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V diplomskem delu smo ugotavljali vpliv selena na tri vrste vodnih rastlin: preraslolistni dristavec
(Potamogeton perfoliatus), klasasti rmanec (Myriophyllum spicatum) in navadni rogolist
(Ceratophyllum demersum). Vse poskusne rastline smo izpostavili nizki (20pg Se L™) in visoki (10
mg Se L) koncentraciji selena v obliki selenita (Na,SeO;). Tekom rasti smo spremljali vsebnost
fotosinteznih barvil (klorofil a in b, karotenoidi) in antociane, dihalni potencial s pomo¢jo meritev
aktivnosti elektronskega transportnega sistema (ETS) in potencialno fotokemi¢no ucinkovitost
fotosistema II. Nizka koncentracija selena ni vplivala na izbrane biokemijske in fizioloske lastnosti
pri nobeni od vrst. Negativen vpliv na rastline je imela visoka koncentracija selena. Vse tri vrste, ki
so bile izpostavljene visoki koncentraciji selena (Se2), so imele statisticno znacilno nizjo
potencialno fotokemi¢no u¢inkovitost. Vrsti M. spicatum in P. perfoliatus pa niZji dihalni potencial
v primerjavi s kontrolo. Selen ni imel jasnega vpliva na vsebnost klorofila a in b, karotenoidov in

antocianov pri nobeni od preu¢evanih vrst.
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The effect of selenium on three aquatic plants Potamogeton perfoliatus, Myriophyllum spicatum and
Ceratophyllum demersum was studied. Plants were exposed to low (20ug Se L) and high
concentration (10 mg Se L) of selenium as sodium selenite (Na,SeOs). The amount of
photosynthetic pigments (chlorophyll a and b, carotenoids) and anthocyanins were monitored along
with potential via electron transport system activity (ETS) and photochemical efficiency of
photosystem II. Lower concentration of selenium did not effect selected biochemical and
physiological characterisctics any of the plant. Higher concentration of selenium had negative effect
on plants. Plants, exposed to higher concentration of selenium, expressed statistically lower
photochemical efficiency and respiratory potential in comparing to control. Selenium did not have

clear effect on the amount of photosynthetic pigments as well as on anthocyanins in any of plant.
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1. UVOD

Selen je element v sledovih, ki je v nizkih koncentracijah nujno potreben za Zivali in ljudi,
pri visokih koncentracijah pa je lahko strupen (Reid in sod., 2004). Njegova vloga pri
rastlinah Se ni popolnoma razjasnjena, znani pa so pozitivni vplivi selena na nekatere
gojene rastline. PospeSuje antioksidacijsko aktivnost, zavira procese, povezane s staranjem
in omili stres zaradi mocne svetlobe in susSe (Xue in sod., 2001). V vi§jih koncentracijah
vpliva selen na rastline negativno, sprva zavre njihovo rast, z viSanjem koncentracije pa
rastlina propade. Selen se lahko v organizmih tudi bioakumulira. Bioakumulacija je mozna
zaradi kemi¢ne podobnosti selena in Zvepla. Oblika selena, ki jo vecina rastlin najhitreje
vgradi v svojo biomaso, je selenometionin (Terry in sod., 2000). Vode ob kmetijskih
povrsinah in Zivalskih farmah lahko vsebujejo poviSane koncentracije selena, saj se le-ta
dodaja v krmo za zivali in tudi gnojila. Ob padavinah se selen spira v tla. Selen lahko
doseZe podtalnico, kar predstavlja groznjo virom pitne vode na dolo¢enih obmogjih.

Pri odstranjevanju selena iz vode bi lahko uporabili dolocene vrste makrofitov, ki so zelo
uspesne pri akumulaciji selena. Makrofiti so rastline, ki rastejo popolnoma ali delno
potopljene v vodi, in so vidne s prostim ocesom. Na njihovo razsirjenost vplivajo kemijski,

fizikalni in hidromorfoloski dejavniki.
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1.1. NAMEN

Namen naloge je:

Ugotoviti vpliv selena na izbrane biokemijske in fizioloske lastnosti preucevanih
makrofitov.

Ugotoviti, ali nizka in visoka koncentracija selena razlicno vplivata na preucevane
makrofite.

Ugotoviti odziv vrst (Myrophyllum spicatum in Ceratophyllum demersum) na
presajanje iz visoke koncentracije selena v vodo brez dodanega selena ter nazaj v

medij z visoko koncentracijo selena.

1.2. DELOVNE HIPOTEZE

Pri¢akujemo, da bo selen vplival na fizioloSke in biokemijske lastnosti izbranih
makrofitov (preraslolistni dristavec - Potamogeton perfoliatus, klasasti rmanec -
Myriophyllum spicatum in navadni rogolist - Ceratophyllum demersum).
Pricakujemo razli¢en odziv preucevanih vrst na dodan selen.

Pri¢akovane vrste se bodo razlicno odzvale na nizko in na visoko koncentracijo
dodanega selena.

Rastline se bodo odzvale na spremembo v koncentraciji selena v okolnem mediju.
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2. PREGLED OBJAV

2.1. SELEN

2.1.1. Splosno o selenu

Selen je leta 1817 odkril Svedski kemik Jons Jacob Berzelius, ko je pri procesu
pridobivanja zveplene kisline analiziral rdeco usedlino. Selen ima podobne znacilnosti kot
zveplo in obstaja v vecih alotropskih oblikah. Bistvena razlika med zZveplom in selenom pa
je ta, da se selen pogosto nahaja v Stirivalentni reducirani obliki, medtem ko Zveplo v
Stirivalentni oksidirani obliki. Se pogosteje se omenjena elementa v naravi pojavljata v
ionski obliki (Haavisto in sod., 1996).
Najpomembnejsi viri selena za ljudi so meso, drobovina, morski sadezi in zita. Zaradi
pomanjkanja selena na dolo¢enih obmocjih, so leta 1984 priceli na Finskem dodajati selen
mineralnim gnojilom in s tem posledicno povecali vsebnost selena v zivilih (Haavisto in
sod., 1996).
Ker spada Slovenija med drzave s srednjo stopnjo pomanjkanja selena (Stibilj in sod.,
2004), bi bila ena izmed reSitev za poveCanje selena v Zivilih uporaba selenovih
prehranskih dodatkov. Vendar se zaradi premajhne informiranosti in nepazljivosti
uporabnikov ter pretiravanja pri odmerjanju poraja realna skrb. Dokler vloga in prenos
selena v biosferi nista preucena, je primerno povecevati vsebnost selena v gojenih rastlinah
v okviru kmetovanja z gnojenjem ali namakanjem semen (Stibilj in sod., 2004).
Selen se lahko rastlinam dodaja na razli¢ne nacine, ki jih razvijajo po celem svetu:

e namakanje semen,

o foliarno skropljenje,

e aeroponsko gnojenje,

o hidroponsko gnojenje,

e dodajanje selena v tla.
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2.1.2. Vpliv selena na rastline

Nekatere rastline so selen sposobne asimilirati in kopiciti v razli¢nih rastlinskih organih.
Privzem je odvisen od koncentracije selena in njegove kemijske oblike, med drugim pa na
privzem vpliva Se pH prsti, slanost, vsebnost kalcijevega karbonata (CaCOs) (Germ in sod.,
2007). Pri nizkem pH je privzem selena visok. Poznamo primarne in sekundarne
akumulatorje selena. Primarni lahko privzamejo ve¢ kot 1000 mg/kg selena, medtem ko
sekundarni akumulatorji iz tal privzamejo od nekaj 100 do 1000 mg/kg selena (Terry in
sod., 2000).

Raziskovalci so proucevali vpliv trdote vode, temperature, pH in drugih parametrov na
strupenost selena za rastline. Posebno vpliv sulfata na privzem selena v vodnem okolju je
zelo raziskan (Sappington, 2002).

Ugotovili so, da selen deluje kot antioksidant, saj inhibira peroksidacijo lipidov pri ljuljki
(Lolium perenne), obravnavane s koncentracijo med 0,1 in 1 mg Se/L (Xue in sod., 2001).
Povecan pridelek se je pokazal pri gojenju bu¢ (Cucurbita pepo) na prostem, obravnavanih
s koncentracijo selena 1,5 mg/L (Germ in sod., 2005). Pri koncentracijah, vis§jih od 10 mg
Se/L, pa so se pokazali negativni u¢inki pri gojenju ljuljke (Lolium perenne) in solate
(Lactuca sativa), saj je prislo do zmanjsanja biomase (Xue in sod., 2001). Dokazano je, da
selen pospesuje rast rastlin, ki so izpostavljene oksidativnemu stresu kot posledica UV-
sevanja in zavira proces staranja zaradi povecane antioksidacije, ki je povezana s povecano
aktivnostjo glutation peroksidaze (GPx) (Xue in sod., 2001).

