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1. UvOD

Kopnene i vodene biljke su primarni producenti organskih spojeva a u procesu
njihove sinteze fotosintezom oslobadaju kisik potreban za sva druga bi¢a (Wang, 1991).
Jedinstvene su po tome Sto putem fotosinteze mogu pretvarati svjetlosnu energiju u
kemijsku (Pevalek-Kozlina, 2003). Tijekom evolucije su se prilagodile na efikasnija
iskoriStavanja svjetlosnog spektra. Budu¢i da klorofil apsorbira u plavom i crvenom
dijelu spektra, svjetlost koja se reflektira obogacena je zelenim dijelom spektra i zato su
biljke zelene boje (Pevalek-Kozlina, 2003).

U vodene makrofite ubrajaju se brojne vrste algi i biljaka koje imaju veliku
vaznost u produkciji kisika, u kruzenju hranjivih tvari, stabilizaciji sedimenta te pruZaju
zivotni prostor i skloniSte za mnoge zivotinje. Osim velikog znacenja u prirodi, vodene
biljke su korisni testni organizmi u ekotoksikoloskim istrazivanjima. Cesto se koriste i u
fitoremedijaciji - postupku u kojem se biljke koriste

za sanaciju kontaminiranog tla ili podzemnih voda (Mkandawire i Dudel, 2007).

1.1. VODENA LECA Lemna minor L.

Vodene le¢e su slobodnoplutajuce jednosupnice koje pripadaju porodici Lemnaceae.
Porodica Lemnaceae sadrzi oko 40 vrsta koje su svrstane u pet rodova: Lemna, Spirodela,
Wolffiella, Wolffia i Landoltia (Landolt, 1986; Les i Crawford, 1999). One su morfoloski
najjednostavnije vaskularne biljke (Holm, 1997) i kozmopoliti su, a nastanjuju slatke i
brakticne vode. Jedina mjesta koja ne naseljavaju su pustinje i polarni krajevi.
Rasprostranjuju se pomoc¢u vjetra, vodenih struja te zivotinjama koje zive uz vodu. Vrsta
Lemna minor L. je medu svim vrstama porodice Lemnaceae geografski
najrasprostranjenija (Krajnc¢i¢, 1972). Ekoloski su znacajne jer mnogobrojne zivotinje

opskrbljuju hranom i sklonistem (Wang, 1991; Landolt, 1986).
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Vodena le¢a Lemna minor L. je gradena od dva morfoloski razlicita dijela: ,,listica®,
koji u funkcionalnom smislu odgovara tijelu biljke, i jednog korijena. S obzirom da list u
pravom smislu rije¢i ne moze proizvoditi nove listove i cvatove, u vodenoj le¢i se njeni
Hlisti¢i® identificiraju kao zasebna biljka (Landolt, 1986). Vodena leCa apsorbira
mineralne tvari kroz donju epidermu lista, a korijen sluzi za stabilizaciju i sprjeCava
preokretanje (Landolt, 1986). Biljke stvaraju kolonije od dva ili vise ,listica” (Wang,
1991) a veli¢ina biljke varira od dva do cetiri milimetra. Razmnozava se primarno
vegetativnim putem. Na mati¢noj biljci se nalaze dvije meristemske regije, tzv.
reproduktivni dZepovi, gdje nastaju novi ,listi¢i“ koji se nakon odredenog vremena
odvajaju od maticne biljke koja tijekom Zivota producira do 15 ,listi¢a“ kceri nakon ¢ega
propada (Landolt, 1986). Vodena leca se rijetko razmnoZzava spolnim putem pri ¢emu se

razvijaju cvatovi ve¢inom u lijevom reproduktivnom dzepu (Krajnci¢, 1972).

1.2. UZGOJ VODENE LECE U UVJETIMA in vitro

Uzgoj vodene le¢e u uvjetima in vitro se provodi u klima komori na sterilnoj

hranjivoj podlozi u kontroliranim temperaturnim i svjetlosnim uvjetima.

1.2.1. Hranjive podloge za uzgoj vodene lece

Svim biljkama, i vodenim i kopnenim, da bi se normalno razvijale potrebno je 17
esencijalnih elemenata koji se na temelju zastupljenosti u biljci dijele na makro- i
mikroelemente. Makroelementi su ugljik, kisik, vodik, dusik, sumpor, fosfor, kalcij, kalij
i magnezij, a mikroelementi Zeljezo, mangan, cink, bakar, molibden, klor, nikal i bor.
Ako je biljka dobro opskrbljena svim potrebnim elementima i vodom, uz odgovarajuéu
svjetlost, razvijat ¢e se normalno. SuviSak ili nedostatak esencijalnih elemenata ¢e
uzrokavati poremecaje rasta i razvoja. No, pri manjku ili nedostatku potrebnih elemenata,
na biljkama se osim usporenog rasta i smanjenih prinosa mogu uociti i specifi¢ni

simptomi, npr. zuéenje listova (kloroza), nekroza i sl. (Pevalek-Kozlina, 2003). Ako suu



1. UvOD

mediju prisutni elementi koji su toksi¢ni za biljku, ona ¢e i tada reagirati pojavom
simptoma poput razdvajanja kolonija, skracivanje korijena, kloroze, nekroze i promjenom
izgleda listica (Wang, 1990).

Vodene lece se uzgajaju na teku¢im hranjivim podlogama od kojih su najpoznatije
Hunterova, Hoaglandova, Hillmanova, Pirson-Seidlova, Bonner-Devirianova, Eysterova,
Dathova i Docauerova (Landolt i Kandeler, 1987, Wang, 1990). Te hranjive podloge
sadrze u odredenoj mjeri razliCite koncentracije mikro- i makroelemenata a neke medu
njima sadrze 1 organske dodatke (aminokiseline, heliraju¢e spojeve, vitamine, hormone,
ugljikohidrate) da bi se postigli Sto optimalniji uvjeti za rast biljaka.

Seceri su ugljikohidrati koji se dijele na monosaharide, disaharide, oligosaharide i
polisaharide. Disaharid saharoza je Cesti sastojak hranjivih podloga za vodene lece. Biljke
ju koriste kao izvor energije u uvjetima nedostatnog osvjetljenja. Najées¢i udio saharoze
u podlogama za rast biljaka iz porodice Lemnaceae je izmedu 0,5 i 2,5%. Sve vrste iz
porodice Lemnaceae koje rastu u uvjetima nizih intenziteta svjetlosti rastu brze nakon
dodavanja saharoze. Vodena le¢a sadrzi odredenu koli¢inu saharoze (Landolt i Kandeler,
1987). Naime, Seceri koji fotosintezom nastaju u kloroplastima osiguravaju organske
spojeve za Citavu biljku. U vecine biljaka ugljikohidrati se iz stanica prenose u obliku
saharoze koja u fotosintetizirajuéim 1 nefotosintetizirajuéim stanicama predstavlja
materijal za stani¢no disanje i brojne anabolicke putove. Dio Secera u biljci se nalazi u
obliku Skroba koji se kratkotrajno pohranjuje u kloroplastima (Pevalek-Kozlina, 2003).
Sadrzaj saharoze u biljci ili u dijelu biljke predstavlja ravnotezu izmedu proizvodnje
fotosintezom i potraznje saharoze uslijed rasta i metabolizma. Osim toga, saharoza ima i
znaCajnu regulatornu funkciju. Npr. ukoliko se nalazi u suvisku, saharoza moze
stimulirati procese odlaganja Secera u spremi$na tkiva, moZe smanjiti potrebu za
energijom koju biljka dobiva od fotosinteze i na taj nacin inhibirati proces fotosinteze
(Farrar i sur., 2000; Kadlecek i sur., 2003).

Saharoza u hranjivoj podlozi, ovisno o koncentraciji, moze inhibirati odvajanje
biljaka kéeri od majcinske biljke, te se tako stvaraju velike kolonije. Stimulira formiranje
auksina (IAA) u biljci Spirodela punctata i reducira aktivnost glutamat dehidrogenaze u

vrsti Lemna aequinoctialis. Veli¢ina listica vodene lee Se smanjuje s porastom
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koncentracije saharoze u hranjivoj podlozi od 1 do 3%. Primanje saharoze je jednako u
uvjetima tame kako i u uvjetima svjetla (Landolt i Kandeler, 1987).

Povecana koncentracija razli¢itih tvari u mediju (npr. Secera ili iona) moze izazvati
osmotski stres (Graga, 2004). U takvim uvjetima moze do¢i do poremecaja rasta i razvoja
biljaka (Drgbak i Watkins, 2000), poremecaja sinteze fotosintetskih pigmenata (Ralph,
1998) i drugih ucinaka.

Osmotski stres u vrsta iz porodice Lemnaceae pojavljuje se kada je u hranjivoj
podlozi prisutno vise od 13.5 % (w/w) saharoze. U takvim uvjetima primijecena je
apscizija biljaka u kolonijama, promjene u razini apscizinske kiseline (ABA), etilena i
auksina (1IAA) (Landolt i Kandeler, 1987). Kako
bi prezivjele ove uvjete, biljke reagiraju i prilagodavaju
se pomoc¢u niza biokemijskih i razvojnih promjena, ukljucujuéi sintezu hormona
stresa  poput  apscizinske  kiselina  (ABA), sintezu tzv.  kompatibilnih
osmolita i sintezu proteina koji sprecavaju denaturaciju i oksidativno oste¢enje (Munnik i
Meijer, 2001).

