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1. UVOD

1.1. Selen - dvostruka uloga u organizmu

Selen (Se) je element u tragovima esencijalan za mnoge organizme, ukljucujuéi
sisavce, mnoge bakterije i odredene niZe biljke (zelena alga Chlamydomonas reinhardtii P. A.
Dang.) (Novoselov i sur. 2002; Combs 2001). Kod navedenih organizama pronadeni su
selenoproteini koji sadrze nespecificnu aminokiselinu selenocistein (SeCys) u svom aktivnom
mjestu (Pilon-Smits i Quinn 2010). Selenoproteini sisavaca vazni su za uklanjanje slobodnih
radikala (prevencija raka), imunoloSke reakcije (otpornost na patogene), normalni rad
Stitnjace i spermatogenezu (Rayman 2012). Stoga je nedostatak Se povezan s povecanim
rizikom razvoja karcinoma i virusnih infekcija, a kod muskaraca nedostatak Se moze
uzrokovati i neplodnost. lako je Se esencijalan za navedene organizme, do danas ne postoje
jasni dokazi da je Se esencijalan i za vise biljke (Pilon-Smits i Quinn 2010). Ipak pri nizim
koncentracijama Se moZe imati pozitivno djelovanje. Brojna su istrazivanja pokazala da Se ne
samo da moze stimulirati rast i razvoj biljaka, nego moze i povecati otpornost i
antioksidacijski kapacitet biljaka (Chu i sur. 2010). Niske koncentracije Se S§tite biljke od
razlicitih vrsta abiotickog stresa kao $to su hladno¢a (Chu i sur. 2010), susa (Hasanuzzaman i
Fujita 2011), isusivanje (Pukacka i sur. 2011) i stres uzrokovan teSkim metalima (Pandey i
Gupta 2015; Kumar i sur. 2012). Ipak, povisena koncentracija Se ima toksiCan utjecaj na
vecinu organizama. Zbog kemijske slicnosti sa sumporom (S), biljke asimiliraju 1
metaboliziraju Se koristeci iste prijenosnike i puteve kao i S (Dumont i sur. 2006; Sors i sur.
2005). Toksi¢nost se javlja kao posljedica zamjene S sa Se u proteinima i drugim spojevima
koji sadrze S, ¢ime se narusava funkcija ovih molekula (Pilon-Smits i Quinn 2010). Na
primjer, hrana koja sadrzi 1 mg Kgtsune wari S& moze dovesti do kroni¢nog trovanja ¢ovjeka i
Zivotinja, a konzumacija biljnog materijala koji sadrzi 1000 mg Kg tsune tvari Se moze dovesti do

akutnog trovanja i smrti (Pilon-Smits i Quinn 2010).

Razlika izmedu koli¢ine Se potrebnog za normalno funkcioniranje organizma i
koli¢ine koja je toksi¢na vrlo je mala, stoga su i nedostatak i toksi¢nost Se Cesti problemi
diljem svijeta (Terry i sur. 2000). Sadrzaj Se u zivotinjama i biljkama, a tako i u ¢ovjeku,
snazno je povezan sa sadrzajem bioraspolozivog Se u tlu (Durén i sur. 2013), stoga mnoge
zemlje imaju prosjeéni unos Se koji nije dovoljan za postizanje odgovarajuce aktivnosti
zastitnih selenoproteina. Takav nedostatak Se doveo je do sve vefeg zanimanja za razvoj

prehrambenih proizvoda i dodataka prehrani obogacenih Se. IstraZivanja pokazuju kako je
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pSenica, U odnosu na ostale zitarice (kukuruz, jeCam, zob), naju¢inkovitija u akumulaciji Se,
te predstavlja jedan od najvaznijih izvora Se za ljude (Lyons i sur. 2003). Jedna od strategija
povecéanja koncentracije Se i ostalih mikronutrijenata u hrani je agronomska biofortifikacija
usjeva. Biofortifikacija se definira kao proces povecanja bioloski raspolozivih koncentracija
vaznih elemenata u jestivim dijelovima kultiviranih biljaka putem agronomske biofortifikacije
(gnojidba) ili geneticke biofortifikacije (geneticko poboljsanje usjeva) (Ducsay i sur. 2016;
White i Broadley 2005). Agronomske strategije za poveéanje koncentracije mineralnih
elemenata u jestivim tkivima opcenito se oslanjaju na primjenu mineralnih gnojiva ili
poboljsanje topljivosti i transporta mineralnih elemenata u tlu (White i Broadley 2009).
Opcenito, postoji nekoliko nacina biofortifikacije Se, ukljucujuéi direktnu aplikaciju u tlo,
folijarni tretman, tretman sjemena i predsjetveni tretman sjemena (Ducsay i sur. 2016).
Gnojidba usjeva moze znatno povecati koncentraciju Se U usjevima koji rastu na tlima s
niskom koncentracijom Se. Zbog izuzetno niskog unosa Se u Finskoj (0,025 mg na dan),
1984. godine donesena je sluzbena odluka o obaveznom dodatku Se u gnojiva u obliku
natrijevog selenata (Ducsay i sur. 2016). Trenutni propisi u Finskoj odnose se na tekuca
gnojiva koja se primjenjuju direktno na tlo (10 g ha) i folijarna gnojiva (4 g ha*) (Ducsay i
sur. 2016). S obzirom da na uc¢inkovitost biofortifikacije utjecu brojni uvjeti kao $to su stanje
tla, klimatski uvjeti i vrsta usjeva, potrebno je pronaci optimalne koncentracije za svaku regiju
svijeta. Kada se usjevi uzgajaju na tlima siromasnim mineralnim elementima, primjenjuju se
ciljana topljiva anorganska gnojiva direktno na korijen ili listove, a u situacijama gdje je
otezan transport mineralnih elemenata u jestive dijelove biljke, primjenjuje se folijarni
tretman topljivim anorganskim gnojivima (White i Broadley 2009). Folijarna primjena Se
ucinkovita je metoda biofortifikacije usjeva Se. Na:SeOs i K2SeOs predstavljaju glavne
bioraspolozive oblike selenata za neposredno primanje od strane usjeva, dok primjena selenita
ili manje topljivih oblika selenata, kao §to je BaSeOs, osigurava dugotrajniji u¢inak (White i
Broadley 2009).

1.2. Unos, transport i metabolizam Se u biljkama

lako ne postoje jasni dokazi da je Se esencijalan za vise biljke, dokazano je da Se ima
pozitivan utjecaj, poti¢u¢i rast biljaka i otpornost na stres (Pilon-Smits i sur. 20009;
Hartikainen 2005). No, pri povisenim koncentracijama Se pokazuje toksi¢no djelovanje. U
biljkama se selenoza ili toksi¢nost Se pojavljuje kada koncentracija Se premasuje optimalnu
(Gupta i Gupta 2017). Kao §to je ve¢ navedeno, Sadrzaj Se u biljkama snazno je povezan sa
sadrzajem bioraspolozivog Se u tlu (Durén i sur. 2013). Koncentracije Se u tlima vrlo su
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razli¢ite, a prag dopustene koncentracije ukupnog Se u tlu na podruc¢ju Europske unije iznosi
3 mg kg! (Kabata-Pendias i Adriano 1995). Selen se u prirodi pojavljuje u anorganskom i
organskom obliku. Anorganski oblici Se su: selenit (SeOs?), selenat (SeO4%), selenid (Se?") i
elementarni Se (Se?), dok su glavni organski oblici selenocistein (SeCys) i selenometionin
(SeMet) (Wu i sur. 2015; Bodnar i sur. 2012; Sors i sur. 2005). Asimilacija, translokacija i
distribucija Se ovise o biljnoj vrsti, razvojnom stadiju biljke, obliku i koncentraciji Se,
fizioloskim uvjetima (salinitet i pH tla), prisutnosti drugih tvari, aktivnosti membranskih
prijenosnika i mehanizmima translokacije (Gupta i Gupta 2017). Selenat (SeO4%) predstavlja
glavni oblik bioraspolozivog Se u poljoprivrednim tlima $to se moze povezati s ¢injenicom da
mu je i topljivost u vodi veca od selenita (Gupta i Gupta 2017). U alkalnim tlima, Se se
uglavnom pojavljuje kao selenat, dok je u kiselim tlima veé¢inom prisutan kao selenit (Gupta i
Gupta 2017). Selenat i selenit se razlikuju prema pokretljivosti i apsorpciji unutar biljke, a
metaboliziraju se tako da tvore organske spojeve Se (Li i sur. 2008). lako selenoproteini nisu
pronadeni kod visih biljaka, SeCys je temeljni meduprodukt koristen za proizvodnju drugih
Se-aminokiselina i volatilnih metabolita Se (Mangiapane i sur. 2014). Homolozi gena koji
kodiraju selenoproteine u drugim organizmima kao npr. glutation-peroksidazu (GPX), kod
biljaka kodiraju cistein (Cys) umjesto SeCys (Novoselov i sur. 2002). Na temelju analiza in
silico postavljena je hipoteza kako je esencijalni metabolizam Se primitivna znacajka koja se
izgubila tijekom evolucije visih biljaka i ostalih skupinama koje ne zahtijevaju Se (Pilon-
Smits i Quinn 2010). Medutim, moguce je da pojedine biljke mogu posttranslacijski pretvoriti

aminokiseline (npr. serin) u SeCys i tako sintetizirati selenoproteine.

