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1. UvOoD

Vodene i kopnene biljke su neizostavni dijelovi zdravih ekoloskih sustava. One su
primarni producenti energije potrebne za gotovo sve ostale oblike zivota i izvor kisika (Wang,
1991). To su autotrofni organizmi koji mogu iz anorganskih tvari primljenih iz okolisa
sintetizirati organske spojeve koristeci svjetlosnu energiju.

Rast biljke obuhvaca kvalitativne promjene koje se zbivaju tijekom razvitka, a mogu
se uoCiti kao promjene u veliCini stanice, organa ili Citavog organizma.. U svojem prirodnom
okoliSu biljke su izloZene razliCitim stresnim Cimbenicima (npr. visoke i niske temperature,
visoki intenziteti svjetlosti, suse, poplave, itd.) koji utjeCu na njihov rast i razvoj.

Biljke su staticni organizmi kojima je za prezivljavanje potrebna prilagodba na uvjete
u kojima rastu. Kako se sunceva svjetlost najvise sastoji od plavog i crvenog djela vidljivog
spektra svjetlosti, biljke su se prilagodile na taj naCin da najefikasnije vrSe fotosintezu
koristeCi upravo taj dio spektra. Evolucija biljaka zapocela je u vodi kroz koju takva svjetlost
najbolje prolazi (Kenrick i Crane, 1997). Kao rezultat, zelena svjetlost nije potrebna niti
apsorbirana, pa se reflektira nazad, ¢ineci biljke zelenima.

Biljke se uzgajaju u razlicite svrhe, medu ostalim i za istraZivanje. Za uspjesniji uzgoj
biljaka razvijeni su izvori svjetlosti koji daju specifiCne svjetlosne spektre za najSiru mogucu
uporabu, koji, samostalno ili u kombinaciji, daju najbolje rezultate za kompleksne bioloske
zahtjeve. Iz tog razloga odlucila sam istraZiti njihov utjecaj na rast i fotosintezu vodene lece u

strogo kontroliranim uvjetima.

1.1. SVJETLOST

Cjelokupni raspon zraCenja koje nastaje u svemiru nazivamo elektromagnetski
spektar. Ovisno o frekvenciji, elektromagnetsko zraCenje dijeli se na gama (y), rendgensko
(X), ultraljubicasto (UV), vidljivo (VIS), infracrveno (IR), mikrovalno i radiovalno zraCenje
(Slika 1).

Svjetlost obuhvaca transverzalno elektromagnetsko zraenje (elektricno i magnetsko
polje mijenjaju se periodicki u smjerovima okomitim na smjer gibanja vala) vidljivo ljudskom
oku. Covjek odli¢no razaznaje veé vrlo male frekvencijske razlike (boje) u podruéju vidljive
svjetlosti. Najkracu valnu duljinu imaju ljubiCasta i plava svjetlost, a najdulju crvena svjetlost.

Bijela svjetlost sastavljena je od kontinuiranog niza svih boja vidljivog spektra.
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Slika 1. Spektar elektromagnetskog zracenja

Fotosinteza koristi energiju crvenog dijela vidljivog spektra koji je zbog toga za biljke
najvazniji dio svjetlosnog spektra. Plavi i ljubiCasti dio vidljivog spektra se najbolje apsorbira
u biljku. Plava i ljubiCasta svjetlost potrebne su za vegetativni rast i rast korijena, kao i mali,
ali neznaCajan, dio fotosinteze. Ubrzava fototropizam, koji daje usmjereni rast biljke prema
izvoru svjetlosti. Plava svjetlost igra ulogu u modulaciji otvaranja i zatvaranja puci, a takoder
je vazna u fotoperiodizmu i pokretanju sezonskog cvjetanja. Samo u plavoj svjetlosti, bez
crvenog dijela za fotosintezu, biljke oteZano rastu dok ne potroSe rezerve hrane nakon Cega

venu unato€ izlozenosti plavoj svjetlosti (www.mobot.org...).

1.2. FOTOSINTEZA

Fotosinteza je najvazniji proces koji omogucava Zivot na Zemlji u obliku kojem ga mi
poznajemo. Fotoautotrofne biljke u procesu fotosinteze pretvaraju energiju Sunceva zracenja
u kemijsku energiju. One sadrZe biljna bojila, pigmente, koji apsorbiraju svjetlosnu energiju i
pretvaraju je u kemijsku energiju, koja se zatim pohranjuje u kemijskim vezama Secera i
ostalih organskih molekula nastalih iz ugljikova dioksida i vode u procesu fotosinteze.
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Do Zemlje dopire SuncCeva svjetlost razliCitih frekvencija, a ljudsko oko vidi samo
manji dio (5%), odnosno vidljivo podrucje. U podrucju vidljive svjetlosti zbivaju se
fotosinteza, fototropizmi (zakrivljenja uzrokovana svjetloscu), fototaksije (slobodna
lokomotorna gibanja upravljana svjetlos¢u) i fotomorfogeneze (promjene oblika potaknute
svjetloS¢u). To se podrucje spektra naziva fotobioloSkim podrucjem (Pevalek-Kozlina, 2003).
Ostala svjetlost je ili premale ili prevelike valne duljine da bi ju apsorbirali fotosintetski
pigmenti. Osim toga, 95% energije koju apsorbira list gubi se u obliku topline ili se koristi za
odrZzavanje metabolizma biljke (McDonald, 2003).

Proces fotosinteze mozemo podijeliti na svjetlosne reakcije i reakcije u tami. U
svjetlosnim, primarnim reakcijama, se oksidira voda te otpusSta kisik, dok se u reakcijama
tame, tj. sekundarnim reakcijama reducira ugljikov dioksid. Svjetlosne reakcije odvijaju se u
mezofilu lista, u tilakoidnim membranama kloroplasta. Stanice mezofila sadrze veliki broj
kloroplasta (30 do viSe od 100) koji sadrze klorofil (Pevalek- Kozlina, 2003).

Svjetlost koju apsorbira klorofil pokrece prijenos elektrona od vode do akceptora
elektrona NADP" i u tom se procesu cijepa voda te nastaje kisik i ATP. U reakcijama tame
ATP se Koristiti za redukciju CO; i sintezu Secera.

Djelotvoran dio spektra za fotosintezu je u podrucju crvene i plave svjetlosti, dok se
srediSnji dio spektra, koji odgovara zelenoj svjetlosti, ne koristi za fotosintezu. 1z toga se
moze zakljuciti da u fotosintezi sudjeluju zeleni pigmenti, klorofili, koji apsorbiraju plavu i
crvenu svjetlost. SrediSnji dio spektra, zelena svjetlost, ne koristi se u fotosintezi pa ce

reflektirana i propustena svjetlost biti upravo te boje Sto objaSnjava zelenu boju listova.

1.2.1. Fotosintetski pigmenti

Da bi svjetlost bila aktivha u procesu fotosinteze, mora biti apsorbirana. Pri tome
imaju najvecu ulogu Klorofili, zeleni pigmenti u biljci. Razlikujemo Cetiri tipa klorofila,
Klorofil a, b, cid.

NajveCe znaCenje u fotosintezi ima Klorofil a jer jedino on moZe sudjelovati u
svjetlosnim reakcijama koje Suncevu energiju pretvaraju u kemijsku. Medutim, u fotosintezi
sudjeluju i ostali pigmenti, zbog Cega se djelotvorni spektar fotosinteze ne poklapa u
potpunosti s djelotvornim spektrom klorofila a (Slika 2). Takvi pomoéni pigmenti su klorofil
b i karotenoidi. Oni mogu apsorbirati svjetlost i prenositi energiju na klorofil a, koji se onda

ponaSa kao da je sam apsorbirao foton.
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Slika 2. Apsorpcijski spektar klorfilaai b

Klorofil a je plavozelene boje i maksimalno apsorbira svjetlost valnih duljina 430 nm i
662 nm, dok je klorofil b Zutozelene boje, a maksimalno apsorbira svjetlost valnih duljina 453
nm i 642 nm. Osnovna struktura klorofila je porfirinski sustav koji Cine Cetiri pirolska prstena
medusobno povezana metilnim skupinama u prstenasti sustav. Prstenasta struktura sadrZi
labavo vezane elektrone i to je dio molekule koji je nuZan za prijenos elektrona i redoks-
reakcije. Za pirolski prsten br. IV porfirinskog sustava vezan je fitol, terpenoid koji se sastoji
od Cetiri izoprenske jedinice. Fitolni rep je hidrofoban te omogucéuje vezanje klorofila na
hidrofobne regije klorofil-vezajucih proteina i na tilakodnu membranu (Pevalek-Kozlina,
2003).

Pojedini se klorofili medusobno razlikuju po bo¢nom lancu. Klorofil a na pirolskom

prstenu br. 11 ima metilnu skupinu, a klorofil b aldehidnu skupinu (Slika 3).
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Slika 3. Klorofil a (A) i klorofil b (B) (Preuzeto sa internetske stranice www.

wikipedia.org)

Karotenoide dijelimo u dvije skupine, karotene i ksantofile. To su linearne molekule
ugljikovodika s brojnim konjugiranim dvostrukim vezama. Sastoje od izoprenskih jedinica s
jednim ili dva ionska prstena. Karoteni se sastoje iskljuivo od vodika i ugljika dok su
ksantofili derivati karotena koji sadrZe Kisik na kraju molekule kao, hidroksi, metoksi, aldehid

ili karboksilna kiselina (Slika 4).
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Slika 4. - karoten (A) i ksantofil lutein (B)

U prirodi su ksantofili brojniji od karotena te u rastué¢im listovima njihov odnos moze
biti 2:1.

Karotenoidi se sintetiziraju iskljucivo u biljkama i gljivama, a prisutni su u svim
fotosintetskim organizmima te imaju vaznu ulogu u fotosintezi. Imaju karakteristicnu zuto-
narancastu boju, a najjaCe apsorbiraju svjetlost valnih duljina izmedu 380 nm i 550 nm,
proSirujuci tako spektar boja koje mogu pokretati fotosintezu. Karotenoidi su obi¢no usko
povezani sa proteinima antena i reakcijskih sredista i integralni su dio tilakoidnih membrana.
Svjetlosna energija koju apsorbiraju karotenoidi brzo se prenosi na klorofile. UCinkovitost tog
prijenosa energije obi¢no je niZza nego kad se energija prenosi sa klorofila na klorofil. U vecini
biljaka, karotenoidi su slabo uCinkoviti prenositelji energije.

Karotenoidi imaju i zasStitnu ulogu. Pigmenti apsorbiraju velike koliCine energije, sto
moze ostetiti fotosintetske membrane ako se ta energija ne pohrani fotokemijski. Ako
pobudeno stanje klorofila brzo ne prestane, dolazi do reakcije s molekulom kisika i nastaje
singletni Kkisik koji je vrlo reaktivan i moZe ostetiti mnoge stanicne sastojke, osobito lipide.
Karotenoidi djeluju zastitno tako da brzo ,,ugase* pobudeno stanje klorofila. Pobudeno stanje
karotenoida nema dovoljno energije za nastanak singletnog kisika te se vraa u osnovno

stanje, otpustajuci viSak energije u obliku topline (Pevalek- Kozlina, 2003). Zbog tog svojstva
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karotenoida da gase pobudeno stanje klorofila odluCila sam mjeriti njihovu koliCinu jer se
porast koliCine karotenoida moze uzeti kao indikator stresnih uvjeta.

