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1 UVOD
1.1 KARAKTERISTIKE VRSTE Reynoutria japonica Houtt.

SISTEMATSKI POLOZAJ

Nadcarstvo: Eucariota

Carstvo: Plantae

Koljeno: Spermatophyta

Odjeljak: Angiospermae

Razred: Dicotyledonae

Red: Caryophyllales

Porodica: Polygonaceae

Rod: Reynoutria

Vrsta: Reynoutria japonica Houtt.; Japanski dvornik
Cesti sinonimi: Fallopia japonica (Houtt.) Ronse Decr., Polygonum cuspidatum Siebold i
Zucc. (web 1).

Japanski dvornik, Reynoutria japonica Houtt., visegodisnja je zeljasta biljka koja tvori
gustise. Stabljike su jednogodisnje, cjevaste, gole, uspravne, visoke do 3 metra, zelene boje s
crvenim pjegama; izrastaju iz velikog centralnog rizoma koji sluzi kao izvor hranjivih tvari
tijekom zime i iz kojeg se radijalno Sire manji penetrirajuéi rizomi. Rizomi s vremenom
postaju drvenasti i lateralno se Sire do 9 m. Listovi su S$iroki, ovalni, s abaksijalnom
inervacijom. Na bazi svake peteljke nalazi se Zlijezda koja ima funkciju ekstrafloralne
mednice. Biljka je dieci¢na (dvodomna). Cvjeta krajem kolovoza i po¢etkom rujna. BjeliCasti
cvjetovi tvore grozdaste cvatove duzine 10 - 15 cm. Ocvijece je jednostavno, gradeno od 5
lapova (vanjska tri preklopljena). Plodovi su roske, trokutaste, tamno smede, sjajne i
obavijene ocvijecem (Sl. 1). Fertilne muske biljke otkrivene su samo na podrucju prirodne
rasprostranjenosti. Broj kromosoma je varijabilan: 2n = 44, 52, 66 i 88 (Barney i sur., 2006;
web 2). U Japanu, gdje raste kao autohtona biljka, oplodnja se obavlja kukcima, a
rasprostiranje sjemena vjetrom. To nije slu¢aj u Europi gdje su muski cvjetovi neplodni i
biljka se razmnozava vegetativno iz rizoma. Budu¢i da japanski dvornik posjeduje veliku mo¢

regeneracije, rizomi se vrlo brzo Sire (Barney i sur., 2006).



Slika 1. Izgled biljke Reynoutria japonica Houtt.; A-nadzemni dio biljke nakon otpustanja plodova; B-
izdanak iz rizoma; C-muski cvijet, D-zenski cvijet; E-roska obavijena ocvijeCem; F-stabljika s pjegama i

ohrejom (prema Barney i sur., 2006).

Japanski dvornik raste na razli¢itim tipovima tala koja ukljucuju ilovace, tresetista, aluvijalna,
glinena, $ljuncana 1 mineralna tla, ugljena tla siromaSna duSikovim spojevima te na tlima
promjenjive pH vrijednosti (u rasponu od 3 do 8) s udjelom organske tvari od 2 do 20% te
varijabilnom koncentracijom nutrijenata (K, Na, Mg, Ca i P).

Japanski dvornik je viSegodiS$nji geofit koji nepovoljne zimske uvjete prezivljava u obliku
podzemnog rizoma. Razvoj nadzemnog dijela biljke zapocinje pocetkom ozujka i zavrSava
sredinom lipnja. Trajanje sezone rasta uvjetovano je temperaturom. Uz odgovarajuce
nutrijente i dostupnost vode, najbrze se razvija u uvjetima potpunog osvjetljenja, a izloZenost

¢ak i umjerenom zasjenjenju ima negativne posljedice na rast i razvoj. Proljetni mraz ostecuje



mlade 1 njezne klice te rizome, §to rezultira zaostajanjem biljke u razvoju. Biljka je takoder

osjetljiva na ljetne suse zbog dehidracije listova (Beerling i sur., 1994; Barney i sur., 2006).

Japanski dvornik autohtona je biljka Japana, Koreje, Tajvana i sjeverne Kine, koja se kao
pionirska vrsta pojavljuje na vulkanskim obroncima i one¢i$¢enim podrué¢jima te otvorenim
staniStima potpuno izlozenim sun¢evom osvjetljenju, s odsutnoséu kompetitivne vegetacije.
Tijekom 19. stolje¢a uvezena je u Europu kao ukrasna biljka i od tada se pojavljuje kao
invazivna vrsta u vecini europskih zemalja (S1. 2) (Beerling i sur., 1994; web 3). Krajem 20.
stoljeca zabiljeZena je i u Sjevernoj Americi, Australiji te na Novom Zelandu.

Raspon stanista ove biljke u Europi odreden je zavisnim odnosom izmedu geografske Sirine i
godisnje raspodjele padalina. Biljka donedavno nije bila prisutna u Mediteranskom pojasu
zbog oskudnih padalina tijekom ljetnih mjeseci, no tijekom zadnjeg desetljeca zabiljeZen je
njen prodor na primorsko podrucje Hrvatske, Italije i Portugala (SI. 2). Sjeverne granice
rasprostranjenosti obuhvacaju skandinavske zemlje Norvesku i Finsku, a najjuznije Portugal i

Bugarsku (Beerling i sur., 1994).
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Slika 2. Rasprostranjenost japanskog dvornika u Europi prikazana je kosim crtama, a to¢ke prikazuju

precizno odredene lokacije po MTB poljima (prema web 3).



Na podrucju primarne rasprostranjenosti, japanski dvornik napadaju brojni prirodni predatori
kao Sto su insekti i gljive. Odsutnost tih organizama u Europi i Sjevernoj Americi, agresivan
rast i velika mo¢ regeneracije omogucuje japanskom dvorniku velik invazivni potencijal s
negativnim ekoloSkim i eckonomskim posljedicama. Japanski dvornik stvara otporne
monokulture koje istiskuju autohtonu vegetaciju i mijenjaju kemijski sastav tla, a istrazivanja
su pokazala da ima negativan utjecaj i na bioraznolikost Zivotinjskog svijeta (web 2).
UniStava obale vodenih tokova i zakr¢uje kanale za navodnjavanje i tako uzrokuje poplave na
divljim staniStima 1 poljoprivrednim dobrima. U urbanim podrucjima uniStava vrtove,
gradevine i ceste (Barney i sur., 2006; web 2).

lako postoji vise metoda kontrole japanskog dvornika, nijedna nije prakti¢na.
Najucinkovitijim metodama pokazale su se prskanje herbicidom pikloramom i injektiranje
glifosata. No 1 te metode zahtijevaju viSegodiSnju lokaliziranu primjenu prije nego poluce
rezultate te kao takve nisu podobne za kontrolu velikih ili divljih podrucja. Ubiranje i rezanje
stabljika rezultira lateralnim Sirenjem biljke i samo povecava infestaciju. Ispasa se pokazala

umjereno uspjesnom jer prorjeduje gustiSe (Beerling i sur., 1994).

Japanski dvornik potencijalno moze biti i koristan ljudskom drustvu. Njegova velika
otpornost i uc¢inkovito akumuliranje teSkih metala iz okolisa Cini ga idealnim kandidatom za
fitoremedijaciju zemljiSta. Pokazao se prihvatljivim izvorom hrane za ljude, domace Zivotinje
1 pcele. Japanski dvornik ima potencijalan zna¢aj za medicinu jer njegovo korijenje sadrzi
resveratrol, fitoaleksin s antitumorskim djelovanjem. Istrazivanja su pokazala da ekstrakt
njegovog lista posjeduje herbicidno i1 fungicidno djelovanje pa je znacajan i za industriju

pesticida (Beerling i sur., 1994; Barney i sur., 2006; Novak i Kravas¢an, 2011; web 2).

Japanski dvornik prodro je na teritorij Hrvatske i postoji mogucnost da ¢e u nadolaze¢im
godinama uzrokovati velike Stete. U Hrvatskoj se uobicajeno moze pronaci na rubovima
jezera i poplavnim podruc¢jima, uz potoke, rijeke, u kanalima, uz prometnice, u parkovima, na
gradili§tima, rubovima Suma i drugdje. Rasprostranjen je u svim Zupanijama kontinentalne
Hrvatske te se i dalje $iri (Novak i Kravar$¢an, 2011). Buduéi da su trenutne metode
suzbijanja neprakti¢ne i troskovi njihove primjene na drzavnoj razini doseZu milijunske
iznose (web 2), potrebno je Sto prije istraziti alternativne metode njegove kontrole ili

poboljsati ve¢ postojece.



1.2 ANATOMIJA LISTA

List je vegetativni organ biljke, a njegove temeljne uloge su asimilacija i transpiracija.
Rasclanjuje se na podinu, peteljku i plojku. Listovi visih biljaka se, na temelju simetrije lisne
plojke, dijele na bifacijalne, ekvifacijalne i unifacijalne, no tipi¢an pravi list je bifacijalne
(monosimetri¢ne) grade. S abaksijalne i adaksijalne strane takvog lista nalazi se jednoslojna
epiderma sastavljena od gusto zbijenih izodijametri¢nih stanica koje na svojoj povrSini
izluCuju zastitni sloj — kutikulu. Stanice epiderme obi¢no sadrze samo leukoplaste dok se
kloroplasti pojavljuju samo u submerznim biljkama i biljkama sjene. Epiderma primarno ima
zastitnu ulogu, a uz pomo¢ medustani¢nih prostora povezanih s pué¢ima pridonosi izmjeni
plinova. Izmedu gornje i donje epiderme nalazi se mezofil koji je podijeljen na palisadni i
spuzvasti parenhim. Kloroplastima bogat palisadni ili asimilacijski parenhim graden je od
jednog ili vise slojeva stupastih stanica postavljenih okomito na povrSinu lista, a primarna
funkcija mu je asimilacija. Kloroplastima siromasniji spuzvasti parenhim sastoji se od
nepravilnih stanica poredanih u viSe slojeva, izmedu kojih su veliki medustani¢ni prostori
povezani s pucima, a glavna mu je uloga transpiracija. U mezofilu mnogih vrsta moguce je
pronadi stanice koje sadrze kristale. Kroz mezofil prolaze zatvorene kolateralne zile (Sl. 3)
(Denffer i Ziegler, 1988; Baci¢, 2003; Lepedus i Cesar, 2010). Listovi vrsta iz roda
Reynoutria gradeni su poput tipi¢nog dorziventralnog lista. Palisadni parenhim je uglavnom
jednoslojan, a od kristalnih struktura zabiljeZene su druze i prizmati¢ni kristali (Bunawan i
sur., 2011; Alberternst i Boehmer, 2014).

