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1.UVvOD



1.2 5D]YRM L JUDYD VMHPHQNH

Sjemenka se razvija sjemenog zametka nakon oplodnje, a predstavlja mladu biljku u
latentnom stanju. Sastoji se od: klice (embrijf)UDQMLYRJ RVQRYQRJIQYVYWDQLpPpN
sjemene lupine ili ljuské&este)(Crang isu;, 2018 .OLFD LOL HPEU Ldgndrike QDM Y D«
L QDOD]JL VH X HQGRVSHUPX D WKirh¥%eé safojMbedng iIRSIDRYHQH R
Y L &upki(kotiledona) klicinog korjH Q piklicDQRJ L]GDQND QD pLMHPRMH YUKX
Hipokotil predstavljadonji VW D E O M L N D \sWpki i @até&kokjéipHL Db iznad supki
WRPQLMH L]PHYX VXSN Lsd ekotydok jeGkuiyg e RN peyib fistokdicin
S X' S R (pMnpulay Endosperm opskrbljujklicu i mladu biljku hranjivimtvarima a nastaje
VSDMDQMHP MH]JUH VSHUPLMD VD GYLNGang R<pPA0OTPH MH]I U
Hranjive tvari, umjesto u endospermu, mojRG VMHPHQNL QHNLKbWYUVWD S
pohranjene u supkant@ endosperma nemiifich-Savage LeubnerMetzger,2006) Sjemena
OXSLQD awLWL VMHP & Qekt¥e iRVG|Q §fevh@rieg Mammetk@dtegumenta)
UQXwbuU VMHPHQH OXSLQH QDOD]H VH ®sdehferkenvd [CM@ML GD M
sur,201§. 7T DNRYWWHPHQD OXSLQD VS U Kjefebk&kdntrdlvadjehbDutaskaN O L M D C
vode u sjemenku, a pip H Pdélazi do njezinogbubrenjai GR KLGUROL]H VORAHQLK
spojeva na jednostavnigpojevekoje klica upijia 8SLMDQMHP YRGH |]DSRPLQMH ¢
sjemenkeu trenutku kadaotencijal rast&lice PR aH V Dot@ild BW XK abD VMHPHQD OX
(Debeaujon sur, 2007).

1.2 Klijanje

Klijanje (germinacja)M H DNWLYQL UDVW NOLFH NRML NDR aWR N
vode u sjemenkka NRMD GRYRGL GR KLGUROL]H VORG&poEEK RUJIDQ
6YLMHWORVPHYHXKWIHPHEENHY WDPQRYVPH yirépusnie SuQzaP VMHF
YRGX Aa4WR MH SRYH]DQ Relheavjol sLa,12P0N. ®add [ @dteHdRal rasta
kice GRYROMDQ GD VYODGD RWSR,\doNMAR NbXnjezinog pDcanjtd PH QD
izbijanja N R U MaH{l&.pradicula) koji ]DSRPLQMH XSLMDW Ltvarim& % ¢ PLQHU
diferencira u glavni korijen. Vanjski uvjeti potrebni da sjemenka pmkdisu zrak, voda,
povoljna temperatura, prisutnost ddsutnostsvjetlosti, a unutarnji sadrava i ne prestara

sjemenka (Crang i syr2018.

Klijanje se sastoji otri faze (Finkelstein2010)

X Imbibicija vode



x Lag(plato) faza

X Rast i razvoklijanca

1.2.1. Imbibicija vode
Imbibicia YRGH MH PHKDQLpPpNL S U R MaZdiRadsorRi) @deD ] X P LM H
usiemeku RGQRVQR EU]JR SRY H (Fihkgktéin, Q0A6).|ReQ VodE pracek klijanja
QLMH PRJXU LD NMaRpodjjuyebbddanakdikrosva tkivasjemenle (Debeaujon
sur, 2007).

1.2.2. Lag (plato) faza
U drugoj fazi klijanjadolazi do vrlomalih promjenau masisjemenkepa seonazove
period platoa ili lag faa. Tijekom ove faze sjemenka se priprema za daljnji radgzddo
mobilizacije rezervi hrane,razvijagju seenzimi te PHWDEROLPNL VXVWDY SRW!I
(Finkelstein, 2010).

1.2.3 Rast i razvoj klijanca

8 WUHURM ID]JL NOLMDQMD S RigsRa¥ddéRX G\RVDHDH H GBNRX SRUYLH [i
GROD]L GR L]G ¥ah puoapjydpenieahifreld endosperma) i izbijanja (protruzije)
N R U M KF@¢hSaeage i Leubnevletzger, 2006)Rezermahralm NRMD VH VNODGLaWL .
sjemenkeV O X &L iiladedijkeVikljanca) D SULMH QGuaBRJ AWK Bl KUDQD L\
mlade biljkepostajusposobne same sintetizirati vlastitu hraruD GQMD ID]D MH NULWL]
UDJ]YRMX ELOMNH MHU UD]OLPpLWL pLPEHQLFL PRJX SRWD
(Finkelstein, 201 Slika 1 prikazuje dijelove klijanca.

supke

hipokotil

sjemena lupina

I

korjenci¢

Slikal.*UDyD NOLMDQFD



1.3 yLPEHQLFL NRMijaneWMHpX QD

YLPEHQLFL NRML XaMehrkp(LRIB ONMO VM DAQIM KM Q XWUD&aQMH L °
PLPEHQLFL RGQRVH VH QD N D (u.Nuvrkabthostywijdbithoshdiedd VM H P H
QDMYDAaQLML Y DvQdd eMperdtirRzEakl Rikilk lsvjetlostte prisutnostsoli (npr.
nitrata) i spojea NRML PRJX LPDWL [QaelBkermaipMAnthiSaxdge QeDdder
Metzger,2006).

1.3.1 Voda

Sve sjemenke za imbibiciju i rast zahtijevdovoljnu N R QulvpdeQVH Y(HHILQ D QMLK
dobro NOLMDWL L X XYMHWLPD SdoK N Reki ljen@ghkaM&Rk OthkvinQ H Y R (
uvjetima inhibirano klijanjebog smanjene propusnosti sjemene ovojnice za kigilanjem

vode sjemenka bubri te savladava prvu prepreku za ras{Rliadbeer1989.

1.3.2. Temperatura

=D SURFHVY NOLMDQMD YDaDQ pLPEHQLN MH L WHPSHUD
SUDJD PLQLPXP RSWLPXP L PDNVLPXP 3UL PLQLPXPX L PD
QHUH GRUL GR UDVWD HPEULMBr&keey1P88)URFHY NOLMDQMD S

1.3.3.Zrak

KLVLN MH WDNRYHU ELWMQ L|QUIPZAHQeBIXINaOjzahije®av D
RGUHNHR@ILYLQLND WH GH iPSOURWH VMWW H SN L QHGRYROMQLP
GUXJH VWUDQH QHNH VMHPHQNH LSDN ERQOaMWHRNCH. I8 R VSHHQ
odnosi na sjemenke koje Kliju ispod volencentracijaigljikovog dioksidaY H ddptimalne

smanjujeklijanje gemenki Bewley i Black,1982).

1.3.4. Svjetlost

Prisutnost svjetlostP RaH SRWDNQXWL kl@ahjaRdp )B SR ddeRiB4HR F H V
dormannosti Dormatnost MH RVRELQD VMHPHQNL NRMD LP RPRJIJXUXMI
u povoljnim uvjetima za klijanjeNeke biljke mogu proklijati u uvjetima bez svjetlosti uz
GRYROMQ@X NROLpPLQX , YrRtSpdputdotkviceXX REV WUNDHDIR QLV X RV M|
svjetlost, DOL X VWUHVQLP XYMHWLPD NDR aWR VX XYM&AHAWL RVP
svietlost L NOLMDQMH LP VH PRAMDWRIRAMIFWI REP NOLMDQMD |
PDQLSXOLUDWL GXOM LULReRIBy LBI6CR A9BQRVWL VYMHWO X



1.3.5.Slanost tla
Soli su WDNRYHU YDA&DQ b lpREHQ XM MHADM RWLRVL R NRQF
koncentracija sol{manja od optimalne)S U R G XMdrxantdost sjemenkilok koncentracija
v H (oD optimalne ometa klijanjesmanjujeklijavostsjemenkizbog S R V O M Igubitkp @bRe]
uslijed SR Y H uriakupjdnja soli oko korijena biljk€lohnson i Puthur, 2021).

1.4. Predtretman sjemenki

PredtretmanV MHPHQNL MH WHKQLND NRMRP syehheikbnd,Lay LU D M X
NDNR EL VH nfihBva Rij@vesi Prinferice, pR Ydvdi sesinteza proteina i proizvodnja
ATP-a, dolazi donakupljanjasterola i fosfolipida te aktivacije antioksidativnih nagizama.
Tehnike predtretiranja sjemena su hidriranje, osmokondicionirgog@moprimiranje)
matrikondicioniranje, predtretiranje E L R O R arBdstvimaV kemijskim sredstvima i
temperaturom, a izbor ovisi o biljnoj vrskao i o PRUIRORANLP NDtd fizildgii ULV WLN

sjemena (Paparella i su2015.

1.4.1. Hidriranje

Hidriranje je najstarijametoda predtretiranja, podrazumijeva predtretmasjemenki
destiliranom vodom(potapanje sjemenki vodu V. LOL EH] S URri gfimalivop Q M D
temperaturi RELPQ@R ¢ WH VH QH NRULYV WdhredlliR OdtalR netddaiaR X XV
(Paparella i sur., 2015)

1.4.2. Osmoprimiranje

Namakanje sjemenki u otopini niskog osmotskog potencijala karakteristika je
osmoprimiranja & LOM RYH WHKQLNH MH SURGXAaLWL SRWUHEQR YL
progresivno nakupljanjeeaktivnih kisikovih spojevate oksidaciju membranskih ligg,
SURWHLQD L QXNOHLQVNLK Nprivhie0ja QD M pdd kB ssMidRsktl QM H R
sredstvokorist SROLHWLOHQJOLNRO 3(* UDsph bdirijaVmagn&ziRa HN X O V
kalija te organske molekuf@putmanitohki glicerola. NedostacioveVHKQLNH VX YLVRNL \
i upitna sigurnost odlaganja osmotskog sredstva pa je kao alternedizajeno
matrikondicioniranjgengl. solid matrix priming. =D RYX WHKQLNX SRWUHEDQ MI
ili anorganski materijal prikladnih svojstava kako bogao kontrolirati ulaz vode (Paparella i
sur., 2015)



SUHGWUHWLUDQMH ELRORANLP L NHPLMVNLP VUHGVWY
% LRSULPLUD Q Madatak No©daktk/pilX vhblek@a(npr. fitohormona poput

salicilne, apscizinske ili giberelinske kiseline)nikroorganizama(npr. Trichodermaspp.,
Enterobactespp.,Pseudomonaspp.i Bacillusspp) X WHN X UL L O Lsasjgriemdmd D WH U L N
Dodatak mikroorganizamaSREROMAaDYD UDVW L SURGXNFLMX ILWRK
VLQHUJLVWLpPNRI GWHORDNQKR MDL JXMRFLLL ]DaWlbwinOH VMHP
za predtretiranje dodaje d@o dezinficijensnatrijev hipoklorit (NaOCl)ili NORURa¥r RGLpPpQ
kiselina, WH U Dfu@dicfll Wdesticidi (kemoprimiranje) Osim kemijskih spojevaza
dezinfekciju sjemenkkoriste se iprirodni spojeviNRML SRVMHGXMX D@QMMMLPLNUR
U D] i lHW W Wiliah 6¥dalsk kiselinai biljni h ekstraleta (Paparella i sur., 2015).

