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Ekofizioloski odgovor mahovina Atrichum undulatum (Hedw.) P. Beauv. i Hypnum
cupressiforme Hedw. na stres izazvan metalima u uslovima in vitro

Sazetak

Mahovine predstavljaju organizme sa viSedecenijskom primenom u monitoringu zagadenja
vazdusne i1 vodene sredine metalima. Uprkos ovome, jako mali broj istrazivanja bavio se
sposobnoS¢u mahovina da usvajaju metale iz podloge na kojoj rastu i efektima poviSenih
koncentracija metala u podlozi na rastenje i razvice ovih biljaka.

U ovom istrazivanju, kod dve vrste mahovina razli¢itih formi rasta, akrokarpne vrste
Atrichum undulatum i pleurokarpne vrste Hypnum cupressiforme, testirana je sposobnost usvajanja i
translokacije cinka, bakra ili kadmijuma u gametoforima gajenim na podlogama sa dodatkom
razli¢itih koncentracija (0, 200, 700 uM) acetatnih soli ovih metala. Osim toga, ispitan je i efekat
razli¢ite duzine stresa (kratkotrajni 1 dugotrajni) metalima na morfogenetske, fizioloske i
biohemijske parametre dve vrste mahovina. Istrazivanje je vrSeno u akseni¢nim in Vitro
laboratorijskim uslovima.

Obe vrste mahovina imaju sposobnost usvajanja metala iz podloge i translokacije duz
longitudinalne ose izdanka, ali efikasnost ovih procesa zavisi od vrste metala i vrste mahovine.
Obrasci akumulacije metala razlikuju se u apikalnim i bazalnim delovima gametofora, specifi¢ni su
za vrstu mahovine i vrstu metala ali zavise i od primenjenih koncentracija metala u hranljivim
podlogama. Kombinovano dejstvo faktora znacajno je uticalo na vrednosti razli¢itih parametara
odgovora mahovina na stres izazvan metalima.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da dve ispitivane vrste mahovina imaju drugacije
strategije alokacije resursa prilikom odgovora na poveéane koncentracije metala u podlozi — H.
cupressiforme dominanto ulaze u produkciju novih izdanaka, dok A. undulatum energiju primarno
koristi za sintezu i aktivnost komponenti antioksidativne zastite.

Kljuéne re¢i: cink, bakar, kadmijum, interakcije faktora, mape distribucije elemenata, Atrichum
undulatum, Hypnum cupressiforme

Nau¢éna oblast: Biologija
UZa nau¢na oblast: Fiziologija biljaka
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Ecophysiological response of mosses Atrichum undulatum (Hedw.) P. Beauv. and Hypnum
cupressiforme Hedw. to metal-induced stress in in vitro conditions

Abstract

Mosses are long-established biomonitors of air and water trace metal pollution. There is a
lack of knowledge about the relations of these plants with the metals from the substratum.

Here, two growth form mosses, acrocarpous Atrichum undulatum and pleurocarpous
Hypnum cupressiforme were tested regarding their competence to accumulate and translocate
metals from the substratum to the upper parts of the gametophores. Plants were grown on solid
media supplied with different concentrations (0, 200, 700 uM) of zinc-, copper- or cadmium-acetate
and the effects of these factors and different exposure times on morphogenetic, physiological and
biochemical parameters were also investigated. The study was conducted in the controlled axenic
laboratory conditions.

Both moss species absorb metals and translocate them along the longitudinal stem axis, but
the efficiencies of these processes are dependent on the moss and the metal species. The pattern of
individual metal distribution is different in apical and basal parts of the gametophores and specific
to moss species, metal, and is also affected by the applied concentration of the acetate salts.
Significant interaction effects of factors on investigated parameters of moss response to metal stress
are detected.

The results indicate that the two moss species use different strategies regarding energy
allocation in response to elevated metal concentrations in the substrate. H. cupressiforme
predominantly invests energy in the production of new shoots, while in A. undulatum, the energy is
directed mainly into the synthesis and activation of various components of antioxidative protection.

Key words: zinc, copper, cadmium, interaction effects, element distribution maps, Atrichum
undulatum, Hypnum cupressiforme

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Plant physiology
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ET rekacije prenosa elektrona

FCR Folin-Ciocalteu reagens

GAE ekvivalent galne kiseline

GPX gvajakol peroksidaza

GR glutation reduktaza

GRX glutaredoksin

GSH glutation

H202 vodonik peroksid

HAT reakcije prenosa atoma vodonika (eng. hydrogen atom transfer reactions)
HPLC teCna hromatografija pod visokim pritiskom (eng. high-performance liquid
chromatography)
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LOD limit detekcije — LOD
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NRAM transporteri (eng. Natural Resistance Associated Macrophage Proteins)
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PC fitohelatin
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PIXE protonski indukovana emisija X zraka (eng. proton-induced X-ray emission)
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POX peroksidaze klase 111
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PVP polivinil pirolidon

RCF relativna centrifugalna sila

ROS reaktivne kiseoni¢ne vrste
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SBP supstrat vezujuci protein (eng. substrate-binding protein, SBP)
SEM skenirajuca elektronska mikroskopija

SOD superoksid dismutaza

STIM skenirajuca transmisiona jonska mikroskopija

t12 vreme poluraspada

TBA tiobarbiturna kiselina

TCA trihlorsir¢etna kiselina

TE ekvivalent troloksa
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uv ultraljubicasti deo elektromagnetnog spektra

XRF fluorescencija rendgenskih zraka (eng. X-ray fluorescence)
ZIP transporteri (eng. Zinc Regulated Transporter-lron Regulated Transporter-like

proteins; ZRT-IRT-like Proteins)
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1. UvOD
1.1. Biologija mahovina
1.1.1. Osobine Zivotne istorije, Zivotni ciklus i razvi¢e mahovina

Mahovine (razdeo Bryophyta) su medu prvim biljkama koje su uspesno kolonizovale kopno
1 zajedno sa roznjacama (razdeo Anthocerotophyta) i jetrenjacama (razdeo Hepatophyta) Cine grupu
nevaskularnih biljaka podcarstva Bryobiotina ¢iji se pripadnici tradicionalno nazivaju briofite
(Mauseth, 2014; Budke et al., 2018; Sabovljevi¢ & Sabovljevi¢, 2020). Traheofite (vaskularne
biljke) i briofite formiraju grupu savremenih kopnenih biljaka, ¢ije je zajednicko svojstvo Zivotni
ciklus koji se sastoji od dve naizmeni¢ne visecelijske heteromorfne generacije, diploidnog sporofita,
koji se razvija iz zigota i produkuje spore, i haploidnog gametofita, koji nosi seksualne organe
(Goffinet & Buck, 2012; Mauseth, 2014). Poput ostalih embriofita, poseduju embrion ili fazu u
zivotnom ciklusu u toku koje je sporofit povezan sa gametofitom od koga direktno zavisi, §to je
univerzalno svojstvo kopnenih biljaka (Ligrone et al., 2000). Medutim, briofite u odnosu na druge
kopnene biljke izdvajaju specificne osobine Zivotne istorije koje su vezane za razvoj i odnos dve
generacije zivotnog ciklusa (Shaw & Renzaglia, 2004).

Kod traheofita, embrionalna faza je relativno kratka i sporofit koji nastaje iz nje ubrzo
nastavlja svoje razvi¢e nezavisno od gametofita uspostavljaju¢i direktan kontakt sa supstratom
(Ligrone et al., 2000). Kao odrasle biljke njihovi sporofiti su razgranati i mogu produkovati veliki
broj sporangija. Gametofit traheofita je jako redukovan do nivoa od svega nekoliko Celija, bez
sposobnosti da samostalno zivi ili vrsi fotosintezu, pri ¢emu je Zzenski gametofit zatvoren u
megaspori i u potpunosti postao zavistan od diploidne faze (Goffinet & Buck, 2012; Mauseth,
2014). Nasuprot ovome, kod briofita gametofit predstavlja dominantnu vegetativnu generaciju, sa
sporofitima koji su matrotrofni i monosporangijatni (Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007;
Sabovljevi¢ & Sabovljevi¢, 2020). Osim toga, sporofiti briofita se gotovo nikada ne granaju, ne
formiraju listove ili sli¢ne strukture i imaju determinantan rast (Crandall-Stotler & Bartholomew-
Began, 2007; Mauseth, 2014).

Gametofit mahovina je u odnosu na sporofit dugozive¢i i predstavlja trajnu fotosinteticki
aktivnu fazu zivotnog ciklusa sa ulogom u usvajanju mineralnih materija iz okruzenja, rastenju i
razmnozavanju, i produkciji novih biljaka putem seksualnih ili aseksualnih procesa. Njega
karakteri$u raznovrsnost i slozenost koji se ne mogu sresti kod traheofita (Shaw & Renzaglia, 2004;
Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007). Gametofit mahovina ¢ine dva razvojna stadijuma,
filamentozna protonema (juvenilni stadijum) i listasti gametofit (gametofor) (Pressel et al., 2008).
Za razliku od drugih briofita, koje formiraju samo jedan gametofor po klijaloj spori, mahovine
karakteri$e filamentozna (koncasta) protonema koja ima sposobnost grananja i produkcije brojnih
pupoljaka iz kojih ¢e se razviti ve¢i broj geneticki identi¢nih gametofora (Goffinet & Buck, 2012;
Budke et al., 2018). Osim koncaste, kod vrsta klase Sphagnopsida, sree se i taloidna forma
protoneme, te je adekvatnije nazivati je protalijum. Kod mahovina ona predstavlja primarni produkt
klijanja haploidne spore i pocetak njihovog Zivotnog ciklusa (Slika 1). Kod vecine vrsta klijanje je
ezgosporno - nakon oslobadanja spora iz kapsule, najpre dolazi do bubrenja protoplasta i pucanja
zida spore, a tek kasnije do prvih celijskih deoba i nastanka protoneme (Crandall-Stotler &
Bartholomew-Began, 2007). Rast protoneme mahovina zasniva se na usmerenoj jednodimenzionoj
ekspanziji njene apikalne celije (de Keijzer et al., 2021). Medutim, za razliku of filamenata drugih
biljaka koji se takode odlikuju apikalnim rastenjem i jednocelijski su (npr. protoneme jetrenjaca,
polenove cevi traheofita) protonema mahovina je viSecelijska struktura (Pressel et al., 2008).
Unutar protoneme dolazi do specijalizacije Celija iz kojih se mogu razviti tri tipa filamenata -
hloronema, kaulonema i rizoidi, takode karakteristicni samo za ovu grupu briofita (Goffinet &
Buck, 2012). Koji tip filamanata ¢e se u datom trenutku razvijati zavisi od vrste, uslova spoljasnje
sredine, kao 1 od razvojne faze. Osim toga, u zavisnosti od sredinskih faktora, kao §to je dostupnost
mineralnih elemenata (npr. kalijuma), pojedine vrste mogu menjati formu protoneme iz koncaste u
taloidnu i obratno (Glime, 2017).
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Slika 1. Zivotni ciklus mahovina. 1- klijanje spore i rast protoneme; 2 - formiranje pupoljka
gametofora; 3 - razvice muskog i zenskog gametofora; 4 - sazrevanje anteridija i arhegonija; 5 -
oslobadanje spermatozoida i hemotaksi¢no kretanje ka jajnoj celiji; 6 - oplodenje i nastanak
diploidnog zigota; 7 - razvi¢e embriona unutar arhegonije; 8 - razvi¢e mladog sporofita zasticenog
epigonijumom; 9 - razviée zrelog sporofita; 10 - rasejavanje haploidnih spora iz ¢ahure sporofita
(Modifikovano prema Mauseth, 2014).

lako se generalno smatraju strukturama koje produkuju samo zreli gametofori, rizoidi se po
svojim citoloSkim karakteristikama zna¢ajno preklapaju sa kaulonemom i kod nekih vrsta mahovina
predstavljaju prvu strukturu koja se razvija po klijanju spore (Pressel et al., 2008; Glime, 2017).

Hloronema se najceS¢e prva razvija nakon klijanja spore i predstavlja primarno mesto
fotosinteze, sa ¢elijama koje citoloski lice na fotosinteticke celije listastih izdanaka (Pressel et al.,
2008; Goffinet & Buck, 2012). Sve ¢elije hloroneme, ukljucujuéi vr$nu, imaju istu gradu (Slika
2A). One su kratke, sa popre¢nim zidovima normalnim na osu rasta i sa krupnom centralnom
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vakuolom oko koje se nalaze brojni okrugli hloroplasti i druge organele (Pressel et al., 2008; Glime,
2017). Hloronemu karakteriSe nepravilno grananje filamenata, ¢iji rast moze biti kako horizontalan,
tako i uspravan (Glime, 2017; Coudert et al., 2019). Jedra ¢elija primarne hloroneme su uvek
haploidna, a individualne ¢elije imaju sposobnost regeneracije nove protoneme ili dediferencijacije
u loptaste ¢elije iz kojih se kasnije moze ponovo razviti protonema. Stoga, osim uloge u asimilaciji,
hloronema ima i funkciju u aseksulanoj propagaciji formiranjem razli¢itih tipova vegetativnih
propagula (Pressel et al., 2008). Nakon klijanja spore, primarna hloronema se naj¢e$cée radijalno Siri
deobama i1 obnovom apikalne ¢elije, koja nakon nekoliko ciklusa deobe moze ste¢i identitet
apikalne ¢elije kauloneme i nastaviti produkciju kaulonemalnih filamenata (Coudert et al., 2019;
Moody, 2019). Promena identiteta iz hloroneme u kaulonemu kontrolisana je auksinom i setom
konzervisanih transkripcionih faktora (de Keijzer et al., 2021).
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Slika 2. Sematski prikaz razviéa gametofita mahovina. A - izgled primarne protoneme i kauloneme
(jednodimenzionalno  rastenje  gametofita); B — formiranje  sekundarne protoneme
(dvodimenzionalno rastenje gametofita) C — forimaranje meristemskog pupoljka gametofora sa
tetraedalnom apikalnom celijom (tranzicija 2D u 3D rastenje gametofita); D — tetraedalna apikalna
¢elija (prve 3D formativne deobe).

Kaulonema predstavlja drugi stadijum u razviéu protoneme 1 nije prisutna kod svih
mahovina. Za razliku od hloroneme, predstavlja isklju¢ivo horizontalni sistem filamenata
crvenkastobraon boje. Karakterisu je izduzene celije, sa kosim popreénim zidovima i manjim
brojem sitnih, nejednako rasporedenih vretenastih hloroplasta (Glime, 2017). Apikalne celije
kauloneme su citoloski sli¢nije ¢elijama koje ucestvuju u vr§nom rastenju filamentoznih struktura
kod drugih biljaka, poput polenove cevi ili korenskih dlacica, nego hloronemalnim. Jedro je
centralno pozicionirano sa citoplazmaticnom kapom prema vrhu celije, u kojoj se nalaze
endoplazmati¢ni retikulum, diktiozomi, brojne mitohondrije i amiloplasti sa ulogom u detekciji
gravitacije. Iza jedra apikalne celije nalazi se krupna vakuola. Nakon mitoze, formiranjem kosog
popre¢nog zida nastaje subapikalna Celija sa velikim brojem vakuola. Kaulonema ima znacajno



brzu stopu rasta i ¢elijskih deoba u poredenju sa hloronemom, verovatno zbog toga Sto je aparat koji
omogucava njen vrs$ni rast visoko specijalizovan (Pressel et al., 2008; Coudert et al., 2019).
Diferencirane celije kauloneme u pogledu organizacije citoplazme jako lice na celije koje
transportuju hranljive materije u odraslim gametofitima mahovina (Pressel et al., 2008; Glime,
2017). Dominantna endoplazmati¢na mikrotubularna mreza i ekstenzivni endomembranski domeni,
uz gubitak vakuole u toku diferencijacije ukazuju na njihovu ulogu u prenosu supstanci (Pressel et
al., 2008). Nakon formiranja kauloneme, dalji razvoj protoneme se bazira na grananju filamenata
(Slika 2B). Tada dolazi do uspostavljanja nove ose rasta u odnosu na postojeci filament, Sto
omogucava njeno prostiranje u dve dimenzije (de Keijzer et al., 2021). Bo¢ne grane nastaju na
karakteristi¢nom rastojanju od apikalne ¢elije, najéesée izmedu druge i pete subapikalne celije, u
zavisnosti od tipa filamenta (Pressel et al., 2008). Kod hloroneme prve bo¢ne grane nastaju deobom
druge ¢elije, dok formiranje bocnih filamenata kod kauloneme pocinje sa treCom ili ¢etvrtom
subapikalnom ¢elijom. Od pete subapikalne cCelije, veéina Celija ulazi u deobe koje dovode do
nastanka bo¢nih konaca (Coudert et al., 2019). Ovaj proces ukljucuje migraciju jedara iz citoplazme
u ispupcenje u bocnom celijskom zidu koje predstavlja mesto gde ¢e se razviti pupoljak. Nakon
asimetricne deobe, nastaje zaCetak grane sa gustom citoplazmom, dok se jedro u originalnom
filamentu vraca na centralni polozaj u perifernoj citoplazmi, koja je ispunjena brojnim vakuolama i
rastrkanim hloroplastima (Pressel et al., 2008). Dalji rast bo¢nog filamenta odvija se rastom njegove
vrsne Celije koja funkcioni$e kao sekundarna apikalna ¢elija protoneme (de Keijzer et al., 2021).

Svaka protonema moze formirati zeleni film preko supstrata preénika nekoliko centrimetara
(Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007). Konci protoneme, najée$¢e kauloneme, mogu
sadrzati male okrugle celije, tmeme (apscisione celije), koje omogucavaju odvajanje delova
protoneme i njenu dalju disperziju i vegetativno razmnozavanje (Pressel et al., 2008; Sabovljevic et
al., 2014). Kod vecine mahovina, ovaj stadijum je kratkoziveci, medutim, kod nekih vrsta moze
predstavljati trajnu vegetativnu fazu biljke (Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007,
Sabovljevi¢ et al., 2014). Sa rastom protoneme, u odredenim ¢elijama, najces¢e kauloneme, dolazi
do pokretanja regulatornih mehanizama koji dovode do njihove asimetricne deobe i nastanka
zaCetaka gametofora na mestu grananja parentalnog konca (Slika 2C). Ova deoba se naziva
"tranziciona" jer oznacava pocetak tranzicije dvodimenzionalnog rasta juvenilne faze gametofita u
trodimenzionalni rast, karakteristican za odrasli gametofit. Nakon ove deobe, zacetak gametofora
bubri i preko nekoliko sukcesivnih deoba dovodi do stvaranja meristemskog pupoljka sa
tetraedalnom apikalnom celijom i1z koje ¢e deobama paralelnim njenim trima lateralnim stranama
(Slika 2D) razvijati adultni gametofit (Sabovljevi¢ et al., 2014; Tang et al., 2020). lako su krupniji
od sporofita, odrasli gametofiti mahovina su male, najceS¢e visegodiSnje biljke, sacinjene od
sistema razgranatih ili nerazgranatih izdanaka nalik stablu (kauloida), sa spiralno organizovanim
filoidima (Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007; Sabovljevi¢ et al., 2014). Filoidi
predstavljaju strukture sa drugacijom anatomijom, ali sli¢nim funkcijama listovima angiospermi. Na
bazalnim delovima kauloida nalaze se rizoidi, koji imaju ulogu u pri¢vrS¢ivanju za supstrat i
izuzetno slabo doprinose usvajanju vode i mineralnih materija (Sabovljevi¢ et al., 2014). Odrasli
izdanci se retko srecu kao pojedina¢ne biljke, ve¢ svaka pojedinacna protonema produkuje veliki
broj gametofora koji u prirodi ¢ine kolonije nalik tepisima ili jastuc¢i¢ima. Njihova medusobna
zbijenost usporava gubitak 1 pomaze zadrzavanje vode, koja je neophodna za proces oplodenja i
razmnozavanja mahovina (Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007; Budke et al., 2018).

Tranzicija iz dvodimenzionalnog u trodimenzionalni rast predstavlja evolucionu novinu
kopnenih biljaka, koja je doprinela uspe$nijoj kolonizaciji kopna, s tim §to se kod mahovina i
angiospermi deSava razli¢itom dinamikom. Kod angiospermi do nje dolazi jako rano u toku
embriogeneze 1 bilo kakvo naruSavanje 3D rasta moze biti letalno (Moody, 2019). Kod mahovina,
dvodimenzionalno rastenje, bazirano na rastu vr$ne Celije, moZe trajati neograni¢eno dugo, i
posebno je znacajno jer omogucava istrazivanje okoline i kolonizaciju supstrata, pre nego Sto dode
do razvica odraslih gametofita (Menand et al., 2007).



Kontinuirani rast adultnog gametofita dovodi do stvaranja grupe uspravnih ili poloZenih
izdanaka, na kojima se formiraju muski (mikrogametangije) i zenski (megagametangije)
reproduktivni organi. Kod mahovina, mikrogametangije se nazivaju anteridije, a megagametangije
arhegonije. U zavisnosti od vrste, one mogu biti rasporedene duz kauloida u aksilama
nemodifikovanih filoida, ili alternativno, biti u grupama na vrhovima izdanaka. U slucaju kada su
gametangije grupisane, uz njih se najcesce javljaju i sterilni filamenti, parafize, pri ¢emu je cela
grupa okruzena posebno diferenciranim filoidima u obliku c¢asice. Ovi filoidi se kod anteridija
nazivaju perigonalni, a kod arhegonija perihecijalni listi¢i i imaju prvenstveno zastitnu ulogu. U
zavisnosti od toga da li se mikro- i megagametangije razvijaju na istom gametofitu ili na razlitim
biljkama, mahovine se dele na jednodome (monoi¢ne) i dvodome (dioi¢ne) (Crandall-Stotler &
Bartholomew-Began, 2007; Mauseth, 2014).

Anteridije su izduzene, jajolike ili cilindricne strukture, sa spoljasnjim sterilnim slojem
¢elija 1 unutraSnjom masom od koje nastaju biflagelatni spermatozoidi sa sposobnos¢u kretanja u
prisustvu vode (Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007; Mauseth, 2014). Oslobadanje
spermatozoida ograni¢eno je na apeks anteridije, gde se nalaze specijalizovane operkularne celije,
¢ijim bubrenjem i pucanjem nastaje otvor tj. operkulum kroz koji spermatozoidi izlaze (Goftinet et
al., 2009). Voda je esencijalna za reporodukciju i proces oplodenja mahovina, jer omogucava da
spermatozoidi putem kiSe, a privuc¢eni hemijskim supstancama iz arhegonije, dospeju do jajne celije
i izvrSe oplodenje (Budke et al., 2018). Arhegonije su flasolikog oblika i sastoje se od suzenog
vratnog regiona, u kome se pre fertilizacije formira kanal za prolazak spermatozoida, i prosirenog
trbuSastog regiona u kojem se nalazi jedna jajna Celija ¢ijim oplodenjem nastaje diploidni zigot
(Glime, 2017). Transferzalnom mitotiCkom deobom zigota, nastaju bazalna ¢elija iz koje ¢e se
kasnije razviti stopalo sporofita, i apikalna celija koja ¢e dati buducu cahuru, koja predstavlja
sporangiju (Mauseth, 2014). Mahovine su generalno monosporangijatne, §to znaci da svaki sporofit
produkuje samo jednu sporangiju. U toku ranog razviéa, ceo sporofit je obavijen haploidnim
zastitnim omotac¢em poreklom od zida arhegonije i okolnih celija gametofita, koji se naziva
epigonijum. Izmedu njegove baze i stopala sporofita, formira se placentalna zona preko koje se
odvija transport supstanci iz gametofita u sporofit (Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007).
Kod veéine vrsta, radom interkalarnog meristema ispod buduce sporangije dolazi do formiranja sete
(pedicele, drske) i izduzivanja embriona, $to dovodi do raskidanja epigonijuma na dva dela. Donji
deo se naziva vaginula i on nastavlja da okruzuje bazalni deo sete i stopalo, dok gornji deo pokriva
cahuru 1 naziva se kaliptra. Kod vrsta €iji sporofiti nemaju setu, do pucanja epigonijuma dolazi
usled rasta sporangije. Sazrevanje ¢ahure i sporogeneza, ¢esto otpoc¢inju tek nakon spadanja kaliptre
sa vrha sporofita (Haig, 2013). Diferencijacijom celija unutar ¢ahure nastaje sterilna centralna
kolumela okruZena sporogenim ¢elijama, koje sinhrono podlezu mejotickim deobama 1 produkuju
haploidne spore (Budke et al., 2018).

Sporofiti mahovina su inicijalno zeleni i imaju mogucnost vrSenja fotosinteze, ali nisu
sposobni da izvrSe fiksaciju dovoljne koli¢ine ugljenika da podrze Citavo svoje rastenje i
sporogenezu, te su bar delimi¢no zavisni od gametofita u pogledu ishrane (Crandall-Stotler &
Bartholomew-Began, 2007; Budke et al., 2018). Posto ne uspostavljaju direktnu vezu sa
supstratom, mineralne supstance usvajaju samo iz gametofora sa kojima su uvek u vezi (Ligrone et
al., 2000; Mauseth, 2014). Nakon mejoze, zreli sporofiti se suse i na kraju dolazi do oslobadanja
spora pucanjem ili propadanjem spoljasnjeg sloja Cahure ili ¢eS¢e, posredstvom otvora na vrhu
sporangije, nastalog odvajanjem strukture nalik poklopcu koja se naziva operkulum (Sabovljevic et
al., 2014). Otvor sporangije oivicen je prstenom spljostenih Celija (anulusom) na kome se mogu
nalaziti zupcasti izraStaji-peristomalni zupci, koji formiraju peristom i koji higroskopskim
pokretima mogu dodatno olaksati rasipanje spora iz ¢ahure (Goffinet et al., 2009). U poredenju sa
jetrenjaCama i roznjac¢ama, sporofiti mahovina relativno dugo opstaju i mogu se naci pricvrséeni za
maternalne gametofite mesecima nakon fertilizacije, omogucavajuéi rasprasivanje spora dugo
nakon $to sam sporoft odumre (Budke et al., 2018). U povoljnim uslovima spoljasnje sredine, koji
podrazumevaju odgovarajucu temperaturu, koli¢inu svetlosti, kao i1 prisustvo vode i nutrijenata,



spore klijaju u haploidnu protonemu, ¢ime Zivotni ciklus mahovina biva upotpunjen (Goffinet et al.,
2009).

Pored seksualne reprodukcije, kod mahovina je Siroko rasprostranjeno i aseksualno tj.
vegetativno razmnozavanje dijasporama. Dijaspore kod razli¢itih vrsta mogu predstavljati filoidi,
rizoidi ili grane sa sposobno$c¢u apscisije, kao i specijalizovane vegetativne reproduktivne strukture
— rasplodna telasca. Rasplodna telaSca obuhvataju geme, strukture koje su sacinjene od
nediferenciranih ¢elija, 1 propagule, male pupoljke ili bilj¢ice koje se lako odvajaju od izdanka na
kome su razvijeni (Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007). Vegetative dijaspore se mogu
razviti na bilo kom vegetativnom delu gametofita, pri cemu do razvoja moze doc¢i jo§ u fazi
protoneme. Kod nekih vrsta, apscisija razvijenih dijaspora odvija se posredstvom specijalizovanih
¢elija tmema (Goffinet & Buck, 2012). U kulturi in vitro, vecina vrsta mahovina ima sposobnost
produkcije bar dva tipa dijaspora. Osim toga, njihovo in vitro umnozavanje putem fragmenata je
relativno jednostavno, ¢ime je olakSana ex Situ konzervacija retkih i ugrozenih vrsta. Ipak, u prirodi,
programirana fragmentacija je retka i ogranicena na apscisiju vrhova ili celih specijalizovanih
filoida ili grana sa slabo razvijenim filoidima. Neke vrste, najces¢e akrokarpne mahovine, u zemlji
formiraju viSegodisnje tuberozne strukture koje se razvijaju na rizoidima i takode imaju ulogu u
vegetativnom razmnozavanju (Vanderpoorten & Goffinet, 2009).

1.1.2. Morfologija gametofora mahovina i forme rasta
1.1.2.1.Morfologija izdanka i grananje kod mahovina

lako dele osnovne karakteristike Zivotne istorije, mahovine pokazuju zna¢ajnu raznovrsnost
u morfoloskoj i anatomskoj organizaciji sporofita i gametofita (Crandall-Stotler & Bartholomew-
Began, 2007). Nijedan makroskopski karakter mahovina, ¢ak ni oni koji se smatraju dijagnostickim,
poput viSecelijskih rizoida, nije prisutan i konzervisan kod svih vrsta. Gametofori koji se generalno
sastoje iz oblih kauloida koji nose filoide i za supstrat su pri¢vrs¢eni rizoidima, imaju sustinski
modularnu gradu - sacinjeni su od veceg broja modula, pri ¢emu se novi moduli razvijaju iz
inicijala bo¢nih grana (Goffinet & Buck, 2012). Svaki modul sastavljen je iz segmenata (metamera)
rasporedenih duz iste ose rasta. Individualni segmenti predstavljajaju grupe celija poreklom od
pojedinacnih derivata nastalih deobom apikalne meristemske ¢elije (Goffinet et al., 2009). Svaki od
njih sadrZi unutrasnje (kortikalne) i spoljasnje (epidermalne) ¢elije medu kojima nakon nekoliko
sukcesivnih deoba moze nastati po jedan zacetak filoida i bocne grane (lateralnog modula).
Inicijalno mesto razvi¢a grane najpre je pozicionirano bazalno u odnosu na zacetak filoida istog
segmenta. Medutim, usled celijskih deoba i1 izduZivanja epidermalnih celija izmedu ova dva
zaCetka, dolazi do izmeStanja inicijalnog mesta formiranja bo¢ne grane u aksilu filoida susedne
donje metamere. Grane formirane na ovaj nacin su heteroaksilarne (Coudert et al., 2017). Nakon
formiranja, apikalna ¢elija grane moze direktno u¢i u fazu dormancije, ¢ime se postize odlaganje
granjanja, moze produkovati pupoljke ili moze razviti primordije grana. Pupoljci predstavljaju
juvenilne module koji nakon razvica filoida ulaze u fazu dormancije. S druge strane, primordija
moze nastaviti razvice 1 direktno dati novi modul (granu) ili nakon kratke serije deoba u¢i u fazu
dormancije pre formiranja ikakvih filoida (gola primordija). Razli¢iti unutrasnji i spoljasnji faktori
mogu prekinuti dormanciju i omoguciti dalji razvoj grana (Goffinet et al., 2009; Coudert et al.,
2017).

Morfoloski izgled adultnih gametofita mahovina rezultat je razvica serije apikalnih ¢elija, od
kojih je svaka odgovorna za formiranje individualnih modula (Newton, 2007). lako svaka metamera
ima potencijal da razvije novi modul, neke mahovine ostaju nerazgranate dok druge imaju
specifi¢ne obrasce grananja, §to je u direktnoj vezi sa pozicijom sporofita (perihecijalnih filoida) na
gametoforu i uslovima sredine u kojoj se biljaka razvija (Goffinet et al., 2009; Huttunen et al.,
2018). S obzirom na to da novonastale grane poticu iz inicijalnih ¢elija koje se nalaze u epidermisu
metamera postojeceg modula, grananje mahovina nikada nije dihotomo, a velika raznovrsnost
morfoloske grade adultnih gametofita, izmedu ostalog, posledica je isklju¢ivo lateralnog nacina
granjanja mahovina (Goffinet & Buck, 2012; Coudert et al., 2017).



Na osnovu obrazaca grananja i pozicije perihecijalnih filoida i sporofita, mahovine se mogu
podeliti u tri grupe. Vrste koje perihecijalne filoide formiraju terminalno na primarnom modulu
nazivaju se akrokarpne. Gametofori ovih mahovina generalno rastu uspravno (ortotropno) i najcescée
ne razvijaju boc¢ne grane (ili do toga retko dolazi) zbog dormancije inicijala lateralnih modula
(Goffinet et al., 2009; Glime, 2017). Posto formiranje gametangija na vrSnom delu primarnog
kauloida dovodi do gubljenja meristemske apikalne ¢elije kod akrokarpnih vrsta, njegovo rastenje je
determinantno. Ipak, nestanak ove ¢elije najceS¢e dovodi do oslobadanja od apikalne dominacije 1
do aktivacije dormantnih inicijala grana koji se nalaze odmah ispod apeksa glavnog izdanka.
Posledi¢no, dolazi do simpodijalnog grananja i razvijaju se tzv. subfloralne inovacije koje
preuzimaju ulogu izdanka i karakteriSu se istom morfologijom kao i primarni kauloid (Slika 3A)
(Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007; Vanderpoorten & Goffinet, 2009). Na ovaj nacin,
kod akrokarpnih vrsta omoguceno je ocuvanje i prenos funkcija izmedu dva sukcesivna modula koji
su iste hijerarhije, kao 1 razvice viSegodiSnjeg vegetativnog tela 1 ucestvovanje u vise od jednog
ciklusa polne reprodukcije (Goffinet et al., 2009). Mahovine koje perihecijalne listie i sporofite
produkuju na vrhovima lateralnih grana, dele se na pleurokarpne i kladokarpne, u zavisnosti od
razvijenosti grana koje nose ove organe (Slika 3B i 3C) (Crandall-Stotler & Bartholomew-Began,
2007). Za obe grupe karakteristicno je monopodijalno grananje koje dovodi do akumulacije
sukcesivnih grana razli¢ite hijererhije koje se na osnovu svoje generalne morfologije ¢esto razlikuju
1 grupiSu u razlicite klase. Primarni moduli formiraju glavnu osu gametofora, naj¢es¢e su duzi i $iri
od grana nastalih njihovim grananjem i zbog izmestanja reproduktivnih organa na bo¢ne grane
imaju indeterminantno rastenje. Grane viseg reda nastaju grananjem ve¢ postojecih, pri ¢emu se kod
vecine mahovina grananje zaustavlja sa produkcijom tercijarnih grana (Vanderpoorten & Goffinet,
2009; Coudert et al., 2017).
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Slika 3. Forme rasta i tipovi grananja kod mahovina. A — akrokarpna vrsta sa simpodijalnim
grananjem; B — kladokarpna vrsta sa monopodijalnim grananjem i produkcijom sekundarnih grana;
C — pleurokarpna vrsta sa monopodijalnim grananjem i produkcijom sekundarnih i tercijarnih
grana, kao i specijalizovanih grana sa organima za seksualnu reprodukciju.

Monopodijalnim grananjem, omogucéena je specijalizacija i funkcionalna diferencijacija
sukcesivnih bo¢nih grana, pri ¢emu primarni modul ima ulogu, pre svega, da obezbedi viSegodisnji
vegetativni rast, a lateralni su odgovorni za fiksaciju ugljenika i razvoj reproduktivnih organa
(Goffinet & Buck, 2012). Pleurokarpne i kladokarpne mahovine generalno karakteriSu polozeni
(plagiotropni) izdanci sa jako razvijenim sekundarnim i tercijarnim granama. Kod pleurokarpnih
mahovina, perihecijalni filoidi i arhegonije se razvijaju na vrhovima veoma kratkih grana koje lice
na pupoljke 1 koje su morfoloski razli¢ite od vegetativnih grana. Longitudinalno izduzivanje ovih
modula onemogucéeno je jer produkovanje gametangija dovodi do prestanka primarne funkcije
njihove meristemske apikalne celije. Zbog ovoga, kod pleurokarpnih mahovina nakon razvica



sporofita, deluje da su oni rastrkani duz primarnog modula gametofora. Kladokarpne mahovine
produkuju perihecijalne filoide na vrhovima neizmenjenih boc¢nih grana, koje su osim u
terminalnom delu, morfoloski iste kao i vegetativne grane. Za razliku od pleurokarpnih vrsta, kod
kladokrapnih i1 grane sa perihecijalnim listi¢ima imaju sposobnost produkcije novih bo¢nih grana
(Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007). Iako je razvoj gametangija na bo¢nim granama
karakteristi¢an za ove dve grupe mahovina, i lateralni moduli akrokarpnih vrsta koje su jednodome
takode mogu obustaviti svoj vegetativni rast i formirati grupu gametangija koja je komplementarna
onoj formiranoj na apeksu glavnog izdanka. Kod nekih vrsta, osim uloge u seksualnoj reprodukciji,
bocne grane mogu funkcionisati 1 kao propagule za aseksualnu reprodukciju, pri ¢emu takvi moduli
imaju redukovane filoide (Vanderpoorten & Goffinet, 2009).

Strukturna organizacija individualnih izdanaka i pravac njihovog rastenja definiSe se kao
forma rasta mahovina. Ona je geneticki determinisana i u direktnoj vezi sa obrascima grananja i
pozicijom sporofita na gametoforu, zbog cega se podela na akrokarpne i pleurokarpne vrste
tradicionalno koristi da opiSe i formu rasta koja karakteriSe odredenu vrstu, pri ¢emu su akrokarpne
mahovine povezane sa ortotropnim, a pleurokarpne sa plagiotropnim rastom (Glime, 2017;
Huttunen et al., 2018).

Evolutivno gledano, akrokarpija medu mahovinama se smatra predackim svojstvom. S
druge strane, pleurokarpija predstavlja evolutivnu inovaciju koja je omogucila diverzifikaciju u
obrascima grananja i formama rasta, razdvajanjem grana koji ucestvuju u vegetativnom rastu i
seksualnoj reprodukciji (Coudert et al., 2017). Smatra se da je upravo pojava pleurokarpije
omogucila brzu i intenzivnu radijaciju grupe Hypnanae, najbrojnije u okviru klase Bryopsida i
jedine kod koje je plurokarpija univerzalno svojstvo. Sve ostale grupe mahovina su delimi¢no ili u
potpunosti sacinjene od akrokarpnih vrsta (Liu et al., 2019). Kladokarpne mahovine se srec¢u u
malim grupama u okviru pleurokarpnih i akrokarpnih taksona i u nekim slucajevima se smatraju
prelaznim formama izmedu akro- i pleurokarpije (Newton, 2007).

1.1.2.2.Morfologija filoida mahovina

Bez obzira na tip grananja, svi moduli vegetativnog tela mahovina imaju u ulogu u
fotosintezi i imaju potencijal da razviju filoide (Vanderpoorten & Goffinet, 2009). Filoidi mahovina
su sede¢i, celom osnovom nalezu na kauloid 1 uglavnom su spiralno rasporedeni, u dva ili vise
redova, sa vrhovima koji Strce radijalno od izdanka. Razvijaju se iz povrSinskih zagetaka filoida koji
su prisutni na svakoj od metamera, pri ¢emu je razmak izmedu dva susedna filoida odreden
izduzivanjem epidermalnih ¢elija. Stome nisu prisutne, a kutikula, ukoliko je razvijena je tanka i
nema ulogu zastite od gubitka vode. Kod nekih mahovina, baza filoida je priljubljena i obuhvata
kauloid, ¢ime je omogucena dodatna ¢vrstoca 1 kapilarni prostori koji su neophodni za eksterno
provodenje vode (Goffinet et al., 2009). Filoidi su najée$c¢e nedeljeni, pri ¢emu oblik varira izmedu
elipsoidnog 1 jeziastog, mada se kod nekih vrsta mogu sresti 1 deljeni filoidi sastavljeni od
dugackih reznjeva. Laminu filoida najéesce €ini jedan ili viSe slojeva Celija, pri cemu je kod mnogih
pripadnika klase Bryopsida duz srediSnje ose od baze ka vrhu kauloida razvijeno srediSnje rebro
(kosta) sacinjeno od viSe slojeva ¢elija. Kosta ima potpornu ulogu, ali moze i olakSavati transport
vode 1 asimilata u 1 iz filoida. Kod vecine vrsta kosta je nerazgranata, medutim kod pleurokarpnih
mahovina i retkih akrokarpa, kosta je dvostruka i u obliku slova "V". S druge strane, za brojne
akrokarpne vrste karakteristi¢na je dobro razvijena Siroka kosta. Sredinski uslovi takode mogu
uticati na razvijenost srediSnjeg rebra, pri cemu razvice kostatnih mahovina u vodenim medijumima
dovodi do odsustva koste, $to dodatno ukazuje na njenu ulogu u transportu vode i1 nutrijenata
(Goffinet et al., 2009; Vanderpoorten & Goffinet, 2009). U slu¢aju mahovina sa uspravnim rastom,
adaksijalna povrSina filoida (okrenuta osi modula) je izloZzena svetlosti, sa abaksijalnom stranom
usmerenom na dole, ka supstratu. Kod mahovina koje rastu plagiotropno abaksijalna strana filoida
je izlozena svetlosti, dok je adaksijalna strana okrenuta ka supstratu. Zbog ovoga, adaksijalna strana
filoida se Cesto definiSe kao ventralna, a abaksijalna kao dorzalna. U nekim sluc¢ajevima povrSine
ove dve strane filoida se jasno razlikuju (Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007).



Raspored filoida duz izdanka najceS¢e je ravnomeran, medutim kod nekih mahovina ne
dolazi do izduzivanja apikalnih metamera, te filoidi u tom regionu bivaju grupisani, formirajuci
rozete. Filoidi duz jednog modula izdanka mogu biti morfoloski isti ili formirati heteroblasti¢ne
serije, u kojma juvenilni filiodi najées¢e nemaju morfoloske modifikacije razvijene kod starijih
filoida. U zavisnosti od vrste, kao 1 polozaja duz modula, filoidi mogu posedovati razlicite lateralne
projekcije u vidu nazubljenja sa vrha ili bo¢nih strana. Osim toga, filoidi modula razlicite
hijerarhije, koji su tipi¢ni za izdanke pleurokarpnih vrsta, mogu varirati u izgledu i veliini, te se ta
pojava naziva anizofilija (Vanderpoorten & Goffinet, 2009).

Mnoge pleurokarpne vrste, pored filoida, duz kauloida formiraju blago razgranate
fotosinteticki aktivne izrasline epidermisa - parafilije, koje mogu pospesiti transport vode preko
povrsine izdanka - ektohidricno. Osim parafilija, kod mahovina se moze sresti joS jedan tip malih
fotosinteti¢kih izrastaja epidermisa, pseudoparafilije, koje se nalaze isklju¢ivo oko primordija
grana, gde imaju zaStitnu ulogu (Vanderpoorten & Goffinet, 2009). U aksilama mladih filoida,
mogu se naci epidermalni izrasaji u vidu dlaka, koji su kod nekih akrokarpnih vrsta trajno prisutni,
ali su fizioloski aktivni i1 sekretuju sluz jedino blizu apseksa izdanka. Sa starenjem lista ovi izrastaji
najéesce nestaju (Crandall-Stotler & Bartholomew-Began, 2007).

1.1.2.3.Morfologija rizoida mahovina

Vecina mahovina razvija koncaste, viSecelijske rizode koji omogucavaju pricvrséivanje
gametofora za supstrat. Rizoidi su najceS¢e tigmotropni, bele do braonkastocrvene boje, sa
povrsinom koja moze biti glatka ili pokrivena papilama. U nekim slucajevima, pleurokapne vrste
koje u prirodi ne razvijaju rizoide, u uslovima kulure in vitro mogu pokrenuti njihovo razvice
(Vanderpoorten & Goftinet, 2009). Kod akrokarpnih mahovina, rizioidi se razvijaju najées¢e samo
pri bazi izdanka. Kod vrsta koje imaju plagiotropan rast, rizoidi se mogu razvijati na bilo kom delu
gametofora gde izdanak dolazi u kontakt sa supstratom. U zavisnosti od tipa ¢elija iz kojih se
razvijaju i izgleda samih rizoida, mogu se podeliti na dve grupe. Mikronematalni rizoidi se razvijaju
iz epidermalnih ¢elija kauloida i najces¢e su slabo razgranati i tanki. Makronematalni rizoidi su
deblji, jako razgranati i nalaze se iskljuivo oko dormantnih inicijala grana, gde imaju ulogu u
njihovoj zastiti. Kod nekih vrsta, rizoidi se mogu razviti i iz specijalizovanih apikalnih ¢elija filoida
koje se nazivaju nematogene. lako je primarna uloga rizoida u pri¢vrs¢ivanju, oni mogu pojacati
kretanje vode duz spoljaSnje povrSine izdanka, ili kod vrsta koje rastu uspravno formirati guste ali
rastresite omotace oko izdanka (tomentum) koji su esencijalni za eksterno provodenje ili
zadrzavanje vode. Osim toga, kod nekih mahovina rizoidi mogu funkcionisati i kao aseksualne
propagule, koje omogucavaju Sirenje kolonije preko supstrata (Crandall-Stotler & Bartholomew-
Began, 2007; Goffinet & Buck, 2012).

Za mahovine je karakteristicno da razliite populacije ili ¢ak individualne biljke iste vrste
ispoljavaju veliki stepen morfoloSke varijabilnosti, koja ¢esto moze biti u vezi sa anatomskim
promenama. Gajenje u uslovima in vitro pokazalo je da mahovine karakteriSe velika plasti¢nost u
pogledu morfoloskih karakteristika, pri ¢emu se promene naj¢esce zapazaju u gustini grana i filoida,
obliku listi¢a, duzini i debljini koste, kao i1 u obliku i veli€ini ¢elija (Vanderpoorten & Goffinet,
2009).