Slika 3. Popre¢ni prerez prosjecnog bifacijalnog lista; ep - gornja epiderma, ep' - donja epiderma, pl - palisadni
parenhim, s - spuzvasti parenhim, k - kristalne strukture koje omeduju popre¢no prerezanu kolateralnu Zilu, k' -

kristalna druza, sp - pu¢ (prema Denffer i Ziegler, 1988).



1.3 FOTOSINTEZA

Fotosinteza je proces kojim se energija Sunceve svjetlosti upotrebljava za sintezu glukoze
koriste¢i ugljikov dioksid i vodu. Odvija se u kloroplastima u kojima se nalaze fotosintetski
pigmenti, a sastoji se od primarnih i sekundarnih reakcija. Primarne reakcije (reakcije ovisne
0 svjetlosti) odvijaju se u tilakoidnim membranama kloroplasta i u njima se svjetlosna
energija pretvara u kemijsku energiju pri ¢emu nastaju Oz, ATP i NADPH. Sekundarne
reakcije (Calvinov ciklus), za ¢ije odvijanje svjetlost nije nuzna, odvijaju se u stromi
kloroplasta i u njima dolazi do redukcije CO- i sinteze ugljikohidrata (Pevalek-Kozlina, 2003;
Heldt, 2005).

1.3.1 Gradai funkcija fotosintetskog aparata

Fotosintetski najaktivnije tkivo biljke je kloroplastima bogat mezofil lista.

Kloroplasti su specijalizirani organeli viSih biljaka u kojima se odvija fotosinteza. To su
plastidi dugi 5-10 um, najce$¢e ovalnog oblika (Pevalek-Kozlina, 2003). Kloroplasti su
obavijeni dvjema biomembranama izmedu kojih je medumembranski prostor (SI. 4).
Propusna vanjska biomembrana odvaja kloroplast od citoplazme dok gotovo nepropusna
unutraSnja membrana okruzuje prostor koji se tijekom razvoja popunjava proteinskim
matriksom nazvan stroma. Unutar strome smjesten je sustav tilakoidnih membrana koje se
dijele na grana i stroma tilakoide. Grana tilakoidi su naslagani paralelno jedan iznad drugog te
tvore granume, a medusobno su povezani stroma tilakoidima (Denffer i Ziegler, 1988; Alberts
i sur., 2003; Pevalek-Kozlina, 2003).

U primarnim reakcijama fotosinteze nastaju NADPH i ATP te molekularni kisik nastao
fotokemijskom oksidacijom vode. Transport elektrona od vode do NADP* se dogada
djelovanjem cetiri proteinska kompleksa uklopljena u tilakoidne membrane: fotosustav Il
(PSII), citokrom bef kompleks, fotosustav | (PSI) i ATP-sintaza. Prijenos elektrona izmedu
njih posredovan je mobilnim nosac¢ima plastokinonom i plastocijaninom. Taj prijenos stvara
gradijent protona preko tilakoidne membrane ¢iju energiju ATP-sintaza upotrebljava za
sintezu ATP-a (SI. 5) (Whitmarsh i Govindjee, 1999).



stroma
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Slika 4. Shematski prikaz kloroplasta (prema web 4).

PSI i ATP-sintaza nalaze se na stroma tilakoidima i krajnjim dijelovima grana tilakoida, a
PSIl samo na grana tilakoidima. Citokrom bef kompleks je jednoliko rasporeden izmedu

stroma i grana tilakoida (Lehninger, 2005).
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Slika 5. Shematski prikaz fotosintetskog aparata (prema Heldt, 2005).



Fotosustavi su gradeni od dva dijela: antena kompleksa za prikupljanje svjetla (engl. ,,light-
harvesting complex* - LHC) i reakcijskog sredista (engl. ,,reaction center — RC), dok PSII
posjeduje jos i kompleks koji katalizira oksidaciju vode (engl. ,,oxygen-evolving complex‘ -
OEC) (SI. 6).

Svjetlost

LHC-II CP47 CP43 LHC-II

Stroma

Lumen

Slika 6. Fotosustav II izgraden je od preko 20 proteinskih podjedinica, a moguce je razlikovati tri
strukturno i funkcionalno razli¢ita dijela fotosustava II: reakcijsko srediste (sivo), antena kompleks (tirkizno) i
kompleks koji katalizira oksidaciju vode — OEC (ruzi¢asto). Crvene strelice prikazuju prijenos ekscitona s antena
kompleksa u reakcijsko srediste, svjetlo plava strelica oksidaciju vode, a tamno plave strelice prijenos elektrona

na plastokinon (prema Whitmarsh i Govindjee, 2001).

Antena kompleksi sastoje se od vanjskog i unutrasnjeg dijela. Vanjski dio ¢ine periferne
antene koje su kodirane genima u jezgri i vezu molekule klorofila a i b, ksantofila i karotena.
LHC se nazivaju jos i CAB polipeptidi (engl. ,,chlorophyll a/b binding*) (Lehninger, 2005).

Funkcija LHC je prikupljanje fotona svjetlosti (Ort i Yocum, 1996; Zolla i sur., 2003;
Pietrzykowska 1 sur., 2014). Unutrasnji dio antena kompleksa naziva se ,,core-complex‘ i on
provodi ekscitone skupljene na vanjskim dijelovima antena kompleksa u reakcijski centar
fotosustava gdje se odvijaju primarne reakcije fotosinteze. Reakcijsko srediste PSII je
heterodimerni proteinski kompleks sastavljen od D1 i D2 polipeptida; na njega se vezu kljuéne
komponente redoks reakcija PSIl: Qa, Qg, P680, dvije molekule feofitina i Cetiri molekule
klorofila (Whitmarsh i Govindjee, 2001). Do oksidacije vode u PSII dolazi u OEC. To je
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manganski klaster (MnsCa) povezan na D1 i D2 polipeptide u lumenu tilakoida (Cady i sur.,
2008).

PSII Koristi svjetlosnu energiju za pokretanje dviju reakcija: oksidaciju vode i redukciju
plastokinona. Fotokemija PSII zapocinje odvajanjem naboja s P680 u reakcijskom sredistu na
feofitin (Barber i Kuhlbrandt, 1999). Elektron se zatim prenosi s feofitina na primarni
akceptor plastokinon Qa. Nakon toga se elektron prenosi na Qg koji moze primiti dva
elektrona i dva protona te tako postati potpuno reduciran i protoniran, ¢ime nastaje
plastohidrokinon (QgH: ili PQH>). PQH: se zatim odvaja od reakcijskog sredista i difundira
do citokrom bsf kompleksa gdje predaje elektron plastocijaninu koji ga prenosi do PSI.
Reoksidacijom plastokinona (PQ) dva protona se otpustaju u lumen pokrecuci tako protonski
gradijent (Whitmarsh i Govindjee, 2001). Nadalje, PSI katalizira oksidaciju plastocijanina i
redukciju feredoksina. NADP reduktaza preuzima elektron s reduciranog feredoksina i koristi
ga za stvaranje NADPH u stromi tilakoida. Na kraju transportnog lanca elektrona nalazi ATP
sintaza, membranski proteinski kompleks koji iskoristava energiju protonskog gradijenta za
fosforilaciju ADP-a u ATP (Whitmarsh i Govindjee, 2001; Stryer, 2002).

Nedostatak elektrona u reduciranom obliku reakcijskog sredista P680* nadoknaduje se
elektronima dobivenim fotolizom vode na OEC-u pri ¢emu se oslobada kisik. Za oslobadanje
jedne molekule kisika u lumen se otpustaju Cetiri protona (Whitmarsh i Govindjee, 2001,
Heldt, 2005). Opisani tok elektrona naziva se linearni tok elektrona, zahtijeva oba fotosustava

i ukljucuje niz redoks-sustava koji prenose elektrone od vode do NADP™,

U slucaju ciklickog toka elektrona, elektroni se prenose s PSI na feredoksin s kojega se
kruznim putem vracaju do reakcijskog sredista PSI preko citokroma bef kompleksa i
plastocijanina. Prolaskom elektrona kroz citokrom bef kompleks stvara se protonski gradijent

koji pokrece aktivnost ATP-sintaze. Za ciklicki put elektrona potreban je samo PSI (web 5).

Produkti primarnih reakcija, ATP i NADPH, sluze kao izvor energije za reakcije asimilacije
CO2 u reakcijama neovisnima o svjetlosti (Calvinov ciklus) koje se odvijaju u stromi
kloroplasta (Barber i Kuhlbrandt, 1999; Stryer, 2002; Pevalek-Kozlina, 2003; Heldt, 2005).



1.3.2 Fotosintetski pigmenti

Primarne reakcije fotosinteze u kojima se iskoriStava sunéeva energija za redukciju NADP" i
sintezu ATP-a zapocinju apsorpcijom fotona. U fotoautotrofnim organizmima klju¢nu ulogu u
apsorpciji fotona ima molekula klorofila a. U visih biljaka i nekih skupina algi redovito je
prisutna i pomo¢na molekula klorofil b te pomoéni pigmenti karotenoidi koji prenose
apsorbiranu energiju na klorofil a i tako smanjuje ,,zelenu rupu* u apsorpciji klorofila (SI. 7)
(Denffer i Ziegler, 1988; Pevalek-Kozlina, 2003).

Apsorpeijski spektar

Apsorpcija svjetlosti

| | - S
350 400 450 500 S50 600 650 700
Valna duljina (nm)

(d

Slika 7. Struktura klorofila a (a), klorofila b (b), karotenoida B-karotena (c) i apsorpcijski spektri tih molekula
(d). Apsorpcijski maksimum chl-b i karotenoida bliZi je zelenom dijelu spektra i tako popunjava zelenu rupu

(prema web 6).

Molekula klorofila gradena je od cetiri pirolna prstena povezana u porfirinski prsten, u
srediStu kojeg se nalazi dvovalentni magnezijev atom, koji je vezan na duSikove atome
pirolnih prstenova. Na propionsku skupinu cetvrtog pirolnog prstena esterski je vezan
terpenoidni fitolni rep. Fitol je alkohol s 20 C-atoma koji ¢ini molekulu klorofila lipofilnom i
njime se klorofil pri¢vr$¢uje za proteine u membrani (Pevalek-Kozlina, 2003; Heldt, 2005).
Klorofil a je modrozelene boje i maksimalno apsorbira svjetlost valnih duljina 430 i 662 nm a
klorofil b Zutozelene i maksimalno apsorbira svjetlost valnih duljina 453 i 542 nm. Za boju
molekule odgovoran je raspored dvostrukih veza. Strukturna razlika izmedu tih dviju
molekula je u tome Sto klorofil a ha drugom pirolnom prstenu ima metilnu skupinu, a klorofil
b aldehidnu skupinu (SI. 7ai 7b ) (Denffer i Ziegler, 1988; Heldt, 2005).

