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UKLANJANJE FENOLA 1Z OTPADNIH VODA SORTAMA ZELENE SALATE

(Lactuca sativa L.)

Rezime

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivana je moguénost uklanjanja fenola iz rastvora,
koris¢enjem razliCitth sorti zelene salate, sa ciljem njihove upotrebe u procesu
fitoremedijacije. Ispitivano je 11 razli¢itih sorti zelene salate, ¢ija semena su klijala na
podlogama sa razli¢itim koncentracijama fenola (0-400 mgL™) tokom 20 dana. Pokazano je
da dve sorte zelene salate mogu klijati na visokim koncentracijama fenola. Sorta Ljubljanska
ledenka (LJL) klija na koncentraciji fenola do 350 mgL™ i sorta Nansen (N) podnosi
koncentraciju fenola do 300 mgL™. Dalja istraZivanja aktivnosti antioksidativnih enzima
peroksidaza (POX), katalaza (CAT), kao polifenol oksidaza (PPO) radena su na klijancima
koji su gajeni na inhibitronim koncentracijama fenola (1IK50), odnosno onim koncentracijama
fenola, specifiénim za svaku sortu, na kojima klija 50% semena. Rezultati su prikazani za
Cetiri sorte zelene salate i pokazano je da je aktivnost POX relativno niska, dok je aktivnost
CAT i PPO visa u odnosu na klijance koji su gajeni bez prisustva fenola. Uporedo je pracena i
morfologija klijanaca koji su gajeni na IK50 fenola. Pracen je tempo uklanjanja fenola iz
otpadne vode i analiziran je tokom gajenja odrasle zelene salate u hidroponi¢nim uslovima.
Odabrane su dve sorte zelene salate (LJL 1 N) koje su pokazale najvecu otpornost na prisustvo
fenola, i gajene su na koncentraciji fenola u rastvoru od 200 mgL™. Ova koncentracija fenola
je najvisa koncentracija ispod IK50 na kojoj klija 100% semena. Pomenuta koncentracija
fenola dodavana je u hidroponicni rastvor na pocetku eksperimenta (pocetna koncentracija
fenola) ili svaka dva dana tokom trajanja eksperimenta (konstantna koncentracija fenola).
Pracena je promena koncentracije fenola u rastvoru posle 2, 4, 6, 8 i 10 dana gajenja, kao i
aktivnost enzima (POX, CAT, SOD i PPO) u korenu i listovima zelene salate. Obe sorte
zelene salate uklanjaju fenol iz rastvora za osam dana, a brzina uklanjanja fenola je veca kod
sorte LJL u odnosu na sortu N. Fenol konstantne koncentracije biljke obe sorte nisu u
mogucénosti da u potpunosti uklone, a kapacitet za uklanjanje fenola kontantne koncentracije

gubi se posle osam dana gajenja. Kod svih ispitivanih enzima, osim POX, primecen je porast



aktivnosti tokom gajenja biljaka na fenolu. Pored promena u enzimskoj aktivnosti, prime¢ena
je promena u koncentraciji prolina, hlorofila, ukupnih pigmenata, kao i anatomiji korena
zelene salate koja je gajena na fenolu. Uspe$no je dobijena kultura hairy roots zelene salate
genetiCkom transformacijom pomocu Agrobacterium rhizogenes A4M70GUS, a najveci
prinos biomase imala je linija Ljubljanska ledenka 18 (LJL18), koja je dalje gajena na
razli¢itim koncentracijama fenola u rastvoru, da bi se ispitala moguénost fitoremedijacije
pomocu kontinualne kulture korenova. Pokazano je da linijja LJL18 uklanja fenol pocetne
koncentracije od 100 mgL™ iz rastvora za deset dana, dok kultura netransformisanih korenova
iste sorte moze ukoliniti najvise 50 mgL™ fenola. Pored praéenja morfologije transformisanih
korenova gajenih na fenolu, analizirana je i aktivnost enzima (POX, CAT, SOD i PPO) posle
2,4, 6, 8110 dana gajenja. Primec¢ena je znacajna promena u aktivnosti enzima tokom gajenja
hairy roots na pocetnoj ili konstantnoj koncentraciji, kao i razlika u odnosu na
netransformisane korenove podvrgunte istom tretmanu. Rezultati ove doktorske disetracije
dokazuju da se zelena salata moze uspesno koristiti za uklanjanje fenola iz otpadnih voda

korisé¢enjem celih biljaka ili hairy roots kulture.
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REMOVAL OF PHENOL FROM WASTEWATER USING DIFFERENT VARIETIES
OF LETTUCE
(Lactuca sativa L.)
Abstract
In this doctoral dissertation, the possibilities of use of various cultivars of lettuce have been
investigated for removal of dissolved phenol in the process of phytoremediation. Seeds of 11
different cultivars of lettuce germinated on media with different phenol concentrations (0-400
mgL™) over 20 days. It has been shown that seeds of two cultivars of lettuce can germinate
even on high phenol concentrations: Seeds of Ljubljanska ledenka (LJL) can germinate on
350 mgL™, while Nansen (N) tolerates as high as 300 mgL™. Further investigation of
antioxidant enzyme proxidases (POX), cataleses (CAT) and polyphenol oxidase (PPO)
activity was carried out on seedlings grown on inhibitory concentrations of phenol (1C50),
that is, the cultivar-specific concentration of phenol reducing the germination efficiency to
50% for the seeds of a given cultivar. Results are shown for four lettuce cultivars, revealing
that POX activity is relatively low, while CAT and PPO activity show higher values
compared to seedlings grown without phenol. Morphological features of seedlings grown on
IC50 of phenol were also recorded. Dynamics of phenol removal from waste water were
recorded in adult lettuce plants grown hydroponically. Two lettuce cultivars that showed the
highest tolerance to phenol, were chosen for hydroponic growth at 200 mgL™* phenol, which
is the highest concentration on which 100% germination has been recorded for these cultivars.
This concentration of phenol was either established in the hydroponic solution once, at the
beginning of the experiment (this was called the "starting phenol concentration™) or
maintained by supplying additional phenol to the solution every two days (which was called
the "constant phenol concentration™). Changes in phenol concentration in the solution, as well
as enzyme activity (POX, CAT, SOD and PPO) in lettuce roots and leaves were recorded
after 2, 4, 6, 8 and 10 days of growth. Both lettuce cultivars are able to completely remove the
starting concentration of phenol from the solution within eight days, the cultivar LIL being
more efficient than N. Plants of both cultivars were unable to completely remove the phenol
at constant concentration. Furthermore, they lost the capacity for removing constant

concentrations of phenol after eight days. All the investigated enzymes except POX show a



trend of activity increase over the course of growth on media containing phenol. Beside
changes in enzyme activity, changes in endogenous concentrations of proline, chlorophyll,
total pigments, as well as changes in root anatomy of lettuce grown on phenol, were also
recorded. A culture of lettuce hairy roots was successfully established with the use of
Agrobacterium rhizogenes A4M70GUS, with the highest value for biomass yield being
recorded for the clone Ljubljanska ledenka 18 (LJL 18), which was further cultivated on
different concentrations of phenol in the solution, in order to investigate the potential of use
of continuous root cultures for phytoremediation purposes. It has been shown that LJL18 can
remove the 100 mgL™ starting concentration of phenol from the solution within 10 days,
while the culture of non-transformed roots of the same cultivar can remove only 50 mgL™
phenol. Significant changes in POX, CAT, SOD and PPO activity were recorded over the
course of hairy roots growth on starting or constant concentrations of phenol, as well as a
difference in comparison to non-transformed roots growing in the same conditions. The
results of this doctoral dissertation show that lettuce, either in the form of intact plants or

hairy roots cultures, can be successfully used for removing phenol from waste waters.

Scientific field: Biology

Specific scientific field: Plant Physiology

UDC number: 581.1:635.52]:502.175:547.56(043.3)

Key words: Lactuca sativa L., phenol, hydroponic culture, phytoremediation, hairy roots
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1. UvOD

1.1. Opste karakteristike zelene salate (Lactuca sativa L.)

Zelena salata se smatra jednim od najvaznijih pripadnika grupe zeljastog/lisnatog povrca
koje se koristi u ljudskoj ishrani. Na listi koja sadrzi 39 vrsta voca i povréa, koje se
najcesce Koristi u ljudskoj ishrani, zauzima 26. mesto po svojoj nutritivnoj vrednosti, dok
se na Cetvrtom mestu nalazi po zastupljenosti i ucestalosti upotrebe u ishrani (Khazei i sar.
2013). Uzgaja se zbog produkcije lisnatog dela biljke koji se koristi za jelo, a pored toga
gaji se 1 zbog dobijanja izdanaka i semena za dalju proizvodnju. Sadrzi velike koli¢ine
vitamina A, kalcijuma i gvozdja, kao i biljnih vlakana (Khazei i sar. 2013), koja ubrzavaju i
poboljsavaju crevnu peristaltiku. Nutricionisti je Cesto prepisuju osobama sa koje imaju
problem sa gojazno$c¢u jer ima nisku kalorijsku vrednost (Niederwieser 2001; Maboko

2007).

Uglavnom se konzumira u sveZem stanju kao deo salata, ali postoje 1 neke sorte koje se
mogu kuvati ili grilovati (Rubatzky i Yamaguchi 1997; Lebeda i sar. 2007). Zelena salata
se proizvodi u mnogim zemljama Sirom sveta. Vrlo je rasprostranjena kao povrtarska
kultura u bastama, plastenicima ili staklenicima (Rubatzky 1 Yamaguchi 1997). Smatra se
veoma vaznom komercijalnom, ratarskom kulturom u Aziji, SAD, Spaniji, Italiji i Indiji,
koji ujedno spadaju i u najvece proizvodjace zelene salate u svetu (Lebeda i sar. 2007; Mou
2008). Razli¢ite autohtone vrste 1 lokalni varijeteti se proizvode u razli¢itim geografskim
regionima. Takode, sirok spektar autohtonih vrsta i starih varijeteta (sorti) se ¢uva u
svetskoj banci gena (Lebeda et al. 2007). Konvencionalnim i modernim metodama
ukrStanja proizvode se nove sorte koje bi trebalo da zadovolje posebne potrebe, kako

proizvodjaca, tako 1 potrosaca.
1.1.1. Taksonomija roda Lactuca

Rod Lactuca pripada familiji glavocika - Asteraceae (Compositae), najvecoj familiji
dikotiledonih biljaka (Judd 1 sar. 1999; Funk i sar. 2005). Podfamilija Lactuceae
(Cichlorioideae), kojoj pripada zelena salata, verovatno je najpoznatija i najprepoznatljivija



grupa u okviru familije Asteraceae (Tomb 1977). Na osnovu dostupne literature, rod
Lactuca sadrzi oko 100 poznatih vrsta, pri ¢emu broj vrsta, varira od autora do autora
(Ferakova 1977; Meusel i Jager 1992; Bremer i sar. 1994; Lebeda 1998; Lebeda i Astley
1999; Lebeda i sar. 2004a, Lebeda i sar. 2007).

1.1.2. Poreklo zelene salate

Poreklo zelene salate vezuje se za regione dana$njih drzava Egipta i Irana. Mnogi divlji
tipovi pripadnici roda Lactuca i danas se mogu naci na prostoru izmedu Tigra i Eufrata
(Zohary 1991).

U drevnom Egiptu zelenu salatu su prvobitno Kkoristili za dobijanje semena, bogatog uljem,
dok je u kasnijem periodu doslo do uzgajanja radi dobijanja so¢nih listova za jelo (Katz i
Weaver 2003). Najranije pominjanje uzgajanja zelene salate vezuje se za 2690. godinu
p.n.e (Weaver 1997). Uzgajanje zelene salate $iri se na drevnu Gréku i Rimsko carstvo gde
je nazivana Lactuca (lac-mleko, lat.) zbog bele supstance, kasnije nazvane latex, koja se
luci iz zaseCenih izdanaka (Weaver 1997). Ovo ime je iskori§¢eno za ceo rod, dok je sativa
(zasejana ili pripitomljena) dodana za naziv vrste (Katz i Weaver 2003). Zelena salata, kao

vrsta, je prvi put opisana 1753. od strane Karl Linea (Linneaus 1753).

Genski pul L. sativa poti¢e od razli¢itih kultivara, autohtonih vrsta i divljih sorti koje su se
u proslosti ukr$tale medusobno. Poznati su primeri ukr$tanja L. serriola sa L. aculeata, L.
scarioloides, L. azerbaijanica, L. georgic i L. altaica sa prebivalstem u Aziji, kao i sa L.
dregeana iz Juzne Afrike (Zohary 1991). Pored ovih ukr$tanja u okviru primarnog genskog
pula posle kojih se dobijaju vijabilne biljke, postoje i vrste koje pripadaju sekundarnom (L.
saligna) i tercijarnom genskom pulu (L. virosa i neke druge divlje vrste) koje se tesko
mogu ukrstati sa L. sativa usled nekompatibilnosti hromozoma i dobijanja fertilnih biljaka
u sledecoj generaciji (DeVries 1990; van Soest, Boukema 1997; Lebeda et al. 2002, Lebeda
et al. 2007).

Noviji dokazi ukazuju da je poreklo zelene salate polifiletsko, odnosno da svi ¢lanovi

taksona nemaju jednog, veé¢ vise razliGitih predaka (DeVries 1997). Sematski prikaz



najverovatnijeg nastanka taksona danasnje zelene salate prikazan je na Slici 1b. Pojava
savremene zelene salate je posledica selektivnog ukrstanja od strane coveka, u koje su bili

ukljuceni geni poreklom od L. serriola (Lindgvist 1960).

Vrstu L. sativa karakteriSu visok morfoloski i geneti¢ki diverzitet, nastali kao rezultat
polifiletskog porekla, kombinovanog sa kompleksnim procesom domestifikacije (Kesseli et
al. 1991). Pregled razlicitih sorti zelene salate i njihovu klisifikaciju izvrSio je Rodenburg
(1960). Dopunu taksonomije i fenotipske analize sorti zelene salate izvrs$ili su De Vries i
van Raamsdonk (1994), DeVries (1997) i Mou (2008) koji su vrstu L. sativa podelili na

sedam morfotipova.

Pored nesporne, ve¢ opisane uloge, koju zelena salata ima u ekonomskom, nutritivnom i
sistematskom smislu za ¢oveka, postoje podaci o usvajanju teSkih metala iz zemljista i vode
I njihovoj akumuliciji u listovoma ove biljke (Zhenyan i sar. 2005; Benzarti i sar. 2008;
Lamb i sar. 2010). Istrazivanja koja su radena u okviru pomenutih radova, a i $ire, najvise
se ticu mogucénosti uklanjanja teSkih metala iz industrijski zagadenih podrucja u kojima su
najviSe zastupljeni Cd, Hg 1 Pb. Podataka o usvajanju i eventualnom polimerizovanju

fenola od strane zelene salate nema.
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Slika 1. Glavni naéini nastanka taksona zelene salate a) monofiletski; b) polifiletski; )

parafiletski. Preuzeto sa https://www.mun.ca/biology/scarr/Taxon_types.htm



https://www.mun.ca/biology/scarr/Taxon_types.htm

1.2. Hidroponi¢no gajenje biljaka

Po definiciji hidroponi¢no gajenje biljaka ili hidroponika je termin koji oznacava gajenje
biljaka u te¢nom hranljivom medijumu sa, ili bez, koris¢enja dodatnih potpornih materijala.
Kao potporni, nose¢i materijal najceS¢e se koriste ekspandirana glina, kvarcni kamen,

perlit, vermikulit, vlakna kokosove ljuske, kamena vuna i dr.

Hidroponika je danas prepoznata kao znacajan metod za intenzivnu proizvodnju nekih
povrtarskih kultura (paradajz, zelena salata, krastavac i paprika). Na ovaj nacin moguce je

proizvoditi i druge vrste povréa, neke vrste ukrasnih i lekovitih biljaka.
1.2.1. Istorijat hidroponi¢nog gajenja biljaka

Re¢ hidroponika poti¢e od dve gréke reci: hidro $to znaci voda i ponos §to znaci rad. Ova
re¢ je prvi put usla u zvani¢nu terminologiju 1929. godine, a uvedena je od strane dr
William Frederick Gericke, profesora sa Berkeley, Univerziteta iz Kalifornije (SAD). Dr
William se smatra rodonacelnikom hidroponi¢nog gajenja biljaka, a upotrebio je ovu
tehniku gajenja za proizvodnju biljaka u komercijalne svrhe (Dunn 1929; Thiyagarajan i
sar. 2007). Vojska SAD je koristila ovu metodu za uzgoj svezeg povréa namenjenog ishrani
vojnika na Pacifickim ostrvima, tokom Drugog svetskog rata. Do 1950. godine razvoj farmi

koje primenjuju ovu metodu $iri se 1 na Evropu, Afriku i Aziju.
Prednosti hidroponskog gajenja u odnosu na klasi¢no gajenje biljaka su:

1. Mogu¢nost koriS¢enja 1 na mestima gde je onemoguceno gajenje biljaka
tradicionalnim metodama na ¢vrstom zemljiStu (suvi pustinjski predeli ili hladni

klimatski regioni).

2. Veoma dobra kontrola nutritivnog sastava medijuma, pH vrednosti i drugih faktora

sredine.

3. Snizena potros$nja vode i nutrijenata zbog unutrasnjeg reciklaznog sistema.



4. Ubrzano rastenje povezano sa poviSenom koncentracijom kiseonika u
hidroponi¢nom rastvoru koji je mnogo dostupniji korenovom sistemu u odnosu na

klasi¢no gajenje biljaka.

5. Eliminiacija, odnosno redukcija prisustva insekata, gljiva i bakterija prisutnih u

zemljistu.
6. Veci prinosi.
7. Odsustvo potrebe za suzbijanjem korova i pripreme zemljista.

8. Olaksana manipulacija biljkama tokom sadenja, pripreme rastvora i berbe §to

olaksava uslove rada, a time i smanjuje troSkove proizvodnje.
9. Odsustvo potrebe za rotacijom useva.

Osnovna podela hidroponskih sistema odnosi se na teCne sisteme i teCne sisteme sa
agregatima. Kod te¢nih sistema nema potpornih struktura korenu biljaka koje se gaje, dok
kod te¢nih sistema sa agregatima ¢vrsti materijal daje mehani¢ku potporu biljci, odnosno
samom korenu. Hidroponi¢ni sistemi mogu biti otvoreni (rastvor sa nutrijentima se ne
koristi ponovo) ili zatvoreni (viSak rastvora se sakuplja, osvezava nedostaju¢im nutritivnim
komponentama i reciklira). U odnosu na dopremanje i protok rastvora sa nutrijentima
hidroponic¢ni sistem moze biti pasivan ili aktivan. Pasivni sistemi koriste takozvane fitilje
pomocu kojih dopremaju teéni rastvor koristeéi jake kapilarne sile. Ovaj sistem omogucava
dopremanje vode do korenovih sistema gajenih biljaka. Smatra se najjednostavnijim
sistemom za hidroponi¢no gajenje biljaka (Slika 2). NecirkuliSu¢i pasivni sistem moze biti i
hidroponi¢no gajenje biljaka na stiropornom “splavu” sa korenovima uronjenim u rastvor
(Kratky 2010). Aktivni sistemi omogucavaju cirkulaciju rastvora sa nutrijentima izmedu
korenova biljaka koje se uzgajaju. Aktivnih sistema ima viSe vrsta od kojih je
najpopularniji sistem vodene kulture koji je ujedno i najjednostavniji aktivni hidroponski
sistem, a podrazumeva platformu na kojoj se gaje biljke koja omogucéava plutanje biljaka na
povrsini rastvora za gajenje. NajceS¢e je u pitanju platforma od polistirena. Pumpa za

vazduh doprema kiseonik u rastvor kroz adekvatan rasprsivac (Slika 3).
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Slika 2. Primer pasivnog hidroponi¢nog sistema za gajenje biljaka sa fitiljima za

dopremanje rastvora do korenovog sistema
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Slika 3. Primer najjednostavnijeg aktivnog hidroponskog Sistema

1.2.2. Hidroponi¢no gajenje zelene salate

Metod za hidroponi¢no gajenje zelene salate razvijen je pre 30 godina na Univerzitetu u
Arizoni i podrazumevao je klijance zelene salate koji su postavljani na stiroporske splavove
sa uronjenim korenovima u aerisani rastvor za gajenje. Ovaj sistem je dobio ime “Deep
Flow Hydroponics” (Jensen i Collins 1985). Originalni sistem za gajenje zelene salate je do
danas pretrpeo vise razli¢itih modifikacija, pa je danas prisutan veliki broj razli¢itih
hidroponskih modela za komercijalno gajenje ove biljke, ali je osnovni sistem za

hidroponi¢no gajenje i danas u upotrebi Sirom sveta.

Da bi se zelena salata uspesno uzgajala u hidroponi¢nom sistemu, neophodno je zadovoljiti

nekoliko preduslova koji se donose na njene fizioloske karakteristike.

Zelena salata je biljka kratkog vegetacionog perioda od 50 do 120 dana (Lorenz i Maynard
1988), koji zavisi od tipa, sorte, sezone i uslova gajenja. Rastenje i razvice odvija se na

temperaturama od 7 do 24 °C sa prose¢nom temperaturom oko 18 °C (Lorenz 1 Maynard



1988). Rayder (1999) i Jenni (2005) pokazali su da gajenje salate na temperaturama preko
24 °C dovodi do ubrzanog cvetanja, kao i do produkcije niskokvalitetne lisne mase. U
kontrolisanim uslovima, najpovoljnija temperatura za klijanje je izmedu 12 i 15 °C. Tokom
sadenja i ukorenjavanja zelene salate, optimalna temperatura je izmedu 12 i 14 °C, da bi do
kraja vegetatitvnog perioda trebalo obezbediti temperaturu zemljista (rastvora) do 15 (8) °C
tokom dana i 4-8 °C nizu temperaturu tokom noc¢i. Na vi§im temperaturama rastvorljivost

kiseonika je umanjena, a na nizim metabolicka aktivnost korenova je usporena.

Moniruzzaman (2006) pokazao je da je gustina sadenja zelene salate vazan faktor koji
moze uticati na prinos i kvalitet biljaka gajenih na zemljistu. Optimalna gustinja sadnica
obezbeduje ujednacen i adekvatan rast kroz efikasno koriS¢enje vlage, nutrijenata i svetla
Sto dovodi do maksimalnog prinosa zelene salate (Firoz i sar. 2009). Povecéanje rastojanja
izmedju pojedinac¢nih biljaka dovodi do poveéanja mase biljaka, broja i duzine listova i
sveze 1 suve mase listova. Povecanje rastojanja medu biljkama dovodi do pomenutih

poboljsanja, ali je i preveliko rastojanje medu sadnicama podjednako loSe.

Istrazivanja su pokazala da optimalno rastojanje za gajenje zelene salate u hidroponi¢nom
sistemu iznosi 10 x 20 cm (50 biljaka po m?) (Maboko MM i Plooy CP 2009). Prinos
zelene salate, u slu¢aju optimalnog razmaka medu salatama, zavisi od varijeteta koji se gaji,
a dostize vrednost od 2905 g/m%/mesecno do 5948 g/m*/mesecno tokom prvih mesec dana

gajenja (Maboko MM i Du Plooy CP 2009).

Nedostatak rastvorenog kiseonika dovodi do smanjene deobe c¢elija korena kao i do njegove
usporene elongacije (Atwell i sar. 1985; Gimenez-Abian i sar. 1987), sto dovodi do
smanjenog usvajanja vode (Yoshida i sar. 1996). Gajenjem zelene salate u rastvoru sa
smanjenom koncentracijom rastvorenog kiseonika, primecena je i smanjena respirativna
aktivnost korena (Chun i Takakura 1994), pad vodnog potencijala lista, provodljivosti
stoma (Neuman i Smith 1991, Smit i sar. 1989) i gubitka turgora u listovima sto dovodi do

njihovog smanjenog rasta i razvoja (Lockhart 1965).

S obzirom na to da komercijalno gajenje zelene salate podrazumeva visok prinos biomase

visokokvalitetnih listova neophodno je koristiti adekvatne mineralne soli za hidroponi¢ni



rastvor. Rastvori sa mineralnim solima koji pospesuju vegetacionu fazu biljaka sadrze vise
azota od onih koji pospesuju cvetanje. Obi¢no se koristi sa N-P-K (azot-fosfor-kalijum)
mineralni rastvor sa odnosom 3-5-1 (Miladinovi¢ i sar. 1997). Najpozeljnija forma u kojoj
se koristi azot u hidroponi¢nom rastvoru je nitratna, dok se azot u formi amonijum jona
moze koristiti najvise od 3 do 10 %. Azot iz amonijum jona, zastupljen preko 10 % u
rastvoru, ubrzano se apsorbuje, dovodi do ubrzanog rasta i naglog “bujanja” salata, Sto
uzrokuje pojavu mekanih, prozra¢nih listova slabe mehanicke strukture i brzeg umiranja
biljke. Azot, u formi nitrata, sporije se apsorbuje i dovodi do jacih, ¢vrs¢ih 1 zdravijih
listova. Za optimalni rast zelene salate neohodno je koristiti ¢istu vodu, meke tvrdoce sa
nizom koncentracijom mineralnih soli i veoma niskim sadrzajem natrijuma (Miladinovi¢ i
sar. 1997). Zelena salata najbolje raste u slabo kiselom rastvoru, pH od 5,8 do 6,4.
Optimalan pH je 6,0. Rastvor u kome se gaji zelena salata mora se kontinuirano menjati i
dopunjavati mineralnim solima i ukoliko se gaji u manjim, zatvorenim prostorima,
kompletnu zapreminu rastvora treba menjati na 10 do 14 dana. Za obrazovanje kvalitetnih i
dobro razvijenih rozeta zelene salate, neophodna je duzina dana od 10 do 12 sati, a kod

letnjih sorti ¢ak od 12 do 16 sati.

Vlaznost sredine u kojoj se gaji zelena salata je takode vaZan preduslov koji mora biti
obezbeden. Ukoliko je vlaZnost vazduha prevelika dolazi do suSenja vrhova listova zelene
salate usled nemoguc¢nosti apsorbcije kalcijuma, pa ¢ak i ako je koncentracija kalcijumovih
jona visoka, jer je za optimalnu apsorbciju kalcijuma neophodan proces transpiracije koji je
mogu¢ samo u uslovima idealne vlaznosti koja iznosi 40-60% (Yang i Jie 2005). Povecana
vlaznost vazduha dovodi i do povecane mogucnosti za gljivicne infekcije. Preterana vlaga,
a narocito zadrZavanje vode pri dnu rozete moZze dovesti do truljenja listova (Miladinovi¢ 1

sar. 1997).
1.3. Fenol: fizicke i hemijske karakteristike i pregled mogu¢ih na¢ina uklanjanja

Fenol, ranije poznat kao karbolna kiselina, je aromati¢no, organsko jedinjenje, molekulske
formule CgHsOH. To je bela, kristalna, ¢vrsta (Slika 4 a) i lako isparljiva supstanca.

Molekul fenola sastavljen je od fenil grupe (-CgsHs) za koju je vezana hidroksilna grupa (-



OH) (Slika 4 b). Rastvorljivost fenola u vodi je 8,42 g na 100 ml vode (0.88 M). U
vodenim rastvorima ponasa se kao kiselina umerene jacine. Rad sa fenolom zahteva paznju

jer u kontaktu sa kozom izaziva hemijske opekotine.

Slika 4. Fenol a) kristalna struktura; b) strukturna formula

lako je prvobitno izolovan iz katrana, danas se proizvodi iz sirove nafte, zahvaljujuci
razvoju petrohemijske industrije, i dostize 7 milijardi kg/god (Jordan i sar. 2002). Fenol je
vazno jedinjenje u industriji, najceS¢e kao prekursor u proizvodnji razliitih materijala
(Weber i sar. 2004) od kojih najéesc¢e u proizvodnji plastiénih materijala i sliénih
proizvoda. Takodje, fenol i njegovi derivati su kljuéne komponente i u proizvodnji
polikarbonata, epoksida, bakelita, najlona, deterdzenata, herbicida (grupa fenil herbicida) i
lekova (aspirin). Upotrebljava se i kao oralni anestetik/analgetik u proizvodima kao $to je

Chloraseptic, kao sredstvo za ublazavanje posledica faringitisa.

Povecana proizvodnja plastike, boja, pesticida i drugih hemikalija dovela je do
nagomilavanja opasnog hemijskog otpada u koji spadaju fenolna jedinjenja. Fenolna
jedinjenja su prisutna i lako se mogu detektovati u otpadnim vodama razli¢itih industrija:
koksa (283900 mg L ™), sirovog uglja (9-6800 mg L), petrohemijskoj (2.8-1220 mg L™)
kao i razli¢itim rafinerijama (6-500 mg L), (Contrerasa i sar. 2003; Busca i sar. 2008).
Pored navedenog, izvori otpadnih voda kontaminiranih fenolom ukljucuju farmaceutsku
industriju, proizvodace plastike, drvenih proizvoda, boja 1 lakova, i papirne industrije.
Koncentracija fenola u otpadnim vodama papirne industrije kreée se od 0.1 do 1600 mg L™

(Contrerasa i sar. 2003; Busca i sar. 2008). Ispustanje otpadne vode, koja sadrzi fenol, u
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slobodne re¢ne tokove, bez prethodnog tretmana, zabranjeno je zakonom zbog toksi¢nosti
fenola i njegovih derivata (Li i sar. 2000; Yapar i sar. 2009, Ackay 2004). Zbog toksi¢ne
prirode fenola, i njegovog negativnog uticaja na zivotnu sredinu, Environmental Protection
Agency (EPA) propisala je maksimalno dozvoljenu koncentraciju fenola u vodi za pi¢e od
1ug Lt (United States Environmental Protection Agency, EPA,
http://nepis.epa.gov/Adobe/PDF//2000LNAI.PDF (accessed April, 2011)).

Mnogi opasni polutanti, u koje spadaju fenol i supstituisana fenolna jedinjenja, ukljuéujuci
nekoliko pesticida, mogu biti noSeni vodom i vazduhom po nekoliko stotina kilometara
ugrozavajuci zivi svet i covekovu okolinu (Hakulinen i sar. 1985). Ovi polutanti se veoma
teSko razgraduju, a poznato je da imaju kancerogeno, mutageno, teratogeno ili hroni¢no
toksi¢no dejstvo (Loncar i sar. 2011). Toksi¢no dejstvo fenola kod ljudi manifestuje se vec¢
na koncentracijama od 10 do 24 mg L™, dok se letalnom koncentracijom u krvi smatra

koncentracija od 150 mg na 100 ml krvi (Kilkurani i Kaware 2013).

Konvencionalne metode za uklanjanje fenola i njegovih derivata iz vodene sredine mogu se
podeliti u tri kategorije: fizicke (ekstrakcija vodenom parom, adsorbcija i ekstrakcija),

hemijske (oksidacija i katalizovani fazni transfer) i bioloske (Hao i sar. 2000).

Od gore pomenutih metoda za uklanjanje fenola, fizicka metoda adsorpcije fenola na
jeftinim meterijalima veoma je popularna i intenzivno se izucava. Najveéi problemi ove
metode su regeneracija vezanog fenola i1 odlaganje kontaminiranog upotrebljenog
adsorbensa (Kilkurani i Kaware 2013). Aktivni ugalj ima visok adsorbcioni potencijal za
vezivanje fenola (Vazquez i sar. 2007), ali je njegova regeneracija, koja se najéesce izvodi
toplotom, veoma skup i dugotrajan proces. Progresivna regeneracija, koja ukljucuje
zagrevanje 1 hladenje kompleksa, dovodi do oSteCenja aktivnog uglja, kroz gubitak

ugljenika (Busca i sar. 2008).

Od hemijskih metoda za uklanjanje kontaminanata iz vode, upotreba enzima koji uklanjaju
zagadivace zasniva se na precipitaciji ili transformaciji (Choing i sar. 2014). Enzimi mogu
promeniti karakteristike otpada ili ga transformisati u neke visokovredne proizvode (Karam

i Nicell 1997). Enzimi su visoko specifi¢ni i efikasni za uklanjanje ciljanih supstanci, a
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na¢in njihove upotrebe i ¢uvanje ne pretstavljaju veliki problem (Wilberg i sar. 2002).
Enzimi mogu uklanjati fenol i iz nerazblazenih rastvora u kratkom vremenskom periodu
(Choing i sar. 2014). Od svih izu¢avanih enzima, perksidaze su se pokazale kao najbolji

kandidati za uklanjanje fenolnih jedinjenja iz otpadnih voda (Melo i sar 2005).

Najcesc¢e primenjivana peroksidaza iz rena katalizuje oksidaciju fenola uz pomo¢ vodonik

peroksida na slede¢i nacin:
E + H,0, —E; + H,0O
Ei + AH, —»E;+-AH
E, + AH, —E + -AH + H,0

Enzim (E) reaguje sa peroksidom i formira se oksidovana forma (E;) koja oksiduje
aromaticni prsten fenola. Aromati¢ni prsten sada pretstavlja slobodni radikal, osloboden sa
aktivnog mesta enzima, dok enzim prelazi u stanje E,, koje oksiduje slede¢i aromati¢ni
prsten, praveéi jo$ jedan slobodni radikal, a enzim se vraca u prvobitno konformaciono
stanje i ciklus moze da se ponovi (Wright i Nicell 1999). Slobodni radikali nastali u ovoj
enzimskoj reakciji polimerizuju fenol i1 dovode do nagomilavanja velike koli¢ine
polimerizovanih jedinjenja koja Su manje rastvorljiva od polaznih kontaminirajucih
supstanci 1 precipitiraju u rastvoru. Iako je proces eliminacije fenola 1 drugih aromati¢nih
zagadujucih supstanci veoma efikasan, neekonomicnost procesa proizvodnje i upotrebe
vodi ka iznalaZenju alternativnih metoda za preci§¢avanje otpadnih voda (Choing i sar.

2014).

