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1.1. Cink - esencijalan ili toksičan element za biljke? 

 Cink (Zn) je esencijalna komponenta tisuće proteina u biljkama, ali u suvišku je 

toksičan. Drugi je najzastupljeniji prijelazni metal u organizmima poslije željeza (Fe) i jedini  

je metal koji se nalazi u svih šest skupina enzima (oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, 

liaze, izomeraze, ligaze) (Broadley i sur., 2007). Više biljke  apsorbiraju Zn kao divalentni 

kation (Zn
2+

) koji djeluje kao metalna komponenta enzima ili kao funkcionalni, strukturalni ili 

regulatorni kofaktor velikog broja enzima (Brown i sur., 1993), a takoĎer je i sastavni dio 

nekoliko transkripcijskih faktora (npr. transkripcijski faktori s motivom cinkovih prstiju) 

(Chang i sur., 2005). Enzimi koji sadrže vezani Zn su: karboanhidraza (McMall i Bouma, 

1973; Marschner, 1986), alkohol-dehidrogenaza (Marschner, 1986); Cu-Zn superoksid-

dismutaza (Marschner, 1986) i RNA polimeraza (Marschner, 1986; Obata i Umebayashi, 

1988).  

U usporedbi s drugim mikronutrijentima, Zn je u biološkim sustavima prisutan u 

visokim koncentracijama, pogotovo u biomembrani. U korijenu klijanaca pšenice, 

citoplazmatska koncentracija ukupnog Zn iznosi oko 0,4 mM (Santa Maria i Cogliatti, 1988). 

Većina važnih funkcija Zn u stanicama ovisi o njegovoj sposobnosti stvaranja tetraedralne 

koordinacije u različitim dijelovima stanice. Cistein, histidin, aspartat ili glutamat su glavni 

stanični ligandi za Zn koji tvore tetraedralnu koordinaciju (Vallee i Falchuk, 1993a). 

Navedeni ligandi, pogotovo cistein i histidin, vežu Zn većim afinitetom i  stabilnošću nego Fe 

(Berg i Shi, 1996). Cink ima važnu ulogu u detoksifikaciji reaktivnih kisikovih spojeva (eng. 

Reactive Oxygen Species - ROS) uključujući superoksidni radikal i vodikov peroksid. Zbog 

temeljne uloge u aktivaciji i ekspresiji gena (Klug i Rhodes, 1987; Vallee i Falchuk, 1993b), 

Zn može biti uključen u ekspresiju gena induciranih oksidacijskim stresom koji kodiraju 

enzime kao što su askorbat-peroksidaza (APX) i glutation-reduktaza (GR) (Allen, 1995; 

Alscher i sur., 1997). 

Zbog važnosti esencijalnih mikronutrijenata u fiziologiji biljaka, izrazito je važno 

održavati homeostazu ovog metala u biljnim stanicama (Slika 1). To znači da se koncentracija 

metala treba održavati unutar relativno uskog raspona kako bi se izbjegli štetni učinci manjka 

ili suviška cinka (Lin i Aarts., 2012). Biljke posjeduju čvrste regulatorne mehanizme za 

održavanje homeostaze mikronutrijenata.  
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Slika 1. Krivulja odgovora biljaka na promjene koncentracija esencijalnih mikronutrijenata 

(modificirano prema Alloway, 1995).  

 

1.2. Usvajanje, transport i akumulacija cinka u biljkama 

Uslijed nedovoljne istraženosti mehanizmima apsorpcije Zn u karbonatnim tlima i 

njegovoj translokaciji unutar biljke, usvajanje, translokacija, distribucija i akumulacija Zn  

predmet su mnogobrojnih istraživanja (Grotz i Guerinot, 2006; Chandra i sur., 2009). 

Različite biljne vrste i različiti genotipovi iste vrste značajno se razlikuju u usvajanju i 

akumulaciji Zn, Cd i Fe (Vasconcelos i sur., 2003; Greger i Lofstedt, 2004). Usvajanje metala 

u biljke je kompleksan proces koji ovisi o ionskom potencijalu metala i njegovom ionskom 

polumjeru, a može uključivati nekoliko koraka koji uključuju transport kroz plazmatsku 

membranu stanica korijena uz pomoć specifičnih transportera metala te translokaciju metala 

ksilemom (Bernal i sur., 2007; Sharma i Dietz, 2008). Metale koji su esencijalni za normalan 

rast i razvoj biljka prima iz tla, nakon čega se distribuiraju unutar biljke, a njihove su 

koncentracije različite u različitim tkivima, stanicama i organima (Hall i Williams, 2003).  

Kako bi započeo proces unosa metala putem korijena, različite vrste metala moraju biti u 

topivom obliku dostupnom za membranu korijena (Cataldo i Wildung, 1978). Predložena su 

dva različita procesa za unos metala: a) pasivni unos, koji ide putem koncentracijskog 



1. UVOD 

4 

 

gradijenta kroz plazma membranu i b) aktivni unos koji je specifičan za supstrat, ovisan o 

korištenju energije i posredovan nosačima (Williams i sur., 2000). Unos većine metala odvija 

se u mlaĎim dijelovima korijena gdje Kasparijeve pruge nisu potpuno razvijene (Prasad, 

2004).  

Pretpostavlja se da se većina Zn transportira simplastnim putem preko korijena do 

ksilema, iako bitan dio može proći korijenom i doći do ksilema apoplastnim putem (White i 

sur., 2002b; Broadley i sur., 2007). Zn se može unijeti kroz plazma membranu stanica 

korijena kao Zn
2+

 ili kao kompleks Zn-fitosiderofori (Grotz i Guerinot, 2006; Suzuki i sur., 

2006; Broadley i sur., 2007; Ismail i sur., 2007). Iako su neki Ca
2+

 kanali na membrani 

propusni za Zn
2+

 (Demidchik i sur., 2002; White i sur., 2002a), smatra se da je većina unosa 

Zn
2+

 u citoplazmu posredovano ZIP (eng. ZRT-zinc regulated transporter, IRT- iron 

regulated trasporter – related Proteins) (Colangelo i Guerinot, 2006; Broadley i sur., 2007; 

Palmgren i sur., 2008) te da YSL (eng. yellow stripe – like) proteini kataliziraju unos 

kompleksa Zn-fitosiderofori (Suzuki i sur., 2006; Haydon i Cobbett, 2007). Smatra se da 

članovi ZIP obitelji sudjeluju kao posrednici unosa Zn
2+

 u stanice lista i u floem (Ishimaru i 

sur., 2005).  Cinkom inducirani transporter (ZIF1) je uključen u transport Zn u vakuolu putem 

Zn
2+/

H
+
 antiportnog mehanizma, dok su NRAMP (eng. natural resistance-associated 

macrophage proteins) uključeni u mobilizaciju Zn u vakuolu (Thomine i sur., 2003). Smatra 

se da se Zn sekvestrira u vakuolu u obliku kompleksa s organskim kiselinama (Broadley i 

sur., 2007). Unutar ksilema, Zn se može transportirati kao Zn
2+

 ili u kompleksu s organskim 

kiselinama, histidinom ili nikotinaminom (von Wiren i sur., 1999; White i sur., 2002b; 

Broadley i sur., 2007; Palmgren i sur., 2008).  

