.m.).
4.8.8. Odredivanje aktivnosti superoksid-dizmutaze (SOD: EC 1.15.1.1) (Fredovich, 1995)

Ukupna aktivnost superoksid-dizmutaze (SOD) odredena je na osnovu inhibicije fotohemijske

redukcije nitroblutetrazolijuma (NBT) u kojoj nastaje formazan, plavi proizvod redukcije NBT sa O,".
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Slika 54. Reakcija redukcije nitroblutetrazolijuma (NBT) do formazana

Radna proba:

o Enzimski ekstrakt (15 ul ekstrakta izbojka, 45 ul ekstrakta korena i 7.5 pl ekstrakta lista)
e 2 ml reakcionog medijuma;

Reakcioni medijum je dobijen mesanjem:

v 2,6 cm® 50 mmol/dm? fosfatnog pufera (pH=7,8);

v’ 100 pl 13 mmol/dm?® metionina;

v/ 100 pl 75 pmol/dm® NBT;

v 100 pl 0,1 mmol/dm® EDTA i

v’ 50 pl 2 pumol/dm?® riboflavina.
Slepa proba:

e 2 ml reakcionog medijuma
o 20 pl fosfatnog pufera (pH=7,8)

Rastvor u epruvetama se dobro promesa i epruvete postave ispred svetlosnog izvora da odstoje 10
minuta (Auclair i Voisin, 1985). Ocitavanje apsorbance je vrSeno na Janway UV/VIS 6505
spektrofotometru, na 560 nm. Jedinica aktivnosti SOD je ona koli¢ina enzima koja inhibira redukciju
NBT-a za 50% na 25°C i na 560 nm (Stajner, 1990).
4.8.9. Odredivanje aktivnosti gvajakol-peroksidaze (GPx) (Simon et al., 1974; Morkunas i
Gmerek, 2007)

Metoda je zasnovana na transformaciji gvajakola u bifenohinon i pra¢enju promene apsorbance u
roku od 1 minuta.

OCH,

OH
4 + 4H0, M + H,0

Slika 55. Reakcija transformacije gvajakola u bifenohinon pod dejstvom gvajakol-peroksidaze
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Reagensi:
e  Gvajakol: 250 pl se rastvori u 100 ml destilovane vode (energi¢éno muckati kako bi se
emulgovao)
e Vodonik-peroksid (12.3 mM); 140 pl 30% H,O, rastvoriti u 100 ml destilovane vode (pravi

se neposredno pre pocetka rada)

e Fosfatni pufer (0.1M) pH=7: 13,6 g KH,PO,rastvoriti u 1L destilovane vode, pH podesiti sa
KOH
Radne probe:

e 3 ml fosfatnog pufera

e 50 pl rastvora gvajakola
e 30 pl H,0, (svezeg)
e 100 pl puferskog ekstrakta

Slepa proba sadrzi isti reakcioni medijum kao i radna, izuzev ekstrakta. Reakcija je pozitivna
ukoliko dode do promene boje rastvora u bordo-braon (boja konjaka). Aktivnost GPx se prati kao
promena apsorbance u minuti na 436 nm. Jedinica aktivnosti GPx je ona koli¢ina enzima koja izaziva
transformaciju 1 uM gvajakola u 1 minutu na 25°C (Stajner, 1990). Ekstincioni koeficijent za GPx je 25.6

mM™ cm?,
4.8.10. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze (GR: EC 1.6.4.2) (Smith et al., 1988)

Glutation reduktaza (GR: EC 1.6.4.2) je flavoprotein koji katalizuje NADPH-zavisnu redukciju
oksidovanog glutationa (GSSG) do redukovane forme (GSH). Ovaj enzim je esencijalan za GSH redoks
ciklus koji odrzava nivoe redukovanog c¢elijskog GSH, jer je visok odnos GSH/GSSG klju¢an u zastiti

protiv oksidativnog stresa. Odredivanje GR aktivnosti je zasnovano na reakciji oksidacije NADPH.
NADPH +H"+ GSSG — 2GSH + NADP’

Oksidacija NADPH do NADP" je pracena padom apsorbance merene na 340 nm i direktno je
proporcionalna GR aktivnosti uzorka. Ekstincioni koeficijent NADPH 6.22 mM-* cm-°, a jedna jedinica
GR izaziva oksidaciju 1 pM NADPH na 25 °C.

Reagensi:

e 0.05 M TRIS/HCI pufer pH=8 (6.057g TRIS, 2.5ml ccHCI i 0.6g EDTA se rastvori u 1 |
destilovane vode, te sa HCI podesi pH)
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e 0.5mM GSSG (0.00765 g se rastvori i dopuni do crte normalnog suda od 25 ml)
e 2.1.mM NADPH (15.6 mg NADPH se rastvori u 10 ml destilovane vode

Radne i slepe probe su pripremnjene kako je prikazano u tabeli:

Radna proba Slepa proba
2.7 ml TRIS/HCL pufera 2.8 ml TRIS/HCL pufera
0.1 ml puferskog ekstrakta 0.1 ml puferskog ekstrakta
0.1 ml GSSG -

Na ovako pripremljene radne i slepe probe posle inkubacije od 10 minuta na temperature od 37°
C se dodaje 0.1 ml rastvora NADPH i odmah potom zapocinje merenje promene apsorbancije na 340 nm
po minuti u toku 5 minuta. Aktivnost GR se ra¢una po formuli ispod:

GR aktivnost = A Azg/ Min X Vi / 6.22 mM™ cm™ / Vi [nmol/min/ml ili U/ml]
Vo=ukupna zapremina medijuma (3 ml)
Ves= Ukupna zapremina dodatog ekstrakta ( 0,1 ml)
A Agzgo/ min- srednja promena apsorbance u minuti na 340 nm
6.22 mMcm™- ekstincioni koeficijent za NADPH na 340 nm u kiveti §irine Icm
4.8.11. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze (GSH-Px: EC 1.11.1.9) (Edwards,
1996)

Metoda se zasniva na reakciji oksidacije redukovanog GSH do oksidovane GSSG forme
posredstvom glutation peroksidaze, gde se potom prati smanjenje redukovanog GSH, koji se kvantifikuje

sa DTNS po poznatom metodu (Imam, 2006).

Glutathione Perowidase

2 GSH + HuDs »> GSSG+ 2 HO
MOy
' ' W 2GSH
00G. rﬁ,ﬁ\,s._s,.,%ﬂ,cm” / \
o i \
DTNE glutathione
raductasa

2

/ f
HOOC. -~ & / \ /
] GSSG
D?h"'-""\-\.'.';'

Slika 56. Oksidacija glutationa glutation-peroksidazom i reakcija kvantifikacije GSH sa DTNB
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Reagensi:
o Pufer I: TRIS-HCI: rastvoriti 3.0285 g i 0.1860 g EDTA u 500 ml destilovane vode i podesiti
pH vrednost na 7.6
e Pufer I1: TRIS: rastvoriti 24.23g TRIS u 500 ml destilovane vode i podesiti pH vrednot na 8.9
e Glutation redukovani GSH: 6 mg GSH rastvoriti u 10 ml pufera |
¢ DTNB: rastvoriti 0.0198 g 5,5-ditio-bis (2-nitrobenzojeve kiseline) DTNB u 5 ml MeOH

e Kumen hidroperoksid: 5 pl rastvoriti u 10 ml pufera |

Postupak:

Radne i slepe probe su pripremljene kao u tabeli:
Radna proba Slepa proba
100 pl uzorka 100 pl uzorka
700 pl pufera | 700 pl pufera
100 pl GSH 100 pl GSH
100l kumen hidroperoksida -

Radne i slepe probe su potom inkubirane 10 minutra na 37° C na vodenom kupatilu. Reakcija je
zaustavljena dodatko 1 ml 20% trihlorsircetne kiseline (TCA), potom su probe centrifugirane 10 min na
5000 obrtaja min-'. U odvojene supernatante posle centrifugiranja dodato je jo po 2 ml pufera Il i 100 pl

DTNB. Probe su snazno promesSane na vorteks mesalici i nakon deset minuta ocitavana je apsorbanca na

412 nm.
4.9. Pedoloske analize zemljiSta

U zemljiStu su pored spomenutih parametara koji su odredeni upotrebom AAS, kao $to su sadrzaj
Mg, Ca, K i teskih metala koji su dodati kao kontaminanti (Cd, Ni i Cu), odredene i ostale fizicko-
hemijske osobine zamljista. Fizicke-0sobine predstavljaju granulometrijski sastav, (distribucija veli¢ine
Cestica (%) po medunarodnoj B-pipet metodi pripreme uzoraka u natrijum-pirofosfatu) (Bosnjak et al.,
1997) koji ukazuje na teksturu i tip zemljista, dok su od hemijskih parametara odredivani pH u KCI, pH u
H,O, vlaga zemljista, sadrzaj humusa, sadrzaj karbonata (volumetrijski pomocu Scheibler-ovog
kalcimetra), sadrzaj N, P i C. (Hadzi¢ et al., 2004).

4.9.1. Odredivanje pH vrednosti zemljiSta

Uz pomo¢ pH-metra (pH/lon/Cond 750, WTW, Germany) odredena je pH vrednost zemljista

pripremljenog rastvaranjem u destilovanoj vodi (dH,O). Suspenzija zemlji$ta je pravljena dodavanjem 10
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g zemljista u 25 ml dH,O. Tokom merenja pH vrednosti, suspenzija zemlji$ta je me$ana na magnetnoj
mesalici do postizanja konstantne vrednosti pH.
4.10. Mikrobioloske analize zemljiSta

Ukupan broj mikroorganizama opisuje opstu biogenost zemljista i predstavlja ukupan broj
bakterija koje izrastu na zemljisnom agaru ili na nekoj drugoj nediferencijalnoj podlozi, dok se razredenje
bira prema svojstvima zemljista (Govedarica i Jarak, 1993).

Odredivanje ukupnog broja mikroorganizama u zemljiStu vrSeno je indirektnom metodom za
odredivanje brojnosti mikroorganizama na ¢vrstim hranljivim podlogama metodom agarnih ploca. Pri
tome se vodilo racuna o izboru pravilnog razredenja uzorka zemljiSta shodno €injenici da razliciti tipovi
zemljista svojim fizicko-hemijskim karakteristikama uslovljavaju i razlic¢it kvantitativni i1 kvalitativni
sastav mikroorganizama, pa se tako veca razredenja (10, 107) koriste ukoliko su ona bogata organskom
materijom, dok se za peskovita ili kisela zemljista koriste manja razredenja (107, 10™). Zasejavanje je
vr$eno u 3-5 ponavljan
4.10.1. Odredivanje ukupne brojnosti oligotrofnih bakterija

Za odredivanje ukupne brojnosti bakterija koriS¢ena je odgajivacka metoda na Cvrstim
podlogama. Serije razredenja su pripremljene tako §to se odgovarajuc¢a koli¢ina zemljiSta rastvori u
rastvoru za razredenje (0,1% rastvor Na-pirofosfata- NaPP u destilovanoj vodi). Odmerenih 5 g zemljista
se rastvori meSanjem u 47,5 ml NaPP i po 1 ml poCetne suspenzije se prenese u 9 ml rastvora za
rezredenje u epruvetama kako bi se napravile serije rezredenja koncentracija od 10% do 107 (slika 57).

Iz pripremljenih serija razredenja zasejavano je po 0,1 ml inokuluma na hranljive podloge meso-
peptonskog agara (MPA) u 3-5 ponavljanja. Zasejavanje uzorka je vrSeno u 2 ponavljanja u 5 razli¢itih
razredenja. Inkubacija traje 5-7 dana na 26°C. Za odredivanje ukupne brojnosti bakterija koristena je

nespecifi¢na podloga MPA (Torlak, Srbija).

T R Ty
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Slika 57. Postupak pravljenja serije razredenja
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Nakon zavrSene inkubacije u obzir su se uzimala samo ona razredenja na kojima se broj
bakterijskih kolonija kretao izemedu 30 i 300 kolonija po petri plo¢i. Dobijeni rezultati su izrazeni po 1 g
suvog zemljista.

Na osnovu izraunate mase suvog zemljista u 5 g vlaznog zemljista, u 1 ml razlicitih razredenja
izraCunat je broj bakterijskih kolonija u 1 g suvog zemljista pomo¢u formule:

Broj kolonija/masa suvog zemljista (g) iz datog razredenja=broj bakterijskih kolonija/l g
suvog zemljiSta
4.10.2. Odredivanje brojnosti filametoznih gljiva

Izolacija i odredivanje broja filametoznih gljiva vrsi se pomocu odgajivacke metode na agaroznoj
podlozi. Serije razredenja se prave kao i pri odredivanju brojnosti bakterija u zemljistu, i u obzir se uzima
ono razredenje pri kojem je broj kolonija izmedu 30 i 300 u jednoj petri ploci. Inokulacija uzoraka je
radena na 3-5 petri plo¢a. Inkubacija zasejanih uzoraka traje 5-7 dana na temperaturi od 26°C. Za
odredivanje ukupne brojnosti filametoznih gljiva u zemljistu koriS¢ena je roze bengal-streptomicin
agarna podloga koja ima sledeci sastav:

Roze bengal-streptomicin agar:

Glukoza 10g
Pepton 5¢
KH,PO, 1g
MgSO,x7H,0 0,5
roze Bengal 0,033g
Agar 159
rastvor streptomicina Imi
dH,O 1000ml

Sadrzaj vlage u zemljiStu i masa suvog zemljista u 5 g vlaznog zemljista u 1 ml razli¢itih
razredenja odredena je na isti nacin kao $to je navedeno kod bakterija. Broj gljiva u 1 g zemljista je
racunat prema formuli:

Broj kolonija gljiva/lg suvog zemljista=broj kolonija gljiva/masa suvog zemljiSta (g) za dato
razredenje
4.10.3. Odredivanje ukupne brojnosti algi

Za odredivanje ukupne brojnosti algi koriS¢ena je odgajivacka metoda na te¢noj podlozi,
odnosno tehnika najverovatnijeg broja (eng. the most probable number method-MPN). MPN procedura je
statistiCki zasnovan metod za gajenje algi u razli¢itim razredenjima koji ima za cilj procenu rasta algi pri

razli¢itim razredenjima. Promeni boje podloge ili formiranje gasa sluzi kao indikator prisustva algi u
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podlozi. Rastvor zemljista u seriji razredenja je pripremljen na isti na¢in kao kod odredivanja broja
bakterija i filamentoznih gljiva. Inkubacija zasejanih uzoraka zemljista je trajala 3-4 nedelje na sobnoj
temperaturi (oko 25°C) u prisustvu izvora svetlosti.

Podloga koris¢ena za odredivanje broja algi je gotova broth podloga (Fluka, Switzerland). Nakon
inkubacije, mikroskopiranjem uzoraka ocitan je broj algi na osnovu promene boje podloge. Brojnost algi
je izracunata prema tablicama McCradya. Prema broju pozitivnih epruveta, formira se karakteristi¢an
broj. Prva cifra karakteristiénog broja je broj pozitivnih epruveta u razredenju koje je dalo najveéi broj
pozitivnih odgovora u toj seriji razredenja prema ponavljanjima. Sledece dve cifre karakteristicnog broja
grade brojevi pozitivnih epruveta iz slede¢a dva razredenja ili njihov zbir. Karakteristican broj odgovara
najverovatnijem broju mikroorganizama u razredenju koje je dalo najveci broj pozitivnih epruveta.

4.11. Fizioloske analize listova
4.11.1. Neto fotosinteza, transpiracija i stomatalna provodljivost (Pajevi¢ et al., 2009)

Neto fotosinteza, transpiracija i stomatalna provodljivost su mereni pokretnim aparatom koji prati
razmenu gasova zasnovanom na infracrvenoj detekciji, proizvodaca "ADC Bioscientific Ltd. LCPro+".
Parametri su mereni na 3 biljke po tretmanu, u 3 ponavljanja po svakoj biljci, u periodu izmedu 09:00 i
11:00 ¢asova ujutro, po sun¢anom i vedrom vremenu. List biljke se postavljao u komoru aparata, a
vlaZznost vazduha, temperatura vazduha i koncentracija CO, u mernoj komori aparata odgovarali su
spoljasnjim (ambijentalnim) uslovima sredine, dok je fotosinteticka aktivna radijacija (eng.
photosynthetic active radiation - PAR) bila podesena na 1000 pmol m?s™ (Pajevi¢ et al., 2009).

A — neto fotosinteza (umol CO, m?s™),

E — transpiracija (mmol H,0? s™),

gs — stomatalna provodljivost (mol H,0 m?s™),

WUE - efikasnost kori§¢enja vode (umol CO, mmol *H,0).

Slika 58. Instument za merenje razmene gasove i parametara fotosinteze (Lpro+)
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4.11.2. Odredivanje sadrZaja pigmenata hloroplasta (Sairam et al., 2004)

Sadrzaj karotenoida, hlorofila a i b odreden je po metodi Sairam i saradnika (2004), koja
predstavlja modifikovanu verziju dobro poznatog metoda odredivanja pigmenata hloroplasta koju su prvi
opisali Lichtenthaler i Wellburn, (1983). Sadrzaj pigmenata hloroplasta odreden je u listovima klonova
topola uzorkovanim nakon zavrSetka ogleda na biljkama gajenim u polukontrolisanim uslovima. Od
prose¢nog uzorka svezeg biljnog materijala odmereno je tri puta po 0.1 g i homogenizovano tu¢kom u
avanu sa 2 ml acetona. Sadrzaj je 5 min centrifugiran na 3075 rpm, a zatim je supernatant dekantovan u
drugu epruvetu. Talogu je dodato jos 2 ml 80% acetona i postupak centrifugiranja i odlivanja supernatanta
je ponavljan do obezbojavanja taloga. Supernatant je dopunjen do 10 ml, 80% acetonom. Apsorbanca je
oCitavana na A=440, 644 i 662 nm. Sadrzaj pigmenata izrazen je kao mg/ g svezeg biljnog materijala
(mg/g sv.m).

4.12. Statisticka obrada podataka

Svi dobijeni podaci su statisticki obradeni uz pomo¢ softverskog paketa Statistica 12. Srednje
vrednosti izmedu tretmana i klonova testirane su dvofaktorijalnom analizom varijanse (ANOVA), a
razlike u srednjim vrednostima izmedu analiziranih faktora su uporedene Dunkanovim testom za nivo
znacajnosti (p<0.05). Srednje vrednosti u tabelama i na grafikonima oznaCene istim slovom se ne
razlikuju znacajno, dok se vrednosti obelezene razli¢itim slovom razlikuju za najmanju znacajnu razliku
koja je utvrdena softverski (eng. the least significant difference-LSD). Vrednosti opadaju prateci alfabetni
red.

Tabela 4: Shematski prikaz ogleda u (polu)kontrolisanim uslovima A) i pregled koriS¢enih metoda u radu

B)

A) Dizajn ogleda u (polu)kontrolisanim uslovima
Nezavisno promenjive
Vrsta metala Koncentracija metala (n * MDK)
M? (NO,), MDK (mg/kg) Kontrole n=1 n=3 Klon topole Biljni organ
Ni** 50 0 50 | 150 M1
cd” 3 0 3 9 B229 List
Cu?® 100 0 100 300 Pe 19/66 Koren
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B) Odredivani parametri:

Referenca:

Morfoloski parametri:
e Vising,
e precnik,
e biomasa organa

Fizioloski parametri vezani za razmenu gasova
e ukupna fotosinteza,
e brzina transpiracije,
e stomalna provodljivost,
e stepen iskoriS¢enja vode-WUE

Pajevic et al., 2009

Parametri fitoekstrakcije
e Akumulacija Ni, Cd i Cu
o Biokoncentracijski faktor (BCF)
o Translokacijski factor

Standardna AAS analiza i priprema
MW digestija
Wu et al.,1997; Wang et al., 2004

Mineralna ishrana i sadrzaj (ne)metala:

° I\/Ig
e Ca
e P
e N
e C

Standardna AAS analiza i priprema
MW digestija
Standardna CHN analiza

Kvantifikacija metabolita:
e Indol-3-siréetna kiselina
Abscisinska kiselina

Redukovani glutation
Ukupni fenoli

Ukupni flavonoidi
Rastvorni proteini

Slobodni i konjugovani poliamini (Put, Spm, Spd)

Pigmenti hloroplasta (Chl a, Chl b, karotenoidi)

Malonildialdehid (MDA) (lipidna peroksidacija)

Rapparini et al., 2002; Chen et al. 1988
Barkawi i Cohen, 2010 (GC/MS; SPE)
Scaramagli et al., 1999 (HPLC/DAD)
Imam et al., 2006

Sairam et al., 2004

Singleton et al., 1999

Chang et al., 2002

Bradford, 1973

Janero, 1990

Antioksidantne i “skevindzer” sposobnosti ekstrakata:

Sposobnost “hvatanja” OH radikala
Sposobnost “hvatanja” NO radikala

Sposobnost neutralizacije DPPH radikala (DPPH test)
Sposobnost neutrlizacije ABTS" radikala (TEAC test)
Sposobnost redukcije Fe** jona (FRAP test)

Verma et al., 2010

Tsai et al., 2007

Soler Rivas et al, 2000
Miller i Rice-Evans, 1997
Benzie i Strain, 1999

Enzimske aktivnosti:
Gvajakol-peroksidaza (POD)
Superoksid-dizmutaza (SOD)
Glutation peroksidaza (GPx)
Glutation reduktaza (GR)

Simon et al., 1974
Fredovich et al., 1983
Edwards et al., 1996
Smith et al., 1988
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5. REZULTATI | DISKUSIJA
5.1. Fiziko-hemijska svojstva zemljiSta

Fizicko-hemijske karakteristike zemljiSta odeme su standardnim metodama koje se koriste
u laboratoriji Instituta za nizijsko Sumarstvo vdinu sredinu u Novom Sadu. Izabrano zemljiste je
tipa fluvisol, a po teksturnom sastavu je peskowWdeaca. U proseku sadrzaj ukupnog peska je bio
58,3 %, dok je sadrzaj ukupne gline bio 41,7 %s&ru sadrZzaj humusa je bio 2,28 %, a kretao se u
granicama od 2,19 do 2,37 %. Odabrano zemljiSteZsatsok procenat karbonata, dok je pH
zemljiSta slabo alkalno, obezteno dovoljnim kokinama osnovnih hranljivih elemenata azota,
fosfora i kalijuma. Opisane karakteristike (tab&la ukazuju na povoljan vodno-vazdusni rezim
zemljiSta i omogéiavaju nesmetano kruZenje vode sa mineralnim manesij

Tabela 5. Pregled fiztko-hemijskih karakteristika zemljiSta izabranog agled u kontrolisanim

uslovima
Krupan Sitan Koloidna Ukupan Ukupna Teksturna klasa
pesak pesak Prah glina pesak glina
0.9 57.4 23.8 18.0 58.3 41.7 Peskovita itava
pH P,Og K,O humusal N CaCp Mg Ca
KCI H20 mg/kg | mg/kg % % % mg/g mg/g
7.5 8,0 9,4 7,5 2,19 0,129 15,45 10, 52 12,87

Raunski determinisane koncentracije nitritnih sofikidh metala (Cu, Ni i Cd) u zemljiStu su
nakon dva meseca stabilizacije mikroflorom i ekspentalno potwtene primenom AAS.
Koncentracije teSkih metala u zemljiStu su odgoleanaaksimalnim dozvoljenim koncentracijama za
dati metal (MDK (Ni)=50 mg/kg; MDK (Cu)=100 mg/kgiDK (Cd)=3 mg/kg), i trostruko visim
vrednostima od maksimalno dozvoljenih za odabraatal®, Sto za Ni, Cu i Cd iznosi 150, 300 i 9
mg/kg.

5.2. Akumulacija nikla po organima i procena potengala za fitoekstrakciju klonova topola

Dosada objavljeni literaturni podaci o koncentratia akumuliranih teSkih metala i njihovoj
distribuciji su veoma raznovrsni, &sto i kontradiktorni, zbog toga Sto su primenjiveaeliciti
eksperimentalni uslovi. Tako, ragti metali ili oblik u kom je metal dodat, ragiie koncentracije i
kombinacije metala, vreme izloZzenosti, kao i swgtgtia kojem se prati proces fitoekstrakcij&uti
modifikuju biodostupnost metala za r&ik biljne vrste ili raziktite klonove iste vrste biljaka
(Zacchini et al., 2009). Na koncentracije akumuiiina metala u biljkama, posebno ddii tip
eksperimenta, odnosno da li je ogledéprau kulturi tkiva, hidroponim ili zemljiSnim kultama ili u

polju u prirodnim uslovima. Na sposobnost biljaka @3e fitoekstrakciju metala iz zemljiSnog
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medijuma, zn&jno uttu karakteristike zemljiSta, kao Sto su pH, katjpménjiva&ki kapacitet

zemljista, sadrzaj organskih materija, gline, vlagamljiSta, granulometrijski sastav, kao i

koncentracije drugih mikro- i makroelementa (Sin@hgel, 1986; Kukier et al., 2004).

Postignute koncentracije Ni u zemljistu Akumulacija Ni u korenovima
250 750
a a
il = — 200
& c s b
S 150 — &F 150 2
£ Ei <
= d d d = £ d
Z 100 = 3 100 -
w
50 =1 — 50 : f
o | o |
M1 B229 Pel9/66 M1, B229. Pel9/66.
mg 31,44 25,18 30,36 no 15,63 23,62 20,38
MD# 86,14 B1,76 85,14 MDK 14041 B472 69,39
3*MDK 18899 153,75 203 37 3*MDK 113,34 207,20 152,77
a) b)
Akumulacija Ni u izbojcima Akumulacija Ni u listovima
18 250 2
16 5 B
= 14 I . 200 =
g4 — = e
2w = 5 150 : L
— 8 c [ —
—; d = 100 T
. = Il H
e X = 50 =
5 = T = — = —
] 0,0
M1 B229 Pelo/e6 M1 B229. Pelo/66.
| §] 0,13 0,12 0,14 [ [] 0,842 0,900 0,793
MDK 5,74 3,61 7,30 MDK 13,914 11,495 13,256
3*MDK 15,68 13,96 12,76 3*MDK 20,877 22,920 23,360
c) d)

[ Ni kontrola [7]Ni 50 mg/kg [] Mi 150 mg/kg

Slika 59. Akumulacija Ni* u zemljistu i distribucija usvojenog Nikroz organe raalitih klonova

topola

Nakon ispitivanja veStki kontaminiranog zemljista utéeno je da je zemljiSte i pre
dodavanja nitratnih soli nikla u sebi sadrzalo 8komg/kg nikla, te da je po dodatku 50 mg/kg Ni,
koliko je maksimalna dozvoljena koncentracija za (NIDK(Ni)), koncentracija prvog tretmana
iznosila oko 80 mg/kg, dok je po dodatku trostrwkée koncentracije od maksimalne dozvoljene za
nikal u zemljiStu iznosila oko 180 mg/kg (slika 39dakon odrdivanja sadrzaja akumuliranih metala
u razl¢itim organima ispitivanih klonova topola, vidi sa du najvée koncentracije Ni usvojene od
strane korena, a da je redosled organa po koncgntravojenog nikla: koren>list> izbojak za sve
ispitivane klonove topola. Sa grafikona 59b, se enzdpaziti da su se pri tretmanu niZze koncentracije
Ni (50 mg/kg), korenovi klona M1 pokazali najefikégism u procesu fitoekstrakcije, akumuliréju
¢ak 140,41 mg/kg nikla, dok su klonovi B229 i Pe 6B/pokazali statistki znatajno maniji
fitoekstrakcijski potencijal akumuliragu u korenovima 84,72 i 69,39 mg/kg nikla. Pri treim
niklom koncentracije od 150 mg/kg u zemljiStu (3*MDENi)), najviSa akumulacija nikla dokazana je
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u korenovima klona B22%ak 200,7 mg/kg nikla, dok klon M1 koji se pokazagefikasnijim pri
tretmanu nizom koncentracijom je pri viSoj koncanti nikla akumulirao svega 113,34 mg/kg Ni u
korenovima, Sto jéak manje nego pri tretmanu niZom koncentracijontenikKlon Pe 19/66 koji je pri
tretmanu niZzom koncentracijom bio najmanje efikagarusvajanju nikla, pri tretmanu viSom
koncentracijom je pokazao nafte sposobnost akumulacije nikla u listovima, kojaoig 23,36
mg/kg pri tretmanu od 150 mg/kg nikla u zemljiStu.

Radi lakSeg prgenja rezultata uvedeni su pojmovi biokoncentracifaktor (BCF) i faktor
translokacije (TF). Zayed et al., (1998), razlikupiokoncentracijske faktore u korenovima i u
nadzemnim delovima (izbojci +listovi) idanaju ih po formulama:

BCF=Koncentracija metala u korenu (ili nadzemnim ddovima biljke (korenu i izbojku)
(mg/kg)/ koncentracija metala u medijumu (mg/kg)

TF= koncentracija metala u nadzemnim delovima biljle (mg/kg) x 100/ koncentracija
metala u korenovima (mg/kg)

Ovi parametri su korisni za razlikovanje potenaijéitoekstrakcije méu razl¢itim biljnim
vrstama ili klonovima iste vrste, koji su izloZdstim uslovima Zivotne sredine. Metim, kako ovi
faktori ne uzimaju u obzir biomasu, vreme izloZzdénpagativacu, kao ni uticaj medijuma u kom se
fitoekstrakcija prati, ovi parametri nisu uporedaa onima dobijenim u drugim eksperimentalnim
uslovima kao npr. iz kulture tkiva ili hidroponimger dodatni faktori unutar zemljista definiSu
biodostupnost metala za biljke. Pregled BCF zarkareadzemne delove, kao i TF za ispitivane
klonove topola dat je u tabeli 6.

Tabela 6.Pregled biokoncentracijskih i translokacijskihtfada nikla u klonovima topola

Klon topole Klon M1 Klon B229 Klon Pe 19/66
Tretman (Ni) MDK | 3*MDK| MDK |3*MDK | MDK __ |3* MDK
BCF korena 163 | 0,60 104 | 135 081 0.75
BCF nadzemnih organa 4 019 | 019 | 024 0.24 0.18
TF 1406 | 3227 | 1789 | 1791 | 2969 | 2462

Rezultati pokazuju da postoje Ziafne razlike u sposobnosti fitoekstrakcije Ni dune
ispitivanim klonovima topola. BCF i TF vrednostikazaju varijacije u zavisnosti od koncentracije
metala u medijumu. Tako, pri nizoj koncentracijlai (50 mg/kg) korenovi klona M1 su se pokazali
kao najefikasniji u akumulaciji Ni, dok su pri vjSkoncentraciji nikla (150 mg/kg) korenovi klona
B229 akumulirali najviSu koncentraciju Ni i u nada@m organima i korenu. BCF korenova klona
M1 je pri povéanju koncentracije tretmana nikla u zemljiStu op&o 2.5 puta, te uprkos najem
faktoru translokacije (TF=32,27), koncentracije mkilirane u nadzemnim delovima su tek osrednje.
Klon topola Pe19/66 je pokazao najmanju akumulgoipa nikla u korenu pri obe koncentracije nikla

(nizak BCF za koren), ali zahvaljdjuvisokim vrednostima translokacionog faktora, prd@ se
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najefikasnijim za remedijaciju zemljista umerenaepgtenim niklom, dok pri viS§im koncentracijama
nikla u zemljistu, njegov BCF za nadzemine delopada. Svi havedeni rezultati ukazuju nacajau
sposobnost akumulacije nikla u korenovima klonawaota, gde je BCF faktor kod klonova M1 i
B229, ¢ak viSi od 1, Sto bi ih po podeli po Brooks i samadna (1998),¢ak svrstalo u
hiperakumulatore. Miutim, zbog veoma niske sposobnost translokacijelaét korena u nadzemne
delove ukupan proces fitoekstrakcije secaji@o nizi nego kod nekih zeljastih hiperakumulatdrs
biljaka iz familija AsteraceagBrassicaceagBuxaceagEuphorbiaceagFlacourtiaceae, Rubiaceae
Violaceaeod kojih neke imaju sposobnost akumulacije nikiaadzemne delove i preko 1000 mg/kg
(Dalton et al., 1985). Ipak, prednost topola u @inoea zeljaste hiperakumulatorske biljke je dtasti
veca biomasa topola i to Sto su topole viSegodiSrjkebkoje ne ulaze u lanac ishrane. Da se viSe od
50% apsorbovanog Ni zadrzava u korenu potvrdili 8ataldo i saradnici (1978) Sto je objaSnjeno
nagomilavanjem nikla u katjonskim jonoizmengikan mestima zidova ksilema parenhimsk#iija i
imobilizacijom u vakuolama korena (Seregin i Kozmé&eva 2006). Najv& pregled Ni
hiperakumulatorskih biljaka dali su Raskin i Ens{2900), a spisak vrsta kao i akumulirane vrednosti
nikla su prikazane u tabeli 7.

Tabela 7. Pregled hiperakumulatorskih zeljastih vrsta i akliranih koncentracija Ni (Seregin i
Kozhevnikova, 2006)

Familija, vrsta Konceniracija Mi (mg/kg) Familija, wsta koncentracija Ni (mg/kg)
Acantaceae Meliaceae

Blepharis acuminata 2000 Walsura monophvila 7050
Justicia lanstyakif 2650 Myristiaceae

Lophostachys villosa 1890 Myristica lawrifolia 1100
Phidigsia lindavii 1850 Myrtaceae

Ruellia geminiflora 3330 Muosiera araneosa 3030
Anacardiaceae Ochnaceae

Rhus wildii 1600 Ouratea nitida 1700
Asteraceae Cluratea striata 21590
Berkheva coddii 11660 Omcothecaceae

Dichoma niccolifera 1500 Oncotheca balansae 2500
Crochnaria crassifolic 1120 Poaceae

Koanophyllon grandiceps 6240 Trisetum

Lencanthemopsix alping 3200 distichophyllum 1710
Senecio pauperculis 1900 Ranunculaceae

Shafera plarvphylla 1850 Ranunculus glacialis 1260
Solidage hispida 1020 Rubiaceae

Brassicaceae Pinvllomelia coronara 25540
Allvsiem (48 species) 128029400} Psychotria clementis 19
Cardamine resedifolia 3270 P. constivenia 38530
Cochlearia aucheri 17600 P. douarrei 19900
Peltaric emarginata 34400 P glomerata 10250
Strepranthus pelvgaloides 14 800 P vanhermanii 35720
Thiaspi (23 species) 200031000 Sapotaceae

Caryophyllaceae Planchenella oxvedra 19600
Minnartia laricifolia 2710 Sebertia acumindta 11700
Minuariia verna 1390 Saxifragaceae

Clusiaceae Sexifraga (3 species) 29703840
Crarcinia bake rigra 7440 Scrophulariaceae
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Dokazano je da se apsorbcija?Nkod Datura innoxi poveala usled primene EDTA
(etilendiaminotetrastetne kieline) u zemljiStu (Jean et al., 2008),ialia duzZina godisSnjih doba,
geohemijske osobine zemljiSta i metoddesga takde uticu na unos Ni u biljke (Antoniadis et al.,
2008; McGrath et al., 2006; Yanai et al., 2006grRa Molasu, (2001) fitotoksiost i akumulacija u
kupusu opada u slem nizu posle tretmana radtim hemijskim oblicima jona Ni:
Ni(Il)Glu>NiSO, x 7 HO> Ni(ll) citrat > Ni(ll)-EDTA. Sumarno, unos Rfi u biliku zavisi od
koncentracije (Cataldo et al., 1978), biljnog metama, kiselosti zemljiSta ili hranjivog rastvora
(Kukie et al., 2004; Antoniadis et al., 2008) pssa drugih metala (Luo i Rimmer 1995; Podar et al.
2004) i kompozicije organskih jedinjenja u zemijigBurke et al., 2000; Jean et al., 2008).

5.3. Akumulacija bakra po organima i procena potenijala za fitoekstrakciju klonova topola

Zbog postojanja metala bakra i u netretiranom Zétaljnakon prskanja zemljista rastvorom
bakar-nitrata heksahidrata koncentracijom kojagéada radi postizanja tretmana od MDK (Cu), 100
mg/kg i 3* MDK (Cu), 300 mg/kg, realne koncentracij zemljiStu su i prevazisle Zeljene vrednosti,
za vrednost bakra koja je inicijalno postojala mfigtu. Koncentracije tretmana bakrom u zemljiStu
prikazane su na slici 60a. Dobijene koncentradjierd u kontrolnom zemljiStu iznosile su 27 mg/kg,
u tretmanima nizom koncentracijom bakra oko 130kgngdok za one sa viSom koncentracijom oko
360 mg/kg, 5to je u proseku za oko 20 % viSe négedpredviieno. Joni bakra su pokazali najue
akumulaciju u korenu, zatim listovima, dok su nappakoncentracije akumulirane u izbojcima
klonova topola. Klon M1, dosegao je najueakumulaciju bakra u korenovima pri oba tretmaege
akumulirao 277,93 i 730,3 mg/kg bakra, pri tretmaainizom i viSom koncentracijom. Koncentracije
bakra u korenovima kontrolnih biljaka su se kretalk® 70 mg/kg, dok su u listovima i izbojcima
netretiranih biljaka, koncentracije bakra iznosd&o 10 mg/kg suve materije (slika 60b). U
korenovima tretiranih biljaka koncentracije bakka s kretale u rasponu od 190-730 mg/kg, a u
listovima od 11-21 mg/kg bakra. Ove vrednosti ulkazia je pri tretmanima dragtio veii deo bakra
skoncentrisan u korenu, nego u nadzemnim deloviljke 5to opet ukazuje na problem translokacije
metala kroz biljku u uslovima koji su bili zadatiogledu. Klonovi M1 i Pe 19/66 su pokazali doznu
zavisnost u pogledu akumulacije bakra u korenovimge trostruko pov@nje koncentracije bakra u
zemljiStu izazvalo direktno povanje u koncentraciji akumuliranog bakra u koremuk #od klona
B229 to nije sldaj, te nema statistki znaiajne razlike u sadrZzaju bakra u korenovima idme
tretmana niZzom i viSom koncentracijom bakra. Takaazltite koncentracije bakra u zemljiStu nisu
izazvale statistki zna&ajne promene u akumulaciji bakra ni kod listovikésbOb) ni izbojaka (slika
60c) klonova topola M1 i B229, dok se sadrZaj baktastovima klona Pe 19/66 pri tretmanu viSom

koncentracijom bakra, smanjio u péeaju sa tretmanom niZe koncentracije bakra.
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Slika 60. Akumulacija Cti u zemljistu i distribucija usvojenog €ikroz organe raalitih klonova

topola

Prema BCF bakra u korenu, koji je iznosio oko 2opnkltopole M1 se pokazao kao
najefikasniji u fitoekstrakciji bakra. Pri posanju koncentracije bakra u zemljiSnom medijumu, u
ovom klonu nije doSlo do statiski znatajne promene u BCF. Matim, pove&anje koncentracije
bakra u zemljiStu je kod klona B229 izazvalo deastipad vrednosti BCF za koren, dok se kod klona
Pe 19/66, BCF korena pod uticajem 300 mg/kg Ce¢say u odnosu na BCF faktor pri 100 mg/kg
bakra (tabela 8). Klon Pe 19/66 se pokazao kao $donajviSim translokacijskim faktorom, te iako je
akumulacija bakra u korenovima znatno niza negokoda M1, zahvaljujti visokoj vrednosti TF
(16,77), efikasnost klona Pe19/66 u fitoekstrakugjkra, sudé prema BCF u nadzemnim delovima,
je skoro ista kao i kod klona M1, koji se pokazaao knajefikasniji. Biokoncentracijski i
translokacijski faktori u klonovima topola za baksikazani su u tabeli 8.

Bakar je vrlo vazan mikronutrient, koji u koncemifama od 1-5 mg/kg izaziva simptome
deficijencije, dok su odgovaraje koncentracije od 6-12 mg/ kg, a taks iznad 20-30 mg/kg jona
bakra po suvoj masi (Marschner, 1995).duim, postoje vrlo izraZzene razlike u pogledu sjhosxsti
usvajanja Cti u zavisnosti od biljne vrste. Odiene metalofite mogu da akumulirajak i do 1000
mg Cu/kg u listovima (Morrison et al., 1981). Kako slobodni metali potencijalno opasni, njihov
unos i ¢elijska koncentracija moraju biti striktno reguligaJoni C3* ima visok afinitet prema
peptidima i sulfhidrilnim, karboksilnim, i fenolningrupama pa je CGliu Zivim ¢elijama obéno
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prisutan samo u vezanoj formi. Prema nekim pramana, koncentracija slobodnog Cw kvascu je
pri tretmanu sa 7@M Cu manja nego jedan jon geliji, $to drugim ré&ima zn&i da nevezani Cii u

¢eliji praktiéno i ne postoji (Rea et al., 1999).

Tabela 8.Pregled biokoncentracijskih i translokacijskihtfada bakra u klonovima topola

Klon topole Klon M1 Klon B229 Klon Pe 19/66
Tretman (Cu) MDK| 3*MDK | MDK | 3*MDK | MDK | 3* MDK
BCF korena 2,12 203| 1,57 0,59| 1,34 1,64
BCF nadzemnih organa) -, ,5 0,09 0,18 0,07| 0,23 0,08
TF 11,62 456| 11,27 11,52| 16,99 4,67

Kao posledica industrijskog zatgnja, bakar j€esto prisutan u poviSenim koncentracijama u
zemljiStu, stoga veliki broj radova prati tokzn uticaj bakra na biljke u poljskim ogledima na
zemljiStima koja su u«e opteréena visokim koncentracijama bakrégsto u okolini rudnika i
topionica, pre nego u kontrolisanim uslovima. Takou radu Lukaszewski et al., (1993) ispitivali
efekte industrijskog zaganja bakrom, olovom, cinkom i kadmijumom kod otpbriifPopulus
marilandicg i osetljivih (P. balsamiferatopola, gde je primé&na zndajno visa akumulacija metala
kod Populus marilandicau poretenju saP. balsamiferai okarakterisan radijalni patern raspodele
bakra oko ksilemskih prstenava

Castiglione i saradnici (2009) su objavili rad ujgm su pratili korelaciju akumuliranih
metala sa sadrZzajem konjugovanih i slobodnih paliamkao i klonalne razlike u kapacitetu
prezivljavanja 168 klonova topola vrsRopulus albai P. nigra na zemljistima teSko zagenim
bakrom i cinkom na severu ltalije. U Sest izdvojekionova topola zapazene su &ajae razlike u
koncentracijama akumuliranog bakra u izbojcimanekmvima, méu kojima se klon topole (AL35)
isticao drastino viSom akumulacijom oba metala u korenovima. diirje dokazana visoka korelacija
sadrZaja poliamina u listovima sa koncentracijonatael visoka varijabilnost u akumulaciji metala
koja zavisi od klona, biljnog organa i vrste metala

U svom radu, Wang i Yia, (2010) su ve$tiakontaminirali zemljiSte kombinacijom metala
(Cd, Cu i Zn) u koncentracijama od 1.5, 100, an@ @®/kg, te zabeleZili akumulaciju Cu od 4.11
and 14.55 mg/kg u listovima i korenovima topolateBopulus canadensigloench, Sto je zri@jno
viSa vrednost u podenju sa netretiranim kontrolama. Koncentracija maeskumulirana iz zemljista
u nadzemne delove opadala je se po gkmeredosledu Cd > Zn** > CU*. Topole Populus
canadensisvioench su pokazale vise koncentracije bakra u madire tkivima, Sto nije bio skaj u
naSem istraZivanju gde je viSa koncentracija akiranbg bakra zabeleZzena u korenovima nego u
listovima. Prema proceni iz ovog istraZivanja, dasé vrednosti ovih metala dovele u granice

dozvoljenih koncentracija u zemljistu, proces fmedijacije C&' i CU?* iz ovog zemljista trebalo bi
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da traje 56 i 245 godina, dok je procenjeno vréitwekstrakcije ariSom kao vrstom koja nije tako
efikasna u procesu akumulacije metala, za datelenieteosilo 211 i 438 godina (Wang i Yia, 2010).
Suprotno rezultatima dobijenim u naSem istraZivagjle su biokoncentracijski faktori (BCF)
kod korenova obe vrste topol®i deltoides P. euramericanavisi od BCF nadzemnih delova, Borghi
i saradnici (2008) su pratili bioloSke odgovore dwste topolePopulus x canadensisP. albe pod
uticajem visokih koncentracija bakra i zakiju da su topole imale visi BCF i TF u nadzemnim
delovima, nego u korenovima u oba varijeteta topola
5.4. Akumulacija kadmijuma po organima i procena pdencijala za fitoekstrakciju klonova
topola
Odabrano zemljiSte sadrZalo je niske koncentra@gete su spoljnom aplikacijom rastvora
kadmijum-nitrata postignute Zeljene koncentracijgtata sa velikom tao&u, Sto je i prikazano na
grafikonu 6la. Akumulacija kadmijuma po organimalitdtin klonova topola pokazuje doznu
zavisnost, gde sa pasanjem koncentracije metala u zemljiStu dolazi dadgentnog povéanja
koncentracije metala u svim biljnim organima. Retmanu od 3 mg/kg kadmijuma u zemljistu,
akumulirane vrednosti kadmijuma u korenovima skretale u opsegu od 7,6 do 13,04 mg/kg, dok su
se koncentracije kadmijuma u listovima kretale spomu od 9,09 do 19,82 mg/ kg suve materije
(slika 61b).
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Slika 61. Akumulacija Cd u zemljitu i distribucija usvojenog €dckroz organe raalitih klonova

topola
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Pri tretmanu sa 9 mg/kg kadmijuma vrednosti kadmguu korenovima su se kretale u
opsegu od 17,4 do 19,7 mg/kg, odnosno u opseguwi@b o 31,97 mg/kg u listovima testiranih
klonova topola (slika 61d). Pri tretmanu niZzom kemitacijom kadmijuma (3 mg/kg), u korenovima
klona Pe 19/66 doSlo je do najeeakumulacije metala nig klonovima, dok su pri tretmanu viSom
koncentracijom kadmijuma (9 mg/kg) korenovi klon22B usvojili najvéu koncentraciju ovog
metala (19,74 mg/kg). Sa aspekta fitoekstrakci@, vece klonalne varijabilnosti u akumulaciji
kadmijuma doSlo je u listovima, nego u korenovinienkva topola. Tako je klon Pe 19/66, koji se
pokazao kao najefikasniji klon topola za fitoekktipu kadmijuma, akumulirao viSe nego duplcee
koncentracije ovog metala u listovima i korenovimgorelenju sa klonom M1. MoZe se primetiti da
biokoncentracijski faktori kod svih ispitanih klove opadaju sa porastom koncentracije kadmijuma u
zemljisnom medijumu (tabela 9.). Za razliku od peeina dva ispitana metala, Tdpokazuje
drasttno ve&u mogunost translokacije, Sto je preduslov za efikastekistrakciju i nagomilavanje
metala u nadzemne delove. To pdtyu i BCF za nadzemne delove, koji su kod svihté&ph
klonova viSi nego BCF kod korenova, Sto nije biata] kod druga dva ispitana metala. Uzingaju
obzir sve ispitivane parametre, moZe se zakijda je klon topole Pe 19/66 najefikasniji u pesa
fitoekstrakcije kadmijuma u patenju sa klonovima B229 i M1 (tabela 9).