1.1.3. Anatomska grada gametofora mahovina
1.1.3.1.Anatomska grada grana i izdanaka

U anatomskom smislu, izdanci i grane mahovina imaju relativno jednostavnu gradu, pri
¢emu klasa Polytrichopsida ispoljava najveci stepen unutraSnje diferencijacije. Na spoljasnjoj
povrsini poprecnog preseka kauloida nalazi se kutikulozno pokriveni epidermis, sa jednim ili vise
slojeva epidermalnih celija bez stoma. Ove Celije su generalno spljosStene, sa izrazito zadebljalim
pigmetisanim zidovima u odnosu na lumen c¢elije. S druge strane, kod nekih vrsta epidermis se
sastoji od tankozidnih ¢elija nabubrelog izgleda, koje formiraju takozvani hijalodermis 1 mogu imati
ulogu u eksternom provodenju vode. Ispod epidermisa, nalazi se korteks sacinjen od zaobljenih



parenhimskih ¢elija, koje su krupnije od epidermalnih, i izduZenih prozenhimskih ¢elija, stereida, sa
zadebljalim impregniranim zidovima (Slika 4).
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Slika 4. Poprec¢ni presek kauloida i filoida dve vrste mahovina gajenih u kulturi in vitro. A — Grada
gametofora Atrichum undulatum (Hedw.) P. Beauv. (Polytrichaceae) na popre¢nom preseku. U
razli¢itim delovima korteksa, celije su razlicito diferencirane. B - Grada gametofora Hypnum
cupressiforme Hedw. (Hypnaceae) na poprenom preseku. Celije korteksa odlikuju se uniformnim
izgledom, bez diferenciranog centralnog provodnog snopa.

Korteks moze imati potpornu ulogu ili ulogu u skladiStenju rezervnih materija, kao $to su
skrob 1 lipidi. Osim toga, ¢elije korteksa mogu ucestvovati i u fotosintezi, s tim da je ona najcesce
ograni¢ena na spoljasnje slojeve kauloida ili mlade delove izdanka. Kod nekih vrsta u srediSnjem
delu korteksa, duz longitudinalne ose, nalaze se jako izduZene specijalizovane ¢elije, hidroide, koje
same ili zajedno sa stereidama grade strukturu nalik centralnom provodnom snopu - hadrom. Za
razliku od stereida, koje kada su zrele poseduju protoplast, hidroide u toku specijalizacije gube
¢elijski sadrzaj usled dejstva kisele fosfataze (Goffinet et al., 2009; Vanderpoorten & Goffinet,
2009; Glime, 2017). Hidroide nisu razvijene kod pripadnika klasa Sphagnopsida, Andreaeopsida, i
Andreaeobryopsida. Prisustvo strukture nalik centralnom provodnom snopu smatra se
prepoznatljivom karakteristikom klase Polytrichopsida, kod koje su hidroide najbolje razvijene, dok
u okviru klase Bryopsida, hidroide su redukovane ili potpuno odsustvuju, uglavnhom kod grupa koje
su kasnije divergirale (Ligrone et al., 2000; Goffinet et al., 2009).

Diferencijacija hidroida se deSava jako brzo 1 podrazumeva intenzivno izduzivanje Celija,
¢iji terminalni zidovi postaju jako iskoSeni, naslanjajuci se jedni na druge duz longitudinalne ose.
Ovi zidovi su vrlo permeabilini i kod nekih vrsta sastoje se od rezidua celuloze nastalih procesom
hidrolize primarnog zida. Longitudinalni zidovi mogu ispoljavati specificnu slojevitost sa razli¢itom
orijentacijom celuloznih mikrofibrila izmedu razli¢itih slojeva, $to ukazuje na strukturnu ulogu ovih
slojeva u hidroidima. Kod pripadnika reda Polytrichales, u toku razvi¢a dolazi do depozicije novog
materijala duz longitudinalnih zidova, $to dovodi do uniStavanja plazmodezmi izmedu hidroida 1
susednih kortikalnih ¢elija, a zavrSetak diferencijacije hidroida obelezen je 1 gubitkom
citoplazmati¢nog sadrzaja. Zidovi zrelih hidroida kod klasa Polytrichopsida i Bryopsida ne
poseduju pore i mogu biti impregnirani polifenolnim supstancama nalik ligninu, ali za razliku od
traheida vaskularnih biljaka, nikad ne sadrze lignin. Prisusvo ovih polimera u zrelim lateralnim
zidovima smanjuje njihovu permeabilnosti za vodu i pospesSuje transport vode kroz hidrolizovane
terminalne zidove (Scheirer, 1978, 1980; Ligrone et al., 2000; Goffinet et al., 2009; Glime, 2017).

Pored hidroida, neke mahovine poseduju i specijalizovane ¢elije koje omoguéavaju transport
simplastom supstanci sintetisanih fotosintezom izmedu razliitth metamera ili modula gametofora,
koje se nazivaju provodne celije parenhima. Ove Celije su izduzene, sa blago kosim terminalim
zidovima. U odnosu na parenhimske celije korteksa izdvaja ih odsustvo krupne vakuole,
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polarizacija citoplazme sa ve¢inom organela u delu ¢elije okrenutom vrhu modula, kao i prisustvo
brojnih plazmodezmi u terminalnim zidovima, sa dezmotubulama koje formiraju medijalno
prosirenje 1 u konitnuitetu su sa tubulama endoplazmaticnih retikuluma celija koje ih okruzuju. U
odnosu na sve ostale mahovine, specijalizovane celije za provodenje asimilata kod vrsta reda
Polytrichales poseduju najveéi stepen specijalizacije i tipi¢no se nazivaju leptoide (Ligrone et al.,
2000; Goffinet et al., 2009; Glime, 2017). Jedro potpuno diferenciranih leptoida degenerise i
postaje neaktivno, dok se preostali protoplazmati¢ni sadrzaj zadrzava, ukljucujuci plastide,
mitohondrije, vezikule i lipidne kapi. Na terminalnim tankim zidovima leptoida nalaze se brojne
pore, dok su longitudinalni zidovi nejednako zadebljali, sa ve¢im brojem lamela i bez pora
(Stevenson, 1974; Scheirer, 1978, 1980). Kod ovih mahovina, leptoide su u izdanku rasporedene
izmedu izduzenih parenhimskih c¢elija, formirajuc¢i prsten oko hadroma koji se naziva leptom
(Ligrone et al., 2000; Goffinet et al., 2009; Glime, 2017).

1.1.3.2. Anatomska grada filoida mahovina

Za razliku od filoida mahovina koje su evolutivno starije od klase Oedipodiopsida i nemaju
razvijeno srediSnje rebro, mnogi taksoni klase Bryopsida imaju filoide sa razvijenom kostom. Na
popre¢nom preseku ovih mahovina, u regionu van srediSnjeg rebra, lamina filoida moze biti
jednoslojna do viseslojna, pri ¢emu slojevitost moze biti uniformna ili varirati izmedu razlicitih
delova filoida. Takode, u zavisnosti od vrste, kosta filoida moZe sadrzati razli¢ito diferencirane
¢elije, te na popre¢nom preseku takav filoid ima heterogeni izgled, dok je kod drugih vrsta kosta
homogena. Kod vrsta sa heterogenom kostom, sredi$nje rebro moze sadrzati hidroide i ¢éelije koje
provode asimilate, prekrivene trakama stereida sa jedne ili obe strane, dok se na povrSini koste
nalaze laminalne ¢elije. Celije filoida koje imaju ulogu u provodenju supstanci sintetisanih u
fotosintezi su manje specijalizovane od leptoida i1 Cesto se nazivaju cCelije vodilje. Zajednicka
osobina svih pleurokarpnih mahovina su filoidi koji imaju homogenu kostu (Goffinet et al., 2009).
Kod vrsta familije Polytrichaceae duz koste sa adaksijalne strane nalaze se lamele sadinjene od
hlorenhimskih ¢elija ¢ija je primarna uloga fotosinteticka (Paolillo & Reighard, 1967). Margine
lamela ispunjene su voskom koji sprecava ulazak vode u prostore izmedu lamela i time povecava
povrsinu preko koje se odvija razmena gasova (Goffinet et al., 2009; Glime, 2017).

Celije lamine filoida na osnovu svog oblika se najéeiée klasifikuju kao parenhimske
(zaobljene, pravougaone ili heksagonalne) 1 prozenhimske (izduzene 1 medusobno ispreprepletane)
(Petschinger et al., 2021). Cesto, one se razlikuju morfoloski izmedu juvenilnih i zrelih listova, ali i
u zavisnosti od pozicije duz lamine istog filoida. Bazalne 1 marginalne celije se mogu isticati
drugagijom morfologijom u odnosu na sredi$nje i distalne ¢elije. Celije pozicionirane bazalno su
¢esto izduZene 1 pravougaone ili ve¢e u odnosu na ostale ¢elije filoida. Kod mnogih vrsta, dolazi do
modifikacije marginalnih ¢elija koje formiraju specifi¢nu granicu, sacinjenu od dva ili vise slojeva
¢elija, $to doprinosi strukturnoj potpori filoida ili translokaciji vode do vrha filoida. Ostatak lamine
¢ine fotosinteticke Celije, ¢iji oblik je specifican za vrstu. Kod mnogih akrokarpnih mahovina
bazalne celije su pravougaonog oblika, dok su c¢elije blize vrhu krace i izodijametricne. Kod
pleurokarpnih vrsta, s druge strane, ¢elije su jako izduZene i gotovo linerane. Osim toga, ¢elije baze
filoida brojnih pleurokarpnih vrsta mogu formirati grupe zbijenih kvadratastih tankozidnih celija
koje imaju ulogu u brzoj apsorpciji viska vode, §to moZe biti klju¢no za odlaganje dehidratacije
filoida, ali 1 omogu¢iti promenu njihovog polozaja dalje od kauloida, usled povecanja turgora u
ovim c¢elijama. Na ¢elijama filoida nekih vrsta mogu se nalaziti i1 razli¢iti tipovi ispupCenja u vidu
papila i mamila. Papile predstavljaju Cvrste izrastaje Celijskog zida, dok su mamile izboCine
¢elijskog lumena iznad povrSine Celija. Njihova funkcija ogleda se u odrzavanju hidratisanosti kroz
formiranje tankog vodenog filma na povrsini filoida. Celije filoida takode mogu imati zadebljale
zidove koji sadrze plazmodezme (Goffinet et al., 2009; Vanderpoorten & Goffinet, 2009).

1.1.4. Ekofiziologija mahovina

Briofite su prisutne na svim kontinentima, i nastanjuju Sirok spektar supstrata koji ukljucuju
zemljiSte, kamenje, koru drveca, ostatke biljaka i zivotinja, pa ¢ak 1 kutikulu listova. Briofite jedino
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ne rastu u morima i okeanima. lako je vecina vrsta specijalizovana za odredene ekoloSke nise,
mahovine mogu imati Siroku ekolosku amplitudu. Dostupnost vode predstavlja jedan od klju¢nih
faktora koji utiCe na njihovu rasprostranjenost (Vanderpoorten & Goffinet, 2009). Obrasci
adaptacija mahovina i vaskularnih biljaka koji su im u toku evolucije omogucili uspesnu
kolonizaciju kopna razlikuju se. Traheofite spadaju u homeohidri¢ne biljke, Sto znaci da poseduju
mehanizme koji im omogucavaju da u uslovima ograni¢ene dostupnosti vode vodni potencijal tkiva
odrzavaju relativno stabilnim, a ¢elije ostaju metabolicki aktivne, ¢ak i1 ako su u stanju vodnog
stresa. Ovo neminovno uslovljava uzajamno ograni¢avanje procesa fotosinteze i odrzavanja vodnog
balansa, s obzirom na to da faktori (prisustvo kutikule i otvorenost stoma) koji smanjuju odavanje
vode istovremeno uti¢u na smanjenje asimilacije CO». Za razliku od traheofita, mahovine generalno
spadaju u poikilohidri¢ne biljke koje u uslovima smanjene dostupnosti vode imaju sposobnost
uspostavljanja ekvilibrijuma sa spoljasnjom sredinom u pogledu vodnog potencijala, uz istovremeni
prelazak celija u metabolicki neaktivno stanje. Kod mahovina, metabolicka aktivnost u stanju
vodnog stresa predstavlja samo kratkotrajno prelazno stanje. Kada voda postane ponovo dostupna,
ove biljke brzo uspostavljaju normalni metabolizam i nastavljaju aktivno rastenje i proces
fotosinteze (Proctor, 1982, 2011; Marschall, 2017).

Razlike izmedu vaskularnih biljaka 1 mahovina u pogledu adaptacija vezanih za vodu
ogledaju se i u nacinu usvajanja i provodenja vode. Vaskularne biljke usvajaju vodu korenom i
putem specijalizovanih provodnih tkiva provode je do nadzemnih delova biljke. Otvaranje i
zatvaranje stoma reguliSe proces odavanja vode, uz relativno hidrofobnu kutikulu koja sprecava
gubitak vode sa povrSine biljke. Ovakav vid transporta, gde se voda usvaja iz supstrata i
transportuje kroz unutra$njost izdanka putem posebno diferenciranih provodnih snopova, naziva se
endohidri¢an (Proctor, 1982; Huttunen et al., 2018). Voda koju sadrze mahovine sacinjena je od tri
komponente - simplastne vode (u protoplastu), apoplastne vode (u Supljinama ¢elijskog zida) i
spoljasnje kapilarne vode. Udeo svake od ovih komponenti zavisi od vrste mahovine (Proctor,
2000). Generalno, transport vode iz jednog dela mahovine u drugi mogu¢ je posredstvom struktura
unutar izdanka nalik provodnim snopi¢ima, putem apoplasta, meducelijskim transportom (eng. “cell
to cell transport") i kretanjem kroz spoljasnje kapilarne prostore.

Manyji broj vrsta mahovina je endohidri¢an (vrste roda Polytrichum i Mnium) sa hidroidama i
leptoidama, koje omogucéavaju efikasnu unutrasnju translokaciju vode duz longitudinalne ose
(Glime, 2017). Dominantno endohidri¢ne vrste najceS¢e imaju ortotropan rast i voskaste povrSine
koje odbijaju vodu i karakteristicne su za familije Polytrichaceae i Mniaceae. Tipi¢no rastu na
vlaZnim 1 rastresitim supstratima koji su bogati hranljivim materijama, u Sumama, moc¢varama i na
travnatom zemljiStu (Proctor, 1982). Kod vecine mahovina, fizioloSki vazna slobodna voda nalazi
se oko biljke, pri ¢emu neke vrste imaju sposobnost da zadrze i do deset puta vecu koli¢inu
spoljasnje vode u odnosu na njihovu suvu masu (Proctor, 2011). Vrste kod kojih koli¢ina spoljasnje
kapilarne vode prevazilazi vodu sadrZzanu u unutraS$njim delovima biljke, nazivaju se ektohidri¢ne.
To za posledicu ima da je dominantan vid transporta kod ovih vrsta spoljasnji. Osim toga, prisustvo
relativno velike koli¢ine spoljasnje vode omogucava da se promene u vodnom potencijalu unutar
¢elija mahovina odrzavaju u uskom opsegu, uz neometano metaboli¢ko funkcionisanje ¢elija, na
raCun variranja sadrzaja spoljasnje kapilarne vodene komponente (Proctor, 2000; Marschall, 2017).
Kod ektohidri¢nih vrsta usvajanje (ali 1 gubitak) vode vrSe se celom povrSinom izdanka, a dalje
kretanje unutar biljke je relativno difuzno. Ove mahovine ¢esto rastu na nepropustljivim supstratima
kao S§to su kora drveca ili kamenje, blago pri¢vrS¢ene za podlogu, oslanjaju¢i se na vodu koju
skladiSte nakon kiSe ili rose. Tipicni predstavnici ektohidricnih vrsta sre¢u se u familijama
Grimmiaceae, Orthotrichaceae i Hypnaceae (Proctor, 1982). Osim mahovina koje su dominantno
endo- ili ektohidri¢ne, brojne vrste se odlikuju sposobnoséu da vezu veliku koli¢inu spoljasnje
vode, dok je provodenje iste pretezno unutraSnje. One, kao i druge vrste sa intermedijernim
svojstvima u odnosu na usvajanje vode, nazivaju se miksohidricne. Udeo razlicitih puteva
transporta vode razlikuje se kod razli¢itth mahovina, ali zavisi 1 od dela biljke kroz koji se vrsi
transport. Nakon apsorpcije, kod vecine vrsta voda ¢e se kroz korteks kauloida i laminu filoida u
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velikoj meri kretati apoplastnim putem ili meducelijskim transportom (Proctor, 1982). Smatra se da
osobine vezane za usvajanje, skladiStenje i1 transport vode kod mahovina objasnjavaju do 50%
morfoloske varijabilnosti izmedu individualnih vrsta. Ektohidri¢an transport i skladistenje vode
potpomognuti su brojnim morfoloskim strukturama poput lamela na filoidima kod predstavnika
Polytrichaceae, razli¢itih ornamentacija u vidu papila, mamila i udubljenja ¢elijskih zidova Celija
filoida, parafilijama, tomentumom, aksilarnim dlakama i diferenciranim bazalnim ¢elijama filoida
(Huttunen et al., 2018).

S obzirom na to da ve¢ina vrsta mahovina raste gregarno, u grupama, a ne kao izolovane
jedinke, zivotne forme se mogu smatrati funkcionalnim jedinicama ovih biljaka, koje znacajno uticu
na zadrzavanje i ektohidricno provodenje vode, kao i na difuziju gasova i proces fotosinteze.
Zivotne forme se odnose na obrazac rasta i predstavljaju rezultat kombinovanog uticaja formi rasta i
sredinskih faktora (Glime, 2017; Huttunen et al., 2018). Vecina vrsta mahovina formira jednu od tri
osnovne zivotne forme - "busenove" (izdanci rastu radijalno iz centrane tacke), "tepihe" (polozeni
ili puzajuéi izdanci pleurokarpnih vrsta) ili "jastuci¢e" (uspravni rast izdanaka akrokarpnih
individua). U zavisnosti od razlika u grananju modula razli¢ite hijerarhije (mono- ili simpodijalno),
polarnosti razvi¢a grana (bazi- ili akropetalno), pravca rasta (orto- ili plagiotropno), kao i gustine
grananja, svaka od ovih formi moze se dodatno podeliti u podforme. Akrokarpne vrste najceSce
formiraju male busenove i jastucice, sastavljene od uspravnih gametofora koji su nerazgranati, dok
su pleurokarpne i kladokarpne vrste najcesce plagiotropne, jako razgranate i formiraju prostrane
tepihe (Magdefrau, 1982; Vanderpoorten & Goffinet, 2009; Glime, 2017; Huttunen et al., 2018).

Razli¢ite Zivotne forme imaju razlicitu efikasnost u o¢uvanju vode. Kompaktni jastuc€i¢i i
tepisi su zivotne forme koje se najsporije isuSuju (Proctor et al., 2007). Osim toga, razliite Zivotne
forme karakteriSu se razli¢itim fotosintetickim kapacitetom. Mahovine se generalno smatraju
biljkama zasen¢enih stanista, ¢iji je svetlosni uzitak nizak. Cak i na stani$tima gde su direktno
izloZzene svetlosti, mahovine tipi¢no poseduju nizak odnos hlorofila a:b. Ovakva prilagodenost
fotosintetickog aparata je logicna s obzirom na to da su kao poikilohidricne biljke u su$nim
suncanim uslovima uglavnom metabolicki neaktivne. Veéina njihove fotosintetiCke aktivnosti
odvija se po relativno obla¢nom ili kiSovitom vremenu (Proctor, 2011). S druge strane, brojne linije
akrokarpnih mahovina koje su rano divergirale kolonizuju suva staniSta sa visokim intenzitetom
svetlosti, koja se karakteriSu odsustvom druge vegetacije, rastu¢i u vidu kompaktnih jastucica.
Smatra se da je efekat zasencenja, koji karakteriSe mahovine sa uspravnim rastom, jedan od faktora
koji doprinosi njihovom uspeSnom opstanku u ovim uslovima. Nasuprot ovome, plagiotropni rast
karakteristi¢an za pleurokarpe moze intenzivirati isparavanje i izloziti biljke oSte¢enjima u uslovima
poviSene osvetljenosti, ali ¢e u zasencenim staniStima sa niskim intenzitetom svetlosti favorizovati
razvie ovih vrsta usled efikasnijeg iskoriS¢enja svetlosti u poredenju sa akrokarpnim vrstama
(Vanderpoorten & Goffinet, 2009; Huttunen et al., 2018).

Veli¢ina tela biljaka je jako vazan faktor koji utie na ekofizioloske adaptacije biljaka.
Mahovine generalno imaju znatno manju veli€inu tela u poredenju sa vaskularnim biljkama, te je
kod mahovina odnos izmedu povrsine i zapremine jako veliki. Odavanje vode sa relativno velike
povrsine u odnosu na zapreminu dovodi do brzog isuSivanja. Ovo, izmedu ostalog, znaci da
mahovine kao relativno sitne biljke ne bi bile u stanju da produkuju dovoljno veliki korenov sistem
koji bi omogucio snabdevanje vodom iz dubljih slojeva zemljiSta u periodima dugih susa, kao $to je
to slu¢aj sa homeohidricnim biljkama. Zbog ovoga, razvoj tolerancije prema isuSivanju,
poikilohidricnosti 1 ektohidri¢nosti kod mnogih predstavnika ove grupe biljaka smatra se
optimalnom strategijom u odnosu na toleranciju prema susi, homeohidri¢nost i endohidri¢nost
traheofita (Proctor et al., 2007).

1.1.5. Filogenetski odnosi briofita i klasifikacija mahovina

Iako je Siroko prihvaceno da sve kopnene biljke poti¢u od zajedni¢kog akvati¢nog pretka,
kao i da traheofite predstavljaju monofiletsku grupu, filogenetska pozicija mahovina u odnosu na
druge kopnene biljke, kao ni odnosi izmedu pojedinacnih grupa nevaskularnih biljaka i traheofita ni
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danas nisu sa sigurno$¢u okarakterisani (Sousa et al., 2020a). Prema jednoj od hipoteza,
nevaskularne biljke predstavljaju parafiletsku grupu, gde jetrenjae, mahovine i roznjace Cine
sukcesivene sestrinske linije koje vode do traheofita, pri cemu mahovine imaju intermedijernu
poziciju u filogenetskom stablu embriofita (Slika 5A) (Goffinet et al., 2009; Vanderpoorten &
Goffinet, 2009; Frangedakis et al., 2021). lako je godinama unazad smatrano da ova hipoteza
najbolje objasSnjava filogeniju savremenih grupa biljaka, najskorija saznanja bazirana na
filogenomskim i morfoloskim studijama ukazuju na drugaciju prirodu filogenetskih odnosa medu
ovim grupama i podrzavaju hipotezu o monofiletskom poreklu nevaskularnih biljaka. Prema toj
hipotezi (Slika 5B), mahovine i jetrenjace ¢ine monofiletsku grupu, nazvanu setafite (Setaphyta),
koja zajedno sa roznjacama formira veéu monofiletsku grupu briofita koja je evoluirala od
zajedni¢kog pretka sa traheofitama (Renzaglia et al., 2018; Sousa et al., 2020b; Frangedakis et al.,
2021). Briofite sa oko 26000 opisanih vrsta predstavljaju drugu po brojnosti grupu kopnenih
biljaka, ¢ija je jedinstvena evolutivna istorija pocela pre vise od 400 miliona godina. Njihovu
diverzifikaciju karakteriSu velike transformacije obe generacije zivotnog ciklusa. One obuhvataju
viSestruke evolutivne novine vezane za strukture koje ucestvuju u rasipanju spora, kao i
optimizaciju razvica tako da podrzi istovremeno rastenje gametofita i sporofita. Osim toga, smatra
se da je opstanku i raznovrsnosti savremenih vrsta doprinelo i njihovo generalno svojstvo otpornosti
na dehidrataciju i desikaciju, koje je pratilo procese visestruke radijacije.

Setaphyta

N

J etrenjace Mahovm

W | Traheofite i iE Traheofite
A ))/ BW

Slika 5. Sematski prikaz hipoteza o filogenetskoj poziciji mahovina u odnosu na druge kopnene
biljke. A - Jetrenjace, mahovine i roZnjace kao sukcesivne sestrinske linije koje vode do traheofita;
B - Monofiletska grupa briofita, sa roznjacama kao sestrinskom linijom grupi Setaphyta, koja
ukljucuje mahovine i jetrenjace.

JetrenjaCe ~ Mahovine Roznjace RoZnjace

Iako molekularni podaci imaju znacajnu ulogu u identifikaciji filogenetskih odnosa medu
razli¢itim grupama mahovina, savremena sistematika se 1 dalje u velikoj meri zasniva na
morfoloSkim karakterima, sa posebnim akcentom na sloZenost peristoma 1 poloZaj reproduktivnih
organa (Goffinet et al., 2009; Liu et al., 2019).

Na osnovu morfoloskih karakteristika mahovine su svrstane u pet superklasa. Prve cetiri
superklase sadrze samo po jednu klasu, i one obuhvataju linije koje su rano divergirale u toku
evolucije, 1 za koje je karakteristicno odsustvo peristoma (eperistomatne mahovine) kao
pleziomorfne karakteristike mahovina. Njih ¢ine klase Takakiopsida, Sphagnopsida, Andreaopsida, i
Andreaeobryopsida. Superklasu V sacinjavaju mahovine ¢ija je zajedni¢ka osobina prisustvo
peristoma na cCahuri sporofita, osim kod klase Oedipodiopsida, za koju se smatra da ima
intermedijernu filogenetsku poziciju izmedu eperistomatnih 1 peristomatnih mahovina. Pored ove,
superklasa V obuhvata klase Tetraphidopsida i Polytrichopsida, sa mahovinama ¢iji peristomalni
zupci su izgradeni od izduznih celih ¢elija sa ravnomerno zadebljalim zidovima, kao i klasu
Bryopsida, kod koje zupci predstavljaju ostatke periklinalnih ¢elijskih zidova, dok su ostali zidovi i
njihovi delovi resorbovani pre sazrevanja ¢ahure. Klasa Bryopsyda, koja obuhvata najveci broj vrsta
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mahovina, podeljena je u Sest subklasa, od kojih su Bryidae, Dicranidae i Funaridae najbrojnije.
Usled pojave Cestih redukcija ili specijalizovanih morfologija, evolucioni trendovi i sukcesija
transformacionih dogadaja vezanih za morfoloske karaktere medu vrstama koje su rano divergirale
u okviru grupe Bryopsida, jo§ uvek nisu razjasnjeni. Osim toga, poreklo i diverzifikacija nadreda
Hypnanae, u okviru klase Bryopsida, koji se smatra da pokriva oko 50% ukupne morfoloske
raznovrsnosti svih mahovina, jo§ uvek su sporni (Goffinet et al, 2009; Huttunen et al., 2018; Liu et
al., 2019).

1.1.6.Biologija ispitivanih vrsta

Za ovo istrazivanje odabrane su dve evolutivno 1 filogenetski udaljene vrste mahovina,
razli¢ite morfoanatomije i zivotnih formi, sa pretpostavkom da ¢e i apekti ekofizioloskog odgovora
na metale biti drugaciji. Vrste isptivane u ovom istrazivanju su A. undulatum i H. cupressiforme.

1.1.6.1.Biologija vrste Atrichum undulatum (Hedw.) P. Beauv.

Vrsta Atrichum undulatum pripada rodu Atrichum, familije Polytrichaceae, reda
Polytrichales, klase Polytrichopsida u okviru superklase koju ¢ine peristomatne mahovine (Goffinet
Rasprostranjena je Sirom Evrope, Severne Amerike i Azije, gde najcesce naseljava zasen¢ena mesta
u okviru prizemnog sprata niskih Suma, ali moZe se na¢i i u zasadima Cetinara, pored puta, na
pasnjacima, neobradenim ili polu-obradenim travnjacima, obalama reka i stenovitim liticama. Nije
prisutna jedino na izrazito kiselim i kreénjackim podlogama (Atherton et al., 2010). Atrichum
undulatum jako dobro tolerise isusivanje zahvaljuju¢i brojnim citoloskim, biohemijskim i
fizioloskim modifikacijama koje specavaju Celijska ostecenja u toku dehidraciono-rehidracionih
ciklusa (Hu et al., 2016).

Gametofori A. undulatum imaju uspravan rast, najées¢e su nerazgranati i u prirodi dostizu
visinu do 7cm (Slika 6).

Slika 6. Atrichum undulatum u prirodi i kulturi in vitro. A - Mahovina A. undulatum u prirodi; B -
Gametofor A. undulatum gajen u kulturi in vitro sa izrazenim granjem.

Na gametoforima se nalaze dugi uski Siljasti filoidi duZine do 1 cm, koji posmatrani
transverzalno izgladaju talasasto (undulirano) kada su hidratisani, dok u su$nim uslovima bivaju
jako naborani. Undulirani izgled filoida karakteristican je za dobro razvijene filoide, dok mladi 1
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slabije razvijeni naj¢e$¢e nemaju talasasti izgled. Karakteristi¢na zivotna forma A. undulatum su
rastresiti busenovi, ¢ija boja varira u zavisnosti od svetlostnih uslova, krecu¢i se od zuckaste u
osun¢anim do tamnozelene u zasenéenim stanistima (Atherton et al., 2010). Sporofit se sastoji od
crvenkaste sete duge izmedu 2 - 4 c¢m i cilindri¢ne, zakrivljene ¢ahure duzine 3-4 mm, na ¢ijem
vrhu se nalazi kljunasti operkulum slicne duzine. Peristomalnih zubaca ima 32, a otvor kapsule
nakon skidanja poklopca prekriven je membranom, epifragmom, za koju su zupci i pri¢vr$éeni.
Spore se oslobadaju kroz prostor izmedu peristomalnih zubaca (Vanderpoorten & Goffinet, 2009;
Atherton et al., 2010). Karakteristika spora A. undulatum je velika otpornost na desikaciju i niske
temperature (During, 1979).

Na poprecnom preseku, filoidi imaju relativno Siroku laminu sa dobro diferenciranim
regionom centralnog rebra. Ventralna strana filoida je hrapava, sa kostom koja se pruza do samog
vrha 1 brojnim sitnim parnim zupcima duz margina (Slika 7), pocevsi gotovo od baze filoida
(Atherton et al., 2010). Sa adaksijalne strane, $irina koste je najceSc¢e 4-6 povrSinskih Celija lamine,
koje su na ovom delu filoida zadebljale. Sa njih se normalno na ravan lamine pruzaju fotosinteticki
aktivne lamele, ¢ija je visina najcesce 1-4 celije (Slika 8A). Ove lamele odaju utisak tamnih traka
koje se prostiru longitudinalno od baze do vrha filoida, s tim da na odredenim rastojanjima duz
longitudinalne ose, ¢eS¢e blize vrhu, moze do¢i do prekida lamela. Na tim mestima, uocavaju se
udubljenja u kojima su prisutne samo povrsinske ¢elije lamine i ostatak centralnog rebra. Ispod
povrsinskog sloja laminalnih ¢elija ventralne 1 dorzalne strane koste, nalaze se grupe stereida koje
sa gornje i donje strane okruzuju centralnu grupu krupnijih ¢éelija koje predstavljaju hidroide i ¢elije
vodilje. Ka vrhu filoida, broj lamela se takode naj¢es¢e smanjuje na jednu ili dve, pri ¢emu u tim
regionima na adaksijalnoj strani moze biti viSe slojeva celija lamine koje pokrivaju stereide
(Gemmell, 1953). Na povrsini filoida ove vrste nije uocljiv epikutikularni vosak, ali svojstvo
odbijanja vode ukazuje na postojanje voskastog sloja bez specifi¢ne ornametacije (Clayton-Greene
et al., 1985).

celije
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Slika 7. Izgled filoida A. undulatum gajenog u kulturi in vitro. A - Lamina filoida sa kostom ¢ija se
Sirina smanjuje ka vrhu. Na obodu lamine nalaze se zupc€asti izraStaji. B - Izgled individualnih ¢elija
lamine: Marginalne ¢elije su izduZene i spljoStene u odnosu na ostatak lamine u regionu van koste.
U kostalnom delu uoc€ava se veci broj slojeva jako izduzenih spljoStenih celija (stereide, hidroide 1
¢elije vodilje).

Kauloidi A. undulatum imaju obrazac diferencijacije Celija tipi¢an za pripadnike familije
Polytrichaceae, sa epidermisom na povrSini, korteksom sadinjenim od parenhimskih i
sklerenhimskih ¢elija 1 centralnim cilindrom sacinjenim iz dva dela - spoljasnjeg leptoma i
unutra$njeg hadroma (Slika 8B; Glime, 2017). Lateralni zidovi celija leptoma kauloida roda
Atrichum su zadebljali i sadrze difuzni mikrofibrilarni unutrasnji sloj, dok celije vodilje filoida ne
poseduju ovakva zadebljanja (Scheirer, 1990).
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Slika 8. Sematski prikaz razli¢ito diferenciranih éelija filoida i kauloida A. undulatum. A - Sematski
prikaz longitudinalnog preseka filoida (Modifikovano prema Gemmell, 1953); B - Sematski prikaz
poprecnog preseka kauloida (Modifikovano prema Glime, 2017).

Atrichum undulatum je jedna od prvih mahovina kod kojih je okarakterisan broj
hromozoma, §to je kasnije omogucéilo otkri¢e postojanja intraspecijske poliploidije i definisanje tri
citotipa san =7, 14 1 21 hromozoma. Ipak, kod jedinki razli¢itih citotipova na morfoloSkom nivou
nije moguce uociti razlike, ¢ak ni u veliini pojedina¢nih celija, Sto je Cesto karakteristi¢no za
jedinke sa razli¢itim stepenom ploidije. Pokazano je da zastupljenost razlicitih citotipova zavisi od
klimatskih uslova, pri ¢emu su triploidi najrasprostranjenije i najzastupljenije populacije u
oblastima koje imaju ekstremnije klimatske parametre (Abderrahman & Smith, 1982). Razli¢iti
citotipovi razlikuju se po tome da li su biljke jednodome ili dvodome. U sluc¢aju diploidnog i
triploidnog citotipa, u populacijama se javljaju i jednodome i dvodome biljke. Medutim, u slucaju
haploidnog citotipa, produkcija reproduktivnih organa razliitog pola odvija se na odvojenim
gametoforima (Jesson et al., 2011). Vrstu A. undulatum karakteriSe visok stepen unutar- i
meduvrsne hibridizacije, te je poreklo diploida i triploida generalno tesSko ustanoviti (Perley &
Jesson, 2015).

U laboratorijskim uslovima, filoidi A. undulatum imaju sposobnost produkcije protoneme,
pupoljaka i regeneracije novih biljaka, ali prema nekim autorima (Gemmell 1953), samo kada su
odvojeni od maternalnih gametofora. To prakticno zna¢i da su sposobni za dediferencijaciju.
Njihovo razvi¢e zapocinje iz povrsinskih ¢elija centralnog rebra, u predelu gde se uoc¢avaju prekidi
lamela 1 karakteristi¢ni su za deo filoida blizi vrhu. Osim toga, gametofori gajeni u laboratorijskim
uslovima na hranljivom medijumu ¢esto produkuju razli¢it broj bo¢nih grana, §to nije tipi¢no za ovu
mahovinu u prirodnim stanistima (De Forest Heald, 1898; Gemmell, 1953).

Analiza 23 vrste briofita pokazala je da A. undulatum ima sli¢an akumulacioni kapacitet za
metale u poredenju sa pleurokarpnim vrstama koje su generalno preporuCene za upotrebu u
monitoringu zagadenja zivotne sredine ovim elementima (Gorelova et al. 2016). S druge strane,
Govindapyari et al. (2010) opisuju ovu vrsta kao osetljivu na aerozagadenje, te je stoga klasifikuju
kao dobrog bioindikatora.

1.1.6.2.Biologija vrste Hypnum cupressiforme Hedw.

Vrsta Hypnum cupressiforme je pripadnik roda Hypnum, familije Hypnaceae, reda Hypnales,
klase Bryopsida u okviru superklase koju ¢ine peristomatne mahovine. Prisutna je na svim
kontinentima izuzev Antarktika, pri ¢emu naseljava Sirok spektar stanista ukljucujuéi stabla
drvenastih vrsta, paSnjake, stene, zidove, trotoare i1 razne druge kisele i1 blago bazne podloge, 1

cey e

17



smatrati ubikvitistom. Hypnum cupressiforme je dioi¢na mahovina Cije se dimenzije gametofora
kre¢u od 2-10 cm, sa puzeé¢im izdancima, koji formiraju glatke i guste pokrivace preko podloga na
kojima rastu. lIzdanci su pleurokarpni i karakterisu se produkcijom brojnih sekundarnih modula koji
su najcesce kradi i tanji u odnosu na primarni izdanak (Slika 9). Kauloidi su pokriveni filoidima koji
se preklapaju, zbog cega izdanak morfoloski nalikuje stablu ¢empresa, te otuda dolazi naziv vrste
(Ignatov & Hedenis, 2007; Vujici¢ et al., 2011).

Filoidi su dugacki izmedu 1 i 2 mm, konkavni su i pri vrthovima se suZavaju. Na granama su
manyji 1 uZi od onih na primarnom modulu, a kosta odsustvuje ili je jako kratka i udvojena (Slika 10
A). Oko primordija grana kod ove vrste razvijaju se pseudoparafilije koje imaju zastitnu ulogu.
Izdanci su zeleni ili braonkaste boje u starijim delovima (Ignatov & Hedends, 2007; Atherton et al.,
2010).

,, S B Krupne bazalne
_100pm  Celije zadebljalih
zidova

lzduzene Celije
lamine

Slika 10. Morfoloski izgled filoida mahovine H. cupressiforme gajene u kulturi in vitro. A —
Odsecak kauloida sa filoidima bez diferenciranog centralnog rebra. B- Celije razli¢ite morfologije
lamine filoida H. cupressiforme.

Na popre¢nom preseku, korteks kauloida H. cupressiforme sastoji se iz dva ili vise slojeva
epidermalnih c¢elija sa zadebljalim zidovima, sa slabo diferenciranim hadromom i bez
hijalodermisa. Pri osnovi filoida nalaze se dobro diferencirane kompaktne bazalne celije (Slika 10
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B), dok su u srediSnjem i1 vrSnom delu lamine ¢elije izduzene i uniformno rasporedene (Blockeel &
Stevenson, 2006).

Sporofit je graden od crvenkasto-braon drske duzine 1-2,5 cm na kojoj se nalazi cilindri¢na,
blago zakrivljena Cahura veli¢ine 1,7-2,4 mm, u kojoj se nalaze spore. Na vrhu ¢ahure nalazi se

cey e

Na evropskom kontitnentu, H. cupressiforme odlikuje velika morfoloska raznovrsnost, koja
je posledica geneticke diverzifikacije populacija koje su se nezavisno razvijale u izolovanim
refugijumima viSe hiljada godina tokom ledenih doba Pleistocena. Na osnovu prostornog rasporeda,
veli¢ine grana i1 izdanka, kao i veliine pokrivaca koji formira i razmaka jedinki u njemu, H.
cupressiforme se moze klasifikovati u veci broj morfotipova od kojih su neki prikazani na Slici 11
(Pyszko et al., 2021).

Hypnum cupressiforme je jedna od najcesce kori$¢enih vrsta za biomonitoring zagadenja
vazduha toksi¢nim metalima (Galsomiés et al., 2003; Carballeira et al., 2008; Boquete et al., 2016;
Nickel & Schroder 2017; Schroder & Nickel, 2019). Iako se ¢eS¢e sre¢e u hladnijim i borealnim
staniStima, ova epifitska vrsta je otpornija na desikaciju i zagadenje u poredenju sa drugim
pleurokarpnim mahovinama, zbog ¢ega je prisutna u Sirokom spektru klimata i zivotnih sredina
(Lee & Stewart, 1971; Zechmeister, 1998; Vuji¢i¢ et al., 2011; Izquieta-Rojano et al., 2018). S
druge strane, u suSnim oblastima njen rast je ograniCen, naglasavajuéi potrebu za alternativnom
vrstom koja moZe biti koriS¢ena za studije zagadenja Zivotne sredine u ovim stani$tima (Izquieta-
Rojano et al., 2016).

A Turgidni O Filiformni @ Spljosteni
- *  eKauloid duZine - *Tanki kauloidi —
3-5cm duzinedo 5 cm
*Grane do 2 mm *Grane do 1 mm
Sirine §

*Kauloid duzine *Kauloid duZine Kanloidi duine
5-8am do5 cm
G do 3 s do1 do 3 cm
S b i _ *Grane 1,5 — 2 mm
Sione . mm Sirine

O Obican M  Mrezast

Slika 11. Klasifikacija morfotipova H. cupressiforme (Modifikovano prema Pyszko et al., 2021).
1.2. Metali u Zivotnoj sredini

Metali ¢ine oko 75% svih poznatih hemijskih elemenata (Sparks, 2005). Oni predstavljaju
prirodne konstituente Zemljine kore, u kojoj se dominantno nalaze u stabilnim, nerastvorljivim
oblicima. Odatle, prirodnim procesima male koli¢ine mogu dospeti u zemljiSta, vode i atmosferu u
nestabilnijim, solubilnim formama, gde se cirkuliSu¢i kroz biogeohemijske cikluse odrzavaju u
relativno konstantnim koncentracijama i doprinose normalnom funkcionisanju biosfere (Vogel-
Mikus et al., 2012; Stankovi¢ et al., 2018). Metali i drugi elementi koji se u prirodi normalno nalaze
u malim koncentracijama nazivaju se elementi u tragovima ili mikroelementi i za njih je
karakteristicno da ne prelaze koncentraciju od 0,1% mase odredenog uzorka. U biohemijskim 1
biomedicinskim istrazivanjima, mikroelementom se smatra metal koji ¢ini manje od 0,01% mase
organizma. Neki mikroelementi, iako u jako malim koncentracijama, neophodni su za normalno
razvie 1 uspeSno kompletiranje Zivotnog ciklusa Zivih bi¢a i1 tada se nazivaju esencijalnim
mikroelementima. Oni u odredenom organizmu ostvaruju direktne i specificne efekte u procesima
uklju¢enim u rastenje i metabolizam, koje nijedan drugi element ne moZze postici ukoliko se nade na
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njihovom mestu (Adriano, 1986). Kod biljaka esencijalnim elementima smatraju se elementi ¢ija
koncentracija je ispod 100mg/kg suve mase biljke, i obuhvataju bor (B), hlor (Cl), bakar (Cu),
gvozde (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo), nikl (Ni) i cink (Zn) (Ulery, 2005). Kako bi zadovoljile
ove potrebe, biljke su razvile precizno kontrolisane homeostatske mehanizme koji ukljucuju
mobilizaciju, usvajanje 1 redistribuciju esencijalnih metala unutar biljke, kao i njihov unutarcelijski
promet i skladistenje (Hansch & Mendel, 2009). Osim fizioloski znac¢ajnih elemenata, biljke mogu
akumulirati i mikroelemente koji nisu esencijalni za biljni organizam, poput kadmijuma i olova
(Williams & Mills, 2005).

Antropogenim delovanjem, koliine pojedinih mikroelemenata u Zivotnoj sredini,
ukljucujuéi mikroelemente, povecane su do nivoa koji mogu biti jako toksicni po organizme u njoj
u zavisnosti od koncentracije metala i osetljivosti datog organizma (Lin & Aarts, 2012). Osim toga,
covekove aktivnosti dovele su do uvodenja i oslobadanja novih vrsta metala, koji ranije nisu bili
prisutni u rastvorljivim oblicima, a koji su Stetni ¢ak i u jako niskim koncentracijama (Vogel-Mikus
et al., 2012). Uklanjanje nekih metala nakon §to dospeju u zivotnu srednu je jako tesko, uz
posledi¢nu bioakumulaciju i biomagnifikaciju kroz lance ishrane (Stankovi¢ et al., 2018). Sve ovo
stvorilo je potrebu za kontinuiranim istrazivanjem i pracenjem prisustva, koncentracija i toksicnosti
razli¢itih metala u Zivotnoj sredini, kao i1 njihovog uticaja na ekosisteme i pojedinacne organizme.

1.2.1.Klasifikacija metala

Metali se generalno klasifikuju na osnovu razlicitih fizickih i hemijskih kriterijuma poput
gustine, atomskog broja, teZine i stepena toksi¢nosti (Sparks, 2005). Medutim, sa aspekta uticaja na
bioloske sisteme, naroCito vazne su podele koje uzimaju u obzir elektronsku strukturu, redukciono-
oksidaciona svojstva, kao i preferencije jona metala da se vezuju za odredene funkcionalne grupe
unutar bioloskih molekula i formiraju ligand-metal komplekse (Nieboer & Richardson, 1980;
Reilly, 2004). Na osnovu elektronske konfiguracije, metali se mogu svrstati u reprezentativne
(osnovne) ili tranzicione (prelazne) grupe (Reilly, 2004). Reprezentativni metali sve svoje valentne
elektrone sadrze u okviru jednog elektronskog nivoa i u zavisnosti od broja valentnih elektrona
mogu imati jedno (jedan ili dva valentna elektrona) ili dva (tri i viSe valentnih elektrona)
oksidaciona stanja. Primeri reprezentativnih metala sa jednim oksidacionim stanjem su natrijum (%)
i kalcijum (?*), dok u one sa dva oksidaciona stanja spadaju elementi poput olova (**, #*) i bizmuta
(", °). Cink i kadmijum se sre¢u samo u (**) oksidacionom stanju, te takode spadaju u
reprezentativne metale sa jednim oksidacionim stanjem (Reilly, 2004). S druge strane, prelazni
metali, kao §to su mangan ili bakar, karakteriSu se postojanjem valentnih elektrona u vise od jednog
energetskog nivoa i mogu imati Citav spektar oksidacionih stanja. Prema ITUPAC-u, svaki element
koji kao neutralan ili u obliku jona ima nekompletni d-podnivo predstavlja tranzicioni metal. lako
cink prema definiciji ne pripada ovoj grupi, zbog sli¢nosti sa tranzicionim metalima u interakcijama
sa bioloSkim sistemima, 1 ovaj element se Cesto svrstava u kategoriju tranzicionih (de Bolster, 1997;
Reilly, 2004; Clayton et al., 2011).