Zbog navedenih nedostataka fizickih i hemijskih metoda, paZznja je usmerena ka bioloSkim
metodama, koje su jeftinije i Cesto efikasnije u procesu uklanjanja fenola iz vode (Gio i sar.
2004). Jedna od bioloskih metoda za uklanjanje fenola iz vode ukljucuje kori$éenje
aerobnih bakterija koje razgraduju aromati¢na jedinjenja koristeci ih kao izvor ugljenika i
energije (Choing i sar. 2014). Istrazivanja su pokazala da je ovom metodom, u malim
zapreminama, moguce preéistiti Gak do 1gL ™" fenola (Marrot i sar. 2006). Problemi koji se

javljaju u ovakvim sistemima vezani su za dugotrajan proces aklimatizacije
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mikroorganizama na prisustvo fenola (Firozjaee i sar. 2012), smanjenu brzinu uklanjanja
fenola usled njegove toksi¢nosti (Steiert and Crawford 1985) i inhibiciju mikrobnog rasta
do kojeg dolazi zbog povisene koncentracije fenola (Gernjak i sar. 2003). Jedan od sve
popularnijih bioloskih metoda uklanjanja fenola iz otpadnih voda odnosi se na hairy roots
kulture (kontinualne culture korenova) koje u velikom procentu mogu eliminisati fenol i
spontano se regenerisati za slede¢i ciklus. Ova bioloska metoda detaljnije je opisana u
poglavlju Proizvodnja hairy roots zelene salate i njihova potencijalna primena u procesu

fitoremedijacije.
1.4. Oksidativni stres biljaka

Faktori koji utiCu na rastenje i1 razvice biljaka, a pri tome im smanjuju produktivnost na
nivo nizi od njihovog geneti¢kog potencijala pretstavljaju stres (Bowler i sar. 1994). Biljke
su neprestano izlozene nekoj vrsti stresa jer nemaju mogucnost kretanja pomocu koga bi
mogle smanjiti njegov intenzitet. Stres kome su biljke izlozene moze se podeliti na:
abiotocki i bioticki stres. Abiotic¢ki stres je viSak ili manjak nekog ¢inioca u fizickom ili
hemijskom okruzenju biljke (visoka i niska temperatura, susa, visoka koncentracija soli,
osmotski stres, jonizujue zracenje, mehanicki stres, manjak nutrijenata, zagadivaci,
herbicidi). Bioticki stres izazivaju druge vrste svojim delovanjem i tu spadaju: korovi, razne
vrste Stetocina (insekti, ptice, glodari, nematode) i patogeni (bakterije, gljive, virusi). Stres,
u bilo kom obliku, dovodi do stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS, reactive oxygen
species), a one svojim nagomilavanjem dovode do oksidativnog stresa (Inze i Montagu
2002). Biljke, kao i svi aerobni organizmi, koriste kiseonik za proizvodnju energije i
disanje. Tokom redukcije kiseonika do vode nastaju ROS u koje spadaju: superoksidni
anjon radikal (O'-), hidroksil radikal (OH"), peroksil radikal (RO,"), vodonik peroksid
(H,0,), singlet kiseonik (*O,) (Slika 5).
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Slika 5. Nastanak ROS redukcijom kiseonika (modifikovano prema Vranova i sar. 2002).

SOD-superoksid dismutaza

Superoksid anjon radikal je umereno reaktivan i ne moze proc¢i kroz bioloske membrane.
Dovodi do formiranja H,O, i O, u spontanoj reakciji, a moze i uticati na aktivnost
metaloenzima sa aktivnim kompleksom Fe®* i Cu?*. Ipak, najveca osteénja Celija izazivaju
ROS koji se formiraju kasnije, a to su H,O; i hidroksil radikal (Halliwell i Gutteridge
1989). Najreaktivniji od svih ROS je hidroksil radikal koji moze reagovati sa svim
bioloskim molekulima, a celije nemaju efikasan mehanizam za njegovu eliminaciju
(Vranova i sar. 2002). Njegovo delovanje dovodi do lipidne peroksidacije, denaturacije
proteina i mutacija DNK molekula, $to su oStecenja koja dovode do smrti Celije. Proteini
vezani za plazma membranu celije takode mogu biti denaturisani delovanjem ROS, §to vodi

gubitku njihove enzimske aktivnosti i permeabilnosti membrane (Kukavica i sar. 2007).

Same Celijske organele mogu biti izvor ROS. U normalnim, optimalnim, uslovima za
rastenje i razvice biljaka, ROS se normalno proizvode i njihova koncentracije je veoma
niska. Kada dode do uticaja odredene vrste stresa njihova koncentracija se drasti¢no
povecava. Veliki proizvoda¢ ROS su hloroplasti koji svojim pigmentima u fotosistemu I i
I apsorbuju svetlosnu energiju i transportuju je pomocu elektron transportnog lanca.

Krajnji akceptor elektrona u procesu fotosinteze je CO,. Vecina biljaka nema dovoljno
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visoku stopu fiksacije CO; i koriste ne vise od 50% apsorbovane svetlosne enrgije (Baker
1991) pa se kao krajnji akceptori elektrona koriste druga jedinjenja i kiseonik. Kiseonik,
kao krajnji akceptor elektrona, dovodi do formiranja velike kolicine ROS. Pored
hloroplasta u ove organele spadaju jo§ 1 peroksizomi, mitohondrije, citohromi i
endoplazmati¢ni retikulum (Mittler 2002). Kada su biljke izlozene stresu, elektron
transportni lanac u mitohondrijama generiSe Oy~ (Purvis i Shewfelt 1993). Reakcije
detoksifikacije u citohromima su takode izvor ROS, narocito u citohromu Pysp U citoplazmi
i endoplazmati¢nom retikulumu, kao i plazma membrana u kojoj se nalazi NADPH zavisna
oksidaza koja proizvodi veliku kolicinu ROS kada je biljka napadnuta patogenima

(Vranova i sar. 2002).

Pored negativne uloge koju imaju, ROS mogu imati i ulogu signalnog molekula koji se
aktivira kada je u pitanju odbrana od patogena, rastenje, morfogeneza ili ¢éelijska smrt.
Dokazano je i da je veliki broj gena pod uticajem ROS (Apel i Hirt 2004) tj. da oni dovode
do aktivacije pojedinih gena. Kod bakterija i kvasaca ROS uti¢u na ekpresiju najmanje 115
proteina (Demple 1991), a oni su regulisani na transkripcionom nivou. Visoke
koncentracije ROS dovode do nezeljenih i nepovratnih povreda biljaka, dok niske
koncentracije mogu biti signal o stresu na koji se biljka moZze aklimatizovati u kratkom
vremenskom roku (Foyer i sar. 1997). H,0O; je dokazano sluzio kao signalni molekul koji
dovodi do eksprimiranja gena za odbranu biljke (GST i GPx geni) (Levine i sar. 1994),
toleranciju ka niskim (Prasad i sar. 1994) i visokim temperaturama (Lopez-Delgado i sar.
1998). U stresnim uslovima biljke usporavaju svoj rast, redukuju cCelijske deobe i na taj
nacin ¢uvaju energiju kojom se brane od stresnih uslova, a sa druge strane smanjuju rizik
od daljih oSteCenja (May i sar. 1998). Pomenute promene su u tesnoj vezi sa biljnim

hormonima, a oni su pod direktnim uticajem oksidativnog stresa (Ziv 1991; George 1996).

Kako su biljke sesilni organizmi, i ne mogu se aktivnim putem skloniti od stresa, one su
tokom evolucije razvile veoma efikasan sistem antioksidativne zastite koji im omogucava
uklanjanje ROS, zaStitu od oStec¢enja izazvanih oksidativnim stresom, a samim tim i ve¢u
mogucénost za prezivljavanjem (Halliwell i Gutteridge 1989). Od ovog Stetnog delovanja

slobodnih Kkiseoni¢nih radikala, biljke se brane antioksidativnim sistemom koji moze biti
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enzimski i neenzimski. U enzimski sistem spadaju enzimi: peroksidaze, katalaze,
superoksid dismutaza, askorbat peroksidaza, glutation reduktaza, monodehidroaskorbat
reduktaza itd. U neenzimski sistem spadaju: B-karoten, askorbinska kiselina, vitamin E,
glutation, zeaksantin, polifenolna jedinjenja, prolin i dr. (Apel i Hirt 2002). Koli¢ina ROS u
biljnim tkivima meri se posredno preko aktivnosti antioksidativnih enzima ili procesa koji
se zove lipidna peroksidacija (Dat i sar. 2000). ROS, sa izuzetkom H,0,, ne mogu prolaziti
kroz bioloske membrane, tako da je antioksidativna zasStita na lokalnom nivou (delovi
¢elije, organele) naéin na koji funkcioniSe ovaj sistem kod biljaka (Blokhina i sar. 2003).
Veoma je vazno za biljku da sistem antioksidativne zastite brzo funkcionise i da razliciti
sistemi, bilo enzimski ili neenzimski, rade u kooperaciji. Primer veoma dobre saradnje
razli¢itih mehanizama antioksidativne zastite je askorbat-glutation put u hloroplastima koji
pruza zaStitu od Stetnog delovanja svetlosti (Noctor i Foyer 1998). Askorbat takode
ucestvuje u regeneraciji a-tokoferola (Thomas i sar. 1992), dok tokoferol direktno reaguje
sa redukovanim glutationom (Fryer 1992) i redukovanim koenzimom Q (Buttner 1993).
Vodonik peroksid moze biti redukovan peroksidazama u vakuoli, gde kao elektron donori

sluZe fenolna jedinjenja (Takahama i Oniki 1997).

Biljkama se moze pojacati sistem antioksidativne zastite izdvajanjem posebnih genotipova,
hibridizacijom protoplasta, genetickim transformacijama, menjanjem sastava hranljive
podloge, dodavanjem mineralnih dubriva u zemljiSte 1 razliCitim nafinima regeneracije u

kulturi tkiva (Cassels i Curry 2001)
1.4.1. Antioksidativni enzimi kod biljaka

Primarni odgovor na povecanu koncentraciju ROS je aktivacija antioksidativnih enzima u
koje spadaju POX, CAT, SOD, heat shock proteini koji Stite enzime od ROS (Burdon,
1993) i proteaze koje elimimisu oSteCene proteine (Stadtman 1992). ROS mogu inhibirati
enzime za metilovanje DNK $to dovodi do hipometilovanja (Wacksman 1997) i
nemogucnosti popravljanja oSteCenja na DNK molekulu. U daljem tekstu bice opisani
slede¢i antioksidativni enzimi: POX, CAT, SOD jer su oni izucavani u ovoj doktorskoj

disertaciji.
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1.4.1.1. Peroksidaze (POX, 1.11.1.x)

Peroksidaze su grupa monomernih jedinjenja sa veoma Sirokim spektrom supstratne
specificnosti (Huystee i Cairns 1982). POX ucestvuju u reakciji oksidacije supstrata u

prisustvu peroksida, pri ¢emu nastaju voda i kiseonik:
ROOR’ (H,0,) + donor elektrona (2 e-) + 2H+ — ROH (H,O)+ R’OH (H,0)

Peroksidaze se nalaze u citoplazmi, vakuolama, peroksizomima i ¢elijskom zidu (Gaspar 1
sar. 1982). Ucestvuju u velikom broju reakcija u Celiji kao Sto su oksidacija fenolnih
jedinjenja, lignifikacija i umrezavanje polisaharida celijskog zida (Passardi i sar. 2004).
Mogu ucestvovati i u metabolizmu nekih biljnih hormona kao $to su auksini (Passardi i sar.
2004). Lavid 1 sar. (2001a; Lavid i sar. 2001b) potvrdili su uces¢e POX u akumulaciji
teSkih metala. Postoje tri grupe peroksidaza, ali u biljne peroksidaze spadaju one iz klase
I11. Biljne peroksidaze predstavljaju solubilne, jonske i kovalentno vezane forme za celijski
zid. Ove peroksidaze pojavile su se verovatno u vreme izlaska prvih kopnenih biljaka i od
tada se njihov broj konstantno uvecéavao, a na taj nacin se uvecavao i broj reakcija u kojima
ucestvuju (Pennell i sar. 1992; Hiraga i sar. 2001). Biljne peroksidaze uéestvuju u klijanju
semena (Scialabba i sar. 2002), popravljanju “Stete“ kod mehanickih povreda tkiva
(Raymond i sar. 2000), senescenciji (Jimenez i sar. 1998) ili u rastenju i sazrevanju plodova
(Alexander i Grierson 2002). Klasa IlI, biljnih peroksidaza, katalizuju redukciju H,0O,
uzimajuci elektrone od razli¢itih donora kao Sto su fenolna jedinjenja, prekursori lignina,
auksin ili sekundarni metaboliti (Hiraga i sar. 2001). Geni koji kodiraju razli¢iti izoforme
POX pocinju ekspresiju od samog pocetka klijanja semena (Morohashi 2002), preko
rastenja, razviéa i na kraju smrti biljke (Passardi i sar. 2005). Tokom klijanja, POX
ucestvuju u procesu pucanja semenjace, troSenja endosperma 1 zastite klijanca od patogena.
Tokom daljeg rasta klijanca ovi enzimi regulisu direktno ili indirektno rast i arhitekturu
¢elijskog zida (Cosgrove 2001). Peroksidaze na taj na¢in mogu uticati na zaustavljanje rasta
¢elijskog zida, a sa druge strane mogu dovesti do elongacije i njegovog rasta. Prilikom rasta
¢elijskog zida 1 uspostavljanja njegove organizacije, POX sa lakazama ucestvuju u

polimerizaciji lignina (Keifer-Meyer i sar. 1996), sintezi ekstenzina (Schnabelrauch i sar.
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2001) i pektina (Qi i sar. 1995). Pri delovanju nekog abiotickog stresa, POX ucestvuju u
odbrani biljke pasivno (izgradnjom jaceg Celijskog zida) ili aktivno (eliminacijom ROS).
Ukoliko je stres dovoljno jak, da probije sve te barijere i dospe u biljku, peroksidaze
ucestvuju u izolaciji i eliminaciji stranog tela (Passardi i sar. 2005). Pored uloge POX u
akumulaciji teskih metala Lavid i sar. (2001) pokazali su da ovi enzimi uéestvuju u brzom
odgovoru biljke na napad patogena. Uloga POX u slucaju povrede biljnog tkiva, bilo da je
ona uzrokovana fizickim, hemijskim ili bioloSkim agensima, je u brzom popravljanju Stete
nastale na taj nacin, §to posredno dovodi i do spreavanja ulaska “stranih tela“ (Park i sar.
2003). Povecana koncentracija H,O, 1 aktivnosti POX je konstatovana kod zelene salate
koja je bila napadnuta bakterijama (Bestwick i sar. 1998).

1.4.1.2. Katalaze (CAT, 1.11.1.6)

Katalaze su metaloenzimi, sa hem prosteticnom grupom, koje uklanjaju vodonik peroksid

razlazu¢i ga do vode i kiseonika:
2H,0, — 2H,0 + O,

Katalaze ucestvuju u metabolizmu i biljaka i Zivotinja (Abassi i Kushad 1998; Bailly i sar.
2004) 1 najve¢im delom se nalaze u peroksizomima (Dat 1 sar. 2000). Katalaze ucestvuju u
odbrani biljaka od Stetnog dejstva vodonik peroksida i kada je fotosinteza pojacana,
katalaze daju znacajan doprinos u eliminaciji ovog Stetnog molekula (Auh i Scandalios
1997), a neki autori smatraju da su ovi enzimi glavni u eliminaciji H,O, iz biljnih Celija
(Mizuno i1 sar. 1998). Postoji vise tipova katalaza (Dat i sar. 2000) odnosno izoformi, a
karakterizacija je uradena na osnovu njihove lokalizacije u ¢eliji. Prilikom reakcije u kojoj
katalaze razlazu H,O,, formira se intermedijerno jedinjenje koje reaguje sa molekulom
vodonik peroksida prilikom ¢ega nastaje snazan oksidant-hidroksil radikal (OH") (Elstner
1987). Gorantla i sar. (2007) identifikovali su gene kod pirin¢a koji kodiraju CAT izoforme
koje su veoma zastupljene u vodnom stresu. Postoji negativna korelacija izmedu aktivnosti

CAT i koncentracije glutationa u ¢eliji (Marok i sar 2013).
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1.4.1.3. Superoksid dismutaze (SOD, 1.15.1.1)

Superoksid dismutaze su metaloenzimi koji katalizuju dismutaciju superoksid anjon

radikala do kiseonika i vodonik peroksida:
205- + 2H+ — H,0, + Oy

Enzim su prvi put opisali McCord i Fridovich 1969. Koncentracija superoksidanjon
radikala i H,O,, dve komponente Haber-Weissove reakcije na kraju koje nastaje hidroksil
radikal, odreduje aktivnost superoksid dismutaze (Bowler i sar. 1992). Superoksid anjon
radikal nastaje u raznim delovima c¢elije, na mestima gde postoji elektron transportni lanac,
tako da se razlicite izoforme ovog enzima nalaze u mnogim ¢elijskim organelama (Alscher
I sar. 2002). Dizmutacija superoksidnog anjona do vodonik peroksida je 10 000 puta brza
kada je katalizovana sa SOD, nego kada se deSava spontano (Bowler i sar. 1992). Sa
obzirom na to da O, molekul ne moze pro¢i bioloSke membrane (Takahashi i Asada 1983)
veoma je vazno da SOD bude prisutna u svim delovima ¢elije gde se on akumulira. U
zavisnosti od metalnog kofaktora, enzim moze sadrzati: Fe-SOD, Mn-SOD, Cu/Zn-SOD,
Ni-SOD (Bannister i sar. 1987). Cu/Zn-SOD izoforme su veoma konzervativne i sli¢ne kod
biljaka, gljiva, ptica i sisara (Asada i sar. 1980; Michalski 1996), a nalaze se u
hloroplastima, citosolu i ekstracelularnom prostoru (Alsher i sar. 2002). Mn-SOD se nalazi
u mitohondrijama i peroksizomima i kod eukariota je uvek u obliku tetramera (Michalski
1996). Fe-SOD nije pronadena u zivotinjskim tkivima (Michalski 1996). Ova izoforma je
osim kod prokariota konstatovana i kod nekih evolutivno starih biljaka (Salin i Bridges
1981) kod kojih je locirana u hloroplastima, a veoma je slicna Mn-SOD izoformi i ima dve
subjedinice (Asada i sar. 1980; Michalski 1996). Mn- i Fe-SOD su evolutivno najstarije
izoforme ovog enzima, dok se Cu/Zn-SOD razlikuje po aminokiselinskom sastavu i
najverovatnije je zasebno nastala kod eukariota (Kanematsu i Asada 1990). Ni-SOD je

pronaden samo kod nekih prokariota (Radoj¢i¢ 2006).
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1.4.2. Neenzimska komponenta antioksidativnog sistema biljaka

Veoma snazna antioksidantna svojstva imaju sekundarni metaboliti-fenolna jedinjenja u
koje spadaju flavonoidi, tanini, hidrocinamatni estri i lignin (Grace i Logan 2000). Pored
fenolnih jedinjenja, u neenzimske komponente antioksidativne zastite spadaju i B-karoten,
askorbinska Kiselina, vitamin E, glutation, zeaksantin, prolin i dr. (Apel i Hirt 2002).
Fenolna jedinjenja poseduju veoma dobru hemijsku strukturu za eliminaciju slobodnih
radikala i pokazano je da su snaZniji antioksidanti in vitro nego Sto je tokoferol ili
askorbinska kiselina (Blokhina i sar. 2003). Polifenolna jedinjenja poseduju visok stepen
reaktivnosti kao donori elektrona i imaju moguénost da stabilizuju 1 delokalizuju nesparene
elektrone (Rice-Evans i sar. 1997). Takahama i Oniki (1997) pokazali su da fenolna
jedinjenja mogu eliminisati vodonik peroksid u biljnim ¢elijama, a nije zanemarljiva
njihova uloga prilikom abioti¢kog stresa izazvanog nedostatkom kiseonika (Blokhina i sar.

(2003).

Prolin, kao vazan deo neenzimskog sistema antioksidativne zaStite, najéesce je povezivan
sa abiotskim stresom, a narocito vodnim deficitom (Demiralay i sar. 2013). Pretpostavlja se
da prolin deluje kao signalni molekul, a moze uticati i na gensku eksperesiju pojedinih gena
ukljucenih u sintezu proteina za odbranu od stresa (Moustakas i1 sar. 2011). Prolin deluje
kao osmoprotektan, a ucestvuje i u eliminaciji ROS 1 to naj¢es$ce u interakciji sa Secerima
(Wingler i Roitsch 2008). Poznato je da sami Seceri kod biljaka deluju kao signalni
molekuli (Smeekens i sar. 2010) 1 da imaju veoma vaznu ulogu u adaptivnim mehanizmima

na stresne uslove sredine (Ramel i sar. 2009).
1.5. Polifenol oksidaze (PPO, 1.10.3.1)

Polifenol oksidaze (PPO) su naj¢es¢e dimerni enzimi sa dva atoma bakra i oksiduju orto-
difenole do orto-dihinona koris¢enjem molekularnog kiseonika (Tran i sar.2012). Neke
PPO mogu konvertovati i monofenole do orto-difenola (Constabel i Barbehenn, 2008).
Biljne PPO se obi¢no sastoje od tri domena: N-terminalnog peptida, centra od dva atoma

bakra i C-terminalnog regiona (van Gelder i sar. 1997).
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PPO se smatraju enzimima koji ucestvuju u odbrani biljaka od herbivora, patogena ili
reparaciji tkiva nakon povrede (Constabel i Rayan, 1998). Vecina izoformi PPO je
lokalizovana u hloroplastima, dok se njihovi fenolni supstrati nalaze u vakuolama
(Constabel i sar. 1996). Veliki broj PPO ucestvuju u razvi¢u biljke i njenom rastu, tako da
su razli¢ite izoforme aktivne u razli¢ito vreme (Tran i Constabel, 2011). Jedna od
karakteristika PPO enzima je i njihova sposobnost da se nalaze u neaktivhnom ili latentnom
stanju (Mayer i Harel 1979). Enzim se moze aktivirati iz latentnog stanja razli¢itih

metodama koje ukljucuju kiselu i baznu sredinu (Chazarra i sar. 1996).

Geni za PPO su nadeni kod zelenih biljaka, ali i kod Zivotinja i1 gljiva, gde su obi¢no
ukljucene u proces pigmentacije kao tirozinaze (Tran i sar. 2012). Orto-hinoni koji nastaju
delovanjem PPO odgovorni su za pojavu braon boje voca i povréa koje duze stoji ili je
iseCeno za upotrebu. Sprecavanje pojave razli¢itih nijansi braon boje pomenutih namirnica
je od velikog znacaja u industriji hrane, tako da je i izuCavanje ovih enzima u poslednje
vreme veoma intenzivno. Istrazivanja su pokazala da biljke sadrze veliki broj introna u
genima za PPO (Zhou i sar. 2003), a inace se veoma malo zna o genima koji kodiraju PPO
kod neekonomskih biljaka. Tran i sar. (2012) potvrdili su da je familija PPO evolutivno
veoma kompleksna i raznolika i kao takva reflektuje se na veliki broj funkcija koje ovi
enzimi imaju, §to je suprotno prethodno utemeljenom misljenju da su ovi enzimi
konzervativne 1 plasti¢ne prirode. Biljne peroksidaze i lakaze, koje imaju slicne funkcije
kao PPO, su veoma brojne kod visih biljaka (Passardi i sar. 2004), tako da je veoma
moguce da su oksidativni enzimi ukljucuju¢i i PPO postali vazni za biljke kada su one
kolonizovale kopno. Monokotile sadrze dva do osam PPO gena, dok dikotile imaju do
jedanaest gena, a kod nekih nisu ni konstatovani (Tran i sar. 2012). Tako varijabilan broj
PPO gena kod razli¢itih familija, ¢ak i vrsta biljaka, je veoma interesantan i govori o

ekspanziji familije PPO koja je uzrokovana ogromnim brojem razliitih ekoloSkih i

21



metabolickih pritisaka i uticaja. Istrazivanja vezana za PPO enzime su veoma brojna, ali su
i metode kojima se ovaj enzim proucava mnogobrojne jer razli¢iti enzimi, njihove izoforme
i aktivnost, zavise od biljnog organa, starosti biljke, pola, godi$njeg doba, doba dana pa ¢ak
i razli¢itih sorti (Shafran i sar. 2007). Polifenol oksidaze imaju veliki broj supstrata za koje
su specifiéne. Ova supstratna specifi¢nost zavisi od vrste enzima, biljne vrste i hemijske
strukture supstrata. NajéeSce kori$éeni supstrati za identifikaciju PPO su: katehol, 4-metil
katehol, 4-tetrabutil katehol, L-DOPA, hlorogena kiselina itd. (Aniszewski i sar. 2008).
Pored ve¢ pomenute karakteristike da PPO ucestvuju u brojnim fizioloSkim procesima,
potvrdena je i njihova uloga u odbrani biljaka od patogena i to polimerizacijom fenolnih

jedinjenja od kojih nastaju lepljivi polimeri (Constabel i Barbehenn 2008).
1.6. Geneticke transformacije biljaka pomocu A. rhizogenes

Transformacija biljaka predstavlja stabilnu inkorporaciju stranih gena u biljni genom
(Slater i sar. 2004). Metod biljne transformacije zavisi od prirode DNK molkula koji ¢e biti
ugraden u biljni genom 1 od prirode domacina. Strani geneticki materijal se moze uneti u
biljnu ¢eliju na dva nacina: tehnikama direktnog transfera gena (mikrobombardovanje,
elektroporacija, mikroinjektiranje, fuzija protoplasta) i transferom gena putem biolskih
vektora (virusi 1 bakterije). Naj¢eSce upotrebljavan metod transformacije biljaka je uz
pomo¢ vektora u koje spadaju bakterije iz roda Agrobacterium. Uvodem razli¢itih gena od
interesa moze se uticati na rezistentnost biljaka na herbicide, §to pretstavlja i najveci deo do
sada uradenih transformacija, rezistentnost biljaka na insekte, modifikaciju grade biljaka 1
otpornost na razliite vrste stresova (Chandler i Lu 2005; Tanaka i sar. 2005; Hammond
2006; Simonovi¢ 2010).

Jo§ pocetkom XX veka uoceno je formiranje adventivnih korenova kod biljaka koje su
inficirane bakterijom A. rhizogenes, a ova pojava oznacéena je kao hairy roots (Riker i sar.
1930). Za transformaciju biljaka bakterijama iz roda Agrobacterium potrebno je imati
odabrane koncentracije, prekulture eksplantata, izvrsiti kontrolisane povrede biljnog tkiva,
napraviti podlogu za kokultivaciju, podesiti temperaturu 1 selekcioni rezim (Chandler 1 Lu
2005).
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Bakterije roda Agrobacterium imaju velike plazmide, ekstrahromozomalne molekule DNK
koji se razmnozavaju u bakterijskim celijama, a prilikom transformacije se Kkoriste kao
vektori (200-250 kb) (Van Larebeke i sar. 1975). Kod ovih bakterija postoje dva osnovna
tipa plazmida, a za A. rhizogenes je karakteristican Ri-plazmid. Plazmidi sadrze dva
geneticka regiona koja su neophodna za transformaciju: deo plazmidne DNK koji ¢ini T-
DNK (transffered DNK) koji omogucava bakteriji da eksprimira svoje gene u biljci (Baron
i Zambryski 1995) i deo koji uestvuje u procesu infekcije, a naziva se vir region (virulence
region). Vir geni kodiraju sintezu vir proteina koji su odgovorni za proces prepoznavanja
specifi¢nih jedinjenja koje sintetiSe biljna ¢elija nakon povrede i transfer T-DNK u biljnu

¢eliju.

Ekspresija Ri T-DNK u biljnoj ¢eliji dovodi do formiranja adventivnih korenova hairy
roots. Kada se hairy roots gaje na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja, odlikuju se
bocnim grananjem, brzim rastom i plagiotropizmom (Venna i Taylor 2007). Ri plazmid
sastoji se od dve T-DNK: T -DNK i Tg-DNK. Nakon inkorporacije Tr-DNK u biljni
genom regeneriSu se korenovi koji se ne razlikuju od netransformisanih korenova, dok se
posle inkorporacije sa T -DNK dobijaju tipi¢ni hairy roots (Vilaine i Casse-Delbart 1987).
Na Tr-DNK se nalaze aux1 i aux2 geni koji verovatno olakSavaju proces transformacije. U
T.-DNK nalazi se 18 ORF sekvenci od kojih cetiri uéestvuju u indukciji korenova, a
poznati su kao rolA, rolB, rolC i rolD geni. Ovi genski lokusi (root oncogenic loci)
indukuju transformaciju (Christey 2001).

Agrobakterije prodiru unutar biljke preko korenovog sistema 1 kre¢u se kroz provodne
elemente, ali do infekcije dolazi samo posle povrede biljne ¢elije. Kada dode do povrede,
oslobadaju se eksudati (fenolna jedinjenje, amino kiseline, Seceri i organska jedinjenja) koji
privlace bakterije 1 dolazi do indukcije bakterijskih gena odgovornih za virulenciju. Na
Slici 6 dat je shematski prikaz procesa geneticke transformacije pomocu bakterija roda

Agrobacterium.
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Slika 6. Shematski prikaz procesa geneticke transformacije pomocu bakterija iz roda

Agrobaterium. Modifikovano prema Citovsky (2007)

Svaki binarni plazmid sadrzi T-DNK grani¢nike izmedu kojih se ubacuju geni od interesa i
marker geni. Marker geni mogu biti selektabilni i reporter geni (Reynaerts i sar. 1988).
Selektabilni markeri se koriste za negativnu selekciju i nose gene za uspostavljnje
rezistentnosti na antibiotike (kanamicin, higromicin i dr.) i herbicide. Selekcija
transformisanih biljnih klonova naj¢es¢e se obavlja uvodenjem selektabilnog markera za
negativnu selekciju, kao npr. nptll gena koji kodira enzim neomicin-fosfotransferazu 11
(NPT 1), koji inaktivira aminoglikozidne antibiotike (kanamicin, neomicin i G-418)
fosforilacijom. Na taj nacin samo transformisane celije mogu da prezive letalne doze

antibiotika, ¢ime se dobija Zeljena selekcija.
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Reporter geni se unose u biljnu ¢eliju da bi se preko njih pratila transformacija (rast
transformisanih ¢elija, efikasnost regeneracije, rast transgenih ¢elija). Jefferson i sar. (1987)
kao reporter gen koriste uidA gen iz E. coli, koji boji biljno transformisano tkivo u plavu
boju i kodira B-glukuronidazu odnosno GUS enzim, tako da ne zahteva vestacke supstance
za detekciju i njegova ekspresija se veoma lako detektuje u tkivu bez unisStavanja

posmatranog tkiva.
1.7. Fitoremedijacija

Zagadenje zivotne sredine je globalni problem koji pogada i razvijene i zemlje u razvoju
(Suresh i Ravishankar 2004). Kontaminiraju¢e supstance, koje su izvor zagadenja, mogu
biti organskog i neorganskog porekla. U organske zagadivace spadaju najceS¢e supstance
nastale aktivno$¢u Coveka kao Sto su: otpadna ulja, ekplozivna jedinjenja, poljoprivredna
dubriva, razne vrste goriva, otpadne supstance nastale preradom drveta (Suza i sar. 2008).
Sva ova jedinjenja dovode do potencijalnog zagadenja i vode i zemljista (Xingmao i
Burken 2003; Pilon-Smits 2005). Neorganski polutanti poti¢u od prirodnih procesa ili
aktivno$¢u coveka, agrikulture ili rudarstva (Pilon-Smits 2005). | zagadiva¢i nastali
prirodnim putem i oni nastali aktivnoS¢u coveka mogu dovesti do akumulacije i
oslobadanja velike koli¢ine teSkih metala (mangana, cinka, bakra, molibdena, Zive 1 nikla) u
zemlju i vodu i na taj nacin ugroziti ekosistem, a posredno i zdravlje ljudske populacije
(Nedelokoska i Doran 2000). Negativan uticaj na Zivotnu sredinu koji zagadivaci imaju,
kao i visoka cena njihovog uklanjanja, doveli su do velikog broja ispitivanja iz oblasti
koriS¢enja biljaka u procesu fitoremedijacije (Kuiper i sar. 2004). Tehnologija procesa
fitoremedijacije je intenzivno proucavana od strane Suresh i Ravishankar (2004), Pilon-
Smits (2005) i Doty (2008). Sposobnost biljaka da apsorbuju i/ili akumuliraju teske metale
ili konvertuju toksi¢ne supstance u bezopsne forme pomocu svojih enzima predstavlja
fitoremedijaciju (Suresh i Ravishankar 2004). Koren biljke je prvi “na udaru“ zagadivaca
koji se nalaze u zemljiStu ili vodi. Korenov sistem apsorbuje toksicno jedinjenje i
transportuje ga kroz vaskularni sistem. Taj proces naziva se fitoekstrakcija (Doty 2008).
Koren u interakciji sa mikrobima u zemljiStu moze dovesti do uspesnije biodegradacije u

procesu koji se zove fitostimulacija (Pilon-Smits 2005). Posle ulaska u biljna tkiva,
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kontaminiraju¢a supstanca postaje meta za degradaciju od strane biljnih enzima u procesu

fitodegradacije (Boominathan i sar. 2004).

Biljke poseduju veoma efikasan metabolicki aparat za biotransformaciju velikog broja
toksi¢nih supstanci. Reakcije detoksifikacije organskih jedinjenja u biljkama se odigravaju
kroz tri faze (Van Eerd i sar. 2003). Tokom prve faze jedinjenja se transformiSu hemijskom
oksidacijom, redukcijom ili hidrolizom kori§¢enjem enzima monooksigenaza, peroksidaza,
reduktaza, dehidrogenaza i esteraza. Produkti ove faze obi¢no imaju nizak nivo toksi¢nosti
(Schmidt i sar. 2006). U drugoj fazi, toksi¢ne supstance potupno gube toksicne efekte i
metaboliti se transferazama prevode u Secere, glutation ili amino kiseline koji su stabilni 1
rastvorljivi u vodi (Brazier-Hicks i sar. 2007). U tre¢oj fazi dolazi do izbacivanja
metabolisanih jedinjenja iz citosola uz pomo¢ ATP ili proton zavisnih transportera ili
imobilizacijom u vakuolama ili apoplastu. Dalja enzimatska aktivnost koja prevodi
metabolisana jedinjenja u lignin, hemicelulozu ili pektin deSava se takode u ovoj fazi

(Shroder i sar. 2007).

lako je brzina detoksifikacije organskih jedinjenja od strane biljaka mala, kori§¢enje ostalih
metoda (fizickih i hemijskih) koje bi bile brze, je veoma skupo, tako da je fitoremedijacija

od strane biljaka postala atraktivnija 1 pristupacnija (Van Aken 2008).

