Selen - antioksidans ili prooksidans?

Bosnjakovi¢, Rebeka

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Department of biology / Sveuciliste Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Odjel za biologiju

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:181:256751

Rights / Prava: In copyright/Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

R ODJEL Repository / Repozitorij:
i
— BIOLOGUU . Repository of Department of biology, Josip Juraj
Sveudiliste Jurja i i N
u Strossmayer University of Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

A
i
)& \

zir.nsk.hr



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:181:256751
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.biologija.unios.hr
https://repozitorij.biologija.unios.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/bioos:132
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/bioos:132
https://dabar.srce.hr/islandora/object/bioos:132

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
ODJEL ZA BIOLOGIJU

Preddiplomski studij biologije

Rebeka Bosnjakovié

SELEN- ANTIOKSIDANS ILI PROOKSIDANS?

Zavrsni rad

Mentorica: doc. dr. sc. Ivna Stolfa Camagajevac

Neposredni voditelj: dr.sc. Rosemary Vukovi¢

Osijek, 2016



TEMELJINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku
Odjel za biologiju

Zavrsni rad

Znanstveno podrucje: Prirodne znanosti

Znanstveno polje: Biologija

Selen-antioksidans ili prooksidans?

Rebeka Bosnjakovié¢
Rad je izraden: Laboratorij za biokemiju, Odjel za biologiju, Osijek

Mentorica: doc.dr.sc. Ivna Stolfa Camagajevac

Neposredni voditelj: dr.sc. Rosemary Vukovié¢

Kratak sazetak zavrS§nog rada: Selen je u tragovima esencijalan mikronutrijent i iznimno je koristan
za Covjeka 1 Zivotinje, no njegova esencijalnost nije dokazana za viSe biljke. Specifi¢ni fizioloski
mehanizmi, koji su zasluzni za njegovo pozitivno djelovanje u antioksidacijskoj obranibiljaka joSnisu
u potpunosti razjaS$njeni. Selen ima dvojako djelovanje na biljke; u malim koncentracijama djeluje kao
antioksidans, dok u velikim djelujekao prooksidans. Cilj ovog rada bio je utvrditi kako razli¢iti oblici i
koncentracije Se utjeCu na antioksidacijski sustav, odnosno aktivnosti glutation-reduktaze i katalaze u
izdancima pSenice (Triticum aestivum L.) sorte Divana. PSenica je tretirana trima razli¢itim
koncentracijama dva oblika Se (selenit i selenat). Sve koncentracije oba oblika selena nisu aktivirale
katalazu.S druge strane, povecanje aktivnosti glutation-reduktaze uzrokovale su samo dvije vece
koncentracije selenata, dok je taj efekt izostao kod tretmana selenitom S$to se moZe povezati s
ucinkovitijom mobilno$¢u selenata u nadzmne dijelove biljke.Dobiveni rezultati mogu posluziti kao
osnova za daljnja istrazivanja o ucincima vi§ih koncentracija selena na razliite komponente
antioksidativnog sustava.

Broj stranica:13

Broj slika:4

Broj tablica:0

Broj literaturnih navoda: 64
Web izbor: 0

Jezik izvornika: hrvatski

Kljuéne rijeci: selen, oksidacijski stres, glutation-reduktaza, katalaza, Triticum aestivum

Rad je pohranjen u knjiznici Odjela za biologiju Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku i u
Nacionalnoj sveucili$noj knjiznici u Zagrebu, u elektroni¢kom obliku, te je objavljen na web stranici

Odjela za biologiju.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Josip Juraj Strossmayer University of Osijek
Department of Biology

Bachelor’s thesis

Scientific Area: Natural Sciences

Scientific Field: Biology

Selenium- antioxidant or pro-oxidant?

