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This paper presents results of selenic acid (IV) and (VI) effects on the content of the
ascorbic acid, the glutathione, phenols and flavonoids in five species of dicotyledons
of the coriander, the St. John’s wort, the pea, the bean and the agrimony. To analyses
one received fortnightly seedling growing on the full medium Hoaglands with addition of
0.05 mM selenium on the valency +IV and +VI. The plants grown in medium without se-
lenium were control.

Glutathione, ascorbic acid, total flavonoids and total phenols content was calorimetrically
assayed in green parts of plants.
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Obtained results show does not stay without the influence on the vegetable metabolism.
Results show that the selenium was been able to be a stressor for plants. Pea plants were
the most sensitive to presence of selenium in medium. Selenium could be also very toxic for
some plant species, for example the bean and the coriander. The seeds of these plant spe-
cies did not germinate in medium with selenium addition.

1. WPROWADZENIE

W wyniku biogeochemicznych proceséw migracji selenu w biosferze wystepuje zjawi-
sko kumulacji tego pierwiastka w organizmach roslinnych oraz zwierzecych [Bielak, Paster-
nak 1999]. O zawartosci selenu w tkankach roslinnych w duzym stopniu decyduje jego za-
warto$¢ w glebie [Koutnik, Fleisch 1998]. Pierwiastek ten moze wystepowac w glebie za-
réwno w postaci selenianow (VI), selenianow (IV), jak i selenu elementarnego, selenkow lub
w formie zwigzkéw organicznych [Borowska 1994, Jurkowska 1996].

Forma, w jakiej selen wystepuje w podtozu, ma znaczacy wptyw na jego dostepnosé
dla roslin. Rosliny mogg pobiera¢ selen w formie seleniandw (1V), a takze w formie selenia-
néw (VI). Na pobieranie selenu ma rowniez duzy wptyw zaréwno gatunek, jak i odmiana ro-
Sliny [Borkowski, Dyki 2006].

Wielu autoréw podaje, ze rola selenu w roslinach nie jest jeszcze do konca poznana
[Wachowicz 1993, Jurkowska 1996]. Sporo roslin odznacza wysoka tolerancja w stosun-
ku do tego pierwiastka i nawet jego bardzo wysokie stezenia w Srodowisku nie powodujg
w nich zauwazalnych zmian.

Pozytywna biologiczna rola selenu jest zwigzana przede wszystkim z jego wystepowa-
niem w aktywnym centrum peroksydazy glutationowej [Bartosz 1997]. Peroksydaza gluta-
tionowa stanowi jeden ze sktadnikow systemu obronnego komorki przed reaktywnymi for-
mami tlenu — RFT.

W przeciwienstwie do wigkszosci pierwiastkdw sladowych w odniesieniu do selenu granica
bezpieczenstwa miedzy niedoborem a dawkg toksyczng jest bardzo niewielka [Fox 1992]. Nie-
dobor selenu prowadzi do zmniejszenia aktywnosci peroksydazy glutationowej, a tym samym
do zmniejszenia jej ochronnej roli w komarce roslinnej [Straczyk, Drobnica 2001]. Nadmiar sele-
nu z kolei moze prowadzi¢ do wystepowania stresu oksydacyjnego [Dougherty, Hoekstra 1982].

2. CEL | METODY BADAN

Celem prezentowanej pracy byto okreslenie, w jaki sposob dodatek do podioza sele-
nu na réznym stopniu utlenienia oddziatuje na zawarto$¢ kwasu askorbinowego, glutationu
oraz zwigzkow fenolowych w réznych gatunkach roslin dwulisciennych.

Doswiadczenie przeprowadzono w kulturach hydrotonicznych. Zatozone zostato w pet-
nych pozywkach Hoaglanda. W doswiadczeniu uzyte zostato pie¢ gatunkow roslin dwuli-
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Sciennych. Do petnych pozywek Hoaglanda dodano selen na dwdch stopniach utlenienia
Se*" i Se™'w postaci H,SeQ, i H,SeO, (ilos¢ Se*Vi Se™'wraz z tymi zwigzkami wynosita
0,05 mmol-dm-?), a nastepnie wysiano do nich po 0,05 g nasion dziurawca (Hypericum per-
foratum L.), 0,25 g nasion rzepiku perko (Agrimonia eupatoria L.), 0,25 g nasion kolendry
siewnej (Coriandrum sativum L.), 4 szt. nasion grochu siewnego tuskowego (Pisum sativum
L.) oraz 4 szt. nasion fasoli (Phaseolus vulgaris L.).

