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1. UvOD

1.1. Lipoksigenaze, grada i katalitiCcka uloga

Prisutnost biljnih enzima koji kataliziraju oksidaciju masnih kiselina pomocu
molekularnog kisika poznata je vec¢ dugi niz godina (André i Hou, 1932). Isprva su
primijeCeni samo u biljkama i sisavcima dok su nedavno otkriveni i u koraljima,
glivama i nekim skupinama bakterija (Andreou i sur., 2009a, Oliw, 2002).
Lipoksigenaze (LOX) su porodica proteina koji sadrze ne-hemsko Zeljezo (Brash,
1999). One kataliziraju nekoliko razli¢itih reakcija no kod biljaka je najviSe zastupljena
reakcija dioksigenacije (Liavonchanka i Feussner, 2006), tj. dodavanje molekularnog
kisika na polinezasicene masne kiseline (PUFA) koje sadrze (Z,Z) - 14 -
pentadiensku strukturu (u biljaka su to naj¢es¢e (9,12 ili 15)- nezasi¢ene masne
kiseline), prilikom €ega nastaju hidroperoksidi polinezasi¢enih masnih kiselina. 1z
hidroperoksida polinezasiceninh masnih kiselina daljnjim metaboliCkim putevima
nastaju derivati koji se nazivaju oksilipini, a koji u biljnoj stanici osim na ovaj nacin
mogu nastati i alternativnim reakcijama oksidacije. Uloga oksilipina u stanici je velika i
znacajna jer ih biljke sintetiziraju tijekom stresa, napada patogena ili biljojeda, te
tijekom razvoja biljke. LOX enzimi su proteini veliCine otprilike 95-100 kDa, koji sadrze
dvije domene. Amino-terminalna domena je beta nabrana plo¢a oblika bac¢ve i veli€ine
25-30 kDa, strukturno sli€na C2 domeni protein kinaze Ca (PKCa) (Corbin i sur., 2007),
dok je karboksi-terminalna domena veli€ine 55-65 kDa, a sastoji se uglavhom od alfa
uzvojnica koje Cine kataliticko mjesto enzima (Schneider i sur., 2007). Biljni LOX enzimi
u aktivnom mjestu sadrZze jedan atom Zeljeza koji je oktaedarski koordiniran s pet
aminokiselinskih ostataka (tri histidina, jedan asparagin i karboksi skupina karboksi-
terminalnog izoleucina) i ligandom koji je obi¢no voda ili molekula hidroksida. Postoji
nekoliko nacina prema kojima se klasificiraju biljni LOX enzimi: a) prema optimumu
pH; b) prema mjestu na kojem se nalaze u stanici; ¢) prema izomeru koji nastaje
oksigenacijom linolne kiseline (LA). Prema lokalizaciji unutar stanice mogu se nalaziti
izvan i unutar plastida. LOX enzimi koji se nalaze izvan plastida imaju veliku sli¢nost
proteinskih sekvenci (>75%) i oni se nazivaju tip 1 LOX enzimima, dok su oni koji se
nalaze u kloroplastima klasificirani kao tip 2 i pripadaju potporodici 13-LOX enzima
(Shibata i sur., 1994). Plastidni LOX enzimi na N-terminalnom kraju sadrze peptidnu
sekvencu koja im omogucuje ulazak u kloroplaste te imaju nizu ukupnu sli¢nost

sekvenci (>35%). Oksigenacija LA (C18) biljnim LOX enzimima moZzZe se odvijati na



devetom ili trinaestom ugljikovom atomu, pa tako nastaju 9-hidroperoksi i 13-
hidroperoksi derivati LA (Liavonchanka i Feussner, 2006). Nastajanje ovih izomera
ovisi 0 mjestu deprotonacije i reorganizaciji sredidnjih radikala, a kod C18 kiselina
uklanjanje vodika je jedino mogucée na jedanaestom ugljikovom atomu (Feussner i
Kihn, 2000) (Slika 1).

H M H, H
H l > l H 3 Uklanjanje vodika
COOH COOH
/5 /g
l l Preslagivanje radikala
\/\/\CJE/\{\%/\COOH \/\/\\:/‘\-C./\HNCOOH
5 "5
l l Umetanje kisika
) . Dodavanje protona
\/\/\I_,/f’\:/\e/}/\COOH \A/\_——/W\COOH
HOO 3 OOH °

Slika 1. Nastajanje polozajnih izomera u reakcijama kataliziranim lipoksigenazama

(preuzeto i modificirano prema Andreou i Feussner, 2009b).