Biljke imaju visoko specifične mehanizme za translokaciju i pohranu mikronutrijenata 

kao i toksičnih elemenata. Akumulacija Zn uglavnom je prisutna u korijenu, sa slabijom 

translokacijom u nadzemne dijelove biljke (Marques i sur., 2007; Rivelli i sur., 2012).  
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1.3. Učinci manjka cinka na biljku 

Cink je najčešći mikronutrijent koji nedostaje poljoprivrednim usjevima (Çakmak, 

2002, 2004; Alloway, 2004). Manjak Zn u biljkama uglavnom je povezan s vapnenačkim 

tlima s visokim pH vrijednostima gdje je niska dostupnost Zn ili s pješčanim tlima i kiselim 

tlima gdje je sadržaj Zn vrlo nizak (Takkar i Walker, 1993). Kritične vrijednosti Zn u 

biljkama predložili su Dobermann i sur. (2000):  <10  mg kg
-1

 (definitivni nedostatak), 10-15 

mg kg
-1

 (vrlo moguć nedostatak), 15-20 mg kg
-1

 (moguć nedostatak) i  > 20 mg kg
-1

 (dovoljna 

koncentracija Zn). U većini usjeva, tipična koncentracija Zn u listu potrebna za adekvatan rast 

iznosi 15-20 mg Zn kg
-1

 DW (Marschner, 1995). Nedostatak Zn u početku se očituje 

smanjenjem internodalnog rasta, što dovodi do smanjenja duljine stabljike i poprimanja oblika 

rozete, dok u kasnijim fazama razvoja listovi mogu pokazati simptome poput kloroze i 

nekroza (Sharma, 2006). Simptomi nedostatka Zn su prvo vidljivi na mladim listovima što 

ukazuje na smanjenu mobilnost Zn (Brennan, 1993). Učinci nedostataka Zn različiti su čak i 

unutar iste vrste i simptomi se razvijaju brzo, ali uvelike ovise o stupnju stresa (Kubota i sur., 

1972).  

Nedostatak Zn rezultira velikim gubicima u prinosu i prehrambenim kvalitetama 

žitarica. Važna strategija za povećanje koncentracije mikronutrijenata u zrnu je uzgoj ili 

kultiviranje otpornijih genotipova (kultivara). Kako su ranije utvrdili Welch i Graham (2004), 

uspješna biofortifikacija bi trebala zadovoljiti sljedeće kriterije: (1) kapacitet prinosa zrna 

biofortificiranih genotipova mora se održavati; (2) povećanje razine mikronutrijenata mora 

imati značajan utjecaj na ljudsko zdravlje i (3) postignuta razina mikronutrijenata mora biti 

relativno stabilna na različitim lokacijama i klimatskim zonama. Uzgoj biljaka (genetska 

biofortifikacija) i korištenje gnojiva Zn koji se dodaju u tlo ili folijarnim putem (agronomska 

biofortifikacija) su dvije važne poljoprivredne strategije za povećavanje koncentracije Zn u 

zrnu (Pfeiffer i sur., 2007; Brinch-Pedersen i sur., 2007; Çakmak i sur., 2010).  

MeĎutim, u procesu agronomske biofortifikacije važan utjecaj na njenu uspješnost 

imaju i uvjeti u okolišu pri čemu je interakcija izmeĎu genotipa i okoline vrlo značajna 

(Çakmak i sur., 2004). 
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1.4. Toksični učinci cinka na biljku 

Toksičnost Zn javlja se u tlima kontaminiranim produktima rudarstva i aktivnostima 

taljenja, u poljoprivrednim tlima tretiranim s kanalizacijskim muljem te u urbanim tlima 

obogaćenim antropogenim utjecajima, posebice u uvjetima niskih pH vrijednosti tla (Chaney, 

1993). Zn je jedan od najraširenijih toksičnih elemenata u agro-ekosustavima (Roy i 

Couillard, 1998; Nan i sur., 2002).  Toksičnost teških metala odvija se u dvije faze. Prva faza 

indukcije (traje 1-2 dana) uključuje povećanu aktivnost signalnih procesa, enzimske aktivnosti 

i promjene u strukturi stanične stijenke i stanične membrane. Druga faza (traje više od 2 dana) 

podrazumijeva dugotrajne učinke koji uključuju biokemijske promjene koje omogućuju 

smanjenje posljedica oksidacijskog stresa i degradacijske procese koji dovode do starenja 

stanica  i u konačnici do programirane stanične smrti (Maksymiec i sur., 2008). 

Cink je esencijalan mikronutrijent za biljke, ali u supraoptimalnim koncentracijama 

postaje toksičan (Cuypers i sur., 1999). Toksičnost Zn se očituje kroz (1) smanjenje sadržaja 

esencijalnih nutrijenata kao što su Fe, Cu i Mn (Ebbs i Kochian, 1997), (2) pojavu 

oksidacijskih oštećenja biomembrana (Cuypers i sur., 2001) i (3) ometanja fotosinteze 

(Vangronsveld i Clijesters, 1994). Cink inducira oksidacijski stres poticanjem stvaranja ROS 

koji dovode do peroksidacije lipida u biomembranama (Madhava Rao i Sresty, 2000).  

Prag toksičnosti Zn je odreĎen genotipskim karakteristikama biljnih vrsta, vremenu 

izloženosti i koncentraciji Zn te samom sastavu ostalih nutrijenata u hranjivom mediju 

(Hafeez i sur., 2013). Kritična toksična koncentracija za biljke je oko 500 µg Zn g
-1

 (Chaney, 

1993). Suvišak Zn
2+

 uzrokuje smanjenje rasta i razvoja, metaboličke aktivnosti i inducira 

oksidacijska oštećenja u raznim vrstama biljaka (Panda i sur., 2003). Rast graška (Pisum 

sativum L.) bio je inhibiran nakon primjene 1000µM Zn (Doncheva i sur., 2001). Toksičnost 

cinka uzrokuje inhibiciju primarnog rasta korijena i pojavu bočnog korijena (Ren i sur., 

1993). Zn
2+

 je uzrokovao smanjenje stope respiracije i povećao oštećenja membrane u biljci 

suncokreta (Helianthus annus) (Ismail i Azooz, 2005). Unos Zn
2+

 utječe na akumulaciju 

drugih nutrijenata u različitim biljkama (Ismail i Azooz, 2005). Visoke razine Zn mogu 

pomaknuti Mg iz water splliting mjesta u fotosustavu 1, čime se inhibiraju oba fotosustava i 

lanac prijenosa elektrona, kao što se primijetilo u grahu (Phaseolus vulgaris L.) nakon 

tretmana Zn (Van Assche i Clijsters, 1986). Zbog sličnosti u ionskom polumjeru divalentnih 

kationa, suvišak cinka može pomaknuti odreĎenu fiziološku ravnotežu lokalnom 

kompeticijom na različitim mjestima (Kemper i sur., 1997). Konkretno, pokazano je da cink 
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ima negativan učinak na unos minerala i enzimske aktivnosti vezane uz oksidacijski 

metabolizam ( Quariti i sur., 1997).   

