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1. UvOoD

1.1. Vodene lece

Vodene le¢e male su vodene biljke iz porodice Lemnaceae. Ova kozmopolitska
porodica jednosupnica obuhvaca pet rodova: Lemna, Spirodela, Landoltia, Wolffia i
Wolffiella (Appenroth i sur. 2013, Sovjenya i sur 2016). Nalazimo ih u slobodno plutajuéem
obliku ili, rjede, neposredno ispod povriine vode, npr. L. trisulca. Cesto tvore kolonije.
Ovisno o vrsti, veli¢ina biljaka varira izmedu 1 — 60 mm? (Landolt i Kandeler 1987). Grada
tijela nije diferencirana u korijen, izdanak i listove kao u vecine biljaka ve¢ ima izgled
produljenog listi¢a. Siri dio tijela, distalni, odgovara listu, dok uZi, proksimalni dio odgovara
reduciranoj osi izdanka. Biljke roda Lemna iz svog proksimalnog dijela razvijaju jedan
korjenci¢ duljine do pet centimetara. Njegova je uloga odrzavanje biljke u horizontalnom
poloZaju. Na proksimalnom dijelu tijela sa svake se strane nalazi po jedna struktura s
meristemskom regijom (,reproduktivni dZep“) unutar koje poclinje razmnoZavanje.
RazmnoZavanje je najceSée vegetativno, pupanjem. Novonastale biljke kéeri odvajaju se,
ovisno o vrsti, nakon nekog vremena od majcinske biljke. Cvatu rijetko i samo u optimalnim
uvjetima (Krajnci¢ i Devidé 1980) Sto za posljedicu ima prestanak vegetativnog

razmnozavanja biljke.

Jednostavna grada biljaka, malih, ali okom vidljivih dimenzija, brz i preteino
vegetativni nadin razmnozavanja (¢ime nastaju genetski jednaki klonovi) te osjetljivost na
prisutnost razli¢itih tvari u hranidbenoj podlozi svojstva su koja ¢ine vodene le¢e pogodnim
organizmima za izvodenje biotestova. Takoder, bududi da za uzgoj i izvodenje pokusa nije
potreban veliki prostor vodene le¢e su pogodne biljke za rad u laboratoriju. Osim Sto su
dobri bioindikatori i testni organizmi u ekotoksikologiji, biljke roda Lemna imaju veliki
kapacitet bioakumulacije nekih toksi¢nih tvari Sto ih ¢ini pogodnim za primjenu u
tehnologijama procis¢avanja vodenih stanista (Mkandawire i Dudel 2005, Babi¢ i sur. 2009,

Radi¢ i sur. 2010).

U istrazivanjima fiziologije biljaka, laboratorijskim testovima te u ekotoksikoloskim
istrazivanjima i biomonitoringu okoliSa mogu se koristiti sve vrste iz porodice Lemnaceae.

Najéesée koristena vrsta je L. minor (Wang 1986 i 1987, Naumann i sur. 2006, Khellaf i



Zerdaoui 2010), ali postoje radovi u kojima su koristene i vrste L. gibba (Sazmasz i Obek

2009), L. trisulca (Prasad i sur. 2001), Spirodela polyrhiza (Rahman i sur. 2007).

Lemna minor L. (Slika 1a), mala vodena leca, plutajuca je vrsta ovalnih listova duljine
2-5 mm, Sirine do 5 mm. Lemna trisulca L. (Slika 1b), podvodna vodena le¢a, submerzna je
vrsta duguljastih kopljastih listova do 5-15 mm duljine (Nikoli¢ 2013, Landolt 1986). Boja
biljaka povezana je s rasporedom kloroplasta i zracnih prostora (aerenhima). Listovi vrste
L. minor sadrZe puno kloroplasta u gornjem sloju tkiva $to za rezultat ima tamnozelenu boju
listova. Za razliku od L. minor, listovi vrste L. trisulca tanji su, svjetliji i ¢esto prozirni zbog
manjeg broja kloroplasta. Zrac¢ni prostori kod vrste L. minor prisutni su gotovo na cijelom
distalnom podrucju lista te u bazalnom dijelu lista, dok kod vrste L. trisulca u bazalnom dijelu
lista nema prisutnih zraénih prostora (Landolt 1986). Ovisno o hranjivoj podlozi, vrijeme
udvostrucenja broja biljaka vrste L. minor iznosi 1,3 — 2.8 dana (Wang 1987a), a kod
L. trisulca 1,6 — 2,4 dana u kontroliranim uvjetima (Huebert i Shay 1993). Razlika izmedu ove
dvije vrste prisutna je i kod odvajanja majcinske biljke i biljaka kéeri. Zbog brzeg odvajanja
biljaka kéeri od majcinske biljke, biljke vrste L. minor tvore male kolonije. Kod podvodne lece
L. trisulca protekne vise vremena do odvajanje biljaka kéeri od majéinske pa ta vrsta tvori

dugacke kolonije ¢esto u obliku razgranatih lanaca (Landolt 1986).

(a) (b)

Slika 1. (a) Mala  vodena leca Lemna  minor L  (preuzeto  sa:
http://www.fungoceva.it/erbe_ceb/lemma_minor.htm) (b) Podvodna le¢a Lemna trisulca L.
(preuzeto sa: http://www.atlas-roslin.pl/htm/bg/bg-Lemna_trisulca.htm)



1.2. Lemna-test

Tvari koje imaju nepozeljan ucinak na rast i razvoj biljaka mogu biti prisutne u okolisu
kao posljedica prirodnih procesa ili uslijed djelovanja ¢ovjeka. Zagadenja okolisa uzrokovana
ljudskom djelatno$¢u brojnija su od prisutnosti potencijalno toksi¢nih tvari koje se
oslobadaju prirodnim procesima (Petelet i sur. 2009). Vulkanska aktivnost, erozija tla,
termalni izvori, kiselija tla te tla u blizini mora primjeri su podruéja na kojima je prisutna
povecana koli¢ina tvari koje negativno utjeCu na rast i razvoj vecine biljaka, no biljke tih
podrucja razvile su specificne prilagodbe koje im omoguéuju prezivljavanje. Rudarstvo,
poljoprivreda i industrija te razli¢ite nepredvidive nezgode poput izlijevanja opasnog otpada
prilikom transporta, glavni su antropogeni izvori zagadenja (Hans i sur. 1999, Holt 2000). lako
je nadzor pri upotrebi i odlaganju toksi¢nih tvari u svijetu sve strozi (Defra 2010, European
Commission 2000, European Union 2005, LAWA 2003, U.S. Environmental Protection Agency
2009), one se i dalje mogu naci u okoliu. Cesto su to posljedice nezgoda, ali i nesavjesnog
ljudskog djelovanja (npr. formiranja divljih odlagalista i sl.). Kako bi se procijenilo moguce
djelovanje neke toksi¢ne supstance na organizme u okoliSu, provode se razliciti toksikoloski
biotestovi. Biotestovi su postupci u kojima se djelovanje tvari (npr. neke kemikalije)
procjenjuje na temelju ucinka na testni organizam. Tijekom biotesta se osjetljivi testni
organizmi, tkiva ili stanice izlaZu odredenim koncentracijama testiranih tvari tijekom
odredenog vremena nakon cega se mjere pokazatelji (npr. rast ili neki drugi fizioloski ili
biokemijski odgovor) na temelju kojih se procjenjuje ucinak testirane tvari. Kao testni
organizmi Cesto se koriste bakterije, jednostani¢ne alge, maleni vodeni beskraljesnjaci te

biljke.

Biljni biotestovi vrlo su vazni u detekciji onecis¢enja okolisa, kao i za uspostavljanje
nadzornih sustava u okoliSu (Maluszynska i Juchimiuk 2005) i ve¢ su niz godina ukljuceni u
skupine testova koji se provode u cilju procjene djelovanja razli¢itih tvari. Lemna test je
jedan od biljnih biotestova koji se ¢esto primjenjuje za odredivanje bioloske aktivnosti te za
procjenu toksi¢nosti pojedinih kemikalija (Hillman 1961, Landolt 1986, citirano u Vidakovi¢ —
Cifrek 1999). Biljke roda Lemna su zbog plutajuéeg nacina Zivota cijelom donjom povrSinom
tijela u izravhom kontaktu s hranjivom podlogom, time ujedno i s prisutnim kemikalijama.
Grada koja im omogucuje visoku osjetljivost na prisutne toksikante te veliki kapacitet

bioakumulacije Cini biljke roda Lemna reprezentativnim primjerima vaskularnih biljaka koje



su osjetljive na tvari poput toksi¢nih metala, organometalnih spojeva te razlicitih
radioaktivnih (Bovet i sur. 2000) i organskih spojeva poput proizvoda farmaceutske industrije
(Brain i sur. 2006, citirano u Mkandawire i sur. 2014). Biljke roda Lemna podnose Sirok
raspon pH-vrijednosti, od 5 do 8 (Landolt 1986), a ako se koriste vrste koje plutaju na vodi,
Lemna-test je primjenjiv za odredivanje ucinka obojenih i mutnih otopina (Scherr i sur.

2008).

Pokazatelji toksi¢nosti tvari koje se mogu pratiti Lemna-testom su prezivljavanje
biljaka, prirast broja biljaka, prirast mase svjeze i suhe tvari, ukupna povrsina biljaka, odnos
povrsine biljaka i mase svjeze tvari, duljina korjenci¢a, koncentracija fotosintetskih
pigmenata, stopa disanja, fotosintetska aktivnost i ultrastrukturne promjene (Lichtenthaler
1987, Hillman 1961, Smith i Kwan 1989, Wang 1990, Severi 1991 citirani u Vidakovié—Cifrek
1999, Vidakovié¢—Cifrek i sur. 2001, Severi 2001, ISO/CD 20079 2004).

U prirodnim uvjetima su u okoliSu prisutne brojne biljne i Zivotinjske vrste koje su
¢esto u medusobnoj interakciji. Lemna-test, kao i veéina biotestova, izvodi se u kontroliranim
laboratorijskim uvjetima i to uglavnom na takav nacin da je u testu prisutna samo jedna vrsta
organizama. Ukoliko je cilj provodenja biotesta procjena potencijalnog ucinka testirane tvari
na organizme u prirodnom okoliSu, prisutnost vise od jednog organizma u pojedinom
biotestu mogla bi predstavljati prednost, jer bi u takvim testovima barem u odredenoj mjeri
bila prisutna medudjelovanja organizama, slicno kao u prirodnim uvjetima. U literaturi
postoje podaci o biotestovima u kojima se istrazZila interakcija dviju biljnih ili Zivotinjskih
vrsta. Primjer takvog testa je medudjelovanje zZarnjaka Hydra oligactis i planktonskog raci¢a
Daphnia magna (Taylor i sur. 1995) te alge Chlorella pyrenoidesa i vodene le¢e Lemna

perpusila (Rowe i sur. 1982).

1.3. Prisutnost bakra u okolisu i njegov ucinak na biljke

Bakar je esencijalan mikroelement za rast i razvoj biljaka, ali u prevelikoj kolicini
izrazito je fitotoksi¢an. U biljci se pojavljuje u oksidacijskim stanjima Cu* i Cu?*. Sudjeluje u

brojnim fizioloskim procesima: strukturni je element regulacijskih proteina, sudjeluje u



prijenosu elektrona u fotosintezi, stanicnom disanju, metabolizmu stani¢ne stijenke i
hormonskoj regulaciji te u odgovoru na oksidacijski stres. Njegovi ioni su kofaktori brojnih
enzima poput oksidaza. Takoder ima znacajnu ulogu i u prijenosu signala u stanici te u

mobilizaciji Zeljeza (Yruela 2005).

Koncentracija bakra u otopini tla potrebna za optimalan rast biljaka krece se u
rasponu 1 x 1073 umol dm3 do 1 umol dm3 (Welch 1995). Manjak bakra u biljnom organizmu
uocava se prvo kao morfoloska promjena na mladim listovima. Listovi mogu biti uvijeni ili
nepravilni te pokazivati znakove kloroze ili ¢ak nekroze (Marschner 1995). Uslijed nedostatka
bakra uocena je smanjena stopa prijenosa elektrona u kloroplastima zbog smanjene sinteze
plastocijanina, promjene strukture tilakoidnih membrana i PSIl, smanjenje koncentracije
pigmenata klorofila i karotenoida te nezasicenih C18 masnih kiselina (Baszynski i sur. 1978,

Baron i sur. 1992, Yruela 2005).