Korijen biljaka moze primati Se u obliku selenata, selenita ili organskih spojeva, kao
sto su SeCys) i SeMet, ali ne moze primati koloidno vezani elementarni Se ili metalne
selenide (White i Broadley 2009). Mehanizam asimilacije selenata dobro je istrazen. Biljka
prima selenat preko korijena posredovanjem visokoafinitetnih prijenosnika za sulfate, iako
razli¢ite biljne vrste pokazuju razlicitu selektivnost za sulfat ili selenat (Li i sur. 2008). Za
selenit se mislilo da u biljku ulazi korijenom putem pasivne difuzije, no Li i suradnici (2008)
su otkrili kako je asimilacija selenita aktivan proces koji je vjerojatno posredovan
prijenosnicima za fosfate. Osim razlika u mehanizmima asimilacije, selenat i selenit se
razlikuju i po pokretljivosti unutar biljaka. Selenat se lako prenosi od korijena do izdanka, dok
selenit ili njegovi metabolicki produkti imaju tendenciju akumulacije u korijenu (Li i sur.
2008). U preglednom radu Gupta i Gupta (2017) detaljno su objasnjeni proces asimilacije i
metabolizam Se u biljci (Slika 1). Ukoliko biljka prima Se u obliku selenata, prvi korak u



asimilaciji Se je redukcija selenata u selenit. Za ovu pretvorbu potrebno je djelovanje dvaju
enzima: ATP-sulfurilaze (APS) i APS-reduktaze (APR). APS Katalizira hidrolizu ATP-a pri
¢emu nastaje adenozin-fosfoselenat, koji se dalje reducira do selenita djelovanjem APR-a.
Selenit se zatim pretvara u selenid pomoc¢u enzima sulfit-reduktaze. Selenid se tada prevodi u
SeCys povezivanjem s O-acetilserinom (OAS) u prisutnosti enzima cistein-sintaze (CS).
Ovisno o biljnoj vrsti i uvjetima okolisa SeCys se moze pretvori u elementarni Se
djelovanjem enzima SeCys-liaze (SL) ili se moze metilirati u metil-SeCys (Me-SeCys)
aktivno$¢u enzima selenocistein-metiltransferaze (SMT) ili se pak djelovanjem nekoliko
razliC¢itih enzima moze pretvoriti u SeMet. Pogresna ugradnja SeCys ili SeMet u proteine
moze dovesti do narusavanja strukture i funkcije proteina, $to predstavlja uzrok toksi¢nosti Se
u biljkama (Pilon-Smits i Quinn 2010). Metiliarni oblici, Me-SeCys ili metil-SeMet (Me-
SeMet) mogu se isparavanjem otpustiti u atmosferu kao netoksi¢ni dimetil-selenid (DMSe) u
biljaka neakumulatora ili dimetil-diselenid (DMDSe) u biljaka hiperakumulatora (Pilon-Smits
i Quinn 2010).
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Slika 1. Shematski prikaz metabolizma Se unutar biljnih stanica. APS, ATP-sulfurilaza; APR,
APS-reduktaza; CS, cistein-sintaza; DMDSe, dimetil-diselenid; DMSe, dimetil-selenid; Me-
SeCys, metil-selenocistein; Me-SeMet, metil-selenometionin; OAS, O-acetilserin; SeCys,
selenocistein; SehoCys, Se-homocistein; SeMet, selenometionin; SL, selenocistein-liaza;
SeOs%, selenit (anion); SeOs*, selenat (anion); SMT, selenocistein-metil-transferaza;

(preuzeto i prilagodeno prema Gupta i Gupta 2017).



Ovisno o akumulaciji Se unutar stanica, biljke su Kklasificirane kao: hiperakumulatori,
sekundarni akumulatori i neakumulatori (Bodnar i sur. 2012; Galeas i sur. 2007; Slika 2).
Hiperakumulatori imaju sposobnost akumuliranja vecih koli¢ina Se u stanicama (>1000 mg
Kglsuhe wvari) | USpje$no rastu na tlima bogatim Se, npr. Stanleya, kozlinac (Astragalus),
Neptunia, Xylorhiza (Gupta i Gupta 2017). Ove vrste sadrze metilirane oblike SeCys i SeMet
koji upravo i omogucavaju spomenutu toleranciju. Neka istrazivanja su pokazala kako
hiperakumulatorne vrste mogu razlikovati S i Se (White i sur. 2007) te kako imaju
metabolizam specifi¢an za Se. Budu¢i da hiperakumulatorne vrste bolje rastu u prisustvu Se,
moze Se pretpostaviti kako je Se esencijalan za navedene vrste. Medutim, jo$ ne postoje
dokazi o nuznosti Se za dovrsetak zivotnog ciklusa ovih biljaka (Pilon-Smits i Quinn 2010).
Sekundarni akumulatori pohranjuju Se i ne pokazuju nikakve znakove toksi¢nosti U rasponu
od 100 do 1000 mg Kglsne wari, NPr. Smeda gorusica (Brassica juncea L.), uljana repica
(Brassica napus L.), suncokret (Helianthus), zvjezdan (Aster), podlanak (Camelina), lucerna
(Medicago sativa L.) (Gupta i Gupta 2017). Neakumulatori su one biljke koje pohranjuju Se u
koncentracijama manjim od 100 mg Kgsue wari te ako rastu na Se bogatim tlima ne mogu
prezivjeti, zaostalog su rasta, a Se isparavaju u obliku DMSe, kao npr. trave i zitarice (Gupta i

Gupta 2017).

Sekundarni
akumulatori
(akumuliraju 100-1000

mg kg-lsuhe tvari Se)

Neakumulatori
(akumuliraju < 100

mg kg_lsuhe e Se)

Hiperakumulatori
(akumuliraju >1000

mg kg_lsuhe tvari Se)

Stanleya, Astragalus, Brassica, Helianthus,

Neptunia Aster Trave i Zitarice

Slika 2. Podjela biljaka ovisno o akumulaciji Se unutar stanica (preuzeto i prilagodeno prema
Gupta i Gupta 2017).

1.3. Oksidacijski stres u biljnim stanicama

Oksidacijski je stres slozeni kemijski i fizioloski fenomen koji prati gotovo sve
bioticke 1 abiotiCke stresne uvjete u visim biljkama 1 razvija se kao posljedica prekomjerne

proizvodnje i akumulacije reaktivnih kisikovih jedinki (engl. Reactive Oxygen Species, ROS)



(Demidchik 2015). ROS u biljkama imaju dvostruku ulogu, kao toksi¢ni nusproizvodi
aerobnog metabolizma, ali i kao klju¢ni regulatori vazni za rast, razvoj i obranu biljaka
(Demidchik 2015). U uvjetima ravnoteze, ROS se uklanjaju razli¢itim antioksidacijskim
obrambenim mehanizmima (Foyer i Noctor 2005a). Ravnoteza izmedu proizvodnje i
uklanjanja ROS-a moze biti narusena razli¢itim abiotickim i bioti¢kim ¢imbenicima stresa kao
Sto su solni stres, UV zracenje, susa, teSki metali, ekstremne temperature, nedostatak hranjivih
tvari, oneciSCenje zraka, herbicidi i napad patogena (Gill i Tuteja 2010). Poremecaj u
ravnotezi dovodi do iznenadnog porasta unutarstani¢nih razina ROS-a koji mogu uzrokovati
znaCajnu Stetu razli¢itih stani¢nih struktura. Medu mnogim ROS pronadenim u bioloskim
sustavima, za indukciju oksidacijskog stresa klju¢ni su singletni kisik (*O2), hidroksilni
radikal ("OH), vodikov peroksid (H202), superoksidni radikal (O2™) i dusikov oksid (NO)
(Apel i Hirt 2004). ROS utjetu na mnoge stani¢ne funkcije, jer uzrokuju ostecenja
nukleinskih kiselina, oksidaciju proteina i lipidnu peroksidaciju (LPO) (Foyer i Noctor
2005a). Hoce 1i ROS djelovati kao Stetne, zastitne ili signalne jedinke ovisi 0 osjetljivoj
ravnotezi izmedu proizvodnje i uklanjanja ROS-a na odgovarajuéem mjestu i u

odgovaraju¢em vremenu (Gratao i sur. 2005).

H>0> predstavlja vaznu signalnu molekulu uklju¢enu u razvoj biljaka i njihov odgovor
na okoli$ne uvjete. Relativno je stabilna molekula u usporedbi s O>™, "OH i *O,. Slaba je
kiselina bez nesparenih elektrona, odnosno nije slobodni radikal (Demidchik 2015). Moze
nastati direktno redukcijom kisika (reakcija katalizirana odredenim oksidazama) ili neizravno
putem redukcije ili dismutacije O2~ Kkoji nastaje djelovanjem odredenih oksidaza |
peroksidaza ili prilikom prijenosa elektrona u fotosintetskim i respiratornim lancima (Mhamdi
i sur. 2010). Biljke sadrze nekoliko razli¢itih enzima koji mogu metabolizirati H>O2, a to su
katalaza (CAT), askorbat-peroksidaza (APX), razli¢ite vrste peroksiredoksina, GPX i
glutation S-transferaza (GST) (Mhamdi i sur. 2010). H2O> ima dvostruku ulogu u biljkama:
pri niskim koncentracijama djeluje kao signalna molekula uklju¢ena u molekularne
mehanizme tolerancije razli¢itih oblika biotickog i abiotickog stresa, dok pri povisenim
koncentracijama dovodi do apoptoze ili programirane smrti stanice (Gill i Tuteja 2010; Quan i
sur. 2008).

LPO je proces oksidacije, odnosno razgradnje viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina
(engl. polyunsaturated fatty acids, PUFA). Cjelokupni proces LPO sastoji se od tri faze:
inicijacije, propagacije i terminacije. U fazi inicijacije LPO, prooksidans poput "OH, odvaja
alilni vodik od molekule prekursora (PUFA) pri ¢emu nastaje lipidni radikal (L*). U aerobnim
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uvjetima, L* brzo reagiraju s kisikom pri ¢emu nastaju peroksilni radikali (LOO") koji
odvajaju vodik iz susjednih molekula lipida pri ¢emu nastaju novi L' (nastavljaju lan¢anu
reakciju) i lipidni hidroperoksidi (LOOH). Zbog lan¢ane reakcije koju izazivaju L* ova faza
naziva se fazom propagacije. U fazi terminacije, antioksidans poput vitamina E donira
vodikov atoma radikalu LOO® ¢ime nastaje radikal vitamina E, koji reagira s drugim LOO" sto
u konacnici dovodi do nastanka nereaktivnih produkata. Glavni primarni produkti LPO su
LOOH (Ayala i sur. 2014). No, tijekom LPO mogu nastati i razlicit aldehidi kao sekundarni
produkti, a naj¢es¢i su malondialdehid (MDA), propanal, heksanal i 4-hidroksinonenal (4-
HNE), koji predstavljaju biomarkere oksidacijskog stresa. Smatra se da MDA pokazuje
LPO dovodi do o$teéenja membrana (Smanjenje fluidnosti i povecanje propusnosti), Sto
posljedi¢no uzrokuje raspadanje organela, oksidaciju i disfunkciju proteina, DNA i RNA
molekula (Demidchik 2015).