1.2.2. Svjetlosni uvjeti za uzgoj vodene leée

Spektar elektromagnetskog zracenja dijeli se na gama, rendgensko, ultraljubicasto,
vidljivo, infracrveno, mikrovalno zracenje i radiovalove (Slika 1). Ljudsko oko vidi samo
uski dio elektromagnetskog spektra - vidljivo zracenje ili svjetlost (Hilyard i Biggin,
1984). Valna duljina svjetlosti odreduje boju. Najkrac¢u valnu duljinu imaju ljubicasta i
plava svjetlost, a najdulju crvena svjetlost. Za uzgoj vodene lece, preporuca se koristenje
intenziteta svjetlosti od 85 do 125 pumol fotona m? s™ + 15% (1SO/CD 20079).
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Slika 1. Spektar elektromagnetskog zracenja. Istaknut je dio spektra koji predstavlja
vidljivo zracenje ili svjetlost. To je ujedno djelotvoran dio spektra za fotosintezu.

(http://glossary.periodni.com/)

Djelotvoran dio spektra za fotosintezu je u podrucju vidljive svjetlosti, posebice u
podrucju crvene i plave svjetlosti. Fotosinteza pokazuje snaznu ovisnost o koli¢ini i
kvaliteti svjetlosti. Poveéanjem intenziteta osvjetljenja uoCeno je da koncentracija
klorofila i karotenoida raste (Landolt i Kandeler, 1987) te da se brzina fotosinteze u
pocetku linearno povecava da bi zatim postupno, kada se fotosintetski aparat zasiti
svjetlos¢u, poprimila konstantnu vrijednost. Prejako osvjetljenje moze oStetiti
fotosintetski aparat i tako smanjiti stopu fotosinteze. Ta se pojava zove svjetlosni stres
(Pevalek-Kozlina, 2003). Vodena le¢a najbolje raste na 9000 luxa dok je iznad 15000
luxa zabiljezeno ostecenje biljaka (Landolt 1 Kandeler, 1987).

Podrugje vidljive svjetlosti (388-760 nm) kao Sto je ve¢ napomenuto, je dio spektra
koji omogucuje fotosintezu a to se podrucje spektra naziva fotobioloskim podru¢jem.
Naime, osim §to svjetlost utjeCe na fotosintezu, taj dio spektra je odgovoran i za
fototropizme (zakrivljenja uzrokovana svjetlo$¢u), fototaksije (slobodna lokomotorna

gibanja upravljana svjetlos¢u) i fotomorfogeneze (promjene oblika potaknute svjetlosc¢u).
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1.2.3. Temperaturni uvjeti za uzgoj vodene lece

Temperatura koja se preporuca kod istrazivanja vodene le¢e 1 izvodenja Lemna-
testa iznosi 24 + 2 °C (ISO/CD 20079). Vodena le¢a moze podnijeti Siroki raspon
temperaturnih vrijednosti. Temperaturni optimum se nalazi izmedu 21 i 30 °C, dok se
minimum nalazi izmedu 5 1 8 °C a maksimum izmedu 30 i 32 °C (Landolt i Kandeler,

1987).

1.3. LEMNA -TEST

Vodene le¢e su vrlo prikladne za rad u laboratorijskim uvjetima zbog sljedecih
svojstava: 1) malih su dimenzija, 2) lako se i brzo razmnoZavaju, 3) jednostavne su grade,
4) osjetljive su na prisutnost razli¢itih tvari u hranidbenoj podlozi, 5) razmnozavaju se
vegetativno ¢ime nastaju geneticki identi¢ne biljke, 6) lako se uzgajaju 1 odrzavaju u
kulturi. Zbog svega navedenog, vodene lec¢e se ucestalo koriste kao testni organizmi u
ekotoksikoloskim istrazivanjima i u biljnoj fiziologiji za odredivanje bioloske aktivnosti i
toksi¢nosti razli¢itih tvari (Landolt, 1986; Wang, 1990) U Lemna-testu se najcesce
koriste vrste Lemna minor i Lemna gibba (OECD, 2002). Vecina biotestova koji se danas
koriste predloZeni su 1960-tih godina od strane regulatornih i standardnih razvojnih
agencija kao Sto su to Organizacija za ekonomsku suradnju i razvoj (The Organisation for
Economic Co-operation and Development, OECD), Medunarodna organizacija za
standardizaciju (The International Organization for Standardization, ISO), i Americko
drustvo za testiranje i materijale (The American Society for Testing and Materials,
ASTM) (Lewis, 1995).

Lemna test se prema ISO (ISO/CD 20079) i OECD (2002) standardu izvodi na
hranjivoj podlozi po Steinbergu u trajanju od sedam dana. U brojnim starijim literaturnim

navodima nalaze se podaci da se test provodio i na drugim razliCitim hranjivim
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podlogama i trajao je 4, 5, 7, 14 ili 21 dan (Wang, 1991). Pokazatelji toksi¢nosti koji se

mogu pratiti u Lemna-testu su prirast broja biljaka, prirast mase svjeze i suhe tvari,

duljina korijena, ukupna povrsina biljaka, koncentracija fotosintetskih pigmenata. Lemna

test se moZe izvoditi kao staticki test, test s periodi¢nim obnavljanjem hranjive podloge i

.....

1.3.1. Odredivanje stope rasta vodene lece

U okviru Lemna-testa moze se pratiti viSe pokazatelja uéinka istrazivanih tvari ili
okolisnih uvjeta. Rast se obavezno prati u svakoj izvedbi Lemna-testa (Wang, 1990;
Lewis, 1994). Pri uzgoju vodene le¢e u laboratorijskim uvjetima nedostatak hranjivih
tvari ne smije biti uzrok zaostajanja rasta biljaka. Zato u hranjivoj podlozi mora biti
dovoljna koli¢ina hranjivih tvari za vrijeme trajanja pokusa (Vidakovi¢-Cifrek 1999).
Dostatnu koli¢inu hranjivih tvari nam dokazuje eksponencijalan rast biljaka (Landolt i
Kandeler, 1987).

1.3.2. Odredivanje uc¢inkovitosti fotosinteze

U okviru izvedbi Lemna-testa koje su propisane standardima, ¢esto se uz stopu rasta
odreduje 1 koncentracija fotosintetskih pigmenata. Odredivanje ostalih pokazatelja
procesa fotosinteze se rijetko primjenjuje u okviru Lemna-testa. No, budué¢i da
fluorecencija klorofila a daje informacije o ucinkovitosti fotosistema II (PS Il) ta se
metoda danas koristi u procjeni fotosintetske aktivnost u mnogih biljaka pa tako i vodene
lece.

Budu¢i da je za razumijevanje mjerenja fluorescencije klorofila potrebno

poznavanje procesa fotosinteze, u narednom poglavlju ¢u opisati taj proces.



1. UvOD

1.4. FOTOSINTEZA

Fotosinteza je proces u kojem se uz pomo¢ Sunéeve svijetlosti uglji¢ni dioksid veze
u organske spojeve. Proces fotosinteze mozemo podijeliti na svjetlosne reakcije
(primarne reakcije) i reakcije koje nisu direktno ovisne u svjetlosti (sekundarne reakcije).
Sekundarne reakcije se jo$ uvijek iz povijesnih razloga nazivaju reakcijama u tami. U
svjetlosnim reakcijama se oksidira voda te oslobada kisik, dok se u reakcijama tame
ugljikov dioksid veze u organske spojeve. Svjetlosne reakcije odvijaju se u tilakoidnim
membranama kloroplasta koje sadrze molekule klorofila i ostale komponente nuzne za
pretvorbu energije. Ve¢inom svi kemijski procesi koji ¢ine svjetlosne reakcije provode se
preko sljedecih proteinskih kompleksa: fotosistema 11, kompleksa citokroma, fotosistema
I i NADP™- reduktaze. Elektron se iz PSII prvo prenosi na molekulu plastokinona, zatim
na kompleks citokroma, na plastocijanin i s plastocijanina na PSI. U tom prijenosu
elektrona od vodika iz vode na NADP®, nastaje NADPH u kojem se elektroni pohranjuju
kako bi kasnije posluZili za reakcije redukcije u Calvinovom ciklusu. Prijenos elektrona
dovodi do nastanka protonskog gradijenta koji pokrece sintezu ATPa koji se u reakcijama
tame koristi kao izvor energije u reakcijama sinteze Secera (Pevalek- Kozlina, 2003).

U svjetlosnim reakcijama fotosinteze znacajnu ulogu imaju fotosintetski pigmenti.
U fotosintetske pigmente se ubrajaju klorofili i karotenoidi. Oni apsorbiraju svjetlosnu
energiju i pretvaraju je u kemijsku energiju, koja se zatim pohranjuje u kemijskim
vezama Secera i ostalih organskih molekula nastalih u procesu fotosinteze. Zeleni
pigmenti, klorofili, apsorbiraju u plavom i crvenom dijelu spektra (Slika 2). U procesu
fotosinteze najvece znacenje ima klorofil a, dok su Kklorofil b i karotenoidi pomoc¢ni
fotosintetski pigmenti. Oni mogu apsorbirati svjetlost i prenositi energiju na klorofil a,

koji tada djeluje kao da je sam apsorbirao foton.
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Klorofil a

Klorofil b

—— Karotenoidi

Koli¢ina apsorbirane svjetlosti

Valna duljina svjetlosti (nm)

Slika 2. Apsorpcijski spektar klorofila a, klorofila b i karotenoida. Maksimumi apsorpcije
klorofila a su pri 430 nm i 662 nm, klorofila b pri valnim duljinama 453 nm i 642 nm a
karotenoidi imaju apsorpcijski maksimum pri valnim duljinama izmedu 380 i 550 nm.