Pri koncentracijama bakra koje su iznad optimalnih vrijednosti potrebnih za rast
bilijke, uoceno je da bakar inhibira rast i ometa vazne stani¢ne procese poput fotosinteze i
disanja (Marschner 1995, Mazhoudi i sur. 1997, Prasad i Strzatka 1999). Rast biljaka u
podruéjima s povecanom koncentracijom bakra u tlu pracen je smanjenom biomasom i
klorozom listova, tj. smanjenjem koncentracije klorofila i izmijenjenom strukturom
kloroplasta i sastava tilakoidnih membrana (Baszynski i sur. 1988, Quartacci i sur. 2000). lako
je zbog svojih redoks svojstava bakar esencijalan element, ona doprinose i njegovoj
toksiénosti. TeSki metali poput bakra uzrokuju nastanak oksidacijskog stresa u biljaka.
Oksidacijski stres nastaje kao posljedica nemoguénosti odrzavanja ravnoteze izmedu
nastanka i uklanjanja reaktivnih oblika kisika (ROS) u organizmu (Varga 2015). ROS
obuhvacaju spojeve (npr. H20;) i druge oblike (npr. superoksidni radikal i singletni kisik) s
jednim ili viSe aktiviranih atoma kisika. U odredenoj kolicini nastaju u stanici i u optimalnim
uvjetima, tj. tijekom normalnog metabolizma. Medutim, u stresnim uvjetima ravnoteza
izmedu nastajanja i uklanjanja ROS je narusSena (Apel i Hirt 2004). Promjena redoks oblika
iona bakra (Cu?* i Cu*) uzrokuje nastajanje visoko toksi¢nih hidroksilnih radikala (HO’) u
neenzimskoj kemijskoj reakciji izmedu superoksida (O2) i vodikova peroksida (H;0,).
Hidroksilni radikali oste¢uju molekulu DNA, masti, proteine i ostale bioloske makromolekule
(Halliwell i Gutteridge 1984) medu kojima su i antioksidacijski enzimi (npr. enzim

peroksidaza), te druge molekule antioksidansi ¢ija je uloga ublaZiti oksidacijski stres (Wang i



sur 2004). Oksidacijski stres regulatorni je proces, ravnoteia izmedu oksidacijskih i
antioksidacijskih kapaciteta o kojima ovisi sudbina biljke (Arora i sur. 2002). Kao ¢imbenik
koji oStecuje stanice, oksidacijski stres pokrece signalne i obrambene reakcije (Demidchik,
2015). Pod utjecajem oksidacijskog stresa povecava se aktivnost enzima antioksidacijskog
sustava (superoksid dismutaza, katalaza, glutation reduktaza, peroksidaza) te molekula
antioksidansa poput askorbinske kiseline glutationa, B-karotena, vitamina E (Arora i sur.
2002, Razinger i sur. 2007). Peroksidaze su enzimi koji, osim uloge u antioksidacijskom
sustavu, sudjeluju u regulaciji brojnih fizioloSkih procesa kao Sto su lignifikacija,
suberinizacija, metabolizam stanicne stijenke i metabolizam auksina (Mathé i sur. 2010).
Peroksidaze (POX) kataliziraju oksidacijsko-redukcijske reakcije izmedu vodikova peroksida

(H20,) i razlicitih reducensa (Varga 2015).

POX
H,02+ AH,— H, O+ A

U laboratoriju, u uvjetima, in vitro, oksidacijom gvajakola u prisutnosti vodikova
peroksida i gvajakol peroksidaze (GPOX) nastaje tetragvajakol, spoj Zuto — smede boje. Ta
reakcija se koristi za mjerenje aktivnosti peroksidaze u ekstraktima biljnih tkiva (Bradford

1976).

) GPOX )
Gvajakol + H,0,—— tetragvajakol + H,O

Osim mehanizmom antioksidacijskog odgovora, neke biljke, uklju¢ujuci i vodene lece,
na povisenu koli¢éinu bakra djeluju akumuliranjem bakra u vakuolu. Tim stani¢nim
mehanizmom izbjegava se oStecenje stanica i omogucuje normalno funkcioniranje
metabolizma (Yruela 2005). Vodene leée mogu akumulirati i neke druge vrste teskih metala
pa do odredene koncentracije u hranjivom mediju ti metali nemaju Stetni ucinak na rast
biljke (Khellaf i Zerdaoni 2010). Akumuliranje odredene koli¢ine tesSkih metala omogucuje
biljci toleranciju na prisutnost istih a ona se moze definirati kao sposobnost prezivljavanja
biljaka u tlima koja su toksi¢na za druge biljke. ZabiljeZeno je da slobodnoplutajuce vrste
vodenih le¢a (L. gibba i S. polyrhiza) primaju manje kadmija, bakra, olova i cinka od
submerznih vrsta (Van der Werff i Pruyt 1982). Utjecaj bakra na vrstu L. minor dobro je
istrazen (Frankart i sur. 2002, Wiebke i sur. 2007, Cvjetko i sur. 2010, Vidakovi¢-Cifrek i sur.

2015), a proveden je i manji broj istrazivanja o njegovom utjecaju na vrstu L. trisulca (Prasad



i sur. 2001). Utvrdeno je da bakar u hranjivoj podlozi u vrste L. minor pri koncentraciji od
5 umol dm3 uzrokuje klorozu, smanjeni udio fotosintetskih pigmenata, smanjenu vrijednosti
efektivnog prinosa PSIl, oSteéenje proteina i povecanu aktivnost antioksidacijskih enzima
poput katalaze te je zabiljeZeno da pri koncentraciji od 12,1 pmol dm3 uzrokuje redukciju
rasta za ¢ak 50 %. Vrsta L. trisulca mogla bi tolerirati koncentraciju od 10 umol dm™ bakra u
hranjivoj podlozi bez znacajnih promjena u koncentraciji fotosintetskih pigmenata, no
koncentracija veéa od 1 umol dm3 uzrokuje znaajno smanjenje fluorescencije klorofila.
Takoder, ima veliku sposobnost bioakumulacije i moze akumulirati bakar iz hranjive podloge

sve dok njegova koncentracija ne prelazi 50 umol dm3.

1.4.Fotosinteza

Da bi se bioloski procesi mogli uspjesno odvijati, organizmima je potrebna energija.
Sva energija koju koriste bioloski sustavi potje¢e od Sunceve energije ,,uhvaéene” u procesu
fotosinteze. Suncéeva energija pokretac je procesa u kojem se iz anorganskih tvari, ugljikova
dioksida i vode, kao finalni proizvod dobivaju organski spojevi, ugljikohidrati koji su
organizmima glavni izvor energije i prekursori za sintezu ostalih organskih spojeva. U procesu

fotosinteze oslobada se kisik, koji je takoder bitan za bioloSke procese.

svjetlosna energija

COz + HzO (CH20)+ 02

(CH20) - ugljikohidrat

Fotosinteza se odvija u kloroplastima. Sve stanice koje imaju kloroplaste mogu
provoditi fotosintezu, no mezofil lista je zbog velikog broja kloroplasta tkivo koje
ugljikohidratima kao proizvodima fotosinteze snabdijeva i druga biljna tkiva. Kloroplasti su
organeli obavijeni dvostrukom membranom unutar koje se nalazi stroma i sustav tilakoida.
Tilakoidne membrane odvajaju stromu od tilakoidnog prostora i sadrze molekule pigmenata
potrebne za prijenos elektrona. Upravo se na njima odvijaju oksidacijsko- redukcijske

reakcije u primarnim (fotokemijskim) reakcijama fotosinteze.

Pigmenti su tvari koje mogu apsorbirati svjetlosnu energiju. Fotosintetski pigmenti

visih biljaka su klorofil a, klorofil b i karotenoidi. U procesu fotosinteze sudjeluju u apsorpciji i



prijenosu energije, a klorofil a i u pretvorbi svjetlosne energije u kemijsku. Klorofil a, klorofil
b i karotenoidi imaju maksimume apsorpcije u crvenom i plavom dijelu svjetlosnog spektra, a
reflektiraju zeleni dio spektra. Rezultat toga zelena je boja listova (Pevalek—Kozlina 2003).
Maksimumi apsorpcije klorofila a nalaze se pri 430 i 662 nm, klorofila b pri 453 i 642 nm, a

karotenoida izmedu 380i 550 nm

Molekule pigmenata dio su fotosistema u kojem razlikujemo sredisnji dio, tj.
reakcijsko srediSte s klorofilom a te dio s antenskim molekulama (klorofil b i karotenoidi)
smjeStenim oko reakcijskog sredista. Antenske molekule apsorbiraju svjetlost te prenose
energiju do reakcijskog sredista. U tilakoidnim membranama nadena su dva fotosistema —
fotosistem | (PSI) i fotosistem 1l (PSll) koji se razlikuju po apsorpcijskim maksimumima.

Maksimum apsorpcije PSI je na 700 nm, a PSIl na 680 nm.

Fotosinteza je proces sastavljen od dva stadija: svjetlosnih (primarnih) reakcija i
Calvinova ciklusa (sekundarne reakcije). U primarnim reakcijama apsorpcija svjetlosne
energije uzrokuje prijelaz molekule klorofila iz osnovnog u pobudeno stanje. lzolirane
molekule klorofila vrlo brzo se vradaju u osnovno stanje, pri ¢emu se veliki postotak
apsorbirane energije oslobada kao toplina i svjetlost vecih valnih duljina od pobudne
(fluorescencija klorofila). No, u kloroplastima se na tilakoidnim membranama energija
apsorbirane svjetlosti koristi za prijenos elektrona u lancu prijenosa elektrona, s molekule
klorofila u reakcijskom sredistu (kojoj se elektron nadoknaduje iz vode) preko nekoliko
prenosioca, do NADP* koji kao konacni akceptor elektrona u lancu prijenosa elektrona
prelazi u NADPH. U intaktnom kloroplastu se vrlo malo energije gubi u obliku topline i
svjetlosti (fluorescencije). Tijekom prijenosa elektrona oslobada se kisik te se uspostavlja
protonski gradijent na tilakoidnoj membrani. Protonski gradijent pokrece sintezu molekule
adenozin-trifosfata (ATP) iz molekule adenozin-difosfata (ADP) i anorganskog fosfata (P).
Calvinov ciklus obuhvaca reakcije u kojima se, uz utrosak Sest molekula NADPH (kao izvora
elektrona) i devet molekula ATP—a (kao izvora energije), iz tri molekule ugljikova dioksida
koje ulaze u ciklus sintetizira jedna molekula gliceraldehid-3-fosfata koji sluzi kao ishodisni

spoj u sintezi glukoze, saharoze i drugih organskih spojeva (Pevalek—Kozlina 2003).

Za procjenu ucinkovitosti fotosinteze koriste se metode mjerenja fluorescencije

klorofila. Kao Sto je ranije receno fotosintetski pigmenti u antenama fotosistema apsorbiraju



svjetlosnu energiju te u optimalnim uvjetima c¢ak 95% energije bude preneseno do
reakcijskog srediSta, a ostatak se oslobada u obliku topline i svjetlosti, tj. fluorescencije
(Mohr i Schopfer 1995). Stoga svjetlost emitirana fluorescencijom, koja je crvene boje,
predstavlja vrlo mali udio u zelenoj svjetlosti reflektiranoj s listova biljaka pa se moze
detektirati samo preciznim uredajima — fluorimetrima. Jedna od metoda kojom se mijeri
fluorescencija klorofila metoda je saturacijskog pulsa u uvjetima in vivo. Mjerenja i analize
fluorescencije klorofila postali su nezaobilazni u istrazivanjima primarnih reakcija
fotosinteze. Ova metoda razvijena je kako bi se zasebno mogli kvantificirati fotokemijski i
nefotokemijski procesi gasenja fluorescencije u uvjetima kada je uzorak prilagoden na
svjetlost. Fotokemijsko gasenje je odraz redoks stanja primarnog akceptora PSIl, dok je
nefotokemijsko gaSenje odraz rasipanja energije u obliku topline. Fotokemijsko gasenje
fluorescencije povezano je s redoks stanjem primarnog akceptora (tijekom prilagodbe na
svjetlost, odredeni dio reakcijskih sredista moZe se ponovo ,otvoriti“, tj. oksidirati), dok
nefotokemijsko gasenje predstavlja reakcije koje nisu povezane s protokom elektrona (Toth
2006). Metoda saturacijskog pulsa ima Siroku primjenu u ekotoksikoloskim istraZivanjima te
je korisna u kvantifikaciji oSte¢enja fotosintetskih sustava izazvanih stresom (Schreiber i sur.