Početni simptomi toksičnosti Zn su kloroza, pa čak i crvenilo koje se pojavljuje u 

teškim slučajevima, zbog proizvodnje antocijanina  (Fontes i Cox, 1995). Nakon toga slijedi 

pojava nekrotičnih smeĎih mrlja na listovima nekih vrsta praćeno smanjenim prinosom 

(Broadley i sur., 2007). Većina biljaka zahtijeva u listu  koncentraciju veću od 15-30 mg kg-1 

DM za maksimalni prinos, a njihov rast je inhibiran ako je koncentracija Zn veća od 100-700 

mg kg
-1

 DM (Fageria 2009; White i Brown, 2010). 

 

1.5. Antioksidacijski odgovor biljaka na oksidacijski stres uzrokovan povećanim 

koncentracijama cinka 

           Akumulacijom većine teških metala, uključujući i Zn, u biljnim tkivima dolazi do 

povećane sinteze ROS-a, kao što su superoksidni anion (O
2-.

), hidroksilni radikal (OH
.
), 

vodikov peroksid (H2O2) itd. ROS u suvišku izazivaju oksidacijski stres u tkivima popraćen 

povećanom peroksidacijom lipida, oksidacijom staničnih proteina te fragmentacijom 

nukleinskih kiselina (Gupta, 2011). Cink je nereducirajući metal, ali može utjecati na 

stvaranje ROS-a što dovodi do indukcije  antioksidacijskih enzima (Prasad i sur 1999; Chang 

i sur. 2005). Oksidacijski stres izazvan toksičnošću cinka u konačnici može dovesti i do 

stanične smrti (Chang i sur., 2005). 

Za uklanjanje ROS-a i prevladavanje oksidacijskih oštećenja, biljke imaju 

antioksidacijski obrambeni sustav koji  sadrži neenzimske antioksidanse poput askorbata, 

glutationa, karotena, tokoferola i antioksidacijskih enzima  kao što su superoksid-dismutaza, 

katalaza, peroksidaze i enzimi askorbat-glutationskog ciklusa (Gupta, 2011). Asc-GSH put je 

ključni dio mreže reakcija koje uključuju važne enzime za učinkovito uklanjanje ROS te na 

taj način sprječava oksidacijski stres  (Noctor i Foyer, 1998; Aravind i Prasad, 2005; Anjum i 

sur., 2010). Enzimi askorbat-glutationskog ciklusa askorbat-peroksidaza (APX), 

monodehidroaskorbat-reduktaza (MDHAR), dehidroaskorbat-reduktaza (DHAR) i glutation-

reduktaza (GR) imaju ključnu ulogu u održavanju razine antioksidanasa askorbinske kiseline 

(Asc) i glutationa (GSH) u njihovim reduciranim oblicima u kloroplastima i ostalim staničnim 

odjeljcima kao što su citosol, mitohondriji, apoplast i peroksisomi (Mittler, 2002) (Slika 2). 
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Kod biljaka, askorbat-glutationski ciklus djeluje u citosolu, mitohondrijima, plastidima i 

peroksisomima (Jimenez i sur., 1998;. Meyer 2009).  

 

 

Slika 2. Askorbat-glutationski ciklus. Shema meĎuprodukata i enzima Asc-GSH ciklus. ASC, 

askorbat; MDHA, monodehidroaskorbat; DHA, dehidroaskorbat; GSH, glutation; GSSG, 

glutation disulfid ( modificirano prema Gupta, 2011). 

 

1.5.1. Glutation-reduktaza 

Glutation-reduktaza (GR, EC 1.6.4.2) je flavoprotein oksidoreduktaza koja katalizira 

redukciju glutation disulfida (GSSG) u sulfhidrilni oblik GSH (Ahmad i Prasad, 2012). Ovaj 

enzim koristi NADPH kao reducens (Slika 3). Potrebna je za održavanje visokog omjera 

GSH/GSSG u biljnim stanicama te za ubrzavanje puta vezanja u biljkama osobito u uvjetima 

stresa (Smith i sur., 1989). GR katalizira sljedeću reakciju:  

              
                   
→                             

GR ima visoke specifičnosti za svoje supstrate, iako se neki konjugati glutationa i 

glutation- disulfida mogu reducirati pomoću GR (Gaullier i sur., 1994). Većina GR u biljkama 

imaju visok afinitet za NADPH (<10 µM). GR može takoĎer reducirati GSSG pomoću 

NADH, ali afinitet za NADH je vrlo nizak (Halliwell i Foyer, 1978). Afinitet GR za GSSG  

varira od 10 - 7.300 µM (Mullineaux i Creissen, 1997). Molekularna težina biljnih GR je u 

rasponu od 60-190 kDa (Mullineaux i Creissen, 1997). GR je uglavnom lokalizirana u 
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kloroplastima, mitohondrijima i citosolu (Edwards i sur., 1990; Creissen i sur., 1995; Jimenez 

i sur., 1997; Rudhe i sur., 2004). TakoĎer je pronaĎena u peroksisomima (Jimenez i sur., 

1997; del Río i sur., 2002). Općenito, GR u kloroplastima ima veću aktivnost (Stevens i sur., 

2000) i oko 80% GR aktivnosti u tkivu lista su činili kloroplastni izoenzimi (Edwards i sur., 

1990). GR je  jedan od glavnih enzima enzimatskog antioksidacijskog sustava, koji održava 

reducirani status GSH putem askorbat-glutationskog puta i igra vitalnu ulogu u održavanju 

sulfhidrilnih (-SH) skupina.  

Niz biotičkih i abiotičkih faktora, uključujući metaloide i teške metale  imaju utjecaj 

na aktivnost GR u biljkama (Anjum i sur., 2010, 2011; Gill i Tuteja, 2010).  Mnoge biljke 

izložene metalima Zn, Cu, Fe, Cd pokazale su smanjenje aktivnosti enzima GR, odgovornog 

za sintezu GSH (Gallego i sur., 1996). S druge strane u istraživanju s klijancima graha 

(Phaseolus vulgaris L.) tretman Zn uzrokovao je povećanje aktivnosti GR (Cuypers i sur., 

2001). Promjene u enzimskoj aktivnosti mogu varirati ovisno o ispitivanom biljnom organu 

(Lomonte i sur., 2010), vrsti i koncentraciji primjenjenog metala i genotipskim svojstvima 

(Anjum i sur., 2012). 

 

 

 

Slika 3. Shematski dijagram koji prikazuje molekularno funkcioniranje GR (preuzeto iz 

Ahmad i Prasad, 2012).  
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1.5.2. Glutation-peroksidaza 

Glutation-peroksidaza (GPX) katalizira  redukciju vodika iz lipidnih peroksida (LOOH) s 

reduciranim glutationom:   

2GSH + H2O2H2O + GSSG 

GSSG se zatim reducira nazad do GSH pomoću glutation- reduktaze uz utrošak NADPH:  

GSSG + NADPH + H
+
→ 2GSH + NADP

+  
  

GPX su velika obitelj različitih izoenzima koji imaju širok spektar supstrata te djeluju kao 

antioksidacijski enzimi, posvuda su rasprostranjeni u biljnoj stanici uključujući citosol, 

kloroplaste, mitohondrije, peroksisome i apoplast te kataliziraju redukciju H2O2, organskih i 

lipidnih hidroperoksida koristeći GSH direktno kao reducens i na taj način štite stanice od 

oksidacijskih oštećenja (Noctor i sur., 2002a; Milla i sur., 2003; Anjum i sur., 2010, 2011b). 

