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1. UvOD

1.1.  Selen — status u biljkama, oblici i bioraspolozZivost

Selen (Se) je element koji u prirodi dolazi u obliku organskih i anorganskih spojeva.
Esencijalan je nutrijent za mnoge organizme, ali takoder toksican pri visokim koncentracijama.
Najbitniji oblici Se za biljke su selenati (Se04*) i seleniti (SeO3>), odnosno anorganski oblici
koji se efikasno apsorbiraju, te organski oblici poput selenometionina (SeMet) i selenocisteina
(SeCys), ¢ija je sposobnost zadrzavanja u organizmu puno veca (Pilon-Smits i Quinn, 2010). U
biljke se uglavnom unosi anorganski selenat, koji se reducira i ugraduje u organske komponente.
Se u reakciji s metalima daje jedan elektron, ¢ime se stvara selenidni ion (Se?), a metalni
selenidi su Siroko rasprostranjeni u prirodi. Prema konvencionalnoj pretpostavci, selenat je
prevladavaju¢i oblik u alkalnim tlima bogatim kisikom i brze se asimilira, dok je selenit
zastupljeniji u uvjetima anoksije i povecane Kiselosti i vlaznosti. Medutim, prema novijim
istrazivanjima (Li i sur., 2008) selenit se smatra dominatnim u dobro aeriranim tlima. Podaci o
kemijskim svojstvima anorganskog Se i metaboli¢kim transformacijama klju¢ni su u procjeni
bioraspoloZzivosti Se. Sadrzaj Se, kako u biljnim tako i u Zzivotinjskim organizmima, moZze
varirati s obzirom na okoli$ne uvjete, to¢nije kvantitetu i kvalitetu selena kojima je organizam
izloZen, pri ¢emu postoji interval od tala siromasnih Se sve do iznimno bogatih, selenifernih tala
(Fairweather-Trait i sur., 2010). Unos i akumulacija Se odredeni su njegovim kemijskim oblikom
i koncentracijom, zatim svojstvima tla, kao Sto su pH, salinitet i udio karbonata, vrsta i
koncentracija iona te sposobnost biljke da apsorbira i metabolizira Se. Biljke konstantno unose i
asimiliraju Se koriste¢i transportne sustave kemijski srodnog elementa sumpora (S), budu¢i da
Se i S dolaze u sli¢nim kemijskim spojevima i nastaju u slicnim biokemijskim putevima.
Koli¢ina akumuliranog Se u biljkama ogranicena je, dakle, i brojem transportera S i visokim
udjelom njegovih komponenata u tlu, zbog kompetitivnosti dvaju elemenata. Metabolizam Se
povezuje se i s unosom dusika, kao i nekih teskih metala. Najvece koli¢ine akumuliranog Se

zadrzavaju se u aktivno rastué¢im tkivima (Germ i Stibilj, 2007).

S obzirom na sposobnost apsorpcije i kapacitet akumulacije Se te provodenje
metabolizma i stupanj tolerancije, biljke su podijeljene u 3 skupine: primarni akumulatori

(hiperakumulatori), sekundarni akumulatori i neakumulatori. Akumulatorne vrste metaboliziraju



Se i S u istoj mjeri, no s poviSenom stopom u odnosu na neakumulatorne. Neakumulatornim
vrstama pripadaju gotovo sve zitarice i1 trave, koje mogu rasti na selenifernom tlu, no
akumuliraju samo nekoliko miligrama Se, a supstitucija S sa Se smatra se glavnim uzrokom
pojave toksic¢nosti (Terry i sur., 2000). Biljni neakumulatori kojima su u tlu dostupni selenati
uglavnom akumuliraju selenate, dok su s dostupnim selenitom sklone akumuliranju organskih
oblika selena, uz napomenu da je dominantna komponenta Se u zitaricama SeMet. SeMet se
pojavljuje u relativno velikim koncentracijama, a to je ujedno i oblik Se koji se najlakse asimilira
i odlikuje antikancerogenim svojstvima (Fairweather-Tait i sur., 2010; Germ i Stibilj, 2007).
Hiperakumulatori imaju velik omjer Se/S, rastu na tlima bogatim Se i akumuliraju ga u 100 puta
vecoj koncentraciji nego okolna vegetacija (do 0.1% mase suhe tvari), a bez pojave toksi¢nosti.
Zahvaljuju¢i metabolickim transformacijama u kojima nastaju brojni organski derivati, ove
biljke su povecale toleranciju prema Se. Razvile su selenospecifi¢an metabolizam i pretpostavlja

se da je tim biljkama Se postao esencijalan element (Pilon-Smits i Quinn, 2010).

1.2. Biokemijska uloga i potencijal selena

Se se pojavljuje kao element u tragovima i sudjeluje u antioksidacijskim procesima.
Fizioloske uloge Se u direktnoj su vezi s funkcijama proteina, tocnije selenoproteina, od kojih
veéina kao integralni funkcionalni dio polipeptida sadrze netipi¢nu aminokiselinu SeCys, koja se
ugraduje kotranslacijski, a kodirana je stop kodonom UGA odgovarajuée mRNA. U sastavu
SeCys, Se je oko sto puta jaci nukleofilni agens u odnosu na S iz Cys, $to mu daje karakteristi¢na
biokemijska svojstva. Sinteza SeCys i SeMet odvija se na specijaliziranim seleno-tRNA, koje
odreduju njihovu ugradnju u selenoproteine. Takve tRNA ne razlikuju modificirane
aminokiseline od konvencionalnih, stoga ih ugraduju ravnomjerno u polipeptidni lanac
(Milanovi¢ i sur., 2015). Moguce je i da biljke posttranslacijski pretvaraju neke aminokiseline,
primjerice serin (Ser), u SeCys. Korist selenoproteina je u tome $to imaju antioksidacijsko
djelovanje i uklanjaju reaktivne kisikove tvari (ROS, engl. reactive oxygen species) koji oste¢uju
stanice, a imaju ulogu i u imunoloSkom odgovoru (Pilon-Smits i Quinn, 2010). U svrhu
reguliranja koncentracije ROS-a u organizmu, pokreée se niz enzimskih i neenzimskih reakcija
koje predstavljaju ucinkovit mehanizam tolerancije stresa i omogucuju normalan rast i razvoj
biljke, ¢ak i u uvjetima pojacanog stresa. S druge strane, toksi¢nost Se pojavljuje se onda kada je

