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1. Uvod

1.1 Djelovanje svjetlosti na rast i razvitak biljaka

Svjetlost je izvor energije o kojem ovise sva Ziva bi¢a, ali ima i vaznu
regulatornu ulogu u rastu i razvitku biljaka. Svjetlost kontrolira klijanje sjemenki,
razvitak sijanaca i cvjetanje, a odgovor biljaka na svjetlost se ne odnosi isklju€ivo na
njezinu prisutnost ili odsutnost ve¢ i na promjene u intenzitetu svjetlosti te trajanje
osvjetljenja. Sijanci uzgajani u tami pokazuju simptome biljnog bljedila i veoma se
razlikuju od onih uzgajanih na svjetlu. Imaju produljene internodije i lisne peteljke,
lisne plojke i mehanicka te provodna tkiva su rudimentarna, ne otvara se hipokotilna
kuka te izostaje sinteza pigmenata. Nakon osvijetljavanja, svojstva se gube, pri cemu
svjetlost djeluje kao signal za poticanje ovih promjena. Za potpunu deetiolaciju nuzan
je razvoj fotosintetskog aparata i odvijanje procesa fotosinteze, no pocetne promjene

inducirane su odgovorom na svjetlost, fotomorfogenezom (Pevalek-Kozlina 2003).

Biljke koje zive u sjeni, pri nizem intenzitetu svjetlosti, vise su i imaju vecu
povrSinu listova. Te se razlike mogu vidjeti i na substani¢noj razini. Tako se
kloroplasti pri niskom intenzitetu svjetlosti svojom najve¢om povrsinom okrecu
okomito na izvor svjetlosti kako bi je maksimalno iskoristili, a pri visokom intenzitetu
svjetlosti paralelno s izvorom svjetlosti i na taj naCin Stite biljku od oStecenja.
Fotoperiodizam je specifiCan nacCin razvitka biljke koji se javlja kao odgovor na
trajanje osvjetljenja. Primjer fotoperiodizma jest i prijelaz iz vegetativhe u generativnu
fazu, odnosno cvjetanje. U biljka kod kojih cvjetanje jest inducirano duljinom dana
razlikujemo biljke kratkog dana koje cvjetaju u uvjetima kratkog dana i biljke dugog
dana koje cvjetaju u uvjetima dugog dana. Drugi primjer jest otpadanje li¢a
listopadnih vrsta i stvaranje dormantnih pupova u jesen u uvjetima kratkog dana
(Pevalek-Kozlina 2003).

Svjetlost koja inducira ove promjene stupa u interakciju s fotoreceptorima u
bilici, od kojih su najvazniji fitokromi koji apsorbiraju svjetlost crvenog i plavog dijela
spektra. Struktura fitokroma otkrivena je istrazivanjima koja su provedena na
etioliranom biljnom tkivu zobi. Fitokrom je protein koji se sastoji od dugog
aminokiselinskog lanca na koji je kovalentnom vezom povezan kromofor koji ima
Cetiri tetrapirolna prstena. Aminokiselinski dio razlikuje se od vrste do vrste, dok je
kromofor jednak. Fitokrom moZe postojati u dva oblika. Pc je oblik koji apsorbira
crvenu svjetlost (666 nm), a P« apsorbira tamnocrvenu svjetlost (730 nm). Ta dva

oblika reverzibilno prelaze jedan u drugi. U veclini odgovora posredovanih

1



1. Uvod

fitokromom, prelazak u Pw (osvjetljivanje crvenom svjetlosti) inducira odgovor, a
prelazak u Pc (osvjetljavanje tamnocrvenom svjetlosti) otkazuje odgovor (Sharrock i
Quail 1989).

FIZIOLOSKI ODGOVOR]
SINTEZA crveno (C) klijanje sjemenki salate
(regulirana |—P¢ 3 * Pyc —| otvaranje hipokotilne kuke
svjetloscu) + tamnocrveno (TC) gibanja listova itd.
reverzija u tami RAZGRADNJA

Slika 1: Procesi koji reguliraju pretvorbu fitokroma u stanicama (Preuzeto sa http://e-

skola.biol.pmf.unizg.hr/odgovoril01.htm)

Osim na rast i razvitak, svjetlost djeluje i na gibanja biljnih organa i gibanja
organela u stanicama. Gibanja u biljaka mogu biti polagana gibanja rastenjem i
podrazajna gibanja organa ili organela koja biljci omogucavaju dopiranje do povoljnih
ili izbjegavanje nepovoljnih okolisnih uvjeta. Mogu biti reakcija na fizikalne ili kemijske
podrazaje iz okolisa (inducirana gibanja) ili potaknuta unutrasnjim cimbenicima

(endogena gibanja) (Pevalek-Kozlina 2003).

Tropizmi su usmjerena gibanja C¢&vrsto priraslih organizama ili organa
potaknuta jednostranim podrazajima. Rezultat su razliite stope rasta suprotnih
strana organa. Fototropizmi su gibanja potaknuta jednostranim osvjetljavanjem koja
biliku dovode u povoljniji polozaj za iskoristavanje svjetlosti. Osi izdanka, lisne
peteljke i koleoptile su pozitivno fototropne i okrecu se prema izvoru svjetlosti, a
negativno fototropno je korijenje koje se savija u smjeru suprotnom od izvora
svjetlosti (Pevalek-Kozlina 2003). Savijanje ka svjetlu regulirano je raspodjelom
auksina u vrSnom meristemu. Asimetricna raspodjela auksina do koje je doSlo u

vrSku koleoptile uzrokuje jaci rast zasjenjene strane (Pevalek-Kozlina 2003).

Nastijska gibanja su gibanja kojima je smjer odreden gradom organa, a
podrazaj sluzi samo kao signal. NajéeS¢e su rezultat promjene turgora. Fotonastije
su gibanja potaknuta promjenama intenziteta svjetlosti. Naj¢eSci je primjer reakcija
listova ocvjeéja na izmjenu dana i nocCi. Cvjetovi vecine vrsta danju su otvoreni, a

nocu zatvoreni. Listovi stidljive mimoze i kiselice nalaze se u razli€itim polozajima na
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svjetlosti i u tami. Na izravnoj svjetlosti listovi su skupljeni kako bi se zastitili od
prejakog intenziteta, a u sjeni listovi su rasireni kako bi apsorbirali $to viSe svjetlosti
(Pevalek-Kozlina 2003).

1.2 Svjetlost

Elektromagnetsko zraenje se prema valnim duljinama, odnosno energijama
zraCenja moze podijeliti na gama, rendgensko, ultraljubi¢asto, vidljivo, infracrveno,
mikrovalno zraCenje i radiovalove. Svjetlost, osim vidljivog dijela spektra u Sirem
smislu uklju€uje i infracrveno i ultraljubiCasto zraCenje. Vidljiva svjetlost sastoji se od
dijela spektra elektromagnetskog zracenja u rasponu valnih duljina od 380 do 780
nm, koje ljudsko oko razlikuje kao boje, od ljubiCaste s najmanjom do crvene s

najvecom valnom duljinom (Proleksis 2009).

v /Hz 310%™ 310" 310'® 310 F10% 310'0 3108 310° 310
I R N N I SR I NN NN N RN RO HN S SO N S

Alfm 1o qrio 10% 10® i 102 1 102 104
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®-Zrake
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Slika 2: Spektar elektromagnetskog zraCenja (Preuzeto sa http:/free-zqg.t-
com.hr/ivanzub/SAMP/fotol.html)

Teorije o prirodi svjetlosti razvijale su se i mijenjale kako su se otkrivale pojave
0 njezinu Sirenju. Newton je 1672. pretpostavio da se svjetlost sastoji od roja sitnih
Cestica (CestiCna teorija), koje se gibaju odredenom brzinom. Kada je Young 1801.
otkrio pojavu interferencije svjetlosti, pokazalo se da je tumacenje te pojave moguce

samo uz pretpostavku da je svjetlost valne prirode (valna teorija svjetlosti). Tu teoriju


http://free-zg.t-com.hr/ivanzub/SAMP/foto1.html
http://free-zg.t-com.hr/ivanzub/SAMP/foto1.html

1. Uvod

potvrduje tumacenje i drugih svjetlosnih fenomena kao $to su difrakcija i polarizacija.
Valna teorija svjetlosti u potpunosti je prihnvaéena kada je J. C. Maxwell pokazao da
je svjetlost samo dio elektromagnetskog spektra zraCenja. A. Einstein 1905. ponovno
je postavio teoriju svjetlosti na CestiCne temelje. Prema Einsteinu, svjetlost je roj
Cestica, fotona, kojih je energija dana Planckovom relacijom (E = ho, gdje je h
Planckova konstanta, a v frekvencija). Fotoni su Cestice svjetlosti kojima je masa
mirovanja nula, a u vakuumu se Sire brzinom svjetlosti. Kvantna teorija svjetlosti
objasnjava dvojnu prirodu svjetlosti, koja se pokazuje u pojavama interferencije i
fotoelektricnog efekta. Prema toj teoriji svjetlost nastaje kvantnim prijelazima
elektrona iz jednog energetskoga stanja u atomu u drugo. Elektroni su u atomima
rasporedeni po stanjima odredene energije (kvantna stanja) i dok se nalaze u tim
stanjima ne emitiraju energiju. Pri prijelazu elektrona iz kvantnog stanja viSe energije
u kvantno stanje nize energije, razlika u energiji emitira se kao elektromagnetsko
zraCenje, E =hv. Vrsta emitiranoga zraCenja ovisi o razlici energije pocCetnog i
kona¢noga stanja. Ako je energetska razlika tolika da se frekvencija zraCenja nalazi
izmedu 4 x 10'* i 8 x 10 Hz, emitirana energija ima oblik vidljive svjetlosti (LZMK
1999c).

Svjetlost je jedan od abioti¢kih ekoloskih ¢imbenika koji odreduje uvjete Zivota
na Zemlji. Posebno je vazna za biljne organizme zbog procesa fotosinteze. U
uvjetima uzgoja in vitro, Sunceva se svjetlost zamjenjuje umjetnim izvorima svjetlosti.
Pri izboru umjetne rasvjete obrac¢a se paznja na to da umjetni izvor svjetlosti bude $to

sliniji prirodnom izvoru svjetlosti, Suncu (Folta i sur. 2005).

Svako tijelo ima odredenu temperaturu o kojoj, prema Wienovom zakonu
pomaka ovisi najintenzivnija valna duljina emitiranog zraenja. Poznavanje
najintenzivnije valne duljine zraenja svjetla od velike je vaznosti u grafickim,
fotografskim, filmskim i izdavackim djelatnostima. Sunce je najbolji izvor svjetla koje
poznajemo. Svjetlo koje ono zraci ima maksimalnu valnu duljinu svjetlosti kao i crno
tijelo temperature od oko 5800 K i sjaji najjae u zZuto-zelenom dijelu spektra, pri
valnoj duljini od 500 nm. Otvoreni plamen emitira zraCenje kao i crno tijelo
temperature od oko 1500 — 1700 K koje mi dozivlavamo kao narancasto-crveno.
Kako crna tijela s temperaturama od oko 1700 K najviSe zrace u infracrvenom dijelu
spektra, mi njihovu boju doZivljavamo kao toplu. Razlog tome je Sto jedan dio

infracrvenog spektra mi dozivljavamo putem koze kao toplinu. Svjetlo hladnih boja,
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1. Uvod

bijelo ili plavo, emitiraju crna tijela visoke temperature, iznad 6000 K. Tijela te
temperature emitiraju manji dio energije u IC dijelu spektra i dozivlavamo ih

hladnima.

1800K 4000K 3500K 8000K 12000K 16000K

Slika 3: Maksimalne valne duljine odgovarajuceg zracenja crnog tijela odredene

temperature (Preuzeto sa http://www.ekorasvjeta.net/javna-rasvjeta/temperatura-

svjetla/)

Crno tijelo temperature od 4500 do 6000 K emitira zraCenje koje oponaSa
dnevno svjetlo te se iz tog razloga ono koristi u uredima, proizvodnim pogonima,
bolnicama, Skolama. Primjeri svijetiljki koje daju ovakvo svjetlo su fluorescentne i LED
zarulje s oznakom ,.cool white“ tj. bijelom bojom svjetla (Ekorasvjeta.net 2014). Osim
,Cco0l white“ oznake postoje i zarulje s ,warm light” i ,warm comfort light* oznakama
koje emitiraju veci dio zraenja u dijelu spektra pomaknutom prema infracrvenom

podrudju.
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Slika 4: Emisijski spektri umjetnih rasvjetnih tijela s temperaturama svjetla
(Preradeno prema
https://www.seeko.co.kr/zboard4/zboard.php?id=freeboard&no=785195)

Pri izboru umjetne rasvjete osim na maksimalnu valnu duljinu zra¢enja vazno
je obratiti paznju i na CRI indeks (Color Rendering Index). CRI indeks pokazuje u
kolikoj mijeri izvor svjetlosti oponada savrseni izvor svjetlosti, Sunce. Sto je indeks
vi8i, to je spektar kojeg emitira umjetni izvor svjetlosti sliCniji spektru kojeg emitira

Sunce.