Selenoproteini GPX su rijetki u biljkama, umjesto toga biljni GPX ima cistein umjesto 

selenocisteina u aktivnom mjestu (takoĎer se naziva neselenska GPX NS-GPX), što smanjuje 

njenu katalitičku aktivnost u usporedbi sa selenoproteinskom GPX (Mano i sur., 2001; 

Herbette i sur., 2007). Štoviše, u usporedbi sa 4 tipa GPX-a pronaĎenih u životinjskim 

stanicama (Toppo i sur., 2008; Lu i Holmgren, 2009), više biljke su pokazale da su zadržale 

samo monomerni oblik i vjerojatno stariji neselenski tip (Eshdat i sur., 1997), dok je kod 

Chlamydomonas reinhardtii, klorofilske zelene alge pokazano da sadrži jednu neselensku i 

dva tipa selenske GPX (Dayer i sur., 2008). Millar i suradnici (2003) su identificirali obitelj 

sedam srodnih proteina u Arabidopsis nazvanih AtGPX1- AtGPX7. MeĎu izoenzimima, 

AtGPX1 i AtGPX2 su posttranslacijski usmjereni u kloroplast (Milla i sur., 2003) pružajući 

antioksidacijski odgovor (Chang i sur., 2009). Drugi GPX izoenzimi lokalizirani su u citosolu, 

mitohondrijima i endoplazmatskom retikulumu (Milla i sur., 2003).  

Postoje kontradiktorni rezultati koji se odnose na odgovor GPX pri različitim 

koncentracijama teških metala u različitim biljnim vrstama. Smanjenje aktivnosti peroksidaza 

u odgovoru na višak Zn je pronaĎeno u izdanku i korijenu raznih biljaka (Jain i sur., 2010; 

Ozdener i Aydin, 2010). Aktivnost GPX se smanjila u okri (Hibiscus esculentus cv. Hassawi) 

pri tretmanu Zn  (Youssef i Azooz, 2013), dok je s druge strane utvrĎena povećana aktivnost 

GPX pri tretmanu Zn u izdancima i korijenu klijanaca kukuruza (Hosseini i Poorakbar, 2013). 
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1.5.3. Glutation-sulfo-transferaze  

GSH-S-transferaze/GSH-transferaze (GST, EC 2.5.1.18) su GSH ovisni enzimi koji 

detoksificiraju ROS i uglavnom su pronaĎeni u citosolu biljke (Sheehan i sur., 2001). GST 

predstavljaju obitelj multifunkcionalnih proteina koji kataliziraju nukleofilnu konjugaciju 

reduciranog tripeptida glutationa (GSH, γ-Glu-Cys-Gly) sa širokim rasponom hidrofobnih i 

elektrofilnih supstrata. Dixon i sur. (1998) i Edwards i sur. (2000) su istražili  ulogu GSH u  

konjugaciji s različitim hidrofobnim i elektrofilnim spojevima te potvrdili njihovu važnost u 

detoksifikaciju različitih ksenobiotika, endogenih toksičnih i netoksičnih metabolita. TakoĎer, 

imaju važnu ulogu u zaštiti stanica od oksidacijskih oštećenja jer funkcioniraju i kao GPX 

sudjelujući u detoksifikaciji citotoksičnih alkenala i lipidnih hidroperoksida koji nastaju u 

procesu peroksidacije membranskih lipida i oštećenja nukleinskih kiselina  (Dixon i sur., 

2002). GST takoĎer mogu djelovati i kao nekatalitički nosači, npr. auksina i citokinina ( Zettl 

i sur., 1994; Edwards i sur, 2000; Dixon i sur., 2002) ili antocijanina (Marrs i sur., 1995; 

Mueller i sur., 2000), i tako pridonijeti homeostazi hormona ili vakuolarnoj sekvestraciji 

antocijanina.  

Biljne glutation-S-transferaze (GST) su multifunkcionalni proteini koji igraju glavnu 

ulogu u detoksifikaciji i metabolizmu oksidacijskog stresa. Gotovo sve poznate citosolne GST 

su pokazale da se javljaju kao homo- ili heterodimeri sa podjedinicama s molekulskom 

masom od 23-29 kDa (Droog, 1997) u kojoj svaka podjedinica ima GSH vezno mjesto (G-

mjesto) i susjedno vezno mjesto za elektrofilni supstrat (H-mjesto) (Marrs, 1996). Flury i sur. 

(1996) i Frova (2003) su izvijestili i pojavu mikrosomalnih, plastidijalnih, nuklearnih i 

apoplastnih izoformi GST-a i u nekim slučajevima GST u svojoj formi citoplazmatskog 

proteina predstavlja više od 1% topljivih proteina u listu kukuruza (Zea mays L.) (Dixon i 

sur., 1998; Edwards i Dixon., 2000).  

Porodice gena biljnih GST velike su i vrlo raznolike: 48 članova Arabidopsis, preko 25 

članova u soji i 42 u kukuruzu (McGonigle i sur., 2000; Dixon i sur., 2002). Na temelju 

homologije proteina i  genske organizacije klasificirane su u razrede (phi, φ; tau, τ; theta, θ; 

zeta, ζ; lambda, λ) od kojih su phi (φ), tau (τ) i DHAR razredi specifični za biljke (Dixon i 

Edwards, 2010).  

GST geni pokazuju vrlo različite regulacije u odgovoru na biotičke i abiotičke čimbenike 

stresa, ali je njihova uloga u odgovoru biljaka na teške metale još nedovoljno istražena. Uloga 

GST u odgovoru biljaka na  tretman herbicidima je detaljno istraživana (Marrs 1996;  Xu i 
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sur, 2002), ali su podaci o samoj funkciji tih enzima i dalje nedostatni. GST su uključene u 

odgovor biljaka na patogene i oksidacijski stres (Marrs, 1996). Mnoge biljne GST kao što su 

Theta, Phi i Tau klase imaju glutation-peroksidaznu aktivnost koja detoksificira citotoksične 

alkenale i lipidne hidroperokside (Mauch i Dudler, 1993), a reduciraju lipidne hidroperokside 

masnih kiselina u odgovorajuće monohidroalkohole. Ta redukcija ima središnju ulogu u 

sprječavanju razgradnje organskih hidroperoksida u citotoksične derivate aldehida (Dixon i 

sur., 2002). Ekspresija peroksidazne GST kod vrste Arabidopsis posreduje u obrani od 

oksidacijskog oštećenja uslijed različitih čimbenika stresa (Roxas i sur., 1997). 
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1.6. Cilj istraţivanja 

Ciljevi ovog istraživanja bili su: 

 

1.  utvrditi razlike u antioksidacijskom odgovoru klijanaca dvije sorte pšenice na tretman s 

dva izvora cinka (cinkov sulfat i cink-EDTA). 

2.  istražiti razlike u aktivnostima antioksidacijskih enzima u korijenu i izdanku klijanaca 

dviju sorti ozime pšenice tretiranih s dva različita izvora cinka. 
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2.1. Opis eksperimenta 

            U istraživanju su korištena zrna dviju sorti ozime pšenice (Divana – standard za 

kvalitetu u Republici Hrvatskoj i Srpanjka – standard za visinu prinosa u Republici 

Hrvatskoj). 