Rebeka Bosnjakovié¢

Supervisor:Ph. D. Ivna StolfaCamagajevac, assistant professor
Assistant in charge: Ph. D. Rosemary Vukovié

Short abstract:As a trace elementselenium is an essential micronutrinet and has important benefits
for human and animals, but its essentiality has not been proven yet for higher plants. The specific
physiological mechanisms that are responsible for positive effects in plants, primarily in antioxidant
defense, have not yet been clarified. Selenium has dual effect on plants, in low concentrations acts as
an antioxidant, while in higher concentrations acts as a pro-oxidant. The aim of this study was to
determine how different forms and concentrations of selenium influence the antioxidant system,
especiallyactivities of glutathione reductase and catalase in the shoots of wheat (Triticum aestivum L.)
cv. Divana. Wheat was treated with three different concentrations of two forms of Se (selenite and
selenate). All concentrations of both selenium forms did not activate catalase. On the other hand, only
the two highest selenate concentrations caused increase in glutathione reductase activity, while selenite
did not have such an effect what can be connected with more efficient mobility of selenate in upper
parts of plants. Obtained results can serve as a basis for fruther research of the effects of higher
selenium concentrations on the various antioxidant systemcomponents.

Number of pages:13
Number of figures:4
Number of tables:0
Number of references:64
Web source:0

Original in: Croatian

Key words: selenium, oxidative stress, glutathione reductase, catalase, Triticum aestivum

Thes is deposited in Library of Department of Biology, Universityof J. J. Strossmayer Osijek and in
National University Library in Zagreb. It is also available on the web site of Department of Biology,

University of J.J. Strossmayer Osijek.



SADRZAJ

LoUVOD 1
I ST 1< o PP PP PP 1
1.2, Selen U DIKAMA .......oooiiiiii e 1
1.3. Uloga selena u rastu i razvoju DilJaka ...........c.coveiiiiiiiiiiiii e 3
1.4, Antioksidacijska UlOga SEIENA .........coiiriiiiiiiiii e 3
O || U - T PP PPPPP PR 6

2. MATERIJALI I METODE ....coiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeteeeeee ettt e e e e e e e 7
2.1. Biljni materijal i OpiS EKSPEIMENTA ........evvieiiiiiie et 7
2.2. Aktivnosti antioksidativnin @NZIMA ..........cooviiiiiiiiii s 7

2.2.1. Priprema enzimskih eKStraKata ...........ceeeeeiiiiiiiiiiiiiec e 7
2.2.2. Odredivanje aktivnosti Katalaze ..............uuuueuriimimiimiiiiiiiiiiiii e 7
2.2.3. Odredivanje aktivnosti glutation-rTeAUKLIAZE ..........ccovveeiiiiiiiiie e 8
2.3. StatistiCka obrada POAAtaKa .........cuieirivieiiiiieiiii e 8

KR = U | R 1 N L PP PPPPPPP 9
3.1. Utjecaj tretmana Se na aktivnost katalaze u izdancima pSenice...........cevvevrrvvererrreeereeeeeeeeeeenne. 9
3.2. Utjecaj tretmana Se na aktivnost glutation-reduktaze u izdancima pSenice ...........cccvveerriiveeennns 9

A RASPRAV A e E R R e E R n R n R n R R R R R R 11

5. GLAVNI REZULTATI T ZAKLJUCC ........ccoviivivieieeeseseeeees e es st 13

6. LITERATURA ..o e 14



1. UvOD

1.1. Selen

Selen (Se) je kemijski element atomskog broja 34 s atomskom masom od
78.96 g/mol.Ima svojstva metaloida i srodan je sumporu. Se se moze naéi u 5 valentnih
stanja:, elementarni Se, selenid, selenit, selenat i tioselenat (Lauchli, 1993). Ovisno o
geografskom podrucju, koncentracija Se u tlima varira od 0,1 do 2,0 mg/kg (Mayland,1994;
Dhillon i Dhillon, 2003). Pripada skupini halkogenih elemenata. Vazan je mikroelement kojeg
pronalazimo u ljudima, Zivotinjama, biljkama i mikroorganizmima (Germ i Stibilj, 2007).
Esencijalan je i iznimno vazan za zdravlje ljudi i zivotinja jer je sastavna komponenta
antioksidacijskog enzima glutation-peroksidaze (GSH-Px) te drugih enzima kao $to su
tioredoksin-reduktaze, iodotironin-deiodinaze te niz selenoproteina (Pallud i sur., 1997;
Birringer i sur., 2002). Vecina Se se u organizam un0si putem prehrane, stoga je bitno da
biljke sadrzavaju dostatnu koli¢inu Se u svojim tkivima. Medutim,mnoga tla, diljem svijeta,
siromasna su Se (Cartes 1 sur., 2011). Zbog manjka Se mogu nastati zdravstveni problemi u
ljudi. Mogu se razviti bolesti koje zahvacaju jetru, kardiovaskularne bolesti te razni karcinomi

