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1. UvVOD
1.1. Sumpor

Sumpor je rasprostranjen sekundarni element u prirodi. U tlu potjece iz mati¢nih stijena
gdje se nalazi u obliku sulfida (Vukadinovi¢, 1993.). Ima ga u moru, u ljekovitim
termalnim vodama te u fosilnim gorivima. U periodnom sustavu elemenata nalazi se pod
simbolom S, atomski broj mu je 16 a atomska masa iznosi 32,065. Na sobnoj temperaturi
je krutina u finom prahu bez mirisa, svjetlo zute boje, netopljiv je u vodi, ali je topljiv u
nepolarnim otapalima. Sumpor se naj¢esce pojavljuje kao sulfat i sulfit. Sumpor je lo$

vodi€ topline, ali je dobar elektricni izolator.

Suvisak S u tlu je nepozeljno, ono dovodi do zakiseljavanja za koje se smatra da uzrokuje
izumiranje Suma u mnogim krajevima EU, a takve pojave su sve vise prisutne kod nas npr,

Gorski kotar (Vukadinovi¢, 1993.).
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Slika 1. Kristal elementarnog sumpora (lzvor: http://www.maslinar.eu/hr)

Cisti sumpor iz kristalnih naslaga u mineralima (Slika 1.), dobiva Fraschovim postupkom,
koji se temelji na niskom talistu i maloj gustoéi sumpora ( 115 °C, 2,09 g/cm?). Pregrijana
voda (165 °C) pod visokim tlakom ubrizgava se u naslage sumpora koji se rastali. Zatim se
komprimiranim zrakom istiskuje sumpor na povrSinu te dehidracijom dobiva sumpor u
prahu (Slika 2.). Sumpor ima veliku primjenu u industriji: koristi se za proizvodnju

sumporne kiseline, za vulkanizaciju gume i dr. (Ami¢, interna skripta, 2006.).


http://www.maslinar.eu/hr

Slika 2. Sumpor u prahu. (Izvor: https://alexanderrankovic.wordpress.com)

1.2. KruzZenje sumpora u prirodi i uloga u biljkama

Ciklus kruZenja sumpora u prirodi (Slika 3.), ukljuc¢uje oksidaciju elementarnog sumpora u
aerobnim uvjetima do sulfata koju obavljaju sumporne bakterije Thiobacillus thioxidans,
Beggiatoa, Thithrix i dr. U anaerobnim uvjetima on se reducira do sumporovodika koji
vrlo lako volatilizira ili pak u reakciji s Zeljezom ili drugim metalima daje sulfide. U
suvremenoj, industrijskoj eri sumpor se akumulira u tlu gdje se nalazi kao SO ili HaS.
Procjenjuje se da godisnja emisija SO, u atmosferu iznosi oko 3x108 t ili 10-40 kg/S ha
(Vukadinovi¢, 1993.). Biljke ga usvajaju kao sulfatni anion, SO4 % i u tom obliku se nalazi
u protoplazmi kao rezerva. U mladim biljnim dijelovima sumpor se nalazi pretezito u
organskom reduciranom obliku a u starijima je pretezno oksidiran. Simptom nedostatka S
slican je simptomima deficita dusika, ali kloroza se zapaza prvo na mladem lis¢u za razliku
od dusika gdje se nedostatak zapaza prvo na mladem lis¢u. Stabljika je kraca, a listovi su
uzi, kraci 1 deblji. Kod viSka sumpora na povrsini listova nalaze se mrke pjege i dolazi do
ranijeg sazrijevanja plodova. Koncentracija sumpora u biljkama je izmedu 0,1 i 0,5% a

omjer je S:N u proteinima je 1:30-40, (Vukadinovi¢, 1993.).
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Slika 3. Ciklus kruZzenja sumpora u prirodi. (Izvor: Mengel i Kirkby, 1978.)

1.3. Sumporovodik

Sumporovodik je topljiv u vodi, prema tome nastaje slaba sumporasta kiselina formule
H,S0s, ona tvori dvije vrste soli: sulfite S i hidrogensulfite HS™ (Ami¢, 2006.). lzvori
sumporovodika mogu biti umjetni ili prirodni. Prirodni izvori su vulkani ili obalni
pomorskih sedimenti koji ispuStaju sumpor u atmosferu (Hansen, Invorsen i Jorgensen
1978.) ili iz anoksi¢nih tala kao Sto su mocvare i tresetiSta (Morse i sur. 1987.) kod
bakterijske razgradnje sumpornih spojeva bez prisutnosti kisika. Sumporovodik je
bezbojan plin s jakim mirisom poput trulih jaja, otrovan je kao cijanovodik, a Cetiri puta
otrovniji od ugljicnog monoksida. Sumporovodik je poznat po svojim ucincima trovanja
preko par stotina godina. Iz terapijske perspektive velik je interes u potraznji za novim
biljnim spojevima koji oslobadaju H2S jer je biljna hrana izvor organskog sumpora za
enzimatsku sintezu H2S u ljudskom tijelu. U istrazivanju djelovanja i uloge sumporovodika
kod biljaka znanstvenici nailaze na mnoge prepreke, zato Sto sumporovodik ima korisne 1

Stetne ucinke, ovisno o koncentracijama.



