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1. UVOD

1.1. Sumpor

Sumpor (S) je halkogeni element smjesten na 16. mjestu (VI. B) skupine periodnog sustava
elemenata. U Cistom stanju krutina je svijetlozute boje bez okusa i mirisa. Elementarni
sumpor koji se dobiva iz nalazista u povrSinskim dijelovima Zemljine kore 1 iz svojih
spojeva ima sposobnost stvaranja jake, jednostruke kovalentne veze izmedu vlastitih atoma
( -S-S-). Iz nalazista sumpor se dobiva tzv. Fraschovim postupkom koji obuhvaca vise od
80 % svjetske proizvodnje sumpora i staljivanjem iz kamenja u specijalnim pecnicama,
tzv. kalkaronima i fornima. Iz spojeva se dobiva oksidacijom sumporovodika (H2S) po
Clausovu postupku koji se svodi na spaljivanje tekué¢ine H-S i oksidacije preostalog HaS
nastalim SO.. Kao katalizatori u ovome postupku koriste se boksit, aktivni ugljen ili crveni
mulj (Fe(OH)s), (Kovadevi¢ i Zugaj 1996.). Biljke najvise usvajaju sumpor kao anion
SO+ i u tom obliku se nalazi u protoplazmi biljaka kao mineralna rezerva. Kod ugradnje u
organsku tvar potrebna je redukcija sumpora, ali se lako usvaja i iz atmosfere u obliku SO-
koji se takoder prije ugradnje u organsku tvar mora reducirati. FizioloSka funkcija sumpora
je vrlo znacajna jer je konstituent mnogih vitalnih spojeva i ima opce ionsko djelovanje
kao elektrolit protoplazme zbog veceg prisustva sulfata. Redukcija sumpora u biljkama
odvija se u kloroplastima 1 jo§ uvijek je nedovoljno poznat proces (Vukadinovi¢ i Loncari¢

1998.).

1.2. Sumporovodik i njegova uloga kod biljaka

Uloga sumporovodika (H2S) kao signalne molekule kod biljaka je ve¢ dugi niz godina
predmet raznih istrazivanja (Koch i sur., 1990.). Zbog Stetnosti pri visokim
koncentracijama 1 dokazanog toksicnog djelovanja na bioloske sustave doSlo je do
njegovog zapostavljanja i smanjenja interesa od strane znanstvenika u daljnjem
znanstvenom istraZzivanju o mogu¢im pozitivnim ucincima koje H>S moZe imati na ¢ovjeka
i biljke. Ovaj plin pri normalnim uvjetima posjeduje otrovnost jednaku cijanovodiku, a
nekoliko puta vecu otrovnost od ugljikovog monoksida. Unato¢ tome, njegova uloga u
biljci od znacajne je vaznosti jer oksidacijom ovoga spoja, biljci je pristupacna znacajna
koli¢ina sumpora kojega mozZe usvojiti. U Zivotnom ciklusu biljaka H.S je vaZan
makronutrijent, jer utje€e na vigor sjemena, rast biljaka, prinos usjeva i dr. (Wang, 2012.;
Rennenberg i sur. 1983.). Od svih sulfida moze se re¢i da je najznacajniji upravo

sumporovodik koji se otapa u vodi te nastaje sulfidna kiselina koja je kisele pH vrijednosti



(Filipovi¢, Lipanovi¢, 1995.). Dokazan je znacajan utjecaj sumporovodika u odgovoru
biljaka na stres koji izazivaju niske temperature, u uvjetima stresa izazvanoga teSkim

metalima te pri uvjetima stresa nastalog zbog povisenog sadrzaja soli.
1.3. Stres kod biljaka

Stres se Cesto definira kao djelovanje nekog abiotskog i/ili biotskog Cimbenika koji
nepovoljno utjeCe na rast i razvitak biljaka. Prilagodba biljke uvjetima stresa moze biti
postignuta aklimatizacijom, odnosno ja¢anjem otpornosti na stres (plasti¢no i reverzibilno)
nakon kraceg izlaganja nepovoljnom utjecaju, a adaptacija (prilagodba) se odnosi na
genetski predodreden stupanj otpornosti na stres. Kako su biljke vezane za mjesto svoga
rasta, imaju ograni¢enu mogucnost izbjegavanja nepovoljnih utjecaja u svome okruzenju,
npr. ekstremne temperature, nestasicu vode, nedostatak ili suvisak svjetla ili hranjivih tvari,
ozljedivanje (vremenske nepogode, herbivori) ili napad patogena (bakterije, gljivice,
virusi, viroidi). 1z toga razloga biljke su razvile sofisticirane i vrlo razli¢ite oblike
molekularno-kemijske strategije (morfoloske i1 anatomske promjene, pripreme za
nepovoljne uvjete tj. proces klijanja) kako bi se uspjele obraniti od abiotskog ili biotskog
stresa. Priprema biljaka na stres podsje¢a na sposobnost pamcenja, medutim, taj
mehanizam memoriranja ne ovisi o zivéanome sustavu kao kod Zivotinja pa se najcesce
koristi izraz ,,otisak stresa”. Ovaj fenomen vjerojatno ima uzrok u promjeni koncentracije
klju¢nih signalnih metabolita, odnosno proteina, ili pak ¢imbenicima genske transkripcije

(Vukadinovi¢ i sur., 2014.).

Brojna dosadasnja istrazivanja razjasnila su mehanizam prilagodbe biljaka pomocu
epigenetske kontrole stresa. Ona ukljucuje regulaciju gena i fenotipske promjene kao
odgovor biljaka na stres. Pokazalo se da kao odgovor na stres dolazi do metiliranja DNA
Sto rezultira fenotipskim varijacijama biljaka. U procesu metilacije DNA sudjeluju
pokretljivost transpozona (DNA sekvence koje mogu promijeniti svoju poziciju unutar

genoma), siRNA (Small interfering RNA) i metiltransferaza.



