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Short abstract:

In this work the aim was to determine photosynthetic efficiency and the level of antioxidant response in young and mature
leaves of common fig plant (Ficus carica L.) exposed to light stress. This investigation was comprehended of three parts:
determining the influence of diurnal changes in light intensity and temperature, showing the influence of high light intensity and
elevated temperature (HL35) or lower temperature (HL10) as well as influence of low light intensity combined with elevated
(LL35) or lower temperature (LL10). Also, the influence of nigericin (NGC) and dithiothreitol (DDT) as inhibitors of
nonphotochemical fluorescence a quenching was investigated. During 24 hours, in midday high irradiance and elevated
temperature caused decrease in photosynthetic efficiency. Photoinhibition was more pronounced in young leaves. They
dissipated greater fraction of absorbed light by nonphotochemical processes and they had more functional antioxidant system
as response to stressful conditions. In mature leaves absorbed light was used efficiently for photochemical reactions,
photosynthetic performance was down-regulated but they showed faster recovery after photoinhibition. Different combinations of
light intensity and temperature showed increased sensitivity of young leaves to HL10 treatment as well as pronounced impact of
HL35 treatment on mature leaves. Elevated temperature caused lipid peroxidation on both types of leaves while the activities of
antioxidative enzymes indicated different protection strategies in young and mature leaves. Inhibitors of nonphotochemical
fluorescence a quenching in combination with stress caused by high light and elevated temperature (HL35) showed greater
sensitivity in young leaves to NGC and in mature leaves to DTT. This was shown by decrease of photosynthetic performance
and decrease of antioxidant enzymes activity.
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PQ plastokinon
PSI fotosustav |
PSII fotosustav Il
PUFA engl. poliunsaturated fatty acid — polinezasiéene masne kiseline
Qa vezani plastokinon
Qs slabo vezani (mobilni) plastokinon
gN koeficijent nefotokemijskog gaSenja fluorescencije klorofila a
gP koeficijent fotokemijskog gaSenja fluorescencije klorofila a
RC engl. reaction center — reakcijsko srediste
RNS engl. reactive nitrogen species — reaktivne dusSikove jedinke
ROS engl. reactive oxygen species — reaktivne kisikove jedinke
Rubisco Ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza
SDS engl. sodium dodecyl sulphate — natrij dodecil sulfat
SOD engl. superoxide dismutase — superoksid dismutaza
SP engl. saturation pulse - saturacijski puls
TBA tiobarbituratna kiselina
engl. thiobarbitutic acid reactive substances - supstanci koje reagiraju s
TBARS . . S
tiobarbiturnom kiselinom
TBS engl. Tris-buffered saline — Tris NaCl pufer
TCA trikloroctena kiselina
TR engl. trapping - hvatanje ekscitona
Tris tris(hidroksimetil)aminometan
VDE violaksantin de-epoksidaza
VE violaksantin epoksidaza
AF/Fm' efektivni prinos fluorescencije

ApH trans-tilakoidni gradijent protona



1. UVOD



Obi¢na smokva (Ficus carica L.) je mediteranska vrsta koja je dobro prilagodena razli€itim
tipovima klime. To je listopadno stablo, osjetlivo na niske temperature, moze se lako
vegetativno razmnoZavati, a najkvalitetniji prinos postize u suhoj i toploj klimi. Smokva je
kultivirana vrsta Ciji se plodovi koriste u prehrani kao svjeZe ili suSeno voce izuzetne
prehrambene vrijednosti. Plodovi su bogati vlaknima, kalcijem i vitaminima, a u posljednje
vrijeme se svrstava u ,zdravu hranu® (Prgomet i Boha¢ 2003; Flaishman i sur. 2008). Za
smokvu je karakteristi€éna produljena produkcija mladih listova tijekom ljetnih mjeseci iako su
direktno izloZeni stresnim uvjetima u okoliSu: visokoj koli€ini osvjetlienja i poviSenoj

temperaturi.

Bilike su podloZzne promjenama u okoliSu koje mogu uzrokovati oksidativni stres. Biljke se
¢ak i u normalnim uvjetima moraju nositi sa suviSkom svjetlosti. One mogu maksimalno
iskoristiti svjetlost koju imaju na raspolaganju, a da pri tome potencijalna oStecenja,
uzrokovana prevelikom koli¢inom svjetlosti, svedu na minimum. Takoder, biljke su sposobne
prilagoditi se na umjerene dnevne i sezonske promjene, no u slu¢aju kada na njih djeluje i
neki dodatni stres kao Sto su visoka ili niska temperatura, dolazi do smanjenja praga
tolerancije na stres te dolazi do fotoinhibicije (Murata i sur. 2007). Posljedica fotoinhibicije su
smanjen kvantni prinos, smanjena fotokemijska aktivhost fotosustava Il te smanjena
maksimalna stopa fotosinteze (Takahashi i Murata 2008; Tyystjarvi 2008). Smatra se da je
protein D1 primarno mjesto fotoinhibicije, a kapacitet njegove izmjene (engl. turnover) je
kljuéni fizioloSki uvjet vazan u stvaranju tolerancije te u oporavku od fotoinhibicije (Keren i
Krieger-Liszkay 2011; Tikkanen i Aro 2012). Direktna posljedica fotoinhibicije jest smanjenje

koli€¢ine pigmenata i peroksidacija lipida (Perl-Treves i Perl 2002).

Fotosinteza je jedan od najvaznijih metabolickih procesa u biljkama. Odredivanje
fotosintetske uc€inkovitosti daje nam informaciju o vitalnosti biljke. Kljuénu ulogu u svjetlosnim
reakcijama fotosinteze imaju tri proteinska kompleksa: fotosustav Il (PSIl), citokrom bsf-
kompleks i fotosustav | (PSI). Jednom kad apsorbirana svjetlosna energija stigne do
reakcijskog sredista fotosustava Il (PSIl), ona se iskoriStava u tri usporedna procesa. Jedan
dio apsorbirane energije iskoristi se u fotokemijskim procesima, dio se otpusti nefotokemijski
u obliku topline, a dio se rasipa u obliku fluorescencije (Muller i sur. 2001; Foyer i Shigeoka
2011). Kada je koli€ina svjetlosti optimalna, vecina ¢e se apsorbirane energije iskoristiti u
fotokemijskim procesima, no kada je svjetlost u suviSku i premasuje fotokemijski kapacitet,
veci ¢e se dio otpustiti u obliku topline. U slu¢aju da nefotokemijski zasStitni mehanizmi nisu

dostatni da uklone svu energiju u suvisSku te da ne postoji u€inkovita regulacija fotosintetskog



transporta elektrona, povecat ¢e se vjerojatnost nastanka reaktivnih kisikovih jedinki (Perez-
Torres i sur. 2006; Foyer i Shigeoka 2011).

Metabolicki putovi u biljaka su vrlo osjetljivi na promjene u okoliSu pa ta metabolicka
neravnoteZa moZze izazvati oksidativni stres u stanicama. Tada dolazi do pojacanog
stvaranja i akumulacije reaktivnih kisikovih jedinki (engl. reactive oxygen species — ROS).
Fotosintetski transport elektrona jedan je od glavnih izvora reaktivnih kisikovih jedinki u
fotosintetski aktivnim biljnim tkivima te ima potencijal stvoriti singletni kisik 'O, i superoksidni
radikal O,*’, a posredno se stvaraju joS i vodikov peroksid H,O, te hidroksilni radikal OHe
(Bhattacharjee 2005; Suzuki i sur. 2012). Kako bi smanjile ili sprije€ile oSte¢enja koja ROS
uzrokuju, biljke su razvile funkcionalan antioksidativni sustav sastavljen od enzimatskih i
neenzimatskih komponenata koje sudjeluju u direktnom uklanjanju ROS-a te tako
sprje€avaju njihovo nekontrolirano formiranje. Antioksidativni sustav, izmedu ostalih,
uklju€uje enzime superoksid dismutazu (SOD), katalazu (CAT) te enzime glutation-
askorbatnog ciklusa dok neenzimatski antioksidansi uklju€uju primjerice a-tokoferol,
akorbinsku kiselinu i karotenoide (Gill i Tuteja 2010; Foyer i Shigeoka 2011). S obzirom da
koli€¢ina reaktivnih kisikovih jedinki u stanici ovisi o ravnotezi izmedu produkcije aktivhog
kisika i kapaciteta za njegovo uklanjanje, klju¢an je ucinkoviti odgovor antioksidativnih
enzima. Superoksid dismutaza uklanja O, stvara O, i H,O,. Dalje, katalaza ili askorbat
peroksidaza uklanjaju H,O, i prevode ga do vode i O,. Uklanjanje H,O, ovisno o askorbatu,
uz askorbat peroksidazu (APX) treba i glutation reduktazu (GR). Funkcionalna suradnja svih
enzima je iznimno vazna za ucinkovito uklanjanje Stetnih reaktivnih jedinki u stanici (Lu i sur.
2007; Khatoon i sur. 2009; Gill i Tuteja 2010).

na okolisne &mbenike stresa. Cesto su mladi listovi direktno izloZeni svjetlosti visokog
intenziteta i mehanizmi zaStite od svjetlosnog oSteéenja su vrlo aktivni tijekom ranih faza
razvoja lista (Jiang i sur. 2004; Jiang i sur. 2006b; Lepedus$ i sur. 2011). Unato€ niZoj
fotosintetskoj uc€inkovitosti u odnosu na razvijene listove, mladi listovi pokazuju najvecéu
razinu fotoinhibicije tijekom dana te izrazito visoku sposobnost disipacije kao nacin zastite od

svjetlosnog stresa. Takoder, kapacitet za ucinkovito iskoriStenje svjetlosne energije nesto je



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA



2.1. KARAKTERISTIKE SMO KVE (Ficus carica L.)

Obi¢na smokva (Ficus carica L.) (Slika 1) pripada porodici Moraceae. Rodu Ficus pripada
oko 700 vrsta koje su uglavnom rasprostranjene u tropskom i suptropskom podruéju, a samo
nekoliko vrsta ima jestiv plod. Rasprostranjene su od Irana, Male Azije i Sirije pa sve do
Mediteranskog podru&ja. Razvijeno je na tisuée kultivara, uglavnhom neimenovanih, a kao
krajnji rezultat migracije €ovjeka, smokva je proSirena i izvan prirodnog areala (Flaishman i
sur. 2008; Lansky i Paavilainen 2011).

Slika 1. lzgled listova, cvjetova i plodova smokve (Ficus carica L.) preuzeto s

http://ilpiaceredi.blogspot.com/2011/03/ficus-carica-fico, 1.3.2011.

U naSim krajevima smokva je listopadna, a u krajevima gdje srednja dnevna temperatura
prelazi 12, smokva je vazdazelena vo ¢ka. Ima velike, pojedinacne, zelene listove srcolikog
oblika. Plojka je rijetko cjelovita, najéesce je trodijelna ili peterodijelna te predstavlja jedan od
klju€nih €imbenika u determinaciji sorti. Razvoj listova zapoc€inje u rano proljece, a produkcija
mladih listova nastavlja se sve dok u jesen ne dode do sniZenja temperature. Pred kraj
sezone, okoliSni uvjeti, kao Sto su niske temperature, fotoperioda, vjetar i kiSa mogu ubrzati

opadanje listova. Za rod Ficus su specificne stanice koje izluCuju mlije€ni sok - lateks.
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Smatra se da lateks ima kljuénu ulogu u obrani od mehanickih oSte¢enja te je jedan od

najranijih lijekova (Flaishman i sur. 2008).

Klimatski uvjeti snazno utje€u na rast smokve i razvoj plodova. Opéenito, smokva ¢e najbolje
rasti i donijeti urod bolje kvalitete u mediteranskom podruéju i toploj i suhoj klimi. U toplim
podrugjima, stabla smokve mogu kontinuirano rasti i biti vazdazelena, dok u hladnijim
podrugjima, s pojavom niskih temperatura stablo prestaje s rastom, listovi opadaju te ulaze u
stadij mirovanja. Neki kultivari mogu tolerirati niske temperature, a koje, naro€ito na pocetku
faze mirovanja, mogu uzrokovati smrzavanje, opadanje pupova pa €ak i smrt &itave biljke.
Ipak, stabla smokve su poprilicno prilagodljiva na grani€ne uvjete u okoliSu (temperatura,
svjetlost, vlaga), a mogu tolerirati i visoki postotak kalcija u tlu, poja¢ani salinitet i susu. Sto
se tie tla, smokve mogu rasti na razli¢itim tipovima tala, uklju¢ujuci teSka glinena tla, ilovacu
i pijesak, no idealno tlo za uzgoj smokve trebalo bi biti dobro drenirano, barem u
povrSinskom metru. Mogu se razmnoZavati pomoc¢u sjemena, reznica, povaljenica,
nagrtanjem i cijepljenjem (IPGRI i CIHEAM 2003; Flaishman i sur. 2008).

Kultivirana ili obi¢na smokva ima vaznu ulogu u ljudskoj prehrani kroz stolje¢a. S obzirom na
oplodnju i nastanak ploda, opisana su Cetiri glavna tipa smokve. Obi¢na smokva je tip koji ne
zahtijeva opraSivanje za stvaranje jestivog, komercijalnog ploda, odnosno, cvjetovi obi¢ne
smokve imaju dugacke njuske te im za rast i sazrijevanje nije potrebno opraSivanje.
Nakupina cvjetova naziva se sikonij koji sastavljen od velikog broja jednospolnih cvjetova te
se iz njega razvijaju cenokarpiji sastavljeni od velikog broja oraS¢i¢a zatvorenih u Supljem i
so¢nom ovoju cvata (Maegdefrau i Ehrendorfer 1984; Baci¢ 2003). Ovaj tip smokve daje
prinos nekoliko puta godiSnje. U slu¢aju da dode do opraSivanja, plodovi izrazito povecaju
masu, promijene boju te daju intenzivniji okus. Takoder, poznata su i dva tipa smokve koji su
jestivi, ali je za razvoj potrebno opraSivanje. To su Smyrna tip i San Pedro tip. Ovi tipovi
smokve imaju vrlo karakteristian nacin opraSivanja uz pomo¢ osa iz roda Blastophaga.
Cetvrti tip smokve sluZi uglavnom kao izvor peludi za Smyrna tip te sadrzi uglavnom muske

sikonije koji su, uz nekoliko iznimaka, nejestivi (Flaishman i sur. 2008).

S obzirom da je smokva vrsta koja se lako razmnoZava reznicama, razvijeni su brojni
kultivari. Oni €esto variraju u nekim zna¢ajkama kao Sto su morfologija lista, bujnost kroSnje,
vanjska i unutraSnja boja ploda, okus ploda i brojne druge. Vecina kultivara, ¢ak 78%,
potjeCe od obi¢nog tipa, oko 4% pripada San Pedro tipu, a 18% Smyrna tipu (IPGRI i
CIHEAM 2003; Flaishman i sur. 2008).

Obi¢na smokva je neobi¢no stablo koje mozZe proizvesti i do nekoliko prinosa godisnje.
Glavni prinos je ipak od plodova koji se pocinju razvijati u ljeto, a dozrijevaju u jesen. Na
6



kraju razvoja plodova, listovi opadaju i stablo ulazi u period dormancije. OkoliSni ¢imbenici,
kao Sto su temperatura, fotoperioda i vlaga utje¢u na razvoj i prinos plodova (Flaishman i sur.
2008). Uzgojem smokve u neprikladnim uvjetima moZe dovesti do gubitka ili pak oStecenja
plodova. Plodovi smokve imaju izuzetnu prehrambenu vrijednost, bilo da se radi o svjezim ili
suhim plodovima (Prgomet i Boha¢ 2003). Oni su vaZan izvor minerala i vitamina te su bogati
vlaknima, a ne sadrze masti, kolesterol i natrij. Takoder, visoka koli¢ina polifenola i
antocijana u plodovima povezana je s njihovim antioksidativnim kapacitetom. U novije
vrijeme smokva je svrstana u tzv. funkcionalnu hranu; smanjuje rizik nastanka karcinoma,

dijabetesa i sr€anih bolesti (Prgomet i Boha¢ 2003; Veberic i sur. 2008).



2.2. FOTOSINTEZA, OKSIDATIVNI STRES | ANTIOKSIDATIV NI ODGOVOR

2.2.1. Fotosinteza

Osnovni cilj istraZivanja fotosintetskin procesa u novije vrijeme je bolje razumijevanje
njihovog funkcioniranja u uvjetima in vivo te njihove regulacije od strane okoliSnih i fizioloSkih
¢imbenika. Jedan od pristupa istrazivanja fotosintetske ucinkovitosti je mjerenje
fluorescencije klorofila a. To je nedestruktivna metoda koja istraZzuje raspodjelu energije

unutar fotosustava Il, a pomocu koje se mozZe egzaktno istraZiti fizioloSki status biljke.

Fotosintetski organizmi koriste svjetlosnu energiju za sintezu organskih molekula. Biljke, alge
i cijanobakterije u atmosferu otpustaju kisik kao nusprodukt fotosinteze. Fotosintetski procesi
se sastoje od dvije odvojene grupe reakcija: svjetlosnih ili primarnih reakcija i sekundarnih
reakcija. U primarnim reakcijama apsorbira se svjetlosna energija koja se koristi za stvaranje
ATP-a i NADPH. Sekundarne reakcije se mogu odvijati i na svjetlosti i u tami, a iskoriStavaju
energiju pohranjenu u ATP-u i NADPH kako bi stvorile Se¢ere iz CO,. Energija koja ulazi u
svjetlosne reakcije je linearno proporcionalna koli€ini svjetlosti, ali je neovisna o temperaturi
Sto je jedna od klju¢nih osobina fotosintetskih procesa. Nasuprot tome, u sekundarnim
reakcijama utroSak energije ovisi o temperaturi, no ne ovisi 0 intenzitetu svjetlosti. Ako
opskrba energijom premasi potroSnju, moze doéi do oStecenja tilakoidnih membrana. Osim u
fotokemijskim reakcijama dio apsorbirane energije se gubi u obliku topline ili se emitira kao
mjerljiva fluorescencija klorofila a. Prema tome, fluorescencija klorofila a nosi informaciju koja
se moze iskoristiti za kvantifikaciju razdiobe energije izmedu fotokemijskih i nefotokemijskih
procesa (Hoober 1998; Pevalek-Kozlina 2003).

2.2.2. Biofizika apsorpcije svjetlosti i razdioba e  nergije

Svjetlost je elektromagnetsko zra€enje. Zra€enje valnih duljina izmedu ~400 i 700 nm je
fotosintetski aktivno, odnosnu, tu energiju biljni pigmenti mogu apsorbirati i prevesti u
kemijsku energiju fotosintezom. Cestica koja nosi kvantum energije naziva se foton. Energija
fotona (g) ovisi o frekvenciji elektromagnetskih valova (v) koja je povezana s valnom duljinom
(A) uizrazu:

e=hv =nhc/A

gdje je h Plankova konstanta (6,62x102%Js), a ¢ brzina svjetlosti u vakuumu (3x10°ms™).



Prema kvantnoj teoriji, atom ¢e apsorbirati foton ako je energija fotona jednaka onoj energiji
koja je potrebna da se elektron atoma prenese u viSe energetsko stanje. Sliéno tome,
emitirani foton ¢e prenijeti energiju jednaku onoj koju atom gubi kada je elektron vra¢a u
svoje osnovno stanje (Porcar-Castell 2008). Pigmenti su molekule koje apsorbiraju svjetlost
u vidljivom dijelu spektra. Klorofil a maksimalno apsorbira svjetlost valnih duljina 430 i 662
nm, a klorofil b pri valnim duljinama od 453 i 642 nm Sto odgovara plavom, odnosno crvenom
dijelu spektra. S druge strane, srediSnji dio spektra u rasponu od 520 do 570 nm, Kkoji
odgovara zelenoj svjetlosti, ne koristi za fotosintezu (Pevalek-Kozlina 2003). Kada molekula
pigmenta apsorbira foton, jedan od elektrona prelazi u viSe energetsko stanje ili orbitalu. Ako
je elektron pobuden u stanje viSe od prve orbitale (npr. S;), energija se brzo i u€inkovito gubi
termalnim opustanjem, unutrasnjom pretvorbom ili pak u obliku topline te se elektron vra¢a u
prvo pobudno stanje (S;) (Clegg 2004). Kada je elektron u tom prvom pobudnom stanju,
pobudna energija elektrona (ekscitona) se moZze preraspodijeliti na molekularnoj razini.
Eksciton se moZe prevesti u foton fluorescencije, otpustiti u obliku topline, prebaciti na
susjednu molekulu pomoéu Forsterovog prijenosa rezonantne energije (FRET) ili djeluje tako
da stvara klorofil u triplethom stanju (Porcar-Castell 2008). Moguénost stvaranja klorofila u
triplethnom stanju se povecava ako se produZuje vrijeme pobudivanja, odnosno, Sto je duze
vrijeme izmedu apsorpcije fotona i disipacije apsorbiranje energije. Tripletno stanje klorofila
ima vaZnu ulogu s obzirom na to da moZe dovesti do fotooksidativhog oStecenja tilakoidnih
membrana zbog svoje moguénosti stvaranja singletnog kisika (Krause i Jahns 2004). Zbog
toga je vrlo bitno da je vrijeme trajanja ekscitona Sto krac¢e, odnosno skracivanje tog vremena
trajanja je jedna od glavnih uloga prilikom prilagodne fotosustava Il na stresne uvjete
(Porcar-Castell 2008).

Fotosintetski pigmenti koji su odgovorni za apsorpciju svjetlosti, povezani su sa dva
proteinska kompleksa: fotosustav Il (PSII) i fotosustav | (PSI). Fotosinteza viSih biljaka odvija
se u kloroplastima, ovalnim organelima veli¢ine od 5-10 ym, smjeStenim u stanicama
mezofila lista (Pevalek-Kozlina 2003). Kloroplasti su omedeni dvjema membranama izmedu
kojih se nalazi medumembranski prostor. UnutraSnjost kloroplasta je ispunjena tekuc¢im
matriksom koji se naziva stroma (Lodish i sur. 2003). Unutar strome smjeSten je kontinuirani
sustav tilakoidnih membrana. Reakcije pretvorbe svjetlosne u kemijsku energiju, transport
elektrona te stvaranje protonskog gradijenta odvijaju se na tilakoidnim membranama.
Razlikujemo grana tilakoide i stroma tilakoide. Grana tilakoidi su poslozeni paralelno, jedan
iznad drugog, formiraju¢i granume. Stroma tilakoidi proteZzu se kroz stromu i medusobno

povezuju granume (Alberts i sur. 2002).



Glavni proteinski kompleksi fotosintetskog elektron-transportnog lanca su fotosustav I,
citokrom bgf kompleks (cyt bef), fotosustav | i ATP sintaza (Slika 2). Vecéina reakcijskih
srediSta (RC) PSII, sa svojim (LHCII) smjeSteni su u grana tilakoidima, dok su PSI sa svojim
kompleksima za prikupljanje svjetlosti (LHCI), smjeSteni u stroma tilakoidima i na rubovima
grana tilakoida koji grani¢e sa stromom. ATP sintaza je smjeStena u stroma tilakoidima, a cyt

bef je smjeSten i na stroma i grana tilakoidima (Toth 2006; Fromme i Grotjohann 2008).
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Slika 2. Shematski model fotosintetskog lanca transporta elektrona i strukturalne
organizacije proteinskih kompleksa koji su uklju€eni u prijenos elektrona i protona preko
tilakoidne membrane (http://www.bio.ic.ac.uk/research/nield/downloads.html, 17.9.2010.).

2.2.3. Struktura glavnih proteina fotosintetskog lanca transporta elektrona

2.2.3.1. Struktura fotosustava ll

Fotosustav Il graden je od antena kompleksa za prikupljanje svjetla (engl. light-harvesting) i
reakcijskih srediSta. LHCII sadrZe na stotine molekula pigmenata, uglavnom klorofila a, b i
karotenoida. Antena sustavi su gradeni od unutraSnje antene koja je smjeStena blizu
reakcijskog sredista te vanjskih, perifernih antena (Toth 2006). PSII je najéeSce organiziran u
obliku dimera, a svaki monomer PSII predstavlja jednu funkcionalnu jedinicu (Shen i sur.
2008). UnutrasSnje antene PSII gradene su od dvije podjedinice: CP43 (kodiran genom PsbC)
i CP47 (kodiran genom PsbB), dok se vanjski dio LHCII sastoji od nekoliko podjedinica.
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Veli¢ina antena u PSII je heterogena; antene tzv. a-srediSta su 2-3 puta ve¢e od antena f3-
srediSta. UnutraSnje antene funkcioniraju kao apsorpcijske jedinice te kao poveznica izmedu
vanjskih antena i reakcijskog srediSta. Vanjske antene LHCII su odgovorne za apsorpciju
viSe od polovice fotona u PSII. One su naj¢eSc¢e gradene kao trimeri, a svaki monomer sadrZi
klorofil a i b te Cetiri vezujuée strane od kojih jedna (L2) moZe vezati karotenoide
ksantofilskog ciklusa. L2 vezujuéa strana je posebno vaZzna jer je povezana s regulatornom
komponentom toplinskog rasipanja energije u tilakoidnim membranama, Sto je jedan od
kljuénih procesa prilagodbe PSII, a takoder i procesa prilagodbe PSI. Sam proces rasipanja
suviSka pobudne energije u obliku topline je najvjerojatnije sastavljen od nekoliko procesa
koji se odvijaju u razlicitom vremenu, medusobno djeluju tijekom procesa prilagodbe te

uklju€uju biokemijske i strukturalne promjene (Porcar-Castell 2008).