Treéi parametar kojim opisujemo umjetni izvor svjetlosti je intenzitet
osvjetljenja. To je mjera koja kazuje koliko fotona svjetlosti (u pmol) obasjava jedinicu
povrSine u odredenom vremenskom periodu. Intenzitet osvjetlienja mjeri se
luksmetrom, Sl jedinica za intenzitet osvjetljenja je lux, [IX], a izvedena jedinica je
umol m2 s, Sunéevom svjetlu odgovara intenzitet osvjetljenja od 2000 pmol m=2 st
(Apogee 2007). Intenzitet umjetne rasvjete mozZe varirati. Niskim intenzitetom
osvjetlienja smatra se intenzitet do ~50 ymol m? s, srednjim intenzitetom od 50 do
300 ymol m?2 st te visokim od 300 do 500 ymol m=2 st (Artexe i sur. 2002).


https://www.seeko.co.kr/zboard4/zboard.php?id=freeboard&no=785195

1. Uvod

Do sada su se u uvjetima uzgoja in vitro najéesée upotrebljavale fluorescentne
Zarulje, no u novije vrijeme uvodi se i LED rasvjeta (Singh i sur. 2014). Ove dvije
vrste rasvjete razlikuju se u valnim duljinama emitirane svjetlosti zbog nacina na koji
se svjetlost dobiva. Kod fluorescentne rasvjete, svjetlost se dobiva fluorescencijom
fluorescentnog sloja na unutrasnjoj strani stakla Zarulja potaknuto UV-zraCenjem koje
nastaje ionizacijom i elektricnim izbijanjem Zivinih para koje se nalaze u cijevi Zarulje
(Schwarz i sur. 2009, LZMK 1999a). S druge strane, LED Zarulje su diode, odnosno
spoj dva tipa poluvodi€a, n-tipa i p-tipa. Svjetlost se kod LED Zzarulja dobiva
pretvaranjem elektricnog signala u opticki. Prilikom rekombinacije nosioca elektricnog
naboja, elektroni prelazeci iz vodljivog u valentni pojas oslobadaju energiju dijelom

kao toplinu, a dijelom kao zracenje (LZMK 1999d).

1.3 Fotosinteza

Fotosinteza je proces u kojem se energija SuncCeva zraCenja prevodi u
kemijsku energiju pohranjenu u kemijskim vezama ugljikohidrata nizom reakcija
kataliziranih enzimima. Energija pohranjena u molekulama ugljikohidrata koristi se za
procese rasta i razvoja biljaka, ali i kao izvor energije za sve zZivuCe organizme.
Mezofil lista najaktivnije je fotosintetsko tkivo biljaka, iako svi zeleni dijelovi biljke vrSe

proces fotosinteze.

Fotosintezu mozemo podijeliti na primarne ili svjetlosne reakcije te sekundarne
reakcije ili reakcije Calvinova ciklusa. U primarnim reakcijama odvija se fotoliza vode,
uz oslobadanje kisika kako bi se nadomjestili elektroni koji su koriStenjem energije
SuncCeva zraCenja izbaCeni s molekule klorofila a u reakcijskom srediStu. U
sekundarnim reakcijama se ugljikov(lV) oksid reducira do ugljikohidrata. Svjetlosne
reakcije fotosinteze odvijaju se na tilakoidnim membranama kloroplasta, u kojima se

nalaze molekule klorofila a, klorofila b i karotenoidi (Pevalek—Kozlina 2003).

Fotosintetski pigmenti apsorbiraju crveni i plavi dio spektra vidljivog zracenja,
a sredidnji, zeleni dio reflektiraju. Svjetlosno zraCenje mogu apsorbirati klorofil a
(maksimumi apsorpcije nalaze se pri 430 i 662 nm), zatim klorofil b (maksimumi
apsorpcije nalaze se pri 453 i 642 nm) te karotenoidi (maksimumi apsorpcije nalaze
se izmedu 380 i 550 nm). Udio klorofila b moze doseci 1/3 udjela klorofila a u biljci.

Molekule pigmenata Cine fotosustave, klorofil a smjeSten je u reakcijskom sredistu,
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1. Uvod

srediSnjem dijelu fotosustava, dok su klorofil b i karotenoidi smjesteni okolo i Cine
antenske molekule koje hvataju svjetlost i prenose ju do reakcijskog sredista.
Energija svjetlosti se koristi za fotolizu vode, a elektroni nastali fotolizom prenose se

koenzimom NADP™* do molekula ugljikovodika.

CH5CH,  CHy

Chlorophyll a

H 2CH 2(3'1:32l3H2l3H=(3|:(3HQCHQCH2 ?ngcH

| 3

CH, CH,
o
CO,CH,
A N r\} L1 Chlorophyll b
ch=CH/Q“\/Q<
. CH 1£H 100 ,CH CH=CCH ,CH,CH, CH) CH,
CHj CH3 CH, CH,

Slika 7: Strukturni prikaz molekule klorofila a i klorofila b (Preuzeto sa

http://www.food-info.net/uk/colour/chlorophyll.htm)

lako i klorofil b i karotenoidi mogu apsorbirati Sunéevo zradenje, samo
molekule Kklorofila a se nalaze u reakcijskom sredistu fotosistema i mogu biti
oksidirane, tj. predati elektron akceptoru elektrona u lancu prijenosa elektrona. No,
djelotvoran spektar fotosinteze ne poklapa se u potpunosti s spektrom klorofila a, jer
se i zraCenje koje su apsorbirali klorofil b i karotenoidi prenosi na klorofil a i na taj
nacin koristi u svjetlosnim reakcijama fotosinteze. Mogucnost prijenosa energija od
drugih pigmenata na klorofil a biljke koriste za suzavanje tzv. ,zelene rupe“ u
apsorpciji klorofila (Pevalek—Kozlina 2003) i na taj na¢in maksimalno iskoriStavajuci

vidljivi dio spektra Sunceva zracenja.


http://www.food-info.net/uk/colour/chlorophyll.htm
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Chlorophyil a

Chicrophyll b

Amount of light absorbed

Wavelength of light (nm)

Slika 8: Apsorpcijski spektri klorofila a, klorofila b i karotenoida (Preuzeto sa

http://www.elegancereef.com/proizvodi/led-rasvijeta/212-maxspect-r420r-led-

rasvijeta)

Za biljke nije pogodan ni visok ni nizak intenzitet svjetlosti. Svjetlosni stres
moze biti uzrokovan prejakim intenzitetom osvjetljenja koji najvise i najprije djeluje na
proces fotosinteze. U biljlkama koje nisu prilagodene na visoki intenzitet svjetlosti
dolazi do smanjivanja stope fotosinteze, a kod osjetljivih biljaka (biljke sjene ili biljke
sunca koje su naglo izloZene izrazito visokim intenzitetima svjetla) moze doc¢i do
fotoinhibicije ili €ak ugibanja listova. Fotoinhibicija se takoder javlja zbog prezasicenja
fotosintetskog aparata Sto mozZe dovesti do stvaranja fototoksi¢nih produkata
(reaktivnih oblika kisika — singletnog kisika, superoksidnog aniona i hidroksilnog
radikala) koji nespecificno reagiraju s gradivnim molekulama stanice uzrokujudi
njihovu fotooksidacijsku razgradnju. U zastiti biljaka od svjetlosnog stresa veliku
ulogu imaju karotenoidi koji preuzimaju viSak energije od molekula klorofila a te

dodatna zastita koju pruza gibanje listova i kloroplasta od direktnog izvor osvjetljenja
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(Pevalek—Kozlina 2003). Visak energije koji apsorbiraju pigmenti moZe oStetiti
fotosintetske membrane ukoliko se ta energija ne iskoristi u fotosintezi. Ako elektroni
iz molekule klorofila dugo ostanu u pobudenom stanju, dolazi do reakcije s
molekulom kisika i nastaje singletni kisik koji je vrlo reaktivan i moze oStetiti mnoge
staniCne sastojke, osobito lipide staniche membrane i membrana organela.
Karotenoidi djeluju zastitho tako da brzo ,ugase“ pobudeno stanje klorofila
preuzimajuci dio energije na sebe. Pobudeno stanje karotenoida nema dovoljno
energije za nastanak singletnog kisika te se vraca u osnovno stanje, otpustajuci viSak
energije u obliku topline (Pevalek-Kozlina 2003). Zbog ovih se svojstava

koncentracija karotenoida moZe smatrati indikatorom nepovoljnih uvjeta u okoliSu.

Mjerenjem fluorescencije klorofila metodom saturacijskog pulsa in vivo moze
se odrediti ucinkovitost fotosinteze. Svjetlost emitirana fluorescencijom predstavlja
vrlo mali udio u svjetlosti reflektiranoj s listova biljaka pa se moze detektirati samo
preciznim uredajima - fluorimetrima. U posljednjem desetlje¢u su mjerenja i analize
fluorescencije klorofila postali nezaobilazni u istrazivanjima primarnih reakcija
fotosinteze. Listovi biljaka prilagodenih na uvjete tame obasjavaju se crvenom
svjetlosti niskog intenziteta, zatim kratkotrajnim pulsom svjetlosti visokog intenziteta
te na kraju opetovanim pulsovima aktini¢nog bijelog svjetla. 1z podataka dobivenih
mjerenjima izraCunaju se optimalni i efektivni prinos fotosistema Il, stopa prijenosa
elektrona, fotokemijsko i nefotokemijsko gasenje. Usporedbom tih podataka s
uobiajenim vrijednostima procjenjuje se ucinak ispitivanih tretmana na biljku i

definiraju se nepovoljni uvijeti.

1.4 Lemna—test

1.4.1 Vodena le¢a (Lemna minor L.)

Vodena le¢a, Lemna minor L., malena je jednosupnica jednostavne grade koja
se ubraja u porodicu Lemnaceae. Osim roda Lemna, u toj su porodici i biljke rodova
Spirodela, Wolffia i Wolffiella.

Tijelo biljke vodene lece nalikuje duguljastim listiCima duljine do 1 cm.
Proksimalni, uZi dio, odgovara reduciranoj osi izdanka, dok distalni, Siri dio odgovara

listu. Vodena leéa razvija korjencice (svaka biljka samo jedan) duljine do 5 cm, no oni
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nemaju ulogu apsorpcije vode i hranjivih tvari nego odrzavaju biljke u uspravnom
poloZaju buduci da je vodena le¢a slobodno plutaju¢a vrsta. Vodu i hranjive tvari

vodena le¢a umjesto korijenom apsorbira cijelom povrsinom biljke.

Slika 9: Vodena le¢a, Lemna minor L.

Osim zbog jednostavne grade, vodena le¢a rado se Koristi u istrazivanjima
zbog brzog vegetativnhog razmnozavanja i visoke osjetljivosti na promjenu okolisnih
Vegetativnho razmnoZavanje osigurava geneticku istovjetnost. Na proksimalnom dijelu
bilike sa svake strane nalazi se reproduktivni dZzep u kojem se nalazi meristemsko
tkivo. U tim tvorbama zapoc€inje vegetativnho razmnozavanje pupanjem ili se pak u
njima razvija cvijet. Novonastale biljke se jedno vrijeme drZze povezane stolonima uz

maijcinsku biljku no nakon nekog vremena one se odvajaju.

Vodena le¢a, dakle, posjeduje brojna svojstva koja ju €ine pogodnom vrstom
za istraZzivanja u laboratorijskim uvjetima: 1) biljke su malih dimenzija no dovoljno
velike kako bi se promjene uzrokovane istraZivanjem mogle vidjeti golim okom, 2)
jednostavne su grade, 3) zbog malih dimenzija ne zahtijevaju puno prostora prilikom

uzgoja ili izvodenja pokusa, 4) hranidbena podloga je jednostavna i jeftina, 5) brzo se
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razmnozavaju, 6) vegetativno razmnozavanje osigurava genetiCku istovjetnost, 7)
vodena le¢a osjetliva je na nazoc€nost razliCitih tvari u hranidbenoj podlozi
(Vidakovi¢-Cifrek 1999).