Posebno je znaCajna podela metala na osnovu preferencije njihovih katjona da formiraju
komplekse sa odredenim ligandima i stabilnosti nastalih metal-ligand kompleksa, a koja u osnovi
ima ¢injenicu da se metali u interakciji sa bioloskim sistemima ponaSaju kao Luisove kiseline
(Nieboer & Richardson, 1980; Duffus, 2002). Luisovom kiselinom smatra se svaka hemijska vrsta
koja ima neto pozitivno naelektrisanje 1 ponasa se kao primalac elektrona. U skladu sa ovim, svi
metali svrstani su u tri grupe (Nieboer & Richardson, 1980; Duffus, 2002). Metali koji najstabilnije
komplekse grade sa ligandima u kojima kiseonik ima ulogu donora elektrona sacinjavaju grupu A i
obuhvataju alkalne i zemno-alkalne metale, lantanoide i aktinoide. Veze koje ovi metali grade su
pretezno jonske, zbog Cega su ovi elementi relativno mobilini i lako izmenljivi u bioloskim
sistemima, gde neki od njih imaju ulogu makroelemenata, poput natrijuma, magnezijuma, kalijuma
i kalcijuma. Grupu B ¢ine metali sa izrazenim afinitetom prema ligandima koji sadrze azot ili
sumpor (Tabela 1), sa kojima formiraju jake kovalentne komplekse iz kojih se tesko izmestaju.
Zbog ovoga, elementi B grupe su relativno nepokretni i imaju tendenciju akumulacije u bioloSkim
sistemima usled ireverzibilnog vezivanja za ove atome. Grani¢nu grupu ¢ine metali koji formiraju
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stabilne komplekse sa svim kategorijama liganada, s tim da u slu¢aju metala sa vise oksidacionih
stanja, razliCite jonske forme istog elementa mogu imati razlicit afinitet prema istom ligandu i
svrstavati se u razli¢ite grupe. Prema ovoj podeli, bakar u Cu® oksidacionom stanju pripada B grupi,
dok kao Cu?" poseduje karakteristike grani¢ne grupe. Osim toga, iako je redoks inertan element,
pozicija kadmijuma u odnosu na grani¢nu i B grupu ¢esto nije jasno definisana. S obzirom na to da
H* prema Luisovoj Klasifikaciji takode predstavlja kiselinu, uloga pH u vezivanju metala za
odredeni ligand u bioloskom sistemu je jako bitna jer medusobno mogu kompetirati za ista vezujuca
mesta (Nieboer & Richardson, 1980; Duffus, 2002).

Tabela 1. Ligandi u bioloskim sistemima. Simbol R predstavlja alkil-radikal poput CHs- i CH3CH>".
RNH; moze predstavljati amin poput CH3NHz. U nekim sluajevima R moze simbolizovati
aromati¢ni deo poput fenilnog prstena (modifikovano prema Nieboer & Richardson, 1980).

Ligandi za Koje se pretezno
vezuju katjoni grupe A

Ligandi za Kkoje se preteZno
vezuju katjoni grupe B

Drugi znacajni ligandi

F-, 0,7, OH", H,0,
CO,2, SO,%, ROSO; NO;-

H-, I, R, CN-, CO,
$%, RS, R,S, R,As

Cl, Br, N5, NO,;,
SO5%, NH;, N,, RNH,

HPO,Z, -0—|F|l—o-

R,NH, RN, =N-, -CO-N-R

o

R Q
ROH, RCO, -C-, ROR

02) 02-1 022-

Metali cCiji toksicni efekti su najeS¢e razmatrani u studijama zaStite zivotne sredine su
mikroelementi koji se nalaze u grani¢noj 1 grupi B. Katjoni svrstani u grupu B nisu normalno
prisutni u Zivim bi¢ima 1 njihov toksi¢ni efekat je izraZeniji u odnosu na one koji imaju karakter
grani¢ne grupe. S druge strane, neki od mikroelemenata grani¢ne grupe, predstavljaju esencijalne
mikroelemente u biljnoj fiziologiji, gde ucestvuju kao kofaktori ili aktivatori enzima, uestvuju u
redoks reakcijama i prenosu elektrona ili imaju strukturne uloge u metabolizmu nukleinskih kiselina
(Stankovi¢ et al., 2018).

1.2.2. Hemijske karakteristike bakra, cinka i kadmijuma i uloga kod biljaka

Bakar i cink spadaju u esencijalne mikroelemente biljaka, te deficit ali i povecane
koncentracije ovih metala uti¢u na fizioloske procese 1 mogu znacajno inhibirati rastenje i1 razvice
biljaka. Kadmijum se, s druge strane, smatra neesencijalnim elementom za biljke i pri poviSenim
koncentracijama moZe biti toksican usled nefunkcionalanog vezivanja za bioloske ligande drugih
esencijalnih dvovalentnih metala (Yruela, 2005; Kiipper & Andresen, 2016).

Bakar predstavlja tranzicioni metal, koji ima ulogu kofaktora brojnih enzima ukljucenih u
respiraciju, fotosintezu, recepciju etilena, detoksifikaciju slobodnih radikala, metabolizam
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, kao 1 u remodelovanje ¢elijskog zida biljaka. Funkcija bakra u ovim
procesima zasniva se na ¢injenici da u fizioloskim uslovima moZze postojati u dva oksidaciona
stanja, oksidovanom, Cu?* i redukovanom, Cu*, koja su medusobno izmenjiva. Zbog ovoga, bakar
se u biohemijskim reakcijama moze ponasati kao redukujuéi ili oksiduju¢i agens, omogucavajuci
enzimima koji ga sadrze da ucestvuju u prenosu elektrona ili katalizovanju redoks reakcija u kojima
ucestvuje kiseonik (Burkhead et al., 2009; Migocka, 2015; Andresen et al., 2018). Koncentracija
bakra u biljkama najceS¢e varira od 1-20 pug/g suve mase, u zavisnosti od uslova rastenja, faze
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razvica i biljne vrste, pri éemu, zbog svoje reaktivnosti, gotovo da nema slobodnih jona ovog metala
u citosolu ¢elija, ve¢ se oni nalaze u kompleksima sa bakar-vezuju¢im proteinima/Saperonima, koji
sprecavaju neselektivne Stetne reakcije i u kompleksima sa enzimima cCiju aktivnost reguliSu
(Hénsch & Mendel, 2009). Bakar kod svih biljaka, uklju¢ujué¢i mahovine, ucestvuje u fotosintezi
kao sastavni deo plastocijanina koji omogucava fotosinteti¢ki trasport elektrona izmedu citohroma f
(citohrom b6f kompleksa) i reakcionog centra fotosistema | (PSI) (Kirkby, 2005; Andresen et al,
2018). Osim toga, bakar omogucava detoksifikaciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. reactive
oxygen species, ROS) koje nastaju u toku fotosinteze i disanja, jer se nalazi u aktivhom centru
Cu/Zn-superoksid dismutaza (Cu/Zn-SOD), ¢ija se ekspresija kod biljaka povecava svaki put kada
se poveca produkcija ROS (Andresen et al., 2018). Vec¢ina drugih enzima koji sadrze bakar, poput
citohrom oksidaze (COX), terminalnog akceptora elektrona u respiratornom lancu, reaguju sa
kiseonikom redukujuci ga do H20,. Osim nje, bakar omogucava aktivnost brojnih oksidaza biljaka
(askorbat oksidaza, amino oksidaza, polifenol oksidaza) koje su ukljuCene u rast celija 1
remodelovanje ¢elijskog zida, kao i u metabolizam fenolnih supstanci (Kirkby, 2005; Burkhead et
al., 2009; Hansch & Mendel, 2009). Polifenol oksidaze predstavljaju bakar-vezujuc¢e enzime koji
vr$e oksidaciju polifenolnih supstanci biljaka u odgovaraju¢e kinone, u prisustvu molekulskog
kiseonika i u zavisnosti od supstrata dele se na o-difenol oksidaze (PPO), lakaze (LAC) i tirozinaze
(TYR). Prve dve grupe oksidaza su $iroko rasprostranjenje kod biljaka, uklju¢ujuc¢i mahovine, dok
su tirozinaze detektovane kod malog broja vrsta biljaka (Richter et al., 2012). Osim ovih funkcija,
uloga bakra kod biljaka ogleda se i u izgradnji receptora za etilen (Kirkby, 2005; Burkhead et al.,
2009; Hénsch & Mendel, 2009). Nedostatak bakra manifestuje se najpre u mladim listovima kroz
pojavu hloroza, a kasnije se na nivou cele biljke uocava zakrzljalost i pojava bledozelenih listova
koji lako venu (Héansch & Mendel, 2009).

Imajué¢i u vidu redoks-aktivnu prirodu bakra, pri koncentracijama visim od fizioloski
optimalnih, Cu* i Cu?" mogu katalizovati stvaranje visoko toksi¢nih hidroksil radikala i posledi¢no
dovesti do oSte¢enja makromolekula u ¢elijama. Osim toga, kao metal grani¢ne grupe, bakar je jako
reaktivan sa tiolima, koje moze oksidovati ili dovesti do izmeStanja drugih esencijalnih metala u
proteinima, narusavajué¢i njihovu strukturu (Burkhead et al., 2009; Hansch & Mendel, 2009;
Migocka, 2015). Visoke koncentracije bakra kod biljaka ometaju vazne fizioloSke procese, kao $to
su fotosinteza i respiracija, uzrokuju pojavu hloroza i nekroza i dovode do inhibicije rastenja i
razvi¢a na niovu celog organizma (Yruela, 2005). Zbog ovoga, odrzavanje precizne homeostaze
bakra je esencijalno za opstanak i ispravno funkcionisanje biljnih ¢éelija (Burkhead et al., 2009;
Hénsch & Mendel, 2009; Migocka, 2015).

Cink je nakon gvozda drugi po zastupljenosti tranzicioni metal u organizmima. Biljke
usvajaju cink u Zn?* formi, koja predstavlja jedino bioloski zna¢ajno oksidaciono stanje cinka, zbog
koga je cink redoks inertan metal (Kirkby, 2005; Andresen et al., 2018). Ovaj katjon se ¢esto smatra
nisko toksi¢nim za biljke, posebno zbog odsustva redoks aktivnosti i Cinjenice da njegove
koncentracije u ¢elijama variraju u opsegu od visokih mikromolarnih do milimolarnih. Medutim,
ukoliko se slobodni joni Zn?* nadu u jako niskim mikromolarnim koncentracijama u éeliji, mogu
imati letalan efekat, zbog Cega je precizna kontrola prometa cinka jako bitna (Blindauer & Schmid,
2010). Cink se kod biljaka najces¢e nalazi u opsegu koncentracija od 15 do 50 pg/g suve mase
(Hansch & Mendel, 2009). Ovaj metal je jaka Luisova kiselina, koja je medu mikroelementima
slabija jedino od katjona bakra, te kao takva ima veliki afinitet i prema slabim bazama kao $to su
sulfidni ligandi, i prema jakim bazama, poput amino, karboksilatnih i hidroksilnih liganada.
Koordinaciona geometrija jona cinka je znatno fleksibilnija od veéine drugih tranzicionih katjona,
zbog Cega cink Cesto katalizuje reakcije u toku kojih ligandi mogu zauzimati razlicite koordinacione
forme oko ovog katjona, bez potrebe za njihovim izmenjivanjem. Posto je cink jedini medu
tranzicionim metalima koji lako stupa u tetraedarnu koordinacionu geometriju, specifi¢nost
odredenih liganada prema njemu moze biti dodatno povecana, kao u slucaju Zn-domena. U
poredenju sa drugim mikroelementima, cink znatno brZze vrsi izmenu liganada, $to mu omogucava
da funkcioniSe kao efikasan signalni jon ili signalni modulator. S druge strane, imaju¢i u vidu
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¢injenicu da se vezuje sa velikim afinitetom 1 da je redoks-inertan, u ¢elijama ¢esto ima strukturnu
ulogu u proteinima ili protein-protein interakcijama (Kramer & Clemens, 2005).

Smatra se da preko 1200 proteina biljaka sadrzi, vezuje ili transportuje cink, pri ¢emu veliki
broj ovih proteina su transkripcioni faktori i proteini sa Zn-domenima (eng. Zn-finger), koji regulisu
DNK transkripciju, obradu RNK i translaciju. U cink zavisne proteine spadaju sve DNK- i RNK-
polimeraze, histon deacetilaze, faktori koji ucestvuju u splajsovanju i enzimi za editovanje RNK u
mitohondrijama i hloroplastima (Hénsch & Mendel, 2009). Medu najznacajnije cink-zavisne
enzime visih biljaka spadaju karboanhidraze (CA), koje ucestvuju u interkonverziji CO2 u HCOgz
omogucavajuéi njegovu fiksaciju od strane ribulozo-1,5-bisfosfatne karboksilaze-oksigenaze
(RuBisCo). Postoje tri evolutivno razlicite familije ovih enzima kod biljaka - a, B i1 vy, pri ¢emu je
aCA lokalizovana u stromi hloroplasta, najzastupljenija kod C3 biljaka, gde se veruje da spadaju i
mahovine. lako se strukturno razlikuju, zajednicka osobina sve tri grupe ovih enzima je da poseduju
cink u aktivnom mestu (DiMario et al., 2017; Andresen et al, 2018). Drugu znacajnu grupu enzima
za koje je cink esencijalan u katalitickom centru su fosfataze, koje su klju¢ne za usvajanje i ishranu
biljaka fosforom (Andresen et al., 2018). Fosfataze katalizuju hidrolizu fosfatnih estara
oslobadajuci neorganski fosfor. Neki od ovih enzima prisutni su intracelularno, u vakuolama, a neki
se sintetiSu 1 sekretuju van Celije, na povrSinu Celijske membrane, gde omogucavaju usvajanje
fosfora iz organskih izvora u uslovima povecane potrebe za fosforom ili njegove smanjene
dostupnosti. Pokazano je da 12 ispitanih vrsta mahovina poseduju fosfomoneoesteraze koje se
mogu eksprimirati na povrSini mahovine, dok su fosfodiesteraze bile specificne za odredene vrste i
uslove (Turner et al., 2001; Whitton et al., 2005).

Cink ima znacajnu ulogu u odrzavanju integriteta ¢elijskih membrana, jer vrsi stabilizaciju
njihove strukture vezivanjem za -SH grupe i neophodan je za sintezu masnih kiselina lipida
membrana. Osim toga, ucestvuje 1 u zastiti lipida i proteina od oksidacije uzrokovane superoksid
radikalima, jer predstavlja strukuturnu komponentu SOD enzima, koja mu omogucava aktivnost u
sirokom opsegu pH, i doprinosi dodatnom odredivanju specifi¢nosti prema supstratu (Kirkby, 2005;
Andresen et al., 2018).

Kadmijum je metal ¢iji jon je hemijski sli¢an esencijalnim dvovalentnim katjonima i stoga
moze kompetirati sa njima za unos u biljke istim mehanizmima koje koriste mikro- i
makroelementi. S druge strane, kod vec¢ine biljaka homeostatski mehanizmi nisu u stanju da
saniraju povecane koncentracije jona ovih metala, Sto dovodi do ispoljavanja njihovih toksi¢nih
efekata (Kramer & Clemens, 2005). Kadmijum pripada IIb grupi elemenata periodnog sistema i u
vodenim rastvorima ima stabilno oksidaciono stanje Cd?*, koje ujedno predstavlja i biodostupnu
formu ovog metala. Spada u jako retke elemente i njegova koncentracija u litosferi je oko 0,1 mg/kg
gde se najcesce nalazi u vidu sulfida i sulfosoli, posto je jako tiofilan element. Sklonost ovog metala
da formira hloro-komplekse u slanim sredinama ¢ini ga manje dostupnim za rastvaranje §to
objasnjava smanjenu akumulaciju kadmijuma u sredinama kao S$to su estuari (Hasanuzzaman &
Fujita, 2013). S druge strane, adsorpcija kadmijuma od strane supstrata smanjuje se sa snizavanjem
pH vrednosti koje dovodi do veée koli¢ine slobodnog kadmijuma, a posledi¢no i do pojacanog
usvajanja od strane biljaka (Bolan et al., 2005).

Kadmijum poseduje popunjenu d-elektronsku ljusku i hemizam sli¢an cinku u pogledu
fleksibilnosti u koordinaciji sa ligandima, pri cemu kadmijum ima malo vecu duzinu veza gradeci
potencijalno ve¢i broj koordinantnih kompleksa u odnosu na cink. S druge strane, kao i cink,
kadmijum je redoks inertan katjon. Kao slabija Luisova kiselina u odnosu na cink, formira
komplekse manje stabilnosti sa ligandima koji sadrze kiseonik 1 azot, pokazujuci ve¢i afinitet prema
ligandima koji sadrze sumpor. IzraZzena tiofilnost kadmijuma predstavlja mozda i najvazniju
njegovu karakteristiku za analizu intracelularnih efekata koje ostvaruje, jer je unutrasnjost Celije
znatno bogatija sumpornim donorima u odnosu na ekstracelularnu sredinu. Zbog ovoga, kadmijum
se u unutrasnjosti ¢elije vezuje znatno jace nego cink, pri ¢emu je povecani afinitet narocito izrazen
u koordinacionim sferama sa viSestrukim cisteinskim ligandima koje su karakteristi¢cne za metal-
vezujuée proteine kao Sto su metalotioneini (MT). U kompleksima u kojima se koordinacija
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ostvaruje isklju¢ivo preko sumpornih donora koncentracija kadmijuma neophodna za efektivnu
kompeticiju sa cinkom je ¢ak hiljadu puta manja u odnosu na koncentraciju cinka. Osim
kompeticije sa cinkom, u slucaju liganada gde su prisutni kiseonik i azot kao atomi donori
elektrona, kadmijum se vezuje 6-9 puta jace u odnosu na magenzijum i kalcijum, te uspesno
kompetira za vezivna mesta ovih elemenata u celiji ¢ak i pri znatno niZim koncentracijama od
njihovih. Medutim, kompeticija kalcijuma i kadmijuma u bioloSkim sistemima najceSc¢e nije
izrazena zbog velikog afiniteta kadmijuma za sulfatne ligande, za koje se kalcijum ne vezuje, Sto
dovodi do ,ublazavanja“ efekata u kompeticiji za kalcijum-vezujuée ligande. Kadmijum je
neesencijalni element, te u bioloSkim sistemima ne postoji poseban sistem koji je ukljucen u
odrzavanje njegove homeostaze, ve¢ moze interagovati sa molekulima koji su ukljuceni u kontrolu
esencijalnih tranzicionih metala. S obzirom na to da su sumporni donori poreklom od tiola ukljuceni
u regulisanje intracelularne koncentracije cinka, imaju¢i u vidu tiofilnost kadmijuma, pri istim
koncentracijama koli¢ine slobodnog kadmijuma u citoplazmi su o¢ekivano znatno manje u odnosu
na cink (Maret & Moulis, 2013).

Kako bi se u potpunosti ispitala toksi¢nost nekog metala po dati organizam neophodno je
izuciti njegovu toksikodinamiku (tipovi negativnih efekata, kada i gde se ispoljavaju) i njegovu
toksikokinetiku (koji su mehanizmi usvajanja, distribucije, metabolizma i izlu¢ivanja metala od
strane datog bioloskog sistema) (Wolterbeek & Verburg, 2001).

1.3. Bioakumulacioni kapacitet mahovina za metale

Metali do mahovina mogu dospeti rastvoreni u vidu katjona u vodi koja okruzuje biljku ili u
vidu suvih Cestica, koje su zadrzane zahvaljuju¢i razli¢itim morfoloskim strukturama i udubljenjima
na povrsini biljke, te fiziCko-hemijskim silama. Suve Cestice u prisustvu vlage mogu biti rastvorene
i dalje imati istu sudbinu kao metali koji su se za mahovinu inicijalno vezali u formi katjona. U toku
bioakumulacije mogu se razdvojiti tri faze - brzo pasivno vezivanje jona metala za spoljasnje
povrSine ¢elija procesom izmene jona, faza mirovanja u kojoj je doslo do zasi¢enja vancelijskih
vezuju¢ih mesta, i finalno, faza u kojoj dolazi do postepenog sporog linearnog povecanja ukupne
koncentracije metala u biljci, koja reflektuje unutaréelijsko usvajanje katjona (Tessier & Boisvert,
1999; Sun et al., 2007). Kao posledica ovih procesa, ukupni sadrzaj metala u mahovini u svakom
trenutku moZe se podeliti na tri frakcije na osnovu lokalizacije elemenata - vancelijsku (katjoni
reverzibilno vezani za negativno naelektrisane grupe u celijskom zidu ili spoljasnjem sloju
plazmaleme), meducelijsku (u matriksu oko ¢elija ili u vidu depozita na njihovoj povrSini) i
unutaréelijsku (u razli¢itim kompartmentima protoplasta u rastvorljivoj ili nerastvorljivoj formi)
(Brown & Briumelis, 1996; Vazquez et al., 1999).

Vancelijska akumulacija metala predstavlja prvi korak u usvajanju, koji se zasniva na
interakciji izmedu negativno naelektrisanih liganada prisutnih na povrSini celije 1 pozitivno
naelektrisanih jona metala (Tessier & Boisvert, 1999). Celijski zidovi mahovina poseduju brojne
slobodne funkcionalne grupe koje se u hemijskom smislu ponasaju kao slabe Luisove baze i kao
takve, u jonizovanom stanju, imaju negativno naelektrisanje. U kontaktu sa ovim grupama, joni
metala lako istiskuju protone i mogu biti zadrzani na njihovom mestu gradeéi ligand-metal
komplekse. Ve¢ vezani katjoni, takode mogu biti izmeSteni ukoliko se ¢elija nade u okruzenju sa
katjonima veceg afiniteta prema istom vezuju¢em mestu, zbog ¢ega se ova mesta nazivaju katjon-
izmenjivacka (Tyagi et al., 2007). Da bi do izmene jona doslo, neophodno je da se mahovine nadu u
vlaznom okruZenju gde su elementi u svom jonskom obliku. U ovakvim uslovima, proces vezivanja
katjona je jako brz i do potpune saturacije katjon-izmenjivackih mesta moze doci za svega nekoliko
minuta (Gonzalez & Pokrovsky, 2014). Ovaj proces je iskljucivo fizicko-hemijske prirode i nije
metabolicki regulisan (Tessier & Boisvert, 1999).

Koli¢ina vezanog metala u vancelijskoj frakciji zavisi¢e od njegove koncentracije u sredini,
forme u kojoj se nalazi, afiniteta za vezuju¢a mesta, ukupnog broja vezuju¢ih mesta, postojece
koncentracije u mahovini, trajanja izlozenosti metalu, kao i od pH okruzenja (Tessier & Boisvert,
1999; Anicic¢ et al., 2009; Gonzalez & Pokrovsky, 2014). Afinitet za vezivanje odreden je prirodom
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elemenata koji kompetiraju za izmenjivacko mesto (u rastvoru, ali i ve¢ vezanih) i prirodom
vezuju¢ih mesta koja predstavljaju specificnost vrste, a zavise i od faze razvica, starosti datog
segmenta i uslova u kojima se biljka razvija. Metal prisutan u maloj koncentraciji u okruzenju, ali sa
veéim afinitetom za odredeno vezujuce mesto ¢e CeSée biti fiksiran nego jon manjeg afiniteta, a
vece koncentracije. Generalno, monovalentni katjoni imaju manji kapacitet za vezivanje za ligande
u odnosu na dvovalentne. S druge strane, dvovalenti katjoni tranzicionih metala ¢e najstabilnije
veze formirati sa ligandima koji sadrze sumpor ili azot, dok ¢e manje stabilni biti kompleksi
formirani sa kiseonikom kao donorom (Nieboer & Richardson, 1980; Brown & Bates, 1990; Tessier
& Boisvert, 1999). Osim kompeticije sa drugim jonima metala, i pH sredine iz koje mahovina
usvaja katjone utiCe na efikasnost vezivanja katjona usled kompeticije protona i katjona za ista
vezujuéa mesta. Generalno, maksimalni kapacitet usvajanja jona kao $to su Cu?*, Zn?* i Cd?* kod
mahovina postize se pri pH=5 (Martins et al., 2004).

Mahovine karakteriSe jedan od najviSih adsorpcionih kapaciteta za metale medu bioloskim
sorbentima, pri ¢emu sposobnost vancelijskog vezivanja katjona Cesto odreduje i sposobnost
ukupne akumulacije nekog metala (Brown & Bates, 1990; Lobachevska et al., 2019). Ukupan broj
mesta za izmenjivanje katjona na povrsini ¢elije predstavlja katjon-izmenjivacki kapacitet (eng.
cation exchange capacity, CEC) 1 definiSe se kao maksimalni broj (molova) bazi¢nih katjona po
gramu suve mase koje dato tkivo ima sposobnost da veze, izmenjujuci protone, pod uslovom da su
na pocetku procesa vezivanja sva izmenjivacka mesta bila okupirana iskljuivo protonima
(Soudzilovskaia et al., 2010). Broj izmenjivackih mesta mahovine je species-specifi¢an, ali kao i u
sluéaju prirode liganada, odreden je i staro$¢u tkiva, razvojnom fazom i uslovima rasta (Brown &
Bates, 1990; Wells et al., 1995).

U istrazivanju adsorpcionih svojstava mahovina rodova Hypnum i Sphagnum, kao i vrsta
Pseudoscleropodium purum (Hedw.) M. Fleisch i Brachytecium rutabulum (Hedw.) Schimp. u
odnosu na metale grani¢ne i B grupe, Gonzalez & Pokrovsky (2014) su zakljucili da dominantne
grupe ukljuéene u vezivanje metala pri visokim koncentracijama u okruzenju predstavljaju
karboksilna i fosforil grupa, dok pri manjim koncentracijama i ekstremnim uslovima pH, amino i
sulfhidrilne grupe mogu biti presudne za vezivanje. Prema nekim autorima, karboksilne grupe
poliuronskih kiselina (pretezno galakturonske) i hidroksilne grupe hemiceluloze i celuloze (u
manjoj meri) ¢ine 70-90% CEC mahovina. Preostala jono-izmenjivacka mesta (10-30%), koja su
ukljucena u vezivanje metala nalaze se u proteinskoj frakciji Celijskog zida i spoljaSnjeg sloja
plazmaleme u vidu grupa koje sadrze kiseonik, azot i sumpor (hidroksilna, amino i sulfhidrilna)
(Lobachevska et al., 2019). Osim toga, fenolne komponente ¢elijskog zida mogu znacajno uticati na
CEC i prema nekim istrazivanjima ¢ine 25% ukupnog katjon-izmenjivackog kapaciteta (Tipping et
al., 2008; Anici¢ et al., 2009). Dominantno prisustvo fosforilnih i karboksilnih grupa u éelijskim
zidovima mahovina 1 afinitet metala granicne 1 B grupe prema njima, moze biti razlog zbog ¢ega su
obrasci adsorpcije istih metala kod razli¢itih mahovina Cesto isti ili jako sli¢ni, imaju¢i u vidu ¢isto
fizicko-hemijsku prirodu vezivanja u ovoj frakciji (Nieboer & Richardson, 1980; Vazquez et al.
1999; Gonzalez & Pokrovsky, 2014; Varela et al., 2015). S druge strane, izmenjeni uslovi gajenja
jedne vrste mogu dovesti do promene u ukupnom afinitetu za istu tip katjona usled izmene odnosa i
broja vezuju¢ih mesta odredenog tipa (Wells & Brown, 1987).

Nakon vezivanja za katjon-izmenjivacka mesta i postizanja saturacije, dalja akumulacija
metala od strane mahovine moguca je zahvaljujuci unutarcelijskom transportu ovih katjona. Ovaj
proces je znatno sporiji, akumulacija se deSava priblizno linearno i1 zahteva prisustvo specifi¢nih
transportera kojima je potrebna energija poreklom od ATP-a za transport katjona (Brown & Bates,
1990; Tessier & Boisvert, 1999). Ovi transporteri prisutni su na plazmalemi i membranama
razliCitih organela unutar celije, gde omogucavaju promet esencijalnih elemenata i odrZavanje
njihove homeostaze. Medutim, nisu svi potpuno specifi¢ni za jednu vrstu metala, te katjoni sli¢nih
hemijskih osobina mogu koristiti iste transportne puteve, §to omogucava prolazak i neesencijalnim
metalima u unutaréelijske prostore. Intracelularni transport metala moze koristiti energiju koja je
direktno nastala hidrolizom ATP-a (primarni aktivni transport) ili energiju koju transporter dobija
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simportom ili antiportom protona niz elektrohemijski gradijent (sekundarni aktivni transport), koji
omogucava hidrolizu ATP-a, H'-ATP-azama i stvaranja protonske motorne sile. U retkim
slucajevima katjoni mogu u¢i u Celiju niz elektrohemijski gradijent, medutim, i ovaj transport je
kontrolisan specificnim proteinima prenosiocima.

Pokazano je da kao i u slucaju vancelijske akumulacije, i unutaréelijski transport ispoljava
saturacionu kinetiku, koja zavisi od afiniteta metala prema specificnim nosacima i prirode jona, ali i
permeabilnosti plazmaleme, koja se moze drasti¢no menjati u prisustvu toksi¢nih koncentracija
katjona (Brown & Bates, 1990; Tessier & Boisvert, 1999; Fernandez et al., 2006; Basile et al.,
2012). Osim toga, razliCiti kapacitet medu vrstama moze biti posledica veceg kapaciteta za
neutralizaciju metala (vakuolizacijom ili formiranjem unutaréelijskih kompleksa). U istrazivanju
Vazquez et al. (1999), kod Fontinalis antipyretica Hedw. i F. polyphyllus Wils. kapacitet
unutaréelijskog usvajanja individualnih metala pratio je isti obrazac, ukazujuci na to da je pretezno
kontrolisan afinitetom transmembranskih molekula prema katjonima. U slucaju esencijalnih metala,
ovaj afinitet je u skladu sa fizioloskim potrebama biljaka za konkretne metale (Vazquez et al,
1999). U istrazivanju koje su sproveli Basile et al. (2012) na Scorpiurum circinatum (Brid.) Fleisch.
& Loeske pokazano je da intracelularne koncentracije mikroelemenata sa esencijalnom ulogom,
poput Zn 1 Cu, ostaju relativno nepromenjene bez obzira na ekstracelijsku koncentraciju, dok je
akumulacija elemenata poput olova i kadmijuma, koji nemaju metabolicku ulogu u mahovinama,
rasla proporcionalno primenjenoj koncentraciji metala. Sli¢ne rezulatate dobili su i Fernandez et al.
(2013) u ispitivanju veze izmedu primenjene koncentracije kadmijuma i unutarcelijske
koncentracije kod P. purum. Elementi koji su lokalizovani unutar ¢elija imaju neposredan uticaj na
metabolizam, te iako njihov sadrzaj unutar ¢elije moze biti svega 5% njihovog ukupnog sadrzaja,
ova frakcija moze imati presudan uticaj na fiziologiju i vitalnost celog organizma (Basile et al.
2012). Zbog toga, u slucaju esencijalnih metala, postojeée intracelularne koncentracije mogu uticati
na to da li ¢e do transporta u ¢eliju do¢i ili ne, usled postojanja homeostatskih mehanizama koji
kontroliSu njihovu unutarcéelijsku koncentraciju. S druge strane, elementi koji nisu ukljuceni u
normalne fizioloske procese, poput kadmijuma, mogu se transportovati u unutra$njost ¢elija putem
nespecificnih transportera i usled odsustva homeostatskih mehanizma akumulirati u toksi¢nim
koli¢inama unutar ¢elije jako brzo (Brown & Bates, 1990; Andresen et al., 2018).

1.3.1. Faktori koji uti¢u na apsorpciju i distribuciju metala unutar mahovina

Brojni fizicki, hemijski, bioloski faktori mogu uticati na sposobnost odredene mahovine da
akumulira specifi¢ni metal, kao i na distribuciju ovog elementa unutar biljke (Salemaa et al., 2004;
Sassmann et al., 2015a). Osim koli¢ine i vrste metala, na usvajanje utice i njegova biodostupnost i
mobilnost u supstratu, koji su u vezi sa hemijskim sastavom (pre svega pH) i koli¢inom organske
materije i makroelemenata u podlozi (Klos et al., 2012). Osnovni bioloski faktori koji uti¢u na
akumulaciju obuhvataju rastenje (stopa rasta, starost i faza razvic¢a biljke), sinergisticke ili
antagonisticke efekte elemenata i njihov bioloski poluZivot, morfoloske karakteristike vrste (odnos
povrsina/zapremina, prisustvo morfoloskih struktura koje uti€u na zadrzavanje vode 1 rastvorenih
minerala, hidrofilnost povrsinskih slojeva biljke, oblik filoida, forma rasta i Zivotna forma) i katjon-
izmenjivacki kapacitet (Tessier & Boisvert, 1999; Zechmeister et al., 2003; Castello, 2007; Sun et
al., 2007; Carballeira et al., 2008; Gonzalez & Pokrovsky, 2014; Varela et al., 2015).

Ukupan sadrzaj metala u mahovinama predstavlja rezultat balansa izmedu adsorpcije 1
desorpcije elementa, pri cemu vreme ekspozicije ovim elementima moze uticati na svaki od ovih
procesa. Predugacak period moze dovesti do saturacije svih vezuju¢ih mesta ili dovesti do
desorpcije (Anici¢ et al., 2009). U prirodnim uslovima do desorpcije moze do¢i usled ispiranja
Cestica zarobljenih na povrsini biljke kiSom, curenja jona usled precipitacije niske pH, izmenjivanja
odredenih katjona katjonima veceg afiniteta, oSteCenja Celija usled starosti ili stresa izazvanog
sredinskim faktorima, kao i usled gubitka ostarelih delova (Ceburnis & Valiulis, 1999; Couto et al.,
2004; Castello, 2007; Anici¢ et al., 2009). U nekim istrazivanjima, pokazano je i da vrste koje imaju
veéi adsorpcioni kapacitet istovremeno imaju manji desorpcioni kapacitet (Sun et al., 2007). Studije
na ve¢em broju mahovina i metala pokazale su da u slucaju svake od vrsta postoji koncentracioni
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limit za akumulaciju metala, koji je species-specifican i zavisi od tipa metala (Basile et al. 2012;
Gonzalez & Pokrovsky, 2014; Sassmann et al., 2015b). Manja koncentracija fizioloski aktivnog
elementa u odnosu na metale bez poznate fizioloske uloge u mahovinama smatra se posledicom
homeostatskih mehanizama koji kontroliSu njegov sadrzaj u okviru granica potrebnih za optimalno
funkcionisanje biljke (Gonzalez & Pokrovsky, 2014; Sassmann et al., 2015a). Ovi mehanizmi
sprecavaju akumulaciju metala u slobodnoj reaktivnoj formi u ¢éelijama i obezbeduju adekvatno
snabdevanje metaloproteina odgovaraju¢im esencijalnim mikroelementima (Yruela, 2005). Manja
akumulacija jednog esencijalnog metala u odnosu na drugi moze biti rezultat njegove vece
toksi¢nosti u uslovima povecane koncentracije, manje dostupnosti za usvajanje u datom supstratu,
ili veceg afiniteta prema vezuju¢im mestima u okviru iste vrste mahovine (Gonzalez & Pokrovsky,
2014; Sassmann et al., 2015b).

U istoj biljci, u odnosu na starost razli¢itih delova, obrasci ukupnog sadrzaja metala mogu se
znaCajno razlikovati. Osim toga, raspodela svakog individualnog metala izmedu unutarcelijske 1
vancelijske frakcije moze se razlikovati u individualnim segmentima (Brown & Briimelis, 1996). U
istrazivanju Vazquez et al. (1999) kod dve vrste vodenih mahovina, pokazano je da na relativnu
raspodelu izmedu unutaréelijske i spoljasnje frakcije metala prevashodno utice vrsta mahovine, a
manje tip katjona kome je izlozena. S druge strane, maksimalna koncentracija jednog katjona koju
je moguce dosti¢i u vancelijskoj frakciji bila je slicna medu vrstama, ali razliita za svaki
pojedinaéni katjon - najve¢a za Cu?* i Cd?* a najmanja za Zn?".

Intenzitet rastenja biljke znacajno uti¢e na akumulaciju metala u razli¢itim segmentima.
Odnos celijskog zida i citoplazme veci je kod mladih Celija zbog ¢ega one imaju vecu specificnu
povrsinu za apsorpciju. Dodatno, procesi aktivne apsorpcije katjona efikasniji su i brzi u mladim
¢elijama (Boquete et al., 2014a). S druge strane, mladi segmenti gametofora su krate vreme
izlozeni dejstvu metala i zbog velike brzine stvaranja novih ¢elija karakteriSe ih takozvani efekat
razblazivanja — koncentracija metala kojima su izloZzeni opada sa udaljenos¢u od vr$nih delova
biljke (Tessier & Boisvert, 1999; Castello, 2007). Stariji delovi biljke, s druge strane, poseduju veci
CEC, jer ¢elije u njima zbog sazrevanja imaju smanjen stepen metilacije galakturonskih kiselina
¢elijskog zida, te time 1 veci broj katjon-vezuju¢ih mesta (Boquete et al., 2014a). Zbog ovih
osobina, razli¢it udeo starih i mladih ¢elija u mahovini moze rezultovati u znacajno razlicitim
obrascima akumulacije bakra, cinka i kadmijuma u razli¢itim delovima iste mahovine (Boquete et
al., 2014a). Vrsni delovi mahovina koji aktivno rastu ¢esto sadrze najvece koli¢ine citoplazmatskih
elementa kao Sto je kalijum, dok se sadrzaj elemenata koji se vezuju za celijske zidove, poput
kalcijuma ili metala grani¢ne 1 B grupe, moZe povecavati sa staroScu tkiva (Brown & Bates, 1990).
S druge strane, Boquete et al. (2014a) su pokazali da u slu¢aju kadmijuma, bakra i cinka kod
mahovine P. purum ne postoji preferencija za akumulaciju u starijim delovima, ve¢ da je
akumulacija u razli¢itim delovima biljke odraz fizicko-hemijskih karakteristika metala i
karkteristika samog tkiva (Boquete et al., 2014a).

Uprkos tradicionalnom pogledu da endohidricne vrste nutrijente dominantno usvajaju iz
atmosferskih depozicija i da je zbog nerazvijenog unutrasnjeg provodnog sistema kretanje minerala
od baze ka vrhu izdanka ograni€eno, pokazano je da se nakon ograni¢enog perioda izlaganja baze
izvoru metala, poviSene koncentracije ovih elemenata mogu detektovati i u novoformiranim
apikalim segmentima mahovina, intra- i ekstracelularno, ¢ak i nakon prestanka izlaganja (Brown &
Bates, 1990; Brown & Brimelis, 1996; Briimelis & Brown, 1997; Klos et al., 2012). U studiji
Briimelis & Brown (1997), efikasnost 1 proporcija trasportovanih jona ka vrhovima gametofora
Hylocomium splendens (Hedw.) Schimp. bila je najveéa u slu¢aju K*, pra¢ena Mg?* i Ca?*, dok je
Zn?" u najmanjoj meri transportovan ka vrhu, odrazavajuéi obrnut odnos afiniteta za vezivanje ovih
metala u ¢elijskom zidu i efikasnosti prenosa istih katjona od baze ka vrhu biljke. U toku procesa
usvajanja 1 translokacije kroz biljku, metali se u znacajnoj meri vezuju za celijske zidove. Kod
vaskularnih biljaka, transport metala duz izdanaka vrsi se ksilemom, pri ¢emu je translokacija
moguca zahvaljujuéi transpiracionom toku, osim u slu¢aju mladih biljaka gde korenov pritisak ima
zna¢ajnu ulogu. Translokacija je u slucaju nekih katjona potpomognuta izmenom katjona na
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negativno naelektrisanim celijskim zidovima. Medutim, ovo dovodi do odvajanja metala od
transpiracionog toka i potencijalno naruSavanja kretanja metala u vr$ne delove izdanka. 1z ksilema
je takode moguca transferzalna translokacija u susedne celije izdanka. Transport katjona kroz
ksilem vaskularnih biljaka se bar delimi¢no vrsi u formi kompleksa, pri ¢emu cink najcesc¢e gradi
komplekse sa organskim kiselinama, bakar formira komplekse sa amino kiselinama, dok kadmijum
moze biti transportovan kao dvovalentni jon (Greger, 1999). Moguce je da kod endohidri¢nih vrsta
mahovina sa dobro razvijenim hidroidama, mehanizmi translokacije prate sli¢ne principe.

Kompletno upoznavanje usvajanja, transporta, lokalizacije i specijacije metala u
mahovinama je klju¢no za razumevanje metaboli¢nih puteva metala, kao i fizioloSkih mehanizma
toksi¢nosti 1 otpornosti ovih biljaka na mikroelemente (Mogel-Mikus et al., 2008, 2012).
Kvalitativna karakterizacija distribucije metala moguca je upotrebom histohemijskih metoda ili
autoradiografijom, medutim ove metode nude ograniCenu prostornu rezoluciju. Metode za
kvantitativnu karakterizaciju distribucije su znatno kompleksnije i najéeS¢e obuhvataju
mikroanalitiocke tehnike koje se zasnivaju na emisiji X-zraka karakteristicnih za date vrste metala,
pobudenih fotonima (mikro-XRF, sinhrotronsko zracenje) ili naelektrisanim Cesticama (protoni,
elektroni ili Cestice vece mase) (Ohnuki et al., 2002; Vogel-Mikus et al., 2008).

1.4. Uloga mahovina u monitoringu zagadenja Zivotne sredine metalima

Usled nedostatka korenovog sistema i dobro razvijene kutikule, usvajanje vode, nutrijenata,
ali 1 toksi¢nih supstanci kod vecine mahovina odvija se celom povrSinom vegetativnog tela
(Zechmeister et al., 2007). Osim toga, mahovine imaju izrazenu sposobnost za izmenu katjona i
znatno vedi broj negativno naelektrisanih grupa sposobnih da vezu metalne jone u poredenju sa
drugim bioloskim sistemima, §to zajedno sa velikim odnosom povrsine i zapremine za rezultat ima
vecu efikasnost u akumulaciji metala u poredenju sa drugim organizmima (Little & Martin, 1974;
Biischer et al., 1990, Gonzalez & Pokrovsky, 2014). Iako su ove osobine razlog njihove velike
uspesnosti opstanka na staniStima sa ogranicenom koli¢inom hranljivih materija, one mogu biti
odgovorne i za veliku osetljivost nekih vrsta na atmosfersko zagadenje, jer se polutanti kod njih
akumuliraju intenzivnije i ostavaruju direktniji toksi¢ni efekat nego u slucaju vaskularnih biljaka
(Goffinet et al., 2009; Zvereva & Kozlov 2011). Prelazak iz vodene u kopnenu sredinu je
mahovinama, kao jednim od prvih kopnenih biljaka, nametnuo snaZne selekcione pritiske koji su
pored poikilohidri¢nosti doveli i do razvoja specificnih mehanizama tolerancije i kori§¢enja nekih
jona metala kojih je u terestrijalnim sistemima bilo znatno vise. To je istovremeno uslovilo i razvoj
mehanizama zastite od povecanih koncentracija ovih elemenata na kopnu (Degola et al., 2014).
Zbog ovoga, brojni predstavnici danasnjih mahovina su uspe$ni kolonizatori metalima jako
zagadenih staniSta 1 ¢esto th akumuliraju u vrlo visokim koncentracijama bez vidljivih posledica po
rastenje i razvice (Shaw, et al., 1989; Sassmann et al., 2010; Nomura & Hasezawa, 2011; Zvereva
& Kozlov 2011). Uz to, smatra se da su neke vrste, poput Mielichhoferia mielichhoferiana (Funck.)
Loeske, Dryptodon atratus (Mielichh.) Limpr., Scopelophila ligulata (Spruce) Spruce i S.
cataractae (Mitt.) Broth. ograniCene na rastenje na stani$tima koja su bogata metalima (Brooks,
1971; Shaw, 1987; Boquete et al., 2021). Takve vrste se nazivaju obligatne metalofite. Za razliku od
njih, postoje i fakultativne metalofite koje naseljavaju kako metaliferna, tako i staniSta Cija je
podloga siromasna metalima.

Zbog ovih morfoloSkih 1 fizioloSkih karakteristika, kao 1 Siroke geografske
rasprostranjenosti, mahovine se koriste kao znacajni bioloski sistemi za pracenje sredinskog
zagadenja metalima jo$ od 1968. godine (Zechmeister et al. 2003). Dodatno, mnoge vrste mahovina
su fizioloski aktivne i1 u toku zime te je kontinuirano usvajanje metala iz okruZenja moguce u toku
cele godine (Petschinger et al., 2021). U istrazivanjima gde se mahovine koriste kao sistemi
biomonitoringa, najcesce se koriste ektohidricne vrste poput Pleurozium schreberi (Willd. ex Brid.)
Mitt., H. splendens, H. cupressiforme i P. purum dok su endohidri¢ne vrste retke (Berg et al., 1995;
Berg & Steinnes, 1997; Zechmeister, 1998; Reimann et al., 2006; Fernandez et al., 2009; Holy et
al., 2009; Gonzalez-Miqueo et al., 2010; Boquete et al., 2014a; Urosevi¢ et al., 2017). Smatra se da
je kod ektohidri¢nih vrsta unos mineralnih materija uglavnom iz atmosfere, dok je uloga supstrata
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zanemarljiva. lIpak, neki autori smatraju da je znacajno usvajanje iz supstrata i unutrasnje
provodenje metala zastupljeno i u slu¢aju ektohidri¢nih vrsta (Ktos et al., 2012).

