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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Sabrati uskolisni dvoredac (Diplotaxis tenuifolia L. DC.).
Podijeliti uskolisni dvoredac na dva dijela: nadzemni i podzemni dio.
Pripremiti otopine za odredivanje koncentracije odabranih teskih metala.

Usporediti sadrzaj metala u nadzemnom i podzemnom dijelu biljke.



SAZETAK

U ovom zavrSnom radu odredene su koncentracije odabranih teskih metala (cink,
zeljezo, mangan, nikal, bakar, kadmij, olovo i aluminij) u uskolisnom dvoredcu
(Diplotaxis tenuifolia L. DC.) koji je sabran u rujnu 2017., na polju iza zgrade
Kemijsko-tehnoloskog fakulteta. Uskolisni dvoredac je podijeljen na dva dijela:
podzemni (korijen) i nadzemni (listovi, cvijet, stabljika). Koncentracije teskih metala u
otopinama uskolisnog dvoredca su odredene pomocu spektrometrije masa s induktivno
spregnutom plazmom (ICP-MS). Na temelju izmjerenih vrijednosti moze se uoditi da su
koncentracije kadmija, nikla, aluminija, Zeljeza i mangana vise u podzemnim dijelovima
biljke, dok cink, olovo i bakar pokazuju vise koncentracije u nadzemnim dijelovima
biljke Sto je posljedica translokacije iz korijena. Toksi¢ni kadmij pokazuje najnizu
izmjerenu koncentraciju (0,053 pg g™) u nadzemnom i dvostruko visu koncentraciju
(0,112 pug g™) u podzemnom dijelu biljke i nalazi se u okviru dopustenih koncentracija.
Najvecu koncentraciju u uskolisnom dvoredcu pokazuje aluminij u podzemnom dijelu
245521 ug g*, a s obzirom da biljka nije pokazala nikakve znakove fitotoksi¢nosti
moglo bi se zakljuciti kako se radi o hipertolerantnoj biljci, ako ne i 0

hiperakumulatoru, $to je potrebno dodatno istraziti.

Kljuéne rije¢i: Diplotaxis tenuifolia L. DC., uskolisni dvoredac, teski metali



SUMMARY

In this bachelor thesis, concentrations of selected heavy metals (zinc, iron, manganese,
nickel, copper, cadmium, lead and aluminum) were determinated in perennial
wall-rocket (Diplotaxis tenuifolia L. DC.) which was collected in September 2017, on
the field behind the Faculty of Chemistry and Technology building. The perennial wall-
rocket was divided into two parts: the underground part (root) and aerial part (leaves,
flower, stem). Concentrations of heavy metals in solutions of the perennial wall-rocket
were determinated by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). Based
on the values obtained it can be noticed that concentrations of cadmium, nickel,
aluminum, iron and manganese were higher in the underground part, while zinc, lead
and copper showed higher concentrations in the aerial parts of the plant resulting from
root translocation. Toxic cadmium showed the lowest measured concentration in the
aerial part (0.053 pg g™) and twice the higher concentration in the underground part of
the plant (0.112 pg g™) and is within the permissible concentrations. The highest
concentration of 245.521 pg g™ was measured for aluminum in the underground part of
the perennial wall-rocket, and given that the plant did not show any signs of
phytotoxicity it could be concluded that it may be a hypertolerant plant, if not the
hypercumulator, which should be further investigated.

Keywords: Diplotaxis tenuifolia L. DC., perennial wall-rocket, heavy metals
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Ljudske potrebe i djelatnosti kao $to su industrija, poljoprivreda, urbanizacija imaju
velikog utjecaja na okoli$ kroz duzi vremenski period. Iskori§tavanjem prirodnih resursa
i gospodarskim djelovanjem Covjek generira velike koli¢ine Stetnih tvari (mijeSani
otpad, teski metali, pesticidi, naftni ugljikovodici, freoni, policiklicki aromatski
ugljikovodici, itd.) nekontrolirano ih ispustajuci u prirodne recipijente (voda, tlo, zrak).
Priroda se moze braniti dok se ne prekoraci kapacitet odredenog ekosustava nakon cega
nema povratka na pocetno stanje. Jedne od najStetnijih tvari za okoli§ su teski metali.
Teski metali su definirani kao metali s gustoéom vecom od 5 g cm™ koji izazivaju
ozbiljne toksikoloske simptome i pri manjim koncentracijama. Neki metali i metaloidi
su neophodni za rast i razvoj zivih organizama, a nazivaju se esencijalnim elementima
(selen, cink, Zeljezo, kalcij) dok se neesencijalnim elementima smatraju oni elementi
koji djeluju Stetno na ziva bica pri relativno manjim koncentracijama (kadmij, arsen,
olovo, ziva). Odredene teske metale (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn) biljke koriste za
normalan rast i metabolizam. Ukoliko koncentracija tih metala prijede najvisu
dopustenu koncentraciju tada dolazi do toksicnog djelovanja teSkog metala na biljku
kao i na tlo oko biljke (smanjenje ploda, skracivanje korijena, smanjen prinos i kvaliteta
proizvoda, smanjenje poljoprivredno obradive povrSine). Tla koja su kontaminirana
teSkim metalima mogu se povratiti na pocetno stanje podvrgavanjem razli¢itim
kemijskim, fizickim i bioloskim operacijama. Fizi¢ki i kemijski tretmani tla uzrokuju
ireverzibilne promjene tla vrac¢ajuci sve potrebne funkcije tla osim poljoprivredne svrhe.
uc¢inkovitijih tehnika sanacije bez utjecaja na plodnost tla. Fitoremedijacija se pokazala
pogodnom metodom za uklanjanje teSkih metala iz tla preko biljaka. Fitoremedijacija
ukljucuje upotrebu biljaka u uklanjanju (fitoekstrakcija i fitovolatizacija), prijenosu,
stabilizaciji i/ili degradaciji (fitoimobilizacija i fitostabilizacija) kontaminanata u tlu,
sedimentu ili vodi. Fitoekstrakcija je metoda kojom se kontaminiraju¢i metali iz tla
korijenskim sustavom biljke prenose iz tla u biljku, a od tuda translociraju u povrsinske
dijelove biljke. Takve biljke se nazivaju hiperakumulatorima jer imaju sposobnost
hiperakumulacije teskih metala pri relativno visokim koncentracijama bez primjetnih
toksicnih simptoma netolerancije. Fitoekstrakcija nudi niz pozitivnih ucinaka kao $to su

