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1. UVOD

1.1. Kadmijutlu

Kadmij (Cd) je teski metal koji u tlo dospijeva iz prirodnih izvora ili antropogenim
utjecajem. Prirodni izvori Cd uglavnom se odnose na vulkanske erupcije, fizicko i kemijsko
troSenje mati¢nih stijena 1 spaljivanje vegetacije. No, temeljeno na dosadasnjim
istrazivanjima moze se tvrditi da su prirodni izvori Cd u biosferi zasjenjeni antropogenim
utjecajem, s obzirom da je u posljednjih ~130 godina industrijalizacija znatno doprinijela
akumulaciji Cd u tlu (Cullen i Maldonado 2013). Na mobilizaciju Cd u biosferi indirektno
utjece rudarstvo, izgaranje fosilnih goriva i spaljivanje otpada, a direktno proizvodnja,
uporaba i odlaganje proizvoda koji sadrze Cd (Andresen i Kiipper 2013; Cullen i Maldonado
2013). Prema Andresen i Kiipperu (2013) antropogenim utjecajem smatra se primjena
mineralnih gnojiva ¢esto bogatih Cd, promet automobila (Cd se oslobada iz automobilskih
guma) te prema Liu i sur. (2014) primjena herbicida i pesticida. Cd se u atmosferi javlja
uglavnom u obliku aerosola i malih €estica (promjera ~ 1 mm) koje se lako mogu rasprsiti
vjetrom 1 na kraju se istaloziti. S obzirom da se materijal obogac¢en Cd moZe rasprsiti
tisucama kilometara kroz atmosferu, ovaj teSki metal moze zagaditi ¢ak i1 udaljene i inace
netaknute sredine. Osim vjetra, na unos Cd u tlo utjecu i oborine (kisa i snijeg) koje Cd iz
atmosfere u vodenim kapljicama donose do tla (Cullen i Maldonado 2013). Prema
navedenom, jasno je da je zagadenje teSkim metalima jedna je od najtezih ekoloskih prijetnji
u sadasnjoj eri koja neizbjezno raste (Liu i1 sur. 2014), ali i izaziva veliku zabrinutost s
obzirom da su teski metali trajni toksicni zagadivaci koji nisu biorazgradivi (Wu i sur. 2010).
PoviSena koncentracija Cd u tlu uzrokuje promjenu u fizioloskim i biokemijskim procesima
biljaka §to za posljedicu ima smanjeni rast i prinos usjeva. Osim toga, uzgojem
poljoprivrednih kultura na kontaminiranom tlu, Cd se ¢esto akumulira u jestivim dijelovima
biljke te na taj naCin ulazi u hranidbeni lanac uzrokuju¢i brojna patoloska stanja
konzumenata. Zbog toga su provedene brojne studije u kojima su razli¢ite biljne vrste (npr.
pSenica, jeCam, salata, pamuk) i kultivari iste vrste pokazali razlicite rezultate s obzirom na

stupanj osjetljivosti, tolerancije i hiperakumulacije teskih metala (Anjum i sur. 2015).
1.2.  Unos, transport i metabolizam kadmija u biljkama

Cd je teski metal, neesencijalan za biljke, toksican, a u ve¢im koncentracijama i
letalan s obzirom na to da se vrlo lako apsorbira iz tla korijenskim sustavom te preko ksilema

dospijeva u listove biljke (Pérez-Chaca i sur. 2014). Osim iz tla, biljke Cd mogu apsorbirati



I iz vode te ga akumulirati u korijenu i izdanku (Andresen i Kiipper 2013). Apsorpcija Cd u
biljkama varira od vrste do vrste, ali i unutar razli¢itih kultivara iste vrste (Arao i sur. 2003).
Takoder, prema nekoliko izvora (Liu 1 sur. 2015; Naidu i sur. 1994; Eriksson 1990) unos Cd
u biljku znatno ovisi o pH tla na kojem biljka raste, a $to je pH niZi to je stopa apsorpcije Cd
viSa (Wu i Zhang 2002). Prema Mullins i sur. (1986) unos Cd u biljke ovisi 0 njegovoj
koncentraciji u tlu (veéa koncentracija-ve¢i stupanj apsorpcije), veli¢ini korijena i
karakteristikama korijena koje utje¢u na apsorpciju. Nakon unosa ovog metala u biljku
posljedice su razli¢ite. Cd moze uzrokovati inhibiciju rasta biljke $to je posljedica smanjene
ucinkovitosti apsorpcije vode, makronutrijenata (N, P, K, Ca, Mg) i mikronutrijenata (Fe,
Zn, Cu, Mn). Takoder, Cd uzrokuje oksidacijski stres, genotoksi¢nost, inhibiciju
metabolizma korijena te smanjuje prinos usjeva (Pérez-Chaca i sur. 2014; Andresen i Kiipper
2013; Benavides i sur. 2005; Drazi¢ i sur. 2004). U istrazivanjima je zabiljezeno da Cd
interferira i s biosintezom klorofila, inhibira fotosintetski aparat i enzime fotosintetskog
Calvinovog ciklusa sto dovodi do promjene u stopi fotosinteze (Pérez-Chaca i sur. 2014;
Ferreira i sur. 2002). Mogu¢i mehanizam nastanka ovih poremecaja je zamjena esencijalnih
kofaktora, kao $to su Zn, Fe i Mn s neesencijalnim metalima u mnogim enzimima (Felici i
sur. 2014).

Kao $to je ve¢ navedeno, biljke Cd apsorbiraju korijenskim sustavom no, specifi¢ni
transporteri namijenjeni isklju¢ivo za Cd nisu pronadeni. Smatra se da Cd dospijeva u
korijen putem transportera sa sli¢nim afinitetom za Zn i Cd te preko Ca?*-kanala §to moze
dovesti do kompeticije iona Ca i Cd za transportne kanale (Andresen i Kiipper 2013). Osim
Ca, apsorpciju Cd u korijen i prijenos iz korijena u izdanak mogu smanjiti ili inhibirati
kationi kao §to su Cu?*, Fe*2, Mn?" i Zn?* §to upuéuje na sliéne procese apsorpcije i transporta
(Khan i sur. 2017; Cataldo i sur. 1983). Kod kopnenih biljaka korijen je najvazniji organ za
unos svih metala, ukljucujuci i Cd. Nakon §to se nespecifi¢no vezu za stani¢ni zid, metalni
ioni se aktivno transportiraju preko plazma membrane i dospijevaju u korijen. Zbog toga je
korijenski sustav prvi izlozen negativhom utjecaju Cd, a oSteCenjem i naru$avanjem
metabolizma korijenskog sustava Cd negativno djeluje i na metabolizam ostatka biljke
(Andresen i Kiipper 2013), a samim time i na morfologiju biljke (Khan i sur. 2017). 1z tog
razloga ucinci Cd na izdanak kopnenih biljaka mogu biti posljedica oStecenja korijena, Sto
je vazno imati na umu prilikom istrazivanja (Andresen i Kiipper 2013). No, jednom kada Cd

dospije u biljku, hranidbenim lancem se prenosi u druge organizme $to za krajnju posljedicu



ima opasnost za ljudsko zdravlje, a to je i glavni motiv za sve veéi broj istraZivanja ovog

teSkog metala (Pérez-Chaca i sur. 2014).
1.3.  Oksidacijski stres u biljkama

Evolucija aerobnih metaboli¢kih procesa kao $to su disanje i fotosinteza neizbjezno
je dovela do stvaranja reaktivnih kisikovih tvari (ROS, od engl. Reactive Oxygen Species) u
mitohondrijima, kloroplastima i peroksisomima (Apel i Hirt 2004). Kao posljedica
prekomjerne proizvodnje i nakupljanja ROS-a razvija se oksidacijski stres u biljkama
(Demidchik 2015). Tako je oksidacijski stres induciran reaktivnim tvarima kao $to su
singletni kisik ('O2), hidroksilni radikal ("OH), vodikov peroksid (H202), superoksidni
radikal (O2"), duSikov oksid (NO) i1 dr. Budué¢i da su ROS nusprodukti razli¢itih
metaboli¢kih procesa, njihovo je stvaranje u stanicama neizbjezno. ROS u malim
koncentracijama imaju ulogu signalnih molekula u biljkama (Apel i Hirt 2004), te je u
normalnim uvjetima (bez stresa) produkcija ROS-a pod kontrolom obrambenog
antioksidacijskog sustava biljke. Medutim, u uvjetima stresa normalna funkcija transportnog
lanca elektrona je naru$ena $to za posljedicu ima preveliku produkciju ROS-a koji uzrokuju
oksidacijsko oste¢enje proteina, nukleinskih kiselina, pigmenata i lipida pri ¢emu dolazi do
lipidne peroksidacije (LPO), ostecenja membrana i inaktivacije enzima (Lin i sur. 2011).
ROS su produkti djelomi¢ne redukcije molekularnog kisika (O2). O2 se obi¢no reducira
putem Cetveroelektronskog mehanizma preko mitohondrijskog transportnog lanca elektrona
§to rezultira stvaranjem vode. Dodavanjem jednog elektrona O nastaje O>™ koji se dalje
reducira u H202, a zatim u "OH i hidroksilni anion. *OH nastaje Haber-Weiss reakcijom iz
H202 i O2" (Sharma i sur. 2012). Lanac je zavrSen formiranjem vode nakon dodavanja
elektrona i protona "OH (Slika 1). Slobodni radikali su atomi, molekule ili ioni s nesparenim
elektronima koji su obi¢no visoko reaktivni i sudjeluju u kemijskim reakcijama. lako H20-
nije radikal, on pripada ROS-u jer ima vecu aktivnost od Oz (Lushchak 2011). H2O: je
relativno stabilna molekula u usporedbi s O2°, “OH i 'Oz (Demidchik 2015), a Fentonovom
reakcijom uz prisutnost nekog dvovalentnog iona (npr. Fe?*) H,O2 tvori najreaktivniji ‘OH
(Blokhina i sur. 2003). Ove citotoksi¢ne osobine ROS-a objasnjavaju evoluciju slozenih

enzimskih i neenzimskih mehanizama detoksikacije u biljkama (Apel i Hirt 2004).
Poznato je da postoji niz abiotickih ¢imbenika ukljucujuéi susu, salinitet, ekstremne
temperature, UV zracenje, nedostatak hranjivih tvari, oneciS¢ujuce tvari u zraku i tlu koje

uzrokuju molekularno ostec¢enje biljaka izravno ili neizravno stvaranjem ROS-a (Shah i sur.

2001). Osim same koncentracije ROS-a u stanicama ili tkivima, mjerljivi pokazatelji
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oksidacijskog stresa u istrazivanjima su i posljedice djelovanja ROS-a kao $to je LPO, kao i
aktivnosti antioksidacijskih enzima. Tako npr. u biljnom tkivu izlozenom Cd dolazi do
povecanja produkcije ROS-a §to rezultira pove¢anom aktivnos$¢u pojedinih detoksikacijskih
enzima, a uocava se i LPO i razgradnja klorofila (Fornazier i sur. 2002). Nastali H20:
metabolizira se peroksidazama u stani¢nom zidu ili katalazom (CAT) u peroksisomima i
glioksisomima (Polidoros i Scandalios 1999; Azevedo i sur. 1998), dok se O>™ u kloroplastu
pretvara u H202 enzimom superoksid-dismutazom (SOD; Fornazier i sur. 2002). Osim SOD-
a i CAT, za detoksikaciju ROS-a u biljnom tkivu vaZan je i enzim gvajakol-peroksidaza
(GPOD; Sharma i sur. 2012) koja unutar stanice regulira koncentraciju H2O2 (Tayefi-
Nasrabdi i sur. 2010). Ovaj ,,enzim stresa“ oksidira aromatske elektron donore kao §to su
gvajakol i pirogalol uz trosak H2O2 (Sharma i sur. 2012), a u odnosu na CAT, GPOD imaju
vazniju ulogu u uklanjanu H202 zahvaljujuéi vecem afinitetu za ovu molekulu (Gill i Tuteja
2010).
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S CAT
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Slika 1. Shematski prikaz stvaranja reaktivnih kisikovih tvari (ROS) u biljkama. Aktivacija
02 dogada se preko dva razli¢ita mehanizma. Postupna jednovalentna redukcija O, dovodi
do stvaranja Oz™, H20; i ‘OH, dok prijenos energije na Oz dovodi do formiranja 1O,. 02" se
spontano dismutira u H.O> neenzimski ili uz pomo¢ enzima superoksid-dismutaze (SOD)
koji katalizira reakciju dismutacije. H2O> se pretvara u vodu uz pomo¢ katalaze (CAT),
glutation-peroksidaze (GPX) i askorbat-peroksidaze (APX). Preuzeto i prilagodeno prema
Sharma i sur. (2012).