Klorofil a, klorofil b i karotenoidi se u skupinama od nekoliko stotina nalaze u
tilakoidnim membranama. U mjestu koje nazivamo reakcijsko srediSte nalazi se jedna, ili par
molekula klorofila a koje mogu pokretati svjetlosne reakcije tako Sto predaju svoj pobudeni
elektron primarnom akceptoru elektrona. Ostale molekule klorofila i karotenoidi sluze kao
antena molekule koje apsorbiraju fotone i prenose energiju do reakcijskog sredista. Antenski
kompleks zajedno s reakcijskim srediStem i primarnim akceptorom elektrona naziva se
fotosistemom.

U tilakoidnim membranama su prisutna dva tipa fotosistema, fotosistem I (PSII) i
fotosistem Il (PSII) koji se razlikuju po apsorpcijskom maksimumu specijalizirane molekule
klorofila, koja se nalazi u njihovom sredistu. Oni su medusobno kemijski i fizicki odvojeni, a
povezani su transportnim lancem elektrona (Pevalek-Kozlina, 2003). U tilakoidnim
membranama se joS nalaze i razliCiti spojevi, prenositelji elektrona tijekom fotosinteze. To su
citokromi, plastokinoni, flavoproteini, piridin- nukleotidi, feredoksin i plastocijanin.

Gotovo svi kemijski procesi u svjetlosnim reakcijama odvijaju se preko pet
proteinskih kompleksa: PSII, citokroma, PSI, NADP™ -reduktaze i ATPaze.

Vecina apsorbirane energije se koristi u kemijskim reakcijama fotosinteze, dio se
oslobada u obliku topline, a dio kao fluorescencija klorofila kada klorofil pri povratku u

osnovno stanje otpusta foton (Roger i Weiss, 2001).

1.2.2. Utjecaj svjetlosti na stopu fotosinteze

Ovisnost fotosinteze o kvaliteti i koliCini svjetlosti je velika. Povecanjem intenziteta
osvjetljenja brzina fotosinteze se u pocetku linearno povecava, zatim se postupno smanjuje i
konaCno, kada se fotosintetski aparat zasiti svjetloS¢u, poprima konstantnu vrijednost. U
razliCitih vrsta to se zasiCenje pojavljuje razli€itim brzinama. Jo$ jaCe osvjetljenje moze
uzrokovati svjetlosni stres (Pevalek- Kozlina, 2003).

Obzirom na intenzitet svjetlosti na kojem rastu, biljke moZzemo podijeliti na biljke
sjene koje rastu u zasjenjenom okoliSu i biljke sunca koje su prilagodene punoj suncevoj
svjetlosti. Kod biljaka sjene zasiéenje se pojavljuje relativno brzo, a kod biljaka sunca tek pri
visokom intenzitetu osvjetljenja.

Svjetlosni stres prvo djeluje na fotosintezu Sto se moZe uoCiti kod neprilagodenih

biljaka u kojima dolazi do oStecenja fotosintetskog aparata, uslijed ¢ega intenzitet fotosinteze
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opada. U biljaka osjetljivih na svjetlost moze doci do fotoinhibicije te do gubitka boje listova,
a neki puta i do ugibanja listova. To se uglavnhom dogada u biljkama sjene, ali moze biti
prisutno i u biljkama sunca koje su naglo izloZene visokim intenzitetima osvjetljenja. U tom
je slucaju fotoinhibicija ve¢inom reverzibilna, jer se takve biljke mogu zahvaljujuci razliCitim
mehanizmima aklimatizirati.

Fotoinhibiciju uzrokuje svjetlost koju apsorbira klorofil. Svi stresni uvjeti koji dovode
do inhibicije fotosinteze, npr. zatvaranje puci u uvjetima suSe ili inaktivacija enzima uslijed
visokih ili niskih temperatura, snazno pojacavaju fotoinhibiciju. Fotoinhibicija je posljedica
svjetlosnog prezasi¢enja fotosintetskog aparata, Sto moze dovesti do stvaranja toksi¢nih
fotoprodukata kao Sto su singletni Kisik, hidroksilni radikali i superoksidni anion.

Najvazniji izvori radikala kisika tijekom fotosinteze su reducirani akceptori elektrona
PSI (npr. feredoksin) koji prenose elektrone na Kisik ukoliko se redoks-lanac koji dovodi do
nastanka NADP™ reducira zbog nakupljanja elektrona. Prvo ée nastati radikal superoksida,
zatim vodikov peroksid te konacno hidroksilni radikal. Singletni kisik moze nastati tijekom
fotosinteze ako se ekscitacijska energija s tripletnog klorofila prenese izravno na kisik. Ovi
spojevi nespecificno reagiraju s lipidima, proteinima, nukleinskim kiselinama, pigmentima i
drugim molekulama, uzrokujuéi njihovu fotooksidacijsku razgradnju (Pevalek-Kozlina,
2003).

Fotooksidacija se moze sprijeCiti tako da se ukloni superoksid ili sprijeCi njegov
nastanak. Uklanjanje vrsi superoksid dismutaza (SOD) dok se nastajanje superoksida moze
sprijeciti sakupljanjem i rasipanjem viska energije prije nego dode do reakcijskog centra. Za
to su zasluzni karotenoidi iz ksantofilnog ciklusa, zeaksantin, violaksantin i anteraksantin. No,
ovi mehanizmi ne mogu u potpunosti zastiti biljke od fotooksidacijskog oStecenja. Dodatnu
zastitu pruza gibanje kloroplasta i listova Cijom se promjenom poloZaja mozZe znantno
smanjiti izlaganje fotosintetskih pigmenata visokom intenzitetu osvjetljenja (Pevalek-Kozlina,
2003).

U biljaka koje su bile izlozene visem intenzitetu osvjetljenja uoceno je snizenje stope
fotosinteze, smanjuje se prijenos elektrona i fotofosforilacija. Biljka se pokuSava zastiti tako
da povecava koli€inu pigmenata koji su zaduZeni za preuzimanje viska energije i zastitu biljke
kao Sto su karotenoidi i flavonoidi (Mahdavian i sur., 2008). RazliCite biljke imaju razliCite
naCine prilagodbe na promjene intenziteta svjetlosti.

Premali intenzitet svjetlosti takoder moZe biti Stetan za biljke sunca koje onda ne

mogu vrsiti fotosintezu, ali i za biljke sjene kada apsorbirana svjetlost prevrsi kapacitet
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fotosintetskog aparata za pretvorbu svjetlosne energije u kemijsku (Osmond, 1994; Valladares

| Pearcy, 1997).

1.3. FLUORESCENCIJA KLOROFILA A

Za istraZivanje utjecaja razliitih uvjeta osvjetljenja na fotosintezu izabrala sam
analizu fluorescencije klorofila a in vivo, jednostavnu tehniku za proucavanje ucinaka
razliCitih ekoloskih Cimbenika na ucinkovitost fotosintetskog aparata (Roger i Weiss, 2001).

Svjetlost emitirana fluorescencijom predstavlja vrlo mali udio u svjetlosti reflektiranoj
s listova biljaka pa se moZe detektirati samo preciznim uredajima, fluorimetrima. U
posljednjem desetljeu su mjerenja i analize fluorescencije klorofila postali nezaobilazni u
istrazivanjima primarnih reakcija fotosinteze. U podrucju fiziologije i ekofiziologije bilja
primjenjuje se nekoliko metoda mjerenja fluorescencije, a jedna od njih je metoda
saturacijskog pulsa koju sam koristila u svom radu.

U optimalnim okoliSnim uvjetima se najveCi dio apsorbirane energije (oko 95%)
koristi za fotokemijske reakcije fotosinteze, medutim dio se energije gubi u obliku topline i
svjetlosti, pri Cemu nastaje fenomen koji nazivamo fluorescencija klorofila. Svjetlost
emitirana fluorescencijom klorofila uvijek je vece valne duljine i manje energije od one koju
su apsorbirali listovi (Roger i Weiss, 2001) Sto znacCi da fluorescencijski spektar klorofila ima

maksimum u crvenom podrucju, pri nesto vecoj valnoj duljini od maksimuma apsorpcijskog

spektra (slika 5).
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Slika 5. Apsorpcijski spektar klorofila a (—) i spektar svjetlosti oslobodene fluorescencijom
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Glavnina fluorescencije klorofila u intaktnim listovima potjeCe sa PSIl pa se stoga

izmjerena fluorescencija smatra odrazom stanja PSIl. U lancu prijenosa elektrona, u
tilakoidnim membranama kloroplasta, elektroni se prenose s PSIl na molekule plastokinona.
Intenzitet fluorescencije (®r) u velikoj mjeri ovisi o redoks-stanju plastokinona.
Pri niskom intenzitetu svjetlosti, molekule plastokinona su oksidirane, tj. mogu primati
elektrone. U takvim uvjetima se ekscitacijska energija s velikom ucinkovito$¢u (ve¢om od
95%) trosi na fotokemijske reakcije te je intenzitet fluorescencije vrlo nizak. Medutim, pri
jaCem intenzitetu svjetlosti ne moze se iskoristiti sva apsorbirana svjetlosna energija zbog
nedostatka oksidiranih plastokinona koji bi mogli primiti elektrone s PSII pa se u takvim
uvjetima veci dio apsorbirane svjetlosne energije oslobada u obliku fluorescencije (Quibit,
2006).

Ukoliko se nakon pocetnog porasta intenziteta fluorescencije ustali odredena stopa
prijenosa elektrona i dinamika odvijanja Calvinovog ciklusa, dolazi do smanjenja intenziteta
fluorescencije, tzv. gaSenja fluorescencije (,,quenching®). Razlikuju se dva tipa gaSenja
fluorescencije. Prvi tip naziva se fotokemijsko gaSenje (,,photohemical quenching“, qP) u
kojem se svjetlosna energija pretvara u kemijsku energiju, koja se kasnije koristi za
pokretanje fotosinteze. VecCina akceptora elektrona u lancu prijenosa elektrona je oksidirana,
tj. raspoloZiva za primanje elektrona. Zbog toga $to je svjetlost, potrebna biljci za fotosintezu,
Cesto mala u usporedbi sa apsorbiranom svjetlos¢u, mnogo se tog viska energije oslobada kao
toplina. To se naziva nefotokemijsko gaSenje (,,nonphotochemical quenching”, NPQ)
(Ritchie, 2006 ).

Promatranja fluorescencije su prvi objavili Kautsky i Hirsch (1931) i pokazali da
fluorescencija klorofila a ima brzi rast do maksimalne vrijednosti. Zatim slijedi polagani pad
dok se nakon nekoliko minuta ne postigne stabilna razina. Takoder su pokazali da je polagani
pad fluorescencije povezan s povecCanjem asimilacije CO,. Od otkrica , Kautsky efekta*
mjerenje fluorescencije Kklorofila razvijeno je kao jedna od najceS¢e koriStenih metoda u
istrazivanju fotosinteze te fiziCkog stanja fotosintetskog aparata u biljci. Danas se brojni
pokazatelji fluorescencije klorofila koriste za odredivanje fotosintetskog kapaciteta lista i
funkcije fotosintetskog aparata, a promjena krivulje fluorescencije kod listova adaptiranih na
mrak daje vazne informacije o sakupljanju svjetlosne energije, transportu elektrona, energetici

tilakoidne membrane i procesima CO, fiksacije (Babani i Lichtenthaler, 1996).
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1.4. VODENA LECA (Lemna minor L)

Vodene lece su kozmopolitske biljke iz porodice Lemnaceae. To su male vodene
biljke koje rastu slobodno plivajuéi na povrsini vode ili neposredno ispod nje, ali nisu nikada
pricvrscene za podlogu (Huebert i Shay, 1993). Rasprostranjene su u svim klimatskim
zonama osim u pustinjama i tundrama. Filogenetski, one su monokotiledone (jednosupnice).
Porodica broji oko 40 kozmopolitski rasprostranjenih vrsta (Hillman i Culley, 1978), a unutar
porodice razlikujemo Cetiri roda: Lemna, Spirodela, Wolffia i Wolffiella (Boniardi 1 sur.,
1994).