1.4. Uloga sumporovodika kod biljaka

Nakon $§to je utvrdeno da je sumporovodik vazan za prijenos stani¢nog signala kod ljudi 1
Zivotinja, bilo je samo pitanje vremena kada ¢e djelovanje H2S biti opisano i kod biljaka.
Kod sisavaca, Hz2S zajedno sa svojim raznovrsnim osobinama ukljucen je u regulaciju
napetosti krvnih zila, lu¢enje inzulina, raznih vrsta upala te dugovjecnosti i reakcije na bol.
U biljnom carstvu, NO i CO su ve¢ potvrdene kao signalne molekule ukljucene u
antioksidativni odgovor. Pretpostavlja se da H2S sudjeluje u prijenosu stani¢nih signala u
interakciji s NO signalnim putevima kod biljaka kao Sto je dokazano kod humanih tkiva
(Lisjak, 2012.). Biljke mogu stvarati i otpustati mjerljive koli¢ine H2S, §to pokazuje da HoS
postoji i u stanicama i u okoliSu te da s time mora imati i odredenu ulogu. Dokazano je da
je HoS komponenta unutarstani¢nog i medustani¢nog prijenosa signala. Ako H>S djeluje
kao signal u biljkama onda je prihvatljivo da niske doze H»S pokazuju pozitivne u¢inke te
da ovaj plin u niskim dozama ne djeluje kao fitotoksin. Poznato je da H2S ima znacajnu
ulogu u uvjetima stresa te utjeCe na Sirok spektar molekularnih mehanizama odgovora na
stres. Sumporovodik modificira tiolne skupine proteina te bi se svojom funkcijom trebao
ispreplitati sa signalnim putevima u koje su ukljuceni i NO i vodikov peroksid (Hancock i
sur. 2005.). Ako se utvrdi da je prisutnost H2S stalna i ako se pokaze da ima specifi¢ne
signalne ciljeve, onda sumporovodik mozemo smatrati klju¢nom signalnom molekulom u
biljkama. Istrazivanja na biljkama su pokazala da sumporovodik utje¢e na metabolizam
cisteina i glutationa, a postoji sve veci broj dokaza koji potvrduju da prisutnost H2S moze
utjecati i na metabolizam kod oksidativnog stresa te dusik oksid (NO) signalne puteve.
Danasnja istrazivanja se fokusiraju na pronalazenje stvarnih molekularnih ciljeva H»S.
Koji se proteini mjenjaju prisutnos¢u H»S 1 kakva je priroda modifikacije te da li se moze
koristiti ciljani proteomijski pristup kako se 1 koristi za pronalazenje modificiranih proteina

vodikovog peroksida (Hancock i sur. 2005.).

Sve je vise dokaza da sumporovodik stimulira sintezu obrambenih spojeva koji sadrze
sumpor poput glutationa te raznih sekundarnih metabolita i proteina bogatih sumporom,
koji su kljuéni za prezivljavanje biljaka u uvjetima abiotickog i biotickog stresa. Thompson
I Katz (1978.) su dokazali da niske razine kontinuirane fumigacije H>S oko 1000 pb
uzrokuju znacajan porast u rastu Medicago, salate i Secerne repe (Beta vulgaris spp.).
Medutim, kod Secerne repe je bio i smanjen postotak Secera Sto je nepozeljno jer se korijen
Secerne repe uzgaja samo radi korijena, ali je zanimljivo da je Secerna repa imala manje

gljivicnih napada nakon tretmana sumporovodikom. Na slican nacin su Hallgren i

9



Fredriksson (1982.) utvrdili da iglice bora (Pinus silvestris L.) podvrgnute niskim
koncentracijama SO emitiraju mjerljive koli¢ine H>S a S§to posljedi¢no povecava
toleranciju biljke na SO,. Emisija je bila ovisna o svjetlosti te se emisija nastavlja i nakon
prestanka tretmanom s SO». Sli¢an primjer H2S inducirane tolerancije na SO je utvrden i
kod mladih krastavaca. Takemoto i sur. (1986.) su otkrili da je povecana emisija HoS |
nakupljanja tiola u uvjetima visoke radijacije mehanizam koji uvjetuje povecanu
toleranciju na sulfit. Dokazano je da HzS utjec¢e i na mehanizme otvaranja i zatvaranja puci
kao i na otpornost biljaka pri toksi¢nom djelovanju teskih metala poput aluminija i bakra.
Zhang 1 sur. (2009b) su dokazali da NaHS kao donor H>S moze ublaziti osmotsko
smanjivanje pada koncentracije klorofila kod batata. Prskanje biljaka s NaHS je rezultiralo
povecanjem aktivnost antioksidacijskih enzima superoksid-dismutaze, katalaze i aksorbat-
peroksidaze te se time smanjila koncetracija vodikovog peroksida i povecala aktivnost
lipoksigenaze, $to upucuje na to da HoS ima ulogu u zastiti biljaka od oksidativnog stresa.
Dosadasnja istrazivanja potvrdila su slozenu i viSestruku ulogu H2S u mehanizmima

obrane od stresa (Slika 4.).
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FIGURE 3 | Mechanisms underlining H,S-induced abiotic tok in plants. Abiolic stress causes oxidative siress, membrane injury, osmolic siress, prolein

denaturation, as well as ion and nutnent imbalance, while exogenously appled or endogenously synthesized H,S can alleviate these damages by enhancing the
aclivity ol anlioxidant syslem, synlhesizing osmolyles and heal shock proleins (HSPs) and regulating ion and nutrient balance (adapled from Min el al, 2016)

