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Selen je nujen za zivljenje ljudi in Zivali ter ima pozitivne ucinke na rast in
pomembno antioksidativno, antikancerogeno in antimutageno aktivnost. Slovenija je
ena od evropskih drzav, ki spadajo v obmo¢je s pomanjkanjem selena v prsti. Poleg
same vsebnost selena v tleh pa je, posebno za rastline, pomembna njegova
dostopnost, ki je odvisna od kemijske oblike, ta pa od mnogih dejavnikov.
Pomanjkanje selena v prehrani ljudi lahko pripelje do Stevilnih obolenj. Eden izmed
uspesnih nacinov, kako se izogniti tej tezavi, bi lahko bil pridelovanje rastlin z
namakanjem semen v raztopini selena. Esencialnost selena za rastline Se ni
dokazana, pa vendar ima selen v doloCenih primerih pozitivne ucinke na rast in
obrambo pred stresom. Namen diplomskega dela je bil ugotoviti, pri katerih
koncentracijah selena uspevajo kalice redkvice Raphanus sativus najbolje in kako
selen vpliva na njihovo rast. Semena R. sativus smo namakali v raztopinah razli¢nih
koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenita oziroma selenata. Zanima nas tudi vpliv
UV-B sevanja na rast in razvoj kalic. Primerjali smo s kalicami, ki so rasle na son¢ni
svetlobi, z zmanjSanim UV-B sevanjem v rastlinjaku oziroma v temi. V poskusu
smo nastavili 24 skupin kalic redkvic R. sativus namakalnih koncentracij 0, 5, 10, 30
(mg Se/L) natrijevega selenita (SelV) oziroma selenata (SeVI). Vsako od skupin
smo gojili v temi, na son¢ni svetlobi z zmanjSanim UV-B sevanjem v rastlinjaku in
na son¢ni svetlobi z UV-B sevanjem zunaj rastlinjaka. Kot se je izkazalo obe obliki
selena vplivata na manjSo maso kalic skupin namakalnih koncentracij 5, 10, 30 (mg
Se/L). Ucinke selena na vec¢jo maso kalic dobimo le v primeru namakalnih
koncentracij 5 in 30 (mg Se/L) selenata pri son¢ni svetlobi z UV-B sevanjem, ko je
povpre¢na masa 100 kalic presegla povpre¢no maso 100 kalic ustrezne skupine (na
son¢ni svetlobi z zmanjSanim UV-B sevanjem) brez dodanega selena.
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Selenium is an essential trace nutrient vital for humans and animals due to its
positive effects on growth and its antioxidative, anticarcinogenic and antimutagenic
activity. Slovenia is part of a region with a low level of selenium in soil. As well as
selenium content in the soil, the chemical form of selenium, which depends on many
environmental factors, is also of importance, especially for plants. Deficiency of
selenium in human diet results in selenium-responsive diseases. Cultivation of plants
enriched with selenium could be an effective way of producing selenium-rich
foodstuffs which could be beneficial for health. Selenium has not been classified as
an essential element for plants, although it has positive effects on growth and
defense against oxidative stress. The aim of our research was to examine how
selenium affects the growth and development of radish Raphanus sativus sprouts.
Furthermore we aimed to determine at which concentration of selenium the R.
sativus sprouts grew best. Seeds of R. sativus were soaked in sodium selenite (SelV)
and sodium selenate (SeVI) solutions of concentrations 0, 5, 10, 30 (mg Se/L). We
also examined the effect of UV-B radiation on the growth and development of
sprouts by growing them in sunlight, in UV-B reduced sunlight inside a greenhouse
and in the dark. The study focused on 24 groups of R. sativus sprouts grown from
seeds soaked in sodium selenite (SelV) or sodium selenate (SeVI) solutions of
concentrations 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) and grown in 3 different light conditions:
complete darkness, UV-B reduced sunlight inside a greenhouse and sunlight outside
the greenhouse with UV-B radiation. The research found both forms of selenium
had a negative effect on sprout mass of groups with 5, 10, 30 (mg Se/L). A positive
effect on sprout mass was observed only in groups with 5 and 30 (mg Se/L) of
selenate grown in sunlight with UV-B radiation. In these groups the average mass of
a hundred sprouts exceeded the average mass of a hundred sprouts from the group
without added selenium grown in UV-B reduced sunlight.
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1UVOD

Selen je eden izmed najbolj razsirjenih elementov zemeljske skorje. Velik del selena se
pojavlja kot sestavni del sulfidnih mineralov. Prisotnost ali odsotnost selena v katerih koli
tleh je odvisna od sestave tal, materiala, izpiranja ali postopkov dodajanja selena v tla po
nastanku prsti (Shamberger, 1981). V Centralni Evropi je koncentracija selena 1,0 mg/kg
(Kadrabova et al., 1997; Klapec et al., 1998; Pfannhauser et al., 2000; Kreft et al., 2002;
Smrkolj et al.,, 2005; Sager, 2006; Germ et al., 2007), na Finskem 0,04-0,7 mg/kg
(Hartikainen in Xue, 1999; Xue et al., 2001) in na Norveskem 0,25 mg/kg (Dgaard et al.,
2006). Slovenija je ena od Evropskih drzav, poleg Avstrije, Hrvaske, Slovaske in Finske, z
nizko vsebnostjo selena v tleh (Germ et al., 2007; Kreft et al., 2002; Smrkolj et al., 2005;
Pfannhauser et al., 2000; Klapec et al., 1998; Kadrabova et al., 1997; Hartikainen in Xue,
1999).

Selen je esencialen element za zivali, ljudi ter mikroorganizme (Rotruck et al., 1973). Ima
tri nivoje bioloske aktivnosti (Hamilton, 2004): 1) koncentracija v sledovih omogoca
normalno rast in razvoj; ii) nekoliko vi§je koncentracije sluZijo za vzdrzevanje
pripisuje esencialna bioloSka vloga, ko sta Schwarz in Foltz (1957) dokazala pomembnost
elementa za Zivljenje zivali, leta 1973 pa so odkrili vezavo Se v selenobeljakovino, v
encim glutation peroksidazo (Rotruck et al., 1973).

Selen je nujen za Zivljenje ljudi in Zivali, ima pozitivne u¢inke na rast ter pomembno
antioksidativno, antikancerogeno in antimutageno aktivnost, vendar to velja le za
koncentracije do 200 ng Se/dan. Pri koncentracijah nad 1000 pg Se/dan ima genotoksi¢ne
in kancerogene ucinke, nad 300 pug Se/dan povzroca selenozo (Reid et al., 2004), pri nizkih
odmerkih pod 11 pg Se/dan se pojavijo znaki pomanjkanja (Letavayova et al., 2006). Torej
bi lahko bilo gojenje rastlin, obogatenih s selenom, ucinkovit na¢in dodajanja selena
ljudem, kar bi lahko pripomoglo k izboljSanju zdravja ljudi (Ip in Lisk, 1994; Finley et al.,
2001; Lyons et al., 2005).

Esencialnost selena za rastline Se ni dokazana, pa vendar ima v dolo¢enih primerih
pozitivne u¢inke na rast in obrambo pred stresom. Vsebnost selena v rastlinah je razli¢na,
odvisna od sposobnosti rastline privzema, predvsem pa od vsebnosti elementa v tleh.
Koncentracije v tleh so od zelo nizkih do toksi¢nih. Prav od vsebnosti selena v tleh pa je
odvisna koli¢ina tega elementa v prehrani ljudi in Zivali. Zivila z veliko vsebnostjo
beljakovin, predvsem drobovina, meso miSi¢nine in jajca, vsebujejo veliko selena, prav
tako ga je veliko v morskih sadezih, precej manj pa v mleku, mle¢nih izdelkih, sadju,
zelenjavi in zitih (Smrkol;j et al., 2005).

V Sloveniji je od leta 1989 dovoljeno dodajanje selena zivalski krmi, s Pravilnikom o
krmnih dodatkih (2005) pa je dolo¢ena tudi najvecja dovoljena koli€ina selena v krmnih
mesanicah (0,5 mg Se/kg).
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Zaradi tanjSanja ozonskega plasca, se intenzivnost UV-B sevanja na zemljino povrSino
zviduje. Ceprav le majhna koli¢ina UV-B sevanja doseZe povr§ino Zemlje, ima pomemben
vpliv na organizme (poSkodbe DNK, spremembe pri transpiraciji, fotosintezi,
respiratornem potencialu, rasti, razvoju in morfologiji) (Madronich et al., 1998; Jansen,
2002; Gaberscik et al., 2002).

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN NAMEN DIPLOMSKE NALOGE

Slovenija je ena od Evropskih drzav, ki spada v obmoc¢je s pomanjkanjem selena v prsti.
Poleg same vsebnost selena v tleh pa je, posebno za rastline, pomembna njegova
dostopnost, ki je odvisna od kemijske oblike, ta pa od mnogo dejavnikov. Pomanjkanje
selena v prehrani ljudi lahko pripelje do Stevilnih obolenj. Eden izmed uspe$nih nacinov,
kako se izogniti tej tezavi, bi lahko bil, pridelovanje rastlin z namakanjem semen v
raztopini selena.

Namen diplomskega dela je bil ugotoviti, pri katerih koncentracijah selena uspevajo kalice
redkvice Raphanus sativus najbolje in kako selen vpliva na njihovo rast. Semena R. sativus
smo namakali v raztopinah koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenita oziroma selenata.
Zanima nas tudi vpliv UV-B sevanja na rast in razvoj kalic. Primerjali smo s kalicami, ki
so rasle na son¢ni svetlobi z zmanjSanim UV-B sevanjem v rastlinjaku oziroma v temi.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevamo, da imata razlicni obliki selena, selenit in selenat, pri razlicnih
koncentracijah razli¢ne ucinke na rast in razvoj kalic R. sativus.

Hkrati pri kalicah R. sativus, ki so rasle v temi, pricakujemo manjSe razlike v u€inkih kot
pri kalicah, ki so rasle na son¢ni svetlobi z zmanjSanim UV-B sevanjem v rastlinjaku in na
sonéni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem zunaj rastlinjaka.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 Redkvica (Raphanus sativus)

Redkev uvrs¢amo v druzino kriznic (Brassicaceae) in se jo uporablja in goji po vsem svetu
(Murillo in Mehta, 2001). V Zdruzenih drzavah Amerike je poraba redkev veliko manjsa
od porabe drugih kriznic, posebej brokolija, medtem ko je poraba redkev veliko bolj
pogosta na Japonskem (Talaley in Fahey, 2001; Suzuki et al., 2006). Na Japonskem, v
drzavi z najvecjo porabo redkev, kjer so leta 2006 predelali 1,65 milijona ton redkev, je
potro$nja v letu v povpre¢ju 20 kg na osebo (Talalay in Fahey, 2001). V ZDA in vecini
zahodnih drzav, se veliko pogosteje uporablja korenine redkve, kot vegetativne dele
redkve, medtem ko se prav slednje pogosto uporablja v Iranu in nekaterih drugih Azijskih
drzavah (Hanlon et al., 2009). Potro$nja kriznic je bila povezana z zmanjSanjem tveganja
Stevilnih kroni¢nih bolezni, zlasti raka (Murillo in Mehta, 2001). Stevilne $tudije so
preucile biolosko aktivnost redkev in spojin iz redkev tako in vitro, kot in vivo (Barillari et
al., 2006; Hanlon et al., 2007; Nakamura et al., 2008; Papi et al., 2008). Poskusi in vitro so
pokazali, da imajo korenine redkve mocno antioksidativno aktivnost (Barillari et al., 2006),
vzpodbudijo encime za raztrupljanje (Lee S.O. in Lee L.S., 2006; Hanlon et al., 2007) in
zavirajo proliferacijo rakavih celic (Kim et al., 2006; Barillari et al., 2008; Papi et al.,
2008). In vivo poskusi, s poudarkom na koreninah redkve, pa so pokazali, da redkev $¢iti
ljudi pred kemi€no povzroceno Skodo in zmanjSuje oksidativni stres (Baek et al., 2008;
Sipos et al., 2002; Lugasi et al., 2005).