SrediSte PSII €ini reakcijsko srediSte koje je gradeno od 17 transmembranskih proteinskih
podjedinica i 3 vanjska proteina. Transmembranske podjedinice su D1 (kodiran genom psbA)
i D2 (kodiran genom psbD) ¢ija je molekularna masa 38,2 kDa, odnosno 39,4 kDa. Takoder,
tu su i podjedinice koje vezu Klorofil, CP47 (kodiran genom psbB) i CP43 (kodiran genom
psbC) molekularne mase od 56,4 kDa, odnosno 51,6 kDa. Dodatnih 13 podjedinica se
odnosi na podjedinice molekularne mase manje od 10 kDa i to su: PsbE, PsbF, PsbH, Psbl,
PsbJ, PsbL, PsbM, PsbTc, PsbX, PsbY, PsbZ i Ycf12. Tri vanjska proteina veli€¢ine 33 kDa,
23 kDa i 17 kDa, vezana su za luminalnu stranu. Ta tri proteina u kombinaciji s vanjskim
regijama D1, D2, CP47 i CP43 proteina te manganski klaster (Mn,Ca) sa Ca*" i CI ionima
koji su uglavnom vezani za D1 protein, grade kompleks koji katalizira oksidaciju vode (engl.

oxygen-evolving complex - OEC) (He i Malkin 1998; Shen i sur. 2008).

U sredistu D1 i D2 podjedinica smjeStene su €etiri molekule klorofila i dvije molekule feofitina
(Pheo). Dvije su molekule klorofila smjeStene izmedu D1 i D2 proteina, a druge dvije, tzv.
dodatne molekule su simetricno vezane na D1 i D2 proteine. Jedna je molekula feofitina
vezana za D1 protein, a druga za D2 protein. Molekula primarnog akceptora elektrona,
plastokinon (Q,) smjesten je na D2 protein, a sekundarni akceptor, Qg na D1 protein (Toth
2006).

2.2.3.2. Struktura fotosustava |

Fotosustav | graden je od antena kompleksa za prikupljanje svjetla (engl. light-harvesting) i
reakcijskih srediSta te djeluje kao plastocijanin-feredoksin oksidoreduktaza (Amuntus i sur.
2008). To je integralni membranski proteinski kompleks koji prenosi elektrone sa
plastocijanina (PC) na feredoksin (Fd) (He i Malkin 1998). Antene PSI, gradene su od Cetiri

razli¢ita LHCI proteina: Lhcal, Lhca2, Lhca3 i Lhcad proteina koji se spajaju u dimere
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(Lhcal/Lhca4 i Lhca2/Lhca3) te tako stvaraju pojas oko reakcijskog srediSta. Reakcijsko
srediSte PSI je heterodimer graden od 12 proteina (PsaA, PsaB, PsaC, PsaD, PsaE, PsaF,
PsaG, PsaH, Psal, PsaJ, PsaK | Psal) i otprilike 100 molekula klorofila (Amuntus i sur.
2008). Primarni donor elektrona, P700, je smjeSten izmedu PsaA i PsaB podjedinica, a
graden je od dvije molekule Kklorofila a (He i Malkin 1998; Toth 2006).

2.2.3.3. Struktura cyt bef kompleksa

Citokrom bgf je integralni membranski proteinski kompleks veli€ine 217 kDa te predstavlja
elektronsku vezu izmedu PSII i PSI (Cramer i sur. 2008). Graden je od tri male i Cetiri velike
podjedinice: cyt b, cyt f, Zeljezo-sumpornog proteina (Riske-ovo FeS srediSte) i podjedinice
IV. Cyt b komponenta se sastoji od dvije hem-b molekule (Whitmarsh 1998; Toth 2006).

2.2.3.4. Struktura ATP sintaze

ATP sintaza je membranski proteinski kompleks, graden od dvije velike podjedinice: CFy i
CF,. CF, podjedinica je hidrofobna te je sastavljena od &etiri manje podjedinice (I, 11, 11l i V),
dok je CF; hidrofilna, smjeStena je iznad CF, podjedinice na stromalnoj strani membrane te
je sastavljena od 5 manjih podjedinica (a,B,y,9,€). CF, podjedinica je ugradena u membranu
te ima drzak na koji je prihvaéena CF; podjedinica. Takoder, CF, podjedinica ima funkciju
protonskog kanala, a protok protona regulira CF; podjedinica. Transmembranski
elektrokemijski protonski gradijent pokre¢e ATP sintazu koja stvara ATP iz ADP i Pi, Sto je
€ini kljuénim enzimom u energetskom metabolizmu stanice (Whitmarsh 1998; Bottcher i
Graber 2008).

2.2.3.5. Mobilne komponente fotosintetskog lanca tr  ansporta elektrona

Mobilne komponente lanca transporta elektrona povezuju PSII, kompleks cyt bgf, PSI i Fd-
NADP*-oksidoreduktazu (FNR). To su plastokinon (PQ), plastocijan (PC) i feredoksin (Fd).
Osim 38to sluzi kao mobilni prijenosnik elektrona sa PSIlI na cyt besf kompleks, PQ ima
sposobnost vezanja protona na stromalnoj strani tilakoidne membrane i njihovog
transtilakoidnog transporta u lumen tilakoide. Prisutan je u membrani u omjeru od 6-8
molekula po reakcijskom sredistu PSIl te se €esto govori o skupini PQ molekula. Plastocijan
je mali protein (~10 kDa) koji u srediStu sadrZi bakar te prenosi elektrone od cyt bef do PSI.
NajcéeSée ima do 5 molekula PC po reakcijskom srediStu PSI (Toth 2006). Feredoksin (Fd) je
mali protein (~11 kDa) koji sadrzi Zeljezo i sumpor (2Fe2S), a smjeSten je na akceptorskoj
strani PSI (Whitmarsh 1998; Toth 2006).
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2.2.4. Apsorpcija svjetlosti i fotosintetski elektr onski transport

Fotosinteza se odvija u vidljivom dijelu spektra (400-700 nm). Prvi korak pretvorbe svjetlosne
energije u kemijsku je apsorpcija fotona pomocu antena sustava. Apsorpcija svjetla se
dogada u ~1 fs (10™ s) i uzrokuje promjenu iz osnovnog elektronskog stanja (Sg) u
pobudeno stanje (S;, S,, Ss, ...). Molekule prelaze u S; pobudeno stanje iz viSih razina te pri
tome gube odredenu koli€inu energije. Svako pobudeno stanje ima nekoliko vibracijskih
podstanja. Dio pobudujuce energije se prijelazom na nizi nivo gubi u obliku topline ili
svjetlosti koja se naziva fluorescencija. Fluorescencija se emitira pri ve¢im valnim duljinama
nego Sto je apsorbirana svjetlost. Pobudujuca energija molekule klorofila ¢e se vrlo vjerojatno
prenijeti na susjednu molekulu klorofila. Antena sustavi ¢e prenijeti energiju do reakcijskih
srediSta PSIl i PSI, gdje ¢e pobuduju¢a energija izazvati razdvajanje naboja. Razdvajanje
naboja je reverzibilno te se ta pobudujuc¢a energija moZe vratiti do antena sustava i otpustiti

se u obliku topline ili fluorescencije (Clegg 2004; Toth 2006).

Nakon Sto svjetlost pobudi reakcijsko srediSte PSII, zapoc€inje razdioba naboja na molekuli
klorofila vezanoj za D1 protein (Krieger-Liszkay i sur. 2008). Prilikom razdvajanja naboja,
elektron se prenosi od primarnog donora elektrona (P680) do Pheo te tako postaje reduciran,
P680". Konacni izvor elektrona je voda. OEC ima pet mogucih oksidacijskih stanja (S, Si,
Sy, S3 1 S,). Prijelaz iz Sy do S, stanja, pri éemu dolazi do gubitka &etiri elektrona, pokrecu
fotokemijske reakcije. Prilikom cijepanja vode u S, stanju, OEC se spontano vra¢a u osnovno
So stanje uz otpuStanje molekule kisika. Tijekom ¢itavog ciklusa OEC, u lumen se otpustaju
Cetiri protona. Ove reakcije oksidacije vode odvijaju se u 50-1500 ps (Toth 2006).

Nakon cijepanja naboja, elektroni se prenose preko niza redoks reakcija sve do PSI gdje
mogu sluZiti kao izvor elektrona za sekundarno razdvajanje naboja. Sljedeéi korak je
redukcija primarnog akceptora Qa, a nakon toga dolazi do redukcije sekundarnog akceptora,
Qz. Qs moze primiti dva elektrona i dva protona. Nakon dvostruke redukcije i protonacije, Qg
se otpusta s vezujuce strane i difundira u tilakoidnu membranu stvaraju¢i skup molekula
plastokinona (Krieger-Liszkay i sur. 2008). Taj niz redoks reakcija naziva se Q-ciklus. On
povezuje oksidaciju plastokinola na jednoj strani cyt bef kompleksa s redukcijom plastokinona
na drugoj strani istog kompleksa te tako doprinosi nastajanju elektrokemijskog protonskog
potencijala (Kramer i sur. 2004; Cardona i sur. 2012). U PSII, za prijenos elektrona s Pheo
na Qa potrebno je ~200 ps. Qg moZe primiti dva elektrona s Q,, pri éemu je prijenos prvog
elektrona brzi i traje 100-200 us, a drugog elektrona 400-600 us. Negativni naboj nastao
primitkom dva elektrona, Qg* kompenzira se tako $to preuzima dva protona iz strome

(Cardona i sur. 2012). Ako primarni akceptor ostane reduciran zbog blokiranog protoka
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elektrona prema naprijed, a zbog reduciranog ukupnog plastokinona (zatvorena reakcijska
sredista), prinos razdiobe naboja je smanjen zbog prisutnosti Q. Ako do razdiobe ipak dode
u slu¢aju kada su reakcijska srediSta zatvorena, dolazi do rekombinacije naboja (Krieger-
Liszkay i sur. 2008). Molekula koja nastaje, PQH, (QgH>) difundira do cyt bsf kompleksa gdje
se elektron predaje FeS proteinu (Rieske-ov protein) na akceptorskoj strani kompleksa te
dalje do cyt f. Reoksidacijom PQ dva protona se otpuStaju u lumen. Ti protoni doprinose
nastanku protonskog gradijenta preko membrane (Osyczka i sur. 2005). Smatra se da je
najsporiji korak u lancu transporta elektrona reoksidacija PQH,. Taj korak uklju€uje difuziju
PQH,, oksidaciju istog pomocu FeS i na kraju otpuStanje dva protona u lumen tilakoida.
Molekula PQ na stromalnoj strani je dvostruko reducirana. Takva molekula, PQ* mozZe
preuzeti dva nova protona na stromalnoj strani i difundirati u lumenalnu stranu cyt bef
kompleksa (Osyczka i sur. 2005; Toth 2006). Na taj nac¢in Q-ciklus povecava broj otpustenih

protona po prenesenom elektronu.

Prijenos elektrona s cyt f na PC odvija se unutar 50-100 ys te PC dalje prenosi elektron na
P700" u 20-200 ps. Tada se elektron prenosi na A, pa na A; (na PSI) (40-200 ps), nekoliko
FeS-klastera (15-500 ns), Fd (0,5-20 ps), FNR te na kraju do NADP* (Toth 2006). (Slika 2).

PSI moZe funkcionirati neovisno od PSIl. U sluéaju PSI ciklickog transporta elektrona,
elektron se prenosi s Fd ili NADPH na NAD(P)H dehidrogenazu (NDH) i feredoksin-kinon
oksidoreduktazu (FQR) koje su najvjerojatnije vezane na cyt bsf kompleks. Ti enzimi mogu
reducirati PQ odakle se elektron vraéa natrag do P700. Cikli¢ki prijenos elektrona posreduje i

u prijenosu protona iz strome u lumen.

Pretvorena svjetlosna energija pohranjuje se u obliku NADPH i ATP koji sluze kao izvor
energije u reakcijama asimilacije CO,. ATP sintaza koristi trans-tilakoidni gradijent protona te
stvara ATP iz anorganskog fosfata i ADP. Ovaj proces obuhvaca protonski gradijent (ApH) i
elektricno polje (Ay) preko tilakoidne membrane koji nastaje zbog oksidacije vode, redukcije
i oksidacije molekula plastokinona i razdvajana naboja u RC (Berg i sur. 2002; Toth 2006;
Porcar-Castell 2008). Takoder, rekombinacijom naboja ¢e u reakcijskom sredistu do¢i do
nastanka singletnog kisika ili ¢e P680 doci u tripletno stanje koji je uglavhom lokaliziran na

jednom od pomoénih molekula klorofila D1 proteina (Krieger-Liszkay i sur. 2008).

14



2.2.5. Fluorescencija klorofila a

Fotosinteza je jedan od najvaznijih metaboli¢kih procesa u biljkama. Mjerenje fotosintetske
aktivnosti daje nam informaciju o vitalnosti biljke. Prilikom prouavanja fotosinteze,
fluorescencija klorofila a je jedna od najraSirenijih metoda (Oquist i Chow 1992; Govindjee
2004; Papageorgiou 2004). To je nedestruktivha i osjetliva metoda iako fluorescencija
klorofila a predstavlja samo 2-10% apsorbirane energije. MoZe se primijeniti na bilo kakav
fotosintetski uzorak bez potrebe za standardizacijom ili kompliciranim pripremama. Na
fluorescencijski signal moZe utjecati mnogo razli€itih ¢imbenika. Prema tome, on moZe dati

veliki broj informacija, ali istovremeno i otezati njihovu interpretaciju.

2.2.5.1. Polifazni rast fluorescencije klorofila  a

Polifazni rast fluorescencije klorofila a dogada se pri kontinuiranom osvijetlijenju (crvena
svjetlost, maksimum apsorpcije na ~650 nm). Mjerenja koja traju oko 1 sekunde vr3e se na

listovima koji su prilagodeni uvjetima tame.

Otvorena reakcijska sredista (RC) PSII kod kojih su Qa oksidirani samo oko 2% apsorbirane
svjetlosti emitiraju u obliku fluorescencije. Obratno, reakcijska srediSta kod kojih su Qa
reducirani (zatvorena RC) emitiraju izmedu 8 i 10% energije u obliku fluorescencije. Nuzno je
fotosintetski materijal prije mjerenja smjestiti u tamu, u trajanju od oko 30 minuta kako bi se
reakcijska srediSta otvorila. Tijekom kontinuiranog osvjetljavanja, fluorescencija raste od
minimalne vrijednosti F, ili O (engl. open state) do najviSe vrijednosti Fp ili P (Slika 3) pri
¢emu dolazi do zatvaranja reakcijskih srediSta zbog odvajanja naboja na PSII. Slabo ¢e
svjetlo (40-50 pmOleoronam™?s-t, plavo ili zeleno svjetlo) izazvati stvaranje platoa na
krivuljama polifaznog rasta fluorescencije, a to je povezano s reakcijskim sredistima PSII koji

nisu sposobni reducirati Qg.

Karakteristiéne promjene u intenzitetu fluorescencije klorofila a poznate su pod nazivom
Kautskyjev efekt. Krivulja tih promjena pokazuje brzi porast intenziteta fluorescencije tijekom
1s nakon &ega slijedi postupni pad prema stabilnom stanju (Strasser i sur. 2000; Strauss i
sur. 2006). Osnovna pretpostavka jest da rastuca faza krivulje prikazuje primarne reakcije
fotosinteze (Krause i Weis 1991). Kod listova koji su prilagodeni na uvjete tame u trajanju od
30-60 minuta, u uvjetima saturirajuée svjetlosti (>300 PMOl:oronaMm™?s-'), MoZe se postiéi
maksimalna fluorescencija Fp i u tom je sluaju ona jednaka F,. Standardni intenzitet
svjetlosti je oko 3000 pmoleoronam™?s-! te je na krivulji polifaznog rasta moguée razlikovati
dva medukoraka: na ~2 ms (korak J), a na ~30 ms (korak I). S obzirom na ove oznake,

krivulja polifaznog rasta fluorescencije klorofila a joS se naziva OJIP krivuljom. Kod uzoraka
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gdje je donorska strana PSIl oStecena (€esto pri visokoj temperaturi), dolazi do pojave
dodatnog K koraka koji se javlja na ~0,3 ms (Lazar 1999). OJIP krivulja se prikazuje na
logaritamskoj vremenskoj skali kako bi se svi koraci mogli uo€iti na jednom grafu. Prva

pouzdana izmjerena to¢ka OJIP krivulje dobije se mjerenjem na 50 ps (Strasser i sur. 2000).

1200 4

100t +

204 +

Slika 3. Tipi¢ni OJIP porast fluorescencije klorofila a in vivo prikazan na logaritamskoj

vremenskoj skali prema Strasser i suradnicima (2004).

2.2.5.2. Metoda saturacijskog pulsa i metoda analize gaSenja fluorescencije
klorofila a

Kod ove metode, svjetlost koja sluzi za pobudivanje fotosintetskog uzorka (engl. actinic light)
razlikuje se od one koja se koristi za detekciju fluorescencije (engl. measuring beam). Sama
metoda saturacijskog pulsa danas je naSla Siroku primjenu, naroCito u ekofizioloSkim
istraZivanjima te je vrlo korisna u kvantifikaciji oSte¢enja fotosintetskih organizama izazvanih

stresom (Krause i Weis 1991; Schreiber i sur. 1994; Rohacek 2002; Schreiber 2004).
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Fluorescencija se detektira pomoc¢u vrlo kratkih pulseva saturacijskog svjetla u trajanju od
800 ms. Prilagodbom listova na uvjete tame, otvaraju se sva reakcijska srediSta. Za
zatvaranje reakcijskih srediSta PSII koriste se snazni pulsevi saturacijske svjetlosti sli¢he
duZine (~200-800 ms). Nakon saturacijskog pulsa, dolazi do porasta fluorescencije od
po€etnog stanja, Fo do maksimalne vrijednosti, Fy,. U tim uvjetima, primarni akceptor
elektrona, Qa, je u potpunosti reduciran (Schreiber i sur. 1994; Maxwell i Johnson 2000). U
tom trenutku moguce je odrediti maksimalni kvantni prinos PSIl, (F./Fy) Cija vrijednost u
zdravim, potpuno razvijenim listovima iznosi oko 0,83 (Bjorkman i Demming 1987). Porastom
fotokemijskih procesa te procesa rasipanja suviska pobudne energije, prinos fluorescencije
se smanjuje i dolazi u ustaljeno stanje F. Nakon drugog saturacijskog pulsa, maksimalna
fluorescencija osvijetljenog uzorka, F,' se smanjuje te je niza od one koja je izmjerena
uzorcima prilagodenim tami. U tim uvjetima Qa je ponovo u potpunosti reduciran, a razlika
izmedu Fy' i F prikazuje fotokemijski dio gaSenja fluorescencije, a razlika izmedu Fy, i Fp'
pokazuje gaSenje fluorescencije koja nastaje zbog rasipanja energiju u obliku topline (Toth
2006). Fotokemijsko gaSenje je odraz redoks stanja primarnog akceptora PSII, dok je
nefotokemijsko gaSenje odraz rasipanja energije u obliku topline. Kvantni prinos prijenosa
elektrona je mjera ukupne uc€inkovitosti reakcijskih srediSta PSII izloZenih svjetlosti dok izraz
F.'/F' daje mjeru u€inkovitosti otvorenih reakcijski srediSta izloZenih svjetlosti (Schreiber i
sur. 1994; Rohacek 2002). Tipi¢ne vrijednosti fluorescencije mjerene metodom saturacijskog
pulsa i parametri prikazani su na Slici 4.

Ova metoda razvijena je kako bi se zasebno mogli kvantificirati fotokemijski i nefotokemijski
procesi gaSenja (engl. quenching) prinosa fluorescencije u uvjetima kada je uzorak
prilagoden na uvjete svjetlosti. Prema tom konceptu, fotokemijsko gaSenje je povezano s
redoks stanjem Qx (tijekom prilagodbe na svjetlost, odredeni dio reakcijskih srediSta moze se
ponovo otvoriti), dok nefotokemijsko gaSenje predstavlja reakcije koje nisu povezane s
protokom elektrona (Toth 2006). Drugi pristup kojim je moguce razdvojiti fotokemijske i
nefotokemijske procese je dodatak herbicida 3-(3',4'-diklorofenil)-1,1-dimetiluree (DCMU) ili
Diurona koji izbacuje Qg s njegovog vezujuceg mjesta na D1 proteinu, ne poti¢e redoks
reakcije te sprjeCava ponovnu oksidaciju Q. Odnosno, dodatkom Diurona, gP je gotovo
jednak nuli (Ke 2001).

Tocan mehanizam kojim je regulirano termalno rasipanje joS uvijek je tema mnogih rasprava
te postoji nekoliko predloZzenih mehanizama (Jiang i sur. 2004; Krause i Jahns 2004; Kalituho
i sur. 2007; Porcar-Castell 2008; Takahashi i sur. 2009; Ruban i sur. 2012). Jedan od
mehanizama bi mogao biti direktni prijenos pobudne energije s klorofila a na pigmente
ksantofilskog ciklusa Sto dovodi do rasipanja pobudne energije u obliku topline (Jiang i sur.
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2004). Ovaj mehanizam ¢ini se vrlo vjerojatnim s obzirom na orijentaciju i udaljenost
molekula klorofila od L2 mjesta na LHCII (Porcar-Castell 2008). Drugi mehanizam ukljuéuje
mogucénost konformacijskih promjena koje izazivaju pigmenti ksantofilskog ciklusa koji tada
potpomaZu rasipanje energije u obliku topline. Psbs proteini u vanjskim antenama takoder su

povezani s rasipanjem energije (Ruban i sur. 2012).

Trenutno prevladava misljenje da je mehanizam kojim se odredeni dio pobudne energije
rasipa u obliku topline najvjerojatnije sastavljen od nekoliko procesa koji se ne odvijaju u isto
vrijeme, no medusobno djeluju tijekom procesa prilagodbe te ukljuuju biokemijske i
strukturalne promjene. Termalno rasipanje svjetlosne energije ima vaznu zastitnu funkciju
tijekom procesa fotosinteze, a doprinose mu tri osnovna procesa: prijelazno stanje (engl.
state transitions), mehanizmi ovisni o pH te fotoinhibicija. O njima ovise tri komponente
nefotokemijskog gasenja fluorescencije klorofila (NPQ), a to su: qE, qT i gl (Krause i Jahns
2004; Kalituho i sur. 2007). Mehanizam gE je dominantna komponenta NPQ te se javlja u
uvjetima kada je svjetlost u suvisku koja utje€e na poviSenje trans-tilakoidnog protonskog
gradijenta (ApH). U takvim uvjetima se suviSna energija prenosi na zeaksantin koji je otpusta
u obliku topline (Ruban i sur. 2012). Mehanizam T ovisi 0 prijenosu energije izmedu dva
fotosustava. Ova je komponenta vazna kada je intenzitet svjetlosti relativno nizak te ne
dolazi do blokade elektronskog transporta. U uvjetima visokog intenziteta svjetlosti, udio qT u
ukupnom NPQ je zna€ajno smanjen (Kalituho i sur. 2007; Takahashi i sur. 2009). gl je
povezan s fotoinhibicijom fotosinteze te se pojavljuje uslijed produzenog izlaganja listovima
vrlo visokom intenzitetu svjetlosti. Do nastanka gl dolazi zbog inaktivacije D1 proteina te je u
takvim uvjetima ova komponenta dominantna. U uvjetima visokog intenziteta svjetlosti, qE
komponenta najviSe doprinosi ukupnom NPQ te gasi do 80% pobudenog klorofila u biljkama
(Krause i Jahns 2004).
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Slika 4. Nefotokemijsko gaSenje fluorescencije klorofila a analizirano metodom saturacijskog
pulsa prema Schreiber (2004). Prikazane su tipi€ne vrijednosti fluorescencije i parametri: Fy
— prinos fluorescencije uzorka prilagodenog na uvjete tame, F,, - maksimalni prinos
fluorescencije uzorka prilagodenog na uvjete tame dobiven tijekom saturacijskog pulsa, Fp' —
maksimalni prinos fluorescencije u uzorku prilagodenom na svjetlost, Fo' — minimalni prinos
fluorescencije izmjeren nakon gasSenja svjetlosti koja pobuduje uzorak, gP — koeficijent
fotokemijskog gasenja fluorescencije, gN — koeficijent nefotokemijskog gaSenja
fluorescencije, NPQ — nefotokemijsko gaSenje fluorescencije, MB — zraka koja sluzi za
mjerenje (engl. measuring beam), AL — pobudna svjetlost (engl. actinic light), SP —

saturacijski puls.