Informacije o vrsti i koli€ini metala prisutnih u zivotnoj sredini mogu se dobiti merenjem i
analizom sadrzaja akumuliranih metala u mahovinama u toku nekog vremenskog perioda
(Wolterbeek, 2002). S druge strane, analize sadrzaja metala u mahovinama naj¢es¢e ne daju
apsolutne vrednosti koncentracije elemenata emitovanih u sredinu u toku odredenog vremenskog
perioda, te je u cilju dobijanja Sto preciznijih informacija, neophodno $to bolje okarakterisati vezu
izmedu koncentracija metala u sredini i onih detektovanih u mahovinama. Jedan od znacajnih
faktora koji moze uticati na pouzdanost dobijenih rezulatata je toksi¢ni efekat metala koji moze
usloviti izmenu metabolizma i aktivaciju mehanizama koji spre¢avaju dalje usvajanje jona od strane
biljke, narusavajuci ocekivanu korelaciju izmedu ocekivanih koncentracija u prirodi i u mahovini
(Berg & Steinnes 1997; Boquete et al., 2014a). Alternativno, informacije o tipu metala i stepenu
zagadenja, kao 1 o njegovom uticaju na organizme u datoj sredini, moguce je dobiti pracenjem
promena u mahovinama na biohemijskom, morfoloskom i fizioloSkom nivou, kao i promena u
populacionoj dinamici i distribuciji uz prethodnu karakterizaciju veze doza-efekat (Wolterbeek,
2002; Zechmeister, 2007; Mahapatra et al., 2019).

Iako upotreba mahovina u studijama zagadenja Zivotne sredine metalima ima relativno dugu
istoriju, manji je broj istrazivanja ¢iji je fokus bio uticaj metala na razliite parametre rastenja i
razvi¢a samih mahovina, njihova distribucija u biljkama ili mehanizmi tolerancije na stres izazvan
metalima (Shakya et al., 2008; Varela et al., 2013; Boquete et al., 2014a; Sabovljevi¢ et al., 2018a).
Osim toga, mali je broj studija koje ispituju mehanizme usvajanja, akumulaciju i efekte metala na
mahovine u akseni¢nim i potpuno kontrolisanim laboratorijskim uslovima, eliminiSuéi potencijalne
antagonisticke ili sinergisticke efekte drugih faktora prisutnih u spoljasnjoj sredini (Sassmann et al.

2015a, b; Ares et al., 2018; Sabovljevié et al., 2018 a, b).
1.5. Toksi¢ni efekti metala kod biljaka

Metali u tragovima prisutni kod biljaka, uklju¢uju¢i mahovine, mogu se podeliti na
esencijalne i neesencijalne, u odnosu na znacaj koji imaju za rastenje i1 razvi¢e date biljke.
Esencijalni metali mogu ispoljiti Stetan uticaj na razvice na dva nacina, u slucaju deficijencije i u
slu¢aju kada ih ima viSe od fizioloSkog optimuma (Slika 12).

U nedostatku esencijalnog metala, biljke mogu imati usporen rast i smanjen prinos mase. Sa
povecanjem dostupnosti 1 usvajanja esencijalnog metala intenzivira se i rast i razvice biljke do
postizanja maksimalne vrednosti. Dalje poveéanje koncentracije ne dovodi do novih efekata u
odredenom opsegu iznad koncentracije pri kojoj se postize najintenzivnije rastenje. Medutim,
povecanjem koli¢ine metala u biljci 1 probijanjem tog opsega, dolazi do ponovnog usporavanja
rastenja 1 ispoljavanja toksi¢nosti, koja na kraju moze imati i letalan efekat.

U slucaju neesencijalnih metala, Stetan efekat odsustva metala u biljci ne postoji, niti pri
dodavanju ovih elemenata dolazi do poboljSanja u rastenju i prinosu biljaka. Kod ovih elemenata,
nakon odredene kriti€ne koncentracije, organizam pocinje da pokazuje simptome toksicnosti, koji
postaju izraZeniji sa porastom koncentracije do pojave ireverzibilnih oSte¢enja 1 uginuca.
Koncentracija metala pri kojoj dolazi do uginuca biljke predstavlja letalnu koncentraciju, dok se
koncentracije pri kojima nema ispoljenih toksi¢nih simptoma nazivaju ,,koncentracije bez efekta®.
Izmedu ovih koncentracija nalaze se subletalne koncentracije, pri kojima se ispoljavaju razliciti
nivoi toksi¢nosti, ali biljke su i dalje vijabilne (Shaw et al., 2004; Alloway, 2012).

Bez obzira na to da li predstavlja esencijalni ili neesencijalni element za biljku, svaki metal
u zavisnosti od hemijskih karakteristika, osetljivosti biljne vrste i primenjene doze (trajanje
izlaganja u kombinaciji sa koncentracijom) moze imati toksi¢ne efekte na dati organizam (Baker &
Walker 1989; Lin & Aarts, 2012). Opsti mehanizmi toksi¢nosti poviSenih koncentracija esencijalnih
i neesencijalnih jona metala kod mahovina prikazani su na Slici 13.
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Slika 12. Sematski prikaz efekata esencijalnih (A) i neesencijalnih (B) metala na mahovine. A -
Koncentracije metala ispod donje kriticne koncentracije dovode do suboptimalnog razvica. Plato
predstavlja rastenje i razviée koji se odvijaju pri optimalnom opsegu koncentracija. Sirok plato
predstavlja generalno niski potencijal za toksi¢nost (npr. cink), dok uzak plato predstavlja
postojanje male razlike izmedu koncentracija koje su korisne i onih koje su Stetne po biljku (npr.
bakar). Koli¢ine metala koje prelaze gornju kriti¢énu koncentraciju dovode do subletalnih toksi¢nih
efekata koji utiCu na smanjenje i deformaciju rastenja i razvica biljaka u rezli¢itom stepenu. Iznad
odredene (letalne) koncentracije, dolazi do ireverzibilnih oSte¢enja i uginuca biljke.

Toksi¢ni efekti poviSene koncentracije metala kod biljaka generalno se manifestuju u vidu
smanjene stope rastenja, hloroze, nekroze, smanjenog vodnog potencijala, izmenjenog
funkcionisanja membrana, efluksa katjona, inhibicije fotosinteze, izmenjenog metabolizma,
izmenjene aktivnosti esencijalnih enzima i drugo. Osim ovoga, jedan od kljuénih efekata toksi¢nih
koncentracija metala na nivou Ccelije je povecana produkcija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
(Hasanuzzaman & Fujita, 2013). Brojni enzimi sadrze metale 1 izmeStanje ili zamena ovih katjona
drugim metalima koji imaju sli¢na fizicko-hemijska svojstva dovodi do inhibicije enzima i
neadekvatnog funkcionisanja, bez obzira na slicnost supstituisanog i jona na njegovom mestu.
Mehanizam izmeStanja se zasniva na istim principima na osnovu kojih su metalni Kkatjoni
klasifikovani u grupu A, grupu B i granicnu grupu prema preferenciji da grade komplekse sa
razli¢itim tipovima liganada u zavisnosti od toga da li sadrze O, S ili N. Ovo takode objasnjava
zbog ¢ega se kod razliCitih organizama mogu uociti sli¢ni obrasci toksi¢nosti jona metala.

Metali B grupe nisu normalno komponente nijednog proteina u ¢elijama, ali zbog velikog
afiniteta prema grupama koje sadrze azot (npr. u lizinu ili imidazolnom bo¢nom lancu histidina) 1 -
SH grupama (npr. u cisteinu) lako izmestaju elemente grani¢ne grupe u kataliti¢ki aktivnim mestima
enzima. Generalno, toksi¢ni efekti katjona B grupe su izrazeniji u poredenju sa efektima metala
grani¢ne grupe, dok su metali A grupe najmanje toksicni. Metali grani¢ne grupe Cesto istiSKuju
druge metale iste ili A grupe koji su normalno prisutni u ¢eliji (Shaw et al., 2004; Vogel-Mikus et
al., 2012). Zbog ovakvog delovanja, Cesta meta toksicnosti kadmijuma u biljnim ¢elijama su cink-
vezujudi ili cink-zavisni molekuli, u kojima zbog hemijske sli¢nosti kadmijum moze istisnuti cink.
S obzirom na to da cink ¢esto ima strukturnu ulogu u konformaciji enzima, kao u slucaju Cu/Zn-
SOD, supstitucija kadmijumom dovodi do nefunkcionalnosti enzima usled narusavanja
konformacije. Dodatno, zbog hemijske sli¢nosti, usvajanje i distribucija kadmijuma u biljnim
¢elijama mozZe se vrSiti posredstvom istih transportera koje koriste joni cinka. Ovo dalje moze
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dovesti do smanjenog usvajanja drugih esencijalnih elemenata, uzrokujuéi deficijenciju
mikronutrijenata ili narusavanje normalnih puteva distribucije metala. Transport kadmijuma u ¢éeliju
moze biti posredovan i kanalima za kalcijum ili Fe?*/** transporterima (Bellini et al., 2021).

. () Esencijalni katjon
Membranski \ )¢ ai)

transporteri metala /j’ Neesencijalni katjon Celijski zid

Metalo-enzimi 1 drugi  molekuli ¢ija
funkcija i struktura zavise od metala @

Katjonski /;’;3 O \ O Oksidativni stres
transporteri l '®) O Re. -OHo 02_®

T“ 00

SH  ~, a-\l@

@ Blokiranje I
funkcionalnih Citosol
\K grupa S O /

Celijska membrana

Slika 13. Sematski prikaz glavnih mehanizama toksi¢nog delovanja metala u biljkama. Metali inade
prisutni u tragovima u povisenim koncentracijama mogu: 1) Dovesti do zamene esencijalnih metala
u metaloenzimima i drugim molekulima koji zahtevaju njihovo prisustvo za pravilno
funkcionisanje i zauzimanje ispravne strukture; 2) Interagovati sa esencijalnim funkcionalnim
grupama (-SH, -NH, -OH, -COOH) strukturnih proteina i enzima i blokirati ih; 3) Dovesti do
oksidativnog stresa u celijama formiranjem reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Modifikovano prema
Vogel-Mikus et al., 2012).

U optimalnim fizioloskim uslovima u biljnim ¢éelijama dolazi do relativno male produkcije
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, koje se odrzavaju u niskim koncentracijama, vrSe¢i ulogu sekundarnih
glasnika u brojnim procesima, ukljucujuéi razvoj tolerancije prema sredinskim stresovima. Osim
toga, ROS funkcioni$u i u odbrani biljaka od patogena (Mittler, 2002; Sharma et al., 2012).
Odrzavanje redoks homeostaze podrazumeva uspostavljanje balansa izmedu produkcije 1 uklanjanja
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta dejstvom mehanizama antioksidativne zastite (Sharma et al., 2012). U
osnovnom stanju, kiseonik se nalazi u tripletnom obliku (30,), sa dva nesparena elektrona
paralelnih spinova u dve odvojene orbitale, zbog Cega je paramagnetican i nema afinitet prema
organskim molekulima, osim ukoliko je aktiviran. U toku razli¢itih fizioloskih procesa u biljnim
¢elijama, dolazi do aktivacije kiseonika i geneze ROS kao nus-produkata aerobnog metabolizma
posredstvom dva mehanizma:

1. Apsorpcijom dovoljne energije da dovede do promene spina jednog od nesparenih
elektrona i generiSe kiseonik u singletnom stanju (*O2). Ova aktivacija zna¢ajno poveéava
oksidacioni kapacitet kiseonika, te 10, moze da interaguje u dvoelektronskim reakcijama transfera;

2. Postepenom jednovalentnom redukcijom tripletnog kiseonika izlaganjem visokoj energiji
ili reakcijama transfera elektrona, pri ¢emu nastaju redom — superoksid radikal (O."), vodonik
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peroksid (H20.), hidroksil radikal ("OH) i finalno, voda potpunom redukcijom kiseonika
(Dumanovic¢ et al., 2021).

Primarna mesta produkcije ROS u biljnim ¢elijama su hloroplasti, mitohondrije i
peroksizomi, ali i bilo koji drugi ¢elijski kompartment sa molekulima koji imaju dovoljno redoks
potencijala da doniraju ili pobude elektron tripletnom kiseoniku. Povec¢ana koncentracija metala,
kao i1 brojni drugi sredinski stresovi, mogu dovesti do akumulacije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u
¢elijama i stanja oksidativnog stresa (Shaw et al., 2004; Ahmad et al., 2008; Vogel-Mikus et al.,
2012; Mittler, 2017). Prema savremenoj definiciji, oksidativni stres predstavlja ,,disbalans izmedu
oksidanata i antioksidanata u korist oksidanata, $to vodi narusavanju redoks signalizacije i kontrole,
i/ili oStecenjima molekula® (Sies, 2018). U zavisnosti od intenziteta, oksidativni stres se klasifikuje
kao fizioloski (eustres) i1 suprafizioloski stres. Eustres ima ulogu u redoks signalizaciji i regulaciji,
sa specificnim metama u ¢eliji, i nastaje u uslovima niske izlozenosti ¢elija i organizma faktorima
koji dovode do produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. SuprafizioloSki oksidativni stres nastaje kao
posledica visoke izlozenosti faktorima koji uzrokuju proizvodnju ROS, vode¢i narusavanju redoks
signalizacije 1 kontrole, 1 potencijalno oStecenju nespecificnih meta unutar ¢elija (Sies, 2018). U
toku oksidativnog stresa, reaktivne kiseoni¢ne vrste interaguju sa biomolekulima i dovode do
peroksidacije lipida, oksidacije proteina, oSteCenja nukleinskih kiselina i1 hlorofila, inhibicije
enzima, aktivacije puta programirane celijske smrti i posledicno smrti ¢elija (Michalak, 2006;
Sharma et al., 2012; Hasanuzzaman & Fujita, 2013; Dumanovi¢ et al., 2021). Tkiva izlozena
oksidativnom stresu generalno se odlikuju poveéanim koncentracijama karbonilovanih proteina i
malondialdehida, kao i pove¢anom produkcijom etilena (Schiitzendiibel & Polle, 2002).

Razli¢ite ROS forme se odlikuju razli¢itim poluzivotom i razli¢itom selektivnoscu meta, pri
¢emu toksi¢nost neke forme ne mora korelirati sa njenom reaktivno$éu (Tabela 2). Cesto manja
reaktivnost i produzeno vreme poluraspada (ti2) odredenim ROS formama omogucava da difuzijom
dospeju do osetljivih mesta u ¢eliji 1 selektivno interaguju sa biomolekulima daleko od mesta svoje
geneze. Drugi, usled velike reaktivnosti, jako brzo i neselektivno reaguju sa bilo kojim
biomolekulom koji se nalazi u njihovom bliskom okruzenju (Dumanovic¢ et al., 2021).

Oksidativni stres izazavan metalima. Prilikom usvajanja i transporta metala izmedu
razli¢itih kompartmenata u ¢eliji, neminovno dolazi do produkcije ROS koja moze biti posledica:
direktne redoks aktivnosti (transferom elektrona u jednoelektronskim reakcijama), mesto-
specificnih efekata na metabolizam u razli¢itim delovima celije, inaktivacije/smanjenja aktivnosti
enzima antioksidativne zaStite ili smanjenja koli¢ine antioksidanata male molekulske mase
(Michalak, 2006; Hasanuzzaman & Fujita, 2013; Rai et al., 2016). Osim toga metal-zavisna
aktivacija NADPH oksidaze koja je lokalizovana na plazmalemi dodatno mozZe stimulisati nastanak
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Ovaj enzim koristi citoplazmatski NADPH kao donor elektrona
katalizuju¢i apoplastni molekulski kiseonik do O2", od koga dalje moze nastati H>O> spontano ili
posredstvom enzima superoksid dismutaze. Osim toga, reaktivne kiseoni¢ne vrste u apoplastu mogu
biti produkovane i posredstvom peroksidaza klase III koje su vezane za celijski zid. Iako su ovi
enzimi inace ukljuceni u uklanjanje H2O, one takode mogu dovesti do produkcije H2O2 u prisustvu
jakih reduktanata kao §to je bakar (Cuypers et al., 2016).

Metali koji u bioloskim sistemima dovode do oksidativnog stresa mogu se podeliti na redoks
aktivne (Fe, Cu, Cr, Co) 1 redoks inertne (Cd, Pb, Zn, Ni, Al). Oni sa nizim redoks potencijalom od
potencijala bioloskih molekula ne ucestvuju u bioloskim redoks reakcijama. Iako su redoks inertni,
metali poput cinka i kadmijuma mogu interakcijama sa sistemima antioksidativne zaStite i
narusavanjem elektron transportnog lanca hloroplasta i mitohondrija, indirektno dovesti do
oslobadanja i akumulacije ROS. Osim toga, zajedno sa redoks aktivnim metalima, mogu pokrenuti i
enzimski specificnu lipidnu peroksidaciju metal-zavisnom aktivacijom enzima lipoksigenaze (LOX)
i dodatno doprineti produkciji ROS (Shaw et al., 2004; Hasanuzzaman & Fujita, 2013; Gill, 2014).
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Tabela 2. Osobine i reaktivnost razli¢itih tipova ROS u biljnoj ¢eliji (Mittler, 2017)

Apoplast, hloroplasti,

Superoksid T T Reakcija sa Fe-S proteinima, mitohondrije, SOD, flavonoidi,
(0,*) - dismutacija u H,0, peroksizomi, elektron askorbat...
transportni lanci
Ekstremna reaktivnost sa Flavonoidi,
Hidroksil e firrs svim biomolekulima Gvozde i H,0, prolin, Seceri,
radikal (OH°) ukljucujudi DNK, RNK, lipide  (Fenton reakcija) askorbat...
i proteine
. Reakcija sa proteinima Peroksizomi, APX, CAT, GPX,
Vodonik S . .
: (ostaci cisteina i metionina), hloroplasti, PER, PRX,
peroksid >1 ms >1 um . . . i
(H,0,) reakcija sa hemproteinima, mitohondrije, citosol, askorbat,
L reakcija sa DNK apoplast glutation...
Oksidacija lipida, proteina
Singlet 1-4 ps A0 (ostaci Trp, His, Tyr, Met i Membrane, Karotenoidi i a-
kiseonik (10,) Cys), hloroplasti, jedro tokoferol

i ostaci guanina u DNK

Redoks aktivni metali, poput bakra i gvozda, su direktno ukljuceni u redoks reakcije u ¢eliji
I posredstvom Haber-Weiss i Fenton reakcija mogu dovesti do stvaranja visoko toksi¢nog *OH od
superoksid radikala i vodonik peroksida. Produkcija hidroksil radikala na ovaj nain dalje moze
dovesti do procesa neenzimske lipidne peroksidacije (Schiitzendiibel & Polle, 2002; Hasanuzzaman
& Fujita, 2013). U osnovi Stetnog efekta ROS u ovom procesu, nalazi se njihova sposobnost da
pokrenu autooksidativnu lanCanu reakciju nezasi¢enih masnih kiselina u lipidima ¢elijskih
membrana.

Haber-Weiss reakcija:

1. Fe3* + 0" — Fe** + O

2. Fe** + H,02 — Fe®" + OH™ + +OH (Fenton-ova reakcija)
Neto reakcija: «O2” + H202 — Oz + OH™ + *OH (Kehrer, 2000).

Hidroksil radikal je najreaktivniji oksidant koji neselektivno oksiduje DNK, amino kiseline,
lipide, proteine, metale i Secere, vodeci velikim oste¢enjima i genetickoj nestabilnosti ¢elija. Usled
reakcije *OH sa nezasi¢enim masnim kiselinama u bioloSkim membranama dolazi do lipidne
peroksidacije i posledi¢ne destrukcije membrana koja moze dovesti do ¢elijske smrti (Ahmad et al.,
2008; Sharma et al., 2012; Dumanovi¢ et al., 2021).

Lipidna peroksidacija se ¢esto smatra odrazom nivoa oksidativnog stresa koji biljka u datom
trenutku trpi. Do peroksidacije masnih kiselina moZe do¢i neenzimskim ili enzimskim putem, pri
Cemu u oba sluaja kao nus-produkti nastaju lipidni hidroperoksidi. Neenzimsku lipidnu
peroksidaciju direktno pokrecu joni tranzicionih metala ili ROS formirani u razlic¢itim ¢elijskim
kompartmentima, narocCito superoksid radikal i hidroksil radikal (Shaw et al., 2004; Skorzynska-
Polit, 2007; Gaschler & Stockwell, 2017). Enzimsku lipidnu peroksidaciju pokrecu enzimi
lipoksigenaze (LOX). LOX predstavljaju oksido-reduktaze sa gvozdem ili manganom kao
kofaktorom, koje katalizuju dioksigenaciju dugog lanca masnih kiselina koje sadrze cis, cis,-1,4-
pentadiensku strukturu, poput linolei¢ne i alfa-linoleni¢ne kiseline (Shaw et al., 2004; Skorzynska-
Polit, 2007; Viswanath et al., 2020). U oba slucaja, proces peroksidacije zapoc€inje oduzimanjem
atoma vodonika metilenskoj grupi (-CH2-) nezasi¢enih masnih kiselina lipida, dejstvom radikala
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kao $to je *OH. Ovo je olaksano prisustvom dvogubih veza, koje dovode do slabljenja veze C-H
kod ugljenika koji su susedni onima koji ucestvuju u dvogubim vezama. Oduzimanjem vodonika
nastaje uglenik sa nesparenim elektronom (-"CH:-), lipidni radikal, koji tezi da molekulskim
rearanzmanima postigne stabilizaciju. Tom prilikom nastaje konjugovani dien, koji moze reagovati
sa molekulskim kiseonikom, koji je diradikal. Kao rezultat ove reakcije, nastaje lipidni peroksil
radikal (LOO-, R-O0O-) (Kehrer, 2000; Shaw et al., 2004). Peroksil radikali nastali kao intermedijeri
u toku enzimske lipidne peroksidacije bivaju transformisani unutar enzimskog kompleksa u
odgovarajuc¢e anjone (LOO-) gubeci svoju rekativnost. S druge strane, peroksil radikal koji je
nastao u neenzimskim reakcijama ne biva inaktivisan. On dalje moze preuzeti vodonik iz nove
nezasi¢ene masne kiseline, stvaraju¢i sa njim lipidni hidroperoksid (ROOH), uz istovremenu
transformaciju nove nezasi¢ene masne kiseline u novi lipidni peroksil radikal. Na ovaj nacin dolazi
do lancane reakcije peroksidacije. Lipidni hidroperoksidi, koji su nus-produkti ovih reakcija, su
nestabilni i mogu se raspasti dajuci brojne produkte, kao Sto je malondialdehid (MDA), ili mogu biti
redukovani dajuéi stabilnije alkoholne oblike (Kehrer, 2000; Shaw et al., 2004; Skorzynska-Polit,
2007). Koli¢ina prisutnog MDA u tkivu, koji je citotoksi¢ni produkt, smatra se pokazateljem statusa
lipidne peroksidacije u celiji, odnosno nivoa oksidativnog stresa (Shaw et al., 2004; Bellini et al.,
2021).

Osim oksidativnih ostecenja lipida direktnim delovanjem ROS, nastali aldehidni produkti u
toku procesa lipidne peroksidacije su jako reaktivni i mogu dovesti do oksidativnih modifikacija
proteina u vidu njihove karbonilacije (Romero-Puertas et al., 2002; Grimsrud et al., 2008). Osim
ovoga, u prisustvu redoks aktivnih metala moze do¢i do direktne oksidacije proteina. Naime,
vezivanje ovakvih metala za katjon vezujuéa mesta na proteinu, moze dovesti do nastanka
radikalskih vrsta u reakciji sa kiseonikom ili vodonik peroksidom, koje dovode do oksidacije
amino-kiselinskih rezidua u blizini katjon vezujuceg mesta. Ukoliko ovi proteini imaju enzimsku
ulogu, reakcija dovodi do uniStavanja katjon vezujuéeg mesta i inaktivacije proteina (Levine et al.,
1990). Prisustvo reaktivnih karbonilnih grupa u proteinima smatra se dobrim pokazateljem stepena
oksidativnog stresa izazvanog sredinskim faktorima (Mano, 2012). Izmenjeni proteini mogu imati
promenjenu hidrofobnost i formirati agregate ili rezultovati u formiranju peptidnih fragmenata.
Smatra se da ovako modifikovani proteini predstavljaju metu proteaza koje vode degradaciji i
smanjenom sadrzaju proteina u uslovima oksidativnog stresa (Romero-Puertas et al., 2002).

U normalnim fizioloSkim uslovima, proces fotosinteze predstavlja narocito vazan izvor ROS
kod biljaka, zbog konstantne produkcije molekulskog kiseonika na kompleksu za razvijanje
kiseonika fotosistema I (PSII) (Dumanovi¢ et al., 2021). U toku apsorpcije svetlosti, hlorofili mogu
pre¢i u tripletno stanje u kom poseduju dovoljno energije da ukoliko dode do interakcije sa
molekulskim kiseonikom dovedu do stvaranja O,. Singlet kiseonik zatim moze dovesti do direktne
oksidacije proteina, nezasi¢enih masnih kiselina, DNK i smatra se najvaznijim uzrokom gubitka
PSII u uslovima poviSenog intenziteta svetlosti gde dovodi do oksidacije D1 proteina ovog
fotosistema (Foyer & Shigeoka, 2011; Sharma et al., 2012). Kao posledica povisene koncentracije
metala, u hloroplastima moze do¢i do povecane akumulacije ROS direktnim delovanjem redoks
aktivnih metala na molekulski kiseonik ili interakcijom sa ve¢ formiranim reaktivnim vrstama.
Osim toga, nefunkcionalnim vezivanjem za razli¢ite biomolekule kadmijum, bakar 1 cink mogu
dovesti do ucestalih neciljanih prenosa elektrona na molekulski kiseonik ili inhibirati funkciju
komponenti antioksidativnog sistema 1 na taj nacin povecati produkciju ROS (Zengin & Kirbag
2007; Kiipper & Andresen 2016; Bellini et al., 2020, 2021). Metali mogu dovesti do inhibicije PSII
i povecati produkciju Oz, koji direktno ili preko hidroksil radikala moze pokrenuti peroksidaciju
lipida, za koju je pokazano da je medijator toksi¢nosti metala u brojnim fizioloskim procesima
biljnih ¢elija (Rai et al., 2016). Osim ovoga, usled smanjenja fiksacije ugljen-dioksida u uslovima
stresa izazvanog metalima, dolazi do smanjene redukcije ugljenika u Kalvinovom ciklusu i
smanjenja koli¢ine oksidovanog NADP+ kao krajnjeg akceptora elektrona u fotosintezi. Posledi¢no,
zbog nemoguénosti transporta elektrona na NADP+, elektroni sa fotosistema I (PSI) mogu preéi na
molekulski kiseonik dovode¢i do monovalentne redukcije tripletnog kiseonika, i nastanka O2", u

34



procesu koji se zove Melerova reakcija. S obzirom na njegovu reaktivnost sa proteinima koji sadrze
Fe-S klastere, vrlo brzo nakon formiranja superoksid radikala, enzim superoksid dismutaza prevodi
ovu reaktivnu vrstu u vodonik peroksid, kako bi se sprecila akumulacija Oz 1 oStecenja i
inaktivacija proteina (Ahmad et al., 2008; Sharma et al., 2012; Dumanovic et al., 2021).

\Vodonik-peroksid je neophodan za normalno razvi¢e biljnih ¢elija, gde osim uloge
sekundarnog glasnika sluzi kao supstrat peroksidazama klase III, omogucavajuci oksidaciju
fenolnih susptanci i formiranje njihovih polimera u c¢elijskim zidovima. S druge strane, pri
povisenim koncentracijama moze imati jako toksican efekat. Direktnom oksidacijom metioninskih
(=SCH3) i cisteinskih (-SH) ostataka, H20, moze dovesti do inaktivacije razliitih enzima.
Alternativno, prolaskom kroz membrane i reagovanjem sa Fe?* ili Cu* jonima moze dovesti do
izazvanih posredstvom *OH, vodonik peroksid ve¢ pri niskim koncentracijama uzrokuje inhibiciju
fotosinteze usled oksidacije enzima ukljucenih u Kalvinov ciklus (Foyer & Shigeoka, 2011). Do
nastanka vodonik peroksida u biljkama, osim kroz opisane procese, dolazi u peroksizomima u toku
oksidacije masnih Kiselina i procesa fotorespiracije. Dodatno, H>O nastaje i u mitohondrijama
usled ,,curenja“ elektrona na O, sa elektron transportnog lanca, gde nastaje dismutacijom
superoksid radikala. Pod uticajem toksi¢nih koli¢ina metala u ¢elijama, ovi procesi bivaju znatno
intenzivirani, zbog ¢ega dolazi do povecane akumulacije H2O> (Ahmad et al., 2008; Cuypers et al.,
2016).

Efekat metala na fotosintezu. Apsorpcija svetlosti posredstvom hlorofila a i b (chl a i chl
b) i karotenoida, predstavlja prvi korak fotohemijske faze fotosinteze koja se odvija u tilakoidima
hloroplasta biljaka (Souri et al., 2019). Ovi pigmenti organizovni su u antena komplekse koji
omogucavaju usmereni prenos apsorbovane svetlosne energije do reakcionih centara fotosistema I i
IT i pokretanje fotosintetickog transporta elektrona, koji dalje vodi oksidaciji vode, stvaranju
protonske motorne sile, sintezi ATP-a i redukcije NADP+. Zajedno sa ATP-om, NADPH ima ulogu
u pokretanju metabolickih reakcija u stromi hloroplasta, kao Sto je fiksacija CO2 u Kalvin-
Bensonovom ciklusu (Johnson & Wientjes, 2020).

Fotosinteza se smatra primarnom metom toksi¢nosti elemenata kao §to su kadmijum, bakar i
cink kod biljaka (Andresen et al., 2018). U odgovoru na povecane koncentracije ovih metala, kod
brojnih biljnih vrsta primecéeno je da dolazi do smanjenja koli¢ine fotosintetiCkih pigmenata, pre
svega hlorofila (Rai et al., 2016; Souri et al., 2019). To za posledicu ima deformaciju hloroplasta,
smanjenja fotosintetske efikasnosti 1 opSti poremecaj metabolizma, §to moze rezultovati vidljivom
hlorozom ili nekrozom biljnog tkiva (Rai et al., 2016). Fotosistem II obi¢no pokazuje vecu
osetljivost na toksi¢na dejstva metala u odnosu na fotosistem I (Andresen et al., 2018). Smanjena
koli¢ina pigmenata moZe biti posledica inhibicije njihove biosinteze usled toksi¢nog dejstva metala.
Alternativno, zamena jona magnezijuma u centru molekula hlorofila (tetrapirolovom prstenu)
drugim katjonima, moZe dovesti do destabilizacije samih pigmenata ili kompleksa koje grade sa
proteinima 1 uzrokovati njihovu degradaciju. Indirektno, do gubljenja fotosintetickih pigmenata
moze do¢i usled peroksidacije tilakoidnih membrana, izazvane pojacanom produkcijom reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta u prisutvu toksi¢nih metala (Mys$liwa-Kurdziel et al., 2004; Kiipper & Andresen
2016; Bellini et al., 2020). Hlorofili nastali supstitucijom magnezijuma metalima kao §to su
kadmijum, bakar i cink nazivaju se hm-hlorofili (eng. heavy metal — chlorophyll) (Rai et al., 2016;
Souri et al., 2019). Iako su brojne druge komponente procesa fotosinteze meta toksi¢nog dejstva
metala, pokazano je da postoji proporcionalna veza izmedu toksi¢nosti datog metala po biljku i
tendencije da formira hm-hlorofile, a koja prati sledeéi redosled: Hg?* >Cu?* >Cd?*" >Zn?* >Ni?*
>Pb?*. To ukazuje da je mehanizam supstitucije Mg?* jedan od primarnih preko koga metali
ispoljavaju svoj Stetan uticaj na ovaj proces (Kiipper et al., 1996). Osim uticaja na fotohemiju,
toksi¢ni efekti povecane koncentracije metala koji uzrokuju inhibiciju fotosinteze podrazumevaju
njihov efekat na membrane, plastocijanin, metabolizam minerala i razliCite enzime (Kiipper et al.,
1998; Zengin & Kirbag 2007).
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Kvantifikacija 1 prostorna distribucija fotosintetickih pigmenata u listovima biljaka
predstavlja vazan pokazatelj efekta razli¢itih sredinskih stresova, ukljuujuéi povecane
koncentracije metala (Zeng et al., 2021). Usled mogucih artefakta prilikom ekstrakcije
fotosintetickih pigmenata, neinvaznivne tehnike za detekciju njihovog sadrzaja i prostornu
kvantifikaciju u razli¢itim delovima biljke, poput Raman spektroskopije, pruzaju mnogo pouzdanije
informacije o uticaju metala na fotosintezu od standardnih biohemijskih merenja (Kiipper et al.,
1998; Zeng et al., 2021).

1.5.1. Toksi¢ni efekti poviSenih koncentracija metala na mahovine

Prema Sidhu & Brown (1996) pracenje rastenja i razvi¢a mahovina, kao rezultata integracije
Sirokog spektra metabolickih procesa u organizmu, predstavlja ultimativni nacin za ispitivanje
toksi¢nih efekata metala na gametofite ovih biljaka. Parametri koji se u ovakvim istrazivanjima
koriste su prinos biomase, razvice seckundarne protoneme, preénik protoneme, broj
novoporodukovanih grana ili izdanaka po pocetnom izdanku i drugi (Sassmann et al., 2010;
Sassmann et al., 2015a; Antreich et al., 2016; Sabovljevi¢ et al., 2018a). Osim ovoga, efekti
delovanja polutanata mogu se detektovati i pre nego Sto dode do vidljivih promena u rastenju i
razvicu biljaka, prac¢enjem ultrastrukturnih promena i promena u fizioloskim procesima (Wolterbeek
2002; Sun et al., 2009; Basile et al., 2012). Ove promene kod mahovina uklju¢uju plazmolizu
¢elija, izmene organizacije tilakoida, bubrenje tilakoidnih membrana i narusavanje strukture
tilakoida grana, promene oblika hloroplasta i pojavu plastoglobula, dok u citosolu dolazi do
vakuolizacije, pojave multivezikularnih tela i lipidnih kapljica (Carginale et al., 2004; Choudhury
and Panda, 2005; Basile et al., 2009, 2012; Chen et al., 2015a, b; Bellini et al., 2020). Pokazano je
da su uocene promene zavisne od vrste metala, te da u slucaju neesencijalnih metala, poput
kadmijuma, dolazi do promena koje su proporcionalne koncentraciji primenjenog metala. U sluc¢aju
esencijalnih mikroelemenata kao $to su bakar i cink, ovakav efekat nije uocen, ve¢ promene ostaju
sli¢ne pri svim povecanim koncentracijama metala (Carginale et al., 2004; Basile et al., 2012; Chen
et al., 2015a).

Osim S§to dovode do ultrastrukturnih promena, povecane koncentracije metala kao §to su
kadmijum, cink i bakar, takode mogu narusiti razli¢ite metabolicke procese i uzrokovati fizioloski
stres kod mahovina. S obzirom na to da proces fotosinteze predstavlja esencijalni proces koji
omogucava razvice i rastenje biljaka, ispitivanje fotosintetickog kapaciteta, posredstvom analize
sadrzaja hlorofila ili njihove fluorescencije, predstavlja jedan od €estih pristupa u proceni toksi¢nih
efekata metala na biljke. S druge strane, relativno je mali broj istraZivanja koja su ispitivala
korelaciju izmedu tipa i koncentracije metala i efekta na sadrzaj i funkcionalnost pigmenata u
mahovinama (Shakya et al., 2008; Saxena & Saiful-Arfeen, 2009; Chen et al., 2019; Bellini et al.,
2020). Smanjenje ukupne koli¢ine hlorofila u prisustvu povisenih koncentracija bakra, cinka i
kadmijuma predstavlja jedan od generalnih trendova zapazen kod mahovina (Panda & Choudhury,
2005; Chen et al., 2015a, b; Aydogan et al., 2017; Stankovi¢ et al., 2018). Medutim stepen i priroda
ovog smanjenja kao i efekat na sadrzaj individualnih pigmenata (hlorofila a i hlorofila b), variraju u
zavisnosti od tipa metala, primenjene koncentracije, kao i od vrste mahovina. ZapaZene razlike se
mogu potencijalno objasniti razli¢itim mehanizmima usvajanja ovih elemenata, razliitim
potrebama biljke za odredenim metalima, kao i razli¢itim mehanizmima preko kojih individualni
katjoni ostvaruju svoj toksic¢an efekat u bioloskim sistemima (Vazquez et al., 1999; Stankovic et al.,
2018; Bellini et al., 2021). Generalno, pri istim koncentracijama, u odnosu na bakar i kadmijum
cink ima najmanji uticaj na ukupni sadrzaj fotosintetickih pigmenata. Ovaj obrazac se najceSce
detektuje bez obzira na primenjenu koncentraciju metala i vrstu mahovine (Tremper et al., 2004;
Panda & Choudhury, 2005; Shakya et al., 2008). S druge strane, relativna toksi¢nost bakra i
kadmijuma u odnosu na sadrzaj hlorofila u mahovinama, razlikuje se u razli¢itim studijama, pri
¢emu isti metal moze pokazivati razliciti trend uticaja na sadrzaj hlorofila, u zavisnosti od trajanja
ekspozicije ili primenjene koncentracije (Fatoba & Udoh, 2008; Gecheva & Yurukova, 2008;
Saxena & Saiful-Arfeen, 2009; Chen et al., 2015a).
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Analiza odnosa hlorofila a i b (chl a/b) takode je kori$¢ena u nekim studijama za ispitivanje
toksi¢nih efekata metala na fotosintezu mahovina (Gecheva & Yurukova, 2008; Shakya et al., 2008;
Saxena & Saiful-Arfeen, 2009; Chen et al., 2015a; Aydogan et al., 2017). Smatra se da ovaj
parametar moze biti dobar indikator stresa izazvanog metalima, jer u ovakvim uslovima moze do¢i
do povecane konverzije hlorofila a u hlorofil b, usled oksidacije metil grupe na drugom
tetrapirolovom prstenu hlorofila a (Shakya et al., 2008; Aydogan et al., 2017). Medutim, analizom
uticaja kadmijuma, bakra i cinka na odnos koncentracija hlorofila kod mahovina Taxiphyllum
taxirameum (Mitt.) Fleisch i Eurhynchium eustegium (Besch.) Dix., Chen et al. (2015a) su pokazali
da ovaj parametar znacajno varira u zavisnosti od tipa primenjenog metala i da je manje pouzdan u
detekciji efekata individualnih metala na proces fotosinteze u poredenju sa ukupnom
koncentracijom hlorofila. S druge strane, u sli¢noj studiji, analiziraju¢i efekat bakra, olova 1 hroma
na druge dve vrste mahovina, Aydogan et al. (2017) su zakljucili da chl a/b odnos predstavlja
efikasniji pokazatelj metal-specifi¢nog stresa u odnosu na sadrzaj ukupnih hlorofila, pri ¢emu je do
smanjenja odnosa kod obe vrste doslo jedino u slucaju tretmana bakrom. Medutim, prema Saxena &
Saiful-Arfeen (2009) manja promena vrednosti ovog parametra u uzorcima mahovina tretiranih
metalima u odnosu na vrednosti odgovarajué¢ih kontrola, moze ukazivati na poveéanu otpornost
vrste prema ispitivanom tipu stresa.

Kao i u slucaju vaskularnih biljaka, efekat bakra, cinka i kadmijuma na sadrzaj karotenoida
u mahovinama je znatno manje istrazivan u odnosu na hlorofile. U istrazivanju uticaja bakra i
kadmijuma na sadrzaj karotenoida kod mahovine Rhytidiadelphus squarrosus (Hedw.) Warnst,
Saxena & Saiful-Arfeen (2009) su pokazali da pri dugotrajnom izlaganju ovim metalima dolazi do
pada ukupne koncentracije karotenoida. S druge strane, pri niskim koncentracijama metala,
pokazano je da je sadrzaj karotenoida rastao. U istrazivanju Aydogan et al. (2017), u zavisnosti od
vrste mahovina, primarno, ali i od tipa metala, promene u sadrzaju karotenoida su imale razliciti
trend. Bakar je doveo do smanjenja sadrzaja ovih pigmenata u jednoj od vrsta, dok kod druge
izlaganje metalima nije dovelo do znacajne promene u koli¢ini karotenoida ili je, kao u slu¢aju Ni%*,
doslo do povecanja njihovog sadrzaja.

Toksi¢ni efekti metala na mahovine, osim direktnim interakcijama sa bioloskim strukturama
1 metabolickim procesima, kao i u slu€aju vaskularnih biljaka, mogu biti posledica metalima
indukovane akumulacije ROS i suprafizioloskog oksidativnog stresa (Panda & Choudhury 2005).
Kod mahovina T. taxirameum i E. eustegium, u odgovoru na poviSene koncentracije bakra,
kadmijuma i cinka, Chen et al. (2015a) su pokazali da pri svim kori$¢enim koncentracijama
individualnih metala dolazi do drasticnog povecanja produkcije vodonik peroksida, dok je u sluc¢aju
superoksid radikala to povecanje izrazeno tek pri veéim primenjenim koncentracijama metala.
Medu istrazivanjima koja su pratila efekte pove¢anih koncentracija metala kod mahovina na redoks
homeostazu i produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, medu najbrojnijim su ona u kojima je
ispitivan uticaj bakra, koji kao redoks aktivni jon, ima veliki potencijal da dovede do naruSavanja
ove homeostaze (Panda & Choudhury, 2005; Dazy et al., 2009; Wu et al., 2009; Chen et al., 2015b;
Antreich et al., 2016; Aydogan et al., 2017). Osim $to kod senzitivnih vrsta indukuje povecanu
produkciju vodonik peroksida ¢ak i pri niskim koncentracijama, bakar dovodi do akumulacije H20:
¢ak i kod vrsta koje se smatraju tolerantnim na njega. Dodatno, kod ostljivih vrsta, bakar dovodi do
znatno intenzivnijeg nakupljanja superoksid anjona nego kod tolerantnih mahovina (Antreich et al.,
2016).

Malondialdehid, kao citotoksi¢ni produkt lipidne peroksidacije, smatra se jednim od
pouzdanih pokazatelja stepena oksidativnog oste¢enja celija mahovina u odgovoru na metale kao
§to su kadmijum, bakar i cink (Panda & Choudhury, 2005; Dazy et al., 2009; Sun et al., 2011,
Aydogan et al., 2017). U slucaju sva tri metala, koli¢ina MDA u mahovinama izlozenim ovim
elementima raste proporcionalno primenjenim koncentracijama (Panda & Choudhury, 2005; Dazy
et al., 2009). S druge strane, Dazy et al. (2009) su pokazali da u slu¢aju esencijalnih elemenata, do
naglih skokova u koncentraciji malondialdehida dolazi pri ve¢im koncentracijama i duzem periodu
izlozenosti, dok je toksi¢an efekat kadmijuma u procesu lipidne peroksidacije vidljiv ve¢ pri nizim
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dozama. Povecanje MDA u prisustvu povecanih koncentracija metala, ukazuje na to da su
membranski sistemi ¢elija mahovina medu primarnim metama toksi¢nosti ovih elemenata, koja je
posredovana lipidnom peroksidacijom (Sun et al., 2009). Trend povecanja koli¢ine H20O2 i MDA u
mahovinama nakon izlaganja poviSenim koncetntracijama razli¢itih metala ukazuje na to da bi ova
dva parametra mogli imati ulogu markera oksidativnog stresa indukovanog od strane toksi¢nih
metala, ¢ak 1 u situacijama kada nije doslo do vidljivih promena u izgledu ovih biljaka (Sun et al.,
2009).

Toksi¢ne koncentracije metala, osim $to uzrokuju inhibiciju aktivnosti enzima ukljucenih u
razli¢ite biohemijske reakcije, mogu dovesti do izmena u metabolickim putevima mahovina,
remeteéi proces usvajanja i transporta elemenata neophodnih za normalne biosintetske puteve u
¢eliji. Sutter et al. (2002) su pokazali da cink i kadmijum mogu dovesti do smanjenog usvajanja
azota od strane mahovina, §to za posledicu ima inhibiciju sinteze amino kiselina. Kao rezultat ove
inhibicije, izmedu ostalog, dolazi i do smanjenja koncentracije proteina u ¢elijama (Sutter et al.,
2002). Smanjena koli¢ina ukupnih proteina u mahovinama tretiranim bakrom, kadmijumom i
cinkom, dokumentovana je u radu Saxena & Saiful-Arfeen (2009) i Chen et al. (2015a). Ovakvi
rezultati mogu biti posledica inhibicije bilo kog koraka njihove biosinteze, ali i rezultat povecane
degradacije proteina u uslovima oksidativnog stresa izazvanog metalima (Romero-Puertas et al.,
2002; Sutter et al., 2002). Osim uticaja na biosintezu proteina, izlaganje povecanim
koncentracijama metala inace prisutnih u tragovima, kod mahovina moze dovesti do promena u
metabolizmu lipida i promena u zastupljenosti odredenih grupa masnih kiselina. Ipak, jako je malo
dostupnih informacija o uticaju metala na biosintezu i metabolizam lipida kod mahovina, te
generalizovana slika o efektima metala u ovim procesima ne moze biti formirana (Guschina &
Harwood, 2002). Uz efekte na metabolizam proteina i lipida kod mahovina, Saxena & Saiful-
Arfeen (2009) su pokazali da povecane koncentracije kadmijuma 1 bakra uti€¢u 1 na smanjenu
sintezu slozenih ugljenih hidrata, uz istovremeno povecanje koli¢ine ukupnih Secera.