1.4.4. Predtretiranje temperaturom
SUHGWUHWLUDQ Mtdraoh® pekazalL WH. N D\RH RBHQORYLWD WHKQL

SREROMAaD Y Depi\voOlnidepihiskim prilikamaU pravilu su bolji rezultati klijanja

postignuti pri niskim temperaturameko se tretman pri visokim temperaturama pokazao

SULNODGQLP ]D YUVWH NRMH LQDpH NOLMX X WRSOLMLP XY

1.5. Oksidacijski stres

2NVLGDFLMVNL VWUHV MH SRMDYD X]JURNRYDQD QHUD®
kisikovih spogva (englReactive Oxygen Speciess26 L VSRVREQRVWL ELRORA&ANTF
ukloni. 526 PRJX RaWHWLW,Ipra?dhbl Ui, Rig)ikoNidr&@ed DNAAWR GRYRGL
do PXWDFLMD LQDNWLYDFLMH PHPEUDQVNLHKaHIQ@ddg,D L RNV
2003).

1.5.1. Reaktivni kisikovi spojevi

8 SURFHVX UHGXNFLMH PROHNXOH NLVLND QDVWDMX 5
QHUDGLNDOQH PROHNXOH 6ORERGQL UDGLNDOL X YDQMV
HOHNWURQD WH VX YLVRNR UHDNWLYQL XSUDSIbBodhERJ WH &
UDGLNDOL QDVWDMX IL]JLROR&ANLP SURFHVICABQdRFRRI SRVOMI
fagocitozite neenzimskih reakcija kisika s organskim spojev{ioabo i sur, 2010. Osimu
ILILROR&ANLP SURFHVLPD 526 QDVWDNMD INB5RVADWNRQWXXV G bR AFE
]UD b H Q\WHHE N L SupevelBianianioradikal 12 KLGURNVLOQL UDGLNDO f
peroksid (HO») su tri glavne vrste RO&irben i sur., 2012).



1.5.2. Obrana od oksidacijskog stresa

Antioksidansi sumolekuk koje mogu QHXWUDOL]JLUDWL YL &DNs MORBR G/Q
njihove ODQp D QH tekelmaNF ONMHLQ RGXSULMHWL PN VWo@IDbELMVNRP
U D] OhidirefNkeHi hidrofobre molekule a antioksidansi prisutni u biljkama su uglavnom
hLGURILOQL $QWLRNVLGDFLMVNL VX \pWrarvu knidoReioeRijigk Q WH V
obranu koja ometa stvaranje RG®kundarnu koja nastoji neutralizirati slobodne radikale i
VS UL Mihbpe DROMQMH O DR teifaidu koih DN MMDHR AWHUHQH PDNURF
(Haida i Hakiman2019.

Antioksidansi semogu podijeliti naenzimslke i neenzimsk antioksidans. Enzimski
antiRNVLGDQVL LPDMX WRPQR RGUH dékneenzikskvigl ko QD NR
specijalizirani Superoksid dismutaza, katalazaglutation peroksidaza spadaju u skupinu
enzimskihantioksidansadokn H H Q ] L P V,Nkmjeidic®,pblifenoli, flavonoidi, vitamin C i
$OLSRLPpQD NLVHOLQD KLGURILOQL WibikNdnh RMEPQRLGL W
(hidrofobni) (Haida i Hakiman2019.

1.5.3. Glutation

*OXWDWLRQ MH QDMYD&QLML nipldktlgkpnase(RotmBnQ SUi, RNV L G L
2009) i najzastupljeniji neproteinski tiol u eukariotskim stanicafm oPRJXUXMH
detoksfikaciju egzogem K L HQGRJIJHQLK WYDUImrdasRiD XORYRMX VR®QAI
VWDQLpQHteFeWPEAMPD K VLQWH]L SURWH LBQIDHU-RetBlevska Q VN LK |
i sur, 2006). -R4 MHGDQ QDpLQ QD NRML JOXWiB VedikRrgnjedWW LWL V'
antioksidansa dobivenih iz prehramngamina C(askorbinske kiseling)E ( $tokoferola)

Glutation je tripeptid koju svom sastavW DGU &L JOLFLQ infku¥is¢llmL Q L JO X
Sulfhidrilna skupira i 6 + cisteina sudjeluje u reakcijamredukcije i konjugacije koje su
YDAQH ]D XNODQMDQMH S KForRahViLsarD2009).NOVishQ B BjeRnd L N D
prisutnosti/odsutnosti,qpavljuje seu dva stanjareduciranom (GSH oksidiranom (GSSG).
Oksidirani glutation su zapravo i molekde glutationa povezamprekoatomasumpora. U
stanicama s@glutation XJODYQRP QDOD]JL X UHGXFLUDQRP REOLNX L
ELWDQ MH R P Mrakderj@dikaxXO@jar SH/GSSG > 100 prisutan je u zdravim
stanicama u mirovanju, a kadsidaijskog stresa taj omjer pada na 1 do(Fizzorng 2014).
Prilikom doniranja elektrona slobodnim radikalima, sama sulfhidrilna skupina postaje reaktivha
WH UHDJLUD V GUXJRP PROHNXO R FEnzbn-gl@&afianrgddiata QzD VW D M |
NADPH omogX i XMH UHJHQHUDFLMX RNVLGLUDQRJ *66* X UHGXFI



Glutaton u ELOMNDPD VOXaL NDR JODYQL VSUHPLAQL L W
reduciranog sumpora te je ujedno i multifunkcionalni metafbictor i sur., 2002).

1.5.4. Polifenoli

SROLIHQROL VX ELOMQL VHNXQGDUQL PHWRHOR®OLWL SR
kiseline, flavonoi@, tanirei stibere *UDVYHQL VX RG MHGQRJ LOL YL&H DL
MHGQRP LOL YLA&H KLGURNVLOQLK VNXSL@dterij® §livic®Q RVH ]D:
insekata)e posjedujuD QW LR NV L G DL@/il 3uQ RO20p LQD N

JODYRQRLGL VX QDM]DVWXSOMHQLML PHWDEROLWL L] V

XJOMLNRYLK DWRPD U DYV SR306)yknQ arttioksidaHsmogs tjafonakl QD &

QD VO M H G RhatenjérDsppbhd@mih radikalkeliranjem metalnih katalizatora (Fe, Cu, Zn,
Mg), redukcijom alfatokoferoksi radikala aktivacijom antioksidacijskih enzimianhibicijom

oksidaza (Heim i sur2002).

1.6. Bakar

%DNDU MH PLNURHOHPHQW NRML LPD ]QDpDMQX XORJX
sudjeluje u procesima metabolizma i rasta starfictsintezi (kao sastavnidio proteina
plastocijanina)sintezi klorofilate u biokemijskim procesima kao kofaktor enzimaog svoje
PRIXUQRVWL SULPDQ M D, dasugjsiufe Xuaalk RrQnskbm it @anhspbirivochRaQc u
mitohondrijimate neutralizira oksidajski stres u bilkamaEXG XuL GD MH VWUXNWXI
metaloproteina koji sudjeluju u oksidativnom odgovdduprirodi se javlja u dva valentna
stanja, jednovalentnom (+1)GYRYDOHQWQRP -HGQRYDOHQWQL EDN
tiolnom ili tioeterskomskupinom a dvovaéntni prvenstveno na onkoje u svojoj strukturi
imaju kisik ili imidazol (Mir i sur., 2021)

UNRQFHQWUDFLMDPD békatM.I? W AWML BRI GRY HVWL GR QL
reaktivnih kisikovih spojevaSharma sur., 2019. Ovisno o biljci, optimalne kone#racije za
UDVW ELOMNH NUH XY W HKdiRedaatraciegRG —GR D —J J PRJX ELWL
(Kumar i sur., 2021)NjegovsX YDA RPHWD YDAQH IL]LROR &MNahjuRURFHVH
fotosintezu,mijenja membranski integritetenzimsku aktivnoste takoometa Klijanje i rast
biljke (Shabbir sur, 2020) Uglavhom senakupljau korjenuodakle se prenosi u izdankega
smanyje rastkorijenai proliferaciju NR UL MH Q R YKukard 6u,pA0FI¥Vbog dvojne
XORJH EDNUD X E L@dgavdbéhizostaadd XdblgDl WMIHAHWR VX SULND]DQ]
bakra na biljku ovisno @jegovojpreniskoj/previsokokoncentraciji(Mir i sur., 2021). Neki



HQJLPVNL L QHHQJLPVNL DQpéokesiN WisndudLa V glutstDriRpeidksiRiaxax
odnosngglutation,askorbinska kiselina, fenoli, tokoferol i fitokelatmiogu neutralizirati ROS
LID]YDQH WRNVLpQLP GR]DPD EDNUD .XPDU L VXU

Tablica 1. 8pLFQ. QH G RV W DhaKxaDhalbiljkogWirLi 8,202

NEDOSTATAK BAKRA 689,4a%. %$.59%
X Usporerrazvoj X Smanjen sveukupni rast i
X Smanjen rast korijena razvoj
X Smanjeno stvaranje plodova X Smanjen rast korijena
x Kloroza i nekroza X Smanjena apsorpcija nutrijeng

X Smanjena fotosinteza i aktivnost enzima x Klorozai nekroza

X 3BRUHPHUHQD VLQWH]D S X Inhibicija fotosinteze i
smanjena produkcija pigmata

X PoM D pdih@Za sekundarnih
metabolita fitokelatina*

X 3BRMDpDQD DQWLR
aktivnost

X NakupljanjeROS

X 3 R M D [pldfaper@ksidacija
(povi &na razina
malondialdehidgMDA) i
reaktivnih spojeva tiobarbiturn
kiseline (TBARS))

YJLWRNHODWLQL VX SHSWLGL ERJDWL FLVWHLQRP NRML VH VLQWHWL]L
SRSXW NDGPLMD EDN UeBsudieluip N Blihoddj Kethciji dBtax&fikagiji (Liu i sur., 2015




1.7.Globularia alypumL.

%RWDQLpPpND RELOMHAMD

Globularia alypum L. (hrvatski naziv: grmasta glavulja) predstavniga roda
GlobulariaL. (Plantaginaceae pLMH VX SULSDGQLFH UDsré&larennhdim) D Q M H (
SRGUBRMGUXPpMX VMHYHUQH $ InaBISkémListokd &/Qagenit, 2608 W H
UDVWX QDMpHaUH QD RWYRUHQLP PMHVWLPD WRpPQLMH
NDPHQMDUL kria. WL HE8/BxskQymazéena vistd DVWH QD NRQDYRVNRP SRG
X JRWRYR XJURAHIMH .YBijkaWekrimzeleni polugrm ili grm visine do 60 cm.
6WDEOMLND MH VYLMHWORVLY RV P Heghut& KRavblhinmograRckRreaH E L W L
LLVWRYL VX MRWDWRWONYH GR SODYLpDVWR JHOHQH ERMH
ORJX ELWL pLWDYL Lamé vihuGuwin 16R) VOUU UX@L SODYLpDVWL U
FYMHWRYL VPMHAWHQL VX WHUPLQRBIRL M HRQH Wik B VMDLDPY L
EUDNWHMDPD WUHSDYLPpDVWR GODNDYRJ, XX]JEP X &Y B WRIONHHC

(.XaDQ ). Globularia alypumprikazana je na Slici 2.

