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1. uvOoD

Biljke su prilagodene rastu, razvoju i razmnoZavanju u odredenom rasponu
okolisnih uvjeta. Obzirom da su biljke sesilni organizmi na svojem su prirodnom
stanistu izloZzene razli€itim oblicima stresa i djelovanju razli€itih ekoloskih ¢imbenika.
Uzroci stresa mogu biti prirodni, ali i potaknuti ljudskim djelovanjem. U oba slucaja
stres utjeCe na rast, razvoj i reprodukciju biljaka. Nepovoljni okoliSni uvjeti koji
naj¢esSc¢e uzrokuju stres su visoke i niske temperature, nedostatak ili suviSak vode u
tlu, poviSeni salinitet, poviSena koncentracija teskih metala, promjene pH vrijednosti
tla, intenzitet svjetlosti te manjak kisika u tlu. Nepovoljni okoliSni ¢imbenici uzrokuju
oStecenja vitalnih molekula u biljnoj stanici kao i nastanak toksic¢nih molekula koje
sekundarno razaraju osjetljive stanicne molekule. Mnoge biljke uslijed prethodnog
izlaganja stresnim uvjetima mogu povecati otpornost na stres i aklimatizirati se na
nepovoljne uvjete okolisa. Takva aklimatizacija je razliCita od adaptacije koja
podrazumijeva genetski uvjetovanu otpornost koja je rezultat selekcije tijekom mnogo
generacija (Pevalek-Kozlina, 2003). Biljke su zbog nemoguénosti napustanja stanista
u nepovoljnim uvjetima razvile u€inkovitu zastitu u svrhu prezivljavanja i obrane.

Akumulacija teSkih metala u prirodi je rezultat poljoprivrede i industrije. TeSki
metali koje bilika prima putem korjenovog sustava mogu inhibirati fizioloSke procese

Sto na kraju rezultira krzljavim rastom, klorozama i nekrozama.

1.1. TALID

Talij je otkrio engleski kemi¢ar Wiliam Crookes 1861. godine. Naziv je dobio
prema grckoj rijeci thallos koja oznaCava propupalu zelenu grancicu, a karakterizira
ga zelena linija u atomskom spektru (Schoer, 1984). Nalazi se u Il A grupi periodnog
sustava elemenata s atomskim brojem 81, relativnom atomskom masom 204,37, a
budu¢i da mu je gustoéa 11,83 g/cm?, uvrsten je medu teske metale.

Elementarni talij je mekan metal i moZe se rezati noZzem. Plavo—bijele je boje,
nema mirisa i okusa. Talij formira dvije vrste spojeva: monovalentne talo—spojeve i
trovalentne tali-spojeve.

U Zemljinoj kori talij se moZe pronaci u tragovima u spojevima s bromom,

klorom, fluorom i jodom (Galvan-Arzate i Santamaria, 1998). Pojava talija u okoliSu
1



povecala se kao posljedica razli€itih industrija. Izrazito je toksiCan za ljude, Zivotinje,
biljke i mikroorganizme u jednovalentnom i trovalentnom obliku. Svojedobno se talij
upotrebljavao kao insekticid i rodenticid. Sve do ranih godina 20. stoljeca talijeve soli
su koristene u lije€enju malarije, veneri¢nih bolesti, tuberkuloze te koznih infekcija
(Kazantzis, 2000). Danas se uglavnom koristi u termometrima za mjerenje niskih
temperatura, fotoelektriCnim celijama, cementu kao i u proizvodnji optickih leca i

laznog dragog kamenja.

1.1.1. USPOREDBA TALIJA | KALIJA

lonski radijus monovalentnog talijevog kationa iznosi 330 pm i slican je
ionskome radijusu kalijevog kationa koji iznosi 331pm (Logan, 1985). Zato talij moze
zamijeniti kalij u metaboliCkim procesima jer stanicna membrana ne razlikuje talij od
kalija te prihvaca talij isto kao i kalij. U ljudi i zivotinja talij je u obliku jednovalentnog
kationa pronaden u intracelularnim i ekstracelularnim tekucinama. Toksi¢nost
jednovalentnog talija mozZe biti efektivno ublazena kalijevim ionima pri sli¢noj
koncentraciji (Siegel i Siegel, 1975). Takoder, talij stvara komplekse sa sulfhidrilnim i
fosfatnim ligandima pa se tako veze i sa sulfidrilnim skupinama proteina i enzima

inaktivirajuci ih.

1.2. OKSIDACIJSKI STRES

Aerobni organizmi koriste molekularni kisik (O,) za disanje i oksidaciju
hranjivin tvari ¢ime dobivaju energiju potrebnu za zivot. U uvjetima oksidacijskog
stresa dolazi do pojaCanog stvaranja reaktivnih oblika kisika poput superoksidnog
(O2) i hidroksilnog radikala (-OH), singletnog kisika (10), i vodikovog peroksida
(H20,). Navedene molekule odnosno spojevi inaktiviraju enzime, denaturiraju
proteine, oSte¢uju DNA i vazne staniCne komponente kao Sto su plazmatske
membrane. U normalnim uvjetima reaktivni oblici kisika nastaju kao stalni produkti
metabolizma a bilke ih uspjeSno neutraliziraju zahvaljuju¢i djelovanju

antioksidacijskog sustava. Stresna stanja dovode do povecanog stvaranja reaktivnih



oblika kisika koje antioksidacijski sustav viSe ne moze u potpunosti ukloniti pa

nastupa oksidacijski stres.

1.2.1. VODIKOV PEROKSID

Vodikov peroksid nastaje u peroksisomima i kloroplastima u reakcijama
oksidacije (Del Rio i sur., 1992). Takoder nastaje u mitohondrijima biljaka u
transportnom lancu elektrona i oksidacijskoj fosforilaciji (Braidot i sur., 1999). Kao
jedan od reaktivnih spojeva kisika vodikov peroksid je prirodni produkt metabolizma
biljaka te nastaje u neenzimskim i enzimskim reakcijama. Vodikov peroksid moze
nastati na nekoliko nacina: oksalat oksidaza katalizira stvaranje vodikovog peroksida
i ugljikovog dioksida iz oksalata u prisutnosti kisika (Bolwell i Wojtaszek, 1997), a
amino oksidaza katalizira oksidaciju biogenih amina u aldehide uz oslobadanje
amonijaka i vodikovog peroksida (Reggiani i Bertani, 1989).

Vodikov peroksid inaktivira brojne metaloenzime jer u prisutnosti metala
formira visokoreaktivni hidroksilni radikal. Glavni Stetni ucinci vodikovog peroksida
oCituju se u poticanju lipidne peroksidacije i inaktivaciji enzima. Vodikov peroksid
inaktivira Cu/Zn superoksid dismutazu (SOD) putem redukcije Cu** u Cu* ione u
reakcijskom sredistu enzima. Razina H,O, unutar stanice regulirana je enzimski
peroksidazama i katalazama. Obje skupine enzima imaju ulogu u otklanjanju H2O.

Osim Stetnog djelovanja vodikov peroksid ima i pozitivhu ulogu. Naime, H,O,
je neutralna molekula pri pH vrijednosti ispod 10 te zbog toga moze difundirati kroz
biomembrane $to mu omogucuje ulogu signalne molekule stresa (Inze i Van
Montagu, 2002) koja djeluje na aktivaciju gena Ciji ¢e produkti uspostaviti novi stabilni

metabolizam u biljnom organizmu.



