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1. UvOD

Biljke koje zive u mo¢varnom podrucju suocile su se sa problemom nedostatka minerala
u tlu. Minerali su potrebni biljci za normalan rast i razvoj. Neke biljke problem nedostatka
rijesile su novim nac¢inom prehrane, pa su iz listova razvile zamke pomocu kojih hvataju razne
kukce. Biljke koje su se specijalizirale da love, enzimski razgrade te crpe hranjive tvari iz
kukaca da nadomjeste nedostatak minerala iz tla, nazivamo mesojednim biljkama. Mesojedne
biljke su autotrofni organizmi koje vrse proces fotosinteze, no zbog nac¢ina ekstrakcije minerala
iz kukaca neki znanstvenici ih svrstavaju u heterotorofne organizme (Kroél i sur. 2011). U ovu
skupinu biljaka pripada i okruglolisna rosika koja je dobila ime prema obliku lista i kapljicama

tekucine koje sjaje na suncu poput rose.

1.1. OKRUGLOLISNA ROSIKA

Okruglolisna rosika (Drosera rotundifolia L.) je viSegodi$nja biljka s promjerom rozete
od 6 cm iz Cijeg srediSta izlaze maleni okrugli listovi sa brojnim duguljastim dlacicama
(tentakuli) crvene ili zelene boje. Tentakuli na samom vrhu izlu¢uju prozirnu, mirisnu, ljepljivu
1 enzimsku tekué¢inu koja sluzi za privlacenje, hvatanje i1 razgradnju raznih kukaca (Slika 1).
Kukac privucen mirisom prilijepi se za ljepljive tentakule. Ljepljiva tekucina zalijepi krila zbog
Cega kukac ne moze odletjeti. Svojim micanjem i pokusajima oslobadanja kukac potice
savijanje sve viSe tentakula i cijelog lista prema njemu pri ¢emu ljepljiva tekucina zatvara
stigme (otvore za disanje na tijelu kukca) zbog ¢ega se kukac gusi. Pomocu enzima koji se
nalaze u ljepljivoj sluzi biljka pretvara unutraSnje organe kukca u tekuéinu i na kraju upija
potrebne minerale, ponekad dok je kukac jo$ ziv (Krol i sur. 2011). Rosika cvate od sredine
lipnja do kraja kolovoza. Cvjetovi su mali i bijele boje, a nalaze se na stapki visokoj do 20 cm.
Oprasuje se kukcima ili samostalno, dok vjetar raznosi sjemenke (Nikoli¢ i Topi¢ 2005).
Tijekom zime biljka izgubi listove i prezimljava u obliku zimskih pupova (hibernakula) u
kojima su mladi listovi savijeni u sredistu rozete (Thorén i sur. 2003). Mesojedne biljke su
heliofiti koje nalazimo na vodenim stanistima s malo minerala te visokim intenzitetom svjetlosti
jer samo u takvim uvjetima imaju prednost u odnosu na druge biljke. (Givnish i sur. 1984,
Ellison i Gotelli 2001). U uvjetima slabog osvjetljenja, hvatanje kukaca je preskupo za biljku
zbog smanjene stope fotosinteze koja nastaje zbog adaptacije listova za karnivornu prehranu
i/ili povecane stope disanja zbog energetskih zahtjeva koje privlacenje, hvatanje i probavljanje

plijena nosi sa sobom (Givnish i sur. 1984).



U Hrvatskoj, okruglolisna rosika raste na nekoliko lokaliteta unutar mocvarnih stanista
(cretova) koje izgraduju mahovine iz roda Sphagnum. Cret nastaje raspadanjem donjih dijelova
mahovine koje stvaraju specifican oblik zemlje (treset) kojeg karakterizira velika kiselost

(http://www.wiki-dveri.info/wiki/Cret_Dubravica).

Slika 1. Drosera rotundifolia L. u stani$tu u zajednici s mahovinom iz roda Sphagnum (autor
fotografije: Marija Tolner, Preuzeto sa: http://enfo.agt.bme.hu/drupal/node/10692)

U svojem prirodnom stani$tu rosike su izlozene razliitim stresnim ¢imbenicima (npr.
VvisoKi intenziteti svjetlosti, suSe, poplave, zaras¢ivanje itd.) koji utjeCu na njihov rast i razvoj.
Globalnim zatopljenjem i pojavom ozonskih rupa, klima u Hrvatskoj postaje pretopla i presuha

pa prijeti potpuni nestanak cretnih staniSta zajedno sa svom florom i1 faunom (Topi¢ 1 Vukeli¢
2009).


http://enfo.agt.bme.hu/drupal/node/10692

1.2. SVJETLOST

Elektromagnetsko zraCenje je vrsta energije koja brzinom svjetlosti prolazi prostorom.

Zraenju su dana svojstva vala i Cestice koja su medusobno komplementarna. Model vala

opisuje zracenje pomocu valnih duljina, frekvencija, brzina i amplituda te ¢ini teoriju zracenja

razumljivijom. Model Eestice opisuje zracenje kao fotone ¢ija je energija razmjerna frekvenciji

zracenja te objasnjava ponaSanje elektrona kod apsorpcije 1 emisije. Elektromagnetsko zracenje

nastaje u svemiru te obuhvaca veliko podruc¢je valnih duljina i frekvencije koje nazivamo

elektromagnetski spektar. Elektromagnetski spektar dijeli se na gama (y), rendgensko (X),

ultraljubicasto (UV), vidljivo (VIS), infracrveno (IR), mikrovalno i radiovalno zracenje (Slika

2). Elektromagnetsko zracenje koje je vidljivo ljudskom oku naziva se svjetlost te ¢ini mali dio

ukupnog spektra u rasponu od 380 do 780 nm tj. podrucje vidljivog dijela spektra (Skoog i sur.

1999).
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Sunce isijava najviSe energije u vidljivom dijelu spektra elektromagnetskog zracenja.
Zvijezda toplija od Sunca emitira ve¢inu svjetlosti u ultraljubi¢astom podruéju, a vrlo hladna
zvijezda emitira u infracrvenom podruc¢ju. Bijela (Sunceva) svjetlost sastavljena je od
kontinuiranog niza svih boja vidljivog spektra. Tijelo osvijetljeno bijelom svjetlos¢u apsorbirat
¢e odredene valne duljine. Valne duljine koje nisu apsorbirane reflektiraju se od osvijetljenog
tijela te predstavljaju boju koju vidimo. Najkrac¢u valnu duljinu imaju ljubicasta i plava

svjetlost, slijedi zelena, zuta, narancasta te crvena sa najduljom valnom duljinom (Slika 2).

Za biljke najvazniji dio elektromagnetskog spektra ¢ini vidljiva svjetlost. 1z vidljivog
dijela spektra biljke apsorbiraju crvenu svjetlost za fotosintezu te plavu i ljubi€astu svjetlost za
vegetativni rast i rast korijena, kao i mali dio fotosinteze. Sredi$nji dio vidljivog spektra
odgovara zelenoj svjetlosti i ne koristi se u fotosintezi. Tijekom fotosinteze klorofil apsorbira
plavu i crvenu svjetlost, a reflektira zelenu svjetlost zbog ¢ega vidimo da su listovi zelene boje

(Pevalek - Kozlina 2003).



1.3. FOTOSINTEZA

Biljke su fotoautotrofni organizmi koje iz anorganskih tvari primljenih iz okolisa
sintetiziraju organske spojeve koriste¢i se svjetlosnom energijom. U procesu fotosinteze u
pigmentima se apsorbira svjetlosna energija 1 pretvara u kemijsku energiju pomocu koje se
ugljikov dioksid iz atmosfere i voda povezuju u brojne organske spojeve poput Secera.
Fotosinteza je najvazniji proces koji omogucava zivot na Zemlji jer se u tom procesu fiksira
atmosferski uglji¢ni dioksid, proizvodi se kisik, te nastaju brojni organski spojevi koje koriste

heterotrofni organizmi (Pevalek - Kozlina 2003).

Proces fotosinteze dijeli se na primarne reakcije na svjetlu (fotokemijske reakcije) i
sekundarne reakcije (biokemijske reakcije, Calvinov ciklus). Svjetlosne reakcije odvijaju se u
mezofilu lista, u tilakoidnim membranama kloroplasta u kojima svjetlost koju apsorbira klorofil
a pokrece prijenos elektrona od vode do akceptora elektrona NADP™ i u tom se procesu cijepa
voda te nastaju NADPH, kisik 1 ATP. Sekundarne reakcije dogadaju se u stromi kloroplasta
gdje se NADPH i ATP Koristite za redukciju CO2 i sintezu Secera.

U prirodnim uvjetima udio klorofila nije ograni¢avajuc¢i ¢imbenik fotosinteze jer listovi
biljaka koje su u sjeni sadrze redovito vise klorofila po jedinici povrsine lista nego listovi koji
su stalno izlozeni Suncevoj svjetlosti. Pri ve¢em intenzitetu svjetlosti stopa fotosinteze ¢e rasti
sve dok drugi ¢imbenici (najc¢esée CO2) ne postanu ogranicavajuci. Kod odredenog intenziteta
svjetlosti postize se "svjetlosno zasi¢enje" pa daljnji porast intenziteta svjetlosti vise ne moze
povecati stopu fotosinteze. Jos jace osvjetljenje moze ostetiti fotosintetski aparat 1 dovesti do

fotoinhibicije pa stopa fotosinteze opada (Lichtenthaler i Burkart 1999).



1.4. FOTOSINTETSKI PIGMENTI

Najaktivnije fotosintetsko tkivo u biljaka je mezofil lista jer sadrzi veliki broj
kloroplasta (30 - 40 kloroplasta po stanici) koji u svojim tilakoidnim membranama sadrze
pigmente kao $to su klorofil a, klorofil b i karotenoidi. Svi pigmenti apsorbiraju svjetlost za
fotosintezu pri odredenim valnim duljinama da $to bolje iskoriste vidljivi dio spektra. Klorofil
a jedini sudjeluje u svjetlosnim reakcijama koje pretvaraju Suncevu energiju u kemijsku, dok
klorofil b i karotenoidi apsorbiraju svjetlost i prenose energiju na klorofil a, koji se ponasa kao
da je sam apsorbirao foton (Pevalek - Kozlina 2003).

Klorofil a je plavozelene boje i apsorbira svjetlost valnih duljina 430 nm (plavu
svjetlost) i 662 nm (crvenu svjetlost), dok je klorofil b zutozelene boje te apsorbira svjetlost
valnih duljina 453 nm (plavu svjetlost) i 642 nm (crvenu svjetlost). Osnovna struktura klorofila
(Slika 3) je porfirinski sustav koji ¢ine Cetiri pirolska prstena medusobno povezana metilnim
skupinama u prstenasti sustav. U sredistu porfirinskog sustava nalazi se polivalentni metal
magnezij (Mg?"). Pirolski prsten D ima vezan alkohol fitol s 20 C atoma pomoéu kojeg se
molekula prihva¢a za membrane tilakoidnog sustava. Klorofili se medusobno razlikuju po
skupinama na pirolskom prstenu B: klorofil a ima vezanu metilnu, a klorofil b aldehidnu
skupinu (Stryer 1991).

klorofil b

Slika 3. Grada molekule klorofila a i klorofila b (preuzeto iz knjige: Karlson 1993).



Karotenoidi su po gradi terpeni koji apsorbiraju svjetlost u modrom podrucju spektra
(380 i 550 nm), koje klorofili mogu apsorbirati samo djelomi¢no, pa na taj nacin proSiruju
spektar boja koje mogu pokretati fotosintezu. To su linearne molekule ugljikovodika s brojnim
konjugiranim dvostrukim vezama, a dijelimo ih na karotene i ksantofile. Karoteni su
ugljikovodici narancasto - crvene boje, dok ksantofili, derivati karotena, sadrze kisik i zute su

boje. (Slika 4). U prirodi su ksantofili brojniji od karotena (njihov odnos moze biti 2:1; Karlson
1993; Stryer 1991).