1.3.1. Komponente antioksidacijskog odgovora - enzimski antioksidansi

CAT i APX su antioksidacijski enzimi koji su dio biljnog antioksidacijskog
obrambenog mehanizma, ¢ija je uloga uklanjanje H>O2 u biljnim stanicama. CAT je
sveprisutni hemoprotein koji katalizira dismutaciju H20> u molekule HO i O, prema
jednadzbi 2H202 «»2H20 + O> (Berg i sur. 2013). Graden je od 4 polipeptidna lanca veli¢ine
50-70 kDa organiziranih u tetramer, pri ¢emu svaki monomer u aktivnhom centru sadrzi
molekulu hema (Mhamdi i sur. 2010). Vazan je enzim za uklanjanje H2O. nastalog u
peroksisomima djelovanjem oksidaza, koje su ukljuene u oksidaciju B-masnih Kiselina,
fotorespiraciju i razgradnju purina (Gill i Tuteja 2010). CAT se razlikuje od ostalih enzima jer
ne zahtijeva redukcijsko sredstvo dok Kkatalizira reakciju dismutacije, a ima i visoku
specifi¢nost za H,O> (Mhamdi i sur. 2010). Prometni broj CAT jedan je od najveéih: jedna
molekula CAT moze reducirati oko 6 milijuna molekula H202 u H20 i Oz u minuti (Gill i
Tuteja 2010). Zbog svih navedenih svojstava, CAT je neophodan u detoksikaciji ROS-a

tijekom oksidacijskog stresa.

APX je dio askorbat-glutationskog ciklusa, glavnog sustava uklanjanja H202 u biljnim
stanicama, u kojem ima klju¢nu ulogu u procesu kataliziranja pretvorbe H202 u H20, koristeci
askorbat (AsA) kao specifi¢ni donor elektrona (Caverzan i sur. 2012). Za redukciju jedne
molekule H2O> potrebne su dvije molekule AsA, a produkt reakcije su dvije molekule H2O i

dvije molekule monodehidroksiaskorbata (Ambriovi¢ Ristov 2007). Postoje razliiti izooblici



0vog enzima prisutni u razli¢itim substani¢énim kompartimentima, kao $to su kloroplasti,
mitohondriji, peroksisomi i citosol (Caverzan i sur. 2012). Takoder, APX je najvazniji enzim
za uklanjanje H202, organskih hidroperoksida i lipidnih peroksida kako ne bi doslo do
nastajanja jako reaktivnih radikala u citosolu te u stromi i tilakoidima kloroplasta (Ambriovié¢
Ristov 2007).

1.3.2. Komponente antioksidacijskog odgovora - neenzimski antioksidansi

Jedan od glavnih stani¢nih neenzimskih antioksidansa je glutation (GSH). GSH je
tripeptid male molekularne mase graden od aminokiselina glutamata, cisteina i glicina. U
biljnim tkivima prisutan je u milimolarnim koncentracijama, a pojavljuje se ili u reduciranom
obliku (GSH) sa slobodnom tiolnom skupinom ili u oksidiranom obliku (GSSG) s
disulfidnom vezom izmedu dvije molekule GSH (Gill i sur. 2013). Unutar biljnih tkiva
veéinom se nalazi u reduciranom obliku, a nalazi se u gotovo svim stani¢nim
kompartimentima  (citosolu, endoplazmatskom retikulumu, vakuoli, mitohondrijima,
kloroplastima, peroksisomima, ali i u apoplastu) (Gill i Tuteja 2010). Prisutnost tiolne skupine
(-SH) u cisteinu, njezina kemijska reaktivnost i visoka topljivost u vodi daju GSH glavna
bioloska svojstva i ¢ine ga kljuénim metabolitom za obavljanje brojnih uloga. Dokazano je
kako GSH sudjeluje u brojnim procesima vezanim uz rast i razvoj biljaka ukljucujuci
regulaciju diferencijacije stanica, regulaciju staniéne smrti i Senescencije, sudjeluje u
odgovoru biljaka na razne stresne uvjete iz okoliSa, u regulaciji rezistencije na napad patogena
I regulaciji enzimskih reakcija (Gill i sur. 2013; Rausch i Wachter 2005). Budu¢i je GSH
jedan od kljuénih metabolita u biljnim stanicama ukljuéen u mehanizam obrane od
oksidacijskih ostecenja uzrokovanih ROS-om (Gill i Tuteja 2010), Tausz i suradnici (2004) i
Grill i suradnici (2001) su predlozili upotrebu GSH kao markera oksidacijskog stresa u
biljkama. GSH je potreban za odrzavanje normalnog reduciranog stanja stanica kako bi se
neutralizirali inhibicijski uéinci oksidacijskog stresa uzrokovanog ROS-om (Meyer 2008).
Brojna istrazivanja potvrduju da je reducirani oblik GSH u biljkama (barem u listovima)
izuzetno konstantan, ali je vrlo osjetljiv na ekstremni oksidacijski stres uzrokovan nizom
stresnih ¢imbenika, te da tijekom neenzimskih reakcija s razli¢itim oblicima ROS-a GSH
prelazi u GSSG (Anjum i sur. 2012).



1.4. Utjecaj Se na oksidacijski i antioksidacijski status biljaka

Niska koncentracija Se ima pozitivan utjecaj na rast biljaka i toleranciju razli¢itih
stresnih uvjeta. Brojnim je istrazivanjima dokazano kako niske koncentracije Se stite biljke od
razli¢itih vrsta abiotickog stresa kao $to su hladnoc¢a (Chu i sur. 2010), susa (Hasanuzzaman i
Fujita 2011), isuSivanje (Pukacka i sur. 2011) i stres uzrokovan teSkim metalima (Pandey i
Gupta 2015; Kumar i sur. 2012; Slika 3). Medutim, istrazivanja utjecaja selena na biljke koje
nisu bile izloZene stresu i dalje su vrlo rijetka. Rios i suradnici (2009) su istrazivali utjecaj
razli¢itih koncentracija selenita i selenata (5, 10, 20, 40, 60, 80 i 120 uM) na proizvodnju i
detoksikaciju H.O, u salati (Lactuca sativa cv. Philipus) koja nije bila izlozena stresu.
Dobiveni su rezultati pokazali kako je selenat manje toksi¢an oblik Se u odnosu na selenit.
Biljke su tolerirale i pozitivno reagirale na tretman selenatom, a doslo je i do povecanja rasta
(do koncentracije od 40 uM selenata). Za razliku od selenata, primjena selenita izazvala je
vecu koncentraciju H202 u listovima i vecu indukciju LPO. Takoder, kod biljaka tretiranih
selenatom doslo je do poveéanja aktivnosti enzima koji uklanjaju H202, osobito APX-a i
GPX-a. Zabiljezeno je i povecanje koncentracije neenzimskih antioksidacijskih spojeva kao
§to su ASA i GSH. Nowak i suradnici (2004) proucavali su utjecaj razli¢itih koncentracija
selenita (0,05, 0,15, 0,45 mM kg?) u tlu na aktivnost oksidoreduktaza kod psenice (Triticum
aestivum L.). Kod biljaka tretiranih s 0,05 mM kg* selenita doglo je do poveéanja aktivnosti
CAT i peroksidaze, dok je najveca koncentracija (0,45 mM kg?) uzrokovala smanjenje
aktivnosti oba enzima. I ovo istrazivanje potvrduje kako nize koncentracija Se pozitivno

utjeCu na antioksidacijski status biljaka, dok vece koncentracije djeluju kao prooksidans.

Pri koncentracijama ve¢im od optimalnih Se pokazuje toksi¢no djelovanje. Toksi¢nost
u biljkama izazvana je putem dva mehanizma, jedan je malformacija proteina, a drugi je
indukcija oksidacijskog stresa. Naime, do malformacije proteina dolazi uslijed pogresne
ugradnje SeCys i SeMet umjesto Cys i Met u polipeptidni lanac (Gupta i Gupta 2017). U
polipeptidnom lancu, Cys ostaci igraju vaznu ulogu u strukturi i funkciji proteina, pomazu u
stvaranju disulfidnih mostova, enzimskoj katalizi i stvaranju veznih mjesta za metale (Gupta i
Gupta 2017). Stoga je zamjena Cys s SeCys Stetna za strukturu i funkciju proteina, jer je
SeCys veci, reaktivniji i lakse se deprotonirana u odnosu na Cys (Hondal i sur. 2012). Drugi
mehanizam toksi¢nosti je spomenuta indukcija oksidacijskog stresa. Naime, pri visokim
koncentracijama Se djeluje kao prooksidans stvaraju¢i velike koli¢ine ROS-a $to uzrokuje
oksidacijski stres u biljkama (Gupta i Gupta 2017). Asimilacija visokih koncentracija Se

putem korijena biljke moze pokazati brojne simptome toksi¢nosti koji ukljucuju zaustavljanje
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rasta, kloroze, suSenje listova, smanjenje Sinteze proteina i preranu smrt biljke
(Hasanuzzaman i sur. 2010). Izmedu biljaka akumulatora i neakumulatora postoje znacajne
razlike u maksimalnoj koli¢ini Se koju mogu apsorbirati bez pokazivanja simptoma
toksi¢nosti. Takoder, prag koncentracije Se moze ovisiti i 0 starosti biljke kao i o

koncentraciji sulfata u okolisu (Hasanuzzaman i sur. 2010).

Akbulut i Cakir (2010) su proucavali utjecaj selenata na fizioloske i biokemijske
karakteristike kultivara je¢ma (Hordeum vulgare L.). Kod klijanaca je¢ma tretiranih s 2, 4, 8, i
16 ppm selenata, doslo je do znacajnog povecanja sadrzaja reaktivnih supstanci tiobarbiturne
kiseline (TBARS), ali i do poveéanja aktivnosti CAT, APX-a, glutation-reduktaze (GR) i
GST-a, dok aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) nije znacajno izmijenjena. Iako je doslo
do znacajnog povecanja aktivnosti antioksidacijskih enzima, sami enzimi nisu dovoljni kako
bi zastitili stanice jeCma od toksi¢nosti Se, stoga autori pretpostavljaju kako kod Se-

tolerantnih vrsta mora postojati dodatni mehanizam za detoksikaciju Se.