Zrna su prvo sterilizirana etanolom, a zatim izosanom (10g/L + 1µL Tweena) u 

vremenu od osam minuta uz stalno miješanje. Uslijedilo je ispiranje sterilnom vodom te su 

zrna ostavljena 24 h u hladnjaku na proces bubrenja. Zrna (50 komada) su stavljena na filter 

papir u sterilne plastične Petrijeve posudice i zalivena s 15 mL sterilne vode (kontrola) te s 15 

mL 100 µM otopine  cinkovog sulfata (ZnSO4×7H2O) i s 15 mL 100 µM otopine cink-EDTA. 

            Nakon pet dana naklijavanja u inkubatoru u tami klijanci su dodatno zaliveni s 10 mL 

odgovarajuće otopine. Sedmi dan naklijavanja su klijanci pšenice uzorkovani za daljnja 

laboratorijska istraživanja. 

2.2. Laboratorijska analiza uzoraka 

 Laboratorijske analize provedene su u laboratoriju za biokemiju Odjela za biologiju u 

Osijeku. Laboratorijska analiza uzoraka uključivala je odreĎivanje : 

- Klijavost sjemenki 

- Ukupna masa klijanaca 

- Omjer mase  izdanka i korijena klijanaca dviju sorti ozime pšenice 

- Aktivnosti enzima glutation-reduktaze 

- Aktivnosti enzima glutation- peroksidaze 

- Aktivnosti enzima glutation-S-transferaze 

2.2.1. Priprema enzimskih ekstrakata 

     Svježe tkivo izdanka i korijena klijanaca pšenice usitnjavano je u tarioniku pomoću 

tekućeg dušika uz dodatak PVPP-a (polivinilpolipirolidin).  Iz usitnjenog su tkiva (0,2 g) 

enzimi ekstrahirani 15 minuta na ledu uz dodatak 1 mL hladnog ekstrakcijskog pufera (100 

mM KH2PO4, 100 mM K2HPO4, 1 mM EDTA, pH 7.0). Homogenati su zatim centrifugirani 

20 minuta na 20 000 g i +4 ºC. Dobiveni supernatanti korišteni su za spektrofotometrijsko 

odreĎivanje aktivnosti enzima glutation-reduktaze, glutation-S-transferaze i glutation-

peroksidaze.  
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2.2.2. OdreĎivanje aktivnosti enzima glutation-reduktaze 

Aktivnost glutation-reduktaze (EC 1.6.4.2; GR) u enzimskim ekstraktima odreĎena je 

prema metodi koja se temelji na principu redukcije oksidiranog oblika glutationa (GSSG) u 

prisutnosti GR uz NADPH kao reducens (Halliwel i Foyer, 1978). 

              
                   
→                             

U kivetu od kvarcnog stakla dodano je  400 μL 100 mM kalij fosfatnog pufera (pH 7.5) 

koji je sadržavao 1 mM otopinu EDTA, 500 μL 2 mM otopine GSSG, 50 μL enzimskog 

ekstrakta te 50 μL 2 mM otopine NADPH. Smanjenje apsorbancije, uslijed oksidacije 

NADPH, praćeno je pri valnoj duljini od 340 nm svakih 10 sekundi tijekom 2 minute. GR je 

izražena u enzimskim jedinicama (U) koje predstavljaju količinu enzima koji katalizira 

oksidaciju 1 μmola NADPH u minuti pri 25 ºC i pH 7.5 po g svježe tvari.  

2.2.3. OdreĎivanje aktivnosti enzima glutation- peroksidaze 

Aktivnost glutation-peroksidaze (EC.1.11.1.9.) u enzimskim ekstraktima mjerila se 

spektrofotometrijski na 340 nm po principu reakcije:  

         
                     
→                           

             
                   
→                             

U plastičnu UV-kivetu redom je dodano 1500 µL reakcijske smjese, 40 µL enzimskog 

ekstrakta i 25 µL 0,042% otopine H2O2. Apsorbancija 0,042% otopine vodikovog peroksida 

pri 240 nm bi trebala iznositi 0.054. Reakcijska smjesa je sadržavala otopinu NADPH (200 

mM), 50 mM kalij-fosfatnog pufera s 0,4 mM EDTA (pH= 7,0), otopinu glutation-reduktaze 

(100U/ml) i otopinu reduciranog glutationa (200 mM). Nakon dodatka uzorka u kivetu, prati 

se smanjenje apsorbancije na 340 nm svakih 30 sekundi tijekom 5 minuta. Jedna jedinica 

enzima (GPX) katalizira oksidaciju H2O2 pomoću 1µmola reduciranog glutationa u oksidirani 

glutation po minuti pri pH 7,0 i 25 °C. 

 

 

 



2. MATERIJALI I METODE 

17 

 

2.2.4. OdreĎivanje aktivnosti enzima glutation-S-transferaze 

Aktivnost glutation-S-transferaze (EC 2.5.1.18; GST) u enzimskim ekstraktima odreĎena 

je spektrofotometrijskim praćenjem nastajanja produkta reakcije konjugacije izmeĎu GSH i 1-

kloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) pri 340 nm (Habig i sur., 1974; Simons i Jagt, 1977):  

         
                       
→                              

U plastičnu UV kivetu s 1350 μL 100mM kalij fosfatnog pufera (pH 6.5) koji je 

sadržavao 1 mM EDTA, dodano je 50 μL 75 mM otopine GSH te 50 μL 30 mM otopine 

CDNB. Enzimska reakcija započinje dodavanjem 50 μL razrijeĎenog enzimskog ekstrakta. 

Enzimski ekstrakti su razrijeĎeni 10x na način da je u 20 µL uzorka dodano 180 µL kalij 

fosfatnog pufera (pH 7.0, koji je korišten i za samu ekstrakciju). Porast apsorbancije, do kojeg 

dolazi uslijed stvaranja G-SDNB konjugata, mjeren je svakih 30 sekundi tijekom 5 minuta pri 

valnoj duljini od 340 nm. Jedna jedinica aktivnosti GST jednaka je količini enzima potrebnog 

za konjugaciju 1 μmola CDNB s reduciranim glutationom po minuti pri pH 6.5 i temperaturi 

od 25 ºC, a izražena je po g svježe tvari. 

 

2.3. Statistička obrada podataka 

       Statistička obrada podataka obavljena je softverskim paketom Statistica 12 (StatSoft.Inc). 

Provedena je analiza varijance (ANOVA) uz test najmanje značajne razlike (LSD). 
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3.1. Utjecaj tretmana cinkom na klijavost i masu klijanaca dviju sorti ozime pšenice 

3.1.1. Klijavost 

Na temelju analize varijanci (ANOVA) pokazano da nema statistički značajnih razlika u 

% klijavosti izdanka i korijena dviju sorti ozime pšenice u odnosu na kontrolu. 

