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SAZETAK

PoviSena koliCina teSkih metala (Cd i Zn) nepovoljno utjece na rast i razvoj vodenih biljaka. Kadmij (Cd)
je neesencijalni i toksi¢ni element, dok je cink (Zn) esencijalni element potreban za aktivnost nekih enzima i ima
vaznu ulogu u stabilizaciji proteina i membrana. Cilj pokusa bio je istraziti djelovanje Cd i Zn na vodenu leéu,
Lemna minor L., Siroko rasprostranjenu jednosupnicu koja se Cesto koristi kao testni organizam. U hranjivu
podlogu za uzgoj vodene lece dodan je kadmij (10 uM), cink (100 uM i 200 uM) te kombinacija kadmija i cinka
(Cd 10 pM + Zn 100 pM te Cd 10 pM + Zn 200 pM). U istraZivanju je pracen rast biljke i aktivnost
antioksidacijskih enzima katalaze (CAT), askorbat-peroksidaze (APOX) i pirogalol-peroksidaze (POX). Uocena
je zna€ajna inhibicija rasta biljaka tretiranih kadmijem i pojava kloroze listi¢a ve¢ Sestog dana pokusa. Enzimi
katalaza i peroksidaza su pokazivali razliCite stupnjeve aktivnosti pod utjecajem tretmana istraZivanim metalima.
Biljke tretirane kadmijem imale su izrazito poviSenu aktivnost CAT ve¢ treceg dana pokusa, dok u uzorcima
tretiranim i kadmijem i cinkom to poviSenje aktivnosti nije bilo toliko izrazeno. Aktivnost APOX je bila povisena
u odredenim tretmanima tek Sestog dana pokusa, a aktivnost POX nije se znacajno mijenjala. 1z spomenutih
rezultata moze se zakljuciti da kadmij uzrokuje oksidacijski stres u biljci Sto dovodi do aktivacije
antioksidacijskih enzima, prvenstveno katalaze. Cink, te kombinacija kadmija i cinka takoder uzrokuju
oksidacijski stres i induciraju aktivnost antioksidacijskih enzima, ali u manjoj mjeri od kadmija. U tretmanima u
kojima su bili prisutni kadmij i cink, primijeceno je da je cink ublazio u€inak kadmija.
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ABSTRACT

Increased amounts of heavy metals (Cd and Zn) adversely influenced the growth and productivity of water plants.
Cadmium (Cd) is a non-essential and toxic element, whereas zinc (Zn) is an essential element required for
activity of many enzymes, and plays a significant structural role as stabilizer of proteins and membranes. The
objective of this study was to estimate the interactive effects of Cd and Zn in duckweed, Lemna minor L. - widely
spread monocot often used as a model organism. Cadmium, (10 yM) and zinc (100 yM and 200 pM) and also
their combination (10 uM Cd + Zn 100 pM and 10 uM Cd + Zn 200 pM) were added in the nutrient medium for
cultivation of duckweed. The plant growth as well as antioxidative enzymes catalase (CAT), ascorbat-peroxidase
(APX) and pirogalol-peroxidase (POX) activities were measured. The significant growth reduction and chlorosis
were observed in the plants treated with 10 uM Cd already at the sixth day of the experiment. Under the influence
of investigated metals the enzymes catalase and peroxidases have shown different levels of activity. The third day
of the experiment plants treated with cadmium had very high activity of CAT, while in the samples treated with
both metals, Cd and Zn, the increase was not so obvious. While APOX activity was increased in the certain
treatments at the sixth day of the experiment, POX activity was not significantly changed. Presented results
shown that cadmium causes oxidative stress in plant which leads to activation of antioxidative enzymes,
primarily catalase. Zinc, and combinations of zinc and cadmium also cause oxidative stress and induce activity of
antioxidative enzymes, but to a lesser extent than cadmium. Cink added into nutrient medium containing
cadmium, can to a certain extent alleviate toxic effect of kadmium.
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1. UVOD

Vodeni i kopneni biljni organizmi su najvazniji Clanovi svih zdravih ekosistema.
Prvenstveno su vazni kao primarni proizvodaci organske tvari, a time i energije potrebne za
gotovo sve ostale oblike zivota, a ujedno su i izvor kisika (Wang 1991). Oni su vrlo Cesto
izloZeni razli¢itim okolisnim cimbenicima koji na njih mogu imati nepovoljne ucinke. Svaki
¢imbenik koji ima negativno djelovanje na organizam naziva se stresni Cimbenik (engl.
stressor), a odgovor organizma na njegovo djelovanje naziva se stres. Biljke izloZene stresnim
¢imbenicima pokazuju vidljive promjene kao Sto su sporiji rast i manja produktivnost. Ovisno
o vrsti biljke, one mogu biti djelomi¢no otporne na stres ili imati mogucnost prilagodbe na
nepovoljne uvjete osobito ako su im izloZene postupno, Sto znaCi da se intenzitet stresnog
cimbenika postupno pojacava kroz dulji vremenski period. Ako se kao rezultat izlaganja stresu
otpornost poveca, mozemo reci da se biljka aklimatizirala a ta je pojava razliCita od prilagodbe
koja je odredena genetski. Poznato je da izlaganje biljke jednom stresnom Cimbeniku moze
potaknuti toleranciju i povecanu otpornost na drugi stresni ¢Cimbenik ili viSe njih Sto dokazuje
da mehanizmi otpornosti na razlicite vrste stresnih ucinaka imaju mnoge zajednicke znacajke.
Neki od mehanizama obrane biljaka od stresnih Cimbenika obuhvacaju sintezu stresnih
proteina i povecanu aktivnost antioksidacijskih enzima.

Stres se u biljaka najce$¢e procjenjuje mjerenjem rasta ili asimilacijskih procesa, ali sve
CeSCe i mjerenjem promjena aktivnosti enzima ili pracenjem pojave proteina Cija je biosinteza
potaknuta stresom. Porastom oneCiS€enja okolisa zbog razliCitih ljudskih djelatnosti (npr.
oneCiscenje tla i vode industrijskim kemikalijama, teSkim metalima, naftom, pesticidima i dr.)
dodatno se povecavaju stresni uvjeti kojima su biljke izloZene (Taiz i Zeiger 1991).

Vodene biljke se Cesto koriste kao testni organizmi u biotestovima jer su u prirodi
izloZzene tvarima iz hranjive podloge cijelom svojom povrSinom (Kipper i sur. 1996) za
razliku od biljaka zakorijenjenih u tlu. Neke vodene biljke su vrlo osjetljive pa Cak i pri maloj
koncentraciji Stetne tvari u vodi reagiraju promjenom stope rasta. To je vrlo znacajno jer
skraCuje vrijeme trajanja pokusa. Isto tako, neke se vodene biljke koriste za uklanjanje
otopljenih soli, teSkih metala i toksicnih organskih tvari iz drenaznih voda rudnika te iz vode u
koju su npr. mineralna gnojiva i pesticidi, dospjeli ispiranjem obradenog zemljista, te iz
gradova (Lewis 1995).



1.1. TESKI METALI

Pojam teSki metali obuhvaca metale Cija je gustoca veca od 5,0 g/cm3. U tu grupu
ubrajaju se kadmij (Cd), krom (Cr), ziva (Hg), olovo (Pb), srebro (Ag) i dr. (Sanita di Toppi i
Gabbrielli 1999). Neki teSki metali (npr. cink i Zeljezo) su esencijalni metali za biljke pa
njihov manjak dovodi do poremecaja metabolizma i pojave vidljivih simptoma nedostatka.

Teski metali su u industrijskim podrucjima prisutni kao zagadivaci pa mogu dospjeti u
simptomima nedostatka nekih esencijalinih hranjivih tvari (Siedlecka 1995). U tlu se Cesto
pojavljuju kao netopivi minerali, a oslobadanje teSkih metala iz tih minerala u otopljenom,
bioloski dostupnom obliku javlja se kao posljedica ljudskog djelovanja (npr. zakiseljavanja
tla) i moze izazvati velike Stete u ekosistemima. Kemijski oblik tesSkih metala u tlu velikim
dijelom ovisi o prirodi samog metala, pH vrijednosti tla i prisutnosti drugih iona u tlu (Tyler i
sur. 1989, Das i sur. 1997). Pretpostavlja se da teSki metali djeluju na enzime preko grupa
osjetljivin na metale, npr. SH-grupa ili histidina Sto dovodi do inaktivacije enzima (Van
Assche i Clijsters 1990).

Buduci da se metali kada su u tlu i vodi prisutni kao onecistaCi uglavnhom pojavljuju u
smjesi, odluCila sam istraziti kakvo je djelovanje kadmija i cinka na biljku prilikom

istovremene primjene.

1.1.1. Opca svojstava kadmija

Kadmij pripada Il b grupi periodnog sustava elemenata. Gusto¢a mu iznosi 8,6 g/cm? §to
je ujedno i razlog da se naziva teSkim metalom. Kadmij je relativno rijedak element i u prirodi
ne dolazi u elementarnom stanju ve¢ je povezan sa sulfidnim rudama ili cinkom, olovom i
bakrom (IPCS 1992a). Neke kadmijeve soli, kao npr. sulfidi, karbonati i oksidi, su netopive u
vodi dok su sulfati, nitrati i halidi topivi (IPCS 1992b). Kadmij je dvovalentan, neesencijalan i
visoko toksicCan teski metal.

Kadmij Cesto nazivaju i metalom 20. stoljea zbog njegove Siroke primjene (Wilson
1988, IPCS 1992a). Koristi se u galvanizaciji Zeljeza, kao stabilizator za PVC, kao pigment u
plastici i staklu te do nedavno u proizvodnji Ni-Cd baterija (IPCS 1992a).



PotjeCe od razlicitih poljoprivrednih, rudarskih i industrijskih djelatnosti, ali takoder i od
ispusnih automobilskih plinova (Foy i sur. 1978). U tlo kadmij moZe doCi aplikacijom
gradskog smeca, komposta i mulja, takoder i gnojidbom fosfornim gnojivima proizvedenih iz
sedimentnih fosforita s previse kadmija (Aravind i Prasad 2005). Time zapocCinje kruzenje
kadmija kroz hranidbene lance. Pretpostavlja se da kadmij ulazi pasivno u korijen kroz tkivo
kore korijena, a zatim apoplastno i/ili simplastno putuje u ksilem (Salt i sur. 1995a) u
kompleksu s ligandima kao $to su organske kiseline i/ili fitohelatini. Koliko ¢e biljka primiti
kadmija ovisi prvenstveno o njegovoj koncentraciji u vodi ili tlu, ali i o dostupnosti, o pH
vrijednosti medija, redoks-potencijalu, temperaturi, koncentraciji ostalih hranjivih tvari u
mediju te o vrsti biljke (Sanita di Toppi i Gabbrielli 1999). Dalje u tom ciklusu Zivotinje se
hrane tim biljkama, a Covjek Zivotinjama ili direktno biljkama. Na taj nacin se ciklus zavrSava
Covjekom koji je i uzrok povecanju koli€ine kadmija u ekosistemima. Zbog prijenosa kadmija
kroz hranidbeni lanac prisutna je veca zabrinutost nego kod drugih potencijalno toksi¢nih
elemenata. Razlog tome su tri Cimbenika: visoka toksi¢nost, dugo vrijeme zadrzavanja u
ljudskom tijelu i visok stupanj mobilnosti u okolisu (Gil i sur. 1995).