on zastupljen pri viSim koncentracijama nego §to je organizam sposoban tolerirati, pri ¢emu



dolazi do akutnog ili kroni¢nog trovanja te smrti organizma. Glavni razlog visoke koncentracije
Se u biljkama je to $to su proteini bogati aminokiselinama koje sadrze S, a zamjena S sa Se u
proteinima uzrokuje pogresno slaganje i metabolicku disfunkciju tih molekula te dovodi do
pojave stresa uzrokovanog pro-oksidacijskim reakcijama. Ugradnjom u aminokiseline, koje se
normalno ugraduju u proteine, smanjena je koncentracija unutarstani¢énog Se (Cakir i sur., 2012).
Granica izmedu djelotvorne i prekomjerne koncentracije Se u organizmu vrlo je mala i ovisi 0
kemijskom obliku, koncentraciji i1 razli¢itim parametrima okoliSa. Nedostatak Se ocituje se
pojavom brojnih bolesti, kako kod ljudi, tako i kod Zivotinja i biljaka, stoga je velik potencijal
upotrebe Se u procesima biofortifikacije (Germ i Stibilj, 2007).

Cini se da je metabolizam Se kao esencijalnog elementa primitivna osobina koja se
tijekom evolucije izgubila, jer se u visim biljkama nije pokazao kao esencijalan, iako pokazuje
brojne pozitivne ucinke. Se moze povecati toleranciju biljaka na stres induciran UV svjetloscu,
odgoditi senescenciju, regulirati vodni rezim tijekom perioda suse te potaknuti sazrijevanje
sjemena i rast (Xue i sur., 2001; Pennan i sur., 2002; Kuznetsov i sur., 2003; Hartikainen, 2000).
Biljke djeluju kao svojevrsni puferi, kojima je redukcija rasta indikator povecane koncentracije
Se u tlu, dok je pri nizim koncentracijama vidljiv pozitivan ucinak. Stres uzrokovan
senescencijom moze se umanjiti pojacanim antioksidacijskim djelovanjem, povezanim s
pojacanom aktivno$¢u glutation-peroksidaze (GPx) (Germ i Stibilj, 2007). U skladu s tim, bitno
je naglasiti da tretman biljaka Se pojacava aktivnost GPx-a, a suprimira peroksidaciju lipida
(Pilon-Smits i Quinn, 2010; Germ i Stibilj, 2007). lzrazen je i ekoloski aspekt Se, koji ukljucuje
toleranciju na susu i visoku temperaturu, alelopatiju, a osim toga predstvlja i vrlo u¢inkovit

obrambeni mehanizam protiv herbivora i patogena (Quinn i sur., 2007).
1.3.  Utjecaj selena na enzimske i neenzimske antioksidacijske mehanizme

1.3.1. Glutation-peroksidaza
GPx je prvi enzim za kojeg je dokazano da u svom sastavu ima ugraden SeCys. SeCys u
aktivnom mjestu GPx-a ima kataliticku ulogu i antioksidacijski djeluje na nacin da suprimira
Stetno djelovanje ROS-a u reakcijama oksidoredukcije, u kojima je Se prisutan u obliku
reduciranog selenola i predstavlja reakcijsko srediste. Mehanizam djelovanja GPx-a ukljucuje
oksidaciju aminokiselinskog ostatka SeCys koju provodi vodikov peroksid (H202) pri ¢emu

nastaje oksidirani glutation disulfid (GSSG). On se regenerira reakcijom koju provodi glutation-



reduktaza (GR), a reakcija je ovisna 0 NADPH kao donoru elektrona. Prethodno provedene
studije pokazale su da SeCys ima kriticnu ulogu, jer njegova zamjena cisteinskim ostatkom u

velikoj mjeri reducira kataliti¢ku aktivnost (Terry i sur., 2000).

1.3.2. Glutation

Jedan od najpoznatijih te ujedno i najvaznijih neenzimskih antioksidansa je glutation
(GSH, y-glutamil-cisteinil-glicin), tiolni tripeptid, ¢ija je vazna uloga sudjelovanje u reakcijama
detoksikacije, keliranja i odlaganja teskih metala kojima su biljke u svom okoliSu izlozene, a
sudjeluje i u signalnim putevima (Jozefczak i sur., 2012). Reducirani oblik glutationa (GSH) ima
brojne uloge u redoks procesima u stanicama zbog stabilnosti i jake nukleofilnosti centralnog
cisteina, Sto ga €ini idealnim reducensom. Mehanizmi prilagodbe poviSenim koncentracijama
ROS-a zasnivaju se na uklanjanju njihova suviska upravo zahvaljujuéi redoks potencijalu GSH,
uz druge antioksidacijske mehanizme bilo enzimske ili neenzimske. To utjee na koncentraciju
slobodnog GSH i njegovog redoks stanja u stanicama, tj. GSSG. Omjer GSSG/GSH daje
specifi¢ne informacije koje su vazne u regulaciji stani¢nih signalnih puteva i u odgovoru na stres
iz okoliSa. Glutation je, djelujuéi kao negativni regulator odnosno supresor, zasluZzan za
snizavanje unosa S 1 njegove asimilacije (Pilon-Smits i Quinn, 2010). Istrazivanjima je
potvrdeno da GSH moze direktno reagirati sa Se kako bi se formirale SeCys i SeMet,
aminokiseline koje bi se kona¢no ugradile u proteine (Terry i sur., 2000). Nadalje, dostupnost

GSH u biljkama parametar je koji utje¢e na rad GPx-a.