1.2.2. LIPIDNA PEROKSIDACIJA

Lipidna peroksidacija ukazuje na prisutnost oksidacijskog stresa u biljnom
organizmu, do kojeg dolazi ukoliko je produkcija otrovnih spojeva kisika premasila
mogucnosti mehanizama za njihovo uklanjanje (Jinmin i Huang, 2002). Tu
sekundarnu reakciju na stres izazivaju primarni proizvodi stresa, a to su reaktivni
oblici kisika.

Dvostruka lipidna membrana se sastoji od fosfolipida i glikolipida u kojima su
lanci masnih kiselina vezani esterskom vezom na prvom i drugom ugljikovom atomu
alkohola glicerola. Masne kiseline su posebno osjetljive na peroksidaciju. Njihova
sinteza de novo zahtijeva mnogo energije pa je oCuvanje membranskih lipida
pomocu antioksidacijskog sustava najbolji na¢in o€uvanja membrana (Blokhina i sur.
2003).

Lipidna peroksidacija se zbiva u tri stadija: inicijacija, propagacija i terminacija.
U prvom koraku hidroksilni radikal i singletni kisik reagiraju s metilenskom skupinom
polinezasi¢ene masne kiseline (PNMK) uz izdvajanje vodika s metilnenske skupine

pri éemu nastaje peroksilni radikal (PNMK-OO").

PNMK-H + X '— PNMK + X-H
PNMK'+ O, — PNMK-OO’

Peroksilni radikal je vrlo reaktivan i u drugom koraku reagira s drugom

polinezasi¢enom masnom kiselinom.

PNMK-OO" + PNMK-H — PNMK-OOH + PNMK’

Tada nastaju lipidni hidroksiperoksid (PNMK-OOH) i lipidni radikal (PNMK")
koji nastavlja lanCanu reakciju (propagacija). Lanac reakcija zavrSava kada reagiraju
dva radikala stvarajuéi produkte koji nisu radikali. Slobodni radikali kisika mogu
formirati i konjugirane diene masnih kiselina kidaju¢i dvostruke veze u njima.

Lipidna peroksidacija se moze zaustaviti neenzimskim i enzimskim sustavima.
Tokoferol (vitamin E) vazan je antioksidans koji zaustavlja lipidnu peroksidaciju

popravljajuéi radikale masnih kiselina tako da donira vodikov kation radikalu lipida, a



kako time postaje i sam radikal za oporavak mu treba askorbinska kiselina (vitamin
C) ili glutation. Tokoferol funkcionira u lipidnoj fazi membrane, a askorbat u hidrofilnoj
fazi i njihovo je djelovanje sinergijsko (Blokhina i sur., 2003).

1.2.3. OKSIDACIJA PROTEINA

Endogeno nastali reaktivni oblici kisika reagiraju s razliCitim makromolekulama
u stanici uzrokujuci oksidacijski stres. Nastala oSteéenja se akumuliraju tijekom
vremena i smatra se da su jedan od razloga starenja organizama (Stadtman, 1992;
Sohal i sur., 1993). Posljedice oksidacijskog stresa su modifikacije aminokiselina,
fragmentacija peptidnih lanaca, promjena elektricnog naboja proteina i njihova
povecana osjetljivost na proteolizu. Aminokiseline u peptidu se razlikuju i po
osjetljivosti na napad reaktivnin oblika kisika koji se takoder razlikuju po svojoj
reaktivnosti. Na relativnu osjetljivost proteina utjeCu primarna, sekundarna i tercijarna
struktura proteina.

Unato€ kompleksnosti, neke generalizacije se mogu napraviti. Aminokiseline
koje sadrze sumpor su vrlo osjetljive na oksidacijski stres jer aktivirani kisik moze
eliminirati vodikov atom iz cisteinskih ogranaka formirajuci tiolni radikal koji se moze
unakrsno povezati s drugim istovjetnim radikalom stvarajuci disulfidni most. Kisik se
moze vezati na metioninske ogranke stvarajuc¢i metionin sulfoksidne derivate (Farr i
Kogoma, 1991). Ove reakcije su uz pomo¢ odredenih enzima reverzibilne. Medutim,
postoje i oblici djelovanja slobodnih radikala na proteine koji su ireverzibilni. Na
primjer, oksidacija Fe-S sredista superoksidom poniStava funkciju enzima (Gardner i
Fridovich, 1991).

Mnoge se aminokiseline ireverzibilno mijenjaju uslijed oksidacije proteina. Na
primjer histidin, lizin, prolin, arginin i serin stvaraju karbonilne grupe (Stadtman,
1986). Karbonilizacija proteina inhibira ili mijenja aktivhost proteina te povecava
osjetljivost na proteolizu. Sadrzaj karbonilnih skupina Cesto se koristi kao marker
oksidacije proteina. Oksidacijska razgradnja proteina poveana je u prisutnosti
metalnih kofaktora npr. Zeljeza. Metal se veZze na dvovalentni kation u aktivnom
mijestu te reagira s vodikovim peroksidom dajuéi hidroksilni radikal (OH®) koji brzo

oksidira aminokiselinski ogranak inaktivirajuci enzim.



Fe** + H,0, — Fe*" + OH + OH"

1.3. ANTIOKSIDACIJSKI SUSTAV

Pojavom kisika u atmosferi doSlo je do razvoja obrambenih mehanizama koji
su odrzavali optimalnu razinu reaktivnih oblika kisika ili su popravljali osteéenja
nastala njihovim djelovanjem. Buduci da se reaktivni oblici kisika razlikuju po mjestu
nastanka u stanici, reaktivnosti s pojedinim molekulama, topivosti i moguénosti
difuzije, biljci je potreban kompleksan antioksidacijski sustav obrane (Elstner, 1982;
Smirnoff, 1993). Razinu Stetnih reaktivnih oblika kisika kontroliraju enzimski i
neenzimski mehanizmi.

Neenzimski mehanizmi obuhvacaju antioksidanse male molekulske mase kao
Sto su askorbat, glutation, fenoli i tokoferol. Antioksidansi su tvari koje sprjeCavaju
oksidaciju drugih tvari, a u bioloSkim sustavima sluZze za neutralizaciju slobodnih
radikala. Svi antioksidansi imaju sposobnost stabilizacije nesparenih elektrona i
neutralizacije potencijalno Stetnog djelovanja slobodnih radikala, a da pri tome sami
ne postaju nestabilni.

Enzimski mehanizmi obrane ukljuuju aktivnost antioksidacijskin enzima
superoksid dismutaze, katalaze i peroksidaza. Za regeneraciju molekula
antioksidansa potreban je niz enzima, od kojih je jedan i glutation reduktaza. Uz njih
postoje i enzimi za uklanjanje Stetnih produkata lipidne peroksidacije (Blokhina i sur.,
2003).

1.3.1. ENZIMSKI MEHANIZMI

1.3.1.1. SUPEROKSID DISMUTAZA

Superoksid dismutaza (SOD) je prva linija obrane od reaktivnih kisikovih
spojeva u stanici i katalizira dismutaciju superoksidnih radikala (O," ) na vodikov

peroksid i molekularni kisik.