1.4.2 Izvodenje Lemna—testa

Okolidni ¢imbenici koji nisu optimalni za razvoj biljaka kao i prisustvo nekih
tvari u okoliSu mogu imati nepovoljan utjecaj na biljke. Lemna—test biljni je biotest koji
se koristi u biljnoj fiziologiji kako bi se procijenila bioloSka aktivnost razlicitih tvari te u
toksikologiji kako bi se procijenila toksicnost kemikalija (Hillman 1961, Landolt 1986,
citirano u Vidakovi¢—Cifrek 1999). Biljke iz porodice Lemnaceae izlazu se ispitivanoj
tvari, dodatkom u hranidbenu podlogu na kojoj se biljke uzgajaju. Vodene lece su
plutajuce biljke te su stoga izuzetno pogodne za ispitivanje i procjenu oneciS¢enja
prirodnih voda (Wang 1986, citirano u Vidakovi¢—Cifrek 1999).

Ucinak istrazivane tvari ili fizikalnih ¢imbenika u Lemna—testu odreduje se
praéenjem prezivljavanja biljaka, prirasta biljaka, duljine korjencic¢a, koncentracije
fotosintetskih pigmenata, intenziteta disanja, fotosintetske aktivnosti i ultrastrukturnih
promjena (Hilman 1961, Smith i Kwan 1989, Wang 1990, Severi 1991, citirano u
Vidakovi¢—Cifrek 1999). Osim toga, Lemna—testom mogu se pratiti i biokemijski

pokazatelji toksi¢nosti, promjena koli€ine proteina i aktivnost enzima.

U vecini slu€ajeva ucinak se izrazava u odnosu na prezivljavanje biljaka, rast,
odnosno akumulaciju biomase ili kao stopa asimilacije ugljikova (IV) oksida i
mineralnih tvari (Pevalek—Kozlina 2003). Biljke ¢esto pokazuju djelomi¢nu otpornost
na nepovoljne uvjete, a mogu se i aklimatizirati na njih opetovanim izlaganjem
njihovom djelovanju. Na nepovoljne okoliSne Cimbenike biljke pokazuju odgovor u
razliitom vremenskom periodu. Npr. promjena temperature Ce postati stresna u roku
od nekoliko minuta, a nedostatak minerala u tlu pokazat ¢ée se stresnim tek kroz
nekoliko mjeseci. Veoma brzo nakon naglih promjena okoliSnih ¢imbenika, odnosno
nastupanja nepovoljnih uvjeta, biljke sintetiziraju molekule, najceSce proteine koje ¢e
ih zastiti od ostecenja.

Prvo su otkriveni proteini koji se sintetiziraju uslijed izlaganja biljke visokim

temperaturama — proteini toplotnog stresa (,heat shock proteins®), a kasnije je

12



1. Uvod

otkriveno da postoji i odgovor biljaka na druge promjene u okoliSu (Welch 1993,
Vierling 1997, citirano u Vidakovi¢c-Cifrek 1999). Udio tih proteina uslijed i
neposredno nakon stresa moze znacajno porasti, a nakon prestanka djelovanja
stresora njihov udio se smanjuje (Waters i sur. 1996, citirano u Vidakovi¢—Cifrek

1999) Sto znaci da imaju vaznu ulogu u oporavku biljaka od stresa.

U toksikoloSkim testovima Cesto se Koristi promjena aktivnosti enzima kao
enzimi-biljezi pri prou€avanju fizioloSkih procesa i djelovanja razlicitih tvari na biljke
zbog toga Sto sudjeluju u brojnim procesima u stanici (Vidakovi¢-Cifrek 1999).
Takoder, promjena aktivnosti enzima ili njegovo oslobadanje u izvanstaniCne
prostore moze biti odgovor na razliCite stresne uvjete (susa, hipoksija, povisena ili
snizena temperatura, osmotski Sok, oneciScenje tla ili zraka) (Keller 1974, Siegel i
Siegel 1986, Repka i Vanek 1993, Zhang i Kirkham 1994, Weckx i Clijsters 1997,
citirano u Vidakovi¢-Cifrek 1999).

Peroksidaze su enzimi koji kataliziraju reakcije oksidacije u kojima vodikov
peroksid (H202) sluzi kao akceptor elektrona pri oksidaciji organskog supstrata. One
su sveprisutni enzimi, pronadeni u biljkama, Zivotinjama, gljivama ali i prokariotskim
organizmima (LZMK 1999b). Po kemijskom sastavu su glikoproteini koji imaju
molekulsku masu u rasponu od 32 kDa do 45 kDa. U biljnoj stanici se nalaze u
vakuoli, stani¢noj stijenci, Golgijevom tijelu, endoplazmatskom retikulumu,
mitohondrijima, ali i u izvanstani€nom prostoru (Gaspar i sur. 1982, citirano u
Vidakovi¢-Cifrek 1999) i kataliziraju procese vezane uz rast i diferencijaciju stanica
(Gaspar i sur. 1982, Gaspar i sur. 1991, citirano u Vidakovié-Cifrek 1999), biosintezu
lignina povezivanjem polimera (Catesson i sur. 1986, citirano u Vidakovi¢-Cifrek
1999) i polimerizaciju fenolnih monomera u biosintezi suberina, zastiti stanice od
oksidativnog djelovanja peroksidnog radikala (Van Assche i Clijsters 1990, citirano u
Vidakovié-Cifrek 1999) te u katabolizmu auksina Kkotrolirajuéi njegovu koli€inu
(Grambow 1986, Gaspar i sur. 1991, citirano u Vidakovi¢-Cifrek 1999).

13



2. Cilj istrazivanja



2. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi postoji li razlika u rastu i fotosintezi biljaka koje
su uzgajane pri razliCitim izvorima svjetlosti. Biljke su uzgajane na dvije razliCite
hranidbene podloge pri dva razliCita izvora svjetlosti, fluorescentnoj i LED rasvjeti.
Fluorescentna rasvjeta se ve¢ dugi niz godina koristi u staklenicima, a LED rasvjeta
se u sve ve¢em obimu koristi zadnjih desetak godina. U ovom radu pracen je rast
biljaka (prirast broja biljaka i broja kolonija, prirast mase, ukupna povrSina biljaka) i
nekoliko fizioloSkih pokazatelja (koncentracija fotosintetskih pigmenata, ukupna
koli¢ina topivih proteina, aktivhost enzima gvajakol peroksidaze te fotosintetska
ucinkovitost). Na temelju dobivenih rezultata sam usporedila ucinak dvaju razlicitih

izvora svjetlosti na vodenu lecu.
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3. Materijali i metode

3.1 Lemna-test

Vodena le¢a koju sam koristila u ovom istraZivanju sakupljena je u Botani¢kom
vrtu Prirodoslovno—matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Prilikom uvodenja
vodene lece u kulturu in vitro 1995. godine biljke su sterilizirane etanolom i Zivinim
kloridom postupkom po Krajnci¢u i Devidéu (1980) i dalje uzgajane u sterilnim

uvjetima u klima-komori.

Za dugotrajnu kultivaciju vodene le¢e koristi se modificirana hranjiva podloga
po Pirsonu i Seidelu (Pirson i Seidel 1950), a za istrazivanja hranjiva podloga po
Steinbergu (1946). Sastav modificirane hranjive podloge po Pirsonu i Seidelu (PS)
prikazuje Tablica 1, a Steinbergovu podlogu (S) Tablica 2. pH vrijednost podloge PS
podeSena je na 4,55 a podloge S na 5,5 otopinom kalijevog hidroksida koncentracije

0,1 mol dm=,

Tablica 1: Sastav modificirane hranjive podloge po Pirsonu i Seidelu

MAKROELEMENTI mg dm-
KNOs 400
KH2POa4 200
MgSO4 x 7 H20 300
CaCl2 x 2 H20 804
MIKROELEMENTI mg dm-
MnClz x 4 H20 0,3
Hs3BOs3 0,5
Na2EDTA x 2 H20 18,6
Zeljezni citrat 5,0
ORGANSKI DODACI gdm
Saharoza 10,0
Asparagin 0,1

pH vrijednost: 4,55
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Tablica 2: Sastav hranjive podloge po Steinbergu

MAKROELEMENTI mg dm=3
KNOs 350
Ca(NOs)2 x 4 H20 295
KH2PO4 90
K2HPO4 12,6
MgSOa4 x 7 H20 100
MIKROELEMENTI mg dm=
HsBOs3 120
ZnSO04 x 7 H20 180
Na2MoOas x 2 H20 44
MnClz x 4 H20 180
FeClsz x 6 H20 760
NazEDTA x 2 H20 1500

pH vrijednost: 5,5

U standardiziranom Lemna—testu (ISO/CD 20079) prati se rast biljaka na
podlozi S. U ovom istrazivanju pratila sam rast biljaka i na S i na PS podlozi. Biljke su
bile izloZzZene dvjema vrstama rasvjete, fluorescentnoj i LED, istog intenziteta

svjetlosti.

Tikvice s hranjivim podlogama (60 mL i 150 mL) zacepila sam vatom i
aluminijskom folijom te sterilizirala autoklaviranjem na temperaturi od 121 °C i tlaku

od 0,15 MPa u trajanju od 20 minuta.

U tikvice sa hranjivim podlogama nasadivala sam vodenu lecu. U tikvice sa 60
mL hranjivih podloga nasadivala sam ukupno tri do Cetiri bilke u jednoj do dvije

kolonije. Priredila sam osam replika po tretmanu, ukupno 32 replike. Te sam biljke
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koristila za odredivanje parametara rasta u Lemna-testu te za odredivanje
ucinkovitosti fotosinteze. Za odredivanje ukupne povrsine biljaka imala sam 4 replike
po tretmanu, ukupno 16 replika. U tikvice sa 150 mL hranjive podloge nasadivala
sam ukupno desetak biljaka u tri do Cetiri kolonije. Te sam biljke koristila za
odredivanje koncentracije topivih proteina i aktivhosti enzima te koncentracije
pigmenata. Za taj pokus sam pripremila 8 replika po tretmanu, ukupno 32 replike.
Biljke su prije nasadivanja na hranidbenu podlogu po Steinbergu, aklimatizirane na

podlozi po Steinbergu u trajanju od dva tjedna.

Biljke su rasle u uvjetima dugog dana (16 sati osvjetlienja i 8 sati tame), na
temperaturi 24 +1°C uz rasvjetu bijelin fluorescentnih svjetiljki
(PPFD =~ 50 ymol m?2s?) i bijelih LED svijetiliki (PPFD=~50 yE m2s'1) u klima —
komori. Biljke su uzgajane u dvije supkulture. Nakon sedam dana trajanja pokusa,
bilike su bile presadene u nove tikvice sa hranjivim podlogama te je uzgoj nastavljen
do Cetrnaestog dana. Proveden je stati¢ki Lemna-test §to znaci da nisu dodavane

nikakve druge tvari tijekom trajanja prve i druge supkulture.

3.1.1 Odredivanje stope rasta biljaka

Prirast broja biljaka odredivala sam brojanjem biljaka tjedan dana, na dane O,
3, 4,5, 617 uobje supkulture. Pri tome je brojana svaka pa i najmanja biljka vidljiva
golim okom. Stopu rasta izraCunala sam prema ISO standardu (ISO/CD 20079)

Lemna-test:

_ In(Ny,) — In(No)

GR, -

No — broj biljaka nultog dana
Nn — broj biljaka n-tog dana
n=0,3,4,5,6,7dana

Svaki tretman (bilikke uzgajane na podlozi S izloZzene fluorescentnom i LED
svjetlu te na podlozi PS izloZzene fluorescentnom i LED svjetlu) pripremljen je u osam
replika. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost prirasta broja biljaka po danu +

standardna pogreska.
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3.1.2 Odredivanje prirasta broja kolonija

Prirast broja kolonija odredivala sam brojanjem kolonija tijekom tjedan dana,
na dane 0, 3, 4, 5, 6 i 7 u dvije supkulture. Broj kolonija umanjila sam za broj kolonija
nultog dana te takoder izraCunala prirast broja kolonija prema ISO standardu
(ISO/CD 20079) Lemna-test:

_ In(N,) = In(No)

GR, -

No — broj kolonija nultog dana
Nn — broj kolonija n-tog dana
n=0,3,4,5,6,7dana

Svaki tretman (biljke uzgajane na podlozi S izloZzene fluorescentnom i LED
svjetlu te na podlozi PS izloZene fluorescentnom i LED svjetlu) pripremljen je u osam
replika. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost prirasta broja biljaka po danu +

standardna pogreska.