1.4.  Pregled najvaznijih transformacija i enzima u metabolizmu selena

Vise biljke reduciraju Se koriste¢i enzime uklju¢ene u asimilaciju S. Potreba za Se ovisi 0
biljnoj vrsti, ali kod svih se SeCys izdvaja kao sredi$nji metabolicki meduprodukt i zatim
transformira u ostale organske komponente i akumulira ili otpusta u plinovitom obliku. Mjesto
asimilacije primarno su kloroplasti listova. Enzim Kkoji katalizira prvu reakciju u nizu, tj.
asocijaciju selenata i adenozin-trifosfata (ATP-a), je ATP-sulfurilaza (APS), a to je ujedno i
enzim koji ogranic¢ava stopu akumulacije. U slijede¢im reakcijama kataliziranim enzimima APS-
reduktazom, sulfit-reduktazom i O-acetilserin(tiol)-liazom nastaje prvi organski spoj, SeCys,
aminokiselina koja se nespecificno ugraduje u proteine, $to moze biti uzrok toksi¢nog djelovanja
na biljku. SeCys se mozZe prevesti u razliCite spojeve, a tri su puta najznacajnija: pretvorba u

SeMet i dimetilselenid (DMSe) u kloroplastima i citosolu, prevorba u elementarni selen (Se°) u



kloropastima te nastanak metil-SeCys (MeSeCys) i DMSe u kloroplastima. DMSe je spoj u
plinovitom stanju i moze lako izaci iz biljke, §to je jedan od nacina kako se biljke nose s viskom
Se. Alternativno, SeCys se prevodi do Se° uz otpustanje meduprodukta, aminokiseline Ala. Se°
je neskodljiv, stoga ovaj mehanizam pretvorbe ima detoksikacijski u¢inak. Kona¢no, metilacijom
SeCys nastaje MeSeCys, u reakciji posredovanom enzimom SeCys-metiltransferazom (SMT),
izrazito aktivnim u biljaka hiperakumulatora. Ovaj oblik se ne ugraduje u proteine, zato moze
biti bezopasno akumuliran u specijaliziranim stanicama epiderme lista, kamo odlazi posebnim
mehanizmima transporta, a dalje se prevodi u jo$ jedan plinoviti oblik — dimetildiselenid
(DMDSe), dominantan produkt kod hiperakumulatornih vrsta (Pilon-Smits i Quinn, 2010).
Navedeni metabolicki putevi imaju detoksikacijski i antioksidacijski ucinak, sprjeavajuci
nastanak Stete u tkivima kao posljedicu oksidacijskog stresa. lako je u ovom istrazivanju
naglasak na neenzimskim reakcijskim mehanizmima, s GSH u glavnoj ulozi, takoder je bilo
vazno spomenuti i doprinos enzimski posredovanih reakcija, koje zajedno s GSH i GPx-om

sudjeluju u odgovoru biljaka na povecane koncentracije Se i visak ROS-a kao izravnu posljedicu.

1.5. Ciljrada
Se je koristan biljkama u suofavanju sa stresnim uvjetima okoliSa jer sudjeluje u
smanjenju Stetnog ucinka na organizam. Regulira unos ostalih elemenata i antioksidacijske
aktivnosti u situacijama oksidacijskog stresa, kao i popravak oStecenja fotosustava uzrokovanog
poremecajem elektronske ravnoteze. UtjeCe na razinu enzimskih i neenzimskih antioksidansa,
koji ¢ine efikasan obrambeni sustav i zajedno doprinose odrzanju stabilnih uvjeta u stanicama.
Dodatna istrazivanja su potrebna kako bi se ustanovio prag pozitivnog ucinka Se 1 pocetka

njegove toksicnosti te potvrdio utjecaj na fizioloSke 1 morfoloske karakteristike biljaka.

Budu¢i da uloga GSH i mehanizmi antioksidacijskog djelovanja u tkivima biljaka
prilikom tretiranja razli¢itim oblicima selena nisu u potpunosti poznati, cilj ovog istrazivanja bio
je utvrditi utjecaj razli¢itih koncentracija selenita i selenata na sadrzaj GSH te aktivnost GPx-a u
klijancima psenice (Triticum aestivum), te time odrediti ulogu GSH u odgovoru biljaka na
razli¢ite oblike Se kao i njihove koncentracije. U kontekstu dobivenih rezultata te na temelju

proucene literature, jedan od ciljeva je i prodiskutirati o statusu i metabolizmu Se u biljkama.



2. MATERIJALI | METODE

2.1. Materijali
Biljni materijal na kojem je provedeno istrazivanje je pSenica (Triticum aestivum). Sjeme

psSenice je dobiveno s Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku.

2.2.  Opis eksperimenta
Po 100 sjemenki psenice zasadeno je u ukupno 24 posude dimenzija 19.5x17.5x11 cm,
volumena 2 L i povrsine 0.034 m?, u kojima se nalazilo po 1.8 kg tla s postotkom vlage od 11%.
Dakle, koli¢ina suhog tla po posudi iznosila je 1.6 kg. U svaku posudu dodano je 250 mL vode 1
50 mL otopine selenita odnosno selenata odgovaraju¢ih koncentracija, isklju¢ujuéi 3 kontrolne
posude gdje dodana samo voda, s ukupnim iznosom vlage =~ 30%. Dodane otopine sadrzavale su
0.01 mg/kg (koncentracija 1), 0.1 mg/kg (koncentracija 2) i 1 mg/kg (koncentracija 3) selenata
odnosno selenita. Posude su stavljene u fitotron na 20 °C, 70% vlage, te na 16/8h ciklus dana i

no¢i tijekom 15 dana (Slika 1.).

Nakon 15 dana, izdanci pSenice, odnosno nadzemni dijelovi klijanaca, uzorkovani su,

smrznuti u tekué¢em dusiku te pohranjeni na -80 °C do laboratorijske analize.
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Slika 1. Shema eksperimenta

2.3. Metode

Tijekom istrazivanja izmjereni su:

e koncentracija selena u tlu,
e koncentracija selena u biljkama,
e aktivnost enzima GPx,

e koncentracija ukupnog glutationa (tGSH)



2.3.1. Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa

Koncentracija tGSH mjeri se spektrofotometrijski. Princip metode zasniva se na
kinetickoj metodi, odnosno mjerenju kontinuirane redukcije 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzojeva
kiselina) (DTNB) katalitickim koli¢inama GSH, pri ¢emu nastaje Zuto obojeni produkt 5-tio-2-
nitrobenzojeva kiselina (TNB) i GSSG. Porast apsorbancije mjeri se pri valnoj duljini od 412
nm, a dogada se zbog nastajanja TNB. Nastali TNB i GSSG se recikliraju u enzimskoj reakciji
kataliziranoj glutation-reduktazom (GR) uz NADPH kao donora elektrona (jednadzbe (1) i (2);
Akerboom i Sies, 1981).

