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1. UvOD

1.1. PSeni¢na trava

Psenica (Triticum aestivum Linn.) koja pripada porodici Poaceae (trave), u po¢etnim stadijima
razvoja stvara mlade izdanke, odnosno zeleno lis¢e nakon 10 dana klijanja koje nazivamo
pSeni¢nom travom. U tom vegetativnom razdoblju, prije generativne faze, pSeniCna trava
sadrzava veliku koli¢inu nutrijenata 1 potrebne energije za daljnje formiranje sjemena. Zato se
pSeni¢na trava zanje u vegetativnom stadiju kako bi se iskoristio njen najveci nutritivni
potencijal. Kemijski sastav joj ¢ine: vitamini (A, C, E i B kompleks), minerali (Ca, P, Mg, K,
Zn, B, Mo i zemnoalkalijski metali), aminokiseline (asparaginska i glutaminska kiselina,
arginin, alanin i serin) te enzimi (proteaza, amilaza, lipaza, citokrom oksidaza, transhidrogenaza
I superoksid dismutaza). Najveci udio u biljci ¢ini klorofil sa ¢ak 70 % pa se Stoga sok pSeni¢ne
trave naziva i “zelenom krvi’’. Antioksidativna mo¢ pSeniéne trave proizlazi najvise iz sadrzaja

bioflavonoida kao $to su apigenin, kvercetin i luteolin (Padalia i sur., 2010.).

Zbog nutritivnog sastava i antioksidativnih svojstava, pSeni¢na trava se koristi u ljudskoj
prehrani u obliku svjeze cijedenog soka ili praha. Sve se viSe koristi pri lijeenju niza bolesti i
ublazavanju razliCitih tegoba. Terapija sokom pSeni¢ne trave uspje$no se primijenjuje na
krvozilne i kozne bolesti, kroni¢ne bolesti poput astme, bronhitisa, dijabetesa, nesanice i sli¢no.
Vrlo je uéinkovita i kod ozbiljnih bolesti kao $to su tumori. Naime, pSeni¢na trava sadrzi enzim
superoksid dismutazu, selen i laetril (B17) koji ubijaju tumorske stanice, a klorofil pospjesuje
nastanak crvenih 1 bijelih krvnih stanica. Kemijska struktura pSeni¢ne trave 1 ljudske krvi je vrlo
sli¢na (pH vrijednost pSeni¢ne trave i Krvi je 7,4) pa se stoga sok pSeni¢ne trave vrlo lako i brzo

apsorbira u krvi (Mujoriya i Bodla, 2011.).

1.2. Sumpor (S)

Sumpor (S) je nemetal koji u periodnom sustavu elemenata ima redni broj 16 te atomsku masu
32,06. Pripada skupini halkogenih elemenata jer se nalazi u sastavu ruda. Na sobnoj je
temperaturi u krutom stanju, u obliku praha svijetloZzute boje. Rasprostranjen je i sveprisutan na
Zemlji, a u tlu se najc¢esce nalazi u obliku sulfida. Sulfidi raspadanjem lako oslobadaju sumpor
koji brzo oksidira, a oksidaciju vrse sumporne bakterije od kojih je najznacajnija Thiobacillus
thioxidans. Sumpor se u tlu akumulira i taloZzenjem iz atmosfere, gdje se nalazi u obliku SO? i

H>S. Ukupna koli¢ina sumpora u tlima umjerenog klimata je 0,05-0,4 %, a pojavljuje se u



organskom i anorganskom obliku. U laganim, ocjeditim tlima sumpor se ve¢im dijelom nalazi
u organskoj tvari (60-90 % ukupnog S iz tla), dok je anorganski sumpor veéinskim dijelom u

obliku topljivih i netopljivih soli.

Prema znacaju za biljnu ishranu, sumpor pripada skupini esencijalnih, to jest neophodnih
elemenata, a prema koli¢ini hraniva koje biljke zahtijevaju ubraja se u makroelemente. Biljke
najéesée usvajaju sumpor u obliku aniona SO4?" te se u tom obliku nalazi u protoplazmi biljaka

kao mineralna rezerva (Vukadinovié¢ i Vukadinovi¢, 2011.).

Biljke sumpor najvise uzimaju korijenjem u obliku sulfata, koji se dalje reduciraju do sulfida,
sulfita i sumpora koji je ugraden u aminokiseline metionin i cistein. Tijekom tog procesa
redukcije, oslobada se i sumporovodik u atmosferu. Sumpor ima znac¢ajnu fiziolosku ulogu jer
je konstituent aminokiselina, enzima, glukozida, vitamina biotina i tiamina te drugih organskih
molekula. Zbog toga je vazan za stabilizaciju proteinskih struktura te je dijelom odgovoran za
specifi¢nost glutena kod zitarica. Utjece na kvalitetan rast i razvoj biljaka te ima vaznu zastitnu

ulogu kod biotskog i abiotskog stresa u biljaka (Abrol i Ahmad, 2003.).

1.3. Selen (Se)

Selen (Se) je polumetal koji u periodnom sustavu elemenata ima redni broj 34 te atomsku masu
78,96. Nalazi se u Sesnaestoj skupini halkogenih elemenata, isto kao i sumpor, kojemu je selen
kemijski vrlo sli¢an. U tlu se javlja u razli¢itim oksidacijskim stupnjevima, a biljke ga najcesce
usvajaju u anorganskom obliku: selenata (SeO4%) ili selenita (SeOs?). Kod visoke raspolozivosti
selena u tlu smanjeno je usvajanje sulfata i tada selen zamjenjuje sumpor u cisteinu i metioninu
te enzimima koji sadrze sumpor kao $to je na primjer ATP sulfurilaza. U poljoprivrednim tlima
se ve¢inom odituje nedostatak selena, a uzrok toga je povezan sa smanjenom koli¢inom ili
pristupacnosti u tlu. Elementarni selen, selenidi i soli poput selenijevih sulfida, pojavljuju se
samo u reduciraju¢im i kiselim uvjetima, na tlima s puno organske tvari. Mala topljivost i nizak
oksidacijski potencijal te oblike selena ¢ini slabo pristupacnim za biljke i zivotinje. Neka
mineralna gnojiva, kao i teSki metali, posebice olovo (Pb), kadmij (Cd) i ziva (Hg), vezu selen
u tlu i onemogucuju njegovo kruzenje u prehrambenom lancu (Vukadinovi¢ i Vukadinovic,

2011.).

Prema znacaju za biljnu ishranu, selen pripada skupini beneficijalnih, odnosno korisnih

elemenata. Za ljude i Zivotinje selen je esencijalan, a u ljudskoj prehrani se dobiva iskljucivo iz
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biljnih namirnica. Selen ima vaznu fizioloSku ulogu kod organizama jer je sastavnica
selenoenzima koji imaju zastitno djelovanje pri oksidativnom stresu. Selen neutralizira Stetno
djelovanje reaktivnih oblika kisika (ROS- eng. Reactive Oxygen Species) te nekih teSkih metala
kao Sto su kadmij, arsen i olovo. Takoder, neki organski oblici selena, kao S§to je Se-
metilselenocistein, inhibiraju nastanak tumorskih stanica i blokiraju stanice odgovorne za
nastanak tumorskih lezija na dojkama. Zbog toga je selen vazno uvrstiti u ishranu, a preporucena
dnevna doza za odraslog ¢ovjeka je 250-300 pg. Ta doza je potrebna za potpunu ucinkovitost
djelovanja selenoproteina, ali ve¢ina ljudske populacije ne unosi tu dostatnu koli¢inu selena.
Posljedica deficita selena su: bolesti stitnjace, slab imunoloski sustav, povisen krvni tlak, reuma,
oStecenja jetre i rak. U koli¢inama veé¢im od dozvoljenih, selen moze i toksi¢no djelovati, ali to

je rjeda pojava (Pilon-Smits i sur., 2017.).

1.4. Temperaturni stres

Temperatura je uz svjetlost glavni ¢imbenik okolisa koji utjeCe na rast i razvoj biljaka. Osnovni
fizioloski procesi, kao $to su: upijanje vode, fotosinteza, disanje, transpiracija i nakupljanje
stvorenih asimilata, su pod izravnim utjecajem temperature. Prema zahtjevima za temperaturom
biljke se dijele na termofilne (kojima pogoduju vise temperature), mezofilne te psihrofilne

(zahtjevaju nize temperature).

Izlaganje previsokim temperaturama i nedostatak vode mogu dovesti do oStecenja stanica i
uvenuca biljke. Zbog toga su razvile mehanizme otpornosti na toplotni stres u vidu anatomskih
prilagodbi i fizioloskih odgovora. Anatomske prilagodbe na toplotni stres temelje se na
smanjenju insolacije listova (reflektirajuce tvari u sastavu kutikule, formiranje dlacica, uvijanje
listova, promjena polozaja lista) i pobolj$anju usvajanja vode (dublji razvoj korijena). Kod
aklimatiziranih biljaka, povecan je stupanj zasi¢enosti masnih kiselina u membranskim
lipidima, $to smanjuje fluidnost membrane, a inicira se | sinteza zastitnih tvari u stanicama,
poput proteina toplinskog Soka i osmoprotektanata poput prolina. Te tvari ¢uvaju hidrataciju
protoplazme i neutraliziraju slobodne radikale te stabiliziraju strukturu proteina i nukleinskih
kiselina. U osnovi otpornosti biljaka na visoke temperature je i sposobnost vezanja amonijaka
oslobodenog dezaminacijom oStecenih proteina, tako da ne dode do njegovog nakupljanja i

toksicnog djelovanja.



Kod izlozenosti biljaka preniskim temperaturama, aktiviraju se procesi oksidacije, hidrolize,
nakupljanja organskih kiselina, aminokiselina, amida i $tetnih tvari. Otporne biljke imaju vecu
sintezu ATP-a (adenozin-trifosfat), sporiju hidrolizu proteina i veci sadrzaj SeCera. Pri
temperaturama ispod 0 °C, u metabolizmu otpornih biljaka, led se stvara u intercelularima, a ne
u unutranjosti stanice te se tako ¢uvaju funkcije biomembrana. Seceri su takoder zastitne tvari
koje povecavaju udio vezane vode te imaju specificno djelovanje na osjetljive membrane.
Otkrivanje otpornih genotipova biljaka je od iznimne vaznosti za uspjeSnu poljoprivrednu
proizvodnju jer su ekstremne temperature glavni Cinitelj ograni¢enja produktivnosti biljaka
(Tekli¢, 2012.).

1.5. Cilj istraZzivanja
1. Utvrditi utjecaj sumpora i selena na rast i razvoj pSenicne trave pri izlaganju biljke nizoj,

optimalnoj i viSoj temperaturi.

2. Laboratorijskim analizama ispitati lipidnu peroksidaciju, koli¢inu vitamina C i prolina u

biljnom tkivu pri razli¢itim temperaturama.

3. Utvrditi ima li razlike u rastu i razvoju pSeni¢ne trave, uzimajuéi u obzir sve parametre:

razli€ite sorte pSenice, tretmane razli¢itim otopinama te promjene temperaturnih uvjeta.