2 02._ +2H > H>O5 + O



Superoksid nastaje u svim stani¢nim odjeljcima u kojima je prisutan lanac
elektrona 1 gdje se formira superoksidni radikal (Elstner, 1991). Fosfolipidne
membrane su nepropusne za nabijene superoksidne molekule. Stoga je vazno da se
superoksid dismutaze nalaze u odjeljcima u kojima superoksid nastaje kako bi ga
mogle razgraditi (Takahashi i Asada, 1983). Na temelju metalnih kofaktora
superoksid dismutaze se dijele u Cetiri skupine: zeljezo (Fe SOD), mangan (Mn
SOD), nikal (Ni** SOD) i bakar-cink (Cu-Zn SOD) superoksid dismutaze. One se
nalaze u razli¢itim odjeljcima unutar stanice: Mn SOD se nalazi u mitohondrijima, Fe
SOD u kloroplastima, a Cu-Zn SOD u kloroplastima i citosolu. Svaka SOD forma je
nezavisno regulirana ovisno o stupnju stresa u pojedinom stani€nom odjeljku. Ove
Cetiri izoforme enzima mogu se odvojiti na temelju osjetljivosti na KCN ili H,O, te

elektroforezom u poliakrilamidnom gelu.

1.3.1.2. PEROKSIDAZE

Biline peroksidaze su glikoproteini koji sadrze protohematin X kao prosteti¢ku
skupinu. Ti enzimi kataliziraju oksidaciju stanicnih komponenti (npr. fenolnih spojeva,
askorbinske kiseline, glutationa i dr.) koristeci vodikov peroksid kao supstrat koji sluzi
kao akceptor protona. Reakcije katalizirane peroksidazama uklanjaju suviSak
vodikovog peroksida iz stanice pri Cemu se peroksid reducira do vode. Peroksidaze
se dijele u dvije skupine s obzirom na supstratnu specificnost (Asada, 1992).

Prvoj skupini pripadaju askorbat peroksidaza (APX) i glutation peroksidaza, a
njihova glavna funkcija je uklanjanje suviSka H,O, te lipidnih peroksida kako ne bi
nastali jako reaktivni radikali koji oksidiraju brojne stani¢éne komponente i na taj nacin
uzrokuju osteCenja stanice. Peroksidaze za redukciju H,O, koriste reducirajudi
supstrat, a to je u biljaka uglavnom askorbat. Askorbat peroksidaza je najvaznija za
razgradnju H,O, u citosolu te u stromi i tilakoidima kloroplasta. Da bi se reducirala
jedna molekula H,O, potrebne su dvije molekule askorbata, a produkt reakcije su

dvije molekule vode i dvije molekule monodehidroksiaskorbata:

2 askorbat + H,O, — 2 monodehidroksiaskorbat + 2 H,O

Drugu skupinu Cine nespecificne peroksidaze (POX) koje sudjeluju u
procesima razgradnje auksina, zarastanja rana itd. Ove peroksidaze koriste vodikov
7



peroksid za razliCite oksidacijske reakcije, a kao donori elektrona mogu posluziti

razliite molekule kao na primjer pirogalol i gvajakol.

1.3.1.3. KATALAZA

Katalaza je tetramerni enzim koji sadrzi hem skupinu, a katalizira dismutaciju

vodikovog peroksida na molekularni kisik i vodu.
2H,0, — 0O,+2H,0

Prisutna je u svim aerobnim eukariotima, a nalazi se u peroksisomima i
glioksisomima. U peroksisomima uklanja vodikov peroksid koji nastaje oksidacijom
masnih kiselina i fotorespiracijom. Katalaza moze vodikov peroksid ukloniti na dva
nacina: direktnom dismutacijom ili oksidacijom alkohola, formalaldehida ili nitrita
vodikovim peroksidom. Postoje tri glavne izoforme katalaze: KAT1, KAT2 i KAT3.
Geni koji ih kodiraju nalaze se na razliCitim kromosomima, a njihova je ekspresija
nezavisno regulirana (Scandalias, 1990). KAT1 i KAT2 se nalaze u peroksisomima i

citosolu dok se KAT3 nalazi u mitohondrijima.

1.3.2. NEENZIMSKI MEHANIZMI

1.3.2.1. ASKORBINSKA KISELINA

Askorbinska kiselina ili vitamin C je vitamin topljiv u vodi, prisutan u biljnim
tkivima izuzev dormantnih pupova i sjemenaka (Cérdoba i Gonzéalez-Reyes, 1994).
Udio askorbinske kiseline veci je u mladim tkivima biljke, a smanjuje se starenjem
bilike i u uvjetima manje koli€ine svjetlosti. U normalnim fizioloSkim uvjetima vecina
askorbinske kiseline se nalazi u reduciranom obliku i ima ulogu antioksidansa u
vodenoj fazi stanice sudjeluju¢i u regeneraciji karotenoida i a-tokoferola. Moze
ukloniti singletni kisik i hidroksilni radikal Sto ju Cini vaznim dijelom neenzimskog

antioksidacijskog sustava.



1.3.2.2. GLUTATION

Glutation je tripeptid sastavljen od glicina, cisteina i glutaminske kiseline. Zbog
sulfhidrilne skupine cisteina ima antioksidacijsko djelovanje. Biljnoj stanici sluzi kao
pricuvni oblik reduciranog sumpora. U normalnim fizioloSkim uvjetima glutation se
nalazi u reduciranom obliku. Stresni uvjeti pogoduju nastanku oksidiranog oblika
glutationa, dolazi do dehidrogenacije uslijed ¢ega prelazi u disulfidni oblik. Reakcija
dehidrogenacije je reverzibilna te kao prenositelj vodika i glavna sulfhidrilna
komponenta u biljnim stanicama glutation ima bitnu ulogu u odrzavanju redoks-

ravnoteze.

1.3.2.3. FENOLI

Fenoli djeluju kao prirodni pesticidi, antioksidansi, antibiotici i signalne
molekule. Sudjeluju u uklanjanju vodikova peroksida u biljnim stanicama. Fenolni
derivati poput tanina, flavonoida, lignina, kutina i suberina Cine gradevni materijal
bilinih stanica, a utjeCu i na izmjenu tvari jer ¢ine stani¢ne stijenke nepropusnima za
plinove i vodu.

Polifenoli su vrlo reaktivni donori vodika i elektrona zbog Cega su vrlo vazni
kao antioksidansi (Takahama i Oniki, 1997). Tanini se vezu za proteine fenolnim
skupinama Cime ih Stite od enzimske razgradnje. Flavonoidi smanjuju fluidnost

membrana promjenama rasporeda lipida utje€uci na kinetiku peroksidacije.

1.3.2.4. TOKOFEROLI

Tokoferoli su spojevi koji se nalaze u tilakoidnim membranama plastida
fotosintetizirajuc¢ih organizama (Munné-Bosch, 2005, DellaPenna, 2005). Poznatiji su
kao vitamin E koji ¢ine prirodni tokoferoli (a, B, y i 8). a-tokoferol je najzastupljeniji i
ima sposobnost detoksikacije hidroksilnog radikala i singletnog kisika.

Tokoferol ulazi u reakcije s lipidnim radikalima u membranama donirajuci
vodikov kation slobodnom radikalu lipida. Time sam postaje radikalom, a za oporavak

mu je potreban glutation ili askorbinska kiselina (vitamin C).



