Vjezba br.1.  Odredivanje inteziteta fotosinteze mjerenjem koli¢ine CO:

S obzirom na kompleksnost procesa, definisanje fotosinteze moze se vrSiti
odredivanjem razli¢itih parametara na razliitim nivoima , na nivou svijetle ili tamne
faze, odredivanjem koli¢ine i vrste specifi¢nih produkata , zatim odredivanjem enzimske
aktivnosti 1 dr. Medutim jedan od najednostavnijih 1 najoc¢iglednijih metoda za
demostraciju fotosinteze jeste mjerenje usvojenog CO; ili oslobodenog kiseonika koji
nastaje kao konacan produkt u ovom sloZenom procesu. Sumarno ovaj proces se moze
predstaviti jednac¢inom:

6CO2 + 12H2 O --hvGvetost __, CeH1206 + 602 + 6H20

Intezitet fotosinteze predstavlaja koli¢inu usvojenog CO: ili izdvojenog O2 po jedinici
lisne povrsine ili mase u jedinici vremena. Najéescée se izrazava umg CO2 dm2h!

Materijal: Biljka u punoj fotosintetskoj aktivnosti

Pribor: Erlenmayer tikvice (100ml) s gumenim ¢epom i gumenom cijevi duzine 10-ak
cm, kruzni busaci, analiticka vaga, bireta.

Hemikalije: 0,1mol/l Ba(OH)2 , 0,21mol/l HCI, fenolftalein indicator

Postupak:

Mjerenje inteziteta fotosinteze ovom metodom zasniva se na koli¢inskom odredivanju
asimilovanog CO> u boci u kojoj se nalaze listovi ili izdanci. Koli¢ina CO2 se odreduje
na osnovu rarazlike u sadrzaju CO> u boci sa biljnim materijalom (oglednoj) i boci bez
listova (kontrolnoj)

Odabrani listovi ili izdanci pri¢vrséuju se na Cep ili posebno ugraden Stapi¢ 1 unose u
bocu (Erlenmayer tikvicu). Na isti nafin postavlja se i kontrona boca, ali bez biljnog
materijala. Zatvorene Erlenmayer tikvice prenjeti u osvjetljen prostor i ostavit da ostoje
pola sata prije pocetka ogleda. Nakon 5-6min ekspozicije na svjetlosti , listovi ili izdanci
se vade iz boce,i iz zatvorenog sistema otpipetira setacno 20ml 0,1mol/l rastvora Ba(OH)
2 . Boca se brzo zatvori ¢epom 1 ostavi da ostoji joS pola sata.Isto se uradi i sa kontrolnom
bocom.U toku stajanja Ba(OH) > reaguje sa CO> 1z boce i gradi se nerastvorni barijum-
karbonat, prema reakciji:

CO: +H20 = H2COs3
H2 CO3 + Ba(OH): =BaCOs+ H20

S obzirom da je u toku ogleda doslo do usvajanja CO> od strane listova u oglednoj
boci, do¢i ¢e do razlika u koli¢ini nadgradenog BaCOs u oglednoj 1 kontrolnoj boci, a
koja se utvrduje titracijom 0,2mol/l rastvorom HCl. Naime posle odre]enog vremena ,
prvo jedna, a zatim druga boca se brzo otvara i u nju dodaje 2-3 kapi fenolftaleina i viSak
barijum-hidroksida brzo titriSe do obezbojavanja rastvora. ZapiSe se koliina utroSene
kiseline za neutralizaciju baze. Neutralizacija se vrs$i po reakciji:

Ba(OH): +2HCl=BaClL: +2H:0



U meduvremenu potrebno je odrediti lisnu povrSinu ili masu.
Izracunavanje:

Koli¢ina asimilovanog CO> izraunava se na osnovu razlike utroSene 0,2mol/l HCI
u titriranju kontrolne i ogledne boce, prema formuli:

Fcoz= (a-b)x4.4x100x 60
txp

gdje su:

F coz - intezitet fotosinteze

a - koli¢ina utroSene HCI za kontrolnu bocu u ml
b - koli¢ina utrosene HCI za oglednu bocu u ml
100 — faktor za prevodenje nal00cm?

60 - faktor za prevodenje na Cas

t — vrijeme u min.

p - povrsina u cm?
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Zavisnost brzine fotosinteze od koncentracije CO2



Dok raste koncentracija ugljik dioksida, brzina kojom se sintetiziraju Seceri u fazi
svjetlosno zavisnih reakcija se povecava sve dok je ne ogranice neki drugi
faktori. Rubisco, enzim koji hvata ugljik dioksid u svjetlosno zavisnim reakcijama, ima
afinitet za spajanje ugljik dioksida kao i kiseonika. Kada je koncentracija CO2 velika,
Rubisco ¢e fiksirati ugljik dioksid. Medutim, ako je njegova koncentracija niska, Rubisco
¢e umjesto CO2 fiksirati kiseonik. Ovaj proces, nazvan fotorespiracija, Kkorisiti
uskladiStenu energiju, ali se njom ne proizvode Seceri.



Vjezba br.2: ZasStitno djelovanje Sec¢era kod niskih temperatura

Grada protoplazme narausava se djelovanjem niskih temperatura, pa iz
¢elijskog soka obojenih biljnih tkiva izlaze pigmenti, tj. oboji se rastvor u koji je uronjeno

niskim temperaturamo oste¢eno biljno tkivo.

Pribor 1 materijal: Spric boca sa destilovanom vodom, epruvete,

laboratorijski nozi¢ ili skalpel, 1M saharoza, 0,5M saharoza,list crvenog kupusa ilicvekle.
Postupak:

Kao biljni preparat koristi se tanak poprecni presjek lisne drske cvekle ili
povrsinski rez lista crvenog kupusa. Priredeni preparati stave se u tri epruvete napunjene
sa 8 ml destilovane vode, odnosno 0,5M ili 1M rastvorom saharoze. Sadrzaj rastvora u
epruvetama zamrzava se pomocu smjese za hladenje na temperaturi od oko -20C. Nakon
20-ak minuta zamrzavanja, epruvete se stave u posudu s vodom gdje se otapa zaledeni
sadrzaj epruveta. Preparati se vade iz rastvora (ili se rastvor filtrira kroz filter papir) 1

posmatraju morfoloske promjene ¢elija i promjene u boji.

Pod uticajem niske temperature koloida struktura protoplazme preparata
potopljenof u destilovanoj vodi se mjenja, membrana gubi svojstvo permeabilnosti i
dolazi do izlaska antocijanina iz smrznutih ¢elija. Takvi preparati se obezboje ,a voda se
boji ljubiasto. Celije preparata koje su bile u 1M rastvoru saharoze ostaju

nepromjenjene, a ¢elije u 0,5M rastvoru saharaze djelimi¢no se obezboje.

Uocene promjene jasan su dokaz zastitnog djelovanja Secera na protoplazmu

pri niskim temperaturama.



Vjezba br 3. Odredivanje koncentracije mikroelemenata, teSkih metala u

biljnim tkivima ( Fe, Mn, Zn, Cu..)

2.1. Sadrzaj elemenata u biljkama, njihova podjela i znacaj za biljke

Za rast i razvice biljaka neophodno je prisustvo velikog broja razlicitih elemenata.
Do sadasnjim istrazivanjima u biljnim tkivima registrovano je oko 70 elemenata.
Medjutim, pretpostavlja se da se u njima nalazi 1 svih 88 elemenata koji ucestvuju u
izgradnji Zemljine kore. Njihova zastupljenost u biljkama je razli¢ita i zavisi od niza
unutrasnjih i spoljasnjih faktora. Osim razlika u sadrzaju i znacaj pojedinih elemenata u
prometu materije je razli¢it. To je bio osnovni razlog da se medu elementima koji se
nalaze u biljkama izvr§i odgovaraju¢a podjela. Pri tome su pojedini autori koristili
razli¢ite kriterijume. Neki su za osnovu uzimali njihovu zastupljenost u biljkama, a drugi
znacaj u prometu materija ili u stvaranju odredenih organskih jedinjenja (Kastori, 1983,

1993).

Elementi koji ulaze u sastav biljnog tijela poticu iz vazduha, vode ili zemljista.
Ugljenik, od kojeg su izgradena organska jedinjenja , biljka u cjelosti uzima iz vazduha u
obliku CO;. Kiseonik je uglavnom porijeklom od CO> i Oz, dok vodonik kao treci
najrasprostranjeniji element, znatnim dijelom dolazi iz vode. Ipak, zemljiste je glavni
izvor svih ostalih elemenata (Neskovic¢, ef al., 2003). ProsjeCan sadrzaj nekih biogenih
elemenata u biljkama dat je u tabeli 1.