A\ VA VAV
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Slika 4. Grada [ - karotena i ksantofila luteina (preuzeto iz knjige: Karlson 1993).

U uvjetima previsokih intenziteta svjetlosti karotenoidi fotosintetskog aparata mogu
zastititi klorofil od fotooksidacije. Pri jakom intenzitetu svjetlosti velika koli¢ina energije koju
pigmenti apsorbiraju ulazi u reakciju s molekularnim kisikom pri ¢emu nastaje singletni kisik
koji je vrlo reaktivan te oste¢uje fotosintetski aparat. Nacin na koji karotenoidi stite klorofil od

fotooksidacije je apsorpcija viSka energije i oslobadanje u obliku topline (Sharma i sur. 2012).



1.5. FENOLNI SPOJEVI

Biljke proizvode brojne sekundarne tvari koje sadrze hidroksilnu skupinu na
aromatskom prstenu. U fenolne spojeve spadaju fenolne kiseline, flavonoidi, tanini i dr. spojevi.
Uloge fenolnih spojeva su raznolike, a neke od njih su zastita od UV i jake svjetlosti, obrana
od herbivornih organizama, mehanicka potpora, privlacenje opraSivaca i rasprostranjivaca
plodova, redukcija rasta susjednih biljaka i dr. U svojem istrazivanju pratila sam utjecaj visokog

intenziteta svjetlosti na udio fenolnih spojeva.

1.5.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najvec¢a skupina organskih spojeva s 15 ugljikovih atoma rasporedenih u
dva aromatska prstena medusobno povezana s jednim heterocikli¢kim prstenom. Kod biljaka
flavonoidi imaju ulogu u pigmentaciji i obrani. U biljnoj fiziologiji na osnovi stupnja oksidacije
heterociklickog prstena flavonoidi su podijeljeni na: antocijane, flavone, flavonoide i

izoflavone.

Antocijani su flavonoidni pigmenti koji cvjetovima, listovima i plodovima daju crveno,
ruzicasto i1 plavo obojenje ¢ime pomazu u primamljivanju zivotinja za opraSivanje cvjetova i
rasprostiranje sjemenki. Na boju antocijana utjece broj hidroksilnih i metoksilnih skupina na
prstenu, prisutnost metala (Fe i Al), prisutnost flavona i flavonskih pigmenata, te pH vrijednost
vakuole (Pevalek - Kozlina 2003). Povec¢ana prisutnost antocijana u listovima javlja se kao
odgovor na stresne situacije poput UV zrafenja, prevelikih intenziteta vidljive svjetlosti,

nestasice minerala itd. (Close i Beadle 2003).

Flavoni i flavonoli dvije su glavne skupine biljnih flavonoida koje apsorbiraju svjetlost
kraéih valnih duljina nego antocijani i nisu vidljivi ljudskom oku kao neko obojenje, ali su
prilagodeni osjetilima nekih oprasivaca (npr. kukaca) koji ih mogu vidjeti. Obje skupine su
prisutne u cvjetovima 1 epidermi listova. Njihova najveca uloga je zastita od UV zracenja te
apsorbiraju u podru¢ju UV - B spektra, a propustaju fotosintetski aktivne valne duljine (Jaakola
i sur. 2004).



1.5.2. Tanini

Tanini su fenolni polimeri relativne molekulske mase (600 - 3000) koji imaju
obrambena svojstva. Tanine dijelimo na kondenzirane tanine i tanine koji se mogu hidrolizirati.
Zajednicko svojstvo svih tanina je da vezu proteine Zivotinjske koze (kolagene), povecavaju
otpornost na toplinu, vodu i mikrobe. Tanini imaju opori okus te su otrovi koji reduciraju rast i

prezivljavanje herbivora (Close i McArthur 2002).



1.6. SVJETLOSNI STRES

Prejak intenzitet osvjetljenja mozZe uzrokovati svjetlosni stres koji djeluje inhibitorno na
proces fotosinteze. Fotosinteza ovisi o kvaliteti 1 koli¢ini svjetlosti. Povecanjem intenziteta
osvjetljenja intenzitet fotosinteze se u pocetku linearno povecava, a zatim se postepeno

smanjuje 1 kada se fotosintetski aparat zasiti svjetloS¢u poprima konstantu vrijednost.

Prema koli¢ini svjetlosti koja im je potrebna, biljke dijelimo na biljke suncanih stanista
(heliofite) i na biljke zasjenjenih stanista (skiofite). Kloroplasti unutar stanice okrecu se u
polozaj koji je optimalan za maksimalan prinos fotosinteze. Kod prejakog osvjetljenja
kloroplasti se poredaju jedan iza drugog tako da najmanja povrsina bude izloZena svjetlu i tako
Stite fotosintetski aparat od ostecenja. Takoder, prema intenzitetu osvjetljenja mijenja Se omjer
klorofila a i b. Biljke koje Zive na sun¢anim i zasjenjenim stani§tima koriste ove strategije za
aklimatizaciju (Murchie i Horton 1997) te sadrze suncani ili sjenoviti tip kloroplasta ovisno da
li su heliofiti ili skiofiti. Suncani tip kloroplasta se razlikuje od sjenovitoga u gradi, sastavu
pigmenata i stopi fotosinteze. U samom kloroplastu nalazi se manji broj tilakoida, grane
tilakoida su medusobno blize smjestene, a membrana kloroplasta je tanja, takoder sadrze manje
klorofila u tilakoidnim membranama i mjerenjem daju vec¢i omjer klorofila a i b u usporedbi sa
skiofitima (Lichenthaler i Bukart 1999). Kod biljka koje se postepeno izlazu visokom
intenzitetu dolazi do zasi¢enja svjetlosnom energijom i smanjuje se stopa fotosinteze, a u
biljkama koje su naglo izloZene visokom intenzitetu osvjetljenja dolazi do gubitka boje listova
zbog fotooksidacije klorofila, odnosno do fotoinhibicije. Fotoinhibicija je posljedica
svjetlosnog prezasicenja fotosintetskog aparata, uslijed koje se snizavaju stopa fotosinteze,
prijenos elektrona i fotofosforilacija. Osim toga, dovodi do stvaranja toksi¢nih produkata kao
Sto su singletni kisik, hidroksilni radikali 1 superoksidni anion. Ovi spojevi nespecificno
reagiraju s lipidima, proteinima, nukleinskim kiselinama, pigmentima i drugim molekulama,
uzrokujuc¢i njihovu oksidacijsku razgradnju (Stancato i sur. 2002). Medutim, fotoinhibicija je
uglavnom reverzibilna, jer se biljke pomocu razli¢itih mehanizama mogu aklimatizirati na nove

svjetlosne uvjete (Walters 2005).

10



Tako na primjer u uvjetima previsokih intenziteta svjetlosti karotenoidi, koji se nalaze
u fotosintetskom aparatu, mogu zastititi klorofil od fotooksidacije. Pri jakom intenzitetu
svjetlosti velika koli¢ina energije koju pigmenti apsorbiraju ulazi u reakciju s molekularnim
kisikom pri ¢emu nastaje singletni kisik koji je vrlo reaktivan te oStecuje fotosintetski aparat.
Karotenoidi preuzimaju suviSak energije od klorofila te je otpustaju u obliku topline i1 sudjeluju
u reakcijama detoksikacije radikala kisika. Biljka koja se postupno ili trenutno nade u uvjetima
puno jaceg osvjetljenja od onog na koji je biljka prilagodena, povecat ¢e udio karotenoida u
ukupnom omjeru fotosintetskih pigmenata. Takoder do¢i ¢e do smanjenja koncentracije
klorofila kako bi se smanjila apsorpcija svjetlosti odnosno energije (Walters 2005). No ovi
mehanizmi ne mogu u potpunosti zastititi biljke od fotooksidacijskih oStecenja. Zbog toga
biljke povecaju sintezu fenolnih spojeva kao $to su flavonoidi, antocijani, fenolnih Kiselina i
tanina koji smanjuju koli¢inu svjetlosne energije dostupne fotosintetskom aparatu (Close i

McArtur 2002).
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1.7. FLUORESCENCIJA KLOROFILA a

U kloroplastima zelenih listova molekule fotosintetskih pigmenata su rasporedene u dva
fotosistema koja su izgradena od ,,antenskih“ molekula klorofila i karotenoida, reakcijskog
srediSta 1 primarnih akceptora elektrona povezanih s brojnim proteinima. Antenske molekule
apsorbiraju svjetlosnu energiju i prenose ju do reakcijskog srediSta gdje u specijaliziranoj
molekuli klorofila a dolazi do razdvajanja naboja i predaje elektrona akceptorskoj molekuli.
Taj proces predstavlja pretvorbu svjetlosne energije u kemijsku (Pevalek - Kozlina 2003).

U optimalnim okolisnim uvjetima oko 95% svjetlosne energije se apsorbira uz pomo¢
fotosintetskih pigmenata i pretvara u kemijsku energiju, a ostatak energije se gubi u obliku
topline 1 fluorescencije. Svi ovi putevi svjetlosne energije su u medusobnoj konkurenciji, pa
porast ucinkovitosti jednog uzrokuje smanjenje prinosa ostala dva. Energija koja se oslobada
pri fluorescenciji (Slika 5) uvijek je vece valne duljine od apsorbirane svjetlosti, a moZzemo ju
uoCiti u crvenom dijelu spektra, pri valnim duljinama neSto ve¢ima od maksimuma
apsorpcijskog spektra klorofila. Koli¢ina svjetlosti oslobodena procesom fluorescencije iznosi
1-2% te se odreduje pomocu fluorimetra. Mjerenje fluorescencija klorofila in vivo jedna je od
najcesce koristenih metoda u prouc¢avanju uéinaka stresnih uvjeta na fotosintezu (Roger i Weiss

2001).

430

apsorbancija

valna duljina

Slika 5. Apsorpcijski spektar klorofila a (—) i spektar svjetlosti oslobodene fluorescencijom (-
---). (Preuzeto iz : Vidakovi¢ - Cifrek i sur. 2013)
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Izmjerena fluorescencija klorofila u listovima potjece iz fotosistema Il (PSII). U lancu
prijenosa elektrona u tilakoidnim membranama kloroplasta elektroni se s PSII prenose na
molekule plastokinona. Intenzitet fluorescencije ovisi 0 redukcijsko — oksidacijskom stanju
plastokinona. Pri niskom intenzitetu svjetlosti, molekule plastokinona su oksidirane te mogu
primiti elektrone zbog Cega je intenzitet fluorescencije vrlo nizak. Kod jaceg intenziteta
osvjetljenja sva apsorbirana svjetlosna energija se ne moze iskoristiti jer su plastokinoni
reducirani i zbog toga ne mogu primiti elektrone s PSII pa se visak energije oslobada u obliku
fluorescencije. Nakon §to se ustali odredena stopa prijenosa elektrona i dinamika odvijanja
Calvinovog ciklusa, dolazi do smanjenja intenziteta fluorescencije, tzv. gaSenja fluorescencije.
Razlikuju se dva tipa gaSenja fluorescencije: fotokemijsko i1 nefotokemijsko gaSenje te se
prisutnost jednog bez dugoga ne moze mjeriti. Fotokemijsko gaSenje je pojava smanjenja
intenziteta fluorescencije kada je vecina akceptora elektrona u lancu prijenosa elektrona
oksidirana, tj. raspoloziva za primanje elektrona. Nefotokemijsko gasenje (NPQ) je smanjenje
fluorescencije uslijed oslobadanja energije u obliku topline. Jedan od procesa koji doprinosi

nefotokemijskom gasenju je ksantofilski ciklus (Maxwell i Johnson 2000).