Usled oste¢enja membrana pod dejstvom toksi¢nih koncentracija metala moguce je da dode
do curenja fizioloski aktivnih elemenata poput kalijuma, natrijuma, hlora ili fosfora, ili izmestanja
sa katjon vezujucih mesta usled veéeg afiniteta katjona iz sredine (Anici¢ et al., 2009). Kalijum je
esencijalni makroelement i u normalnim fizioloskim uslovima nalazi se u solubilnoj formi u velikoj
koli¢ini unutar ¢elije. U slucaju kada je permeabilitet plazmaleme izmenjen moze do¢i do njegovog
izlaska, s obzirom na to da je jako mobilan jon, te se Cesto koristi kao indikator promena
membranskog integriteta. U istraZzivanju efekata bakra, kadmijuma 1 cinka kod dve vrste vodenih
mahovina, F. antipyretica i F. polyphyllus, Vazquez et al. (1999) su pokazali da sa pove¢anjem
koncentracije ovih metala u rastvoru dolazi do proporcionalnog smanjenja unutarcelijskog sadrzaja
sadrzaja kalijuma. Kod obe vrste, bakar je doveo do najveceg pada koncentracije kalijuma.

1.6. Odrzavanje homeostaze i mehanizmi zaStite od toksi¢nih efekata metala kod
biljaka
1.6.1. Homeostaza metala u biljkama i kontrola akumulacije

Na osnovu interakcija sa metalima prisutnim u spoljaSnjoj sredini, sve biljke mogu se
podeliti na akumulatore (1), koji koncentriSsu metale u izdancima; indikatore (2), kod kojih je
usvajanje 1 transport metala u izdanak regulisan tako da unutrasnje koncentracije odraZavaju
koncentracije u sredini; i ekskludere (3), kod kojih je koncentracija metala u izdancima konstantna i
relativno niska u Sirokom opsegu koncentracija metala u okruZenju, sve do kriticne vrednosti, iznad
koje mehanizmi regulacije ne funkcioniSu i dolazi do porasta koncentracije metala u izdanku
(Baker, 1981). Kako bi odrzavale koli¢ine esencijalnih metala u okviru fizioloskih granica i
minimizirale Stetne efekte neesencijalnih metala, biljke su razvile sloZzenu mreZu homeostatskih
mehanizama koji daju osnovni nivo tolerancije prema metalima i prisutni su kod sva tri tipa biljaka.
Ovi mehanizmi uklju¢uju regulaciju usvajanja, akumulacije, prometa unutar 1 izmedu celija 1
detoksifikaciju ovih elemenata u ¢eliji (Clemens, 2001). I ekskluderi i akumulatori, svoju otpornost
baziraju na ovim mehanizmima, ali se relativni doprinos svakog od njih kao i mesta detoksifikacije
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u odnosu na ¢eliju medusobno razlikuju (Baker, 1981). Smatra se da vec¢ina jona metala u ¢eliji ne
postoji u slobodnoj formi, jer to poveéava Sansu za nezeljenim reakcijama sa razli¢itim supstratima
(Hansch & Mendel, 2009). Otpornost biljaka na toksi¢na dejstva metala postize se: formiranjem
kompleksa sa organskim jedinjenjima uceS¢em razli¢itih donor liganada (glutation, cistein,
nikotinamin, histidin i drugi tioli male molekulske mase) unutar ¢elija; aktivnim transportom jona i
kompleksa ligand-metal posredstvom membranskih transportera u kompartmente gde imaju
najmanju mogucénost narusavanja metabolickih procesa; ili vezivanjem za negativno naelektrisane
grupe cCelijskog zida, koje sa velikom efikasnoS¢u vezuju dvovalentne i trovalentne katjone van
¢elije (Vogel-Mikus et al., 2008; Kiipper & Kochian, 2010; Andresen et al., 2018).

Aktivni transport metala posredstvom membranskih transportera predstavlja osnovu unosa,
efluksa i redistribucije metala u ¢elijama, koji su ukljuc¢eni kako u akumulaciju tako i u odrzavanje
fizioloskih koncentracija metala unutar celija. Translokacija metala sa ciljem uklanjanja iz
citoplazme najceS¢e se vrsi u kompartmente kao $to su vakuola ili ¢elijski zid (Stankovi¢ et al.,
2018). Primarni aktivni transport cinka, bakra i kadmijuma u svim organizmima posredovan je
ATP-azama klase P1g, koje se zbog konzervisanih cistein-prolin motiva nazivaju jo§ i ATP-aze CPx-
tipa. Ovi transporteri su primarno ukljueni u ishranu biljaka mikroelementima, redistribuciju
metala unutar celije i detoksifikaciju citoplazme (Williams & Mills, 2005; Andresen et al., 2018).
Jedan od ovih transportera za koga je pokazano da je prisutan kod mahovine Physcomitrella patens
(Hedw.) Bruch & Schimp i ima ulogu u detoksifikaciji bakra omoguéavajuéi njegovo uklanjanje iz
citoplazme u druge kompartmente, kao i dostavljanje bakra membranskim kompartmentima kako bi
ucestvovao u izgradnji etilenskog receptora je HMA 7 protein (Migocka, 2015). Osim ovih, drugu
grupu transportera ukljucenih u translokaciju metala primarnim aktivnim transportom ¢ine ABC
(eng. ATP-binding cassette) transporteri. Za razliku od Pig tipa ATP-aza, ovi transporteri ne vrse
direktno vezivanje metala ve¢ posredstvom liganada poput glutationa ili fitohelatina, koji se za
transporter vezuju preko supstrat vezuju¢ih proteina (eng. substrate-binding protein, SBP)
(Andresen et al., 2018). ABC transporteri su lokalizovani na razli¢itim membranama u celiji

ukljucujuéi plazmalemu, membrane mitohondrija, lizozoma, vakuole 1 GoldZijevog aparata (Rice et
al., 2014; Andresen et al., 2018).

U grupu transportera koji omogucavaju prenos metala sekundarnim aktivnim transportom
kod biljaka spadaju NRAM proteini (eng. Natural Resistance Associated Macrophage Proteins) koji
ucestvuju u usvajanju metala u citoplazmu i sekvestraciju u razli¢ite organele. Vezivanje i prenos
katjona vr$i se posredstvom rezidua ovih transportera koje sadrZze sumpor (metionin) ili kiseonik
(alanin, aspartat ili asparagin), simportom sa protonima (Axelsen & Palmgren, 2001; Andresen et
al., 2018). Osim NRAM, i neki od pripadnika ZIP (eng. Zinc Regulated Transporter-Iron Regulated
Transporter-like proteins; ZRT-IRT-like Proteins) familije membranskih transportera na sli¢an nacin
omogucavaju transport mikroelemenata kao Sto su cink, gvoZde, mangan i bakar, ucestvujuci u
odrZavanju njihove homeostaze. Osim toga, pokazano je da oni mogu prenositi 1 neesencijalne
mikroelemente poput kadmijuma i uticati na njihovo usvajanje i transport kroz biljku (Milner et al.,
2013). Proteini koji olaksavaju difuziju katjona (eng. cation diffusion facilitators, CDFs)
predstavljaju tre¢u grupu transportera koji sekundarnim aktivnim transportom unose metale u
kompartmente Celije sa kiselom sredinom kao $to su vakuola ili GoldZi, zahvaljujuéi antiportu sa
protonima, omogucavajuéi detoksifikaciju citoplazme (Kolaj-Robin et al., 2015; Andresen et al.,
2018). Poslednju grupu transportera koji koriste gradijent protona kako bi posredovali antiport sa
jonima metala, pre svega kalcijuma, ¢ine katjon/proton izmenjivaci (CAXs). NajceS¢e su
lokalizovani na membranama vakuola i osim kalcijuma mogu ucestvovati u izmenjivanju drugih
katjona poput Mn?* i Cd?* (Andresen et al., 2018).

Mehanizmi ukljuceni u uklanjanje i1 sekvestraciju metalnih jona unutar ¢elije podrazumevaju
ucesc¢e specificnih klasa metal-vezujucih liganada koje obuhvataju helatore 1 Saperone. Vezivanjem
metalnih jona, helatori omoguc¢avaju detoksifikovanje ovih katjona u citoplazmi amortizovanjem
njihove citoplazmatske koncentracije. Saperoni, s druge strane, vezuju metale i specifiéno ih
dopremaju do ¢elijskih kompartmenata i metal-zavisnih proteina. Glavne grupe helatora kod biljaka
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obuhvataju metalotioneine (MT), fitohelatine (PC), organske kiseline i amino kiseline (Clemens,
2001; Mahapatra et al., 2019).

Fitohelatini predstavljaju grupu metal-vezuju¢ih peptida male molekulske mase sa opStom
strukturom sacinjenom od dipeptidnih ponovaka -Glu-Cys- pracenih terminalnim Gly, opste
formule (c-Glu-Cys)n-Gly, pri ¢emu ,,n“ predstavlja broj ponovaka i kre¢e se najceS¢e od 2-5.
SintetiSu se direktno od redukovanog glutationa (GSH) u reakeciji transpeptidacije i indukuju se brzo
nakon povecanja koncentracije metala u ¢elijama. Fitohelatini interaguju sa metalima preko tiolnih
(-SH) grupa cisteina, pri ¢emu je primeceno da sa porastom koli¢ine metala u ¢elijama dolazi i do
veceg stepena polimerizacije ovih peptida. Medutim, kod razli¢itih vrsta biljaka 1 u zavisnosti od
tipa metala, ne dolazi do indukcije ovih peptida sa podjednakom efikasnoscu (Clemens, 2001;
Saraswat & Rai, 2011). GSH predstavlja dominantan oblik skladiStenja i transporta sumpora u
¢elijama 1 kao takav moze biti direktno ukljucen u vezivanje metala ili indirektno kao supstrat za
sintezu fitohelatina. Formirani kompleksi GSH ili PC sa metalima dalje mogu biti transportovani u
vakuolu, smanjujuci koncentraciju katjona u citoplazmi i potencijalne Stetne efekte (Yadav, 2010).
Fitohelatini su najefikasnije indukovani prisustvom kadmijuma i arsena, u ¢ijoj detoksifikaciji imaju
najznacajniju ulogu (Andresen et al., 2018).

Metalotioneini su Siroko rasporstranjeni proteini bogati cisteinom, male molekulske mase,
koji vezuju jone metala u metal-tiolatne klastere. Kodirani su genima za metalotioneine kojih je
detektovano preko 50 kod razli¢itih biljnih vrsta. Sinteza MT u toku akumulacije metala je
energetski jako zavistan proces koji koristi aminokiseline (narocito cistein), sumpor i azot, §to moze
dovesti do znacajne redukcije u rastu biljaka (Clemens, 2001; Saraswat & Rai, 2011).

Usled reaktivnosti jona metala sa kiseonikom, azotom i sumporom, razne karboksilne i
amino kiseline predstavljaju potencijalne helatore metala. Jabucna, limunska i oksalna kiselina
ukljucene su u brojne procese u razvoju tolerancije na metale. Smatra se da je siréetna kiselina pri
nizim koncentracijama vazan ligand kadmijuma, kao i da doprinosi akumulaciji cinka i1 razvoju
tolerancije prema njemu. Jabucna kiselina takode potencijalno predstavlja helatora cinka u cink-
tolerantnim biljkama (Clemens 2001).

Pored unutarcelijskih procesa uklju¢enih u detoksifikaciju metala, aktivna modifikacija
komponenti ¢elijskog zida (npr. pojavom kaloze) pod uticajem toksi¢nih metala povecava njegov
metal vezujuci kapacitet 1 sekvestraciju u apoplast. Ovi mehanizmi su najizrazeniji kod vrsta koje
imaju sposobnost hiperakumulacije (Andresen et al., 2018).

Zbog ucesca cinka u velikom broju proteina u ¢eliji 1 redoks inertnosti, potreba za posebnim
Saperonima koji bi uklanjali jone cinka na specifi¢ne lokacije, kao Sto je slu€aj sa jonima bakra,
verovatno ne postoji (Blindauer & Schmid, 2010). S druge strane, zbog svoje redoks aktivnosti,
odrzavanje homeostaze bakra u ¢elijama podrazumeva ucesce solubilnih Saperona koji dopremaju
ovaj katjon transporterima kao §to su Cu-ATP-aze. Ove pumpe omogucéavaju usvajanje bakra i
import u kompartmente gde je potreban za sintezu kuproproteina, ali i efluks bakra van celija u
sluCaju supraoptimalnih unutarcelijskih koncentracija (Migocka, 2015). Bakar u obe oksidacione
forme ima veliki afinitet za vezivanje liganada koji sadrze azot i sumpor, te citosolne komponente
koje ucestvuju u kontroli sadrzaja bakra predstavljaju jedinjenja male molekulske mase poput
glutationa ili proteine sa funkcionalnim grupama amino Kiselina poput cisteina, metionina i
histidina (Aguirre & Pilon, 2016). Mnoge klju¢ne komponente uklju¢ene u promet i odrzavanje
homeostaze bakra kod biljaka su evolutivno visoko konzervisane i najverovatnije su najpre
ucestvovale u detoksifikaciji gvozda, koje je u prvim fazama evolucije Zivota na Zemlji bilo
dostupnije u anoksi¢noj atmosferi i ucestvovalo u katalizi i redoks reakcijama organizama pre nego
Sto je bakar postao dostupan. Povecanje koncentracije kiseonika u atmosferi rane Zemlje dovelo je
do rastvaranja bakar (I) sulfida i oslobadanja rastvorljive forme bakra (Cu?") iz prethodno
nerastvorljivih sulfidnih soli. U takvoj atmosferi, istovremeno je dolazilo i do oksidacije dostupnog
Fe na povrsini Zemlje i formiranja nerastvorljivih oksida gvozda. Smatra se da su ovakvi uslovi
doveli do toga da brojne komponente sistema uklju¢enog u usvajanje gvozda i odrZzavanje njegove
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homeostaze kod biljaka budu prilagodene usvajanju 1 detoksifikaciji bakra, vode¢i postepenoj
zameni mnogih enzima koji su sadrzali gvozde, onima koji koriste bakar. Kod danasSnjih
predstavnika biljaka mnogi Cu proteini imaju funkcionalne parnjake koji korsite Fe i mogu
funkcionisati kao rezervni mehanizmi u slucaju deficijencije jednog od metala (Krdmer & Clemens,
2005; Burkhead et al., 2009).

1.6.2. Mehanizmi antioksidativne zaStite biljaka

Produkcija zna¢ajnih koli¢ina reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u razli¢itim delovima biljnih
¢elija narocito je naglasena tokom stresnih uslova. Kako bi se suprotstavile Stetnim efektima ROS,
biljke su razvile efikasni antioksidativni zaStitni sistem koga sacinjavaju neenzimske i enzimske
komponente (Slika 14). Neenzimski antioksidanti predstavljaju molekule relativno male molekulske
mase, koji imaju sposobnost inhibicije ili gaSenja reakcija ROS, sprecavajuci ili odlazu¢i ostecenja
¢elija. Osim toga, ovi molekuli u manjim koncentracijama nego potencijalni supstrat reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta, znacCajno sprecavaju ili odlazu njegovu oksidaciju. Medu najznacajnije
antioksidanse biljaka spadaju aminokiseline (npr. cistein i prolin), hidroksikinon, askorbinska
kiselina (Asc), fenoli i neproteinski tioli kao $to je glutation (GSH), kao i lipofilni antioksidanti
poput a-tokoferola, tokotrienola, alkaloida i karotenoida (Shaw et al., 2004; Michalak, 2006;
Dumanovi¢ et al., 2021). Uklanjanje ROS posredstvom ovih komponenti postize se indirektno,
helacijom tranzicionih metala i spreCavanjem njihovog ucestvovanja u Haber-Weiss i Fenton
reakcijama, ili direktno, doniranjem ili primanjem elektrona, uklanjanjem radikala i sprecavanjem
reakcija sa biomolekulima. U toku direktne detoksifikacije, stabilizacija antioksidanta koji je
donirao ili primio elektron postize se delokalizacijom =-elektrona ili rezonancijom, i ovo je
karakteristi¢no za Asc, fenole i tokoferol. Iako neenzimski antioksidanti mogu sami reagovati sa
ROS, efikasnost ovih reakcija je znatno povecana ucestvovanjem enzimskih komponenti
antioksidativnog sistema, koje dodatno omoguéavaju uklanjanje i radikalskih vrsta koje ne mogu
biti uklonjenje neenzimskim sistemom zastite. S druge strane, prednost neenzimskih komponenti
ogleda se u tome $to zbog svoje male veli¢ine mogu difundovati kroz membrane i biti lokalizovani
blizu bioloskih molekula koji su potencijalna meta ROS (Dumanovic et al., 2021).

Najznacajnije enzimske komponente antioksidativne zastite kod biljaka obuhvataju
superoksid dismutaze (SOD), peroksidaze (POD), katalaze (CAT), askorbat peroksidaze (APX),
monodehidroaskorbat reduktaze (MDAR), dehidroaskorbat reduktaze (DHAR), glutation reduktaze
(GR) i druge (Shaw et al., 2004; Michalak, 2006). Enzimske i neenzimske komponente funkcionisu
u bliskoj sprezi kako bi efikasno uklonile ROS, pri ¢emu se konstantno odrZava ravnoteZa u
formiranju i uklanjanju ovih produkata (Shaw et al., 2004).

SOD predstavljaju metaloenzime koji katalizuju brzu konverziju superoksid radikala u
vodonik peroksid, smanjujuéi verovatno¢u za nastanak hidroksil radikala posredstvom reakcija
katalizovanih metalima (Mittler et al., 2004; Ahmad et al., 2008). Postoje tri tipa SOD kod biljaka,
u zavisnosti od katjona kofaktora prisutnog u aktivnom centru enzima. Najzastupljenija izoforma je
Cu/Zn-SOD, koja je prisutna u stromi hloroplasta, citosolu, peroksizimima i apoplastu. Mn-SOD se
eksprimira u mitohondrijama i peroksizomima, ali se moze detektovati i u apoplastu i1 ¢elijskom
zidu, dok je Fe-SOD manje zastupljena i eksprimira se u hloroplastima i citosolu (Clijsters et al.,
1999; Mittler et al., 2004; Dumanovi¢ et al., 2021). Kao metaloenzimi, SOD su osetljive na
smanjene koli¢ine kofaktornih metala, dok pod dejstvom poveéanih koncentracija drugih katjona,
njihova aktivnost mozZe biti izmenjena na razli¢ite nacine. Kadmijum moZe dovesti do stimulacije
aktivnosti Mn-SOD i Fe-SOD, ali inhibirati Cu/Zn-SOD. S druge strane, fitotoksi¢ne koncentracije
cinka naj¢eSc¢e ne uti€u na aktivnost ovog enzima. Efekat bakra, s druge strane, na razli¢ite izoforme
SOD razlikuje se kako medu biljnim vrstama, tako 1 medu izoformama i delovima biljke u kojima je
ispitivan (Clijsters et al., 1999).
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Regulisanje koli¢ine unutaréelijskog H202 postize se uces¢em dvaju enzima — katalazama i
peroksidazama. Katalaze su dominantno lokalizovane u peroksizomima gde efikasno uklanjaju
vodonik peroksid u direktnoj reakciji sa njim, produkujuc¢i vodu i molekulski kiseonik. S druge
strane, katalaze nisu prisutne u hloroplastima i odlikuju se niskom aktivno$éu prema organskim
peroksidima (Dumanovié¢ et al., 2021). Generalno, efekti citotoksi¢nih koncentracija metala na
katalaze su nedovoljno istrazeni (Clijsters et al., 1999).
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Slika 14. Lokalizacija ROS i glavnih komponenti antioksidativnog sistema biljaka u celiji
(modifikovano prema Dumanovic et al., 2021).

Za razliku od katalaza, peroksidaze zahtevaju donore elektrona (antioksidante) male
molekulske mase, poput Asc ili GSH, kako bi uklanjale vodonik peroksid, te ovaj proces moze biti
jako energetski zahtevan (Kohen & Nyska, 2002). Peroksidaze se generalno dele na tri klase, pri
¢emu su kod biljaka prisutne peroksidaze klase I (askorbat peroksidaze) i peroksidaze klase III
(gvajakol peroksidaze, GPX) (Clijsters et al., 1999; Jouili et al., 2011; Dumanovi¢ et al., 2021).
Askorbat peroksidaze su prisutne u stromi i tilakoidima hloroplasta, glioksizomima i
peroksizomima, citosolu i mitohondrijama, §to ukazuje na znacaj njihove uloge u uklanjanju H205.
S druge strane, APX nisu efikasne u uklanjanju lipidnih hidroperoksida i u odsustvu askorbata su
jako osetljive na inaktivaciju oksidacijom. Peroksidaze klase Il (POX; POD) su glavni enzimi
ukljuceni u uklanjanje vodonik peroksida u apoplastu i vakuolama svih biljaka (Jouili et al., 2011;
Veljovi¢-Jovanovic¢ et al., 2018; Dumanovi¢ et al., 2021). Supstrati endogenih POX su donori
elektrona za H20: i vec¢ina njih pripada sekundarnim metabolitima kao Sto su fenoli, indoli ili amini.
Oksidacija fenola vodonik peroksidom katalizovana POX ukljucuje stvaranje fenoksil radikala, koji
potom ili polimerizuju ili bivaju redukovani askorbatom u PPA (eng. POXs/Phenolics/Asc, PPA)
sistemu za uklanjanje H202. Osim toga, ova klasa peroksidaza ima klju¢nu ulogu u komunikaciji
izmedu primarnih (npr. askorbat) i sekundarnih antioksidanata (npr. fenoli). Finalni oksidacioni
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produkt POX reakcija sa istim fenolnim jedinjenjem, zavisi od lokalizacije izoforme. U slucaju
ekstracelularnih peroksidaza klase III, one koje su vezane za matriks celijskog zida, smatra se da
ucestvuju u lignifikaciji polimerizacijom fenola, dok solubilne izoforme POX funkcionisu u
uklanjanju H202 (Veljovi¢-Jovanovi¢ et al., 2018). Do indukcije peroksidaza dolazi usled raznih
sredinskih stresova, ukljucujuéi citotoksi¢ne koncentracije metala, te Se ovi enzimi mogu smatrati
jednim od indikatora stresa metalima i koriS¢ene su kao bioindikatori zagadenja sredine joS od
1974. godine (Jouili et al., 2011; Sun et al., 2011; Dumanovi¢ et al., 2021).

Fenoli. Fenoli predstavljaju raznovrsnu grupu sekundarnih metabolita biljaka. Svi su
safinjeni iz aromaticnog prstena (C6) vezanog za minimum jednu (fenoli) ili vise (polifenoli)
hidroksilinih grupa, i dodatne supstituente, poput metoksil ili karboksil grupa, koje daju polarni
karakter ovim jedinjenjima i omogucavaju rastvaranje u vodi. Fenoli se mogu generalno podeliti na
proste fenole i kompleksne derivate, koji Cesto sadrze nekoliko aromati¢nih prstenova povezanih
medusobno. Aromati¢ni prsten fenola sintetiSe se u putu Sikiminske kiseline, uklanjanjem amino
grupe fenilalaninu i stvaranjem cimetne kiseline, polaznog molekula za sintezu drugih fenola. Zbog
bocnog lanca sacinjenog od tri atoma ugljenika prikacenog za aromati¢ni prsten, cimetna kiselina 1
njeni derivati nazivaju se fenilpropanoidi i najc¢e$¢e imaju zastitne uloge u ¢elijama, pri ¢emu su
njihov sadrzaj i stopa metabolizma u stresnim uslovima kao §to su toksi¢ne koli¢ine metala,
najéeS¢e povecani (Kubalt, 2016; Sharma et al., 2019). Fenolne supstance, zajedno sa
peroksidazama mogu imati znacajnu ulogu protiv oksidativnog stresa indukovanog povecanim
koncetracijama metala kao Sto je bakar (Kubalt, 2016). Fenoli mogu donirati elektrone gvajakol
peroksidazama omogucavajuéi detoksifikaciju vodonik peroksida nastalog u stresnim uslovima.
Signali rezonance elektronskog spina fenoksil radikala mogu biti uklonjeni pod dejstvom enzima
monodehidroaskorbat (MDHA) reduktaze, ukazujuéi da ovi radikali, kao 1 askorbat radikal, bivaju
enzimski reciklirani u originalni fenol, sugeriSu¢i da u biljnim Ccelijama fenoli formiraju
antioksidativni sistem sli¢an onom koji je karakteristiCan za askorbat, kao jedan od najznacajnijih
antioksidanata. S druge strane, pokazano je da u nekim uslovima cink, bakar, magnezijum i
kadmijum mogu stimulisati fenoksil radikal indukovanu lipidnu peroksidaciju (Sytar et al., 2013).
Antioksidativni kapacitet fenola u vezi je sa njihovom strukturom (aromati¢ni prsten sa —OH ili —
OCHp3s supstituentima) koja im omogucava ,,hvatanje* slobodnih radikala. Oni imaju veliki kapacitet
da doniraju elektron ili atom vodonika, ali takode, i sposobnost da brzo stabilizuju formirani fenol
radikal, §to im omogucéava da, bar u sistemima in vitro, imaju vecu antioksidativnu aktivnost u
poredenju sa Asc i tokoferolom (Kubalt, 2016; Dumanovi¢ et al., 2021). Dodatno, antioksidantivni
kapacitet fenola u uslovima stresa metalima zasniva se i na ,hvatanju lipidnih alkoksi radikala
nastalih raspadanjem lipidnih hidroperoksida (LOOH) pod dejstvom metala 1 sprecavanju lan¢ane
reakcije oksidacije (Michalak, 2006).

Fenoli mogu doprineti smanjenju $tetnih efekata metala i direktnom helacijom jona kao §to
su gvozde 1 bakar, usled prisustva hidroksilnih i karboksilnih grupa. Aktivnost fenola zavisi od
strukture molekula, broja i pozicije hidroksilnih grupa. Osim primarnih antioksidativnih svojstava,
fenoli poput flavonoida vezivanjem za membranske proteine i fosfolipide stabilizuju membrane i
dovode do smanjenja njihove fluidnosti. Ovo za posledicu ima smanjenu difuziju radikalskih vrsta i
smanjenje lipidne peroksidacije bioloskih membrana. Osim toga, transformacijama fenilpropanoida
mogu nastati lignin 1 suberin, koji dovode do mehanic¢kog ojacavanje ¢elijskih zidova. Biosinteza
fenolnih prekursora lignina pojacana je u stresnim uslovima kao Sto su toksi¢ne koncentracije
metala, te peroksidaze koje ucestvuju u biosintezi lignina a koje koriste fenole kao supstrate, na
ovaj nacin mogu omoguciti i stvaranje fizicke barijere protiv toksi¢nih koli¢ina metala kao §to je
kadmijum (Michalak, 2006; Kubalt, 2016).

Karotenoidi. Karotenoidi predstavljaju izoprenoidna jedinjenja, sacinjena od osam
izoprenskih jedinica, koje daju osnovnu strukturu karotenoida od 40 C atoma. Dejstvom razli¢itih
enzima poput ciklaza, hidroksilaza, ketolaza i drugih, nastaje ogroman broj strukturno razli¢itih
karotenoida. Dve osnovne klase ovih pigmenata ¢ine neoksigenisani karotenoidi (karoteni) i derivati
karotena koji sadrze kiseonik (ksantofili). Zahvaljuju¢i razlic¢itom broju konjugovanih dvostrukih
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veza (3-13), karotenoidi imaju sposobnost apsorpije svetlosti 450-570 nm, koja se preklapa sa
apsorpcionom rupom hlorofila, zbog ¢ega imaju ulogu pomoc¢nih pigmenata u fotosintezi (Havaux,
2014). Osim ove funkcije, karotenoidi imaju ulogu i u fotoprotekciji. Sistem konjugovanih
dvogubih veza omoguéava laku apsorpciju energije ekscitiranih molekula od strane karotenoida i
rasipanje viSka u vidu toplotne energije. Znacajna uloga karotenoida u fotoprotekciji fotosintetske
masinerije ostvaruje se kroz ksantofilni ciklus (Shaw et al., 2004; Sytar et al., 2013; Singh &
Thakur, 2018). Oni predstavljaju utidivace tripletnih (°Chl) hlorofila, koji nemaju ulogu u
fotosintezi, ali znatno duZe ostaju pobudeni od singletnog hlorofila, te imaju veéu Sansu za
interakciju sa molekulskim kiseonikom i produkciju singlet kiseonika. Dodatno, ucestvuju i u
gasenju ekscitovanog hlorofila (Chlx) (Shaw et al., 2004; Dumanovi¢ et al., 2021). Pored ovoga,
karotenoidi udestvuju i u gasenju 102, koji predstavlja glavnu formu ROS produkovanu u biljkama
u uslovima jakog osvetljenja i1 abiotickih stresova, kao §to su toksi¢ne koncentracije metala. Pored
toga, imaju ulogu u stabilizaciji lipidnog dvosloja membrana zahvaljujuéi svojoj rigidnoj okosnici
koja sadrzi sistem konjugovanih dvostrukih veza (Havaux, 2014). Narocito znacajna uloga
karotenoida u zastiti od oksidativnog stresa ogleda se u njihovom efikasnom uklanjanju lipidnog
peroksil radikala (LOO-), ¢ime omogucavaju zastitu membranama u biljnoj ¢eliji. U ovom procesu,
karotenoidi reaguju sa LOO- i daju lipidne hidroperokside, dok se karotenoid radikal regenerise
pomocu tokoferola ili askorbata (Dumanovi¢ et al., 2021). Iako je toksi¢ni efekat metala na
hlorofile ispitivan i potvrden kod velikog broja biljnih vrsta, uticaj metala na karotenoide je znatno
manje istrazen i dosadasnje studije, u zavisnosti od biljnih vrsta i metala pokazuju razlic¢ite obrasce
efekata na njihov sadrzaj, koji mogu biti posledica njihove dvostruke uloge u fotosintetskoj
masneriji (Souri et al., 2019).

1.6.3.0drZavanje homeostaze i mehanizmi zastite od toksi¢nog dejstva metala kod
mahovina

Smatra se da su toksicni efekti poviSenih koncentracija metala u ¢elijama mahovina pretezno
rezultat akumulacije ovih elemenata u unutaréelijskoj frakciji, dok metali lokalizovani u ekstra- ili
interéelijskom prostoru nemaju direktan efekat na éelijski metabolizam (Fernandez et al. 2006).
Stoga, mahovine kao i1 vaksularne biljke, otpornost prema toksi¢nim dozama metala zasnivaju na
sadejstvu mehanizama iskljuéivanja i tolerancije (Stankovi¢ et al., 2018). Mahovine nemaju
korenov sistem ili dovoljno razvijenu kutikulu koji bi funkcionisali kao barijera metalima iz
okruzenja, ve¢ najveci deo supstanci iz sredine usvajaju celom svojom povr§inom (Sassmann et al.,
2015b; Antreich et al., 2016). Zbog ovoga, isklju¢ivanje metala kod mahovina podrazumeva sve
mehanizme na nivou pojedinacnih celija koji spreavaju ulazak toksi¢nih koli¢ina metala u
protoplast (Krzestowska et al., 2013). Smatra se da modifikacija morfoloskih karakteristika koje
uti¢u na kapacitet zadrzavanja katjona, modifikacija stepena metilacije galakturonskih kiselina, kao
1 promena koli¢ine i aktivnosti membranskih transportera metala, koji su odgovorni za prenos ovih
elemenata izmedu citoplazme 1 spoljaSnjosti ¢elije predstavljaju glavne nacine iskljucivanja metala
iz ¢elija mahovina (Boquete et al., 2014b). Narocito znacajnu ulogu u ovom procesu ima ¢éelijski
zid, koji osim S§to predstavlja primarno mesto adsorpcije katjona, takode moZze uticati na njihovu
desorpciju mehanizmima kao $to je vezivanje razli¢itih netoksi¢nih katjona normalno prisutnih u
¢elijjama ili okruzenju, stvaraju¢i nepovoljne uslove za vezivanje i usvajanje drugih potencijalno
Stetnih metala (Wells et al., 1995).

Nasuprot mehanizma izbegavanja, tolerancija na stres metalima podrazumeva neutralizaciju
ovih elemenata ili njihovih toksi¢nih efekata, kao i redistribuciju iz citosola u kompartmente poput
vakuole i ¢elijskog zida. GSH kao glavni transportni i rezervni oblik redukovanog sumpora moze
biti direktno ukljuen u vezivanje metala ili indirektno kao supstrat za sintezu fitohelatina.
Pokazano je da kod jetrenjaca fitohelatini imaju ulogu u detoksifikaciji elemenata kao Sto je
kadmijum, medutim, njihova sinteza i uloga kod mahovina u ovom procesu nije potvrdena (Bruns et
al., 2001; Carginale et al., 2004; Degola et al., 2014). Izlaganje razli¢itih vrsta mahovina hlorodnim
solima metala poput kadmijuma, bakra i cinka, pokazalo je da do indukcije sinteze fitohelatina ne
dolazi (Bruns et al., 2001). S druge strane, isto istrazivanje je pokazalo da se akumuliraju druge
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tiolne supstance, narocito glutation. Osim toga, pokazano je da mahovine koje rastu u oblastima sa
visokim stepenom zagadenja metalima, takode poseduju poviSene nivoe glutationa, ukazujuéi na to
da on, a ne fitohelatini, moze imati primarnu ulogu u heliranju metala 1 spreCavanju njihovih
toksi¢nih efekata (Varela et al., 2018). Za razliku od PC, kod nekih mahovina, uklju¢ujué¢i model
organizam P. patens, detektovani su geni za metalotioneine, koji su u transformisanom kvascu
doveli do razvoja otpornosti na stres kadmijumom (Bellini et al., 2021). Osim toga, akumulacija
alifati¢nih organskih kiselina, kao Sto su jabucna i siréetna, takode je detektovana u odgovoru na
izlaganje povecanim koncentracijama metala poput kadmijuma, ukazujuéi na njihovu potencijalnu
heliraju¢u ulogu kod mahovina (Kovacik et al., 2020).

Mahovine poseduju i efikasan sistem antioksidativne zastite koji omogucéava uklanjanje
slobodnih radikala i Stetnih posledica njihovog delovanja nastalih pri toksi¢nim koncentracijama
metala (Zengin & Munzuroglu 2005). Sun et al. (2009, 2010) su pokazali da peroksidaze
predstavljaju glavne enzime uklju¢ene u odgovor mahovine Hypnum plumaeforme na stres
metalima kao $to su olovo i nikl, pri ¢emu je detektovana aktivnost bila proporcionalna dozi
primenjenih metala. Osim toga, detektovan je i sinergisti¢ki efekat ovih metala na aktivnost POD. S
druge strane, u odgovoru na nikl i olovo, detektovan je poveéan sadrzaj askorbata i prolina,
ukazujuc¢i na to da ove neenzimske komponente kod mahovina mogu imati znacajnu ulogu u
uklanjanju ROS i ocuvanju membrana u uslovima oksidativnog stresa. U istrazivanju efekta bakra
na aktivnost antioksidativnih enzima mahovine Plagiomnium cuspidatum (Hew.) T. Kop., Wu et al.
(2009) su pokazali da pri visokim koncentracijama ovog metala dolazi do znacajnog povecanja
aktivnosti gvajakol peroksidaza, dok aktivnost askorbat peroksidaze najpre blago raste i zatim
drasti¢cno opada pri najviSoj koncentraciji ovog elementa. U istrazivanju Dazy et al. (2009)
izlaganje vodene mahovine F. antipyretica pove¢anim koncentracijama bakra, cinka i kadmijuma
dovelo je do povecéanja aktivnosti enzima APX i GPX u odnosu na one detektovane kod kontrolnih
biljaka. Takode, pokazano je da je APX nespecificno indukovan dejstvom metala, dok je efekat na
aktivnost GPX zavistan od tipa primenjenog metala. Ispitujuci efekat bakra, cinka i kadmijuma kod
mahovina T. taxirameum i E. eustegium, Chen et al. (2015a) su detektovali porast aktivnosti POD u
slu¢aju bakra i cinka, dok je kadmijum doveo do njihove inhibicije. Porast aktivnosti gvajakol
peroksidaze u mahovni Polytrichum commune Hedw. tretiranoj cinkom ili bakrom detektovali su i
Panda & Choudhury (2005). S druge strrane, rezultati istrazivanja Chen et al. (2015b) pokazali su
da u odgovoru mahovine T. taxirameum na povecane koncentracije bakra dolazi do inhibicije
aktivnosti POD enzima. Osim tipa katjona, na obrasce aktivnosti individualnih enzima, pokazano je
da utiCu i duzina trajanja i primenjena koncentracija metala (Dazy et al., 2009; Saxena & Saiful-
Arfeen, 2009).

Mahovine se karakteriSu velikom raznovrsnoS$¢u bioloski aktivnih supstanci kao §to su
fenolna jedinjenja, alkaloidi, flavonoidi i terpenoidi (Mohandas & Kumaraswamy 2018; Gahtori &
Chaturvedi, 2019). Iako ove supstance, naroCito fenoli, imaju znacajnu ulogu u zastiti od
oksidativnih oSte¢enja kod traheofita 1 u€estvuju u odgovoru na stres izazvan metalima, istrazivanja
vezana za efekat toksi¢nih koncentracija metala na sintezu i koli¢inu ovih supstanci kod mahovina
nedostaju.

Mahovine imaju veliku primenu u biomonitoringu zagadenja metalima vazdusne i vodenih
sredina. Jedna od vaznih karakteristika koja ovu grupu biljaka ¢ini pogodnom za ovakva
istrazivanja je svojstvo apsorpcije rastvorenih supstanci iz okruzenja citavom povrSinom tela.
Uprkos ovome, postoji jako malo podataka o sposobnosti mahovina da usvajaju metale iz podloge
na kojoj rastu, o distribuciji metala unutar gametofora, kao i o efektima poviSenih koncentracija
metala u podlozi na rastenje i razvice ovih biljaka. NaroCito nedostaju informacije o ovim
procesima iz istrazivanja u kontrolisanim akseni¢nim laboratorijskim uslovima. Imajuéi ovo u vidu,
kao 1 ¢injenicu da mahovine razliCitih formi rasta Cesto ispoljavaju razli¢itu otpornost prema
specificnim sredinskim faktorima, u ovom istraZivanju testiran je odgovor jedne pleurokarpne i
jedne akrokarpne mahovine u laboratorijskim in vitro uslovima na poveéane koncentracije metala u
podlozi.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni ciljevi ovog istrazivanja bili su:

e Definisanje morfogenetskog odgovora mahovina H. cupressiforme i A. undulatum u
uslovima dugotrajnog i kratkotrajnog stresa izazvanog metalima u kulturi in vitro;

e Utvrdivanje biohemijskih i fizioloskih parametara odgovora mahovina H. cupressiforme i A.
undulatum u uslovima stresa izazvanog metalima;

e (dredivanje sposobnosti akumulacije metala iz podloge kod dve odabrane vrste mahovina
sa razli¢itim formama rasta;

e (dredivanje distribucije i1 specificnih koncentracija odabranih metala kod ispitivanih vrsta
mahovina gajenih na podlogama sa dodatkom acetatnih soli odabranih metala;

e Definisanje obrazaca akumulacije metala kod dve ispitivane vrste mahovina sa razliCitim
formama rasta;

e Utvrdivanje tolerancije, rezistencije i osetljivosti dve odabrane vrste mahovina na stres
metalima.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Odabir vrsta

S obzirom na znacajnu ulogu mahovina kao bioloskih modela u monitoringu zagadenja
zivotne sredine toksi¢énim metalima, odabir adekvatne vrste predstavlja jedan od klju¢nih koraka pri
dizajniranju ovih istrazivanja (Galsomigs et al., 2003). Analiza sadrzaja metala u tkivima mahovina
jedan je od osnovnih pristupa u ovim studijama koji omoguéava procenu prisutnosti datih
polutanata u okruzenju. Istovremenim pracenjem morfoloskih, fizioloskih 1 biohemijskih
parametara mahovina mogu se dobiti komplementarne informacije o uticaju odredenog tipa
zagadenja na organizme koji su mu izlozeni (Fabure et al., 2010). U severnoj i centralnoj Evropi
najcesce koriS¢ene vrste mahovna za pracenje atmosferskog zagadenja metalima su pleurokaprne
vrste H. splendens, P. schreberi, H. cupressiforme i P. purum (Galsomiés et al., 2003; lzquieta-
Rojano et al., 2016). Medutim, pleurokarpne vrste su generalno osetljivije na duze susne periode u
poredenju sa akrokarpnim vrstama (Gerdol et al., 2002). Zbog toga, u mnogim oblastima juzne
Evrope i mediteranskog biogeografskog regiona, kao i urbanim sredinama, upotreba pleurokarpnih
vrsta u biomonitoringu ograni¢ena je ekoloSkim uslovima koji uti¢u na njihovo rasprostranjenje
(Galsomicgs et al., 2003; lzquieta-Rojano et al., 2016). Primena akrokarpnih vrsta moze predstavljati
alternativni pristup koji bi omogucio monitoring i onih sredina u kojima standardno koriS¢ene
pleurokarpe nisu prisutne (Gerdol et al.,, 2002; Cowden et al., 2015). Znacajne morfoloske,
fizioloSke i ekoloske razlike izmedu ove dve grupe potencijalno vode razli¢itim obrascima
akumulacije metala. Imajué¢i ovo u vidu, rezultati dobijeni u studijama koje koriste mahovine
razli¢itih formi rasta ¢esto nisu uporedivi (Fabure et al., 2010; Izquieta-Rojano et al., 2016).

Kako bi se omogucila primena veéeg broja vrsta mahovina u studijama zagadenja sredine,
kao 1 upotreba novih vrsta u oblastima gde tradicionalano koriS¢ene vrste nisu zastupljene ili ne
opstaju, neophodna je precizna karakterizacija odnosa izmedu koncentracije metala u sredini i u
biljci, kao i interspecijska kalibracija u odnosu na pracene parametre (Fabure et al., 2010). Mali broj
istrazivaca bavio se direktnim poredenjem apsorpcionog kapaciteta pleurokarpnih i akrokarpnih
vrsta (Fabure et al., 2010; Cowden et al., 2015; Gorelova et al., 2016; Sabovljevi¢ et al., 2018b;
Sergeeva et al., 2021), dok ispitivanja u kontrolisanim laboratorijskim uslovima koja direktno
porede efekte razli¢itih metala na mahovine ove dve grupe trenutno nedostaju. Stoga, za 0VO
istrazivanje odabrane su dve Siroko rasprostranjene vrste razli¢itih formi rasta — pleurokarpna
mahovina H. cupressiforme i akrokarpna vrsta A. undulatum. Cilj je da se utvrde i uporede obrasci
akumulacije 1 distribucije metala u biljkama, kao i njihov efekat na ekofizioloske parametre
mahovina u uslovima in vitro.

3.2. Biljni materijal i uslovi gajenja

Kao polazni biljni materijal u ovom istraZivanju koriS¢ene su kulture gametofita vrsta H.
cupressiforme i A. undulatum dobijene iz in vitro kolekcije mahovina Beogradske Grupe za
Biologiju Briofita (BBGB), Instituta za Botaniku i Botanicke baste ,,Jevremovac*. Primarne kulture
ove dve vrste uspostavljene su koriS¢enjem spora iz sporofita sakupljenih na dva razli¢ita lokaliteta
u Srbiji, u zavisnosti od vrste, prema protokolima opisanim u Sabovljevi¢ et al. (2006) i Vuji¢i¢ et
al. (2011). Kako bi se sakupila dovoljna koli¢ina uniformnog biljnog materijala za eksperimentalne
postavke i eliminisali potencijalni efekti kohabitiraju¢ih organizama na rastenje 1 razvice biljaka pre
i u toku eksperimenata, koris¢ene su tehnike in vitro propagacije koje su podrazumevale
manipulaciju i umnozavanje mahovina u asepti¢nim i kontrolisanim laboratorijskim uslovima, na
precizno definisanim hranljivim podlogama. Kao eksplantati u ovom istrazivanju koris¢eni su
gametofori dve odabrane vrste. Na ovaj nacin produkovane su geneticki identi¢ne biljke u okviru
iste vrste koje odgovaraju divljem tipu (Slika 15-1). Preliminarnim eksperimentima sa razli¢itim
tipovima hranljivin podloga (medijuma za gajenje), za H. cupressiforme i A. undulatum
pojedinacno, ustanovljeni su vrsta podloge 1 duzina intervala izmedu dve subkultivacije, tako da
omoguce optimalno razvi¢e i produkciju Sto veceg broja gametofora u toku svakog ciklusa
umnozavanja. Subkultivacija gametofora obe vrste pre pocCetka eksperimenata vrSena je u
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intervalima od Sest nedelja. U slu¢aju H. cupressiforme, izdanci su gajeni na modifikovanom KNOP
medijumu (Reski & Abel, 1985), koji je osim dodatka 0,70% (w/v) agara sadrzavao i1,5% (w/v)
saharoze (KNOP S/2 medijum). Sastav i koli¢ine pojedinacnih komponenti ove podloge prikazani
su u Tabelama 3 i 4.

Tabela 3. Koncentracije soli u stokovima rastvora kori§¢enim za pripremu KNOP medijuma.

So Kolic¢ina (g/l)

Kalijum hlorid (KCI) 25

Magnezijum sulfat septahidrat (MgSOsx7H20) | 25

Monokalijum fosfat (KH2PO4) 25

Kalcijum nitrat (Ca(NOs).) 100

Gvozde-(1l)-sulfat septahidrat (FeSO4x7H20) 0,0125

Tabela 4. Koli¢ine komponenti potrebnih za pripremu 11 é¢vrstog KNOP S/2 medijuma.

Supstanca Koli¢ina za 11 medijuma
Stok rastvora KC1 10 mi

Stok rastvora MgSO4x7H20 10 mi

Stok rastvora KH2POy4 10 mi

Stok rastvora Ca(NOs)2 10 mi

Stok rastvora FeSO4x7H,0 50 mi

Agar 8¢

Saharoza 159

Voda Do 1000 ml

U slucaju A. undulatum, izdanci su gajeni na ¢vrstom MS medijumu (Murashige & Skoog,
1962) (Tabele 5-7) dvostruko manje koncentracije svih komponenti u odnosu na standardnu
recepturu, uz dodatak 0,80% (w/v) agara i 1,5% (w/v) saharoze (MS/2 S/2 medijum — Tabela 8).
Ukupna koncentracija mikro- i makroelemenata, ukljuujuc¢i vitamine, MS medijuma iznosi
4405,19 mg/l.