2.2.6. Fotoinhibicija

Fotoinhibicija je definirana kao inhibicija fotosinteze uzrokovana prekomjernom koli€¢inom
svjetlosti; moZe uzrokovati oSteéenje fotosintetskog aparata te uzrokovati oStecenje
fotosintetskih pigmenata. Dodatni stresni ¢imbenici tijekom izlaganja biljaka visokoj koli€ini
svjetlosti povecavaju fotoinhibitorne ucinke te se inhibicija fotosinteze moZe smatrati
indikatorom stresnih uvjeta. Ona moZe biti reverzibilna te na taj na¢in ima ulogu u zastiti
fotosintetskog sustava. Takoder, moZe biti pokazatelj oStecenja koja su se ve¢ dogodila na
fotosintetskom aparatu, a koja su ireverzibilna. Pigmenti i enzimi koji se pojavljuju u biljkama

u normalnim uvjetima, mogu sprije€iti fotoinhibiciju, a izlaganjem neidealnim uvjetima, biljka
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mozZe pojacati toleranciju na odredeni stresni €imbenik. Mnogi od tih morfoloSkih,
metaboli¢kih i biokemijskih mehanizama obrane su na neki nagin povezani s rasipanjem

prekomjerne koli€ine energije u obliku topline (Hideg i sur. 2000; Alves i sur. 2002).

Biljke mogu maksimalno iskoristiti svjetlost koja im je na raspolaganju, a da pri tome
potencijalna oStec¢enja, uzrokovana prevelikom koli€inom svjetlosti, svedu na minimum. Biljke
su tijekom dana suo€ene s promjenama u kvaliteti i kvantiteti svjetlosti te se u skladu s tim
mogu prilagoditi ako te promjene nisu prevelike. U slu¢aju da one ipak premaSuju kapacitet
biljke za prilagodbu i kada su vanjski stimulansi preintenzivni, dolazi do fotoinhibicije (Murata
i sur. 2007). Bilke imaju razli¢ite odgovore na suviSak svjetlosti, no bilo da se radi o
oSteceniju ili ne, oni se javljaju ovisno o vremenskom razdoblju (Alves i sur. 2002). U slu¢aju
svjetlosti niskog intenziteta (manje od 100 pmoIFOTONAm'ZS'l), viSe od 80% apsorbirane
koli€ine moZe se iskoristiti u fotosintetskim procesima (Bjorkman i Demming 1987). Ako
intenzitet svjetlosti premasSuje 1000 pmoIFOTONAm'Zs'l, samo se 10-25% apsorbirane svjetlosti

moze iskoristiti (Alves i sur. 2002).

Posljedice fotoinhibicije su smanjen kvantni prinos, smanjena fotokemijska aktivnost
fotosustava Il te smanjena maksimalna stopa fotosinteze (Xu i Shen 1996; Takahashi i
Murata 2008; Tyystjarvi 2008). Produzeno izlaganje biljaka prekomjernom osvjetljenju moze
rezultirati oSteéenjem fotosintetskih pigmenata s obzirom na to da smanjenje koli¢ine tih
pigmenata ovisi 0 svjetlosti i koli€ini kisika te se naziva fotooksidacija. Ona je sekundarni
fenomen, koji se pojavljuje nakon smanjenja fotosintetske aktivnosti koja ovisi o intenzitetu i
duZini izloZenosti svjetlosti, a da se pri tome ne mijenja koli€¢ina pigmenata. Fotoinhibicija
fotosinteze ne javlja se nakon smanjenja koli¢ine fotosintetskih pigmenata, veé upravo
suprotno, degradacija pigmenata se javlja tek nakon Sto je ve¢ doSlo do fotoinhibicije (Alves i
sur. 2002).

Bilike koje su prilagodene na uvjete pojatanog osvjetlienja mogu se vrlo lako prilagoditi
sjenovitim uvjetima te imaju pojatan kapacitet iskoriStenja tog svjetla za fotosintetske
reakcije, ali i rasipanje suviska pobudne energije koje ovisi o ksantofilskom ciklusu (Demmig i
sur. 1987). Biljke prilagodene sjeni teSko mogu podnijeti pojac¢ano osvjetljenje i u slu¢aju da
se takve biljke nadu u uvjetima poja¢anog osvjetljenja, one ée u nekom trenutku pojacati
fotosintetski kapacitet i prilagoditi se, ali ée prije toga pokazivati znakove fotoinhibicije:
smanjenje fotosintetske aktivnosti i kvantnog prinosa (Lichtenthaler i Burkart 1999). Biljke
koje su prilagodene uvjetima niskog intenziteta svjetlosti i nakon toga izloZzene visokom
intenzitetu svjetlosti pokazuju intenzivniju fotoinhibiciju u odnosu na bilke koje su

prilagodene visokom intenzitetu svjetlosti. Potpuno razvijeni listovi koji su pretrpjeli
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fotoinhibiciju, mogu pokazivati znakove smanjenja koncentracije fotosintetskih pigmenata.
Mladi listovi, koji su se razvili nakon izlaganja visokom intenzitetu svjetlosti pokazuju vecu
toleranciju prema fotoinhibiciji. Ta razlika pretpostavlja da fotosintetski kapacitet utjece na
podloznost fotoinhibiciji (Alves i sur. 2002). Ako je biljka rasla u uvjetima sjene, omjer
pigmenata u antenama i pigmenata u reakcijskim sredistima ¢e porasti jer antena kompleksi
moraju moc¢i ucinkovito apsorbirati energiju i prenijeti ju do reakcijskih srediSta (Horton i
Ruban 1992; Lichtenthaler i Burkart 1999). Rezultat ove prilagodbe je mogucnost odvijanja
fotosinteze i u uvjetima smanjene koli€ine svjetlosti, dok u uvjetima poja¢ane osvijetljenosti
koli€¢ina apsorbirane energije premaSuje onu koli€inu koja se moZe iskoristiti za fotosintezu,
odnosno, suviSak svjetlosti ¢e izazvati oStecenje (Alves i sur. 2002; Murata i sur. 2007).
Takoder dolazi do prilagodbe u veli¢ini antena oba fotosustava. Smanjenje veli¢ina antena je
najéeSéa kratkoroéna prilagodba u uvjetima visokog intenziteta svjetlosti. Sto su antene
fotosintetskih jedinica manje, to su one ucinkovitije u prijenosu apsorbirane energije (Pearcy
1998; Lichtenthaler i Burkart 1999). Vece fotosintetske jedinice u drvenih vrsta povezane su
s njihovom nizom fotosintetskom ucinkovitoSéu u odnosu na zeljaste vrste. Vrste koje
pokazuju nizu stopu fotosinteze imaju vece fotosintetske jedinice no manji broj po povrsini
lista. To podrazumijeva i manji broj reakcijskih centara te manje transportnih lanaca
elektrona Sto rezultira smanjenom potrebom za stvaranjem ATP-a i NADPH, odnosno, nizom

mjerom fiksacije CO, (Alberte i sur. 1976).

2.2.6.1. Mehanizmi fotoinhibicije i oporavak

Smatra se da je protein D1 primarno mjesto fotoinhibicije (Murata i sur. 2007; Krieger-
Liszkay i sur. 2008; Tyystjarvi 2008). Tome u prilog ide &injenica da je prijenos elektrona
preko PSII inhibiran kada je svjetlost u suviSku, a inicijalni simptom fotoinhibicije je smanjena
fotokemijska uc€inkovitost PSIl. Takoder, fotosintetski pigmenti koji apsorbiraju energiju te ju
usmjeruju do reakcijskih sredista koji se pri tom modificiraju i pretvaraju apsorbiranu energiju
u toplinu, rezultiraju fotoinhibicijom (Alves i sur. 2002). Uloga D1 proteina odnosno njegova
inaktivacija tijekom fotoinhibicije tema je kojom se bave znanstvenici posljednjih petnaestak
godina. Modifikacija strukture D1 proteina ukljuena je u mehanizam oporavka od
fotoinhibicije (Tyystjarvi 2008). Ji i Jiao (2000) su na razli¢itim kultivarima rize pokazali da se
u€inkovitost PSIl (F./F,) smanjuje, a nefotokemijsko gaSenje fluorescencije klorofila a se
povecava kada je sinteza D1 proteina inhibirana. Isti autori su pokazali da se inhibicijom
ksantofilskog ciklusa pomocu ditiotreitola (DTT) smanjio NPQ, 3to je za posljedicu imalo i

dodatnu degradaciju D1 proteina povezanu s velikim smanjenjem ucinkovitost PSII.

Kapacitet izmjene D1 proteina (engl. turnover) klju¢an je u oporavku od fotoinhibicije.

Prilikom izmjene nuzno je de novo sintetizirati D1 protein kako bi se aktivhost PSII vratila u
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normalu. Ponovna sinteza D1 proteina moZe zapoceti vec za vrijeme fotoinhibitornih uvjeta,
jer se fotoinhibicija dogada kada stopa degradacije proteina premaSuje stopu biosinteze. Do
maksimalne stope oporavka dolazi nakon Sto se biljka nade u optimalnim uvjetima. (Aro i sur.
1993; Krause i sur. 1995; Booij-James i sur. 2002; Khatoon i sur. 2009; Keren i Krieger-
Liszkay 2011). Kapacitet izmjene D1 proteina je kljuéni fizioloSki uvjet vazan u stvaranju
tolerancije na fotoinhibiciju. On uklju€uje nekoliko koraka: proteolitiCku degradaciju D1
proteina, sintezu prekursora pre-D1, ugradivanje novo sintetiziranog prekursora u tilakoidnu
membranu nakon €ega slijedi sklapanje ostalih proteina PSII, zavrSno sklapanje D1 proteina
obradom C-terminalnog kraja, te kona€no sklapanje OEC. Ukoliko je stopa oSteéenja PSII
veca od stope popravka istog, doci ¢e do fotoinhibicije (Takahashi i Murata 2008; Tyystjarvi
2008; Keren i Krieger-Liszkay 2011; Tikkanen i Aro 2012).

2.2.6.2. Medudjelovanje svjetlosti i niske temperature

Izlaganje biljaka niskim temperaturama (0-12C) ili smrzavanju (<OC) ima razlicita
djelovanja na njihove metaboli¢ke funkcije. Fotosinteza je prvi proces koji podlijeZze tom
djelovanju. Simptomi oStecenja fotosintetskog aparata uzrokovani niskim temperaturama
zajedno s pojaanim intenzitetom svjetlosti su poprili€no brzi, a dugoroéno se ocituju u
fotooksidaciji fotosintetskih pigmenata (Alves i sur. 2002). Postoji jasna razlika u odgovoru
biljaka na niske temperature kada su one u tami ili na svjetlu. Niske temperature u tami vrlo
slabo utje€u na fotosintetske procese, naro€ito na PSIl, dok visoki intenzitet svjetlosti
ubrzava fotoinhibitorne procese (Suzuki i Mittler 2006). Kod biljaka osjetljivin na niske
temperature, glavna meta fotoinhibicije na niskim temperaturama je fotosustav I. Hidroksilni
radikal koji nastaje reakcijom vodikovog peroksida i reduciranih FeS srediSta, oStecuje ta
srediSta te reakcijsko srediSte PSI. Takve biljke pokazuju fotoinhibiciju kada se nadu u
uvjetima niske temperature i visokog intenziteta svjetlosti (Alves i sur. 2002). Rast i razvoj na
niskim temperaturama omogucuje biljkama bolju toleranciju na fotoinhibiciju na niskim
temperaturama. Prilagodba na nisku temperaturu utje€e na promjene u organizaciji tilakoida i
LHCIlI kompleksa fotosustava Il. Vecina istraZzivanja fotoinhibicije su bazirana na
kratkotrajnom izlaganju biljke stresnim uvjetima. Ako se biljke na neki duzZi period izloZe
stresnim uvjetima, npr. niske temperature i umjerena koli€ina svjetlosti, one ée se u
odredenoj mijeri prilagoditi (Allen i Ort 2001; Huner i sur. 1998; Janska i sur. 2011).
Usporedbom eksperimenata s rajéicama koje su bile izloZzene niskim temperaturama (5 i
10C) i umjerenoj osvijetlienosti (400 pMOleoronam™?s™) tijekom pet dana te 1000
umol:oronam?s™ tijlekom dva dana, Venema i suradnici (2000) su zakljugili da je degradacija
pigmenata bila sporija kod biljaka izloZenih niZzim temperaturama. Takoder, nefotokemijsko

gasenje fluorescencije se pokazalo vece kod listova na niZzim temperaturama, Sto je ukazalo
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na vecu koli¢inu pigmenata ksantofilskog ciklusa. Ovi su rezultati ukazali da prilagodba na
suboptimalne uvjete povecava toleranciju biljaka na fotoinhibiciju izazvanu niskim

temperaturama.

Niske temperature smanjuju fotosintetsku ucinkovitost, a takoder i kapacitet oporavka PSIl s
obzirom da se mjera promjene D1 proteina usporava (Allen i Ort 2001). Takoder, povecava
se akumulacija zeaksantina u listovima izloZenim niskim temperaturama, naro€ito kada je
ona u kombinaciji s visokim intenzitetom svjetlosti Sto je povezano s pojacanim
nefotokemijskim gaSenjem fluorescencije, odnosno sa smanjenjem fotosintetske uéinkovitosti
(Leipner 1998).

Osvjetlienje zna€ajno pojacava aktivnost enzima Calvinovog ciklusa, posebice enzima
ribuloza 1,5-bisfostat karbokislaze oksigenaze (Rubisco) i to na tri nac¢ina: NADPH
proizveden pomocu fotosustava | je alosteri¢ki aktivator enzima Rubisco, svjetlosti utjeCe na
pH tilakoidnog prostora koji postaje kiseliji, a stroma luZnatija i to aktivira Rubisco, a ioni
magnezija, koji ulaze u stromu kada se protoni pod utjecajem svjetlosti potiskuju u tilakoidni
prostor, aktiviraju Rubisco (Pevalek - Kozlina 2003). U biljaka koje su prilagodene na niske
temperature, povecana koli¢ina i aktivhost nekoliko enzima Calvinovog ciklusa nuZna je za
odrzavanje fotosintetske aktivnosti (Janmohammadi 2012). To su pokazali Perez-Torres i
suradnici (2006) na dvije zeljaste arktiCke vrste, Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. i
Deschampsia antartica Desv., u uvjetima visokog intenziteta svjetlosti i niske temperature te
Strand i suradnici (1999) na vrsti Apabidopsis thaliana (L.) Heynh. koja je uzgajana na niskoj
temperaturi. Biljke otporne na niske temperature mogu povisiti ili sniziti maksimalnu stopu
fotosinteze, a time i koli¢inu i aktivhost enzima Calvinovog ciklusa, no taj je fenomen
najéesce specifican za vrstu i kultivar (Perez-Torres i sur. 2006). Kada takve biljke rastu na
niskim temperaturama, pokazuju iznimnu sposobnost obnavljanja fotosintetskog kapaciteta.
Cak i kratkotrajno izlaganje niskim temperaturama izaziva pojaanu aktivaciju enzima
Calvinovog ciklusa na vrstama koje su otporne na niske temperature, kao Sto su Spinat, raz i

uljana repica (Strand i sur. 1999).

2.2.6.3. Medudjelovanje svjetlosti i visoke temperature

Visoka temperatura i koli€ina svjetlosti je uobiCajena pojava tijekom ljetnih dana.
Fotoinhibicija fotosinteze zbog velike koli¢ine svjetlosti je mogucéa &€ak i kada ne postoji ni
jedan dodatni stresni &imbenik. Kada se temperatura digne iznad optimalne razine,
fotosintetska aktivnost se smanjuje. Na pocetku, smanjenje je postupno i reverzibilno, no

nakon kriti€ne temperature postaje sporo i ireverzibilno. Reverzibilna inaktivacija fotosinteze
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je posljedica oSte¢enja kloroplasta koje moZe trajati i nakon Sto se temperatura spusti na
optimalnu (Alves i sur. 2002; Takahashi i Murata 2008).

Sto se ti¢e fotoinhibicije u Sumama ili nasadima, gdje je drveée relativno zbito, malo se zna.
U takvim uvjetima €ak i kada je koli¢ina osvjetljenja maksimalna, biljkama je dostupna mala
koli€¢ina svjetlosti te je one moraju mocéi ucinkovito upotrijebiti. Krause i suradnici (1995) su
proucavali utjecaj fotoinhibicije na maksimalni kvantni prinos (F./F,) kod mladih i razvijenih
listova Sest razli¢itin vrsta kiSnih Suma. ZabiljeZili su visSi stupanj fotoinhibicije kod mladih
listova, no mladi su se listovi oporavili mnogo bolje zbog poveéane koli€ine a-karotena i

zeaksantina (u odnosu na manju koli€inu ukupnih klorofila).

Izlaganje svjetlu tijekom kraéeg tretmana na visokim temperaturama pogoduje biljkama tako
one postaju tolerantnije (Suzuki i Mittler 2006). Isto tako, krace izlaganje poviSenim
temperaturama takoder moze kod biljaka izazvati toleranciju na poviSenu temperaturu
(Larkindale i sur. 2005). Osim toga, visoka temperatura uzrokuje smanjenje aktivnosti
enzima Calvin-Bensonovog ciklusa, naroCito Rubisco aktivaze te uzrokuje strukturalne
promjene tilakoidne membrane. Tilakoidne membrane djeluju kao senzori za promjene koje
izaziva povisena temperatura. Cak i 10-15<C iznad optimalne temperature moZe uzrok ovati
znaCajan stres (Larkindale i sur. 2005; Allakhverdiev i sur. 2008). Najosjetljivija komponenta
fotosintetskog aparata na poviSenu temperaturu je OEC i to zbog toga jer poviSena
temperatura uzrokuje gubitak dva od &etiri Mn iz manganskog klastera (Allakhverdiev i sur.
2008). lzlaganje biljaka kombinaciji visoke temperature i visokog intenziteta svjetlosti
uzrokuje smanjenje fotosintetske aktivnosti te stvaranje reaktivnih kisikovih jedinki (ROS)
koje pak utjeCu na procese popravka oStecenog PSII (Hewezi i sur. 2008; Takahashi i
Badger 2011).

2.2.7. Inhibitori fotosinteze

Kako bi se poblize prougili pojedina¢ni procesi tijekom fotosinteze, kao inhibitori odredenih
fotosintetskih procesa €esto se koriste razli€ite organske tvari (npr. karbamati, nitrili), biljni
hormoni (npr. etilen), antibiotici (npr. nigericin) i herbicidi. Upotreba nekoliko herbicida
direktno uzrokuje fotoinhibiciju fotosinteze. Poznati su brojni su inhibitori koji djeluju na
razli¢itim razinama fotosintetskih procesa te se u tu svrhu naj¢eS¢e koriste inhibitori PSII
(Diuron), PSI (metil viologen), sinteze karotenoida (DTT) i proteina (flazasulfuron) (Neubauer
1993; Alves i sur. 2002; Eullaffroy i sur. 2009). U ovom radu koriStena su dva inhibitora: DTT
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kao inhibitor sinteze karotenoida te nigericin kao inhibitor trans-tilakoidnog protonskog

gradijenta.
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Slika 5. Prikaz ksantofilskog ciklusa, prema Demming-Adams i Adams (1996). VDE —
violaksantin de-epoksidaza, ZE — zeaksantin epoksidaza, AscH™ - askorbat, DHA -

dehidroaskorbat,

2.2.7.1. Ditiotreitol

Ditiotreitol (DTT) je nespecifiéni inhibitor violaksantin de-epoksidaze (VDE; EC 1.10.99.3).
Ksantofilski ciklus (Slika 5) koji kod viSih biljaka ukljuéuje de-epoksidaciju violaksantina u
zeaksantin u dva koraka, omogucava disipaciju suviSka pobudne energije u obliku topline.
De-epoksidacija violaksantina preko anteraksantina u zeaksantin odvija se u tilakoidnom
lumenu (pH 5,0). Reakciju katalizira enzim violaksantin de-epoksidaza koji se nalazi vezan
na tilakoidnu membranu, uz askorbat kao reducens. Nastali zeaksantin pobudnu energiju
primljenu od Klorofila u triplethom stanju rasipa u obliku topline. Violaksantin regenerira se u
uvjetima tame u stromi kloroplasta (pH 7,5 — 8,0), djelovanjem enzima epoksidaze uz utroSak
NADPH i kisika (Niyogi i sur. 1998; Demmig-Adams i sur. 1999; Metzler 2001). U listovima i
izoliranim kloroplastima, DTT znacajno smanjuje nefotokemijsko gaSenje fluorescencije
(NPQ) te je u€inkoviti inhibitor aktivnosti enzima askorbat peroksidaze (Bilger i sur. 1989;

Neubauer 1993).
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2.2.7.2. Nigericin

Nigericin  (NGC) je antibiotik dobiven iz vrste Streptomyces hydroscopicus (Jensen)
Waksman i Henrici koji inhibira prijenos protona preko tilakoidne membrane te stvaranje
ATP-a u kloroplastima (Shavit i sur. 1968). To je ionofor (antiporter) koji inhibira nastanak
trans-tilakoidnog protonskog gradijenta (ApH) tako $to inducira zamjenu H* iona s K* ionima.
Modifikacija ApH koju uzrokuje nigericin snazno utje€e na linearni i cikli¢ki transport
elektrona. Uklanjanje ApH ubrzava protok elektrona u elektronskom transporthom lancu
(Matsubara i Chow 2004; Fernandez-Marin i sur. 2009; Bulychev i sur. 2010). Nizak pH u
lumenu, koji nastaje zbog stvaranja ApH, regulira ksantofilski ciklus (VDE je aktivha na
niskom pH), a on je klju€an u aktiviranju qE, odnosno NPQ (slika 6) Stvaranje poveéanog
ApH kroz ciklicki protok elektrona je takoder vaZzan u aktivaciji NPQ. Ukoliko NPQ nije
funkcionalan, dolazi do povecane fotoinhibicije PSII u uvjetima visokog intenziteta svjetlosti.
Takoder, inhibirani ApH preko tilakoidne membrane uzrokuje akumulaciju protona u lumenu
kloroplasta Sto dovodi do inhibicije nekih od kljuénih komponenata elektronskog transporta
(cyt bef i OEC) Sto ée pak uzrokovati smanjenu mjeru elektronskog transporta odnosno, doci
¢e do ubrzane fotoinhibicije (Takahashi i sur. 2009; Ruban i sur. 2012). Tretman nigericinom
trebao bi poluciti sli¢an odgovor kao i tretman DTT-om, no u znatno manjoj mjeri (Matsubara
i Chow 2004).
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Slika 6. Shematski prikaz zastite PSIl od suviSka svjetlosti (prema Takahashi i sur. (2009)).
Cikli¢ki tok elektrona (CTE) stvara ApH preko tilakoidne membrane koji pomaZe pri
izbjegavanju fotoinhibicije pomoc¢u dva mehanizma: jedan je neovisan o gE te suzbija
oStec¢enja PSIl smanjenjem pH u lumenu, a drugi je ovisan o gE te sprjeava inhibiciju

popravka oStec¢enog PSII na razini sinteze proteina.
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2.2.8. Oksidativni stres i antioksida tivni odgovor u biljkama

Biljike su neprestano izloZzene promjenama u okoliSu koje naruSavaju ravnotezu izmedu
stvaranja i potroSnje energije. Te promjene, kao Sto su npr. oscilacije u temperaturi,
intenzitetu svjetlosti, koli€ini vode, UV radijaciji i sli€¢no, uzrokuju abioti¢ki stres. Kako biljke
imaju relativno ograni¢ene mehanizme izbjegavanja stresa, razvile su sposobnost prilagodbe
na promjenjive okoliSne ¢imbenike. Metaboli¢ki putovi u biljaka su vrlo osjetljivi na te
promjene, pa metabolitka neravnoteZza moZe izazvati oksidativni stres u stanicama i to tako
da dolazi do poja¢anog stvaranja i akumulacije reaktivnih kisikovih jedinki (engl. reactive
oxygen species — ROS) (Arora i sur. 2002; Bhattacharjee 2005; Suzuki i sur. 2012). ROS

nastaju u stanicama i tjekom normalnih metaboli¢kih procesa (Slika 6).
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Slika 7. Shematski prikaz nastanka reaktivnih kisikovih jedinki (ROS) prema Gill i Tuteja
(2010).

Fotosintetski elektronski transport je jedan od glavnih izvora reaktivnih kisikovih jedinki u
fotosintetski aktivnim biljnim tkivima, a koji ima potencijal stvoriti singletni kisik, 'O, i
superoksidni radikal O*. Klorofil smjesten u antenama i reakcijskim sredistima vrlo je
u€inkovit u apsorpciji svjetlosti. Takoder ima dodatnu prednost da kada dode u pobudeno
stanje, u tom stanju ostaje dovoljno dugo kako bi tu pobudnu energiju pretvorio u
elektrokemijski potencijal razdiobom naboja. Ako se pak ta energija ne iskoristi uc€inkovito,
elektronski spinovi u pobudenom stanju mogu prevesti klorofil u tripletno stanje ((Chl*). Ako u
blizini nema molekula karotenoida (,quencher®), klorofil u takvom obliku moZe reagirati s
oshovnim stanjem kisika, 30, te tako stvoriti iznimno reaktivnu molekulu singletnog kisika,
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0, (Krieger-Liszkay i sur. 2008; Triantaphylides i Havaux 2009; Gill i Tuteja 2010). Kontrola
elektronskog protoka izmedu PSII i PSI regulira redukcijsko stanje akceptorske strane PSI,
Sto znaci da redoks stanje PSI akceptora ne limitira zna€ajno elektronski transport. Takoder,
regulirana aktivacija Calvin-Bensonovog ciklusa te kontrola mjere protoka elektrona su vazni
Cimbenici koji odreduju redoks stanje ukupnog feredoksina (Fd). Feredoksin i prenosioci
elektrona na reducirajuéoj strani PSI imaju dovoljno negativan elektrokemijski potencijal te
tako doniraju elektrone kisiku Sto rezultira nastankom superoksidnog radikala O.e'.
Superoksidni radikal je srednje reaktivna, kratko Zivuéa molekula (2-4 ps). To vrijeme
poluZivota nije dovoljno da moZe prelaziti preko membrana te je podloZna brzoj dismutaciji u
vodikov peroksid H,O, (Arora i sur. 2002; Bhattacharjee 2005).