Tabela 9.Pregled biokoncentracijskih i translokacijskihttada kadmijuma u klonovima topola

Klon topole Klon M1 Klon B229 Klon Pe 19/66
Tretman (Cd) MDK | 3*MDK| MDK | 3*MDK | MDK 3* MDK
BCF korena 2,61 2,02 3,03 1,90 3,21 1,97
BCF nadzemnih organa 5 ,; 2,74 5,43 4,04 7,30 5,02
TF 2101 | 1363 | 1792 2125| 227.3 261,8

U literaturi se moze rgaveliki broj radova koji prati uticaj zaganja kadmijumom upravo na
topolama koje su zbog svojih osobina pogodne zagru u fitoremedijaciji. Tako su, Zacchini i
saradnici (2009), u svom radu ispitali akumuladijtranslokaciju kadmijuma kod deset klonova
topola i Sest klonova vrba pri tretiranju klonovankentracijom od 5uM Cd u hidroponim
kulturama u periodu od tri nedelje. Oni su zabéleé je zn&ajna kolgina kadmijuma usvojena od
strane ispitivanih klonova, ali su primetili i vali klonalnu varijabilnost u akumulaciji kadmijuma u
korenovima topola. Taki® su objavili da je 95% od ukupnog akumuliranogrkigima, skladiSteno u
korenovima biljke. KlonoviPopulus nigra58-861 i Poli su u njihovom istrazivanju pokazadjveu
sposobnost akumulacije kadmijuma u korenovima, sioklon 6K3 Populus deltoide8artr.) i klon
Lux (Populus albal.) pokazali najnize sposobnosti akumulacije ovogtala. Akumulacija
kadmijuma u nadzemnim delovima biljke stidgo nadzemnim BCF je ukazala da se klonovi Poli i
Lux isticu najv&om sposobna® da akumuliraju kadmijum u listove i izbojke topplslediega su

TF ovih klonova pokazali najviSe vrednosti. Autggiicu da u poréenju sa vrbama, topole imaju
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vecu klonalnu varijabilnost u akumulaciji kadmijumaadkazuju duplo bolju akumulaciju kadmijuma
od vrba, dok je sposobnost translokacije kadmijun@adzemne delove mnogocéeekod klonova
vrba, a varijabilnost na klonovima vise homogena (Zacchini et al., 2009).

Drugi autori, Dai et al. (2013) su ispitivali toderciju, akumulaciju i translokaciju sive topole
Populus canescenibridaPopulus tremuld.. x Populus albal..) u hidroponom eksperimentu, gde
su topole bile izloZene opsegu koncentracija od09,30, 50 i 7QuM kadmijuma u trajanju od 28
dana i préena je akumulacija metala i faktori BCF i TF. Autsu ustanovili da se akumulacija
kadmijuma razlikuje po organima i ke po sledéem redosledu: korenovi> drvo> kora> listovi, gde
je akumulacija Cd u korenovima ponegde é&e i do 20 puta nego u kontrolnim biljkama, a
akumulacija u listovima viSa 11 puta nego u netetm kontrolama. Topole sa malim
translokacijskim faktorom i velikom sposobido&da akumuliraju metale u podzemnim organima su
znasajne za procese rizostabilizacije i rizofiltracifgme spréavaju jone CH da napusti zemljiste i
vrSe dalju kontaminaciju Zivotne sredine, podzenwaitia i dr. (Lukow et al., 2012).

Znaajan doprinos u ovoj oblasti dali su He et al.,1@0 koji su poredili toleranciju Sest
razlicitih vrsta topola na jone Gtlu koncentraciji od 20QM na peskovitom zemlji$tu u trajanju od
20 dana. U svom istrazivanju, pored biokoncents&itij i translokacijskih faktora za kadmijum,
pratili su i mehanizme tolerancije, analizir&jlipidnu peroksidaciju, oksidativni stres i aktvst
enzima ukljgenih u antioksidantni odgovor, kao i uticaj jona’Cda parametre fotosinteze. U
korenovima, drvetu, kori i listovima topola izloZer200 uM kadmijuma, doSlo je do povanja
usvojenih koncentracije kadmijuma za 43, 9, 23 p2% u odnosu na netretirane kontrole. Vita
cathayanase istakla naju®m akumulacijom Cd, dostizéi koncentracije kadmijuma od 101,6 i
135,0ug/g suve mase u kori i listovima, Sto prevazilazagdefinisan za hiperakumulatore za jone
Cd?* (100ug/g) (Broadley et al., 2001). Pridene su razlike u akumulaciji €du zavisnosti od vrste
topole, pa tako BCF nadzemnih delova pokazuju ggagfio opadanje po slegsEm redosleduP.
cathayana> P.alba> P. glandulosa P. polularis > P. deltoides P. nigra > P. euramericanaS
obzirom da je klon PE 19/66 koji pripada viBbpulus deltoidespokazao najviSe vrednosti BCF za
nadzemne delove i najviSe TF, dok je klon M1 kmjipada vrstiP. euramericangpokazao manju
efikasnost u fitoekstrakciji kadmijuma, moZze selgaiti da naSi rezultati za BFC nadzemnih delova
prate redosled koji su ustanovili He i saradni@12).

U nasoj zemlji, uticaj jona CtlistraZivan je u hidroponim kulturama u dve koncacije Cd
(10" i 10°) na hibridnom klonu topola 9111/9Bdpulus nigra x maximowitzii x P. nigar. Italica)
(Nikoli¢ et al., 2008). Autori su ustanovili da je akumidkadmijuma u organima opadala po
sledéem redosledu: korenovi> izbojci > listovi. Biljkerag klona topole u prisustvu TaM Cd*,
akumulirale su 214,Qug/g u listovima, 371,31g/g u izbojcima i 6778,319/g u korenovima. U
biljkama koje su rasle pod nizom koncentracijom rkgdma, 10° M, 95,3 % od ukupnog
akumuliranog CH se nalazilo u korenovima, dok se preostalih 2261i %, nalazilo u izbojcima i

listovima.
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U porelenju sa rezultatima dobijenim u ovom istraZzivanji§e koncentracije Cd u
korenovima prondene su i kodNerium oleandeKadukuva et al., 2006)riticum aestivum T.
durum (Kovagevi¢ et al., 1999; Oztur et al., 200Fjnus sylvestrigKim et al., 2003),Cannabis
sativa (Linger et al., 2005), kupusu (Panday i Sharm®220kukuruzu (Ekmekci et al., 2008), ali i
vrbama i topolama (Lurtkova et al., 2003).

5.5. Uticaj teSkih metala na morfoloSke karakteriske klonova topola

Veliki broj studija dokazao je da teSki metali ukgiénim koncentracijama doprinose
promenama morfoloSkih karakteristika biljnih vrsta,dovode do usporenog rasta, redukcije visine i
preinika biljaka i smanjenja biomase organa koji swzehi tokstnim agensima u odnosu na
Pri
onesposobljivanje zemljiSta za gajenje usevaiavb povéa (Molas, 2002; Duarte et al., 2007;
Gajewska et al., 2006; Madhava Rao i Sresty 20@g; iFSharma 2002).

kontrolne. visokim koncentracijama teSkih matamozZze dé c¢ak i do dugotrajnog

Uticaj Ni na visine topola Uticaj Ni na precnike topola
60,0 70
G 5 = a ab i
500 4 6,0 D aby
40,0 —— S 5.0 b
T E 40
G 300 — E
= = 3,0
200 — 20
100 [— 10
00 o0g
M1, B229. Pel%/66. M1 B229. Pel9/66.
EQ 53,62 46,63 45,13 [_§+] 4,105 5,332 6,185
BEMDK 50,93 54,57 49,85 EMDK 4,555 5,270 5,900
3FMDK 49,02 4777 47,82 3*MDK 5,120 5,895 6,342
a) b)
Uticaj Cu na visine topola Uticaj Cu na precnike topola
70 6,0 i = =
60 b 2 50 a a
50 abc abT zhe abc abe = . 4n
T 40 = £
8 H 30
= a0 . - =
2.0
20 —
10 S 10
[} - 00 -
M1 B229. Pel9/66. M1 B229. Pel9/66.
o 41,72 42,75 40,13 mo 3,532 5,505 5,088
BMDK 55,25 41,20 38,77 BMDE 4688 4378 4,690
3*MDK 5745 30,20 37,48 FEMDK 5627 5,120 5,453
c) d)
Uticaj Cd na visinu klonova topola Uticaj Cd na precnik klonova topola
60,0 3 7 .
50,0 6
- = T al : .- i sb  ab i
E 400 7 5 = 0 ’
= 4
= 300 £ L E
e 3
-
200 I 2
100 I~ k-
5 ! . g ! .
M1 B229. Pel8/66. M1 B229. Pel9/66.
o 4033 38,15 4275 o 4418 4,687 4,348
EMDK 32,83 32,55 55,07 BEMDK 4005 4885 6,180
W 3*MDK 31,13 25,60 3775 W3*MDK 4428 4,852 4,758
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[ Ni kontrola [T]Ni 50 mglkg [] Ni 150 mg/kg
[ Cu kontrola [HCu 100 mgkg ] Cu 300 mg/kg

[ Cd kontrola [l Cd 3 mgkg [] Cd9 mgkg

Slika 62. Uticaj jona teskih metala @NiCu* i Cd™) na morfoloSke karakteristike (visine i pnike)

klonova topola

U uslovima neoptetenosti zemljiSta teSkim metalima, klon M1 se istakao najvisi klon u
poraienju sa Pe 19/66 i B229, dok se klon B229 u uslavi@z tretmana teSkim metalima, pokazao
kao najnizi. Pod uticajem jona Niu koncentracijama koje odgovaraju maksimalno dijemin
koncentracijama u zemljiStu (MDK=50 mg/kg) i tragto ve&tim od maksimalno dozvoljenih (3*
MDK (Ni)=150 mg/kg), nije doSlo do statigki znatajnih promena visina biljaka ni kod jednog od
ispitivanih klonova topola (M1, P19/66 i B229). Tmani bakrom u koncentraciji od 300 mg/kg,
doveli su do statistki znatajnog smanjenja visine klonova B229 i Pe 19/6&&sti2b). TeSki metali
su dodavani u obliku nitratnih soli, te je sa ptargem koncentracije metala, dolazilo i do piaga
sadrzaja nitrata, koji je kao izvor azota za biljgoznat po stimulativnom efektu na rast topola
(Pilipovi¢ et al., 2005)¢ime su toksini efekti samih metala na rast topola posiediublazeni.

Pri koncentraciji bakra koja odgovara trostruk@ojevrednosti od maksimalne dozvoljene
(300mg/kg) u zemljistu, sva tri klona su pokazataisticki znatajno smanjenje u visini biljaka u
poreienju sa kontrolom. Sihe rezultate dobili su i Marschner (1995), Pras&trzalka, (1999) koiji
su dokazali da joni Ciii Co#* pokazuju inhibitorni efekat na rast, te da dovbde ometanja drugih
vaznih¢elijkin procesa kao Sto su fotosinteza i respieadjasuprot tome, pod uticajem maksimalno
dozvoljene koncentracije Cd od 3 mg/kg, kod klonb&i Pe 19/66 dosSlo je do neznatne stimulacije
rasta.

Od morfoloSkih karakteristika, u ovom eksperimeptaten je i prénik biljaka. Klonovi
B229 i Pe19/66 nisu pokazali stai&ii znaajne promene piaika pri tretmanima N u odnosu na
kontrolu, dok su pod uticajem trostrukoceekoncentracije Ni od dozvoljene, pemici klona M1
blago povéani (slika 62 b) Stino tome, ni tretmani sa patanim koncentracijama bakra u zemljiStu
nisu uticali na promene dijametra klona Pe19/6&,siona klon B229 delovale inhibirgg, a na klon
M1 blago stimuliSge (slika 62d). I1zloZenost ispitivanih klonova tretmma kadmijumom nije dovela
do statistiki znaajnih promena u dijametrima popreg preseka kod sva tri ispitivana klona, osim
$to je klon Pe19/66 pod uticajem 3 mg/kgQubkazao blago stimuliguefekat, koji je pri povéanju
koncentracije na 9 mg/kg Edheutralizovan (slika 62f).

Izostanak inhibicije rasta kod ovih tretmana mo#é dibjaSnjen time Sto su teSki metali
dodavani u obliku nitrata, za koje je poznato désali kao veStika dubriva, te vrde stimulaciju rasta.
Sumarno, nepromenjena visina i @ik reznica klonova topola moze biti rezultat dugpretna

efekta, stimuliSteg efekta nitratnih anjona i inhibi&g uticaja katjona teSkog metala.
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Nasuprot dobijenim rezultatima, Burton i saradnit®84) su zabeleZili da je palanje
koncentracija Cd dovelo do redukcije nadzemnih i podzemnih del@®eea sitchensig(Bong.)
Carr.), dok su Menon i saradnici (2007) zapaziltekki metali redukuju biomase nadzemnih organa
kod Populus tremula rast najsitnijih koreti¢a pre&nika ispod 2 mm ko®icea abieq(L.) H. Karst.),
Populus tremula(L.) i Betula pendula(Roth). Ovi fini koredi¢i predstavijaju bitha mesta
uspostavljanja simbioze sa ektomikoriznim gljivarkaje doprinose boljem usvajanju metala i
njihovoj detoksifikaciji. Jedno od objaSnjenja prma rasta korenova i rasta kompletne biljke lezi u
uticaju mikoriznih zajednica na remedijaciju zeSBifi od stane biljaka. Naime, zemljisni
mikroorganizmi kao Sto su ektomikoriza i arbusknéamikorizne gljive takdée imaju vaznu ulogu u
fitoremedijaciji, jer mogu da modifikuju biodostupst metala i/ili poboljSaju rast biljaka na tagma
Sto doprinose usvajanju nutrijenata, sintéfi&upstance koje su stimulatori rasta i/ili oméaygjLEi
biljkama povéanu toleranciju na stres (Cicatelli et al., 20I)korizne gljive mogu da stabilizuju
zemljiSte mrezom hifa i poboljSaju strukturu zesthi, kao i da akumuliraju ili heliraju teSke metale
jedinjenjima vankorenskog micelijuma (Turnau et, &006). Pored zastitne uloge, ove gljive
poveavaju kapacitet za usvajanje vode (Landhausserl.et2@02; Marjanou et al., 2005) i
nutrijenata (Todeschini et al., 2007) rezultiiju vetoj produkciji biomase Sto je uslov za uspesnu
remedijaciju (Khan et al., 2000). Drugo objaSnjejgjeda redukcija rasta mozZe biti rezultat uticaja
teSkih metala na fotosintezu i respiraciju.

Dokazano da joni kadmijuma, supreséglijski rast i ogrartiavaju Sirinu prénika, tako 3to u
inhibiraju proton pumpe koje su odgovorne za odahg turgora (Aidid i Okamaoto, 1992). Gubitak
turgora koji je neophodan za izduZivan@ija izaziva zaustavljanje rasta, ali ne i spossbéelija da
se razvijaju dalje. Ksilemske strukture se difenetje u korenske dtéce, ali su vitalne funkcije istih
izgubljene. Korenovi koji su izloZeni jonima €dpokazuju povéanu produkciju etilena, hormona
koji inhibira éelijski rast (Johnson i Ecker, 1998). Joni“Cikaie dovode do akumulacije,8; koji
uzrokuje ukrdivanje celijskog zida aktiviranjem sinteze ligninéme se spr&va istegljivost zidova
(Barcelo, 1990). Dakle, inhibicija rasta je zapraleotropski efekat izazvan direktnom inhibicijom

vaznih enzimskih sistema kao i ometanjgtijskog signalinga od strane teSkih metala.

5.6. Uticaj teSkih metala na parametre fotosintezkod ispitivanih klonova topola

Prema dobijenim rezultatima nesumnjivo je da sade&kih metala ima dragtn efekat na
parametre fotosinteze. Shodno tome, trostrukie yencentracije Nf od dozvoljenih u zemljidtu
izazvale su smanjenje intenziteta fotosinteze s@210mol CO, m?s® u kontolnim netretiranim
bilikama na 2,94pumol CO, m?s® kod biljaka tretiranih jonima Ni. Mada ne tako drastio,
smanjenje intenziteta fotosinteze pokazao je i IRe9/66, gde se vrednost intenziteta fotosintaze s
10,52pumol CO, m?s™* kod netretiranih biljaka smanijila na 8,0mol CO, ms* pod uticajem jona
nikla koncentracije 150 mg/kg. Klon B229 reagovao druggije na izloZzenost jonima Rii u

zemljistu, i to tako $to je pri nizoj koncentradii®* intenzivirao fotosintezu, da bi pri trostrukoj
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maksimalnoj koncentraciji nikla u zemljiStu intetetifotosinteze smanijio vrednost na 6,880l CGO;
m?s*u odnosu na 9, 06mol CO,m?s*kod netretiranih biljaka (slika 63a).

Klon M1 je pokazao drasmu redukciju brzine transpiracije pod uticajem niadedne
dozvoljene koncentracije Niu zemljistu, koja je sa vrednosti 1,71 mmalCHm?s® pala na 0,72
mmol HO m’s?, dok su klonovi B229 i Pe19/66 tal@pokazali smanjenje brzine transpiracije, ali u
manjoj meri u odnosu na klon M1 (slika 63b). Brzitnanspiracije ima veliki uticaj na intenzitet
fitoekstrakcije metala kod biljaka, s obzirom daujgos teSkih metala kao i njihova translokacija iz
korenske zone do izbojaka i listovadema silom transpiracije. Razlike u vodnom potemheijeod
razlicitih tkiva su od velikog zn#&ja za procese usvajanja nutrijenata, ali i fotezin i organsku
proizvodnju (Marchiol et al., 2004).

U literaturi se moze réaveliki broj radova u kojima su autori primetiladoni NF* uti¢u na
smanjenje brzine transpiracije biljaka i sadrzajeval listovima (Sheoran et al., 1990; KevreSan.gt a
1998; Schickler i Caspi, 1999; Molas, 2002). Bishnearadnici (1993) suetiri dana pratili rast
Triticum aestivurmu peganoj kulturi sa dodatih 10 mM Ni i zakljii da se lisni vodni potencijal,
stomalna provodljivost, brzina transpiracije i uknpsadrZzaj vlage smanjio, pogotovo u najvisim
listovima, gde je akumulacija Ninajvise izrazena. Smanjenje brzine transpiraeijeljasnjeno kao
posledica nekoliko metal-indukovanih promena kofgmbiti izazvane i pod uticajem drugih teSkih
metala. Joni Ni izazivaju inhibiciju biljnog rasta i dovode na srjema lisne povrsine, koja je
najveta povrsSina za transpiraciju kod biljaka. Smanjdigee povrsine od 40 % zabeleZeno je kod
biljaka Cajanus caja&oje su rasle na pesku sa dodatkom 1 mM Ni€teoran et al., 1990). Sitio
tome, kod biljkeBrassica oleracedisna povrsina je bila z&ajno smanjena u prisustvu 5-20 §/m
NiSO; x 7H,O u agru na kojem je biljka rasla (Molas, 2002)ziBa transpiracije opada i zbog
smanjenog broja stoma po jedinici povrsine (Mo2iX)2), mada u nekim sigjevima, gustina stoma
moZecak i da raste pri smanjenju lisne povrSine i smanjeelicine epidermalniktelija (Breckle,
1991). Prisustvo jona KNi u listovima Phaseolus vulgarige izazvalo povéanje nivoa abscisinske
kiseline (ABA), koja izaziva zatvaranje stoma (Bishet al., 1993). Izazivanje stomalnog zatvaranja
je jedan od osnovnih efekata uticaja teSkih me{8eregin i Ivanov, 2001; Molas, 2002), Sto
posledéno smanjuje i brzinu transpiracije. O&ee i trajno zatvorene stome su prderee u biljkama
B. oleraceakoje su prethodno bile tretirane toksim koncentracijama nikla (Molas, 2002).
Smanjenje sadrZzaja vlage i stomalne provodljiveetl biljaka je joS jedan od efekata tak®isti

nikla.
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Uticaj Ni na intenzitet fotosinteze
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Uticaj Ni na brzinu transpiracije
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3*MDK 2,943 6,865 8,045 3*MDK 0722 1452 1692
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T
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M1, B229. Pelo/66. M1, B229. Pelg/66.
L1 0,340 0,203 0,312 L1 5,766 5,636 5,235
BMDE 0,043 0,298 0,222 BMDE 6,564 4689 5,629
3*MDK 0,048 0,123 0,238 3*MDK 4,070 3,803 4765

Sliéno uticaju nikla, i tretmani biljaka jonima bakrai $zazvali smanjenje intenziteta
fotosinteze, i to najdrastiije kod klona M1. Intenzitet fotosineteze se pethanu bakrom od 300
mg/kg u zemljistu dvostruko smanjio na vrednosti7gd7 pmol CO, m?s® u odnosu na kontrolne
bilike, kod kojih je intenzitet fotosinteze iznosia,79 umol CO, m?s®. Drasttni pad intenziteta
fotosinteze pokazao je i klon Pel19/66, kod kogantmnzitet fotosinteze pri maksimalnom tretmanu
bakra smanjio na 5,48mol CQ, m?s™ u porelenju sa 11, 2mol CQ, m?s™ koliko je iznosio u
netretiranim biljkama tog klona. Statiti znaajna, ali ipak umerenija redukcija intenziteta

fotosinteze izazvana jonima bakra primea je i kod klona B229 i to sa vrednosti 11,u0%! CO,

Slika 63. Uticaj jona Ni" na parametre fotosinteze: a) intenzitet fotositéy brzina
transpiracije, ¢) stomatalna provodljivost i dkefinost kori&nja vode-WUE kod klonova topola

[ Ni kontrola [ Ni 50 mg/kg [] Ni 150 mg/kg

m’s* na 8,99umol CO,m?s* (slika 64a).

Uticaj Cu na intenzitet fotosinteze Uticaj Cu na brzinu transpiracije
16 a . 730 2
= 14 b =
o 12 bed b t .
| d 20
g 1o o def 9,
g s - s
T 6 g
E E 10
5§ ¢ i £
= - o bs
o 00
M1. B229. Pela/66. MI. B229. Pel9/66.
[ [4] 14,790 11,033 11,280 [ [4] 2,387 2,842 2,225
EMDE 10,612 7.895 12,827 EMDE 2,058 2,178 2477
3= MDK 7,075 8,932 5,490 3= MDK 1,333 2,060 1,393
a) b)
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Uticaj Cu na stomatalnu provodljivost = Uticaj Cu na efikasnostiskori$¢enja
x
_ 05 . z vode
= 05 5
o 04 E 70
E 04 E o
2 03 b b g 5o
I 03 . b 8 od
T 02 b B 40
E g b h g 30 —
E o1 b w 20 —
of 01 | 2 10 —
0,0 2 1o
M1 8229, Pe19/66. M1 8229, Pe10/66.
L] 0,448 0,252 0,172 o 6,197 3,884 5.063
EMDK 0,237 0,118 0,218 EMDK 5136 3,625 5,182
3*MDK 0,182 0,113 0,073 3=MDK 3,066 4,205 3,650
c) d)

I Cu kontrola [BCu 100 mgkg ] Cu 300 mgke
Slika 64. Uticaj jona Cli na parametre fotosinteze: a) intenzitet fotosmte)brzina transpiracije c)
stomatalna provodljivost i d) efikasnost kéggja vode-WUE kod klonova topola

Klon M1 je pokazao najvel osetljivost u brzini transpiracije na tretmanej@a@ma bakra.
Pod uticajem trostruko e koncentracije od maksimalne dozvoljene konceiraza bakar u
zemljitu, klon M1 je pokazao vrednost brzine tmireije od 1,33 mmol 0 m*s® dok je kod
netretiranih biljaka iznosila 2,38 mmob® m’s* (slika 64 b).

Maksimalna dozvoljena koncentracija kadmijuma (3kggu zemiljiStu ni kod jednog klona
nije dovela do promena intenziteta fotosintezgetdo redukcije intenziteta fotosinteze doslo tek p
trostruko véim vrednostima od maksimalno dozvoljenih za kadmiju zemljiStu (9 mg/kg), gde je
pri tom tretmanu klon B229 pokazao najueedukciju intenziteta fotosinteze, za oko 120s%8,65
umol CO,m?s* na 3,92umol CO, m%s* (slika 65a).

Tretman sa 9 mg/kg kadmijuma izazvao je négvpromene u brzini transpiracije kod klona
B299, kod koga se vrednost ovog parametra smagia.23 mmol kD mi’s* kod kontrolnih biljka,
na duplo niZe vrednosti (1,08 mmob® m*s?) kod tretiranih biljaka. Klon Pe 19/66 nije pokaza

zn&ajne oscilacije u brzini transpiracije pod uticajgetmana kadmijumom i niklom (slika 65 b).

Uticaj Cd na intenzitet fotosinteze Uticaj Cd na brzinu transpiracije
12 5 35
a
e b
J 0 = bt be -: i b = bl ==
P I s L] .5 de e
& E a0 L
a 6 S =
= i T =
E 4 — 2
a 1.0 —
il - E
o ap . KR —
o 040
M1, B229. Pel9/66. ML B229. Peln/e6.
] 9,007 B,653 10,752 [ [+ 2,528 2,223 2,362
EMDK 8,182 8513 10,887 EMDK 2,948 1,970 2,185
3¥MDK 7,303 3,923 7,132 3=MDK 2,023 1,080 2,278
a) b)
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Uticaj Cd na stomatalnu provodljivost Uticaj Cd na efikasnost koriscenja
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o, o1s g a0 cde & i cd e
E 0,10 : = < 3 B
£
E ops _— e
[ 2 10
0,00 = g0
ML B229. Pe15/56. M1 B229. Pel15/66.
me 0,162 0,177 0,207 o 3,565 3,918 4,566
WMDK 0,180 0,155 0,215 WMDK 2,777 2330 4,985
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c) d)

I Cd kontrola [l ©d 3 mgkg [] Cd 9 mgkg

Slika 65. Uticaj jona Cd na parametre fotosinteze: a) intenzitet fotosmteibrzina transpiracije c)
stomatalna provodljivost i d) efikasnost kéesja vode-WUE kod klonova topola

Sli¢ni rezultati smanjenja brzine transpiracije usledbdanja teSkih metala su dobijeni kod
topola (Pajevd et al., 2009) i drveta breskve (Centritto et d&02). Smanjenje transpiracije kod
biljaka pod uticajem teskih metala u svojim istvafijima navode Hattab i saradnici, (2009), kaoii Sh
i Cai, (2009). Burzynski i Klobus (2004), u istrednjima uticaja jona Cii, Cd™* i P na proces
fotosinteze kod krastavca, ukazuju na smanjenjendrizanspiracije pod uticajem jona navedenih
teSkih metala. Negativan uticaj teSkih metala ranbrtranspiracije potvrdili su Hermle i saradnici
(2006, 2007), Di Baccio i saradnici (2003; 2009y kastaPopulus tremula Salix viminalis.Di
Baccio i sar (2003; 2009) su izneli zapaZanja atiegom uticaju jona Z1i na parametre fotosinteze
poput stomalne provodljivost i brzine transpira&igel klona topole I-214Ropulus x euramericana

Redukcija intenziteta fotosinteze i inhibicija asanije CO, pod uticajem jona teskih metala
zabeleZena je ne samo u zemljiSnom medijundu wevodenoj kulturi i kulturi tkiva od strane vietig
broja autora (Molas, 2002; Gajewska et al., 2008je®ska i Sklodowska 2007; Szalontai et al.,
1999; Kozlow, 2005). Pajevii saradnici (2009) su dokazali redukciju intenztdotosinteze i
genetsku varijabilnost ovog parametra kod i klonova topola i vrba usled delovanja
pojedin&nih metala (C&f, PKF* i Ni?"), ali i njihovih kombinacija u zemljiSnom medijumista grupa
autora izmerila je vrednosti intenziteta fotosietdad topola u poljskim uslovima koje se dueu
opsegu od 10,77 do 8,22 ¢@°s™, &to odgovara vrednostima dobijenim u ovom istadju. Paje\d
i saradnici (2009) navode zavisnost intenzitetadinteze od genotipa topole i vremena izloZenosti
uticaju metala. Najmanje promene intenziteta foliezie izazvane su tretiranjem zemljiSta
kadmijumom, 3to u potpunosti odgovara rezultatindijgnim u nasSem istraZivanju. Klon topole
B229 je pokazao najée oscilacije u parametrima fotosinteze pod uticgjema Cd*, Ni** i P, te

fotosintettke sposobnosti asimilacije GQxod razlEitih drvenastih biljnih vrsta ili kod razlitih
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genotipova iste vrste je od velikog 2af za odabiranje najpogodnijih genotipova kojs®ikoristili
za poSumljavanje stanista zdgaih teSkim metalima.

Detaljne ekofizioloSke studije su pokazale da jicaiSenih koncentracija jona €dli Cu**

u izbojcima zavise od faze rasta i fizioloSkog Btada tj. starosti listova (Skorzynska-Polli i
Beszynski, 1997; Krupa i Moniak 1998; Vinit-Dunaetl al., 2002). Tako su kod mladih listova
Cucumis sativastomalna provodljivost, aktivnost ukupne fotose® kao i maksimalni fotohemijski
prinos ostali nepromenjeni, dok je rast bio inkahirtretmanom jonima Gi(Vinit-Dunand et al.,
2002). Zreli listovi, koji su akumulirali manje koentracije Ct, pokazali su znmjno smanjenje
stomalne provodljivosti i smanjenje u intenzitetiokinteze kao i pov¥anu akumulaciju skroba u
odnosu na milade listove (Vinit-Dunand et al., 2008)¢no, pod uticajem jona Gt dolazi do
smanjenja vetine ¢elija, smanjenja lisne povrSine, nagomilavanja kslra hloroplastima i smanjene
stomalne provodljivosti, bez primetnog efekta nabose fotosintetikog elektron-transportnog niza
(Moya et al., 1995; Haag-Kerver et al., 1999, Barmgt al., 2001). Nagomilavanje skroba i saharoze
dovodi do inhibicije fotosinteze putem povratnoged-back) mehanizma (Paul i Pellny, 2003).

Brzina transpiracije u stomama direktno zavisi tmh®lne provodljivosti. Dokazano je da
vodni deficit dovodi do smanjena stomalne provedit kod pSenice, suncokreta, gtaZi
eukaliptusa, kukuruza. Stomalna provodljivost jekarelaciji sa stomalnim pokretima, koji su
uslovljeni delovanjem ABA i vodnim deficitom.

U ovom eksperimentu, stomalna provodljivost je Kddna topole M1 pokazala veliku
osetljivost na prisustvo jona Nii Ci?*, gde se u shaju tretmana jonima Kii stomalna provodijivost
smanijila vise od 6 puta, sa vrednosti 0,34 mmgD Hi’s’ na 0.048 mmol kD m?s® (slika 63c).
Zn&ajan pad stomalne provodljivosti zabeleZen je Kot M1 usled izloZenosti tretmanu bakrom
koncentracije 300 mg/kg, gde se vrednost stomatoeogljivosti smanjila sa 0,45 na 0.182 mmol
H,O mi’s* (slika 64c). Nasuprot tome, zatgaost zemljista kadmijumom kod klona M1 nije izdava
drasténe promene u vrednostima ovog parametra. Klon B22§od uticajem jona kadmijuma
koncentracije od 9 mg/kg, pokazao dréesti pad stomalne provodljivosti sa 0,177 na 0,055 mm
H,O m’s* (slika 65c). Isti klon, B229, je pokazao Zamu promenu u stomalnoj provodljivosti i pri
zagaenju bakrom, dok se klon Pe 19/66 stidgo ovom parametru pokazao manje osetljiv na
zagatenje izazvano jonima G Cu** i Ni** u datim koncentracijama.

Sheoran i saradnici (1990) su zabeleZili reduksipmalne provodljivosti usled zatgnosti
teSkim metalima u biljkam&ajanus cajan Bethkey i Drew (1992) su 8&he efekte smanjenja
stomalne provodljivosti, opisali kod vrsteéapsium annuntokom progresivne izloZzenosti solima
NaCl. Klonovi topola M1, Pe 19/66 i B229 suévispitani u vodenoj kulturi na delovanje 3 i gl
bakra i cinka, te je dokazano dr&sth ve&e smanjenje stomalne provodljivosti pri tretmanijoiaa
bakra u odnosu na tretmane cinkom, a klonovi B2R8Llisu sudé po ovom parametru pokazali

zna&ajnu osetljivosti na jone bakra (Galle et al., 20A®dala et al., 2013).
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U skorijoj literaturi pominje se joS jedan parametaji ukazuje na osmotski stres izazvan
abiotikkim faktorima koji se naziva efikasnost iskéefija vode (eng. water use efficiency-WUE).
Parametar WUE se ¢ana kao odnos intenziteta fotosinteze i brzinespaacije i izrazen je umol
CO, m? sY/mmol HO m? s*. WUE ukazuje na bioprodukciju i asimilaciju §@o jedinici potrosnje
vode. Stabilna vrednost WUE u nepovoljnim uslovidigotne sredine je znak visoke organske
produkcije, te ukazuje i na dobar potencijal dgtmotipova da vrSe remedijaciju zemljista.

U ovom istrazivanju, pri povanju koncentracije bakra u zemljiStu klon M1 je apko
gradijentno opadanje WUE, Sto ukazuje na osetljieesg klona prema jonima bakra i na smanjenu
efikasnost iskori€&nja vode usled porerfgga u osmotskoj ravnoteZi usled procesa fitoeksti@k
jona bakra (slika 64d). Sa porastom koncentradkau zemljistu, doslo je do opadanja vrednosti
WUE kod klona B229 koji je pokazao nagweosetljivost na ovaj metal (slika 63d). Maksimalna
dozvoljena koncentracija €4 nije izazvala drasthe promene u stepenu iskéggja vode ni kod
jednog od klonova topola, dok je trostrukacaekoncentracija od maksimalne dozvoljene (9 mg/kg)
izazvala najvéu redukciju vrednosti WUE kod klona Pe 19/66. Tomlikpm, vrednost ovog
parametra kod klona Pe 19/66 smanijila se sa gns@la CQ m? s*/mmola HO m? s* koliko je
iznosila u kontrolnim biljkama, na 3,4@nola CQ m? s*mmola HO m? s* kod biljaka tretiranih
najviSim koncentracijama kadmijuma, 3to ukazujenagreiu osetljivost ovog klona prema jonima
kadmijuma (slika 65 d).

5.7. Uticaj teSkih metala na sadrzaj hlorofila a, bukupnih hlorofila i karotenoida kod klonova

topola

Parametri fotosinteze su u neraskidivoj vezi saZsgeim pigmenata hloroplasta, pre svega
hlorofila a, b i karotenoida. \ége navedeno da teSki metali ometaju fotosinteaigwega, tako sto
uti¢u inhibitorno na biosintezu hlorofila, dovode dorgrme&taja strukture tilakoidnih membrane, ali
testo i do zamene centralnog jona MMgnutar hema hlorofila jonom teskog metala, usieda
hlorofil postaje neaktivan u prenosu elektrona kutsvetle faze fotosinteze (Patsikka et al., 1998;
Quarticci et al., 2000).
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Uticaj Ni na ukupni sadrzaj hlorofila Uticaj Ni na sadrZaj karotenoida
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Slika 66. Uticaj jona Ni na sadrZaj a) hlorofila a, b) hlorofila b, c) ukifphlorofila i d) karotenoida

u klonovima topola

IstraZivanja osetljivosti klonova topola (M1, P€@® B229) na jone nikla u pogledu sadrZaja
hlorofila u ovom radu pokazala su da izlaganje rma&ko dozvoljenoj koncentraciji Ni izaziva
drasttan pad hlorofila a i b i karotenoida u klonu M1eggll se koncentracije hlorofila a (5,35 mg/g
sv. mase) i b (1.14 mg/g sv. mase) i karotenoig@9(ing/g sveZe mase) pri datom tretmanu jonima
Ni** smanjile na vrednosti 3,28, 0,81, 1,09 mg/ g swaase (slika 66 a b d). Klon M1 je pokazao
najvete smanjenje koncentracije sadrzaja ukupnog hlarafibrisustvu jona Ki (slika 66 ¢). Klon
B229 je pri maksimalno dozvoljenoj koncentracij“Npokazao smanjenje koncentracije obe grupe
pigmenata, dok klon Pe 19/66 nije pokazao promensadrZaju hlorofila i karotenoida pri
maksimalno dozvoljenoj koncentraciji i ve: je redukcija sadrZaja ovih pigmenata préeea tek
pri trostruko véim koncentracijama metala od maksimalno dozvoljamgdnosti. Ovo istie da je
klon Pe 19/66 najotporniji na tretmane jonim&'Ni

Sliéno, smanjenje valine, broja hloroplasta i dezorganizacija ultrastnoé hloroplasta,
uklju¢uju¢i smanjen broj grana i tilakoida, njihovu defornmjaci formiranje plastoglobula i promena
u sastavu membraskih lipida, su primee u biljciBrassica olerace&oja je rasla na agru u prisustvu
NiSO, x7H,O (10-20 g/rf). Takve promene su posledica peroksidacije menskiaripida usled
oksidativnog stresa (Molas, 2002). Nekoliko aujerdokazalo smanjen sadrzaj hlorofila u listovima
biljaka tretiranih jonima N i pojavu hloroze, koja je rezultat deficita jone’Fi Mg? i inhibicije
sinteze hlorofila (Ewais, 1997; Sheoran et al.,t9ccini i Malavolta , 1992). Smetnje u elektron-
transportnom nizu predstavljaju drugi mehanizam #oyodi do smanjenja efikasnosti fotosintetske
produkcije. Veliki broj eksperimenata je ukazaojoai Ni** prvenstveno utu na PSIl (Seregin i
Ivanov, 2001; Krupa i Baszynski, 1995; Maksymie@91), jer je akumulacija Ni najviSe izrazena u
regionima lamela koji sadrze PSIl (Veeranjaneyuldas, 1982). Joni teSkih metala kao Sto su joni
Cd** i Zn*", redukuju fotosintetku aktivnost, transpiraciju i povavaju brzinu tamne faze fotosinteze
(Hermle et al., 2007).
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Toksikne koncentracije bakra u zemljistu su izazvale keijlw sadrZaja pigmenata
hloroplasta kod klona M1 i Pe 19/66, dok klon B2#f pokazao statistki znatajne promene u
sadrzaju hlorofila a, b i karotenoida. Kod klona Md koncentraciji od 100 mg/kg Cu vrednosti
sadrzaja hlorofila a su se smanijile sa 7,44 na B\g4y, hlorofila b sa 5.25 na 0.87 mg/g, a sadrZaj
karotenoida je opao sa 1,12 na 0,30 mg /g (slika ®7d). Skno, kod klona Pe 19/66 je doslo do
smanjenja hlorofila a sa 6,80 na 0,72 mg/g, saadtzirofila b sa 3,02 na 0,20 mg/g, dok je kod &lon
M1, maksimalna dozvoljena koncentracija bakra @letia biosintezu karotenoida i paada sadrzaj
sa 0,37 na 0,69 mg/g (slika 67 a b d). Ovo pamge u sadrzaju karotenoida se moze objasniti time
Sto su karotenoidi zg&ajni prekursori abscisinske kiselingja je biosinteza zn@mjno povéana u
uslovima osmotskog stresa izazvanog atkat faktorima (Lahr i Raschke, 1988; Bianco-Trinoha
Page-Degivry, 1998).
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Slika 67. Uticaj jona Cli na sadrzaj a) hlorofila a, b) hlorofila b, ) ukilphlorofila i d) karotenoida

u klonovima topola

U korist navedenih rezultata idu i navodi iz liter® da joni C& ometaju biosintezu
fotosintettkog aparata modifikujti same pigmente kao i gradivne proteine unutar sio&iickih
membrana (Lidon i Henriques, 1991; Maksymiec et1894). Mehanizam tok8ionog uticaja jona
CU** na fotosintetiki elektron-transportni lanac je intenzivno istragtiin vitro, te je dokazano da je
fotosistem Il (PSI1) osetljiviji na prisustvo €unego PSI (Droppa i Horvath, 1990; Baron et al95t9
Ouzounidou et al., 1997). Najprimetniji efekat tidk®sti jona CE' je inhibicija fotosistema Il (PSII)
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tokom stvaranja ©koja je praena ispustanjem odtene fluorescencije (Hsu i Lee, 1988; Samson et
al.,1988; Mohanty et al., 1989). Kako akceptordk&p i donorska strana PSIl su mete toksg
napada jona Cii Redukujéa strana PSIl, Qvezujite mesto (Mohanty et al., 1989) i Pheo-Fe-Q
domen (Yruela et al., 1991; 1993; 1996a) predstpvinesta koja su izrazito osetljiva na delovanje
jona Cd". Drugi autori (Schroder et al., 1994; Arellancaét 1995), su usli da je tok elektrona od
Tyr, do Rgo’ blokiran tokstnim dozama jona Cii Dokazano je da joni Glireaguju sa tirozinskim
ostacima iz D2 proteina (Kralova et al., 1994; 8erst al., 1997). Joni €uuti¢u i na proteine
klastera-Mn koji ima ulogu u stvaranju kiseonikareaguju i sa nehemskim Fecitohromom (cyt)
bsse (Yruela et al., 2000; Burda et al., 2003; Berriadle 2004). Yruela et al. (1996b) nalaze dd"Cu
smanijuje nivo fotoredukovanog CytspSto usporava brzinu fotoredukcije. Kako joni*Cimaju
visok afinitet prema ostacima histidina, légb je pretpostaviti da joni Clireaguju sa histidinskim
ostacima, koordinaciono se veztijea hem grupe Cytsky (Roncel et al.,, 2001), te dovadedo
promena u redoks potencijalu Cyd S druge strane, Burda i saradnici (2003) tvrd@ril@isokim
koncentracijama jona Gl osim inhibicije u stvaranju kiseonika, dolazid dksidacije Cyt s, 3to

ubrzava formiranje Chf radikala, koji je odgovoran za florescenciju u PSlI
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Slika 68. Uticaj jona Cd na sadrzaj na sadrZaj a) hlorofila a, b) hlorddil&) ukupnih hlorofila i d)

karotenoida u klonovima topola

Prilikom tretmana maksimalnim i trostrukoém od maksimalnih koncentracija kadmijuma

u zemljistu, klon Pe 19/66 se po sadrzaju hlorddilab, kao i karotenoida izdvojio kao naosetljivij
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klon, jer je sa porastom koncentracije’Cd zemljistu do3lo do z&ajnog smanjenja sadrzaja svih
ispitivanih pigmenata. Vrednosti hlorofila a (5,8%/g), hlorofila b (1,50 mg/g) i karotenoida (1,9
mg/kg) u kontrolnim biljkama klona Pe 19/66 su tpeitmanu od 9 mg/kg GHu zemljistu smanjene
na vrednosti 0,98, 0,41, 0,63 mg/g, Klonovi B22@1, nisu pokazali statistki znatajne promene u
sadrzaju pigmeneta hlorofila pod tretiranim koncagijama kadmijuma, Sto ukazuje da su verovatno
koncentracije metala iz tretmana bile niske da&zvale porené@je u biosintezi hlorofila.