W trakcie doswiadczenia rosliny byty oswietlane lampa sodowg Son-T-Agro-400 W, fir-
my Philips, o natezeniu promieniowania na poziomie pozywki 90 yE-m?-s™' PAR (radiacji ak-
tywnej fotosyntetycznie). Fotoperiodyzm zostat ustalony na 12 godzin dnia i nocy.

Punktem odniesienia byty rosliny rosngce w pozywkach bez dodatku selenu. Po 14
dniach od umieszczenia nasion w pozywkach pobrano zielone czesci roslin i oznaczono
w nich kolorymetrycznie zawarto$é kwasu askorbinowego, glutationu zredukowanego, fla-
wonoidow i fenoli, za pomocg spektrofotometru UV/VIS Lambda Bio firmy Perkin Elmer.
Kwas askorbinowy i glutation ekstrahowano z tkanek roslinnych buforem 0,5 mM roztworu
EDTA z dodatkiem 3% TCA (EDTA-TCA). Zawartos¢ kwasu askorbinowego oznaczano z di-
chlorofenoloindofenolem przy dtugosci fali 600 nm, zawarto$¢ glutation z DTNB natomiast
(kwasem 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoesowym) przy dtugosci fali 412 nm [Guri 1983]. Feno-
le ekstrahowano 80—procentowym wodnym roztworem acetonu i oznaczano przy dtugosci
fali 760 nm metodg Singletona i Samuela-Raventos [1999]. Flawonoidy za$ ekstrahowano
80—procentowym metanolem i oznaczono wedtug metody Woisky i Salatino [1998], przy
dtugosci fali 420 nm.

Wszystkie analizy wykonano w trzech powtorzeniach. Wyniki doswiadczen opracowa-
no statystycznie przy uzyciu dwuczynnikowej analizy wariancji w uktadzie kompletnej ran-
domizacji. Najmniejsze istotne rdznice obliczono wedtug procedury Tukey’a przy poziomie
istotnosci a = 0,05.

Obliczono takze wspotczynniki korelacji Pearsona miedzy zawartoscig oznaczanych
zwigzkow w roslinach rosngcych w pozywkach bez i z dodatkiem selenu, na réznym stop-
niu utlenienia.

3. WYNIKI | DYSKUSJA

Zawarto$¢ kwasu askorbinowego, glutationu, flawonoidéw i fenoli w badanych rosli-
nach byta istotnie zalezna zaréwno od gatunku, jak i od stopnia utlenienia dodanego do
podtoza selenu (tab. 1). W roslinach kontrolnych najwieksze stezenie flawonoidow i gluta-
tionu stwierdzono w roslinach kolendry siewnej, najwigksze stezenie fenoli i kwasu askorbi-
nowego natomiast w roslinach grochu siewnego.

Wprowadzenie do pozywek selenu spowodowato u niektorych gatunkow zaburzenia
kietkowania i wzrostu. W pozywkach z dodatkiem selenu na stopniu utlenienia +IV stwier-
dzono zahamowanie kietkowania nasion kolendry, a z dodatkiem selenu na stopniu utle-
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nienia +VI — nasion fasoli. Jak podajg Pazurkiewicz-Kocot i Galas [2002] nadmiar selenu
w podfozu moze negatywnie oddziatywac na organogeneze, synteze biatek i kwasow nukle-

inowych. Ponadto nadmiar selenu wywotuje zaburzenia w podziale i we wzroscie komérek,

hamuje wzrost roslin i zmniejsza plony. Jurkowska [1996] zaobserwowata takze, ze szkodli-

wy wptyw selenu moze polega¢ na wywotywaniu u roslin niedoboru niektorych mikrosktad-

nikdw pokarmowych.