Studij o vplivih selena na fizioloske in biokemijske parametre makrofitov je zelo malo
(Mechora in sod., 2011; Mechora in sod., v tisku). Ugotovili so, da sta vrsti C. demersum
in M. spicatum privzeli velike koli¢ine selena. V koncentraciji selena 10 mg/L je vrsta M.
spicatum prezivela od 8 do 13 dni; dlje ¢asa (31 dni) je prezivela vrsta C. demersum. Selen
je negativno vplival na fotokemi¢no ucinkovitost FS II, vendar na vsebnost klorifila a in b

ni imel vpliva.
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2.2. VODNE RASTLINE ALI MAKROFITI

Med makrofite oziroma vodne rastline, ki jih v vodi vidimo s prostim ocesom, spadajo
rastline, ki so prilagojene Zivljenju v celinskih vodah. V to skupino spadajo cvetnice,
praprotnice in mahovi ter nekatere makroskopske alge.

Vodne vaskularne rastline izhajajo iz kopenskih prednikov. Na to kazejo tanka kutikula,
odsotnost listnih rez in slabo lignificirano prevodno tkivo (Hutchinson, 1975).

Glede na rastno obliko, nacin pritrditve in razmere, v katerih uspevajo, jih delimo na ve¢
razlicnih skupin (Allan, 1995). Nekaterih vrst zaradi svoje specificnosti (razlicne oblike)
ne moremo uvrstiti samo v eno skupino (Gabers¢ik in Martin¢i¢, 1992), to so rastline, ki
imajo amfibijski znacaj, saj uspevajo tako na kopnem kot tudi v vodi oziroma na prehodu
med vodo in kopnim (Sand Jensen in Jacobsen, 2002).

Med najpomembnejSe dejavnike, ki vplivajo na rast vodnih rastlin, uvr§¢amo svetlobo,
kemizem vode (vir kalcija, ogljika, dusika, fosforja, magnezija, natrija), vodni tok, substrat,
temperaturo in kompeticijo (Carr in sod., 1997).

Vodne rastline so klju¢ni sestavni del vodnih ekosistemov. Prispevajo k izboljSanju stanja
voda, zmanjSujejo koncentracijo hranil in delcev v vodnem stolpcu (Egertson in sod.,
2004). V vodo oddajajo kisik, kar ima prav tako vlogo pri samocistilnem procesu v rekah.
Poleg tega, da zagotavljajo hrano za vodne organizme, tvorijo mikrohabitate za perifiton in

vodne zivali (Lampert in Sommer, 2007).

2.3 REMEDIACIJE

Fitoremediacija je ena izmed oblik bioremediacije, pri kateri uporabljamo rastline za
odstranjevanje kovin, organskih kemikalij (bencina, nafte, pesticidov, mazil, topil) oziroma
splosno onesnazil iz prsti in vode. Za fitoremediacijske namene uporabljamo rastline, ki
hitro pridobivajo na svoji biomasi, imajo sposobnosti velike absorpcije, presnove strupenih
molekul v manj Skodljive, in imajo sposobnost zmanjSanja Stevila sinteti¢nih organskih

spojin, ter take, ki so odporne na visoke koncentracije onesnazil (Vrhovsek in Korze, 2007).
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Rastlino ali rastline, primerne za fitoremedacijo, izbiramo glede na njene lastnosti, tip tal,

rastne razmere in vrsto onesnazila (Korze, 2009).

3. MATERIALI IN METODE

3.1. RASTLINSKE VRSTE

V poskusu smo gojili 3 vrste makrofitov — preraslolistni dristavec (Potamogeton
perfoliatus L.), klasasti rmanec (Myriophyllum spicatum L.) in navadni rogolist

(Ceratophyllum demersum L.).

Preraslolistni dristavec iz druzine Potamogetonaceae je ukoreninjena in potopljena vrsta.
Listi, ki skoraj popolnoma obkrozajo steblo, so dolgi do 6 centimetrov s sréastim dnom. V
prerezu je steblo okroglo, brez utorov. Rastlino najdemo tako v rekah, kot tudi jezerih.
Pojavi se na zaCetku rastne sezone in izgine, ko razmere za rast niso ve¢ primerne
(Martinci¢ in sod., 2007). Rastline za gojenje smo nabrali v potoku IZica v blizini naselja

Ig na obrobju Ljubljanskega barja.

Klasasti rmanec iz druzine Haloragaceae je ukoreninjena in potopljena vrsta. Zraste do
viSine 2 metrov in je razvejana rastlina. Listi so namesceni v vretencih, deljeni in rdeckasto
obarvani ter tako dolgi ali krajsi kot cvetovi (Martin¢i¢ in sod., 2007). Cvetovi so v
socvetjih, pojavijo se nad gladino vode v mesecih od junija do septembra in so rdeckasto
obarvani. Raste v stojecih, pocasi tekocih ali celo braki¢nih vodah (Martin¢i¢ in sod.,
2007). 1z vode jemlje hranila in jih vgrajuje v svojo biomaso, hkrati pa izloca toksi¢ne
polifenole (pirogali¢no, gali¢no in elagi¢no kislino ter katehin), ki imajo alelopatski ucinek
na alge, tj. zavira njihovo rast (Wikipedia). Rastline za gojenje smo nabrali v Bohinjskem

jezeru.
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Navadni rogolist iz druzine Ceratophyllaceae je plavajoca vrsta.

Listi so trdi, krhki, ena- do dvakrat vilasto deljeni (imajo 2-4 Scetinaste roglje) in
vretencasto namesceni vzdolz stebla, ki lahko zraste v dolZzino od 30 cm do enega metra.
Rastlina prosto plava oziroma se obCasno pritrjuje na dno. Raste v stojecih in pocasi
tekocih vodah (Martinci¢ in sod., 2007). Rastline za gojenje smo nabrali v Botani¢nem vrtu

v Ljubljani.

3.2. POSKUS

Primerke vrst P. perfoliatus, M. spicatum in C. demersum smo lo¢eno nasadili v 3 plasti¢ne
kadi, dimenzij 120 cm x 52 cm x 54 cm, ki drzijo 160 litrov vode (slika 1). Na dno kadi
smo dodali priblizno 3 centimetre prsti (slika 2) ter nanjo posuli 5 centimetrov peska,
granulacije 4-8 mm, da smo preprecili dvigovanje prsti. Prst je bila za posajene rastline vir
hranil.

Po dveh tednih aklimatizacije rastlin smo v vodo dodali selen v obliki natrijevega selenita
(Na,S03). V prvi kadi je bila koncentracija 20 pg Se L™ (nizka koncentracija - Sel), v
drugi pa 10 mg Se L' (visoka koncentracija - Se2). V tretji kadi smo gojili rastline, kjer je
bila voda brez dodanega selena, ki nam je sluzila kot kontrola. Iz te kadi smo tudi dosajali
gojene rastline v kad z visoko koncentracijo selena, kjer so rastline po dolo¢enem Stevilu
dni propadle.

V cetrti kadi je bila voda brez dodanega Se (vsebnost Se je bila pod mejo detekcije).
Koncentracija 20 pg Se L™ je 10 krat visja kot vsebnost selena, katero najdemo v
vodotokih, ki tetejo skozi podeZeljska podro&ja v Sloveniji, za koncetracijo 10 mg Se L™
pa smo predvidevali, da bo imela toksi¢ni vpliv na poskusne rastline.

Celotna postavitev poskusa je prikazana na sliki 1, gojenje rastlin v kadeh pri razli¢nih

koncentracijah dodanega Se pa na slikah 3, 4 in 5.
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—

Slika 2: Substrat v kadeh
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Slika 3: Levo — poskus z vrsto C. demersum v nizki koncentraciji selena (Sel), desno — poskus z vrsto C.

demersum v visoki koncentraciji selena (Se2)

Slika 4: Levo — poskus z vrsto M. spicatum v nizki koncentraciji selena (Sel), desno — poskus z vrsto M.

spicatum v visoki koncentraciji selena (Se2)
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Slika 5: Poskus z vrsto P. perfoliatus v nizki koncentraciji selena (Sel)

Rastline, ki smo jih gojili v raztopini selena z visoko koncentracijo, smo tik pred propadom
pobrali in jih shranili za kasnejSe analize vsebnosti selena. Nato smo na novo nasadili
rastline iz kadi, napolnjene z vodo brez dodanega selena (kontrola), saj so bile ze
aklimatizirane in dobro ukoreninjene (razen vrste C. demersum) in zabelezili datum.
Rastline, ki smo jih gojili v vodi brez dodanega selena (kontrola) in v raztopini selena z
nizko koncentracijo, so zelo dobro uspevale, zato jih ni bilo potrebno dosajati.