H,0, je vrlo stabilna, srednje reaktivha molekula, no za razliku od O,¢", ima relativho dugacko
vrijeme poluzivota, oko 1 ms. S obzirom da se radi o nenabijenoj molekuli, ona vrlo lako
prelazi preko biomembrana. H,O, ima dvostruku ulogu: u niskim koncentracijama djeluje kao
signalna molekula te aktivira toleranciju na razli€ite tipove stresa, dok u visokim
koncentracijama oksidira druge molekule, a u kona€nici moZe izazvati programiranu stani¢nu
smrt (Gill i Tuteja 2010). Takoder, H,O, moZe oksidirati i reducirati organske molekule, no
ako ne postoje metalni katalizatori, vrlo slabo ée reagirati s njima (Foyer i sur. 1997;
Cheeseman 2007). U prisutnosti metalnog katalizatora, H,O, podlijeze oksidaciji (Fentonova
ili Haber-Weissova reakcija) kojoj je krajnji produkt hidroksilni radikal (OHe). To je vrlo
reaktivna molekula s kratkim poluzivotom (1 ps) i vrlo visokim afinitetom prema bioloSkim
molekulama (Dat i sur. 2000; Arora i sur. 2002; Gill i Tuteja 2010). ROS su slobodni radikali
kisika koji reagiraju s nizom razli€itih molekula kao Sto su lipidi, proteini ili DNA te uzrokuju
njihova oStec¢enja. Kako bi smanjile ili sprijecile oSteéenja koja ROS uzrokuju, bilike su razvile
funkcionalan antioksidativni mehanizam kojeg ¢ine antioksidativni enzimi (npr. superoksid
dismutaza, katalaza, enzimi glutation-askorbatnog ciklusa) i neenzimatski antioksidansi (npr.
tokoferol, askorbinska kiselina, karotenoidi) (Bhattacharjee 2005; Gill i Tuteja 2010).

2.2.8.1. Antioksidativni enzimi

Superoksid dismutaza (SOD; EC 1.15.1.1) pripada obitelji metaloenzima koji katalizira
pretvorbu O, u molekularni kisik i H,O, (Tablica 1, Slike 7 i 8). SOD predstavlja prvu liniju
obrane biljke od toksi€nog efekta poviSenih razina ROS. To je jedan od najefikasnijih
enzimatskih antioksidansa koji uklanja O, (Gill i Tuteja 2010). Kombinacija abiotiCkih
Cimbenika ¢e potaknuti pojac¢anu produkciju ROS, no aktivnost enzima SOD ¢ée imati dvojaku
aktivnost, ovisno i o vrsti, odnosno kultivaru ili mutanti. Do povecéanja aktivnosti moZze dodi
kod povecéane koli¢ine svjetlosti (Sofo i sur. 2004), solnog stresa (Meloni i sur. 2003), niske

temperature (Huang i Guo 2005), nedostatka vode (lturbe-Ormaetxe i sur. 1998; Beis i
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Patakas 2012), odnosno do smanjene aktivnosti kod niske temperature (Hodges i sur. 1997,
Huang i Guo 2005).

Katalaza (CAT; EC 1.11.1.6) je enzim koji direktno moZe prevesti H,O, u H,O i O, (Tablica 1,
Slike 7 i 8). Ima vrlo visoku aktivnhost, no iznimno nizak afinitet prema H,O, jer reakcija
zahtijeva simultani ulazak dvije molekule H,O, na aktivno mjesto (Noctor i Foyer 1998). lako
nije locirana u kloroplastima, katalaza je vrlo zna€ajna u uklanjanju H,O, u peroksisomima.
Za ovaj enzim karakteristi¢no je da ima iznimno visoku stopu izmjene, no razine enzima u
ravnoteZi mogu biti brzo smanjene u slu€aju da uvjeti uzrokuju inhibiciju izmjene (Foyer i
Noctor 2000). Razli¢iti abioti¢ki ¢imbenici imaju vrlo varijabilni utjecaj na aktivnost ovog
enzima. Ovisno o tipu biljke, i smanjenje i povecanje aktivnosti katalaze zabiljeZzeno je u
uvjetima suSe (Sofo i sur. 2004; Nair i sur. 2008; Beis i Patakas 2012), niske temperature
(Hodges i sur. 1997; Huang i Guo 2005), solnog stresa (Meloni i sur. 2003) i povecane

koli€ine svjetlosti (Dat i sur. 2000).

Peroksidaze kataliziraju redoks reakcije izmedu H,O, i razli¢itih reduktanata. Biljne se
peroksidaze dijele u tri razreda: razred | obuhvaca intracelularne peroksidaze, razred Il su
peroksidaze koje sintetiziraju gljive i razred Il obuhvaéa peroksidaze koje se izlu€uju u

apoplast biljnih stanica (Hiraga i sur. 2001).

Gvajakol peroksidaze (GPOD; EC 1.11.1.7) koriste aromatske fenole kao Sto su gvajakol ili
pirogalol kao donore elektrona (Tablica 1). Aktivhost GPOD znaéajno varira ovisno o vrsti
bilike i stresnim uvjetima (Gill i Tuteja 2010). Brojne su fizioloSke funkcije u kojima gvajakol
peroksidaza sudjeluje: biosinteza lignina, suberinizacija, zacjeljivanje ozljeda, katabolizam
auksina, obrana od patogena (Hiraga i sur. 2001). Promjene aktivhosti gvajakol peroksidaze
zabiljezene su kod biljaka izloZenih solnom stresu (Mika i Luthje 2003; Yamane i sur. 2009;

Tayefi-Nasrabad i sur. 2011), visokoj i niskoj temperaturi te susi (Lu i sur. 2007).

Askorbat peroksidaza (APX; EC 1.11.1.11) pripada u razred | biljnih peroksidaza, a glavna
funkcija ovog enzima je brzo uklanjanje H,O, na mjestu njegova nastanka, a kao donor
elektrona koristi askorbat (Tablica 1, Slike 7 i 8). Uklju¢ena je u glutation-askorbatni ciklus
koji uklanja suvisak H,O, (Noctor i Foyer 1998). APX ima znatno ve¢i afinitet prema H,0O, od
katalaze, no u slu¢aju kada je redukcija kisika limitirana, aktivnost APX-a je znagajno
smanjena (Asada 2006). Do povecanja aktivnosti APX moZe doc¢i kod povecane koli¢ine
svjetlosti (Yoshimura i sur. 2000; Yabuta i sur. 2004; Golan i sur. 2006), suSe (Sofo i sur.
2004; Beis i Patakas 2012), odnosno do smanjenja aktivnosti takoder kod manjka vode

(Iturbe-Ormaetxe i sur. 1998) ili smrzavanja (Huang i Guo 2005).
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Glutation reduktaza (GR; EC 1.6.4.2) je takoder enzim glutation-askorbatnog ciklusa (Tablica
1, Slike 7 i 8). Katalizira redukciju oksidiranog glutationa (GSSG) u reducirani oblik (GSH).
Reakcija je ovisna o NADPH. GR igra vaznu ulogu u obrambenom sustavu protiv ROS tako
Sto odrZava glutation u reduciranom stanju. Lokalizirana je u kloroplastima, no odredene,
male koli€ine enzima su pronadene i u mitohondrijima i citoplazmi (Foyer i sur. 1997; Noctor i
Foyer 1998; Arora i sur. 2002; Gill i Tuteja 2010). Kao i ostali antioksidativni enzimi, ovisno o
tipu stresa i biljnoj vrsti, aktivnhost GR je promjenjiva. ZabiljeZene su povecanje aktivnosti
tijekom smrzavanja (Hodges i sur. 1997), solnog stresa (Meloni i sur. 2003) i poviSene
koli€¢ine svjetlosti (Logan i sur. 1998), dok su smanjene aktivnosti izazvane niskom

temperaturom (Huang i Guo 2005) i suSom (Iturbe-Ormaetxe i sur. 1998).

Tablica 1. Prikaz djelovanja najvaznijih enzima antioksidativnhog sustava u biljkama.

Enzim Reakcija
Superoksid dismutaza (SOD) O, + 0,7+ 2H" —= 2H,0, + O,
Katalaza (CAT) H,O, = H,0 + % 0,
Askorbat peroksidaza (APX) H,O, + AA— 2H,0 + DHA
Glutation reduktaza (GR) GSSG + NAD(P)H —= 2GSH + NAD(P)"
Gvajakol peroksidaza (GPOD) H,0;, + GSH = H,0 + GSSG

2.2.8.2. Peroksidacija lipida

Peroksidacija lipida je proces za koji se smatra da uzrokuje najviSe oStecenja u Zivom
organizmu. Tijekom peroksidacije lipida (Slika 8), iz polinezasi¢enih prekursora stvaraju se
produkti koji mogu reagirati sa tiobarbiturnom kiselinom stvarajuéi obojene produkte TBARS
(engl. thiobarbituric acid reactive substances). Cesto se ovaj parametar koristi kao jedini
kojim se moZe odrediti razina oStecenja uslijed stresa. Cjelokupni proces peroksidacije lipida
ukljuéuje tri odvojena koraka: inicijacija, propagacija te terminacija. Za inicijaciju su nuzni
kompleksi prijelaznih metala, najéeS¢ée Cu i Fe. Inicijaciju najéeSée uzrokuju OHe radikali i to
tako da oduzimaju vodikov atom iz masnih kiselina nakon €ega nastaju alkilni radikali (Re).
Oni reagiraju s molekulskim kisikom Sto uzrokuje stvaranje peroksilnih radikala (ROOs¢).
Jednom kad oni nastanu, mogu dalje uzrokovati lanac peroksidacijskih reakcija oduzimanjem
atoma vodika iz bo¢nih lanaca polinezasi¢enih masnih kiselina (engl. polyunsaturated fatty
acids — PUFA). Citava reakcija zavrSava kada nastali radikali reagiraju medusobno te tako
formiraju produkte koji dalje ne mogu nastaviti propagaciju lananih reakcija. Samo jedna

reakcija inicijacije moZe uzrokovati brojne lan€ane reakcije peroksidacije.
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Cjelokupni proces lipidne peroksidacije smanjuje membransku fluidnost te omogucava
zamjenu fosfolipida u dvosloju. Takoder smanjuje selektivhost biomembrana 5to se o€ituje u
povec¢anom ,curenju“ molekula koje bi ina¢e prolazile kroz specifi€éne prijenosne kanale
(Berger i sur. 2001; Bhattacharjee 2005; Gill i Tuteja 2010).

2.2.8.3. Proteinski karbonili

Oksidacija proteina (Slika 8) je kovalentna modifikacija proteina koju najéesc¢e uzrokuju ROS,
(najceSce HOe, H,0O, i O,*) ili reaktivne duSikove jedinke (engl. reactive nitrogen species —
RNS) koji nastaju kao posljedica oksidativnog stresa. To su najc¢eSce ireverzibilne promjene.
Najzastupljenija oksidativha promjena je karbonilacija te se kao takva koristi kao marker
oksidacije, odnosno oSteéenja proteina. Brojne aminokiseline, naro€ito arginin, histidin, lizin i
prolin imaju slobodne karbonilne grupe koje inhibiraju ili mijenjaju aktivhost samog proteina.
Karbonilacija nastaje kao direktna oksidacija aminokiselinskog bo&nog lanca. Reaktivni kisik
oduzima atom vodika iz aminokiselinskog ostatka te tako nastaju radikali koji se mogu

medusobno povezivati (Juszczuk i sur. 2008; Rinalducci i sur. 2008; Gill i Tuteja 2010).

Suéa, temneratura, solni stras
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Slika 8. Shematski prikaz nastanka i uklanjanja reaktivnih kisikovih jedinki (ROS):
superoksidnog radikala (O,*"), vodikovog peroksida (H.O,) i hidroksilnog radikala (OHe)
uslijed oksidativnog stresa te utjecaj ROS-a na peroksidaciju lipida i karbonilaciju proteina,

madificirano i prilagodeno iz Wahid i suradnici (2007).
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA | HIPOTEZA
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Ciljevi istraZivanja su utvrditi u€inkovitost PSII i razinu antioksidativhog odgovora u uvjetima
svjetlosnog stresa u mladim i razvijenim listovima smokve te istraZiti fotokemijske i
biokemijske mehanizme prilagodbe fotosintetskog aparata. Nadalje, istraZiti medudjelovanje
dva tipa stresa (svjetlost i temperatura) na fotosintetsku u€inkovitost i antioksidativni odgovor
mladih i razvijenih listova. Takoder, cilj je istraZiti doprinos nefotokemijskog gaSenja
fluorescencije klorofila a u odrZzavanju fotosintetske ucinkovitosti u mladim i razvijenim

listovima pod inhibitornim utjecajem ditiotreitola i nigericina.

Osnovna pretpostavka je da mladi i razvijeni listovi imaju razlicite fotokemijske i biokemijske
prilagodbe kojima se brane od svjetlosnog stresa. Te ¢ée prilagodbe pokazati razli€ite
strategije u obrani mladih i razvijenih listova od fotoinhibitornih uvjeta tijekom dnevnog
ciklusa, naro€ito u vrijeme izraZene insolacije i poviSene temperature tijekom podneva.
Ocekuje se da ¢e kombinacija visokog intenziteta svjetlosti s poviSenom ili sniZzenom
temperaturom, odnosno niski intenzitet svjetlosti s poviSenom ili snizenom temperaturom u
kontroliranim uvjetima barem djelomiéno pokazati koji od primijenjenih stresora ima vedi
utjecaj na fotosintetsku ucinkovitost i antioksidativni odgovor. Pretpostavka je da mladi listovi
imaju razvijen fotosintetski aparat koji je sposoban suviSak svjetlosne energije otpustiti te ¢e
procesi apsorpcije svjetlosne energije i elektronskog transporta biti neuravnotezeni u
uvjetima visokog intenziteta svjetlosti, a Sto ¢e u konaénici dovesti do fotoinhibicije. Takoder,
ocCekuje se da ce inhibitori nefotokemijskog gaSenja fluorescencije klorofila a imati razli€it
utjecaj na funkcioniranje mladih i razvijenih listova Sto ¢e doprinijeti tumacenju razli€itog
odgovora povezanog sa smanjenjem fotosintetske u€inkovitosti i fotoinhibicijom.
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4. MATERIJAL | METODE
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4.1. BILINI MATERIJAL | OPIS EKSPERIMENTA

Fotosintetska ucinkovitost i antioksidativni odgovor mladih i razvijenih listova smokve (Ficus
carica L.) istrazivana je na dvije lokacije u Osijeku, Hrvatska: 4533°29,4”S, 1843°2,771 i
4533°32,77 S, 1841°7,571. Istrazivanje je vrSeno tijekom tri godine, od 2009. do 2011.
godine, u periodu od lipnja do kolovoza, a sastojalo se je od tri dijela: dnevnih promjena
ucinkovitost fotosustava Il, eksperimenta u kontroliranim uvjetima s Cetiri razliita tretmana,
te tretmana inhibitorima nefotokemijskog gaSenja fluorescencije klorofila a. U sva tri dijela
istraZzivanja odredivana je fotosintetska ucinkovitost i antioksidativni odgovor na oba tipa
listova. Fotosintetska ucinkovitost odredena je metodom polifaznog porasta fluorescencije
klorofila a (OJIP test) te metodom saturacijskog pulsa. Takoder je odredena koncentracija
fotosintetskih pigmenata te akumulacija proteina D1 i velike podjedinice (LSU) enzima
Rubisco-a. Za odredivanje antioksidativnog statusa odredivane su aktivnosti enzima
superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT), askorbat peroksidaze (APX), gvajakol
peroksidaze (GPOD) i glutation reduktaze (GR) te razina peroksidacije lipida (TBARS) i
oStecenja proteina (proteinski karbonili).

4.1.1. Biljni materijal

Za istraZivanje su izabrana dva razli¢ita genotipa odnosno dvije sorte smokve: Zamor¢ica i
Fico della Madonna (Slika 9). S obzirom da je smokva vrsta koja se lako razmnoZava
reznicama, postoji velika moguénost da jedinke odnosno stabla koja rastu relativno blizu
jedno drugome imaju isti genotip. U ovom istrazivanju izabrana su dva genotipa s vidljivo
razli¢itim morfoloSkim karakteristikama kojima je na temelju morfologije lista i ploda te drugih
karakteristika determinirana sorta. Sorte €esto variraju u nekim znacajkama kao Sto su
morfologija lista, bujnost kroSnje, vanjska i unutrasnja boja ploda, okus ploda i brojne druge.
(IPGRI i CIHEAM 2003; Flaishman i sur. 2008). Zamor¢ica (Slika 9 A) je naSa najbolja i
najrasirenija sorta. Tolerantna je na suSu i hladnoc¢u, bujna je i rodna, odlikuje se odli¢nim
plodovima za potroSnju u svjeZzemu stanju i za suSenje. Tipicha je jednorotka s
degeneriranim Zenskim cvjetovima. Kruskoliki plod ima duguljasti vrat, tanku svijetlo zelenu
koZicu, a Zu¢kasto zelenu u vrijeme dozrijevanja (Prgomet i Boha¢ 2003; Badelj Mavsar i sur.

2008). Fico della Madonna (Slika 9 B) je raSirena u Istri i sjeveroistoénom primorju. To je
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tipicna dvorotka koja donosi proljetne i kasne ljetne plodove. Ima vrlo bujnu krodnju, a
plodovi su krupni i kruskoliki, Zute boje, no osrednje kvalitete (Prgomet i Boha¢ 2003; Badel;
Mavsar i sur. 2008).

Slika 9. IstraZivana stabla smokve sorti Zamorcica (A) i Fico della Madonna (B).

4.1.2. Odredivanje dnevnih promjena fotosintetske u  €inkovitosti i
antioksidativhog odgovora

Stablo smokve Zamorgica koriSteno je kao primarni objekt ovog dijela istrazivanja te su na
njoj izvrSena sva mjerenja. Uzorkovanje je izvrSeno 16. svibnja 2011. godine. Za istraZivanje
su odabrani mladi listovi veli€ine 5-6 cm te razvijeni listovi velicCine 20-25 cm (Slika 10).
Svaka dva sata mjerena je koli€ina svjetlosti i temperatura kako bi se dobio uvid u
mikroklimatske promjene tijekom dnevnog ciklusa (Slika 11).

Za odredivanje dnevnih promjena fotosintetske ucinkovitosti, tijekom 24 sata, u 1h, 7h, 13h i
19h, na listovima smokve u prirodi mjeren je polifazni rast fluorescencije klorofila a pomoéu
aparata Handy PEA (Hansatech). Svaki put mjereno je po 10 listova oba tipa. Istovremeno
su uzorkovani listovi za odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata i akumulacije
proteina D1 i enzima Rubisco-a. Takoder, oba tipa listova uzorkovana su na terenu u 7h i
13h i u prijenosnom hladnjaku prevezena u laboratorij. Ti su listovi koriSteni za mjerenje
fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa i odredivanje razine antioksidativnog

odgovora.
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Na listovima smokve Fico della Madonna izvrSeno je mjerenje polifaznog rasta fluorescencije
klorofila a na terenu i to Cetiri puta tijekom 24 sata, u 6h, 12h, 18h i Oh. Svaki put mjereno je
po 10 listova oba tipa. Uzorkovanje je izvrSeno 16. svibnja 2011. godine. S obzirom na
udaljenost lokacija istrazivanih stabala, mjerenja su izvrSena sat vremena ranije. Za vrijeme
uzorkovanja mjerena je temperatura i koli€ina osvjetljenja, a vrijednosti su se podudarale s

onima izmjerenim sat vremena kasnije te su prikazane na Slici 11.

Slika 10. Istrazivani listovi smokve: mladi listovi veli€ine 5-6 cm te razvijeni listovi veli€ine 20-

25 cm. Mjerna linija odgovara duljini 1 cm.
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Slika 11. Koli¢ina osvjetlienja (umoleotonam?s™) i temperatura (C) mjerena
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4.1.3. Odredivanje fotosintetske u €inkovitosti i antioksidativhog odgovora u
eksperimentalnim uvjetima

Odredivanje fotosintetske ucinkovitosti i antioksidativhog odgovor mladih i razvijenih listova u
kontroliranim uvjetima vrSeno je tijekom lipnja, srpnja i kolovoza 2009. i 2010. godine. Mladi i
razvijeni listovi obje sorte (Zamorc€ica i Fico della Madonna) uzorkovani su oko 19 sati nakon
€ega su u prijenosnom hladnjaku s ledenim blokovima prevezeni u laboratorij. Kako bi se
ponistio vanjski utjecaj, listovi su petelijikama uronjenima u vodu smjesteni u tamnu komoru
na 12 sati na stabilizaciju. Oba tipa listova su nakon stabilizacije smjeStena u klima komoru
(V6sch V7014) na jedan od tretmana u trajanju od 4h (Slika 12). Postavljena su €&etiri pokusa
- kombinacije dva razli¢ita intenziteta osvjetljenja i dvije razli¢ite temperature. Kombiniran je
tretman s visokim intenzitetom svjetlosti (HL — engl. high light; 800+20 pmoIFOTONAm'Zs'l) S
poviSenom (35+1TC) i niskom (10+1T) temperaturom t e tretman niskim intenzitetom
svjetlosti (LL — engl. low light; 50+5 pmolsoronam™?s™) takoder s povisenom (35+1<) i niskom
(10£1<C) temperaturom. Za tretmane su u daljnjem te kstu koriStene kratice HL35 (80020
uMolotonam?s™ i 35#1C), HL10 (800+20 pmMOleoronam™?s™ i 10+1T), LL35 (5045
uMOleoronam™s™ i 3521C), i LL10 (5025 pmoleoronam™?s™ i 10£1C). Listovi nakon 12h
stabilizacije koriSteni su za odredivanje fotosintetske ucinkovitosti i antioksidativnog
odgovora u po€etnom stanju, prije tretmana te je za te rezultate u daljnjem tekstu koriStena
kratica P.

Citav eksperiment uginjen je u duplikatu. Za mjerenje polifaznog rasta fluorescencije klorofila
a koristeno je po 20 mladih i 20 razvijenih listova. Isti listovi koriSteni su za odredivanje
koncentracije fotosintetskih pigmenata i akumulacije proteina D1 i enzima Rubisco-a te za
odredivanje razine antioksidativnog odgovora. Svi su uzorci mjereni u triplikatu. Mjerenje
fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa odreden je maksimalni kvantni prinos

fluorescencije (F./Fy) te je u tu svrhu je koriSteno je po 5 listova svakog tipa.

39



Slika 12. Mladi i razvijeni listovi smokve smjesteni u klima komoru na
HL35 (A) i LL35 tretman (B).

4.1.4. Odredivanje fotosintetske u €inkovitosti i antioksidativhog odgovora
nakon tretmana inhibitorima nefotokemijskog gaSenja fluorescencije klorofila a

Za ovaj dio eksperimenta koristili su se mladi i razvijeni listovi sorte Zamor¢ica. Uzorkovanje
je vrSeno tijekom lipnja i srpnja 2010. godine. Listovi su uzorkovani oko 19 sati nakon ¢ega
su u prijenosnom hladnjaku s ledenim blokovima prevezeni u laboratorij. U tami su pomocu
metalnog buSa€a za €epove izrezani lisni diskovi promjera 6 mm. Po 120 lisnih diskova oba
tipa listova poslagani su u Petrijeve zdjelice s 10 mL otopine (Slika 13). Kao kontrola (K)
koriStena je 0,5%-tna otopina etanola, a 5uM otopina nigericina u 0,5%-tnoj otopini etanola
(NGC) i 10mM otopina DTT-a u 0,5%-tnoj otopini etanola (DTT) kao tretmani inhibitorima. S
lisnim diskovima iz sva tri tretmana u daljnjem tijeku eksperimenta postupano je na isti nacin.
Ulazak otopina u tkivo potaknut je vakuum infiltracijom u tami, na sobnoj temperaturi
(204£2<C), pod tlakom od 25kPa i to tako da je svaki uzorak vakuumiran 3 puta po 30
sekundi. Nakon toga su lisni diskovi u Petrijevim zdjelicama stavljeni na stabilizaciju 12 sati u
tamu, a potom smjesSteni u klima komoru u trajanju od 30 minuta. Uvjeti u klima komori su
namjesteni na 800+20 uMOleoronam™?s™ i 35T (HL35), Sto je bio tretman koji je izazvao
najjaci nefotokemijski odgovor kod oba tipa listova u pokusu koji je provoden u kontroliranim
uvjetima.