Slika 2. Globularia alypumL. (izvor: powo.science.kew.org)

(WQRERWDQLpND L NRPHUFLMDOQD SULPMHQD

%LOMNH VH RG MRa RG GDYQLK YUHPHQD NRULVWH X S
WDNR L GDQDV PQRJL RNUHUX WUDGLFLRQDOQLP L]JYRULPLEL
medicine Vrsta G. alypum MHGQD MH RG QDMYDAQLMLK OMHNRYLWL
WUDGLFLRQDOQRM PHGLFLQL $0aLUD 2VLP NDR DQWLGLMD
i NRG XULQDUQH LQNRQWL Q HA3RAUMItsul 2@ R/BMarndkeBe RdoN R AR P
antidijabetik primjenjuje dekokt listovaa njime VH OLMHpH L EROHVWt PRNUD
probavne smetnje, dok se eksterno primjenjuje kod opeklina i za zacjeljivanje rana u obliku
obloga i prahgSaadi i sur, 2013. 7T DNRyYyHU S Wd Kad/ditEstw Xshhtdilans, antiseptik,
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DQWLPLNRWLN NRG pLUD QD &HOXFX L. N RiQdptingeHileS OD]P L
kod U D] O lupdlnii Istiinjgpoput gastritis, metritisa, vaginitisa i dematitisate psorijaze
ekcema(El-Mokasabi, 2014)

'DQDV VH QD WUALAWX PRJX QDUL NR]JPHWLpPNL SULSUDY
SURWXXSDOQR L QDPLMHQMHQL VX RVMHWO MtikaBiilsINRAL K\
]D XSDOMHQX NWR@attatyDeth@u mydhelle.con

%LRORANL XpLQFL

JULAPpLU. (2022)X &1 ispitali  antidijabet p, N frotuug@ni, antioksidativni,
DQWLEDNWHULMVNL Lgin@sie glsvDIj@, B iddbiRehH € lltpdduipicuijeginu
primjenu uljekovite L NR]JPHWLpPpNH VY (2620) pokdzalida Ha grmaXtd) glavid
PRAaH LPDWL SR]JLWLYQR G M HoR BUKbBIi) Msdr. QOLIN]DQWVOWIX$DR PLME
navedena vrstpogedue SRWHQFLMDO X OLMHpPHQMX WXEHUNXOR]H D
Ekstrakt cvjetova i listova vrsteG. alypum pokazdéi su inhibitorno djelovanje na
ciklooksigenaztl i acetilkolinesterazu te antioksidativrX p L @APMEssisOuchhemoukh
sur., 2014).

$QWLRNVLGDWLYQL XpLQDN

VrstaG. alypumSRVMHGXMH DQWLRNVLGDWLYQL Xrpui@ DN &WR
LVWUDALW® QiIjMaLSDIE UAL YHOLNX NROLPLQX DQWLRNVLGDQVD
neutralizaciji slobodnih radikala i suzbijanju oksidacijskog stres@ QDYHGHQL XpLQD
NDMYL4AH RGJRYRUQLEDGQBDKQLIWGRMGIYK VSRMHmastgjQDWQR
glavulji u ugporedbi s drugim biljkama koje se koriste u narodnoj medicini u istim indikacijama
(AmessisOuchhemoukh i sur., 2014)

Asraoui i sur(2021)odredili su antioksidativni potencijaoi VD GUaDM XNXSQLK |
i flavonoidaetil acetatnih i kloroformskilkkstralata listovavrsteG. alypumDobivenirezultati
VX SRND]DOL GD HWLO DFHWDWQL HNVWUDNWL VDGU&H YH
antioksidativni potencijal okloroformskih ekstraéta. ) U L & p L {2022y D N R igpitlval/ X
antioksidativnipotencijalnavedene vrste dobiveni rezultati su potvrddiobarantioksidativni
X b L @é&aholnih ekstrakata nadzemnih dijelavBPPH testu (I65= 17,25 J P). EsSafi
i sur. (2007) VX WDNRYHU SRND]DOL YLVRN metandlvhlekstiakta GDW LY (
nadzemnih dijelovarsteG. alypunu uvjetimainvitto 8 SURYHGHQRPndteiéliuD AL YD Q
DPPH tesh pokaalo se GD QDMYLaAL DQWLRNYVLGBWhbidiphzaR WHQF L N

feniletanoidj dok su iridoidi pokazali umjerenu antioksidativhu aktivnosmtioksidativni
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XPLQDN X iXWith IB\W WPRIM™M BLRORANLP VXVWDYLPD QD VWDQLF
sur., 2012)e QD SOD]PL L HULW U RsBualithli Bub, POLGPENNEXi | SR (R009)

LVSLWLYDOL VX KLSRJOLN H Pvsk®. KlzpumD Q VGLLRNDVELH/DI INYL @ L& X\
8RPHQR MH SRYHUDQMH UHGXFLUD QR JiAWDNRDWR RIQD X RAHVD
MH L SRYHUDQMH DNWLYQRVWL HQJLPVNLK DQWLRNVLGDQV
VXSHURNVLG GLVPXWD]H X MHWUL PLALUGLPD L EXEUHJX JC

te glutation reduktaze i katalaze u jetri i bugure

1.8 RaphanussativusL.
1.8.1 %RWDQLpND RELOMHAMD

Rotkvica Raphanus sativu4 SULSDGD SR UMB@ssikcacdddp\spadaal F D
NRUMHQDVWH ELOMNH pLMD ERMDGUYRpPMBN DS RG UXPRXRS PHWR
XJODYQRP ELMHOH ERMH D X (XURSL MH XREWEDMHQR FUY
RaphanusGROD]L IR @ LIN#f(plizo i phainomai(pojaviti se)zbog brze klijavosti.
Rotkvica(Slika3) MH MHGQRJRGLAQMD LOLRDYRDOGBEOQNWVMD LE L OMNDID |
koji prelazi u pravi korijena na njemuse nalazi i stabljika §stovima urozet. Listovi su
nepravilnonazubljenii podijelieni Q D U H AQujetelivdd skupljeni u uspravne cvatove
visine do 90 cm2FYLMHUH MH VDH\WABMabEHIQ-RWR GL B XM HIOH WOIL G F
SMMHWOROMXBIOFRDG/ WH OODWI N Ekal(pdwvd.sc@rizs\kBw Ny P X &

Rotkvica se odlikue YHOLNLP QXWULWLYQLP L OMHNRYLWLP
VHNXQGDUQLP PHWDEROLWLPD NDR aWR VXMarvxikan]iLQRODW
sur.,2019) 8SUDYR ]JERJ WRJD VH XSR \Woba [elsiljM Dbl za pakésP VY LM |
klijanja jer njezine sjemenkérzo kliju WH LPD SRYHUDQ NRULMHQ L KLSRNR

GDOMQMD (Kenjéuadisiry B0gM D

Slika 3. RaphanusativusL. (izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki
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Grmasta glavuljaGlobularia alypumL.) je vazdazelena trajnica koja pripada porodici
PlantaginaceaeL UD&LUHQD MH QD FLMHORP SRGUXpMX OHGLYV
DQWLGLMDEHWLpPpNRP ODNVDWIiwiRRFG MSHKORDPWQMIRBDIGD QW
metabolitepoput polifenola i flavonoid&oji kao antioksidansiPRJX QHXWUDOL]JLUDW
X b L @dbétnih radikala

&LOM RYRJ UDGD ELR MH wWsfe@ hyEuida pacdméeiverkifayddti H N V W U
sjemenkirotkvice RaphanussativusL.) i razinuneenzimsk antioksidang, ukupnih fenola i
reduciranog glutationau klijancima rotkvice koji SUELOL L]JORAHQL RNVLGDFLM\
SULVXWQRVWL VXYLAND LRQD EDNUD ,, SUHWSRVWDYND
ekstraktavrsteG. alypumGRYHVWL GR SRYH D ksidan< kead poRtvanlL K D QW
XpLQDN QD kjavashretkiitel Hvjetima oksidacijskog stresa
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3.MATERIJALI | METODE
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3.1. Materijali

3.1.1.

3.1.2.

Biljni materijal

liofilizirani metanolni ekstrakt nadzemnih dijelovavrste Globularia alypum L.
(Konavoske stijene, 293. 2015.) pripremljen Soxhlet ekstrakcijom 219. 2015.i
pohranjenna f &

sjemenke rotkvicdRaphanus sativug VRUWD A& KM BgakavaitH®O O H 3
Sementi SpAPergine Valdarndtalija; distributer MKOM, Zagreb, Hrvatska)

Kemikalije

bakrov(ll) sulfat, CuS@p.a ° (Kemika,Zagreb, Hrvatska

destilirana voda

dikalijev hidrogenfosfatK,HPQs, p.a.(lachr 1HU 1HUDWRYLFH yH&ND

etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sig@hemical Co, St. Louis, SAD)

Folin-Ciocalteuov reagen&émika Zagreb, Hrvatska)

galna kiselina98 %(Acros Organics(eel,Belgija)

kalijev dihidrogenfosfatKH-PQy, p.a.(Lach 1HU 1HUDWRYLFH yHA&aND

metanol, CHOH, p.a.(Carlo ErbaEmmendingen1 MHPDpND

natrijev karbonat dekahidrdfiaeCOz 1 40, p.a.(Kemikg Zagreb, Hrvatska)
fitiobis-2-nitrobenzojeakiselina, DTNB (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD)

trikloroctena kiselinaTCA, p.a.(L,achNer 1HUDWRY)LFH yHAaND

3.1.3. Oprema

automatskenikropipete Gilson, Middleton, SAD

centrifuga,Ohaus) URQW LHU 2KDXV *UHLIHQVHH AYLFDUVN
ODERUDWRULMVNR SRVXyH WILW P NOH QB PR HH WL R GFRVDHK
AWDSLU HSU X YHiljere zddlidg Kvarbnid kiveta mikrokiveta, metalna

pincetai & S D \igotcdlBnski tarionik s pistilom

PDJQHWVND PLMHaD OWkdg, Wefthéing ONd wRHD @WDU UH

PLMH a atdi)D Heidolph Reax top Heidolph Instruments, Schwabach,
IMHPDpPpND
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pH metar Mettler ToledoF20(Mettler Toledg Zagreb, Hrvatska

- SRWURAaQ [(fillempwpid BdstduddWe pipete, Eppendorf epruvete, Falcon epruvete,

V W D Q L. perbafilin@IDmirijska folija)

SUHFL]QD DQDOLWLpPpND YDJD 3% "HOWRsA®HDQJH OHWMW
suhi sterilizator TMA (Termomedicinski aparati, Dugo selo, Hrvatska)

UV-Vis spektrofotomedr, T70 (PG Instruments Ltd, ltierworth, UK)