Osnovna hipoteza istraZivanja je da tretiranje pSeni¢ne trave otopinama sa sumporom i selenom
moze rezultirati pokazivanjem zaStitne uloge tih tvari kod izlaganja biljke nepovoljnim
temperaturama. Ocekuju se razlicite vrijednosti u kemijskim analizama ispitivanja lipidne
peroksidacije, vitamina C i prolina, ovisno o primijenjenim tretmanima sumporom i selenom te
0 temperaturama kojima su biljke bile izlozene. Glavni cilj istrazivanja je utvrditi da i
biofortifikacija pSeni¢ne trave sumporom i selenom povecava kvalitetu pSeni¢ne trave i

mehanizam otpornosti biljaka na temperaturni stres.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Biofortifikacija pSenice

Nakon kukuruza, pSenica je druga po redu Zitarica po veli€ini svjetske proizvodnje. Zbog gladi
u nerazvijenim zemljama te nedostatka nutrijenata u ljudskoj ishrani, razvijaju se produktivniji
nacini uzgoja usjeva. Jedan od njih je biofortifikacija - nac¢in uzgoja usjeva pri kojemu se, uz
uporabu biotehnologije, proizvodi hrana poveéane nutritivne vrijednosti. Cilj je da merkantilni
dio biljke bude obogacen mikronutrijentima i vitaminima koji su neophodni, a sve vise deficitni
u ljudskoj ishrani. Jedan od tih esencijalnih mikronutrijenata za ljude je selen, a istrazivanje u
Australiji je pokazalo kako njihovo stanovnistvo konzumacijom psenice zadovoljava polovicu

preporué¢enog dnevnog unosa selena (Lyons i sur., 2005.).

Lyons i sur. (2005.) su ispitivali u¢inkovitost biofortifikacije pSenice selenom na dvije lokacije
u Australiji. Dvjema skupinama su dodavali selen izravno u tlo, a ostalima su selen aplicirali
folijarno (izravno na biljku). Primjenjivali su ga u obliku natrijevog selenata (Na2SeOs), koji je
biljkama lako dostupan jer je vodotopljiv i mobilan u tlu. Utvrdili su kako je aplikacija selena u
tlo pri sjetvi pSenice bila u¢inkovitija od folijarne primjene na biljke. Naime, kultivari koji su
posijani u tlo tretirano selenatom, su nakon ispitivanja pokazali ve¢e koncentracije selena u

biljci psenice, od onih koje su folijarno tretirane selenom (Slika 1.).

U literaturi se navodi kako su koncentracije do 0,6 mg/kg selena u tlu deficitne vrijednosti.
Lyons i sur. (2005.) su u istom istrazivanju ispitivali pocetne koncentracije selena u razlic¢itim
tipovima tala. Otkrili su kako vise od 100 uzoraka pokazuje koli¢inu selena manju od 0,2 mg/kg,
a na istim su tlima kasnije proizveli pSenicu koja pokazuje dostatne koli¢ine selena u biljci. Na
primjer, koncentracija selena u pSenici na Kangaroo Island-u je bila 5 pg/kg, a na Mannipi ¢ak
720 pg/kg. Dakle, tlo u Mannipi je pokazalo najvece vrijednosti, tako da ne moZe biti svrstano
u kategoriju tala s deficitom selena. U ovom pokusu, znanstvenici su posijali sljedece
genotipove psenice: durum psenicu (T. turgidum L. var. durum), triticale (X. triticosecale
Wittmack) i diploidnu psenicu (Aegilops tauschii L.). Medu genotipovima nije bilo znacajnih
razlika u uzgoju i kasnijim analizama, a najvecu koncentraciju selena pokazala je diploidna

pSenica.
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Fig. 2. Grain selenium concentration of wheat grown at two
sites in South Australia in 2002. Selenium was applied as
sodium selenate either to the soil at seeding or as a foliar spray
after flowering. Means of four replications (from [32]).

Slika 1. Koncentracija selena u psenici koja je uzgajana na dvije lokacije u Juznoj Australiji,
2002. Selen je dodan kao natrijev selenat u tlo ili folijarno nakon cvatnje. Pokus je izveden u 4

ponavljanja. (Izvor: Lyons i sur., 2005.)

Lara i sur. (2019.) su takoder proveli biortifikaciju pSenice selenom. Istrazivanje je provedeno
u Brazilu na kultivaru pSenice Triticum aestivum L. var. BRS 264. Sjetva je izvrSena u svibnju,
a u tlo je aplicirano komercijalno NPK gnojivo 8-28-16 (N-P205-K>0). Selen su dodavali
folijarno u obliku natrijevog selenata u sljede¢im koncentracijama: 0, 12, 21, 38, 68 i 120 g/ha,
a kontrolnu skupinu su tretirali deioniziranom vodom. Prva folijarna aplikacija izvr$ena je u
lipnju, tijekom vegetativne faze, a druga u kolovozu, nakon formiranja zrna. Vrijeme apliciranja
su bili ve€ernji sati, kako bi povrSina lista bolje apsorbirala selen. Tretman su ponovili Cetiri
puta. Nakon Zetve pSenice, provedene su analize biljne tvari koje su obuhvacale ispitivanje
ukupne koli¢ine dusika, sumpora, selena, ugljikohidrata, proteina i aminokiselina te
antioksidativnu aktivnost. Uslijed veceg sadrzaja selena, analize su pokazale vecu aktivnost

enzima askorbat peroksidaze (APX) u svakom tretmanu (Slika 2.). APX smanjuje $tete izazvane



oksidativnim stresom i odrzava metabolicku homeostazu, §to je od iznimne vaznosti za

odrzavanje permeabilnosti stanicne membrane (Ahmad i sur., 2016.).

APX (umol H,0, min™ mg” FM)

0 12 21 38 68 120
Selenium application (g ha™)

Slika 2. Povecana aktivnost enzima askorbat peroksidaze (APX) ovisne o koli¢ini apliciranog

selena. (lzvor: Lara i sur., 2019.)

Utvrdeno je da su listovi tretirani selenom u vegetativnoj fazi imali vecu koncentraciju selena
od listova nakon generativne faze. Koli¢ina selena se proporcionalno povecavala s dodanim
dozama u folijarnoj aplikaciji. Utvrdili su da selen ima pozitivan utjecaj na metabolizam dusika
jer je ukupna koli¢ina dusika bila vec¢a u ispitanoj biljnoj tvari s apliciranim selenom, za razliku
od kontrolne skupine. Veca pristupac¢nost dusika u metabolickim reakcijama, moze rezultirati
vec¢im sadrzajem proteina i aminokiselina u biljci pSenice (Yuan i sur., 2018.). U istrazivanju iz
Brazila nije dokazan ve¢i sadrzaj proteina i aminokiselina, ali su utvrdili povecanje koli¢ine
ugljikohidrata u svakom tretmanu selenom. Tretman s koncentracijom selena od 21 g/ha,
pokazao je najvecu izmjerenu koli¢inu ukupnih Secera, koja se povecala za 118 %. Veci sadrzaj
Secera bio je posljedica zabiljezene vece stope procesa fotosinteze. S obzirom na to, i ukupan
prinos nakon Zetve je bio veci od prinosa kontrolne skupine. Povecane koncentracije selena nisu
utjecale na promjenu sadrzaja sumpora u biljnim izdancima i zrnu, koji je ostao izmedu 1,03 1

1,90 mg/kg sumpora. Medutim, Boldrin i sur. (2016.) uocili su povecanje koli¢ine sumpora u
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listovima rize i salate. Isti autori su proveli i istrazivanja na pSenici, na kojoj su primijetili
smanjenje ukupne koli¢ine sumpora pri tretmanima sa selenom. Zakljucili su da promjena
sadrzaja sumpora U listovima moze biti povezana s ve¢om ekspresijom gena za transport

proteina koji se nalaze u biljnom korijenu.

2.2. Specifi¢nosti i odnos sumpora i selena

Sumpor 1 selen svrstani su u istu skupinu periodnog sustava zbog svojih kemijskih sli¢nosti, kao
$to je npr. veli¢ina radijusa (S¥=0,174 i Se?*=0,191 nm). Zbog toga selen moze zamijeniti
sumpor u metalnim sulfidima. S obzirom da su kemijski sli¢ni, sli¢no se ponasSaju i u biljnom
metabolizmu te su medusobno zamjenjivi. Oba elementa su vazni osmoliti, $to znaci da
odrzavaju osmotski potencijal i fizioloSku aktivnost stanice. Biljke usvajaju selen iz tla ovisno
o kemijskim svojstvima tla te o prisutnosti aniona kao $to su sulfati i fosfati. Prisutnost sulfata
u rizosferi inhibira usvajanje selena biljnim korijenjem. Biljke selen op¢enito mogu usvojiti U
obliku anorganskih formi selenata i selenita te kao organske molekule u obliku aminokiselina
selenocisteina i selenometionina (White i sur., 2004.). Najc¢es¢i oblik u kojem ga usvajaju je
selenat, a nakon $to ga usvoje korijenom, moraju ga prevesti u poseban bioloski oblik kako bi
moglo do¢i do asimilacije selena u biljnom metabolizmu (Slika 3.). Taj proces transformacije
se odvija putem enzima ATP sulfurilaze koji veze selenat u ATP, tvore¢i adenozin 5-
fosfoselenat (APSe) ili adenozin 5-fosfosulfat. Faza se odvija i u citosolu i u plastidima. ATP
sulfurilaza bila je predmet istrazivanja genetskog inzinjeringa biljaka s ve€om mogucénoséu
akumulacije selena, s ciljem upotrebe biljaka u fitoremedijaciji (Pilon-Smits i sur., 1999.).
Aktivacijom APS reduktaze, APSe prelazi u selenit, a ta reakcija odvija se iskljucivo u
plastidima. Kako bi se asimilacija selena nastavila, produkti reakcije moraju se brzo pretvoriti
u drugi oblik, kako se ne bi aktivirala ATP sulfurilaza, koja reakciju vrsi u obrnutom smjeru
(Sors i sur., 2005.). APS reduktaza prevodi APSe u selenit, koji se dalje reducira do selenida.
Proces transformacije selenita u selenid odvija se pomocu enzima sulfit reduktaze (SiR). Selenid
je neophodan kemijski oblik jer se u toj formi selen inkorporira u organske molekule kao $to su

aminokiseline (YYarmolinski i sur., 2012.)



Se0,* Se0,* SeCys/SeMet

S-transporters P

ATP \* <— ATP sulfurylase*

DMDSe APSe
'T ¢ <— APS reductase*

Se0,> <
methyl-SeCys <— sulfite reductase/GSH

SMT—> Ser _SAT
OAS <—
OAS lyase v toxicity

SeCys SeCys SeMet T

Ala t<_cystathlonme y-synthase* \’ ¢ !
®» Incorporation

Secystathionine into PROTEINS
Incorporation ¢ <— cystathionine-p-lyase

SeCys lyase

into PROTEINS

Sehomocysteine » Sehomocysteine
Met _.‘l,

toxmlty SeMet <«
MMT—v‘L

plastid
Methyl-SeMet

®.%4 DMse <—— Dmsep
DMSP lyase

Slika 3. Shematski prikaz asimilacije selena u mezofilnim biljnim stanicama. Crveni tekst i
strelice ukazaju na procese hiperakumulacije Se. Sultr - sulfat/selenat transporteri, adenozin
fosfoselenat (APSe), GSH glutation, serin acetiltransferaza(SAT), O-acetilserin (OAS),
selenocistein (SeCys), O-fosfohomoserin (OPH), selenometionin (SeMet), metilmetionin
metiltransferaza(MMT), dimetilselenoproprionat (DMSeP), dimetildiselenid (DMDSe),

selenocistein metiltransferaza (SMT). (Izvor: Pilon-Smits i sur.,2017.)