1.3.1. Lipidna peroksidacija - pokazatelj oksidacijskog stresa

Nakupljanje ROS-a moze potaknuti neprekidan, lanc¢ani proces LPO i ostetiti
nukleinske kiseline i proteine (Shah i sur. 2001). Prema Andresen i Kiipperu (2013) ROS
reagiraju s lipidima, proteinima i nukleinskim kiselinama uzrokujuéi njihovu promjenu ili
gubitak strukture i funkcije Sto vodi do procesa LPO, povecane propusnosti membrane,
inaktivacije enzima, kidanja DNA i mutacija (Slika 2).

ROS

pri visokim
koncentracijama

Oksidacijsko ostecenje

Lipidi

Proteini DNA
* Oitecenje lanca
* Povecana fluidnost i * Mjesno-specifiéna
propusnost membrane modifikacija aminokiselina
» Fragmentacija peptidnog
lanca
* Agregacija produkata
povezanih reakcija
* [zmjena elektri¢nog
potencijala
*» Inaktivacijaenzima
* Poveéana osjetljivost
proteinana proteolizu

* Oksidacija deoksiriboze
* Lom uzvojnice
* Uklanjanje nukleotida
* Modificiranje baza
* Krizno povezivanje
proteinai DNA

Slika 2. Reaktivne kisikove tvari (ROS) kao induktori oksidacijskog osStecenja lipida,

proteina i DNA. Preuzeto i prilagodeno prema Sharma i sur. (2012).

Kada razina ROS-a dosegne najvisu dopustenu razinu, poja¢ana LPO pocCinje se
odvijati u stani¢noj membrani te membranama organela Sto posljedi¢no utjece na normalnu
stani¢nu funkciju (Sharma i sur. 2012). Prema Smirnoffu (1995) polinezasi¢ene masne
kiseline (PUFA, od engl. Polyunsaturated Fatty Acids) su osnovne komponente
membranskih lipida osjetljive na peroksidaciju. Inicijacijska faza LPO odnosi se na
aktivaciju Oy te nastali O™ i "OH reagiraju s metilenskim skupinama PUFA-e formirajuéi
konjugirane diene, lipidne peroksi radikale 1 hidroperokside (Smirnoff 1995).
Hidroperoksilni radikal (HO") pretvara masne kiseline u toksi¢ne lipidne perokside na taj
nacin uniStavajuc¢i bioloske membrane (Panda 1 sur. 2003). Tijekom LPO nastaju razli¢iti
aldehidi kao sekundarni produkti (malondialdehid- MDA, propanal, heksanal i 4-
hidroksinonenal (4-HNE)), a oni predstavljaju biomarkere oksidacijskog stresa (Ayala i sur.

2014). Mjerenje razine MDA Kkoristi se kao indeks LPO u stresnim uvjetima (Shah i sur.
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2001). MDA je citotoksi¢ni produkt peroksidacije lipida, pokazatelj proizvodnje slobodnih
radikala i posljedi¢nog oStecenja tkiva (Ohkawa i sur. 1979).

1.3.2. Antioksidacijski enzimi

U uvjetima bez stresa procesi stvaranja i uklanjanja ROS-a su u balansu, a balans
moze biti narusen razli¢itim stresnim ¢imbenicima Koji vode do akumulacije ROS-a i
oksidacijskog stresa. Biljke sadrze nekoliko antioksidacijskih enzima sa svrhom uklanjanja
prekomjerne koli¢ine ROS-a nastalih nakon stresnih reakcija. Neki od njih su SOD, CAT i
GPOD (Andresen i Kiipper 2013).

Unutar stanice SOD ¢ini prvu liniju obrane protiv ROS-a (Gratao i sur. 2005; Alscher
i sur. 2002). SOD dismutira O2™ u H202 i kisik (Zhang i sur. 2007; Shah i sur. 2001). O>™
nastaje na svim lokacijama u kojima je prisutan transportni lanac elektrona ukljucujuéi
mitohondrije, kloroplaste, mikrosome, glioksisome, peroksisome, apoplast i citosol pa nije
¢udno da se SOD moze pronaci u svim tim subcelularnim prostorima (Alscher i sur. 2002;
Slika 3). Prema nekoliko izvora (Alscher i sur. 2002; Fornazier i sur. 2002; del Rio i sur.
1998; Bowler i sur. 1992) tri su razli¢ita izooblika SOD-a prisutna u biljkama, a klasificirana
su prema svom metalnom kofaktoru: MnSOD (lokaliziran u mitohondrijima i
peroksisomima), FeSOD (vezan za kloroplaste) i Cu/ZnSOD (lokaliziran u citosolu,
kloroplastima i peroksisomima; Slika 3). Odgovor SOD-a na prisutnost teskih metala ovisi
o vrsti biljke, tkivu, stadiju razvoja biljke, vrsti teSkog metala i duljini izloZenosti tom
metalu. Tako je u nekim biljnim vrstama zabiljezen je porast aktivnosti SOD-a nakon
izlaganja Cd (Gratao i sur. 2005), kod nekih je zabiljeZen pad aktivnosti (Ledn i sur. 2002;
Schiitzendiibel i Polle, 2002), dok kod nekih biljnih vrsta nije bilo zabiljeZenih promjena u

aktivnosti ovog enzima (Ferreira i sur. 2002).

Unutarstani¢na razina H2Oz regulirana je velikim brojem enzima od kojih se isticu
CAT i POX (Blokhina i sur. 2003). CAT je enzim koji metabolizira dvije molekule H203,
oslobodene u peroksisomima nakon konverzije glikolata u glioksilat tijekom fotorespiracije,
na Ozi vodu (Igamberdiev i Lea 2002) prema jednadzbi 2H.O, «—2H>0 + O» (Berg i sur.
2013). CAT takoder moze razloziti H202 formiran tijekom [-oksidacije masnih kiselina u
glioksisomima tkiva za skladistenje lipida (Gratdo i sur. 2005). CAT ne zahtijeva
redukcijsko sredstvo prilikom kataliziranja reakcije dismutacije, zbog ¢ega se razlikuje od
ostalih enzima (Mhamdi i sur. 2010). Ima visoku specifi¢nost za H2O> (Mhamdi i sur. 2010),

a jedna molekula CAT moze reducirati oko 6 milijuna molekula H202 u H20 i Oz u minuti



(Gill i Tuteja 2010). Isto kao i u slucaju SOD-a, aktivnost CAT varira u ovisnosti o teSkom
metalu (Grato i sur. 2005). Tako je npr. tretman s Cd uzrokovao smanjenje aktivnosti CAT
u graha (Phaseolus vulgaris), vodene le¢e (Lemna minor) i u paprike (Capsicum annuum).
Povecanje aktivnosti CAT uslijed izlaganja Cd zabiljezeno je u rotkvici (Raphanus sativus),
pirici (Agropyron repens) i Secernoj trsci (Saccharum sp.; Gratdo i sur. 2005), dok je
aktivnost CAT u soje nakon izlaganja Cd ostala nepromijenjena (Ferreira i sur. 2002).
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4 Fe SOD
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Of ‘0 " cy-znSOD pop
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COo,
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Slika 3. Glavna mjesta produkcije H20- i lokacija pojedinih izooblika superoksid-dismutaze
(SOD) u fotosintetskim stanicama. Glikolat-oksidaza (GO), 3-fosfoglicerat (3PGA),
peroksidaze (POX), ribuloza 1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza (RuBisCO), ksantin-
oksidaza (XO). Preuzeto i prilagodeno prema Alscher i sur. (2002) i Mhamdi i sur. (2010).

GPOD enzim je koji sudjeluje u nekoliko metaboli¢kih reakcija kao §to su raspad
indol-3-octene kiseline, biosinteza lignina i obrana od patogena koriste¢i H20.. Razliciti
stresni uvjeti okoliSa, ukljucujuéi razliite oneciScujuce tvari kao Sto su teski metali,
herbicidi, ozon 1 policiklicki aromatski ugljikovodici induciraju aktivnost GPOD-a
(Erofeeva 2015). Odgovor GPOD-a na stres uzrokovan teskim metalima ovisi o biljnoj vrsti
i vrsti teSkog metala. Tako je izlaganje Cd uzokovalo povecéanje aktivnosti ovog enzima u
uro¢njaku (Arabidopsis thaliana) 1 kod krute voscike (Ceratophyllum demersum), a

smanjenje aktivnosti u grahu (P. vulgaris; Gratdo i sur. 2005).



1.3.3. Oksidacijski stres i biljni pigmenti

Mineralni profil biljke (odnos mikroelemenata i makroelementa) moze biti povezan
i s drugim markerima oksidacijskog stresa kao $to je sadrzaj klorofila ili propusStanje iona
(Felici i sur. 2014). U uvjetima bez stresa elektroni protjeu od pobudenih centara
fotosustava do NADP™ koji se reducira u NADPH. NADPH zatim ulazi u Calvinov ciklus i
reducira krajnji akceptor elektrona (CO2). U slucaju preopterecenja transportnog lanca
elektrona i uslijed smanjenja dostupnosti NADP?, §to je posljedica stresa, dolazi do curenja
elektrona iz feredoksina. Elektroni dolaze u kontakt s Oz i nastaje O.", iz kojeg se dalje
stvaraju agresivniji oblici ROS-a. Transportni lanac elektrona u PSI i PSII je glavni izvor
ROS-a u kloroplastima, a kao §to je ranije navedeno, nakupljanje prevelike koli¢ine ROS-a
vodi biljku u oksidacijski stres (Sharma i sur. 2012). Proces fotosinteze je dakle vrlo osjetljiv
u biljaka, a ovisi o koncentraciji i duljini izloZenosti biljaka djelovanju Cd. Ukupna
koncentracija klorofila (tChl=Chl a + Chl b) je parametar koji pokazuje kakav je u¢inak
oksidacijskog stresa na biosintezu klorofila pa je stoga vazno zabiljeziti promjene u
koncentraciji tChl. Brojne studije pokazale su da smanjena stopa fotosintetskih procesa moze
biti posljedica degradacije klorofila (Bazzaz i sur. 1974) ili inhibicije biosinteze klorofila
zbog ostecenja kloroplasta. Inhibicija biosinteze klorofila rezultat je inhibicije enzima
protoklorofilid-reduktaze pod djelovanjem Cd, a posljedi¢no se moze javljati i kloroza (Slika
4; Felici 1 sur. 2014). Smanjenje stope fotosinteze takoder je rezultat fotokemijskih reakcija,
kao i poremecene aktivnosti enzima uklju¢enih u fiksiranje CO2 (Xue i sur. 2013). Tesko je
to¢no odrediti primarnu metu Cd u fotosintetskom aparatu no, Krupa 1 sur. (1993) smatraju
da to moze biti inhibicija transporta elektrona povratnom spregom ograni¢avanjem potrosnje
ATP-a i NADPH zbog oste¢enja mehanizma Calvinovog ciklusa. Kada se H2O2 akumulira
(ukoncentracijama od 10 uM ili vi$e), enzimi Calvinovog ciklusa (fruktoza-1,6-bisfosfataza,
sedoheptuloza-1,7-bisfosfataza i fosforibulokinaza) gube 50% svoje aktivnosti (Sharma i
sur. 2012). Medutim, da bi se dobiveni rezultati mogli ispravno interpretirati, vazno je u

obzir uzeti razvojni stadij odnosu na koncentraciju u kontrolnim biljkama (Felici i sur. 2014).