3.2 Metode
3.2.1 Preliminarni pokus |D RGUHYLYDQMH SULNODGQ& RuSORIQFHQWU
otopina ekstrakta G. alypum

Priprema otopin€uSQ,

OtopinaCuSQ pripremjena jevaganjem M32 gCuSQ u staklenojp D @&taplanjem u
malo destiliranevode uzkratko PLMHAaD QM H @i NPHd @ ploidnd &lkvantitativno
preresenaPasteurovom pipetora odmjernu tikvicu od 10 I Tikvica je nadopuiena
GHVWLOLUDQRP YRGRP @RSRBLQPHMX LMHUBREK i M B Q&sa 0 RV
odvage CuSQL|]UDpPpXQDWD MH S UHWIR/. FRddRalal kbnPentrd€ije otopine
CuSQ (0,01, 005, Q0025 M) priprenjenesu NDR GYRVWUXND V QUL @EANIDQU D JU
je uzeéo 5 mL prveotopinekoja jerazrijey H @ @bdomdo 10 mLL WDNR M RSiik&4.D SXWD

' X | g
c1oml &1%?/ %%‘Fﬁy

Slika 4. OtopineCuSQ U D ]| @ kgntcéntraci

Pripremaotopinaekstraktas. alypum

Otopina ekstraktarrste G. alypumpripremljera je vaganjem 250 mdiofiliziranog
metanolnogekstraktaG. alypumu epruvetiEppendorf tipa od 2 mLp H P Xdddad 1 mL
destiliranevode te je nakonkratkog P L Mhkh&® vorteksuotopinakvantitativnho prenesena
mikropipetom u odmjernu tikvicu od 5 mL kako b R Q DWR@FHQWUDFLMDL.ELOD
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Masaodvage L]UD p X Q D W brmiéim $ U H ™. PPrdostalep H Wdntkhtracijeotopine
ekstraktarrsteG. alypum(5 B priprenijenesukao deseterostruka serijska
UD]JUM tgd-t@j¢Mizetl mL SRpHWQH R W RS8ile@ Hd@stiRrvhom vodom do
oznake u odmjernoj tikviciod 10mL WDNR UHGR@BIliKdA®.d WUL SXWD

Slika 5. Otopine &strakavrsteG. alypumUD]OLpLWLK NRQFHQWUDFLN

SURYRYVHOQMH SUHOLPLQDUQRJ SRNXVD

U 10 Petrijevih zdjelica post§en je dvostruki filter papir teje u svakuod njih
S R \e@dR% sjemenki rotkvie Q D P HYy X VIRzZEnGkR Bd 1 cm. Tretmga proveden na
Q D (@& j@ jednaPetrijeva zdjelica s 25 sjemenki rotkvibda tretirana s 3,5 mL destilirane
vode, p H \&8Ubil¢ kretiranes 3,5 mLotopineCuSQ; (0,02,0,01, Q005i 0,0025 M), a preostalih
pets 3,5 mLotopine ekstrakt&. alypum(50 000, 300, 500,50 — JL)PTako pripremljene
Petrijeve zdjeliceobavijenesu parafilmom i postavljene nklijanje na prozor nasobnoj
temperaturod24 “  f, & na svakwd njih zapisan jeatum postavljanja pokusa, ime biljnog
modela i koncentracijg@rimijenjene otopineCuSQ ili ekstraktavrste G. alypum(Slika 6).
Semenke swstavljene nklijanju tijekom 3 dana, a nakon togal S D a8 Opkéhegde s filter
papirai izmjerenam MH GXOMLQD NRUM i@dana Data $Uhil KRijNriacako® D W H

GDQD VXd4HQMD QD.VREQRM WHPSHUDWXUL

Slika 6. Sjemenke rotkvice postavljene na klijandereliminarni pokus
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3.22. % LRORANL SRNXV
Priprema @05 M otopineCuSG

Za tretman sjemenki rotkvice kdiw H @,D0O5SMVHotopinaCuSQ. Pripremljena je
vaganjem M8 gCuSQ X p D & lje dtdplpdriu destiliranojvodi i nakon togavantitativno

prebap HuQpdmjernu tikvicu od 100 mL te nadopendestiliranom vodom do oznake. Masa
odvage CuSOL]JUDpPpXQDWD MH S UHWIR/. FRidmijenditopine Fakrovodl)
sulfataostavljene su hladnjaku WLMHNRP QRUOL

Pripremaotopinaekstraktai. alypum

=D SURY E{HROWENSISULUHYHQH VX RWHRSG.QatyputiN VW UD N
koncentracijes 000(c1), 500(c2) L — J(cB)/ Odvagntio je 0,125 gekstraktaG. alypum
u epruvetuEppendorf tipa,p H P Xdddah destiliranavoda teje ekstrakt otopljen uz kratko

P L M H adwteksu Otopina jepotom kvantitativngreresenautomatskommikropipetom

u odmjernu tikvicu od 25 inte nadopuena YRGRP GR R]J]QDNH pLPH MH GREL
otopina koncentracije5 —J P/ 3 UH R Kduderdratij@rifeyNHHBUkodaje uzéo

2,5 mL primarne otopine razrijey H @estiliranom vodom do oznake u odmjernoj tikvici od

25 mL.Pripremljene topineekstraktasrsteG. alypumostavljene su u hladnjakWLMHNRP QRUL

Predtretman sjemenki rotkvice

Predtretman siem&n URWNYLFH SURYHGHQ MH Xbie @Wdhddddi QLP pD
sterilizirane u suhom sterilizatoru na 160& W L M Ha¥l 8i&menke rotkvicelb0 +160
siemenki QDErRW X X P/ YRGH WH X WU L eldsirgide palypwuristd@® Q FH Q W

volumena. Potom sip D Bile prekrivene aluminijskom folijom te su sjemenkastavljeneda

bubre 2satana sobnojemperaturi (25 “ f).&Nakon bubrenja sjem&e su R Vexié na
VWDQLpHYLQL

SURYRVHR®RDOEI® tgerminacija

U Petrijeve zdjelice koje su prethodno bile prebrisane etanolom i sterilizilasetna
160 f &tavjen je dvostrukiiLOWHU SDSLU D RV X &23 §édtinenkilpd Petrgedad URW N
zdjelici) koje su prethodndile QDPRpHQH X GHVWLOLUDQRM YRGL L UL
ekstraktaG. alypumpostaVjene suna njega uvazmaku od 1 cm (5 5). Pokuge ray Hutri
ponavljanja. Ukupnge trebalo SHWULMHYLK ]G NeHLO Pé&thevib Xz@efical. G D
istovremeno tretirams 35 mL destilirane vode, a drugih 12, 3nL 0,005 MotopineCuSQ.
Petrijeve zdjelice DAOMLYR VX R]QDéd hjizepisda®@N R GIRYDUDMX{iD NRPI
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predtretmangH-0, c1, c2 ili c3) i tretmana @D ili CuSQy), broj Petrijeve zdjelice (1, 2 ili 3
EXGXuUL GIb uMiplikatiD)@Gldatum postavljanjsjemenki naklijanje (Slika 7). Radi
VSUMHpPDYDQMD LVSDUDY DbigMRE OREWMQHMS YU D]IG ® PP F\MHV X
SURJRU QD WHPSHUDWXUX “ f&

- = = — = = ==

Slika 7. Sjemenke rotkvice postavljenje nakljanfgELROR&NL SRNXV

Klijanje je postavljenoteM H G Q HY QRj |8 dkijaliiHigzmenki, gpeti dannakon
postavljanja klijanjgklijanje jetrajalo GXaH X R G Q R Van QdkusSKakd Dilse taDili
YHUOL N QokusDe(reknut te je mjeenaGXOMLQD NRUMHKRlijphac®dkdo IKLSRNR
masa odvage suhih kljanacs YD GDQD QDNRQ VXaHQMD QD VREQRM WF

3.23. Procjena parametar a klija vosti

Osimpostotkaklijavosti (engl.germination percentag€s) P D W H P 8uW prdgkbimu
Microsoft ExceO LJUDPXQDWL L GUXJIS SRWUNDifRHaRijnjaN.- QW B dH QR W L
danima(engl.mean germination timeGT)i SURVMHpPQD EUJUQ BHN@L D QMD
(engl.mean germination raj¢MGR).

_ R
G= 69Hsrr

N zukupan broj sjemenki koje su proklijale na kraju pokusa
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25+XNXSDQ EURM SRVWDYOMHQLK VMHPHQNL QD SRpH

MGT = 2421
ti +broj proteklih dana od postavljanja pokusa klijanja
ni tbroj siemenkrotkvice NRMH VX SURNOLMDOH RGUHVYHQL GDQ
N zukupan broj sjemenki koje su proklijale na kraju pokusa

MGR = —

QKX
3URVMH D QiRnE [¢]SOPVMHPDQ E WRINH SHE@NIO XM®UKYHQRP UD]G

3.24. Priprema homogenataklijanaca

Odvagano je 2,5 g trikloroctene kiseli(lBCA) napreciznojvagi koja je kvantitativho
prenesena u odmjernu tikvicu od 50 ndo oznake nadopunjena destiliranom vodom. Na takav
QDPpLQ 3dnad jB3LktRa otopina TCA.

NakondaWR MH L]P M H UkHljenhBcaroikVide, Kijahii lsiprebap H Qtarionik i
usitnjeni uzdodaak R G U bigjvdi@mera TCA u manjim obrocima(Slika 8a). Homogenat
bilinog tkiva rotkvice pripremljen je tako dpge na 100 mg suhe tvadodanl mL 5 %tne
otopine TCA Pripremljeni homogenatotomje kvantitativno preesenu epruvetu Falcon tipa
U posljednjem koraklhomogenat jeentrifugiran 10 minuta na ®00 okretaja/min(Slika 8b)
NDNR EL VH GRELR ELVWDU VneéSkiasRi ahiositfand®ojiReG UHY LY C
SLSHWLUDQMHP SUHEDpPHQ (ki ®UXYHWH (SSHQGRUI WLSD

Slika 8. Koraci pripreme homogenata biljnog tkik@kvice a thomogenizacija, bt

centrifugiranje, ctodvajanje supernatanta
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325. 0HWRGD RGUHYLYDQMD IHQROD

=D RGUHYLYDQMH | HaeROfGtomMeRijdHadRiTiQdalteModa metoda.
Folin-Ciocaltewv (F-C) reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolilskerkiseline, a u
UHGRNV UHDNFLML GROD]L GR SULMHQRVD HOHNWURQD V
PHGLMX 1DWULMHY NDUERQDW RVLJXUDYD r&dSke/redk&©@ DQ S+
pri kojoj dolazi do promjene bojeeagensalL] AXWH X SODY ixakeX @hzildoGD X
oksidacije fenolnih spojeva te do redukcigRFeagensa u plavo ojeni volfram- i molibden
oksid. Mjeri se nastali intenzitet plavog obojenja koji ovisi o broju fendakitpina(Carmona

Hernandez i suy2021).