1994, Rohacek 2002, Schreiber 2004, citirano u Mlinari¢ 2013).

Pri izvodenju metode saturacijskog pulsa list prilagoden uvjetima tame obasjava se
crvenom svjetlosti niskog intenziteta, potom kratkotrajnim pulsom svjetlosti visokog
intenziteta te na kraju opetovanim pulsovima aktinicnog bijelog svjetla. 1z podataka
dobivenih mjerenjima izracunaju se optimalni i efektivni prinos fotosistema Il, stopa
prijenosa elektrona, fotokemijsko i nefotokemijsko gasenje. Dobiveni podaci usporede se s
uobicajenim vrijednostima na temelju kojih se procjenjuje ucinak tretmana na biljku

(Lichtenhaler 1987).



2.CIU

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi ucinak bakra u hranjivoj podlozi na dvije vrste
vodenih le¢a (L. minor i L. trisulca). Primijenit ¢u Lemna-test u kojem ¢e te dvije vrste
vodenih leéa biti u mijeSanoj kulturi, tj. u jednoj Erlenmeyerovoj tikvici. Da bih utvrdila je li u
odgovoru na ucinak bakra prisutna i medusobna interakcija izmedu dviju vrsta vodenih leca,
istovremeno ¢u provesti i standardizirani Lemna-test kojim ¢u pratiti uc¢inak bakra na svaku

vrstu zasebno, u pojedina¢nim kulturama.

Pokazatelji u¢inka bakra koje ¢u pratiti su stopa rasta biljaka na temelju promjene
broja i mase biljaka te nekoliko fizioloSkih pokazatelja (koncentracija fotosintetskih
pigmenata i proteina, aktivnost enzima gvajakol peroksidaze i ucinkovitost fotosinteze
metodom fluorescencije klorofila). Usporedbom rezultata dobivenih na vodenim le¢cama u
pojedinacnim kulturama s rezultatom dobivenim na biljkama u mijeSanoj kulturi utvrdit ¢u je

li u odgovor biljaka na ucinak bakra uklju¢ena i medusobna interakcija tih dviju vrsta.
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3. MATERUJAL | METODE

3.1. Lemna-test

Lemna-testom sam istrazila uc¢inak bakra na malu vodenu le¢u (Lemna minor L.) i na
podvodnu vodenu leéu (Lemna trisulca L.). Bakar je u hranjivu podlogu dodan u obliku
bakrovog sulfata (CuSO4 x 5H,0), a koncentracija bakra je bila 5 umol dm. Za istraZivanje su

pripremljene sljedeée kulture vodenih leca:

1. kultura vrste Lemna minor L.
2. kultura vrste Lemna trisulca L.
3. mijeSana kultura vrsta Lemna minor i Lemna trisulca

3.1.1. Biljni materijal

Vodene le¢e, Lemna minor L. i Lemna trisulca L. koje sam koristila u ovom istrazivanju
potjeCu iz Botanickog vrta Prirodoslovno-matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Prilikom uvodenja vodene leée 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.
3.1.2. Hranjive podloge

Bilike Lemna minor L. i Lemna trisulca L. odrzavaju se na maodificiranoj hranjivoj
podlozi po Piersonu i Seidlu (1950) u kontroliranim uvjetima u klima-komori (temperatura
24 + 2 °C, osvjetljenje 50 pE m2 s, uvjeti dugog dana - 16 sati osvjetljenja, 8 sati tame).

Sastav modificirane hranjive podloge po Piersonu i Seidlu prikazuje Tablica 1.
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Za provodenje Lemna-testa koristila sam tekucu hranjivu podlogu po Steinbergu

(1946) na koju su se biljke trebale aklimatizirati 14 dana $to sam provela u dvije supkulture

po 7 dana. Sastav te hranjive podloge prikazuje Tablica 2.

Tablica 1. Sastav modificirane hranjive podloge po Piersonu i Seidlu (1950)

Makroelementi mg dm-3
KNOs 400,0
KH2PO4 200,0
MgSQ04 x 7 H0 300,0
CaCly x 2 H,0 804,0
Mikroelementi mg dm3
MnCl; x 4 H,0 0,3
H3BO3 0,5
Naz-EDTA x 2 H,0 18,6

Fe — citrat 5,0
Organski dodaci gdm?3
Saharoza 10,0
Asparagin 0,1

pH vrijednost: 4,55
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Tablica 2. Sastav hranjive podloge po Steinbergu (1946)

Makroelementi mg dm3
KNOs 350,0
KH2PO4 90,0
K2HPO4 12,60
MgSQ04 x 7 H,0 100,0
Ca(NOs); x 4 H,0 295,0
Mikroelementi pg dm3
H3BO3 120,0
ZnS0O4 x 7 H,0 180,0
NaxMo0O4 x 4 H,0 44,0
MnCl; x 4 H,0 180,0
FeCls 760,0
EDTA 1500,0

pH vrijednost: 5,5

Za odrZavanje vodene lece koristila sam tikvice volumena 300 mL koje su sadrzavale
150 mL hranjive podloge. Ovisno o praéenom pokazatelju uc¢inka u Lemna-testu, za pokuse
sam koristila tikvice volumena 300 mL sa 150 mL hranjive podloge ili tikvice volumena
100 mL sa 60 mL hranjive podloge. Nakon ulijevanja hranjive podloge, tikvice sam zacepila
vatom i aluminijskom folijom te sterilizirala autoklaviranjem na temperaturi od 121 °Ci tlaku

od 0,15 MPa u trajanju od 20 minuta.

Biljke sam presadivala u komori s horizontalnim strujanjem zraka (laminaru) te ih
prenijela u klima komoru. Pokusi su trajali 7 dana u uvjetima kontinuiranog osvjetljenja, uz

rasvjetu fluorescentnih cijevi (50-60 UE m™2 s'1) na temperaturi 24 + 2 °C.
3.1.3. Izvedba Lemna-testa

Kako bih procijenila u¢inak bakra na vodene leée, u hranjivu podlogu dodala sam
odredenu koli¢inu bakrova(ll) sulfata (CuSO4 x 5H,0) potrebnu da bi njegova koncentracija

iznosila 5 pmol dm3. Kao kontrolu koristila sam Steinbergovu podlogu (Tablica 2) bez dodane
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soli bakra. Bakar sam dodala u hranjivu podlogu prije autoklaviranja koje je izvrSeno u ve¢

ranije spomenutim uvjetima.

Sterilizirane i ohladene podloge inokulirala sam s odredenim brojem biljaka. Kao Sto
je ranije napomenuto, te su biljke prethodno aklimatizirane na podlogu po Steinbergu u
trajanju od 14 dana. Biljke su sedam dana kultivirane u klima-komori u uvjetima

kontinuiranog osvjetljenja (50 - 60 uE m2s?).

Za odredivanje stope rasta biljaka te za odredivanje fluorescencije klorofila nasadila
sam 10-ak biljaka u Erlenmeyerove tikvice od 100 mL koje su sadrzavale 60 mL hranjive
podloge. Za odredivanje koncentracije pigmenata i proteina nasadila sam 25 biljaka u
Erlenmeyerove tikvice od 300 mL koje su sadrzavale 150 mL hranjive podloge. U mijeSanim
kulturama broj biljaka svake vrste, L. minor i L. trisulca, bio je jednak kao i u tikvicama sa
samo jednom vrstom. Kulture tretirane bakrom, kao i njihove kontrole, za odredivanje stope
rasta pripremljene su u 8 replika. Za odredivanje koncentracije pigmenata i proteina

pripremila sam Sest, a za fluorescenciju klorofila ¢etiri replike.
3.1.4. Pokazatelji ucinka bakra u Lemna-testu
Ucinak bakra odredivala sam na temelju sljedecih pokazatelja:

prirast broja biljaka

prirast mase svjeze tvari

omjer mase suhe i svjeze tvari
koncentracija fotosintetskih pigmenata

koncentracija proteina

o v A w N

aktivnost enzima gvajakol peroksidaze

3.1.4.1 Odredivanje prirasta broja biljaka

Prirast broja biljaka (stopu rasta) odredila sam brojanjem biljaka tijekom tjedan dana,
sliedeé¢ih dana: 0 (postavljanje pokusa), 3., 4., 5., 6. i 7. Pri tome je brojana svaka pa i

najmanja biljka vidljiva golim okom.
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Stopu rasta izracunala sam prema preporuci u ISO standardu (ISO/CD 20079):

_In(N,) — In(Np)

n

n

No — broj biljaka nultog dana pokusa
Nq— broj biljaka n-tog dana pokusa
n=0,3,4,56i7
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost prirasta broja biljaka po danu %
standardna pogreska.

3.1.4.2. Odredivanje prirasta mase biljaka

Masu svjezih biljaka odredila sam u sterilnim uvjetima vaganjem biljaka prije samog
nasadivanja na hranjivu podlogu (nulti dan) te na kraju pokusa (7. dan). Masu suhe tvari
odredila sam nakon susenja biljaka na kraju pokusa pri temperaturi od 80 °C. Iz dobivenih
podataka odredila sam prirast mase biljaka te omjer masa suhe i svjeze tvari prema

preporuci u ISO standardu (ISO/CD 20079):

In(FW'") — In(FW)
7

Prirast mase svjeze tvari =

DW
Omjer mase suhe i svjeze tvari = T
FW — masa svjeze tvari prvog dana pokusa
FW'— masa svjeze tvari zadnjeg dana pokusa
DW — masa suhe tvari
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska.

3.1.4.3. Odredivanje topivih proteina i mjerenje aktivnosti peroksidaze

Nakon sedmog dana pokusa, odredenu kolicinu biljnog tkiva (=50 mg) homogenirala
sam u hladnom tarioniku uz dodatak 1 mL ohladenog pufera - kalijeva fosfata (pH 7,0; ¢ =
50 x 103 mol dm=3) uz dodatak 1 mL EDTA (¢ = 0,1 x 103 mol dm3) i polivinilpolipirolidona
(PVPP) te zatim centrifugirala u bezbojnim ependorf epruvetama 30 minuta pri 25000 g i

temperaturi +4 °C u rotoru visokookretajne centrifuge (Sigma 3K18). Dio dobivenog
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supernatanta koristila sam za odredivanje koncentracije proteina metodom Bradforda

(1976), a drugi dio za odredivanje aktivnosti enzima.

a) Odredivanje udjela topivih proteina

Metoda Bradforda (1976) temelji se na mjerenju apsorbancije pri 595 nm smjese

proteinskog ekstrakta i reagensa Ciji je glavni sastojak boja Comassie Brilliant Blue G-250.

Radna otopina po Bradfordu priprema se iz mati¢ne otopine (Tablica 3).

U 1 mL radne otopine po Bradfordu u ependorf epruveti dodala sam 50 uL uzorka
proteinskog ekstrakta. Uzorke sam potom promucdkala na muckalici i inkubirala 10 minuta na
sobnoj temperaturi. Nakon toga sam izmjerila apsorbanciju uzoraka pri valnoj duljini od 595
nm koriste¢i UV/VIS spektrofotometar Specord (Analytik Jena, Njemacka). Koncentraciju
proteina u uzorcima odredila sam izraCunavanjem iz bazdarne krivulje dobivene mjerenjem
apsorbancije otopine albumina iz govedeg seruma poznatih koncentracija (od 0,1 do

0,8 mg mL). Dobivene rezultate izrazila sam kao mg proteina po gramu svjeze mase biljaka.

Tablica 3. Sastav mati¢ne i radne otopine po Bradfordu (1976)

Maticna otopina Radna otopina

100 mL etanola (w = 0,96) 15 mL etanola (w = 0,96)

200 mL H3PO4 (w = 0,88) 30 mL H3PO4 (w = 0,88)

350 mg Comassie Brillant Blue G 250 30 mL Bradford mati¢ne otopine
450 mL H20

b) Odredivanje aktivnosti enzima gvajakol peroksidaze

Ukupnu aktivnost gvajakol peroksidaze odredila sam spektrofotometrijski. Reakcijska
smjesa koju sam koristila sadriavala je 50 mmoldm3 pufera kalijeva fosfata
(K2HPO4/KH2PO4), pH vrijednosti 7 te 18 mmol dm3 gvajakola (C7HsO2) i 5 mmol dm3
vodikova peroksida (H202). Proteinski ekstrakt (50 uL) dodala sam u 950 ulL reakcijske
smjese. Porast apsorbancije mjerila sam svakih 10 sekundi tijekom 100 sekundi pri valnoj
duljini od 470 nm koristeéi spektrofotometar Specord (Analytik Jena, Njemacka). Za slijepu
probu sam umjesto ekstrakta biljnog tkiva koristila ranije spomenuti fosfatni pufer koristen

za homogeniranje biljnog tkiva u postupku ekstrakcije proteina (Chance i Maehly 1955).
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Aktivnost enzima izrazila sam kao koli¢inu nastalog tetragvajakola. Rezultate sam

izrazila kao pmol u minuti po gramu svjeze tvari (umol min g2).