Na orijentaciju i polozaj supstrata u aktivnom mjestu utjeCe primarna grada
proteina (Feussner i Kihn, 2000; Schneider i sur., 2007). Prema teoriji orijentacije
supstrata (Liavonchanka i Feussner, 2006) masna kiselina mozZe uci u aktivho mjesto
orijentacijom glava-rep ili rep-glava pa nastaju linoleat 13-lipoksigenat odnosno linoleat
9-lipoksigenat ovisno o tome koja se aminokiselina nalazi na ,dnu“ veznog mjesta. Kod
gotovo svih biljnih 13-LOX enzima na veznom mjestu nalazi se histidinski ili
fenilalaninski ostatak za razliku od 9-LOX enzima kod kojih je na veznom mjestu maniji,
valinski ostatak. Strukturnim modeliranjem interakcije enzim-supstrat gdje je histidin
zamijenjen manjom aminokiselinom ,odmaskira“ se pozitivno nabijen argininski
ostatak Sto mu omogucuje stvaranje mosta s karboksilnom skupinom supstrata i
favoriziranje glava-rep orijentacije (Hornung i sur., 1999). Osim aktivnhog mjesta na
polozajnu specificnost mogu utjecati i koncentracije supstrata (Kihn i sur., 1990),
kemijska svojstva supstrata (Began i sur., 1999), pH (Gardner, 1989) i temperatura

smjese (Georgalaki i sur., 1998). Do danas ne postoji jedinstveni koncept koji bi
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objasnio utjecaj strukture proteina na nastajanje odredenog izomera a koji bi bio
primjenjiv za sve biljne LOX enzime. Bitno je napomenuti da neki LOX enzimi ne
kataliziraju nastajanje samo jednog izomera kao i Cinjenicu da neki LOX enzimi
isklju€ivo kao supstrat koriste PUFA-e s odredenim brojem ugljikovih atoma dok drugi
ne (Andreou i sur., 2009c; Feussner i Kiihn, 2000). Osim PUFA-e dokazano je da LOX
enzimi mogu oksigenirati i druge molekule, kao Sto su fosfolipidi i galaktolipidi (Brash,
1999; Maccarrone i sur., 1994; Murray i Brash, 1988; Perez — Gilabert i sur., 1998)
triacilgliceroli ( Feussner i sur., 1997; 1998, Fuller i sur., 2001; Gerhardt i sur., 2005;
Holtman i sur., 1997) i esteri kolesterola (Belkner i sur., 1991; 1998).

1.2. FizioloSke funkcije lipoksigenaza

Osim u odraslim billkkama, LOX enzimi su prisutni i u sjemenkama (Siedow,
1991), a ovisno o hiljnoj vrsti, imaju razli€ite uloge. LOX iz sjemenki krastavaca, koji
kliju uzgajani u mraku, oksigeniraju skladiSne masne kiseline koje se tada prvenstveno
otpustaju iz lipidnih tijela (Feussner i sur., 2001), dok u sjemenkama soje LOX enzimi
ne sudjeluju u mobilizaciji lipida tijekom Kklijanja (Wang i sur., 1999). Takoder, osim
tijekom razvoja sjemenki, LOX imaju ulogu i u vegetativhom razvoju biljke. U gomoljima
krumpira LOX su ukljueni u rast gomolja vjerojatno preko sinteze oksilipna koji
kontroliraju njihov rast i razvoj (Kolomiets i sur., 2001), dok je tijekom sazrijevanja
plodova rajCice aktivho nekoliko razli€itih izooblika LOX-a. Ekspresiju LOX-a poti¢u
razli€iti faktori razvoja a moguce je i da su oni sami uklju€eni u stvaranje aldehida koji
su zasluZi za specificnu aromu i okus rajCice ili degradaciju tilakoidnih membrana u
kloroplastima (Griffiths i sur., 1999). LOX enzimi su i jedan od vegetativnih skladiSnih
proteina. Mahune soje akumuliraju velike koli€ine ovih proteina tijekom razvoja
sjemenki a nakon $to su one u potpunosti razvijene njegova koli€ina znac¢ajno opada
(Dubbs i Grimes, 2000). Funkcija LOX-a tijekom ranjavanja biljaka uglavhom je
povezana sa sintezom spojeva koji sluze kao signalne molekule, a jedna od najvise
istrazivanih signalnih molekula je jasmoni¢na kiselina (JA) i njezin prekursor
fitodienoiCna kiselina (OPDA) Cije stvaranje katalizira hidroperoksid-dehidrataza
(eng.allene oxide synthase - AOS) smjeStena na unutarnjoj membrani kloroplasta
(Froehlich i sur., 2001). Nakon ranjavanja biljke koncentracije JA i OPDA znacajno
narastu (Creelman i Mulet, 1997, Parchmann i sur., 1997) a u istraZivanju u kojem su
biljke tretirane tim spojevima, doslo je do sinteze LOX-a (Porta i sur., 1999) i spojeva