Karotenoidi su pomoc¢ni fotosintetski pigmenti koji su usko vezani s proteinima antena

kompleksa i reakcijskih sredi$ta. Po svojoj gradi, karotenoidi su lipofilni derivati izoprena
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koji nastaju sastavljanjem jednostavnih izoprenskih jedinica i najceS¢e se sastoje od dva
identi¢na dijela, svaki od po 20 ugljikovih atoma (SI. 7c). Nastaju isklju¢ivo u biljkama i
dijelimo ih na dvije skupine: karotene (Cisti ugljikovodici) i ksantofile (derivati karotena koji
sadrze kisik) (Denffer i Ziegler, 1988; Pevalek-Kozlina, 2003). Od karotena u vi$im biljkama
pojavljuje se B-karoten i ponekad a-karoten, a od ksantofila pojavljuju se lutein i neoksantin
te molekule ksantofilskog ciklusa (violaksantin, anteraksantin i zeaksantin). ProSiruju spektar
fotosintetski upotrebljive svjetlosti jer apsorbiraju svjetlost valnih duljina izmedu 380 i 550
nm, $to je ujedno i uzrok njihove zute, narancaste ili crvene obojenosti (Denffer i Ziegler,
1988). Osim §to sluze kao pomoéni fotosintetski pigmenti, posjeduju jo$ i zaStitnu ulogu.
Karotenoidi primaju suvi$nu energiju iz pobudenog klorofila i tako i sami prelaze u pobudeno
stanje. Pri povratku molekule karotenoida u osnovno stanje, suviSak energije rasipa se u
obliku topline. Posebno znacajnu ulogu ovdje imaju karotenoidi ksantofilskog ciklusa:
anteraksantin, violaksantin i zeaksantin. Njihovo djelovanje utjee na nefotokemijsko gasenje
fluorescencije klorofila a i tako mijenja prinos fluorescencije klorofila a (Sarry i sur., 1994;
Maxwell i Johnson, 2000; Dreuw i sur., 2003; Pevalek-Kozlina, 2003).

1.4 FLUORESCENCIJA KLOROFILA a

Fotosinteza zapocinje kada fotoreceptorska molekula apsorbira svjetlo. U visih biljaka to ¢ini
klorofil a. Zbog posjedovanja velikog broja konjugiranih dvostrukih veza u molekuli klorofila
nalaze se brojni delokalizirani wt-elektroni. Za podizanje n-elektrona na visu energetsku razinu
potrebno je razmjerno malo energije. Tada molekula klorofila postaje pobudena te prelazi iz
osnovnog stanja u pobudeno stanje. Takve pobudene molekule su vrlo nestabilne te brzo
prelaze u osnovno stanje pri ¢emu dolazi do otpustanja suvisne energije na nekoliko nacina:
prijenosom ekscitona na susjedne molekule, fluorescencijom te otpuStanjem u obliku topline
(Denffer i Ziegler, 1988; Stryer, 2002; Pevalek-Kozlina, 2003; Misra i sur., 2012).

Pobudene molekule klorofila prenose apsorbiranu energiju fotona na susjedne u obliku
ekscitona (preneseni kvanti ekscitacijske energije). Taj se proces dogada u PSI i PSII, a
krajnji cilj je prenoSenje pobudne energije do reakcijskog srediSta odakle ¢e biti ukljuena u
procese fotosinteze. Da bi se eksciton prenio s jedne molekule na drugu potrebno je da su obje
molekule na istoj energetskoj razini ili da se molekula davatelj nalazi u pobudenom stanju

bogatijem energijom u odnosu na molekulu koja prima energiju. Klorofili reakcijskih sredista

11



imaju niZu energiju u pobudenom stanju i kao takvi djeluju kao zamke koje hvataju ekscitone

(engl. ,,trapping* centri) (Denffer i Ziegler, 1988; Heldt, 2005; Lehninger, 2005).

Fluorescencija je pojava kada pobudeni elektron pri povratku u osnovno stanje oslobada
foton. Klorofil uvijek fluorescira crveno, neovisno o valnoj duljini apsorbiranog fotona. Za
biljku je ovaj proces beskorisno gubljenje energije te je u intaktnom fotosintetskom aparatu
neznatan i predstavlja samo oko 2 - 10% od ukupno apsorbirane svjetlosti (Denffer i Ziegler,
1988).

Tri spomenuta naina oslobadanja energije su u medusobnoj kompeticiji Sto znaci da
povecanje jednoga dovodi do smanjenja druga dva. Kautsky i suradnici su 1960. godine
primijetili da fluorescencija fotosintetskog materijala koji je izloZen svjetlu nakon perioda
tame naglo raste i doseze maksimum kroz period od oko 1 s. Ta je pojava danas poznata pod
nazivom Kautskijev efekt (Maxwell i Johnson, 2000; Guidi i Innocenti, 2011) i ona je
posljedica redukcije elektron akceptora u PSII. Naime, nakon $to u reakcijskom sredistu dode
do odvajanja naboja, plastokinon Qa prima elektron i nije u stanju primiti novi sve dok
plastokinon Qg ne preuzme taj elektron. Za to je vrijeme reakcijsko srediste zatvoreno, $to
rezultira smanjenom efikasno$c¢u fotokemijske pretvorbe energije u PSII, zbog Cega se prinos
fluorescencije klorofila poveéa (Guidi 1 Innocenti, 2011). Tijekom kontinuiranog
osvjetljavanja, fluorescencija raste od minimalnog prinosa fluorescencije, Fo, kada su sva
reakcijska srediSta otvorena do maksimalnog prinosa fluorescencije, Fm, kada su sva
reakcijska srediSta zatvorena. Nakon dosezanja maksimuma intenzitet fluorescencije opada,
unato¢ tome Sto se reakcijska srediSta 1 dalje zatvaraju. Taj fenomen naziva se gaSenje
fluorescencije klorofila a (engl. ,,quenching®) i dogada se putem dva moguc¢a mehanizma:
fotokemijsko i nefotokemijsko gasenje. Fotokemijsko gaSenje fluorescencije (engl.
,,photochemical quenching®; qP) je odvajanje naboja i transport elektrona iz PSII, uzrokovano
aktivacijom svjetlos¢u induciranih enzima koji sudjeluju u asimiliaciji CO2. U isto vrijeme
dolazi do povecanja pretvorbe energije u toplinu, a taj proces je nazvan nefotokemijsko
gaSenje fluorescencije (engl. ,,non-photochemical quenching®; qN) (Maxwell i Johnson, 2000;
Guidi i Innocenti, 2011).
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1.4.1 Polifazni porast fluorescencije klorofila a i JIP test

Zapazeno je da pod utjecajem svjetlosti visokog intenziteta u trajanju od 1 s kod svakog do

sada promatranog fotosintetskog materijala dolazi do rasta

intenziteta fluorescencije u

nekoliko koraka. Koraci od posebnog interesa su: O (minimalna fluorescencija), J (nakon ~2

ms), | (nakon ~30 ms) te P (maksimalna fluorescencija) (Sl. 8). Ponekad se uoc¢avaju i dodatni

stupnjevi (L, K,) no njihova pojava nije pravilo (Strasser i sur., 2004).

Porast fluorescencije klorofila a odraz je aktivnosti PSII, zatvaranja reakcijskih sredista i

nakupljanja reduciranog oblika Qa. Za kvantitativnu analizu

OJIP porasta fluorescencije

klorofila a koristi se JIP test koji omogucava in vivo i in situ analizu funkcije fotosintetskog
aparata (Strasser i sur., 2000; Fracheboud, 2004; Strasser i sur., 2004; Misra i sur., 2012).
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Slika 8. Polifazni porast fluorescencije klorofila a u visih biljaka s oznac¢enim OJIP koracima, prikazan

na logaritamskoj vremenskoj skali u vremenu. Umetnuti graf prikazuje promjenu relativne varijabilne

fluorescencije V: u vremenu t, te prikazuje izraGun nagiba relativne varijabilne fluorescencije (prema Strasser i

sur., 2000).
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Pojednostavljeni model protoka energije u fotosustavu, od apsorpcije fotona (ABS) do toka
elektrona (engl. ,.electron transport™; ET) prikazan je na Slici 9. Dio apsorbirane energije
otpusti se u obliku topline ili fluorescencije (engl. ,,dissipation; DI), a drugi dio se ukljucuje
u tok energije do reakcijskih sredista gdje ¢e biti uhvacen i iskoristen za redukciju Qa (engl.
,trapping flux*“; TR) (Strasser i sur., 2004). ABS, ET i TR tokovi elektrona mogu se izraziti
po aktivnom reakcijskom sredistu PSII (engl. ,,reaction centre®; RC) ili po pobudenoj povrsini
fotosintetskog uzorka (engl. ,,Cross section; CS). Budu¢i da samo aktivna reakcijska sredista
mogu prijenosom elektrona reducirati Qa i tako zapoceti tok elektrona ET, izraz TR/RC je
kljuan u analizi fotosinteze JIP testom. Njime je izrazena brzina hvatanja ekscitona u
reakcijskom sredistu i kao takav daje uvid u brzinu povecanja udjela zatvorenih reakcijskih
srediSta. Brzina hvatanja ekscitona najveca je u vremenu to kada su sva reakcijska srediSta
otvorena (TRo/RC) (Strasser i sur., 2000).

ABS
RC \

TR,

— on

X ABS \

TR, 0 ET,
RC h“/ ABS

ET,

— =W,

TR,
ETy

Slika 9. Pojednostavljeni model toka energije u fotosintetskom aparatu od apsorpcije fotona (ABS) do

toka elektrona (ET) (prema Strasser i sur., 2000).

Parametar TRo/ABS (F./Fm) predstavlja mjeru potencijalnog maksimalnog kvantnog prinosa
PSII i jedan je od najcesce koriStenih indikatora stresa i u¢inkovitosti fotosinteze (Maxwell i
Jonhson, 2000). Unato¢ njegovoj prakti¢nosti, on nije uvijek dostatan jer u njegov izracun
ulaze samo ekstremne vrijednosti fluorescencije. Indeks fotosintetske ucinkovitosti (engl.
,performance indeks“, PI) daje detaljan uvid u fotosintetsku ucinkovitost. Taj parametar
uzima u obzir klju¢ne dogadaje u reakcijskom sredistu PSII o kojima ovisi fotosintetska
aktivnost: apsorpciju fotona, otpustanje energije, hvatanje energije u reakcijskom sredistu i
tok elektrona pokrenut odvajanjem naboja u reakcijskom sredistu. IzraCunava se kao umnozak

vrijednosti izvedenih parametara: RC/ABS (omjer koncentracije klorofila reakcijskih sredista
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i antena Kklorofila ), TRo/Dlo (omjer hvatanja ekscitona i otpustanja energije) i ETo/(TRo-ETo)
(transport elektrona dalje od primarnog akceptora Qa ) (Strasser i sur., 2004; van Heerden i
sur., 2007).