U sklopu diplomskog rada koriStena je metoda saturacijskog pulsa koja omogucuje
proucavanje fotosinteze i1 fotosintetskog aparata u intaktnim organima biljaka izloZenih
razli¢itim vrstama stresa (Roger i Weiss 2001). Metoda fluorescencije klorofila ¢esto se koristi
u istrazivanjima jer mjereni parametri ukazuju na uéinkovitost fotosinteze u stresnim uvjetima

i na njihovu prilagodbu tijekom duzeg izlaganja stresnim uvjetima.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Nestankom cretova nestaje i okruglolisna rosika jer je njezin zivot usko povezan uz
mahovine roda Sphagnum koje grade cret. Jedan od razloga nestanka cretova je i sukcesija.
Kako bi se sprijecio nestanak cretova uslijed sukcesije, Cesto se pribjegava metodi kosnje
vegetacije koja nadrasta i zasjenjuje okruglolisnu rosiku. Tada se biljke koje su duze vremena

rasle 1 prilagodile se uvjetima sjene naglo izlazu uvjetima visokog intenziteta osvjetljenja.

Ciljevi istrazivanja su utvrditi u¢inkovitost fotosinteze i razinu fotosintetskih pigmenata
te flavonoida u okruglolisnoj rosiki uzgajanoj u uvjetima niskih intenziteta svjetlosti te nakon
izlaganja okruglolisne rosike uvjetima visokog intenziteta svjetlosti. Pretpostavka je da ¢e se u
uvjetima kratkog izlaganja visokom intenzitetu svjetlosti smanjiti stopa fotosinteze te da ¢e doci
do fotoinhibicije dok ¢e se tijekom duzeg izlaganja visokom intenzitetu biljka postupno
prilagoditi vjerojatno promjenom omjera fotosintetskih pigmenata i pove¢anom sintezom

flavonoida.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 BILINI MATERIJAL

Istrazivanje sam provela na okruglolisnoj rosiki (Drosera rotundifolia L.) koja potjece
iz sjemena skupljenog u cretu Dubravica u Hrvatskom zagorju, koje je sterilizirano i uvedeno

u kulturu in vitro.

3.1.1 Multiplikacija u uvjetima in vitro

Rosike sam razmnozila na modificiranoj hranjivoj podlozi MS'.2 (Murashige 1 Skoog
1962), u kojoj je bila prisutna polovi¢na koncentracija makroelemenata te puna koncentracija
mikrolemenata te organskih dodataka (tablici 1). pH vrijednost hranjive podloge podesila sam
na vrijednost 5,0 uz dodatak 0,1 M KOH. Nakon dodatka 7 g L™ agara hranjivu podlogu sam
raspodijelila u staklene epruvete (10 mL/epruveta), zaCepila vatom i aluminijskom folijom.
Epruvete s hranjivom podlogom te metalni pribor (pincete, skalpeli, aluminijske folije)
potreban za rad s biljkama sterilizirala sam autoklaviranjem pri 124 °C pri tlaku od 1 atm, u
trajanju od 18 minuta. Kuhanje i sterilizaciju hranjivih podloga izvodila sam barem dan prije
presadivanja biljaka, tako da se hranjive podloge ohlade na sobnu temperaturu. Sterilizirane

hranjive podloge sam do uporabe ¢uvala u sterilnoj komori.
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Tablica 1. Sastav modificirane hranjive podloge MS': (Murashige i Skoog 1962).

MAKROELEMENTI mg L?
KNO3 950
NHsNO3 825
CaCl2 x 2 H20 377,5
MgSOsx 7 H.0 175
KH2PO4 85
MIKROELEMENTI mg L*
H3BOs 6,2
CoCl2 x 6 H20 0,025
KI 0,83
Na:MoO4 x 2 H,O 0,25
CuSO4 x 5 H20 0,025
MnSOsx 4 H.0O 16,9
ZnS0O4 x 7 H20 8,6
CoCl2 x5 H20 0,025
FeSO4 x 7 H.0 27,8
Na,EDTA 37,3
ORGANSKI DODACI mg L*
glicin 2,0

m - inozitol 0,1
nikotinska kiselina 0,5

B6 0,5

Bl 0,1
saharoza 30
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Presadivanje biljaka sa stare na novu hranjivu podlogu izvodila sam u komori s
horizontalnim strujanjem sterilnog zraka (laminaru). Biljke sam iz epruvete sa starom
hranjivom podlogom izvadila pomocu sterilne pincete, odloZila na sterilnu aluminijsku foliju
te pomocu sterilnog skalpela izdvojila zasebne biljke ¢ije su rozete dostizale promjer u rasponu
od 0,5 cm do 1 cm. U svaku epruvetu s novom hranjivom podlogom nasadivala sam po jednu
zdravu, lijepu 1 veli¢inom ujednacenu biljku. Nakon svakog rukovanja s pojedinom biljkom i
nasadivanja, pribor sam dodatno sterilizirala uranjanjem u alkohol i spaljivanjem na plameniku.
Radila sam s dva seta pribora jer tek spaljen pribor na plameniku je bio prevru¢ i mogao je

unistiti biljke pa se jedan pribor hladio dok sam s drugim rukovala.

Dovoljan broj biljaka dostigla sam kroz dvije supkulture. Biljke sam na novu hranjivu

podlogu presadivala nakon 60 dana.

3.1.2 Aklimatizacija na uvjete ex vitro

Kad su biljke razmnozene u uvjetima in vitro dostigle zeljenu veli¢inu, biljke sam
izvadila iz epruvete, isprala s njih ostatke agara i uklonila stare listove. Medu biljkama sam
izabrala primjerke podjednake veli¢ine te ih nasadila u plasticne posude koje sam napunila
navlazenim tresetom. Posude s biljkama sam prekrila prozirnom folijom kako bih zadrzala
visoku vlaznost, slicnu onoj kojoj su biljke bile izlozene u uvjetima in vitro. Foliju sam
postepeno uklanjala kako bi se biljke polagano prilagodavale uvjetima atmosferske vlage.

Za vrijeme razmnozavanja u uvjetima in vitro te za vrijeme aklimatizacije na uvjete ex
vitro biljke su uzgajane u klima komori u uvjetima dugog dana (16 sati svjetla, 8 sati tame), pri
intenzitetu svjetla 40 pmol fotona m? s i konstantnoj temperaturi 22+2 °C. Za vrijeme

aklimatizacije biljke sam zalijevala destiliranom vodom.
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3.1.3. Izvodenje pokusa

Pokus je proveden na aklimatiziranim biljkama rosike uzgojenim u klima komori u
uvjetima dugog dana (16 sati svjetla, 8 sati tame). Od ukupno 16 sati osvjetljenja, biljke su 10
sati bile izloZene svjetlosti vrlo visokog intenziteta (reflektor Envirolite CFL; 700+£20 pumol
fotona m? s?), a preostalih 6 sati svjetlosti niskog intenziteta (40 pmol fotona m2 s), osim
kod kracih tretmana izlaganja. Tijekom pokusa prvo sam biljke izlagala visokom intenzitetu
svjetlosti u trajanju od 2.5, 5, 7.5, 10, 20 i 30 sati. U tim tretmanima nije bila vidljiva prilagodba
biljaka na nove svjetlosne uvjete pa sam produzila mjerenje na 50 i 100 sati. Nakraju sam uzela
i obradila podatke od listova biljaka izlozenih 5, 30, 50 i 100 sati jakom intenzitetu osvjetljenja.
Prema duljini izlaganja visokom intenzitetu osvjetljenja, dala sam tretmanima istrazivanih
biljaka nazive: HL5 (HL - engl. high light = visoki intenzitet svjetlosti, a broj predstavlja
ukupan broj sati izlozenosti visokom intenzitetu svjetlosti), HL30, HL50 i HL100. Nakon
uzorkovanja za analizu, tretmani HL5 i HL100 stavljeni su 7 dana na oporavak (u klima komori
u uvjetima dugog dana bez izlaganja svjetlosti visokog intenziteta tijekom fotoperioda). Prema
duljini prethodnog izlaganja visokom intenzitetu svjetla, tretmanima u kojima se pratio
oporavak dala sam imena: O-5 (O - oporavak nakon 5 sati izlaganja visokom intenzitetu
osvjetljenja) i O-100 (O - oporavak nakon 100 sati izlaganja visokom intenzitetu osvjetljenja).
S obzirom da je izlaganje visokom intenzitetu svjetlosti povecavalo temperaturu bez obzira Sto
su se biljke nalazile u komori s kontroliranim uvjetima tijekom pokusa sam mjerila temperaturu
na razini biljke te je ona iznosila 33 = 2 °C. IstraZivanje je napravljeno i na kontrolnoj skupini
biljaka (K) koje su rasle u identi¢énim uvjetima kao i istrazivane biljke, osim §to nisu izloZzene

visokom intenzitetu svjetlosti.
Neposredno nakon uzorkovanja provela sam mjerenje fluorescencije klorofila in vivo

koristeci najvece listice. Preostale uzorkovane listice pohranila sam na —20 °C za daljnje analize

(koli¢ina fotosintetskih pigmenata, ukupnih fenola, antocijana, tanina te flavonoida).
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3.2. METODE

Kao pokazatelje ucinka visokog intenziteta svjetlosti mjerila sam fluorescenciju
klorofila a in vivo te udio fotosintetskih pigmenata, ukupnih fenola, antocijana, flavonoida i

tanina.

3.2.1. Mjerenje fluorescencije klorofila a u uvjetima in vivo

Fluorescenciju klorofila a mjerila sam pomocu fluorimetra ,,Qubit systems* (Kanada)
metodom saturacijskog pulsa koju su opisali Schreiber i sur. (1995). Pola sata prije mjerenja
uzorkovane listove sam stavila u potpunu tamu. Listove prilagodene na uvjete tame sam potom
polozila na stalak fluorimetra, na filtar papir prethodno navlazen destiliranom vodom (tako
listi¢ bolje prianja uz stalak 1 ne osusi se tijekom mjerenja). Mjerenje sam zapocela
obasjavanjem lista crvenom svjetlo$éu niskog intenziteta (1 pmol fotona m2 st), koja je
nedovoljna za pokretanje fotokemijske reakcije, te sam u tom koraku zabiljezila minimalnu
vrijednost fluorescencije u listu prilagodenom na uvjete tame (Fo). Nakon toga primijenila sam
saturacijski puls (kratkotrajnu svjetlost visokog intenziteta; oko 3500 pmol fotona m™ s?) sto
je rezultiralo nastankom maksimalne vrijednosti fluorescenciju (Fm). Nakon stabilizacije
signala fluorescencije upalila sam aktini¢no svjetlo (bijela svjetlost; 60 pmol fotona m™2 s?)
intenziteta dovoljnog za pokretanje fotokemijskih reakcija pri cemu se uo¢ava porast vrijednosti
fluorescencije. Nakon stabilizacije signala primjenjuju se saturacijski pulsevi u odredenim
intervalima. Kada se je mjerenje ustalilo zabiljezila sam vrijednosti maksimalne fluorescencije
(F'm) 1 fluorescencije ravnoteznog stanja (Fs) u listu prilagodenom na uvjete svjetla. Na kraju
sam ugasila aktini¢nu svjetlost (pri ¢emu je listi¢ i dalje osvijetljen crvenim svjetlom niskog
intenziteta) Sto je dovelo do pada signala fluorescencije, te sam u tom koraku izmjerila F'g
(Vidakovi¢ - Cifrek i sur. 2013).