2 GSH + DTNB —GSSG + 2 TNB (1)

glutation reduktaza

GSSG + NADPH + H* NADP* + 2 GSH 2

Smrznuti izdanci pSenice usitnjeni su u tarionika s tu¢kom uz koristenje tekuceg dusika. Potom
je 100 mg tkiva homogenizirano u 1 mL %5-tne (w/v) sulfosalicilne kiseline (SSA), a dobiveni
homogenat ostavljen na ledu 10 minuta. Slijedilo je centrifugiranje homogenata 10 minuta pri 10
000 g 1 +4 °C. Supernatanti su dekantirani i ¢uvani na ledu do koriStenja za odredivanje
koncentracije tGSH. Reakcijski koktel sastojao se od reakcijskog pufera (8 mL 100 mM Kkalij-
fosfatnog pufera + 1 mM EDTA, pH 7.0), 228 uL otopine GR (6 U/mL) i 228 uL otopine DTNB
koncentracije 1.5 mg x mL™, a komponente su dobro promijesane. Mjerenju koli¢ine GSH u
ekstraktima prethodila je izrada standardne krivulje, izradena serijskim razrijedivanjem 50 pM
otopine GSH (pripremljene razrjedenjem alikvota 10 mM stock otopine glutationa) s 5%
otopinom SSA, u rasponu koncentracija od 50 do 0.781 uM. U UV kivete dodano je po 750 pL
reakcijskog koktela i 50 pL pripremljenog uzorka. Sadrzaj kivete je ekvilibriran na 25 °C
tijekom 5 minuta kako bi se otopina stabilizirala. Potom je dodano 250 uL otopine NADPH
koncentracije 0.16 mg x mL™, sadrzaj kivete 3 puta je promijesan inverznim okretanjem kivete i
smjesten u spektrofotometar. Kinetika reakcije prati se porastom apsorbancije, zbog nastalog
zuto obojenog TNB, svake 1 minute tijekom 5 minuta na valnoj duljini od 412 nm.
Koncentracija ukupnog glutationa izrazena je kao nmol GSH po g svjeze tvari (nmol GSH gl

tvari)-



2.3.2. Ekstrakcija proteina

Smrznuti izdanci pSenice usitnjeni su u tarioniku pomocu tekuceg dusSika uz dodatak
polivinil-polipirolidona (PVPP, sluzi za uklanjanje fenolnih spojeva iz biljnog ekstrakta). 1z
usitnjenog su tkiva (0.2 g) proteini ekstrahirani 15 minuta na ledu uz dodatak 1 mL hladnog
pufera za ekstrakciju (100 mM KH2POs4, 100 mM K>HPO4, 1 mM EDTA, pH 7.0). Homogenati
su zatim centrifugirani 15 minuta na 22 000 g i +4 °C. Dobiveni su supernatanti sluzili za

trenuta¢no odredivanje koncentracije proteina i mjerenje aktivnosti GPX.

2.3.3. Odredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze (EC 1.11.1.9;GPx)

Metoda mjerenja aktivnosti GPx zasnovana je na principu oksidacije reduciranog oblika
glutationa (GSH), koju provodi H20> pri ¢emu nastaje GSSG (Wendel, 1980). GSSG se zatim
regenerira u prisutnosti GR, a reakcija je ovisna 0 NADPH kao reducensu (donoru elektrona).
Prati se pad apsorbancije pri valnoj duljini od 340 nm, do kojeg dolazi zbog oksidacije i

smanjenja koncentracije NADPH, odnosno otpustanja elektrona i nastanka NADP* (jednadZbe
(3) i (4)).

lutati ksid
2 GSH + H,0, 2P (556 + 2 H,0 (3)

glutation reduktaza (4)

GSSG + B-NADPH B-NADP + 2 GSH

Pripremljen je reakcijski koktel koji se sastojao od 9.2 mL reakcijskog pufera (50 mM
kalij-fosfatnog pufera + 0.4 mM EDTA, pH 7.0), 1 mg NADPH, 100 pL otopine GR (100 U/
mL) i 50 pL 200 mM otopine GSH. Promijesan je inverznim okretanjem te je pH podesen na 7.0
pomo¢u 1 M HCI ili IM NaOH. U UV-kivetu za mjerenje redom je pipetirano 1500 pL
reakcijskog koktela te 25 pL pripremljenog proteinskog ekstrakta nakon c¢ega je uslijedilo
ekvilibriranje na 25 °C, odnosno stabiliziranje otopine tijekom 5 minuta. Nakon s$to je dodano 25
uL 0.042% (w/w) otopine H202, sadrzaj kivete odmah je promijeSan 3 puta inverznim

okretanjem kivete koja je potom smjesStena u spektrofotometar. Smanjenje apsorbance mjereno je



na 340 nm svakih 30 sekundi tijekom 5 minuta. Jedna jedinica enzima (1U) uz supstrat H,O>
katalizira oksidaciju 1 pmola GSH u GSSG po minuti pri pH 7.0 i 25 °C. Aktivnost GPx

izrazena je u enzimskim jedinicama (U) po miligramu proteina (U % g proteina)-

2.3.4. Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina u ekstraktima koristena je metoda po Bradfordu
(1967). Postupak se temelji na nespecificnom vezanju anionskog oblika boje Coomassie briljant
plavo G-250 (CBB G-250) za proteine u kiselom mediju, uslijed ¢ega dolazi do stvaranja
kompleksa protein — boja i pomaka maksimuma apsorbancije s 465 nm na 595 nm. Proteinski
ekstrakt (100 pL) je razrijeden i pomijesan s 1 mL Bradford reagensa (100 mg CBB G-250, 50
mL etanola, 100 mL 85% fosforne kiseline, dH20O do 1 L) i inkubiran 5 minuta na sobnoj
temperaturi. Zatim je na spektrofotometru izmjeren intenzitet obojenja otopine pri valnoj duljini
595 nm. Za standardizaciju je koristen albumin govedeg seruma (BSA) u podrucju koncentracija
0.01 — 0.15 mg x mL™. Iz vrijednosti izmjerenih apsorbancija poznatih koncentracija BSA

dobiva se standardna krivulja iz koje se potom odreduje koncentracija proteina u ekstraktima.