(Chu i sur., 2013). Stoga se koli¢ina Se povecava raznim dodacima i biofortifikacijom.
1.2. Selen u biljkama

Iako je dokazano da je Se esencijalan za ljude 1 Zivotinje, njegova esencijalnost za vise
biljke je i dalje upitna (Terry i sur., 2000). Medutim, istraZivanja su pokazala da u malim
koncentracijama Se ima pozitivan ucinak na biljke, prvenstveno potpomaze samom rastu i
razvoju (Hartikainen i Xue,1999; Terry i sur., 2000; Xue i sur.,2001; Turkainen i sur.,2004;
Djanaguiraman i sur.,2005). Bioraspolozivost Se za biljke ovisna je o tlu, odnosno o samoj
teksturi tla, pH, oksidacijskom stanju 1 prisutnosti razli¢itih iona koji pospjesSuju primanje Se.
Se se apsorbira u dva anorganska oblika, kao selenit (SeOs %) i kao selenat (SeOs %) ili u
organskom obliku kao Se-aminokiselina, kao na primjer Se-Met. (Kopsell i sur., 2007).
Selenati imaju vecu raspoloZzivost biljkama jer su manje vezani za Cestice tla i lakSe se ispiru
dok se seleniti ¢vrs¢e vezu i to prvenstveno za okside aluminija 1 zeljeza (Curtin i sur., 2006).

Interakcija ¢imbenika koji utjecu na unos Se u biljke je slozena. Unos i akumulacija Se
u biljkama moze biti pod utjecajem koncentracije razli¢itih aniona, kao $to su na primjer,
kloridni (CI") i sulfatni (SO4%), koji su &esto prisutni u odvodnim vodama. Transport SeO4Zi

SO4%putem korijena velikog broja zitarica posredovan je zajedni¢kim membranskim
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nosiocem te se ti anioni natje¢u za vezano mjesto istog nosaca. Ovaj antagonizam utjeCe na

unos Se koji je inhibiran u veéoj mjeri s SO4%” nego s CI-(Grieve i sur., 2001).

Se moze povecati otpornost biljaka na oksidativni stres uzrokovan UV-
zrakama,ubrzati rast sadnica i usporiti proces starenja (Xue i sur. 2001., Pennanen i sur.,
2002) a ima i vaznu ulogu u povecavanju otpornosti biljaka na stres uzrokovan nedostatkom

vode (Kuznetsov i sur. 2003).

Primanje Se i njegov metabolizam se razlikuje s obzirom na genetska svojstva biljnih
vrsta, stadij razvoja i vrstu biljnog organa. Vecina biljaka najveci dio Se akumulira u lis¢u i
izdancima. (Zayed i sur., 1998). Turakainen i sur. (2007) su utvrdili da se koncentracija Se, u
listovima, gomolju, izdancima i korijenju krumpira, povecala s povec¢anjem koncentracije
dodanog Se. Najveca koncentracija Se utvrdena je u mladom gornjem lis¢u, izdancima i
korijenju, Sto ukazuje na ucinkovito primanje i iskoriStavanje selenata u ranim razvojnim
stadijima biljke. Za razliku od nizih biljaka, vise biljke imaju razli¢iti kapacitet za
akumulaciju i toleranciju Se te se dijele na akumulatore, neakumulatore i indikatore
(Rosenfeld i Beath, 1964; Terry i sur.,2000; Dhillon i Dhillon 2003; White i sur., 2004). U
akumulatore spada priblizno 25 vrsta biljaka kao $to su biljne vrste Allium sativum L., Allium
cepa L. i Brassica oleracea L. (Neuhriel i sur., 1999, Whanger 2002). Postoji posebna
skupina biljaka koje nazivamo hiperakumulatori. U tu grupu spadaju rodovi Stanleya i
Astragalus (Rosenfeld i Beath,1964; Neuhriel i sur., 1999; Terry i sur., 2000). Takve biljke
imaju sposobnost akumuliranja i tolerancije velikih koncentracija Se te se mogu koristiti u
fitoremedijaciji. No, vecina biljaka je osjetljiva na Se i nije u moguénosti akumulirati velike

koli¢ine Se (Germ i sur., 2007).