Odrzavanje
strukture i
funkcije
stanica

Regulacija
kolicine Fotosinteza
ROS-a

Selen u

biljkama

Smanjenje
toksicnosti
metala

Rast i
razvoj

Distribucija
vaznih
elemenata

Slika 3. Pozitivna djelovanja selena na biljke (preuzeto i prilagodeno prema Gupta i Gupta
2017).
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1.5. Cilj diplomskog rada

Cilj ovog istrazivanja bio je:

odrediti utjecaj razli¢itih kemijskih oblika i razli¢itih koncentracija Se na
oksidacijski stres i antioksidacijski odgovor klijanaca pSenice (Triticum aestivum
L., sorta Kraljica)

utvrditi postoje li razlike izmedu utjecaja selenita i selenata na oksidacijski i
antioksidacijski odgovor klijanaca pSenice

utvrditi tkivno-specifi¢ne razlike u oksidacijskom i antioksidacijskom odgovoru na

primjenu oba oblika Se.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Sterilizacija sjemenki i postavljanje eksperimenta

U ovom istrazivanju koriteno je sjeme ozime pSenice sorte Kraljica, visokorodne i
najrasirenije sorte u proizvodnji u Republici Hrvatskoj, dobivene na Poljoprivrednom institutu
u Osijeku. Za potrebe pokusa, sjeme psenice bilo je potrebno dobro isprati u dH>O kako bi se
uklonile grube necistoce, te sterilizirati. Sjeme je kratko drzano u 96%-om etanolu uz
mijesanje, nakon ¢ega je dodatno sterilizirano 8 minuta u 1%-tnoj otopinu izosana s dodatkom
Tweena (1 uL/100 mL), uz neprestano mijesanje. Po zavrSetku sterilizacije, sjeme je temeljito
isprano dH20O nakon ¢ega je prebaceno u dH20 te je drzano u hladnjaku na +4 °C radi procesa
bubrenja. Nakon 24 sata sjeme je postavljeno na klijanje u sterilne plasti¢ne Petrijeve zdjelice
(50 sjemenki/Petrijevci). Vata i filter papir unutar Petrijevih zdjelica prethodno su natopljeni s
15 mL otopine selenata i selenita razli¢itih koncentracija, osim kontrolnih uzoraka koji su
tretirani s 15 mL vode. U istrazivanju su koristeni natrijev selenat (NaSeQOas) i natrijev selenit
(NazSeOs). Tretman je vrsen s 5 koncentracija selenata (0,1, 1, 5, 10, 100 mg L) i 5
koncentracija selenita (0,1, 1, 5, 10, 50 mg L™). Istrazivanje utjecaja razli¢itih koncentracija
selenata i selenita na koli¢inu produkata LPO, koncentraciju H20> i aktivnosti CAT i APX, u
korijenu i izdanku pSenice, provedeno je u 9 ponavljanja (3 petrijevke po ponavljanju), dok je
koli¢ina tGSH u pojedinim skupinama odredivana u 7 ponavljanja (2 petrijevke po
ponavljanju). PSenica je uzgajana u klima-sobi na temperaturi od 25 °C pri svjetlosnom

rezimu 16 sati dan/8 sati no¢ tijekom 7 dana, uz redovito razlijevanje s dH2O (Slika 4).

Slika 4. PSenica (Triticum aestivum L.) uzgajana u klima-sobi (fotografirala: Magdalena
Matié).
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2.2. Odredivanje koli¢ine produkata lipidne peroksidacije

Koli¢ina produkata LPO odredena je metodom koju su opisali Verma i Dubey (2003),
mjerenjem TBARS-a, uglavnhom MDA. Tkivo izdanka i korijena usitnjeno je u tekucem
dusiku pomocu tarionika i tucka, te je oko 0,2 g usitnjenog praha ekstrahirano s 1 mL 0,1%-
tne otopine trikloroctene kiseline (TCA). Nakon 15 min inkubacije na ledu, homogenati su
centrifugirani 5 min pri 6 000 g na temperaturi od +4 °C. Supernatantu (0,5 mL) je dodan 1
mL otopine 0,5%-tne tiobarbiturne kiseline u 20%-tnoj otopini TCA. Reakcijska smjesa je
promijesana na vibracijskoj mijeSalici te potom inkubirana 30 min u vodenoj kupelji na +95
°C, prilikom ¢ega dolazi do raspada lipidnih peroksida te nastaju produkti (ve¢inom MDA)
koji reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom. Nakon isteka inkubacije, reakcija je zaustavljena
drzanjem 10 min na ledu, nakon Cega je reakcijska smjesa centrifugirana 10 min pri 22 000 g
na temperaturi od +4 °C. Apsorbancija dobivenog supernatanta je mjerena pri valnim
duljinama od 532 nm i 600 nm, pri ¢emu se apsorbancija pri 600 nm oduzima od apsorbancije
pri 532 nm zbog korekcije za nespecifi¢nu reakciju. Koli¢ina TBARS-a tj. MDA odredena je
pomocu jednadzbe pravca standardnog dijagrama, a kao standard koristen je 1,1,3,3-

tetrametoksipropan. Rezultati su izrazeni kao nmol po gramu svjeZe tvari (nmol g sjese tvari)-
2.3. Odredivanje koncentracije vodikovog peroksida

Koncentracija H20> u tkivu izdanka i korijena psSenice odredena je metodom koju su
opisali Mukherjee i Choudhuri (1983). Tkivo izdanka i korijena usitnjeno je u teku¢em dusiku
pomocu tarionika i tu¢ka. H2O; je ekstrahiran iz oko 0,1 g usitnjenog tkiva 15 min u 1 mL
ledeno-hladnog acetona. Napravljena je i slijepa proba s 1 mL hladnog acetona bez biljnog
tkiva. Homogenati i slijepa proba centrifugirani su 5 min pri 6 000 g na temperaturi od +4 °C.
Dobiveni supernatant kvanitativno je prebacen u drugu tubicu te mu je dodano 400 uL
otopine titan-sulfata i 500 pL koncentriranog amonijevog hidroksida (NH4sOH), pri ¢emu
nastaje kompleks titan-peroksida. Reakcija nastanka kompleksa titan-peroksida iznimno je
egzotermna reakcija pa je sve potrebno raditi na ledu. Titan-peroksid odvojen je
centrifugiranjem tijekom 10 min na 15 000 g na temperaturi od +4 °C. Dobiveni bijeli talog je
zatim, uz mijesanje na vibracijskoj mijesalici, otopljen s 1 mL 2M otopine H2SO4. Otopljeni
talog potrebno je prije mjerenja apsorbancije jos jednom centrifugirati 10 min pri 15 000 g na
+4 °C. Apsorbancija je mjerena pri valnoj duljini od 415 nm. Koncentracija H2O> izracunata
je iz standardne krivulje otopina poznate koncentracije H2O.. Koncentracija H202 u tkivu

izdanka i korijena pSenice izrazena je kao nmol po gramu svijeze tvari (nmol g svjese tvari).
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2.4. Odredivanje ukupnog glutationa

Ukupni glutation (tGSH) mjeri se kinetickom metodom, u kojoj GSH uzrokuje
kontinuiranu redukciju 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoi¢ne kiseline (DTNB) uslijed koje nastaje
zuto obojeni produkt 5-tio-2-nitrobenzoi¢na kiselina (TNB) i GSSG koji se reciklira pomoc¢u
enzima GR-a i NADPH (jednadzbe (1) i (2); Nair i sur. 1991; Akerboom i Sies 1981). Uslijed
nastanka TNB-a dolazi do porasta apsorbancije koja se mjeri na 412 nm.

2 GSH + DTNB » GSSG + 2TNB (1)

GSSG + NADPH + H+ glutation-rEdUktaza > NADP+ + 2 GSH (2)

Tkivo izdanka i korijena usitnjeno je u tarioniku s tu¢kom uz koristenje tekuceg
dusika. Zatim je oko 0,1 g tkiva homogenizirano u 1 mL 5%-tne otopine sulfosalicilne
kiseline (SSA). Prije centrifugiranja, dobiveni homogenat drzan je 10 min na ledu, nakon ¢ega
je centrifugiran 10 min pri 10 000 g i +4 °C. Dobiveni supernatant je koriSten za odredivanja
koli¢ine tGSH (tGSH=GSH+GSSG). Reakcijska smjesa za mjerenje tGSH sastojala se od
deproteiniziranog uzorka, 100 mM kalij-fosfatnog pufera (pH 7,0) s 1 mM EDTA, 1,115 U
mL?* GR-a, DTNB-a koncentracije 0,03 mg mL™? u konaénom volumenu od 1,05 pL. U
UV/VIS Kiveti reakcija je zapoceta, nakon 5 min inkubacije, dodatkom NADPH kona¢ne
koncentracije od 48 uM. Porast apsorbancije prac¢en je na 412 nm tijekom 5 min. Koli¢ina
tGSH odredena je pomocu standardne krivulje s GSH. Koli¢ina tGSH izrazena je u nmol po

gramu svjeze tvari (nmol g Lsviese tvari).

2.5. Priprema proteinskih ekstrakata za odredivanje aktivnosti katalaze i askorbat-

peroksidaze

Korijen 1 izdanak pSenice usitnjavani su u teku¢em dusiku pomocu tarionika 1 tucka.
Usitnjenom tkivu (0,3 g) dodano je 1,5 mL hladnog ekstrakcijskog pufera (100 mM Na-
fosfatni pufer, pH 7,0, 1 mM EDTA) nakon cega je uzorak homogeniziran snaznim
mijesanjem na vibracijskoj mijesalici. Proteini su zatim ekstrahirani stajanjem 10 min na ledu
te centrifugiranjem 15 min pri 20 000 g i na +4 °C. Dobiveni supernatanti koristeni su za
spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima CAT i APX, te odredivanje koncentracije

proteina.