U tlu i sedimentima je prisutan u koncentracijama koje su obi¢no vise od 1 mg/kg
(Peterson i Alloway 1979, Das i sur. 1997). RijeCna voda sadrzi otopljeni kadmij u
koncentracijama izmedu <1 i 13,5 ng/l. U nezagadenim podrucjima u zraku je obicno manje
od 1 ng/m3, a u tlu je srednja koncentracija izmedu 0,2 i 0,4 mg/kg. U zagadenom tlu su
prisutne mnogo vece vrijednosti, do 160 mg/kg tla (IPCS 1992b). Poljoprivredno tlo se smatra
oneCis¢enim kada sadrzi vecu koli€inu onecis¢ujucih tvari od koli€ina navedenih u Tablici 1

(izraZeno u mg/kg™ suhog tla):

Tablica 1. Sadrzaj pojedinih metala u razlicitim tipovima tala

mg kg™ Cd Cr Cu Hg Ni Pb Zn

Pjeskovito tlo | 0,0-0,5 | 0-40 0-60 | 0,0-0,5| 0-30 0-50 0-60

Praskasto — | 5 5.1 o | 40-80 | 60-90 | 0,5-1,0 | 30-50 | 50-100 | 60-150
ilovasto tlo

Glinastotlo | 1,0-2,0 | 80-120 | 90-120 | 1,0-1,5 | 50-75 | 100-150 | 150-200




Tlo vezZe teSke metale sljedecim rastu¢im nizom: kadmij, cink, olovo, bakar, te stoga
kadmij lakse ulazi u tkiva nego olovo (IPCS 1992a). Taj podatak se odnosi na normalne uvjete
(vlage, pH vrijednosti, saliniteta) koji vladaju u nezagadenom tlu. U tlima s visokim sadrZajem
humusa i u glinastim tlima prisutna je vecCa koncentracija teSkih metala nego u pjeskovitim
tlima koja su siromasna humusom (Niesink i sur. 1996).

U uvjetima normalne pH vrijednosti tla biljke primaju malu koliCinu teSkih metala kao
Sto je kadmij (Das i sur. 1997). Pri sniZzenoj pH vrijednosti tla biljke imaju ve¢u moguénost
uzimanja kadmija iz tla jer je on tada prisutan u slobodnom, otopljenom obliku. Najjace
primanje kadmija je kod pH vrijednosti oko 6,0 (Street i sur. 1977, cit. Das i sur. 1997). Osim
0 pH vrijednosti, koliCina slobodnog kadmija u tlu ovisi i o koliCini organske tvari, gline i
hidroksida u tlu koji veZu teSke metale (Ellis i Knezek 1972, cit. Das i sur. 1997).

Glavni nacin smanjenja toksicnih uCinaka teSkih metala na biljke je razvijanje
tolerancije. Biljke tolerantne na kadmij svoju toleranciju ostvaruju na dva nacina: imaju
sposobnost spreCavanja apsorpcije kadmija ili sposobnost detoksikacije nakon njegove
apsorpcije (Tyler i sur. 1989, Das i sur. 1997). Moguc¢i mehanizmi detoksikacije metala u
biljkama ukljucuju slijedece: vezivanje metala za stani¢nu stijenku, smanjeni prijenos kroz
stanicne membrane, aktivno izbacivanje, odlaganje u stani¢nu vakuolu (kompartmentalizacija)

I vezanje s fitohelatinima (Kneer i Zenk 1992).

1.1.2. Opca svojstva cinka

Cink pripada skupini teSkih metala kao i kadmij i zajedno s njim nalazi se u Il b grupi
periodnog sustava elemenata. On je za biljke esencijalni element i stoga treba biti prisutan u
organizmu u odredenoj koliCini. Dakle, cink je koristan element jer u odredenim koli¢inama
djeluje kao biljna hranjiva tvar (Shier 1994 i Welch 1995), ali u visokoj koncentraciji je
toksi¢an. U prirodi dolazi u obliku cinkovog oksida (ZnO). U vodenoj otopini tla cink je
prisutan u obliku hidratiziranog Zn?* iona te u kompleksu s organskim ligandima (McBride
1989).

Podrijetlo cinka u tlu je iz primarnih i sekundarnih minerala. Kisele stijene sadrze manje
cinka (granit, gnajs), a alkalne znatno vise (bazalt). ProsjeCan sadrzaj cinka u tlu je 5-20 ppm.
Raspolozivost cinka za biljke je veca u kiselim tlima i u tim okolnostima postoji opasnost od

njegovog ispiranja iz tla. Nedostatak cinka se javlja najceSce na teSkim, glinovitim tlima iz tog



razloga Sto se cink vrlo Cvrsto veze na Cesticu gline koja djeluje kao ionski izmjenjivac te mu
je koncentracija u vodenoj fazi tla izuzetno niska.

Biljke primaju cink kao kation Zn*, ZnCI*, [Zn(NHs)4]**, Zn(OH)* i Zn-kelate i za
razliku od Zeljeza, mangana, bakra i molibdena u biljkama je uvijek u obliku dvovalentnog
iona Zn®*. Primanje cinka je aktivan proces (sekundarni aktivni prijenos) pri ¢emu inhibitorno
djeluju slijedeéi ioni: Mg?* > Ca** = Sr** = Ba*". Sadrzaj cinka u biljkama je nizak i ovisno od
biljne vrste koncentracija je u granicama od 0.6 ppm (jabuka) do 83 ppm (konoplja). Kod
niske temperature ili viSeg sadrzaja fosfora u tlu primanje cinka je smanjeno. Ta pojava
posebice je znaCajna za kukuruz kod kojeg fosfor Cesto inducira deficit cinka uz akumulaciju
veCih koliCina Zeljeza. Pokretljivost cinka u biljci je osrednja (bolja od Zeljeza, bora i
molibdena), a smatra se da je u ksilemu prisutan u obliku citrata, kelata ili kao slobodan ion.

FizioloSka uloga cinka je vrlo opsezna i znaCajna, posebice u metabolizmu proteina.
Sastavni je dio mnogih enzima gdje kao dvovalentni kation gradi kelate, odnosno povezuje
enzim sa supstratom. Lorimer (1981) i Lorimer i Miziorko (1981) su objavili istraZivanje o
sudjelovanju cinka u gradi enzima karboanhidraze koja provodi reakciju OH + CO, «>HCO3,
dehidrogenaza (npr. malat-dehidrogenaze, glutamat-dehidrogenaze itd.), alkohol-
dehidrogenaze, superoksid-dismutaze itd. (Hewitt 1983), a ujedno je i njihov aktivator (enzima
sa SH grupom, aldolaza, izomeraza, DNA-aza itd.). ZnacCaj cinka je izuzetno velik u biosintezi
DNA i RNA (RNA polimeraza), sintezi proteina (preko sinteze RNA i utjecaja na strukturu
ribosoma), u fotosintezi (Van Assche i Clijsters 1984), sintezi auksina (Shier 1994). Cink
utjeCe na rast biljaka preko uCinka na biosintezu triptofana, ima ulogu u stabilizaciji
biomembrana te pomocCu svojih antioksidacijskin svojstava pobuduje aktivnost
antioksidacijskih enzima (Aravind i sur. 2003). Cink takoder utjeCe na aktivnost ribuloza-1,5-
difosfat- karboksilaze-oksigenaze, primanje i transport fosfora i aktivnost fosfataza, te u
biljkama poveéava otpornost prema bolestima (preko utjecaja na sintezu proteina), manjku

vode (smanjuje transpiraciju) i niskim temperaturama.



1.1.3. Djelovanje metala kadmija i cinka na biljke

Kadmij je toksiCan kako za ljude, tako i za biljne i zivotinjske organizme. RijeCni

U slucaju kratkotrajnog izlaganja kadmij uzrokuje samo blage simptome, ali dugotrajno
izlaganje moZe imati i letalne posljedice. To znaCi da se simptomi pojavljuju vrlo kasno nakon
pocetka izlaganja Sto je slucCaj i kod brojnih drugih teskih metala.

NajceSCi simptom trovanja kadmijem je usporen i smanjen rast i kloroza zelenih organa
koja je najizrazenija u podrucju izmedu lisnih Zila. Ostali simptomi su pojava sitnijeg lis¢a i
rasta u obliku rozete (skraCenje internodija) u mladeg liS¢a, razvoj tanjih stabljika, manji
prirast listia, te djelomicno izbjeljivanje zelenih tkiva. Kloroza se moZe pojaviti kao
posljedica nedostatka zeljeza ili kao posljedica interakcije kadmija i zeljeza (Das i sur. 1997).
Naime, dokazano je da prevelika koliCina kadmija u hranjivoj podlozi ili tlu smanjuje
sposobnost primanja Zeljeza u biljku (Haghiri 1973, cit. Das i sur. 1997), direktno ili
indirektno inhibira fizioloSke procese kao Sto su disanje, fotosinteza, prijenos vode i izmjena
plinova (Van Assche i Clijsters 1990). Istrazivanja na viSim biljkama uzgajanim na tlu
kontaminiranom kadmijem pokazuju redukciju stope transpiracije i koliCine vode u biljci
(Bazzaz i sur. 1974, Costa i sur. 1994).

Glavni ucinak toksicnosti cinka je inhibicija rasta (Collins 1981). Toksi¢nost cinka ovisi
0 pH vrijednosti o kojoj ovisi koncentracija raspolozivog cinka u otopini tla. Visoka
koncentracija cinka moze izazvati toksicnost u biljkama (Daviscarter i Shuman 1993) koja se
u prirodi rijetko javlja i to samo na kiselim tlima i rudistima. KritiCna granica suviska cinka je
200-500 ppm u stanicama lis¢a, a oCituje se niskim rastom, sitnim listovima i smanjenim
korijenom (Baker 1978, Bradshaw i McNeilly 1981), lis¢e sadrZi crvenkasto-smede pjege, ali
za razliku od suviska Zeljeza i mangana, one se podjednako javljaju na mladem i starijem
li5¢u. Van Assche (1973) je objavio da visoka koncentracija cinka inhibira metaboliCku
aktivnost. Smatra se da je umjereno toksi¢an na biljke roda Lemna (Wang 1986) i indirektno

inducira oksidacijski stres.



1.2. OPCA SVOJSTVA VODENE LECE

Vodene lecCe pripadaju porodici Lemnaceae. Vrlo su male i jednostavne vodene biljke
cvjetnice koje rastu slobodno plivajuci na povrsini vode i nisu nikada pricvrscene za podlogu
(Huebert i Shay 1993). Siroko su rasprostranjene od tropskog do umjerenog klimatskog
podrucja (Hillman 1961) i sluze kao hrana pticama mocvaricama i malim Zivotinjama te
osiguravaju hranu, skloniste i sjenu vodenim organizmima (Wang 1991). Filogenetski, one su
jednosupnice. Porodica broji oko 40 kozmoplitski rasprostranjenih vrsta (Hillman i Culley
1978), a unutar porodice razlikujemo Cetiri roda: Lemna, Spirodela, Wolffiella i Wolfia
(Boniardi i sur. 1994).