Kao §to je ve¢ spomenuto, biljke Se primaju u dva oblika, selenit i1 selenat. Primanje
selenata 1 njegov prijenos unutar biljke puno je brzi od selenita (Arvy, 1993; De Souza i sur.,
1998; Pilon-Smits i sur., 1998; Cartes i sur., 2005. Sto se ti¢e mobilnosti, selenat se lako
transportira iz korijenja u nadzemne dijelove biljaka dok se selenit primarno zadrzava u
korijenju (Zayed i sur., 1998). Dumont i sur. (2006) su razjasnili metabolizam Se u biljkama
(Slika 1). Dakle, biljka iz okolisa akumulira selenit i selenat koji se reducira u selenit. Selenit
se zatim reducira u selenid. Selenid prelazi u selenocisten (Se-Cys) koji se dalje pretvara u
selenometionin (Se- Met), ugraduje se u Se-proteine ili nastaje Se-metilselenocistein (Se-
MetSeCys). Se-Met se povratno pretvara u Se-MetSeCys ili nastaje dimetilselenid (DMSe)

koji volatilizira u okolis.
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Slika 1.Shematski prikaz metabolizma Se u biljkama (preuzeto i modificirano prema
Dumont i sur., 2006).

1.3. Uloga selena u rastu i razvoju biljaka

Kao $to je ve¢ reCeno, Se jo$ uvijek nije klasificiran kao esencijalan element za biljke,
iako se smatra da ima pozitivne ucinke na biljke pri ¢emu njegov ucinak ovisi 0 njegovoj
koncentraciji (Shanker, 2006). Prema Hamiltonu (2004), postoje tri razine bioloskog
djelovanja Se: male koncentracije su potrebne za normalan razvoj i rast, umjerene
koncentracije se mogu skladistiti za odrzavanje homeostatskih funkcija, a prekomjerne mogu

imati toksi¢no djelovanje.

Singh i sur. (1980) su uocili pozitivan utjecaj 0,5mg/kg Se u obliku selenita na
stimulaciju rasta i koli¢inu suhe tvari kod vrste Brassica juncea L. Dokazano je da Se ima
utjecaja 1 na klijanje. Dodavanjem vise od 29 mg/kg Se u tlo inhibira rast i klijanje rotkvice,
zelene salate i rajéice (Carvalho i sur. 2003). Selenit potice klijanje sjemena vrste Momordica
charantia L. pri optimalnim temperaturama pri ¢emu je pozitivan utjecaj na klijanje povezan s

njegovom antioksidacijskom aktivnos¢u (Chen and Sung, 2001).

1.4. Antioksidacijska uloga selena

Oksidacijski stres je stanje u kojem organizam nije u moguénosti neutralizirati i

eliminirati nastale reaktivne kisikove spojeve (engl. Reactive Oxygen Species — ROS) (Sies,



1985,1986; Sies i Cadenas, 1985). U ROS spadaju superoksidni anion (O2"),vodikov peroksid
(H202), hidroksilni radikal (OHe), singletni kisik i slobodni lipidni peroksilni radikali (LOOe,
ROO¢). ROS mogu ostetiti proteine i DNA, stani¢ne lipide, inhibirati prijenos stani¢nog
signala u signalnim putevima i u konacnici negativno utjecati na normalno funkcioniranje
stanice (Hasanuzzaman i sur., 2010). Do pojave i razvoja oksidativnog stresa mogu dovesti
razliCiti abioticki faktori kao §to su susa, povecani salinitet, niske i visoke temperature, teski

metali, UV (Hasanuzzaman i sur., 2010).