Slika 4. Mehanizmi tolerancije na abiotski stres kod biljaka, u koje je ukljuc¢en HS. Abiotski stres uzrokuje
pojavu oksidativnog stresa, oSte¢enja membrana, osmotskog stresa, denaturaciju proteina, kao i naruavanje
ionske ravnoteze te ravnoteze medu nutrijentima, dok egzogeno primijenjeni ili endogeno sintetizirani
sumporovodik moze ublaZiti ovo Stetno djelovanje, pojacanjem aktivnosti antioksidacijskog sistema,
sintezeosmolita i proteina toplinskog Soka (HSPS) i povoljno utjecati na uspostavljanje ravnoteze u regulaciji
ionske te ravnoteze hranjivih elemenata. (Izvor: Min i sur. 2016.)
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1.5. Stres kod biljaka

U ne samo suvremenom, nego i u svakoj vrsti poljoprivrede, stres je najveéi faktor
ogranicenja u proizvodnji hrane. Poznavanje fiziologije stresa i provodenje preventivnih
agrotehnickih mjera je od velike vaznosti za kvalitetan 1 uspjesan uzgoj biljaka. Kada dode
do promjene funkcionalnih procesa u organizmu biljke i narusavanju optimalnih uvjeta za
rast 1 razvoj biljke, tada mozemo slobodno rec¢i da je doslo do stresa. Tako kazemo da je
stres svaka promjena koja se dogada biljci a za nju je sasvim neprirodna ili se biljka nije
uspjela aklimatizirati i izboriti protiv uvjeta koji odstupaju od optimuma. Biljke se mogu
prilagoditi stresu, a prilagodba ovisi o genetskom stupnju otpornosti na stres. Kao i svako
zivo bice i biljni svijet je izlozen mnogim oblicima stresa, npr.nagle promjene vremena,
tuce, niskim ili previsokim temperaturama, ¢iji se inteziteti mogu tolerirati, ali kada taj
prag prijede granicu tolerancije i ako je jako intenzivan, tada biljka umire. Svaki stres, bio

on abiotski ili biotski dovodi do smanjenja kvalitete i kvantitete prinosa usjeva.

Abiotic stress Biotic stress

pathogen attack

. ¢

.
. ..0
()
heat
cold
drought insect attack
salt
metals .
flooding

herbivore attack

lant development

plant defence

Slika 5. Prikaz utjecaja biotskog i abiotskog stresa na biljku. (Izvor: http://rsta.royalsocietypublishing.org)

Poboljsanje tolerancije na stres u biljkama privlac¢i veliku pozornost tijekom posljednjih
desetljeca 1 koriste se razne metode npr.konvencionalna poljoprivreda, ekoloska
poljoprivreda, genetski modificirani organizmi, itd. Nepovoljni uvjeti abiotskog stresa kao
Sto su suSa, solni stres, ekstremno visoke ili ekstremno niske temperature i toksi¢nost
metala glavni su problem koji ograni¢avaju danasnju poljoprivrednu proizvodnju. Biotski
faktori stresa su fizikalni i kemijski — bakterije, gljivice, kukci, ljudi i zivotinje (Slika 5.).
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Biljke brzo reagiraju na vanjske podrazaje (Slika 6.) te najéeS¢e mijenjaju i prilagodavaju
metabolizam na razliCite nacine. Biljke prepoznaju stres u membranskim sustavima i to
zahvaljujuéi prisustvu receptornih proteina za koje se vezu signalne molekule

(http://biolozi.bio.bg.ac.rs).

First exposure

Dehydration Rehydration
b 4

v 4
A A

PYd =
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Dehydration
> 4

5 v
“ A

< . Stress memory

Slika 6. Primjer biljne memorije na stres (lzvor: https://www.researchgate.net)

Reakcija na stres pocinje opazanjem signala, spajanjem liganda (signalnih molekula) za
membrane i to potom aktivira intracelularne signalne reakcije koje prenose informaciju o
stresu kroz stanicu (transdukcija signala). Zatim dolazi do ekspresije odredenih gena i
sinteze stresnih proteina i neproteinskih metabolita i tako stanica reagira u specificnom
metabolickom odgovoru i kao rezultat svega nastaje odredena fizioloSka reakcija.