Slika 1. Vodena le¢a Lemna minor L. u prirodnom okruZenju (snimio Michal Manas)

Biljke iz porodice Lemnaceae imaju tri vazne karakteristike. Prva je poseban nacin
vegetativnog rasta. Svaki listi¢ ima dvije meristemske regije koje stvaraju nove listice. Svaki
listic moZe stvoriti 10-20 novih biljaka nakon ¢ega tkivo mati¢ne biljke propada. Kao drugu
karakteristiku treba istaknuti da listi¢i ne ostaju trajno povezani s maj¢inskom biljkom, vec se
odvajaju. Stoga kolonije vodene leCe imaju svega nekoliko biljaka. | treCa, ne manje vazna

karakteristika je znaCajna progresivna redukcija svih struktura koje nisu nuzne za Zivot na



povrsini ili neposredno ispod povrsine stajaCih voda te gotovo potpuno odsustvo drvenastog
tkiva (Hillman i Culley 1978).
vodu. Vecina ih je vrlo osjetljiva na veliki broj zagadujucih tvari pa se koriste kao testni
organizmi za istrazivanje i procjenu Stetnih utjecaja na vodene ekosisteme (Wang 1991).

Vodene lece su osjetljive na teSke metale (npr. nikal, kadmij, Zivu, bakar, olovo i dr.),
herbicide (Wang 1991), te industrijske i komunalne otpadne tvari (Taraldsen i Norberg-King
1990). Ponekad su osjetljivije na razlicite tvari od drugih organizama pa se sve ¢eSCe koriste
kao testni organizmi (Wang 1991). Osim toga, kod vodene le¢e vrste Lemna minor tretirane
kadmijem i olovom dolazi do promjene aktivnosti nekih enzima (Mohan i Hosetti 1997) Sto se
moZe koristiti kao rani pokazatelj toksi¢nog ucinka (Van Assche i Clijsters 1990).

Poznato je da su sve vrste iz porodice Lemnaceae osjetljive i na male koliCine kadmija,
pa tako vec¢ koncentracija od 50 pg/l uzrokuje smanjeni rast vrste Lemna minor (Wang 1986).
S druge strane, neke vrste vodene le¢e mogu tolerirati i akumulirati odredenu koliCinu kadmija
(Dirilgen i Inel 1994). Nadeno je da kolicina kadmija u listiCima vrste Spirodela polyrrhiza
raste s povecanjem koncentracije kadmija u otopini tj. ta vrsta djeluje kao bioakumulator pa se

moZe Koristiti kao ,,filter”, za procis¢avanje otpadnih voda (Sajwan i Ornes 1994).

1.2.1. Lemna test

Razlog odabira vodene leCe za moje istraZivanje je, osim osjetljivosti na prisutnost
kadmija i cinka, njihova prikladnost za rad u laboratorijskim uvjetima. Lako se uzgajaju i
odrzavaju u kulturi in vitro, malih su dimenzija i brzo se razmnoZavaju. Osim toga,
jednostavne su grade i imaju vegetativni nacin razmnoZavanja kojim nastaju genetiCki
identicne biljke (klonovi). K tome valja pridodati da primaju toksikante iz medija ne samo
korijenom, vec cijelom donjom povrSinom listia. Takoder, prednost testova koji se izvode na
biljkama koje rastu u kulturi su sterilni i dobro definirani uvjeti kultivacije te neovisnost o
godiSnjem dobu, Klimi i temperaturi. Tvari Ciji se ucinak Zeli istraziti dodaju se u hranjivu
podlogu i na temelju rasta i razvoja biljaka procjenjuje se ucinak ili toksicnost istrazivanih
tvari (Lewis 1995, Wang 1986a i Wang 1990).

NajceSCe mjereni parametri u Lemna-testu su prirast broja biljaka, gdje se u odredenim

vremenskim razmacima broji svaka vidljiva biljka (Wang 1991). Lemna-testom procjenjuje



se uCinak testiranih tvari na temelju rasta i morfoloskih promjena biljaka. Znacajno je da se na
vodenoj le¢i mogu odredivati i neki drugi mjerljivi pokazatelji — npr. antioksidansi i
antioksidacijski enzimi.

Testovi se mogu izvoditi na dva nacina, kao stati¢ni ili kao protocni testovi. Staticni su
jednostavniji i ekonomicniji (Wang 1990). U svojem radu koristila sam se statiCnim testom
koji se izvodi tako da se biljke presade na hranjivu podlogu uz dodatak istrazivane otopine i
prati se odabrani pokazatelj tijekom njihovog eksponencijalnog rasta. U novije vrijeme se kao
pokazatelji stresa koriste i aktivnost i sastav izoenzima peroksidaze te sastav ukupnih proteina
(Tkalec i sur. 2003).

1.3. OKSIDACIJSKI STRES

Kao posljedica prekomjerne produkcije reaktivnih oblika kisika (engl. reactive oxygen
species - ROS) u stanicama se javlja oksidacijski stres. Opcenito, svi stresni uvjeti u odredenoj
mjeri mogu dovesti do promjene koli€ine ROS u stanici. U malim koliCinama reaktivni oblici
kisika mogu imati znaCajnu ulogu u prijenosu signala, medutim prekomjerna koli¢ina ROS
dovodi do oksidacijskih oStecenja makromolekula u stanici $to najvjerojatnije moze
uzrokovati vrlo ozbiljna oSte¢enja i na koncu smrt same biljne stanice.

Kao najznagajniji reaktivni oblici kisika su: singletni kisik (*O,), vodikov peroksid
(H20,), superoksidni radikal (O*,) i hidroksilni radikal (OH") (Kappus 1985). Proces nastanka
radikala u stanicama u stresnim uvjetima je neprekidan i ,,slucajan“. ROS se u odredenoj mjeri
javljaju kao rezultat normalne metaboliCke aktivnosti u stanici. U normalne aerobne
metaboliCke reakcije koje dovode do nastajanja ROS u stanicama ubrajaju se disni lanac u
mitohondrijima, lanac prijenosa elektrona u kloroplastima i fotorespiracija.

Stetni ucinci reaktivnih oblika kisika su prije svega o3te¢enje molekule DNA, oksidacija

lipida i oksidacija aminokiselina u poteinima.



1.3.1. Nastajanje reaktivnih oblika kisika (ROS) u stresnim uvjetima

lako se ROS formiraju tijekom normalnog stanicnog metabolizma, njihovo prekomjerno
stvaranje Cesto je povezano sa stresnim uvjetima. Poveéanu koli¢inu ROS mogu uzrokovati
sljedecCi abiotiCki stresni uvjeti: izlaganje visokim svjetlosnim intenzitetima, susa i solni stres,
izlaganje visokim i niskim temperaturama, teSkim metalima, zagadenom zraku, herbicidima,
mehanickom i fiziCkom stresu te napadu patogena.

Izlaganje visokim svjetlosnim intenzitetima jedan je od naj¢es¢ih izvora oksidacijskog
stresa u biljaka. Proizvodnja ROS inducirana jakim svjetlom osobito je izrazena kada je u
kombinaciji s dodatnim stresnim C¢imbenicima koji uzrokuju ogranicenu fiksaciju CO, (Dat i
sur. 2000). Stoga inhibicija stope fotosinteze uzrokovana suSom vodi do povecanja
proizvodnje ROS u kloroplastima. Izlaganje visokim i niskim temperaturama takoder uzrokuje
akumulaciju ROS. Mehanizmi kojima se ROS nakupljaju u takvim uvjetima su razliciti, ali
primarno mjesto proizvodnje u biljkama su kloroplasti (Dat i sur. 2000).

Stete koje uzrokuju tedki metali bakar (Cu), kadmij (Cd), cink (Zn) i Zeljezo (Fe), te
aluminij (Al), koji se ne ubraja u teSke metale, povezane su s oksidacijskim stresom. Kad su ti
metali prisutni u prevelikim koliCinama uzrokuju stvaranje ROS i lipidnu peroksidaciju (Dat i
sur. 2000). Atmosferski zagadivacCi poput ozona (O3) i sumporova dioksida (SO,) smatraju se
znaCajnim uzro¢nikom propadanja Suma jer uzrokuju kisele kiSe. Osim toga, ti plinovi ulaze
kroz pucCi u stanice lisnog mezofila i pored ostalih uCinaka (npr. zakiseljavanje apoplasta),
uzrokuju i oksidacijski stres u stanicama.

Postoji nekoliko herbicida koji proizvode ROS, ili direktnim djelovanjem na prijenos
elektrona u tilakoidnoj membrani ili inhibicijom biosintetskog puta karotenoida — skupine
pigmenata koji djeluju kao zastita fotosintetskog aparata.

U odgovor na fizicko i mehaniCko ozljedivanje biljke ukljuCeno je nekoliko

mehanizama, a jedan od njih ukljucuje akumulaciju ROS (Dat i sur. 2000).
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1.4. MEHANIZMI ZASTITE BILJAKA OD OKSIDACIJSKOG STRESA

Biljke su morale razviti uCinkovitu zastitu od djelovanja stresnih Cimbenika jer su one
sesilni organizmi i ne mogu zamijeniti staniSte kad nastupe nepovoljni uvjeti. Kao zastita od
poviSene koliCine reaktivnih oblika Kisika znaCajan je antioksidacijski sustav biljaka, a u to
ubrajamo neenzimske antioksidanse i antioksidacijske enzime. Prije same pojave vidljivih
simptoma nastupaju promjene enzimske aktivnosti.

Sanita di Toppi i Gabbrielli (1999) izloZili su hipotezu o «opcenitom adaptacijskom
sindromu» prema kojoj razliCite vrste stresa u biljaka potiCu slicne ili Cak identicne
mehanizme obrane kao $to su promjenjen metabolizam glutationa i askorbinske kiseline,
indukcija antioksidacijskin enzima i stresnih proteina, stvaranje etilena, prolina,
kompartimentalizacija 1 lignifikacija. Svi su ti nespecificni odgovori zajedniCki za stresne
Cimbenike poput prisutnosti teskih metala, povisenog saliniteta, nepovoljne temperature,

prisutnosti ozona i suse.

1.5. ANTIOKSIDACIJSKI ENZIMI

Cesta metabolicka promjena u stresnim uvjetima do koje dolazi i prije pojave vidljivih
simptoma je povecanje aktivnosti antioksidacijskih enzima. Sve je viSe dokaza da razliCiti
stresni uvjeti uzrokuju stvaranje povecane koliCine reaktivnih oblika kisika (vodikov peroksid,
superoksidni radikal, singletni kisik, hidroksilni radikal) koji mogu reagirati s proteinima
nukleinskim kiselinama i narusiti njihovu strukturu i funkciju.
kao Sto su nespecificne peroksidaze, superoksid dismutaza i katalaza te pove¢anom koli¢inom

antioksidacijskih tvari poput askorbinske kiseline, glutationa i karotenoida.

1.5.1. Katalaza

Katalaza (CAT) je tetramerni enzim koji sadrzi hem. Uspjesno katalizira dismutaciju
vodikovog peroksida u vodu i kisik, Stiteci tako stanicu od vodikovog peroksida kojeg razlaze
na vodu i kisik. Katalaza je smjeStena u peroksisomima i glikoksisomima te ima veliku

kataliticku aktivnost ali slabu supstratnu specifiCnost jer treba istovremeno vezanje dviju
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molekula vodikovog peroksida u aktivnom mjestu (Dat i sur. 2000). Djeluje kada je prisutna
velika kolicina H20..

