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Uvod

1.1 Selen - 'esencijalni otrov'

Selen (Se) je metaloid 16. skupine periodnog sustava elemenata koji je po
svojim fizikalno-kemijskim svojstvima sli€an sumporu (S). Otkrio ga je Svedski kemicar
Jons Jakob Berzelius 1817. godine., a ime je dobio po grckoj rijeCi 'selene' Sto u
prijevodu znaci 'mjesec' (Boyd, 2011). Prema dosadasnjim spoznajama, prvi zapisi o
teSkim posljedicama trovanja selenom datiraju iz 13. stolje¢a, kada je Marco Polo u
pokrajini Shanxi (Kina) uocCio ozbiljne posljedice kod Zivotinja koje su se hranile
biljkama bogate selenom (Hartikainen, 2005; Bodnar i sur., 2012). Sli¢an problem je
zabilijezen i u 19. stoljeéu u SAD-u. Smatralo se da je Se isklju€ivo otrovan element,
dok 1957. godine nije otkriveno kako male koncentracije Se sprijeCavaju miSicnu
distrofiju i cirozu jetre u Stakora (Schwarz i Foltz, 1957). Istrazivanja koja su tada
uslijedila orijentirana su na znacajnu bioloSku ulogu Se, pri ¢emu je utvrdeno kako je
u manjim koncentracijama Se esencijalan za zivotinje.

Danas je poznata esencijalna uloga manjih koncentracija Se za ljude (Burk,
2002), Zivotinje (Schomburg i sur., 2004), bakterije (Stadtman, 1974) i neke nizZe biljke
(Abdel-Hamid i Skulberg, 1995). Selen inteferira s brojnim metaboli¢kim putevima Zivih
organizama $to se intenzivno istrazuje vec¢ desetlje¢ima. Svoju bioloSku ulogu
najvecim dijelom ostvaruje preko dviju selenoaminokiselina, selenometionina (SeMet)
i selenocisteina (SeCys). Spomenuta dva oblika, ali i drugi oblici Se, uglavhom se
unose prehranom, pri ¢emu su biljke glavni izvor Se (Hariharan i Dharmaraj, 2020). U
humanom genomu dokazano je postojanje najmanje dvadesetak razliCitih
selenoproteina koji su uklju€eni u oksidoredukcijske reakcije, antioksidacijsku obranu,
metabolizam tiroidnih hormona i imunnolo$ki odgovor, no postoje i oni kojima jo$ nije
dokazana uloga (Lu i Holmgren, 2009). Tako je Se dio katalitickog centra nekoliko
selenoproteina poput glutation-peroksidaze (Rotruck i sur., 1973), tioredoksin-
reduktaze (Gladyshev i sur., 1996) i jodotironin-dejodinaze (Behne i sur., 1990).
Posebno je znacajan i selenoprotein P koji ima ulogu u prijenosu Se iz jetre u druga
tkiva (Burk i Hill, 2009). S obzirom na mnogobrojne uloge koje selenoproteini imaju kod
ljudi i zZivotinja, nedostatak Se u prehrani moze uzrokovati ozbiljne zdravstvene
posljedice. Tako se nedostatak Se povezuje s poremecéenim djelovanjem hormona
Stitnjae (Ambroziak i sur., 2017), Kashin-Beckovom bolesti (Nesterov, 1964),
Keshanovom bolesti (Chen i sur., 1980) i mnogim drugim bolestima povezanim s

imunolo$kim, miSi¢no-kostanim, Ziv€anim i reproduktivnim sustavom. Smatra se da od
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oboljenja uzrokovanim nedostatkom Se boluje vise od 500 milijuna ljudi Sirom svijeta
(Haug i sur., 2007) te da postoji Cvrsta poveznica izmedu ucestalosti oboljenja i
podrucja gdje su tla siromasna Se (Ambroziak i sur., 2017).

lako je Se esencijalan element, tanka je granica izmedu njegove esencijalnosti
i toksi¢nosti. Unos prevelikih koncentracija Se u organizam rezultira trovanjem ili
selenozom koja moze biti akutna i kroni¢nha. Unato€ njenim letalnim posljedicama,
selenoza je puno rjeda od posljedica koje uzrokuje nedostatak Se u prehrani. Simptomi
selenoze su raznovrsni i mnogobrojni, a dijareja, hipotenzija, hipokalemija, cijanoza,
plu¢ni edem, miopatija, gr€evi u trbuhu, gubitak kose, oStecenje noktiju su samo neki
od njih. Vrsta i jaCina simptoma ne ovise samo o koncentraciji, nego i o obliku Se (Lech,
2002; Lewis, 2007; Hadrup i Ravn-Haren, 2020).

1.2. Selen u tlu

Se se u prirodi rijetko pojavljuje u elementarnom obliku, ali se Cesto pojavljuje u
obliku sulfidnih ili ostalih minerala gdje je kombiniran s elementima poput srebra, bakra,
nikla i olova (Natasha i sur., 2018). lako su minerali najvecéi prirodni izvor Se
(Nancharaiah i Lens, 2015), njegova prisutnost u stijenama, vulkanskoj tvari, fosilnim
gnojivima, vodama i tlima govori o mnogobrojnosti i raznovrsnosti ostalih izvora.
Pojava, raspodjela i koncentracija Se u tlu ovise prvenstveno o vrsti mati¢ne stijene od
koje je tlo nastalo, o prirodnim procesima poput oborina te o vrsti tla i njegovim
karakteristikama (Gong i sur., 2022). Osim prirodnih procesa, pojava i raspodjela Se u
tlu uvelike ovise i 0 antropogenim utjecajima. Medu prirodnim procesima, uz oborine,
koji uzrokuju znacajno otpustanje Se u tlo treba spomenuti erozije tla, pozare i
vulkanske erupcije. Poseban naglasak treba staviti na klimatske promjene s kojima se
svijet trenutno suoCava jer postoje istrazivanja koja predvidaju da ¢e promjene klime i
sadrzaj organskog ugljika tla rezultirati smanjenjem koncentracije Se u tlu, posebno u
poljoprivrednim podrucjima (Jones i sur., 2017). S druge strane, antropogene
aktivnosti koje bi mogle utjecati na pojavu i raspodjelu Se u tlu ukljuéuju procese
sagorijevanja nafte i ugljena, procese izolacije i procis¢avanja elemenata poput srebra,
bakra, nikla i olova te brojne poljoprivredne aktivnosti kao Sto je agronomska
biofortifikacija (Johnson i sur., 2010; Fordyce, 2013).

Koncentracije Se u tlu razlikuju se ovisno o geografskom polozaju i vrsti tla
(Wang i Gao, 2001; Lopes i sur., 2017). Raspon koncentracija Se u vecini tala iznosi
od 0.01 do 2 mg x kg* (Nancharaiah i Lens, 2015; Natasha i sur., 2018), a prosje¢no
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oko 0.4 mg x kg (Gupta i Gupta, 2017). No, postoje i tla koja mogu biti okarakterizirana
kao selenom siromasna i selenom bogata tla (seleniferna). Seleniferna tla mogu
sadrzavati do 1250 mg x kg Se, a Cesto nastaju iz sedimentih stijena te imaju visok
udio organske tvari. Tla siromasna selenom sadrze manje od 0.5 mg x kg%, a ¢esto su
to tla nastala iz magmatskih stijena (Gupta i Gupta, 2000; Hartikainen, 2005).

Se se u tlu moze naci u nekoliko oksidacijskih stanja kao anorganski i organski
oblik. Anorganski Se se nalazi u obliku elementarnog Se (Se?), selenida (Se?),
selenata (Se04?) i selenita (Se03?), a najznacajniji organski oblici su selenocistein
(SeCys) i selenometionin (SeMet) (Fordyce, 2013). Bioraspolozivost i kemijski oblici
Se u tlu ovise o reakcijama kao Sto su sorpcije, desorpcije, precipitacije, otapanja i
formiranje kompleksa Se s razli¢itim ligandima (Alfthan i sur., 2015). Se u tlu moze
stvarati komplekse s razliCitim elementima poput kisika, vodika, Zeljeza, halogenih
elemenata te brojnih drugih Sto moze utjecati na njegova svojstva i bioraspolozivost.
Tako se primjerice slabo topivi elementarni Se Cesto nalazi u spojevima sa S poput
selenovog sulfida (Se2S2), dok se selenat i selenit nalaze u ionskim oblicima topljivim
u vodi (Adriano, 2001). Bioraspolozivost razli€itih oblika Se ovisi i o fizikalno-kemijskim
svojstvima tla kao Sto su pH i redoks potencijal. Tako je selenat karakteristiCan za
dobro oksidirana tla, prozracena i alkalna tla semiaridnih podrucja. Vrlo je topljiv u vodi
te se slabije adsorbira za Cestice tla Sto ga Cini jednim od najmobilnijih anorganskih
oblika Se (Yamada i sur., 1998). Suprotno, selenit je zastupljen u umjereno oksidiranim
tlima neutralnog pH i jaCe se adsorbira za Cestice tla od selenata, dok selenidi
dominiraju u izrazito kiselim tlima, netopivi su u vodi te kao takvi nedostupni biljkama
(Yamada i sur., 1998; Zhu i sur., 2009).

1.3. Biofortifikacija

Razina Se u hrani biljnog porijekla ovisi o geoloskim, geokemijskim i klimatskim
¢imbenicima koji utje€u na njegovu prisutnost i bioraspolozivost u tlu. Kako Se u
hranidbeni lanac ulazi kroz biljke, nedostatak Se u prehrani ljudi i Zivotinja prvenstveno
je posljedica niskih razina Se u tlima (Stoffaneller i Morse, 2015; Winkel i sur., 2015).
Bududi da je u regijama siromasnim Se potrebno prehranom povecati njegov unos
kako bi se zadovoljile dnevne potrebe za istim, s vremenom su se razvile isplative i
odrzive strategije za proizvodnju hrane bogate Se. Potencijalno rieSenje ukljuCuje
agronomsku i genetiCku biofortifikaciju Ciji je cilj povecanje koncentracije i

bioraspoloZivosti Se u jestivim dijelovima biljaka (White i Broadley, 2005).
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Najprikladnije kulture za biofortifikaciju predstavljaju Zitarice, poput rize, kukuruza i
pSenice, koje zbog velike nutritivne vrijednosti konzumira veliki dio svjetskog
stanovnistva (Boldrin i sur., 2013; Ducsay i sur., 2016).

Agronomska biofortifikacija Se se odnosi na aplikaciju razli€itih oblika Se u tlo
u zonu korijena ili folijarno (Boldrin i sur., 2013). Brojna dosada$nja istraZivanja govore
o ucinkovitosti ove strategije na povecanje koncentracije Se u rizi (Boldrin i sur., 2013),
salati (Rios i sur., 2008), pSenici (Ducsay i sur., 2016), leci (Thavarajah i sur., 2008),
kukuruzu (Chilimba i sur., 2012) i brojnim drugim vrstama. U¢inkovitost agronomske
biofortifikacije prvenstveno ovisi o obliku Se, ali i o nacinu njegove primjene. Od svih
postojecih kemijskih oblika Se, u biofortifikaciji se najceS¢e koriste selenat i selenit jer
su najdostupniji billkkama te se lakSe unose od ostalih oblika (Broadley i sur., 2010;
Ramos i sur., 2010; Chilimba i sur., 2012; Galinha i sur., 2014; de Lima Lessa i sur.,
2019). Premarathna i suradnici (2012) su utvrdili kako se biofortifikacija pospjeSuje ako
se neki od oblika Se aplicira zajedno s hranjivim gnojivom kao $to je urea. lako vecina
istrazivanja pokazuju kako je biofortifikacija, neovisno o nacinu aplikacije Se,
ucinkovitija uslijed izlaganja selenatu nego selenitu (Mao i sur., 2014; Ros i sur., 2016;
Li i sur., 2018), pojedina istrazivanja su utvrdila suprotno (Lidon i sur., 2018). K tomu,
Nothstein i suradnici (2016) su utvrdili kako je selenit u rizi potaknuo akumulaciju
organskog Se, koji je uglavnom bio pohranjen u korijenu, nejestivom dijelu biljke.
Suprotno tome, unos selenata rezultirao je njegovom akumulacijom u vi§im dijelovima
izdanka, Sto je bitan preduvjet za prijenos selenata do zrna. Usporedujuéi nacin
aplikacije Se, smatra se kako su folijarni tretmani u€inkovitiji od aplikacije Se u tlo koja
je znatno popularnija strategija (Mao i sur., 2014; Ros i sur., 2016). No primjerice,
Boldrin i suradnici (2013) su svojim istrazivanjem utvrdili kako su oba nacina bila
jednako uspjesna u biofortifikaciji rize nakon izlaganja selenatu i selenitu. Prednost
folijarne aplikacije Se, u odnosu na direktnu aplikaciju u tlo, je u tome Sto nema
prijenosa od korijena do izdanka te je neovisna o fizikalno-kemijskim €imbenicima tla
koji mogu smanijiti ucinkovitost biofortifikacije. Takoder, folijarnom aplikacijom se
postiZe jednak ucinak kao i aplikacijom u tlo, samo sa znatno manjim koncentracijama
primijenjenog Se (Ros i sur., 2016). Medutim, treba napomenuti kako je za uspjesSnu
folijarnu biofortifikaciju potrebna $to veca povrsina lista za bolju adsorpciju. Folijarnu
biofortifikaciju mogu ograniciti i uvjeti u okoliSu koji obuhvacaju promjene temperature
i relativne vlaznosti zraka, brzinu i smjer vjetra te padaline (Szerement i sur., 2021), a

klju€no je primijeniti ju u odgovarajuéoj fazi rasta i razvoja usjeva (Wang i sur., 2020).
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Unato¢ prednostima folijarne biofortifikacije, aplikacija Se direktno u tlo takoder ima
svojih prednosti Sto ju €ini 'popularnijom' strategijom. Aplikacija Se u tlo pozitivno utjece
na koli€inu rizobakterija koje poti¢u rast biljaka (PGPR; engl. plant growth promoting
rhizobacteria), a prilikom Cega raste brojnost i raznolikost ostalih mikrobnih zajednica
tla (Liu i sur., 2019). Osim toga, Liu i suradnici (2019) su utvrdili kako Se u tlu smanjuje
relativnu brojnost patogenih gljiva kao Sto su vrste roda Olpidium, Armillaria,
Coniosporium, Microbotryomycetes i Chytridiomycetes.

Osim agronomske, vazno je spomenuti i geneti¢ku biofortifikaciju koja se moze
ostvariti klasi€nim oplemenjivanjem biljaka i primjenom genetiCkog inzenjeringa.
Oplemenijivanje biljaka je prirodni put stvaranja geneticke raznolikosti biljnih kultivara
umjerenog ili visokog kapaciteta za usvajanje i prijenos Se do jestivih dijelova usjeva
ili kultivara koji primarno unose organski oblik Se (Broadley i sur., 2006; Wu i sur.,
2015). S druge strane, razvojem tehnologije i novih metoda u molekularnoj biologiji,
genetiCko inZzenjerstvo se sve viSe pocinje primjenjivati kao strategija u biofortifikaciji.
GenetiCkim inZenjeringom se moze povecati akumulacija i tolerancija Se od strane
biljke, a pritom vaznu ulogu imaju enzimi povezani s metabolizmom S, odnosno Se
(Pilon-Smits i sur., 1999; White i sur., 2009). U dosada$njim istrazivanjima dobiveno
je nekoliko transgenih biljaka koje bi bile pogodne za biofortifikaciju buduéi da imaju
povecan kapacitet unosa i akumulacije Se u jestivim dijelovima biljaka. Tako su LeDuc
i suradnici (2006) transformirali vrstu Brassica juncea s genima koji kodiraju ATP-
sulfurilazu (ATP-Sul) i selenocisten-metiltransferazu (SMT) ¢ime su dobili transgene
bilike koje su akumulirale devet puta viSe Se, ito najviSe u obliku metilselenocisteina
(MetSeCys). Chen i suradnici (2019) su transformirali duhan (Nicotiana tabacum L.) s
genom iz vrste B. juncea L. koji kodira SMT. Transgeni duhan je akumuliranjem vecih
koncentracija MetSeCys u listovima pokazao vecu toleranciju na Se prilikom izlaganja
selenitu nego divlji tip biljaka. Upravo su ovakva otkri¢a doprinijela tome da se sve viSe
geneticki inZenjering spominje kao nadopuna klasi¢nom oplemenjivanju $to bi moglo
znacajno doprinijeti buducim istrazivanjima genetiCke biofortifikacije Se. Za sada
geneticki inzenjering nije toliko rasprostranjen i prihnvac¢en u praksi kao $to je to slucaj

s agronomskom biofortifikacijom.

1.4. Unos i metabolizam Se u biljkama

Unos Se iz tla te njegova distribucija u billkama ovise o prvenstveno o biljnoj

vrsti, koncentraciji i obliku Se, fizikalno-kemijskim svojstvima tla poput saliniteta i pH te
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o prisutnosti drugih elemenata (Arvy, 1989; Zayed i sur., 1998; Wang i sur., 2005).
Biljne vrste se uvelike razlikuju po svojoj sposobnosti akumuliranja Se pa tako
razlikujemo hiperakumulatore, sekundarne akumulatore i neakumulatore.
Hiperakumulatorne vrste, koje rastu na selenifernim tlima, mogu akumulirati > 1000
mg Se x kg* suhe tvari. Nadalje, sekundarni akumulatori akumuliraju 100-1000 mg Se
x kgt suhe tvari bez da pokazuju simptome toksi¢nosti, a neakumulatorne vrste manje
od 100 mg Se x kg suhe tvari (Gupta i Gupta, 2017).

Biljke korijenom iz tla primarno preuzimaju Se u obliku selenata i selenita, ali
mogu preuzimati i organske oblike poput SeMet (Slika 1) (Zayed i sur., 1998). Ostale
oblike Se koji su prisutni u tlu, elementarni Se i selenide, biljke ne mogu preuzimati jer
su netopljivi u vodi (Fernandez-Martinez i Charlet, 2009). lako biljke putem korijena
preuzimaju selenat, seleniti organski Se, mehanizmi njihova unosa i prijenosa se bitno
razlikuju. Smatra se da organski oblici Se iz tla u biljku ulaze putem aminokiselinskih
prijenosnika (Hirner i sur., 2006), a zahvaljujuci kemijskoj slicnosti Se i S, selenat se
prenosi putem visoko afinitetnih sulfatnih prijenosnika prisutnih na plazma membrani
epidermalnih stanica korijena (Li i sur., 2008; 2012; Schiavon i sur., 2015). S druge
strane, poznata su tri naina unosa selenita pa se tako dio unosi putem fosfatnih
(Zhang i sur., 2014) i silicijevih prijenosnika (Zhao i sur., 2010), a dio pasivhom
difuzijom (Arvy, 1989). Kako se spomenuta dva anorganska oblika Se prenose
sulfatnim, odnosno fosfatnim prijenosnicima, u literaturi je zabiljezeno kako unos Se
ovisi o prisutnosti S, odnosno fosfora u tlu (Arvy, 1989; Zayed i sur., 1998) te
selektivnost prijenosnika ovisi o biljnoj vrsti i njezinom nutritivnom statusu (Zhu i sur.,
2009).

Nakon unosa Se u biljku, slijedi njegova translokacija te asimilacija do organskih
oblika koja ukljuCuje veliki broj razli€itih enzima i meduprodukata (Slika 1). Osim Sto se
razlikuju po mehanizmu unosa u biljku, selenat i selenit se razlikuju u raspodjeli unutar
bilike te u putu asimilacije. Nakon unosa selenata, sulfatnim prijenosnicima se prenosi
u ksilem kojim putuje do kloroplasta u izbojku gdje se sulfatnim asimilacijskim putem
metabolizira do organskih oblika. Kaur i Sharma (2018) su utvrdili veCu koncentraciju
Se u listovima pSenice uslijed izlaganja selenatu u odnosu na selenit. U listovima jedne
vrste graha je takoder zabiljeZzen porast koncentracije Se nakon izlaganja selenatu,
dok tretman selenitom nije imao nikakvog utjecaja (Silva i sur., 2020). S druge strane,
selenit se primarno akumulira u korijenu gdje se odmah asimilira ¢ime je ograniCen

njegov prijenos u izbojak (Souza i sur., 1998; Li i sur., 2008). U prilog tome ide
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istrazivanje Hawrylak-Nowaka (2013) kojim je utvrdeno da je koncentracija Se u

korijenu nakon primjene selenita znatno ve¢a u odnosu na selenat.

y 7-7\\

[ owmse |
» aj Volatilizacija

Asimilacija i akumulacija Se
Prijenos Se u izdanak

Asimilacija Se0,*

Asimilacija Se0,?
o
&
5
3
]
2
8
&
8¢
=

Slika 1. Shematski prikaz unosa Se u biljke iz tla. Biljka iz tla moze preuzimati
anorganski i organski Se. Anorganski Se se nalazi u obliku selenata (Se04?) i selenita
(Se03?), a organski kao selenocistein (SeCys) i selenometionin (SeMet). Selenit se
asimilira do organskih oblika odmah u korijenu ¢ime je smanjena njegova translokacija
u izdanak, dok se selenat ksilemom prenosi do plastida u izdanku gdje se i asimilira.
Nakon asimilacije, razli€iti organski oblici Se se akumuliraju u biljkama, a dio se

volatizira u atmosferu u obliku dimetilselenid (DMSe) i dimetildiselenid (DMDSe).

Prvi korak u asimilacijskom putu selenata ujedno predstavlja i osnovu razlike u
putu asimilacije u usporedbi sa selenitom. U tom koraku se odvija redukcija selenata
do selenita u kloroplastima izbojka uz pomo¢ enzima ATP-Sul i APS-reduktaze (Sors
i sur., 2005) (Slika 2). U svojem istraZivanju, Pilon-Smits i suradnici (1999) su
transformirali vrstu B. juncea s genom AtAPSL1 iz uroCnjaka koji kodira ATP-Sul te
utvrdili da su transgene biljke u izdancima imale do dva puta vecu aktivhost ATP-Sul
u odnosu na netransformirane biljke. Takoder, rendgenskom apsorpcijskom
spektroskopijom utvrdeno je da su netransformirane biljke nakon izlaganja selenatu

akumulirale Se u obliku selenata, dok je selenat kod transgenih biljaka bio reduciran i
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akumuliran u organskom obliku. Time su zakljuCili kako je prekomjerna ekspresija
ATP-Sul uzrokovala povecanu redukciju selenata te je asimilacija selenata do
organskih oblika ograni¢ena upravo korakom kojeg katalizira ATP-Sul. Poznato je da
selenat moze znacajno povecati kako aktivnost tako i ekspresiju ATP-Sul (Ramos i
sur., 2011). No, pokazalo se kako i selenit mozZe pozitivho utjecati na ekspresiju ATP-
Sul $to je utvrdeno analizom transkriptoma gena uklju¢enih u metabolizam Se u
korijenu vrste Camellia sinensis (Cao i sur., 2018).

Jednom nastali selenit, kao i onaj u korijenu, asimilira se do organskih oblika
SeCys i SeMet od kojih mogu nastati i netoksi¢ni hlapljivi oblici, dimetilselenid (DMSe)
i dimetildiselenid (DMDSe) koji volatiziraju u atmosferu (Pilon-smits i Quinn, 2010).
Selenit se moZe reducirati do SeCys enzimskim i neenzimskim putem, a korak koji im
prethodi je redukcija selenita do selenida (Se?). U neenzimskom putu, selenid se uz
prisustvo reduciranog glutationa (GSH) prvo reducira do selenodiglutationa (GS-Se-
GS), a potom do selenopersulfida (GS-SeH) uz utroSak nikotinamid adenin dinukleotid
fosfata (NADPH). U posljednjem koraku se O-acetilserin (OAS) veze na GS-SeH pri
¢emu nastaje SeCys koji se moze dalje prenijeti u citosol. U enzimskom putu klju¢nu
ulogu ima cistein-sintaza (CS), kompleks koji se sastoji od serin-acetil trasferaze (SAT)
i O-acetilserintiolijaze (OAS-TL), a katalizira reakciju izmedu Se? i OAS u svrhu
nastajanja SeCys (Pilon-Smits i Quinn, 2010). Od nastalog SeCys moze nastati velik
broj raznovrsnih seleno-spojeva, a vecina njih se moze razvijati u nekoliko razli€itih
metaboli¢kih smjerova. Tako od SeCys moze nastati elementarni Se koji ne interferira
sa stanicnim procesima te moze povecati toleranciju biljaka na Se, kao Sto je vidljivo u
uro¢njaka (Pilon i sur., 2003). Nadalje, metilacijom SeCys nastaje metil-selenocistein
(MeSeCys) koji daljnjim reakcijama moze prijeci u jedan od skladiSnih oblika Se kod
hiperakumulatora ili u plinoviti DMDSe. Spajanjem SeCys s O-fosfohomoserinom
nastaje selenohomocistein (SeHCys) kojeg takoder moze =zadesiti nekoliko
metaboliCkih sudbina medu kojima je i nastajanje SeMet uz djelovanje enzima
metionin-sintaze. Uz sve navedeno, SeCys kao i SeMet se mogu nespecificno ugraditi
u proteine, uzrokovati promjene u njihovoj strukturi i funkciji te tako uzrokovati
toksicnost kod biljaka (Brown i Shrift, 1981). Nastajanje razli€itih seleno-spojeva od
kojih su neki prethodno spomenuti, omogucéavaju billkkama da smanije ili izbjegnu

toksi¢nost koju mogu uzrokovati SeCys i SeMet.
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Slika 2. Shematski prikaz asimilacije i metabolizma Se u mezofilnim stanicama biljaka.

Preuzeto i modificirano prema Guignardi i Schiavon (2017).

1.5. Uloga Se u biljkama

Uloga Se u billkama ovisi prvenstveno o njegovom kemijskom obliku i
koncentraciji, ali i o biljnoj vrsti, razvojnom stadiju te biljnom organu. lako nije
esencijalan za viSe bilike, Se pokazuje dvostruki u€inak na njihov metabolizam. Pri
niskim koncentracijama djeluje pozitivno na sveukupni rast i razvoj, dok je pri veéim
koncentracijama toksi¢an (Mostofa i sur., 2017; Du i sur., 2019; Ulhassan i sur., 2019).
Selen interferira s brojnim metabolickim putevima te je njegov ucinak vidljiv na morfo-
fizioloSkoj, biokemijskoj i molekularnoj razini (Ulhassan i sur., 2019) (Slika 3).

Prisutnost manjih koncentracija Se u biljkama, bilo u obliku selenata ili u obliku
selenita, pozitivno djeluje na njihov sveukupni rast i razvoj u stresnim ili normalnim
uvjetima (Boldrin i sur., 2016; Gupta i Gupta, 2017; Wu i sur., 2017). Wu i suradnici

(2017) su utvrdili da je Na2SeOs primijenjen u koncentracijama od 1 i 5 ymol x L*

10




Uvod

povecao biomasu izdanaka i korijena kineskog kupusa, a povecanje biomase izdanka
pSenice je zabiljezeno i uslijed izlaganja selenatu (Lara i sur., 2019). Ulhassan i
suradnici (2019) su ispitivali utjecaj Na2SeOs na nekoliko morfoloskih karakteristika
izdanaka i korijena uljane repice te dokazali kako je tretman 25 uM selenitom takoder
uzrokovao povecanje biomase svjeze tvari, ali i duljine lista te korijena. lako Se u
manjim koncentracijama pozitivno utjeCe na rast biljke, Ramos i suradnici (2010) su
naglasili kako selenat i selenit ne utjeCu jednako na rast izdanka i korijena te da utjecaj
ovisi o obliku Se, a svojim istraZivanjem su pokazali poveéanje biomase lista salate
nakon izlaganja selenatu u odnosu na selenit. Osim na biomasu, Se utjeCe na porast
prinosa razli¢itih biljnih vrsta poput heljde (Jiang i sur., 2015), pSenice (Ducsay i sur.,
2016), le¢e (Thavarajah i sur., 2015) i brojnih drugih. Istrazivanja pokazuju kako je
porast biomase uslijed izlaganja Se zapravo rezultat povecanog unos minerala i
povecane fotosintetske ucinkovitosti koja, izmedu ostalog, obuhvaca porast
koncentracije fotosintetskih pigmenata (Ulhassan i sur., 2019). Pozitivan utjecaj Se na
koncentraciju fotosintetskih pigmenata, klorofila i karotenoida, zabiljezZili su Azizi i
suradnici (2020) kod vrste Satureja hortensis te Handa i suradnici (2019) kod vrste B.
juncea. Pretpostavlja se kako Se ima ulogu u zastiti molekula klorofila jer smanjuje
njihov katabolizam (Handa i sur., 2019) te tako dijelom pomaze u odrzavanju strukture
i funkcije kloroplasta. Osim toga, Filek i suradnici (2010) su takoder utvrdili znacajan
utjecaj Se na razliCite fizioloSke i kemijske karakteristike kloroplasta te zakljucili kako
Se ima vaznu ulogu u odrzavanju njihove strukture i fluidnosti. Nadalje, prisutnost Se
u billkkama se jo$ povezuje s odgadanjem procesa senescencije (Xue i sur., 2001;
Djanaguiraman i sur., 2005) te zastitom biljaka od razliCitih bioti¢kih (Freeman i sur.,
1960) i abioti¢kih stresnih ¢imbenika (Djanaguiraman i sur., 2010; Andrade i sur., 2018;
Guo i sur., 2020).

lako manje koncentracije Se mogu biti izuzetno korisne za vise biljke, u veéim
koncentracijama Se postaje toksi¢an (Ulhassan i sur., 2019). Selen uzrokuje toksi¢nost
putem dva mehanizma, od kojih jedan obuhvacéa strukturne i fizioloSke promjene
proteina nastale uslijed ugradnje SeCys i SeMet umjesto Cys i Met, dok drugi
obuhvaca pojavu oksidacijskog stresa. Simptomi toksi¢nosti kod biljaka mogu biti
raznoliki te vidljivi na morfo-fizioloSkoj, biokemijskoj i molekularnoj razini. Selen u
veéim koncentracijama, neovisno o kemijskom obliku, ima suprotan u€inak na vecinu
gore spomenutih parametara te se opcenito moze reci da vodi prema smanjenju

sveukupnog rasta i razvoja biljaka (Hawrylak-Nowak i sur., 2015). Tako su Ulhassan i
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suradnici (2019) pokazali kako tretman s 25 uM selenitom utjeCe na porast biomase
nekih kultivara uljane repice, dok tretman sa 100 uM selenitom ima suprotan ucinak te
uzrokuje smanjenje biomase izdanka i korijena, smanjenje povrsine lista i duljine
korijena. Prins i suradnici (2011) su utvrdili kako selenat u navedenoj koncentraciji (100
MM) uzrokuje smanjenje biomase vrste B. juncea, ali i inhibiciju klijanja sjemena i
polena. Uzrok tih simptoma je naruSavanje nutritivnog statusa $to dovodi do smanjenja
stope fotosinteze, smanjenja koncentracije klorofila te naruSavanja metabolizma
ugljikohidrata $to u konachnici rezultira smanjenjem sveukupnog rasta i razvoja biljke
(Hawrylak-Nowak i sur., 2015). Uz smanjenje biomase, toksi¢nost posredovana Se
oCituje se i kroz pojavu simptoma poput kloroze i nekroze kod rize (Cabral Gouveia i
sur., 2020), dok su Silva i suradnici (2018) u svojem istrazivanju pokazali da folijarna
primjena viSe od 50 g x ha! natrijevog selenata smanjuje promjer floema i uzrokuju

pojavu ruziastih naslaga soli kod jedne vrste graha.