AAyzo X [ X Vs
V,,XmXe Xl

aktivnost =

AA -srednja vrijednost promjene apsorbancije u 10 sekundi

f -faktor kojim se mnozi da bi se rezultat mogao izraziti po minuti (6)

Vrs -ukupan volumen reakcijske smjese

V.2 -volumen dodanog uzorka

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

I - duljina optickog puta=1cm

Na temelju aktivnosti peroksidaze i koncentracije proteina, odredila sam specifi¢nu
aktivnost peroksidaze. Rezultate sam izrazila kao pmol u minuti po miligramu proteina

(umol min’t mg?).

akt.peroksidaze (umol min~?! g_l)

spec. aktivnost peroksidaze = konc. proteina (mg g-1)

3.1.4.4. Odredivanje udjela fotosintetskih pigmenata

Nakon sedmog dana pokusa, odredenu koli¢inu biljnog tkiva (=25 mg) homogenirala
sam u hladnom tarioniku uz dodatak hladnog acetona (w= 80%) i kalcijeva karbonata. Uzorke
sam centrifugirala deset minuta u smedim ependorf epruvetama pri 5000 g u rotoru
visokookretajne centrifuge (Sigma 3K18) na +4 °C. Supernatant sam prelila u nove ependorf
epruvete, dopunila acetonom do 1,5 mL te izmjerila apsorbanciju koriste¢i UV/VIS
spektrofotmetar Specord (Analytik Jena, Njemacka) pri valnim duljinama apsorpcijskih
maksimuma klorofila i karotenoida (470, 646, 663 nm). Udio fotosintetskih pigmenata

izrazen je kao mg pigmenta po gramu svjeze tvari (mg g!) (Lichtenthaler1987).
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Formule koristene za izraCunavanje koncentracije fotosintetskih pigmenata u

ekstraktima:

koncentracija klorofila a Cq = 12.25A4¢, — 2_0414645%

koncentracija klorofila b ¢ = 21.504445 — 5.104¢4, %

.. . 10004 — 1.82¢4— 85.02¢
koncentracija karotenoida ¢, = ! o5 = L [[::i]]

Dobivene koncentracije pigmenata uvrstila sam u sljede¢u formulu da bih rezultate

izrazila kao mg pigmenta po gramu svjezZe tvari (mg/gsv.t).

Cpig X Vuk [mg]
1000 X m[gspe]

udio pigmenata =

cx — koncentracija pigmenata

Ax — apsorbancija uzoraka pri odredenim valnim duljinama
V — volumen uzorka (mL)

| — duljina optic¢kog puta=1cm

m — masa uzorka

3.1.5.Mjerenje fluorescencije klorofila metodom saturacijskog pulsa u uvjetima in vivo

Fluorescenciju klorofila metodom saturacijskog pulsa (Maxwell i Johnson 2000)
mjerila sam Quibit sustavom (Kingston, Canada). Rezultati mjerenja (Slika 2) se biljeze i
obraduju u programu Logger Pro 3.2. Prije samog mjerenja biljke sam stavila 30 minuta u

tamu.

Sest biljaka L. trisulca ili 10 do 12 biljaka L. minor stavila sam na nosa¢ uzorka na
navlaZeni filter papir. Biljke sam obasjala crvenom svjetlo$éu niskog intenziteta (1-3 umol m2
s1), nedovoljnog intenziteta za pokretanje fotokemijske reakcije. U tim uvjetima mjerila sam
minimalnu razinu fluorescencije klorofila (Fp). Nakon toga sam primijenila jednokratni
saturacijski puls, tj. kratkotrajnu svjetlost visokog intenziteta (= 3600 umol m? s?) koja
uzrokuje redukciju svih akceptora elektrona u fotosistemu Il (PSIl) i rezultira maksimalnom
vrijednos$éu fluorescencije (Fm).
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Zatim sam ukljucila kontinuiranu bijelu svjetlost (aktinicko svjetlo) dovoljne jakosti za
pokretanje procesa fotosinteze. Intenzitet svjetla kod vrste L. minor bio je izmedu 52 i
55 umol m2 s, dok je kod vrste L. trisulca bio izmedu 42 i 43 pumol m2 s, Nakon 3to se
signal ustalio, ukljucila sam automatsku kontrolu saturacijskih pulseva (= 3600 pmol m2 s?,
v = 40s?) pri éemu se biljeZe vrijednosti maksimalne fluorescencije (F'm) te fluorescencije
ravnoteznog stanja (Fs) u listu prilagodenome na uvjete svjetla. Kada su se vrijednosti
ponovno ustalile, ugasila sam aktini¢ko svjetlo. Biljka je na taj nacin kratko vrijeme ostala
osvjetljena crvenom svjetlos¢u niskog intenziteta iz ¢ega sam ocitala minimalnu vrijednost
fluorescencije u listu prilagodenom na uvjete svjetla (F'p). 1z podataka dobivenih mjerenjima
izracunala sam pokazatelje ucinkovitosti PSIl: optimalni i efektivni prinos PSIl, stopu

prijenosa elektrona te fotokemijsko i nefotokemijsko gasenje.

Fm
~ 0,6
2
8
o 05
[]
@
2 04
(o]
3
T
0,3
0,2
[ | | I I |
1 ﬁ‘ ST T T4T T T f T T TS Vrijeme (min)
puls I saturacijski pulsevi ]
slabo aktinicno aktinicno
svjetlo svjetlo svjetlo

“on” “off"

Slika 2. Mjerenje fluorescencije klorofila metodom saturacijskog pulsa

a) Optimalni prinos PSII (maksimalna ucinkovitost PSII)

E,/En = (Bp — Fo)/Fn

Fo - minimalna fluorescencija
Fm - maksimalna fluorescencija

F, - varijabilna fluorescencija
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b)

Varijabilna fluorescencija (Fy) razlika je maksimalne i minimalne fluorescencije.
Omjer varijabilne i maksimalne fluorescencije u listu prilagodenom na uvjete tame
mjera je optimalnog prinosa PSlI, tj. njegove ucinkovitosti kada su svi reakcijski centri

oksidirani.

Efektivni prinos PSIl (AF / F'm )

AF/F’m= (F,m_Ec)/Flm

AF / F'm — efektivni prinos PSII
F’m - maksimalna fluorescencija biljke prilagodene na svjetlo

Fs - fluorescencija ravnoteznog stanja

Efektivni prinos PSII mjera je udjela svjetlosti apsorbirane klorofilom vezanim

uz PSIl i energije iskoriStene u fotokemijskim reakcijama.

Stopa prijenosa elektrona (, electron transport rate”, ETR)

ETR = (AF/F',,) X PFD % 0.5
ETR - stopa prijenosa elektrona

PFD - intenzitet svjetlosti

Bududi da AF / F'm predstavlja efektivni prinos fotokemijske reakcije na PSlI, ta
se vrijednost mozZe koristiti za izracun stope neciklickog prijenosa elektrona. PFD
(,photon flux density”) je intenzitet apsorbirane svjetlosti (umol fotona m2s?).

Faktor 0,5 uzima se zbog pretpostavke o podjednakoj ekscitaciji PSI i PSII.
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d) Fotokemijsko gasenje (gP)

qP = (F'pp — F;‘)/(F’m_ FIO)

gP - fotokemijsko gasenje

F’o - minimalna fluorescencija biljke prilagodene na svjetlost

Fotokemijsko gasenje (gP) je mjera koja govori o redoks-stanju primarnog
akceptora elektrona PSII (plastokinona). Pokazatelj je udjela oksidiranih reakcijskih

centara na PSII.

e) Nefotokemijsko gasenje (NPQ)

NPQ=(Fm_F’m)/F’m

Nefotokemijsko gasenje (NPQ) je mjera koja govori koliko se energije gubi u

obliku topline, a povezano je s promjenom pH vrijednosti lumena tilakoida.

3.2. Usporedba rezultata i koriStene oznake

Kao sSto je ranije navedeno, ucinak bakra pratila sam u pojedinaénim kulturama, tj. u
kulturama sa samo jednom vrstom vodene leée (L. minor ili L. trisulca), te u mijeSanoj kulturi
u kojoj su se obje vrste vodenih le¢a (Lemna minor i L. trisulca) nalazile zajedno. Rezultate
mjerenja svakog pojedinog pokazatelja ucinka bakra izrazila sam tako da sam rezultate
dobivene na kontrolnim i bakru izloZzenim biljkama posebno usporedivala za vrstu L. minor, a
posebno za vrstu L. trisulca. Oznake Cu-M za vrstu L. minor i Cu-T za vrstu L. trisulca
oznacavaju pojedinacne kulture vodenih le¢a koje su bile izloZzene djelovanju bakra. Njihove
kontrole (kulture bez dodane soli bakra u hranjivu podlogu) oznacene su oznakama 0-M za
vrstu L. minor i O-T za vrstu L. trisulca. U mijeSanoj kulturi pokazatelje ucinka bakra posebno
sam odredivala na vrsti L. minor i posebno na vrsti L. trisulca. U prikazu rezultata oznaka

Cu - M-(M+T) oznacava rezultate dobivene analizom vrste L. minor, a Cu-T-(M+T) rezultate
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dobivene na vrsti L. trisulca iz mijeSane kulture koja je bila izloZzena djelovanju bakra. Njihove

kontrole oznacene su oznakom 0-M-(M+T) za vrstu L. minor i 0-T-(M+T) za vrstu L. trisulca.

3.3. Statisticka obrada podataka

Podaci dobiveni u ovom radu obradeni su u raCunalnom programu STATISTICA 13.1
(Stat Soft Inc., SAD). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
Dobivene rezultate usporedila sam analizom varijance (one-way ANOVA) i Newman-Keuls

testom. Statisti¢ki znacajnim smatrala sam rezultate koji su se razlikovali na razini p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Ucinak bakra na pojedinacne i mijeSane kulture vodenih leéa Lemna minor L. i

L. trisulca L.

Ucinak bakra, koji se u hranjivoj podlozi po Steinbergu nalazio u koncentraciji
5 umol dm3, a dodan je u obliku bakrova(ll) sulfata (CuSO4 x 5 H,0), istraZila sam primjenom
statickog Lemna—testa. Pratila sam rast i razvoj biljaka na temelju broja i mase biljaka,
koncentracije fotosintetskih pigmenata i proteina, aktivnosti enzima gvajakol peroksidaze te

ucinkovitosti fotosinteze.
4.1.1. Izgled biljaka

Biljke koje su bile izloZzene djelovanju bakra morfoloski su se razlikovale od kontrolnih
biljaka. Kolonije biljaka vrste L. minor sadrzavale su manji broj biljaka, biljke su bile manje, a
korjencici kradi i bljedi (Slika 3). Kod vrste L. trisulca uocila sam klorozu biljaka, biljke su bile
gotovo prozirne i korjencici bljedi (Slika 4). U mijeSanoj kulturi vrsta L. minor i L. trisulca koja
je sadrzavala bakar broj biljaka koji je ¢inio koloniju u vrste L. minor bio je maniji, biljke su bile

manje i korjenciéi kraci, a kod vrste L. trisulca bila je izrazena kloroza (Slika 5).

Usporedbom morfoloskog izgleda biljaka u pojedinac¢nim i mijeSanim kulturama,
nisam primijetila da su se biljke koje su uzgajane u pojedina¢nim kulturama razlikovale od

biljaka u mijesanoj kulturi.

Slika 3. Vodena le¢a Lemna minor L. — kontrolne biljke (lijevo) i biljke tretirane bakrom
(desno).
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Slika 4. Vodena le¢a Lemna trisulca L. - biljke tretirane bakrom (lijevo) i kontrolne biljke
(desno).

Slika 5. MijeSana kultura vrsta L. minor i L. trisulca - kontrolne biljke (lijevo) i biljke tretirane
bakrom (desno).