Tabela 1. Prosjecan sadriaj nekih biogenih elemenata u suvoj materiji biljaka

Element % | Element % | Element Ppm | Element Ppm
C 45 Ca 0,5 Cl 100 Cu 6
¢} 45 Mg 0,2 Fe 100 Mo 0,1
H 6 P 0,2 Mn 50
N 1,5 S 0,1 Zn 20
K 1,0 B 20




Mehanizam usvajanja jona elemenata od strane biljaka nije sasvim selektivan.
One preko korjenovog sistema u vecoj ili manjoj koli¢ini usvajaju sve za njih
pristupacne jone i molekule koji se nalaze u zemljiStu. Medutim, svi ti elementi nisu
biljkama neophodni. Iz tog razloga najées¢e se primjenjuje podjela elemenata na:
neophodne, korisne i ostale. U neophodne elemente za viSe biljke ubrajaju se: C, H , O,
N, P, K, Cu, Mg, S, Fe, B, Mn, Zn, CI, Mo i Co, u korisne elemente Na i Si a u ostale svi
drugi elementi koji se nalaze u biljkama. Ova podjela medutim nema opsti znacaj za cijeli
biljni svijet. Naime, zbog specifi¢nosti metabolizma biljnih vrsta, znacaj pojedinih
elemenata za rast 1 razvice biljaka moze da bude veoma razli¢it. Ovim se objaSnjava
pojava da jedan isti elemenat za jednu biljnu vrstu moze da bude neophodan a za drugu

samo koristan i obrnuto.

Na osnovu fizi¢ko-hemijskih osobina neophodni i korisni elementi djele se u Cetri
grupe: nemetale (C, H, O, N, P, S 1 Cl), alkalne metale (K, Ca, Mg, Na), teske metale
(Fe, Mn, Zn, Cu, Mo i Co) i metaloide (B 1 Si).

Na osnovu njihove zastupljenosti u biljkama, elementi se veoma ¢esto grupiSu na
makro 1 mikroelemente. U makroelemente ubrajaju se: C, O, H, N, P, K, Ca, Mg, S, Na,
Si 1 Cl. Njihov prosje¢an sadrzaj u suvoj materiji biljaka se krec¢e od 2 do 60mg/g.
Sadrzaj mikroelemenata (Cu, Zn, B, Mn i dr.) u suvoj materiji biljaka je manji od 1mg/g.
Treba ista¢i , da podjela elemenata na makro i mikro ne odrazava njihovu ulogu u
metabolizmu biljaka. Znacaj makro i mikro elemenata neophodnih za zivot biljaka je isti,
jer kako bez jednih tako i bez drugih one ne mogu da zavrSe svoj zivotni ciklus. Po
nac¢inu dejstva u metabolizmu biljaka, mikroelementi se znatno razlikuju od vecine
makroelemenata. Mikroelementi ulaze u sastav velikog brija enzima c¢ije je dejstvo
pretezno kataliticko. Djeluju u biljkama pri veoma malim koncentracijama i to Cesto

strogo specifi¢no, na §ta ¢e se detaljnije ukazati u narednom tekstu.

U grupu mikroelemenata najceSc¢e se ubrajaju gvoZde, cink, bakar, mangan,
kobalt, kadmijum, nikl i hrom. Neophodni mikroelementi ve¢inom spadaju u grupu
teSkih metala, zbog Cega prekomjerno povecavanje njihove koncentracije u biljkama
moze imati nepovoljne posledice ne samo za biljke, ve¢ 1 za Zivotinje, a preko lanca

ishrane 1 na samog ¢ovjeka (Kastori, 1993).



Prema najsavremenijim istrazivanjima, odlike mikroelemenata su sljedece:

a. djeluju u biljkama u veoma malim koncentracijama
b. djeluju u biljkama strogo specifi¢no
c. direktno uticu na fizioloSko- biohemijske funkcije biljaka i

d. pri njihovom nedostatku bilka ne moze normalno da zavrsi svoj Zivotni ciklus

Kada je u pitanju tolerantnost biljnih vrsta prema odredenim metalima treba imati u

vidu slede¢e (Cox & Hutchinson, 1980):

a. da postoje vrste tolerantne prema odredenom metalu, ali geneticki nezavisne i
i ne tolerantne prema drugim metalima

b. postoje vrste tolerantne prema odredenom metalu, Sto vodi povelanju

tolerancije prema drugim metalima i

c. da postoje vrste geneticki rezistentne prema odredenom metalu.

Medutim nedovoljna kao 1 prekomjerna koli¢ina metala u biljnom tijelu moze

da dovede do niza anatomskih 1 morfoloSkih promjena, za koje se dugo smatralo da su

bolesti izazvane mikroorganizmima ili nekim abioti¢kim faktorima.

2.1.1. Gvozde (Fe)

Jo§ sredinom proslog vijeka uoceno je da nedostatak gvozda izaziva hlorozu
listova vinove loze. Na osnovu brojnih istrazivanja koja su u to vrijeme izvedena
utvrdeno je da je gvozde elemenat neophodan za biljke 1 da ucestvuje u mnogim vaznim

fizioloSko - biohemijskim procesima. U novije vrijeme simptomi nedostatka gvozda se



sve c¢eSc¢e javljaju. To je posebno izrazeno kod nekih viSegodiSnjih gajenih biljka, zbog

¢ega problem ishrane biljaka ovim elementom ima sve veci prakti¢ni znacaj.

Biljke mogu da usvajaju gvozde kao fero jon (Fe’*), feri jon (Fe’) i u vidu Fe-
helata. Smatra se da je usvajanje gvozda povezano sa redukcijom Fe’" u Fe’* (Brown &

Ambler , 1974).

Na usvajanje gvozda od strane biljaka utice veliki broj razlicitih faktora spoljasnje
sred sredine. Visoka vrijednost pH, koncentracija fosfata i Ca’* - jona u zemljistu
smanjuju njegovo usvajanje (Foy et al., 1978). Znacajnu ulogu u obezbjedenju biljaka sa
gvozdem ima izluCivanje raznih organskim materija preko korijena, sposobnih da

stvaraju stabilnije helatne komplekse sa gvozdem od onih koji se nalaze u zemljistu.

Sadrzaj gvozda u suvoj materiji biljaka krece se u Sirokim granicama od 50-1000
ppm. U nadzemnim organima najviSe ga ima u liS¢u, zatim stablu a najmanje u zrnu.
Korijen biljaka takode sadrzi znacajne koli¢ine gvozda. U listovima najveci dio gvozda
nalazi se u hloroplastima, mitohondrijama i jedru. Gvozde se u stromi plastida nalazi u

vidu fitoferitina, jedinjenja koje je veoma bogato gvozdem.

Posredno ili neposredno ovaj element ucestvuje u brojnim  fiziolosko-
biohemijskim procesima biljaka: biosintezi hlorofila, fotosintezi, disanju, fiksaciji
elementarnog azota, redukciji nitrata i nitrita, metabolizmu ugljenih hidrata i dr. Mnoga
istrazivanja ukazuju na pozitivnu korelaciju izmedu sadrzaja gvozda i hlorofila. Pored
toga, gvozde je znacajno i za fotosintezu posto se u slucaju njegovog nedostatka
narusava grada hloroplasta. Ono wulazi i u sastav citohroma koji ucestvuje u transportu

elektrona u fotosistemu I1 Il (Nieboer & Richardson ,1980).

U zemljistu gvozde se uglavnom nalazi u obliku razli¢itih minerala,, amfoternih
oksida ili hidroksida. Razlozi zbog kojih dolazi do nedostatka gvozda i pored njegovog
relativno visokog sadrzaja u zemljiStu, veoma su razli¢iti 1 specificni za odredene
klimatske, edafske i agrotehnicke uslove. Do nedostatka moze doc¢i na svim tipovima
zemljita: alkalnim, kiselim ili neutralnim. Medutim, najceS¢e se javlja na alkalnim
zeljiStima bogatim kreCom i glinom. Nedostatak Fe moZze da izazove i povecana

koncentracija teSkih metala u zemljiSnom rastvoru ( Mn, Ni, Cu, Zn, Co 1 Cr ) zatim



primjena visokih doza fosfornih dubriva, prisustvo vece koncentracije HCO3- jona,

pretjerana vlaznost zemljista, zabarivanje, nakupljanje H>S 1 sl.

Nedostatk gvozda u biljkama ogleda se prije svega u pojavi hloroze koja se prvo
pojavljuje na mladem liS¢u, odnosno u pojedinim djelovima biljke, koji postaju blijedo

zuti do blijedozeleni. Suvisak gvozda se u prirodi rijetko javlja.