Utvrdeno je da joni Cd uzrokuju oksidativni stres, smanjuju stomalnu paijivost kroz
direktan uticaj n&elije zatvargice, smanjuju sadrzaj pigmenata i gustinu hlordplasteliji (Barila
et al., 2001; Perfus-Barbeoch et al., 2002; Miletal., 2003). Joni Cd direktno zaustavljaju proces
fotosinteze uniStavanjem tilakoidnih membrana toviBna, ¢ime naruSavaju enzimsku aktivnost
(Pietrini et al., 2005). Smanjenje sadrZaja pigrteefedirektno vezano za inhibiciju sinteze hldeofi
i karotenoida. Vezivanjem za SH grupe u ATP-azij j6d* narusavaju njenu funkciju. Wallace i
saradnici (1992) navode da joni Tditicu na smanjenje sadrZaja’Fetime posredno dolazi do
hloroze listova i opadanja intenziteta fotosinteR@akar i saradnici (2008) navode dva mému
uzroka opadanja sadrZaja hlorofila pod uticajem Tddirektna inhibicija protohlorofilid reduktaze i
2) inhibicija aktivnosti enzima koji razlaze voddatosistemu Il.

Ispitujuéi uticaj dve koncentracije jona €du vodenoj kulturi na sadrzaj pigmenata
hloroplasta kod hibridne topol® ( nigra x P. maksimowitZji Nikoli¢ i saradnici (2008), su otkrili
drasténo poveanje sadrzaja hlorofila pri viSoj koncentraciji p@d*, dok su pri nizoj koncentraciji
Cd?* zabelezili povéanje hlorofila b za 49% u tretiranim biljkama i éanje sadrZaja karotenoida
od 10 % u pordenju sa kontrolnim biljkama.

Druga istrazivanja, potvrdila su da povisene kotragije jona C&' izazivaju redukciju
koli¢ine hlorofila i kod listovaBrassica junceate u listovima biljaka paradajza, duvana, bibira,
pasulja iAlternathera philoxeroidesto je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim enovadu (Deng
et al., 2007).

5.8. Uticaj teSkih metala na sadrzaj makronutrijenda u klonovima topola

U ovom radu, pré&eni su i pordeni uticaji razlkitin koncentracija teSkih metala u zemljistu na
sadrzaj makroelementa u listovima i korenovima tig@nih klonova topola. Dobijeni rezultati
ispitivanja uticaja jona Ni na sadrZaj esencijalnog magnezijuma u listovingétivenih klonova
topola pokazuju da pri maksimalnoj dozvoljenoj kenicaciji (50 mg/kg) u zemljiStu u listovima
klonova M1 i Pe 19/66 dolazi do blagog péamja koncentracije M@ u poretenju sa odgovaragim
kontrolama (25 i 13%), dok u listovima klona B22@erdosSlo do statistki znatajnih promena u
sadrZaju jona Mg. Pod uticajem trostruko i koncentracija Ni* od dozvoljenih (150 mg/kg) klon
B229, pokazao je blago smanjenje koncentracijé*Mglistovima (slika 69 a). Sa druge strane, u
korenovima klonova B229 i Pe 19/66, do$lo je dotajreog pada sadrzaja Mg pri tretmanima od
50 mg/kg i 150 mg /kg Ni u zemljistu. Korenovi klona M1 nisu pokazali Zame promene u

sadrZaju M§" pri tretmanima sa jonima Ni(slika 69 b).
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Rezultati dobijeni préenjem uticaja jona Ni na sadrzaj Ca u listovima i korenovima
ispitivanih klonova ukazuju da su joni Nipri koncentraciji od 50 mg/kg delovali stimulativma
sadrzaj C# u listovima klonova M1 i B229, dok kod listova kiw Pe19/66 nisu doveli do promena u
sadrZaju CH u porelenju sa kontrolnim biljkama. Tretman jonima*ikbncentracije od 150 mg/kg

doveo je do redukcije sadrzaja®Ca listovima klona M1 za 23 % u pdenju sa sadrzajem €au

listovima biljaka tretiranih sa 50 mg/kg (slika §9c
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Uticaj Ni na sadrZaj ugljenika u

Uticaj Ni na sadrZaj ugljenika u
listovima

korenovima

I I a a
s o ol . — P =

Coontent (%)
2
NERRRR
c)
RENRARN

M1 B22% Pel9/66. M1 B229. Pel3/66.

me 38,56 37,97 41,49 e 39,307 35,805 36,368
MDK 3970 39,61 41,02 MOk 33,375 36,770 37,797
3*MDK 39,44 40,43 12,62 3*MDK 37,243 41,321 41,898

) k)

[ Mi kontrola [ONi 50 mgkg [ Mi 150 mg’kg

Slika 69. Uticaj jona Ni na sadrzaj makronutrijenata (metala (Mg i Ca)metala (N, P i C)) u
korenovima i listovima klonova topola

Sadrzaj C& u korenovima je zr@mjno smanjen kod sva tri ispitana klona pri ztmygu
zemljista jonima Ni* u obe koncentracije u odnosu na kontrolu. Najdfaig¢ smanjenje sadrzaja
ca&* primeteno je u klonu B229, gde je pod uticajem 150 md\kd, vrednost C& u korenovima
opala viSe nego duplo i iznosila 7,52 mg/kg u gergu sa kontrolnim bilkama kod kojih je
koncentracija C4 iznosila 15, 98 mg/kg (slika 69 d).

Kako su nitratne soli ispitivanih teSkih metala atidpo proizvodima rastvorljivosti
najrastvorljivije, teSki metali su zbog blagog sfilfuceg efekta nitrata dodati upravo u ovom
neorganskom obliku. U ogledu je pea i sadrzaj azota u korenovima i listovima biljkia bi se
utvrdilo da li dodatak nitratnih soli teSkih metglaveéava sadrZzaj dostupnog azota u zemljiStu. Tako,
pri dodatku 150 mg/kg Ni(N€, u zemljiStesadrzaj azota u listovima klona M1 se p&a@za 0,5 %

u poretenju sa kontrolnim biljkama kod kojeg je sadrZzaptaziznosio 1,46%. Trend paianja
sadrZaja azota u listovima sa dodatkom nitratnlhus@aemljiSte pokazuju i druga dva klona (slika
69e). Koncentracija od 50 mg/kg Ni(N@ nije dovela do statistki znatajnih promena u sadrZaju
azota u korenovima klonova B229 i Pel9/66, dok fjelp0 mg/kg nitratne soli nikla doSlo do
statistEki znatajnog porasta u sadrZzaju azota u korenovima sudamia topola (slika 69 f). SadrZaj
fosfora je usled izlaganja Ni ostao nepromenjerotekovima klona B229 i listovima klonova Pe
19/66 i M1, dok se u ostalim slajevima pri izlaganju niZoj koncentraciji Ni sadriasfora smanjio
(slika 69 g h).
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Uticaj Cu na sadrZaj ugljenika u Uticaj Cu na sadriaj ugljenikau
listovima korenovima
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Slika 70. Uticaj jona Cli na sadrzaj makronutrijenata (metala (Mg i Ca)megla (N, P i C)) u
korenovima i listovima klonova topola

U listovima svih klonova topole ptretmanu sa maksimalnom dozvoljenom
koncentracijom bakra (100 mg/kg) u zemljistu, dgéldo povéanja sadrzaja Mg u poretenju
sa kontrolnim biljkama. Pri po¥anju koncentracije bakra na 300 mg/kg, doslo jgastanja
sadrzaja Mg u listovima kod klonova M1 i Pe 19/66, dok u kloB229 nije bilo statistii
znaajnih promena u sadrzaju Kfgslika 70 a). Bakar je u obe koncentracije (1800 mg/kg)

u korenovima svih klonova izazvao smanjenje sadritaf* (slika 70 b).

Pré&enjem uticaja bakra na sadrzaj?Ce dokazano da u listovima klonova B229 i Pe
19/66 dolazi do blagog pot@nja sadrzaja ¢4 dok kod listova klona M1 ne dolazi do promena
izazvanih povéanim koncentracijama bakra u pdeaju sa netretiranim biljkama (slika 70 c),
Takade, u korenovima svih klonova dolazi do statigtiznatajnog smanjenja u sadrzaju jona
C&" pri obe koncentracije bakra u pdemju sa kontrolama. U korenovima sva tri ispitatuan&
nema statistki znasajnih razlika u sadrzaju €aizmeiu tretmana sa 100 i 300 mg/kg bakra
(slika 70 d).

Dodatkom, nitratnih soli bakra, péae je sadrzaj izvora azota, te i sadrZzaj azota u
korenovima i listovima svih ispitanih klonova (€ik0 e f). Ovo povanje sadrzaja azota kao
zna&ajnog makronutrijenta u biljici je posledica tretij@ nitratnim solima teSkih metala i
kompenzuje tokghe efekte samih metala.

U ovom istrazivanju ispitan je utidegkra na sadrzaj fosfora koji je drugi nemetal po
znaajnosti sa velikim brojem fizioloSkih funkcija uljgiama. 1z dobijenih rezultata (slika 70 g)
se vidi da klon M1 nije pokazao promene u sadragfora u listovima pri tretmanu sa obe
koncentracija bakra (100 i 300 mg/kg), dok klon B2&i niZoj koncentraciji bakra od 100
mg/kg pokazuje povanje sadrzaja fosfora u listovima, da bi pri tratonaa 300 mg/kg dosSlo do
smanjenja sadrzaja fosfora u listovima. Kod klorel %66, tretman sa 100 mg/kg bakra u
zemljidtu nije izazvao zwajne promene u sadrzaju fosfora u listovima, dokgéman sa 300

mg/kg bakra izazvao blago paemje (19%) sadrZzaja fosfora u listovima. U korenwvisva tri
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ispitana klona, maksimalana dozvoljena koncentabigkra u zemljistu je izazvala porast
sadrZaja fosfora, dok je trostruko¢aekoncentracija od maksimalne dozvoljene za bakaeld
do smanjenja sadrzaja fosfora u korenovima klorid¥d B229 ili je koncentracija fosfora ostala
nepromenjena kao kod klona Pe 19/66 (slika 70 hhvbm ogledu, primenom CHN analize
korenova i listova, pratio se i uticaj bakra naragugljenika u listovima i korenovima klonova
topola, te se u tom pogledu moZe primetiti da s#rZsq ugljenika blago poveo kod svih
tretiranih klonova topola u odnosu na kontrolu, deku listovima kod klonova B229 i Pe 19/66
pri izloZzenosti trostruko v@j koncentraciji bakra od MDK sadrzaj ugljenika dgasmanjio
(slika 70 ij).

Uticaj Cd na sadrzaj Mg u listovima Uticaj Cd na sadrZaj Mg u korenovima
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Uticaj Cd na sadrZajfosforau listovima Uticaj Cd na sadrZajfosforau
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Slika 71. Uticaj jona Cd na sadrzaj makronutrijenata (metala (Mg i Ca)metala (N, P i C)) u
korenovima i listovima klonova topola

Sadrzaj M§" u listovima klonova M1 i Pe 19/66 je opadao plaganju koncentraciji od 3
mg/kg Cd*, dok je sadrzaj Mg u listovima klona B229 pri istom tretmanu pokazeznatni rast
(slika 71 a). U svim ispitanim klonovima, sadrzagiu korenovima opadao je sa pésmjem
koncentracije kadmijuma u zemljiSnom suprstratukdsi71l b). Klon M1 je pokazao izuzetnu
osetljivost u pogledu sadrzaja Ca listovima i korenovima pod uticajem jona’Gde je izlaganje
maksimalnoj dozvoljenoj koncentraciji kadmijumaazzalo drastino smanjenje sadrzaja €4 u
korenovima i listovima (slika 71 ¢ d). Do smanjergadrzaja Ca u listovima usled tretiranja
kadmijumom je do$lo i u klonu Pe19/66, dok se sgdE&" nije statistiki znatajno promenio u
klonu B229. Nasuprot tome, tokee koncentracije kadmijuma su u korenovima svilitasgh
klonova dovele do redukcije sadrzaj@Qalika 71 d).

Usled dodatka nitratnih soli kadmijuma doSlo jemweanja sadrzaja azota u listovima sva
tri klona. Usled dodatka trostruko dee koncentracije Cd(Ng» od maksimalno dozvoljene u
zemljiStu jedino kod korenova klona M1 je doSlogtivetanja sadrZaja azota, dok su vrednosti azota
u korenovima kod preostala dva klona ostale nepnggne u odnosu na kontrolu (slika 71e f).
Sadrzaj fosfora u listovima klona M1 se blago simeapii MDK (Cd), dok je pri trostrukoj vrednosti
MDK ostao nepromenjen u odnosu na kontrolu. Ni kiémha Pel9/66 nije doslo do promena u
sadrZaju fosfora u korenovima (slika 71 g). Nastufome, trostruko w&a koncentracija Cd od MDK
je izazvala drastno povéanje koncentracije fosfora u listovima klona B228®ni kadmijuma u
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koncentraciji od 3 mg/kg nisu doveli do promenadr&aju fosfora u korenovima klona B229, dok su
kod druga dva klona doveli do smanjenja sadrZzagéofa u korenovima (slika 71 h). Kadmijum je
takade pri maksimalno dozvoljenoj koncentraciji (3 mg/kg listovima sva tri klona doveo do
smanjenja u sadrZaju ugljenika, u odnosu na kantrolok su tretmani sa trostruko ¢um
koncentracijama Cd od MDK doveli do péamja sadrZaja uglienika u listovima, u piesju sa
kontrolnim (slika 71 i). Joni Cd uticali su na blagi porast u sadrzaju ugljenika rpaksimalnoj
dozvoljenoj koncentraciji, dok su pri trostrukoc¢eg vrednosti izazvali pad sadrzaja ugljenika u
korenovima sva tri klona (slika 71 j).

Veliki broj studija potvduje da jedan od uzroka tokmpsti teSkih metala leZi upravo u
sposobnosti jona teSkih metala da zamene nekir@gsencijalnih metala, te da dovodu do izostanka
metaboléke funkcije esencijalnih metala i do simptoma nyibg deficita i porem&ja u mineralnoj
ishrani biljaka. Ovakav uticaj se #afe zasniva na antagonizmu, kao Sto je na primerdanena
kadmijuma i gvoda, ili sinergizmu $to je ueno izmdu jona Cd" i Mn** i Cu”*. Unos tedkih metala
zahteva proteinske nasakoji su namenjeni za neki od esencijalnih mekala $to su Ca ili Mg*'.
Joni teSkih metala i joni esencijalnih metala palazeliku slinost u radijusu i naelektisanju. Odnos
naelektrisanja i vatine jona, dodatno doprinosi lakoj zameni esendljgjona, jonom teSkog metala
u strukturi proteina, bilo metaloproteina koji pdspr enzimsku funkciju, bilo proteinskih
transportera. Tako na primer, rastvorna jedinjéiid mogu biti apsorbovana putem transportnog
sistema za jone Mg zahvaljujiéi slicnom odnosu naelekrisanja/véfie ova dva metala (Oller et al.,
1997). Jedan od mogjlh mehanizama koji objasnjava smanjeni unos mikrakroelemenata leZi u
kompeticiji za uohiajena mesta vezivanja na proteinskim transporterizavaljujéi uporedivim
velicinama jonskog radijusa Nii drugih katjona. Ovaj mehanizam je paten smanjenim unosom
jona Md"* (78 pm), F& (82 pm) i zrf* (83 pm) u prisustvu jona RNi (78 pm) (Barsukova i
Gamzikova, 1999; jonski radijusi iz zagrada su iuzatada Emsley et al., 1991). Neki autoridstda
je zapravo jedan od uzroka hloroze zapravo smamjes jona M§ i F€* kao posledica povanih
koncentracija jona Ni u Zivotnoj sredini (Piccini i Malavolta, 1992). Matim drugi autori, (Cataldo
et al., 1978; Kurner et al., 1987) tvrde da joni’Mgemaju inhibitorni efekat prema apsorpciji jona
Ni?*. Sekundarni transport helatizovanih jong"Né omogéen putem odgovarajin speciftnih
proteina koji se veZu za jone Nizv. HoxN proteina (eng. high-affinity nickel trgmst proteins),
permeaza (Eitinger i Miri-Berthelot 2000), metaboieina i metaléaperona (Hausinger 1997; Olson
et al., 1997; Watt i Ludden, 1998). Teski metalbpigjona Cd’, imaju toliko sléne hemijske osobine
sa jonima M§", koji je sastavni deo hema hlorofila, da moZéi doo zamene ovog metala sa teskim
metalom (Kupper et al., 1998).

Na primer, kod_Lathurus sativusinos jona Ni' se povéava sa porastom pH vrednosti iznad
5.0 i ponovo smanjuje sa porastom pH iznad 8.0¢Pa., 2007). Unos jona Nikod Berkheya coddi
je inhibiran jonima C4 i Mg?* (Robinson et al., 1999). Matim, dokazano je da su joni €EaMg?*

nekompetitivni inhibitori ulaska jona Niu korenove razi (Kurner et al., 1987), dok sucse Zr¢*,
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CU",Cd,Cd" i P pokazali kao kompetitivni joni inhibitori za ungsna N7*. Medu ovim jonima
najveti kompetitivni efekat pokazali su joni Zhi Cu**, dok su joni C&, Cd?* i PE** bili veoma slabo
kompetitivni sa jonima N (Kurner et al., 1987).

Vedi broj autora je utvrdio da teSki metali &ti na usvajanje i metabolizam neophodnih
elemenata. Tako na primer, olovo, nikal, a s@odkadmijum inhibiraju ne samo usvajanje kalcijyma
magnezijuma, gvaia, cinka, mangana i bakra,évienjihov transport iz korena u nadzemne organe i
time utcu na raspodelu elemenata u biljkama (Aller etl#l90; Tang i Miiler, 1991).

Smanjenje intenziteta usvajanja i transporta nedphomineralnih elemenata zavisi, pored
ostalog, i od koncentracije neesencijalnih metasaipstratu, vrste neophodnog mineralnog elementa,
biline vrste, genotipa i dr. (Yang et al., 1996)d Gimptoma deficita ovih esencijalnih metala
pojavljuju se hloroze i nekroze listova (Gussarssoal., 1995).

Pri izrazenom viSku jona nikla i kadmijuma u hrasj podlozi kod brojnih biljnih vrsta se
potpuno inhibira metabolizam magnezijuma, gi@Zzmangana i cinka, a kao posledica togzaua se
njihov nedostatak u mladim, novoformiranim nadzemmirganima. Ispitivani teSki metali su imali
najviSe uticaja na koncentraciju alkalnih i zemkahlih metala, posebno magnezijuma (Kastori i
Vapa, 1994). Suprotno pomenutim autorima, Yangadici (1996) su u vé&em broju biljnih vrsta
utvrdili da kadmijum povoljno ute na usvajanje i transport fosfora, i posebno suampo

U biljkama kukuruza pouve&ne koncentracije bakra raito su uticale na sadrzaj i
distribuciju drugih elemenata. U korenu, joni bakragresivnho smanjuju koncentraciju kalcijuma i
gvozla, a u manjoj meri deluje na usvajanje kalijumaz@unidou et al., 1995). Lanaras i saradnici
(1993) su na osnovu sadrzaja ukupnog, rastvorljivogpteinskog azota utvrdili da bakar pri¢ira
koncentracijama u hranljivom supstratu u biljkansemice inhibira usvajanje azota. U nekim biljnim
vrstama bakar putem sinergizma patistnakupljanje kalijuma, magnezijuma ili olova (€igrs i
Van Assche, 1985).

Neophodni mineralni elementi u zemljiSnom rastvergsvom viSku mogu uticati na usvajanje
i transport teSkih metala i time ublaZiti i/ili p@ati njihov nepovoljan uticaj na biljke. Tako na
primer, suviSak fosfatnih jona u zemljiSnom rastvéiod salate podsg usvajanje bakra i cinka, a
istovremeno inhibira njihov transport u nadzemngaoe (Del Lorio et al., 1996). Visak jona’Fe
Mn?* i CU** u zemljistu smanjuje kod biljaka soje usvajanjeansport kadmijuma (Cataldo et al.,
1984), a joni K smanjuju usvajanje nikla. Nasuprot tome, amonijomi {NH,") u bilkama ovsa i
pSenice podstu nakupljanje mangana, cinka i kadmijuma (Wu et1®90; Balik et al., 1996).

TeSki metali inhibiraju aktivnost ne samo nitratluktaze, vé i drugih enzima metabolizma
azota, glutamat dehdirogenaze, glutamin sintetBopdvt et al., 1996) i time podsti u ¢elijama
korena i/ili nadzemnog dela nakupljanje nitrata ga et al., 1993; Popaviet al., 1996).
Nakupljanje nitrata u billkkama u prisustvu teSkiretala ne zavisi samo od aktivhosti enzima
asimilacije azota \ei od drugih¢inilaca. U prisustvu teSkih metala membraeéja, posebno korena,

gube selektivnost. Posledica toga moZe da budemaedntenzivno usvajanje i nakupljanje nitratnih
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jona u "rezervni pol" u vakuddelije (Champbell, 1988; Oaks et al., 1989). Primikoncentracijama
teSkih metala u supstratu, njihov uticaj na asioijilaazota najeXe je indirektan (Kastori et al.,
1995).

TeSki metali, posebno srebro, bakar i Ziva&wtha strukturu i funkciju plazmalentlija
korena kada u procesu usvajanjdulsa njom u neposredni kontakt. Selektivhost pldemea se gubi
veoma brzo, wenekoliko minuta nakon izlaganja biljaka teSkim atieba (Pandolfini et al., 1992). U
tim uslovima dolazi i do depolarizacije plazmale{@»osta i Morel, 1994), a prenosioci jona gube
svoju funkciju (De Vos et al., 1991). Pomenute peam u plazmalemi je ¥ebroj autora potvrdio
merenjem fluksa jona KMeharg, 1993) i aktivnosti lipidne peroksidaze (Des et al., 1993).

TeSki metali kobalt, cink, nikal i arsen prilikomahsporta kroz plazmalemu nepovoljncuti
na njenu funkciju. Méutim, intenzitet njihovog usvajanja i nakupljanj&elijama korena, a time i
njihova tokstnost za biljke, zavise natito od prisustva drugih jona u hranljivom supstratako na
primer, toksénost arsena prvenstveno zavisi od koncentracifatios zemljiSnom rastvoru (Clarkson
i Luettge, 1989).

Vedi broja autora udio je da poviSene koncentracije nikla u supstraid kiljaka izazivaju
hlorozu, koja pods& na hlorozu izazvanom nedostatkom giaoZSmatra se da nikal u tim uslovima
nepovoljno utte ne samo na pokretljivost, &/éna usvajanje gvata (Mishra i Kar, 1974). SuviSak
nikla u hranljivoj podlozi inhibira i usvajanje kalba i njegovo ugrdivanje u vitamin B,. Nikal u
biljkama ovsa i paradajza pod&j a u biljkama graska smanjuje usvajanje kalcij(iestori et al.,
1995). Takde, kod Séerne repe kadmijum Wi na sadrZaj i distribuciju kalcijuma. Pretpostadg
da kadmijum deluje na selektivnost membradedija korena i aktivhost enzima pristunih u
membranama, na primer, Ca-ATP-aze. U biljkama sadtatdmijum utie na usvajanje i transport
mangana i gvafa (Thus et al., 1991).

Kastori i saradnici, (1991) su u mladim biljkamgesatvrdili da olovo nepovoljno ute na
usvajanje kalijuma, fosfora, kalcijjuma, magnezijurgaoiia, bakra, cinka i mangan&esto i pri
niskim koncentracijama u hranljivom rastvoru,®181. Uticaj visokih koncentracija, 10M olova,
kadmijuma i cinka u hranljivom rastvoru na nakupjg neophodnih makro- i mikroelemenata u
mladim biljkama pSenice bio je speédh i zavisio je od genotipa, organa, elemenata.

Visoke koncentracije mangana u hranljivoj podloadkparadajza smanjuju koncentraciju
kalijuma, mangana, gvda i molibdena, kako u korenu tako i u nadzemnimaonga (Le Bot et al.,
1996). Njihov nedostatakesto moZe da prikrije simptome péaaih koncentracija mangana.
ViSegodiSnja upotreba Wi kolicina magnezijuma, moZe da ublaZzi nakupljanje tolhi
koncentracija mangana u bilikama. S toga se u @oxigme odnos sadrZzaja Mg:Mn u listovima

koristi kao pokazatelj tok&mosti mangana za biljke (Le Bot et al., 1990).
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5.9. Uticaj teSkih metala na sposobnost ekstrakat&lonova topola da vrSe neutralizaciju
slobodno-radikalskih vrsta

U radu je primenjena serija biohemijskih testovdi kmaju za cilj merenje sposobnosti
ekstrakata da vrSe neutralizaciju slobodno-radiftalsrstain vitro. U ovom ogledu ispitivani su
etanolni ekstrakti raalitih klonova listova i korenova topola i odiigana je sposobnost ekstrakata da
vrSe neutralizaciju kako stabilnin organskih konjahaih radikalskih vrsta (ABTS ili DPPH
radikal), tako i azotovih ili kiseowtmih radikalskih vrsta generisaniim vitro. Ova sposobnost
ekstrakata da neutraliSe reaktivne vrste mozZe dprip&e antioksidantnoj aktivnosti sekundarnih
metabolita koji postoje u ekstraktima klonovimadtzp

Rezultati prikazani na slici 72a. ukazuju da ukugniioksidantni kapacitet, izraZzen troloks
ekvivalentima, u listovima klonova B229 i Pel19/@68te pod uticajem jona nikla u koncentraciji koja
ogovara MDK za jone Ni (50 mg/kg). Sa povanjem koncentracije jona Niu zemljistu na
trostruko vée vrednosti od MDK, kod istih klonova dolazi do padntioksidantnog kapaciteta u
poreienju sa tretmanima u koncentraciji od MDK. Koncaaija Ni od 50 mg/kg nije dovela do
promena u antioksidantnom kapacitetu listova kidta na ABTS radikal, dok je trostruko &
koncentracija jona Ni (150 mg/kg) dovela do povanja sposobnosti neutralizacije ovog katjonskog
radikala za 41 % (slika 72 a). Antioksidantni kapgckorenova klona topole M1 je pod uticajem
tretmana od 150 mg/kg Ni, porastao za 37 % udamjel sa kontrolom. Pod uticajem tretmana sa 50
mg/kg Ni, vrednosti TEAC kod klonova B229 i Pe 1®Ku skoro udvostiene, da bi pod uticajem
trostruko vée koncentracije nikla (150 mg/kg) doslo do padaoasidantne sposobnosti korenova

ovih klonova na vrednosti koje su pokazali eksirlathtrolnih biljaka (slika 72b).

Uticaj Ni na antioksidantni kapacitet Uticaj Ni na antioksidantni kapacitetu
u troloks ekvivalentima u listovima troloks ekvivalentima u korenovima
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Uticaj Ni na neutralizaciju NO radikala Uticaj Ni na neutralizaciju NO radikala
u listovima u korenovima
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Slika 72. Uticaj jona Nif na sposobnost etanolnih ekstrakata topola danagtalizaciju slobodno-
radikalskih vrsta (ABTS, DPPH, NO i ‘OH)

Jedan od nag&e primenjivanih rutinskih testova za merenje ardidantne aktivnosti je i
DPPH test koji je zasnovan na sposobnosti ekstrd&taneutraliSe stabilni azot-centrirani DPPH
radikal. Na histogramima sa slike 72. je predseawvlprocenat inhibicije DPPH radikala, odnosho
spsosobnost neutralizacije radikala (eng. radicalenger capacity-RSC). Prema rezultatima ovog
testa (slika 72c), procenat neutralizacije DPPHkedd kod listova klonova M1 i B229 tretiranih
jonima NF* je ve'i u poretenju sa netretiranim listovima, $to ukazuje dalovisia stresa izazvanog
jonima NF*, dolazi do blage redukcije sposobnosti neutraiigddPPH radikala. Nasuprot tome, kod
listova klona Pe 19/66 pod uticajem jona”Nioncentracije 150 mg/kg doslo je do péamja
sposobnost neutralizacije DPPH radikala, verovatabvaljuj&i aktivaciji antioksidatne odbrane
manifestovane po¥anom biosintezom sekundarnih metabolita u uslowtn@sa izazvanog jonima
Ni?*. Ekstrakti korenova klonova M1 i B229, pokazalissnanjenje kapaciteta neutralizacije DPPH sa
porastom koncentracije jona®iu zemljistu, dok su ekstrakti korena klona Pe 636 tretmanu od
50 mg/kg Ni, pokazali blago potanje procenta neutralizacije DPPH radikala u ¢engu sa
kontrolom. Pri tretmanu sa trostruko¢een koncentracijom od maksimalne dozvoljene koneeij&

za Ni (150 mg/kg) kod korenova svih klonova topttssio je do opadanja sposobnosti neutralizacije
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DPPH (slika 72d). Pod uticajem te koncentracijeajdti** (150 mg/kg), sposobnost neutralizacije
DPPH radikala se najviSe smanijila kod korenova&Ibh. i to za oko 40% u odnosu ha kontrole.

Tretman jonima Ni* koncentracije od 150 mg/kg izazvao je &jao povéanje sposobnosti
neutralizacije NOradikala kod listova klona M1 u odnosu na konteohetretirane listove (slika 72e).
Listovi klona Pel9/66 nisu pokazali promene u spossti neutralizacije NOu zavisnosti od
tretmana raztitim koncentracijama jona Ki (slika 72e). Korenovi klona Pel9/66 pokazali su
smanjenje sposobnosti hvatanja ‘N@dikala za 51% pri povanju koncentracije jona i u
zemljiStu na 150 mg/kg, dok kod korenova klona M#& doSlo do znéjne promene u sposobnosti
neutralizacije NOradikala. Korenovi klona B229, pod uticajem kortcacije jona Ni*od 50 mg/kg
su pokazali neznatno passnje sposobnosti neutralizacije N@dikala, dok su pri koncentraciji Ni
od 150 mg/kg smanijili sposobnosti neutralizacije Miglikala za 34% u padenju sa korenovima
kontrolnih biljaka (slika 72f).

Pratenjem inhibicije hidroksilnog radikala, dokazanadge sa powsanjem koncentracije Kii
u zemljiStu na 150 mg/kg, kod listova klona B22%adodo opadanja sposobnosti neutraliza€jel
radikala, dok kod listova klonova M1 i Pe 19/66mpeme u neutralizaciji ovog kiseénig radikala u
poreienju sa kontrolama nisu detektovane (slika 72gtriian jonima nikla koncentracije 150 mg/kg
izazvao je blago povanje (do 10%) sposobnosti neutralizacije hidrokasilikala kod korenova svih

ispitivanih klonova topola u patenju sa korenovima kontrolnih biljaka (slika 72h).
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u troloks ekvivalentima u lis¢u
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Uticaj Cu na neutralizaciju NO Uticaj Cu na neutralizaciju NO radikala u
radikala u listovima % korenovima
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Slika 73. Uticaj jona CUi na sposobnost etanolnih ekstrakata topola danedalizaciju slobodno-
radikalskih vrsta (ABTS, DPPH, NO i ‘OH)

Izlaganje klonova topola tretmanima jonima bakraedo je do promena u antioksidantnom
kapacitetu i sposobnosti topola da vrSe neutrdjizaadikalskih vrsta, Sto ukazuje na pojavu
oksidativnog stresa izazvanog tretmanima bakronupdk antioksidantni kapacitet, izraZzen troloks
ekvivalentima je powan u listovima kod svih klonova topola pri izlaganmaksimalnim
dozvoljenim koléinama bakra u zemljiStu (100 mg/kg) u pierju sa kontrolnim listovima. 1zlaganje
topola trostruko v@am koncentracijama bakra u zemljiStu od maksimatioavoljenih (300 mg/kg),
dovelo je do smanjenja sposobnosti neutralizacBd &" radikala i nizeg antioksidantnog kapaciteta
listova topola u pokenju sa antioksidantnim kapacitetom pri koncenjiraekra od 100 mg/kg (slika
73a). Ovo ukazuje da manje koncentracije jon&d @avode do stimulacije antioksidantnog odgovora
u listovima topole, dok @& koncentracije jona Glismanjuju antioksidantni odgovor i inhibiraju
sposobnost neutralizacije radikalskih vrsta. Sayelrgtrane, u korenovima ispitivanih topola, do8lo j
do smanjenja antioksidantnog kapaciteta u klonovitdai Pe 19/66 pod uticajem100 mg/kg bakra,
dok je sa powsanjem koncentracije metala antioksidantni kapagitdazao trend rasta u pdesju
sa nizom koncentracijom bakra (slika 73b). Najgisétin na uticaj bakra pokazali su se korenovi
topola klona B229, kod kojih se ukupna vrednosicksidantnog kapaciteta smanjila osam puta pri

izloZenosti od 300 mg/kg bakra u pdeaju sa korenovima kontrolnih biljaka.
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DPPH test je pokazao da pod uticajem jona bakradpmst ekstrakata da neutraliSu DPPH
radikal kod listova svih ispitanih klonova topokste gradijentno sa porastom koncentracije bakra u
zemljiStu, u poréenju sa listovima kontrolnih topola (slika 73c).kbde, korenovi svih ispitanih
klonova topola su pokazali patanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala jmdentraciji
bakra od 100 mg/kg, ali i blago smanjenje inhileidjPPH radikala pri koncentraciji od 300 mg/kg
bakra u zemljiStu u podenju sa tretmanom niZe koncentracije bakra (slia).7 Povéanje
sposobnosti inhibicije DPPH radikala u klonovimadta i povéanje ukupnog antioksidantnog
potencijala billke pod uticajem jona bakra pred§sajedan od odbrambenih mehanizama topola
prema ovom abiatkom stresu.

U listovima svih klonova dolazi do smanjanjenjatnalizacije NOradikalain vitro, prilikom
izlaganja koncentracijama od 100 i 300 mg/kg bakmemljiStu. Ekstrakti netretiranih listova klona
B229 pokazali su visoku sposobnost inhibicije Madikala,cak 70 % (slika 73e). Verovatno je da
procenat inhibicije NOradikala usled tretmana jonima bakra u listovadepger joni bakra vrSe
inhibiciju nekih od enzima zaduZenih za sintezuuselarnih metabolita koji imaju sposobnost
neutralizacije NOradikala. Mada je sposobnost’gadenja” ‘N@dikala u korenovima netretiranih
klonova topola dvostruko niza nego kod listovantresmanjenja ove antioksidantne sposobnosti se
primetuje prilikom tretmana sa 300 mg/kg bakra, gde segqmat inhibicije drastho smanijuje (slika
73f). Uloga NO radikala u uslovima abidtkog stresa je manje povezana sa prooksidativnim
procesima unuta¢elije. S druge strane, N@ma bitnu signalnu funkciju u aktiviranju molekkils
kaskada koje vrSe signalnu transdukciju u ciljuvakije bioloSkih odgovora na translatornom nivou i
bioloskih odgovora vezanih za apoptozu. Pretpgstas¢ da bi potpunom neutralizacijom NO
radikala doSlo do porerdaja u signalnoj transdukciji, a time i izostankagodora nastalog
biosintezom proteina ili transkripcionih faktorajikinaju za cilj ublazavanje stresa, te je sposabno
neutralizacije ovog signalnog molekula u uslovim@ksikacije bakrom verovatno otuda supresovana
od strane biljaka (Lui et al., 2001).

Uoceno je smanjenje inhibicije hidroksilnog radikalaled tretmana bakrom kod listova
klonova M1 i B229 pri obe primenjene koncentradjakra (100 i 300 mg/kg) u patenju sa
netretiranim uzorcima (slika 73g). Ovaj rezultatamlgje da je nastajanje hidroksilnih radikala u
uslovima oksidativhog stresa izazvanog bakrom k&esnikom Fentonove reakcije, daleko brZi
proces od procesa neutralizacije ovog radikalat@he antioksidanata i sekundarnih biomolekula sa
antioksidantnom funkcijom (Halliwell i Gutteridgd984). Meiutim, listovi klona Pe 19/66 su pri
tretmanu bakrom od 100 mg/kg pokazali blagi pospgtsobnosti inhibicijeOH radikala, da bi pri
vecem tretmanu od 300 mg/kg bakra doslo do smanjevgasposobnosti. Ovakvo ponaSanje moZze
biti posledica ubrzane proizvodnje hidroksilnogikath, usled oksidativnog stresa izazvanog redoks
aktivnim bakrom. Pou&nje sposobnosti topola tretiranih jonima bakranéatraliSuOH radikale u
odnosu na kontrolne netretirane biljke, pré@eo je kod korenova klona M1 (slika 73h), dok kod

druga dva klona nije doslo do ztagne promene u inhibiciji hidroksilnog radikafavitro.
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Slika 74. Uticaj jona Cdna sposobnost etanolnih ekstrakata topola da edeatizaciju
slobodno-radikalskih vrsta (ABTSDPPH, NO i ‘OH)

lako kadmijum predstavlja redoks neatlitielemenat, koji nije sposoban da pokrene
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Fentonovu reakciju, kadmijum svojim indirektnim oehnjem moZe da bude okida
oksidativhog stresa kod biljaka. Prema rezultatidubijenim ABTS testom, korenovi svih
klonova topola pri koncentraciji jona €dod 3 mg/kg pokazale su pa@amje vrednosti troloks
ekvivalenata i viSi antioksidantni kapacitet odragtanih klonova topola. Pri tretmanu sa 9
mg/kg kadmijuma u zemljistu, kod korenova klonova2B i Pe 19/66 doSlo je do smanjenja
antioksidantnog kapaciteta u odnosu na iste klot@tgane sa 3 mg/kg kadmijuma, Sto ukazuje
da vete koncentracije kadmijuma dovode do smanjenja ksilantne aktivnosti ekstrakata
(slika 74a). Jedino klon topole M1, pokazuje treadta antioksidantnog kapaciteta pri obe
koncentracije kadmijuma u &8, Sto povéava stepen preZivljavanja biljke u uslovima altkag
stresa, zahvaljujii angaZzovanju molekula sa jakim antioksidantnim dagetom koji imaju
odbrambenu funkciju. Kod istog klona M1, trend p&amga ukupne antioksidantne aktivnosti
pod uticajem jona kadmijuma se priénge i u korenovima, dok u korenovima ostalih ispite
klonova pod uticajem jona kadmijuma dolazi do sreajg ukupnog antioksidantnog kapaciteta u
poreienju sa korenovima netretiranih biljaka (slika 74b)

Prema rezultatima DPPH testa u listavklonova M1 i Pe 19/66 do3lo je po péarja
inhibicije DPPH radikala u topolama tretiranim kdpmnom u odnosu na kontrolne, $to govori o
poveanju antioksidantnog kapaciteta u situacijama @tsidog stresa izazvanog jonima
kadmijuma kod ovih klonova topola. Nasuprot tome,ligtovima klona B229 tretiranog
kadmijumom, doSlo je do smanjenja sposobnosti il DPPH radikala, u podenju sa
listovima netretiranih biljaka (slika 74c). Reztiltantioksidantne aktivnosti dobijeni DPPH
testom se u stiaju ispitivanja uticaja kadmijuma umnogome poklapsg onim dobijenim ABTS
testom, te pokazuju smanjenje inhibicije DPPH raldikkod korenova klonova B229 i Pe 19/66
kod tretiranih topola, u podenju sa netretiranim. Korenovi klona M1 su pokazakgo
pove&tanje inhibicije ovih komercijalnih radikala, te kuwpne antioksidantne aktivnosti kod
biljaka tretiranih kadmijumom u patenju sa kontrolnim (slika 74 d b).

Pod uticajem jona kadmijuma sposobmasibicije azot-oksid radikala je u listovima
svih ispitanih klonova W& kod biljaka tretiranih kadmijumom od listova kanthih biljakain
vitro. Ovo poveéanje sposobnosti neutralizacije NO radikala prifkoizlaganja jonima
kadmijuma zapaZeno je i u korenovima klonova B2F%i19/66, s tim da u ta sposobnost u
korenovima klona Pe 19/66 drasio opada (RSC (NO)=6,65%) prilikom izlaganja korieeij
kadmijuma od 9 mg/kg u zemljiStu (slika 74e). KIMi, nije pokazao statiski znatajne
promene u procentu inhibicije azot-oksida izazvdvema koncentracijama kadmijuma u odnosu
na netretirane topole tog klona.

Ispitivani klonovi su pokazali ragte trendove inhibicije hidroksilnog radikala pod
uticajem jona kadmijuma. Tako, u listovima klona P#66 je pod uticajem jona kadmijuma

koncentracije od 9 mg/kg, doslo je do dvostrukoasjenja inhibicije hidroksilnog radikala.
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Listovi klona M1 nisu pokazali zg&ajne promene u sposobnosti inhibicije hidroksilmadikala
pri izloZenosti koncentraciji od 3 mg/kg, dok jeé fpostruko véem tretmanu do3lo do patanja
sposobnosti neutralizacije OH radikala u odnosukoiatrolu za 16% (slika 74g). Korenovi
ispitanih klonova topola nisu pokazali statikti znatajne promene u inhibiciji hidroksilnog
radikala usled zaganja zemljista kadmijumom (slika 74h).

Kebert i saradnici (2011) su ispitivali oksidativstres u listovima klonova topola Pe
19/66, B229 Populus deltoidgsi Panonnia RPopulusx euramericani nakon izlaganja biljaka
tretmanima smese teSkih metala (Ni, Cd i Pb), kb&tlj dizel goriva, i kombinovanog tretmana
dizelom i teSkim metalima u poljskim uslovima. Artsu ukazali da listovi topola tretiranih
biljaka pokazuju vé& antioksidantni kapacitet u odnosu na kontrolnediojili klon B229 kao
najviSe tolerantan na primenjene tretmane.