Fluorimetar je povezan s racunalom na kojemu se pomoc¢u ra¢unalnog programa Logger
Pro 3.2 biljeze signali iz fluorimetra u obliku pikova u koordinatnom sustavu (na apscisi se prati
vrijeme, a na ordinati signal fluorescencije). Obradom grafickih prikaza dobila sam potrebne
podatke (Fo, Fm, F'm, Fs i Flo) za svaki uzorkovani listi¢. Iz dobivenih podataka sam u programu
Microsoft Excel 2007 prema formulama 1, 2 i 3 (Maxwell i Johnson 2000) odredila maksimalnu
uc¢inkovitost PSII (optimalan prinos PSII), stopu prijenosa elektrona (ETR) i nefotokemijsko
gasenje (NPQ).
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Optimalan prinos fluorescencije (formula 1)
Fv/ Fm = (Fm - FO) / Fm

Stopa prijenosa elektrona (formula 2)
ETR = ®PSII* PFD* 0,5= (F'm - Fs)/ F'm* PFD* 0,5

Nefotokemijsko gasenje (formula 3)
NPQ = (Fm - Flm)/ F'm

Fyv - varijabilna fluorescencija = Fm - Fo

Fm - maksimalni prinos fluorescencije u listu prilagodenom na tamu
Fo - minimalni prinos fluorescencije

®PSII - efektivna ucinkovitost PSII

F'm - maksimalni prinos fluorescencije u listu prilagodenom na svjetlo
Fs - fluorescencije ravnoteznog stanja

PFD - vrijednost gusto¢e fotona
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3.2.2. Priprema ekstrakata biljnog tkiva i odredivanje fotosintetskih pigmenata

U klimatiziranoj prostoriji na ohladeni ulozak za prijenosni hladnjak stavila sam
porculanski tarionik (prethodno ohladen u hladnjaku na 4 °C). Pomoc¢u ohladenog tucka u
tarioniku sam homogenirala 15 - 20 mg biljnog tkiva u 0,75 mL ohladenog 100%-tnog acetona.
Dobiveni homogenat prelila sam u oznac¢enu i ohladenu plasti¢nu tubicu (na ledu). Tada sam u
tarionik dodala jos 0,75 mL 100%-tnog acetona radi ispiranja ostatka homogenata te ostatak
nadolila u istu plasti¢nu tubicu. Dobiveni uzorak sam centrifugirala 10 min na 5000 g pri
temperaturi od 4 °C. Supernatant sam prelila u ¢iste plasticne tubice jednakih oznaka te
nadopunila acetonom do oznake 1 mL jer se volumen supernatanta smanjio zbog hlapivosti
acetona. Uzorke sam prelila u kivete i UV/VIS spektrofotometrom Specord (Analytik Jena)

odredila vrijednosti apsorbancije na 3 valne duljine: 470 nm, 646 nm i 663 nm.

Maseni udio pigmenata u tkivu odredila sam prema formulama (Lichtenthaler 1987):

11,24 x A663—2,04 x A646

a) Zaklorofil a: ca= xV

lx1000xm
. 20,13 x A646—4,19x A636
b) Za klorofil b: cp= xV
lx1000xm
. 1000 x A470 —1,90 x Ca—63.14xCb
c) Za karotenoide: ck= xV
lx1000xm

Cca = udio pigmenta klorofila a (mg/g svjeze tvari)

Cp = udio pigmenta klorofila b (mg/g svjeze tvari)

Ck = udio pigmenta karotenoida (mg/g svjeze tvari)

A = apsorbancije uzoraka pri odredenim valnim duljinama
V = volumen uzorka (mL)

1 = duljina optickog puta = 1 cm

m = masa uzorka (g)
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3.2.3. Priprema ekstrakata biljnog tkiva i odredivanje ukupnih fenola, tanina,
flavonoida i antocijana

Unutar klimatizirane prostorije na ohladeni ulozak prijenosnog hladnjaka stavila sam
porculanski tarionik koji se hladio u hladnjaku na 4 °C. U tarionik sam dodala 15 - 20 mg
uzoraka (3 - 5 listi¢a) i ohladenim tu¢kom sam krenula s homogenacijom uzorka u 0,5 mL 50%-
tnog metanola. Dobiveni homogenat prelila sam u oznaéenu plasti¢nu tubicu koja se nalazila
na ledu. Tada sam u tarionik dodala jo§ 0,5 mL 50%-tnog metanola da isperem ostatke
homogenata s tucka i tarionka, $to sam takoder ulila u istu plasti¢nu tubicu. Uzorke sam
inkubirala u termobloku 30 min pri temperaturi od 60 °C. Nakon hladenja (2 min na ledu)
uzorke sam centrifugirala 10 min na 12000 g pri temperaturi od 4 °C. Supernatant sam prelila
u nove graduirane plasti¢ne tubice jednakih oznaka, te ih nadopunila metanolom do 1 mL.
Ovako dobivene uzorke koristila sam za odredivanje ukupnih fenola, tanina, flavonoida i

antocijana u tkivu.

3.2.3.1. Odredivanje udjela ukupnih fenola u tkivu

U plasti¢nu tubicu dodala sam 1,58 mL deH:O, 0,02 mL ekstrakta i 0,1 mL Folin—
Ciocalteu reagensa (FC), te dobivenu smjesu kratko promijesala na vorteks mjesalici. U smjesu
sam zatim dodala 0,3 mL Na,COz3 (1,88 M) te ponovo kratko promijesala na vorteks mjesalici.
Nakon toga uzorke sam inkubirala u termobloku 60 min na temperaturi od 45 °C dok uzorci
nisu poprimili plavu boju. Zatim sam uzorke prelila u kivete i izmjerila apsorbanciju na 765
nm. Za slijepu probu umjesto ekstrakta dodala sam 0,02 mL 50%-tnog metanola. Koncentraciju
ukupnih fenola sam odredila koriste¢i bazdarnu krivulju s poznatim koncentracijama galne
kiseline (Singleton i sur. 1999). Maseni udio ukupnih fenola u tkivu izrazila sam u miligramima

ekvivalenata galne kiseline po gramu svjeze mase tkiva (mg E-GA g™ .t).
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3.2.3.2. Odredivanje udjela tanina u tkiva

Odvagala sam 0,01 g polivinilpolipirolidona (PVPP) i stavila ga u plasti¢nu tubicu,
dodala 0,1 mL vode i 0,1 mL ekstrakta te kratko promijeSala na vorteks mjesalici kako bi se
PVPP otopio. Smjesu sam inkubirala 1 sat pri sobnoj temperaturi (24 °C) te zatim centrifugirala
na 15 000 g u trajanju od 10 min. Dobiveni supernatant prelila sam u ¢iste plasti¢ne tubice te
koristila dalje za odredivanje tanina.

U nowvu plasti¢nu tubicu od 2 mL dodala sam 1,54 mL deH.O, 0,06 mL ekstrakta iz
prethodnog koraka (ekstrakt bez tanina) 1 0,1 mL FC reagensa. Nakon kratkog mijeSanja na
vorteks mjesalici U smjesu sam dodala jos 0,3 mL 1,88 M Na>COs te smjesu ponovno kratko
promijesala. Nakon toga uzorke sam inkubirala u termobloku 60 min na temperaturi od 45 °C
dok uzorci nisu lagano poprimili plavu boju. Zatim sam uzorke prelila u kivete i izmjerila
apsorbanciju na 765 nm na kojoj se mjere i ukupni fenoli. 1z ovog mjerenja sam odredila udio
slobodnih fenola (ve¢inom fenolnih kiselina) bez tanina. Udio tanina sam odredila tako $to sam
od udjela ukupnih fenola oduzela udio slobodnih fenola. Rezultate sam izrazila u miligramima

tanina po gramu svjeZe mase tkiva (mg tanina g sv.).

3.2.3.3. Odredivanje udjela flavonoida u tkivu

U plasti¢ne tubice dodala sam 0,1 mL ekstrakta, 0,02 mL 10%-tne otopine aluminijeva
klorida, 0,5 mL 1 M kalijevog acetata i 0,38 mL H20. Svaki uzorak sam promijesala na vorteks
mjesalici i inkubirala uzorke 30 min na sobnoj temperaturi (24 °C). Uzorke sam prelila u kivete
I izmjerila apsorbanciju pri valnoj duljini od 420 nm. Za slijepu probu umjesto ekstrakta dodala
sam 0,1 mL 50%-tnog metanola (Pourmorad i sur. 2006). Koncentraciju flavonoida u svakom
uzorku izraCunala sam na temelju bazdarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije niza
otopina kvercetina poznatih koncentracija (0,025 — 0,1 mg mL™). Rezultate sam izrazila u

miligramima ekvivalenata kvercetina po gramu svjeze mase tkiva (mg E-K glsv.).
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3.2.3.4. Odredivanje udjela antocijana u tkivu

U 0,5 mL ekstrakta dodala sam 0,5 mL 50%-tnog metanola i 84 ulL 37%-tne
klorovodi¢ne kiseline (HCI). Ovako priredenu smjesu inkubirala sam u termobloku 30 min pri
temperaturi od 60 °C. Nakon hladenja (2 min na ledu) smjesu sam ulila u kivete i izmjerila
apsorbanciju pri 537 nm pomocu UV/VIS spektrofotmetra. za slijepu probu umjesto ekstrakta
dodala sam 0,5 mL 50%-tnog metanola (Paiva i sur. 2003). Koncentraciju antocijana odredila
sam koriste¢i ekstinkcijski koeficijent cijanidin-3-glukozida & = 26900 M™* cm™ (Lee i sur.
2008) i molekularnu masu (484,8 gmol™?), a dobivene rezultate izrazila u miligramima

ekvivalenata cijanidin-3-glukozida po gramu svjeze mase tkiva (mg E-C3G g s.1)

3.2.4. Statisti¢ka obrada podataka

Rezultate sam prikazala kao srednje vrijednosti od 6 nezavisnih replika + standardna
pogreska, osim ako nije drugacije navedeno. Pri obradi podataka koristila sam racunalni
program Microsoft Excel 2007. Usporedba dobivenih rezultata provedena je analizom varijance
(one - way ANOVA), te Tuckey HSD testom pomocu ra¢unalnog programa STATISTICA 7.1
(StatSoft Inc., SAD). Statisticki znacajnim podacima smatrala sam one rezultate koji se

razlikuju na razini p < 0,05.
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4. REZULTATI

Duljina izlaganja biljaka visokom intenzitetu svjetlosti iznosila je 5 (tretman HL5), 30
(tretman HL30), 50 (tretman HL50) i 100 (tretman HL100) sati. Tijekom izlaganja biljke su
bile izloZene 10 sati svjetlosti vrlo visokog intenziteta (700+20 umol fotona m?st), a preostalih
6 sati svjetlosti niskog intenziteta (40 umol fotona m s™), osim kod najkraéeg izlaganja od 5
sati. Nakon zavrSetka izlaganja visokom intenzitetu svjetlosti, tretmani HL5 i HL100 stavljeni
su 7 dana na oporavak u klima komoru u uvjete niskog intenziteta svjetlosti i dugog dana. U
identicnim uvjetima niskog intenziteta svjetlosti i dugog dana rasle su rosike koje su
predstavljale kontrolnu grupu. Kao pokazatelje ucinka visokog intenziteta svjetlosti prvo sam
mjerila fluorescenciju klorofila a in vivo metodom saturacijskog pulsa te na temelju dobivenih
podataka odredila sam maksimalnu ucinkovitost PSII (optimalan prinos PSII), stopu prijenosa
elektrona i1 nefotokemijsko gasSenje. Nakon toga sam u ekstraktima listova pomocu
spektrofotometra odredila vrijednosti apsorbancije te izratunala maseni udio fotosintetskih

pigmenata, ukupnih fenola, antocijana, flavonoida i tanina u tkivu.
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4.1. Utjecaj visokog intenziteta zracenja na fluorescenciju klorofila a in vivo
4.1.1. Optimalni prinos fluorescencije