Sterilizacija medijuma vrSena je autoklaviranjem na 121°C u trajanju od 30 minuta, pri
pritisku od 0,067 MPa (0,8 atm), nakon ¢ega su razlivani u sterilne plasti¢ne Petri kutije pre¢nika
90mm. Pre autoklaviranja, pH vrednost svih medijuma, podesavana je na 5,8. Razlivanje medijuma
1 manipulacija eksplantatima vrSeni su u laminarnoj komori sa horizontalnim strujanjem sterilnog
vazduha, Cije povrSine su pre pocetka rada prebrisane 96% etanolom. Svi instrumenti koji su
koriS¢eni za manipulaciju biljnim materijalom sterilisani su iskuvavanjem u destilovanoj vodi u
trajanju od 30 minuta neposredno pre rada u laminaru,. Nakon iskuvavanja, instrumenti su ¢uvani u
posudi sa 96% etanolom u laminaru, i pre svake manipulacije biljkama sterilisani nad plamenom
Spiritusne lampe u laminarnoj komori.
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Tabela 5. Koncentracije makro soli u 1L MS medijuma.

Makro soli

Koncentracija (mg/l hranljive podloge)

Amonijum nitrat (NHzNO3)

1650

Kalijum nitrat (KNO3) 1900
Monokalijum fosfat (KH2PO4) 170
Kalcijum hlorid (CaCl.) 332,2
Magnezijum sulfat (MgSOa) 180.54

Tabela 6. Koncentracije mikro soli u 1L MS medijuma.

Mikro soli Koncentracija (mg/l hranljive podloge)
Borna kiselina (H3:BO3) 6,2

Mangan sulfat monohidrat (MnSO4xH20) 16,9

Cink sulfat septahidrat (ZnSO4x7H20) 8,6

Bakar sulfat pentahidrat (CuSO4x5H20) 0,025

Natrijum mangamat dihidrat (Na2MnOsx2H20) | 0,025

Kobalt hlorid heksahidrat (CoCl.x6H20) 0,025

FeNaEDTA 36,70

Kalijum jodid (K1) 0,83

Tabela 7. Koncentracije vitamina u 1L MS medijuma.

Vitamini

Koncentracija (mg/l hranljive podloge)

Nikotinska kiselina

0,5

Mio-inozitol 100
Piridoksin hlorid 0,5
Tiamin hlorid 0,1
Glicin 2

Tabela 8. Sastav 1L ¢vrstog MS/2 S/2 medijuma.

Supstanca Koli¢ina u 11 podloge
MS prah 2,290

Agar 8¢

Saharoza 15¢

Voda 1l
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Sve biljke, u toku umnoZavanja i eksperimenata gajene su u akseni¢nim, in vitro uslovima
pri temperaturi od 18+2°C, vlaznosti 60-70%, u uslovima dugog dana (16h svetlo, 8h mrak) pri
beloj fluorescentnoj svetlosti (fluorescentne cevi ,, Tesla® Panéevo, 65W, fluksa 50 umol m?s™.

3.3. Dizajn eksperimenta

U ovom istrazivanju pracen je uticaj vrste metala i njihovih koncentracija u supstratu, kao i
uticaj trajanja stresa na ekofizioloSke parametre i1 obrasce akumulacije razliCitih elemenata u
gametoforima dve vrste mahovina, koje se karakteriSu razli¢itim formama rasta. Izlaganje biljaka
odabranim metalima postignuto je gajenjem na ¢vrstom KNOP medijumu uz dodatak cink-acetat
dihidrata (Zn(CH3CO2)2(H20),), bakar-acetata (Cu(CH3COOQ).)) ili kadmijum-acetat dihidrata
(Cd(CH3CO2)2(H20)2) finalnih koncentracija 200 ili 700 uM u supstratu. Koncentracije metala
kori§¢ene u ovom istrazivanju selektovane su na osnovu preliminarnih eksperimenata i ranijih
studija sa datim vrstama (Sabovljevi¢ et al., 2018a), kako bi se postigla uporedivost rezultata. Kao
eksplantati u postavkama eksperimenata koris¢eni su iskljucivo apikalni delovi gametofora duzine
10mm, koji su pozicionirani vertikalno u odnosu na povr$inu medijuma, tako da je donja polovina
(4-5mm) uronjena u medijum, dok ostali deo biljke nije u kontaktu sa medijumom.

U odnosu na duZinu trajanja izlaganja biljaka povecanim koncentracijama metala u
medijumu razlikuju se dva tipa nezavisnih eksperimenata (Slika 15-2). Prvi tip (tip I, kratkotrajni
stres), obuhvata eksperimentalne postavke u kojima je ispitivan odgovor biljaka na kratkotrajni stres
solima metala. U ovim eksperimentima, eksplantati individualnih vrsta gajeni su u Petri kutijama na
¢vrstom KNOP medijumu obogacenom sa 200 ili 700 uM Zn-, Cu- ili Cd-acetatom u trajanju od 5
dana. Nakon ovog perioda, biljke su prebacivane u Petri kutije koje su sadrzale samo minimalni
KNOP medijum, bez dodatka soli metal-acetata, gde su gajene do isteka pet nedelja od pocetka
inicijalnog izlaganja cinku, bakru ili kadmijumu. Kontrolnu grupu predstavljale su biljke gajene na
¢vrstom KNOP medijumu bez dodatka cinka, bakra ili kadmijuma, koje su nakon pet dana takode
prebacivane u Petri kutije sa svezim minimalnim KNOP medijumom i gajene do isteka perioda od
ukupno pet nedelja od pocetka eksperimenta.

Drugi tip eksperimenta (tip 11, dugotrajni stres) obuhvata postavke u kojima je ispitivan
odgovor gametofora na dugotrajno izglaganje povecanim koncentracijama cinka, bakra ili
kadmijuma u podlozi. Ovo je postignuto gajenjem eksplantata u trajanju od pet nedelja u
kontinuitetu na ¢vrstom KNOP medujumu uz dodatak odabranih metala u vidu acetatnih soli tako
da njihove finalne koncentracije u medijumu budu 200 ili 700 uM. Kontrolnu grupu ¢inile su biljke
gajene na minimalnom KNOP medijumu bez dodatka cinka, bakra ili kadmijuma u trajanju od pet
nedelja.

U zavisnosti od vrste analiza, faktori (nezavisno promenljive) ¢iji je uticaj na odabrane
parametre (zavisno promenljive) ispitivan u ovom istraZivanju bili su: vrsta mahovine (dva nivoa -
A. undulatum i H. cupressiforme), vrsta metala (tri nivoa - cink, bakar i kadmijum), koncentracija
metala (tri nivoa - 0, 200 i 700 uM), duzina stresa (dva nivoa - kratkotrajni i dugotrajni stres) i tip
preseka gametofora (dva nivoa - apikalni i bazalni). Svaka kombinacija pojedinac¢nih nivoa
razli¢itih faktora definisana je kao tretman. U zavisnosti od vrste analiza i ispitivanih parametara za
svaki tretman postavljan je isti broj Petri kutija sa jednakim brojem eksplantata. Takode, u
zavisnosti od daljih analiza, biljni materijal je sakupljan 1 Cuvan na razlicite nacine.
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UmnozZavanje biljnog materijala

H. cupressiforme

A. undulatum

Eksperimentalne postavke
S dana 5 nedelja
Tipl A K123 5
TipIl A, ‘_". A, . A
| Analize

A
\ ~ | / \
M S W\
1600 110 100 1900 1L

Analize Biohemijske Analize bazirane na In situ analize Raman

morfogenetskih analize fluorescenciji X- COpI|
og e nci) spektroskopijom

Slika 15. Sematski prikaz dizajna istrazivanja. 1- UmnoZavanje biljnog materijala; 2-
Eksperimentalne postavke sa dva tipa eksperimenata u odnosu na duzinu trajanja stresa (Tip I —
kratkotrajni; Tip Il - dugotrajni), A- KNOP medijum sa razli¢itim vrstama (cink, bakar, ili
kadmijum) i koncentracijom metala (0, 200, 700uM), B — minimalni KNOP medijum; 3 — Razli¢iti
tipovi ¢uvanja i analiza biljnog materijala.
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3.4. Morfogenetske analize

Po zavrSetku gajenja biljaka u eksperimentalnim postavkama (nakon pet nedelja), za svaku
vrstu nezavisno praceni su prezivljavanje (procentualni odnos broja prezivelih biljaka 1 ukupnog
broja biljaka na pocetku eksperimenta) i parametri morfogeneze - pojava i precnik sekundarne
protoneme 1 indeks multiplikacije (broj novoformiranih izdanaka koji su se razvili sa pocetnog
eksplantata). Za analizu morfogenetskih parametara za svaku kombinaciju nivoa faktora (ukupno
36) postavljeno je po 4 Petri kutije sa po 12 eksplantata (n=48 biljaka). Prac¢enje ovih parametara
vrseno je koris¢enjem stereomikroskopa (Leica MZ 7,5 Bi-Optic Inc., Santa Clara, California,
USA).

3.5. Biohemijske analize

Po zavrsetku eksperimenata, biljke su pincetom vadene iz medijuma, kratko prebacivane u
staklenu Petri kutiju sa dejonizovanom vodom kako bi se uklonili ostaci medijuma, susene blagim i
kratkim kontaktom sa ubrusom i odlagane u ependorf tube. Ovako sakupljen biljni materijal je
zatim smrznut uranjanjem tuba u te¢ni azot i ¢uvan u zamrzivacu na -70°C do odgovarajucih
biohemijskih analiza.

3.5.1. Analiza sadrzaja fotosintetickih pigmenata UV/VIS spektrofotometrijom

Za analizu sadrzaja fotosintetickih pigmenata (hlorofil a, hlorofil b, karotenoidi), koris¢eno
je po 20 mg svezeg biljnog materijala po ekstrakciji po tretmanu. Ekstrakcija pigmenata vrSena je u
mraku u 2 ml 96% etanola, na temperaturi od 70°C u termosejkeru (TS-100 Biosan Ltd., Riga,
Latvia) u trajanju od 10 minuta. Za svaki tretman radene su tri nezavisne ekstrakcije. Apsorbanca
svakog etanolnog ekstrakta merena je na tri talasne duzine 470 nm, 648 nm, i 664 nm, koris¢enjem
UVI/VIS spektrofotometra (HP/Agilent 8453 Spektrofotometer, Agilent technologies, Paolo Alto,
CA). Sadrzaj hlorofila a i b, i ukupnih karotenoida, racunati su koris¢enjem specifiénih
apsorpcionih koeficijenata za 96% etanol na datim talasnim duzinama, kao rastvaraca za ekstrakciju
pigmenata, a prema formulama definisanim u Lichtenthaler (1987):

Ukupna koli¢ina hlorofila: C(atb) = 5,24 Asps + 22,24 Asss

Koli¢ina hlorofila a: Ca=13,36 Asss — 5,19 Asas

Koli¢ina hlorofila b: Ch=27,43 Asss — 8,12 Assa

Ukupna koli¢ina karotenoida: Cx+c) =(1000 As70 — 2,13 Ca — 97,64 Cy)/209
Odnos hlorofilaai b: Ca/Cp

Vrednosti obelezene u formuli kao Aazo, Aess | Asss predstavljaju apsorbance ekstrakata na talasnim
duzinama naznaCenim brojevima u indeksu. Sve dobijene vrednosti predstavljaju koli¢inu
fotosintetickih pigmenata u suvoj masi uzoraka, koja je dobijena merenjem uzorka nakon 7 dana
suSenja na sobnoj temperaturi.

3.5.2. Odredivanje koncentracije vodonik-peroksida

Koncentracija vodonik peroksida u mahovinama iz razlicitih tretmana odredena je prema
protokolu opisanom u Velikova et al. (2000). Po 100 mg smrznutog biljnog materijala iz svakog
tretmana preliveno je te€nim azotom 1 homogenizovano u avanu uz dodatak 1ml 0,1%
trihlorsiréetne kiseline (TCA). Sadrzaji avana prebaceni su u prethodno obelezene mikrotube
zapremine 2 ml i centrifugirani 15 minuta na 15000 RCF na 4°C. Po 0,2 ml supernatanta svakog
uzorka prebaceno je u nove mikrotube u koje dodato 0,2 ml 10mM kalijum-fosfatnog pufera, pH 7 i
0,4 ml 1M kalijum jodida. Alikvoti od 200 ul u triplikatu naneseni su na mikrotitar plocicu i
analizirani spektrofotometrijski na 390 nm.
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Koncentracija vodonik peroksida racunata je koris¢enjem molarnog ekstinkcionog
koeficijenta za H20; (=0,28 mM* cm™) prema formuli:

H202 = (A390/0,28)>< 1000xVs/Varsx1xFW-!

gde je As3> apsorbanca reakcione smese na 532 nm, Vis/Vars faktor razblazenja (Vis- ukupna
zapremina reakcione smeSe, Vars- zapremina alikvota ekstrakta), FW - sveza masa mahovina
koriS¢ena za ekstrakciju. Koncentracija H20: izrazena je u jedinicama pumol/g sveze mase.

3.5.3. Odredivanje stepena lipidne peroksidacije

Za odredivanje stepena lipidne peroksidacije i koncentracije MDA kod mahovina iz
razli¢itih tretmana kori$¢ena je reakcija sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) prema metodi opisanoj
u Heath & Packer (1968). U kiselim uslovima, malonildialdehid reaguje sa dva molekula TBA
daju¢i ruzicasto-crveni kompleks, ¢ije se formiranje moze pratiti spektrofotometrijski, merenjem
apsorbance na 532 nm (Hodges et al., 1999).

Po 100 mg smrznutog biljnog materijala iz svakog tretmana preliveno je teCnim azotom i
homogenizovano u avanu uz dodatak 1ml 0,1% trihlorsiréetne kiseline (TCA). Sadrzaj avana
prebacen je u prethodno obelezene mikrotube zapremine 2 ml i centrifugiran 10 minuta na 15000
RCF (eng. relative centrifugal force) na 4°C. Iz svakog ekstrakta alikvotirano je po 0,25 ml
supernatanta u nove mikrotube i u svaku dodato po 0,5 ml 20 % TCA u kojoj je prethodno
rastvorena TBA zagrevanjem na 70°C do finalne koncentracije 0,5%. Reakcione smeSe inkubirane
su 30 minuta na 95°C. Mikrotube su potom brzo prenete na led, hladene 5 minuta na ledu, a sadrzaj
zatim centrifugiran 10 minuta na 15000 RCF na 4°C. Po 200 pl u triplikatu svake reakcione smese
naneto je na mikrotitar plocicu i analizirano merenjem apsorbance na dve talasne duzine, 532 nm
(apsorpcioni maksimum kompleksa TBA-MDA) i 600 nm (korekcija za nespecificno zamucenje),
spekrofotometrijskim c¢itaCem mikrotitar ploc¢ica (Multiscan Sky Thermo Scientific, Finland).
Koncentracija malondialdehida racunata je koriS¢enjem molarnog ekstinkcionog koeficijenta za
MDA (e=155 mM* cm™), prema formuli:

MDA = [(As3; — Aggg) / 155] X 1000 X V,/ V,,, x 1 x FW -1

gde su Assz2 | Asoo apsorbance reakcione smeSe na talasnim duzinama naznaCenim brojevima u
indeksu, Vis/Vars faktor razblazenja (Vis- Ukupna zapremina reakcione smeSe, Vars- zapremina
alikvota ekstrakta), FW - sveza masa mahovina kori§¢ena za ekstrakciju. Koncentracija MDA
izrazena je kao nmol/g sveze mase.

3.5.4. Ekstrakcija ukupnih proteina

Kako bi se analizirao sadrzaj ukupnih proteina i aktivnost peroksidaza u mahovinama iz
razli¢itih tretmana u istrazivanju, izolovani su proteini biljaka iz svakog tretmana. Ekstrakcije su
vrSene u odnosu 1:6 biljnog tkiva 1 ekstrakcionog rastvora, ¢ije komponente i finalne koncentracije
su prikazane u Tabeli 9.

Za svaku ekstrakciju odmereno je 100 mg smrznutog biljnog materijala ¢uvanog na -70°C
nakon zavrSetka eksperimenata. Biljno tkivo je spraSeno u avanu u te€nom azotu, uz dodatak
nerastvorenog polivinil pirolidona (PVP), tako da njegova finalna koncentracija u ekstrakcionom
rastvoru bude 5% (w/v). Sadrzaj avana je dodatno sprasen, a zatim su dodati kalijum-fosfatni pufer,
Triton X 100 i etilendiamintetrasiréetna kiselina (EDTA). Kada je homogenat poceo da se otapa,
dodat je fenilmetilsulfonilfluorid (PMSF) i sjedinjen sa ostatkom smese. Sadrzaji avana prebaceni
su po otapanju u prethodno obelezene mikrotube zapremine 1,5 ml, inkubirani na ledu 30 minuta uz
povremeno muckanje i nakon toga centrifugirani na 14000 RCF, 10 minuta na temperaturi od 4°C.
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Tabela 9. Prikaz komponenti pufera za ekstrakciju proteina iz mahovina.

Komponente Finalna koncentracija u ektrakcionom
Kalijum-fosfatni pufer, pH = 6,5 100mM (585 ml)
Triton X 100 0,1% (0,6ml)
EDTA, 250mM stok 1mM (2,4ml)
PMSF, 100mM stok u etanolu 2mM (12ml)
PVP 5% (w/v) (30mg)

Za dalje analize sadrzaja ukupnih proteina i aktivnosti POD odvojeni su i koris¢eni
odgovarajuci alikvoti supernatanta dobijenog nakon centrifugiranja. Za svaki tretman radene su
Cetiri nezavisne ekstrakcije proteina.

3.5.4.1.0dredivanje koncentracije ukupnih proteina

Odredivanje koli¢ine ukupnih proteina u uzorcima vrSeno je metodom po Bradford-u
(1976), koja se zasniva na spektrofotometrijskom pracenju povecanja apsorbance boje CBB G-250
(eng. Coomassie Brilliant Blue G-250) na 595 nm, do koga dolazi usled vezivanja za bo¢ne ostatke
aminokiselina proteina i proporcionalno je koncentraciji proteina u rastvoru. Formirani kompleksi
imaju veliku stabilnost i visok ekstinkcioni koeficijent, Sto ovu metodu ¢ini senzitivhom i
pouzdanom za kvantifikacijiu proteina u razli¢itim uzorcima.

Stok rastvor boje korii¢éene u ovoj analizi pripremljen je rastvaranjem 100 mg
koncentrovane boje CBB G-250 u 50 ml 95% etanola, uz dodatak 100 ml koncentrovane fosforne
kiseline i destilovane vode do ukupne zapremine od 200 ml. Nakon filtriranja kroz filter papir,
rastvor je ¢uvan u frizideru u mraku do upotrebe, kada je dodatno razblazen vodom u odnosu 1:4
(v/v) 1 koris¢en kao Bradford-ov reagens za spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja proteina.
Kako bi se konstruisala standardna prava na osnovu koje je odredivana koncentracija proteina u
ekstraktima, napravljeno je serijsko razblazenje BSA (eng. bovine serum albumin) koncentracija
0.1-1 mg/ml u rastvoru kori§¢enom za ekstrakciju proteina. Za merenje su koriS¢ene mikrotitar
plocice, na koje je nanoSeno u duplikatu po 5 ul BSA rastvora standardnih koncentracija, odnosno
po 5 ul svakog ekstrakta, 1 meSano sa 200 pl Bradford-ovog reagensa. Svaki ekstrakt je takode
nanoSen u zapremini od 2,5 pl 1 meSan sa 200 pl Bradford-ovog reagensa u Slucaju visokih
koncentracija proteina u uzorcima. Vrednosti apsorbanci ovako pirpremljenih uzoraka o€itavani su
nakon 30 minuta na spekrofotometrijskom ¢itaéu mikrotitar ploc¢ica (Tecan multimode reader,
Infinite M200 PRO).

3.5.4.2.0dredivanje aktivnosti peroksidaza klase 111

Peroksidaze klase Ill Kkatalizuju oksido-redukciju izmedu vodonik peroksida i Sirokog
spektra reduktanata, medutim, njihov afinitet za razli€ite supstrate, moze znacajno varirati 1 uticati
na dobijene rezultate prilikom analiza njihove aktivnosti. Aktivnost peroksidaza klase Il (EC
1.11.1.7) u ekstraktima mahovina iz razliCitih tretmana u ovom istrazivanju pracena je
spektrofotometrijski, koris¢enjem gvajakola (2-metoksifenol) kao donora elektrona u reakciji sa
vodonik peroksidom. Reakciona smesa zapremine 1 ml sadrzala je 100 mM kalijum-fosfatni pufer,
pH 6,5 sa 1 mM EDTA, 20mM gvajakol, 20mM H20: i ekstrakt dobijen postupkom opisanim u
poglavlju 2.5.3.1. Za pripremu reakcione smeSe koriSeceni su 1M $tok rastvori vodonik peroksida i
IM stok gvajakola (rastvoren u etanolu). Reakcija je otpocinjala dodavanjem H20: nakon 20
sekundi (kako bi se ocitala pocetna brzina reakcije) 1 pracen je porast apsorbance na 470 nm usled
stvaranja oksidovanog produkta, tetragvajakola (¢*°=26.6 mM™ cm™). Apsorbanca je merena na
UVI/VIS spektofotometru (Shimadzu UV-160, Kyoto, Japan), pri radnoj temperaturi od 25°C.
Jedinica aktivnosti solubilnih peroksidaza definisana je kao koli¢ina enzima dovoljna da katalizuje
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oksidaciju 1 umol gvajakola u minutu u datim uslovima sredine. Dobijene vrednosti aktivnosti POD
predstavljene su kao specifi¢ne aktivnosti po koncentraciji ukupnih proteina (U mg™).

3.5.5. Karakterizacija ukupnog antioksidativnog kapaciteta mahovina

U zavisnosti od tipa reakcija u njima, eseji za analizu antioksidativnog kapaciteta biljaka
mogu se podeliti na one koji se baziraju na reakcijama prenosa atoma vodonika (eng. hydrogen
atom transfer reactions, HAT) i one koji se zasnivaju na rekacijama prenosa elektrona (eng. electron
transfer, ET). U ET esejima meri se sposobnost antioksidanta da redukuje oksidant (supstrat), §to se
detektuje promenom boje supstrata nakon njegove redukcije. Intenzitet promene boje je u korelaciji
sa koncentracijom antioksidanta u uzorku, pri ¢emu je odnos izmedu promene apsorbance i
promene koncentracije antioksidanta opisan linearnom krivom. Nagib krive odrazava redukujuci
kapacitet antioksidanta, koji je izrazen kao ekvivalent troloksa (TE) ili ekvivalent galne kiseline
(eng. Gallic acid equivalent, GAE). Zbog toga §to u eseju nema kompetitivne reakcije, ni
kiseonicnih radikala, redukujuc¢i kapacitet antioksidanta izjednaCava se sa antioksidativnim
kapacitetom. Zavr$na faza reakcije je dostignuta kada prestane promena boje supstrata (Huang et
al., 2005).

U metode za odredivanje antioksidativnog kapaciteta koje se baziraju na reakcijama
transfera elektrona spadaju esej Folin-Ciocalteu reagensom (FCR) za odredivanje ukupnog sadrzaja
fenola, TEAC (eng. Trolox equivalence antioxidant capacity), FRAP (eng. ferric ion reducing
antioxidant power (FRAP), DPPH (2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil) i esej za ,,ukupni antioksidativni
potencijal“ koris¢enjem Cu(Il) kompleksa kao oksidanta. lako je DPPH metod ranije svrstavan u
eseje bazirane na HAT reakcijama, novija istrazivanja ga svrstavaju u ET eseje, jer u etanolnim i
metanolnim rastvaracima, koji se koriste u ovom eseju, preuzimanje vodonika od strane DPPH se
odvija previse sporo da bilo primarni nacin neutralizacije radikala (Huang et al., 2005).

U ovom istrazivanju, ukupni antioksidativni kapacitet mahovina iz pojedinacnih tretmana
odreden je Folin — Ciocalteu i DPPH metodama. Za ove analize kori§¢eni su etanolni ekstrakti, za
¢iju pripremu je bilo potrebno po 200 mg biljnog materijala po tretmanu, po ponavljanju. Biljni
materijal je preliven te¢nim azotom, a potom homogenizovan u avanu uz pomo¢ tucka. Ovako
dobijenom prahu dodato je 2 ml 96% etanola, nakon ¢ega je smesa prebacena u ependorfe od 2 ml,
koje su potom inkubirane na sobnoj temperaturi u trajanju od 60 minuta. Po zavrSetku inkubacije,
uzorci su centrifugirani 10 minuta na 14 000 RCF na 4°C. Supernatant dobijen centrifugiranjem
odliven je u nove ependorfe i koris¢en za dalje analize.

3.5.5.1.Folin-Ciocalteu metoda

Prema Huang et al. (2005) FCR metoda optimizovana od strane Singleton & Rossi (1965)
predstavlja najpogodniji esej za odredivanje redukujuceg kapaciteta uzorka medu ET esejima.
Inicijalno koriS¢en za analizu ukupnog sadrZaja fenola u vinu, vremenom je postao rutinski test za
proucavanje fenolnih antioksidanata u Sirokom spektru bioloskih uzoraka (Huang et al., 2005).
Folin — Ciocalteu metoda se zasniva na transferu elektrona sa fenolnih supstanci na komplekse
fosfomolibdenske/fosfovolframove kiseline (F-C reagens) u alkalnoj sredini, koji se redukuju i
posledi¢no menjaju boju iz Zute u plavu. Ova promena se moZe pratiti merenjem apsorbance na 765
nm, pri ¢emu maksimalna apsorpcija zavisi od alkalnosti rastvora i koncentracije fenolnih supstanci
u uzorku. Iako reakcija transfera elektrona nije specificna samo za fenolne supstance, proces
ekstrakcije eliminiSe priblizno 85% akorbata 1 drugih potencijlno interferirajucih jedinjenja, te
dobijeni rezultati dobro korelisu sa koncentracijom ukupnih fenola u uzorku (Ainsworth &
Gillespie, 2007; Hudz et al., 2019).

Za analizu antioksidativnog kapaciteta mahovina FCR metodom, rastvor Folin — Ciocalteu
reagensa dobijen je meSanjem reagensa i dejonizovane vode u zapreminskom odnosu 1:2. U
ependorf tube od 2 ml, odmereno je po 300 pul ovako pripremljenog rastvora FC reagensa i 1340 pl
dejonizovane vode. U sve ependorfe je potom dodato po 60 pul uzorka, osim u ependorfe koje su
koris¢ene kao slepe probe (blank), u koje je dodato po 60 pul 96% etanola. Ependorfe su blago
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vorteksovane 1 ostavljene na sobnoj temperaturi tokom 5 minuta da se inkubiraju. PoSto fenolna
jedinjenja reaguju sa F-C reagensom samo pri baznim uslovima, nakon inkubacije, u ependorfe je
dodato po 300 ul 20% Na2COs, koje su potom zaSti¢ene od svetlosti 1 inkubirane na Sejkeru na
sobnoj temperaturi u trajanju od 90 minuta. Po isteku ovog vremena, merena je apsorbanca na
talasnoj duzini od 765 nm, pri ¢emu je analiza biljnog materijala iz svakog tretmana vrSena u tri
ponavljanja.

Za konstruisanje standardne krive 1 preraCunavanje ukupnog redukujuceg kapaciteta fenola u
uzorcima kori$¢ena je galna kiselina, a dobijeni rezultati izrazeni su kao mmol GAE/g suve mase
biljnog materijala (Ainsworth & Gillespie, 2007).

3.5.5.2.DPPH test

Za procenu antioksidativnog kapaciteta mahovina tretiranih poviSenim koncentracijama
cinka, bakra ili kadmijuma u medijumu, pored FCR, koris¢en je i DPPH esej. Ovaj test predstavlja
brzu i jednostavnu kolorimetrijsku metodu, koju je prvi opisao Blois (1958), a koja se zasniva na
reakciji antioksidanata koje biljni ekstrakt sadrzi sa rastvorom DPPH radikala. DPPH radikal
predstavlja organski radikal azota, €iji apsorpcioni maksimum u UV/vidljivom delu spektra se
nalazi na oko 520 nm. Odlikuje se velikom stabilno$¢u u poredenju sa drugim radikalima, koja je
omogucena delokalizacijom elektrona unutar molekula, te za razliku od drugih radikala ne
dimerizuje. Sa nesparenim elektronom na atomu azota, ovaj radikal daje ljubicastu boju rastvoru.
Medutim, u prisustvu antioksidanata, dolazi do njegove redukcije i promene boje rastvora u zuto.
Ova reakcija se moze pratiti smanjenjem apsorbance na 520 nm, koje u odnosu na koncentraciju
antioksidanata pokazuje linearnu zavisnost. Nijansa obojenosti rastvora DPPH ukazuje na kapacitet
vezivanja radikala, tj. potencijal antioksidativnih jedinjenja da redukuju DPPH (Huang et al., 2005;
Pisoschi & Negulescu, 2011).

U ovom istrazivanju, DPPH test je raden prema protokolu opisanom u UroSevi¢ et al.
(2017). U zatamnjenom flakonu, obavijenom aluminijumskom folijom, napravljen je metanolni
rastvor DPPH tako da sadrzi 5 mg DPPH i 50 ml metanola. Potom je u ependorf tubama
napravljena reakciona smesa koja je sadrzala 400 pl prethodno pripremljenog rastvora DPPH, 100
ul uzorka (biljnog ekstrakta pripremljenog na isti nacin kao i za Folin - Ciocalteu test) i 500 pl
metanola, koja je inkubirana u mraku na sobnoj temperaturi 45 minuta. Kao negativna kontrola,
umesto 100 pl ekstrakta, reakciona smesa sadrzala je istu zapreminu metanola. Rastvori koji su
koriS¢eni kao slepa proba umesto biljnog ekstrakta sadrzali su po 100 pl metanola. Stepen redukcije
DPPH radikala pracen je spektrofotometrijski, merenjem apsorbance na 520 nm. Antioksidativna
aktivnost ekstrakata mahovina izraZena je kao procenat uklanjanja slobodnih radikala 1 izracunata
prema formuli:

AI.IZ
Efikasnost uklanjanja DPPH (%) = (1 - Y ) x 100 %
sp
gde je Ay - apsorbanca reakcione smeSe na 520 nm, a Asp — apsorbanca negativne kontrole (slepa
proba) na 520 nm.

3.6. Ramanova spektroskopija

Princip funkcionisanja i primena. Ramanova spektroskopija zasniva se na fenomenu
neelasticnog rasejanja svetlosti, koje se deSava usled interakcije elektromagnetnog zraCenja iz
bliskog infracrvenog, vidljivog ili ultraljubicastog (eng. ultraviolet, UV) dela elektromagnetnog
spektra sa vibracionim modovima (istezanje, savijanje i deformacije) veza molekula unutar uzorka
(Baranski et al., 2005; Baranska et al., 2013; Butler et al., 2016). Kada se uzorak izlozi nekom od
ovih tipova elektromagnetnog zracenja, vecina fotona se rasejava elasti¢no i zadrzava istu energiju
koju su imali i upadni fotoni. Ovakva interakcija fotona sa materijom naziva se Rejlijev efekat (eng.
Reyleigh scattering) (Movasaghi et al., 2007). Veoma mali udeo fotona (1 od 10 miliona) koji
pogode uzorak Ce biti neelasticno rasejano 1 imati razli¢itu energiju u odnosu na upadni foton usled
interakcije sa molekulima u uzorku. Istovremeno, molekuli bivaju pobudeni u viSa energetska stanja
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1 prilikom relaksacije vrac¢aju se u energetski razliito vibraciono stanje u odnosu na ono pre
izlaganja fotonu (Ramanov efekat) (Payne & Kurouski, 2021). U slucaju kada upadni foton dobije
energiju iz veze prisutne u molekulu koja se inicijalno nalazi u ekscitovanom vibracionom stanju,
rasejani foton ima vecu frekvencu, pa se ovakva pojava naziva anti-Stoks-Ramanovo rasejanje.
Ukoliko zavrsno osnovno stanje molekula ima viSe energije nego pocetno stanje, a emitovani foton
nizu frekvencu, ovakvo rasejanje naziva se Stoks-Ramanovo rasejanje (Parab & Tomar, 2012;
Rostron et al., 2016). Razlika u frekvenci izmedu upadne i neelasti¢no rasejane svetlosti predstavlja
Ramanov pomeraj, koji ukazuje na diskretne vibracione modove polarizabilnih molekula,
jedinstven je za svaki ovakav molekul i predstavlja se kao 1/cm (Movasaghi et al., 2007; Butler et
al., 2016). Intenzitet Ramanovog rasejanja proporcionalan je promeni u polarizovanosti molekula.
Prema Ramanovom selekcionom pravilu, promena polarizabilnosti molekula je rezultat izmesStanja
atoma u molekulu iz ravnoteznih polozaja usled molekulskih vibracija. Merenje pomeraja u energiji
rasejanog fotona predstavlja osnovu Ramanove spektroskopije (Rostron et al., 2016).

U disperzivnoj Ramanovoj spektroskopiji, za proucavanje vibracionih modova molekula
koristi se svetlost emitovana od strane lasera, koja se uz pomo¢ monohromatora izdvaja i
odgovaraju¢im so¢ivom usmerava na uzorak. Rasejana svetlost se tipicno sakuplja istim optickim
sistemom 1 usmerava u sprektrometar. Difrakcione reSetke vrSe disperziju rasejane svetlosti
(Ramanovog rasejanja) na detektor i medusobno se razlikuju po broju linija na povrsini (I/mm) koje
mogu varirati u opsegu od 150-4000 po milimetru. Vecéa frekvenca linija moze poveéati spektralnu
rezoluciju, ali i smanjiti spektralni intenzitet i opseg. S obzirom na to da je Rejlijevo rasejanje
znatno intenzivnije u poredenju sa Ramanovim, za dobijanje informativnog signala ovom metodom
neophodno je da elasti¢no rasejani fotoni budu opticki iskljuceni koriséenjem specificnih filtera
(Rejlijevi filteri) pre ulaska rasejanih fotona u spektrometar. Neelasti¢no rasejane fotone hvataju
jako senzitivni CCD detektori (eng. charge coupled devices, CCDs) (Butler et al., 2016; Payne &
Kurouski, 2021). Na osnovu jedinstvenih obrazaca rasipanja svetlosti, ova tehnika pruza
informacije na molekularnom nivou, omogucavajuci ispitivanje funkcionalnih grupa, tipova veza i
molekularnih konformacija u uzorku (Movasaghi et al., 2007). Ramanova spektroskopija ima
visoku molekularnu specifi¢nost, a dobijeni spektri mogu dati i kvantitativne podatke, ukoliko je
izvrSena adekvatna kalibracija uredaja (Butler et al., 2016).

Ramanova spektroskopija koristi se za nedestruktivnu 1 biohemijski specificnu detekciju
organskih molekula, esto prisutnih samo u tragovima u uzorku (Altangerel et al., 2017). Glavna
prednost ove u odnosu na druge sli¢ne tehnike, poput infracrvene spektroskopije, ogleda se u
mogucénosti efikasne in vivo analize biljnog materijala, zbog toga §to voda usled niske
polarizabilnosti daje slab signal u Ramanovoj spektroskopiji, koji ne interferira sa signalima
poreklom od analita (Parab & Tomar, 2012; Baranska et al., 2013). Dodatno, za razliku od HPLC
tehnike (eng. high-performance liquid chromatography), koja predstavlja jednu od najceSce
kori$¢enih tehnika za analizu organskih jedinjenja u biljnom materijalu, Ramanova spektroskopija
ne zahteva koriS¢enje rastvaraca i duge procese pripreme biljnog materijala (Baranski et al., 2005).
Dobijanje biohemijskih i strukturnih informacija moguce je bez upotrebe obelezivaca u vidu boja i
drugih hemikalija, te su troskovi za reagense prilikom svake analize svedeni na nulu, a za analizu
uzorka dovoljno je svega nekoliko sekundi (Butler et al., 2016; Payne & Kurouski, 2021).
Ramanovom spektroskopijom moguce je analizirati vrlo kompleksne uzorke 1 veci broj vrsta
molekula istovremeno. Osim toga, pracenjem biosinteze i degradacije odredenih jedinjenja u
biljkama u in vivo uslovima, moguéa je detekcija ranih odgovora ovih bioloskih sistema na razli¢ite
tipove abiotiCkih stresova (Altangerel et al., 2017). Ramanova spektroskopija u kombinaciji sa
mikroskopijom moZe dati informacije o molekulima sa visokom prostornom rezolucijom na
¢elijskom nivou. Ramanovi spektri se mogu dobiti iz jedne tacke ili mapiranjem duz odredene ose
(jednodimenzioni) ili u odredenoj zoni (dvodimenzioni). Rezultati dobijeni na ovaj nacin mogu biti
predstavljeni u vidu spektroskopske mape i direktno poredeni sa odgovoraju¢om vizuelnom slikom
ispitivanog uzorka, pruzaju¢i dodatne detaljne informacije u vezi sa distribucijom analita prisutnih u
povrsinskom sloju biljnog uzorka (Baranski et al., 2005; Baranska et al., 2013).
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Priprema uzoraka za Ramanovu spektroskopiju, obrada spektara i analiza. U cilju
detekcije specificnih molekulskih vibracija u regionu od 200-1800 cm™, poznatijem kao
,fingerprint® region, biljke vrsta A. undulatum i H. cupressiforme iz razli¢itih tretmana sa Zn- i Cu-
acetatima u podlozi, kao i biljke iz kontrolnih grupa, analizirane su koriS¢enjem Ramanove
spektroskopije. Za analizu su odabrani samo filoidi gametofora, jer je njihova debljina omogucdila in
situ analizu, bez posebnih priprema materijala pre izlaganja laseru. Kako bi se izvrsilo spektralno
mapiranje 1 ispitao efekat metala iz medijuma na razliCite delove primarnog modula iste biljke,
odabran je i analiziran po jedan filoid na tri razlicite pozicije duz eksplantata (baza, sredina i vrh)
(Slika 16A). Po isteku eksperimentalnog perioda, eksplantati su vadeni pincetom i prebacivani u
Petri kutije sa dejonizovanom vodom neposredno pred merenje, kako bi se izbeglo isuSivanje i
uklonio medijum sa povrSine biljaka. Entomoloskom pincetom, vodeéi ratuna da ne dode do
ostecenja ¢elija lamine filoida, ne vade¢i biljku iz vode, odvajan je po jedan filoid bazalne, srediSnje
i apikalne pozicije (Slika 16A), koji su potom prebacivani na kvarcna predmetna stakla i snimani
Ramanovim spektrometrom. Bazalno pozicionirani filoidi predstavljaju filoide primarnog modula
koji su u toku eksperimenta bili uronjeni u medijum, pri cemu je za merenje uvek biran tre¢i filoid
od osnove ka vrhu gametofora. Odabirom ovog filoida smanjena je verovatnoca da su potencijalne
promene filoida posledica mehani¢kog oSte¢enja prilikom odvajanja i prebacivanja eksplantata na
medijume, a ne posledica efekta metala. SrediSnji filoid biran je sa dela biljke koji se nalazio
neposredno iznad medijuma, tako da nijedan njegov deo nije bio u kontaktu sa medijumom u toku
eksperimentalnog perioda. Vr$ni filoid uziman je sa pozicije koja je najdistalnija u odnosu na bazu
eksplantata. Svaki filoid sniman je u tri razli¢ite tatke duz njegove uzduzne ose — pri bazi, u
sredisnjem delu i u vr$nom delu (Slika 16B). Odabir mernih tacaka vrSen je pomocu svetlosnog
mikroskopa povezanog sa Ramanovim spektrometrom, izbegavajuéi region centralnog rebra (u
slucaju A. undulatum) i region marginalnih ¢elija. Za svaku biljku snimljeno je ukupno 9 spektara,
pri ¢emu su tri biljke poreklom iz razli¢itih Petri kutija istog tretmana predstavljale nezavisna
ponavljanja.

Snimanje spektara filoida vrieno je u opsegu od 200 — 1800 cm™, Ramanovim
spektrometrom XploRA (Horiba Jobin Yvon, Francuska), povezanim sa mikroskopom Olympus
BX4Im. Pobudivanje Ramanovog rasejanja postignuto je laserom talasne duZine 532 nm,
maksimalne izlazne snage 20 — 25 mW, sa disperzionom resetkom od 1200 linija/mm. Integraciono
vreme pri svakom individualnom merenju bilo je 5 sekundi, a korekcija filtera 5 %. Karakteristi¢ni
pik silicijuma na 520,47 cm™ kori$éen je za kalibraciju, a spektralna rezolucija svih merenja je oko
3 cm™. Analiza Ramanovih spektara izvrsena je pomocu softvera LabSpec 6 (Horiba Jobin Yvon).
Zbog kompleksnosti bioloskih sistema, pre hemometrijskih analiza, izvrSeno je predprocesovanje
podataka, koje je podrazumevalo korekciju bazne linije i normalizaciju intenziteta svih spektara na
osnovu pika najviSeg intenziteta pomocu softvera Spectragryph, version 1.2.14.

Analiza spektralnih podataka dobijenih Ramanovom spektrometrijom, kao 1 izvlacenje
bioloSki vaznih informacija je vrlo kompleksno 1 cesto podrazumeva koriS¢enje tehnika
multivarijacione analize, kako bi se efektivno izvukle hemijske i strukturne informacije u osnovi
dobijenih rezltata (Butler et al., 2016). Jedan od Cesto koriS¢enih matematickih algoritama koji
redukuje dimenzionalnost podataka, zadrzavaju¢i najveci deo varijabilnosti u skupu podataka je PC
analiza (eng. principal component analysis, PCA) (Ringnér, 2008). Ova tehnika moZe efektivno
smanjiti Ramanov spektar na definisan broj nepovezanih varijabli koje se nazivaju glavne
komponente (eng. principal components, PC) i koje objasnjavaju onu varijansu koja je spektralno
zna¢ajna. PCA moZe biti koriS¢ena za rekonstrukciju spektara koriste¢i samo nekoliko znacajnih
glavnih komponenti, zadrzavaju¢i znacajne spektralne podatke, istovremeno odstranjujuci
pozadinski Sum (Butler et al., 2016). Nakon predprocesovanja, PCA i Klaster analiza spektara
filoida mahovina izvr$ena je za region od 200-1800 cm ™%, pomodu softvera PAST (Hammer et al.,
2001).
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Slika 16. Odabir filoida i tacaka za snimanje Ramanovom spektroskopijom. A — Pozicija merenih
filoida duz primarnog modula biljke: b — bazalna, s — sredisnja, a — apikalna; B — Pozicija tacaka u
kojima je vr§eno merenje duz individualnih filoida: 1 — baza, 2 — sredina, 3 — vrh filoida

Na graficima spektara svakog od filoida, kao i graficima rezultata PC i klaster analize,
uzorci su obelezeni skracenicama koje sadrze skra¢eno ime vrste mahovine (Au — A. undulatum, Hc
— H. cupressiforme), koncentraciju metala u podlozi u datom tretmanu (K — kontrola, 200 ili 700),
vrstu metala kojim su biljke tretirane (Cu, Zn), naznaku tipa eksperimenta (se — kratkotrajni stres;
le- dugotrajni stres) i poziciju ispitivanog filoida duz primarnog modula kauloida (b-baza, s-sredina,
a- apeks).

3.7. Tehnike bazirane na fluorescenciji rendgenskih zraka

Za odredivanje koncentracija mineralnih elemenata u mahovinama (“bulk™) iz razli¢itih
tretmana, kao i kvantitativnu vizuelizaciju njihove distribucije u individualnim biljakama, kori§¢ene
su tehnike koje se zasnivaju na fluorescenciji rendgenskih zraka atoma u uzorku: rendgenska
fluorescentna spektrometrija (XRF spektrometrija), energetski disperzivna mikroanaliza X-zraka
(eng. Energy- Dispersive X-ray microanalysis - EDX), i metoda mikro-protonski indukovane
emisije X zraka - mikro-PIXE (eng. micro-proton-induced X-ray emission, mikro-PIXE, uPIXE).