4.1.2. Prirast broja biljaka

Prirast broja biljaka (stopu rasta) odredivala sam brojanjem biljaka svakog dana
pokusa koji je trajao 7 dana. Broj biljaka se tijekom pokusa povecéavao kod obje biljne vrste.

Kod vrste L. minor prirast broja biljka bio je veci nego kod vrste L. trisulca.

Prirast broja biljaka vrste L. minor tre¢eg dana nije se znacajno razlikovao ni u jednoj
kulturi. Cetvrti dan prirast biljaka pojedinaéne kulture koja je bila izloZena bakru (Cu-M)
znacajno se razlikovao od prirasta u ostalim kulturama, dok se petog dana prirast u toj

kulturi znadajno razlikovao samo od kontrolnih biljaka. Petog dana pokusa nije bilo znadajne
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razlike u prirastu izmedu kontrolnih biljaka u pojedina¢noj i mije$anoj kulturi. Sestog i
sedmog dana prirast broja biljaka bio je najveéi u kontrolnih biljaka koje su se nalazile u
pojedinacnoj kulturi (0-M), a kod kontrolnih biljaka u mijesanoj kulturi (0-M-(M+T)) bio je
ne$to maniji. U kulturama u kojima su biljke bile izloZene bakru prirast je bio najmanji. Sestog
i sedmog dana prirasti biljaka u kontrolnim kulturama medusobno su se znacajno razlikovali,
a znacajno su se razlikovali i od prirasta u kulturama izloZenim bakru. Razlika prirasta broja
biljaka vrste L. minor u pojedinaénoj i mijeSanoj kulturi uocena je Cetvrtog, Sestog i sedmog
dana pokusa. Cetvrtog dana prirast biljaka razlikovao se u kulturama koje su sadrzavale

bakar dok je Sestog i sedmog dana razlika bila u kontrolnim kulturama (Slika 6).

Kod usporedbe prirasta broja biljaka po danima za vrstu L. trisulca, nisam uocila
znacajne razlike u prirastu broja biljaka izmedu kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile
izloZzene djelovanju bakra (Slika 7). Uocila sam da je prirast broja biljaka vrste L. trisulca

tokom pokusa bio manji u odnosu na prirast vrste L. minor.
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Slika 6. Prirast broja biljaka (stopa rasta) od tre¢eg do sedmog dana pokusa (GR3 — GR7) u
vrste L. minor. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 8 replika * standardna pogreska.
Vrijednosti dobivene u kontrolnih i tretiranih biljaka medusobno su usporedivane za pojedini
dan pokusa. Vrijednosti obiljezene razli¢itim slovima znacajno su se razlikovale (p < 0,05
prema Newman-Keuls testu. Oznake: 0-M — L. minor u kontrolnoj kulturi; 0-M-(M+T) —
L. minor u kontrolnoj mijesanoj kulturi, u kojoj se nalazi i L. trisulca; Cu-M — L. minor izloZzena
djelovanju bakra; Cu-M-(M+T) — L. minor izloZena djelovanju bakra u mijeSanoj kulturi, u
kojoj se nalazii L. trisulca.
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Slika 7. Prirast broja biljaka (stopa rasta) od tre¢eg do sedmog dana pokusa (GR3 — GR7) u
vrste L. trisulca. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 8 replika *+ standardna
pogreska. Vrijednosti dobivene u kontrolnih i tretiranih biljaka medusobno su usporedivane
za pojedini dan pokusa. Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u prirastu broja biljaka. Rezultati
srednjih vrijednosti kontrola i tretmana usporedeni su Newman—Keuls testom. Oznake: 0-T —
L. trisulca u kontrolnoj kulturi; 0-T-(M+T) — L. trisulca u kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u kojoj
se nalazi i L. minor; Cu-T — L. trisulca izlozena djelovanju bakra; Cu-T-(M+T) — L. trisulca
izloZena bakru u mijesanoj kulturi u kojoj se nalazi i L. minor.

4.1.3. Prirast mase svjeZe tvari biljaka

Masu svjeze tvari biljaka odredila sam prije samog nasadivanja na hranjivu podlogu
(nulti dan) te na kraju pokusa (7. dan). Kod nekih replika u pojedinim tretmanima (0-M-
(M+T), O-T, O-T-(M+T), Cu-T, Cu-T-(M+T)) nije bilo prirasta mase svjeze tvari za pojedinu
biljnu vrstu, najéesce vrstu L. trisulca. Bilo je primjera kada je pri izraCunu prirasta dobivena
negativna vrijednost. Takav rezultat moZe biti posljedica ugibanja biljaka tijekom pokusa.
Replike s negativnom vrijednoS¢u prirasta svjeze tvari nisam koristila za izracun srednje
vrijednosti prirasta unutar pojedinog tretmana, ve¢ sam srednju vrijednost racunala samo na
temelju replika koje su imale pozitivnu vrijednost prirasta. U kulturi 0-M-(M+T) pozitivhu
vrijednost je imalo sedam replika, u O-T Sest, u O-T-(M+T) i Cu-T Cetiri, a u kulturi Cu-T-(M+T)

svega tri replike.
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Usporedbom prirasta mase svjeze tvari kod vodenih le¢a L. minor i L. trisulca utvrdila
sam da je prirast bio izraZeniji kod vrste L. minor. Kod te sam vrste uocila veci prirast mase
svjeze tvari kod kontrolnih biljaka ¢ije su se vrijednosti u pojedina¢noj (0-M) i mijeSanoj
(0-M-(M+T) kulturi medusobno znacajno razlikovale. Znacajno su se razlikovale i vrijednosti
prirasta masa kontrolnih i bakru izloZzenih biljka, no vrijednosti u pojedinacnih i mijeSanih

kultura koje su bile izloZzene bakru znacajno se nisu razlikovale (Slika 8 a).

Kod vrste L. trisulca dobivene vrijednosti prirasta mase svjeze tvari biljaka nisu se

znacajno razlikovale (Slika 8 b).
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Slika 8. Prirast mase svjeZe tvari biljaka vrste L. minor (a) i L. trisulca (b) sedmog dana
pokusa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost odredenog broja replika (3-8) *
standardna pogreska. Zbog malog broja replika za kulturu Cu-T-(M+T) nije navedena
standardna pogreska. Vrijednosti obiljezene razli¢itim slovima znacajno su se razlikovale
(p £ 0,05 prema Newman-Keuls testu). U vrste L. trisulca nije bilo statisticki znacajne razlike u
prirastu svijeze mase medu biljkama iz razli¢itih kultura. Oznake: a) 0-M — L. minor u
kontrolnoj kulturi; 0-M-(M+T) — L. minor u kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i
L. trisulca; Cu-M — L. minor izlozena djelovanju bakra; Cu-M-(M+T) — L. minor izloZena
djelovanju bakra u mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i L. trisulca; b) O-T — L. trisulca u
kontrolnoj kulturi; 0-T-(M+T) — L. trisulca u kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i
L. minor; Cu-T — L. trisulca izloZena djelovanju bakra; Cu-T-(M+T) — L. trisulca izloZzena bakru u
mijeSanoj kulturi u kojoj se nalazi i L. minor.
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4.1.4. Udio suhe tvari

Masu suhe tvari biljaka odredila sam nakon susenja biljaka pri temperaturi od 80 °C
na kraju pokusa (7. dan). Kao sto sam spomenula kod opisa rezultata odredivanja mase
svjeze tvari biljaka, kod nekih je replika u pojedinih tretmana (0-M-(M+T), O-T, O-T-(M+T),
Cu -T, Cu-T-(M+T)) utvrdeno da nije bilo prirasta svjeze tvari, ¢ak je dobivena negativna
vrijednost. Bududéi da sam za izradun omjera mase suhe i svjeze tvari koristila te iste podatke
0 masi svjeze tvari biljaka, replike s negativnom vrijednos¢u prirasta nisu bile koristene za

izracun srednje vrijednosti omjera suhe i svjeze tvari.

Udio suhe tvari kod vrste L. minor bio je veéi u kulturama tretiranim bakrom.
Znacajno se nisu razlikovale vrijednosti dobivene u biljaka iz pojedinacnih i mijeSanih kultura
izloZzenih bakru, ali te su vrijednosti bile znacajno vise od vrijednosti dobivenih u kontrolnih
biljaka. Statisticki je bila znacajna razlika dobivena usporedbom biljaka iz kultura kontrolnih

biljaka - veci udio suhe tvari bio je u biljaka iz mijeSane kulture (0-M-(M+T)).

Kod vrste L. trisulca vrijednosti udjela suhe tvari bile su vise kod kontrolnih biljaka.
Rezultati dobiveni na kontrolnim biljkama statisti¢ki su se znacajno razlikovali od rezultata
dobivenih na biljkama koje su bile izlozene djelovanju bakra. Prema rezultatima nije bilo
razlike u udjelu suhe tvari kod biljaka iz pojedinacnih i mijeSanih kultura niti u kontrolnim

kulturama, niti u kulturama koje su sadrzavale bakar (Slika 9).
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Slika 9. Udio suhe tvari u biljaka nakon sedmog dana pokusa. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost odredenog broja replika (3-8) + standardna pogreska. Zbog malog broja
replika za kulturu Cu-T-(M+T) nije navedena standardna pogreska. Vrijednosti obiljezene
razli¢itim slovima znacajno su se razlikovale (p < 0,05 prema Newman-Keuls testu). Mala
slova su koristena za usporedbu rezultata dobivenih za vrstu L. minor, a velika slova za vrstu
L. trisulca. Oznake: 0-M — L. minor u kontrolnoj kulturi; 0-M-(M+T) — L. minor u kontrolnoj
mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i L. trisulca; Cu-M — L. minor izloZena djelovanju bakra; Cu-
M-(M+T) — L. minor izloZena djelovanju bakra u mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazii L trisulca;
O-T — L. trisulca u kontrolnoj kulturi; 0-T-(M+T) — L. trisulca u kontrolnoj mijesanoj kulturi, u
kojoj se nalazi i L. minor; Cu-T — L. trisulca izlozena djelovanju bakra; Cu-T-(M+T) — L. trisulca
izloZzena bakru u mijeSanoj kulturi u kojoj se nalazi i L. minor.

4.1.5. Udio topivih proteina

Udio topivih proteina (u masi svjeze tvari biljaka) bio je veci kod vrste L. minor nego
kod vrste L. trisulca. Usporedbom dobivenih rezultata za vrstu L. minor, utvrdila sam da

medu biljkama u Cetiri razlicite kulture nije bilo znacajne razlike.

Kod vrste L. trisulca znacajno su se razlikovali udjeli proteina u mijeSanoj kontrolnoj
kulturi (0-T-(M+T)) i u pojedinacnoj kulturi koja je bila izlozena bakru (Cu-T). Usporedbom
rezultata nisam primijetila da se udio topivih proteina u biljaka uzgajanih u pojedinacnim

kulturama znacajno razlikovao od udjela u biljaka iz mijesanih kultura (Slika 10).
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Slika 10. Udio topivih proteina u svjezoj tvari biljaka sedmog dana pokusa. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost Sest replika + standardna pogreska. Vrijednosti obiljezene
razli¢itim slovima znacdajno su se razlikovale (p < 0,05 prema Newman-Keuls testu). U vrste
L. minor nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u udjelu topivih proteina medu biljkama iz
razli¢itih kultura. Oznake: 0-M — L. minor u kontrolnoj kulturi; 0-M-(M+T) — L. minor u
kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i L. trisulca; Cu-M — L. minor izloZena djelovanju
bakra; Cu-M-(M+T) — L. minor izloZena djelovanju bakra u mijesanoj kulturi, u kojoj se nalazi i
L trisulca; O-T — L. trisulca u kontrolnoj kulturi; 0-T-(M+T) — L. trisulca u kontrolnoj mijeSanoj
kulturi, u kojoj se nalazi i L. minor; Cu-T — L. trisulca izloZzena djelovanju bakra; Cu-T-(M+T) —
L. trisulca izloZzena bakru u mijesanoj kulturi u kojoj se nalazii L. minor.

4.1.6. Specificna aktivnost gvajakol peroksidaze

Specificna aktivnost enzima gvajakol peroksidaze znacajno je bila veéa u biljaka
tretiranih bakrom. U vrste L. minor aktivnost enzima kod biljaka izloZzenih bakru znacajno su
bile vise od vrijednosti koje su dobivene u biljaka na kontrolnim podlogama. Aktivnosti
enzima u biljaka u pojedina¢nim kulturama nisu bile znacajno razli¢ite od vrijednosti u biljaka

u mjesSovitim kulturama.