Tabela 1. Zmiany zawartosci nieenzymatycznych antyutleniaczy w réznych gatunkach roslin

w zaleznosci od stopnia utlenienia wprowadzonego do podfoza selenu

Table 1. Changes of nonenzymatic antioxidants content in chosen plant species depending on

the valency of the selenium added to the substrate

Gatunki roslin (A)
Stopien utle- | Dziurawi roch Fasola zwy- Kolendr: .
nien?a selenu zwiljciajr?; sci-:‘ea/%y aii:}na y sc;e?/vr?aa Rzepik perko | g0 hia
(B) Hypericum |  Pisum Phaseolus Coriandrym | Agrimonia
perforatum sativum vulgaris sativum eupatoria
Flawonoidy [mg kwercetyny - g §.m. roslin]

Kontrola 0,711 0,720 1,062 1,186 0,658 0,867
Se*V 0,760 1,846 1,090 - 0,691 1,097
Se*V! 0,710 2,156 - 1,044 0,762 1,168

Srednia 0,727 1,574 1,076 1,115 0,704 1,039
NIR A=0,022AxB=0,032

0.05 B =0,014 B xA=0,037
Fenole [mg kwasu galusowego * g $.m. roslin]

Kontrola 0,120 0,262 0,148 0,198 0,200 0,186
Se*V 0,151 0,612 0,356 - 0,245 0,341
SeV! 0,116 0,517 - 0,273 0,201 0,277

Srednia 0,129 0,463 0,252 0,235 0,215 0,259
NIR A=0,012AxB=0,017

0.05 B =0,008 B xA=0,020
Glutation [mg- g §.m. roslin]

Kontrola 0,182 0,275 0,180 0,278 0,272 0,241
Se*V 0,197 0,531 0,315 - 0,397 0,360
SeV! 0,178 0,330 - 0,129 0,328 0,241

Srednia 0,186 0,379 0,248 0,204 0,332 0,280
NIR A=0,026 Ax B =0,038

0.05 B =0,017 BxA=0,028
Kwas askorbinowy [mg- g §.m. roslin]

Kontrola 0,384 1,858 0,569 1,009 0,350 0,834
Se*V 0,381 2,872 0,819 - 0,322 1,099
SeV! 0,323 0,433 - 0,532 0,342 0,408

Srednia 0,363 1,721 0,694 0,771 0,338 0,780
NIR A=0,065AxB =0,095

0.05 B=0,043BxA=0,112
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Analizujgc stezenie badanych zwigzkéw w roslinach rosngcych w pozywkach z do-
datkiem selenu na stopniu utlenienia +IV odnotowano podwyzszenie zawartosci flawono-
idow, fenoli i glutationu u wszystkich gatunkéw. Podwyzszenie to byto najwieksze w rosli-
nach grochu i siegato ok. 200-250%. Réwniez koncentracja kwasu askorbinowego w ro-
$linach grochu i fasoli rosngcych w pozywce z dodatkiem Se*"V byta wieksza niz w rosli-
nach kontrolnych. Dodatek do pozywki selenu na tym stopniu utlenienia, a takze stopniu
utlenienia +VI, nie wptynat natomiast istotnie na zawartos¢ askorbinianu w roslinach dziu-
rawca i rzepiku. Podwyzszenie zawartosci badanych zwigzkéw po wprowadzeniu do po-
zywki selenu na stopniu utlenienia +VI zaobserwowano jedynie w odniesieniu do flawono-
idow, fenoli i glutationu w roslinach grochu oraz flawonoidéw i glutationu w roslinach rze-
piku. W pozostatych przypadkach dodatek Se*V' wyraznie zmniejszat zawarto$¢ badanych
zwigzkdéw, nawet o 75% w przypadku kwasu askorbinowego w roslinach grochu.

Obliczone wspotczynniki korelacji wykazaty, ze w roslinach kontrolnych wystepuije istot-
na dodatnia zalezno$¢ pomiedzy zawartoscig fenoli a iloscig glutationu i kwasu askorbino-
wego. Po wprowadzeniu do pozywki Se*" odnotowano natomiast istotne dodatnie korelacje
pomiedzy wszystkimi oznaczanymi zwigzkami, za$ po dodaniu Se*' dodatnio istotnie sko-
relowane byly ze sobg jedynie zawartosci flawonoidéw i fenoli.