FizioloSke in biokemijske analize na rastlinah, izpostavljenih nizki in visoki koncentraciji
selena ter vodi brez dodanega selena (kontrola), smo ve¢inoma opravljali v laboratoriju.
Meritve potencialne fotokemi¢ne ucinkovitosti (Fv/Fm) in meritve temperature vode smo
opravljali »in situ«.

Koncentracija selena v vodi je bila merjena vsak teden. Nivo vode smo spremljali vsak

teden, Se posebej po vecjem dezevju ali susSnem obdobju.

V nadaljevanju so prikazane razmere med trajanjem poskusa. Na spodnjih slikah (slika 6
in 7) je prikazana povprecna temperatura za vse dneve (od 9. 5. 2011 do 5. 7. 2011),

povprec¢na vlaznost in koli¢ina padavin.
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Slika 6: Povpre¢na temperatura zraka v Casu trajanja poskusa (vir ARSO)
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Slika 7: Povpre¢na vlaznost zraka v ¢asu trajanja poskusa (vir ARSO)
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3.3. METODE

Makrofite smo izpostavili razlicnim koncentracijam selena v vodi. V Cetrto kad, kjer je bila
voda brez dodanega Se (vsebnost Se je bila pod mejo detekcije) smo presajali rastline iz
Se2, jih pustili rasti 10 dni, kasneje pa jih ponovno presadili nazaj v Se2. Tako smo
spremljali, kako se bodo rastline odzvale na spremembo v koncentraciji selena v okolnem
mediju.

V ¢asovnih intervalih smo merili vsebnost fotosinteznih barvil (klorofil a in b, karotenoidi)
in antocianov, potencialno fotokemi¢no ucinkovitost (Fv/Fm) FS II in aktivnost
elektronskega transportnega sistema (ETS) na poskusnih rastlinah P. perfoliatus, M.
spicatum in C. demersum, ki so uspevale v kontrolnih razmerah, ter na rastlinah
izpostavljenim nizki in visoki koncentraciji selena.

Vzporedno s poskusom smo vrsti M. spicatum in C. demersum po Stirih dnevih
izpostavljenosti visoki koncentraciji selena (Se2) presadili v vodo brez dodanega selena,
kjer je bila vsebnost selena pod mejo detekcije. Tam smo jih pustili 10 dni, nato pa
ponovno prestavili v vodo z visoko koncentracijo selena. S presajanjem smo Zeleli
ugotoviti, ali si bo rastlina v €isti vodi opomogla in nadaljevala s svojo rastjo.

Izmerili smo vsebnost fotosinteznih barvil (klorofil a in b, karatenoidi) in antocianov,
potencialno fotokemi¢no ucinkovitost in aktivnost ETS pri rastlinah izpostavljenim Se2 po

presaditvi v vodo brez dodanega selena in ponovno po presaditvi v Se2.

3.3.1. Fotosintezna barvila

Merjenje vsebnosti fotosinteznih barvil (klorofil a in b in karotenoidi)

Pri vseh preucevanih rastlinah smo vsebnost klorofilov in karotenoidov merili po metodi
Jeffrey in Humphrey (1975). V terilnici smo vzorec z znano maso ob dodatku 10 mL
acetona zmleli, tako da ni bilo videti ve¢ grobih delcev. Vsebino smo prelili v centrifugirko
in vzorec centrifugirali (2K15, Sigma) 4 minute pri 4 °C in 4000 rpm. Po centrifugiranju

smo vsebino zlili v merilni valj in izmerili volumen vsakega vzorca posebej. S pomocjo
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spektrofotometra (Lambda 12, Perkin-Elmer) smo pri razliénih valovnih dolzinah (470 nm,
644 nm in 662 nm) izmerili ekstinkcijo. Pri vsaki rastlini smo vzeli 4 vzorce za vsako

obravnavanje s Se in kontrolo.

Formula za izraé¢un klorofila a:

kla= (11,24 * Ees2) — (2,04 * Eg44) (mg/g SM) ... (1)

Formula za izrac¢un klorofila b:

kI b= (20,13 * Eg44) — (4,19 * Eg62) (mg/g SM) ... 2)

kla klorofil a
klb  klorofil b
E ekstinkcija vzorca pri izbrani valovni dolzini

SM  suha masa

Formula za izrac¢un karotenoidov:
kar = ((1000 * E470) — (1,90 * kl a) — (63,14 * kl b)) / 214
(mg/g SM)  ....... 3)

kar  karotenoidi

kla klorofil a

klb  Kklorofil b

E ekstinkcija vzorca pri izbrani valovni dolzini

SM  suha masa
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Merjenje vsebnosti antocianov

Vsebnost antocianov smo doloc¢ali po metodi Drumm in Mohr (1978). Vzorec z znano
maso smo Vv terilnici ob dodatku 10 mL ekstrakcijskega medija (metanol : HCI = 99 : 1)
zmleli. Vsebino smo prefiltrirali skozi filter papir v merilni valj in od¢itali volumen
ekstrakta. Vzorec smo shranili v hladilnik za 24 ur in naslednji dan izmerili s pomocjo
spektrofotometra (Lambda 12, Perkin-Elmer) ekstinkcijo pri 530 nm. Pri vsaki rastlini smo

vzeli 4 vzorce, za vsako obravnavanje s Se in kontrolo.

Izra¢un antocianinov po formuli:
Ant=Es3* V * SM™;
ali

Es3o* V * P! (mL/gSM) ... (4)

Ant  antociani

E ekstinkcija vzorca pri izbrani valovni dolzini
\Y prostornina ekstrakta (mL)

sm suha masa vzorca (g)

v -2
P povrsina vzorca (cm™)

3.3.2. Meritve potencialne fotokemicne ucinkovitosti

Fotokemicno ucinkovitost vseh treh preucevanih rastlin smo merili s pomocjo fluorescence
klorofila a v FS II (fotosistem II). Fluorescenca je izrazena kot koli¢nik variabilne (Fv) in
maksimalne (Fm) fluorescence temotno adaptiranega vzorca (Fv/Fm), kjer variabilna
fluorescenca predstavlja razliko med maksimalno in minimalno fluorescenco temotno
adaptiranega vzorca (Fv = Fm - Fo). Razmerje Fv/Fm je merilo potencialne fotokemi¢ne
ucinkovitosti FS II in je sorazmerno neto fotosintezi (Krause in Weis, 1991). Razmerje
Fv/Fm dosega optimalne vrednosti okrog 0,83. Nizje vrednosti nakazujejo na

izpostavljenost rastline stresu, ki se odraza v fotoinhibiciji (Maxwell in Johnson, 2000).
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Meritve so potekale s pomocjo modulacijskega fluorometra (PAM 2100). Pred merjenjem
potencialne fotokemi¢ne ucinkovitosti smo na list pritrdili $¢ipalke za temotno adaptacijo.
Po 10 minutah adaptacije smo list osvetlili s saturacijskim pulzom bele svetlobe (8000

mmol m™s™, 0.8 s).

3.3.3. Aktivnost elektronskega transportnega sistema (ETS)

Aktivnost ETS smo merili po metodi, ki jo je razvil Packard (1971).

Vzorec z znano maso smo v terilnici homogenizirali ob dodatku 4 mL homogenizacijskega
pufra (fosfatni pufer + MgSO4 + polivinil pirolidon — PVP + triton x-100). Homogenat smo
prelili v epruvete, hlajene na ledu. S pomocjo ultrazvo¢nega homogenizatorja smo 20
sekund homogenizirali vsak vzorec. Vsebino smo prelili v centrifugirke in homogenat
centrifugirali 4 minute pri 0 °C na 10.000 obratih. Supernatant smo prelili v stekleno
epruveto. Iz te epruvete smo po 0,5 mL odpipetirali v tri epruvete (alikvote). Vsaki
epruveti smo nato dodali Se 1,5 mL substrata (fosfatni pufer + NADH + NADPH + triton
x-100), tudi v slepi vzorec, ter 0,5 mL INT (jodonitrotetrazolijevega klorid) tudi v slepi
vzorec. Vse skupaj smo premesSali in inkubirali 40 minut pri 20 °C v temnem prostoru. Po
koncu inkubacije smo dodali Se 0,5 mL stop raztopine (H;PO4 : HCHO = 1:1) v vse §tiri
epruvete, tudi v slepi vzorec, v katerega smo na koncu dodali 0,5 mL prvotnega
supernatanta, ki je ostal po centrifugiranju.