. S+ 8§ : .
F-C reagens aXWL——» + f reduciran FC reagengplavi)
S+ 8§
S+ 8§ L0 — S+ 8§

Priprema otopin&eagensa i standarda
Folin-Ciocalteuov reagen§ DJULMHYHQ M ltbk¥ dR je Wdditdj&rnu tikvicu od
100 mLotpipetirano 10 mL reagenga N) koji je do oznakenadopunjen destiliranom vodom
(0,2 N). Napreciznojvagi izmjereno je ,b g natrijewgkarbonata deaKLGUDWD X VWDNOH (
Odvazi je @dano malodestiliranevodete je P L M 2agrijavanj@a magnetsiy mi M Hd D

do otapanja Pripremljena otopindiltrirana jeu odmjernu tikvicu odLO0 mLi nadopunjena
destiliranom vodom do oznake
Otopina sandar@ galne kiseline priprefjena jetako daje odvagnto 22 mg galne
kiseline Odvaga jeotopgjenau 1 mL metanola, a potom kvantitatio prenesenas odmjernu
tikvicu od 10 mL SUL )pje RIbvena otopina S R p Hkbr@éntracg 2200 — JLP
5D] UM H y Insxvedembdkbpine galne kiselinemetanolom prema formuliici Vi =c¢ V2
do ukupnog volumera od 1 mL pripremljen je koncentracijski niz otopinaVOMHGHULK
koncentracg: 33, 44, 55, 66, 77, 88,991 116- JLP
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SRVWXSDN R G U H ghsirdBtinixl kijanidc@oik@cde dan jeu shematsém prikaau:

SLIJEPA PROBA UZORAK

2 500 — dlestilirare vode —dkstraktaURWNYLFH —/

5 min
+1250 — /- — 1 miNa&COz 1 10H20

Nakon 5 minutaod stavljanja FC reagensal prvuepruvetus uzorkomUD U LM
12,51, istoj epruvetidodan je 1 mL otopine natrijeag karbonatadekahidrataApsorbancija
je mjeenana 765 nm na UWis spektrofotometru T70 sat vremena nakon dod
natrijevog karbonatadekahidratau prvuepruvetu u programu UVWmnSoftwarev5.2 Svi
X]JRUFL PMHUHQL VX X WUL SRQDYOMDQMD V SLkQX.V

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancii@ RPRUX SURJUDPD OnlaértaReV
EDAaGDUQL SUDBinaapsSisihilemaheséne koncentracije galne kiseling/fiL),
a na ordinat izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih f¢
LIUD@aXB®DSUHPD GRELYH@®®&RM MHGODO®GAHAEM IHQROD

ekvivalenata galneigeline(mg EGK)qg suhe tvari.

Slika9. SBULSUHPOMHQH RWRSLQH ]D RGUHYyLYDQMH
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326 0HWRGD RGUHYLYDQMD JOXWDWLRQD
6SHNWURIRWRPHWULMVNR RGUHYLYDQMH JOXWDWLRQI
prisutnosti  flitiobis2-QLWUREHQ]RMHYH NLVHOLQH '71% SUL pHPX
boje, 2nitro-5-merkaptobenzojevu kiselinu (TNBEIlIman, 1959)

Priprema 1 M kalifosfatnog pufera pH,% i otopine DTNB
=D SULUHYLYDQMH XKKiPrOJIDKBRW Mas&d@\agd Botrebnilza
pripremu otopin&HPQui Ko2HPQ LIUDp X GDWBRRMIIRUPXOH ]D PQRERIKQ X WYDU
bi se dobile otopine koncentracije 1 M i volumena 1@0 m3U HP D L povagarajex13,609 g
KHPO; X VWDNOHQX pD &iXitina IENUR HE 1B \0iRESA. @ P L M énBgnetskim
P M H a I jadés#liranojvodi uz zagrijavanje, adobivena otopinaatim kvantitativno prersenau
odmijernu tikvicu od 100 mL kojge bilado oznake nadopjgnD GHVWLOLUDQRP YRGRP 1
pripremiena je i otopina kHPQ4, kojeg je odvagand7,418 g.Kako bi se priredio 1 M kalij
fosfatnipufer PRUDOH VX VH SRPLMiPE@DKHPO X R WRSLh&EDMetrd daH
bi se dobigpuferpH vrijednosti 74. U 100 mL pufera dodange etilerdiamintetraoctena kiselina
(EDTA) mase 0 J GD EL VH VSULMHpPLOD DXWRRNW)LGDFLMD JOXW
=D S ULUH ymwdoQiMHDTNBDbilo je potrebnoodvagati Q0396 g.Odvagana
masa DTNRBRa prenesea je u odmjernu tikvicu od 100nL te je otopgjena uz dodatak

pripremljenogl M kalij-fosfatnog pufergH vrijednosti 7,4i do oznake nadopignaistim

puferom.

SRVWXSDN R35MH tkkdtrdkiirQaMklpanaceotkvicedan jeu shematsém prikaau:

SLIJEPA PROBA UZORAK
5% TCA + +DTNB +-ekstraktarotkvice + +DTNB
(50 £E5% TCA+95 +DTNB) (50 & ekstrakterotkvice+ 950 = DTNB)

1D VWDODN VX SRVORAaHQH te sHi@ipretmjéhdoitbpilie_sBjEpe( 3¢
s gore navedenim volumenim@topina DTNB dodavana je svake pune minute, a pokus
VSHNWURIRPHWULMVNRJ RGUHYVLY DuQtv ponaviaajd) BjpréhB je
apsorbancija nd12 nm u mikrokiveti 15 minuta nakon dodatka otopine DTNB u prvi uzorg

Dobivene vrijednosti apsbancije unesene su u program Microsoft ExaIH MH L]

koncentracija GSH
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KoncentracijaGSH (— P R @rd junat je pomoiii jednadbe za Beet.ambertov zakon

A= T1l1c
pri [pmu jekoncentracija GSH :l—HEj

U A zrazlika izmjerene apsorbancije uzorka i slijepe probe na valnoj duljini od 412 nm

+molarniapsorpcijski koeficijent (14,15 miicm?)

| +du dnaopti fixog puta (1 cm)

6WDWLVWLPpND REUDGD UH]XOWDWD
Parametri klijavosti i svojstva klijanaca procijenjesuana25 sjemenki u tri ponavljanja

za svaku kombinaciju predtretmana (voda, ekstrakt wstalypumX WUL UD]JOLpLWH NRQI
5 LOL J P/ L WUHWPDQD GHVMWLDIGREQY HYRIGDH ] X O W DS

VX NDR VUHGQMD YULMHGQRVW “ VWDQGDUGQD GHYLMDFL
koncentracije glutationa provedena su u tri ponavljanja za svakdopripremljena ekstrakta
NOLMDQDFD D GRELYHQL UH]XOWDWL L]JUDAaHQL VX NDR VUHG

6WDWLVWLpPpNL ]1QDpDMQH UD]JOLNH L]JPHYyX X]JRUDND NR
RGOQRVQR SUHGWUHWLUDQL YjenaRtrakialyvréteD dI@dumbrddileRedeR Q FH Q W
VX SRPRiUX MHGQRVPMHUQH DQDOL]H YDULMDQFHHosthdc29$% QD
WHVW X] UDJLQX ]QDpDMQRVWL $ 2EUDGD SRGDWDND S
Prism 6.01 (GraphPad Softwa&an Diego, SADi Excel for Microsoft 365.
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4. REZULTATI
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Cilj ovog eksperimentalnog radaio je odrediti utjecaj ekstrakta grmaste glavulje
(Globularia alypumL.) na klijavost sjemenkiiazinu neenzimskilantioksidansa klijancima
rotkvice (Raphanus sativug.) uzgojenima u prisutnostV X Y Liénd Dakra(ll). Sjemenke
rotkvice prvo sibile SUHGWUHWLUDQH GHVWLOLUDQRP WR®B&P LOL L
ekstrakta grmaste glavulj&jemenke su potorhile postavljene u Petrijeve zdjelice na filter
papir te tretirane destiliranom vodo(negativha kontrola)li otopinom Q005 M CuSQ.
Nadalje, prdi H @Rlijanje sjemenki L] U D% ®li[avosti te S U R V Mriem® Rbrzina
klijanja, a nakon5 dana klijanja izmjerenaje GXOMLQD NRUMH.akd 8uhih KLSRN
klijanacaizvagana jelva dananakonprekida pokusa klijanjadnosno dvadan® DNRQ VXaHQM
na sobnoj temperaturWH MH R/DGHYIDM XdbXiSkQricéhtraelj® reduciranog
glutationa u ekstraktima kljanaca URWNYLFH =D RGUHYLYDQMH I1HQ
spektrofotometrijska FOll&K LRFDOWHXRYD PHWRGD D ]D RGUHYyLYDQM
Ellmanu. Pokus Klijanja proveden je u triplikakeo i PMHUHQMD ]D RGUHYLYDQM
oksidacijskog stresgeenzimskih antioksidansa)D GRELYHQL UH]XOWDWL VX VW

41 8WMHFDM UD]JOLpPLWLK elCRQF HQPMeJdrstralvbDG. R WR S L

alypumna klijavost

6YL VX XWNWXYHWDWL GXOMLQH NRUMHQpPLUD L KLSRNRW
([FHO L]U D¢gredgdwjdindstbtandardna devijacijee postotak klijavostiza svaki
tretman sjemenkiAWR MH S UL N 2] kakphi 3 mdyle Gdalbrioncentracijeotopine
ekstraktaG. alypumi otopineCuSO |D SURY E ¥ IRQ Mékhda lzabrana koncentracija
CuSQ iznosilaje 0005M, dok suRGDEUDQH VOMHGHUH NRQFHQWUDFLM
G. alypum 5 L += OdARbranakoncentracijaCuSQ dovelaje GR GMHORPLpPQI
LQKLELFLMH UDVWD NRUMHQpPLUD L KLSRNRWLODkacdDOL QLM
prikladne koncentracijeotopine ekstrakta vrst&. alypumuzete onekoje risu inhibirale
NOLMDYRVW D VPDQMLOH VX QHIJDWLYDQ XpLQDN EDNUD ,,
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Tablica 2. Klijavost sjemenki i svojstva klijanaca rotkvice tri dana nakon postavljanja

preliminarnog pokusa

Tretman Klijavost  DXOMLQD N Duljina hipokotila
(%) (srednja vrijednos| (srednja vrijednost
“ 6 “ 6
—J @. Alypum | 40 “ “
5 —J B/alypum | 96 “ “
—J B/alypum 96 “ “
—J B/alypum 92 “ “
—J B/alypum 92 “ “
destilirana voda 92 “ “1
0,02 M CuSQO 8 ¢ “
0,01 MCuSQ 24 “ “
0,005 MCuSQ 72 “ “
0,0025 MCuSQO 88 ¢ “

4.2 Klijavost sjemenki

.DR ELOMQL PRGHO NRULAaWH Q Hilejpxediatindrieeld<qlixaHortd RW N Y L |
YRGRP LOL UD]OLPpLWLP NRQ BHipvnutdst biMd DefirBnd-desdlirabbb N WD Y
vodom kao negativnom kontrolom ili otopinon®05 M CuSQ 7UHUL GDQ QDNRQ SRV

pokusa klijanja promatralo se koliko je sjemenki rotkypceklijalo i tako naredna dva dana.