1.8. Proizvodnja hairy roots zelene salate i njihova potencijalna primena u procesu
fitoremedijacije

Geneticka transformacija zelene salate je veoma koristan metod za pobolj$anje njenih
osobina i nacina gajenja (Veena i Taylor, 2007). Pillegi i sar. (2001), Ahmed i sar. (2007),
Matvieiva i sar. (2009) i Lim i sar. (2011) uradili su transformaciju zelene salate sa A.
tumefaciens. Po prvi put je 2014. godine uradena transformacija sa A. rhizogenes od strane
Tadi¢ i sar. (2014) i tada su dobijeni hairy roots (Slika 3). Fenotipske odlike hairy roots su
brz rast na hranljivoj polozi bez hormona, odsustvo geotropizma, lateralno grananje i
geneticka stabilnost (Guillon i sar. 2006). Zbog njihove stabilnosti i visoke produktivnosti,
godinama su izucavani i ispitivana je njihova moguénost za proizvodnju sekundarnih

metabolita koji se inace proizvode u wildtype korenovima (Flores i sar. 1999; Shanks i
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Morgan 1999; Girl i sar. 2001; Sevon i Oksman-Caldentey 2002). Mnogi sekundarni
metaboliti medicinski vaznih biljaka, akumuliraju se u korenovima, ali je povredivanje
korenova letalno za biljke i dovodi do njihove smrti, te je proizvodnja ovih jedinjenja od
strane hairy roots veoma znacajna. Zbog toga je interesovanje za hairy roots jos i vece
poslednjih godina i njihova proizvodnja se obavlja u malih laboratorijama, ali i u velikim
industrijskim postrojenjima (Guillon i sar. 2006). Hairy roots su u pocetku koris¢eni za
istrazivanja vezana za fiziologiju korena i molekularne interakcije korena sa rizosferom
(Ono i Tian 2011). Poslednjih godina paznja istrazivaca usmerena je ka izuavanju hairy
roots u procesu fitoremedijacije (Boominathan i Doran 2003a; Boominathan i Doran
2003b; Boominathan i sar. 2004; Eapen i sar. 2003) zbog njihove sposobnosti da apsorbuju
teSke metale ili da konvertuju toksi¢ne organske molekule u bezopasne forme (Suresh i
Ravishankar 2004). Takode, hairy roots imaju veliku kontaktnu povrSinu tkiva i zagadivaca
(Gujarathi i sar. 2005) pa mogu konvertovati mnogo vise toksi¢nih supstanci od korenova
netransformisanih biljaka. Velike koli¢ine razli¢itih metabolita i enzima, koje proizvode
hairy roots, mogu biti translocirane u spoljasnju sredinu od strane tranformisanih korenova
(Gujarathi i sar. 2005), a oni mogu detoksikovati opasna jedinjenja. Ovi metaboliti mogu se

proizvoditi u velikim koli¢inama u bioreaktorima i zatim koristiti u procesu fitoremedijacije
(Slika 7).
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Slika 7. Dobijanje i razlicita uloga hairy roots kulture

Arujo i sar. (2002) testirali su hairy roots na prisustvo fenola u vodi i zakljucili da oni
mogu da uklone odredenu koli¢inu ove supstance. Hairy roots Sargarepe Koriste
peroksidaze za uklanjanje fenola i hlorofenola iz vode, dok transformisani korenovi
Brassica napus mogu detoksikovati velike koli¢ine 2,4-dihlorofenola iz vode (Agostini i
sar. 2003). Jedan od osnovnih pristupa koji se koriste za pre¢iS¢avanje fenola iz voda je

primena enzima kao $to su peroksidaze i to najceSce peroksidaza iz rena (Gomez i sar.
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2008), ali su visoki troskovi njene proizvodnje doveli do pokusaja upotrebe hairy roots u

fitoremedijaciji.

Hairy roots biljaka koji su poznati hiperakumulatori mogu usvajati kadmijum, nikl ili
uranijum u velikim koli¢inama (Nedelkoska i Doran 2000), bez obzira na odsustvo
nadzemnih delova biljke. Boominathan i Doran (2003 a) pokazali su da se nikl akumulira, i
to u velikim koncentracijama, u ¢elijskom zidu transgenih korenova, u obliku kompleksa sa
organskim kiselinama. Isti autori (2003 b) dokazali su hiperakumulaciju kadmijuma u

korenovima Thsalpi caerulescens.

Rezultati dobijeni istrazivanjima na hairy roots mogu objasniti koji su metabolicki
kapaciteti samog korena i1 razdvojiti ih od onih koji poti¢u od mikroorganizama u zemljiStu
(Chaudhry i sar. 2005). Uslovi u kojima se korenovi gaje, mogu se strogo kontrolisati u
pogledu sastava hranljive podloge i fizickih parametara, za razliku od uslova u prirodi.
Zbog smanjenog sadrzaja hlorofila, Secera i drugih pigmenata u biljkama gajenim in vitro,
olakSano je izolovanje njihovih produkata i povecana njihova cistoca (Schmidt 2001).
Koris¢enjem in vitro dobijenih biljaka, regenerisanih od jedne biljke, mogu se izbeci
varijacije nastale usled koris¢enja razli¢itog biljnog materijala, a moze se favorizovati onaj

Zeljeni genotip koji poseduje karakteristike od interesa (Pollard 1 Baker 1996).

Istrazivanja procesa fitoremedijacije uz pomo¢ hairy roots su veoma popularna, ali njihova
primena u prirodi, bez prethodne provere, mozda nec¢e dati ocekivane rezultate (Doran
2009) jer su i zemljiSte i voda na kojima bi se gajili hairy roots, prepuni razli¢itih
mikroorganizama koji mogu manje ili viSe uticati na njihovu prakti¢nu primenu. Zbog
navedenih razloga, hairy roots se najc¢esce koriste za proveru eventualne mogucnosti biljke
za fitoremedijaciju i za proucavanje mehanizama i metabolickih puteva koji su ukljuceni u

proces.
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2. CILJEVI RADA

Cilj ove dokrorske disertracije bio je:

1.
2.

Ispitivanje uticaja fenola na klijavost i razvoj klijanaca razlicitih sorti zelene salate
Uspostavljanje i optimizacija hidroponskog sistema za gajenje odabranih sorti
zelene salate.

Ispitivanje mogucénosti uklanjanja razlicitih koncentracija fenola iz rastvoru
koris¢enjem morfoloski zrele zelene salate.

Transformacija odabrane sorte zelene salate sa Agrobacterium rhuzogenes u cilju

dobijanja hairy roots, koji bi bili kori§¢eni u procesu fitoremedijacije
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Biljni materijal

Za uspostavljanje in vitro kultura i hidroponi¢no gajenje, kao polazni materijal kori$¢ena su
semena zelene salate (Lactuca sativa L.). Semena razli¢itih sorti zelene salate dobijena su

od razlic¢itih dobavljaca i to redom:

Iceberg, Red Yugoslavian Butterhead, Mascara, Little Gem, Ruby red i Red fire: Trade
Winds Fruit (Santa Rosa, CA, USA),

Ljubljanska ledenka i Nansen: <’Semenarna’’ (Ljubljana, Slovenija),
Vera i Viola: Institut za povrtarstvo (Smederevska Palanka, Srbija),
Majska kraljica: <’Agro Market’’ (Beograd, Srbija).

3.2. Priprema biljnog materijala za eksperimente in vitro

Semena zelene salate su ispirana 60 minuta teku¢om vodom u koju je dodato nekoliko kapi
deterdzenta. Posle toga, tretirana su 30% rastvorom komercijalnog preparata NaOCI
(varikina), 2 puta u trajanju od po 10 minuta. Semena su na kraju ispirana u sterilnoj
destilovanoj vodi (3 x 10 minuta) i postavljana na sterilnu hranljivu podlogu koja je

prethodno pripremljena (Poglavlje 3.2.1.).

In vitro kulture gajene su u Kklimatizovanoj prostoriji, na temperaturi od 24 °C i pri
fotoperiodu od 16 h svetlosti 1 8 h mraka. Kao izvor svetlosti koriS¢ene su fluorescentne

lampe jacine 65 W 1 intenziteta svetlosti od 47 umols’lm'z.
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3.2.1. Hranljiva podloga za gajenje biljaka in vitro

Po zavrSenoj sterilizaciji, semena zelene salate su stavljana na MS (Murashige i Skoog,

1962) hranljivu podlogu sa rastvorom soli i vitamina upola manje koncentracije od
standardne (Tabela 1).

Tabela 1. Sastav MS rastvora soli i vitamina.

MS makro elementi Koncentracija (mgL™)
NH4NO; 1650
KNQO; 1900
CaCl, x 2H,0 440
MgSO, X 7H,0 370
KH,PO, 170
MS mikro elementi
MnSO, x 7H,0 22,3
ZnS0O,4 x 4H,0 8,6
H3;BO; 6,2
KJ 0,83
Na,MoOQO, x 2H,0 0,25
CuSO, x 5H,0 0,025
CaCl, x 6H,0 0,025
Kompleks gvozda
Na,EDTA 37,2
FeSO, x 7TH,0O 27,8
Vitaminski kompleks
vitamin B; 0,1
vitamin Bg 0,5
nikotinska kiselina 0,5
glicin 0,5
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Osnovna hranljiva podloga sadrzala je, pored navedenih komponenata iz Tabele 1, 3 %
saharoze, 0,7 % agara (Torlak, Beograd) i 100 mgL™ mioinozitola (Sigma). pH podloge je

podesavan na 5,8 pre autoklaviranja.
3.2.2. Hranljiva podloga za gajenje kultura A. rhizogenes AAM70GUS

Za gajenje kultura A. rhizogenes A4M70GUS koriséena je YEB (Yeast Extract Broth)

podloga (Tabela 2), u koju je dodat antibiotik neomicin u koncentraciji od 100 mgL™.

Tabela 2. Sastav YEB podloge

Koncentracija

Komponenta LY
Bakto-mesni ekstrakt 5
Bakto-ekstrakt kvasca 1
Bakto-pepton 5
MgSO, - 7H,0 0,495
Saharoza 5
Agar (Torlak) 15

3.3. Ispitivanje uticaja fenola na klijanje zelene salate

U cilju odredivanja uticaja fenola na klijanje zelene salate, semena su stavljana u Petri
kutije i postavljana na sterilan filter papir koji je natapan rastvorom fenola koncentracija:
50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 i 400 mgL™. Inhibitorna koncentracija fenola (1K50)
odredivana je za svaku sortu i oznacena kao ona koncentracija fenola na kojoj 50% semena
klija. Procenat isklijalih semena beleZzen je posle 8 dana gajenja na razli€itih
koncentracijama fenola. Semena zelene salate koja su klijala na inhibitornoj koncentraciji
fenola, specificnoj za svaku sortu, koriS¢ena su kao startni material za analizu aktivnosti
antioksidativnih enzima. Od semena 11 sorti zelene salate, izabrana su ona semena koja
klijaju na najviS$im i najnizim koncentracijama fenola oznafenim kao inhibitornim i

sakupljana su posle 4, 5, 6, 7 1 8 dana gajenja. Odredivana je aktivnost peroksidaza,
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katalaza i polifenol oksidaze da bi se odredio moguéi uticaj fenola na antioksidativni
kapacitet zelene salate. Inhibitorna koncentracija fenola naknadno je odredena za sortu
zelene salate Majska kraljica, jer se na osnovu zadatih koncentracija fenola nije moglo
zakljuciti koja koncentracija dovodi do klijanja 50% semena ove sorte (Poglavlje
Rezultati). Gajenjem ove sorte zelene salate na koncentracijama fenola izmedu 50 i 150
mgL™, utvrdena je da inhibitorna koncentracija fenola za sortu zelene salate Majska

kraljica. Dalji eksperimenti podrazumevali su gajenje ove sorte na toj koncentraciji fenola.

Isklijale biljke gajene su jo§ 30 dana na istim koncentracijama fenola, sa ciljem daljeg

pracenja uticaja fenola na rast klijanaca i morfoloske karakteristike zelene salate.
3.4. Gajenje u hidroponi¢nim uslovima

Komora za hidroponi¢no gajenje (100x100x180 cm) je Hidroponika, Srbija (Slika 8 a).
Komora je naknadno klimatizovana na 1542 °C i rezim svetlo : mrak u odnosu od 16 h : 8
h. Koriséeni su grejaci-folije jagine 160 W/m? koji su bili ugradeni u dno komore. Kao
izvor svetlosti koris¢ene su fluorescentne lampe jac¢ine 6400 W i intenziteta svetlosti od 47
pmols™m™. Komora je sadrzala dva kanistera za hidroponi¢no gajenje biljaka zapremine 50
L (Slika 8 d). Kanisteri su sadrzali filtere za pre¢iS¢avanje i aeraciju vode. U svaki kanister
dodavano je po 30 L dejonizovane vode sa rastvorom HESI Hydro Growth mineralnog
dubriva (Hidroponika, Srbija) koje se koristi za hidroponi¢no gajenje biljaka
(www.HESI.NL). Mineralno dubrivo dodavano je u koncentraciji od 50 mL na 10 L vode.
Dejonizovana voda dodavana je u Kkanistere proporcionalno stopi isparavanja i
iskori§¢avanja od strane biljaka. Posle 20 dana kompletan rastvor u kanisterima je
zamenjivan novim. Nakon zavr$enog ciklusa rasta zelene salate (40 dana) kanisteri i nosaci

su dezinfikovani deterdzentom 1 teku¢om vodom.

Biljke su sadene na stiroporne nosace, dimenzija 60x40 cm, koji su plutali po povrSini vode
u kanisterima (Slika 8 b, c). Na svakom nosa¢u moglo je biti zasadeno po najmanje 40
biljaka koje su rasle u posebnim poljima na nosa¢ima prec¢nika 6 cm i dubine 5 cm. U svako
polje na nosa¢ima dodavane su specijalne glinene kuglice (Hidroponika, Srbija) koje su

predstavljale pH neutralan, neorganski supstrat granulacije 8-16 mm (Slika 8 b). Glinene
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kuglice su dezinfikovane pre upotrebe rastvorom 3% hidrogena i vode u odnosu 30:70

tokom 12 h, posle ¢ega su ispirane teku¢om vodom.

Slika 8. Gajenje zelene salate u komori za hidroponi¢no gajenje biljaka. a) izgled komore;
b) nosaci sa glinenim kuglicama na kojima se vide klijanci zelene salate stari 7 dana; c)
zelena salata gajena u hidroponicnim uslovima tokom 25 dana; d) kanisteri Sa

dejonizovanom vodom i mineralnim rastvorom u kojima je zelena salata stara 25 dana.
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3.5. Ispitivanje uticaja fenola rastvorenog u vodi na rastenje zelene salate

Rastvor fenola koncentracije 200 mgL™ dodavan je u kanistere za hidroponi¢no gajenje
biljaka. Voda je pored pomenutog rastvora fenola sadrzala i mineralni rastvor (HESI Hydro
Growth). Koncentracija fenola koja ¢e biti koriS¢ena u eksperimentu odredena je iz
prethodnog eksperimenta u kome je ispitivan uticaj fenola na klijanje zelene salate
(Poglavlje 3.4.). lzabrane su dve sorte (Ljubljanska ledenka i Nansen) koje su klijale na
najvisim koncentracijama i koje su dalje, tokom 30 dana, rasle na istim koncentracijama
fenola bez vidljivih morfoloskih promena. Koncentracija fenola koja je odabrana za dalja
ispitivanja (200 mgL™) bila je najvisa koncentracija ispod inhibitorne, na kojoj klija 100%

semena zelene salate, a zatim 100% klijanaca nastavlja sa rastom tokom 30 dana gajenja.

Semena pomenute dve sorte zelene salate, postavljana su u polja na nosa¢ima koja su bila
ispunjena glinenim kuglicama sa ciljem zadrzavanja semena na povrsini, obezbedivanja
potrebne vlaznosti, sprovodenja korena do mineralnog rastvora i nesmetanog uzorkovanja
korena tokom trajanja eksperimenta (glinene kuglice se veoma lako odstrane sa korenovog

sistema bez oStecenja korena).

U prvoj fazi eksperimenta, zelena salata gajena je na koncentraciji fenola od 200 mgL™
tokom 10 dana (Slika 9) i ta koncentracija je oznacena kao pocetna koncentracija fenola u
daljem tekstu. Uzorci korena i listova sakupljani svaka dva dana tokom 10 dana rastenja u
cilju odredivanja aktivnosti enzima. Uzorci rastvora u kome je zelena salata gajena
sakupljani su na svaka dva dana tokom 10 dana gajenja u cilju odredivanja koncentracije

fenola rastvorenog u vodi.
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Slika 9. Zelena salata gajena na koncentraciji fenola od 200 mgL™ tokom deset dana.
Uzorci fenola iz vode kao i bioloski uzorci (BU), list (L) i koren (K), sakupljani su svaka

dva dana

U drugoj fazi eksperimenta, rastvor u kome je gajena zelena salata sadrzao je konstantnu
koncentraciju fenola od 200 mgL™. Rastor u kanisterima za hidroponi¢no gajenje menjan je
svaka dva dana da bi se odrzala pomenuta koncentracija fenola (Slika 10) i ta koncentracija
se oznacava kao konstantna koncentracija fenola u daljem tekstu. Uzorci korena i listova
sakupljani su svaka dva dana tokom 10 dana rastenja u cilju odredivanja aktivnosti enzima,
a uzorci rastvora sa fenolom takode su sakupljani na svaka dva dana tokom 10 dana u cilju

odredivanja koncentracije fenola u rastvoru.
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Slika 10. Zelena salata gajena na konstantnoj koncentraciji fenola od 200 mgL™ tokom
deset dana. Rastvor vode u kome se nalazi fenol koncentracije 200 mgL™" menjan je svakog
dana. Uzorci fenola iz vode kao i bioloski uzorci (BU), list (L) i koren (K), sakupljani su

svaka dva dana. Oznaka fenol 200 predstavlja rastvor fenola u vodi kocentracije 200 mgL™.

Kako bi se ispitala mogucénost uklanjanja fenola isklju¢ivo efektom adsorpcije fenola na
koren zelene salate, ispitivana je koncentracija fenola u vodi nakon ispiranja korenova
uzimanih sa biljaka gajenih na pocetnoj koncentraciji fenola tokom deset dana. Uzorci su

sakupljani svaka dva dana tokom gajenja biljaka.

Kontrolne biljke gajene su u hidroponi¢nim uslovima u rastvoru koji je sadrzao samo
mineralni rastvor. Uzorci korena i listova, kao i rastvora iz kanistera takode su sakupljani

tokom istih vremenskih intervala.

Transformisani i netransformisani korenovi u te¢noj kulturi gajeni na MS hranljivoj podlozi
pri koncentracijama fenola od 25 do 75 mgL™ i gajeni u erlenmajerima. Analiza
potencijalnog uklanjanj fenola iz rastvora je radena na trasformisanim i netransformisanim

korenovima u cilju ispitivanja njihovog potencijala za uklanjanje fenola iz rastvora.
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Transformisani korenovi su gajeni na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola u rastvoru.
Koncentracija koja je primenjivana u ovom sluaju bila je od 25 do 125 mgL™ u cilju

utvrdivanja maksimalne koncentracije fenola koju transformiisani korenovi mogu ukloniti.
3.6. Anatomska istrazivanja korena

Odsecci delova korena koji su gajeni na pocetnoj koncentraciji fenola u hidroponi¢nim
uslovima tokom 5 dana, kao i novoformirani korenovi regenerisani posle 10 dana gajenja u
rastvoru fenola od 200 mgL™, sakupljani su u cilju ispitivanja njihovih anatomskih
karakteristika. Korenovi su fiksirani 24 h na 4 °C u FAA fiksativu koji sadrzi 5 mL 40%
formalina, 5 mL glacijalne sir¢etne kiseline i 90 mL 70% etanola (Jensen, 1962). Fiksirani
materijal je ispiran, dehidriran i ukalupljen u parafin. Popre¢ni preseci debljine 5-7 pm,
seCeni su na rotacionom mikrotomu i obojeni rastvorom hematoksilina. Preparati su

fotografisani na Litz DMRB svetlosnom mikroskopu (Lieca, Wetzlar, Germany).
3.7. Odredivanje sadrzaja hlorofila i ukupnih pigmenata u listovima zelene salate

Za izolovanje hlorofila i karotenoida koris¢eno je 20 mg biljnog materijala. Uzorci biljnog
materijala (listovi) sakupljani su 3 dana posle tretiranja zelene salate rastvorom fenola
pocetne koncentracije (200 mgL™), odnosno 3 dana nakon pomenutog tretmana koji je
trajao 10 dana (Poglavlje 3.6., prva faza). Sredstvo za ekstrakciju bio je je 96% etanol (2
mL). Epruvete sa biljnim tkivom i etanolom zagrevane su u vodenom kupatilu na 70 °C u
trajanju od 10 minuta. Sadrzaj hlorofila i karotenoida odredivan je spektrofotometrijski na
tri talasne duzine (470 nm, 648 nm i 664 nm) i belezena je vrednost absorbance (A) prema
Lichtenhaler (1987). Ukupan sadrzaj hlorofila i karotenoida izra¢unavan je prema formuli i

1zraZzavan u mg/g sveze mase:
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C(atb) = 5,24A664 + 22,24A648

Sadrzaj hlorofila a: Ca = 13,36A664 — 5,19A648

Sadrzaj hlorofila b: Cb =27,43A648 — 8,12A664

Sadrzaj karotenoida: C = (1000A470 — 2,13Ca — 97,64Cb) / 209
Sadrzaj ukupnih pigmenata P=Ca+Cb + C

Odnos hlorofila a 1 b izracunavan je prema formuli: Ca/ Cb

Sve ekstrakcije ponovljene su po tri puta.
3.8. Analiza enzima

Odredivanje aktivnosti enzima: SOD, CAT, POX i PPO odredena je spektrofotometrijski.
Aktivnost enzima odredivana je u korenu i listovima zelene salate koja je tretirana
rastvorom fenola pocetne koncentracije 200 mgL™?, kao i rastvorom konstantne

koncentracije fenola od 200 mgL™ tokom 10 dana (Poglavlje 3.6.)

Razdvajanje izoformi peroksidaza i polifenol oksidaze radeno je zimogramskom
detekcijom. Gelovi su fotografisani na transiluminatoru (UltraLum Inc, Gel Exlorer-u,
Exton, PA). Svi uzorci su analizirani tri puta. Analiza gelova graficki je obradena

primenom paketa TotalLab 120.
3.8.1. I1zolovanje i odredivanje ukupnih proteina

Ukupni rastvorljivi proteini izolovani su iz korena, listova i semena prosecne mase 300
(koren i seme) odnosno 500 mg (listovi), koji su homogenizovani u avanu uz dodatak
teCnog azota. U svaki uzorak dodato je po 1 mL pufera za ekstrakciju proteina tj. 0,1 M
kalijum fosftanog pufera (K-P pufer), pH 7, polivinilpirolidon (PVPP) 1,5%, 10 mM
ditriotreitol (DTT) i 1 mM fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF). Posle homogenizacije, uzorci
su centrifugirani na 12000 g u trajanju od 5 min na 4 °C. Izolati su ¢uvani na —80°C i dalje
koris¢eni za kvantifikaciju ukupnih proteina i enzimske testove. Koncentracije proteina
odredena je primenom Bradford metode (Bradford, 1976). Za ovu analizu pripremljena je

smes$a od 10 pL uzorka i 200 pL Bradfordovog reagensa.

40



Bradfordov reagens:
1. Koncentrovana boja Comassie brilliant blue G-250 (CBB G-250)

komazi plavo (CBB) G-250 100 mg

95% etanol 50 mL
85% H3PO4 100 mL
Voda do 200 mL

2. Bradfordov reagens
CBB G-250 100 mL

Voda do 500 mL

Na osnovu standardne krive napravljene uz koris¢enje bovine serum albumin (BSA)
rastvora, koncentracije od 0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,5, 0,7, 0,9 i 1 mgL™, izratunata je koncentracija

ukupnih proteina.

Koncentracija ukupnih proteina u uzorku izraZena je u odnosu na mg tkiva. Merenje je

radeno spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 595 nm.

Uzorci proteina poznate (izmerene) koncentracije razblazeni su sa ,,Loading buffer“-om (za
10 ml pufera: 3 ml glicerola, 0,25% bromfenol plavo, 2,4 ml 1 M Tris Cl1pH 6,8, 10 ul 1 M

DTT 14,59 ml vode) u odnosu 2:1 inanoSeni na poliakrilamidni gel.
3.8.2. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutase

Aktivnost superoksid dismutase (EC 1.15.1.1) odredivana je po modifikovanoj metodi
Beyer i Fridovich-a (1987). Reakciona smesa (1 mL) sadrzala je 100 mM K-P pufer (pH
7,8), 2 mM EDTA, 260 mM metionin, 1,5 mM nitroblu tetrazolium hlorid (NBT) i 0,04

mM riboflavina. Za svaki uzorak pripremljeno je Sest razblazenja koja su naneta na
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mikrotitar plocu. Razblazenja su sadrzala rastu¢e zapremine uzorka: 0, 5, 10, 15, 20 i 25 pl
I opadaju¢e zapremine pufera: 800, 795, 790, 785, 780 i 775 pL. Zapremine ostalih
komponenti su bile konstantne i to: 2 mM EDTA (50 pL), 260 mM metionin (50 uL), 1,5
NBT (50 pL) i 0,04 mM riboflavin (50 uL).

Reakciona smeSa u mikrotitar plo¢i osvetljavana je 30 min — 1 h na temperaturi od 25 °C.
Spektrofotometrijsko merenje vrSeno je na 540 nm. Aktivnost SOD odredivana je kao
kolig¢ina uzorka potrebna za redukciju 50% supstrata (NBT) i izrazava se kao pmolmin™’mg’

! odnosno U/mg sveZe mase. Sva merenja ponovljena su po tri puta.
3.8.3. Odredivanje aktivnosti ukupnih katalaza

Aktivnost katalaza (EC 1.11.1.6) odredivana je spektrofotometrijskim prac¢enjem kinetike
nestajanja H,O,, prema metodi Aebi (1984). Za pracenje aktivnosti kori§¢eni su 50 mM K-
Na-P puffer, pH 7,0 i 30% vodonik peroksid sa apsorbancom od 0,85 + 0,02. Aktivnost
CAT merena je 3 min, na temperaturi od 20 °C, na svakih 20 s. Jedinica (U) aktivnosti
katalaza se definiSe kao koli¢ina enzima koja razgradi 1 umol H,O, za 1 min. Aktivnost

CAT izrazena je u pmolmin™mg™ (U/mg sveZe mase).

Aktivnost enzima izraCunavana je prema formuli:

Vmax = (AA - AAO) * Vk / 0.0436 * Ve

AA — promena apsorbance u minutu

AAO — promena apsorbance kontrolnog rastvora u minutu

VK — zapremina reakcione smese u kiveti (ml),

Ve — zapremina uzorka u Kiveti (ml)

0,0436 — milimolarni ekstinkcioni koeficijent H,0, na 240 nm izrazen u mM‘cm™

Sva merenja ponovljena su po tri puta.
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3.8.4. Odredivanje aktivnosti ukupnih peroksidaza

Aktivnost ukupnih peroksidaza (EC 1.11.1.7) u semenima zelene salate koja su bila
izlozena dejstvu fenola radena je po proceduri Furumo and Furutani (2008). Reakciona
smeSa sadrzala je 2,7 mL K-P pufera, 0,1 mL 3% vodonik peroksida i 0,15 mL 4%
gvajakola, pH 6,5. Finalna koncentracija vodonik peroksida i gvajakola bila je 0,1% i 0,2%
u totalnoj zapremini od 3 mL. SmesSa za esej je inkubirana 3 min na sobnoj temperaturi.
Posle inkubacije, 50 pL rastvorenog ekstrakta je odvojeno i aktivnost POX je merena na
470 nm tokom 2 min na sobnoj temperaturi. Enzimska aktivnost izrazena je u pmolmin

'mg™ (U/g sveze mase).

Aktivnost ukupnih peroksidaza u biljnim tkivima pracena je spektrofotometrijski merenjem
promene apsorbance na 430 nm. Reakciona smesa je sadrzala 2,9 ml 0,05 M K-P pufera,
pH 6,5, 60 uL 1 M pirogalola (Sigma) kao supstrata za enzim i 10 pL uzorka, uz dodatak
30 uL 1 M H,0, posle prvih 20 s reakcije. Aktivnost peroksidaza je merena 3 min, na
svakih 20 s, a izrazavana je u pmolmin™’mg™ odnosno U/mg sveZe mase. Tokom reakcije
dolazi do oksidacije pirogalola do purpurogalina koji je Zu¢kasto-smede boje. Purpurogalin
ima maksimum apsorpcije na 430 nm. Aktivnost enzima izraunavana je prema formuli

(Kukavica i1 Veljovi¢, 2004):

Vmax = (AA - AAO) * Vk / 2.47 * Ve

AA — promena apsorbance u minutu,

AAO — promena apsorbance blank rastvora u minutu,

Vk — zapremina reakcione smese u kiveti (ml),

Ve — zapremina uzorka u kiveti (ml),

2,47 — milimolarni ekstinkcioni koeficijent pirogalola na 430 nm izrazen u mM™*cm™,

Sva merenja ponovljena su po tri puta.
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3.8.4.1. Zimogramska detekcija peroksidaza

Za razdvajanje izoformi peroksidaza na gelu kori$éen je poliakrilamidni gel koji je sadrzao
3,75 ml akrilamida, 0,75 ml amfolita pH opsega 3-10, 4 ml glicerola, 6,5 ml vode, 12 pL
TEMED-a, 75 UL APS. Izoforme peroksidaza su odredene inkubiranjem gela 30 min u 50
mM M K-P puferu (pH 5,8) koji je sadrzao gvajakol (10 pL gvajakola je resuspendovano u
10 ml 20 mM Tris pH 7,0) i 10 uL H,0; (Siegel i Galston, 1967). Izoelektricno fokusiranje
vrseno je na 10 °C na poliakrilamidnom gelu na koji je naneto 15 pL uzorka i 10 pL pl
markera. Izoelektricno fokusiranje trajalo je tri sata na 1200 V. Analiza gelova radena je

primenom grafickog paketa TotalLab TL 120.
3.8.5. Odredivanje aktivnosti polifenol oksidaze

Odredivanje aktivnosti polifenol oksidaze ispitivano je upotrebom dva supstrata: 4-metil

katehol (4-MC) i 2,3-dihidroksi-L-fenilalanin (L-DOPA).

Reakciona smesa za prvi esej (esej 1) sadrzala je sledec¢e komponente: 1,45 mL 100 mM K-
P pufera, pH 6,8, 0,5 mL 100 mM 4-MC, sveze pripremanog pripremanog rastvaranjem
124,1 mg 4-MC u 10 mL pufera. Finalna koncentracija 4-MC u zapremini od 200 mL
pufera bila je 25 mM. Reakciona smesSa inkubirana je 3 min na sobnoj temperaturi.
Homogenizovani uzorak (50 pL) dodavan je u kivetu sa ve¢ pripremjenom smeSom za esej.
Reakcija je pracena na 412 nm tokom 2 min na sobnoj temperaturi. Enzimska aktivnost
izrazena je u pmolmin™mg® (U/mg sve’e mase) i pretstavljena kao koli¢ina enzima

potrebna da proizvede 1 pmol produkta reakcije po minutu (Waite 1976).

Reakciona smeSa za drugi esej (esej Il) sadrzala je sledeCe komponente: 50 pL
homogenizovanog uzorka dodato je u 2,95 mL smeSe za esej koja se nalazi u kiveti, a
sadrzala je 5 mM L-DOPA rastvorenog u 50 mM morfolinopropansulfonatnom puferu
(MOPS), pH 6,5. Apbsorbanca je meraena na 475 nm, na kojoj dopahrom, koji nastaje
razlaganjem L-DOPA, ima koeficijent molarne apsorbcije od 3700 M™* cm™. Linerani rast
apsorbance tokom prvih 60 do 90 s reakcije proporcionalan je koli¢ini enzima (Behbahani i
sar. 1993).
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Aktivnost enzima je izraCunavana prema formuli:

Zaesej I

Vmax = (AA - AAO) * Vk /3.7 * Ve

3,7 — milimolarni ekstinkcioni koeficijent dopahrom na 475 nm izrazen u mM cm™.
Zaesej Il

Vmax = (AA - AAO) * Vk/1.01 * Ve

1.01 — milimolarni ekstinkcioni koeficijent za 4-MC na 412 nm izraZen u mM*cm™.

AA — promena apsorbance u min,

AAO — promena apsorbance blank rastvora u min,
VK — zapremina reakcione smese u kiveti (mL),

Ve — zapremina uzorka u kiveti (mL),

Sva merenja ponovljena su po tri puta.

3.8.5.1. Zimogramska detekcija polifenol oksidaze

Za razdvajanje izoformi polifenol oksidaze na gelu koriséen je poliakrilamidni gel koji je
sadrzao 3,75 ml akrilamida, 0,75 ml amfolita pH opsega 3-10 (Sigma), 4 ml glicerola, 6,5
ml vode, 12 pL TEMED-a, 75 uL APS. Izoforme PPO su odredene inkubiranjem gela 3-5
min u 20 ml 0,1 M Na-acetathom puferu (pH 6) koji je sadrzao 3-Methyl-2-
benzothiazolinone hydrazone hydrochloride hydrate (MBTH) i 10 mM fenol kao supstrat
na 25 °C. Izoelektri¢no fokusiranje vrseno je na 10 °C na poliakrilamidnom gelu na koji je
naneto 15 pL uzorka i 10 pL pl markera. Izoelektricno fokusiranje trajalo je tri sata na
1200 V, a koris¢eni pH opseg bio je od 3-10. Analiza gelova radena je primenom grafickog

paketa TotalLab TL 120.
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3.9. Odredivanje koncentracije prolina

Koncentracija prolina u korenovima i listovima zelene salate odredivana je prema
modifikovanoj metodi Bates i1 sar. (1973). Tkivo mase 0,25 g homogenizovano je u
metanolu zapremine 0,5 mL (HPLC grade). Homogenat je centrifugiran na 14000 g tokom
2 min. U supernatant je dodato 0,5 mL hloroforma i 0,75 mL vode (HPLC grade). Smesa je
izmeSana na vortex aparatu i ¢uvana na 4 °C. Gornja, bistra faza supernatanta je razdvojena
I koncentrovana na koncentratoru (Eppendorf Concentrator 5301) na sobnoj temperature u
trajanju od 3 h.

Koncentrovani uzorci su resuspendovani u vodi, a zatim je u resuspendovane uzorke dodat
ninhidrin u odnosu uzorak: ninhidrin = 1:2,5. SmesSa sa ninhidrinom je inkubirana u
vodenom kupatilu na 90 °C tokom 4 min. Nakon kuvanja, smesa je prebacivana na led i
dodavano je 930 pL etanola. Spektrofotometrijsko merenje radeno je na talasnoj duzini od
350 nm koriste¢i smeSu bez ninhidrina kao slepu probu. Koncentracija prolina je
odredivana poredenjem sa standardnom krivom. Slede¢a formula koriS¢ena je za

izracunavanje koncentracije prolina u uzorku:

Prolin (uM g sveZe mase) = ((A350 sa ninhidrinom — A350 bez ninhidrina)/ a)) x

(zapremina uzorka/zapremina smese) x (1/sveza masa uzorka)

A350: apsorbanca na talasnoj tuzini od 350 nm

Zapremina uzorka: 20 pL

Zapremina smese: 1 mL

a = regresioni koeficijent, dobijen na osnovu standardne krive prolina
3.10. Odredivanje koncentracije fenola rastvorenog u vodi

Odredivanje koncentracije fenola u vodi radeno je spektrofotometrijski uz upotrebu 4-
aminoantipirina (4-AAP). Pre zapocinjanja eksperimentalne procedure merenja, uzorak je
potrebno predestilovati. Neposredno pre prebacivanja uzorka u aparat za destilaciju,

potrebno je sniziti pH vrednost uzorka na 4 upotrebom fosforne kiseline.
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Smesa pripremljena za merenje koncentracije fenola u vodi sadrzala je destilovani uzorak,
pufer (16, 9 g amoniijum hlorida rastvorenog u 143 mL amonijum hidroksida, pH 10), 2
mL 4-AAP rastvora (2 g 4-AAP rastvorenog u 100 mL destilovane vode) i 2 mL kalijum
fericijanid rastvora (8 g KsFe(CN)g rastvorenog u 10 mL destilovane vode). Reakciona
smesa je izmeSana i posle 15 min radeno je ocitavanje na talasnoj duzini od 460 nm, na
kojoj je maksimalna apsorbcija intenzivno crvenog jedinjenja koje nastaje u reakciji 4-AAP
i fenola. Standardi su ocitavani na istoj talasnoj duzini, a razblazenja fenola su pravljena u

koncentracijama od 0 do 1000 pgL™.