Oksidacijska Skoda zaradi prostih radikalov, je vpletena v razvoj Stevilnih bolezni ljudi, kot
so ateroskleroza, sladkorna bolezen, rak, bolezni srca in nevrodegenerativne bolezni. Prosti
radikali lahko poskodujejo celiéne membrane, oksidirajo proteine in lipide in povzrocajo
mutacije (Halliwell in Gutteridge, 1999). Zato so se v zadnjih nekaj desetletjih osredotocili
na raziskovanje zdravilnih u¢inkov fitokemikalij, ki jih vsebujejo kriznice.

V Indiji gojijo redkev Raphanus sativus L. za kulinari¢ne in zdravilne namene. Ceprav so
korenine najbolj dragocen in uziten del R. sativus, se prav cela rastlina lahko uporablja kot
zelena listnata zelenjava. Razlicne dele rastline uporabljajo v domaci medicini za
zdravljenje razlicnih bolezni pri ljudeh, kot so Zelod¢ne tezave, motnje delovanja jeter,
nalezljive bolezni in bronhitis, pa tudi pri opeklinah, odrgninah in smrdefih nogah
(Nadkarni, 1976; Kapoor, 1990).

Visentin et al. (1992) so v svoji raziskavi odkrili tri glavne glukozinolate v redkvi
(Raphanus  sativus L.): 4-(metilsulfinil)butil glukozinolat (glukorafanin) in 4-
(metilsulfinil)but-3-enil glukozinolat (glukorafenin), ki sta navzoca v semenih, in trans-4-
(metiltio)-3-butenil glukozinolat, v koreninah. Redkev R. sativus pa ne vsebuje le
glukozinolatov in izotiocianatov, temve¢ tudi druge fitokemikalije, kot so polifenoli,
alkaloidi, saponini, L- askorbinska kislina, vitamin B, glutationi in inozitol fosfati, ki v
kombinaciji prispevajo k pozitivnemu ucéinku na zdravje ljudi (Nakamura et al., 2001;
Zielinski in Koztowska, 2003; Takaya et al., 2003; Zielinski et al., 2005).
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Kalice se Ze dolgo uporabljajo po vsem svetu zaradi visoke hranljive vrednosti. Kalice
kriznic, Se posebej brokolija (Brassica oleracea L. var. italica) in kalice redkev (Raphanus
sativus L.), vsebujejo veliko koli¢ino antioksidantov, vitamina C in zdravju koristnih
snovi, kot so glukozinolati in fenolne spojine (Barillari et al., 2005; Ciska et al., 2008;
Fahey et al., 1997; Martinez-Villaluenga et al., 2008). Ugotovljeno je bilo, da imajo kalice
redkev antikancerogeno in antioksidativno aktivnost tako in vivo kot in vitro (Barillari et
al., 2008; Ippoushi et al., 2007; Papi et al., 2008).

2.2 SELEN
2.2.1 Selen in spojine v bioloskih sistemih

Selen je metaloid, saj ima tako lastnosti kovin kot nekovin, ki se nahaja v VI. skupini
periodnega sistema, med Zveplom in telurjem. Z zZveplom imata podobne lastnosti, vendar
v bioloskih sistemih nista zamenljiva (Brenci€ in Lazarini, 1995). Kemijsko sta si podobna
po atomski masi, energiji vezi, ionizacijski energiji in elektronski afiniteti. Razlika med
njima je, da je selen v Stirivalenéni reducirani obliki, v Stirivalen¢no oksidirani obliki pa
zveplo. Tvorita tudi razlicno mocni kislini. Mo¢nej$a kislina je selenijev hidrid (H,Se) od
vodikovega sulfida (H,S) (Tinggi, 2003).

Brenci¢ in Lazarini (1995) navajajo Sest naravnih izotopov selena: 74Se, 7636, 77Se, 7886,
%0Se, ¥Se, prisotnih v naravi. Selen ima v anorganskih oblikah razli¢na oksidacijska 3tevila
in sicer, selenid (- 2), elementarni Se (0), selenit (+ 4) in selenat (+ 6), prisoten pa je tudi v
vecih hlapnih in nehlapnih organskih spojinah (Uden et al., 2004; Hymer in Caruso, 2006).
Najbolj biolosko razpolozljiva oblika selena je organski Se, vezan v organske spojine, kot
so aminokisline (Amweg et al., 2003). Posebej pomembno mesto med temi spojinami ima
21. aminokislina selenocistein (SeCys), ki je sestavni del selenobeljakovin (Roy et al.,
2005).

2.2.2 Selen v tleh in njegova razpoloZljivost

Selen je element v sledovih, ki lahko deluje kot esencialen element za ljudi in Zivali ali kot
strupena snov za okolje, meja med obema je ozka in odvisna od njegove kemijske oblike,
koncentracije in drugih okoljskih spremenljivk (Fan et al., 2002; Shardendu et al., 2003).

Koli¢ina selena v prehrani je v veliki meri odvisna od koncentracije selena v tleh. Velika
odstopanja v koncentracijah selena v tleh med razlicnimi drzavami povzrocajo velike
razlike v regionalnih vsebnosti selena v hrani in posledi¢no v dnevnem vnosu selena, na
primer, 30 pg/dan v Turciji, 55 pg/dan v Nemciji in 30 pg/dan na Japonskem
(Kumpulainen, 1993; Schelenz, 1984). Ustrezna fizioloska oskrba s selenom je bila
ocenjena na 1 pg Se/kg telesne teze, kar je priblizno 57 in 80 pg/dan za srednjo starost
zenskega in moskega spola (Levander in Morris, 1984). V Avstriji znasa vnos selena 36-68
(v povprecju 49) png/dan, kar kaze na nekoliko nezadostno oskrbo (Wilplinger et al., 1998).
Zelo nizke vrednosti selena so nasli v serumu pri zdravih otrocih in odraslih, ki Zivijo na
Stajerskem, kar dokazuje, da je to podro&je eno od Evropskih obmodij z najniZjo
vsebnostjo selena (Tiran et al., 1992).
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Prav tako skoraj vse druge Evropske drzave spadajo v regije z nizko vsebnostjo selena,
zlasti Skandinavija. Zaradi tega na posameznih podrocjih za izboljSanje prehrane za zivino
in ljudi, dodajajo selen kot dopolnitev k hrani in krmi. Na Finskem od leta 1984
uporabljajo komercialna gnojila obogatena z natrijevim selenatom kot nadomestilo zaradi
nizke vsebnosti selena v tleh (Aro et al., 1998). Zaradi gnojenja z gnojilom, ki mu je bil
dodan selen, se je koncentracija selena v koruzi in kruhu povecala za faktor 20-30 (Eurola
et al., 1990), povecanje je bilo tudi na ravni koncentracije selena v serumu pri odraslih
1,05-1,6 umol Se/L (Aro et al., 1998; Makela et al., 1993.).

Vsebnost Se pri posamezniku je odvisna od zauzite kemijske oblike selena v zivilih
(Fairweather-Tait, 1997). Ce primerjamo posamezne oblike selena, so $tudije pri ljudeh
pokazale, da se organski selenometionin prevzeme in uporabi ucinkoviteje kot selenat in
selenit (Butler et al., 1991; Moser-Veillon et al., 1992; Clausen in Nielsen, 1988). Izkazalo
se je, da kljub slabSemu prevzemu selenita in selenata kot selenometionina in organsko
vezanega selena iz hrane, sta enako ali celo bolj ucinkovita pri naras¢ajoci glutation
peroksidazni aktivnosti, ki se pogosto uporablja za oceno bioloSke uporabnosti selena
(Clausen in Nielsen, 1988; Levander et al., 1983; Alfthan et al., 1991; Thomson et al.,
1993; Persson-Moschos et al., 1998).

Glavni obliki selena v Zivilih sta verjetno aminokislini selenometionin in selenocistein,
vezani v beljakovine. Selenometionin je predvidoma razSirjena oblika v prehrani iz
rastlinskih virov, medtem ko beljakovine iz Zivalskega tkiva vsebujejo obe aminokislini v
razlicnih razmerjih. Anorganske vrste selena se uporabljajo v dopolnilih, vendar ni
verjetno, da so prisotne v zivilih. Po Coombsu (1988), je mogoce hrano, ki je vir selena,
opredeliti na naslednji nacin: dober vir selena so s selenom obogateni kvas in pSenica,
manjsi vir selena vsebuje vecina rastlinskih materialov, slabi viri so mesni in ribji izdelki
in soja. Na zalost je v vecini drzav z nizko vsebnostjo selena, glavna koli¢ina dnevnega
vnosa selen, ki izvira iz mesnih izdelkov (Aro et al., 1998; Coombs, 1988; Oster in
Prellwitz, 1988).

2.2.3 Pomen selena za ljudi
2.2.3.1 U¢inki selena na ljudi

Odkritje esencialnosti selena za Zivali leta 1957 je vodilo k vpraSanju, katera oblika selena
je biolosko najbolj u¢inkovita. Pomembna prelomnica je bilo leto 1973, ko je bila glutation
peroksidaza (GPx) prepoznana kot selenoencim (Rotruck et al., 1973; Behne in
Kyriakopoulos, 2001). Za selenometionin (SeMet) pa je znano, da je najbolj ucinkovita
oblika selena (Patrick, 2004). Duffield-Lillico et al. (2003) so ugotovili, da se je ob
dopolnitvi prehrane za ljudi s kvasom, obogatenim s selenom, ki vsebuje SeMet kot glavno
kemicno obliko selena, obéutno zmanjSa pojavnost raka na prostati.