S spektrofotometrom (Lambda 12, Perkin-Elmer) smo izmerili absorpcijo pri 490 nm.
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Abs®0 ™™ * Vr * Vh * 60
aktivnost ETS = (uL(O)mg ' (SM)h™) ... (5)
Va * S *t* 1,42 * 1000

Abs490nm  absorpcija vzorca

Vr kon¢ni volumen reakcijske zmesi (3 ml)

Vh volumen osnovnega homogenata (4 ml)

Va volumen inkubiranega homogenata (0,5 ml)

S velikost vzorca (g suhe mase)

t ¢as inkubacije (40 min)

1,42 faktor pretvorbe v volumen O, (Kenner in Ahmed, 1975)

3.3.4. Merjenje temperature vode in viSina vode v kadeh s poskusnimi rastlinami

Redno smo spremljali temperaturo vode pri vsaki vrsti posebej, s pomoc¢jo metra pa tudi
viS§ino, da smo ob potrebi dodali vodo (zaradi izhlapevanja) ali jo odvzeli (dezevje).
Koncentracija Se v vsaki posodi posebej je bila merjena, kot je opisano v Mechora et al.

(2012).

3.3.5. Statisti¢na obdelava pridobljenih rezultatov

S pomocjo programa Statgraphic Plus 4.0 smo primerjali znacilnost vplivov Se na merjene
parametre znotraj posamezne vrste.

Znacilne razlike smo iskali z enosmerno in multifaktorsko ANOVO. Grafi¢no
predstavljeni rezultati, ki so oznaceni z enakimi ¢rkami, se med seboj statisticno znacilno
ne razlikujejo. Razlike smo dolo¢ili s pomocjo Multiple Range testov v programu

Statgraphics Plus 4.0.
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3.3.6. Dnevi vzoréenja

Tabela 1: Izvajane meritve na gojenih rastlinah.

VZORCENJE DAN VZORCENJA
I 9.5.2011

11 17.5.1n20. 5. 2011

11 27.5.in30.5.2011

v 3.6.in 6. 6.2011

% 10.6.1in 13. 6. 2011

VI 17. 6.1in 20. 6. 2011

VII 21.6.in23.6.2011

VIII 27.6.in 28. 6.2011

X 4.7.in5.7.2011
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4. REZULTATI

4.1. AKTIVNOST ELEKTRONSKEGA TRANSPORTNEGA SISTEMA (ETS)
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8.00 m kontrola
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Slika 9: Aktivnost ETS pri vrsti P. perfoliatus v kontrolnih razmerah in pri nizki (Sel) ter visoki
koncentraciji (Se2) selena v vodi ob razlicnih vzorcevanjih. Stolpci, oznaceni z razlicnimi ¢rkami, se

statisticno znacilno razlikujejo med seboj. Rezultati so podani kot povprecna vrednost £SD

Primerjava aktivnosti ETS rastlin vrste P. perfoliatus, ki so uspevale v kontrolnih razmerah,
z rastlinami, izpostavljenimi Sel, je pokazala statisticno znacilne razlike v IIL., IV., V., VL,
VIL. in IX. vzorCenju (slika 9). Primerjava aktivnosti ETS z rastlinami v kontrolnih
razmerah in rastlinami, izpostavljenimi Se2, je pokazala statisticno znacilne razlike v III.,
IV., V. in IX. vzorCenju. Primerjava aktivnosti ETS rastlin, izpostavljenih Sel, in rastlin,
izpostavljenih Se2, je pokazala, da so bile statisticno znacilne razlike prisotne v IIL., IV., V.,

VL. in VIL vzor€enju. V primerjalno analizo nista bili vkljuceni I. in II. vzor¢enje.
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Slika 10: Aktivnost ETS pri vrsti M. spicatum v kontrolnih razmerah in pri nizki (Sel) ter visoki (Se2)
koncentraciji selena v vodi. Stolpci, oznaceni z razlicnimi ¢rkami, se statisticno znacilno razlikujejo med

seboj. Rezultati so podani kot povpre¢na vrednost £SD

Primerjava aktivnosti ETS rastlin vrste M. spicatum, ki so uspevale v kontrolnih razmerah,
z rastlinami, izpostavljenimi Sel, je pokazala statisticno znacilne razlike v III., VI. in VIIL.
vzorcenju (slika 10). Primerjava aktivnosti ETS z rastlinami v kontrolnih razmerah in
rastlinami, izpostavljenimi Se2, je pokazala statisticno znacilne razlike, prisotne v IV., VI,
VIIL, VIII., in IX. vzorCenju. Primerjava aktivnosti ETS rastlin, izpostavljenih Sel, z
rastlinami, izpostavljenimi Se2, je pokazala, da so bile statisticno znacilne razlike v III.,

IV., V., VL. in VIII. vzorcenju. V primerjalno analizo nista bili vkljuceni I. in II. vzorcenje.
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Slika 11: Aktivnost ETS pri vrsti C. demersum v kontrolnih razmerah in pri nizki (Sel) ter visoki (Se2)
koncentraciji selena v vodi. Stolpci, oznaceni z razlicnimi ¢rkami, se statisticno znacilno razlikujejo med

seboj. Rezultati so podani kot povpre¢na vrednost £SD

Primerjava aktivnosti ETS rastlin vrste C. demersum, ki so uspevale v kontrolnih razmerah,
z rastlinami, izpostavljenimi Sel, je pokazala statisticno znacilne razlike v III., V., VIIL,
VIIL in IX. vzorCenju (slika 11). Primerjava aktivnosti ETS z rastlinami v kontrolnih
razmerah in rastlinami, izpostavljenimi Se2, je pokazala statisticno znacilne razlike
prisotne v IIL., V., VIL in IX. vzor¢enju. Primerjava aktivnosti ETS rastlin, izpostavljenih
Sel, z rastlinami, izpostavljenimi Se2, je pokazala statisticno znacilne razlike v III. VIL. in

VIII. vzorcenju.
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4.2. POTENCIALNA FOTOKEMICNA UCINKOVITOST (Fv/Fm)
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Slika 12: Potencialna fotokemi¢na ucinkovitost pri vrsti P. perfoliatus v kontrolnih razmerah in pri nizki (Sel)
ter visoki (Se2) koncentraciji selena v vodi. Stolpci, oznaceni z razli€nimi ¢rkami, se statisticno znacilno

razlikujejo med seboj. Rezultati so podani kot povprec¢na vrednost +SD

Primerjava rastlin vrste P. perfoliatus, ki so uspevale v kontrolnih razmerah, z rastlinami,
izpostavljenimi Sel, je pokazala statisticno znacilne razlike v potencialni fotokemicni
ucinkovitosti le v V. vzorcenju (slika 12), ko pa smo primerjali rastline iz kontrole z
rastlinami, izpostavljenimi Se2, so bile statisticno znacilne razlike prisotne v II., IV., V.,
VIL in VIII. vzor€enju. Primerjava rastlin, izpostavljenih Sel, z rastlinami, izpostavljenimi
Se2, je pokazala statisticno znacilne razlike v IL., IIL., IV., V1., VIL., VIIL in IX. vzoréenju.
Fotokemicna uc¢inkovitost pri tej vrsti je bila znacilno nizja pri rastlinah, izpostavljenih Se2,
v primerjavi z rastlinami, ki so uspevale v kontrolnih razmerah, in rastlinami,

izpostavljenimi Sel.
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Slika 13: Potencialna fotokemi¢na uéinkovitost pri vrsti M. spicatum v kontrolnih razmerah in pri nizki (Sel)
ter visoki (Se2) koncentraciji selena v vodi. Stolpci, oznaceni z razli¢nimi ¢rkami, se statistiéno znacilno

razlikujejo med seboj. Rezultati so podani kot povprec¢na vrednost +SD

Primerjava rastlin vrste M. spicatum, ki so uspevale v kontrolnih razmerah, z rastlinami,
izpostavljenimi Sel, ni pokazala statisticno znalilne razlike v potencialni fotokemicni
ucinkovitosti v nobenem od vzorcenj (slika 13). Primerjava rastlin, ki so uspevale v
kontrolnih razmerah, z rastlinami, izpostavljenimi Se2, je pokazala statistiéno znalilne
razlike v VII., VIIL. in IX. vzorcenju. Ko pa smo primerjali rastline, izpostavljene Sel, z
rastlinami, izpostavljenimi Se2, so bile statistino znacilne razlike prisotne v VI., VIL., VIII.

in IX. vzor¢enju.
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Slika 14: Potencialna fotokemi¢na uéinkovitost pri vrsti C. demersum v kontrolnih razmerah in pri nizki (Sel)
ter visoki (Se2) koncentraciji selena v vodi. Stolpci, oznaceni z razlicnimi ¢rkami, se statistiéno znacilno

razlikujejo med seboj. Rezultati so podani kot povprec¢na vrednost +SD

Primerjava rastlin vrste C. demersum, ki so uspevale v kontrolnih razmerah, z rastlinami,
izpostavljenimi Sel, je pokazala statisticno znacCilne razlike v potencialni fotokemi¢ni
ucinkovitosti le v V. vzorcenju (slika 14). Ko pa smo primerjali rastline, ki so uspevale v
kontrolnih razmerah, z rastlinami, izpostavljenimi Se2, so bile statisticno znacilne razlike
prisotne v IL., IV., V., VL, VIIL in IX. vzor¢enju. Podobno je bilo tudi v primeru, ko smo
primerjali rastline, izpostavljene Sel, z rastlinami, izpostavljenimi Se2, saj so bile

statisti¢no znacilne razlike v IL., IIL., IV., V., V1., VIIL., IX. vzor¢enju.