Slika 8 prikazuje X W'Y pgdtb@lhklijavost sjemenki rotkvicenakon pet dana
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Slika 10. Klijavost (%) sjemenki rotkvice koje su bile predtretirashestiliranom vodom ili
UD]J]OLPLWLP NRQFHQWUD&YypMMD PD HNVWUDPNWEHD YUVWHP/ F

J Pte tretirane destiliranom vodomR ] Q D pPHR IBdjem)ili otopinom 0,005 M
CuSQ R]QDPpHQR SODYRPAEHRMRRIDR MHEQRWW Y VWDQGDUGQD
3)

Kako je vidljivonaSlici 10, XWYUVYHQH VX VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQH
URWNYLFH V REJLURP QD SUHGWUHWPDQ GHVWLOGUDQD YR
alypun) i tretman (destilirana voda ili otopina 0,006 M CuSO .RQNUHWQLMH XWYUVF
postotak klijavosti siememnkSULOLNRP NRULAWHQM Dy W UH W) DdRdsu 0 &:
na tretman destiliranom vodom “ %, p <0, 1 DY HG H Q Ra Xogakao trelvhian
0,06MCuS@GVPDQMXMH NOLMDYRVW VMHPHQNL URWNYLFH 1DC
razlike u Klijavosti sjemenkkoje su bile predtretiranetopinamaekstraké vrsteG. alypum
(Ga) koncentracig J Pi/50 J P ftretirane0,005 MCuSG( “ % “%, p<
005 X RGQRVX QD SUHGWUHWPDQ GHVWLOLUDQRP YRGRP G
na negativnu kontrolu nisbile XRpHQH “ p>005 S5H]XOWDWILoXS XXM
kakonavedend&oncentracig ekstrakavrsteG. alypum SRYHUDYDMX NOLMDYRVW VM
uSULVXWQRVWL VXY PRranjeDadk&rgkiavrist®® blypumkoncentracijes 000

J P/ QdowklddoVWDWLVWR P NSLR MHIPODOWIRD “I8 @)lu MdbnYaR ¥ baldrom
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43 SBURVMHpPQR YULMHPH L EU]JLQD NOLMDQMD
SURVMHpPQR YULMHPHURY MMD Q M CE MRS mMekiLr-MkviczM D
prikazani su u Tablici 3Tretman sjemenki rotkvic,005 M CuS@ VWDWLVWLPNL ]QDPp

SRYHUDR SURVMHpPQR YULM H RGDugiietbDnkgativnom kontrolom

“ GDQPM5).3UHGWUHWPDQ VMHPHQNL UDJOLPLWLP NRC
G. alypumnije VW D WILQ/DNb ISEVEEORProsM Hp Q R Y U L M HIEsHIir&dhQ) kadi@@MiD X
UuSULVXWQRVWL VXYLAND LRIRY EDPOD E Hénsnk rotkvitavi D Q M D
prisutnosti 0,006 M CuUSOL]QRVLOD MH 1 dokje u de§ilr&oj vodi iznosila 0,32

“ GpGx 0,05).

Tablica3. PURVMHpPQR YULMHPH NOLMDQMD 0*7 L SURVMHpPpQD E
Voda cl c2 c3 Voda |cl c2 c3

MGT | 3,09 3,04 3,04 3,00 3,42 3,33 3,11 3,12
SD 0,04 0,04 0,04 0,00 0,28 0,09 0,06 0,08
MGR | 0,32 0,33 0,33 0,33 0,2% 0,30 0,32 0,32
SD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,01 0,01 0,01

44. ' XOMLQD NRUMHQpPLUD

Pet dananakonpostavljanja pokusélijanja izmjerena eGXOMLQD HNijgiaddHQpL uD
rotkvicetakoda se svakod njih oprezno izvadi iz Petrijeve zdjelice, S U L p Hd@Ivojivddl
ljuskica (sjemene lupingBlika 11).

o, S
[ L L e e e T Ty i
- - S0 6 7 8l "9 |

www.gorea-plus.hr

Slkall. OMHUHQMH G XO MdanGakbthviRedUMHQpLUD N

IzmjereneG XOMLQH NRUMsU@lkbrdI2. e ILNIBKREbBdU QDM Y H U X
GXOMLQX AiWiyarcQ @tkvicP koji subili predtretiraniekstrakbm grmaste glavulje
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koncentracije —J P/ L SrBtvdm Bestiliranom vodom “ P &l
predtretmanUD]OLPpLWLP N RdbpireQekstiaRtsytni<deP ddavulje nije doveo do
VWDWLMDORDNEQYHUDQMD YULMHGQRVWL GXOMLQH NRUMHQ|
(44,77 ¢ P PTretman sjemenki,005 M otopinom CuS©] Q D p D Mr@aRjo Kiutjinu
NRUMHQPpPLUD NOLMDQ D F DRIBBRAASN iYaLnedhitivnu kontrolu tekad njega
]JDELOMHAHQH QDMPDQMH Y ULM HBeQ\RW BWA LG/ XVARM 1 Q) HENIRHUUDHHOQ
<0, 8RpPpHQR M H phadirdirRay ptibhij@jerim koncentracgmaotopina ekstrakta

JUPDVWH JODY XO MiHQ|@ BRONHQ@ R QQVHH XNQUDL NI iR G Kb & £k X O M L
rotkvicetretiranin0,005 M otopinom CuS®

60-

T @

40-

| (mm)

20-

0- — e eifs o e -

voda ¢l c2 c3 voda cl c2 c3

Slika 12. "XOMLQD NRUMHQpPLUOBMN)CHLLMWDHQ DRKDVVRIWINGNHHELOH S
GHVWLOLUDQRP YRGRP LOL UD]OLpIGMIYyPUMRQFHQWUDPHLMDP|
F J P/ F teXra@®ivanedestiliranon vodom (R]QDpHQR VPHYRP ERN
ili otopinom 0,005 M CuSO(R]QDpHQR SOPYRPP ERMRNDRLMHBGRAMW Y
standardna devijacija (n = 3)

%XGXuL GD VH SUDWLR SURFHVY NOLMDQMD XRpHQR Mt
otopinom ekstrakta grmaste glavulfe NRQFHQWUDFLMH L SRWRP WUHWLU]
QDNRQ SRVWDYOMDQMD SRN XWVjH NNRIUMCHIMWD ULH B OV 6 R & H & EU
sjemenki tretiranih otopinor@uSQ (Slika 13).
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Slika 13. Klijanci rotkvice tri dana nakomostavljanja pokusa klijanjagére predtretman
vodom, dolje predtretman ekstraktd®n alypum( F J Hjévo tretman vodom,
desno tretman,005 M CuSQ)

4.5. Duljina hipokotila

2VLP GXOMLQH NRUMHQpPLUD PMHULOD VH L GXOMLQD |
rezultati prikazani su na Slidd. ORJXUH MH XRPDWYHGX GBXOML@O@X KLSRN
klijanci rotkvice pLMH VX V MH P tiefirineldvien@ M HS1 kbFld8ntracgma otopine
ekstraktaG. alypumte potom tretirane destiliranom vodom “ommi 0,63
mm 1DNRQ SHWRGQHYQH L]ORA3GORNR CVEQ ¢RIEHIPR! @INL GLRR W\N I 1A
]QDpDMQRJ VPDQMHQMD G X Onin). adndsu Bahbigathkh @obDtrdii47
“ PP<005aNRMD MH ELOD VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQR YHI
predtretiranesvim primijenjerim koncentracgma HNVWUDNWD JUPDVWH JODY XOM
u tretmanu s 005 M CuSQ QDMYHUX GXOMLQX KLSRNWW IMXD VIMPHDRMHOQ
prethodno bile uronjene u ekstrakt alypum5 —J P/ “mm). Takav rezultat
VH PRAH REMDVQLWL VPDQMHQ VK Y.LghbakraUIR W Qismo&iMHOR Y |
ekstraktagrmase glavulje.
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Slika 14. Duljina hipokotila klijanaca rotkvicdmm) pLMH VX VMHPHQNH ELOH ¢
GHVWLOLUDQRP YRGRP LOL UD]JOLpIGMIYyPUMNM RQFHQWUDPHLMDP I
F J P/ F tekrd@ranedestiliranom vodonfR]QDpHQR VPHYRP ERNM
ili otopinom 0,005 M CuSO(R]QDpHQR SOPYRPERMIRMNDR VUHGQMD Y

standardna devijacija (n = 3)

4.6. Suha masa klijanaca

Suha masa klijagnacd RWNYLFH RGYDJDQD MH QDNRQ RGUHYLY
hipokotla WRPQLMH QDNRQ GYD GDQD \REAIBOIM prikaZan\sRBr) RM W H
15.,] GRELYHQLK U H(Wdeikekekdd iperitéetmablY MHPHQNL URWNYLFH L
NRQFHQWUDFLMDPD JUPDVWH JODY X Qi€utb] @aKijanddy D WLV W L |
odnosu na negativnu kontrofdestiliranu vodu) : PIDMYHUX IPSDVX LPD
klijanci rotkvice pLMH V X V M ptddtre@Ne-€kEidakdid grmaste glavuljé&oncentracije
5 —J RpotomtretraneGHVWLOLUDQRP YRGHRdGP(p>0,05)S druge
strane, tretman,005 M CuSQ@ V W D W& YOVD_[pNNM Q&Rswi? ida3uvklijanaca rotkvice
(73, “ mg). U tretmanu0,005 M CuSQ, kod klijanaca rotkvicep L i sjemenke bile
predtretirane ekstralkba grmaste glavuliezDELOMHAHQD MH , QiHGWe&enY HUD PL
S RY H ufukewhBse klijanaca nije bilo VWDW I WhDPMOQ R od picdtrgirhaiaR

destiliranom vodom
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Slika 15. Suha masa klijanaca rotkvigeg) pLMH VX VMHPHQNH ELOH SUHGWL
YRGRP LOL UD]JOLpLWLP NRQFEHa)yWDAFFLMDPD HWYWRUDNWD Y
J P/ F JtePtretirane destiliranom vodom(R]QDpHQR VPHyYyIRP ERMR
otopinom 0,005 M CuSO(R]QDpHQR SODYRPDERG®ERPNDR VUHGQMD Y

standardna devijacija (n = 3)

47.6DGUaADM XNXSQLK IHQROD

Fenoli posjeduju antioksidativnu aktivnost te moggM HORYDWL NDR UHGXFLL
donori vodika KYDWDDpL VLQUKelko @diah (NjerMans Dsur 2006. Da bi se
RGUHGLR VDGUADM XNXSQLK Ih@jpotibxoppkdl @ B/SJUDINYAL MPLD B DRAVE |
pravac metanolnih otopina standarda galne kiseline u programu Microsoft Excel. Iz pravca
MH G QD G 0B93x \t SUL pHPX MH\ DSVRUEDQFLMD SUL C
galne kiseline (Slika @), dobiena je koncentracija kaj je blo SRWUHEQR SRPQRAL
UD]JUMHyzdieM BPX ]DGQMHP NRUDNX VH VDGWabgkamMdaX SQLK |

ekvivalenta galne kiseline po gramu suhe mase uzorka (mg EGK/g suhe tvari).
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Ovisnost A o koncentraciji galne kiseline

1,2 y = 0,0093x0,0708
Zg A 1UDBOO
1 o
© a
= 0,8 ®
[ @
S o6 s
2 ..-. ® Skupl
=% )
< 04 o e Linearna (Skupl)
0,2 .
0
0 50 100 150