Shamberger (1981) poroca, da je v okoljih z ve¢jo vsebnostjo selena, stopnja umrljivosti
zaradi raka pri ljudeh nizja, prav tako je tudi umrljivost zaradi bolezni srca nizja. Obsezni
klini¢ni poskusi na Kitajskem so pokazali, da selen preprecuje motnje srca pri otrocih s
podrocji s pomanjkanjem selena.
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Selen je esencialen element v sledovih, za katerega so porocali, da izboljSa delovanje
imunskega sistema pri zivalih (Beck et al., 1995 a,b), nevropsiholoske funkcije pri

ljudeh (Finley in Penland, 1998) in dolocena bolezenska stanja pri ljudeh in Zivalih
(Levander, 1986). V zadnjem casu je bilo predstavljenih nekaj prepricljivih dokazov, da
lahko uporabljena koli¢ina 3-5 krat priporoCene mere prehranjevalnega vnosa (70 pg
Se/dan za moske in 55 pg Se/dan za Zenske) (National Research Council 1989), prepreci
nekatere oblike raka, vklju¢no z rakom debelega Crevesja. Ob dodajanju selena se je
zmanjSalo tveganje za nastanek pljunega raka, raka prostate in debelega ¢revesja (Clark et
al.,, 1996). Se-metilselenocistein (SeMeSeCys) se zlahka pretvori v metilselenol in je
primarna oblika selena v brokoliju in ¢esnu (Cai et al., 1995). Ip in Lisk (1994 in 1995) sta
pokazala, da ¢esen z visoko vsebnostjo selena zavira tumor mle¢ne zleze pri zivalih. Finley
at al. (2000) so v S$tudiji dokazali, da je oblika selena iz brokolija z visoko vsebnostjo
selena bolj uinkovita kot selenat ali selenit pri prepreCevanju rakavih lezij na debelem
¢revesju pri podganah. Selen, ki vstopi v telo, sledi eni od Stevilnih presnovnih poti, le-ta
pa se doloci glede na zauzito kemijsko obliko selena (Butler et al., 1989). Brokoli z visoko
vsebnostjo selena vsebuje SeMeSeCys (Cai et al., 1995), ki se lahko hitro spremeni v
metilselenol z cepitvijo Se-metilne skupine (Foster et al., 1986). Monometilselenol se
obravnava kot kljuéni metabolit za zasc¢ito pred nekaterimi oblikami raka (Ip in Ganther,
1996).

Ceprav trenutno uporabljene tehnike omogodajo odkrivanje velikega 3tevila oblik selena,
njihova fizikalno-kemijska prepoznavnost $e ni popolna. Zaradi tako skromnih informacij
je Evropski parlament izdal »pozitivni seznam« prehranskih dopolnil (Direktiva
2002/46EC), v katerem so navedene kot edine dovoljene oblike selena selenit, selenat in
natrijev hidrogen selenit, ostale kemijske oblike selena so prepovedane s 1. avgustom
2005.

2.2.3.2 Znaki pomanjkanja

V povezavi s pomanjkanjem selena pri ljudeh sta znani predvsem dve bolezni. Keshanova
bolezen ali kardiomiopatija, znacCilnosti katere so teZzave s srcem in Kashin-Beckova
bolezen, pri kateri gre za prizadetje sklepov in miSic. Prisotnost selena v tleh in v prehrani
ljudi na obmocjih, kjer sta prisotni ti bolezni, je majhna. Pomanjkanje selena je v mocni
povezavi z razvojem raka prostate, debelega crevesja, dojk, jajénikov in plju¢. Mnoge
raziskave kazejo na pomanjkanje selena v povezavi z oslabljenim imunskim odzivom,
napredovanjem nekaterih virusnih okuzb (HIV oziroma AIDS), poveano moZznostjo
spontanih splavov, zmanjSano plodnostjo pri moskih, s senilnostjo, Alzheimerjevo
boleznijo, depresijo pri starejSih, motenim delovanjem hormonov S¢itnice, tveganjem
kardiovaskularnih obolenj, revmatoidnim artritisom, astmo, sploSnim oksidativnim stresom
in nenazadnje v povezavi z nizko porodno tezo otrok pri nosec¢nicah z nizko vsebnostjo Se
(Letavayova et al., 2006).
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2.2.3.3 Toksi¢nost selena

Toksicnost Se za zivali se spreminja s koli¢ino in kemi¢no obliko zauzitega Se, s trajanjem
in kontinuiteto vnosa ter z vrsto in izvorom prehrane, predvsem z vsebnostjo beljakovin in
sulfata (Shamberger, 1981). Se kot kovina, je strupen za vodne organizme v relativno
nizkih koncentracijah (US EPA 1987). Kontaminacije s Se v vodnih ekosistemih so
pripeljale do Skodljivih ekoloskih ucinkov na vecih podro¢jih (Skorupa, 1998), ki
vkljucujejo reproduktivno in razvojno okvaro vodnih ptic in rib (Sappington, 2002).

Okoljski in bioloski dejavniki, ki vplivajo na biogeokemicno kroZenje Se v okolju imajo
velik vpliv na kasnejSo razpolozljivost in toksi¢nost Se za organizme (Amweg et al., 2003).
Ti dejavniki so: (i) Selen se pojavlja v vec razli¢nih oksidacijskih stanjih v vodnem okolju,
ki vkljucujejo oksidirane oblike Se, selenat (Se +6) in selenit (Se +4), elementarni selen
(Se0) in reducirano obliko Se, selenid (Se -2). Elementarni selen (Se0), prvotno obliko so
nasli v usedlinah, ima majhen toksikologki pomen za ve&ino organizmov. Selenat (SeO4>)
in selenit (SeOs™) sta vodotopni anorganski vrsti, ki se nahajata v aerobnih vodnih virih.
Selenit je bolj biorazpoloZzljiv in priblizno 5-10 krat bolj toksi¢en za organizme, kot selenat
(Lemly et al., 1993). Organski Se, vezan v organske spojine, kot so Se-aminokisline, je
najbolj biolosko razpolozljiva oblika in jo alge privzemajo 1000-krat hitreje kot
anorganske oblike (Amweg et al., 2003).

(i1) Selen se lahko pretvori iz anorganske v organsko obliko, kot posledica biotskih in
abiotskih procesov, kar ni e dobro raziskano.

(111) Dokazano je bilo, da se Se akumulira v vodnih prehranjevalnih verigah in vodnih
predatorjih ter organizmih, ki so odvisni od zivali v vodi (Sappington, 2002).

Ekotoksikologi so zaskrbljeni glede kroni¢nih zastrupitev, ki so posledica kopicenja Se v
prehranjevalnih verigah in predstavljajo vec¢ji problem, kot akutne zastrupitve ob
neposredni izpostavljenosti z onesnazenim vodnim virom. Poleg tega je tezko napovedati
stopnjo tveganja zastrupitve, =zaradi obseznih biotransformacij in prepletenih
prehranjevalnih verig (Fan et al., 2002).

Porocali so o onesnazenosti Belews jezera na severu Karoline med letom 1974 in 1985,
zaradi Se v odpadnih vodah iz premogovne elektrarne. Selen, ki se je akumuliral v vodne
prehranjevalne verige, je povzroc€il okvare v plodnosti in teratogene deformacije pri ribah.
Leta 1986 je druzba spremenila postopke pridobivanja elektricne energije in Se ni vec
vstopal v jezero. Vendar so okrevanja na ravni ekosistema pocasna in ucinki toksi¢nosti Se
vedno prisotni tudi 10 let po prenehanju onesnazevanja jezera. Ostanek selena v sedimentu
bo verjetno Se v nadaljnje predstavljal nevarnost ribam in vodnim pticam (Lemly, 2002).
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Ceprav je Se esencialen element v sledovih za ljudi in ve¢ino drugih Zivali kot
antioksidant, je v velikih koncentracijah strupen zaradi zamenjave Zvepla v aminokislinah,
kar privede do sprememb v 3D zgradbi beljakovin in opravljanju encimskih funkcij
(Amweg et al., 2003). Okoljske zastrupitve s Se pri Zivalih in ljudeh so redke. Porocali so o
Stevilnih zastrupitvah s Se pri ljudeh vendar le kot rezultat namernega zauZzitja selenove
kisline (30 g/L). Znano je, da nekatere rastline akumulirajo visoke koncentracije selena, ki
so strupene za zivali. Pri zauzitju teh rastlin, ki vsebujejo ve¢ kot 5 vendar manj kot 50 mg
Se/kg se pri konjih in govedu pojavijo kroni¢ne zastrupitve (Tinggi, 2003).

2.2.4 Pomen selena za rastline
2.2.4.1 Selen v rastlinah in u¢inki na rastline

Pogosto sliSimo, da je potrebno za nase zdravje zauziti ve€ sto gramov zelenjave na dan.
Razlog so lahko bogate vsebnosti hranilnih snovi in prehranskih vlaknin v zelenjavi. Poleg
obilja hranilnih snovi in bogastva okusov nas zanima biolosko delovanje na nasSe zdravje
(Finkel in Holbrook, 2000). Veliko je porocil o antioksidativnem delovanju zelenjave ali o
antioksidativnih snoveh v zelenjavi.

Vsebnost selena v rastlinah se lahko poveca na razli¢ne nacine, z dodajanjem Se v tla, z
namakanjem semen v raztopini Se, s hidroponskim in aeroponskim gojenjem v prehranski
raztopini s selenom in s foliarnim gnojenjem rastlin z raztopino Se. V rastlinah ¢aja se je s
foliarnim gnojenjem s Se znatno povecala vsebnost Se v listith (Hu et al., 2003). Rezultati
Smrkolj et al. (2006a) so pokazali, da je vsebnost Se v grahu, pridobljena iz
neobravnavanih in enkrat, dvakrat foliarno obravnavanih rastlin, neposredno sorazmerna s
Stevilom Skropljenja. Po hidrolizi, je bil SeMet edina oblika Se v supernatantu, najdena z
anionsko in kationsko izmenjevalno kromatografijo. Za SeMet je bilo ugotovljeno, da je
tudi pri semenih drugih rastlin obogatenih s Se na razli¢ne nacine, najpomembnejsa oblika
Se. V ajdi in buci, rastlinah zraslih iz foliarno obravnavanih semen s selanatom, je bil
SeMet glavna oblika Se in to kar v 81% in 93% vsega Se (Smrkolj et al., 2005, 2006a,
2006b). Stadlober et al. (2001) so gojili razli¢na Zita v tleh, katerim je bil dodan selenat,
pSenica, je¢men in rz so vsebovali med 70% in 83% Se v obliki SeMet. Sugihara et al.
(2004) so pri vzkaljeni soji in fiZzolu, oboje spada med stro¢nice, spremljali privzem
selenita v kalcke. Vsebnost Se je bila od 8 do 10 pg/g sveze teze, glavnina v obliki
SeMeSeCys, manjsi delez kot SeMet in neprepoznavni obliki Se. Koncentracija Se v
poganjkih ljuljke poraste ob uporabi selenita in selenata (Cartes et al., 2005). Vendar so
bile najvi§je vsebnosti Se pridobljene iz rastlin obravnavanih s Se v obliki selenata.
Turakainen et al. (2006) so porocali, da se lahko ob gnojenju s Se, izboljSa hranilna
vrednost krompirja, na racun povecane koli¢ine organskih spojin v gomoljih. Od celotnega
Se je bilo 49-65% Se v obliki SeMet. Zaradi sposobnosti kopi¢enja Se predvsem v obliki
SeMet v semenih graha obogatenih s Se, je ta dober za uporabo v prehrani ljudi (Smrkolj et
al., 2006a).