STRES (prije utjecaja stresa )
pripreme za nepovoljne uvjete
abiotski ili biotski stres)

Epigenetska promjena

Akumulacija proteina,
ili pak €éimbenika
genske transkripcije

e

Otisak stresa

Stres (utjecaj stresa) l

Povecana
genomska

fleksibilnost

Slika 1. Mehanizam memoriranja stresa (stresni otisak) biljaka. (Izvor: Vukadinovi¢ i sur.
2014.)

Moguce je da epigenetski faktori izazivaju dugoro¢ne promjene u genima ili pak njihovoj
ekspresiji, odnosno signali iz okoline utje¢u na regulaciju genske ekspresije (Slika 1.), §to
dovodi do povecane genomske fleksibilnosti te se prenosi na slijede¢e generacije

(Vukadinovi¢ i sur. 2014.).



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Zastitna uloga sumporovodika u uvjetima stresa izazvanog poveanom

koncentracijom teSkih metala

Ali i sur. (2014.) su istrazivali ulogu sumporovodika na biljkama uljane repice izloZene
povecanim koncentracijama olova u hranjivoj otopini. Biljke uljane repice uzgajane do
stadija petog lista u supstratu su prenesene na Hoagland hranjivu otopinu u kontroliranim
uvjetima optimalnim za rast biljaka u navedenoj fazi. Nakon sedam dana aklimatizacije u
dodane su dvije koncentracije olova (100 i 400 puM Pb(NOs)2) te dvije razlicite
koncentracije donora sumporovodika (100 1 200 uM NaHS) kao i njihove kombinacije.
Petnaest dana nakon tretmana ispitivani su morfoloski pokazatelji stresa (svjeza i suha tvar,
sadrzaj klorofila), mineralni sastav (Na, K, Ca, Mg, Mn, Fe, Cu, Zn, P, S, NOgz), izmjerene
su razine lipidne peroksidacije te je odredena produkcija slobodnih Kisikovih radikala -
ROS (vodik peroksida, superoksidnog i hidroksilnog radikala). Odredena je aktivnost
stresnih enzima askorbat-peroksidaze (APX), superoksid-dismutaze (SOD), katalaze
(CAT) te sadrzaj askorbinske kiseline i oksidiranog (GSSG) i reduciranog glutationa
(GSH) kao intermedijarnih metabolita askorbat-glutation ciklusa. Dobiveni rezultati
morfoloskih pokazatelja rasta biljaka upucuju na pozitivnu zastitnu ulogu H2S u uvjetima
stresa uzrokovanog teskim metalima. Utvrden je manji gubitak u svjezoj i suhoj masi
stabljike, korijena i lista u usporedbi s tretmanima gdje nije dodan sumporovodik, gdje je
doslo do prosjecno 73 %-tne redukcije svjeze i suhe mase. Nisu utvrdene znacajne razlike
u navedenim pokazateljima u odnosu na kontrolu pri tretmanima gdje olovo nije dodano.
Aplikacija NaHS u hranjivu otopinu je rezultirala poveéanjem sadrzaja klorofila i
karotenoida kod biljaka uzgajanih pri povecanoj koncentraciji olova te je najizrazeniji
efekt bio pri 400 uM Pb i 200 pM NaHS gdje je u prosjeku sadrzaj fotosintetskih
pigmenata povecan za 41 % u usporedbi s varijantom gdje NaHS nije dodavan. SadrzZaj
kalija, kalcija i magnezija u listovima i korijenu je bio znacajno povecan u varijanti gdje je
uz olovo (400 uM) dodan i NaHS (200 uM). Pri vi$oj koncentraciji olova doslo je do
redukcije usvajanja mikronutrijenata (Fe, Mn, Cu, Zn) i makronutrijenata (N, P, S). Niza
koncentracija sumporovodika nije rezultirala promjenama u sastavu mikro- i
makroelemenata u korijenu i listu dok je visa koncentracija H2S zna¢ajno povecala sadrzaj
svih nutrijenata kod biljaka pri 400 uM olova. Primjena H>S nije znacajno utjecala na
lipidnu peroksidaciju i produkciju ROS kod kontrolnih biljaka, medutim u prisustvu olova,

gdje je doslo do poveéanja i jednog i drugog navedenog parametra, H>S je pokazao



zaStitnu ulogu kroz smanjenje produkcije ROS i sadrzaja MDA (Slika 2.). Autori
zakljucuju da je uslijed aktivacije antioksidativnih mehanizama u kojima sudjeluje H2S
doslo do smanjene produkcije ROS, a time posljedicno i do smanjene razine lipidne
peroksidacije. Povecanje aktivnosti antioksidativnih enzima u kombiniranim varijantama
gdje su simultano dodavani olovo i sumporovodik, autori pripisuju posredni¢koj ulozi
sumporovodika u stresu induciranom prisustvom olova kroz ,sakupljanje® slobodnih
kisikovih radikala te stimulativno djelovanje na antioksidativne mehanizme. Primjena H2S
povecala je akumulaciju neenzimatskih antioksidanasa poput GSH i GSSG i askorbinske
kiseline u listovima i korijenu uljane repice (Slika 3. i 4.). Autori ovu zastitnu ulogu H2S
pripisuju sljede¢em ciklusu: reakcija s lipidnim radikalima §to zaustavlja daljnju lipidnu
peroksidaciju te aktivaciju enzimatskih i neenzimatskih mehanizama obrane od

oksidativnog stresa.