Ekspresija gena za CAT nije samo razvojno regulirana veC je osjetljiva na razliCite
okolisne signale. Njihova aktivnost u stanici je stalna, a razina aktivnosti se moZe naglo
smanyjiti pod stresnim uvjetima koji Cesto djeluju na razini translacije. Aktivnost katalaze moze

biti inhibirana niskim temperaturama i toplotnim stresom (Dat i sur. 2000).

1.5.2. Peroksidaza

Peroksidaze su enzimi prisutni u svim Zivim organizmima ukljuCujuci gljive i
prokariote. One su monomerni glikoproteini koji imaju ulogu u kataliziranju oksidacije
pojedinih stani¢nih tvari (npr. fenolnih spojeva, askorbinske kiseline, glutationa i dr.) koristeci
vodikov peroksid ili organski hidroperoksid kao supstrat (Gaspar i sur. 1991).

Postoji veliki broj izoenzima peroksidaze koji obavljaju razliCite biokemijske funkcije
ovisno o njihovom rasporedu u razliCitim stani¢nim odjeljcima i o supstratnoj specificnosti
(Pandolfini i Gabbrielli 1993). Bitno je naglasiti da u usporedbi s katalazom peroksidaze imaju
puno veci afinitet za vodikov peroksid i nalaze se u svim stani¢nim odjeljcima.

Dvije su grupe peroksidaza s obzirom na fizioloSku ulogu i supstratnu specificnost
(Asada 1992): u prvu grupu ubrajamo nespecificne peroksidaze koje koriste vodikov peroksid
za razliCite oksidacijske reakcije Cija je karakteristika slaba supstratna specificnost. UkljuCene
su u procese diferencijacije stanica, biosinteze lignina, suberina i etilena, razgradnju auksina,
zarastanje rana te obranu od patogena zbog svojih baktericidnih i fungicidnih svojstava
(Gaspar i sur. 1991). Ovdje se ubrajaju gvajakol- (GPOX) i pirogalol-peroksidaze (POX) gdje
gvajakol, odnosno pirogalol mogu posluziti kao donori elektrona u uvjetima in vitro. Drugoj
skupini pripadaju peroksidaze Cija je glavna uloga uklanjanje vodikovog peroksida i organskih
hidroperoksida te lipidnih peroksida kako ne bi doslo do nastajanja jako reaktivnih radikala
koji oksidiraju sve stanicne komponente i uzrokuju stani¢na oSte¢enja. Ovdje se ubrajaju
askorbat- (APOX) i glutation-peroksidaza (GPX). Da bi peroksidaze reducirale H,O, u vodu
potreban im je reducirajuci supstrat, a to je kod biljaka najceS¢e askorbat (Asada 1992).

Razliciti stresni uvjeti (susa, hipoksija, osmotski stres, povisena ili snizena temperatura,
onecid¢enje tla, vode ili zraka, teSki metali, zraCenje, infekcija patogenima, oksidacijski uvjeti)

uzrokuju promjenu peroksidazne aktivnosti (Repka i Fischerova 1996, Ren i sur. 1999).

12



Peroksidaze se zato primjenjuju kao nespecifiCni pokazatelji stresa na biljku prije pojave
vidljivih posljedica kao $to su npr. opadanje lis¢a, kloroza i zaostajanje u rastu (Pandolfini i
sur. 1992).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Problem oneciS¢enja okolisa zbog ljudske aktivnosti postao je dio svakodnevice. Jedan
od primjera su kisele kiSe koje nepovoljno djeluju na same biljke, ali utjeCu i na tlo. One
naime zakiseljavaju tlo i time povecavaju topljivost mineralnih tvari Sto dovodi do povecanja
koncentracije slobodnih iona metala u tlu. S druge strane Covjek sve viSe svojim djelovanjem
na prirodu, u potrazi za boljim i lak§im naCinom Zivota, oneCiSCuje okolis. Neki se
oneCisCivaci otapaju u vodi pa se Sire i u vodene ekosisteme. Njihovo toksi¢no djelovanje
ostvaruje se putem pitke vode, ali i putem biljaka koje ih uzimaju iz medija na kojem rastu te
na taj naCin ukljucuju u hranidbeni lanac. Stoga su povisene koncentracije teSkih metala veliki
ekoloski problem ne samo za biljke kod kojih djeluju fitotoksi¢no nego i za cijeli drugi Zivi
svijet, zivotinje i ljude.

Cilj istrazivanja bio je istraziti toksicno djelovanje teSkih metala kadmija i cinka
odnosno procijeniti u kojoj mjeri oni mogu Stetno djelovati kada su u hranjivoj podlozi
prisutni zasebno i u kombinaciji. Kadmij, metal koji se u okoli§ otpusta prvenstveno
rudarenjem i metalurgijskim procesima, jedna je od glavnih tvari odgovornih za oneCiscenje
vode (da Costa i de Franca 1998). Suprotno od njega, cink je esencijalni element za rast i
razvoj biljaka (Shier 1994 i Welch 1995), ali ako je prisutan u previsokoj koncentraciji moze
biti toksican. U prvom dijelu rada sam istrazila uCinak kadmija i cinka — zasebno i u
kombinaciji, na rast vodene lece.

Dosadasnja istrazivanja djelovanja teSkih metala su dokazala da oni mogu uzrokovati
oksidacijski stres u biljkama. Stoga sam u nastavku istrazivanja mjerila i aktivnost
antioksidacijskih enzima, katalaze (CAT), askorbat-peroksidaze (APOX) i pirogalol-
peroksidaze (POX) u ekstraktima biljaka koje su rasle na podlogama s dodatkom kadmija (10
M) i cinka (100 uM i 200 uM). Aktivnost tih enzima pratila sam tijekom dva tjedna izlaganja
kadmiju i cinku.

Kao modelni organizam za svoje istraZivanje izabrala sam vodenu lecu (Lemna minor
L.) prvenstveno zbog njezine visoke osjetljivosti na teSke metale i lakog uzgoja u

kontroliranim laboratorijskim uvjetima.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. UZGOJ VODENE LECE (Lemna minor L.) U UVJETIMA in vitro

Vodena leca se vec niz godina uzgaja u klima-komori u uvjetima in vitro. Sakupljena je
u BotaniCkom vrtu Prirodoslovno—matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Prilikom
uvodenja u kulturu in vitro 1995. godine biljke su sterilizirane etanolom i zivinim kloridom

postupkom po Krajn¢icu i Devidéu (1980).
3.1.1. Priprema hranidbene podloge

Biljke su uzgajane na modificiranoj Pirson—Seidelovoj (P-S) hranidbenoj podlozi (Pirson
i Seidel 1950). Sastav prikazuje Tablica 2.

Tablica 2. Sastav modificirane P-S hranidbene podloge (Pirson i Seidel 1950)

Makroelementi mgdm 3 mmol dm™
KNO3 400 3,95
KH,PO4 200 1,47
MgSOy4 x 7H,0 300 1,21
CaCl;, x 2H,0 804 5,46
Mikroelementi mg dm mmol dm™
MnCl, x 4H,0 0,3 0,0015
H3BOs 0,5 0,0081
Na,— EDTA x 2H,0 18,6 0,049
zeljezni citrat 5,0 0,02
Organski dodaci gdm? mmol dm™
Saharoza 10,0 29,2
Asparagin 0,1 0,66
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pH vrijednost hranidbene podloge podeSavana je na 4,55 dodatkom otopine kalijevog
hidroksida (KOH) koncentracije 0,1 mol/dm?®.

Za odrzZavanje kulture rabljene su Erlenmeyerove tikvice volumena 300 mL napunjene
sa 100-150 mL hranidbene podloge, zaCepljene vatom i aluminijskom folijom, te sterilizirane
autoklaviranjem pri temperaturi od 124 °C i tlaku od 0,15 MPa u trajanju od 20 minuta. Nakon
autoklaviranja tikvice ostavljene preko noCi u sterilnoj komori da bi poprimile sobnu

temperaturu.

3.1.2. Odrzavanje vodene leCe u kulturi in vitro

Biljke su presadivane u laminaru (komori s horizontalnim strujanjem zraka za rad u
sterilnim uvjetima). Neposredno prije inokulacije kolonija vodene lece sterilizirala sam
metalni pribor uranjajuci ga u 70%-tnu alkoholnu otopinu i spaljuju¢i ga nad plamenikom.
Pojedinacne zdrave kolonije s 2-3 biljke uzimala sam iz izvoriSne kulture i nasadivala u
Erlenmeyerove tikvice od 300 mL koje su sadrzavale 150 mL tekuce hranidbene P-S podloge.

Nakon presadivanja biljke su prenesene u klima—komoru, gdje se vodena leCa
razmnozavala, iskljuCivo vegetativno, i rasla u uvjetima dugog dana (16 sati osvjetljenja i 8
sati tame), na temperaturi 24 + 1 °C uz umjetnu rasvjetu bijelih fluorescentnih svjetiljki
(90 uEm™s™).

3.2. IZVODBENJE POKUSA

3.2.1. Istrazivane otopine

Istrazivala sam uCinak ukupno pet otopina kadmija i cinka te njihove kombinacije. Svaki
uzorak i kontrolu pripremila sam u 8 replika. Kontrola je bila hranidbena podloga napravljena
po Pirsonu i Seidelu (Pirson i Seidel 1950). Prvi uzorak je u hranidbenoj podlozi sadrZzavao
kadmijev klorid ukupne koncentracije kadmija 10 uM, drugi uzorak je sadrzavao cinkov sulfat
u koncentraciji 100 pM, treéi uzorak sadrZzavao je takoder cinkov sulfat, ali u vi3oj
koncentraciji - 200 uM, Cetvrti uzorak bio je kombinacija kadmija i cinka (10 uM kadmija i
100 uM cinka), a peti uzorak takoder kombinacija kadmija i cinka, ali cink je bio prisutan u

visoj koncentraciji (200 puM).
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3.2.2. Postavljanje pokusa

Istrazivanje djelovanja kadmija i cinka te njihove kombinacije provedeno je tako da je
svaki uzorak pripremljen u 8 replika. U svaku tikvicu (volumena 100 ml koja je sadrzavala 60
ml sterilizirane hranjive podloge u koju je prije autoklaviranja dodana istraZzivana tvar —
kadmij i/ili cink) inokulirana je jedna zdrava kolonija s 2-3 biljke. Nakon presadivanja biljke
su prenesene u klima — komoru, gdje je tokom 15 dana pracen rast i razvoj vodene lece. Pratila
sam i biljezila izgled biljke i broj biljaka.

Za mjerenje aktivnosti enzima (katalaze, askorbat-peroksidaze i pirogalol- peroksidaze)
vodena leca je uzgajanja na podlogama uz dodatak istraZzivane tvari u tikvicama volumena 300
ml. Mjerenja su provodena 3., 6. i 12. dana. Aktivnost enzima sam odredivala

spektrofotometrijskim mjerenjem.