(http://biolozi.bio.bg.ac.rs).
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2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA
2.1. Utjecaj sumporovodika u otpornosti biljaka na niske temperature

Prvi simptom koji biljka pokazuje kad su u pitanju niske temperature je venjenje, to je
rezultat narusenog vodnog rezima i promjena u metabolizmu (Slika 7.). Smrzavanje biljke
ne mora uvijek biti rezultirano smréu, puno faktora igra o duzini trajanja niske
temperature, da li je temperatura dosla naglo ili postepeno, ali ovisi puno o biljnoj vrsti i
fazi u kojoj je niska temperatura nastupila. Svaka kultivirana biljka moze biti zasticena od
niskih temperatura, u toj ulozi najvise igra gospodarenje ekonomskim sustavom. Protiv
smrzavanja i za o¢uvanje usjeva potrebni su zasSti¢eni prostori koji imaju sustav za zastitu

od hladnoc¢e npr. staklenici, plastenici ali najbolja zastita je uzgoj tolerantnih biljnih vrsta i

kultivara.

‘Cvijet breskve odtecen mrazom Plodovi jabuke o3teceni mrazom Cvjetovi jabuke osteceni mrazom

Slika 7. Primjer biljaka ostecenih niskim temperaturama (lzvor: http://blog.agrivi.com)

Niske temperature su glavni okolisni faktor koji ograni¢ava rast i razvoj te nepovoljno
utjecu na sam usjev. Fu i sur. (2013.) su hladenjem presadnica vinove loze (Vitis vinifera
L.) hladenje na — 4°C je izazvalo povecanje ekspresije gena L/DCD (L/D cistein-
desulfhidraze) i povecalo samu aktivnost L/DCD enzima te je posljedicno doslo do
pojacane endogene akumulacijeH,S u koncentracijama od 7 — 15 pmol g!SvT, $to je bilo
znacajno vise nego kod kontrolnih reznica koje nisu bile izlozene djelovanju niskih
temperatura. Shi i sur.(2013.) su utvrdili da tretman niskom temperaturom od 4°C moze
izazvati akumulaciju endogenog sumporovodika do ¢ak 14 mol g'SvT u sadnicama
prstastog troskota (Cynodon dactylon), sto upucuje na njegovu zastitnu ulogu pri niskim
temperaturama. Da bi otkrili na¢in kako su se alpske biljke prilagodile prema hladnim
uvjetima na velikim nadmorskim visinama, Ma i sur. (2015.) su istrazivali dinamiku
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ekspresije gena i aktivnosti enzima odgovornih za metabolizam H>S u biljkama
Lamphiomis rotata L. koje su uzgajane na tri razli¢ite visine 4350m, 4800m i 5200m.
Rezultati su pokazali da je razina ekspresije gena i enzimska aktivnost proteina O-acetil-
serintiol-liaze (OAS — TL), cistein beta-sintaze (CBS), i L/DCD znacajno povecana na
ve¢im visinama od 4800 m i 5200 m u usporedbi s biljkama uzgajnim na 4350 m, a
akumulacija sumporovodika povec¢ana je na 12, 22 i 24 nmol g*SvT. Time je dokazano da

H>S ima znacajnu ulogu u prilagodbi L. rotata na stres uzrokovan niskim temperaturama.

2.2. Utjecaj sumporovodika u otpornosti biljaka prema visokim temperaturama

Poljoprivredne kulture ne mogu izbje¢i nepovoljne klimatske promjene, one ¢e se
prilagoditi ili potpuno nestati. Znanstvenici se bave pitanjima globalnog zatopljenja te kako
ono utjeée na biljku, no zakljucak je taj da ¢e viSe Stete biti nanjeto od strane blagih
biljke, nego Sto bi to bilo dolaskom dramati¢nih toplinskih valova ili ekstremnih susa.
Jedan od jo$ vecih problema §to uzrokuju visoke temperature je razvoj bolesti i rast korova
te insekata. Kod niskih temperatura rast biljke najvise ovisi o kojoj se temperaturi radi, a
kod visokih temperatura je problem s fotosintezom, toplinski stres rezultira smanjenje
inteziteta fotosinteze. Proteini koji su temelj grade protoplazme, vrlo su osjetljivi na visoku
temperaturu i u takvim uvjetima lako podlijezu denaturaciji. Za o¢uvanje njihove strukture
odnosno vitalne sposobnosti biljke su razvile viSe razli¢itih zastitnih proteina, odnosno
proteina toplinskog Soka (HSP — heat shock proteins) ¢ija sinteza naglo raste u uvjetima
izlozenosti biljaka visokoj temperaturi, ali i osmotskom te oksidativnom stresu
(Vukadinovi¢ i sur., 2014.).

Fotosinteza (Wiste i sur., 2004.; Allkhverdiev i sur., 2008.) metabolizam vode (Mazorra i
sur., 2002.) asimilacija ugljika (Sharkey 2005.; Murata i sur., 2007.) i stabilnost membrana
uvjetima toplinskog stresa. Na razini stanice, toplinski stres dovodi do denaturacije i
agregacije proteina, povecane fluidnosti membranskih lipida, inaktivacije enzima, sinteze
proteina i sekundarnog oksidativnog stresa u kojem se proizvode slobodne kisikove
jedinke (ROS), (Suzuki i Mittler, 2006., Tan i sur., 2011.).