Citav eksperiment ponovljen je tri puta. Za mjerenje polifaznog rasta fluorescencije klorofila a
koriSteno je po 40 lisnih diskova mladih i razvijenih listova. Mjerenje je vrSeno nakon 30 min

tretmana na visokom intenzitetu svjetlosti i poviSenoj temperaturi (HL35). Za mijerenje
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fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa koriSteno je po 5 lisnih diskova oba
tipa listova nakon 30 min HL35 tretmana. Za odredivanje koncentracije fotosintetskih
pigmenata i akumulacije proteina D1 i enzima Rubisco-a te za odredivanje razine
antioksidativnog odgovora koristeni su lisni diskovi nakon 30 min tretmana HL35. Svi su

uzorci mjereni u triplikatu.

Slika 13. Lisni diskovi mladih (B) i razvijeni (A) listova smokve smjeSteni u klima komoru na
HL35, na tretmane inhibitorima nefotokemijskog gasenja fluorescencije klorofila a (D).
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4.2. ISTRAZIVANJE FOTOSINTETSKE U CINKOVITOSTI

4.2.1. Mjerenje polifaznog rasta fluorescencije klo  rofila a i OJIP test

Za odredivanje fotosintetske u€inkovitosti in vivo koriSten je uredaj Plant Efficiency Analyzer
(Handy PEA, Hansatech, VB). Sav biljni materijal je prije mjerenja bio prilagoden na uvjete
tame tijekom 30 minuta. Za indukciju polifaznog rasta fluorescencije klorofila koriSten je puls
crvene saturacijske svjetlosti (maksimum 650 nm, 3000 pmoIFOTONAm'zs'l). PEA-fluorometar
omogucéava biljeZzenje promjena u intenzitetu fluorescencije tijekom 1s, pocevsi od 50 ps
nakon osvjetljavanja. Podaci o intenzitetu fluorescencije nakon 50 us (F,), 150 ps, 300 ps, 2
ms (F;), 30 ms (F)), maksimalnom intenzitetu fluorescencije (F.), vremenu potrebnom za
postizanje maksimalnog intenziteta te povrsini iznad OJIP-krivulje (AREA) koriste se u OJIP-
testu te se pomodu njih izra¢unavaju parametri koji opisuju glavne funkcionalne karakteristike

fotosustava Il (Tablica 2).
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Tablica 2. Parametri dobiveni mjerenjem polifaznog rasta fluorescencije klorofila a i
parametri OJIP testa

Parametar Opis Jednadzba
Fo intenzitet fluorescencije nakon 50 us (O stupanj)
F300 intenzitet fluorescencije nakon 300 ps
F; intenzitet fluorescencije nakon 2 ms (J stupanj)
Fi intenzitet fluorescencije nakon 30 ms (I stupanj)
Fm maksimalni intenzitet fluorescencije (P stupanj)
Fv maksimalna varijabilna fluorescencija Fv = Fm-Fo
tmax vrijeme potrebno da se postigne Fn,
V; varijabilna fluorescencija na J stupnju V; = (Fs-Fo)/(Fm-Fo)
Vi varijabilna fluorescencija na | stupnju V| = (Fr-Fo)/(Fm-Fo)
Sm normalizirana komplementarna povrsina iznad OJIP krivulje AREA/(Fn-Fo)
Mo ukupna brzina zatvaranja RC (TRJ/RC) - (ET/RC) =
4A(F300us-Fo)/(Fm-Fo)
N prometni broj Sm x [(dV/dt)o)/V;
RC/CS, gustoca aktivnih reakcijskih srediSta Fu/Fm % (V3/Mo) X ABS/CS,
TRo/ABS maksimalni kvantni prinos fotosustava Il [1-(Fo/Fm)] = F/Fm
ET./ABS kvantni prinos elektronskog transporta 1— (Fo/lFm)

uginkovitost kojom ,uhvaceni“ (,trapped") eksciton
ETo/TRo omogucava prijenos elektrona u elektron-transportnom 1-Vy)
lancu dalje od Qa

ABS/RC apsorpcija po aktivnom reakcijskom sredistu Mo x (1/V3) % [L/(Fu/Fm)]
TR./RC protok uhvaéenih fotona po aktivhom reakcijskom sredistu Mo x (1/V3)
ET./RC elektronski transport po aktivnom reakcijskom sredistu Mo X (1/V;3) x (1-V3)
DIlo/RC rasipanje po aktivhom reakcijskom sredistu (ABS/RC) - (TR«/RC)
ABS/CS apsorpcija po pobudenoj povrsini ABS/CSp = Fo
TR./CS protok uhvaéenih fotona po pobudenoj povrsini [1 — (Fo/Fm)] % Fo
ET./CSo elektronski transport po pobudenoj povrsini [1— (Fo/Fm)] % (1 —V3) X Fo
DIo/SCo rasipanje po pobudenoj povrSini (ABS/CS;) — (TRo/CSo)

Plags indeks fotosintetske uginkovitosti (RS Rl

[ETo/(TRo — ETo)]
S omjer koncentracije klorofila reakcijskih sredista i (RCITRo) x (TRo/ABS) =
koncentracije antena klorofila [(F3-Fo)/4(Faoous-Fo)] % (Fv/Fm)
TRo/Dlo omijer protok uhvacenih fotona i rasipanje energije Fv/Fo
ETo/(TRo—
ETY) transport elektrona dalje od primarnog akceptora Qa (Fm-Fy)/(F3-Fo)
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4.2.2. Mjerenje fluorescencije klorofila ~ a metodom saturacijskog pulsa

Za mijerenje fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa koriSten je ,Pulse
Amplitude Modulated” fluorometar (Mini-PAM, Waltz, Njemacka). Metoda saturacijskog pulsa
(Schreiber i sur. 1994) temelji se na primjeni dovoljno jakog svjetlosnog impulsa uslijed ¢ega
dolazi do potpune redukcije vezanog plastokinona (Q,). Saturacijski puls trenutno zatvara
sva reakcijska sredista. Sav biljni materijal je bio prilagoden na uvjete tame u tamnoj komori
gdje su vrSena i mjerenja. Nakon 30 min prilagodbe na uvjete tame izmjeren je minimalni
intenzitet fluorescencije (Fo). Nakon toga je primijenjen puls saturacijske svjetlosti (5000
MMOlroToNA m'zs'l) kako bi se odredio maksimalni prinos fluorescencije (Fn) te izradunao

maksimalni kvantni prinos fluorescencije:
Fu/Fm = (Fm - Fo)/Fm,

pri éemu je F, razlika izmedu minimalne i maksimalne fluorescencije, odnosno varijabilna
fluorescencija. Uzorci se tada izlazu razli¢itim koli¢inama svjetlosti (100, 500 i 800
MMOl:oToNA m s‘l) tijekom 30-tak minuta. Za svaku koli¢inu svjetlosti odredena je minimalna
(Fo") i maksimalna (Fy") fluorescencija uzorka prilagodenog uvjetima svjetla te maksimalna

ucinkovitost fotosustava Il (engl. photosystem Il - PSII) koja je izraZzena kao omjer:
FJ'/Fn' = AF/F,' = (Fn' - Fo')/Fr'

Neciklicki transport elektrona kroz PSII (engl. relative electron transport rate - relETR) je

izradunat iz formule:
relETR = AF/F,,' x PPFD x 0,5

gdje je PPFD predstavlja gustocu fotosintetski aktivnog toka fotona (engl. photosyntetically
active photon phlux density — PPFD), a 0,5 faktor koji pretpostavlja da su fotosustavi Il i |
pobudeni u jednakoj mjeri. Nefotokemijski ,quenching” (NPQ) ili nefotokemijsko gaSenje

fluorescencije klorofila a je izraunat iz formule:
NPQ = (F, — F)F

Za izraCun svih parametara se koriste vrijednosti izmjerene na kraju svakog svjetlosnog

koraka kada se vrijednosti viSe nisu zna¢ajno mijenjale.
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4.2.3. Odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata

Za spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata tkivo je usitnjeno
u tekuéem dusSiku uz dodatak magnezijevog hidrogenkarbonata (MgHCO3) do finog praha.
Otprilike 0,05 g tkiva je prebaceno u prethodno oznacene i izvagane tubice te je odredna
toCna masa tkiva. Nakon toga je u tubicu dodano 1 mL hladnog acetona. Pigmenti su
ekstrahirani 15 minuta na ledu nakon €ega su centrifugirani 10 minuta pri 15000 g na 4<C.
Supernatant je prebacen u plasti¢nu epruvetu s éepom na navoj. Reekstrakcija se ponavljala
viSe puta sve dok talog nije bio potpuno obezbojen. Supernatanti su spojeni, a prije mjerenja
je oc€itan ukupni volumen spojenih ekstrakata. Koncentracije fotosintetskih pigmenata,
klorofila a (Chl a), klorofila b (Chl b) i ukupnih karotenoida (Car), odredene su
spektrofotometrijski (Analityk Jena Specord 40) mjerenjem apsorbancije na 661,6, 644,8 i
470 nm. Za izra¢un su koriSteni ekstincijski faktor prema Lichtenthaleru (1987):

Chl a = (11,24 Agg16 — 2,04 Agusg) VIm x 10°
Chl b = (20,13 Aguss — 4,19 Ager ) V/m x 10°
Car = [10°% Ay70 — 1,9(11,24 Ager 6 — 2,04 Aguss) — 63,14(20,13 Agass — 4,19 Agsr6)] V /214 x m x 10°
gdje je:
V — ukupni volumen ekstrakta fotosintetskih pigmenata, izrazen u mL i

m — masa uzorka, izraZzena u gramima.

Koncentracija fotosintetskih pigmenata izraZena je u mg g™ svjeze tvari (Sv.T).
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4.3. SDS-ELEKTROFOREZA TOPLJIVIH | MEMBRANSKIH PROT EINA

4.3.1. Ekstrakcija topljivin i membranskih proteina

Biljni materijal je usitnjen u tekuéem dusSiku do finog praha te je oko 0,5 g tkiva prebaceno u
prethodno izvaganu tubicu i odredena to¢na masa tkiva. U tubice je dodano 1 mL
ekstrakcijskog pufera zagrijanog na 80<C, a koji je sadrzavao 0,1M Tris/HCI (pH = 8), 18,9
mL 0,1 M Tris/HCI (pH=8), 34,5 mL 20% SDS, 27,48 mL 87% glicerol i 0,231g DTT.
Ekstrakcija se odvijala na termobloku (Termomixer compact, Eppendorff) na 80T tijekom 10
minuta. Uzorci su nakon toga ohladeni na ledu, a nakon toga centrifugirani na 4 tij ekom 10
minuta pri 18000 g. Postupak je ponovljen, a supernatanti dvije ekstrakcije spojeni.
Koncentracija proteina odredena je metodom prema Bradfordu (1976) koja se temelji na
brzom pomaku maksimuma apsorbancije od 465 nm na 595 nm, a do kojeg dolazi zbog
vezivanja boje Coomassie briljant plavo (engl. Coomassie brilliant blue — CBB) na proteine.
Elektrostatske sile izmedu sulfatnih skupina boje i bazi¢nih aminokiselinskih ostataka te
hidrofobne interakcije s ostacima aromatskih aminokiselina klju¢ne su za vezanje boje CBB
na proteine. Koncentracija proteina izraCunata je na temelju baZdarne krivulje koja je
napravljena s poznatim koncentracijama albumina govedeg seruma (engl. bovine serum
albumine — BSA). Koncentracija proteina je izraZena kao mg g* svjeZe tvari te je ista

koriStena za izracun koli€ine proteina za SDS-elektroforezu.

4.3.2. SDS-elektroforeza u poliakrilamidnom gelu

Za razdvajanje proteina koristen je 12% poliakrilamidni gel (Laemmli 1970) uz dodatak SDS-
a i DTT-a. Svaki alikvot proteinskog ekstrakta je sadrZzavao 20 ug proteina te mu je dodano
1-2 pyL Laemmli pufera za uzorke, koji je sadrzavao 2,5 mL 1,5M Tris/HCI pufera, pH 6,8,
1,29 SDS-a, 3mL glicerola, 20mg boje bromfenol plavo i 1,2mL B-merkaptoetanola. Uzorci su
denaturirani na 95T u termobloku u trajanju od 5 m inuta nakon &ega su prebaéeni na led.
Uz uzorke je na gel dodan i marker molekularnih masa (Prestained SDS marker, Biorad).
Elektroforeza je tekla u puferu za razdvajanje (3,02g Tris-a, 14,49 glicina, 1g SDS-a u 1L

vode) otprilike 2 sata pri konstantnoj jakosti struje od 20 mA.
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4.3.3. Western blot i imunodetekcija

Nakon razdvajanja proteina SDS — elektroforezom, proteini su prebaceni na nitroceluloznu
membranu (Biorad) metodom Western blot (Towbin i sur. 1979). Za prijenos je koriSten
polusuhi (engl. semi-dry) sustav Fastblot (Biometra) te su koriSteni anodni (20mM Tris,
150mM glicin, 30% (v/v) metanol) i katodni (20mM Tris, 150mM glicin, 0,1% (W/v) SDS)
pufer. Nitrocelulozna membrana je prethodno inkubirana nekoliko minuta u anodnom puferu,
a poliakrilamidni gel u katodnom puferu. Za prijenos je sastavljen tzv. ,sendvi¢*: katoda (-),
filter-papir za prijenos namocen u katodni pufer, poliakrilamidni gel, nitrocelulozna
membrana, filter-papir namoc€en u anodni pufer, anoda (+). Prijenos je trajao 2 sata na 4C
pri konstantnoj jakosti struje od 0,65 mA po cm® membrane. Nakon prijenosa, membrana je
obojana otopinom Ponceau (0,2%-tni Ponceau S u 3%-tnoj trikloroctenoj kiselini) u svrhu
provjere valjanosti prijenosa te isprana u destiliranoj vodi. Nakon toga, membrana je
blokirana 1 sat u TBS puferu koji je sadrzavao 1% Tween 20 i 5% nemasno mlijeko. Nakon
blokiranja, membrana je inkubirana u primarnom protutijelu preko noéi na 4C. KoriStena su
komercijalna protutijela; za detekciju D1 proteina koriSteno je anti-PsbA (1:2000, Agrisera), a
za detekciju Rubisco LSU anti-RbcL (1:5000, Agrisera) u TBST puferu i 5%-tnom nemasnom
mlijeku. Nakon inkubacije, membrana je ispirana 3x5 minuta u TBST puferu te inkubirana 2
sata u HRP anti-rabbit IgG sekundarnom antitijelu (1:10000, Santa Cruz). Nakon inkubacije
slijedilo je ponovno ispiranje 3x5 minuta u TBST puferu. Detekcija proteinskih vrpci
provedena je metodom luminiscencije na ECL filmu (AGFA) u tamnoj komori. Membrana je
stavljena na prozirnu foliju te inkubirana s 1 mL otopine luminola i peroksida (Roche) u
omjeru 1:1. Membrana je prekrivena drugim djelom prozirne folije te se nakon 10 minuta
istisne viSak tekuc¢ine. Membrana je uloZzena u kazetu za eksponiranje te je preko nje
poloZzen ECL film. Film je eksponiran u trajanju od 2 do 10 minuta te je razvijen i fiksiran
standardnim postupkom u skladu s uputama proizvodaca. Filmovi su skenirani, a proteinske

vrpce kvantificirane programom Kodak 1D Image analysis.
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4.4. ODREDIVANJE KOMPONENTI ANTIOKSIDATIVNOG ODGOVORA

Listovi smokve su usitnjeni do finog praha u porculanskom tarioniku u tekuéem dusSiku uz
dodatak polivinilpirolidona (PVP). PVP veZe polifenole koji bi mogli smetali prilikom mjerenja
aktivnosti enzima. lzuzetak je bila priprema ekstrakta za odredivanje koncentracije produkata
lipidne peroksidacije kada PVP nije dodavan. Usitnjeno tkivo je prebaceno u prethodno
izvaganu tubicu te mu je odredena toéna masa. Masa svjeZe tvari potrebna za dobivanje
sirovog ekstrakta je oko 0,2 g. lzuzetak je tkivo potrebno za mjerenje aktivnosti gvajakol

peroksidaza za koje je odvagano oko 0,5 g svjeZe tvari.

4.4.1. Mjerenje koncentracije produkata lipidne per  oksidacije

Koncentracija produkata lipidne peroksidacije je odredena kao koli€ina supstanci koje
reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom (engl. thiobarbituric acid reactive substances —TBARS)
metodom po Verma i Dubey (2003). Pripremlijeno tkivo je ekstrahirano s 1 mL 0,1%
trikloroctene kiseline (TCA). Nakon centrifugiranja na 4 pri 6000 g tijekom 5 min, u 0,5 mL
supernatanta dodano je 1 mL 0,5%-tne tiobarbiturne kiseline (TBA) u 20%-tnoj TCA. Tako
dobivena smjesa je zagrijavana 30 min u termobloku na 95T te je nakon toga ohla dena na
ledu i centrifugirana pri 18000 g tijekom 15 min na 4. Dobiveni supernatant korisSten je za
spektrofotometrijsko mjerenje (Analityk Jena Specord 40) ocitavanjem apsorbancije pri
valnim duljinama od 532 i 600 nm. Kao slijepa proba koriStena je 0,5% TBA u 20% TCA. Za
pripremu svih otopina koristena je destilirana voda. Koncentracija produkata lipidne
peroksidacije izradunata je koristenjem molarnog ekstincijskog faktora 155 mM*cm™ te
izrazena kao nM g* Sv.T.

4.4.2. Mjerenje koncentracije proteinskih karbonila

Za utvrdivanje koli¢ine oSte¢enja proteina koriStena je metoda po Levine i suradnicima
(1994), a odreduje se kao sadrzaj karbonilnih skupina u proteinskom uzorku. Karbonilne
skupine proteinskog lanca reagiraju s 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) otopljenim u HCl-u,
te daju 2,4-dinitrofenilhidrazon. Na pripremljeno tkivo dodano je 1 mL pufera (pH 7,5) koji je
sadrzavao 0,1M KH,PO,, 0,1M K,HPO, i 1ImM EDTA. Nakon 15 minuta ekstrakcije na ledu,

uzorci su centrifugirani na 4C pri 18000 g tijekom 20 minuta. U tubicu je odpipetirano 200 uL
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uzorka te dodano 300pL 10mM DNPH u 2M HCI. Kao slijepa proba koristen je alikvot istog
uzorka (200uL) te dodano 300pL 2M HCI. Tako pripremljeni uzorci i slijepe probe su
inkubirani na sobnoj temperaturi tijekom jednog sata uz povremeno mijeSanje. Proteini su
precipitirani sa 10% (W/V) TCA na -20<T tijekom 5 minuta te nakon toga centrifugirani na
4T pri 12000 g 10 minuta. Supernatant je bacen, a precipitat resuspendiran u mjeSavini
etanola i etil acetata u omjeru 1:1 i centrifugiran pri istim uvjetima. Postupak ispiranja peleta
je ponovljen sve dok se sav nevezani DNPH nije isprao. Nakon toga, precipitat je otopljen u
6M urei u ultrasoni¢noj kupelji (Bielin Sonorex digitec) na 35T. Dobivena otopina je
koriStena za mjerenje apsorbancije na 370 nm. Koncentracija proteina je odredena iz slijepih
proba i to tako da je 100 uL otopljeno u 900 yL 6M uree te je izmjerena apsorbancija na 280
nm. Koncentracija proteina izraunata je na temelju bazdarne krivulje koja je napravijena s
poznatim koncentracijama BSA, a izraZena je kao mg mL™ te je ista koriStena za izradun
koli€¢ine proteinskih karbonila. Koncentracija proteinskih karbonilnih skupina je izraCunata
koristenjem molarnog ekstincijskog faktora 0,022 uM™“cm™. Prikazana je kao omjer koli¢ine

karbonila i koncentracije proteina te izrazena kao nmol mg™ prot.

4.4.3. Odredivanje aktivnosti katalaze

Nakon Sto je odredena to€ha masa, na tkivo je dodan pufer za ekstrakciju. Tkivo je
ekstrahirano tijekom 10 min na ledu te centrifugirano 10 min pri 18000 g na 4. Supernatant
je odvojen mikropipetom u gistu tubicu, a na preostali talog je dodan jo§ 1 ml istog
ekstrakcijskog pufera te je ponovljen postupak ekstrakcije. Spojeni supernatanti koriSteni su

kao sirovi ekstrakt za odredivanje aktivnosti svih enzima.

Ukupna aktivnost katalaze (CAT) odredena je metodom prema Aebi (1984). Koristen je
ekstrakcijski pufer (pH 7,5) koji je sadrzavao 0,1M KH,PO,, 0,1M K,HPO, i 1mM EDTA.
Reakcijska smjesa (pH 7,0) je sadrzavala 0,05 mM KH,PO,, 0,05 mM K,HPO, te 0,01 mM
H,O,. Reakcija je zapoc€eta dodatkom sirovog ekstrakta u reakcijsku smjesu (ukupni volumen
2 mL) u kivetu od kvarcnog stakla. Praceno je sniZzenje apsorbancije svakih deset sekundi
tijekom dvije minute pri valnoj duljini od 240 nm. Ukupna aktivhost enzima katalaze je

izraZzena kao promjena apsorbancije po minuti po gramu svjezeg tkiva.
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4.4.4. Odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze

Ukupna aktivnost askorbat peroksidaze (APX) odreduje se prema Nakano i Asada (1981).
KoriSten je ekstrakcijski pufer (pH 7,0) koji je sadrzavao 0,1M KH,PO,, 0,1M K,HPO,, 5mM
Na-askorbat i 1 mM EDTA. Reakcijska smjesa (pH 7,0) sadrzavala je 0,05M KH,PQO,, 0,05M
K,HPO,4, 0,AmM EDTA, 50mM askorbinsku kiselinu i 12mM H,0O,. U kivetu od kvarcnog
stakla dodano je 50mM kalij-fosfatnog pufera (pH 7,0) sa 0,1mM EDTA, 50mM askorbinske
kiseline, sirovog ekstrakta proteina te 30% H,O, €ijim je dodatkom zapoc&ela reakcija (ukupni
volumen 1 mL). Smanjenje apsorbancije pra¢eno je pri valnoj duljini od 290 nm svake
sekunde tijekom jedne minute. Ukupna aktivnost enzima APX izrazena je kao promjena

apsorbancije u minuti po gramu svjezeg tkiva.

4.4.5. Odredivanje aktivnosti gvajakol peroksidaze

Ukupna aktivnhost enzima gvajakol peroksidaze (GPOD) odredena je prema Siegel i Galston
(1967). Kao ekstrakcijski pufer koriSten je 0.1M Tris/HCI pufer (pH 8,0). Reakcijska smjesa
(pH 5,8) sadrzavala je 5mM gvajakola, 0,2M KH,PO,, 0,2M Na,PO, x 12 H,O te 5mM H,0,
koji je dodan neposredno prije mjerenja. Na 800 pL reakcijske smjese dodano je 200 uL
ekstrakta proteina, a povecanje apsorbancije je mjereno pri valnoj duljini od 470 nm svake
sekunde tijekom dvije minute. Ukupna aktivnost enzima GPOD izrazena je kao promjena

apsorbancije u minuti po gramu svjezeg tkiva.

