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Increased soil salinity is one of the abiotic stresses that adversely affect plant growth.
Chinese cabbage (Brassica rapa ssp. pekinensis) is a crop characterized as moderately
sensitive to salinity stress. More salt-tolerant species contain higher concentrations of
phenolic acids than the more sensitive ones. This work aimed to examine the effect of
phenolic acid treatment on the salt tolerance of Chinese cabbage seedlings. Seedlings were
grown for 48 h on media of different composition, including NaCl as a stressor (100 mmol
dm™) and salicylic or sinapic acid (1-50 pmol dm™). The root growth bioassay and biomass
measurement demonstrated a significant inhibitory effect of salt on seedlings. The
concentration of proline as a stress marker and specialized metabolites in samples were
measured spectrophotometrically. The analysis of phenolic acids was done by HPLC method.
The results indicate a positive effect of salicylic acid treatment on Chinese cabbage seedlings
in salt stress.
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§1. Uvod 1

§1. UVOD

Globalne klimatske promjene glavni su uzrocnici stresa za biljke poput povecanog saliniteta
tla, suSe, ekstremnih temperatura i sl. Takve vrste stresa nepovoljno djeluju na rast i razvitak
poljoprivrednoj proizvodnji (preko 50%) uzrokovani nepovoljnim okoliSnim prilikama ili
¢imbenicima abiotskog stresa (suSa, povecani salinitet, ekstremne temperature) Cime je
ugrozena dostupnost i zdravstvena ispravnost hrane diljem svijeta. Preko 6% ukupne kopnene
povrsine Zemlje ,,pati” od povecanog saliniteta, 64% od suse, 13% od poplava i oko 57% od
ekstremnih temperature a buduce projekcije su joS nepovoljnije, posebno u sus$nim i
polusugnim mediteranskim podru¢jima.’ Stoga je posljednjih desetak godina sve veéa potreba
za istrazivanjem utjecaja nepovoljnih klimatskih uvjeta na rast i razvoj biljaka. U ovom radu
istrazivanja su usmjerena na ucinak solnog stresa na rast klijanaca kineskog kupusa (Brassica
rapa ssp. pekinensis). Solni stres kombinacija je osmotskog stresa soli tj. gubitka vode u
stanicama 1 toksi¢nog djelovanja soli $to nepovoljno utjeCe na fizioloSke 1 biokemijske
procese te rezultira smanjenjem rasta i razvoja biljke. Dugoro¢no ova vrste stresa moze
uzrokovati i smrt biljke. Sustavna istraZivanja mehanizama tolerancije na povecani salinitet
kod biljaka od presudne su vaZnosti za uspjesan uzgoj biljaka i prehrambenu proizvodnju.> U
poljoprivredne kulture ¢iji prinosi mogu biti ugrozeni nepovoljnim klimatskim uvjetima
ubrajaju se i kupusnjace (Brassicaceae).

Kupusnjace rastu uglavnom na polususnim i su$nim podru¢jima te su izravno
pogodene povecanim salinitetom tla i suSama. Ta biljna porodica broji mnogobrojne
komercijalno vazne vrste (razne vrste kupusa, kelj, brokulu, cvjetacu itd.) koje se uzgajaju u
prehrambene svrhe diljem svijeta. Cesto se smatraju funkcionalnom hranom jer sadrze
spojeve tzv. specijalizirane metabolite koji imaju pozitivne u€inke na ljudsko zdravlje kao §to
je protuupalno, antioksidativno i antikancerogeno djelovanije.?

Specijalizirani metaboliti, posebno polifenolni spojevi djeluju kao odgovori biljke na
abiotski stres izazvan okoliSnim uvjetima. Njihova uloga je povezana sa zaStitom biljke od
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, eng. Reactive Oxygen Species) koji se gomilaju u biljci pod
utjecajem abiotskog stresa. Istrazivanja na kupusnjatama pokazuju da vrste otpornije na solni

stres (bijeli kupus i raStika) sadrze vece koli¢ine fenolnih kiselina (posebno kavene,
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sinapinske i ferulinske kiseline) u odnosu na umjereno osjetljivije vrste (kineski kupus).*
Nadalje, uslijed solnog stresa tolerantnije vrste odrzavaju ili povecavaju koncentracije
fenolnih kiselina dok je u osjetljivih vrsta uo&eno njihovo smanjenje (npr. salicilne kiseline).”

Fenolne kiseline su vrsta polifenola s poznatim antioksidacijskim u¢inkom. U biljkama
se najceS¢e nalaze konjugirane sa Secerima, organskim kiselinama ili tvore slozenije
komplekse kao $to su tanini i lignini.° Prethodna istraZivanja pokazala su pozitivne udinke
primjene nekih fenolnih kiselina na biljke izloZene solnom stresu. Povecana tolerancija
pSenice na solni stres dokazana je tretmanima sinapinskom, ferulinskom, p-kumarinskom i
kavenom kiselinom.” U nedavno objavljenom radu dokazano je da salicilna kiselina ima veliki
potencijal u agronomiji u svrhu pobolj$anja tolerancije biljaka na solni stres.® Bitno je
napomenuti da utjecaj salicilne kiseline ovisi o koncentraciji, na¢inu primjene, vrsti biljke i
fazi rasta biljke. Unato¢ velikom napretku u genetici, molekularnoj biologiji i biotehnologiji u
posljednjih desetak godina, joS su uvijek mnogi mehanizmi tolerancije na solni stres

nepoznati i nedefinirani.”

1.1. Ciljisvrharada

U ovom diplomskom radu bit ¢e istrazeni egzogeni ucinci fenolnih kiselina (sinapinske i
salicilne kiseline) na klijance kineskog kupusa s ciljem poboljSanja tolerancije na solni stres.
Koristit ¢e se razliCite koncentracije fenolnih kiselina kako bi se odredila optimalna
koncentracija koja ima potencijalno zastitni ucCinak na klijance tretirane povecanim
koncentracijama soli. Klijanci ¢e biti uzgajani in vitro uz dodatak soli, natrijevog klorida, kao
stresora, a dio ¢e biti tretiran odabranim fenolnim kiselinama. Bit ¢e izmjereni ucinci tretmana
na rast korijena i biomasu. Spektrofotometrijskim metodama ¢e biti izmjeren prolin (marker
stresa), grupe polifenolnih spojeva (ukupni polifenoli, ukupne fenolne kiseline i ukupni
flavonoidi) te antioksidacijska aktivnost u klijancima uslijed tretmana. Detaljnije ¢e biti
pracene koncentracije sinapinske, salicilne i ferulinske kiseline metodom HPLC na tretiranim

uzorcima.
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§2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Abiotski stres

Stres kod biljaka je stanje u kojem biljka raste u nepovoljnim uvjetima, a posljedice stresa
dovode do smanjenog rasta i razvoja biljke. U svojem prirodnom stanistu, biljke su veéinu
vremena izlozene razli¢itim ¢imbenicima stresa koji se mogu podijeliti u dvije velike skupine:
biotski i abiotski stres. Abiotski stres ukljucuje razlicite okolisne ¢imbenike kao §to su visoki
intenzitet svjetla, nedostatak vode kao i iznenadne poplave, poviSeni salinitet tla, nepovoljne
(preniske ili previsoke) temperature za odredeni dio godine i sl. Biotski stres uzrokuju
patogeni (virusi, bakterije, gljivice itd.) koji uzrokuju razli¢ita oboljenja.’

Povecani salinitet tla je jedan od gorucih problema koji se pojavljuju uslijed klimatskih
promjena. NajviSe se primjecuje na podrucju Mediterana i na ostalim geografskih podruc¢jima
uz obale mora. Preko 7% ukupne zemlje i oko 20% navodnjavanih zemljiSta je pogodeno
povecanim salinitetom. S obzirom na to da se globalne klimatske promjene ne smanjuju,
naprotiv one su iz dana u dan sve vidljivije, oCekuje se da ¢e postotak povecanog saliniteta tla
do kompleksnog stanja koji rezultira dehidratacijom biljke (osmotski stres) i toksi¢nim
efektom uslijed nakupljanja soli u biljnom tkivu. Sol s vanjske strane korijena otezava ulazak
vode u stanice te isuSuje biljno tkivo. Toksi¢nost se javlja kada je akumulacija soli unutar
biljke iznad odredene granice tolerancije.? Kemijski signali se alju dalje od korijena prema
ostalim dijelovima biljke gdje potom zapocinju razni molekulski i biokemijski procesi koji u
konac¢nici daju morfoloske odgovore biljke na okoliSne uvjete. Stres utjee na promjene u
rastu i razvoju biljaka zbog kumulativnog ucinka na fizioloske 1 biokemijske procese kao Sto
su prekomjerna proizvodnja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS), homeostaza iona, ravnoteza
vode u biljci, nakupljanje osmolita, metabolizam antioksidansa, fotosintetski kapacitet biljke
itd.?

Proces fotosinteze koji je kljuan za asimilaciju ugljika i rast biljaka moze biti
znacajno naruSen solnim stresom ovisno o vrsti biljke 1 njenoj prirodnoj toleranciji,
vremenskom trajanju stresa i koncentraciji soli. Niske koncentracije soli najcesce izazivaju

prilagodbu fotosintetskog sustava, dakle nemaju znatnijeg utjecaja kod vecine biljaka na
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promjene u fotosintetskoj efikasnosti. Za razliku od niskih, visoke koncentracije soli
uglavnom izazivaju smanjenje fotosintetske uéinkovitosti jer dolazi do inhibicije prijenosa
elektrona.* Sve navedene promjene djeluju nepovoljno na biljku $to dovodi do velikih
ekonomskih gubitaka u poljoprivrednoj i prehrambenoj proizvodnji. Sustavno istrazivanje
solnog stresa, mehanizama tolerancije biljaka kao i selekciju i uzgoj otpornijih vrsta su od
velike vaZnosti za uspje$nu poljoprivrednu i prehrambenu proizvodnju u buduénosti.®
Reaktivne kisikove vrste (ROS) su toksié¢ni nusprodukti aerobnog metabolizma. To je
skupina veoma reaktivnih molekula koje ukljuuju reaktivne kisikove vrste (ROS),
superokside (03°), hidroksile (HO®), peroksile (ROQO®), vodikov peroksid (H,0), slobodni
kisik (O-), dusikove okside (NO®), peroksinitrate (ONOO?®) i hipokloride (HOCI).?* ROS
posjeduju jaku sposobnost oksidacije uzrokujué¢i oSteCenja membrana, nepovratnu

metaboli¢nu disfunkciju i u konanici smrt stanica.'!

Iz stanica se uklanjaju pomocu
antioksidansa i antioksidacijskih enzima koji sudjeluju u neutralizaciji reaktivnih kisikovih
vrsta.'?