14



2.6. Mjerenje aktivnosti enzima katalaze

Aktivnost CAT odredena je metodom po Aebi-u (1984). Neposredno prije mjerenja
pripremljena je reakcijska smjesa koja se sastoji od 0,036% otopine H>O> u 50 mM Kkalij-
fosfatnom puferu (pH=7,0). Aktivnost enzima mjerena je u UV-Kiveti, pri ¢emu je u 1450 pL
reakcijske smjese dodano 50 pL proteinskog ekstrakta izdanka, odnosno 100 pL proteinskog
ekstrakta korijena. Pad apsorbancije pracen je spektrofotometrijski pri 240 nm svakih 10 sek
tijekom 3 min. Specifi¢na aktivnost enzima izrazena je kao koli¢ina (umol) razgradenog H20>
po minuti po miligramu proteina, odnosno u jedinicama aktivnosti CAT po miligramu

proteina (U mg-lproteina; U= HmOI min-lproteina).
2.7. Mjerenje aktivnosti enzima askorbat-peroksidaze

Aktivnost APX odredena je metodom koju su opisali Nakano i Asada (1981).
Reakcijska smjesa sastojala se od 930 uL 50 mM Kkalij-fosfatnog pufera s 0,1 mM EDTA, 10
ML askorbinske kiseline koncentracije 50 mM i 50 pL proteinskog ekstrakta (razrijedenog i
nerazrijedenog). Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi, reakcija je zapoceta dodatkom 10
pL H202 (12 mM). Pad apsorbancije mjeren je spektrofotometrijski pri 290 nm svake sekunde
tijekom 3 min. Specifi¢na aktivnost enzima izrazena je kao koli¢ina (umol) razgradenog
askorbata po minuti po miligramu proteina, odnosno u jedinicama aktivnosti APX po

miligramu proteina (U mg™ proteina; U = pmol min™proteina)-
2.8. Odredivanje koncentracije topljivih proteina

Koncentracija topljivih proteina u proteinskim ekstraktima odredena je metodom po
Bradford-u (1976), koriste¢i albumin govedeg seruma kao standard. Razrijedeni i
nerazrijedeni proteinski ekstrakti (10 puL) pipetirani su u mikrotitarsku plocicu (96 jazica) u
triplikatu, nakon ¢ega je dodan reagens Bradford. Nakon 5 min inkubacije pri sobnoj

temperaturi, apsorbancija je mjerena pri 595 nm.
2.9. Statisticka obrada podataka

Dobiveni podaci obradeni su u statistiC(kom programu Statistica 13.3 (TIBCO Inc.,
SAD). Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD). Normalnost
distribucije testirana je Shapiro-Wilksovim testom, a homogenost varijanci Levene testom. S
obzirom na normalnu distribuciju 1 homogenost varijanci koristena je jednofaktorska analiza

varijance (engl. One-way ANOVA), kako bi se utvrdilo postojanje razlika izmedu skupina
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pSenice tretiranih razli¢itim koncentracijama selenata 1 selenita. Nakon §to je utvrdeno
postojanje razlika, proveden je Duncan post hoc test kako bi se odredilo izmedu kojih skupina

postoji razlika. Svi testovi provedeni su na razini znacajnosti od 5% (p < 0,05).
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3. REZULTATI

3.1. Utjecaj razli¢itih koncentracija selenata na koli¢inu produkata lipidne peroksidacije

u izdanku i korijenu pSenice

Razina LPO u izdanku i korijenu pSenice prac¢ena je mjerenjem kolicine TBARS-a.
Rezultati su pokazali statisticki znacajno poveéanje TBARS-a u izdancima pSenice tretirane
selenatom u koncentracijama od 5 i 100 mg L™, dok je koncentracija od 10 mg L selenata
uzrokovala smanjenje TBARS-a odnosu na kontrolu (Slika 5, a). Nakon tretmana s 5 mg L*
selenata, koli¢ina TBARS-a iznosila je 19,261 + 2,290 nmol g e wari, 0dnosno povecala se
u odnosu na kontrolu za 31,12%, dok je tretman s 100 mg L selenata uzrokovao poveéanje
od 28,25% (18,928 + 2,347 nmol g’ljese wari), U 0dnosu na kontrolu. Koli¢ina TBARS-a
nakon tretmana s 10 mg L™ selenata iznosila 12,136 + 1,684 nmol g7lyjese tvari, 0dNOSNO

smanjila se u odnosu na kontrolu za 17,39%.

Rezultati mjerenja kolicine TBARS-a u korijenu pokazali su statisticki znacajno
povecanje kod psenice tretirane s 1 i 5 mg L™ selenata, u odnosu na kontrolu (Slika 5, b).
Koli¢ina TBARS-a je nakon tretmana s 1 mg L™ selenata iznosila 9,148 + 2,650 nmol g ez
wari, odnosno povedéala se u odnosu na kontrolu za 163,02%. Tretmana s 5 mg L selenata
uzrokovao je poveéanje TBARS-a od 189,76% (10,078 + 2,375 nmol g syieze tvari) U 0dNOSU Na
kontrolu. Ostale koncentracije selenata (0,1, 10 i 100 mg L?) takoder su uzrokovale

povecanje kolicine TBARS-a, ali povecanje nije bilo statisticki znacajno.
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Slika 5. Koli¢ina TBARS-a u izdanku (a) i korijenu (b) pSenice nakon tretmana s razli¢itim
koncentracijama selenata (SA 0,1, SA 1, SA 5, SA 10 i SA 100 mg L™). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su
Duncan post hoc testom. Razli¢ita slova oznaCavaju statistiCki znacajne razlike izmedu

pojedinih skupina (p < 0,05).

3.2. Utjecaj razlicitih koncentracija selenita na koli¢inu produkata lipidne peroksidacije

u izdanku i korijenu pSenice

Razina LPO u izdanku i korijenu psenice pracena je mjerenjem koli¢ine TBARS-a.
Rezultati su pokazali kako tretmani razli¢itim koncentracijama selenita nisu znacajno utjecali

na koli¢inu TBARS-a u izdanku psenice (Slika 6, a).

Rezultati mjerenja koli¢ine TBARS-a u korijenu su pokazali statisticki znacajno
povecanje kod psenice tretirane s 1, 51 50 mg L selenita, u odnosu na kontrolu (Slika 6, b).
Izmjerena Koli¢ina TBARS-a u skupinama sa statistickim znacajnim povecanjem iznosila je
6,343 + 0,979 nmol glsjere wari (1 mg Lt selenita), 6,550 + 2,047 nmol gsyiese tvari (5 Mg L
selenita) i 5,277 + 0,798 nmol glwjere wari (50 mg L selenita). Koli¢ina TBARS-a se U
korijenu tretirane pSenice, u odnosu na kontrolu, poveéala za 82,37% kod tretmana s 1 mg L™
selenita, za 88,33% kod tretmana s 5 mg L selenita, te za 51,73% kod tretmana s 50 mg L
selenita. Ostale koncentracije selenita (0,1 i 10 mg L?) takoder su uzrokovale poveéanje

koli¢ine TBARS-a u korijenu pSenice, ali povecanje nije bilo statisticki znacajno.
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Slika 6. Koli¢ina TBARS-a u izdanku (a) i korijenu (b) psenice nakon tretmana s razli¢itim
koncentracijama selenita (S1 0,1, SI 1, SI 5, S1 10 i SI 50 mg L™). Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost * standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su Duncan post
hoc testom. Razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina

(p < 0,05).

3.3. Utjecaj razli¢itih koncentracija selenata na koncentraciju H202 u izdanku i korijenu

pSenice

Rezultati mjerenja koncentracije H>O2 u izdanku pSenice pokazali su statisticki
zna¢ajno povecanje, U odnosu na kontrolu, kod psenice koja je bila tretirana s 0,1, 1i 5 mg L™
selenata (Slika 7, a). 1zmjerena koncentracije H2O> u izdanku pSenice sa statisti¢ki znacajnim
povecanjem iznosila je 3,371 + 0,431 nmol gwijcze wari (0,1 mg L selenata), 3,839 + 0,460
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nMol glwjere wari (1 Mg L selenata) i 4,109 + 0,431 nmol g wjere vari (5 Mg L selenata).
Koncentracija H2O> se u izdanku pSenice tretirane selenatom, u odnosu na kontrolu, povecala
redom za 19,12% kod tretmana s 0,1 mg L selenata, za 35,65% kod tretmana s 1 mg L
selenata, te za 45,19% kod tretmana s 5 mg L™ selenata. Koncentracija od 10 mg L™ takoder
je uzrokovala povecanje koncentracije H2O>, ali povecanje nije bilo statisticki znacajno. Samo
je najveéa koncentracija selenata (100 mg L) uzrokovala smanjenje koncentracije H20», ali

smanjenje nije bilo statisticki znacajno.

Rezultati mjerenja koncentracije H2O> u korijenu pSenice pokazali su statisticki
znacajno povecanje kod tretmana sa svim primijenjenim koncentracijama selenata (0,1, 1, 5,
10, 100 mg L) u odnosu na kontrolu (Slika 7, b). 1zmjerena koncentracija H202, u skupinama
sa statistickim znacajnim povec¢anjem, iznosila je redom 0,499 + 0,104 nmol g™sjeze wari (0,1
mg L selenata), 0,897 + 0,221 nmol g sjeze vvari (1 mg L™ selenata), 1,103 + 0,123 nmol g
Liviere vari (5 mg Lt selenata), 0,518 + 0,097 nmol gsjese wari (10 mg L selenata) i 0,477 +
0,044 nmol g lsiese wari (100 mg L selenata). Najveéi porast koncentracije H20z, u odnosu na
kontrolu, zabiljezen je kod tretmana s 1 mg L™ selenata (156,29%) i 5 mg L selenata
(215,14%), dok se kod ostalih tretmana koncentracija H2O2 povecala za 42,57% kod tretmana
s 0,1 mg L selenata, za 48% kod tretmana s 10 mg L™, te za 36,29% kod tretmana s 100 mg
Lt
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Slika 7. Koncentracija H202 u izdanku (a) i korijenu (b) psenice nakon tretmana s razli¢itim
koncentracijama selenata (SA 0,1, SA 1, SA 5, SA 10 i SA 100 mg L1). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su
Duncan post hoc testom. Razli¢ita slova oznaCavaju statistiCki znacajne razlike izmedu

pojedinih skupina (p < 0,05).