Table 5 Effects of different treatments of NaHS (uM) and lead (Pb) {uM) on malondialdehyde (MDA). hydrogen peroxide (H,0,). superoxide radical (0, ) and hydroxyl ion (~OH) contents
in the leaves and roots of Brassica napus cv. ZS 758

NaHS cone.  Phconc. MDA contents (nmol mg ' protein) H,0; contents (pmol g ' DW) 03 contents (nmol min ' g~ DW) OH contents (pmol g~ FW)
Leaf Root Leaf Root Leaf Roat Leaf Root

0 0 814 £045¢ 1422 £056¢ 1973 £ 186 e 057048 ¢ 6659 £268ef 2345+ 167¢ 060 £001F  0.076 £ 0001 ef
100 1358 £ 068 ¢ 1766 £041d 2763 £ 181 ¢ 1650 £ 095 ¢ 7381 £347d U5 £116¢c 134 2£002¢ 0084 % 0003 ed
400 1822 £ 049a 2608 £092a 3695 £ 167a 2350+ 131a 13662 +455a 4742 +171a 153 £001a  0.098 £ 0003 a

100 0 818 £ 034¢e 1455 £095¢ 20,52 £ 184 de 045 050¢ 6466 £271 ef 2152 £204ef 061 £001F  0.074 % 0003 ef
100 10.63 £ 049d 1327 £054¢ 2337 +£207d 1357£0774d 6999 £310de 3119 £228d 087 £0.01e  0.079 £ 0002 de
400 1508 £053b 2236 =043b 322090 1932+ 123b 12228 £459b 4271 £ 168b 142004 b 00920001 b

200 0 809 £038¢ 1457 £0.8%¢ 1964 £165¢e 078+ 042¢ 6180 £3.01F 19.80 £ 105 057 £0031F 00670003 g
100 832 £027e 1148 £075¢ 19.56 £201 e 045+ 03%¢ 5146 £2.66 g 418 £231e 0620021 007300027
400 1278 £ 043¢ 1950 £ 0.84¢ 55 £160be 1720£051¢ 10374 +£451c 9.4 £193b 105 £003d 0087 = 0003 be

Values are mean + SD (n = 3). Means followed by the same letter did not significantly differ at # = 0.05 according to Duncan’s multiple range test

Slika 2. Utjecaj razli¢itih tretmana NaHS (uM) i olova (uM) na sadrzaj malondialdehida
(MDA), vodik peroksida (H20.), superoksida (O2") i hidroksil iona (" OH) u listovima i
korijenu kod Brassica napus cv. ZS 758. (Izvor: Ali i sur. 2014.)
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Slika 3. Utjecaj razli¢itih tretmana NaHS (uM) i olova (uM) na sadrZaj askorbinske
kiseline (AsA) u listovima (e) i korijenu (f) Brassica napus cv. ZS 758. (Izvor: Ali i sur.
2014.)
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Slika 4. Utjecaj razli¢itih tretmana NaHS (uM) i olova (uM) na sadrZaj reduciranog
glutationa (GSH) u (a) listovima i korijenu (b), oksidiranog glutationa (GSSG) u (c)
listovima i (d) korijenu Brassica napus cv. ZS 758. (Izvor: Ali i sur. 2014.)

Ali i sur. (2014.) su u istom pokusu ispitivali utjecaj toksi¢nih koncentracija olova te
zaStitne uloge sumporovodika na morfoloske, fizioloske i histoloske pokazatelje
efikasnosti procesa fotosinteze. Dokazali su da vise koncentracije olova (400 uM)
znacajno mijenjaju morfologiju listova i korijena smanjujuéi lisnu povrSinu, ukupni
volumen korijena, promjer glavnog vretena te broj korijenovih izdanaka. Toksi¢ni efekt
olova pripisuje se njegovom S$tetnom utjecaju na Sirok spektar fizioloskih procesa,
poremecajima biljne ishrane, inhibiciji stani¢ne diobe §to se naravno negativno odrazava i
na samu morfologiju (Sharma i Dubey, 2005.; Eun i sur., 2000.; Islam i sur. 2007.).
Znacajno smanjenje negativnog ucinka olova na morfologiju listova i korijena je utvrdeno
kod biljaka u varijanti gdje je uz olovo dodano i 200 uM NaHS. Autori ovakav rezultat
pripisuju zastitnoj ulozi sumporovodika koja se ocituje kroz povecanje aktivnosti
antioksidativnih enzima koji sudjeluju u detoksifikaciji reaktivnih kisikovih jedinki.
Tretman olovom znaajno je smanjio pokazatelje efikasnosti fotosinteze: ukupnu

fotosintezu 1 transpiraciju, provodljivost puci te unutarstani¢nu koncentraciju COo.



Medutim, u usporedbi s kontrolnim biljkama, u varijantama tretmana gdje je dodan
sumporovodik ovaj pad pokazatelja fotosinteze nije bio tako izrazen. Aplikacija H>S kod
biljaka uzgajanih pri povecanim koncentracijama olova rezultirala je znaCajno veéim
SPAD indeksom u listovima, u usporedbi s tretmanom gdje H.S nije apliciran, te
poboljsanjem fotokemijske efikasnosti procesa fotosinteze (Fv/Fm; varijabilna/maksimalna

fluorescencija).

+ (B: 400 pM Pb)

(C: 100 pM NaHS + 400 pM Pb)

Fig. 2. Electron micographs of leaf mesophyll cells of 15-day-hydroponically grown seedlings of Brassica napus cv. ZS 758. (A, B) TEM micrographs of mesophyll cells of
leaves of ZS 758 at 400 uM Pb alone at low and high magnifications respectively show a chloroplast (Chl) with swollen thylakoid membranes (Thy ) and without starch grain (S) as
well as a number of plastoglobuli (P). (C D) TEM micographs of mesophyll cells of ZS 758 at 100 yM NaHS under 400 uM Pb concentration at low and high magnifications
respectively show a well developed chloroplast (Chl) with thylakoids (Thy), grana, and a number of starch grains (S). Cell wall (CW) and cell membrane (CM) are also clear. (E, F)
TEM micrographs of mesophyll cdls of ZS 758 at 200 uM NaHS under 400 uM Pb concentration at low and high magnifications respectively show a well developed chloroplast (Chl)
with thylakoids (Thy), grana, and a big starch grain (S}

Slika 5. Elektronska snimka (TEM) mezofilnih stanica lista 15 dana starog klijanca
Brassica napus cv. ZS 758 uzgajanog u hidroponu. A i B manje i vece povecanje
kloroplasta pri tretmanu s 400 uM olova, pokazuje kloroplast (Chl) sa uvijenim
tilakoidnim membranama (Thy) bez zrnaca Skroba (S) 1 s povecanim brojem plastoglobula
(P). C i D kombinacija tretmana olovom i sumporovodikom pokazuje dobro razvijen
kloroplast s tilakoidima , zrncima Skroba stani¢nom stijenkom (CW) i membranom (CM).
E i F, takoder prikazuju dobro razvijen kloroplast kod klijanca gdje je uz olovo dodavano i
200 uM sumporovodika. (Izvor: Ali i sur. 2014.)