Pri vseh treh rastlinah se kaze teznja po dvigovanju Fv/Fm v zadnjih 4 merjenjih pri
rastlinah, ki so uspevale v kontroli in pri vrstah P. perfoliatus ter M. spicatum tudi pri

primerkih, ki so bili izpostavljeni Sel.
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4.3. FOTOSINTEZNA BARVILA

Vpliv selena na fotosintezna barvila je bil minimalen. Pri vrsti M. spicatum dodani selen ni
imel jasnega vpliva na vsebnost klorofila a in b. Pri vrsti C. demersum je vrednost klorofila
a in b v vecini primerov visja pri rastlinah, izpostavljenih Sel, v primerjavi z rastlinami, ki
so uspevale v kontrolnih razmerah. Pri rastlinah, izpostavljenih Se2, ni bilo jasnega vzorca
upadanja ali naraSc¢anja vsebnosti klorofila a in b v primerjavi z rastlinami, ki so uspevale v
kontrolnih razmerah. Pri vrsti P. perfoliatus je vrednost klorofila a podobna vrednosti pri
rastlinah, ki so uspevale v kontrolnih razmerah in rastlinah, izpostavljenih Sel in Se2.
Vsebnost klorofila b je pri rastlinah, izpostavljenih Sel, v ve€ini primerov vi§ja v
primerjavi z rastlinami, ki so uspevale v kontrolnih razmerah (priloga 1, priloga 2).

Vsebnost karotenoidov je bila v vecini primerov vi§ja pri rastlinah, izpostavljenih Sel, v
primerjavi z rastlinami, ki so uspevale v kontrolnih razmerah pri vrsti P. perfoliatus. Pri

ostalih vrstah selen ni imel bistvenega vpliva na vsebnost karotenoidov (priloga 3).

4.4. ANTOCIANI

Rastline, izpostavljene Se2 pri vrsti P. perfoliatus, so imele v veéini primerov visjo
vsebnost antocianov kot rastline, ki so uspevale v kontrolnih razmerah. Selen ni imel
bistvenega vpliva na vsebnost antocianov pri vrstah M. spicatum in C. demersum (priloga
4).
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4.5. UCINKI PRESAJANJA RASTLIN, GOJENIH V Se2, V VODO BREZ
DODANEGA Se IN NAZAJ V VODO Se2

4.5.1. Aktivnost elektronskega transportnega sistema (ETS)
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Slika 15: Aktivnost ETS pri vrsti M. spicatum v raztopini Se2, nato po prenosu v vodo brez dodanega selena
in ponovno v raztopino Se2. Stolpci, oznaeni z razli¢nimi ¢rkami, se statistino znacilno razlikujejo med
seboj. Rezultati so podani kot srednja vrednost +SD. Se2 pred — rastline, gojene v raztopini Se2, pred
presajanjem v vodo brez dodanega selena. Se2 po — rastline, gojene v raztopini Se2, po presajanju iz vode

brez dodanega selena

Pri vrsti M. spicatum je prislo do statisticno razli¢nih rezultatov pri meritvah aktivnosti
ETS. Ko je bila rastlina izpostavljena Se2, je imela dihalni potencial nizek. Po izpostavitvi
v vodi brez dodanega selena in ponovni presaditvi v Se2 si je rastlina v tem ¢asu nabrala
dovolj zaloge in energije, da se je na stresne razmere odzvala s povecanim dihalnim

potencialom (slika 15).
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Slika 16: Aktivnost ETS pri vrsti C. demersum v raztopini Se2, nato po prenosu v vodo brez dodanega selena
in ponovno v raztopino Se2. Stolpci, oznaceni z razli¢nimi ¢rkami, se statisticno znacilno razlikujejo med
seboj. Rezultati so podani kot srednja vrednost +SD. Se2 pred — rastline, gojene v raztopini Se2, pred
presajanjem v vodo brez dodanega selena. Se2 po — rastline, gojene v raztopini Se2, po presajanju iz vode

brez dodanega selena

Primerjava rastlin vrste C. demersum, ki so rasle v razlicnih razmerah, je pokazala
statisti¢no znacilne razlike v aktivnosti ETS med rastlinami, gojenimi v Se2, in rastlinami
po prenosu v vodo brez dodanega selena, ter po ponovnem prenosu v Se2.

Na zacetku je bila rastlina zelo pod stresom, posledi¢no je bil njen dihalni potencial nizek,
po presaditvi pa si je opomogla in tako povecala svoj dihalni potencial. Kljub temu, da smo
jo presadili nazaj v Se2, je ohranila dovolj energije in posledicno visoko metabolno

aktivnost.
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4.5.2. Potencialna fotokemic¢na ucinkovitost (Fv/Fm)
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Slika 17: Potencialna fotokemié¢na uéinkovitost FS II pri vrsti M. spicatum v raztopini Se2, nato po prenosu v
vodo brez dodanega selena in ponovno v raztopino Se2. Stolpci, oznaceni z razlicnimi ¢rkami, se statisticno
znacilno razlikujejo med seboj. Rezultati so podani kot srednja vrednost £SD. Se2 pred — rastline, gojene v
raztopini Se2, pred presajanjem v vodo brez dodanega selena. Se2 po — rastline, gojene v raztopini Se2, po

presajanju iz vode brez dodanega selena

Pri rastlinski vrsti M. spicatum ni prislo do statisticno znacilnih razlik v potencialni
fotokemicni u€inkovitosti med obravnavanjem. Zaradi poveCanega dihalnega potenciala je

rastlina med presajanji ohranjala ves €as isti nivo fotokemi¢ne ucinkovitosti.
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Slika 18: Potencialna fotokemi¢na u¢inkovitost FS II pri vrsti C. demersum v raztopini Se2, nato po prenosu
v vodo brez dodanega selena in ponovno v raztopino Se2. Stolpci, oznaceni z razlicnimi ¢rkami, se statisticno
znacilno razlikujejo med seboj. Rezultati so podani kot srednja vrednost +SD. Se2 pred — rastline, gojene v
raztopini Se2, pred presajanjem v vodo brez dodanega selena. Se2 po — rastline, gojene v raztopini Se2, po

presajanju iz vode brez dodanega selena

Pri rastlinski vrsti C. demersum ni priSlo do statisticno znacilnih razlik v potencialni
fotokemi¢ni ucinkovitosti med obravnavanjem. Podobno kot pri prejs$nji vrsti, je rastlina

ohranjala fotokemi¢no uc¢inkovitost.
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4.5.3. Klorofil a in klorofil b, karotenoidi in antociani

Tabela 2: Klorofil a in b, izmerjeni najprej pri rastlinah, ki so uspevale v vodi z visoko koncentracijo selena,

nato po presajanju v €isto vodo, in v vodi z visoko koncentracijo selena.

klorofil a Kklorofil b
enote [mg/g SM] [mg/g SM]
vrsta vzoréenje I I v 11 11 v
0,52 + 0,83 +
Se2 pred 0,26* 0,45%
M. spicatum bl 059
brez dodanega Se 0,13° 0,08?
0,81 + 0,33+
Se2 po 0,17 0,10°
0,82 + 0,59 +
Se2 pred 0,12* 0,12*
C. demersum 044 0,27
brez dodanega Se 0,13* 0,11*
0,84 + 0,64 +
Se2 po 0,22° 0,40°

Se2 pred — rastline, gojene v raztopini Se2, pred presajanjem v vodo brez dodanega selena. Se2 po — rastline,

gojene v raztopini Se2, po presajanju iz vode brez dodanega selena. Rezultati so podani kot srednja vrednost

+SD. Rezultati, podani z razli¢nimi ¢rkami, se statisticno znacilno razlikujejo med seboj.
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Tabela 3: Karotenoidi in antociani, izmerjeni najprej pri rastlinah, ki so uspevale v vodi z visoko
koncentracijo selena, nato po presajanju v ¢isto vodo, in v vodi z visoko koncentracijo selena.

karotenoidi antociani
enote [mg/g SM] [mL/g SM]
vrsta vzorcenje I I v 11 I v
0,90 + b
b 160 + 10
Se2 pred 0,21
. 0,37 +
M. spicatum , 59 +36°
brez dodanega Se 0,06"
0,38+ .
) 130 +71
Se2 po 0,03
0,44 +
Se2 pred 0,05*
0,20+ ,
C. demersum 37+15°
brez dodanega Se 0,07
0,33+ N
220 £ 45
Se2 po 0,04

Se2 pred — rastline, gojene v raztopini Se2, pred presajanjem v vodo brez dodanega selena. Se2 po — rastline,
gojene v raztopini Se2, po presajanju iz vode brez dodanega selena. Rezultati so podani kot srednja vrednost

+SD. Rezultati, podani z razli¢énimi ¢rkami, se statisti¢no znacilno razlikujejo med seboj.