¢ (galna kiselina)ry/mi

Slika1l6. % DAGDUQL SUDYDF VWDQGDUGD JDOQH NL

Kako je vidljivonaSlici 17, VDGUA&DM XN KiSj© QR MYGIRDDX HNVWUDNW
bLMH VX VMHPHQNH SUYRELWQR E X&odntiakijeX HNV@BBE® NW X JU
“ PJ (*. J VXK HpsomMDIlE tcetirane destiliranom vodoniako ni kod ove ni
kod druge dvije primijenjene koncentracigkstraktagrmaste glavulijenije SULPLMHUHQD
VW D W LV Wa.rpMKkau] 3o fedbvis@egativnom kontroldfi,60 “ PJ (*. J VXKH
tvari). S drugeVWUDQH VWDWLVW L PWNILG LQADHIVDIM @ RUK\BRLpId IsHQNR 1 D
QHIJDWLYQRP NRQWURORP ]DELO Metirand@QW®RO0E M CUSR,NMVW UD N W)
odnosu na kojisusve8 ULPLMHQMHQH NRQFHQWUDFLMH HN®MdUDNWD
SRYLVLOH VDGUADM XNXSQLK IHQROD .RG WUHWPDQD ED
HNVWUDNWX URWNYLFH pLMH VX VMHPHQNH SUHWKRGQR
koncentracijeb —J P/ “ PJ (*. * V XKDbbWexilekultat se mogu
pripisati smanjenom oksidacijskom stregoji je bio izazvan V XY L aiohR Bakréll), u

prisutnosti primijenjenitotopinaekstrakta grmaste glavulje.
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Slikal7. 6DGUADM XNXSQLK IHQRO D ekptrhkfimakljaNaXx&KUIHRW XY UEH X L M
VX VMHPHQNH ELOH SUHGWUHWLUDQH GHVWLOLUDQRP YRGTF
G.alypum F J P/ F J P/ F tetretiraheRiéstiliranom vodom
R]QDpHQR VP Hij Btépiom 0,60BM CuSO R]QDpHQR S OLLYRP &HRMRPR
VUHGQMD YULMHGQRVW *“ VWDQGDUGQD GHYLMDFLMD Q

4.8. Koncentracija reduciranog glutationa (GSH)

Glutation(GSH MH HQGRJHQL W UL S HiskelkiselihtciBteiddd ghcaJ O X W D F
WH MH QDMYDAaQLML DQWLRNVLGDQV PDOH PROHNXOVNH
konjugacije i redukcije kojima se uklanjaju peroksidi i mnogi ksenabiotBVSMHAaAQR XNODQIN
slobodnih radikala ovisi o koncentraciji GSH pa akajegova razinprenska PRaH GRUL GR
RAWHIHQMD VWDQLFH FaRdR GQ LAY B @/LYNBK®HOPDacije
reduciranog GSH u klijancima rotkvice prikaeau na Slicil8. Prema dobivenimezultatima
SUHGWUHWPDQL UD]OLPpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDN
GHVWLOLUDQRP YRGRP QLV XkdheemratiNOSH. p ddho3Qna bR SR Y L
kontrolu (15,28 “ 0,14 0 . Nadalje, tretman,005 MCuSQ MH VWDWLVWLpPNL 1QDpD
koncentraciju GSH12,78 “1,11 0) u usporedbi s negativnhom kontrolom. Sve primijenjene
koncentracije ekstrakta JUPDVWH JODYXOMH VWDWLVWLpPNL VX ]1QD
reduciranog GSH tretmanus 0,005 M Cu$®4 koja se kretah R G “ GR “

0
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Slika 18. Koncentracija reduciranog glutationa (GSHM) u ekstraktima klijanacaotkvice
pLMH VX VMHPHQNHGHVOWH. SUHBOAWRPAHWRGRPHOL UD]JOLPpLWLP
vrsteG. alypum F J P/ F J P/ F tetretiraheRdestiliranom
YRGRP R]QDpHQR ViP bigogmem DR RIFCuSO R]QDpHQR SODYRP ER
LIUDAHQD NDR VUHGQMD YULMHGQRVW “ VWDQGDUGQD GHY
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5. RASPRAVA
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Globularia alypumL. je mediteranskaE LOMQD YUVWD UDVSURXSQUHD QM F
Europei VMHYHUQH $IULNH 3ULPMHQMXMH VH ]D UD]JOLpPLWH LC
na zdravlje. U ovom radispitan je njezin utjecaj na neenzimskatioksidanses klijancima
rotkvicekojisubilL X]JDMDQL X SULVXWQ R Wabli n¥ pavam@ikeklijpw iD E D N L
rotkviceu istim uvjetima U prvom dijelu L V W U Digdit¥nDeQuijeEapredtretmanaoderom
otopinrom metanolnog ekstraktaadzemnih dijelovarrste G. alypumna ukupnuklijavost i
ostale parametre klijavostite KW Y U@BOQRRQFHQWUDFLMH L —J P/ VW
SRYHUDYDMX NOLMDY RROM je\bNaHsR&h@ridl SURW XWIOFRHVWL VXYLa
bakra(ll) Nadalje, sve primijenjene koncentracije su sMtikpNL JQDpDMQR SRYHUUD
hipokotila utretmanu s bakromS U L |sd Pr¥e dvije koncentracije pozitivho utjecalea
duljinu hipokotila u usporedbi s negativnom kontrolodnosnaast hipokotilabio je potaknut
u odnosu na predtretman destilirangodom OHY X W.laRpumQLMH SRND]JDOD VWD
]QDpDMDQ osWdparamdite Rlifavosti sjemenki rotkvicg,U R V Mriiem® iRorzinu
klijanja, VWRJD VH GRELYHQL UH]XOWDWL GMHORPLIE®PRUSRGXG
primjena ekstrakta vrst®. alypum S R Y HulijBMdsLi ostale parametre klijavost%o X G XL GD
URWNYLFD L QD pvkstaEsUgIRoud @ MMDDN LIV W L p N LX \WNQVDHBIMIER QRO M6 R
vrijeme i brzinu kljanja ELOR EL ]DQLP OM LnaRdens WieB adk&\diruge Wiy HF D M
vrstekojima je potrebnoG X d@rliieme da pré&liju od rotkvice.

U drugom dijelu L VW U D RLG/Dej@Wdina neezimskih antioksidav D VDGUAaDM
fenola i koncentraciaUHGXFLUDQRJ JOXWDWLRQD X VXSHUQDWDW
sjemenkebile uzgojene u prisutnostV X Y Liérd Dbakra(ll). U tretmanu s bakrom,ve
primijenjene koncentracijekstrakta vrstes. alypumdovele su do poHiDQMD NRQFHQWL
reduciranog glutationfGSH) L VDGUAaDMD IHQROD 1DY heGtbidalje UH]XOW
predtretman ekstraktom vrs€. alypumpridonio smanjenju oksidacijskog stresa izazogn
ionima bakréll). U neprikladnim uvjetima za biljkunpr. solni stres, L] O R & MispRrv W
temperaturama ilivisokoj razini WHaANLK PIHRWRI@®D VDGUADM *6+ QDMYL
QHHQ]JLPVNRJ DQWLRNVLGDQVD NDNR (HakarNittarBaR EBRO,M & D O D
2017). Rauser (1987 is W U D MD/®@Radlidvia I ®kwuzpLMH VX VMHPHQNH ELO|
u prisutnostikadmijevih ionaWH VX GRELYHQL UH]XOWDWL SRND]DOL N
kljancma QDNRQ SR pHVWOQNRY ISD GODWDMRHNRVPHWIR. GDQD L]JORA
metalu Fenoli u biljkama W D N RpguUsmanijiti oksidajski VWUHYV L]D]YDQ UD]O
PLPEHQLFLPD RW ROKYALSKEN R O R & H Q RPVRApHERNNtnétabolizam i
sintezufenola koji mogu neutraliziati @ RERGQH UDGLNDOH WNH®L WWDDAM. OVMH
VPDQMLWL QMHJIRY @anasRi L [2@BIDobivend) idAdiltati poklapaju se s
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SRPHWQRP WHR Rlypum eppkalath antioksidativni potencijal i pridonijela
SRYLAHQMX VSRPHQXWLK QHHQ]JLPVNLK DQWLRNVLGDQVD
$QWLRNVLGDbWE YelS RWIYU MEQ RMHQLP LVWUDALYDQMLPD
(2022)su ispitivali antioksidativni potencijarsteG. alypumali i ostalih vrstaodaGlobularia
V SR GUXp M Bpektebiotomewrijsikin mjerenjerapsorbancijeDPPH radikalaMetoda
koja koristi navedeni slobodni radikaQ D MHHBI#H N Rruoeto@ldV koQrije ispitivan
antioksidativni potencijadrsteG. alypum a dobivena vrijednost Kgiznosila je —J P/
za metanolni ekstrakt nadzemnih dijelova pripremljen Soxhlet ekstrakchtdmmouni isur.
(2016) su odredili antioksidativni potenelj metanolnog ekstrakta listowaste G. alypums
SRGUXpMBRIXRLY D33+ L $%76 WHVWRYD SHH]E®@YWIEW '33+ WE
iznosio je “ — Jdék/je rezultatABTS testa L ] U Dkabl @mol ekvivalenta
troloksdg suhe tvari iznosio “ yuLapLu L VXU WDNRYHU V
antioksidativni potencijametanolih esktraltW D U D] O L p Lwéte K. &@ypWnHSORRPYR X
DPPH testg1829 “ 2,64 2048 “ 2,03 mg EGK/g suhe tvariza list i cvijet) i ABTS testa
(12,35 “0,81i 14,41 * 0,56 mg EGK/g suhe tvaria list icvijet). Dobiveni rezultati pokazali
SUSRYLBB®LL RNV L G r$tes Yaypunikha@dddiie i su(2015) VX WDNRYHU SRPR
DPPH testa ispitivali antioksidativni potencijakstrakata vrstes. alypum pripremljenih
NRULaVWNWIVHDRO D UD VW WiYH SHROD WAHREWIQDMYHUL DQWLRNYV
metanolni ekstraklistova Visoka pozitivha povezasp URp&#@ LIPHYX DQWLRNVLGDYV
SRWHQFL M Dfénbla() W D& & DIM WRathed i sur., 201Mjeridane i sur.2006.
PolifHQROL RVWYDUXMX UD]OLpLWH SR]JLWLYQH pdatifdNH VvV SL
visoki antioksidativni potencijal (Khlifi i sur., 2005).
=DKYDOMXMXUL GXJRIJRGLAQMRM XSRWBUEWHEROtvrdh EURMQ
antioksidativni potencijabrste G. alypum RSUDYGDQR MH L QMH]LG®R NRULAV
S URY H G HW@Qiija slWulglayiipébila temeljenana ispitivanju antioksidativnog potencijala
same biljkeG. alypumi njezinog Xpla@ND UHGRNV VWDWXYV XoputstQd@aNLP V)
HelLa (Mansourisur.,, 2012¢ QD SOD]PL L HULWURFLWLPD @l6pdiYD %RX
QHGRVWDMX LVWUD §DEMbWRNYED W R RINDV & B/BEEXIWRUamug@eD N
ELOMQH YUVWH NDR a&WR MH X RYRP UDGX SULND]DQ XpLQD
1DGDOMH ]QDpDMQX XORJX X RNVLGDWLYQRP RGJRYR
Njegova ulogau biljici ovisi o koncentraciji. Pri niskim koncentracijama sudjeluje u
biokemijskim procesima kao kofaktor enzima, sastavni je dio metaloproteina koji sudjeluju u
RNVLGDWLYQRP RGJRYRUX 6 GUXJH VWUDQHmMogRYatiaHQH NF
WRNVLpD@irX$uc. (D2) U ovom radu sjemenke rotkvitde su tretirae 0,005 M
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otopinomCuSQ. Navedena koncentracija bilaj@DEUDQD EXGXuL GD MH GRYHO
LQKLELFLMH UDVWD NRUMHQpPLUD L KLSRN R NakihOL QL MEF
petodnevnog pokusa Klijanja i mjerenja parametra klgdvde razine neenzimsk
antioksidana XRpHQR MH G@O009 M GMEEHWNWPDWLVWLPpNL ]QDpDMQR VP
sjemenki rotkvice,SURVMHPQR YULMHPGXIOMUQXQX RRUOMHIDQMD L KLS
masu klijanaca rotkvigekao i V D G beiefzivhskih antioksidansa, ukupnih fenol@$H u
odnosu na negativnu kontrolu
Lombardi i Sebastiarfk005) LV SLWLYDOL VX XWMHFDM UDJF®LPpLWLK