Biljke iz porodice Lemnaceae imaju tri vazne karakteristike. Prva je poseban nacin
njihovog vegetativnog razmnozZavanja. Svaki listi¢ ima dvije meristemske regije koje stvaraju
nove listice. Svaki listi¢ moze stvoriti 10-20 novih biljaka nakon ¢ega tkivo matic¢ne biljke
propada. Druga karakteristika je ta Sto listi¢i ne ostaju trajno povezani sa maj¢inskom biljkom
CineCi kompleksne strukture, veC se odvajaju u kolonije koje predstavljaju svega nekoliko
vegetativnih generacija. TreCa karakteristika je znacajna progresivna redukcija svih struktura
koje nisu esencijalne za Zivot na povrsini ili neposredno ispod povrsine stajacih voda te
gotovo potpuno odsustvo drvenastog tkiva (Hillman i Culley, 1978).

Vodena leca se sastoji od dva dijela, listica (,,frond®) i korijena. Biljke tvore kolonije
koje se sastoje od dva ili viSe listi¢a (Wang, 1990).

Lemna minor ima samo jedan korijen koji vjerojatno sluzi za odrzavanje ravnoteze pri
blagim strujanjima vode te sprjecava sljepljivanje i preklapanje listi¢a $to bi smanjilo koli¢inu
svjetlosti u koloniji (Landolt, 1986).

1.5. LEMNA -TEST

Kao pokazatelj uCinka razlicitih uvjeta osvjetljenja, u ovom istrazivanju sam koristila
Lemna-test koji se Cesto koristi za procjenu stresnih uCinaka (Wang, 1991).

Od visih biljaka se kao testni organizmi Cesto koriste vodene biljke, i to osobito iz
porodice vodenih le¢a, Lemnaceae. Razlog tome je Sto su vodene lece vrlo prikladne za rad u
laboratorijskim uvjetima. Lako se uzgajaju i odrZzavaju u kulturi in vitro, malih su dimenzija i
brzo se razmnoZavaju. Jednostavne su grade i imaju vegetativan naCin razmnoZavanja kojim

nastaju geneticki identicne biljke (klonovi). Takoder, sterilni i dobro definirani uvijeti
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kultivacije, te neovisnost o godisSnjem dobu, klimi i temperaturi su prednosti testova koji se
izvode na biljkama koje rastu u kulturi (Lewis, 1995; Wang, 1991).

Pokazatelji utjecaja razliCitih osvjetljenja na vodenu lecCu, koji se mogu pratiti Lemna-
testom, su prirast broja listica, prirast mase suhe i svjezZe tvari, ukupna povrsina biljke, duljina
korjencica, koncentracija fotosintetskih pigmenata, intenzitet disanja, fotosintetska aktivnost i
ultrastrukturne promjene. NajCeS€e mjereni parametri u Lemna-testu su prirast broja listica,
gdje se u odredenim vremenskim razmacima broji svaki vidljivi listic (Wang, 1991), masa
biljaka i koli¢ina klorofila a (Lakatos i sur., 1993).

Po ISO standardu (ISO/CD 20079) vrijeme trajanja testa je 7 dana. Kao osnovni
parametar mjeri se broj listia, uz Sto je obavezno mijeriti drugi parametar koji moZe biti
povrsina listica, masa suhe tvari ili klorofil po 1SO 10260. Vrijednosti pH po standardu
moraju se kretati izmedu 5 i 8, a temperatura 24 + 2 °C.

Testovi se mogu izvoditi na dva nacCina, kao statiCni ili kao protoCni. StatiCni
medija, za razliku od protoCnih, u kojima se hranjivi medij nadopunjava za vrijeme izlijevanja

starog medija (www.meti.go.jp...).
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Fotosinteza je bioloski vazan proces u kojem fotoautotrofni organizmi koriste energiju
SunCevog zraCenja za sintezu organskih spojeva koji se bez te energije ne bi mogli
sintetizirati. Energija, pohranjena u molekulama organskih spojeva, koristi se za brojne
procese u stanicama biljaka. 1z tog razloga, svjetlost je neophodna za njihov zivot.

S obzirom da na fotosintezu utjeCu brojni vanjski Cimbenici, medu kojima su kvaliteta
i intenzitet osvjetljenja, odlucila sam istraziti kakav Ce uCinak na fotosintezu imati izlaganje
biljke razlicitim svjetlosnim uvjetima.

Biljkama najviSe pogoduju crveni i plavi dio spektra pa sam u svom radu istrazila rast
i fotosintezu vodenih leéa u uvjetima osvjetljenja s ve¢im udjelom crvenog i plavog dijela
spektra u odnosu na osvjetljenje hladnom bijelom svjetloS¢u. Kako bih utvrdila ovisnost
kvalitete i intenziteta svjetlosti, pri svakom od dvaju analiziranih djelotvornih spektara biljke
sam izloZila uvjetima nizeg (40 pumol fotona m? s?) i viseg (80 pmol fotona m? s)
intenziteta osvjetljenja.

Kako bih istrazila ucinak razlicitih uvjeta osvjetljenja na rast vodene leCe provela sam
standardizirani Lemna-test u sklopu kojeg sam pratila prirast broja listica te biomase vodene
leCe Lemna minor L. Ucinak svjetlosti na fotosintezu pratila sam odredujuéi koncentraciju
fotosintetskih pigmenata te pokazatelje fluorescencije klorofila a in vivo, koji govore o
funkciji fotosintetskog aparata.

15



3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Kultura vodene le¢e (Lemna minor L.) u uvjetima in vitro

Lemna minor je sakupljena u BotaniCkom vrtu Prirodoslovno—matemati¢kog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Prilikom uvodenja vodene lece u kulturu in vitro biljke su sterilizirane
etanolom i Zivinim kloridom (Krajnci¢ i Devidé, 1980) i dalje uzgajane u sterilnim uvjetima.
Za dugotrajnu kultivaciju vodene lece koristena je Pirson i Seidel (PS) hranjiva podloga
(Pirson i Seidel, 1950), a za eksperimentalnu analizu hranjiva podloga po Steinbergu (ISO/CD
20079). Sastav hranjivih podloga prikazuje Tablica 1.

Tablica 1. Sastav hranjivih podloga po Pirson i Seidelu (1950) — A i Steinbergu (ISO/CD

20079) - B.
A B
MAKROELEMENTI mg/L  mmol/lL MAKROELEMENTI mg/L  mmol/L
KNO, 400 3,95 KNO, 350 3,46
KH,PO, 200 1,47 KH,PO, 90 0,66
K,HPO, 12,6 0,072
MgSO,x7H,0 300 1,21 MgSO,x7H,0 100 0,41
CaCl,x2H,0 804 5,46 Ca(NO,),x4H,0 295 1,25

MIKROELEMENTI dg/L pmol/L  MIKROELEMENTI pg/L pumol/L

MnCl,x4H,0 300 15 MnCl,x4H,0 180 0,91
H,BO, 500 8,1 H,BO, 120 1,94
Na,-EDTAx2H,0 1860 4,99 Na,-EDTAx2H,0 1500 4,03
Zeljezni citrat 5000 20 FeCl,x6H,0 760 2,81
Na,MoO,x2H,0 44 0,18
ZnS0,x7H,0 180 0,63
ORGANSKI DODACI  g/L mmol/L
saharoza 10 29,2
asparagin 0,1 0,66
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S obzirom da su biljke bile uzgajane na hranjivoj podlozi PS, prije samog pokusa
biljke su prilagodene na hranjivu podlogu po Steinbergu u trajanju od 7-10 dana. Nakon
prilagodbe, biljke sam nasadila na hranjivu podlogu po Steinbergu (pH = 5,5) te izlozila
razli¢itim uvjetima osvjetljenja.

U pokusima sam koristila Erlenmeyerove tikvice od 100 ml koje sam punila s oko 60
ml hranjive podloge, zaCepila vatom i aluminijskom folijom te sterilizirala autoklaviranjem
pri temperaturi od 120 °C i tlaku od 0,15 MPa u trajanju od 18 minuta. Metalni i ostali pribor
sterilizirala sam autoklaviranjem u jednakim uvjetima, ali u trajanju od 60 minuta. Pri
presadivanju biljaka metalni pribor sam dodatno sterilizirala uranjanjem u 96%-tni etanol i
spaljivanjem.

Biljke sam presadivala u laminaru (komori s horizontalnim strujanjem zraka). U svaku
Erlenmeyerovu tikvicu sam inokulirala po jednu koloniju vodene leCe (s 3-5 listi¢a) iz
prethodno uzgojene kulture na podlozi za prilagodbu. Biljke sam nakon presadivanja prenijela
u klima komoru gdje su rasle uz fotoperiod od 16 sati svjetla i 8 sati tame. Temperatura u
komori iznosila je 24 £ 2 °C.

3.1.2. Uvjeti osvjetljenja

Kako bih ispitala uCinak razlicitih intenziteta fluorescentnog osvjetljenja s razlicitim
djelotvornim spektrom osvjetljenja, biljke su u klima komori podvrgnute razliCitim uvjetima
osvjetljenja.

Osim uobicajenom fluorescentnom hladnom bijelom svjetlos¢u Zarulja ,,Cool White*
(Osram, Njemacka), Ciji je djelotvorni spektar prikazan na Slici 6., biljke su osvijetljene i
fluorescentom svjetlos¢u s veé¢im udjelom crvenog i plavog dijela spektra Zarulja ,,GroLux*

(Sylvania, SAD), Ciji je djelotvorni spektar prikazan na Slici 7.
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Cool White 33 - 6490 |

Slika 6. Spektar hladne bijele svjetlosti zarulje ,,Cool White* (Preuzeto sa internetske stranice

www.sylvania-lamps.com)

Larceliix

Slika 7. Spektar ,,GroLux* Zarulje s ve¢im udjelom crvenog i plavog dijela spektra (Preuzeto

sa internetske stranice www.sylvania-lamps.com)

Pri svakom od dvaju analiziranih djelotvornih spektara, biljke su uzgajane pri dva
razli¢ita intenziteta osvjetljenja (40 i 80 umol fotona m? s™). U Tablici 2. dan je pregled

istraZzenih uvjeta osvjetljenja uz odgovarajuée oznake tretmana koristenih u istraZivanju:

Tablica 2. Istrazivani uvjeti osvjetljenja

,Cool White* ,GroLux*
40 pumol fotonam?s™ CW40 GL40
80 pmol fotona m?s™ CW80 GL80
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3.2. METODE

Ucinak razlicitih uvjeta osvjetljenja odredivala sam prateci rast biljaka Lemna testom,
a ucinak na fotosintezu odredivala sam mjereci sadrZaj fotosintetskih pigmenata i pokazatelje

fluorescencije klorofila.