Slika 4. List soje nakon tretmana kadmijem (fotografirala: Milica Dugic).

Karotenoidi (Car) pripadaju skupini lipofilnih antioksidansa (Sharma i sur. 2012) i
esencijalne su komponente tilakoidne membrane. Mogu u¢inkovito gasiti pobudeno tripletno
stanje klorofila (Gratao i sur. 2005) te detoksicirati razli¢ite oblike ROS-a (Sharma i sur.
2012). U biljkama Car apsorbiraju svjetlost u podru¢ju 400-550 nm vidljivog spektra i
prenose apsorbiranu energiju na klorofil. Kao antioksidansi, Car uklanjaju ‘O, kako bi
sprijecili oksidacijsko oSteéenje i gase pobudene molekule klorofila kako bi prevenirali
stvaranje 'O; i zastitili fotosintetski aparat (Sharma i sur. 2012). Prema Li i sur. (2008) Car
takoder sluze i kao prekursori signalnih molekula koje utje¢u na razvoj biljaka te na odgovor
biljke na bioticki i abioticki stres.

1.4,  Kadmij u ljudskom organizmu

Cd je potencijalna prijetnja Sirokom rasponu biota prvenstveno zato S$to nije
metabolicki esencijalan. Osim toga, izuzetno je mobilan, toksi¢an je za ljude u
koncentracijama nizim od koncentracija toksi¢nosti za biljke, a poznato je i da se Cd
akumulira u ljudskom organizmu (McLaughlin i Singh 1999). Prema Bernardu (2008)
jednom apsorbiran Cd nepovratno se nakuplja u ljudskom tijelu. Cd je primarno toksi¢an za
bubrege, posebno za proksimalne tubule koji su glavno mjesto akumulacije. Cd takoder
moze uzrokovati demineralizaciju kostiju izravnim oSte¢enjem kosti ili indirektno kao
rezultat disfunkcije bubrega. Osim u bubrezima, akumulacija je zabiljezena u jetri i plu¢ima.

U industrijskoj proizvodnji prekomjerna izlozenost zraku zagadenom Cd moze ugroziti



funkciju pluca i povecati rizik od raka plu¢a. Cd moze poremetiti organske sustave u dozama
mnogo nizim u odnosu na vec¢inu drugih toksi¢nih metala (Bernard 2008). No, zanimljivo je
naglasiti da posteljica ne propusta Cd nego ga akumulira i predstavlja izuzetno ucinkovitu
barijeru za Cd i $titi fetus. Zbog toga se kod novorodencéadi koncentracija Cd u organizmu

ne moze izmjeriti (Varga i sur. 1993).

Najvise koncentracije Cd do sada pronadene U unutarnjim organima sisavaca, a
iznose od 10-100 ppm, uglavnom u bubrezima i jetri. Takoder Cd je pronaden i u nekim
vrstama riba, dagnjama i kamenicama, posebice onim iz one¢iS¢enih mora. Primarni izvori
Cd kojima su ljudi izlozeni ukljucuju hranu (biljnu i zivotinjsku) te pusSenje duhana.
Potro$nja osnovnih namirnica kao $to su pSenica i riza znacajno doprinosi izlozenosti ljudi
(Bernard 2008). U preglednom radu Grant i sur. (2008) navode da su, na temelju izmjerene
koncentracije Cd u komercijalno uzgojenim kulturama, usjevi kao §to su suncokret, jeCam,
zob, kukuruz, lan, riza i pSenica identificirani su kao akumulatori Cd, a ¢esto sadrze i vise
od 0.10 mg Cd/kg suhe tvari. Koncentracija Cd u kikirikiju, krumpiru i soji takoder moze
biti zabrinjavajuca (Grant i sur. 2008), budu¢i da se iz soje se dobiva mast i ulje kojim se
opskrbljuje Y4 svjetskih potreba. Takoder iz soje se dobiva 1 % proteinima bogate stocne
hrane te % obroka bogatih proteinima u svijetu (Slika 5; Hasanuzzaman i sur. 2016). Sve
navedene kulture proizvedene su uglavnom u svrhu prehrambene industrije i samim time
predstavljaju opasnost za zdravlje ljudi. Zbog toga se sve vise prilikom uzgoja nastoji
selektirati i uzgajati one kultivare s minimalnom stopom akumulacije Cd kako bi se smanijila
ili izbjegla akumulacija Cd u ljudskom organizmu (Grant i sur. 2008). Osim odabira
odgovarajucih kultivara, treba imati na umu i da potencijal prijenosa Cd iz tla preko
hranidbenog lanca ovisi ne ovisi samo o stupnju akumulacije Cd u biljku i o procesima koji
se odvijaju u biljkama, nego 1 o svojstvima samog tla te procesima u Zivotinjskom 1 ljudskom
organizmu. Svi ti procesi mogu utjecati na manji ili veci stupanj transporta Cd iz tla do

¢ovjeka 1 na razinu akumulacije teSkog metala u organizmu (McLaughlin 1 Singh 1999).
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Slika 5. Raznolikost uporabe soje. Preuzeto i prilagodeno prema Hasanuzzaman i sur.

(2016).

1.5.  Cilj diplomskog rada

.....

konzumaciju i uzgoj soje uzrokujuéi promjene u fizioloskim i biokemijskim procesima
smanjujudi rast i prinos ove znacajne poljoprivredne kulture. Preliminarna istraZivanja na
hrvatskim kultivarima soje pokazala su razliku u akumulaciji Cd u sjemenu. Stoga je
primarni cilj ovog istrazivanja bio odrediti razlike u biokemijskim mehanizmima toksi¢nosti
I tolerancije na stres uzrokovan Cd u tri hrvatska kultivara soje (Korana, Lucija i Ika), koji
se razlikuju prema stupnju akumulacije Cd u zrnu. Cd uzrokuje prekomjerno stvaranje ROS-
a u stanicama C¢ije nakupljanje u kona¢nici moze uzrokovati oksidacijski stres. Kako bi
umanjile Stetne ucinke teskih metala, odnosno oksidacijskog stresa, biljke koriste razlicite
detoksikacijske mehanizme kao $to je i antioksidacijski obrambeni mehanizam. Stoga su
ciljevi ovog istrazivanja bili:
= odrediti utjecaj razlicitih koncentracija Cd na oksidacijski stres i antioksidacijski
odgovor u tri hrvatska kultivara soje (Korana, Lucija i 1ka)
= utvrditi postoje li razlike u oksidacijskom statusu i antioksidacijskom odgovoru
izmedu tri kultivara soje, te na temelju dobivenih rezultata izdvojiti najotporniji
kultivar soje
= utvrditi postoje li tkivno-specificne razlike u oksidacijskom i antioksidacijskom

statusu korijena i izdanka tri istrazivana kultivara soje
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Kao pokazatelji oksidacijskog statusa mjereni su koli¢ina H20: i razina LPO, dok su
kao pokazatelji antioksidacijskog statusa mjerene aktivnosti razli¢itih antioksidacijskih
enzima (CAT, SOD, GPOD). Osim toga mjeren je i utjecaj stresa uzrokovanog Cd na

koncentraciju biljnih pigmenata, odnosno na stopu fotosinteze.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1.  Biljni materijal
U istraZivanju je koriSteno sjeme tri hrvatska kultivara soje (Korana, Lucija i Ika)
izabrana na temelju preliminarnih istrazivanja provedenih na Fakultetu agrobiotehnic¢kih
znanosti u Osijeku. Preliminarna istrazivanja pokazala su razliku kod ova tri kultivara u
sposobnosti akumulacije Cd u zrnu soje, pri ¢emu je kultivar Korana pokazao najvecu
sposobnost akumulacije Cd dok je za kultivar Ika zabiljezen najmanji akumulacijski

potencijal za Cd u odnosu na druga dva kultivara.
2.2.  Sterilizacija sjemena i naklijavanje soje

Za potrebe eksperimenta sjemenke soje su prvo ocis¢ene od grubih necistoca
ispiranjem u dH20 nekoliko puta, nakon ¢ega je uslijedila sterilizacija. Sterilizacija Sjemena
provedena je u 75%-tnom etanolu uz stalno mijesanje tijekom 5 min. Sjemenke su zatim
isprane dH-O te dodatno sterilizirane 10 min u 1%-tnoj otopini 1zosana s dodatkom Tweena
u konac¢noj koncentraciji od 0.001%, uz neprestano mijeSanje. Nakon toga sjemenke su
ponovno isprane u sterilnoj dH20. Po zavrsetku sterilizacije sjeme je zbog procesa bubrenja
preko noé¢i ostavljeno u sterilnoj dH2Ou hladnjaku na +4°C. Idu¢eg dana, nakon bubrenja,
sjemenke su postavljene na naklijavanje u plasti¢cne posude (dimenzije 10x20 cm, 40
sjemenki/posudi) sa sterilnim kvarcnim pijeskom koji je natopljen sa 100 mL hranjive
otopine po Hoaglandu (/4 jakosti, pH 6; Tablica 1; Hoagland i Arnon 1950). Klijanje se
provodilo 7 dana u tami na 23°C (Slika 6). Nakon Klijanja, klijanci soje podjednake veli¢ine

postavljeni su dalje na hidroponski uzgoj.

Slika 6. Klijanci soje naklijavani na kvarcnom pijesku natopljenim hranjivom otopinom po

Hoaglandu, u klima-sobi 7 dana u tami na 23 °C (fotografirala Milica Dugic).
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Tablica 1. Sastav hranjive otopine po Hoaglandu.

L Koncentracija
M;I;Lokr:)l:guiir;tl— ( /'\r<|1:)I) ¢ (M) v (g/L) VOIUT;E)Za L Element elementau 1L
P 9 otopine (mM)
NHsH2PO4 115.03 1 115.03 1 P 1
KNO3 101.11 1 101.11 6 K 6
Ca(NO3), 236.16 1 236.16 4 Ca 4
MgSO4x7H20 246.47 1 246.47 2 Mg 2
Makronutriienti- Mr Volumen stock- Koncentracija
stockoto Jine (g/mol) c(mM) | y(g/L) | azall otopine Element elementau 1L
P g (mL) otopine (uM)
H.BO3 61.84 46.25 2.86 B 46.25
MnCl;x4H,0 197.91 9.146 1.81 Mn, CI 9.146
ZnS04x7H,0 289.55 0.765 0.22 1 Zn 0.765
CuS0O4x5H0 249.71 3.204 0.8 Cu 3.204
Na;Mo0O4x2H,0 241.97 1.033 0.25 Mo 1.033
Fe-EDTA 346.08 20 6.922 0.25 Fe 5

2.3.  Postavljanje hidroponskog uzgoja i eksperimenta

Soja je uzgajana hidroponski u najjednostavnijem tipu sustava zvanom vodena
kultura (Slika 7a). Hidroponski se sustav sastojao od plasti¢nih posuda (4 L) s poklopcem u
koji su postavljene plasti¢ne ¢aSice mreZaste strukture (@ 5 cm). Casice za hidropon su
punjene sterilnom ekspandiranom glinom kao supstratom u koji je postavljen po jedan
klijanac soje (Slika 7Db).
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Slika 7. Hidroponski uzgoj soje: a) Shematski prikaz hidroponskog sustava — vodena kultura

(preuzeto s Webl); b) Klijanci soje u hidroponskom sustavu (fotografirala: Milica Dugic).