Takaie, Stajner i saradnici (2011) su idivali i poredili antioksidantnu aktivnost
listova Sest razli¢itih drvenastih vrst (Populus alba, Robinia pseudoacacia, Sophora japnic
Euodia hupehensis, Tilia sp., Fraxinus)dp.Srbie kako bi procenili njihovu toleranciju na susu
primenom antioksidantnih skrining testoksperiment je spiovoden tokom susnih mesegina,
jula i avgush. Najvecu antioksidantnu aktivnostokom repovoljnih usbva su® u Julu su
pokazale vrste Populus albai Fraxinus spp. gde se topola vrstB. alba posebno istakla sa
visokom sposobn@# neutralizacije DPPH radikala i to 86,4% tokomgu@3,3% u julu i 89,3 %
u avgustu. Zhu i saradnici (2009) su téé&agprimetili povéanje procenta RSC (DPPH) kod
Bupleurum sppusled osmotskog stresa izazvaneog susom.

Jedan od najprimenjivanijin testovaigpitivanje antioksidantne aktivnosti ekstrakata
raznih biljnih vrsta, izolovanih jedinjenja i uzéea hrane je ABTS ili troloks ekvivalent test
(TEAC) (Rice Evans i Miller, 1996). Na slici 75.ikszane su TEAC vrednost raznih jedinjenja
izolovanih iz biljninh uzoraka i uzoraka hrane. TEA&dinica predstavlja onu koncentraciju
antioksidanta, koja dovodi do promene apsorbancéRedikala istovetnoj onoj koju iziaziva 1
mM troloksa-hidrofilnog analoga vitamina E. TEACednosti askorbinske kiseline (1,0%),
tokoferola (0,97), glutationa (1,28) i mokree kiseline (1,01) su skoro isti, iako glutatiomita
samo jedan, dok ostala jedinjenja po dva elektrBaai pordenja, najaktivniji etanolni ekstrakti
listova topola u ovom istraZivanju pokazivali stednosti od oko 0,5 TEAC jedinica. TEAC
testom testirana su i najbitnija fenolna jedinjepgput ferulne (1,9) i p-kumarne (2,0) kiseline
koje imaju sléne TEAC vrednosti, dok kafena kiselinacel po strukturi ferulnoj ima TEAC
vrednost svega 1,0. Iznehguce su i razlike izméu kvercetina (3,0) i kamferola (1,0) s obzirom

na vrlo slénu strukturu (Rice-Evans et al., 1996).
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Slika 75. TEAC vrednosti poznatih antioksidantréhdlnih jedinjenja (Rice Evans et al.,

1996)
5.10. Uticaj teSkih metala (Ni, Cu i Cd) na sadrZzapkupnih fenola i flavonoida u klonovima
topola
Fenolna jedinjenja, od kojih je regwaija klasa flavonoida, zbog svojih hemijskih

osobina predstavljaju glavne nosioce antioksidaaktienosti bilinih ekstrakata. S obzirom da je
u ispitivanim klonovima topola dokazana velika jailnost u antioksidantnoj aktivnosti pod
uticajem teSkih metala pretpostavka je da je razlmge upravo raalit sadrzaj fenolnih

jedinjenja i flavonoida.

Uticaj Ni na ukupni sadrzajfenolnih Uticaj Ni na sadrZaj ukupnih fenolnih
jedinjenja u listovima jedinjenja u korenovima
29 & iz =
28 10 a o
ah ah - L
- 5; i cd b E 8 d E — —
z 35 — — E 5 -
I f w 1
[t} 24 A 2 a2 ||
23 B -
22 — 2 i
21 1}
M1 B229 PE19/66 M1 B229 PE19/66
me 24,97 25,35 25,70 mo 6,71 6,33 3,61
MDK 24,09 28,06 25,29 MDE 7.92 6,89 9,37
3*MDK 26,25 25,59 2342 3*MDK 89,53 5,19 8,42
a) b).
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Uticaj Ni na sadrzaj flavonoida u Uticaj Ni na sadrzaj flavonoida u
listovima korenovima
30 25
25 5 g ° B
20 = od
d
g E s —
] 15 B i [
E 10 5
5 5 —
0 0
PE10/66 M1 B229 PE10/66
[ ] 15,69 20,60 18,38 =G 15,69 20,60 18,38
WMDK 14,87 24,30 17,77 EMDK 14,87 18,30 17,77
3*MDK 18,29 21,21 16,47 3*MDK 17,28 21,21 15,80

d)

Uticaj Cu na sadrzaj ukupnih fenolnih Uticaj Cu na sadrZaj ukupnih fenolnih
jedninjenja u listu jedinjenja u korenovima
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e) f)
Uticaj Cu na sadrzajflavonoida u Uticaj Cu na sadriajflavonoida u
listovima korenovima
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Uticaj Cd na sadrZaj ukupnih fenolnih Uticaj Cd na sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja u listovima jedinjenja u korenovima
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Uticaj Cd na sadrZaj flavonoida u Uticaj Cd na sadrzajflavonoida u
listovima korenovima
30 4 B

30 B b be
e S bed bed 25 g0 # de

20
15
10

M1 B229 Pe 18/66 M1 B229 PE19/66

L[] 17,360 17,528 23,353 L[] 20,36 21,53 23,35

WMDK 21,831 27,162 23,628 EMDK 22,36 27,16 2494
3*MDK 22,225 25,085 24,801 3*MDK 20,21 24,60 24,80

k) )

[ Ni kontrola [Nis0 mg'kg [ Ni 150 mg'kg

QE/g DW
o w B ha
H
m
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QE/ g DW
o wn

I Cu kontrola [Cu 100 mg/kg ] Cu 300 mgrkg

Bl Cd kontrola [l Cd 3 mgkg [7] Cd9 mg'ke

Slika 76. Uticaj teSkih metala (Ni, Cu i Cd) na &g ukupnih fenola i flavonoida u
klonovima topola

Sadrzaj fenolnih jedinjenja u listovima klonova ¢&p kretao se u opsegu od 20-30 GAE/ g
suve materije, dok su se u korenovima topola vrstmuikupnih fenolnih jedinjenja kretala u opsegu
od 3-10 GAE/g suve materije. Sadrzaj ukupnih feimgj@dinjenja u listovima je tri doetiri puta vei
nego u korenovima. U korenovima svih ispitanih kiea topola se moZe primetiti porast sadrzaja
ukupnih fenola pod uticajem jona nikla koncent@d 50 i 100 mg/kg u zemljiStu u odnosu na
netretirane biljke (slika 76b). Joni Niizazvali su raztiito ponaanje u listovima ragiiih klonova
topole, tako je u listovima klonova M1 i Pe 19/6&lputicajem jona nikla doslo do smanjenja sadrZaja
fenola, dok u listovima klona B229 dolazi do péasja koncentracije ukupnih fenola usled tretmana
od 50 mg/kg nikla. Pri izlaganju viSim koncentraaija nikla od 150 mg/kg i u listovima klona B229
doSlo je do smanjenja koncentracije ukupnih fern@lika 76a). Kod klona B229, doslo je i do
povetanja sadrzaja flavonoida u listovima pri umereniomdentracijama jona Rli (50 mg/kg), dok
se pri viSoj koncentraciji N (150 mg/kg) i sadrzaj flavonoida smanijio u listogi klona B229.
Listovi klona Pe 19/66 i M1 nisu pokazali statikti znaajnu razliku u sadrZaju flavonoida pri
tretmanima niklom (slika 76c).

Sa druge strane, bakar kao redoks aktivni elemejinfek izazvao promene antioksidantnog
kapaciteta klonova topola nije doveo do promenadrZaju ukupnih fenolnih jedinjenja u listovima
klonova Pel9/66 i M1, a izazvao je tek blago sp&esadrzaja ukupnih fenola u listovima klona
B229, pri oba tretmana bakrom (100 i 300 mg/kgemlistu (slika 76 €). U korenovima klona M1
pod uticajem obe koncentracije bakra doSlo je dargemja sadrZaja ukupnih fenola. Koncentracija
od 300 mg/kg bakra u zemljiStu je kod korenova &l®e 19/66 izazvala drasto poveéanje sadrzaja
ukupnih fenola (za 79%), dok isti tretman nije dod® promena u sadrZzaju ukupnih fenola kod klona
B229 (slika 76f).
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SadrZaj flavonoida u listovima klona M1 se nije faenpod uticajem bakra, dok su u
listovima klona B229 obe koncentracije (100 i 30@/kqg) bakra indukovale smanjenje sadrZaja
flavonoida. NiZa koncentracija bakra (100 mg/kgkgel listova klona Pe 19/66 delovala stimulativho
na biosintezu flavonoida, dok je viSa koncentrabg&ra (300 mg/kg) dovela do smanjenja sadrzaja
flavonoida u listovima istog klona (slika 76g).

Joni Cd* u koncentraciji od 9 mg/kg u zemljidtu indukovsili povéanje ukupnog sadrZaja
fenola u listovima sva tri ispitana klona topolbkés 76 i). U korenovima klonova B229 i Pe 19/66 je
pod uticajem koncentracije jona €ad 9 mg/kg doslo je do zé@inog porasta (65 i 52 %) u sadrZaju
ukupnih fenolnih jedinjenja, dok klon M1 nije pokastatisttki znatajne promene u sadrzaju fenola
pod uticajem jona kadmijuma (slika 76 j).

Joni Cd* su u listovima klonova M1 i B229 doprineli porastancentracije flavonoida u
poraienju sa kontrolnim netretiranim biljkama (slika ¥6kJ korenovima svih ispitanih klonova
topola priméen je blagi porast sadrzaja flavonoida pri kontawiin zemljiSta sa maksimalno
dozvoljenom koncentracijom kadmijuma (3 mg/kg), doktretmani trostruko viSim koncentracijama
izazivali pad sadrzaja flavonoida kod klonova MA2R9, ili nisu uticali (klon Pe 19/66) (slika 76 I)

Dokazano je da fenolna jedinjenja osim vazne ulogdelopatskim odnosima i odbrani od
herbivora imaju ulogu u povavanju tolerancije biljke na razne abdb# faktore stresa poput:
temperaturnih kolebanja (Nozzolillo et al., 2002je8ka i Kacperska, 2003), prisustva teSkih metala
(Hale et al., 2002; 2001; Krupa et al., 1996; Mak\albot, 1997; Suvarnalatha et al., 1994) i vagino
deficita (Farrant, 2000; 2003). Bitki i abioticki uzraenici stresa-ukljdujuc¢i biljojede, patogene,
viruse, mehartka oStéenja bilike, temperaturne ekstreme, visoka osveile UV zréenje,
disbalans u mineralnoj ishrani, zdgaja teSkim metalima i herbicidima, suSa, salinitetoksija i
izloZenost ozonu izazivaju povisenje nivoa fenojeitiinjenja u vegetativnim izbojcima i korenovima
(Chalker-Scott, 1999; 2002; Close i Beadle, 20@8)rambena uloga fenolnih jedinjenja pripisuje se
fotoprotektivnim, osmoregulatorskim i ponajviSe iaksidantnim svojstvima ovih jedinjenja (Gould
et al., 2002). Zahvaljufil njihovoj specifénoj hemijskoj strukturi, velikom brojelektron-donorskih
hidroksilnih grupa i sposobnosti rezonancije elakér u fenolnom jezgru Bors et al., 1990; Rice-
Evans et al., 1996), ova jedinjenja su sposobner&aredukciju skoro svih reaktivnih kiseémih i
azotovih vrsta i d@etiri puta efikasnije od askorbinske kiselineoiiokoferola (Buckley et al., 1996;
Heinloth et al., 2002; Pratico et al., 2001). Feaojedinjenja zn&@jno smanjuju oStenja DNK,
lipidnu peroksidaciju i oksidaciju lipoproteina késgustine (LDL) (Hu et al.,2003; Ramirez-Tortosa
et al., 2001). Takte. fenolna jedinjenja pokazuju sposobnost da vesechiu gvo#a i bakra, te stoga
smanjuju njihovo destvovanje u proizvodnji hidroksil-radikala u Habéfeiss reakciji (Brown et al.,
1998;), a mogulelovati i preventivno spéavanjem formiranja hipervalentnih metalnih formje&ksu
uklju¢ene u procese inicijacije lipidne peroksidacijedparet al., 2000).

Veliki broj dokaza ukazuje na patenu akumulaciju flavonoida u stvaranju rezistenaoige

teSke metale u zemljiStu. Korenovi biljke kukurugdea mayp koji su bili izloZeni jonima
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aluminijuma su pokazali visoke nivoe fenolnih jgdimja (Kidd et al., 2001; Cocker et al., 1998).
Ostaje pitanje da li flavonoidi u kiseloj srediniogu da se vezuju za jone metala s obzirom na
kompeticiju izmeéu hidronijum jona i jona metala. Kidd i saradni2DQ1) su dokazali da odteni
flavonoidi poput katehina formiraju stabilne aluijum komplekse. 1z tog razloga, zelefdj koiji
sadrZi visok sadrzaj katehina je sposoban da alktanuisoke koncentracije jona #li pokazuje
visoku tolerantnost na ove jone.

PoviSena biosinteza fenolnih jedinjenja je prdera u pSenici pod uticajem jona nikla (Diaz
et al., 2001)Phaseoulus vulgariizloZen jonima CH je pokazao povisenu akumulaciju rastvornih i
nerastvornih fenola u korenovima i listovima, a arakizlaganja bakar-sulfatu listowhyllantus
tenellussu sadrzali znsmjno viSe koncentracije fenola nego kontrolne biljPovéana biosinteza
fenola je u korelaciji sa povanom aktivhodu enzima ukljdenih u metabolizam fenolnih jedinjenja,
Sto ukazuje nde novacsintezu fenola pod uticajem stresa izazvanog teskatalima. Nasuprot tome,
neki autori tvrde da su pos&ne koncentracije flavonoida rezultat hidrolizehayiih konjugata, te da
nisu posledicae novosinteze (Diaz et al., 2001).

>t &to se

Biljke bogate taninima i polifenolima su vise taatne na jone Gt P*, Mn*i Hg
objasnjava direktnom heletizacijom jona metala KejaabeleZena kod ekstrakta rizohgmpheae
(Lavid et al., 2001). Sposobnost helatizacije faitojedinjenja je povezana sa visokim nukleofilnim
karakterom aromathog prstena pre nego za specié heliratirajde grupe unutar samog molekula
(Moganu et al., 1997). Talle, glikozilovani flavonoidi imaju niZzu antioksidamt aktivnost u
poreienju sa svojim aglikonima (Yamasaki et al., 199iceFEvans et al., 1996).

Poveéanje koncentracije fenolnih jedinjenja usled izigigabiljaka jonima Ctf je zabeleZeno
i kod topola, gde je koncentracija od 204 izazvala povéanje fenolnih jedinjenja u korenovinka
deltoidesza 47%, u korP. euramericana, P nigraP.popularisza od 38-168 %, dok je u listovinka
nigra koncentracija fenola je bila viSa za 67% u dergu sa kontrolnim biljaka (He et al., 2013), Sto
je u skladu sa rezultatima dobijenim u naSem ogledu

Utvrdeno je da se roBopulus koji pripada familijiSalicaceagsastoji od 30 vrsta i obiluje
velikom raznovrsnadi flavonoida u mladim listovima, kori, pupoljcimamoli pupoljaka (Cervera et
al., 2005). Sastav ovih jedinjenja karaktetmti je za svaku vrstu (Greenaway et al., 1992).
Hemijskom karakterizacijom listova i pupoljaka tégadentifikovani su aglikoni flavonoida, iz grupe
flavanona poput pinokembrina i pinostrobina, flamani njihovih glikozida poput galangina, rutina,
kvercetina, ramnetina, kamferola i miricetina, iaa poput hrizina i apigenina i estara fenolnih
kiselina poput kafene, ferulne ferulic, 3,4-dimetiokafene i drugih derivata poput trihokarpina.
(Boeckler et al., 2013; Boeckler et al., 2013; Gezeay et al., 1987, 1992; Isaeva et al., 2010)evrst
roda topole su posebno bogate u dve grupe fengddiimjenja: salicinoidima, 1-@-glikozidima
salicil ili gentizil alkohola, i oligomerima flava®-ol, koji se drugéje nazivaju kondenzovanim
taninima ili proantocianidinima. Salicinoidi su guitni i u li&u i kori topole u koncentracijama od

10-150 mg/g s.m., dok su flavan-3-oli i flavondkgkidi pronateni u nizim koncentracijama od 2-10

140



Marko Kebert Doktorska disertacija; Rezultadiskusija

mg/g s.m. i prisutni samo u &8 (Dudonne et al., 2011; Boeckler et al., 2013)ikVéroj fenolnih
jedinjenja pronden je i u propolisu topole,éplinjem produktu nastalom iz pupoljaka, koji je u
medicini poznat po lekovitosti zahvaljdjuantimikrobnim, antiinflamatornim i antioksidantni
svojstvima (Vardar-Unlu et al., 2008; Castaldo ket 2002; Banskota et al., 2001). Zbog visokog
sadrzaja flavonoida i dobre antioksidante aktivinelsstrakata pupoljaka topola, Dudonne i saradnici
(2011) su ispitivali uticaj ovih ekstrakata na mse strarenja koze kod ljudi i zakijluda bi upotreba

topolinih pupoljaka u kozmetke svrhe bila mogta i opravdana.
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Slika 76. Najzastupljenija fenolna jedinjenja rdtapulus(Boeckler et al., 2013)

SloZeniji salicinoidi su estri salicina i organskiiselina (npr. benzojeve kiseline), spesifi
su za vrstu (Julkunen-Tiitto, 1985) i pojavljuju s&oncentaciji do oko 1% suve mase (Thieme and
Benecke, 1971). Salicinoidi: salicin, populin, kattin, nigracin i homalozid D su prvi put
identifikovani iz crne topoleR. nigra), za koju su i najkarakterigtiiji, mada se javljaju i u vrstama
P. albg P. tremuloidesP. euphraticaP.x canadensisP.x canescensP. davidianna, P. balzamifera
(English et al., 1991; Zhang et al., 2D0Bremulacin, salikortin, homalozid D sadrze 1-hldie6-
oksocikloheks-2-en-1-karboksilnu estarsku grupalejkarakteristina za salicinoide i koja ispoljava
repelentni efekat prema insektima herbivorama (tdtidi Peterson, 1988Kondenzovani tanini su
C-C oligomeri flavan-3-ola i najzastupljeniji su éeholnih jedinjenja USalicaceaefamiliji, gde u

listovima mogu dos® i koncentraciju od 30 % suve mase (Donaldsorn. &06).
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5.11. Uticaj teSkih metala (Ni, Cu i Cd) na redukaini kapacitet listova i korenova klonova
topola

Sposobnost ekstrakta it vitro redukuje kompleksno vezano *Felo Fé' predstavija
redukcioni kapacitet ekstrakata. Do ovog elektramgfera un vivo uslovima mozZe da de jedino
ukoliko je redoks potencijal electron-donorskihifgenja iz ekstrakata nizi od redoks potencijala
slobodnih radikala u ovim oksidoredukcionim paro&imBenzie i Strain (1999) su uveli
aproksimaciju da je redukcioni kapacitet jednakicksidantnom kapacitetu ekstrakta. Redukcioni
kapacitet u ovom radu je izraZzen brojem FRAP jedingde jedna FRAP jedinica predstavlja onu

koncentraciju ekstrakta koja je dovoljna za reduktDOpuM Fe*.

Uticaj Ni na redukcionu moé Uticaj Ni na redukcionu sposobnost
ekstrakatalistova ekstrakata korenova
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ekstrakata listova ekstrakata listova
16 B 12 3
;E 14 5 E — & 4 o b b b .
T2 L g d
a 10 £ 1 £ 8 -
F - 2 6
* s - a p—
: = |2
2 — 2 -l
o Q
M1 B229 Pelo /66 M1 B229. Pel9/66.
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EMDK 11,280 12,418 11,720 EMDK 11,037 8,545 7,280
i3*MDK 13,772 12,106 12,365 W3*MDK 0,063 5,783 5,862
c) d)
Uticaj Cd na redukcionu mo¢ Uticaj Cd na redukcionu mo¢
ekstrakata listova ekstrakata korenova
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M1 B220 Pel9/66 M1 B220 Pel9/66
1] 15,042 12,196 5,884 1] 6,000 7,497 11,603
WMDK 8,508 7,280 85910 WNMDK 7,106 9,048 8525
W3=MDK 10,291 9,000 10,317 W3=MDK 7,619 5,243 5,847
e) f)

[ Ni kontrola [T]Ni 50 mg'kg ] Ni 150 mg/kg
I Cu kontrola [BCu 100 mgrkg | Cu 300 mgikg

[ Cd kontrola [l Cd 3 mgke [ Cd9 mgke

Slika 77. Uticaj teSkih metala (Ni, Cu i Cd) nau&dioni kapacitet ekstrakata listova i korena kod
klonova topola

142



Marko Kebert Doktorska disertacija; Rezultadiskusija

Prilikom izlaganja klonova topola dvema koncenjeoa nikla, dolazi do povanja
redukcione mé ekstrakata listova kod sva tri ispitivana klohijveci redukcioni kapacitet postigao
je ekstrakt listova klona B229 (16,58 FRAP jedipigai tretmanu niklom koncentracije 150 mg/kg
(slika 77a). Nasuprot tome, kod ekstrakata korenswen tri ispitana klona doSlo je do slabljenja
redukcione sposobnosti usled izlaganja biljaka @i nikla u maksimalno dozvoljenim
koncentracijama nikla i trostruko &en koncentracijama od tih (slika 77b).

Joni bakra su pokazali dvostruki efekat na redukiciapacitet klonova topola. Porast
koncentracije bakra u zemljiStu doveo je do poreastimkcione sposobnosti u listovima i korenovima
klona M1, dok je u listovima i korenovima preostadaa klona izazvao neznatno smanjenje
redukcione sposobnosti. Redukciona sposobnost &eaeklona B229 tretiranih sa 300 mg/kg je
opala za 36%, a korenova klona Pe 19/66 za 32% radgm@u sa korenovima odgovaraio
netretiranih biljaka (slika 77c d).

Listovi klonova M1 i B229, kao i korenovi klona R8/66 su pod uticajem jona kadmijuma u
zemljiStu pokazali smanjenje redukcione sposobrzstoko 40 % u odnosu na kontrole, dok su
listovi klona Pel9/66 i korenovi klonova M1 i B228a prisutvo kadmijuma u obe koncentracije
reagovali povisenjem redukcionog kapaciteta ekateatopola (slika 77 e f).

Stajner i saradnici (2013) procenjtijuadaptacioni potencijal 20 provinijencija bukve
izloZenih razlkitim susnim staniSnim uslovima u dva planinska lidéta, su na osnovu visokih FRAP
vrednosti, kao i pov@anog sadrZzaja slobodnog prolina i rastvornih pnateiokarakterisali
provinijenciju bukve Avala kao bukvu sa najira adapcionim potencijalom na Fruskoj gori, a
austrijsku provenijenciju bukve Scharnstein Mittorf kao najtolerantniju na susne uslove drugog
ispitivanog lokaliteta.

Takaie, Kebert i saradnici (2011) su dokazali da u Vlista topola dolazi do povanja
redukcionog kapaciteta usled izlaganja biljakasstigazvanom uticajem teSkih metala, pesticida i/il
dizela u zemljiStu. Autori su, na osnovu visokodulecionog potencijala u listovima, okarakterisali
klon topole B229 Ropulus deltoidgskao najtolerantniji na stres izazvan smeSom keshkétala u
odnosu na ostale ispitane klonove topola u poljskatovima. FRAP vrednosti u listovima tretiranih
biljaka su se kretale u opsegu od 33,9-46,5 FRAMiga, Sto su skoro trostruko viSe vrednosti od
onih dobijenih u kontrolisanim uslovima u ogledowom radu.

5.12. Uticaj teSkih metala na intenzitet lipidne peoksidacije u listovima i korenovima klonova
topola
TeSki metali su inicijatori lipidne péwsidacije, ladane reakcije u kojoj dolazi do
oksidacije membranskih lipida i njihove dekompgeigpri ¢emu se stvara veliki broj visoko
reaktivnih intermedijera kao Sto su alkil-radikebnjugovani dieni, peroksii alkoksi-radikali i
lipidni hidroperoksidi (Panda et al., 2003; ChoeioS2004). Jedan od krajnjih proizvoda lipidne

peroksidacije je malondialdehid (MDA) koji daje kplaks sa tiobarbiturnom kiselinom, te zbog
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jednostavne detekcije, ovaj molekul sluzi za merenjenziteta lipidne peroksidacije (Janero,

Uticaj Ni na intenzitet lipidne Uticaj Ni na intenzitet lipidne
peroksidacije u listovima peroksidacije u korenovima
120 =
3 - S oo 5 i b
E - E &0 E . 1 c .
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[ Ni kontrola []Ni S0 mg/kg [] Ni 150 mg/ke
I Cu kontrola [lCu 100 mg/kg ] Cu 300 mgikg

il Cd kontrola [l Cd3 mgkg [] Cd9 mgkg

Slika 78. Akumulacija malonildialdehida (MDA) kaodinjeg produkta lipidne peroksidacije u

korenovima i listovima klonova topola pod uticajesskih metala

Koncentracija izmerenog malonildialdehidMDA) u listovima svih ispitivanih klonova

topola se pouwava sa porastom koncentracije jond'Nizemljistu. Trend rasta je najizraZeniji u

listovima klona M1, kod kojeg je pod uticajem kontecije jona Ni* od 150 mg/kg u zeml;jiStu
kolicina MDA porasla za oko 40% u odnosu na netretitaitjiee, dok je u listovima klona Pe

19/66 koncentracija MDA usled kontaminacije zerndjigiklom porasla svega 11 % (slika 78a).
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Véa akumulacija MDA zabeleZena je u korenovima, nedjstovima kod svih ispitanih
klonova topole, jer je tamo viSa i akumulacija aikPod uticajem trostruko & koncentracije
jona Nf* od maksimalno dozvoljene, doslo je do pi&mga koltine MDA u korenovima
klonovima M1 i Pe 19/66, i to za 43% i 62 % u odnow kontrolne biljke odgovaraijin
klonova. Koncentracija MDA u korenovima klona B2@8 koncentraciji nikla od 50 mg/kg u
zemljistu povéala se zatak 90 %, dok je tretman trostrukodi@ koncentracijama jona i
(150 mg/kg) izazvao powanje od svega 13% u odnosu na kontrolne biljk&gsiBb).

Izlaganje jonima bakra u koncentraogi 300 mg/kg dovela je do porasta akumulacije
MDA u listovima klonova M1 i B229 za 28% i 43 % orpdenju sa kontrolama odgovaréi
klonova, dok ovaj tretman bakrom nije doveo doistigki znatajnih promena u akumulaciji
MDA u listovima klona Pe 19/66 (slika 78c). U koomima klona B229 doslo je do
najdrasttnijeg porasta koncentracije MDA, gde se pri tretmamakrom od 300 mg/kg
koncentracija MDA u tretiranim korenovima pdaa skoro 4 puta u odnosu na netretirane. Pri
istom tretmanu doslo je do pa@anja akumulacije MDA i u korenovima preostala di@nk i to
kod klona Pe 19/66 za 177 %, a kod klona M1 za 608dnosu na odgovardje kontrole (slika
78d).

Na osnovu podenja sa kontrolnim biljkama, moZe se za&ijuda su joni kadmijuma
indukovali lipidnu peroksidaciju u listovima svisgitanih klonova, s tim da je kod klonova B229
i Pe 19/66 véa koncentracija MDA akumulirana pri tretmanu sa@kg, nego pri tretmanu sa 9
mg/kg kadmijuma (slika 78e). Kod korenova klona pfiLkoncentraciji kadmijuma od 9 mg/kg,
doslo je do powsanja koncentracije MDA za 65% u odnosu na kontriilen Pe 19/66 je pri
tretmanu najvée koncentracije kadmijuma pokazao péage koltine MDA za 44 % u odnosu
na kontrole, dok u korenovima klona B229 nije dadtnikakvih statistiki znaajnih promena
koncentacije MDA pod uticajem jona kadmijuma (sI#é&f).

Veliki broj dokaza u natnoj literaturi potvduje da u uslovima oksidativhog stresa
izazvanog teSkim metalima kod viSih biljaka doldaistimulacije procesa lipidne peroksidacije.
Tako je povéanje koncentracije MDA kao krajnjeg proizvoda liped peroksidacije usled
izlaganja teSkim metalima detektovano kod graSkazého-Rodriguez et al., 1997; Dixit et al.,
2001; Metwally et al., 2004.), raziiih genotipova razi (Wua et al., 2003), suncoki&eoppa et
al., 2001) Arabidopsis thaliangCho i Seo, 2004) i korenovim kvrZzicama soje (Baksse et al.,
2004), sto je u skladu sa rezultatima iz ovog Fwanja. Joni Ct doveli su do povisene lipidne
peroksidacije u korenovima i listovima pasulja (Ghaet al., 1997). Méutim, neki autori su
zabelezili i smanjenje intenziteta lipidne peroksifje usled delovanja teSkih metala. Tako je
grupa autora Romero-Puertas i saradnici (1999)ilatlamanjenje lipidne peroksidacije u
peroksizomima graska, dok promene u nivou lipideeoksidacije u korenu Sargarepe nisu

primetene pod uticajem jona €dSanita di Toppi et al., 1998).
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Usled lipidne peroksidacije, dolazi do promena staa masnih kiselina i lipidnih
komponenti tilakoidnin membranama, koje &mjao uttu na fluidnost tilakoidne membrane
(Luna et al, 1994; Maksymiec et al., 1994). Ovinorpenama strukture i funkcije tilakoidne
membrandn vivo se objasnjava i smanjenje fotoaktivnosti izazvamima tesSkih metala koiji
naruSavaju konformaciju i funkciju fotosistema, ikeg nalaze na tilakoidnim membranama
hloroplasta (Lidon et al., 1993; Ouzounidou etl802).

5.13. Uticaj teSkih metala na sadrzaj rastvorljivih proteina u listovima i korenovima

klonova topola

Ispitivanje uticaja teSkih metalagaairZaj rastvorljivin proteina pokazalo je da gdhn
izlaganja jonima nikla u listovima ispitanih kloreovtopola dolazi do povanja sadrzaja
rastvorljivih proteina pri obe primenjene koncenij@ nikla (50 i 150 mg/kg). U korenovima
topola samo viSa koncentracija nikla (150 mg/kg)jzgzvala povéanja sadrZzaja rastvorljivih
proteina, dok pri koncentraciji od 50 mg/kg ni wipem od ispitivanih klonova nije doSlo do
zna&ajnih promena u odnosu na netretirane topole (Flkab).

Do najznajnijeg povéanja sadrzaja rastvorljivin proteina doslo je udledmana sa
100 mg/kg bakra, pri kojem se kod klonova M1 i B&6 sadrZaj rastvorljivin proteina pada®
za 102 % i 89 % u odnosu na sadrzaj u netretirafliakaie, u listovima klona B229 pri
tretmanu bakrom od 300 mg/kg, doSlo je do pawga sadrzaja rastvornih protein tri puta u
poreienju sa sadrzajem u listovima netretiranih biljid@klona (slika 79 c). Nasuprot tome, iste
koncentracije tretmana bakra nisu dovele do promensadrZaju rastvorljivih proteina u
korenovima klonova B229 i M1. Korenovi klona Pe 8®/iu pokazali osetljivost na pa@as
sadrZaj bakra u zemljistu, te je doSlo do @ewvga sadrZaja rastvorljivih proteina za 174% pri
izlaganju koncentraciji od 300 mg/kg bakra u zeftiljiu pordenju sa kontrolom (slika 79 d).

Koncentracija kadmijuma od 9 mg/k@zwzala je inhibiciju biosinteze proteina kod
klona M1, te je doSlo do smanjenja sadrZaja rafitvibr proteina u listovima za 75 % u
poraienju sa kontrolama. Pri istom tretmanu, listovindoB229 i Pe 19/66 nisu pokazali
statisttki znatajne promene u sadrzaju rastvorljivih proteina, @olpri tretmanu kadmijumom
koncentracije 3 mg/kg doSlo do p@éemja sadrzaja rastvorljivinh proteina kod listovaadtbona
(slika 79 e). SadrZaj rastvorljivih proteina u koogima klonova M1 i B229 nije pokazao
zna&ajne promene pod uticajem jona kadmijuma, dok j&otenovima klona Pel9/66 pri
koncentraciji od 3 mg/kg doSlo do smanjenja sadrzagtvornih proteina na dvostruko nize

vrednosti od onih u kontrolnim biljkama tog klorsdia 79 f).
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Slika 79. Uticaj teSkih metala na sadrZaj rastyoprbteina u klonovima topola

5.14. Uticaj teSkih metala na aktivnosti enzima ulgli ¢éenih u antioksidantni odgovor topola

Vé je ilustrovano da usled izloZenosti teSkim metalidolazi do promena u sadrZaju

proteina, te je vrlo verovatno da neki od tih pimdeimaju i katalittku funkciju. Teski metali,

pored promena u ekspresiji enzima, izazivaju i pen njihove katalitke aktivnosti

zahvaljujiti velikom afinitetu vezivanja za sulfhidrilne ilieke druge grupe iz aktivhog centra

enzima, Sto dovodi do smanjenja aktivnosti ili pote inhibicije (Schutzendubel i Polle, 2002).

TeSki metali mogu da zamene metale iz aktivnih arent dovedu do promene aktivnosti ili/i

gubitka strukture tih metaloenzima. Usled oksidatly stresa izazvanog teSkim metalima, dolazi
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i do aktivacije odbrambenih antioksidantnih enzirkaji kod biljnih vrsta imaju funkciju
ublazavanja oksidativhog stresa. Riame ekspresije i aktivnosti enzima antioksidantnog
odgovora, poput superoksid-dizmutaze (SOD), gvdjpkooksidaze (GPx) i glutation-reduktaze
(GR) i dr. zabeleZeno je od strane velikog brojei@u(De Vos et al., 1992; Luna et al., 1994;
Stohs i Bagchi, 1995; Navari-1zzoet al., 1998; Gugtt al.,1999, Drazkiewicz et al., 2003; Wang
et al., 2004).

5.14.1. Uticaj teSkih metala na aktivnosti enzima uperoksid-dizmutaze u listovima i
korenovima klonova topola

Préenjem aktivnosti superoksid-dizmutaze u uslovimgegenosti zemljiSta jonima
nikla, dolazi do opadanja aktivhosti ovog enzima listovima pri obema tretiranim
koncentracijama nikla (50 i 150 mg/kg) u zemljidNajveli pad aktivhosti SOD prinden je u
listovima klona B229, gde se aktivhost smanjilaevidd 10 puta, mada je trend Zamnog
opadanja aktivnosti prinéen i kod druga dva klona, te se pri koncentradjil®0 mg/kg nikla
aktivnost SOD u listovima klona M1 smanjila za 1402 listovima klona Pe19/66 za 113 % u
poreienju sa netretiranim kontrolama odgovaé#jklonova (slika 80a). Postoje zfzgne razlike
u aktivnosti SOD u listovima netretiranih klonovwako klon B229 pokazuje skoro dvostruko
vecu superoksidaznu aktivnost u listovima nego klon, M1zna&ajno veu aktivnhost od
netretiranih listova klona Pe19/66. Nasuprot tomkorenovima biljaka klona Pe19/66 tretiranih
maksimalnom dozvoljenom koncentracijom nikla (50/kgy do3lo je povéanja superoksidazne
aktivnosti, dok se pri istoj koncentraciji u korefmoa klona B229 aktivnhost SOD nije menjala. U
korenovima klona M1 doSlo je do inhibicije aktivtioza oko 30 % u potenju sa kontrolama
(slika 80b).

Pod uticajem jona bakra, aktivnost SOD u listoviraala je kod klona M1, dok je u
listovima klona B229 ta aktivnost opadala pri oletitane koncentracije. Tretman od 100 mg/kg
bakra u zemljiStu nije izazvao promene u aktivnastperoksid-dizmutaze u listovima klona
Pel9/66, dok je tretman sa 300 mg/kg bakra intobaktivnost SOD za 40 % u odnosu na

netretirane kontrole (slika 80c).

Uticaj Ni na aktivnost SOD u listovima Uticaj Ni na aktivnost SOD u
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Uticaj Cu na aktivnost SOD u listovima Uticaj Cu na aktivnost SOD u korenima
350 - a2 120 >

300 100

750 = b B i b

200 ——d —

€

60
150 (S — —
100 ——— -

10
50 - | — E 20
0 0
M1 8229 Pe19/66 M1 B229 Pe19/66
uo 101,1 309,2 318,2 [T 30,66 72,97 78,99
BMDK 1743 2225 3248 B MDK 57,28 73,41 1367
3*MDK 2042 1247 2222 3*MDK 25,70 102,31 32,16

Unit 50Df mg proteina
Unit 5OD/mg proteina

Uticaj Cd na aktivnost SOD u listovima Uticaj Cd na aktivnost SOD u
600 korenovima

a

500

‘s 120 -
100 b

300 —— P
e
200 — e
b 40
100 — — 20
a — o

M1 B229. Pe18/66 M1 B229. Pel9/66
[T 2994 512,1 2751 [T 49,31 57,90 50,21
WMDK 2913 2834 2143 WMDK 48,10 82,66 69,07

3*MDK 3457 406,6 377,7 3=MDK 62,71 76,70 103,25

e) f)

[ Ni kontrola [CNi 50 mg'kg [] Mi 150 mg/kg

bc

Units SOD/ mg proteina
o
a
‘.1
a
\
Unit SOD/mg proteina
33
®
a
i
|
T

I Cu kontrola [Cu 100 mgkg ] Cu 300 mg'kg

[ <d kontrola [l Cd 3 mgkg [] Cd9 mgkg

Slika 80. Uticaj teSkih metala na enzimsku aktiwr®@D u listovima i korenovima klonova topola

Aktivnost SOD u listovima klonova®220 i Pe19/66 opadala je pod uticajem jond'@d
koncentraciji od 3 mg/kg opada, dok kod klona Mlivadost SOD je ostala nepromenjena. Pri
tretmanu véom koncentracijom kadmijuma u zemljiStu (9 mg/kdjstovima klonova M1 i Pe 19/66
doSlo je do pow&anja SOD aktivnosti u odnosu na netretirane bi(giéka 80d). Ovo powe&anje
aktivnosti SOD pod uticajem viskih koncentracijalk@juma moZe se objasniti kao aktiviranje SOD
u uslovima oksidativnog stresa. Péamje aktivnosti SOD pod uticajem jona kadmijuma
koncentracije od 9 mg/kg zabeleZeno je u korenoswzatri ispitana klona, te je kod klona Pe19/66
aktivnost SOD pri tom tretmangak udvostriena u poréenju sa aktivna® SOD u korenovima
kontrolnih biljaka tog klona (slika 80e).

5.14.2. Uticaj teSkih metala na enzimsku aktivnosgvajakol-peroksidaze (GPx) u listovima i
korenovima klonova topola

Biljke sadrze raztiite vrste peroksidaza koje za svoju aktivnost aajtevodonik-peroksid.
Askorbat-peroksidaze (APx), lokalizovane u hlorgfilaa, citosolu i peroksizomima, imaju funkciju
da koristéi askorbinsku kiselinu kao elektron donor redukwjodonik-peroksid nastao u tim
organelama. Drugu grupu peroksidaza predstavijaguikmje koriste fenolna jedinjenja kao supstrat i

mogu biti podeljene apoplastie i vakuolarne peroksidaze. Smatra se da perdesidazane za
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¢elijki zid u¢estvuju u oksidaciji monomera lignina, obedhjei¢i time supstrate za formaciju lignina i
druge fizioloSke procese (Diaz et al., 2001; Takada Oniki, 2000). Peroksidaze¢astvujiti u
sintezi lignin, izgrduju fizicku barijeru¢ime spréavaju spréavaju ulazak teskih metalaceliju (Rei
et al., 2004).

1/2 HyO

on
P
12 H%
. ocH
Peroxidase Ie 2 1
on

7 - .
Lignin
ocH;
OH
Oxidase 7
OCH3

tz
114 0,

12 H,0

Slika 81.Polimerizacija koniferil alkohola u lignin. Reakziflva metabatka puta, jedan katalizovan

peroksidazama, a drugi oksidazama

Rastvorljiva apoplastha peroksidaza moze da redukuje vodonik-peroksioonza fenolnih
jedinjenja ili askorbinske kiseline (Takahama i Kdni2000). Biljni fenoli, posebno flavonoidi i
fenilpropanoidi iz vakuole i apoplasta sluZze kaek&bn-donori nespecifinim peroksidazama (npr.
gvajakol-peroksidaze) koje vrSe detoksifikacijyld u ovim organelama. Nastali fenoksil-radikal u
ovoj reakciji se neutraliSe askorbinskom kiselinah koje nastaje monodehidroaskorbat-radikal.
Novonastali radikal se disproporcioniSe do askarbat dihidroaskorbata DHA (reakcija 3)
zahvaljuj€i aktivnosti dihidroaskorbat-reduktaze (DHAR) (Yesa&i et al., 1997; Sgherri et al.,
2003; Sakihama et al., 2002; Takahama i Oniki, 2000ema Sakihama i saradnicima (2000) i
monodihidroaskorbat reduktaza (MDAR) se moZe pdnakao fenoksil-radikal reduktaza u

apoplastu, gde regeneriSe redoks status fenola.

Fd
MDAR

Aseorbate radical
(MDA)

Cytosol
H.0, H,0
Apoplast

Phytophanolics Phenoxyl radicals

Ascorbate

MDAR
Ascorbate

Slika 82. Sinergistko dejstvo askorbat peroksidaze i peroksidaze kapasuspstrat koristi

fenolna jedinjenja (Sakihama et al., 2000)
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Metalni joni mogu uticati na vreme Zivota fenoksilikala zbog sposobnosti ovog radikala
da inicira lipidnu peroksidacijéelijskih membrana, ali i oksiduje biomolekule ksiji inkorporirani u
njoj. Toksiénost metala poput Al", Cd?*i Zn ** zadrzanih u apoplastima korena se obja3njava rja ova
n&in. U uslovima visoke akumulacije ,B, usled oksidativhog stresa, aktivhost GPx predgstavl
zna&ajan mehanizam biljke da aktiviieS ove nespecifne peroksidaze snizava koncentraciju

vodonik-peroksida kao potencijalnog prekursora signeg hidroksilnog radikala.

Gvajakol-peroksidaza (GPx) je kod sgihitanih klonova topola pokazala Zagu promenu
aktivnosti i aktivaciju pod uticajem jona Kipri obe tretirane koncentracije. U listovima klod
pod uticajem jona NI koncentracije 150 mg/kg, do$lo je do péamja aktivnosti GPx za okietiri
puta u odnosu na listove kontrolnih biljaka togndp dok se aktivnost GPx u listovima klona Pe
19/66 povéala tri puta u porenju sa listovima netretiranih biljaka (slika 83Zhatajno povéanije
aktivnosti GPx pri tokshim koncentracijama jona nikla u zemljiStu pritero je i kod korenova
klonova B229 i Pe 19/66, gde je ustanovljeno pamge aktivnosti ovog enzima za 262 i 323 % pri
tretmanu sa 150 mg/kg nikla u odnosu na odgovéeajetritirane klonove. Aktivhost GPx u
korenovima klona M1, pri tretmanu sa trostrukatora koncentracijom nikla od dozvoljene, je
povetana dva i po puta u odnosu na onu kod netretitaitjka (slika 83b).

Povéanje aktivnosti GPx prindeno je kod klonova topola i pod uticajem jona bakrabe
ispitane koncentracije (100 i 300 mg/kg). U listoa klona M1, usled tretmana sa 100 mg/kg bakra
doslo je do petostrukog patanja aktivnosti GPx, dok je kod druga dva klonaivakist GPx
povetana dvostruko u odnosu na kontrolne biljke (slilB&)8 U listovima svih klonova topola, pri
tretmanu bakrom trostruko &m koncentracijom od maksimalno dozvoljene za Zétalj(300
mg/kg), dolazi do inhibicije aktivnosti GPx u odmosa onu kod biljaka raslih na nizoj koncentraciji
bakra (100 mg/kg), kako u listovima, tako i u kareima klonova topola. Naj¥a aktivhost GPx
zabeleZena je u korenovima klona Pe 19/66 kojigetretiran bakrom koncentracije 100 mg/kg, gde
se aktivnost GPx povala pet puta u odnosu na kontrole, dok je u koremavklona B229
utrostriéena pri istom tretmanu (Slika 83d).