3.2.1. LEMNA-TEST

Rast vodenih leca pracen je koriStenjem standardiziranog staticnog Lemna testa
(ISO/CD 20079). Za razliku od standardiziranog Lemna testa koji prati rast biljaka kroz 7
dana, u ovom istrazivanju sam pratila rast vodene leCe kroz 14 dana. Stopu prirasta broja
biljaka i mase svjeze tvari izraCunala sam prema spomenutom ISO standardu (ISO/CD

20079). Uz to, odredila sam i omjer masa svjeze i suhe tvari.
Stopa rasta vodene lece- broj biljaka

Ucinak razlicitih uvjeta osvjetljenja na rast vodene lee Lemna minor L. procijenjen je
odredivanjem stope rasta broja listica vodene leée tijekom 14 dana.
Stopa rasta broja biljaka odredena je brojanjem listiCa vodene leCe tijekom 14 dana rasta, pri
¢emu je brojana svaka pa i najmanja biljka vidljiva golim okom. Dobiveni podaci uvrstavani
su u sljedeci izraz:

In(N,)) - In(N,)
),

Stopa rasta broja biljaka =

No = broj biljaka nulti dan (dan nasadivanja)
N, = broj biljaka n-ti dan
n=1,3,5710,12i 14

Stopa rasta vodene leCe- masa svjeze tvari

Ucinak na rast vodene leCe Lemna minor L. procijenjen je i odredivanjem stope
prirasta mase svjeze tvari nakon tjedan dana izlaganja razliCitim uvjetima osvjetljenja. Biljke
sam vagala nultog dana te nakon sedam dana pokusa. Dobivene podatke uvrStavala sam u

sljedeéu formulu:
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_In(m_)-In(m,)
- n

Stopa rasta mase svjeze tvari

m, = broj biljaka nulti dan
m, = broj biljaka n-ti dan

nulti dan = dan nasadivanja
n="7

Omjer mase suhe i svjeze tvari

Nakon sedam dana uzgoja pri specifiCnim uvjetima osvijetljenja, biljke sam isprala
destiliranom vodom, posusila medu listovima filtar papira, izvagala i dobila masu svjeze tvari.
Biljke sam potom susila tijekom 12 h pri 60 °C do konstantne mase, $to predstavlja masu suhe
tvari. Dijeljenjem ta dva parametra (masa suhe tvari / masa svjeze tvari) izraCunala sam njihov

omjer.
3.2.2 SADRZAJ PIGMENATA

SadrZaj pigmenata odreden je spektrofotometrijski koriste¢i UV/VIS spektrofotometar
Specord (Analytik Jena). Uzorke svjezeg tkiva mase 30 mg ekstrahirala sam u 1,5 ml 80%-
tnog hladnog acetona na ledu. Nakon 10 minuta centrifugiranja na 5000 g, svakom je uzorku
izmjeren volumen dobivenog supernatanta koji je zatim kvantitativno prenesen u Kivetu.
Sadrzaj klorofila a odredila sam mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 663 nm,
klorofila b na valnoj duljini od 646 nm i karotenoida na valnoj duljini od 470 nm (Arnon,
1949). Sadrzaj fotosintetskih pigmenata odreden je prema sljedeCim formulama (Lichtenthaler,
1987):

a) za klorofil a:

12,21 x Aees - 2,81x Asac “

a \Y
[x1000xm
Ca = sadrzaj klorofila a (mg/ g svjeze tvari)
Ax = apsorbancija uzoraka pri odredenim valnim duljinama
V = volumen uzorka (ml)
| = duljina optiCkog puta =1 cm
m = masauzorka=0,03¢g
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b) za klorofil b:

20,13 x Asas - 5,03 x Acss

Cb xV
Ix1000 xm
C,b = sadrzaj klorofila b (mg/ g svjeze tvari)
Ax = apsorbancija uzoraka pri odredenim valnim duljinama
V = volumen uzorka (ml)
| = duljina optiCkog puta =1 cm
m = masauzorka=0,03¢g

¢) za ukupne karotenoide:

o= (1000 x A470-3,27 x Ca-104 x Cb) / 198 8

\%
Ix1000 xm
Ck = sadrzaj ukupnih karotenoida (mg/ g svjeze tvari)
Ax = apsorbancija uzoraka pri odredenim valnim duljinama
V = volumen uzorka (ml)
I duljina optickog puta =1 cm
m = masauzorka=0,03¢g

3.2.3. Mjerenje fluorescencije klorofila a in vivo

Fluorescenciju klorofila a in vivo mjerila sam metodom saturacijskog pulsa pomocu
fluorometra Qubit (Canada). Metoda saturacijskog pulsa (Schreiber i Klughammer, 1994)
temelji se na primjeni dovoljno jakog (saturacijskog) svjetlosnog impulsa uslijed kojeg dolazi
do potpune redukcije vezanog plastokinona (Qa). Na taj naCin je fotokemijsko gaSenje
fluorescencije zaustavljeno, a preostalo gasSenje je nefotokemijsko, tj. toplina. Kada su svi
plastokinoni potpuno oksidirani, reakcijski centri su potpuno otvoreni pa elektroni sudjeluju u
fotokemijskim reakcijama. Ovo se dogada u uvjetima slabog osvjetljenja i tada se mjeri

minimalni prinos fluorescencije (Fo). Maksimalni prinos fluorescencije (Fn) mjeri se u
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uvjetima jakog osvjetljenja kada su plastokinoni potpuno reducirani i reakcijski centri
zatvoreni.

Tijek mjerenja fluorescencije klorofila a prikazan je na Slici 8.
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Slika 8. Mjerenje fluorescencije klorofila metodom saturacijskog pulsa

Prije mjerenja, Erlenmeyerove tikvice s vodenom le¢om drzala sam 30 minuta u
potpunoj tami da bi se molekule plastokinona u potpunosti oksidirale. List prilagoden
uvjetima tame koristila sam za mjerenje vrijednosti Fo i Fr,. Da bi zapoCelo mjerenje list se
obasjava crvenom svjetloséu vrlo niskog intenziteta (oko 1 pmol fotona m?s™), to je
nedovoljno za odvajanje naboja i pokretanje fotokemijskih reakcija. Izvor crvene svjetlosti
niskog intenziteta je luminiscentna Zarulja (LED — eng. light emitting diode) Ciji je intenzitet
osvjetljenja moguce podesiti odgovarajuc¢im potenciometrom. U takvim uvjetima se mjeri
minimalna razina fluorescencije klorofila u listu koji je prilagoden na uvjete tame (Fo). Nakon
toga se primjeni saturacijski puls, tj. kratkotrajna svjetlost vrlo visokog intenziteta (3000 —

5000 pmol fotona m?s™) koja uzrokuje redukciju svih akceptora elektrona s reducirajuée
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strane PSII i rezultat koje je maksimalna vrijednost fluorescencije, Fr,. U tom trenutku nije
prisutno fotokemijsko gaSenje fluorescencije. Iz izmjerenih vrijednosti Fo i F, 1zraCunava se
optimalna ucinkovitost PSII.

Zatim slijedi ukljucivanje bijelog aktinicnog svjetla koje je dovoljno jakog intenziteta
(90 umol fotona m™ s™*) da moze pokrenuti fotosintezu.

Aktini¢no svjetlo ostaje ukljueno do kraja pokusa, tijekom kojeg se u odredenim
intervalima primjenjuju saturacijski pulsevi, pri Cemu se biljeze vrijednosti maksimalne
fluorescencije (F'n,) te fluorescencije ravnoteznog stanja (Fs) u listu prilagodenome na uvjete
svjetla. Kao izvor bijele aktini¢ne svjetlosti te saturacijskih pulseva koristi se halogena lampa,
Ciji je intenzitet osvjetljenja moguce podesiti pomocu odgovarajuceg potenciometra. Mjerenje
traje 10 minuta, odnosno dok se vrijednosti Fs i F', ne ustale. Nakon toga opet slijedi
obasjavanje lista crvenom svjetloScu vrlo niskog intenziteta kako bi se dobila vrijednost F'o.

Ista mjerenja sam izvela pri aktiniCkom svjetlu intenziteta 300 i 600
umol fotona m?s.*t

Posljednje mjerenje za svaku koliCinu aplicirane svjetlosti uzela sam kao relevantno za

izraCun vrijednosti ®pgyy, rel. ETR i NPQ.

Pokazatelji fluorescencije klorofila a odredeni su prema sljedec¢im izrazima:

1. Optimalni prinos PSII (maksimalna ucinkovitost PSII):
(Fm—Fo)/ Fm=Fy/Fn,
Razlika izmedu maksimalne i minimalne fluorescencije naziva se varijabilnom
fluorescencijom (F,). Omjer varijabilne i maksimalne fluorescencije u listu prilagodenom
na uvjete tame je mjera optimalnog prinosa PSII, tj. njegove ucinkovitosti u uvjetima kada
su svi reakcijski centri oksidirani. Za vecinu biljnih vrsta optimalna vrijednost iznosi ~
0,83.

2. Efektivna ucinkovitost PSII (®pgy)):

Opgiy = (Fm—Fs)/ F'm
Fs (fluorescencija ravnoteznog stanja) je prinos fluorescencije lista prilagodenog odredenoj
koliCini svjetlosti. F', (maksimalna fluorescencija) mjeri se nakon primjene impulsa
saturacijske svjetlosti u listu prilagodenom uvjetima svjetla. 1z ovih podataka racuna se

efektivna ucinkovitost PSII (®ps)), koji je mjera udjela svjetlosti apsorbirane klorofilom
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vezanim uz PSII i energije iskoriStene u fotokemijskim reakcijama (Maxwell i Johnson,
2000)

3. Stopa prijenosa elektrona (ETR):
ETR = ®pg;) x PFD % 0,5
Buduéi da dpg predstavlja efektivnu ucinkovitost fotokemijske reakcije na PSII, ta se
vrijednost moZe Kkoristiti za izraCun stope neciklickog prijenosa elektrona. PFD (photon
flux density) je intenzitet apsorbirane svjetlosti (umol fotona m?s™), a faktor 0,5 uzima se

zbog pretpostavke o podjednakoj eksitaciji PSI i PSII.

4. Fotokemijsko gaSenje (qP):
QP = (Fm-F)/ (Fim - Fo)
gP odrazava redoks-stanje primarnog akceptora elektrona PSII (plastokinona), tj. pokazatelj
je udjela oksidiranih reakcijskih centara na PSII.

5. Nefotokemijsko gaSenje (NPQ):
NPQ=(Fn-Fn)/Fn
NPQ odrazava gubitak energije u obliku topline, povezano s promjenom pH vrijednosti

lumena tilakoida.

3.3. StatistiCka obrada podataka

Svaki prikazani rezultat aritmeticka je sredina odredenog broja replika dobivenih iz tri
nezavisna pokusa. Za odredivanje prirasta broja biljaka imala sam 20 replika, za odredivanje
prirasta mase svjeze tvari te omjera mase suhe i svjeze tvari 12 replika, za odredivanje
sadrzaja pigmenata 6 replika, a za odredivanje fluorescencije klorofila koristila sam 8 replika.
Odstupanje od aritmetiCke sredine izrazeno je kao standardna pogreSka. Usporedba dobivenih
rezultata provedena je analizom varijance (one-way ANOVA) te uporabom Newman-Keuls
testa pomocu racunalnog programa STATISTICA 8.0 (Stat Soft Inc., SAD).
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4.1. UCINAK RAZLICITIH UVJETA OSVJETLJENJA NA STOPU RASTA VODENE
LECE

UcCinak razliCitih uvjeta osvjetljenja na vodenu lecu Lemna minor L. istrazen je
provodenjem statiCkog Lemna- testa. Biljke su nasadene na hranjivu podlogu po Steinbergu te
inkubirane u klima komori pri 4 razliCita uvjeta osvjetljenja: pri nizem intenzitetu (40 pumol
fotona m? s osvjetljenja ,,Cool White* Zaruljom (CW40), visem intenzitetu (80 pmol fotona
m?2 s) osvjetljenja ,,Cool White* Zaruljom (CW80), niZzem intenzitetu (40 pmol fotona
m?2s™) osvjetljenja ,,GroLux“ Zaruljom (GL40) i viseg intenziteta (80 pmol fotona m? s™)
osvjetljenja ,,GroLux* Zzaruljom. (GL80). Nakon izlaganja razliCitim uvjetima osvjetljenja

odredila sam stopu prirasta broja i mase svjeze tvari biljaka, te omjer mase suhe i svjeZe tvari.