Nakon 5, 30, 50 i 100 sati izlaganja rosika visokom intenzitetu svjetlosti vidljiv je
postepeni pad optimalnog prinosa u odnosu na kontrolne biljke. Nakon 5 sati izlaganja
svjetlosnom stresu pad vrijednosti nije bio statisticki znacajan dok su dulja izlaganja dovela do
znacajnog smanjenja optimalnog prinosa. Najmanje vrijednosti uocila sam u tretmanima HL50
i HL100 u kojem su rosike bile izloZzene visokom intenzitetu svjetlosti tijekom ukupno 50 i 100
sati. Medutim vrijednosti izmjerene za ta dva tretmana nisu se znacajno razlikovala od one za
tretman HL30. Nakon oporavka u uvjetima niskog intenziteta svjetlosti vrijednost optimalnog

prinosa znacajno je porasla te dostigla vrijednosti izmjerene kod kontrolnih biljaka (Slika 6).
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Slika 6. Optimalni prinos fluorescencije u kontrolnim biljkama (K), biljkama nakon 5 (HL5),
30 (HL30), 50 (HL50) i 100 (HL100) sati izlozenosti vrlo visokom intenzitetu svjetlosti
(700+20 pmol fotona m™ s™) te u biljkama koje su nakon 5 (O-5) i 100 (O-100) sati izlaganja
visokom intenzitetu svjetla podvrgnuti oporavku u trajanju od 7 dana u uvjetima niskog
intenziteta svjetlosti (40 pmol fotona m™? st). Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost od
najmanje 6 replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se
statistiCki znacajno razlikuju (P <0,05).
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4.1.2. Stopa prijenosa elektrona

Nakon izlaganja visokom intenzitetu svjetlosti u vecini tretmana uoceno je znacajno
smanjenje stope prijenosa elektrona u odnosu na kontrolne biljke. Najmanja vrijednost
prijenosa elektrona bila je u rosika koje su izlagane visokom intenzitetu svjetlosti u ukupnom
trajanju od 100 sati (Slika 7). Kod tretmana HL30 vrijednost se nije statisticki znacajno
razlikovala od kontrolne vrijednosti. Nakon oporavka u oba tretmana (O-5 i O-100) uocen je

porast prijenosa elektrona, pri cemu su dostignute vrijednosti bliske onima u kontrolnih biljaka.
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Slika 7. Stopa prijenosa elektrona u kontrolnim biljkama (K), biljkama nakon 5 (HL5), 30
(HL30), 50 (HL50) i 100 (HL100) sati izlozenosti vrlo visokom intenzitetu svjetlosti (70020
umol fotona m? s?) te u biljkama koje su nakon 5 (O-5) i 100 (O-100) sati izlaganja visokom
intenzitetu svjetla podvrgnuti oporavku u trajanju od 7 dana u uvjetima niskog intenziteta
svjetlosti (40 umol fotona m? s?). Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost od najmanje 6
replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki
znacajno razlikuju (P <0,05).
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4.1.3. Nefotokemijsko gasSenje fluorescencije

Izlaganje biljaka visokom intenzitetu svjetla povisilo je vrijednost nefotokemijskog gaSenja u
svim promatranim tretmanima, no statisticki znacajan porast zabiljezen je u tretmanu gdje je
rosika izlagana visokom intenzitetu svijetlosti u ukupnom trajanju od 100 sati (HL100) i kod
njenog oporavka. Kod sedmodnevnog oporavka tretmana od 5 sati (O-5) vrijednost
nefotokemijskog gasenja je poviSena u usporedbi sa kontrolnom grupom ali nije statisticki

znacajna (Slika 8).
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Slika 8. Nefotokemijsko gasenje u kontrolnim biljkama (K), biljkama nakon 5 (HLS5), 30
(HL30), 50 (HL50) i 100 (HL100) sati izlozenosti vrlo visokom intenzitetu svjetlosti (700+20
umol fotona m? s?) te u biljkama koje su nakon 5 (O-5) i 100 (O-100) sati izlaganja visokom
intenzitetu svjetla podvrgnuti oporavku u trajanju od 7 dana u uvjetima niskog intenziteta
svjetlosti (40 umol fotona m? s1). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje 6
replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki
znacajno razlikuju (P <0,05).
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4.2. Utjecaj visokog intenziteta svjetlosti na fotosintetske pigmente
4.2.1. Udio klorofila a u tkivu

Izlaganje biljaka visokom intenzitetu svjetla u trajanju od 5 sati nije utjecalo na udio
klorofila a u odnosu na kontrolne biljke. Nakon izlaganja biljaka visokom intenzitetu svjetlosti
u trajanju od 30, 50 i 100 sati vidljiv je statisticki znacajan pad udjela klorofila a u tkivu.
Usporedbom tretmana HL5 i O-5 nije vidljiva promjena udjela klorofila a. Usporedba tretmana
HL100 i O-100 pokazala je znacajan porast vrijednosti udjela klorofila a nakon oporavka. No,
svejedno je vrijednost udjela klorofila a u tretmanu O-100 ostala statisticki znac¢ajno niza u
odnosu na kontrolne biljke (Slika 9).
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Slika 9. Udio klorofila a u kontrolnim biljkama (K), biljkama nakon 5 (HL5), 30 (HL30), 50
(HL50) i 100 (HL100) sati izlozenosti vrlo visokom intenzitetu svjetlosti (700+£20 pmol fotona
m2 st te u biljkama koje su nakon 5 (O-5) i 100 (O-100) sati izlaganja visokom intenzitetu
svjetla podvrgnuti oporavku u trajanju od 7 dana u uvjetima niskog intenziteta svjetlosti (40
umol fotona m? s?). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje 6 replika
standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki zna¢ajno
razlikuju (P < 0,05).
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4.2.2. Udio klorofila b u tkivu

Izlaganje biljaka visokom intenzitetu svjetlosti u trajanju od 5 sati dovelo je do laganog
povisenja udjela klorofila b u odnosu na kontrolnu grupu, ali to nije bilo statisti¢ki znacajno.
Dulje izlaganje biljaka visokom intenzitetu svjetlosti uzrokovalo je statisticki znac¢ajan pad
udjela klorofila b pa je tako u biljkama izlozenim svjetlosnom stresu u trajanju od 50 i 100 sati
izmjeren najnizi udio klorofila b. Usporedba tretmana HL5 i O-5 pokazala je da je u biljaka
nakon oporavka u odnosu na biljke izloZzene svjetlosnom stresu doslo do snizenja udjela
klorofila b na razinu kontrolnih biljaka. lako je O-100 pokazao statisti¢ki zna¢ajan porast udjela
klorofila b u odnosu na tretman HL100, on je i dalje ostao snizen u odnosu na kontrolne biljke

(Slika 10).
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Slika 10. Udio klorofila b u kontrolnim biljkama (K), biljkama nakon 5 (HL5), 30 (HL30), 50
(HL50) 1 100 (HL100) sati izloZenosti vrlo visokom intenzitetu svjetlosti (700+£20 pmol fotona
m? s te u biljkama koje su nakon 5 (O-5) i 100 (O-100) sati izlaganja visokom intenzitetu
svjetla podvrgnuti oporavku u trajanju od 7 dana u uvjetima niskog intenziteta svjetlosti (40
umol fotona m?2 s?). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje 6 replika +
standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (P < 0,05).
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4.2.3. Udio ukupnih karotenoida u tkivu

Nakon 5 sati izlaganja visokom intenzitetu svjetlosti uslijedio je znacajan porast udjela

ukupnih karotenoida. Daljnje izlaganje biljaka visokom intenzitetu svjetla, osobito u trajanju

od 50 1 100 sati uzrokovalo je vracanje vrijednosti udjela ukupnih karotenoida na vrijednost

izmjerenu u kontrolnim biljkama. Vrijednosti slicne kontrolnoj zabiljeZene su i u biljkama

nakon oporavka odnosno O-5 i O-100 (Slika 11).
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Slika 11. Udio ukupnih karotenoida u kontrolnim biljkama (K), biljkama nakon 5 (HL5), 30
(HL30), 50 (HL50) i 100 (HL100) sati izlozenosti vrlo visokom intenzitetu svjetlosti (700+20
umol fotona m? s?) te u biljkama koje su nakon 5 (O-5) i 100 (O-100) sati izlaganja visokom
intenzitetu svjetla podvrgnuti oporavku u trajanju od 7 dana u uvjetima niskog intenziteta
svjetlosti (40 umol fotona m? s). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje 6
replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statistic¢ki

znacajno razlikuju (P <0,05).
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4.2.4. Omijeri klorofila a i b te karotenoida i ukupnih klorofila

Omjer klorofila a i b se smanjuje izlaganjem visokom intenzitetu svijetlosti u
tretmanima HL 5, HL30, HL 50 i HL 100. Svi tretmani osim HLS5 su static¢ki znacajno manji od
kontrolne grupe. Usporedbom oba tretmana prije i nakon sedmodnevnog oporavka (O-100 i O-
5) omjeri su porasli na vrijednost sli¢nu onoj kontrolne grupe ali nisu bili statisticki zna¢ajno

razli¢iti od kontrolne grupe (Tablica 1).

U tretmanima HL 30, HL 50 i HL 100 omijeri karotenoida i ukupnih klorofila su
statistiCki znacajno vec¢i od kontrolne grupe, dok tretmani medusobno nisu statisti¢ki znacajno
razli¢iti. Kod oporavka u oba tretmana, O-100 i O-5, vrijednosti su se smanjile, ali se nisu
statisticki znacajno razlikovale u odnosu na sam tretman, dok je O-100 bio statisti¢ki znacajno

veci od kontrolne grupe (Tablica 1).

Tablica 1. Omjeri klorofila a i b te karotenoida i ukupnih klorofila u kontrolnim biljkama (K),
biljkama nakon 5 (HLS5), 30 (HL30), 50 (HL50) 1 100 (HL100) sati izloZenosti vrlo visokom
intenzitetu svjetlosti (700+20 pmol fotona m2 s™) te u biljkama koje su nakon 5 (O-5) i 100
(O-100) sati izlaganja visokom intenzitetu svjetla podvrgnuti oporavku u trajanju od 7 dana u
uvjetima niskog intenziteta svjetlosti (40 pmol fotona m s). Rezultati su izraZeni kao srednja
vrijednost od najmanje 6 replika + standardna pogreSka. Vrijednosti oznaCene razliitim
slovima se medusobno statisticki znac¢ajno razlikuju (P < 0,05).

TRETMANI Omijer klorofilaa | Omjer karotenoida i
ib ukupnih Kklorofila
K 2,198 + 0,0252 b¢ 0,317 +0,0044 2
HL5 1,984 + 0,0087 & 0,352 +0,0032 2
HL30 1,874 + 0,0264 @ 0,464 + 0,0147 °
HL50 1,832 +0,0319 @ 0,497 + 0,0091 °
HL100 1,860 + 0,0542 @ 0,595 + 0,0201 °
0O-5 2,229 +0,0126 ¢ 0,330 + 0,0054 @
0-100 2,169 + 0,1054 b° 0,470 + 0,0149°
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4.3. Utjecaj visokog intenzitet svijetlosti na fenolne spojeve
4.3.1. Udio ukupnih fenola u tkivu

U svih uzorcima rosike izloZzenih visokom intenzitetu svjetlosti uo¢eno je povecanje
udjela ukupnih fenola u odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu je statisti¢ki znacajan porast
uocen samo u tretmanima HL50 1 HL100. Nakon 5 sati izlaganja rosika visokom intenzitetu
svjetlosti nije doslo do znacajnijeg porasta udjela ukupnih fenola te je udio ostao
nepromijenjen i nakon sedmodnevnog oporavka u uvjetima niskog intenziteta osvjetljenja.
Zanimljiv je tretman HL100 u kojem je nakon izlaganja visokom intenzitetu svjetlosti
izmjeren najveci udio fenola, a nakon oporavka u uvjetima niskog intenziteta svjetlosti udio
se jo§ povecao 1 to znacajno i u odnosu na kontrolne biljke i u odnosu na vrijednost

izmjerenu kod tretmana HL100 (Slika 12).