Prijenos selenata u biljnom metabolizmu pod izravnim je utjecajem transportnog sustava sulfata
(White i sur., 2004.). Transporteri sulfata prvi puta su okarakterizirani u biljci Arabidopsis
thaliana, u tonoplastu biljne stanice. Barberon i sur. (2008.) su utvrdili da transporteri sulfata
SULTRZ1;1 i SULTR1;2 posreduju u usvajanju selenata iz tla u biljno korijenje, ali postoje
nejednaka funkcionalna ispustanja izmedu ta dva transportera. White i sur. (2004.) proveli su
istrazivanje na Arabidopsis thaliana, u kojemu su rezultati pokazali povecano usvajanje

selenata u otopini tla s veCom koli¢inom sulfata.

Pezzarossa i sur. (1999.) su dokazali antagonisticko djelovanje sumpora i selena u biljnoj
fiziologiji. S povecanjem koncentracije selena u gnojivu smanjuje se koncentracija i usvajanje
sumpora u biljci. Proveli su pokus u stakleni¢kim uvjetima, na vise razli¢itih genotipova rajcice:
Lycopersicon lycopersicum, Lycopersicon pennellii i Lycopersicon peruvianum. Rezultati su
potvrdili da su sulfati u supstratu smanjili usvajanje selenata i povecali ukupnu koli¢inu sumpora
u listovima raj¢ice. U tretmanima s manjom koli¢inom dodanih sulfata, selen se premjestio u
plod, ali je koncentracija selena bila puno veca u listovima, nego u jestivom dijelu rajcice.
Takoder, postojala je i velika razlika izmedu sadrzaja selena u listovima i korijenju, ovisno o
veéim ili manjim dozama dodanih sulfata. To ukazuje na to da je premjestanje selena iz korijena
do biljnih izdanaka vise uvjetovano visokom koli¢inom sulfata, nego koli¢ine selena koje je

biljno korijenje usvojilo.

2.3. Zastitna uloga i toksi¢nost selena u biljkama

Iako nije esencijalan element za biljke, selen ima niz vaznih fizioloskih uloga u biljnom
metabolizmu koje utjecu na cjelokupan rast i razvoj biljke. Selen u manjim dozama Stiti biljke
od stresnih uvjeta kao $to su hladnoca, susa i toksi¢nost uzrokovana teskim metalima (Gupta 1

Gupta, 2017.).

Chu i sur. (2009.) su izveli pokus na psenici koju su posijali u sterilizirani supstrat te u njega
dodali natrijev selenit (Na2SeOs) u koncentracijama od 0,5 do 3 mg Se/kg tla. Posijanu pSenicu
su uzgajali u klima komori pri sljede¢im uvjetima: fotoperiod od 12/12 h, temperatura 25 °C/18
°C (dan/no¢) te 300 umol/m?/s intenzitet svjetlosti. Hladni tretman je izveden kada su biljke

razvile 3 prava lista. Tada su temperaturu u klima komori smanjili na 4 °C te intenzitet svjetlosti
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na 250 pmol/m?/s. Rezultati laboratorijskih analiza pokazali su da su svi tretmani sa selenom
imali vecu proizvodnju biomase te poveéan sadrzaj klorofila, u odnosu na kontrolnu skupinu.
Nadalje, koncentracija malondialdehida (MDA), koji nastaje tijekom lipidne peroksidacije, bila
je najveca u kontrolnoj skupini, a dodavanjem selena se smanjivala (Slika 4.). Takoder,
prisutnost selena pokazala je pozitivne ucinke na ukupnu antioksidativnu aktivnost enzima.
Biljke tretirane selenom imale su veci sadrzaj vaznih antioksidativnih komponenti biljnog
metabolizma: antocijanina, flavonoida i fenolnih komponenti. Jedino je sadrzaj karotenoida bio
nesto manji od kontrolne skupine. Prolin, koji ima tipi¢an mehanizam biokemijskih prilagodbi
zivih biéa na razliite stresne uvjete, u ovom je istrazivanju takoder pokazao poveéan sadrzaj
uslijed prisutnosti selena (Slika 5.). Ova studija je dokazala kako dostatna koli¢ina selena u
biljnoj proizvodnji moze smanjiti negativne u¢inke temperaturnog stresa uzrokovanog nizom
temperaturom. To je rezultat vece akumulacije klorofila, antioksidativnog kapaciteta biljnih

stanica, smanjene proizvodnje slobodnih radikala te manje lipidne peroksidacije membrana.
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Slika 4. Sadrzaj MDA u svjezoj tvari pSenice pri Slika 5. Sadrzaj prolina u svjezoj tvari
razli¢itim Se tretmanima. (Izvor: Chu i sur., 2009.) pSenice pri razli¢itim Se tretmanima.

(Izvor: Chu i sur., 2009.)
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S obzirom na mogu¢nost akumulacije selena biljke dijelimo na: hiperakumulatore, sekundarne
akumulatore i ne-akumulatore. Biljke hiperakumulatori mogu akumulirati selen u
koncentracijama ve¢im od 1000 mg Se/kg DW (eng. dry weight-suha tvar), a sekundarni
akumulatori mogu od 100 do 1000 mg Se/kg DW bez pokazivanja toksi¢nosti. Za razliku od
njih, biljke ne-akumulatori mogu usvojiti manje od 100 mg Se/kg DW, a ukoliko rastu u tlima
bogatim selenom, pokazuju slab rast i razvoj te dolazi do uvenuca. Selenoza ili toksi¢nost
uzrokovana viskom selena, javlja se kod biljaka koje rastu u uvjetima gdje koncentracija selena
premasuje optimalne koli¢ine. Selen uzrokuje toksic¢nost putem dva mehanizma: deformirani

selenoproteini i induciranje oksidativnog stresa (Gupta, M. i S., 2017.).

Deformirani selenoproteini nastaju krivom inkorporacijom aminokiselina selenocisteina
(SeCys) i selenometionina (SeMet) na mjesto cisteinmetionina (Cys/Met) u proteinskom lancu.
U usporedbi sa SeMet, supstitucija SeCys je viSe reaktivna i $tetna za funkcioniranje proteina.
Cistein ima vaznu ulogu za strukturu i funkciju proteina i pomaze formiranju disulfidnih
mostova, katalizi enzima i vezanju metala. Zamjena cisteina sa selenocisteinom je $tetna za
strukturu i funkciju proteina jer je molekula SeCys veca, reaktivnija te se lakse deprotonira od
cisteina (Hondal i sur., 2012.).

U visokim dozama, selen poti¢e nastanak reaktivnih oblika kisika koji uzrokuju oksidativni stres
u biljkama. Osim kod biljaka hiperakumulatora i onih koje su tolerantne na vece koli¢ine selena,
u tim se stresnim uvjetima smanjuje razina glutationa (Hugouvieux i sur., 2009.). U istrazivanju
Grantai sur. (2011.) pokazalo se da mutirani oblici biljke Arabidopsis (cad2-1) imaju nepravilan
put sinteze glutationa koji je rezultirao smanjenim rastom korijenja, u usporedbi s biljkama
divljih tipova koje su rasle u supstratu s nizom koncentracijom selena. Zakljucili su da je troSenje
glutationa i akumulacija ROS-a povezana sa stresom izazvanim ve¢im dozama selena. U
drugom istrazivanju, uo¢ena je povecana stopa lipidne peroksidacije u sjemenu pSenice uslijed
stresa uzrokovanog selenom (Labanowska i sur., 2012.). Tamaoki i sur. (2008.) utvrdili su vecu
akumulaciju ROS-a u vtcl mutantima pri uvjetima selenoze, koji su imali poremec¢enu sintezu
askorbinske kiseline, za razliku od divljih tipova biljaka koje nisu bile izlozene suficitnim

dozama selena.

Biljke hiperakumulatori selena imaju drugacije interakcije selena i sumpora od drugih biljaka

koje su manji akumulatori selena. U njihovom metabolizmu apsorbirani selenat inhibira
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usvajanje sulfata, dok je sulfatima smanjena sposobnost inhibiranja usvajanja selenata te
opskrba selenom u njima ne povecava koncentracije sumpora. Zbog toga su biljke s velikom

sposobnosc¢u akumulacije selena, ve¢inom u nedostatnoj opskrbljenosti sumporom (Harris 1 sur.,

2014.).

2.4. Zastitna uloga sumpora u biljkama

Tioli su glavni oblici reduciranog sumpora u biljkama, a jedan od najvaznijih je tripeptid
glutation (GSH). Velik dio inkorporiranog sumpora u biljnom tkivu se nalazi u tiolnim grupama
(-SH) u proteinima ili neproteinskim tiolima. GSH je glavna sastavnica u metabolizmu sumpora
1 vazan je stanicni redoks-pufer. Redoks reakcije imaju vaznu ulogu za metabolicke odgovore
biljne stanice na abiotski i biotski stres. Metabolizam pod stresom je opcenito karakteriziran
povecanom sintezom ROS-a. Oni sadrze toksi¢ne komponente (npr. vodikov peroksid) koje
oste¢uju proteine, lipide, nukleinske kiseline i pigmente, a posljedica je oksidativni stres
(Packer, 1995.). Jedna od uloga GSH-a je regeneracija askorbata — glavne vodotopljive
antioksidativne molekule u biljnim stanicama. U toj reakciji GSH oksidira do GSSG-a
(oksidirani oblik glutationa) i regenerira se pomoc¢u enzima glutation reduktaze. Taj enzimatski
put (ciklus askorbata i glutationa) smatra se glavnim nac¢inom uklanjanja Stetnog vodikovog
peroksida iz biljnih stanica (Noctor i Foyer, 1998.). Drugo vazno antioksidativno svojstvo GSH-
a je stabilizacija biomebrana. Lipidne membrane su najviSe zahvacene reakcijama ROS-a jer
lipidnom peroksidacijom nastaju acil peroksidi, a GSH ih uklanja iz biljne stanice (McKersie i
Leshem, 1994.)

Mehanizam otpornosti na niske temperature kod kukuruza (Zea mays L.) su istrazivali Hodges
i sur. (1996.). Razli¢ite sorte kukuruza su izlozili temperaturama od 11 °C i nizima. Pri tim
uvjetima niskih temperatura, uocili su povecanu sintezu GSH-a i drugih antioksidansa te se
odnos GSH i GSSG smanjio. Neotporne sorte su nastavljale povecavati koncentracije GSH-a te
je njihov omjer GSH i GSSG bio puno manji od od tolerantih sorti, koje su bile izloZene

jednakim uvjetima.

U drugom istrazivanju, biljke kukuruza su podvrgnuli temperaturnom Soku pri 40 °C. Uocili su
da biljno korijenje i pri tom temperaturnom stresu znatno pojacava sintezu GSH-a. Bez obzira

na taj zakljucak, potrebno je provesti dodatna istrazivanja o ucincima visokih temperatura na
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sustav glutationa jer nema dovoljno studija koje dokazuju utjecaj tog sustava na cjelokupan rast
I razvoj biljaka (Nieto-Sotelo i Tuan-Hua, 1986.).