(http://thesolarpowerexpert.com/)

Strukturu klorofila ¢ine Cetiri pirolova prstena povezana u prstenasti porfirinski
sustav u Cijem se srediStu nalazi metal magnezij (Mg?"). Prstenasta struktura sadrZi
labavo vezane elektrone i to je dio molekule koji sudjeluje u prijenosu elektrona i redoks-
reakcijama. Za pirolov prsten br. IV porfirinskog sustava vezan je fitol. To je terpenoid
koji se sastoji od cetiri izoprenske jedinice i kao takav je vrlo hidrofoban i odgovoran za
interakciju klorofila s tilakoidnim membranama. Klorofili a i b se medusobno razlikuju
po skupinama vezanima na pirolov prsten br. 1l. Klorofil a na tom prstenu ima metilnu
skupinu, a klorofil b aldehidnu skupinu (Slika 3) (Pevalek- Kozlina, 2003).
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CHoCH4  CHy
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Slika 3. Struktura klorofila a i klorofila b (http://blog.unila.ac.id/)

Karotenoidi su linearne molekule ugljikovodika s brojnim konjugiranim dvostrukim
vezama. Osim uloge pomoc¢nih pigmenata, imaju i vaznu zaStitnu ulogu jer «gase»
pobudeno stanje klorofila i tako spreCavaju nastajanje singletnog kisika koji je vrlo
reaktivan 1 moZze oStetiti mnoge stani¢ne sastojke. Pobudeno stanje karotenoida nema
dovoljno energije za nastanak singletnog kisika te se vraca u osnovno stanje, oslobadajuci

visak energije u obliku topline (Mohr i Schopfer, 1995).
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Fotosintetski pigmenti unutar tilakoidnih membrana vezani su na proteinske
komplekse, PSI i PSII. Fotosistemi se sastoje od antenskog kompleksa u kojem se nalaze
pigmenti i od reakcijskog sredista u kojem je smjeSten klorofil a te od primarnog
akceptora elektrona. PSI naziva se i P700 jer mu je apsorpcijski maksimum u
tamnocrvenom podrucju spektra pri valnoj duljini 700 nm, a PSII se naziva P680 jer mu
je apsorpcijski maksimum u crvenom podrucju spektra pri valnoj duljini 680 nm. PSI se
uglavnom nalazi u stroma - tikaloidima i na rubovima grana-tilakoida, dok se PSII
ve¢inom nalazi u nakupinama tilakoida koji ¢ine granum. Oni su medusobno kemijski 1

fizi¢ki odvojeni, a povezani su transportnim lancem elektrona (Pevalek- Kozlina, 2003).

1.4.1. Fluorescencija klorofila a

U ovom istrazivanju mjerila sam fluorescenciju klorofila a kako bih istraZila utjecaj
razli¢itih uvjeta osvjetljenja i koncentracija saharoze u podlozi na fotosintezu. Mjerenje
fluorescencije se provodi uredajima koji se nazivaju fluorometri (Maxwell i Johnson,
2000). U podrucju fiziologije i ekofiziologije bilja primjenjuje se nekoliko metoda
mjerenja fluorescencije, a jedna od njih je metoda saturacijskog pulsa koju sam i ja
koristila. Na temelju dobivenih rezultata mogu se izvesti zakljuéci o fizioloSkom stanju
fotosintetskog aparata. Promjene u fluorescenciji klorofila nakon osvjetljenja biljaka
prilagodenih na tamu su prvi promatrali Kautsky i1 Hirsch (1931) (Goltseva i sur., 2003).

Apsorpcijom svjetlosti molekula klorofila prelazi iz osnovnog u pobudeno stanje, a
elektron prelazi na viSu energetsku razinu. Taj elektron ne moZe dugo ostati u
pobudenom stanju koje je izrazito nestabilno. U tom kratkom vremenu pobudeni elektron
gubi dio svoje energije pa zbog toga emitirana svjetlost uvijek ima nesto veéu valnu
duljinu (manju energiju) od apsorbirane svjetlosti. Pri povratku elektrona u osnovno
stanje oslobada se foton svjetlosti. Ta pojava se zove fluorescencija (Pevalek-Kozlina,
2003).

12
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U optimalnim okoliSnim uvjetima se najveci dio energije koju apsorbira molekula
klorofila (oko 95%) koristi za fotokemijske reakcije fotosinteze. Od ukupne apsorbirane
svijetlosti 1 do 2% energije se oslobada u obliku fluorescencije a tek manji dio u obliku
topline. Fluorescencijski spektar klorofila ima maksimum u crvenom podrucju, pri nesto

vec¢oj valnoj duljini od maksimuma apsorpcijskog spektra klorofila (Slika 4).

430

662
669

intenzitet

valna duljina

Slika 4. Apsorpcijski spektar klorofila a (—) i spektar svjetlosti oslobodene

fluorescencijom (----) (Regula i sur., 2006).

Od nekoliko nacina oslobadanja apsorbirane svjetlosne energije dominirat ¢e najbrzi
proces. Kod vecéine pigmenata u fotosintetskom aparatu fluorescencija se dogada u
nanosekundama ali se fotokemijske reakcije odvijaju brze, u pikosekundama i time e se
vrlo malo energije osloboditi fluorescencijom, a u¢inkovitost fotosinteze ¢e biti velika.
Kod mjerenja fluorescencije koristi se jaci intenzitet svjetlosti pa se ne moze iskoristiti
sva apsorbirana svjetlosna energija jer se brzo smanjuje broj slobodnih akceptora
elektrona u primarnim reakcijama fotosinteze i1 tako se vec¢i dio apsorbirane svjetlosne
energije oslobada u obliku fluorescencije (Mohr i Schopfer, 1995). Vecina svjetlosne
energije oslobodene fluorescencijom u intaktnim listovima potjece s fotosistema 11 (PSII)

pa nam tako izmjerena fluorescencija daje informacije o stanju PSII. U lancu prijenosa
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elektrona u tilakoidnim membranama PSII predaje elektrone molekulama plastokinona.
Pri niskom intenzitetu svjetlosti molekule plastokinona su oksidirane i mogu primati
elektrone. Pritom se ekscitacijska energija s ucinkovitoséu ve¢com od 95% troSi na
fotokemijske reakcije a intenzitet fluorescencije je vrlo nizak. Pri jacem intenzitetu
osvjetljenja molekule plastokinona se reduciraju i da bi ponovo mogle primati elektrone s
PSII trebale bi se reoksidirati. U tim uvjetima ne moze se iskoristiti sva apsorbirana
svjetlosna energija pa se dio oslobada u obliku fluorescencije. Nakon Sto se ustali stopa
prijenosa elektrona kao i dinamika odvijanja Calvinovog ciklusa, dolazi do smanjenja
intenziteta fluorescencije, tzv. gaSenja fluorescencije (,,quenching®). Postoje dva tipa
gaSenja fluorescencije: fotokemijsko i nefotokemijsko gaSenje. Fotokemijsko gaSenje
(,,photochemical quenching®) je pojava smanjenja intenziteta fluorescencije kada je
ve¢ina akceptora elektrona oksidirana, tj. sposobna za primanje elektrona.
Nefotokemijsko gaSenje (,,nonphotochemical quenching®) je znacajna u uvjetima visokih
intenziteta osvjetljenja kada se apsorbirana energija ne moze upotrijebiti za fotokemijske

reakcije pa se oslobada u obliku topline (Maxwell i Johnson, 2000).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj rada je bio istraziti ucinak razliCitth uvjeta osvjetljenja te razlicitih
koncentracija saharoze u hranjivoj podlozi na rast i fotosintezu vodene lece. U tu svrhu
sam provela modificirani Lemna-test u sklopu kojega sam pratila prirast broja biljaka te
ucinkovitost fotosinteze mjerenjem fluorescencije klorofila. Kako bih istrazila ovisnost
kvalitete i intenziteta svjetlosti, dio biljaka je izloZen osvjetljenju iz izvora svjetlosti
,Cool White* (Sylvania) PFD = 38-40 pmol m?s™, a preostali dio biljaka osvjetljenju iz
izvora svjetlosti GroLux (Sylvania) PFD = 55 pmol m™?s™. Osim po intenzitetu svjetlosti,
ova dva izvora svjetlosti razlikuju se 1 po udjelu crvenog i plavog dijela spektra pri cemu
GroLux ima ve¢i udio plavog i crvenog dijela spektra. Za istraZzivanje ucinka osmotske
vrijednosti, u hranjivu podlogu po Pirsonu i Seidelu dodala sam saharozu u tri razli¢ite
koncentracije: 5,0 g/L, 7,5 g/L i 10,0 g/L.
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3.1 BILIJNI MATERIJAL

Vodena le¢a Lemna minor L. je sakupljena u Botanickom vrtu Prirodoslovno—
matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Prilikom uvodenja u kulturu in vitro biljke
su sterilizirane etanolom i Zivinim kloridom (Krajn¢i¢ i Devidé, 1980). Dobivena
aksenic¢na kultura vodene le¢e ve¢ se niz godina odrzava u klima-komori u Botanickom
zavodu PMF-a.

3.1.1. Hranjiva podloga za odrZavanje kulture vodene le¢e u uvjetima in vitro

Za odrzavanje i razmnozavanje vodene lece (L. minor L.) u kulturi u uvjetima in
vitro koristila sam hranjivu podlogu priredenu po uputama Pirsona i Seidela (PS) (Pirson
i Seidel 1950; Tablica 1). pH vrijednost hranjive podloge sam podesila na 4,55
dodavanjem 0,1 M otopine kalijeva hidroksida. Biljke sam presadivala na svjeze
pripremljene hranjive podloge svakih 20 dana.