9
Mihor J. Vpliv namakanja semen redkvice (Raphanus sativus) v raztopinah selenata in selenita na lastnosti kalic.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

Se vedno potekajo razprave o esencialnosti selena za visje rastline (Terry et al., 2000).
Selen lahko poveca odpornost rastlin na UV oksidativni stres, upo€asni staranje in
vzpodbuja rast sadik (Hartikainen in Xue, 1999; Xue et al., 2001; Pennanen et al., 2002).
Izkazalo se je tudi, da selen regulira vodni status rastlin v obdobju suse (Kuznetsov et al.,
2003). Procesi staranja se odvijajo z zamudo zaradi poveCanega antioksidativnega
delovanja, ki je posledica povecane glutation peroksidazne (GPx) aktivnosti (Hartikainen
et al., 2000).

Studije na ljuljki in solati so pokazale, da kljub $kodljivim u¢inkom Se pri visokih
koncentracijah (zmanjSana biomasa), imajo lahko nizke koncentracije pozitivne ucinke na
rastline (Hartikainen et al., 2000; Xue et al., 2001). Spodbujena rast rastlin s foliarno
dodanim Se, je rezultat povecanega kopicenja Skroba v kloroplastih (Pennanen et al.,
2002). Turakainen et al. (2004) so v svoji raziskavi dokazali pozitiven uinek selena na rast
pri krompirju z ve¢jim kopicenjem ogljikovih hidratov, Xue et al. (2001) pa na zmanjSanje
peroksidacije lipidov pri solati. Dodatek Se vzpodbudi dihalni potencial, merjen z
elektonskim transportnim sistemom (ETS), pri mladih rastlinah graha (Pisum sativum)
(Smrkolj et al., 2006a) in mladem radic¢u (Cichorium intybus) (Germ et al., 2007). Dihalni
potencial rukule (Eruca stiva) se je povecal pri rastlinah zraslih iz semen obravnavanih s
Se (Germ in Osvald, 2005). Mozni razlagi sta sledeci: (i) Vi§ja aktivnost ETS, poveca GPx
aktivnost v mitohondrijih. Dokazano je (Xue in Hartikainen, 2000; Hartikeinen et al.,
2000; Xue et al., 2001; Cartes et al., 2005), da se ob izpostavitvi selenu, poveca GPx
aktivnost pri ljuljki in bucah; (ii) Rastline potrebujejo energijo za popravilo Skode nastale
zaradi Se. Namre¢ Se lahko zaradi podobnih lastnosti z Zveplom tega nadomesti v
aminokislinah (metionin in cistein). Proteinom, ki vsebujejo Se namesto zvepla, se
spremeni konformacijska oblika in njihova kataliti¢na aktivnost (Brown in Shrift, 1982).

2.2.4.2 Privzem in akumulacija selena

Privzem in akumulacija Se pri rastlinah sta odvisna od kemijske oblike in koncentracije Se,
dejavnikov tal kot so pH, slanost in vsebnost CaCOs, prisotnosti in koncentracije drugih
ionov, ki tekmujejo za privzem in od metabolizma Se v rastlinah (Kabata Pendias, 2001;
Wu, 2004). Rastline privzemajo Se iz tal predvsem kot selenat (Se0,%) ali selenit (SeOs>)
pri pH vrednosti okoli 6, medtem ko privzem SeVI upada preko celotnega pH obmocja
(2,5-10). Privzem Se se poveluje s povedano koncentracijo Ca’" ionov, medtem ko ga
prisotnost SO4* zavira (Hyun et al.,, 2006). Obstajajo zapleteni medsebojni vplivi
dejavnikov, ki vplivajo na privzem Se v rastline. Na privzem in akumulacijo Se v rastline
lahko vplivajo koncentracije anionov (SO4*, CI) pogosto prisotnih v s soljo obremenjenih
odcednih vodah. Prenos SO42' n SeO42' preko korenin Stevilnih kmetijskih rastlin se
posreduje preko skupnega prenasalca celicne membrane pri ¢emer gre za tekmovanje z
anioni za vezavna mesta na prenaSalcu. Kot rezultat tega antagonizma, je vnos Se
prepreéen v ve&ji meri s pomoé&jo SO4* kot CI” (Grieve et al., 2001). Dumont et al. (2006)
so opisali metabolizem Se v rastlinah, ki je predstavljen na sliki 1.
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1z okolja— SeO,”

Iz okolja——» SeO;"—» sfz'

Se-Cys

N
\ l Se-proteini

Se-Met

Se-metilselenocistein

Izparevanje v okolje¢—— DMSe

Slika 1: Shematska predstavitev glavnih korakov pri metabolizmu Se v rastlinah (povzeto po Dumont et al.,
2006).

Poleg vsebnosti in razpoloZljivosti selena v tleh, je koli¢ina akumuliranega selena odvisna
tudi od same vrste rastline. Rastline lo¢imo glede na sposobnost akumuliranja selena v tri
skupine (Ellis in Salt, 2003):

(1) neakumulirajoce, kamor spada vecina rastlin in vsebujejo manj kot 25 mg Se/kg suhe
snovi,

(i1) indikatorske rastline iz rodu Aster, vrsta Brassica juncea, ki kopicijo do 1000 mg Se/kg
suhe snovi,

(1i1) akumulirajoce rastline iz rodu Astragalus, Stanleya, Neptunia, ki kopicijo in
tolerirajo do 4000 mg Se/kg suhe snovi.

Porocali so, da je vecina Zit in krmnih rastlin relativno slabo sposobna akumulirati Se,
cetudi rastejo na tleh z visjo vsebnostjo Se (Nowak et al., 2004). Aktivno rastoca tkiva
ponavadi vsebujejo najvecje koli¢ine selena (Kahakachchi et al., 2004). Rastline
akumulirajo ve¢ selena v steblih in listih kot v tkivih korenin (Zayed et al., 1998). Visje
vsebnosti selena v listih kot v steblih, so bile najdene pri vseh preucevanih rastlinah v obeh
skupinah torej v enkrat in dvakrat foliarno obravnavanih semenih s Se (Smrkolj et al.,
2006a). Semena so obicajno zmeren vir selena, vendar so Stevilne Studije, ki preucujejo
semena Zzit in stroCnic, pokazale sposobnost akumulacije velikih koli¢in selena v teh
semenih (Stadlober et al., 2001; Smrkolj et al., 2005; Smrkolj et al., 2006a).
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2.2.4.3 Toksi¢nost selena za rastline in obrambni mehanizmi

Dobro je znano, da je selen toksicen za vecino rastlin, razen nekaj akumulatorjev selena i1z
rodu Astragalus, ki lahko kopi¢ijo do nekaj tiso¢ mg Se/kg suhe mase (Brown in Shrift,
1982; Lauchli, 1993; Wu et al., 1997). Take rastline imajo ve¢ obrambnih mehanizmov, ki
jim omogocajo preziveti vi§je koncentracije selena. Nekaj takih mehanizmov je: sinteza
nebeljakovinskih aminokislin selenometilselenocisteina (SeMeSeCys) in selenocisteina ter
dipeptida y-glutamil-SeMeSeClys, izkljucitev SeCys iz procesa vkljucevanja v beljakovine,
kopi¢enje selena v vakuolah v obliki selenata in nebeljakovinskih aminokislin,
odstranjevanje selena s pretvorbo v hlapne spojine, kot sta DMSe in DMDSe, kar
imenujemo fitovolatizacija in je prisotna tudi pri neakumulirajoCih rastlinah (Terry et al.,
2000), kot so kmetijske rastline, ki prenasajo le nekaj mg/kg Se v tleh (Levine, 1925;
Spenger in Siegel, 1978; Carlson et al., 1989).

Ob dodatku Se preko 10 mg/kg se je pojavil oksidativni stres pri ljuljki (Lolium perenne),
rezultat Cesar so bile drasticne izgube pridelka. Toksicnost je moc pripisati pro-
oksidativnim ucinkom, kot tudi metabolnim motnjam (Hartikainen et al., 2000). Vi§je
vsebnosti selena (1,0 mg/kg tal) so se izkazale strupene za solato in zmanjsal se je donos
mladih rastlin (Xue et al., 2001).

Posledice pri rastlinah, kadar so te izpostavljene previsokim koncentracijam selena med
gnojenjem, so vidne kot slabsa rast, rdeCe pike na koreninah, ¢rne pike na listih,
rumenenje, suSenje listov, zmanjSana sinteza proteinov in prezgodnja smrt. Eden glavnih
mehanizmov, ki je rezultat odziva rastlin na toksi¢nost Se, je genetsko nepogojena
vkljucitev v proteine SeMet in SeCys namesto Met in Cys. Razli¢ne lastnosti Zvepla, ki je
v Met in Cys, in selena, ki je v SeMet in SeCys, privedejo do sprememb v strukturi
proteinov in posledi¢no do sprememb v njihovi kataliti¢ni aktivnosti. Meja toksicnosti je
odvisna od vrste rastlin, starosti (mlajSe so obcutljivejse) in prisotnosti sulfatnih ionov.

Najpogostejsi toksicni obliki selena sta selenat in selenit, ki ju rastline privzemajo in
pretvorijo v organske oblike. Nekatere Studije so pokazale na ve€jo toksicnost selenita kot
selenata, kar gre pripisati hitrejsi pretvorbi selenita v selenoaminokisline in proteine (Terry
et al., 2000).
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2.2.4.4 Selen in UV-B sevanje

Breznik et al. (2005) so preucevali kombinacijo u¢inkov med poviSanjem UV-B sevanjem
in dodanim selenom pri navadni in tatarski ajdi. Upocasnila se je rast, zmanjSala biomasa
in Stevilo semen zaradi pove¢anega UV-B sevanja. UV-B sevanje je povzro€ilo padec suhe
teze samo pri rastlinah, ki niso bile obravnavane s selenom, kar kaZe na potencialen
pozitiven ucinek selena.

Germ et al. (2005) so preucevali odziv buCe (Cucurbita pepo) na UV-B sevanje pri
Skropljenju listov s selenom pri koncentraciji 1,5 mg/L. Opazili so, da je povecan ucinek
na pridelek bu¢, v skladu z ugotovitvami na ljuljki (Hartikainen et al., 2000), solati (Xue et
al., 2001), krompirju (Turakainen et al., 2004) in listih zelenega ¢aja (Hu et al., 2003).
Povecan donos pri bucah je bil precej vis§ji v primeru izpostavljenosti rastlin UV-B sevanju
po skropljenju s selenom, kot pri tistih, ki so bile Skropljene, vendar niso bile izpostavljene
UV-B sevanju.

Pennanen et al. (2002) so preucevali ali Se (0,01 in 0,05 mg Se/kg tal) vzpodbuja rast
rastlin, ki so bile izpostavljene pove¢anemu UV sevanju (UV-B in majhni koli¢ini UV-C)
pri solati (Lactuca sativa). Mlade rastline, ki rastejo brez vpliva UV sevanja, uporabijo
selen za izgradnjo energijskih rezerv. Te rezerve pripomorejo k pove€anemu donosu. Pri
UV sevanju, se poveca peroksidacija lipidov in takrat pride do izraza zaS¢itna vloga selena
preko povecane antioksidativne zmogljivosti. Selen vzpodbuja rast rastlin prizadetih zaradi
povecanega UV sevanja, z zascCito kloroplastnih encimov.