Biotski stres kod biljaka je uzrokovan patogenima poput bakterija, gljiva i virusa. Zato su biljke
stvorile obrambene mehanizme kojima mogu smanjiti Stetu i razvoj bolesti uzrokovanih
napadima patogena. Mehanizmi otpornosti biljaka ukljuuju jacanje stani¢ne stijenke
depozicijom lignina i glikoproteina, induciranje aktivnosti hidrolitickih enzima i biosintezu
antimikrobnih fitoaleksina. Otkriveno je kako vaznu regulacijsku ulogu u tim obrambenim
mehanizmima ima GSH (Foyer i Rennenberg, 2000.). Fodor i sur. (1997.) utvrdili su znatno
vece razine GSH-a kod biljke duhana (Nicotiana tabacum L.) koja je bila napadnuta virusom
mozaika duhana. Koncentracija GSH-a bila je veca u biljkama zarazenim lokalno (u listovima),
ali 1 sistemski. Dodavanje salicilne kiseline tim biljkama, takoder je rezultiralo povecanim
sadrzajem GSH-a. Znanstvenici su tako pretpostavili da induciranje tih antioksidativnih sustava

dovodi do razvoja otpornosti zarazenih biljaka i na potencijalne buduée napade patogena.

2.5. Sumporovodik

U vecini poljoprivrednih svjetskih tala, sumpor se nalazi u nedostatnim koli¢inama. U takvim
deficitnim uvjetima, biljke mogu upotrijebiti sumpor iz atmosfere koji dolazi u obliku
sumporovodika (hidrogen sulfid-H2S). Sumporovodik moze, u odredenom obujmu, zamijeniti
sulfate iz tla, kao izvor sumpora za biljke. Sumporovodik je ujedno i glavna volatilna sumporna
molekula koju biljne stanice mogu i same sintetizirati. Na stanistima gdje je sumpor u suvisku,
viSe biljke su razvile prilagodbe u vidu volatizacije, to jest izbacivanja viska nakupljenog
sumpora isparavanjem u atmosferu. Zbog toga je podrijetlo vecinskog dijela atmosferskog

sumpora upravo iz biljaka (Abrol i Ahmad, 2003.).

H>S se iz atmosfere u biljkama izravno metabolizira u cistein, a nakon toga i u druge organske
oblike sumpora (Slika 6.). Dakle, sinteza cisteina je direktno povezana s fiksacijom
atmosferskog H.S u biljkama. Taj proces regulira enzim O-acetil serin (tiol)liaza. IzloZenost
biljaka atmosferskom sumporovodiku rezultira poveéanim sadrzajem tiolnih molekula,
prvenstveno u biljnim izdancima, a zatim i u Kkorijenju. Povecanje tog takozvanog tiolnog
,,bazena’’ ovisi o koncentraciji sumporovodika, biljnoj vrsti, starosti biljke, temperaturi i razini
ishrane sumporom. Tioli, osim ukupne koli¢ine, mijenjaju i samu kompoziciju. Naime, ukoliko

je unos sulfata biljnim korijenjem smanjen pa biljke vecinski dobivaju sumpor iz atmosfere, uz
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glutation nastaju velike koli¢ine cisteina 1 drugih tiola. Takoder, izlozenost biljaka
sumporovodiku rezultiralo je i manjim usvajanjem sulfata putem Kkorijena te slabijim
transportom sulfata do listova (De Kok i sur., 1997.).

ATMOSPHERE

40010

1002

Slika 6. Metabolizam sumporovodika u biljkama. (Izvor: Abrol i Ahmad, 2003.)
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Postavljanje pokusa - uzgoj pSenicne trave

Za pokus su posijane 3 sorte pSenice: Super Zitarka, Katarina i Osjecka 20. Prije sjetve, sjeme
svake sorte je izvagano 12 puta po 13 g te preliveno razli¢itim otopinama u volumenu od 10
mL. U 3 ponavljanja je dodana destilirana voda (dH20), u 3 ponavljanja natrijev selenat
(Na2Se0s), zatim natrijev hidrogensulfid (NaHS) te je u zadnje 3 petrijeve zdjelice sjeme
preliveno kombinacijom otopina natrijevog selenata i natrijevog hidrogensulfida (Na>SeOs+
NaHS). Sjeme je ostavljeno da imbibira (nabubri) 24 sata te je nakon toga posijano u treset koji

je zaliven s 50 mL destilirane vode (Slika 7.).

Slika 7. Imbibicija sjemena pSenice s dH20, Na>xSeOs, NaHS i Na;SeOs+ NaHS.

Posudice su postavljene u klima komoru pri sljede¢im uvjetima: trajanje dana i no¢i (14/10 h),
temperatura 20 °C te relativna vlaznost zraka (Rh) 75 %. Pokus je izveden u 3 seta, a svaki set
je trajao 10 dana. Svaki dan je u isto vrijeme pSenica zalijevana s 30-60 mL d H2O; ovisno o
vlaznosti supstrata. U prvom setu, svih 10 dana razvoja pSeni¢ne trave u klima komori,
temperatura je iznosila 20 °C (kontrolna skupina). Osmi dan drugog seta, temperatura je
podesena na 10 °C te tako ostavljena do zetve, odnosno jos 48 sati. U tre¢em setu, temperatura
je osmog dana povisena na 30 °C (Slika 8.). Nakon svakog seta, provedena je Zetva pSenice na
nacin da se Skarama odreze mlado lis¢e pSeni¢ne trave, koje je nakon toga, u aluminijskoj foliji,
spremljeno u hladnjak na -70 °C. Pri toj negativnoj temperaturi se zaustavljaju svi fizioloski

procesi te je pSeni¢na trava bila zasti¢ena do pocetka laboratorijskih analiza.
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Slika 8. PSeni¢na trava u klima komori tijekom treéeg seta pokusa; nakon promjene

temperature na 30 °C.

3.2. Odredivanje vitamina C

Ukupna koncentracija vitamina C u biljnoj tvari odredena je prema protokolu Roe i Kuetheru
(Roe i Kuether, 1943.) uz neke izmjene. Pripremljene su otopine TCA 13,3 % - trikloroctena
kiselina, H.SO4 65 % - sulfatna kiselina, DNPH 2 % - 2,4 dinitrofenilhidrazin (2 g DNPH, 230
mg tiouree, 270 g CuSOs, 100 mL 5 M H2SO4) i askorbinska kiselina (stock otopina) - osnovni
standard za pravljenje bazdarne krivulje (10 mg/100 mL). Lisna masa je macerirana teku¢im
dusikom te je u plasti¢ne epruvete od 15 mL vagano 0,5 g usitnjenog tkiva. U epruvete s lisnom
masom dodano je 10 mL destilirane vode. Nakon ekstrakcije uzorci su centrifugirani 15 minuta
na 4000 RCF pri temperaturi od 4 °C. Pipetirano je 150 pL u dvije epruvete (2 mL) - za uzorak
i za slijepu probu. U obje epruvete je dodano 175 pL destilirane vode, 100 pL 13,3 % TCA i
samo u uzorak 75 pL DNPH te su pripremljeni ekstrakti inkubirani na 37 °C u trajanju od 2 sata.
Nakon inkubacije u uzorak i slijepu probu dodano je 1000 uL. H2SOs4, s time da je u slijepu probu
prije toga dodan i DNPH (75 pL). Standardi se pripremaju na isti nacin kao i uzorak, dakle
DNPH se dodaje prije inkubacije. Od stock otopine askorbinske kiseline pripremljena su
razrjedenja s koncentracijama 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 275 g/mL. Svi uzorci
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su vorteksirani te je na spektrofotometru Varian Cary 50 UV-Vis mjerena apsorbanca pri 520
nm u staklenoj kiveti od 1 cm.

Iz jednadZbe bazdarnog pravca koja je dobivena mjerenjem apsorbance standarda, preracunata
je koncentracija vitamina C u uzorcima te je vrijednost koncentracije vitamina C u slijepim
probama oduzeta od vrijednosti dobivenih u uzorcima. Vrijednosti koncentracije izrazene su u

mg vitamin C/100 g FW (svjeze tvari).

3.3. Odredivanje lipidne peroksidacije (TBARS)

Ukupna lipidna peroksidacija u biljnom tkivu odredena je prema protokolu Heatha i Packera
(1968.). Prvo su pripremljene otopine: 0,1 % trikloroctene kiseline (TCA) i 0,5 % tiobarbituratna
kiselina (TBA) u 20%-noj otopini TCA. Zatim je biljno tkivo homogenizirano pomocu tekuceg
dusika, a od toga je odvagano 0,2 g u epruvetu od 2 mL. Biljnom tkivu je dodano 0,5 mL 0,1 %
TCA, uzorci su vorteksirani, a nakon toga i 10 minuta centrifugirani na 6000 rcf pri 4 °C. Nakon
centrifugiranja, 0,5 mL supernatanta je odvojeno u kivetu s ¢epom na navoj te dodano 0,5 mL
0,5 % TBA u 20 % TCA. Tako pripremljeni uzorci su stavljeni u termalnu kupelj na 30 minuta
na temperaturu od 95 °C. Nakon inkubacije (kuhanja), uzorci su ohladeni na ledu te
centrifugirani 15 minuta na 18000 rcf pri 4 °C. Uzorci su presipani u plasti¢ne kivete sa suzenim

dnom. Apsorbancija je mjerena na 532 i 600 nm na spektrofotometru Varian Cary 50 UV-Vis.

3.4. Odredivanje prolina

Ukupna koncentracija prolina u biljnom tkivu odredena je prema protokolu Batesa i sur. (1973.).
Za odredivanje prolina prvo je potrebno pripremiti uzorke tako da se 0,5 g biljnog materijala
homogenizira teku¢im dusikom te se zatim prelije S 10 mL sulfosalicilne kiseline. Otpipetira se
2 mL u epruvetu i doda 2 mL ninhidrin reagensa te 2 mL ledene octene kiseline. Smjesa se
inkubira na 100 °C 1 h te se reakcija prekida prenoSenjem epruveta na led. Nakon toga se prolin
ekstrahira s po 4 mL toluena, uz snazno muc¢kanje 20 sekundi (Slika 9.). Klipnom pipetom je
potrebno odvojiti toluenski sloj s ekstrahiranim prolinom u kivetu za spektrofotometar te mjeriti
na 520 nm, uz podeSavanje nule Cistim toluenom, a 100 % transmisije sa standardom 0.
Standardi se pripremaju pomocu 0,125 M HCI u volumenu od 50 mL. Osnovni standard: otopiti
10 mg prolina u 50 mL 1,125 M HCI, razrijediti vodom 10 puta tako da se dobije koncentracija
od 20 pg prolina/mL (Slika 9.).
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Sadrzaj prolina ra¢una se u pug/g FW tako da se koncentracija prolina s kalibracijskog dijagrama

pomnozi s 5 te podijeli s odvagom uzorka u gramima.

3.5. Odredivanje suhe tvari

Nakon svakog seta pokusa, izvrSen je otkos pSeni¢ne trave te je izvagano svjeze tkivo svake
biljke. Posebno su izvagane mase papirnatih vrecica u koje je spremljeno svjeze tkivo. Prosje¢na
masa svake vrecice bila je 2,35 g, a masa svjeZeg tkiva 3,00 g. SvjeZa masa pSenicne trave u
vrec¢icama je stavljena na susenje u susionik na 24 h pri 105 °C. Nakon susenja, vreéice sa suhom

tvari su izvagane na preciznoj vagi te je nakon toga izracunata masa suhe tvari pSeni¢ne trave.