GPx u odnosu na listove druga dva klona, kod ksgitaktivnost GPx nije promenila pod uticajem 3
mg/kg kadmijuma u zemljiStu. Pri tom tertmanu utoidma klona M1 doSlo je do potanja
aktivnosti GPx pet puta u odnosu na netretirarjkeyib pri tretmanu trostruko #m koncentracijom
kadmijuma (9 mg/kg) doslo je do paamja aktivnosti GPx na dvostruko viSe vrednostdnasu na
netretirane biljke. U listovima klonova B229 i P&® pod uticajem 3 mg/kg jona kadmijuma doSlo
je do porasta aktivnosti GPx za 235 i 65%, dok¢¢nan sa 9 mg/kg jona €du listovima klona
Pe19/66 izazvao inhibiciju aktivnosti ovog enzina20% (slika 83e). U korenovima sva tri klona pri
toksiénim koncentracijama kadmijuma u zemljiStu doSlalgepovéanja aktivnosti GPx , a aktivnost

ovog enzima u korenovima topola je niZza u odnosuimmerenu u listovima.
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Kod korenova klona B229, aktivno$tx3od uticajem tretmana od 3 mg/kg kadmijuma se
udvostriila u odnosu na kontrole, dok se pri tretmanu odgdkg kadmijuma aktivhost GPx snizila
na vrednost koja odgovara vrednostima kontrole. Hngya dva klona topole, tretman od 9 mg/kg

kadmijuma je izazvao viSestruko péadje aktivnosti GPx u korenovima u odnosu na kadmro
biljke (slika 83f).

Uticaj Ni na aktivnost GPx u listovima Uticaj Ni na aktivnost GPx u
klonova topola korenovima klonova topola
300 3 90
2 20 : : = 80 b
=200 b be = — § 50 . ol
8 150 d a — e 28 ¢ de [
¥ 100 f f | £ 3 . & ef . —
£ 50 | 2 20 |
:o e me o .
M1 B229 PE 19/66 M1 B229 PE 19/66
"o 635 60.8 84.2 g 16.48 21.25 15.12
MDK 169.9 102.6 140.2 MDK 41.66 26.76 34.48
3*MDK 2472 154.6 242.4 3EVIDK 49.14 78.55 63.96
a) b)
Uticaj Cu na aktivnost GPx u listovima Uticaj Cu na aktivnost GPx u
klonova topola korenovima klonova topola
250 é 80 4
E‘D 200 : 3 gg b b
S 150 g 0 [—
o b 2 d |
H 122 at b e ger P4 53 & e 5 s —
s i 10 1
5 il il S J
M1 B229 PE19/66 M1 B229 PE 19/66
[ 1] 36.69 16.24 3278 g 12.10 14.74 15.57
= MDK 191.28 54.44 53.83 u MDK 30.85 51.49 73.87
TEMDK 7188 23.01 2737 3*MDK 23.89 13.16 50.58
c) d)
Uticaj Cd na aktivnost GPx u listovima Uticaj Cd na aktivnost GPx u
klonova topola korenovima klonova topola
250 kS . a
3 200 z 2 30 7 -
[ 25 |
3 10 T c ¢ , [
2 100 b o 15 de I -
= bC cde bed 5 10 [
; ns | mulll > 5
M1 B229 PE19/66 M1 B229 PE 19/66
L 1] 36.69 16.24 3278 =g 6.50 18.22 13.68
BMDK 191.28 54.44 53.83 B MDK 12.25 29.64 9.83
3*MDK 71.88 43.01 2737 3*MDK 24.12 19.66 3175

e) f)

[ Ni kentrola [ Ni 50 mg/kg ] Ni 150 mg/kg
M Cu kontrola [FCu 100 mg/kg ] Cu 300 mgkg

[ Cd kontrola [l Cd 3 mgkg [] Cd9 mgkg

Slika 83. Uticaja teSkih metala na enzimsku aktstr®Px u listovima i korenovima klonova topola

5.14.3. Uticaj teSkih metala na aktivnost enzima gtation-peroksidaza (GSH-Px) u listovima i
korenovima klonova topola

Glutation-peroksidaza je enzim koji imanKuaiju sniZzenja koncentracije vodonik-peroksida i
poznat je kao enzim antioksidantne odbrane.
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Uticaj Ni na aktivnost GSH-Px u Uticaj Ni na aktivnost GSH-Px u
listovima klonova topola korenovima klonova topola
140 a 2 140 3
120 5 =1 120 =
100 b—3 b — 100 ; |
E 80 i b B = E 80 i 1
= g Y | o
= 60 o — £ 60 ke o
5 40 4 3 g — 5 a0 : oI e
: i = 3 N e e
¢ M1 B229 PE18/66 ¢ M1 B22% PE19/66
o 85,75 24,50 38,63 mo 41,28 21,67 30,15
HMDK 127,21 65,96 71,61 W MDK 114,02 126,27 25,44
3*MDK 86,69 91,40 129,09 3FMDK 52,77 32,04 20,73
a) b)
Uticaj Cu na aktivnost GSH-Px u Uticaj Cu na aktivhost GSH-Px u
listovima klonova topola korenovima klonova topola
350 ~ 140 3
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g 250 a g w0
w200 = = 80 be — bed bed
F 150 = . & f — 3 e bed d cd "% od
5 100 — s —
50 — 20 —
o a
M1 B229 PE18/66 M1 B22g PE19/66
[ [4] 159,25 250,65 215,78 14} 65,02 49,94 52,77
BMDK 89,52 849,52 129,09 BMDK 54,86 118,73 60,31
3*MDK 288,34 141,34 188,40 3*MDK 68,79 60,31 50,88
c) d)
Uticaj Cd na aktivnost GSH-Px u Uticaj Cd na aktivnost GSH-Px u
listovima klonova topola korenovima klonova topola
a
350 160
300 ° E 140 b
g 250 ‘ 2120 -
= 200 5 2 1gg 5
a o e de d 5 50 d de ge
5 100 = ef 3 4a 2 1
= — -
20
e M1 B229 PE18/66 “ M1 B229 PE19/66
[ [4] B198 257,76 227,09 [_[] 76,33 5371 108,36
BMDK 87,63 133,80 108,36 W MDK BB,57 5183 151,71
13*MDK 51,83 94,23 34,86 H3*MDK 3958 47,11 13,12
e) f)

[ Ni kontrola [C]Ni50 mgkg [] Nil50 mghkg

I Cu kontrola [FCu 100 mg/leg | Cu 300 mg'kg

Bl Cd kontrola [l Cd3 mg'kg [] Cd9 mgkg

Slika 84. Uticaj teSkih metala na aktivnosti gligatperoksidaze u listovima i korenovima klonova
topola
Pod uticajem jona i u listovima svih ispitanih klonova topola dodk flo povéanja
aktivnosti GSH-Px. Pri izlaganju klonova topola kentraciji od 150 mg/kg nikla, u listovima
klonova B229 i Pel9/66 dosSlo je do péamrja GSH-peroksidazne aktivnosti za viSe od traput
odnosu na netretirane biljke, dok u listovima kldha nije doslo do statitki zn&ajnih promena. Pri
tertmanu niklom koncentracije 50 mg/kg, aktivnoSHsPx u listovima svih klonova je polana, a
naraiito kod klona B229, gde je pot@&na za 169 % u odnosu na kontrole (Slika 84a). i@ravima,

koncentracija nikla od 50 mg/kg je izazvala drasii pove€anje aktivhosti GPx kod klonova B229
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(oko 6 puta) i M1 (skoro 3 puta) u odnosu na kdnediljke. Nasuprot tome, pri istom tretmanu
niklom, kod korenova klona Pe 19/66 doslo je ddhidije aktivhosti GSH-Px za 18% u odnosu na
kontrole. Pri tretmanu trostruko visSim koncentragip nikla od MDK (150 mg/kg) doSlo je do
poveanja aktivnosti GSH-Px u korenovima klonova M1 i2B2za 27% 42%, dok je kod klona Pe
19/66 doSlo do neznatne inhbicije aktivnost GSHiorelenju sa kontrolnim topolama (slika 84b).
Aktivnost GSH-Px u listovima kloretretiranih bakrom smanjila se pri koncentracykia

od 100 mg/kg, dok je pri tretmanu viSom koncenjeeibakra (300 mg/kg) doslo do aktivacije ove
aktivnosti. Aktivnost GSH-Px u listovima klona Mbd biljaka tretiranih sa 300 mg/kg jona bakra
bila je dvostruko viSa od aktivnosti GSH-Px kod kota (slika 84c). U korenovima klonova M1 i
Pe19/66, pri visokim koncentracijama jona bakra dipslo do zn@jnih promena u aktivhosti GSH-
Px, jedino kod klona B229 pri tretmanu od 100 mgé&dgivnost GSH-Px je porasla za 82 % u odnosu
na netretirane biljke tog klona (slika 84d).

Za razliku od jona druga dva ispitametala (Ni* i CUP*), koji su sa porastom koncentracije
u zemljiStu izazivali poweanje aktivnosti GSH-Px, joni kadmijuma su u listoa klonova B229 i Pe
19/66 inhibirali aktivnost GSH-Px. Usled tretmar@anijma kadmijuma koncentracije 9 mg/kg u
listovima klona B229, doSlo je do smanjenja aktsthma trostruko niZzu vrednost u pdemju sa
kontrolom, dok je aktivnost GSH-Px kod listova kdoRe 19/66 inhibirana viSe od Sest puta u odnosu
na kontrolu (slika 84e). U korenovima klonova MR& 19/66 aktivnosti ovog enzima su se gale
pri izlaganju koncentraciji od 3 mg/kg kadmijumaodPuticajem koncentracije kadmijuma od 9
mg/kg, u korenovima oba klona, M1 i Pel19/66, dgélalo inhibicije aktivhosti GSH-PX, i to kod
klona M1za 90 %, a kod korenova klona Pe 19/66adigSdo smanjenja aktivnosti GSH-Px skoro 9
puta u odnosu na kontrole (slika 84f).
5.14.4. Uticaj teSkih metala na enzimsku aktivhosglutation-reduktaze (GR) u listovima i
korenovima klonova topola

Glutation reduktaza, predstavlja cajan enzim ciklusa glutationa, koja ima funkciju da
redukuje oksidovani glutationa do redukovane fokmje je sposobna da&estvuje u antioksidantnom
odgovoru biljke na abiatki stres.

Uticaj Ni na aktivnost GR u listovima Uticaj Ni na aktivnost GRu
klonova topola korenovima klonova topole
45 1,2
40 o | z b
z 33 =t b—b = b 2 d e 4 3 = ,
3 ' : ' = T o8 i
T is — £ o0s —
ol = ? oz =
0.0 0,0
’ M1 B229 PE19/66 M1 8229 PE19/66
mg 266 297 2,64 mo 0,773 0,764 0,731
MDE 2,90 2,90 407 MDK 1,006 0,879 0,961
3*MDK 241 2,08 2,84 3*MDK 0,743 0,772 0,633
a) b)
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Uticaj Cu na aktivnost GR u listovima Uticaj Cu na aktivhost GRu
klonova topola korenovima klonova topola
6,0 Y 03 35 86 a5 =4 e
50 cd =
2 a0 £ - -
2 ap b oo b fopocd 5 def k. =
E 20 -l £ ] —
ERY
— = | — —
0.0
M1 B229 PE18/66 B229 PE19/66
[ [4] 2,720 2,408 2,389 (] 0,758 0723 0,715
BMDK 2,553 2,199 4974 BMDKE 0,756 0,654 0,715
3*MDK 2,650 2,534 2,408 3*MDK 0,726 0,613 0,784
c) d)

Uticaj Cd na aktivnost GR u listovima
klonovatopola

Uticaj Cd na aktivnost GR u
korenovimaklonova topola

N P s )

Units
DO RN
Binoino
'
Units / g FWf
SRl =R=T=R=1=N=1=]

M1 B229 PE19/66 ’ M1 PE19/66
[ 2,904 2,363 2,479 [T} 0,645 0,385 0,632
EMDK 3,709 3,188 1,500 EMDK 0,840 0,627 0,638
3*MDK 2,606 2,416 1124 I*EMDK 0622 0,369 0,487
e) f)

[ Ni kontrola [7]Ni 50 mg/kg [] Ni 150 mg/kg
I Cu kontrola [BkCu 100 mg/kg ] Cu 300 mg'kg

Bl Cd kontrola [l Cd3 mgkg [] Cd9 mgkg

Slika 85. Uticaj teSkih metala na aktivnosti gligatreduktaze u listovima i korenovima klonova
topola

Pod uticajem jona nikla koncenifeaod 50 mg/kg u zemljiStu, kod listova klonova M1
Pe 19/66 doSlo je do potenja aktivhosti GR za 9% i 54 % u péesju sa odgovaragim
kontrolama. Prisustvo viSih koncentracija Ni (150/kg) u zemljiStu dovelo je do neznatne inhibicije
u aktivnosti GR kod listova klonova B229 i M1, Kao kod listova klona Pe 19/66 nije dovelo do
statistiki znatajnih promenau aktivnosti GR (slika 85a). Pod y#icatretmana nize koncentracije
nikla (50 mg/kg) u korenovima klonova M1 i B229 o do povéanja aktivhosti GR, dok pod
uticajem viSe koncentracije jona nikla (150 mg/udRorenovima istih klonova, nije doslo do promena
u aktivnosti GR. Pri istom tretmanu (150 mg/kg”Niu korenovima klona Pel9/66, izazvana je
neznatna inhibicija (15%) u patenju sa kontrolnim biljkama (slika 85b).

Aktivhost GR u listovima klonova topdidl i B229 se pod uticajem poviSenih koncentracija
jona Cd* u zemljidtu nije menjala, dok se u listovima kldP@ 19/66 aktivnost GR, pri tretmanu od
100 mg/kg CE, udvostrdila u odnosu na netretirane biljke tog klona. Kortcacija od 300 mg/kg
bakra nije dovela do stati&ti znatajnih promena u aktivnosti GR ni kod klona Pe 19tka 85c).

Pri kontaminaciji zemljiSta sa 100 mg /kg bakraanehovima klonova M1 i Pe 19/66 nije doSlo do
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statistEki znatajnih promena u aktivnosti GR, osim kod korenovankl B229, kod kojeg je aktivhost
GR inhibirana svega 10% u odnosu na netretirarjkebillretmani bakrom koncentracije od 300
mg/kg nisu izazvali promene u aktivnosti GR u kangma klona M1, dok je aktivnost GR kod klona
Pe 19/66 powana za 9% u odnosu na kontrolu. GR aktivnost urtaviena klona B229 pri tretmanu

od 300 mg/kg bakra je inhibirana za 17 % (slika)85d

Pri niZzim koncentracijama Cd (3 mg/k@gtb je do porasta aktivnosti glutation-reduktaze u
korenovima i listovima klonova M1 i B229, dok pretmanu viSom koncentracijom Cd (9 mg/kg)
nisu zabeleZzene statidti znatajne promene ni u listovima, ni korenovima pomemutionova.
Tretman sa 9 mg/kg kadmijuma doveo je do inhibialfgvnosti GR u klonu Pe19/66 i to u listovima
za 120%, a u korenovima za 30 % u dergu sa aktivnostima u kontrolnim biljkama. Tretnsn3
mg/kg kadmijuma u zemljiStu nije doveo do statlétiznatajnih promena u aktivhosti GR u
korenovima klona Pe 19/66, dok je u listovima iskbmna izazvao inhibiciju aktivnosti GR za 30 %
(slika 85ef).

Biljke reaguju na oksidativni stres péagjem aktivnosti enzima antioksidantne zastite popu
enzima koji ulaze u askorbat-glutation ciklus i glluenzima koji imaju ulogu da Stite biljku od
slobodnih radikala (Das et al., 1978; Seregin .eR&l01; Schickler i Caspi, 1999). Veliki broj rado
ukazuje na povezanost toksih efekata jona Ni i oksidativnog stresa (Madhava Rao i Sresty, 2000;
Gajewska et al., 2006; Boominathan i Doran 2002nr&di et al., 2001). Nikl nije redoks-aktivan
element, te ne moze direktno da izazove generaeiltivnih kiseoninih vrsta, ali zato joni Nf
indirektno interaguju sa velikim brojem antioksitldih enzima poput superoksid-dizmutaze (SOD),
katalaze (CAT), glutation-peroksidaze (GSH-Px),tafion reduktaze (GR), gvajakol-peroksidaze
(GPx) i askorbat peroksidazom (APx) (Pandey i Skar®02; Hao et al., 2006; Baccouch et al.,
1998; 2001; Gajewska i Sklodowska, 2005). Izlozehdike niskim koncentracijama Ni (0.05 mM)
u kratkom periodu dovodi do potenja aktivnosti SOD, POD, GR i GSH-Px, a time i kel
antioksidantne odbrane, kako bi se u najma roku uklonile pougane koncentracije ROS-a
(Freeman et al., 2004; Gajewska i Sklodowska 2@@hjckler i Caspi 1999; Gomes-Juniora et al.,
2006). Melutim, u visokim koncentracijama joni Wi redukuju aktivnost mnogihéelijskih
antioksidantnih enzima, in vivo i in vitro, te se smanjuje sposobnost biljke da vrSi neaaasiiu
slobodno-radikalskih vrste, Sto vodi ka péaeoj akumulaciji ROS-a i u krajnjoj instanci,
oksidativnhog stresa u biljci (Zhao et al., 2008;jé@eska i Sklodowska, 2007; El-Maraghy et al.,
2001). Aktivnost antioksidantnih enzima moZe darean zavisnosti od vremena izloZzenosti i vrste
tretmana kao i iznd razlgitih vrsta i biljnih organa (Tatrai et al., 2001eDCarmen et al., 2002).

U eksperimentima Gajewske i Sklodkev$2007), aktivnosti SOD i CAT su zZfgno
opadale u listovima p$enice posle tretmana sapM®Ni* u trajanju od 3, 6 i 9 dana, dok su se
aktivnosti GSH-Px, GPx i APx povavale. M@utim, isti autori (Gajewska i Sklodowska, 2005)

navode da izloZenost graska jonima nikla u trajanjul4 dana (koncentracijama od 10, 100, 200
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Ni) rezultira u redukciji SOD aktivnosti, i u izkmjna i korenovima, 5to se slaze i sa rezultatima
dobijenim za klonove topole u ovom istraZivanju. tikkost glutation-S-transferaze (GST) se
poveala u izbojcima i korenovima, dok je aktivhost CAdStala nepromenjena (Gajewska i
Sklodowska, 2005). U vodenoj kulturi koncentradijd” od 0.5 mM je izazvala potanje aktivnosti
SOD, GR i GPx i smanjenje aktivnosti CAT kod 6 dataih reznic&Cajamus cajarfMadhava Rao i
Sresty, 2000). U listovima kupusa, aktivnosti CAGIPx su zn&jno opadale nakon tretmana sa 0.5
mM Ni tokom 8 dana (Pandey i Sharma, 2002). Trepadanja enzimske aktivnosti SOD, CAT i
GPx zabeleZen je u listovimidydrocharis dubigkao odgovor na tretmane niklom u koncentracijama
od 0.5, 1, 2, 3, 4 mM primenjenim u trajanju od dana (Papadopoulos et al., 2007). TG0
dokazano je da u korenovima sadnica p3eniaétiqum darum) joni Ni** izazivaju povéanje
aktivnosti plazmamembranske NADPH oksidaze, koja ulogu u stvaranju ,,oksidativne ekspozije”
u uslovima stresa i koja predstavlja izvor ROSHljei (Hao et al., 2006).

Efekti jona Nf* na aktivnosti enzima sa antioksidantnom ulogom asslikuju kod biljnih
vrsta koje su opisane kao hiperakumulatori tog fagtanih koje nisu. Tako, kod neakumulatorske
vrste A. maritimum tretirane rastvorima soli nikla, aktivnosti askatdperoksidaze, superoksid-
dizmutaze, glutation-reduktaze su se p@ale, dok su aktivnhosti ovih enzima kod biljaka
hiperakumulatorske vrsté. argenteumostale nepromenjene, osim aktivnosti SOD koja ija b
inhibirana (Schickler i Caspi, 1999).

Unutaréelije, joni C#* se transportuju putettaperona. Mogte je i da SOD, koja sadrZi jone
CW, zr®*, Fé" ili Mn?" u svom aktivnom centru, igra dvostruku ulogu uvpreiji toksinosti
metala. SOD sa jedne strane neutralizacijop r@dikala odrZzava niske koncentracije reaktivnih
kiseontnih vrsta, dok je sa druge strane vezivanjem joretala u aktivne centre sgeva
prooksidativno delovanje jona slobodnih metala. &aka je pov@na koncentracija “slobodnih”
jona Fé" kod kvasaca sa deficitom Fe-SOD i/ili Mn-SOfime je potvidena vaZna uloga SOD u
mobilizaciji i vezivanju jona Fé(Srinivasan et al., 2000). SOD mobilizacijom joret ‘Fspre&ava
njihovo we&e u Fentonovim reakcijama koje doprinose gawgu koncentracije ROS-a. Pokazano je
da izlaganje povisenim koncentracijama jona®‘Cizaziva povéanje aktivnosti Cu/Zn SOD
(Chongpraditnum et al., 1992; Kurepa et al., 19%1), sugeriSe da joni bakra imaju ulogu u
modulaciji aktivnosti Cu/Zn SOD na transkripcionomou. Ovo istraZivanje dokazuje da SOD osim
antioksidantne uloge, ima vaznu ulogu u regulagijitatelijskih koncentracija slobodnih jona €u

Vigak jona C@" u biljikama dovodi i do promena u aktivnosti ansilantnih enzima poput:
askorbat peroksidaze-APx, monodehidroaksorbat-tadek(MDHAR), dehidroaksorbat-reduktaze
(DHAR), glutation-reduktaze (GR), superoksid-dizarg (SOD), gvajakol peroksidaze (De Vos et
al.,, 1992; Luna et al., 1994; Stohs i Bagchi, 198&yvari-lzzoet al., 1998; Gupta et al.,1999,
Drazkiewicz et al., 2003; Wang et al., 2004; Stajeeal., 2013), $to moZe da rezultuje pojavom

oksidativnog stresa kod biljaka. Askorbat-glutatédkius igra vaznu ulogu u smanjenju oksidativhog
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stresa kod biljaka usled povisenih koncentracijsaj€d* (Gupta et al., 1999; Drazkiewicz et al.,
2003).

U listovima suncokreta usled delovanja jona kadmgudoSlo je do truljenja listova i
smanjenja sadrzaja redukovanog glutationa (GSH)ff et al., 2001; Gallego et al., 1996). Veliki
broj radova, potvuje da joni C8" izazivaju smanjenje nivoa GSH kod raznih biljnilsta (Rauser et
al., 1995; Dixit et al., 2001; Balestrasse et aD01). Smanjenje nivoa GSH se moZe objasniti
inhibicijom aktivnosti glutation-reduktaze (GR) ¢ti et al., 2001), kao i po¥anom potroSnjom
redukovanog GSH u sintezi askorbata (Pietrini gt2003). Drugi autori (Vogeli-Lange i Wagner,
1990; Grill et al., 1985), su objasnili da do snesg koncentracije redukovanog glutationa pod
uticajem jona teSkih metala dolazi usled mobiligslobodnog glutationa za sintezu fitohelatintg a
komplekse fitohelatina sa teSkim metalima su i @akau vakuolama listova duvana. Kompleksi
fitohelatina sa jonima Ctdokazani su i kod\vena sativa pretpostavlja se da se u ovoj formi joni
kadmijuma transportuju kroz tonoplast (Salt i RausE995). Znaajan porast koncentracije
fitohelatina, zabeleZzen je i kod dve vrste pSetiierane poviSenim koncentracijama kadmijuma
(Stolt et al., 2003).

Tretmani jonima CH doveli su do powanja aktivnosti lipooksigenaze, sa simultanom
inhibicijom antioksidantnih enzima, SOD i CAT (Soshakaraiah et al., 1992). Aktivnosti SOD, GR,
APx, POD i CAT su pokazale varijabilnost u zavignesl koncentracije jona GHi tretirane biljne
vrste (Wua et al.,, 2003). Aktivhost CAT u velikomoju radova je bila smanjena pod uticajem
poviSenih koncentracija jona €d(Shim et al., 2003; Dalurzo et al., 1997; Sialtoak, 2001;
Fornazier et al., 2002). Matim, Vitoria i saradnici (2001) su dokazali povigeaktivhosti CAT, GR
i specifiénih izoenzima SOD u listovima i korenovima otpormérijeteta rena, pri izlaganju raston
koncentracijama Cd (od 0.25 do 1 mM). NiZze koncentracije ¢50 uM) izazvale su pow@nje
aktivnosti GR, SOD i GSH-Px u kvrZicama i korenjojes dok su umerene (10@M) i visoke
koncentracije (20uM) jona Cd* uzrokovale oksidativni stres i inhibiciju ovih éma u korenju i
kvrzicama soje (Balestrasse et al.,, 2001). &eane koncentracije metala u ogledima u
kontrolisanim uslovimagesto ne odgovaraju onima koje se mogéi n&kontaminiranom zemljistu na
prirodnim stanidtima (Sanita di Toppi i Gabriell§99). Tako su, primenjene koncentracije jona Cd
na vrstuThaspikoja je pokazala sposobnost akumulacije visokirckatracije jona Cd, bile daleko
viSe od onih koje se mogu d¢iau kontaminiranom zemljiStu. Uzimajuovo u obzir, Milone i
saradnici (2003) su izavali antioksidantni odgovor izazvan jonima kadmiguu razkitim sortama
pSenice tretiranih realnim koncentracijama (dquDCd™). U tom radu, aktivnosti SOD, APx i CAT
su bile inhibirane u korenovima najsenzitivnijihnrtioAdamello, dok je kod najtolerantnije sorte,
Ofanto aktivhost SOD pokazala 2agnu inhibiciju. U korenovima i listovima graskadaticajem
jona Cd" doslo je do powsnja lipidne peroksidacije, nivoa8, i aktivnosti SOD, CAT, APx i GR,
dok su aktivnosti APx i CAT bile sniZzene pri visokikoncentracijama Cd (Dixit et al., 2001).
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Smanjenje aktivnosti SOD i CAT i gotovo potpuni gak aktivnosti APx priméen je i u korenovima
bora nakon 48h pod uticajem jona “Cdoncentracije 5uM (Schutzendubel i Polle, 2001). U
listovima suncokretgioni Cof* uticali su na smanjenje sadrzaja redukovanog G&H povéanje
aktivnosti antioksidantnih enzima SOD, CAT, APx, GRHAR. Dokazano je da aktivnosti ovih
enzima zavise od koncentracije jona’Gdspitivanog organa i starosti bilike (Gallegoadt, 1996,
1999; Groppa et al., 2001). U korenovima i listoaihilike pasulja, koncentracija jona od 5 mM,
dovela je do pouamnja aktivhosti GSH-Px i APx, kao i poviSene lipgdperoksidacije (Chaoui et al.,
1997). U dve vrste rodalyssum aktivnost GR se povala pri tretmanu od 0.02 mM jona ¥ddok
se pri tretmanu sa 0.05 mM Eaiktivnost GR smanijila (Schickler i Caspi, 19993ladl velikog broja
radova na ovu temu, dodatna istrazivanja uticaghriuma na modifikaciju enzimske aktivnosti su
predstavljena u tabeli 9.

Tabela 9.Pregled radova o modifikaciji aktivnosti antioksitieih enzima kod raalitih vrsta biljaka

usled razkitih primenjenih koncentracija i vremena izloZzem@Benavides et al., 2005)

Koncentracija Vreme izlaganja Biljna vrsta I\:Iudi.ﬁkuvane aktivnosti enzimskih Referenca
leadmii (ulv) metalu sistema
5 10d Pisum sativiim CAT, APOX. GPOX Metwally et al., 2003
1 and 10 10d Triticum durum CAT, SOD, APOX, GPOX Milone et al., 2003
4 and 40 7d Pisum sativum CAT, SOD, APOX, GPOX Dixit et al., 2001
5 and 50 48h Populus canescens CAT, SOD, APOX, GR, MDAR | Schiitzendiibel i Polle, 2002
50 21d Phragmites australis CAT, SOD, APOX, GR Tanelli et al., 2002
50, 100 and 200 48h Glyeine max CAT, SOD, APOX Balestrasse et al., 2001
500 12h Helianthus annuus CAT, SOD, APOX, GR, DHAR Gallego et al., 1996
100 and 500 20d Oryza sativa CAT, 50D, GPOX Shah et al., 2001
300 and 500 21d Arabidopsis thaliana CAT, SOD, APOX, GPOX, GR Cho and Seo, 2004
2000 and 5000 0-96h Saccharum officinarum CAT, SOD, GR Fornazier et al., 2002
5000 0-24h Oryza sativa CAT, 50D, APOX, GPOX, GR Hsu and Kao, 2004

Stobrawa i Lorenc-Plucinka (2007gti su antioksidantne odgovore top&tapulus nigra
i Populus deltoidesia dva lokaliteta teSko zatgna teSkim metalima. U obe vrste, stimulisana je
lipidna peroksidacija u finim koréitima topola, sniZzena aktivnost gvajakol-peroksidadek je
aktivnost katalaze pokazala veliku osetljivost nisystvo teSkih metala u zemljiStu. Zdgaje
metalima dovelo je do poviSene aktivhosti supekiizmutaze, dok su aktivnhosti askorbat-
peroksidaza i glutation-reduktaza ostale nepronmenked koretica P. nigrei P. deltoides

He i saradnici (2013) su takopratili promenu enzimskih aktivhosti kod Sesttarropola
pod uticajem jona Cd u koncentraciji od 20QuM, te dokazali poviSene aktivnosti askorbat-

peroksidaze, glutation-peroksidaze i katalaze ekovimaPopulus cathayaa
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5.15. Uticaj teSkih metala na sadrzaj biljnih hormaa u topolama
5.15.1. Uticaj jona Cd' na sadrzaj abscisinske kiseline (ABA) u listovima korenovima
razli¢itih klonova topola

SadrZaj fitohormona (abscisinske kiseline-ABA i oh8-sircetne kiseline-IAA) u okviru
ovog rada razmatran je sa dva aspekta. S jedmesiregen je uticaj dve koncentracije bakra (100 i
300 mg/kg) u zemljiStu, na sadrzaj fitohormonaaliédim klonovima topola (M1, B229 i Pe 19/66) i
njegova distribucija u listovima i korenovima, kakose utvrdila klonalna varijabilnost u sadrzaju
biljinih hormona i razlika u bioloSkom odgovoru rigilh klonova topola na abiatki stres izazvan
tretmanima bakra. S druge strane, pemMan je uticaj jona razitih metala (Nf*, CU* i Cd*) u
koncentracijama koje odgovaraju njihovim maksimalnidozvoljenim koncentracijama i trostruko
vec¢ih koncentracijama od maksimalnih dozvoljenih u §gtn za dati metal, na sadrzaj biljnih
hormona u vrstPopulus deltoidsklonu Pe19/66.

Dobijeni rezultati ukazuju da se pod uticajem bakidrzaj abscisinske kiseline u listovima
razli¢itin klonova topola powava. Pri tretmanu sa 300 mg/kg bakra sadrzaj AB&tavima klona
M1 poveao se za 28 %, a kod klona B229 za 68 % udesmj@ sa netretiranim kontrolama
odgovarajdih klonova. Najzn&ajniji porast koncentracije ovog hormona zabelejgerkod klona
Pel19/66, kod koga se vrednost ABA u prisustvu b&krecentracije 300 mg/kg, patada oko dva i
po puta, sa 147,6 ng/g s.m. koliko je iznosila treteanom liu, na vrednost od 372,6 ng/g s.m.
(slika 86a).

) | icai 33 H H N o w e
LN Uticaj Cu na sadrZaj ABA u listovima A Uticaj Cu na sadraj ABA u
[ i - ] 0 F oo i
klonova topola korenovima klonova topola
‘;2‘; = _. 200
= [ £ 250 —
E 100 — a
& 250 = 5 200 we b 2 e et —
E 200 = £ 150 ——— - —
150 — & 100 | —] — —
< 100 — % ol | | | ] |
50 —
o 1

G M1 B229 Pe19/66

M1 B229. Pel9/66.
1] 139,56 93,80 147,81 M Control 154,28 115,00 158,65

WMDK 178,41 127,79 197,01 W 100 ppm Cu 183,70 184.64 175,32

3TMDK 178,81 157,69 372,60 300 ppm Cu 166,87 145,88 268,60

a) b)
Slika 86. Uticaj jona Cli na sadrZaj abscisinske kiseline (ABA) u listovinkarenovima raztiitin
klonova topola
Pri tretmanu sa 100 mg/kg jona®Cu korenovima svih ispitanih klonova doslo je do
poveanja sadrzaja ABA i to kod klona M1 za 18%, a kémhk B229 za 60%. Tretman sa 300 mg/kg
bakra je izazvao najdrastije poveanje u sadrzaju ABA kod korenova klona Pe 19/G@62& 68% u
poreienju sa sadrzajem ABA u korenovima netretiranihtianih biljaka tog klona (slika 86b).
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5.15.2. Uticajjona Cu?* na sadrzaj indol-3-siréetne kiseline (IAA) u listovima i korenovima
klonova topola

U listovima klonova B229 i Pe 19/66 doslo je do metnog povéanja sadrzaja indol-3-
sircetne kiseline (IAA) pod uticajem tretmana poviSekibncentracija jona bakra. Tal® nisu
uotene statistiki znaajne razlike u sadrzaju ovog auksina u listovimaeiu tretmana bakrom u
razlicitim koncentracijama (100 i 300 mg/kg). Postoji &maa razlika u sadrzaju IAA e
netretiranim klonovima topola. Tako, sadrzaj IAAistovima topola klona M1 je skoro dvostruko
vedi od sadrzaja IAA u listovima klona B229 i iznoska 10 ng/g suve mase (slika 87a).
Koncentracija od 100 mg/kg bakra u zemljiStu jevzda povéanje koncentracije IAA u korenovima
klona B229 od 112%, dok je pri istom tretmanu uekamvima klona M1 doslo do posenja sadrZzaja
ovog hormona od 44% u odnosu na netretirane billketman sa 100 mg/kg bakra nije doveo do
statisttki znatajnih promena sadrZzaja IAA u korenovima klona P&89dok je tretman sa 300 mg/kg
bakra izazvao povanje IAA u korenovima ovog klonova za 26% (slikdg7

[ = Uticaj Cu na sadriaj IAA u listovima A ‘e Uticaj Cu na sadrfajlAA u
P klonova topola o korenovima klonova topola
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Slika 87. Uticaj jona Cli na sadrZaj indol-3-sietne kiseline (IAA) u listovima i korenovima
klonova topola

5.15.3. Uticaj razliitih teSkih metala na sadrzaj fitohormona u listovima i korenovima topole
P. deltoides

Pod uticajem sva tri ispitana jona metala ?(NiC#* i Cd**) u koncentracijama koje
odgovaraju trostruko v@m od MDK za dati metal u zemljiStu doSlo je do pé&anja sadrZzaja
abscisinske kiseline u korenovima top#&adeltoidegklona Pe19/66). Ni jedan od ispitanih metala
(Ni#*, C#* i Cd") u koncentracijama koje odgovaraju njihovim MDK (500 i 3 mg/kg), nije
izazvao statistki znatajne promene abscisinske kiseline u korenovima &I®e19/66. Najve
promene u sadrZzaju ABA u korenovima pod uticajemclkemtracija metala koje odgovaraju 3*MDK
za dati metal, izazvao je kadmijum i doveo do gavéa sadrZzaja ABA od 111%, dok su bakar i nikl
u tim koncentracijama doveli do paanja sadrZzaja ABA od 78 i 67% u pdemju sa netretiranim
billkama (slika 88a). Pod uticajem tretmana od 30§kg bakra u listovima. deltoides(klona
Pel9/66) doSlo je do drastog povéanja koncentracije ABA (za 170%) u odnosu na listov
netretiranih biljaka, dok tretmani sa jonima Niisu doveli do znjnih promena u sadrzaju ABA u

listovima. Tretman kadmijumom u koncentraciji odgy/kg, doveo je do povanja akumulacije
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ABA u listovima za 52% u podenju sa netretiranim biljkama (slika 88b). U koreinma topola
klona Pe 19/66, pod uticajem tretmana sa 3 mg/ldmkama doSlo je do dvostrukog pdemja
sadrzaja indol-3-stetne kiseline (IAA) u porenju sa sadrZzajem IAA u korenovima netretiranih
biljaka (slika 88c). Pod uticajem istog tretmananéentracija IAA u listovima se potaa za 61 % u
poreienju sa sadrzajem u listovima kontrolnih biljakbikés 88d). Koncentracija IAA u korenovima
(51,2 ng/g s.m.) je pet puta viSa u odnosu na kunaeiju ovog hormona u listovima (9,5 ng/g s.m.)
kod netretiranih biljaka topola klona Pe 19/66.
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Slika 88. Uticaj teSkih metala na sadrZaj fitohonaa listovima i korenovima topole
P. deltoides

Bilini hormoni (auksini, giberelini i abscisinskaisklina) i opskrbljenost nutrijentima
(ugljenim hidratima, azotom i dr.) igraju odljuéu ulogu u komunikaciji izm#u korenova i
izbojaka. SloZene interakcije hormonalnih putevaticaj nutritivnin faktora na njih, joS uvek u
potpunosti nije objasnjen. Postoji dosta dokazapaivrduju da joni teSkih metala imaju veliki uticaj
na sadrzaj ovih jedinjenja sa hormonskom funkcijdiako, joni Nf* u listovimaPhaseolus vulgaris
1993).
Veliki broj nawnih radova navodi i da joni Gdindukuju biosintezu ABA i etilena u korenovima
(Chen i Kao, 1995; Hollenbuch et al., 1997; Saditdoppi et al., 1998; 1999b; Chen et al., 2001).

Transmisija ovih signalnih molekula iz korena kdodjrima, omogtava prenos informacije o

su izazvali povéanje sadrzaja ABA, koja je poznata po efektu zatviarstoma (Bishnoi et al.,
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poveanim koncentracijama teSkih metala u zemljiStuzbmjaka. ABA, menjanjem jonskog fluksa u
¢elijama “zatvargicama”, dovodi do stomalnog zatvaranja i time igia/nu ulogu u adaptaciji biljke
na stres suse. Bilika u situacijama izlozenostkwifona Cd" ili Cu** pokazuje simptome opsteg
bilinog stresa koji se manifestuju u redukciji izdanja i rasta listova, smanjenju \iitie samih
¢elija (etilenski odgovor), ali i simptomima vodndgficit, poput smanjene stomatalne provodljivosti
i transpiracije, koji predstvaljaju tigan ABA odgovor (Haag Kerwer et al., 1999, Perfuskach et
al., 2002).

Kontaminacija jonima Cd dovodi do ometanja unosa vode u korenovima, hiitfiaa
provodljivost je smanjena, te je otuda i opskri@nizbojaka vodom smanjena (Marchiol et al.,
1996). Sa druge strane, transport jon& Qb izbojaka je podstaknut transpiracijom i prifiko
egzogene primene ABA ovaj transport je smanjen (®Reb al., 1994; Salt et al., 1995). PoviSene
koncentracije jona Ctidovele su do simptoma opsteg poréaje vodnog reZima koji su se ogledali
u smanjenoj efikasnosti upotrebe vode (WUE) i alawiji indikatora suSe poput prolina i ABA-e
(Maksymiec i Baszynski, 1996; Sha i Dubey, 199&tSt al., 1997; Talanova et al., 2000; Chen et
al., 2001; Vinit-Dunant et al., 2002). Akumulacij@ih metabolita, ABA i prolina je bitha i kod
stvaranja tolerancije na jone £dto ukazuje na umreZenost signalnih puteva u inskpabiotikog
stresa izazvanog vodnim deficitom i pésaim koncentracijama teSkih metala (Siripornadwsil.,
2002).

Dokaz postojanja umreZenosti signalnih puteva ssfesa izazvanog jonima €de to sto
obe grupe signalnih puteva, i ABA posredovani diginautevi osmotskog stresa i ABA posredovani
signalni putevi izazvani po¢anim koncentracijama jona €d dovode do pov@mne ekspresije
metalotioneina kod graska (Munoz et al.,, 1998). ¢dor i saradnici (1994) su objasnili ovo
neaiekivano povéanje ekspresije metalotioneina u uslovima suSe goaBka time Sto usled
oksidativnog stresa izazvanog suSom dolazi do tdpjs prelaznih metala iz metaloproteina, koji
nadalje aktiviraju gene koji kodiraju metalotionein

Dokazano je da ABA signalni putevi dovode do zawga stoma delijama “zatvaréicama”,
tako Sto posredstvom indukcije sintezgOlaktiviraju C&'-kanale, te blokiraju ulazak jona’ KPei et
al., 2000; Murata et al., 2001). Kod ABA-neosetgvABI1-1 mutanta, onemogena je stimulacija
H,O, pa stoga i signalna transdukcija, Sto dalje reiili blokiranju zatvaranja stoma (Pei et al., 2000
Murata et al., 2001). Zatvaranje stoma indukovaminja Cd* je nezavisno od ABA signalne kaskade,
jer se pojavljuje i kod ABA neosetljivog ABI1-1 nanta (Perfus—Barbeoch et al., 2002). Perfus—
Barbeoch i saradnici (2002) su dokazali da jorfi'Qthze uéelije “zatvaraice” putem C&-kanala, §to
dovodi do zatvaranja stoma. Zatvaranje stoma indafo jonima C8 kao blokatorima Ca-kanala,
dokazano je kod ABI1-1 mutanta jednako kao i kodtkanih biljaka (Perfus—Barbeoch et al., 2002).
Joni Cd" izazivaju akumulaciju bD,, koji je obavezan signalni transduktor stomatalnatyaranja, te
da bi doslo do zatvaranja stoma, neophodno je diaGd”* budu usvojeni od strangelije, gdecée

akumulirani joni Cd" stimulisati neki od sistema koji proizvodi,®. Odsustvo dokaza, da nastali
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vodonik-peroksid potie iz drugog izvora osim uticaja jona Cdotvrdili su da upravo joni C8
dovode do smanjene regulacije ABA signalinga, jevpshodno wu na HO, signaling (Neill et al.,
2002). Kao alternativni izvori D, kao aktivatora za zatvaranje stoma, razmatramhil@oplasti, ali i
odbaeni zbog njihove opremljenosti sa émim antioksidantnim sistemima (Polle, 2001) i nedtia
dokaza o oStenjima u svetloj fazi fotosinteze (Haag'Kerver &t #999; Vinit-Dunand et al., 2002).
Zajedntka primena ABA i jona Cd pogorSava opSte stanje biljaka u gergu sa pojedinaim
tretmanima, $to podrzava ideju o sinerglgim delovanju ABA i jona Cd (Moya et al., 1995).

Jos uvek nije razjasSnjeno da li teSki metali posnamim ABA reguliSu prvenstveno zatvaranje
stoma udruzeno sa smanjenjem efikasnosti upotrede (WUE) ili smanjenje ukupnog intenziteta
fotosinteze. Koji od ova dva mehanizidebiti prvi aktiviran, zavisi od sposobnosti korgaala zadrze
teSke metale, sposobnosti sistema da proizvodi AlBAdruge hormone), kinetike transporta ovih
jedinjenja i osetljivosti ciljanih organa. Detalje&ofizioloSke studije pokazale su da efekti jor"@i
viska Cd* u izbojcima zavise od faze rasta i fizioloSkogl§tana tj. starosti listova (Skorzynska-Polli
i Beszynski, 1997; Vinit-Dunand et al., 2002). Egeoa primena auksina (indol-3<gtne kiseline)
nije dala nikakve zastitne efekte, dok je upotrgheerelina prekinula inhibitorni efekat jona €aa
rast (Moya et al., 1995).