Ekelund in Danilov (2001) sta preucevala morebitno vlogo selena pri popravilu zas¢itnih
mehanizmov pri Euglena gracilis po obsevanju z UV. PoSkodbe fotosistema so posledica
oksidativne Skode zaradi UV sevanja. Zas¢itni mehanizmi zmanj$ajo oksidacijsko skodo
pri rastlinah in algah, kar sej je pokazalo tudi v citirani raziskavi.

Dodatek selena pa ni omilil Skodljivih uéinkov UV-B sevanja pri jagodah (Fragaria x
ananassa), vendar so niZje koncentracije dodanega Se (0,1 mg/kg) povecale rast listov
(Heijari et al., 2006). Ceprav so listi jeémena akumulirali ve&je koncentracije selena kot
jagode, ni bilo razvidnih sprememb v rasti, biomasi in fluorescenci klorofila, zaradi u¢inka
selena kot samega ali v kombinaciji z UV-B sevanjem (Valkama et al., 2003).
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2.2.5 Metode merjenja vsebnosti selena v rastlinskih vzorcih

Obstaja ve¢ razlicnih metod s katerimi se ugotavlja koncentracijo selena v rastlinskih
vzorcih. Rastline obi¢ajno vsebujejo malo selena in ravno lastnost metod, ki omogocajo
detekcijo nizkih koncentracij selena, zagotavlja meritve le tega. V preglednici 1 so
predstavljene najpogosteje uporabljene metode po Foster in Sumar (1995).

Preglednica 1: Najpogosteje uporabljene metode za detekcijo selena v zivilih (Foster in Sumar, 1995: 220)

Detekcijske metode Meja zaznavnosti (ng)

Radiokemi¢na nevtronska aktivacijska analiza (RNAA) 10-20
Atomska fluorescencna spektroskopija (AFS)

% hidridna tehnika (HG-AFS) 2-5
Atomska absorpcijska spektroskopija (AAS)

% plamenska (FAAS) 500

+* hidridna tehnika (HG-AAS) 0,02-2
Induktivno sklopljena plazma (ICP)

% opti¢na emisijska spektrometrija 50-100

% atomska emisijska spektrometrija (ICP-AES) 1

% masna spektrometrija (ICP-MS) 0,063-1,3
Plinska kromatografija

% zajetje elektronov 0,5 pg

 masna spektrometrija 0,05-1
Voltametrija 0,1-5
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3 MATERIALI IN METODE

V okviru diplomske naloge smo ugotavljali celotno koli¢ino selena v delih kalic
(kotiledonih, stebelcih) ali celih kalicah redkvice (Raphanus sativus). Analizirali smo s
tehniko hidridne atomske fluorescencne spektrometrije (HG-AFS) v skupinah namakalnih
koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) natrijevega selenita oziroma selenata. Skupine smo
gojili pri razliénih svetlobnih razmerah in sicer, v temi, na son¢ni svetlobi z zmanjSanim
UV-B sevanjem v rastlinjaku (v nadaljnjem besedilu: son¢na -UV-B) in na son¢ni svetlobi
z UV-A in UV-B sevanjem zunaj rastlinjaka (v nadaljnjem besedilu: son¢na z UV-B).

3.1 Nastavitev poskusa

Poskus smo nastavili dne 12.03.2009 in najprej zatehtali v ve¢ lon¢kov po 10 g semen
redkvice (R. sativus) in jih namocili v raztopine koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L)
natrijevega selenata (Na,SeQO4) oziroma natrijevega selenita (Na,SeOs) ter jih pustili stati 4
ure, da se je vsa raztopina vsrkala v semena. 24 lon¢kov smo namenili skupinam
namakalnih koncentracij 10, 30 (mg Se/L) natrijevega selenita oziroma selenata, po dva
lon¢ka za posamezne svetlobne razmere (tema, soncna -UV-B in soncna z UV-B).
Skupinam z namakalnimi koncentracijami 0, 5 (mg Se/L) natrijevega selenita oziroma
selenata, smo namenili 12 lonckov, en loncek za posamezne svetlobne razmere (tema,
son¢na -UV-B in son¢na z UV-B).

V aluminijaste posode smo polozili navlazene papirnate brisa¢e in nanje razporedili
obravnavana semena. Nato smo semena pokrili s plastjo navlaZzenega papirja. Tako
pripravljene vzorce smo postavili v rastlinjak in jih zalivali z vodo na dva dni oziroma po
potrebi. Takoj ko so kalice vzklile, smo del vzorcev postavili v temo, del na son¢no -UV-B
v rastlinjaku in del vzorcev prenesli ven iz rastlinjaka ter jih izpostavili son¢ni z UV-B. To
smo storili dne 23.3.2009 in sicer smo vzorce, ki smo jih prenesli iz rastlinjaka na son¢no z
UV-B, izpostavili za obdobje 4-ih ur od 11 do 15 ure. Naslednjega dne smo postopek
ponovili in vse vzorce po potrebi zalili z vodo, predvsem tiste, izpostavljene son¢ni z UV-
B.

3.2 Priprava vzorcev za analizo

Dne 25.3.2009 smo vzorce prenesli v delovni prostor s tehtnico in nekatere banjice s
Skarjami prerezali na pol. Banjice smo razpolovili, da smo dobili vecje Stevilo ponovitev in
s tem zmanjSali napako pri analizah selena v posameznih vzorcih. Preglednica 2 nam
prikazuje Stevilo banjic (1 ali 2) v skupinah namakalnih koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L)
selenita oziroma selenata pri posameznih svetlobnih razmerah, ali smo banjico prerezali na
pol (*) ali smo pustili celo banjico (¢), in ali smo opravili analize selena v celih kalicah
redkvice R. sativus (neobarvan kvadratek) ali v delih (stebelcih, kotiledonih) kalic redkvice
(kvadratek obarvan z rumeno). Pri nekaterih vzorcih smo analizirali vsebnost selena v
luskah (+).
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Preglednica 2: Priprava vzorcev skupin namakalnih koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenita oziroma
selenata v temi, na son¢ni svetlobi z zmanjsanim UV-B sevanjem (svetloba) in na son¢ni svetlobi z UV-A in
UV-B sevanjem (UV)

Selenit (SelV) Selenat (SeVI)
Koncentracija selena | tema svetloba UV | tema svetloba Uv
0 2e+ 2e 2% § Det De PE
5 1* 1* 1*+1 1* 1* 1%+
10 2% 2% 2% | 2% 2% 2%
30 2%+ 2%+ 2%+ 2% 2%+ 2%+

(1 ali 2)- stevilo banjic; (*)— banjico prerezali na pol; (¢)— cela banjica; (neobarvan kvadratek)— analize Se v
celih kalicah; (kvadratek obarvan rumeno)— analize Se v stebelcih in kotiledonih; (+)— analize Se v luskah

Tako pripravljene vzorce smo razporedili v vrecke, jih stehtali in postavili v zamrzovalnik
do suSenja. Po suSenju smo vzorce ponovno stehtali in jih z izjemo lusk dne (28.5.2009)
zmleli z ahatnim planetarnim mikro mlinom (FRITSCH, Pulverisette 7) in sicer s hitrostjo
6 (6 min) in nato 7 (2 min). Vzorce smo nato presejali skozi mrezo z odprtinami 0,25 mm.
Iz dobljenih podatkov smo naposled dne 27.7.2009 priceli z analizo selena v posameznih
vzorcih s tehniko HG-AFS in delo zakljucili dne 20.8.2009.

3.2.1 Hidridna tehnika

Hidridna tehnika je metoda separacije, pri kateri se selen izloci iz raztopine razkrojenega
vzorca. Sestavljena je iz dveh procesov in sicer:

1) hidrid se sprosti iz raztopine vzorca (pretvorba analita v nakisanem vzorcu do hidrida in
plinske faze),

2) sprosceni hidrid se transportira s tokom nosilnega plina do atomizatorja.

Selenove zvrsti je potrebno najprej pretvoriti s HCI v anorgansko obliko, saj le reducirana
oblika selena, selenid, tvori hlapne hidride. Reducent natrijev tetrahidridoborat (III)
(NaBH,), se najpogosteje uporablja za tvorbo selenovega hidrida (H,Se). NaBH,4 pri

pH < 1 v nekaj mikrosekundah razpade in reducira Se(IV) do H,Se. Slednjega inerten
nosilni plin (ponavadi argon) prenese v atomizator. Plin je pred vstopom potrebno osusiti z
duSikom, zrakom ali argonom. Tako se izognemo spektralnim motnjam. Poleg selena tudi
As, Bi, Ge, Pb, Sb, Sn in Te tvorijo hlapne hidride (Dedina, 1995).
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3.2.2 Atomska fluorescencna spektrometrija (AFS)

Atomska fluorescencna spektrometrija se uporablja za analizo 25 elementov, najpogosteje
pa za Se, As, Cd, Pb, Hg. Najprej pri tej metodi poteCe mehanizem atomizacije hidrida z
interakcijo hidridov z vodikovimi radikali. Prosti atomi absorbirajo svetlobo iz Crtastega ali
kontinuiranega izvora, kar je princip dane metode. Atomi fluorescirajo pri prehodu iz
vzbujenega v osnovo stanje. Intenziteta svetlobe je proporcionalna absorbirani svetlobi in
Stevilu atomov analita. Z detektorjem, ki je nameScen pravokotno na smer svetlobe in vira
za vzbujanje, nato izmerimo fluorescirano svetlobo. Detektorski sistem je obicajno
fotopomnoZzevalka. Slika 2 prikazuje shemo AFS (Vandecasteele in Block, 1993).

vir svetlobe || atomizator monokromator detektor || Citalec

A 4

A 4

Slika 2: Shema atomskega fluorescen¢nega spektrometra (AFS) (Vandecasteele in Block, 1993).

Vecina AFS meritev poteka v plamenskem atomizatorju s preto¢nim vnosom vzorca. Od
vrste plamena (Ar, H,...) je odvisna ucinkovitost atomizacije in emisija ozadja. Za
vzbujanje v AFS mora biti izvor primeren in sicer stabilen in predstavljati dovolj
intenziven izvor svetlobe znacilne valovne dolZzine za merjeni element. Najpogosteje se
uporabljajo Zarnice z votlo katodo z dodatnim napajanjem (BHCL). Zanje je znalilna
izredna stabilnost in intenziteta oddane svetlobe, Siroko obmocje linearnosti, vi§je razmere
signal/Sum in vecji naklon umeritvene krivulje.

Hidridna tehnika v povezavi z AFS ima visoko obcutljivost z lo€itvijo analita od osnovne
raztopine, kar poveca natancnost in to¢nost rezultatov ter omogoca boljSo mejo
zaznavnosti (Vandecasteele in Block, 1993).
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3.3 Metoda za dolocitev selena

3.3.1 Razkroj vzorcev

Po postopku, ki sta ga opisali Smrkolj in Stibilj (2004) smo vzorce najprej razkrojili.

R/
L X4

V 50 ml teflonske posodice, ki smo jih predhodno 24 ur namakali v raztopini
detergenta (10 % Micro 90) in nato Se 24 ur v raztopini HNOs : H,O =1 : 1 ter jih
po koncu sprali z deionizirano vodo MilliQ (Millipore) in jih osusili, smo zatehtali
0,150 - 0,200 g vzorca. Stehtali smo tudi posodice.