Stopa prirasta broja listi¢a

Broj listica vodene lece eksponencijalno je rastao pri svim istrazenim uvjetima
osvjetljenja tijekom 14 dana uzgoja.

Neovisno o tipu i intenzitetu osvjetljenja, vodene leée su pokazale znaCajan porast
broja listica vecC treCeg dana pokusa (pri osvjetljenju CW40 za 123%, CW80 za 118%, GL40
za 38% i GL80 za 65%). Slicna stopa prirasta broja biljaka zadrZala se svih 14 dana pokusa,
bez znaCajnije razlike izmedu pojedinih dana. Vidljiva je blaga tendencija pada stope rasta
nakon petog dana pokusa (pri osvjetljenju CW40 za 5-9%, CW80 za 2-14%, GL40 za 3-12%,
te GL80 za 3-16%). Pri oba tipa osvjetljenja (CW i GL) zabiljeZene su viSe stope prirasta
broja biljaka pri visem intenzitetu osvjetljenja iako porast nije bio statistiCki znaCajan (Slika
9).
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Slika 9. Stopa prirasta biljaka uzgajanih tijekom 14 dana na hranjivoj podlozi po Steinbergu
pri intenzitetu 40 i 80 pmol fotona m?s™ osvjetljenja ,,Cool White* (CW) i
»,GroLux® (GL) zaruljom. Rezultati predstavljaju srednju vrijednost 20 replika.
Standardne pogreSke nisu prikazane, a iznose do 10% srednje vrijednosti. RazliCita
slova oznaCavaju statisticki znaCajne rezultate (p < 0,05, Newman Keuls).

Stopa prirasta mase svjeze tvari

Izlaganje razliCitim uvjetima osvjetljenja nije znacajno utjecalo na stopu prirasta mase
svjeze tvari. Nakon 7 dana uzgoja uz osvjetljenje ,,Cool White* Zaruljama prirast mase svjeze
tvari bio je podjednak pri oba istrazena intenziteta osvjetljenja. Uz osvjetljenje ,,GroLux*
Zaruljama s veCim udjelom crvenog i plavog dijela spektra, stopa prirasta mase svjeze tvari
porasla je s poviSenjem primijenjenog intenziteta osvjetljenja. lako je na tretmanu GL80
zabiljezen porast od 18% u odnosu na GL40, taj porast nije statistiCki znacajan (Slika 10).
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Slika 10. Stopa prirasta mase svjeze tvari biljaka nakon 7 dana uzgoja na hranjivoj podlozi po
Steinbergu pri intenzitetu 40 i 80 pmol fotona m?s™ osvjetljenja ,,Cool White*
(CW) i ,,GroLux* (GL) Zaruljom. Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti od 10
replika + standardna pogreSka. Nije bilo statisticki znaCajne razlike izmedu
tretmana.

Omjer mase suhe i svjeze tvari

Omjer mase suhe i svjeZe tvari nakon 7 dana uzgoja pri osvjetljenju GroLux Zaruljom
nije se znacajnije razlikovao od onog u biljaka osvijetljenih ,,Cool White* Zaruljom (Slika
11). Izlaganje vi$im intenzitetima (80 pmol fotona m™ s™) oba tipa osvjetljenja rezultiralo je
jedva primjetnim porastom omjera u odnosu na biljke osvijetljene nizim intenzitetom (11%
porast u biljkama osvijetljenim ,,Cool White* Zaruljom, 7% u biljkama osvijetljenim

,GroLux* Zaruljom).
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Slika 11.

Omjer mase suhe i svjeze tvari biljaka nakon 7 dana uzgoja na hranjivoj podlozi po
Steinbergu pri intenzitetu 40 i 80 pmol fotona m2s™ osvjetljenja ,,Cool White*
(CW) i ,,GroLux* (GL) Zaruljom. Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti od 10
replika + standardna pogreska. Nije bilo statisticki znaCajne razlike izmedu
tretmana.
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42. UCINAK RAZLICITIH UVJETA OSVJETLJENJA NA SADRZAJ
FOTOSINTETSKIH PIGMENATA

Promatraju¢i morfoloSki izgled biljaka primijetila sam da su biljke osvijetljene
»,GroLux® Zaruljama, koje imaju povecani udio plavo crvene svjetlosti, bile nesto svjetlije
zelene od biljaka koje su rasle pod ,,Cool White* Zaruljama (slika 12). To se osobito vidi na
novonastalim listi¢ima (Slika 12).

Slika 12. Vodene lece nakon 7 dana uzgoja na hranjivoj podlozi po Steinbergu pri uvjetima
videg i nizeg intenziteta (40 i 80 pmol fotona m? s™) bijele svjetlosti ,,Cool White*
zarulja (CW40 i CW80) te crvene svjetlosti ,,GroLux” Zarulja (GL40 i GL80).

Makroskopska opazanja su potvrdili rezultati dobiveni analizom pigmenata iako nije
bilo statisticki znaCajnih promjena. Pri nizem intenzitetu svjetlosti ,,Cool White* Zarulja
(CW40), sadrzaj klorofila a i b bio je 7%, odnosno 4% primjetno visi nego u biljaka
osvijetljenih ,,GroLux* Zaruljama. U uvjetima viSeg intenziteta (CW80 ) sadrzaj klorofila ai b
bio je 15%, odnosno 10% visi nego u biljaka osvijetljenih ,,GroLux* Zaruljama.
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Usporedbom dvaju analiziranih intenziteta svjetlosti, vidljivo je da je sadrzaj klorofila
visi u biljaka osvijetljenih nizim intenzitetima pri oba tipa osvjetljenja. Pri osvjetljenju ,,Cool
white“ Zaruljama, sadrZaj klorofila a i b bio je 2%, odnosno 6% visi u biljaka izloZenih nizem
intenzitetu osvjetljenja u odnosu na biljke izlozene visem intenzitetu osvjetljenja. U biljaka
osvijetljenih ,,GroLux* Zaruljama sadrzaj klorofila a i b bio je 10%, odnosno 12% visi u
biljaka izloZzenih nizem intenzitetu osvjetljenja u odnosu na biljke pri visem intenzitetu
osvjetljenja.

SadrZaj ukupnog klorofila je primjetno veci u biljaka osvijetljenim bijelom svjetloS¢u,
I to u uvjetima nizeg intenziteta 3%, a u uvjetima viseg intenziteta 11%, u odnosu na biljke
osvijetljene ,,GroLux* Zaruljama (Slika 13).

SadrZaj karotenoida pokazao je promjenu s obzirom na djelatni spektar odnosno tip
koriStene zarulje, ali ne i intenzitet osvjetljenja. Sadrzaj karotenoida bio je oko 10% visi u
biljaka osvijetljenih hladnom bijelom svjetloS¢u pri niZem intenzitetu svjetla te 15% pri visem

intenzitetu svjetla.
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Slika 13. SadrZaj klorofila a (chl @) i b (chl b), ukupnih klorofila (chl (a + b)) te sadrzZaj
ukupnih karotenoida (car) nakon 7 dana uzgoja na hranjivoj podlozi po Steinbergu pri
uvjetima viseg i nizeg intenziteta (40 i 80 umol fotona m™ s*) bijele svjetlosti ,,Cool White”
zarulja (CW40 i CW80) te crvene svjetlosti ,,GroLux” Zarulja (GL40 i GL80). Rezultati
prikazuju srednju vrijednost od 6 replika + standardna pogreska. Nije bilo statisticki znacajne
razlike izme
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4.3. UCINAK RAZLICITIH UVJETA OSVJETLJENJA NA FOTOSINTEZU

Kako bih istrazila uCinak svjetlosti na fotosintezu, biljke sam izlozila razliCitim
uvjetima osvjetljenja te nakon 7 dana izmjerila fluorescenciju klorofila a in vivo. Iz
izmjerenih podataka odredila sam ucinkovitost PSII na temelju sljedeCih fizioloSkih
pokazatelja: optimalnog prinosa PSII, efektivne ucinkovitosti PSII, stope prijenosa elektrona

te fotokemijskog i nefotokemijskog gasenja fluorescencije.

Optimalni prinos PSII (Fv/Fm)

Na temelju podataka dobivenih metodom saturacijskog pulsa izraCunala sam da
optimalni prinos PSII (Fv/Fm) u vodenoj leci iznosi od 0,65 do 0,67.

Analizom rezultata utvrdila sam da je iznos optimalnog prinosa PSII (Fv/Fm) u biljaka
osvijetljenih hladnom bijelom (CW) svjetlosti podjednak pri oba istrazena intenziteta

osvjetljenja (pri nizem intenzitetu je 2% viSi nego pri visSem intenzitetu).
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Slika 14. Optimalni prinos PSIlI (Fv/Fm) u biljaka uzgajanih na hranjivoj podlozi po
Steinbergu pri intenzitetu 40 i 80 pmol fotona m?s™ bijele svjetlosti ,,Cool
White* zarulja (CW) i crvene svjetlosti ,,GroLux* Zzarulja (GL) tijekom sedam
dana. Rezultati prikazuju srednje vrijednosti od 8 replika £ standardna pogreska.
Rezultati oznaceni razlicitim slovima medusobno se znacajno razlikuju (p < 0,05,
Newman Keuls).
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StatistiCki znaCajno smanjenje optimalnog prinosa PSII prisutno je samo u biljaka
izloZenih crvenoj (GL) svjetlosti viseg intenziteta, gdje je optimalni prinos snizen 4% u

odnosu na isti tip osvjetljenja nizeg intenziteta (Slika 14).

Efektivna ucinkovitost PSII

S povecCanjem intenziteta aktiniCkog svjetla dolazi do smanjenja efektivne
ucinkovitosti PSII kod svih tretmana (za 35-118% kod CW40, 50-137% kod CW80, 49-140%
kod GL40 te za 55-165% kod GL80). Pri razliCitim intenzitetima aktinicnog svjetla nema
statistiCki znaCajne razlike u efektivnoj uCinkovitosti PSII izmedu pojedinih tretmana. (Slika
15).
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Intenzitet aktinic¢nog svjetla

Slika 15. Efektivni prinos PSII u biljaka uzgajanih na hranjivoj podlozi po Steinbergu tijekom
sedam dana pri intenzitetu 40 i 80 umol fotona m?s™ bijele svjetlosti ,,Cool White*
Zarulja (CW) i crvene svjetlosti ,,GroLux* Zarulja (GL) Rezultati prikazuju srednje
vrijednosti od 8 replika + standardna pogreSka. Rezultati oznaCeni razliCitim
slovima medusobno se znacajno razlikuju (p < 0,05, Newman Keuls).
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Fotokemijsko gasenje

S porastom intenziteta aktinicnog svjetla fotokemijsko gaSenje (Slika 16) se smanjuje
(za 25-81% kod CW40, 34-99% kod CW80, 37-97% kod GL40 i za 33-102% kod GL80) pri
Cemu nema znacajne razlike izmedu pojedinih tretmana pri pojedinom intenzitetu aktinicke
svjetlosti. Vrijednosti su nesto malo vecCe u biljaka izlozZenih bijeloj svjetlosti (CW) te veéem

intenzitetu crvene svjetlosti (GL80) pri aktini¢kom svjetlu od 90 i 600 pmol fotona m?s™.
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Slika 16. Fotokemijsko gaSenje fluorescencije (qP) u biljaka uzgajanih na hranjivoj podlozi
po Steinbergu tijekom sedam dana pri visem i nizem intenzitetu (40 i 80 pmol
fotonam?s™ ) bijele svjetlosti ,,Cool White“ Zarulja (CW) i crvene svjetlosti
,GroLux* Zarulja (GL). Rezultati prikazuju srednje vrijednosti od 8 replika *
standardna pogreSka. Rezultati oznaCeni razliCitim slovima medusobno se znacajno
razlikuju (p < 0,05, Newman Keuls).
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Nefotokemijsko gaSenje