Plasti¢ne su posude punjene hranjivom otopinom po Hoaglandu, (' jakosti, 3.5 L).
U svakoj se posudi nalazio zrani kamen povezan sa zratnom pumpom, pri ¢emu je
osigurano snabdjevanje korijena kisikom kao i mijeSanje hranjive otopine. Soja je u
hidroponskom sustavu uzgajana u klima-sobi na 23°C, s fotoperiodom 16h dan/8h no¢.
Hranjiva je otopina tijekom hidroponskog uzgoja izmjenjivana svakih 7 dana, uz postupno
povecanje jakosti koriStene otopine. Dva tjedna nakon hidroponskog uzgoja, nakon $to su
dovoljno porasle, biljke su tretirane razli¢itim koncentracijama Cd. Kontrolne biljke su
tretirane vodom, dok su ostale biljke tretirane stock otopinom kadmijeva acetata
(Cd(CH3CO0)2x2H20), pri ¢emu su konac¢ne koncentracije Cd bile 25uM, 50uM i 100uM.
Izlaganje biljaka Cd trajalo je 7 dana, nakon Cega je provedeno uzorkovanje korijena i

izdanka te priprema uzoraka za daljnje analize.
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2.4.  Odredivanje koli¢ine vodikovog peroksida

Koncentracija H202 u tkivu korijena i izdanka soje odredena je metodom koju su
opisali Mukherjee i Choudhuri (1983). Tkivo je usitnjavano u teku¢em dusiku pomocu
tarionika i tucka. Iz alikvota usitnjenog tkiva (0.2 g) H2O: je ekstrahiran na ledu 15 minu 1
mL hladnog acetona. Homogenat je zatim centrifugiran 5 min pri 6000 g na temperaturi
+4°C. Usporedno s probama radena je i slijepa proba s 1 mL hladnog acetona, ali bez biljnog
tkiva te su dalje sa slijepom probom provodeni identi¢ni postupci kao i s probama. Dobiveni
supernatant pipetom je prebacen u drugu tubicu te mu je dodano 400 uL otopine titanovog
sulfata i 500 uL koncentriranog amonijevog hidroksida (NH4OH) pri ¢emu nastaje kompleks
titanovog peroksida. Reakcija nastanka ovog kompleksa je egzotermna reakcija pa je ovaj
postupak proveden na ledu. Istalozeni kompleks titanovog peroksida je od mati¢ne otopine
odvojen centrifugiranjem 10 min na 15 000 g pri temperaturi od +4°C, te je nakon toga
otapan u 1 mL 2M otopine H2SO4 uz mijesanje na vibracijskoj mijesalici. Nakon otapanja
taloga otopina je jo$ jednom centrifugirana 10 min na 15 000 g i +4°C. Apsorbancija
dobivene otopine mjerena pri valnoj duljini od 415 nm. Koncentracija H>O> u korijenu i
izdanku soje izraCunata je iz standardne krivulje otopina poznate koncentracije H20», a

izraZena je U Nmol po gramu svjeze tvari (nmol/Qsvjeze tvari)-
2.5.  Odredivanje razine lipidne peroksidacije

Razina LPO odredena je metodom koju su opisali Verma i Dubey (2003), mjerenjem
koli¢ine reaktivnih supstanci tiobarbituratne kiseline (TBARS), uglavnhom MDA. Tkivo
korijena i izdanka usitnjeno je u teku¢em dusiku pomocu tarionika i tucka te je alikvotu
praha (0.2 g) dodan 1 mL 0.1%-tne otopine trikloroctene kiseline (TCA). Nakon 15 min
ekstrakcije na ledu, homogenat je centrifugiran 5 min pri 6 000 g na temperaturi +4 °C. U
0.5 mL dobivenog supernatanta dodan je 1 mL otopine 0.5%-tne tiobarbituratne kiseline
(TBA) u 20%-tnoj otopini TCA. Reakcijska smjesa je promijeSana na vibracijskoj mijesalici
te inkubirana 30 min u vodenoj kupelji na +95°C. Prilikom inkubacije dolazi do raspada
lipidnih peroksida te nastaju produkti (uglavnom MDA) koji reagiraju s TBA. Reakcija je
potom zaustavljena hladenjem na ledu, a reakcijska je smjesa centrifugirana 10 min na 22
000 g pri temperaturi od +4°C. Apsorbancija dobivenog supernatanta mjerena je pri valnim
duljinama 532 nm i 600 nm. Apsorbancija pri 600 nm oduzima se od apsorbancije pri 532
nm zbog korekcije za nespecifiénu reakciju. Koli¢ina TBARS-a, odnosno MDA odredena je
pomocu jednadzbe pravca standardnog dijagrama, a kao standard koristen je 1,1,3,3-

tetrametoksipropan. Rezultati su izraZzeni U Nmol po gramu svjeze tvari (nmol/Qsvjeze tvari)-
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2.6.  Priprema proteinskih ekstrakata

Korijen i izdanak soje usitnjavani su u teku¢em dusiku pomocu tarionika i tucka uz
dodatak polivinil-polipirolidona. Usitnjenom tkivu (0.2 g) dodan je 1 mL hladnog
ekstrakcijskog pufera (100 mM Kkalij-fosfatni pufer, pH 7, 1 mM EDTA). Nakon
homogeniziranja mijeSanjem na vibracijskoj mijesalici proteini su ekstrahirani stajanjem 10
min na ledu te centrifugiranjem 15 min pri 22 000 g na +4°C. Proteinski ekstrakt korijena je
potom odvojen od taloga i pohranjen na -80 °C do daljnjih analiza, dok je talog izdanka,
nakon odvajanja supernatanta, reekstrahiran dodatkom ekstrakcijskog pufera i
centrifugiranjem. Dobivene proteinske ekstrakte izdanka bilo je potrebno procistiti gel
filtracijskom kromatografijom pomoc¢u PD-10 kolonica. Na ekvilibrirane kolone dodan je
proteinski ekstrakt do odgovarajuceg volumena, te je zatim 3.5 mL proteinske frakcije
skupljeno, alikvotirano i pohranjeno na -80°C do daljnjih analiza. Proteinski ekstrakti su
koristeni za spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima i mjerenje koncentracije

proteina.
2.7.  Mjerenje aktivnosti enzima katalaze

Aktivnost CAT odredena je metodom po Aebiju (1984). Reakcijska smjesa za
mjerenje CAT sastojala se od 0.036%-tne otopine H>O> u 50 mM Kkalij-fosfatnom puferu
(pH 7). Aktivnost enzima mjerena je spektrofotometrijski u UV-kiveti, pri ¢emu je u 1450
uL reakcijske smjese dodano 50 pL proteinskog ekstrakta izdanka, odnosno korijena. Pad
apsorbancije pracen je spektrofotometrijski pri valnoj duljini 240 nm svakih 10 sek tijekom
3 min. Specifi¢na aktivnost enzima izrazena je kao koli¢ina (umol) razgradenog H2O2 u min
po mg proteina, odnosno u jedinicama aktivnosti CAT po mg proteina (U/MQproteina; U =

urnol/ mi nproteina)-
2.8.  Mjerenje aktivnosti enzima gvajakol-peroksidaze

Aktivnost GPOD-a odredena je metodom po Siegelu i Galstonu (1967) koja je
modificirana i prilagodena za mjerenje u mikrotitarskim ploc¢icama s 96 jazica. Reakcijska
smjesa za mjerenje GPOD-a sastojala se od 18 mM gvajakola i 5 mM H202 u 50 mM Kalij-
fosfatnom puferu (pH 7). U mikrotitarsku plocicu s 190/195 uL reakcijske smjese dodan je
proteinski ekstrakt (10 pL proteinskog ekstrakta izdanka, odnosno 5 uL razrijedenog
proteinskog ekstrakta korijena). Uzorci su mjereni u triplikatu. Porast apsorbancije mjeren
je pri valnoj duljini 470 nm svakih 15 sek tijekom 2.5 min. Specifi¢na aktivnost GPOD-a

izrazena je kao koliina nastalog tetragvajakola u pmol po min po mg proteina
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(wmol/min/mg proteina) koristeci ekstinkcijski koeficijent (¢ = 15.83 mM/cm), odnosno u
jedinicama aktivnosti GPOD-a po mg proteina (U GPOD/MQproteina; U = umol/min).

2.9.  Mjerenje aktivnosti enzima superoksid-dismutaze

Aktivnost SOD-a u proteinskim ekstraktima odredena je prema modificiranoj metodi
Beauchampa i Fridovicha (1971). Aktivnost je mjerena kao stupanj inhibicije redukcije
supstrata nitro plave tetrazolijeve soli (NBT) superoksidnim radikalom. Jedna jedinica SOD-
a inhibira stopu redukcije NBT-a za 50% u povezanom sustavu pomoc¢u ksantin-oksidaze
(XOD) i ksantina. Reakcijska smjesa za kineticko mjerenje aktivnosti SOD-a sastojala se
825 pL 75 uM NBT-a otopljenog u 50 mM Kkalij-fosfatnom puferu (pH 7.8) s dodatkom 0.1
mM EDTA,75 uL 10.8 mM otopine ksantina i 50 uL proteinskog ekstrakta. Nakon 5 min
ekvilibracije, reakcija je pokrenuta dodatkom XOD-a u kona¢noj koncentraciji 0.0025
U/mL. Porast apsorbancije pracen je spektrofotometrijski na valnoj duljini 560 nm svakih
30 sek tijekom 4 min. Aktivnost SOD je izracunata koriste¢i postotak inhibicije redukcije
NBT-a, a izrazena je u jedinicama aktivnosti SOD po mg proteina (U/mgproteina; U =

umol/m i nproteina) .
2.10. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u tkivnim ekstraktima odredena je metodom po Bradfordu
(1976), koriste¢i albumin govedeg seruma kao standard. Razrijedeni i nerazrijedeni
proteinski ekstrakti (5 pL) pipetirani su u mikrotitarsku plocicu (96 jazica) u triplikatu,
nakon ¢ega je dodano 250 uL komercijalnog reagensa po Bradfordu (Sigma). Nakon 5 min

inkubacije na sobnoj temperaturi, apsorbancija je mjerena pri 595 nm.
2.11. Odredivanje koncentracije pigmenata

Tkivo je usitnjavano u teku¢em dusiku pomocu tarionika i tucka, a nakon toga je oko
0.1 g usitnjenog tkiva alikvotirano i homogenizirano s 1 mL acetona, mijeSanjem na
vibracijskoj mijesalici. Homogenat je potom centrifugiran 15 min na 22 000 g, supernatant
je odvojen i sakupljan u epruvetu, dok je talog reekstrahiran s 1 mL acetona i ponovno
centrifugiran. Postupak reekstrakcije ponavljan je nekoliko puta, sve do obezbojenja taloga,
a svakim je ponavljanjem postupka supernatant prikupljan i puliran s predhodno dobivenim
supernatantom. U puliranom ekstraktu mjereni su pigmenti (klorifila a - Chl a, klorofil b —

Chl b i Car) spektrofotometrijski na tri valne duljine: 470 nm, 645 nm i 662 nm.
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2.12. Statisticka obrada podataka

Dobiveni podaci obradeni su u statistickom programu GraphPad Prism 5.03.
Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD). Normalnost
distribucije testirana je Shapiro-Wilksovim testom, a homogenost varijanci Levene testom.
S obzirom na normalnu distribuciju i homogenost varijanci koriStena je jednofaktorska
analiza varijance (engl. One-way ANOVA), kako bi se utvrdilo postojanje razlika izmedu
razli¢itih skupina unutar kultivara. Nakon S§to je utvrdeno postojanje razlika, proveden je
Dunnett post hoc test kako bi se utvrdile statisticki znacajne razlike tretmana u odnosu na
kontrolu. Svi testovi provedeni su na razini znacajnosti od 5, 1 1 0.1% (*p < 0.05, **p <

0.01,***p < 0.001).
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3. REZULTATI

3.1.  Utjecaj kadmija na keli¢inu H202 u izdanku i korijenu tri kultivara soje

U izdanku kultivara Korana i Ika tretmani s 25 uM i 50 uM Cd uzrokovali su
statisticki znacajno smanjenje koli¢ine H202, dok su u kultivara Lucija svi tretmani Cd
uzrokovali zna¢ajno smanjenje koli¢ine H>O2 u odnosu na kontrolu (Slika 8a). Koli¢ina H20>
se u izdanku kultivara Korana, u odnosu na kontrolu, smanjila za 54% pri tretmanu s 25 uM
Cd i za 30% pri tretmanu s 50 uM Cd. Tretman 100 uM Cd takoder je uzrokovao blago
smanjenje koli¢ine H20>, ali to smanjenje nije bilo statisticki znac¢ajno. Koli¢ina H202 se u
izdanku kultivara Lucija, u odnosu na kontrolu, smanjila za 35% pri tretmanu s 25 uM Cd,
47% pri tretmanu s 50 uM Cd te za 22% pri tretmanu s 100 uM Cd. U izdanku kultivara Ika,
koli¢ina H20> se, u odnosu na kontrolu, smanjila za 53% kod tretmana s 25 uM Cd te za
55% kod tretmana s 50 uM Cd. Tretman sa 100 uM Cd takoder je uzrokovao blago

smanjenje kolic¢ine H>O> kod ovog kultivara, ali to smanjenje nije bilo statisti¢ki znacajno.