1.3.2.5. KAROTENOIDI

Karotenoidi se sintetiziraju iskljuCivo u biljkama i gljivama. To su linearne
molekule ugljikovodika s brojnim konjugiranim dvostrukim vezama. Imaju
karakteristicnu Zutonarancastu boju, a najjaCe apsorbiraju svjetlost valnih duljina
izmedu 380 i 550 nm, proSirujuci tako spektar boja koje mogu pokretati fotosintezu
(Pevalek-Kozlina, 2003). Karotenoidi imaju i vaznu zastitnu ulogu. Velike koliCine
energije koju apsorbiraju pigmenti mogu oStetiti fotosintetske membrane ako se ta
energija ne pohrani fotokemijski. Ukoliko pobudeno stanje klorofila brzo ne prestane,
doc¢i Ce do reakcije s molekulskim kisikom pri ¢emu nastaje vrlo reaktivni singletni
kisik koji moze prouzrokovati Stetu u stanici posebice u lipidima. Zastitna uloga
karotenoida o ituje se u ,gasenju“ pobudenog stanja klorofila. Buduc¢i da pobudeno
stanje karotenoida nema dovoljno energije za nastanak singletnog kisika brzo se
vraCa u osnovno stanje otpustajuci viSak energije u obliku topline (Pevalek-Kozlina,
2003).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi uzrokuje li talij oksidacijski stres u duhanu
te moze |i se bilka ucinkovito obraniti aktiviraju¢i svoj antioksidacijski sustav.
Pokusalo se utvrditi imaju li talij i kalij anatagonisticko djelovanje obzirom da imaju
slicne ionske radijuse. U tu svrhu jedna od istrazivanih otopina je sadrzavala talijev i
kalijev acetat u dvostruko vecoj koncentraciji. Kako bi se utvrdo uc€inak samog
acetata na biljku duhan je tretiran samo otopinom kalijevog acetata.

S obzirom da je ovo istrazivanje medu prvima koje se bavi prouavanjem
uCinaka jednovalentnog talija na biljne organizme, dobiveni rezultati ¢e doprinijeti ne
samo novim spoznajama o toksicnom djelovanju talija na fizioloSke procese u

duhanu vec i boljem poznavanju mehanizama djelovanja teSkih metala.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1.BILINI MATERIJAL

3.1.1. DUHAN (Nicotiana tabacum L.)

Duhan (Nicotiana tabacum L.) je biljka iz porodice pomoc¢nica (Solanaceae)
podrijetlom iz juzne Amerike. Danas je poznato 65 sorti duhana. Zajedni¢ko im je da

sadrze alkaloid nikotin koji biljka proizvodi u korijenu i odlaze ga u listovima.

SLIKA 1. Nicotiana tabacum. Lijevo: tamnozeleni varijetet, divlji tip; desno:
svijetlozeleni varijetet, heterozigot koji se koristi u istrazivanju mutacija i
oStecenja DNA.

U svom istrazivanju koristila sam sortu duhana Nicotiana tabacum var.
xanthii. Ovaj varijetet je heterozigot i ima svijetlozelene listove za razliku od

dominantnog, divljeg tipa koji ima tamnozelene listove (Slika 1).
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3.2.METODE
3.2.1. UZGOJ DUHANA U UVJETIMA IN VITRO

Billke duhana koje sam koristila u pokusima razmnozZene su presadivanjem
bocnih izdanaka na hranjivoj podlozi MS (Murashige i Skoog, 1962) uz dodatak 500
mg/l MES soli (2-N-morfolino-etansulfonska kiselina), 1,5% saharoze i 2,2 g/L
phytagela (Gichner i sur., 2000). Sastav koriStene hranjive podloge MS prikazan je u
Tablici 1. Vrijednost pH podloge podesila sam na 5,6 Sto odgovara pH vrijednosti tla
na prirodnom stanisStu duhana. Erlenmeyerove tikvice volumena 300 ml napunila sam
s oko 60 ml hranjive podloge. Nakon toga sam tikvice zaCepila vatom i aluminijskom
foljom te zajedno s metalnim i ostalim priborom sterilizirala u autoklavu na
temperaturi od 121 °C i tlaku 0,15 MPa u trajanju od 18 minuta. Nakon hladenja na
sobnu temperaturu na hranjive sam podloge nasadivala eksplantate duhana u
laminaru. Nakon presadivanja kulture su inkubirane u klima komori na temperaturi od
24 + 2 °C pod umjetnom rasvjetom fluorescentnih svjetiljki (90 HE s™ m™).

Za izvodenje pokusa koristila sam biljke koje su na krutoj podlozi rasle 2
mjeseca, nakon Cega sam ih presadila na teku¢u hranjivu podlogu MS uz dodatak
500 mg/l MES soli i 1,5% saharoze. Radi utvrdivanja ucinka talija, priredila sam
tekuce podloge istog osnovnog sastava koje su joS sadrzavale talijev (I) acetat i
kalijev (1) acetat u razliCitim koncentracijama:

e K - osnovna hranjiva podloga

e KA —osnovna hranjiva podloga uz dodatak 40 uM kalijeva(l) acetata
e TI2 — osnovna hranjiva podloga uz dodatak 2 uM talijeva(l) acetata

e TI4 — osnovna hranjiva podloga uz dodatak 4 uM talijeva(l) acetata

e TI20 — osnovna hranjiva podloga uz dodatak 20 uM talijeva(l) acetata
e TI40 — osnovna hranjiva podloga uz dodatak 40 uM talijeva(l) acetata

e TIKI — osnovna hranjiva podloga uz dodatak 40 yM kalijeva(l) acetata i

40 uM talijeva(l) acetata

Erlenmeyerove tikvice volumena 300 ml napunila sam s oko 60 ml istrazivanih

otopina. Nakon toga sam tikvice zaCepila vatom i aluminijskom folijom te zajedno s

13



metalnim i ostalim priborom sterilizirala u autoklavu na temperaturi od 121 °C i tlaku
0,15 MPa u trajanju od 18 minuta. Nakon hladenja na sobnu temperaturu, na tekuce
hranjive sam podloge nasadivala eksplantate duhana stare 2 mjeseca. Kulture su
inkubirane u klima komori na temperaturi od 24 + 2 °C pod umjetnom rasvjetom

fluorescentnih svjetiljki (90 PE s m™) tijekom 3 dana.

TABLICA 1. Sastav hranjive podloge MS.

MAKROELEMENTI mgl ~* mM
KNO3 1900 18,80
NH4NO3 1650 20,60
CaCl, x 2 H,0 440 2,99
KH,PO, 170 1,25
MgSO,x 7 H,0 370 1,50
MIKROELEMENTI mgl ~* mM
H3:BOs3 6,2 100,0
CoCl, x 6 H,0 0,025 0,1
KI 0,83 5,0
NazMOO4 X2 HzO 0,25 1,0
CuSO, x 5 H,0 0,025 0,1
MnSO, x 4 H,0 22,3 100,0
ZnSO4 X7 HzO 8,6 29,9
ZELJEZO mgl ~* mM
FeSO4 X7 HzO 27,8 100,0
Na;EDTA 37,3 100,0
ORGANSKI DODACI mgl ~* mM
m-inozitol 50,0 277,5
tiamin-HClI 0,05 0,15
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3.2.2. ODREBIVANJE SADRZAJA VODIKOVOG PEROKSIDA

Uzorke svjezih listova mase 200 mg ekstrahirala sam u 1 ml hladnog acetona
na ledu. Smjesu sam centrifugirala 3 minute na 1 000 g pri 4°C kako bih odstranila
kruti stani¢ni materijal. Potom sam u smjesu dodala 400 ul titanil-sulfata i 500 pl
koncentrirane otopine amonijevog hidroksida. Smjesu sam zatim centrifugirala 10
minuta na 10 000 g pri 4°C, odlila supernatant te tako dobivene precipitate otopila u 1
ml 2 M H,SO,. Apsorbancija uzoraka mjerena je na 415 nm. Koncentraciju H,O,
odredila sam iz bazdarne krivulje dobivene s poznatim koncentracijoma H,O, (0,23-
1,27 x 107 M).