4.4.6. Odre divanje aktivnosti glutation reduktaze

Ukupna aktivnost enzima glutation reduktaze odredena je prema Dolphin i suradnicima
(1989). Koristen je ekstrakcijski pufer (pH 7,0) koji je sadrzavao 0,1M KH,PO, , 0,1M
Ko,HPO,4, 5mM Na-askorbat i 1 mM EDTA. Reakcijska smjesa (pH 7,5) sadrzavala je 0,1M
KH,POy4, 0,AM K,;HPO,, 1mM EDTA, 2mM NADPH i 2mM GSSG. U kivetu od kvarchog
stakla dodano je 500 yL 2mM GSSG, 440 yL 100mM Kkalij-fosfatnog pufera (pH 7,5) koji je
sadrzavao 1mM EDTA, 10 uL sirovog ekstrakta proteina te 50 yL 2mM NADPH. Smanjenje
apsorbancije prac¢eno je pri valnoj duljini od 340 nm svake sekunde tijekom jedne minute.
Ukupna aktivnost enzima glutation reduktaze izrazena je kao promjena apsorbancije u minuti

po gramu svjeZeg tkiva.
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4.4.7. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD) odredena je prema Gianopolitis i Ries (1977).
Koristen je ekstrakcijski pufer (pH 7,5) koji je sadrzavao 0,1M KH,PO,, 0,1M K,;HPO, i 1mM
EDTA. Reakcijska smjesa (pH 7,5) sadrzavala je 0,05 mM KH,PQ,, 0,05 mM K,HPO,, 13mM
metionin, 75uM NBT, 0,1mM EDTA i 2uM riboflavin koji je dodan neposredno prije mjerenja.
U plasti¢ne kivete dodana je reakcijska smjesa, ekstrakcijski pufer i riboflavin. Ta je smjesa
je stavljena pod neonsku lampu (35W) koja daje osvijetlienje od 120 pmoleoronam™?s™ koja je
potaknula reakciju redukcije NBT-a (engl. nitroblue tetrazolium). Nakon 10 min na svjetlu,
reakcija je prekinuta te je takva smjesa koriStena za mjerenje maksimalne apsorbancije
(Amax) nastalog formazana na 560 nm. Za mjerenje apsorbancije uzorcima, umjesto
ekstrakcijskog pufera dodan je razrijedeni uzorak, a mjerenje je vrSeno na isti nacin. Jedna
jedinica enzima SOD je definirana kao koli€ina enzima potrebna da izazove 50% inhibiciju
redukcije NBT-a. Ukupan broj jedinica enzima SOD je izraZzena kao koli¢ina jedinica po
gramu svjeze tvari, a specificna koli¢ina jedinica kao kvocijent ukupnih jedinica i
koncentracije proteina te izraZena kao U mg™’ svjeZe tvari (engl. unit — U). Za jedinicu je
odreden onaj uzorak razvijenih listova koji je u svakom od tri dijela istraZivanja predstavljao
kontrolu.
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4.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svi podaci statisti€ki su obradeni u programu StatSoft Inc. STATISTICA, verzija 8.0 (2007).
KoriStene su sljedece statisticke metode: Studentov t-test za male uzorke, analiza varijance
(engl. analysis of variance — ANOVA), post hoc statistiCki test znacajnosti utjecaja
primijenjenih tretmana — LSD (engl. least significant difference). Rezultati analize varijance i
LSD testa su prikazani slovima (razli¢ita slova znace statisticki znacajnu razliku). Rezultati
Studentovog t-testa su prikazani zvjezdicom (*) u slu€aju postojanja statisticke razlike,
odnosno slovima NS u slu€aju da statistiCke razlike nije bilo. Razina znacajnosti je odredena
na 0,05 (p=<0,05). Za statisticku obradu, podaci dobiveni ponavljanjima skupljeni su u jednu

skupinu te su kao takvi podvrgnuti statistiCkoj obradi.

Za usporedbu podatka u sva tri dijela istraZivanja dobivene mjerenjem polifaznog porasta
fluorescencije klorofila a koriStena je ANOVA i LSD post hoc test. Podaci mjerenja na mladim

i razvijenim listovima obradeni su zasebno.

Koncentracije fotosintetskin pigmenata tijekom praéenja dnevnih promjena te nakon
tretmana inhibitorima nefotokemijskog gasenja fluorescencije klorofila a koriStena je ANOVA

i LSD post hoc test. Podaci mjerenja na mladim i razvijenim listovima obradeni su zasebno.

Rezultati mjerenja fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa tijekom dnevnih
promjena, nakon tretmana u kontroliranim uvjetima te nakon tretmana inhibitorima
nefotokemijskog gaSenja fluorescencije klorofila a koriStena je ANOVA i LSD post hoc test za

medusobnu usporedbu mladih i razvijenih listova.

Aktivhosti antioksidativnih enzima te koncentracije produkata lipidne peroksidacije i
proteinskih karbonila tijekom dnevnih promjena (u 7 i 13h) usporedene su Studentovim t-
testom. Za podatke dobivene mjerenjem nakon tretmana inhibitorima nefotokemijskog
gaSenja fluorescencije klorofila a koriStena je ANOVA i LSD post hoc. Podaci mjerenja na

mladim i razvijenim listovima obradeni su zasebno.

Aktivnosti antioksidativnih enzima, koncentracije produkata lipidne peroksidacije i proteinskih
karbonila te koncentracije fotosintetskin pigmenata dobivene mjerenjem listova na
tretmanima u kontroliranim uvjetima pokazali su nehomolognost varijanci te kao takvi nisu
mogli biti statisticki obradeni. Iz tog razloga, izvorni podaci su logaritmirani te je analiza
varijance izvedena na osnovi transformiranih podataka (Horvat i Ivezi¢ 2005). Podaci

mjerenja na mladim i razvijenim listovima obradeni su zasebno.
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5. REZULTATI
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5.1. DNEVNE PROMJENE FOTOSINTETSKE UCINKOVITOSTI |
ANTIOKSIDATIVNOG ODGOVORA

5.1.1. OJIP porast fluorescencije klorofila a

Slika 14 prikazuje OJIP krivulje intenziteta fluorescencije na logaritamskoj vremenskoj skali
mladih i razvijenih listova smokve, sorte Zamor€ica, mjerenih svakih 6 sati tijekom 24 sata.

Mladi listovi (Slika 14 A) mjereni u 1h pokazali su tipi¢an oblik normalizirane OJIP krivulje,
dok su listovi mjereni u 13h najviSe odstupali od tipicnog oblika. Korak J mjeren u 13h je
pokazao najviSe vrijednosti, dok je korak | pokazao najnize vrijednosti u usporedbi s
vrijednostima krivulje izmjerene u 1h. Krivulja mjerena na mladim listovima u 7h pokazala je
nesto vise vrijednosti u J koraku u odnosu na krivulju listova izmjerenu u 1h. Razvijeni listovi
(Slika 14 B) su pokazali tipi¢an oblik OJIP krivulje mjereno u 1h i 19h, dok su u 13h, kao i
mladi listovi najviSe odstupali od tog tipicnog oblika. Korak J krivulie mjerene u 13h je
pokazao najviSe vrijednosti, dok je korak | pokazao najnize vrijednosti. Sva odstupanja od
tipicnog oblika OJIP krivulje su bila izraZenija kod razvijenih listova 3to je vidljivo iz nativne

krivulje na umetnutom grafu slike 14 B.

Normalizirane i nativhe OJIP krivulje intenziteta fluorescencije klorofila a na logaritamskoj
vremenskoj skali mjerena na mladim i razvijenim listovima smokve, sorte Fico della Madonna

prikazuje Slika 35 u Prilogu.
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Slika 14. Normalizirani OJIP porast fluorescencije klorofila a izmjeren tijekom dnevnog
ciklusa na mladim (A) i razvijenim (B) listovima smokve sorte Zamorc¢ica. Umetnuti grafovi
prikazuju nativne OJIP krivulje. Promjene intenziteta fluorescencije prikazana je na

logaritamskoj vremenskoj skali.
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5.1.2. Parametri OJIP porasta fluorescencije klorof ila a

Parametri OJIP porasta fluorescencije klorofila a prikazani su u Tablici 3. Intenzitet
fluorescencije na O stupnju mjeren u 1h iznosio je 365,82 kod mladih listova, odnosno
398,73 kod razvijenih listova. Kod oba tipa listova intenzitet fluorescencije je znacajno
porastao u 13h. Vrijednost se kod mladih listova povecala na 543,36, dok je kod razvijenih
listova ta vrijednost bila samo malo viSa, 553,50. Maksimalni intenzitet fluorescencije na
stupnju P se znacajno smanjio u 13h kod oba tipa, no to je smanjenje bilo jate kod mladih
listova (oko 23% kod mladih u odnosu na 18% kod razvijenih). Vrijednost se sa 1641,98
spustila na 1260,09 kod mladih listova, odnosno, sa 2416,06 na 1978,90 kod razvijenih

listova.

Mladi listovi pokazali su zna¢ajan porast varijabilne fluorescencije na J stupnju u 7h (0,69) i
13h (0,73) u odnosu na vrijednost izmjerenu u 1h (0,62). Varijabilna fluorescencija na |
stupnju znacéajno je porasla u 7h (0,87) i 19h (0,87) u odnosu na pocetnu vrijednost
izmjerenu u 1h (0,84), dok je u 13h (0,81) bio izmjeren znacajan pad (oko 5%). Vrijeme koje
je potrebno da se postigne maksimalna vrijednost fluorescencije, tmax, pokazalo je znacajan
pad za oko 50% veé u 13h i ostao je na toj razini i u 19h. Normalizirana komplementarna
povrSina iznad OJIP krivulje (S,) daje mjeru energije koja je potrebna da se zatvore sva
reakcijska srediSta. Vrijednost je zna¢ajno pala u 7h (21,25) i 13h (15,17) u odnosu na
pocetnu vrijednost (24,79), dok je vrijednost lagano, ali zna¢ajno porasla u 19h (18,43) u
odnosu na vrijednost izmjerenu u 13h. Na isti na€in su se mijenjale i vrijednosti prometnog
broja N, odnosno, mjera redukcije i oksidacije Qa. Srednja vrijednost izmjerena u 1h je
iznosila 63,80. U 7h je doslo do znacajnog pada na 56,01, u 13h na 42,44 da bi se nakon
toga vrijednost lagano povecala na 48,26. Ukupna brzina zatvaranja reakcijskih sredista,
odnosno M, parametar znacajno je porastao u 7h (1,81) i 13h (2,05), dok se u 19h vrijednost

spustila na razinu one izmjerene u 1h (1,67).

Razvijeni listovi su pokazali sli¢an porast varijabilne fluorescencije na J koraku, bez razlike u
intenzitetu izmjerenu u 7h (0,51) i 13h (0,52), dok je | korak pokazao znacajan pad za gotovo
30% u 13h; s vrijednosti 0,70 pala je na 0,51. Parametar t,.x pokazao je zna¢ajan pad tek u
19h za otprilike 40%. Mjera energije potrebna za zatvaranje svih reakcijskih sredista,
odnosno vrijednosti parametra Sy, izmjerena u 7h (50,61) i 13h (55,18) su porasle u odnosu
na 1h (46,40), no ne razlikuju se zna¢ajno. U 19h, vrijednost S,, parametra iznosila je 35,45 i
nije se razlikovala od vrijednosti izmjerene u 1h, no znac¢ajno je niza nego u 7h i 13h. Sli¢no
kao i kod mladih listova, ukupna brzina zatvaranja reakcijskih srediSta, odnosno Mg
parametar znacajno je porastao u 7h (1,12) i 13h (1,40) u odnosu na 0,94, vrijednost

56



izmjerenu u 1h, vrijednost izmjerena u 19h (1,18) se spustila na razinu one izmjerene u 7h.

Prometni broj N pokazuje znacajno povecanje vrijednosti od 60% u 13h.

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametara OJIP testa tijekom dnevnog ciklusa za

smokvu sorte Fico della Madonna prikazani su u Tablici 6 u Prilogu.

Tablica 3. Srednje vrijednosti i standardne devijacije OJIP parametara (Fo, Fm, Vi, Vi, thax

Sm, N) izmjerenih tijekom dnevnog ciklusa na i mladim (M) i razvijenim (R) listovima smokve

sorte Zamorcica. Rezultati oznaceni istim slovom (a, b, ¢, d) ne pokazuju zna¢ajnu razliku

prema LSD testu, p<0,05. Vrijednosti OJIP parametara prikazane su u relativnim jedinicama.

Parametar

Fo

Vs

Vi

tmax

1h

365,820
+30,189 ¢
398,725
+14,172 c
1641,948
+151,059 a
2416,057
+123,790 a
0,623
+0,023 ¢
0,448
10,019 c
0,841
+0,014 b
0,701
10,017 a
357,578
+53,936 a
503,476
63,090 a
24,791
+1,523 a
46,398
+4,422 ab
63,801
+4,455 a
97,334
18,934 b

7h

364,244
+17,730 ¢
413,645
124,484 c
1523,280
+122,850 a
2460,309
+192,590 a
0,687
+0,024 b
0,510
+0,029 ab
0,868
+0,009 a
0,736
0,022 a
357,578
+53,936 a
493,516
+74,606 a
21,248
+1,410 b
50,608
16,990 a
56,014
+4,522 b
109,772
19,830 b

13h

543,364
+33,137 a
553,500
54,917 a
1260,091
+126,036 b
1978,900
+207,416 b
0,731
0,021 a
0,522
0,081 a
0,805
+0,027 c
0,509
0,114 b
182,727
14,206 b
550,000
171,594 a
15,169
+1,356 d
55,183
+27,170 a
42,437
+3,296 d
155,494
93,460 a

19h

400,305
+32,094 b
444,295
+18,706 b
1523,765
+121,760 a
2543,557
+144,158 a
0,637
+0,025 ¢
0,478
40,019 bc
0,866
+0,020 a
0,690
+0,016 a
191,516
+8,481 b
305,201
56,162 b
18,433
+1,520 ¢
35,446
+2,557 b
48,260
+3,061 c
87,188
14,282 b
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5.1.3. Uéinkovitost PSII

Srednje vrijednosti i standardne devijacije te analizu varijance maksimalnog kvantnog
prinosa fluorescencije, F./Fn, prikazuje Slika 15 A. | mladi i razvijeni listovi pokazali su sli¢no
ponaSanje ovog parametra, odnosno znacajan pad vrijednosti u 13h. | kod mladih i razvijenih
listova najviSe vrijednosti su izmjerene u 1h te su iznosili 0,78 kod mladih listova, odnosno
0,84 kod razvijenih. Vrijednosti izmjerene u 13h su pale na 0,57 kod mladih listova, odnosno
0,72 kod odraslih. Razvijeni listovi u 19h pokazali su oporavak vrijednosti na 0,83, dok su
mladi listovi pokazali porast (0,74) u odnosu na 13h, no jo$ uvijek je ta vrijednost bila
znacajno niZza nego u 1h i 7h. Kvantni prinos elektronskog transporta (ET,/ABS, Slika 15 C)
mladih listova pokazao je zna€ajno smanjenje vrijednosti ve¢ u 7h, dok je u 13h vrijednost
bila najniza (0,15) u odnosu na vrijednosti izmjerene nocu (0,29). Sli€no tome, razvijeni listovi
su takoder pokazali najniZe vrijednosti u 13h (0,34) u donosnu na 1h (0,46). U€inkovitost
kojom ,uhvaéeni* eksciton omogucava prijenos elektrona u transportnom lancu dalje od Qa
(ETo/TR,, Slika 15 B) pokazao je znac¢ajno smanjenje vrijednosti kod oba tipa listova u 13h
(0,21 kod mladih, odnosno 0,48 kod razvijenih listova) u odnosu na vrijednosti koje su bile
izmjerene u 1h (0,38, odnosno, 0,55). Razvijeni listovi pokazali su zna€ajno smanjenje
gustocée aktivnih reakcijskih sredista (RC/CSy, Slika 15 D) u 13h (146,36) i 19h (148,74) u
odnosu na 1h (158,56), dok se kod mladih listova gotovo ne mijenja tijekom dana u odnosu

na pocetnu vrijednost izmjerenu u 1h (110,44).

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametara F.,/Fn,, ETo/ABS, ETo/TRy i

RC/CS, za sortu Fico della Madonna prikazane su u Tablici 7 u Prilogu.
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Slika 15. Srednje vrijednosti i standardne devijacije maksimalnog kvantnog prinosa
fluorescencije (F./Fn; A), kvantnog prinosa elektronskog transporta (ETo/ABS; B),
u€inkovitosti kojom ,uhvaéeni“ eksciton omoguéava prijenos elektrona u transportnom lancu
dalje od Qa (ETo/TRy; C), te gustoce aktivnih reakcijskih sredista (RC/CSy; D) izmjerene
tijekom dnevnog ciklusa na mladim (o) i razvijenim (e) listovima smokve sorte Zamorgica.
Rezultati oznaceni istim slovom (a, b, c, d; A, B, C) ne pokazuju zna€ajnu razliku prema LSD
testu (ANOVA), p<0,05. Vrijednosti parametara prikazane su u relativnim jedinicama.
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5.1.4. Prijenos energije po aktivnom reakcijskom sr  ediStu

Izra€uni specifi€nih protoka energije daju nam informacije o raspodjeli energije kroz PSII po
aktivnom reakcijskom sredistu. Slika 16 prikazuje srednje vrijednosti i standardne devijacije
te analizu varijance dnevnih promjena specificnih protoka energije: apsorpcije (ABS/RC,
Slika 16 A), protok uhvacenih fotona (TR¢/RC, Slika 16 B), elektronskog transporta (ETo/RC;
Slika 16 C) i rasipanja (DIy/RC; Slika 16 D), izmjerenih na mladim i razvijenim listovima
tijekom 24 sata. Mladi listovi su pokazali blagi porast apsorpcije (3,48) i disipacije (0,84) po
aktivhom reakcijskom srediStu u 7h u odnosu na vrijednost izmjerenu u 1h (3,32 za ABS/RC,
odnosno, 0,74 za DIy/RC). Takoder, za vrijeme najveéeg osvjetlienja, u 13h, pokazali su
znacajni porast obje vrijednosti (4,97 za ABS/RC, odnosno, 2,17 za DIy/RC) koja se nakon
toga smanjila na razinu izmjerenu u 7h. Vrijednost protoka uhvacenih fotona po aktivhom
reakcijskom sredistu je zna¢ajno porasla u 13h (2,80) u odnosu na pocetnu vrijednosti (2,58)
koja se nije zna€ajno razlikovala od vrijednosti izmjerenih u 7 i 19h. Elektronski transport po
aktivhom reakcijskom srediStu pokazao je znacajni pad vrijednosti ve¢ u 7h (0,84), odnosno,
intenzivniji pad vrijednosti u 13h (0,76). Vrijednost ETo/RC se u 19h vratila na poc€etnu
vrijednost (0,95) izmjerenu u 1h (0,97).

Od pocetnih vrijednosti izmjerenih u 1h, apsorpcija (2,52), rasipanje (0,42) i protok uhvacenih
fotona (2,10) po aktivnom reakcijskom srediStu, razvijeni listovi su pokazali zna€ajni porast
vrijednosti u 13h (3,83 za ABS/RC, 1,12 za DIy/RC, te 2,71 za TR/RC). Vrijednosti sva tri
parametra su se znacajno smanijile u 19h u odnosu na vrijednosti koje su postigle za vrijeme
najjaCeg osvjetlienja (2,99 za ABS/RC, 0,52 za DIy/RC, te 2,47 za TRy/RC). Elektronski
transport po aktivnom reakcijskom sredistu je, za razliku od mladih listova, pokazao blagi

porast u 13 h (2,71) u odnosu na pocetnu vrijednost izmjerenu u 1h (2,10).

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametara ABS/RC, DIo/RC, ETo/RC i TR¢/RC za

sortu Fico della Madonna prikazane su u Tablici 8 u Prilogu.
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Slika 16. Srednje vrijednosti i standardne devijacije specifiCnih protoka energije po
reakcijskom srediStu: apsorpcije (ABS/RC; A), protoka uhvacenih fotona (TR¢/RC; B),
elektronskog transporta (ETo/RC; C) i rasipanja (DIy/RC; D) izmjerene tijekom dnevnog
ciklusa ma mladim (o) i razvijenim (e) listovima smokve sorte Zamorcica. Rezultati oznaceni
istim slovom (a, b, c; A, B, C) ne pokazuju zna€ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA),

p<0,05. Vrijednosti parametara prikazane su u relativnim jedinicama.
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5.1.5. Indeks fotosintetske u ¢éinkovitosti

Analizu varijance, srednje vrijednosti i standardne devijacije indeksa fotosintetske
u€inkovitosti (Slika 17 A) i tri parametra koja ga ¢ine RC/ABS (Slika 17 B), TR¢/Dl, (Slika 17
C) i ETo/(TRo-ETy) (Slika 17 D), mjerenih tijekom 24h prikazuje Slika 16. Mladi listovi pokazali
su znacajno smanjenje svih parametara ve¢ u 7h (0,29 za RC/ABS, 3,19 za TR/Dl, te 0,46
za ETy/(TRo-ETy)) u odnosu na vrijednosti izmjerene u 1h (0,30 za RC/ABS, 3,49 za TR/Dly
te 0,61 za ETo/(TRo-ETy)). Vrijednosti su se dodatno smanijile u 13h (0,20 za RC/ABS, 1,32
za TRy/Dl, te 0,37 za ETo/(TRo-ETy)), nakon €ega je uslijedio oporavak (0,28 za RC/ABS,
2,81 za TRy/Dlg te 0,57 za ETo/(TRo-ETo)).

Razvijeni listovi pokazali su zna€ajno smanjenje u parametrima RC/ABS (0,27) i TRo/Dlg
(2,63) tek u 13h. Vrijednosti izmjerene u 1h iznosile su 0,40 za RC/ABS, odnosno 5,07 za
TRo/Dly. Stopa elektronskog transporta dalje od primarnog akceptora izmjeren u 1h iznosila
je 1,23 te se nakon toga znaéajno smanjuje veé¢ u 7h (0,97) i na toj razini ostaje tijekom
Citavog dana. Indeks fotosintetske ucinkovitosti pokazuje je sli€no ponaSanje kod oba tipa
listova, no mladi listovi pokazali su gotovo 85%-tho smanjenje (0,10) u odnosu na pocetnu
vrijednost (0,64), dok su razvijeni listovi pokazali oko 70% smanjenja (2,49) u odnoshu na

vrijednost izmjerenu u 1h (0,67).

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametara Plags, RC/ABS, TRo/Dly i ETo/(TRo-

ET,) za sortu Fico della Madonna prikazane su u Tablici 9 u Prilogu.
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Slika 17. Srednje vrijednosti i standardne devijacije indeksa fotosintetske u€inkovitosti (Plags;
A) omjer koncentracije klorofila reakcijskih sredista i antena (RC/ABS; B), omjer protoka
uhvacéenih fotona i disipacije energije (TRo/Dly; C) te transport elektrona dalje od primarnog
akceptora Qa (ETo/(TRo-ETy); D) izmjerene tijekom dnevnog ciklusa ma mladim (o) i
razvijenim (e) listovima smokve sorte Zamor¢ica. Rezultati oznaéeni istim slovom (a, b, ¢, d;
A, B, C) ne pokazuju znacajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), p<0,05. Vrijednosti

parametara prikazane su u relativnim jedinicama.
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5.1.6. Fluorescencija klorofila a metodom saturacijskog pulsa

Srednje vrijednosti i standardne devijacije mjerenja efektivnog kvantnog prinosa fotosinteze
(AF/F,Y, relativne stope elektronskog transporta (relETR) i nefotokemijskog gaSenja (NPQ)
mjerene metodom saturacijskog pulsa prikazani su u Tablici 4. Mladi listovi su pokazali
znacajno nize vrijednosti AF/F,," mjerene u 13h (0,58) na 50 pmoIaFOTONAm'Zs'l u odnosu na
vrijednosti izmjerene u 7h (0,70). Razvijeni listovi nisu pokazali zna¢ajnu razliku u odnosu na
mlade listove izmjerene u 7h kao ni izmedu mjerenja u 7h (0,75) i 13h (0,72). Na
intenzitetima od 250 i 800 umoIaFOTONAm'Zs'1 mladi su listovi pokazali znacajno nize
vrijednosti u odnosu na razvijene listove, no mjerenjem u 7h i 13h, ni mladi ni razvijeni listovi
nisu pokazali zna¢ajnu razliku. Relativha stopa elektronskog transporta pokazala je znacajno
nize vrijednosti kod mladih listova u 13h (14,40) na 50 umoIaFOTO.\,Am'Zs'1 u odnosu na
vrijednosti izmjerene u 7h (17,58). Razvijeni listovi nisu pokazali zna€ajnu razliku u odnosu
na mlade listove izmjerene u 7h kao ni izmedu mjerenja u 7h (18,73) i 13h (17,95). Mladi
listovi pokazali su zna€ajno smanjenje nefotokemijskog gasenja fluorescencije u 13h s 0,16
na 0 pri 50 pmoIaFOTONAm'Zs'l. Razvijeni listovi na tom svjetlosnom koraku nisu pokazali
znacajno drugacije vrijednosti od onih izmjerenih kod mladih listova u 7h, te se nisu znagajno
mijenjale u 13h (pad s 0,16 na 0,14). Pri 250 pmoIaFOTONAm'Zs'l mladi su listovi pokazali
znacajan pad vrijednosti u 13h s 1,41 na 0,69. Razvijeni listovi nisu pokazali promjenu u 13h
(0,18) u odnosu na 7h (0,22), no te su vrijednosti bile zna¢ajno niZze od onih izmjerenim na
mladim listovima. Pri 800 umoIaFOTONAm'Zs'l razvijeni su listovi pokazali zna¢ajno smanjenje
nefotokemijskog gaSenja sa 0,93 na 0,51 i te su vrijednosti bile zna¢ajno nize u odnosu na
mlade listove, koji pak nisu pokazali zna¢ajnu promjenu NPQ vrijednosti 13h (2,29) u odnosu
na 7h (2,34).
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Tablica 4 Srednje vrijednosti i standardne devijacije efektivhog kvantnog prinosa fotosinteze

(AF/Fy), relativna stopa elektronskog transporta (relETR), te nefotokemijsko gaSenje
fluorescencije (NPQ) izmjerene u 7 i 13h na mladim (M) i razvijenim (R) listovima smokve
sorte Zamorc€ica. Rezultati oznaceni istim slovom (a, b, ¢) ne pokazuju znac¢ajnu razliku

prema LSD testu (ANOVA), p<0,05. Vrijednosti parametara prikazane su u relativhim

jedinicama.