Antioksidansi se nacelno mogu podijeliti na enzimske i neenzimske antioksidanse.
Enzimski antioksidacijski sustav podrazumijeva superoksid-dismutazu, askorbat-peroksidazu,
katalazu i dr. Jedan od predstavnika neenzimskih antioksidansa su i fenolne kiseline.
Opcenito, antioksidativno djelovanje fenolnih kiselina raste s pove¢anjem broja hidroksilnih
grupa, iako fenolne kiseline koje imaju na poziciji 3- i 5- metoksilne grupe imaju smanjenu
aktivnost. Hidroksicimetne kiseline pokazuju jacu aktivnost u usporedbi s hidroksibenzojevim

kiselinama jer posjeduju CH=CH-COOH grupu koja lakSe donira H atome nego —-COOH

skupina prisutna u hidroksibenzojevim kiselinama.*®

2.2. Kupusnjace

Kupusnjace su Siroko rasprostranjene biljne vrste koje pripadaju porodici Brasiccaceae, a
obuhvacaju mnoge ekonomski vazne kulture koje se uzgajaju u poljoprivredi i koriste u
prehrani ljudi i zivotinja. Poznate komercijalne poljoprivredne kulture pripadaju rodu
Brassica kao §to su razne vrsta kupusa, kelj, brokula, cvjetaca, rastika i dr. Oko 70 milijuna
tona kupusa se godi$nje proizvede u svijetu od ¢ega se 90% od ukupnog svjetskog kupusa
proizvodi u Europi i Aziji."* Kupusnjate su nutritivno vrlo vrijedno povrée jer obiluju
vitaminima, vlaknima, mineralima.® Pored toga kupusnjade obiluju specijaliziranim

metabolitima ili fitokemikalijama kao Sto su polifenoli, glukozinolati, karotenoidi za koje je
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dokazano da imaju pozitivni uc¢inak na ljudsko zdravlje, zbog protuupalnog, antioksidativnog,
1 antikancerogenog djelovanja. Zbog toga se kupusnjae Cesto smatraju funkcionalnom
hranom, a &esto se zbog marketinskih razloga nazivaju i ,,superhrana*.!®178

Proizvodnja kupusa kao i ostalih kultura uvelike ovisi o okoliSnim uvjetima.
Komercijalni uzgoj kupusnjaca najviSe je zastupljen na Mediteranu u polususnim i susnim
podru¢jima gdje je redovito i povecan salinitet tla. Nevjerojatha morfoloSka raznolikost
kupusnjaca, njihova ubrzana fenotipska evolucija i status ,,superhrane” doveli su do potrebe
za prodirivanjem znanja i novim istraZivanjima u tom podru&ju.”® Najkoristeniji model u
istrazivanju odgovora biljke na abiotski stres u rodu Brassica je kineski kupus (Brassica rapa
ssp. pekinensis) jer su dostupne informacije 0 genomu koje uvelike olakSavaju genetska i
molekularno-bioloSka istrazivanja. Nedavna istraZzivanja su pokazala da su biljni hormoni

izuzetno vazni u odgovoru biljaka na stres.***

U usporednoj analizi triju vrsta kupusnjaca:
bijeli kupus (B. oleracea var.capitata), rastika (B. oleracea var. acephala) i kineski kupus (B.

rapa ssp. pekinensis) dokazano je da je raStika najtolerantnija na solni stres, zatim bijeli

2.3. Specijalizirani metaboliti

Rast i razvoj biljke, kao i njezin opstanak te komunikacija s okolinom regulirani su velikim
brojem molekula sintetiziranih u biljci, poznatih pod nazivom biljni metaboliti. Biljni
metaboliti dijele se u dvije skupine: na primarne i sekundarne metabolite. Primarni metaboliti
omogucuju osnovne funkcije u biljci 1 prisutni su u svim biljkama. To su Seceri, masne
kiseline, aminokiseline i nukleinske Kkiseline. Sekundarni biljni metaboliti su spojevi
sintetizirani u biljkama koji sudjeluju u interakciji biljke s okolinom, a produkt su
sekundarnog metabolizma. Dugo se smatralo da oni nisu neophodni za rast i razvoj biljaka, no
novija istrazivanja sve vise potvrduju njihovu esencijalnu ulogu u razvoju biljaka, a posebno u
prilagodbi i prezivljavanju u nepovoljnim uvjetima. Oni su odgovorni za atraktivne boje
cvjetova i plodova, sudjeluju u obrani biljaka od patogena i herbivora, sudjeluju u odgovoru
biljaka na nepovoljne okoliSne uvjete itd. Stoga se naziv sekundarni metaboliti koji je
tradicionalno uvrijeZzen sve viSe zamjenjuje terminom specijalizirani metaboliti koji je
prihvaéen i u ovom radu. Biosintetski putevi i detekcija specijaliziranih metabolita nije u
potpunosti istrazena jer su pojedine koli¢ine tih metabolita u biljci ispod granica detekcije

postoje¢ih modernih instrumenata. Odredeni specijalizirani biljni metaboliti su osim
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specijaliziranih uloga u biljnom rastu i razvitku, odgovorni i za blagotvoran i pozitivan u¢inak
biljaka na zdravlje ljudi stoga ih se naziva i fitokemikalijama. Do danas je otkriveno preko
100 000 takvih spojeva, ali ta se brojka svakodnevno povecava. Mogu se podijeliti u tri velike
skupine: fenole, terpene te spojeve s duSikom (alkaloide, glukozinolate i cijanohidrate). U
tablici 1 prikazana je podjela specijaliziranih metabolita.

Polifenoli se pojavljuju u svim biljkama i imaju ulogu u biosintezi lignina, a poznati
su i kao jaki antioksidansi koji sudjeluju u obrani biljaka od stresa. Alkaloidi, koji imaju puno
specificnije uloge, sintetiziraju se u specifiénim uvjetima i samo u pojedinim vrstama ili
kultivarima.®® Mijesto sinteze nije ujedno i mjesto nakupljanja specijaliziranih metabolita u
biljci. Hidrofilni spojevi naj¢es$¢e se pohranjuju u vakuolama dok su lipofilni spojevi pretezno
prisutni u smolnim kanalima, uljnim stanicama, trihomama te kutikuli.?* lako detaljni procesi
biosinteze specijaliziranih metabolita u biljkama jo$ uvijek nisu razjasnjeni, poznato je da
biosinteza veline metabolita proizlazi iz putova Sikiminske kiseline, acetil-koenzima A,

mevalonske kiseline te deoksisiluloze 5-P.%

Tablica 1. Podjela specijaliziranih biljnih metabolita na skupine i podskupine.?

polifenoli
spojevi sa sumporom terpeni alkaloidi
flavanoidi neflavanoidi
flavonoli fenolne kiseline glukozinolati monoterpeni benzilizokvinolini
flavoni hidroksicinamati izotiocijanati diterpeni tropan alkaloidi
flavan-3-oli stilibeni seskviterpeni nikotin
antocijani triterpeni terpenoid indol alkaloidi
flavanoni karotenoidi purinski alkaloidi
izoflavoni pirolizidinski alkaloidi

kvinolizidinski alkaloidi
steroidal glikoalkaloidi
konini

betalaini
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2.3.1. Polifenoli

Polifenoli ¢ine najvecu skupini specijaliziranih metabolita. Sastoje se od jednog ili vise
aromatskih prstena koji posjeduju jednu ili vise hidroksilnih skupina.?® Zbog svoje velike
raznolikosti, mogu se podijeliti na razli¢ite nacine; prema strukturi, na temelju broja
ugljikovih atoma u molekuli, biosintetskom putu, bioloskoj aktivnosti i sl. U prirodi se
najcesce pojavljuju u obliku konjugata sa Secerima ili organskim kiselinama. Polifenoli Stite
biljku od ultraljubicastog zracenja i djeluju kao signalne molekule u interakciji biljke s
okolinom. Generalno se mogu podijeliti u dvije skupine: flavonoide i neflavonoide.??
Podvrste flavonoida: flavoni, flavanoli, izoflavoni, antocijanidini, flavanoni i flavan-3-oli su
prikazani na slici 1. Najveca koncentracija flavonoida nalazi se u listovima biljaka i kori voca.

Glavni predstavnici neflavonoida su fenolne kiseline, hidroksicinamati i stilibeni.

o, L

Flavonoli \ / lzoflavoni
3

BN
rd ¢ N
¢ Q‘J@ @ﬁf@

Antocijanidini

OH

Flavan-3-oli
O L

Flavanani

Slika 1. Predstavnici flavonoida.??
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2.3.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline (fenolkarboksilne kiseline) su vrsta fenola koje sadrze fenolni prsten i barem
jednu karboksilnu kiselinu. Ovisno o broju ugljikovih jedinica vezanih za fenolni prsten,
fenolne kiseline se mogu podijeliti na C6-C3 (potjec¢u od hidroksicimetne kiseline), C6-C2 i
C6-C1 (potjecu od hidroksibenzojeve kiseline) spojeve. lako je kostur lanca jednak, fenolne
kiseline se medusobno razlikuju prema broju i poziciji hidroksilnih skupina koje se nalaze na

aromatskom prstenu (slika 2.).°

Hidroksibenzojeve kiseline
Ime kiseline R1 R2 R3 R4
kiselina
Vanilinska kiselna | H OCH; | OH H
Galna ldselina H OH OH OH
Protokatehinska kiselina | H OH OH H
Siringicna kiselina H OCH; | OH OCH;,
Gentisticna kiselina OH H H OH
Veratricna ldselina H OCH; | OCH; | H
Salicilna kiselina OH H H H
Hidroksicimetne kiseline
_COOH Cimetna kiselina H H H H
o o-kumarinska kiselina | OH H H H
A ) J m-kumarmnska laselina | H OH H H
i P p-kumarinska kiselna | H H OH H
_ Ferulinska kiselina H OCHs; | OH H
Ry~ N R, Sinapinska kiselina | H OCHg | OH | OCHg
E Kavena kiselina H OH OH H
2

Slika 2. Podjela hidroksibenzojevih i hidroksicimetnih kiselina prema supstituentima na

aromatskom prstenu.®

U literaturi postoji mnogo razli¢itih mehanizama biosinteze fenolnih kiselina. Premda je
struktura fenolnih Kiselina relativno jednostavna, zanimljivo je da su u njihovu biosintezu
ukljuceni razliciti biosintetski putevi. Jedan od mehanizama biosinteze fenolnih kiselina vodi

preko puta Sikimatske kiseline prikazanog na slici 3.
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eritroza 4-P + PEP
OH

Eikimatska kizelina ||
HOOC aifits”