3.1.3 Odredivanje prirasta mase biljaka

Billke sam vagala nultog i sedmog dana pokusa u obje supkulture. Nakon
vaganja sedmog dana, biljke sam posusila u susioniku na 105 °C, kako bih odredila
suhu masu biljaka. 1z tih podataka izraCunala sam prirast svjeZze mase i omjer suhe i
svjeze mase zadnjeg dana pokusa prema ISO standardu (ISO/CD 20079) Lemna-

test:

In(FW') — In(FW)
7

Prirast svjeze mase =
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DwW

Omjer suhe i svjeze mase = ——
] ] le

DW — suha masa
FW' — svjeZza masa zadnjeg dana pokusa

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska.

3.1.4 Odredivanje povrsine biljaka

Ukupnu povrSinu biljaka odredivala sam sedmi i Cetrnaesti dan pokusa.
Billkama sam odstranila korjenci¢e, postavila ih na bijeli papir i snimila zajedno s
papiricem plave boje poznate povrSine. PovrSinu biljaka odredila sam pomocu
programa ImageJ, Image Processing and Analysis in Java (Glozer 2008). Osim kao
ukupnu povrsinu biljaka, ovaj pokazatelj sam izrazila i kao povrSinu po broju biljaka

zadnjeg dana pokusa.

Svaku repliku snimila sam dva puta, te povrsSinu izrazila kao srednju vrijednost

* standardna pogreska.

3.1.5 Ekstrakcija i odredivanje sadrzaja topivih proteina i mjerenje

aktivnosti enzima

Nakon sedmog i Cetrnaestog dana pokusa, uzorke vodene le¢e (po ~100 mg)
homogenizirala sam u 1,2 ml pufera kalijeva fosfata (pH 7,0, ¢ = 50 x 10-° mol dm-3)
uz dodatak EDTA (¢ = 0,1 x 10° mol dm3) i oko 50 mg netopivog
polivinilpolipirolidona te zatim centrifugirala 30 minuta pri 25000 g i temperaturi od
+4 °C u rotoru 12154H visokookretajne centrifuge (Sigma 3K18). Dio dobivenog
supernatanta iskoristila sam za odredivanje koncentracije proteina metodom

Bradforda (1976), a drugi dio za odredivanje aktivnosti enzima.
3.1.5.1 Odredivanje sadrzaja topivih proteina

Bradfordova metoda temelji se na mjerenju apsorbancije smjese proteinskog

ekstrakta i reagensa pri valnoj duljini 595 nm. Koncentraciju proteina u pojedinim
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uzorcima odredila sam izraCunavanjem na temelju baZdarne krivulje dobivene
mjerenjem apsorbancije otopina serumskog albumina iz goveda poznatih

koncentracija (u rasponu od 0,1 do 0,8 mg/mL).

U 1 ml radne otopine po Bradfordu dodala sam 50 ul uzorka sirovog
proteinskog ekstrakta. Radna otopina po Bradfordu priprema se iz mati¢ne Bradford
otopine (Tablica 3). Uzorci su muckani na muckalici i inkubirani 20 minuta na sobnoj

temperaturi prije spektrofotometrijskog mjerenja.

Koncentraciju proteina izrazila sam kao omjer mase proteina i svjeze mase

tkiva (mg proteina po gramu svjeze mase biljnog tkiva).

Tablica 3: Sastav mati¢ne i radne otopine po Bradfordu

MATICNA OTOPINA RADNA OTOPINA
100 ml etanola (w = 0,96) 15 mL etanola (w = 0,96)
200 ml HzPO4 (w = 0,88) 30 ml HsPO4 (w = 0,88)

350 mg Coomassie brillant blue G 250 30 ml Bradford mati¢ne otopine

450 ml H20

3.1.5.2 Mjerenje aktivnosti enzima gvajakol peroksidaze

Aktivnost gvajakol peroksidaze odredila sam spektrofotometrijski. Reakcijska
smjesa je sadrzavala 50 mmol dm pufera kalijeva fosfata (K2HPO4 / KH2PQas), pH
vrijednosti 7, 18 mmol dm= gvajakola (C7HsO2) i 5 mmol dm3 vodikova peroksida
(H202). Na 950 pL reakcijske smjese dodala sam 50 uL proteinskog ekstrakta i
mjerila porast apsorbancije svakih 10 sekundi tijekom 100 sekundi pri valnoj duljini
od 470 nm.
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Aktivnost gvajakol peroksidaze izrazila sam kao koli¢inu nastalog
tetragvajakola i izrazila u pmol po minuti po gramu svjeze tvari (U gt sv.t.).

AAy70 % f x Vrg
Vg xmxegxl

aktivnost =

AA = srednja vrijednost promjene apsorbancije u 10 sekundi

f = faktor kojim se mnozi da bi se rezultat mogao izraziti po minuti (6)
Vis = ukupan volumen reakcijske smjese

Vuz = volumen dodanog uzorka

€ = molarni apsorpcijski koeficijent tetragvajakola (26,6 dm®*mmol* cm™)

| = duzina opti¢kog puta (1 cm)

3.1.6 Odredivanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata

Uzorke svjezeg tkiva mase 30 mg ekstrahirala sam u 1,5 ml hladnog acetona
(w = 0,8) u tarioniku kojeg sam drzala na ledu. Svaki sam uzorak, centrifugirala deset
minuta pri 5000 g, i supernatant prenijela u staklene kivete. Sve uzorke sam
nadopunila do volumena od 1,5 ml. Sadrzaj pigmenata odredila sam
spektrofotometrijski koriste¢i UV / VIS spektrofotmetar Specord (Analytik Jena,
Njemacka). Mjerena je apsorbancija na tri valne duljine: 663, 646 i 470 nm za svaki

uzorak. Rezultati su izrazeni kao mikrogram pigmenta po mililitru reakcijske smjese

(Mg / mL).

Koncentraciju fotosintetskih pigmenata izraCunala sam prema slijedec¢im

jednadzbama:
1. Koncentracija klorofila a

C chla = 12,21 X A663 - 2,81 X A64—6

2. . Koncentracija klorofila b

Ccnip — 20,13 X A646 - 5,03 X A663
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3. Koncentracija karotenoida

__1000xA470 xCchia— 104 xCchip
CcaT - 198

Cchia = koncentracija klorofila a
Cchib = koncentracija klorofil b
Ccar = koncentracija karotenoida
Ass6 = apsorbancija pri 646 nm
Ass3 = apsorbancija pri 663 nm

As70 = apsorbancija pri 470 nm

3.2. Mjerenje fluorescencije klorofila metodom saturacijskog pulsa u

uvjetima in vivo

Fluorescenciju klorofila a u uvjetima in vivo mjerila sam sedmi i Cetrnaesti dan
pokusa metodom saturacijskog pulsa po Maxwellu (2000) pomocu Qubit sustava za
mjerenje fluorescencije (Kanada). Za biljezenje i obradu podataka sam Koristila
program Logger Pro. Ukupno sam imala 4 replike po tretmanu (ukupno 32 replike).

Billke sam prije mjerenja stavila u tamu na 30 minuta. Desetak biljaka
prilagodenih uvjetima tame postavila sam na drZzac uzorka na navlazeni filter papir te
obasjala crvenom svjetloS¢u niskog intenziteta (PFD = 1-3 ymol m2 s?) koja je
nedovoljna za pokretanje fotokemijskih reakcija. U ovakvim sam uvjetima mjerila
minimalnu razinu fluorescencije klorofila (Fo). Zatim sam primijenila jednokratni
saturacijski puls, odnosno kratkotrajnu svjetlost visokog intenziteta (= 3600
umol m2s?) koja uzrokuje redukciju svih reakcijskih centara fotosistema Il i dovodi
do pojave maksimalne vrijednosti fluorescencije (Fm).

Nakon toga sam ukljucila kontinuiranu bijelu svjetlost (aktini¢nu svjetlost) €iji je
intenzitet dovoljno visok za pokretanje fotosinteze (90 umol m? s?). Kad se signal
fluorescencije ustalio, ukljucila sam automatsku kontrolu saturacijskih pulseva (PFD =
3600 pymolm?s? v = 40 st) pri ¢emu se bilieze vrijednosti maksimalne
fluorescencije. Ponavljaju¢a primjena saturacijskih pulseva prouzrocila je pad

maksimalne razine fluorescencije (F'm).
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Vrijednosti maksimalne fluorescencije (F'm) i fluorescencije ravnoteznog stanja
(Fs) ocCitala sam pri kraju mjerenja, kada se maksimalna vrijednost fluorescencije
(F'm) ustalila. Na samom kraju mjerenja, ugasila sam aktinicno bijelo osvjetljenje pri
¢emu je biljka ostala osvijetliena samo crvenim svjetlom niskog intenziteta. U takvim
uvjetima ocitala sam minimalnu razinu fluorescencije u listu prilagodene uvjetima
svjetla (Fo). Iz podataka dobivenih mjerenjima izraCunala sam pokazatelje
u€inkovitosti fotosistema II.

0.6 5
0.5 -

0.4

Fluorescencija (V)

0,3 -

l i ARk T]

puls ] satumcuskl pulsevi

Vrijeme (min)

slabo aktinitno aktinicno
svjetlo svjetlo svjetlo
“on” “off”

Slika 10: Mjerenje ucinkovitosti fotosinteze metodom saturacijskog pulsa u uvjetima
in vivo (Preuzeto iz Vidakovi¢-Cifrek i sur. 2014)

1. Optimalni prinos fotosistema Il (maksimalna ucinkovitost fotosistema Il)

(Fm-F) _ Fy
Fy Fm

Fv = varijabilna fluorescencija

Fm = maksimalna fluorescencija u biljci prilagodenoj na uvjete tame
Fo = minimalna fluorescencija
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Fv, ili varijabilna flourescencija oznaCava razliku izmedu maksimalne i
minimalne fluorescencije. Omjer varijabilne fluorescencije | maksimalne
fluorescencije u listu prilagodenom na uvjete tame mijera je optimalnog prinosa
fotosistema Il, odnosno njegove ucinkovitosti u uvjetima kada su svi reakcijski centri

oksidirani. Za vecéinu vrsta ona iznosi ~ 0,7.

2. Efektivni prinos fotosistema Il (¢psii)

bpsyy = (F'm-Fs)
PSII F'.,

drsi = efektivna ucinkovitost fotosistema II
F'm = maksimalna fluorescencija u biljci prilagodenoj na uvjete svjetla

Fs = fluorescencija ravnoteznog stanja

Fluorescencija ravnoteznog stanja, Fs, je prinos fluorescencije lista
prilagodenog odredenoj koli€ini svjetlosti, a maksimalna fluorescencija u uvjetima
osvjetljenja, F'm, se mjeri nakon primjene saturacijskog pulsa u listu prilagodenom na
uvjete svjetla. 1z ova dva se podatka raCuna efektivha ucinkovitost fotosistema II.
Efektivha ucinkovitost fotosistema Il mjera je udjela svjetlosti apsorbirane klorofilom

vezanima uz fotosistem Il i energije iskoristene u fotokemijskim reakcijama.
3. Stopa prijenosa elektrona (,electron transport rate, ETR)

ETR = (l)PSII x PFD x 0,5

ETR = stopa prijenosa elektrona
¢rsi = efektivna udinkovitost fotosistema II

PFD = intenzitet svjetlosti

S obzirom na to da ¢psi predstavlja efektivhu ucinkovitost fotokemijske
reakcije na fotosistemu Il, ta se veli€ina moze koristiti u izraCunu stope neciklickog
prijenosa elektrona. PFD (,photon flux density“) je intenzitet apsorbirane svjetlosti
(umol fotona m2 s). Faktor 0,5 uzima se zbog pretpostavke o jednakoj ekscitaciji

fotosistema | i fotosistema |I.
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4. Fotokemijsko gasenje (qP)

_ (F'm-Fy)
qP — [ -1/
(F'm-F'o)
gP = fotokemijsko gasenje
F'm = maksimalna fluorescencija u biljci prilagodenoj na uvjete svjetla
Fs = fluorescencija ravnoteZznog stanja

F'o = minimalna fluorescencija u biljci prilagodenoj na uvjete svjetla

Fotokemijsko gasenje, gP, je mjera koja govori o redoks — stanju plastokinona
koji je primarni akceptora elektrona s fotosistema Il. Pokazatelj je udjela oksidiranih

reakcijskih centara na fotosistemu Il.