2.3.5. Statisticka obrada podataka

Unutar svake skupine uzorkovano je 6 replika tkiva, po dvije replike iz svake uzgojne
posude. Podaci dobiveni u ovom radu obradeni su u statistickom programu STATISTICA
12.0 (Statsoft, Inc, Tulsa, SAD). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna
devijacija (SD). Razlike izmedu srednjih vrijednosti skupina (kontrola i razli¢iti tretmani)
utvrdene pomocu analize varijance s jednim promjenjivim faktorom (one-way ANOVA).
Nakon §to je utvrdeno postojanje razlika, provedeno je post hoc testiranje pomocu LSD

testa. Svi testovi provedeni su uz razinu znacajnosti od 5%.
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3. REZULTATI

3.1. Utjecaj primjene razlicitih koncentracija selenata i selenita na koncentraciju selena
u tkivu izdanka pSenice

Tretman pSenice otopinama selenata i selenita u trima razliCitim koncentracijama U
trajanju od 15 dana rezultirao je znacajnijim porastom koncentracije Se u tkivu izdanaka,
sukladno primijenjenoj koncentraciji. Znacajno vece koncentracije Se pojavile su se u tkivu
izdanaka nakon tretmana selenatom, a najveca koncentracija Se nalazila se u izdancima
tretiranim otopinom selenata koncentracije 1 mg/kg. Koncentracije Se u tkivu nakon tretmana
selenitom sli¢nije su koncentracijama u kontrolnim uzorcima, s tim da rastu razmjerno s

koncentracijom selenita (Tablica 1.).

Tablica 1. Utjecaj primjene otopine triju razliCitih koncentracija selenata i selenita na

koncentraciju Se u izdancima psenice (Triticum aestivum).

UZORAK Koncentracija Se [mg kg suhe tvari]
pSenica Kontrola - 1 1.582
pSenica Kontrola - 2 0.3232
pSenica Kontrola - 3 0.2163
pSenica Kontrola - 4 0.2168
pSenica Kontrola - 5 0.2027
psSenica Kontrola - 6 0.2448
pSenica Selenit 0.01 mg/kg 0.2579
pSenica Selenit 0.01 mg/kg 0.2907
pSenica Selenit 0.01 mg/kg 0.2924
pSenica Selenit 0.1 mg/kg 0.3132
pSenica Selenit 0.1 mg/kg 0.4652
pSenica Selenit 0.1 mg/kg 0.3771
pSenica Selenit 1 mg/kg 1.912
pSenica Selenit 1 mg/kg 1.781
pSenica Selenit 1 mg/kg 1.711
pSenica Selenat 0.01 mg/kg 3.369
pSenica Selenat 0.01 mg/kg 5.508
pSenica Selenat 0.01 mg/kg 5.481
pSenica Selenat 0.1 mg/kg 11.52
pSenica Selenat 0.1 mg/kg 20.51
pSenica Selenat 0.1 mg/kg 21.85
pSenica Selenat 1 mg/kg 260.9
pSenica Selenat 1 mg/kg 3315
pSenica Selenat 1 mg/kg 341.5
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3.2. Utjecaj primjene razlicitih koncentracija selenata i selenita na sadrzaj ukupnog
glutationa u izdancima pSenice

Nakon 15 dana provodenja eksperimenta, znacajnije povecanje koncentracije ukupnog
glutationa u odnosu na kontrolu zabiljezeno je samo u slucaju primjene selenita. Statisticki
znaCajna promjena koncentracije tGSH (GSH+GSSG) zabiljezena je kod izdanaka nakon
tretmana otopinom selenita koncentracije 1 mg/kg i izraZena je razlika u sadrzaju tGSH u odnosu
istu koncentraciju primijenjenog selenata. Tretman ostalim koncentracijama nije uzrokovao
znaCajne promjene U koncentraciji tGSH. Postoji trend smanjenja razine tGSH prilikom

aplikacije obje otopine (selenata i selenita) koncentracija 0.01 mg/kg i 0.1 mg/kg.
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Slika 2. Koncentracija ukupnog glutationa (tGSH) u izdancima psenice 15 dana nakon tretmana
trima razli¢itim koncentracijama selenita i selenata (0.01, 0.1 i 1 mg/kg). Kontrolni izdanci su
tretirani vodom. Rezultati (n=6) su prikazani kao srednje vrijednosti = SD. Razlike izmedu
skupina testirane su LSD post hoc testom. Zvjezdica (*) oznacava utvrdenu statisticki znacajnu
razliku (P < 0.05).
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3.3. Utjecaj primjene razlicitih koncentracija selenata i selenita na aktivnost glutation-
peroksidaze u izdancima pSenice

Rezultati statisticke analize ukazuju na postojanje znac¢ajnih razlika u aktivnosti GPx-a
proucavanih skupina u odnosu na kontrolu te na varijabilnost u aktivnosti izmedu skupina
tretiranih selenitom i selenatom istih koncentracija. Nakon 15 dana zabiljezen je znacajan porast
aktivnosti GPx-a u odnosu na kontrolu kod proucavanih skupina, osim u slu¢aju one gdje je
sjeme tretiranom otopinom selenita koncentracije 0.1 mg/kg. Istice se zna¢ajan porast aktivnosti
GPx-a u izdancima c¢ije je sjemene tretirano otopinom selenita koncentracije 0.01 mg/kg i
izrazena je razlika u odnosu na primjenu otopine selenata iste koncentracije, gdje je porast
aktivnosti znatno manji. Tretman otopinama selenata i selenita koncentracija 0.1 i 1 mg/kg
rezultirao je znacajnim povecanjem aktivnosti GPx-a u odnosu na kontrolne skupine, a trend

porasta odgovara povecanju koncentracija primijenjenih otopina.
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Slika 3. Specificna aktivnost glutation-peroksidaze (GPx) u izdancima pSenice 15 dana nakon
tretmana trima razli¢itim koncentracijama selenita i selenata (0.01, 0.1 i 1 mg/kg). Kontrolni
izdanci su tretirani vodom. Rezultati (n=6) su prikazani kao srednje vrijednosti + SD. Razlike
izmedu skupina testirane su LSD post hoc testom. Razlicita slova oznac¢avaju statisticki znacajne

razlike izmedu pojedinih skupina (P < 0.05).
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4. RASPRAVA