Uloga sumporovodika kod biljaka u stjecanju otpornosti na toplinski stres relativno je
slabo poznata. Tek su nedavo, Li i sur. (2012.) istrazili u¢inke tretmana H.S na toplinsku

toleranciju stanica duhana uzgojenih u kulturi stanica. Rezultati su pokazali da je tretman s
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NaHS znacajno povecao postotak prezivljavanja stanica duhana u uvjetima toplinskog
stresa te su 0sim toga stanice imale i povecanu sposobnost regeneracije nakon toplinskog
stresa. Prethodno koristenje NaHS rezultiralo je poboljSanom stani¢nom izdrzljivoséu kao i
smanjenje propustanja elektrolita, to upucuje da bi tretiranje sa NaHS moglo poboljsati
toleranciju na toplinski stres u stanicama duhana. U tri tjedna starim sadnicama duhana
izlozenih visokim temperaturama, Cher i sur.(2016.) su utvrdili da razina H>S ostaje
poviSena jo§ 3 dana nakon djelovanja toplinskog stresa. Takoder, H2S je u uvjetima
toplinskog stresa stimulativno djelovao na pojacanje sintezejasmoni¢ne kiseline, koja u
oste¢enim Dbiljkama jaCa otpornost i povecCava sposobnost regeneracije. Sli¢ni efekt
toplinskog stresa na povecanje stani¢ne produkcije H2S je utvrden i kod biljaka jagode koje
su bile izloZzene temperaturi od 42 ‘C nakon 1h, 4h, i 8h. Znacajno povecanje produkcije

H>S je zabiljezeno 1h nakon izlaganja biljaka toplinskom stresu (Christou i sur. 2014.).

2.3. Utjecaj sumporovodika u otpornosti biljaka prema susi i osmotskom stresu

S ekoloSkog aspekta, suSa predstavlja stanje kada su zalihe vode u tlu smanjene zbog
nedostatka oborina. Vodni stres rezultira zatvaranjem pu¢i i smanjenjem inteziteta
transpiracije, padom vodnog potencijala biljnih tkiva, smanjenjem fotosinteze i konac¢no
inhibicijom rasta. U biljakama se nagomilava apscizinska kiselina (ABA), prolin, manitol,
sorbitol, formuliraju se ,,spojevi sakupljaci® slobodnih radikala, odnosno antioksidansi kao
Sto su aksorbat, glutation, a- tokoferola i dr., a povecava se sinteza proteina i mRNA.
Takoder, dolazi do promjene lipida membrana 1 naruSavanja membranske regulacije
transporta tkiva 1 vode. Ove fizioloSke promjene konacno rezultiraju 1 morfoloSkim

promjenama (Vukadinovic¢ i sur., 2014.).

Shen i sur. (2013.) su tretirali divlji tip biljke Arabidopsis Ithaliana (At)
polietilenomglikolom (PEG) 8000 kako bi simulirali susni stres $to je povecalo brzinu
proizvodnje H»S. Takoder, sli¢ni su rezultati dobiveni i kod sjemena pSenice tretiranog s
PEG 6000 u trajanju od 2 dana, gdje je zabiljezen porast produkcije H2S od 1,5 do 3,5 mol
gl S.T. (Zhang i sur., 2010.). Zhang i sur.(2009.b) su koristili u svojim istrazivanjima niz
kemijskih spojeva koji sadrze Na* i sumpor (kao NaHS, NazS, Na2SO4, Na;SO3) kako bi
provjerili ulogu oslobodenog H>S u ublazavanju osmotskog stresa u sadnicama batata.
Sadnice su tretirane s 15 % PEG i prskane su tijekom 24h s vodom i 0,05 mM otopinom
NaHS kroz 8 dana. Znacajno nize koncentracije vodik peroksida izmjerene su kod biljaka

tretiranih s NaHS, u usporedbi s onima koje su tretirane vodom (Slika 8.). Takoder su
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lezije i oSteCenja na listovima izloZenim susnom stresu te tretiranim S NaHS bile puno
manje nego one kod listova biljaka prskanih vodom. Koncentracija malondialdehida
(MDA) kao pokazatelja razine lipidne peroksidacije u listovima batata je takoder bila
znatno niza kod biljaka koje su prskane otopinom NaHS. Rezultati su pokazali da samo
NaHS koji oslobada H»S, pokazuje pozitivni u¢inak zastitnog djelovanja u uvjetima susnog

stresa, dok svi ostali spojevi natrija i sumpora.
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Fig. 4 Effcet of HyS donor on Hz0; (a) and MIA (h) conlents
secdling leaves under osmidic stress, Scedings subjected 1o 15% PEG
were sprayed per 24 h with water (CE, L) and 0.05 mmol 1 'NallS
(MNaHS, W) lor 8 days. H2O5 (a) and MDA (b) concenirations in
leaves were defermined with time course. Verlical bars represent the
SD of the mean (n — 4). Asterisks show significant differences
between the MaHS trestments and controls ol P = 0001