Pri dodatku titanil-sulfata i amonijevog hidroksida precipitirao je peroksid-titanil
kompleks, prema kojemu je izvrSena procjena sadrzaja H,O, (Mukherjee i
Choudhouri, 1983).

A x Vrs. x F.R.
e Ve [u/mi]
Ha0ulg — [H202]x 1000 [nMiga]
m(g)/1mi

V. s= volumen reakcijske smjese = 1 ml
F.R. = faktor razrjedenja = 1

Vuzor. = Volumen uzorka = 1 ml

¢ = ekstincijski koeficijent = 1,878 mM™*cm™
| = duljina opti¢kog puta =1 cm

3.2.3. ODREBIVANJE SADRZAJA MALONDIALDEHIDA

Kako bih odredila sadrzaj malondialdehida (MDA), krajnjeg produkta lipidne
peroksidacije, pomijeSala sam 200 pl sirovog proteinskog supernatanta (priprema
proteinskih ekstrakata opisana je u poglavlju 3.2.6. ODREBDIVANJE AKTIVNOSTI
ANTIOKSIDACIJSKIH ENZIMA) s 1300 pl reakcijske smjese (0,25% tiobarbiturna
kiselina otopliena u 10%-tnoj trikloroctenoj kiselini). Kao slijepu probu koristila sam

1,5 ml reakcijske smjese. Uzorke i slijepu probu prelila sam u staklene
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semimikroepruvete te ih zagrijavala u suSioniku 30 min na 95 °C. Zatim sam ih naglo
ohladila na ledu te centrifugirala 10 min na 10 000 g pri 4°C. Nakon toga slijedilo je
oCitavanje apsorbancije na 532 te na 600 nm zbog korekcije na nespecificno
zamucenje (Heath i Packer, 1968).

Tijekom zagrijavanja reakcijske smjese niske pH vrijednosti dolazi do
raspadanja lipidnih peroksida nastalih kao posljedica stresa pri ¢emu nastaje
malondialdehid (MDA). Jedna molekula MDA reagira s dvije molekule TBA, a time se
stvara crvenkasti kromogen kojemu se mijeri apsorbancija. Koncentracija lipidnih
peroksida izrazena je kao MDA u jedinicama nmol/gsy . uz ekstinkcijski koeficijent €s3,
=155 mM*em™.

3.2.4. ODREDIVANJE SADRZAJA KARBONILA

Uzorke mase 400 mg homogenizirala sam u 2 ml 50 mM kalij fosfatnog pufera
(pH 7,0) koji sadrzi 0,1 mM EDTA i 5 mM natrijevog askorbata. Homogenat sam
centrifugirala 30 minuta na 25 000 g. Po 200 pl supernatanta pomijesala sam s 300
Ml dinitrofenilhidrazina (DNPH) u 2 M HCI za cijepanje proteina. Kao slijepu probu
koristila sam alikvot istog uzorka (200 ul) pomijeSan samo s 2 M HCIl-om (300 l).
Pripremljene uzorke inkubirala sam 1 sat na sobnoj temperaturi (promijeSala sam ih
nakon 30 minuta). Nakon inkubacije je slijedila precipitacija proteina s 500 pl 10%
trikloroctene kiseline (TCA), zatim su se uzorci hladili nekoliko minuta na —20 °C te
sam ih centrifugirala 10 minuta na 12 000 g. Dobiveni talog sam ispirala smjesom
etanola i etilacetata u omjeru 1:1 (2 x 500 ul) da bi se uklonilo nevezani reagens.
Zatim sam talog otapala u 1 ml 6 M otopine uree u 20 mM kalij-fosfatnom puferu
(pH 2,4) u ultrazvucnoj kupelji oko 10 min.

Sadrzaj karbonila temelji se na reakciji karbonilnih skupina s DNPH, a
odredivala sam ga spektrofotometrijskim mjerenjem otopljenih uzoraka na valnoj
duljini od 370 nm (Levine i sur., 1990).

AxVis.xF.R.

[KARBONILI]=
Vuzor. X € x| [pM/m|]
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[KARB]x1000

KARBONILI/g = m (@ /1ml

[ nmol/gst]

V. s= volumen reakcijske smjese = 1 ml
F.R. = faktor razrjedenja = 1

Vuzor. = Volumen uzorka = 1 ml

¢ = ekstincijski koeficijent = 22 mM*cm™
| = duljina opti¢kog puta =1 cm

3.2.5. ODREDIVANJE SADRZAJA PROTEINA

Supernatant sam koristila kao sirovi ekstrakt u kojem sam odredivala
koncentraciju proteina metodom Bradforda (1976). Ova metoda temelji se na
mjerenju apsorbancije smjese proteinskog ekstrakta i reagensa pri valnoj duljni 595
nm. U 1 ml radne otopine Bradford — 15 ml etanola, 30 ml 88%-tne H3PO,4, 30 ml
Bradford mati¢ne otopine (100 ml 96%-tnog etanola, 200 ml 88%-tne H3zPO4i 350 mg
Coomassie brillant blue G 250) i 450 ml H,O — dodala sam 50 pl uzorka sirovog
ekstrakta. Koncentraciju proteina u svakom uzorku odredila sam ocitavanjem
bazdarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije otopina serumskog govedeg
albumina poznatih koncentracija (od 0,096 mg/ml do 0,8 mg/ml).

3.2.6. ODREBDIVANJE AKTIVNOSTI ANTIOKSIDACIJSKIH ENZIMA

Po 400 mg uzorka svjezih listova homogenizirala sam u 2,0 ml 50 mM Kkalij
fosfatnog pufera (pH 7,0) koji sadrzi 0,1 mM EDTA i 5 mM natrijevog askorbata.
Homogenat sam centrifugirala u rotoru 12154H visokookretajne centrifuge (Sigma
3K18) pri temperaturi 4 °C 30 minuta na 25 000 g. Dobiveni sirovi ekstrakt koristila
sam za odredivanje sadrzaja proteina, aktivhosti enzima kao i odredivanje sadrzaja

malondialdehida.
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3.2.6.1. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI KATALAZE

Za mjerenje aktivnosti katalaze koristila sam reakcijsku otopinu koja sadrzi 50
mM Kalij fosfatnog pufera (pH 7,0) i 10 mM H,0, (Aebi, 1984). Na 970 ul otopine
dodala sam 30 pl sirovog ekstrakta i mjerila pad apsorbancije svakih 10 sekundi
tjekom 2 minute pri valnoj duljini od 240 nm. Aktivhost katalaze izrazena je kao

jedinica aktivnosti po miligramu proteina (U = pmol / min g sv.t):

KAT = AASV x 6xXVrs. xF.R. [pmol/mln ml]

Vuzor. % € x|

AApmol min ml
m(9)

KAT =

[ umol/min g svi]

A =240 nm

AA sv = srednja vrijednost promjene aporbancije u 10 s

V.= volumen reakcijske smjese

F.R. = faktor razrijedenja uzorka

Vuzor = Volumen uzorka

6= faktor s kojim se mnozi AA sv da bi se rezultat izrazio u minuti
2240 =40 mM'lcm'l

| = duljina opti¢kog puta (1 cm)

m = masa svjeze tvari

Specifi€na aktivnost katalaze:

aktivnost katalaze [
min Osv.t.