Pri rastlinski vrsti C. demersum presajanje iz Se2 v vodo brez dodanega selena ter nazaj v
Se2 ni imelo vpliva na vsebnost fotosinteznih barvil. Vsebnost antocianov je bila
statisti¢no znacilno vi§ja pri rastlinah, ki so bile ponovno presajene v Se2 (tabela 2).
Rastline, ki so uspevale v Se2 pred presajanjem, so imele statisticno znacilno nizjo
vsebnost klorofila a pri vrsti M. spicatum, kot rastline, gojene v vodi brez dodanega Se. Na
klorofil b presajanje iz Se2 v vodo brez dodanega Se in nazaj v Se2 ni imelo vpliva (tabela
2).

Vsebnost karotenoidov pri vrsti M. spicatum je bila nizja pri rastlinah, gojenih v Se2 pred

presaditvijo v vodo brez dodanega selena v primerjavi z rastlinami, gojenimi v vodi brez
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dodanega selena in ponovno presajenimi v Se2 (tabela 2). Razlike so bile statisticno
znacilne. Vsebnost antocianov pri isti vrsti je bila najnizja pri rastlinah, ki so uspevale v

vodi brez dodanega selena. Razlike so bile statisti¢no znacilne (tabela 2).

5. DISKUSIJA

5.1. USPEVANJE RASTLIN PRI RAZLICNIH OBRAVNAVANJIH S Se

Rastline, ki so uspevale v kadeh brez dodanega Se (kontrola), in rastline, ki so bile
izpostavljene Sel, so uspesno rasle od zacetka do konca poskusa.

Pri Se2 tretmaju so se negativni ucinki najhitreje pokazali pri vrsti P. perfoliatus, znaki
propadanja so se pokazali Ze po Stirih oziroma Sestih dnevih izpostavljenosti. Nekoliko dlje
Casa je prezivela vrsta C. demersum, saj se je njeno propadanje pokazalo med petimi in
enajstimi dnevi izpostavljenosti. Najdlje je v vodi s Se2 prezivela vrsta M. spicatum (16
dni).

To je v skladu s dosedanjimi raziskavami, ki kazejo, da so rastline s celimi listi so bolj
obcutljive na selenit v primerjavi z rastlinami, ki imajo razcepljene liste (Mechora in sod.,

2012).

5.2. VPLIV Se NA DIHALNI POTENCIAL

Raziskav vpliva selena na dihalni potencial pri vodnih rastlinah Se ni bilo objavljenih, saj
so vecino raziskav izvedli na gojenih terestri¢nih rastlinah, npr. na: zelju (Radescek, 2011),
stroénicah (Celan Gabor, 2008) in tatarski ajdi (Strekelj, 2009). Rade3¢ek s sod. (2011) so
ugotovili, da dodani selen (za zeleno zelje 20 mg Se L™ in za rdege zelje 0,5 mg Se L) ni
bistveno vplival na dihalni potencial rastlin.

V naSem poskusu se je najveC statisticno znacilnih razlik v dihalnem potencialu med

rastlinami, izpostavljenimi kontrolnim razmeram in Se2, pokazalo pri rastlinskih vrstah P.
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perfoliatus in M spicatum; v vecini primerov je bil dihalni potencial statisticno visji pri
rastlinah, ki so uspevale v kontroli, v primerjavi z rastlinami, ki so bile izpostavljene Se2.
Dodani selen ni imel jasnega vpliva na dihalni potencial pri vrsti C. demersum.

Razlog za niZanje dihalnega potenciala pri rastlinah, obravnavanih s Se2, je verjetno v
strupenosti selena, kar je povzrocilo moten prehod elektronov v dihalni verigi (Stibilj in
sod., 2004). Predvidevamo, da so bili vplivi na rastlino preveliki, da bi jih rastlina lahko
ublazila. Nizek dihalni potencial kaze, da rastlina verjetno ni imela dovolj razpoloZzljive
energije (GabersCik, 2003). Nizja aktivnost ETS oziroma niZji dihalni potencial pri
preucevanih rastlinah, obravnavanih s Se2, je lahko posledica znizane dihalne encimatske
zmogljivosti (Smrkolj in sod., 2006). Selen zaradi svoje kemijske podobnosti z Zveplom
lahko vstopi v rastlinsko celico in se veZe na mesto zvepla v aminokislini (Met, Cys) ter
tvori analogne spojine, selenoaminokisline (SeMet, SeCys). Nastale selenoaminokisline
spremenijo obliko proteinov in njihovo kataliticno aktivnost (Terry in sod., 2000). Nizjo
aktivnost ETS sta Mechora in Germ (2010) opazili tudi pri stroc¢nici Glycine max,

obravnavni s selenom.

5.3. VPLIV Se NA FOTOKEMICNO UCINKOVITOST FS II

V primerjavi z vrstama M. spicatum in C. demersum so bile najniZje izmerjene vrednosti
potencialne fotokemi¢ne ucinkovitosti FS II izmerjene pri vrsti P. perfoliatus.
Predvidevamo, da so vrste, ki nimajo deljenih listov, do dodatka selena v vodi manj strpne
od tistih, ki imajo liste deljene. Pri vitalnih rastlinah, ki rastejo v ugodnih razmerah in niso
izpostavljene stresu, je razmerje F,/F,, 0,8—0,83, kar je teoreticni maksimum pri kopenskih
rastlinah (Schreiber in sod., 1995). Rastline, ki so bile izpostavljene visoki koncentraciji
selena, so imele statisti¢no znacilno najnizjo fotokemi¢no ucinkovitost FS II. Selen je imel
torej negativen vpliv na potencialno fotokemic¢no u¢inkovitost pri vseh vrstah.

Teznja upadanja potencialne fotokemic¢ne ucinkovitosti ob dodajanju selena v vodo pri
vrstah M. spicatum in C. demersum je Ze bila dokazana (Mechora in sod., 2011). Nasi
rezultati kazejo, da so bile rastline, izpostavljene Se, pod stresom. Germ in sod. (2005) so

merili vpliv UV-B sevanja in selena na potencialno fotokemi¢no ucinkovitost, dihalni
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potencial in pridelek bu¢ (Cucurbita pepo). Dodatek selena (1,5 mg L) je ublazil

negativen uc¢inek UV-B sevanja na visino pridelka.

5.4. BIOKEMIJSKE LASTNOSTI

Vpliv selena na fotosintezna barvila je bil minimalen. Pri vrsti M. spicatum dodani selen ni
kazal jasnega vpliva na vsebnost klorofila @ in b. Pri vrsti C. demersum je vrednost
klorofila @ in b v ve€ini primerov visja pri rastlinah, izpostavljenih Sel, v primerjavi z
rastlinami, ki so uspevale v kontrolnih razmerah. Pri rastlinah, izpostavljenih Se2, ni bilo
jasnega vzorca upadanja ali naras¢anja vsebnosti klorofila a in b v primerjavi z rastlinami,
ki so uspevale v kontrolnih razmerah. Pri vrsti P. perfoliatus je vrednost klorofila a
podobna vrednosti pri rastlinah, ki so uspevale v kontrolnih razmerah in rastlinah,
izpostavljenih Sel in Se2. Vsebnost klorofila b je pri rastlinah, izpostavljenih Sel, v ve€ini
primerov visji v primerjavi z rastlinami, ki so uspevale v kontrolnih razmerah.

Nasi rezultati se skladajo z rezultati Mechore in sod. (2011). V raziskavi so M. spicatim in
C. demersum izpostavili dvema koncentracijama selenata. Ugotovili so, da dodani selen ni
imel vpliva na vsebnost fotosinteznih barvil.

Vedji vpliv selena na fotosintezna barvila je bil ugotovljen pri obravnavanju s kovinami
(Delamil in sod. 2011; Mishra in sod., 2009; Sivaci in sod., 2004). Vsebnost karotenoidov
je bila v vecini primerov vi§ja pri rastlinah, izpostavljenih Sel, v primerjavi s kontrolo pri
vrsti P. perfoliatus. Pri ostalih vrstah selen ni imel bistvenega vpliva na vsebnost
karotenoidov. Prav tako so rahlo zviSanje vsebnosti karotenoidov opazili Delmail in sod.
(2011) pri vrsti Myriophyllum alterniflorum. Porast karotenoidov lahko pripiSemo zas¢itni
vlogi, saj karotenoidi pri rastlinah, izpostavljenih stresu, varujejo klorofil pred poSkodbami

(Lichtenthaler in Buschmann, 2001a in 2001b).