Dokazano je da H>S moze smanjiti Stetni ucinak toksi¢nosti teSkih metala na proces
fotosinteze povecanjem karboksilacije (Chen i sur. 2011.), utjecajem na smanjenje otvora
puci (Garcia-Matta i Lamattina, 2010.), $to doprinosi smanjenju gubitka vode te poveéanju
unutarstani¢ne koncentracije CO2. Osim toga, aplicirani Hz2S je i doprinjeo znacajnom
smanjenju usvojenog olova u korijenu i izdancima, medutim ovaj mehanizam je jo$ uvijek
nedovoljno poznat. U navedenoj studiji olovo je potpuno ostetilo ultrastrukturu listova i
korijena. Povecan je broj plastoglobula u listovima, smanjenjem broja Skrobnih zrnaca 1

otapanjem membrana unutar kloroplasta (Slika 5.).

o amoi |

Fig. 4. Electron micrographs of root tip cells of 15-day-hydroponially grown seedlings of Brassica napus cv. ZS 758. (A, B) TEM micrographs of root tip cells of ZS 758 at
400 M Pb alone at low and high magnifications respectively show a nucleus (N) with ruptured nuclear membrane (NM ), undeveloped mitochondria (MC) and a number of
pieces of endoplasmic reticulum (ER). Moreover, Pb concentration increased in the form of electron dense granules in the vacuole (V) and along the cell wal (CW). (C, D) TEM
micrographs of root tip cells of ZS 758 at 100 pM NaHS under 400 M Pb concentration at low and high magnifications respectively show a clear nucleolus (N) with nuclear
membrane (NM), developed mitochondria (MC) and a continues endoplasmic reticulum (ER). (E, F) TEM micrographs of root tip cells of 75 758 at 200 uM NaHS under
400 M Pb concentration at low and high magnifications respectively show a dear cell with big nucleus (N), number of developed mitochondria (MC) and a long
endoplasmic reticulum (ER)

Slika 6. Elektronska snimka (TEM) vrska korijena 15 dana starog klijanca Brassica napus
cv. ZS 758 uzgajanog u hidroponu. A i B manje i veée povecanje pri tretmanu s 400 uM
olova, pokazuje jezgru (N) s oStecenom membranom (NM), nerazvijenim mitohondrijima
(MC) 1 znacajnim oste¢enjem endoplazmatskog retikuluma (ER). Takoder je vidljiva
akumulacija olova u vakuoli i duz stani¢nog zida (CW). C i D prikazuju jezgru i jezgrinu
ovojnicu koje su neostecene, razvijene mitohondrije 1 nenaruseni endoplazmatski
retikulum. E i F prikazuju isto tako nenaruSenu strukturu navedenih stani¢nih organela pri
tretmanu gdje je uz olovo dodavan i sumporovodik u koncentraciji od 200 uM. (Izvor: Ali
i sur. 2014.)



U korijenu je doSlo do narusavanja funkcija stani¢nih membrana te deponiranja olova u
stani¢ne stijenke i vakuole (Slika 6.). Medutim, pri kombiniranim tretmanima olova i
sumporovodika, utvrden je poveéan broj membrana u granumu, biosinteza klorofila $to je
rezultiralo pojaCanom biogenezom kloroplasta a time i povecanjem procesa fotosinteze, u

usporedbi s njihovim kontrolama gdje H2S nije dodavan.

Li i suradnici 2012. ispituju utjecaj H2S i NO (dusik oksida) na smanjenje oksidativnog

ostecenja induciranog prisustvom kadmija u korijenu lucerne.
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Fig. 2 H.5 or HS ™ and NO, but not other compounds derived
from NaHS or SNP contributed to the alleviation of lipid
peroxidation in alfalfa seedling roots upon Cd exposure.
Seedling roots were incubated in quarter-strength Hoagland's
solution for 5 days, then tansferred to the same solution
containing 100 pM NaHS, 100 pM Na,S, 100 pM NaHS0,,
100 pM Na,50,, 100 pM NaHS0;, 100 pM Na, 805, 100 pM
SNP, K;Fe(CNj/KiFe(CN); (100/100 pM, Fe) and NO. /
NO5 (100100 pM, NO ) for 6 h, and then exposed to 100 pM
CdClL for another 12 h. Sample without chemicals was the
control (Con). Values are the mean =+ SE of three independent
experiments. Bars denoted by the same lerter did not differ
significantly at P =2 (1.05 according to Duncan’s multiple range
test

Slika 7. H2S ili HS i NO su jedini oblici sumporovodika odnosno dusik oksida oslobodenih
iz NaHS ili SNP koji doprinose smanjenju razine lipidne peroksidacije u korijenu klijanaca
lucerne izloZene kadmiju. Klijanci su inkubirani u ¥4 Hoagland hranjivoj otopini 5 dana te
nakon toga preneSeni u istu otopinu koja je sadrzavala 100 pM NaHS, 100 uM NaS, 100
uM NaHSOg4, 100 uM NaHSOs3, 100 pM NazSOs, 100 pM SNP, K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s
(100/100 uM), NO2/NO3™ ( (100/100 uM NOx) na 6 sati te nakon toga preneseni na 12 sati
u medij koji je sadrzavao CdCly. (Izvor: Li i sur. 2012.)

Osim NaHS kao donora HzS, ispitivali su i utjecaj drugih spojeva sa sumporom kod biljaka
uzgajanih u istim uvjetima (NazS, NaHSOs, NaHSO3z, NaSOs3) na razinu lipidne



peroksidacije te utvrdili da se zastitna uloga sumpora u uvjetima stresa, manifestira jedino
ako je on u obliku sumporovodika, dakle dodan NaHS-om (Slika 7.).