3.2.3. Odredivanje prirasta broja biljaka

Prirast broja biljaka odredivan je brojanjem biljaka svaki drugi dan u trajanju od 15
dana. Prilikom postavljanja pokusa zabiljezila sam pocCetni broj biljaka u pojedinoj tikvici
(prvi dan pokusa), a zatim sam pratila rast i razmnoZzavanje vodene lece 3., 5., 8., 10., 12. i
15.-ti dan pri Cemu sam biljezila broj biljaka u svakoj tikvici iz svih Sest uzoraka (ukupno 48
tikvica). Dobiveni podaci uvrsteni su u formulu (Ensley i sur. 1994) za relativan prirast broja

listiCa vodene leCe koja glasi:

broj listiéa nn — ti dan — brej listiéa 1. dan
fjaka = - — o -
broj listiga 1.aan

e B}

Prirast broja bi
4

n=3,6,8, 10,13, 15
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3.2.4. Odredivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima
3.2.4.1. Priprema ekstrakata biljnog tkiva

Za odredivanje aktivnosti katalaze, te askorbat- i pirogalol-peroksidaze priredila sam
ekstrakte na sljedeci nacin:

Po 150 mg liofiliziranog tkiva homogenirala sam u hladnom tarioniku u 1,5 ml
ohladenog 100 mM Kkalij-fosfatnog pufera pH = 7 koji je sadrzavao 1 mM EDTA i 2 mM
askorbata. Prije poCetka homogeniranja u tarionik sam dodala na vrh spatule malo netopivog
polivinilpolipirolidona (PVP). Homogenat sam centrifugirala pri temperaturi od 4 °C,
20 minuta pri 30 000 g. Dobiveni ekstrakt prelila sam u Ciste ependorf epruvete te koristila za
spektrofotometrijsko mjerenje aktivnosti antioksidacijskih enzima. Koristila sam UV/VIS

spektrofotometar Specord, Analytik Jena, Njemacka.
3.2.4.2. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Za mjerenje aktivnosti CAT koristila sam reakcijsku smjesu koja sadrzi 50 mM Kkalij-
fosfatnog pufera pH = 7 i 10 mM H,0,. Pipetirala sam 950 pl pufera (reakcijske otopine) u
Kivetu od kvarcnog stakla i dodala 50 ul ekstrakta i mjerila pad apsorbancije pri valnoj duljini
od 240 nm uslijed degradacije vodikovog peroksida svakih 10 sekundi tijekom 10 sekundi.
Aktivnost CAT izraCunala sam prema formuli i izrazila u pmol razgradenog vodikovog

peroksida po minuti po gramu suhe tvari (Aebi 1984):

CAT = AAsv.x6 xVrs. x F.R [umol/min gsu.t]

V. xex|xm

DA, - srednja vrijednost promjene apsorbancije u 10 s

6 - faktor s kojim se mnozi AAs,. da bi se rezultat izrazio u minuti
V.. - volumen reakcijske smjese (1 ml)

F.R. - faktor razrjedenja uzorka (1)

V. - volumen uzorka

€00 - 40 MMt cm?
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m - masa suhe tvari (gsyt)
3.2.4.3. Odredivanje aktivnosti askorbat-peroksidaze (APOX)

Za mjerenje aktivnosti APOX koristila sam reakcijsku smjesu koja je sadrzavala 50 mM
kalij-fosfatnog pufera, pH = 7, 0,1 mM EDTA i 0,1 mM askorbata. VVodikov peroksid (10 pl
14%-tne otopine H,0;) i 10 pl askorbata dodala sam u reakcijsku smjesu neposredno prije
mjerenja. Na 800 pl ove otopine odnosno pufera dodala sam 180 ul ekstrakta i svake sekunde
tijekom 15 sekundi mjerila pad apsorbancije pri valnoj duljini od 290 nm koji nastaje uslijed
oksidacije askorbata. Aktivnost APOX izraCunala sam prema formuli i izrazila kao pmol
oksidiranog askorbata po minuti po gramu suhe tvari (Nakano i Asada 1981):

APOX = AAsv. x 60 x Vis.x F.R. [UmOI/mln gsu_t,]
Vi xexlxm

DA, - srednja vrijednost promjene apsorbancijeu 1 s

60 - faktor s kojim se mnozi AAs,. da bi se rezultat izrazio u minuti
V.. - volumen reakcijske smjese (1 ml)

F.R. - faktor razrjedenja uzorka (1)

Vyz. - volumen uzorka

€200 - 2,8 MM™* cm™

m - masa suhe tvari (gsu)
3.2.4.4. Odredivanje aktivnosti pirogalol-peroksidaze (POX)

Za mjerenje aktivnosti POX koristila sam reakcijsku smjesu koja je sadrzavala 50 mL 50
mM kalij-fosfatnog pufera, pH = 7, 1 126 mg pirogalola. U 950 ul tako priredene reakcijske
smjese u plasticnoj kiveti dodala sam 50 pl ekstrakta i 5,5 pl 30%-tne otopine H,O,. Mjerila
sam povecanje apsorbancije pri valnoj duljini 430 nm, koje nastaje zbog stvaranja
purpurogalina, svakih 10 sekundi tijekom 2,5 minute. Aktivnost POX izraCunala sam prema
sljedecoj formuli i izrazila kao pmol purpurogalina po minuti po gramu suhe tvari (Knorzer i
sur. 1996):
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POX — AAsv.x6 xVrs.x F.R [umol/min gsu.]
Vi xe x| xm

DA, - srednja vrijednost promjene apsorbancije u 10 s

6 - faktor s kojim se mnozi AA .. da bi se rezultat izrazio u minuti
V.. - volumen reakcijske smjese (1 ml)

F.R. - faktor razrjedenja uzorka

Vyz. - volumen uzorka

€430 - 25 mM™* cm™

| - duljina optiCkog puta (1 cm)

m - masa suhe tvari (gsut)

3.3. OBRADA REZULTATA

Rezultate prirasta broja listi¢a i enzimskih mjerenja sam prikazala kao srednju vrijednost
od najmanje osam replika = standardna pogreSka. Dobivene podatke sam medusobno
usporedila pomocu testa “Duncan’s New Multiple Range Test” (DNMRT) (Duncan 1955)
koristeCi raCunalni program Statistika 7.1 (StatSoft Inc., SAD). Pri tumacenju rezultata

statistiCke obrade znaCajnom sam smatrala razliku na razini P < 0.05.
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4. REZULTATI

4.1. MAKROSKOPSKI I1IZGLED VODENE LECE NA HRANJIVOJ PODLOZI S
DODATKOM KADMIJA | CINKA

Na temelju makroskopskih pokazatelja vidljivo je da je kadmij vrlo toksiCan metal za
vodenu lecu. Dok je u kontrolnom uzorku biljka prvi puta pocela pokazivati znakove Zucenja
tek 8. dana i to samo u jednoj tikvici od 8 replika, biljke na podlozi s kadmijem u koncentraciji
10 uM pocele su Zutjeti veC 6. dana i ta je pojava bila vidljiva u svih 8 tikvica (replika) te se
do kraja 15. dana broj poZutjelih biljaka znatno povecao (slika 1 a, b). Zucenje listi¢a pojavilo
se prvo na rubu listi¢a i ono se postupno Sirilo prema sredini dok cijeli listi¢i nisu poZutjeli.

Nadalje, biljke koje su rasle na podlozi s dodatkom kadmija bile su uoCljivo manje
veliCine u odnosu na kontrolu, te su kolonije najceS¢e sadrzavale samo dvije biljke.

U ostalim uzorcima koji su sadrzavali cink u koncentraciji 100 puM i 200 pM, zatim oba
metala (kadmij i cink) u koncentracijama 100 uM cinka i 10 pM kadmija te 200 uM cinka i
10 uM kadmija, prvo Zucenje biljaka primijetila sam 8. dana s malim razlikama u broju Zutih
biljaka. Pokazalo se da je uzorak sa cinkom prisutnim u koncentraciji 100 uM (slika 1 ¢) i
uzorak koji je sadrzavao kadmij sa cinkom koncentracije 200 uM (slika 1 f) imao manji
ucinak na biljke (primijecene su samo tri Zute biljke u tri replike) u usporedbi sa cinkom u
koncentraciji 200 uM (slika 1 d) i kombinacijom kadmija i cinka koncentracije 100 uM (slika
1 e) u kojima su pozutjele biljke primijeCene u veCem broju tikvica (replika).

Od 10. dana svi tretmani su prouzrokovali Zucenje biljaka u svim replikama. Ta pojava
nije bila uoCena jedino u kontrolnim kulturama gdje su biljke bile na optimalnoj hranjivoj
podlozi bez dodatka istrazivanih tvari. Blago Zucenje biljaka primijeceno je u samo dvije

replike i do kraja 15. dana su se biljke gotovo u cijelosti odrzale bez pojave kloroze.
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Slika 2. Kultura vodene lece, Lemna minor L., a) kontrolne biljke, b) uzorak Cd 10 uM, c) uzorak Zn
100 pM, d) uzorak Zn 200 uM, e) uzorak Cd 10 pM i Zn 100 pM, f) uzorak Cd 10 pM i
Zn 200 pM.
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4.2. RELATIVAN PRIRAST BROJA BILJAKA

Prilikom prvog promatranja eksperimenta (3.dan) nije bilo statistiCi znaCajnih rezultata
stoga podaci nisu prikazani graficki. Medutim, od Sestog dana su bile vidljive izrazite
promjene prirasta vodene lece, te razlike u rastu i razvoju izmedu uzoraka tretiranih kadmijem
i cinkom te netretiranog uzorka, tj. kontrole (K). Kadmija (10 uM) je u odnosu na kontrolni
uzorak progresivno smanjivao rast vodene lece. Isto tako, u tretmanu koji je sadrzavao kadmij
s dodatkom 100 uM ili 200 uM cinka, kadmij je djelovao nepovoljno po biljku, ali prirast je
ipak bio veCi u usporedbi s tretmanom koji je sadrzavao samo kadmij. Uzorci koji su bili
tretirani samo sa cinkom (100 uM i 200 uM) smanjivali su prirast u odnosu na kontrolu, ali to
smanjenje nije bilo toliko izrazeno kao ono uzrokovano kadmijem. Redoslijed prirasta na

pojedinim hranjivim podlogama bio je ovakav:

K>2Zn 100 pM > Zn 200 uM > Cd-Zn 100 pM > Cd-Zn 200 uM > Cd 10 pM.

BK ®Cd OZn100uM OZn200uM BCd-Zn100uM  BCd-Zn200uM
B0
a
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a ]
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E 30 —|
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6.dan 8.dan 10.dan 13.dan 15.dan

Slika 3. Prirast broja biljaka vodene lece L. minor (6. dana, 8. dana, 10. dana, 13. dana i 15. dana)
uzgajanih na kontrolnoj hranjivoj podlozi i na podlogama s dodatkom kadmija i cinka
(kontrola (K), Cd 10 pM, Zn 100 pM, Zn 200 pM, Cd 10 uM + Zn 100 pM, i Cd 10 uM + Zn
200 pM). Oznake na stupcima pokazuju standardnu pogresku. Vrijednosti prikazane
stupcima oznacenim s razliCitim slovima se statistiCki znacajno razlikuju (P < 0.05).
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4.3. AKTIVNOST ANTIOKSIDACIJSKIH ENZIMA

4.3.1. Aktivnost katalaze

Rezultati mjerene aktivnosti katalaze u biljnim ekstraktima koji su uzeti 3. dana pokusa
pokazali su da je aktivnost tog enzima bila najvisa u uzorku tretiranom s 10 uM kadmijem.
Nakon duljeg vremenskog perioda izlaganja biljke tom metalu (slika 2) katalaza je i nadalje
pokazivala visoku aktivnost, ali se ona u nastavku pokusa nije vise mijenjala. Treceg dana
pokusa izmedu uzoraka koji sadrze cink u koncentraciji 100 puM i cink 200 pM, nije
primijeCena statistiCki znaCajna razlika u aktivnosti katalaze, kao niti izmedu uzoraka
tretiranih s kadmijem i cinkom (100 puM) i kadmijem i cinkom (200 uM).