Se se u prirodi pojavljuje u nekoliko oksidacijskih stanja: -2 (selenid), 0 (elementaran
Se), +2 (selenit) i +6 (selenat). Biljke se razlikuju s obzirom na kapacitet akumulacije Se, §to je u
korelaciji s ekspresijom sulfatnih transportera, reguliranom s GSH i O-acetilserinom (Terry,
2000). Postoje razlike i prema tome koji su oblik selena sklone akumulirati, s obzirom na
prisutnost i aktivnost enzima ukljucenih u Se/S metabolizam. Mehanizam apsorpcije selenata
dobro je istrazen. Korijen apsorbira selenate aktivnim transportom preko visokoafinitetnog
sulfatnog transportnog sustava, ovisno o razliitoj selektivnosti biljnih vrsta prema sulfatima
odnosno selenatima (Li i sur.,, 2008), a u obzir se mora uzeti i ¢injenica medusobnog
iskljuc¢ivanja tih spojeva pri apsorpciji. S druge strane, saznanja 0 mehanizmu apsorpcije selenita
prilicno su oskudna. Arvy (1993) je predlozio nacin apsorpcije korijenom putem pasivne difuzije,
koji je, medutim, odbijen od strane drugih znanstvenika (Terry i sur., 2000). Osim toga, rezultati
studije provede od strane Arvyja (1993) pokazali su da se unos selenata i selenita odvija
priblizno istom stopom, moguce i brze. Nadalje, prema Li i sur. (2008), unos selenita reducira se
unosom fosfata. Ustanovili su da pSenica moze akumulirati selenit iz tla pomocu fosfatnih
transportera smjestenih u korijenu te da je unos selenita aktivan proces ovisan o metaboli¢kim
reakcijama, a stopa unosa selenata i selenita podjednaka. U njihovu eksperimentu primjenom 5
UM otopine selenata i selenita, pSenica je apsorbirala viSe selenita nego selenata i zakljucili su da
je selenit, prisutan u otopinama, pSenici dostupniji nego selenat. Medutim, nasim istrazivanjem,
na temelju usporedbe koncentracija u kontrolnim uzorcima i konaénih koncentracija uzoraka
tretiranih s oba oblika Se, ispostavilo se da je selenat apsorbiran u puno veéoj mjeri (Tablica 1).
Cartes i sur. (2005) takoder su ustanovili povecanje koncentracije Se u izdancima nakon
tretmana selenitom i selenatom (u oba slucaja), medutim, najvise koncentracije Se zapazene su
nakon tretmana selenatom, §to je u slaganju s naSim eksperimentom. No, Li i sur. su takoder
naglasili da je selenit uglavnom jace apsorbiran za ¢vrstu fazu tla (okside Zeljeza 1 hidrokside) 1
tako manje dostupan u otopini tla, §to je vjerojatno utjecalo i na provodenje naSeg eksperimenta.
Osim postojeCe razlike mehanizma apsorpcije, selenat i selenit razlikuju se po njihovoj
mobilnosti unutar biljaka. Selenat se ne asimilira u organske oblike i lako se prenosi od korijena

do ogranaka stabljike i listova, dok selenit ili njegovi derivati imaju tendenciju akumulacije u
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korijenu i transformacije u razli¢ite organske metabolicke produkte (Li i sur., 2008). U razli¢itim
vrstama tala korijenu mogu biti dostupna oba oblika Se. Nadalje, moguca je i apsorpcija
volatiliziranog selena iz atmosfere preko povrsine listova, koji se tada zadrzava u korijenu u
obliku anorganskog selenita, SeMet, selenoglutationa (SeGSH) i sl. (Cakir i sur., 2012; Terry
2000). Dakle, tretman razli¢itim koncentracijama selenita i selenata u uvjetima ovog
cksperimenta pokazao je da je selenat dominantniji oblik Se za pSenicu, jer je uzrokovao
znacajno povecanje Se u tkivima. No, zbog razli¢ite mobilnosti selenata i selenita u drugim
biljnim vrstama, za dobivanje vjernijih rezultata bilo bi potrebno prouciti koncentraciju Se i u
korijenju pSenice. Stoga bi se, na temelju navedenih spoznaja, i proucavanje sadrzaja tGSH i
promjene aktivnosti GPx-a trebalo provesti u korijenu, $to bi bio ispravniji nacin ispitivanja

njihovih uloga u odgovoru biljaka na suplementaciju Se.

Razli¢iti oblici stresa mogu rezultirati akumulacijom ROS-a u biljkama, ukljucujuci
hladno¢u, susu, previse svjetlosti, nedostatak vode, povisen salinitet i teSke metale. Poja¢ana
produkcija ROS-a biljkama predstavlja prijetnju. No, pretpostavlja se da ROS mogu imati i
signalnu ulogu u aktivaciji odgovora na stres (Mittler, 2002). Primjerice, superoksidni anion
(0O37) (jedna od najznacajnijih reaktivnih kisikovih tvari) inducira pokretanje enzima superoksid-
dismutaza (SOD) i reakciju dismutacije. Primjer obrambenog mehanizma je i poja¢an unos
sulfata, §to sprjeGava zamjenu S sa Se u proteinima. Dva su tipa antioksidansa uklju¢ena u
odrzanje redoks ravnoteze: molekule niske molekularne mase (GSH, tokoferol i askorbat) i
enzimi (SOD, gvajakol-peroksidaza, katalaza, askorbat-peroksidaza, GPx, GR i dr.) (Feng,
2013). U uvjetima pojacanog stresa, pokre¢e se niz enzimskih i neenzimskih reakcija koje
reagiraju s ROS-om direktno, odnosno indirektno. Direktno ili indirektno (regulacijom
antioksidansa), Se moze kontrolirati proizvodnju i uniStenje ROS-a. Mali dodatak Se moze
reducirati visak produkcije ROS-a, uzrokovan vanjskim ili unutra$njim (metaboli¢kim)
procesima. Tri su mogu¢a mehanizma prema kojima se to odvija, a ukljuCuju spontanu
dismutaciju O3 (bez katalitickog djelovanja SOD), direktno unistavanje selenokomponentama
te regulaciju antioksidacijskih enzima (primjerice reaktivacija GPx, pri ¢emu se snizava
koncentracija H2O2). S druge strane, visak Se je snazan okida¢ za akumulaciju viska ROS-a.
Feng i sur. (2013) predlazu hipotezu prema kojoj je pojacana akumulacija ROS-a uz povisene