3.6. Analiza i obrada podataka

Svi prikupljeni podaci su analizirani pomocu programa za statisticku obradu podataka SAS
Enterprise Guide 7.1 (2017, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) te Microsoft Excel Office 2016.
Utjecaj tretmana na ispitivana svojstva ispitan je pomo¢u monofaktorijalne analize varijance
(ANOVA), a razlike izmedu srednjih vrijednosti ispitane su pomocu F — testa i testa najmanje

znacajne razlike (LSD; eng. Least Significant Difference).
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4. REZULTATI

Prema F testu, temperatura uzgoja pSeni¢ne trave kod sorte Katarina je znacajno utjecala na
sadrzaj vitamina C, kod svih varijanti primiranja sjemena: H>O, NaHS, Na>SeOs i
Na>SeOs+NaHS (Tablica 1.). Znacajno najnizi sadrzaj vitamina C kod pSenice Cije je sjeme
primirano s H20, utvrden je pri 30 °C. U varijantama primiranja sjemena s NaHS i NaxSeOs te
njihovim kombinacijama, najvisi sadrzaj vitamina C je utvrden pri 20 °C, dok se vrijednosti

ovog parametra utvrdene pri 10 °C i 30 °C nisu znac¢ajno razlikovale.

F testom je utvrden statisticki znacajan utjecaj varijante primiranja sjemena na sadrzaj vitamina
C kod sorte Katarina, uzgajane pri 10 °C i 30 °C. Pri 10 °C, LSD testom je utvrden znacajno
najve¢i sadrzaj vitamina C u varijanti primiranja sjemena s H>O, dok se ostale tri varijante
(NaHS, NaxSeOs i Na2SeOs+NaHS) nisu statisticki znac¢ajno razlikovale. Pri 30 °C znacajno
najmanji sadrzaj vitamina C je utvrden u varijanti primiranja s H2O, dok se varijante sa

sumporom i selenom te njihovom kombinacijom nisu medusobno znacajno razlikovale.

Kod sorte pSenice Osjecka 20, prema F testu je utvrden znacajan utjecaj temperature uzgoja na
sadrzaj vitamina C, kod svih varijanti primiranja sjemena. U svim varijantama primiranja
sjemena, najvisi sadrzaj vitamina C je utvrden pri 20 °C. NajniZi sadrZaj vitamina C kod pSenice
sorte Osjecka 20 ¢ije je sjeme primirano S NaHS, utvrden je pri 30 °C. Pri temperaturi od 10 °C
najvisi sadrzaj vitamina C je imala pSenica ¢ije je sjeme primirano s H20, dok se ostale varijante

primiranja nisu medusobno znac¢ajno razlikovale.

F testom je utvrden znacajan utjecaj varijante primiranja sjemena na sadrzaj vitamina C kod
sorte Osjecka 20, uzgajane pri 10 i 30 °C. Pri 10 °C utvrden je najvisi sadrzaj vitamina C kod
varijante primiranja sjemena s H>O. Kod temperature od 30 °C, statisti¢ki zna¢ajno najnizi
sadrzaj vitamina C bio je kod varijante primiranja s Na;SeOs, a ostale varijante se nisu

medusobno znacajno razlikovale.

Kod sorte psenice Super Zitarka F testom je utvrden statisticki zna¢ajan utjecaj temperature na
sadrzaj vitamina C, za sve varijante primiranja sjemena (H20, NaHS, Na>SeOs i
Na>SeOs+NaHS). Najvisa koncentracija vitamina C utvrdena je pri 20 °C, kod tretmana gdje je
sjeme primirano s NaHS. Pri 30 °C znacajno najnizi sadrzaj vitamina C utvrden je kod pSenice
¢ije je sjeme primirano s NaHS. Pri 10 °C najveéa koncentracija vitamina C je utvrdena kod

sjemena primiranog s NaHS.
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Tablica 1. Sadrzaj vitamina C (mg vitamin C/100 g svjeze tvari) kod tri sorte pSeni¢ne trave
(Katarina, Osjecka 20, Super Zitarka), ovisno o predsjetvenom tretmanu sjemena (H20, NaHS,
Na2SeOs i Na2SeO4+NaHS) te uzgoju pri 10, 201 30 °C

Sorta F test
T H.O NaHS Na,SeOs, NaSeOs+NaHS p
pSenice
LSD
e 1238 9L 89,6 100,3 310'826
AIX BIY BAJY BAY g
_ . 111 127 1323 128,6 2.28
fatarina | 20°C AN ABI A 0,1567
30,88
55,1 82.1 847 877 !
30 °C ' ' ' ' <0,0001
BIY B/X B/X B/X 5913
Ftest 2611 7299 5324 24,34
0 00011 <0001 00002 0,0013
LSD 24752 95868 12427 14,681
10°C 120289 96,797 95,763 88,360 320’330
AIX AY  BAIY BA/Y !
12,63
. . 117007 120307 136,376 136,788 2.86
Osjecka 20 | 20°C A/ B/ A/ A/ 0.1042
5,52
30°C 71334 83974 69,883 83,040 0,0238
BIY B/X % BIXA 10,38
Ftest 1678 1489 90,04 201,80
o 00035 00047 <0,0001 <0,0001
LSD 23119 16522  12.223 7.2142
10°C 117,708 134,666 90781 95,118 316383
AIY AIX BA/Z BA/Z !
e 14.408
oot | e 135955 136552 131155 126,052 0.48
‘ Al Al Al Al 0.7037
oo 78659 66532 81299 74578 147
B/ B/ B/ B/ 0.2948
Ftest 2631 3644 5973 16,02
o 00011 00004 0,000l 0,0039
LSD 10747 22869 11854 22399

Podaci su prosjek cetiri ponavljanja; ANOVA, F test. Razlike izmedu varijanti predsjetvenog tretmana sjemena
oznacene slovima (X,Y,Z) te razlike izmedu temperature uzgoja oznacene slovima (A,B,C) se razlikuju prema LSD
testu (p=0,05).
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F testom je utvrden znadajan utjecaj varijante primiranja sjemena p$enice sorte Super Zitarka,
pri tretmanu od 10 °C. Pri toj temperaturi, najvisi sadrzaj vitamina C utvrden je kod varijante
sjemena primiranog s NaHS. Za istu varijantu primiranja, utvrden je najnizi sadrzaj vitamina C
pri 30 °C. Najveci sadrzaj vitamina C utvrden je pri 20 °C, za sve varijante primiranja sjemena.
Prema F testu kod sorte Katarina, temperatura je znacajno utjecala na stupanj lipidne
peroksidacije (TBARS) kod svih varijanti primiranja sjemena, osim kod varijante s Na>SeO4
(Tablica 2.). Najvisi stupanj TBARS-a utvrden je pri 20 °C kod pSenice gdje je sjeme primirano
s H20. Na temperaturi od 10 °C, najvisi stupanj lipidne peroksidacije utvrden je kod sorte
Katarina Cije je sjeme primirano kombinacijom Na2SeO4 i NaHS. Pri 30 °C utvrden je statisticki

znacajno najnizi stupanj lipidne peroksidacije kod varijante primiranja s NaHS.

F testom je utvrden statisti¢ki znacajan utjecaj varijante primiranja sjemena sorte Katarina na
stupanj lipidne peroksidacije, pri svim primijenjenim temperaturama (10, 20 i 30 °C). Najvisi
stupanj TBARS-a utvrden je pri 20 °C kod varijante primiranja s H>O, dok je kod iste varijante
primiranja pri 30 °C, utvrden najnizi stupanj. Pri 10 °C znacajno najvisi stupanj lipidne

peroksidacije utvrden je kod pSenice ¢ije je sjeme primirano s kombinacijom Na>SeOs i NaHS.

Kod sorte pSenice Osjecka 20 je utvrden znacajan utjecaj temperature na stupanj lipidne
peroksidacije pri svim varijantama primiranja sjemena, osim kod varijante primirane s H»O. Pri
30 °C je utvrden statisticki znacajno najnizi stupanj lipidne peroksidacije kod wvarijanti
primiranja s NaHS i s NaxSeOs, dok je pri 20 °C kod varijante primiranja njihovom

kombinacijom utvrden znacajno najvisi stupanj lipidne peroksidacije.

Prema F testu je utvrden statisticki znacajan utjecaj varijante primiranja sjemena sorte Osjecka
20 na stupanj lipidne peroksidacije samo pri 20 °C. Kod te primijenjene temperature je utvrden
znacajno najniZi stupanj lipidne peroksidacije kod varijante primiranja sjemena s kombinacijom

NaSeOs i NaHS.

Kod sorte Super zitarka F testom je utvrden znacajan utjecaj temperature na stupanj TBARS-a
za sve varijante primiranja sjemena (H2O, NaHS, Na>SeOs i Na>SeOs+NaHS). Pri 30 °C je
utvrden najnizi stupanj TBARS-a za sve varijante primiranja sjemena, dok se pri 10 i 20 °C
njihove vrijednosti nisu znacajno razlikovale. Prema F testu je utvrden zna¢ajan utjecaj varijante
primiranja sjemena sorte Super Zitarka na stupanj lipidne peroksidacije samo pri 20 °C. Pri toj

temperaturi znacajno najnizi stupanj lipidne peroksidacije je utvrden kod varijante primiranja
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sjemena kombinacijom Na>SeOs i NaHS, dok se ostale varijante nisu medusobno znacajno

razlikovale.

Tablica 2. Stupanj lipidne peroksidacije (TBARS) (nmol/g svjeze tvari), kod tri sorte pSeni¢ne
trave (Katarina, Osje¢ka 20, Super Zitarka), ovisno o predsjetvenom tretmanu sjemena (H20,
NaHS, Na>SeO4 i Na2SeO4+NaHS) te uzgoju pri 10, 20 i 30 °C

Sorta F test
- H.0 NaHS Na,SeOs  NaxSeOs+NaHS p
pSenice
LSD
loec 18397 196712 19144 22.419 360'839
BIY AJY % AJX e
26489 173916 19443 12,927 I
Katarina 20 °C ' ! ' ' 0.0091
AIX BIY 1Y BIY 270
12048 150205 16,295 16,042 6.56
30°C : ' ! : 0.0150
BIY CIX /X B/X oo
Ftest 11,02 25,37 63 26,39
D 0,0081 00012 520 0,0011
LSD 68294 15978 ! 3.2502
] 108157 19,795 19,068 0.24
10°C 19,242 B/ Al Al 0.8637
. 5.50
Osietka 20 | oo 21878 232289 18,623 12,248 o0
/X A/X AIXY BIY g
o 13196 138314 12,206 15,470 2.05
c/ B/ B/ 0.0985
Ftest 387 61,71 17.67 11,48
D 00832  <00001  0,0031 0,0089
LSD 20955 3321 3.4843
loec 18318 19718 18500 21,418 1.10
Al Al Al Al 0.4021
Super | oo 22239 18260 21301 14,742 8'8222
sitarka AJX AIXY AJX BIY :
4.6377
o 12333 11650 13730 13,420 1.00
B/ B/ B/ B/ 0.4396
Ftest 16,49 14,91 7.49 11,40
D 00036 00047  0,0234 0,0090
LSD 42513 38524 48499 43943

Podaci su prosjek ¢etiri ponavljanja; ANOVA, F test. Razlike izmedu varijanti predsjetvenog tretmana sjemena
oznacene slovima (X,Y,Z) te razlike izmedu temperature uzgoja oznacene slovima (A,B,C) se razlikuju prema LSD
testu (p=0,05).
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F testom je utvrden znacajan utjecaj temperature na sadrzaj prolina kod svih varijanti
primiranja sjemena sorte pSenice Katarina (Tablica 3.). Pri 20 °C je utvrden znacajno najveéi
sadrzaj prolina kod svih varijanti primiranja sjemena. Kod varijante primirane s H2O i

kombinacijom Na;SeO4 i NaHS utvrden je zna¢ajno najmanji sadrzaj prolina pri 30 °C.