Takoder dokazuju da blokada enzima odgovornih za intrinzicnu produkciju HS, D- i L-

cistein-desulfhidraze (CSE/L CDES) s DL-propagilglicinom (PAG) kao i blokada

produciranog H>S-a koriStenjem hipotaurina (HT), rezultira porastom razine lipidne

peroksidacije izazvane usvojenim kadmijem (Slika 8.). Kada se sumporovodik dodaje

egzogeno, primjenom NaHS, a istovremeno je i dodan HT ili PAG, pozitivni ucinak

smanjenja lipidne peroksidacije izostaje. Autori ovo objasnjavaju pojacanom ekspresijom

gena, odnosno povecanje transkripata i aktivnosti enzima Cu/Zn SOD i peroksidaze (POD)

dok je aktivnost lipoksigenaze (LOX) bila u skladu s razinom lipidne peroksidacije pri

svim tretmanima.
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Fig. 1 Effects of NaHS. SNP, HT and PAG on TBARSP
concentration in alfalfa seedling roots upon Cd exposure.
Seedling roots were incubated in quarter-strength Hoagland's
soluton for 5 days, then wansferred to the same solution
containing increasing concentrations of NaHS or 100 pM SNP
for 6 h, followed by another 12 h incubation in 100 pM CdClL
{a). or incubating the roots in solution supplemented with
100 pM CdCla, 100 pM CdCl and 100 pM NaHS or 100 pM
SNP together for 12 h, or incubating the roots in 100 pM NaHS
for 6 h followed by another 12 h incubation in 100 pM CdACl,.
or incubating the roots in 100 pM CdCl; for 12 h followed by
another 6 h incubation in 100 pM NaHS$ (b), or incubating the
roots in solution supplemented with 100 pM NaHS, 1 mM HT,
2mM PAG alone. or the combination treatments for 6 h,
followed by 100 pM CdCl; with or without 100 pM MNaHS for
another 12 h (). Values are the mean £ SE of at least three
independent experiments. Bars with different letters were
significantly different in comparison with control or Cd stressed
alone samples at P < 0,05 according to Duncan’s multiple range
test

Slika 8. Efekt NaHS, SNP, HT i PAG na razinu lipidne peroksidacije u korijenu klijanaca
lucerne 1zlozene kadmiju. Klijanci su inkubirani u 4 Hoagland hranjivoj otopini 5 dana te
nakon toga preneseni na 6 sati u istu otopinu koja je sadrzavala 100 uM NaHS, 100 uM
SNP, odnosno 1 mM HT ili 2 mM PAG, te njihove razlic¢ite kombinacije nakon ¢ega su
Klijanci preneseni na 12 sati u medij koji je sadrzavao CdCl.. (Izvor: Li i sur. 2012.)
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Zastitnu ulogu sumporovodika kod rize pri stresu uzrokovanu kadmijem, ispitivali su i
Mostofa i sur. (2015.). Na temelju dobivenih rezultata aktivnosti antioksidativnih enzima,
razine lipidne peroksidacije, sadrzaja neenzimatskih antioksidanasa (askorbinska kiselina i
glutation) 1 sadrzaja pojedinih elemenata mineralne ishrane, zakljucuju da sumporovodik
smanjuje Stetni efekat kadmija. Zastitna uloga ocCituje se u smanjenju usvajanja i
akumulacije kadmija, poveanjem mineralne homeostaze i saadrzaja fotosintetskih
pigmenata te kroz redukciju oksidativnog stresa indukcijom detoksifikacije slobodnih
kisikovih radikala (ROS) i metiloglioksala (MG), produkata metabolizma u uvjetima stresa
koji mogu ostetiti stani¢ne biomembrane, ali i ostale molekularne strukture (Hossain i sur.
2012.). Na temelju dobivenih rezultata, autori shematski prikazuju fizioloske i biokemijske
mehanizme toksi¢nosti inducirane kadmijem i mehanizme tolerancije u koje je ukljucen

sumporovodik (Slika 9.).
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Figure 6. A Schematic diagram representing Cd-induced toxicity and protective mechanism of H,S
underlying rice tolerance to Cd stress. Cd stress exerted harmful effects by inhibiting photosynthesis and
affecting water status and ionic balance. Excessive Cd can induce reactive oxygen species (ROS) production
by depleting antioxidant levels. Cd can also overaccumulate methylglyoxal (MG) that is highly toxic to
DNA, RNA and proteins. ROS and MG contribute to oxidative stress, resulting in lipid peroxidation, DNA
and protein oxidation, all of which cause growth inhibition, biomass loss and ultimate yield reduction. In
contrast, elevated H,S level following sodium hydrosulfide (NaHS) application showed protective mechanism
against Cd-induced toxicity by re-establishing Cd homeostasis, ionic balance and water balance, and by
enhancing photosynthesis. H,S enhanced the detoxification of ROS by stimulating the activities of SOD and
CAT. H,S also replenished the Cd-induced reduction in glutathione (GSH) level, which in turn enhanced
the ROS and MG detoxifications as well as redox homeostases, leading to alleviation of oxidative stress. As
a consequence, H,S enhanced Cd stress tolerance by retaining better growth of Cd-stressed rice plants. (+)
indicates stimulatory effect of H,S. Dotted arrow indicates spontaneous conversion. Blunted arrow indicates
inhibitory effect of hypotaurine (HT). (a,b) indicate Gly system and AsA-GSH system, respectively. AsA,
ascorbic acid; DHA, dehydroascobate; GSSG, oxidized GSH; Gly, glyoxalase; HA, hemithioacetals; SLG,
S-D-lactoylglutathione; D-L, D-lactic acid; O,*", superoxide; H,O,, hydrogen peroxide; SOD, superoxide
dismutase; CAT, catalase; APX, ascorbate peroxidase; MDHAR, monodehydroascorbate reductase; DHAR,
dehydroascorbate reductase; GR, GSH reductase; GPX, GSH peroxidase; GST, GSH S-transferase; ROOH,
lipid hydroperoxide; NADPH, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate.