otpornost biljaka na bolesti, pesticide kao i "ometanje" prirodnih neprijatelja.*?



1. OPCI DIO



1.1. TESKI METALI

Teski metali su glavna skupina anorganskih onecis¢ivac¢a. Znatno velike povrSine
zemljisSta su kontaminirane teSkim metalima zbog koriStenja mulja ili opcinskog
komposta, pesticida, gnojiva, emisija od spalionica komunalnog otpada, ispu$nih
plinova automobila, metalurske industrije. lako se teski metali nalaze u zemljinoj kori
oni mogu biti izuzetno toksicni ako prijedu maksimalno dopustenu koncentraciji ili
prijedu u toksi¢an oblik. Trovanje tla teSkim metalima moze rezultirati degradacijom
kakvoce tla, smanjivanjem prinosa usjeva, loSom kakvocom poljoprivrednih proizvoda
kao 1 opasnosti za zdravlje covjeka i ekosustav. U prirodi postoje biljke koje imaju
sposobnost akumuliranja teSkih metala unutar svoje strukture. Relativho mala grupa
hiperakumulatorskih biljki je sposobna izolirati teSke metale u vlastitom tkivu pri ve¢im
koncentracijama. Zadnjih godina vecina znanstvenih istrazivanja je usmjerena prema

shvaéanju fizioloskih mehanizama unosa i transporta teskih metala u biljku.*
1.1.1. UTJECAJ TESKIH METALA NA OKOLIS

Iako odredena tla zbog prirodnih utjecaja imaju povecanu koli¢inu teskih metala
ipak najveci Stetni utjecaj na okoli§ ima ovjek sa svojim djelovanjem. Teski metali se u
okoli§ unose kroz duzi vremenski period stoga njihov utjecaj na okoli§ ima dugoro¢ne
posljedice. Najces¢i metali 1 metaloidi koji se nalaze u zagadenom tlu su: arsen (As),
kadmij (Cd), krom (Cr), bakar (Cu), olovo (Pb), ziva (Hg), selenij (Se), srebro (Ag),
cink (Zn) i nikal (Ni). Ostali malo manje ¢e$¢i zagadivaci su stroncij (Sr), mangan
(Mn), kobalt (Co), cezij (Cs) i uran (U). Procjenjuje se da zadrzavanje teskih metala u
tlu traje od 150 do 5000 godina i zabiljeZeno je da visoka koncentracija zagadivaca
moZe opstati 1 do 150 godina od primjene.2 Teski metali su toksi¢ni za Covjeka i
ekosustav. Mogu se akumulirati u tijelu zivotinje koja ulazi u hranidbeni lanac te
kona¢no do¢i do Covjeka. Akumuliranjem teskih metala u tijelu dolazi do oSte¢enja
DNK sto stvara mutagene efekte koji mogu izazvati razlicite vrste kancerogenih i
drugih teskih oboljenja. Neki se metali u prirodi mogu pojaviti kao radioaktivni izotopi

(238U, Bcs, 29, 90Sr) Sto moze uvelike povecati zdravstveni rizik.?



1.2. HIPERAKUMULATORSKE BILJKE

Hiperakumulacija podrazumijeva sposobnost biljnih vrsta da rastu na metalurskom
tlu 1 da akumuliraju iznenadujuce velike koliine teskih metala u svoje organe bez
pojave fitotoksicnosti.