5. Nefotokemijsko gasenje (NPQ)

Fp-F'
F m
NPQ = nefotokemijsko gasenje
Fm = maksimalna fluorescencija u biljci prilagodenoj na uvjete tame

F'm = maksimalna fluorescencija u biljci prilagodenoj na uvjete svjetla

Nefotokemijsko gaSenje, NPQ, mjera je koja pokazuje koliko se energije
oslobodilo u obliku topline, a povezano je s promjenom pH vrijednosti lumena

tilakoidnih membrana.

3.3 Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao aritmetiCka sredina mjerenja dobivenih pokusima.
Odstupanje od aritmeti¢ke 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 12.0 (Stat Soft Inc.,
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SAD). Statisticki zna€ajnim smatrala sam rezultate koji su se razlikovali na razini
p < 0,05.
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4.1 Lemna — test

Ucinak razli€itin izvora svjetlosti na vodenu lecu istrazen je provodenjem
statickog Lemna-testa. Bilke su nasadene na hranjive podloge po Steinbergu
(podloga S) te po Pirsonu i Seidelu (podloga PS) i odrzavane u klima komori pri dva
razli€ita izvora svjetlosti, fluorescentnoj i LED rasvjeti. Tijekom 14 dana pokusa
pratila sam stopu rasta biljaka i prirast broja kolonija, a prirast svijeze mase, omjer
suhe i svjeze tvari, ukupnu povrSinu biljaka, koncentraciju topivih proteina, aktivnost
enzima gvajakol peroksidaze i koncentraciju klorofila a, klorofila b te karotenoida

odredila sam nakon 7. i 14. dana pokusa.

4.1.1 Stopa rasta biljaka

Broj biljaka vodene le¢e povetavao se tijekom pokusa. Pri usporedbi rasta
biljaka uzgajanih pri fluorescentnoj rasvjeti s rastom biljaka na istovrsnoj hranjivoj
podlozi (PS ili S) koje su bile izlozene LED rasvjeti, uocila sam vece stope rasta
biljaka pod fluorescentnom rasvjetom. Stopa rasta biljaka statisticki je znaCajno veca
kod biljaka uzgajanih na podlozi po Steinbergu pri fluorescentnoj rasvjeti u prvoj
supkulturi u usporedbi s biljkama koje su rasle na podlozi S izlozene LED rasvijeti,
dok u drugoj supkulturi ta razlika izmedu biljaka koje su bile izloZene fluorescentnoj i
LED rasvjeti (a rasle su na podlozi S) viSe nije bila statistiCki zna¢ajna. Kod biljaka
uzgajanih na podlozi PS nije bilo statistiCki znacajnih razlika sve do Sestog i sedmog
dana u drugoj supkulturi kada se ocituje statistiCki znaCajan porast vrijednosti stopa
rasta pri fluorescentnoj rasvjeti u usporedbi s LED rasvjetom (Slika 11). Ako
usporedujemo rast biljaka na PS i S podlozi kod biljaka uzgajanih na fluorescentnoj
rasvjeti nema statistiCki znacajnih razlika. lako su nesto vece vrijednosti stope rasta
na podlozi po Steinbergu ta se razlika s vremenom smanijila pa je u drugoj supkulturi

gotovo i nije bilo.
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Slika 11: Stopa rasta biljaka od tre¢eg do sedmog dana pokusa (GR3 — GR7) u dvije
supkulture (ukupno 14 dana) na podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po Steinbergu.
Biljike su bile izlozene fluorescentnoj (plavi i sivi stupici) i LED rasvjeti (naranCasti i
zuti stupiéi) . Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 8 replika + standardna
pogreSka. RazliCita slova oznaCavaju statistiCki znacajne razlike (p < 0,05, Newman
Keuls test).

4.1.2 Prirast broja kolonija

Biljke uzgajane na podlozi PS imaju tendenciju stvaranja manjeg broja kolonija
s vec¢im brojem biljaka (5 — 8), dok biljke uzgajane na podlozi S formiraju veci broj
kolonija s manjim brojem biljaka (2 — 4). Prirast broja kolonija bio je vec¢i u drugoj
supkulturi nego u prvoj supkulturi za sve tretmane. Svi tretmani pokazuju statisticki
znacajan porast vrijednosti prirasta broja kolonija u usporedbi s biljkama uzgajanima
na PS podlozi pri LED rasvjeti (Slika 12).
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Prirast broja kolonija

1. supkultura 2. supkultura

H PS fluo PSLED mSfluo SLED

Slika 12: Prirast broja kolonija od tre¢eg do sedmog dana pokusa (D3 — D7) u dvije
supkulture (ukupno 14 dana) na podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po Steinbergu.
Bilike su bile izlozene fluorescentnoj (plavi i sivi stupici) i LED rasvjeti (narancasti i
zuti stupi¢i). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 8 replika + standardna
pogresSka. Razli¢ita slova oznaCavaju statistiCki znaCajne razlike (p < 0,05, Newman

Keuls test).

4.1.3 Prirast svjeze mase biljaka

Kod biljaka uzgajanih na istovrsnoj podlozi vidljiva je tendencija boljeg rasta pri
fluorescentnoj rasvjeti. Kod biljaka uzgajanih na podlozi po Pirsonu i Seidelu
tendencija je bila vidljiva u obje supkulture, ali je statistiCki zna¢ajna samo u drugoj
supkulturi, a kod biljaka uzgajanih na podlozi po Steinbergu je ta razlika bila znacajna
u prvoj supkulturi. Kod uzgoja biljaka pri istovrsnom izvoru svjetlosti u prvoj supkulturi
vedi prirast su pokazivale biljke uzgajane na podlozi po Steinbergu pri fluorescentnoj
rasvjeti a to je ujedno bio i najveci prirast koji se statisticki razlikuje od svih ostalih
tretmana u prvoj supkulturi. Najmaniji prirast pokazale su biljke uzgajane na podlozi
po Steinbergu pri LED rasvjeti ali razlika nije statisti¢ki znacajna. U drugoj supkulturi

najmaniji prirast mase pokazale su biljke uzgajane na podlozi PS pri LED rasvijeti te je
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taj pad statistiCki zna€ajan u odnosu na ostale tretmane, osim u odnosu na biljke na
podlozi S pri LED rasvjeti. Ako usporedujemo masu biljaka na razli€itim podlogama
koje su izloZene istom izvoru svjetlosti, u drugoj supkulturi nije postojala statisticki

znacajna razlika (Slika 13).

4.1.4 Omijer suhe i svjeZze mase

Omijer suhe i svjeze mase statisticki se znacajno razlikovao u biljaka uzgajanih
na razlicitim hranidbenim podlogama. Pri usporedbi omjera suhe i svjeze mase u
biljaka uzgajanih na istovrsnim podlogama ali pri razliCitim izvorima svjetlosti nije
utvrdena statistiCki znaCajna razlika, kao ni kod usporedbe omjera suhe i svjeze
mase tih biljaka u prvoj i drugoj supkulturi. Opcéenito, masa svjeze tvari nije ukazivala
na znacajnu razliku medu hranidbenim podlogama pri istom osvjetljenju, uz iznimku
biljaka uzgajanih na podlozi po Steinbergu pri fluorescentnoj rasvjeti koja su imale

veci udio vode u svjezoj masi (Slika 14).
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Slika 13: Prirast svjeze mase biljaka sedmog (1. supkultura) i Cetrnaestog dana (2.
supkultura) pokusa na podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po Steinbergu. Biljke su
bile izlozene fluorescentnoj i LED rasvjeti. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti 8 replika standardna pogresSka. Razliita slova oznaCavaju statistiCki
znacajne razlike (p < 0,05, Newman Keuls test).
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Slika 14: Omijer suhe i svjeze mase sedmog (1. supkultura) i ¢etrnaestog dana (2.
supkultura) dana pokusa. Prirast svjeze mase sedmog i Cetrnaestog dana pokusa na
podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po Steinbergu. Biljke su bile izloZene
fluorescentnoj i LED rasvjeti. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 8 replika +
standardna pogreSka. RazliCita slova oznaCavaju statisticki znaCajne razlike

(p £ 0,05, Newman Keuls test).

4.1.5 PovrSina biljaka

Ukupna povrSina biljaka bila je veéa kod biljaka koje su uzgajane pri
fluorescentnoj nego pri LED rasvjeti. Kod biljaka uzgajanih pri fluorescentnoj rasvijeti
statistiCki zna€ajno veéu povrsinu imale su biljke uzgajane na podlozi po Steinbergu.
Kod biljaka uzgajanih pri fluorescentnoj rasvjeti ve¢u povrsinu imale su takoder biljke
uzgajane na podlozi po Steinbergu, ali je ta razlika bila statistiCki znacajna samo u
drugoj supkulturi (Slika 15).

Osim ukupne povrsine biljaka rezultati su izrazeni i kao ukupna povrSina po
broju biljaka, odnosno izraCunata je prosjeCna povrSina pojedine biljke. Ako
usporedujemo povrsinu biljke na PS podlozi, ona je bila statisti¢ki znacajno manja od
povrsine biljke na S podlozi. Ako usporedujemo povrsinu biljke pri razli€¢itom izvoru
svjetlosti, a na istoj hranidbenoj podlozi, ona je bila statistiCki znaajno veéa samo

kod biljaka iz druge supkulture uzgajanih na S podlozi pri LED svjetlu (Slika 16).
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Slika 15: Ukupna povrSina biljaka sedmog (1. supkultura) i Cetrnaestog dana (2.
supkultura) dana pokusa na podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po Steinbergu.
Biljke su bile izlozene fluorescentnoj i LED rasvjeti. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti 8 replika + standardna pogreska. Razli¢ita slova oznacCavaju statistiCki

znacajne razlike (p < 0,05, Newman Keuls test).
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Slika 16: Ukupna povrsina po broju biljaka sedmog (1. supkultura) i Cetrnaestog dana
(2. supkultura) dana pokusa na podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po Steinbergu.
Bilike su bile izloZzene fluorescentnoj i LED rasvjeti. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti 8 replika + standardna pogreSka. RazliCita slova oznaCavaju statistiCki
znacajne razlike (p < 0,05, Newman Keuls test).
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4.1.6 Koncentracija topivih proteina

Ukupna koncentracija topivin proteina bila je znacajno veca u drugoj
supkulturi. Koncentracija topivih proteina bila je veca je kod biljaka uzgajanih na PS
podlozi, a razlika je statistiCki znaCajna u drugoj supkulturi. Kod biljaka uzgajanih na
PS podlozi vece su bile vrijednosti kod onih uzgajanih pri LED rasvjeti, u prvoj
supkulturi razlika je statisticki znaCajna, a u drugoj nije. Kod biljaka uzgajanih na
podlozi po Steinbergu veée su bile vrijednosti kod onih uzgajanih pri fluorescentnoj

rasvjeti, u drugoj supkulturi ta je razlika zna¢ajna, a u prvoj nije (Slika 17).

4.1.7 Aktivnost gvajakol peroksidaze

Kod aktivnosti enzima gvajakol peroksidaze bio je veci utjecaj hranidbene
podloge, nego tipa rasvjete. Vrijednosti su bile statistiCki znaCajno vece kod biljaka
uzgajanih na PS podlozi. Na PS podlozi veée su vrijednosti kod biljaka uzgajanih pri
LED rasvijeti. U prvoj supkulturi razlika je statistiCki znacajna, u drugoj se gubi. Na S
podlozi vece su vrijednosti pri fluorescentnoj rasvjeti. U prvoj supkulturi ta razlika nije

statistiCki znac¢ajna, dok u drugoj jest (Slika 18).
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Slika 17: Koncentracija topivih proteina sedmog (1. supkultura) i Cetrnaestog dana (2.
supkultura) dana pokusa na podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po Steinbergu.
Bilike su bile izloZzene fluorescentnoj i LED rasvjeti. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti 8 replika + standardna pogreska. Razli¢ita slova oznaCavaju statistiCki

znacajne razlike (p < 0,05, Newman Keuls test).
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Slika 18: Aktivnost gvajakol peroksidaze sedmog (1. supkultura) i ¢etrnaestog dana
(2. supkultura) dana pokusa na podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po Steinbergu.
Biljke su bile izlozene fluorescentnoj i LED rasvjeti. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti 8 replika + standardna pogreska. Razli¢ita slova oznacCavaju statistiCki

znacajne razlike (p < 0,05, Newman Keuls test).