Rast
i
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Odrzavanje
stanicne
strukture i
funkcije
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distribucija
nutrijenata

Proces
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Slika 3. Sazeti prikaz utjecaja Se na biljke. Preuzeto i modificirano prema Gupta i
Gupta (2017).
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1.6. Reaktivne kisikove tvari i detoksikacijski mehanizmi biljnih stanica

Reaktivne kisikove tvari (ROS; engl. reactive oxygen species) u stanicama
redovno nastaju uslijed uzastopne redukcije molekule kisika, tj. kao nusprodukti
procesa aerobnog metabolizma poput fotosinteze i stanicnog disanja. Stoga su
najvazniji izvori ROS-a u stanicama organeli kao Sto su kloroplasti (Dietz i sur., 2016)
i mitohondriji (Huang i sur., 2016). Skupini ROS-a pripadaju ionski oblici kisika poput
superoksidnog (O27) i hidroksilnog radikala (‘OH) te molekulski oblici kao $to su
vodikov peroksid (H20:2) i singletni kisik (*O2 ), koji se medusobno razlikuju po
reaktivnosti i toksic¢nosti (Mittler i sur., 2004). Osim uobiajenog stvaranja ROS-a
tijekom metaboliCkih procesa, pojatana proizvodnja istih mozZe se javiti uslijed
izlaganja nekom bioticCkom (Lamb i Dixon, 1997) ili abiotickom stresu (Gill i Tuteja,
2010). ROS u svim bioloskim sustavima, neovisno uslijed kojeg ¢imbenika nastao, ima
dvostruku ulogu. U manjim koncentracijama djeluju kao sekundarni glasnici u
procesima povezanim s rastom i razvojem biljke, a njihov utjecaj je vidljiv na razini
transkripcije (Tian i sur., 2018). S druge strane, prekomjerno nakupljanje i akumulacija
ROS-a u stanicama dovode do nastanka oksidacijskog stresa. Oksidacijski stres je
fizioloSko stanje u kojemu su oksidacijsko-redukcijski procesi u stanicama pomaknuti
prema oksidaciji, a karakteriziraju ga oksidacijska oStec¢enja bioloSki vaznih
makromolekula kao $to su DNA, proteini i lipidi (Svingen i sur., 1978; Reznick i Packer,
1994; Nufiez i sur., 1999).

Kako bi sprijeCili prekomjerno nakupljanje ROS-a te nastanak oksidacijskog
stresa, bilikke su razvile endogene mehanizme kojima neutraliziraju porast razlicitih
prooksidansa. Radi se o0 antioksidacijskom obrambenom sustavu koji se moze podijeliti
na enzimski i neenzimski (Ahmad i sur., 2010). lako se radi o dva razliCita mehanizma,
oba djeluju sinergisticki i interaktivno s obzirom na to da imaju zajednicki cilj, a to je
uklanjanje ROS-a i odrzavanje stanic¢ne redoks ravnoteze. U enzimski antioksidacijski
sustav se ubrajaju enzimi kao Sto su katalaza (CAT), askorbat-peroksidaza (APX),
gvajakol-peroksidaza (GPOD), glutation-peroksidaza (GPX), glutation-reduktaza
(GR), glutation S-transferaza (GST), monodehidroaskorbat-reduktaza (MDHAR) i
dehidroaskorbat-reduktaza (DHAR), dok neenzimske antioksidanse cine reducirani
glutation (GSH), askorbat (AsA), vitamin E, flavonoidi, polifenoli i karotenoidi (Ahmad i
sur., 2010; Gill i Tuteja, 2010).

Odrzavajuéi stabilnost redoks stanja u stanicama, srediSnju ulogu u

antioksidacijskom sustavu ima tiolni tripeptid glutation (GSH; y-glutamil-cysteinil-glicin)

13



Uvod

koji se nalazi u vecini biljnih tkiva. Uz antioksidacijsku ulogu, poznato je da GSH sluzi
kao skladisni i prijenosni oblik S u stanicama, sudjeluje kao vazan elektron donor u
brojnim metaboliCkim reakcijama, sudjeluje u detoksikaciji ksenobiotika i konjugaciji
metabolita te u prijenosu signala i ekspresiji gena koji se eksprimiraju kao odgovor na
stres (Alscher, 1989; Szalai i sur., 2009; Noctor i sur., 2011). Kao antioksidans,
sudjeluje u direkthom ili indirektnom uklanjanju ROS-a te odrzavanju drugih
antioksidanasa u reduciranom stanju. GSH, zajedno s AsA-om, je dio askorbat-
glutationskog ciklusa (AsA-GSH) kao jednog od znacajnih detoksikacijskih
mehanizama ROS-a u stanicama. Glavna uloga ciklusa je uklanjanje H202 pomocu
APX-a uz AsA-u kao elektron donora te istovremena obnova AsA-e i GSH (Pang i
Wang, 2010). Odrzavanje AsA-e i GSH u reduciranom stanju je vazno za povecanje
antioksidacijskog kapaciteta i zastitu biljaka od oksidacijskih osteé¢enja. Brojna
dosadasnja istrazivanja su pokazala kako pojedini izvori stresa kao $to su susa (Zhang
i Kirkham, 1996), salinitet (Kaya i sur., 2020), visoke ili niske temperature (Ma i sur.,
2008) te teSki metali (Liu i sur., 2007) uvelike utje€u na AsA-GSH ciklus. Vecina
navedenih istrazivanja, ali i brojna druga, navode da upravo aktivacija AsA-GSH
ciklusa igra vaznu ulogu u ublazavanju stresa kod biljaka. Nadalje, treba spomenuti
kako pojedina istraZivanja govore o koordiniranoj indukciji AsA-GSH ciklusa i
glioksalaznog sustava ovisnog o0 GSH (Wang i sur., 2019; Kamran i sur., 2020). Glavni
cilj glioksalaznog sustava je uz pomo¢ GSH ukloniti citotoksic¢ni metilglioksal (MG) koji
nastaje kao nusprodukt endogenih stani¢nih procesa poput glikolize i fotosinteze
(Takagi i sur., 2014; Kaur i sur., 2016). Enzimi glioksalaza | (Glol) i glioksalaza Il
(Glo2), koji Cine glioksalazni sustav, u koordinaciji s GSH ucinkovito kataliziraju
pretvorbu prekomjerno proizvedenog MG u D-laktat. Upravo GSH predstavlja glavnu
poveznicu izmedu AsA-GSH i glioksalaznog sustava. Prekomjerno nakupljanje MG-a
dovodi do karbonilnog stresa, a sam MG moZe brzo reagirati s aminokiselinama,
bazama nukleinskih kiselina, fosfolipidima te tako uzrokovati ozbiljna bioloSka
oStecenja te dovesti do pojave mutacija i stanicne smrti (Hoque i sur., 2016).
Zabiljezeno je i kako prisutnost MG-a u stanicama moze potaknuti stvaranje i
akumulaciju ROS-a, ali i smanjiti aktivnost antioksidacijskih enzima (Hoque i sur.,
2010; Saito i sur., 2011; Kaur i sur., 2014) Sto takoder govori o uskoj poveznici izmedu

glioksalaznog i antioksidacijskog detoksikacijskog mehanizma.
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1.6.1. Selen kao antioksidans i prooksidans

Prisutnost Se u billkkama, neovisno o koncentraciji, uzrokuje stvaranje ROS-a
(Valassakis i sur., 2018) te utjeCe na antioksidacijski obrambeni sustav. Tako pri
manjim koncentracijama Se djeluje kao antioksidans, dok pri ve¢im ima ulogu
prooksidansa (Hartikainen i sur., 2000). Pozitivan utjecaj Se na sveukupni rast i razvoj
biljke zasniva se upravo na njegovom antioksidacijskom djelovanju, dok je
prooksidacijsko djelovanje jedan od glavnih uzro¢nika njegove toksi¢nosti jer uzrokuje
prekomjerno nakupljanje ROS-a te oksidacijska oSteCenja bioloSki vaZnih
makromolekula.

Velik broj istraZivanja koja ispituju utjecaj Se na antioksidacijski i oksidacijski
status biljaka potvrduju njegovu dvostruku ulogu koja ovisi o primijenjenom obliku,
koncentraciji te biljnom tkivu. Rios i suradnici (2008) su ispitivali utjecaj razlicitih
koncentracija selenata i selenita na antioksidacijski kapacitet lista salate (Lactuca
sativa cv. Philipus) te utvrdili da je selenat manje toksic¢an oblik od selenita. Do takvog
zakljuCka su dosli nakon Sto je tretman selenatom uzrokovao porast aktivnosti
antioksidacijskih enzima APX-a i GPX-a, porast koncentracija AsA i GSH te smanjenje
koli¢ine H202 i razine lipidne peroksidacije (LPO) u odnosu na tretman selenitom.
Dokazano je kako selenat i selenit mogu aktivirati drugacije mehanizme detoksikacije
ROS-a. Naime, iako su Silva i suradnici (2020) utvrdili smanjenje LPO u jednoj vrsti
graha (Vigna unguiculata (L.) walp) uslijed izlaganja selenatu i selenitu, analizom
aktivnosti enzima pokazali su veci potencijal selenata u povecanju aktivnosti APX i GR,
dok selenit pokazuje tenedenciju poveéavanja aktivnosti CAT. Poznato je i da povecéani
antioksidacijski kapacitet, u vidu povecanih aktivnosti antioksidacijskih enzima,
pojedinim biljnim vrstama omogucava vecu toleranciju na Se (Cao i sur., 2018). Osim
toga, brojna istraZivanja su pokazala kako manje koncentracije Se mogu zastiti biljku
te povecati otpornost na abiotiCke stresne Cimbenike poput poviSenog saliniteta
(Ashraf i sur., 2018), susSe (Nawaz i sur., 2015), teskih metala (Hasanuzzaman i sur.,
2012), visokih temperatura (Djanaguiraman i sur., 2010) i UV-B zragenja (Yao i sur.,
2011). Andrade i suradnici (2018) su istaknuli kako se povecanje otpornosti na susu
postize kroz aktivaciju antioksidacijskog obrambenog sustava koji smanjuje
nakupljanje ROS-a i oksidacijska oStecenja. Naime, oni su utvrdili porast aktivnosti
superoksid-dismutaze (SOD) te smanjenje koncentracije H202 u listovima rize (O.
sativa L. cv. IAC 202) pri 0.05 mg x kg selenata $to je bila indikacija pozitivnog

utjecaja Se na zastitu biljaka od vodnog deficita. SliCan odgovor utvrden je u
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istraZzivanju Khalofaha i suradnika (2021) na kvinoji (Chenopodium quinoa Willd) u
kojoj je tretman s 2.5 i 5 mg x L selenita uzrokovao porast aktivnosti antioksidacijskih
enzima kao Sto su CAT, APX i GR sto je dovelo do smanjenja koncentracije H202 i
malonildialdehida (MDA). U korijenu se takoder aktivira antioksidacijski odgovor te
smanjuje negativan ucinak odredenog stresnog Cimbenika na biljku. Primjerice, Cartes
I suradnici (2009) su utvrdili da je tretman 2 pM selenitom povecao aktivnost
nespecificnih peroksidaza te smanijio razinu LPO u korijenu ljulja (Lolium perenne cv.
Aries) Cime je povecao otpornost na stres uzrokovan aluminijem. Dosadasnja
istraZivanja pokazuju kako Se u uvjetima stresa potiCe u€inkovitost AsA-GSH ciklusa
(Yildiztugay i sur., 2016; Wu i sur., 2017; Sharifi i sur., 2021). Tako je u izdanku i
korijenu kineskog kupusa (Brassica campestris L. ssp. chinensis var. utilis) izloZzenog
kadmiju prisutnost selenita povecala ucinkovitost AsA-GSH ciklusa kroz porast
koncentracije neezimskih antioksidansa GSH i AsA te porast aktivnhosti enzima APX,
GR i DHAR (Wu i sur., 2017). Nadalje, pojedina istrazivanja pokazuju kako se pod
odredenim uvjetima kod razliCitih biljnih vrsta aktivira drugaciji detoksikacijski
mehanizam unutar AsA-GSH ciklusa Sto dijelom mozZe biti uvjetovano kemijskim
oblikom primijenjenog Se kao $to je ve¢ spomenuto u istrazivanju Silve i suradnika
(2020), a i samom biljnom vrstom. U bijeloj djetelini izloZzenoj susi, 5 uM Na2SeOs je
uzrokovao povecanje aktivnosti APX, GR i DHAR, dok se aktivnost MDHAR nije
mijenjala (Wang i sur., 2011). Wang i suradnici (2011) su takoder uoCili znac¢ajne
fluktuacije u metabolizmu AsA-GSH ciklusa u prisutnosti Se te utvrdili kako su GR i
DHAR odgovorni za regulaciju navedenog ciklusa. S druge strane, Huang i suradnici
(2018a) su zakljucili da Na2SeOs ublazava oksidacijski stres nastao uslijed izlaganja
niskim temperaturama u listovima jagoda takoder aktiviraju¢i AsA-GSH ciklus, ali s
naglaskom da povecéana aktivhost MDHAR ima klju€nu ulogu u odrZavanju ravnoteze
izmedu potroSnje i regeneracije AsA. Osim §to Se moze smanijiti nakupljanje ROS-a i
koncentracije MDA aktiviraju¢i AsA-GSH ciklus, uo€eno je da moze interferirati i s
glioksalaznim sustavom (Hasanuzzaman i sur., 2011; Ulhassan i sur., 2019). Ulhassan
i suradnici (2019) su dokazali kako manje primijenjene koncentracije selenita (25 pM)
odrzavaju nisku razinu MG-a povecéavajuci aktivnosti enzima glioksalaznog sustava,
Gloli Glo2. Hasanuzzaman i suradnici (2011) su dosli do istog zakljuCka u istrazivanju
ucinka 50 uM selenata na uljanu repicu (B. napus cv. BINA). Prisutnost Se utjeCe i na
dva enzima ovisnih o0 GSH, a to su GPX i GST. Tako su Mostofa i suradnici (2017) su

uocili povecanje aktivnosti GPX i GST u biljkama rize nakon izlaganja Na2SeOa. Sli¢ne
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rezultate pokazala su i druga istrazivanja provedena na ljulju (Hartikainen i sur., 2000),
bijeloj djetelini (Wang i sur., 2011) i uljanoj repici (Hasanuzzaman i sur., 2011).
Suprotno djelovanju manjih, ve¢e koncentracije Se uzrokuju poja¢ano stvaranje
i akumulaciju ROS-a, poput H202, (Khalofah i sur., 2021) &ije prekomjerno nakupljanje
dovodi do oksidacijskih oStecenja bioloSki vaznih makromolekula (Hartikainen i sur.,
2000). Povecanje koncentracije ROS-a uslijed izlaganja ve¢im koncentracijama Se
zabiljezeno je u vrstama kao $to je bob (Mroczek-Zdyrska i Wojcik, 2012), krastavac
(Jozwiak i Politycka, 2019), kvinoja (Khalofah i sur., 2021) i riza (Cabral Gouveia i sur.,
2020). Akumulacija ROS-a uslijed izlaganja Se poti¢e LPO &ime se naruSava integritet
stanica Sto moze rezultirati stanicnom smrcu (Hawrylak-Nowak i sur., 2015). Stoga je,
kao biomarker oksidacijskog oSteéenja uslijed izlaganja Se Cesto pracena razina LPO
(Ramos i sur., 2011; tabanowska i sur., 2012; Mostofa i sur., 2017, Stolfa i sur., 2017;
Ulhassan i sur., 2019). Povecanje razine LPO moZze biti praéeno smanjenjem aktivnosti
antioksidacijskih enzima poput CAT, GR i DHAR, ali i smanjenjem neenzimskih
antioksidansa poput AsA-e (Mostofa i sur., 2017), ali i suprotno tomu povecanjem
aktivnosti antioksidacijskih enzima. Tako su Mostofa i suradnici (2017) uslijed tretmana
vecim koncentracijama Se primijetili pove¢ane koncentracije GSH i aktivhost GST te
zaklju€ili kako vecCe koncentraciie Se mogu uzrokovati desinkronizaciju
antioksidacijskog sustava. Takoder, Akbulut i Cakir (2010) su utvrdili da se
povecanjem koncentracija selenata (2-16 ppm) u listovima jeCma (Hordeum vulgare
L.) povecava intenzitet LPO, ali i aktivhost enzima CAT, APX, GR i GST. Sli¢ne
rezultate su dobili Khalofah i suradnici (2021) proucavajuéi u¢inak 20 mg x L selenita
na kvinoju gdje su, uz povecanje intenziteta LPO, zabiljeZili porast aktivnosti enzima
SOD, CAT, APX i GR. Takvi rezultati ukazuju na neucinkovitost antioksidacijskog
sustava u zastiti od oksidacijskih oSte¢enja uzrokovanim Se. Treba naglasiti kako i
selenat i selenit uzrokuju toksi¢ne ucinke $to je vidljivo kroz poveéanje intenziteta LPO,
ali da je selenit toksicniji oblik jer uzrokuje toksi¢nosti pri manjim koncentracijama od
selenata (Hawrylak-Nowak i sur., 2015). Prooksidacijsko djelovanje anorganskog Se
je zapravo Cesto vezano za oksidaciju tiola kao sto je GSH Sto moze rezultirati
povecanim stvaranjem ROS-a (Grant i sur., 2011; Schiavon i sur., 2016). Anorganski
Se moze reagirati s GSH prilikom ¢ega nastaju selenotrisulfidi koji poti€u lan¢anu
reakciju s drugim tiolima takoder uzrokujuc¢i povecano stvaranje ROS-a (Mézes i
Balogh, 2009). Sukladno tome, uslijed djelovanja toksi¢nih koncentracija Se, porast

akumulacije ROS-a u stanicama se moze povezati s opadanjem razine GSH koji je
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jedan od najznacajnijih antioksidansa u biljkama (Freeman i sur., 2010; Grant i sur.,
2011). Tako su Freeman i suradnici (2010) uocili kako je 20 uM selenata uzrokovalo
simptome toksicnosti kod vrste Stanleya albescens zbog smanjenih koli€¢ina GSH i AsA
koje su dovele do nakupljanja ROS-a. S druge strane, ista koncentracija selenata nije
uzrokovala toksi¢nost kod vrste S. pinnata jer je imala vece razine GSH i AsA u odnosu
na S. albescens Sto je doprinijelo vecoj toleranciji. Uslijed pojave toksi¢nosti
uzrokovane Se, utvrdeno je da oksidacijska oStecenja mogu nastati i pri pove¢anim
koli¢inama GSH, ali koja su pracena smanjenim razinama AsA-e (Ulhassan i sur.,
2019). Ulhassan i suradnici (2019) su takoder utvrdili da koncentracije selenita vece
od 25 uM mogu smanijiti aktivnost Glo1 i Glo2 te tako uzrokovati nakupljanje MG-a u
stanicama.

Aktivnost antioksidacijskih enzima uglavnom je pracena i odgovaraju¢im
odgovorom na razini transkripcije, pri ¢emu ekspresija gena antioksidacijskih enzima
u izdanku i korijenu ovise o primijenjenom obliku Se. Tako su Wang i suradnici (2016)
utvrdili da manje koncentracije selenita (3 i 6 mg x L) uzrokuju porast aktivnosti
antioksidacijskih enzima, ali i ekspresije odgovaraju¢ih gena (APX, GPX i GST) u
klijancima kikirikija (Arachis hypogaea L.). Ulhassan i suradnici (2019) su utvrdili da
tretman 100 uM selenatom uzrokuje porast ekspresije i aktivnosti enzima SOD i APX,
a ujedno i smanjenje ekspresije i aktivnosti enzima CAT, GR i DHAR pri ¢emu su
promjene bile slabije izraZzene u korijenu. Analiza transkriptoma korijena i lista Cajevca
nakon izlaganja selenitu pokazala je veci broj eksprimiranih gena u korijenu u odnosu
na list (Cao i sur., 2018). Da selenit znacajno poti¢e gensku ekspresiju antioksidacijskih
enzima u korijenu dokazali su i Kumar i suradnici (2014). Oni su uslijed tretmana 25
MM selenitom utvrdili porast ekspresije gena koji kodiraju antioksidacijske enzime
(APX, GPX i GST) a koja je bila u korelaciji s njihovim aktivnostima. S druge strane,
Van Hoewyk i sur. (2008) su utvrdili povecanje broja transkripata u izdanku uro€njaka
nakon tretmana 40 uM selenatom. Porast aktivnosti antioksidacijskin enzima SOD,
CAT, GR, GST, ali i ekspresije njihovih odgovarajuéih gena zabiljeZen je u listovima
vrste B. juncea L. nakon izlaganja manjim koncentracijama selenata (do 6 uM x kg™)
(Handa i sur., 2019). Osim na aktivnost antioksidacijskih enzima te koncentraciju
neenzimskih antioksidansa, Se moze regulirati i gensku ekspresiju gena uklju¢enih u
rast i razvoj bilike te metabolizam S (Cao i sur., 2018; Van Hoewyk i sur., 2008) kako
je i spomenuto prethodno u tekstu.
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1.7. Cilj istrazivanja

Usprkos brojnim dosadasnjim istrazivanjima djelovanja Se na biljke, slozenost
mehanizma njegova djelovanja jo$ uvijek je nedovoljno istrazena. Prema dosadasnjoj
literaturi, istrazivanja vec¢im dijelom obuhvacaju uloge Se kao antioksidansa nakon
izlaganja abiotiCkom i bioticCkom stresu, dok je manje onih koji istrazuju mehanizam
djelovanja Se bez da su biljke bile izlozene stresu. lako pojedina istraZivanja opisuju
utjecaje razliCitih koncentracija i kemijskih oblika Se na razli¢ita biljna tkiva i vrste u
razliitim razvojnim fazama, tako i pSenice, mnogima od njih nedostaju kljucni
pokazatelji koji bi doprinijeli boljem razjasnjenju mehanizma djelovanja Se, praga
tolerancije na Se, kapaciteta detoksikacije Se i morfo-fizioloSkog, biokemijskog te
molekularnog odgovora biljke na tretman Se. Ovo istrazivanje je prvi sveobuhvatni
prikaz mehanizma djelovanja i detoksikacije Se u klijancima p$enice koji obuhvaca
utjecaj razlicitih koncentracija i oblika Se na korijen i izdanak, kako na morfo-fizioloSkoj
i biokemijskoj razini, tako i na razini ekspresije gena.

Osnovna hipoteza rada je da selenat i selenit poveéavaju koncentraciju Se u
klijancima pSenice ovisno o primijenjenoj koncentraciji i kemijskom obliku Se Sto je
pra¢eno tkivno-specificnim odgovorom. Osim toga, pretpostavka je da oba oblika Se
utieCu na oksidacijski status klijanaca pSenice, na antioksidacijske i druge
detoksikacijske mehanizme te da ¢e najveCe promjene nastati uslijed izlaganja
najvec¢im koncentracijama. Razli€iti oblici Se ¢e uzrokovati razliCit mehanizam
antioksidacijskog dogovora u razli€itim biljnim organima. Takoder, Se ¢e, ovisno o
kemijskom obliku i koncentraciji razliCito utjecati i na ekspresiju antioksidacijskih

enzima, kao i na ekspresiju gena enzima uklju¢enih u asimilaciju Se.

Kako bi se istrazila utemeljenost hipoteza, postavljeni su sljedeci istrazivacki ciljevi:

e COdrediti utjecaj razliCitih kemijskih oblika i koncentracia Se na
oksidacijski status i antioksidacijski odgovor klijanaca pSenice (Triticum
aestivum L. sorta Kraljica);

e QOdrediti utjecaj razliCitih oblika Se na metabolizam i status GSH, na
askorbat-glutationski ciklus i enzime ukljuene u druge mehanizme

detoksikacije;
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Odrediti uCinak razliCitih tretmana Se na ekspresiju gena koji kodiraju
antioksidacijske enzime kao i enzime metabolizma Se i GSH;
Utvrditi  tkivno-specificne razlike u biokemijskom i molekularnom

odgovoru psSenice na razliCite kemijske oblike Se (selenat i selenit).
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2.1. Biljni materijal i opis eksperimenta

U ovom istraZivanju koriStena je ozima pSenica sorte Kraljica (Triticum
aestivum, var. Kraljica) kao visokorodna i najrasirenija sorta u proizvodnji u Republici
Hrvatskoj. Sjeme je dobiveno s Poljoprivrednog Instituta u Osijeku.

Prije sterilizacije, sjeme je dobro oprano u dH20 radi uklanjanja grubih
necistoca. Sjeme je sterilizirano kratkotrajnim tretmanom 96%-tnim etanolom kako ne
bi dehidriralo, a zatim osam minuta u 1%-tnoj otopini natrijeva diklorizocianurata
dihidrata (Izosan-G, PLIVA) s dodatkom 0.001% Tweena. Nakon sterilizacije, sjeme je
nekoliko puta isprano steriinom dH20 te ostavljeno preko noc¢i u dH20 na 4 °C radi
procesa bubrenja. Slijedeci dan je nabubreno sjeme nasadeno u sterilne plasti¢ne
Petrijeve zdjelice (@ 90 mm) napunjene supstratom za Klijanje, vermikulitom.
Vermikulit je prethodno bio steriliziran i natoplien s 20 mL hranjive otopine po
Hoaglandu (pH 6.0) (Tablica 1) (Hoagland i Arnon, 1950) s dodatkom Se u obliku
natrijeva selenata (Na:SeOQas) ili natrijeva selenita (Na2SeOs) do konacnih okolisno
relevantnih i subletalnih koncentracija od 0.4, 4, 20, 40 i 400 mg x kg*. Kontrolne biljke
su rasle na hranjivoj podlozi bez dodatka Se. PSenica je rasla u kontroliranim uvjetima
u klima-sobi tijekom sedam dana pri fotoperiodu od 16 h svjetlosti i temperaturi od 25
°C te 8 h tame i temperaturi od 20 °C uz redovito zalijevanje hranjivom otopinom (Slika
4). Nakon sedam dana, klijanci pSenice su uzorkovani u svrhu provodenja morfo-

fizioloSkih, biokemijskih i molekularnih analiza.
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Slika 4. PSenica (Triticum aestivum L. sorta Kraljica) uzgajana u klima-sobi.
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Tablica 1. Sastav hranjive otopine po Hoagland-u.