Postoji dva tipa antioksidansa, jedna su tvari male molekularne mase, kao S$to su
askorbat (Asa), tokoferol, glutation (GSH), dok su drugi tip antioksidativni enzimi kao
superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (CAT), askorbat-peroksidaza (APX), gvajakol-
peroksidaza (GPOD), glutation-peroksidaza (GSH-Px), glutation-reduktaza (GR) i dr.
(Thompson i sur., 1987; Lu, 1999; Hartikainen i sur., 2000; Meharg i Hartley-Whitaker, 2002;
Cao i sur., 2004; Asada, 2006).

Dodatak Se moze imati razliCite antioksidativne mehanizme:regulacija aktivnosti
antioksidativnih enzima, sudjelovanje pri spontanoj reakciji prevodenja O2” u H2O (bez
prisutnosti SOD) (Hartikainen i sur., 2000; Cartes i sur., 2010) te direktno uklanjanje OHe 1
02" (Slika 2).
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Slika 2.Mehanizmi kojima Se regulira razinu ROS-a (preuzeto i modificirano prema
Feng i sur., 2013).

Nedavna su istrazivanja pokazala da uz pozitivan utjecaj na rast i razvoj biljaka Se
povecava otpornost 1 antioksidativni kapacitet biljaka (Hartikainen 1 Xue, 1999;
Djanaguiraman i sur., 2005; Peng i sur., 2002). Riosi sur. (2009) su proveli istraZivanje s
razli¢itim koncentracijama (5, 10, 20, 40, 60, 80 1 120 uM) selenata 1 selenita kako bi utvrdili
utjecaj oblika Se i koncentracije na stvaranje i detoksifikaciju H.O2 u zelenoj salati. Rezultati
su pokazali da je selenat manje toksi¢an oblik, dok selenit poti¢e stvaranje veée koncentracije
H202 1 veéi intenzitet peroksidacije lipida u listovima. Biljke tretirane selenatom poti¢u
aktivnost enzima koji detoksificiraju H202, APX i GSH-Px, no poti¢u i akumulaciju
neenzimskih antioksidansa AsA i GSH. Dakle, male koncentracije selenata mogu pomoci
biljkama u povecanju otpornosti na stres. Nowak i sur. (2004) su radili istraZivanje o utjecaju
koncentracije Se na antioksidacijski odgovor pSenice i doSli do zakljucka kako niske
koncentracije Se utjeCu pozitivno na antioksidacijski odgovor, dok visoke koncentracije

izazivaju stresni odgovor. Sli¢ne su rezultate dobili 1 drugi znanstvenici.



1.5. Cilj rada
Cilj rada bio je utvrditi kako razli¢iti oblici i koncentracije Se utjeCu na
antioksidacijski sustav, odnosno aktivnosti glutation-reduktaze i katalaze u izdancima pSenice

(Triticum aestivum L.) sorte Divana.



2. MATERIJALI I METODE

2.1. Biljni materijal i opis eksperimenta
Kao materijal koristio se izdanak pSenice ( Triticum aestivumL.) sorte Divana, odnosni

nadzemni dio klijanca.

Za svrhe ovog istrazivanja koristilo se tlo s nezagadenog mjesta s podruc¢ja Baranje,
(Osjecko-baranjska zupanija) na sjeverno-istocnom dijelu Republike Hrvatske. Uzorkovano
tlo je prosijano i skladiSteno u plasti¢ne kutije dimenzija 19,5x17,5x11cm (1,6kg suhog tla po
kutiji). Se je primijenjen u obliku selenata i selenita u koncentracijama od 0.01, 0.1 i 1mg/kg
(Sto otprilike odgovara 5, 50, 500 g/ha). Kontrole nisu sadrzavale Se. Svi tretmani su se
ponovili tri puta, za svaki tretman i kontrolu, bile su priredene tri kutije. Neposredno prije
primjene Se, 100 zrna pSenice je postavljeno na povrSinu zemlje svake kutije. Izlaganje je

trajalo 15 dana na 20 °C i ciklusu 0d16/8 sati svjetlosti odnosno tame.