—*  H-5—CoA
PAL§ o |
CaH __— |

oA CoA ligaza

e L8]
g .
il s 2, 2
cimetna kizelina SCoh
2. - COOH l
o
HO

'y zka kizelina : :
CLIATITL = cinamodl Co& DHH 7
C3H
™ BCod
Sy - COOH NAD*
| L=l kavena kiselina
HO CoA—5—H
OH lcom NADH
%~ COOH NEHW"
| ] ferulinska kiselina
HO L
Lo lF&H
ECo
HO = h":“",_f CO0H | bEﬂZI}ﬂ CD:'L
| | hidroksiferulinska kiselina
HO =
s lﬂm | O);lzald.,lud
OMe COOH

| = ‘H _ bmzu}_]mia kiselina
i - 5,1113_134115],;& 4 I\/:\"“'"{ CHzOH
kiselina alcilaskiodion” |

OMe o ~F
(1 biljleama) fznil metanol

Slika 3. Jedan od pretpostavljenih mehanizama biosinteze fenolnih kiselina.®

lako se u posljednjih nekoliko godina intenzivno istrazuju, detaljni koraci biosintetskih putova

nisu jo$ uvijek potpuno razjaSnjeni te se u literaturi ¢esto nailazi na oprecne rezultate. Vecina

fenolnih kiselina su derivati trans-cimetne kiseline formirane deaminacijom L-fenilalanina uz

pomo¢ L-fenilalanin amonij-liaze (PAL). Enzim PAL povezuje primarni (biosintetski put

Sikiminske kiseline) sa sekundarnim metabolizmom (fenil propanoidni biosintetski put) te ima

kljuénu ulogu u regulaciji sinteze fenolnih specijaliziranih metabolita zbog ¢ega je godinama

upravo PAL bio najvi$e istrazivani biljni enzim.? Prekursor ferulinske i sinapinske kiseline je

p-kumarinska kiselina dok se salicilna kiselina sintetizira preko benzojeve kiseline. Biotski i
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abiotski stres ili kombinacija ta dva stresa ¢esto dovode do porasta koncentracije fenolnih
kiselina u biljkama. Salicilna kiselina (SA) ima ulogu u regulaciji rasta biljke, njenom
razvoju, zrenju i odgovorima biljke na abiotske stresove i ujedno predstavlja i jedan od biljnih
hormona.? Ferulinska kiselina (FA) uzrokuje inhibiciju klijanja sjemena i rast korijena.’
Sinapinska kiselina (SiA) poveéava sposobnost uklanjana radikala iz stanica koje su pod

solnim stresom i odrzava koncentraciju elektrolita u stanici.’

2.3.3. Uloga fenolnih kiselina u odgovoru biljaka na solni stres

Neka od dosadasnjih istrazivanja upucuju na koristan ucinak egzogene primjene nekih
fenolnih kiselina na biljke koje su osjetljive na solni stres. Miura i Tada izvijestili su da
salicilna kiselina (SA) ima veliki agronomski potencijal za poboljSanje tolerancije nekih
poljoprivredno vaZnih kultura na stres.® Medutim, primjenjivost SA ovisi o koriitenoj
koncentraciji, nacinu primjene, biljnoj vrsti i fazi rasta.

SA je fenolna kiselina koja djeluje kao hormon stresa, posreduje reakcije biljaka na
biotske i abiotske stresove. Uz SA, povecana tolerancija na salinitet kod pSenice dobivena je i
nakon tretiranja sa sinapinskom, kavenom, ferulinskom i p-kumarinskom kiselinom.” Nadalje,
pretpostavlja se da su endogena ferulinska i p-kumarinska kiselina uklju¢ene u mehanizam
tolerancije na solni stres u rizi.*® Dosada$nja istraZivanja na kupusnjadama su pokazala da
tolerantnije vrste na solni stres kao S§to su raStika sadrze vece kolicine ukupnih fenolnih
kineski kupus.” Uslijed solnog stresa uo&eno je smanjenje kavene kiseline, salicilne i 4-
kumarinske kiseline u kineskom kupusu dok je koli¢ina ferulinske kiseline poveéana u
rastiki.®> Fenolne kiseline su specifi¢ne za razlicite vrste kupusnjaca, a neke mogu sudjelovati
u toleranciji na stres. Tolerantne vrste na solni stres imaju viSu razinu nekih fenolnih kiselina i

manje pate od poremecaja fenolnog metabolizma u uvjetima stresa.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Biljni materijal

U ovom radu Kkoristeno je sjeme kineskog kupusa (Brassica rapa L. ssp. pekinensis (Lour.)
Hanelt cv. Cantonner Witkrop) nabavljeno u ISP International Seed Processing GmbH,

Quedlinburg, Njemacka.

3.1.2. Kemikalije

e Standardi: prolin, kavena Kkiselina, galna kiselina, katehin, Zzeljezo(ll) sulfat-
heptahidrat,
salicilna Kiselina, sinapinska Kiselina, ferulinska kiselina, antracen-9-karboksilna
kiselina

e Otapala: etanol, metanol, etil-acetat, acetonitril, klorovodi¢na kiselina

e Ostale kemikalije: izosan, agar, natrijev klorid, ninhidrin, octena kiselina, natrijev
karbonat, Folin-Ciocalteuov reagens, natrijev nitrit, natrijev molibdat dihidrat, natrijev
hidroksid, aluminijev(l1l) klorid heksahidrat, 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazin, zeljezov(l1l)
klorid heksahidrat, mravlja kiselina

3.2. Metode

3.2.1. Priprema podloge za uzgoj i tretiranje klijanaca

KoriStene su sljedece podloge za uzgoj i tretman klijanaca kineskog kupusa:

- Podloga za uzgoj klijanaca: 1% agar u destiliranoj vodi

- Podloga za tretiranje klijanaca solnim stresom: 1% agar, 100 mmol dm™ NaCl, u destiliranoj
vodi

- Podloge za pracenje uc¢inka fenolnih kiselina na rast klijanaca: 1% agar, odabrana fenolna

kiselina u rasponu konc. 1-50 pmol dm™ u destiliranoj vodi
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- Podloge za pracenje ucinka fenolnih kiselina na klijance u solnom stresu: 1% agar, 100
mmol dm™ NaCl, odabrana fenolna kiselina u rasponu konc. 1-50 pmol dm™ u destiliranoj
vodi

Pripremljene otopine 1% agara i 1% agara uz dodatak 100 mmol dm™ NaCl
sterilizirane su autoklaviranjem pri temperaturi 120°C i tlaku 1,5 atm u trajanju od 20 minuta.
Ohladene otopine (oko 60°C) razdijeljene su u sterilne Petrijeve zdjelice (oko 20 mL otopine
po zdjelici). Za podloge koje sadrze fenolne kiseline potrebno je u ohladene sterilizirane
otopine pipetom dodati razli¢ite volumene prethodno pripremljenih standardnih otopina
fenolnih kiselina (10 mmol dm™) kako bi se dobile 1, 10 ili 50 pmol dm™ otopine koje se
takoder razdijele u sterilne Petrijeve zdjelice. Za pracenje ucinka fenolnih kiselina na rast
klijanaca koriStene su salicilna i sinapinska kiselina. Nakon Sto se agar polimerizira, podloge

se pohrane na 4 °C do upotrebe.

3.2.2. Sterilizacija i naklijavanje sjemena

Sjemenke kineskog kupusa sterilizirane su inkubiranjem u otopini 3% izosana neposredno
prije nasadivanja na podloge. Nakon inkubacije u trajanju od 10 minuta sjemenke su isprane
sterilnom mgH,0 (5 puta) te su nasadene u Petrijeve zdjelice za uzgoj klijanaca (1% agar).*
Nasadivanje sjemena je obavljeno u laminaru (Klimaoprema), komori s horizontalnim
strujanjem sterilnog zraka. Pincete koje su koriStene za polaganje sjemena na podloge
sterilizirane su uranjanjem u 96%-tni etanol i spaljivanjem na plamenu plinskog plamenika.
Zdjelice sa sjemenjem inkubirane su preko no¢i na 4 °C da bi sjemenke ravnomjerno
nabubrile. Sljede¢eg dana posudice sa sjemenom su premjestene na klijanje u vertikalni
polozaj kako bi korjenci¢i prilikom klijanja ostali na povrsini podloge, u komoru za uzgoj
biljaka pri temperaturi 22 °C, fotoperiodu dugog dana (svjetlo 16 h/tama 8 h), intenzitetu
svjetla 115 pmol m? s™, u trajanju od 24 sata.

3.2.3. Testovi inhibicije korijena i mjerenje biomase klijanaca

Sljedeceg dana klijanci (veli¢ine oko 1 cm) presadeni su u laminaru na podloge za tretiranje
solnim stresom i podloge za pracenje ucinaka fenolnih kiselina u rasponu koncentracija 1-50
pmol dm™, Jedan dio klijjanaca presaden je na podlogu za uzgoj klijanaca tj. 1% agar Sto je
posluzilo kao kontrola uz aplicirane tretmane solnog stresa i fenolnih kiselina. Klijanci su

poloZeni u jedan red u gornju polovicu Petrijeve zdjelice kako bi se mogao pratiti rast.
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Zdjelice s klijancima vracene su u komoru za uzgoj biljaka te polozene u vertikalni poloza;j s
korijenom klijanaca prema dolje. Nakon 24 i 48 sati tretmana klijanci su analizirani tj.
korjenci¢i su izmjereni i klijanci su izvagani da bi im se odredila svjeza masa. Za odredivanje
suhe mase, klijanci su premjesteni u tubice (15 mL) potom smrznuti u teku¢em dusiku i
liofilizirani u liofilizatoru (Lyovac GT2, Steris), uredaju u kojem se uzorak susi u vakuumu
sublimacijom smrznute vode ili otapala. Tako pripremljeni uzorci koriSteni su za odredivanje

razli¢itih biokemijskih parametara opisanih u sljede¢im poglavljima.

3.2.4. Spektrofotometrijska mjerenja markera stresa i specijaliziranih metabolita

U uzorcima klijanaca kineskog kupusa koriste¢i spektrofotometar (Shimadzu) izmjerena je
koncentracija prolina, koji se smatra pouzdanim markerom stresa. Odredena je i koncentracija
polifenolnih grupa specijaliziranih metabolita (ukupni fenoli, ukupne fenolne kiseline, ukupni

flavonoidi) te antioksidacijske aktivnosti uzoraka.