Koncentracija

Makronutrijenti Volumen za

. Mr (g X mol™) y(g L% Element | elementau 1L
(stock otopine) 1L (mL) :
otopine (mM)
NHsH2PO4 115.03 115.03 1
KNOs 101.11 101.11 6 K 6
Ca(NO3)2 236.16 236.16 4 Ca 4
MgSO4x7H20 246.47 246.47 2 2

Koncentracija
Volumen za
Mr(g Xmol) f cm(M) | y(gXxL? Element | elementau 1L
1L (mL)

Mikronutrijenti

(stock otopine)

otopine (UM)

H3:BO3 61.84 46.25 2.86 1 46.25
MnCl2x4H20 197.91 9.15 181 1 Mn, CI 9.15
ZnSO4x7H20 289.55 0.77 0.22 1 Zn 0.77
CuSO4x5H:0 249.71 3.20 0.8 1 Cu 3.20

NaMoO4x2H0 241.97 1.03 0.25 1 Mo 1.03
Fe-EDTA 346.08 20 6.92 0.25 Fe 5

2.2. Odredivanje koncentracije Se

Nakon tjedan dana rasta, mladi izdanci i korijeni pSenice su uzorkovani kako bi
se odredila koncentracija Se. Tkivo je suSeno u susSioniku na 105 °C tijekom 24 sata
nakon c&ega je bilo usitnjeno u fini prah pomocu metalnog laboratorijskog
ultracentrifugalnog mlina (Retsch ZM 200). Usitnjenom prahu je dodano 10 mL
mjeSavine HNOs : H202 (5:1), a nastali homogenati su zagrijavani 60 minuta na 180
°C. Nakon hladenja u homogenate je dodano 5 mL koncentrirane HCI u svrhu redukcije
Se® do Se*. Koncentracija Se u izdancima i korijenima pSenice odredena je
primjenom optiCke emisijske spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (ICP-
OES, model Perkin EImer Optima 2100 DV) gdje je kao referentni materijal koristeno
rizino brasno IRMM-804.

2.3. Biomasa i klijavost

Morfo-fizioloSka svojstva klijanaca pSenice kao $to su prinos biomase izdanka i

korijena te klijavost, odredivana su na dan uzorkovanja. Biomasa je odredena
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vaganjem mase svjeze tvari izdanka i korijena, a klijavost brojem isklijalih zrna pSenice

izrazenih u postotku.

2.4. Odredivanje koncentracije klorofila i karotenoida

Za spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata
tkivo izdanka pSenice je usitnjeno u tekuc¢em duSiku pomocu tarionika i tu¢ka. Na
usitnjeni prah (0.1 g) dodan je magnezijev hidrogenkarbonat (MgHCOz3), a zatim i 1 mL
hladnog 80%-tnog acetona. Pigmenti su ekstrahirani tijekom 15 minuta na ledu nakon
Cega su centrifugirani 15 minuta pri 22 000 x g i temperaturi od 4 °C. Supernatant je
dekantiran u plastiCne epruvete, a postupak ekstrakcije s hladnim acetonom je
ponovljen jo$ tri puta dok se talog nije obezbojio. Reekstrahirani supernatanti su
prikupljeni u istu epruvetu te je menzurom izmjeren njihov volumen. Ekstrakti su potom
bili razrijedeni do kona¢nog volumena od 10 mL, nakon €ega su prebaceni u staklenu
kivetu, u kojoj su spektrofotometrijski izmjerene apsorbancije ekstrakata pri tri valne
duljine: 470 nm, 645 nm i 662 nm (Lichtenthaler, 1987). Koncentracija pigmenata je

izrazena u mg klorofila, odnosno karotenoida po g svjeze tvari (mg x g svjeze tvari).

2.5. Biomarkeri oksidacijskog stresa
2.5.1. Odredivanje koli€ine produkata lipidne peroksidacije

Razina LPO u izdanku i korijenu pSenice odredena je spektrofotometrijskom
metodom kojom se mjere reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (TBARS),
uglavhom MDA (Verma i Dubey, 2003). Oko 0.2 g tkiva, prethodno usitnjenog u
tekuéem dusSiku pomocu tarionika i tucka, homogenizirano je s 1 mL 0.1% (w/v)
trikloroctene kiseline (TCA), te je ekstrakcija provedena 15 minuta na ledu. Nakon
ekstrakcije, homogenati su centrifugirani 5 minuta pri 6 000 x g i 4°C. Dobiveni
supernatant (0.5 mL) pomijeSan je s 1 mL 0.5%-tne tiobarbiturne kiseline (TBA) u 20%-
tnoj TCA. Slijepa proba pripremljena na isti nacin, pri Eemu je umjesto uzorka dodano
0.5 mL 0.1% TCA. Reakcijska smjesa je zatim inkubirana 30 minuta u vodenoj kupelji
pri 95 °C prilikom ¢ega dolazi do reakcije MDA s TBA $to je popraceno promjenom
boje u crvenu. Reakcija je zaustavljena naglim hladenjem reakcijske smjese na ledu,
nakon Cega je smjesa centrifugirana 15 minuta pri 20 000 x g i temperaturi 4 °C.
Koli¢ina TBARS-a odredena je spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri valnim

duljinama 532 nm i 600 nm. Apsorbancija pri 600 nm oduzeta je od apsorbancije pri
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532 nm zbog korekcije za nespecificnu reakciju. KoliCina TBARS-a, kao produkta
lipidne peroksidacije, izracunata je na temelju molarnog ekstinkcijskog koeficijenta (€=

155 mMt x cm?) i izrazena u nmol po gramu svjeze tvari (nmol x g svjeze tvari).

2.5.2. Odredivanje koli€¢ine vodikovog peroksida

Koli¢ina H202 u izdancima i Kkorijenju pSenice odredena je
spektrofotometrijskom metodom koju su opisali Mukherjee i Choudhuri (1983). Tkivo
pSenice usitnjeno je u teku¢em dusiku uz pomoc tarionika i tucka. Na 0.1 g usitnjenog
praha dodan je 1 mL ledeno-hladnog acetona te je H202 ekstrahiran tijekom 15 minuta
na ledu. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin, uz dodatak 1 mL acetona umjesto
uzorka. Nakon ekstrakcije, uzorci su centrifugirani tijekom 5 minuta pri 6 000 x g i 4
°C. Odvojeni supernatant je pomijeSan s 400 pL titanovog reagensa i 500 pL
koncentriranog amonijevog hidroksida (NH4OH) kako bi nastao kompleks titan-
peroksid. Bijeli talog titan-peroksida je odvojen centrifugiranjem tijekom 10 minuta pri
15000 x gi 4 °Ciotoplien u1l mL 2 M sumporne kiseline (H2S0Oa4). Centrifugiranje je
ponovljeno, a dobiveni supernatant je odvojen u kivetu te mu je mjerena apsorbancija
pri valnoj duljini od 415 nm. Ukupna koli¢ina H20: je izraCunata iz standardne krivulje
dobivene s poznatim koli¢inama H202, a rezultati su izrazeni u nmol H202 po gramu

svjeze tvari (nmol x g1 svieze tvari).

2.6. Ekstrakcija ukupnih topljivih proteina

Tkivo pSenice je usitnjeno u tekuéem dusSiku uz pomo¢ tarionika i tu¢ka uz
dodatak polivinil-polipirolidona (PVPP). Proteini iz tkivhog praha (oko 0.3 g) su
ekstrahirani dodatkom 1.5 mL hladnog ekstrakcijskog pufera 15 minuta na ledu.
Koristena su dva razliita ekstrakcijska pufera, 100 mM kalij-fosfatni s dodatkom 1 mM
EDTA (pH 7.0, pufer A) i 50 mM Kkalij-fosfatni s dodatkom 1 mM EDTA (pH 7.8, pufer
B). Nakon centrifugiranja homogenata tijekom 15 minuta pri 20 000 x g i 4 °C, dobiveni
supernatanti su alikvotirani u mikroepruvete, smrznuti u teku¢em dusiku te pohranjeni
na -80 °C do daljnjih analiza. Analize su obuhvacale odredivanje koncentracije proteina
i mjerenje aktivnosti antioksidacijskih enzima. 1z ekstrakta pripremljenog u puferu A
mjerene su aktivnosti CAT, GPOD, APX, DHAR, MDHAR i Glol, dok su iz ekstrakta
pripremljenog u puferu B mjerene aktivnosti GR, GPX i GST.
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2.7. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u proteinskim ekstraktima izdanka i korijena pSenice je
odredena metodom po Bradford-u (1976), prilagodenom za mjerenje u mikrotitarskim
ploCicama. Metoda se temelji na pomaku maksimuma apsorbacije od 465 nm do 595
nm do kojeg dolazi kada se boja Coomassie briljant plavo (CBB) iz Bradfordovog
reagensa veze na proteine.

U jazicama mikrotitarske ploCice 5 pL razrijedenog/nerazrijedenog proteinskog
ekstrakta inkubirano je, 5 minuta na sobnoj temperaturi, s 250 pL komercijalnog
Bradfordovog reagensa (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka). Proteinski ekstrakti
izdanka pSenice su 5x razrijedeni, dok su ekstrakti korijena bili nerazrijedeni. Intenzitet
nastalog plavog obojenja mjeren je pri valnoj duljini od 595 nm na ¢&itacu mikrotitarskih
plogica Spark multimode sa softverom SparkControl (Tecan, Mannedorf, Svicarska).
Kao standard je koriSten albumin govedeg seruma (BSA), u rasponu koncentracija 0.1
- 1.4 mg x mL?, a koncentracija proteina je izracunata iz standardne krivulje te je

izrazena u miligramima po gramu svjeze tvari (mg x g svjeze tvari).

2.8. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivhost CAT (EC 1.11.1.6) odredena je spektrofotometrijskom metodom
koristeCi H202 kao supstrat (Aebi, 1984). Reakcijski pufer se sastojao od 0.036% H20:2
u 50 mM Kalij-fosfatnom puferu (pH 7.0). U UV kivetu s 1450 uL reakcijskog pufera je
dodano 50 pL enzimskog ekstrakta Cime je zapocCela reakcija. Za potrebe mjerenja,
proteinski ekstrakt izdanka razrijeden je 4%, dok je ekstrakt korijena bio nerazrijeden.
Uslijed razgradnje H20:2 dolazi do pada apsorbancije Sto je spektrofotometrijski
pra¢eno svakih 10 sekundi, tijekom 3 minute pri valnoj duljini od 240 nm. Specifi¢na
aktivnost CAT izraCunata je koristeéi molarni ekstinkcijski koeficijent (¢ = 0.04 mM1 x
cm?), a izrazena je kao koli¢ina razgradenog H202 u pumol po minuti po miligramu
proteina (umol H202 x mint x mg? proteina), 0dnNosno u jedinicama aktivnosti CAT po

miligramu proteina (U CAT x mg™ proteina; U = umol x min-t).

2.9. Odredivanje aktivnosti gvajakol-peroksidaze

Aktivnost GPOD (EC 1.11.1.7) odredena je metodom koju su opisali Siegel i
Galston (1967), a koja se temelji na oksidaciji gvajakola u tetragvajakol zbog prisutnosti

H202. Reakcijski pufer je sadrzavao 18 mM gvajakol i 5 mM H202 u kalij-fosfatnom
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puferu (pH 7.0). U kivetu je dodano 950 pL reakcijskog pufera i 50 pL proteinskog
ekstrakta. Proteinski ekstrakt izdanka je bio 20x razrijeden, a korijena 60x. Porast
apsorbancije uslijed nastanka smede obojenoga produkta tetragvajakola pracen je
svakih 10 sekundi tijekom 2.5 minute pri valnoj duljini od 470 nm. Aktivhost GPOD je
izraGunata koriste¢i molarni ekstinkcijski koeficijent (¢ = 15.83 mM x cm'?), a izraZzena
je kao koli¢ina nastalog tetragvajakola u pmol po minuti po miligramu proteina (umol x
mint x mg? proteina), 0dnosno u jedinicama aktivnosti GPOD po miligramu proteina (U

GPOD x mg? proteina; U = pmol x min-1).

2.10. Odredivanje aktivnosti askorbat-peroksidaze

Aktivnost enzima APX (EC 1.11.1.11) je mjerena prema metodi Nakana i Asade
(1981). Reakcijska smjesa za mjerenje aktivnosti sastojala se od 0.5 mM AsA, 0.1 mM
EDTA i 50 uyL proteinskog ekstrakta u 50 mM kalij-fosfatnom puferu (pH 7.0), u
ukupnom volumenu od 1 mL. Za potrebe mjerenja aktivnosti, proteinski ekstrakt
izdanka je 7x razrijeden, a korijena 5%. Reakcijska smjesa je kratko inkubirana na
sobnoj temperaturi, nakon €ega je reakcija pokrenuta dodatkom 0.12 mM H202. Pad
apsorbancije spektrofotometrijski je pracen pri valnoj duljini od 290 nm svakih 10
sekundi, tijekom 3 minute. Aktivnost APX je izraCunata koriste¢i molarni ekstinkcijski
koeficijent (¢ = 2.8 mM* x cm™), a izraZena je kao koli¢ina razgradenog askorbata u
umol po minuti po miligramu proteina (umol x mint x mg? proteina), 0dnosno u

jedinicama aktivnosti APX po miligramu proteina (U APX x mg proteina; U = pmol x min-

1),

2.11. Odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze

Aktivnost glutation-reduktaze (GR, EC 1.6.4.2) odredena je metodom koja se
temelji na redukciji oksidiranog glutationa (GSSG) u prisutnosti GR i NADPH kao
reducensa (Racker, 1955). Reakcijska smjesa sastojala se od 1 mM GSSG, 1 mM
EDTA i 25 uL proteinskog ekstrakta u 100 mM Kkalij-fosfatnom puferu (pH 7.5) u
ukupnom volumenu od 1 mL. Smjesa je inkubirana 10 minuta na sobnoj temperaturi
nakon €ega je pokrenuta reakcija dodatkom 0.1 mM NADPH. Pad apsorbancije uslijed
oksidacije NADPH spektrofotometrijski je pracen pri valnoj duljini 340 nm svakih 10
sekundi, tijekom 3 minute. Specificna aktivhost GR izraZena je kao koli¢ina NADPH u

umol po minuti po gramu proteina (umol x mint x g7t proteina) koristeéi molarni
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ekstinkcijski molarni koeficijent (¢ = 6.220 mM? x cm™), odnosno u jedinicama

aktivnosti GR po gramu proteina (U GR x g proteina; U = pumol x min?).

2.12. Odredivanje aktivnosti glutation S-transferaze

Aktivnost GST (EC 2.5.1.18) u proteinskim ekstraktima odredena je
spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na praéenju nastanka konjugata
izmedu 1-kloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) i GSH (Habig i sur., 1974). Reakcijska
smjesa u UV kiveti se sastojala od 2 mM GSH, 1 mM CDNB i 1 mM EDTA u 100 mM
kalij-fosfatnom puferu (pH 6.5), u ukupnom volumenu od 1.5 mL. Smjesa je kratko
inkubirana na sobnoj temperaturi, a enzimska reakcija je zapoCeta dodatkom 50 pL
proteinskog ekstrakta. Kako u reakciji dolazi do stvaranja G-SDNB konjugata, pratio
se rast apsorbancije pri valnoj duljini od 340 nm, svakih 10 sekundi, tijekom 3 minute.
SpecifiCna aktivhost GST izrazena je kao koliina nastalog konjugata u pmol po minuti
po gramu proteina (umol x mint x g1 proteina) koriste¢i molarni ekstinkcijski koeficijent
(e = 9.600 mM x cm™1), odnosno u jedinicama aktivnosti GST po gramu proteina (U

GST x g'l proteina; U = pmol x min‘l).

2.13. Odredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze

Aktivnost GPX (EC 1.11.1.9) mjerena je prema modificiranoj
spektrofotometrijskoj metodi koju su opisali Strauss i suradnici (1980). Temelji se na
indirektnom odredivanju aktivnosti GPX tako $to se mjeri oksidacija NADPH u NADP*
Sto je praceno smanjenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 340 nm. Reakcijska
smjesa sastojala se od 1 mM GSH, 0.1 mg x mL* NADPH, 1 U x mL* GR, 0.4 mM
EDTA i 25 pL proteinskog ekstrakta u 100 mM Kkalij-fosfatnom puferu (pH 7.0), u
ukupnom volumenu od 1.55 mL Enzimska reakcija je pokrenuta dodatkom 0.0007%
H202, a pad apsorbancije pracen je svakih 10 sekundi, tijekom 3 minute. SpecifiCna
aktivnost GPX izraZzena je kao koli¢ina NADPH u pmol po minuti po gramu proteina
(umol x mint x g proteina) koristeéi molarni ekstinkcijski koeficijent (€ = 6.220 mM1 x
cm1), odnosno u jedinicama aktivnosti GPX po gramu proteina (U GPX x g proteina; U

= umol x min).
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2.14. Odredivanje aktivnosti glioksilaze |

Aktivnost Glol (EC 4.4.1.5) odredena je spektrofotometrijskom metodom koju
su opisali Arai i suradnici (2014). Glol katalizira nastanak S-D-laktoilglutationa
izomerizacijom hemitioacetala, koji se za potrebe mjerenja enzimske aktivnosti dobiva
neenzimski inkubacijom reakcijske smjese za mjerenje (100 mM kalij-fosfatni pufer, pH
6.6, 20 MM GSH i 20 mM MG) 10 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije, 980 uL reakcijske
smjese i 20 uL proteinskog ekstrakta izdanka, odnosno 960 uL reakcijske smjese i 40
ML proteinskog ekstrakta korijena dodano je u UV kivetu, a porast apsorbancije uslijed
nastanka S-D-laktoilglutationa pracen je pri valnoj duljini od 240 nm, svakih 15 sekundi
tijekom 3.5 minute. Specificna aktivnhost Glo1 izraZena je kao koli¢ina nastalog S-D-
laktoilglutationa po minuti po gramu proteina, koriste¢i molarni ekstinkcijski koeficijent
(e = 2.86 mM* x cm), odnosno u jedinicama aktivnosti Glol po gramu proteina (U

Glol x g'l proteina; U = pmol X min'l).

2.15. Odredivanje aktivnosti monodehidroaskorbat-reduktaze

Aktivhost MDHAR (EC 1.6.5.4) odredena je prema metodi koju su opisali
Hossain i suradnici (1984), modificiranoj za analizu u mikrotitarskim plo€icama. Metoda
se temelji na redukciji monodehidroaskorbata, nastalog djelovanjem askorbat-
oksidaze, u AsA, pomo¢u NADH kao reducirajuceg supstrata. Reakcijska smjesa za
odredivanje aktivnosti sastojala se od 2.5 mM AsA, 0.1 mM NADH, 0.14 U askorbat-
oksidaze i 10 uL proteinskog ekstrakta u 50 mM Tris-HCI puferu (pH 7.6), u konaénom
volumenu od 0.2 mL. Pad apsorbancije, uslijed oksidacije NADH, praéen je pri 340 nm
svakih 15 sekundi, tijekom 3 minute. Specificna aktivnost MDHAR je izraZzena kao
koli¢cina NADH u umol po minuti po miligramu proteina (umol x mint x mg? proteina)
koriste¢i molarni ekstinkcijski koeficijent (¢ = 3.7 mM x cm™), odnosno u jedinicama

aktivnosti MDHAR po miligramu proteina (U MDHAR x mg™ proteina; U = pmol x min1).

2.16. Odredivanje aktivnosti dehidroaskorbat-reduktaze

Aktivhost DHAR (EC 1.8.5.1) mjerena je prema metodi koju su opisali Ma i
Cheng (2004), te za analizu u mikrotitarskim plo€icama modificirali Murshed i suradnici
(2008). Metoda se temelji na redukciji dehidroaskorbata (DHA) u ovisnosti o GSH.
Reakcijska smjesa za mjerenje aktivnosti sastojala se od 0.1 mM EDTA, 2.5 mM GSH,
0.2 mM DHA i 10 uL proteinskog ekstrakta u 50 mm puferu HEPES (pH 7.0), u
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ukupnom volumenu od 0.2 mL. Porast apsorbancije praéen je pri valnoj duljini od 265
nm, svakih 15 sekundi tijekom 3 minute. Specificha aktivhost DHAR je izraCunata
koriste¢i molarni ekstinkcijski koeficijent (¢ = 8.33 mM x cm), odnosno u jedinicama

aktivnosti DHAR po miligramu proteina (U MDHAR x mg proteina; U = pmol x min-1).

2.17. Odredivanje koncentracija askorbata i dehidroaskrobata

Tkivo izdanka i korijena klijanaca pSenice usitnjeno je uz pomo¢ tekuceg dusika.
Na 0.15 g usitnjenog tkiva dodan je 1 mL 5% sulfosalicilne kiseline (SSA) (w/v) te je
uslijedila ekstrakcija tijekom 15 minuta na ledu. Homogenati su potom centrifugirani 15
minuta na 19 000 x g i 4 °C, a dobiveni supernatanti su odvojeni za odredivanje
ukupnog askorbata (tAsA=AsA+DHA) i AsA. Koncentracije tAsA i AsA su odredene u
svjezim ekstraktima prema metodi koju su opisali Kampfenkel i suradnici (1995),
modificiranoj za analizu na mikrotitarskim ploCicama prema Murshed i suradnici
(2008). Reagens za mjerenje koncentracija tAsA i AsA sastojao se od 10%-tnog TCA,
42%-tne (v:v) ortofosforne kiseline, 4%-tnog (w:v) 2,2-bipiridila otopljenog u 70%-tnom
etanolu, te 3%-tnog (w:v) zeljezovog klorida redom u omjeru 2.5:2:2:1 (viv). Za
mjerenje koncentracije tAsA, 10 pL tkivnog ekstrakta inkubirano je u mikrotitarskoj
plo€ici s 10 uL 10 mM DL-dititreitola (DTT) i 20 uL 0.2 mM Kkalij-fosfatnog pufera (pH
7.4), 15 minuta na 42 °C. Nakon inkubacije dodano je 10 pL 0.5%-tnog (w:v) N-
etilmaleimida radi uklanjanja preostalog DTT-a. Potom je u reakcijsku smjesu dodano
150 pL pripremljenog reagensa te je smjesa inkubirana 40 minuta na 42 °C. Nakon
inkubacije, mjerena je apsorbancija pri valnoj duljini od 525 nm na &itacu mikrotitarskih
plogica Spark multimode sa softverom SparkControl (Tecan, Mannedorf, Svicarska).
Za odredivanje koncentracije AsA, reakcija je izvedena na isti nacin kao i za tAsA, s
tim da je iz reakcije izostavljen DTT i N-etilmaleimid, &iji su volumeni nadomjesteni
dodatkom 0.2 M kalij-fosfatnog pufera (pH 7.4). Koncentracije tAsA i AsA odredene su
iz standardne krivulje s poznatim koncentracijama AsA, a koncentracija DHA dobivena
je iz razlike tAsA i AsA. Koncentracija AsA, odnosno DHA izraZzena je u ug po g svjeze

tvari (ug % gt svieze tvari).

2.18. Odredivanje koli€ine reduciranog i oksidiranog glutationa

Tkivo izdanka i korijena pSenice je usitnjeno u tarioniku s tu¢kom uz pomoé

tekuceg dusSika. Usitnjeni prah (0.1 g) homogeniziran je s 1 mL 5% sulfosalicilne
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kiseline (SSA) (w/v), a homogenati su potom inkubirani 10 minuta na ledu te
centrifugirani tijekom 15 minuta na 10 000 x g i 4 °C. Dobiveni supernatanti su smrznuti
u tekuéem dusSiku te pohranjeni na -80 °C, do daljnje analize.
Ukupni glutation (tGSH = GSH + GSSG) i GSSG su mjereni kinetickom metodom koja
se temelji na redukciji 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoi¢ne kiseline) (DTNB) pomoc¢u GSH, a
pri ¢emu nastaje zuto obojeni produkt 5-tio-2-nitrobenzoiCna kiselina (TNB).
Redukcijom GSH nastaje GSSG koji se reciklira pomo¢u GR i NADPH (Griffith, 1980).
Reakcijska smjesa za mjerenje sastojala se od 0.031 mg x mL* DTNB-a, 0.115 U x
mL* GR-a, 1 mM EDTA i 50 uL deproteiniziranog ekstrakta u 100 mM kalij-fosfatnog
pufera (pH 7.0), u ukupnom volumenu od 1.05 mL. Nakon 5 minuta ekvilibracije,
reakcija je pokrenuta dodatkom 48 uM NADPH. Porast apsorbancije, do kojeg dolazi
uslijed nastanka TNB-a, pracen je pri valnoj duljini od 412 nm, svakih 30 sekundi
tjekom 4 minute. Sadrzaj tGSH je odreden iz standardne krivulje s poznatim
koncentracijama GSH, a izrazen je nmol po gramu svjeze tvari (nmol x g svjeze tvari).
Za odredivanje koliCine GSSG-a, alikvot deproteiniziranog ekstrakta inkubiran
je s 2-vinilpiridinom i trietanolaminom tijekom sat vremena na sobnoj temperaturi.
Koli¢ina GSSG-a mjerena je na isti nacin kao i tGSH. Sadrzaj GSSG-a je odreden iz
standardne krivulje s poznatim koli€inama GSSG-a, a izraZzen je u nmol po gramu

svjeze tvari (nmol x g1 svieze tvari). GSH je dobiven iz razlike tGSH i GSSG.

2.19. lzdvajanje ukupne RNA iz izdanka i korijena pSenice

Ukupna RNA izolirana je iz svjezeg tkiva pSenice pomocéu komercijalnog
reagensa TRI Reagent (Termo Fisher) prema uputama proizvodaca. Oko 0.05 g tkiva,
usitnjeno je mikropistilom u mikroepruveti uz pomoc¢ tekuceg dusika. Na usitnjeno
smrznuto tkivo dodan je 1 mL reagensa TRI te je dodatno homogenizirano
mikropistilom. Nakon 5 minuta inkubacije dodano je 100 uL bromokloropropana (BCP)
te je homogenat ponovno inkubiran 10 minuta na sobnoj temperaturi. Homogenati su
centrifugirani tijekom 15 minuta na 12 000 x g i 4 °C te je 400 uL gornjeg (vodenog)
sloja dobivenog supernatanta odvojeno u novu mikroepruvetu. Odvojenom vodenom
sloju dodano je 500 pL izopropanola u svrhu taloZzenja RNA. Sadrzaj u mikroepruveti
je promijeSan nekoliko puta inverznim okretanjem, inkubiran 10 minuta na sobnoj
temperaturi te centrifugiran tijekom 8 minuta na 12 000 x g i 4 °C. Supernatant je
dekantiran, a bijeli talog RNA ispran s 1 mL 75%-tnog etanola. Sadrzaj je ponovno
centrifugiran tijekom 5 minuta na 7 500 x g, etanol dekantiran, a mikroepruvete
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ostavljene otvorene kako bi ispario preostali etanol. Talog RNA izdanka je otopljen u

50 pL, a korijena u 30 pL deionizirane vode te pohranjen na -80 °C do daljnjih analiza.

2.20. Odredivanje koli€¢ine i kakvoce RNA

Koncentracija RNA je mjerena pri valnoj duljini od 260 nm pomocu instrumenta
NanoPhotometer N60-Touch (Implen, Minchen, Njemacka). Takoder su mijereni i
omjeri Azeo/Azs0 te Azso/A2s0 pokazatelji Cistoée dobivene RNA. Omjer Azeo/Azso je
pokazatelj onecCiScenosti proteinima, a A2so/A230 oneciséenosti fenolima i drugim
spojevima.

Cjelovitost RNA analizirana je horizontalnom elektroforezom na agaroznom
gelu. Agarozni gelovi (1%) pripremljeni su u 0.5x TBE puferu (45 mM Tris-borat, 1
mM EDTA, pH 8.3) uz dodatak boje za vizualizaciju nukleinskih kiselina SYBR®
Safe. Prije nanoSenja na gel, uzorci RNA su pomijeSani s puferom za nanoSenje
uzoraka (Blue/Orange Loading dye, 6x) u konacCnoj koncentraciji 1x. Na gel je
nanoseno 5 UL uzorka ukupne RNA i 3 pL standarda za odredivanje duljine odsjecaka
100 bp DNA Ladder (Invitrogen TM). Elektroforeza je provodena u kadici s 0.5x TBE
puferom, pri jakosti struje od 50 V dok uzorci ne udu u gel, nakon ¢ega se uzorci
razdvajaju pri 100 V. Elektroforezom se uzorci RNA razdvajaju na vrpce koje su
vizualizirane pomoc¢u UV transiluminatora te dokumentirane fotografiranjem pomocu
kamere Kodak EDAS 290 (Eastman Kodak).

2.21. Tretman DNazom i obrnuto prepisivanje RNA u komplementarnu DNA

Prije obrnutog prepisivanja RNA u komplementarnu DNA (cDNA), RNA je bila
tretirana s DNazom | (RNase-Free DNase, Promega) kako bi se uklonila moguca
kontaminacija genomskom DNA. Digestija DNA provedena je na alikvotu ukupne RNA
(4 ug), koja je inkubirana je s 2 uL reakcijskog pufera, 4 L Dnaze | (1 U x ug* RNA) i
vodom do konac¢nog volumena 18 L. Digestija je provedena u PCR uredaju MiniAmp
Plus Thermal PCR Cycler (Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD) 30 minuta na 37
°C. Reakcija je zaustavljena dodatkom 2 puL otopine za zaustavljanje reakcije (Dnase
Stop Solution) i inkubacijom 10 minuta na 65 °C kako bi se inaktivirale Dnaze. Nakon
digestije DNA, u reakciju obrnutog prepisivanja ulazi cjelokupni volumen od 20 pL.