koji u biljci sluze kao obrana od biljojeda (Creelman i Mulet, 1997). Zbog toga se moze



pretpostaviti da ovakav mehanizam pozitivhe povratne sprege moze aktivirati stvaranje
dodatnih koli¢ina LOX-a u stanici ali i drugih oksilipina koji imaju ulogu u odgovoru na
ranjavanje biljke. Za razliku od LOX enzima na unutarnjoj strani kloroplasta koji
suraduju s AOS, hidroperokside koje stvaraju LOX enzimi na vanjskoj strani membrane
kloroplasta koristi protein hidroperoksid-liaza (HPL) (Froehlich i sur., 2001). HPL
katalizira stvaranje hlapljivih komponenti tijekom ozljeda na billkama koje stvaraju
kukci, a njihova uloga je privliacenje prirodnih predatora kukaca koji napadaju biljku
(Agrawal, 2000). Kod grahorice Phaseolus lunatus, koja je bila zarazena crvenim
paukom (Tetranychus urticae) otkrivene su velike koli€ine transkripta LOX-a i njihova
povecCana aktivnost. Nakon izlaganja listova nezarazene biljke hlapljivim tvarima iz
zarazene, dobiven je isti rezultat, povec¢ana aktivhost LOX-a i povec¢ana koli€ina
transkripta LOX-a (Arimura i sur., 2000). Tijekom napada patogena na biljku dolazi do
hipersenzitivnog odgovora biljke — stani€ne smrti na mjestu infekcije zbog gubitka
integriteta membrane i stvaranja lipidnih peroksida. Listovi duhana koji su bili tretirani
proteinskim elicitorom kriptogeinom imali su vece koli¢ine i 9-LOX-a i 13-LOX-a.
Izooblik 13-LOX uklju€en je u put stvaranja JA, koja pak poti€e aktivnost izooblika 9-
LOX, odnosno oksidaciju lipida stanicne membrane zbog €¢ega dolazi do njezinog

propadanja i na kraju same smrti stanice (Rustérucci i sur., 1999).

1.3. Utjecaj selena na biljke

Selen (Se) je kao mikronutrijent esencijalan za nize biljke dok nije dokazana
njegova potreba u visim billkkama (Terry i sur., 2000). Apsorpcija selena u biljke ovisi o
mnogo faktora: vrsti i razvojnom stadiju biljke, obliku i koncentraciji selena u tlu,
svojstvima tla i sposobnosti biljke za njegovo metaboliziranje. Biljke unose selen
apsorpcijom iz tla u dva anorganska oblika, selenit (SeOz?) i selenat (SeOa4?). Ukoliko
se selen unosi u obliku selenata, potrebna je njegova redukcija do selenita, koji se
potom reducira do selenida a zatim ugraduje u biljne proteine u obliku selenocisteina
(Se-Cys) ili selenometionina (Se-Met). UC€inak selena na biljku ovisi o njegovoj
koncentraciji u tlu (Shankar, 2006), odnosno o stupnju apsorpcije u biljku. Singh i
suradnici (1980) su u svojem istrazivanju pokazali kako selen u malim koli¢inama (0.5
mg x kg Se) ima pozitivno djelovanje na rast i povecanje suhe tvari indijske gorusice,
dok u velikim koncentracijama inhibira rast i klijanje zelene salate, rajCice i rotkvice
(Carvalho i sur., 2003). Osim utjecaja na rast i razvoj biljaka, selen utjeCe i na