3.2.5. Ekstrakcije uzoraka

Za ekstrakciju uzoraka koristeno je prethodno liofilizirano biljno tkivo. Odvagana je odredena
koli¢ina prethodno usitnjenog uzorka i pohranjena u tubicu od 2 mL u koju je potom dodan 1
mL otapala (70% etanol ili 80% metanol ovisno o tome koji su spojevi mjereni) i sadrzaj je
snazno izmijeSan na vorteksu (Tehtnica) nekoliko sekundi. Nakon toga uzorci su
homogenizirani u homogenizatoru (Retsch MM 400) u trajanju od 5 minuta pri frekvenciji
30Hz. Potom su tubice s uzorcima uronjene u destiliranu vodu u sonikatoru (SilverCrest) na
20 minuta kako bi se uklonili svi plinovi iz uzorka. Nakon toga su tubice inkubirane na
rotacijskom homogenizatoru (Biosan) sat vremena na sobnoj temperaturi. Nakon
centrifugiranja (Eppendorf centrifuga 5415R) u trajanju od 10 minuta na 15 000 rpm,

supernatant je pazljivo otpipetiran u ¢iste tubice i pohranjen na -20 °C za daljnja mjerenja.

3.2.6. Odredivanje koncentracije prolina

Koncentracija prolina u biljnim ekstraktima odredena je spektrofotometrijski pri 520 nm valne
duljine pomo¢u ninhidrina.’® Potrebna je svjeZe pripremljena reakcijska otopina 1%
ninhidrina u 60% octenoj kiselini i 20% etanola. Takva otopina ¢uva se u tamnoj boci zbog
osjetljivosti na svjetlost. U tubicu od 1,5 mL otpipetiran je 1 mL reakcijske otopine i 100 pL

prethodno pripremljenog ekstrakta u 70% etanolu kao Sto je opisano u odjeljku 1.2.5. Uzorci
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su dobro promijeSani na vorteksu (Tehtnica) nekoliko sekundi. Uzorci su potom zagrijani u
termobloku (Stuart) na 95 °C u trajanju od 20 minuta. Slijepa proba je pripremljena na isti
nac¢in osim §to je umjesto ekstrakta dodano 100 pL otapala (70% etanol). Ako u tubici ima
taloga, uzorci se centrifugiraju dvije minute na 10 000 rpm. Supernatant je prebacen u kivete
za mjerenje te je mjerena apsorbancija pri valnoj duljini 2= 520 nm koriste¢i spektrofotometar
(Shimadzu). Koncentracije prolina u uzorcima izracunate su iz bazdarne krivulje konstruirane
mjerenjem apsorbancije otopina prolina poznatih koncentracija (0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 11 1,5
mmol dm™). Razrjedenja prolina napravljena su iz podetne otopine standarda prolina
koncentracije 10 mmol dm™ u 70% etanolu. Na osnovu dobivenih vrijednosti apsorbancija
konstruiran je pravac ovisnosti apsorbancije o koncentraciji iz kojeg se dobije jednadzba
pravca koja se koristi za izracun koncentracije prolina u uzorcima. Koncentracija se izrazi u

jedinici pmol dm™ mg™ suhe tvari.

3.2.7. Odredivanje koncentracije ukupnih fenolnih kiselina

Koncentracija  ukupnih  fenolnih  kiselina u  biljnim ekstraktima odredena je
spektrofotometrijski ~ koriste¢i =~ Arnow  reagens  prema  protokolu  European
Pharmacopoeia.?’ Pripremljena je svjeza otopina Arnowog reagensa (10% NaNO; i 10%
NaMoO4x2H,0 u 10 mL mgH,0). U kivetu je dodano: 500 uL mqg H,O, 100 uL ekstrakta
(za slijepu probu 80% metanol umjesto ekstrakta), 100 pL otopine HCI (0,5 mol dm™) i 100
uL otopine Arnowog reagensa. Vazno je dobro promijesati sadrzaj u kiveti pomocu pipete.
Dodano je jo$ po 100 uL otopine NaOH (1 mol dm™) i 100 pL mqgH,O, sadrzaj u kiveti je
resuspendiran pipetom i izmjerene su apsorbancije na valnoj duljini A= 490 nm. Za izradu
bazdarne krivulje koristena je standardna otopina kavene kiseline (1 mg mL™ u 80%
metanolu) za pripremu razrjedenja od 10-500 mg L. Na osnovu izmjerenih apsorbancija i
poznatih koncentracija kavene kiseline konstruiran je bazdarni pravac na osnovu kojeg su
odredene koncentracije ukupnih fenolnih kiselina u uzorcima i izrazene kao ekvivalent

miligrama kavene kiseline po gramu suhe tvari (mg CAE g™).

3.2.8. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Za odredivanje koncentracije ukupnih fenola u biljnim ekstraktima koristena je metoda koja
se temelji na reakciji Folin-Ciocalteuova (FC) reagensa (kompleks

fosfomolibdene/fosfovolframne  kiseline) s  reduciraju¢im  agensom  (fenolnim
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spojem/antioksidansom) pri ¢emu dolazi do promjene boje otopine iz Zute u plavu.28 U kivetu
od 2 mL otpipetirano je 1500 pL mgH,0, 100 pL uzorka (za slijepu probu umjesto uzorka
dodano je 80% metanol), 100 pL FC reagensa i1 300 pL zasi¢ene 20% otopine Na,COs.
Sadrzaj u kiveti je dobro resuspendiran pomocu pipete i uzorci su inkubirani 2 sata pri sobnoj
temperaturi u mraku. Izmjerena je apsorbancija uzoraka pri valnoj duljini A= 765 nm. Za
izradu bazdarne krivulje koriStena je pocetna otopina standarda galne kiseline (GAE) 2500
mg L™ u 80% metanolu. Napravljena je serija razrjedenja standarda od 100-1400 mg L™ i
izmjerene su apsorbancije. Na osnovu tih podataka konstruiran je bazdarni pravac pomocéu
kojeg su izraCunate koncentracije ukupnih fenola u uzorcima koje su izrazene kao ekvivalent

galne kiseline po gramu suhe tvari (mg GAE g™).

3.2.9. Odredivanje koncentracije ukupnih flavonoida

Odredivanje flavonoida temelji se na svojstvu flavonoida da s aluminijevim kloridom (AICl3)
(1:10 w/v) tvore kompleks, a intenzitet obojenja proporcionalan je koli¢ini prisutnih
flavonoida.?® U kivetu se dodaje: 800 pL mgH,0, 200 pL uzorka (za slijepu probu umjesto
uzorka otapalo), 60 pL otopine NaNO; u kojoj je omjer mase i volumena 1:20, 60 pL otopine
AICI3x6H,0 u kojoj je omjer mase i volumena 1:10, 400 pL otopine NaOH (1 mol dm™) te
480 pL mgH,O. Dobivena otopina je crveno obojena. Sve se dobro promijeSa i mjeri se
apsorbancija pri valnoj duljini A= 510 nm. Za izradu baZzdarne krivulje potrebno je napraviti
razrjedenja standardne otopine katehina (1 mg mL™) u vodi od 50, 100, 150, 200 te 250 mg L
! za mjerenje apsorbancije pri 510 nm valne duljine. Koncentracije flavonoida izraZene su u

miligramu ekvivalenata katehina po gramu suhe tvari (mg CE g™).

3.2.10.Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Antioksidacijska aktivnost uzoraka mjerena je metodom FRAP.** Mehanizam FRAP (eng.
Ferric Reducing/Antioxidant Power) metode temelji se na prijenosu elektrona, a kompleks
zeljeza s 2,4,6-tripiridil-s-triazinom, Fe(l11)(TPTZ),Cl3, koristi se kao oksidans. Redukcijom
Zuto obojenog kompleksa Fe(111)-TPTZ u Fe(ll) u prisutnosti antioksidansa i pri niskom pH
reakcijska smjesa mijenja boju u plavo ¢iji je maksimum apsorbancije na valnoj duljini 593
nm. Koristi se svjeze pripremljeni reagens FRAP koji se dobije mijeSanjem acetatnog pufera
(300 mmol dm™, pH=3,6), otopine 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ) (10 mmol dm™ u 40

mmol dm™ klorovodicnoj kiselini) te 20 mmol dm™ vodene otopine FeClsx6H,0 u
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volumnom omjeru 10:1:1 ( 25 mL: 2,5 mL: 2,5 mL). U kiveti se pomijeSa 10 pL uzorka (u
slijepu probu umjesto uzorka se doda 80 % MeOH), 40 uL 80 % MeOH i 950 pL reagensa
FRAP, dobro se promijesa i nakon to¢no 4 minute se izmjeri apsorbancija pri A= 593 nm. Za
izradu bazdarne krivulje pripremi se osnovna vodena otopina Zeljezo(ll) sulfat-heptahidrata
(FeSO,4x7H,0) koncentracije 1 mmol dm™. Iz tako pripremljene otopine naprave se
razrjedenja koncentracija 0,1, 0,25, 0,5, 0,75 te 1 mmol dm™. U Kkiveti se pomije$a 50 uL
prethodno pripremljenih razrjedenja s 950 uL reagensa FRAP te se izmjeri apsorbancija pri
593 nm nakon to¢no 4 minute, ponovno u odnosu na slijepu probu. Na temelju bazdarnog
pravca odredi se antioksidacijska aktivnost uzoraka izrazena u pmol dm™ FeSO,x7H,0 po

gramu suhe tvari.

3.2.11. Analiza specificnih fenolnih kiselina metodom tekucinske kromatografije visoke

ucinkovitosti

Kromatografija je metoda odvajanja koja se zasniva na razliitoj raspodjeli komponenti
uzorka izmedu dvije faze od kojih je jedna nepokretna (stacionarna) a druga pokretna
(mobilna). Stacionarna faza moze biti ¢vrsta ili tekuc¢a, a mobilna tekuca (tekuéinska
kromatografija) ili plinovita (plinska kromatografija). Komponente se pod utjecajem mobilne
faze kreéu kroz stacionarnu fazu razli¢itom brzinom i tako se razdvajaju.®’ Tekuéinska
kromatografija visoke uc¢inkovitosti (HPLC) se koristi za razdvajanje sastojaka na temelju
kemijskih interakcija izmedu tvari koja se analizira i stacionarne faze u koloni. Metoda HPLC
omogucuje kvantitativnu i kvalitativnu analizu razli¢itih uzoraka. Komponente se razdvajaju
na temelju razli¢ite raspodjele izmedu dvije faze: mobilne koja nosi smjesu analita kroz
porozni materijal (stacionarnu fazu), pri ¢emu uslijed razli¢itih vrsta interakcija analita sa
stacionarnom fazom, dolazi do razlike u vremenima prolaska komponenti analiziranog
uzorka. Vrijeme koje je potrebno komponenti da prijede put od ulaska na kolonu do detektora
pod odredenim uvjetima temperature i tlaka naziva se vrijeme =zadrZavanja te je
karakteristi¢no za pojedine analite. Graficki prikaz rezultata naziva se kromatogram. HPLC se
dijeli na kromatografiju normalnih faza i kromatografiju obrnutih faza. Kromatografiju
obrnutih faza, koja je koriStena u ovome radu, karakterizira nepolarna nepokretna faza, koja je
najcesce silikagel s kemijski vezanim aktivnim slojem i polarna pokretna faza, koja se sastoji
od jednog ili viSe organskih otapala te vode, odnosno pufera. Redoslijed izlaska analita iz

kolone je od hidrofilnijih prema hidrofobnijim spojevima. Kromatografsko eluiranje pri