Slika 9. Shematski dijagram koji prikazuje toksi¢nost induciranu kadmijem te zastitne
mehanizme tolerancije na stres kod rize. Cd stres se manifestira kroz Stetne efekte
inhibicije fotosinteze te utjecajem na vodni rezim i ionski balans. Pove¢ane koncentracije
kadmija induciraju produkciju reaktivnih kisikovih jedinki (ROS) smanjujuéi razinu
antioksidanasa. Cd takoder moze uzrokovati pojacano nakupljanje metilgliksala (MG) koji
je jako Stetan za DNA, RNA i proteine. ROS i MG doprinose oksidativnom stresu,
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rezultiraju¢i poja¢anom lipidnom peroksidacijom, oksidacijom proteina i DNA, §to
uzrokuje inhibiciju rasta, gubitak biomase i znacajnom redukcijom prinosa. Nasuprot tome,
povecani sadrzaj H.S kao rezultat aplikacije NaHS pokazuje zastitnu ulogu u uvjetima
stresa induciranih kadmijem, ponovnim uspostavljanjem Cd homeostaze, ionskog balansa,
vodenog statusa i povec¢anjem procesa fotosinteze. H2S povecava detoksifikaciju ROS
stimuliraju¢i aktivnost SOD i CAT, te takoder podize razinu glutationa (GSH) potrosenog
u antioksidativnom odgovoru na stres, $to posljedi¢no rezultira poboljSanom
detoksifikacijom ROS 1 MG kao i poboljsanom redoks homeostazom rezultirajuéi
poboljsanim rastom biljaka rize u uvjetima stresa izazvanog s Cd. (+) oznacava pozitivni
efekt H>S. Tockaste strelice oznacavaju spontane konverzije koji se dogadaju u stanici.
Stop linije oznacavaju inhibitorni efekt hipotaurina (HT). (a, b) oznacava glioksalni ciklus i
AsA-GSH ciklus. (Izvor: Mostofa i sur. 2015.)

Bharwana i sur. (2014.) su istrazivali ulogu sumporovodika u uvjetima stresa uzrokovanim
poveéanom koncentracijom olova te pratili biokemijske, morfoloske, fotosintetske I
oksidativne promjene na biljkama pamuka. Zdrave sjemenke pamuka naklijavane su u
klima komori s fotoperiodom od 16 sati svjetla i 8 sati tame i relativnom vlagom 85 %.
Jednoli¢ni klijanci su nakon dva tjedna preneSeni na uzgoj u modificiranu Hoagland-ovu
hranjivu otopinu. Nakon dva tjedna dodano je olovo u koncentracijama 50 1 100 uM u
obliku Pb(NOs)2 te 200 uM NaHS. Kontrola nije sadrzavala olovo, odnosno NaHS. Nakon
45 dana ispitivani su morfoloski i1 fizioloSki pokazatelji rasta te je utvrden znacajan
pozitivni utjecaj sumporovodika na razvoj biljaka, fotosintezu, sadrzaj klorofila, razinu
oksidacijskog stresa, aktivnost antioksidativnih enzima, ispiranje elektrolita, u prisustvu
spomenutog teSkog metala. Obje koncentracije olova su znacajno reducirale visinu biljaka,
duZinu korijena, njihovu svjeZu i suhu masu te lisnu povrsinu i broj listova po biljci. Pri
tretmanima gdje je uz olovo dodavan i NaHS, negativni efekt olova bio je znacajno manji
pri obje razine stresa te su svi prethodno navedeni pokazatelji rasta bili znacajno vecéi u
usporedbi s tretmanima gdje nije dodan NaHS. To upucuje na pozitivno djelovanje H>S na
rast i razvoj biljaka u uvjetima olovnog stresa. Olovo je takoder smanjilo sadrzaj
fotosintetskih pigmenata, SPAD vrijednosti, ukupnu fotosintezu, provodljivost puci te
koeficijent transpiracije 1 efikasnost iskoriStenja vode. Kao 1 kod prethodnih pokazatelja,
NaHS je znacajno utjecao na povecanje navedenih parametara u usporedbi s tretmanima
gdje ovaj donor H>S nije dodan. Aktivnost antioksidativnih enzima SOD-a, POD-a, CAT-a
I APX-a u korijenu i liS¢u biljaka izlozenih olovnom stresu je bila znacajno povecana u
usporedbi s kontrolom. NaHS je dodatno povecao njihovu aktivnost $to je rezultiralo

smanjenjem sadrzaja vodik peroksida, smanjenjem razine lipidne peroksidacije 1 manjim
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ostecenjem bioloSkih membrana. Pri obje razine olova utvrdeno je znacajno povecanje
njegova usvajanja u korijen pamuka (Slika 10.). Osim §to je primjena NaHS rezultirala
slabijim usvajanjem olova, takoder je u ovim tretmanima zabiljeZena 1 znatno manja
translokacija spomenutog teSkog metala u nadzemne dijelove biljke §to je utvrdeno
mjerenjem njegova sadrzaja u stabljici i listovima. Autori dokazuju da su slijed povecanih
koncentracija olova, znatno naruSene fizioloske funkcije kod biljaka pamuka te da su ova
oStecenja izrazenija pri ve¢im koncentracijama ovog teSkog metala. Medutim, primjenom
donora H.S takve se Stetne posljedice za biljku mogu znacajno smanjiti $to upuéuje na
mogucu zastitnu uloga ovoga spoja u uvjetima oksidacijskog stresa koja se ocituje kroz
poboljSanje antioksidativne aktivnosti i procesa fotosinteze $to se odrazava kroz povecanu

akumulaciju suhe 1 svjeZe tvari.