Obrnuto prepisivanje (engl. Reverse Transcription, RT) u cDNA je provedeno

pomocu komercijalnih reagensa za obrnuto prepisivanje i kvantitativni PCR (qPCR)
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GoTaq 2-Step RT-gPCR (Promega) prema uputama proizvodaca. RNA dobivena
nakon digestije DNA je zajedno s 2 pL oligo d(T) poCetnicama denaturirana 5 minuta
na 70 °C. Smjesa je naglo ohladena 5 minuta na 4 °C, nakon Cega je smjesi dodan
drugi dio reakcijske smjese za obrnuto prepisivanje. Drugi dio reakcijske smjese
sadrzavao je 1x reakcijski pufer GoScript, 0.5 mM smjese Cetiri nukleotida, 20 U
inhibitora ribonukleaza (Recombinant Rnasin), 1 U reverzne transkriptaze GoScript i
vodu do ukupnog volumena od 40 pL. Obrnuto prepisivanje provedeno je u PCR
uredaju MiniAmp Plus Thermal PCR Cycler (Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD)

prema uvjetima navedenima u tablici 2, a nastala cDNA je bila pohranjena na -20°C.

Tablica 2. Uvjeti reakcije obrnutog prepisivanja.

Sparivanje pocetnica 25 °C 5 min
Sinteza cDNA 42 °C 1 sat
Inaktivacija reverzne :
: 70 °C 15 min
transkriptaze
Hladenje 4°C 0

Tablica 3. Sljedovi oligonukleotidnih po€etnica koristeni za umnazanje odsjeCaka gena

actin, ATP-Sul, cs, gr, gpx, apx, gst, mdhar i dhar gPCR-om te oCekivanom veli¢inom
PCR produkata.

: s Velicina PCR
Pocetnice Oligonukletidni slijed
produkta

actin FW TGACCGTATGAGCAAGGAG

215 bp
actin REV CCAGACAACTCGCAACTTAG
ADP-rf FW GCTCTCCAACAACATTGCCAAC

165 bp

ADP-rf REV GCTTCTGCCTGTCACATACGC
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Velicina PCR

produkta

Oligonukleotidni sijed

ATP-Sul FW GCCATCCAACAGAGAAGAG
119 bp
ATP-Sul REV CGTATCGTATGCTGCTACC
CTTGGGAATGAAAGGAGCTG
83 bp
CCTGTGCCTTTCCAGATTTC
TGCGTCCCGAAGAAGATACT
96 bp
GTTGATGTCCCCGTTGATCT
TCGCTTCCAAGCAGAGTTTC
176 bp
GTGCATATCGGTTCATGACG
TGGAAGACGTGATTCGTCAG
174 bp
TCAAACCCAGACCTTTCAGG
AGATGACCTGAAGCTGCTCG
175 bp
GTTGTGGATGAGCACGGGTA
mdhar FW AGGCGTTATCGATGGTTGTC
105 bp
mdhar REV GCACGTCTTTCTTGCTTTCC
dhar FW CTGTGTATAACGGTGGTGATGG
153 bp

dhar REV TCAAGAACGTGACGAAGGTG
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2.22. Kvantitativni PCR

Razina ekspresije gena (ATP-Sul, cs, gr, gpX, apx, gst, mdhar, dhar) odredena
je metodom gPCR koristeci komercijalni paket reagensa za kvantitativhu analizu RNA
GoTaq 2-Step RT-gPCR (Promega) prema uputama proizvodaca. Jedan dio
specificnih oligonukleotidnih poCetnica preuzet je iz literature, dok je veci dio poCetnica
dizajniran na temelju sekvenci iz baze podataka GeneBank pomocu softverskog alata
Primer3 (Tablica 3). Neke su pocetnice dizajnirane tako da se proteZu na spoj egzon-
egzon koji sadrzi intron, kako bi mogli razlikovali amplifikaciju RNA (fj cDNA) od
genomske DNA, cCime se potvrduje odsutnost kontaminacije genomskom DNA.
Dobivena cDNA je za potrebe kvantifikacije 5% razrijedena. Reakcijska smjesa za
gPCR sastojala se od 5 pL razrijedene cDNA, 1x komercijalne smjese za QPCR
(GoTag qPCR Master Mix), 200 nM svake specificne pocetnice, 0.25 uyL CXR
referentne boje i vode do kona¢nog volumena od 25 pL. Komercijalna smjesa za gPCR
(GoTag gPCR Master Mix) sadrzi hot-start DNA polimerazu, smjesu dNTP-a, ione
Mg?* i fluorescentnu boju SYBR Green | koja se veZe na dvolantanu DNA te
fluorescira. Reakcija gPCR provedena je na instrumentu StepOnePlus™ Real-Time
PCR System sa softverom StepOnePlus™ v2.3 (Applied Biosystems, Waltham, MA,
USA) prema uvjetima prikazanim u tablici 4. Sva mjerenja su provedena u tri tehnicke
replike. Specifi€nost umnazanja potvrdena je analizom krivulje disocijacije, a relativha
ekspresija gena je kvantificirana pomocu relativne standardne krivulje dobivene 3x
serijskim razrijedenjem smjesa cDNA, te normalizirana prema referentnim genima
actin i ADP-ribozilacijski faktor (ADP-rf) (Paolacci et al., 2009).

Tablica 4. Program standardne gPCR reakcije za umnazanje i kvantifikaciju gena

actin, ADP-ribozilacijski faktor, ATP-Sul, cs, gr, gpx, apx, gst, mdhar i dhar.

Aktivacija Hot-Start GoTag polimeraze 95 °C 10 min
40 ciklusa:

Denaturacija 95 °C 15 sec

Sparivanje pocetnica i sinteza DNA 60 °C 1 min

Disocijacija 60-95 °C
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2.23. Statisticka obrada podataka

Podaci dobiveni ovim istrazivanjem obradeni su u statistitkom programu
Statistica 14.0.0.15 (TIBCO Inc., SAD), a rezultati su izraZzeni kao srednje vrijednosti +
standardna devijacija (SD). Normalnost distribucije testirana je Shapiro-Wilksovim
testom, a s obzirom na normalnu distribuciju i homogenost varijanci koriStena je
jednofaktorska analiza varijance (engl. One-way ANOVA). Nakon jednofaktorske
analize, 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
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3.1. Koncentracija Se u izdanku i korijenu pSenice

Koncentracija Se u klijancima p3enice se dosta mijenjala ovisno o primijenjenoj
koncentraciji, ali i o obliku Se (Tablica 5). U izdanku pSenice, koncentracija Se se
uglavhom povecavala kako su primijenjene koncentracije bile vecCe. Raspon
koncentracija u izdancima tretiranim selenatom kretao se od 1.31 mg x kg* do 219.48
mg x kg! koja je zabiljezena nakon izlaganja najvec¢oj koncentraciji (400 mg x kg™).
Svi tretmani selenatom, osim najmanje primijenjene koncentracije (0.4 mg x kg?), su
znacajno utjecali na akumulaciju Se u izdanku u odnosu na kontrolu. Izlaganje selenitu
je takoder povecalo koncentraciju Se u izdancima u odnosu na kontrolne izdanke, no
raspon koncentracija je zna¢ajno maniji nego uslijed izlaganja selenatu te se kreée od
7.72 mg x kgtdo 53.22 mg x kg

S druge strane, u korijenu pSenice su samo najvece koncentracije (400 mg x
kg') oba oblika Se uzrokovala znacajniju akumulaciju Se u odnosu na kontrolu. Pri
tretmanima selenatom i selenitom je zabiljezen porast koncentracija po porastu
primijenjenih koncentracija, kao i u izdanku. No, izmjerene koncentracije su bile nesto
vece uslijed izlaganja selenitu nego selenatu, a kretale su se od 7.64 mg x kg do 424

mg x kgt

Tablica 5. Koncentracija Se u izdanku i korijenu klijanaca pSenice (T. aestivum L. sorta

Kraljica) nakon izlaganja selenatu i selenitu.

Tretman
(mg x kg™

> { ] /| |

0.223 +0.019 0.360 + 0.088
0.4 1.310 + 0.071 7.720 +1.148™  4.44+0.325 7.650 + 1.888
12.18 + 0.547" 6.760 + 1.490™  9.45 +0.400 10.01 +1.299

0 56.43 + 1.394™ 8.720 +1.184™  21.53+3.384  30.35+1.054™

40 118.34 +3.625™  11.29+0.478™  46.89+4.641"  60.29+ 1.573™

400 219.48 + 10.074™ 53.23+2.377"  415.66+48.71" 333.4 +29.15™
Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti £ SD. Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu

na kontrolu su prikazane oznakama " (p < 0.05), ™ (p < 0.01) i ™ (p < 0.001).
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3.2. Biomasa i klijavost pSenice

Tretmani s oba oblika Se su utjecali na biomasu izdanka i korijena pSenice. U
izdanku, samo su dvije najvece koncentracije selenata (40 i 400 mg x kg?) i tri
koncentracije selenita (20, 40 i 400 mg x kg!) uzrokovale zna¢ajno smanjenje biomase
u odnosu na kontrolu (Slika 5a). Sli€an odgovor na prisutnost Se je pokazao i korijen
gdje su 4, 40 i 400 mg x kg selenata te 4, 20, 40 i 400 mg x kg selenita takoder
smanjili biomasu (Slika 5b). Usporeduju¢i medusobno utjecaj dva oblika Se na
biomasu izdanka, selenit je u tri tretmana (0.4, 20 i 400 mg x kg!) uzrokovao smanjenje
u odnosu na isti tretman selenatom, kao i u korijenu u tretmanima s 20 i 400 mg x kg
1.

Prisutnost Se je utjecala na klijavost pSenice, posebno u obliku selenita (Slika
5c). Naime, selenit je u vecini tretmana uzrokovao znacajno smanjenje klijavosti i u
odnosu na kontrolu i u odnosu na selenat. Suprotno, selenat u vecini tretmana nije
imao utjecaj na klijavost pSenice usporedivsi s kontrolom. lzuzetak je bila najveca
koncentracija selenata (400 mg x kg?') koja je uzrokovala smanjenje klijavosti za
11.99%. lako su oba oblika Se primijenjena u najveéoj koncentraciji smanijile klijavost
u odnosu na kontrolu, klijavost je bila za 13.56% manja u tretmanu selenitom u odnosu

na isti tretman selenatom.
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Slika 5. Biomase izdanka (a), korijena (b) te klijavost (c) pSenice nakon tretmana s

razliCitim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i Se 400 mg

x kgt). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg1). Rezultati (n = 9) 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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3.3. Koncentracije ukupnog klorofila i karotenoida

Selenat primijenjen u manjim koncentracijama (0.4, 4, 20 i 40 mg x kg1) nije
uzrokovao promjenu koncentracije ukupnog klorofila u izdanku pSenice u odnosu na
kontrolu, dok je najve¢a koncentracija (400 mg x kg?) uzrokovala smanjenje od
19.34% (Slika 6a). Za razliku od selenata, selenit je u tri tretmana (20, 40 i 400 mg x
kg?) uzrokovao smanjenje koncentracije ukupnog klorofila. Tako je koncentracija
klorofila smanjena za 20.93% pri tretmanu s 20 mg x kg?, 10.35% pri tretmanu s 40
mg x kg te za 30.26% pri tretmanu s najve¢om koncentracijom (400 mg x kg'). Pri
400 mg x kg selenita je ujedno zabiljeZzena i najmanja koncentracija ukupnog klorofila
medu svim tretmanima, a iznosila je 0.95 mg x g*! svjeze tvari. Usporedujudi
medusobni utjecaj dva oblika Se na koncentraciju ukupnog klorofila u izdanku, pri
tretmanu selenatom zabiljezene su vece koncentracije klorofila nego pri tretmanu
selenitom. lako su vecCe koncentracije ukupnog klorofila zabiljezene pri svim
primijenjenim koncentracijama, razlika je bila statisticki znacajna samo u tri tretmana
(0.4, 20400 mg x kgt). Tako je tretman s 0.4 mg x kg* selenata uzrokovao za 12.58%
vec¢u koncentraciju u odnosu na isti tretman selenitom, tretman s 20 mg x kg za
17.70% te tretman s 400 mg x kg za 13.54%.

Selenat je na koncentraciju karotenoida u izdanku pSenice djelovao isto kao i
na koncentraciju klorofila (Slika 6b). Naime, dok Cetiri tretmana selenatom (0.4, 4, 20 i
40 mg x kg?) nisu imali nikakav utjecaj na karotenoide, najve¢a koncentracija je
uzrokovala smanjenje njihove koncentracije za 10.21% u odnosu na kontrolu. To je
ujedno i najmanja zabiljeZzena koncentracija karotenoida u izdanku, a iznosila je 0.2250
mg x g svjeze tvari. Smanjenje koncentracije karotenoida u izdanku je zabilijezeno i
uslijed izlaganja selenitu u koncentraciji od 40 mg x kg gdje su karotenoidi bili za
9.97% manji u odnosu na kontrolu. Ostali tretmani selenita nisu zna¢ajno utjecali na
koncentraciju karotenoida. Usporeduju¢i medusobno dva oblika Se te njihov utjecaj na
koncentracije karotenoida, zabiljeZzene su dvije statistiCki znaCajne razlike pri
tretmanima s 40 i 400 mg x kg*. Pri tretmanu od 40 mg x kg* selenata u izdanku su
karotenoidi bili za 9.97% vedi od karotenoida zabiljeZenim pri istom tretmanu selenita.
S druge strane, pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji selenata (400 mg x kg?)

koncentracija karotenoida je bila za 16.01% manja nego kod selenita.
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Slika 6. Koncentracija ukupnog klorofila (a) i karotenoida (b) u izdanku klijanaca
pSenice nakon tretmana s razliCitim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4,
Se 20, Se 40 i Se 400 mg x kg™). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg
x kg?). Rezultati (n = 9) su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Razlike izmedu skupina testirane su Duncan post hoc testom. RazliCita slova

oznacCavaju statistiCki znacCajne razlike izmedu pojedinih skupina (P < 0.05).

3.4. Razina lipidne peroksidacije u izdanku i korijenu pSenice

Oksidacijski status izdanka i korijena pSenice procjenjivan je odredivanjem
razine LPO koja je pracena mjerenjem koli¢ine TBARS-a. U izdanku, oba oblika Se su
u svim primijenjenim koncentracijama (0.4, 4, 20, 40 i 400 mg x kg') uzrokovala
znacajno smanjenje koli¢ine TBARS-a u odnosu na kontrolu (Slika 7a). U tretmanima
selenatom medusobno nije uo¢ena znacajna razlika u razini LPO izdanaka, dok su

izmedu pojedinih tretmana selenitom utvrdene razlike. Naime, kod 20 mg x kg*
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selenita je zabiljezena najmanja koli¢ina TBARS-a, nakon ¢ega je pri 400 mg x kg
zabiljezen porast od 29.29%. Selenit je u dvije primijenjene koncentracije, 0.4 i 20 mg
x kg, uzrokovao veéi pad LPO nego iste koncentracije selenata, dok u ostalim nije

bilo razlike izmedu dva oblika Se.
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Slika 7. Koli¢ina TBARS u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon tretmana
s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i Se 400
mg x kgt). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg?). Rezultati (n = 9)
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).

U korijenu je zabiljezen sli¢an odgovor na dva oblika Se kao i u izdanku jer je u
vedini tretmana Se uzrokovao smanjenje koligine TBARS-a (Slika 7b). Cetiri tretmana
selenitom (0.4, 4, 40 i 400 mg x kg1) te tri tretmana selenatom (20, 40 i 400 mg x kg
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1) su znacajno smanijila koli€inu TBARS-a u odnosu na kontrolnu. Selenat i selenit su,
kako u izdanku tako i u korijenu, pokazali razliCit utjecaj na LPO. U Cetiri tretmana
selenitom (0.4, 4, 40 i 400 mg x kg?) kolicina TBARS-a u korijenu klijanaca je bila
znacajno manja u odnosu na iste koncentracije selenata. Suprotno, samo je 20 mg x

kg selenita uzrokovalo vecu razinu LPO od nego $to je 20 mg x kg selenata.

3.5. Koli€¢ina vodikovog peroksida u izdanku i korijenu pSenice

Osim razine LPO, oksidacijski status izdanka i korijena pSenice se pratio i
mjerenjem koli€ine H202. U odnosu na kontrolu, niti jedan oblik Se nije uzrokovao
znacajnu promjenu u koli€ini H202 u izdanku pSenice (Slika 8a). U vecini tretmana nije
bilo promjene niti izmedu tretmana selenata i selenita, osim pri koncentraciji od 40 mg

x kg1 gdje je koli¢ina H202 bila 12.90% veca nakon izlaganja selenatu nego selenitu.
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Slika 8. Koli¢ina H202 u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon tretmana s
razliCitim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i Se 400 mg
x kgt). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg™). Rezultati (n = 9) su

prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina
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testirane su Duncan post hoc testom. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne

razlike izmedu pojedinih skupina (P < 0.05).

Koli€ina H202 u korijenu vecinom nije bila pod zna€ajnim utjecajem u prisutnosti
Se. Samo su tretmani s 40 i 400 mg x kg selenata uzrokovali porast koli¢ine H202
redom za 42.92% i 41.77% u odnosu na kontrolno korijenje (Slika 8b). Takoder,
znacajnije razlike izmedu djelovanja selenata i selenita nisu zabiljezene, osim u
dvjema najveéim koncentracijama (40 i 400 mg x kg?)., gdje su pri tretmanima
selenatom zabiljezene znatno vece koli€ine H202 kako u odnosu na kontrolu, tako i u

odnosu na tretmane selenitom.

3.6. Aktivnost katalaze u izdanku i korijenu pSenice

Specificna aktivhost CAT u izdanku i korijenu pSenice prikazana je na slici 9. U
izdanku, aktivnost CAT je bila neovisna o vecini primijenjenih koncentracija selenata,
osim najvece (400 mg x kg') koja je povecala njezinu aktivnost za 18.34% u odnosu
na kontrolu (Slika 9a). Za razliku od selenata, selenit primijenjen u tri najveée
koncentracije (20, 40 i 400 mg x kg?) je uzrokovao znacajan porast specifi¢ne
aktivnosti CAT u odnosu na kontrolu, i to redom za 18.32%, 9.52% i 20.32%.
Usporedujuci utjecaj selenata i selenita medusobno, znacajnija razlika je zabiljezena
samo pri koncentraciji od 20 mg x kgt gdje je selenit uzrokovao 13.98% vecu aktivnost
CAT u odnosu na selenat.

Odgovor korijena pSenice, vidljiv kroz aktivhost CAT, na prisutnost Se u
potpunosti se razlikuje od odgovora zabiljeZzenog u izdanku. U korijenu su svi tretmani,
osim 20 mg x kg?! selenita, uzrokovali statisticki znacajno smanjenje specificne
aktivnosti CAT u odnosu na kontrolu (Slika 9b). Takoder, kod tri najmanje koncentracije
selenita (0.4, 4 i 20 mg L) su zabiljeZene vece aktivnosti CAT u odnosu na iste
koncentracije selenata. Suprotno, najvec¢a koncentracija selenita (400 mg x kg?)

snizila je aktivnost CAT u usporedbi s istim tretmanom selenata, i to za 74.47%.
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Slika 9. Specifina aktivnost CAT u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon
tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i
Se 400 mg x kg1). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kgt). Rezultati
(n = 9) 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. Aktivnost gvajakol-peroksidaze u izdanku i korijenu pSenice

Specifitna aktivnost GPOD u izdanku pSenice je bila pove¢ana uslijed izlaganja
svim tretmanima selenata (Slika 10a). S druge strane, najmanja koncentracija selenita
(0.4 mg x kg?) je smanijila aktivnost GPOD za 25.18%, dok 4, 20 i 40 mg x kg nisu

imale nikakav utjecaj u odnosu na kontrolu. Aktivhost GPOD je, nakon najvece

47



Rezultati

primijenjene koncentracije selenita, 400 mg x kg, bila za 34.44% vec¢a u odnosu na
aktivnost u izdancima kontrolnih biljaka. Usporedujuci tretmane selenata i selenita
medusobno, selenat je u Cetiri tretmana (0.4, 4, 20 i 20 mg x kg!) uzrokovao vecu
aktivnost GPOD u odnosu na selenit. Izuzetak je bio tretman s 400 mg x kg* prilikom

kojeg je zabiljezena 22.17% veca aktivnost nakon izlaganja selenitu.
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Slika 10. Specificna aktivnost GPOD u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice
nakon tretmana s razliCitim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20,
Se 40 i Se 400 mg x kg). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg™).
Rezultati (n = 9) 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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Selenat je u korijenu takoder povecao aktivnost GPOD, ali samo u tri tretmana
(0.4, 4140 mg x kg?) i to redom za 42.96%, 23.73% i 20.09% (Slika 10b). U ostalim
tretmanima (20 i 400 mg x kg?), aktivnost se nije znacajno mijenjala u odnosu na
kontrolu kao niti nakon izlaganja koncentracijama selenita od 0.4, 4, 20 i 400 mg x kg
1, S druge strane, tretman s 40 mg x kg selenita uzrokovao je znacajniju promjenu
aktivnosti GPOD u korijenu gdje je aktivnost bila za 19.97% veca nego u kontroli.
Razlike izmedu tretmana selenata i selenita u korijenu su vidljive nakon izlaganja
dviema najmanjim koncentracijama (0.4 i 4 mg x kg?!) prilikom ¢ega kod selenata
zabilieZzena znatno veca aktivnost u odnosu na selenit. U ostalim tretmanima nije

vidljiva razlika u aktivnosti GPOD izmedu dva oblika Se.

3.8. Aktivnhost askorbat-peroksidaze u izdanku i korijenu pSenice

Prisutnost Se u izdanku pSenice u vecini tretmana nije promijenio specifi¢nu
aktivnost APX u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 11a). Najve¢a koncentracija
selenita, 400 mg x kg?, jedina je uzrokovala znacajniju promjenu te je pritom
zabiljezena 22.52% veca aktivnost koja je ujedno i najveca. Izdanci tretirani s 20 i 400
mg x kg! selenita su uzrokovali veéu APX aktivnost u izdanku nego tretmani s istim
koncentracijama selenata. Ostale koncentracije nisu pokazale znacajnije razlike
izmedu oblika primijenjenog Se.

lako selenat u izdanku pSenice nije uzrokovao promjene aktivhosti APX, u
korijenu su tri tretmana selenatom (0.4, 4 i 400 mg x kg?) povecala istu redom za
18.49%, 16.86% i 13.45% (Slika 11b). Tri najvece primijenjene koncentracije selenita
(20, 40 400 mg x kg!) su takoder uzrokovale porast aktivnosti u odnosu na kontrolno
korijenje. Znacaijnije razlike u aktivnosti APX korijena usporedujuéi tretman selenata i
selenita, zabiljezene su samo pri koncentracijama 20 i 40 mg x kg gdje je aktivnost

nakon izlaganja selenitu bila za 12.61% i 11.83% vec¢a u odnosu na tretman selenatom.
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Slika 11. Specifi¢na aktivhost APX u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon
tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i
Se 400 mg x kgt). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg'). Rezultati
(n = 9) su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu
skupina testirane su Duncan post hoc testom. RazliCita slova oznacCavaju statisticki

znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P < 0.05).

3.9. Aktivnost glutation-reduktaze u izdanku i korijenu pSenice

Specificna aktivnost GR u izdanku pSenice, prikazana na slici 12a, bila je
nepromijenjena uslijed izlaganja selenatu. S druge strane, koncentracije od 4, 40 i 400
mg x kg selenita su povecale aktivnosti GR redom za 15.60%, 16.32% i 13.99% u
odnosu na kontrolne izdanke. U istim tretmanima zabiljeZene su i statisticki vece

aktivnosti u tretmanima selenita usporedujuci utjecaj dva oblika Se.
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U korijenu je selenat uzrokovao drugaciji odgovor nego u izdanku jer su svi
tretmani selenatom uzrokovali porast aktivnosti u odnosu na kontrolu (Slika 12b). Od
najmanje do najvece primijenjene koncentracije, redom su zabiljezeni porasti od
32.04%, 23.73%, 25.16%, 31.48% i 39.66%. lako se uslijed izlaganja selenitu takoder
povecala akivnost, ona je bila statistiCki znaCajna samo nakon tretmana s 0.4, 20 i 400
mg x kg selenita. Kod korijenja tretiranih s 4, 40 i 400 mg x kg je zabiliezen vedi
porast aktivhosti GR nakon izlaganja selenatu nego selenitu, dok u ostala dva tretmana

(0.4 i 20 mg x kg*) nije bilo razlike.
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Slika 12. SpecifiCna aktivnost GR u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon
tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40
Se 400 mg x kg?). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg1). Rezultati
(n = 9) 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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3.10. Aktivnost glutation S-trasferaze u izdanku i korijenu pSenice

Aktivnost GST u izdanku pSenice se nije mijenjala nakon tretmana s pet razlicitih
koncentracija selenata u odnosu na kontrolu, kao niti nakon izlaganja koncentracijama
od 0.4, 4 i 20 mg x kg selenita (Slika 13a). Samo su dvije najveée primijenjene
koncentracije selenita, 40 i 400 mg x kg, uzrokovale porast aktivnosti redom za
40.78% i 39.90%. U dva prethodno spomenuta tretmana selenitom zabiljeZzene su
najvece aktivnosti GST u izdanku pS3enice. Isti tretmani su se pokazali kao jedini u

usporedbi selenata i selenita gdje je uoCena znacajna razlika u aktivnosti.
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Slika 13. Specifi¢na aktivnhost GST u izdanku (@) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon
tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i
Se 400 mg x kgt). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg1). Rezultati
(n = 9) 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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Za razliku od izdanka, selenat je u korijenu pSenice uzrokovao znacajno
smanijenje aktivnosti u tretmanima s 20, 40 i 400 mg x kg, a zabiljeZeno smanjenje je
redom za 46.52%, 45.24% i 26.01% u odnosu na kontrolu (Slika 13b). Selenit u vecini
tretmana nije djelovao na aktivnost GST, osim u tretmanu s 4 mg x kg gdje je smanijio
aktivnost za 20.24%. U trima najvecim primijenjenim koncentracijama (20, 40 i 400 mg
x kg') zabilieZzena je znacajna razlika izmedu oblika Se, gdje je aktivnost uslijed

izlaganja selenatu bila manja i u odnosu na aktivnost nakon izlaganja selenitu.

3.11. Aktivnost glutation-peroksidaze u izdanku i korijenu pSenice

ZabiljeZzena specificna aktivnost GPX u izdanku pSenice se pokazala dosta
promjenjivom, Sto je ovisilo o obliku i koncentraciji primijenjenog Se (Slika 14a). Dok
Cetiri tretmana selenatom (0.4, 4, 40 i 400 mg x kg?) nisu uzrokovala promjenu
aktivnosti GPX u odnosu na kontrolne izdanke, tretman s 20 mg x kg je smanijio
aktivnost za 16.07%. Nadalje, jedini tretman selenitom koji nije uzrokovao znacajniju
promjenu aktivnosti GR bio je onaj s 20 mg x kg2, dok su ju ostali povecali ili smanijili.
Najmanja koncentracija selenita, 0.4 mg x kg, smanjila je aktivnost za 18.68%, a 4,
40 i 400 mg x kg selenita su uzrokovali porast redom za 14.88%, 15.33% i 45.66% u
odnosu na kontrolu. Razlike u aktivnosti medu tretmanima selenata i selenita nije bilo,
osim pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji gdje je selenit povecao aktivnost za
47.49% u odnosu na selenat. To je bila ujedno i najveca zabiljezena aktivnost GR u
izdanku.

Prisutnost Se u korijenu pSenice vec¢inom nije utjecala na promjenu aktivnosti
GPX (Slika 14b). Oba oblika su u samo jednoj primijenjenoj koncentraciji uzrokovali
porast aktivnosti u odnosu na kontrolno korijenje. Selenat primijenjen u koncentraciji 4
mg x kg! je povecao aktivnost za 19.08%, a tretman s 20 mg x kg selenita za 15.87%.
Spomenuta dva tretmana su pokazala i jedinu razliku u aktivnosti GPX korijena izmedu
dva oblika Se.
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Slika 14. Specificna aktivnost GPX u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon
tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i
Se 400 mg x kg1). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kgt). Rezultati
(n = 9) su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu
skupina testirane su Duncan post hoc testom. Razliita slova oznaCavaju statisticki

znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P < 0.05).