Petra Dic¢ak Diplomski rad



8 3. Eksperimentalni dio 17

kojem sastav otapala ostaje nepromijenjen tijekom analize naziva se izokratno eluiranje. U
svrhu identifikacije i kvantifikacije specifiénih fenolnih kiselina koristeno je gradijentno

eluiranje pri kojem se sastav otapala mijenja tijekom analize.*

3.2.12.Ekstrakcije ukupnih fenolnih kiselina

Protokol za ekstrakciju uzoraka koji se analiziraju HPLC metodom gotovo je jednak
protokolu za ekstrakciju uzoraka opisanom u poglavlju 1.2.5.% Liofilizirano biljno tkivo (40
do 50 mg) ekstrahirano je u 1,5 mL 80% metanola u kojem se nalazi i 20 ug mL™ antracen-9-
karboksilna kiselina (An-9-CA) koji sluzi kao unutarnji standard. Dobiveni supernatant u
tubici je uparen do suha u struji duSika na temperaturi od 40 °C. Potom slijedi alkalna
hidroliza uzoraka kako bi se konjugirane fenolne kiseline oslobodile i bile dostupne za
analizu. U tu svrhu talog je otopljen u 500 pL vodene otopine NaOH (2 mol dm™), te su
uzorci inkubirani u termobloku (Stuart) na 95 °C u trajanju od sat vremena. Uzorci su potom
ohladeni na ledu i dodano im se oko 500 pL vodene otopine HCI (2 mol dm™) pazeéi da pH u
uzorku bude 2. pH je provjeren i podeSen pomocu pH papiric¢a. Slijedi visekratna ekstrakcija
uzorka pomocu etil acetata, 3 puta po 500 pL etil acetata, gornji sloj u tubici je otpipetiran 1
odvojen od donjeg, vodenog sloja. Dobiveni ekstrakt je uparen do suha u struji duSika pri
sobnoj temperaturi i u tubicu je dodano 200 pL acetonitrila. Prije injektiranja uzoraka u
kolonu HPLC potrebno je uzorke profiltrirati kroz filter (0,45 um). U tubice za HPLC, u koje
je umetnut i insert (zbog malog volumena u tubici taj umetak povecava visinu tekucine u
tubici) otpipetira se 100 pL uzorka i tubice se poloze na predvidena mjesta u automatski
uredaj za injektiranje uzoraka. Potrebno je pripremiti i otopine poznatih koncentracija
standarda fenolnih kiselina. Pripremljene su otopine salicilne, sinapinske i ferulinske kiseline
u acetonitrilu koncentracije 1 mg mL™. Napravljene su smjese standarda u rasponu
koncentracija 40-100 mg mL™ kako bi se odredilo retencijsko vrijeme i spektri pojedinih

fenolnih kiselina od interesa.
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3.2.13.Analiza uzoraka metodom HPLC

Na slici 4. Prikazana je shema uredaja HPLC.
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Slika 4. Shema uredaja za tekuéinsku kromatografiju visoke u&inkovitosti (HPLC).*

Na samom pocetku uredaja HPLC, nalaze se dvije boce s otapalima, mijeSanjem otapala
dobije se pokretna faza. Otplinja¢ (degaser) uklanja plinove koji su ostali otopljeni u
otapalima. MijeSanje otapala odvija se u komori za mijeSanje. Mobilna faza prolazi kroz
visokotlatne pumpe (Knauer) ¢iji je maksimalni tlak podeSen na 40 Pa. Uzorci se unose
pomocu automatskog instrumenta za nanosenje uzoraka (autoinjector Triathlon). Prije kolone,
nalazi se pretkolona koja stiti glavnu kromatografsku kolonu. Nakon prolaska kroz kolonu,
analiti se detektiraju na detektoru (K-2800, Knauer). Koristena je kolona C18 (Kinetex
Gemini, 2.6 x 100 x 50). Temperature kolone je podeSena na 40 °C. Vodena faza 0,1%
mravlje kiseline u mgH-O ¢ini otapalo A, dok otapalo B ¢ini organska faza 0,1% mravlje
kiseline u acetonitrilu. U uredaj HPLC je injektirano 50 pL uzorka ili standarda, a brzina
protoka je postavljena na 1 mL po minuti. Gradijent razdvajanja (Sseparacije) je programiran
na sljede¢i na¢in: 0-10 min 2% B, 10-25 min 5% B, 25-30 min 10% B, 30-40 min 13% B,
40-45 min 15% B, 45-50 min 22% B, 50-60 min 30% B, 60-65 min 40% B, 65-70 min 60%
B, 70-92 min 98% B, 92-105 min 2% B. Kromatogrami su analizirani koriStenjem programa
Chrom-Gate 2.8 (Knauer). Fenolne kiseline u uzorcima odredene su usporedivanjem
retencijskih vremena i spektara signala s odgovaraju¢im standardima na ¢etiri valne duljine
A=230, 280, 300 i 330 nm.
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84. REZULTATI

4.1. Testovi inhibicije korijena i mjerenje biomase klijanaca uslijed

primijenjenih tretmana

Utjecaj solnog stresa i ucinak fenolnih kiselina na rast korijena klijanaca kineskog kupusa
ispitan je biotestom inhibicije korijena. Klijanci veli¢ine korijena oko 1 cm podvrgnuti su
tretmanima opisanim u materijalu i metodama u ukupnom trajanju od 48 h te je oCitan prirast
korijena nakon 24 i 48 h. Usporedba veli¢ine kontrolnih uzoraka klijanaca i klijanaca na

solnom stresu nakon 24 sata prikazana je na slici 5.

0 mM NacCl 100 mM NacCl

Slika 5. Klijanci koji su rasli na podlozi za uzgoj klijanaca (lijevo) i klijanci koji su rasli na

podlozi za tretiranje klijanaca solnim stresom (desno) nakon 24 h.’

Vidljiva je znacajna inhibicija rasta korijena i cijelih klijanaca uslijed tretmana solnim
stresom. Na slikama 6. i 7. prikazani su rezultati duljine korijena klijanaca u trajanju 24 i 48 h
na razli€ito tretiranim uzorcima u usporedbi s netretiranom kontrolom. Radene su 3 bioloske
replike uzoraka po tretmanu te su prikazane srednje vrijednosti duljina korijena klijanaca +
standardna devijacija (SD).
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Slika 6. Duljina korijena klijanaca uzgajanih na podlozi za uzgoj klijanaca (kontrola), podlozi
za tretiranje klijanaca solnim stresom tj. 100 mmol dm™ NaCl (NaCl), podlogama za pracenje
ucinka salicilne kiseline na rast klijanaca (1, 10 1 50 pmol dm™ SA) i podlogama za pracenje
u¢inka salicilne Kiseline na klijance u solnom stresu (NaCl+SA). Rezultati su srednja

vrijednost 30 klijanaca + SD.
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kontrola NaCl 1uMSiA 10uM 50puM NaCl+1 NaCl+ NaCl+
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Slika 7. Duljina korijena klijanaca uzgajanih na podlozi za uzgoj klijanaca (kontrola), podlozi
za tretiranje klijanaca solnim stresom tj. 100 mmol dm™ NaCl (NaCl), podlogama za pracenje
u¢inka sinapinske kiseline na rast klijanaca (1, 10 i 50 pmol dm™ SiA) i podlogama za
pracenje ucinka sinapinske kiseline na klijance u solnom stresu (NaCl+SiA). Rezultati su

srednja vrijednost 30 klijanaca + SD.
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Na podlogama za uzgoj klijanaca (kontrola) vidljiv je pozitivan rast korijena kroz 48 h.
Najduze izmjereni korijen klijanca iznosi 9 cm. Klijanci koji su bili izloZeni solnom stresu
znacajno su inhibirani u rastu. Nakon prvih 24 h narasli su tek par milimetara, dok je kod
vecine duljina korijena ostala nepromijenjena u sljede¢ih 24 h. Na podlogama koje su
sadrzavale fenolnu (salicilnu, odnosno sinapinsku) kiselinu, najve¢i prirast vidljiv je na
podlozi koja je sadrzavala 1 pmol dm™ fenolne kiseline u odnosu na podloge s 10, odnosno 50
umol dm™ fenolne kiseline. Duljina korijena klijanaca tretiranih fenolnom kiselinom nakon
48 h nesto je manja naspram kontrolnih uzoraka. Na podlogama za pracenje ucinka fenolne
kiseline na klijance u solnom stresu pokazalo se da je relativno najveci prirast na podlozi s 1
umol dm fenolne kiseline, iako klijanci na toj podlozi nisu znacajno vise narasli u odnosu na
one koji su bili na podlogama koje su sadrzavale 10, odnosno 50 pmol dm™ fenolne kiseline.
Usporedujuci duljine korijena klijanaca na solnom stresu, s tretmanom fenolne kiseline i one
bez tretmana, relativno je veci prirast kod uzoraka koji su bili tretirani fenolnom kiselinom
iako je ta razlika veoma malena da bi se moglo govoriti o znacajnoj razlici. Nesto je
pozitivniji u¢inak primije¢en na klijancima koji su tretirani salicilnom u odnosu na sinapinsku
Kiselinu.
Nakon 48 h rasta, klijanci, sa svih vrsta podloga, su izvagani i izraCunata je srednja
vrijednost svjeZze biomase pojedinog klijanca (slike 8.1 9.).
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Slika 8. SvjeZza biomasa pojedinog klijanca uzgajanog na podlozi za uzgoj klijanaca
(kontrola), podlozi za tretiranje klijanaca solnim stresom tj. 100 mmol dm NaCl (NaCl),
podlogama za praéenje uéinka salicilne kiseline na rast klijanaca (1, 10 i 50 pumol dm™ SA) i
podlogama za praéenje ucinka salicilne kiseline na klijance u solnom stresu (NaCIl+SA).

Rezultati predstavljaju srednju vrijednost 30 klijanaca + SD.
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Slika 9. SvjeZza biomasa pojedinog klijanca uzgajanog na podlozi za uzgoj Kklijanaca
(kontrola), podlozi za tretiranje klijanaca solnim stresom tj. 100 mmol dm™ NaCl (NaCl),
podlogama za praéenje uinka sinapinske kiseline na rast klijanaca (1, 10 i 50 pmol dm™ SiA)
i podlogama za pracenje ucinka sinapinske kiseline na klijance u solnom stresu (NaCI+SA).