Za odrzavanje kulture rabila sam Erlenmayerove tikvice volumena 300 mL koje
sam punila s oko 150 mL hranjive podloge. Tikvice sam zatim zacepila vatom i
aluminijskom folijom te ih sterizirala autoklaviranjem pri temperaturi od 124 °C i tlaku
od 0,15 MPa u trajanju od 18 minuta. Metalni i ostali pribor takoder sam sterilizirala
autoklaviranjem. Pri presadivanju biljaka metalni pribor (ezu i pincetu) sam dodatno
sterilizirala uranjanjem u 96%-tni etanol i spaljivanjem. Biljke sam nakon presadivanja u
laminaru (komori s horizontalnim strujanjem zraka) prenijela u klima komoru, gdje su
rasle u uvjetima dugog dana (16 sati osvjetljenja i 8 sati tame) pri temperaturi 24 £ 2°C.
Pri odrzavanju kultura koristeno je osvjetljenje ,,Cool White”(CW) izvora svjetlosti
(Sylvania) koje je davalo gusto¢u fotona (PFD — photon flux density) od 38 do 40

umol m?s™ na razini biljaka.
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Tablica 1. Sastav hranjive podloge po Pirsonu i Seidelu (PS)

Makroelementi mg/L mmol/L
KNO, 400 3,95
KH,PO, 200 1,47
MgSO,x7H,0 300 1,21
CaCl,x2H,0 804 5,46
Mikroelementi mg/L mmol/L
MnCl,x4H,0 0,3 0,0015
H,BO, 0,5 0,0081
Na,-EDTAx2H,0O 18,6 0,049
Zeljezni citrat 5,0 0,02
Organski dodaci g/L mmol/L
Saharoza 10,0 29,2
Asparagin 0,1 0,66

3.1.2. Hranjiva podloga za istrazivanje osmotskog ucinka i ucinka tipa

osvjetljenja

Za istraZzivanje ucinka osmotske vrijednosti hranjive podloge na vodenu le¢u
koristila sam hranjivu podlogu po Pirsonu i Seidelu (PS) u koju sam dodavala saharozu u
tri razlicite koncentracije: 5,0 g/L, 7,5 g/L 1 10,0 g/L.

Za istraZivanje ucinka osvjetljenja, dio biljaka na PS podlogama s razlicitim
osmotskim vrijednostima izloZen je osvijetljenju Cool White (PFD = 38-40 pmol m?s™),
a preostali dio biljaka osvjetljenju GroLux (GL) (Sylvania) (PFD = 55 pmol m?s™).
Emisijski spektri izvora svjetlosti CW i GL prikazani su slikama 5i 6. Iz emisijskih
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spektara vidljivo je da GL snaznije emitira u plavom i crvenom dijelu spektra, gdje se
nalaze maksimumi apsorpcije fotosintetkih pigmenata.

U pokusima sam koristila Erlenmayerove tikvice volumena 100 mL koje sam punila
s oko 60 mL hranjive podloge. U svaku tikvicu nasadila sam po jednu koloniju vodene
le¢e s 1-4 listica. Nakon nasadivanja u laminaru, biljke sam prenijela u klima komoru,
gdje su 16 dana rasle u uvjetima dugog dana (16 sati osvjetljenja i 8 sati tame) pri
temperaturi 24 + 2 °C.
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Slika 5. Emisijski spektar izvora svjetlosti Cool White (CW) (http://vitawater.ru/)

GroLux
100+
5 80
3
[V S
T 60
T
&
o 404
2
=
[:4]
> 20+
0+ -
300 400 500 600 700 800

Wavelength (nm)

Slika 6. Emisijski spektar izvora svjetlosti GroLux (GL) (http://vitawater.ru/)
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3.2. METODE

U okviru ovog istrazivanja pratila sam rast biljaka i mjerila uc¢inkovitost fotosinteze

metodom fluorescencije klorofila.
3.2.1. Lemna-test

Za razliku od standardiziranog Lemna-testa u kojem se prati rast vodene lece na
hranjivoj podlozi po Steinbergu 7 dana (ISO/CD 20079), u ovom istraZzivanju sam pratila
rast na podlozi po Pirsonu i Seidlu 16 dana. Primjenom tog modificiranog Lemna-testa
odredila sam stopu rasta i vrijeme udvostucenja broja biljaka pri razlicitim uvjetima
osvjetljenja tijekom 16 dana uzgoja na hranjivoj podlozi po Pirsonu i Seidlu uz dodatak

razli¢itih koncentracija saharoze.
Relativna stopa rasta biljaka (RGR)

Stopu rasta biljaka odredivala sam na temelju broja biljaka. Kako bi test bio valjan,
prema preporuci ISO standarda (ISO/CD 20079), stopa prirasta broja biljaka mora biti
veca od 0.275 d, §to znadi da tijekom 7 dana uzgoja mora do¢i do sedmerostrukog
poveéanja broja biljaka. Relativnu stopu rasta biljaka (RGR — relative growth rate)
odredila sam broje¢i biljke tijekom 16 dana pokusa. Brojena je svaka biljka vidljiva

golim okom. Dobivene podatke sam uvrstila u sljedeci izraz :

_In(N,)) -In(N,)
- n

RGR

N, = broj biljaka n-tog dana
No = broj biljaka na pocetku pokusa (dan nasadivanja)
n=25,7291214i16

Svaki tretman istrazen je na 20 replika (po 10 replika u 2 nezavisna pokusa).
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Vrijeme udvostruc¢enja broja biljaka (Td)

Kako bi test bio valjan prema ISO standardu, vrijeme udvostruc¢enja broja biljaka
tijekom 7 dana uzgoja mora iznositi < 2,5 dana (60 sati), Sto takoder odgovara
sedmerostrukom povecanju broja biljaka tijekom 7 dana. Vrijeme udvostruéenja (Td -

doubling time) sam odredivala prema sljede¢em izrazu:

Td=1In2 /RGR

In — prirodni logaritam baze 2

RGR - relativna stopa rasta
Svaki tretman istrazen je na 20 replika (po 10 replika u 2 nezavisna pokusa).
3.2.2. Mjerenje fluorescencije klorofila a

Fluorescenciju klorofila a u uvjetima in vivo mjerila sam sedmi i Sesnaesti dan
pokusa metodom saturacijskog pulsa pomoc¢u Qubit sustava za mjerenje fluorescencije
(Kanada). Za obradu podataka sam koristila program Logger Pro. Ukupno sam imala 24
replike po tretmanu (po 12 replika u 2 nezavisna pokusa). Na svakoj replici provela sam
dva mjerenja. Biljke sam prije mjerenja drzala u tami (30 min) da bi se plastokinon u
tilakoidnoj membrani u potpunosti oksidirao jer tada svi reakcijski centri plastokinona
mogu primati elektrone. Listi¢e biljke prilagodene uvjetima tame postavila sam na drzac
uzorka te osvijetlila crvenom svjetloséu niskog intenziteta (PFD = 1 pmol m?s?)
nedovoljnog za pokretanje fotokemijskih reakcija, ali dovoljnog za povecanje brzine
prijenosa elektrona kroz fotosintetski aparat. Nakon S§to sam ocitala minimalnu
fluorescenciju lista prilagodenog na uvjete tame (Fg), primijenila sam jednokratni
saturacijski puls (= 3760 umol m? s™) uslijed Cega je doslo do ,,zatvaranja“ tj. redukcije
reakcijskih centara fotosistema Il i do pojave maksimalne vrijednosti fluorescencije (Fp,).

Nakon toga sam ukljuéila kontinuiranu bijelu aktini¢nu svjetlost ¢iji je intenzitet dovoljno

visok za pokretanje fotosinteze. Kad se signal fluorescencije ustalio, ukljucila sam
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automatsku kontrolu saturacijskih pulseva (PFD = 3600 pmol m2st, v = 40 sek).
Opetovana primjena saturacijskih pulseva prouzrocila je pad maksimalne razine
fluorescencije (F'y). Vrijednosti maksimalne fluorescencije (F'm) i fluorescencije
ravnoteznog stanja (Fs) ocitane su tek pri kraju mjerenja, kada se vrijednost maksimalne
vrijednosti fluorescencije (F'y) ustalila. Na samom kraju mjerenja, ugasila sam aktini¢no
bijelo osvjetljenje pri ¢emu je biljka ostala osvijetljena samo crvenim osvjetljenjem
niskog intenziteta. U takvim uvjetima ocitala sam minimalnu razinu fluorescencije u listu

prilagodene uvjetima svjetla (Fo") (Regula i sur. 2006). Tijek mjerenja fluorescencije
klorofila a prikazan je na Slici 7.
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Slika 7. Mjerenje fluorescencije klorofila metodom saturacijskog pulsa
(Regula i sur., 2006)

1z ocitanih vrijednosti odredila sam sljedec¢e parametre:
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3. MATERIJAL | METODE

1. Optimalni prinos PSII

Razlika izmedu maksimalne (Fn) 1 minimalne fluorescencije (Fo) u listu
prilagodenom tami naziva se varijabilnom fluorescencijom (F,). Optimalni prinos PSII
(maksimalna ucinkovitost PSII ili F,/Fn) predstavlja omjer varijabilne i maksimalne
fluorescencije u listu prilagodenome na uvjete tame, kada su svi reakcijski centri
otvoreni. Optimalni prinos PSII koristi se kao pokazatelj u¢inkovitosti fotosinteze biljaka
te za vec¢inu biljnih vrsta iznosi oko 0,83 (Maxwell i Johnson, 2000). Ra¢una se prema
slijede¢em izrazu:

(Fm—FO)/Fm: FvlFm

Fy =varijabilna fluorescencija
Fm = maksimalna fluorescencija
Fo = minimalna fluorescencija