Tretman najve¢om koncentracijom Cd (100 pM) uzrokovao je statisticki znac¢ajno
povecanje koli¢ine H2O> u korijenu sva tri kultivara u odnosu na kontrolu, dok je u kultivara
Korana poveéanje H202 uzrokovao i tretman 50uM Cd (Slika 8b). Tako se koli¢ina H2O2 u
korijenu kultivara Korana, u odnosu na kontrolu, povecala redom za 159% kod tretmana s
50 uM Cd te 213% kod tretmana s 100 uM Cd. Tretmana 100 uM Cd uzrokovao je povecanje
koli¢ine H202za 218% u korijenu kultivara Lucija, te za 12 puta u odnosu na kontrolne biljke
u korijenu kultivara Ika, s$to je i najveci porast koli¢ine H2O> zabiljeZzenu Korijenu sva tri

kultivara.
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Slika 8. Kolic¢ina H202 u izdanku (a) i korijenu (b) tri kultivara soje (Korana, Lucija, Ika)
nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama Cd (25, 50 i 100 uM). Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su unutar
kultivara post hoc testom Dunnett. Razlicit broj zvjezdica (*) oznafava razinu statisticke

znacajnosti tretiranih skupina u odnosu na kontrolu (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
3.2.  Utjecaj kadmija na koli¢inu TBARS-a u izdanku i korijenu tri kultivara soje

U izdanku soje, tretmani 50 uM 1 100 pM Cd uzrokovali su statisticki znacajno
poveéanje koli¢ine TBARS-a u kultivarima Korana i lka, dok je kod kultivara Lucija
znacajno povecanje TBARS-a uzrokovao samo tretman najvecom koncentracijom Cd (100
uM; Slika 9a). Kolicina TBARS-a se povecavala ovisno o primijenjenoj koncentraciji Cd,
tako se u izdanku kultivara Korana, u odnosu na kontrolu, povecala za 16% pri tretmanu s
50 uM Cd te za 32% pri tretmanu sa 100 uM Cd. U kultivara Lucija tretman 100 uM Cd
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uzrokovao je povecanje za 48% u odnosu na kontrolu. Tretmani 50 uM i 100 uM Cd u

kultivara Ika uzrokovali su poveéanje redom za 16% i 39% u odnosu na kontrolnu skupinu.

U Korijenu tri istrazivana Kutivara soje, tretmani primijenjenim koncentracijama Cd
(25 uM, 50 uM i 100 uM) nisu statisticki znacajno utjecali na koli¢inu TBARS-a, u odnosu
na kontrolu (Slika 9b).
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Slika 9. Koli¢ina TBARS-a u izdanku (a) i korijenu (b) tri kultivara soje (Korana, Lucija,
Ika) nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama Cd (25, 50 i 100 pM). Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane
su unutar kultivara post hoc testom Dunnett. Razli¢it broj zvjezdica (*) oznacava razinu
statistiCke znacajnosti tretiranih skupina u odnosu na kontrolu (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p
< 0.001).
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3.3.  Utjecaj kadmija na aktivnost superoksid-dismutaze u izdanku i korijenu tri

kultivara soje

U izdanku kultivara Korana tretman 50 uM i 100 uM Cd uzrokovao je statisti¢ki
znacajno smanjenje aktivnosti SOD-a, koje je iznosilo 30% za tretman 50 uM Cd i 17% za
tretman 100 uM Cd. U izdanku kultivara Ika svi tretmani Cd (25 uM, 50 uM i 100 uM) su
uzrokovali znacajno smanjenje aktivnosti SOD-a ovisno o primijenjenoj koncentraciji Cd,
redom za 16% (25 uM Cd), 25% (50 uM Cd) i 25% (100 uM Cd). Za razliku od navedena
dva kultivara, u kultivara Lucija doslo je do zna¢ajnog povecanja aktivnosti SOD-a uslijed
tretmana s najve¢om koncentracijom Cd (100 uM) za 26% u odnosu na kontrolu, dok ostali

tretmani nisu uzrokovali znac¢ajnu razliku u aktivnosti SOD-a (Slika 10a).

U korijenu soje, tretmani 50 uM 1 100 uM Cd uzrokovali su statisticki znacajno
povecanje aktivnosti SOD-a u kultivarima Lucija i Ika, dok je u kultivara Korana znacajno
povecéanje aktivnosti uzrokovao samo tretman najve¢om koncentracijom Cd (100 uM; Slika
10b). U kultivara Korana tretman 100 uM Cd uzrokovao je povecanje za 61% u odnosu na
kontrolu. Aktivnost SOD-a se u izdanku Kultivara Lucija, u odnosu na kontrolu, poveéala
ovisno o koncentraciji Cd, redom za 30% (50 uM Cd) te za 116% (100 uM Cd). Tretmani
50 uM i 100 uM Cd u kultivara Ika uzrokovali su povecanje redom za 28% i 79% u odnosu

na kontrolnu skupinu.
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Slika 10. Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u izdanku (a) i korijenu (b) tri kultivara
soje (Korana, Lucija, Ika) nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama Cd (25, 501 100 pM).
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Razlike izmedu
skupina testirane su unutar kultivara post hoc testom Dunnett. Razli¢it broj zvjezdica (*)
oznacava razinu statisticke znacajnosti tretiranih skupina u odnosu na kontrolu (*p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001).

3.4.  Utjecaj kadmija na aktivnost katalaze u izdanku i korijenu tri kultivara
soje
U izdanku kultivara Korana i Lucija tretman Cd nije uzrokovao znacajne promjene
u aktivnostima CAT u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je u kultivara Ika samo tretman
najvec¢om koncentracijom Cd (100 uM) uzrokovao znacajno smanjenje aktivnosti CAT za

46% u odnosu na kontrolu (Slika 11a).

24



U korijenu sva tri kultivara soje najveca je koncentracija Cd (100 uM) uzrokovala
statisti¢ki znacajno povecéanje aktivnosti CAT u odnosu na kontrolu, s tim da je u kultivara
Lucija znacajno povecanje zabiljeZeno i kod tretmana 50 uMCd (50%). Aktivnost CAT se
nakon tretmana najve¢om koncentracijom Cd povecala u Korani za 149%, u Luciji za 199%

te u Iki za 55% (Slika 11b).
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Slika 11. Aktivnost katalaze (CAT) u izdanku (a) i korijenu (b) tri kultivara soje (Korana,
Lucija, Ika) nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama Cd (25, 50 1 100 uM). Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane
su unutar kultivara post hoc testom Dunnett. Razli¢it broj zvjezdica (*) oznacava razinu
statistiCke znacajnosti tretiranih skupina u odnosu na kontrolu (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p
< 0.001).
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3.5.  Utjecaj kadmija na aktivnost gvajakol-peroksidaza u izdanku i korijenu tri
kultivara soje

U izdanku sva tri istrazivana kultivara soje, svi primijenjeni tretmani Cd uzrokovali
su znacajno povecanje aktivnosti GPOD-a. Aktivnosti enzima u izdanku kultivara se
povecavala u ovisnosi o koncentraciji primijenjenog Cd (Slika 12a). Aktivnost GPOD-a se
u izdanku kultivara Korana povecavala redom za 75% (25 uM Cd), 92% (50 uM Cd) te
120% (100 uM Cd), u odnosu na kontrolu. Najvecée povecanje aktivnosti GPOD-a prisutno
je u kultivara Lucija, a iznosi redom 91% (25 uM Cd), 125% (50 uM Cd) te 163% (100 uM
Cd). Aktivnost GPOD-a se u izdanku kultivara lka povec¢ala redom za 58% pri tretmanu 25
uM Cd, 67% pri tretmanu 50 uM Cd, te 113% pri tretmanu 100 uM Cd, u odnosu na
kontrolu.

U korijenu kultivara Korana i Lucija uocen je sli¢an obrazac uéinka razli¢itih
koncentracija Cd na aktivnosti GPOD-a, pri ¢emu je najmanja koncentracija Cd (25 uM)
uzrokovala smanjenje aktivnosti ovog enzima, dok je najveca koncentracija (100 pM)
uzrokovala znacajno povecanje aktivnosti GPOD-a. U kultivara Ika zna¢ajno je povecanje
uoceno kod primijene 50 uM i 100 uM Cd (Slika 12b). Aktivnost GPOD-a je u korijenu sva
tri kultivara bila najveca pri najvecoj koncentraciji Cd, a povecanje je iznosilo 32% za
kultivar Korana, 56% za kultivar Lucija te 54% za kultivar lka. Tretman 25 pM Cd
uzrokovao je smanjenje aktivnosti, u odnosu na kontrolu, za 18% u Korane te za 26% u
Lucije. U kultivara Ika tretmana 50 uM Cd uzrokovao je povecanje aktivnosti za 38%, u

odnosu na kontrolu.
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Slika 12. Aktivnost gvajakol-peroksidaza (GPOD) u izdanku (a) i korijenu (b) tri kultivara
soje (Korana, Lucija, Ika) nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama Cd (25, 501 100 pM).
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Razlike izmedu
skupina testirane su unutar kultivara post hoc testom Dunnett. Razli¢it broj zvjezdica (*)
oznacava razinu statisticke znacajnosti tretiranih skupina u odnosu na kontrolu (*p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001).

3.6.  Utjecaj kadmija na koncentraciju klorofila u tri kultivara soje

Koncentracije Chl a i Chl b znacajno su se smanjile uslijed svih primijenjenih
koncentracija Cd (Slika 13a i b). U sva tri kultivara smanjenje koncentracije Chl a nije
ovisilo o primjenjenoj koncentraciji, te je u kultivara Korana zabiljezeno smanjenje, u
odnosu na kontrolu, u rasponu od 40% (100 uM Cd) do 45% (50 uM Cd), u kultivara Lucija
0d 23% (50 uM Cd) do 38% (100 uM Cd), te u kultivara Ika od 30% (100 uM Cd) do 39%
(50 uM Cd). Jednako kao i u sluc¢aju Chl a, smanjenje koncentracije Chl b u tri kultivara

27



soje nije ovisilo o primjenjenoj koncentraciji te je u kultivara Korana zabiljeZeno smanjenje
u rasponu od 39% (100 uM Cd) do 42% (50 uM Cd), u kultivara Lucija od 21% (50 uM Cd)
do 37% (100 uM Cd) te u kultivara lka od 26% (100 uM Cd) do 37% (25 uM Cd), u odnosu

na kontrolnu skupinu.
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Slika 13. Koncentracije (a) klorofila a (Chl a) i (b) klorofila b (Chl b) u tri kultivara soje
(Korana, Lucija, Ika) nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama Cd (25, 50 i 100 uM).
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu
skupina testirane su unutar kultivara post hoc testom Dunnett. Razli¢it broj zvjezdica (*)

oznacava razinu statisticke znacajnosti tretiranih skupina u odnosu na kontrolu (*p < 0.05,

**p < 0.01, ***p < 0.001).

Najvece smanjenje koncentracije tChl, od 40% (100 uM Cd) do 44% (50 uM Cd),
prisutno je u kultivara Korana, zatim slijedi kultivar Ika gdje je zabiljezeno smanjenje od
29% (100 uM Cd) do 39% (25 uM Cd), dok je najmanje smanjenje prisutno u kultivara
Lucija, u rasponu od 22% (50 uM Cd) do 38% (100 uM Cd), u odnosu na kontrolu (Slika
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14a). Omjer koncentracije Chl ai Chl b (Chl a/Chl b) nije se znacajno razlikovao u kultivara
Korana i Lucija u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je u kultivara Ika omjer Chl a/Chl b bio
znacajno smanjen kod tretmana s 50 uM (6%) 1 100 uM Cd (5%; Slika 14b).
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Slika 14. (a) Koncentracija ukupnog klorofila (tChl=Chl a + Chl b) i (b) omjer klorofila a i
klorofila b (Chl a/Chl b) u tri kultivara soje (Korana, Lucija, Ika) nakon tretmana s razli¢itim
koncentracijama Cd (25, 50 1 100 uM). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su unutar kultivara post hoc testom
Dunnett. Razli¢it broj zvjezdica (*) oznacava razinu statisticke znacajnosti tretiranih skupina

u odnosu na kontrolu (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

3.7. Utjecaj kadmija na koncentraciju karotenoida u tri kultivara soje
U sva tri istrazivana kultivara soje koncentracija Car se znacajno smanjila uslijed
svih koncentracija Cd, s tim da stupanj smanjenja nije ovisio o primijenjenoj koncentraciji

Cd, kao §to je bio slucaj i sa smanjenjem tChl (Slika 15a). Jednako kao i u slucaju tChl,
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najvece smanjenje koncentracije Car od 34% (100 uM Cd) do 39% (50 uM Cd), uoceno je
u kultivara Korana. Najmanje smanjenje koncentracije Car, u rasponu od 15% (50 uM Cd)
do 29% (100 uM Cd), prisutno je u kultivara Lucija, dok je u Kultivara Ika zabiljezeno
smanjenje u rasponu od 22% (100 uM Cd) do 32% (50 uM Cd), u odnosu na kontrolu.