Wprowadzenie selenu do podtoza wptywato wyraznie na zawarto$¢ oznaczanych
zwigzkow. Kabata-Pendias i Pendias [1999] podajg, ze zwigkszony poziom selenu
moze stymulowac w roslinach sataty nie tylko zwiekszenie zawartosci tokoferoli, ale tak-
ze spadek aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej. Nowak i in. [2004] wykazali ponadto,
ze selen zastosowany w dawce 0,05 mM - kg™ gleby zwiekszat zdolno$¢ systemoéw an-
tyoksydacyjnych w roslinach pszenicy i rzepaku, zas w dawce 0,45 mmol - kg gleby ha-
mowat rozwoj badanych roslin, zmniejszajgc aktywnos¢ katalazy, peroksydazy i oksy-
dazy polifenolowej. Djanaguiraman i in. [2005] zaobserwowali ponadto, ze selen hamu-
je peroksydacje lipidow w btonach komaérkowych roslin soi, a takze zwieksza aktywno$¢
w nich dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy glutationowej. Kagklewski i in. [2008]
wykazali takze, ze wzrost akumulacji selenu w tkankach roslin pszenicy zmniejsza ak-
tywnos¢ peroksydazy askorbinianowej, w tkankach roslin rzepaku natomiast zwieksza
aktywnos¢ tego enzymu. Ci sami autorzy stwierdzili rowniez, ze aktywnos$é reduktazy
glutationowej w roslinach pszenicy zwieksza sie wraz ze wzrostem zawartosci w nich
selenu, podczas gdy w roslinach rzepaku zaleznos¢ ta jest natomiast odwrotna.

Obliczone wspotczynniki korelacji liniowej Pearsona wskazujg na wyrazng istotng do-
datnig korelacje miedzy zawartoscig fenoli i glutationu oraz kwasu askorbinowego w rosli-
nach kontrolnych. Po wprowadzeniu do pozywek selenu na +IV stopniu utlenienia odnoto-
wano natomiast istotng dodatnig zaleznos¢ miedzy zawartoscig wszystkich oznaczanych
nieenzymatycznych antyutleniaczy w roslinach dwulisciennych. W roslinach rosngcych
w pozywce z dodatkiem Se*V' stwierdzono istotng dodatnig korelacje jednie pomiedzy za-
wartoscig flawonoidéw i fenoli (rys. 1, tab. 2),
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Rys. 1. Procentowe zmiany zawarto$ci flawonoidow (A), fenoli (B), glutationu (C) i kwasu askor-
binowego (D) w réznych gatunkach roslin w zaleznosci od stopnia utlenienia wprowadzo-
nego do podtoza selenu (kontrola = 100%)

Fig. 1. Percentage changes of flavonoids (A), phenols (B), glutathione (C) and ascorbic acid (D)
content in chosen plant species depending on the valency of the selenium added to the

substrate (control = 100%)

Tabela 2. Wspotczynniki korelacji liniowej Pearsona pomigdzy zawartoscig w roslinach dwuli-
$ciennych nieenzymatycznych antyutleniaczy w zaleznosci od stopnia utlenienia do-
danego do podtoza selenu

Tabela 2. Pearson linear correlation coefficients among the nonezymatic antioxidants content
depending on the valency of the selenium added to the substrate

Antyoksydant Flawonoidy Fenole Glutation Kwai:\;l\jorbl-
© Flawonoidy -0,143 -0,045 -0,046
e Fenole T 0,789" 0,813*
5 Glutation T 0,477
x Kwas askorbinowy
Flawonoidy 0,968* 0,743* 0,991
3 Fenole T 0,863* 0,948
) Glutation T 0,784*
Kwas askorbinowy
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Flawonoidy 0,978* 0,454 0,378

Fenole T 0,468 0,459
Glutation T -0,392

Kwas askorbinowy

SetV!

* |stotne na poziomie p = 0,05.
4. WNIOSKI

1. Zawartosc¢ flawonoidow, fenoli, glutationu i kwasu askorbinowego w badanych roslinach
dwulisciennych zalezna byta zaréwno od gatunku rosliny, jak i stopnia utlenienia doda-
nego do podioza selenu.

2. Dodatek do podioza selenu na +IV i +VI stopniu utlenienia w dawce 0,05 mM-dm-
W znaczacy sposob zmieniat zawartos¢ nieenzymatycznych antyutleniaczy, co moze
by¢ wynikiem wystepowania stresu oksydacyjnego w badanych roslinach.

3. Najbardziej wrazliwe na obecnos¢ w podtozu selenu wydajg sie by¢ rosliny grochu, kté-
re charakteryzujg najwieksze zmiany zawartosci nieenzymatycznych antyutleniaczy.

4. Obecnos¢ w podiozu selenu dla niektdrych gatunkéw roslin moze by¢ bardzo toksycz-
na, co uwidacznia sie zahamowaniem kietkowania nasion.
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