U zavisnosti od koncentracije, joni nikla mogu danaliSu i inhibiraju aktivnosti enzima
uklju¢enih u metabolizam biljnih hormona. Tako, pod ydgoa50 uM NiC} aktivhost oksidaze indol-
3-siréetne kiseline u sadnican@ sativaje znatno povisena, dok je pri vis§im koncentraciggona N
enzimska aktivnost ovog enzima Zamo opala (Das et al., 1978).

5.16. Uticaj teSkih metala na sadrzaj slobodnih p@mina

U ovom radu préen je uticaj jona radlitih metala (N¥*, Cu#* i C") u dve toksine
koncentracije na sadrzaj slobodnih i konjugovanibligmina (Put, Spm, Spd) u listovima i
korenovimaP. deltoides(klona Pel19/66) i ispitivan uticaj jona bakra nasaalrzaj poliamina kod
razlicitin klonova topola.

Ispitivanje ukazuje da izlaganje toksim koncentracijama jonima bakra (100 i 300 mg#kg)
nikla (100 i 150 mg/kg) dovodi do potenja sadrzaja slobodnog putrescina u korenovintacesg
klona Pe 19/66. Nasuprot tome, izlaganje jonimarkpdna u koncentraciji od 9 mg/kg dovelo je do
dvostrukog smanjenja sadrZaja slobodnog putresgirierenovima ovog klona u paenju sa
netretiranim biljkama, dok primena kadmijuma u pikoncentraciji nije dovela do statisti
znaajnih promena u sadrZaju putrescina (slika 89a).

U listovima klona Pe19/66 pod uticajem jona Nioncentracije od 150 mg/kg do3lo je do
smanjenja sadrZzaja putrescina na trostruko nizdnast (46,5 nmol/g s.m.) od one u listovima
kontrolnih biljaka (153,9 nmol/g s.m.). Maksimaldozvoljene koncentracije bakra i kadmijuma u
zemljistu (100 i 3 mg/kg) izazvale su pdaeje koncentracije slobodnog putrescina u listoviimaaza

120 i 72% u odnosu na kontrolne netretirane bilfked uticajem trostruko ¢#én koncentracija jona
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CU#" i Cd* od MDK, doslo je do smanjenja sadrzaja putresainadnosu na tretmane nizim
koncentracijama tih metala (slika 89 b). SadrZzajgacina je u listovima kontrolnih biljaka bio ziaco
70 % viSi nego sadrzZaj putrescina u korenovima.

Pod uticajem maksimalno dozvoljenih koncentracijdani bakra (50 i 100 mg/kg) doslo je
do drastinog povéanja sadrzaja spermidina u korenovima u odnostetratitane biljke, tako da je
sadrzaj spermidina u korenovima biljaka tretiramiklom i bakrom povéan oko tri puta u odnosu na
kontrole. Pri tretmanu kadmijumom od 3mg/kg kwmla spermidina je udvostena u odnosu na onu
u netretiranim biljkama. Trostruko viSe koncenti@add maksimalno dozvoljenih za jone bakra i
kadmijuma (300 i 9 mg/kg) dovele su do smanjenjackntracije spermidina kod koreno¥a
deltoides dok je tretman niklom koncentracije 150 mg/kg elovlo povratka sadrzaja spermidina na
nivo koji odgovara onom u korenovima kontrolnihjddé (slika 89 c).

Pod uticajem 50 mg/kg jona nikla u listovirRa deltoidessadrzaj spermidina se smanjio vise
od cetiri puta u poréenju sa netretiranim topolama (slika 89e).
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Uticaj teskih metala na ukupan sadriaj slobodnih
poliamina u korenovima klona Pe19/66

150 ol
160 [
140 ﬁ

B

|
120 b

"j b b b
100 §
80 <] == — - | o
50 - - - l | B c_
40 B
5P 15
[

? a 50 100 | 300 | @ 3 L]
ppm ppm | ppm ppm. | ppm

| Ni cu
[muUkupni?a | 89,1 [1654 1598 99,1 [155,2[139,7] 981 [ 85 | 428 |

Ukupni PA (nmolfgs. m.)

150
ppm

\ cd |

Uticaj te3kih metala na ukupan sadriaj
slobodnih poliamina u listovima klona Pe19/66

-~ o

= = - i —

d - .
J I

¢ ‘ ] ‘ 50 ‘ 150 i 2} ilnn iann ‘ @ §3pprﬁi9ppm|

| | ppm | ppm | pem | ppm | | |

| N | tu | cd |

i- Ukupni PA 1175‘553173‘1131 53,06 E175,555349,055175,05|175‘555275,093117,35\

™)

Ukupni PA ( nmolfg s.

9)

h)

I Vi kontrala [INi 50 mg/kg [ Ni 150 me/ke
I Cu kontrola [HCu 100 mg/kgl™] Cu 300 mgfkg
Bl Cd kontrola [l] Cd 3 mgkg [] C49 mgkg
Slika 89. Uticaj jona teSkih metala na sadrzaj atiith poliamina (Put, Spd i Spm)

Takade, obe primenjene koncentracije sva tri ispitandatae(Ni, Cu i Cd) dovele su do
opadanja koncentracije spermina u listovima i kovema topoleP. deltoidesklona Pe19/66. Najve
pad koncentracije spermina u korenu zabeleZendaipioajem jona nikla koncentracije 50 mg/kg, pri
kojoj se sadrzaj spermina smanjio pet puta udem@ sa kontrolom. SadrZaj spermina u korenovima
biljaka tretiranih nizim koncentracijama bakra dkajuma (100 i 3 mg/kg) bio je dvostruko nizi u
odnosu na sadrzaj u korenovima kontrola. Ramge koncentracije bakra i kadmijuma nije izazvalo
dodatno opadanje sadrZzaja spermina u korenovima,jelas listovima pod uticajem jona nikla
koncentracije 150 mg/kg, sadrZzaj spermina bio niporelenju sa biljkama tretiranim sa 50 mg/kg
nikla. U listovima biljaka tretiranih bakrom kondeacije 300 mg/kg, doSlo je do smanjenja sadrZzaja
spermina za 45%, dok se pod uticajem tretmana kadraikoncentracije 9 mg/kg, sadrZzaj spermina
smanijio skora@etiri puta u odnosu na kontrolu (slika 89 ef).

Putrescin je dominantni poliamin kod klonova topd@k su preostala dva zastupliena u
manjem procentu, pa tako sadrZaj ukupnih sloboghaillemina i njegova zavisnost od tretmana
teSkim metalima je posledica ponaSanja najjednogéeayi najzastupljenijeg poliamina-putrescina.
Pod uticajem jona NKii Cu** u koncentracijama od 50 i 100 mg/kg, u korenovitnaeltoidesdo$lo
je do porasta sadrzaja ukupnih slobodnih polianziag66 i 56 %. Tretman jonima kadmijuma u
koncentraciji od 3 mg/kg nije izazvao statiktiznatajne promene u sadrzaju ukupnih slobodnih
poliamina u korenovima u odnosu na kontrole (sBRa). Poliamini u korenu nisu pokazali doznu
zavisnost pri ispitivanju uticaja radiih koncentracija metala na njihov sadrzaj. Kadnmij
koncentracije od 3 mg/kg nije izazvao promene upukun sadrZaju slobodnih poliamina u
korenovimaP. deltoides dok je koncentracija od 9 mg/kg jona °Cizazvala smanjenje sadrZaja
ukupnih poliamina u korenovima za 121% u odnoskamdrolne biljke (slika 89g).

SadrZaj ukupnih poliamina u listovima je za oko 75%i nego u korenovima ispitanih
topola. Pod uticajem jona Niu koncentraciji od 150 mg/kg doslo je do smanjesgdrzaja ukupnih

slobodnih poliamina u listovima tri puta u odnosuntetretirane biljke, dok koncentracija jon&Nid
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50 mg/kg nije uticala na sadrzaj ukupnih poliamiBakar i kadmijum, u koncentracijama koje
odgovaraju koncentracijama njihovim propisanim MDigazvali su povéanje sadrzaja ukupnih
slobodnih poliamina u listovima i to za 102 i 59 @&wpdnosu na kontrolu. Koncentracija bakra od
3*MDK dovela je do vréanja sadrzaja ukupnih poliamina na vrednosti kajesi&ne onima u
netretiranim biljkama, dok su tretmani sa 3*MDK laik kadmijuma (150 mg/kg Kiii 9 mg/kg C4")
doveli do smanjenja ukupnih poliamina u odnosu taat(slika 89h).

Najnovija istraZivanja ukazuju da postoji komunil@goliamina sa biljnim hormonima i
interakcija signalinga poliamina sa raznim metatkain putevima. Posebno je zanimljivo da je
komunikacija izméu poliamina i abscisinske kiseline omdégna posredstvom signalinga reaktivnih
kiseonénih vrsta (ROS). Poliamini doprinose stvaranju nméhaa tolerancije biljaka na abéki
stres, stimulacijom proizvodnje azot-oksida, madujem aktivnost jonskih kanala i odrzavanjem
homeostaze jona €aYamasaki i Cohen, 2006).

Pod stresom, nivoi poliamina mogu porasti u oseglt W-100 mikromola do
submilimolarnih i milimolarnih koncentracija (Kuztsev et al., 2006). Brojni rezultati ukazuju da pri
koncentracijama poliamina koje mogu biti dostignutestresnim uslovima, poliamini aktivno
moduliraju jonske kanale ic¢estvuju u stomalnom zatvaranju putem raznih sighajputeva
(Yamasaki i Cohen, 2006). Stoga, poliamini sluZze kéelijski glasnici“ u situacijama kada je biljka
suaiena sa stresom (Liu et al. 2000). Poliamini su keganski polikatjoni idealni molekuli za
blokiranje jonskih kanala, nasuprot neorganskinigakjonima (npr. Al", Gd*, La®") koji su takde
efikasni u blokiranju jonskih kanala, ali od kojje vetina visoko toksina, te ne moZe biti
akumulirana u citosolu u potrebnim koncentracijaraagda se ne ometa normalni metabolizam.
Poliamini pri fizioloSkoj koncentraciji blokiraju rko-aktivirajute vakuolarne katjonske kanale u
zavisnosti od njihovog naelektrisanja (SpwSpd** >> Put*") (Bruggemann et al. 1998).

Metabolizam poliamina je ukrSten sa drugim met&koth putevima koji destvuju u
stvaranju drugih signalnih molekula i metabolitgi ksu karakterittni u odgovoru biljke na stres.
Biosinteze poliamina i etilena su povezane zajgam prekursorom S-adenozilmetioninom (SAM).
koji u metabokkim reakcijama predstavlja donor metil grupe. Awntagticki efekat izméu
poliamina i etilena primen je tokom lisne i cvetne senescencije i tokondapg plodova (Pandey
et al., 2000; Wi i Park, 2002). Metabolizam poliamiutte na formiranje NQOoksida (Yamasaki i
Cohen, 2006). Poliamini izazivaju pa@asu produkciju NOkoji deluje kao veza iznde odgovora na
stres posredovan poliaminima i drugih medijatorasst. HO, nastao dejstvom diamin-oksidaza ili
poliamin-oksidaza (DAO i/ili PAO) je uklien u abioitki i bioticki stres signaling, kao i u stomalno
zatvaranje izazvano ABA-om (Cona et al., 2006; Arale 2008). Jedan od proizvoda katabolizma
putrescina (Put) i spermidina (Spd) je-aminobuterna kiselina (GABA) koja se formira preko
pirolina. Nivoi GABA, agmatina (prekursora Put) eékih komponenti ciklusa limunskih kiselina se
poveavaju pri dehidrataciji (Urano et al., 2009), zajeda povéanjem sadrZzaja Put (Alcazar et al.,

2006a), 5to ukazuje na metalskil vezu izméu ovih puteva u odgovoru na stres. Tddodokazano
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je da je katabolizam poliamina usko povezan sa akacijom prolina u uslovima suse i stresa
zaslanjenosti, dok su poviSene koncentracije paoliabeleZzene kao odgovor i na druge atketi
stresove poput onog izazvanog teskim metalima @edral., 2009). Pov¥ana akumulacije prolina i
poliamina u uslovima stresa moZe se objasfiitienicom da obe grupe jedinjenja kao zajékini
prekursor imaju ornitin (Mohapatra et al.,, 2009\e Snavedeno potitje da je metabolizam
poliamina povezan sa nekoliko vaznih hormonalmitetaboltkih puteva koji su ukljéeni u procese
razvoja, asimilacije azota i metabolizéslijskog disanja.

Dokazano je da postoji uska veza idmelelovanja ABA, poliamina, reaktivnih kiseénih
vrsta (HO,) i NO u regulaciji stomalnih pokreta. Abscisindkiaelina, kao endogeni antitranspirant
redukuje gubitak vode kroz pore stoma na povr$sta,| te povéana biosinteza ABA kao odgovor
biljke na deficit vode dovodi do redistribucije kuaulacije ABA ucelijama zatvaréicama. Ovo
izaziva oslobdanje vode, zatim efluks i influks jona, gubitakgaraéelija zatvardica i zatvaranje
stoma. Putevi ABA signalinga u zatvaranju stomaenadju @estvovanje ABA receptora, G-proteina,
protein kinaza i fosfataza, transkripcionih fakt¢fds) i sekundarnih glasnika poput intracelularnog
cd", reaktivnih kiseorinih vrsta i NO radikala (Kuppusamy et al., 20099kBzano je da Put, Spd i
Spm takde uzrokuju zatvaranje stoma i smanjenje stomalmayada (Liu et al., 2000; An et al.,
2008). U odgovoru na abio¢ki stres, putrescin modulira ABA biosintezu, tetapnain poliamini
indirektno &estvuju u odgovorima na stres koji ukljju stomalno zatvaranje izazvano ABA.
Dokazana je i interakcija iznda poliamina i proizvodnje ROS-a i NO signalinga kodigovora na
stres posredovanih delovanjem ABA (Yamasaki i CoRe06) (slika 90a).

Proizvodnja ROS-a je usko povezana sa katélbioli procesima poliamina. Amino-oksidaze
koje vr3e oksidaciju poliamina stvaraju @3 koji igra vaznu ulogu u odbrani biljke od abébg
stresa (Cona et al., 2006).

ABIOTICKI STRES

ROS signaling
\ H202 H202

ABA
P, (H,0,)
POLIAMINI .
[Ca®],,

FETLJA
RECTELIRANJA
H POLTAMINA U .
Putrescin o Spermin
AMPLIFIKACLIE

ROS SIGNALINGA

Na‘ll(‘ s

TOLERANCIJA NA ABIOTICKI STRES

TNagomilavanje Put n uslovima stresa i
favorizovana konverzija Pat u Spd i Spm

Slika 90. Sinergizam poliamina i ABA u cilju paanja tolerancije na abigki stes (levo) i
shema recikliranja poliamina (desno) (Alcazar gt2010)
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Jedan od mogiih mehanizama destvovanja poliamina u transdukciji signala na o
stres je objasnjen petljom recikliranja poliamiskik@a 90b). Usled &estale méusobne transformacije
poliamina od Put do Spm u uslovima stresa, dolazahplifikacije ROS signalinga Sto dovodi do
ucestale proizvodnje vodonik-peroksida, signalnogekla koji je nosilac odgovora na abébii
stres i koji dalje testvuje u aktivaciji mitogen-aktivirirafih proteinskin (MAP) kinaznih kaskada
(Alcazar et al., 2010).

Poliamini pospesuju i proizvodnju NO radikal@tabidopsisuTun et al. 2006). Oba, i,

i NO, uticu na regulaciju stomalnih pokreta izazvanih dejstvABA, s tim da proizvodnja NO
radikala zavisi od proizvodnje,B, (Neill et al. 2008). Welijama zatvaréicama kodArabidopsisa
povetane koncentracije ROS-a nastaju usled ABA-akti@rgmoizvodnje HO, i usled generacije
superoksid-anjona od strane NADPH oksidaza kodiratiibohD i AtrbohF genima. Ovako nastale
ROS izazivaju powanje koncentracije citosolnog €acime se objasnjava ROS-zavisna aktivacija
Ca" kanala (Kwak et al., 2003; Desikan et al., 20043inONADPH oksidaza, apoplastne amino-
oksidaze su taki® izvori ROS-a (Cona et al., 2006). Dokazano jeA8# aktivira katabolizam i
produkciju HO, kroz poveéanje aktivnosti DAO tokom indukcije stomalnog zatuga ucelijama
zatvargicama kodVicia faba (An et al., 2008). Usled stresa, ABA i Put péseaju koncentraciju
Cd&" u ¢elijama zatvaréicama, a ovo povanje je povezano sa DAO inhibitorima. Sve navedeno
ukazuje da je kD, koji je nastao oksidacijom Put katalizovanom DAQaelijama zatvaréicama,
posredovan zapravo jonima CaNasuprot efluksu putrescina, spermdin i spernigu moprineli
ABA indukovanoj proizvodnji HO, u ¢elijama zatvaréicamaV. Faba(An et al., 2008), uprkos
¢injenici da sva tri poliamina izazivaju zatvarargioma (Liu et al. 2000). Prvobitno je bilo
pretpostavljeno da je proizvodnja NO biljci posredovana aktvné@$ enzima stinih NO sintazi ili
nitrat reduktazi. Méutim, skorija istraZivanja osporavajéa&e NO sintazi stinih enzima u kO,
izazvanoj sintezi NO radikala delijama zatvaréicama (Bright et al., 2006; Neill et al., 2008).1Tu
saradnici (2006) su pokazali da Spd i Spm izazitapaw biosintezu NQ dok egzogena primena Put
nije imala taj efekat. Stoga, iako jo$ nisu otknivenzimi koji dovode do konverzije poliamina do
NO radikala, neminovno je da poliamini reguliSu stomealzatvaranje aktivirafii biosintezu
signalnih molekula poput NO i, kroz razltite metabolkke puteve (Yamasaki i Cohen, 2006).
Sumarno, svi dostupni podaci ukazuju da polianR®S i NO sinergiki pospeSuju ABA odgovore u
¢elijama zatvaréicama usled abiatkog stresa.

5.17. Uticaj razlititih jona teskih metala (N, Cu** i Cd*") na sadrzaj konjugovanih poliamina
(Put, Spd i Spm)

SadrZaj konjugovanih poliamina u korenovima i Nétea topole je pokazao varijabilnost u
zavisnosti od vrste i koncentracije teSkog metatger su topole bile izloZzene. Tako, sadrZaj
konjugovanog putrescina pokazuje zavisnost od kunagje nikla u zemljistu, te dolazi do
gradijentnog powanja istog pri porastu koncentracije nikla u ze¥tlji Pod uticajem tretmana

jonima nikla u koncentraciji od 3*MDK (Ni) (150 migd), dolazi do pow&anja sadrZaja

169



Marko Kebert Doktorska disertacija; Rezultadiskusija

konjugovanog putrescina u korenovima topBledeltoidesi do ¢éetiri puta u odnosu na netretirane
biljike. Takaie, sadrZaj konjugovanog putrescina se trostrukoedaov pri tretmanu nizom
koncentracijom bakra od 100 mg/kg, da bi sa daljiove&anjem koncentracije bakra, sadrzaj
konjugovanog putrescina pokazao blago opadanje. ljidean zagdeno jonima kadmijuma u
koncentraciji od 3 mg/kg dovelo je do pdaeja konjugovanog putrescina za 54% u odnosu na
kontrole, da bi pri tretmanu kadmijumom od 9 mg/&gdrzaj konjugovanog putrescina se vratio na
vrednosti koje su pokazale i netretirane biljkekésl91a). U listovima je taki® zabeleZen porast
konjugovanog putrescina sa porastom koncentra@gkit metala u zemljiStu. Pod uticajem
koncentracija metala koje odgovaraju njihovim MDHKednostima, sadrzaj konjugovanih formi
putrescina se povava pod uticajem nikla (50 mg/kg) za 58%, bakra0(tiy/kg) za 156%, dok je
kadmijum koncentracije 9 mg/kg doveo do péga sadrzaja konjugovanog putrescina u listovima
za 39% u por@enju sa kontrolama. Pod uticajem sva tri ispitameajteSkih metala u tretmanima sa
viSim koncentracijama koje odgovaraju 3*MDK, sadrkanjugovanog putrescina se vratio na
vrednosti jednake onim iz kontrolnih biljaka (sli@&b).

Uticaj teskih metala na sadrZaj konjugovanih formi i Uticaj teskih metala na sadrzaj konjugovanih formi
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Uticaj tedkih metala na sadriaj ukupnih konjugovanih formi Uticaj teSkih metala na sadrZaj ukupnih konjugovanih
poliamina u korenovima topola klona Pe19/66 formi poliamina u listovima topola klona Pe19/66
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Slika 91. Uticaj jona tesSkih metala na sadrZaj kgoyanih poliamina (Put, Spd i Spm)

SadrZaj konjugovanog spermidina u korenoviPnaleltoidesse povéao tri puta pri tretmanu
sa 150 mg/kg Nf, dok se pod uticajem bakra koncentracije 300 mgadrzaj konjugovanog
spermidina pow&ao dva puta u odnosu na netretirane kontrole. Bodj@m kadmijuma koncentracije
3 mg/kg, sadrZzaj konjugovanog spermidina je pocagt 68% u poreEnju sa kontrolom, dok je
koncentracija kadmijuma od 9 mg/kg izazvala smgajeadrZaja konjugovanog spermidina za 79% u
odnosu na korenove kontrolnih biljaka (slika 91ji tretmanima sa nizim koncentracijama svih
ispitanih teSkih metala nije doSlo do statistiznatajnih promena sadrZzaja konjugovanog spermidina
u listovima, dok je pri tretmanima viS§im koncenijama bakra i kadmijuma, doslo do blagog porasta
u sadrZaju konjugovanog spermidina u listovima noztl na netretirane biljke (slika 91d).

SadrZaj konjugovanih formi spermina u korenoviRmadeltoidesse smanijio pod uticajem
tretmana svih teSkih metala u koncentracijama kdgovaraju 3* MDK. Pod uticajem teskih metala
u nizim koncentracijama (MDK), nije doSlo do sthtiki znaajnih razlika u sadrzaju konjugovanog
spermina kod tretiranih i kontrolnih biljaka (slilile). U listovima, pod uticajem tretmana od 50
mg/kg nikla i 100 mg/kg bakra, do3lo je do redukaiadrzaja konjugovanih formi spermina i to za 77
i 80%. Tretmani kadmijumom nisu doveli do statistiznatajnih razlika u sadrZzaju konjugovanog
spermina kod tretiranih u odnosu na kontrolne biljglika 91f).

Joni NF* su u korenovima. deltoidesindukovali najvéu akumulaciju konjugovanih formi
poliamina, gde se prindgje dozna zavisnost od koncentracije nikla, te fpetmanu viSim
koncentracijama nikla (150 mg/kg) dolazi do akuripa trostruko vée koncentracije ukupnih
konjugovanih poliamina, nego u netretiranim biljlkarPovéanje ukupnih konjugovanih poliamina u
korenovima dokazano je i nakon izlagamja deltoidesdelovanju jona bakra, s tim da r&gk
primenjene koncentracije metala nisu dovele doissitdti znatajnih promena u koncentraciji
konjugovanih poliamina. Joni kadmijuma koncenteadd mg/kg doveli su do pot@nja sadrzaja
konjugovanih poliamina u korenovinia deltoidesdok je tretman sa koncentracijom bakra od 300

mg/kg izazvao smanjenje sadrzaja konjugovanih fgooliamina za 49% u odnosu na korenove
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netretiranih biljaka (slika 91 g). U listovinka deltoidesnije doslo do statistki znatajnih promena u
sadrzaju ukupnih konjugovanih poliamina pri tretim@an niklom i kadmijumom u obe koncentracije.
Koncentracija bakra od 100 mg/kg dovela je do pam@ sadrZaja konjugovanih poliamina i
akumulacije od¢ak 913,9 nmol/ g s.m. u listovima, Sto je dvostruk®e u odnosu na sadrzaj u
listovima netretiranih topolR. deltoidegslika 91 h).

5.17.1. Uticaj jona Cd"* na sadrZaj konjugovanih poliamina (Put, Spm, Spdy listovima i
korenovima klonova topola

U radu je préena klonalna varijabilnost topola u sadrZaju koopamnih oblika poliamina pod
uticajem dve koncentracije bakra, 100 i 300 mg/Kghvaljuju&i antioksidantnom delovanju i
sposobnosti da heliraju jone gdaZz i onemogte Fentonovu reakciju, poliamini predstavijaju
molekule koji imaju veliki uticaj na tolerancijuljsika prema abiotkom stresu. Razlike u sadrzaju
ovih jedinjenja predstavljaju zdajan kriterijum za odabir klonova koji su otporm sadrzaj teskih
metala u zemljiStu. Ovakvi rezultati su 2ami za planiranje i gazdovanje Sumama u odabistavr
klonova koji su bolje adaptirani staniStima sa nefiaim klimatskim uslovima ili sa zaganim
zemljistima.

Klon topole M1 je najbogatiji u sadrzaju slobodmqmgrescina i u potenju sa klonom B229
sadrzi za 65 % viSe slobodnog putrescina, dok wsama klon Pel9/66 sadrzi dvostruka@we
kolicinu ovog diamina (slika 92a). U listovima i koreima sva tri ispitana klona, sadrZaj
konjugovanih formi putrescina je visi u odnosu rmrgaj slobodnog putrescina. Najvednos
konjugovanog i slobodnog putrescina u korenovimbeleZen je kod klona M1. U korenovima
kontrolnih biljaka ovog klona (M1), sadrZaj konjuwgmog putrescina je viSi za 84% u odnosu na
slobodni, dok je u korenovima klonova B229 i Peb%#@drzaj konjugovanih formi putrescina visi za
80% i 30% od sadrZaja slobodnog putrescina. Paghjath obe koncentracije bakra u korenovima
svih ispitanih klonova topola dolazi do péemja sadrzaja i slobodnog i konjugovanog putrescina
Koncentracija bakra od 300 mg/kg u korenovima kldfh je izazvala akumulaciju konjugovanog
putrescina od 483,35 nmol/g s.m., Sto je za 63% ne&go kod klona B299 i za 130 % viSe nego kod

klona Pe 19/66 pri istim uslovima (slika 92a).
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Slika 92. Uticaj raztiitin koncentracija jona bakra na sadrzaj slobodibnjugovanih putrescina u a)
korenovima i b) listovima klonova topola

SadrZaj slobodnog i konjugovanog putrescina uuista je viSi nego u korenovima kod sva
tri klona topole. Najv& sadrZaj konjugovanog putrescina u listovima zebah je pod uticajem
tretmana sa 100 mg/kg jona bakra u zemljiStu koth&IM1 i iznosio je 629,3 nmol/g s.m. Pri istom
tretmanu klon B229 sadrZzao je 416,11 nmol/g s.nklom Pe 16/99 svega 393,65 nmol/g s.m.
konjugovanog putrescina. Pod uticajem jond"Qukoncentraciji od 100 mg/kg do$lo je do promene
odnosa konjugovanog i slobodnog putrescin i pronmgineve distribucije po raalitim organima, pa
tako taj odnos kod klona Pe 19/66 u korenovimasgiz2¢71, a u listovima 1,06, Sto ukazuje da pod
uticajem stresa izazvanog bakrom, dolazi do osdlahja putrescina iz vezanog u slobodni oblik u

listovima (slika 92b).
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Znaajne klonalne razlike u sadrZaju spermidina su daka i kod korenova i listova topola
kontrolnih i biljaka tretiranih bakrom. U patenju sa ostalim klonovima, korenovi i listovi klona
B229 se se pokazali kao najsiromasniji u sadrZzajojugovanog i slobodnog spermidina. Pri
koncentraciji od 100 mg/kg bakra u zemljiStu sviakibna su pokazala povanje u sadrZaju
slobodnog i konjugovanog spermidina u korenovimadmosu na kontrolne bilijke odgovaréiju
klonova. Pod uticajem 100 mg/kg bakra sadrzaj slabg spermidina se kod sva tri klona p&ae tri
puta. Sa pousanjem koncentracije bakra u zemljiStu u korenovkizama M1 doslo je do povanja
sadrZzaja slobodnog i konjugovanog spermidina. Tagagrzaj konjugovanog spermidina u
korenovima klona M1 u netretiranim biljkama je igr@55,87 nmol/g s.m. i pod uticajem 100 mg/kg
jona bakra se po¢ao na 134,11 nmol/g s.m., dok je tretman sa 30@griggikra izazvao akumulaciju
konjugovanog spermidina od 212,56 nmol/g s.m., j8téetiri puta viSe u odnosu na korenove
netretirnih biljaka klona M1. U korenovima klona P66 takde je doSlo je do povanja sadrZaja
slobodnog spermidina, te je pri tretmanu bakrone kidncentracije, sadrzaj slobodnog spermidina
porastao za 139%, a pri tretmanu viSom koncentnacipakra porastao za 279% u piaeju sa
netretiranim biljkama. Klon Pe 19/66 je spegfi zbog odnosa konjugovanog i slobodnog
spermidina, koji iznostak 18,06, te se skoro ceo spermidin nalazi u kanvagom obliku. Ovaj
odnos kod druga dva klona, M1 i B229, iznosi okb. Bod uticajem niZze koncentracije bakra (100
mg/kg) kod korenova klonova B229 i Pel9/66 doSlal¢e povéanja slobodnog i konjugovanog
spermidina, dok je pri viSim koncentracijama do@tm opadanja i vianja vrednosti slobodnog i
konjugovanog spermidina na one vrednosti koje odgggu onim u kontrolnim biljkama (slika 93 a).

Postoje razlike u sadrZaju slobodnog spermidinatovima klonova topola i kod netretiranih
biljaka. Tako klon M1 sadr&ietiri puta viSe slobodnog spermidina u odnosu pa B229 i za 55 %
vise spermidina od klona Pe 19/66. Klon Pe 19/66Zsanajve&e koncentracije konjugovanog
spermidina u listovima, Sto je oko pet puta viSesadrZaja u listovima klona B229 i trostruko viSe u
odnosu na listove klona M1. Pod uticajem jona ba#to&lo je do razitih bioloSkih odgovora kod
ispitanih klonova topola u akumulaciji spermidindistovima. Tretman od 100 mg/kg jona bakra
doveo je do poumnja sadrZaja slobodnog i konjugovanog spermidifistavima klona M1, dok je
sadrZaj slobodnog i konjugovanog spermidina koch&l®e 19/66 pod istim tretmanom smanjen u
poraienju sa sadrzajem u listovima netretiranih biljaRad uticajem istog tretmana klon B229 nije
pokazao statistki znaajne razlike u sadrzaju slobodnog niti konjugovaspgrmidina. Pri viSim
koncentracijama bakra (300 mg/kg) sadrZaj obe fospermidina se kod klona B229 dvostruko
smanjio u odnosu na kontrolne biljke datog klonadr@aj slobodnog spermidina pod uticajem
tretmana od 300 mg/kg bakra se smanjio i kod paéestva klona, dok se sadrzaj konjugovanog
spermidina u listovima klona Pel9/66 pod tim tretora povéao u odnosu ha sadrZaj u listovima
netretiranih biljaka (slika 93b).
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Slika 93. Uticaj raztiitih koncentracija jona bakra na sadrZaj slobodhitnjugovanih oblika

spermidina u a) korenovima i b) listovima klonogadla
Postoje klonalne razlike kod topola u sadrZaju alivlog i konjugovanog spermina. Tako
klon Pe 19/66 sadrZi najviSe koncentracije slobgdnkonjugovanog spermina u listovima, dok je

klon M1 najbogatiji po sadrZzaju oba oblika spermimakorenovima. SadrZzaj konjugovanog i

slobodnog spermina u korenovima klona M1 pod wicatretmana jona bakra koncentracije 300
mg/kg se powo tri puta u odnosu na njihov sadrzaj u kontrolaimg@ klona. Méutim, u
korenovima klonova B229 i Pe 19/66, sadrZzaj konyagog spermina pri nizoj koncentraciji bakra je
porastao, dok se pri viSoj koncentraciji smanjiodnosu na netretirane biljke. U korenovima klona
Pel19/66 pod uticajem 100 mg/kg bakra, doslo jestlaviemenog porasta sadrZzaja konjugovanog i
smanjenja sadrzaja slobodnog sperméitag se povéao odnos konjugovanog i slobodnog spermina
u korenovima ovog klona. Nisu dokazane st&stznatajne razlike u odnosu konjugovanog i
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slobodnog spermina rde klonovima, te je taj odnos kod netretiranih ki§jdznosio oko 4, da bi pod
uticajem jona bakra koncentracije 100 mg/kg ovajasdkod klona Pe 19/66 porastao na vrednost od
oko 10. Ovo ukazuje da pod uticajem jona bakrarnsimese nalazi dominantno u vezanom, a manje u
slobodnom obliku. Sadrzaj slobodnog spermina je ptidajem 300 mg/kg bakra porastao u
korenovima klona M1 i listovima klona B229, doksj@m ostalim sldajevima zabeleZena redukcija u
koncentraciji slobodnog spermina i u korenovimiatolima ispitanih klonova u odnosu na kontrolne

biljke odgovarajdgih klonova (slika 94ab).
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b)
Slika 94. Uticaj jona Cii na sadrZaj slobodnog i konjugovanog sperminakeo@novima i b)
listovima klonova topola
Zaklju¢no, klon M1 se pokazao kao klon topola najbogatijisadrzaju slobodnih i
konjugovanih poliamina. Dokazana je zavisnost sgdrkonjugovanih poliamina od koncentracije
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bakra, te pod uticajem jona bakra od 300 mg/kgrerkovima i listovima klona M1 sadrZaj slobodnih
i konjugovanih poliamina se po&&o dva puta u podenju sa vrednostima u netretiranim biljkama
(slika 95). Uprkos tome, pod uticajem tretmana lemtiacije od 300 mg/kg bakra do3lo je do
smanjenja sadrzaja ukupnih konjugovanih formi poiiea u korenovima klona Pe 19/66, dok je u
listovima istog klona doSlo do smanjenja sadrZzdf@bainih poliamina. Odnos konjugovanih i
slobodnih poliamina kod netretiranih klonova jebpizino isti kod razkitih klonova i iznosi oko 2,

dok se pod uticajem tretmana bakrom od 300 mg/kd) Kona Pe 19/66 taj odnos pdéee u

korenovima na 2,4, a u listovima na 3. Ovo opetndofe da su pod uticajem bakra, konjugovani

oblici poliamina favorizovani u odnosu na slobodinike.

Uticaj Cu na sadrZaj ukupnih slobodnih i konjugovanih poliamina B Sichocni PA. ko M1
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b)
Slika 95. Uticaj raztiitih koncentracija jona bakra na sadrZaj slobodhitnjugovanih oblika
poliamina u a) korenovima i b) listovima klonovatta
Prisustvo poliamina je potideno i ucelijkom jedru, pa se pretpostavlja da je njihovakitija
vezana za procese koji se tamo odvijaju (Galst@h.£1997). Poliamini (PAs) su ukdjeni u procese

replikacije, transkripcije i translacije, stabil@ membrane, modulacije enzimske aktivnosti, @uno
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da reguliSu i genomsku aktivnost, dedialije, biljni rast i razvoj, embriogenezu, formackorena i
zrenje plodova (Bouchereau et al., 1999). Najvazuaipga poliamina je u ublazavanju ahiktig i
biotitkog stresa kod biljaka (Kaur-Sawhney et al., 20B@ncentracije PAs u biljkama (£010°M)

su mnogo vise od koncentracija endogenih fitohomm@0' -10 * M) (Kuznetsov et al., 2006).
Koncentracije utvtene u ovom radu odgovaraju ovom literaturnom padatkupna koncentracija
PAs i odnos izméu pojedinih PAs varira zgajno u zavisnosti od biljne vrste, organa, tkiviaze
razvoja, Sto je u skladu sa dobijenim rezultatimadvom istrazivanju. Akumulacija PAs izazvana
stresom i njihova protektivna uloga su od speagamznosti za opstanak biljke u uslovima stresa
(Kuznetsov et al., 2006), Sto je pateno i u ovom radu gde je dokazana gewe akumulacija PAs
usled delovanja razitih koncentracija teSkih metala kod dve vrste tapo

Velika paznja je posvena izéavanju interakcije (direktne ili/i indirektne) izihe PAS i
fitohormona. Kod nekih biljaka je dano da auksini, citokini i giberelini stimuliSu kiatezu i porast
sadrzaja PAs, dok su egzogeno primenjeni poliaotinali na koncentraciju endogenih fitohormona.
Jedan od prvih rezultata o uticaju auksina na sq@pd i Spm u billkama je dobijen u krtolama
Heliandrus tuberosugGalston et al., 1997Dokazano je da IAA kodArabidopsisavrsi indukciju
genaACL5koji kodira i spermin- sintazu, dok ABA i giberetika kiselina ne mogu da indukuju ovaj
gen (Hanzawa et al., 2000). Prema bioloSkoj funliRAeis mogu biti podeljeni na dve grupe. Prvoj
grupi poliamina pripadaju Put i Cad, koji po furjkeiti¢u slicno kao auksini i giberelini i stimuliSu
rast ¢elija i formaciju korenova (Galston et al., 1997aMén et al., 1997). Drugoj grupi pripadaju
Spm i Spd, koji su prema funkciji vise nalik citokna jer vrSe regulacijutelijske deobe,
organogeneze i senescencije (Galston et al., 1997).

Veliki broj radova beleZi akumulaciju poliamina edifaktora stresa u raznim biljnim vrstama
(Bouchereau et al.,, 1999). Pod uticajem abkoij stresa, primiena je dvostruka uloga PAs.
Odbrambena funkcija PAs se manifestuje u njihoymssbnosti da neutraliSu oksiradikale i vrSe
aktivaciju ekspresije gena antioksidantnih enzii®a. druge strane, PAs pokazuju prooksidativne
efekte, koji su rezultat intenzivne oksidativne melgcije PAs i prekomerne proizvodnje vodonik-
peroksida. Nepoznato je da li vodonik-peroksid kastaje u katabolizmu PAs, doprinosi Stetnim
efektima oksidativhog stresa u biljnégliji, ili je vodonik-peroksid ukljden u procese adaptacije
obavljajwti njegove signalne i zaStitne uloge u biljci. PAs do sada manje posmatrani kao izvori
vodonik-peroksida, a viSe kao kao efikasni antid&sti, posebno Spm i Spd koji se smatraju
efikasnim u neutralizaciji oksiradikala (Bors et, d989). PAs neutraliSu oksiradikale zahvakuju
jednostavnoj kiseonik zavisnoj autoksidaciji ilizemskoj oksidaciji amino grupa katalizovanih od
strane DAO i PAO. Ustanovljena je Zia@na veza izmidu poveanih endogenih koncentracija PAS i
sistemske biljne tolerancije na abdddi stres kakav je onaj uzrokovan parakvatom (mietlihgenom)
(Ye etal., 1997).

Poveana aktivnost enzima biosinteze PAs, posebno Rufrime&ena kod biljaka koje

pokazuju konstitutivnu toleranciju na stres u odbrad oksidativnog stresa. Uloga PAs u rezistenciji
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na stres kod prirodno tolerantnih ekolo3kih grupigaha, kao 3to su halofite, kserofite i biljke
hiperakumulatori teSkih metala, jo$ uvek je nepotprazjasnjena.
5.18. Uticaj teSkih metala na brojnost mikroorganiama u zemljiStu

Mikrobioloski je ispitan uticaj razlitih koncentracija jona Nf, C/* i Cd* na promene
brojnosti oligotrofnih bakterija, filamentoznih iy i algi u zemljiStu na kom su bile zdsae topole
tri razlicita klona (M1, Pe 19/66 i B229). Na osnovu damih pH vrednosti zemljiSta ustanovljeno je
da blago alkalna pH vrednost zemljiSta nije imalaa‘ajan uticaj na ukupnu brojnost
mikroorganizamaPrema dobijenim rezultatima, utdano je da promena broja bakterija zavisi od
koncentracije i vrste metala. Napaebrojnost bakterija mi@na je u kontrolnim uzorcima, pri odsustvu
jona metala. Razliti metali pokazali su razlite uticaje na brojnost bakterija. Broj bakterija u
zasadima sva tri klona je pri viSoj koncentra@jig Nf* (150 mg/kg) pokazao zéajno smanjenje u
odnosu na kontrolne uzorke. Ovo smanjenje brojdeliggk je najdrastinije u zemljiStu na kome je
rastao klon Pel9/66. Tretman nizom koncentracij@krd (50 mg/kg) delovao je stimulativnho na
brojnost bakterija kod klona B229 (20,97 X)Y1&to doprinosi pov@nju otpornosti ovog klona prema
povetanoj koncentraciji jona Ni.

Testirana hipoteza da sa péamjem koncentracije jona Nidolazi do redukcije brojnosti
bakterija potvdena je samo kod klona topole PE19/66. U zasadim@akM1, pri obe koncentracije,
joni Ni** ispoljili su inhibitorni efekat prema brojnosti liarija u odnosu na netretirano zemljiste.
Vedi broj bakterija nden je u zemljiStu sa viSom koncentracijom nikla anasu na zemljiSte sa
nizom koncentracijom nikla (tabela 10). Inhibitorefekat jona Ni' je nargito izrazen pri
koncentracijama v@m od 500 mg Ni/kg zemljista (Anyanwu et al., 201Utvrdeno je da je
nepromenjen broj bakterija pri éien koncentracijama jona Ri rezultat pojave Ni-rezistentnih
sojeva. Brojnost ovih rezistentnih sojeva baktggjaiSa ukoliko su u zemljistu prisutne biljke &oj
svojim ekskudatima povavaju sadrZzaj organskih materija u zemljiStu Stadadivo stimuliSe
razmnozZavanje bakterija. Porast pH vrednosteutha povéanje rezistentnosti bakterija i na
sposobnost uklanjanja jona ®Niiz zemljista, pa je tako usvajanje jona®Niz zemljista od strane
Microccocus sppri pH=5 iznosilo 55%, dok je pri viS5oj pH vrediibtaj procenat bio znatno die
(Congeevarum et al., 2006). Congeevarum i sara@@df)6) joS navode da je smanjena sposobnost
uklanjanja Nf*, pri nizim pH vrednostima (pH<5) rezultat kompgéchidronijum jona i metalnih
jona za vezujéa mesta na povrSini bakterijskelije tokom eksponencijalne faze rasta. Pojava
rezistentnih sojeva moZze biti posledica produkpi@verdina, jednog od siderofora, kao Sto j&aju
kod Pseudomonas aeruginogalsas et al., 1997).