3.4. Utjecaj razli¢itih koncentracija selenita na koncentraciju H202 u izdanku i korijenu

pSenice

Rezultati mjerenja koncentracije H2O. u izdanku psenice pokazali su statisticki
znacajno povecanje, u odnosu na kontrolu, samo kod pSenice koja je tretirana s najmanjom
koncentracijom selenita (Slika 8, a). Koncentracija H202 u izdanku nakon tretmana s 0,1 mg
L* selenita iznosila je 3,389 + 0,460 nmol gsjese vari, 0dnosno poveéala se u odnosu na
kontrolu za 19,75%. I najveca je koncentracija selenita (50 mg L) uzrokovala poveéanje
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koncentracije H20, ali povecanje nije bilo statisticki znacajno. Ostale su koncentracije
selenita (1, 5 i 10 mg L) uzrokovale smanjenje koncentracije H2O2, ali smanjenje nije bilo

statisti¢ki znacajno.

Koncentracija H2O2 u korijenu psenice statisticki je znacajno porasla kod tretmana s
koncentracijama 0,1, 5 i 50 mg L selenita (Slika 8, b). Izmjerena koncentracija H202 u
skupinama sa statisti¢kim znacajnim povecéanjem iznosila je 0,592 * 0,115 nmol gsjeze tvari
(0,1 mg L selenita), 0,619 + 0,163 nmol glsjese wvari (5 mg L selenita) i 0,832 + 0,150 nmol
0 Lsviere wari (50 mg L selenita). Koncentracija H20; se u korijenu pSenice povecala, u odnosu
na kontrolu, za 69,14% kod tretmana s 0,1 mg L™ selenita, za 76,86% kod tretmana s 5 mg L
selenita, dok je najveéi porast od 137,71% zabiljezen kod tretmana s najveéom
koncentracijom selenita (50 mg L™). Koncentracije selenita od 1 i 10 mg L? takoder su

uzrokovale povecanje koncentracije H202 u korijenu, ali povecanje nije bilo statisticki
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Slika 8. Koncentracija H20- u izdanku (a) i korijenu (b) pSenice nakon tretmana s razli¢itim
koncentracijama selenita (SI 0,1, SI 1, SI 5, SI 10 i SI 50 mg L™?). Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost * standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su Duncan post
hoc testom. Razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina

(p < 0,05).

3.5. Utjecaj razlicitih koncentracija selenata na koncentraciju tGSH u izdanku i

korijenu pSenice

U izdanku psenice, koncentracija tGSH u odnosu na kontrolu, znac¢ajno se smanjila
uslijed tretmana s 1, 5, 10 i 100 mg L™ selenata (Slika 9, a). Izmjerena koncentracija tGSH u
skupinama sa statisti¢kim znacajnim smanjenjem iznosila je 210,660 + 37,717 nmol glswiese
wari (1 mg L selenata), 185,998 + 55,4 nmol g™ jeze wvari (5 Mg L™ selenata), 205,012 + 52,188
nmol glswiere wari (10 mg L7 selenata) i 314,035 + 41,837 nmol glsjese wari (100 mg L*
selenata). Koncentracija tGSH u izdanku pSenice se smanjila, u odnosu na kontrolu, za
49,14% kod tretmana s 1 mg L selenata, za 55,10% kod tretmana s 5 mg L™ selenata, za
50,51% kod tretmana s 10 mg L™ selenata, te za 24,19% kod tretmana s 100 mg L selenata.
Najmanja Kkoristena koncentracija selenata (0,1 mg L™) takoder je uzrokovala smanjenje

koncentracije tGSH, ali smanjenje nije bilo statisiti¢ki zna¢ajno.

Rezultati mjerenja koncentracije tGSH u korijenu psenice, pokazali su statisti¢ki
znacajn0 povecanje, u odnosu na kontrolu, samo kod pSenice koja je tretirana s najmanjom
koncentracijom selenata (Slika 9, b) Koncentracija tGSH u korijenu p$enice nakon tretmana s

0,1 mg L? selenata iznosila je 550,467 + 120,617 nmol g™yjese wari, 0dnosno povecala se u
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odnosu na kontrolu za 74,46%. Koncentracije selenata od 1, 5, 10 i 100 mg L* nisu

uzrokovale statisti¢ki znac¢ajnu razliku u odnosu na kontrolu.
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Slika 9. Koncentracija tGSH u izdanku (a) i korijenu (b) pSenice nakon tretmana s razli¢itim
koncentracijama selenata (SA 0,1, SA 1, SA 5, SA 10 i SA 100 mg L™). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su

Duncan post hoc testom. Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znaajne razlike izmedu

pojedinih skupina (p < 0,05).
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3.6. Utjecaj razli¢itih koncentracija selenita na koncentraciju tGSH u izdanku i korijenu
psSenice

U izdanku psenice, koncentracija tGSH znacajno se smanjila uslijed svih primijenjenih
koncentracija selenita (0,1, 1, 5, 10, 50 mg L) u odnosu na kontrolu (Slika 10, a). Izmjerena
koncentracija tGSH u svim skupinama iznosila je redom 223,932 + 48,266 nmol g™sjese tvari
(0,1 mg Lt selenita), 152,058 + 43,156 nmol g wjeze wvari (1 Mg L selenita), 242,286 + 45,774
MOl g lsiese wari (5 Mg L selenita), 263,659 * 43,471 nmol g lsjese wvari (10 mg L selenita) i
240,544 + 46,245 nmol gljere wari (50 mg L7 selenita). Koncentracija tGSH u izdanku
psenice se, u odnosu na kontrolu, smanjila za 45,94% kod tretmana s 0,1 mg L™ selenita, za
63,29% kod tretmana s 1 mg L selenita, za 41,51% kod tretmana s 5 mg L selenita, za

36,35% kod tretmana s 10 mg L selenita, te za 41,93% uslijed tretmana s 50 mg L selenita.

U korijenu psenice, koncentracija tGSH znac¢ajno se smanjila, u odnosu na kontrolu,
uslijed tretmana s koncentracijama selenita od 1, 5 i 10 mg L™ (Slika 10, b). Izmjerena
koncentracija tGSH u skupinama sa statistickim znac¢ajnim smanjenjem iznosila je 181,204 +
22,573 nmol glsieze wari (1 Mg L selenita), 218,836 + 29,322 nmol g lswieze vari (5 Mg L*
selenita) i 237,413 * 26,187 nmol gswiese wvari (10 mg Lt selenita). Koncentracija tGSH se u
korijenu penice tretirane selenitom, u odnosu na kontrolu, smanjila za 42,57% (1 mg L?),
30,64% (5 mg L) i za 24,76% (10 mg L) Najmanja (0,1 mg L™) i najveéa (50 mg L™?)

koncentracija selenita nisu uzrokovale statisticki znac¢ajne promjene.
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Slika 10. Koncentracija tGSH u izdanku (a) i korijenu (b) pSenice nakon tretmana s razli¢itim
koncentracijama selenita (SI 0,1, SI 1, SI 5, SI 10 i SI 50 mg L™?). Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost * standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su Duncan post

hoc testom. Razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina
(p <0,05).

3.7. Utjecaj razli¢itih koncentracija selenata na aktivnost CAT u izdanku i korijenu

pSenice

Aktivnost CAT u izdanku pSenice znacajno se smanjila, u odnosu na kontrolu, nakon
tretmana s otopinom selenata koncentracije 5 i 100 mg L (Slika 11, a). Aktivnost CAT je u
izdanku pSenice tretirane s 5 mg L™ selenata iznosila 91,486 + 3,901 U mg™proteina, 0dnosno
aktivnost se u odnosu na kontrolu smanjila za 11,76%. Tretman s 100 mg L* selenata
uzrokovao je smanjenje aktivnosti CAT za 24,77% (77,998 + 9,984 U mg proteina), U 0dnosu
na kontrolu. Tretman ostalim koncentracijama selenata (0,1, 1 i 10 mg L) nije uzrokovao

statisticki znacajne promjene.

U korijenu pSenice, aktivnost CAT znacajno se smanjila uslijed svih primijenjenih
koncentracija selenata (0,1, 1, 5, 10, 100 mg L) u odnosu na kontrolu (Slika 11, b).
Izmjerena aktivnost CAT iznosila je redom 14,573 + 3,971 U mg™proteina (0,1 mg L selenata),
21,342 + 2,298 U mgtproteina (1 mg L selenata), 21,142 + 2,916 U mg proteina (5 mg L™
selenata), 14,763 * 2,831 U mgproteina (10 mg L selenata) i 8,340 + 2,082 U mgproteina (100
mg L selenata). Aktivnost enzima se u korijenu pSenice tretirane otopinom selenata smanjila,
u odnosu na kontrolu, redom za 65,96% (0,1 mg L), 50,15% (1 mg L), 50,62% (5 mg L) i
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65,52% (10 mg L™). Najveée smanjenje aktivnosti CAT od 80,52%, u odnosu na kontrolu,

zabiljezeno je u korijenu pSenice tretirane otopinom selenata koncentracije 100 mg L™
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Slika 11. Aktivnost katalaze (CAT) u izdanku (a) i korijenu (b) pSenice nakon tretmana s
razli¢itim koncentracijama selenata (SA 0,1, SA 1, SA 5, SA 10 i SA 100 mg LY. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane
su Duncan post hoc testom. Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu

pojedinih skupina (p < 0,05).
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3.8. Utjecaj razlicitih koncentracija selenita na aktivnost CAT u izdanku i korijenu

pSenice

U izdanku psenice, tretman svim primijenjenim koncentracijama selenita (0,1, 1, 5, 10,

50 mg L) nije znagajno utjecao na aktivnost CAT, u odnosu na kontrolu (Slika 12, a).