Kod sorte Katarina utvrden je statisticki znaCajan utjecaj varijante primiranja sjemena
pSenice pri 10120 °C. Pri tim temperaturama utvrden je najveci sadrzaj prolina kod varijante
primiranja sjemena s kombinacijom Na>SeO4 i NaHS pri 10 i 20 °C, dok se ostale varijante

nisu medusobno znacajno razlikovale.

Prema F testu kod sorte pSenice Osjecka 20 utvrden je znacajan utjecaj temperature na sve
varijante primiranja sjemena osim na varijantu primiranu s NaHS. LSD testom je utvrden
znacajno veci sadrzaj prolina pri svim varijantama primiranja pri temperaturi 10 °C. Pri 20
°C je utvrden statisticki znacajno manji sadrzaj prolina kod varijanti primiranih s H2O te
Na>SeOs, dok je najveéi sadrzaj utvrden kod varijante primirane s kombinacijom Na;SeOg i
NaHS. Najmanji sadrzaj prolina utvrden je kod sorte Osjecka 20 pri 30 °C u varijanti gdje je

sjeme primirano vodom.

Pri 30 °C je utvrden znacajan utjecaj varijanti primiranja na sadrzaj prolina kod sorte Osjecka
20. Pri toj temperaturi je utvrden najveci sadrzaj prolina kod varijante gdje je sjeme
primirano s NaHS, dok se vrijednosti ostalih varijanti primiranja medusobno nisu zna¢ajno

razlikovale.

Kod sorte Super Zitarka utvrden je statisti¢ki znaajan utjecaj temperature na sadrzaj prolina
za varijante primirane vodom i kombinacijom Na>SeO4 sa NaHS. Znacajno najveci sadrzaj
prolina utvrden je pri 20 °C kod sorte Super Zitarka &ije je sjeme bilo primirano vodom. Kod
iste varijante primiranja sjemena utvrden je znacajno manji sadrzaj prolina pri 10 °C, dok se
ostale varijante pri toj temperature nisu medusobno znacajno razlikovale. Pri 30 °C je

utvrden najmanji sadrzaj prolina kod varijante Na2SeOs+NaHS.

F testom je kod sorte Super Zitarka utvrden znacajan utjecaj varijante primiranja sjemena
pri 10 i 30 °C. LSD testom je utvrden najniZi sadrzaj prolina kod sjemena primiranog vodom
pri 10 °C. Znacajno najvisi sadrzaj prolina pri 30 °C je utvrden kod varijante Cije je sjeme

primirano s NaHS.
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Tablica 3. Sadrzaj prolina (Umol/g svjeze tvari) kod tri sorte pSeni¢ne trave (Katarina, Osjecka
20, Super Zitarka), ovisno o predsjetvenom tretmanu sjemena (H20, NaHS, Na,SeOs i
Na>SeO4+NaHS) te uzgoju pri 10, 20 i 30 °C

Sorta F test
. H20 NaHS Na,SeOs Na SeO4+NaHS p
pSenice
LSD
loec 0,560 0,449 0,420 0,901 320’(2323
BAYY  BAJY BA/Y BA/X 0205e
Katarina | 50 o 0,898 0,829 0,655 1.289 330’815
ALY AIYZ AlZ AIX 09930
000 0,277 0,299 0,331 0,339 232
c B/ B/ c/ 0.1522
Ftest 2163 2359 1361 78.22
D 00018 00014 00059 <0,0001
LSD 02316 01947 01571 0,1868
e 09722 09511 1,023 1,0860 0,29
Al N Al 0.8286
. 05482 08113 057564 0,8841 137
O k: 0O, l ] l I} [
o 207 B/ B/ A 03212
oc 0330 04682 036306 0,3664 g’ggzl
BIY IX clY BIY 00056
F test 7,06 3,33 36,16 16,60
D 00265 01066  0,0004 0,0036
LSD 0,422 0.1938 0.3153
oec 03723 07508 07752 0,0482 g’gg%
BA/Y IX IX AIX 0204
Super spec 1530 06559 14630 0,8120 1,20
Zitarka Al A/ 0,3713
5.64
03079 04272 03492 0,3074 !
30 °C ! ! ! ! 0.0225
BIY IX 1Y BIY 007
F test 6,59 1,92 2,44 6,46
D 00306 02270 01680 0,0319
LSD 09318 0.4598

Podaci su prosjek ¢etiri ponavljanja; ANOVA, F test. Razlike izmedu varijanti predsjetvenog tretmana sjemena
oznacene slovima (X,Y,Z) te razlike izmedu temperature uzgoja oznacene slovima (A,B,C) se razlikuju prema LSD
testu (p=0,05).

Kod sorte Katarina, u prosjeku za sve varijante primiranja sjemena (H20, NaHS, Na>SeOs i
Na2SeOs+NaHS), utvrden je znacajan utjecaj temperature na sadrzaj suhe tvari pSeni¢ne

trave (Tablica 4.). Pri 30 °C LSD testom je utvrden znacajno nizi sadrzaj suhe tvari u svim
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varijantama primiranja sjemena., dok se vrijednosti pri 10 i 20 °C nisu medusobno znac¢ajno
razlikovale. Najveci sadrzaj suhe tvari je utvrden pri 20 °C, kod varijante gdje je sjeme sorte

Katarina bilo primirano kombinacijom Na>SeOs i NaHS.

Niti pri jednoj od primijenjenih temperatura (10, 20 i 30 °C), prema F testu nije utvrden znacajan

utjecaj varijante primiranja sjemena sorte Katarina na sadrzaj suhe tvari (p>0,05).

U prosjeku za sve varijante primiranja sjemena sorte pSenice Osjecka 20 je utvrden znacajan
utjecaj temperature na sadrzaj suhe tvari. Pri 30 °C je utvrden znacajno nizi sadrzaj suhe tvari,
za sve varijante primiranja sjemena. Znacéajno vec¢i sadrzaj suhe tvari je utvrden pri 20 °C, u
svim varijantama primiranja sjemena sorte Osjecka 20, dok se pri 10 °C vrijednosti nisu

medusobno znacajno razlikovale.

Prema F testu je utvrden statisti¢ki znacajan utjecaj varijante primiranja sjemena sorte Osjecka
20 na sadrzaj suhe tvari, pri svim temperaturama. Pri 20 °C je utvrden znacajno visi sadrzaj suhe

tvari, a pri 30 °C znacajno niZi sadrzaj, za sve varijante primiranja sjemena.

F testom je utvrden znadajan utjecaj temperature na sadrzaj suhe tvari kod sorte Super Zitarka,
za sve varijante primiranja sjemena. Pri 30 °C LSD testom je utvrden znacajno niZi sadrzaj suhe
tvari u svim varijantama primiranja sjemena, dok se vrijednosti pri 10 i 20 °C nisu medusobno
znacajno razlikovale. Najvisi sadrzaj suhe tvari je utvrden pri 20 °C, kod varijante gdje je sjeme

pSenice Super Zitarka bilo primirano s H0.

Varijante primiranja sjemena sorte Super Zitarka nisu zna¢ajno utjecale (p>0,05) na sadrzaj
suhe tvari pri 10, 20 i 30 °C.
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Tablica 4. Sadrzaj suhe tvari (%) kod tri sorte pseni¢ne trave (Katarina, Osjecka 20, Super

Zitarka), ovisno o predsjetvenom tretmanu sjemena (H20, NaHS, NaxSeO4 i Na;SeOs+NaHS)

te uzgoju pri 10, 201 30 °C

Sorta F test
- H20 NaHS Na;SeO;  Na;SeOs+NaHS p
pSenice LSD
1,60
lec 120055 1120 11,7727 12,3339 02653
BA/ Al BA/ BA/ ’
_ 0,95
Katarina | oo 130675 13,1978 134493 13,7003 04605
Al B/ Al Al ’
e 13778 73817 17,9861 7,8787 2,05
cl/ cl/ c/ c/ 0,1861
Ftest 12567 98,06 84,95 108,66
P <0000l <0,0001  <0,0001 <0,0001
LSD  0,9339 1,0359 1,0508 1,0106
loec 1L7851 125673 114824 12,5223 310’332
BA/Y BA/X BA/Y BA/X :
0,5285
8,01
. o 13,4620 13,4496 13,1157 14,3612 0,0086
Osjefka 20 1 20°C ™ p,y AIY AIY AIX 0,6153
6,53
sec 82971 80518 7,3404 7,7183 610153
CIX CIYX C/z CIYZ e
Ftest 91673 258,11 602,24 186,85
P <0000l <0,0001  <0,0001 <0,0001
LSD 03011  0,6237  0,4198 0,8683
o 116997 11,0603 11,4033 12,0296 2,36
10°C 7y BA/ BA/ A/ 01471
Super o 13,0474 12,2822 13,3519 12,8089 1,27
zitarka | 20°C A/ A/ Al Al 0,3479
soc 17093 82205 7,382 7,5005 1,17
B/ cl/ cl/ B/ 0,3811
Ftest 18888 50,31 92,91 34,11
LgD <0,0001  0,0002  <,0001 0,0005
0,699 1,0166  1,0929 1,6985

Podaci su prosjek cetiri ponavljanja; ANOVA, F test. Razlike izmedu varijanti predsjetvenog tretmana sjemena
oznacene slovima (X,Y,Z) te razlike izmedu temperature uzgoja oznacene slovima (A,B,C) se razlikuju prema LSD

testu (p=0,05).
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5. RASPRAVA

Biofortifikacija pSeni¢ne trave je jedan od vaznih postupaka kojima se utjece na kvalitetan rast
i razvoj biljke te povecava nutritivna vrijednost zavr$nog proizvoda. Takvim obogacivanjem
biljaka kemijskim tvarima, kao $to su npr. selen i sumpor, poveéava se i otpornost usjeva na
razliCite stresne uvjete. Jedan od glavnih limitiraju¢ih ¢imbenika za nesmetan rast i razvoj
biljaka je temperatura. Ukoliko je visa od optimalne, biljkama se o$tec¢uju stanice i dolazi do
uvenuca, pogotovo jer je uz visoke temperature povezan i nedostatak vode pa su biljke izlozene
1 suSnom stresu. Posljedica vec¢ine tih nepovoljnih abiotskih uvjeta je 1 oksidativni stres na
stani¢noj 1 molekularnoj razini. Zbog toga biljni metabolizam daje fizioloski odgovor u vidu
sinteze razli¢itih zaStitnih i antioksidativnih molekula te tako biljke postiZzu otpornost na stresne
uvjete. Takvu zastitnu ulogu imaju signalne komponente stresa kao $to su vitamin C, lipidni

peroksidi i prolin, ¢iji je sadrzaj ispitivan u ovom istraZivanju.