2. Efektivna u¢inkovitost PSII (@ps)):

Fluorescencija ravnoteznog stanja (Fs) je prinos fluorescencije u listu prilagodenom
odredenom intenzitetu svjetlosti. Maksimalna fluorescencija (F'y,) mjeri se nakon
primjene saturacijskog pulsa svjetlosti u listu prilagodenom uvjetima svjetla. 1z ovih
podataka racuna se efektivna ucinkovitost PSIlI (®pg) ). Efektivna ucinkovitost PSII
(Dps)) daje informaciju o udjelu fotona apsorbiranih klorofilom vezanim uz PSIl Kkoji su
iskoriSteni u fotokemijskim reakcijama (Maxwell i Johnson, 2000). Rac¢una se prema

sljede¢em izrazu:

Dpsyy = (Fm—Fs )/ F'm

F'm = maksimalna fluorescencija

Fs = fluorescencija ravnoteznog stanja
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3. Fotokemijsko gaSenje (gqP):

Fotokemijsko gaSenje (qP) odrazava redoks-stanje primarnog akceptora elektrona
PSII (plastokinona), tj. pokazatelj je udjela otvorenih centara u fotosistemu |1, a racuna se

prema sljedecem izrazu:

qP = (F'm-Fs)/ (Fim - Fo)

4. Nefotokemijsko gasenje (NPQ):

Nefotokemijsko gasenje (NPQ) predstavlja gubitak energije u obliku topline koji se
racuna prema sljedecem izrazu:
NPQ=(Fmn-Fm)/Fn

5. Stopa prijenosa elektrona (ETR - electron transport rate):

Bududi da @pg)) predstavlja efektivnu ucinkovitost fotokemijske reakcije na PSII, ta
se vrijednost moze koristiti za izracun stope neciklickog prijenosa elektrona. Vrijednost
PFD (,,photon flux density”) je izraZena u jedinicama pmol fotona m?s™, a faktor 0,5
uzima se zbog pretpostavke o podjednakoj ekscitaciji PSI i PSII.

Stopa neciklickog prijenosa elektrona (ETR - electron transport rate) ra¢una se
prema izrazu:

ETR = ®pg x PFD x 0,5

PFD - intenzitet osvjetljenja (umol m? s™)

®pg) - efektivna ucinkovitost PSII

0,5 - faktor koji se uzima zbog pretpostavke o podjednakoj eksitaciji PS 11 PS 11
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3. MATERIJAL | METODE

3.3. STATISTICKA ANALIZA

Svaki prikazani rezultat aritmeticka je sredina 24 replika dobivenih iz dva nezavisna
pokusa (po 12 replika u svakom od 2 nezavisna pokusa) Odstupanje od aritmeticke
sredine izrazeno je kao standardna pogreSka. Usporedba dobivenih rezultata provedena je
analizom varijance (one-way ANOVA), te uporabom Newman-Keuls testa pomocu
racunalnog programa STATISTICA 7.0 (Stat Soft Inc., SAD). Statisticki znacajnim

smatrala sam rezultate koji su se razlikovali na razini p < 0,05.
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4.1. LEMNA TEST

U okviru Lemna testa pratila sam stopu rasta na temelju broja biljaka i vrijeme

udvostrucenja broja biljaka.
4.1.1. Relativna stopa rasta (RGR)

Kod svih primjenjenih tretmana primijec¢en je eksponencijalni porast broja biljaka
vodene lece. Stopa rasta broja biljaka bila je ve¢a na podlogama s viSom koncentracijom
saharoze u hranjivoj podlozi, s tim da su u biljaka osvijetljenih s izvorom svjetlosti GL
zabiljeZzene viSe vrijednosti stope rasta biljaka nego u onih osvijetljenih s izvorom
svjetlosti CW.

Biljke osvijetljene svjetlos¢u GL pokazuju statisticki znacajan porast stope rasta na
podlozi sa 7,5 g/L saharoze pocevsi sa sedmim danom pokusa, odnosno na podlozi s
dodatkom 10 g/L saharoze pocevsi petim danom pokusa. U biljaka osvijetljenih izvorima
svjetlosti CW znacajan porast stope rasta u odnosu na druge tretmane zamijecen je samo
u biljaka uzgojenih na najvisoj koncentraciji saharoze pocevsi s 12. danom pokusa (Slika
8, Tablica 2).

4.1.2. Vrijeme udvostruéenja broja biljaka (Td)

Vrijeme udvostruéenja broja biljaka odredeno je nakon 2, 5, 7, 9, 12, 141 16 dana
pokusa. U Tablici 3 je prikazano Td, izracunato na temelju srednje vrijednosti RGR-a za
sedmi dan pokusa. Rezultati su pokazali da vrijeme udvostru¢enja raste s padom
koncentracije saharoze u hranjivoj podlozi. Osim toga, vrijeme udvostrucenja broja

biljaka vece je u biljaka koje su rasle pod osvjetljenjem CW lampi.
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Slika 8. Relativna stopa rasta biljaka uzgajanih na hranjivoj podlozi po Pirsonu i Seidlu
tijekom 16 dana pri razli¢itim koncentracijama saharoze (5,0 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L) i
razligitim osvjetljenjima - ,,Cool White* (CW), PFD ~ 38-40 fotonam™?s™ i ,,GroLux“
(GL), PFD =~ 55 fotonam?s™. Rezultati statisticke obrade podataka su prikazani u

Tablici 2.

Tablica 2. Statisticke razlike izmedu tretmana tijekom 16 dana za RGR. Tretmani

oznaceni razli¢itim slovima se znacajno razlikuju (p < 0,05, Newman-Keuls test).

RGR CW5 CW7,5 CW10 GL5 GL7,5 GL10
2 / / / / / /
5 a a ab a ab b
7 a a ab a bc C
9 a a ab a b C
12 a a b a b C
14 a ab bc a C d
16 a ab bc a cd d

U biljaka osvijetljenih svjetlos¢u CW znacajan porast stope rasta u odnosu na druge tretmane bio je od

12.dana pokusa. U biljaka osvijetljenih svjetlos¢u GL znacajan porast stope rasta bio je sedmog dana

pokusa na podlozi sa 7,5 g/L saharoze i petog dana pokusa na podlozi sa 10 g/L saharoze.
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Tablica 3. Vrijeme udvostrucenja biljaka (Td) izracunato na temelju srednje vrijednosti

relativne stope rasta (RGR) za sedmi dan pokusa.

Tretmani Cw10 Cw7,5 CW5 GL10 GL7,5 GL5

Td 2.65 2.82 2.86 2.33 251 2.82

4.2. FLUORESCENCIJA KLOROFILA

Na temelju parametara dobivenih mjerenjem fluorescencije klorofila metodom
saturacijskog pulsa izracunala sam optimalni prinos fotosustava II, fotokemijsko gaSenje,

nefotokemijsko gasenje, efektivni prinos PSII i stopu transporta elektrona.

4.2.1. Optimalni prinos fotosistema |1

Mjerenjem fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa utvrdila sam da
optimalni prinos PSII za sedmi dan pokusa iznosi kod izvora svjetlosti CW od 0,67 do
0,69 a kod osvjetljenja GL od 0,68 do 0,69 (Slika 9). Maksimalna vrijednost optimalnog
prinosa PSII bila je u biljaka osvijetljenih s GL i uzgojenih na podlozi s 10 g/L saharoze.
Sesnaestog dana pokusa optimalni prinos PSII u biljaka osvjetljenih CW svjetlom iznosio
je od 0,7 do 0,72 a u biljaka osvijetljenih GL svjetlom od 0,7 do 0,73 (Slika 10).
Maksimalna vrijednost optimalnog prinosa PSII bila je u biljaka osvijetljenih GL
svjetlom i uzgojenih uz dodatak 5,0 g/L saharoze. Iz rezultata je vidljivo da ne postoji
statisticki znacajna razlika obzirom na osmotsku vrijednost hranjive podloge kao ni izvor

svjetlosti.
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Slika 9. Optimalni prinos PSII (Fv/Fm) sedmog dana pokusa u biljaka uzgajanih na
hranjivoj podlozi po Pirsonu i Seidlu tijekom 16 dana pri razlic¢itim vrijednostima
saharoze (5,0 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L) i izvoru svjetlosti ,,Cool White* (CW), PFD ~ 38-40
pmol fotona m?s™ i ,,GroLux* (GL), PFD ~ 55 pmol fotona m?s™. Rezultati prikazuju
srednje vrijednosti od 8 replika + standardna devijacija.
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Slika 10. Optimalni prinos PSII (Fv/Fm) Sesnaestog dana pokusa u biljaka uzgajanih na
hranjivoj podlozi po Pirsonu i Seidlu tijekom 16 dana pri razlicitim vrijednostima
saharoze (5,0 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L) i izvoru svjetlosti ,,Cool White* (CW), PFD ~ 38-40
pmol fotonam?s™t i ,,GroLux“ (GL), PFD ~ 55 pmol fotona m?s™. Rezultati prikazuju
srednje vrijednosti od 8 replika + standardna devijacija.