1.5 UTJIECAJ NISKOG INTENZITETA SVJETLOSTI NA
MORFOLOGIJU I FIZIOLOGIJU VISIH BILJAKA

Svjetlost je najbitniji okolisni ¢imbenik koji utjeCe na fotosintezu, a samim time i na rast,
razvoj 1 prezivljavanje biljaka. Koli¢ina i kvaliteta svjetlosti u okoliSu varira prostorno i
vremenski te su biljke razvile sposobnost anatomskih, morfoloskih i fizioloskih promjena u

svrhu prilagodbe na razlicite svjetlosne uvjete (Zervoudakis i sur., 2012).

Parenhim, pogotovo palisadni je klju¢no tkivo za fotosintezu u vis$im biljkama i kao takav
podlozan je utjecaju promjena u koli¢ini i kvaliteti svjetlosti iz okolisa (Moreira i sur., 2012)
no utjecaj svjetlosti o€ituje se promjenama i na ostatku lista. Lis¢e biljaka koje su rasle pod
niZim intenzitetom svjetlosti od optimalnog je povrSinski manje, posjeduje tanju epidermu i
tanji parenhim. Pod povecanim intenzitetom svjetlosti dolazi do zadebljanja epiderme,
kutikule i parenhima, a ponekad se stvaraju i novi slojevi palisadnog parenhima (James i Bell,
1999; Bailey i sur., 2001; Pandey i sur., 2003; Oguchi i sur., 2005).

Za razliku od uvjeta u kojima vlada nedovoljna koli¢ina svjetlosti, u optimalnim uvjetima
parenhim je deblji i posjeduje vise kloroplasta (Bailey i sur., 2001; Oguchi i sur., 2005), a
dolazi i do stvaranja novih slojeva palisadnog parenhima i zadebljanja epiderme (James i Bell,
1999; Pandey i sur., 2003).

Svjetlosni uvjeti mogu utjecati na morfologiju biljke: smanjuje se specifiéna masa lista,
povecava se povrSina te se mijenja koli¢ina 1 omjer fotosintetskih pigmenata, Sto direktno
ometa fotosintetsku aktivnost biljke. Manjak svjetlosti utjeCe na omjer apsorbirane i
iskoriStene energije u elektronskom transportu te tako 1 na ukupnu funkcionalnost
fotosintetskog aparata (Brouwer, 2012; Zhang i sur., 2016). Pri niskom intenzitetu svjetlosti
pojacava se uhvacena koli¢ina svjetlosti u antenama. Razdioba naboja izmedu PSII i PSI je
regulatorni proces koji optimizira redistribuciju ekscitacijske energije izmedu fotosustava, a
kontrolirana je redoks stanjem plastokinona koji odrzavaju elektronski transport od PSII do

PSI. Brzi odgovori na promjene u intenzitetu svjetlosti dogadaju se u svega nekoliko minuta.
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Prilagodbe na duze izlaganje niskom intenzitetu svjetlost ukljucuju povecanje brojnosti antena
kompleksa, stabilizaciju reakcija izmedu oba fotosustava te promjene u koli¢ini dostupnog
Rubisco-a $to sve zajedno utjeCe i na povecanje fotosintetskog kapaciteta biljke (Rascher i
Nedbal, 2006).

Pri izrazito niskom intenzitetu svjetlosti dolazi do etiolacije. To je pojava koju karakteriziraju
tanke 1 blijede stabljike, izduZeni internodiji te zakrzljalo lisce i korijenje. Do nje dolazi kada
intenzitet svjetlosti padne ispod kompenzacijske tocke (intenzitet svjetlosti pod kojim su za
odredenu biljku stope disanja i fotosinteze izjednacene) (Lichtenthaler i sur., 1981; web 6).

Osim etiolacije, nizak intenzitet svjetlosti i nepovoljan omjer crvene i tamnocrvene (engl.

,»far-red light*) svjetlosti mogu inducirati proces senescencije.

1.6  SENESCENCIJA

Senescencija je genetski kontroliran, visoko reguliran proces kojeg se smatra krajnjim
stadijem razvoja lista tijekom kojeg dolazi do degradacije klorofila i proteina te transporta
tako oslobodenih hranjivih tvari u druge dijelove biljke (Brouwer i sur., 2012). Senescencija
tako predstavlja jedan od oblika programirane stani¢ne smrti (engl. ,,programed cell death®;
PCD) (Gan i Amasino, 1997).

Senescenciju pokrecu i reguliraju SAG-geni (engl. ,,senescence associated genes®). Neki od
njih se eksprimiraju i tijekom normalnog razvoja lista no poprimaju posebnu ulogu za vrijeme
senescencije, poput gena koji su ukljuceni u mobilizaciju hranjivih tvar. Drugi su pak geni
ukljuceni u mobilizaciju procesa koji se uglavnom dogadaju iskljuivo za vrijeme
senescencije kao $to su degradacija proteina, nukleinskih kiselina i klorofila te remobilizacija
lipida i dusika (Matile i sur., 1996; Buchanan-Wollaston, 1997; Soudry i sur., 2004; Tuba i
sur., 2006). Pokazano je takoder da u kontroli senescencije ulogu igraju i biljni hormoni;
auksini, citokini i GA inhibiraju senescenciju dok ju ABA i etilen promoviraju (Gan i
Amasino, 1997).

Prvi znakovi senescencije su promjene u ultrastrukturi kloroplasta uslijed njihove postupne
degradacije. Najuocljivije promjene su promjena boje listova od zelene pa sve do zute zbog
brze razgradnje klorofila u odnosu na karotenoide. Nadalje, dolazi do razgradnje DNA i RNA,

proteina i tilakoidnih membrana $to u konacnici utjeCe na smanjenje fotosintetske aktivnosti
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(Brouwer i sur., 2012). Senescentni listovi sporije asimiliraju CO: $to je pak posljedica brze
razgradnje proteina strome u odnosu na proteine smjeStene u tilakoidnim membranama.
Klju¢ni dogadaj je razgradnja Rubisco-a $to dovodi do smanjenja fotosintetske aktivnosti (Lu
i sur., 2001).

Tijekom senescencije, aktivnost PSI i PSII postupno opada. Zbog inaktivacija OEC-a, gubitka
reakcijskih sredista PSII i inhibicije prijenosa ekscitacijske energije s karotenoida na klorofil,
smanjuje se stopa fotokemijskog, a povecava stopa nefotokemijskog gasenja fluorescencije
klorofila a zbog povecanja udjela reakcijskih sredista koja ne mogu reducirati Qg (Lu i Zhang,
1998; Lichtenthaler, 1999).

Senescenciju poticu i okoliSni stresori poput suSe, ekstremne temperature, povecane
koncentracije ozona, nedostatka nutrijenata, napada patogena i ogranic¢ene koli¢ine svjetlosti
(Gan i Amasino, 1997). Takva je senescencija inducirana i najce$¢e je reverzibilna
(Buchanan-Wollaston, 1997). Drzanje biljke u tami nekoliko dana potice procese senescencije
u svim dijelovima biljke. Senescencija nastupa puno brze ako su samo neki listovi
neosvijetljeni. To se dogada zato §to listovi u nepovoljnim uvjetima ne mogu biti premjesteni
na neko osvjetljenije podrucje pa biljka povlaci resurse iz njega i razvija novi list na nekom

povoljnijem mjestu (Gan i Amasino, 1997; Osiewacz, 2003; Brouwer i sur., 2012).
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1.7 CILJ RADA

Japanski dvornik je heliofilna vrsta koja je prilagodena rastu u uvjetima povisenog intenziteta
svjetlosti. Ipak, kao invazivna vrsta, sposobna je razviti odredene prilagodbe na manje
povoljne uvjete. Ciljevi ovog rada bili su utvrditi utjecaj razli¢itih rezima osvjetljenja na
koncentraciju fotosintetskih pigmenata i ucinkovitost fotosintetskog aparata, kao i opisati
anatomsku strukturu listova japanskog dvornika sa svrhom uspostave stabilnog uzgoja ove

vrste u kontroliranim uvjetima.
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2 MATERIJALI I METODE

2.1 BILIJNI MATERIJAL

Rizom japanskog dvornika (Reynoutria japonica Houtt.) izrezao sam na 12 komada i svaki
komad posadio u zasebnu posudu s mjesavinom zemlje i pijeska u omjeru 3:1. Tako zasadene
biljke rasporedio sam u 2 skupine: a i . Biljke iz skupine o (Sl. 10a) rasle su 110 dana uz
prozor gdje su bile izlozene promjenjivom PPFD (engl. ,,photosynthetic photon flux density,,
— gustoéa toka fotona) koji se kretao izmedu 30 pmol m?2 st i 1250 umol m? st i pri
temperaturi od 24+2 °C. Prosjec¢an broj suncanih sati kojem su bile izloZene tijekom rasta bio
je 2,1 h (sijecanj), 3 (veljaca), 5,4 (ozujak), 7,9 (travanj), 7,6 (svibanj) (web 7), a trajanje dana
kretalo se od 8 do 14 h (web 8).

Biljke iz skupine B (SI. 10b) rasle su 114 dana u uzgojnoj komori pri konstantnom
osvjetljenju s PPFD od 60 pmol m2 st i temperaturi od 23+1 °C.

Svaka skupina se sastojala od 6 biljaka. Uzorkovao sam potpuno razvijene listove, prve od
vrha. Budu¢i da su listovi uzgajani na niskom intenzitetu svjetlosti razvili nejednoliku
pigmentaciju, uzorke iz skupine B razdijelio sam na dvije podgrupe ovisno o tome s kojeg

dijela lista su uzimani: Bz za zutu regiju i Bz za zelenu regiju lista.

Slika 10. a-biljka iz skupine a. ; b-biljka iz skupine .
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2.2 MIKROSKOPSKA ANALIZA POPRECNIH PREREZA LISTOVA

2.2.1 Priprema fiksativa

Fiksativ za svjetlosnu mikroskopiju 1%-tni glutaraldehid u fosfathom puferu pripremio sam
mijesanjem 2 mL 25%-tnog glutaraldehida (Grade I1) s prethodno pripremljenim puferima: 19
mL NaH2PO4 x 2H20 i 19 mL Na;HPO4 x 2H20.