2.1.2. Cink (Zn)

Cink je u malim koli¢inama neophodan za niZe i viSe biljke kao i za Covjeka i
zivotinje. Ulazi u sastav enzimskih sistema i1 zahvaljuju¢i tome posredno ili neposredno

ucestvuje u brojnim procesima metabolizma biljaka.

Cink se u zemljiStu nalazi u primarnim mineralima, sekundarnim mineralima
gline, i u obliku Zn-sulfida, Zn-oksida, Zn-karbonata, Zn-fosfata. Biljke cink usvajajuu

obliku jona Zn’* helata. SadrZzaj ukupnog cinka u zemljistu krece se od 10-300ppm.

Cink spada u grupu elemenata c¢ija pokretljivost u biljkama nije narocito
izrazena. Na njegovu translokaciju uti¢u brojni lokalni faktori, kao npr. temperatura,
svjetlost, prisustvo fosfata, gvozda i dr. Utvrdeno je da joni fosfata smanjuju transport

cinka iz korijena u nadzemne organe biljke.

Prosjecan sadrzaj cinka u suvoj materiji kre¢e se od 20 do 100 ppm. Postoje biljke
akumulatori ili “indikatori’ koje mogu da sadrze izuzetno velike koli¢ine Zn €ak i do

12000 ppm. Uglavnom se nakuplja u korijenu 1 mladim listovima.

Cink ima veoma vaznu ulogu u prometu biljnih materija, jer ulazi u sastav

mnogih enzima. Veoma znacajan enzim u ¢iji sastav ulazi cink je kaboanhidraza, koja
katalizuje prenoSenje vode na COa, pri cemu nastaje HCO;1i H" joni (s1.10.). Smatra se da
se ovaj enzim nalazi u hloroplastima i da njegova aktivnost u stromi hloroplasta

obezbjeduje odgovarajucu vrijednost pH ¢ime se Stite bjelanCevine od denaturacije,

koja mozZe biti izazvana lokalnom promjenom pH vrijednosti(Edvards & Walker ,1983).
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Slika 10. Kataliticko dejstvo karboanhidraze pri hidratizaciji CO2 u fotosintetski
aktivnim Celijama(Edwards, Wallker ,1983.)

Osjetljivost pojedinih biljnih vrsta na nedostatk cinka je razli¢ita. Znaci
nedostatka uocCeni su mnogo ¢es¢e na viSegodiSnjim nego na jednogodisnjim biljkama.
Na viSegodisnjim biljkama, nedostatak cinka najceS¢e je uocljiv na jabuci, krusci,
breskvi, vinovoj lozi, koje se zbog toga Cesto smatraju indikatorima za utvrdivanje
nedostatka cinka u zemljiStu. Simptomi nedostatka cinka kod pojedinih biljnih vrsta,
Cesto su nejednaki pa se u literaturi ova pojava i naziva razli€ito: sitnolisnost, pjegavost
1 dr. Najtipi¢niji znaci nedostatka cinka su oni koji su izazvani nedovoljnom koli¢inom
auksina, a manifestuju se prije svega malim, uskim i sitnim listovima, skracenjem
internodija i stvaranjem rozete. Pored toga na listovima se uocavaju razne deformacije,
kao S§to su hloroti¢ne pjege i nekroze. Isto tako pri nedostatku cinka, smanjuje se
intenzitet fotosinteze Sto je jedan od osnovnih razloga opadanja produktivnosti biljaka

(Turner, 1970).

Znacajno je istaci da se nedostatak cinka najceSce javlja na lakim pjeskovitim,

alkalnim, kre¢nim 1 u fosforom obogac¢enim zemljiStima.

PoviSena koncentracija cinka, kao uostalom 1 drugih teSkih metala djeluje
toksi¢no na biljke. Otpornost pojedinih biljnih vrsta prema visku cinka veoma je
razli¢ita. Simptomi se javljaju kada sadrzaj cinka u suvoj materiji prede granicu od 300-
500 ppm. Znacajan pokazatelj poviSene koncentracije cinka je i1 odnos udjela fosfora i
cinka u suvoj materiji biljaka. ViSak cinka izaziva manje -viSe specificne morfoloske 1
fizioloske promjene, $to se ogleda u niZem rastu, smanjenju korjenovog sistema i

obrazovanja sitnih listova. Takode, na listovima se javljaju crvenkasto-mrke pjege, a na



rubovima nekroza. Ukoliko udio cinka u biljkama dostigne toksi¢ni nivo, one brzo

propadaju (Wainwright & Woolhouse , 1977; Lasat et al., 1996; Cosio et al., 2004).

2.1.3. Mangan (Mn)

Managan nije gradivni element. Do sada je iz biljnog materijala izdvojena samo
jedna bjelancevina koja sadrzi Mn-manganin. Najznacajnija uloga mangana u zivotnim
procesima biljaka je aktivacija enzima. Njegovu ulogu u tome u nekim slucajevima i do
odredene mjere mogu da preuzmu drugi metali kao npr. cink, magnezijum i drugi.
Medutim pri tome se Cesto umanjuje aktivnost enzima. Mangan aktivira procese
fosforilacije 1 zahvaljujuci tome ukljucen je bilo posredno ili neposredno u metabolizam
ugljenih hidrata, prenos i potroS$nju energije i sl. On takode ima vaznu ulogu i u procesu
fotosinteze prije svega u reakciji Hill-a. Isto tako treba naglasiti da mangan u ciklusu
trikarbosnkih kiselina  aktivira proscese  oksidacije 1 dekarboliksacije. Takode,
nezamjenjiv je pri hidrolizi peptida putem peptidaze, a katalizuje razgradnju arginina,
zbog ¢ega se smatra da u nedostatku mangana dolazi do nakupljanja ove amino-kiseline u

biljkama.
Njegova uloga u zivotnim procesima biljaka zasniva se na visokom redoks-

%
potencijalu i moguénosti promjene valentnog stanja : Mn”>* « Mn** . Zahvaljujuéi tome,

mangan je znacajan regulator oksido-redukcionih procesa kod biljaka.

Sadrzaj ukupnog mangana u zemljiStu najcesce se krece od 0,02 do 0,03 %. Od

njegove ukupne koli¢ine u zemljiStu samo je od 0,1 do 1,0% pristupacno za biljke.

Sadrzaj mangana u biljkama je narocito veliki u mladim organima i tkivima u
kojima su metaboli¢ki procesi intenzivni. U suvoj materiji biljaka sadrzaj mangana krece
se u granicama od 50-250 ppm. PremjeStanje managana je posebno izrazeno u pravcu
meristemskog tkiva i reproduktivnih organa. Listovi su takode bogati manganom. Vec¢i
dio mangana moze se izdvojiti iz biljnog materijala tretiranjem sa slabim kiselinama 1
bazama. Na osnovu toga moZe se zakljuciti da se ovaj element u biljkama pretezno nalazi

u vidu neorganskih jedinjenja.



Vec¢ina zemljiSta sadrzi dovoljne koli¢ine pristupacnog mangana. Njegov
nedostatak se javlja na krecnim i alkalnim zemljistima. Biljkama je najpristupacniji
dovovalentni mangan. Nedovoljna  obezbjedenost  biljaka  manganom, izaziva
karakteristi¢ne anatomske, morfoloske i citoloske promjene. Najdetaljnije je prouc¢avana
pojava nedostatka mangana kod ovsa, gdje izaziva suvu pjegavost. Njegov nedostatak
izaziva 1 hlorozu. Zbog relativno slabe pokretljivosti mangana u biljakama hloroza ne

obuhavata ravnomjerno cio list, ve¢ samo interkostalni dio.

Visak mangana u biljakama u prirodi rasporostranjenji je nego S$to se moze
pretpostaviti. Do ove pojave dolazi na zemljisStima koja imaju visok sadrzaj mangana
nisku vrijednost pH 1 visok redukcioni potencijal. Toksicna dejstva viska mangana
najprije se mogu uociti na ¢elijama epidermisa. U njegovom visku talozi se MnO: u
vakuolama ¢elija dlacica listova, epidermisa glavnog nerva i lisne drSke. TaloZenje viska
mangana u vidu MnO: u fizioloski manje aktivnim djelovima biljaka moze se smatrati
odbrambenim mehanizmom ili reakcijom. Nepovoljno dejstvo povisenog sadrzaja
mangana moze da se ublazi prisustvom alkalnih i zemnoalkalnih metala. U cilju
otklanjanja opasnosti od pretjerane akumulacije mangana u biljakama na kiselim

zemljiStima preporucuje se kalcifikacija.

2.1.4. Bakar (Cu)

Bakar ulazi u sastav enzima i zahvaljuju¢i tome posredno ili neposredno utice na

odvijanje mnogih procesa vaznih za Zivot biljaka.