50—0 L — 0 48nA\Gi Prunus cerasifer&hrh. Dobiveni rezultati po&izali su da je
NRQFHQWUDFLMDQ D pBrithggiRré@&ivnu brzinuastaP O D G L K sobfirdtp L F D
na PDV X VY Mutadgtkiva, ali i SRY H am2idéku aktivnost katalaze i superoksid
GLVPXWD]H %DNDU X SRYL¥RQ QM X\MWH AHQMWU B EOWNRD E X G
ILILRORA&NH SURP M HdiskimLsiegonD iQakineRrékenj&iaproizvodnja ROS i
QHPRJXUQRVW QMLKRYH QHXWU D OR iDVH.(M.hinBkvickeRuld LUD L U
(Scandalios 1990). Khatun i sur (2009 LVSLWLYDOL VX W RrstiWLitngnRVW EDN
somniferaL. Primijenili su otopine CuS£u koncentracgmalO, 25 L Ra 0
njezinim eksplantatimaa bakar u koncentracijama — 0 Q Du¢rokoMao je smanjenje
duljineizdanaka iINRUMH QPIDDADMHQMH PDVH VYMHALK L VXKLK OLVYV
SLJPHQDWD NORURILOD D L E WH NDURWHQRLGD . aWR Mt
Vrijednosti pojedinih antioksidativnih enzimapoput askorbat peroksidaze i gvajakol
perckksidazeWDNRYHU VX EINDHR SRYD 8@ B MUXA/Xd8@hispitivdrQuR O D
LIORAHQRVW E DN U X30ddn&rie@li iSpXiarp@veddnhonu ovom radus
dana)WH VX NRULAWHQH UD]O lap kaNeézulhatdjelorhi pQiRdviddraju. WH K Q L N +
EURMQLP GUXJLP LVWUDALYDQMLPD WD M&drihe bijnd v&te LN D] D C
SUL UD]OLpPLWLP (GoRdJ sud,QVWI) Inkas MsOr PIDABAsan i sur., 200Mihoub
i sur., 2005) DOL QHGRVWDMX LV W U DA AVDXQW@IDNNR @ Bviskodr FONVIN B (
antioksidativnog potencijala ka@d W R M HG. MypdMinia drug biljne vrste prilikom
LIORAHQRV WL Rrim@rijgdipgEMONNNMRJ LVWUDALYDQMD S&IRYHOL V.

NRML VX XND]DOL QD ]D &vgatog ©kstrakpa bQrovNiCBaQeiithi- L M D Q L |
myrtillusL.) na bakrom 0 &% D]YDQX WkeddrvdnpdJuRaAum cepal..).
SULPMHQD QDYHGHQRJ HNVWUDNWD X NRQFHQX Sadiaf LMDPD
SRYHUDOD MH NOUNGYR X W OXINDX \RbidPsD Wwod Uy drdjevh Haia bileD
VQLAHQH NDR L X SURYHGMRWRFU L VLWW D aHjy B M YXARENAIRIXY P D Q M L

malondialdehida te aktivnost superoksid dismutaze i katalaze.
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1IDNRQ ]DYUAGHWND LVSLWLY DQobarix AywuinR® jadvost NVW UD |
sjemenki iparametre oksidacijskog stre§aeenzimske antioksidans&azvanog0,005 M
CuSQ u klijancima rotkvice te obradontobivenihUH]XOWDWD PRAaH VH [DNOMXpL
Nakon petodnevnog pokusa Klijanja i mjerenja pararaeklijavosti te neenzimsk
antioksidana XRpHQR MH GOO04 M CMECHWWPDWLVWLPpNL J]QDpDMQR VP
sjemenki rotkviceL SURVMHpPQX EWXKQXMINOKLMBQMBQpPLUD L KLSRN
NOLMDQDFD URWNYLFH X RGQRVX QD QHJDWLY QrxskiRQW URC
DQWLRNVLGDQVD VDGUADM XNXSQLK IHQROD L NRQFHQWUL
Koncentracije ekstrakta vra& alypumod L — JpriRifenjene u prdtretmanu
sjemenki rotkviceVWDWLVWLPNL VX ]QDpDMQ RuZdaNilHtidBanHeNOLMD Y
danaX SULVXWQRVWL VX4 kdbhoptempBe@aiirdjptiedti Pri pravilnoj izmjeni
GDQD.L QRUL
Sve koncentracije ekstraktaste G. alypum primijenjeneu predtretmanuV WDWLVWLpN
]Q D p B QRYIE dulinu hipokotilakod sjemenki tretiranitd,005 M CuSQ odnosno
smanijle suinhibitorno djelovanjeV XY LIAR@D EDNUD ,, QD UDVW KLSRNRWL
je i da koncentracij® —J R/ — JelBtraktavrsteG. alypum VW DWLVWLPNL ]QD
SRYHUDYDMX GXOMLQX KLSRNRWLOD X XVSRUHGEL V QHJDW
U ekstraktima rotkvice mjereni sitneenzimski antioksidansWM DGUAaDM XNXSQLK IF
koncentracija reduciranog glutationdW Y U jeld&dve primijenjene koncentracije ekstrakta
vrste G. alyjpum VWDWLVWLpPHNRY HOIDYWIDSURERDM XNXSQLK IHIQROD L
reduciranog glutationa H NV W U D N W Lé>sD s)ér@enké Dil@ oekrBndnQ,005 M otopinom
CuSQ.
Predtretman sjemenki rotkvice ekstraktom vr&e alypumpridonio je smanjenju
oksidacijskog stresa izazvandjOLMDQMHP VMHPHQNL X SULVXWQRVWL V
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&LOM RYRJ UDGD ELR MH LVSLWD WweétantimagQdbdtrakieD |OLpL"
grmaste glavulje Globularia alypumL., Plantaginaceae) na klijavost sjemenki i razinu
neenzimskih antioksidansa u klijancima rotkvi€gphanus sativus., Brassicaceae) koji su
ELOL L]JORAHQL RNVLGDFLMVNRP n¥ \bakra{N) XSjerhénk¥ BQRE VXYL

predtretirane dva sata destiliranom vodom i odabranim koncentracijama ekstrakta grmaste

JODYXOMH RWRSOMHQRJ X GHVWLOLUDQRM YRGL L
mL 0,005 M CuS®ili destilirane vode (agativna kontrola). Nakon 5 dana klijanja na dnevnoj
VYMHWORVWL SUL WHPSHUDWXUL “ f& L]JUDpXQDWL V

SURVMHpPQR YULMHPH NOLMDQMD L SURVMHpPQD EU]JLQD NOL
te izvagananasa suhih klijanaca. Nakon toga su pripremljeni homogenati klijanaca rotkvice u
56WQRM ZY WULNORURFWHQRM NLVHOLQL 1DNRQ FHQWU
MH VDGUADM XNXSQLK IHQROD L NRQFHQWUDFLMD UHGXFLU
Tretman 0,000M CuSG VWDWLVWLpNL MH ]1QDpDMQR VPDQMLR |
NRUMHQpPpLUD L KLSRNRWLOD WH VXKX PDVX NOLMDQDFD L
7TDNRYyHU VPDQMLR MH L UD]JLQX QHHQJLPVNLK DQWLRNVLGI
fenola i koncentraciju reduciranog glutationa. Dvije primijenjene koncentracije ekstrakta
JUPDVWH JODYXOMH L —J P/ VWDWLVWLPNL VX 1QDpD
u tretmanu s bakrom (p < 0,05). U istom tretmanu, sve su koncentracijedgta VWDWLV W |
]QDpDMQR SRYHUDOH GXOMLQX KLSRNRWLOD NOLMDQDFD C
SRYHUDOH GXOMLQX KLSRNRWLOD L X XVSRUHGEL V QH
NRQFHQWUDFLMH HNVWUDNWD SRY Hé,20rtisulniald @ecall HQ L P
GXOMLQX NRUMHQpPLUD L VXKX PDVX NOLMDQD=z&8ypuRELYHQL
PRAH VPDQMLWL QHJDxijghkoy @ W KXV QD NHDRWIYQBD VXYLANRP LF

potaknuti rast rotkvice.
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The aim of tiis study was to explore the effects of different concentratio@adifularia
alypum L. (Plantaginaceae)nethanolic extract on radishR@phanus sativud.) seed
germination and on the level of nemzymatic antioxidants in radish seedlings which were
expo®d to oxidative stress in the presence of excess copper(ll) ions. Seeds vieratpdsfor
two hours with distilled water and chosen concentratio®s oflypumextract dissolved in
GLVWLOOHG ZDWHU DQG —J PMLDPGOPVMWEUUEYZDUGV \
RU GLVWLOOHG ZDWHU QHJDWLYH FRQWURO $IWHU ILYH
germination parameters (total germination, mean germination time and mean germination rate)
were assessed, the root and hypocotyl lengtlasured, and the dry masses of radish seedlings
weighed. Afterwards, seedling homogenates were prepared using 5% (w/v) trichloroacetic acid.
After centrifugation and separation of supernatant, total phenolic content and reduced
glutathione concentration weedetermined.

Treatment with 0.005 M CuS@ignificantly decreased seed germination, the root and
hypocotyl lengths, and dry mass of radish seedlings compared to negative control. It also
decreased the level of n@mzymatic antioxidants in radish seed$ngptal phenolic content
and reduced glutathiormncentrationTwo applied concentrations &. alypumextract (50
DQG —J P/ VLIQLILFDQWO\ LQFUHDVHG JHUPLQDWLRQ S
treatment (p < 0.05). In the same treatment, all extract concentrations significantly increased
hypocotyl lengths, while two concentrations (500and5—J P/ LQFUHDVHG K\SRFRW
also compared to negative control. Furthermore, all extract concentrations significantly
increased the level of nemzymatic antioxidants but had no effect on root length and seedling
dry mass. Obtained results indie thats. alypunmay reduce the negative effects of oxidative
stress induced by excess of copper(ll) ions and promote radish growth.
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