2.2.2 Fiksacija

Uzeo sam po jedan dio sa svakog lista iz skupine o i dva sa svakog lista iz skupine
B (posebno za Zutu i posebno za zelenu regiju). Svaki list s kojeg sam uzeo uzorke za
mikroskopiju stavio sam u Petrijevu zdjelicu, u koju sam prethodno stavio par kapi 1%-tnog
glutaraldehida u fosfatnom puferu. Pomocu zileta izrezao sam komadice lista podjednake
veli¢ine prikladne za uklapanje. Tako izrezane kvadrati¢e pincetom sam stavio u bocice s 1%-
tnim glutaraldehidom u fosfatnom puferu. Boc¢ice s komadic¢ima listova stavio sam u vakuum
pumpu kako bi iz tkiva iziSao zrak, nakon ¢ega su drzane u hladnjaku na +4°C do sljedeceg

koraka.

2.2.3 Dehidracija

Fiksirane komadice listova japanskog dvornika dehidrira0 sam uranjanjem u razlicite
alkohole:

2 x 2 h u 100%-tni 2-metoksietanol,

2 x 1 h u 96%-tni etanol,

2 x 1 h u 100%-tni n-propanol,

2 x 1 h u 100%-tni n-butanol

24 h u mjesavinu n-butanola i infiltracijske otopine (1:1) nakon ¢ega su ostavljeni

24 h u infiltracijskoj otopini.

2.2.4 Uklapanje

Komercijalnu smolu za uklapanje (Historesin, Leica) dobio sam mijeSanjem 1 mL

infiltracijske otopine sa 67 um ucvrséivac¢a (Hardner). Odpipetirao sam dobivenu otopinu u
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zelatinozne kapsule topive u vodi. Pincetom sam prenio komadiée listova u smolu i pomoc¢u
pincete i histoloske iglice ih postavio u okomiti polozaj u sredini kapsule. Ostavio sam
kapsule da stoje 24 h na sobnoj temperaturi, koliko je potrebno da smola dovoljno
polimerizira.

Nakon 24 sata, kapsule sam ocistio od zelatinozne ovojnice pomocu tople vode. Smolu sam
obradio ziletom da bih ju mogao zalijepiti na drveni bloki¢ pomocu superljepila. Tako

pripremljeni blokici ostavljeni su 24 h da se ljepilo stvrdne.

2.2.5 Rezanje

Uzorke sam postavio u rotacijski mikrotom (Leica). Za rezanje sam Kkoristio stakleni noz.
Prereze debljine 3 um prenio sam u kapljicu destilirane vode na predmetnim stakalcima,
nakon ¢ega sam ih osusio na grijacoj ploci. Isparavanje vode uzorcima omogucava lijepljenje

prereza za predmetno stakalce. Za svaki uzorak napravio sam 20 mikroskopskih prereza.

2.2.6 Bojanje

Osusene preparate bojao sam 0,05%-tnom otopinom Toluidine blue O u benzoatnom puferu
(pH = 4,4) u trajanju od 1 minute, te ih nakon toga isprao pod mlazom hladne vodovodne

vode te dodatno isprao destiliranom vodom.

2.2.7 Mikroskopiranje i mjerenje

Sve uzorke sam mikroskopirao pomocu svjetlosnog mikroskopa (Zeiss, Jena). Svaki prerez
sam fotografirao 3 puta pomocu digitalne mikroskopske kamere Moticam 350 na tri razlicita
segmenta pri povecanju od 400x. Na svakoj fotografiji napravio sam po 3 mjerenja (ukupno
180 mjerenja po listu) za sljedece parametre: debljina lista, gornja epiderma, palisadni
parenhim, spuzvasti parenhim i donja epiderma (SI. 11).

Dimenzije listova izmjerio sam pomocu racunalnog programa Motic Images Plus 2.0ML.
Ogledne fotografije prereza svakog tipa lista (SI. 13) fotografirao sam kamerom Olympus

Camedia.
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Slika 11. Mjerene dimenzije. Crveno - gornja epiderma, zeleno - palisadni parenhim, plavo - spuzvasti parenhim,

narancasto - donja epiderma, crno - ukupna debljina lista. Mjerilo, 50 pum.
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2.3 SPEKTROMETRIJSKO ODREDIVANJE KONCENTRACIJE
FOTOSINTETSKIH PIGMENATA

S odabranih listova japanskog dvornika na kojima sam prethodno izmjerio fotosintetsku
ucinkovitost odrezao sam isjecke koje sam izvagao na analitickoj vagi. S listova skupine
o uzeo sam po jedan uzorak, a s listova skupine B po dva; jedan sa zelene regije i jedan sa
zute.

Za svaki uzorak biljaka u tarionik sam narezao oko 0,1 g biljnog tkiva. Vrhom $patule dodao
sam MgHCOs i nakon toga tkivo homogenizirao u acetonu. Tako homogenizirano tkivo
kvantitativno sam prenio u staklenu kivetu od 12 mL. Tkivo sam ekstrahirao 15 minuta u
hladnjaku, a zatim ga centrifugirao 10 minuta na 3000 rcf. Supernatant sam prebacio pipetom
u plasticnu kivetu. Nakon prve ekstrakcije talog je ostao zelene boje zbog Cega sam proveo
proces reekstrakcije acetonom 3 puta dok tkivo nije izgubilo zelenu boju. Za svaki uzorak sam
Spojio sve njegove supernatante i prije mjerenja izmjerio njihov ukupni volumen.
Apsorbanciju uzorka spektrometrijski (spektrometar Specord 40, Analytik Jena) sam izmjerio
na 470 nm, 644,8 nm i 661,6 nm, a kao slijepa proba koriSten je aceton. Za izraun
koncentracije klorofila a, klorofila b i karotenoida koristio sam ekstinkcijske faktore prema
Lichtenhaler-u (1987):

Chla= (11,24 x Ase16 — 2,04 X Asasag) X V / m x 103
Chl b = (20,13 x Asass — 4,19 X Ass1.6) X V/ m x 103
Chl a+b = (7,05 x Ass1,6 — 18,09 X Asasg) X V / m x 103
Car =[103x As470— 1,9 x (11,24 X Ass1,6 — 2,04 X Asasg) — 63,14 X (20,13 X Aesasg — 4,19 X
Ass1,6)] XV /214 x m x 103

gdje je:

V = ukupni volumen ekstrakta fotosintetskih pigmenata, izrazen u mL

m = masa uzorka, izrazena u gramima.

Chl a = koncentracija klorofila a u mg/g mase svjeze tvari uzorka

Chl b = koncentracija klorofila b u mg/g mase svjeze tvari uzorka

Chl a+b = koncentracija ukupnog klorofila u mg/g mase svjeze tvari uzorka

Car = koncentracija karotenoida u mg/g mase svjeze tvari uzorka
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2.4 MJIERENJE POLIFAZNOG RASTA FLUORESCENCIJE
KLOROFILA al JIP TEST

Fotosintetsku ucinkovitost biljaka izmjerio sam metodom mjerenja polifaznog rasta
fluorescencije klorofila a koriste¢i Handy PEA (engl. ,Plant Efficiency Analyser®,
Hansatech) fluorimetar (Hansatech, UK). Biljke sam drzao 30 min u tamnoj komori da bi se
prilagodile na uvjete tame. Tamnu komoru sam zatim osvijetlio zelenom svjetlosti i na listove
biljaka postavio kvacice na koje sam pric¢vrstio senzornu jedinicu PEA fluorimetra. Uredaj je
inducirao fluorescenciju pomoc¢u pulsa crvene saturacijske svjetlosti visokog intenziteta
(maksimum 650 nm, 3000 pmol m?2 s?) i izmjerio promjene tijekom 1 s. Izmjerene
vrijednosti uvrstio sam u JIP-test da bih izracunao parametare ucinkovitosti fotosintetskog

aparata (Strasser i sur., 2000). Koristeni parametri i njihov izracun prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Podaci i parametri JIP testa (prema Strasser i sur., 2000).

Fo intenzitet fluorescencije nakon 50 ps (O stupanj)
Fa00 intenzitet fluorescencije nakon 300 ps
FJ intenzitet fluorescencije nakon 2 ms (J stupanj)
Fi intenzitet fluorescencije nakon 30 ms ( | stupanj)
Fm maksimalni intenzitet fluorescencije (P stupanj)
Fv maksimalna varijabilna fluorescencija; Fm - Fo
tFm vrijeme potrebno da se postigne Fm
Vs varijabilna fluorescencija na J stupnju; V; = (F; — Fo)/(Fm — Fo)
Vi varijabilna fluorescencija na I stupnju; Vi = (Fi - Fo)/(Fm — Fo)
Sm normalizirana komplementarna povrsina iznad OJIP krivulje; Area/(Fm - Fo)
Mo ukupna brzina zatvaranja RC; (TRo/RC) - (ETo/RC)
N prometni broj; Sm[(dV/dt)o]/V;
TRo/ABS maksimalni kvantni prinos PSII; 1-(Fo - Fm) = Fu/Fm
ABS/RC apsorpcija po aktivnom reakcijskom sredistu; (TRo/RC)/(TRo/ABS)
TRo/RC hvatanje ekscitona po aktivnom reakcijskom sredistu; Mo/V;
ETo/RC elektronski transport po aktivnom reakcijskom sredistu; TRo/RC - Mo
DIo/RC otpustanje energije po aktivnom reakcijskom sredistu; (ABS/RC) - (TRo/RC)
RC/ABS omjer koncentracije klorofila reakcijskih sredista i antena klorofila;
(RC/ TRo) (TRo/ABS)
TRo/Dlo omjer hvatanja ekscitona i otpustanja energije; Fv/Fo

ETo/(TRo-ETo)

transport elektrona dalje od primarnog akceptora; (RC/CS)/(ABS/CS)

Plass

indeks fotosintetske ucinkovitosti; (RC/ABS) (TRo/Dio) [ETo/(TRo-ETo)]

24




2.5 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Dobivene podatke o parametrima poprecnog prereza lista, sadrzaju fotosintetskih pigmenata i
fluorescenciji klorofila a obradio sam u racunalnom programu StatSoft Inc. STATISTICA
version 12. Razlike izmedu parametara izmjerenih na listovima skupine o te na zutim i
zelenim regijama listova iz skupine  usporedene su analizom varijance (One-way ANOVA)
nakon Cega je primijenjen Fisher LSD (engl. ,,Least Significant Difference®) post hoc test.