Dodali smo 1,5 mL HNOs3 in 0,5 mL H,SOy, ter ¢ez no¢ segrevali pri temperaturi
80 °C na aluminijastem termo bloku (Termoproc) v dobro s trakom zatesnjenih in z
pokrovckom zaprtih teflonskih posodicah.

Naslednji dan temperaturo pove¢amo na 130 °C in pustimo segrevati Se eno uro

Vzorce po eni uri ohladimo na sobno temperaturo in jim dodamo 2 mL H,O, ter jih
segrevamo pri odprti posodi 10 min pri temperaturi 115 °C

Ko vzorce ohladimo jim dodamo 0,1 mL 40 % HF (zrnju HF ne dodamo) in jih
segrevamo 10 min pri 115 °C

Ohlajenim vzorcem ponovno dodamo 2 mL H»O; in jih segrevamo 10 min pri
115 °C

Po kon¢anem razkroju vzorce ohladimo na sobno temperaturo in jim dodamo
0,1 mL V,0s5 v H,SOy4 in segrevamo 20 min pri 115 °C

Vzorce ohladimo na sobno temperaturo in jih reduciramo z dodajanjem 2,5 mL
HCl in segrevamo 10 min pri 90 °C

Vzorce ohladimo in jih vzamemo iz bloka ter raztopine razredéimo na 15 — 40 mL
MilliQ, odvisno od predvidene koncentracije Se v vzorcu

Tako pripravljenim vzorcem s HG-AFS dolo¢imo vsebnost Se

3.3.2 Standardne raztopine

Za pripravo standardov selenovih spojin uporabimo Na,SeO, (Sigma, SigmaUltra), ki smo
ga raztopili v deionizirani vodi (MilliQ) in pripravili raztopino z koncentracijo 11,194 ng
Se/g. Tedensko smo pripravili delovne selenove raztopine z koncentracijo 100 ng Se/g,
dnevno pa raztopine z nizjimi koncentracijami Se v enako kislem mediju kot so bili
razkrojeni sami vzorci.
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3.3.3 Merjenje koncentracije selena

Slika 3 prikazuje shemo pretoc¢nega sistema HG-AFS. V kriznem spoju pretocnega sistema
reagira nosilna tekocina/vzorec s HCI za tvorbo hidrida in z reducentom NaBHj. S
cevkami (Tygon LFL) razli¢nih notranjih premerov (0,76 mm; 1,02 mm; 2,06 mm) smo
uravnavali pretok na peristaltini ¢rpalki (Ismatec, MCP 380). Cevi z notranjim premerom
0,51 mm in spojev PEEK (polieterketon) so sestavljale povezavo med injektorjem in
separatorjem (A-tip, PS Analytical). Nastala plina H>Se in H, je argon odnesel skozi
suSilnik plinov (Perma Pure Products), kjer je dusik uporabljen kot susilni plin, v atomski
fluorescen¢ni spektrometer (Excalibur, PS Analytical). V difuzijskem plamenu H,Se
atomizira, pri ¢emer nastanejo Se atomi, ki absorbirajo svetlobo s selenove Zarnice z votlo
katodo in fluorescirajo. Dobljene signale, ki jim izmerimo viSino in le to primerjamo z
viSinami signalov standardnih raztopin Se (IV), zabeleZi rekorder (Citalec signala).

Ar
peristalticna N3
¢rpalka ] T
SuSilnik AFS
. HCIl plinov detektor
nosilna
tekocina/vzorec
NaBH, N, Citalec
signala
odpad

Slika 3: Shema preto¢nega sistema HG-AFS

3.3.4 Pravilnost in ponovljivost metode

Z merjenjem koncentracije Se v certificiranem referencnem materialu smo preverili
ponovljivost in zanesljivost metode za merjenje koncentracije Se v rastlinah. Dani
material, ki je bil po svojih znacilnostih podoben posameznim vzorcem redkvice R.
sativus, smo vkljucili v analizo vsake serije vzorcev na zacetku in koncu meritev. Razkroj
in vsi nadaljnji postopki certificiranega referenénega materiala, v naSem primeru SRM
Spinach Leaves (NIST 1570a), so potekali enako kot razkroj vzorcev redkvice R. sativus.
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4 REZULTATI

V preglednici 3 in na sliki 4 so prikazani rezultati meritev koncentracije Se v kalicah
redkvice R. sativus v skupinah namakalnih koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenita
(SelV). Vsako od skupin smo gojili v temi, na son¢ni svetlobi z zmanjSanim UV-B
sevanjem Vv rastlinjaku (v nadaljnjem besedilu: son¢na -UV-B) in na son¢ni svetlobi z UV-
A in UV-B sevanjem zunaj rastlinjaka (v nadaljnjem besedilu: soncna z UV-B) ter
rezultate med seboj primerjali. Vidimo, da je vsebnost selena v kalicah nara$cala z vecjo
namakalno koncentracijo selenita. V kalicah R. sativus posameznih skupin, ki so rasle v
temi in na son¢ni z UV-B, je vsebnost selena priblizno enaka. V kalicah skupin namakalnih
koncentracij 0, 30 (mg Se/L), ki so rasle na son¢ni -UV-B, je vsebnost selena nizja v
primerjavi s kalicami, ki so rasle v temi in na son¢ni z UV-B, ter vi§ja v skupinah
namakalnih koncentracij 5, 10 (mg Se/L).

Se IV | vrsta materiala svetloba UV
konc. [pg Se/g SS] | konc. [ug Se/g SS]
0 Cele kalice 0,18 0,19
5 Cele kalice 3,65 3,56
10 Cele kalice 8,40 7,42
30 Cele kalice 21,28 23,46

Preglednica 3: Koncentracije selena (ug Se/g suhe snovi) v kalicah R. sativus raslih v temi, na son¢ni
svetlobi z zmanjSanim UV-B sevanjem (svetloba) in na son¢ni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem (UV)
skupin namakalnih koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenita (SelV).

30,00
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Slika 4: Koncentracije selena (g Se/g suhe snovi) v kalicah R. sativus raslih v temi, na son¢ni svetlobi z
zmanjSanim UV-B sevanjem (svetloba) in na son¢ni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem (UV) skupin
namakalnih koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenita (SelV).
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V preglednici 4 in na sliki 5 so prikazani rezultati meritev koncentracije Se v kalicah
redkvice R. sativus v skupinah namakalnih koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenata
(SeVI). Vsako od skupin smo gojili v temi, na son¢ni -UV-B v rastlinjaku in na soncni z
UV-B zunaj rastlinjaka ter rezultate med seboj primerjali. Tudi v tem primeru vidimo, da je
vsebnost selena naras€ala z ve¢jo namakalno koncentracijo selenata. V skupinah
namakalnih koncentracij 0, 10 (mg Se/L) je vsebnost selena v kalicah raslih na son¢ni -
UV-B najnizja ter najvi§ja v kalicah raslih v temi. Tudi v skupini z namakalno
koncentracijo 5 mg Se/L je vsebnost selena najnizja v kalicah raslih na son¢ni -UV-B
vendar najvi§ja v kalicah raslih na son¢ni z UV-B. V skupini z najve¢jo namakalno
koncentracijo selanata pa je vsebnost selena najnizja v kalicah raslih na son¢ni z UV-B in
najvisja v kalicah raslih v temi.

Se VI | vrsta materiala svetloba Uv
konc. [pg Se/g SS] | konc. [ug Se/g SS]
0 Cele kalice 0,18 0,19
5 Cele kalice 5,46 5,93
10 Cele kalice 9,63 10,71
30 Cele kalice 30,63 30,32

Preglednica 4: Koncentracije selena (ug Se/g suhe snovi) v kalicah R. sativus raslih v temi, na son¢ni
svetlobi z zmanjSanim UV-B sevanjem (svetloba) in na son¢ni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem (UV)
skupin namakalnih koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenata (SeVI).
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Slika 5: Koncentracije selena (ug Se/g suhe snovi) v kalicah R. sativus raslih v temi, na son¢ni svetlobi z
zmanj$anim UV-B sevanjem (svetloba) in na son¢ni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem (UV) skupin
namakalnih koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenata (SeVI).
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Preglednica 5 in slika 6 nam prikazujeta povpre¢no maso 100 kalic redkvice R. sativus v
skupinah namakalnih koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenita (SelV), ki smo jih gojili
v razli¢nih svetlobnih razmerah. V skupinah namakalnih koncentracij 5, 10, 30 (mg Se/L)
selenita, imajo najmanjSo povpre¢no maso (g/100 kalic) kalice rasle v temi, ve¢jo maso
imajo kalice rasle na son¢ni -UV-B in najvecjo kalice rasle na son¢ni z UV-B. Najvecje
razlike v povprecni masi 100 kalic v primerjavi z povprecno maso 100 semen z luskami
(1,12 g) in brez lusk (1,03 g), so v skupini namakalne koncentracije 10 mg Se/L in sicer,
kalice rasle v temi v povprecju tehtajo 0,68 g/100 kalic, rasle na son¢ni -UV-B 0,80 g/100
kalic in rasle na son¢ni z UV-B 0,87 g/100 kalic. Med kalicami, ki so rasle v temi, imajo
kalice skupine z namakalno koncentracijo 10 mg Se/L najmanjSo povprecno maso (0,68
g/100 kalic), ve€jo maso imajo kalice skupine z namakalno koncentracijo 5 mg Se/L (0,79
g/100 kalic), Se vecjo kalice skupine z namakalno koncentracijo 30 mg Se/L (0,86 g/100
kalic) ter najve€jo (0,90 g/100 kalic) kalice ustrezne skupine (v temi) brez dodanega
selena. Med kalicami, ki so rasle na son¢ni -UV-B, imajo najmanjSo povprecno maso (0,80
g/100 kalic) kalice skupine z namakalno koncentracijo 10 mg Se/L, nekoliko vecjo
povpre¢no maso (0,83 g/100 kalic) kalice skupine z namakalno koncentracijo 5 mg Se/L,
Se vecjo (0,92 g/100 kalic) kalice skupine z namakalno koncentracijo 30 mg Se/L ter
najvecjo (0,96 g/100 kalic) kalice ustrezne skupine (na son¢ni -UV-B) brez dodanega
selena. Med kalicami R. sativus, ki so rasle na son¢ni z UV-B, imajo najvec¢jo povprecno
maso (0,92 g/100 kalic) kalice skupine z najve¢jo namakalno koncentracijo selenita, z
nekoliko manjSo povprecno maso (0,91 g/100 kalic) kalice skupine z namakalno
koncentracijo 5 mg Se/L in najmanjSo (0,87 g/100 kalic) kalice skupine z namakalno
koncentracijo 10 mg Se/L ter kalice ustrezne skupine (na son¢ni z UV-B) brez dodanega
selena.

Se IV | vrsta materiala svetloba Uv
100 kalic (g) | 100 kalic (g)

0 Cele kalice 0,96 0,87

Cele kalice 0,83 0,91

10 Cele kalice 0,80 0,87

30 Cele kalice 0,92 0,92

Preglednica 5: Povpre¢na masa 100 kalic (g) R sativus raslih v temi, na sonéni svetlobi z zmanjSanim UV-B
sevanjem (svetloba) in na son¢ni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem (UV) v skupinah namakalnih
koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenita (SelV). Povpre¢na masa 100 semen z luskami je 1,12 g in brez
lusk 1,03 g.
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Slika 6: Povprecna masa 100 kalic (g) R. sativus raslih v temi, na soncni svetlobi z zmanjSanim UV-B
sevanjem (svetloba) in na soncni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem (UV) v skupinah namakalnih
koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenita (SelV).