Slika 8. Utjecaj donora H.S na sadrzaj H,Oz(vodik peroksida) i MDA (malondialdehida) u listovima
klijanacau uvjetima osmotskog stresa. Klijanci su nakon tretmana s 15 % PEG sprejani s vodom (CK) i 0,05
mM NaHS 8 dana. Koncentracije H20; (a) i MDA (b) u listovima su odredivane u vremenskim periodima.
(Izvor: Zhang i sur., 2009.b)

2.4. Utjecaj sumporovodika u otpornosti biljaka prema teSkim metalima

Koncetracija teSkih metala kontinuirano se povecava uslijed industrije i cestovnog
prometa (Zn, Cu, Pb, Mg, Cd, Ni) i termoelektranama (As), i poljoprivrede (Cd, As, Ni) (

Long¢ari¢ i sur. 2012.). Izraz ,,teski metali* tijekom proteklih desetljec¢a se Cesto koristi za
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grupu metala i polumetala koji se dovode u vezu s oneciSenjem i potencijalnim toksi¢nim
u¢inkom, (Duffus, 2003.). Porijeklo teskih metala u tlu je prirodno stanje koje je nastalo
od same prirode i njezinih procesa. Medutim, problem predstavlja uneSeni teski metali koji
su produkt antropogenog djelovanja i predstavljaju veliku koncentraciju teSkim metala na
maloj povrsini, odnosno problem je antropogeno povecanje koncentracije teSkih metala u
orani¢nom sloju. Blago do umjereno onecis¢enje tala i vode teskim metalima predstavlja
velik problem za okoli$. Glavne djelatnosti koje pridonose nakupljanju teskih metala u tlu
su slane vode, uporaba fosfornih gnojiva, praSina kao produkt u talionicama metala,
otpadne vode i odlaganje industrijskog otpada (Yadav, 2010.). Oneciscenje tla teSkim
metalima predstavlja opasnost za ljude jer kroz prehranu bogatu povréem i vo¢em unosimo

teSke metale u organizam, a najranjivija skupina su trudnice i mala djeca.

Toksi¢nost teskih metala dovodi do slabe klijavosti (Di Salvatore i sur., 2008.), a moze
imati nepovoljne ucinke na morfologiju, rast i razvoj biljke, na sam plod i fotosintezu u
biljci, (Grytsyuk i sur., 2006; Yadav, 2010.). Glavna reakcija biljaka nakon izlaganja
teSkim metalima je produkcija ROS. U takvim nepovoljnim uvjetima u biljci se javlja

oksidacijski stres koji se manifestira nakupljanjem potencijalno Stetnih spojeva s kisikom.

Pozitivni ucinci H2S u uvjetima toksi¢nosti teskih metala u biljkama tek su nedavno
istrazeni. Naklijancima pSenice utvrden je pozitivni efekt tretmana s NaHS koji je povecao
pokazatelje Klijavosti i morfoloske pokazatelje rasta pri poveéanim koncetracijama
bakra(Cu), aluminija (Al), kroma (Cr), (Zhang i sur.,2008., Zhang i sur., 2010.a; Zhang i
sur., 2010.c). Sliéni pozitivni efekti su utvrdeni i na biljkama krastavca u uvjetima
poveéane pristupacnosti bora (Wang i sur., 2010.) te je utvrden pozitivan efekt na
izduZivanje korijena i smanjenje sadrzaja H2O2 1 MDA kao 1 na biljkama pSenice izloZenih
toksi¢nim koncentracijama bakra (Shan i sur., 2012.). Shan i sur.(2012.) su dokazali da
H>S ublazava oksidacijsko oSteCenje regulacijom aksorbat-glutation ciklusa, jednog od
najistaknutijih i najznacajnijih obrambenih mehanizama od oksidacijskog stres su

biljkama.

2.5. Utjecaj sumporovodika u otpornosti biljaka prema solnom stresu

Suvremena poljoprivredna praksa, kréenje zemljista, nedovoljno ili slabo navodnjavanje i
nedostatak drenaze, prema Smith i sur. (2010.), ¢esto povecavaju zaslanjenost tla, stoga
autori predvidaju da ¢e do 2050. godine na globalnoj razini problemom zaslanjenosti biti

obuhvaceno oko 50% svih obradivih povrSina. Zaslanjena tla su nepogodna, niska im je
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plodnost i predstavljaju velik rizik za usjeve. Veliki problem predstavlja i zaslanjenost
podzemnih voda koja dospijeva u rijeke i zagaduje pitku vodu, a ta voda se vecinom I
koristi za navodnjavanje u poljoprivredi. Biljke su viSe ili manje razvile razliite
mehanizme otpornosti na solni stres. Solni stres dovodi do poremecaja vodnog rezima u
stanicama i ionskog statusa, te osmotskog, ionskog i oksidativnog stresa u biljkama, §to sve

nepovoljno utjece na fizioloske i biokemijske procese u biljnoj stanici.