Znacajnost je utvrdena na razini P < 0,05.
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3 REZULTATI

Ovo istrazivanje proveo sam na biljkama koje su rasle pod 2 razli¢ita svjetlosna rezima.
Skupina o rasla je izlozena suncevoj svjetlosti, a skupina [ rasla je u komori pod niskim
intenzitetom svjetlosti. Biljke iz skupine B bile su slabijeg rasta od onih iz skupine o.
Prosjec¢ne srednje vrijednosti visine biljaka iz skupine a kretale su se oko 70 cm, dok su biljke
i iz skupine B bile nesto nize i prosjecna visina se kretala oko 50 cm. Na listovima biljaka iz

skupine B razvile su se kloroti¢ne pruge (SI. 12). Skupina Bz predstavlja kloroti¢ni dio lista

skupine B, a Bz zeleni dio lista skupine.

Slika 12. Listovi japanskog dvornika iz skupine a (a) i B (b).
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3.1 ANATOMIJA LISTA VRSTE Reynoutria japonica Houtt.

Primjeri popre¢nih prereza listova svake skupine prikazani su na Slici 13.

Slika 13. Poprecni prerez listova japanskog dvornika iz skupine a (a), zute regije listova skupine B (b) i zelene
regije listova skupine B (c) pri povecanju mikroskopa od 400x. GE-gornja epiderma, PP-palisadni parenhim, SP-

spuzvasti parenhim, DE-donja epiderma, IC-medustaniéni prostor. Mjerilo, 50 pum.

Uocavamo vecu debljinu gornje epiderme u odnosu na donju, jednoslojan palisadni parenhim

te spuzvasti parenhim s izraZzenim medustani¢nim prostorima.

27



Debljina epiderme (gornje i donje), palisadnog parenhima, spuzvastog parenhima te ukupna

debljina lista izrazena u mikrometrima dana je za svaku skupinu u Tablici 2.

Tablica 2. Srednje vrijednosti sa standardnom devijacijom za parametre anatomije lista, izrazene u um, u
skupini o, te u Zutoj (BZ) i zelenoj (Pz) regiji listova skupine . Razli¢ita slova oznaGavaju statisti¢ki znac¢ajnu
razliku prema LSD testu (ANOVA), P < 0,05.

a Bz Bz
Ukupna debljina lista 2429+27,7a 222.4+333b 205,1+17,6¢
Gornja epiderma 33,5+9,8a 30,0+ 8,6¢C 322+84Db
Palisadni parenhim 77,9+20,7 a 66,7+139b 545+12,4c¢
Spuzvasti parenhim 97,5+24,2 a 93,5+30,2b 86,4+18,9¢
Donja epiderma 242+ 12,6 a 228+85b 22+8.1b

Najveca ukupna debljina lista zabiljeZzena je u skupini o, a najmanja u skupini fz. Ukupna

debljina lista u skupini BZ bila je ve¢a od Bz, a manja od one u skupini o.

U skupini a zabiljeZena je najveca debljina gornje epiderme, dok je u skupini Bz najmanja.
Debljina gornje epiderme u skupini Bz veca je od one u skupini Bz, a manja od one u skupini

a.

U skupini a zabiljezena je najveca debljina palisadnog parenhima, dok je u skupini Bz
najmanja. Debljina palisadnog parenhima u skupini Bz veca je od one u skupini Bz, a manja

od one u skupini o.
U skupini a zabiljezena je najveca debljina spuzvastog parenhima, dok je u skupini Bz
najmanja. Debljina palisadnog parenhima u skupini Bz veca je od one u skupini Bz, a manja

od one u skupini o.

Debljina donje epiderme najveca je u skupini o.. Izmedu utvrdenih vrijednosti skupina Bz i fz

nema statisticki znacajne razlike te su one znacajno manje u odnosu na one u skupini a.
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Na slikama 14 - 16 prikazan je postotni udio gornje epiderme, palisadnog parenhima,

spuzvastog parenhima i donje epiderme u ukupnoj debljini lista za svaku skupinu.

43%

10%

14%

O Gornja epiderma
B Palisadni parenhim
0O Spuzvasti parenhim
0O Donja epiderma

Slika 14. Postotni udio gornje epiderme, palisadnog parenhima, spuzvastog parenhima i donje epiderme u

ukupnoj debljini lista za skupinu a.

44%

11%

14%

O Gornja epiderma
B Palisadni parenhim
0O Spuzvasti parenhim
0O Donja epiderma

Slika 15. Postotni udio gornje epiderme, palisadnog parenhima, spuzvastog parenhima i donje epiderme u

ukupnoj debljini Zzute regije listova skupine B (Bz).
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11%

16%

O Gornja epiderma

@ Palisadni parenhim

O Spuzvasti parenhim

O Donja epiderma

45%

Slika 16. Postotni udio gornje epiderme, palisadnog parenhima, spuzvastog parenhima i donje epiderme u

ukupnoj debljini zelene regije listova skupine B (Bz).

Postotni udio gornje epiderme u ukupnoj debljini lista najveéi je u skupini Bz, a izmedu

skupina Bz i o nema razlike.

Najveci je udio palisadnog parenhima u skupini o, a najmanji u skupini fz. Skupina z ima

udio veci od onog u skupini 3z, a manji od onog u skupini a.

Najveci je udio palisadnog parenhima u skupini Bz, a najmanji u skupini o. Skupina fz ima

udio vec¢i od onog u skupini a, & manji od onog u skupini z

Najveéi udio donje epiderme je u skupinama Bz i Bz, izmedu kojih nema razlike. Skupina

o ima najmanji postotni udio donje epiderme.
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3.2 KONCENTRACIJA FOTOSINTETSKIH PIGMENATA

Koncentracija fotosintetskih pigmenata izmjerena je na ekstraktima listova iz skupine o te na

ekstraktima zelenih i zutih dijelova listova iz skupine 3.

Vrijednosti ukupne koncentracije klorofila (SI. 17) kretale su se od 1,645 mg/g svjeze tvari do
2,154 mg/g svjeze tvari sa srednjom vrijednoscu 1,929 mg/g svjeze tvari (skupina o), od 0,934
mg/g svjeze tvari do 1,903 mg/g svjeze tvari sa srednjom vrijednoscéu 1,274 mg/g svjeze tvari
(zuta regija listova skupine B) te od 1,639 mg/g svjeze tvari do 2,277 mg/g svjeze tvari sa
srednjom vrijednoséu 1,850 (zelena regija listova skupine B). Utvrdeno je da se Pz skupina

statisticki razlikuje od ostalih dviju.

Vrijednosti omjera klorofila a i klorofila b (SI. 18), izrazene u relativnim jedinicama, kretale
su se od 2,422 do 2,740 sa srednjom vrijednos¢u 2,615 (skupina a), od 1,289 do 1,967 sa
srednjom vrijednos¢u 1,613 (zuta regija listova skupine B) te od 1,575 do 2,087 sa srednjom
vrijednos¢u 1,814 (zelena regija listova skupine B). Utvrdeno je da se skupina a statisticki

razlikuje od ostalih dviju.

Vrijednosti prosjecne koncentracije karotenoida (SI. 19) kretale su se od 0,325 mg/g svjeze
tvari do 0,460 mg/g svjeze tvari sa srednjom vrijedno$c¢u 0,378 mg/g svjeze tvari (skupina a),
od 0,155 mg/g svjeze tvari do 0,359 mg/g svjeze tvari sa srednjom vrijednoscu 0,222 mg/g
svjeze tvari (zuta regija listova skupine B) te od 0,250 mg/g svjeze tvari do 0,405 mg/g svjeze
tvari sa srednjom vrijednos¢u 0,324 mg/g svjeze tvari (zelena regija listova skupine p).
Statisticki znacajna razlika utvrdena je izmedu a i Zute regije listova iz 3 skupine, dok se Bz

nije razlikovao ni od a ni od Zute regije listova iz skupine 3.

Vrijednosti omjera ukupne koncentracije klorofila naspram koncentracije karotenoida (SI. 20),
izrazene u relativnim jedinicama, kretale su se od 4,528 do 5,691 sa srednjom vrijedno$c¢u
5,137 (skupina o), od 5,349 do 6,734 sa srednjom vrijednos$¢u 5,881 (zuta regija listova
skupine B) te od 5,275 do 6,578 sa srednjom vrijednoscu 5,792 (zelena regija listova skupine

B). Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu skupina.
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Slika 17. Prosjec¢ne vrijednosti i standardne devijacije ukupne koncentracije klorofila a i b (Chl a + b), izraZene

u mg/g svjeze tvari, u skupini o, te u zZutoj (B2) i zelenoj (Bz) regiji listova skupine f3. Razli¢ita slova oznadavaju

statisticki znac¢ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), P < 0,05.
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Slika 18. Prosjec¢ne vrijednosti i standardne devijacije medusobnog odnosa klorofila a i b (Chl a/b), izrazene u

relativnim jedinicama, u skupini a, te u Zutoj (BZ) i zelenoj (Bz) regiji listova skupine B. Razliéita slova

oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), P < 0,05.
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Slika 19. Prosje¢ne vrijednosti i standardne devijacije ukupne koncentracije karotenoida (Car), izrazene u mg/g

svjeze tvari, u skupini a, te u Zutoj (B2) i zelenoj (Bz) regiji listova skupine 3. Razli¢ita slova oznacavaju

statisti¢ki znagajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), P < 0,05.
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Slika 20. Prosje¢ne vrijednosti i standardne devijacije omjera ukupne koncentracije klorofila naspram

koncentracije karotenoida (Chl a+b/Car), izrazene u relativnim jedinicama, u skupini a, te u Zutoj (BZ) i zelenoj

(Bz) regiji listova skupine B. Razlidita slova oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA),

P <0,05.
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3.3 PARAMETRI FLUORESCENCIJE KLOROFILA a

3.3.1 Maksimalni kvantni prinos

Vrijednosti maksimalnog kvantnog prinosa PSIlI (TRo/ABS, Sl. 21), izrazene u relativnim
jedinicama, kretale su se u rasponu od 0,795 do 0,831 sa srednjom vrijednosc¢u 0,814 (skupna
a), 0,096 do 0,383 sa srednjom vrijednos¢u 0,257 (zuta regija listova skupine B) i 0,154 do
0,674 sa srednjom vrijednos¢u 0,460 (zelena regija listova skupine B). Utvrdena je statisticki

znacajna razlika izmedu sve 3 skupine.
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Slika 21. Prosjecne vrijednosti i standardne devijacije maksimalnog kvantnog prinosa PSIl (TRo/ABS), izrazene
u relativnim jedinicama, u skupini a, te u zutoj (Bz) i zelenoj (Bz) regiji listova skupine (3. Razli¢ita slova

oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), P < 0,05.
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3.3.2 Prijenos energije po aktivnom reakcijskom sredistu

Vrijednosti apsorpcije po aktivnom reakcijskom sredistu (ABS/RC, Sl. 22), izrazene u
relativnim jedinicama, kretale su se u rasponu od 1,996 do 2,261 sa srednjom vrijedno$¢u
2,148 (skupina a), od 6,239 do 20,657 sa srednjom vrijednos¢u 10,022 (Zuta regija listova
skupine B) te od 2,989 do 13,908 sa srednjom vrijednoscu 5,490 (zelena regija listova skupine

B). Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu sve 3 skupine.