U 19. st. Baumann je identificirao biljke koje mogu usvojiti izuzetno velike koli¢ine
cinka. Minguzzi i Vergnano su identificirali biljke koje imaju sposobnost
hiperakumulacije do 1% u izdanku biljke. Nakon tih otkri¢a provedeno je mnogo
istrazivanja zbog razjaSnjavanja fiziologije 1 biokemije teSkih metala prilikom
akumulacije u biljkama. Konacni cilj je bio pronaéi tehnologiju koja ¢e se koristiti za
saniranje kontaminiranih voda i zemljiSta. DanasSnji najekonomic¢niji i najucinkovitiji
nacin za uklanjanje teSkih metala je fitoremedijacija. Fitoremedijacija (slika 1.1.) je
metoda remedijacije, sanacije, CiSCenja tla (vode, odnosno zraka) pomocu biljaka.
Takve biljke imaju sposobnost akumuliranja $tetnih tvari (teSkih metala) unutar svojih
tkiva pri ¢emu uklanjaju zagadivae iz tla. Sakupljanjem stabljika biljki dolazi do
odlaganja ogromnih koli¢ina toksi¢nih teskih metala uklonjenih iz tla (saniranje tla) ili

se metali izdvajaju iz stabljika kao vrijedne sirovine.?

Uklanjanje
zetvom ili
izvlaenje
metala

-

Slika 1.1. Fitoremedijacija teskih metala putem hiperakumulatora®



Tehnologije fitoremedijacije mogu se koristiti za pohranjivanje (fitoimobilizacija i
fitostabilizacija) ili uklanjanje (fitoekstrakcija i fitovolatizacija) Stetne tvari. Svaka od
Cetiri navedene metode ukazuje na razli¢it mehanizam saniranja onec¢is¢enog tla teskim
metalima:®
o Fitostabilizacija — metoda u kojoj se biljkama stabilizira one¢is¢iva¢ na na¢in da
se korijenskim sustavom metal zadrzi na lokaliziranom podrucju.
o Fitofiltracija — metoda kojom se biljkama vrsi pro¢is§¢avanje u vodenom okolisu.
e Fitovolatizacija — koriStenje biljaka za ckstrakciju metala iz tla i oslobadanje u
atmosferu u hlapivoj fazi.
o Fitoekstrakcija — biljke apsorbiraju metale iz tla te ih translociraju u nadzemne

organe gdje se metal pohranjuje do Zetve.

Biljke za fitoremedijaciju trebaju zadovoljiti nekoliko kriterija:?

e trebaju biti brzo rastuce,

e imati veliku biomasu,

e imati slozen sustav korijenja,

e trebaju biti jednostavne za Zetvu,

e imati moguénost akumuliranja i/ili toleriranja teSkih metala u dijelovima koji se

mogu sakupljati.

Hiperakumulatorske biljke imaju sposobnost akumuliranja teSkih metala u svojim
organima. Za razliku od hiperakumulatorskih biljki, nehiperakumulatorske biljke
zadrzavaju vecinu teSkih metala iz tla u stanicama korijena. Takve biljke uklanjaju
metale detoksikacijom u citoplazmi na nacin da tvore metalne komplekse ili ih
pohranjuju u vakuole. TeSki metali kod akumulatorskog bilja se ne zadrZavaju u
korijenju ve¢ se translociraju na izdanke biljke i akumuliraju u nadzemnim organima.
Takve biljke imaju kapacitet akumulacije 100-1000 puta veéi nego neakumulatorske
biljke. Neke biljke imaju sposobnost hipertolerancije $to oznacava izbjegavanje trovanja
biljke teSkim metalima. Hiperakumulatori teskih metala se pojavljuju u tlima tropske i
umjerene zone. Nalaze se u vegetacijama regija Juzne Afrike, Nove Kaledonije, Juzne
Amerike, Sjeverne Amerike i Europe. U pocetku se pojam "hiperakumulator” koristio

za biljke koje imaju sposobnost akumulacije vise od 1 mg g™ nikla u izdanku. Prema



kriteriju specificne fitotoksicnosti hiperakumulatori su biljke koje su posadene na

prirodnom tlu i koncentriraju:’

e >10mgg’ (1 %) Mnili Zn,
e >1mgg*(0,1%)As, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, S, Seiili TI,
e >0,1mgg’ (0,01 %) Cd,

u organima izdanka bez fitotoksi¢nog oSteCenja. Najveéi broj hiperakumulatora je
pronadeno za Ni (viSe od 75 %), a mali broj hiperakumulatora (samo 5 vrsta do danas)
je pronadeno za Cd koji je jedan od najotrovnijih teskih metala. Hiperakumulacija se

sastoji od nekoliko koraka kao §to su:*

e transport metala preko plazmatske membrane stanica korijena,
e punjenje ksilema (transportno tkivo biljke) i translokacija,

e detoksikacija i rasporedivanje metala po cijeloj biljci i svim stanicama.

Do sada je otkriveno oko 400 vrsta biljki sa sposobno$¢u hiperakumulacije metala.
Znacajan broj biljki moze akumulirati 1 viSe elemenata. Vecina biljnih vrsta ima
sposobnost akumuliranja nikla, a neke od njih takoder akumuliraju kobalt, bakar, cink te
mangan. Sposobnost akumulacije u najvecoj mjeri odreduje kapacitet unosa elementa i
unutarstani¢ni transport biljke. Glavni procesi za koje se smatra da utjeu na

akumulaciju metala u biljci prikazani su na slici 1.2.2

Distribucija i sekvestracija
{vezanje stanicnih
stijenki, sekwestracija
vakuole, citoplazmatski
kelatori)

Transport kroz
k=ilem {punjenje
simplasta i izmjena
ionsaj

Apsorpcija u korijenu i

preraspodjela

2= (transporteri, kanali,

citoplazmatski
kelatori)