Rezultati predstavljaju srednju vrijednost 30 klijanaca + SD.

Rezultati su u skladu s rezultatima rasta korijena te pokazuju znacajnu razliku u svjezim
biomasama kontrole i uzoraka na solnom stresu. U prisutnosti stresora klijanci postizu 70-
80% biomase s obzirom na kontrolu. S obzirom na to da klijanci koji nisu bili na solnom
stresu pokazuju najve¢i prirast oCekivano je i njihova biomasa najveca. Svjeza biomasa
klijanca na podlozi tretiranom 10 umol dm™ salicilnom odnosno sinapinskom kiselinom veca
je od one na 1, odnosno 50 pmol dm™. Rezultati se medusobno najvie razlikuju po
vrijednostima biomase klijanca na podlogama za prac¢enje ucinka fenolne kiseline na klijance
u solnom stresu. Na slici 8. vidljivo je da. porastom koncentracije salicilne kiseline raste i
vrijednost biomase, dok se na slici 9. vidi da porast koncentracije sinapinske Kkiseline
negativno utjeCe na vrijednost svjeze biomase klijanca. Nakon liofilizacije uzorcima je

izmjerena suha biomasa koja je uglavnom iznosila oko 10% svjeZe biomase.
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4.2. Odredivanje koncentracije prolina kao markera stresa

Koncentracija prolina u biljnim ekstraktima odredena je spektrofotometrijski pri valnoj duljini
520 nm pomo¢u ninhidrina.”® Koncentracije prolina u uzorcima biljnih ekstrakata (slike 10. i
11.) izraCunate su koriste¢i bazdarnu krivulju koja je konstruirana mjerenjem apsorbancije
otopina prolina poznate koncentracije (0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1 i 1,5 mmol dm™) prema
sljedecoj formuli: y = 0,0015x, R? =0,9994.
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¢ /umol dm=3 mg?s.t.

Slika 10. Koncentracija prolina u klijancima kineskog kupusa uzgajanih na podlozi za uzgoj
klijanaca (kontrola), podlogama za prac¢enje ucinka salicilne kiseline na rast klijanaca (1, 10 i
50 umol dm™ SA), podlozi za tretiranje klijanaca solnim stresom tj. 100 mmol dm™ NaCl
(NaCl) i podlogama za pracenje ucinka salicilne kiseline na klijance u solnom stresu
(NaCl+SA). Rezultati su srednja vrijednost 3 bioloSke replike = SD. Jedna bioloSka replika

predstavlja klijance tretirane u jednoj Petrijevoj zdjelici.

Na slici 10. moZe se vidjeti velika razlika u koncentraciji izmedu uzoraka kontrole i uzoraka
koji su bili izlozeni solnom stresu. Uslijed solnog stresa koncentracija prolina se povecala oko
5 puta s obzirom na kontrole. Usporedujuci uzorke kontrole i uzorke koji su bili tretirani
salicilnom kiselinom u koncentracijama 1 i 10 pumol dm™ nije vidljiva znagajna razlika u
koncentracijama prolina, dok je uzorak s koncentracijom 50 pmol dm™ SA uzrokovao
povecanje prolina, oko dva puta u odnosu na kontrolu. Vece razlike u koncentraciji mogu se
primijetiti usporede li se uzorci koji su bili pod solnim stresom i oni koji su bili tretirani
salicilnom kiselinom pod solnim stresom. Povecanjem koncentracije salicilne kiseline u

uzorcima na solnom stresu, povecava se i koncentracija prolina koja najveéu vrijednost
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postize u uzorcima na solnom stresu tretiranim salicilnom kiselinom koncentracije 50 umol

dm?.
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Slika 11. Koncentracija prolina u klijancima kineskog kupusa uzgajanih na podlozi za uzgoj
klijanaca (kontrola), podlogama za pracenje ucinka sinapinske kiseline na rast klijanaca (1, 10
i 50 pmol dm™ SiA), podlozi za tretiranje klijanaca solnim stresom tj. 100 mmol dm™ NaCl
(NaCl) 1 podlogama za pracenje ucinka sinapinske kiseline na klijance u solnom stresu
(NaCI+SiA). Rezultati su srednja vrijednost 3 bioloSke replike + SD. Jedna bioloska replika

predstavlja klijance tretirane u jednoj Petrijevoj zdjelici.

Na slici 11. prikazani su rezultati tretmana sa sinapisnkom kiselinom. Koncentracija prolina u
uzorcima tretiranim sinapinskom kiselinom raste u skladu s povecanjem koncentracije
sinapinske kiseline (1-50 umol dm™). Razlika koncentracije prolina tretiranih uzoraka
sinapinskom kiselinom u odnosu na koncentraciju prolina u kontrolnim uzorcima znacajnija
je u usporedbi s tretmanima salicilnom kiselinom (slika 10.). Najvecu koncentraciju prolina
pokazuju uzorci koji su pod solnim stresom (oko 5 x viSe od kontrole). Zanimljivo je da se
koncentracija prolina smanjuje u uzorcima pod solnim stresom Kkoji su tretirani sinapinskom

kiselinom u rasponu koncentracija (1-50 umol dm).
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4.3. Spektrofotometrijska mjerenja specijaliziranih metabolita

S obzirom na prethodne rezultate, za odredivanje specijaliziranih metabolita izabrani su

tretmani s fenolnim kiselinama, salicilnom i sinapinskom koncentracije 1 umol dm®.

4.3.1. Ukupni polifenoli

Za odredivanje koncentracije ukupnih fenola u biljnim ekstraktima koristena je metoda koja
se bazira na reakciji Folin-Ciocalteuova (FC) reagensa (kompleks fosfomolibdene/
fosfovolframne kiseline) s reduciraju¢im agensom (fenolnim spojern/antioksidansom).28
Konstruiran je bazdarni pravac pomocu kojeg su izraunate koncentracije ukupnih fenola
(slika 12. i 13.) u uzorcima klijanaca koje su izrazene kao ekvivalent galne kiseline po gramu

suhe tvari (mg GAE g™ s.t.), prema formuli iz bazdarnog pravca: y = 0,0012x, R? = 0,9982

kontrola NaCl 1uMSA NaCl+1uMSA

c/mg GAE gls.t.
B N W D U1 O
O O O O O O o

o

Slika 12. Koncentracije ukupnih polifenola u klijancima kineskog kupusa uzgajanih na
podlozi za uzgoj klijanaca (kontrola), podlozi za tretiranje klijanaca solnim stresom tj. 100
mmol dm™ NaCl (NaCl), podlozi za praéenje u¢inka salicilne kiseline (koncentracije 1 umol
dm™®) na rast klijanaca (1 UM SA) i podlozi za pracenje ucinka salicilne kiseline
(koncentracije 1 pmol dm™) na klijance u solnom stresu (NaCl + 1 uM SA). Rezultati su
srednja vrijednost 3 bioloSke replike £ SD, jedna bioloSka replika predstavlja klijance

tretirane u jednoj Petrijevoj zdjelici.

Prema dobivenim rezultatima ukupnih polifenola na slici 12. moze se re¢i da su vrijednosti
koncentracija priblizno jednake te da nema znacajne razlike u sva Cetiri tretmana uzorka.
Koncentracija ukupnih polifenola stoga ne ovisi o tome je li biljka pod solnim stresom ili ne

te je li tretirana prethodno salicilnom kiselinom ili nije.
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kontrola NaCl 1uMSiA  NaCl+1 pM SiA
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Slika 13. Koncentracije ukupnih polifenola u klijancima kineskog kupusa uzgajanih na
podlozi za uzgoj klijanaca (kontrola), podlozi za tretiranje klijanaca solnim stresom (NacCl),
podlozi za praéenje u¢inka sinapinske kiseline (koncentracije 1 umol dm™) na rast klijanaca
(1 uM SiA) i podlozi za pracenje uginka sinapinske kiseline (koncentracije 1 umol dm™) na
klijance u solnom stresu (NaCl + 1 uM SiA). Rezultati su srednja vrijednost 3 bioloske

replike £ SD, jedna bioloSka replika predstavlja klijance tretirane u jednoj Petrijevoj zdjelici.

Za razliku rezultata na slici 12. gdje nisu uocene bitnije razlike medu koncentracijama u 4
razli¢ito tretirana uzorka, na slici 13. te su razlike vidljivije. Koncentracija ukupnih fenola je
veca kod kontrolnih uzoraka od koncentracije ukupnih fenola u uzorcima pod solnim stresom.
Tretman sinapinskom kiselinom u solnom stresu povecava sintezu ukupnih fenola s obzirom

na uzorke u solnom stresu.

4.3.2. Ukupne fenolne kiseline

Na osnovu izmjerenih apsorbancija i poznatih koncentracija kavene kiseline konstruiran je
bazdarni pravac na osnovu kojeg su odredene koncentracije ukupnih fenolnih kiselina u
uzorcima prema formuli: y = 0,0041x, Rz = 0,9973 i izrazene kao ekvivalent mg kavene
kiseline po gramu suhe tvari (mg CAE g™ s.t.).”’ Rezultati su prikazani na slikama 14. i 15.
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kontrola NaCl 1uMSA  NaCl+1puMSA

= N W >
ST B IR RV T NI
1 1 1 1 J

c/mg CAEgls.t.
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Slika 14. Koncentracije ukupnih fenolnih kiselina u klijancima kineskog kupusa tretiranih na
podlozi za uzgoj klijanaca (kontrola), podlozi za tretiranje klijanaca solnim stresom (NacCl),
podlozi za praéenje ucinka salicilne kiseline (koncentracije 1 umol dm™) na rast klijanaca (1
uM SA) i podlozi za praéenje uéinka salicilne kiseline (koncentracije 1 pmol dm™) na
klijance u solnom stresu (NaCl + 1 uM SA). Rezultati su srednja vrijednost 3 bioloske replike

+ SD, jedna bioloSka replika predstavlja klijance tretirane u jednoj Petrijevoj zdjelici.
Prema podacima sa slike 14. primjecuje se da uzorci pod solnim stresom imaju manje

koncentracije ukupnih fenolnih kiselina u odnosu na kontrolne. Tretman salicilnom kiselinom

ne povecava znacajno koncentraciju ukupnih fenolnih kiselina.