Za razliku od izdanka, u korijenu pSenice se aktivnost CAT znacajno smanjila uslijed
svih primijenjenih koncentracija selenita (0,1, 1, 5, 10, 50 mg L) u odnosu na kontrolu (Slika
12, b). Izmjerena aktivnost CAT iznosila je redom 16,610 + 4,010 U mgproteina (0,1 mg L*
selenita), 20,507 * 3,176 U mgproteina (1 mg L selenita), 20,518 + 3,476 U mgproteina (5 Mg
L selenita), 16,798 + 1,288 U mg Yproteina (10 mg Lt selenita) i 7,351 + 1,866 U mg™proteina (50
mg L* selenita). Aktivnost enzima se u korijenu p3enice tretirane otopinom selenita smanjila,
u odnosu na kontrolu, redom za 61,21% (0,1 mg L), 52,10% (1 mg L), 52,08% (5 mg L) i
60,77% (10 mg L™Y). Najvece smanjenje aktivnosti CAT od 82,83%, u odnosu na kontrolu,

zabiljezeno je u korijenu psenice tretirane otopinom selenita koncentracije 50 mg L.
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Slika 12. Aktivnost katalaze (CAT) u izdanku (a) i korijenu (b) pSenice nakon tretmana s
razli¢itim koncentracijama selenita (SI 0,1, SI 1, SI 5, SI 10 i SI 50 mg L?). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su
Duncan post hoc testom. Razli¢ita slova oznaCavaju statisticki znacajne razlike izmedu

pojedinih skupina (p < 0,05).

3.9. Utjecaj razlicitih koncentracija selenata na aktivnost APX u izdanku i korijenu

pSenice

Nakon tretmana pSenice s razli¢itim koncentracijama selenata, aktivnost APX u
izdanku se statisticki znacajno povecala, u odnosu na kontrolu, jedino kod tretmana s
najvec¢om koncentracijom selenata (100 mg L%; Slika 13, a). Ostali tretmani selenatom (0,1,
1, 5 i 10 mg L) nisu uzrokovali statisticki znaGajne promjene u odnosu na kontrolu.
Aktivnost APX u izdanku tretiranim s 100 mg L selenata iznosila 9,595 + 0,871 U mg

Loroteina, 0dnosno aktivnost se povecala za 88,43% u odnosu na kontrolu.

U korijenu pSenice, rezultati tretmana razli¢itim koncentracijama selenata pokazali su
(Slika 13, b) statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i skupina tretiranih s
najmanjom (0,1 mg L) i najve¢om koncentracijom (100 mg L) selenata. Koncentracija od
0,1 mg L* selenata uzrokovala je statisticki zna¢ajno smanjenje aktivnosti APX u korijenu,
dok je koncentracija od 100 mg L™ selenata uzrokovala statisticki znadajno poveéanje
aktivnosti APX. Aktivnost APX je u skupini tretiranoj s 0,1 mg L™ selenata iznosila 0,775 +
0,075 U mgproteina, 0dnosno aktivnost enzima se smanjila za 19,94%, dok se aktivnost APX
kod tretmana s 100 mg L* selenata poveéala za 15,39% (1,117 + 0,174 U mg'lpmteina), u
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odnosu na kontrolu. Koncentracije selenata od 5 i 10 mg L uzrokovale su poveéanje

aktivnosti APX u korijenu, ali povecanje nije bilo statisticki zna¢ajno.
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Slika 13. Aktivnost askorbat-peroksidaze (APX) u izdanku (a) i korijenu (b) pSenice nakon
tretmana s razli¢itim koncentracijama selenata (SA 0,1, SA 1, SA 5, SA 10 i SA 100 mg L}).
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina
testirane su Duncan post hoc testom. Razli¢ita slova oznaCavaju statisticki znacajne razlike

izmedu pojedinih skupina (p < 0,05).
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3.10. Utjecaj razli¢itih koncentracija selenita na aktivnost APX u izdanku i korijenu

pSenice

U izdanku psenice, nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama selenita, zabiljezeno
je znacajno povecanje i smanjenje aktivnosti APX ovisno o primijenjenoj koncentraciji (Slika
14, a). Tako su tretmani s otopinama selenita koncentracije 1, 5 i 10 mg L uzrokovali
statisti¢ki znacajno smanjenje aktivnosti APX, za 22,51% (1 mg L), za 25,39% (5 mg L™?), te
za 30,66% (10 mg L), u odnosu na kontrolu. Izmjerene aktivnosti APX iznosile su redom
3,946 + 0,480 U mg™proteina (1 mg L), 3,799 + 0,520 U Mg proteina (5 mg L) i 3,531 + 0,417
U mgproeina (10 mg L. Koncentracija od 50 mg L selenita uzrokovala je statisticki
znacajno povecanje aktivnosti APX za 19,66% (6,093 + 1,431 U mg™proteina) U 0dnosu na
kontrolu. Najmanja primijenjena koncentracija selenita (0,1 mg L) uzrokovala je smanjenje

aktivnosti APX koje nije bilo statisti¢ki znacajno.

Nakon tretmana pSenice s razliitim koncentracijama selenita, aktivnost APX u
korijenu se statisticki znacajno povecala, u odnosu na kontrolu, jedino kod tretmana s
najve¢om koncentracijom selenita (50 mg Lt; Slika 14, b). Ostali tretmani selenitom (0,1, 1, 5
i 10 mg L) nisu uzrokovali znacajne promjene u odnosu na kontrolu. Aktivnost APX je u
korijenu pienice tretirane s 50 mg L selenita iznosila 1,125 + 0,098 U mg proteina, 0dnosno

aktivnost enzima se povecala za 15,98% u odnosu na kontrolu.
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Slika 14. Aktivnost askorbat-peroksidaze (APX) u izdanku (a) i korijenu (b) pSenice nakon
tretmana s razli¢itim koncentracijama selenita (SI 0,1, SI 1, SI 5, SI 10 i SI 50 mg LY.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina
testirane su Duncan post hoc testom. Razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike

izmedu pojedinih skupina (p < 0,05).
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4. RASPRAVA

Iako se smatra da Se nije esencijalan za vise biljke, brojna su istrazivanja pokazala da
Se moze stimulirati rast i razvoj, te povecati otpornost i antioksidacijski kapacitet biljaka (Chu
i sur. 2010). Suprotno tomu, povisene koncentracije Se mogu biti toksi¢ne za biljke, Zivotinje
i ljude. Granica izmedu pozitivnog djelovanja Se i njegove toksi¢nosti vrlo je uska te ovisi 0
kemijskom obliku, koncentraciji Se i ostalim okoli$nim regulacijskim faktorima (Shardendu i
sur. 2003). Sli¢no kao i drugi aerobni organizmi, biljke proizvode ROS kao dio normalnog
stanicnog metabolizma, pri ¢emu ROS djeluju kao signalne molekule vazne za regulaciju i
koordinaciju brojnih procesa (rast i razvoj, stani¢ni ciklus, programirana smrt stanice,
odgovor na abioticki stres, obrana od patogena i drugi). Suprotno tome, poviSene razine ROS-
a i produkata njihovih reakcija vrlo su reaktivne i toksi¢ne te mogu dovesti do pojave
oksidacijskog stresa (Gill i sur. 2013). Glavni pokazatelji oksidacijskog stresa odredivani u
okviru ovog istrazivanja bili su koli¢ina produkata LPO i koncentracija HoO>. Akbulut i Cakir
(2010) utvrdili su znacajno povecanje koli¢ine TBARS-a u izdanku klijanaca je¢ma koje je
bilo proporcionalno s porastom koncentracija selenata (2, 4, 8 i 16 ppm). Ovakav trend
povecanja TBARS-a u izdanku uocen je i u naSem istrazivanju, ali samo do koncentracije od
5 mg L? selenata. U korijenu je tretman selenatom uzrokovao znadajno povecanje koligine
TBARS-a kod skupina tretiranih s koncentracijama od 1 i 5 mg L? selenata. Sto se tice
djelovanja selenita, pokazano je kako selenit ne utje¢e znacajno na koli¢inu TBARS-a u izdanku
pSenice, dok su u korijenu koncentracije od 1, 5 i 50 mg L™ selenita uzrokovale statisticki

znacajno povecanje koli¢ine TBARS-a.

H20- predstavlja jedan od oblika ROS-a pronadenih u biolos§kim sustavima ukljucenih
u indukciju LPO. U izdanku su samo nize koncentracije selenata (0,1, 1 i 5 mg L%
uzrokovale statisticki znacajno povecanje koncentracije H202, dok su u korijenu pSenice sve
koriStene koncentracije selenata uzrokovale statisti¢ki znac¢ajno povecanje H202. U izdanku
pSenice je samo tretman najmanjom koncentracijom selenita (0,1 mg L™) uzrokovao
statistiCki znacajno povecanje koncentracije H2O2, dok je tretman selenitom u korijenu
uzrokovao intenzivnije promjene u koncentraciji H>O,. Promatrajuc¢i rezultate naseg
istrazivanja moguce je uociti kako oba oblika Se puno intenzivnije djeluju na pokazatelje
oksidacijskog stresa u korijenu pSenice, §to upucuje na tkivno-specificne razlike u
oksidacijskom i antioksidacijskom odgovoru izdanka i korijena pSenice. Ovakav rezultat
moguca je posljedica razliCitog nacina transporta selenata i selenita unutar biljke. Selenat se

lako prenosi od korijena do izdanka, dok se selenit primarno akumulira u korijenu (Zayed i
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sur. 1998). Povecana koncentracija H202 posljedi¢no bi mogla uzrokovati povecanje LPO, ali
u nasem istrazivanju takav trend nije uoCen kod svih tretmana. Jedan od mogucih razloga
zbog kojih koncentracija H20: i koli¢ina TBARS-a u naSem istrazivanju nisu u korelaciji je
Sto su i ostali oblici ROS-a, ¢ija koncentracija nije mjerena u okviru ovog istrazivanja, takoder
mogli uzrokovati povecanje LPO. Takoder, zbog relativno dugog Zivotnog vijeka i visoke
propusnosti kroz membrane, sve veci broj autora istice ulogu H2O2 kao sekundarnog glasnika
u prijenosu signala koji nastaju djelovanjem ROS-a (Huang i sur. 2002; Neill i sur. 2002;
Yang i Poovaiah 2002). Istrazivanja su pokazala da su ROS, posebno H.O2, sredi$nja
komponenta kaskade prijenosa signala ukljucenih u prilagodbu biljaka na promjenjive uvjete
u okoliSu (Neill i sur. 2002). Iako mogu djelovati kao Stetne jedinke, ROS takoder djeluju i
kao sekundarni glasnici u razli¢itim stani¢nim procesima, ukljucujuéi toleranciju stresnih
uvjeta iz okolia (Yan i sur. 2007; Neill i sur. 2002; Desikan i sur. 2001). Hoée 1i ROS
djelovati kao Stetne, zaStitne ili signalne jedinke ovisi o osjetljivoj ravnotezi izmedu
proizvodnje i uklanjanja ROS-a na odgovaraju¢éem mjestu i u odgovarajuéem vremenu
(Gratao i sur. 2005). Zbog viSestrukih uloga ROS-a, neophodno je da stanice imaju
mehanizam kontrole njihove razine kako bi se izbjegla oksidativna ostecenja, ali i kako se

ROS ne bi u potpunosti uklonili (Sharma i sur. 2012).