4.2.2. Efektivni prinos fotosistema 11

Mijerenjem fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa utvrdila sam da
efektivni prinos PSII za sedmi dan pokusa iznosi kod osvjetljenja CW od 0,56 do 0,6 a
kod osvijetljenja (GL) od 0,58 do 0,62 (Slika 11). Maksimalna vrijednost efektivnog
prinosa PSII bila je u biljaka osvjetljenih s GL i uzgojenih na podlozi s 10 g/L saharoze.
Sesnaestog dana pokusa efektivni prinos PSII u biljaka osvijetljenih svjetlom CW iznosio
je od 0,59 do 0,62 a u biljaka osvjetljenih svjetlom GL od 0,61 do 0,63 (Slika 12).
Maksimalna vrijednost efektivnog prinosa PSII bila je u biljaka osvijetljenih izvorom
svjetlosti GL i uzgojenih uz dodatak 10 g/L saharoze. 1z rezultata je vidljivo da ne postoji
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statisticki znacajna razlika obzirom na osmotsku vrijednost hranjive podloge kao ni izvor

svjetlosti.
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Slika 11. Efektivni prinos PSII sedmog dana u biljaka uzgajanih na hranjivoj podlozi po
Pirsonu i Seidlu tijekom 16 dana pri razli¢itim vrijednostima saharoze (5,0 g/L, 7,5 g/L,
10 g/L) i izvoru svjetlosti ,,Cool White“ (CW), PFD ~ 38-40 pmol fotona m?s™ i
,GroLux“ (GL), PFD ~ 55 pmol fotona m?s™. Rezultati prikazuju srednje vrijednosti od
8 replika * standardna devijacija.
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Slika 12. Efektivni prinos PSII Sesnaestog dana u biljaka uzgajanih na hranjivoj podlozi
po Pirsonu i Seidlu tijekom 16 dana pri razli¢itim vrijednostima saharoze (5,0 g/L, 7,5
g/L, 10 g/L) i izvoru svjetlosti ,,Cool White* (CW), PFD ~ 38-40 pumol fotonam?s™ i
,GroLux“ (GL), PFD ~ 55 pmol fotona m?s™. Rezultati prikazuju srednje vrijednosti od
8 replika £ standardna devijacija.

4.2.3. Fotokemijsko gasenje

Mjerenjem fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa utvrdila sam da
fotokemijsko gaSenje za sedmi dan pokusa iznosi kod hladno bijelog izvora svjetlosti CW
od 0,89 do 0,95 a kod GL od 0,9 do 0,93 (Slika 13). Maksimalna vrijednost
fotokemijskog gaSenja se javlja u biljaka osvjetljenih s CW i uzgojenih na podlozi sa 7,5
g/L saharoze. Statisticki znaajna razlika je zabiljezena izmedu biljaka osvijeljenih
izvorom svjetlosti CW na podlozi sa 7,5 g/L saharoze i biljaka osvijetljenih s CW uz
dodatak 10 g/L saharoze. Sesnaestog dana pokusa fotokemijsko gaSenje u biljaka
osvijetljenih hladnim bijelim svjetlom CW iznosilo je od 0,87 do 0,94 a u biljaka

34



4. REZULTATI

osvjetljenih GL svjetlom od 0,88 do 0,93 (Slika 14). Statisti¢ke znacajne razlike su
zabiljezena izmedu biljaka osvijeljenih izvorom svjetlosti CW na podlozi sa 7,5 i 10 g/L
saharoze te biljaka osvijetljenih s CW na podlozi sa 10 g/L saharoze i GL sa dodatkom 5
g/L saharoze. Maksimalna vrijednost fotokemijskog gaSenja se javlja u biljaka

osvjetljenih svjetlom CW i uzgojenih uz dodatak 10g/L saharoze.
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Slika 13. Fotokemijsko gaSenje fluorescencije (qP) sedmog dana pokusa u biljaka
uzgajanih na hranjivoj podlozi po Pirsonu i Seidlu tijekom 16 dana pri razlicitim
vrijednostima saharoze (5,0 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L) i izvoru svjetlosti ,,Cool White* (CW),
PFD ~ 38-40 pmol fotonam?s™ i ,,GroLux“ (GL), PFD ~ 55 pmol fotona m?s™.
Rezultati oznaceni razli¢itim slovima se znac¢ajno razlikuju (p < 0,05, Newman Keuls
test).

35



4. REZULTATI

ab a a ab b ab 16.dan

[EnY
|

© 0 o0 Q
O N 00 ©
| | | |

acw
B GL

Fotokemijsko gaSenje
© o o

w b~ O

1 1 1

© o
=N
! !

o

5,0 g/L 7,5 glL 10 g/L

Tretman

Slika 14. Fotokemijsko gaSenje fluorescencije (qP) Sesnaestog dana pokusa u biljaka
uzgajanih na hranjivoj podlozi po Pirsonu i Seidlu tijekom 16 dana pri razlicitim
vrijednostima saharoze (5,0 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L) i izvoru svjetlosti ,,Cool White* (CW),
PFD ~ 38-40 pmol fotonam?s™ i ,,GroLux“ (GL), PFD ~ 55 pmol fotonam?s™.
Rezultati oznaceni razli¢itim slovima se znac¢ajno razlikuju (p < 0,05, Newman Keuls
test).

4.2.4. Nefotokemijsko gasenje

Mijerenjem fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa utvrdila sam da
nefotokemijsko gaSenje za sedmi dan pokusa iznosi kod osvjetljenja CW od 0,12 do 0,13
a kod GL od 0,08 do 0,11 (Slika 15). Maksimalna vrijednost nefotokemijskog gasenja se
javlja u biljaka osvijetljenih izvorom svjetlosti CW i uzgojenih na podlozi s 10g/L
saharoze. Sesnaestog dana pokusa nefotokemijsko gasenje u biljaka osvijetljenih svjetlom
CW iznosio je od 0,16 do 0,17 a u biljaka osvjetljenih GL svjetlom od 0,14 do 0,19 (Slika
16.). Maksimalna vrijednost nefotokemijskog gaSenja se javlja u biljaka osvijetljenih GL
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svjetlom i uzgojenih uz dodatak 10 g/L saharoze. 1z rezultata je vidljivo da ne postoji

statisticki znacajna razlika obzirom na osmotsku vrijednost hranjive podloge kao ni izvor

svjetlosti.
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Slika 15. Nefotokemijsko gaSenje fluorescencije (NPQ) sedmog dana pokusa u biljaka
uzgajanih na hranjivoj podlozi po Pirsonu i Seidlu tijekom 16 dana pri razlicitim
vrijednostima saharoze (5,0 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L) i izvoru svjetlosti ,,Cool White* (CW),
PFD ~ 38-40 pmol fotonam?s™ i ,GroLux“ (GL), PFD ~ 55 pmol fotona m?s™.
Rezultati prikazuju srednje vrijednosti od 8 replika + standardna devijacija.
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Slika 16. Nefotokemijsko gasenje fluorescencije (NPQ) Sesnaestog dana pokusa u biljaka
uzgajanih na hranjivoj podlozi po Pirsonu i Seidlu tijekom 16 dana pri razlicitim
vrijednostima saharoze (5,0 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L) i izvoru svjetlosti ,,Cool White* (CW),
PFD ~ 38-40 pmol fotonam?s™ i ,GroLux“ (GL), PFD ~ 55 pmol fotona m?s™.
Rezultati prikazuju srednje vrijednosti od 8 replika + standardna devijacija.

4.2.5. Stopa transporta elektrona

Mjerenjem fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa utvrdila sam da
stopa transporta elektrona za sedmi dan pokusa iznosi kod izvora svjetlosti CW od 25,51
do 27,01 a kod GL od 26,14 do 27,99 (Slika 17). Maksimalna vrijednost stope transporta
elektrona se javlja u biljaka osvijetljenih svjetlos¢éu GL i uzgojenih na podlozi s 10 g/L
saharoze. Sesnaestog dana pokusa stopa transpotra elektrona u biljaka osvijetljenih
svjetlom CW iznosi od 26,96 do 27,93 a u biljaka osvijetljenih s GL od 27,89 do 28,65
(Slika 18). Maksimalna vrijednost stope transporta elektrona se javlja u biljaka

osvijetljenih izvorom svjetlosti GL i uzgojenih uz dodatak 10 g/L saharoze. Iz rezultata je
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vidljivo da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika obzirom na osmotsku vrijednost hranjive

podloge kao ni izvor svjetlosti.
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Slika 17. Relativna stopa transporta elektrona (ETR) sedmog dana u biljaka uzgajanih na
hranjivoj podlozi po Pirsonu i Seidlu tijekom 16 dana pokusa pri razli¢itim vrijednostima
saharoze (5,0 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L) i izvoru svjetlosti ,,Cool White* (CW), PFD ~ 38-40
pmol fotona m?s™ i ,,GroLux“ (GL), PFD ~ 55 pmol fotona m?s™. Rezultati prikazuju
srednje vrijednosti od 8 replika + standardna devijacija.
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Slika 18. Relativna stopa transporta elektrona (ETR) Sesnaestog dana pokusa u biljaka
uzgajanih na hranjivoj podlozi po Pirsonu i Seidlu tijekom 16 dana pri razlicitim
vrijednostima saharoze (5,0 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L) i izvoru svjetlosti ,,Cool White* (CW),
PFD ~ 38-40 pmol fotonam?s™ i ,GroLux“ (GL), PFD ~ 55 pmol fotona m?s™.
Rezultati prikazuju srednje vrijednosti od 8 replika + standardna devijacija.
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5.1. OVISNOST RELATIVNE STOPE RASTA O OSMOTSKOJ VRIJEDNOSTI
PODLOGE | OSVJETLJENJU

Relativna stopa rasta biljaka je glavni parametar Lemna-testa zbog moguénosti
kontinuiranog pracenja tijekom pokusa. Izvedba Lemna testa po ISO standardu (ISO/CD
20079) podrazumijeva uzgoj biljaka na podlozi po Steinbergu u periodu od 7 dana
tijekom kojega broj biljaka raste eksponencijalno. U ovom istrazivanju Lemna-test je
izveden na hranjivoj podlozi po Pirsonu i Seidelu u trajanju od 16 dana. Kako ta hranjiva
podloga sadrzi saharozu, asparagin te viSe koncentracije makro- i mikroelemenata od
hranjive podloge po Steinbergu, pretpostavila sam da bi koriStena hranjiva podloga mogla
pogodovati produljenom eksponencijalnom rastu. Rezultati istraZivanja uistinu su
potvrdili eksponencijalnu stopu rasta biljaka uzgajanih na svim istrazivanim tretmanima
tijekom svih 16 dana pokusa.