Sva merenja radena su prema pravilniku Instituta za standardizaciju Srbije, Sifra SRPS ISO

6439 B: 1997, o kvalitetu vode-odredivanje fenolnog indeksa (Institut MOL, Stara Pazova).
3.11. Transformacija zelene salate pomoéu Agrobacterium rhizogenes AAM70GUS

Kotiledonarni listovi klijanaca zelene salate dve sorte (Ljubljanska ledenka i Nansen) stari

7 dana kori$¢eni su za transformaciju.
3.11.1. Priprema A. rhizogenes i indukcija hairy roots

A. rhizogenes A4M70GUS nosi plazmid pRiA4 koji sadrzi dve T-DNK: T i Tg, a one su
razdvojene intergenskim regionom od 15 kb (Slika 11). Tr-DNK nosi dva gena Koji

kodiraju agropin sintetazu i manopin sintetazu (auxl i aux2).
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Slika 11. Shematski prikaz plazmida pRiA4GUS. Delovi T-DNK su obeleZeni zelenim, a
geni koji se eksprimiraju u bakteriji crvenim nijansama (vir region). Veli¢ina gena na slici

nije u korelaciji sa veli¢inom plazmida.

T.-DNK sadrzi Cetiri lokusa (rolA, rolB, rolC i rolD) koji su neophodni za regeneraciju
hairy root. T -DNK takode sadrzi uidA sekvencu, izmedu rolC i rolD sekvence, pod
kontrolom 35S CaMV promotora mozai¢nog virusa karfiola. uidA gen je reporterski gen za
enzim [-glukuronidazu. Pozitivna reakcija sa jedinjenjem X-gluc, kao enzimskim
supstratom, je bio pokazatelj uspesSnosti transformacije. vir region u T-DNK plazmidu
obezbeduje funkcije in trans za transfer T-DNK. ORI (origin of replication) je mesto

pocetka replikacije.

Agrobacterium rhizogenes A4M70GUS gajen je na YEB hranljivoj podlozi (Poglavlje
3.2.2)). Za zarazavanje biljnog materijala koriS¢ene su bakterijske suspenzije, pravljene
prenosenjem jedne bakterijske kolonije sa jedne Petri kutije Cuvane na 4 °C u odgovarajuce
teCne podloge, koje su inkubirane preko noéi, na Sejkeru na temperaturi od 24 °C u

uslovima mraka. Tecne YEB podloge imale su isti sastav kao i ¢vrste, osim agara.
3.11.2. Odredivanje selektivne koncentracije kanamicina

Za odredivanje koncentracije antibiotika koji ¢e se koristiti pri selekciji transformisanog
tkiva, uraden je eksperiment osetljivosti biljaka prema kanamicinu. U MS hranljivu

podlogu, dodat je kanamicin, u koncentracijama od 10 do 100 mgL™, posle sterilizacije
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podloge u sterilnim uslovima. Biljke su na ovim hranljivim podlogama gajene Cetiri nedelje
i na osnovu dobijenih rezultata odredena je ostetljivost na kanamicin prema kojoj su bile

pravljene hranljive podloge sa definisanim koncentracijama.
3.11.3. Transformacija biljaka pomo¢u A. rhizogenes A4AM70GUS

Inokulacija je izvrSena povredivanjem epidermisa biljke iglom koja je prethodno potopljena
u bakterijsku suspenziju. Na mestu povrede pojavili su se adventivni korenovi koji su
odsecani 1 prenoceni na MS ¢vrstu hranljivu podlogu u koju je dadat cefotaksim (Tolycar,
Jugoremedia, Srbija) u koncentraciji 200 mgL™ u cilju eliminacije bakterija. Korenovi su
posle 35 dana prenoSeni na svezu hranljivu podlogu bez antibiotika. Za merenje prirasta
biomase korenova, stavljeno je po 1 g transformisanih korenova u 30 ml MS/2 na Sejker

tokom 35 dana.
3.11.4. Histohemijski GUS test

Ekspresija GUS gena transgenih korenova odredivana je histohemijski na osnovu enzimske
aktivnosti B-glukurinozidaze (Jefferson i sar. 1987). Vr$ni delovi korenova (10-15 mm)
potapani su u u 100 pL pufera, koji je sadrzao 2 mM 5-bromo-4-hloro-3-3-indolil-B-D-
glukuronska cikloheksilamoniumova so, AMPRESCO, OH, SAD) (X-gluc), 0,5 mM
KsFe(CN)s, 0,5 mM KyFe(CN)s, 10 mM NAEDTA, 50 mM NaH,PO,, u bunariée
mikrotitar plo¢e i inkubirani 24 h na 37 °C. X-gluc je neposredno pred rad rastvoren u N,N-
dimetilformamidu u koncentraciji od 20 mgL™. Bojenje uzoraka posmatrano je na

svetlosnom mikroskopu.
3.11.5. PCR analiza

Za PCR analizu kori$¢eni su korenovi sorti zelene salate koji su imali pozitivnu GUS
reakciju. Da bi se potvrdila transformacija, DNK je izolovana prema Zhou i sar. (1994)
tako Sto je 200 g biljnog materijala homogenizovano u te¢nom azotu. U svaki uzorak je
dodato 600 pL ekstrakcionog pufera, koji se sastojao od 2% CTAB, 20 mM NaEDTA, 100
mM TRIS-HCI pH8, 1,4 M NaCl, sa 0,5% p-merkaptoetanola. Uzorci su inkubirani u
vodenom kupatilu na na 56 °C 20 min. Posle hladenja u svaki uzorak dodato je po 600 uL
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smesSe hloroform:izoamilalkohol (24:1). Posle centrifugiranja na 20 000 rpm na sobnoj
temperaturi tokom 10 min odvajan je supernatant. Postupak je ponavljan jos§ jednom i u
tako razdvojen supernatant dodavano je po 250 puL 4M NaCl i 750 pL hladnog
izopropanola. Uzorci su ostavljani na temperaturi od 4°C tokom 30 min, posle ¢ega su
centrifugirani na 8000 rpm na sobnoj temperaturi tokom 30 min i odvojen je supernatant,
dok je talog opran dodavanjem 1 mL hladnog 70% etanola. Uzorci su ponovo centrifugirani
pod istim uslovima. Superanatant je odliven, a talog resuspendovan dodavanjem 200 uL TE
pufera koji je sadrzao 20 uL 0,5 M EDTA, 100 uL. 1 M TRIS i 9,88 mL vode na 10 mL
pufera. Uzorci su ostavljani tokom noc¢i radi resuspendovanja taloga. Posle rastvaranja
taloga dodato je po 200 pL smesSe hloroform:izoamil alkohol (24:1) i1 sadrzaj je
centrifugiran na 13000 rpm na sobnoj temperaturi tokom 10 min, posle ¢ega je odvojeno po
140 pL supernatanta i u njega dodato po 75 pL (10 mgmL™) RNK-aze. SadrZaj je inkubiran
u vodenom kupatilu na 37 °C tokom 45 min. Opet je dodata smeSa hloroform:izoamil
alkohol (140 pL) pa je uzorak centrifugiran. Posle centrifugiranja uzimano je 100 pL

gornje faze.

Odredivanje koncentracije DNK radeno je na spektrofotometru na talasnim duzinama 260 i

280 nm, a izra¢unavanje po formuli:
Ukupna DNK: 50 pgmL™**A260*razblazenje

Prajmer kori$¢eni za PCR analizu bili su uidA, rolA, rolB i rolC (Tabela 3)
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Tabela 3. Lista prajmera koris¢enih za PCR analizu

Gen Sekvenca prajmera 5' -3' Velic¢ina amplifikovanog
fragmenta (bp)
uidA CCC GGC AAT AAC ATACGG CGTG 366
CCT GTAGAA ACCCCAACCCGTG
virD1 ATG TCG CAA GGC AGT AAG 441
CAAGGAGTCTTTCAGCATG
rolA GTT AGG CGT GCA AAG GCC AAG 203
TGC GTATTAATCCCG TAG GTC
rolB AAA GTC TGC TAT CAT CCT CCT ATG 348
AAA GAA CGT GCA AGC TACCTC TCT
rolC  TAC GTA GAC TGC CCG ACG ATG ATG 342

AAA CTT GCA CTC GCC ATG CCT CAC

PCR reakcija vrSena je u reakcionoj smesi zapremine 25 pL: 16 pL vode, 2,5 pL 10xPCR
pufera, 1,5 pL 10 mM dNTP, 1,25 pL 5 pM prajmeri P1 i P2, 0,5 pL 5 UpL™ Tag DNK
polimeraze i 2L uzorka DNK.

Pocetna denaturacija nukleinskih kiselina odvijala se na 95 °C tokom 5 min, posle Cega su
sledila 35 ciklusa: denaturacije (na 95 °C tokom 1 min), vezivanje prajmera (kod uidA na
62 °C tokom 2 min, kod rolA/rolB/ 53 °C tokom 1 min, kod rolC 55 °C tokom 1 min) i
ekstenzije na 72 °C tokom 2 min, osim za rolA/rolB 1 min. Finalna ekstenzija radena je na
72 °C tokom 10 min.

3.11.6. Elektroforeza DNK

Elektroforeza je radena u 1,5% agaroznim gelovima (60 mL) sa 3 pL etidijum-bromida (10
mgmL™) u 1xTBE puferu sa 0,5 ugmL-1 etidijum bromida pri konstantnoj voltazi od 74 V.
Posle zavrSene elektroforeze, gelovi su fotografisani na transiluminatoru (UltraLum Inc,

Gel Explorer, Exton, PA).
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3.11.7. Ispitivanje uticaja fenola na rast trangenih korenova zelene salate

Korenovi su dalje gajeni u te¢noj MS hranljivoj podlozi u koju je dodat fenol u
koncentracijama: 0, 25, 50, 751 100 mgL'l, na Sejkeru, u uslovima mraka, tokom 25 dana.
Vrhovi korenova razli¢itih sorti zelene salate duzine oko 15 mm od svake sorte prebacivano
je u 30 mL te¢ne MS hranljive podloge, sa dodatkom pomenutih koncentracija fenola, u
cilju pracenja njihovih morfoloskih karakteristika. Duzina i masa korenova merene su na
svakih pet dana i na osnovu toga je odredivan prirast mase. Uzorci teéne hranljive podloge
sakupljani su takode na svakih pet dana sa ciljem odredivanja koncentracije fenola tokom

vremena.
3.12. Statisticka obrada podataka

Numericki podaci su obradeni primenom racunarskog programa Statgraphics verzija 4.2
(STSC Inc. and Statistical Graphics Corporation, 1985-1989, USA). Za odredivanje
statistiCki znacajnih razlika izmedu srednjih vrednosti koriS¢ena je analiza varijanse
(ANOVA), kao i LSD (,least significant difference™) test za utvrdivanje statisticki
znacajnih razlika na nivou p < 0,05. Grafi¢ko predstavljanje rezultata uradeno je pomocu

rac¢unarskog programa Microsoft Office Excel kao i vektorskog programa Corel Draw.
3.13. Graficka obrada podataka

Pojedine slike 1 grafici obradeni su primenom programa za vektorsku grafiku Corel Draw,

kao i primenom programa za rastersku grafiku Adobe Photoshop.
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4. REZULTATI
4.1. Zelena salata gajena in vitro

Semena 11 sorti zelene salate gajena su na hranljivoj podlozi sa upola manjim sadrZajem
mineralnih soli koja je kori$¢ena za isklijavanje. Posle 30 dana gajenja, dobijene biljke u
kulturi nisu bile morfoloski zadovoljavajuce. Stablo im je bilo izduzeno, listovi sitni i
etiolorani, a struktura rozete, koju poseduju sve vrste salate nije bila prisutna (Slika 12 a i
b). Korenovi su bili veoma dobro razvijeni. Eksperiment, ponovljen vise puta, dovodio je
do istih rezultata, te iz tog razloga dalja ispitivanja uticaja fenola na klijanje i rast zelene

salate nisu radena in vitro, ve¢ u hidroponi¢nim uslovima.

Slika 12. lzgled dve sorte zelene salate regenerisane iz semena posle 30 dana gajenja u

kulturi. a) sorta Iceberg; b) sorta Vera
4.2. Klijanje semena razli¢itih sorti zelene salate na rastu¢im koncentracijama fenola

Semena jedanaest odabranih sorti zelene salate gajena su na rastu¢im koncentracijama
fenola u rasponu od 0 do 400 mgL™ tokom 20 dana (Tabela 4). Odredivana je inhibitorna
koncentracija fenola (IK50), odnosno ona koncentracija fenola na kojoj isklijava 50%

semena.

Dve sorte (Ljubljanska ledenka i Red Yugoslavian Butterhead) zelene salate postizu
klijavost od 100% tokom gajenja na dve najniZe koncentracije fenola (50 i 100 mgL™).
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Semena Ljubljanske ledenke klijaju na koncentraciji fenola do 200 mgL™. Pomenuta sorta
(LJL) klija i na koncentraciji od 350 mgL™ fenola gde ne klija nijedna druga ispitivana
sorta. Kod tri varijeteta (Iceberg, Vera i Ruby red) primecen je drasti¢an pad klijavosti (0%)
na koncentraciji od 250 mgL™ nakon relativno visoke klijavosti na 200 mgL™. Sorte Little
gem i Majska kraljica, pokazuju nagli pad klijavosti na koncentraciji fenola od 100 mgL™,
$to je skoro dva puta manje nego na prvoj ispitivanoj koncentraciji ispod (50 mgL™). Cetiri
sorte zelene salate izabrane su za dalju analizu: Ljubljanska ledenka i Nansen, zbog visokog
procenta klijavosti na najvi§im koncentracijama fenola (300 i 250 mgL™) i Little gem i
Majska kraljica zbog izrazenog pada klijavosti koji se primecuje prelazom sa koncentracije
fenola od 50 na koncentraciju fenola od 100 mgL™. IK50 koncentracija fenola iznosi
redom: LJL (300 mgL™), N (250 mgL™), LG (100 mgL™) i MK (75 mgL™). Inhibitorna

koncentracija fenola za sortu MK odredena je u posebnom eksperimentu Koji nije prikazan.
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Tabela 4. Uticaj rastuc¢e koncentracije fenola na klijanje razli¢itih sorti zelene salate

Koncentracija fenola (mgL™)

Varijetet
0 50 100 150 200 250 300 350 400

lceberg 100 983+1.7 96.7t33 983tl7  850+2.8 0 0 0 0
Ljubljanska ledenka 100 100 100 100 100 90.0£1.7 50.04£5.1 38.3t1.7 0
Reg;‘:gf;i‘éian 100 100 100 18317  8.3+l7 0 0 0 0
Mascara 01.7+17  8L7+l7 733+l7  467+l7  83%L7 0 0 0 0
Viola 86.7+17  733+l7 68333  350+17  28.3+17 0 0 0 0
Little Gem 100 01.7+17  50.0+2.8  16.7+l7  18.3+l7 0 0 0 0
R?E/Ilr;?si;hlfii?:s; T 917417 783+17 38333  117+17  8.3+L7 0 0 0 0
Vera 983+17 86.7+l7 73.3+l7 53.3+33  617+L7 0 0 0 0
Ruby red 100 100 96.7+17 78333  96.7+17 0 0 0 0
Nansen 100 100 98.3+1.7 100 100 51.7+17 117417 0 0
Red fire 96.7+33  817+17 533+l7 23333 167417 0 0 0 0

* Zatamnjenim brojevima oznacene su IK50 fenola, odnosno koncentracija fenola na kojoj klija 50% semena zelene salate

odredene sorte
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4.3. Odredivanje aktivnosti enzima kod Kklijanaca razli¢itih sorti zelene salate gajenih

na inhibitornim koncentracijama fenola

Kod sorti zelene salate koje su pokazale najvecu tolerantnost na prisustvo rastucih
koncentracija fenola, tokom ispitivanja Kklijavosti, odredivani su enzimi antioksidativnog
stresa (POX, PPO, CAT). Klijanci zelene salate koji su gajeni na IK50 fenola, specifi¢noj
za svaku sortu, sakupljani su posle 4, 5, 6, 7 i 8 dana sa ciljem odredivanja aktivnosti
pomenutih enzima (Slika 13, 14 i 15). Odabrane su cetiri sorte zelene salate. Ljubljanska
ledenka 1 Nansen izabrane su zbog najveéeg procenta klijavosti na najviSim
koncentracijama fenola (300 i 250 mgL™), dok su Little Gem i Majska kraljica imale

najveéi pad klijavosti veé posle druge primenjene koncentracije fenola (100 mgL™).

4.3.1. Analiza aktivnosti peroksidaza kod Kklijanaca razli¢itih sorti zelene salate

gajenih na inhibitornim koncentracijama fenola

Primecen je trend porasta peroksidazne aktivnosti kod klijanaca gajenih na IK fenola u
odnosu na kontrolna semena (Slika 13). Kod sorte Majska kraljica, dolazi do povecanja
peroksidazne aktivnosti posle sestog dana gajenja klijanaca na IK50 fenola (Slika 13 a).
Sorta Little Gem pokazuje poveéanje aktivnosti POX tek posle 8 dana gajenja (Slika 13 b).
Kod sorte Nansen nije primecen porast u aktivnosti POX prilikom gajenja klijanaca na
fenolu, ali je zato znatan porast aktivnosti enzima primeéen kod kontrolnih semena posle 8
dana gajenja u odsustvu fenola (Slika 13 c). Najveci porast aktivnosti POX pokazuje i
najotpornija sorta zelene salate, Ljubljanska ledenka, kod koje je primecen blagi porast
aktivnosti posle Sest dana, a veoma veliki skok peroksidazne aktivnosti zabeleZen je posle

osam dana gajenja na IK50 fenola koja u ovom slu¢aju iznosi 300 mgL™ (Slika 13 d).
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Slika 13. Aktivnost peroksidaza tokom osam dana gajenja na inhibitornoj koncentraciji
fenola kod razlicitih sorti zelene salate: a) MK, Majska kraljica; b) LG, Little Gem; c) N,
Nansen; d) LJL, Ljubljanska ledenka
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4.3.2. Analiza aktivnosti katalaza kod klijanaca razli¢itih sorti zelene salate gajenih na

inhibitornim koncentracijama fenola

Aktivnost CAT raste kod semena gajenih na IK50 fenola u odnosu na kontrolne klijance.
Aktivnost CAT kod sorte MK znacajno je veéa nego kod kontrolnih klijanaca tek posle
Sestog dana gajenja (Slika 14 a). Sorte Little gem i Nansen pokazuju naglo povecéanje
aktivnosti posle Cetiri dana (sam pocetak klijanja) da bi katalazna aktivnost opala ve¢ petog
dana i ostala do kraja osmog dana na vrednosti ispod pocetne (Slika 14 b i ¢). Kod
Ljubljanske ledenke katalazna aktivnost raste do Sestog dana gajenja i tu dostiZze najvecu

vrednost posle ¢ega naglo opada (Slika 14 d).

58



1400

Enzimska aktivnost (U/g)
23888

g

o

oo

=% =k =k

- 2888888

Enzimska aktivnost (U/g)

on

DuZina trajanja tretmana (dan)

g 8
-

Enzimska aktivnost (U/g)

@)

DuzZina trajanja tretmana (dan)

§ 88 8

Enzimska aktivnost (U/g)
L)
8

o

DuZina trajanja tretmana (dan)

Slika 14. Aktivnost katalaza tokom osam dana gajenja na inhibitornoj koncentraciji fenola
kod razlicitih sorti zelene salate: a) MK, Majska kraljica; b) LG, Little Gem; c¢) N, Nansen;
d) LJL, Ljubljanska ledenka
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4.3.3. Aktivnost PPO kod razli¢itih sorti zelene salate odredena razli¢itim supstratima

Za detekciju aktivnosti PPO kod cetiri sorte zelene salate koriS¢ena su dva supstrata: 4-MC
i L-DOPA. Pokazalo se da izbor 4-MC, kao supstrata, dovodi do relativno vecih aktivnosti
PPO u odnosu na L-DOPA (Slika 15). Dalje odredivanje aktivnosti PPO bice radeno sa 4-

MC kao supstratom jer se on pokazao kao adekvatniji za ovaj enzim.
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Slika 15. Efekat izbora supstrata na aktivnost PPO kod razlicitih sorti zelene salate. PPO | -
enzimski esej sa 4-MC kao supstratom; PPO Il — enzimski esej sa L-DOPA kao supstratom.
Sorte zelene salate: MK-Majska kraljica; LG-Little gem; N-Nansen; LjL- Ljubljanska
ledenka. Oznaka O pored skracenice sorte oznacava kontrolu. Oznake redom: 75, 100, 250

i 300 pretstavljaju IK50 fenola date sorte.
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4.3.4. Analiza aktivnosti polifenol oksidaza kod klijanaca razli¢itih sorti zelene salate

gajenih na inhibitornim koncentracijama fenola

Uocen je porast aktivnosti polifenol oksidaza kod kontrolnih semena sa vremenom (Slika
16). Primeceno je da aktivnost PPO kod kontrolnih semena raste do petog dana gajenja.
Kod sorte MK 1 LG aktivnost PPO statisticki znac¢ajno opada posle petog dana do kraja
osmog dana kod kontrolnih klijanaca (Slika 16 a i b), dok se kod sorti N i LJL posle
opadanja aktivnosti nakon petog dana zadrzava na istom nivou do kraja gajenja (Slika 16 ¢
I d). Ljubljanska ledenka koja pokazuje najvecu tolerantnost na prisustvo fenola i najvisu

IK50 fenola, ima najnizu aktivnost PPO u odnosu na druge sorte tokom svih osam dana.
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Slika 16. Aktivnost polifenol oksidaze tokom osam dana gajenja na inhibitornoj
koncentraciji fenola kod razli¢itih sorti zelene salate: a) MK, Majska kraljica; b) LG, Little
Gem; ¢) N, Nansen; d) LJL, Ljubljanska ledenka
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4.4. Morfoloske karakteristike klijanaca razlicitih sorti zelene salate tokom klijanja

na fenolu

Na Slici 17 prikazane su cetiri sorte zelene salate posle osam dana gajenja na 1K50 fenola.
Sorte Ljubljanska ledenka i Nansen su najtolerantnije na prisustvo fenola (Poglavlje 4.2) i
klijaju na najvisim ispitivanim koncentracijama fenola. Klijanci ove dve sorte imaju dobro
razvijene listove, tamno zelene boje i lisna plo¢a im je otvorena i postavljena normalno u
odnosu na stabaoce (Slika 17 a i b). Morfoloske karakteristike ove dve sorte ne razlikuju se
od kontrolnih klijanaca koji nisu gajeni na fenolu (rezultat nije prikazan). Svaka sorta

pokazuje uniformnost po pitanju rastenja i razvica klijanaca tokom vremena.

Sorte Majska kraljica i Little Gem pokazuju manju Klijavost u prisustvu fenola. Njihove
IK50 fenola su niZze u odnosu na prve dve opisane sorte. Klijanci sorti MK 1 LG su slabije
razvijeni (Slika 17 c i d). Listovi su im svetlo zelene do zute boje i veoma ¢esto uvijeni ka
unutrasnjoj strani. Lisna ploca je ¢esto postavljena pod uglom prema stablu. Moze se videti

da se stepen rastenja i razvica razlikuje od biljke do biljke posle istog vremena gajenja.
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Slika 17. Morfoloske karakteristike klijanaca razli¢itih sorti zelene salate posle osam dana

klijanja na IK50 fenola. a) LjL; b) N; ¢) MK; d) LG

4.5. Gajenje razliCitih sorti zelene salate na odabranoj koncentraciji fenola u

hidroponi¢nim uslovima

Za ispitivanje uticaja fenola na rastenje i razvi¢e zelene salate odabrane su dve sorte
(Ljubljanska ledenka i Nansen) koje su pokazale najvecu otpornost na fenol (Poglavlje 4.2),
odnosno najvecéi procenat klijanja na visokim koncentracijama fenola. Klijanci koji su
gajeni na IK50 fenola u prethodnom eksperimentu, ostavljeni su na istoj koncentraciji
fenola jos 30 dana da bi se video uticaj pomenute koncentracije fenola da dalje rastenje i
razviée ove dve sorte. Sa obzirom na to da nije doslo do promena u rastenju i razvicu ni kod
jedne sorte tokom vremena, prilikom gajenja biljaka na IK50 fenola (50% isklijalih semena

zelene salate je raslo na ovoj koncentraciji fenola tokom 30 dana bez vidljivih morfoloskih
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promena), odabrana je ona koncentracija fenola ispod IK50 na kojoj klija 100% semena. Ta

koncentracija fenola je u slucaju obe sorte iznosila 200 mgL™.

U hidroponi¢ni rastvor je, posle mesec dana gajenja obe sorte zelene salate, dodavana
odabrana koncentracija fenola od 200 mgL™. Tokom narednih deset dana pracena je
promena morfologije biljaka, trend eventualnog uklanjanja fenola iz rastvora i aktivnost
enzima. Rastvor fenola (200 mgL™) je u jednom eksperimentu dodavan na pocetku i nije
menjan tokom deset dana (pocetna koncentracija fenola, Poglavlje Materijal i Metode,
3.6.), dok je u drugom eksperimentu ovaj rastvor dodavan posle svaka dva dana gajenja

(konstantna koncentracija fenola).

4.5.1. Morfoloske karakteristike razli¢itih sorti zelene salate tokom gajenja na

pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola

Zelena salata (sorte Ljubljanska ledenka i Nansen), gajena hidroponi¢no, Stara trideset
dana, koja je narednih deset dana gajena na pocetnoj ili konstantnoj koncentraciji fenola od
200 mgL™?, pokazuje sli¢ne morfoloske promene (Slika 18). Ve¢ posle &etiri dana gajenja
na koncentraciji fenola od 200 mgL™, dolazi do naruiavanja strukture rozete obe sorte
(Slika 18, sredina). Listovi gube mehanicke karakteristike i po¢inju da padaju. Neretko se
primecuje i nekroziranje listova i korenova. Sve pomenute morfoloske promene izrazenije
su kod biljaka koje su gajene na konstantnoj koncentraciji fenola (Slika 18, desno).
Najmladi listovi, koji se nalaze unutar rozete, dugo ostaju nepromenjeni, narocito kod
biljaka gajenih na pocetnoj koncentraciji fenola (Slika 18, levo). Kod biljaka, gajenih na
konstantnoj koncentraciji fenola, ovi unutra$nji listovi takode ostaju nepromenjeni,
medutim posle treCeg menjanja rastvora fenola (rastvor fenola se menja svaka dva dana i
dodaje se ponovo koncentracija od 200 mgL™) i kod ovih najmladih listova dolazi do
pojave zute boje i gubljenja ¢vrstine. Ukoliko se biljke posle gajenja u rastvoru fenola
koncentracije 200 mgL™ dalje gaje na niZoj koncentraciji fenola (50 mgL™) dolazi do
potpune regeneracije cele biljke i pojave novih listova. Koren biljaka se takode menja
prilikom gajenja zelene salate na pomenutoj koncentraciji fenola. Rezultati morfoloskih

promena korena prikazani su u Poglavlju 4.5.6.1.
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Tokom gajenja zelene salate obe sorte u rastvoru fenola koncentracije 200 mgL™ dolazi i do
promene boje rastvora fenola iz bezbojne, koja je na pocetku, do razli¢itih nijansi braon

boje koje se javljaju tokom vremena i zavise od duzine gajenja biljaka u rastvoru kao i od

sorte zelene salate (Slika 18).

Slika 18. Morfoloske karakteristike dve sorte zelene salate tokom gajenja na fenolu
koncentracije 200 mgL™ Sorta Ljubljanska ledenka gajena 10 dana na podetnoj
koncentraciji fenola (levo); Sorta Nansen gajena cetiri dana na pocetnoj koncentraciji
fenola (sredina); Sorta Ljubljanska ledenka gajena 10 dana na konstantnoj koncentraciji
fenola. Slikano dan posle menjanja rastvora fenola (desno). Slike su napravljene u teglama
radi lakSeg uocavanja morfoloskih karakteristika korena i lista, a biljke su prethodno gajene

u hidroponi¢nom sistemu.

45.2. Promena koncentracije fenola u hidroponi¢nom rastvoru tokom gajenja

razliitih sorti zelene salate

Merena je brzina uklanjanja fenola iz hidroponi¢nog rastvora u kome su biljke gajene

tokom deset dana. Uzorci rastvora uzimani su svaka dva dana tokom trajanja eksperimenta
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iz rastvora u kome su gajene obe sorte zelene salate, kao i iz rastvora sa pocetnom i
konstantom koncentracijom fenola.

Sorta LIL gajena na po&etnoj koncentraciji fenola od 200 mgL™ uklanja fenol ispod granica
detekcije (0.03 mgL™) za kori¢enu metodu, posle Sest dana. Posle samo dva dana gajenja,
koncentracija fenola je upola manja, a posle Cetiri dana Cetiri puta manja od pocetne
koncentracije fenola u rastvoru. Trend uklanjanja fenola je linearno zavistan od vremena

izloZenosti pocetnoj koncentraciji fenola (Slika 19).
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Slika 19. Promena koncentracije fenola tokom vremena u hidroponi¢nom rastvoru pocetne

koncentracije fenola (200 mgL™) u kome je gajena sorta Ljubljanska ledenka

Kod biljaka gajenih na konstantnoj koncentraciji fenola primecen je isti efekat uklanjanja
fenola, tokom prva dva dana gajenja na koncentraciji fenola od 200 mgL™, kao i kod
biljaka gajenih na pocetnoj koncentraciji fenola (Slika 20). Posle drugog dana gajenja
efekat uklanjanja fenola je manje izraZen i opada sa 86 mgL™ (2. dana) na 72 mgL™ (4.
dana) za dva dana. Medutim, ve¢ prilikom tree zamene rastvora fenola (6. dana)

uklanjanje fenola iz rastvora se svodi na svega 24 mglLza dva dana gajenja. Tokom 10
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dana gajenja, odnosno pet zamena rastvora fenola, dolazi do nemogucnosti uklanjanja
fenola iz rastvora.
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Slika 20. Promena koncentracije fenola tokom vremena u hidroponi¢nom rastvoru

konstantne koncentracije fenola (200 mgL™) u kome je gajena sorta Ljubljanska ledenka

Kako bi se ispitala mogucnost uklanjanja fenola iskljucivo efektom adsorpcije fenola na
koren zelene salate, ispitivana je koncentracija fenola u vodi nakon ispiranja korenova
uzimanih sa biljaka gajenih na pocetnoj koncentraciji fenola tokom deset dana (Slika 21).
Moze se videti da postoji izvesna koli¢ina fenola koja je adsorbovana na koren biljke, ali

ona opada tokom vremena, da bi posle osam dana gajenja bila ispod granice detekcije.
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Slika 21. Promena koncentracije fenola u rastvoru tokom vremena posle ispiranja korenova

sorte Ljubljanska ledenka gajene u hidroponi¢nom rastvoru pocetne koncentracije fenola
(200 mgL™)

Sorta Nansen koja je gajena na pocetnoj koncentraciji fenola od 200 mgL™ uklanja fenol
ispod granica detekcije (0.03 mgL™) za kori§éenu metodu, posle Sest dana gajenja. Posle
dva dana gajenja, koncentracija fenola je oko 40% manja, a posle Cetiri dana koncentracija
fenola je oko 3,2 puta manja od pocetne koncentracije fenola u rastvoru. Trend uklanjanja
fenola je linearno zavistan od vremena izlozenosti pocetnoj koncentraciji fenola, ali je

tempo uklanjanja fenola iz rastvora sporiji nego kod sorte Ljubljanska ledenka (Slika 22).
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Slika 22. Promena koncentracije fenola tokom vremena u hidroponi¢énom rastvoru pocéetne

koncentracije fenola (200 mgL™) u kome je gajena sorta Nansen

Kod biljaka sorte Nansen gajenih na konstantnoj koncentraciji fenola primecen je isti efekat
uklanjanja fenola, tokom prva dva dana gajenja na koncentraciji fenola od 200 mgL™, kao i
kod biljaka gajenih na pocetnoj koncentraciji fenola (Slika 23). Sli¢an model primeéen je i
kod sorte Ljubljanska ledenka. Posle drugog dana gajenja efekat uklanjanja fenola je manje
izrazen. Tempo uklanjanja fenola posle drugog dana gajenja je sporiji nego kod prethodno
ispitivane sorte, ali se kapacitet ove sorte salate za uklanjanje fenola iz vode gubi osmog
dana kao i u prethodnom slu¢aju. Tokom 10 dana gajenja, odnosno pet zamena rastvora
fenola, kao i kod sorte Ljubljanska ledenka, dolazi do nemoguénosti uklanjanja fenola iz

rastvora.
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Slika 23. Promena koncentracije fenola tokom vremena u hidroponi¢nom rastvoru

konstantne koncentracije fenola (200 mgL™) u kome je gajena sorta Nansen

Prilikom ispiranja korenova sorte Nansen, vidi se da je adsorbcija fenola malo veca nego
kod sorte Ljubljanska ledenka (Slika 24). Adsorbcija fenola opada sa vremenom, ali ne tako

brzo kao kod prethodne sorte i dostize nivo ispod granica detekcije tek 10. dana gajenja.
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Slika 24. Promena koncentracije fenola u rastvoru tokom vremena posle ispiranja korenova
sorte Ljubljanska ledenka gajene u hidroponi¢nom rastvoru pocetne koncentracije fenola

(200 mgL™)
4.5.3. Odredivanje aktivnosti enzima kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih na

pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola

Uzorci korena i lista dve sorte zelene salate (Ljubljanska ledenka i Nansen) uzimani su
svaka dva dana tokom gajenja biljaka na pocetnoj ili konstantnoj koncentraciji fenola od
200 mg Lt u hidroponi¢nom rastvoru sa ciljem ispitivanja aktivnosti enzima tokom gajenja

biljaka na fenolu (10 dana). Radena je analiza aktivnosti POX, CAT, PPO i SOD.

Posle 10 dana gajenja na fenolu, biljke gajene na pocetnoj koncentraciji fenola vrac¢ene su u
hidroponi¢ni rastvor bez fenola i gajene jos 3 dana. I kod ovih biljaka odredjivana je
aktivnost svih enzima u listu i korenu da bi se ustanovilo da li se aktivnost enzima vrac¢a na

pocetnu vrednost 1 kojim tempom.

4.5.3.1. Analiza aktivnosti peroksidaza kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih na

pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola

Kod sorte Ljubljanska ledenka gajene na pocetnoj koncentraciji fenola, aktivnost POX u

korenu dostize najvecu vrednost posle osam dana gajenja na fenolu, sto je i aktivnost na
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samom pocetku (Slika 25). U korenu sorte Nansen dolazi do naglog porasta aktivnosti POX
posle 8. dana (2,33 U/mg), da bi dostigla najveéu vrednost posle 10 dana gajenja.
Aktivnost POX lista Lubljanske ledenke pokazuje nagli pad ve¢ nakon nakon drugog dana
tretmana, sa tendencijom blagog porasta aktivnosti sa vremenom. Aktivnost peroksidaza u
listu sorte Nansen takode pokazuje pad aktivnosti ve¢ posle drugog dana, ali je on manje
izrazen nego kod varijeteta Ljubljanska ledenka, i pokazuje najmanju vrednost aktivnosti 8.
dana gajenja, za razliku od sorte LJL koja minimalnu aktivnost POX u listu ima 4. dana
gajenja. Najvisa vrednost aktivnosti POX zabelezena je 10. dana u korenu sorte Nansen
ukoliko je biljka gajena na pocetnoj koncentraciji fenola i iznosila je 4,19 U/mg Sto je za

38% veca vrednost u odnosu na kontrolne korenove iste sorte.