koncentracije Se djelomi¢no povezana s pomakom ravnoteze razine GSH, tiola, feredoksina i/ili
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NADPH, koji mogu utjecati na asimilaciju Se. Ukoliko ti spojevi nisu dostupni u dovoljnoj
koli¢ini za sudjelovanje u asimilaciji Se i suzbijanje ROS-a, dodatak Se moze voditi do
eksplozivnog stvaranja ROS, inhibirajuci rast biljaka. Za odredivanje statusa Se u tkivu biljaka
potrebni su pouzdani biomarkeri i ovom eksperimentu koristeni su GSH i GPx. Omjer
GSH/GSSG i aktivnost GPx-a vazni su parametri u odredivanju fizioloskog statusa tijekom
izloZenosti toksi¢nim ucincima Se za vrijeme oksidacijskog stresa. Uz koriStenje biomarkera
bitno je i1 usavr$avanje metoda mjerenja, s obzirom da neki funkcionalni biomarkeri mogu

reagirati na razlicite na¢ine u ovisnosti o vrsti selenokomponenata zastupljenih u tkivu.

Dosadasnjim istrazivanjima, primjerice na Korijenju boba (Vicia faba), pokazalo se da je
izlozenost teSkim metalima i1 maloj koncentraciji Se dovela do pojacane vijabilnosti stanica 1
sadrzaja GSH, dok je dodatak znacajnije koncentracije Se doveo do gomilanja O3, sSmanjene
vijabilnosti stanice i smanjenog sadrzaja tGSH, odnosno do naruSavanja ravnoteze u stanicama
(Mroczek-Zdyrska i Wojcik, 2011). Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da je jedino kod
pSenice uzgajane na selenitu koncentracije 1 mg / kg doslo do statisticki znacajnog povecanja
koncentracije tGSH, premda je i primjena iste koncentracije selenata rezultirala trendom porasta
u odnosu na kontrolu (Slika 2.). Porast tGSH oznacava aktivaciju obrambenog mehanizma, koji
Stiti biljno tkivo od mogucih o$tecenja uzrokovanih viskom selenokomponenata, odnosno
selenita u okviru ovog istrazivanja. Poveznica izmedu GSH i enzima ukljucenih u metabolizam
Se je redukcija selenita u selenid. Pilon-Smits i Quinn (2010) iznose da se ova redukcija odvija
jedino u kloroplastima, ukoliko je posredovana sulfit-reduktazom, analogno redukciji sulfata
(enzimska redukcija). Medutim, moguca je i neenzimska redukcija selenita, koja se provodi
pomocéu GSH, pri ¢emu se stvaraju ROS djelovanjem sulfhidrilnih (—SH) skupina GSH.
Adenozin fosfoselenat (APSe), prekursor selenita, nastao redukcijom akumuliranog selenata,
reducira se do GSH-selenita. GSH-selenit se tada, opet djelovanjem GSH, reducira u
selenodiglutation (GS-Se-SG). Dakle, kada biljka akumulira selenit, u reakciji s GSH formira se
GS-Se-SG, koji se tada reducira do selenola (GS-SeH) i GS-konjugiranog selenida (GS-Se’)
djelovanjem GR uz pomo¢ NADPH (Terry i sur., 2000). Visoke koncentracije Se uzrokovale su
gomilanje ROS-a, koje postaju signal za aktivaciju obrambenog mehanizma, u ovom slucaju
pojacanu sintezu GSH ukljucenog u redukciju selenita. S druge strane, selenat moze interferirati

sa sintezom GSH na suprotan nacin. Terry i sur. (2000) iznose da je dodatak Se snazno reducirao
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sulfatima induciranu sintezu GSH u listovima $pinata (Spinacia oleracea), a u slu¢aju inkubacije
iglica smreke (Picea abies) selenatom doslo je do opadanja razine GSH. Autori su zakljuéili da
utjecaj selenata ili ostalih selenokomponenata na sintezu GSH moze umanjiti sposobnost obrane
biljaka od ROS-a i oksidacijskog stresa. Dakle, razli¢iti oblici selenokomponenata mogu imati
vrlo specifican u¢inak na pojedine biljne vrste. Osim toga, uslijed antagonistickog djelovanja S i
Se, odnosno natjecanja za S transportere u plazma membranama, sulfati mogu umanjiti unos
viska Se. Stoga, ukoliko se Se dodaje biljkama pod utjecajem oksidacijskog stresa, jasno je da ¢e
biti potrebno vise S za sintezu vise GSH za potrebe asimilacije Se i uniStavanja ROS-a. Brojne
studije potvrduju ovu hipotezu. Primjerice, Hassanuzzaman i sur. (2011) otkrili su da je sadrzaj
GSH povecan pod utjecajem Se u uljanoj repici (Brassica napus) podvrgnutoj stresu
uzrokovanom suSom i soli. Feng i sur. (2013) predlazu hipotezu da visoke razine Se mogu
potaknuti produkciju GSH, $to ¢e rezultirati pojacanim stvaranjem O3, koji potom aktivira SOD
i ostale antioksidativne enzime kako bi se koncentracija O35~ vratila u ravnoteZno stanje. Zato se
poboljsanje uvjeta nakon stresa uslijed prekomjerne razine Se moze povezati s koncentracijom S
i njegovih derivata, uklju¢ujuéi i prouc¢avani GSH. Ukoliko biljke pod stresom izgube sposobnost
odrzavanja ravnotezne koncentracije molekulskih vrsta, npr. GSH, ukupnog sadrzaja S i
neproteinskih —SH skupina, dodatak viska Se moze pogorsati Stetu uzrokovanu okoliSnim

uvjetima (Feng, 2013).