Biljke bakar usvajaju iz zemljiSta. Sadrzaj ukupnog bakra u zemljistu krece se od
2 do 100 ppm, a pristupacnog od 2 do 50 ppm. Do pojave simptoma nedostatka dolazi
kada je sadrzaj pristupa¢nog brakra u zemljiS§tu manji do 2 do 3 ppm. Biljke usvajaju
male koli¢ine ovog elementa. PreteZno ga usvajaju u vidu Cu’*- jona i u vidu helata

(Mercer & Richmond , 1970).

U toku svog rastenja i razvi¢a biljke razli¢itim intenzitom usvajaju bakar.
Pokretljivost bakra u biljakama nije narocito izraZzena. Na to ukazuje ¢injenjenica, da se

prvi znaci nedostatka bakra javljaju na najmladim organima i na vegetacionoj kupi.



Premjestanje bakra iz korijena u nadzemne organe je sporo, zbog ¢ega se i pri njegovoj
visokoj koncentraciji u spoljasnjoj sredini, sadrzaj u listovima sporo povecava. Ukoliko
je sadrzaj bakra u suvoj materiji lista manji od 4 ppm, smatra se da biljke nijesu u
dovoljnoj mjeri obezbijedene sa bakrom, dok sadrzaj preko 20 do 50 ppm ukazuje na
viSak ovog elementa. Analizom raspodjele bakra posmatra na nivou cijele biljke,uo¢eno
je da je njegov sadrzaj u korijenu znatno ve¢i nego u ostalim organima. Utvrdeno je da
se bakar u znacajnoj mjeri nakuplja i u hloropalstima. U tom pogeldu on je veoma sli¢an

gvozdu.

Bakar spada u grupu polivalentnih elemenata. Za biljke je od posebnog znacaja
bakar stepena oksidacije +2, zbog toga Sto ga one pretezno u tom obliku usvajaju iz

spoljasnje sredine (Vesk & Allway, 1997 ; Vesk et al., 1999).

Osnovna uloga bakra u zivotnim procesima biljaka ogleda se i u tome $to on ulazi
u sastav niza enzima. Enzimi koji sadrze bakar pretezno ucestvuju u metabolizmu fenola.
Cu-enzimi koji sudjeluju u stvaranju i preobrazuju fenola jesu fenoloksidaze. Preko svoje
uloge u metabolizmu fenola, bakar u zna¢ajnoj mjeri utice i na procese lignifikacije t;.

sinteze i ugradivanja lignina u mehanicka tkiva i sprovodne sudove.

Na obezbjedenost biljaka sa bakrom kao 1 na njegovu fiziolosku aktivnost mogu
da uticu i drugi elementi, u prvom redu metali. Poznat je antagonizam,narocito pri veéim
koncenteracijama, izmedu bakra sa jedne i Fe, Mn, Al i Zn s druge strane (Sandmann &

Boger , 1980 a, 1980 b).

Nedostatak bakra kod biljaka je veoma rasporostranjena pojava, a osjetljivost
pojedinih vrsta na njegov nedostatak je razli¢ita. Kao simptomi nedostatka bakra ¢esto
se navode: hloroza, nekroza, odumiranje vr$nih izdanaka, smanjenje porasta i prinosa
biljaka i na kraju njihovo odumiranje. Ovi simptomi medutim, nisu svojstveni samo
nedostatku bakra. Tipi¢ni nedostaci bakra su venjenje, uvijanje listova, odumiranje
najmladih listova, kao i1 odredene anatomske promjene, u prvom redu poremecaj u
gradi, provodnih sistema i1 mehanickih tkiva. Zbog poremecenog vodnog rezima pri

nedostatku bakra listovi gube turgor i uvijaju se sli¢no kao u uslovima suse.

Nedostatak bakra se obi¢no javlja na alkalnim kre¢nim, lakim pjeskovitim 1

tresetnim zemljiStima bogatim sa organskom materijom.Nasuprot ovom, viSak bakra se



javlja na kiselim zemljiStima u kojima sadrzaj bakra pristupacnog za biljke moze
ponekada da bude veoma visok. Visoke koncentracije bakra u mnogim biljakama
smanjuju porast korijena i to u znatno vecoj mjeri nego nadzemnih organa. Prvi znaci
visSka se obi¢no javljaju na starijim listovima u vidu hloroze na vrhu i po rubu listova.
Korijen tih biljaka je mrke boje , kratak, zadebljao, sa malim brojem korjenovih dlacica

(Reilly, 1969; Reilly et al., 1970).

2.1.5. Kobalt (Co)

Kobalt je redovan sastojak biljnih ¢elija. Njegova uloga u zivotnim procesima
biljaka nije dovoljno poznata. Medutim naglasava uloga ovog elementa u simbiotskoj
fiksaciji atmosferskog azota, oksidacionim procesima , kao i njegov pozitivan uticaj na
prinos nekih gajenih biljaka. Ulazi u sastav vitamanina Bi> zbog Cega je njegova

prisutnost u biljkama od posebnog znacaja za zdravlje covjeka i1 zivotinja.

Kobalt spada u grupu polivalentnih metala ( Co* — Co’ ) i zahvaljuéi tome
moze da ucestvuje u oksido-redukcionim procesima. Kobalt ulazi i u sastav nekih
metaloenzima. U ovu grupu enzima spadaju glicin-glicin dipeptidaza biljaka 1 zivotinja i

lecitinaza izilovana iz Clostridium perfrigensa .

Prosjecan sadrzaj kobalta u zemljistu se kre¢e od 1 do 40 ppm, dok je njegova
koncentracija u zemljiSnom rastvoru veoma niska. Biljke u prosjeku usvajaju male

koli¢ine kobalta, i to u vidu Co’*- jona .

Sadrzaj kobalta u suvoj materiji biljaka krece se u Sirokim granicama i to najcesce
od 0,02 od 0.4 ppm. Postoje izvjesne vrste biljaka koje su sposobne da u svojim
organima nakupljaju i znatno vecée koli¢ine kobalta, ¢ak i preko 1000 ppm. Njegova
raspodjela u biljkama je specificna. Vise se nagomilava u generativnim nego u
vegetativnim organima. Kod nekih biljaka u zna¢ajnoj mjeri se nagomilava u prasnicima,
zigu 1 stubicu. U listovima se pretezno nagomilava po ivici. Koblat se u znacajnoj mjeri

nagomilava i u hloroplastima (Mitchell, 1972).

Simptomi nedostatka kobalta kod visih biljaka nisu dovoljno poznati izuzev kod

mahunarki, kod kojih se pri nedovoljnoj obezbjedenosti ovim elementom, uocavaju znaci



nedostatka azota. Kao posljedica nedostatka kobalta na mladim listovima se javlja
hloroza. Za razliku od simptoma prouzrokovanih nedostacima kobalta ,simptomi viska
kobalta, na biljkama u prirodi u normalnim uslovima jo§ nisu uoceni, ¢ak ni na
serpetinskim zemljistima koja obi¢no sadrze vece koli¢ine kobalta. U osnovi visak
kobalta izaziva hlorozu i nekrozu a u ekstremnim sluc¢ajevima moze da dovede 1 do
odumiranja i opadanja listova. Takode viSak kobalta izaziva i odredene morofoloske
promjene na korjenu, koji dobija tamnu boju. Usled antagonizma, povecani sadrzaj

kobalta dovodi do nedostatka gvozda.

Pored navedenih neophodnih mikroelemenata, u biljkama se nalazi jo§ oko 40-
tak mikroelemenata c¢ija pojedinacna koncentracija u suvoj materiji biljaka, obi¢no ne
prelazi 2 ppm. Za neke od njih je utvrdeno da u odredenim koncetracijama mogu
povoljno da djeluju na sintezu organske materije biljaka ali i da ucestvuju u fiziolosko-

biohemjskim procesima. Ovdje se prije svega ubrajaju : Pb, As,Cd, Ni, Cridr.

Hrom (Cr) - nije osnovni biljni elemenat, ali je veoma znacajan u metabolickim
procesima sisara. Serpentinsko zemljiSte je toksicno za mnoge biljke i uopSteno se moze
pretpostaviti da prisustvo hroma zajedno sa niklom doprinosi jo§ vecoj fitotoksi¢nosti.
Utvrdeno je da biljke koje rastu na ovakvom zemljistu zahtijevaju izvjestan stepen
adaptacije na prisustvu hroma u toksi¢nim koncentracijima, tako da se mora voditi racuna
o relativnom sadrzaju hroma u samim vrstama. Najveci broj biljnih vrsta koji se javlja na
Cr — bogatom zemljiStu ne sadrzi znatnu koli¢inu metala u sebi sa izuzetkom vrste
Leptospermum scoparium (Myrtaceae) sa serpentinskim zemljiSta na Novom Zelandu

sadrzi 20,00 ppm Cr u lis¢u (Lyon et. al., 1969 ; Bowen, 1966 ; Pratt ,1966).