Bioaktivacija u

rizosferi (korijen-

mikrobi

imterakcija)

Slika 1.2. Glavni procesi ukljugeni u hiperakumulaciju metala u biljci*



1.2.1. BIOAKTIVACIUA METALA U TRAGOVIMA U RIZOSFERI

Vecina teskih metala ima slabu pokretljivost u tlu i ne apsorbiraju se lako u
korijenu. Unos teSskih metala u biljku ovisi o pH vrijednosti tla, sadrzaju vode i
organskih tvari, mikroorganizmima kao i o stupnju rasutosti tla. Interakcija tla, mikroba
1 biljnog korijena moze poboljsati biodostupnost metala u rizosferi (bioloski najaktivniji
dio tla koji se nalazi uz korijen) putem lucenja protona, organskih kiselina,
aminokiselina, enzima i fitokelatina. Dokazano je da izlu¢ivanje organskih kiselina
moze metabolizirati teSke metale 1 poboljSati usvajanje korijena. Rizosfera je podrucje
koje je bogato sojevima mikroorganizama (bakterije i mikorizne gljive). Takvi
mikroorganizmi uvelike pridonose poboljsanom usvajanju teskih metala u korijenju.
Neki od mikroorganizama kataliziraju reakcije redukcije koje uvelike utjeCu na
obradivost tla. Npr. soj Xanthomonas maltophyla Kkatalizira reakciju redukcije i
precipitacije Cr®* u Cr** koji tvore manje $tetne spojeve te je bolje ekolosko rjesenje.
Takoder navedeni soj moze transformirati i druge otrovne teske metale u manje opasne
spojeve ukljucujuéi (Pb®*, Hg*, Au®*, Te*, Ag") kao i anione SeO*. Gljivi¢ne
simbioti¢ke asocijacije pokazuju potencijal za poboljSanje apsorpcije korijena i

stimuliranje prinosa hranjivih tvari i metalnih iona u biljku.

1.2.2. USVAJANIJE I TRANSPORT TESKIH METALA KROZ BILJKU

Razumijevanje procesa transporta metala kroz biljku je neophodno za formuliranje
ucinkovitih strategija za genetski razvoj biljke koja ¢e moc¢i akumulirati odredene teske
metale. U transportu metala sudjeluju proteini i intracelularna mjesta visokog afiniteta
vezanja. Unos metala se vr$i preko plazmatske membrane. Transport ukljucuje metal-
ATP-aze (adenozintrifosfataza) koje su ukljuene u potpunu homeostazu biljke i
toleranciju na teSki metal. Prijenosnici metala u ovom slucaju imaju naziv ATP-aze tipa
CPx i nalaze se u velikom broju organizama i ukljuceni su u transport esencijalnih kao i
potencijalno toksi¢nih metala kao $to su Cd, Cu, Zn, Pb preko membranskih stanica.
Mogu biti prisutne u plazmatskim membranama i funkcionirati kao eflux pumpe koje
uklanjaju potencijalno toksi¢ne metale iz citoplazme te su odgovorne za odijeljivanje
teskih metala, npr. sekvestracijom u vakuolama, golgijevom tijelu ili endoplazmatskom

retikulumu u biljnoj stanici (slika 1.3.). Odgovarajuéi geni (tablica 1.1.) u biljci kodiraju



proteine, prijenosnike metala. Npr. CDF proteini (engl. cation diffusion facilitator) su
prvenstveno ukljuceni u prijenos Co, Cd, Zn u bakterijama i nekim eukariotima. U
genomu Arabidopsis thaliana L. Heynh. 12 nukleotida ima namjenu dekodiranja

odgovarajuce skupine metal-ion transportera. 2

Golgijevo
tijelo Citoplazma

Slika 1.3. Grada biljne stanice®

Tablica 1.1. Izolirani geni iz biljke ukljugeni u prijenos metala®

Gen Biljka Elementi
OsNrampl Riza Mn
OsNramp2 - -

Cpx-tip ATP-aze Arabidopsis Cu, Zn, Cd, Pb
. . lentni
Nramp Arabidopsis, riza cd, dvova_entnl
metali
CDF skgpma Arabidopsis Co, Cd, Zn
proteina
ZIP skupina (ZAT Arabidopsis
) Cd, Mn, Z
1, ZAT 2, ZAT3) Thlaspi caerulescens nn

Smatra ih se opcenito kationskim efluks prijenosnicima (slika 1.4.) jer proteini opcenito
sudjeluju u istjecanju kationa iz citoplazmatskog dijela, bilo preko plazmatske
membrane pa izvan stanice ili preko endomembrane u unutrasnje dijelove stanice, poput

vakuola.?
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CITOPLAZMA,

SUPSTRAT

Slika 1.4. Shematski prikaz djelovanja kationskog fluksa®

. , oqe v . 2
Da bi se povecao unos metala u biljku nuzno je:

e povecati broj mjesta za vezanje metala,

e oOmoguéiti promjenu specifiénih svojstava proteina koji sudjeluju u
usvajanju metala,

e kapacitet odvajanja bi se mogao poboljsati povecanjem broja
unutarstani¢nih veznih mjesta visokog afiniteta ili pove¢anjem prijenosa

preko organela.