Wang i sur., (2012.) su dokazali su da primjena H>S donora NaHS znacajno smanjuje
toksi¢nost soli kod lucerne, kroz povecanje klijavosti i ublazavanje Stetnih efekata solnog
stresa uzrokovanog dodatkom 100 mM NaCl. Pokusima na kultivaru psenice M15 koji je
osjetljiv na prisustvo soli, Bao i sur. (2011.) su dokazali da tretmani s razli¢itim
koncentracijama NaHS (0,01; 0,05; 0,09; i 0,13 mM) u trajanju od 12 h, mogu znac¢ajno

sprijeciti smanjenje klijavosti sjemena i rast klijanaca uzgajanih pri 100 mM NacCl.

Christou i sur. (2013.) su tretirali biljke jagode u trajanju od sedam dana s 100 mM NaCl
odnosno s 10 % (w/v) PEG-6000, s prethodnim odnosno bez prethodnog tretmana s NaHS.
Kod biljaka koje nisu tretirane s spomenutim donorom sumporovodika, izrazeno je
oStecenje listova uslijed isuSivanja i pojava nekroti¢nih promjena. Kod biljaka koje su prije
izlaganja solnom stresu bile tretirane s NaHS, turgor lis¢a je bio o¢uvan, a nekroti¢ne i
morfoloske promjene lista nisu bile toliko izraZzene a ocuvana je bila i morfologija korijena,
¢ime je dokazana zastitna uloga H2S u uvjetima solnog stresa. Razina vode u lis¢u i
oSte¢enja membrana, te sadrzaj i propustanje elektrolita su kod biljaka tretiranth s NaHS
ostale na kontrolnoj razini, atakoder su utvrdene i nize razine H2O2 i MDA u tkivu lista

biljaka u prethodno navedenom tretmanu (Slike 9. i 10.).
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Figure 1. Phenotypic effects of H,S donor NaHS (100 M) on strawberry plants exposed to
100 mM NaCl or 10% (w/v) PEG-6000, for seven days, with respective controls. (A) Control:
pretreated with H,0, no acclimation period, not stressed, (B) I,S: pretreated with H,S, no
acclimation period, not stressed, (C) NaCl: pretreated with H,0, no acclimation period, 100
mM NaCl stressed, (D) H,S;,—NaCl: pretreated with IS, no acclimation period, 100 mM
NaClstressed, (E) H,S;—NaCl: pretreated with H,S, 3-day acclimation period, 100 mM NaCl
stressed, (F) PEG: pretreated with H,0, no acclimation period, 10% (w /v) PEG-6000 stressed,
(G) H,S,—PEG: pretreated with H,S, no acclimation period, 10% (w/v) PEG-6000 stressed,
and (I l)mi l:,Smal’L"G: pretreated with H,S, 3-day acclimation period, 10% (w/v) PEG-6000
stressed.

Slika 9. Fenotipski u¢inci H,S donoraNaHS na sadnicama jagoda: (A) Kontrola: prethodno tretirana sa H20,
bez perioda prilagodbe, nije pod stresom. (B) H,S: prethodno tretirano sa H,S, bez perioda prilagodbe, nije
pod stresom. (C) NaCl: prethodno tretirano sa H20, bez perioda prilagodbe, tretirano sal00 mM NacCl. (D)
H2S(g) - > prethodno tretirano sa H,S, bez perioda prilagodbe, tretirano sa 100 mM NaCl. (E) H2S) ->NaCl:
prethodno tretirano sa H,S, s periodom prilagodbe od 3 dana, tretirano sa 100 mM NaCl. (F) PEG: prethodno
tretirano sa H»O, bez perioda prilagodbe, tretirano sa 10% (w/v) PEG-6000. (G) H2S() - > PEG: prethodno
tretirano sa H,S, bez perioda prilagodbe, tretirano sa 10% (w/v) PEG-6000. (H) H2S() -> PEG: prethodno
tretirano sa H2S, sa periodom od 3 dana prilagodbe, tretirano sa 10% (w/v) PEG-6000
(Izvor: Christou i sur. 2013)

COoNTROL

Slika 10. Fenotipski u¢inci H»S donora NaHS na sadnicama jagoda. (lzvor: Christou i sur. 2013)
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2.6. Utjecaj sumporovodika u otpornosti prema UV-B zrakama te otpornosti na fungalne
infekcije i hipoksiju

Liisur. (2016.) su ustanovili su da UV-B zrac¢enje moze inducirati proizvodnju HzS u liséu
klijanaca je¢ma, dostizuéi maksimalnu produkciju od oko 230 nmol g™*Sv.T. 12 sati nakon
izlaganja, S§to potice nakupljanje spojeva koji apsorbiraju UV zrake, flavonoide i
antocijane. Razina produkcije H2S s vremenom pocinje opadati, ali je znacajno veéa od
kontrole, (cca 125 nmol g*Sv.T.) 48 sati nakon izlaganja zracenju. Sli¢ni je trend pratila i
aktivnost enzima LCD, gdje je nakon inhibicije navedenog enzima s DL-propagilglicinom
(PAG) utvrdena potpuna blokada produkcije sumporovodika i akumulacija UV

apsorbirajucih stani¢nih spojeva koju inducira UV zracenje.