Fig. 8 Effect of different

concentrations of lead (Pb) (0, a prs b
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Slika 10. Efekt razli¢itih koncentracija olova (Pb) (0, 50 i 100 uM) i H2S (0 i 200 pM) na
koncentraciju olova u korijenu (a), stabljici (b) i listovima (c) u biljkama pamuka. (Izvor:
Bharwana i sur. 2014.)
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Fang i sur. (2014.) istrazuju ispreplitanje izmedu Ca?* i H,S signalnih puteva kod biljke
Setaria italica te zakljucuju kako ova dva signalna puta djeluju zajednic¢ki u uvjetima
stresa uzrokovanog prisustvom kroma (Cr®"). Autori navode da Ca?" moze stimulirati
sintezu antioksidativnih molekula ovisno ili neovisno o prisutnosti H2S te prema tome H.S
signalni put moZze biti samo alternativa u aktivaciji antioksidanasa induciranih Ca?*, jer
inaktivacijom HS puta ne blokira se funkcija Ca?* signalinga. Autori su utvrdili da se pri
prisutnosti kroma Ca?* moze smanjiti $tetni efekat kroma poveéanjem aktivnosti SOD i
POD dok je predtretman egzogenim HzS-om zadrzao aktivnost ova dva enzima na bazalnoj
razini. Njihovi rezultati upucuju da sumporovodik moze smanjiti Stetni utjecaj stresa, ali ne
direktnim utjecajem na enzimatsku aktivnost ve¢ regulacijom sinteze neenzimatskih
antioksidanasa ili pak kroz smanjenje produkcije ROS utjeuc¢i na inhibiciju aktivnosti
NADPH oksidaze (Pan i sur. 2013.). U usporedbi s sumporovodikom, kalcij osim
povecanja enzimatske aktivnosti povecava i antioksidativnu aktivnost poveéanjem sadrzaja
askorbinske kiseline i glutationa $to autore navodi na zakljuéak da je uloga Ca?', u

usporedbi s sumporovodikom, puno intenzivnija i izrazenija (Slika 11.).

(
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Slika 11. Ispreplitanje Ca?* i H2S signalinga kod biljke Setaria italica kao posljedica

odgovora na stres izazvan prisustvom kroma. Strelice oznacavaju povecanu ekspresiju dok

stop linije oznacavaju smanjenu ekspresiju signalinga. (Izvor: Fang i sur. 2014.)
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Autori stoga navode da je signalni put u kojem sudjeluje sumporovodik samo dio Ca®
signalnog puta te na taj nacin djelomi¢no doprinosi antioksidativnim mehanizmima obrane
od stresa. Osim toga, sumporovodik, kao dio Ca?" signalnog puta, znadajno doprinosi
povecanoj ekspresiji gena zaduzenih za sintezu kelatora teSkih metala metalotioneina i

fitokelatina.

Fang i sur. (2016.) su istrazivali i ulogu sumporovodika u metabolizmu cisteina, na
povecanje tolerancije stresa uzrokovanog prisustvom kroma kod Arabidopsis thaliana (At),
na biljkama divljeg tipa (Col-0), dva eng. ,,knock out* (KO) mutanta (LCD, L-cistein
desulfhidraza 1 DES1, O-acetil-L-serin-(tiol)-liaza) te dva eng. , over express® (OE)
mutanta (OE-LCD, OE-DES1). Sedmi dan nakon sjetve, klijanci su fumigirani u
zatvorenim Petrijevim zdjelicama koriste¢i otopinu NaHS. Nakon tri dana fumigacije
biljke su preneSene na '2 Murishage-Skoog (MS) medij koji je sadrzavao razliCite
koncentracije kroma (0, 100, 200, 300, 400, 500 uM Cr¢). Cistein je takoder kao
predtretman dodan u 2 MS medij od sedmog do desetog dana. Utvrdivali su duzinu
korijena kao morfoloSki pokazatelj stresa te sadrzaj cisteina, glutationa, razinu lipidne
peroksidacije te je utvrdena ekspresija gena odgovornih za sintezu fitokelata i
metalotioneina, koji mogu kompleksirati teSke metale te time smanjiti njihov Stetni efekat
(MT3, MTA2 — metalotionein-sintaze, PCS 1, PCS 2-fitokelatin-sintaze) kao i za
metabolizam cisteina (OASTL O-acetil-L-serin-(tiol)-liaza, SAT1 i SAT5 serin acetil-
transferaze). Utvrdili su da sadrZaj sumporovodika i cisteina u biljkama At znacajno raste u
prisustvu Cr®". Fumigacija H2S-om je rezultirala znaCajno brzim povecanjem sadrzaja
cisteina nego stres uzrokovan dodatkom kroma. Krom je stimulirao unutarstani¢nu
produkciju H2S koji je u ulozi signalne molekule pokrenuo daljnju akumulaciju cisteina te
autori zakljucuju da vanjskom primjenom H2S-a mozemo regulirati metabolizam navedene
aminokiseline (Slika 12.). Razina ekspresije gena vezanih uz metabolizam cisteina
(OASTLa, SAT1 i SATS5) su bile znacajno povecane pri tretmanu s HoS te su SATL i
SAT5 zadrzale povecanu ekspresiju znatno duze vrijeme (Slika 12.). To navodi na
zaklju¢ak da H2S povecava produkciju intermedijera O-acetil-L-serina indukcijom
povecane ekspresije SATI 1 SATS gena, §to posljedi¢no dovodi do povecanja sadrzaja

cisteina u stanicama.
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Fig. 2. The response pattern of the H,S-Cys system in Arabidopsis to Cr®* stress. (a) The effects of Cr®* stress on the H,S and Cys contents. (b) The regulation of the Cys content
induced by H,S fumigation and Cr®* stress. (c) The expression patterns of Cys metabolism-related genes in seedlings fumigated with H,S. Ten-day-old seedlings exposed to different
treatments were used to conduct the time-course analyses of the H»S and Cys contents, and the expression levels of Cys metabolism-related genes. (d) The contents of HS and Cys
in Cr8*-stressed Arabidopsis. Ten-day-old seedlings were stressed with or without 300 pmol/L Cr®* (150 pmol/L K,Cr,0). After 5 d of stress exposure, the H,S and Cys contents were
detected. Data are means + SE of three biological repeats, error bars indicate error standard and bars with different letters are different (P < 0.05).