antioksidacijsku sposobnost biljaka. Jedan od razloga tome je i to Sto je on



komponenta mnogih enzima koji sudjeluju u odgovoru na oksidacijski stres, medu
njima i glutation-peroksidaze (Hartikainen i sur., 2000, Rios i sur., 2009). Tijekom
stresnog razdoblja uzrokovanog susom, hladno¢om, UVB stresom i drugim biotic¢kim i
abiotiCkim Cimbenicima selen poti€e antioksidacijsku aktivnost biljaka (Hartikainen i
Xue, 1999, Djanaguiraman i sur., 2005). Mnoga istrazivanja su dokazala kako selen u
niskim koncentracijama potiCe antioksidacijsku aktivnost u stanici dok je njegova
primjena u viSim koncentracijama toksi¢na za stanicu (Nowak i sur., 2004, Hartikainen
i sur., 2000, Rios i sur., 2009).

1.4. Cilj rada
Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj razliCitih koncentracija selena u obliku
selenita i selenata na ekspresiju biljnih LOX enzima i razinu lipidne peroksidacije (LPO)

u izdancima pSenice (Triticum aestivum L.).



2. MATERIJALI | METODE

2.1. Opis eksperimenta

Modelni organizam u ovom eksperimentu bila je pSenica, Triticum aestivum L.
PSenica je uzgajana 15 dana u plasti¢nim posudama dimenzija: duzina 19.5 cm, Sirina
17.5 cm, dubina 11 cm, volumen 2 L i ukupna povrsina od 0.034 m? u kojima se nalazilo
1.8 kg tla po posudi odnosno 1.6 kg suhog tla. Vlaznost tla bila je 11% a nakon
zalijevanja otopinama selena 30%. U svaku posudu je zasadeno 100 zrna pSenice i
dodano 20 gujavica te zaliveno sa 250 mL vode i 50 mL otopine selenita odnosno
otopine selenata po posudi. Ukupno su bile 24 posude: 6 kontrolnin te 18
eksperimentalnih s po 3 posude za svaku od 3 koncentracije selenita odnosno
selenata. Koncentracije selenita i selenata bile su jednake a iznosile su: 0.01 mg x kg
1,0.1 mg x kgti 1 mg x kg. PSenica je rasla u fitotronu na 20 °C, 70% vlage, te na

16/8 h ciklusu dana i noci tijekom 15 dana.

2.2. Izolacija proteina

Klijanci pSenice su usitnjeni u sitni prah u teku¢em duSiku pomocu tucka i
tarionika i suspendirani u 1 mL ekstrakcijskog pufera (100 mM natrij-fosfatni pufer, pH
7.0 i 1 mM EDTA). Homogenati su zatim centrifugirani 15 min na 22 000 g i +4 °C.
Dobiveni su supernatanti sluzili za odredivanje koncentracije proteina te odredivanje

ekspresije LOX-a.

2.3. Mjerenje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u tkivnim ekstraktima odredena je metodom 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
Cega dolazi do stvaranja kompleksa protein — boja i pomaka maksimuma apsorbancije
s 465 nm na 595 nm. Razrijedeni proteinski ekstrakt (100 pyL) pomijeSan je s 1 mL
Bradford reagensa (100 mg CBB G-250, 50 mL etanola, 100 mL 85% fosforne kiseline,
dH20 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
mLL. Iz vrijednosti izmjerenih apsorbancija poznatih koncentracija BSA dobiva se