Rendgenski zraci (X zraci) su elektromagnetni talasi ¢ije talasne duzine se nalaze u opsegu
od 0,001 nm - 80 nm, odnosno opsega energija od 1,2 MeV do 15 eV, $to odgovara vezivnim
energijama elektrona u unutrasnjim ljuskama (K, L, M, N) atoma (Vogel-Mikus et al., 2012).
Prilikom izlaganja materije ubrzanim naelektrisanim Cesticama (elektroni, protoni ili a-Cestice),
usled njihovog usporavanja prolaskom kroz Kulonova polja jezgara atoma u materijalu, dolazi do
nastanka i emitovanja X zra¢enja €iji je spektar kontinualan (neprekidan), a koje se naziva zako¢no
zracenje (“Bremsstrahlung” ili bela radijacija) (Markowicz, 2002; Jenkins, 2006). Osim zako¢nog
zraCenja, usled Kulonovih interakcija ubrzanih naelektrisanih Cestica sa elektronima unutra$njih
ljuski elemenata (K, L, M), mozZe do¢i do jonizacije atoma u ovim ljuskama i izbacivanja vezanih
elektrona. Vracanje atoma u energetski stabiljnije stanje (relaksacija) podrazumeva popunjavanje
praznina elektronima iz spoljasnjih ljuski (L, M, N), koji tada prelaze iz viSeg u nize energetsko
stanje, a razlika u energiji izmedu dva stanja moze biti emitovana u vidu karakteristicnih X fotona
(diskretnih spektralnih linija - K, L, M linije), koji su prema svojoj energiji tipi¢ni za odredeni
hemijski element (Markowicz, 2002; VVogel-Mikus et al., 2012).
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Osim interakcijom sa ubrzanim naelektrisanim Cesticama, jonizacija unutra$njih ljuski
atoma moguca je apsorpcijom fotona rendgenskih zraka ¢ija je energija jednaka ili ve¢a od vezivnih
energija elektrona u ovim ljuskama, kroz proces koji se zove fotoelektri¢ni efekat. Pobudujuc¢i X
zraci mogu biti emitovani od strane razlicitih primarnih izvora (cevi rendgenskih zraka koje emituju
zako¢no X zracenje i karakteristicne X zrake, radioizotopi, sinhrotron i sl.). Prilikom vracanja
atoma u stabilnije stanje, jedan od nacina oslobadanja viska energije je fluorescencija
karakteristicnih X zraka, ¢ija energija odgvara razlici u energiji nivoa izmedu kojih se vrsi prelazak
elektrona (K, L i M linije) (Vogel-Mikus et al., 2012).

Kada je uzorak sacinjen od velikog broja razliitih atoma, svaki atom ¢e produkovati niz
karakteristi¢nih rendgenskih zraka razli¢itih talasnih duzina, u zavisnosti od broja i tipa prelaza
elektrona u toku relaksacije, koji su prema svojoj energiji tipi¢ni za odredeni element. Ovo svojstvo
predstavlja osnovu elementalne karakterizacije uzoraka XRF metodama (Jenkins, 2006). XRF
spektrometrija omogucava “bulk” analizu elemenata u razliCitim materijalima, medutim, XRF
predstavlja i osnovu sofisticiranih spektroskopskih tehnika za vizuelizaciju prostorne lokalizacije i
distribucije odredenih elemenata u bioloSkim uzorcima (Vogel-Mikus et al., 2012). Kvantitativna
lokalizacija metala koji su u tragovima prisutni u bioloskim uzorcima, narocito kada su u pitanju
uzorci malih dimenzija, namece stroge kriterijume pri odabiru analitickih metoda. Tri glavne
osobine koje se razmatraju prilikom odabira su senzitivnost (minimalni limit detekcije — MDL, ili
limit detekcije — LOD), prostorna selektivnost i kvantitativna preciznost (Garman & Grime, 2005;
Vogel-Mikus et al., 2014).

3.7.1. Energetski disperzivna mikroanaliza rendgenskih zraka

Energetski disperzivna mikroanaliza rendgenskih zraka predstavlja tehniku za analizu
hemijskih elemenata zasnovanu na emisiji karakteristicnih X zraka atoma u uzorku, pobudenih
dejstvom fokusiranog snopa elektrona emtiovanog od strane skenirajuceg elektronskog mikroskopa
(eng. scanning electron microscope — SEM) (Abd Mutalib et al., 2017; Scimeca et al., 2018).
Emitovani X zraci razli¢itih talasnih duzina mogu se meriti foton-energetski-senzitivnim
detektorom, a energija zraka zavisi od atomskog elementa u kome je do interakcije doslo. Sistem za
detekciju u EDX simultano prikazuje sve X zrake koji su sakupljeni u toku bilo kog pojedinacnog
perioda analize, a njihova energija se reprodukuje u vidu spektra koji predstavlja histogramski
prikaz broja zraka u zavisnosti od energije X zraka. Spektar daje semikvalitativne i
semikvantitativne podatke, pri ¢emu pozicija pika u spektru i energija omogucavaju identifikaciju
elementa, a povrSina ispod pika proporcionalna je broju atoma datog elementa u ozracenoj povrsini
uzorka. Iako je EDX pre svega tehnika za elementalnu analizu povrsinskih slojeva uzoraka, imajuéi
u vidu relativno jednostavnu anatomsku gradu 1 mali broj slojeva celija koji ¢ine razlicita tkiva
mahovina, ovo ne predstavlja ograni¢avaju¢i faktor pri analiziranju. Ovom tehnikom moguca je
detekcija elemenata ¢iji je atomski broj ve¢i od 10. Najmanja koncentracija elemenata koju je
moguce detektovati je oko 0,1 mmol/kg suve mase uzorka (oko 10 ppm), dok prostorna rezolucija
varira u opsegu od 10 nm do nekoliko mikrometara. Bioloski uzorci koji sadrze teske metale imaju
viSe limite detekcije usled ja¢eg pozadinskog Suma. Dodatno, LOD elemenata sa velikim atomskim
brojem (dobijen pomoc¢u L ili M linija) su u odredenoj meri visi usled nizeg odnosa pika prema
pozadini nego u slucaju K linija. U EDX mikroanalizi, analiti¢ki rezultati dobijaju se iz uzoraka koji
su pripremljeni u skladu sa principima elektronske mikroskopije. U slu¢aju bioloSkih uzoraka, to
podrazumeva dehidrataciju tkiva pre mikroanalize elektronskom mikroskopijom, pri ¢emu je vazno
primeniti tehnike koje ¢e omoguciti zadrzavanje elemenata na njihovom fizioloSkom aktivnom
mestu, kako bi analiza bila tacna i dala smislene rezultate. Kvantifikacija EDX tehnikama je jako
teSka i zahteva koriS¢enje standardnih uzoraka. Za svaki pojedina¢ni element, niz standarda mora
biti analiziran pri razli¢itim koncentracijama kako bi se dobili pouzdani podaci (Scimeca et al.,
2018).

Energetski disperzivna mikroanaliza X zraka kod mahovina. Kako bi se detektovao
bakar vezan za pojedinacne biljke A. undulatum iz razli¢tih tretmana Cu-acetatom i kodistribucija
drugih elemenata, koris¢en je EDAX sistem (Ametek GmbH, Germany) povezan sa Philipps XL 20
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skeniraju¢im elektronskim mikroskopom, koji omogucava energetski disperzivnu mikroanalizu
rendgenskih zraka. Ovaj sistem je omogucio detekciju tkivno-specificnih promena u sastavu
elemenata A. undulatum. Nakon isteka ecksperimentalnog perioda, biljke su pazljivo vadene
pincetom izbegavajuc¢i kontaminaciju medijumom i suSene na sobnoj temperaturi do postizanja
konstante tezine. Nakon toga, uzorci su montirani na aluminijumske nosace uzoraka opremljene
SEM-karbonskim trakama (PELCO Tabs™ Carbon Conductive Tabs, Double Coated, Christine
Gropl, Austria) 1 oblozene ugljenikom (Carbon coater EPA 101) kako bi se spreilo povrSinsko
naelektrisanje. Sakupljanje podataka, uklanjanje pozdinskog Suma i element-specifi¢na analiza
spektara vrSeni su softverom EDAX-Genesis software Version 5.11 (Ametek Material Analysis,
USA). U toku mikroanalize SEM potencijal za ubrzavanje elektrona bio je 30 kV, radna daljina 12
mm (od uzorka do zavrSnog sociva), nagib 15°, “take-off *“ ugao 27.21°, “dead time” priblizno 30%
i vreme merenja 100s (Lsec 100) za svaku analizu. Kako bi se postigla statisticka znacajnost,
vrSena su najmanje 22 merenja filoida 1 izdanka po biljci. S obzirom na to da je EDX semi-
kvantitativna metoda i sadrzaj bakra se detektuje u odnosu na druge elemente, odabrani su sledeci
elementi: C, N, O, Na, Mg, Al, Si, P, S, Cl, Cd, K, Ca, Fe, Ni, Cu i Zn. Sve koncentracije izraZzene
su kao tezinski procenat suve mase uzorka (% wt). PoSto ne postoji referentni materijal za A.
undulatum, kao referentni uzorci kori$¢ene su kontrolne biljke (Sabovljevi¢ et al., 2020).

Za karakterizaciju odnosa izmedu sadrzaja bakra i odabranih hemijskih elemenata u
biljakama A. undulatum, kori$¢en je Spearman-ov koeficijent korelacije (p). Posto je efekat primene
200 uM Cu-acetata bio manje izrazen u odnosu na 700 uM Cu-acetat, predstavljene su vrednosti
samo za biljke iz tretmana sa viSom koncentracijom ovog acetata.

3.7.2. XRF spektrometrija

Rendgenska fluorescentna spektrometrija je nedestruktivna analiti¢ka tehnika koja se koristi
za kvalitativnu i kvantitativnhu analizu elementalnog sadrzaja razliCitih materijala, sa Sirokom
primenom u industriji, rudarstvu, mineralogiji, geologiji, farmaciji, analizi voda i otpadnih materija
u zivotnoj sredini, kao i u razli¢itim nau¢nim istrazivanjima (Brouwer, 2006). lako znatno manje
zastupljena u analizi bioloskih materijala, u poredenju sa tehnikama poput atomske apsorpcione
spektroskopije ili induktivno spregnute plazma atomsko-emisione spektroskopije (eng. inductively
coupled plasma atomic-emission spectroscopy, ICP-AES), sa razvojem sistema za detekciju i
obradu signala, XRF spektrometrija je postala brza, isplativa i senzitivna tehnika za elementalnu
analizu bioloskih uzoraka, ¢ije prednosti su posebno vazne sa tacke zastite Zivotne sredine (Vogel-
Mikus et al., 2012). Ono §to ovu metodu ¢ini pogodnom za analizu biljnog materijala je:

a) Mogucnost direktne analize ¢vrstih uzoraka,

b) Istovremena analiza veéeg broja elemenata,

€) Moguénost kvalitativne, semikvatitativne i kvantitativne analize,

d) Sirok opseg elemenata koje je moguée detektovati (od berilijuma do uranijuma),
e) Opseg detekcije koncentracija od (sub)ppm do 100%,

f) Niski troskovi po analizi,

g) Visoka senzitivnost i reproducibilnost (Brouwer, 2006; Margui et al., 2009).

U standardnoj XRF spektrometriji, najées¢i izvor ekscitacije atoma u uzroku predstavlja X
zraCenje emitovano iz vakumskih cevi gde elektroni iz uZzarenog volframskog filamenta u sudaru sa
ohladenom anodom dovode do emitovanja zako¢nog 1 karakteristicnog X zraCenja (primarni X
zraci) koje pobuduje atome u uzorku dovode¢i do emisije karatkeristicne XRF (Helsen &
Kuczumow, 2001). Merenjem talasnih duZzina ili energija karakteristiénih fluoresciranih X zraka
vr$i se identifikacija elemenata, dok merenje njihovog intenziteta omogucava procenu koncentracije
datog elementa u ispitivanom uzorku (Brouwer, 2006; Jenkins, 2006; Vogel-Mikus et al., 2012).
Jedan od vaznih preduslova za analizu materijala XRF spektrometrijom je homogenost i ravna
povrsina uzorka, s obzirom na to da XRF spektrofotometri analiziraju povrSinske slojeve, zbog cega
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oni moraju biti reprezentativni za ceo uzorak (Brouwer, 2006). Zbog ovoga, vecina uzoraka u
¢vrstom stanju zahteva predtretman kojim se postize njihova homogenost, kako bi merenja bila
kvalitetna i reproducibilna. To u slucaju biljnog materijala najces¢e podrazumeva liofilizaciju, kako
bi se imobilisala ili uklonila voda iz uzoraka, a zatim mrvljenje ili mlevenje u fini prah, koje je
praceno peletizacijom pod velikim pritiskom (Margui et al., 2009).

XRF spektrometrijska analiza mahovina. Nakon isteka eksperimentalnog perioda, biljke
H. cupressiforme su za XRF analizu vadene pincetom iz medijuma, kratko prebacivane u Milli-Q
vodu, nakon Cega su susene blagim tapkanjem ubrusom, ubacivane u kesice od aluminijuma i brzo
smrzavane u te¢nom azotu. Uzorci su potom liofilizovani na temperaturama od -188°C do -25 °C i
pritisku 0.34 mbar u trajanju od tri dana (Scanvac CoolSafe), spraseni u tecnom azotu pomocu
avana i tucka, i pomocu ru¢ne prese oblikovani u kruzne pelete. Za XRF analizu mineralnih
elemenata u mahovinama (“bulk”) razli¢itih tretmana koris¢en je uredaj Peduzo TO1 (JSI,
Slovenija), opremljen rendgenskom cevi sa Rh anodom ekscitacione energije 20,2 keV, i SDD (eng.
silicon drift diode) detektorom (Amptek, USA) energetske rezolucije 120 eV na 5,9 keV. Svaki
pelet meren je sa dve strane u tri ponavljanja. Spektri su analizirani pomo¢u LabVIEW programa
(Kump et al, 2011). Na ovaj nacin u biljkama su odredene ukupne koli¢ine fosfora, sumpora,
kalijuma, kalcijuma, kao 1 metala koji su biljkama dodavani u podlogu u visku u vidu acetatnih soli
(cink, bakar i kadmijum).

3.7.3. Mikro-protonski indukovana emisija X zraka (uPIXE)

PIXE predstavlja analiticku tehniku za kvantitativnu analizu makro- i mikroelemenata u
razil€itim tipovima materijala, koja se zasniva na fluorescenciji karakteristicnih X zraka uzorka
pobudenih snopom protona (2 - 4 MeV) precnika nekoliko milimetara (Malmgqvist, 1986; Garman
& Grime, 2005; Vogel-Mikus et al., 2014). Verovatnoca gubitka energije u vidu zako¢nog zracenja
opada sa porastom mase mirovanja Cestica, zbog Cega protoni imaju znatno niZi intenzitet bele
radijacije u odnosu na elektrone (Markowicz, 2002). Niski kontinualni pozadinski Sum u XRF
spektru koji indukuju protoni, a koji dominantno potice od zaustavnog zraenja protona i
zaustavnog zraCenja sekundarnih elektrona, zajedno sa velikim efikasnim presekom jonizacije
(verovatnoc¢e da dode do jonizacije), omogucavaju visoku elementalnu senzitivnost PIXE. Limit
detekcije varira u opsegu 0,1 - 1 pg/g (ppm) za elemente ¢iji je atomski broj izmedu 201 40 (20 < Z
< 40), dok je za sve ostale elemente periodnog sistema od natrijuma do uranijuma znatno nizi
(Malmqvist, 1986; Vogel-Mikus et al., 2014; Ishii, 2019). Unapredenjem standardne PIXE tehnike
omoguceno je fokusiranje protonskog snopa na sub-mikrometarske dimenzije (uPIXE), a ovakvi
sistemi sa visokoenergetskim fokusiranim protonskim zracima se ¢esto nazivaju mikroprobe
(Vogel-Mikus et al., 2014). Skeniranjem uzorka fokusiranim snopom protona u raster modu (tacke
skeniranja rasporedene su ravnomerno u redove i kolone, obrazac 256 x 256) i detekcijom
indukovane XRF, PIXE spektar se sakuplja za svaku raster tacku. Na osnovu ovih spektara, moguce
je konstruisati elementalne mape koje pokazuju razlike u koncentracijama elementa u razli¢itim
delovima uzorka (Garman & Grime, 2005; Vogel-Mikus et al., 2014).

U metodoloskom pogledu, pPIXE ima dosta slicnosti sa sinhrotronskom mikro-
rendgenskom fluorescentnom spektroskopijom (SR-mikro-XRF) i EDX mikroanalizom. Medutim,
u odnosu na EDX, mikro-PIXE ima priblizno dva puta veéu elementalnu senzitivnost. Senzitivnost
UPIXE moze se porediti sa SR-mikro-XRF (Vogel-Mikus et al., 2012). Prednost mikro-PIXE u
odnosu na SR-mikro-XRF je to $to u vecini slucajeva se vrsi paralelno sa metodama koje se
baziraju na detekciji elasticno rasutih protona iz uzorka (eng. Rutherford backscattering
spectroscopy, RBS) i sa merenjem gubitka energije protona u uzorku (eng. scanning transmission
ion microscopy, STIM)), Sto omogucava eksperimentalno utvrdivanje debljine, kao 1 sadrzaj
matriksa lakih elemenata, ¢ime je moguca potpuna kvanitfikacija sadrzaja elemenata u uzorku.
Osim ovoga, prednost mikro—PIXE tehnike u analizi biljnog materijala ogleda se u ¢injenici da
omogucava simultano dobijanje informacija o distribuciji 1 koncentraciji gotovo svih elemenata u
rasponu od Na do U, dok sa SR-mikro-XRF cesto nije moguca simultana vizuelizacija lokalizacije
celog opsega elemenata u biljnim tkivima. Mikro-PIXE elementalne mape za elemente koji su
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dominantni u fiziologiji tkiva (kalijum, kalcijum, sumpor i fosfor) obi¢no daju visoko-kontrastne
slike, koje se lako mogu povezati sa slikama dobijenim optickom ili elektronskom mikroskopijom.
Mikro-PIXE je multielementalna tehnika, gde se svi elementi detektuju simultano, ali trajanje i
ugao pojedina¢nih merenja jako zavisi od ciljnih mikroelemenata Kkoji se ispituju. Kada je
interesovanje primarno vezano za distribuciju lakih i elemenata srednjih vrednosti atomskog broja,
vreme potrebno za jedno merenje varira od 10 minuta do nekoliko sati. U drugim slucajevima, kao
Sto je distribucija kadmijuma u biljnim tkivima, jedno merenje moze trajati i 2 dana (\VVogel-Mikus
et al., 2012, 2014). Mikro-PIXE je tehnika izbora za mapiranje distribucije elemenata u bioloskim
tkivima u sluCajevima kada su istovremeno neophodni visoka elementalna senzitivnost, visoka
lateralna rezolucija i potpuna kvantifikacija. Osnovne komponente mikro- PIXE sistema
podrazumevaju akcelerator jona, sociva za jone, skenirajuci sitem, detektore i softver za sakupljanje
i obradu podataka (Vogel-Mikus et al., 2014).

Priprema uzoraka je jedan od najkriti¢nijih koraka u studijama lokalizacije elemenata u
biljnom tkivu. Konacni cilj je ocuvati distribuciju elemenata kao i morfologiju tkiva, ¢elijskih 1
morfologije tkiva i hemijska redistribucija budu ograniceni na dimenzije koje su manje od
rezolucije mikroprobe. Za ovakve analize opste prihva¢eno je da samo tehnike pripreme koje se
baziraju na niskim temperaturama eliminiSu potencijalne artefakte koji mogu nastati primenom
tehnika koje se baziraju na hemijskim tretmanima. Smrzavanje uzorka je najceS¢e praceno se€enjem
na niskim temperaturama, nakon cega se vrsi liofilizacija ili direktno merenje u smrznutom-
hidratisanom stanju. Krajnji cilj pri smrzavanju tkiva za mikro-PIXE analizu je formiranje
amorfnog leda umesto heksagonalnih kristala koji bi doveli do oSte¢enja morfoloskih struktura
uzorka. Ovo se postize brzim smrzavanjem (stopom od 10%-10° po sekundi). Uranjanje uzoraka u
te¢ni azot na njegovoj tacki klju¢anja (196°C) ne omoguéava brzo smrzavanje jer te¢ni azot pri
klju¢anju formira izolacioni film od gasa N2 oko uzorka, koji usporava prenos toplote iz uzorka u
kriogenu te¢nost. Stope hladenja mogu se poboljsati korisS¢enjem odgovarajucih kriogena kao s$to su
propan ili izopentan, koji su ohladeni te¢nim azotom. Propan ima tacku topljenja koja je bliska tacki
klju¢anja te¢nog azota (—188°C), dok je tacka topljenja izopentana —160°C. Ovo znaci da propan
moze biti u teénom stanju duzi vremenski period u odnosu na izopentan, te je pogodniji za
zamrzavanje veceg broja uzoraka (Vogel-Mikus et al., 2014).

Kvalitativna i kvantitativna analiza i mapiranje distribucije elemenata u mahovinama
H. cupresssiforme i A. undulatum tehnikom mikro — PIXE. Po zavrSetku tretmana, mahovine su
vadene pincetom iz medijuma i kratko prebacivane u Petri kutije sa Milli-Q vodom, kako bi uklonio
medijum sa povrSine biljaka. Nakon suSenja kontaktom sa papirnim ubrusom, biljke su dalje
pripremane u skladu sa procedurom za kriofiksaciju biljnog materijala za mikro-PIXE analizu, koja
je optimizovana u Laboratoriji za biljnu fiziologiju, Odeljenja za biologiju, Biotehnickog
univerziteta u Ljubljani (Vogel-Mikus et al., 2009, 2014). Koriste¢i drvene modle odgovarajuce
veli¢ine (duzine oko 1 cm), pre vadenja biljaka iz medijuma, ru¢no su napravljeni aluminijumski
bunariéi, 0,5 cm visine i1 0,5 cm Sirine u koje je do 2/3 visine sipan medijum za smrzavanje tkiva
(Tissue Tek, Leica biosystems), koji ima potpornu ulogu u toku seCenja uzoraka u kriotomu. Kako
bi se izvrSilo mapiranje hemijskih elemenata u popre€nim presecima vrSnog i bazalnog dela iste
biljke, svaka biljka je skalpelom, neposredno pre kriofiksacije, se€ena poprecno na dve polovine.
One su potom stavljane u dva razli¢ita aluminijumska bunarica, tako da u potpunosti budu uronjene
u medijum za smrzavanje tkiva (Slika 17A). Svaki od bunari¢a je obelezen tako da sadrzi
informaciju o vrsti mahovine, tipu tretmana, delu biljke i njegovoj orijentaciji unutar bunari¢a u
odnosu na njegovu poziciju unutar intaktne biljke (Slika 17B).

Za kriofiksaciju koris¢eni su aluminijumski termoblokovi koji se sastoje iz dve pregrade. U
spoljasnu pregradu od sipa se tecni azot. Kada se termo-blok ohladi, propan se ubacuje u unutrasnju
pregradu iz boce za gas preko plasticnog creva sa ventilom i bakarnom cevi na kraju. Bakarna cev
se prvo ohladi u te€nom azotu, a potom se ventil postepeno otvara kako bi doslo do kondenzacije 1
prelaska propana u tecno stanje u unutr$njem odeljku termo-bloka. Ceo aluminijumski termoblok je
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spolja dodatno izolovan polistirenom, kako bi se sprecilo brzo isparavanje te¢nog azota. Posto
mesavina propana i kiseonika moze biti jako eksplozivna, a duga izlozenost te¢nom azotu u
zatvorenoj prostoriji moze dovesti do guSenja, cela procedura pripreme uzoraka radena je u dobro
provetrenoj prostoriji, kako bi koncentracija oba gasa u vazduhu bila §to manja. Nakon pripreme
termobloka, svaki bunari¢ sa medijumom 1 polovinom biljke polako je pincetom spuStan u ohladeni
propan, drzan oko 30s u njemu, a potom brzo prebacivan u pregradu sa te¢nim azotom (Slika 17C,
D). Nakon smrzavanja, svi uzroci su uz pomo¢ te¢nog azota prebaceni direktno u krio-mikrotom
kako bi se izbeglo njihovo otapanje pre secenja.

Slika 17. Kriofiksacija, kriosecenje i liofilizacija uzoraka za mikro-PIXE anlizu. A — Ubacivanje i
pozicioniranje biljke u Al-bunari¢ sa medijumom za zamrzavanje; B — lzgled pripremljenog
uzoraka za zamrzavanje; C — Ubacivanje bunari¢a u unutra$nji odeljak termo-bloka; D —
zamrzavanje uzorka u propanu i prebacivanje u spoljasnji deo termo-bloka; E — pri¢vrséivanje
uzoraka medijumom za zamrzavanje za diskove za uzorke i aklimatizacija u kriokomori; F —
krioseéenje; G — Izgled aluminijumskih posudica sa Celicnim poklopcima za fiksaciju uzoraka
prilikom liofilizacije; H — liofilizacija krio-preseka smeStenih u posudicama za fiksaciju unutar
nosaca za kriotransfer u liofilizatoru.

Svi uzorci seCeni su U Leica CM3050 kriotomu (Leica, Bensheim, Germany), pri
temperaturi kriokomore, CT = -30°C i temperaturi glave krio-mikrotoma, OT=-20 °C. Pre secenja,
uzorci su aklimatizovani u kriokomori u trajanju od 60 minuta kako bi se izbeglo pucanje prilikom
seCenja. Koriste¢i medijum za zamrzavanje tkiva, zaledeni uzorci su nakon skidanja Al-folije
pricvrs¢ivani za diskove za uzorke i ostavljani do o¢vr§éavanja medijuma, nakon cega je vrSeno
seCenje (Slika 17E). Debljina reza podesSena je na 60 um, kako bi se omogucio dovoljan prinos X
zraka u toku mikro — PIXE analize. Svi uzorci su seceni u istom smeru u kriotomu — od baze ka
apikalnom delu tog dela gametofora u odnosu na njegovu poziciju u biljci (Slika 17F). Nakon krio-
seCenja, preseci su pincetom brzo prebacivani izmedu tankih celuloznih filter-papira, unutar
posebno dizajniranih aluminijumskih posuda pre¢nika 1,5 ¢cm i pritiskani ravnim tegicem od
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nerdajuceg Celika, kako bi se sprecilo skupljanje 1 deformacija tkiva u toku liofilizacije (Slika 17G).
Ove posude su potom smestane u nosace za kriotransfer ohladene te¢nim azotom i prebacivane u
liofilizator (Scanvac CoolSafe) gde su preseci liofilizovani postepeno pri rastucoj temperaturi od
oko -188 °C do -25 °C i pritisku 0,34 mbar u trajanju 72 h, kako bi se izbeglo skupljanje uzoraka
(Slika 17H). Manipulacija krio-presecima do trenutka prenosa u liofilizator vr$ena je u kriokomori
instrumentima i opremom koji su prethodno ohladeni do temperature kriokomore, uz minimalnu
izloZenost sobnoj temperaturi.

Liofilizirani preseci su monitirani na aluminijumske drzace za mikro-PIXE analizu,
pokrivene tankom (oko 300 nm debljine) Pioloform folijom (SPI Chem). Priprema folije vrSena je
prema proceduri datoj od strane VVogel-Mikus et al. (2009). U staklenoj ¢asici u 25 ml hloroforma
rastvoreno je 0,333 g Pioloform-a uz pomo¢ magnetne mesalice i drzano u mraku do upotrebe.
Uranjanjem c¢iste mikroskopske plocice u rastvor na 5 s i potom drzanjem u vertikalnom polozaju,
kra¢om ivicom naslonjenom na ubrus, omogucéeno je cedenje viska rastvora, suSenje i formiranje
tankih slojeva folije na obe strane predmetne plocice. Nakon toga plocica je uronjena u ¢aSicu sa
dvostruko destilovanom vodom 1 folija blagim povla¢enjem pincetom za ivicu odvojena i izvucena
da pluta na povrsini vode. Uz pomo¢ aluminijumskih drzaca za mikro — PIXE analizu, koji su
drZzani pincetom, zahvatane su dobro formirane i neslepljene folije iz vode tako da prekriju kruzni
otvor na jednoj strani nosaca i potom pincetom zatezane preko povrsine celog nosaca, pazec¢i da ne
dode do pucanja ili nabiranja u predelu kruznog otvora (Slika 18A). Nakon susenja, na ovako
pripremljene nosace na deo koji sadrzi samo sloj folije pincetom su redani liofilizovani preseci tako
da ne dode do njihovog preklapanja, a zatim preklapani drugim nosafem, tako da presek bude
fiksiran izmedu dva sloja folije (Slika 18B). Ovako montirani uzorci pregledani su na svetlosnom
mikroskopu, kako bi se fotografisali i odabrali najkvalitetniji preseci za analizu (Slika 18C).

By

Slika 18. Montiranje krio-preseka na aluminijumske drzace za mikro-PIXE analizu. A — izgled
aluminijumskih nosac¢a za mikro-PIXE; B — krio-preseci montirani izmedu dva sloja Pioloform
folije aluminijumskih nosaca; C — pregledanje i odabir preseka za mikro-PIXE analizu pod svetlosni
mikroskopom

Prostorna distribucija elemenata na nivou tkiva odredena je nuklearnom mikroprobom Jozef
Stefan Instituta u Sloveniji. Procedura potpune kvantifikacije dodatno je poboljSana tehnikama koje
omogucavaju precizno odredivanje debljine merenih preseka. Kori§¢enjem softvera GEOPIXE Il 26
generisane su nezavisne numeri¢ke matrice za svaki element od interesa. Ove matrice su
importovane u ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/) softver za analizu slika kao tekst dokumenti, ¢ime
su dobijene 32-bitne koncentracijske mape raspodele, veli¢ine 256 x 256 piksela, gde svaki piksel
nosi informaciju o koncentraciji svakog pojedina¢nog elementa. Na svakoj mapi, koncentracija
ispitivanog elementa izrazena u ppm predstavljena je skalom boja. Sve tacke mape koje po
intenzitetu odgovaraju najvecoj pirkazanoj vrednosti na skali oznacavaju tu ili vecu koncenrataciju
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datog elementa. Selektovanjem delova mapa koji sadrze samo tkivo kauloida mahovina, izraCunate
su koncentracije kalcijuma, kalijuma, sumpora, i metala kori§¢enih za tretmane mahovina (cink,
bakar ili kadmijum) u popre¢nim presecima gametofora ispitivane dve vrste mahovina u zavisnosti
od tretmana. Pomocu istog programa, izvrSena je analiza kolokalizacije selektovanih elemenata.
Usled sistemski razlicite kalibracije mikro-PIXE detektora, u nekim merenjima nije bilo moguce
dobiti informacije o konkretnoj vrednosti koncentracija elemenata u datom preseku, te su u ovom
slucaju generisane 1 predstavljene kvalitativne mape distribucije, gde skala u boji odrazava relativnu
koncentraciju ispitivanog elementa u datom preseku.

3.8. Statisticka obrada podataka

U istrazivanjima sa viSefaktorskim dizajnom omoguceno je ispitivanje uticaja svih
kombinacija faktora pri svim njihovim nivoima (vrednostima) na ispitivane parametre Koji
predstavljaju zavisno promenljive (Sljivié-Ivanovi¢ et al., 2013). S obzirom na visefaktorski dizajn
ovog istrazivanja, analiza dobijenih rezultata morfogenetskih i biohemijskih ispitivanja, kao 1
rezultata vezanih za koncentracije hemijskih elemenata u biljakama sprovedena je primenom
metoda analize varijanse (FiSerov model). Znacajnost razlika izmedu srednjih vrednosti ispitivanih
parametara testirana je pomocu Takijevog testa (eng. Tukey’s HSD test) za prag znacajnosti P <
0,05.

Prisustvo statisticki znacajne interakcije izmedu dva (ili vise) faktora ukazuje na to da
promena vrednosti (nivoa) jednog faktora modifikuje delovanje drugog faktora na ispitivani
parametar, odnosno, efekat jednog faktora zavisi od vrednosti drugog ispitivanog faktora (Mic¢i¢ &
Duri¢, 1994). Tamo gde su izmedu dva faktora analizom varijanse utvrdene znacajne interakcije,
izvrSena je njihova dalja analiza sa ciljem da se utvrdi koji nivoi jednog faktora su uticali da se
znacajno modifikuje uticaj drugog faktora na ispitivani parametar. Za testiranje znacajnosti
interakcije dva faktora kori$¢en je metod analize jednostavnih efekata (eng. simple effects analysis),
a znacajne interakcije predstavljene su na graficima. PoSto zbog sloZenosti postupka testiranje
znacajnosti interakcija tre¢eg reda (interakcije tri faktora) u ovom istrazivanju nije vrSeno, u
specificnim sluc¢ajevima komentarisani su samo trendovi medusobnog uticaja tri faktora na
ispitivane parametre. Na graficima interakcija paralelne linije ukazuju na nepostojanje efekata
interakcije, dok delovi gde je njihova paralelnost u vecoj meri naruSena, ukazuju na moguénost
postojanja efekta interakcije prikazanih faktora na dati parametar.

U tabelama analize varijanse velikim slovima obeleZeni su glavni faktori, dok su njihove
interakcije naznaCene kao proizvod datih slova (npr. AxB za dvostruku interakciju, AXBXC za
trostruku interakciju). Razli¢iti stepeni statistiCke znacajnosti oznaceni su kao: *** = p < 0,001; **
=p<0,01; *= p<0,05, NZ = razlike nisu statisti¢ki znacajne. Vrednosti ispitivanih parametara u
tabelama prikazane su kao proseéne vrednosti + SD (standardna devijacija). Srednje vrednosti
razli¢itih nivoa istog faktora obeleZene istim malim slovom (a, b, c 1 sl.) nisu znacajno razlicite za
nivo verovatnocée P < 0,05 prema Takijevom HSD testu.

U komentarima rezultata analiza varijanse pod znacajnim efektima podrazumevaju se
statisti¢ki znacajni efekti, pri ¢emu je njihova znacajnost istaknuta odgovaraju¢im brojem zvezdica
u sumarnim tabelama analize.

Za statisticku obradu podataka metodama analize varijanse kori$¢en je softver IBM SPSS
Statistics (Version 26).
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4. REZULTATI

Kako bi se ispitao efekat povecanih koncentracija metala u podlozi na mahovine H.
cupressiforme i A. undulatum, kao i obrasci usvajanja metala kod ove dve vrste, odabrana su tri
metala — cink, bakar i kadmijum. Cink i bakar su odabrani kao predstavnici esencijalnih
mikroelemenata, razli¢itih hemijskih svojstava. Bakar je redoks-aktivni metal, dok je cink redoks-
inertan. Kadmijum je odabran kao neesencijalni metal, koji je hemijski slican cinku i koji bi se
mogao usvajati 1 transportovati unutar biljaka mehanizmima karakteristicnim za cink, te na slican
nacin dovesti do pojave simptoma toksi¢nosti kao cink. Joni metala su u podlogu dodavani u vidu
acetatnih soli, poSto se smatra da acetatni anjon nema negativni uticaj na fizioloske parametre
mahovina.

4.1. Uticaj Zn-acetata, Cu-acetata i Cd-acetata na parametre morfogeneze mahovina
H. cupressiforme i A. undulatum u kulturi in vitro

Ispitivane vrste mahovina, H. cupressiforme i A. undulatum, ispoljile su visok stepen
otpornosti na toksi¢ne efekte Zn-acetata, Cu-acetata i Cd-acetata u pogledu prezivljavanja. Bez
obzira na vrstu metala, primenjenu koncentraciju i vreme izlaganja, nije detektovan letalan efekat
na nivou gametofora ni kod jedne od vrsta. S druge strane, u zavisnosti od tretmana (Slika 19)
uoceni su razli¢iti simptomi toksi¢nosti na nivou pojedinacnih ¢elija 1 delova biljke.

Mahovine gajene na podlogama sa dodatkom Zn-acetata morfoloski se nisu znacajno
razlikovale u odnosu na kontrolne biljke, s tim $to su Cesto bile tamnije zeleno obojene (Slika 19).
Kod biljaka obe vrste mahovina gajenih na podlogama sa dodatim Cu-acetatom, u bazalnim i
sredis$njim delovima kauloida uocena je pojava braon boje, koja je sa porastom koncentracije Cu-
acetata u podlozi i duzine stresa bila intenzivnija i zahvatala veé¢i deo kauloida (Slika 19).
Istovremeno, u filoidima ovih gametofora bakar je doveo do hloroze tkiva, koja je bila razli¢ito
izrazena u zavisnosti od koncentracije Cu-acetata u podlozi, trajanja stresa, vrste mahovine i
pozicije filoida duz longitudinalne ose gametofora.

U uslovima kratkotrajnog stresa Cu-acetatom (Slika 20A) kod vrste A. undulatum uoceno je
da do gubitka pigmenata dolazi jedino u bazalno pozicioniranim filoidima biljaka izlaganih najvisoj
koncentraciji Cu-acetata u podlozi. U uslovima dugotrajnog stresa (Slika 20B) u filoidima na ovoj
poziciji biljaka A. undulatum i pri nizoj primenjenoj koncentraciji Cu-acetata uocena je hloroza
tkiva, dok je 700 uM Cu-acetat doveo do potpunog gubitka pigmenata. U eksperimentima sa
dugotrajnim stresom, kod biljaka gajenih na podlogama sa dodatkom 200 i 700 uM Cu-acetata i u
filoidima na sredi$njim pozicijama biljke, duz longitudinalne ose gametofora A. undulatum uocene
su hloroti¢ne zone u blizini koste (Slika 21B 1 Slika 22B). Kod sredisnje pozicioniranih filoida duz
izdanaka gajenih na podlogama sa dodatkom 200 i 700 uM Cu-acetata, bazalno pozicioniranih
filoida biljaka gajenih na podlogama sa 200 uM Cu-acetatom (Slika 21C), kao i kod filoida
pozicioniranih apikalno duz izdanaka izlaganih 700 uM Cu-acetatu duzi vremenski period (Slika 22
A), jasno su uocljive celije naruSenog integriteta kojima nedostaje protoplast, a ¢iji zidovi su
izmenjene boje — zute, zutobraon ili braon. Ove ¢elije mogu se uociti u regionu koste ali i u okviru
izolovanih zona u razli¢itim delovima lamine filoida.

Kod wvrste H. cupressiforme u uslovima kratkotrajnog stresa Cu-acetatom, najvisa
koncentracija ove soli u podlozi dovela je do potpunog gubitka pigmenata u bazalno pozicioniranim
filoidima (Slika 23A), dok efekat na filoide na ostalim pozicijama duz biljke nije bio vidljiv. U
uslovima dugotrajnog stresa (Slika 23B), pri obe primenjene koncentracije u podlozi (200 i 700
uM) Cu-acetat je doveo do potpunog gubitka pigmenata u filoidima na bazalnoj poziciji. Osim toga,
u eksperimentima sa dugotrajnim stresom 1 filoidi na srediSnjim pozicijama ispoljili su odredeni
stepen hloroze, koji je kao i u slu¢aju A. undulatum, bio izrazeniji pri dodatku 200 uM (Slika 24 B)
u odnosu na 700 uM (Slika 25B) Cu-acetat u podlozi. Filoidi na apikalnim pozicijama ni u jednom
od tretmana (Slike 24C, 25C) nisu ispoljili vidljive znake hloroze ili drugih promena pod dejstovom
Cu-acetata u podlozi.
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Slika 19. Izgled mahovina A. undulatum i H. cupressiforme nakon 5 nedelja rasta na podlozi bez
dodatih Zn-, Cu- ili Cd-acetata, kao i na podlogama sa dodatkom 200 ili 700 uM Zn-, Cu- ili Cd-
acetata. A - H. cupressiforme, B - A. undulatum.
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Medu tri ispitivana metala u ovom istrazivanju, kadmijum je uzrokovao najizraZenije
simptome hloroze. Zone kauloida sa hloroti¢nim tkivom, kao i broj filoida zahvacen hlorozom, rasli
su sa povecanjem koncentracije Cd-acetata u podlozi i sa porastom vremena izlaganja biljaka stresu
(Slika 19). Kod biljaka H. cupressiforme dugotrajno izlaganje 200 uM Cd-acetatu iz podloge
dovelo je do potpunog gubitka fotosintetickih pigmenata u donjem delu gametofora, dok je primena
vise koncentracije istog acetata uzrokovala gubitak pigmenata i u sredi$njem delu biljke. Pri 700
uM Cd-acetatu u podlozi, apikalni delovi pojedinih gametofora H. cupressiforme ispoljavali su
blagu hlorozu tkiva. Kod vrste A. undulatum dugotrajno gajenje biljaka na podlozi sa 200 uM Cd-
acetatom dovelo je do pojave manje izrazene hloroze kauloida i filoida bazalnog dela biljke, koja je
imala mozai¢an izgled, kada su filoidi u pitanju. U uslovima dugotrajnog stresa pri viSoj
primenjenoj koncentraciji Cd-acetata u podlozi, u bazalnom delu kauloida i odgovaraju¢im
filoidima i kod A. undulatum doslo je do potpunog gubitka pigmenata. Sredi$nje delove ovih
gametofora karakterisali su filoidi razliitog stepena hloroze. Pored navedenih simptoma
toksicnosti, biljke tretirane kadmijumom bile su znatno krhkije i osetljivije u poredenju sa biljkama
tretiranim bakrom ili cinkom. U odgovoru na tretmane metalima, nijedna od dve ispitivane vrste
mahovina nije ispoljila merljivi rast sekundarne protoneme, u smislu pre¢nika protoneme.

Uzimajuéi u obzir sve tretmane, vrsta H. cupressiforme produkovala je ve¢i broj bo¢nih
izdanaka u poredenju sa A. undulatum (Tabela 10). Medu ispitivanim metalima cink je ispoljio
najmanji inhibitorni efekat na produkciju novih izadanaka kod mahovina, te je srednja vrednost
indeksa multiplikacije kod biljaka obe vrste tretiranih ovim metalom bila 1,32 dok su bakar i
kadmijum doveli do statisti¢ki znacajnog pada u vrednosti praéenog parametra u odnosu na cink.
Prose¢na vrednost indeksa multiplikacije biljaka obe vrste tretiranih bakrom bila je 1,04 dok je u
slucaju kadmijuma bila neznatno niZa i iznosila je 0,97.

K 200 pM 700 pM

A
/ Qo
100 pm /

Slika 20. Izgled bazalno pozicioniranih filoida biljaka A. undulatum gajenih na podlozi bez dodatih
metal-acetata, kao i na podlogama sa dodatkom 200 i 700 uM Cu-acetata. A - kratkotrajni stres B -
dugotrajni stres.
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Slika 21. Izgled apikalno, sredi$nje i bazalno pozicioniranih filoida biljaka A. undulatum gajenih
na podlozi sa dodatkom 200 uM Cu-acetata u eksperimentima sa dugotrajnim stresom. A -
apikalno pozicionirani filoid, B - sredi$nje pozicionirani filoid, C - bazalno pozicionirani filoid.
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Slika 22. Izgled apikalno, sredi$nje i bazalno pozicioniranih filoida biljaka A. undulatum gajenih na
podlozi sa dodatkom 700 uM Cu-acetata u eksperimentima sa dugotrajnim stresom. A - apikalno
pozicionirani filoid, B - sredi$nje pozicionirani filoid, C - bazalno pozicionirani filoid.
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Slika 23. lzgled bazalno pozicioniranih filoida biljaka H. cupressiforme gajenih na podlozi bez
dodatih metal-acetata, kao i na podlogama sa dodatkom 200 i 700 uM Cu-acetata. A - kratkotrajni
stres B - dugotrajni stres.

Slika 24. lIzgled apikalno, sredi$nje i bazalno pozicioniranih filoida biljaka H. cupressiforme
gajenih na podlozi sa dodatkom 200 uM Cu-acetata u eksperimentima sa dugotrajnim stresom. A —
bazalno pozicionirani filoid, B — sredi$nje pozicionirani filoid, C — apikalno pozicionirani filoid.
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Slika 25. Izgled apikalno, srediS$nje i bazalno pozicioniranih filoida biljaka H. cupressiforme
gajenih na podlozi sa dodatkom 700 uM Cu-acetata u eksperimentima sa dugotrajnim stresom. A -
bazalno pozicionirani filoid, B - sredi$nje pozicionirani filoid, C - apikalno pozicionirani filoid.

Znacajan je bio kombinovani efekat vrste metala i primenjene koncentracije na indeks
multiplikacije mahovina (Grafik 1A). Vrednosti indeksa multiplikacije kada su biljke obe vrste
mahovina tretirane 200 uM Cu- ili Cd-acetatom, bile su gotovo iste, dok su mahovine gajene na Zn-
acetatu imale znacajno ve¢i indeks multiplikacije. Medutim, pri koncentraciji od 700 uM, efekat
kadmijuma na indeks multiplikacije bio je znacajno negativniji u odnosu i na cink (za 0,94) i na
bakar (za 0,73).

Na nivou dvostrukih interakcija, povecanje koncentracije soli svih metala u podlozi sa 200
uM na 700 pM imalo je znatno veci negativan efekat na indeks multiplikacije u eksperimentima sa
dugotrajnim stresom, nego u eksperimentima sa kratkotrajnim stresom, §to ukazuje na postojanje
negativnog kumulativnog efekta povecane koncentracije i trajanja stresa na indeks mulitplikacije
mahovina (Grafik 1B). Znacajan je bio i kombinovani efekat vrste metala u podlozi i tipa stresa
(Grafik 1C). U postavkama gde su biljke kratko izlagane metalima, biljke obe vrste tretirane cinkom
i bakrom imale su znacajno vec¢e indekse mulitplikacije u odnosu na one gajene na podlogama sa
kadmijumom. U eksperimentima sa dugotrajnim stresom, biljke tretirane bakrom imale su najnizi
indeks mulitplikacije, koji je bio zna¢ajno nizi od indeksa mahovina gajenih na podlogama sa druga
dva metala. Ovo ukazuje da se toksic¢nost bakra u odnosu na cink i kadmijum povecava znatno vise
sa produzavanjem perioda izlaganja biljaka acetatima ova tri metala.

Biljke H. cupressiforme i A. undulatum razlicito su reagovale u zavisnosti od vrste metala u
podlozi, pri ¢emu su razlike u indeksima multiplikacije medu vrstama mahovina bile znacajne za
sva tri ispitivana metala (Grafik 1D). Izdanci H. cupressiforme koji su rasli na medijumima sa Zn-
acetatom produkovali su najveci broj boc¢nih izdanaka, dok su biljke iste vrste tretirane Cd-acetatom
imale najnizi indeks multiplikacije. S druge strane, kod A. undulatum najve¢i indeks multiplikacije
bio je kod mahovina gajenih na podlogama sa Cd-acetatom, a najnegativniji efekat na produkciju
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boc¢nih izdanaka imao je Cu-acetat. Najveca razlika u indeksima multiplikacije dve vrste uocena je
kod biljaka izlaganih bakru (1,6), dok je u slu¢aju kadmijuma ona bila najmanja (0,53) (Grafik 1D).
Ovakvi rezultati, osim §to ukazuju na povecanu osetljivost mahovine H. cupressiforme na
kadmijum u odnosu na druga dva metala, ukazuju i na veci stepen otpornosti A. undulatum prema
ovom metalu u odnosu na cink i bakar.