3.12. Aktivnost glioksilaze | u izdanku i korijenu pSenice

Prisutnost Se je uvelike utjecala na specificnu aktivhost Glo1 u izdanku pSenice
(Slika 15a). Oba oblika Se su u manjim primijenjenim koncentracijama znacajno
smanjila aktivnost u odnosu na kontrolu. Naime, selenat primijenjen u Cetiri najmanje
koncentracije (0.4, 4, 20 i 40 mg x kg?') je redom smanjio aktivnosti za 32.09%,
26.74%, 29.24% i 24.74% u odnosu na kontrolne izdanke. Nakon tretmana s 400 mg
x kg selenata, zabiljezena aktivnost je bila znacajno ve¢a u odnosu na druge

tretmane selenatom, no u odnosu na kontrolu nije bilo razlike. Nadalje, aktivhost Glo1
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je takoder bila smanjena uslijed izlaganju trima najmanjim koncentracijama selenita
(0.4, 4120 mg x kg?). Tretman s 0.4 mg x kg* selenita je smanjio aktivnost za 39.53%,
4 mg x kg selenita za 25.52% te 20 mg x kg selenita ju je smanjio za 21.45% u
odnosu na kontrolu. Daljnjim porastom primijenjenih koncentracija selenita (40 i 400
mg x kg?) je uocen rast specificne aktivnosti u odnosu na tretmane s manjim
koncentracijama. Rast je bio statistiCki znaCajan samo nakon izlaganja koncentraciji
od 400 mg x kg* selenita, a bio je za 21.50% vedéi od kontrole. Usporedujuci specifi¢nu
aktivnost Glol izmedu pojedinih oblika Se, razlike su zabiljezene samo pri
koncentracijama od 0.4 i 40 mg x kgl Pri tome je u oba tretmana selenitom

zabiljeZena veca aktivnost nego u tretmanu selenatom.
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Slika 15. Specificna aktivhost Glo1 u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon
tretmana s razliCitim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i
Se 400 mg x kg1). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg1). Rezultati
(n = 9) su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu
skupina testirane su Duncan post hoc testom. RazliCita slova oznacCavaju statisticki

znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P < 0.05).
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Korijen je na prisutnost Se odgovorio na bitno drugaciji na€in nego izdanak
(Slika 15b). U odnosu na kontrolu, selenat niti jednom primijenjenom koncentracijom
nije promijenio specificnu aktivnost Glo1, dok je uslijed izlaganja selenitu bio vidljiv
trend porasta aktivnosti po porastu primijenjenih koncentracija. No, porast uslijed
izlaganja selenitu je bio statistiCki znaCajan samo u tri najveCe primijenjene
koncentracije (20, 40 i 400 mg x kg?). Tako je tretman s 20 mg x kg™ selenita poveéao
aktivnost Glol za 22.15%, tretman s 40 mg x kg za 24.37% te tretman s 400 mg x
kg! za 33.40% sto je bila i najve¢a zabiljeZzena aktivnost u korijenu. Usporedujudi
razlike u aktivnosti izmedu dva primijenjena oblika Se, znacajne razlike su uoCene u
tretmanima s 4, 40 i 400 mg x kg prilikom ¢ega su tretmani selenitom uzrokovali vec¢u

aktivnost nego tretmani selenatom.

3.13. Aktivnost monodehidroaskorbat-reduktaze u izdanku i korijenu pSenice

Prisutnost Se u izdanku pSenice u vecini tretmana nije utjecala na specifiCnu
aktivnost MDHAR (Slika 16a). Izuzetak su bile najve¢e koncentracije (400 mg x kg?)
oba primijenjena oblika Se koje su povecale aktivhost u odnosu na kontrolu. Pri tome
je tretman s 400 mg x kg selenita pove¢ao aktivnost za 20.21%, a 400 mg x kg™
selenata za 51.90% Sto je ujedno i najveca zabiljeZzena aktivhost MDHAR u izdanku.
Tretman s 400 mg x kg je ujedno i jedini prilikom kojeg su zabiljeZzene razlike u
aktivnosti MDHAR izmedu selenata i selenita gdje je selenat uzrokovao za 39.19%
vecu aktivnost MDHAR u odnosu na selenit.

Usporedujuéi s izdankom, korijen je u potpunosti drugacije odgovorio na
prisutnost Se jer je veCina tretmana utjecala na aktivnost MDHAR (Slika 16b). Dok
dvije najmanje koncentracije selenata (0.4 i 4 mg x kg) nisu uzrokovale promjenu
aktivnosti u odnosu na kontrolne vrijednosti, tretmani s 20, 40 i 400 mg x kg su
aktivnost MDHAR smanijili redom za 28.04%, 28.55% i 18.88%. Nadalje, sve
primijenjene koncentracije selenita (0.4, 4, 20, 40 i 400 mg x kg!) su uzrokovale pad
aktivnosti, i to redom po porastu primijenjenih koncentracija za 13.98%, 26.31%,
16.30%, 22.14% i 22.00%. Usporeduju¢i medusobno utjecaj dva oblika Se na
aktivnost, razlike su vidljive u prva tri tretmana. Pri selenitu primijenjenom u
koncentracijama 0.4 i 4 mg x kg su zabiliezene za 9.45% i 20.36% manje aktivnosti
u odnosu na iste koncentracije selenata. Tretman s 20 mg x kg! selenata je uzrokovao

za 14.02% manju aktivnost u odnosu na isti tretman selenitom.
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Slika 16. Specifitna aktivnost MDHAR u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice
nakon tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20,
Se 40 i Se 400 mg x kg). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg).
Rezultati (n = 9) 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).

3.14. Aktivnost dehidroaskorbat-reduktaze u izdanku i korijenu pSenice

Specificna aktivnost DHAR u izdanku, uslijed izlozenosti Se, mijenjala se sli¢no
kao i aktivnost MDHAR. Naime, Cetiri tretmana (0.4, 4, 20 i 40 mg x kg) s oba oblika
Se nisu utjecala na aktivnost u odnosu na kontrolne izdanke, dok je jedina promjena
zabiljeZzena pri tretmanu s najve¢om koncentracijom Se (400 mg x kg?') (Slika 17a).
Tretman s 400 mg x kg™ selenata je povecao aktivnost DHAR za 49.94%, a sa 400
mg x kg selenita za 28.46%. Znacajne razlike u aktivnosti izmedu dva oblika Se su
zabiljezene pri koncentracijama od 20, 40 i 400 mg x kg*. Pri tretmanu s 20 i 400 mg
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x kg! selenata aktivnost je bila za 20.11% i 30.03% veca nego u tretmanu sa

selenitom, dok je tretman sa 40 mg x kg selenata uzrokovao 23.15% manju aktivnost

DHAR.
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Slika 17. SpecifiCna aktivnhost DHAR u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice

nakon tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20,

Se 40 i Se 400 mg x kg™). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg).

Rezultati (n = 9) 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).

Aktivnost DHAR u korijenu pSenice se uvelike mijenjala uslijed izlaganja

dvama oblicima Se (Slika 17b). Tretmani s 0.4 i 4 mg x kg*! selenata su smanjili

aktivnost redom za 24.01% i 23.5%, dok je najve¢a koncentracija (400 mg x kg?)

povecala istu za 17.19% u odnosu na kontrolu. Selenat primijenjen u koncentracijama
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20 i 40 mg x kg nije imao znacajan ucinak na aktivnost DHAR. Nadalje, iako su sve
primijenjene koncentracije selenita uzrokovale povecanje aktivnosti u odnosu na
kontrolu, to je statisticki bilo znacajno samo prilikom cCetiri tretmana (0.4, 4, 20, 40 mg
x kg1). Navedeni tretmani su povecali redom aktivnosti za 14.06%, 11.01%, 20.44% i
29.35%. Usporedujuéi medusobno utjecaj selenata i selenita na aktivnost, kod Cetiri
primijenjene koncentracije (0.4, 4, 20 i 40 mg x kg!) selenit je uzrokovao vecéu aktivnost

DHAR u korijenu u odnosu na jednake koncentracije selenata.

3.15. Koncentracija askorbata u izdanku i korijenu pSenice

Prisutnost Se u izdanku klijanaca p$enice je znac¢ajno promijenila koncentraciju
AsA-e u odnosu na kontrolu, posebno pri vec¢im koncentracijama Se (Slika 18a).
Selenat primijenjen u tri najveée koncentracije (20, 40 i 400 mg x kg*) je povecao
koncentraciju AsA-e za 25.01%, 25.08%, odnosno za 34.41% u odnosu na kontrolne
izdanke. Sadrzaj AsA-e je, takoder, bio veci od kontrole nakon izlaganja selenitu te je
ovisio o primijenjenim koncentracijama. Redom po porastu primijenjenih koncentracija
(0.4, 20, 40 i 400 mg x kg), zabiljezeni su porasti od 25.60%, 39.67%, 30.30% i
48.27%. Jedino tretman s 4 mg x kg selenita nije promijenio koncentraciju AsA-e.
Usporedujuéi utjecaj selenata i selenita medusobno, statistiCki znaCajne razlike su
zabiljeZene pri koncentracijama od 0.4, 20 i 400 mg x kg. Pri ovim koncentracijama,
koncentracija AsA-e u izdanku je bila veca nakon tretmana selenitom u odnosu na
selenat te su tako zabiljezeni porasti za 17.68% pri tretmanu s 0.4 mg x kg, za 19.57%
pri tretmanu s 20 mg x kg te porast za 21.13% pri tretmanu s 400 mg x kg.

Za razliku od izdanka klijanaca gdje je prisutnost Se uzrokovala porast
koncentracije AsA-e u vecini tretmana, u korijenu ju je povecala samo najveca
koncentracija selenata (400 mg x kg) (Slika 18b). U tom tretmanu, sadrzaj AsA-e je
bio za 29.25% veci od kontrole, a to je ujedno i najveéa zabiljezena koncentracija AsA-
e u korijenu klijanaca (29.30 ug x g* sv. tv.). S druge strane, koncentracije od 20 i 40
mg x kg! selenita su smanijile koncentraciju AsA-e za 39.32%, odnosno za 57.44% u
odnosu na kontrolu. Razlike u koncentracijama AsA-e izmedu dva oblika primijenjenog
Se su vidljive u dvijema najveéim koncentracijama, 40 i 400 mg x kg%, pri kojima su

vece vrijednosti zabiljeZzene u tretmanima selenatom u odnosu na selenit.
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Slika 18. Koncentracija AsA u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon
tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i
Se 400 mg x kgt). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg!). Rezultati
(n = 9) su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu
skupina testirane su Duncan post hoc testom. Slova oznaCavaju statistiCki znacajne

razlike izmedu pojedinih skupina (P < 0.05).

3.16. Koncentracija dehidroaskorbata u izdanku i korijenu pSenice

U izdanku klijanaca pSenice, koncentracija DHA je uvelike ovisio o koncentraciji
i obliku primijenjenog Se. U tretmanima selenitom, koncentracija DHA se pocela
drasticno smanijivati pri koncentraciji od 20 mg x kg? selenita, a smanjenje je
zabiljeZzeno i pri 40 te 400 mg x kg* (Slika 19a). Tako je koncentracija DHA u tretmanu
s 20 mg x kg? selenita bila za 79.41% maniji od kontrole, pri 40 mg x kg manji za

58.00 % te je pri 400 mg x kg?! bio manji za 61.78%. Najveca primijenjena
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koncentracija selenata, 400 mg x kg, takoder je smanijila koncentraciju DHA u odnosu
na kontrolu, i to za 36.78%. lako je pri tretmanima s tri najvece koncentracije Se (20,
40 i 400 mg x kg?) utvrdena manja koncentracija DHA u tretmanima selenitom u
odnosu na iste tretmane selenatom, on je bio statistiCki znaCajan samo pri dva
tretmana (20 i 40 mg x kg?).

lako je pri najvecim primijenjenim koncentracijama oba oblika Se vidljiv trend
smanjenja koncentracije DHA u korijenu klijanaca, te promjene u vecini tretmana nisu
bile statistiCki znaCajne u odnosu na kontrolne vrijednosti (Slika 19b). Samo najvece
koncentracije selenata i selenita (400 mg x kgt) su uzrokovale promjenu koncentracije
DHA prilikom €ega su ju smanjile u odnosu na kontrolu. Dok je tretman sa 400 mg x
kg' selenata smanjio koncentraciju DHA za 32.74%, isti tretman selenitom ju je

smanjio za 24.15%.
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Slika 19. Koncentracija DHA u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon
tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i
Se 400 mg x kg1). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kgt). Rezultati
(n = 9) su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu
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skupina testirane su Duncan post hoc testom. Slova oznaCavaju statistiCki znacajne

razlike izmedu pojedinih skupina (P < 0.05).

3.17. Koli€ina reduciranog glutationa u izdanku i korijenu pSenice

Prisutnost Se u izdanku klijanaca je uvelike utjecala na koli¢inu GSH. Oba oblika
Se su pri gotovo svim primijenjenim koncentracijama uzrokovali porast koli€ine GSH u
odnosu na izdanak (Slika 20a). Selenat primijenjen u Cetiri koncentracije (0.4, 4, 20 i
40 mg x kg!) je redom poveéao GSH za 19.21%, 18.71%, 18.8% i 31.95%. Najveca
koncentracija selenata (400 mg x kg?!) nije znacajno promijenila koli¢inu GSH u
odnosu na kontrolne vrijednosti. Nadalje, koli¢ina GSH u izdanku se povecao i uslijed
izlaganja svim tretmanima selenita (0.4, 4, 20, 40 i 400 mg x kg!). Tako je s porastom
primijenjenih koncentracija selenita zabiljezen redom porast koli¢ine GSH za 26.28%,
20.13%, 27.14%, 33.92 i 33.26% u odnosu na vrijednosti u kontrolnim uzorcima.
Koli¢ina GSH se nije znacajno razlikovala izmedu pojedinih tretmana selenitom i
selenatom, osim pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji selenitom (400 mg x kg*) gdje
je nakon tretmana zabiljezeno povecéanje sadrzaja za 31.67% u odnosu na vrijednosti
utvrdene pri tretmanu selenatom.

U korijenu je, za razliku od izdanka, uocen drugaciji trend vrijednosti koli€ine
GSH u odgovoru na Se. Dok su tretmani s 4 i 20 mg x kg?! selenita uzrokovali
smanjenje koli¢ine GSH za 33.31%, odnosno za 34.40% u odnosu na kontrolu,
najveca koncentracija selenita je povecala koliCinu GSH za 43.95% (Slika 20b). Pri
tretmanu s 400 mg x kg selenita je zabilieZzena najvec¢a koli¢ina GSH u izdanku, a
iznosila je 98.51 nmol x g svjeze tvari. Razlike u kolicinama GSH uslijed primjene
razli¢itin oblika Se su bile vidljive pri koncentracijama od 20 i 400 mg x kg™. Pri tome
je koli¢ina GSH pri tretmanu s 20 mg x kg™ selenata bila za 35.84% veci u odnosu na
tretman selenitom, dok je pri tretmanu s 400 mg x kg selenita koli¢ina GSH bila za

51.75% vecéa u odnosu na tretman selenatom.
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Slika 20. Koli¢ina GSH u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon tretmana s
razli¢itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i Se 400 mg
x kgt). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg™). Rezultati (n = 9) su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina
testirane su Duncan post hoc testom. Slova oznaCavaju statistiCki znacajne razlike

izmedu pojedinih skupina (P < 0.05).

3.18. Koli¢ina oksidiranog glutationa u izdanku i korijenu pSenice

Koli¢ina GSSG-a u izdanku klijanaca se mijenjala u ovisnosti o obliku i
koncentraciji primijenjenog Se (Slika 21a). lako je pri svim tretmanima selenatom
vidljivo smanjenje koli¢ine GSSG-a u odnosu na kontrolu, ono je bilo statistiCki
znacajno samo pri 4 i 400 mg x kg*. Tako je tretman sa 4 mg x kg selenata smanjio
koli¢éinu GSSG-a za 24.18%, a sa 400 mg x kg selenata za 26.90% u odnosu na
kontrolu. Selenit je, s druge strane, uzrokovao povecéanje koli¢ine GSSG-a samo pri
tretmanu s 20 i 40 mg x kg Se u odnosu na kontrolne izdanke. Tretmani s 20 i 40 mg
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x kgt selenita su povecali GSSG za 26.97%, odnosno za 26.56% u odnosu na kontrolu
te su upravo pri tim tretmanima zabiljezene najvece koliCine GSSG-a u izdancima
klijanaca. Usporedujuci utjecaj dva primijenjena oblika Se na sadrzaj GSSG, u Cetiri
varijante (4, 20, 40 i 400 mg x kg) vidljive su vece vrijednosti nakon izlaganja selenitu
u odnosu na selenat. Tako je koli¢ina GSSG-a po porastu primijenjenih koncentracija
selenita bila za 29.59%, 41.59%, 37.66% i 36.91% veca od vrijednosti izmjerenih

nakon tretmana selenatom.
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Slika 21. Koli¢ina GSSG u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon tretmana
s razliCitim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i Se 400
mg x kgt). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg1). Rezultati (n = 9)
su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu skupina
testirane su Duncan post hoc testom. Razli€ita slova oznafavaju statisti¢ki znacajne

razlike izmedu pojedinih skupina (P < 0.05).
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Prisutnost Se u korijenu klijanaca pSenice je u vedini tretmana uzrokovalo
povecanje koliCine GSSG-a u odnosu na kontrolu (Slika 21b). Tri koncentracije
selenata (0.4, 20 i 400 mg x kg') su povecale kolicinu GSSG-a redom za 42.44%,
43.47% i 56.27%. lako je porast GSSG-a vidljiv i kod tretmana s 4 i 40 mg x kg*
selenata, on nije bio statistiCki zna¢ajan. Povecanje koli€ine GSSG-a u odnosu na
kontrolu zabiljezeno je i pri tretmanu s tri najve¢e koncentracije selenita (20, 40 i 400
mg x kg™?). Tako je koli¢ina GSSG-a nakon tretmana s 20, 40 i 400 mg x kg selenita
bio za 42.98%, 56.98% i 67.45% veca u odnosu na kontrolne vrijednosti. Razlike u
koli€ini GSSG-a izmedu dva primijenjena oblika Se su vidljiva samo pri dvije najvece
koncentracije, 40 i 400 mg x kg*. Pri obje koncentracije selenita zabiljezene su vece
kolic¢ine GSSG-a nego u istim tretmanima selenatom. Tretmani s 40 i 400 mg x kg*
selenita su uzrokovali za 35.79%, odnosno 25.59% vecéu koli€¢inu GSSG-a u odnosu

na selenat.

3.19. Omjer reduciranog i oksidiranog glutationa u izdanku i korijenu pSenice

Omjer GSH/GSSG, kao jedan od pokazatelja oksidacijskog i antioksidacijskog
statusa, uvelike se mijenjao u izdanku klijanaca u prisutnosti Se, narocito pri tretmanu
selenatom (Slika 22a). Naime, sve koncentracije selenata uzrokovale su znacajan
porast omjera u odnosu na kontrolu, i to redom za 31.16%, 36.49%, 32.93%, 41.20%
i 24.87%. Omjer se povecao i nakon izlaganja najmanjoj koncentraciji selenita (0.4 mg
x kgt) i to za 28.85% u odnosu na kontrolu. Ostali tretmani selenitom nisu uzrokovali
znacajnije promjene omjera. Usporedujuci dva oblika Se medusobno, razlike su vidljive
u trima primijenjenim koncentracijama (4, 20 i 40 mg x kg) prilikom ¢ega je zabiljezen
veci omjer kod izdanaka tretiranih selenatom nego kod onih tretiranih selenitom.

Za razliku od izdanka gdje je omjer GSH/GSSG bio nepromijenjen ili povecan,
u korijenu je taj omjer uslijed prisutnosti Se zna€ajno smanjen (Slika 22b). Omjer se
redom smanjio uslijed izlaganja selenatu po porastu primijenjenih koncentracija (0.4,
4,20, 40 i 400 mg x kgt) za 49.37%, 45.03%, 44.06%, 54.52% i 64.24% u odnosu na
kontrolu. Nadalje, omjer se smanijio i uslijed izlaganja selenitu i to redom za 28.23%,
47.57%, 63.71%, 66.01% i 38.36%. Usporedujuéi omjere izmedu selenata i selenita,

nije uoCena niti jedna znacajna razlika.
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Slika 22. Omjer GSH/GSSG u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice nakon
tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 4, Se 20, Se 40 i
Se 400 mg x kg1). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kgt). Rezultati
(n = 9) su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike izmedu
skupina testirane su Duncan post hoc testom. Razliita slova oznaCavaju statisticki

znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P < 0.05).

3.20. Kvaliteta izolirane ukupne RNA iz korijena i izdanka pSenice

S ciliem odredivanja utjecaja tretmana rastuéim koncentracijama selenata i
selenita na ekspresiju gena ATP-Sul, cs, gr, gpx, apx, gst, mdhar i dhar u korijenu i
izdanku klijanaca pS$enice, izolirana je ukupna RNA iz navedenih tkiva (Slika 25 i 26).
Raspon koncentracija ukupne RNA izolirane iz izdanka bio je od 727 ng x uL* do 1498
ng x uL?, dok je raspon koncentracija u korijenu iznosio od 315 ng x pL* do 1780 ng
x uLL. Vrijednosti spektrofotometrijskog mjerenja omjera A260/A280 bile su izmedu

1.8 i 2.1 te su pokazatelj su CistoCe izolirane RNA u odnosu na proteine. lako su u
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omjeru A260/A230 bile prisutne male varijacije (1.9-2.3), to nije utjecalo na daljnje
analize. Buduci da je RNA izrazito osjetljiva i sklona degradaciji, elektroforezom je
provjerena cjelovitost izolirane RNA.

Ukupna RNA izdanka razdvoijila se na Cetiri oStre vrpce koje predstavljaju redom 258S,
23S, 18S i 16S rRNA, te jednu Siru i manje ostru vrpca koju €ine molekule tRNA (Slika
25). Ostre vrpce kao i njihov intenzitet ukazuju na cjelovitost izolirane ukupne RNA.

Osim toga, na gelu nije uocena kontaminacija s genomskom DNA.

M II 2 31 4 51 6 71 8I 91 10I 11I 121 131 141 151

M 16I 171 18I 191 20I 21I 221 231 241 251 26I 271 28I

Slika 23. Kvaliteta ukupne RNA izolirane iz izdanka klijanaca pSenice tretirane
razli€itim koncentracijama selenita i selenata. M: standard duljine odsje¢aka DNA (100
bp DNA Ladder); 11-41: kontrolna skupina, 5I-8I: tretman s 0.4 mg x kg selenata; 9I-
121: tretman s 20 mg x kg selenata; 13I1-161: tretman s 400 mg x kg selenata; 17I-
201: tretman s 0.4 mg x kg selenita; 211-241 tretman s 20 mg x kg selenita; 25I-28lI:

tretman s 400 mg x kg selenita.

Ukupna RNA korijena razdvojila se na dvije ostre vrpce koje predstavljaju redom
25S 1 18S rRNA, te jednu Siru i manje oStru vrpca koju €ine molekule tRNA (Slika 26).
Ostre vrpce kao i njihov intenzitet ukazuju na cjelovitost izolirane ukupne RNA.

Takoder, niti ovdje nije uo¢ena kontaminacija s genomskom DNA.
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MIK 2K 3K 4K 5K 6K 7K 8K 9K 10K 11K 12K 13K 14K 15K

M 16K 17K 18K 19K 20K 21K 22K 23K 24K 25K 26K 27K 28K

Slika 24. Kvaliteta ukupne RNA izolirane iz korijena pSenice tretirane razliitim
koncentracijama selenita i selenata. M: standard duljine odsjeaka DNA (100 bp DNA
Ladder); 1K-4K: kontrolna skupina, 5K-8K: tretman s 0.4 mg x kg selenata; 9K-12K:
tretman s 20 mg x kg selenata; 13K-16K: tretman s 400 mg x kg* selenata; 17K-20K:
tretman s 0.4 mg x kg selenita; 21K-24K tretman s 20 mg x kg! selenita; 25K-28K:

tretman s 400 mg x kg selenita.

3.21. Genska ekspresija
3.21.1. Relativna ekspresija gena ATP-Sul u izdanku i korijenu pSenice

Kemijski oblik Se je razli€ito utjecao na ekspresiju gena za ATP-Sul. Tako je
tretman s 20 mg x kg* selenata u izdanku klijanaca uzrokovao znac¢ajnu promjenu
ekspresije koja je bila vidljiva kao povecanje razine transkripta ATP-Sul za 33.53% u
odnosu na kontrolu (Slika 27a). Suprotno tomu, selenit je pri svim tretmanima (0.4, 20
i 400 mg x kg?) poveéao ekspresiju gena ATP-Sul i to redom za 38.78%, 39.25% i
57.96% u odnosu na kontrolu. Pri najveéoj koncentraciji selenita (400 mg x kg?)
zabiljeZzena je i najveCa ekspresija gena medu svim ispitivanim tretmanima. Pri toj
najvecoj koncentraciji uoCena je i jedina znacCajna razlika izmedu tretmana s dva oblika
Se pri ¢emu je uslijed izlaganju selenitu zabiljezena puno veéa razina transkripata
ATP-Sul nego kod tretmana selenatom.

Dok je u izdanku uocCen porast ekspresije gena ATP-Sul ili izostanak odgovora,

u korijenu pSenice je taj odgovor bio suprotan (Slika 27b). Najveca koncentracija
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selenata je smanjila ekspresiju gena za 77.16% u odnosu na kontrolu $to je ujedno i
najmanja zabiljezena vrijednost medu analiziranim tretmanima. Tretmani s 0.4 i 20 mg
x kgt nisu znacajno utjecali na razinu ekspresije gena ATP-Sul. lako je selenit u
izdanku poveéao ekspresiju gena, u korijenu ju je smanjio u svim tretmanima.
Porastom primijenjenih koncentracija selenita, redom su zabillezena smanjenja
ekspresije za 28.55%, 32.80% i 28.33% u odnosu na kontrolno korijenje. Znacajne
razlike u ekspresiji gena ATP-Sul izmedu pojedinih oblika Se su zabiljeZzene pri
tretmanima s 0.4 i 400 mg x kg*. Dok je pri tretmanu s 0.4 mg x kg? selenita
zabiljeZena niza ekspresija u odnosu na tretman selenatom, pri 400 mg x kg selenita

je ekspresija bila za 68.14% veca.
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Slika 25. Relativha ekspresija gena ATP-Sul u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca
pSenice nakon tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 20
i Se 400 mg x kgt). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg1). Rezultati
(n = 4) 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).

3.21.2. Relativna ekspresija gena cs u izdanku i korijenu pSenice

Tretman selenatom je jedini zna€ajno utjecao na relativhu ekspresiju gena cs u
izdanku pS$enice pri ¢emu su sva tri tretmana selenatom (0.4, 20 i 400 mg x kg?)
uzrokovala znacCajan porast ekspresije gena u odnosu na kontrolu i to redom za
43.16%, 61.13% i 57.09% (Slika 28a). Osim u odnosu na kontrolu, tretmani selenatom

su uzrokovali ve€u ekspresiju gena cs u odnosu na iste koncentracija selenita. Tako je
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pri tretmanu s 0.4 mg x kg selenata ekspresija bila za 53.66% veca, pri tretmanu s 20
mg x kg za 62.23% te pri tretmanu s 400 mg x kg za 57.43%.

lako su u korijenu oba kemijska oblika Se zna¢ajno utjecala na ekspresiju cs,
imala su suprotan ucinak. Jedina statistiCki znacajna razlika je uoCena pri tretmanima
najve¢im koncentracijama selenata i selenita (400 mg x kg?) (Slika 28b). Ekspresija
cs nakon izlaganja najvec¢oj koncentraciji selenata (400 mg x kg) bila je 61.6% veca
od ekspresije u kontrolnom korijenju, dok je ekspresiju bila za 93% manja nakon

izlaganja istoj koncentraciji selenita (400 mg x kgt).
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Slika 26. Relativha ekspresija gena cs u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice
nakon tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 20 i Se 400
mg x kg1). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg?). Rezultati (n = 4)
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).

3.21.3. Relativna ekspresija gena gr u izdanku i korijenu pSenice

U izdanku pSenice je pri svim tretmanima Se vidljiva povec¢ana ekspresija gena
gr u odnosu na kontrolu, no statistiCki zna¢ajno povecanje je utvrdeno samo pri
odredenim tretmanima (Slika 29a). Tako je samo tretman s najvecom koncentracijom
selenata uzrokovao znacajno povecanje ekspresije gena za 89.74% u odnosu na
kontrolu, dok ostala dva tretmana nisu imala statisticki znacCajan utjecaj. Nadalje,

tretmani selenitom u koncentracijama 0.4 i 400 mg x kg?' su povecali relativnu

70



Rezultati

ekspresiju gena gr za 82.02% , odnosno 92.05% u odnosu na kontrolu. Kemijski oblik
Se nije znacajno utjecao na razlike u u ekspresiji gena gr u izdanku ps$enice.

U korijenu je samo tretman s dvije manje koncentracije selenata (0.4 i 20 mg x
kgt) znacajno povecao relativnu ekspresiju gena gr u odnosu na kontrolu (Slika 29b).
Tako je pritretmanu s 0.4 mg x kg* selenata uocen porast ekspresije gena za 60.37%,
a pri tretmanu s 20 mg x kg porast za 62.92% u odnosu na kontrolu. S druge strane,
tretman selenitom nije znacajno utjecao na ekspresiju gena gr u korijenu. Tretman
selenatom je pri svim koncentracijama uzrokovao znacajno vecu razinu ekspresije
gena gr u odnosu na iste tretmane selenitom. Sukladno tome, pri tretmanima s 0.4, 40
i 400 mg x kg selenata ekspresija gena gr je bila za 59.84%, 74.60%, odnosno za

90.95% vecéa u odnosu na tretmane sa selenitom.
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Slika 27. Relativha ekspresija gena gr u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca p$enice
nakon tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 20 i Se 400
mg x kgt). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg1). Rezultati (n = 4)
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).

3.21.4. Relativna ekspresija gena gpx u izdanku i korijenu pSenice

Tretman Se znacajno je utjecao na relativhu ekspresiju gena gpx u izdanku
pSenice (Slika 30a). Samo je najveca primijenjena koncentracija selenata (400 mg x
kg') znacajno povecala ekspresiju gena gpx za 62.14% u odnosu na kontrolu, dok je
tretman selenitom i pri20 i 400 mg x kg uzrokovao porast relativhe ekspresije gena

gpx u odnosu na kontrolu, redom za 36.44% i 43.23%. Usporedujuci utjecaj na
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ekspresiju dva oblika Se medusobno, znacajne razlike su zabiljezene samo pri
tretmanima s 20 i 400 mg x kg. Selenit primijenjen u koncentraciji od 20 mg x kg je
uzrokovao za 33.47% vecCu ekspresiju gena gpx u odnosu na istu koncentraciju
selenata. Suprotno, pri 400 mg x kg? selenita je zabilieZzena za 33.32% manja
ekspresija gpx u odnosu na isti tretman selenatom.