Kod vrste L. trisulca statisti¢ki su se znacajno razlikovale vrijednosti pojedinacne
kontrolne kulture (0-T) od vrijednosti dobivene u mijesanoj kulturi koja je bila izloZzena bakru
(Cu-T-(M+T)). Prema rezultatima nije bilo razlike u specifi¢noj aktivnosti enzima gvajakol
peroksidaze kod biljaka iz pojedinacnih i mijeSanih kultura, niti u kontrolnih biljaka niti u
biljaka u kulturama koje su sadrzavale bakar (Slika 11).
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Slika 11. Specificna aktivnost gvajakol peroksidaze sedmog dana pokusa. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost Sest replika + standardna pogreska. Vrijednosti obiljezene
razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05 prema Newman-Keuls testu). Mala slova su
koriStena za usporedbu rezultata dobivenih za vrstu L. minor, a velika slova za vrstu
L. trisulca. Oznake: 0-M — L. minor u kontrolnoj kulturi; 0-M-(M+T) — L. minor u kontrolnoj
mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i L. trisulca; Cu-M — L. minor izloZzena djelovanju bakra; Cu-
M-(M+T) — L. minor izloZena djelovanju bakra u mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazii L trisulca;
O-T — L. trisulca u kontrolnoj kulturi; 0-T-(M+T) — L. trisulca u kontrolnoj mijesanoj kulturi, u
kojoj se nalazi i L. minor; Cu-T — L. trisulca izlozena djelovanju bakra; Cu-T-(M+T) — L. trisulca
izloZena bakru u mijesanoj kulturi u kojoj se nalazi i L. minor.

4.1.7. Udio fotosintetskih pigmenata

Udio fotosintetskih pigmenata u ovom pokusu bio je izrazen kao masa pigmenta (mg)
po gramu svjeze tvari. Dvije biljne vrste, L. minor i L. trisulca, nisu se znacajno razlikovale po

udjelu pigmenata (Slika 12).
4.1.7.1. Udio klorofila a

Udio klorofila a u biljaka vrste L. minor u pojedinac¢noj kontrolnoj kulturi (0-M) te u
mijeSanoj kulturi izloZzenoj djelovanju bakra (Cu-M-(M+T)) znacajno je bio veéi od udjela
klorofila a u mijesanoj kontrolnoj (0-M-(M+T)) i pojedinac¢noj kulturi izloZzenoj bakru (Cu-M).
Znacajna razlika uocena je izmedu biljaka pojedinacne i mijeSane kontrolne kulture te

izmedu biljaka pojedinacne i mijesane kulture izloZzene bakru.
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Usporedbom udjela klorofila a u vrste L. trisulca nisam utvrdila statisti¢ki znacajnu

razliku medu biljkama iz Cetiri kulture.

4.1.7.2. Udio klorofila b

Udio klorofila b kod vrste L. minor u mijeSanoj kulturi koja je bila izloZzena djelovanju
bakra (Cu-M-(M+T)) znacajno je bio veéi od udjela klorofila b u kontrolnim kulturama.
Usporedbom rezultata nisam primijetila da se udio klorofila b u biljaka uzgajanih u

pojedinacnim kulturama znacajno razlikovao od udjela u biljaka iz mijeSanih kultura.

Usporedbom udjela klorofila b u vrste L. trisulca nisam utvrdila statisticki znacajnu

razliku medu biljkama iz Cetiri kulture.

4.1.7.3. Udio karotenoida

Udio karotenoida kod vrste L. minor u mijeSanoj kulturi koja je bila izloZena
djelovanju bakra (Cu-M-(M+T)) znacajno je bio veci od udjela karotenoida u kulturama
kontrolnih biljaka i od udjela u pojedinac¢noj kulturi koja je bila izlozena bakru (Cu-M).
Usporedbom rezultata nisam primijetila da se udio karotenoida u biljaka uzgajanih u
pojedinacnim kontrolnim kulturama znacdajno razlikovao od udjela u biljaka iz mijeSanih

kultura, no ta razlika bila je znacajna u kultura tretiranih bakrom.

Usporedbom udjela karotenoida u vrste L. trisulca nisam utvrdila statisticki znac¢ajnu

razliku medu biljkama iz ¢etiri kulture.
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Slika 12. Udjeli fotosintetskih pigmenata u biljaka sedmog dana pokusa. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost Sest replika + standardna pogreska. Vrijednosti obiljezene
razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05 prema Newman-Keuls testu). U vrste
L. trisulca nema statisticki znacajne razlike u udjelu fotosintetskih pigmenata medu biljkama
iz razli¢itih kultura. Oznake: 0-M — L. minor u kontrolnoj kulturi; 0-M-(M+T) — L. minor u
kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i L. trisulca; Cu-M — L. minor izloZena djelovanju
bakra; Cu-M-(M+T) — L. minor izloZena djelovanju bakra u mijesanoj kulturi, u kojoj se nalazi i
L trisulca; O-T — L. trisulca u kontrolnoj kulturi; O-T-(M+T) — L. trisulca u kontrolnoj mijesanoj
kulturi, u kojoj se nalazi i L. minor; Cu-T — L. trisulca izloZzena djelovanju bakra; Cu-T-(M+T) —
L. trisulca izloZzena bakru u mijesanoj kulturi u kojoj se nalazii L. minor.

4.2. Ucinkovitost fotosinteze

Kako bih istrazila ucinkovitost fotosinteze biljaka koje su bile izlozene djelovanju
bakra te kontrolnih biljaka, izmjerila sam fluorescenciju klorofila a u uvjetima in vivo,
metodom saturacijskog pulsa. 1z izmjerenih podataka odredila sam optimalni i efektivni
prinos PSIl, stopu prijenosa elektrona te fotokemijsko i nefotokemijsko gasenje

fluorescencije.

4.2.1. Optimalni prinos PSII

Vrijednosti optimalnog prinosa PSII (Fv/Fm) kod vrste L. minor u prosjeku su iznosile

od 0,72 do 0,75. Za vrstu L. trisulca te su se vrijednosti kretale u rasponu od 0,46 do 0,58.
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Usporedbom dobivenih rezultata za vrstu L. minor, utvrdila sam da medu biljkama u Cetiri

razli¢ite kulture nije bilo znacajne razlike.

Kod vrste L. trisulca kontrolne biljke imale su znacajno veci optimalni prinos PSIl od
biljaka koje su bile izloZzene djelovanju bakra. Najniza vrijednost F./Fm bila je izmjerena u
biljaka vrste L. trisulca (Cu-T) u pojedinacnoj kulturi koja je bila izloZzena bakru. Ta se

vrijednost statisticki znacajno razlikovala od vrijednosti koja je dobivena u biljaka u mijeSanoj
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kulturi izloZzenoj bakru (Cu-T-(M+T)) (Slika 13).
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Slika 13. Optimalni prinos PSIl sedmog dana pokusa. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost Cetiri replike + standardna pogreska. Vrijednosti obiljezene razli¢itim slovima
znacajno se razlikuju (p < 0,05 prema Newman-Keuls testu). U vrste L. minor nema statisticki
znacajne razlike u optimalnom prinosu PSII medu biljkama iz razlicitih kultura. Oznake: 0-M —
L. minor u kontrolnoj kulturi; 0-M-(M+T) — L. minor u kontrolnoj mijesanoj kulturi, u kojoj se
nalazii L. trisulca; Cu-M — L. minor izloZena djelovanju bakra; Cu-M-(M+T) — L. minor izlozena
djelovanju bakra u mijesanoj kulturi, u kojoj se nalazii L trisulca; O-T — L. trisulca u kontrolnoj
kulturi; 0O-T-(M+T) — L. trisulca u kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i L. minor; Cu-T
— L. trisulca izlozena djelovanju bakra; Cu-T-(M+T) — L. trisulca izlozena bakru u mijesanoj
kulturi u kojoj se nalazi i L. minor.
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4.2.2. Efektivni prinos PSII

Vrijednosti efektivnog prinosa PSIl kod vrste L. minor u prosjeku su iznosile od 0,66 do
0,71. Za vrstu L. trisulca te su se vrijednosti kretale u rasponu od 0,41 do 0,47. Kod vrste
L. minor znacajno se razlikovala vrijednost efektivnog prinosa PSIl u mijeSanoj kontrolnoj
kulturi (0-M(M+T)) od vrijednosti dobivene u pojedinacnoj kulturi koja je bila izloZzena bakru
(Cu-M). Usporedbom rezultata nisam utvrdila da se udio efektivnog prinosa PSIl u biljaka
uzgajanih u pojedinacnim kulturama znacajno razlikovao od udjela u biljaka iz mijeSanih

kultura.

Kod vrste L. trisulca znacajno se razlikovala vrijednost u biljaka iz pojedinacne kulture
koja je bila izlozena bakru (Cu-T) od vrijednosti dobivene u kontrolnih biljaka. Usporedbom
rezultata utvrdila sam da se efektivni prinos PSIl u biljaka uzgajanih u pojedina¢nim

kulturama nije znacajno razlikovao od vrijednosti u biljaka iz mijeSanih kultura (Slika 14).
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Slika 14. Efektivni prinos PSIl sedmog dana pokusa. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost Cetiri replike + standardna pogreska. Vrijednosti obiljezene razli¢itim slovima
znacajno se razlikuju (p £ 0,05 prema Newman-Keuls testu). Mala slova su koriStena za
usporedbu rezultata dobivenih za vrstu L. minor, a velika slova za vrstu L. trisulca. Oznake:
0-M — L. minor u kontrolnoj kulturi; 0-M-(M+T) — L. minor u kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u
kojoj se nalazi i L. trisulca; Cu-M — L. minor izloZena djelovanju bakra; Cu-M-(M+T) — L. minor
izlozena djelovanju bakra u mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i L trisulca; O-T — L. trisulca u
kontrolnoj kulturi; 0-T-(M+T) — L. trisulca u kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i
L. minor; Cu-T — L. trisulca izloZzena djelovanju bakra; Cu-T-(M+T) — L. trisulca izloZzena bakru u
mijeSanoj kulturi u kojoj se nalazi i L. minor.
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4.2.3. Stopa prijenosa elektrona

Stopa prijenosa elektrona kod vrste L. minor u prosjeku je iznosila od 0,33 do 0,36. Za
vrstu L. trisulca ta se vrijednost kretala u rasponu od 0,20 do 0,23. Kod vrste L. minor stopa
prijenosa elektrona u mijesanoj kontrolnoj kulturi (0-M-(M+T)) znacajno je bila visa od stope

prijenosa elektrona u pojedinacnoj kulturi koja je bila izloZzena bakru(Cu-M).

Kod vrste L. trisulca stopa prijenosa elektrona pojedinacne tretirane kulture (Cu-T)

znacajno se razlikovala od vrijednosti kultura kontrolnih biljaka (Slika 15).

Prema dobivenim rezultatima u obje biljne vrste, nije bilo razlike u stopi prijenosa

elektrona u biljaka iz pojedinacnih i mijesanih kultura, niti u kontrolnim kulturama niti u
kulturama koje su sadrzavale bakar.
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Slika 15. Stopa prijenosa elektrona sedmog dana pokusa. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost Cetiri replike + standardna pogreska. Vrijednosti obiljezene razli¢itim slovima
znacajno se razlikuju (p < 0,05 prema Newman-Keuls testu). Mala slova su koriStena za
usporedbu rezultata dobivenih za vrstu L. minor, a velika slova za vrstu L. trisulca. Oznake:
0-M — L. minor u kontrolnoj kulturi; 0-M-(M+T) — L. minor u kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u
kojoj se nalazi i L. trisulca; Cu-M — L. minor izlozena djelovanju bakra; Cu-M-(M+T) — L. minor
izloZzena djelovanju bakra u mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i L trisulca; O-T — L. trisulca u
kontrolnoj kulturi; 0-T-(M+T) — L. trisulca u kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i
L. minor; Cu-T — L. trisulca izloZena djelovanju bakra; Cu-T-(M+T) — L. trisulca izloZzena bakru u
mijeSanoj kulturi u kojoj se nalazi i L. minor.
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4.2 4. Fotokemijsko gasenje fluorescencije

Vrijednosti fotokemijskog gasenja kod vrste L. minor u prosjeku su iznosile od 0,94 do
0,96. Za vrstu L. trisulca ta se vrijednost kretala u rasponu od 0,91 do 0,94. Kod vrste L. minor
vrijednost fotokemijskog gasenja biljaka u mijeSanoj kontrolnoj kulturi (0-M-(M+T)) znacajno
se razlikovala od vrijednosti fotokemijskog gasenja biljaka koje su se nalazile u pojedinacnoj
kulturi izloZenoj bakru (Cu-M). Prema dobivenim rezultatima nije bilo razlike u vrijednosti
fotokemijskog gasSenja u biljaka iz pojedinacnih i mijeSanih kultura, niti u kontrolnim

kulturama niti u kulturama koje su sadrzavale bakar.