Pod uticajem jona bakra doslo je do smanjenja udgpbroja bakterija sa porastom
koncentracije bakra kod klonova topola M1 i Pe ®9/&@prkos opStem trendu opadanja broja
bakterija sa povanjem koncentracije Gl u uzorcima tretiranim sa 100 mg/kg Cu zabeleZen |
porast brojnosti bakterija nafito kod klona B229, Sto ukazuje na postojanje temimih sojeva
(tabela 10).
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Tabela 10 Brojnost mikroorganizama usled izloZenosti r&tifh koncentracijama teSkih metala

Metal (rﬁzr/]lfé) Klon Broj beilgserlja X Broj plesni a%ri?rjn |
0 10,97 5015,52 75
50 M1 3,84 13,24 20
150 5,94 15,57 /
0 30,52 21993,57 9
Ni 50 PE19/66 13,06 1747,34 25
150 2,04 3472,98 /
0 10,65 5137,66 105
50 B229 20,97 35167,41 95
150 4,68 7422,14 /
0 10,34 1414,83 110000
100 M1 33,33 2841,56 /
300 4,46 16,97 140000
0 53,97 1,35 45
Cu 100 | PE19/66 9,66 4528,34 /
300 8,34 360,76 4
0 12,4 52,26 350
100 B229 36,11 3177,45 /
300 28,55 2319,9 110
0 7,08 4342,44 1500
3 M1 19,7 19327,16 /
9 8,77 1129,32 30000
0 39,46 6827,15 400
Cd 3 PE19/66 40,31 5452,2 /
9 8,74 7012,18 20000
0 27,34 4079,5 500
3 B229 20,94 14247,27 /
9 15,28 3342,23 15000

Pojava véeg broja bakterija pod uticajem p@emih koncentracija Cii moze biti rezultat
prethodne izloZzenosti mikroorganizama delovanjuajdiif* (Elsas et al., 1997). Prema Cevik i
saradnicima (2009), broj bakterija je Zamo maniji pri koncentraciji jona Guod 150 mg/kg, dok je
kombinovani efekat jona Gli fluorantena (FLA) imao dalekodiefekat u smanjenju broja bakterija
pri istim koncentracijama Gt Rezistentnost bakterija prema jonima?Cee javlja zahvaljujti
kompartmentizaciji u periplazmi i spoljasnjéglijskoj membrani usled delovanjgetiri proteina
kodiranih od strane plazmida k& syringaeili zahvaljujuti efluksu jona Cti iz ¢elije u spoljasnju
sredinu, kao kodescherchia coli Pové&ana ekspresija gena plazmida i rezistenstnost tijakiea
toksicne efekte jona metala je pridemna kod bakterija koje su rasle na industrijski adagim

staniStima.
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Pojava sojeva otpornih na visoke koncentracije j@a&’ moze dovesti do razvoja
rezistentnosti i prema antibioticima, 5to je @mizrazeno kod Gr- bakterija (Berg, 2004). T¢ksi
efekti teSkih metala u visokim koncentracijama, aikhi su formiranjem manje toksih
metaloorganskih kompleksa, te njihovom akumulacijokompartmentizacijom. Ustanovljeno je da
su Gram pozitivne (Gr+) bakterije znatno osetkivina visoke koncentracije jona Custo se
objasSnjava razlikom u gda celijskog zida izméu Gr+ i Gr- bakterija (Rathnayake, 2010). Brojni
nawni radovi, navode inhibitorni uticaj jona €una brojnost bakterija, to je pofeno i u ovom
istraZivanju na zasadima klonova Pel19/66 i M1. wilggtu gde je bio zasien klon B229, doSlo do
porasta brojnosti bakterija pri koncentraciji 0d03fg/kg bakra, Sto se moZe objasniti ne samo
postojanjem rezistentnih sojeva bakterija, negoZzesom uzajamnom interakcijom klonova topole i
mikroorganizama u zemljistu. Inhibitorni efekat €U koncentracije 300 mg/kg na diverzitet
mikroorganizama se po&@va sa periodom inkubacije duzim od 45 dana (B2006).

Ispitivanjem uticaja jona Gt na brojnost bakterija ustanovljeno je da pri kaniagiji jona
Cd™* koja odgovara trostruko ¥ej koncentraciji od MDK (9 mg/kg), doslo do smarjgerbroja
bakterija kod klonova Pel9/66 i B229, dok kod kldvia nije doSlo do znsjne promene u broju
bakterija u zemljiStu. Broj bakterija u zemljiSta Rojem je bio zasi@n klon topole M1 je pokazao
porast pri koncentraciji Gt od 3 mg/kg, dok ista koncentracija nije dovelapfomena brojnosti
bakterija u zemljiStu na kome su bili zdeai klonovi topola Pe 19/66, dok se broj baktetija
zemljiStu klona B229 redukovao. Prema Cevik i saictha (2009) broj bakterija pri koncentraciji
jona Cd* od 75 mg/kg je bio & u odnosu na koncentraciju €dd 50 mg/kg, dok je kombinovani
tretman C8" sa FLA izazvao linerani pad broja bakterija. damo je da se inhibitorni efekat jona
Cd?* na rast bakterija povava sa duzinom perioda inkubacije to jedaho za bakterije neustona
(Kim, 1985). Stimulatorno dejstvo nizih koncentjagiona Cd* u zemljistu na biomasu bakterija
primeéeno je u zasadima zobi, dok su vise koncentraoif@ jCd" ispoljile inhibitorni efekat na
biomasu bakterija, pogotovo u kombinaciji sa jonida’, CU* i P¥* (Walker, 2008). Tokshi
efekti teSkih metala u Sumskom zemljistu rastu pono redosledu CtENiI*'<Zn?*=Cu**<PIF*, dok
se toksini efekti jona CA" najjase ispoljavaju na poljoprivrednim zemljistima (Elsd997). Usled
redukcije brojnosti bakterija izazvane jonima’Cal zemljistu, posledno dolazi do opadanja kéine
produkovanog C®od strane bakterija, na zemljiStu koje je bogadrgajem P i N (Abdousalam,
2010). U naSem ogledu. dodatak nitratnih soli te$ketala u zemljiSni medijum, moZe biti razlog
porasta broja bakterija usled péaaja raspolozivog azota u zemljiStu.

Poznato je da se efekti teSkih metala na mikroozgas zemljiSta ispoljavaju promenom
diverziteta mikroflore zemljiSta usled toksbg delovanja metala na osetljive vrste mikroorgamia
(Anyanwu et al., 2011). Produkcija siderofora odhrse bakterija pov@va vezivanje esencijalnih
metala, ¢ime se onemogava opstanak potencijalnih biljnih patogena (Sahmeet al., 2011). U
takvom odnosu biljka-mikroorganizam, bakterije @juZ biljci pored nutrijenata i vid zaStite od

patogenih organizama, Sto stimuliSe rast vrsta &ojetporne na visoke koncentracije teSkih metala.
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5.19. Uticaj jona NF*, Cu?* i Cd** na brojnost filametoznih gljive

Gljive su viSe tolerantne prema stresnim uslovigazvanim visokim koncentracijama
metala u odnosu na druge grupe mikroorganizamse terodukcija njihove biomase moZze Korisititi
kao bioindikator zagienja teSkim metalima (Elsas et al., 1997). Na ogrdnbijenih vrednosti broja
plesni za raztite koncentracije N, utvrdeno je smanjenje broja filametoznih gljiva sa gewgem
koncentracije jona Ni, iako su klonovi topola M1 i B229 pokazali nezrapoveanje broja plesni
pri koncentraciji jona Ni od 150 mg/kg (tabela 10.). Prema Sarkar i saradaiq2010), sa
poveanjem koncentracije jona Nidolazi do opadanja broja plesni, dok je totalnakitija rasta
plesni ustanovljena pri koncentraciji jona®Nod 200 mg/kg. Lankinen i saradnici (2011) navode
poveanu osetljivost filametoznih gljiva koje vrSe raadnju Sumskog pokriva na nize
koncentracije jona Ni (do 100 mg/kg), $to se zf&no odrazava na njihove fizioloske i metatidi
procese i uzrokuje smanjenje biomase. Kod zasamlzakiopole B229, broj plesni sa péagjem
koncentracije jona Ni je pokazao tendenciju rasta. Péamsje otpornosti prema jonima Nikoje se
odlikuje porastom broja plesni je rezultat vezieaNj** za histidin u vakuolama, $to je pdéno kod
Sacharomices cerevisigkankinen et aJ 2011). Povéanje broja plesni pri vém koncentracijama
Ni?* se moZe objasniti aktiviranjem odbrambenih mehamiza uklanjanjem Ni iz podloge
bioakumulacijom. Pou&nje otpornosti gljiva prema jonima#li sposobnost njegovog uklanjanja u
procesu bioremedijacije se péewa ukoliko se podloga obogati dodatkom glukozeahasoze
(Lacina. 2003). Otpornost plesni prem& Nisposobnost uklanjanja jona®\lbd strane plesni zavisi i
od pH sredine, te se pri pH>5 pdaea vezivanje jona Ni za negativno naelektrisane delove
¢elijskog zida (Congeevarum et al., 2006). Ova pmjeivmogla objasniti povanje broja plesni pri
veéim koncentracijama Ni za klon topole B229 pri pH=8,24, koji je ustanonlje zemljistu ovog
ogleda.

Najveta brojnost plesni ustanovijena je pri koncentra@ijf* od 100 mg/kg. Najmanja
brojnost filamentoznih gljiva za sva tri klona té@ge utvidena pri koncentraciji Ctiod 300 mg/kg,
to ukazuje na tok&iost jona CE i nisku otpornost plesni prema jonima ovog methla.razltitim
tipovima zemljiSta sa razitim koncentracijama metala, najiéroj plesni je potten na obradivim
povrSinama, dok je njihova brojnost bila znatno jaanzeml;jiStu koje sadrzi potane koncentracije
jona Cd" koji deluje kao inhibitor rasta plesni (Elsas bt 8997). Toksian efekat jona Cli zavisi i
od pH vrednosti podloge na kojoj plesan raste. Eagbthia parasiticge bio stimulisan prisustvom
CuSQ pri pH=4-8, dok je rast iste vrste bio znatno §labodsustvu jona Cii pri istoj pH vrednosti
podloge. Rast micelij&. parsiticau tetnoj podlozi je bio zn&jno bolji pri nizim nego pri viSim
koncentracijama jona Gl koje su delovale izuzetno stimulativno na rastetije udvrstoj podlozi.
Ispitivanjem tolerancijédspergillus letilusna tokséne efekte Cti, utvrdeno je da ova vrsta moZe da
podnese visoke koncentracije Gusak do 550 mg/l wvrstoj podlozi. Tokom intenzivne faze rasta
kod A. lentilususvajanje glukoze je bilo znatno slabije u prisugona Ca* sto je rezultiralo manjom

biomasom, méutim nakon 120 h, produkcija biomase je bila isé@ k u odsustvu jona Gl $to
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ukazuje na mehanizme aklimacije na prisustvo jood @ha, 2011). Visoke vrednosti broja plesni u
ovom radu su najverovatnije rezultat péameog usvajanja Cii pri pH oko 8 kao i razvijene
tolerancije prema ovom metalu.

Smanjenje broja plesni sa péagjem koncentracije jona €dzabelezeno je samo za
zemljiSte na kome su rasli klonovi topole M1 i B22@k je broj plesni na zemljistu na kom je rastao
klon topole Pe 19/66 porastao sa p@mgem koncentracije jona €d Relativno visok broj plesni je
ustanovljen na zemljistu tretiranom sa 3 mg/kg @&kom su rasli klonovi M1 i B229, dok je najee
brojnost plesni utanovljenja pri koncentraciji joBid ** od 9 mg/kg na zemljistu na kom je rastao klon
Pe 19/66. Nasuprot dobijenim rezultatima, Walke€dO@ je zabeleZio da joni €dredukuje broj
plesni u opsegu koncentracije Cd od 1a¥g do 550ug/g zemljiSa. Zbog svoje mobilnosti u
zemljistu, joni Cd" su lak3e dostupni bilikama i mikroroganizmima mosu na druge metale. €ge
izuzetno toksian za gljive i njegova tok&nost raste sa pog@njem pH vrednosti sredine (Karaman et
al., 2010). Osnovni uzrok toksiosti jona Cé' leZi u njegovoj sposobnosti vezivanja za tiolnepgr
enzima i proteina, inhibiciji procesa disanja nsporta elektrona u procesu oksidativne fosfojgaci
(Govedarica et al., 1993\. nigerje pokazao redukciju rasta micelije pri koncerijr&d?* od 100-
250ug/g u alkalnoj sredini (Babich et al., 1976).

5.20. Uticaj jona NF*, Cu?* i Cd** na broj algi

Pod uticajem jona Ni ustanovljen je pad brojnosti algi u zemljistu markje bio gajen klon
topole M1, dok je na zemljistu klona Pe 19/66 haluji rastao sa po¢anjem koncentracije Ki.
Najveti broj algi ustanovljen je u zemljiStu na kom jestao klon topole Pe 19/66, pri koncentraciji
jona NF* od 150 mg/kg u zemljitu (tabela 10). Prema Shaka907), ihibitorni efekat jona Nise
poveava sa rastom njegove koncentracije, Sto odgovaaajenju broja algi u zemljiStu gde je gajen
klon topole M1. Pov&anje broja algi u zemljiStu klona Pe 19/66, po dkdanitratnih soli nikla,
objasSnjava se povanjem raspoloZivog azota u zemljiStu koji je vritah faktor za rast algi.

Price i saradnici (1991), navode da uticaj jon& Na rast algi zavisi pre svega od prisustva
dostupnog azota u podlozi. Ispitivanjem uticajaajddi”* utvrden je véi inhibitorni efekat jona Ni'
na divlje sojeve nego na mutantni <Ohlorela sp.(Shakaya, 2007). Pojava rasta broja algi sa
poveanjem koncentracije nikla moze se objasniti kadqubsa vée rezistentnosti mutantnih vrsta
algi na prisustvo nikla. Nikal pri ¥&n koncentracijama deluje inhibitorno, ne samo at algi nego
i na intenizitet fotosinteze (Parikh et al., 2008)kal moZe imati stimulatoran efekat na rast &k
Sto je Scenedesmus abundari®p zavisi od koncentracije, jer Ni podstirast algi pri nizim
koncentracijama, dok pri ven koncentracijama deluje inhibitorno na rast (Maej al., 2001).

Bakar je esencijalni mikroelement za rast algij kop ulogu i kao kofaktor nekih enzima i
kao nosilac elektrona u procesu disanja i fotogmt®raenjem promena broja algi utieno je da sa
porastom koncentracije €udolazi do pada broja algi $to jedemo na zemljistu klonova topola Pe
19/66 i B229, dok je broj algi na zemljistu klonal Mastao sa potanjem koncentracije jona €u

Uticaj jona Cd" na rast algi zavisi i od vrednosti pH sredine s@povéanjem pH opada inhibitorno
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delovanje C&' na rast algi. Méutim, ispitivanja vr§ena naChlorella sp. ukazuju povéanje
toksiknosti jona C&' pri pH=6.5 u odnosu na niZi pH=5.7, $to je poslagiovéanog usvajanja jona
CU** od strane algi usleddag vezivanja jona Cuizaéelijski zid pri viSem pH. Nize koncentracije
jona Cd" (25 mg/l) mogu delovati stimulatorno na rast &gb i na intenzitet fotosinteze, $to je
utvrdeno praenjem rastaPadina boergesenidok je koncentracija Gliod 500 mg/l dovela do
zn&ajnog inhibitornog efekta kod iste alge. Smanjebjeja algi u ovom radu usled delovanja
poviSenih koncentracija jona €uwsu u skladu sa navedenim radovima u kojima séeigtihibitorni
efekat jona Ctf na rast algi. Pojava potanja broja algi na zemljistu gde je rastao klorotepgM1,
moZe se dovesti u vezu sa péagiem raspolozivog azota u zemljiStu usled dodavhakra u obliku
nitratnih soli.

Prema dobijenim rezultatima, ustanovljen je poaitiwticaj jona Ct na rast algi, preemu
je koncentracija jona Gtod 9 mg/kg u zemljistima svih klonova topola daveb povéanja broja
algi. Nasuprot tome, Wu i saradnici (1986) su zefiklpad broja algi usled toksiog efekta CH pri
koncentracijama od 20QM. Efekti jona Cd" na rast algi se ogledaju u izazivanju poréme
usvajanja esencijalnih elementa poput jon&" CMg®* (Shariati et al., 2006). Inhibitorni uticaj jona
Cd?* na broj algi se moze sgig dodavanjem jona G4 to dovodi do pov@ne brojnosti algi pri
visokim koncentracijama jona €d Poveanje brojnosti algi sa porastom koncentracijé*@dovom
radu se svakako moze dovesti u vezu sa smanjenjesitriosti jona C8’, usled prisustva visokih

koncentracija jona Gau zemljistu.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem promena biohemijskih i fizioloskih karakteristika
klonova topola (M1, B229 i Pe 19/66) pod uticajem razli¢itih koncentracija jona teskih metala (Ni**, Cu**

i Cd*) u zemljistu, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

v" Postoje jasne razlike izmedu klonova topole u koli¢ini usvojenih metala iz zemljisnog
medijuma. Klon topole B229 se pokazao kao najefikasniji za fitoekstrakciju Ni** u
nadzemne delove pri visokim koncentracijama ovog metala u zemljiStu, dok je klon M1
bio efikasniji pri nizim koncentracijama nikla. Klon topole M1 pokazao se i kao
najefikasniji u fitoekstrakciji jona Cu*" iz zemljista, dok je klon Pe19/66 bio najbolji u
procesu fitoekstrakcije Cd** iz zemljista, pri obe primenjene koncentracije. Za sve metale
osim kadmijuma, BCF su u nadzemnim delovima nizi od 1, $to ukazuje da ovi klonovi

topola ne mogu biti svrstani u hiperakumulatorske vrste za ove metale.

v' Slaba sposobnost translokacije teSkih metala u nadzemne delove kod svih ispitivanih
klonova topola predstavlja najvec¢i nedostatak za njihovu primenu u svrhe fitoekstrakcije.
Zbog niskih vrednosti TF ovi klonovi topola mogu naéi primenu u procesima
fitostabilizacije i rizofiltracije. Najveci procenat metala se akumulira u korenovima, zatim

izbojcima, dok se najmanje metala akumulira u listovima ispitivanih klonova.

v Intenzitet fotosinteze, stomalna provodljivost, brzina transpiracije i efikasnost
iskori§¢enja vode su pod uticajem tesSkih metala pokazali statisticki znacajne promene u
zavisnosti od klona, primenjenog metala i njegove koncentracije. Pri povecanju
koncentracije jona Ni** i Cu*" uo&eno je zna¢ajno snizenje ovih parametara, narocito kod
klona M1, dok je klon B229 pokazao najvece oscilacije u vrednostima parametara

fotosinteze pod uticajem jona Cd*".

v" Promene u parametarima fotosinteze su direktna posledica smanjenog sadrzaja hlorofila u
listovima ispitivanih klonova topola pod uticajem teskih metala. Tako, joni bakra dovode
do najvec¢eg smanjenja sadrzaja pigmenata hloroplasta. Najvece promene u sadrzaju
hlorofila pod uticajem jona Cu** zabeleZene su kod klonova topola M1 i Pe 19/66, dok se
pod uticajem jona Ni** sadrZaj hlorofila znacajno smanjio kod klonova M1 i B229. Klon
Pe 19/66 nije pokazao znacajne promene u sadrzaju hlorofila pod uticajem jona Ni*", dok
pod uticajem jona Cd** jedino ovaj klon pokazuje znaGajno smanjenje sadrzaja pigmenata

hloroplasta.
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Pod uticajem jona teskih metala, u korenovima svih klonova primeéeno je znacajno
smanjenje sadrzaja esencijalnih jona poput Mg* i Ca®, usled sli¢nosti odnosa
veli¢ina/naelektrisanje jona esencijalnih i teSkih metala. Klon M1 je pokazao posebnu
osetljivost zbog redukcije usvajanja jona Mg** u korenovima prilikom izlaganja jonima
Ni*" i Cd*, dok je klon B229 pokazao znacajno smanjenje sadrzaja Ca** u korenovima pri
tretmanima zemljista jonima Cu?®’ i Ni*". Do veéih promena u sadrzaju jona esencijalnih
metala Mg®* i Ca*" doslo je u korenovima, nego u listovima klonova topola zato $to se
veCa koncentracija teSskih metala akumulirala u korenovima nego u listovima.
Eksperimentalno je dokazano da dodatkom nitratnih soli teSkih metala u zemljiste dolazi
do znacajnog povecanja sadrzaja azota u listovima i korenovima svih ispitanih klonova
topola. Povecanje sadrzaja azota u biljnim organima, ublaZzilo je toksi¢ne efekte teSkih
metala, zahvaljujuci povecanju raspolozivog azota za sintezu azotom bogatih jedinjenja
koja u€estvuju u procesu rasta poput indol-3-siréetne kiseline, ili u antioksidantnoj zastiti
i osmoregulaciji poput poliamina. Uticaj teskih metala na mineralnu ishranu i proces
fotosinteze kod ispitivanih klonova topola zavisi od vrste 1 koncentracije teSkog metala,

kao i organa i klona topole u kom se uticaji ispituju.

Dokazano je da usled zagadenja zemljiSta jonima nikla dolazi do povecanja ukupnog
antioksidantnog kapaciteta u ekstraktima listova i korenova ispitivanih klonova topola.
Klon topole Pe 19/66 pokazao je znacajno povecanje antioksidantnog kapaciteta pri
nizim, a klon M1 pri viS§im koncentracijama nikla u zemljistu. U korenovima, gde je
najveca akumulacija jona bakra i kadmijuma, dosSlo je do smanjenja ukupnog
antioksidantnog kapaciteta, dok u listovima niske koncentracije akumuliranih teSkih
metala stimulativno uti¢u na ukupni antioksidantni kapacitet. Klonovi topola M1 i Pe

19/66 su pokazali znacajno veci antioksidantni kapacitet od klona B229.

Joni nikla izazvali su smanjenje sposobnosti ekstrakata listova i korena topola da
neutraliSu DPPH radikal, dok su joni bakra indukovali povec¢anje sposobnosti ekstrakata
da neutraliSu ovaj sinteticki radikal u odnosu na ekstrakte netretiranih topola
odgovaraju¢ih klonova. U sluCaju zagadenosti zemljiSta jonima kadmijuma, u
ekstraktima korenova i listova klonova M1 i Pel19/66 doslo je do porasta sposobnosti
neutralizacije DPPH radikala u odnosu na ekstrakte kontrola, dok su ekstrakti klona B229
pokazivali smanjenu sposobnost neutralizacije DPPH radikala. Sposobnost ekstrakata
topola da neutraliSu NO radikal se razlikovala u zavisnosti od koncentracije i vrste
metala. Pod uticajem visih koncentracija nikla, ekstrakti korenova topola pokazali su
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znacajno smanjenje sposobnosti neutralizacije NO radikala, posebno kod klonova M1 i
B229, dok su pri tretmanima jonima kadmijuma ekstrakti korenova i listova svih klonova

pokazali povecanje sposobnosti neutralizacije NO radikala.

Joni Ni** izazvali su povecanje redukcione moci u ekstraktima listova, dok su joni Cd*" i
Cu®" izazvali smanjenje redukcione sposobnosti ekstrakata listova i korenova klonova
B229 i Pe 19/66, sa izuzetkom ekstrakta klona M1, kod kojeg je pod uticajem jona bakra

doslo do povecanja redukcione moci ekstrakata.

Tretmani jonima nikla doveli su do statisticki znacajnog povecanja enzimske aktivnosti
peroksidaza (glutation-peroksidaze i gvajakol-peroksidaze) i glutation-reduktaze, ali i do
smanjenja aktivnosti superoksid-dizmutaze u korenovima i listovima svih klonova topola
u odnosu na kontrole. Joni bakra su u ekstraktima korenova i listova klona M1 stimulisali
aktivnost SOD, dok su u ekstraktima klonova B229 i Pe 19/66 doveli do njene inhibicije.
Klon M1 pokazao je izrazito povecanje GPx aktivnosti u listovima pod uticajem jona
bakra, dok kod preostala dva klona nije doslo do promene aktivnosti ovog enzima. Joni
bakra nisu uticali na aktivnost glutation-reduktaze u listovima i korenovima klonova M1 i
B229, dok su u ekstraktima klona Pe 19/66 izazvali znacajno povecanje aktivnosti ovog
enzima. SOD je bila aktivirana jonima kadmijuma kod svih ispitanih klonova topole, dok
je GPx bila aktivirana kod korenova svih klonova i listova klona M1, a nepromenjena
kod listova klonova B229 i Pe 19/66. Aktivnost GSH-Px je bila inhibirana kod korenova i
listova klonova M1 i Pe 19/66, a nepromenjena u korenovima i listovima klona B229.
ZnacCajno vecée aktivnosti enzima su zabelezene u listovima u odnosu na aktivnosti

enzima u korenovima klonova topola.

Promene ispitivanih parametara (koli¢ine malonildialdehida i sadrzaja ukupnih fenolnih
jedinjenja, flavonoida i rastvorljivih proteina) u ekstraktima korena i lista klonova topola
ukazuju da je pod uticajem jona bakra, nikla i kadmijuma doslo do pojave oksidativnog
stresa. Usled povecanja aktivnosti GR, SOD i peroksidaza u listovima i korenovima
razlicitih klonova topole, dolazi do smanjenja koncentracije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i
ublazavanja oksidativnog stresa. Dokazane su statisticki znacajne razlike u biohemijskom

odgovoru razlic¢itih klonova topola u zavisnosti od vrste i koncentracije teSkog metala.

Sva tri ispitana teSka metala dovela su do statisti¢ki znacajnog povecanja sadrzaja biljnih

hormona (ABA i IAA) i u korenovima i listovima topola topola vrste Populus deltoides.

Joni bakra su pri koncentraciji od 300 mg/kg doveli do najveceg povecanja sadrzaja ABA
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u listovima klona Pe 19/66 (170%), dok su joni kadmijuma pri koncentraciji koja
odgovara trostrukoj vrednosti MDK (9 mg/kg) izazvali povecanje sadrzaja ovog hormona
za 52% u odnosu na netretirane kontrole. Vrednosti ABA su se udvostrucile i u
korenovima topola usled tretmana ve¢om koncentracijom kadmijuma (9 mg/kg), a
znacajno su se povecale i pod uticajem nikla $to potvrduje da ABA pozitivno deluje na
povecanje otpornosti na stres izazvan poviSenim koncentracijama teSkih metala.
Zahvaljujuéi izuzetno povisenim koncentracijama ABA, klon topole Pe19/66 se izdvojio

kao najbolje adaptirani klon topole na povisene koncentracije bakra u zemljistu.

Trostruko vece koncentracije od MDK za jone Ni** i Cu®*" dovele su do statisti¢ki
znaCajnog povecanja sadrzaja IAA u korenovima. Najve¢i skok koncentracije ovog
hormona rasta indukovan je pri nizim koncentracijama kadmijuma, gde je doslo do
povecanja koncentracije IAA za 123% u odnosu na sadrzaj u kontrolnim biljkama. Porast
sadrzaja ovog hormona rasta pod uticajem teskih metala moze se objasniti pove¢anjem
koli¢ine neophodnog azota za njegovu biosintezu nakon dodavanja metala u obliku

njihovih nitratnih soli.

Izolacijom i odredivanjem sadrzaja slobodnih i konjugovanih poliamina HPLC analizom
iz listova i korenova Populus deltoides u uslovima kontaminacije bakrom, niklom i
kadmijumom, dokazano je da su dati metali doveli do indukcije biosinteze slobodnih i
konjugovanih poliamina pri obe koncentracije metala. Najzastupljeniji poliamini u
topolama su putrescin, zatim spermidin i na kraju spermin. Koncentracije konjugovanih
poliamina su vise nego dvostruko veée od koncentracije slobodnih poliamina. Vece
koncentracije poliamina su dokazane u listovima nego u korenovima. Konjugovani i
slobodni oblici poliamina pokazuju klonalnu varijabilnost i zavisnost od koncentracije
bakra u zemljistu. Do najvece indukcije biosinteze poliamina pod uticajem jona bakra
doslo je kod klona M1, pa zatim klona Pe 19/66, dok je klon B229 najsiromasniji u
pogledu sadrzaja svih oblika poliamina i sadrzi znatno niZe koncentracije nego druga dva
ispitana klona topola. Ukupni antioksidantni kapacitet izrazen troloks ekvivalentima je u
visokoj korelaciji sa sadrzajem poliamina u klonovima topola, §to potvrduje ulogu
poliamina u antioksidantnim procesima. Pod uticajem teSkih metala klonovi M1 i Pe
19/66 su pokazali veci antioksidantni kapacitet u odnosu na B229 zahvaljujuc¢i povisenoj

koncentraciji poliamina i njihovih konjugata sa fenolnim kiselinama.
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Povecanje koncentracije teSkih metala je u najvecem broju slucajeva izazvalo inhibitorni
efekat na brojnost mikroorganizama. Pretpostavlja se da je do izuzetaka u povecanju
brojnosti mikroorganizama usled povecanja koncentracije teskog metala doslo zbog vece
tolerancije mikroorganizama na teSke metale u okruzenju. Obe tretirane koncentracije
jona Cu®" povecavale su broj plesni, a najveca brojnost je uocena pri koncentraciji od 100
mg/kg, $to ukazuje da plesni pokazuju vecu tolerantnost prema jonima Cu®" u odnosu na
bakterije i alge. Joni Cd** ispoljili su inhibitorni efekat na rast bakterija i plesni, a sa
povecanjem koncentracije jona Cd** u zemlji$tu, kod klonova topola M1 i B229, dolazilo
je do opadanja brojnosti plesni usled nemoguénosti adaptacije na ve¢e koncentracije jona
Cd*. Sve navedeno ukazuje da teSki metali uzrokuju promenu broja mikroorganizama u
zemljiStu zasada topola koji imaju vaznu ulogu u procesima bioremedijacije zemljista.
Prisustvo rezistentnih oblika mikroorganizama koje izaziva povecanje brojnosti pri
odredenim koncentracijama jona Ni*, Cu** i Cd*" bi trebalo ispitati sa stanovista
rezistentnosti sojeva, u cilju odredivanja potencijalnih bioindikatora zagadenja teskim
metalima, kao i mogucnosti upotrebe odredenih sojeva u procesima bioremedijacije

teskih metala iz zemljista.

Ispitivani klonovi topola nisu pokazali letalan efekat pri tretmanima teskim metalima u
koncentracijama koje odgovaraju trostruko veé¢im od maksimalno dozvoljenih
koncentracija po Nacionalnoj legislaciji, dok su pri maksimalnim dozvoljenim
koncentracijama teskih metala kod sva tri klona topola primecene morfoloske,

biohemijske i fizioloske promene.

Rezultati ovog istrazivanja su znacajni za odabir klonova topola tolerantnih na stres izazvan

jonima te$kih metala. Odabrani klonovi topola mogu naci zna¢ajnu primenu u fitoremedijaciji, i ¢iS¢enju

povrsina zagadenih teskim metalima. Osim navedenog, dobijeni rezultati se mogu koristiti u programima

posumljavanja stani$ta koja su zagadena teSkim metalima. Ovaj rad predstavlja sintezu rezultata dobijenih

ispitivanjem razli¢itih aspekata bioloskih odgovora topola u prisustvu teskih metala u koncentracijama

iznad dozvoljenih u zemljistu, §to su ujedno i prvi rezultati vezani za testirane klonove topola koji su

odgajani na zemljisSnom medijumu. Sli¢na ispitivanja bi trebalo uraditi i na drugim klonovima topole koji

bi se mogli koristiti u fitoremedijaciji.

Dalja istrazivanja u ovoj oblasti bi trebala biti usmerena na ispitivanje uticaja teskih metala na

druge metabolite topola sa signalnom i hormonskom ulogom poput jasmonske, salicilne ili giberelinske

kiseline kako u zemljiSnom medijumu, tako i u vodenoj i kulturi tkiva. Zbog sve veceg zagadenja zivotne
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sredine teskim metalima, ispitivanje uticaja metala u drasticno ve¢im koncentracijama od maksimalnih
dozvoljenih u zemljiStu i ispitivanje kombinacija razli¢itih teskih metala, kao i kombinacija organskih

zagadivaca u prisustvu teSkih metala bi bila opravdana i korisna.
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8. PRILOG

Tabela 11.Integracija pikova nastalih HPLC/DAD analizom sbdih poliamina (Put, Spd i Spm) u listovima
klona topole Pe 19/66 pod uticajem jona teSkih taetzltite koncentracije

Broj hroma- Biljni Metal K__oncentra— Poliamin Retencior_lo Pov_réina Vi_sina Koncentracija
tograma organ cija_metala vreme (min) pika pika (nmol/g s.m.)

2a List Kontrola 0 Put 8.630 24409 1477 42.5
2z List Kontrolg 0 Spc 12.363 1305 124 1.2
2a List Kontrola 0 Spm 13.730 2013 157 1.3
5a List Ni 50 Put 8.643 32046 1866 185.0
5a List Ni 50 Spd 12.343 1377 112 3.8
5a List Ni 50 Spm 13.620 768 64 1.4
8¢ List Ni 15C Pui 8.630 22953 1366 131.2
8a List Ni 150 Spd 12.373 1370 120 3.8
8a List Ni 150 Spm 13.850 2490 113 4.6
1lla List Kontrola 0 Put 8.633 37771 2336 211.9
1la List Kontrola 0 Spd 12.337 7441 598 20.1
1la List Kontrola 0 Spm 13.633 1005 75 1.8
14¢ List Cu 5C Pui 13.697 2346 152 393.(
14a List Cu 50 Spd 8.843 24425 1540 9.2
14a List Cu 50 Spm 12.443 10529 631 0.0
17a List Cu 150 Put 8.577 23423 1397 130.8
17a List Cu 150 Spd 12.323 2161 172 5.8
17a List Cu 150 Spm 13.690 1177 77 2.1
20a List Kontrola 0 Put 8.740 22100 1347 128.8
20z List Kontrolg 0 Spc 12.403 3542 227 9.¢
20a List Kontrola 0 Spm 13.733 2654 172 5.0
23a List Cd 50 Put 8.743 57679 3526 323.6
23a List Cd 50 Spd 12.423 3264 283 8.8
23a List Cd 50 Spm 13.760 3354 189 6.1
26¢ List Cd 15C Put 8.750 19936 1064 112.¢
26a List Cd 150 Spd 12.440 1079 93 29
26a List Cd 150 Spm 13.630 857 47 1.6
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Tabela 12. Integracija pikova nastalih HPLC/DAD analizom sddbih poliamina (Put, Spd i Spm) u
korenovima klona topole Pe 19/66 pod uticajem je$&ih metala razlite koncentracije

Broj hroma- Biljni Metal g?ancrﬁzyat Poliamin Retenciorjo Pov_réina Vi_sina Koncentracija
tograma organ (mg/kg) vreme (min) pika pika (nmol/g s.m.)

29a Koren Kontrola 0 Put 8.743 20402 1269 118.9
29a Koren Kontrola 0 Spd 12.403 5588 324 15.7
29a Koren Kontrola 0 Spm 13.700 153 21 0.3
32a Koren Ni 50 Put 8.790 25783 1554 148.8
32a Koren Ni 50 Spd 12.437 10306 678 28.7
32¢ Koren Ni 50 Spn 13.747 130 13 0.2
35a Koren Ni 150 Put 8.780 27635 1704 163.4
35a Koren Ni 150 Spd 12.437 4403 289 12.5
35a Koren Ni 150 Spm 13.663 678 44 1.3
38a Koren Kontrola 0 Put 8.810 16812 1032 98.5
38¢ Koren Kontrola 0 Spc 12.410 2686 184 7.6
38a Koren Kontrola 0 Spm 13.697 2346 152 4.5
4la Koren Cu 50 Put 8.843 24425 1540 137.0
4la Koren Cu 50 Spd 12.443 10529 631 28.5
4la Koren Cu 50 Spm 13.710 979 77 1.8
44a Koren Cu 150 Put 8.857 26735 1683 155.1
44¢ Koren Cu 15C Spc 12487 1536 105 .2
44a Koren Cu 150 Spm 13.787 535 50 1.0
47a Koren Kontrola 0 Put 8.847 8665 609 50.0
47a Koren Kontrola 0 Spd 12.440 2039 130 5.7
47a Koren Kontrola 0 Spm 13.783 700 35 1.3
50a Koren Cd 50 Put 8.870 15092 942 86.7
50a Koren Cd 50 Spd 12.480 4471 263 12.4
50¢ Koren Cd 50 Spr 13.763 1113 51 2.1
53a Koren Cd 150 Put 8.847 7181 461 411
53a Koren Cd 150 Spd 12.463 1062 64 2.9
53a Koren Cd 150 Spm 13.770 1092 60 2.0

Tabela 13Integracija pikova nastalih HPLC/DAD analizom keggvanih poliamina (Put, Spd i Spm) u listovima
klona topole Pe 19/66 pod uticajem jona teSkih taetzliite koncentracije

Broj Koncentra- Retenciono Povrsina Visina Koncentracija
| Organ Metal cija metala Poliamin . . - poliamina
hromatograma vreme (min) pika pika
(mg/kg) (nmol/g s.m.)
2b List Kontrola 0| KonjPut 8.60 6814 401 386.8
2b List Kontrola 0| Konj Spd 12.380 850 59 180.1
2b List Kontrola 0| KonjSpm 13.70D 2301 146 12.8
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5b List Ni 50| KonjPut 8.667 28113 1734 451.8
5b List Ni 50| Konj Spd 12.353 1959 123 190.6
5b List Ni 50| Konj Spm 13.607 940 50 8.9

8h List Ni 15C | Konj Pu 8.700 18813 1164 326.;
8b List Ni 150 | Konj Spd 12.38 2986 210 235.7
8b List Ni 150 | Konj Spm 13.423 722 63 12.2
11k List Kontrolg 0 | Konj Pu 8.687 25861 1620 3228
11b List Kontrola 0| Konj Spd 12.78D 23360 1415 173.2
11k List Kontrolg 0 | Konj Spm 13.723 995 78 12.7

14b List Cu 50| Konj Put 8.580 62948 3825 393.6
14b List Cu 50| Konj Spd 12.328 5296 383 122.6
14b List Cu 50| Konj Spm 13.70p 878 62 8.7

17b List Cu 150| Konj Put 8.567 39628 2390 372.8
17b List Cu 150/ Konj Spd 12.340 7190 482 211.6
17b List Cu 150, Konj Spm 13.733 1427 89 7.3

20b List Kontrola 0| KonjPut 8.687 57440 3433 257.1
20b List Kontrola 0| Konj Spd 12.358 14149 959 161.0
20b List Kontrola 0| Konj Spm 13.68B 3621 236 15.1
23b List Cd 50| Konj Put 8.707 44593 2712 538.5
23b List Cd 50/ Konj Spd 12.398 4083 268 133.9
23k List Cd 50 | Konj Spm 13.753 1021 61 15.7
26b List Cd 150| Konj Put 8.73D 18102 1126 295.8
26b List Cd 150| Konj Spd 12.41p 2460 182 222.2
26b List Cd 150 Konj Spm 13.708 244 24 16.2

Tabela 14integracija pikova nastalih HPLC/DAD analizom kogjwanih poliamina (Put, Spd i Spm) u
korenovima klona topole Pe 19/66 pod uticajem je3&ih metala razlite koncentracije

hch>rr(r)1Ja- Organ Metal Iéi(j): (r:'r?gtt;?a; Poliamin Retencio_no Poyréina Vi_sina Kopr:)cl:i(;r:;riigja
tograma (mg/kg) vreme (min) pika pika (nmol/g s.m.)
29b Koren Kontrola 0 Konj Put 8.720 19890 1190 114.7
29b Koren Kontrola 0 Konj Spd 12.390 4663 281 117.4
29b Koren Kontrola 0 Konj Spm 13.733 842 58 16.2
2bis Koren Ni 50| Konj Put 8.810 7402 466 153.5
2bis Koren Ni 50| Konj Spd 12.46D 316 34 193.2
2bis Koren Ni 50| Konj Spm 13.641 698 52 10.9

38c Koren Ni 150 Konj Put 8.75¢ 13175 849 244.5
38c Koren Ni 150 Konj Spd 12.378 1814 121 202.7
38c Koren Ni 150, Konj Spm 13.697 2040 144 8.8

41c Koren Kontrola 0 Konj Put 8.75 19223 1192 87.8
41c Koren Kontrola 0 Konj Spd 12.403 7060 407 113.8
41c Koren Kontrola 0| Konj Spm 13.697 415 26 4.0

44c Koren | Cu 50 | Konj Pu 8.790 19023 1168 331.5
44c Koren Cu 50 Konj Spd 12.390 1527 95 2124
44c¢ Koren Cu 50 | Konj Spm 13.670 954 59 12.€

47b Koren Cu 150 Konj Put 8.787 14614 930 209.4
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47b Koren Cu 150 Konj Spd 12.410 2545 155 161.2
47b Koren Cu 150 Konj Spm 13.793 1182 89 8.2
47b Koren Kontrola 0 Konj Put 8.78/7 14614 930 87.8
47k Koren | Kontrolg 0 | Konj Spd 12.410 2545 155 36.1
47b Koren Kontrola 0 Konj Spm 13.793 1182 89 5.7
50b Koren Cd 50 Konj Put 8.82D 13888 865 176.4
50k Koren | Cd 50 | Konj Spd 12.423 3238 209 109.¢
50b Koren Cd 500 Konj Spm 13.677 109 14 9.9
53k Koren | Cd 15C | Konj Pu 8.810 7402 466 76.¢
53b Koren Cd 150 Konj Spd 12.460 448 41 39.7
53b Koren Cd 150 Konj Spm 13.647 698 52 4.5

Tabela 15.Integracija pikova nastalih HPLC/DAD analizom sldbng poliamina (Put, Spd i Spm) u
listovima razlgitih klonova topola pod uticajem radgiih koncentracija jona Cii

Broj f?;cﬁ;n' Retenciono o Povréina | Visina Povrsina Koligina | Koncentracija
hroma- | Organ | Klon | Metal vreme Poliamin . - poliamina poliamina
tograma tretmana (min) pika pika standarda (nmol) (nmolfg s.m.)
(mg/kg)
lak List M1 Cu 0 9.037 Put 35535 2124 83816 11.438 339.433
List M1 Cu 0 12.513 Spc 32014 2282 13391 4.40¢ 147.12;
List M1 Cu 0 13.783 Spm 7365 515 160122 1.000 35.846
1bk List M1 Cu 0 9.087| Put 51830 2989 83816 14.169 420.458
List M1 Cu 0 12.527 Spd 46272 3177 133911 6.252 208.864
List M1 Cu 0 13.760 Spm 8613 627 160122 1.176 42.137
2ak List M1 Cu 0 9.153 Put 44157 2598 83816 11.968 347.185
List M1 Cu 0 12.553 Spd 41154 2795 133911 4.518 147.532
List M1 Cu 0 13.817 Spm 9401 633 160122 0.797 27.934
2bk List M1 Cu 0 8.997| Put 59646 3524 83816 6.693 194.169
List M1 Cu 0 12.480 Spd 53750 3786 133911 1.519 49.605
List M1 Cu 0 13.757 Spm 11877 800 160122 0.382 13.369
3ak List M1 Cu 10C 9.083 Pui 109014 6480 8381¢ 20.51% 605.90¢
List M1 Cu 100 12.537 Spd 66948 4384 133911 6.349 211.129
List M1 Cu 100 13.7700 Spm 10418 753 160122 1.002 35.729
3bk List M1 Cu 100 9.08(Q Put 95252 5728 83816 23.666 699.073
List M1 Cu 100 12.573 Spd 60728 3929 133911 7.673 255.146
List M1 Cu 100 13.800 Spm 12251 762 160122 1.136 40.520
4ak List M1 Cu 100 9.071 Put 107322 6369 83816 18.446 549.902
List M1 Cu 10C 12.527 Spc 67046 4495 13391 3.19¢ 107.15¢
List M1 Cu 100 13.773 Spm 11683 840 160122 0.788 28.362
4bk List M1 Cu 100 9.013 Put 100063 6056 83816 22.244 663.133
List M1 Cu 100 12.493 Spd 56520 4022 133911 4.041 135.613
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List M1 Cu 100 13.750 Spm 10716 759 160122 0.672 24.189
5ak List M1 Cu 300 9.15( Put 102351 6257 83816 18.341 562.312
List M1 Cu 300 12,563  Spd 59953 4049 133911 2.624 90.551
List M1 Cu 30C 13.780 Sp 11137 791 16012: 0.43¢ 16.23¢
5bk List M1 Cu 300 9.077 Put 108976 6682 83816 20.800 637.726
List M1 Cu 300 12517  Spd 65293 4253 133911 2.690 92.844
List M1 Cu 300 13.757  Spm 10494 737 160122 0.438 16.219
6ak List M1 Cu 300 9.110 Put 102075 6020 83816 18.891 573.755
List M1 Cu 300 12.540  Spd 53434 3689 133911 2.284 78.076
List M1 Cu 30C 13.763 Spn 8330 631 16012: 0.361 13.23:
6bk List M1 Cu 300 12.493 Put 56520 4022 83816 23.136 702.677
List M1 Cu 300 13.750  Spd 10716 759 133911 5.418 185.248
List M1 Cu 300 9.150, Spm 102351 6257 160122 0.859 31.497
7ak List B229 Cu 0 9.077% Put 35690 2033 83816 4.344 127.723
List B229 Cu 0 12530  Spd 29127 1999 133911 0.854 28.260
List B229 Cu 0 13.753  Spm 3807 284 160122 0.123 4.371
7bk List B22¢ Cu 0 9.040 Put 32631 1851 8381¢ 5.40;i 158.98:
List B229 Cu 0 12517 Spd 28254 1909 133911 1.001 33.149
List B229 Cu 0 13.753 Spm 4121 297 160122 0.171 6.057
8ak List B229 Cu 0 8.941 Put 35888 2064 83816 5.081 148.721
List B229 Cu 0 12.47q  Spd 29565 2006 133911 0.983 32.399
List B22¢ Cu 0 13.720 Spr 4560 323 16012: 0.17(¢ 6.011
8bk List B229 Cu 0 9.017 Put 31562 1885 83816 5.651 165.419
List B229 Cu 0 12.49q0  Spd 27270 1932 133911 1.081 35.610
List B229 Cu 0 13.710 Spm 4267 319 160122 0.132 4.651
9ak List B229 Cu 100 9.067  Put 78080 4717 83816 11.482 340.719
List B229 Cu 100 12543 Spd 25725 1781 133911 0.586 19.591
List B22¢ Cu 10C 13.790 Spr 3218 228 16012: 0.15( 5.37:
9bk List B229 Cu 100 9.09% Put 82775 5037 83816 14.384 426.847
List B229 Cu 100 12547 Spd 25502 1799 133911 0.827 27.616
List B229 Cu 100 13.793  Spm 2645 198 160122 0.082 2.948
10ak List B229 Cu 100 8.97fY Put 81367 4834 83816 13.736 405.745
List B229 Cu 100 12.4890  Spd 26655 1829 133911 0.737 24.513
List B229 Cu 100 13.737 Spm 3035 214 160122 0.161 5.735
10bk List B22¢ Cu 10C 9.010 Put 82780 4881 8381¢ 16.62¢ 491.13¢
List B229 Cu 100 12507 Spd 25680 1805 133911 1.696 56.399
List B229 Cu 100 13.773  Spm 4324 264 160122 0.216 7.689
1lak List B229 Cu 300 8.938 Put 90040 5439 83816 13.523 399.463
List B229 Cu 300 12.467 Spd 19029 1383 133911 0.495 16.469
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List | B229| cu 300 13.767 Spm 4257 291 | 160122 0.220 7.850