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



2.4. Denaturirajuca elektroforeza u poliakrilamidnom gelu

Ukupni proteini izdanka pSenice_razdvajani su diskontinuiranom natrijev dodecil
sulfat — poliakrilamid-gel elektroforezom (engl. Sodium Dodecyl Sulfate -
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE). Razdvajanje proteina provedeno je
u 4%-tnom gelu za sabijanje i 12%-tnom gelu za razdvajanje metodom po Laemmliju
(1970). Nakon pripreme je otopina gela za razdvajanje izlivena u kalup, kojeg Cine dvije
staklene ploCe te je nadsvodena 20%-tnim etanolom kako bi se omogucila
polimerizacija gela. Nakon §to je polimerizirao, na donji je gel izliven gel za sabijanje u
koji je zatim uronjen CeSalj kako bi se oblikovale jaZice u koje nanosimo uzorke.
Neposredno prije nanosenja na gel, proteinski su uzorci pomije$ani s Laemmli puferom
za denaturaciju (125 mM Tris (pH 6.8), 4% (w/v) SDS, 10% (v/v) B-merkaptoetanol,
32% (v/v) glicerol, kap bromfenola plavog) u omjeru 4:1 i zagrijavani 5 min u kupelji
na +80 °C, kako bi se proteini denaturirali i povezali sa SDS-om. Nakon kratkog
centrifugiranja uzorci su naneseni u jazice, tako da je u svaku jazicu dodano 30 ug
proteina. U jednu jazicu naneSen je proteinski standard, koji sluzi za pokazivanje
polozaja proteina odredene molekularne mase na gelu za vrijeme elektroforeze.
Elektroforeza je provedena u kadici za vertikalnu elektroforezu Mini-Protean Tetra
system (BIO-Rad) u 1 x puferu za elektroforezu (25 mM Tris, 0.192 M, 10% (w/v) SDS,
pH 8.3) pri uvjetima napona od 100 V tijekom prolaska proteina kroz gel za sabijanje
(oko 15 minuta), nakon Cega je slijedilo poveéanje napona na 150 V. Elektroforeza je

zaustavljena nakon §to je fronta boje bromfenol plavo dosla do ruba gela.

Gel za razdvajanje, 12% -tni

deH20 - 1.675 mL

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) - 1.25 mL

Akrilamid, 29.2%/Bis-akrilamid, 0.8% (30%AA/Bis) - 2 mL
SDS, 10 % - 50 uL

APS - 25 uL

TEMED - 5 uL

Gel za sabijanje, 4% -tni

deH20 - 1.525 mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) - 0.625 mL

Akrilamid, 29.2%/Bis-akrilamid, 0.8% (30%AA/Bis) - 333 uL
SDS, 10 % - 25 pL

APS —12.5 uL

TEMED -5 L



2.5. Prijenos proteina na membranu

Nakon sto su proteini izdanka pSenice razdvojeni SDS-PAGE elektroforezom
proteini iz gela su preneseni na PVDF membranu ,mokrim prijenosom“ u puferu za
prijenos (25 mM Tris, 192 mM glicin, 20% metanol, pH 8.47). Dobiveni gel je prije
prijenosa ispran u 100 mL pufera za prijenos kako bi se uklonile soli i detergenti, dok
je membrana za prijenos ovlazena u metanolu (3 min), isprana vodom i ekvilibrirana u
puferu za prijenos. Nakon pripreme membrane i gela, u kadici s puferom za prijenos
slagana je kazeta za prijenos proteina: na dobro namocenu spuzvicu, slaze se redom
komad navlazenog filtar papira (Whatman), gel, PVDF membrana, navlazeni filtar
papira (Whatman) te ponovno namocena spuzvica. Kazeta je zatvorena pazeci da ne
dode do pomicanja slojeva. Prijenos je provoden u kadici za vertikalnu elektroforezu
Mini-Protean Tetra system (BIO-Rad) do vrha napunjenoj puferom za prijenos, pri 100
V tijekom 2 sata. Po zavrSetku, kazeta je paZljivo rastavljena a membrana je prije

bojenja ispirana u 100 ml PBS pufera tijekom 10 min.

2.6. Bojanje proteina bojom Ponceau S

Nakon prijenosa proteina na membranu, kako bi se provjerila uspjeSnost
prijenosa proteina, membrana je bojana otopinom boje Ponceau S (3% (m/v)
trikloroctene kiseline, 3% (m/v) sulfosalicilne kiseline, 0.2% (m/v) Poncea S).
Membrana je inkubirana u 10 mL otopine Ponceau S oko 5 min uz zibanje, prilikom

Cega su se proteinske vrpce obojile u ruZicasto.