1.2.3. DETOKSIKACIJA HIPERAKUMULATORA OD TESKIH METALA

Hiperakumulatorske biljke detoksiciraju na nain da tvore razliite metalne
komplekse u citoplazmi ili ih pohranjuju u vakuolama. Hiperakumulatori brzo i
uc¢inkovito translociraju i prenose elemente preko ksilema.

Op¢i mehanizam za detoksikaciju sastoji se od:!

e distribucije metala za apoplastna tkiva kao §to su trihomi i stani¢ne
stijenke,
e kelatiranje metala ligandima,

e odvajanja kompleksa metal-ligand u vakuoli.
Unutar korijena hiperakumulatora nalaze se velike koli¢ine malih organskih molekula

koje su dostupne za kompleksiranje iona metala (ligandi). Uloga kelatora odnosno

kompleksiraju¢eg sredstva jo§ nije potpuno istraZena. Stani¢ne stijenke imaju vaznu
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ulogu u detoksikaciji metala u biljkama jer je primjerice oko 60-70% akumuliranog
nikla ili cinka distribuirano u stani¢nim stijenkama apoplasta (prostor izvan plazmatske
membrane kroz koji difundira materijal, za razliku od simplasta kod kojeg materijal
difundira unutar plazmatske membrane, slika 1.5.). Kompleksiranje s ligandima moze
biti izvanstani¢no (mehanizam tolerancije Al efluksom organskih kiselina poput maleata
I citrata iz korijena) i unutarstani¢no (kompleksiranje ukljucuje peptidne ligande poput
metalotioneina i fitokelatina). Maleati i citrati tvore komplekse samo u kiselom mediju.
Metalotioneini su bogati cisteinom, u tijelu sisavaca su identificirani kao Cd-vezajuci
peptidi. Nekoliko gena metalotioneina identificirano je i u biljkama. Metalotioneini su
genetski kodirani, fitokelatini su enzimski sintetizirani. Fitokelatini su pronadeni u

Ve VI . . . oy 2
Sirokom rasponu vrsta ukljucujuéi jednosupnice, dvosupnice, golosjemenjace i alge.

Plazmodezma
/ Staniéna stijenka

K — e

e Smjer apoplasta (kroz stanicnu stijenku}

s SMjer simplasta (kroz citoplazmu}

Slika 1.5. Prikaz razlike izmedu apoplasta i simplasta’

Vecina dosadasnjih znanja o fitokelatinima su rezultat molekularno-genetickih
istrazivanja kvasca i Arabidopsisa. Fitokelatini se brzo induciraju u stanicama i tkivima
(tablica 1.2.) izloZenim Sirokom rasponu metalnih iona, kao $to su Cd, Ni, Cu, Zn, Ag,
Hg i Pb, i aniona, kao §to su arsenat i selenit. Sastoje se od samo tri aminokiseline,

glutamina (Glu), cistina (Cys) i glicina (Gly).2
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Tablica 1.2. Distribucija teskih metala na razini tkiva i stanice hiperakumulatora

Tkivo/organ Element Vrsta biljke
trihome Zn, Cd Arabidopsis halleri L.
Cd Brassica juncea L.
Ni Alyssum lesbhiacum (Candargy) Rech. f.
epidermalno tkivo Zn Thlaspi caerulescens J. Presl & C. Presl
Zn Thlaspi caerulescens J. Presl & C. Presl
Ni Alyssum
mezofil Zn Arabidopsis halleri L.
Cd Sedum alfredii H.
stani¢na stijenka Ni Thlaspi goesingense Halacsy
Cu Elsholtzia splendens Nakai ex F. Maek
Zn Sedum alfredii H.
Pb Sedum alfredii H.
vakuola Zn Thlaspi caerulescens J. Presl & C. Presl
Zn Thlaspi caerulescens J. Presl & C. Presl
Cd Sedum alfredii H.
Zn Sedum alfredii H.

1.2.4. ODVAJANJE METALA U VAKUOLAMA

Vakuole se smatraju mjestima u kojima se skladiste metali. Metali su unutar stanice
vezani u kompleksu (npr. fitokelatin-metal) odakle se prenose u vakuole putem
tonoplastnih proteinskih transportera (slika 1.6.). Opcenito najces¢a kompleksirajuca
sredstva za metalne ione u vakuolama su organske kiseline, medutim sposobnost
vezivanja za metalne ione su pokazali i antocijanini za koje se smatra da sudjeluju u

sekvestraciji metala.?