Usporedbom dobivenih rezultata za vrstu L. trisulca, utvrdila sam da medu biljkama u

Cetiri razlicite kulture nije bilo znacajne razlike (Slika 16).
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Slika 16. Fotokemijsko gasSenje fluorescencije sedmog dana pokusa. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost Cetiri replike + standardna pogreska. Vrijednosti obiljezene razli¢itim
slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05 prema Newman-Keuls testu). U vrste L. trisulca nema
statisticki znacajne razlike vrijednosti fotokemijskog gasenja medu biljkama iz razliitih
kultura. Oznake: 0-M — L. minor u kontrolnoj kulturi; 0-M-(M+T) — L. minor u kontrolnoj
mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i L. trisulca; Cu-M — L. minor izloZena djelovanju bakra; Cu-
M-(M+T) — L. minor izloZena djelovanju bakra u mijesanoj kulturi, u kojoj se nalazii L trisulca;
O-T — L. trisulca u kontrolnoj kulturi; O-T-(M+T) — L. trisulca u kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u
kojoj se nalazi i L. minor; Cu-T — L. trisulca izlozena djelovanju bakra; Cu-T-(M+T) — L. trisulca
izloZena bakru u mijeSanoj kulturi u kojoj se nalazi i L. minor.
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4.2.5. Nefotokemijsko gasenje fluorescencije

Vrijednosti nefotokemijskog gasenja kod vrste L. minor u prosjeku su iznosile od 0,04
do 0,07. Za vrstu Lemna trisulca ta se vrijednost kretala u rasponu od 0,19 do 0,45. Kod vrste
L. minor vrijednost nefotokemijskog gasenja u biljaka koje su se nalazile u pojedinaénoj
kontrolnoj kulturi (0-M) znacajno se razlikovala od vrijednosti nefotokemijskog gasenja u

biljaka koje su se nalazile u mijeSanoj kulturi izlozenoj bakru (Cu-M-(M+T)).

Kod vrste L. trisulca vrijednosti nefotokemijskog gaSenja kontrolnih biljaka znac¢ajno

se razlikovala od vrijednosti u biljaka koje su bile izloZzene bakru (Slika 17).

Prema dobivenim rezultatima u obje biljne vrste nije bilo razlike u vrijednosti

nefotokemijskog gasenja u biljaka iz pojedinacnih i mijeSanih kultura, niti u kontrolnim
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Slika 17. Nefotokemijsko gasenje fluorescencije sedmog dana pokusa. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost Cetiri replike + standardna pogreska. Vrijednosti obiljeZzene razli¢itim
slovima znacajno se razlikuju (p £ 0,05 prema Newman-Keuls testu). Mala slova su koriStena
za usporedbu rezultata dobivenih za vrstu L. minor, a velika slova za vrstu L. trisulca. Oznake:
0-M — L. minor u kontrolnoj kulturi; 0-M-(M+T) — L. minor u kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u
kojoj se nalazi i L. trisulca; Cu-M — L. minor izloZena djelovanju bakra; Cu-M-(M+T) — L. minor
izlozena djelovanju bakra u mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i L trisulca; O-T — L. trisulca u
kontrolnoj kulturi; 0-T-(M+T) — L. trisulca u kontrolnoj mijeSanoj kulturi, u kojoj se nalazi i
L. minor; Cu-T — L. trisulca izloZzena djelovanju bakra; Cu-T-(M+T) — L. trisulca izloZzena bakru u
mijeSanoj kulturi u kojoj se nalazi i L. minor.
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju, koristeé¢i Lemna-test, pratila sam utjecaj bakra na dvije vrste
vodenih le¢a, Lemna minor i L. trisulca, koje su se nalazile u kulturi svaka pojedinac¢no te u
zajednic¢koj mijesanoj kulturi. Biljke sam izlagala djelovanju bakra. Kao kontrola sluzila mi je
kultura bez bakra u hranjivoj podlozi. Osnovni cilj bio je utvrditi utjece li prisutnost obiju
vrsta vodenih le¢a u ostvarivanju odgovora na utjecaj bakra. Stoga sam istovremeno provela
i standardizirani Lemna-test za svaku vrstu posebno kako bih mogla usporediti ucinak bakra

na pojedinacne kulture s u¢inkom na mijesane kulture.

Koncentracija bakra koristena u ovom pokusu bila je 5 umol dm3. Bakar, iako
esencijalan element u biljnom organizmu, pri toj je koncentraciji utjecao na niz fizioloskih
procesa kod obje vrste vodenih leéa. Ucinak bakra na vodene le¢e dobro je istrazen,
posebice za vrstu L. minor. Khellaf i Zerdaoni (2010) utvrdili su da bakar stimulira rast vrste
L. minor u rasponu masenih koncentracija od 0,003 do 0,3 mg dm3, no pri koncentracijama
od 0,3 do 1,0 mg dm= uzrokuje znadajnu inhibiciju rasta. Vidakovi¢-Cifrek i suradnici (2015)
utvrdili su da bakar pri koncentraciji od 5 umol dm™ u vrste L. minor reducira rast, smanjuje
udio fotosintetskih pigmenata te smanjuje optimalan i efektivan prinos PSII Sto za posljedicu
ima smanjenu fotosintetsku ucinkovitost biljke. Slicno su uodili Prasad i suradnici (2001) na
vrsti L. trisulca kod koje se znacajno smanjuje ukupna fotosinteza pri koncentracijama bakra
2-50 pumol dm3. U istraZivanju koje je provela Gra¢anac (2012) na vrsti L. gibba kloroza i
smanjen prirast biljaka uodeni su pri koncentracijama bakra od 3 i 5 mg dm3. U mojem
istraZzivanju masena koncentracija bakra bila je veca od stimulirajuée pa je i prirast broja
biljaka koje su bile izloZzene djelovanju bakra takoder bio manji u odnosu na prirast
kontrolnih biljaka. Ve¢ nakon tre¢eg dana pokusa uocila sam klorozu kod obje biljne vrste i u
pojedinacnim i u mijeSanim kulturama. Nakon sedmog dana pokusa kod vrste L. minor i u
pojedinaénoj i u mijesanoj kulturi pod utjecajem bakra uodila sam manje biljke i u manjem
broju te krace i bljede korjenci¢e u odnosu na kontrolne biljke. Uocila sam c¢ak i izostanak
odvajanja biljaka kéeri od majéinske biljke. Kloroza je bila ocitija u vrste L. trisulca Cije su
bilike u obje tretirane kulture bile gotovo prozirne. Obje biljne vrste koje su rasle pod
utjecajem bakra u mijesanoj kulturi nisu pokazale razliku u prirastu broja biljaka od biljaka
koje su rasle u pojedinacnim kulturama. lzuzetak je bila pojedinacna kultura L. minor u kojoj

je Cetvrtog dana pokusa utvrdena manja stopa rasta u odnosu na rast vrste L. minor u
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mijeSanoj kulturi. Moguée objasSnjenje ove pojave je raspoloZivost bakrovih iona u
kulturama. Naime, sve kulture (mijeSane i pojedinacne), sadrzavale su jednaki volumen
hranjive podloge, a time i jednaku koli¢inu hranjivih tvari te bakra. Kod biljaka u mijesanih
kultura koli¢ina bakrovih iona raspoloZivih biljkama ,podijeljena” je izmedu vise biljaka (tj.
vece ukupne biomase) nego u kultura sa samo jednom biljnom vrstom. Stoga je utjecaj bakra
na prirast broja biljaka u spomenutoj pojedinacnoj kulturi bio ve¢i u odnosu na mijeSanu
kulturu upravo zbog izloZenosti jedne biljne vrste vecoj koli¢ini bakrovih iona. Nadalje, u vezi
prirasta broja biljaka u vrste L. minor treba istaknuti da u nastavku pokusa (5., 6., i 7. dana)
vise nije bilo razlike u broju biljaka izmedu pojedinacne i mijeSane kulture. Ta se pojava moze
objasniti adaptacijom biljke na prisutnost bakra. Neki od moguéih mehanizama adaptacije
mogli bi biti akumulacija bakra u biljku te aktivnost antioksidacijskog sustava koji neutralizira

oksidacijski stres uslijed djelovanja iona bakra (Radi¢ i sur. 2010, Varga 2015.).

Prirast mase svjeZe tvari biljaka u vrste L. minor imao je vece vrijednosti u kontrolnih
biljaka u usporedbi s biljkama tretiranim bakrom. U vrste L. trisulca uocila sam veci prirast
mase svjeze tvari kod tretirane pojedinacne kulture (Cu-T), ali ta razlika nije bila statisticki
znacajna u odnosu na ostale kulture. Medutim, odredeni broj replika u kultura tretiranih
bakrom imao je negativan prirast mase. To je najceSée posljedica ugibanja biljke Sto je
povezano sa osjetljivos¢u biljke na uvjete rasta. Prema dobivenim rezultatima bakar je vise
utjecao na vrstu L. trisulca. U svakom tretmanu nekoliko je replika imalo negativan prirast
mase, u mijesanoj tretiranoj kulturi svega tri replike imale su pozitivan prirast. Gracanac
(2012) je sliéno uodila kod vrste L. gibba Cije su biljke pri koncentraciji bakra do 1 mg dm™3
imale zabiljeZen prirast mase svjeZe tvari, pri koncentraciji od 3 mg dm3 uoden je nagli pad
mase, a podaci za tretman s 5 mg dm3 bakra nisu ni prikazani zbog nedostatne mase, tj.
velikog broja uginulih biljaka. U mojem istrazivanju je kod vrste L. minor udio suhe tvari u
kulturama tretiranim bakrom bio je veéi u odnosu na kontrolne biljke. Kod vrste L. trisulca
veci udio suhe tvari uocila sam kod kontrolnih biljaka. Biljke vrste L. minor poznate su po
akumulaciji nekih vrsta teSkih metala. Prilikom njihove akumulacije biljka u svrhu svoje
zastite dodatno stvara obrambene tvari koje su Cesto proteini ili peptidi (antioksidacijski
enzimi, fitohelatini i sl.). Stoga veci udio suhe tvari u vrste L. minor tretirane bakrom moze
biti rezultat odgovora biljke na stres uzrokovan previsokom koncentracijom bakra. U biljaka

vrste L. trisulca tretiranih bakrom bio je manji udio suhe tvari u odnosu na kontrolne biljke.
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Promjena omjera suhe i svjeZze mase u kulturama L. trisulca s dodatkom bakra moze biti
posljedica akumulacije bakra, nakon cega je u biljku mogla uéi poveéana koli¢ina vode. lako
je primanje bakra u odredenoj mjeri bilo prisutno i u vrste L. minor, postoji moguénost da je
vrsta L. trisulca u odredenom vremenskom periodu primila veéu koli¢inu bakra i vode $to je
rezultiralo promjenom omjera suhe i svjeze tvari. Naime, L. trisulca je submerzna vrsta, tj.
cijelim tijelom je uronjena u hranjivu podlogu i time pod vec¢im djelovanjem bakra. Vrsta L.
minor samo je donjom povrsinom tijela u kontaktu s hranjivom podlogom. No, za potvrdu
ove pretpostavke o promjeni omjera suhe i svjeZe tvari u obje vrste vodenih le¢a potrebna su
dodatna istrazivanja. Prasad i suradnici (2001) uodili su da biljke vrste L. trisulca mogu
akumulirati bakar bez znacajnih posljedica sve dok njegova koncentracija u hranjivoj podlozi
ne prelazi 50 umol dm3. Rezultati dobiveni u njihovom istraZivanju ukazuju na to da se
povecanjem koncentracije bakra u hranjivoj podlozi povecava i akumulacija bakra koja iznosi
5,5 mg(Cu)/g suhe mase. Za koncentraciju bakra u hranjivoj podlozi od 5 umol dm?3
zabiljezena vrijednost akumuliranog bakra iznosi 0,6 mg/g suhe tvari. Akumulacija bakra kod
vrste L. minor ¢ak je dvostruko manja u odnosu na L. trisulca (Zayed i sur. 1998). MijeSana
kultura biljaka tretiranih bakrom u kojoj su se nalazile obje biljne vrste imala je bolji prirast
broja biljaka ¢etvrtog dana pokusa te veéi udio suhe tvari na kraju pokusa za vrstu L. minor.
Udio suhe tvari bio je poveéan i u biljaka vrste L. minor koje su se samostalno nalazile u
kulturi. Biljke u stresnim uvjetima (npr. poveéana koncentracija soli u hranjivoj podlozi,
prisutnost teskih metala i sl.) sintetiziraju zaStitne tvari i dodatne proteine koje ih
kratkotrajno mogu zastititi od stresa. To opravdava i povecani udio suhe tvari tretiranih

biljaka vrste L. minor.