4.1.8 Koncentracija fotosintetskih pigmenata
4.1.8.1 Koncentracija klorofila a

Koncentracija korofila a bila je zna¢ajno vec¢a kod biljaka u prvoj supkulturi
nego kod biljaka u drugoj supkulturi. Vrijednosti kod biljaka uzgajanih na PS podlozi
bile su vece, ali razlika nije statistiCki znaCajna. Vece su vrijednosti kod biljaka
uzgajanih pri LED rasvjeti, u prvoj supkulturi razlika nije znacajna, ali u drugoj jest
(Slika 19).

4.1.8.2 Koncentracija klorofila b

Koncentracija klorofila b bila je podjednaka u svih biljaka. StatistiCki zna¢ajan
porast vidljiv je samo kod biljaka koje su uzgajane na PS podlozi pri LED rasvjeti u

drugoj supkulturi (Slika 19).

34



4. Rezultati

4.1.8.3 Koncentracija karotenoida

Koncentracija karotenoida bila je veéa u prvoj supkulturi nego u drugoj. Unutar
prve supkulture nema statisticki znacajnih razlika. U drugoj supkulturi veée su
vrijednosti kod biljaka uzgajanih pri LED rasvjeti. U prvoj supkulturi ta razlika nije
znacCajna, a u drugoj jest. Medu vrijednostima hranidbenih podloga nema razlika
(Slika 19).

Medusobno su usporedivani podaci za pojedine pigmente u svim postojecim
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Slika 19: Koncentracija fotosintetskih pigmenta sedmog (1. supkultura) i ¢etrnaestog
dana (2. supkultura) dana pokusa na podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po
Steinbergu. Biljke su bile izloZzene fluorescentnoj i LED rasvjeti . Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti 8 replika + standardna pogreSka. RazliCita slova

oznacavaju statistiCki znaCajne razlike (p < 0,05, Newman Keuls test).

4.2 Ucinkovitost fotosinteze

Kako bih istrazila uCinak razliitih izvora svjetlosti na fotosintezu nakon 7 i 14
dana pokusa izmjerila sam fluorescenciju klorofila a in vivo. 1z izmjerenih podataka

odredila sam ucinkovitost PSIl na temelju optimalnog prinosa PSII, efektivhe
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u€inkovitosti PSII, stope prijenosa elektrona te fotokemijskog i nefotokemijskog

gaSenja fluorescencije.

4.2.1 Optimalni prinos fotosustava |l

Optimalni prinos fotosustava Il iznosio je od 0,72 do 0,75. Vrijednosti su
podjednake kod svih tretmana. Vidljiva je tendencija porasta kod biljaka uzgajanih pri
LED svjetlu, ali je razlika statisticki zna€ajna samo kod biljaka uzgajanih na S podlozi
u drugoj supkulturi. Ostali tretmani ne razlikuju se ni u usporedbi dviju razli€itih
podloga (Slika 20).
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Slika 20: Optimalni prinos PSIl sedmog (1. supkultura) i Cetrnaestog dana (2.
supkultura) dana pokusa na podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po Steinbergu S.
Bilike su bile izloZzene fluorescentnoj i LED rasvjeti. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti 8 replika + standardna pogreska. Razli¢ita slova oznaCavaju statistiCki

znacajne razlike (p < 0,05, Newman Keuls test).
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4.2.2 Efektivni prinos fotosustava |l

Efektivni prinos iznosio je od 0,67 do 0,72. Vrijednosti su statistiCki znaCajno
vece kod biljaka iz druge supkulture. Unutar prve supkulture nema razlika ni medu
podlogama ni medu rasvjetom. U drugoj supkulturi na PS podlozi vrijednosti su bile
vece kod onih biljaka koje su uzgajane pri fluorescentnoj rasvjeti, ali razlika nije
statistiCki zna€ajna. Kod biljaka uzgajanih na S podlozi veca je bila vrijednost pri LED

rasvjeti i ta je razlika statistiCki znacajna (Slika 21).
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Slika 21: Efektivni prinos PSII sedmog (1. supkultura) i Cetrnaestog dana (2.
supkultura) dana pokusa na podlozi PS i podlozi S. Bilke su bile izlozene
fluorescentnoj i LED rasvjeti. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 8 replika +
standardna pogreSka. RazliCita slova oznacCavaju statistiCcki znacajne razlike
(p = 0,05, Newman Keuls test).

4.2.3 Stopa prijenosa elektrona — ETR

Stopa prijenosa elektrona iznosila je od 17,96 do 19,86. Vrijednosti su
statistiCki znac¢ajno vece kod biljaka iz druge supkulture. Unutar prve supkulture
nema razlika ni medu podlogama ni medu rasvjetom. Takoder nema razlike ni u
usporedbi dviju hranidbenih podloga. U drugoj supkulturi na PS podlozi veée su bile

vrijednosti kod biljaka uzgajanih pri fluorescentnoj rasvjeti, ali razlika nije statisticki
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znacajna. Kod biljaka uzgajanih na podlozi po Steinbergu veca je bila vrijednost pri
LED rasvjeti i ta je razlika statisticki znacajna (Slika 22).
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Slika 22: Stopa prijenosa elektrona sedmog (1. supkultura) i Cetrnaestog dana (2.
supkultura) dana pokusa na podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po Steinbergu.
Biljke su bile izlozene fluorescentnoj i LED rasvjeti. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti 8 replika + standardna pogreska. Razli€ita slova oznacCavaju statistiCki

znacajne razlike (p < 0,05, Newman Keuls test).

4.2.4 Fotokemijsko gasenje

Fotokemijsko gasSenje iznosilo je od 0,93 do 0,99. U prvoj supkulturi bio je
vidljiv pad vrijednosti kod biljaka uzgajanih na podlozi po Steinbergu pri LED rasvijeti,
ali razlika nije statistiCki znacajna. U drugoj supkulturi vece su vrijednosti kod biljaka
uzgajanih pri LED rasvjeti. Na PS podlozi ta razlika nije statistiCki znacajna dok je
kod biljaka uzgajanih na S podlozi razlika statisti¢ki znacajna (Slika 23).
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Slika 23: Fotokemijsko gaSenje sedmog (1. supkultura) i Cetrnaestog dana (2.
supkultura) dana pokusa na podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po Steinbergu.
Bilike su bile izlozene fluorescentnoj i LED rasvjeti . Rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti 8 replika + standardna pogreSka. Razli¢ita slova oznacavaju

statistiCki znacajne razlike (p < 0,05, Newman Keuls test).

4.2.5 Nefotokemijsko gasenje

Vrijednosti nefotokemijskog gasenja bile su od 0,04 do 0,10. Vidljiv je pad
vrijednosti u drugoj supkulturi. Vrijednosti nefotokemijskog gasenja vece su kod
biljaka uzgajanih na S podlozi nego kod onih uzgajanih na PS podlozi, ali razlike nisu
statistiCki znacajne. Vrijednosti su vece kod biljaka uzgajanih pri fluorescentnoj
rasvjeti, osim kod onih uzgajanih na PS podlozi iz prve supkulture, ali te razlike nisu

statistiCki znacajne (Slika 24).
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Slika 24: Nefotokemijsko gaSenje sedmog (1. supkultura) i Cetrnaestog dana (2.
supkultura) dana pokusa na podlozi podlozi po Pirsonu i Seidelu i podlozi po
Steinbergu. Biljke su bile izloZzene fluorescentnoj i LED rasvjeti. Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti 8 replika + standardna pogreska. Razli¢ita slova oznacCavaju

statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05, Newman Keuls test).
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5.1 Ovisnost parametara rasta vodene lece o razliCitim izvorima svjetlosti

Rast vodene lece pratila sam Lemna-testom. Kao osnovni parametar pratila
sam promjenu broja listica, uz $to je obavezno mijeriti drugi parametar koji moze biti
povrSina listica ili masa suhe tvari (ISO/CD 20079). Prema ISO standardu biljke se
uzgajaju na hranidbenoj podlozi po Steinbergu, a vrijeme trajanja testa je sedam
dana tijekom kojeg porast broja biljaka mora biti eksponencijalan. Kako su biljke
uzgajane u dvije supkulture, Sto znacCi da su nakon sedam dana premjeStene na
svjezu hranjivu podlogu, vrijeme trajanja testa produljeno je na 14 dana. U ovom
istraZivanju billkke su osim na hranidbenoj podlozi po Steinbergu uzgajane i na
hranidbenoj podlozi po Pirsonu i Seidelu koja se inae u laboratorijskim uvjetima
koristi za dugotrajno odrzavanje vodene lecCe. Intenzitet svjetlosti kojem je vodena
le¢a izlagana tijekom uzgoja bio je ~ 50 pymol fotonam2?s?, §to je nize od
85 umol fotona m=2 s, propisanog standardiziranim Lemna-testom (ISO/CD 20079),

a temperatura je bila 24 + 2 °C.

Nakon izlaganja razli€itim izvorima svjetlosti, stopa rasta je znacajno porasla
treCeg dana pokusa (Slika 11), a zatim je uslijedio daljnji eksponencijalan rast na
obje hranidbene podloge. U ovom istraZivanju utvrdeno je da je stopa rasta
podjednaka kod biljaka uzgajanih na podlozi po Steinbergu te onih uzgajanih na
podlozi po Pirsonu i Seidelu pri fluorescentnoj rasvjeti, dok je kod biljaka uzgajanih
pri LED rasvjeti stopa rasta biljaka veé¢a na hranidbenoj podlozi po Pirsonu i Seidelu.
Lozi¢ (2010) je izmjerila stopu rasta vodene le¢e od ~ 0,18 d! na hranidbenoj podlozi
po Steinbergu pri intenzitetu osvjetljenja fluorescentne rasvjete od 40 umol m2 s, a
Sori¢ (2011) 0,24 d ! na hranidbenoj podlozi po Pirsonu i Seidelu pri intenzitetu
osvjetlienja fluorescentne rasvjete od 40 umol m2 s §to odgovara i rezultatima

dobivenim u ovom istrazivanju.

lako je u ovom radu apsolutni iznos stope rasta biljaka bio veci na podlozi po
Steinbergu u prvoj supkulturi, u drugoj supkulturi te razlike vise nije bilo §to potvrduje
¢injenicu da je hranidbena podloga po Pirsonu i Seidelu bogatija i time bolja za
dugotrajnija istrazivanja te da su biljke uzgajane na podlozi po Steinbergu podloznije
utjecajima iz okoliSa. Bolji rast na podlozi po Pirsonu i Seidelu dobiven je takoder i u
istraZivanju uginka kadmija na vodenu leéu (Sari¢ 2001, citirano u Lozi¢ 2010) te u

istrazivanju utjecaja talijeva(l) acetata na vodenu le¢u (Babi¢ i sur. 2009). Podloga po
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Pirsonu i Seidelu sadrzi SecCer saharozu i aminokiselinu asparagin, a takoder su i
koncentracije makro- i mikroelemenata viSe. Upravo asparagin i saharoza imaju
pozitivan ucinak na prirast billaka u uvjetima loSe opskrbe hranjivim tvarima ili
slabijeg intenziteta svjetlosti. Poznato je da biljke iz porodice Lemnaceae mogu rasti
u Sirokom rasponu koncentracija hranjivih tvari, a krace vrijeme ¢€ak i u destiliranoj
vodi. lako mogu prezivjeti danima i tjednima, koristeCi hranjive tvari akumulirane u
starijim listi¢ima, dugotrajniji kontinuirani prirast biljaka mogu¢ je samo u otopinama s
relativno visokom koncentracijom hranjivih tvari (Landolt i Kandeler 1987, citirano u

Lozi¢ 2010) ili uz periodi€¢nu izmjenu hranjive podloge.

Neovisno o podlozi na kojoj su biljke uzgajane, stopa rasta biljaka bila je viSa
kod biljaka koje su rasle pri fluorescentnoj nego pri LED rasvjeti. Razlika je vidljivija u
drugoj supkulturi jer se tijekom vremena pokazalo da fluorescentna rasvjeta bolje
potiCe rast biljaka u usporedbi s LED rasvjetom. Bantis i sur. (2016) pratili su utjecaj
Cetiri razliCite LED lampe na rast i ukupnu koli€¢inu fenolnih spojeva kod bosiljka. U
svom su istrazivanju kao kontrolnu rasvjetu Koristili fluorescentnu rasvjetu. Dobiveni
rezultati pokazuju varijabilne podatke o stopi rasta biljaka. Neke biljke pokazuju vecu
stopu rasta u usporedbi s kontrolnim biljkama, a neke manju.