25 -
c
T

B 20 2
<L
Q b
w I
o
_§. 15 a a
© T a I
E T
k3 a
£ 10 -
c
S
=]
=
S
g 51
=]

O T T T T T 1

K HL5 HL30 HL50 HL100 0-5 0-100
Tretmani

Slika 12. Udio ukupnih fenola u kontrolnim biljkama (K), biljkama nakon 5 (HL5), 30 (HL30),
50 (HL50) 1 100 (HL100) sati izlozenosti vrlo visokom intenzitetu svjetlosti (700+20 pmol
fotona m2 s?) te u biljkama koje su nakon 5 (O-5) i 100 (O-100) sati izlaganja visokom
intenzitetu svjetla podvrgnuti oporavku u trajanju od 7 dana u uvjetima niskog intenziteta
svjetlosti (40 umol fotona m? s!). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje 6
replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki
znacajno razlikuju (P < 0,05).
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4.3.2. Udio flavonoida u tkivu

Udio flavonoida u rosikama koje su bile izloZene visokom intenzitetu svjetlosti u
trajanju od 5 1 30 sati nije se znac¢ajnije promijenio u odnosu na kontrolne biljke. Udio je ostao
nepromijenjen i u tretmanu O-5 nakon sedmodnevnog oporavka u uvjetima niskog intenziteta
osvjetljenja. Za razliku od njih, izlaganje visokom intenzitetu osvjetljenja u trajanju od 50 i 100
sati znacajno je povisilo udio flavonoida (Slika 13). I ovdje je, sli¢no kao i kod ukupnih fenola,
uoceno da je udio flavonoida najvise porastao nakon tretmana HL100, te da je nakon oporavka

udio flavonoida bio znacajnije veéi ¢ak i u odnosu na sam tretman.
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Slika 13. Udio flavonoida u kontrolnim biljkama (K), biljkama nakon 5 (HL5), 30 (HL30), 50
(HL50) 1 100 (HL100) sati izlozenosti vrlo visokom intenzitetu svjetlosti (700+£20 pmol fotona
m2 s te u biljkama koje su nakon 5 (O-5) i 100 (O-100) sati izlaganja visokom intenzitetu
svjetla podvrgnuti oporavku u trajanju od 7 dana u uvjetima niskog intenziteta svjetlosti (40
umol fotona m? st). Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost od najmanje 6 replika =
standardna pogreska. Stupci oznaceni razliitim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (P < 0,05).

34



4.3.4. Udio antocijana u tkivu

Udio antocijana u rosikama koje su bile izloZene visokom intenzitetu svjetlosti u trajanju
od 5 1 30 sati nije se znacajno promijenio u odnosu na kontrolne biljke. Izlaganje visokom
intenzitetu svjetlosti u ukupnom trajanju od 50 i 100 sati rezultiralo je znatnim pove¢anjem
udjela antocijana, posebice u biljaka nakon 100 sati izlaganja gdje je udio antocijana porastao
za 5,4 puta, a kod 50 sati je porastao 2,7 puta nasuprot kontrolne grupe. Slicno kao ni HLS
tretman, tako ni oporavak O-5 nisu znacajno utjecali na udio antocijana u biljnom tkivu. U
tretmanu HL100 u kojem je uo€en najveci porast udjela antocijana, sedmodnevni oporavak u
uvjetima niskog intenziteta osvjetljenja snizio je udio antocijana, no ¢ak i nakon oporavka udio

je antocijana i dalje ostao zna¢ajno povisen u odnosu na kontrolne biljke za 3,2 puta (Slika 14).
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Slika 14. Udio antocijana u kontrolnim biljkama (K), biljkama nakon 5 (HL5), 30 (HL30), 50
(HL50) 1 100 (HL100) sati izloZenosti vrlo visokom intenzitetu svjetlosti (700+£20 pmol fotona
m? s te u biljkama koje su nakon 5 (O-5) i 100 (O-100) sati izlaganja visokom intenzitetu
svjetla podvrgnuti oporavku u trajanju od 7 dana u uvjetima niskog intenziteta svjetlosti (40
umol fotona m?2 s?). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje 6 replika +
standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki zna¢ajno
razlikuju (P < 0,05).
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5. RASPRAVA

U Hrvatskoj, okruglolisna rosika (Drosera rotundifolia L.) raste na specifi¢cnom
mocvarnom staniStu (cret) koji polako nestaje zbog zaras¢ivanja (sukcesije). lako su rosike
heliofilne biljke 1 prilagodene rastu na otvorenim suncanim stanistima (Ellison 1 Gotelli 2001),
mogu podnijeti i rast u zasjenjenim uvjetima (Hajek i Adamec 2010). Medutim postoji ideja da
se zaraStena cretna staniSta obnavljaju kosnjom visoke vegetacije $to bi onda dovelo do naglog
izlaganja rosika viSim intenzitetima svjetlosti. Kako je okruglolisna rosika jedna od kriti¢no
ugrozenih i zasti¢enih biljnih vrsta kojoj u Hrvatskoj prijeti nestajanje, ovo je istrazivanje
napravljeno da se ustvrdi moze li se nakon uklanjanja vegetacije rosika prilagoditi na visoki
intenzitet svjetlosti. U istraZivanju sam biljke izlagala visokom intenzitetu svjetlosti u razli¢itim
vremenskim intervalima (5, 30, 50 i 100 sati) i usporedila rezultate s kontrolnom grupom biljaka
koje su rasle u uvjetima niskog intenziteta svjetlosti Sto bi predstavljalo biljke koje zive u sjeni
visoke vegetacije. Takoder promatrala sam i §to se zbiva s biljkama koje sam nakon izlaganja

visokom intenzitetu osvjetljenja stavila na ,,oporavak‘ u uvjete niskog intenziteta svjetlosti.

U biljaka koje su izloZene intenzitetu svjetlosti viSem od tocke svjetlosnog zasicenja
fotosinteze pojavljuje se svjetlosni stres na koji biljke reagiraju promjenom koncentracije i
sastava fotosintetskih pigmenata (Walters 2005), te pove¢anjem koncentracije fenolnih spojeva
kao §to su flavonoidi, antocijani, fenolne kiseline i tanini (Close i McArtur 2002). Ove promjene
dovode do prilagodbe fotosintetskog aparata ¢ime utjeCu na sam proces i ucinkovitost
fotosinteze (Walters 2005).

Kako bih odredila ucinak izlozenosti visokim intenzitetima svjetlosti na fotosintetski
aparat i fenolne spojeve u rosiki te dolazi li vremenom do aklimatizacije na nove svjetlosne
uvjete neposredno nakon izlaganja, izmjerila sam fluorescenciju klorofila a in vivo te pomoc¢u
spektrofotometra odredila sadrzaj fotosintetskih pigmenata, ukupnih fenola, antocijana,

flavonoida i tanina u listovima tretiranih i kontrolnih biljaka.
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5.1. U¢inak visokog intenziteta osvjetljenja na fotosintezu okruglolisne rosike

U optimalnim uvjetima u listovima se samo 50% apsorbirane svjetlosti koristi za razne
svjetlosne procese. Biljke izloZene visokom intenzitetu svjetlosti apsorbiraju vise svjetlosti
nego Sto je potrebno te moze do¢i do fotoinhibicije i oSte¢enja fotosintetskog aparata.
fluorescencije klorofila a in vivo nam govori upravo o u¢inkovitosti PSII, a time i 0 samom
procesu fotosinteze. Promjene ucinkovitosti fotosinteze su vidljive na razini vrijednosti
maksimalne fluorescencije (Fm). Kod rosike vrijednost Fm je u kontrolnim biljkama iznosila
0,7 dok je kod ostalih tretmana je iznosila 0,5 do 0,7. Smanjenje Fm vrijednosti ukazuje da su
biljke pod stresom uzrokovanim visokim intenzitetom svjetlosti $to je moglo utjecati na
smanjenje stope fotosinteze i mogucu fotoinhibiciju (Maxwell i Johnson 2000). U svom radu
sam prikazala rezultate optimalnog prinosa fluorescencije jer je taj parametar najcesce koristeni
indikator stresa u biljkama i govori o ucinkovitost fotosinteze. U optimalnim uvjetima ta
vrijednost iznosi oko 0,8, a do smanjenja dolazi uslijed fotoinhibicije (Maxwell i Johnson
2000). U ovom istrazivanju vrijednost optimalnog prinosa izmjerena u kontroli bila je manja
od teorijske vrijednosti i iznosila je 0,68. Niska vrijednost optimalnog prinosa je vjerojatno
posljedica toga $to mesojedne biljke imaju nizu stopu fotosinteze zbog prilagodbe listova na
lov i apsorpciju tvari iz kukca (Bruzzese i sur. 2010). Drugi moguci razlog tako niske vrijednosti
je da tijekom mjerenja nisam skidala tentakule s listova te su utjecali na mjerene rezultate. U
odnosu na kontrolne biljke koje su rasle u uvjetima niskog intenziteta osvjetljenja, optimalni
prinos je bio statisticki znafajno smanjen nakon izlaganja visokom intenzitetu svjetlosti u
trajanju od 30, 50 1 100 sati, dok se tretmani medusobno nisu statisticki znacajno razlikovali.
Smanjenje optimalnog prinosa ukazuje na mogucu fotoinhibiciju uslijed zatvaranja reakcijskih
centara PSI i PSII i nakupljanja viska elektrona (Lichenthaler i Bukart 1999). Na reakcijskim
centrima fotosistema plastokinoni reguliraju nakupljanje elektrona. Ako su plastokinoni
oksidirani nije mogu¢ prijenos elektrona izmedu fotosistema I i II te elektroni mogu ,,pobje¢i*
te reagirati s kisikom pri ¢emu nastaje singletni kisik koji oStecuje fotosintetski aparat i uzrokuje
oksidacijski stres. Oksidacijsko - redukcijsko stanje plastokinona regulira optimalni prinos
(Miyake i sur. 2009). Ako se smanji vrijednost optimalnog prinosa, a istovremeno poveca
sadrzaj antioksidanata poput karotenoida i fenolnih spojeva to ukazuje na njihovu mogucu
ulogu u zastiti biljke i uklanjanju reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) (Grace i Logan 2000).

Sli¢no se dogodilo u ovom istrazivanju gdje sam u biljkama izlozenim svjetlosnom stresu
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izmjerila povecani udio karotenoida, ukupnih fenola, flavonoida i antocijana. Biljke iz tretmana
5 i 100 sati koje sam stavila na oporavak od sedam dana pokazale su porast vrijednosti
optimalnog prinosa na vrijednost sliénu onoj izmjerenoj u kontrolnoj grupi §to ukazuje da je u

uvjetima niskog intenziteta svjetlosti doslo do oporavka fotosintetskog aparata.