Poplave ¢esto dovode do stanja hipoksije, u kojem je smanjena koli¢ina kisika u stanicama
i tkivu, ¢ija je posljedica poremecaj u funkcioniranju organa i stanica §t0 dodatno

ogranicava biljnu proizvodnju.

Cheng i sur. (2013.) su u klijancima graska utvrdili da hipoksija moze aktivirati sustav
biosinteze H>S. Posljedi¢no, dolazi do nakupljanja H2S, §to moze biti signal za pojacanu

toleranciju graska na stres uzrokovan nedostatkom Kisika.

Infekcija patogenima je skoro pa normalan i sveprisutan tip biotskog stresa kod biljaka. U
sadnicama uljane repice gljivicna infekcija Sclerotinia sclerotiorum uzrokovala je jo$ veci
porast produkcije H2S, dostizu¢i maksimum od 3,25 nmol gSv.T. min*, 2 dana nakon
infekcije $to upucuje na to da je otpustanje H2S dijelom odgovora biljke na infekciju

patogenima, (Bloem i sur., 2012.).
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3. ZAKLJUCAK

Sumporovodik je odavno poznat kao fitotoksin, ali danas se smatra vaznom signalnom
molekulom koja u biljnim stanicama ima viSestruke funkcije. HoS ima mnogo pozitivnih
u¢inaka na stani¢noj i molekularnoj razini kod biljaka. Molekula je koja je ukljucena u
unutarnju regulaciju metabolizma stanice te na taj nacin regulira cjelokupni rast i razvoj
biljaka, a narocito je znacajan pri stjecanju tolerancije na biotske i abiotske tipove stresa. U
ovom zavrsnom radu je prikazana literatura koja potvrduje 1 dokazuje njegovo djelovanje
na fizioloske 1 metaboliticke procese u biljkama te opisuje specifi¢ne uloge i funkcije ovog
spoja u mehanizmima otpornosti na razli¢ite izvore stresa poput, solnog stresa, visokih
temperatura, niskih temperatura, teskih metala u tlu, suSnog stresa, itd. Donori
sumporovodika, poput NaHS su relativno jeftini i lako pristupa¢ni. Takoder, dokazan je
njihov pozitivni u¢inak u uvjetima stresa, te su daljnja istrazivanja njegove funkcije i uloge
itekako znacajna za poljoprivrednu proizvodnju. Dokazano, sumporovodik pomaze
biljkama u laksem prevladavanju stresa uz puno manje Stetne posljedice za kvalitetu i
kvantitetu poljoprivrednog prinosa, a sto je danas u primarnoj produkciji hrane od velikog
znacaja jer razliCiti stresni uvjeti okoline postaju sve znacajniji limitiraju¢i faktor

proizvodnje hrane na globalnoj razini.
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5. SAZETAK

Sumporovodik je bezbojan plin s jakim mirisom te se dugo smatralo da je toksican za
biljke zbog toga $to su prva istrazivanja u kojima su se koristile visoke doze ovog plina,
pokazala da ima inhibitorni efekt na djelovanje enzima respiratornog lanca, citokrom c-
oksidazu. Medutim, danas je dokazano da niske doze imaju pozitivan ucinak na Sirok
spektar molekularnih mehanizama ukljuc¢enih u odgovor na razli¢ite tipove stresa. Danas se
kod ljudi ali i biljaka, sumporovodik smatra vrlo vaznom signalnom molekulom koja u
stanicama ima viSestruku funkciju. U ovome radu je prikazana relevantna literatura novijeg
datuma koja se bavi proucavanjem njegove uloge i funkcije u otpornosti biljaka na solni
stres, stres uzrokovan prisustvom teskih metala, niske ili visoke temperature, suse te u
otpornosti na UV-B zragenje, fungalne infekcije i hipoksiju. Posto sumporovodik pomaze
biljkama u lakSem prevladavanju stresa uz puno manje Stetne posljedice za kvalitetu i
kvantitetu poljoprivrednog prinosa, daljnja istrazivanja koja se bave ovom problematikom

su od velikog znacaja.



6. SUMMARY

Hydrogen sulfide is a colorless gas with a strong odor and for a long time it has considered
to be toxic to plants because the first studies using high doses of this gas showed an
inhibitory effect on thecytochrome ¢ —oxidase, enzyme of respiratory chain. However, it
has been shown that low doses have a positive effect on a wide range of molecular
mechanisms involved in responding to different types of stress. Today, in humans and
plants, hydrogen sulfide is consideredas a very important signaling molecule that has
multiple functions in cells. This paper presents anoverviewof relevant and recent literature
dealing with its role and function in plant resistance to salt stress, stress caused by the
presence of heavy metals, low or high temperature, drought, UV-B resistance, fungal
infections and hypoxia. Since hydrogen sulfide helps plants to overcome stress easier, with
far less harmful consequences for the quality and quantity of agricultural yield, further

research on this issue is of great importance.