VAKUOLA

TONOPLAST

Slika 1.6. Prikaz vakuole i vakuoline membrane (tonoplast)®
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1.3.  OBRAMBENI MEHANIZMI HIPERAKUMULATORSKIH BILJAKA

Opcenito se smatra da hiperakumulatori usvajaju teske metale u velikim
koncentracijama da bi se zastitili od prirodnih neprijatelja kao $to su patogeni ogranizmi
1 biljojedi. Medutim, prilikom eksperimentiranja s navedenim organizmima doslo je do
razli¢itih rezultata. Dobiveni podatci ovisili su o razli¢itoj koncentraciji metala i
eksperimentalnim uvjetima. Na temelju dobivenih rezultata znanstvenici su pokusali
objasniti obrambene mehanizme hiperakumulatora. Prvi mehanizam objasnjava
hipotezu da se biljojedi hrane selektivno odnosno samo biljnim tkivima s malom
koli¢inom metala (elementarna zastita). Drugi mehanizam oznacava "toleranciju™ prema
kojoj fizioloske prilagodbe biljojeda omogucavaju hranjenje s tkivima visokog sadrzaja
teSkih metala. Stoga hiperakumulatorske biljke mogu kroz svoju toksi¢nost djelovati
protiv prirodnih neprijatelja §to im ne jamci apsolutnu sigurnost. Hiperakumulatorske
biljke osim elementarne zastite mogu posjedovati i organsku zastitu preko sekundarnih
metabolita. Za razliku od elementarne (metalne) zastite koja apsorbira metale iz tla,
organska obrana metabolizira sekundarne metabolite Sto zahtjeva vecu potro$nju
energije biljke. Zajednicki obrambeni efekt postoji izmedu elementarnih i organskih
biljnih spojeva, koji mogu medusobno djelovati i poboljsati ukupnu biljnu obranu.
Primjerce teski metal i odredeni organski metaboliti tvore zastitu od biljojeda kod
Ni-hiperakumulatora Streptanthus polygaloides A. Gray. Nuzno je u buduénosti istraziti

utjecaj vise razli¢itih metala i organskih spojeva na zajednicki obrambeni ué¢inak.*
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1.4. USKOLISNI DVOREDAC (DIPLOTAXIS TENUIFOLIA L. DC.)

Hrvatski naziv ove biljke je uskolisni dvoredac (slika 1.7.). Uskolisni dvoredac je
trajna zeljasta biljka iz porodice kupusnjaca (Brassicaceae). Rasprostranjena je u
srednjoj i juznoj Europi, zapadnoj Aziji i sjevernoj Africi (mediteranska biljka). Raste
na kamenitim, §ljunkovitim ili pjeS¢anim podru¢jima uz prometne putove, obale rijeka,
uz more. Moze se pronaci od nizinskog podrucja do 1000 m nadmorske visine. Moze
rasti na kiselom, neutralnom i luznatom tlu pri svim pH podru¢jima. Vrsta je dvospolca
(ima Zenske i muske organe) koju oprasuju insekti.’ U tablici 1.3. prikazana je

taksonomija biljke.

Tablica 1.3. Taksonomija uskolisnog dvoredca®

Taksonomija Naziv

Red Brassicales
Porodica Brassicaceae
Rod Diplotaxis
Vrsta Diplotaxis tenuifolia L. DC.

EAN I AT B SRR T A Y,

Slika 1.7. Uskolisni dvoredac, autor fotografije: Semir Maslo™
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Stabljika uskolisnog dvoredca moze narasti do 60 cm visine. Korijen je jako razgranat i
snazan. Listovi su duguljasti, plavkasto-zeleni, kada se protrljaju razvijaju jak miris.
Cvjetovi su mirisni i skupljeni u grozdaste cvatove na vrhovima stabljika, Zute su boje i
siroki 1,5-3 cm. Cvatu od lipnja do listopada. Plod je do 3 cm duga komuska u kojoj se
nalazi mnogo sitnih sjemenki koje su smjestene u dva reda. Listovi su jestivi, beru se u
proljee i u rano ljeto. Okusom i mirisom su sli¢ni rukoli. Bogati su vitaminom C i

karotenom. !
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2. EKSPERIMENTALNI DIO



2.1.BILINI MATERIJAL
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Slika 2.1. Uskolisni dvoredac

uskolisni

dvoredac
(Diplotaxis tenuifolia L. DC.) (slika 2.1.) koji je podijeljen na dvije frakcije: podzemni
dio (korijen) i nadzemni dio (list, stabljika i cvijet), slike 2.2. i 2.3. Biljka je sabrana u
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Slika 2.2. Podzemni dio (korijen)
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2.2. INSTRUMENTI

U radu su koriSteni sljede¢i instrumenti:

e Pe¢ Demiterm Easy (slika 2.4.),

Slika 2.4. Pe¢

e Maseni spektrometar visoke rezolucije s induktivno spregnutom plazmom
(HR ICP-MS) Element 2, Thermo Finnigan, Bremen, Germany (slika 2.5.)

Slika 2.5. HR ICP-MS*?
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2.3.PROVEDBA EKSPERIMENTA

Uskolisni dvoredac se najprije podijeli na nadzemni dio (stabljika, listovi, cvijet) te
podzemni dio (korijen). Dobivene frakcije se isperu u destiliranoj vodi te ostave suSiti
nekoliko dana na sobnoj temperaturi. Nakon s§to se dobila odgovaraju¢a suhoc¢a uzoraka,
Sto je utvrdeno promjenom boje i opipom uzorka biljke, uskolisni dvoredac se usitni te
se od svake frakcije uzme po 1 gram uzorka i premjesti u lon¢ice za Zarenje (slika 2.6.) i

prenese u pe¢ za zarenje (slika 2.7.).