2.2. Aktivnosti antioksidativnih enzima

2.2.1. Priprema enzimskih ekstrakata

Izdanci pSenice (oko 200mg) usitnjeni su u tarioniku pomocu tekuceg dusika uz
dodatak polivinilpolipirolidina (PVP). Enzimi su ekstrahirani 15 minuta na ledu uz dodatak
ImL hladnog 100mM Kkalij fosfatnog pufera (pH 7.0) koji sadrzi etilendiamintetraoctenu
kiselinu (EDTA). Homogenati su zatim centrifugirani 15 minuta na 20 000 g i 4 °C. Dobiveni
supernatantisu skladiSteni na -80 °C i upotrjebljeni za spektrofotometrijsko odredivanje

aktivnosti enzima katalaze (CAT) i glutation-reduktaze (GR).

2.2.2. Odredivanje aktivnosti katalaze

Ukupna aktivnost CAT je izmjerena prate¢i pad absorbancije na 240 nm tijekom 2
minute koriste¢i H2O2 kao supstrat (Aebi, 1984). Enzimska reakcija zapo¢inje dodatkom 50uL
enzimskog ekstrakta u 1950 uL. 50mM Kalij fosfatnog pufera (pH 7.0) s 10 mM H.O» CAT je
izrazena u enzimskim jedinicama (U) predstavljaju¢i koli¢inu enzima koji katalizira

oksidaciju H20O2 po mg proteina na 25 °C i pH 7.0.



2.2.3. Odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze
Aktivnost glutation-reduktaze (GR) u enzimskim ekstraktima odredena je prema

metodi koju su opisali Halliwel i Foyer (1978). Reakcijska smjesa sadrzavala je400 puL 100
mM kalij fosfatnog pufera (pH 7.5) koji je sadrzavao 1 mM otopinu EDTA, 500 uL 2 mM
otopine GSSG, 50 pL enzimskog ekstrakta te 50 uL. 2 mM otopine NADPH. Smanjenje
apsorbancije, uslijed oksidacije NADPH, praceno je pri valnoj duljini od 340 nm svakih 10
sekundi tijekom 2 minute. GR je izrazena u enzimskim jedinicama (U) koje predstavljaju

koli¢inu enzima koji katalizira oksidaciju 1 umola NADPH po g proteina pri 25 °C i pH.

2.3. Statisticka obrada podataka
Podaci dobiveni u ovom radu obradeni su pomoc¢u statistickog programa

STATISTICA 12.0 (Statsoft, Inc, Tulsa, SAD). Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti + standardna devijacija (SD). Razlike izmedu srednjih vrijednosti skupina
(kontrola i razli¢iti tretmani) utvrdene pomocu monofaktorijalne analize varijance (one-way
ANOVA). Nakon S§to je utvrdeno postojanje razlika, provedeno je post hoc testiranje

pomocu LSD testa. Svi testovi provedeni su uz razinu znacajnosti od 5%.



3. REZULTATI

3.1. Utjecaj tretmana Se na aktivnost katalaze u izdancima pSenice
Tretmani razli¢itim koncentracijama selenita i selenata (0.01 mg/kg, 0.1 mg/kg, 1
mg/kg) nisu uzrokovali znacajne statisticke razlike u aktivnosti katalaze (CAT) u odnosu na

kontrolnu skupinu (Slika 3).
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Slika 3. Specifi¢na aktivnost katalaze (CAT) u izdancima pSenice tretiranim razli¢itim

koncentracijama selenita i selenata. Rezultati (n=6) su prikazani kao srednje vrijednosti £+ SD.

Analiza varijance (ANOVA) nije pokazala statisticki znacajne razlike medu skupinama.

3.2. Utjecaj tretmana Se na aktivnost glutation-reduktaze u izdancima pSenice

Tretman svim koncentracijama selenita nije uzrokovao znacajne promjene aktivnosti
GR u izdancima pSenice dok su samo vece koncentracije selenata (0.1 mgkg 1 1
mg/kg)uzrokovale porast aktivnosti GR u odnosu na kontrolu (Slika 4). Pri tretmanu nizim
koncentracijama selenita i selenata nije bilo razlike u aktivnosti GR u izdancima pSenice, dok

je pri najviSoj koncentraciji aktivnost GR bila znacajno veca kod tretmana selenatom (Slika
4).
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Slika 4. Specifi¢na aktivnost glutation-reduktaze (GR) u izdancima pSenice tretiranim