Osim optimalnog prinosa prikazala sam i rezultate stope prijenosa elektrona (ETR),
parametra koji govori o tome koliko se svjetla apsorbiranog na PSII iskoristilo za fotokemiju
odnosno rezultiralo prijenosom elektrona u transportnom lancu. Na temelju tog parametra
mozemo zakljucivati o ukupnoj efikasnosti fotosinteze in vivo (Maxwell i Johnson 2000).
Podatke o fotokemijskom gaSenju, parametru koji kao i ETR govori o tome koliko se
fluorescencija smanjila zbog u¢inkovitog prijenosa elektrona, ali na temelju udjela otvorenih
PSII centara, nisam prikazala u rezultatima jer su odnosi vrijednosti izmedu tretmana bili sli¢ni
onima kod ETR-a. Dakle istrazivanje je pokazalo da je ETR statisticki znacajno smanjen pri
izlaganju visokom intenzitetu svjetlosti u trajanju od 5, 50 i 100 sati u odnosu na kontrolnu
grupu, dok one nisu medusobno statisticki znacajno razli¢ite. Dobiveni rezultati me nisu
iznenadili jer su kontrolne biljke rasle u uvjetima niskog intenziteta svjetlosti pri cemu se
fotosintetski aparat prilagodio maksimalnom iskoriStenju raspolozive svjetlosti s viSe klorofila,
a manje zaStitnih karotenoida u tilakoidnim membranama. S druge strane, obzirom da ne
raspolazu s puno energije takve biljke ne ulazu u sintezu komponenata potrebnih za prijenos
elektrona niti u sintezu enzima Calvinovog ciklusa, npr. enzima RuBisCo. Izlaganjem viSim
intenzitetima svjetlosti dolazi do preoptereéenja fotosintetskog aparata koji ne moze svu
primljenu energiju iskoristiti za prijenos elektrona i sintezu Secera i ATP-a nego se prijenos
elektrona blokira $to dovodi do fotoinhibicije (Lichtenthaler i Burkart 1999; Miyake i sur.
2009). Kod biljaka koje su nakon izlaganja visokom intenzitetu svjetla vraéene na oporavak,
vrijednosti ETR-a pocele su rasti jer biljka vise nije bila izlozena prevelikoj koli¢ini svjetlosne
energije koja bi dovela do preoptere¢enosti sustava. Obzirom da u biljaka nisu uocene
kloroti¢ne i nekroti¢ne promjene, proizlazi da je fotoinhibicija bila reverzibilna ili su se moguéa
oSte¢enja uspjesno popravila. Smanjenje ETR-a moze se javiti i kod poviSene vrijednosti
antocijana (Karageorgou i Manetas 2006). Antocijani imaju viSe uloga u zastiti biljaka, jedna
od njih je antioksidacijska uloga kojom stite biljku od ROS i od ostecenja koja mogu uzrokovati
(Gould i sur. 2010). U mojem eksperimentu smanjila se vrijednost ETR-a i povisio udio
antocijana tek nakon 50 sati izlaganja. To ukazuje da se kod duzeg izlaganja viSem intenzitetu
svjetlosti javlja fotoinhibicija, koja uzrokuje stvaranje ROS-a, $to biljku poti¢e na sintezu

antocijana za njihovo uklanjanje.
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Smatra se da je nefotokemijsko gasenje jedan od glavnih nacina zastite od fotoinhibicije
jer sprjecava da viSak energije dode do reakcijskih sredista i oSteti ih (Miiller i sur. 2001). U
ovom eksperimentu vrijednost NPQ postepeno je rasla u svim tretmanima, no najvisa vrijednost
zabiljezena je pri tretmanu HL100. Razlog povecanja vrijednosti NPQ je smanjenje
ucinkovitosti fotosinteze zbog zasi¢enja fotosintetskog aparata pa se suviSna apsorbirana
energija oslobada u obliku topline (Lichenthaler i Bukart 1999). Povecanje vrijednosti NPQ
posljedica je konverzije vrste karotenoida iz ksantofilskog ciklusa, violaksantina u zeaksantin,
pri ¢emu se oslobada visak energije u obliku topline (Maxwell i Johnson 2000; Garcia —
Plazaola i sur. 2002). Dobiveni rezultati upucuju da rosike pri kracem izlaganju visokim
intenzitetima svjetlosti reagiraju upravo aktivacijom mehanizama ukljuéenim u NPQ koji

dovode do oslobadanja viSka ekscitacijske energije.

Usporedbom svih paramatera fluorescencije klorofila koje sam mijerila vidljivo je da je
kod biljaka izlaganih visokom intenzitetu svjetlosti doslo do postepenog pada vrijednosti
optimalnog prinosa, ETR-a i fotokemijskog gasenja te porasta NPQ u odnosu na kontrolne
biljke. Najveéi pad optimalnog prinosa, ETR-a i fotokemijskog gasenja zabiljezen je u tretmanu
od 100 sati, gdje je ujedno zabiljezen i najveci porast NPQ. U biljaka nakon oporavka vrijednost
optimalnog prinosa i ETR-a su porasle, a vrijednost NPQ se smanjila i bila je sli¢ne vrijednosti
kao kontrolna grupa. Smanjenje optimalnog prinosa i fotokemijskog gaSenja te porast NPQ su
pokazatelji fotoinhibicije (Lichenthaler i Burkart 1999) pa prema tome mogu zakljuciti da je
kod rosika izlozenih visokom intenzitetu svjetla doslo do fotoinhibicije i promjene na
fotositetskom aparatu, da je transport elektrona djelomi¢no blokiran $to uzrokuje smanjenje
prijenosa elektrona i stope fotosinteze (Lichenthaler i Bukart 1999) pri ¢emu ksantofilski ciklus
pomaze u rasipanju svjetlosti i topline $to smanjuje preopterec¢enost fotosintetskog aparata

(Miyake i sur. 2009).
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5.2. U¢inak razlic¢itih uvjeta osvjetljenja na fotosintetske pigmente okruglolisne rosike

Pri pove¢anim intenzitetima svjetlosti, biljke smanjuju koncentraciju fotosintetskih
pigmenata i mijenjaju njihov omjer (Walters 2005) jer suviSak apsorbirane energije moze
dovesti do nastanka reaktivnih oblika kisika (ROS) koji oStecuju fotosintetski aparat biljke
(Sharma i sur. 2012).

U rosika izlaganih visokom intenzitetu svjetlosti udio klorofila a i b u tretmanima od
30, 50 i 100 sati znac¢ajno se je smanjilo u odnosu na kontrolnu grupu. Smanjenje udjela
klorofila a i b ukazuje na brzu prilagodbu fotosintetskog aparata (Walters 2005). Kod
prilagodbe fotosintetskog aparata smanjuje se veli¢ina antena na PSII zbog ¢ega se smanjuje
koli¢ina energije koja dolazi na PSII te pruza neku vrstu zastite od fotoinhibicije i fotooksidacije
(Steyn i sur. 2002; Walters 2005). Manje vrijednosti klorofila a i b javljaju se kod jace
transmisije visokog zracenja te se tumaci kao smanjenje ekscitacijskog pritiska na PSII. Kako
je poznato da fotoinhibicija moZze uzrokovati ostec¢enje fotosintetskih pigmenata (Franck i sur.
2007), ne iznenaduje da je u mojem istrazivanju s povisenjem intenziteta osvjetljenja doslo do
smanjenja sadrzaja klorofila a i b. Smanjenje sadrzaja klorofila odrazilo se je i kod vrijednosti
omjera klorofila a i b. U sun¢anom tipu listova vrijednosti omjera klorofila a i b kre¢u se u
rasponu od 2,9 do 3,8, a u sjenovitom tipu listova od 2,3 do 2,8 (Lichenthaler 2007). U mojem
istrazivanju vrijednosti omjera klorofila a i b su bile manje od teorijskih i iznosile su 1,8 - 2,2.
Poznato je da mesojedne biljke imaju niZu stopu fotosinteze zbog posebnih obiljezja povezanih
s karnivornosti tj. zamjene stanice s kloroplastima sa stanicama s probavnim zlijezdama, pri
¢emu sadrze malo klorofila i duSika u tkivu u odnosu na druge biljne vrste (Bruzzese i sur.
2010). Zbog toga me nije iznenadila manja vrijednost omjera klorofila a i b od teorijske
vrijednosti. U biljkama izlozenim visokom intenzitetu osvjetljenja omjer se smanjivao
porastom vremena izlaganja visokom intenzitetu, dok je nakon oporavka uocen porast. Same
vrijednosti omjera upucuju da se listovi izloZzeni visokom intenzitetu svjetlosti ponasaju kao
listovi sjene (Albert i sur. 2009), $to nije bilo zacudujuce jer mesojedne biljke pri izlaganju
listova viskom intenzitetu svijetlosti pokazuju obiljezja skiofita, Sto ponovo ima veze sa
njihovom karnivornosti (Bruzzese i sur. 2010). Nakon oporavka od sedam dana omjer klorofila
a i b se povecava na vrijednosti sli¢éne onima kod kontrolnih biljaka $to je za o¢ekivati jer su se
biljke oporavljale u uvjetima niskog intenziteta svjetlosti koje mozemo usporediti s uvjetima

sjene u kojima se koncentracija klorofila povecava (Walters 2005).
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Karotenoidi su pomoc¢ni fotosintetski pigmenti koji apsorbiraju visak energije koju nisu
apsorbirali klorofili te taj viSak pretvaraju u toplinu preko ksantofilog ciklusa da zastite biljku
od fotoinhibicije (Close i McArtur 2002). Takoder, Stite biljku i od fotooksidacije jer su
antioksidansi koji sprecavaju ili smanjuju nastajanje razli¢itih oblika ROS—a (npr. tripletni
klorofil i singletni kisik) te ih uklanjanju i tako sprjecavaju oksidacijska oste¢enja nastala
viskom svjetlosti (Sharma i sur. 2012). Biljke izloZene visokom intenzitetu svjetlosti imaju
povecanu koncentraciju karotenoida kao i1 povecan udio karotenoida u odnosu na klorofile
(Lichenthaler 2007). U mom istrazivanju, U tretmanima HL5 i HL30 vrijednosti karotenoida su
povisene, dok su se u ostalim tretmanima smanjile usporedujuci ih s kontrolnom grupom. Udio
karotenoida u tretmanima HL5 i HL30 je visi jer karotenoidi vjerojatno sudjeluju u zastiti biljke
od fotoinhibicije kod kraé¢ih izlaganja visokom intenzitetu, preuzimanjem viska energije s
klorofila i oslobadaju¢i je u obliku topline, sto potvrduje i porast vrijednost NPQ parametra
fluorescencije. Kod duzih izlaganja u tretmanima HL50 i HL100 udio karotenoida u tkivu nije
se znacajno promijenio U odnosu na kontrolnu grupu, ali se smanjio u odnosu na tretmane HLS5
1 HL30. Vrijednosti karotenoida ne moraju znacajno porasti da bi u¢inkovito stitile fotosintetski
aparat od viska apsorbirane svjetlosti (Franck i sur. 2007), no smanjenje udjela karotenoida
javlja se kada svjetlosni stres negativno utje¢e na prekursore za sintezu karotenoida ili kada
visak apsorbirane svjetlosti oste¢uje fotosintetske pigmente (Lichtenthaler 2007). Stoga
smatram da je u mojem slu¢aju moglo do¢i i do oSte¢enja fotosintetskih pigmenata, Sto
potvrduju vrijednosti parametara fluorescencije koji ukazuju na fotoinhibiciju. Vrijednosti
karotenoida u tretmanu 100 sati nakon oporavka pocinje rasti na vrijednost kontrolne grupe te
potvrduje da je fotoinhibicija bila reverzibilna. U mojem istrazivanju vrijednosti karotenoida
su se odrazile na izracunate vrijednosti omjera karotenoida i ukupnih klorofila. Vrijednosti su
se kretale u rasponu od 3,1 do 5,9 te pokazuju da se koncentracija klorofila smanjila ili zbog
oStecenja visokim intezitetom svijetlosti ili kako bi se smanjila apsorpcija svjetlosti dok se
koncentracija karotenoida nije znacajnije promijenila kako bi karotenoidi mogli Stititi
fotosintetski aparat od oStec¢enja visokog inteziteta svjetlosti kod kraceg izlaganja visokom

intezitetu svjetlosti (Lichtenthaler 2007).
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5.3. U¢inak razlic¢itih uvjeta osvjetljenja na fenolne spojeve okruglolisne rosike