2.7. Imunodetekcija proteina na membrani

Nakon prijenosa proteina na membranu i provjere prijenosa bojenjem s bojom
Ponceau S, LOX enzimi se detektiraju pomocu specificnih protutijela. Membrana je
nakon odbojavanja inkubirana u reagensu za blokiranje (5% (m/v) nemasno mlijeko u
prahu u 1x puferu PBS) tijekom 2-3 sata, kako bi se blokirala sva mjesta na membrani
na kojima nema vezanih proteina. Nakon blokiranja, membrana je inkubirana u otopini
s primarnim protutijelima (Agrisera Antibodies, AS06 128) razrijedenih u reagensu za
blokiranje u omjeru 1:1000. Inkubacija s primarnim protutijelima odvijala se uz lagano
mijeSanje na orbitalnoj mijesalici tijekom noc¢i, na 4°C. Sljedeci dan membrana je 4 puta
ispirana u 100 mL PBS pufera po 10 min. Nakon ispiranja, membrana je inkubirana
tjekom 2 sata u otopini sekundarnih protutijela (Santa Cruz Biotevhnology, Inc.,
donkey anti-abbit IgG-HRP: sc-2313) razrijedenih u reagensu za blokiranje u omjeru

1:5000. Nakon inkubacije membrana je 3 puta po 10 minispirana u 100 ml PBS pufera.
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2.8. Detekcija proteina

Za detekciju proteina koriStena je kolorimetrijska metoda za peroksidazu,
priikom &ega se kao kromogeni supstrat koriste H20:2 i 3,3-diaminobenzidin
tetrahidroklorid (DAB). Isprana membrana se inkubira u otopini H202 i DAB-a, koja je
pripremljena otapanjem komercijalnog reagensa (SIGMAFAST™ DAB with Metal
Enhancer tablet) u obliku tablete u vodi. Nekoliko minuta nakon inkubacije nastalo je
tamno obojenje na mjestu reakcije. Bojenje je prekinuto prema vlastitoj procjeni nakon
10-15 min, a membrana ostavljena da se osus$i na zraku. Membrana je nakon bojenja
dokumentirana skeniranjem pomocu printera Canon MP280. Intenzitet vrpci
kvantificiran je softverom Kodak 1-D image analysis (Eastman Kodak, New Haven,

SAD) i normaliziran prema kontrolnoj skupini.

2.9. Odredivanje razine lipidne peroksidacije

Razina LPO u izdancima pSenice odredena je metodom po Vermau i Dubeyu
(2003), mjerenjem reaktivnih supstanci tiobarbiturne kiseline (TBARS). Smrznuti
izdanci pSenice su usitnjavani u teku¢em dusiku pomocu tucka i tarionika. Usitnjeno je
tkivo (200 mg) 15 minuta ekstrahirano u 1 mL 0.1% (w/v) trikloroctene kiseline (TCA).
Nakon centrifugiranja homogenata 5 minuta pri 6 000 g na +4 °C, na 0.5 mL dobivenog
supernatanta dodan je 1 mL reagensa za odredivanje MDA (0.5% (w/v) tiobarbituratna
kiselina (TBA) u 20% (w/v) otopini TCA). Kao slijepa proba koristila se reakcijska
smjesa (0.5 mL 0.1% TCA i 1 mL reagensa TCA/TBA). Reakcijska je smjesa
inkubirana 30 minuta u vodenoj kupelji na +95 °C, nakon Cega je reakcija zaustavljena
hladenjem u ledenoj kupelji te centrifugirana 15 minuta na 18 000 g i +4 °C. Tijekom
zagrijavanja kisele reakcijske smjese lipidni peroksidi se raspadaju, pri Cemu nastaje
MDA koji reagira s TBA, a intenzitet nastalog crvenog obojenja odreden je
spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije pri 532 nm i 600 nm. Apsorbancija pri
600 nm oduzima se od apsorbancije pri 532 nm zbog korekcije za nespecifi¢nu
reakciju. Koli¢ina TBARS-a izraCunata je na temelju ekstinkcijskog koeficienta (¢ = 155

mM-t x cm) i izrazena u nmol po gramu svjeze tvari (nmol x g2 sv.v.).