Rastline, izpostavljene Se2 pri vrsti P. perfoliatus, so imele v veéini primerov visjo
vsebnost antocianov kot rastline, ki so uspevale v kontrolnih razmerah. Selen ni imel
bistvenega vpliva na vsebnost antocianov pri vrstah M. spicatum in C. demersum. Visoke

vsebnosti antocianov bi lahko bile znak, da je rastlina pod stresom (Winkel-Shirley, 2002).
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Pri vrstah P. perfoliatus in C. demersum smo opazili tudi Stevilne nekroze na listih, kar
pomeni da sta vrsti bolj ob¢utljivi na visoko koncentracijo selena kot vrsta M. spicatum. Na
obcutljivost vrste P. perfoliatus so pokazali tudi rezultati meritev fotokemiéne

uc¢inkovitosti Fv/Fm in najnizja vsebnost klorofilov a in b ter karotenoidov.

5.5. SPREMEMBA KONCENTRACIJ Se V MEDIJU

V literaturi ni podatkov o tem, kako se vodne rastline odzovejo na visoko koncentracijo
selena v mediju (Se2) ter na presaditev v medij brez dodanega selena in kasneje nazaj v
medij z visoko koncentracijo selena. Zanimalo nas je, ali se rastline po tem, ko jih
presadimo v vodo brez dodanega selena opomorejo od stresa, ki ga je povzrocil selen in
kako se bodo rastline odzvale na ponovno izpostavitev Se2. Vsaka sprememba v okoljskih
parametrih zahteva prilagoditev metabolizma pri rastlinah (Larcher, 2003).

Rastline vrste M. spicatum, izpostavljene Se2, so bile pod stresom in niso imele dovolj
razpolozljive energije, kar je razvidno iz nizkih vrednosti dihalnega potenciala, posledi¢no
pa niso bile sposobne vzpostaviti popravljalnih mehanizmov. Po presaditvi rastlin v vodo
brez dodanega selena so si rastline opomogle, saj so si s pomoc¢jo povecanega dihalnega
potenciala zagotovile energijo. Dihalni potencial se je kasneje po ponovni presaditvi v
raztopino Se2 Se povecal, s tem se je povecala razpolozljiva energija, kar je rastlini
omogocalo vzpostavitev popravljalnih mehanizmov. Fotokemi¢na ucinkovitost se ni
bistveno spreminjala pri rastlinah, ki smo jih presajali iz Se2 v kontrolo in nazaj v Se2.
Vsebnost klorofila a je bila najvisja pri rastlinah, ki so uspevale v vodi brez dodanega
selena, medtem ko je bila vsebnost karotenoidov najvisja pri rastlinah, ki so bile prvic¢
izpostavljene Se2. Vsebnost antocianov je bila najvisja pri rastlinah, ki so bile dvakrat
izpostavljene Se2. Antociani predstavljajo za rastline »najbolj poceni« zas¢ito (Winkel-
Shirley, 2002).

Rastline vrste C. demersum, izpostavljene Se2, so bile verjetno tudi pod stresom, saj so
imele nizek dihalni potencial. Po presaditvi v vodo brez dodanega selena so si zelo hitro
opomogle. Kasneje, ko smo jih ponovno presadili nazaj v Se2, so imele dovolj visok nivo

energije za zagotavljanje visoke metabolne aktivnosti. Tudi v primeru vrste C. demersum
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se fotokemicna uc¢inkovitost ni bistveno spreminjala. Vsebnost antocianov pri rastlinah, ki
smo jih ponovno izpostavili Se2, je skoraj 6-krat vecja kot pri rastlinah, ki so uspevale v
vodi brez dodanega selena. Podobno kot pri prej$ni vrsti lahko zaklju¢imo, da antociani
predstavljajo za rastline ucinkovito zas€ito pred premocnim sevanjem (Winkel-Shirley,
2002).

Menjavanje koncentracij Se v vodi, kjer so uspevale rastline, je povzrocilo spremembe v
metabolizmu rastlin, kar smo izmerili s pomoc¢jo meritev dihalnega potenciala na osnovi
meritev aktivnosti ETS. Rezultati so v skladu s podatki iz literature. Larcher (2003) namre¢
poroca, da spremembe v okoljskih parametrih zahtevajo prilagoditve v metabolizmu pri

rastlinah.
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6. POVZETEK

Tri vrste vodnih rastlin smo izpostavili razlicnim koncentracijam selena (voda brez
dodanega selena, 20 pg Se L' — nizka koncentracija Sel in 10 mg Se L™ — visoka
koncentracija Se2). Obravnavane vrste so bile: P. perfoliatus, M. spicatum in C. demersum.
Poskus je potekal od sredine maja do prvega tedna v juliju.

V casu trajanja poskusa smo merili aktivnost ETS, potencialno fotokemi¢no ucinkovitost
(Fv/Fm) in barvila (klorofil a in b, karotenoide ter antociane). Zanimal nas je vpliv
razli¢nih koncentracij Se na rastline in katera rastlina bo dlje ¢asa prezivela v razmerah
dodanega selena v razli¢nih koncentracijah. Vrsti C. demersum in M. spicatum smo
presajali iz Se2 v vodo brez dodanega Se in nazaj v Se2, ter preverjali, ali bo vrsta po
prenehanju stresa sposobna popraviti $kodo, nastalo zaradi dodanega selena.

Vse rastline so uspesno rasle v vodi z nizko koncentracijo selena (Sel), kar se je pokazalo
pri meritvah dihalnega potenciala. Negativno je na poskusne rastline vplivala visoka
koncentracija selena (Se2). Rastline, ki so uspevale v Se2, so imele najnizjo aktivnost ETS.
Povzamemo lahko, da selen, prisoten v majhnih koncentracijah, nima negativnih vplivov
na aktivnost obravnavanih rastlin, medtem ko visoke koncentracije selena povzrocijo
Skodo na rastlini. To so potrdile tudi meritve potencialne fotokemicne ucinkovitosti
(Fv/Fm), saj smo pri vseh treh rastlinskih vrstah opazili negativen vpliv visoke
koncentracije selena v primerjavi z rastlinami v kontroli.

Dodatek selena na fotosintezna barvila in antociane ni imel bistvenega vpliva.

V poskusu smo Zeleli preveriti, kako se bosta vrsti M. spicatum in C. demersum odzvali
oziroma kaksne bodo posledice presajanja iz Se2 za 5 dni v vodo brez dodanega selena ter
nazaj v Se2. Vrsta M. spicatum si je po presaditvi iz Se2 v vodo brez dodanega selena
opomogla, kar je razvidno iz dihalnega potenciala. Posledi¢no se je rastlini povecala
kolicina dostopne energije, ki je potrebna za popravljanje napak oziroma zaS¢ito pred
stresom, ki ga je povzro€il selen. Pri vrsti C. demersum je imelo presajanje v vodo brez
dodanega selena Se vecji pozitivni ucinek, saj si je takoj po presaditvi v vodo brez

dodanega selena opomogla, kar je razvidno iz ravni dihalnega potenciala.
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Zato menimo, da je imelo presajanje v vodo brez dodanega selena za obe poskusni vrsti

pozitiven ucinek.

7. SKLEPI

e Visoka koncentracija selena (Se2) je imela negativen vpliv na potencialno
fotokemi¢no ucinkovitost pri vseh treh vrstah in na dihalni potencial, merjen s
pomocjo aktivnosti ETS pri vrstah M. spicatum in P. perfoliatus. Dodani selen ni

bistveno vplival na vsebnost fotosinteznih barvil in antocianov pri nobeni od vrst.

o Rastline so se razlicno odzvale na dodani selen. Najbolj obcutljiva vrsta je bila P.

perfoliatus.

o Nizka koncentracija dodanega selena je imela manj$i vpliv na izbrane fizioloske

lastnosti rastlin kot visoka koncentracija dodanega selena.

o Rastline so se odzvale na presajanje iz vode z visoko koncentracijo selena v vodo
brez dodanega selena ter ponovno nazaj v vodo z dodanim selenom. Razlike v
odzivu so se pokazale predvsem na metabolnem potencialu in v vsebnosti

antocianov.
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PRILOGE



Priloga 1

TEMPERATURA VODE

Tabela 4: Temperature vode [°C], merjene v kadeh, kjer so bile rastline nasajene.