Svi tretmani Cd, u sva tri kultivara, uzrokovali su znacajno povecanje omjera
koncentracije tChl i Car (Chl a + Chl b/Car; Slika 15b). Najvece povecanje omjera Chl a +
Chl b/Car, urasponu od 11% (50 uM Cd) do 19% (25 uM Cd) u odnosu na kontrolu, prisutno
je u kultivara Lucija. U kultivara Ika omjer Chl a + Chl b/Car se pove¢ao u rasponu od 10%
(100 uM Cd) do 19% (25 uM Cd), dok se omjer u kultivara Korana povec¢ao od 10% (25 i
100 uM Cd) do 12% (50 uM Cd), u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 15. (a) Koncentracija karotenoida (Car) i (b) omjer ukupnog klorofila (Chl a + Chl

b)

Car/Chl a+Chl b

Korana Lucija

b/Car) u tri kultivara soje (Korana, Lucija, Ika) nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama
Cd (25, 501 100 uM). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Razlike izmedu skupina testirane su unutar kultivara post hoc testom Dunnett. Razlicit broj
zvjezdica (*) oznaCava razinu statisticke znacajnosti tretiranih skupina u odnosu na kontrolu

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

3.8.  Sazetak rezultata
Koli¢ina H2O2 bila je smanjena u izdanku, a poviSena u korijenu pri veéim
koncentracijama Cd. Izmjerene vrijednosti u izdanku znatno su ve¢e u 0dnosu na vrijednosti
u korijenu. Zabiljezeno je povecanje razine LPO u izdanku pri ve¢im koncentracijama Cd,
dok za korijen nije zabiljezena promjena. Smanjena aktivnost SOD-a zabiljeZena je za
kultivare Korana i Ika u izdanku, a poveéanje aktivnosti prisutno je kod kultivara Lucija u
izdanku nakon tretmana najve¢om koncentracijom Cd te u korijenu sva tri kultivara nakon

tretmana ve¢im koncentracijama. Smanjenje u aktivnosti CAT u izdanku prisutno je samo U
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kultivara Ika nakon tretmana najve¢om koncentracijom Cd. Suprotno tome, u korijenu je
aktivnost CAT poviSena u sva tri kultivara nakon tretmana sa 100 uM Cd, a u kultivara
Lucija i nakon tretmana sa 50 uM. Aktivnost GPOD-a je u izdanku sva tri kultivara soje
nakon svih tretmana znacajno povisSena. Aktivnost u korijenu se razlikuje medu kultivarima.
Kultivari Korana i Lucija pokazuju smanjenje u aktivnosti GPOD-a nakon tretmana
najnizom koncentracijom, a poveéanje aktivnosti nakon tretmana najvisom koncentracijom.
Ika pokazuje povisenu aktivnost GPOD-a nakon tretmana sa 50 i 100 uM Cd. Izmjerene
vrijednosti za klorofil a i b te karotenoide pokazuju smanjenje u sva tri kultivara nakon svih
tretmana. Takoder su smanjene i vrijednosti za ukupni klorofil kod svih kultivara nakon svih
tretmana. Omjer klorofila a i b smanjen je samo u kultivaru Ika kod tretmana sa 50 i 100 uM
Cd, dok je omjer karotenoida i ukupnog klorofila povecan za sve kultivare tretirane Cd (25,

501 100 uM; Tablica 2ai b).

Tablica 2. Sazetak rezultata mjerenih parametara u izdanku (a) i korijenu (b) tri kultivara
soje (Korana, Lucija i Ika) nakon tretmana razli¢itim koncentracijama Cd (25, 50 1 100 uM;
-, parametar je nepromijenjen u odnosu na kontrolu; 1, parametar je povecan u odnosu na

kontrolu; |, parametar je smanjen u odnosu na kontrolu).

a)
Korana Lucija Ika
Kogge?;ﬁ‘)’”a 25 50 | 100 | 25 50 | 100 25 50 | 100

H20: l ! - ! ! 1 ! l
LPO - 1 1 - - 1 - - 1
SOD ! ! 1 ! ! 1
CAT - - - |
GPOD 1 R T I I N R
Chl a ! ! ! ! ! ! ! ! !
Chlb ! ! ! 1 1 1 ! ! l
tChl ! ! ! ! ! ! ! ! !
Chl a/ Chl b i i i i i i | !
Car ! ! ! 1 1 1 ! ! |
Car/tChl 1 T T I I N R
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b)

Korana Lucija Ika
Koncentracij
i a1 25 50 100 25 50 | 100 | 25 50 100
H202 - 1 1 1 1
LPO - - - - - - - -
SOD - 1 1 1 1 1
CAT - 1 - 1 1 - - 1
GPOD ! 1 ! - 1 i i
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4. RASPRAVA

Do sada provedena istrazivanja pokazala su da je Cd neesencijalan za rast i razvoj
biljke te da u ve¢im koncentracijama moze biti letalan (Pérez-Chaca i sur. 2014). Kada dodu
u kontakt s Cd, biljke ga apsorbiraju i akumuliraju u korijenu i izdanku (Andresen i Kiipper
2013). Stupanj apsorpcije Cd u biljku se razlikuje kod razli¢itih vrsta, ali i unutar razli¢itih
kultivara iste vrste (Arao i sur. 2003). S obzirom da je Cd, kao i drugi teSki metali,
nebiorazgradivi trajni zagadivac, i u sve vecoj koli¢ini prisutan u tlima (Cullen i Maldonado
2013; Wu i sur. 2010), prilikom uzgoja nastoje se odabrati i uzgajati oni kultivari s
minimalnom stopom akumulacije Cd, kako bi se smanjila ili izbjegla akumulacija tog teskog
metala u ljudskom organizmu (Grant i sur. 2008). Zbog toga Smo u ovom istrazivanju
koristili tri razli¢ita hrvatska kultivara soje (Korana, Lucija i Ika) koja su u preliminarnim
istrazivanjima pokazala razliku u sposobnosti akumulacije Cd u zrnu. Kultivar Korana
pokazao je najve¢u sposobnost akumulacije, dok je kultivar lka pokazao najmanji
akumulacijski potencijal za Cd od sva tri navedena kultivara. Temeljem tih saznanja
oc¢ekivane su razlike i u biokemijskim mehanizmima toksi¢nosti i tolerancije na Cd odnosno
razlike u oksidacijskom i antioksidacijskom odgovoru kultivara. Analize su provedene na
izdanku i korijenu kako bi se utvrdilo postoji li i tkivno-specifi¢ni odgovor u istrazivanih
kultivara. Osim toga, rezultati ovog istrazivanja doprinose odabiru najtolerantnijeg kultivara
soje koji je pogodan za uzgoj na tlu kontaminiranom Cd, a sa svojstvom manje akumulacije

Cd u zrnu.

Kako je indukcija oksidacijskog stresa glavni mehanizam toksi¢nosti Cd u biljkama,
kao pokazatelji oksidacijskog stresa u ovom su istrazivanju odredivani koli¢ina produkata
LPO i koncentracija H202. H>O; predstavlja jedan od oblika ROS-a pronadenih u bioloskim
sustavima i uklju¢enih u induciranje LPO te su povecane razine ove molekule ¢est pokazatel]
oksidacijsog stresa (Lin i sur. 2011), a koli¢ine H202 su obi¢no u korelaciji s razinom LPO.
ROS u manjoj koli¢ini aktivira signalne putove vazne za pokretanje i reguliranje bioloSkih
procesa (Schieber i Chandel 2014) kao §to su rast i razvoj biljke, stani¢ni ciklus, odgovor na
abioticki stres, obrana od patogena, programirana smrt stanice i sli¢no (Gill i sur. 2013), dok
visoke razine ROS-a vode u oksidacijski stres koji uzrokuje ostecenja DNA, proteina ili
lipida (Schieber i Chandel 2014). U okviru ovog istrazivanja, U izdanku sva tri kultivara
veéinom SU uocene smanjene ili nepromjenjene koncentracije H2O», dok je kod primijene
najvecih koncentracija Cd razina LPO uglavnom znacajno povecana. Normalne koliCine

H.O> se u stanicama sintetiziraju prilikom transporta elektrona u procesima poput
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fotosinteze i stani¢ne respiracije, ali se mogu znatno povecati kao odgovor na stres. U sintezi
H20> sudjeluju enzimi kao §to su NADPH-oksidaza, peroksidaze stani¢ne stijenke, amin-
oksidaze i drugi enzimi koji sadrze flavine (Desikan i sur. 2003; Neill i sur. 2002). Razlog
smanjene koncentracije H20, u izdanku mozZe biti rezultat povecane aktivnosti
antioksidacijskih enzima ¢ija je svrha uklanjanje prekomjerne koli¢ine ROS-a (Andresen i
Kipper 2013). Enzimski antioksidacijski sustav jedan je od zastitnih mehanizama koji
djeluje uzastopnom i istodobnom aktivacijom veceg broja ROS-eliminiraju¢ih enzima,
ukljucujuéi SOD, CAT i POX (Hegediis i sur. 2001). Za razliku od izdanka, u korijenu je
zabiljezeno znacajno povecanje koncentracije H202 U sva tri kultivara tretirana 100 pM
koncentracijom Cd, dok je kod kultivara Korana do znacajnog povecanja H>O2 doslo i nakon
tretmana 50 uM Cd. lako su koncentracije H20: bile znatno manje u odnosu na izdanak, u
korijenu je zabiljeZen trend porasta s H2O2 s porastom Cd. U istrazivanju koje su proveli
Alyemeni i sur. (2017) razina H20> u biljkama soje raste s povecanjem koncentracije Cd te
je najvecée povecéanje zabiljeZeno nakon tretmana s najve¢om koncentracijom Cd (150 mg/L)
u korijenu pet istrazivanih genotipova soje. Zabiljezen je Stetan utjecaj Cd na integritet
membrane §to je dovelo do povecane koncentracije H2O2 i LPO u svim genotipima soje u
sklopu navedenog eksperimenta (Alyemeni i sur. 2017). Povecana sinteza H2O> moze biti
rezultat naruSavanja membranskih struktura uzrokovano teskim metalima Sto moZze dovesti
i do smanjenja sadrzaja vode u biljnim stanicama (Maksymiec 2007). Prethodne studije su
pokazale da se proizvodnja H2O> uvelike povecava nakon izlaganja stresu iz okoline (Ahmad
i sur. 2016a; Ahmad i sur. 2016b; Hashem i sur. 2016), a H20- je takoder nusprodukt
razli¢itih fizioloskih i biokemijskih procesa, kao §to je foto-respiracija, dismutacija
superoksidnog radikala i 3-oksidacija (Alyemeni i sur. 2017). Rezultati istrazivanja Olmosa
i sur. (2003) upucuju na to da je enzim NADPH-oksidaza zasluzan za povecanje proizvodnje
H20: izazvano Cd. Povecanje proizvodnje H20: izazvane Cd prethodno su opisane i u
duhanu (Olmos i sur. 2003), drugim genotipovima soje (Yang i sur. 2007) te u goruSice
(Ahmad i sur. 2011).