Kadmijum (Cd) - se u normalnim uslovima ne nalazi u zemljiStu u velikoj
koncentraciji. Medutim pod uticajem odredenih  industrijskih procesa dolazi do
povecanja koncetracije kadmijuma kako u atmosferi, tako i u zemljiStu. Usvajanje
kadmijuma od strane biljaka u velikoj mjeri je zavisno od pH vrijednosti 1 sadrzaja
fosfora (Miller et al., 1976). U malim koncentracijama kadmijum nije toski¢an za biljke.
Ipak, kod nekih biljnih vrsta zahvaljujuéi  procesima akumulacije, koncentracija
kadmijuma se postepeno povecava, i preko lanca ishrane postaje toksi¢na Cak i1 za

zivotinje koje ove biljne vrste koriste u svojoj ishrani (Vallee & Ulmer, 1972). Visoka



koncetracija kadmijuma u biljnim vrstama izaziva hlorozu listova, §to dovodi do
usporavanja fotosinteze, inhibicije respiracije, mitohondijalnog transporta elektrona,
enzimske enzimske aktivnosti i sl. (Lee ef al, 1976). Root et. al., 1975 su pokazali da

Cd’* jon ima snaZan uticaj na usvajanje i transport cinka posebno kod vrste Zea mays.

Olovo (Pb) — Sto se tice olova poznato je da djeluje veoma toksi¢no na Zivi
svijet. Medutim, u literaturi postoje podaci 1 o stimulativnom dejstvu malih doza ovog
elementa na porast biljaka. Njegovj sadrzaj u suvoj materiji biljaka krece se od 0,3 do 1,5
ppm. Posto izduvni gasovi motornih vozila sadrze olovo u blizini saobracajnica, njegov
udio u bijakama se znatno povecava, zbog Gega treba izbjegavati njihovu upotrebu u
ishrani ljudi i 1 Zivotinja.

Eksperimentalnim istrazivanjima jo§ od prije nekoliko decenija dokazano je da
usvajanje jona i drugih Cestica neke supstance od strane biljaka zavisi od odredenih
fizioloskih procesa. Naime,utvrdeno je da usvajanje jona nije obican osmotsko-difuzni,
ve¢ manje-viSe aktivan proces. Brzina kojom se biljka snadbjeva elementima zavisi od
koncentracije jona koji mogu da difunduju u ¢elije korijena, prije svega pasivnim
transportom, niz gradijent vodnog i elektrohemijskog potencijala izmedu zemljista i
biljke, ali ¢esto i takozvanim aktivnim transportom, kada se elementi akumuliraju u
biljci ¢ak i nasuprot gradijentu njihove koncentracije izmedu zemljiSta i biljke, pri Cemu

se koristi energija koja se dobija, prvenstveno iz procesa disanja.

Joni mineralnih elemenata apsorbovani, prije svega, korjenskim dlacicama,
prolaze prije svega apoplasticnim putem, zajedno sa vodom, kroz ¢elijske zidove i
intercelularne prostore, a zatim i simplasticnim putem, ve¢ od celija rizoderma i
parenhima kore korijena do ¢elija endoderma, gdje izrazena Kasparijeva zadebljanja
¢elijskih zidova predstavljaju svojevrstan filter i hidroodbrambenu barijeru daljem
apoplasticnom transportu vode i jona kroz korijen.Odatle, oni isklju¢ivo simplasticnim
putem prolaze u protoplast i dalje se transportuju u provodni sistem korijena do svih

djelova biljke.



2.2.1. Biogeohemijski ciklus metala

Zahvaljujuéi ¢itavom nizu fizickih, hemijskih i bioloskih procesa u Zivotnoj
sredini kako je, ve¢ istaknuto teku razli¢itim vidovima migracije pojedinih hemijskih
elemenata, a medu njima 1 teskih metala. Istrazivanja pokazuju da postoji reverzibilno
prelazenje metala iz litosfere u hidrosferu, atmosferu i biosferu i taj, cjelokupni kruzni
tok prestavlja biogeohemjski ciklus metala. Priroda geohemjskih procesa a time i
migracija hemijskih elemenata u zemljiStu, vodenim ekosistemima i atmsoferi, u znatnoj
mjeri je uslovljena ulogom i uticajem biljnih 1 Zivotinjskih organizama. Od svih
organizama biljke imaju svakako najve¢i znacaj. Zahvaljajuéi prije svega procesima
fotosinteze , one apsorbuju iz stijena i zemljiSta razlicite vrste metala (Boicenko et al.,
1985). S druge strane ucestvujuci u razlicitim oksido-redukcionim reakcijama tokom
fotosinteze , metali se rasporeduju po razli¢itim djelovima biljke (Laxen & Harrison ,
1977) koncentriSuci se u pojedinim vrstama biljnih ¢elija. Pri tome oni se vezuju za Citav
niz litofilnih supstanci, stvaraju¢i razli¢ita kompleksna jedinjenja. Ispitujuéi uticaj
fotosinteze na biogeohemijski ciklus metala Boi¢enko je konstatovao da Fe, Mn, Zn 1 Mo
reaguju sa proteinima a 7i sa organskim fosfatima. Nastali biogeni kompleksi mogu biti
veoma stabilni, te se kao takvi zajedno sa detriticnim materijalom pojavljuju u zemljistu i

sedimentima obogacujudi ih odogovaraju¢im metalnim komponentama.



2.2.4. Uklanjanje toksi¢nih metala iz vode i zemljiSta upotrebom biljaka

(akumulatora)

Zagadivanje vode i zemljiSta toksicnim metalima predstavlja veliki problem za
zivotnu sredinu. Kao jedna od specificnih metoda za odstranjivanje metala iz ovih
segmenata zivotne sredine, predstavlja koriS¢enje odredenih biljaka koje imaju
sposobnost akumulacije metala (Hudon, 1998) .Ovaj nacin uklanjanja metala poznat je

pod imenom fitoremedijacija a sastoji se iz:
1. fitoekstrakcije — v1si se upotrebom metal-akumulirajucih biljaka u cilju
uklanjanja metala iz zemljisSta

2. rizofiltracije - vrsi se upotrebom korjenova biljaka u cilju uklanjanja metala iz

vode

Kao §to je poznato, zagadivanje biosfere toksi¢nim metalima intezivirano je
pocetkom industrijske revolucije, a primarne izvore zagadenja predstavljaju kako je
ranije istaknuto, sagorijevanje fosilnih goriva, topljenje ruda, kanalizacione vode,
pesticidi i sl. Toksicne metale u osnovi mozemo podijeliti na teSke metale i
radionukleide. S obzirom da ne podlijezu hemijskoj razgradnji (degradaciji) predstavljaju

veoma opasne i trajne zagadivace zivotne sredine.

Upotreba mikrobioloSke bioremedijacije u cilju premjestanja teSkih metala iz
zagadenog zemljiSta, ve¢im dijelom je ograni¢ena njihovom imobilizacijom putem
padavina ili redukcijom. Vecina biljaka ima sposobnost akumulacije teskih metala iz
vode 1 zemljiSta od kojih su neki od velikog znacaja za njihov rast 1 razvoj kao §to su: Fe,
Mn, Zn, Cu, Mo 1 Ni. Odreden broj biljaka ima sposobnost akumulacije i metala koji
nemaju odredeni bioloski znacaj (Cd, Cr, Pb, Co, Se, Hg.). Pretjerana akumulacija teSkih
metala moze biti toksicna za vecinu biljaka (Rascio, 1977; Peterson, 1983,1993; Salt et

al.,1995; Lasat, 1996; Lasat et al., 1998, 2000 ).



slika 13. Usvajanje i akumukacija metala u biljkama

1. adsorpcija metalnih jona na povrsini korijena

2. transport jona kroz Celijsku menbranu

3. imobilizacija teskih metala (vezivanjem u kompleksna jedinjenja) u
cCelijskim vakuolama

4. transport jona kroz provodna tkiva korijena (ksilem)

5. translokacija metalnih jona u nadzemne organe (stablo i listove)

Medutim, treba imati u vidu da je ve¢ina biljaka osjetljiva i na minimalne koli¢ine
teSkih metala u podlozi. Ipak, veliki broj vrsta opstaje na staniStima koja se odlikuju
velikim koli¢inama teSkih i1 toksi¢nih metala. Njihov opstanak mogu¢ je zahvaljujuci
brojnim adaptivnim mehanizmima koje su razvile kako bi savladale nepovoljne uslove
staniSta. NajceSce biljke uspjevaju da na jedan ili viSe slede¢ih nac¢ina omoguce opstanak

na mjestima sa velikom koli¢inom teSkih metala:
- ogranicavaju uzimanje i propustljivost teskih metala kroz ¢elijsku membranu