S porastom intenziteta aktinicnog svjetla znaCajno je poraslo nefotokemijsko gaSenje
(Slika 17) fluorescencije (za 87-190% kod CW40, 114-176% kod CW80186-382% kod GL40
i za 137-234% kod GL80). Razlika medu pojedinim uvjetima osvjetljenja primijeCena je
jedino pri najvisem istrazenom intenzitetu osvjetljenja (600 pmol fotona m? s ) gdje je veci
udio plave i crvene svjetlosti (GL) rezultirao vec¢im nefotokemijskim gaSenjem u odnosu na

hladno bijelo osvjetljenje (CW).
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Slika 17. Nefotokemijsko gaSenje fluorescencije (NPQ) u biljaka uzgajanih na hranjivoj
podlozi po Steinbergu tijekom sedam dana pri razliitim intenzitetima svjetlosti
(40 i 80 pmol fotonam?s™) ,Cool White* (CW) i ,,GroLux“ (GL) Zarulja.
Rezultati prikazuju srednje vrijednosti od 8 replika = standardna pogreska.
Rezultati oznaCeni razliCitim slovima medusobno se znacajno razlikuju (p < 0,05,
Newman Keuls).
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Stopa prijenosa elektrona

S povecanjem intenziteta aktinicnog svjetla znaCajno se povecala stopa prijenosa
elektrona; tako se pri osvjetljenju GL40 povecala za 123-178%, GL80 za 116-151%, CW40

za 147-206% i CW80 za 123-182% (Slika 18).

PrimijeCeno je smanjenje stope prijenosa elekrona pri uzgoju biljaka kod viseg

intenziteta (80 pmol fotona m™ s™) §to je osobito vidjivo kod aktinitkog svjetla od 600

umol fotona m?s™i to u biljaka koje su rasle pod crvenom svjetlosti (GL).
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Slika 18. Relativna stopa transporta elektrona (ETR) u biljaka uzgajanih na hranjivoj podlozi
po Steinbergu tijekom sedam dana pri razliCitim intenzitetima svjetlosti (40 i 80
pmol fotonam™s™) ,,Cool White* (CW) i ,GroLux“ (GL) Zarulja. Rezultati
prikazuju srednje vrijednosti od 8 replika = standardna devijacija. Rezultati
oznaceni razli€itim slovima medusobno se znacajno razlikuju (p < 0,05, Newman

Keuls).
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5.1. UCINAK RAZLICITIH UVJETA OSVJETLJENJA NA RAST VODENE LECE

Rast vodene leCe pracen je koriStenjem standardiziranog staticnog Lemna testa. Kao
osnovni parametar mjeri se broj listi¢a, uz Sto je obavezno mijeriti drugi parametar koji moze
biti povrsina listica ili masa suhe tvari (ISO/CD 20079). Po 1SO standardu biljke se uzgajaju
na podlozi po Steinbergu, a vrijeme trajanja testa je 7 dana tijekom kojeg rast mora biti
eksponencijalan. Kultura vodene lece in vitro odrZava se uzgajanjem biljaka na PS podlozi, a
zatim se prije eksperimenta prebacuje na podlogu po Steinbergu tijekom dvije subkulture pa
iz tog razloga provodim usporedbu rasta biljaka na te dvije podloge. Vrijeme trajanja testa
produZeno je na 14 dana kako bih ustanovila hoce li rast biljke ostati eksponencijalan i nakon
sedmog dana. Vrijednosti pH po standardu krecu se izmedu 5 i 8, intenzitet svjetla treba biti u
rasponu od 85 do 125 pmol fotona m? s, a temperatura 24 + 2 °C. Intenzitet svjetla kojem je
vodena leéa izlagana tijekom odrZavanja mati¢nih kultura bio je 40 pmol fotona m™ s, &to je
nize od onog navedenog u standardiziranom Lemna testu, pa je to takoder jedan od razloga
zaSto sam istraZivala ucinak razli¢itog osvjetljenja na vodenu lecu.

Nakon izlaganja razliCitim uvjetima osvjetljenja, broj biljaka je znaCajno porastao
treCeg dana pokusa, a zatim je uslijedio daljnji eksponencijalan rast sto ukazuje na to da je
sastav hranjive podloge po Steinbergu dostatan za rast tijekom 14 dana. Medutim, apsolutni
iznosi stope rasta na ovoj hranjivoj podlozi nizZi su od onih na PS podlozi. Babic i sur. (2009)
su na PS podlozi pri intenzitetu svjetlosti 40 pmol fotona m™ s izmijerili stopu rasta od 0,26
d?, sto je za 31% vise nego li je postignuto na podlozi po Steinbergu pri istom intenzitetu
svjetlosti.

Bolji rast na PS podlozi dobiven je takoder i u istrazivanju ucinka kadmija na vodenu
lecu (Sari¢, 2001). Vodene leée su bile uzgajane na PS podlozi gdje su jako dobro
napredovale. Broj biljaka u kulturi se povecao, a listici su bili intenzivno zelene boje. U ovom
radu listiCi biljaka koje su rasle na podlozi po Steinbergu bili su svjetlije zelene boje te
slabijeg rasta. To vodi do zakljucka da podloga koju sam Kkoristila u svom radu nije
optimalnog sastava. PS podloga, za razliku od podloge po Steinbergu, sadrzi saharozu i neke
druge organske dodatke kao Sto je asparagin, a takoder su i koncentracije makro- i mikro-
elemenata vise.

Poznato je da Lemnaceae mogu rasti u Sirokom rasponu koncentracija hranjivih tvari,
Cak i u destiliranoj vodi. lako mogu preZivjeti danima i tjednima, koriste¢i hranjive tvari
akumulirane u starijim listi¢ima, dugotrajni kontinuirani prirast rasta mogu¢ je samo u

otopinama s relativno visokom koncentracijom hranjivih tvari. Takoder, uoCeno je da u
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otopinama s manje hranjivih tvari vrste iz roda Lemna stvaraju dulje korjencice, a frondovi su
veci i tanji. Slican u€inak primijecen je kod niskih koncentracija nitrata i fosfata, a dodatkom
saharoze taj se ucinak ponistava (Landolt i Kandeler, 1987). Hranjiva podoga po Steinbergu u
odnosu na PS podlogu ima niZe vrijednosti veCine makro- i mikro-elemenata, a poznato je da
subotimalne koncentracije dusika i fosfata te klora mogu dovesti do smanjene stope rasta i
nizeg sadrzaja klorofila (Landolt i Kandeler, 1987), $to je primije¢eno i u ovom radu u odnosu
na biljke koje su rasle na PS podlozi. Takoder, kao Sto sam veC spomenula, PS podloga ima
dodatak saharoze i aminokiseline asparagina za koje je poznato da mogu imati pozitivne
ucinke na prirast u uvjetima loSe opskrbe hranjivim tvarima ili slabog intenziteta svjetlosti.
Poznato je da aminokiseline dodane u podlogu u nepovoljnim uvjetima rasta, kao $to su nize
koncentracije duSika i slabo osvjetljenje, mogu sluziti kao izvor dusika (Landolt i Kandeler,
1987).

Svakako, uz mogucéu suboptimalnu koli¢inu hranjivih tvari, manji prirast biljaka moze
biti i posljedica suboptimalnog intenziteta svjetlosti pri kojem su vodene leée uzgajane.
Poznato je da su visoki intenziteti svjetlosti potrebni za fotosintezu, a to ¢e osim o vrsti biljke
ovisiti i o temperaturi te koliCini hranjivih tvari i ugljicnog dioksida (Pevalek-Kozlina, 2003).
Kod niskih intenziteta svjetlosti stopa rasta i fotosinteza proporcionalno rastu s intenzitetom
svjetla Sto se donekle slaze sa mojim rezultatima, barem za prirast jer je visSi intenzitet
osvjetljenja imao nesto veci prirast. Poznato je da biljke iz porodice Lemnaceae mogu koristiti
ugljikohidrate kao izvore energije u nedovoljnim uvjetima osvjetljenja i skoro sve vrste koje
rastu u takvim uvjetima osvjetljenja rastu brze ako se u podlogu doda saharoza (Landolt i
Kandeler, 1987). To se u potpunosti slaze s mojim rezultatima rasta dobivenim na podlozi po
Steinbergu u usporedbi s rastom na PS podlozi u kojoj ima saharoze (Sari¢, 2001).

O ucinku saharoze na otpornost biljke takoder govore istrazivanja na duhanu Ciji
rezultati pokazuju da saharoza dodana u podlogu poboljSava otpornost biljaka na stres, ali su
ucinci saharoze ovisni o njenoj koncentraciji (Kadlecek i sur., 2003).

Stimulacija fotoreceptora za plavu, crvenu i ultraljubicastu svjetlost, bilo pojedinacno
ili u kombinaciji, uzrokuje fotomorfogeni razvoj (McNellis i Deng, 1995). Kako bih potvrdila
tu teoriju, u ovom radu sam vodenu lecu, aklimatiziranu na uvjete niZzeg intenziteta bijelog
svjetla (40 pmol fotona m? s™), osim izlaganja visem intenzitetu (80 pmol fotona m?s™)
uobicCajene fluorescentne hladne bijele svjetlosti zarulja "Cool White" (CW), izlagala i visem
te nizem intenzitetu (40 i 80 fotona pmol m? s™) fluorescentne svjetlosti s veéim udjelom
crvenog i plavog dijela spektra Zarulja ,,GroLux* (GL). Buduci da je prilikom uzgoja vodene

leée na visem intenzitetu (80 pmol fotona m™ s™) prirast broja biljaka stalno ujednageno
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rastao, mozemo govoriti o aklimatizaciji na nove uvjete. Takoder, prirast je bio neSto veci
nego prirast zabiljezen pri nizem intenzitetu svjetlosti na kojem su biljke uobiCajeno uzgajane.
Sliéni rezultati dobiveni su na crvenim algama (Ritz i sur., 2000). Alge su se potpuno
aklimatizirale na tri razli¢ita svjetlosna intenziteta (niskom od 40 umol fotona m? s¥,
visokom od 500 pmol fotona m? s* i vrlo visokom od 1000 pmol fotona m™? s™) i imale su
vrlo razliCite karakteristike. Rasle su razliitim brzinama, s time da je maksimalna brzina
nadena za stanice uzgojene pri visokom intenzitetu, dok su stanice uzgojene na niskom
intenzitetu bile ograniCene svjetloS¢u. Uz usporedbu stanica aklimatiziranih na tri svjetlosna
rezima, cilj tog istrazivanja je bio slijediti kinetiku fotoaklimatizacije pa su stanice alge,
uzgojene na niskom intenzitetu (40 pmol fotona m™ s™), premjestene u uvjete visokog i vrlo
visokog intenziteta svjetlosti (500 i 1000 pmol fotona m™ s™). Na oba intenziteta primije¢ena
je odgoda u pocetku rasta premjesStenih stanica. Zatim je uslijedio rast brzinom kojom su rasle
I stanice prvotno uzgajane na tim intenzitetima, Sto govori o aklimatizaciji na nove uvjete. U
mojem istraZivanju najvisi intenzitet svjetlosti kojem je vodena leca bila izlagana bio je 80
umol fotona m? s, &to nije visoki intenzitet svjetlosti. Iz tog razloga nije bila zabiljeZena
odgoda rasta u pocetku, kao Sto je bio slucaj kod crvenih algi. Ta odgoda rasta je moguci
rezultat stresa induciranog povecanjem intenziteta svijetlosti koji je privremeno inhibirao
diobu stanica.