Pokazatelj oksidacijskog stresa je i LPO, a mjerenje razine TBARS-a, odnosno
MDA, Koristi se kao indeks LPO u biljkama izlozenim nepovoljnim uvjetima okolisa
(Balestrasse i sur. 2001). U naSem je istrazivanju, U izdanku soje, doslo do znacajnog
povecanja LPO u sva tri kultivara tretirana najve¢om koncentracijom Cd te u kultivara
Korana i Ika tretirana s koncentracijom 50 M. Prema Pandi i sur. (2003) teski metali (poput

Zn 1 Cr) induciraju povecanje razine MDA s povecanjem koncentracije metala u listu.
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Povecanje LPO, odnosno MDA, uslijed visih koncentracija Zn i Cr vjerojatno je rezultat
stvaranja slobodnih radikala. Sli¢ni rezultati zabiljezeni su I kod drugih usjeva tretiranih
razli¢itim teSkim metalima (Panda i sur. 2003). Tako je npr. povecanje LPO zabiljezeno u
graha (P. vulgaris) nakon tretmana Cd (Chaouiu i sur. 1997; Somashekaraiah i sur. 1992),
suncokreta (Helianthus annuus) nakon tretmana sa Cu i Cd (Gallego i sur. 1996) te rajcice
(Solanum  lycopersicum) nakon tretmana s Cu (Mazhoudi i sur. 1997). Destabilizacija
membrane opcenito se pripisuje peroksidaciji lipida, zbog pojacane proizvodnje ROS-a.
LPO mogu potaknuti redoks aktivni metali kao §to je Cu, ali 1 lipoksigenaza (enzim koji
sadrzi Fe). Taj membranski vezan enzim oksidira PUFA i proizvodi slobodne radikale pa
moze izazvati LPO u grahu tretiranom Cd ili Zn koji nisu redoks aktivni metali (Chaoui i
sur. 1997). Rezultati istrazivanja Chaouija 1 sur. (1997) pokazuju da toksi¢nost Cd 1 Zn
uzrokuje oksidacijski stres $to je dokazano povecanom akumulacijom produkata LPO.
Rezultati njihovog istrazivanja u korelaciji su s naSim rezultatima dobivenim za LPO
izmjerenu u izdanku tri kultivara soje. Poveéana koncentracija H202 posljedicno moze
uzrokovati pove¢anje LPO (Fornazier i sur. 2002; Neill i sur. 2002; Shah i sur. 2001), ali u
nasem istrazivanju takav 0dnos nije uocen, odnosno u izdanku soje zabiljezena je znac¢ajno
smanjena koncentracija H.O2, dok je LPO je bila znacajno povisena. Moguci razlog zbog
kojeg koncentracija H20: i kolicina TBARS-a u naSem istrazivanju nisu u korelaciji je taj
Sto i drugi oblici ROS-a (npr. 'Oz, "OH, O2™), ¢ija koncentracija nije mjerena u ovom
istrazivanju, mogu uzrokovati povecanu stopu LPO (Apel i Hirt 2004). Za razliku od
izdanka, tretmani Cd u korijenu soje nisu uzrokovali LPO, odnosno koli¢ina TBARS-a se
nije znac¢ajno mijenjala u odnosu na kontrolu, u sva tri istrazivana kultivara. Jednako tako, u
istrazivanju Balestrassea i sur. (2001) sadrzaj TBARS-a ostao je nepromijenjen u korijenu
soje tretirane s 50 uM Cd. Pérez-Chaca i sur. (2014) navode kako je razlika u dobivenim
rezultatima za o$te¢enje lipida Cesto posljedica koriStene biljne vrste, vremenske izlozenosti
i primijenjene koncentracije metala. Takoder, povecanje LPO nije uo¢eno niti u soji, smedoj
gorusici (Brassica juncea) i u korijenu je¢ma (Hordeum sp.) nakon 24 h, 48 h i 7 dana nakon
izlozenosti visokoj dozi Cd (ImM) (Mohamed i sur. 2012; PirSelova i sur. 2011; Tamas i
sur. 2007).

Kako bi uklonile prekomjerne koli¢ine nastalog ROS-a, biljke koriste nekoliko
antioksidacijskih enzima, kao $to su SOD, CAT i GPOD (Andresen i Kiipper 2013) ¢ije su
aktivnosti mjerene i u nasem istrazivanju. Unutar stanice, SOD ¢ini prvu liniju obrane protiv

ROS-a (Gratao i sur. 2005; Alscher i sur. 2002), buduci da dismutira O2™ u H20- i kisik
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(Zhangisur. 2007; Shah i sur. 2001). U nasem istrazivanju, aktivnosti SOD-a su se u izdanku
soje znacajno smanjile uslijed tretmana Cd u kultivara Korana (tretmani 50 uM i 100 uM) i
Ika (svi tretmani) te povisile u kultivara Lucija tretiranog s najve¢om koncentracijom Cd
(100 uM). Prema Bhattacharjeeu (1997) smanjenje aktivnosti SOD-a pod utjecajem Pb i Cd
direktno utjeCe na akumulaciju O2" i doprinose oste¢enju membrane. Takoder, minimalizira
se proizvodnja H20: iz O2™ §to moze biti uzrok i smanjene aktivnosti CAT (Bhattacharjee,
1997). U istrazivanju Shah i sur. (2011) proizvodnja O2" pod utjecajem Cd znacajno je
porasla, no povecanje aktivnosti SOD-a nije bilo u korelaciji s pove¢anjem proizvodnje O2"
. Kao mogu¢i razlog navodi se da je aktivhost SOD-a nadopunjena drugim zastitnim
mehanizmima biljaka vaznih u uklanjanju slobodnih radikala proizvedenih uslijed
toksicnosti Cd (Shah i sur. 2011). Sandalio i sur. (2001) u svojem istrazivanju pokazali su
kako svi izooblici SOD-a prisutni u listu graska (Pisum sativum) imaju smanjene aktivnosti
nakon izlaganja razli¢itim koncentracijama Cd u otopini nutrijenata. Zanimljivo je i to da
smanjenje dostupnosti Cu, Zn, Fe i Mn u listovima, zbog pristutnosti Cd, moze utjecati na
sintezu izooblika SOD-a koje sadrze te metale kao kofaktore (del Rio i sur. 1998). Na
povecanu brzinu stvaranja O2” u biljkama tretiranim Cd utjecu i vrijeme izlozenosti te
koncentracija Cd u biljnim tkivima. S druge strane, u nekim istrazivanjima zabiljezeno je i
povecéanje aktivnosti SOD-a uslijed povecanja koncentracije Cd in situ (Shah i sur. 2001).
Jednako je tako u naSem istrazivanju, zabiljeZeno povecanje aktivnosti SOD-a kod kultivara
Lucija, §to upucuje na sortno-specifi¢ni odgovor kod istrazivanih kultivara. Osim toga,
poviSene su aktivnosti SOD-a zabiljezene i u korijenu sva tri kultivara pri tretmanima s vis§im
koli¢inama Cd. Tretman najviSom koncentracijom (100 uM) Cd povisio je aktivnosti SOD-
a u sva tri kultivara te je tretman 50 uM Cd povisio aktivnosti u kultivara Lucija i Ika. U
istrazivanju Shaha i sur. (2001) takoder su zabiljezene povecane aktivnosti SOD-a u korijenu
u biljkama rize tretirane Cd. Pokazalo se da povecana aktivnost SOD-a u transgenim
biljkama povecava zastitu od oksidacijskog oste¢enja (Allen i sur. 1997). Prema tome,
povisena aktivnost enzima SOD je od velikog znacaja biljkama u borbi protiv stresa
izazvanog teskim metalima. Na taj nacin biljka odrzava svoj obrambeni sustav nakon
izlozenosti oksidacijskim ostecenjima (Gomes-Junior i sur. 2006; Slooten i sur. 1995). Jos
jedan moguci razlog povecanja aktivnosti SOD-a moze se pripisati de novo sintezi enzima
kao odgovora biljke na stres (Allen i sur. 1997; Slooten i sur. 1995). Prema Shahu i sur.
(2001) dvije sorte rize tretirane Cd pokazale su visu razinu aktivnosti SOD u korijenu nego

u izdanku.
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Unutarstani¢na razina H2O2 regulirana je velikim brojem enzima od kojih se isticu
CAT i POX (Blokhina i sur. 2003). CAT je enzim koji ima visoku specifi¢nost za H20»
(Mhamdi i sur. 2010) i metabolizira dvije molekule H>O2 na Oz i H2O (Igamberdiev i Lea,
2002) te je ukljucen u detoksikaciju peroksida proizvedenog u nizu metabolic¢kih reakcija u
stanici, a u listu je bitan za metabolizam peroksida proizvedenog u peroksisomima (Kendall
I sur. 1983). U naSem istrazivanju, U izdanku soje Cd nije utjecao na aktivnosti CAT koje su
uglavnom bile nepromjenjene, osim $to se u kultivara Ika aktivnost CAT smanjila uslijed
tretmana najve¢om koncentracijom Cd (100 uM). S tim da se u kultivara Korana i Lucija
moze uociti trend smanjenja aktivnosti u odnosu na kontrolu, koji ipak nije statisticki
znacajan. Rezultati istrazivanja koja su proveli Ferreira i sur. (2002) te Mazhoudi i sur.
(1997) takoder su pokazali kako CAT ne reagira na oksidacijski stres uzrokovan Cd.
Medutim, u literaturi se mogu uociti razli¢iti rezultati dobiveni za aktivnost CAT uslijed
djelovanja Cd, sto ukazuje na to kako aktivnost ovog enzima ovisi o biljnoj vrsti, o trajanju
tretmana Cd i drugim parametrima (Ferreira i sur. 2002). Buduci da je aktivnost CAT ostala
nepromijenjena u izdanku kultivara Korana i Lucija postoji moguénost da ova dva kultivara
nisu bila dovoljno dugo izlozena tretmanu ili koncentracija nije bila dovoljno visoka da bi
utjecala na aktivnost enzima. Suprotno tome, aktivnost CAT u izdanku kultivara Ika je bila
znacajno smanjena pri tretmanu najviSom koncentracijom Cd $to ukazuje na vecu osjetljivost
ovog kultivara u odnosu na druga dva kutivara. Prema Pandi i sur. (2003) aktivnost CAT je
bila snizena i u pSenici pri visokim koncentracijama teskih metala kao i u graha (P. vulgaris;
Somashekaraiah i sur. 1992). Nedostatak aktivnosti CAT, ali i SOD-a moze rezultirati
poveéanom stopom LPO posredovane slobodnim radikalima (Manohar i Balasubramanlan,
1986) sto je slucaj i u nasem istrazivanju. Za razliku od izdanka, u korijenu je Cd uzrokovao
povisene aktivnosti CAT u tri kultivara soje nakon tretmana najvisim koncentracijama Cd.
U biljkama, povecana antioksidacijska aktivnost je opca strategija koja se koristi za
suzbijanje oksidacijskog stresa uzrokovanog ROS-om i ima funkciju povecéanja tolerancije
biljke na stres. Pojac¢ana aktivnost CAT mozZe biti posredovana povec¢anom regulacijom
CAT-kodiraju¢ih gena koji su inducirani povisenim razinama H>O> (Dixit i sur. 2001). U
nasem istrazivanju uo¢eno je da povecanje aktivnosti SOD-a u korijenu (Zhang i sur. 2007;
Shah i sur. 2001) direktno djeluje na poveéanje aktivnosti CAT koja metabolizira nastali
H20». Koordiniranje aktivnosti SOD-a i CAT ima centralnu zastitnu ulogu u biljkama
(Zhang i sur. 2007; Mittova i sur. 2002). Genotipovi koji imaju nize vrijednosti aktivnosti
CAT pokazuju povecanu razinu H2O2 (Alyemeni i sur. 2017). Takav rezultat je zabiljezen i

u korijenu soje u ovom eksperimentu. Kultivari Korana i Lucija pokazali su znatno visu
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aktivnost CAT u odnosu na kultivar lka pa je samim time i izmjerena koncentracija H20-
bila znatno niza za ta dva kultivara, dok je za kultivar Ika izmjerena izrazito visoka
koncentracija H2O2 u odnosu na kontrolu. Prema Alyemeniu i sur. (2017) povecana aktivnost
CAT u nekim genotipovima soje ukazuje na to da su ti genotipovi pokazali bolju sposobnosti
vezanja H20: u usporedbi s drugim genotipovima. Prema nasim rezultatima genotipovi s
boljom sposobnoséu vezanja H2O- su kultivari Korana i Lucija.