M Ljubljanska ledenka - list

Nansen - koren

M Nansen - list

Enzimska aktivnost (U/mg)
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M Ljubljanska ledenka - koren

Slika 25. Aktivnost POX kod razlicitih sorti zelene salate gajenih na pocetnoj koncentraciji
fenola tokom deset dana
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Kod biljaka gajenih na konstantnoj koncentraciji fenola, kod obe sorte, i u korenu i u listu
dolazi do opadanja enzimske aktivnosti tokom 2. ,4. i 6. dana gajenja, odnosno tokom 3
ciklusa izmene rastvora fenola (Slika 26). Nagli skok aktivnosti primeéuje se u korenovima
obe sorte tokom 8. dana trajanja eksperimenta (3,20 i 2,78 U/mg, LJL i N redom). Posle 10
dana enzimska aktivnost u listovima se ne menja u odnosu na 8. dan, dok aktivnost POX u

korenovima opada.
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Slika 26. Aktivnost POX kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih na konstantnoj

koncentraciji fenola tokom deset dana

Biljke su dalje gajene tri dana u rastvoru bez fenola nakon ¢ega je u korenu 1 listovima obe
sorte merena aktivnost POX. Ove biljke su prethodno gajene na pocetnoj koncentraciji
fenola (200 mgL™). Korenovi obe sorte zelene salate koje su gajene tri dana u rastvoru bez
fenola imaju vise vrednosti aktivnosti POX u odnosu na one zabeleZene kod biljaka gajenih
na pocetnoj koncentraciji fenola i u korenu i u listovima (Slika 27). Aktivnost POX je veca

u korenu nego u listovima kod obe sorte (20 i 295 % za LJL i N, redom). Enzimska
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aktivnost u listu sorte LJL pokazuje nesto nizu vrednost u odnosu na listove kontrolnih

biljaka iz prethodnog eksperimenta. Kod sorte Nansen ova vrednost je upola manja.
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Slika 27. Aktivnost POX kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih tri dana u rastvoru bez

fenola posle deset dana gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola (10+3)

45.3.2. Analiza aktivnosti katalaza kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih na

pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola

Aktivnost CAT u korenu sorte LIL pokazuje blagi pad ve¢ drugog dana eksperimenta, da bi
ve¢ 4. dana pokazala veliki skok vrednosti, a najvecu aktivnost dostigla 10. dana u korenu
kada je biljka gajena na pocetnoj koncentraciji fenola (najveca vrednost zabelezena je u
korenu sorte LJL i iznosila je 53,51 U/mg, Sto je porast od 5,8 puta u odnosu na kontrolne
biljke). U korenu sorte Nansen pokazana je aktivnost CAT koja se naizmeni¢no menja, sa
maksimalnom vredno$¢u 8. dana gajenja i blagim padom na kraju tretmana. U listu sorte
Ljubljanska ledenka, nakon relativno niske aktivnosti 2. i 4. dana, najvisu vrednost
pokazuje 6. i 10. dana eksperimenta, sa blagim padom 8. dana. Aktivnost CAT lista sorte
Nansen, slicno kao kod korena, pokazuje naizmeni¢ne skokove i padove katalazne

aktivnosti sa maksimumom aktivnosti 2. dana gajenja kada iznosi 33,7 U/mg (Slika 28).
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Slika 28. Aktivnost CAT kod razlicitih sorti zelene salate gajenih na pocetnoj koncentraciji

fenola tokom deset dana

Aktivnost CAT u korenu sorte Ljubljanska ledenka pokazuje pad 2. dana gajenja, da bi
naglo skodila 6. dana $to je i njena najvisa vrednost tokom gajenja biljaka na konstantnoj
koncentraciji fenola (Slika 29). Aktivnost CAT u listu Ljubljasnke ledenke pokazuje skok
2. dana gajenja, sa minimalnom zabelezenom vredno$¢u 6. dana (6,15 puta manja vrednost
u odnosu na kontrolu). Maksimalna vrednost ativnosti katalaza zabelezena je 10 dana.

Aktivnost CAT u listu sorte LIL opet raste 10. dana gajenja.

Najvisa vrednost aktivnosti CAT zabeleZena je u listu sorte Nansen i to 10. dana gajenja,
Sto je 1 najviSa zabeleZena vrednost katalazne aktivnosti tokom celokupnog trajanja
eksperimenta kod salata gajenih na konstantnoj koncentraciji fenola (55,16 U/mg, §to je

7,33 puta vise nego Sto je zabeleZzeno u kontrolnim biljkama) (Slika 29). U korenu sorte
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Nansen primetan je porast u katalaznoj aktivnosti 2. i 8. dana, dok je aktivnost tokom

ostalih dana sli¢na pocetnoj kod kontrolnih biljaka.
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Slika 29. Aktivnost CAT kod razlic¢itih sorti zelene salate gajenih na konstantnoj

koncentraciji fenola tokom deset dana

U korenovima i listovima obe sorte pokazana je neSto visa vrednost aktivnosti CAT u
odnosu na one zabelezene kod kontrolnih biljaka u prethodnom eksperimentu gajenih na
pocetnoj koncentraciji fenola. Aktivnost CAT u listovima veca je nego u korenovima kod
obe sorte i to 2,02 puta za LJL i 1,65 puta za sortu N (Slika 30), a razlika u aktivnosti CAT

u listovima medu sortama je ve¢a nego razlika u aktivnosti enzima medu korenovima.
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Slika 30. Aktivnost CAT kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih tri dana u rastvoru bez

fenola posle deset dana gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola (10+3)

4.5.3.3. Analiza aktivnosti PPO kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih na pocetnoj i

konstantnoj koncentraciji fenola

Aktivnost PPO odredjivana je uz pomo¢ dva supstrata: L-DOPA i 4-MC. Bice prikazani

rezultati dobijeni na oba nacina.

4.5.3.3.1. Analiza aktivnosti PPO kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih na pocetnoj
I konstantnoj koncentraciji fenola odredivane uz pomoé L-DOPA kao supstrata

Aktivnost PPO u korenu sorte Ljubljanska ledenka pokazuje porast 2. dana gajenja na
pocetnoj koncentraciji fenola, da bi maksimalna aktivnost enzima bila zabelezena 8. dana
gajenja (1,23 U/mg). Za razliku od korena, u listu sorte LJL aktivnost PPO pokazuje nizu
vrednost ve¢ drugog dana koju prati trend rasta aktivnosti do 6. dana eksperimenta, zatim
opet pad 8. i porast 10. dana. U korenu sorte Nansen zabeleZen je pravilan rast aktivnosti
enzimske aktivnosti tokom do 6. dana kada je i najveca aktivnost PPO (1,23 U/mg) koja je
14,55 puta veca nego kod kontrolnih biljaka. Aktivnost PPO u listu sorte Nansen ne
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pokazuje veliku promenu do 6. dana gajenja posle koga pada. Najvise aktivnosti PPO
zabelezene su u korenu sorte Nansen 6. dana i u korenu sorte Ljubljanska ledenka 8. dana

trajanja eksperimenta (Slika 31).
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Slika 31. Aktivnost PPO kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih na pocetnoj koncentraciji

fenola tokom deset dana. Aktivnost enzima odredivana sa L-DOPA

Aktivnost PPO u korenu sorte Ljubljanska ledenka, gajenih na konstantnoj koncentraciji
fenola, pokazuje najvecu aktivnost 8. dana gajenja (1,04 U/mg), da bi na kraju tretmana 10.
dana opala (Slika 32). U listu sorte Ljubljanska ledenka dolazi do skoka enzimske
aktivnosti 2. 1 8. dana, dok su aktivnosti PPO tokom ostalih dana manje nego kod kontrole.
U korenu sorte Nansen dolazi do skoka enzimske aktivnosti ve¢ drugog dana §to je i
najveca aktivnost PPO u korenu ove sorte (1,51 U/mg). Posle ove maksimalne aktivnosti
PPO u korenu sorte Nansen opada do kraja eksperimenta. Aktivnost PPO u listu sorte

Nansen opada od pocetka eksperimenta do kraja izuzev blagog porasta 8. dana gajenja.
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Slika 32. Aktivnost PPO kod razlic¢itih sorti zelene salate gajenih na konstantnoj

koncentraciji fenola tokom deset dana. Aktivnost enzima odredivana sa L-DOPA

Nakon 10 dana gajenja na fenolu, biljke gajene na pocetnoj koncentraciji fenola prebacene
su u rastvor bez fenola u trajanju od tri dana i analizirana je aktivnost PPO u korenu i listu
obe sorte (Slika 33). U korenu obe sorte zabeleZena je nesto visa vrednost aktivnosti PPO u
odnosu na kontrolne biljke iz prethodnog eksperimenta, dok aktivnost enzima u listu ima
nizu vrednost u odnosu na istu kontrolu. Primecena je i razlika u aktivnosti enzima u

korenu 1 listu, koja je ¢ak 30 puta veéa u korenu sorte Nansen nego u njenim listovima.
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Slika 33. Aktivnost PPO kod razlicitih sorti zelene salate gajenih tri dana u rastvoru bez
fenola posle deset dana gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola (10+3). Aktivnost enzima
odredivana sa L-DOPA

4.5.3.3.2. Analiza aktivnosti PPO kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih na pocetnoj

i konstantnoj koncentraciji fenola odredivane pomo¢u supstrata 4-MC

Kod obe sorte, u korenu i listu, tokom celokupnog trajanja eksperimenta prisutan je
talasasti trend promene aktivnosti PPO (Slika 34). U korenu sorte Ljubljanska ledenka
maksimalna aktivnost PPO primecena je 2. i 8. dana gajenja. Za razliku od korena, u listu
sorte Ljubljanska ledenka aktivnost PPO prati suprotan trend u odnosu na koren tj. tamo
gde je aktivnost u korenu veca, u listu je manja i obratno. U listu sorte LJL zabelezena je
najveca aktivnost PPO 10. dana gajenja, §to je | najveca aktivnost ovog enzima tokom
eksperimenta (24,79 U/mg). PPO aktivnost korena sorte Nansen raste u odnosu na kontrolu
tokom gajenja biljaka na fenolu. U listu sorte Nansen, zabelezen je linearni porast
aktivnosti PPO od 4. do 6. dana gajenja iako je maksimalna aktivnost enzima zabelezena

bas 2. dana eksperimenta i iznosila je 19,47 U/mg.
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Slika 34. Aktivnost PPO kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih na pocetnoj koncentraciji

fenola tokom deset dana. Aktivnost enzima odredivana sa 4-MC

U korenu sorte Ljubljanska ledenka, gajene na konstantnoj koncentraciji fenola, uocéen je
skok aktivnosti PPO 2. dana eksperimenta posle koga sledi pad aktivnosti 4. dana pa opet
porast do maksimalne aktivnosti 8. dana (24,93 U/mg) (Slika 35). Isti trend aktivnosti PPO
ove sorte je zabeleZen u listu. Aktivnost PPO korena sorte Nansen pokazuje porast tokom
svih dana osim 6. dana gajenja kada je primecen pad aktivnosti enzima od 1,5 puta u
odnosu na kontrolne biljke. Isti trend aktivnosti PPO u korenu primeéen je u listu sorte

Nansen, s tim §to su relativne vrednosti aktivnosti enzima vece.
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Slika 35. Aktivnost PPO kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih na konstantnoj

koncentraciji fenola tokom deset dana. Aktivnost enzima odredivana sa 4-MC

Kod biljaka koje su posle gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola, gajene tri dana u
rastvoru bez fenola, zabeleZen je porast aktivnosti PPO (Slika 36) u korenu i listu obe sorte

u odnosu na kontrolne biljke iz prethodnog eksperimenta.
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Slika 36. Aktivnost PPO kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih tri dana u rastvoru bez
fenola posle deset dana gajenja (10+3) na pocetnoj koncentraciji fenola. Aktivnost enzima
odredivana sa 4-MC

Primecena je velika razlika u aktivnosti PPO u zavisnosti da li je njena detekcija radena sa
L-DOPA ili 4-MC. Vrednosti aktivnosti PPO izmerene uz pomoc¢ 4-MC bile su do 20 puta
veée u odnosu na one izmerene sa L-DOPA kao supstratom, $to ukazuje da je 4-MC

adekvatniji supstrat za PPO.

4.5.3.4. Analiza aktivnosti superoksid dismutaze kod razli¢itih sorti zelene salate

gajenih na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola

U korenu sorte Ljubljanska ledenka izmerena aktivnost superoksid dismutaza pokazuje
skok posle 2 dana gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola, ali ga zatim prati pad aktivnosti
SOD koji ostaje na nizoj aktivnosti sve do kraja (Slika 37). U listu iste sorte aktivnost SOD
pokazuje paraboli¢an oblik tokom vremena, sa maksimalnom izmerenom vrednosc¢u 6. dana
tretmana (72,65 U/mg §to je 6,8 puta veca vrednost u odnosu na kontrolu). Aktivnost SOD
u korenu sorte Nansen raste u odnosu na kontrolu do 12,5 puta i dostize najvecu vrednost

10. dana gajenja. Aktivnost SOD u listu sorte Nansen, slicno kao kod sorte Ljubljanska
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ledenka, pokazuje paraboli¢nu zavisnost izmerene aktivnosti u vremenu, ali sa manje

izrazenim lukom.
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Slika 37. Aktivnost SOD kod razlicitih sorti zelene salate gajenih na pocetnoj koncentraciji

fenola tokom deset dana

Aktivnost SOD u korenu sorte Ljubljanska ledenka naizmenic¢no raste i pada pocevsi od
drugog dana gajenja na konstantnoj koncentraciji fenola (Slika 38) i dostize najvecu
vrednost 6. dana gajenja (48,91 U/mg). U listu iste sorte primecéen je porast aktivnosti 2. i 8.
dana gajenja, dok su aktivnosti na ostalim danima nize. Aktivnost SOD u korenu sorte
Nansen je niza od aktivnosti enzima u listu iste sorte. Aktivnost enzima u listu sorte Nansen

raste od samog pocetka i ostaje na istom nivou do kraja tretmana.
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Slika 38. Aktivnost SOD kod razlicitih sorti zelene salate gajenih na konstantnoj

koncentraciji fenola tokom deset dana

Kod biljaka koje su posle gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola, gajene tri dana u
rastvoru bez fenola, zabeleZen je porast aktivnosti SOD (Slika 39) u korenu i listu obe sorte
u odnosu na kontrolne biljke iz prethodnog eksperimenta. Aktivnost SOD u korenu i listu
obe sorte ne pokazuje razliku u vrednostima kao $to je slucaj sa aktivnostima ve¢ opisanih

enzima (POX, CAT i PPO) na istom tretmanu.
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Slika 39. Aktivnost SOD kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih tri dana u rastvoru bez

fenola posle deset dana gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola (10+3).

4.5.4 Zimogramska detekcija peroksidaza i polifenol oksidaze kod razli¢itih sorti

zelene salate gajenih na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola

Odredivanje izoformi POX i PPO radeno je za odredeni odabrani broj uzoraka koji su
pokazivali visoku aktivnost merenu na spektrofotometru i uporedivani sa kontrolnim

uzorcima koji nisu gajeni na fenolu.

Sa prikazanih gelova zimogramske detekcije POX 1 PPO moze se primetiti da se veéina
izoformi i jednog i drugog enzima nalazi u kiselom delu (Slika 40). Ovaj podatak narocito
vazi za PPO izoforme kod kojih je razlika medu izoformama kiselog i baznog dela mnogo
izrazenija. Kod biljaka, 3 dana posle gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola, jasno se vide
dobro izrazene izoforme POX u baznom delu. I1zoforme kod kontrolnih uzoraka su slabo

vidljive.

Moze se razlikovati 6 izoformi POX i najmanje 3 izoforme PPO. Najjace su izraZene
izoforme u uzorcima 3 dana posle gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola u slucaja oba

ispitivana enzima. Izoforme PPO su izrazenije kod biljaka koje su gajene na fenolu nego
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kod kontrolnih biljaka, narocito u korenu sorte Nansen i na pocetnom i na konstantnom

fenolu.

oo Peroksidaze
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

markeri

pL Polifenol oksidaze
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Slika 40. Zimogramska detekcija peroksidaza i polifenol oksidaza zelene salate gajene na
fenolu. pl vrednosti redom su: 3,5; 4,2; 4,5; 5,15/5,3; 6; 6,9/7,35; 7,75/8/8,3; 9,45; 10,65.

Peroksidaze: - KNL;2-KLjLL;3-KNK;4-KLjLKo;5-NLPF®6.dan;6—-LjLL
PF 6. dan; 7 — N Ko PF 10. dan; 8 — N Ko KF 8. dan; 9 — LjL L PF 8. dan; 10 — LjL Ko KF
8. dan; 11 — N L 3 dana posle tretmana PF; 12 — Lj L 3 dana posle tretmana PF; 13 — N Ko
3 dana posle tretmana PF; 14 — LjL Ko 3 dana posle tretmana PF

Polifenol oksidaze: 1-KNL;2-KLjLL;3-KNKo;4-KLjL Ko;5-N Ko PF 8. dan;
6 — LjL Ko PF 8. dan; 7 — N Ko KF 4. dan; 8 — LjL Ko KF 8. dan; 9 — N L PF 10. dan; 10 —
LjL L PF 10. dan; 11 — N L 3 dana posle tretmana PF; 12 — LjL L 3 dana posle tretmana
PF; 13 — N Ko 3 dana posle tretmana PF; 14 — LjL Ko 3 dana posle tretmana PF.

K — kontrola; N — Nansen; LjL — Ljubljanska ledenka; PF — pocetna koncentracija fenola;
KF — konstantna koncentracija fenola; Ko — koren; L - list
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45.5. Sadrzaj prolina kod razliCitih sorti zelene salate gajenih na pocetnoj i

konstantnoj koncentraciji fenola

Koncentracija prolina u korenu i listu sorte Ljubljanska ledenka linearno raste tokom deset
dana gajenja biljaka na pocetnoj koncentraciji fenola (Slika 41) i 10. dana gajenja dostize
najvecu vrednost. U korenu sorte Nansen koncentracija prolina tokom vremena se menja
veoma malo u odnosu na pocetnu koncentraciju, da bi posle 6. dana gajenja pocela da pada
i dostigla nivo sa pocetka tretmana 8. dana gajenja. Za razliku od korena, koncentracija
prolina u listu sorte Nansen, linerano raste sa vremenom sli¢no kao kod sorte Ljubljanska

ledenka.
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Slika 41. Koncentracija prolina kod razlic¢itih sorti zelene salate gajenih na pocetnoj

koncentraciji fenola tokom deset dana

Prilikom gajenja biljaka na konstantnoj koncentraciji fenola, koncentracija prolina raste u

korenu sorte Ljubljanska ledenka, pocevsi od 2. dana gajenja da bi dostigla maksimum 10.
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dana gajenja (Slika 42). U listu iste sorte koncentracija prolina linearno raste do 10. dana
gajenja. Koncentracija prolina u korenu sorte Nansen linerano raste, prvo blago, a onda od
8. dana naglo da bi dostigla maksimum 10. dana gajenja, dok je koncentracija u listu iste
sorte posle blagog rasta do 6. dana, porasla naglo od 8. dana i dostigla maksimalnu

vrednost na kraju tretmana.
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Slika 42. Koncentracija prolina kod razli¢itih sorti zelene salate gajenih na konstantnoj

koncentraciji fenola tokom deset dana

4.5.6. Morfoloske promene zelene salate gajene na pocetnoj koncentraciji fenola
4.5.6.1. Koren razli¢itih sorti zelene salate gajenih na pocetnoj koncentraciji fenola

Tokom gajenja zelene salate na poetnoj koncentraciji fenola od 200 mgL™, dolazi do
promena na korenovom sistemu kod obe ispitivane sorte (Slika 43, 44 i 45). Prosecan broj
starih korenova kod sorte Ljubljanska ledenka iznosio je 35,8 + 5,1, dok je kod sorte
Nansen bio 28,1 + 4,8. Prose¢na duzina najduzeg korena bila je 10,1 £ 0,9 cm za sortu
Ljubljanska ledenka i 8,7 £ 1,0 cm za sortu Nansen. Ve¢ posle dva dana gajenja u rastvoru

fenola dolazi do pocetka nekroze korenova, S§to se manifestuje pojavom razlicitih nijansi
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braon boje na velikom broju korenova (Slika 43). Novonastali korenovi su deblji, svetliji i

nemaju bocne korenove.

Slika 43. Koren zelene salate na pocetnoj koncentraciji fenola posle tri dana gajenja. a)

Sorta Nansen; b) Sorta Ljubljanska ledenka

Daljim gajenjem biljaka na istoj koncentraciji fenola, dolazi do regeneracije novih
korenova koji se morfoloski razlikuju od prvobitnih (Slika 44). Posle tri dana gajenja na
pocetnoj koncentraciji fenola izmeren je broj novih korenova koji su se regenerisali od
pocetka i taj broj je kod sorte Ljubljanska ledenka bio 17,8 + 3,1, kod sorte Nansen 11,1 +
2,7.
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Slika 44. Koren zelene salate sorte Ljubljanska ledenka na pocetnoj koncentraciji fenola

posle 6 (a) 1 posle 7 (b) dana gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola

Na samom Kraju tretmana (posle deset dana) potpuno su regenerisani novi korenovi koji su
duzi od starih i ne pokazuju nikakave znake nekroze tokom vremena (Slika 45).
Novonastali broj korenova kod sorte Ljubljanska ledenka na kraju eksperimenta bio je 28,4
+ 1,3, a kod sorte Nansen 15,8 = 2,2 §to ¢ini skoro 80% od broja korenova na samom
pocetku kod sorte Ljubljanska ledenka i 57% kod sorte Nansen. Prose¢na duzina najduzeg
novonastalog korena posle deset dana gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola iznosio je
12,2 + 1,2 cm za sortu Ljubljanska ledenka i 9,8 + 0,8 cm za sortu Nansen §to je duze od

prose¢ne duzine najduzeg korena na pocetku.
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Slika 45. Koren zelene salate na pocetnoj koncentraciji fenola posle deset dana gajenja. a)

Sorta Nansen; b) Sorta Ljubljanska ledenka

4.5.6.2. Anatomska istrazivanja korena razliCitih sorti zelene salate gajenih na

pocetnoj koncentraciji fenola

Radena je citoloska studija starih i novih korenova obe sorte zelene salate koje su rasle na
pocetnoj koncentraciji fenola. Stari korenovi sakupljani su posle pet, a novoformirani

korenovi posle deset dana gajenja u rastvoru fenola.

Kod sorte Ljubljanska ledenka, koja je pokazala vecu toleranciju na fenol, moze se
primetiti da su parenhimske ¢elije korena naruSene strukture, kao i ¢elje epidermisa korena
(Slika 46 a). Primecuju se veliki meducelijski prostori medu ¢elijama korteksa korena, kao i
povecan prostor izmedu celija endodermisa i korteksa. Ksilemski i floemski elementi su
ostali nenarusene strukture (Slika 46 b). Na Slici 46 c vidi se regeneracija novog korena
sorte Ljubljanska ledenka. Celije novog korena polaze iz meristema formiranih u
endodermisu, bez obzira na okolno tkivo koje je evidentno naruSeno pod uticajem fenola.
Dalji tok rasta korena i pracenje njegovog razvoja nije opisano. Novi korenovi regenerisani
u rastvoru pocetne koncentracije fenola, posle deset dana imaju uobicajenu strukturu korena
(Slika 46 d). Celije korteksa su &vrsto povezane jedna sa drugom, dok je epidermis korena

netaknut. Elementi provodnog tkiva korena su u pocetnim stadijumima razvoja.
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Slika 46. Poprec¢ni presek korena sorte Ljubljanska ledenka gajene na pocetnoj
koncentraciji fenola. a) Stari koren posle pet dana gajenja; b) Stari koren posle pet dana
gajenja, provodno tkivo; c) Regeneracija novog korena; d) Novoformirani koren posle deset

dana gajenja

Kod sorte Nansen, koja je i1 pokazala slabiju toleranciju na fenol, doslo je do mnogo veceg
ostecenja primarnog korena (Slika 47 a). Epidermalni sloj korena je potpuno unisten, kao i
tkivo korteksa. Primarna struktura provodnog tkiva je takode narusena i moze se videti da
su elementi ksilema i floema nestali ili su potpuno izgubili prvobitan oblik. Za razliku od
primarnog korena, novi korenovi imaju potpuno drugaéiju morfologiju (Slika 47 b).
Epidermis novog korena nije narusen i ¢ak sadrzi ¢elije koje su &vrsto povezane. Celije
korteksa su netaknute i povezane u celinu. Provodna tkiva su u pocetnim stadijumima
razvoja (Slika 47 c). Oko njih se mogu videti ¢elije korteksa koje imaju svoj prepoznatljiv
oblik. Pojedini delovi ksilemskih elemenata novoformiranih korenova su uvecani i jace
obojeni (Slika 47 d). Dalji razvoj novog korena podrazumeva formiranje i sazrevanje celija

endodermisa (Slika 47 ¢) koje ¢ine ¢vrsto zbijene Celije. Ksilemski elementi su uvecani.
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Slika 47. Poprecni presek korena sorte Nansen gajene na pocetnoj koncentraciji fenola. a)
Stari koren posle pet dana gajenja; b) Novi koren posle deset dana gajenja; ¢) Novi koren
posle deset dana gajenja, provodno tkivo; d) Novi koren posle deset dana gajenja,
provodno tkivo, ksilemski elementi; €) Novi koren posle deset dana gajenja, razvoj
provodnog tkiva
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4.5.6.3. lzgled rozete razliditih sorti zelene salate gajenih na pocetnoj koncentraciji

fenola

Posle gajenja od deset dana na poéetnoj koncentraciji fenola (200 mgL-'), zelena salata je
gajena u rastvoru fenola od 50 mgL™ na kojoj dolazi do kompletne regeneracije listova i
daljeg rasta novonastalih korenova (Slike nisu prikazane). Ukoliko se biljke posle
pomenutog tretmana gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola dalje gaje u rastvoru bez
fenola, dolazi takode do regeneracije novih listova i formiranja rozete, ali je 17% biljaka
imalo drugaciji izgled listova u rozeti u odnosu na biljke koje nikada nisu gajene u rastvoru
sa pocetnom koncentracijom fenola (Slika 48). Ovi listovi imali su primetno svetliju
nijansu zelene boje i odlikovali su se sporijim rastom. Regeneracija novih listova deSava se

u periodu od 3 do 20 dana od pocetka gajenja biljaka u rastvoru bez fenola.
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Slika 48. Razli¢ite sorte zelene salate koje su gajene u rastvoru bez fenola posle
desetodnevnog gajenja u rastvoru fenola pocetne koncentracije od 200 mgL™.a) Sorta
Nansen stara 10 dana (desna biljka) u odnosu na sortu Ljubljanska ledenka (leva biljka)
koja je gajena u rastvoru bez fenola; b) Sorta Ljubljanska ledenka stara 10 dana (leva
biljka) u odnosu na sortu Ljubljanska ledenka (desna biljka) koja je gajena u rastvoru bez
fenola; c) Sorte Ljubljanska ledenka (dole levo) i Nansen (dole desno) stare 15 dana u
odnosu na sortu Ljubljanska ledenka (gore) koja je gajena u rastvoru bez fenola.
Ljubljanska ledenka koja je u ovom slucaju sluzila kao kontrola i gajena je u rastvoru bez

fenola, bila je stara 20 dana.

4.5.6.3.1. Odredjivanje sadrzaja hlorofila a i b i ukupnih pigmenata kod biljaka

gajenih na pocetnoj koncentraciji fenola

Opisane biljke, smanjene pigmentacije listova, koje su posle gajenja na pocetnoj
koncentraciji fenola, gajene u rastvoru bez fenola podvrgnute su analizi hlorofila i ukupnih
pigmenata. Analiza ovih parametara odredena je posle 20 dana, kada se i zavrSava

regeneracija novih listova.
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Primecen je veliki pad u koli¢ini hlorofila i ukupnih pigmenata kod obe sorte u odnosu na
kontrolne biljke koje nisu gajene u rastvoru fenola (Slika 49). Sadrzaj hlorofila a kao i
ukupnih pigmenata je 2,3 puta nizi nego kod kontrolnih biljaka kod obe sorte. Koli¢ina
hlorofila a 1 b 1 ukupnih pigmenata je slicna kod obe sorte posle tretmana kao kod obe
kontrolne sorte. Sadrzaj hlorofola b je najnizi kod sorte Ljubljanska ledenka posle tretmana,
dok je kod kontrolnih biljaka ova koncentracija i do 30 puta veéa. Ukupni pigmenti imaju

2,3 puta vecu koncentraciju kod kontrolnih biljaka u odnosu na biljke posle tretmana.
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Slika 49. Koli¢ina hlorofila a i b i ukupnih pigmenata kod razlicitih sorti zelene salate

gajenih u rastvoru bez fenola posle tratmana gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola
4.6. Transformacija razlic¢itih sorti zelene salate uz pomo¢ A. rhizogenes

Kao eksplantati za transformaciju obe sorte zelene salate koriséeni su fragmenti kotiledonih
listova klijanaca starih sedam dana. Korenovi na fragmentima oba varijeteta salate, pojavili
su se na nakon 10 dana od inokulacije sa A. rhizogenes A4M70GUS (Slika 50 a). Svaki
pojedinacni adventivni koren smatran je posebnom linijom. Nakon 30 dana, procenat
eksplantata koji su formirali koren bio je veoma visok (96.7 % za sortu Nansen i 91.2 % za

sortu Ljubljanska ledenka).
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Za uspostavljanje kulture korenova odsecani su adventivni korenovi 30 dana nakon
inokulacije 1 preneti na ¢vrstu MS podlogu bez regulatora rastenja. Samo fragmenti duzine
nekoliko centimetara su uspesno doveli do uspostavljanja kulture korenova. Korenovi su

pokazivali karakteristicne osobine: plagiotropi¢nan rast, veliki broj korenovih dlacica i

obilno boc¢no grananje (Slika 50 b).

Slika 50. Regeneracija korenova na fragmentima kotiledonih listova klijanaca zelene salate.
a) Korenovi nakon inokulacije sa A. rhizogenes A4M70GUS posle deset dana; b) Kultura

transformisanih korenova

Uspostavljene linije korenova pokazuju znacajne fenotipske varijacije, narocito po pitanju
morfologije korena (Slika 51). N2 liniju karakteriSe cirkularni rast korenova u Petri
kutijama, u svim subkulturama. Neki korenovi su tanki, sa uobi¢ajenim karakteristicnim
bo¢nim grananjem i dosta korenovih dladica (npr. Ljubljanska ledenka 2, LJL 2).
Netransformisani korenovi, oba varijeteta, pokazuju nizak tempo rasta, odnosno stepen

prinosa biomase sa vremenom.

99



Slika 51. Rast cetiri nedelje starih kultura korenova zelene salate (NC-Nansen kontrola, N2-
linija, N3-linija, LjLc — Ljubljanska ledenka kontrola, LjL2-linija, LjL5-linija)

Primecene su znacajne razlike u prinosu biomase korenova nakon gajenja u duzini trajanja
od 35 dana (Slika 52). Indeks prinosa biomase varira zna¢ajno, od 0,59 za N 2 do 2.53 g za
LjL 18 mereno na 40 mL u MS/2 hranljivoj podlozi. LjL 18 je pokazala najveci tempo

prinosa biomase, 5,5 puta ve¢i u odnosu na kontrolu.

LjL 18 ne samo da raste brze od ostalih linija, nego se i ¢es¢e grana. Nasuprot ovoj liniji, N

12 se pokazao kao linija koja najsporije raste.

Raspon prinosa sveze biomase, u odnosu na pocetnu, kretao se od 3,33 do 16,87.
Netransformisani korenovi rastu sporo i imaju manji prinos. Kontrola sorte Nansen ima

prinos od 1,85 g, a kontrola sorte Ljubljanska ledenka 3,07 g.

lako je sorta Nansen pokazala veci procenat regeneracije korenova iz kotiledonih listova

Klijanaca, korenovi sorte Ljubljanska ledenka bolje rastu u teénom medijumu.
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Slika 52. Prinos sveze mase razli¢itih linija korenova dve sorte zelene salate. Svaka tacka
prikazuje srednju vrednost tri ponavljanja + standardna greska. LjL-sorta ljubljanska
ledenka; N-sorta Nansen. LjLc-Ljubljanska ledenka kontrola; Nc-Nansen kontrola. Brojevi

pored svake sorte ozna¢avaju liniju transformanata
4.6.1. Histohemijski GUS test

GUS test je koris¢en za procenu faktora koji uti¢u na efikasnost transformacije. Sve linije
koje su inokulisane sa A. rhizogenes A4M70GUS bile su objekat GUS histohemijskog
testiranja kako bi se odredile one linije koje daju pozitivhu reakciju na GUS. Pozitivha
bojena reakcija je primecena kod svih linija, mada je intenzitet bojenja varirao od linije do

linije. GUS reakcija je bila negativna kod kontrolnih korenova (Slika 53).
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Slika 53. GUS hitohemijski test kulture korenova zelene salate. Plava boja primecéena je u

15 linija, dok GUS ekspresija izostaje u kontrolnim korenovima
4.6.2. PCR analiza

Kako pozitivna GUS reakcija nije pouzdan pokazatelj aktivnosti B-glukuronidaze i moze
posluziti samo kao pokazatelj uspeSne transformacije, PCR analizom smo potvrdili
eventualnu transformaciju. Sve linije koje su dale negativnu reakciju na GUS bile su
subjekt dalje analize PCR tehnikom. Svih 15 linija, sedam linija sorte Nansen (Slika 54 a) i
osam linija sorte Ljubljanska ledenka (54 b) su dale pozitivhu PCR reakciju na uidA
fragment od 366 bp, ¢ime je potvrden rezultat GUS histohemijskog eseja. Prisustvo rolA
gena potvrdjeno je kod pet linija Nansen i sest linija Ljubljanske ledenke.
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Kontrolni korenovi nisu pokazali pozitivan signal za 348 bp fragment rolB gena, dok su
dve linijje sorte Nansen i Sest linija sorte Ljubljanska ledenka bili pozitivni potvrdujuci
integrisanje ovog gena u c¢elijski genom. Amplikonod 342 bp koji odgovara rolC genu
primec¢en je kod DNK poreklom od cetiri linijje sorte Nansen i sedam linija sorte
Ljubljanska ledenka. Prisustvo rezidualniih kontaminiraju¢ih bakterija provereno je PCR
analizom kori$¢enjem virD1 specificne prajmerske sekvence. Ni u jednoj liniji nije
primecena pozitivna reakacija, osim naravno u pozitivnoj kontroli gde se jasno uocava 441

bp virD1 amplifikon.
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Slika 54. PCR analiza genomske DNK izolovane iz kulture korenova zelene salate sorte
Nansen (a) i sorte Ljubljanska ledenka (b). Trake: L-leder, B — blank, 1-22 — linije

korenova, C — netransformisani korenovi, Ar — pozitivna kontrola (pRi A4M70GUS)
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4.6.3. Formiranje te¢ne kulture transformisanih korenova i ispitivanje uklanjanja

fenola iz rastvora

Za formiranje tecne kulture transformisanih korenova odabrana je linija sorte Ljubljanska
ledenka, koja je pokazala najvisi prinos biomase korenova u vremenu. Ta linija oznacena je
brojem 18 - LJL 18. Ova linija gajena je na ¢vrstoj MS hranljivoj podlozi pre nego §to ¢e
biti prebacena u uslove te¢ne kulture (Slika 55). Moze se videti da LJL 18 ima razvijene

korenove koji imaju veoma dobro ravijene bo¢ne korenove.