Vrijednosti hvatanja ekscitona po aktivnom reakcijskom sredis$tu (TRo/RC, Sl. 23), izrazene u
relativnim jedinicama, kretale su se u rasponu od 1,641 do 1,837 sa srednjom vrijednoscu
1,749 (skupina a), od 2 do 2,789 sa srednjom vrijednosti 2,353 (zuta regija listova skupine 3)
te od 1,974 do 2,525 sa srednjom vrijednos¢u 2,279 (zelena regija listova skupine f).
Utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu B skupina ali da postoji izmedu

njih i skupine o.

Vrijednosti elektronskog transporta po reakcijskom sredistu (ETo/RC, Sl. 24), izrazene u
relativnim jedinicama, kretale su se u rasponu od 1,208 do 1,374 sa srednjom vrijedno$éu
1,269 (skupina a), od 0,883 do 1,438 sa srednjom vrijednoséu 1,167 (Zuta regija listova
skupine B) te od 0,468 do 1,245 sa srednjom vrijednos¢u 1,001 (zelena regija listova skupine

B). Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu sve 3 skupine.

Vrijednosti otpustanja energije u obliku fluorescencije i topline po aktivhom reakcijskom
sredistu (DIo/RC, Sl. 25), izrazene u relativnim jedinicama, kretale su se u rasponu od 0,354
do 0,442 sa srednjom vrijednos¢éu 0,399 (skupina a), od 4,102 do 18,657 sa srednjom
vrijednos¢u 7,670 (zuta regija listova skupine B) te od 0,973 do 11,764 sa srednjom
vrijednos¢u 3,211 (zelena regija listova skupine B). Utvrdena je statisticki znacajna razlika

izmedu sve 3 skupine.
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Slika 22. Prosjec¢ne vrijednosti i standardne devijacije apsorpcije po aktivnom reakcijskom sredistu (ABS/RC),

izrazene u relativnim jedinicama, u skupini a, te u Zutoj (Bz) i zelenoj (Bz) regiji listova skupine p. Razli¢ita

slova oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), P < 0,05.

TRo/RC (relativne jedinice)

Slika 23. Prosje¢ne vrijednosti i standardne devijacije hvatanja ekscitona po aktivnom reakcijskom sredistu

(TRo/RC), izrazene u relativnim jedinicama, u skupini a, te u Zutoj (Bz) i zelenoj (Bz) regiji listova skupine (3.

Razli¢ita slova oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), P < 0,05.
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ETo/RC (relativne jedinice)

Slika 24. Prosjec¢ne vrijednosti i standardne devijacije elektronskog transporta po aktivnom reakcijskom sredistu
(ETo/RC), izrazene u relativnim jedinicama, u skupini a, te u Zutoj (Bz) i zelenoj (Bz) regiji listova skupine .

Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), P < 0,05.
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Slika 25. Prosje¢ne vrijednosti i standardne devijacije otpu$tanja energije u obliku fluorescencije i topline po
aktivnom reakcijskom sredistu (DIo/RC), izrazene u relativnim jedinicama, u skupini o, te u zutoj (Bz) i zelenoj
(Bz) regiji listova skupine B. Razlidita slova oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA),

P <0,05.
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3.3.3 lndeks fotosintetske ucinkovitosti

Iz tih vrijednosti izraunate su vrijednosti fotosintetske u¢inkovitosti (Plass, Sl. 26), izrazene
u relativnim jedinicama, koje su se kretale u rasponu od 4,914 do 6,476 (skupina o) sa
srednjom vrijednos¢u 5,440, od 0,006 do 0,089 sa srednjom vrijednos¢u 0,042 (zuta regija
listova skupine B) te od 0,015 do 0,720 sa srednjom vrijedno$¢u 0,202 (zelena regija listova

skupine B). Utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu sve 3 skupine.

Vrijednosti omjera koncentracije klorofila reakcijskog sredista i koncentracije antena klorofila
(RC/ABS, Sl. 27) izrazene u relativnim jedinicama, kretale su se u rasponu od 0,442 do 0,5 sa
srednjom vrijednos¢u 0,466 (skupina o), od 0,048 do 0,16 sa srednjom vrijednosc¢u 0,109
(zuta regija listova skupine B) te od 0,071 do 0,334 sa srednjom vrijednos¢u 0,203 (zelena

regija listova skupine B). Utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu sve 3 skupine.

Vrijednosti hvatanja ekscitona i otpusStanja energije (TRo/Dlo, Sl. 28) izraZene u relativnim
jedinicama, kretale su se u rasponu od 3,896 do 4,934 sa srednjom vrijednosc¢u 4,396 (skupina
a), od 0,107 do 0,621 sa srednjom vrijednoscu 0,358 (zuta regija listova skupine ) te od
0,182 do 2,07 sa srednjom vrijednos¢u 00,949 (zelena regija listova skupine B). Utvrdena je

statisticki znacajna razlika izmedu sve 3 skupine.

Vrijednosti transporta elektrona dalje od primarnog akceptora Qa [ETo/(TRo-ETo), SI. 29],
izraZzene u relativnim jedinicama, kretale su se u rasponu od 2,357 do 3,223 sa srednjom
vrijednoscu 2,66 (skupina o), od 0,684 do 1,483 sa srednjom vrijednos$¢éu 1,016 (Zuta regija
listova skupine B) te od 0,264 do 1,368 sa srednjom vrijednos¢u 0,837 (zelena regija listova

skupine B). Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu sve 3 skupine.

38



70

6,0

5,0 -

4,0

3,0 1

2,0

Plags (relativne jedinice)

1,0 -

0,0 T T T 1

Slika 26. Prosje¢ne vrijednosti i standardne devijacije indeksa fotosintetske u¢inkovitosti (Plags), izraZzene u
relativnim jedinicama, u skupini a, te u Zutoj (BZ) i zelenoj (Bz) regiji listova skupine B. Razlicita slova

oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), P < 0,05.
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Slika 27. Prosje¢ne vrijednosti i standardne devijacije omjera koncentracije klorofila reakcijskog sredista i
koncentracije antena klorofila (RC/ABS), izrazene u relativnim jedinicama, u skupini o, te u zutoj (Bz) i zelenoj
(Bz) regiji listova skupine B. Razlidita slova oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA),

P <0,05.
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Slika 28. Prosjeéne vrijednosti i standardne devijacije hvatanja ekscitona i otpustanja energije (TRo/Dlg),
izrazene u relativnim jedinicama, u skupini a, te u Zutoj (BZ) i zelenoj (Bz) regiji listova skupine p. Razli¢ita

slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), P < 0,05.
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Slika 29. Prosje¢ne vrijednosti i standardne devijacije transporta elektrona dalje od primarnog akceptora Qa
[ETo/(TRo-ETo)], izraZene u relativnim jedinicama, u skupini a, te u zutoj (Bz) i zelenoj (Bz) regiji listova

skupine B. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), P < 0,05.
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4 RASPRAVA

U ovom istrazivanju proucavan je utjecaj razli¢itih svjetlosnih rezima na rast i fotosintetsku
ucinkovitost japanskog dvornika. Skupina arasla je izloZzena suncevoj svjetlosti s
promjenjivim intenzitetom svjetlosti, pri ¢emu je maksimalni izmjereni intenzitet iznosio
1250 umol m s, Skupina biljaka B, rasla je u komori s konstantnim, ali znatno nizim PPFD
(60 umol m? s1). Budu¢i da je japanski dvornik heliofilna vrsta (Barney i sur., 2006)
oc¢ekivano je da ¢e skupina biljaka uzgajanih na niskom intenzitetu svjetlosti biti slabijeg rasta
1 nize fotosintetske u¢inkovitosti. Poznato je takoder da nizak intenzitet svjetlosti i zasjenjenje
Cesto uzrokuje promjene u razvoju biljaka koje se opisuju kao ,,izbjegavanje“ sjene (engl.
,,.shade avoidance®). Takve biljke pokazuju brzu elongaciju stabljika i listova, a karakterizira
ih i uspravna orijentacija listova (Franklin, 2008). Biljke skupine B su bile ne$to nizeg rasta u
odnosu na one iz skupine a. Unato¢ tome, biljke skupine § su davale dojam bujnijeg izgleda
zbog vise bocnih izdanaka. Ipak, stabljike bo¢nih izdanaka su bile tanje i krzljavije, a listovi
povrSinom manji §to odgovara ocekivanom fenotipu biljaka koje su rasle na niskom

intenzitetu svjetlosti.

Vrste tolerantne na nizak intenzitet svjetlosti najée$¢e pokazuju razlicite prilagodbe listova
kako bi se optimizirala fotosintetska aktivnost u takvim uvjetima; listovi su tanji, dolazi do
promjene u koli¢ini fotosintetskih pigmenata te promjena u anatomskoj gradi listova
(Franklin, 2008). Na listovima biljaka skupine  razvila su se kloroti¢na podruc¢ja poput onih
kakva se ocekuju na senescentnom listu. Senescencija je strogo regulirani razvojni proces
tijekom kojeg dolazi do degradacije biomolekula, u prvom redu fotosintetskih pigmenata i
proteina (Brouwer i sur., 2012). U uvjetima stresa dolazi do inducirane senescencije (Gan i
Amasino, 1997). U ovom slucaju, stresor od posebnog interesa je nizak intenzitet svjetlosti,

poput onog kojemu su bile izlozene biljke skupine f3.

Nizak intenzitet svjetlosti pokazao je negativan utjecaj na anatomsku gradu listova japanskog
dvornika. lzmjerene su debljine lista, gornje epiderme, palisadnog parenhima, spuzvastog
parenhima i donje epiderme. Ovo istrazivanje je pokazalo da je ukupna debljina listova, kao i
sva Cetiri mjerena parametra na listovima iz skupine 3 znacajno niza u odnosu na listove iz

skupine o (Tab. 2), sto je u skladu s navodima. Omjeri gornje i donje epiderme te palisadnog i
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spuzvastog parenhima pokazali su vrlo sli¢ne rezultate kod sva tri tipa uzoraka (SI. 14, 15 i
16). Listovi biljaka koje su rasle na nizem intenzitetu svjetlosti povrsinski su manji, posjeduju
tanju epidermu i tanji parenhim dok na povisenom intenzitetu svjetlosti dolazi do zadebljanja
epiderme, kutikule i parenhima, a ponekad se stvaraju i novi slojevi palisadnog parenhima
(James i Bell, 1999; Oguchi i sur., 2005). Prijasnja istrazivanja pokazala su da to vrijedi i za
¢lanove porodice Polygonaceae (Patterson i sur., 1977).