Sestog dana pokusa katalaza je pokazala statisticki znacajan porast aktivnosti u
tretmanu s 200 uM cinkom u odnosu na tretman sa 100 uM cinkom. UnatoC tome, znacajne
razlike u prirastu (slika 2) izmedu tih dvaju tretmana Sestog dana pokusa nije bilo. Isto tako,
dok je aktivnost katalaze u tretmanu sa cinkom 100 uM s vremenom padala i na kraju 12. dana
poprimila najniZzu vrijednost u odnosu na ostale tretmane, tretman sa cinkom 200 uM je 6.
dana doveo do porasta aktivnosti, a 12. dana je aktivnost znaCajno pala. Istu pravilnost
promjene aktivnosti kroz dulji vremenski period su pokazali uzorci s kombinacijom kadmija i
cinka (100 uM) i kadmija i cinka (200 pM) samo $to su vec na pocCetku, 3. dana pokusa, imali
visu vrijednost aktivnosti katalaze u odnosu na tretmane koji su sadrzavali samo cink (100 i
200 puM) te u odnosu na kontrolu. Kontrola je 3. dana imala najnizu aktivnost katalaze u
usporedbi sa svih pet tretmana. U nastavku pokusa vrijednost aktivnosti katalaze kontrolnog

uzorka je postepeno rasla.
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Slika 4. Aktivnost katalaze u ekstraktima vodene lece 3, 6, 12. dana (K — kontrola; Cd —uzorak
s 10 uM Cd; Zn 100 — uzorak sa 100 UM Zn; Zn 200 — uzorak s 200 uM Zn; Cd-Zn
100 — uzorak s 10 uM Cd i 100 uM Zn; Cd-Zn 200 — uzorak s 10 pM Cd i 100 puM
Zn). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost od 8 replika + standardna pogreska.
Vrijednosti prikazane stupcima oznaCenim razli¢itim slovima se statistiCki znacajno
razlikuju (P < 0.05).
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4.3.2. Aktivnost askorbat-peroksidaze

Odredivanjem aktivnosti askorbat-peroksidaze u ekstraktima vodene lece uzete 3. dana
pokusa utvrdeno je da je kontrola imala najvisu aktivnost, medutim u drugom dijelu pokusa (6.
i 12. dana pokusa) vrijednost je padala. NajniZzu aktivnost izmjerila sam u uzorku tretiranom
kadmijem i cinkom (100 uM) gdje je aktivnost tijekom trajanja pokusa dosta varirala - Sestog
je dana malo porasla, a zatim se opet smanjila. Treeg dana nije bilo statisticki znacajne
razlike u aktivnosti askorbat-peroksidaze izmedu tretmana kadmijem 10 pM i cinkom (100
M) kao niti izmedu tretmana cinkom 200 uM i kombinacijom kadmija i cinka (100 pM).

Biljke koje su rasle na podlozi koja je sadrzavala kadmij imale su najmanji prirast
(slika 2) medutim mjerena aktivnost askorbat-peroksidaze 3. dana je bila nesto niza u odnosu
na kontrolni uzorak. Duzim vremenskim periodom djelovanja kadmija na biljku aktivnost
enzima je zadrZzavala konstantno visoku aktivnost do kraja 12. dana. Slijedeci uzorak vodene
lece tretirane cinkom 100 uM koji je inaCe odmah poslije kontrole imao najveci prirast biljaka
(slika 2) pokazivao je niZzu aktivnost askorbat-peroskidaze u odnosu na kontrolu i u usporedbi
s njom postepeni pad aktivnosti do kraja 12. dana. Taj tretman je 6. i 12. dana u usporedbi sa
svim tretmanima imao statistiCki znaCajnu najnizu aktivnost enzima. Isto tako, uzorak biljaka
tretiranih sa cinkom 200 UM koji je u odnosu na tretman cinka 100 uM i kontrolni uzorak bio
slabijeg prirasta (slika 2), imao je 3. dana jo$ niZu aktivnost enzima u usporedbi s biljkama
tretiranim sa 100 uM cinkom. U drugom dijelu pokusa (6. i 12. dana) aktivnost se jos malo
smanjila.

Preostali uzorci - tretirani kadmijem i cinkom 100 uM te kadmijem i cinkom 200 uM
na pocCetku pokusa su imali relativno nisku aktivnosti askorbat-peroksidaze. U nastavku
pokusa je aktivnost enzima u tretmanu kadmij-cink 100 uM prvo 6. dan. porasla a onda 12.
dan opala, dok je tretman kadmijem i cinkom 200 uM pokazao obrnuti redoslijed aktivnosti

enzima.
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Slika 5. Aktivnost askorbat-peroksidaze u ekstraktima vodene le¢e 3, 6, 12. dana (K —
kontrola; Cd —uzorak s 10 uM Cd; Zn 100 — uzorak sa 100 uM Zn; Zn 200 — uzorak s
200 uM Zn; Cd-Zn 100 — uzorak s 10 uM Cd i 100 uM Zn; Cd-Zn 200 — uzorak s 10
MM Cd i 100 uM Zn). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost od 8 replika +
standardna pogreska. Vrijednosti prikazane stupcima oznacenim razli¢itim slovima se
statisticki znaCajno razlikuju (P < 0.05).
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4.3.3. Aktivnost pirogalol-peroksidaze

Odredivanjem aktivnosti pirogalol-peroksidaze u ekstraktima biljaka uzetima 3. dana
pokusa, statistiCki znacCajnu najvisu aktivnost enzima u odnosu na kontrolu pokazivao je
tretman kadmija s dodatkom cinka (200 uM) koji je do kraja 12. dana zadrzao konstantno
visoku vrijednost. Malo niZu aktivnost imali su enzimi u uzorku tretiranom s kadmijem 10
HM. Taj je uzorak inaCe bio s najmanjim prirastom biljaka (slika 2). Medutim, vrijednost
aktivnosti enzima se nije znacajnije mijenjala do kraja 12. dana. U tretmanu vodene lece na
podlozi koja je sadrzavala 100 uM cinka Ciji je prirast inaCe bio najvisi odmah iza kontrolnog
uzorka, 3. dana je izmjerena najniZa aktivnost pirogalol-peroksidaze. Aktivnost se 6. dana
izjednacila s ostalim tretmanima, a do kraja 12. dana vratila se na svoju poCetnu aktivnost.

Aktivnost pirogalol-peroksidaze 6. dana nije pokazivala nikakve statistiCki znaCajnije
razlike izmedu tretmana, medutim do kraja 12. dana najniZu aktivnost pokazivala je kontrola.
Biljke tretirane sa cinkom 200 pM imale su blagi porast u aktivnosti enzima kroz duZi
vremenski period (6. i 12. dana pokusa). Isto vrijedi i za tretman kadmij-cink 100 puM, koji je

imao znatno manji prirast biljaka u odnosu na Cisti cink, ali je zato aktivnost enzima bila veca.
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Slika 6. Aktivnost pirogalol peroksidaze u ekstraktima vodene le¢e 3, 6, 12. dana (K —
kontrola; Cd —uzorak s 10 uM Cd; Zn 100 — uzorak s 100 pM Zn; Zn 200 — uzorak s
200 uM Zn; Cd-Zn 100 — uzorak s 10 uM Cd i 100 uM Zn; Cd-Zn 200 — uzorak s 10
MM Cd i 100 uM Zn). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost od 8 replika £
standardna pogreska. Vrijednosti prikazane stupcima oznacenim razli¢itim slovima se
statisticki znaCajno razlikuju (P < 0.05).
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5. RASPRAVA

5.1. UCINAK KADMIJA | CINKA NA I1IZGLED | PRIRAST VODENE LECE

Vodena leca je plutajuca slatkovodna biljka koja prima vodu i hranjive tvari cijelom
svojom donjom povrsinom pa je zbog toga osjetljiva na promjene osmotske vrijednosti (Frick
I Golt 1995) kao i na prisutnost tvari koje na njezin metabolizam djeluju Stetno i toksicno.
Teski metali su u odredenoj koliCini stalno prisutni u vodenoj okolini u koju dospijevaju ili
prirodnim putem ili djelovanjem Covjeka. Neki od teSkih metala su u malim koli¢inama (u
»tragovima®) biljkama potrebni za normalan rast i razvoj pa ih nazivamo esencijalni
mikroelementi. Medutim, u velikim koliCinama mogu izazvati razne toksicne ucinke (Dietz i
sur. 1999, Pohlmeier 1999). Rezultate istrazivanja toksi¢nosti metala u biljkama objavili su
mnogi autori (Bollard i sur. 1966, Brown i sur. 1975, Foy i sur. 1978 i Gerloff 1963). U radu
sam istrazivala uCinak cinka koji je esencijalni element za rast i razvoj biljaka te kadmija koji
biljkama nije potreban za metabolizam i za njih je Stetan. Pri tom sam cink i kadmij dodavala
u hranjivu podlogu zasebno i u kombinaciji.

ProuCavajuci rast vodene leCe tijekom 15 dana na hranjivim podlogama koje su
sadrzavale kadmij u koncentraciji 10 uM, cink u koncentracijama 100 uM i 200 uM te
kombinaciju kadmija i cinka, primijetila sam vrlo znacajne fizioloSke i morfoloSke promjene
biljaka.

Hranjiva podloga u koju je dodan kadmij u koncentraciji 10 uM najnepovoljnije je
utjecala na rast i razvoj biljaka. Prvi vidljivi simptomi toksi¢nog djelovanja kadmija bili su
poticanje starenja listia vodene leCe Sto sam zakljucila na temelju pojave kloroze (slika 2 b).
Kloroza je nastupila Sestog dana od pocCetka pokusa, pri ¢emu je doSlo do promjene boje
biljaka koje su pocele vidljivo Zutjeti, a broj Zutih listi¢a se iz dana u dan sve viSe povecavao.
U istrazivanjima drugih autora (Fodor 2002) spominje se da je u kopnenih biljaka prisutnost
kadmija uzrok snazne inhibicije prijenosa Zeljeza iz korijena u izdanak, a posljedica je
kloroza. Pretpostavljam da na isti naCin kadmij moZe djelovati na vodenu lecu, iako je zbog
grade same biljke prisutan prijenos hranjivih tvari na manje udaljenosti. Kadmij koji ude u

stanicu djeluje na metabolizam na dva naCina: mozZe se vezati na specificne grupe proteina i
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lipida pri Cemu naruSava njihovu normalnu strukturu i funkciju. To se odrazava na
metabolizam stanice, naroCito ako su ti proteini po svojoj ulozi enzimi. Kadmij takoder moze
uzrokovati povecanje koliCine reaktivnih oblika kisika i uzrokovati oksidacijski stres.
Mehanizam kojim se taj uCinak ostvaruje je inhibicija djelovanja antioksidacijskog sustava
(Cseh 2002). Oba opisana ucinka mogu doprinijeti pojavi kloroze — prvi mehanizam umanjuje
aktivnost enzima ukljucenih u biosintezu klorofila, a drugi uzrokuje oksidaciju same molekule
Klorofila. Prema rezultatima istraZzivanja ucinka kadmija na vodenu kugu Elodea canadensis
poznato je da kadmij utjeCe na morfoloski izgled mladih listi¢a tako da inhibira diobu stanica i
na taj nacCin smanjuje stopu razmnozavanja. U istom je istrazivanju utvrdeno da je kadmij
sprijeCio diobu i rast kloroplasta, oStetio organele i tilakoidni sustav i smanjio fotosintetsku
aktivnost (Dalla Vecchia i sur. 2005).