Slika 2.6. Pripremljeni uzorci

Slika 2.7. Uzorci pripremljeni za Zarenje u peci na 500°C

20



Uzoreci se spaljuju preko no¢i na temperaturi od 500 °C. Nakon $to se izvade iz peci i
ohlade uzorke je potrebno otopiti u 5 mL 20 % HCI (slika 2.8.). Otopinu zagrijati po

potrebi kako bi se sav ostatak otopio.

Slika 2.8. Uzorci nakon zarenja: a) uzorci odmah nakon Zarenja,

b) uzorci otopljeni u 20% HCI

Dobivena otopina se profiltrira (slika 2.9.), a dobiveni filtrat je potrebno dopuniti do
oznake ultrac¢istom vodom te dobro promijesati. Ovako pripremljene otopine uzoraka su

spremne za daljnju analizu.

Koncentracije teskih metala (cink, zeljezo, mangan,
nikal, bakar, kadmij, olovo i aluminij) u otopinama
uskolisnog dvoredca su odredene pomoc¢u masenog
spektrometra  visoke rezolucije s induktivno
spregnutom plazmom (HR ICP-MS). Analiza je

izvrSena na Institutu Ruder Boskovié.

Slika 2.9. Filtriranje uzoraka
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3. REZULTATI | RASPRAVA



U okviru ovog zavr$nog rada izmjerene su koncentracije nekih od osnovnih metala
koji su bitni za rast i razvoj biljaka, a to su: cink, Zeljezo, mangan, nikal, bakar te metali
koji mogu $tetno djelovati na rast i razvoj biljaka, a to su kadmij, olovo i aluminij u
razli¢itim frakcijama uskolisnog dvoredca. Uskolisni dvoredac je podijeljen na
nadzemni dio (stabljika, listovi, cvijet) te podzemni dio (korijen). U tablici 3.1. su
prikazani eksperimentalni podatci dobiveni nakon analize otopina uskolisnog dvoredca

spektrometrijom masa s induktivno spregnutom plazmom (HR ICP-MS).

Tablica 3.1. Koncentracije teskih metala u otopinama uskolisnog dvoredca

Frakcija : Koncentracija teskog metala (ng g-)

Zn Fe

Nadzemni dio | 26,545 | 70,966 | 18,463 | 0,720 | 4,298 | 0,053 | 1,892 | 37,533

Podzemni dio | 25,797 | 192,338 | 38,437 | 1,174 | 3,055 | 0,112 | 0,696 | 245,521

Na temelju dobivenih eksperimentalnin podataka uocava se priblizna sli¢nost
koncentracija cinka u nadzemnom 1 podzemnom dijelu biljke. Cink je vaZan
makrohranjivi element biljke 1 njegova se koncentracija u literaturi kreée od
20 do 50 pg g™.** 1zmjerena vrijednost podzemnog i nadzemnog dijela biljke iznosi
25,797 pg g odnosno 26,545 pg g™ §to oznacava priblizno podjednaku apsorpciju u
podzemnom i nadzemnom dijelu biljke. Cink je jako bitan za razvoj biljke, a izmjerene
vrijednosti ukazuju da je koncentracija cinka u dozvoljenim granicama u uskolisnom
dvoredcu (nedostatak cinka moze izazvati velike promjene u morfoloskoj i anatomskoj
gradi biljke). Mala koncentracija cinka u tlu uzrokuje njegovu slabu pokretljivost kroz
biljku. U slucaju visoke koncentracije cinka u tlu ve¢inom se talozi u korijenu biljaka.
Po svojoj prirodi, izaziva manji stupanj toksi¢nosti od bakra.'*

Izmjerena koncentracija Zeljeza u podzemnom dijelu biljke iznosi 192,338 ug g™, a u
nadzemnom dijelu biljke 70,966 pg g. Koncentracija Zeljeza odgovara prosje¢noj
koncentraciji za Zeljezo u biljkama 50-300 pg g™ (moze biti i do 1000 pg g™)."
Koncentracija mangana u nadzemnom dijelu biljke iznosi 18,463 pg g*, a u
podzemnom 38,437 pg g’ Kod mangana je kao i kod Zeljeza primijeceno bolje

usvajanje u korijenu u odnosu na nadzemni dio. Biljke ga prosjecno sadrze od 50 do

-116

200 pg g7 Kod uskolisnog dvoredca uoCava se malo odstupanje od prosjec¢nih
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koncentracija za mangan $to se moze pripisati ovisnosti sadrzaja mangana o biljnoj vrsti
kao i1 o biljnom organu (mjerenja su provedena za nadzemni i podzemni dio biljke, ali
ne za svaki organ pojedinac¢no; stabljika, listovi, cvijet). Mangan uz zeljezo sudjeluje u
stvaranju klorofila stoga manjak mangana moze dovesti do kloroze. Uskolisni dvoredac
vizualno ne pokazuje nikakve simptome kloroze (zuckasto-zelenkasta boja listova
uzrokovana manjkom mangana i zeljeza).’

Izmjerena koncentracija nikla u podzemnom dijelu biljke iznosi 1,174 pg g‘l, au
nadzemnom dijelu biljke 0,720 pg g'1 Sto odgovara grani¢nim vrijednostima
koncentracije za nikal (0,1-5 pg g™).* lako nikal ima bolju pokretljivost kroz ksilem i
floem od olova, ne pokazuje primjetna svojstva hiperakumulacije kod uskolisnog
dvoredca.