2.10. 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 statisticCkom



programu STATISTICA 12.0 (Statsoft, Inc, Tulsa, SAD). Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD). Razlike izmedu srednjih
vrijednosti skupina (kontrola i razliciti 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 selena na ekspresiju biljnih lipoksigenaza u izdancima pSenice

U odnosu na kontrolnu skupinu primjecuje se kako porastom koncentracije
selenita opada intenzitet vrpci, odnosno ekspresija LOX-a u odnosu na kontrolnu
skupinu. Najmanju ekspresiju LOX-a ima skupina tretirana najvecom koncentracijom
selenita (1 mg x mL1). Kod izdanaka pS$enice tretiranih selenatom, ekspresija LOX-a
takoder zna€ajno opada u odnosu na kontrolu kod tretmana koncentracijama 0.01 i 1
mg x mL?, dok kod tretmana koncentracijom selenata od 0.1 mg x mL* ima trend

opadanja, ali ta razlika u odnosu na kontrolu nije statisticki znacajna (Slika 2.)

a b
b
ab 2 b
b

kontrola  selenit 0.01 selenit 0.1 selenit 1 selenat 0.01 selenat 0.1  selenat 1

120

100

8

=]

6

o

4

o]

Relativni intenzitet vrpci (%)

2

=]

o

Slika 2. Relativni intezitet vrpci lipoksigenaze 15 dana nakon tretmana otopinama
razlicitin koncentracija selenita i selenata (0.01, 0.1 1 mg x mL™?). Intenzitet vrpci
kvantificiran je softverom Kodak 1-D image analysis (Eastman Kodak, New Haven,
SAD) i normaliziran prema kontrolnoj skupini. Razlike izmedu skupina testirane su
LSD post hoc testom. Razli€ita slova oznaCavaju statisticki znacajne razlike izmedu
pojedinih skupina (P< 0.05).
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3.2. Utjecaj selena na razinu lipidne peroksidacije u izdancima pSenice

Slika 3 prikazuje koli€¢inu TBARS-a u izdancima pSenice 15 dana nakon
tretmana trima razli¢itim koncentracijama selenita i selenata (0.01, 0.1 1 mg x mL™1).
Koncentracija TBARS-a nakon tretmana selenitom i selenatom ostaje nepromijenjena
u odnosu na kontrolnu skupinu tretiranu vodom. lako vece koncentracije selenata

imaju tendenciju povecanja koliCine TBARS-a, te razlike nisu statistiCki znacajne.

=
o

a
9 s 2
8 a 2 a
a
2z
i
B
- 5
b o selenit
o 4
€ M selenat
S 3
2
1
0
Kontrola 0.01 mgxmL-1 0.1 mgxmL-1 1 mgxmlL-1
Tretmani

Slika 3. Koli¢ina TBARS-a u izdancima pS$enice 15 dana nakon tretmana trima
razli¢itim koncentracijama selenita i selenata (0.01, 0.1 i 1 mg x mL1). Kontrolni izdanci
su tretirani vodom. Rezultati (n=6) su prikazani kao srednje vrijednosti + SD. Razlike
izmedu srednjih vrijednosti kontrole i tretmana (viSe skupina podataka) utvrdene

pomocu analize varijance s jednim promjenjivim faktorom (one-way ANOVA).
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4. RASPRAVA