19.5.2011] 10.6.2011] 14.6.2011] 17.6.2011] 20.6.2011] 21.6.2011] 23.6.2011] 27.6.2011] 5.7.2011
Vrsta [°C]

Kontrola 26,6 / / 25,0 / 29,7 30,8 26,2 28,2

P. perfoliatus |Sel 24,5 22,3 20,6 244 22,8 27,0 30,0 23,0 27,0
Se2 24,0 22,0 20,6 24,0 22,6 27,4 29,6 23,0 26,5

Kontrola 26,4 / / 25,6 / 30,0 314 26,4 28,4

M. spicatum [Sel 22,6 23,5 21,2 25,4 24,6 28,8 30,6 25,5 27,2
Se2 22,7 22,6 20,6 24,0 22,6 27,6 29,4 23,4 26,2

Kontrola 27,2 / / 24,6 / 29,0 30,2 24,4 28,0

C. demersum [Sel 23,8 22,7 20,8 24,2 22,6 27,8 29,2 22,8 25,2
Se2 24,4 22,6 20,6 23,8 22,4 27,8 29,2 23,6 26,0

Sel =20 pg/L, Se2 = 10 mg/L




Priloga 2

KLOROFIL A in KLOROFIL B

Tabela 5: Vsebnost klorofila a [mg/g SM] pri preu¢evanih vrstah makrofitov.

I 11 v v VI VII VIII IX
Vrsta [mg/g SM]
Kontrola 1,070,224 0,64£0,08"|  1,69x0,27°]  0,45+0,14°]  1,49£0,35°] 0,55£0,06™] 0,37£0,19°] 0,49+0,12"
P. perfoliatus |Sel 0,10+0,02*]  0,93+0,12¢/]  0,65£0,14™] 0,5120,25“ 0,960,218  0,56+0,08"| 0,58+0,26° 0,67+0,20"
Se2 0,71+0,05*| 0,57+0,10°] 0,810,317  0,14+0,10°| 1,20+020%] 0,37+0,07]  0,40+0,08" /
Kontrola 0,41+0,13*] 1,16+0,22*|  3.34+0,53°| 2,42+0,58*| 1,15+0,43"[ 1,15+0,07° 2,14+0,40%| 2,03+0,53%
M. spicatum [Sel 0,23+0,03*]  1,09+0,11™ 1,52+025°]  1,65+0,26™ 1,79+0,13]  3,49+0,76°] 1,78+0,33°|  2,60+0,48°
Se2 0,5240,26°| 1,25+0,44| 1,03+0,24™] 0,78+0,54*| 1,75+0,60°/] 22120277 1,62+0,48°']  0,88+0,27"
Kontrola 0,91+0,54*]  0,86+0,14*| 2,37+0,53°| 1,55+0,37°] 1,13+0,16™] 1,10+0,15°f 1,51+0,04*f 2,30+021%
C. demersum [Sel 0,35+0,12°]  1,1520,26| 2,73+0,37%[ 2,78+0,29%| 1,91+0,55"] 2,16+0,50°) 1,96+0,15| 2,24+0,49%
Se2 0,82+0,12*|  0,76+0,17*°|  0,78+0.22*| 0,82+0,23*] 3.31+1,32°] 1,82+0,24%¢ 1,79+0,38°]  1,99+0,60

Sel =20 pg/L, Se2 = 10 mg/L

Rezultati so podani kot srednja vrednost +SD. Rezultati, oznaceni z razli¢nimi ¢rkami, se statisticno znacilno razlikujejo med sabo.




Tabela 6: Vsebnost klorofila b [mg/g SM] pri preucevanih vrstah makrofitov.

11 I v v VI VII VIII IX
Vrsta [mg/g SM]
Kontrola 0,43£0,12°]  0,24+£0,04°]  1,86+0,15°]  0,37£0,14°]  1,57+0,50°]  0,36=0,11°]  0,25+0,13*]  0,38+0,16"
P. perfoliatus |Sel 0,44+0,07*  0,56+0,08f 0,57£0,21*] 0,84+0,03*] 1,27+0,36*'] 0,62+0,20™] 0,60+0,19]| 0,82+0,30"
Se2 0,56+0,08°  0,37+0,13°]  1,312047°] 0,27+0,13°] 1,6120,29°]  0,38+0,08*]  0,41+0,08" /
Kontrola 0,74£0,21°]  0,58£0,10°]  2,77+0,68°]  2,10£0,45°]  0,73£0,11°]  1,03£0,10°] 1,40£0,42™]  2,07+0,60°
M. spicatum [Sel 0,35+0,05*]  0,52+0,09*] 1,12+046*] 1,09£0,36°| 1,612024*| 2,67£0,23'] 1,59+0,44*| 2,59+0,65
Se2 0,65£0,33°]  0,74+0,35°]  0,50+0,25°]  1,22+0,60°| 2,31x0,92°] 2,22+0,03°|  2,13+0,94°|  0,88+0,39"
Kontrola 0,30£0,22°]  0,34=0,11°] 2,10x0,42"] 1,72+0,53"] 1,73+0,12°] 1,1320,21°]  1,77x0,19°] 2,66+0,35%
C. demersum [Sel 0,72+0,15°|  1,13£0,39*|  3,06+0,85°|  3,90+0,68'| 2,09+0,86°| 2,44+0,88| 2,47+025¢|  3,01+0,78°
Se2 0,59£0,12°]  0,40£0,06°]  0,70£0,27°]  0,86x0,37°] 3.41+0,55'] 2,36x0,27°| 2,68+0,46°|  1,81%0,63

Sel =20 pg/L, Se2 = 10 mg/L

Rezultati so podani kot srednja vrednost £SD. Rezultati, oznaceni z razlicnimi ¢rkami, se statisti¢no znacilno razlikujejo med sabo.




Priloga 3

KAROTENOIDI

Tabela 7: Vsebnost karotenoidov [mg/g SM] pri preuc¢evanih vrstah makrofitov.

I 11 v v VI VII VIII IX
Vrsta [mg/g SM]
Kontrola 0,15+0,05°|  0,28+0,04™] 0,49+0,10¢°|  0,05+0,01* 0,16+0,10™| 0,10£0,01*]  0,17+0,07*]  0,12+0,05
P. perfoliatus |Sel 0,38+0,04°|  0,32+0,03*| 0,26£0,07°] 0,26+0,04*] 0,15+0,01*] 0,31+0,12>]  0,22+0,05° /
Se2 0,34+0,09°|  0,29+0,05*| 0,40+0,03]  0,11+0,04*] 0,27+0,15*| 0,21+0,08*]  0,16+0,02° /
Kontrola 1,12¢0,28%  0,33+0,07*] 1,08+0,16°] 0,8120,27*] 0,95+0.29*]  0,37+0,06*] 0,68+0,10]  0,47+0,07°
M. spicatum [Sel 0,69+0,06|  0,33+0,04*°] 0,56+0,06*°] 0,48+0,09*| 0,63+021| 0,96+027°] 0,59+0,11°] 0,69+0,11"
Se2 0,90+0,21°]  0,47+0,24*]  0,44+0,12°]  036+0,14°]  0,59+0,24°] 0,69+0,03%]  0,54+0,11° /
Kontrola 0,21+0,10*|  0,26+0,05*]  0,77+0,19¢]  0,44+0,09*] 0,47+0.23*] 0,43+0,02*] 0,56+0,14°°] 0,63+0,06™
C. demersum [Sel 0,34=0,06™| 0,38£0,08"|  0,77+0,04°] 0,59£0,05¢/] 0,39£0,11| 0,59+0,15°/] 0,60+0,14°’] 0,57+0,10%
Se2 0,44+0,05[  0,29+0,07*] 0,34+0,08"| 0,33+0,05°] 0,82+0,15°] 0,51+0,10°] 0,53+0,13°/]  0,26+0,05"

Sel =20 pg/L, Se2 = 10 mg/L

Rezultati so podani kot srednja vrednost +SD. Rezultati, oznaceni z razli¢nimi ¢rkami, se statisticno znacilno razlikujejo med sabo.




Priloga 4

ANTOCIANI

Tabela 8: Vsebnost antocianov [mL/g SM] pri preucevanih vrstah makrofitov.

I I v % VI VII VIII IX
Vrsta [mL/g SM]
Kontrola 80+19° / 107+8°  182+64" 127£31°]  358+106° 99+8°]  62+15°
P. perfoliatus [Sel 17+2° 43+16*| 207+34"™ 8+1° / 63+17° 89+20* /
Se2 /I 235+43¢ 74+20°]  136226°] 323+137% 635+35%] 229+52°]  226+8°
Kontrola 214+33° 102+11%]  244+58™| 27684 138424 322+30° 10418  76+30°
M. spicatum [Sel 41357 332+122°|  292+69°|  157+35° 55424° 164423 179438  119+21°
Se2 160+10* 1874297 208+49* 2274272 158+81?% 135+65? 95+12* 17+6%
Kontrola 57+23° /1 427458 190+43°]  414+140% 161+55%)  179+28*]  36+15°
C. demersum [Sel / 137+13*  267+66°| 253455 6724*| 271240 144+30°] 168+44°
Se2 /| 31681 1332217 321x68™|  306x23"[ 361+123™| 225+40°| 12647

Sel =20 pg/L, Se2 = 10 mg/L

Rezultati so podani kot srednja vrednost +SD. Rezultati, oznaceni z razli¢nimi ¢rkami, se statisticno znacilno razlikujejo med sabo.