- imobilisu vece koli¢ine jona teskih metala , tako Sto ih deponuju u ¢elijske zidove

1 tako sprecavaju kontakt sa protoplastom
- izdvajaju apsorbovane teske metale vezujuci ih u kompleksna jedinjenja, u
¢elijskim vakuolama

- usvojene teske metale vezuju u citoplazmi za organska jedinjenja male molekulske
tezine, polipeptide 1 proteine koji sadrze amino-kiseline sa sumporom(cistein i

metionin). Polipeptidi vezuju metal za slobodne SH-grupe cisteina, stvarajuci



stabilne organo-metalne komplekse — fitohelatine.Ovako vezani joni teSkih metala
mogu se zadrzati u citoplazmi ili prenjeti do vakuole, u kojoj se u kiseloj
sredini,metalni jon oslobada , a polipeptid transportuje nazad gdje obnavlja svoju
ulogu (Grill et al., 1985; Murphy & Taiz, 1995). Teski metali , medu kojima su i
oni neophodni biljkama kao mikroelementi, mogu se osloboditi iz pomenutih
organo-metalnih kompleksa 1 ukljuciti u metbolizam biljake, ukoliko postoji

potreba za njima.

Sposobnost biljaka da razviju otpornost na teSke metale je geneticki determinisana.
ZemljiSta bogata teSkim metalima rezultat su geoloskih i1 klimatskih promjena tokom
pedogeneze, a biljke adaptirane na ovakva zemljiSta bogata razli¢itim metalima nazivaju
se metalofite. One mogu biti indikatori, prisustva teSkih metala ili nekog posebnog
hemijskog elementa u podlozi. Metalofite magacioniraju ogromne koli¢ine teskih metala

(0,5-8 g/kg).

3.3.3. Priprema uzoraka biljnog materijala za analizu

Nakon donoSenja u labaratoriju izvrSena je determinacija uzoraka. Zatim su
uzorci u odgovarajucoj prostoriji suseni u hladu na sobnoj temperaturi. Sjeckanje
materijala vrSeno je makazama od kvalitetnog celika, a zatim su uzorci pakovani u

odgovarajuce papirne kese.

3.3.3.1. Postupak za razaranje biljnog materijala (mokri postupak)

Uzorke od oko 10 grama osusenog biljnog materijala (korijen) zagrijevati 6-8 h sa
10 cm® rastvora 16M HNO; u Kjeldalovom balonu od 50 cm® u koji su predhodno
stavljene 2-3 staklene kuglice. Uzorke pazljivo zagrijevati na elektricnom grijacu ili po
mogucénosti na pjes¢anom kupatilu sve dok se reakciona smjesa u balonu ne svede na
zapreminu od 3 cm?’. Nakon hladenja ostatku dodati 6cm® 70%-tne perhlorne kiseline i

3cm® koncentrovane sumporne kiseline, a zatim balon zagrijevati sve dok sve perhlorna



kiselina ne ispari 1 ne pojavi se bijele pare SOs3. Ostatak ponovo ohladiti, a zatim dodati
lem® 30%-tnog vodonik peroksida, a zatim reakcionu smesu ponovo zagrijevati do
klju€anja. Dodavanjem vodonik-peroksida i zagrijavanje nastaviti 2 puta i zatim produziti
oko 5 minuta nakon razvijanja bijelih para SO3. Nakon toga reakcionu smjesu ohladiti,
prenijeti u normalni sud od 50 cm?, a zatim dodati Scm® hidroksilamin-hidrohlorida
(HONH>CI) 1 dopuniti redestilovanom vodom do crte. Sadrzaj metala u ispitivanim

uzorcima odredivan je atomsko-apsorpcionom spektrofotometrijom (AAS).

Odredivanje koncentracije Fe,Mn,Zn i Cu AAS-om:

Koncentracije navedenih elemenata u osnovnom rastvoru odreduju se apsorpcijskom
tehnikom pomocu atomsko-apsorpcionog spektrofotometra. Za mjerenje je neophodno
pripremiti serije standarsnih rastvora s poznatim koncentracijama navedenih elemenata
.Oc¢itavanje s AAS-ajeupgg 'ilimg 1! (ranije oznake ppm) i oznacavaju koncentraciju

ispitivanog elementa u osnovnom rastvoru-

Izracunavanje koncentracije ispitivanih teskih metala vrsi se po formuli:

ngg'=CxV

m

ng g-1- konc. elementa u uzorku biljke
C - masena konc. ispitivanog rastvora uzorka
u pug ml -1 (ocitana sa AAS-a)
V - zapremina osnovnog rastvora u ml

m - masa ispitivane biljkeu g



Vjezba br. 4. Oksidativni stres i enzimi antioksidativne zaStite

U biljkama izlozenim okolnim stresovima stvaraju se slobodni radikali (S1.7), a
biohemijski najznacajniji su reaktivni oblici kiseonika (ROS) ukljucujuci 1 superoksid
radikal(O27), hidroksil radikal (OH) i vodonikov peroksid (H202). Povrede uzorkovane
slobodnim radikalima, nazvane oksidativni stres, jedan su od najvaznijih $tetnih faktora u
biljkama koje su izlozene stresovima kao sto su: suSa, ekstremne temperature, prejak
intezitet svjetla, zaslanjenost kao 1 zagadenost zemljiSta (Wang 1 sar., 2005). Slobodni
radikali oSte¢uju razliCite bioloske makromolekule (oksidiSu lipide memrana, izazivaju
denaturaciju proteina i mutaciju DNK) Sto dovodi do znatnog ostecenja Celija, inhibicije
fotosinteze kao 1 redukcije prinosa. Biljke (kao 1 drugi organizmi) posjeduju

antioksidanse za odbranu od slobodnih radikala, a oni mogu biti enzimski 1 neenzimski.

vodonik-peroksid hidroksil-radikal superoksid-radikal
HO2 - OH o

Slika 7. Elektronska struktura zajednickih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (prema https://sr.wikipedia.org/
active_oxygen_species.svg)

Antioksidansima nazivamo jedinjenja koja sprecavaju oksidaciju. Glavni
kriterijum prema kome neko jedinjenje moze biti svrstano u potencijalne antioksidanse
jeste moguénost da u malim koncentracijama u poredenju sa odgovaraju¢im supstratom,
znacajno odlozi ili sprijeci oksidaciju supstrata, tj. da ROS ispolje veci afinitet prema

antioksidantu u odnosu na biosupstrat (Halliwell, 1994).

U evoluciji, kao adaptivni odgovor na toksi¢no djelovanje kiseonika kod aerobnih

organizama doslo je do stvaranja kompleksnih mehanizama zastite od oksidativnih



oSte¢enja. Osnovna u-loga ovih mehanizama je da smanjuje koli€inu i1 nekontrolisano
stvaranje reaktivnog oblika kiseonika (ROS) i1 njihovih prekursora u ¢elijama. Zbog
teznje ROS da spare nespren elekron (e) u posljednjoj orbitali, oni se ponasaju kao

snazni elektrofili, odnosno jaki oksidansi.

Nespareni e- oksidisana "ciljna
© O e © molekula © 6

o = e

"ciljna" molekula  slobodni radikal

Slika 8. Mehanizam reakcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (prema Djuki¢,M:Oksidativni stres, Mono i
Manjana,2008)

U rekciji sa donorom elektrona odnosno supstratom (biomolekul ili neko drugo
jedinjenje), reaktivne kiseoni¢ne vrste se redukuju (primaju elektron) i time gube karakter
ROS, a supstrat se oksidiSe (gubi elektron) 1 postaje ROS druge generacije tzv.
sekundarni ROS (SI. 8.) i otpoCinje lanac radikalskih reakcija.Tokom oksidativnih
procesa u aerobnim uslovima u organizmima nastaju brojne ROS, ali najznacajniji su 02

, H202,”OH, ROO", HOO" i drugi.

Antioksidanti  spreCavaju inicijaciju ili prekidaju propagaciju lipidne
peroksidacije. Proteini koji vezuju jone metala sprecavaju lipidnu peroksidAciju (LPx).
Izmedju dejstva razliCitih vrsta antioksidanata postoji sinergizam. Vjerovatno je da je za
uravnotezeno antioksidantno dejstvo neophodno dejstvo 1 lipidnih 1 hidrofilnih

antioksidantnih materija.