S obzirom da su biljkama za rast i fotosintezu najpotrebniji plavi i crveni dio spektra

(www.mobot.org...), oCekivala sam visSu stopu rasta vodene leCe uz osvjetljenje ,,GroLux*

Zaruljama koje sadrZe povecani udio tog djela spektra vidljive svjetlosti. Rezultati istraZivanja
su pokazali da postoji mali, ali ne i statisticki znaCajan porast stope prirasta broja vodene lece
pri osvijetljenju ovim Zaruljama (GL40 od 7% i GL80 od 8%), Sto je najbolje vidljivo petog
dana pokusa, te kod prirasta mase svjeze tvari (povecanje od 18% pri GL80).

IstraZzivanja provedena na rajCici pokazala su takoder bolji rast biljaka osvijetljenih
,GroLux* zaruljom, Sto je objaSnjeno upravo povisenim intenzitetom crvenog i plavog dijela
spektra ,,GroLux* Zarulje. Medutim, jo$ bolji rast dobiven je izlaganjem rajCice lampama sa
veCim intenzitetima crvene i daleke crvene svjetlosti. Trajanje testiranja i ukupan intenzitet
svjetlosti takoder igraju ulogu u odredivanju spektralnih karakteristika koje daju najbolji rast.
(Thomas i Dunn, 1967).

S obzirom da ponekad samo jedan pokazatelj ne moze odrediti to¢an ucinak na rast,
pratila sam joS dva pokazatelja rasta vodene leCe. Osim prirasta broja biljaka, pratila sam
prirast mase svjeze tvari te omjer mase suhe i svjeze tvari. Prirast broja biljaka i mase svjeze

tvari pokazali su se podjednako osjetljivi u mojem slucaju jer su pokazali slicne razlike pri
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izlaganju razliCitim uvjetima osvjetljenja, Sto ne mora uvijek biti sluaj kada se ispituje uCinak
na rast biljaka. Toth i sur. (2005) su istrazivali utjecaj organskih malCeva na rast salate, a kao
biljke. Na broj listova po biljci malCevi nisu znaCajno utjecali, a porast tijekom vegetacije je

bio linearan.

5.2. UCI,NAK RAZLICITIH UVJETA OSVJETLJENJA NA PIGMENTE VODENE
LECE

Ako usporedimo koncentracije pigmenata vodene lece, uzgajane na PS podlozi (Saric,
2001) i podlozi po Steinbergu, mozemo uociti tendenciju pada koncentracije klorofila ai b za
oko 15- 20% te porast sadrzaja karotenoida za oko 40% na podlozi po Steinbergu u odnosu na
PS podlogu. Pad koncentracije klorofila se takoder moze uoCiti i makroskopskim
promatranjima jer su listi¢i biljaka uzgajanih na podlozi po Steinbergu bili svjetlije zelene
boje te su pokazivali blagu kloroti¢nost, osobito pri visem intenzitetu osvjetljenja (slika 12).

Osim razlike u sadrzaju saharoze te aminokiseline asparagina, vazna razlika izmedu
PS podloge i podloge po Steinbergu je i u koli¢ini helirajucih tvari. Naime, prva osim EDTA
sadrZi i citrat, a poznato je da helirajuce tvari u podlozi Cine mikroelemente, kao Sto je
Zeljezo, dostupnijim biljkama, a njihova eventualna toksi¢nost je manja (Landolt i Kandeler,
1987). Nedostatak zeljeza i/ili njegova manja dostupnost mogli bi biti uzrok klorozi
primije¢enoj kod biljaka na Steinbergovoj podlozi. Kloroza moZe biti posljedica smanjene
biosinteze, i/ili povecane razgradnje klorofila (Pevalek-Kozlina, 2003). Kako je kloroza u
vodenih leCa bila najizraZzenija u novonastalim biljkama primijeeno smanjenje sadrZaja
klorofila vjerojatno je posljedica smanjene sinteze klorofila, a poznato je da je Zeljezo
kofaktor mnogih enzima, takoder i onih ukljucenih u biosintezu klorofila (Pevalek-Kozlina,
2003). No, do smanjenja koliCine Kklorofila, kao S§to sam veC spomenula, dovode i
suboptimalan sadrzaj dusSika, klora i drugih hranjivi tvari pa bi trebalo nastaviti istrazivanje
odredivanjem ovih tvari u vodenoj leci. PrimijeCeno povecanje karotenoida u odnosu na PS
podlogu moze se povezati sa nepovoljnim uvjetima rasta koji su stresni za biljku. Naime,
poznato je da se biljka pokuSava zastiti od stresnih uvjeta tako da povecava koli€inu
pigmenata, kao Sto su karotenoidi i flavonoidi (Mahdavian i sur., 2008; Pevalek-Kozlina
2003) pa je vjerojatno iz istih razloga, zbog kojih je smanjena koncentracija klorofila, doslo i
do povecanja karotenoida za koje je poznato da mogu imati zaStitnu ulogu, npr. kao
antioksidansi u oksidacijskom stresu. Porast karotenoida osobito je vidljiv pri utjecaju bijele
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svjetlosti pa je stoga drugo objasnjenje za takve rezultate da bijela svjetlost, koja prekriva
cijeli vidljivi dio spektra, vjerojatno potiCe sintezu karotenoida koji najjaCe apsorbiraju
svjetlost valnih duljina izmedu 380 nm i 550 nm pa sluZze i kao pomocni pigmenti Kkoji
povecavaju akcijski spektar fotosinteze (Pevalek-Kozlina, 2003). Medutim, s obzirom da je i
klorofil b pomoc¢ni pigment, neobi¢no je da se nije povecala i njegova koncentracija.
Dosadasnja istrazivanja su utvrdila da visok intenzitet svjetlosti smanjuje koliCinu
klorofila a i b te povecava koliCinu karotenoida u mnogim biljnim vrstama, primjerice kod
duhana (Kadlegek i sur., 2003) i obi¢ne smreke (Stroch i sur., 2008). Kod biljaka koje ne
toleriraju visok intenzitet svjetla dolazi do fotoinhibicije u kloroplastima, gdje kisik nastao
kao sporedni produkt fotosinteze moze uzrokovati fotooksidaciju klorofila, ukoliko nije vezan
karotenoidima. Istrazivanja na duhanu pokazala su da pri intenzitetu od 380 umol fotona
m?2s™, ukoliko je biljka uzgajana na podlozi sa 0% saharoze, dolazi do fotoinhibicije. Te
biljke su imale smanjen sadrzaj klorofila a i b. Na intenzitetu pri kojem sam ja u svojem
istraZivanju izlagala vodenu leéu (80 pmol fotona m?s™ ) nije doslo do znacajne promjene
sadrZaja klorofila iako je on bio nesto sniZen i to osobito kod biljaka osvijetljenih povisenim
intenzitetom crvenog i plavog dijela spektra ,,GroLux* Zarulje. Iz toga mozemo zakljuciti da
intenzitet svjetlosti od 80 pmol fotona m™? s jo§ u znagajnijoj mjeri ne uzrokuje svjetlosni
stres. Medutim, kloroza kao i promjene u sadrZaju klorofila, primije¢ene kod visih intenziteta
svjetlosti, ukazuju da je vodena leca aklimatizirana na uvjete nizeg intenziteta osvjetljenja. U
daljnjim istrazivanjima trebalo bi biljke izloziti jo§ malo veéim intenzitetima, npr 90 i/ili100

umol fotona m™ s pa vidjeti hoée li doéi do fotoinhibicije.

53. UTJECAJ RAZLICITIH UVJETA OSVJETLJENJA NA FOTOSINTEZU
VODENE LECE

Lee i sur. (2007) pokazali su da fluorescentno osvjetljenje sa visokim udjelom plave i
crvene svjetlosti potiCe fotosintezu. Zakljucili su da koliCina i kvaliteta svjetlosti utjeCu na
razvoj puci, i fizioloSke odgovore, ovisno o intenzitetu i valnoj duljini svjetlosti.

Buduci da dosadasnja istrazivanja pokazuju da su biljke sposobne nositi se s
desetorostrukim povecanjem intenziteta svjetlosti, zahvaljujuéi efikasnoj neradijativnoj
disipaciji apsorbirane svjetlosne energije unutar PSII antene (Stroch i sur., 2008), bilo je za
ocekivati da izlaganje vodene leée povisenom intenzitetu od svega 80 pmol fotona m? s*

nece prouzrokovati vece Stete fotosintetskog aparata.
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Biljke su sposobne aklimatizirati se na uvjete razliCitih intenziteta svjetlosti, Sto su
potvrdila istrazivanja na biljci Arabidopsis thaliana (Ballottari i sur., 2007). U tom
istrazivanju analiziran je fotosintetski aparat u biljkama aklimatiziranim na razlicite svjetlosne
intenzitete i temperaturne uvjete. Nakon premjeStanja biljaka sa nizih na viSe intenzitete
svjetlosti, biljke su pokazale sposobnost aklimatizacije na razliCite okolne uvjete te
sposobnost izbjegavanja fotoinhibicije.

Ritchie (2006) je proveo istrazivanje na golosjemenjaCi Pseudotsuga menziesii kroz
jednogodisnji ciklus rasta. Koristen je PAM fluorometar koji daje iste vrijednosti kao i
fluorometar Kautskijevog tipa. U vrijeme sadnje, Fo je varirao od 0,2 do 0,4, Sto se smatra
normalnim za vecinu biljaka, a takva vrijednost je dobivena i u mojem istraZivanju na
vodenoj leci. Kod Pseudotsuge menziesii Fr, je poCeo nisko, ali se njegova vrijednost naglo
popela unutar normalnog okvira (oko 1,2 do 1,5) i ostala tako, dok se kod vodene lece
vrijednost Fy, kretala od 0,7 do 0,9. Vrijednost maksimalne fluorescencije, Fn, je prolazna i
ubrzo slijedi vidljivi pad, potom postepeno spustanje u stabilno stanje, Fs. Kada je biljka pod
znaCajnim stresom, vrijednost Fp, ostaje nepromijenjena dugo vremena, Sto nije bio slucaj kod
vodene leCe. To je dokaz da su stanice vodene leCe bile zdrave i sposobne za gaSenje
svjetlosne energije Sto inace nije moguce kod ubijenih ili oSteenih stanica (Ritchie, 2006).