AA pmol}

sadrzaj proteina[ my }

Osv.t.
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3.2.6.2. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI ASKORBAT PEROKSIDAZE

Kao reakcijsku otopinu za askorbat peroksidazu koristila sam otopinu po
Nakanu i Asadi (1981) koja je sadrzavala 50 mM kalij fosfatnog pufera (pH 7,0), 0,5
mM askorbinske kiseline, 0,1 mM EDTA i 12 mM H;O,. Vodikov peroksid (10 pl)
sam dodala u reakcijsku smjesu neposredno prije mjerenja. Na 880 pl ove otopine
dodala sam 100 pl sirovog ekstrakta i mjerila pad apsorbancije zbog oksidacije
askorbinske kiseline svaku sekundu tijekom 15 sekundi pri valnoj duljini od 290 nm.
Aktivnost APX je izraCunata na isti nacin kao i aktivhost KAT, no uz odgovarajuci

ekstinkcijski koeficijent (g200 = 2,8 mM*cm™).

3.2.6.3. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI PIROGALOL PEROKSIDAZE

Za mjerenje aktivnosti pirogalol peroksidaze koristila sam reakcijsku otopinu
po Chanceu i Maehlyu (1955) koja sadrzi 50 mM Kkalij fosfatnog pufera (pH 7,0), 20
mM pirogalola i 1 mM H,O, kojeg sam dodala neposredno prije mjerenja. Na 990 ul
otopine dodala sam 10 pl uzorka i mjerila pad apsorbancije svakih 15 s tijekom 2,5
min pri valnoj duljini od 430 nm. Aktivhost POX je izrazena kao koliCina nastalih

produkata u pmolima po minuti po miligramu proteina koristeci €430 = 2,47 mM™*cm™.

3.2.7. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svaki rezultat aritmetiCka je sredina 6 replika. Odstupanje od aritmetiCke
sredine izraZzeno je kao standardna devijacija.

StatistiCku znacajnost rezultata odredila sam koriste¢i “Duncan's New Multiple
Range Test” (DNMRT) za usporedbu kontrole i pojedinih tretmana medusobno na

razini znacajnosti p < 0,05 (Duncan, 1955).
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4. REZULTATI

4.1. SADRZAJ VODIKOVOG PEROKSIDA

Sadrzaj vodikovog peroksida (Slika 2) u biljaka izloZzenih tretmanu 2 uM
talijevim (1) acetatom ne pokazuje statistiCki znaCajan porast u odnosu na kontrolu
dok je sadrzaj vodikovog peroksida u biljaka na tretmanima s 4 uM, 20 yuM i 40 uM
talijevim (I) acetatom bio u statisti¢ki znacajnom porastu u odnosu na kontrolne biljke.
NajviSi sadrzaj je zabiljeZen u biljaka izloZzenih 20 uM talijevom (1) acetatu.

Biljke izlozene 40 pM kalijevom (I) acetatu i kombiniranom tretmanu 40 yM
talijevim (1) acetatom i 40 uM kalijevim (I) acetatom ne pokazuju statistiCki znacajno

odstupanje od sadrzaja vodikovog peroksida izmjerenog u kontrolnim biljkama.

07 -
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C‘):‘ )Z 0,5 + a
TS 04 .
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0 T T T
K KA T2 T4 TI20 T40  TK
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SLIKA 2. Sadrzaj vodikovog peroksida u izdancima duhana tijekom izlaganja od tri
dana u otopinama bez talijevog (1) i kalijevog (l) acetata (K), 40 uM kalijeva (I)
acetata (KA), 2 uM (TI2), 4 uM (TI4), 20 uM (TI20) i 40 uM (TI40) talijevog (1)
acetata te 40 uM talijevog (I) acetata i 40 uM kalijevog (I) acetata (TIK). Stupci
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statistiCki razlikuju (P<0,05 prema

DNMRT). Na stupcima je oznaCena standardna devijacija.
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4.2. SADRZAJ MALONDIALDEHIDA

Sadrzaj malondialdehida u izdancima duhana (Slika 3) nije se znatno
promijenio u odnosu na kontrolu tijekom trodnevnog izlaganja biljaka tretmanu

talijevim i kalijevim acetatom, kao ni kombiniranom tretmanu (talijev (1) i kalijev (1)

acetat).
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SLIKA 3. Sadrzaj malondialdehida u izdancima duhana tijekom izlaganja od tri dana
u otopinama bez talijevog (I) i kalijevog (I) acetata (K), 40 pM kalijeva (I)
acetata (KA), 2 uM (TI2), 4 uM (TI4), 20 uM (TI20) i 40 uM (TI40) talijevog (1)
acetata te 40 uM talijevog (I) acetata i 40 uM kalijevog (I) acetata (TIK). Stupci
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statistiCki razlikuju (P<0,05 prema

DNMRT). Na stupcima je oznaCena standardna devijacija.
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4.3. SADRZAJ KARBONILA

Sadrzaj karbonila u izdancima duhana (Slika 4) znacajno je porastao nakon
trodnevnog izlaganja biljaka viSim koncentracijama talijevog (l) acetata (20 i 40 uM) .
Za razliku od njih, sadrzaj karbonila u biljaka koje su bile na tretmanu nizim
koncentracijama talijevog (1) acetata (2 i 4 yM) kao i kombiniranom tretmanu zadrzale
su sadrzaj karbonila sliCan onome zabiljezenom u kontroli. Isto tako, ni u biljaka
tretiranim 40 uM Kkalijevim acetatom nije ustanovljena promjena sadrzaja karbonila u

odnosu na kontrolne biljke.
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SLIKA 4. Sadrzaj karbonila u izdancima duhana tijekom izlaganja od tri dana u
otopinama bez talijevog (I) i kalijevog (1) acetata (K), 40 uM kalijeva (I) acetata
(KA), 2 uM (TI2), 4 uM (T14), 20 uM (TI120) i 40 uM (TI40) talijevog (I) acetata te
40 uM talijevog (I) acetata i 40 uM kalijevog (I) acetata (TIK). Stupci oznaceni
razli€itim slovima medusobno se statisticki razlikuju (P<0,05 prema DNMRT).

Na stupcima je oznaCena standardna devijacija.
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4.4. SADRZAJ PROTEINA

Sadrzaj proteina u biljkama (Slika 5) izlozenim tretmanu kalijevim (1) acetatom
i talijevim (I) acetatom u nizim koncentracijama (2 uM i 4 uM) nije se znacajno
promijenio u odnosu na kontrolu. Uzorci izloZeni talijevom (I) acetatu u viSim
koncentracijama (20 uM i 40 uM) kao i kombiniranom tretmanu (40 uM talij (1) acetat i
40 pM kalij (1) acetat) pokazuju statisticki zna€ajan porast sadrzaja proteina u odnosu
na kontrolu. Sadrzaj proteina u billkama izloZzenim Kkalijevu (I) acetatu nije se

znacajno promijenio u odnosu na kontrolu.
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SLIKA 5. Sadrzaj proteina u izdancima duhana tijekom tri dana izlaganja otopinama
bez talijevog (l) i kalijevog (1) acetata (K), 40 uM kalijeva (I) acetata (KA), 2
MM (TI2), 4 uM (TI4), 20 uM (TI120) i 40 uM (T140) talijevog (I) acetata te 40 uM
talijevog (I) acetata i 40 uM kalijevog (I) acetata (TIK). Stupci oznaceni
razli€itim slovima medusobno se statisticki razlikuju (P<0,05 prema DNMRT).