Slika 55. Kultura transformisanih korenova zelene salate gajenih na ¢vrstoj podlozi

Te¢na kultura transformisanih korenova LJL 18 formirana je tako S§to je 5 g korenova
postavljeno u 60 mL te¢ne MS hranljive podloge (Slika 56). Kulture korenova su drzane na

Sejkeru i posle deset dana vidi se zna¢ajno umnozavanje.
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Slika 56. Te¢na kultura transformisanih korenova linije LJL 18 stara 10 dana

Analizom uklanjanja fenola korenovima zelene salate, sorte Ljubljanska ledenka u te¢noj
kulturi dos$lo se do zakljucka da transformisani korenovi, LJL 18, na svim koncentracijama
efikasnije uklanjaju fenol iz te¢ne hranljive podloge od netransformisanih korenova (Slika
57). Na koncentracijama fenola od 25 i 50 mgL™ netransformisani korenovi mogu ukloniti
fenol iz vode u periodu od 10 dana, dok na koncentraciji fenola od 75 mgL™ efekat
uklanjanja izostaje kod netransformisanih korenova i u rastvoru se zadrzava oko 24 mg/L

fenola $to iznosi 30% od pocetne koncentracije.
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Slika 57. Uklanjanje razli¢itih koncentracija fenola transformisanim i netransformisanim
korenovima sorte Ljubljanska ledenka. Broj pored teksta u legendi oznacava koncentraciju

fenola u mgL™

Transformisani korenovi, sorte Ljubljanska ledenka, gajeni su dalje u te¢noj hranljivoj
podlozi na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola. Koncentracije fenola koje su u oba

slucaja ispitivane kretale su: 25, 50, 75, 100 i 125 mgL’l.

Kod transformisanih korenova na pocetnoj koncentraciji fenola dolazi do potpunog
uklanjanja fenola na prve tri ispitivane koncentracije (Slika 58). Poslednja koncentracija na
kojoj dolazi do uklanjanja fenola iz rastvora je 100 mgL™. Na 125 mgL™ moguénost
uklanjanja fenola kulturom transformisanih korenova izostaje i ostaje 37,6 % fenola u

rastvoru u odnosu na pocetnu koncentraciju.
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Slika 58. Ukljanjanje fenola iz rastvora pomocu transformisanih korenova zelene salate

sorte Ljubljanska ledenka gajene na pocetnoj koncentraciji fenola tokom vremena.

Prilikom gajenja transformisanih korenova na konstantnoj koncentraciji fenola dolazi do
identi¢nog tempa uklanjanja fenola iz rastvora tokom prva dva dana kao i kod onih gajenih
na pocetnoj koncentraciji fenola (Slika 59). Kod transformisanih korenova na konstatnoj
koncentraciji fenola, korenovi izlagani koncentraciji fenola od 25 mgL™ pokazali su isti
trend uklanjanja tokom prva dva ciklusa, odnosno 4 dana, kao i korenovi na pocetnoj
koncentraciji fenola, da bi posle ovog perioda koncentracija fenola ostajala na istom nivou
kao i posle 4 dana gajenja. Korenovi gajeni na koncentraciji fenola od 50 i 75 mgL™
pokazuju slabije uklanjanje fenola od onih na pocetnoj koncentraciji i moguénost
uklanjanja fenola se smanjuje sa svakom promenom rastvora fenola. Korenovi gajeni na
koncentracijama od 100 i 125 mgL™ uklanjaju fenol do 6. odnosno 4. dana gajenja da bi

posle toga moguénost uklanjanja fenola potpuno izostala.
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Slika 59. Ukljanjanje fenola iz rastvora pomocu transformisanih korenova zelene salate

sorte Ljubljanska ledenka gajene na konstantnoj koncentraciji fenola tokom vremena

U zavisnosti od samog tretmana, izlaganja transformisanih korenova pocetnoj ili
konstantnoj koncentraciji fenola, koncentracije fenola i duzine vremena gajenja, boja te¢ne

hranljive podloge se menjala sa vremenom od Zute (hranljiva podloga bez fenola), do
razli¢itih nijansi braon boje (Slika 60).
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Slika 60. Transformisani korenovi zelene salate sorte Ljubljanska ledenka gajeni u te¢noj
hranljivoj podlozi: bez fenola (levo); sa podetnom koncentracijom fenola od 75 mgL™
tokom 6 dana (sredina); sa konstantnom koncentracijiom fenola od 75 mgL™ posle 6 dana,

odnosno tre¢e promene rastvora sa fenolom (desno).

Primecena je promena boje transformisanih korenova zelene salate u odnosu na kontrolne
korenove koji su gajeni u te¢noj hranljivoj podlozi bez fenola (Slika 61). Transformisani
korenovi koji su gajeni u te¢noj hranljivoj podlozi sa fenolom imali su razli¢ite nijanse
braon boje u zavisnosti od duzine izlaganja fenolu i njegove koncentracije u tecnoj

hranljivoj podlozi. Kontrolni korenovi imali su zu¢kasto-belu boju.
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Slika 61. lIzgled transformisanih korenova zelene salate sorte Ljubljanska ledenka gajenih
tokom 10 dana u te¢noj hranljivoj podlozi a) bez fenola; b) sa rastvorom fenola pocetne

koncentracije 75 mgL™.

Transformisani korenovi zelene salate koji su gajeni na pocetnoj koncentraciji fenola od
100 mgL™ tokom deset dana, dalje su gajeni u te¢noj hranljivoj podlozi bez fenola. Veé
posle dva dana dolazi do regeneracije transformisanih korenova (Slika 62 a). Posle deset
dana dolazi do potpune regeneracije transformisanih korenova u hranljivoj podlozi bez
fenola (Slika 62 b). Transformisani korenovi, koji su prethodno gajeni na konstantnoj
koncentraciji fenola iste koncentracije, nisu uspeli da se regeneriSu u hranljivoj podlozi bez

fenola.
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Slika 62. Transformisani korenovi zelene salate sorte Ljubljanska ledenka gajenih 10 dana
na podetnoj koncentraciji fenola od 100 mgL™, a zatim na hranljivoj podlozi bez fenola
tokom: a) 2 dana; b) 10 dana

4.6.4. Aktivnost enzima kod transformisanih korenova zelene salate sorte Ljubljanska

ledenka tokom gajenja na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola

Aktivnost POX, CAT, PPO i SOD odredivana je u transformisanim korenovima sorte
Ljubljanska ledenka koji su gajeni na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola od 50
mgL™. Ova koncentracija fenola na kojoj su korenovi gajeni odabrana je jer je to poslednja
ispitivana koncentracija fenola koju i transformisani i netransformisani korenovi mogu u

potpunosti ukolniti iz rastvora.

4.6.4.1. Aktivnost peroksidaza kod transformisanih korenova zelene salate sorte

Ljubljanska ledenka tokom gajenja na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola

Transformisani korenovi sorte Ljubljanska ledenka pokazuju nesto vecu aktivnost POX od
kontrolnih  (netransformisanih) korenova gajenim i na pocetnoj i na konstantnoj
koncentraciji fenola (Slika 63). Kod transformisanih korenova gajenih na pocetnoj
koncentraciji fenola dolazi do pada aktivnosti enzima tokom prva dva dana gajenja koja se
zatim povecava i dostize maksimalnu vrednost posle 6. (3,37 U/mg) i 8. (3,34 U/mg) dana.
Isti trend primecen je i kod netransformisanih korenova gajenih na pocetnoj koncentraciji

fenola, s tim $to je najveca aktivnost uocena 8. dana (3,01 U/mg) i opada posle desetog
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dana gajenja. Kod transformisanih korenova na konstatnoj koncentraciji fenola primecene
su manje vrednosti aktivnosti POX u odnosu na one gajene na pocetnoj koncentraciji fenola
i to ve¢ posle 2. dana gajenja. Kod netransformisanih korenova gajenih na konstantnoj
koncentraciji fenola aktivnost enzima opada brzo ve¢ posle 2 dana, da bi posle 4. dana

gajenja pala ispod granica detekcije.
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Slika 63. Aktivnost peroksidaza kod transformisanih korenova zelene salate sorte
Ljubljanska ledenka tokom gajenja na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola od 50

mgL™. PKF-po&etna koncentracija fenola; KF-konstantna koncentracija fenola

4.6.4.2. Aktivhost katalaza kod transformisanih korenova zelene salate sorte

Ljubljanska ledenka tokom gajenja na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola

Aktivnost CAT ima opada kod svih analiziranih uzoraka posle 2 dana gajenja (Slika 64) da
bi porasla kod netransformisanih (28,88 U/mg) i transformisanih korenova (34,79 U/mg) na

pocetnoj koncentraciji fenola posle 6 dana. Posle 6 dana gajenja aktivnost enzima raste i
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kod transformisanih korenova na konstantnoj koncentraciji fenola. Na kraju tretmana
aktivnost CAT opada kod svih ispitivanih uzoraka, da bi potpuno izostala kod

netransformisanih korenova gajenih na konstantnoj koncentraciji fenola.
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Slika 64. Aktivnost katalaza kod transformisanih korenova zelene salate sorte Ljubljanska
ledenka tokom gajenja na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola od 50 mgL™. PKF-

pocetna koncentracija fenola; KF-konstantna koncentracija fenola

4.6.4.3. Aktivnost polifenoloksidaza kod transformisanih korenova zelene salate sorte

Ljubljanska ledenka tokom gajenja na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola

Aktivnost PPO pokazuje veliki skok u porastu aktivnosti posle 2 dana gajenja korenova
(transformisanih i netransformisanih) i na pocetnoj i na konstantnoj koncentraciji fenola
(Slika 65). Najveca vrednost PPO zabelezena je 8. dana gajenja (30,56 U/mg) i to kod

transformisanih korenova gajenih na pocetnoj koncentraciji fenola, $to je 3,31 puta veca
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aktivnost od pocetne. Nije zabeleZena aktivnost PPO kod netransformisanih korenova posle

6. dana gajenja.
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Slika 65. Aktivnost polifenoloksidaze kod transformisanih korenova zelene salate sorte
Ljubljanska ledenka tokom gajenja na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola od 50
mgL™. PKF-podetna koncentracija fenola; KF-konstantna koncentracija fenola. Za
aktivnost PPO korisc¢en je 4-MC.

4.6.4.4. Aktivnost superoksid dismutaze kod transformisanih korenova zelene salate
sorte Ljubljanska ledenka tokom gajenja na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji

fenola

Posle dva dana gajenja zabelezen je nagli porast aktivnosti SOD kod svih korenova na oba
tretmana (Slika 66) i dostize 5,4 puta ve¢u vrednost u odnosu na pocetnu za transformisane
korenove gajene 1 na pocetnoj 1 na konstantnoj koncentraciji fenola. Ova vrenost dostize 6,7
puta ukoliko se radi o netransformisanim korenovima. Najveca aktivnost SOD primecena je
kod transformisanih korenova gajenih na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola. Kod

netransformisanih korenova gajenih na konstantnoj koncentraciji fenola dolazi do pada
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enzimske aktivnosti posle dva dana gajenja i opada do 6. dana posle koga se vise ne moze

detektovati. Aktivnost SOD opada posle najveCe zabeleZzene vrednosti (2. dana) kod

transformisanih korenova gajenih na konstantnoj koncentraciji fenola i do kraja 10 dana

dostiZe najnizu vrednost.
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Slika 66. Aktivnost superoksidismutaze kod transformisanih korenova zelene salate sorte

Ljubljanska ledenka tokom gajenja na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola od 50

mgL™. PKF-po&etna koncentracija fenola; KF-konstantna koncentracija fenola
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5. DISKUSIJA
5.1. Zelena salata in vitro

Sterilisana semena 11 sorti zelene salate gajena su na MS hranljivoj podlozi, sa ciljem
uspostavljanja kulture in vitro. Ovakav sistem gajenja zelene salate koja bi u sterilnim
uslovima bila izlozena dejstvu fenola, bio bi veoma dobar nacin za pracenje uklanjanja
fenola iz hranljive podloge. Medutim, umnozavanje zelene salate in vitro, kao ni samo
gajenje biljke u kulturi, nije dalo zadovoljavajuce rezultate. Semena i klijanci zelene salate
su gajeni na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja. Pokazano je da eksplantati
zelene salate (kotiledoni) zahtevaju prisustvo indol-3-siréetne kiseline (IAA) i kinetina
(KIN), pojedina¢no ili zajedno dodatih u hranljivu poldogu (Webb i sar. 1984) ili
kombinaciju benzil amino purina (BAP) i naftil siréetne kiseline (NAA) nizih koncentracija
(Hunter i Buritt 2002). KIN i IAA u kombinaciji dovode do regeneracije pupoljaka, dok
IAA samostalno stimuliSe rast korenova. Korenovi su bili dobro razvijeni i kod zelene
salate gajene samo na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja, tako da dodavanje
IAA ne bi mnogo poboljsalo rezultat. U pomenutom radu nije doslo do regeneracije
pupoljaka u hranljivoj podlozi bez dodataka regulatora rastenja. Honari i sar. (2008) gajili
su kotiledone zelene salate na hranljivim poldogama sa IAA i BAP. Najbolji rezultati
dobijeni su na hranljivoj podlozi sa 0,05 mgL™ NAA i 0,2 mgL™ BAP gde je formiran
kalus, a za direktnu organogenezu koris¢ena je hranljiva podloga sa 0,05 mgL™ NAA i 0,4
mgL'1 BAP. Dalja istrazivanja radena su u hidroponi¢nim uslovima koji su simulirali
eventualne otpadne vode u kojima bi se koristila zelena salata za fitoremedijaciju. Ovakav
nacin gajenja salate svakako ¢e pokazati da li zelena salata uklanja fenol iz vode 1, ukoliko
uklanja, da li je postupak isplativ. Dalja istrazivanja bavi¢e se optimizacijom protokola za
gajenje zelene salate in vitro, ali je za potrebe ove doktorske disertacije taj deo istrazivanja
zanemaren kao nedovoljno potreban i skup. Takode, rezultati koji se dobiju prilikom
ispitivanja moguénosti za fitoremedijaciju in vitro, ne mogu se sa sigurnos¢u primeniti na
celu biljku koja je gajena u prirodi (Doran 2009), tako da su neophodna dalja istrazivanja

koja su u ovoj disertaciji obavljena u hidroponici.
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5.2. Klijanje semena razliCitih sorti zelene salate na rastu¢im koncentracijama fenola

sa pracenjem aktivnosti antioksidativnih enzima i PPO

Zelena salata ima veoma razvijen sistem antioksidativne zastite (Zdravkovic i sar. 2014).
Veliki broj istrazivanja na ovu temu ticao se ispitivanja zelene salate kao veoma dobrog
kandidata za dijetalnu ishranu kao i za ishranu ljudi koji su oboleli ili se oporavljaju od
odredenih bolesti (Serafini i sar. 2002; Nicolle i sar. 2004; Llorach i sar. 2008; Kanthal i
sar. 2014; Urzula i sar. 2014). 1z tog razloga je veci deo rezultata baziran na odredivanju
razli¢itih neenzimskih komponenti antioksidativne zastite (vitamin C, vitamin E, fenoli,
antocijanini itd.) koje se visoko kotiraju kada je u pitanju tzv. >’zdrava ishrana’’. 1z do sada
objavljenih radova mogu se sakupiti informacije o vrsti, koli€ini 1 zastupljenosti pomenutih
jedinjenja kod odredenih sorti zelene salate, ali su podaci o enzimskom sastavu, a pogotovo

o delovanju enzima antioksidativne zastite i PPO veoma oskudni.

Razlicite vrste stresa kod biljaka dovode do pojacane proizvodnje ROS koje mogu dovesti
do oksidativnih o$tecenja (Inze i Montagu, 2002). Oksidativna oSte¢enja dovode do
pojacane sinteze i aktivnosti antioksidativnih enzima koji deluju kao odbrambeni sistem
biljaka. ROS mogu dovesti i do smrti ¢elije ukoliko je njihova koncentracija ve¢a od one
koju biljka moze efikasno eliminisati. Kod biljaka se u uslovima stresa moze aktivirati, a
obicno 1 jeste tako, viSe antioksidativnih enzima i na taj nafin se povecava njihova
mogucnost za prezivljavanje (Allen, 1995). U ovoj disertaciji, pracena je aktivnost:
peroksidaza, katalaza, polifenol oksidaze i superoksid dizmutaze u cilju utvrdivanja njihove
moguce uloge koju mogu imati u borbi zelene salate sa Stetnim uticajem fenola u vodi.
Antioksidativni enzimi su najce$¢i markeri oksidativnog stresa, ali se ¢esto ne moZe uociti
jasna korelacija njihove aktivnosti sa odredenom vrstom stresa kojoj su biljke izloZzene

(Walker i McKersie, 1993; Seppanen i Fagerstedt, 2000).

Tokom istrazivanja, kao polazna osnova, koris¢ena su semena 11 razli¢itih sorti zelene
salate. Odabrana su dva varijeteta koja su odgovarala po kriterijumu otpornosti na fenol.
Medu polaznim sortama, koje su odbacene kao neadekvatne, bilo je 1 varijeteta koji su imali

manje ili viSe crvene listove (usled visoke koncentracije antocijanina) kao Sto su Vera,
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Ruby Red i Red Fire $to je u suprotnosti sa uvrezenim misljenjem da crvene sorte zelene
salate imaju visi sadrzaj fenolnih jedinjenja i povecan antioksidativni kapacitet (Liu 1 sar.
2007). Antocijanini su dokazani kao primarna fenolna jedinjenja u crvenolisnim
varijetetima zelene salate (Dupont i sar. 2000; Caldwell 2003). Sa obzirom na to da
rezultati ove teze pokazuju da zeleni varijeteti bolje podnose fenol od crvenih, moze se
pretostaviti da visok sadrzaj antocijanina u crvenolisnim varijetetima nije dovoljan
preduslov za borbu sa §tetnim uticajem visokih koncentracija fenola (200 mgL™). Liu i sar.
(2007) su takode pokazali da antioksidativni kapacitet zelene salate direktno zavisi od doba
godine tokom kojeg je salata gajena i to bez obzira da li ima ili nema visok sadrzaj
antocijanina. Ovakav rezultat dovodi do zaklju¢ka da postoje aktivne komponente
neenzimske prirode, koje poboljsavaju antioksidativni kapacitet zelene salate, a ne radi se
strogo o fenolnim jedinjenjima. Moze se konstatovati da antioksidativni kapacitet zelene
salate zavisi od mnogo faktora: sorte, boje, temperature spoljasnje sredine, doba dana i

godine itd, tako da bi trazenje jednog generalizovanog odgovora bilo veoma tesko.

Fenol je primarno polimerizovan od strane PPO, ali takode moze biti ukolonjen iz biljnih
tkiva aktivnoséu POX (Thypapong i sar. 1996). Veliki broj podataka o polifenol oksidazi
sumiran je u revijskom radu Mayer (2006) u kome se navodi da su istrazivanja na ovom
enzimu dala, za sada, nedovoljan broj podataka o njegovom nacinu funkcionisanja.
Prilikom gajenja semena na razli¢itim inhibitornim koncetracijama fenola moze se primetiti
da dve sorte (Ljubljanska ledenka 1 Nansen) imaju najvec¢u klijavost 1 klijaju na
koncentraciji fenola od ¢ak 300 mgL™. Kod svih ispitivanih varijeteta zelene salate,
aktivnost peroksidaza raste ukoliko su semena gajena i klijala u rastvoru fenola, dok
aktivnost PPO opada na istom tretmanu. Najveci porast aktivnosti POX, i to pred sam kraj
tretmana, primecen je kod najotpornije sorte, Ljubljanska ledenka. lako je aktivnost POX u
semenima bila povecana, njena relativna (do 3 U/mg) vrednost je izuzetno niska. Tako
niska vrednost aktivnosti POX u semenima zelene salate, izlozenim dejstvu fenola, moze se
objasniti eventualnom inhibicijom enzimske sinteze, aktivnosti ili relokalizacijom enzima u
spoljasnju sredinu, S§to se moze dogoditi prilikom ekstrakcije uzoraka (Bestwick i sar. 1998;

Tadi¢ i sar. 2014). Hu i sar. (2012) su pokazali da POX imaju Sirok optimum pH vrednosti
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u kojima pokazuju aktivnost, zahvaljujuci velikom broju izoformi koje se javljaju u biljnim
tkivima, a koje mogu biti delimi¢no ili potpuno precis¢ene prilikom ekstrakcije. U ovoj
disertaciji koris¢en je protokol za ekstrakciju POX iz semena zelene salate po Furumo i
Furutani (2008) koji podrazumeva ekstrakciju uzoraka na pH 6,5. Moguce je da POX, koje
su aktivne tokom klijanja semena, ne pokazuju maksimalnu aktivnost na ovoj pH vrednosti
pufera ili da su odredene izoforme neaktivne. Tokom klijanja semena, aktiviraju se razli¢ite
izoforme POX. Ove brojne izoforme karakteristicne su samo za proces klijanja i kasnije
tokom rasta biljke one se najceS¢e gube (Passardi 1 sar. 2005). Moguce je da odredene
izoforme koje se javljaju samo tokom klijanja zelene salate nisu detektovane i da se one u
kasnijim stadijumima razvia gase. Ove izoforme POX ne moraju biti ukljucene u
polimerizaciju fenola. POX koje se javljaju tokom klijanja semena zasluZzne su za pucanje
semenjace, troSenje endosperma i zastitu od patogena koji bi mogli napasti seme koje klija
(Morohashi 2002).

Sorta Ljubljanska ledenka, koja pokazuje najveéu aktivnost POX tokom Klijanja na
inhibitornim koncentracijama fenola, i Nansen sa najveCom aktivno$¢u katalaza, imaju
takode 1 najvecu otpornost na Stetno dejstvo fenola, Sto se vidi po njihovoj nepromenjenoj
morfologiji. CAT, kao i POX, smatraju se prvom odbrambenom linijom biljaka od stresa
(Vamos-Vigyazo 1981; Apel and Hirt 2004). Povecanje aktivnosti CAT na pocetku
tretmana moze biti objasnjeno povecanom koncentracijom vodonik peroksida uzrokovanom
toksi¢nim delovanjem fenola. Katalaze imaju nizak afinitet za vodonik peroksid (Mizuno i
sar. 1998) tj. koncentracija vodonik peroksida mora dosti¢i odredeni nivo da bi bio
dovoljan za aktivaciju katalaza, a u ovom slucaju fenol moze dovesti do formiranja velike
koli¢ine slobodnih radikala. Veoma velika aktivnost katalaza primecena je i1 kod sorti
zelene salate koja je rasla na povecanoj koncentraciji NaCl 1 to na pocetku tretmana
(Mahmoudi i sar. 2012). Povecana aktivnost CAT zabeleZena je i kod klijanaca zelene
salate gajene na 100 mM koncentraciji NaCl i to za 41% u odnosu na kontrolu (Hela i sar.
2011). U pomenutom radu, klijanci zelene salate su kasnili sa klijanjem u odnosu na
kontrolne biljke, Sto u slucaju klijanja salate na fenolu nije slu¢aj. Klijanci koji su gajeni na

povecanoj koncentraciji NaCl bili su izloZeni pove¢anom osmotskom stresu i kasnjenje u
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klijanju se moze tumaciti kao priprema za klijanje pod takvim uslovima. Kod klijanaca koji
su klijali na fenolu, aktivirani su mehanizmi odbrane na samom pocetku bez odlaganja

Klijanja.

Kod klijanaca bele breze je zabelezena veoma niska aktivnost PPO, ali se ona povecava sa
porastom temperature (Tegelberg i sar. 2008). Povecana aktivnost PPO kod Kklijanaca
zelene salate koji nisu rasli u rastvoru fenola, moze biti pripisana povecanju do kojeg dolazi
usled povecane temperature na kojoj su semena gajena (24 °C) u sobi za kulturu tkiva
(optimalna temperatura za klijanje koriS¢enih sorti zelene salate je izmedu 18 1 20 °C). Kao
1 u slu¢aju smanjene aktivnosti POX, moguce je da je PPO oslobodena u spoljasnju sredinu
sekrecijom ili lizom Celijskog zida (Sinsabaugh 2010). Povredama listova topole od strane
herbivora dolazi do snaznog povecanja aktivnosti PPO (Constabel i Ryan 1998) sto dovodi
do kovalentnih modifikacija slobodnih amino kiselina i sulthidrilnih grupa i na taj nacin
menjanja konformacije proteina i njihove nutritivne vrednosti. Smanjena aktivnost PPO u
Klijancima zelene salate moze takode biti objasnjena kao spre¢avanje akumulacije $tetnih
fenolnih polimera (suprotno reakcijama koje se deSavaju u listovima topole) u biljnom
tkivu ili koris¢enjem neadekvatnog protokola za ekstrakciju. Determinacija PPO i fenolnih
jedinjenja u biljnim tkivima moze se razlikovati u velikom broju sluéajeva, a sve zavisi od
procedure koja je koriS¢ena za analizu (Dinger i sar. 2013). Isti autori navode da se rezultati
mogu razlikovati u zavisnosti od geografskog lokaliteta biljke, ekoloskih uslova ili klime.
Tokom klijanja, dolazi do aktivacije razli¢itih izoformi PPO koje se mogu veoma
razlikovati od onih kod odrasle biljke i strogo su regulisane tokom razvi¢a (Tran i sar.
2012). PPO sa monofenolaznom aktivnoscu, izolovana iz zelene salate “iceberg”, pokazuje
snaznu inhibiciju izazvanu visokom koncentracijom supstrata (Chazarra i sar. 1999) S§to
moZe biti povezano sa naSim eksperimentom u kome je koriS¢ena inhibitorna koncentracija
fenola karakteristi¢na za svaku ispitivanu sortu. Postoji 1 hipoteza da PPO sluzi kao signalni
molekul koji biljci nagovestava prisustvo fenola (Bais i sar. 2004). U tom slucaju, PPO ne
zahteva visoke koncentracije fenola za svoju aktivaciju. Mozda bi aktivnost PPO u korenu
klijanaca zelene salate bila veca i na taj nacin bi PPO delovala kao signalni molekul koji se

prvi aktivira ukoliko biljka dode u kontakt sa fenolom u podlozi. Eksperimenti koji su
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kasnije radeni na zreloj zelenoj salati pokazali su da se aktivnost PPO u korenu
hidroponi¢no gajene salate povecava kada je ona izlozena fenolu. Aktivnost PPO u
klijancima zelene salate radena je na celom klijancu, tako da nije moguce tacno reci koji
deo biljke je dogovoran za vecu ili manju proizvodnju PPO. Mnogi autori navode da PPO
imaju bitnu ulogu u klijanju biljaka (Taneja i Sachar, 1974; Maki i Morohashi, 2006; Dicko
I sar. 2006) i da se razli¢ite izoforme mogu javljati tokom klijanja u odnosu na odraslu
biljku. Istrazivanja zapoceta u ovoj tezi mogu se dopuniti praéenjem izoformi tokom
klijanja zelene salate na fenolu, da bi se videlo da li se iste izoforme javljaju kod klijanaca i
kod zrele biljke tokom gajenja na fenolu i da li aktivnost PPO tokom klijanja salate na
fenolu mozda potice od izoforme PPO koja se aktivira samo tokom klijanja. Holzapfel i
sar. (2010) veruju da se veliki deo PPO proizvodi u korenu klijanaca Bromus spp. Isti autori
navode da L-DOPA nije prirodni supstrat za PPO korena, ali su pokazali da i katehol
koris¢en kao supstrat daje lose rezultate. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima u ovoj
studiji gde je L-DOPA bio losiji supstrat za PPO od 4-MC. Takode, rezultati su i u
saglasnosti sa rezultatima Gawlick-Dziki i sar. (2008) koji su pokazali da se najbolji
rezultati za aktivnost PPO zelene salate postizu koris¢enjem katehola i 4-MC kao supstrata.
U svakom slucaju, ukoliko pretpostavimo da PPO ima funkciju jednog od signalnih
molekula koji klijanac zelene salate informiSe o Stetnim uticajima u spoljaSnjoj sredini,

logi¢no je da ima Siroku supstratnu specificnost.

5.3. Gajenje zelene salate na odabranoj koncentraciji fenola sa praéenjem aktivnosti

antioksidativnih enzima i PPO

Poslednjih godina velika paznja se posvecuje fitoremedijaciji voda uz pomo¢ razli¢itih
antioksidativnih enzima, narocito peroksidaza, koji bi ukolinili fenol iz vode (Gémez i sar.
2008). Peroksidaza iz rena je jedan od najvise proucavanih enzima koji se koriste u procesu
preciS¢avanja otpadnih industrijskih voda (Diao i sar. 2010), ali su troSkovi proizvodnje i
upotrebe ovih enzima veoma veliki i neisplativi, pa je koris¢enje biljaka i njihovih enzima
jedan od nacina na koji bi se ustedelo, a mozda i poboljsalo pre¢is¢avanje otpadnih voda.
Peroksidaza iz rena katalizuje veoma dobro oksidaciju razli¢itih supstrata ukljucujuéi i

fenole (Eikhorn, 1978). PreciS¢avanje ovog enzima je veoma skup i ¢esto nedovoljno
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razraden proces. Davidenko i sar. (2004) probali su da upotrebe parcijalno precis¢enu
repinu POX za uklanjanje fenola iz vode i pokazali da je, uz prisustvo H,O,, ovakav nacin
preciS¢avanja vode mogu¢ 1 veoma uspeSan, mada bi troSkovi preciScavanja, pa i

parcijalnog, bili ipak ve¢i nego kod potencijalne primene nekog bioloskog sistema.

Hidroponic¢ni uslovi gajenja zelene salate koji su kori$¢eni u ovoj studiji mogu dovesti do
odredenih poremecaja u funkcionisanju enzima u odnosu na salatu koja bi bila gajena u
polju ili u sistemu u koji se slivaju otpadne vode. Medutim, cilj istrazivanja u ovoj tezi bio
je ispitivanje mogucnosti uklanjanja fenola iz otpadnih voda, te je hidroponi¢ni sistem bio
adekvatno reSenje. Hidroponi¢ni sistemi, koji su razvijeni i1 prilagodeni gajenju zelene
salate za potrebe ove doktorske disetratcije, bili su mali kontrolisani sistemi u ¢iji vodeni
rastvor za gajenje je dodavana pocetna, odnosno konstantna koncentracija fenola. Pocetna
koncentracija fenola u rastvoru bi dala odgovor na pitanje da li se ova biljka moze koristiti
za fitoremedijaciju otpadnih voda zagadenih fenolom, dok bi konstantna koncentracija
fenola simulirala uslove u kojima nova koli¢ina otpadne vode, a samim tim i nova
koncentracija fenola dolazi u kontakt sa biljkama. Na taj nacin se moze proveriti otpornost
zelene salate na ovu vrstu otpadne vode koja moze biti zatvoren sistem (pocetna
koncentracija fenola) ili otvoren sistem sa konstantnom cirkulacijom (konstantna
koncentracija fenola). Takode, Zdravkovi¢ i sar. (2014) pokazali su da nema statisticki
znaCajne razlike u antioksidativnom kapacitetu tri razli¢ita varijeteta zelene salate
(Emerald, Vera i Neva) koje su bile gajene u uslovima plastenika ili staklene baste. Moze
se posredno postaviti hipoteza da i1 u slucaju hidroponi¢nog gajenja salate nema velike
razlike u nacinu na koji se aktiviraju enzimi antioksidativnog stresa kada je biljka izloZzena
fenolu u odnosu na eventualno gajenje zelene salate u vodenom sistemu u prirodi. Lin i sar.
(2013) su gajili zelenu salatu u hidroponi¢nom sistemu i dokazali da posle 35 dana gajenja
nema znacajne razlike u proteinskom sastavu izmedu biljaka koje su razli¢ito osvetljavane.
Nasuprot tome, primecena je velika razlika u enzimskom sastavu i enzimskoj aktivnosti
antioksidativnih enzima kada je ispitivano pet razliCitih sorti zelene salate, dok ni u ovom

slucaju nije primec¢ena razlika u odnosu na mesto gajenja (Llorach 1 sar. 2008).
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Kod obe sorte (LJL i N) zelene salate dolazi do naglog pada aktivnosti POX tokom 2., 4., i
6. dana gajenja na pocetnoj ili konstantnoj koncentraciji fenola. Aktivnost POX u korenu se
povecava i kod jedne i kod druge sorte pred kraj tretmana ukoliko su biljke gajene na
pocetnoj koncentraciji fenola, dok se prilikom gajenja na konstantnoj koncentraciji fenola
povecanje aktivnosti deSava posle 8. dana gajenja da bi opet doSlo do smanjenja pred kraj
tretmana. Aktivnost POX je veéa u korenu nego u listovima i na pocetnoj i na konstantnoj
koncentraciji fenola, ali je to donekle i logi¢no jer se najve¢i deo biljnih peroksidaza
eksprimira bas u korenu u poredenju sa drugim biljnim organima, jer korenov sistem
predstavlja prvo mesto na kome se biljka susrece sa nizom abiotickih faktora na koje treba
odgovoriti sistemom antioksidativne zastite (Tamas i sar. 2007). Aktivnost POX je veoma
niska kod zelene salate, i to kod obe sorte, koja je rasla bilo na pocetnoj,bilo na konstantnoj
koncentraciji fenola. Protokoli koji su koris¢eni u ovoj disertaciji podrazumevali su
upotrebu gvajakola i pirogalola. Moguce je da su supstrati neodgovarajuci, ali je to manje
verovatno sa obzirom na to da su Hu i sar. (2012) pokazali da su pomenuta dva supstrata
veoma pogodna za ekstrakciju POX iz tkiva zelene salate. Pad u aktivnosti enzima moze
nastupiti kao posledica inhibicije enzimske aktivnosti ili enzimske relokalizacije npr. u
¢elijski zid koji moze biti rekalcitrantan na pufersku ekstrakciju (Bestwick i sar. 1998).
Najmanja aktivnost POX kod zelene salate sorte Junjuck primeéena je na temperaturama
izmedu 13 1 20 °C, a povecana aktivnost na temperaturama izmedu 20 1 25 °C, dok je
aktivnost PPO veca na nizim temperaturama (Boo i sar. 2011). Salate koje su izu¢avane u
0voj tezi gajene su na temperaturama nizim od 20 °C, pa je aktivnost POX mozda niza iz
tog razloga. Tokom tumacenja rezultata, bice pracen trend aktivnosti POX, bez obzira na
apsolutne vrednosti. Najveca aktivnost POX uocena je kod kontrolnih biljaka tj. onda kada
biljke nisu bile izlozene dejstvu fenola. U tom periodu bi se ocekivala i veoma mala
koncentracija H,O, jer biljke nisu izlozene stresu. Pad u aktivnosti POX odmah posle
izlaganja zelene salate fenolu, moze se tumaciti na vise nacina: visoka koncentracija H,O;
ne dovodi do povecanja aktivnosti POX; dolazi do aktivacije CAT koje se 1 aktiviraju pri
veéim koncentracijama ovog molekula, $to i jeste sluc¢aj u ovoj tezi; PPO preuzima ulogu
enzima koji polimeri$e fenolna jedinjenja, a njena aktivnost se zaista i pove¢ava kada biljke

dodu u kontakt sa fenolom; neki drugi antioksidativni enzimi koji nisu istraZzivani u ovoj
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tezi dovode do eliminacije ROS. POX i CAT su u kompeticiji za isti supstrat: H,0,, pa je i
logi¢no §to nisu aktivne u isto vreme. Ako se uzme u obzir da je aktivnost POX generalno
manja u odnosu na CAT i PPO, moze se pretpostaviti da poslednja dva enzima imaju vecu
ulogu u borbi zelene salate protiv Stetnog dejstva fenola od POX. Poznato je da biljne POX
imaju pojacanu aktivnost na samom pocetku delovanja nekog abiotickog stresa, a da
njihova aktivnost polako opada sa vremenom (Klumpp i sar. 2000). Isti autori navode da je
primetno pojacana aktivnost POX samo kod jakog hemijskog stresa. Ovakvo ponaSanje
POX nije uobicajeno kod mnogih biljnih vrsta 1 obi¢no se bazi¢ni nivo aktivnosti POX
zadrzava uvek i enzimi u tom slucaju imaju tzv. “housekeeping™ funkciju, kao Sto je
rastenje, razvice 1 lignifikacija (Passardi i sar. 2005). Ovaj bazi¢ni nivo aktivnosti POX
primecen je i kod zelene salate u kontrolnim biljkama, da bi se tokom gajenja aktivnost

povecavala 1 to narocito u korenu.