Smanjenje koliCine klorofila u tkivu dovodi do pada stope fotosinteze, a time i do
smanjenja rasta biljke. Kadmij je od 6. dana do kraja pokusa (15. dana) uzrokovao znacajnu
inhibiciju rasta biljaka u odnosu na kontrolu (slika 3). Naime, poznato je da kadmij smanjuje
proliferaciju stanica (Rosas i sur. 1984, cit. Das i sur. 1997). Kao moguci mehanizam takvog
djelovanja spominje se ucinak kadmija na naruSavanje strukture i funkcije mikrotubula u
stanicama, Sto je dokazano istrazivanjima na stanicama korijena kukuruza (Enu i sur. 2000,
cit. Fodor 2002). Kadmij takoder reducira rast stanicne stijenke (Poschenrieder i sur. 1989).
Naime, stresni Cimbenici, ukljuCujuci prisutnost teSkih metala, povecCavaju aktivnost
peroksidaze u podrucju stanicne stijenke i u kopnenih biljaka stimuliraju lignifikaciju. Isto
tako, povecava se koliCina glikoproteina - strukturnih proteina stanicne stijenke koji takoder
doprinose ¢vrstoCi staniCne stijenke i uzrokuju smanjenje stope rasta stanice (Czeh 2002).
Buduci da su rezultati pokazali da se vecina kolonija sastoji od samo dvije biljke dosla sam do
zakljucka da je kadmij svojom toksicnoSCu jako smanjivao razmnoZavanje biljaka te
prouzrokovao raspadanje kolonija. Taj je ucCinak djelovanja teSkih metala na vodenu lecu
opisao Szabados (Szabados 1983, cit. Fodor 2002). Osim toga, listi¢i na hranjivoj podlozi s
kadmijem su bili znaCajno manje veliCine u odnosu na kontrolu.

U uzorcima vodene leCe tretiranima s razliCitim koncentracijama cinka (100 pM i
200uM) primijetila sam da je do Zucenja biljaka doslo 8. dana i to u manje od polovice od

ukupnog broja tikvica (replika) u tretmanu. Takav rezultat dokazuje da je cink u usporedbi s
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kadmijem povoljnije djelovao na razvoj vodene leCe. On je prije svega esencijalni element koji
sudjeluje u rastu biljke, medutim u visokim koncentracijama moze biti toksiCan (Shier 1994 i
Welch 1995). Naime, glavni u€inak previsoke koncentracije cinka je inhibicija rasta (Collins i
sur. 1981). Van Assche (1973) je objavio da visoka koncentracija cinka inhibira metabolicke
aktivnosti.

U odnosu na kontrolni uzorak, biljke koje su rasle na podlozi s dodatkom cinka (100 uM
i 200 uM) pokazivale su niZzu stopu rasta, ali rast je ipak bio znaCajno visi u odnosu na
tretmane kadmijem. Usporedujuci biljke tretirane 100 uM cinkom i 200 uM cinkom razlike u
rastu su unutar dva tjedna pokusa bile vrlo male, bez statistiCke znaCajnosti. Pri tom je cink u
koncentraciji 100 uM povoljnije djelovao na razvoj biljke. U tom tretmanu prvu pojavu
kloroze uocila sam kasnije u odnosu na tretman s 200 UM cinka gdje je bilo viSe Zutih biljaka.
Naime, u dosadasnjim istrazivanjima dokazano je da se unutarstani¢na koncentracija cinka u
biljkama sporo smanjuje, tj. ostaje konstantna tijekom duljeg razdoblja nakon premjestanja
biljaka na hranjivu podlogu bez cinka pa proces oporavka biljke traje dugo (Drost i sur. 2007).

Zadnja dva uzorka tretirana kadmijem (10 uM) uz dodatak 100 uM cinka, odnosno
200 uM cinka pokazala su malo veci rast biljke u odnosu na uzorak tretiran samo s kadmijem,
bez dodatka cinka. Medutim, biljke su bile slabijeg rasta u odnosu na uzorke tretirane samo sa
cinkom, te u usporedbi s kontrolnim uzorkom (slika 3). Zuéenje biljaka pocelo se javljati od 8.
dana i svakim danom se pojacavalo. Biljke su bile srednje veliCine te se moglo primijetiti kako
je brzina starenja odnosno pojava kloroze na hranjivoj podlozi s dodatkom kadmija i 200 uM
cinka bila manje izrazena u odnosu na biljke tretirane kadmijem i 100 uM cinkom (slika 2 e i
f). Takav rezultat ukazuje na mogucénost da je viSa koncentracija cinka (200 pM) umanjila
ucinak kadmija na biljke.

Prema rezultatima drugih autora, u istovremenom tretmanu kadmijem i cinkom dolazi
do snazne kompeticiju izmedu cinka i kadmija, tj. njihovog antagonistiCkog djelovanja
(Powell 2000, Zago i sur. 2001). Ulazak kadmija u biljku je pri tom manji nego u tretmanima
samo s kadmijem, a umjesto kadmija ulazi odredena koli€ina cinka. Buduci da su kadmij i
cink metali 1l grupe periodnog sustava elemenata, kadmij moze vrlo lako zamijeniti cink u
procesima ovisnim o cinku (Siedlecka 1995) i naruSavat ih. Kadmij se moZe vezati na SH-

skupine membranskih proteina stvarajuc¢i na taj naCin disulfidne veze koje naruSavaju
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strukturu proteinskih kanalica u membranama i prouzrokuju ,,curenje i gubitak iona te
naruSavanje normalnog ulaska esencijalnih elemenata (Prasad 1995a) u stanicu preko
membrane. Medutim, cink, osobito kada je prisutan u povisenoj koncentraciji, ima sposobnost
zamijeniti kadmij u njegovom vezanju za membranske proteine ili aktivna mjesta enzima, te
na taj naCin ublaziti njegovo djelovanje (Chvapil 1973). Stoga cink moze svojim
ublazavajuc¢im djelovanjem na kadmijevu toksi¢nost umanjiti inhibiciju sinteze fotosintetskih
pigmenata i odrzati njihovu normalnu razinu. Prema tome, cink utjeCe ne samo na normalni
razvoj kloroplasta ve¢ odrzava i aktivnost fotosintetskog sustava. | na pokusima s vodenim
biljkama je dokazano da cink, kontrolirajuci razinu ulaska kadmija u organizam (Aravind i
sur. 2003), moze zamjenjivati toksic¢ni metal kadmij i ublaziti na taj naCin njegovo djelovanje
na tilakoidne membrane i fotosintetski aparat koji se u njima nalazi. U dosadasSnjim
istrazivanjima djelovanja kadmija u kombinaciji s razliCitim koncentracijama cinka (10, 50,
100 i 200 pM) na biljku Ceratophyllum demersum eksperimentalni podaci su pokazali da je
cink najviSe smanjivao akumulaciju kadmija kada je bio prisutan u najvisoj koncentraciji - 200
UM (Aravind i Prasad 2005).

Podaci dobiveni kao rezultat ovog dijela pokusa upucuju na to da je u uzorcima biljaka
tretiranih kadmijem i cinkom utvrden blazi u€inak kadmija u usporedbi s tretmanom kadmijem
bez dodatka cinka. Zato su uzorci tretirani kombinacijom cinka i kadmija bili boljeg rasta i
duZeg Zivotnog vijeka u odnosu na uzorak tretiran samo s kadmijem. Tretman cinkom odgodio
je pocCetak starenja (Zucenja) listova, a oblik i veliCina biljke nije se znaCajno promijenila
(slika 2 ).

5.2. DJELOVANJE KADMIJA | CINKA NA AKTIVNOST ANTIOKSIDACIJSKIH
ENZIMA

Oksidacijski stres prouzrokovan stvaranjem ROS kao Sto su superoksidni radikali,
singletni kisik, vodikov peroksid i hidroksilni radikali, uzrokuje oStecenja tkiva nakon
izlaganja biljaka razliCitim stresnim uvjetima (Salin 1987, Foyer i sur. 1994, Clijsters i sur.
1999, Sanita di Toppi i Gabbrielli 1999). Ovi kisikovi oblici su visoko reaktivni i oStecuju

lipidni dvosloj membrane, proteine, pigmente i nukleinske kiseline uzrokujuci redukciju rasta i
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produktivnosti, a mogu dovesti do smrti biljke (Foyer i sur. 1994). Biljke su razvile razne
zaStitne mehanizme kako bi uklonile ili smanjile oSteéenja uzrokovana ROS. Jedan od
zastitnih mehanizama je aktivnost antioksidacijskih enzima. Enzimi katalaza (CAT) i
peroksidaze (APOX i POX), koji su istrazivani u ovom radu, dio su antioksidacijskog sustava
biljke i sudjeluju u uklanjanju vodikovog peroksida (Tanaka i sur. 1982).

U pokusu u kojem je odredivana aktivnost enzima katalaze mjerenja su provedena 3., 6.
i 12. dana. Prilikom prvog mjerenja nakon samo tri dana rasta biljaka aktivnost enzima
katalaze bila je iznimno visoka u uzorku vodene lece tretirane 10 uM kadmijem. Nadalje, kroz
dulji vremenski period (6. dana i 12. dana pokusa) aktivnost katalaze je zadrzavala konstantno
visoku vrijednost, odnosno nije se promijenila od treeg dana pokusa. Naime, dosadasnja
istraZzivanja pokazala su da nakon kratkotrajnog tretmana (24 h) vodene lece kadmijem dolazi
do smanjenja aktivnosti katalaze (Somashekaraian i sur. 1992, Stroinski 1999) u usporedbi s
kontrolom ili da nema znacajne razlike (Razinger i sur. 2008). U radu Razingera i sur. (2008)
kadmij (10 uM) nakon 24 sata tretmana nije uzrokovao znaCajnu promjenu aktivnosti katalaze
i askorbat-peroksidaze. Treba naglasiti da je djelovanje kratkotrajnih tretmana istrazivano na
podlozi bez organskih dodataka dok sam ja u svojem radu koristila hranjivu podlogu koja je
sadrzavala saharozu i asparagin. Stoga se, osim duljinom tretmana, razlike u aktivnosti
katalaze dobivena u istrazivanjima drugih autora i mojem pokusu mogu objasniti koristenjem
razlicitih hranjivih podloga.