Antioksidativna zastita kao fizioloski proces funkcioniSe neprestano u zdravoj
biljci (organizmu) i ima za cilj da sprijeci Stetno djelovanje prooksidativnih faktora.
Antioksidansi su definisani kao supstance koje u malim koncentracijama, u odnosu prema

oksidativnim supstancama, dovode do odlaganja ili inhibicije oksidacije supstrata. Sistem



antioksidativne zastite obuhvata enzimske 1 neenzimske antioksidante 1 djeluje na vise

nivoa (Aldini i sar. 2010).

» uklanja kiseonik ili smanjuje njegovu koncentraciju
uklanja jone metala koji su katalizatori u reakcijama oksidativnog stresa
» uklanja superoksidni anjon, vodonik peroksid i druga reaktivna kiseonikova

A\

jedinjenje
> vezuje slobodne radikale kao sto su hidroksil-,alkosil-,peroksil-radikali

3.8.1. Mehanizmi antioksidativne zastite

Mehanizmi antioksidantne zaStite aerobnih organizama se razlikuju ali djeluju

harmonicno i sinhronizovano. Sistem zastite od oksidativnih oSte¢enja obuhvata:
a) primarnu antioksidantnua zaStitu
- enzimski sistemi

Superoksid dismutaza(SOD), Katalaza(CAT) , Gvajakol peroksidaza(GPx), Glutation
peroksidaza(GSH-Px) Glutation reduktaza (GR) i dr.

- neenzimski sistemi

Askorbinska kiselina (vitaminC), L-tokoferol (vitaminE), prolin, vitaminA, karatenoidi,

mokraéna kiselina, flavenoidi i druga fenolna jedinjenja.
b) sekundarnu antioksidantnu zasStitu
Proteni koji sadrze jone gvozda ili bakra, transferrin ,albumin, ceruloplazmin 1 dr.

Uloga enzima antioksidativne zaStite je u biotransformaciji primarnih i
sekundarnih reaktivnih vrsta u manje aktivna jedinjenja, kao i u obezbjedivanju dovoljne
koli¢ine redukcionih ekvivalenata u ¢eliji, neophodnih za prevenciju razvoja oksidativnog
stresa. Od enzima antioksidativne zastite najznacajniji su: superoksidna dizmutaza,

katalaza, glutation peroksidaza i glutationreduktaza (Aldini i sar, 2010).



3.8.2. Enzimski antioksidansi
Katalaza (CAT)

Katalaza (EC 1.11.1.6. H202:H20O> oksidoreduktaza) je enzim pronaden u
biljkama, zivotinjama i aerobnim mikroorganizmima gdje katalizira brzu razgradnju
vodonik peroksida. Unutar Celije katalaze ima dosta u peroksisomima 1 kataliticki je vrlo
aktivna. Biljne katalaze su tetramerni enzimi, molekulske mase od 54 do 59 kDa te sadrze
hem kao prosteticku grupu. Ovaj enzim pokazuje dvojnu katalitiCku aktivnost, katalaznu 1

peroksidaznu.

Pri katalaznoj aktivnosti enzim katalizira razgradnju vodonik peroksida na vodu i

kiseonik:
2H>,0, — 2H,0 + O3

dok pri peroksidaznoj aktivnosti enzim katalizira oksidaciju supstrata (metanol,

etanol, formaldehid, nitrit ili elementarna ziva) pri ¢emu nastaje voda:
supstrat + 2H>O,> — oksidirani supstrat + 2H>O

Katalaza je enzim vrlo velike aktivnosti. Jedan molekul katalaze moze redukovati
Sest miliona molekula H202 do kiseonika i vode u jednoj minuti. Velika vaznost brze
katalize vodonik peroksida potrebna je jer je on snazan i jako reaktivan oksidans koji
moze ostetiti biolosSke molekule 1 time uzrokovati metabolicke poremecaje. Vodonik
peroksid nastaje kao produkt u mnogim reakcijama procesa fotosinteze, ¢elijskog disanja
(SL. 9), a javlja se 1 kao produkt djelovanja oksidaza kao Sto su: glukoza oksidaza,

NADPH oksidaza i razne aminokiselinske oksidaze (Gill 1 Tuteja, 2010).
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Slika 9. Glavni izvori vodonik peroksida tokom fotosinteze u C3 biljkama. (prema Slesak i sar.,2007)

Gvajakol-peroksidaza (GPx)

Peroksidaze su glikoproteini koji u aktivhom centru sadrze Fe, a katalizuju
oksido-redukcione reakcije izmedu H>O> 1 razli¢itih reduktanata. Gvajakol-peroksidaza
pripada biljnim peroksidazama skupine III (GPx, EC 1.11. 1.7.) koje su uklju¢ene u
regulaciji razli¢itih fizioloskih procesa kao i u antioksidacionom odgovoru u stresnim
uslovima (Mathe 1 sar., 2010). Gvajakol je najceSce koriSten supstrat za odredivanje
aktivnosti enzima. Njegovom oksidacijom u prisustvu H>O2 1 GPx nastaje produkt zuto-

smede boje- tetragvajakol (S1.10)

OCH,
ocH,
ow
4 + 4H;0, Peroxidase
OCH, QCH,
gvajakol tetragvajakol

Slika 10. Oksidacija gvajakola u terta-gvajakol (prema http://nationchemistry.com/peroxidase/)



Od svih postojecih peroksidaza u eukariotskim 1 prokariotskim organizmima
samo su ove biljne peroksidaze grupe III prisutne u toliko velikom broju izoenzimskih
formi, pa se pretpostavlja da je to razlog njihove ukljucenosti u razli¢ite metabolicke

procese tokom citavog zivotnog ciklusa (Almargo i sar., 2009).

Pored uces¢a u peroksidacijskom ciklusu u kojim se uklanja H»O», biljne

peroksidaze grupe III uc¢estvuju i u hidroksilnom ciklusu pri kome se oslobada ROS.

Glutation peroksidaza(GSH-Px)

Glutation peroksidaza je tetramerni enzim za Ciju je aktivnost neophodan selen.
Ovaj seleno protein u svom aktivnom centru umjesto normalnog cisteina, sadrzi
selenocistein. Selen koji je zamijenio sumpor u cisteinu, povecava nukleofilna svojstva i

jonizuje brze da oslobodi proton, ¢ime se postize veca efikasnost enzima kao katalizatora.

Glutation peroksidaza zajedno sa katalazom ucestvuje u otklanjanju H»O,. U
reakciji sa H>O; redukovani oblik glutationa (GSH) prelazi u oksidovani oblik (GSSG) 1

nastaje voda:
2 H,02 + 2 GSH—2 H20 + GSSG
Peroksidaze koje sadrZe selen sa€injavaju familiju kojoj pripadaju najmanje Cetiri
tipa enzima. Aktivnost selen zavisnih glutation peroksidaza determiniSu sledec¢i faktori:
1. Raspolozivost selena za sintezu enzima
2. Odgovarajuca koncentracija glutationa
3. Aktivnost glutation reduktaze

4. Kolic¢ina stvorenog NADPH u pentozofosfatnom putu

“Klasicna” glutation peroksidaza (cGHx) djeluje na 2H>O 1 hidroperokside

masnih kiselina, ali ne i na esterifikovane lipide kao S$to su oni prisutni u lipoproteinima.



Fosfolipidna hidroperoksidna glutation peroksidaza (PHGPx) je jedini enzim za koji se
zna da redukuje lipidne hidroperokside iz lipoproteina. Ova izoforma je vezana za

memranu 1 kao cGHx se ne nalazi u extracelularnim tecnosti.

Superoksid dismutaza(SOD)

Superoksid dismutaza katalizuje dismutaciju superoksid anjon radikala u vodonik
peroksid 1 molekulski kiseonik, pri ¢emu se jedan molekul Oze oksidiSe u O», a drugi
redukuje u H>0O,.Dalje se vodonik peroksid pod dejstvom katalaze i glutation peroksidaze
razlaze do vode 1 molekularnog kiseonika. Ovim mehanizmima zaStite sprecavaju se

oksidativna oStecenja Celije (Domitrovi¢ i sar., 2006)

Glutation reduktaza(GR)

Glutation reduktaza ima ulogu u odrzavanju rezervi redukovanog glutationa u
éeliji, tako §to koristi redukovanu energiju iz pentozno fosfatnog puta (NADPH). Cak i
kada su prisutne velike kolicine H202 ovaj enzim je veoma efikasan u odrzavanju celiskih

rezervi glutationa
GSSG + NADPH — 2 GSH + NADP* + H*

Intracelularni odnos oksidativnog 1 redukovanog glutationa (GSSG/GSH) je

dokaz oksidovanog stanja celije i pokazatelj detoksikacionih kapaciteta celije.
3.7.3. Prolin kao indikator stresa izazvanog teSkim metalima