Parametar

AF/F.

relETR

NPQ

PPFD

50

250

800

50

250

800

50

250

800

7h
0,703
0,052 a
0,749
10,016 a
0,417
0,091 b
0,685
0,030 a
0,243
0,032 b
0,499
0,040 a
17,583
+1,311 a
18,725
0,390 a
52,125
+11,435D
85,667
3,744 a
97,333
+12,752 b
199,600
16,060 a
0,164
10,035 a
0,156
0,046 a
1,408
0,330 a
0,221
0,030 ¢
2,341
10,278 a
0,932
10,214 b

13h
0,576
+0,037 b
0,718
+0,010 a
0,492
+0,005 b
0,661
+0,019 a
0,286
+0,049 b
0,449
+0,100 a
14,400
+0,919 b
17,950
+0,250 a
61,458
+0,629 b
82,667
12,376 a
114,533
+19,687 b
179,733
+39,985 a
0,000
+0,000 b
0,114
+0,010 a
0,696
+0,166 b
0,178
+0,027 ¢
2,288
40,159 a
0,507
+0,113 c
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5.1.7. Koncentracija fotosintetskih pigmenata

Analiza varijance, srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracija fotosintetskih
pigmenata, Chl a (Slika 18 A), Chl b (Slika 18 B), Chl a/b (Slika 18 C) i Car (Slika 18 D)
prikazani su na Slici 18. Mladi listovi pokazali su zna¢ajan porast koncentracija klorofila a
(0,79 mg g™ Sv.T), klorofila b (0,36 mg g* Sv.T) i karotenoida (0,25 mg g* Sv.T) mjerenih u
13h u odnosu na pod&etnu vrijednost izmjerenu u 1h (0,52 mg g* Sv.T za Chl a, 0,23 mg g™
Sv.T za Chl b i 0,16 mg g* Sv.T za Car). Koncentracija klorofila a (0,67 mg g* Sv.T)
izmjerena u 19h je pokazala zna¢ajan pad u odnosu na podnevnu vrijednost, no nije se
smanjila na razinu izmjerenu u 1h. Koncentracija klorofila b (0,27 mg g™ Sv.T) se smanijila na
pocetnu razinu, te nije bilo zna¢ajne razlike u odnosu na pocetnu koncentraciju, dok se
koncentracija karotenoida nije promijenila u odnosu na 13h. Omjer koncentracija klorofila a i

b se nije zna¢ajno mijenjao tijekom dana.

Koncentracija fotosintetskih pigmenata mjerenih u 1h (1,10 mg g™ Sv.T za Chl a, 1,03 mg g™
Sv.T za Chl b, 0,23 mg g™ Sv.T za Car i 1,07 za Chl a/b) kod razvijenih listova je pokazala
znaéajno poveéanje ve¢ u 7h (1,81 mg g* Sv.T za Chl a, 1,14 mg g™ Sv.T za Chl b, 0,46 mg
g’ Sv.T za Car i 1,59 za Chl a/b) nakon &ega se koncentracija u 13h smanijila na poéetnu
razinu kod klorofila a (1,33 mg g Sv.T) i omjera klorofila a i b (1,26) te karotenoida (0,31 mg
g’ Sv.T), a kod klorofila b se nije znagajno promijenila (1,06 mg g™* Sv.T).
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Slika 18. Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracija klorofila a (Chl a; A),
klorofila b (Chl b; B), omjera klorofila a i b (Chl a/b; C) te karotenoida (Car; D) izmjerene

tijekom dnevnog ciklusa u mladim (o) i razvijenim (e) listovima smokve sorte Zamorcica.

Rezultati ozna€eni istim slovom (a, b, c; A, B, C,) ne pokazuju znacajnu razliku prema LSD

testu (ANOVA), p<0,05. Vrijednosti parametara prikazane suumg g* Sv.T.

67



5.1.8. Koli éina proteina D1 i Rubisco LSU

Slika 19 prikazuje dnevne promjene u akumulaciji proteina D1 (Slike 19 Ai 19 B) i
velike podjedinice Rubisca, LSU (Slike 19 C i 19 D). Protein D1 u mladim listovima (Slika 19
A) pokazao je povecanu akumulaciju u 7h u odnosu na pocetnu vrijednost u 1h. Nakon toga,
akumulacija se postepeno smanjuje prema kraju dana. Sli¢no tome, razvijeni listovi (Slika 19
B) su pokazali najjacu akumulaciju ovog proteina u 7h, nakon &ega se pocinje postepeno
smanjivati. Velika podjedinica Rubisca, slicno D1 proteinu, pokazala je najve¢u akumulaciju
u 7h u oba tipa listova. Razina ovog proteina se u mladim listovima (Slika 19 C) postepeno
smanjivala prema kraju dana, dok razvijeni listovi (Slika 19 D) nisu pokazali promjenu u 13h.

U 19h se akumulacija ovog proteina se vratila na po€etnu razinu, izmjerenu u 1h.

Mladi listovi Razvijenilistovi
A 250 - B 250 -
200 - 200 -
150 - \8150 .
100 - <7100 -
50 | ’_‘ 50 _J I
0 T T T 1 0 I T T T ._\
1h 7h 13h 19h 1h 7h 13h 19h
c 150 - D 150 -
100 - 100 -
= B
50 - 50 -
0 T T T 0 1 T T
1h 7h 13h 19h 1h 7h 13h 19h

Slika 19. Promjene u akumulaciji proteina D1 (A, B) i Rubisco LSU (C, D) u mladim (o; A, C)
i razvijenim (m; B, D) listovima smokve sorte Zamorcica. Vrijednosti su prikazane kao
postotak promjene od pocetne koli€ine izmjerene u 1h (100%).
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5.1.9. Lipidna peroksidacija i proteinski karbonili

Slika 20 prikazuje srednje vrijednosti, standardne devijacije i rezultate Studentovog t-testa
koncentracija produkata peroksidacije lipida u obliku koncentracije reaktivnih supstanci
tiobarbiturne kiseline (TBARS, Slika 20 A) i koncentracije oSteé¢enih proteina u obliku
karbonilnih skupina (Slika 20 B) u mladim i razvijenim listovima smokve mjerene u 7 i 13h.
Mladi listovi nisu pokazali promjenu u koncentraciji TBARS u 13h u odnosu na 7h (4,88 nmol
g’ Sv.T, odnosno 5,45 nmol g™ Sv.T), dok se koli¢ina karbonilnih skupina zna¢ajno smanijila
(0,34 nmol mg™* prot odnosno 0,26 nmol mg™ prot). Razvijeni listovi su pokazali znagajni
porast koncentracije TBARS u 13h u odnosu na 7h (porast s 10,14 nmol g* Sv.T na 11,49
nmol g* Sv.T), a koli¢ina karbonilnih skupina se nije znagajno promijenila (0,42 nmol mg™

prot, odnosno 0,49 nmol mg™ prot).
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Slika 20. Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracija produkata lipidne
peroksidacije (TBARS (nmol g™ Sv.T); A) i proteinskih karbonila (Karb (nmol mg™ prot); B)
izmjerene u 7 i 13h u mladim (o) i razvijenim (m) listovima smokve sorte Zamorc¢ica. Rezultati
oznaceni zvjezdicom (*) pokazuju zna€ajnu razliku, dok rezultati oznaceni oznakom NS ne

pokazuju znacajnu razliku prema Studentovom t-testu, p<0,05.
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5.1.10. Aktivhost antioksidativnih enzima

Srednje vrijednosti, standardne devijacije i rezultati Studentovog t-testa promjena u aktivnosti
antioksidativnih enzima: superoksid dismutaze (SOD, Slika 21 A), katalaze (CAT, Slika 21
B), peroksidaza (gvajakol peroksidaza (GPOD, Slika 21 D) i askorbat peroksidaza (APX,
Slika 21 C) i glutation reduktaze (GR, Slika 21 E) kod mladih i razvijenih listova mjerenih u 7 i
13h prikani su na Slici 21. Mladi listovi pokazali su zna€ajan porast aktivnosti CAT (s 25,95
Amin'mg™® Sv.T na 30,08 Amin*mg™ Sv.T), APX (s 2,53 Aming™ Sv.T na 3,32 Amin™g*
Sv.T), GPOD (s 21,78 Amin™ g™ Sv.T na 26,97 Amin™g™ Sv.T) i GR (21,76 Amin™ g™ Sv.T na
34,12 Amin™g™ Sv.T) u 13h u odnosu na 7h. SOD mjeren kod mladih listova nije pokazao

znadajan promjenu u 13h s obzirom na vrijednost izmjerenu u 7h (59,51 U g™* Sv.T).

Razvijeni listovi pokazali su porast aktivnosti enzima CAT (s 86,14 Amin™mg™* Sv.T
na 129,64 Amin'mg™ Sv.T), GR (s 15,75 Aming™® Sv.T na 24,86 Amin“g® Sv.T) i SOD
(55,31 U g* Sv.T na 77,37 U g* Sv.T), dok aktivnosti enzima APX i GPOD nisu pokazali
znadajnu promjenu u aktivnosti od 7 do 13h (2,37 Amin™g™ Sv.T za APX, odnosno 18,96
Amin*g! Sv.T za GPOD).
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Slika 21. Srednje vrijednosti i standardne devijacije aktivnosti antioksidativnih enzima:
superoksid dismutaze (SOD (U g™* Sv.T); A), katalaze (CAT (Amin*mg™ Sv.T; B), askorbat
peroksidaze (APX (Amin™g™ Sv.T); C), gvajakol peroksidaze (GPOD (Aming™ Sv.T); D) i

glutation reduktaze (GR (Aming™ Sv.T); E) izmjerene u 7 i 13h u mladim (o) i razvijenim (m)
listovima smokve sorte Zamorcica. Rezultati ozna€eni zvjezdicom (*) pokazuju zna€ajnu
razliku, dok rezultati ozna¢eni oznakom NS ne pokazuju zna€ajnu razliku prema

Studentovom t-testu, p<0,05.
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5.2. FOTOSINTETSKA UCINKOVITOST | ANTIOKSIDATIVNI ODGOVOR U
EKSPERIMENTALNIM UVJETIMA

5.2.1. Maksimalni kvantni prinos fotosustava Il (F  ,/Fq) i indeks fotosintetske
uéinkovitosti (Pl ags)

Analizu varijance, srednje vrijednosti i standardne devijacije maksimalnog kvantnog prinosa
fluorescencije, F./Fq, prikazuju Slike 22 A i 22 B. F,/F,, izmjeren na mladim listovima (Slika
22 A) pokazao je najjaci pad vrijednosti izmjeren na HL10 tretmanu (0,61), a zatim HL35
tretmanu (0,69) u odnosu na P (0,75). LL10 tretman nije pokazao zna€ajnu promjenu (0,74)
dok je LL35 tretman pokazao znacajan porast (0,78). Maksimalni kvantni prinos
fluorescencije izmjeren na razvijenim listovima (Slika 22 B) pokazao je najjaci pad vrijednosti
izmjeren na HL35 tretmanu (0,42), a zatim HL10 tretmanu (0,62) u odnosu na P (0,79). LL35
i LL10 tretman nisu pokazali zna¢ajnu promjenu (0,80, odnosno 0,77) u odnosnu na P.

Indeksi fotosintetske ucinkovitosti (Plags) mladih i razvijenih listova prikazani su na Slikama
22 C i 22 D. Plags mladih listova (Slika 22 C) pokazao je najja¢i pad na tretmanima HL35
(0,38) i HL10 (0,29), a zatim na tretmanu LL10 (0,98) u odnosu na P (1,17). Tretman LL35
(1,52) nije pokazao znac€ajnu promjenu. Plags razvijenih listova (Slika 26 B) pokazao je
najjaCi pad na tretmanu HL35 (0,028) u odnosu na P (2,24). | tretmani HL10 (0,52) i LL10
(1,37) su pokazali znagajan pad, dok tretman LL35 (2,35) nije pokazao zna€ajnu promjenu u

odnosu na P.

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametara F,/F,, i Plags za sortu Fico della

Madonna prikazane su u Tablici 10 u Prilogu.
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Slika 22. Srednje vrijednosti i standardne devijacije maksimalnog kvantnog prinosa

fluorescencije (F./Fn; A, B) i indeksa fotosintetske ucinkovitosti (Plags; C, D) izmjereno na

tretmanima u kontroliranim uvjetima na mladim (o; A,C) i razvijenim (m; B, D) listovima

smokve sorte Zamorc€ica. Rezultati oznaceni istim slovom (a, b, ¢, d) ne pokazuju zna€ajnu

razliku prema LSD testu (ANOVA), p<0,05. Vrijednosti parametara prikazane su u relativhim

jedinicama.
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5.2.2. Prijenos energije po aktivnom reakcijskom sr  ediStu

Slika 23 prikazuje analizu varijance, srednje vrijednosti i standardne devijacije promjene
specificnih protoka energije u kontroliranim uvjetima izmjerenih kod mladih i razvijenih
listova. Mladi su listovi pokazali porast apsorpcije (ABS/RC, Slika 23 A) po aktivnhom
reakcijskom sredistu na HL10 (3,80) i HL35 (3,66) tretmanima u odnosu na P (3,62), dok su
tretmani LL35 (3,17) i LL10 (3,24) pokazali zna¢ajan pad vrijednosti. Protok uhvacenih fotona
po aktivnom reakcijskom sredistu (TRo/RC, Slika 23 C) je pokazao zna€ajan pad vrijednosti
na svim tretmanima u odnosu na P (2,70) i to najja¢i pad na HL10 tretmanu (2,32), a zatim
LL10 (2,39), LL35 (2,46) i na kraju HL35 (2,51). Elektronski transport po aktivnom
reakcijskom sredistu (ETo/RC, Slika 23 E) pokazao je znacajan i najveci pad vrijednosti na
tretmanima HL35 (0,97) i HL10 (0,94) u odnosu na P (1,59). Tretman LL10 (2,34) pokazao je
nesto manji (1,25), a tretman LL35 (1,42) najmanji pad. Rasipanje po aktivhom reakcijskom
sredistu (DIy/RC, Slika 23 G) pokazala je najveci porast vrijednosti na HL10 (1,48) tretmanu
te nesto niZu vrijednost na HL35 (1,16) tretmanu u odnosu na vrijednost P (0,92). Tretman
LL10 (0,85) nije pokazao znac€ajnu razliku u odnosu na P, a tretman LL35 (0,71) znacajan
pad vrijednosti.

Razvijeni listovi pokazuju najveci porast apsorpcije (ABS/RC, Slika 23 B) po aktivnhom
reakcijskom sredistu na HL35 tretmanu (5,33), a zatim na HL10 (3,49). Tretman LL35 (2,77)
je pokazao znacajan pad vrijednosti, dok tretman LL10 (2,96) nije pokazao razliku u odnosu
na P (3,05). Protok uhvacéenih fotona po aktivhom reakcijskom sredistu (TRo/RC, Slika 23 D)
je pokazao pad svih vrijednosti tretmana u odnosu na P (2,39). Najja¢i pad vrijednosti je
pokazao tretmani HL10 (2,13), zatim HL35 (2,21) i LL35 (2,21), i na kraju LL10 (2,26).
Elektronski transport po aktivnom reakcijskom srediStu (ET,/RC, Slika 23 F) pokazao je
najvisu vrijednost na P (1,54). Najjaci pad vrijednosti je pokazao je tretman HL35 (0,38),
zatim HL10 (0,38), dalje LL10 (1,24) i na kraju LL35 tretman (1,35). Rasipanje po aktivhom
reakcijskom sredistu (DIo/RC, Slika 23 H) pokazala je najveéi porast vrijednosti na HL35
(3,12) tretmanu, te nesto nizu vrijednost na HL10 (1,36) tretmanu u odnosu na vrijednosti P

(0,65). Tretmani LL35 (0,56) i LL10 (0,70) nisu pokazali zna¢ajnu promjenu u odnosu na P.

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametara ABS/RC, TRy/RC, ET,/RC i DIo/RC za
sortu Fico della Madonna prikazane su u Tablici 11 u Prilogu.
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Slika 23. Srednje vrijednosti i standardne devijacije specifi¢nih protoka energije po
reakcijskom srediStu: apsorpcije (ABS/RC; A, B), protoka uhvacéenih fotona (TRo/RC; C, D),
elektronskog transporta (ETo/RC; E, F) i rasipanja (DIo/RC; G, H) izmjerene izmjeren na
tretmanima u kontroliranim uvjetima na mladim (o; A, C, E, G) i razvijenim (m; B, D, F, G)
listovima smokve sorte Zamorc¢ica. Rezultati ozna€eni istim slovom (a, b, c, d, ) ne pokazuju
znacajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), p<0,05. Vrijednosti parametara prikazane su u

relativnim jedinicama.

75



5.2.3. Koncentracija fotosintetskih pigmenata

Analiza varijance srednjih vrijednosti transformiranih podataka koncentracija fotosintetskih
pigmenata te njihove standardne devijacije kod mladih i razvijenih listova mjerenih u
kontroliranim uvjetima prikazuje Slika 24. Mladi listovi su pokazali najnizu koncentraciju
klorofila a (Slika 24 A) izmjerenu na LL35 tretmanu (1,72 mg g Sv.T). Najvida vrijednost
izmjerena je na LL10 tretmanu (1,95 mg g* Sv.T) $to u usporedbi s LL35 tretmanom
pokazuje zna€ajnu razliku, no ipak ne pokazuju zna€ajnu promjenu u odnosu na
koncentraciju izmjerenu u P (1,85 mg g* Sv.T), kao ni na tretmanima HL35 (1,90 mg g™
Sv.T) i HL10 (1,76 mg g™ Sv.T). Najvia koncentracija klorofila b (Slika 24 C) izmjerena je na
tretmanima HL35 (1,54 mg g* Sv.T) i LL10 (1,62 mg g™ Sv.T), a najniza na HL10 (1,37) i
LL35 (1,37), no ni jedan se tretman nije statistiéki razlikovao od P (1,47 mg g* Sv.T).
Znadajno via vrijednost koncentracije karotenoida (Slika 24 E), u odnosu na P (1,36 mg g*
Sv.T), izmjerena je na HL35 tretmanu (1,45 mg g* Sv.T). Tretman HL10 pokazao je
znadajno nizu vrijednost (1,26 mg g™ Sv.T), dok ostali tretmani nisu pokazali znagajne razlike
u odnosu na P. Omjer Chl a/b (Slika 24 G) se zna€ajno promijenio samo kod LL10 tretmana

(2,33) u odnosu na P (2,38), dok ostali tretmani nisu pokazali zna€ajne promijene.

Razvijeni listovi su u P (2,24 mg g™ Sv.T) i LL35 tretmanu (2,24 mg g™ Sv.T) pokazali najnize
koncentracije klorofila a (Slika 24 B). Ostali tretmani, HL35 (2,35 mg g™ Sv.T), HL10 (2,36
mg g* Sv.T) i LL10 (2,38 mg g™ Sv.T) pokazali znagajno poveéanje koncentracije u odnosu
na P. Sliéno se ponaSaju i koncentracije klorofila b (Slika 24 D) i karotenoida (Slika 24 F).
Najnize koncentracija klorofila b je izmjerene su na P (1,86 mg g Sv.T) i LL35 tretmanu
(1,85 mg g™ Sv.T), dok su tretmani HL35 (1,99 mg g™ Sv.T), HL10 (2,00 mg g* Sv.T) i LL10
(2,00 mg g' Sv.T) pokazali znagajno povecanje koncentracije. Najnize koncentracije
karotenoida su izmjerena na P (1,72 mg g* Sv.T) i LL35 tretmanu (1,72 mg g* Sv.T), a
tretmani HL35 (1,81 mg g* Sv.T), HL10 (1,83 mg g™* Sv.T) i LL10 (1,86 mg g™* Sv.T) su
pokazali zna€ajno povecanje koncentracije. Omjer Chl a/b (Slika 24 H) nije pokazao
znacajne promjene u tretmanima u odnosu na P (2,38).

Srednje vrijednosti i standardne devijacije logaritmiranih vrijednosti mjerenja koncentracija
fotosintetskih pigmenata Chl a, Chl b, Chl a/b i Car za sortu Fico della Madonna prikazane su

u Tablici 12 u Prilogu.
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Slika 24. Transformirane (Logio) srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracija
klorofila a (Chl a (mg g™ Sv.T); A, B), klorofila b (Chl b (mg g™ Sv.T); C, D), omjera klorofila a
i b (Chl a/b; E, F) te karotenoida (Car (mg g™ Sv.T); G, H) izmjerene na tretmanima u
kontroliranim uvjetima na mladim (o; A,C, E, G) i razvijenim (m; B, D, F, G) listovima smokve
sorte Zamorcica. Rezultati ozna€eni istim slovom (a, b, ¢) ne pokazuju zna€ajnu razliku
prema LSD testu (ANOVA), p<0,05.
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5.2.4. Koli éina proteina D1 i Rubisco LSU

Slika 25 prikazuje promjene u akumulaciji proteina D1 (Slike 25 A i 25 B) i velike
podjedinice Rubisco-a, LSU (Slike 25 C i 25 D). Protein D1 u mladim listovima (Slika 25 A)
pokazao je najvecu akumulaciju na P, a na tretmanima s niskim intenzitetom svjetlosti, LL35 i
LL10, se ta koli¢ina gotovo nije promijenila (pad 0,1, odnosno 1,6%). Tretmani s visokim
intenzitetom svjetlosti, HL35 i HL10, su pokazali pad od 89,1%, odnosno 66,5%. Razvijeni su
listovi (Slika 25 B) pokazali sli¢no; predtretman je pokazao najveéu akumulaciju dok su
tretmani LL35 i LL10 pokazali vrlo malo smanjenje akumulacije (pad 8,4%, odnosno 20,6%),
a tretmani HL35 i HL10 izazvali izrazito smanjenje akumulacije (pad 68,7, odnosno 67,9%).

Velika podjedinica Rubisca na mladim je listovima (Slika 25 C) pokazala najveéu akumulaciju
na LL10 tretmanu te je bila za 4,11% viSa nego u P. Ostali tretmani su pokazali smanjenje,
od Cega je tretman LL35 pokazao smanjenje za samo 1,2%. Tretmani s visokim intenzitetom
svjetlosti su pokazali jate smanjenje, 54,1% na HL35 tretmanu te 67,9% na HL10 tretmanu.
Razvijeni su listovi (Slika 25 D) pokazali najveéu akumulaciju na P. Najmanje smanjenje
akumulacije pokazao je LL35 tretmanu (15,6%), dok su svi ostali tretmani pokazali jace
smanjenje; HL35 za 53,5%, HL10 za 63,8%, a LL10 za 58,9%.

Promjene u akumulaciji proteina D1 i velike podjedinice Rubisca, LSU za sortu Fico della

Madonna prikazane su na Slici 36 u Prilogu.
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Slika 25. Promjene u akumulaciji proteina D1 (A, B) i Rubisco LSU (C, D) na tretmanima u

kontroliranim uvjetima na mladim (o; A, C) i razvijenim (m; B, D) listovima smokve sorte

Zamord€ica. Vrijednosti su prikazane kao postotak promjene od pocetne koli€¢ine izmjerene

nakon stabilizacije (100%).
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5.2.5. Lipidna peroksidacija i proteinski karbonili

Slika 26 prikazuje analizu varijance srednjih vrijednosti transformiranih podataka te njihove
standardne devijacije koncentracija produkata peroksidacije lipida u obliku koli€ine reaktivnih
supstanci tiobarbiturne kiseline (TBARS, Slika 26 A i B) i koli¢inu oSte¢enih proteina u obliku
karbonilnih skupina (Slika 26 C i D) u mladim i razvijenim listovima smokve mjerene u
kontroliranim uvjetima. Mladi su listovi pokazali najvise koncentracije TBARS (Slika 26 A) na
tretmanima HL35 (2,99 nmol g* Sv.T) i LL35 (3,01 nmol g™* Sv.T), dok tretmani HL10 (2,73
nmol g* Sv.T) i LL10 (2,78 nmol g™ Sv.T) nisu pokazali znagajnu razliku u odnosu na P (2,73
nmol g* Sv.T). Koncentracija proteinskih karbonila mladih listova (Slika 26 C) se pokazala
najvisom na HL35 tretmanu (1,62 nmol mg™ prot). Tretmani HL35 (1,55 nmol mg™ prot),
LL35 (1,70 nmol mg™ prot) i LL10 (1,59 nmol mg™ prot) su pokazali nesto vise vrijednosti od
P (1,51 nmol mg™ prot). no one se nisu zna&ajno razlikovale od njega.

Razvijeni listovi su pokazali najnizu vrijednost TBARS (Slika 26 B) na P (3,22 nmol g™ Sv.T),
a tretman LL10 (3,22 nmol g™ Sv.T) nije pokazao zna&ajnu razliku u odnosu na njega. Ostali
tretmani, HL35 (3,29 nmol g* Sv.T), HL10, (3,29 nmol g™ Sv.T) i LL35 (3,30 nmol g* Sv.T)
su pokazali znagajno povecanje vrijednosti. Koncentracija proteinskih karbonila razvijenih
listova (Slika 26 D) pokazala je najvisu koncentraciju na HL10 tretmanu (1,90 nmol g* Sv.T).
Ta je vrijednost bila znagajno visa od one izmjerene u P (1,67 nmol g* Sv.T). Vrijednosti
ostalih tretmana, HL35 (1,80 nmol g* Sv.T), LL35 (1,63 nmol g* Sv.T) i LL10 (1,79 nmol g*
Sv.T) nisu se znacajno razlikovale od P.