 

3.1.2. Ukupna masa klijanaca  

Tretman sa ZnSO4 uzrokovao je značajno povećanje mase klijanaca sorte pšenice Divana 

za 20% u odnosu na kontrolne klijance, dok je tretman sa ZnEDTA uzrokovao povećanje 

mase klijanaca iste sorte za 12%. Primjena oba oblika Zn nije uzrokovala statistički značajnu 

razliku u ukupnoj masi klijanaca pšenice sorte Srpanjka u odnosu na ukupnu masu kontrolnih 

klijanaca (Slika 4).  

 

Slika 4. Ukupna masa klijanaca dviju sorti ozime pšenice (Divana i Srpanjka) tretiranih sa 

ZnSO4 i ZnEDTA, DK- Divana kontrola, SK- Srpanjka kontrola, Dso4 – Divana tretirana cink 

sulfatom, Sso4 –Srpanjka tretirana ZnSO4, Dedta- Divana tretirana ZnEDTA i Sedta- Srpanjka 

tretirana ZnEDTA. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti 

označene istim slovom (a,b,c) ne razlikuju se prema LSD testu; p<0.05. 
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3.1.3. Omjer mase korijena i izdanka dviju sorti ozime pšenice  

Tretmani s oba oblika Zn nisu značajno utjecali na omjer mase korijena i izdanka 

klijanaca sorte pšenice Divana. Kod klijanaca sorte Srpanjka samo je tretman sa ZnEDTA 

uzrokovao povećanje omjera mase i izdanka od 21% u odnosu na kontrolne biljke (Slika 5). 

 

 

Slika 5. Omjer mase korijena i izdanka dviju sorti ozime pšenice (Divana i Srpanjka) 

tretiranih sa ZnSO4 i ZnEDTA, DK- Divana kontrola, SK - Srpanjka kontrola, Dso4 – Divana 

tretirana ZnSO4, Sso4 - Srpanjka tretirana ZnSO4, Dedta - Divana tretirana ZnEDTA i Sedta - 

Srpanjka tretirana ZnEDTA. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. Prosječne 

vrijednosti označene istim slovom (a,b,c) ne razlikuju se prema LSD testu; p<0.05. 
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3.2. Utjecaj tretmana cinkom na aktivnost glutation-reduktaze u izdancima i korijenu 

klijanaca dviju sorti ozime pšenice  

Primjena ZnSO4 rezultirala je smanjenjem aktivnosti GR od 13%, dok je tretman sa 

ZnEDTA uzrokovao smanjenje od 15% u odnosu na aktivnost kontrolnih izdanka sorte 

Divana. Statistički značajno smanjenje aktivnosti GR takoĎer je utvrĎeno u izdancima sorte 

Srpanjka i to od 17% pri tretmanu sa ZnSO4, odnosno 25% pri tretmanu sa ZnEDTA u 

odnosu na kontrolne izdanke. Oba tretmana cinkom nisu rezultirala statistički značajnim 

razlikama u aktivnosti GR u korijenu klijanaca sorte Divana u usporedbi s kontrolnim 

vrijednostima. U korijenu sorte Srpanjka samo je  tretman sa ZnEDTA rezultirao značajnim 

smanjenjem aktivnosti GR od 23% u odnosu na kontrolne biljke (Slika 6).  

 

Slika 6. Aktivnost glutation-reduktaze (GR) u izdanku i korijenu dviju sorti ozime pšenice 

(Divana i Srpanjka) tretiranih sa ZnSO4 i ZnEDTA. Podaci su prikazani kao srednje 

vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti označene istim slovom (a,b,c) ne razlikuju se prema 

LSD testu; p<0.05. 
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3.3. Utjecaj tretmana cinkom na aktivnost glutation-peroksidaze u izdancima i korijenu 

klijanaca dviju sorti ozime pšenice 

Tretman sa ZnSO4 i ZnEDTA uzrokovao je statistički značajno smanjenje aktivnosti 

glutation-peroksidaze (GPX) u izdancima sorte pšenice Divana u odnosu na aktivnost u 

kontrolnim klijancima, s tim da je smanjenje tretmanom ZnSO4 bilo 19%, a sa ZnEDTA 25%. 

U usporedbi sa sortom Divana, primjena ovih tretmana kod sorte pšenice Srpanjka nije 

rezultirala statistički značajnim razlikama u aktivnosti GPX u izdancima u odnosu na 

kontrolu. U korijenu sorte Divana samo je tretman sa ZnEDTA rezultirao značajnim 

povećanjem aktivnosti GPX od 30% u odnosu na kontrolne biljke. Statistički značajno 

povećanje aktivnosti GPX utvrĎeno je u korijenu sorte Srpanjka i to od 54% pri tretmanu sa 

ZnSO4, odnosno 110% pri tretmanu sa ZnEDTA u odnosu na kontrolne biljke (Slika 7).  

 

Slika 7. Aktivnost glutation-peroksidaze (GPX) u izdanku i korijenu dviju sorti ozime pšenice 

(Divana i Srpanjka) tretiranih sa ZnSO4 i ZnEDTA. Podaci su prikazani kao srednje 

vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti označene istim slovom (a,b,c) ne razlikuju se prema 

LSD testu; p<0.05. 
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3.4. Utjecaj tretmana cinkom na aktivnost glutation-S-transferaze u izdancima i 

korijenu klijanaca dviju sorti ozime pšenice 

Tretman otopinom ZnSO4 uzrokovao je smanjenje aktivnosti GST od 20%, dok je 

tretman sa ZnEDTA uzrokovao smanjenje od 16% u odnosu na aktivnost kontrolnih izdanaka 

sorte Divana. Za razliku od sorte Divana, sorta Srpanjka rezultirala je statistički značajnim 

povećanjem aktivnosti GST za 16% u izdancima klijanaca u usporedbi sa kontrolnim 

biljkama pri tretmanu ZnSO4, dok tretman sa ZnEDTA nije uzrokovao značajnu promjenu 

aktivnosti. U korijenu sorte Divana samo je tretman sa ZnEDTA uzrokovao statistički 

značajno povećanje aktivnosti GST od 18% u odnosu na kontrolne biljke. Oba tretmana 

cinkom uzrokovala su statistički značajno povećanje aktivnosti GST u korijenu klijanaca 

pšenice Srpanjka i to od 18% pri tretmanu ZnSO4, odnosno 20% pri tretmanu ZnEDTA u 

odnosu na kontrolne biljke (Slika 8). 

 

 

Slika 8. Aktivnost glutation-S-transferaze (GST) u izdanku i korijenu dviju sorti ozime 

pšenice (Divana i Srpanjka) tretiranih sa ZnSO4 i ZnEDTA. Podaci su prikazani kao srednje 

vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti označene istim slovom (a,b,c) ne razlikuju se prema 

LSD testu; p<0.05. 
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Na vigor sjemenki utječu različiti faktori kao što su genotip, klima, tlo, veličina sjemena, 

rezervne tvari prisutne u sjemenu i status hraniva (Peacok i Hawkins, 1970; Das Gupta i 

Austenson, 1973), pri čemu Zn takoĎer ima značajnu ulogu  (Rengel i Graham, 1995; Dong i 

sur., 1995). Cink u malim koncentracijama potiče rast klijanaca, dok pri visokim 

koncentracijama uzrokuje smanjeni rast i ometa odvijanje metaboličkih procesa (Van Assche i 

Clijsters, 1986; Alia i sur., 1995). Prvo vidljivo oštećenje pri suvišku Zn je smanjen rast 

korijena (Harmens i sur., 1993) i to zbog smanjenja staničnih dioba (Powell i sur., 1986). 