Vitamin C ili askorbinska kiselina je jedan od glavnih antioksidansa u svim zivim bi¢ima, a
njegovu zastitnu ulogu u biljkama su istrazili mnogi znanstvenici. Wang i sur. (2010.) proveli
su istrazivanje na Arabidopsis thaliana L. gdje su biljke izlozili temperaturnom stresu. Prije
izlaganja visokoj temperaturi, biljke su sadrzavale vitamin C u koncentraciji od 2-6 pmol
vitamina C/g svjeZe tvari. Nakon izlaganja temperaturnom stresu, uocili su povecanje sadrzaja
vitamina C za 20-30 %, to¢nije u biljnoj masi je utvrdena prosjecna koncentracija od 8 pmol
vitamina C/g svjeze tvari. Hodges i sur. (1996.) su izlozili biljke kukuruza (Zea mays L.)
hladnom tretmanu od 11 °C te su uodili smanjivanje sadrzaja vitamina C u fazama do treceg i
petog razvijenog lista. Naime, koncentracija je u po¢etnom stadiju razvoja bila viSa od kontrolne
skupine (25 °C), a kada su biljke razvile treéi i peti list, koncentracija vitamina C se smanjila za

50 %.

U ovom je istrazivanju takoder utvrden znacajan utjecaj temperature na sadrzaj vitamina C u
svjezoj biljnoj tvari. Sadrzaj askorbinske kiseline je bio manji kod temperaturnog stresa pri 30
°C, u prosjeku za sve tri sorte (Katarina, Osjecka 20 i Super zitarka), u usporedbi s optimalnih
20 °C te stresom izazvanim pri 10 °C (Grafikon 1., 2. i 3.). Najveée koncentracije vitamina C

utvrdene su u kontrolnoj skupini (20 °C), gdje biljke nisu bile izlozene temperaturnom stresu.

Takoder, dokazan je i znaCajan utjecaj varijante primiranja sjemena psenice na ukupan sadrzaj

vitamina C u svjezoj tvari. Kod sorte Katarina i Osjecka 20 pri 10 °C, najveci sadrzaj vitamina
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C je utvrden kod varijante primiranja vodom, a kod sorte Super Zitarka je najbolje rezultate
pokazala varijanta s natrijevim hidrogensulfidom. Pri 30 °C, u prosjeku za sve tri sorte pSenice
je sadrzaj vitamina C bio podjednak kod svih primijenjenih varijanti primiranja sjemena, osim
kod sorte Katarina gdje je najmanji sadrzaj utvrden kod varijante primiranja vodom. Za sve tri

sorte varijante primiranja sjemena nisu pokazale znacajan utjecaj pri 20 °C.

S obzirom da je vazan antioksidans, a ljudski metabolizam ga ne moZe sam sintetizirati, sadrzaj
vitamina C u biljkama je od iznimne vaznosti, a u vecini usjeva ga nema u dostatnim koli¢inima.
Zbog toga su provedena istrazivanja biofortificiranja biljaka s vitaminom C. Biofortificirane
biljke su imale veéu nutritivnu vrijednost, ali Su pokazale i vecu otpornost na razliite vrste
stresa kao $to su susni i temperaturni stres te biotski stres uzrokovan napadima patogena.
Vitamin C ima vaznu ulogu u procesu fotosinteze pa je i njegova sinteza ovisna o koli¢ini i vrsti
svjetlosti. Zbog toga vjerojatno, uslijed manje Sunceve radijacije u staklenicima, biljke
pokazuju manji sadrzaj vitamina C od onih koje se uzgajaju u poljskim uvjetima (Paciolla i sur.,
2019.).

mg/100g FW Katarina

200 -~

150 mH,0
NaHS

100 - M Na,SeO,
Na,SeO4+NaHS

50 -
0 T T 1
10 °C 20 °C 30°C

Grafikon 1. Utjecaj temperature i varijante primiranja sjemena na sadrzaj vitamina C

(mg/100g FW) u lis¢u psenicne trave sorte sorte Katarina.
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Osjecka 20

mg/100g FW

200 -

150 - = H0

NaHS
100 - M Na,SeO,4
™ Na,SeO4+NaHS
50 A
0 T T

10°C 20°C 30°C

Grafikon 2. Utjecaj temperature i varijante primiranja sjemena na sadrzaj vitamina C

(mg/100g FW) u lis¢u psenicne trave sorte sorte Osjecka 20.

Super zitarka

mg/100g FW
200
150 - m H,0
NaHS
100 - W Na,SeO,
M NaSeO4+NaHS
50 -
0 T T

10°C 20°C 30°C

Grafikon 3. Utjecaj temperature i varijante primiranja sjemena na sadrzaj vitamina C

(mg/100g FW) u lis¢u pieni¢ne trave sorte Super Zitarka.
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Lipidna peroksidacija ili TBARS (eng. thiobarbituric acid reactive substances) se smatra
procesom u zivim bi¢ima koji najvise ostecuje stanicne membrane. OSteéenje membrane se
ponekad uzima kao jedini parametar za odredivanje stupnja unistenja lipida u stresnim uvjetima
(Gill i Tuteja, 2010.). Chu i sur. (2009.) proveli su istrazivanje na pSenici koju su biofortificirali
natrijevim selenitom (Na:SeOs) te biljke izlozili hladnom tretmanu od 4 °C. Koncentracija
malondialdehida (MDA), koji nastaje tijekom lipidne peroksidacije, proporcionalno se
smanjivala s ve¢im dodanim dozama natrijevog selenita. Tako su utvrdili pozitivan ucinak
selena na smanjenje stupnja lipidne peroksidacije pri temperaturnom stresu uzrokovanog nizim

temperaturama.

U ovom istrazivanju je najnizi stupanj lipidne peroksidacije U prosjeku za sve tri sorte pSenice
bio pri 30 °C, sto ukazuje na to da su biljke doZivile ve¢i stres pri 10 °C (Grafikon 4., 5.1 6.).
Najveci stupanj lipidne peroksidacije je utvrden kod sorte Katarina pri 20 °C gdje je sjeme
psenice primirano vodom. Kod te sorte je pri 10 °C utvrden ve¢i stupanj TBARS-a kod sjemena
primiranog kombinacijom Na,SeO4 i NaHS. Kod sorte Osjecka 20 i Super Zitarka pri 10 i 30 °C
nije utvrden statisticki znacajan utjecaj varijante primiranja sjemena na stupanj lipidne

peroksidacije.

Katarina
nmol/g FW

40 -

30 - m H,0
NaHS

20 - | ] Na25e04
Na,SeO4+NaHS

10 A

O T T 1
10°C 20 °C 30°C

Grafikon 4. Utjecaj temperature i varijante primiranja sjemena na stupanj lipidne

peroksidacije (nmol/g FW) u lis¢u pSenic¢ne trave kod sorte Katarina.
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Grafikon 5. Utjecaj temperature i varijante primiranja sjemena na stupanj lipidne

peroksidacije (nmol/g FW) u lis¢u pSeni¢ne trave kod sorte Osjecka 20.

Super Zzitarka
nmol/g FW
40 -
30 A H H0
NaHS
20 A B Na,SeO,
W Na,SeO,+NaHS
10 -
0 T T 1
10°C 20°C 30°C

Grafikon 6. Utjecaj temperature i varijante primiranja sjemena na stupanj lipidne

peroksidacije (nmol/g FW) u li¢u pSeniéne trave kod sorte Super Zitarka.

Aminokiselina prolin ima iznimno vaznu 1 korisnu ulogu u biljkama pod stresnim uvjetima. Uz

to $to je osmolit, prolin ima tri vazne uloge tijekom stresa u vidu: metal kelatora, antioksidativne
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te signalne molekule (Hayat i sur., 2012.). Ali i sur. (2010.) su dokazali da je egzogeni prolin
apliciran na sjeme kukuruza (Zea mays L.) rezultirao povecanim rastom biljke u uvjetima suse.
Isti znanstvenici navode kako predsjetveni tretman prolinom ublazava nepovoljne ucinke
susnog stresa kod pSenice (Triticum aestivum L.). Imbibicija sjemena pSenice ili folijarna
gnojidba selenom, pozitivno utjeCe na povecanu sintezu prolina, koji ima tipican mehanizam
biokemijskih prilagodbi zivih bi¢a na razlicite stresne uvjete, kao $to je stres uzrokovan visokom

i niskom temperaturom (Chu i sur., 2009.).

U ovom istrazivanju je statisticki znacajno najvisi sadrzaj prolina utvrden kod sorte Super
Zitarka pri 20 °C, a najnizi sadrZaj je utvrden kod sorte Katarina pri 30 °C. (Grafikon 7., 8.1 9.).
Kod sorte Katarina i Super Zitarka najveée vrijednosti prolina su utvrdene pri 20 °C, a kod sorte
Osjecka 20 pri 10 °C. U prosjeku za sve tri sorte najnize vrijednosti prolina bile su pri 30 °C kod
varijante primiranja vodom. Tretman primiranja sjemena kombinacijom Na>SeO4 i NaHS je kod

svih sorti pokazao najveci utjecaj na sadrzaj prolina.

Katarina
umol/g FW

2,00 -

1,50 A mH,0
NaHS

1,00 A B Na,SeOq
Na,SeO,+NaHS

0,50 A

0,00 T T f

10 °C 20°C 30°C

Grafikon 7. Utjecaj temperature i varijante primiranja sjemena na sadrzaj prolina (umol/g

FW) u lis¢u pSeni¢ne trave kod sorte Katarina.
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Grafikon 8. Utjecaj temperature i varijante primiranja sjemena na sadrzaj prolina (umol/g

FW) u lis¢u pseni¢ne trave kod sorte Osjecka 20.

- Super Zitarka
umol/g
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1,50

1,00

0,50
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W NaxSeO,
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Grafikon 9. Utjecaj temperature i varijante primiranja sjemena na sadrzaj prolina (umol/g

FW) u lidéu pseniéne trave kod sorte Super Zitarka.
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Znacajan utjecaj na sadrzaj suhe tvari kod sve tri sorte (Katarina, Osjecka 20 i Super Zitarka) je
imala temperatura, a pri 30 °C je utvrden manji sadrzaj (Grafikon 10., 11. i 12.). Znac¢ajno veci
sadrzaj suhe tvari je utvrden kod sve tri sorte pri 20 °C. Kod sorte Katarina i Super Zitarka
varijanta primiranja sjemena nije znac¢ajno utjecala na sadrzaj suhe tvari. Kod sorte Osjecka je
najveci utjecaj na sadrzaj suhe tvari imala varijanta primiranja sjemena s kombinacijom
NazSeOq i NaHS,

Istrazivanja mnogih znanstvenika dokazuju smanjenje sadrzaja suhe tvari pri temperaturnom
stresu uslijed poviSene temperature. Gibson i Paulsen (1999.) su uzgajali razlicite kultivare
pSenice (Triticum aestivum L.) u Cetiri komore te su u svakoj komori postavili razli¢ite
temperature: 20/20, 25/20, 30/20 i 35/20 °C (dan/no¢). Iznad 20 °C, za svaki dodatno poviseni
1 °C, sadrzaj suhe tvari se proporcionalno smanjivao u svakoj biljci za 55 mg. Svojim
istrazivanjem potvrdili su i dotada$nja, gdje je takoder utvrdivan manji sadrzaj suhe tvari pri
temperaturnom stresu uzrokovanog visokim, ali i niskim temperaturama, u usporedbi s uzgojem

u kontroliranim i optimalnim uvjetima.

Katarina
% DW
16,000 -
12,000 - = H.0
NaHS
8,000 -
H Na>SeOa
B Na:SeO4+NaHS
4,000 -
0,000 T T f
10°C 20 °C 30°C

Grafikon 10. Utjecaj temperature i varijante primiranja sjemena na sadrzaj suhe tvari (%) u

liS¢u pSeniéne trave kod sorte Katarina.
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Osjecka 20

% DW
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10°C 20°C 30°C

Grafikon 11. Utjecaj temperature i varijante primiranja sjemena na sadrzaj suhe tvari (%) u

lis¢u pSenicne trave kod sorte Osjecka 20.