Vrijednost optimalnog prinosa (F./Fy,) kod Pseudotsuge menziesii je bila oko 0,8.
Mnoge studije, koje koriste fluorometre Kautskijevog tipa, uglavnhom nalaze vrijednost
optimalnog prinosa od 0,83 kao rezultat analize (Fisker i sur., 1995; Binder i Fielder 1996;
Perks i sur., 2001; Perks i sur., 2004). Dobivena vrijednost optimalnog prinosa u ovom
istrazivanju je bila neSto manja od teoretske vrijednosti, a kretala se od 0,65 do 0,67. Ti
rezultati opet ukazuju da na Steinbergovoj podlozi nisu bili optimalni uvjeti za fotosintezu.
Stresni okoliSni uvjeti (niske temperature, susa, nedostatak hranjivih tvari, izloZenost teSkim
metalima) remete ravnotezu apsorpcije i iskoriStavanja energije na PSII uslijed Cega dolazi do
fotooksidacijskog oSte¢enja. Smanjenje optimalnog prinosa PSIlI zajedno sa smanjenim
sadrzajem klorofila a i b, koji je takoder uofen u ovom radu, ukazuje na mogucu
fotoinhibiciju (Fodor, 2002). lako do smanjenja optimalnog prinosa obic¢no dolazi zbog
previsokog intenziteta osvjetljenja, pri ¢emu nastaje oSteCenje fotosistema te dolazi do
fotooksidacije klorofila (Murchie i Horton, 1997), moguée je da je u ovom slucaju
kombinacija koriStenih uvjeta osvjetljenja i suboptimalne koliCine hranjivih tvari dovela do
smanjene koliCine klorofila. S obzirom da je optimalan prinos fluorescencije proporcionalan
sadrZaju Kklorofila (Genkov i sur., 1997), primijeCeno smanjenje optimalnog prinosa moze biti

posljedica smanjenog sadrZaja klorofila u vodenoj le€i uzgajanoj na podlozi po Steinbergu.
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5. RASPRAVA

Rezultati mjerenja klorofila to donekle i potvrduju jer je kolicina Kklorofila niza u odnosu na
rezultate dobivene na PS podlozi (Sari¢, 2001). Pri uvjetima osvjetljenja GL80 doslo je do
daljnjeg znaCajnog smanjenja optimalnog prinosa, iako od samo 4% u odnosu na bijelu
svijetlost. Pri tim uvjetima primijeCena je i blaga tendencija smanjenja sadrzaja ukupnog
klorofila Sto je izgleda bilo dovoljno za promjene u fotosintezi.

Iz podataka o fluorescenciji ravnoteznog stanja (Fs) te maksimalnoj fluorescenciji (Fr)
izraCunala sam efektivnu ucinkovitost PSII (®ps)). S obzirom da su intenziteti svjetlosti
kojima je vodena leca bila izlagana relativno niski, oCekivala sam da Ce se pri veéem
intenzitetu svjetlosti povecati i stopa fotosinteze koja je proporcionalna ucinkovitosti PSII.
Medutim, u vodenoj leCi je kod viSih intenziteta aktiniCke svjetlosti doSlo do izrazitog
smanjenja ucinkovitosti PSII. Smanjena efektivna ucinkovitost ukazuje da je iz nekog razloga
doSlo do zasicenja fotosinteze veC pri niZim intenzitetima osvijetljena. Nisam primijetila
znaCajne razlike izmedu razlicitih uvjeta osvjetljenja iako je ucinkovitost bila neSto manja kod
viseg intenziteta i kod ,,GroLux* Zarulje. Buduci da je efektivna uCinkovitost mjera udjela
svjetlosti apsorbirane klorofilom vezanim uz PSII i energije iskoriStene u fotokemijskim
reakcijama, dobiveni rezultati ukazuju da se u istraZzivanim uvjetima ne moZe povecati udio
svjetlosti apsorbirane klorofilom. To opet ukazuje na nedostatak molekula klorofila koji bi tu
svjetlost apsorbirale Sto se poklapa i s rezultatima sadrzaja klorofila. Dakle, kod vecih
intenziteta sve je manji udio svjetlosti apsorbirane klorofilom vezanim uz PSII i energije
iskoriStene u fotokemijskim reakcijama, tj. nastaje preveliko opterecenje za postojeéu koli¢inu
klorofila. Do smanjenja ucinkovitosti PSII dolazi i kod biljaka koje rastu na vrlo visokom
intenzitetu svjetlosti, od otprilike 1000 umol fotona m™ s pa je apsorbirana energija fotona
previsoka u usporedbi sa stopom fotosinteze, odnosno fotosinteza je limitirana kolicinom CO,
koja kroz puci dolazi do kloroplasta. Pod tim uvjetima efikasnost fotosinteze je smanjena, sto
se oCituje u smanjenju efektivnog prinosa PSII (Miyake i sur., 2009)

Dobivene vrijednosti za efektivnu ucinkovitost PSII koristila sam za izracun stope
neciklickog prijenosa elektrona. S povecanjem intenziteta aktinicnog svjetla znaCajno se
povecala stopa prijenosa elektrona. Ovi rezultati su zanimljivi jer pokazuju da se stopa
prijenosa elektrona zasi¢uje kod vecCih vrijednosti intenziteta aktinickog svijetla nego stopa
fotosinteze. Stopa prijenosa elektrona (ETR) predstavlja relativnu koliCinu elektrona Koji
prolaze kroz PSII tijekom ravnoteznog stanja fluorescencije. PrimijeCeno smanjenje stope
prijenosa elektrona kod biljaka koje su rasle pri 80 pmol fotona m™ s™ u odnosu na biljke koje
su rasle pri 40 umol fotona m? s™, osobito kod ,,GroLux* Zarulja, moZe se opet povezati sa

smanjenom koli¢inom klorofila i smanjenom ucinkovitosti hvatanja energije.
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Ako usporedimo vrijednosti fotokemijskog gaSenja (qP) i nefotokemijskog gaSenja
(NPQ) sa vrijednostima koje je Ritchie (2006) dobio u svojim istrazivanjima, mozemo
zakljuciti da su takoder unutar ocekivanih vrijednosti. Koeficijent fotokemijskog gaSenja u
njihovim istrazivanjima kretao se unutar intervala od oko 0,7 do 0,8, $to je priblizno mojim
dobivenim rezultatima gdje su se vrijednosti fotokemijskog gaSenja kretale od oko 0,8 do 0,9
pri svim uvjetima osvjetljenja. S druge strane, vrijednosti nefotokemijskog gasenja dobivenih
na vodenoj leCi (oko 0,2) su se razlikovale od onih koje je dobio Ritchie (oko 0,5).

S povecavanjem intenziteta aktinicnog svjetla dolazilo je do postupnog smanjivanja
gP, Sto je bilo za ocekivati s obzirom da su vodena leca i njen fotosintetski aparat prilagodeni
rastu pri vrlo niskom intenzitetu svjetlosti (40 pmol fotona m? s™) pa vrlo brzo dode do
zasiCenja reakcije fotosinteze. S obzirom da je poznato da se to uglavnom dogada u biljkama
sjene (Mache i Loiseaux, 1973), ovi rezultati potvrduju da uvjeti osvjetljenja u klima komori,
gdje je vodena leca bila uzgajana, odgovaraju priblizno uvjetima sjene.

Smatra se da je nefotokemijsko gaSenje jedan od glavnih nacCina zaStite od
fotoinhibicije jer sprjeCava da viSak energije dode do reakcijskih srediSta i oSteti ih (Muller i
sur., 2001). NajniZa vrijednost NPQ dobivena je pri intenzitetu od 90 pmol fotona m? s &to
sugerira da je na niskim svjetlosnim intenzitetima fotokemijsko gaSenje iskoristilo veéi dio
upadne energije pa se biljka nije morala oslanjati na nefotokemijsko gaSenje za disipaciju
energije. S obzirom da su biljke bile prilagodene niskom intenzitetu svjetlosti, nefotokemijsko
gaSenje se postupno povecavalo sa povecanjem intenziteta aktinicnog svjetla sto je posljedica
konverzije violaksantina u zeaksantin ¢ime se biljka oslobada viska energije u obliku topline.
S porastom intenziteta aktinicnog svjetla brzina fotosinteze se postupno smanjuje zbog
zasicenja fotosintetskog aparata pa se suvisSna apsorbirana energija oslobada u obliku topline.
Zbog toga vidimo da se povecava vrijednost NPQ do izjednaCenja sa gP.

KadleCek i sur. (2003) su dobili slicne rezultate za efektivhu ucinkovitost,
fotokemijsko i nefotokemijsko gaSenje na duhanu koji je bio uzgajan pri dva intenziteta
svjetlosti (80 i 380umol fotona m™ s™) na podlogama sa razli¢itom koncentracijom saharoze.
Pri veCem intenzitetu osvjetljenja i u nedostatku saharoze, uoCen je povecan sadrZaj
pigmenata ksantofilskog ciklusa, smanjena efektivna ucinkovitost fotosistema Il i povecano
nefotokemijsko gasenje.

Buduci da je vodena leéa bila uzgajana pri dva niska intenziteta svjetlosti na koje je
prilagodena rastom u klima komori, znaCajne razlike u fotokemijskom i nefotokemijskom
gaSenju uglavnom nisu bile prisutne izmedu pojedinih tretmana (GL 40, GL80, CW40 i
CWa80).
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Na temelju Cinjenice da je djelotvoran dio spektra za fotosintezu u podrucju crvene i
plave svjetlosti koju apsorbiraju klorofili, ocekivala sam da c¢e ,GroLux“ Zarulje sa
povecanim udjelom plave i crvene svjetlosti znaCajnije utjecati na fotosintezu vodene lece.
Istrazivanje na vodenoj leCi je pokazalo da iako nije bilo znaCajnijeg utjecaja ,,GroLux"
zarulje na rast i fotosintezu, ipak je uoCeno da visSi intenzitet osvjetljenja u biljaka uzgojenih
pod osvjetljenjem te Zarulje ima neSto veéi ucinak na promatrane pokazatelje od istog
intenziteta bijele svjetlosti. Medutim, znacajne promjene nisu se dogodile vjerojatno zbog
smanjene koliCine klorofila koji bi tu svjetlost mogli apsorbirati. Za potvrdu te pretpostavke

potrebna su daljnja istrazivanja.

47



6. ZAKLJUCAK

Izlaganje vodene lece Lemna minor L. razli€itim uvjetima osvjetljenja, intenzitetima
od 40 i 80 umol fotona m? s™ hladne bijele svjetlosti ,,Cool White“ Zarulje te crvene svjetlosti
,GroLux* Zarulje, nije dovelo do zna€ajnijih promjena niti u rastu niti u procesu fotosinteze.

Vidljiv je blagi porast stope rasta broja biljaka pri visem intenzitetu svjetla (80 pumol
fotona m™? s) kod oba tipa osvjetljenja, i hladne bijele svjetlosti ,,Cool White* Zarulje i
crvene svjetlosti ,,GroLux* Zarulje, ali taj porast nije bio znaCajan.

SadrzZaj fotosintetskih pigmenata klorofila a, klorofila b te ukupnih karotenoida bio je
nesto veci u biljaka osvijetljenih hladnom bijelom svjetlos¢u ,,Cool White* Zarulja u odnosu
na biljke osvijetljene crvenom svjetlo$éu ,,GroLux* Zarulja. Medutim primijeceni porast nije
bio statisticki znacajan.

U biljaka izloZenih crvenoj svjetlosti viSeg intenziteta primijeceno je statistiCki znacajno
smanjenje optimalnog prinosa PSII .UCinkovitost PSII na svjetlu, kao ni stopa prijenosa
elektrona, nije se znaCajno razlikovala pri istraZzivanim uvjetima osvjetljenja. Nesto vece
vrijednosti fotokemijskog gaSenja uoCene su pri izlaganju biljaka hladnoj bijeloj svjetlosti
,Cool White* Zarulja dok su nesto vece vrijednosti nefotokemijskog gaSenja primijecene pri
izlaganju biljaka crvenoj svjetlosti ,,GroLux" Zarulja, osobito kod visih intenziteta aktinickog
svijetla. S povecanjem intenziteta aktinicnog svjetla ucinkovitost PSII i fotokemijsko gaSenje
su se znacajno smanjili kod svih istrazivanih uvjeta osvjetljenja , a nefotokemijsko gasenje i
stopa prijenosa elektrona se povecali, Sto ukazuje da su Lemna minor i njezin fotosintetski

aparat prilagodeni rastu kod vrlo niskog intenziteta osvjetljenja
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