11

kontrola NaCl 1 uM SiA NaCl + 1 uM SiA

c/mg CAE g'ls.t.
O P N W b U1 OO N 0

Slika 15. Koncentracije ukupnih fenolnih kiselina u klijancima kineskog kupusa tretiranih na
podlozi za uzgoj klijanaca (kontrola), podlozi za tretiranje klijanaca solnim stresom (NacCl),
podlozi za praéenje u¢inka sinapinske kiseline (koncentracije 1 umol dm™) na rast klijanaca
(1 uM SiA) i podlozi za praéenje u¢inka sinapinske kiseline (koncentracije 1 pmol dm™) na
klijance u solnom stresu (NaCl + 1 uM SiA). Rezultati su srednja vrijednost 3 bioloske

replike £ SD, jedna bioloka replika predstavlja klijance tretirane u jednoj Petrijevoj zdjelici.
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Kao i u slucaju tretmana sa salicilnom kiselinom (slika 14.), tretman sa sinapinskom

kiselinom (slika 15.) ne utjece znacajno na ukupne fenolne kiseline.

4.3.3. Ukupni flavonoidi

Odredivanje flavonoida temelji se na svojstvu flavonoida da s aluminijevim kloridom (AICl3)
(1:10) tvore kompleks, a intenzitet obojenja proporcionalan je koli¢ini prisutnih flavonoida.?®
Dobivene koncentracije ukupnih flavonoida u biljnim ekstraktima odredene su na osnovu
standardne krivulje s katehinom prema formuli: y = 0,0031x, R2 = 0,9971 i izraZzene su u mg
ekvivalenata katehina po gramu suhe tvari (mg CE g™ s.t.). Rezultati su prikazani na slikama
16. 1 17. U sva 4 razliCita uzorka na slici 16. prosjecne koncentracije ukupnih flavonoida se
krec¢u u rasponu od 3 - 4 mg ekvivalenata katehina po gramu suhe tvari. Moze se zakljuéiti da
ne dolazi do ocitih razlika u vrijednostima koncentracija te da koncentracija ukupnih

flavonoida u uzorcima ne ovisi o vrsti podloge na kojoj su uzorci uzgajani.

4 -

3,5 -
3 .
2,5 -
2
1,5 -
1 .
0,5 -
0 T T T )

kontrola NaCl 1 uM SA NaCl + 1 uM SA

c/mgCEgtls.t.

Slika 16. Koncentracije ukupnih flavonoida u Klijancima kineskog kupusa tretiranih na
podlozi za uzgoj klijanaca (kontrola), podlozi za tretiranje klijanaca solnim stresom (NacCl),
podlozi za praéenje ucinka salicilne kiseline (koncentracije 1 umol dm™) na rast klijanaca (1
uM SA) i podlozi za praéenje uéinka salicilne kiseline (koncentracije 1 pumol dm™) na
klijance u solnom stresu (NaCl + 1 uM SA). Rezultati su srednja vrijednost 3 bioloSke replike

+ SD, jedna bioloSka replika predstavlja klijance tretirane u jednoj Petrijevoj zdjelici.
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c/mgCEgtls.t.
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1

kontrola NaCl 1 uM SiA NaCl + 1 uM SiA

Slika 17. Koncentracije ukupnih flavonoida u Klijancima kineskog kupusa tretiranih na
podlozi za uzgoj klijanaca (kontrola), podlozi za tretiranje klijanaca solnim stresom (NacCl),
podlozi za praéenje u¢inka sinapinske kiseline (koncentracije 1 umol dm™) na rast klijanaca
(1 uM SiA) i podlozi za pracenje uginka sinapinske kiseline (koncentracije 1 umol dm™) na
klijance u solnom stresu (NaCl + 1 uM SiA). Rezultati su srednja vrijednost 3 bioloske

replike + SD, jedna bioloSka replika predstavlja klijance tretirane u jednoj Petrijevoj zdjelici.

Na slici 17. vrijednosti koncentracija ukupnih flavonoida se kre¢u od 4 — 5 mg ekvivalenata
katehina po gramu suhe tvari. Prema dobivenim vrijednostima koncentracija ukupnih
flavonoida moze se re¢i da tretmani salicilnom i sinapinskom kiselinom ne dovode do
znacajnijih promjena vrijednosti koncentracije u odnosu na kontrolne uzorke i uzorke pod

solnim stresom.

4.3.4. Antioksidacijske aktivnosti

Antioksidacijska aktivnost uzoraka mjerena je metodom FRAP i izrazena je u pmol dm™
FeSO,x7H,0 po gramu suhe tvari (slike 18. i 19.).*® Dobivene koncentracije ukupnih
flavonoida u klijancima kineskog kupusa odredene su na osnovu standardne krivulje s

FeSO4x7H,0 prema formuli: y = 0,0013x, R? = 0,9986.
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kontrola NaCl 1 uM SA NaCl + 1 uM SA

¢ /umol Fe?*gls.t.

Slika 18. Antioksidacijska aktivnost izrazena kao koncentracija FeSO4x7H,0 u klijancima
kineskog kupusa tretiranih na podlozi za uzgoj klijanaca (kontrola), podlozi za tretiranje
klijanaca solnim stresom (NaCl), podlozi za prac¢enje ucinka salicilne kiseline (koncentracije
1 pumol dm™) na rast klijanaca (1 uM SA) i podlozi za praéenje uinka salicilne kiseline
(koncentracije 1 pmol dm™) na klijance u solnom stresu (NaCl + 1 uM SA). Rezultati su
srednja vrijednost 3 bioloske replike £ SD, jedna bioloSka replika predstavlja klijance

tretirane u jednoj Petrijevoj zdjelici.

Antioksidacijska aktivnost u razli¢ito tretiranim uzorcima je veoma sli¢na (slika 18.) i moze
se zakljuciti na temelju takvih podataka da antioksidacijska aktivnost ne ovisi o vrsti podloge

na kojoj su uzgajani klijanci.
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kontrola NacCl 1 uM SiA NaCl + 1 uM SiA

¢ /umol Fe* g'ls.t.
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Slika 19. Antioksidacijska aktivnost izrazena kao koncentracija FeSO4x7H,0 u klijancima
kineskog kupusa tretiranih na podlozi za uzgoj klijanaca (kontrola), podlozi za tretiranje
klijanaca solnim stresom (NaCl), podlozi za pracenje ucinka sinapinske kiseline
(koncentracije 1 umol dm™) na rast klijanaca (1 uM SiA) i podlozi za pracenje ucinka
sinapinske kiseline (koncentracije 1 pmol dm™) na klijance u solnom stresu (NaCl + 1 pM
SiA). Rezultati su srednja vrijednost 3 bioloske replike + SD, jedna bioloSka replika

predstavlja klijance tretirane u jednoj Petrijevoj zdjelici.

Rezultati na slici 19. pokazuju nesto nize vrijednosti antioksidacijske aktivnosti naspram
vrijednosti rezultata na slici 18. Antioksidacijska aktivnost u uzorcima tretiranim sinapinskom
kiselinom pokazuje niZu vrijednost od onih vrijednosti za uzorke na solnom stresu (tretiranim

sinapinskom kiselinom i onima koji nisu tretirani).
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4.4. Identifikacija i kvantifikacija specificnih fenolnih kiselina metodom
HPLC

U ovom radu pracene su 3 vrste specifi¢nih fenolnih kiselina: salicilna, ferulinska i sinapinska
kiselina. Pripremljeni su standardi poznatih koncentracija specifi¢nih fenolnih kiselina u svrhu
odredivanja retencijskog vremena i karakteristicnih spektara pojedine fenolne kiseline. Na
slici 20. prikazani su spektri pra¢enih fenolnih kiselina. Spektar unutarnjeg standarda,
antracen-9-karboksilne kiseline (An-9-CA), koji sluzi kako bi se pratio gubitak analita

tijekom pripreme i analize uzorka, prikazan je na slici 21.
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Slika 20. Spektri salicilne (SA), ferulinske (FA) i sinapinske kiseline (SiA).
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Slika 21. Spektar unutarnjeg standarda antracen-9-karboksilne kiseline (An-9-CA).

Snimljen je kromatogram (slika 22.) smjese standarda (salicilna, ferulinska i sinapinska

kiselina) i unutarnjeg standarda (An-9-CA). Retencijska vremena fenolnih kiselina su 43,917

(SA), 48,200 (FA) 150,400 (SiA) minuta dok j
69,200 min.
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Slika 22. Kromatogram smjese standarda (salicilne, ferulinske i sinapinske kiseline) i

unutarnjeg standarda An-9-C

Analizom svih uzoraka snimljeni su kromatogr

A koncentracije 200 pg mL™.

ami te analizirani programom Chrom-Gate.

Provjeren je spektar svakog pika te odredena povrsina ispod svakog pika. Reprezentativni

kromatogram uzorka prikazan je na slici 23.

Petra Dic¢ak

Diplomski rad



34 8 4. Rezultati

1500 5

SiA

1250 5

1000 5

750 -

mAlL

500 -

An-9-CA

i
0l ARSI, LN Luu______)_v_’_

T , ; T : . T : T T : . T T T : ; . : T
0 10 20 30 40 50 80 70 a0 a0 100
t/min

Slika 23. Reprezentativni kromatogram uzorka klijanaca kineskog kupusa tretiranog solnim
stresom (NaCl). Uvjeti kromatografije navedeni su u poglavlju Materijal i metode. Oznaceni
su pikovi koji na osnovu retencijskih vremena 1 karakteristicnih spektara pripadaju

sinapinskoj kiselini (SiA) i unutarnjem standardu (An-9-CA).

Usporedivanjem retencijskih vremena pikova i spektara fenolnih kiselina s pikovima na
kromatogramu moze se utvrditi da pikovi izmedu 40. i 50. minute odgovaraju sinapinskoj
Kiselini. Retencijsko vrijeme unutarnjeg standarda u uzorcima je kod svih uzoraka oko 69,5
minuta te spektar odgovara tom standardu . PoSto se ovom metodom nisu uspjesno razdvojile
pracene fenolne kiseline, te njihovi pikovi nisu jednostruki jasno odvojeni ne mogu se odrediti
koncentracije istih. Sa sigurno$¢u je moguce identificirati samo sinapinsku kiselinu. Da bi se
dobio koristan rezultat iz ovog mjerenja izracunati su omjeri povrsina ispod najintenzivnijeg
pika, kojemu je retencijsko vrijeme 46,530 minuta te koji spektrom odgovara sinapinskoj
kiselini i pika unutarnjeg standarda. Rezultat takvih omjera daje informaciju o promjenama u

koncentraciji sinapinske kiseline uslijed tretmana (slika 24.).
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Slika 24. Omijeri povrsine ispod pika sinapinske Kiseline (SiA) i unutarnjeg standarda (Ac-9-

CA) kao relativna mjera promjena u kolicini sinapinske kiseline uslijed opisanih tretmana.