U korijenu, niti jedan oblik Se nije uzrokovao znacajnije promjene u ekspresiji

gena gpx u odnosu na kontrolu (Slika 30b).
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Slika 28. Relativna ekspresija gena gpx u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice
nakon tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 20 i Se 400
mg x kgt). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg1). Rezultati (n = 4)
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).

3.21.5. Relativna ekspresija gena apx u izdanku i korijenu pSenice

Relativha ekspresija gena apx u izdanku klijanaca pSenice se mijenjala u
prisutnosti Se (Slika 31a). lako tretman s dvije manje koncentracije selenata nije
znacCajno utjecao na ekspresiju gena apx, nakon izlaganja najvecoj koncentraciji
selenata (400 mg kg?) ekspresija gena se povecala za 70.10% u odnosu na kontrolu.
Ekspresija gena apx je bila pove¢ana u odnosu na kontrolu i nakon tretmana s 0.4 i
400 mg kg selenita i to za 33.32%, odnosno za 30.68%. Usporedujuéi utjecaj dva

oblika Se medusobno na ekspresiju gena, jedina razlika se moze uociti pri tretmanu
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najvecom koncentracijom, gdje je selenat uzrokovao za 56.78% vecéu ekspresiju gena
apx u odnosu na selenit.

U korijenu, niti jedan oblik Se nije uzrokovao znacajnije promjene u ekspresiji
gena apx u odnosu na kontrolu (Slika 31b). lako su se mogle primijetiti odredene
razlike u ekspresiji izmedu dva primijenjena oblika Se medusobno, one nisu bili

statistiCki znaCajne.
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Slika 29. Relativna ekspresija gena apx u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice
nakon tretmana s razliCitim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 20 i Se
400 mg x kg™1). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg'). Rezultati
(n = 4) 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).

3.21.6. Relativna ekspresija gena gst u izdanku i korijenu pSenice

Odgovor izdanka prikazan kroz relativnu ekspresiju gena gst na tretman Se je
uvelike ovisio o njegovom kemijskom obliku (Slika 32a). Tretman s 400 mg x kg?
selenata je povecao ekspresiju gena gst u odnosu na kontrolu za 52.35% $to je ujedno
bila i najvec¢a zabiljezena vrijednost relativne ekspresije u izdanku pSenice. Suprotno
selenatu, svi tretmani selenitom (0.4, 20 i 400 mg x kgt) su smanijili relativnu ekspresiju
gena gst i to redom prema primijenjenim koncentracijama za 54.15%, 45.47% |
77.32%. Kao S$to je pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji selenata zabiljeZzena
najveca vrijednost ekspresije, tako je pri istoj koncentraciji selenita zabiljezena
najmanja vrijednost ekspresije. Medusobna razlika u utjecaju dva oblika Se na
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ekspresiju gena gst vidljiva je pri koncentracijama od 20 i 400 mg x kg?! gdje je
ekspresija bila zna¢ajno veca u tretmanima selenatom u odnosu na selenit. Tako je pri
tretmanu s 20 mg x kg selenata zabiljeZzena 64.16%, a pri tretmanu s 400 mg x kg
89.19% veca relativna ekspresija gena gst u odnosu na tretman selenitom.

Zarazliku od izdanka, u korijenu niti jedan oblik primijenjenog Se nije uzrokovao
statisticki znacajnu promijenu ekspresije gst-a u odnosu na kontrolu (Slika 32b).
Takoder, samo je pri tretmanu s 20 mg x kg zabiliezena razlika u ekspresiji izmedu
tretmana selenatom i selenitom gdje je ekspresija uslijed izlaganja selenatu bila za

47.77% veca nego pri tretmanu selenitom.
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Slika 30. Relativna ekspresija gena gst u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice
nakon tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 20 i Se
400 mg x kg™1). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg'). Rezultati
(n = 4) 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).

3.21.7. Relativna ekspresija gena mdhar u izdanku i korijenu pSenice

Znacajan ujecaj selenata na relativnu ekspresiju gena mdhar u izdanku pSenice
je bio zabiljezen samo pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji (Slika 33a). Naime,
tretman s 400 mg x kg selenata je povecao ekspresiju gena mdhar za 29.32% u
odnosu na kontrolu. S druge strane tretman selenitom nije uzrokovao znacajniju
promjenu ekspresije gena mdhar u odnosu na kontrolu u izdancima pSenice.

Usporedujucéi utjecaj dva oblika Se na ekspresiju medusobno, razlika je zabiljezena pri
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tretmanu s najvecom koncentracijom gdje je uslijed tretmana selenatom ekspresija
gena mdhar bila za 41.10% veéa u odnosu na tretman selenitom.

Za razliku od izdanka, selenat u korijenu nije uzrokovao znacajnu promijenu
relativne ekspresije gena mdhar u odnosu na kontrolu, dok je samo najmanja
koncentracija selenita (0.4 mg x kg') smanijila ekspresiju gena mdhar za 46.58% u
odnosu na kontrolu (Slika 33b). Usporeduju¢i medusobno utjecaj dva oblika Se,
znacajne razlike u ekspresiji su zabiljezene pri sve tri koncentracije. Tako je pri
tretmanu s 0.4 mg x kg selenita ekspresija bila za 46.58% manja od istog tretmana
selenatom, pri tretmanu s 20 mg x kg? za 28.23% te pri tretmanu s 400 mg x kg za
34.04% manja.
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Slika 31. Relativna ekspresija gena mdhar u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca
pSenice nakon tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se
20 i Se 400 mg x kg™?). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg).
Rezultati (n = 4) 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).

3.21.8. Relativna ekspresija gena dhar u izdanku i korijenu pSenice

U izdancima klijanaca pSenice, ekspresija gena dhar se znaCajno mijenjala
samo uslijed izlaganja selenatu, dok tretman selenitom nije zna€ajno utjecao na razinu
ekspresije (Slika 34a). Selenat primijenjen u koncentracijama 0.4 i 400 mg x kg? je
povecao relativhu ekspresiju u odnosu na kontrolne izdanke za 32.11%, odnosno
72.39%. Iz rezultata je vidljivo kako je razina ekspresije ovisila o primijenjenom obliku

Se te je utvrdeno da su svi tretmani svim koncentracijama selenata uzrokovali
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znacajno vecu ekspresiju nego isti tretmani selenitom. Tako su uslijed izlaganja
koncentracijama 0.4, 20 i 400 mg x kg selenata zabiljezene za 30.79%, 49.70%,
odnosno 80.90% vece vrijdnosti ekspresije nego pri tretmanima selenitom.

Suprotno izdanku, u korijenu tretman selenatom nije znacajno utjecao na
ekspresiju gena dhar (Slika 34b). Takoder, samo je najmanja koncentracija selenita
(0.4 mg x kg't) smanijila ekspresiju gena dhar za 54.90% u odnosu na kontrolu. Pri toj
koncentraciji je uoCena i jedina razlika u uCinku selenita i selenata na relativhu
ekspresiju gena dhar pri Cemu je ekspresija nakon izlaganja selenitu bila za 56.83%

manja u odnosu na tretman selenatom.
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Slika 32. . Relativha ekspresija gena dhar u izdanku (a) i korijenu (b) klijanaca pSenice
nakon tretmana s razli€itim koncentracijama selenata i selenita (Se 0.4, Se 20 i Se 400
mg x kg1). Kontrolni klijanci su rasli bez dodatka Se (Se 0 mg x kg?). Rezultati (n = 4)
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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Usvajanje, distribucija i u€inak Se u pSenici ovise o kemijskom obliku i
primijenjenoj koncentraciji Se. U ovom istrazivanju, povecanje primijenjenih
koncentracija selenata i selenita uzrokovalo je uglavnom linearno povecanje
koncentracije Se u izdancima i korijenu (Tablica 5) Sto je u korelaciji s brojnim drugim
istrazivanjima (Rios i sur., 2008; Ramos i sur., 2010; Zhao i sur., 2018a; Lara i sur.,
2019). No, iako je doslo do linearnog povecanja koncentracije Se pri svim tretmanima,
pri tretmanu sa selenitom u izdancima su utvrdene od 2x do 10x manje koncentracije
Se u usporedbi s koncentracijom Se nakon tretmana sa selenatom (Tablica 5). Takve
razlike u akumulaciji Se prilikom izlaganja selenatu i selenitu nastaju uslijed razli€itih
mehanizama usvajanja i razliCite brzine prijenosa u nadzemni dio, pa se tako selenat
uglavnhom akumulira u izdanku, a selenit u korijenu. Selenat se, nakon usvajanja
sulfatnim prijenosnicima (Li i sur., 2008), ksilemom prenosi do kloroplasta gdje pocinje
njegova redukcija do selenita. Suprotno, selenit se usvaja pasivnhom difuzijom (Arvy,
1989) ili putem fosfatnih (Zhang i sur., 2014) te silicijevih prijenosnika (Zhao i sur.,
2010) nakon Cega se asimilira do organskih oblika u korijenu neposredno nakon
usvajanja S§to smanjuje njegovu translokaciju u izdanak (Li i sur., 2008). To dokazuje
istrazivanje Li i suradnika (2008) koji su u ksilemskom soku pSenice, nakon izlaganja
pSenice selenitu, pronasli selenit, ali i organske oblike kao Sto je MeSeCys. Slicne
razlike u akumulaciji Se su Kaur i Sharma (2018a) utvrdili u listovima pSenice pri Eemu
su nakon izlaganja selenatu dobili do 60 puta veée koncentracije Se u izdanku u
odnosu na selenit i zakljucili da je selenat mobilniji oblik od selenita. Vazno je naglasiti
da je selenat uzrokovao veéi porast koncentracije Se u izdanku klijanaca nego u
korijenu, izuzev najveCe primijenjene koncentracije. Pri tretmanu najvec¢om
koncentracijom selenata vrlo je vjerojatno da je doSlo do smanjene translokacije
selenata iz korijena prema izdanku. Naime, u tretmanima manjim koncentracijama
selenata u izdanak se translociralo do 71.62% Se od ukupnog usvojenog Se, dok se
pri najvecoj koncentraciji selenata translociralo samo 34.50%. To bi mogla biti
posljedica disfunkcije sulfatnih prijenosnika koji prenose selenat ksilemom iz korijena
u nadzemni dio biljke. Tome u prilog ide istrazivanje Boldrina i suradnika (2018) koji su
utvrdili smanjenje ekspresije gena Sultrl u nekoliko sorti pSenice nakon tretmana 13
MM selenatom.

Kako su brojni istrazivaci utvrdili razli¢it stupanj translokacije Se izmedu korijena
i izbojka (Ximénez-Embun i sur., 2004; Lyons i sur., 2009; Longchamp i sur., 2015),

ovisno o kemijskom obliku Se, moze se zakljuCiti da razvojni stadij bilike utjeCe na
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kapacitet akumulacije Se u korijenu te da se usvajanje i akumulacija povec¢avaju kako
bilike sazrijevaju.

Kako je veC prije navedeno, nakon usvajanja selenit ve¢inom asimilira i
akumulira u korijenu, dok se selenat prenosi do listova gdje zapocCinje njegova
redukcija do selenita reakcijom koju katalizira ATP-Sul. Geni za ATP-Sul i ¢s su
dominantni u metabolizmu i akumulaciji Se, a njihova povecana ekspresija pridonosi
vecoj akumulaciji i toleranciji biljaka na Se. Brojna istrazivanja su pokazala kako i
selenat i selenit znac¢ajno utjeCu na ekspresiju ATP-Sul (Jiang i sur., 2018; Zhao i sur.,
2018; Cao i sur., 2018; Feng i Ma, 2021). U ovom istraZivanju tretmani s 20 mg x kg
selenata i svi tretmani selenitom su povecali relativnu ekspresija gena ATP-Sul u
izdanku klijanaca, dok je ekspresija kod ostalih tretmana bila nepromijenjena (Slika
27a). O raznolikom utjecaju koncentracije Se na ekspresiju govori istrazivanje Zhao i
suradnika (2018) gdje je ispitivan utjecaj Cetiriju razli€itih koncentracija selenita (0.5, 1,
2.515 mg x kg?) na ekspresiju asimilacijskih gena. Tako se ekspresija ATP-Sul u vrsti
Brassica tumida Tsenet Lee L. postepeno smanijivala u tretmanima 0.5-1 mg x kg2,
znacajno se povecala i bila najvec¢a pri 2.5 mg x kg! nakon ¢ega je opet uslijedio pad
pri tretmanu s 5 mg x kg* selenita. Osim o koncentraciji, ekspresija u izdanku je ovisila
i 0 obliku Se jer su se znacajnije promjene dogodile uslijed izlaganja selenitu. Zhao i
suradnici (2017) su takoder zabiljezili poveéanje ekspresije ATP-Sul u listovima tri
kultivara rajc¢ice nakon izlaganja koncentracijama 5 i 10 mg x kg selenita. Ukoliko je
dio anorganskog selenita dospio do izdanaka klijanaca, ne moze se iskljuciti
mogucnost njegove pretvorbe u selenat te daljnja asimilacija koju zapocinje ATP-Sul.
Analizom transkriptoma hiperakumulatorne vrste Cardamine hupingshanensis utvrden
je znaCajan porast ekspresije sulfit-oksidaze nakon izlaganja selenitu te zaklju¢eno da
bi selenit mogao biti prvo pretvoren u selenat nakon €ega bi uslijedila njegova
asimilacija (Zhou i sur., 2018). Nadalje, suprotno izdanku, ekspresija u korijenu je bila
smanjena uslijed izlaganja selenitu, kao i najvec¢oj koncentraciji selenata (Slika 27b).
Razli¢it odgovor na razini transkripcije izmedu izbojka i korijena je zabiljezen kod
Cajevca nakon izlaganja selenitu (0.05 mM) prilikom €ega je u korijenu bila zna¢ajnija
ekspresija gena koji sudjeluju u asimilacijskom putu Se, a medu kojima je i ATP-Sul.
Uz oblik i koncentraciju Se, poznato je da ekspresija ATP-Sul ovisi joS o biljnoj vrsti, .
kultivaru, njezinoj starosti te vremenu izlaganja Se (Boldrin i sur., 2018; Feng i Ma,
2021). Ovakav odgovor korijena ne iznenaduje jer za brzu redukciju selenita koja se

odvija u korijenu nije potrebna ATP-Sul, a redukcija selenata za koju je ATP-Sul

79



Rasprava

neophodna se, s druge strane, odvija u izdanku. Analizom transkriptoma korijena dva
tiedna stare vrste Avena sativa L. izloZzene 20 uM selenatu, identificirano je 27 razlicitih
gena povezanih s metabolizmom selenata, a medu kojima su geni uklju€eni u sintezu
SeCys (Liu i sur., 2021). Povecanje ekspresije cs je zabiljezeno i nakon izlaganja
selenitu (Chauhan i sur., 2017). Zahvaljujuci povecanju ekspresije cs uslijed izlaganja
selenatu, ali ne i selenitu, pretpostavija se da se redukcija selenida do SeCys u
izdancima odvija upravo posredovanjem CS.

Se mozZe utjecati na brojne biljne morfo-fizioloSke karakteristike, a sam odgovor
ovisi prvenstveno ovisi 0 njegovoj koncentraciji. lako je zabiliezeno da manje
koncentracije mogu pozitivno utjecati na klijanje i fizioloSku kvalitetu sjemena (Khaliq i
sur., 2015; Moulick i sur., 2016; Du i sur., 2019), takoder je zabiljezeno da primjena
manjih koncentracija nema znacajan utjecaj na klijanje (Molnarové i Fargasova, 2009;
Lapaz i sur., 2019) kao &to je vidljivo i u naSem istrazivanju nakon izlaganja manjim
koncentracijama selenata (0.4, 4, 20 i 40 mg x kg!) (Slika 5c). S druge strane, manje
koncentracije selenita (0.4, 20 i 40 mg x kg?) su inhibirale klijanje p$enice §to dovodi
do zakljuCka da klijanje uvelike ovisi i 0 kemijskom obliku Se te da je selenit pri manjim
koncentracijama toksicniji oblik od selenata. Najveée koncentracije selenata i selenita
uzrokovale su najvecu inhibiciju klijavosti pSenice u odnosu na kontrolu, s naglaskom
da je najmanja klijavost bila zabiljeZzena pri najvecoj koncentraciji selenita. Tako su
dosadasnja istraZivanja utvrdila da Kklijavost najéeSée inhibiraju povecane
koncentracije Se (El Mehdawi i sur., 2011; Du i sur., 2019; Lapaz i sur., 2019). Lapaz
i suradnici (2019) su ispitivali utjecaj 11 razliCitih koncentracija Se u rasponu od 0.1 do
800 mg x L na klijavost i druge morfoloSke karakteristike vrste Vigna ungiculata te
utvrdili da je samo najveéa koncentracija Se inhibirala klijavost, dok ostale
koncentracije nisu imale utjecaja na Klijavost. El Mehdawi i suradnici (2011) su
zabiljeZili smanjenje klijavosti vrste Arabidopsis thaliana pri koncentracijama Se veéim
od 5 mg x kg suhe tvari, dok je pri 10 mg kg* (125 uM Na2SeOQa) inhibicija bila na
50%. Inhibicijski uinak Se na sjeme pSenice moZze biti povezan s inhibicijom enzima
koji hidroliziraju metabolite potrebne za razvoj biljnog embrija kao $to je zaklju¢eno u
istrazivanju Sreekala i Lalitha (1998). Naime, oni su utvrdili da 0.5 ppm Na2SOs3
povecava aktivnosti enzima 3-galaktozidaze i 3-glukozidaze u vrsti Trigonella foenum-
graecum, no koncentracije iznad 1 ppm drasticno smanjuju njihove aktivnosti Cime se

smanjuje i klijavost.
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Osim na klijavost pSenice, tretman razli€itim koncentracijama Se utjeCe na rast
I prinos biomase klijanaca. Klijavost i biomasa su povezani jer manja klijavost moze
smanjiti ukupnu biomasu $to pokazuju rezultati ovog istrazivanja (Slika 5c). lako brojna
istraZivanja govore o pozitivnom u€inku manjih koncentracija na rast i biomasu p$enice
(Chuisur., 2010; Guerrero i sur., 2014; Idrees i sur., 2018), u okviru ovog istraZivanja
nije utvrden znacajan utjecaj manjih koncentracija Se na izdanak i korijen klijanaca.
Suprotno, veée koncentracije oba oblika Se su zna€ajno smanjila biomasu klijanaca
pri ¢emu je najveci pad biomase je bio zabiljezen pri tretmanima s 400 mg x kg?! Se
(Slika 5a,b). Da vece koncentracije Se uzrokuju smanjenje biomase, zabiljezeno je kod
brojnih biljnih vrsta medu kojima su Lactuca sativa L. (Ramos i sur., 2010; Hawrylak-
Nowak, 2013), Sinapis alba L. (FargaSova, 2004), Oryza sativa (Cabral Gouveia i sur.,
2020), T. aestivum L. (Zhang i sur., 2017; Wang i sur., 2021), Zea mays L. (Sali i sur.,
2018) i B. napus L. (Ulhassan i sur., 2019b). Cartes i suradnici (2005) su istraZivali
utjecaj selenata i selenita (0.1, 0.25, 0.50, 0.75, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8 i 10 mg kg™) na suhu
biomasu izbojaka vrste Lolium perenne starih 55 dana te utvrdili da samo selenat
uzrokuje smanjenje biomase kada koncentracija Se u izbojcima prelazi 150 mg x kg™.
Lapaz i suradnici (2019) su utvrdili smanjenje svjeze biomase izdanka i korijena kod
vrste V. ungiculata nakon izlaganja koncentracijama selenata od 40 mg x kg?, ali i
vecim, $to je u korelaciji s rezultatima ovog istraZivanja. U okviru ovog istrazivanja je
vazno naglasiti da je selenit pri manjim koncentracijama u odnosu na selenat
uzrokovao smanjenje biomase izdanka i korijena klijanaca pSenice §to pokazuje i nizi
prag toksicnosti za selenit (Slika 5a,b). Kako se prag toksi¢nosti moze definirati kao
najmanja koncentracija Se koja uzrokuje zna€ajno smanjenje biomase svjeze tvari
izdanka ili korijena u odnosu na kotrolne bilike, u izdanku i korijenu klijanaca prag
toksi¢nosti za selenat je bio 40 mg x kg2, dok je za selenit u izdanku 20 mg x kg?, a
u korijenu 4 mg x kg*. Ovi rezultati ukazuju na toksi¢niji u¢inak selenita na biomasu u
odnosu na selenat pri €emu je taj ucinak izraZeniji na biomasi korijena. Rezultati ovog
istrazivanja se mogu usporediti s istrazivanjem Hawrylak-Nowaka i suradnika (2015)
koji su utvrdili smanjenje biomase izbojaka i korijena vrste Cucumis sativus L. pri 80
MM selenata te pri 20 uM selenita, ali i s rezultatima drugih istraZivanja kojima je
utvrdeno da je selenit toksicniji oblik od selenata (Rios i sur., 2009; Hawrylak-Nowak,
2013). Veca toksicnost selenita u odnosu na selenat moze biti povezana s interakcijom
anorganskih oblika Se s usvajanjem i metabolizmom S. Istrazivanjem Hurd-Karrere

(1937) je utvrdeno smanjenje toksiCnosti u pSenici uzrokovane selenatom pri
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tretmanima koji su u hranjivom mediju sadrzavali sulfate, a manja toksi¢nost selenata
uz prisutnost S je utvrdena i u istraZzivanjima koja su uslijedila poslije (White i sur.,
2004; Tian i sur., 2017). Boldrin i suradnici (2016) su svojim istrazivanjem zakljugili
kako selenat, ali ne i selenit, poti€e akumulaciju S u pSenici te smatraju kako tretman
selenatom oponaSa nedostatak S koji aktivira ekspresiju sulfatnih prijenosnika
odgovornih za usvajanje i prijenos S. lako se selenat natjeCe za usvajanje i prijenos sa
sulfatima, u manjim koncentracijama stimuliraju medusobno usvajanje putem korijena
(Lyi i sur., 2005; Boldrin i sur., 2016). Tian i suradnici (2017) su u izbojcima i korijenu
vrste B. oleracea L. var. Italica zabiljezili ve¢e koncentracije S kada je bio primijenjen
sa selenatom nego kad je bio primijenjen sam ili sa selenitom. Neovisno $to su u oba
tkiva utvrdili da je povecanje koncentracije Se u tretmanu bez S veée od onog gdje je
S bio prisutan, izbojak i korijen su svejedno akumulirali visoke koncentracije Se kada
je bio primijenjen u obliku selenata. Tian i suradnici (2017) su naglasili kako je ve¢a
toksi¢nost Se povezana s niskim razinama S prilikom Cega raste udio Se u proteinima
u odnosu na S. Iz prethodno spomenutih nekoliko istraZivanja je vidljivo kako se manje
S usvaja u tretmanima selenitom Sto moze uzrokovati i objasniti njegovu vecu
toksi¢nost od selenata u klijancima pSenice. Osim navedenog mehanizma, toksi¢nost
uzrokovana Se moZe se povezati sa smanjenim sadrzajem fotosintetskih pigmenata
te povecanim oksidacijskim ostecenjima poput povec¢ane LPO (Cabral Gouveia i sur.,
2020).

Sadrzaj fotosintetskih pigmenata znatno utje€e na rast i razvoj biljaka, a moze
se mijenjati ovisno o prisutnosti Se $to je utvrdeno prethodnim istrazivanjima (Chu i
sur., 2013; Zhang i sur., 2014; Alyemeni i sur., 2018; Sali i sur., 2018; Silva i sur.,
2020). Fotosintetski pigmenti, klorofil i karotenoidi, kao dio tilakoidnih membrana
kloroplasta nalaze se u kompleksu sa specificnim polipeptidima te imaju vaznu ulogu
u fotosintezi. Klorofil, kao esencijalni pigment za odvijanje fotosinteze, ima ulogu
apsorbiranja i prijenosa Sunceve energije (Anderson, 1982). Karotenoidi su pigmenti
fotosintetski aktivnih, ali i fotosintetski neaktivnih tkiva (Karuppanapandian i sur.,
2011). Uz ulogu pomocnih pigmenata u apsorpciji svjetlosti, vazna je i ona
antioksidacijska (Gill i Tuteja, 2010). Osim $to Stite klorofil od fotooksidacije koja bi
uzrokovala oSteCenja fotosintetskog aparata, karotenoidi ujedno i stabiliziraju
tilakoidne membrane kloroplasta (Gill i Tuteja, 2010). lako je u brojnim istrazivanjima

istaknut pozitivan utjecaj manjih koncentracija Se na koncentraciju klorofila i
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karotenoida (Handa i sur., 2019; Azizi i sur., 2020), u okviru ovog istrazivanja manje
koncentracije oba oblika Se nisu zna€ajno mijenjale njihov sadrzaj u klijancima pSenice
(Slika 6). Da Se ne utjeCe na sadrzaj klorofila, utvrdeno je i u istrazivanju Haghighia i
suradnika (2016) koji su ispitivali utjecaj 2, 4 i 6 mg x L1 selenita na rast i fotosintezu
vrste Cucumis sativus L. StoviSe, u ovom istraZivanju je do$lo do znagajnog smanjenja
koncentracije klorofila i to kod tretmana sa selenatom samo pri najvecoj koncentraciji,
dok je kod tretmana sa selenitom dosSlo do smanjenja vec pri koncentraciji 20 mg x kg
1, Dobiveni rezultati zajedno sa smanjenjem biomase i klijavosti ve¢ i pri manjim
koncentracijama selenita potvrduju njegovu vecu toksi¢nost u odnosu na selenat.
Prisutnost visokih koncentracija Se moze naruSiti usvajanje i sadrzaj mikro te
makronutrijenata $to se moze odraziti i na procese fotosinteze (Hawrylak-Nowak i sur.,
2015; Ulhassan i sur., 2019a). To se posebno odnosi na Fe i Mg koji su sastavni dio ili
sudjeluju u sintezi klorofila i Fe-S proteina (Kroh i Pilon, 2020). Tako su Naseem i
suradnici (2021) utvrdili da vecCe koncentracije Na2SeOs uzrokuju smanjenje
koncentracije Fe u izbojcima i korijenju kukuruza, s naglaskom da je smanjenje
koncentracije u izbojcima zabiljeZzeno ve¢ pri tretmanu s 10 mg x kg%, a u korijenu pri
20 mg x kg selenata. Fisher i suradnici (2016) su u uvjetima in vitro dokazali da
neenzimska redukcija selenita oStecuje Fe-S klaster ferodoksina, plastidnog proteina
koji je esencijalan za fotosintetske reakcije ovisne o svjetlosti. No, to ne iskljuCuje
mogucnost ostecenja Fe-S klastera koji su sastavni dio brojnih drugih proteina, kao i
onih koji sudjeluju u sintezi klorofila (Nagane i sur., 2010). Selen moze interferirati s
enzimima koji sadrze sulfhidrilnu skupinu u aktivnom mjestu kao $to je porfobilinogen-
sintaza koja je uklju¢ena u sintezu klorofila (Padmaja i sur.,1989). Padmaja i suradnici
(1989) su utvrdili da je Se u vrsti Phaseolus vulgaris L. inhibirao porfobilinogen-sintazu
te tako uzrokovao smanjenje sadrzaja istog. Naime, ugradnja vecih i reaktivnijih
selenoaminokiselina u enzime naruSava njegovu strukturu, a time i kineti¢ka svojstva
(Hondal i sur., 2013).

Cinjenica da se u klijancima smanijila koncentracija klorofila, ¢ime se smanjuje
apsorpcija svjetlosne energije koja ¢e se prevesti u kemijsku, mozZe rezultirati
smanjenom proizvodnjom Secera, tj. glukoze i njezinog skladiSnog oblika Skroba.
Unato¢ tome $to sluzi kao opci izvor metabolicke energije i skladiStenja energije,
glukoza predstavlja pocetnu metaboli¢ku to¢ku sinteze karboksilata i aminokiselina
(Dougall, 1965) te Cini osnovnu gradivhu jedinicu za sintezu celuloze, glavne

komponente stani¢ne stijenke (Geiger, 2020). Bez obzira na znacaj ostalih Secera,

83



Rasprava

pojedina istrazivanja su utvrdila kako upravo celuloza uvelike doprinosi povecanju
biomase biljaka, a 5to je povezano s povecanim sadrZzajem glukoze (Mazarei i sur.,
2018; Maleki i sur., 2020). Maleki i suradnici (2020) su to povezali s povecanim
sadrzajem klorofila koji je povecao fotosintetsku ucinkovitost, a $to je rezultiralo
pove¢anom biomasom. tabanowska i suradnici (2012) su dokazali kako povecéane
koncentracije Se smanjuju ucinkovitost fotosustava | i Il te tako inhibiraju fotosintezu
kod pSenice Sto rezultira smanjenom proizvodnjom Skroba, a onda i smanjenjem
biomase (Wang i sur., 2012). Da vece koncentracije Se smanjuju koli¢inu ukupnih
topljivin Secera Sto utjeCe i na smanjenje biomase, utvrdili su i Ulhassan i suradnici
(2019b) kod nekoliko kultivara vrste B. napus L. pri tretmanu sa 100 uM selenita.