Fenolni spojevi su raznovrsni sekundarni metaboliti koji uklju¢uju mnogobrojne
od biljojeda (Sharma i sur. 2012), apsorpcije i zastite od UV zracenja (Chalker — Scott 1999),
do antiokisidativne uloge u kojoj stite listove od fotoostecenja (Agati i Tattini 2010). U ovom
istrazivanju od posebnog su znaaja svojstva fenola u zastiti biljke od oStecenja visokim
intenzitetom svjetlosti pri ¢emu se ponaSaju kao antioksidanti koji uklanjaju svjetlosno
inducirane ROS-ove (Close i McArtur 2002). U mojem istrazivanju udio ukupnih fenola je
povecan u svim tretmanima u odnosu na kontrolne biljke, no statisti¢ki najznacajniji je porast
u tretmanima HL50 i HL100. Najve¢i udio fenola izmjeren je u tretmanu od 100 sati, koji je
nastavio rasti i kod oporavka tog tretmana. Na povisenje udjela fenola utje¢e manjak minerala
I visoki intenzitet zracenja koji mogu dovesti do stvaranja ROS-ova, zbog ¢ega biljka stvara
antioksidanse koji ih uklanjaju te tako sprjecavaju daljnja ostec¢enja (Close i McArtur 2002).
Moji rezultati su potvrdili pretpostavku da izlaganjem biljaka visokom intenzitetu osvjetljenja
dolazi do povec¢anja udjela fenolnih spojeva. Tu pretpostavku je potvrdio i daljnji rast udjela
fenola kod oporavka tretmana od 100 sati jer u tom tretmanu doslo je do jakog svjetlosnog
stresa koji je inducirao sintezu fenolnih spojeva koja se nastavila odvijati i u uvjetima niskog

intenziteta da ukloni nastale ROS-ove.

Tanini su vrsta fenolnih spojeva koji u biljkama imaju obrambenu ulogu u zastiti od
biljojeda, patogena i sl. Medutim neka istrazivanja dokazuju da tanini imaju i jaku
antioksidacijsku ulogu te da njihov udio moze rasti u uvjetima visokog intenziteta svjetlosti
(Close i McArthur 2002) sto sam potvrdila i u svojem istrazivanju. Naime, udio tanina u tkivu
se povecavao nakon izlaganja svjetlosnom stresu. Time je potvrdena gore navedena
pretpostavka da se tanini povecavaju u uvjetima visokog intenziteta i da Stite biljku od oStecenja
koja nastaju od ROS-ova. Buduci da su se rezultati dobiveni mjerenjem tanina gotovo identi¢no
poklapali s rezultatima dobivenim mjerenjem ukupnih fenola nisam ih prikazala u rezultatima.
Rezultati podudaranja ne zauduju jer se pokazalo da upravo tanini ¢ine skoro 80% ukupnih

fenola.

Flavonoidi imaju antioksidacijsku ulogu da stite biljke od fotoostecenja te kao i ostali

fenolni spojevi stite biljke kod UV zragenja (Agati i Tattini 2010). Udio flavonoida povisuje se
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kod UV zracenja i u uvjetima visokog intenziteta osvjetljenja bez prisustva UV zracenja
(Jaakola i sur. 2004). To se pokazalo to¢no i u mojem istrazivanju, gdje se kod duzih izlaganja
visokom intenzitetu svjetlosti (50 i 100 sati) zna¢ajno povisio udio flavonoida u odnosu na

kontrolnu grupu te je rasla vrijednost i kod oporavka tretmana od 100 sati.

Antocijani su biljni pigmenti koji se nalaze u cvijecu, plodovima, stabljikama i listovima
te ih oboje u cijeli niz boja od narancasto crvene do ljubicasto plave. Jedna od uloga antocijana
je privlacenje kukaca oprasivaca i rasprostranjivaca sjemena, dok njihova uloga u vegetativnim
organima jo$ uvijek nije razjaSnjena do kraja. Biljka proizvodi antocijane u stresnim situacijama
poput visokog intenziteta svjetlosti, UV zraCenja, niske temperature, ozljeda od biljojeda,
nedostataka minerala itd. (Albert i sur. 2009). Biljke stvaraju antocijane i kod oksidacijskog
stresa jer su antioksidanti koji uklanjaju ROS-ove (Close i Beadle 2003) te stite od fotoinhibicije
kod visokih intenziteta svjetlosti tako da apsorbiraju visak svjetlosne energije u dubljim
slojevima lista (Chalker - Scott 1999). Antocijani stite fotosintetska tkiva od fotoinhibicije jer
apsorbiraju svjetlo plavog i zelenog dijela spektra te tako reduciraju koli¢inu svjetlosti koja
dolazi do kloroplasta (Steyn i sur. 2002, Merzlyak i sur. 2005). U ovom istrazivanja udio
antocijana znatno se povecao u tretmanima HL50 i HL100. Udio antocijana kod HL50 porastao
je 2,7 puta, kod tretmana HL100 5,4 puta, naspram kontrolne grupe. U tretmanu HL100 u kojem
je uocen najveci porast udjela antocijana, nakon sedmodnevnog oporavka u uvjetima niskog
intenziteta osvjetljenja, snizio se udio antocijana, ali je i dalje ostao zna¢ajno povisen u odnosu
na kontrolne biljke za 3,2 puta. Dakle biljke izlozene visokom intenzitetu Sunceva zracenja U
trajanju od 50 1 100 sati su znacajno povecale koncentracije antocijana §to se moze povezati s
ulogom antocijana u zastiti biljaka od fotoinhibicije uslijed visokog zra¢enja. Kargeorgou i
Manetas (2006) su potvrdili da nakupljeni antocijani imaju ulogu u zastiti od fotoinhibicije ali
samo kod starijih i debljih listova koji su bogati molekulama Kklorofila, dok Albert i suradnici
(2009) tvrde da kod visokog intenziteta osvjetljenja raste koncentracija antocijana koja

usmjerava svijetlost u listu i ne utjece na stopu fotosinteze.

Iz svih navedenih rezultata vidljivo je da su se rosike izlagane visokom intenzitetu
svjetla pocele prilagodavati na nastale uvjete. Kod fotosintetskih pigmenata smanjile su udio
klorofilaai b, te znacajno povecale udio karotenoida u odnosu na klorofile §to ukazuje da biljke
nisu povecale sintezu karotenoida nego su smanjile vrijednosti klorofila kako bi optimizirale
koli¢inu apsorbiranje energije 1 zastitile se od fotoinhibicije. Osim toga inducirale su sintezu
fenolnih spojeva, tanina, flavonoida i antocijana. Kod fluorescencije, vrijednosti optimalnog

prinosa, stope fluorescencije i nefotokemijskog gasenja nakon sedmodnevnog oporavaka su se
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vratile na vrijednosti slicne onima prije izlaganja, Sto ukazuje da je fotoinhibicija bila
reverzibilna. Medutim vrijednosti optimalnog prinosa i ETR-a bile su niZe tijekom izlaganja
svjetlosnom stresu, $to pokazuje da se biljke nisu stigle potpuno aklimatizirati, odnosno pokus
nije trajao dovoljno dugo kako bi se vidjelo vrac¢anje optimalnog prinosa na kontrolnu razinu.
Sli¢no mjerenje na rosiki je radio i Dobos (2011) koji je jednu grupu biljka uzgajao u uvjetima
niskog intenziteta osvjetljenja, a drugu izlagao prirodnom su¢evom svjetlu. U tom pokusu biljke
su se aklimatizirale tijekom izlaganja i doSlo je do oporavka fotosintetske ucinkovitosti.
Medutim, u mojem istrazivanju je period stresa bio duZi i trajao je 10 sati tijekom dana, dok je
kod Dobosa trajao 5 sati zbog ¢ega je mozda aklimatizacija biljaka u mojem pokusu bila sporija.
No moguce je da aklimatizaciji pridonosi 1 UV zrac¢enje koje je sastavni dio prirodnog Suncevog
zraCenja djelujuéi kao signal u aktivaciji zastitinih mehanizama (Agati i Tattini 2010). Da je u
mojem pokusu doslo do aklimatizacije potvrdile su i poviSene vrijednosti fenolnih spojeva.
Pretpostavljam da je razlog zasto u mojem istrazivanju nije doslo do potpune aklimatizacije i
oporavka fotosintetske u¢inkovitosti to Sto biljke nisam izlagala visokom intenzitetu svjetlosti
dovoljno dugo vremena. Zanimljivo je da sam prvo biljke izlagala tretmanima 2,5, 5, 7,5, 10,
20 i 30 sati. U tim tretmanima se biljka nije uopce prilagodila pa sam produzila mjerenje na 50
i 100 sati, no ni to nije bilo dovoljno za potpunu aklimatizaciju. Za potpunu aklimatizaciju cijele
biljke na visoki intenzitet svjetlosti potrebno je nekoliko tjedana do mjeseci (Walters 2005)
nakon Cega biljka stvara manje i deblje listove sa manjim udjelom kloroplasta koji imaju
smanjeni potencijal za apsorpciju svjetlosti (Paiva i sur. 2003). Stoga predlazem da se napravi
jos jedno istrazivanje s jo§ duzim vremenskim tretmanima da se uvidi hoce li se biljke potpuno

prilagoditi.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja na okruglolisnoj rosiki izlozenoj visokom
intenzitetu svjetlosti od 700 umol fotona m st u trajanju od 5, 30, 50 i 100 sati, te oporavka

biljaka izlozenih 5 i 100 sati mogu zakljuciti sljedece:

-vrijednosti optimalnog prinosa i stope prijenosa elektrona su se smanjile nakon
izlaganja visokom intenzitetu svjetlosti, a porasla je vrijednost nefotokemijskog gasenja u
odnosu na kontrolne biljke sto ukazuje da je doslo do fotoinhibicije, ali i do oslobadanja suvisne
energije u obliku topline §to smanjuje preopterecenost fotosintetskog aparata. Medutim nakon
sedmodnevnog oporavka vrijednosti su bile sli¢ne vrijednostima kontrolnih biljaka, $to upucuje

da fotoinhibicija nije bila ireverzibilna.

- udio Kklorofila a i b u tkivu te omjer klorofila a i b se smanjio nakon izlaganja visokom
intenzitetu svjetlosti, a udio karotenoida i osobito omjer karotenoida i ukupnih klorofila je
porastao, §to moze ukazivati na prilagodbu fotosintetskog aparata koji Smanjivanjem
koncentracije klorofila smanjuje primanje svjetlosne energije i preoptereéenost sustava te

istovremeno $titi fotosintetski aparat ve¢im udjelom karotenoida.

- udjeli ukupnih fenola, tanina, flavonoida i antocijana u tkivu rosike su se povecali §to
ukazuje da ovi spojevi imaju ulogu u zastiti rosika kod visokih intenziteta svjetlosti bilo da je
Stite od oksidacijskog stresa kao antioksidansi bilo da smanjuju koli¢inu svjetlosne energije

koja dolazi do fotosintetskog aparata.
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