U ovom istrazivanju u podlogu po Pirsonu i Seidelu sam dodavala razli¢ite
koncentracije saharoze (5; 7,5 i 10 g/L). Stopa rasta biljaka je rasla proporcionalno s
povecanjem koncentracije saharoze u hranjivoj podlozi bez obzira kojem su od dva
izvora svjetlosti bile izloZzene. U istrazivnju utjecaja saharoze na rast i anatomiju lista
krumpira, Mohamed i Alsadon (2009) su uocili da je saharoza poboljSala vegetativni rast
bilj¢ica krumpira proporcionalno povecanju koncentracije saharoze, na $to su ukazali i
rezultati ovog istraZzivanja. lako saharoza djeluje stimulirajue na rast, odredene
koncentracije mogu izazvati osmotski stres koji se ocituje padom stope rasta biljaka
(Javed i lkram, 2008) i smanjenim rastom stanica biljke Eleutherococcus sessiliflorus
(Shohael i sur., 2006).

Najvise vrijednosti stope rasta biljaka zabiljeZzene su u biljaka osvijetljenih izvorom
svjetlosti GL uzgojenim na podlozi s dodatkom 7,5 g/L saharoze gdje je stopa rasta
iznosila 0,27 d™*i na podlozi s 10 g/L saharoze sa stopom rasta biljaka od 0,29 d*. Nakon
7 dana uzgoja jedino su ovi tretmani zadovoljili normu ISO standarda za minimalnom
stopom rasta biljaka (> 0,275 d). Vjerojatni razlog tomu je $to izvor svjetlosti GL

snaznije emitira u plavom i crvenom dijelu spektra gdje se nalaze maksimumi apsorpcije
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fotosintetskih pigmenata pa je prema tome i ocekivan bolji rast biljaka izloZenih izvoru
svjetlosti GL.

Kada se govori 0 vremenu udvostrucenja broja biljaka, ISO i OECD standard
(1ISO/CD 20079, OECD 2002) za valjani Lemna-test predvidaju vrijeme udvostrucenja <
2,5 dana, Sto zadovoljava jedino tretman s GL, uz dodatak 10 g/L saharoze u hranjivoj
podlozi. Prema istrazivanjima koje je proveo Wang (1990) vrijeme udvostru¢enja broja
biljaka u vrste Lemna minor varira od 1,3 do 2,8 dana, Sto odgovara i rezultatima ovog
istrazivanja. Vrijeme udvostruéenja broja biljaka smanjilo se s porastom koncentracije
saharoze u hranjivoj podlozi, Sto ukazuje na stimuliraju¢i ucinak saharoze na rast i
razmnozavanje biljaka. Takoder je utvrdeno produljeno vrijeme udvostrucenja u biljaka
osvijetljenin CW lampama, Sto je u skladu s rezultatima stope rasta biljaka koja je u tih
biljaka bila manja nego u biljaka osvijetljenih GL lampama.

Apsolutni iznos stope rasta u biljaka koje su rasle pri osvjetljenju CW, intenziteta
40 pmol m?s™ na podlozi po Pirsonu i Seidelu iznosio je 0.27 d*. Lozi¢ (2010) je u
biljaka uzgojenih na podlozi po Steinbergu pri istim uvjetima osvjetljenja izmjerila stopu
rasta biljaka od 0,18 d™. Pri osvjetljenju GL lampama intenziteta 40 i 80 pmol m?s™
iznosi stope rasta biljaka takoder su bili nizi u biljaka uzgojenih na podlozi po Steinbergu
(Lozi¢, 2010) nego u biljaka uzgojenih na podlozi po Pirsonu i Seidelu, iako je u ovom
istraZivanju primijenjen intenzitet niZi od 80 umol m?s™. Razlog tomu najvjerojatnije je
bogatija hranidbena podloga po Pirsonu i Seidelu koja osim mineralnih tvari sadrZi
organske dodatke saharozu i asparagin.

U ovom istrazivanju pratila sam rast biljaka izlozenih izvorima svjetlosti GL i CW,

25t odnosno 55 pmol m?s?, &to je niZe od intenziteta

intenziteta 38-40 pmol m
osvjetljenja preporucenih ISO standardom. U standardiziranom Lemna-testu preporuca se
primjena osvjetljenja intenziteta od 85 pmol m?s™ do 125 pmol m?s™ (1ISO/CD 20079).
Usporedbom stope rasta biljaka uzgojenih pri osvjetljenju CW i GL utvrden je bolji rast u
biljaka osvijetljenih izvorom svjetlosti GL. Bez obzira na vrstu osvjetljenja, stopa rasta
biljaka se povecavala s porastom intenziteta osvjetljenja. Manja stopa rasta biljaka koja je
ustanovljena u biljaka koje su rasle pod osvjetljenjem CW moZe biti posljedica

nedovoljnog intenziteta crvene svjetlosti. Sli¢ni rezultati su dobiveni u istrazivanju
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utjecaja razlic¢itih dijelova svjetlosnog spektara na rast dijatomeje Cheratoceros sp.
(Sanchez-Saavedra i Voltolina, 2006) u kojem su koristene tri vrste izvora svjetlosti -
CW, GL i GL Sirokog spektra. Autori su ustanovili da je kultura dijatomeja bolje rasla pri
osvijetljenju GL zbog spektra svjetlosti koji je viSe odgovarao uvjetima potrebnim za

fotosintezu u dijatomeja.

5.2. OVISNOST UCINKOVITOSTI FOTOSINTEZE O OSMOTSKOJ
VRIJEDNOSTI PODLOGE | OSVJETLJENJU

Fotosinteza pokazuje snaznu ovisnost o koli¢ini i kvaliteti svjetlosti. Pri porastu
intenziteta osvjetljenja dolazi do proporcionalnog porasta intenziteta fotosinteze. Kod
odredenog porasta intenziteta svjetlosti postize se svjetlosno zasi¢enje 1 daljnji porast
intenziteta svjetlosti viSe ne utjece na stopu fotosinteze, osim pri prejakom osvjetljenju
pri cemu se ostecuje fotosintetski aparat i tako smanjuje stopa fotosinteze. Ta se pojava
zove svjetlosni stres (Pevalek-Kozlina, 2003). Poznato je da Lemna minor L. pokazuje
znakove oStecenja pri intenzitetima svjetlosti iznad 15000 luxa (iznad 278 umol m S'l)
(Landolt i Kandeler, 1987). Svjetlosni stres je dokazan i u istrazivanju fluorescencije
klorofila hrasta (Quiles i Lépez, 2003). U tom istraZivanju se fluorescencija klorofila
koristila za istrazivanje fotoinhibicije u listovima koji su rasli pri visokim intenzitetima
svjetlosti. Autori su ustanovili da je efektivna ucCinkovitost PSII 1 relativna stopa
transporta elektrona (ETR) niza u onih biljaka koje su rasle pod jakim intenzitetom bijele
svjetlosti (300 Wm2, PAR = 64 umol m?s™) nego u hiljaka koje su rasle pod slabijim
intenzitetom svjetlosti (13 Wm2, PAR = 2.77 umol m?s™). Efektivni prinos PSII je
iznosio 0,7 pri niskom intenzitetu svjetlosti, dok je pri visokom intenzitetu prinos bio
smanjen za 9% (0,63). Takoder se qP fluorescencije smanjilo a NPQ povecalo s
povecanjem intenziteta primjenjenog osvjetljenja. Tim istraZivanjem je dokazano da je
PSII najosjetljivije mjesto za fotoinhibiciue dok je PSI puno stabilniji u tretmanima pod
jakim osvjetljenjem. Ipak, kroz dulji period jakog osvjetljenja oba su fotosistema bila

fotoinhibirana. U istrazivanju na reznicama ruze Dieleman i Meinen (2007) dokazali su

44



5. RASPRAVA

da je stopa fotosinteze 70% uginkovitija pri osvjetljenju intenziteta od 300 pmol m?s™
nego pri intenzitetu od 150 umol m?s™.

Rezultati ovog istrazivanja nisu pokazali statisticki znacajne razlike optimalnog i
efektivnog prinosa fotosinteze, NPQ i ETR obzirom na osmotsku vrijednost hranjive
podloge te tip i intenzitet osvjetljenja testiranih biljaka. lako GL lampe snaznije emitiraju
u plavom i crvenom dijelu spektra njihova primjena nije promijenila rezultate u odnosu
na one zabiljezene u biljaka uzgojenih pod izvorom svjetlosti CW. Najvjerojatniji razlog
je primjena svjetlosti preniskih intenziteta. Optimalni prinos PSII koristi se kao
pokazatelj uCinkovitosti fotosinteze biljaka te za vecinu biljnih vrsta iznosi oko 0,83
(Maxwell i Johnson, 2000). U ovom istrazivanju se ta vrijednost nakon sedmog dana
pokusa kretala od 0,67 do 0,69 za biljke koje su rasle pod osvjetljenjem CW, te od 0,68
do 0,69 u biljaka uzgojenih pod osvjetljenjem GL. Nakon 16 dana pokusa, optimalan
prinos PSII u biljaka osvjetljenih CW lampama iznosio je od 0,7 do 0,72, te u biljaka
osvijetljenih GL lampama od 0,7 do 0,73. Smanjen optimalni prinosi PSII su vjerojatno
posljedica slabog intenziteta svjetlosti koji nije bio dovoljan za optimalno odvijanje
fotosinteze.

Efektivna ucinkovitost daje informaciju o udjelu fotona apsorbiranih klorofilom
vezanim uz PSIl Kkoji su iskoriSteni u fotokemijskim reakcijama (Maxwell i Johnson,
2000). Normalne vrijednosti efektivne ucinkovitosti iznose izmedu 0,4 1 0,6 (Ritchie,
2006) Sto odgovara razultatima dobivenim u ovom istraZzivanju. Maksimalna efektivna
ucinkovitost je zabiljezena u biljaka uzgojenim pod osvjetljenjem GL iz ¢ega se moze
zakljuciti da je pod GL lampama bila bolja iskoristenost fotona i da je pod tim uvjetima
efikasnost fotosinteze veca.