Koncentracija ukupnih topivih proteina u biljci takoder moZe biti pokazatelj uvjeta
rasta jer je utvrdeno da se mijenja kao odgovor na veliki broj stresnih ¢imbenika (Piotrowska
i sur. 2010, Doganlar i Atmaca 2011, citirano u Varga 2015). Koncentracija topivih proteina u
vrste L. minor bila je vec¢a nego u L. trisulca i dobivene vrijednosti nisu se znacajno razlikovale
izmedu kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile izlozene djelovanju bakra. Smanjenje
koncentracije proteina u odredenim fazama odgovora biljke na stresne uvjete moze biti
posljedica povisene aktivnosti proteaza i drugih katabolickih enzima aktiviranih razlicitim
metalima (Sinha i sur. 1996). Utjecaj poviSenih koncentracija bakra, kadmija, Zeljeza te

srebra na smanjenje koncentracije proteina zabiljeZzen je kod vrste L. minor (Razinger i sur.
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2007, Kanoun-Boulé i sur. 2009) i E. nuttallii (Xing i sur. 2010, citirano u Varga). Razinger i
sur. (2007) uocili su kako povisene koncentracije bakrova(ll) sulfata smanjuju koncentraciju
reduciranog glutationa te je to signal koji pokreée aktivnost antioksidacijskih enzima. Prema
istrazivanju koje su proveli Prasad i suradnici (2001) bakar kod vrste L. trisulca nije inducirao
povecanje koli¢ine specificnih proteina. Za odrzavanje koncentracije superoksidnog aniona i
vodikova peroksida u fizioloSkim granicama u biljnim stanicama vaZna je ravnoteza izmedu
sustava za stvaranje i uklanjanje reaktivnih oblika kisika (Mittler 2002). U ostvarivanju
antioksidacijskog odgovora na tretman bakrom sudjeluje enzim peroksidaza, stoga ne cudi
povecana aktivnost gvajakol peroksidaze koja je u ovom istrazivanju uocena u kulturama
koje su bile tretirane bakrom. NajviSa specificna aktivnost enzima gvajakol peroksidaze
zabiljezena je u kulturama u kojima su se nalazile obje vrste, ali nije zabiljeZzena statisticki
znacajna razlika izmedu mijesanih i pojedinacnih kultura tretiranih bakrom. U radu Razinger i
sur. (2007) utvrdena je poviSena aktivnost enzima gvajakol peroksidaze u tkivu L.minor
nakon kratkotrajnog tretmana biljke s Cu i Cd. Khellaf i Zirdeoni (2010) u svom su istrazivanju
na vrsti L. minor uodili najizrazeniju aktivnost upravo ovog enzima pri koncentracijama
bakrova(ll) sulfata iznad 0,5 umol dm=3. Povecane aktivnosti peroksidaze mogu doprinositi
promjenama mehanickih svojstava stani¢nih stijenki uslijed sinteze elemenata stanicne
stijenke koji u odredenoj mjeri mogu djelovati kao fizicka barijera za ulazak teskih metala u
stanice (Hegedds i sur. 2001, citirano u Varga 2015). Prisutnost dviju vrsta biljaka vjerojatno
ukljuCuje odredenu interakciju Sto moZe uzrokovati odredeni stresni ucinak. Na temelju
dosadasnjih istrazivanja tesko je precizno reci o kakvoj se interakciji i kakvom stresu radi, no
alelopatske interakcije ¢esto su prisutne u vodenim stanistima, posebice u submerznih
biljaka (Gross 2003). Alelopatija se temelji na inhibiciji rasta i razvoja susjednih biljaka
ispustanjem kemijskih spojeva, ¢esto fenola. Time si biljka osigurava prostor, a u vodenih
stanista prisutna je i kako bi se sprijeCilo preveliko Sirenje biljaka koje bi mogle zasjeniti
ostale organizme. U istrazivanju koje je proveo Landolt (1986) o kompeticiji izmedu vodenih
le¢a L. minori L. trisulca, uocio je vec¢u dominaciju L. minor u mijeSanim kulturama. Uocio je i
da u zajednickoj kulturi L. trisulca ima manji udio suhe tvari i manju proizvodnju bjelancéevina
te vedi omjer ugljikohidrata i proteina. Moji rezultati takoder su pokazali manje udjele suhe
tvari i topivih proteina kod vrste L. trisula u usporedbi s rezultatima dobivenima za vrstu
L. minor u mijeSanoj kulturi. Vrsta L. minor brie se razmnozZava i mozZe zasjeniti biljke

L. trisulca u zajednickim kulturama. Kada su zasjenjene, biljke L. trisulca imaju 30% manju
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reprodukciju u odnosu na uvjete kada nisu zasjenjene, dok se biljke L. minor u uvjetima
zasjenjenja uopée ne reproduciraju (Keddy 1976). Potrebno je provesti daljnja istraZivanja

kako bi se utvrdilo postoji li alelopatska interakcija izmedu biljaka vrste L. minori L. trisulca.

Udjeli fotosintetskih pigmenata nisu pokazali velike razlike medu dvjema vrstama
vodenih le¢a. Najnize vrijednosti klorofila a dobivene za vrstu L. minor izmjerene su u biljaka
iz pojedinacnih kultura koje su sadrzavale bakar, a za vrstu L. trisulca u biljaka iz mijeSane
kulture tretirane bakrom. Kao posljedica prisutstva bakra pojavila se kloroza listova koja je
upravo u tim kulturama bila najizrazenija. Smanjeni udio klorofila moze biti uzrokovan
oksidacijskim stresom u kloroplastima u prisutnosti bakra (Baszynski i sur. 1988). Udjeli
klorofila b, kao i udjeli karotenoida bili su u svim kulturama veci u vrste L. trisulca $to moze
biti posljedica submerznog nacina Zivota. Naime, kod submerznog nacina Zivota biljka nije
direktno izloZena svjetlosti. Svjetlost koju prima slabijeg je intenziteta prema svjetlosti koju
primaju plutajuce biljke. To je moguci uzrok zasto L. trisulca stvara povecanu koli¢inu

pomocnih pigmenata (karotenoida i klorofila b).

Mjerenjem fluorescencije metodom saturacijskog pulsa u uvjetima in vivo odredila
sam ucinkovitost fotokemijskih reakcija fotosinteze. U lancu prijenosa elektrona u
tilakoidnim membranama kloroplasta elektroni se s PSIl prenose na molekule plastokinona.
Intenzitet fluorescencije u velikoj mjeri ovisi o tome koliki je udio plastokinona u
reduciranom stanju. Pri niskom intenzitetu svjetlosti, nisu sve molekule plastokinona u
reduciranom obliku pa one koje su preostale u oksidiranom obliku mogu primiti elektrone.
Pri jaCem intenzitetu osvjetljenja zbog malog udjela oksidiranih molekula plastokinona ne
moze se iskoristiti sva apsorbirana svjetlosna energija pa se u takvim uvjetima vedéi dio
apsorbirane svjetlosne energije oslobada u obliku fluorescencije (Maxwell i Johnson 2000).
Intenzitet svijetla koristen za obasjavanje biljaka u ovom mjerenju iznosio je 52-
55 umol m?2 st za vrstu L. minor , a za vrstu L. trisulca 42-43 pmol m2 s1. Zbog submerznog
nacina zivota u mjerenjima kod vrste L. trisulca koristila sam slabije osvjetljenje jer se u
takvim uvjetima biljka nalazila tijekom uzgoja, a i zato S$to je pri vedem intenzitetu
osvjetljenja pokazivala jako male vrijednosti ucinkovitosti fotosinteze. Maksimalna
ucinkovitost PSIl za vecinu biljaka iznosi 0,7-0,8. Vrijednosti koje sam dobila za vrstu L. minor
kre¢u se u tim granicama. Za vrstu L. trisulca dobivena vrijednost je bila niza sto je,

pretpostavljam, posljedica submerznog nacina Zivota. Efektivna ucinkovitost PSIl mjera je
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udjela svjetlosti apsorbirane klorofilom vezanim uz PSIlI i energije iskoriStene u fotokemijskim
reakcijama. Vrijednosti dobivene u ovom istraZivanju takoder su viSe u vrste L. minor, kao i
vrijednosti stope prijenosa elektrona. Fotokemijsko gasSenje definira se kao pojava smanjenja
intenziteta fluorescencije kada je vecdina akceptora elektrona u lancu prijenosa elektrona
oksidirana, tj. raspoloZiva za primanje elektrona. Vrijednost gasenja fluorescencije smanjuje
se ukoliko okolisni ¢imbenici ometaju stopu prijenosa elektrona. Kulture koje su uzgajane na
hranjivoj podlozi s bakrom pokazuju nizu vrijednost fotokemijskog gasSenja. Zanimljivo je
kako su u ovom, a i ostalim, prije navedenim parametrima za odredivanje ucinkovitosti
fotosinteze, izmjerene vrijednosti najnize u kulturama u kojima se nalazi samo L. trisulca. To
me navelo na pretpostavku da na ucinkovitost fotosinteze u mijeSanoj kulturi utjece
medusobna interakcija biljnih vrsta. U ovom je pokusu izmjereno i nefotokemijsko gasenje
fluorescencije, parametar koji ima znacenje u uvjetima visokih intenziteta svjetlosti, kada se
sva apsorbirana energija ne moZe upotrijebiti za fotokemijske reakcije pa se oslobada u
obliku topline. Vrijednosti nefotokemijskog gasenja u ovom su istrazivanju bile mnogo vise za
vrstu L. trisulca, posebno u kulturama bez bakra. Prema istrazZivanju koje su proveli Prasad i
sur. (2001) povisene koncentracije bakra (2-50 pmol dm3) negativho utje€u na proces
fotosinteze. Rezultati istraZivanja Olette i suradnika (2008) takoder su pokazala da bakar, u
ovom istrazivanju koristen u obliku CuSOs (spoj koji se koristi kao pesticid) inhibira

fotosintetsku aktivnost vrste L. minor pri koncentracijama od 12, 24, 40 i 100 pg dm3.

Uzevsi u obzir sve parametre mjerene u ovom pokusu, mogu zakljuciti da medusobna
interakcija biljaka nije znaéajno utjecala u ostvarivanju odgovora na ucinak bakra. Medutim,
pri usporedbi rezultata kontrolnih biljaka vrste L. minor uodila sam statisticki znacajno veci
prirast broja biljaka u pojedina¢nim kulturama. Usporedbom rezultata dobivenih za prirast
mase svjeze tvari primijetila sam da su biljke L. trisulca bile osjetljivije na prisutnost bakra u
hranjivoj podlozi jer sam u nekim kulturama tijekom sedmodnevnog pokusa primijetila

promjene koje ukazuju na ugibanje biljaka.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju promatranih parametara rasta te fizioloSkih parametara mogu zakljuditi
da je bakar djelovao na obje vrste vodenih le¢a — Lemna minor L. i L. trisulca L.
Pojava kloroze, izostanak prirasta biomase te smanjeni optimalni prinos PSIlI ukazuju da je

vrsta L. trisulca bila osjetljivija na prisutnost bakra od vrste L. minor.

Na temelju mjerenih parametara u biljaka iz pojedinaénih i mijesanih kultura, mogu
zakljuciti da na dobivene rezultate kod veéine mjerenih pokazatelja nije utjecala medusobna
interakcija biljnih vrsta jer odgovor dviju vrsta vodenih leca na bakar u pojedinacnim
kulturama nije bio znacajno drugadiji od odgovora u mijeSanoj kulturi. Medutim, u
kontrolnim kulturama rast vrste L. minor bio je veéi u pojedinacnoj kulturi u usporedbi s

rastom te biljne vrste u mijesanoj kulturi.
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