U istom laboratoriju u kojem sam izradila svoj rad nedavno je provedeno istraZzivanje
djelovanja kadmija i cinka koristenjem hranjive podloge po Steinbergu (ISO, 2001) koja nema
organskih dodataka. Ta su istrazivanja pokazala da kadmij koncentracije 10 uM u prvom
tjednu pokusa nije uzrokovao statistiCki znacajnu promjenu aktivnosti katalaze i askorbat-
peroksidaze. ZnaCajno poviSenje aktivnosti enzima uocCeno je tek sedmog dana pokusa
(neobjavljeni rezultati). Stoga mogu pretpostaviti da dugotrajno tretiranje biljaka kadmijem
moze odredenim mehanizmom naruSavati homeostazu u stanici i time indirektno izazvati
oksidacijski stres koji zatim prouzroCi aktivaciju antioksidacijskog sustava. JaCina aktivacije
antioksidacijskog sustava ovisna je o duljini izlaganja kadmiju i o sastavu hranjive podloge.
Tkalec i sur. (2008) su dokazali da je vodena le¢a na Pirson-Seidelovoj podlozi nakon 12 dana
tretiranja kadmijem (10 pM) pokazala visoku aktivnost enzima CAT, APOX i POX.
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Stoga visoka aktivnost katalaze koju sam izmjerila u vodenoj le¢i najvjerojatnije ukazuje
da je kadmij odredenim mehanizmima uzrokovao oksidacijski stres. Naime, poznato je da
kadmij ne producira ROS direktno, tj. ne sudjeluje u pretvorbi relativno stabilnih molekula
Kisika u snazne radikale, ve¢ indirektnim djelovanjem na enzime antioksidacijskog sustava
utjeCe na nastanak ROS tako Sto zamjenjuje esencijalni metal koji je u ulozi kofaktora tih
enzima (Briat 2002).

Aktivnost enzima katalaze u kontrolnom uzorku bila je najniza 3. dana pokusa, a do
kraja 12. dana jedino je kontrola pokazivala kontinuirani porast aktivnosti dok su tretmani sa
cinkom (100 uM i 200 puM) imali oko 50% viSu aktivnost katalaze u odnosu na kontrolu 3.
dana pokusa ali znacajno nizu u odnosu na tretman kadmijem. Aktivnost enzima u uzorcima
tretiranim cinkom najviSe se smanjila. Nakon dodatka kadmija i cinka u kombinaciji u
hranjivu podlogu biljke su reagirale viSom aktivnoScu antioksidacijskih enzima u odnosu na
tretmane samo sa cinkom (100 i 200 pM). Medutim, aktivnost je bila niza u usporedbi s
biljkama tretiranim samo s kadmijem. Cink, kao §to sam ve¢ spomenula, je element koji je
nuzan za normalan rast i metabolizam biljaka. Ima vaznu ulogu u aktivaciji enzima i ukljucen
je u biosintezu nekih enzima (Cakmak 2000). 1z ovog pokusa vidljivo je da cink ima znacajni
ucinak na sprjecCavanje toksicnog djelovanja kadmija. 1z tog su razloga uzorci biljaka tretiranih
kombinacijom kadmija i cinka imali viSu aktivnost katalaze u usporedbi s biljkama tretiranim
samo s cinkom (100 uM i 200 pM) te kontrolnom podlogom, ali ipak niZzu od uzoraka
tretiranih samo kadmijem. Ovi rezultati pokazuju da je u podlogu koja je zadrZavala kadmij
dodatak cinka djelovao na biljku tako da je ona reagirala manjim oksidacijskim stresom nego
pri tretmanu samo s kadmijem (Aravind i Prasad 2003).

Dosadasnja istrazivanja molekularnih mehanizama djelovanja kadmijevih iona na biljnu
stanicu jos nisu dala potpun odgovor. U ranijim istrazivanjima utvrdeno je da stanice biljaka, u
ovom slucaju stanice duhana u kulturi tkiva in vitro, mogu povecati produkciju H,O, nakon
djelovanja dvovalentnih kationa, odnosno kadmija (Pisqueras i sur 1999). Pretpostavlja se da
kadmij potiCe aktivnosti NADPH-oksidaze na stanicnoj membrani i na taj naCin dovede do
stvaranja superoksidnog radikala (O';) koji se zatim uklanjaju uz SOD stvaraju¢i H,0,, a
njega razgraduje katalaza (Kawano i sur. 2001, Keller i sur. 1998, Torres i sur. 1998). Cink

ima ulogu i u regulaciji proizvodnje ROS te odrZzavanju homeostaze u stanicama (Powell
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2000) pa se zastitno djelovanje cinka temelji na inhibiciji aktivnosti membranske NADPH
oksidaze (Cakmak i sur. 1988). Porast aktivnosti antioksidacijskih enzima djeluje na
ucinkovitije uklanjanje ROS.

Poznato je da razliCiti stresni Cimbenici (npr. hladnoca, hipoksija, infekcija, ionski
status, mehaniCko oStecenje, oneCiScenje, teSki metali, zraCenje, solni stres i susa) utjecu na
peroksidaznu aktivnost. Buduci da je dokazano da je CAT u vodenoj le¢i Lemna minor manje
osjetljivija na oksidacijski stres izazvan okoliSnim Cimbenicima u usporedbi s APOX
(Henriques i sur. 2004), primijetila sam da je prilikom prvog mjerenja aktivnosti askorbat-
peroksidaza pokazala puno viSu aktivnost i u kontrolnom uzorku i u uzorku sa cinkom
(100 pm i 200 pM).

Askorbat-peroksidaza je tre¢eg dana pokusa pokazivala povecanu aktivnost uz prisutnost
kadmija Sto ukazuje na njezinu veliku ulogu u detoksifikaciji vodikovog peroksida (Weckx i
Clijsters 1996). Bitno je naglasiti da u usporedbi s katalazom peroksidaze imaju puno veci
afinitet za vodikov peroksid i nalaze se u svim stani¢nim odjeljcima. Druga istrazivanja su isto
pokazala porast peroksidaze djelovanjem kadmija.

Odredivanjem aktivnosti enzima askorbat-peroksidaze vidljivo je da je 3. dana aktivnost
enzima bila najvisa u kontrolnom uzorku, a do kraja 12. dana je padala. Tretman kadmijem
(10 uM) uzrokovao je vrlo visoku aktivnost enzima 3. dana i do kraja 12. dana zadrzao je
takvu aktivnost. U uzorcima tretiranim razlicitim koncentracijama cinka bila je uoCena blaga
inhibicija aktivnosti. Dosadasnja istrazivanja potvrduju da cink ima znacajni ucinak na
djelovanje peroksidaza (Cuypers i sur. 1999) jer potiCe cjelokupnu oksidaciju askorbata i
glutationa smanjujuci pri tome aktivnost, odnosno sadrZaj askorbat-peroksidaze. Uzorci
tretirani kadmijem uz dodatak cinka su pokazivali vrlo nestabilne vrijednosti aktivnosti
enzima i jedini imali naznake porasta aktivnosti, ali u razliCitim vremenima od pocetka
pokusa.

| pirogalol-peroskidaza pokazuje znacajniju aktivnost u odnosu na katalazu 3. dana
pokusa Sto ukazuje na to da peroksidaze imaju ucCinkovitije zastitno djelovanje u obrani od
posljedica djelovanja kadmija. Najizrazitiju aktivnost enzima pokazuju biljke tretirane
kadmijem i 200 uM cinkom. U tom je tretmanu aktivnost bila konstantna tokom 12 dana.

Poznato je da pirogalol-peroksidaza ima u kopnenih biljaka mogucu ulogu u lignifikaciji, tj.
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sintezi lignina kojim stvara Cvrstu barijeru i umanjuje Stetno djelovanje teSkih metala
(Hegedus i sur. 2001) i nekih drugih Stetnih uCinaka. Cink ima ogranieno djelovanje na
metabolizam stanica korijena. i to je mozda razlog zaSto je aktivnost enzima u uzorku
tretiranom cinkom (100 uM) pokazivala najnizu vrijednost u pocetnom mjerenju. Nekoliko
istrazivanja opisuje djelovanje POX u uvjetima oksidacijskog stresa uzrokovanog metalima
(Mosquot i sur. 1996, Garcia i sur. 1999, Prasad i sur. 1999). U tim je istrazivanjima
ustanovljeno da je pirogalol-peroksidaza u odnosu na druge enzime slabije osjetljiva na utjecaj
kadmija. U mojem istraZivanju je aktivnost enzima 6. dana ostala konstantna tj. u svim
uzorcima je bila priblizno jednaka i povisena. Scheiber i sur. (1999) su protumacili djelovanje
lignifikacije u endodermi korijena kopnenih biljaka pretpostavkom da je to obrambeni
odgovor koji sprjeCava ulazak kadmija u stabljike zadrzavaju¢i ga izvan centralnog cilindra
korijena. Na kraju pokusa (12. dana) smanjile su se samo aktivnosti enzima u kontrolnim
biljkama i biljkama tretiranim cinkom koncentracije 100 M Sto bi moglo znaciti da je u ta
dva uzorka nastala najmanja koliCina vodikovog peroksida pa nije bila potrebna daljna
aktivacija enzima. Poticanje aktivnosti pirogalol peroksidaze je opCi odgovor biljke na stres i

nije specifiCan za metale.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata istrazivanja djelovanja metala kadmija i cinka na vodenu lecu
(Lemna minor) prisutnih u hranjivoj podlozi zasebno i u kombinaciji mogu se izvesti slijede€i
zakljucci:

1. Kadmij prisutan u hranjivoj podlozi u koncentraciji 10 uM uzrokovao je pojavu
kloroze ve¢ Sestoga dana pokusa. Aktivnost katalaze u odnosu na druge uzorke bila je
izrazito povisena vec treceg dana i zadrzala je visoku vrijednost do kraja pokusa (15.
dana).

2. Cink prisutan u hranjivoj podlozi u koncentracijama 100 uM i 200 uM uzrokovao je
Zucenje biljaka 8. dana s neznatnim razlikama u prirastu. Medutim, aktivnosti enzima
su se dugotrajnim tretiranjem biljke cinkom najvise smanyjile.

3. U uzorcima koji su sadrzavali kombinaciju kadmija (10 pM) i cinka (100 puM i 200
uM) Zuéenje biljaka poCelo se javljati 8. dana te je do kraja pokusa uzorak s visom
koncentracijom cinka pokazivao sporiji nastanak kloroze jer cink dodan u hranjivu
podlogu ublazava u€inak kadmija, Sto je vidljivo na temelju rasta i aktivnosti katalaze.
Aktivnost enzima askorbat-peroksidaze je bila povisena u odredenim tretmanima tek
Sestog dana pokusa, a aktivnost pirogalol-peroksidaze nije se znacajno mijenjala.

4. Rezultati su pokazali da kadmij uzrokuje oksidacijski stres u biljci Sto dovodi do
aktivacije antioksidacijskih enzima, prvenstveno katalaze. Cink, te kombinacija
kadmija i cinka u hranjivoj podlozi takoder uzrokuju oksidacijski stres, ali u manjoj
mjeri od kadmija.
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