Preglednica 6 in slika 7 nam prikazujeta povprecno maso 100 kalic redkvice R. sativus v
skupinah namakalnih koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenata (SeV1), ki smo jih gojili
v razli¢nih svetlobnih razmerah. V skupinah z namakalno koncentracijo 5 in 30 mg Se/L, si
povprecne mase 100 kalic sledijo v naras¢ajo¢em zaporedju (0,71 g/0,88 g) tema, (0,91
g/0,90 g) soncna -UV-B in (0,98 g/1,05 g) sonc¢na z UV-B. V skupini z namakalno
koncentracijo 10 mg Se/L imajo najvecjo povprecno maso (0,96 g/100 kalic) kalice rasle
na son¢ni -UV-B. Razlik v povpre¢ni masi med kalicami raslimi v temi in na son¢ni z UV-
B, v tej skupini ni (0,81 g/100 kalic). Med kalicami, ki so rasle v temi, imajo kalice
ustrezne skupine (v temi) brez dodanega selena najvecjo povpre¢no maso (0,90 g/100
kalic), povprecna masa je manjSa (0,88 g/100 kalic) pri kalicah skupine z najvecjo
namakalno koncentracijo selenata, sledijo kalice skupine z namakalno koncentracijo 10 mg
Se/L (0,81 g/100 kalic) in najmanjSa (0,71 g/100 kalic) pri kalicah skupine z namakalno
koncentracijo 5 mg Se/L. Med kalicami, ki so rasle na son¢ni -UV-B, imajo kalice ustrezne
skupine (na sonc¢ni -UV-B) brez dodanega selena ter kalice skupine z namakalno
koncentracijo 10 mg Se/L najvecjo povprecno maso (0,96 g/100 kalic), sledijo kalice
skupine z namakalno koncentracijo 5 mg Se/L (0,91 g/100 kalic) in kalice skupine z
namakalno koncentracijo 30 mg Se/L (0,90 g/100 kalic). Med kalicami, ki so rasle na
son¢ni z UV-B pa imajo najve¢jo povprecno maso kalice skupine z namakalno
koncentracijo 30 mg Se/L (1,05 g/100 kalic), sledijo kalice skupine namakalne
koncentracije 5 mg Se/L (0,98 g/100 kalic), kalice ustrezne skupine (na son¢ni z UV-B)
brez dodanega selena (0,87 g/100 kalic) in z najmanjSo povpre¢no maso kalice skupine z
namakalno koncentracijo 10 mg Se/L (0,81 g/100 kalic).
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Se VI | vrsta materiala svetloba Uv
100 kalic (g) | kalic (100 g)

0 Cele kalice 0,96 0,87

5 Cele kalice 0,91 0,98

10 Cele kalice 0,96 0,81

30 Cele kalice 0,90 1,05

Preglednica 6: Povpre¢na masa 100 kalic (g) R. sativus raslih v temi, na son¢ni svetlobi z zmanj$anim UV-B
sevanjem (svetloba) in na sonéni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem (UV) v skupinah namakalnih
koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenata (SeVI). Povpre¢na masa 100 semen z luskami je 1,12 g in brez
lusk 1,03 g.
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Slika 7: Povprecna masa 100 kalic (g) R. sativus raslih v temi, na soncni svetlobi z zmanjSanim UV-B
sevanjem (svetloba) in na son¢ni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem (UV) v skupinah namakalnih
koncentracij 0, 5, 10, 30 (mg Se/L) selenata (SeVI).

Preglednica 7 in slika 8 nam prikazujeta vsebnost Se v luskah R. sativus skupin
namakalnih koncentracij 0, 5, 30 (mg Se/L) selenita (SelV) oziroma selenata (SeVI). V
primeru selenita oziroma selenata koncentracija Se v luskah naras¢a z ve¢jo namakalno
koncentracijo Se od 0 do 30 mg Se/L. Pri kalicah skupine z namakalno koncentracijo 5 mg
Se/L, je vsebnost Se v luskah vecja v primeru selenita SelV (12,27 pg Se/g SS) kot
selenata SeVI (3,97 ng Se/g SS). Enako velja tudi pri kalicah skupine z namakalno
koncentracijo 30 mg Se/L, kjer je vsebnost Se v luskah v primeru selenita (SelV) 40,9 pug
Se/g suhe snovi in selenata (SeVI) 12,13 pg Se/g suhe snovi.
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vrsta materiala SelV SeVI
konc. [ug Se/g SS]| konc. [pg Se/g SS]

0 | Luske (prazne) 0,40 0,40

5 | Luske (prazne) 12,27 3,97

30| Luske (prazne) 40,9 12,13

Preglednica 7: Koncentracije selena (g Se/g suhe snovi) v luskah R. sativus skupin namakalnih
koncentracij 0, 5, 30 (mg Se/L) selenita (SelV) oziroma selenata (SeVI) na son¢ni svetlobi z UV-A in UV-B
sevanjem.
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Slika 8: Koncentracije selena (pg Se/g suhe snovi) v luskah R. sativus skupin namakalnih koncentracij 0, 5,
30 (mg Se/L) selenita (SelV) oziroma selenata (SeVI) na soncni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem.

V preglednici 8 imamo koncentracije Se v delih (stebelcih, kotiledonih) kalic R. sativus v
skupini z najve¢jo namakalno koncentracijo selenita (SelV) oziroma selenata (SeVI) pri
razlicnih svetlobnih razmerah (tema, son¢na -UV-B, son¢na z UV-B). Pri kalicah R.
sativus raslih na son¢ni -UV-B in na son¢ni z UV-B, je vsebnost Se v stebelcih vecja kot v
kotiledonih tako v primeru selenita (SelV) kot selenata (SeVI). Pri kalicah R. sativus raslih
v temi pa je ravno obratno. Podatek imamo samo za kalice skupine namakalne
koncentracije 30 mg Se/L selenita (SelV). Ne glede na razli¢ne svetlobne razmere (tema,
son¢na -UV-B in son¢na z UV-B) in razlike med manjSo ali vecjo vsebnostjo Se v
kotiledonih in stebelcih, je vsebnost selena v kalicah R. sativus vecja v primeru selenata
(SeVI) kot selenita (SelV), saj slednjega veC ostane v luskah, kar nam prikazujeta
preglednica 7 in slika 8.
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Namakalna konc. Se | vrsta materiala | tema \ svetloba | UV
konc. [ng Se/g SS]
30 SelV Kotiledoni  |23,48 20,21 21,79
Stebelca 22,48 23,01 26,37
30 SeVl Kotiledoni / 27,97 25,65
Stebelca / 34,88 37,62

Preglednica 8: Koncentracije selena (ug Se/g suhe snovi) v kotiledonih in stebelcih R. sativus skupine
namakalne koncentracije 30 mg Se/L selenita (SelV) v temi, na son¢ni svetlobi z zmanj$anim UV-B
sevanjem (svetloba) in na soncni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem (UV) in skupine namakalne
koncentracije 30 mg Se/L selenata (SeVI) na son¢ni svetlobi z zmanjSanim UV-B sevanjem (svetloba) in na
sonéni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem (UV).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Pri namakanju semen v raztopinah koncentracij 5, 10, 30 (mg Se/L) natrijevega selenita, je
privzem selena v kalice R. sativus manjsi, kot pri selenatu. Med kalicami, ki so rasle v
temi, na soncni svetlobi z zmanjSanim UV-B sevanjem (v nadaljnjem besedilu: son¢na -
UV-B) in na son¢ni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem (v nadaljnjem besedilu: son¢na z
UV-B) skupine namakalne koncentracije 5 mg SelV/L, je vsebnost selena manjSa
povprecno za 2 ug Se/ g SS kot v primeru selenata. Tudi med kalicami skupin namakalnih
koncentracij 10, 30 (mg Se/L), je privzem manjsi v primeru selenita kot selenata in sicer v
skupini z namakalno koncentracijo 10 mg Se/L povpre¢no za 3 pg Se/g SS, v skupini z
namakalno koncentracijo 30 mg Se/L pa povprecno za 8 pg Se/g SS. O manjSem privzemu
selenita v kalice so porocali tudi Cartes et al. (2005), ko so spremljali porast koncentracije
Se v poganjkih ljuljke in ugotovili, da so bile vsebnosti Se nizje v primeru, ko so rastline
obravnavali s Se v obliki selenita in vi§je v primeru selenata. V naSem primeru slednje
ugotovitve potrjujejo tudi rezultati iz preglednice 7 in slike 8 iz katerth vidimo, da je
vsebnost Se v luskah vi§ja v primeru, ko smo semena namakali v raztopinah selenita kot
selenata, posledica Cesar je manj$i privzem selenita v kalice.

Razlike v privzemu med selenitom oziroma selenatom v kalice R. sativus, so manjSe pri
manj$ih namakalnih koncentracijah Se in vecje pri ve¢jih namakalnih koncentracijah Se.
To je lahko posledica same koncentracije Se. Ozka meja koncentracije selena, ki locuje
esencialnost in toksi¢nost, je odvisna od kemijske oblike selena (Kabata Pendias, 2001;
Wu, 2004). Da je odvisna tudi od okoljskih dejavnikov, porocajo tudi Fan et al. (2002) in
Shardendu et al. (2003). Breznik et al. (2005) so preucevali kombinacijo u¢inkov med
poviSanjem UV-B sevanja in dodanim selenom pri navadni in tatarski ajdi. Eden izmed
ucinkov Se v kombinaciji z UV-B sevanjem je bil povecanje nadzemne biomase rastlin.
Tudi v naSem primeru se je izkazalo, da je masa kalic R. sativus skupin z namakalnimi
koncentracijami 5, 10, 30 (mg Se/L) selenita, vec¢ja v primeru ko smo kalice gojili na
son¢ni svetlobi z UV-B sevanjem, kot v temi in na son¢ni svetlobi z zmanjSanim UV-B
sevanjem. UV-B sevanje je negativno vplivalo na rast kalic R. sativus vendar se je
negativni u¢inek v kombinaciji s Se zmanjsal. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi drugi
raziskovalci, ki so opravljali Studije na bucah, ljuljki, solati, krompirju in zelenem ¢aju.