11bk List | B229] cu 300 8.980 Put 91032 5498 | 83816 13.628 402.573
List B229 Cu 300 12.497 Spd 21614 1451 133911 0.412 13.706
List | B22¢| cu 30¢ 13.790|  Spr 4684 274 | 16012: 0.16¢ 5.88:

12ak List | B229] cu 300 9.027  Put 93762 5582 | 83816 14.378 426.678
List | B229| cu 300 12510 Spd 23965 1651 | 133911 0.567 18.950
List | B229| cu 300 13.763  Spm 6275 431 | 160122 0.177 6.340

12bk List | B229| cu 300 9.043  Put 103324 6204 | 83816 14.772 438.347
List | B229| Cu 300 12513  Spd 23187 1593 | 133911 0.560 18.718
List | B22¢| cu 30¢ 13.767|  Spr 5222 371 | 16012 0.24: 8.671

Tabela 16.Integracija pikova nastalih HPLC/DAD analizom sldbd poliamina (Put, Spd i Spm) u
korenovima raztiitih klonova topola pod uticajem ragilih koncentracija jona Cii

Broj Konc__en— Retenciono - - < Koli ¢ina Koncentracija
hroma- | Organ | Klon | Metal tracija vreme Poliamin Poyrsma Vl_sma PovrSina poliamina poliamina
tograma tretmana (min) pika pika | standarda (nmol) (nmolig s.m.)
(mglkg)
13a Koren M1 Cu 0 9.213 Put 60844 3755 237384 2.922 137.179
Koren M1 Cu 0 12.567 Spd 18046 1166 492749 0.418 19.601
Koren M1 Cu 0 13.820 Spm 3498 247 731796 0.054 2.558
13b Koren M1 Cu 0 9.217% Put 63225 3982 237384 3.036 142.549
Koren M1 Cu 0 12.553 Spc 14699 1005 492749 0.34( 15.96¢
Koren M1 Cu 0 13.803 Spm 1044 82| 731796 0.016 0.764
14a Koren M1 Cu 0 9.203  Put 71023 4288 237384 3.411 158.641
Koren M1 Cu 0 12.580 Spd 25332 1669 492749 0.586 27.258
Koren M1 Cu 0 13.793  Spm 2115 165 731796 0.033 1.532
14b Koren M1 Cu 0 9.217 Put 66274 4190 237384 3.183 148.033
Koren M1 Cu 0 12.573 Spc 19121 1258 492749 0.44: 20.57¢
Koren M1 Cu 0 13.840 Spm 1257 106 731796 0.020 0.911
15a Koren M1 Cu 100 9.23D Put 97858 5830 237384 4.699 220.634
Koren M1 Cu 100 12.567 Spd 42887 2711 492749 0.992 46.583
Koren M1 Cu 100 13.830 Spm 2118 144 731796 0.033 1.549
15k Koren M1 Cu 10C 9.247 Pui 95178 5830 237384 4.57] 214.59(
Koren M1 Cu 100 12.57( Spd 55757 3484 492749 1.290 60.562
Koren M1 Cu 100 13.787 Spm 3872 260 731796 0.060 2.832
16a Koren M1 Cu 100 9.258 Put 93643 5692 237384 4.497 211.129
Koren M1 Cu 100 12.57( Spd 48478 3051 492749 1.122 52.410
Koren M1 Cu 100 13.787 Spm 2930 215 731796 0.046 2.133
16b Koren M1 Cu 100 9.27Y  Put 94500 5758 237384 4.538 212.067
Koren M1 Cu 10C 12.600 Spc 37584 2382 492749 0.87( 40.63:

236




Marko Kebert Doktorska disertacija; Prilog
Koren | M1 | cu 100 13.813  Spm 1950 147 731796 0.030 1.419
17a | Koren| M1| cu 300 9.278  Put 106178 6464 237384 5.099 234.978
Koren M1 Cu 300 12.573 Spd 67837 4219 492749 1.569 72.324
Koren | M1 | cu 30¢ 13803 |  Spr 6862 473 | 731796 0.107 4.92¢
17b | Koren| M1| cu 300 9.290 Put 116596 6974 237384 5.599 258.034
Koren | M1 | cu 300 12,590  Spd 74843 4631 492749 1.732 79.794
Koren | M1 | cu 300 13.790  Spm 7695 504 731796 0.120 5.524
18a | Koren| M1| cu 300 9.297  Put 123414 7419 237384 5.927 271.869
Koren | M1 | cu 300 12593  Spd 85959 5233 492749 1.989 91.225
Koren | M1 | cu 30¢ 13.803|  Spr 5762 409 | 731796 0.09¢ 4.11¢
18b | Koren| M1| cu 300 9.308  Put 131809 8071 237384 6.330 290.363
Koren | M1 | cu 300 12593  Spd 69821 429§ 492749 1.615 74.099
Koren | M1 | cu 300 13.810  Spm 4394 326 731796 0.068 3.140
19a | Koren| B229 cCu 0 9.327 Put 38217 2381 237384 1.835 84.577
Koren | B229| cu 0 12.620  Spd 7525 520 492749 0.174 8.023
Koren | B229| cu 0 13.827 Spm 2988 217] 731796 0.047 2.145
19t | Koren | B22¢ | cu 0 9.310| Pul 40327 2485 | 237384 1.93: 89.24¢
Koren | B229| cu 0 12597  Spd 7275 515 492749 0.168 7.757
Koren | B229| cu 0 13.830  Spm 1016 83 731796 0.016 0.729
20a | Koren| B229 cu 0 8.917 Put 41415 2394 237384 1.989 92.506
Koren | B229| cu 0 12.483  Spd 6767 473 492749 0.157 7.281
Koren | B22¢ | cu 0 13.780|  Spr 1445 106 | 731796 0.02: 1.041
20b | Koren | B229| cCu 0 8.907 Put 39338 2384 237384 1.889 87.868
Koren | B229| cu 0 12.463  Spd 6970 472 492749 0.161 7.501
Koren | B229| cu 0 13.733  Spm 990 86| 731796 0.015 0.717
2la | Koren| B229 cu 100 9.017 Put 97066 6017 237384 4.661 219.879
Koren | B229| cu 100 12518 Spd 27840 1891 492749 0.644 30.381
Koren | B22¢ | cu 10C 13.813|  Spr 2351 177 | 731796 0.03 1.72i
21b | Koren | B229| Cu 100 9.017 Put 15948 965 237384 0.766 36.126
Koren | B229| cu 100 12518 Spd 4799 281 492749 0.111 5.237
Koren | B229| cu 100 13.818  Spm 572 40| 731796 0.009 0.420
22a | Koren| B229] cCu 100 9.017 Put 89660 5496 237384 4.306 203.103
Koren B229 Cu 100 12.53 Spd 25358 1714 492749 0.587 27.673
Koren | B229| cu 100 13.780 Spm 3887 284 731796 0.061 2.856
22t | Koren | B22¢ | cu 10C 8.960 | Pui 84423 5192 | 237384 4.05¢ 191.23¢
Koren | B229| cu 100 12.488  Spd 21034 1434 492749 0.487 22.955
Koren | B229| cu 100 13.697  Spm 1624 117 731796 0.025 1.193
23a | Koren| B229] cCu 300 8.937 Put 77626 4859 237384 3.728 179.225
Koren | B229| cu 300 12.497  Spd 16552 1134 492749 0.383 18.411
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Koren | B229 Cu 300 13.77Y _ Spm 1124 96/ 731796 0.018 0.842

23b Koren B229 Cu 300 9.037 Put 48609 3003 237384 2.334 112.230
Koren | B229 Cu 300 12.538 Spd 9646 654 492749 0.223 10.729
Koren | B22¢ Cu 30C 13.773 Spn 709 54 731796 0.011] 0.531

24a Koren B229 Cu 300 9.037 Put 71964 4439 237384 3.456 166.152
Koren | B229 Cu 300 12.528 Spd 16379 111Q 492749 0.379 18.218
Koren | B229 Cu 300 13.778  Spm 1245 78 731796 0.019 0.932

24b Koren B229 Cu 300 9.057 Put 76444 4758 237384 3.671 176.496
Koren B229 Cu 300 12.518 Spd 17324 1149 492749 0.401 19.269
Koren | B22¢ Cu 30C 13.763 Spn 1107 84 731796 0.015 0.82¢

Tabela 17. Integracija pikova nastalih HPLC/DAD analizom koggwanih poliamina (Put, Spd i Spm) u

. Koncen- . - Koncentra-
Broj tracija Retenciono o PovrSina | Visina PovrSina Ko_hélna cla
hroma- | Organ | Klon | Metal vreme Poliamin . - poliamina poliamina
tograma tretmana (min) pika pika standarda (nmol) (nmollg
(mg/kg) s.m.
lak List M1 Cu 0 9.037 Konj Put 35535 2124 83816 11.438 339.433
List M1 Cu 0 12.513 Konj Spd 32014 2282 133911 4.404 147.123
List M1 Cu 0 13.783 Konj Spm 7365 515 160122 1.000 35.846
1bk List M1 Cu 0 9.087, Konj Put 51830 2989 83816 14.169 420.458
List M1 Cu 0 12.527 Konj Spd 46272 3177 133911 6.252 208.864
List M1 Cu 0 13.760] Konj Spm 8613 627 160122 1.176 42.137
2ak List M1 Cu 0 9.153 Konj Pu 44157 2598 8381¢ 11.96¢ 347.18!
List M1 Cu 0 12.553 Konj Spd 41154 2795 133911 4518 147.532
List M1 Cu 0 13.817| Konj Spm 9401 633 160122 0.797 27.934
2bk List M1 Cu 0 8.997| Konj Put 59646 3524 83816 6.693 194.169
List M1 Cu 0 12.480 Konj Spd 53750 3786 133911 1.519 49.605
List M1 Cu 0 13.757 Konj Spm 11877 800 160122 0.382 13.369
3ak List M1 Cu 100 9.083 Konj Put 109014 6480 83816 20.512 605.909
List M1 Cu 100 12.537 Konj Spd 66948 4384 133911 6.349 211.129
List M1 Cu 100 13.770  Konj Spm 10418 753 160122 1.002 35.729
3bk List M1 Cu 100 9.080 Konj Put 95252 5728 83816 23.666 699.073
List M1 Cu 100 12.573  Konj Spd 60728 3929 133911 7.673 255.146
List M1 Cu 10C 13.800 Konj Spn 12251 762 16012: 1.13¢ 40.52(
4ak List M1 Cu 100 9.077 Konj Put 107322 6369 83816 18.446 549.902
List M1 Cu 100 12.527 Konj Spd 67046 4495 133911 3.193 107.156
List M1 Cu 100 13.773  Konj Spm 11683 840 160122 0.788 28.362
4bk List M1 Cu 100 9.013 Konj Put 100063 6056 83816 22.244 663.133

238




Marko Kebert Doktorska disertacija; Prilog
List M1 | cu 100 12.493  Konj Spd 56520 4022 | 133911 4.041 135.613
List M1 Cu 100 13.750 Konj Spm 10716 759 160122 0.672 24.189
5ak List M1 Cu 300 9.150 Konj Put 102351 6257 83816 18.341 562.312
List | M1 | cu 30C 12,563 |  Konj Spc 59953 | 4049 | 13391 2624 90.55:
List M1 Cu 300 13.780 Konj Spm 11137 791 160122 0.438 16.234
5bk List ML | cu 300 9.077  Konj Put 108976 6682 | 83816 20.800 637.726
List M1 | cu 300 12,517, Konj Spd 65293| 4253 | 133911 2.690 92.844
List M1 | cu 300 13.757  Konj Spm 10494 737 | 160122 0.438 16.219
Bak Lst | ML | cu 300 9.110  Konj Put 102075| 6020 | 83816 18.891 573.755
List | M1 | cu 30¢ 12,540 |  Konj Spc 53434| 3689 | 13391 2.28¢ 78.07¢
List M1 | cu 300 13.763  Konj Spm 8330 631 | 160122 0.361 13.231
6bk List ML | cu 300 12.493  Konj Put 56520 4022 | 83816 23.136 702.677
List M1 Cu 300 13.750 Konj Spd 10716 759 133911 5.418 185.248
List M1 | cu 300 9.150] Konj Spm 102351] 6257 | 160122 0.859 31.497
7ak List | B229| cu 0 9.077 _ Konj Put 35690| 2033 | 83816 4.344 127.723
List | B229| cu 0 12,530 Konj Spd 29127 1999 | 133911 0.854 28.260
List | B22<| cCu 0 13.753| Konj Sprr 3807 284 | 16012 0.12: 4.371
7bk List | B229| cCu 0 9.040  Konj Put 32631| 1851 83816 5.407 158.984
List | B229| cu 0 12,517  Konj Spd 28254] 1909 | 133911 1.001 33.149
List | B229| cu 0 13.753  Konj Spm 4121 297 | 160122 0.171 6.057
8ak List | B229| cu 0 8.947  Konj Put 35888| 2064 | 83816 5.081 148.721
List | B22¢| cu 0 12.470|  Konj Spc 29565| 2006 | 13391 0.98: 32.39¢
List | B229| cu 0 13.72d  Konj Spm 4560 323 | 160122 0.170 6.011
8bk List | B229| cu 0 9.017  Konj Put 31562| 1885| 83816 5.651 165.419
List | B229| cu 0 12.490  Konj Spd 27270 1932 | 133911 1.081 35.610
List | B229| cu 0 13.71d  Konj Spm 4267|  319| 160122 0.132 4.651
9ak List | B229| cu 100 9.067  Konj Put 78080 4717 | 83816 11.482 340.719
List | B22¢ | cu 10C 12.543|  Konj Spc 25725| 1781 | 13391 0.58¢ 19.59:
List | B229| cu 100 13.790  Konj Spm 3218 228 | 160122 0.150 5.373
9bk List | B229| cu 100 9.093  Konj Put 82775| 5037 | 83816 14.384 426.847
List | B229| cu 100 12.541  Konj Spd 25502| 1799 | 133911 0.827 27.616
List | B229| cu 100 13.793 Konj Spm 2645 198 | 160122 0.082 2.948
10ak List | B229| cu 100 8.97  Konj Put 81367| 4834| 83816 13.736 405.745
List | B229| cu 100 12.480  Konj Spd 26655 1829 | 133911 0.737 24.513
List | B22¢| cCu 10C 13.737| Konj Sprr 3035 214 | 16012 0.161 5.73¢
10bk List | B229| cu 100 9.010  Konj Put 82780 4881 83816 16.626 491.134
List | B229| cu 100 12,507  Konj Spd 25680 1805 | 133911 1.696 56.399
List | B229| cu 100 13.773  Konj Spm 4324 264 | 160122 0.216 7.689
11ak List | B229| cu 300 8.938  Konj Put 90040| 5439 | 83816 13.523 399.463

239




Marko Kebert Doktorska disertacija; Prilog

List B229 Cu 300 12.464  Konj Spd 19029 1383 133911 0.495 16.469
List B229 Cu 300 13.767 Konj Spm 4257 291 160122 0.220 7.850
11bk List B229 Cu 300 8.98 Konj Put 91032 5498 83816 13.628 402.573
List B22¢ Cu 30C 12.497 Konj Spc 21614 1451 13391 0.41- 13.70¢
List B229 Cu 300 13.7990  Konj Spm 4684 274 160122 0.165 5.883
12ak List B229 Cu 300 9.02Y  Konj Put 93762 5582 83816 14.378 426.678
List B229 Cu 300 12.51Q  Konj Spd 23965 1651 133911 0.567 18.950
List B229 Cu 300 13.763  Konj Spm 6275 431 160122 0.177 6.340
12bk List B229 Cu 300 9.04 Konj Put 103324 6204 83816 14.772 438.347
List B22¢ Cu 30C 12.513 Konj Spc 23187 1593 13391 0.56( 18.71¢
List B229 Cu 300 13.767 Konj Spm 5222 371 160122 0.242 8.677

Tabela 18.Integracija pikova nastalih HPLC/DAD analizom koggwanih poliamina (Put, Spd i Spm) u
korenovima raztiitih klonova topola pod uticajem ragilih koncentracija jona Cii

Koncen-

Broj Konq_e:n— Retenciono < . < Koli¢ina tracija
hroma- | Organ Klon | Metal trter?:\”aia vreme Poliamin PoF;?rks;na Vrljisllga stSrY&?pdi\ poliamina | poliamina
tograma (mg/kg) (min) (nmol) (nsrjnncqjllgg
13ak | Koren| M1 | cu 0 9.040 KonjPu 32818  204p gag1p o270 | 251338
Koren | M1 | cu 0 12513 | Konjspd| 12471 856 13301h 1€ | 52526

Koren | M1 | Cu 0 13813 | KonjSpm 1511 119 16012p 0249 9.133
130k | Koren| M1 | cCu 0 9.060 KonjPu 34561 2216  saswp oo | 261176
Koren | M1 | Cu 0 12517 | KonjSpd| 14560 1007 13301y 121 | 42784

Koren | M1 | cCu 0 13737 | KonjSpm 1449 118  16012p 0074 2721
14ak | Koren| M1 | cu 0 9.023 KonjPu 39584 2396 gag1p 060 | 290661
Koren | M1 | cu 0 12543 | KonjSpd| 16862  113( 1330y >1°7 | 73044

Koren | M1 | Cu 0 13800 | Konjspm  430s| 272  1eo12p Ot | 3470
14bk | Koren| M1 | cu 0 9.053 KonjPu 50154 2066  saslp o4 | 271224
Koren | M1 | cu 0 12537 | KonjSpd| 31837 1804 1330y %8 | 55135

Koren | M1 | Cu 0 13813 | KonjSpm 2207 155 16012p 0% 3253
15ak | Koren| M1 | cu 100 9.053 KonjPul 50157  296p gogy Lo>°10 | 404242
Koren | M1 | cCu 100 12537 | Konjspd 31831  1s0f  1330f1 ool | 124827

Koren | M1 | cCu 100 13813 | KonjSpn] 2207 155 160122 0101 5530
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150k | Koren| M1 | cu 100 9.057 KonjPuj 57187  333p  @sel 2o | 393169
Koren | M1 | cu 100 12563 | Konjspd  3493§ 2008 133041 747 | 162.286

Koren | M1 | cCu 100 13803 | KonjSpm 1771 137 1eo1gz 0270 | 10109
16ak | Koren| M1 | cCu 100 9.003 KonjPu{ 56712  328p  sagy 2737 | 386828
Koren | ML | cu 100 12510 | KonjSpd 37453 206y  13seqn i27 | 140441

Koren | M1 | cCu 100 13797 | KonjSpn] 3734 209 1601 020° 7.614
16bk | Koren| M1 | cu 100 8.970 KonjPu{ 54288 3235 gagy| 12893 | 388546
Koren | ML | Cu 100 12520 | KkonjSpd 32479 1964  1330]1 200 | 108880

Koren | M1 | cu 100 13870 | KonjSpn] 2961 185 160122 0139 5.067
17ak | Koren| M1 | cu 300 8.857 KonjPu| 5675 3457 gagy 1444 | 430523
Koren | ML | cCu 300 12473 |  Konjspd 47248 2756  133e1n 0 | 193806

Koren | M1 | cu 300 13783 | KonjSpn] 4107 272 160122 0489 17.587
17bk | Koren| M1 | cu 300 9.060 KonjPuj 68197  406p  @sel o000 | 472766
Koren | ML | cCu 300 12560 | KonjSpd 47404  276p  1330]1 °O°'2 | 213824

Koren | M1 | cu 300 13.827 | KonjSpm| 3912 253 1eo1g2 028 | 19723
18ak | Koren| M1 | cu 300 9.007 KonjPuf 7208 4305 gagy 16786 | 498115
Koren | M1 | cu 300 12517 | KonjSpd 54353 3166 133091 (oo | 244454

Koren | M1 | cu 300 13.763 | KonjSpn] 5566 333 1601g2 0410 | 14701
180k | Koren| M1 | cu 300 8.960 KonjPuj 20013 1733 @sel] 020 | 532000
Koren | ML | Cu 300 12503 | KonjSpd 35624 2316  1330]1 ot | 198561

Koren | ML | cCu 300 13.777 | KonjSpn] 4009 281 160122 0313 | 11209
19ak | Koren| B229| cCu 0 8.960 KonjPul 2991 1733 sy M98 | 194961
Koren | B229| cu 0 12503 | konjspd 35623 2315 133941 0641 | 21500

Koren | B229| cu 0 13777 | KonjSpm} 4009 281 160172 0213 7.658
19bk | Koren | B229| Cu 0 9.040 KonjPuj 2940 1508 gagy %% | 163514
Koren | B229| cCu 0 12527 | konjspd 31106 2020 133041 0619 | 20785

Koren | B229 | cu 0 13777 |  KonjSpm) 5088 2074 160142 0072 2.603
20ak | Koren| B229| cu 0 9.103 KonjPu{ 2887 1619 gagy 633 | 169488
koren | B229| cu 0 12563 | konjspd 34626 2185 13301 0°70 | 19512
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Koren | B229| cu 0 13.843 | KonjSpn} 4548 299 160122 0193 3.739

20bk | Koren | B229| cu 0 8.993 KonjPuj 3468 1008 g3y 0 | 160990
Koren | B229| cCu 0 12510 |  Komispd 42703 2661  133eqy O°% | 20099

Koren | B229| Cu 0 13.740 |  KonjSpm) 4830 324 160172 2070 2.562

21ak | Koren| B229| cu 100 9.077 KonjPuf 64658 373 sigs | L5202 | 402859
Koren | B229| Cu 100 12557 |  KonjSpd 71002 4478 133y 230 | 81413

Koren | B229| cu 100 13.847 |  KonjSpn 5533 375 160122 0167 6.167

21bk | Koren| B229| cCu 100 9.130 konjput 57831  3als s | 2109 | 661%0
Koren | B229| Cu 100 12563 | KonjSpd 65555  4ogy 133011 0409 | 14034

Koren | B229| Cu 100 13.827 |  KonjSpmi 5455 308 160122 004 1.499

22ak | Koren| B229| Cu 100 9.123 KonjPuf 57648  34do gig3 | 2190 | 372122
Koren | B229| cCu 100 12,570 KonjSpd 64878 4043  1330f1 20 74.155

Koren | B229| cu 100 13813 | KonjSpm 4855 353 160122 0277 10.197

22bk | Koren| B229| cCu 100 9.070 KonjPul 53008 3208 sig | 1482 | 350386
Koren | B229| cu 100 12527 |  Komjspd 61005 3685 133011 /Ot | 61511

Koren | B229 | Cu 100 13760 |  KonjSpm 4853 333 160122 0116 4.260

23ak | Koren| B229| cu 300 9.020 KonjPuf ~ 5105p 2091 g183 | 0-°8 | 328375
Koren | B229| cu 300 12507 |  KonjSpd 4415 2790 133011 A09 | 49335

Koren | B229| cu 300 13.783 |  KonjSpmi 4276 29 160122 089 3.005

23bk | Koren| B229| Cu 300 9.110 konjpul 60776 3598 s | O°oit | 205626
Koren | B229| Cu 300 12537 |  KonjSpd 55845 3445 133y O84 | 28751

Koren | B229| Cu 300 13.790 |  KonjSpm 6777 482 160122 00%0 1.896

24ak | Koren| B229| Cu 300 9.060 KonjPuf 49885 2005 8183 | oo | 304421
Koren | B229| cu 300 12520 |  Konjspd 44461 2785 133011 o4 | 48818

Koren | B229| cu 300 13.803 |  KonjSpm 4517 310 160122 0089 3.328

24bk | Koren | B229| cu 300 9.047 KonjPul ~ 50156 2050 g3 | |ooof | 323374
Koren | B229| Cu 300 12527 |  KonjSpd 4810 2009 133911 A0 | 51634

Koren | B229| cu 300 13.780 |  KonjSpm 4812 323 160122 0079 2.960
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Tabela 19.GC/MS/SIM integracija pikova molekulskih jona tedéh od ABA u korenovima klonova
topola pod uticajem jona teSkih metala r&th koncentracija

Organ | Metal li?:é:ijean_ Oznaka Odvaga Naziv fajla ABA Koncentracija
Klon uzorka mastlgicj’gla hromatograma | (povrsina pika molekulskog jona) ABA
[9] 190 194 [ng/g s.m.]
Koren Ni 0 PE 19/66 16.R 0.1021 R16_A1 13642 70961 188.3
Koren Ni 0 PE 19/66 16.R 0.1027 R16_B1 14856 101157 143.0
Koren Ni 0 PE19/66| 1.6.R 0.1028 R16_C1 2194 22181 96.2
Koren Ni 50 PE19/66| 1.8.R 0.1010 R18 Al 15729 82417 189.0
Koren Ni 50 PE19/66| 1.8.R 0.1047 R18 Bl 16419 88308 177.6
Koren Ni 50 PE19/66| 1.8.R 0.1032 R18_C1/C2/C3 8821 34681 246.4
Koren Ni 150 PE 19/66| 1.10.R 0.1016 R110_Al 17866 67556 260.3
Koren Ni 150 PE 19/66| 1.10.R 0.1027 R110_B1 25419 108355 228.4
Koren Ni 150 PE 19/66| 1.10.R 0.1027 R110_C1 6837 25610 259.9
Koren Cu 0 M1 2.1.R. 0.1035 R21 Al 4723 12522 364.4
Koren Cu 0 M1 2.1.R. 0.1051 R21_B1 14084 103370 129.6
Koren Cu 0 M1 2.1.R. 0.1009 R21 C1 7673 45049 168.8
Koren Cu 100 M1 2.3.R. 0.1023 R23 Al 4258 13674 304.4
Koren Cu 100 M1 2.3.R. 0.1005 R23_B1 17675 98939 177.8
Koren Cu 100 M1 2.3.R. 0.1023 R23_C1 5982 30946 189.0
Koren Cu 300 M1 25.R. 0.1029 R25 Al 7713 26127 286.9
Koren Cu 300 M1 25.R. 0.1001 R25_B1 23344 185600 125.7
Koren Cu 300 M1 25.R. 0.1031 R25_C1 70995 366139 188.1
Koren Cd 0 PE 19/66 | 3.6.R. 0.1004 R36_A1 16559 64912 254.1
Koren Cd 0 PE 19/66 | 3.6.R. 0.1039 R36_B1 6726 41334 156.6
Koren Cd 0 PE 19/66 | 3.6.R. 0.1005 R36_C1/C2/C4 3192 5959 5329
Koren Cd 3 PE 19/66 | 3.8.R. 0.1033 R38_A1 828 5726 140.0
Koren Cd 3 PE 19/66 3.8.R. 0.1015 R38_B1 5189 40650 125.8
Koren Cd 3 PE 19/66 | 3.8.R. 0.1063 R38_C1 4995 25307 185.7
Koren Cd 9 PE 19/66 | 3.10.R. 0.1012 R310_A2 4937 35292 138.2
Koren Cd 9 PE 19/66 | 3.10.R. 0.1016 R310_B2 5030 17861 277.2
Koren Cd 9 PE 19/66 | 3.10.R. 0.1062 R310_C1/C2/C3 5688 33978 152.9
Koren Cu 0 PE 19/66 | 2.6.R. 0.101 R26_A1 9593 57732 164.5
Koren Cu 0 PE 19/66 | 2.6.R. 0.1025 R26_B1 4132 27481 146.7
Koren Cu 0 PE 19/66 | 2.6.R. 0.1028 R26_C1 7517 43594 167.7
Koren Cu 100 PE 19/66 2.8.R. 0.1025 R28_A1 17954 137008 127.8
Koren Cu 100 PE 19/66 | 2.8.R. 0.1039 R28 B1 6420 31006 199.3
Koren Cu 100 PE 19/66 | 2.8.R. 0.1041 R28 C1 8189 39566 198.8
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Koren Cu 300 PE 19/66 | 2.10.R. 0.1000 R210_A1l 7184 29949 239.9
Koren Cu 300 PE 19/66 | 2.10.R. 0.1025 R210_B1 6839 29434 226.7
Koren Cu 300 PE 19/66 | 2.10.R. 0.1033 R210_C1 8665 24726 339.2
Koren Cu 0 B229 211.R. 0.1037 R211_Al 3601 29374 118.2
Koren Cu 0 B229 2.11.R. 0.1037 R211_B1 10455 89553 112.6
Koren Cu 0 B229 211.R. 0.1036 R211_C1 7985 27933 264.2
Koren Cu 100 B229 2.13.R. 0.1014 R213_B1 5530 30020 181.7
Koren Cu 100 B229 2.13.R. 0.1036 R213_Al 6023 31064 187.2
Koren Cu 100 B229 2.13.R. 0.1014 R213_C1 5846 9591 201.1
Koren Cu 300 B229 2.15.R. 0.1036 R215_B1 6668 75814 87.4
Koren Cu 300 B229 2.15.R. 0.103 R215_A1 5846 45138 125.7
Koren Cu 300 B229 2.15.R. 0.1034 R215_C1 7077 39221 174.5

Tabela 20.GC/MS/SIM integracija pikova molekulskih jona redgt od IAA u korenovima klonova
topola pod uticajem jona teSkih metala ré&tih koncentracija

Koncen-
Organ Metal rrtlreatgfg u o OS?’\\I’?’%a Naziv fajla ( ovr?ir'?a ika 'i:’:;;”'

zemljist znaLka materij hromn?;ogra molljekulskogpjona) IAA

u o uzorka ala

[mg/kg] [ql 130 136 g‘gﬁ
Koren Ni 0 PE 19/66 1.6.R 0.102 R16_A1l 23979 643185 32.3
Koren Ni 0 PE 19/66 16.R 0.103 R16_B1 24090 786690 26.4
Koren Ni 0 PE 19/66 1.6.R 0.103 R16_C2 7152 172143 35.8
Koren Ni 50 PE 19/66 18.R 0.101 R18_Al 58053 951499 53.5
Koren Ni 50 PE 19/66 18.R 0.105 R18_B1 20451 625880 27.6
Koren Ni 50 PE 19/66 18.R 0.103 R18_C1/2/3 62245 895228 62.6
Koren Ni 150 PE 19/66 1.10.R 0.102 R110_A1l 66693 805314 72.1
Koren Ni 150 PE 19/66 1.10.R 0.103 R110_B1 71846 863055 71.7
Koren Ni 150 PE 19/66 1.10.R 0.103 R110_C1 52415 771144 58.6
Koren Cu 0 M1 2.1.R. 0.1035 R21_Al 11992 425824 24.1
Koren Cu 0 M1 2.1.R. 0.1051 R21_B1 28479 977746 245
Koren Cu 0 M1 2.1.R. 0.1009 R21_C1 32289 1032269 27.4
Koren Cu 100 M1 2.3.R. 0.1023 R23_A1 12965 294000 38.1
Koren Cu 100 M1 2.3.R. 0.1005 R23_B1 31221 731570 37.6
Koren Cu 100 M1 2.3.R. 0.1023 R23_C1 28993 735506 34.1
Koren Cu 300 M1 25.R. 0.1029 R25_A1 16404 535072 26.4
Koren Cu 300 M1 25.R. 0.1001 R25_B1 29506 1225653 21.3
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Koren Cu 300 M1 25.R. 0.1031 R25_C1 298622 8052813 31.8
Koren Cd 0 PE 19/66 3.6.R. 0.1004 R36_A1l 31266 513142 53.7
Koren Cd 0 PE 19/66 3.6.R. 0.1039 R36_B1 60019 746386 68.5
Koren Cd 0 PE 19/66 3.6.R. 0.1005 | R36_C1/2/3/4| 15855 186449 72.1
Koren Cd 3 PE 19/66 3.8.R. 0.1033 R38_Al 23773 152564 1335
Koren Cd 3 PE 19/66 3.8.R. 0.1015 R38_B1 71040 606277 102.2
Koren Cd 3 PE 19/66 3.8.R. 0.1063 R38_C1 74697 580752 107.1
Koren Cd 9 PE 19/66 3.10.R. | 0.1012 R310_A2 29534 711485 36.3
Koren Cd 9 PE 19/66 3.10.R. | 0.1016 R310_B2 32434 749084 37.7
Koren Cd 9 PE 19/66 3.10.R. | 0.1062 R310_C1 42502 839065 41.5
Koren Cu 0 PE 19/66 2.6.R. 0.101 R26_A1l 22430 407281 48.3
Koren Cu 0 PE 19/66 2.6.R. 0.1025 R26_B1 8445 122956 59.3
Koren Cu 0 PE 19/66 2.6.R. 0.1028 R26_C1 49010 653711 64.5
Koren Cu 100 PE 19/66 2.8.R. 0.1025 R28_Al 59776 938537 55.0
Koren Cu 100 PE 19/66 2.8.R. 0.1039 R28_B1 15659 242913 54.9
Koren Cu 100 PE 19/66 2.8.R. 0.1041 R28_C1 16680 277988 51.0
Koren Cu 300 PE 19/66 2.10.R. | 0.1000 R210_Al 21848 344638 56.1
Koren Cu 300 PE 19/66 2.10.R. | 0.1025 R210_B1 20574 271747 65.4
Koren Cu 300 PE 19/66 2.10.R. | 0.1033 R210_C1 72146 802664 77.0
Koren Cu 0 B229 2.11.R. | 0.1037 R211_Al 32545 738650 37.6
Koren Cu 0 B229 2.11.R. | 0.1037 R211_B1 63488 1374340 39.4
Koren Cu 0 B229 2.11.R. | 0.1036 | R211_C1/C3 70671 1549353 41.0
Koren Cu 100 B229 2.13.R. | 0.1014 R213_B1 79908 991873 70.3
Koren Cu 100 B229 2.13.R. | 0.1036 R213_Al 94837 1025575 79.0
Koren Cu 100 B229 2.13.R. | 0.1014 | R213_Cl/C2 6983 1308915 101.7
Koren Cu 300 B229 2.15.R. | 0.1036 R215_B1 91575 995459 79.4
Koren Cu 300 B229 2.15.R. | 0.1030 R215_Al 61369 738188 714
Koren Cu 300 B229 2.15.R. | 0.1034 R215_C1 75084 922597 69.7
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Tabela 21.GC/MS/SIM integracija pikova molekulskih jona ted od ABA u listovima klonova
topola u zavisnosti od uticaja jona teSkih metaldiditin koncentracija

Konqgn— o
Organ | Metal rrt‘reatglj: " Oznaka OS?J\\/I?)%a h’\:gﬁ:\;tf:g; ABA Koncentraci
zemljiStu uzorka | materi ma (povrsina pika ja
Klon ala molekulskog jona) ABA
[mg/kg]
[a] 190 194 [ng/g s.m.]
List Ni 0 PE 19/66 1.6.L 0.1012 L16_A2 25663 36107 10232
List Ni 0 PE 19/66 1.6.L 0.0522 L16_E1 7127 124913 109.30
List Ni 0 PE 19/66 1.6.L 0.1035 L16_F1 6370 38688 159.08
List Ni 50 PE 19/66 1.8.L 0.1021 L18_A1 4441 10358 149.93
List Ni 50 PE 19/66 1.8.L 0.1021 LT1 1 7072 51077 13561
List Ni 50 PE 19/66 1.8.L 0.0536 L18_D1 12082 181460 124.22
List Ni 150 PE 19/66 1.10.L 0.1015 L110_A 1677 5746 187.54
List Ni 150 PE 19/66 1.10.L 0.1015 | L110_D1/D2 7111 46946 152.00
List Ni 150 PE 19/66 1.10.L 0.0506 L110_A1 7720 75695 201.56
List Cu 0 M1 2.1.L. 0.0522 L21_D1 10429 83737 238.59
List Cu 0 M1 2.1.L 0.1032 L21_F1 9413 71140 128.21
List Cu 0 M1 2.1L 0.1016 L21_E1 12009 77829 15187
List Cu 100 M1 2.3.L 0.0515 L23_D1 10796 114108 18371
List Cu 100 M1 2.3.L. 0.102 L23_E1 5395 28935 182.80
List Cu 100 M1 2.3.L. 0.1007 L23_F1 7080 41672 168.72
List Cu 300 M1 2.5.L. 0.0502 L25_D1 7584 94550 159.78
List Cu 300 M1 2.5.L. 0.1012 L25_E1 7041 36853 188.79
List Cu 300 M1 2.5.L. 0.1027 L25_F1 8141 41471 191.14
List Cu 0 PE 19/66 2.6.L. 0.1007 | L26_A1/A2 7893 63705 129.26
List Cu 0 PE 19/66 2.6.L. 0.1020 L26_B1 6661 43236 146.61
List Cu 0 PE 19/66 2.6.L. 0.1029 | L26_C1/2/3 6568 43509 167.57
List Cu 100 PE 19/66 2.8.L. 0.1013 L28_C2 4784 23911 197.51
List Cu 100 PE 19/66 2.8.L. 0.1018 L28_B2 5684 29340 190.30
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List Cu 100 PE 19/66 2.8.L. 0.1022 L28_A2 4679 17394 263.21
List Cu 300 PE 19/66 2.10.L. | 0.1016 | L210_cC1/C2 9631 30228 26147
List Cu 300 PE 19/66 2.10.L. | 0.1018 | L210_B1/B2 5935 27995 182.99
List Cu 300 PE 19/66 2.10.L. | 0.1033 | L210_A1l/A2 24502 49216 173.34
List Cu 0 B229 211.L. 0.104 | L211_cC1/C2 7429 65543 117.13
List Cu 0 B229 211.L. | 0.1034 | L211_B1/B2 7297 82023 90.49
List Cu 0 B229 2.11.L. | 0.1033 | L211_A1l/A2 11197 110402 93.85
List Cu 100 B229 2.13.L. | 0.1017 L213_A1 6661 67286 9734
List Cu 100 B229 2.13.L. | 0.1013 L213_B1 7025 53998 128.43
List Cu 100 B229 2.13.L. | 0.1019 L213_C1 5890 41940 137.82
List Cu 300 B229 2.15.L. | 0.1017 L215 A1 5069 29523 168.83
List Cu 300 B229 2.15.L. | 0.1027 L215 B1 3814 24895 149.18
List Cu 300 B229 2.15.L. | 0.1022 L215 C1 3029 12609 155.05

Tabela 22.GC/MS/SIM integracija pikova molekulskih jona ted# od IAA u listovima klonova
topola u zavisnosti od uticaja jona teSkih metaldiditin koncentracija

Koncen-

Organ Metal - Naziv fajla

tracija Odvaga | hromatograma IAA Koncen-

metala u Oznaka suvog (povrsina pika tracija IAA

zemljistu Klon uzorka | materijala molekulskog jona)

[mg/kg] [ng/g s.m]

[d] 130 136

List
o Ni 0 PE 19/66| 1.6.L 0.1012 L16_A2 5384 476531 9.9
List
o Ni 0 PE 19/66| 1.6.L 0.0522 L16_E1 4212 835205 8.5
List Ni 0 PE 19/66| 1.6.L 0.1035 L16_F1 7009 69008] 8.7
List Ni 50 PE 19/66| 1.8.L 0.1021 L18 Al 4332 255646  14.7
List
N Ni 50 PE19/66| 1.8.L 0.1021 LT1 1 4333 336493  11.2
List
N Ni 50 PE19/66| 1.8.L 0.0536 L18 D1 6756 100398  11.1
List
* Ni 150 PE19/66| 1.10L| 0.1015 L110_A 4680 520857 78
List
* Ni 150 PE10/66| 1.10L| 0.0518 L110_C1/C2 5655 63655 153
List Ni 150 PE 19/66| 1.10.L 0.1015 L110_D1 4546 72210 55
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List Ni 150 PE 19/67 1.10.L 0.0506 L110_A1 4188 716211 10.2
List Cu 0 M1 2.1.L. 0.0522 L21_D1 8095 1008347 13.6
List Cu 0 M1 2.1.L. 0.1032 L21_F1 6611 570941 9.9
List Cu 0 M1 2.1.L. 0.1016 L21_E1 8454 913544 8.1
List Cu 100 M1 2.3.L. 0.0515 L23_D1 7241 932455 13.3
List Cu 100 M1 2.3.L. 0.102 L23_E1 10722 834636 111
List Cu 100 M1 2.3.L. 0.1007 L23_F1 9852 732505 11.8
List Cu 300 M1 2.5.L. 0.0502 L25_D1 5277 592819 15.7
List Cu 300 M1 2.5.L. 0.1012 L25_E1 7697 794247 8.5
List Cu 300 M1 2.5.L. 0.1027 L25_F1 9054 772678 10.1
List Cu 0 PE 19/66 2.6.L. 0.1007 L26_/A2 5320 616086 7.6
List Cu 0 PE 19/66 2.6.L. 0.102 L26_/B2 1953 269249 6.3
List Cu 0 PE 19/66 2.6.L. 0.1029 L26_/C2 2985 296564 8.7
List Cu 100 PE 19/66 2.8.L. 0.1013 L28_C1/C2 4217 41110 9.1
List Cu 100 PE 19/66 2.8.L. 0.1018 L28_B2 4692 420460 9.7
List Cu 100 PE 19/66 2.8.L. 0.1022 L28_A2 3467 248767 121
List Cu 300 PE 19/66| 2.10.L. 0.1016 L210_C2 4752 41027 10.1
List Cu 300 PE 19/66| 2.10.L. 0.1018 L210_B2 3996 34506 10.1
List Cu 300 PE 19/66| 2.10.L. 0.1033 L210_A2 5805 593594 8.4
List Cu 0 B229 2.11.L. 0.1040 L211 _C2 4768 625777 6.5
List Cu 0 B229 2.11.L. 0.1034 L211 B2 2958 448590 5.6
List Cu 0 B229 2.11.L. 0.1033 L211 A2 5146 773243 5.7
List Cu 100 B229 2.13.L. 0.1017 L213_Al1 5493 605828| 7.9
List Cu 100 B229 2.13.L. 0.1013 L213_B1 5081 583122 7.6
List Cu 100 B229 2.13.L. 0.1019 L213_C1 4400 58179(¢ 6.6
List Cu 300 B229 2.15.L. 0.1017 L215_A1 4453 563073] 6.9
List Cu 300 B229 2.15.L. 0.1027 L215_B1 4375 593461 6.4
List Cu 300 B229 2.15.L. 0.1022 L215_C1 4075 506885 7.0
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