Zhan i sar. (2014) pokazali su da konstantno osvetljenje dovodi do smanjenja pojave braon
boje cvasti karfiola, koja poti¢e od pojacane aktivnosti POX i PPO. Istrazivanja su radena
sa ciljem produzavanja vremena tokom koga se karfiol moze prodavati u supermarketima, a
da ne bude oste¢en braon bojom cvetova. Mozda bi konstantan mrak tokom hidroponi¢nog,
I eventualnog gajenja zelene salate u prirodi, moglo poboljsati uklanjanje fenola iz vode,

dovodeci do pojacane aktivnosti ova dva enzima koja i uc¢estvuju u eliminaciji fenola.

Kod zelene salate koja je rasla na pocetnoj koncentraciji fenola primecen je primetan rast u
aktivnosti CAT u korenu sorte Ljubljanska ledenka i to pred kraj tretmana. Generalno,
aktivnost CAT je bila veca tokom vremena ukoliko su biljke gajene na pocetnoj
koncentraciji fenola bilo da se radi o korenu ili listovima, u odnosu na kontrolne biljke koje
su rasle bez uticaja fenola. Medutim, ukoliko su biljke gajene na konstantnoj koncentraciji
fenola, dolazi do znatnog porasta u aktivnosti CAT samo u listovima sorte Nansen i to na
kraju tretmana. U ostalim sluCajevima se na kraju tretmana aktivnost CAT smanjuje.
Mahmoudi i sar. (2012) pretpostavljaju da su CAT odgovorne za uklanjanje H,0, iz tkiva
salate koja je izlozena dejstvu NaCl. Njihova aktivnost se drasticno smanjuje kada je zelena
salata izloZena visokim koncentracijama NaCl, sli¢no kao i u slu¢aju dugotrajnog izlaganja

visokoj koncentraciji fenola. Aktivnost POX se povecava pred kraj tretmana prilikom koga
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su salate izlozene dejstvu fenola, §to je obrnuto aktivnosti CAT. Moze se pretpostaviti da
POX u tom slu¢aju preuzimaju ulogu u uklanjanju visoke koncentracije ROS koja sigurno
nastaje tokom rasta biljke na ovako toksi¢nim koncentracijama fenola. Njihov porast tokom
gajenja salate na pocetnoj koncentraciji fenola moze takode govoriti u prilog tome.
Smanjena aktivnost CAT tokom gajenja salate na konstantnoj koncentraciji fenola na
samom kraju tretmana moZze se objasniti eventualnom inaktivacijom enzimske aktivnosti
visokom koncentracijom vodonik peroksida ili samim odumiranjem tkiva na tako visokoj i
konstantnoj koncentraciji fenola. Aktivnost CAT pocinje da se vra¢a na pocéetnu vrednost
posle tri dana od izlaganja zelene salate fenolu, $to se moze objasniti padom koncentracije
H.0,, koji je verovatno tokom tretmana fenolom bio prisutan u visokoj koncentraciji da bi
se njegova koncentracija smanjila posle uklanjanja fenola. Pojacana produkcija H,O, moze
se pripisati 1 povecanoj aktivnosti SOD koja dovodi do njegovog nagomilavanja. Ako je
aktivnost SOD pojacana, bi¢e pojacana i aktivnost CAT koje su odgovorne za uklanjanje
H20,. U slucaju zelene salate gajene na fenolu, ovakav trend se moze ustanoviti. H,O; je
veoma dobar kandidat za sekundarnog glasnika, jer lako moze prolaziti kroz celijske
membrane (Rojas-Beltran i sar. 2000). Njegova povecana koncentracija moze dovesti do
aktivacije odredenih gena za enzime koji u ovoj tezi nisu analizirani. Kovtun i sar. (2000)
su dokazali da H,O, aktivira specificnu protein kinazu Arabidopsis koja pokrece
fosforilaciju MAPK (mitogen-activated protein kinase) i na taj nacin se aktiviraju geni koji

su ukljuceni u odbrambeni mehanizam biljke.

Aktivnost PPO se generalno smanjuje na kraju tretmana u korenu i listu obe sorte (LJL i N)
ukoliko se salata gaji na konstantnoj koncentraciji fenola, dok u slu¢aju gajenja na pocetnoj
koncentraciji fenola smanjenje aktivnosti je primeceno tek 10. dana gajenja ukoliko se kao
supstrat korsti L-DOPA. Kada se posmatraju rezultati dobijeni sa supstratom 4-MC, koji je
inae dao mnogo bolje rezultate, vidi se da se aktivnost PPO smanjuje posle 10. dana na
konstantnoj koncentraciji fenola, a dostize maksimum aktivnosti posle 8 dana gajenja.
Generalno, primecen je porast u aktivnosti ovog enzima, u odnosu na kontrolu, kod obe
sorte 1 u korenu 1 u listu ukoliko se biljke gaje na pocetnoj koncentraciji fenola, dok su u

slucaju gajenja na konstantnoj koncentraciji fenola primefene mnogo vece oscilacije. U
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sluCaju gajenja na pocetnoj koncentraciji fenola, pad aktivnosti na kraju tretmana nije
primeéen. Sa obzirom na to da je PPO lokalizovana u plastidima biljaka, a supstrati koje
enzim Kkoristi uglavnom se nalaze u vakuolama, glavni faktor koji dovodi do aktivacije i
pojacane aktivnosti enzima je degradacija velikog broja subcelijskih komponenti (Rigal i
sar. 2000) tako da bi se povecanje aktivnosti na konstantnoj koncentraciji fenola posle 8
dana moglo objasniti lizom celijskog zida usled dejstva fenola, a pad aktivnosti posle 10
dana odumiranjem c¢elija. Na pocetnoj koncentraciji fenola ne dolazi do takve destrukcije
tkiva jer je fenol vremenom uklonjen, pa samim tim i ne dolazi do unistavanja ¢elija u tako
velikom broju. Biljake koje nisu tretirane abioti¢kim stresom, koji je u ovom slucaju fenol,
pokazuju nize vrednosti aktivnosti PPO u ranijem stadijumu rastenja i razvi¢a (Jiang i sar.
2004). Ovi autori smatraju da se sniZzena aktivnost enzima kod mladih jedinki moze
pripisati jacim c¢elijskim membranama koje jo$ uvek zadrzavaju funkciju 1 oblik, za razliku
od starijih ¢elija kod kojih veoma cCesto dolazi do povecane propustljivosti i pucanja
¢elijske membrane pa samim tim i ispustanja vece kolicine PPO u citoplazmu ¢elije.
Povecana PPO aktivnost primecena je 1 kod salata starih 73 dana u odnosu na biljke stare
izmedu 28 i 42 dana (Chutichudet i sar. 2011) i to prvenstveno u listovima. Manja aktivnost
enzima primecena je u korenu i stablu. Isti autori navode da je sadrzaj ukupnih fenola i
askorbinske kiseline takode povecan posle duzeg gajenja zelene salate. U pomenutoj studiji
ispitivani su razli¢iti parametri koji dovode do pojacane pojave tipicne braon boje listova
zelene salate posle duzeg stajanja ili gajenja sa ciljem poboljSanja izgleda salate koja bi na
taj nacin bila prijemcivija za potroSace. Izmerena pH vrednost u istom eksperimentu bila je
najveca posle 28 dana gajenja, da bi pocela blago da opada na vrednost od 6,81 posle 73
dana gajenja. Maksimum aktivnosti PPO zabelezena je na pH vrednosti od 7.0 kada je u
pitanju zelena salata (Gawlick-Dziki, 2008). Zelena salata opisana u ovoj doktorskoj
disertaciji bila je stara 60 dana kada je podvrgnuta eksperimentu u kome je bila izlagana
visokoj koncentraciji fenola u rastvoru sto se poklapa sa staroS¢u opisane zelene salate u
kojoj je zabeleZena optimalna pH vrednost za PPO. MoZe se zakljuciti da je na samom
pocetku ovog eksperimenta, zelena salata stara 60 dana, imala pogodnu pH vrednost koja bi
bila optimalna za uspesnu aktivaciju PPO. Generalno, aktivnost PPO je kod zelene salate

bila veca u korenu nego u listovima, mada su vrednosti u oba slu¢aja bile iznad prosecnih
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vrednosti za kontrolu. Yingsanga i sar. (2008) su pokazali da je aktivnost PPO u listovima
Nephelium lappaceum veca nego u korenu i stablu. Ovakav rezultat objaSnjavaju
¢injenicom da je protok kiseonika u listovima i njihovim tkivima mnogo veéi nego u
drugim delovima biljke najvise zbog toga S$to imaju najvecu povrsinu, Sto je slucaj i sa
zelenom salatom, kao i povecan broj stoma po jedinici povrSine (Yingsanga i sar. 2006).
Collier i Huntington (1983) sa druge strane smatraju da se povecana aktivnost PPO i
sklonost listova da poprimaju braon boju moze pripisati njihovoj ve¢oj povrsini u odnosu
na druge delove biljke, vecoj stopi rasta po jedinici vremena i pove¢anom sadrZzaju vode
koja se moze zadrzavati u njima. U eksperimentu uradenom u okviru ove doktorske
disertacije pokazano je da je aktivnost PPO u korenu zelene salate veca nego u listovima
posle tri dana gajenja salate na koncentraciji fenola od 200 mgL™, dok se u sludaju
konstantnog fenola primecuje da je aktivnost PPO u korenu daleko veca nego u listovima
na samom pocetku gajenja. Koren je u ovom slucaju bio izlozen veoma visokoj
koncentraciji fenola u vodenom rastvoru pa je bio prvi deo biljke koji je dosao u kontakt sa
toksi¢nom koncentracijom fenola. U slucaju gajenja salate na konstantnoj koncentraciji
fenola doslo je do pojacane aktivnosti PPO u korenu posle tri dana gajenja i ta aktivnost je
odrzavana do kraja eksperimenta u kome je uklanjan fenol iz vode. Salata u ovom slucaju
sintetiSe povecanu koli¢inu PPO da bi se borila protiv toksi€nog dejstva fenola. U drugom
sluaju, gde je fenol odrzavan na konstantnoj koncentraciji fenola od 200 mgL™, aktivnost
PPO opada posle tre¢eg dana bez obzira na prisutni fenol u vodi. Ovakav rezultat moZe se
tumaciti kao nemogucnost zelene salate za daljom proizvodnjom enzima, §to moZe biti
rezultat odumiranja korena ili mozda ukljuCivanje nekih drugih mehanizama
antioksidativne zaStite. Mogu¢i, neposredan dokaz aktivnosti PPO ili nekog drugog enzima
koji polimeriSe fenol, je i promena boje rastvora u kome su gajene biljke, a koji menja boju
od bezbojne na pocetku, do razli¢itih nijansi braon boje na kraju eksperimenta. Razlicita
fenolna jedinjenja i PPO nalaze se veoma Cesto u razli¢itim delovima celije. Kada dode do
osStecenja celije 1 njenih organela 1 delova, fenolna jedinjenja mogu do¢i u neposredan
kontakt sa PPO 1 na taj nac¢in mogu biti polimerizovana od strane enzima (Rigal i sar.
2000). Na taj nacin se takode moZze objasniti povecana aktivnost PPO u korenu zelene

salate koja je bila u kontaktu sa fenolom u vodi. Kao i kod klijanaca, i u slu¢aju odrasle
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biljke bolji rezultati se postizu sa 4-MC kao supstratom, $to moze navesti na pretpostavku
da se i kod klijanaca i kod odrasle biljke mozda aktiviraju sli¢ne izoforme ili su te izoforme

jednostavno specificne za sortu nevezano od stadijuma razvica.

Razlike u aktivnosti PPO u razli¢itim delovima zelene salate primetili su 1 Mai i Glomb
(2013). Ovi autori navode da je aktivnost PPO najveca u Zu¢kastim unutra$njim listovima,
a najmanja u stablu salate. Aktivnost PPO korena u pomenutom radu nije ispitivana, a
eksperimenti su radeni na zelenoj salati koja je kupljena na pijaci. Aktivnost PPO kod
zelene salate gajene hidroponi¢no je takode veca u listovima u odnosu na koren, ukoliko se
uporede rezultati aktivnosti PPO kontrolnih biljaka razli¢itih sorti. Zabelezeno je da je
aktivnost i PPO i POX rasla kada su biljke slatkog krompira bile izlozene biotickom i
abioti¢kom stresu (Kwak i sar. 1996). Tri dana nakon uklanjanja zelene salate iz vodenog
rastvora u koji je dodat fenol, pokazano je da je aktivnost PPO i dalje pove¢ana u korenu u
odnosu na listove. Pretpostavlja se da uticaj fenola kao abiotickog faktora nije nestao onog
trenutka kada je salata prebaCena u Cistu vodu te se stoga primecuje i dalje povecana
aktivnost enzima. Moguce je da se u korenu zadrzala odredena kolic¢ina fenola zbog koga je
PPO i dalje aktivna, ali je mnogo prihvatljivije objasnjenje da je PPO aktivna i dalje, usled
nastanka odredenih povreda tkiva korena uzrokovanih fenolom. Posle zavrSenog
eksperimenta, kao 1 tokom samog eksperimenta, primecena je pojava braon boje korena kao
I spontano regenerisanje novih korenova drugacije morfologije. Pojava braon boje korena
dolazi od proizvodnje o-kinona koji nastaju od o-difenola, a oni se nakupljaju kao proizvod
reakcije izmedu PPO i fenola. O-kinoni su nestabilna jedinjenja koja spontano polimerizuju
i formiraju braon, crvene i crne pigmente (Gawlik-Dziki i sar. 2007), a neposredni su dokaz
aktivnosti PPO.

Moze se razlikovati 6 izoformi POX i najmanje 3 izoforme PPO u analiziranim uzorcima
zelene salate, gajene na pocetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola. lzoforme koje su
izolovane iz uzoraka korena i lista biljaka tri dana posle toksicnog delovanja fenola
pokazale su jacu aktivnost i mnogo vidljivije trake. Ako se uzme u obzir rezlultat iz
prethodnog eksperimenta, u kome se vidi da POX imaju veoma slabu aktivnost, moze se

pretpostaviti da su i trake koje poticu od biljaka gajenih na fenolu slabije. Moguce je da su
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odredene izoforme enzima ukljucene u uklanjanje fenola iz vode, ali da su inaktivirane
tokom njegovog toksicnog delovanja. Sosa-Alderete i sar. (2012) dokazali su prisustvo
kiselih izoformi POX kod transformisanih korenova duvana gajenih na fenolu, koje se
razlikuju od izoformi korenova koji nisu bili izloZeni njegovom dejstvu. Medutim,
odredene bazne izoforme koje se mogu primetiti prilikom gajenja korenova duvana na
fenolu, parcijalno su inaktivirane tokom vremena. Inaktivacija pojedinih izoformi POX
moze se dogoditi putem ireverzibilne reakcije izmedu POX 1 fenil ili fenoksi radikala,
adsorbcijom polimerizovanih produkata na POX §to rezultuje nemogu¢noséu da supstrat
pride aktivnom mestu enzima (POX) (Nakamoto i Machida, 1992) ili inaktivacijom H20,-
om (Sidrach i sar. 2006). Sosa-Alderete i sar. (2009) pokazali su da odredene izoforme
POX koje su ukljucene u polimerizaciju fenola, ne moraju uopSte biti eksprimirane U
transformisanim korenovima duvana koji su izlozeni fenolu. Meduspecijske varijacije su
veoma ceste u pogledu afiniteta POX ka fenolu i hlorofenolu (de Araujo i sar. 2004).
Takode, izoforme ovog enzima pokazuju velike razlike u brzini uklanjanja i metabolizmu
fenola (Coniglio i sar. 2008), pa bi dalji eksperimenti vezani za uklanjanje fenola zelenom
salatom dali pribliZznija objaSnjenja u vezi njegovog polimerizovanja od strane POX.
Veoma je moguce da su odredene izoforme POX, koje nisu detektovane na gelu, ukljucene
u polimerizaciju fenola. One se razlikuju od izoformi koje se nalaze u kontrolnim biljkama,

a veoma se dobro vide na zimogramskoj detekciji.

Geni 1 genske familije koji kodiraju PPO su veoma razli€iti kod razli¢itih vrsta. Njihov
polozaj, aktivacija i broj kopija se takode veoma razlikuju ¢ak i medu razliitim sortama
iste vrste i to mnogo vise od nekih drugih enzima koji su uklju¢eni u sistem antioksidativne
zastite. Daleko manji broj istrazivanja raden je na dikotilama (Tran 1 sar. 2012) nego na
monokotiledonim biljkama. Tokom evolucije, biljke su se prilagodavale razli¢itim
pretpostavka o nacinu funkcionisanja PPO, njenoj aktivaciji, broju gena i postranslatornim
modifikcijama kod zelene salate, bez adekvatne laboratorijske potvrde bila neozbiljna i
suvisna, naroCito ako se uzme u obzir Cinjenica da su se mnogo znacajnije promene,

duplikacije 1 modifikacije deSavale bas kod gena koji kodiraju enzime zasluzne za
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mehanizme odbrane, suprotno enzimima ukljuenim u primarni metabolizam 1 celijske

funkcije (Hanada i sar. 2008).

Identifikacija izoformi PPO moze biti od velikog znacaja jer nemaju sve izoforme ovog
enzima hidroliticku aktivnost. U ovoj doktorskoj disertaciji definisane su tri izoforme PPO
kada je kao supstrat koriS¢en fenol jer je od znacaja bilo odrediti koje izoforme PPO su
ukljucene u njegovu eventualnu polimerizaciju. Medutim, Dicko i sar. (2002) pokazuju da
se javlja veoma veliki broj razli¢itih izoformi kada se koriste razliCiti supstrati. Ovi autori
su razvili metod za zimografsku detekciju PPO koriste¢i 4-hidroksianizol i 3,4-
dihidroksifenilpropioni¢nu kiselinu uz pomo¢ kojih su dobili veliki broj PPO izoformi sa
ve¢om senzitivnoS$¢u za o-difenolaznu nego za monofenolaznu aktivnost. Poznato je da
PPO mogu postojati u latentnom odnosno neaktivnom stanju (Mayer i Harel 1979) i da
mogu biti oslobodene i ponovo aktivirane odredenim kiselim ili baznim sredinama.
Chazarra i sar. (1996) pokazali su prisustvo nekativnih izoformi PPO kod zelene salate koje
mogu biti aktivirane snizavanjem pH vrednosti ili sa SDS dok su Chazarra i sar. (1999)
takode kod zelene salate dokazali inhibiciju PPO enzima visokom koncentracijom

supstrata.

Razlicite vrste stresa mogu uticati na broj i pojavu izoformi peroksidaza klase 111 tj. biljnih
peroksiaza (Hiraga i sar. 2001). Odredene izoforme peroksidaza mogu uticati na nivo
endogenih auksina (Park i sar. 2007) tako §to inhibiraju enzim IAA oksidazu (Potters i sar.
2009). Ako se najveci broj izoformi moze uociti kod biljaka koje vise nisu pod dejstvom
fenola, onda se moze re¢i da POX u tom sluc¢aju dovode do regeneracije novih korenova i

deobe celija, jer je Stetan uticaj fenola nestao.

Aktivnost SOD je generalno povecana na oba tertmana u odnosu na kontrolu. Primecen je
trend blagog povecanja aktivnosti enzima kod korenova sorte Nansen na fenolu pocetne
koncentracije 200 mgL™. Razlike u aktivnosti ovog enzima tokom vremena su slabije
izrazene nego kod drugih ispitivanih antioksidativnih enzima. Blago povecanje aktivnosti
SOD primeceno je i kod sorti Verte i Romaine koje su bile izloZzene visokoj koncentraciji

NaCl, za razliku od aktivnosti askorbat peroksidaze, katalaza i gvajakol peroksidaze koje su
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takode pracene u ovom eksperimentu (Mahmoudi i sar. 2012). Primecuju se velike razlike u
aktivnosti SOD u listovima i korenu iste sorte tokom vremena $to moze sugerisati na
razli¢ite kontrolne mehanizme koji kontroliSu enzim u listu odnosno korenu. Sli¢no
zapazanje kod zelene salate objavili su i Mahmoudi i sar. (2012). Pomenuti autori navode
da u tkivu salate postoje dve detektovane izoforme SOD (Mn- i Fe-SOD), tako da je
moguce da su razlicite izoforme aktivne u razli¢itom tkivu (list i koren). U ovoj disertaciji
nisu odredivane izoforme ovog enzima, ali bi dalja eksperimentalna analiza mogla potvrditi
ovu hipotezu. Lutatkin (2000) je pokazao da postoji snazna korelacija izmedu aktivnosti
SOD i proizvodnje superoksidnog anjona kod kukuruza i paradajza, mada je aktivnost
razli¢itih izoformi ovog enzima ogranic¢ena na organele u kojima se one nalaze (Kurepa i
sar. 1997). Aktivnost SOD u listovima zelene salate se povecava sa vremenom u odnosu na
koren. Moguce je da vremenom dolazi do aktivacije odredenih izoformi SOD u listovima
koji su takode osetljivi na vecu koli¢inu slobodnih radikala poteklih od toksi¢nog dejstva

fenola.

5.4. Neenzimska komponenta antioksidativne zastite kod zelene salate gajene na

fenolu: prolin i fotosinteti¢ki pigmenti

Poznato je da zelena salata ima veoma razvijen sistem antioksidativne zastite, bilo da se
radi o enzimskom ili neenzimskom sistemu (Saha i sar. 2008). Dokazano je prisustvo velike
koli¢ine fenola i1 flavonoida u njenim tkivima kao i1 povecana aktivnost antioksidativnih
enzima. Enzim fenil alanin amonijum liaza je jedan od moguc¢ih enzima koji mogu imati
povecanu aktivnost, a ukljuCen je u polimerizaciju fenolnih jedinjenja (Yingsanga 1 sar.
2008). Naglo smanjenje aktivnosti PPO u korenovima i listovima zelene salate koja je bila
izlozena visokoj koncentraciji fenola u vodi moze se stoga objasniti mogucim
uklju¢ivanjem neenzimske komponente antioksidativne zastite koja u ovoj doktorskoj
disertaciji nije detaljno ispitivana. Neenzimska komponenta antioksidativne zastite je
veoma dobro razvijena kod razlicitih sorti zelene salate (Rice-Evans i sar. 1997). Pokazano
je da sorte zelene salate koje imaju crvene listove imaju visok sadrZaj antocijanina, dok
salate koje imaju jako zelene, kao $to je slucaj u ovoj disertaciji, i svetlo crvene listove

imaju visok sadzaj vitamina C i fenola u svojim tkivima. Otpadne vode izazivaju nagli
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osmotski stres kod biljaka (Ouzounidou i sar. 2008) pa bi se moglo ocekivati da se
pojacavaju aktivnosti odredenih enzima ili koncentracije neenzimskih komponenti
antioksidativne zastite. Jedna od komponenti neenzimske zastite koja je ispitivana u ovoj
tezi je prolin. Sa obzirom na to da se njegova koncentracija povecava linearno u listovima
tokom trajanja eksperimenta izloZenosti zelene salate visokoj koncentraciji fenola, moze se
pretpostaviti da je uklju¢en u odbrambeni mehanizam biljke. Koncentracija prolina u
korenovima salate se povecava slabijim tempom i kod sorte Nansen ¢ak dolazi 1 do
smanjenja njegove koncentracije poslednjih dana. Ve¢ je objavljeno da je prolin usko
povezan sa adaptacijama biljaka na povecan salinitet i susu (Hare i Cress 1997; Okuma i
sar. 2000; Khedr i sar. 2003). Ouzounidou i sar (2012) pokazali su da dodavanje 10 mM
prolina u industrijsku otpadnu vodu (otpadna voda sakupljena na lokalitetu Kalamata,
Peloponez, Grcka) dovodi do povecanja biomase salate (L. sativa var. longifolia) od 15 do
17%. Pomenute biljke su dodatkom prolina imale i poveéanu akumulaciju ugljen dioksida
po jedinici otpadne vode. Takav egzogeno dodat prolin sluzi kao osmoprotektivni faktor
koji ¢uva vodni balans u ¢elijama i dovodi do homeostaze poboljSavajuci usvajanje vode iz
podloge (u ovom sluéaju iz hidroponi¢nog rastvora). Isti autori pokazali su da je aktivnost
fotosistema Il smanjena kada su biljke rasle u otpadnoj vodi, dok se njegova aktivnost
moze povecati dodavanjem prolina u vodu. Ouzounidou 1 sar. (2008) radili su istrazivanja
na paradajzu 1 primetili da kod ove biljke nema povecanog usvajanja vode niti transpiracije,
Sto dovodi do zaklju€ka da je prolin kod zelene salate vise ukljucen u fizioloSke procese
izazvane stresom. Koncentracija prolina u korenovima salate se povecava slabijim tempom,
i kod sorte Nansen cak dolazi i do smanjenja njegove koncentracije poslednjih dana gajenja
na pocetnoj koncentraciji fenola, moguce zbog odumiranja korena ili naglog smanjenja
njegove metabolicke funkcije usled toksi¢nosti fenola, ali mnogo verovatnije zbog toga §to
biljci vise nije potrebna sinteza prolina jer fenola u rastvoru skoro da i nema. Eraslan i sar.
(2007) pokazali su da se akumulacija askorbinske kiseline i prolina povecava kada je salata
izlozena abiotskom stresu uzrokovanom B i NaCl-om. Kada se sumiraju svi rezultati, moze
se pretpostaviti da bi eventualno dodavanje prolina u hidroponi¢ni rastvor, kao i u vodu
zagadenu fenolom, dovelo do pojacanog efekta precis¢avanja. Sve pomenute komponente

mogu biti kandidati za uspesnu odbranu biljke od razornog dejstva fenola rastvorenog u
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vodi, ali bi dalja istrazivanja u tom smeru dala odgovore i rezultate o kojima se moze

konkretnije diskutovati.

Smanjen je sadrzaj hlorofila u zelenoj salati koja je bila izlozena dejstvu fenola, ¢ak do tri
puta u odnosu na kontrolne biljke. Mai i Glomb (2013) su pokazali da je povecanje
procenta u pojavi braon boje listova zelene salate u direktoj vezi sa smanjenjem sadrzaja
hlorofila. Njihova istrazivanja se slazu sa radom Castaner i sar. (1999) koji dokazuju da
fotosinteticka tkiva onemoguéavaju i smanjuju pojavu tamnjenja listova salate. Sadrzaj
hlorofila smanjuje se kada su biljke izlozene razli¢itim vrstama stresa, kao sto je slucaj sa
crvenim biberom (Kim i sar. 2004). Singh i sar. (2004) pokazali su da je sadrzaj hlorofila i
karotenoida ostao nepromenjen prilikom izlaganja Sinapis alba teskim metalima i otpadnim
vodama, dok Ouzounidou i sar. (2008) pokazuju znatan pad u koli¢ini hlorofila i
karotenoida paradajza ¢ak i na veoma niskim koncentracijama otpadnih voda. Redukovan
sadrzaj hlorofila, kao $to je sluaj u ovoj doktorskoj disertaciji, moze biti razlog za
smanjenje fotosinteticke efikasnosti (Ouzounidou i sar. 2006). Aktivnost fotosistema Il u
listovima drasti¢no se smanjuje kada je zelena salata izlozena dejstvu otpadnih voda, ¢ak do
49% u odnosu na kontrolne biljke (Ouzounidou i sar. 2012). Prilikom izlaganja biljaka
razli¢itim vrstama stresa, fotosinteza se slabije odvija pa je verovatno i sadrzaj pigmenata
manji. Ovakvo zapaZanje objavili su Kim i sar. (2002) na primeru krompira. Stetni uticaj
fenola na fotosintezu ogleda se u blokadi Qb mesta na D1 proteinskoj subjedinici
reakcionog centra fotosistema Il §to se objasnjava inhibicijom elektron transportnog lanca
(Trebst i sar. 1993). Antioksidativni kapacitet zelene salate zavisi kako od genotipa tako i
od uslova pod kojima se gaji, a takode je zabelezeno da varijeteti koji imaju veliki sadrzaj
antocijanina, imaju i ve¢i antioksidativni kapacitet (Liu i sar. 2007). Kada se uzme u obzir
da se PPO kod biljaka predominatno nalazi u tilakoidima hloroplasta i to u latentnom stanju
(Chazzara i sar. 1999), logi¢no bi bilo pretpostaviti da bi odredena vrsta stresa dovela do

lize plastida i njegovog celijskog zida i zaustavljanja sinteze hlorofila.
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5.5. Promena koncentracije fenola u rastvoru prilikom gajenja zelene salate

Prilikom gajenja zelene salate u rastvoru fenola koncentracije 200 mgL™ primeéeno je da
ona uklanja fenol za 6 dana gajenja ukoliko se radi o pocetnoj koncentraciji fenola. Kada je
gajena na konstantnoj koncentraciji fenola dolazi do slabljenja potencijala biljke za
uklanjanje fenola ve¢ posle 4. dana, da bi posle 8 dana gajenja potpuno izgubila mogucnost
uklanjanja ove Stetne supstance. Zelena salata usvaja L-DOPA iz podloge velikom brzinom
1 njegovo usvajanje se povecava konstantno tokom pet dana pra¢enja (Hachinohe i sar.
2004). Prilikom kontakta korena salate sa L-DOPA, njegov rast se zaustavlja i to na
koncentraciji od 0,1 mM. Pracenjem radioaktivnog izotopa “*C-I-DOPA utvrdeno je da 48,5
odnosno 60,0% *C bude translocirano u koren salate tokom 3 odnosno 5 dana eksprimenta.
Isti autori navode da je metabolisanje L-DOPA u korenu salate veoma sporo. Ukoliko
pretpostavimo da su u metabolisanje L-DOPA ukljuceni PPO i POX, moze se pretpostaviti
da je njihova aktivnost slaba. Takahama (1997) je pokazao da je oksidacija L-DOPA u
dopakinon dosta sporija u odnosu na metabolisanje ostalih fenolnih jedinjenja. Sa tim u
vezi moze se pretpostaviti da se metabolisanje fenola u korenu zelene salate odvija brze, jer
zelena salata ne prestaje da razvija koren na koncentraciji fenola od 200 mgL™, ve¢ dolazi i
do regeneracije novih korenova. Ako se pretpostavi da je ve¢ opisana povecana aktivnost
PPO u korenu salate zasluzna za metabolisanje usvojenog fenola, hipoteza o metabolisanju
fenola uz pomo¢ PPO bi mogla biti prihvatljiva. Hipoteza o eventualnoj adsorbciji fenola
na koren zelene salate bi mogla biti odbaCena jer je pokazano da je koncentracija
adsorbovanog fenola na koren Ljubljanske ledenke zanemarljiva u odnosu na njegovu
pocetnu koncentraciju. Kod sorte Nansen postoji nesto veca adsorbcija fenola na koren, ali
se ne moze celokupno uklanjanje fenola iz rastvora objasniti na ovaj nacin. U revijskom
radu Sinsabaugh (2010) pominje se ekstracelularno izlu¢ivanje PPO u spoljasnju sredinu
lizom c¢elijskog zida. Ovaj proces desava se kod bakterija i gljiva sa svrhom degradacije
lignina u spoljasnjoj sredini i pribavljanja razli¢itih nutrijenata. Mnoge biljne vrste imaju
sposobnost izlucivanja fenolnih jedinjenja u spoljasnju sredinu i ta jedinjenja utiCu na
razvi¢e drugih biljnih vrsta u njihovoj okolini (alelopatija). Pored zrelih biljaka i semena

imaju ovu osobinu npr. semena duvana mogu spreciti klijanje sopstvenih semena
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izlu¢ivanjem fenolnih inhibitora (Kefeli i Kalevitch, 2002). Ako bi fenolna jedinjenja, kao
u pomenutim slucajevima mogla izaci kroz koren biljke u spoljasnju sredinu, moglo bi se
pretpostaviti da bi i fenol iz rastvora u obrnutom smeru mogao u¢i u biljku i u biljnim
tkivima biti polimerizovan delovanjem PPO ili POX. Jedinjenje u koje bi mogao biti
jednim delom polimerizovan je i lignin koji se deponuje u ¢elijskom zidu (pogledati deo o
citoloskim preparatima). Velika koli¢ina PPO je detektovana u razli¢itim zemljistima, pa bi
se moglo pretpostaviti da ne mora nuzno poticati samo od mikroorganizama, ve¢ i od visih
biljaka koje su mozda pretrpele neku povredu. Da bi se doneli precizniji zakljucci svakako
bi bilo potrebno pratiti radioktivnost eventualno usvojenog fenola u korenu salate kao i
metaboli¢kih produkata koji nastaju njegovom degradacijom. UKkoliko se dejstvo fenola na
koren posmatra kao stres izazvan povredom biljnog tkiva, moze se pretpostaviti da se u
biljci sintetiSu odredena fenolna jedinjenja kao Sto su: kafei¢na kiselina, hlorogeni¢na
kiselina izohlorogeni¢na kiselina itd. U tkivu salate puterice zabeleZeno je poveéanje od
87% u korist fenolnih komponenti nakon povrede (Tomas-Barberan i sar. 1997) pa se moze
pretpostaviti da bi i u tkivu Ljubljanske ledenke i Nansen sorte zelene salate moglo do¢i do
sliénog povecanja odredene grupe fenolnih jedinjenja S§to bi i rezultiralo u povecanju
aktivnosti PPO i POX. Hidrofobni molekuli teze da se adsorbuju na ¢elijske zidove i taj
mehanizam je veoma cesto ireverzibilan (Doran 2009). Ovakve supstance se na taj nain
koncentriSu u korenu i veoma malo translociraju u listove. Ukoliko se pretpostavi da se
fenol ponasa sli¢no pentahlorofenolu koji je hidrofoban 1 slabo pokretljiv molekul kada
dospe u korenov sistem (Ryan i sar. 1988), moZe se postaviti hipoteza da on ostaje vecim

delom adsorbovan unutar korena.
5.6. Analiza moguce primene zelene salate za uklanjanje fenola iz otpadnih voda

Na osnovu rezultata moze se primetiti da zelena salata sorte Ljubljanska ledenka uklanja
fenol pocetne koncentracije 200 mgL'1 za Sest dana, dok sorta Nansen istu koncentraciju
fenola uklanja za osam dana (Slika 16 i 19). Kada se uzme u obzir da je zelena salata u
eksperimentu gajena u hidroponi¢nim uslovima (20 L rastvora finalne koncentracije 200
mgL™ fenola) i da je gustina sadnje bila 40 biljaka na m? moze se izratunati da svaka

biljka moze da preradi 500 mL vode sa finalnom koncentracijom 200 mgL™ fenola za Sest
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dana ukoliko se radi o sorti Ljubljanska ledenka, odnosno za osam dana ako se gaji sorta
Nansen. To bi znagilo da 50 biljaka/m?, $to predstavlja optimalnu gustinu sadnje u
hidroponskim uslovima, moze da precisti 25 L vode za Sest, odnosno osam dana. Prostim
preracunavanjem, moze se zakljuciti da je hektarom zasada zelene salate moguce ukloniti
fenol iz 250 t vode zagadene fenolom koncentracije 200 mgL™ za Sest, odnosno osam dana

zavisno od sorte.