Slika 12. Vremenski tijek odgovora HaS-cistein (Cys) puta kod Arabidopsisa na stres
uzrokovan prisustvom kroma (Cr®"). (a) Utjecaj Cr®* stresa na sadrzaj H2S i Cys. (b)
Regulacija sadrzaja Cys induciranog fumigacijom s H.S i stresa uzrokovanog sa Cr®*. (c)
Vremenski tijek ekspresije gena vezanih uz metabolizam Cys u klijancima fumigiranim s
H2S. Koristeni su deset dana stari klijanci izloZeni razli¢itim tretmanima da bi se prikazao
vremenski tijek sadrzaja HoS i Cys te razina ekspresije gena vezanih uz metabolizam Cys.
(d) Sadrzaj HoS i Cys kod klijanca At klijanaca. Deset dana stari klijanci tretirani su s 300
uM Cr®* (150 M K2Cr,0y). (Izvor: Fang i sur. 2016.)

Iznenaduju¢e, MT2A PCS1 1 PCS2 ekspresija je znacajno bila pove¢ana kod OE mutanta
izloZenih djelovanju kroma dok je pri KO mutantima bila neznac¢ajno promijenjena. To
upucéuje da mozda postoji neki drugi unutarstani¢ni signal koji poboljSava negativni utjecaj
pada sadrzaja H2S na ekspresiju navedenih gena. Krom nije znac¢ajno promijenio ekspresiju
gena MT3 kod divljeg tipa, KO kao ni kod OE mutanata. Opcenito, navedeni rezultati
dokazuju da aplikacija vanjskog HzS povecava toleranciju na krom povecanjem ekspresije
MT2A PCS1 i PCS2, ali ne i MT3 gena koji je odgovoran za akumulaciju metalotioneina i
fitokelatina. PoSto je dokazano da sumporovodik nema direktan utjecaj na povecanje
ekspresije gena MT3, autori navode da je put indukcije tolerancije na stres teSkim
metalima u koji je uklju¢en sumporovodik, razli¢it od onoga koji je induciran prisustvom
Cr®, ili je to dokaz da postoji neka posttranslacijska modifikacija proteina, koja doprinosi
povecéanoj toleranciji na navedeni teSki metal. Vanjska aplikacija sumporovodika i cisteina

rezultirala je poveéanjem akumulacije glutationa inducirane prisustvom Cré".
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Glutation sluzi kao prekursor u sintezi fitokelatina ¢ime dolazi do njihove akumulacije $to
povecava kelatizaciju teskih metala u stanici.

HM chelation < ~ PCs

Fig. 5. The response patterns of the H,S-Cys system in Arabidopsis to Cr®* stress. Ar-
rows indicate enhanced effects and hyphens indicate suppressed effects.

Slika 13. Odgovor H2S-Cys ciklusa kod Arabidopsisa na stres uzrokovan dodatkom Cr8*,
Strelice pokazuju stimulativni efekt, a stop linije inhibitorni efekt. (Izvor: Fang i sur.
2016.)

Posto glutation ima 1 antioksidativno djelovanje, takoder doprinosi u efikasnijoj
neutralizaciji slobodnih kisikovih radikala koji se javljaju u stanici zbog narusavanja
oksidoreduktivnih procesa uslijed ulaska kroma. Bazirano na rezultatima koje su dobili
autori predlazu model molekularnih mehanizama i stani¢nog signalinga u koje je ukljucen

H>S i cistein, u otpornosti na stres uzrokovan prisustvom teskih metala (Slika 13.).
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3. ZAKLJUCAK

Sumporovodik kao treé¢i otkriveni plinoviti prenositelj stani¢nog signala, uz ugljik
monoksid i dusik oksid, ve¢ dugi niz godina je predmet istrazivanja biljnih fiziologa.
Dokazani su brojni pozitivni u¢inci ovog spoja u stresnim uvjetima okoline. U koje god
stanicne metaboliticke puteve se ukljucuje ova molekula, vanjska primjena niskih doza
sumporovodika stimulativno djeluje na svim stani¢nim razinama obrane od stresa, bilo da
se radi o abiotskom ili biotskom uzro¢niku. Dokazano je da se ovaj spoj moze ukljuciti u
stani¢ni metabolizam gdje se sumpor direktno ugraduje u aminokiseline poput cisteina ili u
tripeptid glutation koji je vrlo znacajan antioksidans. Posljedi¢no dolazi i do stimulacije
askorbat-glutation ciklusa §to sve skupa dovodi do poveéane tolerancije na stres Kroz
smanjenje Stetnog ucinka oksidativnog stresa u kojem dolazi do znafajnog narusavanja
oksidoreduktivnih procesa u stanici. Osim toga H>S utjee na posttranslacijske
modifikacije proteina stvaranjem disulfidnih mostova, modifikacijom tiolnih skupina, itd.
Time proteini odnosno enzimi mogu biti aktivirani ili pak dodatno stimulirani. Nadalje,
dokazano je da ovaj spoj sudjeluje u nizvodnom prijenosu signala sto rezultira pojatanom
ekspresijom gena koji kodiraju antioksidativne enzime znacajne u smanjenju Stetnog
ucinka oksidativnog stresa, poput superoksid-dizmutaze, katalaze, askorbat-peroksidaze,
glutation-reduktaze itd. Takoder, moze stimulirati i gene zasluzne za Kkelatizaciju i
kompartmenizaciju teSkih metala ¢ime se smanjuje ili lokalizira $tetni ucinak ionskog
stresa. Stres izazvan povecanom pristupacnoSéu teSkih metala ima na stanicnoj 1
molekularnoj razini viSestruki Stetni efekt poput narusavanja ionske homeostaze,
narusavanje oksidoreduktivnih procesa, poremecaja vodnog balansa itd., aplikacija
egzogenog H2S moze doprinijeti lakSem prevladavanju stresnih uvjeta uz manje posljedice
za gubitak ve¢ stvorene biomase, $to je od velikog znacaja u biljnoj proizvodnji. Posto je
utvrden pozitivni efekt sumporovodika u uvjetima stresa uzrokovanog prisustvom teskih
metala, daljnja istrazivanja bi trebala biti usmjerena na utvrdivanje kemijskog oblika (vrste
donora H>S), doze te optimalnog vremena primjene za pojedine biljne vrste s ciljem
komercijalizacije spojeva koji otpusStaju sumporovodik i njihove praktiéne primjene u

biljnoj proizvodnji u uvjetima stresa izazvanog povec¢anom pristupa¢noscu teskih metala.
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