Na stupcima je oznacena standardna devijacija.
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4.5. AKTIVNOST PEROKSIDAZA

4.5.1. AKTIVNOST KATALAZE

Aktivnost katalaze (Slika 6) znaCajno je porasla u biljkama izlozenima nizim
koncentracijama talijevog (I) acetata. Najveéi porast aktivnosti katalaze zabiljezen je
u izdancima biljaka izlozenima 2 uM talijevom (I) acetatu. Biljke koje su bile na
tretmanima s 20 i 40 yM talijevim (I) acetatom kao i kombiniranom tretmanu (40 uM
talijev (1) i kalijev (I) acetat) pokazuju statisticki znaajno odstupanje od kontrole u

vidu pada aktivnosti katalaze.
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SLIKA 6. Aktivnhost katalaze u izdancima duhana tijekom izlaganja od tri dana u
otopinama bez talijevog (1) i kalijevog (I) acetata (K), 40 uM kalijeva (I) acetata
(KA), 2 uM (TI2), 4 uM (T14), 20 uM (TI120) i 40 uM (TI40) talijevog (I) acetata te
40 uM talijevog (l) acetata i 40 uM kalijevog (I) acetata (TIK). Stupci oznaceni
razliitim slovima medusobno se statisticki razlikuju (P<0,05 prema DNMRT).

Na stupcima je oznacena standardna devijacija.
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4.5.2. AKTIVNOST ASKORBAT PEROKSIDAZE

Aktivnost askorbat peroksidaze (Slika 7) nije se zna€ajno mijenjala u biljaka
izloZzenim kalijevom (1) acetatu dok je znacajno porasla samo na tretmanu s 2 uM
talijevog acetata. Na tretmanu s 4 uM talijevog acetata aktivnost se snizila i postigla
vrijednost sli€nu onoj koju sam izmjerila u kontrolnim biljkama. Daljnjim poviSenjem
koncentracije talijevog (I) acetata doSlo je do znaCajnog pada aktivnosti askorbat
peroksidaze u odnosu na kontrolu. U biljaka izloZzenim kombiniranom tretmanu (40
MM talijev (1) i kalijev (I) acetat) aktivnosti askorbat peroksidaze bila je visa nego u
biljaka izlozenih samo 40 pM talijevim acetatom, ali i dalje zna¢ajno niza nego u

kontrolnih biljaka.
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SLIKA 7. Aktivnost askorbat peroksidaze u izdancima duhana tijekom izlaganja od tri
dana u otopinama bez talijevog (I) i kalijevog () acetata (K), 40 uM kalijeva (I)
acetata (KA), 2 uM (TI2), 4 uM (TI4), 20 uM (TI20) i 40 uM (TI40) talijevog (1)
acetata te 40 uM talijevog (l) acetata i 40 uM kalijevog (I) acetata (TIK). Stupci
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju (P<0,05 prema

DNMRT). Na stupcima je oznacena standardna devijacija.

25



4.5.3. AKTIVNOST PIROGALOL PEROKSIDAZE

Aktivnost pirogalol peroksidaze (Slika 8) je u biljaka izlozenim kalijevom (1)
acetatu porasla u odnosu na kontrolu. Kod biljaka tretiranih s 2 uM i 4 uM talijevog (1)
acetata aktivnost pirogalol peroksidaze znacajno je porasla u odnosu na kontrolne
biljke, a najviSi porast aktivnosti enzima je zabiljezen u izdancima izlozenim 2 yM
talijevom (I) acetatu. Biljke izlozene viSim koncentracijama talijeva acetata (20 i 40
MM) kao i kombiniranom tretmanu pokazale su pad aktivnosti. StatistiCki znac¢ajno
smanjenje zabiljezeno je samo u biljaka tretiranih najviSom koncentracijom talijeva

acetata (40 uM).
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SLIKA 8. Aktivnost pirogalol peroksidaze u izdancima duhana tijekom izlaganja od tri
dana u otopinama bez talijevog (1) i kalijevog (l) acetata (K), 40 uM kalijeva (I)
acetata (KA), 2 uM (TI2), 4 uM (TI4), 20 uM (TI20) i 40 uM (TI40) talijevog (1)
acetata te 40 uM talijevog (I) acetata i 40 uM kalijevog (I) acetata (TIK). Stupci
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statistiCki razlikuju (P<0,05 prema

DNMRT). Na stupcima je oznaCena standardna devijacija.
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5. RASPRAVA

Talij se u prirodi moze naci u niskim koncentracijama u Zemljinoj kori u
sastavu sulfidnih ruda kao i u ugljenu. NajCeSci antropogeni izvori talija su izgaranje
ugljena i metalna industrija. Toksi€an je i nije potreban zivim organizmima ni u jednoj
fazi zivota. Zbog zastupljenosti u vrlo niskim koncentracijama (donedavno nizim od
granice detekcije uredaja kojima se mogla izmjeriti njegova koli¢ina), ucinci talija na
zive organizme rijetko su i slabo proucavani.

U ovom istrazivanju ispitivalo se djelovanje jednovalentnog iona talija u obliku
talijeva (I) acetata na antioksidacijski sustav i nastanak oksidacijskog stresa u
duhanu (Nicotiana tabacum L.). lonski radijusi jednovalentnog talija i kalija su sli¢ni i
pokusSalo se ustanoviti moze li ih biljka razlikovati ili ih neselektivho uzima iz okoline.
Zato je duhan bio izloZen i kombiniranom tretmanu talija i kalija kako bi se utvrdilo
hoce li ga biljkka u tim uvjetima viSe apsorbirati. Kao dodatna kontrola je posluzio
tretman s kalijevim (I) acetatom kako bi se ustanovilo ima li sam acetat neki utjecaj
na biljku.

U istrazivanju Hanzel i Verstraeten (2006) utvrdeno je da jednovalentni talijevi
kationi izazivaju porast razine vodikovog peroksida u mitohondrijima adrenalnih
stanica Stakora te povecCavaju stvaranje drugih Stetnih oblika kisika prekidajudi
prijenos elektrona kroz diSni lanac. Porast sadrzaja vodikovog peroksida uocen je u
listovima i korijenu biljaka izloZzenih kromu, bakru, cinku, olovu, arsenu i kadmiju
(Panda, 2003; Choudhury i Panda, 2004; Dixit i sur., 2001). U listovima duhana
izlozenim talijevom (l) acetatu takoder je zamijeCeno nakupljanje vodikovog
peroksida Sto je u skladu s rezultatima istrazivanja ucinaka talija na vodenu lecu
(Puskar, 2007) te izdanke (Pinturi¢, 2006) i korijen boba (Glavas, 2006).