Bakar pokazuje odstupanje od odgovarajucih koncentracija potrebnih za normalan rast i
razvoj biljke (5 do 30 pg g™).™® lako je koncentracija bakra u nadzemnom dijelu
relativno mala 4,298 pg g™ (ukoliko je koncentracija bakra u listu manja od 4 pg g™
biljka ima manjak tog esencijalnog elementa §to moZze uzrokovati uvenuce, smanjenje
prinosa, uvijanje 1 odumiranje mladih listova) biljka ne pokazuje nikakve fitotoksi¢ne
ucinke.

Iznimno toksi¢an kadmij ima najnizu izmjerenu koncentraciju u nadzemnom dijelu
0,053 pg g i dvostruko ve¢u koncentraciju u podzemnom dijelu biljke 0,112 pg g™ §to
ukazuje da je najveci dio kadmija ostao apsorbiran u korijenu. Koncentracija kadmija je
prihvatljiva, kao kod vecine biljnih vrsta ne prelazi koncentraciju od 1 pg g'1.15

Olovo je iznimno toksi¢an element koji se akumulira u tijelu covjeka kroz hranidbeni
lanac. Izmjerena koncentracija olova u nadzemnom dijelu biljke iznosi 1,892 pug g™, a u
podzemnom 0,696 pg g™. Olovo je najveéim dijelom translocirano na listove i stabljiku
Sto je u suprotnosti s oc¢ekivanim jer ve¢ina biljaka olovo akumulira u korijenu Sto
vjerojatno predstavlja organske spojeve olova koji se lakSe premjestaju u nadzemne
organe biljke. Prema fizionomiji uskolisnog dvoredca mozZe se zakljuciti da nema
nikakvih primjetnih fitotoksi¢nih simptoma trovanja olovom (smanjen rast korijena i
listova).

Aluminij pokazuje najvecu koncentraciju od svih elemenata u podzemnom dijelu biljke
245,521 pg g'1 vjerojatno zbog velike prisutnosti u tlu, a znacajno manja koli¢ina
37,533 pg g* se translocirala u nadzemne dijelove biljke (stabljika, listovi, cvijet).
Aluminij najlakse toksi¢no djeluje na korijen biljke Sto rezultira inhibiranjem rasta

korijena blokiraju¢i procese diobe stanica. Korijen postaje zakrzljao i krhak, razvoj
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korijenovih dlacica je slab, a korijenova kapa postane otecena i oStecena Sto u konacnici

dovodi do losijeg usvajanja iona i upijanja vode iz tla."®
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4. ZAKLJUCAK



Spektometrijom masa s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) izmjerene su
koncentracije odredenih teskih metala u uskolisnom dvoredcu
(Diplotaxis tenuifolia L. DC.) sabranom u rujnu 2017., u polju iza zgrade Kemijsko-

tehnoloskog fakulteta u Splitu. S obzirom na rezultate moze se zakljuciti sljedece:

e Najnizu koncentraciju u nadzemnom dijelu uskolisnog dvoredca

pokazuju kadmij (0,053 pg g™) i nikal (0,720 pg g™).

e Najvisu koncentraciju u nadzemnom dijelu uskolisnog dvoredca

pokazuju Zeljezo (70,966 pg g™) i aluminij (37,533 pg g™).

e Najnizu koncentraciju u podzemnom dijelu biljke pokazuju vrlo toksicni
kadmij (0,112 pg g) i olovo (0,696 pg g?) te se nalaze u dopustenim

koncentracijama toksi¢nog djelovanja.

e Najvisu koncentraciju u podzemnom dijelu biljke (korijenu) pokazuju
aluminij (245,521 pg g™) i zeljezo (192,338 pg g™). S obzirom na toliko
visoku izmjerenu koncentraciju aluminija, a koja nije ostavila nikakve
znakove fitotoksicnosti na uskolisnom dvoredcu moze se zakljuciti kako
se ova biljka u najmanju ruku moze smatrati hipertolerantnom, ako ne i

hiperakumulatorom.

e Olovo je najve¢im dijelom translocirano u nadzemne dijelove
(1,892 pg g™t uskolisnog dvoredca §to je u suprotnosti s oéekivanjem

vece akumulacije u korijenu.

e Bakar i cink pokazuju relativno niske koncentracije iako su hranjivi
elementi §to moze znaciti da su slabije prisutni u tlu na kojem je rasla
biljka, ali bez obzira na to uskolisni dvoredac vizualno ne pokazuje

nikakve zamjetne promjene u morfologiji i strukturi.
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Mangan je jedini element koji pokazuje koncentracije u nadzemnom
18,463 pg g™ i u podzemnom 38,437 pg g dijelu uskolisnog dvoredca
manju od prosje¢nih vrijednosti za biljke (50-200 ug g™), ali ne pokazuje

nikakve vizualne fitotoksi¢ne simptome, kao $to je pojava kloroze.

Svi detektirani elementi osim mangana se nalaze unutar dopusStenih

koncentracijskih granica za normalan rast i razvoj biljke.
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