Prema rezultatima sa slike 24. koli¢ina sinapinske kiseline u uzorcima kontrole i uzorcima
tretiranim solnim stresom je priblizno jednaka. Do vece razlike dolazi u uzorcima Kkoji su
tretirani salicilnom odnosno sinapinskom kiselinom. Najveca koli¢ina sinapinske kiseline,
oko 2 x vec¢a u odnosu na kontrolu, izmjerena je u uzorcima tretiranim salicilnom kiselinom
dok je najmanja koli¢ina sinapinske kiseline ocitana kod uzoraka tretiranih sinapinskom
kiselinom.(oko 2 x manja u odnosu na kontrolu). Na uzorcima koji su pod solnim stresom
tretirani fenolnim kiselinama, uzorci tretirani salicilnom kiselinom sadrze viSe sinapinske
kiseline od kontrolnih uzoraka i uzoraka u solnom stresu. Tretman sinapinskom kiselinom ne
mijenja znacajno koli¢inu endogene sinapinske kiseline u klijancima koji su podvrgnuti

solnom stresu.
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§5. RASPRAVA

PoviSeni salinitet tla jedna je od vrsta abiotskog stresa koji stvara tri nepovoljna uvjeta za rast
1 razvoj biljke: ionski stres koji nastaje kao posljedica toksicne koncentracije iona (ponajvise
Na"), do osmotskog stresa dolazi zbog smanjenog unosa vode u biljku te oksidacijski stres
kojeg ponajvise uzrokuje povisena razina reaktivnih kisikovih vrsta u stanicama.*® Rezultati
testa inhibicije korijena i mjerenje biomase tretiranih uzoraka pokazuju negativni efekt solnog
stresa na rast korijena i biomasu klijanaca. U uvjetima solnog stresa (100 mmol dm™ NaCl)
duljina korijena je iznosila samo 25%, a biomasa 71% u odnosu na netretirane kontrole. Takvi
rezultati su u skladu s objavljenim istrazivanjem koje je potvrdilo negativni utjecaj solnog
vrsta na solni stres.’

Rezultati nekih istrazivanja ukazuju da fenolne kiseline mogu sudjelovati u
mehanizmima odgovora biljaka na solni stres. Tako je dokazano da tolerantnije vrste
Salicilna kiselina ima veliki agronomski potencijal za poboljSanje tolerancije nekih
poljoprivredno vaznih kultura na stres. Medutim, primjenjivost SA ovisi ponajprije 0
koristenoj koncentraciji.? Sinapinska kiselina je poznata kao jaki antioksidans tj. povecava
sposobnost uklanjanja radikala iz stanica koje su pod solnim stresom.” U ovom radu koristene
su salicilna i sinapinska kiselina u koncentracijskom rasponu od 1-50 pmol dm™ kako bi se
istrazilo koja koncentracija utjeCe najpovoljnije na rast i razvitak klijanaca posebno u
uvjetima solnog stresa. Rezultati biotesta rasta korijena i mjerenja biomase ukazali su da SA
ima pozitivan potencijal u zastiti klijanaca kineskog kupusa uvjetima solnog stresa. Uzorci
koji su bili tretirani s 1 pmol dm™ fenolne kiseline dali su najbolje rezultate i upravo se ta
koncentracija koristila za daljnja spektrofotometrijska mjerenja specijaliziranih metabolita.

Jedan od markera stresa u biljkama je prolin koji se akumulira u visokim
koncentracijama kod biljaka koje su izloZene abiotskom stresu. Ima obrambenu ulogu u
stanicama kao jedan od regulatora osmoze i utjeCe na uklanjanje radikala iz stanica.

Nakupljeni prolin se razgraduje u biljnim stanicama koje su izlozene stresu kako bi se
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osigurala energija za rast. Takoder ima ulogu u reproduktivnom tkivu da stabilizira biljku
tijekom prijelaza iz vegetativne u reproduktivnu fazu i tijekom razvoja sjemena.®

Razumijevanjem mehanizama kojima prolin pojacava abiotski 1 biotski odgovor na
stres olakSat ¢e se istrazivanje poljoprivrednih kultura i bit ¢e jasnija regulatorna i signalna
mreZa reakcija stanica na stres.’” Rezultati pokazuju veliki porast koncentracije prolina uslijed
solnog stresa (oko 5 puta u odnosu na kontrole). Takvi rezultati u skladu su s dosadasnjim
rezultatima koji potvrduju prolin kao pouzdan marker stresa.*> Tretmani klijanaca fenolnim
kiselinama SA i SiA, posebno visim koncentracijama, takoder poticu sintezu prolina. Nadalje,
rezultati uzoraka tretiranih fenolnim kiselinama u uvjetima solnog stresa upucuju da SA
povecava koncentraciju prolina dok SiA ima suprotan efekt u klijancima kineskog kupusa.
Veza izmedu prolina i fenolnih kiselina nije u potpunosti razja$njena. Poznato je da SA
stimulira sintezu prolina u le¢i u solnom stresu $to se slaze s dobivenim rezultatima u ovom
radu. Autori Misra i Saxena sugeriraju da je tijekom egzogene primjene SA u uvjetima solnog
stresa, metabolizam prolina znatno izmijenjen $to dovodi do odrZavanja turgora stanica
nakupljanjem vecih koli¢ina slobodnog prolina u leci, podrzavajuci njegovu zastitnu ulogu od
solnog stresa.® Osim sinteze prolina postoje podaci da SA pozitivno djeluje na ostale procese
u biljaka poveéavajuéi toleranciju na solni stres ali i ostale vrste abiotskog stresa.*

Nadalje, izmjerene su neke od grupa polifenolnih spojeva uslijed solnog stresa i
tretmana fenolnim kiselinama. U istrazivanju provedenom na pet vrsta kupusnjaca, pokazalo
se da su koncentracije specijaliziranih metabolita najnize kod uzoraka kineskog kupusa.'®
Koncentracija ukupnih fenolnih kiselina iznosila je 3.21 + 0.21 mg CAE g™ suhe tvari $to je
skladu s rezultatima izmjerenim u ovom radu na kontrolnim Kklijancima. Uslijed solnog stresa
primijeceno je da se koncentracija fenolnih kiselina smanjila u odnosu na kontrolu. Kontrolni
uzorci naspram uzoraka pod solnim stresom sadrze vecu koncentraciju ukupnih polifenola.
Mjerenje koncentracije ukupnih flavonoida dalo je rezultate priblizne onima koje se susrecu u
prethodnim radovima. Niti dodatak salicilne niti dodatak sinapinske kiseline nije bitnije
utjecao na promjene u koncentraciji kontrolnih uzoraka i uzoraka pod solnim stresom.
Antioksidacijska aktivnost mjerena je FRAP metodom. Uzorci tretirani salicilnom kiselinom
pokazuju slicne vrijednosti antioksidacijske aktivnosti kao i1 uzorci koji nisu tretirani
salicilnom kiselinom. Tretman sinapinskom Kiselinom povecao je antioksidacijsku aktivnost
uzoraka pod solnim stresom. Ta ¢injenica moze se objasniti podatkom da je sinapinska

kiselina poznata kao jaki antioksidans.” Detaljniji uvid u status nekih fenolnih kiselina u
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klijancima pokusao se analizirati metodom HPLC.*®* Za uspjesnu identifikaciju i
kvantifikaciju specificnih fenolnih kiselina potrebno je dobiti pregledan kromatogram u
kojemu su pikovi razluceni, uski i ostri. Dobiveni kromatogrami u ovom istrazivanju nisu u
potpunosti zadovoljili ove kriterije stoga se nije mogla dobiti koncentracija specifi¢nih
fenolnih kiselina u uzorcima. Vidljiva su preklapanja pikova i pikovi su dosta Siri te nisu
idealni za analizu. Kromatogrami smjese standarda su zadovoljavaju¢i u odnosu na
kromatograme uzoraka. Spektri specificnih fenolnih kiselina odgovaraju pikovima na
kromatogramu smjese standarda i prema njima su odredene fenolne kiseline u uzorcima. Prvo
iz kromatografske kolone izlazi salicilna kiselina potom ferulinska te na kraju sinapinska
kiselina. Usporedbom spektara standarda sa spektrima na kromatogramu uzoraka
identificirana je samo sinapinska Kiselina dok se salicilna i ferulinska kiselina ne mogu jasno
odrediti. Omjer povrsina ispod pikova sinapinske kiseline i unutarnjeg standarda daje
relativnu mjeru promjena u koli¢ini sinapinske kiseline uslijed opisanih tretmana. Zanimljivo
je da uzorci koji su tretirani salicilnom kiselinom pokazuju vecu koli¢inu sinapinske kiseline
od uzoraka koji su tretirani sinapinskom Kkiselinom. MoZe se pretpostaviti da salicilna kiselina
koja je ujedno i hormon stresa stimulativno djeluje na sintezu sinapinske kiseline. Sinapinska
kiselina jedna je od fenolnih kiselina koja je dokazana u znatno ve¢im koli¢inama u
otpornijim vrstama kupusnja¢a na solni stres kao $to su rastika i bijeli kupus.®> Tretman
sinapinskom kiselinom vjerojatno inhibira vlastitu sintezu mehanizmom povratne sprege $to
je Cesti mehanizam u regulaciji raznih metabolickih puteva. Svakako je potrebno napraviti

dodatna istrazivanja da bi se dobili jednoznacni i jasni zakljucci.
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8 6.

ZAKLJUCAK

U ovom je radu ispitana potencijalna zastitna uloga fenolnih kiselina, to¢nije salicilne 1

sinapinske kiseline na klijance kineskog kupusa u uvjetima solnog stresa.

Na osnovu rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Rezultati biotesta rasta korijena i mjerenja biomase uzoraka potvrdili su znacajni
inhibitorni utjecaj soli na rast i razvoj klijanaca kineskog kupusa.

Stresni utjecaj soli na klijance dokazan je i mjerenjem koncentracije prolina koji je
znatno porastao uslijed tretmana NaCl (oko 5 puta u odnosu na kontrolu).

Solni stres nije znac¢ajno promijenio sadrzaj polifenolnih spojeva (ukupnih polifenola,
ukupnih fenolnih kiselina i ukupnih flavonoida) u klijancima kineskog kupusa
Tretman salicilnom kiselinom pokazuje potencijalne pozitivne uéinke na klijance u
solnom stresu tj. pokazuje pozitivan iako ne pretjerano znacajan ucinak na rast
Klijanaca, poti¢e znacajno sintezu prolina te utjeCe na povecanje koli¢ine Sinapinske
kiseline u klijancima uslijed stresa.

Tretman sinapinskom kiselinom povecao je antioksidacijsku aktivnost u uzorcima u
uvjetima solnog stresa, ali nije imao ucinke koji su zapazeni kod tretmana salicilnom
kiselinom.

Na osnovu ovih preliminarnih rezultata svakako je potrebno nastaviti istrazivanja da bi

se doSlo do saznanja o ulozi fenolnih kiselina u odgovoru biljaka na solni stres.
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