Prirast broja kolonija na podlozi po Steinbergu bio je linearan, a na podlozi po
Pirsonu i Seidelu nije bio tako pravilan kao na podlozi po Steinbergu (Slika 12). Biljke
koje su uzgajane na podlozi po Pirsonu i Seidelu imale su tendenciju stvaranja
manjeg broja kolonija sa vec¢im brojem biljaka dok je na podlozi po Steinbergu
uocena tendencija stvaranja veéeg broja kolonija sa manjim brojem biljaka. Kolonije
biljaka uzgajane na podlozi po Pirsonu i Seidelu odvajale su se od matic¢nih kolonija
kada su one dosegle osam biljaka, a na podlozi po Steinbergu ve¢ kod Cetiri biljke.
Broj biljaka u koloniji je takoder pokazatelj stresa. Manji broj biljaka u koloniji ukazuje

na stresne uvjete i nac€in zastite mati¢ne kolonije od nepovoljnih uvjeta.

Prirast svjeze mase tvari takoder ukazuje na bolji razvitak biljaka uzgajanih pri
fluorescentnoj rasvjeti (Slika 13). Razlike u prirastu svijeze mase ovisno o izvoru
svjetlosti nisu bile znacajne na podlozi po Pirsonu i Seidelu dok su na podlozi po
Steinbergu razlike bile statistiCki znacajne. Lozi¢ (2010) je izmjerila prirast mase ~
0,12 u biljaka uzgajanih na podlozi po Steinbergu pri osvjetljenju fluorescentnim

svjetilikama intenziteta 40 ymol m2 s, a omjer suhe i svjeZze mase je iznosio 0,7 kod
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biljaka uzgajanih na istoj hranidbenoj podlozi u istim svjetlosnim uvjetima. Bantis i
sur. (2016) su u svom istrazivanju izmjerili ve¢i omjer suhe i svjeze mase bosiljka kod
kontrolnih biljaka uzgajanih pri fluorescentnoj rasvjeti, u usporedbi s onima
uzgajanima pri LED rasvjeti. lako je u ovom radu omjer suhe i svjeZze mase manji kod
biljaka uzgajanih pri LED rasvijeti (Slika 14), razlike nisu bile statistiCki znacajne. Na
masu biljaka najviSe utjeCe sadrzaj vode, ali i koncentracija proteina i Skroba. Omjer
suhe i svjeze mase veci je §to je veci udio proteina i Skroba. Sadrzaj topivih proteina
porastao je tijekom vremena (Slika 17) te je i to pokazatelj aklimatizacije biljaka na
uvjete rasta. Sadrzaj proteina veci je kod biljaka uzgajanih na podlozi po Pirsonu i
Seidelu. Razlog tome je Sto se u podlozi po Pirsonu i Seidelu nalazi i aminokiselina
asparagin koja sluzi kao izvor duSika u biosintezi ostalih aminokiselina koje izgraduju
proteine te saharoza iz koje mogu nastati i drugi organski spojevi, ukljuCujuci
aminokiseline i proteine. Takoder sadrzaj proteina veci je kod biljaka koje su

uzgajane pri LED rasvjeti.

Jos jedan parametar koji govori u korist upotrebe fluorescentne rasvjete jest
ukupna povrsina biljaka (Slika 15). Utvrdeno je da je bila zna¢ajno veca kod onih
biljaka koje su uzgajane pri fluorescentnoj rasvjeti. Ovu cCinjenicu potvrduje i
izmjerena aktivnost enzima gvajakol peroksidaze (Slika 18) koji, uz nekoliko drugih
uloga u stanici, sudjeluju i u procesima modifikacije stani¢ne stijenke (Lepedus i sur.
2004). Veca aktivnost ovog enzima moze ukazivati na vecéi udio elemenata
sekundarne stani¢ne stijenke i stoga manju mogucnost daljnjeg rasta stanice, a time i
povecanja povrsine biljke. Aktivhost enzima gvajakol peroksidaze bila je statisticki
znacajno veca kod biljka uzgajanih na podlozi po Pirsonu i Seidelu, a i izmjerena
prosjeCna povrsina bilike na podlozi po Pirsonu i Seidelu u skladu je s ovom

pretpostavkom.

5.2 Ovisnost koncentracije fotosintetskih pigmenata vodene le¢e o razli€itim izvorima

svjetlosti

Ako usporedimo koncentracije pigmenata klorofila a, klorofila b i karotenoida
vodene leé¢e uzgajane na podlozi po Steinbergu i na podlozi po Pirsonu i Seidelu,
mozemo uoCiti pad koncentracije klorofila a i b te blagi porast koncentracije

karotenoida na podlozi po Steinbergu u drugoj supkulturi, dok u prvoj supkulturi
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razlike nije bilo (Slika 19). Rezultati u ovom istrazivanju poklapaju se s rezultatima
istrazivanja koje su provele Lozi¢ (2010) i Sori¢ (2011). Osim Sto hranidbena podloga
po Pirsonu i Seidelu sadrzi aminokiselinu asparagin i Seéer saharozu, sadrzi i kelatne
spojeve, EDTA i Zeljezov citrat. Kelatni spojevi Cine mikroelemente u podlozi
dostupnijim biljkama (Landolt i Kandeler 1987, citirano u Lozi¢ 2010). Smanjena
koli¢ina klorofila moze biti posljedica smanjene stope sinteze ili povecane razgradnje
klorofila zbog manje dostupnosti Zeljeza (Pevalek-Kozlina 2003) biljkama uzgajanim
na podlozi po Steinbergu. Ipak, u mojem istraZivanju je veci utjecaj na koncentraciju
klorofila imala vrsta rasvjete pri kojoj su billke uzgajane. Koncentracija klorofila a
znacajno je viSa kod biljaka uzgajanih pri LED rasvjeti u drugoj supkulturi (Slika 19).
Buduéi da su intenziteti jednog i drugog izvora svjetlosti podjednaki, mogu
pretpostaviti da razlog tome lezi u razlici u emisijskim spektrima fluorescentne i LED
rasvjete. Pri usporedbi biljaka na dvjema razli€itim podlogama, razlika u koncentraciji
klorofila se mogla uociti i makroskopskim promatranjima jer su listi¢i biljaka uzgajanih
na podlozi po Steinbergu bili svjetlije zelene boje. Na koncentraciju karotenoida
takoder je veci utjecaj imala rasvjeta pri kojoj su biljke uzgajane nego hranidbena
podloga. Biljke koje su uzgajane pri LED rasvjeti imale su u drugoj supkulturi viSu
koncentraciju karotenoida od onih uzgajanih pri fluorescentnoj rasvjeti. Primije¢eno
povecanje karotenoida mehanizam je prilagodbe suboptimalnim svjetlosnim uvjetima,
kakvi su bili prisutni u mojem pokusu. Naime, karotenoidi su pomoc¢ni pigmenti u
fotosintezi koji mogu dio apsorbirane svjetlosne energije prenijeti na klorofile
(Ostroumov i sur. 2013). U uvjetima previsokog intenziteta svjetlosti karotenoidi imaju
zastitnu ulogu. | u takvim uvjetima u biljci se pove¢ava koncentracija karotenoida koji
mogu pri oksidacijskom stresu djelovati kao akceptori energije kako bi se sprijecilo
oStecenje staniCnih struktura reaktivnim oblicima kisika koji nastaju u takvim stresnim
uvjetima (Pevalek-Kozlina 2003). No, u mojem istrazivanju intenzitet svjetlosti je bio
nizak pa se povecanje koli€ine karotenoida moZe objasniti njihovom ulogom

pomocnih pigmenata u procesu fotosinteze.

Singh i sur. (2014) u svom istrazivanju govore o blagotvornom utjecaju LED
rasvjete na koncentraciju pigmenata. Primijetili su povecanje koncentracije klorofila
kod kelja (Brassica olearacea L. cv Winterbor), sadnica kupusa (Brassica olearacea
var. capitata L.) te povecCanje koncentracije karotenoida kod biljaka ,baby“ salate
sorte ,Red Cross“ (Lactuca sativa L.). Kod rajCice sorte ,Magnus F1“ (Solanum
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lycopersicum L.), slatke paprike sorte ,Reda“ (Capsicum sp L.) te krastavca
(Cucumis sativum L.) primijetili su povecanje koncentracije svih fotosintetskih
pigmenata u kombinaciji osvjetljavanja biljaka LED rasvjetom i HPS lampama (,high

pressure sodium lapms*) intenziteta svjetlosti PFD = 90 pymol m? s1.

5.3 Utjecaj razlicitih izvora svjetlosti na u€inkovitost fotosinteze vodene lecCe

Fotosinteza je proces koji ovisi o intenzitetu i kvaliteti svjetlosti. UCinkovitost
fotosinteze povecava se proporcionalno s porastom intenziteta svjetlosti sve do jedne
toCke kad daljnji porast intenziteta svjetlosti ne utjeCe na porast stope fotosinteze
zbog zasicenja fotosintetskog aparata. Ukoliko se intenzitet svjetlosti joS vise
povecava dolazi do pada ucinkovitosti fotosinteze zbog nastupanja svjetlosnog
stresa i oSteéenja fotosintetskog aparata (Pevalek-Kozlina 2003). Artetxe i sur.
(2002) proveli su istrazivanje o utjecaju cinka i kadmija na fotosintezu vodene lece
aklimatiziranu na tri razliita intenziteta svjetlosti. U svom istraZivanju dosli su do
zakljuCka kako je vodena lecCa koja je uzgajana pri najmanjem intenzitetu svjetlosti
(LL — ,low light“, PFD = 50 ymol m~ s!) pokazala manje simptome stresa inducirane
prisustvom cinka i kadmija. Optimalni prinos fotosistema Il i koncentracija klorofila
nisu bile promijenjene za razliku od biljaka koje su uzgajane pri srednjem i visokom
intenzitetu svjetlosti. Prema tome, oCekivala sam da kod uzgoja vodene lece pri
razliCitim izvorima svjetlosti niskog intenziteta nec¢e doc¢i do pojave simptoma
svjetlosnog stresa koji se ocituju smanjenim optimalnim prinosom fotosistema II.
Maxwell i Johnson (2000) u svojim uputama o mjerenju fluorescencije Kklorofila
navode kako se stresni uvjeti koji uzrokuju ostecenje fotosintetskog aparata (npr.
svjetlosni, toplotni stres ili manjak vode) ocituju smanjenim vrijednostima optimalnog
prinosa fotosistema Il (normalne vrijednosti su od 0,7 do 0,8) te povecanjem
vrijednosti minimalne fluorescencije (Fo). Visoke vrijednosti nefotokemijskog gasenja
(NQP) pokazatel] su previsokog intenziteta svjetlosti i niskog fotosintetskog

kapaciteta.

U ovom istrazivanju vrijednosti optimalnog prinosa fotosustava Il bile su u
spomenutom rasponu - od 0,7 do 0,8 Sto priblizno odgovara ocekivanim
vrijednostima za biljke koje nisu u uvjetima svjetlosnog stresa (Slika 20). Najvise
vrijednosti bile su kod biljaka uzgajanih na podlozi po Steinbergu pri LED rasvijeti.
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Ostale vrijednosti bile su neSto nize ali ujednacCene. Vjerojatan razlog ovakvim
rezultatima jest taj Sto su se biljke uzgajane na podlozi po Steinbergu pri LED rasvjeti
prilagodile uvjetima suboptimalne kvalitete i intenziteta svjetlosti. Povecana
ucinkovitost fotokemijskih reakcija dovodi do vece stope fotosinteze u cjelini pa biljke
sintetiziraju dovoljno ugljikohidrata koji su im potrebni kao izvor energije i prete€a u
biosintezi ostalih organskih spojeva potrebnih za rast i razvoj. Kod biljaka uzgajanih
pri fluorescentnoj rasvjeti i onima uzgajanih na podlozi po Pirsonu i Seidelu iznos
optimalnog prinosa bio je neSto niZi. Biljke koje su rasle na podlozi po Pirsonu i
Seidelu koristile su aminokiselinu asparagin i saharozu iz hranjive podloge. S
obzirom da je optimalan prinos fluorescencije proporcionalan sadrzaju klorofila
(Genkov i sur. 1997, citirano u Lozi¢ 2010), povecéanje optimalnog prinosa moze biti
posliedica povec¢anog sadrzaja klorofila u vodenoj le¢i uzgajanoj na podlozi po
Steinbergu pri LED rasvjeti u odnosu na sadrzaj klorofila u bilkama pod

fluorescentnom rasvjetom u drugoj supkulturi.