Osim dva navedena enzima, za detoksikaciju ROS-a u biljnom tkivu vaZan je i enzim
GPOD (Sharma i sur. 2012) koji unutar stanice regulira koncentraciju H2O; (Tayefi-
Nasrabdi i sur. 2010). GPOD ima veci afinitet za H2O> u odnosu na CAT pa samim time i
vazniju ulogu u uklanjanju ROS-a (Gill i Tuteja, 2010). U nasem istrazivanju, U izdanku sva
tri kultivara soje zabiljezen je trend povisenja aktivnosti GPOD-a u ovisnosti o poviSenju
koncentracije Cd. Visoka aktivnost GPOD-a u odnosu na CAT upucuje na to da ovi enzimi
mogu posluziti kao bolji unutarnji obrambeni mehanizam koji stiti od ROS-a u biljkama rize
(Shah i sur. 2001). S obzirom da je i u nasem istrazivanju aktivnost GPOD-a u odnosu na
aktivnost CAT u izdanku soje visa, mozemo pretpostaviti da se biljke koriste GPOD-om kao
dominantnim mehanizmom u zastiti od ROS-a. Prema Malkezadehu i sur. (2007) povisena
aktivnost GPOD-a upucuje na znatno povecanje produkcije H202 u biljkama nakon izlaganja
stresnim uvjetima. Utjecaj Cd na biljku dovodi do povecanja aktivnosti GPOD-a, a poviSena
aktivnost smatra se indirektnim dokazom poviSene produkcije slobodnih radikala u stresnim
uvjetima. Prekomjerna ekspresija gena antioksidacijskih enzima u transgenim biljnim
vrstama utjeCe na bolju zastitu biljaka od slobodnih radikala (Malkezadeh i sur. 2007). Za
razliku od izdanka, u korijenu soje aktivnost GPOD-a povecala se samo pri tretmanu s
najvec¢om koncentracijom Cd te u kultivara Ika i pri tretmanu s 50 uM Cd, dok su tretmani
najmanjom koncentracijom Cd (25 uM) uzrokovali smanjenje aktivnosti ovog enzima u
kultivara Korana i Lucija. Prema tome mozemo reci da postoji znacajna razlika u aktivnosti
GPOD-a u korijenu u odnosu na izdanak, kao i medu kultivarima.

Uz spomenute pokazatelje, kao pokazatelji oksidacijskog i antioksidacijskog statusa
mjereni su i sadrzaj klorofila, te sadrzaj Car, lipofilnih antioksidansa koji mogu gasiti
pobudeno tripletno stanje klorofila te detoksificirati razlic¢ite oblike ROS-a (Sharma i sur.
2012; Gratdo i sur. 2005). Klorofil i Car imaju sredi$nju ulogu u fotosintezi svake zelene
biljke. Prema tome, svaka zna¢ajna promjena u sadrzaju fotosintetskih pigmenata odrazit ¢e
se na cjelokupni metabolizam biljaka (Ulusu i sur. 2016). Koncentracija tChl jedinstveni je
parametar koji pokazuje uc¢inak oksidacijskog stresa na biosintezu klorofila (Felici i sur.

2014). Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su zna¢ajno smanjenje koncentracije pigmenata

39



Chl a i Chl b te tChl i Car u odnosu na kontrolu kod tri kultivara soje nakon tretmana s tri
razlic¢ite koncentracije Cd (25 uM, 50 uM, 100uM). U do sada provedenim istrazivanjima
zabiljezeno je da Cd uzrokuje degradaciju klorofila ili inhibira biosintezu klorofila
oste¢enjem kloroplasta, zatim inhibira fotosintetski aparat i enzime fotosintetskog
Calvinovog ciklusa sto dovodi do promjene u stopi fotosinteze (Pérez-Chaca i sur. 2014,
Wan i sur. 2012; Ferreira i sur. 2002; Bazzaz i sur. 1974). Inhibicija biosinteze klorofila
rezultat je inhibicije enzima protoklorofilid-reduktaze pod djelovanjem Cd, a posljedi¢no se
moze javljati i kloroza (Felici i sur. 2014). Nasi rezultati su u korelaciji s rezultatima
dosadasnjih studija S$to ukazuje na to da je Cd uzrokovao degradaciju klorofila u sva tri
kultivara soje. U istrazivanju koje su proveli Felici i sur. (2014), smanjenje sadrzaja Chl a,
Chl b i tChl bilo je znacajno u listovima biljaka soje tretiranih Cd $to ukazuje na oStecenje
Kloroplasta i smanjenje stope apsorpcije Mg korijenom. Takoder, Qiushuang i sur. (2013)
pratili su utjecaj Cd na soju, a rezultati su pokazali smanjenje koncentracije pigmenata kao i
U naSem istrazivanju. Poznato je da Cd pokazuje ucinke koji izravno ili neizravno inhibiraju
proces fotosinteze kao §to je razgradnja klorofila i ostec¢enje aktivnosti fotosustava II, $to su
Bazzaz i Govindjee (1974) i zabiljezili u svom istrazivanju. Zbog svog afiniteta prema
sulthidrilnim skupinama, Cd moze blokirati esencijalne funkcionalne skupine biomolekula
S$to dovodi do manje efikasnosti u aktivnosti enzima razli¢itih metabolickih procesa kao $to
su fotosinteza, respiracija, asimilacija nutrijenata i transport (Lee i sur. 2006; DraZi¢ i sur.
2004; Ferreira i sur. 2002). Smanjena stopa fotosinteze, ali i drugi ucinci Cd na biljke,
ukljucujuéi njegovu interferenciju s mitohondrijalnim disanjem (Koeppe i Miller 1973)
dovode do smanjenja rasta biljke 1 moguce smrti biljaka kontaminiranih s Cd (Bazzaz i sur.
1974).

Omijer Chl a/Chl b u naSem istrazivanju nije bio znac¢ajno promjenjen u odnosu na
kontrolne biljke, dok se u kultivara lka znacajano smanjio nakon tretmana vecim
koncentracijama Cd (50uM i 100 uM). Prema Hou i sur. (2007) omjer Chl a/Chl b se kod
vodene lec¢e (L. minor) nakon izlaganja Cd smanjivao s pove¢anjem koncentracije metala,
Sto je u korelaciji i s nasim rezultatima dobivenim za kultivar Ika. Smanjenje omjera Chl
a/Chl b u biljkama tretiranim teskim metalima Co?* i Ni?* pokazatel] je vece osjetljivosti Chl
a u odnosu na Chl b na onec¢is¢ujuce tvari okolisa (Pandey i Sharma 2002). Manios i sur.
(2002) su zabiljezili brzu hidrolizu Chl a u usporedbi s Chl b kada su biljke pod stresom.
Takoder, prema Hou i sur. (2007) brzina razgradnje Chl b pod utjecajem teskih metala bila
je sporija od razgradnje Chl a. Rezultati sugeriraju kako teski metali uzrokuju vise Stete na

Chl a nego na Chl b, a poznato je kako je Chl a jedan od najvazniji pigmenata u fotosintezi,

40



te stoga smanjenje Chl a moze znatno inhibirati fotosintezu (Hou i sur. 2007). Kako Cd u
nasem istrazivanju, nije utjecao na omjer Chl a/Chl b u kultivara Korana i Lucija, mozemo
pretpostaviti da je u¢inak Cd na unistavanje i/ili inhibiciju stvaranja Klorofila bio je identi¢an
za oba tipa pa se zbog toga omjer Chl a/Chl b samo neznatno promijenio kao odgovor na
prisutnost Cd (Gadallah, 1995).

Car su neophodni za zastitu fotosintetskog aparata te imaju vaznu ulogu kao
stresu te imaju znacajan potencijal za poboljsanje kvalitete i prinosa biljaka (Ashraf i Harris
2013). U nasem je istrazivanju Cd u svim koncentracijama uzrokOvao znac¢ajno smanjenje
koncentracije Car u sva tri kultivara. U istrazivanju Saikachout i sur. (2015) koncentracija
Car u biljkama (Atriplex hortensis i A. rosea) tretiranim teskim metalim (Cu, Ni, Pb i Zn) je
takoder bila smanjena. Smanjenje razine fotosintetskih pigmenata, ukljucujuc¢i Car,
zabiljezeno je 1 U drugim brojnim biljnim vrstama nakon izlaganja bioti¢kim i abioti¢kim
stresorima. U ovisnosti o teSkom metalu proizvodnja Car se moze povecati ili smanjiti
(Saikachout i sur. 2015). U¢inci Cd i Pb na smedu gorusicu (B. juncea) doveli su do
smanjenja sadrzaja tChl i Car, a time i do smanjenja rasta ovih biljaka. Takoder, prema studiji
koju su provodili Hattab i sur. (2009), Cd i Cu na grasak (P. sativum) utjecu tako da smanjuju
brzinu fotosinteze i koncentraciju fotosintetskih pigmenata ukljuc¢ujuéi i Car. Smanjenja su

zabiljeZena za sve koncentracije Cd (0.35, 0.7, 1.4 i 7 mg/kg) (Hattab i sur. 2009).
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog eksperimenta i dobivenih rezultata mogu se donijeti sljedeci

zakljucci:

Utjecaj Cd na pojavu oksidacijskog stresa kao znac¢ajnog mehanizma toksi¢nosti u
biljkama, te na antioksidacijski obrambeni odgovor ovisio je o primijenjenoj
koncentraciji Cd, tipu biljnog tkiva te o kultivaru.

Tri kultivara soje, koji se razlikuju po svojem akumulacijskom potencijalu za Cd u
zrnu, na tretman razli¢itim koncentracijama Cd pokazala su i razlike u mjernim
pokazateljima oksidacijskog i antioksidacijskog statusa.

Prema biokemijskim pokazateljima oksidacijskog i antioksidacijskog statusa,
kultivar Lucija izdvaja se kao najtolerantniji kultivar u odnosu na izlozenost Cd §to
ga, uz srednji akumulacijski potencijal za Cd u zrnu, ¢ini najpogodnijim za uzgoj na
tlima kontaminiranima Cd.

Utvrdene su i razlike u oksidacijskom i antioksidacijskom statusu izmedu izdanka i
korijena tri kultivara soje. Veéi antioksidacijski odgovor prisutan je u korijenu, iako
nije poznato je li tkivno-specifi¢ni odgovor posljedica razli¢ite akumulacije Cd u
ovim tkivima ili posljedica razli¢itih biokemijskih mehanizama.

Smanjene koncentracije biljnih pigmenata, Chl i Car, u sva tri kultivara pri svim
primijenjenim koncentracijama Cd upuc¢uju na veliku osjetljivost fotosintetskog
aparata na Cd 1 utjeCe na uspjesnost rasta 1 klorotican izgled biljaka.

Nove spoznaje o mehanizmima toksi¢nosti i detoksikacije daju bolji uvid u

istrazivanu problematiku, te razvijanje strategija za povecanje tolerancije na Cd.
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