Deblja gornja epiderma listova izlozenih visokom intenzitetu svjetlosti je ucinkovita
prilagodba listova kako bi se zastitilo fotosintetsko tkivo (James i Bell, 1999) §to je sluéaj i u
nasem istrazivanju. Debljina parenhima je smanjena u senesciraju¢im listovima (Buchanan-
Wollaston, 1997) i onima koji su izloZeni niskom intenzitetu svjetlosti (Oguchi i sur., 2005).
U skladu s tim, obje regije listova skupine B posjeduju tanji parenhim od onih iz skupine

o (SI. 13).

U ovom istrazivanju utvrdeno je da su se i ukupna koncentracija klorofila (Chl a+b) i ukupna
koncentracija karotenoida u Zutoj regiji lista skupine 3 smanjile (SI. 17 i 19), Sto sugerira da je
do kloroze doSlo zbog niZe koncentracije klorofila, a ne zbog povecane koncentracije
karotenoida budu¢i da je poznato da se Klorofili u senescentnim listovima razgraduju brze od
karotenoida (Tuba i sur., 2006). To je i potvrdeno izratunom omjera ukupne koncentracije
klorofila naspram koncentracije karotenoida (Chl a+b/Car) jer je pokazano kako ne postoji
statisticki znacajna razlika izmedu skupine o kao ni izmedu Zute i zelene regije skupine 3 (SI.
20). Jednak omjer Chl a+b/Car je mogu¢ u slucaju da se karotenoidi, ¢ija je koncentracija u
svim uzorcima manja od koncentracije klorofila, razgraduju sporije od molekula klorofila.
Omijer Chla/Chlb je smanjen u obje regije listova skupine B sto je u skladu s prijasnjim
opazanjima o listovima izlozenom niskom intenzitetu svjetlosti (Lichtenthaler, 2007) koja
sugeriraju brzu razgradnju klorofila a od razgradnje klorofila b §to nasi rezultati izracuna
omjera Chla/Chlb i potvrduju (SI. 18).

Mjerenjem fluorescencije klorofila a u listovima japanskog dvornika izlozenog razliCitim
rezimima osvjetljenja utvrdena je ucinkovitost fotosintetskog aparata.

Parametar TRo/ABS (F./Fm) predstavlja mjeru potencijalnog maksimalnog kvantnog prinosa
PSII i jedan je od najcesce koriStenih indikatora stresa i ucinkovitosti fotosinteze. U mnogim
biljnim vrstama njegova optimalna vrijednost iznosi oko 0,83 (Maxwell i Jonhson, 2000). U

ovom istrazivanju njegova optimalna vrijednost je izmjerena u skupini o dok je na obje regije
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listova skupine 3, pogotovu u Bz, izmjerena vrijednost znac¢ajno niza od optimalne §to je i
oc¢ekivana posljedica niZze koncentracije fotosintetskih pigmenata (SI. 21). U istrazivanju na
zasjenjenim listovima koji nisu zapoceli senescenciju (Lichtenthaler, 2013) dobivene su
vrijednosti TRo/ABS tek nesto nize 0,8 §to sugerira da iznimno niske vrijednosti TRo/ABS u
BZ nisu tek posljedica privremene adaptacije na nizi intenzitet svjetlosti ve¢ da su uzrokovane
oste¢enjem fotosintetskog aparata procesima koji se dogadaju za vrijeme senescencije.
Takoder, znatno nize vrijednosti u listovima skupine [ ukazuju na to da je primarna

fotokemija PSII ograni¢avajuci korak fotosintetske aktivnosti (Strasser i sur., 2000).

Mijerenja parametara specificnog protoka energije daju uvid u raspodjelu energije kroz PSII
na razini reakcijskog sredista. Istrazivanja su pokazala da uz mjerenje maksimalnog kvantnog
prinosa PSII, parametri specificnog protoka energije daju detaljniji uvid u funkcioniranje PSII
(Force, 2003). Energija fotona apsorbirana pomocu fotosintetskih pigmenata na pocetku
procesa fotosinteze ima tri potencijalne sudbine. Nakon §to molekule klorofila antena
kompleksa fotosustava apsorbiraju foton (ABS), pokreée se energetska kaskada prijenosa
ekscitacijske energije kroz antena kompleks s molekule na molekulu. Dio te energije se
otpusti u obliku topline (Dlo), a dio bude uhvacen u reakcijskom sredistu (TRo) i iskoristi se
za redukciju Qa (ETo) ¢ime se energija dalje Salje kroz transportni lanac elektrona (Strasser
2004). Ovo istrazivanje je pokazalo da su parametri ABS/RC (apsorpcija po aktivnom
reakcijskom sredistu) i TRo/RC (hvatanja ekscitona po aktivnom reakcijskom sredistu kada su
sva reakcijska sredista otvorena) porasli na obje regije listova iz skupine B (Sl. 22 i 23), dok
parametar ETo/RC (elektronski transport po aktivnom reakcijskom sredistu) opada (SI. 24).
Lichtenthaler i sur., 2007b to objasnjavaju time $to biljke prilagodene na visoki intenzitet
svjetlosti imaju funkcionalno manje antena komplekse kako bi izbjegle fotoinhibiciju
pretjeranim podrazivanjem fotosustava, no budu¢i da imaju funkcionalne fotosustave,
elektronski transport se normalno odvija. Budu¢i da su molekule klorofila u antena kompleksu
pretezito molekule klorofila b (Busheva i sur., 1991), za ocekivati je da ¢e listovi iz skupine
o imati ve¢i Chla/Chlb omjer, $to je i potvrdeno ovim istrazivanjem. Okabe i sur., 1977
navode da je smanjena ukupna koncentracija klorofila koja se pojavljuje u senescentnom lis¢u
povezana s manjim fotosintetskim jedinicama vece efikasnosti $to objaSnjava zaSto je u
skupini Bz vrijednost ABS/RC najveca unato¢ najmanjoj koncentraciji ukupnog klorofila.

Buduc¢i da senescentni listovi imaju mnogo veéi kapacitet za apsorpciju i hvatanje ekscitona u

reakcijska srediSta u odnosu na mogucénost transportiranja elektrona dalje u fotosustav,

43



pobudnu energiju moraju nekako izbaciti iz svojih pobudenih reakcijskih sredista (Strasser i
sur., 2004). Ta prekomjerna energija se otpusta u obliku topline ili fluorescencije, §to je
opisano parametrom DIo/RC (otpustanje energije po aktivnom reakcijskom sredistu u trenutku
kada su sva srediSta otvorena) (Strasser i sur., 2004). Ustanovljeno je da je najvisu vrijednost
parametra DIlo/RC imaju zute regije listova skupine 3, a najmanju listovi skupine o (Sl. 25).
Povecana apsorpcija (ABS/RC) i protok uhvacenih elektrona (TRo/RC), uz paralelni pad
TRo/ABS vrijednosti ukazuje da je doSlo do inaktivacije reakcijskih srediSta (Yusuf i sur.,
2010). Takva inaktivirana srediSta se nazivaju i ,,tiha* sredista (engl. ,,silent” centres) i ona
ucinkovito love pobudnu energiju, ali ju mogu isklju¢ivo otpustiti u obliku topline (Strasser i
sur., 2004). Poveéanje DIo/RC parametra u listovima skupine B pradeno je smanjenjem
parametra ETo/RC Sto potvrduje da su reakcijska srediSta inaktivirana i1 transformirana u

,,fitha®.

Za detaljniji uvid u vitalnost i ucinkovitost fotosinteze izracunat je indeks fotosintetske
uc¢inkovitosti (Plass), parametar koji objedinjuje sve klju¢ne dogadaje u reakcijskom sredistu
PSII o kojima ovisi fotosintetska aktivnost (gustoca reakcijskih sredista, omjer protoka
uhvacene i rasipane energije te elektronski transport daje od primarnog akceptora (Qa’) (van
Heerden i sur., 2007; Lepedus i sur., 2012). Panda i Sarkar (2013) navode da vrijednost Plass
znatno opada u senescentnim listovima §to je u skladu s nalazima ovog istraZivanja. Listovi
biljaka iz skupine a pokazali su znacajno viSe vrijednosti u odnosu na obje regije listova iz
skupine B (SI. 26). Nize vrijednosti PIags parametra na listovima iz skupine 3 posljedica su
znacajno nizih vrijednosti sva tri parametara: RC/ABS (Slika 27), TRo/Dlo (Slika 28) i
(ETo/(TRo-ETo) (Slika 29). lzrazito niske vrijednosti izmjerene na listovima [ skupine

ukazuju na smanjenje funkcioniranja PSII kao posljedicu niskog intenziteta svjetlosti.
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5 ZAKLJUCAK

Na temelju istrazivanja anatomije listova 1 ucinkovitosti fotosustava II mjerenjem
fluorescencije klorofila a i koncentracije fotosintetskih pigmenata u listovima japanskog

dvornika (Reynoutria japonica Houtt.) moze se zakljuciti slijedece:

1. Nizak intenzitet svjetlosti imao je negativan utjecaj na rast biljaka. Dok su tanji listovi
uobicajena prilagodba na niski intenzitet svjetlosti, kloroti¢ne pruge ukazuju da je

nizak intenzitet svjetlosti inducirao proces senescencije.

2. Koncentracija fotosintetskih pigmenata (Chl a+b) te vrijednost omjera klorofila a i b
(Chl a/b) je smanjena u biljkama izloZzenima niskom intenzitetu svjetlosti dok se omjer
ukupnih klorofila naspram karotenoida (Chl a/b/Car) nije statisti¢ki znacajno
razlikovao. To potvrduje da je inducirani proces senecsencije uslijed izlozenosti

niskom intenzitetu svjetlosti doveo do razgradnje fotosintetskih pigmenata.

3. Smanjeni omjer klorofila a i b (Chl a/b) je doveo do porasta apsorpcije po aktivnom
reakcijskom sredistu (ABS/RC). Povecani protok uhvacenih elektrona (TRo/RC) uz
istovremeno smanjene elektronskog transporta po aktivnom reakcijskom srediStu
(ETo/RC) rezultiralo je pojatanim otpustanjem energije u obliku topline (DIlo/RC) §to

je pokazalo da je nizak intenzitet svjetlosti inaktivirao reakcijska sredista PSII.
4. Maksimalni kvantni prinos PSIl (TRo/ABS) kao i indeks fotosintetske uéinkovitosti

(Plass) su bili nizi u biljkama izloZzenim niskom intenzitetu svjetlosti §to dokazuje

njegov negativan utjecaj na u¢inkovitost fotosintetskog aparata.
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