Efektivna ucinkovitost fotosistema Il mjera je udjela svjetlosti apsorbirane
klorofilom vezanim uz PSII i energije iskoriStene u fotokemijskim reakcijama. Efektivni
prinos bio je veéi u drugom dijelu pokusa u svim pokusnim grupama biljaka (Slika 21)
pri ¢emu su vrijednosti bile podjednake, a znaCajno niza je bila jedino vrijednost
dobivena za bilijke na podlazi po Steinbergu izlozene fluorescentnoj rasvjeti. U prvoj
supkulturi efektivna ucinkovitost fotosistema Il bila je niza vjerojatno zato Sto je
preseljenje biljke s fluorescentne na LED rasvjetu bilo stresno za biliku i u tako
kratkom vremenu se joS$ nije stigla aklimatizirati. Naime, dugotrajni uzgoj biljaka kao i
aklimatizacija na dvjema podlogama Kkoristenima u ovom pokusu bili su pri

fluorescentnom rasvjetom.

Stopa prijenosa elektrona (ETR) predstavlja relativhu koli€inu elektrona koji
prolaze kroz PSII tijekom ravnoteznog stanja fluorescencije. Podaci o stopi prijenosa
elektrona (Slika 22) u potpunosti se poklapaju s podacima o efektivnoj ucinkovitosti
fotosistema Il Sto je i oCekivano jer stopa prijenosa elektrona ovisi o efektivnom

prinosu fotosistema II.

Fotokemijsko gasenje (qP) mjera je za koli€inu energije koja se iskoristi za
reakcije prijenosa elektrona, dok je nefotokemijsko gasenje mjera za koli€inu energije

koja se izgubi u obliku topline (Maxwell i Johnson 2000). Prema tome, Sto je vedéi
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udio fotokemijskog gasenja, maniji je udio nefotokemijskog gasenja i obrnuto. Podaci
o fotokemijskom gaSenju ukazuju na to da su biljke koje su uzgajane na podlozi po
Pirsonu i Seidelu bez obzira na vrstu rasvjete imale visoke vrijednosti fotokemijskog
gasenja, odnosno da se radi o optimalnim uvjetima uzgoja. Taj se podatak odnosi na
drugu supkulturu. Ukoliko se usporeduju podaci o fotokemijskom gasenju biljaka
uzgajanih na podlozi po Steinbergu, viSe vrijednosti su pokazale biljke uzgajane pri
LED rasvjeti u drugoj supkulturi (Slika 23) u odnosu na biljke uzgajane na istoj
podlozi pri fluorescentnoj rasvijeti. Vrijednosti nefotokemijskog gasenja veée su kod
biljaka uzgajanih pri fluorescentnoj rasvijeti, ali te razlike nisu statisticki znacajne. U
drugoj supkulturi vrijednosti nefotokemijskog gasenja ne ukazuju na nikakve razlike
medu tretmanima (Slika 24). Zbog niskog intenziteta svjetlosti pri kojem su biljke
uzgajane, vrijednosti nefotokemijskog gasenja su prema ocekivanjima, niske. Ako
usporedim podatke o fotokemijskom i nefotokemijskom gasenju s vrijednostima koje
je izmjerila Lozi¢ (2010) podaci o fotokemijskom gaSenju se poklapaju dok su

vrijednosti o nefotokemijskom gasenju upola nize.

Zanimljivo je to Sto unato€ viSoj ucinkovitosti fotokemijskih reakcija biljke
uzgajane na podlozi po Steinbergu pri LED rasvjeti nisu u usporedbi s
fluorescentnom rasvjetom imale pove¢anu masu kao ni veci porast broja biljaka. To
bi moglo znaciti da su se ugljikohidrati sintetizirani u fotosintezi u ve¢oj mjeri iskoristili
za dobivanje energije procesima stanicnog disanja, a manje su se usmjeravali u
proizvodnju biomase. Oksidacijom ugljikohidrata oslobada se energija pohranjena u
obliku ATP-a. Ta se energija zatim koristi u svim metaboli¢kim procesima organizma
kao i za prijenos tvari kroz membrane. Koncentracija mikro- i makro- elemenata u
hranidbenoj podlozi po Steinbergu je niza u odnosu na podlogu po Pirsonu i Seidelu
pa se moze ocCekivati da je za unos nekih mineralnih tvari potrebno utrositi vise
energije u usporedbi s podlogom po Pirsonu i Seidelu. Buduci da je ta hranidbena
podloga bogatija mineralnim tvarima, mogu pretpostaviti da se veci dio tvari moze
primati pasivnhom difuzijom kroz proteinske kanali¢e ili olakSanom difuzijom putem
prijenosnika. Zanimljiv je podatak dobiven za povrSinu biljaka na podlozi po
Steinbergu. U drugoj supkulturi je povrSina biljaka bila ve¢a na podlozi po Steinbergu
u usporedbi s podlogom po Pirsonu i Seidelu (Slika 15). Naime, ulazak mikro- i
makroelemanta u stanice uvijek je popraéen ulaskom molekula vode (Pevalek-

Kozlina 2003), Sto svakako doprinosi i povecanju povrSine stanice. Dakle, veca

47



5. Rasprava

ukljuCenost sekundarnog aktivnog prijenosa u proces unosa mineralnih elemenata u
stanice uz odgovarajuéi ulazak vode radi uspostavljanja osmotske ravnoteze jedan je
od moguc¢ih mehanizama koji doprinose vecoj povrsini biljka. Osim povecanja
povrSine biljaka, ovakvu pretpostavku potvrduje i podatak o omjeru suhe i svjeze
mase biljaka. Udio suhe tvari manji je kod biljaka uzgajanih na podlozi po Steinbergu,
odnosno veci udio u masi biljke €ini voda. Napominjem da bi za potvrdu ove
pretpostavke o povezanosti povrsine biljaka i unosa mineralnih tvari trebalo analizirati
sastav mineralnih elemenata u biljnom tkivu. Amoozgar i sur. (2016) pratili su ucinak
razliCitin tipova LED rasvjete (razliCiti omjer plave i crvene svjetlosti) na sadnice
salate (Lactuca sativa L. cv. Grizzly). Kao kontrolnu rasvjetu koristili su fluorescentnu
rasvjetu. U svom su istrazivanju odredili koncentraciju makro- i mikro- elemenata (N,
P, K, Ca, Mg, Cu, Mn, Zn i Fe) u sadnicama salate. Koncentracija mikro- i makro-
elemenata bila je znacajno veca kod sadnica uzgajanih pri LED rasvjeti i to u svim
ispitivanim tretmanima isto kao i udio vode u korijenu i u nadzemnom dijelu sadnica.
Amoozgar i sur. (2016) navode da je razlog tome niska razina stresa uzrokovana
promjenama u intenzitetu svjetlosti pri osvjetljavanju LED rasvjetom. Kopsell i Sams
(2013, citirano u Amoozgar i sur. 2016) izvjestili su da kratkotrajno izlaganje plavom
svjetlu prije berbe povecava hranjivu vrijednost brokule (Brassica oleracea L. var.
Italica) zbog povecane apsorpcije mikro- i makro- elemenata. Dakle, vjerojatno je da
izlaganje LED rasvjeti pove¢ava apsorpciju mikro- i makroelemenata iz gnojiva i na
taj naCin povecéava njegovu ucinkovitost. Postoje dokazi da plavo LED svjetlo izaziva
otvaranje ionskih kanala u membranama stanica (Amoozgar i sur. 2016) i na taj
nac¢in omogucéava ulazak i/ili izlazak iona iz stanice. Buduéi da se ove promjene
javljaju kao odgovor na plavo svjetlo, mozZe se pretpostaviti da u odgovoru sudjeluju
fitokromi i kriptokromi - fotoreceptori koji apsorbiraju plavu svjetlost (Pevalek-Kozlina
2003). Plava LED svijetlost uzrokuje i povoljne morfoloSke promjene (Tamulaitis i sur.
2005, citirano u Amoozgar i sur. 2016) te i na taj nadin povecava apsorpciju mikro- i

makroelemenata.

Za potvrdu pretpostavke ovisnosti fotosintetske ucinkovitosti i parametara
rasta (povecCanja povrSine biljaka te smanjenja udjela suhe tvari) kod biljaka
uzgajanih na podlozi po Steinbergu pri LED rasvjeti potrebno je napraviti daljnja
istrazivanja kojima bi se utvrdilo doprinosi li promjena stope primanja mineralnih tvari

opazenim ucincima.
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Na temelju istrazivanja ucinka dviju vrsta rasvjeta na vodenu leéu (Lemna
minor L.) koja je uzgajana 14 dana u dvije supkulture na dvije razli¢ite hranidbene
podloge (podloga po Pirsonu i Seidelu i podloga po Steinbergu) mogu zakljuditi da je
rast biljaka bio bolji pri fluorescentnoj rasvjeti, a da je uc€inkovitost fotosinteze bila
veca kod biljaka uzgajanih pri LED rasvjeti. Spomenuti zaklju€ak proizlazi iz sljedecih

rezultata:.

1. Na parametre rasta je znacajnije utjecao tip rasvjete nego vrsta podloge jer
su prirast broja i mase biljaka, udio suhe tvari, prirast broja kolonija kao i povrsina
biljaka bili veéi pri fluorescentnoj rasvjeti. LED rasvjeta dovela je do poviSenja
sadrzaja fotosintetskih pigmenata, a vrijednosti efektivnhog prinosa fotosustava I,
stope prijenosa elektrona i fotokemijskog gasenja ukazuju na to da je ucinkovitost

fotosinteze vec¢a kod biljaka uzgajanih pri LED rasvjeti.

2. Koncentracija proteina i aktivhost enzima gvajakol peroksidaze su na
podlozi po Pirsonu i Seidelu bili viSi nego na podlozi po Steinbergu, $to je narocito
vidljivo u drugoj supkulturi. Na toj je podlozi izmjereno i znaCajno povecanje
optimalnog prinosa fotosustava Il ali samo u biljaka koje su uzgajane pri LED rasvjeti.
Stoga mogu zakljuCiti da je na spomenute pokazatelje znacajnije utjecao sastav

hranjive podloge.

3. U drugom dijelu pokusa (u drugoj supkulturi, od 7. do 14. dana) utvrdena
znacCajno viSa koli€ina pigmenata u biljaka izloZzenih LED rasvjeti u usporedbi s
billkama uzgajanim na fluorescentnoj rasvjeti. U biljaka uzgajanih na podlozi po
Steinbergu i pri LED rasvjeti uoCeno je znacajno povecanje efektivnog prinosa
fotosustava Il i stope prijenosa elektrona u drugoj supkulturi. U tom je dijelu pokusa

takoder dobivena vi$a vrijednost fotokemijskog gasenja u odnosu na prvi dio pokusa.
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8. Zivotopis

Moje ime je Ana — Maria — Beatrice Sikié, rodena sam 16. rujna 1992. u
Varazdinu. Zivim u Varazdinskim Toplicama, a studiram u Zagrebu. Od 1999. do
2007. pohadala sam Osnovnu Skolu Antuna i Ilvana Kukuljevica u Varazdinskim
Toplicama. 2007. godine upisala sam Prvu gimnaziju Varazdin koju sam pohadala do
2011. godine.

2011. godine sam upisala Integrirani preddiplomski i diplomski studij biologije i
kemije, nastavniCki smjer. Sudjelovala sam na manifestaciji ,No¢ biologije“ 2012. i
2013. godine te na manifestaciji ,Otvoreni dan kemije“ 2014., 2015. i 2016. godine.
Na zavr$noj godini studija pohadala sam metodi¢ku praksu nastave biologije u XV

gimnaziji u Zagrebu te metodicku praksu kemije u VI osnovnoj Skoli u Varazdinu.

Tijekom studija razvila sam sklonost k botanici, nesto vise nego prema ostalim
granama biologije, ali i joS viSe ka kemiji. Zbog toga sam se odlucila na izradu
diplomskog rada u Laboratoriju za fiziologiju bilja, jer prou€avanje biljne fiziologije

obuhvaca moje interese.
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