Kako bi smanjile koli¢inu ROS-a u stanicama, biljke su razvile razliite zastitne
mehanizme. Jedan od mehanizama je enzimski antioksidacijski sustav koji ukljucuje enzime
kao sto su CAT, APX, SOD, GPX i GST (Mittler i sur. 2004; Wagner i sur. 2002). Takoder,
postoji i neenzimski antioksidacijski sustav, a jedan od glavnih stani¢énih neenzimskih
antioksidansa je GSH. GSH je neophodan za odrzavanje normalnog redoks stanja stanice
kako bi se neutralizirao inhibicijski u¢inak oksidacijskog stresa uzrokovanog ROS-om (Meyer
2008). Osim toga, GSH regenerira stvaranje AsA, drugog u vodi topljivog antioksidansa,
putem askorbat-glutationskog ciklusa (Foyer i Halliwell 1976). GSH i drugi sulfhidrilni
spojevi mogu imati vaznu ulogu u mehanizmima tolerancije Se. Freeman i suradnici (2010)
utvrdili su da je mehanizam tolerancije Se kod Stanleya pinnata (Brassicaceae) povezan s
poveéanim razinama AsA, GSH, ukupnog S i neproteinskih -SH skupina. U nasem
istrazivanju jedino je tretman najmanjom koncentracijom selenata (0,1 mg L) uzrokovao
statisticki znacajno povecanje kolic¢ine tGSH u korijenu psenice, $to u ovom slucaju ukazuje
na pozitivno djelovanje Se pri nizim koncentracijama. Za razliku od korijena tretiranog s
razli¢itim koncentracijama selenata, u izdanku tretiranom sa selenatom doSlo je do statistiki

znacajnog smanjenja koli¢ine tGSH. Primijenjene koncentracije selenita takoder su

34



uzrokovale statisticki znacajno smanjenje koli¢ine tGSH 1 u izdanku i1 korijenu pSenice.
Ukoliko se intenzitet stresa poveca, obicno se smanjuje koli¢ina GSH, a redoks stanje stanice
pomice se prema oksidaciji §to dovodi do pogorSanja sustava (Tausz i sur. 2004). Vazan
¢imbenik u odredenim redoks signalnim putevima je i promjena omjera GSH/GSSG zbog
uklanjana ROS-a, ukljuc¢ujuéi H2O> (Millar i sur. 2003). Naime, tijekom neenzimskih reakcija
s razli¢itim oblicima ROS-a, GSH prelazi u GSSG (Anjum i sur. 2012). Foyer i Noctor
(2005Db) i Millar i suradnici (2003) smatraju da je omjer GSH/GSSG vazan indikator stani¢ne
redoks ravnoteze, stoga bi omjer GSH/GSSG mozda bio to¢niji pokazatelj antioksidacijskog
statusa klijanaca pSenice. GSH moze kemijski reagirati s O2"", 'OH i H2O> i tako izravno
djelovati kao hvata¢ slobodnih radikala. Takoder, GSH moze zastititi makromolekule
(proteine, lipide, DNA) stvaranjem adukata izravno s reaktivnim elektrofilima
(glutationilacija) ili djelovanjem kao proton donor u prisutnosti ROS-a ili organskih slobodnih
radikala pri ¢emu nastaje GSSG (Sharma i sur. 2012). Kod brojnih je biljnih vrsta dokazano
kako konjugacija GSH s lipidnim peroksidima, toksicnim produktima metabolizma ili
ksenobioticima takoder utjeCe na njegovu koncentraciju (Anderson i Davis 2004; Dixon i sur.
2002). Reakcija konjugacije je katalizirana djelovanjem GST-a, ¢ija je aktivnost inducirana
abiotickim stresom (Coleman i sur. 1997). Konjugacija se odvija u citoplazmi, a nastali se
konjugati prenose u vakuolu gdje se dalje obraduju (Dixon i sur. 2002). Kada se govori 0
GSH, osim GST-a, vrlo je vazno mjeriti i aktivnosti ostalih enzima koji ga u svojim
reakcijama troSe ili pak obnavljaju, kao $to su GR i GPX. U istraZzivanju Akbulut i Cakir
(2010) uoceno je znacajno povecanje aktivnosti GST-a i GR-a u klijancima je¢ma izloZenim
viSim koncentracijama Se. Budu¢i da u naSem istraZivanju nije mjerena aktivnost navedenih
enzima, ne moze se sa sigurnos¢u znati kakav su utjecaj ovi enzimi imali na koli¢inu tGSH.
Jedan od mogucih uzroka smanjenja koli¢ine tGSH u naSem istraZivanju je negativan utjecaj
Se na sintezu GSH (Terry i sur. 2000). Naime, toksi¢nost Se proizlazi iz zamjene S sa Sa u
aminokiselinama pri ¢emu nastaju Se-aminokiseline. Glavni razlog promjene bioloske
aktivnosti proteina je ugradnja Se-aminokiselina u proteine $to dovodi do zamjene S-S veza s
manje stabilnim Se-Se vezama (Terry i sur. 2000). Dodatak selenata snazno smanjuje
sulfatom inducirano nakupljanje GSH u izdancima $pinata (De Kok i sur. 1986), a inkubacija
iglica smreke sa selenatom snazno smanjuje sadrzaj GSH (Bosma i sur. 1991). Stoga,
interferencija selenata i drugih Se spojeva sa sintezom GSH moZe smanjiti obranu biljaka od

‘OH i oksidacijskog stresa (Terry i sur. 2000).
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Gotovo sve koriStene koncentracije oba oblika Se nisu znacajno utjecale na aktivnost
CAT u izdanku psenice. Samo su tretmani s otopinom selenata koncentracija 5 i 100 mg L
uzrokovali statisticki znacajno smanjenje aktivnosti enzima u izdanku pSenice. Suprotno
tome, u korijenu su sve koncentracija oba oblika Se imale inhibitorno djelovanje na aktivnost
CAT. Jedan od moguc¢ih razloga gotovo nepromijenjene aktivnosti CAT u izdanku pSenice je
povecéana aktivnost drugih antioksidacijskih enzima koji kao supstrat takoder koriste H.O». U
istrazivanju Xue 1 Hartikainen (2000) dokazano je kako tretman selenatom (H2SeOa)
povecava aktivnost GPX koji pak uklanja ve¢inu H20: i tako smanjuje potrebu za aktivacijom
drugih antioksidacijskih enzima kao $to su APX, SOD i CAT. Takeda i suradnici (1997) su
otkrili kako je 40% H»O> u stanicama alge Chlamydomonas reinhardti, koja je uzgajana u
mediju bez Se, uklonjeno pomocu APX, a ostatak uklanja CAT. S druge strane, u mediju
obogac¢enom selenitom (NaSeOz) vec¢ina H202 uklonjena je djelovanjem GPX. Smatra se da je
u viS§im biljkama aktivan isti mehanizam. Budu¢i da u naSem istrazivanju nije mjerena
aktivnost GPX, ne mozZe se sa sigurno$c¢u tvrditi da ovaj enzim ima glavnu ulogu u

detoksikaciji H202 nastalog uslijed toksi¢nog djelovanja Se.

Oba oblika Se znacajno su utjecala na aktivnost APX u izdanku i korijenu pSenice.
lako je kod nekih skupina doSlo do statisticki znacajnog smanjenja aktivnosti APX,
zanimljiva je ¢injenica kako su samo tretmani s najve¢im koncentracijama selenata i selenita
uzrokovali statisticki znacajno povecanje aktivnosti enzima i u izdanku i u korijenu psenice.
Akbulut 1 Cakir (2010) uocili su da je aktivnost antioksidacijskih enzima (CAT, APX, GR i
GST) linearno ovisna o dozi primijenjenog selenata na izdanak klijanaca jeCma te da je
najveca koncentracija od 16 ppm selenata uzrokovala najvece povecanje aktivnosti mjerenih
antioksidacijskih enzima. Takoder su uo€ili 1 znacajno povecanje sadrzaja TBARS-a, te su
zakljucili kako sami enzimi nisu dovoljni kako bi zastitili stanice od toksi¢nosti Se. U okviru
naSeg istrazivanja nije utvrdena jasna negativna poveznica izmedu aktivnosti mjerenih
antioksidacijskih enzima i pokazatelja oksidacijskog stresa. Stoga, kako bi se dobila potpunija
slika o tkivno-specifi¢cnim razlikama u odgovoru biljaka na razliCite oblike Se i predlozio
moguc¢i mehanizam detoksikacije razlicitih oblika Se, potrebno je odrediti i ostale pokazatelje

antioksidacijskog statusa.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

e Utjecaj Se na pokazatelje oksidacijskog stresa i antioksidacijskog odgovora ovisi 0
kemijskom obliku i primijenjenoj koncentraciji Se te o vrsti biljnog organa.

e Oba oblika Se intenzivnije djeluju na pokazatelje oksidacijskog stresa u korijenu
psSenice u odnosu na izdanak $to upucuje na tkivno-specificni odgovor.

e Oba oblika Se su pri viSim koncentracijama uzrokovala smanjenje koncentracije
tGSH, dok je niza koncentracija Se imala suprotan uc¢inak.

e Tretman Se nije utjecao na aktivnost CAT u izdanku pSenice, Stovise inhibirao je
aktivnost CAT u korijenu, dok je aktivnost APX bila povecana samo pri najvisoj
koncentraciji Se u izdanku i korijenu.

e Budu¢i da u okviru ovog istrazivanja nije utvrdena jasna negativna poveznica izmedu
aktivnosti mjerenih antioksidacijskin enzima 1 pokazatelja oksidacijskog stresa,
potrebna su daljnja istrazivanja ostalih pokazatelja antioksidacijskog statusa kako bi se
dobila potpunija slika o toksi¢nom djelovanju Se i predlozio mogué¢i mehanizam

detoksikacije.
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