Uz brojne u€inke koje Se ima na biljku, bilo na morfo-fizioloskoj, biokemijskoj i
ili molekularnoj razini, vazno je naglasiti da je ve€ina promjena posredovana redoks
promjenama, nastankom ROS-a te aktiviranjem antioksidacijskih i drugih
detoksikacijskin mehanizama. Intenzitet promjena povezanih s redoks potencijalom
stanica ovisi najviSe o koncentraciji Se jer u manjim koncentracijama djeluje kao
antioksidans, dok u vec¢im djeluje kao prooksidans (Hartikainen i sur., 2000). Kako bi
se procijenio ucinak razli€itih koncentracija i oblika Se na oksidacijski status klijanaca
pSenice, ispitivane su koli¢ina H202 i razina LPO. Vodikov peroksid pripada ROS-u koji
se normalno proizvodi tijekom stani¢nih metaboliCkih procesa te u manjim
koncentracijama moze djelovati kao signalna molekula (Sies, 2017). Prekomjerno
nakupljanje H20: ili drugih ROS-a dovodi do oksidacijskog stresa, tj. oksidacijskih
oStecenja proteina, nukleinskih kiselina ili lipida (Panda i sur., 2003). Rezultati ovog
istraZivanja su pokazali da Se nema utjecaja na stani¢ni sadrzaj H202 u izdancima,
dok su na sadrzaj H20:2 u korijenu utjecale samo dvije najvece koncentracije selenata
(Slika 8). Vec je spomenuto kako je pri tretmanima vecim koncentracijama selenata
doSlo do njegove smanjene translokacije iz korijena u izdanak. Akumulacija
anorganskog oblika, selenata, koji se najveéim dijelom asimilira u listu, mogla je biti
razlog povecéane koli¢ine H202. Rezultati koli¢ine TBARS-a jasno ukazuju na to da
povecanje H202 nije uzrokovalo negativne posljedice u korijenu klijanaca Sto ide u
prilog njegovoj ulozi u stani¢noj signalizaciji. Razina LPO, izrazena kroz koli€inu
TBARS-a, jedan je od vaznijih biomarkera oksidacijskog stresa koji ukazuje na stupanj
oksidacijskih oste¢enja u stanicama. Nastaje uslijed prekomjernog nakupljanja ROS-a
koje napadaju polinezasi¢ene masne kiseline biomembrana $to rezultira nastankom

reaktivnin meduprodukata te degradacijom membrana. Poznato je da manje
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koncentracije Se mogu smanijiti LPO, dok veée djeluju negativno te uzrokovati porast
peroksidacije (Hartikainen i sur., 2000; Ramos i sur., 2010). Osim toga, Se moZe zastiti
razliite biljne vrste od oksidacijskog oStecenja nastalog uslijed abiotiCkog stresa sto
se vidi kroz smanjenje LPO praéenog pojacanom regulacijom detoksikacijskih
obrambenih sustava (Xue i Hartikainen, 2010; Wang i sur., 2011; Elkelish i sur., 2019).
U izdanku klijanaca su oba primijenjena oblika Se smanjila LPO u svim tretmanima, a
isto je zabiliezeno i u korijenu nakon izlaganja selenitu te dvjema najvecCim
koncentracijama selenata (Slika 7). Pretpostavlja se da ioni Se Stite membrane i igraju
kljuénu ulogu u smanjenju razine LPO. Filek i suradnici (2009) su istrazivali svojstva
membrana plastida kod pSenice te zakljuCili da ioni Se mogu potaknuti promjene u
sastavu masnih kiselina poveéavajuci njihovu nezasi¢enost. Te promjene su povezali
sa smanjenom razinom LPO i zaklju€ili da ioni Se mogu zastiti stani€ne membrane od
oksidacijskih oste¢enja. Tome u prilog idu istrazivanja koja ukljuCuju istrazivanje
lipidnog monosloja, a koja potvrduju da se ioni Se mogu vezati na specificne
membranske domene i tako utjecati na njezina svojstva (Gzyl-Malcher i sur., 2009,
2011; 2017). Osim toga, odrzavanju niskih razina LPO pridonosi aktivni antioksidacijski
obrambeni sustav.

Za obranu od stresa, bilike su razvile antioksidacijske i druge detoksikacijske
mehanizme. Antioksidacijski obrambeni sustav, koji Stiti biljke od prekomjernog
nakupljanja ROS-a i oksidacijskih oste¢enja, moze biti enzimski i neenzimski. Jedan
od prvih u nizu ROS koji nastaje u stanicama je O2"" koji vrlo brzo dismutira u Oz i
H202. Nakon toga, H202mozZe direktno ili indirektno biti preveden u Oz i H20 aktivhoséu
nekoliko enzima kao sto su CAT, GPOD, GPX i APX (Slika 35.) te tako sprijeciti
njegovo nagomilavanje i negativhe posljedice. Povecane aktivnosti ovih enzima u
izdanku i korijenu klijanaca su odrzavale koliCinu H202 nepromijenjenom u vecini
tretmana. CAT je enzim koji ima niski afinitet za H202 za razliku od peroksidaza i
aktivna je pri vrlo visokim koli¢inama H202 (Gechev i sur., 2006), dok manje koliine
H202 uklanjaju enzimi poput GPOD (El-Hadary, 2021), GPX (Makino i sur., 1994) i
APX (Anjum i sur., 2014). Nepromijenjena aktivnost CAT u izdancima klijanaca
pSenice uslijed izlaganja Cetirima najmanjim koncentracijama selenata te manjim
koncentracijama selenita moze biti povezana s manjom nastalom koli¢inom H20:2 koju
prioritetno uklanjaju drugi enzimi. Kao u ovom istrazivanju, tako su Lara i suradnici
(2019) takoder uocili nepromijenjenu koli€inu H202 i aktivhosti CAT u pSenici nakon
tretmanas 0, 12, 21, 38, 68120 g x ha* Na2SeOa. S druge strane, povec¢ana aktivnost
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CAT u izdanku nakon izlaganja velim koncentraciama Se predstavlja vazan
mehanizam detoksikacije H202. Tome u prilog ide istrazivanje Kaura i Sharme (2018)
kojim je utvrdena prisutnost nekoliko novih CAT izoenzima u listu pSenice nakon
izlaganja ve¢im dozama selenata i selenita. Silva i suradnici (2020) su svojim
istrazivanjem utvrdili da i selenat i selenit uzrokuju porast aktivnosti CAT u listu vrste
Vigna unguiculata (L.) Walp., ali ne u svim tretmanima jednako. Dok je selenat
uzrokovao povecanje aktivhosti CAT samo pri ve¢im primijenjenim koncentracijama
(20, 40i 60 g x ha't), selenit je povecao aktivhost CAT u svim tretmanima (2.5, 5, 10,
20, 4060 g x ha?) (Silvai sur., 2020). i u okviru ovog istrazivanja selenit je i u izdanku
klijanaca pSenice u veCem broju tretmana uzrokovao porast CAT aktivnosti, dok je
porast uslijed izlaganja selenatu zabiljezen samo pri najveéoj koncentraciji (Slika 9a).
Osim toga, rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je aktivnost CAT i tkivno-
specificna. Naime, za razliku od zabiljezene aktivnosti CAT u izdacima pSenice gdje je
bila povec¢ana ili nepromijenjena, prisutnost Se je inhibirala njezinu aktivnost u korijenu
(Slika 9b). Chioti i Zervoudakis (2017) su izvijestili o razlikama u osjetljivosti CAT
izmedu korijena i izbojaka razli€itih biljnih vrsta. S obzirom na osjetljivost na inhibitor
kojeg su koristili, zakljucili su da je u izbojku ispitivanih vrsta CAT monofunkcionalan,
a u korijenu bifunkcionalni enzim. Monofunkcionalna CAT ima uobiajeno katalazno
djelovanje kojim u dva koraka pretvori H202 u H20 i O2, dok bifunkcionalna, uz
uobiCajeno katalazno, pokazuje i peroksidazno djelovanje uz prisuthog donora
elektrona (Nicholls i sur., 2001). O razli¢itom odgovoru CAT izmedu izbojaka i korijena
govori istrazivanje Gayatridevia i suradnici (2013). Oni su, nakon tretmana sa
salicilnom kiselinom i vrstom Fusarium sp., u izbojcima i korijenju razli€itih genotipova
vrste Cicer arietinum L. uoCili razli€it broj izoformi CAT. Osim toga, utvrdili su veliku
razliku izmedu izbojaka i korijenja u osjetljivosti na salicilnu kiselinu, kao i to da su
aktivnosti nekih izoformi bile u potpunosti inhibirane pojedinim tretmanom. Razliku u
osjetljivosti CAT iz razli€itih tkiva su povezali s tkivno specificnom ekspresijom izoformi.
Postojanje razli€itih izoformi CAT koje se razlikuju u osjetljivosti na razliCite tvari te Cija
je ekspresija regulirana razliitim mehanizmima (Zhang i sur., 2022) mogla bi objasniti
¢injenicu da je prisutnost Se imala razliCite u€inke na aktivhost CAT u izdanku i korijenu
klijanaca pSenice te da je CAT u korijenu puno osjetljivija na prisutnost Se u odnosu
na CAT u izdancima. S obzirom na to da se oksidacija proteina uslijed akumulacije
ROS-a dogada izravhom oksidacijom aminokiselina kao sto su Met, Cys, Tyri Trp, ne

moze se iskljuciti da je akumulacija ROS-a uslijed izlaganja Se uzrokovala smanjenje
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aktivnosti CAT u korijenu klijanaca. Naime, uz His-65 i Asn-138, Tyr-348 je jedan od
konzerviranih aminokiselinskih ostataka katalitickog mjesta CAT-e u pSenici (Tyagi i
sur., 2021).

Uz CAT, vaznu ulogu u uklanjanju H202 ima enzim GPOD koja se aktivira pri
znatno manjim koli¢inama H202u odnosu na CAT (Gadjev i sur., 2008). Velikim brojem
dosadasnijih istraZivanja je utvrdeno kako CAT i GPOD sli€no odgovaraju na prisutnost
Se te je porast aktivnosti jednog enzima Cesto pracena porastom aktivnosti drugog,
neovisno o obliku primijenjenog Se (Yao i sur., 2009; Khaliq i sur., 2015; Huang i sur.,
2018; Handa i sur., 2019; Khalofah i sur., 2021). No, kod klijanaca pSenice su
zabiljezeni drugaciji rezultati. Dok je selenat uzrokovao porast aktivnosti GPOD u
izdanku te dijelom i u korijenu, selenit u najveéem broju tretmana nije utjecao na
aktivnost GPOD (Slika 10). Razliciti putevi usvajanja, prijenosa i asimilacije selenata i
selenita u biljkama mogu biti uzrok proizvodnje ROS-a u razli€itim stani¢nim odjeljcima
te ovisno o mjestu nakupljanja ROS-a, aktiviraju se razli€iti mehanizmi detoksikacije.
GPOD je u pSenici pronaden u citosolu, stani¢noj stijenci i vakuoli (Dey i sur., 2007). S
obzirom na lokalizaciju GPOD-a u stanicama, moguce je da prilikom aktivhog prijenosa
selenata doslo do stvaranja H202 u stanicnom zidu, ali i u vakuoli gdje se selenat moze
skladistiti. (Mazej i sur., 2008). Pri istim tretmanima selenata, aktivnosti CAT su bile
nepromijenjene ili znacajno smanjene, a suprotan odgovor aktivnosti CAT i GPOD je
zabiljezen i u istrazivanju Saidia i suradnika (2014). Naime, dok su u listovima vrste
Helianthus anuus, izloZzene Cd, utvrdili da predtretmani s 5i 10 uM selenata smanjuju
aktivnost GPOD, u istima su uoCili povecanje aktivnosti CAT. Nadalje, Jézwiak i
Politycka (2019) su, uz porast aktivhosti GPOD u korijenu vrste Cucumis sativus L.
nakon tretmana s 5 i 10 uM selenita, utvrdili i smanjenje aktivhosti CAT. Kako se
koli¢ina H202 u korijenu krastavaca nije mijenjala, zaklju€ili su GPOD odgovoran za
odrzavanje niskih koli¢ina H202. Prema tome, aktivnhost GPOD bi bila jedna od klju¢nih
mehanizama detoksikacije H202 u izdancima te pri manjim koncentracijama i u korijenu
klijanaca pSenice nakon izlaganja selenatu.

Sljedeci enzim koji je vaZzan dio sustava za detoksikaciju H202 u biljikama je APX
koji je dio AsA-GSH ciklusa (Slika 35). Upravo je uklanjanje H20:2 jedna od glavnih
uloga ciklusa, a APX zajedno s GR cCine kljuéne enzime istoga (Pang i Wang, 2010).
APX je enzim koji kao elektron donor koristi AsA prilikom Cega nastaje njegov
oksidirani oblik, kratkotrajni MDHA. Nastali MDHA moze biti direktno reduciran u AsA
pomocu enzima MDHAR ili moze spontano disproporcionirati u DHA. Regeneraciju
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AsA iz MDHA i DHA katalizira MDHAR ovisna o NAD(P)H, odnosno GSH-ovisha
DHAR. Dosada$nja istrazivanja su pokazala kako se aktivnost APX ili povecava ili
ostaje nepromijenjena uslijed izlaganja Se, ovisno o biljnoj vrsti, njezinom genotipu,
koncentraciji te obliku primijenjenog Se (Labanowska i sur., 2012; Mostofa i sur., 2017;
Lara i sur., 2019; Cabral Gouveia i sur., 2020). Sli¢ni rezultati su zabiljezeni i ovim
istraZivanjem. Dok se u izdancima pS$enice aktivnost APX uglavnom nije mijenjala,
osim pri najvecoj koncentraciji selenita, aktivhost u korijenu se povecala veé pri
tretmanu s 20 mg x kg selenita i samo pri najvecoj koncentraciji selenata (Slika 11).
PovecCana aktivnost u korijenu predstavlja vazan mehanizam detoksikacije H202 u
korijenu klijanaca, ali ne i u izdanku. Se je utjecao i na razinu transkripata apx gena u
izdanku klijanaca, $to je posebno izraZzeno pri tretmanu s najveéim koncentracijama
oba oblika Se. U tretmanu selenitom, porast transkripcije je pracen i porastom
aktivnosti APX, dok u tretmanu selenatom nije jer su posrijedi vjerojatno bile promjene
posttranslacijskih modifikacija (Kaur i sur., 2021). Kaur i suradnici (2021) su utvrdili
kako S-nitrozilacija i S-sulfhidrilacija imaju pozitivan utjecaj, a tirozin-nitracija negativan
utjecaj na aktivnost APX iz vrste A.thaliana. Cilj je S-nitrozilacije i S-sulfhidrilacije
modifikacija Cys-32 prilikom Cega se povecCava afinitet za vezanje AsA, a time i
aktivnost APX. Moguce je da se u izdancima klijanaca pSenice selenat asimilirao do
SeCys koji je zamijenio Cys prilikom sinteze APX-a $to je dovelo do konformacijskih
promjena koje su sprijecile vezanje AsA. Aktivnost APX utjeCe na koncentraciju AsA-
e u stanicama, neenzimskog antioksidansa koji se obnavlja putem AsA-GSH ciklusa.
Povecanje koncentracije AsA-e u izdancima nakon izlaganja manjim koncentracijama
oba oblika Se nije bilo korelaciji s povecanjem aktivhosti APX-a stoga se mozZe
pretpostaviti da detoksikacija H202 u izdancima p$enice nije iSla tim putem. Iznimku je
Cinio tretman najvec¢om koncentracijom selenita koji je povecao aktivhost APX sto je
zahtijevalo povec¢anu koncentraciju AsA-e koja se postigla njezinom aktivnom
regeneracijom putem MDHAR-a i DHAR-a cije su aktivnosti bile povec¢ane pri najvecoj
koncentraciji selenita u izdancima. Obnavljanje AsA-e u izdanku je zabiljezeno i uslijed
izlaganja najvecoj koncentraciji selenata, a povecane aktivhosti MDHAR-a i DHAR-a
su bile pracene povec¢anom genskom ekspresijom. Chen i suradnici (2003) su utvrdili
da se povecanje koncentracije AsA-e u biljkama moze posti¢i njegovom regeneracijom
putem povecane aktivnosti DHAR-a koja je ujedno pracena i pove¢anom ekspresijom
gena dhar. No, povecCanje koncentracije AsA-e u izdancima pri manjim

koncentracijama oba oblika Se (20 i 40 mg x kg?) (Slika 18a) nije bilo praéeno
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povecanjem aktivnosti MHDAR-a i DHAR-a (Slike 16a, 17a), Sto ukazuje na to da
proces regeneracije AsA nije bio vjerojatan pri navedenim uvjetima. Wang i suradnici
(2011) su u vrsti Trifolium repens L. izloZzene susi utvrdili da je porast AsA-e, osim
povecane aktivnhosti DHAR-a, rezultat i sinteze de novo. S obzirom na to da je
koncentracija AsA-e u stanicama regulirana sintezom i regeneracijom (Hancock i Viola,
2005), povecanje koncentracije AsA-e u izdancima klijanaca bi moglo biti posljedica
pojaCane sinteze. Kako redoks stanje AsA-e u korijenu uvelike ovisi o njegovom
prijenosu floemom od izbojka do korijena (Herschbach i sur., 2010), jedan od mogucih
razloga povecane sinteze AsA u izdancima pSenice moze biti i pove¢ana potreba za
odrzavanjem njezine razine u korijenu. U okviru ovog istrazivanja se odgovor AsA-
GSH ciklusa u korijenu nakon izlaganja Se dosta se razlikovao od o dgovora izdanka.
Naime, u korijenu klijanaca pS$enice regeneraciju AsA-e je obavljao DHAR jer je
aktivnost MDHAR-a bila zna€ajno smanjena (Slika 16b). Tako su Yin i suradnici (2010)
istraZivali ulogu MDHAR-a i DHAR-a u regeneraciji AsA-e tijekom Al stresa u
transgenoj vrsti Nicotiana tabacum s genom citosolnih MDHAR-a i DHAR-a iz
uro¢njaka te utvrdili da poveéana aktivhost DHAR-a, ali ne i MDHAR-a, odrzava visoke
razine AsA-e vazne za toleranciju na Al. Da bi DHAR mogao imati vaznu ulogu u
odrzavanju ravnoteze redoks stanja AsA-e kada je niska aktivnost MDHAR, utvrdili su
i Li i suradnici (2010) u listovima jabuke. Smanjenje aktivhosti MDHAR-a se vrlo
vjerojatno javilo zbog ograni¢ene koli€ine dostupnog NADPH jer se isti koristio u
reakcijama koje katalizira GR za obnavljanje GSH. Osim toga, NADPH se troSi i u
neenzimskoj redukciji Se? do SeCys, tocnije prilikom redukcije selenodiglutationa do
selenopersulfida (Ng i Anderson, 1979; Chauhan i sur., 2019). lako porast aktivnosti
DHAR-a moze biti praéen smanjenjem koncentracije DHA (Wang i sur., 2011), u
korijenu klijanaca p$enice koncentracija DHA je u vecini tretmana nepromijenjena
(Slika 19b). Razlog tomu je Sto se regenerirana AsA putem povecane aktivnosti DHAR,
neprestano trosi u reakcijama detoksikacije H202 katalizirane APX-om €ime se opet
stvara DHA. Upravo je to razlog zasto su koncentracije DHA, ali i ASA nepromijenjene

ili smanjene.

89



Rasprava

)
2
=
m
=
£
Q
o
[=}
Q.
o
£
Q.
31
el
o
x
w
£
N
{=
Q
[T}
2

Metilglioksal

-laktat

Slika 35. Askorbat-glutationski ciklus (Asa-GSH ciklus) i njegova poveznica s
glioksalaznim detoksikacijskim sustavom. Preuzeto i modificirano prema

(Hasanuzzaman i sur., 2019)

GSH je, uz AsA, drugi neenzimski antioksidans koji je klju¢ni dio AsA-GSH
ciklusa, ali i drugih detoksikacijskih sustava (Slika 35). Osim $to sudjeluje u direktnom
ili indirektnom uklanjanju ROS-a u biljnim stanicama, odrzava u reduciranom stanju
druge antioksidanse, kao $to su AsA i a-tokoferol. Glol, GPX i GST (Slika 35) su
enzimi koji u svojim reakcijama detoksikacije koriste GSH. Svaka od ovih reakcija, osim
onih koje kataliziraju GST i Glo1l, rezultira stvaranjem GSSG-a. S obzirom na kriticnu
vaznost reduciranog oblika GSH u odrzavanju redoks potencijala u razli€itim
reakcijama i stani¢nim procesima, vazno je odrzavati njegovu razinu u stanicama
redukcijom GSSG u GSH pomocu enzima GR u prisutnosti NADPH kao reducirajuceg
agensa (Deponte, 2013). GSH ima znacajnu ulogu u otpornosti biljaka na tretman
selenatom S&to su utvrdili Grant i suradnici (2011) su u svom istrazivanju na
Arabidopsisu. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je Se skoro pri svim
tretmanima povecao koli¢inu GSH u izdanku klijanaca, a jedini porast u korijenu je

zabilieZzen nakon izlaganja najvecoj koncentraciji selenita (Slika 20). Povecéanje
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koli¢ine GSH u izdancima u skladu je s mnogim drugim istrazivanjima koja obuhvacaju
razliCite biljne vrste i tkiva (Wang i sur., 2011; Mostofa i sur., 2017; Zhu i sur., 2017;
Ulhassan i sur., 2019; Silva i sur., 2020). S obzirom na izostanak povec¢anja aktivnosti
GR-a u izdancima nakon izlaganja selenatu, moze se pretpostaviti da je u izdancima
potaknuta sinteza GSH, a ne regeneracija iz GSSG-a $to potvrduje i pojacana
ekspresija gena za cs (Slika 28a) koja igra vaznu ulogu u njegovoj sintezi. Da Se moze
utjecati na sintezu GSH, utvrdili su Cao i suradnici (2018) analizirajuci transkriptom
Cajevca nakon izlaganja Se te uocili povecanu razinu transkripata glutation-sintetaze.
Povecanje potrebe za GSH u izdancima klijanaca mogu nastati zbog troSenja GSH za
procese redukcije selenata (Hugouvieux i sur., 2009), regeneraciju AsA-e (Nakano i
Asada, 1981), ali i da se zadovolje povecane potrebe za GSH u korijenu. Prema
literaturi, izbojci biljaka su primarno mjesto sinteze GSH (Wachter i sur., 2005;
Mendoza-Cozatl i sur., 2008) pa ne iznenaduje da su u izdancima pSenice zabiljezene
vece kolicine GSH nego u korijenu.

Suprotno tretmanu selenatom, u izdancima pSenice tretiranim selenitom doslo
je do povecanja koli¢ine GSH, ali je ono bilo praceno i porastom aktivnosti GR-a (Slika
12a) i aktivnosti GPX-a (Slika 14a). Stoga se moze pretpostaviti da se GSH u izdanku
klijanaca izlaganim selenitu troSio u reakcijama GPX-a u uklanjanju H202 te u
reakcijama redukcije selenita, ali se vrlo uspjesSno regenerirao iz GSSG $§to je vidljivo
iz povecanih aktivnosti GR-a. Poveéana aktivnhost GR bila je pracena i pove¢anom
genskom ekspresijom gr Sto je u korelaciji s drugim istrazivanjem kojim je takoder
utvrdena poveznica izmedu njegove aktivnosti i ekspresije uslijed izlaganja Se (Handa
i sur.,, 2019). Ekspresija gr je bila znaCajno vecéa i uslijed izlaganja najvecoj
koncentraciji selenata. Kako su u istom tretmanu zabiljezeni pad GSSG-a, ali i
povecanje aktivnosti GR-a koje nije bilo statisti¢ki znacajno, ne moze se u potpunosti
tvrditi da je dosSlo do posttranslacijskin modifikacija gr $to se moglo odraziti na
aktivnost.

Sto je tiGe kolicine GSH u korijenu klijanaca, ona je nakon izlaganja dvama
oblicima Se ostala nepromijenjena ili se smanjila. Samo je najveca koncentracija
selenita uzrokovala njegovo znacajno povecanje (Slika 20b). Pri tome je koli€ina
GSSG-a rasla (Slika 21b), kao i aktivnost GR-a (Slika 12b), a posljedicno se smanjio i
GSH/GSSG omijer (Slika 22b). U biljkama suncokreta koje su bile tretirane s 5, 10 i 20
MM selenata prije izlaganja Cd je uo€eno smanjenje koli¢ine GSH, unato¢ povecéanju
aktivnosti GR (Saidi i sur., 2014). Autori su pretpostavili kako pove¢ana GR aktivnost

91



Rasprava

uslijed izlaganja Se nije bila dovoljna da nadoknadi veliku potrosnju GSH. U korijenu
klijanaca, najviSe GSH se troSilo u redukciji selenita i u obnavljanju AsA-e koju
katalizira DHAR, posebno nakon izlaganja selenitu. Odrzavanje aktivnosti GR, a time
i AsA-GSH ciklusa, moze biti ograni¢eno dostupnoséu NADPH $to u klijancima nije bio
slu¢aj. Stovise, Dimkovikj i Van Hoewyk (2014) su u korijenu uljane repice izlagane 50
MM selenitu utvrdili povecanje koliCine NADPH i aktivnosti glukoza-6-fosfat
dehidrogenaze te utvrdili kako je selenit stimulira pentoza-fosfatni put. NADPH se jo$
koristi u neenzimskoj redukciji selenida do SeCys i u obnavljanju AsA-e koju katalizira
MDHAR.

Aktivnost GPX takoder utjeCe na stani¢ne razine GSH i GSSG-a (Mahmood i
sur., 2010). Istrazivanja provedena u vrsti Lolium perenne su pokazala pozitivhu
korelaciju izmedu koncentracije Se i aktivnosti GPX (Hartikainen i sur., 1997;
Hartikainen i sur., 2000). Sliéno je utvrdeno u p$enici (Stolfa i sur., 2017), krumpiru
(Seppanen i sur., 2003) i kineskom kupusu (Wu i sur., 2017). ZakljuCeno je da
povecana aktivnost GPX-a uklanja vecinu H202 i time sprjeCava aktivaciju ostalih
enzima koji sudjeluju u njegovom uklanjanju, ali i uklanjanjem lipidnih hidroperoksida
smanjuje LPO (Cartes i sur., 2011; Stolfa i sur., 2017). lako spomenuta korelacija nije
uoCena u klijancima pSenice, povecana aktivhost u izdancima uslijed izlaganja selenitu
je doprinijela detoksikaciji H202, ali i smanjenju LPO. Prisutnost Se u izdancima,
posebno pri najveéim koncentracijama, povecao je ekspresiju gpx-a (Slika 30a) Sto se
kod tretmana selenitom odrazilo na aktivnost, dok kod tretmana selenatom nije (Slika
14a). Naime, proteini GPX iz pSenice sadrze tri visoko konzervirana Cys ostatka
odgovorna za kataliticku funkciju (Tosatto i sur., 2008), kao i proteini APX Kkoji su
pokazali o€uvani obrazac aminokiselinskih ostataka koji su ukljueni u vezanje liganda
i katalizu, a medu kojima je i Cys (Tyagi i sur., 2021). Aktivho mjesto GR-a takoder
sadrZi dva Cys (Madhu i sur., 2021), kao i aktivno mjesto GST-a (Mohsenzadeh i sur.,
2011). Zamjena Cys sa SeCys, koji je nastao nakon asimilacije selenata, moze
objasniti zasto povecana ekspresija nije bila pracena i porastom aktivnosti jer SeCys
u potpunosti mijenja strukturu proteina i njegovu reaktivnost (Hondal i sur., 2013).
Nadalje, postoji moguénost da je selenit, koji je dospio u izdanak klijanaca, uzrokovao
promjene redoks stanja te aktivirao razliCite signalne puteve koji vode k promijeni
ekspresije gena i aktivaciji detoksikacijskin mehanizama. Uz povecanu ekspresiju i
aktivnost GPX, aktivirani mehanizmi detoksikacije obuhvacaju i GST, kao i GR koji

regenerira GSH.
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GST katalizira konjugaciju GSH s razli€itim toksi¢nim tvarima nakon Cega se isti
prenose u vakuolu, stiteci tako stanice od oksidacijskih oste¢enja (Huang i sur., 2012).
Dok u korijenu na razini transkripcije nije bilo promjene, u izdancima klijanaca uo¢eno
je smanjenje ekspresije gena gst nakon izlaganja selenitu te povecanje ekspresije gst
pri tretmanu najve¢om koncentracijom selenata (Slika 32a). No, nijedna od tih
promjena nije bila u korelaciji s aktivnos¢éu GST (Slika 13a). Kumar i suradnici (2014)
su utvrdili kako se uslijed poveCane ekspresije gena gst povecava i aktivnost u rizi
nakon izlaganja selenitu Sto je poslije dokazano i kod vrste B. juncea (Handa i sur.,
2019). U izdancima klijanaca povecena ekspresija gst nije bila pracena i pove¢anom
aktivnosti, a moguéi razlog su modifikacije tijekom translacije koje su obuhvacale
ugradnju SeCys u aktivno mjesto umjesto Cys (spomenuto gore). Puglisi i suradnici
(2013) su in silico istrazivanjem pokazali korelaciju izmedu GST-a i mehanizama post-
transkripcijske regulacije koji mogu ukljuCivati reverzibilnu kontrolu fosforilacijom ili
miristoilacijom. No, ne treba iskljuciti niti posttranskripcijske regulacije posredovane
mikroRNA molekulama (Cakir i sur., 2016; Li i sur., 2021). Analizom transkriptoma
vrste Astralagus chrysochlorus koja je bila tretirana s 5 mg L* selenata, Cakir i
suradnici (2016) su utvrdili veliki broj mikroRNA molekula koje mogu posttranskripcijski
regulirati gensku ekspresiju. Nadalje, analizom transkriptoma pSenice nakon izlaganja
10 uM selenatu, utvrdeno je da dolazi do smanjenja ekspresije gst (Feng i Ma, 2021),
a Polidoros i Scandalios (1999) su utvrdili i da manje koli€¢ine H202 (0.1 mM) mogu
djelovati na smanjenje ekspresije gstl iz vrste Zea mays L. lako je i u izdancima
klijanaca takoder uoCena smanjena ekspresija gst, pri dvije najvece koncentracije
selenita u izdanku je zabiljeZen porast aktivnosti GST $to je doprinijelo smanjenju
oksidacijskih oste¢enja uklanjanjem lipidnih peroksida (Bela i sur., 2015). lako brojna
istrazivanja govore kako prisutnost Se utje€e na povecanje GST aktivnosti (Hartikainen
i sur., 2000; Akbulut i Cakir, 2010; Hasanuzzaman i sur., 2011; Mostofa i sur., 2017),
u korijenu je aktivnost inhibirana uslijed tretmana selenatom s tri najvec¢e koncentracije
selenata (Slika 13b). Nema dokaza da selenat mozZe direktno uzrokovati inhibiciju, no
nakupljanje H202 (iako prisutho samo u dva tretmana) je moglo dovesti do
oksidacijskih oStec¢enja koju su zahvatila GST. Ovi rezultati su pokazali da aktivnost
GST uglavnom ne sudijeluje u regulaciji tolerancije na oksidacijski stres izazvan Se u
klijancima, osim pri veé¢im koncentracijama selenita u izdanku. Takoder, razliCit
odgovor izmedu izdanka i korijena ovisi o kemijskom obliku primijenjenog Se,

sugerirajuci da su ekspresija i funkcija GST-a ovisne o tipu biljnog tkiva. Zhang i Ge
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(2008) su dosli do slicnog zaklju¢ka nakon $to su u izbojcima rize utvrdili porast, a u
korijenu pad aktivnosti GST nakon izlaganja Cd.