Akumulacija aminokiseline prolina u pojedinim djelovima biljke najcesce se
vezuje za osmoregulaciju biljnih tkiva u uslovima vodenog stresa, te se ovo jedinjenje
svrstava u grupu tzv. kompatibilnih osmolita. Kako teSki metali dovode do poremecaja u
vodnom rezimu biljaka, nakupljanje prolina u biljkama cCesto se uzima kao biomarker i za
stres izazvan teSkim metalima (Singh 1 sar., 1973b; Bassi i Sharma, 1993). Prolin

ucestvuje u antioksidacijskom odgovoru kao jedan od neenzimskih antioksidanata (S1.11)
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Slika 11. a. struktura prolina b. Sema biosinteze prolina (prema
http://www.biology.arizona.edu/biochemistry/problem_sets/aa/glutamate.html)

Prolin Stiti membrane i1 proteine od Stetnog djelovanja visokih koncentracija
neorganskih jona, kao i temperaturnih ekstrema. On se u stresnim uslovima akumulira u
puno vecoj koli¢ini u odnosu na druge aminokiseline (Valliyodan i Nguyen, 2006). Prolin
se akumulira u citoplazmi gdje u stresnim uslovima moze ¢initi 1 viSe od 80% slobodnih
aminokiselina, s koncentracijom i do 200 mM, ¢ime znacajno doprinosi osmotskoj
regulaciji citoplazme. Otpornost razliitih genotipova prema stresnim uslovima moze se
ocjeniti prema sposobnosti akumulacije slobodnog prolina. Takode se smatra da prolin
obezbjedjuje energiju, potrebnu za metabolicke procese vezane za rast i razvoj biljka.
Posto je oksidacija jednog molekula prolina ekvivalent 30 molekula ATP-a, on se Cini
kao dobro pogodna aminokiselina u pogledu snadbjevanja energijom za celijske

metabolicke procese (Szabados i Savoure, 2009)

Mnoga istrazivanja utvrdila su pove¢anu akumulaciju prolina u biljnom tkivu pod

uticajem Cd, Ni Pb. (Handique i Handique, 2009; Dinakar i sar., 2009). Prihvaceno je



misljenje da je akumulacija prolina pod uticajem stresa, genetski regulisan proces, pri
kom dolazi do intenzivne ekspresije gena koji reguliSu njegovu sintezu i depresije gena
koji uticu na njegovu degradaciju. Takode utvrdeno je da se inhibira sineza proteina koji
u svom sastavu sadrze prolin, a stimuliSe razlaganje ve¢ sintetisanih proteina (Alia i

Saradahi, 1991).

Spektofotometrijsko odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Aktivnost katalaze odredivana je spektrofotometrijskom metodom po Luck

(1974) .

Uzorke listova i1 korijena tezine lg isjeckati makazama , staviti u avan i
macerirati tu¢ckom. Maceriranje obaviti brzo uz dodatak male koli¢ine fosfatnog pufera
(10 ml), sve dok se smjesa ne homogenizuje a zatim sadrzaj iz avana kvantitativno

prenijeti u plasticnu epruvetu i centrifugirati 10 min na temperaturi od 1-4°C.

Nakon ekstrakcije u fosfatnom puferu ekstrakt treba razblaziti kako bi se
pristupilo ocitavanju vrijednosti katalaze u spektofotometru koji je predhodno podesen
na talasnu duzinu A=240nm. U kivetu spektofotometra se dodaje 3ml vodonik peroksid-
fosf.pufer + 0,01-0,04ml ekstrakta gde se ocitavanje vrsi nakon 3min.

IzraCunavanje aktivnosti enzima katalaze vrSeno je po formuli:
AKktivnost u ekstraktu (U/ml) = (AAmin x Vrs) / (0,0436 x Vuz)

U- koli¢ina enzima koju trosi 1 pmol H>O> u minunti na 25 stepeni, pH= 7
AAmin- promjena apsorbance po minuti na po¢tku reakcije

Vrs - zapremina reakcione smjese u kiveti

Vuz- zapremina uzorka u reakcionoj smjesi

0,0436- milimolarni ekstinkcioni koeficijent za HyO» na 240nm

Priprema fosfatnog pufera (0,067M)

Rastvoriti 0,352 g KH2PO41 0,72g NaHPO4 u 100ml destilovane vode

H>0; fosfatni pufer 0,16ml H>O» rastvorimo u 100ml pripremljenog fosfatnog
pufera



Vjezba br 5. Spektrofotometrijsko odredjivanje sadrzaja aminokiseline prolina

Sadrzaj prolina odredivana je spektrofotometrijskom metodom ( Bates at al.,1973.)

0,5g biljnog materijala se homogenizira sa 10ml sulfosalicilne kiseline. Zatim se vrsi
centrifugiranje na 12000g 10min.

U plasti¢nu epruvetu otpipetira se 2ml filtrata, i doda 2ml ninhidrin reagensa i 2ml
ledene siretne kiseline.Inkubacija se vrSi na 100°C 1h, te se nakon inkubacije reakcija
prekida prenoSenjem epruveta na led. Ekstrahirati prolin dodavanjem po 4ml toluena , uz
vorteksiranje 15-20s. Nakon S§to se epruvete zagriju i odvoji toluenski sloj , automatskom
pipetom se pipetira toluenski sloj s ekstrahiranim prolinom u kivetu za spektrofotometar.
Mjeri se transmisija na 520nm uz podeSavanje O ¢istim toluenom a 100% transmisije sa
standardom 0.Koncentracija prolina ocitava se konstuisanjem standardne krive prolina.

SadrzZaj prolina (ug/g SvT) = _ 5% X
masa uzorka (g)

X (pgprolina /2ml) — conc. prolina s kalibracijskog dijagrama
S-razredjenje pri estrakciji ( 1g uzorka u 10ml sulfosalicilne kiseline, od toga 2ml
uzeto za odredjivanje)

Preracunavanje dobijenog sadrzaja prolina iz pg/g u pumol/g koris¢enjem sledece
formule:
pmol/g = pugprolina /2ml _* ml toluena X 5
115,5 g(uzorka)

gdje je



Vjezba br.6. Odredivanje deficita difuznog pritiska

Odredivanje sile usvajanja vode (DDP) tkiva ili ¢itavih organa biljke obavlja se
pronalazenjem rastvora ¢iji osmotski pritisak odgovara ispitivanom uzorku te u njemu ne
dolazi do usvajanja odnosno izdvajanja vode.

Prakti¢no mjerenje DDP vrsi se prema promjeni tezine ili volumena biljnog tkiva kao 1
promjene koncentracije rastvora u kojem je tkivo potopljeno, uz pomo¢ refraktometra.

Opis metode:

Priredi se niz rastvora saharoze od 0.2-1.0 mol dm™ i prenese po 10 cm® u dva niza
epruveta. U jedan niz otopina se potope komadi¢i ispitivanog biljnog tkiva (podjednakog
broja i veli¢ine). U rastvorima bez biljnog tkiva se odredi refraktometrom refrakcijski
indeks ili % suhe tvari. Nakon 30 minuta utvrduje se koncentracija rastvora saharoze u
kojima je bilo tkivo. Rastvor u kojem nema promjene koncentracije (% suve materije)
ima osmotsku vrijednost jednaku osmotskoj vrijednosti biljnog tkiva. U slucaju da se ta
vrijednost nalazi izmedu Kkoncentracija se izraCuna interpolacijom uz pomoc
kalibracijskog dijagrama. Na apscisu koordinatnog sistema se nanosi koncentracija
saharoze (0.2-1.0 M) a na ordinatu % suhe materije rastvora. UnoSenjem podataka za
otopine bez biljnog tkiva i povezivanjem dobijenih tocaka dobije se pravac br. 1, a podaci
za otopine s biljnim tkivom daju pravac br. 2. 1z presjeka ovih pravaca se spusStanjem
normale na apscisu ocitava koncentracija (c) izotoni¢nog rastvora saharoze cija je
osmotska vrijednost, odnosno koncentracija jednaka onoj u biljnom tkivu. Rastvor s
manjom koncentracijom je hipotoni¢an i u njima dolazi do povecanja koncentracije
uslijed prelaska vode u ispitivano tkivo koje povecava svoj volumen. Rastvor s vec¢om
pocetnom koncentracijom zbog svoje vece osmotske vrijednosti “izvlaci” vodu iz tkiva,
pri tome se razreduje (sadrzaj suve materije se smanjuje) i naziva se hipertonican.

DDP se ra¢una prema izrazu:
DDP=-RTCi
gdje je :
R- univerzalna gasna konstanta (8,314kPa mol”'dm>K™")
T- apsolutna temperatura u K

c- koncentracija izotonicnog rastvora saharoze ( mol dm™)
i—Vant Hoff-ov koeficijent ( za neelektrolite = 1, za elektrolite =1,5)
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