razli¢itim koncentracijama selenita i selenata. Rezultati (n=6) su prikazani kao srednje

vrijednosti + SD. Razlike izmedu skupina testirane su LSD post hoc testom. Razli¢ita slova

oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P < 0.05).
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4. RASPRAVA
Enzim CAT je odgovoran za uklanjanje i kontrolu visokih koncentracija H.O2 u

stresnim uvjetima, ali je manje pogodan za fino podeSavanje niskih koncentracija H.O> koje
mogu biti vazne za regulatorne mehanizme. DosadaSnja istrazivanja o ucinku Se na
antioksidativni odgovor u biljkama uglavnom su pokazala da tretman Se primarno inducira
aktivnost GSH-Px koja vrlo efikasno uklanja H202u citosolu koriste¢i reducirani GSH kao
supstrat, stoga stanica nema potrebu aktivacije CAT i ostalih antioksidacijskih enzima (Xuei
Hartikainen, 2000). Iako jo$ nije dokazano postojanje esencijalnih proteina ovisnih o Se u
visim biljkama, postoji velik broj istrazivanja (Hartikainen i sur., 1997, 2000; Cartes i sur.,
2011) koja su pokazala pozitivne korelacije izmedu koncentracije Se i aktivnosti GSH-
Px.Stovise, Takeda i sur. (1997) su utvrdili da se kod vrste Clamydomonas koja nije bila
izloZzena Se, 40% nastalog H20> uklanja pomoc¢u enzima APX, a preostali H,O2 uz pomo¢
enzima CAT. S druge strane stanice koje su tretirane Se, nastali H>O prvenstveno se uklanja
pomoc¢u enzima GSH-Px. Taj podatak takoder se moze povezati s nepromijenjenim
aktivnostima CAT nakon tretmana pSenice Se u nasem eksperimentu (Slika 3). Vrlo sli¢ne
rezultate dobili su Xue i Hartikainen (2000) u istrazivanju na engleskom ljulju (Lolium
perenne L.) pri ¢emu koncentracije Se od 0.1 i 1 mg/kg takoder nisu uzrokovale znaajne
promjene aktivnosti CAT. Izostanak povecanja aktivnosti CAT u prisutnosti niskih
koncentracija Se, takoder je dokazana u istraZivanju Kong i sur. (2005) u kiselici (Rumex
patientia x R. tianshanicus). Tretman selenitom je kod vrste Trigonella foenum-graecum
uzrokovao smanjenje aktivnosti CAT (Sreekala i sur. 1999). S druge strane, Yao i sur. (2010)
su utvrdili kako visoke koncentracije Se (1,2 i 3 mg/kg) povecavaju aktivnost CAT uz
dodatno djelovanje UV-B zracenja kod pSenice (Triticum aestivum L.).U pSenici je odgovor
na tretman Se ovisio o njegovoj koncentraciji, velike koncentracije selenita (0.45mmol/kg)
(38.37mg/kg) uzrokovale su smanjenje aktivnosti, niske koncentracije selenita (0.05mmol/kg
i 0.15mmol/kg) (18.27 mg/kg i 33.20 mg/kg) uzrokovale su poveéanje aktivnosti CAT za
10% u odnosu na kontrolnu skupinu (Nowak i sur., 2004). Rios i sur. (2008) su istrazivali
utjecaj Se na produkciju i detoksikaciju H20. u vrsti Lactuca sativa cv. Philipus. Biljku su
tretirali razli¢itim koncentracijama selenita i selenata (5, 10, 20, 40, 60, 80 i 120 puM).

Rezultati su pokazali kako je selenat manje toksican od selenita i kako potice vece stvaranje
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enzima koji pomazu u detoksikaciji H2O2 Sto se ti¢e aktivnosti CAT, istraZivanja nisu

pokazala znacajnije statistiCke promjene u odnosu na razinu Se.