Razlike v privzemu med selenitom oziroma selenatom v kalice, so lahko posledica
toksicnosti selenita, saj kot so porocali Lemly et al. (1993) je ta priblizno 5-10 krat bolj
toksi¢en za organizme kot selenat. Terry et al. (2000) so dokazali, da gre to pripisati
hitrej$i pretvorbi selenita v selenoaminokisline in proteine. V nasi raziskavi smo ugotovili,
da ima selenit vecji u¢inek na manjSo maso kalic, kot selenat. V preglednici 5 in na sliki 6
vidimo, da je masa kalic skupin namakalnih koncentracij 5, 10, 30 (mg Se/L) selenita, ki
smo jih gojili v temi in na son¢ni -UV-B, manjSa v primerjavi z ustrezno skupino ( v temi,
na son¢ni -UV-B) brez dodanega Se in razlike so vecje kot pri selenatu (preglednica 6 in
slika 7).
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V preglednici 8, ki nam prikazuje koncentracije Se v kotiledonih in stebelcih kalic R.
sativus, vidimo, da v skupinah namakalnih koncentracij 5 mg Se/L (podatki niso prikazani
v tabeli: kotiledoni 3,61 pg Se/g SS; stebelca 3,24 ng Se/g SS) in 30 mg Se/L selenita v
temi, ve¢ Se vsebujejo kotiledoni kot stebelca, vendar je razlika majhna. V skupini
namakalne koncentracije 30 mg Se/L selenita oziroma selenata na son¢ni -UV-B in na
son¢ni z UV-B, pa je vsebnost Se vecja v stebelcih kot v kotiledonih. Aktivno rastoca tkiva
ponavadi vsebujejo najvecje koli¢ine selena, o ¢emer so porocali tudi Kahakachchi et al.
(2004). Breznik et al. (2005) navajajo manjSo rast stebel pri navadni in tatarski ajdi kot
rezultat povecanega UV-B sevanja. V nasem primeru vsebujejo stebelca kalic R. sativus
ustrezne skupine (na son¢ni z UV-B) brez dodanega selena, nizje koncentracije Se kot
kotiledoni (podatki niso prikazani v tabeli: kotiledoni 0,24 pug Se/g SS; stebelca 0,11 pg
Se/g SS), kar je v skladu z zgornjimi ugotovitvami Kahakachchi et al. (2004) in Breznik et
al. (2005). Pri kalicah skupine z najve¢jo namakalno koncentracijo selenita oziroma
selenata, ki smo jih gojili na son¢ni z UV-B, pa vi§je koncentracije Se vsebujejo stebelca
kot kotiledoni. Selenit Se bolj pa selenat, zmanjSata negativne vplive UV-B sevanja na
manj$o maso kalic. Enako velja tudi za kalice skupine z namakalno koncentracijo 5 mg
Se/L selenita, ki smo jih gojili na soncni z UV-B (podatki niso prikazani v tabeli:
kotiledoni 3,37 png Se/g SS; stebelca 3,87 pg Se/g SS). Za ostale skupine tega ne moremo
trditi, ker nismo pridobili podatkov. Vi§je vsebnosti Se, pri kalicah skupine namakalne
koncentracije 30 mg Se/L selenita oziroma selenata, ki smo jih gojili na son¢ni -UV-B,
vsebujejo stebelca. Pri optimalnih razmerah fotosintezni aparat ucinkovito izrablja
razpoloZljivo svetlobo, kar omogoca pove€anje asimilacijske povrSine in s tem boljSo rast.
Germ et al. (2007) navajajo, da mlade rastline, ki rastejo brez UV-B sevanja, uporabijo
selen za gradnjo energetskih rezerv, kar se kaze v vecji rasti poganjkov.
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5.2 SKLEPI

Rezultati naSe raziskave kaZejo, da razlicne koncentracije selenita oziroma selenata v
kombinaciji s svetlobnimi razmerami tema, son¢na svetloba z zmanjSanim UV-B sevanjem
(v nadaljnjem besedilu: son¢na -UV-B) in son¢na svetloba z UV-A in UV-B sevanjem (v
nadaljnjem besedilu: son¢na z UV-B) razli¢no vplivajo na rast in razvoj kalic redkvice R.
sativus. Med kalicami skupin namakalnih koncentracij 5, 10, 30 (mg Se/L) selenita v vseh
svetlobnih razmerah, imajo najmanjSo povpre¢no maso (g/100 kalic) kalice, ki smo jih
obravnavali z namakalno koncentracijo 10 mg Se/L, najvecjo pa kalice, obravnavane z
najvecjo namakalno koncentracijo selenita. Enako se je izkazalo tudi med kalicami skupin
razli¢nih namakalnih koncentracij selenata vendar le v kombinaciji s soncno z UV-B. Pri
kalicah, ki smo jih gojili na son¢ni -UV-B, pa je ravno obratno, z najvecjo maso kalice
skupine z namakalno koncentracijo 10 mg Se/L in najmanjSo kalice skupine z namakalno
koncentracijo 30 mg SeVI/L. Pri kalicah, ki smo jih gojili v temi, pa masa kalic narasc¢a z
vec¢jo namakalno koncentracijo Se. Ugotovili smo tudi, da ima selenat v kombinaciji s
temo in sontno -UV-B, manjSe uinke na manjSo maso kalic kot selenit, pri vseh
namakalnih koncentracijah Se, razen pri koncentraciji 5 mg Se/L v temi in 30 mg Se/L na
son¢ni -UV-B. Uc¢inek obeh oblik selena na manjSo maso kalic, v primerjavi z ustrezno
skupino (na son¢ni z UV-B) brez dodanega selena, se zmanjSa pri kalicah skupine z
najmanjs$o (5 mg Se/L) in najvec¢jo (30 mg Se/L) namakalno koncentracijo Se vendar le v
kombinaciji s son¢no z UV-B. Pri kalicah skupine z namakalno koncentracijo 10 mg Se/L
selenita, ki smo jih gojili na son¢ni z UV-B, ni bilo sprememb v masi v primerjavi z
ustrezno skupino (na son¢ni z UV-B) brez dodanega selena. V primeru selenata pa se je
ucinek na manjSo maso kalic Se povecal. Ucinke selena na ve¢jo maso kalic dobimo le v
primeru namakalnih koncentracij 5 in 30 (mg Se/L) selenata pri son¢ni z UV-B sevanjem,
ko je povpre¢na masa 100 kalic presegla povprecno maso 100 kalic ustrezne skupine (na
son¢ni -UV-B) brez dodanega selena. S temi rezultati smo potrdili hipotezo, da imata
selenit in selenat pri razli¢nih koncentracijah razlicne ucinke na rast in razvoj kalic
redkvice R. sativus.

Ce primerjamo povpre¢ne mase 100 kalic redkvice ugotovimo, da so mase (g/100 kalic)
najmanjSe v primeru kalic, ki so rasle v temi pri vseh namakalnih koncentracijah selenita
oziroma selenata. S tem potrjujemo hipotezo o pri¢akovanih najmanjsSih ucinkih selena na
kalice, ki so rasle v temi v primerjavi s kalicami, ki so rasle na son¢ni svetlobi z
zmanjSanim UV-B sevanjem in na son¢ni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem.
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6 POVZETEK

Selen je za normalno delovanje ¢loveskega organizma nujno potreben v majhnih koli¢inah.
Zaradi pomanjkanja selena na dolocenih obmocjih, ga je v prehrani ljudi premalo, kar
lahko pripelje do Stevilnih obolenj. Zato bi lahko bil eden izmed uspeSnih na¢inov, kako se
izogniti tej tezavi, pridelovanje rastlin z namakanjem semen v raztopini selena. Pri tem pa
je potrebno spremljati koncentracijo le-tega v rastlini.

Zaradi velike vsebnosti glukozinolatov, izotiocianatov in Stevilnih drugih fitokemikalij, ki
prispevajo k pozitivnemu ucinku na zdravje ljudi, se je poraba kriznic povecala. Posebno
kalice redkvice R. sativus so ze dolgo v uporabi zaradi vsebnosti velikih koli¢in
antioksidantov, vitamina C in drugih zdravju koristnih snovi. Pri teh je bila ugotovljena
tudi antikancerogena in antioksidativna aktivnost. Tako bi lahko z dodajanjem selena
redkvici Se dodatno povecali nabor dobrih lastnosti in s tem zdravje ljudi.

V poskusu smo nastavili 24 skupin kalic redkvic R. sativus namakalnih koncentracij 0, 5,
10, 30 (mg Se/L) natrijevega selenita (SelV) oziroma selenata (SeVI). Vsako od skupin
smo gojili v temi, na son¢ni svetlobi z zmanjSanim UV-B sevanjem v rastlinjaku (v
nadaljnjem besedilu: son¢na -UV-B) in na son¢ni svetlobi z UV-A in UV-B sevanjem
zunaj rastlinjaka (v nadaljnjem besedilu: son¢na z UV-B). Zeleli smo ugotoviti, pri katerih
koncentracijah selenita oziroma selenata kalice R. sativus rastejo najbolje in kako selen
vpliva na njihovo rast. Zanimal nas je tudi vpliv UV-B sevanja na rast in razvoj kalic.
Primerjali smo s kalicami, ki so rasle na son¢ni -UV-B v rastlinjaku oziroma v temi.

Rezultati so pokazali, da tako selenit kot selenat vplivata na rast kalic R. sativus, kar se
kaZe v manjsi povpre¢ni masi 100 kalic in ¢rnih pikah na kotiledonih. U¢inek selenita na
manjSo maso kalic skupin razli¢énih namakalnih koncentracij Se, ki smo jih gojili v temi, v
primerjavi z ustrezno skupino (v temi) brez dodanega selena, je najmanjsi pri namakalni
koncentraciji 30 mg Se/L in najvecji pri namakalni koncentraciji 10 mg Se/L. Enako velja
tudi za kalice, ki smo jih gojili na son¢ni -UV-B. Pri selenatu pa je pri kalicah, ki smo jih
gojili na son¢ni -UV-B ravno obratno. Pri kalicah raslih v temi je u¢inek na manjSo maso
kalic v primerjavi z ustrezno skupino (v temi) brez dodanega Se, najmanjsi pri skupini z
najvec¢jo namakalno koncentracijo (30 mg Se/L) in najve¢ji pri skupini z najmanjSo
namakalno koncentracijo (5 mg Se/L) selenata. Prisli smo tudi do ugotovitve o boljsSem
privzemu selenata kot selenita in temu posledi¢no ve¢jemu vplivu le-tega na rast in razvoj
kalic R. sativus. V skladu z ugotovitvami o boljSem privzemu selenata kot selenita se je
izkazalo, da selenat v kombinaciji z UV-B sevanjem intenzivneje blazi negativne ucinke
UV-B sevanja in poveca rast kalic. U¢inek obeh oblik selena na manjSo maso kalic, v
primerjavi z ustrezno skupino (na son¢ni z UV-B) brez dodanega selena, se zmanjSa pri
kalicah skupine z najmanjSo (5 mg Se/L) in najve¢jo (30 mg Se/L) namakalno
koncentracijo Se v kombinaciji s son¢no svetlobo z UV-B sevanjem. Pri kalicah skupine z
namakalno koncentracijo 10 mg Se/L selenita, ki smo jih gojili na son¢ni z UV-B, ni bilo
sprememb v masi v primerjavi z ustrezno skupino (na son¢ni z UV-B) brez dodanega
selena. V primeru selenata pa se je u¢inek na manjSo maso kalic Se povecal. Uc¢inke selena
na ve¢jo maso kalic dobimo le v primeru namakalnih koncentracij 5 in 30 (mg Se/L)
selenata pri son¢ni z UV-B, ko je povpre¢na masa 100 kalic presegla povprecno maso 100
kalic ustrezne skupine (na son¢ni -UV-B) brez dodanega selena.
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