Super Zitarka

% DW
16,000 -
12,000 - = H,O
NaHS

8,000 -

B Na,SeOq

¥ Na:SeOs+NaHS
4,000 -
0,000 T T f

10°C 20°C 30°C

Grafikon 12. Utjecaj temperature i varijante primiranja sjemena na sadrzaj suhe tvari (%) u

liséu psenicne trave kod sorte Super Zitarka.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju je utvrden znacajan utjecaj primijenjene temperature i varijante primiranja
sjemena pSenice na sadrzaj vitamina C, prolina, suhe tvari te na stupanj lipidne peroksidacije, u
lis¢u pSenicne trave.

Kod sorte Katarina najvisi sadrzaj vitamina C i prolina je utvrden pri kombinaciji Na>SeQOg i
NaHS. Na stupanj lipidne peroksidacije je najvise utjecala varijanta primiranja s vodom. Kod
utvrdivanja sadrzaja suhe tvari, varijante primiranja sjemena nisu imale znacajan utjecaj. Pri 30

°C je utvrden znacajno nizi sadrzaj suhe tvari u usporedbi s 101 20 °C.

Kod sorte Osjecka 20 najvisi sadrzaj vitamina C je utvrden u klijancima ¢ije je sjeme primirano
vodom. Na stupanj lipidne peroksidacije te na sadrzaj prolina i suhe tvari je najviSe utjecao

tretman s natrijevim hidrogensulfidom.

Kod sorte Super Zitarka, najveéi utjecaj na sadrzaj vitamina C je imala varijanta primiranja s
NaHS. Najvisi stupanj lipidne peroksidacije je utvrden u predsjetvenom tretmanu primiranja
vodom, a najvisi sadrzaj prolina u kombinaciji Na2SeO4 i NaHS. Varijante primiranja sjemena

nisu znacajno utjecale na sadrzaj suhe tvari koji je bio znacajno nizi pri 30 °C.

S obzirom na navedene podatke, dokazano je zastitno djelovanje sumpora i selena na biljke
izloZene temperaturnom stresu jer utjecu na sintezu zastitnih molekula 1 signalnih komponenti

u biljnom metabolizmu.
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8. SAZETAK

Sumpor i selen imaju vaznu fiziolosku ulogu u biljnom metabolizmu te kod mnogih bioloskih
spojeva, poput npr. aminokiselina, zbog svoje kemijske slicnosti, jedan element moze zamijeniti
drugi. Tretiranje sjemena pSenice spojevima koji sadrze sumpor ili selen moze poboljsati
otpornost biljke na razliite stresne uvjete okoline. Cilj istrazivanja je bio utvrditi utjecaj
primiranja sjemena otopinama NaHS, Na2SeOs i Na2SeOs+NaHS na fizioloska svojstva kod tri
sorte pSeni¢ne trave uzgajane pri 10, 20 i 30 °C. Ispitivan je sadrzaj vitamina C, prolina, udio
suhe tvari i stupanj lipidne peroksidacije. Kod sorte Katarina na sadrzaj vitamina C i prolina
najznacajnije je utjecao tretman sjemena kombinacijom Na;SeOsi NaHS. Najvisa razina lipidne
peroksidacije je utvrdena kod kontrolnih biljaka ¢ije sjeme je primirano vodom i naklijavano pri
20 °C. U usporedbi s 101 20 °C, pri 30 °C je utvrden znacajno nizi sadrzaj suhe tvari. Pri 10 °C
je utvrden znacajno veci sadrzaj vitamina C kod sve tri sorte pSeni¢ne trave. Utvrdene su
znacajne razlike u odgovoru na pojedine varijante tretmana $to upucuje na to da postoji genetska
specificnost u fizioloSkom odgovoru na selen, sumporovodik i temperature uzgoja pSenicne

trave.
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9. SUMMARY

Sulphur and selenium have an important physiological role in plant metabolism and in many
biological compounds, for example aminoacids, because of the similarity in their chemical
structure, one element can replace the other. Treating wheat seeds with compounds that contain
sulphur or selenium can improve the plants resistance to a wide range of stressful environmental
conditions. The goal of this research was to determine the effect of seed priming with
compounds NaHS, Na>SeOs and Na>SeOs+NaHS on the physiological properties on three
cultivars of wheatgrass grown at 10, 20 i 30 °C. The content of vitamin C, proline, dry matter
and the degree of lipid peroxidation was analyzed. Cultivar Katarina showed the greatest effect
of the combination of Na,SeO4and NaHS on vitamin C and proline content. The highest degree
of lipid peroxidation was determined in the control plants whose seeds were primed in water
and sprouted at 20 °C. In comparison to 10 and 20 °C, the highest applied temperature (30 °C)
resulted with a significantly lower dry matter content. At 10 °C, a significantly higher content
of vitamin C was determined in all three cultivars. Significant differences in response to
individual treatment variants were determined, which indicates a genetic specificity in the
physiological response to selenium, hydrogen sulfide and the growing temperature of wheat

grass.
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10. POPIS TABLICA

Tablica 1. Sadrzaj vitamina C (mg vitamin C/100 g svjeze tvari) kod tri sorte pSeni¢ne trave
(Katarina, Osjecka 20, Super Zitarka), ovisno o predsjetvenom tretmanu sjemena (H20, NaHS,
Na2SeOs i Na2SeO4+NaHS) te uzgoju pri 10, 20 i 30 °C. (Stranica 21)

Tablica 2. Stupanj lipidne peroksidacije (TBARS) (nmol/g svjeze tvari), kod tri sorte pSeni¢ne
trave (Katarina, Osjecka 20, Super Zitarka), ovisno o predsjetvenom tretmanu sjemena (H20,
NaHS, NaxSeOs i NaxSeO4+NaHS) te uzgoju pri 10, 20 i 30 °C. (Stranica 23)

Tablica 3. Sadrzaj prolina (Umol/g svjeze tvari) kod tri sorte pSeni¢ne trave (Katarina, Osjecka
20, Super Zitarka), ovisno o predsjetvenom tretmanu sjemena (H20, NaHS, Na,SeOs i
Na>SeO4+NaHS) te uzgoju pri 10, 20 i 30 °C. (Stranica 25)

Tablica 4. Sadrzaj suhe tvari (%) kod tri sorte pSeni¢ne trave (Katarina, Osjecka 20, Super
Zitarka), ovisno o predsjetvenom tretmanu sjemena (H20, NaHS, Na2SeO4 i NaSeO4+NaHS)

te uzgoju pri 10, 201 30 °C. (Stranica 27)
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11. POPIS SLIKA
Slika 1. Koncentracija selena u pSenici koja je uzgajana na dvije lokacije u Juznoj Australiji,
2002. Selen je dodan kao natrijev selenat u tlo ili folijarno nakon cvatnje. Pokus je izveden u

Cetiri ponavljanja. (Izvor: Lyons i sur., 2005.) (Stranica 6)

Slika 2. Povecana aktivnost enzima askorbat peroksidaze (APX) ovisne o koli¢ini apliciranog

selena (lzvor: Larai sur., 2019.) (Stranica 7)

Slika 3. Shematski prikaz asimilacije selena u mezofilnim biljnim stanicama. Crveni tekst i
strelice ukazaju na procese hiperakumulacije Se. Sultr sulfat/selenat transporteri, adenozin
fosfoselenat (APSe), GSH glutation, serin acetiltransferaza(SAT), O-acetilserin (OAS),
selenocistein (SeCys), O-fosfohomoserin (OPH), selenometionin (SeMet), metilmetionin
metiltransferaza(MMT), dimetilselenoproprionat (DMSeP), dimetildiselenid (DMDSe),
selenocistein metiltransferaza (SMT). (Izvor: Pilon-Smits i sur.,2017.) (Stranica 9)

Slika 4. Sadrzaj MDA u svjezoj tvari pSenice pri razli¢itim Se tretmanima. (Izvor: Chu i sur.,
2009.) (Stranica 11)

Slika 5. Sadrzaj prolina u svjezoj tvari pSenice pri razli¢itim Se tretmanima. (Izvor: Chu i sur.,

2009.) (Stranica 11)
Slika 6. Metabolizam sumporovodika u biljkama (Izvor: Abrol i Ahmad, 2003.) (Stranica 15)
Slika 7. Imbibicija sjemena psenice s dH20, Na>SeOs, NaHS i Na;SeOs+ NaHS. (Stranica 16)

Slika 8. PSenicna trava u klima komori tijekom treceg seta pokusa; nakon promjene temperature
na 30 °C. (Stranica 17)

Slika 9. Ekstrakcija prolina pomoc¢u toluena. (Stranica 19)
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12. POPIS GRAFIKONA
Grafikon 1. Utjecaj temperature i varijante osmoprimiranja sjemena na sadrzaj vitamina C

(mg/100g FW) u lis¢u pSenicne trave sorte sorte Katarina. (Stranica 29)

Grafikon 2. Utjecaj temperature i varijante osmoprimiranja sjemena na sadrzaj vitamina C

(mg/100g FW) u lis¢u pSenicne trave sorte sorte Osjecka 20. (Stranica 30)

Grafikon 3. Utjecaj temperature i varijante osmoprimiranja sjemena na sadrzaj vitamina C

(mg/100g FW) u lis¢u pSenicne trave sorte Super zitarka. (Stranica 30)

Grafikon 4. Utjecaj temperature i varijante osmoprimiranja sjemena na stupanj lipidne

peroksidacije (nmol/kg FW) u lis¢u pSeni¢ne trave kod sorte Katarina. (Stranica 31)

Grafikon 5. Utjecaj temperature i varijante osmoprimiranja sjemena na stupanj lipidne
peroksidacije (nmol/kg FW) u lis¢u pSeni¢ne trave kod sorte Osjecka 20. (Stranica 32)

Grafikon 6. Utjecaj temperature i varijante osmoprimiranja sjemena na stupanj lipidne
peroksidacije (nmol/kg FW) u lis¢u pSeni¢ne trave kod sorte Super Zitarka. (Stranica 32)

Grafikon 7. Utjecaj temperature i varijante osmoprimiranja sjemena na sadrzaj prolina (umol/g

FW) u lis¢u pSeni¢ne trave kod sorte Katarina. (Stranica 33)

Grafikon 8. Utjecaj temperature i varijante osmoprimiranja sjemena na sadrzaj prolina (umol/g

FW) u lis¢u pSeniéne trave kod sorte Osjecka 20. (Stranica 34)

Grafikon 9. Utjecaj temperature i varijante osmoprimiranja sjemena na sadrzaj prolina (umol/g

FW) u lis¢u pSeniéne trave kod sorte Super zitarka. (Stranica 34)

Grafikon 10. Utjecaj temperature i varijante osmoprimiranja sjemena na sadrzaj suhe tvari (%)

u lis¢u pSeni¢ne trave kod sorte Katarina. (Stranica 35)

Grafikon 11. Utjecaj temperature i varijante osmoprimiranja sjemena na sadrzaj suhe tvari (%)

u lis¢u pSeniéne trave kod sorte Osjecka 20. (Stranica 36)

Grafikon 12. Utjecaj temperature i varijante osmoprimiranja sjemena na sadrzaj suhe tvari (%)

u lis¢u pSeniéne trave kod sorte Super zitarka. (Stranica 36)
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