5.7. Anatomska istraZivanja korena zelene salate gajene na pocetnoj koncentraciji

fenola

Celije korena su verovatno prve pogodene toksiénim uticajem fenola. Ouzounidou i sar.
(2012) primetili su drasti¢an uticaj otpadnih voda na mehanicke karakteristike korenovog
sistema zelene salate koje se prvenstveno ogledaju u promenama mehanickog tipa koje
pogadaju Celijski zid. Takve mehanicke promene vidljive su u izduzivanju korena i sSmatra
se da imaju ulogu u inhibiciji rasta korena koja bi bila izazvana nekom vrstom stresa.
Ukoliko se visoka koncentracija fenola u rastvoru, kojem je bila izloZzena zelena salata,
posmatra kao toksicna doza koja dovodi do povreda biljnog tkiva (prvenstveno celijskog
zida 1 parenhima) moze se pretpostaviti da se aktivnost jo§ nekih enzima poveéava usled
novonastale povrede. Medu te enzime spada fenil alanin amonijum liaza, PPO i POX.
Vidljiva promena u strukturi biljnog tkiva izazvana povredom je sinteza povecane koli¢ine
lignina, u kojoj izmedu ostalog ucestvuju POX (Tomas-Barberan i sar. 1997). Na
citoloSkim preparatima zelene salate moze se primetiti zadebljali zid centralnog cilindra
korena i to na novonastalim korenovima obe ispitivane sorte. Takode se primecuje
zatamnjenje celija spoljasnjeg zida korena kod novih korenova regenerisanih gajenjem
salate na fenolu. Ove morfoloske promene mogu se tumaciti kao povec¢ana akumulacija
lignina u zidu korena koji je inace i glavni produkt polimerizacije fenolnih jedinjenja kod
biljaka (Kefeli i sar. 2003). Pojac¢ana aktivnost POX u korenu zelene salate, u odnosu na
list, moZe se povezati sa ulogom POX u odbrani biljaka od abiotickog stresa. Jedna od tih
uloga je i izgradnja Cvrstog celijskog zida, pored ve¢ dobro poznate uloge u eliminaciji
ROS (Dorantes i Zuniga 2012). Pored deponovanja fenolnih polimera u sekundarnom

¢elijskom zidu, on se moze skladistiti 1 u vakuoli biljnih ¢elija 1 to u veoma velikim
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koli¢inama (Lewis i Yamamoto, 1990). Kefeli i sar. (2003) navode da se biljni fenoli
sintetiSu u plastidima biljaka i to pojacano pri jacem osvetljenju i da se zatim polimerisu
jednim delom u lignin. Da li pojac¢ana boja korena celijskog zida zelene salate poti¢e od
lignina koji je nastao polimerizacijom usvojenog fenola, ne moze se pozdano reci bez
daljeg istrazivanja, ali je svakako jedna hipoteza koju treba proveriti u buducnosti. Prilikom
usvajanja toksicnih supstanci iz okruzenja, one se mogu distribuirati u delove tkiva iz kojih
se mogu izolovati (,,extractable®) i dalje translocirati u druge delove biljke, ili u delove
biljke iz kojih se dalje ne mogu izolovati (,,nonextractable) niti translocirati u gornje
delove biljke (Sandermann 2004). U pomenutim delovima tkiva iz kojih se dalje ne mogu
ekstrahovati, ovakve supstance se konvertuju u komponente ¢elijskog zida kao $to su:
lignin, celuloza, hemiceluloza i pektin i tu ostaju kao sastavni deo biljke. Ve¢ pomenuta
hipoteza o adsorbciji fenola na koren biljke, donekle se moze potvrditi kod sorte Nansen
ukoliko se posmatraju popre¢ni preseci. Naime, na citoloskim preparatima se moze
primetiti pojaana destrukcija parenhimskog tkiva i Celijskog zida, Sto moze poticati od
vece adsorbcije fenola na koren ove sorte nego na koren Ljubljanske ledenke. Povreda
biljnog tkiva takode moze dovesti do povecane aktivnosti IAA oksidaze koja utice na
usporen ili potpuno obustavljen rast korena. Sa druge strane H,O, stimuli$e pojavu novih
gravitropnih korenova (Joo i sar. 2001), a moze se pretpostaviti da se njegova koli¢ina
povecava kada je biljka izlozena fenolu. Na citoloSkim preparatima moZe se videti da je
kod korenova koji su prvobitno stavljeni u fenol doSlo do zaustavljanja rasta i promene
morfologije tkiva, ali se takode moze videti 1 regeneracija novih korenova drugacije
morfologije. Novi korenovi bi mogli nastati ukoliko je ponovo uspostavljena normalna
aktivnost IAA oksidaze, Sto se verovatno 1 deSava posle aktiviranja antioksidativne zastite i

mehanizama kojima se uklanjaju Stetne posledice povrede.

5.8. Transformacija korenova zelene salate uz pomo¢ A. rhizogenes, uklanjanje fenola

uz pomo¢ hairy roots i analiza antioksidativnih enzima i PPO iz rastvora

Kultura korenova je veoma pogodan sistem za fitoremedijaciju otpadnih voda, ali i za
intenzivno proucavanje nacina pomocu koga se ovaj proces odvija (Suza i sar. 2008), zbog

velike produkcije biomase, proizvodnje enzima koji se izluCuju u spoljasnju sredinu (kao
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Sto su peroksidaze) i mogucnosti da se neutraliSu organski i neorganski zagadivaci
(Angelini i sar. 2011). Pomenute osobine kulture korenova bile su polazna osnova za
transformaciju korenova zelene salate (Tadic i sar. 2014), a dobijeni hairy roots koji ¢e biti
podvrgnuti inhibitornim koncentracijama fenola u cilju odredivanja njihovog potencijala za

fitoremedijaciju voda.

Korenovi se pojavljuju na kotiledonim listovima 10 dana nakon inokulacije sa A.
rhizogenes A4M70GUS i to na obe sorte zelene salate. Procenat eksplantata na kojima su
regenerisani korenovi bio je veoma visok i to 96,7% za Nansen i 91,2% za Ljubljansku
ledenku. Tako visok procenat regeneracije sa A. rhizogenes A4AM70GUS opisan je ranije
kod Sretenovi¢-Raicic¢ i sar. (2006) i Milosevi¢ i sar. (2009). Efekat regulatora rastenja na
regeneraciju zelene salate jo$ uvek nije U potpunosti ispitan, tako da i ne postoji opsti i
efikasan protokol za transformaciju salate (Lim i sar. 2011). Efikasnost transformacije sa A.
rhizogenes zavisi od tipa eksplantata (stablo, list, hipokotil, kotiledon, koren...) kao i od
soja A. rhizogenes koji razli¢ito regauje sa biljnim tkivima (Krolicka i sar. 2001; Azlan i
sar. 2002). Pokazano je da kotiledoni listovi zelene salate, stari 7 dana, predstavljaju
adekvatan izbor eksplantata. Morfoloske razlike korenova primecene su medu sortama
salate, ali i izmedu razlicitih linija iste sorte. Sli¢na zapazanja zabelezena su kod Gentiana

lutea (Sretenovic¢-Raicic¢ i sar. 2006) i Impatiens hawkerii (MiloSevi¢ i sar. 2009).

Povrede biljnog tkiva su kljuéne za uspes$nu transformaciju pomocu bakterija iz roda
Agrobacterium, jer omogucéavaju laksi ulaz bakterija u biljno tkivo (Gelvin, 2000), $to je
pokazano i na primeru kotiledonarnih listova zelene salate. Sa obzirom na to da je zelena
salata veoma uspe$no transformisana sa A. rhizogenes, postoji velika $ansa da se nastavi
dalja transformacija uvodenjem razliCitth gena koji bi doprineli poboljSanju

fitoremedijacije.

Razlike u prirastu biomase izmedu sedam linija traansofrmisanih korenova primeéene su
posle 35 dana gajenja in vitro. Transformisani korenovi zelene salate gajeni su na hranljivoj
podlozi bez regulatora rastenja i postizali su veliko povecanje biomase. Najveci prirast

mase zapazen je kod linije Ljubljanska ledenka 18 i bio je 5,5 puta veci od kontrolnih
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korenova. Korenovi Brassica napus takode imaju veliki prirast biomase u hranljivoj
podlozi bez regulatora rastenja (Angelini i sar. 2011). Ova osobina, brzog rastenja u te¢nim
podlogama bez dodavanja stimulatornih jedinjenja, a sa velikom kontaktnom povrSinom
izmedu tkiva korena i kontaminirajuce supstance, ¢ine ovaj sistem jeftinijim i pouzdanijim
za fitoremedijaciju (Suza i sar. 2008). Zbog izuzetno velikog prirasta biomase linija
Ljubljanska ledenka 18, je izdvojena za dalja prou¢avanja koja ukljucuju ispitivanja vezana
za uklanjanje fenola iz vode. Za razliku od pomenute linije sa najve¢im prirastom biomase i
veoma intenzivnim grananjem, Nansen 12 ima najmanji prirast mase i smanjeno grananje.
Fizioloske i morfoloske razlike ove dve linije mogu poticati od rol gena, jer Nansen 12
sadrzi samo jedan ovaj gen (rolC), dok Ljubljanska ledenka 18 ima tri rol gena (rolA, rolB,
rolC). Bulgakov (2008) je naveo da indukcija korenova i njihov rast itekako zavise od
sinergistickog delovanja rol gena. Rol geni takode mogu uticati na biosintezu regulatora
rastenja biljaka, a mogu povecati i osetljivost biljaka na njih (Binns and Constantino,
1998). Transformisani korenovi duvana mogu ukoniti fenol iz vode u koncentracijama od
100 do 800 mgL™ (Sosa-Alderete, 2012), dok korenovi Brassica napus uklanjaju fenol
koncentracija preko 500 mgL™ u prisustvu H,0,, tokom 1 h i u opsegu pH od 4 do 9
(Coniglio i sar. 2008). Hairy roots pomenute B. napus razgraduju toksi¢ni pesticid 2,4-
dihlorofenol (2,4-DCP) prevodeci ga najverovatnije u polimerizovana neutralna jedinjenja

radom POX (Agostini i sar. 2003).

Vec¢ je reCeno da transformisani korenovi zelene salate imaju veci prirast biomase od
netransformisanih. Prirast mase transformisanih korenova linija Nansen i Ljubljanske
ledenke se kretao od 3,33 do 16,87 puta vise u odnosu na pocetnu svezu masu, dok je za
netransformisane korenove, koji su rasli sporije, ovaj odnos iznosio izmedu 1,85 i 3,07
puta. Tako ubrzan rast transformisanih korenova zabelezen je jo$ kod Stojakowska i sar.
(2012) i prirast mase iznosio je 15,8. Transformisani korenovi 1. hawkerii imali su biomasu
cak 26 puta vecu od mase kontrolnih korenova u te€noj MS hranljivoj podlozi (Milosevi¢ i
sar. 2009), ali je daleko najveéi prirast mase zabelezen kod Scutellaria baicalensis i iznosio
je 37 puta (Tiwari i sar. 2008). Nije isklju¢eno da bi optimizacija sastava hranjljive podloge

imala uticaj na dalje povecanje prirasta biomase transformisanih korenova. Poznato je da
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regulatori rastenja (Ono i Tian 2011) kao i poveéana koncentracija saharoze u hranljivoj

podlozi (Wu i Shi 2008) mogu uticati na poveéanje biomase transformisanih korenova.

Za svih 15 hairy roots linija, PCR reakcijom je potvrdeno prisustvo uidA fragmenta (sedam
linija Nansen i osam linija Ljubljanske ledenke). Prisustvo rolA gena potvrdeno je kod pet
linija Nansen i Sest linija Ljubljanske ledenke, rolB je konstatovan kod dve linije Nansen i
Sest linija Ljubljanske ledenke i rolC je potvrden kod cetiri linije Nansen i sedam linija
Ljubljanske ledenke. Ovako razli¢iti rezultati i karakteristike linija mogu biti prisutne zbog
varijacija u T-DNK inserciji odnosno u broju kopija i lokaciji Ri gena integrisanih u biljni
genom (Doran, 2002) jer bi idealna transformacija podrazumevala jednu kopiju transgena
koji bi bio integrisan, sa uniformnom eksperesijom iz generacije u generaciju. Razlicita
osetljivosti biljke na ove hormone koja je karakteristiCna za svaki genotip (Shen i sar.
1988). Da bi se iznosile ozbiljnije tvrdnje trebalo bi raditi istrazivanja o broju kopija rol i
aux gena kod zelene salate i njihovog uticaja na morfologiju dobijenih linija. Ekspresija
ovih gena veoma verovatno ima veze sa balansom hormona, kao $to je ve¢ receno, delom i
zbog toga §to je regeneracija biljaka iz kulture korenova moguca i na hranljivoj podlozi bez
regulatora rastenja, dok kod zelene salate to nije slucaj. Tokom regeneracije izdanaka
veoma veliku ulogu imaju regulatori rastenja dodati u hranljivu podlogu i sposobnost
zelene salate za regeneraciju zavisi od njihovog odnosa i kombinacije, prvenstveno odnosa

auksina i citokinina (Stojakowska i sar. 2012).

Pokazano je da transformisani korenovi sorte Ljubljanska ledenka mogu ukloniti fenol iz
rastvora poletne koncentracije 75 mgL™, dok netransfromisani korenovi, u istom
eksperimentu, mogu ukolniti fenol do koncentracije od 50 mgL™. Takode, transformisani
korenovi uklanjaju fenol iz rastvora podetne koncentracije od 100 mgL™ u roku od deset
dana, a tek na koncentraciji od 125 mgL™ dolazi do nemoguénosti ukalanjanja. Kada se
uzme u obzir da odrasla zelena salata u hidroponi¢nim uslovima, moze da ukloni fenol
koncentracije 200 mgL™, a transformisani korenovi 100 mgL™, moze se pretpostaviti da
listovi i celokupna masa biljke igraju vaznu ulogu. Ve¢ je pokazano da je usvajanje teSkih

metala preko kulture korenova redukovano u odnosu na usvajanje preko korena cele biljke
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(Nedelkoska i Doran 2001), a takvo uvecano usvajanje teskih metala u slucaju cele biljke
desava se zbog procesa transpiracije. Manje koncentracije fenola pocetne koncentracije (25
mgL'l) korenovi zelene salate mogu ukloniti za Cetiri dana, dok viSe koncentracije (100
mgL™?) uklanjaju za deset dana u potpunosti. Ovaj rezultat je dosta slabiji od rezultata
dobijenog sa transformisanim korenovima duvana koji uklanjaju fenol koncentracije ¢ak
600 mgL™ za jedan dan (Sosa-Alderete 2012). Netransformisani korenovi slabije uklanjaju
fenol iz rastvora verovatno samo zbog toga $to imaju manji prinos biomase pa samim tim i
proizvode manje koli¢ine enzima kojima bi fenol bio uklonjen ili usvojen. Takode se zna da
transformisani korenovi mogu sintetisati odredene metabolite koji se ne mogu detektovati u
kulturi netransformisanih korenova (Hu i Du 2006), pa je moguce da i potencijalna, jos$
uvek ne determinisana jedinjenja, uéestvuju u procesu neutralisanja fenola iz rastvora.
Primecéeno je da je koncentracija fenola u rastvoru brze i bolje uklonjena ako se kulture
korenova gaje u teglama umesto u erlenmajerima (rezultati nisu prikazani) Sto se
najverovatnije deSava zbog toga §to je aeracija u teglama drugacija nego u erlenmajerima.
Nedostatak kiseonika, je generalni problem koji se desava u kulturi korenova (Hu i Du
2006). Sosa Alderete i sar. (2012) pokazali su da dodavanje H,O, (5 mM) u rastvor sa
fenolom moze pospesiti uklanjanje fenola od strane kulture korenova duvana. Uklanjanje
fenola kod pomenutih korenova duvana bilo je smanjeno 50% na koncentraciji fenola od
gak 800 mgL™. H,O, je kosupstrat za POX pa bi njegovo dodavanje u rastvor moglo
pojacati aktivnost ovog enzima koji je svakako uklju¢en u eliminaciju fenola. Koncentracija
H,0, mozZe biti optimizovana za svaki proucavani sistem za fitoremedijaciju da bi se dobilo
Sto efikasnije uklanjanjanje fenola (Coniglio i sar. 2008). Aktivnost POX kod
transformisanih korenova zelene salate raste sa vremenom na oba ispitivana tretmana i
smanjuje se desetog dana, dok kod netransformisanih korenova dolazi do smanjenja
enzimske aktivnosti. Ukoliko pretpostavimo da je koncentracija H,O, na pocetku tretmana
niska, onda je povecana aktivnost POX i ocekivana. Kako raste koncentracija H,O, sa
vremenom, naro€ito prilikom gajenja na konstantnoj koncentraciji fenola, opada 1 aktivnost
enzima. Smanjenje aktivnosti POX dodavanjem vecih koli¢ina H2O, primecen je i kod
Bodalo i sar. (2008) koji su posmatrali uklanjanje fenola peroksidazom rena i sojinom

POX. Istrazivanja u vezi inaktivacije POX ve¢om koncentracijom supstrata ¢esto su radena
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na kulturama korenova i bas u ovim eksperimentima je pokazano da koncentracija H,O,
uti¢e na aktivnost POX. Sa inhibitornom koncentracijom H,O, formira se kataliticki
neaktivha forma POX, verdohemoprotein (P-670) i nisko-reaktivno jedinjenje peroksi-
anjon (1) porfirin radikal (Nazari i sar. 2007; Puiu i sar. 2008). Ova jedinjenja ne dovode
do konac¢ne aktivacije POX i one se mogu spontano vratiti U aktivno stanje, ali je
uspostavljanje ponovne aktivacije veoma spor proces i neretko dovodi do smanjenja
aktivnosti POX (Hong-Mei i Nicell 2008). U hidroponi¢nom rastvoru u kojima su gajeni
korenovi zelene salate, moguce je da je doslo do ovakve inaktivacije enzima visokom
koncentracijom H,0,, pa je aktivnost POX rezultirala u niskim vrednostima. U sistemima
koji se koriste za uklanjanje Stetnih supstanci iz vode, mora se voditi raCuna o koncentraciji
vodonik-peroksida, da ona ne bi bila previsoka (Sosa-Alderete i sar. 2012). I pored moguce
inaktivacije POX iz korenova supstratom (H,O, ili fenol), proces proizvodnje i
precis€avanja enzima je veoma skup i dovodi do joS vece Sanse za inaktivaciju tako
dobijenog enzima (Gomez i sar. 2008). Stoga, koris¢enje transformisanih korenova u cilju

fitoremedijacije poseduje mnoge prednosti.

Do sada je pokazano da mnoge biljne vrste u hidroponi¢nim uslovima usvajaju velike
koli¢ine teSkih metala i zadrzavaju ih u stablima i listovima. Koncentracije odredenih teSkih
metala se kreéu: 10000 pgg™ za Zn; 1000 pgg™ za Ni, Co, Cr, Cu ili Pb; 100 pgg™ za As i
Cd (Prasad i sar. 2003; Turgut i sar. 2004). Boominathan i Doran (2003) pokazali su da je
aktivnost CAT povecana prilikom hiperakumulacije Cd u transformisanim korenovima
Thlaspi caerulescens. Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima u ovoj tezi, gde dolazi do
velikog povecanja aktivnosti CAT 1 u transformisanim i u netransformisanim korenovima
zelene salate izloZene dejstvu fenola u vodi. Pored mehanizama uklanjanja fenola, koji su
izuCavani u ovoj disertaciji, pokazano je da ¢elije hairy roots sargarepe, Solanum aviculare
1 slatkog krompira mogu da inkorporiraju fenolna jedinjenja uz pomo¢ polarnih ¢elijskih
komponenti, kao §to su Seceri i proteini, podjednako dobro kao i uz pomo¢ ¢elijskih zidova
i membrana (de Araujo i sar. 2006). Pokazano je da transformisani korenovi zelene salate

ne adsorbuju znacajnu koli¢inu fenola na povrSini korena (rezultati nisu prikazani), pa
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ostaje jo§ eventualna moguénost usvajanja fenola uz pomo¢ transformisanih korenova

zelene salate pomocu pomenutih $ecera i proteina.

Hairy roots, tokom rastenja, mogu sintetisati i izluCivati razli¢ita fenolna jedinjenja u
okolnu sredinu (Li i sar. 1998). U te¢noj hranljivoj podlozi sa fenolom u kojoj su gajeni
korenovi zelene salate, primecuje se da posle deset dana dolazi do potpunog uklanjanja
fenola koncentracije 100 mgL™, kao i nizih koncentracija fenola za kraée vreme, dakle, nije
konstatovano prisustvo fenola u rastvoru. Korenovi zelene salate ne proizvode velike
koli¢ine fenolnih jedinjenja dok se u okolnom rastvoru nalazi visoka koncentracija fenola.
Ako bi se merila koncentracija fenola posle njegovog uklanjanja iz hranljive podloge,
mozda bi bila izmerena odredena koncentracija novosintetisanih fenolnih jedinjenja iz hairy
roots. Stojakowska i sar. (2012) izdvojili su fenolna jedinjenja 3,5-DCQA i hidrocinamat iz
kulture korenova zelene salate. Ova jedinjenja inhibiraju lipidnu peroksidaciju i hemolizu i
veoma dobro uklanjaju slobodne radikale (Kim i Lee 2005; Park i sar. 2009), tako da
predstavljaju neenzimsku komponentu antioksidativne zastite, pored enzima koji ucestvuju
u polimerizaciji fenola. Istrazivanja koja bi bila radena na hairy roots zelene salate mogu
dati veoma korisne informacije o eventualnoj akumulaciji ili biotransformaciji fenola iz
otpadnih voda, jer je poznato da je kultura korenova pogodan sistem za izuCavanje
pomenutih dogadaja jer je potpuno iskljuéena mogucnost translokacije u gornje delove
biljke (Doran 2009). Sa druge strane, rezultati in vitro eksperimenata zavise i od sastava
hranljive podloge 1 uslova pod kojima se biljke gaje, pa se rezultati dobijeni na ovaj nacin
ne mogu uzimati kao potpuno relevantni i primenjivi na biljke koje se gaje u prirodi. Proces
transpiracije, koji je konstantno zastupljen u celim biljkama, ne postoji u kulturi korenova,
pa se njegov uticaj, ne moze zanemariti kada se radi o translokaciji Stetnih supstanci i
njihovih polimera (Paterson i sar. 1990). Rezultati objavljeni u ovoj tezi, radeni na celim
biljkama u hidroponiénim uslovima, kao i u kulturi korenova, objedinjuju diskusiju o

fitoremedijaciji zelenom salatom.

Transformisani korenovi zelene salate, linija Ljubljanske ledenke 18, mogu biti potencijalni
sistem za fitoremedijaciju otpadnih voda koje su zagadene fenolom. Mnoge biljne vrste kod

kojih je uspostavljena kultura korenova do sada su koriS¢ene u te svrhe (Veena i Taylor,
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2007; Guillon i sar. 2006). Ako se uzme u obzir da i korenovi zelene salate mogu da
usvajaju ili polimeriSu odredenu toksi¢nu koncentraciju fenola, mogu biti iskoriS¢eni za
proces fitoremedijacije voda. Dalja istrazivanja bi pokazala da 1i se fenol u korenovima
zelene salate akumulira ili polimeriSe. Takode, buduca istrazivanja bi¢e usmerena ka
gajenju hairy roots u hidroponi¢nom sistemu i njihovoj mogu¢nosti za uklanjanje fenola iz
takvog okruZenja. Zajedno sa ve¢ dobijenim pozitivhim rezultatima i ¢injenicom da je
metod hidroponi¢nog gajenja biljaka mnogo isplativiji od konvencionalnog nacina
fitoremedijacije, transformisani korenovi mogu biti odlican kandidat za proces

precis¢avanja otpadnih voda.

5.9. Analiza moguce primene transformisanih korenova za uklanjanje fenola iz

otpadnih voda

Na osnovu rezultata, sli¢no prethodnoj analizi primene zelene salate za uklanjanje fenola iz
otpadnih voda, moze se zakljuciti da transformisani korenovi sorte Ljubljanska ledenka,
linija LIL 18, uklanjaju fenol po&etne koncentracije 100 mgL™ za deset dana (Slika 56).
Ukoliko se ovi korenovi gaje na konstantnoj koncentraciji fenola iste koncentracije, mogu
se gajiti deset dana na koncentraciji od 25 mgL™ (Slika 57) i tada smanjuju koncentraciju
fenola za 21 - 18 mgL™ tokom svakog dana gajenja. Kada se u ra¢un uvrsti &injenica da je 1
g transformisanih korenova gajeno na 30 mL te¢ne hranljive podloge i da je u tim uslovima
fenol iz rastvora koncentracije 100 mgL™ uklonjen za deset dana, moZe se izradunati da bi

33,3 kg transformisanih korenova LJL 18 bilo dovoljno za prec¢is¢evanje 1 t zagadene vode.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Tokom gajenja semena razli¢itih sorti zelene salate in vitro, nije doSlo do formiranja
morfoloski zadovoljavajucih biljaka

Tokom klijanja semena zelene salate na razliitim koncentracijama fenola,
pokazano je da sorte Ljubljanska ledenka i Nansen klijaju na najvi§im primenjenim
koncentracijama od 350 odnosno 300 mgL™. Inhibitorna koncentracija fenola za
ove dve sorte na kojoj klija 50% semena iznosi za sortu Ljubljanska ledenka 300
mgL™, a za sortu Nansen 250 mgL™.

ZabeleZena je povecana aktivnost CAT prilikom klijanja semena razliitih sorti
zelene salate (Ljubljanska ledenka, Nansen, Little Gem i Majska kraljica) na
inhibitornim koncentracijama fenola, u odnosu na druge ispitivane enzime (POX i
PPO).

Aktivnost POX je bila niska tokom klijanja Cetiri sorte zelene salate (Ljubljanska
ledenka, Nansen, Little Gem i Majska kraljica) na inhibitornoj koncentraciji fenola,
odredenoj za svaku sortu pojedinacno, tokom osam dana klijanja.

Primecena je drasticno veca aktivnost PPO ukoliko je kao supstrat za odredivanje
njene aktivnosti koris¢en 4-metil-katehol, umesto L-DOPA.

Zelena salata sorte Ljubljanska ledenka uklanja fenol pocéetne koncentracije 200
mgL™ iz rastvora posle Sest dana gajenja. Prilikom gajenja ove sorte na konstantnoj
koncentraciji fenola od 200 mgL™ dolazi do opadanja moguénosti za uklanjanjem
fenola posle Sest dana gajenja.

Zelena salata sorte Nansen uklanja fenol podetne koncentracije 200 mgL™ iz
rastvora posle osam dana gajenja, a efekat uklanjanja fenola konstantne
koncentracije je slabiji nego kod Ljubljanske ledenke.

Obe ispitivane sorte potpuno uklanjaju fenol pocetne koncentracije 200 mgL'1 iz
rastvora posle deset dana gajenja, dok konstantnu koncentraciju fenola od 200 mgL"
! tokom istog vremena gajenja ne mogu eliminisati.

Aktivnost POX opada prilikom gajenja sorti zelene salate Ljubljanska ledenka i

Nansen u rastvoru fenola i pocetne i konstantne koncentracije od 200 mgL™, merene
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10.

11.

12.

13.

14.

I u korenu i u listovima, dok aktivnost CAT, PPO i SOD raste u odnosu na
kontrolne biljke. Aktivnost CAT i SOD se povecava tokom vremena i dostize
maksimalnu vrednost pred kraj tretmana, dok aktivnost PPO pred sam kraj tretmana
opada.

Koncentracija prolina konstantno raste kod obe ispitivane sorte zelene salate tokom
gajenja na podetnoj i konstantnoj koncentraciji fenola od 200 mgL™.

Primecéena je morfoloska razlika korenova zelene salate koji su regenerisani u
rastvoru fenola po&etne koncentracije 200 mgL™ u odnosu na stare korenove.
Zelena salata je uspesno transformisana sa Agrobacterium rhizogenes A4M70GUS i
uspostavljena je kultura hairy roots. Najveci prinos biomase korenova primecen je
kod linije LjL 18.

Transformisani korenovi sorte Ljubljanska ledenka uklanjaju u potpunosti fenol
po&etne koncentracije 100 mgL™ iz rastvora.

Primecen je porast aktivnosti svih analiziranih enzima (CAT, PPO i SOD) osim
PPO prilikom gajenja transformisanih korenova zelene salate sorte Ljubljanska

ledenka i na po&etnoj i na konstantnoj koncentraciji fenola od 50 mgL™.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNoTnucaHa BojuH Taguh
Opoj ynuca 53304/2009
UsjaBrbyjem

a je [OKTOpCKa gucepTtaumja nog HacnoBom

Yknawawe peHona us oTtnagHMx Boga copramMma 3erieHe canarte

(Lactuca sativa L.)

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [a npefgnoxeHa guceptauuja y LenNuHU HU Yy JenoBuUMa Huje Buna npeanoxeHa
3a pgobujakbe OMMNO KOje OunnoMe npema CTyaujCKMM nporpamuMma gpyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBegeHUN U

e [a HMCaM KpLuMo/na ayTopcka npaBa M KOPWUCTUO WHTENEKTYarnHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTtnuc gokTtopaHaa

Y Beorpagay, 12.05.2015.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Vme n npesnme aytopa BojuH Taguh
Bpoj ynuca 53304/2009
Cryavnjcku nporpam dusmonorunja u monekynapHa 6ruonoruja Gurbaka

Hacnos paga __Yknawahe deHona U3 oTnagHux Boa copramMa 3eJfieHe canare

(Lactuca sativa L.)

MeHTOp ap Mapuija MNeTtpuh

MoTnncanH Bojud Taguh

nsjaBrbyjeM a je wTamnaHa Bep3uja MOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €fEKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepjao/na 3a objaBrbuMBawe Ha noptany [OurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTeTa y beorpagy.

[o3sorbaBam ga ce objaBe Moju NMYHM nodaum Be3aHu 3a pobujawe akagemckor
3Barba JOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy umMe 1 npesvmMme, roguHa n Mecto pohewa n gatym
ogbpaHe paga.

OBM nuyHM nogaum Mory ce o00jaBUTM Ha MpPEXHUM CTpaHuuama aurntarnHe
OmbnunoTeke, y eneKkTPOHCKOM KaTanory ny nybnukauvjama YHmeepauteTa y beorpaay.

MoTnuc poktopaHaa

Y Beorpagay, 12.05.2015.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® pga y [AdurutanHu
peno3utopujym YHuepauteTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOpCKy AucepTauujy noa
HacrnoBOM:

Yknawawe dpeHona n3 otnagHux Boga coptama seneHe canarte (Lactuca sativa L.)

Koja je Moje ayTopcko aeno.

OduncepTaumjy ca caum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckomMm dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxuBmMpate.

Mojy OOKTOpCKY AncepTtauunjy noxpamweHy y [urutanHu penosvtopujym YHusepsuTeTa
y beorpagy mory ga Kopucte CBM KOju NOLWWTYjy oapende cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nunueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyduna.

@ AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjanHo

3. AyTOpCTBO — HEKOMepUujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjaNHO — AENUTW NoA UCTMM YCroBUMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — [€enuTh NOA UCTUM yCroBUMa

(Monumo pa 3aoKpyxute camo jefHy oA LWecT MOHyheHuxX nuueHuM, KpaTak onuc
nUuUeHuM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTnuc gokTopaHpa

Y Beorpagay, 12.05.2015.




1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTpuUbyLMjy M jaBHO caoniiTaBare
Aena, n npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
Unu gaesaoua nuueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja of CBUX
nUEeHUMN.

2. AytopcTBO — HekomMmepumjanHo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawwe, AUCTpUBYLMjy 1 jaBHO
caornwtaesawe fena, v npepage, ako ce HaBe[e MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of
CcTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOSbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTe YMHOXaBahE,
ANCTpnbyunjy M jaBHO caonwTaBawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBakwa Wnu
ynoTpebe gena y CBOM [erny, ako ce HaBede ume aytopa Ha HadvH ogpeheH of
CcTpaHe aytopa vnu aasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOrbaBa KoMepuujarnHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM MULEHLOM ce orpaHuvaBa
Hajsehun o61Mm npaBa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HekoMepuwujanHo — genntu nog uctum ycrosuma. [o3BosrbaBaTe
YMHOXaBake, AMCTpMbyLnjy 1 jaBHO caonwitaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeae
nMme aytopa Ha HayuH odpefeH of cTpaHe ayTopa unu gasaola fnuueHLEe U ako ce
npepaga Aguctpubympa nog MCTOM WM CAMYHOM nuvueHuoM. OBa nuvueHua He
[03BOSbaBa kKoMepuujanHy ynotpeby agena v npepaga.

5. AyTtopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUBYLM)y U jaBHO
caonwrTasawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa Unu ynotpebe gena y csom aeny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wvnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Jo3BoSbaBa koMepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTtopcTBO - pgenutu nog wuctum ycnosuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe,
ANCcTpnbyunjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HauuH oapefeH o4 CTpaHe ayTopa WM JaBaoua NuueHue U ako ce npepaga
anctpnbympa nog WMCTOM WM cnuUYHOM nuvueHuom. OBa nuvueHua [o03BOrbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuuyHa je codpTBepckuMMm nuueHuama,
O[HOCHO NunLeHuamMa OTBOPEeHOr Koaa.