Povisena razina Se u tkivima koja prelazi fizioloSke koncentracije, pokazale su studije,
rezultira pojacanom aktivnos¢u GPx-a u mitohondrijima nekih biljaka (Cartes i sur. 2005;
Djanaguiraman i sur., 2005; Hartikainen 2005). GPx ima klju¢nu ulogu u katalizi redukcije H202
ili lipidnog hidroperoksida uz pomo¢ GSH, pri ¢emu GSH prelazi iz svog reduciranog u
oksidirano stanje. Dakle, ukoliko se pojaca aktivnost GPx, smanjuje se sadrzaj GSH zbog
reakcije redukcije pri ¢emu se povecava koncentracija GSSG. GPx je klju¢an enzim koji se, pod
utjecajem Se, moze brzo aktivirati na svim svojim lokacijama, pri ¢emu se koncentracija H20:
primarno smanjuje, a smanjena je i potreba za aktivno$¢u SOD-a (Feng i sur., 2013). Rezultati
naseg istrazivanja pokazali su znacajan porast aktivnosti GPx-a u odnosu na kontrolu kod
proucavanih skupina, osim u skupini tretiranoj selenitom koncentracije 0.1 mg x mL™ (Slika 3.).
Statisticki znacajan porast koncentracije GSH izmjeren je kod pSenice uzgajane na zemlji S

dodatkom selenita koncentracije 1 mg x mL? (Slika 2.), stoga ovakvi rezultati ukazuju na
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pozitivnu Korelaciju izmedu koncentracije tGSH i promjene u aktivnosti GPx-a. U prethodnim
studijama proucavan je odgovor biljaka na Se u kombinaciji s ostalim okoli$nim parametrima.
Mjereni su fizioloski parametri biljaka Eruca sativa, ¢ije su sjemenke uzgajane na Se |
Fagopyrum esculentum, na kojoj je folijarno primijenjen Se (Germ i Stibilj, 2007). Eruca sativa
pokazala je znatno pojacan respiracijski potencijal, mjeren aktivnoscu elektronskog transportnog
sistema (ETS), kod sjemenki tretiranih Se. ETS aktivnost je najjace izrazena kod mladih listova s
najveéim sadrzajem Se, a posljedica toga je pojacana aktivnost GPx-a u mitohondrijima. U
prethodnim istrazivanjima koja su proveli Xue i Hartikainen (2000), Hartikainen i sur. (2000) te
Xue i sur. (2001) zabiljezen je porast aktivnost GPx-a u ljulju (Lolium perenne) i zelenoj salati
(Lactuca sativa). Antikancerogeni efekt Se ogleda se u optimiziranju aktivnosti GPx-a. No, viSak
Se rezultirao je gomilanjem produkata peroksidacije lipida uslijed prooksidativnog ucinka, §to je
znacilo vecu potrebu za antioksidacijskim enzimima, kakav je i GPx. U slucaju Fagopyrum
esculentum i primjene folijarnog tretmana Se, nije doSlo do znadajnog efekta na respiratorni
potencijal niti na aktivnost GPx-a. Cartes i sur. (2005) proucavali su antioksidacijski utjecaj Se
koji se ocituje regulacijom aktivnosti GPx-a i u njihovom eksperimentu sjeme ljulja (Lolium
perenne cv. Aries) tretirano je otopinama selenita i selenata. Dobiveni rezultati mjerenja
koncentracije Se u izdancima, aktivnosti GPx-a i lipidne peroksidacije pokazali su povecanje
sadrzaja Se u izdancima, §to je u slaganju s naSim rezultatima, zatim pozitivnu korelaciju izmedu
koncentracije Se u izdancima i aktivnosti GPx-a te ovisnost aktivnosti GPx-a 0 primjenjenom
obliku Se. Uzrok potonjem su razli¢iti putevi asimilacije selenata i selenita u visim biljkama. Na
temelju navedenih saznanja i u usporedbi s nasim istrazivanjem, moze se zakljuciti da utjecaj Se
na aktivnost GPx-a ovisi, ne samo o nacinu fortifikacije Se, ve¢ i o biljnoj vrsti i prisutnosti
razli¢itih selenokomponenata u tkivima, odnosno specijaciji koja ovisi i 0 vremenu trajanja

eksperimenta.
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5. GLAVNI REZULTATI | ZAKLJUCCI

Tretman pSenice otopinama selenita i selenata rezultirao je znacCajnim povecanjem
koncentracije Se u biljnom tkivu. Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu koncentracije
Se u izdacima i povecanja primijenjenih koncentracija oba oblika Se. Medutim, u
uvjetima ovog eksperimenta, selenat je znatno bolje apsorbiran u odnosu na selenit
prilikom tretmana istim koncentracijama. Uzrok tome bila bi analiza isklju¢ivo izdanaka

pSenice, a ne i korijenja, u kojem selenit ima vecu tendenciju zadrzavanja.

Koncentracija GSH je poveéana samo u izdancima pSenice koji su bili tretirani najve¢om
koncentracijom selenita (1 mg/kg). Razlog tome je pojacana potreba za GSH koji
sudjeluje u neenzimskoj redukciji selenita, odnosno metabolizmu Se, $to takoder moze

pojasniti uzrok maloj koncentraciji selenita u tkivu izdanaka.

Tretman s oba oblika Se uzrokovao je znacajan porast aktivnosti GPx-a u prouc¢avanim
skupinama, uz iznimku tretmana selenitom koncentracije 0.1 mg/kg. Porast aktivnosti
GPx-a kao odgovor na prisutnost Se sugerira jedinstvenu ulogu ovog enzima u

neutralizaciji oksidacijskog stresa u biljkama.

GSH, kao supstrat GPx-a, sudjeluje u ograni¢avanju produkcije ROS-a. Na temelju
smanjene koncentracije tGSH primjenom manjih koncentracija selenita i selenata (0.01 i
0.1 mg/kg) i povecane aktivnosti GPx-a, utvrdena je pozitivna korelacija izmedu
koncentracije tGSH i promjene aktivnosti GPx-a, $to ukazuje na ukljuéenost u odgovor

biljaka na suplementaciju Se.
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