Cink različito utječe na klijavost pšenice ovisno o koncentraciji pri čemu koncentracije < 10 

mM ne utječe značajno na klijavost, a veće koncentracije inhibiraju klijavost (Wang i sur., 

2011). U ovom istraživanju, tretman Zn nije značajno utjecao na klijavost kod obje sorte 

pšenice, štoviše ukupnu masu klijanaca sorte Divana značajno je povećao (Slika 4.). Pozitivan 

učinak Zn na rast korijena i izdanka utvrĎen je kod klijanaca suncokreta (Jadia i Fulekar, 

2008) i kikirikija (Prasad i sur., 2012), dok je u klijancima riže tretman Zn > 50μM imao 

negativan učinak na rast izdanaka (Asadi i sur., 2012).  

Različita istraživanja pokazala su da tretman Zn negativno utječe na razvoj korijena, a 

pozitivno na razvoj izdanaka tako smanjujući omjer korijen/izdanak u ranim fazama razvoja 

(Çakmak i sur., 1996; Erenoglu i sur., 1999; Alam i Shereen, 2002). Takvi rezultati nisu 

povoljni za preživljavanje mladih biljaka pogotovo u uvjetima suše i niskih temperatura 

budući da mladi izdanci za svoj razvoj troše puno više vode  i podložniji su oštećenjima 

uslijed niskih temperatura. Pravilno razvijen korijen klijanaca je od posebnog značaja za 

preživljavanje mlade biljke u nepovoljnim uvjetima u okolišu (Sonmez, 2013). U ovom 

istraživanju tretman Zn nije značajno utjecao na omjer mase korijena i izdanka kod sorte 

Divana, dok je kod sorte Srpanjka tretman EDTA značajno povećao taj omjer (Slika 5). 

Općenito, kontrolni klijanci sorte Srpanjka imali su veći omjer mase korijena i mase izdanka, 

dok je tretman ZnEDTA dodatno povećao taj omjer (Slika 5) što ukazuje na veću otpornost 

mladih klijanaca sorte Srpanjka na moguće nepovoljne uvjete u okolišu u prvim stadijima 

razvoja. Takve sortno specifične razlike u rastu klijanaca na tretman Zn utvrĎen je u 

prijašnjim istraživanjima kod pšenice (Gecit i sur., 1987; Genctan i sur., 1994; Nasharty i sur., 

2013).  

Cink je esencijalan mikronutrijent za biljke, ali pri većim koncentracijama, koje se 

pojavljuju u industrijski onečišćenim tlima, postaje toksičan (Cuypers i sur., 1999). Kada su 

biljke izložene visokim koncentracijama teških metala dolazi do hiperprodukcije ROS-a 

(Luna i sur., 1994; Schützendubel i Polle, 2002) koja je popraćena odgovorom 

antioksidacijskog sustava (Prasad i sur., 1999; Rao i Sresty, 2000; Bonnet i sur., 2000). Cink 
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ima svojstva prijelaznih metala i u mogućnosti je inducirati oksidacijski stres tako što potiče 

stvaranje ROS-a, odnosno H2O2 (Rout i Das, 2003; Jain i sur., 2010; Hosseini i Poorakbar, 

2013) koji djeluje kao signalna molekula u odgovoru na teške metale i ostale abiotičke 

stresove (Dat i sur., 2000). Za uklanjanje H2O2 i održavanje stanične ravnoteže biljke su 

razvile učinkovit antioksidacijski sustav (Noctor i Foyer, 1998; Aravind i Prasad, 2005; 

Anjum i sur., 2010).  

Glutation-peroksidaza (GPX), kao i ostale peroksidaze, razgraĎuje H2O2 do H2O pri čemu 

koristi reducirani glutation (GSH) kao reducirajući spoj. Regeneracija GSH moguća je kroz 

redukciju oksidiranog glutationa (GSSG) uz pomoć glutation-reduktaze (GR) čime se zatvara 

proces (Apel i Hirt, 2004). GR je takoĎer važan enzim ASA-GSH ciklusa koji je odgovoran 

za održavanje sadržaja GSH koji je neophodan za aktivnost dehidroaskorbat-peroksidaze 

(Miteva i sur., 2010), GSH je ujedno i supstrat za glutation-S-transferaze (GST) (Marrs, 1996) 

i ishodna molekula za sintezu fitokelatina koji imaju važnu ulogu u vezanju teških metala i 

smanjivanju njihove toksičnosti (Steffens, 1990).   

U ovom istraživanju se aktivnost GR u izdanku obje sorte pšenice značajno smanjila 

primjenom oba oblika cinka, dok je u korijenu taj učinak izostao osim  kod sorte Srpanjka pri 

tretmanu sa ZnEDTA (Slika 6). U istraživanju Li i suradnika (2013)  utvrĎeno je da nakon 

šest dana tretmana Zn (0.5, 1 i 3 mM) dolazi do povećanja aktivnosti GR u listovima klijanaca 

pšenice, dok u isto vrijeme dolazi do inhibicije aktivnosti GR u korijenu. Dobiveni rezultati 

ukazuju na neučinkovitost AsA-GSH ciklusa u korijenu klijanaca pšenice tretiranih Zn što su 

potvrdila i prijašnja istraživanja utjecaja Zn na klijancima drugih biljnih vrsta (D'Souza i 

Devaraj, 2012; Li i sur., 2013). Razlike u dobivenim rezultatima u izdanku mogu se pripisati 

sortnoj specifičnosti pšenice te uvjetima izlaganja otopini Zn jer su u istraživanju Li i 

suradnika (2013) klijanci bili izloženi Zn u uvjetima svjetla, a u ovom istraživanju u uvjetima 

tame. Velik broj istraživanja ukazuje na smanjenje aktivnosti GR uslijed tretmana teškim 

metalima (Khatun i sur., 2008; Smeets i sur., 2008; Nouairi i sur., 2009; Remans i sur., 2012). 

Glutation-reduktaza ima visoko konzervirani disulfidni most izmeĎu Cys76 i Cys81 (Lee i 

sur., 1998) koji se može pocijepati uslijed vezanja teških metala na tiolne skupine i smanjiti 

aktivnost GR. Inhibicija aktivnosti GR uslijed djelovanja teških metala uglavnom je praćena  i 

smanjenjem koncentracije GSH (Vestena i sur., 2011). To smanjenje koncentracije GSH ne 

mora nužno značiti i smanjenje aktivnosti GPX koja ga koristi kao supstrat, štoviše Vestena i 

suradnici (2011) su kod kadulje tretirane Cd utvrdili povećanje aktivnosti GPX za 60% unatoč 

smanjenju koncentracije GSH. U ovom istraživanju, unatoč izostanku aktivacije enzima GR, 

u korijenu obje sorte pšenice je tretman sa ZnEDTA značajno povećao aktivnost GPX, dok je 
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tretman ZnSO4 povećao aktivnost samo kod sorte Srpanjka (Slika 7). To se može objasniti 

činjenicom da GPX osim GSH koristi i ostale supstrate kao što su lipidni hidroperoksidi 

(Herbette i sur., 2002) te takoĎer postoji velik broj izoenzima GPX koji mogu pokazati različit 

odgovor ovisno o biljnom organu i biljnoj vrsti (Eshdat i sur., 1997). Aktivnost GPX se 

uglavnom povećava pri tretmanu teškim metalima što je utvrĎeno u izdancima i korijenu 

klijanaca kukuruza tretiranih Zn (Hosseini i Poorakbar, 2013) i korijenu graška tretiranim Cu 

(Edwards, 1996). S druge strane tretman Cd nije značajno utjecao na aktivnost GPX u 

korijenu, dok je uzrokovao blago povećanje aktivnosti u listovima graška (Dixit i sur., 2001). 