Nefotokemijsko gaSenje (NPQ) ukazuje na rasipanje energije u obliku topline.
Normalne vrijednosti za NPQ iznose od 0,4 do 0,6 (Ritchie, 2006) dok vrijednosti
izmjerene u ovom istrazivanju iznose izmedu 0,08 i 0,19. Maksimalna vrijednost NPQ
nakon sedam dana pokusa zabiljezena je u biljaka osvjetljenin CW lampama, a nakon
Sesnaest dana pokusa u biljaka osvijetljenih GL lampama. Obzirom da su biljke bile

izloZzene preniskom intenzitetu osvijetljenja nisu zabiljeZene statisti¢ki znacajne razlike.
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Stopa transporta elektrona (ETR) predstavlja relativnu koli¢inu elektrona koji
prolaze kroz PSII tijekom ravnoteznog stanja fluorescencije. Dobiveni rezultati ukazuju
na neSto veéi prijenos elektrona u biljaka uzgojenih pod osvjetljenjem GL lampi Sto se
poklapa s ¢injenicom da GL lampe emitiraju vise u plavom i crvenom dijelu spektra Sto
bolje odgovara procesu fotosinteze.

Fotokemijsko gaSenje fluorescencije (qP) odrazava redoks-stanje primarnog
akceptora elektrona PSII (plastokinona), te se smatra pokazateljem udjela otvorenih
centara u PSII. Pri niskom intenzitetu svjetlosti molekule plastokinona su oksidirane i kao
takve mogu primati elektrone (Regula i sur., 2006). U uvjetima viSeg intenziteta svjetlosti
je ve¢i udio molekula plastokinona reduciran zbog cega dolazi do povecanja
fluorescencije i smanjenja vrijednosti gP (Quiles i Lopez, 2006). Osim o0 koli¢ini
raspoloZivih primarnih akceptora elektrona gP ovisi o stopi prijenosa elektrona (Frankart,
2003) i fotokemijskoj reakciji (pretvorbi svjetlosne energije u kemijsku) u reakcijskom
centru PSII (Schreiber i Rienits, 1987). U mojem istrazivanju gP je bio jedini parametar
koji je ukazao na znacajniju razliku medu promatranim tretmanima. Znacajno su se
razlikovale biljke izloZene razli¢itim koncentracijama saharoze i izvoru svjetlosti CW.
Najvisa vrijednost gP je zabiljeZena u biljaka osvijetljenih izvorom svjetlosti CW sedmog
dana kod biljaka uzgojenih na 7,5 g/L saharoze, $to se slaze s Cinjenicom da CW ne
emitira u crvenom dijelu spektra i time nije optimalna za proces fotosinteze. Ritchie
(2006) je u svom radu iznio uobicajene vrijednosti qP za vecinu biljaka, a ¢ija normalna
vrijednost iznosi od 0,7 do 0,8, a gP u ovom istraZivanju je neSto visi od tih vrijednosti.
Najvjerojatnije je intenzitet svjetlosti bio suboptimalan za normalno odvijanje fotosinteze
u vodene le¢e. Moguce je da se fotosinteza normalno odvijala ali je isto tako moguce da
je stopa fotosinteze bila malo smanjena ne samo zbog slabog intenziteta svjetlosti nego i
prisutnosti Secera u podlozi. U uvjetima niskog intenziteta svjetlosti ne o¢ekuje se pojava
fotoinhibicije pa stoga niti smanjenje qP ili pove¢anje NPQ. Medutim, prisustvo saharoze
u podlozi moze dovesti do inhibicije fotosinteze zbog smanjene sinteze nekih sastavnica
fotosintetskog aparata, npr. proteina D1 (Godde, 1999) i smanjene koli¢ine enzima
Rubisco (Premkumar i sur., 2001). Obzirom na koncentraciju saharoze u hranjivoj

podlozi, utvrdena je visa gP vrijednost u biljaka na podlozis 10 g/L negona 7,5 g/L
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saharoze. Ovaj rezultat je u suprotnosti sa saznanjima da je stopa fotosinteze niza u
biljaka koje rastu na podlogama obogacenim Secerima. Kadlecek i sur. (2003) su
istrazivali fotosintezu na duhanu koji je bio uzgajan pri dva intenziteta svjetlosti (80
pmol m? s i 380 pmol m?s™) na podlogama s razli¢itim koncentracijama saharoze (0 %,
3 % i 5 %). Dokazali su da viSak saharoze moZe smanjiti potrebu za energijom koju
biljka dobiva fotosintezom i na taj nacin inhibirati proces fotosinteze. Medutim, utvrdili
su da prisutnost 5% saharoze u podlozi stimulira stopu fotosinteze i da je pri tom
povecana aktivnost nekih od fotosintetskih enzima te sadrZaj klorofila. Takav ucinak
poviSene koncentracije saharoze na fotosintezu pada nakon Sto je postignuta maksimalna
vrijednost (Kadlecek i sur., 2003). Koeficijenti gaSenja fluorescencije (gP i NPQ)
su vrlo osjetljivi pokazatelji stresa. qP ¢esto pada tijekom ili nakon stresnih dogadaja, ali
se moze, ovisno o jacini stresa, brzo vratiti na normalnu vrijednost, Sto je i dokazano u
nekoliko istrazivanja uc¢inka osmotskog stresa (Zhao i sur., 2005).

Klorofil u listovima ima klju¢nu ulogu u apsorpciji svjetlosti u procesu fotosinteze.
Koncentracija klorofila u bilj¢ica uzgojenih u uvjetima in vitro moze biti pod utjecajem
raznih ¢imbenika, a jedna od njih je i koncentracija saharoze u hranjivom mediju. U
istraZzivanju utjecaja saharoze (0; 9,9; 19,8 i 30 g/L) na biljku Samanea saman koja je
rasla u atmosferi obogac¢enoj s CO, te intenzitetu osvjetljenja od 1000 pmol m?s™
dokazana je redukcija koncentracije klorofila a i klorofila b zbog ¢ega je bila smanjena i
stopa fotosinteze (Mosaleeyanon i sur., 2004). Huylenbroeck i Debergh (2006) ustanovli
su da je saharoza u koncentracijama od 3% i 6% u mediju potakla fotoinhibiciju u biljaka
roda Spathifillum. Rezultati istrazivanja Kadlecek i sur. (2003) na duhanu su pokazali da
saharoza dodana u medij poboljsava otpornost bilj¢ica na jace Svjetlosno zracenje i
oksidacijski stres, ali i da je u¢inak saharoze ovisan o njenoj koncentraciji.

Najbolji rezultati rasta vodene lece su postignuti na hranjivoj podlozi uz dodatak 10
g/L saharoze. No, valja uzeti u obzir da su testirane biljke rasle u uvjetima slabog
osvjetljenja, te su vjerojatno djelomi¢no prilagodene heterotrofnim uvjetima prehrane.
Kako im je omogucéeno uzimanje saharoze kao izvora hrane iz hranjive podloge,
prisutnost viSe koncentracije pogoduje boljem rastu u uvjetima slabog osvjetljenja.

Istrazivanje je potebno nastaviti pri intenzitetima osvjetljenja pogodnim za autotrofan
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nacin ishrane biljaka, te pri tim uvjetima takoder istraziti ucinak razli¢itih osmotskih

vrijednosti hranjive podloge, kao i razli€itih tipova i intenziteta osvjetljenja.
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Na temelju dobivenih rezultata ovisnosti rasta i fotosinteze vodene le¢e (Lemna
minor L.) o osmotskoj vrijednosti podloge i osvjetljenju mogu zakljuciti da je tijekom
16 dana zabiljezena eksponencijalna stopa rasta biljaka kod svih istrazivanih tretmana.
Najvisa vrijednost stope rasta zabiljeZena je u biljaka osvijetljenih izvorom svjetlosti GL
na podlozi s dodatkom 7,5 i 10,0 g/L saharoze. Stopa rasta biljaka je rasla proporcionalno
s povecanjem koncentracije saharoze u hranjivoj podlozi bez obzira kojem su od dva
izvora svjetlosti bile izlozene. Kod usporedbe stope rasta biljaka u uvjetima izvora
osvjetljenja CW i GL, bolji rast je zabiljeZzen pod GL lampama a stopa rasta se povecala
proporcionalno s intenzitetom svjetlosti.

Medu svim pokazateljima ucinkovitosti fotosinteze koje smo odredivali
mjerenjem fluorescencije jedino je fotokemijsko gaSenje bilo znaajno razli¢ito u
pojedinim tretmanima. Pritom su se znaCajno razlikovale biljke izlozene razli¢itim

koncentracijama saharoze i izvoru svjetlosti CW.
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POPIS KRATICA

ABA - apscizinska kiselina

ATP - adenozin-trifosfat

CW - izvor svjetlosti Cool White

ETR (electron transport rate) - stopa prijenosa elektrona

GL - izvor svjetlosti GroLux

IAA - indol-3-octena kiselina

NADP” - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NPQ - nefotokemijsko gasenje fluorescencije

PFD (photon flux density) - gusto¢a svjetlosnog toka (umol fotona m? s™)

PS - Pirson i Seidel (hranjiva podloga priredena po uputama Pirsona i Seidela)
PSI - fotosistem |

PSII - fotosistem |1

gP - fotokemijsko gaSenje fluorescencije

Td (doubling time) - vrijeme udvostrucenja broja biljaka
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