Glutation-reduktaza je flavoprotein koji je pronaden i kod prokariota i kod
eukariota(Romero-Puertas i sur., 2006). Pretezno je smjesSten u kloroplastima, ali se male
koli¢ine mogu pronac¢i u mitohondrijima i citosolu (Edwards i sur., 1990: Creissen i sur.,
1994). U visim biljkama, GR je uklju¢ena u obranu biljaka od oksidacijskog stresa, reducira
GSH koji ima vaznu ulogu u stani¢énom sustavu, odnosno sudjeluje u askorbat-glutationskom
ciklusu (Noctor i sur., 2002). GR i GSH imaju presudnu ulogu u odredivanju otpornosti
biljaka na razli¢ite tipove stresnih uvjeta (Chalapathi Rao i Reddy, 2008). Kako bi se odrzala
dovoljna zaliha reduciranog GSH za enzim GSH-Px, enzim GR mora ga obnoviti iz
oksidiranog oblika uz utrosak NADPH (Noctor i Foyer, 1998).U ovom istrazivanju samo su
dvije najvise koncentracije selenata uzrokovale znacajnije povecanje aktivnosti GR u odnosu
na kontrolnu skupinu, dok tretmani selenitom nisu imali takav wucinak. IstraZivanje
Kaklewskog i sur. (2008) na uljanoj repici i pSenici je pokazalo da se povecanjem
koncentracije Se, u obliku selenita, u biljkama povecava se i aktivnost GR (u zelenim
dijelovima Smg/kg) u uljanoj repici i u (zelenim dijelovima 8mg/kg) u psenici. U tkivu vrste
Trigonella foenum-graecumL. tretiranim Se utvrden jepad aktivnosti GR za 50-60% u obje
frakcije, u mitohondrijskoj i topljivoj (Santosh i sur., 1999). Pukacka i sur. (2011) su proveli
istrazivanje na vrsti Acer saccharium L. u kojem su dio sjemenki natapali u vodi, a dio
UNa>SeO4 (10mg/L). Nakon 6 sati, sjemenke su izvadene iz otopina i stavljene na suSenje.
Doslo je do povecanja aktivnosti GR u sjemenkama tretiranim Se. Labanowska 1 sur. (2012)
istrazivali utjecaj Se u obliku selenata na odgovor dva tipa pSenice na kratkotrajni stres.U
poljskom tipu pSenice, doslo je do povecanja aktivnosti GR za 60%, ali smanjenja aktivnosti
CAT za 20%. Dok je u finskom tipu pSenice doSlo do smanjenja aktivnosti svih enzima 1 to
GR za 20%, a CAT za 30% Stoautori povezuju s povecanim kapacitetomzastite biljaka od
oksidacijskih oSte¢enja uzrokovanih kratkotrajnim stresomkod poljskog tipa pSenice.
Hasanuzzaman i sur. (2012) su istrazivali ulogu Se u odgovoru biljaka na oksidacijski stres
uzrokovan kadmijem te su utvrdili da predtretman s 50 uM Se povecava aktivnosti
antioksidacijskih enzima, izmedu ostalih i GR, 1 na taj nain povecava otpornost biljaka na
oksidacijski stresuzrokovan kadmijem. Wang (2011) je takoder utvrdio pozitivno djelovanje
selenata na aktivnost GR u kombinaciji s nedostatkom vode koji je izazvan dodatkom

polietilen-glikola kod biljke Trifolium repens L. Tretman Se moze razli¢ito djelovati na
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enzime antioksidacijskog sustava, pri cemu odgovor biljke ovisi o obliku primijenjenog Se,

genetskim karakteristikama biljne vrste i samim uvjetima eksperimenta.

5. GLAVNI REZULTATI I ZAKLJUCCI
Povecanje aktivnosti glutation-reduktaze uzrokovale su samo dvije vece koncentracije
selenata, dok je taj efekt izostao kod tretmana selenitom $to se moze povezati s u¢inkovitijom

mobilnoscu selenata u nadzmne dijelove biljke.

Tretman s oba oblika selena nije znacajno utjecao na aktivnost katalaze u izdancima
pSenice Sto ukazuje na to da oba oblika selena u koncentracijama koriStenim u ovom

istrazivanju nisu izazvala izrazeniji oksidacijski stres u izdancima pSenice.

Rezultati ovog istrazivanja mogu posluziti kao osnova za daljnja istraZivanja o

ucincima visih koncentracija selena na razli¢ite komponente antioksidativnog sustava.
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