Tabela 10. Uticaj faktora (A, B, C i D) i njihovih interakcija na indeks multiplikacije (srednja
vrednost = SD). Faktori: A - vrsta mahovine, B - koncentracija metala, C - vrsta metala, D — duzina
stresa. Razliciti stepeni statistiCke znaCajnosti oznaceni su kao: *** =p < 0,001; ** =p <0,01; * =
p < 0,05, NZ = razlike nisu statisticki znacajne. Srednje vrednosti razli¢itih nivoa istog faktora
obelezene istim malim slovom nisu znacajno razli¢ite za nivo verovatno¢e P < 0,05 prema
Takijevom HSD testu.

Faktori Nivoi faktora Indeks multiplikacije
. A. undulatum 0,49+0,85 a
Vrsta mahovine (A) .
H. cupressiforme 1,72+1,38 b
0 1,72+1,36 a
Koncentracija metala (uM) (B) 200 0,95+1,18 b
700 0,66+1,11 c
Zn 1,32+1,38 a
Vrsta metala (C) Cu 1,04+1,30 b
Cd 0,97+1,18 b
. Kratkotrajni 1,15+1,23 a
Tip stresa (D) .

Dugotrajni 1,07£1,36 a

A **k*

B **k*

C * k%

D NZ

A X B **

A X C *kk

A X D **

B X C * k%

B X D **

C X D * k%

Sa povecanjem koncentracije acetata razli¢itih metala u podlogama, vrednosti indeksa
multiplikacije biljaka gajenih na njima znacajno su se opadale kod obe vrste (Tabela 10; Grafik 1E).
Kombinovani efekat vrste mahovine i koncentracije metal-acetata na indeks multiplikacije bio je
znacajan — najmanja razlika (1,08) u broju novoprodukovanih izdanaka izmedu dve vrste bila je
kada su mahovine izlagane 700 uM metal-acetatima, dok je najveca (1,46) bila pri koncentraciji od
200 uM (Grafik 1E). Razli¢ite duzine trajanja stresa ispoljile su znacajno drugaciji efekat kod dve
ispitivane vrste na nastanak novih izdanaka (Grafik 1F). Biljke H. cupressiforme koje su gajene u
kontinuitetu pet nedelja na podlogama sa acetatima imale su znatno nize indekse multiplikacije u
odnosu na biljke iste vrste gajene pet dana na podlogama sa pove¢anim koncentracijama testiranih
metala. Kod A. undulatum, uocen je suprotan trend — indeksi multiplikacije bili su nizi kod biljaka
iz eksperimenata sa kratkotrajnim stresom, ali razlika u efektima razli¢itog trajanja stresa na indeks
multiplikacije kod ove vrste nije bila statisticki znacajna.

74



2,50 |

1 Vrsta metala 2,50 1 Tip stresa
200 | Zn ! Kratkotrajni
2 I =—Cu 2,00 | ~=Dugotrajni
g i —cCd ¢
2 150 !
Q +
E ! 1,50 |
= ‘
B ¢ i
2 1007 1,00 |
Y] : 1
© $
= - !
0,50 | 0,50 |
0,00 | A | 0,00 | B
0 200 700 0 200 700
Koncentracija metala (uM) Koncentracija metala (M)
2,50 Tip stresa 250 Vista mahovine
: Kratkotrajni = :' undutetum
1 S 1 . cupressiforme
o 200 ~=Dugotrajni 2,00
= i !
<
5 - .
S 150 150 |
= i | !
g i !
o 1,00 \ 1,00 $
x i .
> i
© . ] .
£ { !
050 | 050 |
i C ‘D
0,00 | 0,00 |
Zn Cd Cu Zn Cu Cd
Vrsta metala Vrsta metala
2580 y Vrsta mahovine 2,50 Tip stresa
i A. undulatum ! Kratkotrajni
® 200 ~— H. cupressiforme 200 == Dugotrajni
© } !
]
x |
8 150 1,50
Z !
: .
HRT Y " '
a2 1007 \\ 1,00
@ \ ‘
2 \ !
= 0607 N 0,50 |
: E ' : | F
0007 0,00
0 200 700 A. undulatum H. cupressiforme
Koncentracija metala (nM) Vrsta mahovine

Grafik 1. Uticaj interakcija faktora na indeks multiplikacije mahovina: A — koncentracija metala x
vrsta metala; B - koncentracija metala x tip stresa; C — vrsta metala X tip stresa; D — vrsta metala x
vrsta mahovine; E — koncentracija metala x vrsta mahovine; F — vrsta mahovine x tip stresa. Na
graficima su prikazane srednje vrednosti + standardna greska.

4.2. Utica] Zn-acetata, Cu-acetata i Cd-acetata na koncentraciju fotosintetickih
pigmenata kod mahovina H. cupressiforme i A. undulatum u kulturi in vitro

4.2.1.Koncentracija hlorofilaaib

Na nivou celog istrazivanja A. undulatum imao je znacajno vecu koncentraciju hlorofila a u
odnosu na H. cupressiforme (Tabela 11). Kod obe vrste, koncentracija hlorofila a imala je isti trend
promena, koji je zavisio samo od koncentracije i vrste primenjenog metala u podlozi i njihovog
kombinovanog uticaja. Kombinovani efekti drugih faktora i vrste mahovine, kao i efekti duzine
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stresa 1 interakcija ovog faktora sa ostalima nisu bili znacajni (Tabela 11).

Tabela 11. Uticaj vrste mahovine (faktor A), koncentracije metala (faktor B), vrste metala (faktor
C), duzine stresa (faktor D) i njihovih interakcija na koncentraciju fotosintetickih pigmenata
(hlorofila a, b i karotenoida) i odnos koncentracija hlorofila a/b (srednja vrednost + SD). Razlic¢iti
stepeni statisticke znacajnosti oznaceni su kao: *** =p <0,001; ** =p <0,01; *= p<0,05, NZ =
razlike nisu statisticki znacajne. Srednje vrednosti razli¢itih nivoa istog faktora obelezene istim
malim slovom nisu znac¢ajno razli¢ite za nivo verovatnoce P < 0,05 prema Takijevom HSD testu.

Koncentracija  Koncentracija Odnos Koncentracija
Faktori Nivoi faktora hlorofila a hlorofila b koncentracija  karotenoida
(mg/g) (mg/g) a/b (mg/g)
Vrsta A. undulatum 6,28+2,02 a 3,21+1,23 a 2,03+0,33 a 2,30+0,64 a
mahovine (A) H. 4,68+1,64 b 2,88+1,05 a 1,63£0,19b 1,95+0,70 b
cupressiforme
Koncentracija 0 6,52+£1,27b 3,55+0,90 a 1,88+0,25 a 2,43+0,48 a
metala (uM) 200 5,82+1,83 b 3,26+0,98 a 1,79+0,26 a 2,19+0,75 a
(B) 700 4,09+2,02 a 231£1,18b  1,824046a  1,750,66 b
) Zn 6,68+1,00 a 3,88+0,67 a 1,74+0,23 a 2,54+0,47 a
g (rg‘;ta'a Cu 5,04+1,91 b 2,77+1,12 b 1,84+026a  1,88+0,73 b
Cd 4,71£2,30 b 2,48+1,10 b 1,91+0,46 a 1,95+0,67 b
] Kratkotrajni 5,20£1,70 a 2,70+0,91 a 1,97+0,37 a 1,96+0,53 a
Tip stresa (D) o

Dugotrajni 5,75£2,24 a 3,38+1,27 b 1,70+0,24 b 2,29+0,79 b

A *kx NZ **k* **

B *kx *kx NZ **k*

C *kx *kk NZ ***k

D NZ ** **k* **

AxB NZ NZ * NZ

A X C NZ ** *k%k **

A X D NZ * **k*% **

B X C **x **x NZ **x

BxD NZ NZ * NZ

CxD NZ NZ NZ NZ

Razli¢ite vrste metala imale su znafajno drugaciji uticaj na koncentraciju hlorofila a
mahovina, pri ¢emu je on zavisio od koncentracije metala u podlozi (Tabela 11; Grafik 2A). Kod
biljaka gajenih na podlogama sa 200 uM Zn- ili Cd-acetatom nije doSlo do znafajne promene
koncentracije hlorofila a u odnosu na vrednosti kod kontrolnih grupa, dok je Cu-acetat pri istoj
koncentraciji ispoljio znacajan negativan efekat na vrednost ovog parametra. Pri koncentraciji od
700 uM, Zn- i Cu-acetat nisu dodatno znacajno uticali na smanjenje koncentracije hlorofila a. S
druge strane, kod biljaka izlaganih 700 uM Cd-acetatu u podlozi, uo¢en je znacajan gubitak ovog
pigmenta u odnosu na mahovine gajene na podlogama sa niZzom koncentracijom ove soli. Ovi
rezultati su u saglasnosti sa rezultatima za indekse multiplikacije prikazanim na Grafiku 1A.

Koncentracije hlorofila b na nivou celog eksperimenta nisu se znacajno razlikovale kod dve
ispitivane vrste mahovina (Tabela 11). Kao i u sluaju hlorofila a, uticaj vrste metala na
koncentraciju hlorofila b znacajno je zavisio od koncentracije metala (Grafik 2B). Dodavanje 200
uM Cu-acetata u podlogu imalo je za posledicu zna¢ajno smanjenje koncentracije hlorofila b u
mahovinama, dok dodavanje iste koli¢ine Zn- i Cd-acetata nije dovelo do zna¢ajnih promena.
Povec¢anje koncentracije kadmijumove soli sa 200 pM na 700 uM izazvalo je znacajno vece
smanjenje sadrzaja hlorofila b u mahovinama nego prilikom primene istih koncentracija soli cinka
ili bakra.
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Grafik 2. Uticaj interakcija izmedu koncentracije i vrste metala u podlozi na koncentraciju hlorofila
a (A) i hlorofila b (B) kod mahovina A. undulatum i H. cupressiforme u uslovima kratkotrajnog i
dugotrajnog stresa. Na graficima su prikazane srednje vrednosti + standardna greska.

Poveéanje koncentracija acetata u podlogama kod obe vrste mahovina rezultovalo je sli¢nim
trendom promene sadrzaja hlorofila b, $to potvrduje odsustvo znaéajne interakcije izmedu vrste
mahovine i koncentracije metala (Tabela 11). Medutim, u zavisnosti od vrste primenjenog metala,
koncentracija ovog pigmenta znacajno se razlikovala kod dve vrste mahovine. Cu-acetat je izazvao
znacajno veci pad koncentracije hlorofila b kod H. cupressiforme, nego kod A. undulatum (Grafik
3A). S druge strane, koncentracija hlorofila b bila je gotovo ista kod obe vrste kada su gajene na
podlogama sa Zn- ili Cd-acetatima. Kod biljaka koje su izlagane dugotrajnom stresu, koncentracija
hlorofila b bila je znacajno veéa u odnosu na biljke iz eksperimenata sa kratkotrajnim stresom i ova
razlika bila je znacCajna bez obzira na vrstu metala i njihovu koncentraciju u podlozi (Tabela 11).
Razlike u vrednostima ispitivanog parametra kod mahovina iz eksperimenata sa dugotrajnim i
kratkotrajnim stresom bile su znacajne kod vrste A. undulatum, dok kod vrste H. curpressiforme
nije zapazena znacajna razlika (Grafik 3B).

Vrsta A. undulatum karakterisala se vi§im odnosom koncentracija hlorofila a i b u odnosu na
H. cupressiforme na nivou ¢itavog istrazivanja (Tabela 11). Efekat pojedina¢nih metala na vrednost
ovog parametra znacajno se razlikovao u zavisnosti od vrste mahovine (Grafik 4A). Razlika odnosa
hlorofila a/b (0,65 mg/g) izmedu A. undulatum i H. cupressiforme bila je znacajno najveca kod
biljaka gajenih na podlogama sa dodatkom Cd-acetata, a najmanja kod mahovina koje su rasle na
podlogama sa Cu-acetatom. Efekat tipa stresa takode je bio znacajno drugaciji u zavisnosti od vrste
mahovine (Grafik 4B). U eksperimentima sa kratkotrajnim stresom razlika u odnosu koncentracija
hlorofila a/b dve vrste bila je znacajno veca (0,58 mg/g), nego u slucaju eksperimenata sa
dugotrajnim izlaganjem biljaka metal-acetatima (0,23 mg/g). Osim toga, biljke A. undulatum iz
eksperimenata sa kratkotrajnim stresom imale su znac¢ajno vec¢i odnos koncentracija hlorofila a i b u
odnosu na biljke iz eksperimenata sa dugotrajnim izlaganjem metal-acetatima, dok kod vrste H.
cupressiforme nije bilo znacajne razlike izmedu biljaka izlaganih razli¢itim tipovima stresa.

Odnos koncentracija hlorofila a i b bio je znacajno razli¢it u dva tipa eksperimenata u
zavisnosti od koncentracije metala (Grafik 4C). Kada su mahovine gajene na podlogama bez
dodatka metal-acetata ili pri koncentraciji 200 uM, nije bilo znacajnih razlika u vrednosti
ispitivanog parametra u dva tipa eksperimenata. Medutim, kada su biljke rasle na podlogama sa
dodatkom 700 uM metal-acetata, odnos koncentracija hlorofila a i b bio je znacajno visi kod
mahovina iz eksperimenata sa kratkotrajnim stresom.
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Grafik 3. Uticaj interakcija faktora na koncentraciju hlorofila b kod mahovina A. undulatum i H.
cupressiforme u uslovima kratkotrajnog i dugotrajnog stresa: A — vrsta metala x vrsta mahovine; B -
vrsta mahovine x tip stresa. Na graficima su prikazane srednje vrednosti = standardna greska.
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Grafik 4. Uticaj interakcija faktora na odnos koncentracija hlorofila a/b kod mahovina A.
undulatum i H. cupressiforme u uslovima kratkotrajnog i dugotrajnog stresa: A — vrsta metala x
vrsta mahovine; B - vrsta mahovine X tip stresa; C — koncentracija metala x tip stresa. Na graficima
su prikazane srednje vrednosti = standardna greska.
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4.2.2. Koncentracija ukupnih karotenoida

Efekat razli¢itih metala na koncentraciju ukupnih karotenoida u mahovinama znacajno se
razlikovao u zavisnosti od koncentracije ovih elemenata u podlozi, na Sta ukazuje prisustvo
znacajne dvostruke interakcije izmedu vrste i koncentracije metala (Tabela 11; Grafik 5A). Kod
biljaka koje su gajene na podlogama sa 200 uM Zn- ili Cd-acetatom nije detektovana znacajna
promena u koncentraciji karotenoida u odnosu na biljke gajene na podlozi bez ovih soli. Pri istoj
koncentraciji, Cu-acetat je znacajno uticao na smanjenje sadrzaja ovih pigmenata kod mahovina. Sa
povecanjem koncentracije Cd-acetata na 700 pM, znacajno je opala koncentracija ukupnih
karotenoida. U slucaju biljaka gajenih na podlogama sa 700 uM acetatima druga dva metala nije
bilo znacajnih razlika u sadrzaju karotenoida u odnosu na biljke izlagane 200 pM acetatima istih
metala.

U zavisnosti od vrste metala, koncentracija karotenoida kod razli¢itih vrsta mahovina se
znaCajno razlikovala (Grafik 5B). Kada su biljke gajene na podlozi sa Zn-acetatom, izmedu
ispitivanih vrsta mahovina nije bilo znacajne razlike u vrednostima ovog parametra. Nasuprot tome,
kada su mahovine izlagane Cu- ili Cd-acetatu, A. undulatum je imao znatno vec¢u koncentraciju
karotenoida u odnosu na biljke H. cupressiforme gajene na podlogama sa solima istih metala.

Generalno, koncentracija karotenoida u mahovinama bila je veca u eksperimentima sa
dugotrajnim stresom (Tabela 11), ali se efekat duzine stresa znacajno razlikovao u zavisnosti od
vrste mahovine (Grafik 5C). U slucaju dugotrajnog stresa, koncentracija karotenoida bila je
znacajno veca (za 0,70 mg/g) kod vrste A. undulatum nego kod H. cupressiforme. S druge strane,
kod biljaka dve vrste iz eksperimenata sa kratkotrajnim stresom nije bilo znacajnih razlika u
ukupnom sadrzaju ovih pigmenata.
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Grafik 5. Uticaj interakcija faktora na koncentraciju ukupnih karotenoida kod mahovina A.
undulatum i H. cupressiforme u uslovima kratkotrajnog i dugotrajnog stresa: A - koncentracija
metala x vrsta metala; B — vrsta metala x vrsta mahovine; C — vrsta mahovine x tip stresa. Na
graficima su prikazane srednje vrednosti + standardna greska.
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4.3. Markeri oksidativnog stresa kod mahovina H. cupressiforme i A. undulatum
gajenih na podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u uslovima dugotrajnog stresa u
kulturi in vitro

Usled izrazito negativnog efekta kadmijuma na rastenje i prinos mase biljaka, mahovine iz
tretmana sa ovim metalom nisu koriS¢ene za analize markera oksidativnog stresa i drugih
fizioloskih i biohemijskih parametara. Rezultati su prikazani za oba tipa stresa samo za A.
undulatum, dok su za H. cupressiforme prikazani samo rezultati dugotrajnog stresa.

4.3.1. Koncentracija H202

Atrichum undulatum je na nivou svih eksperimenata sa dugotrajnim stresom imao znacajno
vecu produkciju vodonik-peroksida u odnosu na H. cupressiforme (Tabela 12).

Tabela 12. Koncentracija H2O> kod mahovina A. undulatum i H. cupressiforme gajenih na
podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u uslovima dugotrajnog stresa (srednja vrednost +
SD). Razliciti stepeni statisticke znacajnosti oznaceni su kao: *** =p <0,001; **=p <0,01; *= p
< 0,05. Srednje vrednosti razli¢itih nivoa istog faktora obelezene istim malim slovom nisu znacajno
razli¢ite za nivo verovatnoce P < 0,05 prema Takijevom HSD testu.

Faktori Nivoi faktora Koncentracija H,O, (nmol/g)
) A. undulatum 350£7,2a
Vrsta mahovine (A) .
H. cupressiforme 109+40b
Zn 223+ 154 a
Vrsta metala (B)

Cu 23,6+11,8b
0 18,0+ 10,1 a
Koncentracija metala (C) 200 22,3+122b
700 285+ 16,4 ¢

A **k*

B **k*

C * k%

A X B **k*

A X C *k*

B X C **k*

U zavisnosti od vrste mahovine, efekat pojedinacnih metala na produkciju vodonik-
peroksida se znacajno razlikovao (Grafik 6A). Kod A. undulatum cink je doveo do znacajno vece
produkcije H202 u odnosu na bakar (za 2,730 pmol/g), dok je kod H. cupressiforme znacajno veca
koncentracija vodonik-peroksida (za 5,365 umol/g) bila kod biljaka tretiranih bakrom.

Sa povecavanjem koncentracije Zn- i Cu-acetata, uocen je razliCit efekat dva metala na
koncentraciju H2O> kod obe vrste mahovina (Grafik 6B). Na nivou dvostrukih interakcija, pri
dodatku 200 pM metal-acetata u podlogu nije bilo znaajnih razlika u dejstvu cinka i bakra,
medutim, kod biljaka koje su gajene na podlogama sa dodatkom 700 uM Cu-acetata, koncentracija
H20: bila je znacajno veca (za 4,190 umol/g) nego kod mahovina gajenih na podlogama sa istom
koncentracijom Zn-acetata. Prisustvo znacajne trostruke interakcije izmedu vrste mahovine,
koncentracije metala i vrste metala, ukazuje na to da se efekat povecanja koncentracije metala u
podlozi na produkciju vodonik-peroksida razlikovao kod H. cupressiforme i A. undulatum u
zavisnosti od vrste metala (Grafik 6C, D). Sa Grafika 6C moZze se uociti da je kod vrste A.
undulatum porast koncentracije soli oba metala u podlozi doveo do poveéanja koncentracije H202 u
biljkama, ali da je efekat Zn-acetata na produkciju H202 bio znacajno vec¢i nego efekat Cu-acetata. S
druge strane, kod H. cupressiforme, uo¢en je dugaciji trend - sa povecanjem koncentracije Cu-
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acetata u podlozi, rasla je i koncentracija H.O2 kod ove pleurokarpne mahovine, dok primena Zn-
acetata nije znacajno uticala na produkciju ove ROS forme (Grafik 6D).
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Grafik 6. Uticaj interakcija faktora na koncentraciju H>O> kod mahovina A. undulatum i H.
cupressiforme gajenih na podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u uslovima dugotrajnog
stresa: A - vrsta mahovine x vrsta metala; B - koncentracija metala x vrsta metala; C 1 D — vrsta
mahovine X vrsta metala x koncentracija metala. Na graficima su prikazane srednje vrednosti +
standardna greska.

U eksperimentima sa dugotrajnim i kratkotrajnim stresom kod vrste A. undulatum Zn-acetat
je imao znacajno veéi efekat na povecanje koncentracije H.O2 u odnosu na Cu-acetat (Tabela 13).

Efekat primenjene koncentracije dva metala na koncentraciju H20. kod vrste A. undulatum,
znacajno se razlikovao u zavisnosti od tipa stresa (Grafik 7A). Primena Cu- i Zn-acetata
koncentracije 200 uM dovela je do znacajnog povecanja produkcije H202 kod biljaka u oba tipa
eksperimenata. U eksperimentima sa dugotrajnim stresom kod A. undulatum znacajno veca
proizvodnja H202 (za 10,286 umol/g) bila je kada su biljke izlagane 700 uM metal-acetatima nego
kada su rasle na podlogama sa 200 puM solima isptivanih metala. U eksperimentima sa
kratkotrajnim stresom, mahovine gajene na podlogama sa 200 uM metal-acetatima imale su
znacajno visu koncentraciju H20 (za 2,905 pmol/g) nego one gajene na podlogama sa najviSom
koncentracijom soli. Ovo ukazuje na pozitivnho kumulativno dejstvo poveéane koncentracije metala
u medijumu i trajanja stresa na produkciju vodonik-peroksida kod vrste A. undulatum.
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Tabela 13. Koncentracija H,O, kod biljaka A. undulatum gajenih na podlogama sa dodatkom Zn-

acetata ili Cu-acetata u uslovima kratkotrajnog i dugotrajnog stresa (srednja vrednost = SD).
Razli¢iti stepeni statisticke znacajnosti oznaceni su kao: *** = p < 0,001; ** =p <0,01; * = p <
0,05. Srednje vrednosti razlicitih nivoa istog faktora obelezene istim malim slovom nisu znacajno
razli¢ite za nivo verovatnoce P < 0,05 prema Takijevom HSD testu.

Faktori Nivoi faktora Koncentracija H,O, (umol/g)

Vrsta metala Zn 319+69a
(A) Cu 302+63b
0 272+ 9a
Koncentracija metala (B) 200 31,1+3,8b
700 34,8+9.6¢c
Tip stresa Dugotrajni 350+72a
© Kratkotrajni 271+£2,00

A *kx

B **k*

C **k*

A X B **

A X C **

B X C *k*

A X B X C **k*

Efekat duzine stresa na stvaranje H2O2 kod A. undulatum znacajno se razlikovao u zavisnosti
od vrste primenjenog metal-acetata. Koncentracija H20: bila je zna¢ajno veca u eksperimentima sa
dugotrajnim stresom, i te razlike su bile znacajne u slucaju oba testirana metala (Grafik 7B).
Medutim, u slucaju cinka ova razlika iznosila je 8,937 pumol/g, dok je kod bakra bila znacajno
manja (6,968 pmol/g). Osim toga, na produkciju vodonik-peroksida znacajno su uticale interakcije
izmedu koncentracije i vrste metala, kao 1 izmedu sva tri tipa ispitivanih faktora (Tabela 13).
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Grafik 7. Uticaj interakcija faktora na koncentraciju H,O, kod biljaka A. undulatum gajenih na

podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u uslovima kratkotrajnog i dugotrajnog stresa: A
— koncentracija metala x tip stresa; B — vrsta metala X tip stresa. Na graficima su prikazane srednje
vrednosti + standardna greska.
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4.3.2. Koncentracija malondialdehida (MDA)

Kada su mahovine gajene na podlogama sa dodatkom acetatnih soli cinka i bakra u uslovima
dugotrajnog stresa H. cupressiforme je u poredenju sa A. undulatim imao znatno nizu koncentraciju
MDA (Tabela 14). Kad su biljke rasle na podlogama bez dodatka metala, sadrzaj MDA kod dve
vrste mahovina nije bio znacajno razliCit, ali sa povecanjem koncentracije metala u podlozi, rasle su
I razlike u koncentraciji MDA kod dve ispitivane vrste (Grafik 8A). Pri koncentraciji metala u
podlozi od 200 uM, A. undulatum je imao znacajno vecu koncentraciju MDA u odnosu na H.
cupressiforme (za 11,17 nmol/g), dok je pri koncentraciji od 700 uM, razlika bila jo$ veca tj. 15,49
nmol/g. Kod biljaka obe vrste bakar je doveo do znacajno vece produkcije MDA nego cink, ali je i
kombinovani efekat koncentracije metala i vrste metala u podlozi na sadrzaj MDA bio znacajan
(Tabela 14). Sa primenom 200 uM Cu-acetata u podlozi koncentracija MDA u mahovinama bila je
znacajno veca nego u kontrolnoj grupi (za 17,82 nmol/g) (Grafik 8B). S druge strane, kada su biljke
gajene na podlozi sa dodatkom 200 uM Zn-acetata, nije bilo znacajne razlike u koncentraciji MDA
kod njih i biljaka iz kontrolne grupe. Kod mahovina koje su rasle na podlogama sa 700 uM Cu- ili
Zn-acetata sadrzaji MDA bili su znacajno ve¢i u odnosu na one kod biljaka gajenih na podlogama
sa istom vrstom metala pri koncentraciji od 200 uM. U slu¢aju Zn-acetata ova razilka bila je 5,04
nmol/g, dok je kod Cu-acetata ta razlika iznosila 7,18 nmol/g. Na koncentraciju MDA u
mahovinama znacajan kombinovani efekat imali su koncentracija metala u podlozi i vrsta
mahovina, kao 1 kombinacija tri varijable: koncentracija metala x vrsta mahovine % vrsta metala
(Tabela 14).

Tabela 14. Koncentracija MDA kod mahovina A. undulatum i H. cupressiforme gajenih na
podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u uslovima dugotrajnog stresa (srednja vrednost +
SD). Razliciti stepeni statisticke znacajnosti oznaceni su kao: *** =p <0,001; **=p <0,01; *= p
< 0,05. Srednje vrednosti razli¢itih nivoa istog faktora obelezene istim malim slovom nisu znacajno
razli¢ite za nivo verovatnoce P < 0,05 prema Takijevom HSD testu.

Faktori Nivoi faktora MDA (nmol/g)
Vi e () A. undulffltum 28,48 £ 13,54 a
H. cupressiforme 19,33 £7,62 b
Vrsta metala (B) Zn 17,24+4,85a
Cu 30,56 £ 12,97 b
0 16,29 + 0,61 a
Koncentracija metala (C) 200 24,66 + 11,62 b
700 30,77 +£13,82 ¢

A *kk

B **k*

C ***k

A X B **k*

A X C *kk

B X C **%

A X BX C **k*

Kod biljaka A. undulatum iz eksperimenata sa dugotrajnim stresom koncentracija MDA bila
je znacajno veca nego kod onih iz eksperimenata sa kratkotrajnim stresom (Tabela 15). Kada se
uporedi koncentracija MDA kod kontrolnih biljaka A. undulatum u dva tipa eksperimenata (Grafik
9A) dobijena razlika nije bila znacajna (1,694 nmol/g). Medutim, sa porastom koncentracije metala
(bakra ili cinka) u podlogama razlika u koncentracijama MDA mahovina kod ove dve grupe bila je
znacajna i iznosila je 14,92 nmol/g pri koncentraciji 200 uM, odnosno 24,56 nmol/g, kada su biljke
gajene na medijumu sa 700 uM metal-acetatima.
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Grafik 8. Uticaj interakcija faktora na koncentraciju MDA kod mahovina A. undulatum i H.
cupressiforme gajenih na podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u uslovima dugotrajnog
stresa: A - koncentracija metala x vrsta mahovine; B — koncentracija metala x vrsta metala. Na
graficima su prikazane srednje vrednosti + standardna greska

Efekat bakra na povecanje koncentracije MDA u odnosu na cink, bio je znacajno veéi sa
porastom koncentracija soli ovih metala u podlozi (Grafik 9B). Najmanja razlika u sadrzaju MDA
izmedu biljaka tretriranih Zn-acetatom i Cu-acetatom bila je kod kontrolnih grupa, znacajno veca
(12,90 nmol/g) pri koncentraciji metala od 200 uM, a najveca kod biljaka tretiranih 700 uM metal-
acetatima (14,56 nmol/g).

Tabela 15. Koncentracija MDA kod biljaka A. undulatum gajenih na podlogama sa dodatkom Zn-
acetata ili Cu-acetata u uslovima kratkotrajnog i dugotrajnog stresa (srednja vrednost + SD).
Razliciti stepeni statisticke znacajnosti oznaceni su kao: *** = p < 0,001; ** =p <0,01; * = p<
0,05. Srednje vrednosti razli¢itih nivoa istog faktora obeleZene istim malim slovom nisu znacajno
razli¢ite za nivo verovatnoc¢e P < 0,05 prema Takijevom HSD testu.

Faktori Nivoi faktora MDA (nmol/g)
Zn 17,04 £ 4,87 a
Vrsta metala(A)
Cu 26,20+ 14,78 b
0 15,85+ 1,08 a
Koncentracija metala (B) 200 22,78+ 11,38 b
700 26,23+ 15,84 ¢
) Dugotrajni 28,48 £ 13,54 a
Tip stresa (C) -

Kratkotrajni 14,76 £ 1,86 b

A **k*

B **k%*

C **k*

A X B **k%*

A X C **k*

B X C **k*

A X BX C **k*
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Grafik 9. Uticaj interakcija faktora na koncentraciju MDA kod biljaka A. undulatum gajenih u
uslovima kratkotrajnog i dugotrajnog stresa: A — koncentracija metala X tip stresa; B — koncentracija
metala x vrsta metala. Na graficima su prikazane srednje vrednosti + standardna greska.

4.4. Aktivnost POD kod biljaka A. undulatum gajenih na podlogama sa dodatkom Zn-
acetata i Cu-acetata u uslovima dugotrajnog i kratkotrajnog stresa u kulturi in vitro

Mahovine kao biljke sitnih dimenzija, naro€ito kada se gaje u kulturi in vitro, predstavljaju
poseban izazov prilikom sakupljanja materijala za biohemijske analize, posebno za analize
parametara poput enzimskih komponenti antioksidativnog odgovora koje zahtevaju relativno veliku
masu uzorka. Dobijanje dovoljne koli¢ine materijala narocito je tesko kada su biljke gajene u
uslovima in vitro dodatno izlozene nekoj vrsti abiotickog stresa, poput stresa metalima. Zbog
znatno krupnijih izdanaka (debljiih kauloida i nekoliko puta vece povrsine filoida) biljaka A.
undulatum u poredenju sa izdancima H. cupressiforme, za ispitivanje aktivnosti POD u ovom
istrazivnaju, odabrana je samo ova akrokarpna vrsta.

Biljke gajene na podlogama sa dodatkom Cu-acetata imale su znacajno vecu aktivnost
peroksidaza u odnosu na biljke izlagane Zn-acetatima (Tabela 16). Kombinovani efekat vrste
metala i koncentracije metala u podlozi bio je veoma znacajan (Tabela 16, Grafik 10A). U slucaju
biljaka A. undulatum izlaganih Cu-acetatima, najvec¢a aktivnost POD bila je pri koncentraciji 700
uM, 1 ona je bila znacajno veca nego u kontrolnoj grupi (za 0,93 U/mg). S druge strane, aktivnost
peroksidaza biljaka A. undulatum gajenih na podlozi sa 700 uM Zn-acetatom nije se znacajno
razlikovala od one kod kontrolnih biljaka (za 0,14 U/mg), ali je bila znacajno manja od aktivnosti
POD kod biljaka izlaganih 200 pM Zn-acetatu (niza za 0,16 U/mg).

Aktivnost peroksidaza bila je pod znacajnim kombinovanim efektom vrste metala i tipa
stresa (Grafik 10B). Kada su mahovine gajene na podlogama sa Zn-acetatom pet dana ili pet
nedelja, vrednosti ispitivanog parametra nisu se znacajno razlikovale (razlike vrednosti = 0,05
U/mg). Medutim, kod biljaka gajenih pet nedelja u kontinuitetu na podlogama sa Cu-acetatom
aktivnost POD bila je znacajno veca (za 0,18 U/mg), nego u postavkama gde su mahovine izlagane
pet dana ovom metalu.

Utvrdeno je da su trostruke interakcije izmedu tipa stresa, koncentracije metala i vrste
metala imale znacajan uticaj na vrednosti aktivnosti POD kod A. undulatum. Na osnovu Grafika
11(A, B) moze se zakljuciti da je primena 200 uM Cu-acetata imala razlicit uticaj na aktivnost POD
u zavisnosti od tipa eksperimenta — veca aktivnost peroksidaza pri ovoj koncentraciji bila je kod
biljaka iz eksperimenata sa dugotrajnim stresom. S druge strane, efekat 700 uM Cu-acetata bio je
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sli¢an bez obzira na tip stresa. Aktivnosti POD pod uticajem rastu¢ih koncentracija Zn-acetata u oba
tipa eksperimenata pri svim koncentracijama menjala se po sli¢nom obrascu.

Tabela 16. Aktivnost POD kod biljaka A. undulatum gajenih na podlogama sa dodatkom Zn-acetata
ili Cu-acetata u uslovima kratkotrajnog i dugotrajnog stresa (srednja vrednost = SD). Razli¢iti
stepeni statisticke znacajnosti oznaceni su kao: *** = p < 0,001; ** = p <0,01; * = p < 0,05.
Srednje vrednosti razli¢itih nivoa istog faktora obelezene istim malim slovom nisu znacajno

razli¢ite za nivo verovatnoce P < 0,05 prema Takijevom HSD testu.

Aktivnost POD (U/mg

Faktori Nivoi faktora .
proteina)
Zn 0,505+ 0,142 a
Vrsta metala (A)
Cu 0,910+ 0,453 b
0 0,360 + 0,038 a
Koncentracija metala (B) 200 0,869+ 0,313 b
700 0,893 +0,430b
) Dugotrajni 0,741+0,427 a
Tip stresa (C) .
Kratkotrajni 0,674 0,356 b
A *k*
B **k*
C *
A X B **k*
A X C **
B X C **
A X B X C *k*
) 2‘002 Vrstametala € 2'00; -
S 1,801 Zn T 1,801 PUSSRCH
§ 3 - S : Dugotrajni
g 160 s 1,60 ~ Kratkotrajni
(=2} I o)) 1
E 140! E 140!
2 3 2 3
% 120} s 1,201
N 1 8 3 f
§ 100} s 1,003 L
£ 080 g 0,80 \
0,60 8 060!
g 040! 2 0401 A
c I c 3
€ 0201} g 020}
< 000 P A < 000! B |
0 200 700 Zn Cu
Koncentracija metala (uM) Vrsta metala

Grafik 10. Uticaj interakcija faktora na aktivnost POD kod biljaka A. undulatum gajenih na
podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u uslovima kratkotrajnog i dugotrajnog stresa: A -
koncentracija metala x vrsta metala; B -koncentracija metala x tip stresa. Na graficima su prikazane
srednje vrednosti + standardna greska.
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Grafik 11. Uticaj trostrukih interakcija faktora na aktivnost POD kod biljaka A. undulatum gajenih
na podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u uslovima kratkotrajnog i dugotrajnog stresa:
tip stresa X koncentracija metala x vrsta metala. Na graficima su prikazane srednje vrednosti +
standardna greska.

4.5. Antioksidativni kapacitet mahovina H. cupressiforme i A. undulatum gajenih na
podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u kulturi in vitro

Mahovine i druge briofite poznate su po produkciji raznovrsnih fenolnih jedinjenja. Kod
drugih biljnih vrsta pokazano je da fenolna jedinjenja mogu ucestvovati u odbrani od oksidativnog
stresa uzrokovanog abiotickim faktorima. Kako bi se ispitalo da li fenolna jedinjenja, koja
produkuju ispitivane vrste mahovina, imaju ulogu u odgovoru biljaka na povecane koncentracije
metala u podlozi 1 odbrani od oksidativnog stresa, odredeni su ukupni antioksidativni kapacitet
biljaka i sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja Folin — Ciocalteu i DPPH metodama.

4.5.1. Koncentacija ukupnih fenolnih jedinjenja

U eksperimentima sa dugotrajnim stresom A. undulatum karakterisao se zna¢ajno vecom
koli¢inom fenolnih jedinjenja u poredenju sa H. cupressiforme (Tabela 17).

U zavisnosti od vrste mahovine razlikovao se uticaj individualnih metala na koncentraciju
ukupnih fenolnih jedinjenja (Tabela 17; Grafik 12A). Kod vrste A. undulatum, Cu-acetat je doveo
do znatno veceg smanjenja koncentracije ukupnih fenola u odnosu na Zn-acetat (za 3,25 mmol
GAE/g), nego $§to je to bio slucaj kod biljaka H. cupressiforme gde je razlika u koncentraciji fenola
izmedu biljaka tretiranih bakrom i cinkom bila 1,3 mmol GAE/g. Kod obe vrste, dobijene razlike
bile su znacajne.

Sa porastom primenjene koncentracije metal-acetata, smanjivala se koncentracija ukupnih
fenolnih jedinjenja kod obe ispitivane vrste, ali se efekat koncentracije metala u podlozi na sadrzaj
fenola kod biljaka razlikovao u zavisnosti od vrste mahovine (Grafik 12 B). Dodatak 200 uM metal-
acetata u podlogu doveo je do znacajnog pada koncentracije ukupnih fenola kod obe vrste mahovina
u odnosu na kontrolne grupe biljaka, i ta razlika u slucaju A. undulatum iznosila je 1,06 mmol
GAE/g, dok je u slucaju H. cupressiforme bila 0,36mmol GAE/g. Kada su biljake gajene na
podlogama sa 700 uM acetatima ispitivanih metala, kod H. cupressiforme nije bilo znacajne razlike
u koli¢ini fenola izmedu ovih i biljaka gajenih na podlogama sa 200 uM metal-acetatima. Kod
biljaka A. undulatum ova razlika je bila znacajna i iznosila je 1,56 mmol GAE/qg.
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Kod razlicitih vrsta mahovina, efekat pojedinacnih metala u zavisnosti od primenjene
koncentracije bio je razli¢it (Grafik 12C, D). Kod obe biljne vrste, pri svakoj ispitivanoj
koncentraciji metala u podlozi, Cu-acetat je uzrokovao vecu inhibiciju u sintezi fenolnih jedinjenja
nego Zn-acetat. Kod A. undulatum, sa poveéanjem koncentracije Zn- i Cu-acetata u podlozi
primecen je trend opadanja koncentracije ukupnih fenola u biljakama. S druge strane, kod biljaka H.
cupressiforme gajenih na podlogama sa dodatkom Zn-acetata trend smanjenja koncentracije
ukupnih fenolnih jedinjenja sa povecanjem koncentracije ovog acetata nije primecen. Pri nizoj
koncentraciji Zn-acetata u podlozi, sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja bio je sli¢an kod biljaka
gajenih na ovoj podlozi i kod kontrolne grupe biljaka. S druge strane, biljke H. cupressiforme iz
tretmana sa 700 pM Zn-acetatom imale su veci sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u poredenju sa
biljakama iz kontrolne grupe. Kod biljaka ove vrste, maksimalni negativni efekat Cu-acetata na
koncentraciju fenola postignut je ve¢ primenom nize koncentracije Cu-acetata.

Tabela 17. Koncentracija ukupnih fenolnih jedinjenja kod mahovina A. undulatum i H.
cupressiforme gajenih na podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u uslovima dugotrajnog
stresa (srednja vrednost + SD). Razliciti stepeni statistiCke znacajnosti oznaceni su kao: *** = p <
0,001; ** =p <0,01; * = p <0,05. Srednje vrednosti razli¢itih nivoa istog faktora obelezene istim
malim slovom nisu znacajno razli¢ite za nivo verovatnoée P < 0,05 prema Takijevom HSD testu.

Koncentracija ukupnih fenolnih

Faktori Nivoi faktora jedinjenja (mmol GAE/g)
A. undulatum 11,8+2.1a
Vrsta mahovine (A)
H. cupressiforme 1,7+,7b
Zn 79+58a
Vrsta metala (B)
Cu 56t4,7b
0 75+12a
Koncentracija metala
oy 200 6,7=5.6b
©)
700 6,0+4,7¢c
A **k*
B ***
C *k*x
A X B ***
A X C *k*x
B X C ***
AxBxC ke

U eksperimentima sa dva tipa duzine stresa kod vrste A. undulatum, koncentracija ukupnih
fenolnih jedinjenja bila je znacajno visa kod biljaka poreklom iz eksperimenata sa dugotrajnim
stresom (Tabela 18).

U zavisnosti od tipa stresa, znacajno se razlikovao i efekat pojedinac¢nih metala (Grafik
13A). Bakar je imao znacajno negativniji efekat na koncentraciju fenola u odnosu na cink u
uslovima dugotrajnog stresa (za 3,25 mmol GAE/g). Kada su biljke izlagane metal-acetatima kraci
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period, efekat cinka i bakra se nije zna¢ajno razlikovao (razlika vrednosti = 0,12 mmol GAE/g). U
zavisnosti od tipa trajanja stresa, razlikovao se i1 efekat razli¢itih koncentracija metal-acetata u
podlogama na koncentraciju ukupnih fenolnih jedinjenja kod A. undulatum (Grafik 13B). U
eksperimentima sa dugotrajnim stresom, koncentracija fenola bila je zna¢ajno niza u grupi biljaka
gajenih na podlogama sa 200 uM metal-acetatima, nego u kontrolnoj grupi. S druge strane, pri istoj
koncentraciji metal-acetata u podlozi, biljke iz eksperimenata sa kratkotrajnim stresom imale su
znacajno vecu koncentraciju ukupnih fenola u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom. U oba tipa
eksperimenata sa razli¢itom duzinom stresa, kod biljaka gajenih na podlogama sa dodatkom 700
uM metal-acetata uocene su znacajno nize vrednosti ispitivanog parametra nego kod biljaka gajenih
na podlogama sa dodatkom 200 uM acetata ispitivanih metala isti vremenski period.
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Grafik 12. Uticaj interakcija faktora na koncentraciju ukupnih fenolnih jedinjenja kod mahovina A.
undulatum i H. cupressiforme gajenih na podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u
uslovima dugotrajnog stresa: A - vrsta mahovine x vrsta metala; B - koncentracija metala x vrsta
mahovine; C i D — vrsta mahovine x vrsta metala x koncentracija metala. Na graficima su prikazane
srednje vrednosti + standardna greska.

89



Tabela 18. Koncentracija ukupnih fenolnih jedinjenja kod biljaka A. undulatum gajenih na
podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u uslovima kratkotrajnog i dugotrajnog stresa
(srednja vrednost + SD). Razliciti stepeni statisticke zna¢ajnosti ozna¢eni su kao: *** = p < 0,001,
*¥* =p<0,01; *= p<0,05. Srednje vrednosti razli€itih nivoa istog faktora obelezene istim malim
slovom nisu znac¢ajno razli¢ite za nivo verovatnoc¢e P < 0,05 prema Takijevom HSD testu.

Koncentracija ukupnih fenolnih

Faktori Nivoi faktora jedinjenja (mmol GAE/g)
Zn 10,173+ 3,67 a
Vrsta metala (A)
Cu 8,490+ 1,93 b
0 9,231 +4,27 a
Koncentracija metala (B) 200 10,157 +2.27b
700 8,606 +2,04 ¢
_ Dugotrajni 11,791 +£2,07 a
Tip stresa (C) ..
Kratkotrajni 6,872 +1,27 b
A *k%k
B *k*k
C *k%k
A x B *k*k
A % C *k%k
B x C *k*k
A x B x C *k%k
3 20,00 | Tip stresa % 20,007 Tip stresa
g8 Dugotrajr?i' 8 Dugotrajni
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Grafik 13. Uticaj interakcija faktora na koncentraciju ukupnih fenolnih jedinjenja kod biljaka A.
undulatum gajenih na podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u uslovima kratkotrajnog i
dugotrajnog stresa: A — vrsta metala X tip stresa; B — koncentracija metala x tip stresa. Na graficima
su prikazane srednje vrednosti = standardna greska.
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4.5.2. Efikasnost uklanjanja DPPH radikala

U eksperimentima sa dugotrajnim stresom A. undulatum se karakterisao znatno veéim
kapacitetom za uklanjanje DPPH radikala u poredenju sa H. cupressiforme (Tabela 19).

Tabela 19. Efikasnost uklanjanja DPPH radikala kod mahovina A. undulatum i H. cupressiforme
gajenih na podlogama sa dodatkom Zn-acetata ili Cu-acetata u uslovima dugotrajnog stresa (srednja
vrednost = SD). Razli¢iti stepeni statistiCke znacajnosti oznaceni su kao: *** = p < 0,001; ** =p <
0,01; * = p < 0,