Selen kao mikronutrijent u biljku se apsorbira kroz korijen u obliku selenita i
selenata. Primanje selenata u biljku je znatno brZe u odnosu na selenit, te se lakSe
prenosi do listova, dok selenit ima tendenciju zadrzavanja u korijenu (Zayed i sur.,
1998). Od selena koji se kroz korijen apsorbirao u obliku selenata, 84% i vise se
translocira prema listu dok je kod selenita taj postotak 47% ili vise (Hopper i Parker,
1999). Hartikainen i suradnici (2000) su dokazali dvostruku ulogu koju primjena selena
moze imati na biljke. U nizim koncentracijama (0.1 1.0 mg x kg tla) selen se ponasa
kao antioksidans i smanjuje stupanj LPO dok pri vi§im koncentracijama (10.0 i 30.0 mg
x kg! tla) ima prooksidativan ucinak, odnosno u bilkama izaziva stres. Kao pouzdani
pokazatelji stresa u biljci mogu se mjeriti stupanj LPO biljaka izrazen kao aktivhost
LOX-a i koncentracija MDA koji nastaje raspadanjem lipidnih peroksida. LOX enzimi
kataliziraju stvaranje lipidnih hidroperoksida iz kojih nastaju spojevi koji mogu potaknuti
odgovor biljke na stres. Pri koncentracijama selena u ovom istrazivanju (0.01, 0.1 i 1
mg x mL?) ekspresija LOX-a u p$enici je u svim uzorcima bila manja u odnosu na
kontrolnu skupinu, pa je i njezina aktivnost bila manja. Kod uzoraka tretiranih selenitom
s povecanjem koncentracije ekspresija LOX-a se smanjuje, dok je pri koncentraciji od
1 mg x mL? ekspresija najmanja u odnosu na kontrolu. U tretmanima selenatom
najvecu ekspresiju izazvala je koncentracija selena od 0.1 mg x mL?, no to je i dalje
manja ekspresija u odnosu na kontrolu. To upucuje na zaklju€ak da selen pri ovim
koncentracijama ne izaziva odgovor na stres kod biljke, iako na neki nacin utjeCe na
smanjenje ekspresije LOX-a. Tome u prilog idu i izmjerene koli¢ine TBARS-a u stanici
koje pokazuju kako izmedu skupina koje su imale razliite tretmane nema statisticki
znacajne razlike. Tijekom stresa, pod utjecajem razliCitih abiotiCkih i biotickih faktora u
stanici dolazi do nakupljanja H202 koji moZe kao ostali reaktivni kisikovi spojevi ostetiti
lipidnu membranu. U istraZivanju Rios i suradnika (2009) ispitivan je utjecaj razli€itih
koncentracija (5, 10, 20, 40, 60, 80 i 120 uM) selenita i selenata na koliCine H202 u
stanicama zelene salate (Lactuca sativa) a kao pokazatelj stupnja lipidne peroksidacije
mijerili su koli¢inu MDA i aktivnost LOX-a. Svi primijenjeni tretmani su uzrokovali porast
aktivnosti LOX-a, koli¢ine MDA i koncentracije H202. Takoder, zanimljiv je podatak da
je kod svih biljaka primjena selenita izazvala veéu aktivnost LOX-a, koli€inu MDA i
koncentraciju H202 u odnosu na one biljke tretirane selenatom. Dobiveni rezultati
pokazali su da je selen u obliku selenata manje toksiCan iako se selenat u vecoj mjeri

prenosi do listova. Sli¢ne rezultate koji pokazuju da je koli¢ina mjerenog MDA veca
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kod primjene selenita nego selenata dobili su Lee i Park (1998). Vodeci se rezultatima
ovih istrazivanja moglo bi se oCekivati da ¢e stupanj LPO u skupinama tretiranima
selenitom biti ve¢i nego u onim tretirani selenatom $to se pokazalo neispravnim.
Izmedu tretmana nije bilo statistiCki znaCajne razlike u izmjerenim koliCinama TBARS-
a u stanici, dakle u ovom slucaju nije dokazano da jedan od oblika selena unesen u
biliku izaziva jaci stres. VeCe koncentracije selena u tretmanima (5, 10, 20, 30, 40, 60,
80 i 120 uM) koje su koristene u ranijim istrazivanjima (Rios i sur., 2009, Hartikainen i
sur., 2000) bi uzrokovale veéi stres pa time i potaknule ja¢i odgovor stanice, izrazen

kao koli¢ina LOX-a i stupanj LPO.

14



5. ZAKLJUCAK

Izdanci pSenice nisu pokazali da se nalaze u stanju poviSenog oksidacijskog
stresa, buduci da razliciti oblici selena pri razliCitim koncentracijama nisu utjecali na
povecanje razine LPO. Ekspresija LOX-a, koji sudjeluju u sintezi spojeva koji poti¢u
biljni odgovor na stres je kod svih tretmana selenom bila manja u odnosu na kontrolnu
skupinu, Sto ukazuje na negativni u€inak selena na ekspresiju ovog enzima. Stvaranje
vecih koli€¢ina LOX enzima i povecanje stupnja LPO kao pokazatelja povec¢anog stresa
u biljci izazvale bi koncentracije selenita i selenata ve¢e od primijenjenih u ovom
pokusu (npr. 5, 10, 20, 30, 40, 60, 80 i 120 uM koje su koristene u istrazivanju Rios i
sur., 2009).
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