Reaktivni oblici kisika mogu uzrokovati stvaranje reaktivnin aldehida koji su
nusprodukti lipidne peroksidacije te oStecenja proteina (Romero-Puertas i sur., 2002).
Lipidna peroksidacija je proces kojim je zahvacena funkcionalnost i struktura
membrana te koji posliedi€éno tome moze izazvati trajno oStecenje stanice. Talijevi
ioni u listovima duhana nakon tri dana pokusa nisu znafajno povecali sadrzaj
malondialdehida, indikatora lipidne peroksidacije. Usporedbom navedenih rezultata s
onima koje je Puskar (2007) dobila na vodenoj le¢i nakon Cetrnaest dana pokusa te s
rezultatima istrazivanja djelovanja kadmija na grasak (Dixit i sur., 2001), moze se
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pretpostaviti da biljka nije dovoljno dugo bila izloZena stresu koji bi uzrokovao
ozbiljnija oSte¢enja membrana.

Reaktivni oblici kisika mogu oStetiti proteine bilo izravhom oksidacijom
aminokiselinskinh ostataka ili neizravnim sekundarnim reakcijama s aldehidnim
produktima lipidne peroksidacije. Prisutnost nastalih reaktivnih karbonilnih skupina
koje su takoder dobar pokazatelj oksidacijskog stresa mozZe se odrediti
derivatizacijom s 2,4—dinitrofenilhidrazinom (Levine i sur., 1990).

Osim sadrzaja malondialdehida, talij je u listovima duhana uzgajanih na
podlozi s 20 uM talijevog acetata uzrokovao porast sadrzaja karbonila koji upucuje na
oksidaciju proteina. Ovakav rezultat se samo djelomi¢no poklapa s rezultatima u
izdanku i korijenu boba koje su primijetile Glavas (2006) i Pinturi¢ (2006) istrazujuci
kratkotrajan stres izazvan talijevim (I) acetatom. U njihovim istrazivanjima zapazen je
porast sadrzaja karbonila u svih biljaka uzgajanih na podlogama s razli€itim
koncentracijama talijevog (I) acetata. Na temelju navedenog moglo bi se zakljuciti da
se toksicno djelovanje talija u izdanku duhana ocitovalo primarno na lipidnu
komponentu stanice.

U ovom istrazivanju talij je uzrokovao porast aktivnosti istrazivanih
antioksidacijskih enzima. Smatra se da bi takav porast mogao predstavljati
sekundarni obrambeni mehanizam protiv oksidacijskog stresa dok bi primarni
obrambeni odgovori ukljucivali fitohelatine i nakupljanje teSkih metala u vakuoli
(Sanita di Toppi i Gabbrielli, 1999).

Aktivnosti enzima koji razgraduju vodikov peroksid u razliCitim stani¢nim
odjeljcima bila je znaCajno povecana. Aktivnosti askorbat i pirogalol peroksidaze bile
su najviSe u listovima duhana izloZzenim najviSoj koncentraciji talija te kombiniranom
tretmanu. Peroksidaze su bile poviSene i u listovima graska izlozenim 4 i 40 uyM
kadmijevog nitrata u periodu od 15 dana (Dixit i sur., 2001). U tom je istrazivanju
zabiljeZen i znaCajan porast aktivnosti katalaze. U mojem je istrazivanju u listovima
duhana prisutan porast aktivnost katalaze samo u biljaka tretiranih nizim
koncentracijama talijevog(l) acetata (2 i 4 uM). Talijev(l) acetat je u koncentracijama
od 20 i 40 yM smanjio aktivnosti katalaze u izdanku. Isti trend je primjecen i u
korijenu i izdanku boba (Glavas, 2006; Pinturi¢, 2006). Slicno je zamijec¢eno i u
odgovoru mahovine Taxithellium nepalense na olovo i arsen (Choudhury i Panda,

2004) te krom, bakar i cink (Panda, 2003) kao i odgovora graska na kadmij (Sandalio
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i sur., 2001). Porast ili pad aktivnosti antioksidacijskih enzima ovisi ne samo o
intenzitetu stresa nego i 0 njegovom trajanju, starosti biljke i vrsti tkiva (Benavides i
sur., 2005). Spoznaja da se koliCina proteina te aktivnosti enzima peroksidaza i
katalaze statistiCki znacajno ne razlikuju u billkama tretiranim s 20 uM talijevog(l)
acetata od biljaka izlozenih kombiniranom tretmanu (40 uM talijev(l) acetat i 40 uM
kalijev(l) acetat) dovodi do pretpostavke da bilke vjerojatno ne posjeduju
mehanizam za raspoznavanje talija i kalija. To potvrduje rezultate istrazivanja
Glava$ (2006) i Pinturi¢ (2006) koje su utvrdile podjednako nakupljanje talija u
klijancima boba izlozenih 20 uM talijevom(l) acetatu te kombiniranom tretmanu koji je
sadrzavao osim 20 uM talijevog(l) acetata i 40 uM kalijevog acetata. U njihovim je
istrazivanjima na bobu, slicho kao i u mojem istrazivanju u listovima duhana
zamijeCen sliCan sadrzaj vodikovog peroksida kao i u kontrolnim biljkama, Sto
upucuje na pozitivan ucinak dodatne koli€ine kalijevih iona.Pokazatelji oksidacijskog
stresa koji su praceni u ovom istrazivanju poput lipidne peroksidacije, oksidacije
proteina i koli€ine vodikovog peroksida ukazuju na postojanje oksidacijskog stresa
nastalog kao posljedica izlaganja duhana talijevom(l) acetatu. Isto tako rezultati
istraZzivanja ukazuju da su listovi duhana sposobni aktivirati antioksidacijske enzime
kao Sto su katalaza i peroksidaze koji razgraduju reaktivne oblike kisika te tako brane
biljku od stresa.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenih istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

SadrZzaj proteina u izdanku duhana se pri nizim koncentracijama talijeva (I)
acetata nije bitno razlikovao od kontrole. Pri viS§im koncentracijama (20 uM i 40 uM)
kao i na kombiniranom tretmanu (40 uM talij (I) acetat i 40 yM kalij (I) acetat) biljke su
pokazale porast sadrzaja proteina.

Sadrzaj vodikovog peroksida u izdanku duhana nije se bitno razlikovao od
kontrole, osim na koncentraciji talij (I) acetata od 4, 20 i 40 uM iz ¢ega se moze

zakljuciti da talij izaziva oksidacijski stres u viSim koncentracijama.

Sadrzaj malondialdehida u izdanku duhana nije se bitno povec¢ao se u odnosu
na kontrolu $to ukazuje da u periodu od tri dana talij nije znacajno djelovao na lipidnu

komponentu stanice.

Sadrzaj karbonila u izdanku nije se znatno poveéao u odnosu na kontrolu osim
na koncentracijama 20 i 40 uM talijevog (I) acetata Sto ukazuje da talij djeluje na

proteinsku komponentu stanice.

Aktivnost askorbat peroksidaze je bila najviSa pri koncentraciji talijeva (1)
acetata od 2 pM, a aktivnosti pirgalol peroksidaze pri koncentraciji talijeva (I) acetata
od 2 i 4 uM. Porast aktivnosti peroksidaza ukazuje na poveéanu razgradnju
vodikovog peroksida u listovima duhana izlozenim nizim koncentracijama talija (2 i 4

MM talijeva (I) acetata).

Aktivnost katalaze je bila najveca na tretmanima talijevim (I) acetatom
koncentracije 2 uM i 4 uM. ViSe koncentracije talijeva (I) acetata kao i kombinirani
tretman dovode do smanjenje aktivnosti katalaze Sto ukazuje na smanjenje njezine

antioksidacijske zastite.
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