Glutation-S-transferaza ima važnu ulogu u detoksifikacijskim procesima jer katalizira 

konjugaciju nekoliko ksenobiotika s GSH (Davis i Swanson, 2001). TakoĎer, ima važnu 

ulogu u zaštiti stanica od oksidacijskih oštećenja jer funkcionira i kao GPX sudjelujući u 

detoksifikaciji citotoksičnih alkenala i lipidnih hidroperoksida koji nastaju u procesu 

peroksidacije membranskih lipida i oštećenja nukleinskih kiselina  (Dixon i sur., 2002). 

Uslijed tretmana teškim metalima utvrĎene su razlike u odgovoru GST u korijenu i listovima. 

Tako su Vestena i suradnici (2011) utvrdili povećanja aktivnosti GST nakon tretmana Cd kod 

vodenog zumbula i kadulje, dok je u korijenu aktivnost bila inhibirana što autori povezuju s 

većom akumulacijom Cd u korijenu. U ovom istraživanju aktivnosti GST bile su inhibirane u 

izdanku, osim kod tretmana sorte Srpanjka sa ZnSO4 gdje je aktivnost GST bila značajno veća 

nego u kontrolnim biljkama (Slika 8). U korijenu je kod sorte Srpanjka došlo do značajnog 

povećanja aktivnosti GST pri tretmanu s oba oblika Zn te pri tretmanu sa ZnEDTA u korijenu 

sorte Divana (Slika 8). Bittsánszky i suradnici (2005) utvrdili su da u listovima Populus nigra 

i P. canescens male koncentracije otopine ZnSO4 (10
-5

 do 10
-3

 M) induciraju aktivnost GST, 

dok je velike koncentracije ZnSO4 (10
-2

 i 10
-1 

M) inhibiraju. Povećanje aktivnosti GST u 

korijenu klijanaca rajčice pri tretmanu 100 μM otopinom ZnSO4 utvrdili su i Sbartai i 

suradnici (2011). Aktivnost GST inducira se i pri tretmanu Ni (Gajewska i Skłodowska, 2005) 

Cd (Dixit i sur., 2001) i Cu (Nagalakshmi i Prasad, 2001). 

TakoĎer teški metali (Cd, Co, Zn i Ni) pri malim koncentracijama induciraju ekspresiju 

gena osgstu4 i osgstu3 koji kodiraju tau porodicu GST u korijenu klijanaca riže (Oryza sativa) 

za koju se pretpostavlja da ima ulogu u detoksifikaciji teških metala i metaboličkih produkata 

nastalih kao posljedica oksidacijskog stresa (Moons, 2003). TakoĎer transgenične biljke 

uročnjaka s povećanom ekspresijom gena OsGSTU4 koji kodira GST pokazale su veću 

otpornost i smanjenu akumulaciju ROS-a na stres uzrokovan povišenim salinitetom (Sharma i 

sur., 2014). Kod kukuruza Cd inducira povećanu transkripciju gena Bz2 i to u obliku dvije 

mRNA molekule, jednu koja kodira GST i jednu koja nema domenu za GST aktivnost, ali ima 
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domene specifične za dimerizaciju i vezanje GSH. Stoga su rezultat takve transkripcije dva 

proteina, GST koji je odgovoran za prevoĎenje prekurzora za sintezu antocijanina u vakuolu i 

promijenjeni GST protein koji je uključen u transport teških metala i ulazak u vakuolu (Marrs 

i Walbot, 1997). Yang i suradnici (2009) su utvrdili da je ekspresija gena OsGSTU17 koji 

kodira tau porodicu GST različito eksprimiran u različitim biljnim organima uslijed različitih 

stresnih čimbenika (CDNB, vodikov peroksid i atrazin) što može objasniti i različite 

aktivnosti GST u korijenu i izdanki kod klijanaca u ovom istraživanju (Slika 8). 

Mobilizirajući i kelirajući spojevi kao što je EDTA općenito povećavaju primanje metala i 

njihovu akumulaciju u biljkama stoga se često dodaju u tlo u kojem je bioraspoloživost metala 

neophodnih za rast i razvoj biljaka mala (Pastor i sur., 2007). Nasharty i suradnici (2013) su 

istraživali primjenu Zn kao ZnSO4 i ZnEDTA i došli do zaključka da je povećanje 

koncentracije cinka veće kada se Zn primijeni kao ZnEDTA nego ZnSO4. U ovom 

istraživanju je tretman ZnEDTA značajno povećao aktivnosti enzima GPX i GST u korijenu 

obje sorte pšenice, dok je tretman ZnSO4 povećao aktivnosti samo kod sorte Srpanjka što 

može ukazivati na činjenicu da je Srpanjka otpornija na moguće toksično djelovanje oba 

oblika Zn jer su aktivnosti navedenih enzima dobri pokazatelji otpornosti biljaka na tretman 

teškim metalima. No, kako bi se dobio bolji uvid u razlike u antioksidacijskom odgovoru 

izmeĎu ove dvije sorte na djelovanje Zn, u budućem istraživanju potrebno je odrediti 

koncentraciju primljenog Zn u korijenu i izdanku te odrediti glavne pokazatelje oksidacijskog 

stresa. 
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1. Tretman cinkom nije toksično djelovao na klijavost obje sorte pšenice, štoviše uzrokovao je 

značajno povećanje ukupne mase klijanaca sorte Divana. Kod sorte Srpanjka je tretman sa 

ZnEDTA uzrokovao značajno  povećanje  omjera mase korijena i izdanka što može biti od 

velikog značaja za preživljavanje mladih klijanaca u nepovoljnim uvjetima kao što su suša i 

niske temperature. 

2. Aktivnost glutation-reduktaze nije imala značajnu ulogu u antioksidacijskom odgovoru 

klijanaca pšenice na tretman cinkom. 

3. Tretman cinkom značajnije je djelovao na aktivnosti enzima glutation-peroksidaze i 

glutation-S-transferaze u korijenu obje sorte pšenice pri čemu je samo tretman ZnEDTA 

značajno  povećao aktivnosti navedenih enzima kod obje sorte pšenice. 

4. Budući da je u korijenu klijanaca sorte Srpanjka došlo do povećanja aktivnosti enzima 

glutation-peroksidaze i glutation-S-transferaze pri tretmanu s oba oblika cinka zaključujemo 

da je sorta Srpanjka otpornija od sorte Divana jer su navedeni enzimi važni pokazatelji 

otpornosti biljaka na oksidacijski stres uslijed djelovanja teških metala. 
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