Uz detoksikacijske mehanizme GPX-a i GST-a koji zahtijevaju GSH, neophodno
je spomenuti i glioksilacijski detoksikacijski sustav koji uklanja vecinu citotoksicnog
MG-a u dva koraka te tako sprjeCava njegovu akumulaciju (Slika 35). U prvom koraku
Glol izomerizira hemitioacetal stvoren spontanim spajanjem MG-a i GSH-a, dovodeci
do nastanka S-D-laktoilglutationa kojeg zatim Glo2 hidrolizira u D-laktat obnavljajuci
GSH (Kaur i sur., 2014; Kaur i sur., 2014). Prethodna istraZivanja su pokazala kako
koli¢ina MG-a raste kako raste i koncentracija primijenjenog Se (Mostofa i sur., 2017;
Ulhassan i sur., 2019). Pritom je zabiljeZeno da se aktivnosti Glo1 i Glo2 pri manjim
koncentracijama Se povecavaju, dok se pri vec¢im zna€ajno smanjuju (Mostofa i sur.,
2017; Ulhassan i sur., 2019). Poznato je da povecane aktivnosti Glo1 i Glo2 Stite biljke
od razliCitin abiotickih i biotiCkih stresova, dok smanjene aktivnosti istih uzrokuju
nakupljanje MG-a Sto moze dovesti do oSteCenja vaznih biomolekula unutar stanica
(Yadav i sur., 2005; Hasanuzzaman i sur., 2012; Rahman i sur., 2021). Prisutnost dva
oblika Se razli€ito su utjecala na aktivnhost Glo1 u izdanku i korijenu klijanaca (Slika
15). Oba primijenjena oblika Se su pri manjim koncentracijama smanijila aktivhost Glo1
u izdanku, dok ju je najveca koncentracija povecala. Jedna je moguénost da manje
koncentracije Se aktiviraju druge mehanizme uklanjanja MG-a kako bi se potro$nja
GSH prioritetno iskoristila u drugim reakcijama, a druga da prisutnost Se smanjuje
nastajanje MG-a koji se moze stvarati spontano i pri normalnim fizioloSkim uvjetima.
Naime, iako je glioksilazni mehanizam glavni mehanizam uklanjanja MG-a, postoji
nekoliko aldo-keto reduktaza koje mogu metabolizirati MG (Kaur i sur., 2016). Kako je
aktivnost aldo-keto reduktaza ovisna o NADPH, a s obzirom na rezultate aktivnosti
GR-a i MDHAR-a koiji isto koriste NADPH kao kofaktor, Cini se kako je bilo dovoljno
NADPH koji bi se iskoristio i za detoksikaciju MG-a. Vece koncentracije koje su
uzrokovale prekomjerno nakupljanje MG-a su povecale aktivhost Glo1 u svrhu
njegovog ucinkovitijeg uklanjanja. Na aktivnost Glo1 u korijenu klijanaca su utjecala
samo tri najvecCa tretmana selenitom te povecali njezinu aktivnhost, kao i najvecCe
koncentracije Se u izdanku. Kako je pretpostavka da je selenit u korijenu klijanaca
potaknuo pentoza-fosfatni put u svrhu nastajanja NADPH koji je neophodan za veliki
broj reakcija, ne iznenaduje ni povecano stvaranje MG-a. Naime, uz glikolizu, pentoza-
fosfatni put je jedan od glavnih izvora trioza-fosfata koji su prekurzori MG-a (Mostofa i

sur., 2018). Pri istim tretmanima je zabiljeZzena povecana aktivnost Glo1 §to se moze
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povezati s akumulacijom MG-a koji moze biti signalna molekula te utjecati na redoks
stanje stanica (Kaur i sur., 2015). Kaur i suradnici (2015) su utvrdili da tretman MG-om
uzrokuje znaCajne promjene u ekspresiji gena koji sudjeluju u transdukciji signala,
posebno transkripcijskih faktora kao $to su bZIP, AP2 i WRKY koji su pronadeni i
nakon tretmana Se (Van Hoewyk i sur., 2008; Cao i sur., 2018). Osim toga, smatra se
kako MG moze direktno utjecati na ekspresiju gena metilglioksiliraju¢i histon H3 i H3K4
¢ime kromatin postaje dostupniji (Fu i sur., 2021). Neovisno o mehanizmu djelovanja,
akumulacija MG-a uslijed izlaganja Se je svakako mogla uzrokovati intenzivniji
odgovor klijanaca na razini transkripcije.

Selen u biljkama interferira s brojnim metaboliCkim putevima te uzrokuje niz
promjena na biokemijskoj i molekularnoj razini, $to upucéuje na sloZenost njegovog
djelovanja u biljkama. U¢inak Se na mehanizme odgovora detoksikacijskih enzima kod
klijanaca pSenice ovisi kako o kemijskom obliku i koncentraciji primijenjenog Se tako i
biljnom tkivu, izdanku (Slika 36) ili korijenu (Slika 37).
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Slika 36. Detoksikacijski sustav u izdanku klijanaca pS$enice tretiranim razli¢itim
koncentracijama selenata i selenita. CAT (katalaza); GPOD (gvajakol-peroksidaza);
H20:2 (vodikov peroksid), APX (askorbat-peroksidaza); MDHA (monodehidroaskorbat);
GPX (glutation-peroksidaza); GR (glutation-reduktaza); GSSG (oksidirani glutation);
MDHAR (monodehidroaskorbat-reduktaza); GST (glutation-S-transferaza); GSH
(reducirani glutation); DHAR (dehidroaskorbat-reduktaza); DHA (dehidroaskorbat);
Glo I (glioksilaza 1); Glo Il (glioksilaza 2).
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Slika 37. Detoksikacijski sustav u korijenu klijanaca pSenice tretiranim razli¢itim
koncentracijama selenata i selenita. CAT (katalaza); GPOD (gvajakol-peroksidaza);
H202 (vodikov peroksid), APX (askorbat-peroksidaza); MDHA (monodehidroaskorbat);
GPX (glutation-peroksidaza); GR (glutation-reduktaza); GSSG (oksidirani glutation);
MDHAR (monodehidroaskorbat-reduktaza); GST (glutation-S-transferaza); GSH
(reducirani glutation); DHAR (dehidroaskorbat-reduktaza); DHA (dehidroaskorbat);
Glo I (glioksilaza 1); Glo Il (glioksilaza 2).
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Osim $to dobiveni rezultati znacajno pridonose razvoju uc€inkovitijih strategija i
optimizaciji agronomske biofortifikacije, takoder pridonose razumijevanju uloge Se u
poboljSanju antioksidacijskog odgovora biljaka na nepovoljne uvjete u okoliSu koje
nastaju kao posljedica klimatskih promjena. Osim gena enzima asimilacije S Cija je
uloga dosad ve¢ dobro istrazena i Cije promjene ekspresije znaCajno utjeCu na
primanje Se i u€inkovitost biofortifikacije, dobiveni rezultati pokazuju i vaznu ulogu
komponenti detoksifikacijskog sustava kao mogucih meta za genske modifikacije u

svrhu dobivanja otpornijih i kvalitetnijih usjeva.
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Oba kemijska oblika selena (Se) su uzrokovala povecanje koncentracije Se u
izdanku i korijenu pri ¢emu su u izdancima tretiranim selenatom utvrdene vece
koncentracije Se u odnosu na izdanke tretirane sa selenitom, a u korijenu
tretiranom selenatom manje koncentracije Se u odnosu na tretman selenitom.
Te razlike bi mogle biti posljedica razli€itih na€inima usvajanja ova dva oblika
Se te brzom stopom translokacije selenata u nadzemne dijelove biljaka, a Cije

je usvajanje opcenito bilo vece nego selenita.

Primjena manjih koncentracija oba oblika Se nije imala znacajan utjecaj na
klijavost pSenice, dok su vece koncentracije smanjile postotak klijavosti te
biomasu izdanaka i korijena pri Cemu je prag toksi¢nosti bio nizi za selenit.
Takoder, znaCajno smanjenje koncentracije klorofila utvrdeno je samo pri
najvecoj koncentraciji selenata te pri manjim koncentracijama selenita. Stoga
se moze zakljuciti da klijanje i biomasa pSenice uvelike ovise o kemijskom obliku

primijenjenog selena te da je selenit toksicniji oblik od selenata.

Oba oblika selena su utjecala na antioksidacijski odgovor i druge
detoksikacijske mehanizme prilikom ¢ega je uocen tkivno-specificni odgovor

klijanaca ovisan o kemijskom obliku i koncentraciji primijenjenog selena.

Tretmani s oba oblika Se nisu zna¢ajno utjecali na koli¢inu H202 u izdancima,
dok su u korijenu samo dvije najvece koncentracije selenata uzrokovale blago
povecanje H202. Kako je u vedini tretmana Se smanjio intenzitet LPO to jasno
ukazuje na zastitnu ulogu selena u odrzavanju biomembrana i aktivan

antioksidacijski sustav koji uspjeSno odrzava koli¢inu H202.

Uklanjanje H202 u izdanku i korijenu je iSlo razli€itim mehanizmima ovisno o
kemijskom obliku i koncentraciji Se. Primarnu ulogu uklanjanja H202 nastalog
djelovanjem selenita u izdanku ima CAT i GPX, dok H202 nastao uslijed
tretmana selenatom primarno uklanja GPOD. Ipak, najvece koncentracije oba
oblika Se aktivirale su GPOD i APX. GPOD zadrzava svoju ulogu i u korijenu
zajedno s APX-om kod tretmana selenatom, dok je kod tretmana selenitom APX

preuzeo glavnu ulogu u uklanjanju H20x2.
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Manje koncentracije oba oblika Se uzrokovala su povecanje koncentracije AsA-
e u izdancima Sto upucuje na sintezu de novo, dok je pri najvecoj koncentraciji
selenita i selenata AsA nastala aktivhom regeneracijom putem povecanih
aktivnosti enzima MDHAR-a i DHAR-a. PovecCana genska ekspresija navedenih
enzima pri tretmanu selenatom rezultirala je i njihovom vecom aktivnoSc¢u u
odnosu na tretman selenitom. S druge strane u korijenu klijanaca pS$enice
regeneraciju AsA-e je uglavnom obavljao DHAR jer je aktivhost MDHAR-a bila
znacajno smanjena vrlo vjerojatno zbog ograni¢ene koli€ine dostupnog
NADPH.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je Se gotovo pri svim tretmanima
povec¢ao koli€¢inu GSH u izdanku Klijanaca, a jedini porast u korijenu je
zabiljezen nakon izlaganja najvecoj koncentraciji selenita. Porast GSH u
izdancima uslijed izlaganja selenatu, kao i porast ekspresije gena cs, upucéuju
na sintezu de novo, dok je selenit aktivirao regeneraciju GSH iz GSSG-a putem

povecane aktivnosti GR-a koja je bila pracena i pove¢anom ekspresijom.

Suprotno tretmanu selenatom, u izdancima ps$enice tretiranim selenitom porast
koli¢ine GSH bio je praéen porastom aktivnosti GR-a i GPX-a. Stoga se moze
pretpostaviti da se GSH u izdanku klijanaca izlaganim selenitu troSio u
reakcijama GPX-a u uklanjanju H20:2 te u reakcijama redukcije selenita, ali se
vrlo uspjesno regenerirao iz GSSG $to je vidljivo iz povecanih aktivnosti GR-a

koje su bile pra¢ene i porastom genske ekspresije.

U izdancima pSenice su oba primijenjena oblika Se pri manjim koncentracijama
smanijila aktivhost Glo1 $to se moze objasniti s aktivacijom drugih mehanizama
u uklanjanju MG-a, dok su vece koncentracije Se povecale aktivnost Glo1.

U korijenu klijanaca su samo tri najveCe koncentracije selenita povecale
aktivnost Glo1 gdje je zbog povecéanih potreba za NADPH, uslijed povec¢anih
aktivnosti GR-a, vjerojatno doSlo do aktivacije pentoza-fosfatnog puta koji je

glavni izvor prekurzora MG-a.
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Na razini ekspresije gena enzima uklju€enih u metabolizam GSH, najizrazenije
promjene bile su vidljive u izdancima pSenice pri najvec¢im koncentracijama oba
oblika Se. lako je ve¢inom promjena ekspresija gena bila pracena promjenom
aktivnosti enzima, izostanak takve korelacije mogao bi biti rezultat
posttranskripcijskih i/ili posttranslacijskin modifikacija nastalih uslijed ugradnje
selenocisteina umjesto cisteina u aktivnom mjestu GR-a, GPX-a, APX-a i GST-

a koja u potpunosti mijenja strukturu i funkciju navedenih enzima.

Na razini transkripcije, prisutnost Se je uzrokovala tkivno-specifi€ne promjene
gena metabolizma Se, ATP-Sul i cs. U izdancima klijanaca je tretman selenitom
povecao ekspresiju gena ATP-Sul, dok ju je u Kkorijenu isti tretman smanjio. S
druge strane, tretman selenitom nije imao znacajan utjecaj na ekspresije gena
cs, dok je tretman selenatom uzrokovao povecanje ekspresije $to, uz sintezu
Cys potrebnog za sintezu GSH, upucuje na enzimsku redukciju selenida do
SeCys. U korijenima klijanaca su najveée koncentracije Se takoder imale
suprotan ucinak na ekspresiju gena cs, dok je tretman selenatom povecao
ekspresiju gena cs, tretman selenitom ju je smanjio zbog dovoljne koli¢ine GSH

prisutnog pri navedenom tretmanu u korijenu.

Selenat i selenit povecavaju koncentraciju Se u klijancima pSenice ovisno o
primijenjenoj koncentraciji i kemijskom obliku Se S§to je praceno tkivno-
specificnim odgovorom na morfo-fizioloSkoj, biokemijskoj i molekularnoj razini.
Pri tome, razliCiti kemijski oblici Se aktiviraju razli¢iti mehanizam

antioksidacijskog odgovora u izdancima i korijenu klijanaca pSenice.

Ovo istrazivanje doprinijelo je boljem razumijevaniju fizioloSkog, biokemijskog i
molekularnog odgovora pSenice na selen, te razvoju novih spoznaja o
mehanizama toksicnosti uvjetovanih koncentracijom, kemijskim oblikom i tipom
biljlnog organa. Uvid u biokemijske i molekularne mehanizme tolerancije i
akumulacije selena, dobiven ovim istrazivanjem, pridonosi razvoju ucinkovitijih
strategija biofortifikacije, a koje izmedu ostaloga ukljuCuju geneticku

manipulaciju metaboli¢kim i drugim detoksikacijskim putovima.
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Selen (Se) je esencijalan element za ljude i Zivotinje, a njegov nedovoljan unos moze
uzrokovati razliCita patofizioloSka stanja. Biljke, koji su glavni izvor Se u ishrani ljudi i
Zivotinja, vrlo €esto imaju nedostatnu koncentraciju Se te se njegov nedostatak
uglavnom rjeSava agronomskom biofortifikacijom. Cilj takve strategije je aplikacijom
Se povecéati njegovu koncentraciju i bioraspolozivost u jestivim dijelovima
poljoprivrednih usjeva kao $to je pSenica (Triticum aestivum L.) uslijed Cega
koncentracija Se u tlu i/ili u biljci raste, Sto uz prevelike koli€ine moze imati i negativan
ucinak na biljke. Biljke Se iz tla usvajaju korijenom u obliku selenata ili selenita te se
zbog kemijske sli¢nosti sa sumporom (S) asimilacija odvija sulfatnim putem. Pri manjim
koncentracijama, Se djeluje pozitivho na rast i razvoj biljaka te djeluje kao antioksidans,
dok pri ve¢im koncentracijama Se djeluje kao prooksidans te uzrokuje prekomjerno
nakupljanje reaktivnih kisikovih jedinki (ROS) $to mozZe dovesti do oksidacijskih
oStecenja bioloSki vaznih makromolekula. Prooksidacijsko djelovanje Se je, uz
zamjenu Cys sa SeCys u proteinima, jedan od glavnih uzroka njegove toksicnosti, a
naj¢eSce je vezan za oksidaciju tiola kao Sto je glutation (GSH). GSH, koji je dio
askorbat-glutationskog ciklusa, ima srediSnju ulogu u antioksidacijskom sustavu te
sudjeluje u redukciji selenata i selenita. Buduci da Se interferira s brojnim metabolic¢kim
putevima u biljci, cilj ovog rada je bio odrediti utjecaj pet razli€itih koncentracija
selenata i selenita na oksidacijski status te antioksidacijske i druge obrambene
odgovore izdanka i korijena klijanaca pSenice te utvrditi tkivno-specifitne razlike u
biokemijskom i molekularnom odgovoru. Povec¢anje primijenjenih koncentracija Se
uzrokovalo je povecCanje Se u izdanku i korijenu klijanaca pSenice, s naglaskom da je
selenat uzrokovao vecu akumulaciju Se u izdanku, a selenit u korijenu $to €ini osnovu
tkivno-specificnog odgovora. Odgovor pSenice na prisutni Se se pratio na morfo-
fizioloSkoj, biokemijskoj i molekularnoj razini. Analizom morfo-fizioloSkih svojstava kao
Sto su klijavost sjemena, prinos biomase izdanka i korijena te koncentracije klorofila i
karotenoida utvrdeno je kako selenit ima nizi prag toksi¢nosti od selenata. Naime,
selenit je pri manjim koncentracijama, u odnosu na selenat, uzrokovao smanjenje
spomenutih morfo-fizioloSkih parametara. Mjerenje pokazatelja oksidacijskog stresa,
razine LPO i koliine vodikovog peroksida (H202), pokazalo je kako Se u klijancima
pSenice ne uzrokuje oksidacijski stres Sto moze biti posljedica uloge Se u zastiti
biomembrana od lipidne peroksidacije, ali i posljedica tkivno-specificnog utjecaja Se
na antioksidacijske i druge detoksikacijske mehanizme. Tako se uklanjanje H202 u

izdanku i korijenu vrSilo razliitim mehanizmima, ovisno o kemijskom obliku i
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koncentraciji primijenjenog Se. H202 nastao uslijed tretmana selenatom primarno
uklanja GPOD i u korijenu i izdanku, dok u izdanku H202 nastao uslijed tretmana
selenitom primarno uklanjaju CAT i GPX, a u korijenu njihovu ulogu preuzima APX.
Ipak, najvec¢e koncentracije oba oblika Se su povecale aktivnosti i dodatnih
antioksidacijskih enzima. S obzirom na zna€ajnu ulogu GSH kao supstrata
antioksidacijskih i drugih detoksikacijskih enzima, mjerena je njegova koncentracija te
aktivnosti enzima uklju¢enih u njegov metabolizam. Utvrdeno je povecanje koliCine
GSH u izdanku klijanaca pri gotovo svim tretmanima Se, dok je u korijenu koli€ina bila
nepromijenjena. Porast GSH kao i porast ekspresije gena cs upucéuju na sintezu de
novo, dok je selenit aktivirao regeneraciju GSH iz GSSG-a putem povecane aktivnosti
GR-a koja je bila pra¢ena i pove¢anom ekspresijom. Porast ekspresije cs upucuje i na
enzimsku redukciju selenida do SeCys u izdancima klijanaca uslijed izlaganja
selenatu. GSH ima klju¢nu ulogu i u detoksikaciji metilglioksala u kojoj sudjeluje enzim
glioksalaza | Cija je tkivno-specificna aktivnost ovisila o obliku i koncentraciji Se. Zbog
vazne uloge GSH u askorbat-glutationskom ciklusu istrazivao se ucinak Se na
koncentraciju askorbata (AsA) kao znacajnog antioksidansa kao i ucinak Se na
aktivnosti i ekspresiju enzima koji sudjeluju u njegovoj regeneraciji u stanicama (APX,
DHAR i MDHAR). Tako su manje koncentracije oba oblika Se uzrokovala povecanje
koncentracije AsA-e u izdancima koja je vjerojatno rezultat sinteze de novo, dok je pri
najvecoj koncentraciji AsA nastala aktivnhom regeneracijom putem povecéanih aktivnosti
enzima DHAR-a i MDHAR-a koja je pracena i pove¢anom genskom ekspresijom. S
druge strane, u korijenu klijanaca pSenice regeneraciju AsA-e je uglavhom obavljao
DHAR jer je aktivnost MDHAR-a bila znaajno smanjena vrlo vjerojatno zbog
ograni¢ene koli¢ine dostupnog NADPH. Osim na biokemijskoj razini, pratio se odgovor
klijanaca i na razini transkripcije. Najizrazenije promjene u ekspresiji gena enzima
uklju€enih u metabolizam GSH bile su prisutne u izdancima pSenice i to pri najvecim
koncentracijama oba oblika Se. lako je vedinom promjena ekspresija gena bila
pracena promjenom aktivnosti enzima, izostanak takve korelacije bila je posljedica
posttranskripcijskih i/ili posttranslacijskihn modifikacija veéinom nastalih uslijed
ugradnje selenocisteina umjesto cisteina u aktivnom mjestu GR-a, GPX-a, APX-a i
GST-a koja u potpunosti mijenja strukturu i funkciju navedenih enzima.

Ovo istrazivanje doprinosi boljem razumijevanju fizioloSkog, biokemijskog i
molekularnog odgovora pSenice na selen, te razvoju novih spoznaja 0 mehanizama

toksicnosti uvjetovanih koncentracijom, kemijskim oblikom i tipom biljnog organa. Uvid
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u biokemijske i molekularne mehanizme tolerancije i akumulacije selena, dobiven ovim
istraZivanjem, pridonosi razvoju ucinkovitijih strategija biofortifikacije, a koje izmedu
ostaloga ukljuCuju genetiCku manipulaciju metabolickim i drugim detoksikacijskim

putovima.
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Selenium (Se) is an essential microelement to humans and animals, and its insufficient
intake can cause various pathophysiological conditions. Plants, which are the primary
source of Se in human and animal nutrition, often have an insufficient concentration of
Se, and its deficiency is mainly solved by agronomic biofortification. Biofortification
aims to increase Se concentration and bioavailability in edible parts of crops such as
wheat (Triticum aestivum L.), resulting in increased concentration of Se in soil and/or
plants which can be harmful. Plant roots uptake Se as selenate and selenite, and due
to chemical similarity to sulfur, Se assimilation takes place via the sulphate pathway.
At lower concentrations, Se is a beneficial element to plant growth and development
and acts as an antioxidant. In comparison, at higher concentrations, Se acts as a
prooxidant and causes excessive accumulation of reactive oxygen species (ROS),
which can lead to oxidative damage of biomolecules. The prooxidative action of Se, in
addition to the replacement of Cys with SeCys in proteins, is one of the leading causes
of its toxicity in the plant. It is often associated with the oxidation of thiols such as
glutathione (GSH). GSH, which is part of the ascorbate-glutathione cycle, plays a
central role in the antioxidant system and participates in selenate and selenite
reduction. Since Se interferes with numerous metabolic pathways in the plant, this
study aimed to determine the effect of five different concentrations of selenate and
selenite on oxidative status and antioxidant and other detoxifying system of shoots and
roots to determine biochemical and molecular tissue-specific responses. The increase
in applied Se concentrations caused an increase in Se shoot and root concentrations,
emphasizing that selenate caused a greater accumulation of Se in the shoot and
selenite in the root, which represents the basis of the tissue-specific response. Wheat
response to Se was monitored at the morpho-physiological, biochemical, and
molecular levels. Morpho-physiological analyses such as seed germination, shoot and
root biomass, and chlorophyll and carotenoid concentrations revealed that selenite has
a lower toxicity threshold than selenate. Namely, selenite caused a decrease in the
mentioned morpho-physiological parameters at lower concentrations than selenate.
Measurement of oxidative stress indicators, LPO and H202, showed that Se did not
cause oxidative stress in wheat seedlings, which may be due to the role of Se in
protecting biomembranes from LPO, but also due to tissue-specific antioxidant and
other detoxification mechanisms response. Thus, the removal of H202 in the shoot and
root was performed by different mechanisms, depending on the chemical form and

concentration of the applied Se. H202 originated from selenate treatment primarily
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removes GPOD both in shoots and roots. Shoot H20:2 originated from selenite
treatment primarily removes CAT and GPX, and APX takes over the role of H202
removal in the root. However, the highest concentrations of both forms of Se increased
the activity of additional antioxidant enzymes. Given the significant role of GSH as a
substrate of antioxidant and other detoxifying enzymes, its concentration and enzyme
activities involved in its metabolism were measured. It was found that Se increased the
concentration of GSH in the wheat shoot in almost all treatments, while the
concentration in the root remained unchanged. The increase in GSH due to exposure
to selenate indicates its synthesis de novo, characterized by the increase in cs gene
expression, while selenite activated the regeneration of GSH from GSSG through
increased GR activity, which was accompanied by increased gr expression. The
increase in cs expression also indicates the enzymatic reduction of selenide to SeCys
in shoots due to selenate exposure. GSH also plays a key role in the detoxification of
methylglyoxal, where the enzyme glyoxalase plays an important role and whose tissue-
specific activity depends on the form and concentration of Se. Due to the critical role
of GSH in the ascorbate-glutathione cycle, the effect on ascorbate concentration (AsA)
and the effect on the activity and expression of enzymes (APX, DHAR, and MDHAR)
that affect its concentration were investigated. Thus, lower concentrations of both
forms of Se caused an increase in AsA concentration in shoots, probably due to
synthesis de novo. In contrast, at the highest Se concentration, AsA was formed by
active regeneration through increased activity of DHAR and MDHAR enzymes
accompanied by increased dhar and mdhar gene expression. On the other hand, in
the wheat root, the regeneration of AsA was mainly performed by DHAR because the
activity of MDHAR was significantly reduced, very likely due to the limited amount of
available NADPH.

In addition to the biochemical level, the wheat response was monitored at the
transcriptional level. At the level of gene expression of enzymes involved in GSH
metabolism, the most pronounced changes were visible in wheat shoots at the highest
concentrations of both forms of Se. Although changes in enzyme activity accompanied
most changes in gene expression, the absence of such a correlation was due to
posttranscriptional and/or posttranslational modifications primarily as a result of the
incorporation of selenocysteine instead of cysteine into the active site of GR, GPX,
APX, and GST what can completely change the structure and function of these

enzymes.
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This research contributes to a better understanding of the physiological, biochemical,
and molecular response of wheat to Se. It also contributes to the development of new
insights into the mechanisms of toxicity depending on concentration, chemical form
and type of plant organ. The insight into the biochemical and molecular mechanisms
of Se tolerance and accumulation obtained by this research contributes to the
development of more effective biofortification strategies, including genetic
manipulation of metabolic and other detoxification pathways.
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