Srednje vrijednosti i standardne devijacije transformiranih vrijednosti mjerenja koncentracija
TBARS i proteinskih karbonila za sortu Fico della Madonna prikazane su u Tablici 13 u
Prilogu.
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Slika 26. Transformirane (Logio) srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracija
produkata lipidne peroksidacije (TBARS (nmol g-* Sv.T); A, B) i proteinskih karbonila (Karb
(nmol mg™ prot); C, D) izmjerene na tretmanima u kontroliranim uvjetima na mladim (o; A, C)
i razvijenim (m; B, D) listovima smokve sorte Zamorc¢ica. Rezultati ozna€eni istim slovom (a,

b) ne pokazuju znacajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), p<0,05.
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5.2.6. Aktivnost antioksidativnih enzima

Analiza varijance srednjih vrijednosti transformiranih podataka, te njihove standardne
devijacije promjena aktivnosti antioksidativnih enzima mjerenih u kontroliranim uvjetima na
mladim i razvijenim listovima prikazane su na Slici 27. Aktivhost SOD mladih listova (Slika 27
A) je bila najvisa na P (72,11 U g* Sv.T), te je pokazala znagajan pad na svim ostalim
tretmanima i to redom na HL35 (16,90 U g™ Sv.T), zatim na HL10 (31,02 U g™* Sv.T) i LL10
(32,11 U g* Sv.T), te na kraju na LL35 (38,08 U g* Sv.T). Aktivnost CAT izmjerena na
mladim listovima (Slika 27 C) pokazala je najniZu vrijednost na LL35 tretmanu (11,66 Amin®
'mg™ Sv.T) u odnosu na vrijednost P (23,41 Amin*mg™ Sv.T) i LL10 tretmana (22,22 Amin’
'mg™ Sv.T), dok su tretmani HL35 (35,44 Amin*mg™ Sv.T) i HL10 (28,45 Amin*mg™ Sv.T)
pokazali poveéanje vrijednosti. Aktivhost APX mladih listova (Slika 27 E) je pokazala najviSe
vrijednosti na P (5,15 Aming™® Sv.T) i HL35 tretmanu (5,07 Amin™*g™ Sv.T). Tretmani HL10
(3,94 Amin™*g® Sv.T), LL35 (3,61 Amin*g™ Sv.T) i LL10 (3,03 Amin g™ Sv.T) su pokazali
znacajno niZe vrijednosti u odnosu na P. Aktivnhost GR mladih listova (Slika 27 G) je
pokazala najnizu vrijednost na P (4,34 Amin™g™ Sv.T), a vrijednosti su znagajno rasle redom
na tretmanima LL35 (5,28 Amin“g® Sv.T), HL10 (7,14 Amin™*g" Sv.T), zatim LL10 (8,13
Aming™® Sv.T) i na kraju HL35 (9,69 Amin™g™ Sv.T). Aktivnost GPOD mladih listova (Slika
27 1) je pokazala da medu P (37,36 Amin™g™ Sv.T) i tretmanima HL35 (41,69 Amin™g™ Sv.T)
i LL35 (36,59 Amin™g™® Sv.T) nema zna&ajne razlike, dok su tretmani HL10 (29,98 Amin™g™
Sv.T) i LL10 (21,64 Amin™g™ Sv.T) pokazali znacajan pad vrijednosti.

Aktivnost SOD je na razvijenim listovima (Slika 27 B) pokazala najnizu vrijednost na
predtretmanu (59,92 U g* Sv.T). Tretmani HL35 (76,61 U g* Sv.T), HL10 (68,48 U g* Sv.T) i
LL10 (72,31 U g* Sv.T) su pokazali znagajno vise vrijednost u odnosu na P, dok je najvisa
aktivnost je izmjerena na tretmanu HL10 (86,28 U g™ Sv.T). NajviSa aktivnost CAT razvijanih
listova (Slika 27 D) izmjerena je na LL10 tretmanu (101,17 Amin™*mg™® Sv.T). Tretmani HL35
(92,91 Amin?mg® Sv.T) i HL10 (82,82 Amin™mg™ Sv.T) pokazali su povisene vrijednosti u
odnosu na P (75,03 Amin'mg™® Sv.T), dok je LL35 (45,551 Amin'mg® Sv.T) pokazao
znacajno niZu vrijednost. Aktivhost enzima APX razvijenih listova (Slika 27 F) bila je najviSa
na tretmanu HL10 (3,51 Amin™'g™ Sv.T), a najniza na LL10 tretmanu (2,49 Amin™*g™ Sv.T) $to
je pokazalo zna¢ajnu razliku medu tretmanima, no nije bilo zna¢ajne razlike u odnosu na P
(2,77 Amin™*g™ Sv.T). Takoder, tretmani HL35 (2,88 Amin™g™ Sv.T) i LL35 (3,17 Amin*g™
Sv.T) se nisu znacajno razlikovali od P. Aktivhost GR razvijenih listova (Slika 27 H) je

pokazala najnizu vrijednost na P (6,55 Amin'g® Sv.T) dok su ostali tretmani pokazali
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znagajan porast aktivnosti i to redom HL35 (7,38 Amin™g™ Sv.T), HL10 (8,26 Amin™g™ Sv.T),
LL35 (9,24 Aming™ Sv.T) i na kraju LL10 (10,38 Amin™*g™ Sv.T). Aktivnost enzima GPOD
izmjerena na razvijenim listovima (Slika 27 J) pokazala je najviSu vrijednost na LL35
tretmanu (38,13 Amin™g® Sv.T), dok se ostali tretmani ne razlikuju znagajno od P (27,93
Aming™ Sv.T).

Srednje vrijednosti i standardne devijacije transformiranih vrijednosti mjerenja aktivnosti
enzima SOD, CAT, APX, GR i GPOD za sortu Fico della Madonna prikazane su u Tablici 14

u Prilogu.
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Slika 27. Transformirane (Logio) srednje vrijednosti i standardne devijacije aktivnosti
antioksidativnih enzima: superoksid dismutaze (SOD (U g™Sv.T); A, B), katalaze (CAT
(Amin*mg™Sv.T); C, D), askorbat peroksidaze (APX (Amin™*g™Sv.T); E, F), gvajakol
peroksidaze (GPOD (Amin™g'Sv.T); G, H) i glutation reduktaze (GR (Amin™g*Sv.T); I, J)
izmjerene na tretmanima u kontroliranim uvjetima na mladim (o; A, C, E, G, ) i razvijenim (m;
B, D, F, G, J) listovima smokve sorte Zamor€ica. Rezultati oznaceni istim slovom (a, b, c, d,
e) ne pokazuju zna€ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), p<0,05.
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5.3. FOTOSINTETSKA UCINKOVITOST | ANTIOKSIDATIVNI ODGOVOR
NAKON TRETMANA INHIBITORIMA NEFOTOKEMIJSKOG GASENJA
FLUORESCENCIJE KLOROFILA a

5.3.1. Maksimalni kvantni prinos fotosustava Il (F  /Fq) i indeks fotosintetske
uéinkovitosti (Pl ags)

Analizu varijance, srednje vrijednosti i standardne devijacije maksimalnog kvantnog prinosa
fluorescencije (F,/F.,) lisnih diskova mladih i razvijenih listova nakon 30 min HL35 tretmana
prikazuju Slike 28 A i 28 B. F,/F, izmjeren na mladim lisnim diskovima (Slika 28 A) nije
pokazao nikakve razlike izmedu K (0,29) i tretmana NGC-om (0,29) i DTT-om (0,28). Lisni
diskovi razvijenih listova su pokazali zna€ajan pad vrijednosti na oba tretmana inhibitorima,

0,57 na tretmanu NGC-om, odnosno 0,56 na tretmanu DTT-om u odnosu ha K (0,66)

Indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plags) lisnih diskova mladih i razvijenih listova prikazani su
na Slikama 28 C i 28 D. Plags mladih lisnih diskova (Slika 22 C) pokazao je znacajan pad pri
tretmanima NGC-om (0,025) dok izmedu K (0,03) i tretmana DTT-om (0,03) nije bilo
znacajne razlike. Razvijen lisni diskovi su na oba tretmana inhibitorima pokazali znac¢ajan
pad u odnosu na K (0,61); na tretmanu NGC-om vrijednost je bila 0,22, a na tretmanu DTT-
om 0,23.
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Slika 28. Srednje vrijednosti i standardne devijacije maksimalnog kvantnog prinosa
fluorescencije (F./Fn; A, B) i indeksa fotosintetske ucinkovitosti (Plags; C, D) izmjerene nakon
30 min HL35 tretmana na lisnim diskovima mladih (o; A, C) i razvijenih (m; B, D) listova
smokve. Rezultati oznaceni istim slovom (a, b, c) ne pokazuju zna¢ajnu razliku prema LSD

testu (ANOVA), p<0,05. Vrijednosti parametara prikazane su u relativnim jedinicama.
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5.3.2. OJIP porast fluorescencije klorofila  a

Slika 29 prikazuje OJIP krivulje intenziteta fluorescencije na logaritamskoj vremenskoj skali
mladih i razvijenih listova (lisnih diskova) smokve sorte Zamor€ica, mjerenih nakon 30 minuta
na HL35 u kontroli i dva tretmana inhibitorima. Lisni diskovi mladih listova (Slika 29 A)
pokazali su tipi¢ni oblik OJIP krivulje izmjeren u kontroli. Odstupanja su bila su zabiljeZena
na J il koracima. Tretman NGC-om je pokazao viSe vrijednosti, dok su na tretmanu DTT-om
zabiljezene nesto nize vrijednosti. Nativne krivulje (umetnuti grafovi Slike 29 A) pokazale su
nestanak tipi¢nih koraka OJIP krivulje. Takoder, pokazale su viSe vrijednosti J, | i P koraka
na oba tretmana inhibitorima u odnosu na K. Lisni diskovi razvijenih listova (Slika 29 B)
pokazali su na tretmanima NGC-om i DTT-om viSe vrijednosti na J koraku u odnosu na K,
dok odstupanja na | koraku nisu bila toliko intenzivna. Nativne krivulje (umetnuti grafovi Slike
29 B) pokazali nestanak tipi¢nih koraka OJIP krivulja, a tretmani NGC-om i DTT-om su

pokazali nize vrijednosti | i P koraka.
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Slika 29. Normalizirani OJIP porast fluorescencije klorofila a izmjeren nakon 30 min HL35

tretmana na lisnim diskovima mladih (A) i razvijenih (B) listova smokve sorte Zamorgica.

Umetnuti grafovi

prikazuju nativne OJIP krivulje. Promjene intenziteta fluorescencije

prikazana je na logaritamskoj vremenskoj skali.
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5.3.3. Parametri OJIP porasta fluorescencije klorof ila a

Parametri OJIP porasta fluorescencije klorofila a kod lisnih diskova mladih i razvijenih listova
nakon 30 min tretmana HL35 prikazani su u Tablici 5.

Intenzitet fluorescencije na O stupnju (Fy) mjerene na lisnim diskovima mladih listova
pokazao je znaajan porast vrijednosti na tretmanu NGC-om (520,56), dok je taj porast na
tretmanu DTT-om bio neSto manji (444,74) u odnosu na K (322,76). Razvijeni lisni diskovi su
pokazali zna€ajan pad vrijednosti na tretmanu NGC-om (498,02), dok tretman DTT-om
(518,88) nije pokazao znacajnu promjenu u odnosu na K (529,02). Maksimalni intenzitet
fluorescencije na P stupnju (Fy,) na lisnim diskovima mladih listova pokazao je sli¢no kao i Fy;
jaci porast vrijednosti na tretmanu NGC-om (735,12) i neSto manji porast na tretmanu DTT-
om (621,82) u odnosu na K (456,53). Razvijeni lisni diskovi su pokazali zna¢ajan pad
vrijednosti na oba tretmana inhibitorima u odnosu na K (1572,95); 1159,98 na tretmanu
NGC-om, odnosno 1211,65 na tretmanu DTT-om.

Varijabilna fluorescencija na J stupnju (V) je na lisnim diskovima mladih listova pokazala
znaCajan porast na tretmanu NGC-om (0,67), odnosno, zna¢ajan pad vrijednosti na tretmanu
DTT-om (0,61) u odnosu na K (0,64). Sli¢no je pokazala i varijabilna fluorescencija na |
stupnju (V)); zna€ajan porast na tretmanu NGC-om (0,76), odnosno, znagajan pad vrijednosti
na tretmanu DTT-om (0,68) u odnosu na K (0,72). Razvijeni lisni diskovi su pokazali
znaCajan porast vrijednosti V; parametra na oba tretmana inhibitorima u odnosu na K (0,49).
Porast je bio nesto visi na tretmanu NGC-om (0,63) nego na tretmanu DTT-om (0,58). Sli€an
trend je pokazao i V, parametar; porast na tretmanu NGC-om (0,72) je bio neSto viSi nego na
tretmanu DTT-om (0,67) u odnosu na K (0,66).

Vrijeme koje je potrebno da se postigne maksimalna vrijednost fluorescencije (tmax) na lisnim
diskovima mladih listova pokazao je znacajan porast na tretmanu DTT-om (840,82) u odnosu
na K (586,22), dok tretman NGC-om nije pokazao promjenu (555,12). Razvijeni lisni diskovi
su pokazali znaCajan pad na tretmanu NGC-om (617,78), odnosno znaajan porast
vrijednosti na tretmanu DTT-om (847,50) u odnosu na K (697,56). Slicno tome su se
ponaSale i vrijednosti parametra Sy,. Lisni diskovi mladih listova pokazali su zna¢ajan porast
na tretmanu DTT-om (76,18) u odnosu na K (48,72), dok tretman NGC-om nije pokazao
promjenu (43,82). Razvijeni lisni diskovi su pokazali zna€ajan pad na tretmanu NGC-om
(47,14), odnosno znac&ajan porast vrijednosti na tretmanu DTT-om (70,00) u odnosu na K
(52,12). Ukupna brzina zatvaranja reakcijskih sredista (My) pokazala je na lisnim diskovima
mladih listova pokazao je zna€ajan porast na tretmanu DTT-om (181,55) u odnosu na K
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(104,99), dok tretman NGC-om nije pokazao promjenu (102,87). Razvijeni lisni diskovi su
pokazali zna€ajan pad na tretmanu NGC-om (95,79), odnosno znacajan porast vrijednosti na
tretmanu DTT-om (176,07) u odnosu na K (116,29).

Tablica 5. Srednje vrijednosti i standardne devijacije OJIP parametara (Fo, Fm,V3, Vi, thax, Sms
N) izmjerenih nakon 30 min tretmana na lisnim diskovima mladih (M) i razvijenih (R) listova
smokve sorte Zamor€ica. Rezultati oznaceni istim slovom (a, b, ¢) ne pokazuju zna¢ajnu
razliku prema LSD testu, p<0,05. Vrijednosti OJIP parametara prikazane su u relativnim

jedinicama.

K NGC DTT
322,756 520,558 444,735
i +66,067 ¢ +101,011 a +90,316 b
Fo R 529,024 498,022 518,875
+37,087 a +38,160 b +54,955 a
459,533 735,116 621,816
& +100,242 ¢ +155,227 a +138,798 b
Fin . 1572,951 1159,978 1211,650
257,399 a +157,124 b +211,753 b
0,635 0,667 0,611
b4 +0,054 b +0,071 a +0,044 ¢
Vo 0,489 0,633 0,580
B +0,043 ¢ +0,045 a +0,080 b
0,720 0,757 0,680
i +0,037 b +0,070 a +0,050 ¢
Vi 0,645 0,719 0,672
R 0,037 ¢ 0,030 a +0,068 b
586,222 555,116 840,816
& +100,437 b +243,676 b +111,651 a
tmax 697,561 617,778 847,500
X +79,018 b +44,153 ¢ +101,242 a
48,719 43,818 76,175
b4 +12,424 b 22,328 b +23,530 a
Sm 52,118 47,140 70,001
B +6,093 b +5,873 ¢ +16,246 a
104,990 102,874 181,548
i +20,311 b +55,661 b +60,796 a
N 116,288 95,786 176,071
R +12,331 b 9,117 ¢ +73,562 a
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5.3.4. Fluorescencija klorofila a metodom saturacijskog pulsa

Srednje vrijednosti, standardne devijacije i analiza varijance efektivnhog kvantnog prinosa
fotosinteze lisnih diskova mladih i razvijenih listova (AF/F,'; Slika 30 A) relativhe stope
elektronskog transporta (relETR; Slika 30 B) i nefotokemijskog gaSenja fluorescencije
klorofila a (NPQ, Slika 30 C) prikazuje Slika 30.

Mjerenje efektivnog kvantnog prinosa fluorescencije pri 800 pmolacoronam?s™ na lisnim
diskovima mladih listova pokazalo je da izmedu kontrole (0,08) i tretmana NGC-om (0,09)
nije bilo zna¢ajne razlike, dok je tretman DTT-om pokazao znacajan pad vrijednosti (0,03).
Nefotokemijsko gaSenje fluorescencije mladih lisnih diskova (Slika 37 C) mjereno pri 800
pumolacoronam?s™ pokazalo je najvisu vrijednost izmjerenu u kontroli (1,67). Tretman DTT-om
(0,85) pokazao je zna€ajan pad u odnosu na kontrolu, no tretman NGC-om je pokazao
najjai pad vrijednosti (0,45). Relativha stopa elektronskog transporta (Slika 37 D) pokazala
je da izmedu kontrole (29,93) i tretmana NGC-om (35,87) ne postoji zna€ajna razlika, dok

tretman DTT-om pokazuje zna€ajan pad (10,26).

Mijerenje efektivnog kvantnog prinosa fluorescencije pri 800 pmolagoronam?s™ na lisnim
diskovima razvijenih listova pokazalo je najviSu vrijednost u kontroli (0,34), a tretmani su dali
znacajno nize vrijednosti s time da je najjac¢i pad bio izmjeren na tretmanu NGC-om (0,24), a
na tretmanu DTT-om (0,30) taj je pad bio neSto visi. Nefotokemijsko gaSenje fluorescencije
razvijenih lisnih diskova (Slika 37 C) mjereno pri 800 pmolagoronam™®s™ je pokazalo da
izmedu kontrole (1,55) i tretmana NGC-om (1,50) nema znacajne razlike, dok tretman DTT-
om pokazuje zna€ajno smanjenje vrijednosti (0,73). NajviSa vrijednost relativhe stope
elektronskog transporta (Slika 37 D) je izmjerena u kontroli (136,98), a tretmani su dali
znacajno nize vrijednosti s time da je najjaci pad bio izmjeren na tretmanu NGC-om (97,46),

a na tretmanu DTT-om (120,12) neSto maniji.
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Slika 30. Srednje vrijednosti i standardne devijacije efektivhog kvantnog prinosa fotosinteze
(AF/Fy'; A), relativne stope elektronskog transporta (relETR; B) te nefotokemijskog gaSenja
fluorescencije klorofila a (NPQ); C) izmjerene nakon 30 min HL35 tretmana na lisnim
diskovima mladih (A) i razvijenih (B) listova smokve sorte Zamorcica. Rezultati oznaeni
istim slovom (a, b, c) ne pokazuju zna€ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), p<0,05.

Vrijednosti parametara su prikazane kao relativne vrijednosti
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5.3.5. Koncentracija fotosintetskih pigmenata

Analiza varijance, srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracija fotosintetskih
pigmenata kod lisnih diskova mladih i razvijenih listova mjerenih nakon 30 min HL35
tretmana prikazuje Slika 31. Lisni diskovi mladih listova su pokazali da u koncentraciji
klorofila a (Slika 31 A) ne postoji razlika izmedu kontrole (0,47 mg g™ Sv.T) i tretmana DTT-
om (0,45 mg g™ Sv.T) dok je kod tretman NGC-om (0,38 mg g™ Sv.T) pokazao znagajan pad
koncentracije. Iste takve rezultate je dala i koncentracija klorofila b (Slika 31 C): izmedu
kontrole (0,18 mg g™ Sv.T) i tretmana DTT-om (0,17 mg g™ Sv.T) nije bilo razlike dok je kod
tretmana NGC-om (0,13 mg g™ Sv.T) pokazao znagajan pad koncentracije. Isto se dogodilo i
s koncentracijom karotenoida mladih lisnih diskova (Slika 31 E). Izmedu kontrole (0,12 mg g™
Sv.T) i tretmana DTT-om (0,12 mg g™ Sv.T) nije postojala razlika u koncentraciji klorofila a,
dok je kod tretman NGC-om (0,10 mg g™ Sv.T) pokazao znagajan pad koncentracije. Omjer
Chl a/b (Slika 31.G) se znacajno povisio samo kod tretmana NGC-om LL35 (2,87) u odnosu
na predtretman (2,66).

Lisni diskovi razvijenih listova nisu pokazali razliku ni u kojem tretmanu te ni na kojoj
istraZivanoj koncentraciji. Dakle, koncentracija klorofila a (Slika 31 B) u kontroli je iznosila
1,35 mg g™* Sv.T i u tretmanima nije bilo zna¢ajne razlike. Koncentracija klorofila b (Slika 31
D) u kontroli je iznosila 0,56 mg g* Sv.T i u tretmanima nije bilo znagajne razlike.
Koncentracija karotenoida (Slika 31 F) u kontroli je iznosila 0,33 mg g* Sv.T i u tretmanima
nije bilo znacajne razlike. Omjer Chl a/b (Slika 31 H) u kontroli je iznosila 2,42 i u tretmanima

nije bilo zna€ajne razlike.
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Slika 31. Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracija klorofila a (Chl a; A, B),
klorofila b (Chl b; C, D), omjera klorofila a i b (Chl a/b; E, F) te karotenoida (Car; G, H)
izmjerene nakon 30 min HL35 tretmana na lisnim diskovima mladih (o; A, C, E, G) i
razvijenih (m; B, D, F, H) listova smokve sorte Zamor€ica. Rezultati oznaceni istim slovom (a,
b) ne pokazuju znagajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), p<0,05. Vrijednosti parametara

prikazane su umg g™* Sv.T.
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5.3.6. Koli éina proteina D1 i Rubisco LSU

Slika 32 prikazuje promjene u akumulaciji proteina D1 (Slika 32 A) i velike podjedinice
Rubisca, LSU (Slika 32 B) nakon 30 min HL35 tretmana na lisnim diskovima mladih i
razvijenih listova. Protein D1 u mladim lisnim diskovima (Slika 32 A) pokazao je najvecu
akumulaciju na K, dok se na tretmanu NGC-om smanjio za 15,29%, a na tretmanu DTT-om
za 19,06%. Razvijeni lisni diskovi (Slika 32 A) gotovo da nisu pokazali promjenu u odnosu na
K. Tretman NGC-om izazvao je poveéanje akumulacije za 2,31%, dok se na tretmanu DTT-

om akumulacija smanjila za 2,5%.

Velika podjedinica Rubisca na mladim lisnim diskovima (Slika 32 B) pokazala je takoder
najvecu akumulaciju K tretmanu. Tretman NGC-om je izazvao smanjenje akumulacije za
45,54%, a tretman DTT-om za 23,22%. Razvijeni lisni diskovi (Slika 32 B) su takoder na oba
tretmana pokazala smanjenje akumulacije, no u manjem opsegu nego kod mladih listova.

Tretman NGC-om je smanjio akumulaciju za 3,95%, a tretman DTT-om za 13,15%.
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Slika 32. Promjene u akumulaciji proteina D1 (A) i Rubisco LSU (B) nakon 30 min

NGC DTT

HL35tretmana na lisnim diskovima mladih i razvijenih listova smokve sorte Zamorcica.
Vrijednosti su prikazane kao postotak promjene od po€etne koli€¢ine izmjerene u kontrolnom
tretmanu (100%).
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5.3.7. Lipidna peroksidacija i proteinski karbonili

Slika 33 prikazuje srednje vrijednosti, standardne devijacije i analizu varijance koncentracija
produkata peroksidacije lipida u odliku koli¢ine reaktivnih supstanci tiobarbiturne kiseline
(TBARS) (Slike 33 A i 33 B) i koli€inu oSte¢enih proteina u obliku karbonilnih skupina (Slike
33 Ci33 D) je u lisnim diskovima mladih i razvijenih listovima smokve mjerene nakon 30 min
HL35 tretmana. Lisni diskovi mladih listova (Slika 33 A) pokazali su znagajan pad
koncentracije TBARS u tretmanu NGC-om (3,29 nmol g* Sv.T) u odnosu na kontrolu (4,13
nmol g™ Sv.T), dok je tretman DTT-om (4,90 nmol g™* Sv.T) nije pokazao znagajnu promjenu.
Ostecenje proteina u obliku proteinskih karbonila (Slika 33 C) pokazalo je zna€ajan pad oba
tretmana: tretman NGC-om (0,54 nmol mg™ prot) i tretman DTT-om (0,15 nmol mg™ prot) u

odnosu na kontrolu (0,75 nmol mg™ prot).

Lisni diskovi razvijenih listova nisu pokazali zna€ajnu razliku koncentracije TBARS (Slika 33
B) izmedu kontrole (7,52 nmol g* Sv.T) i tretmana NGC-om (7,04 nmol g* Sv.T), dok je
tretman DTT-om (6,95 nmol g™ Sv.T) pokazao zna¢ajno smanjenje koncentracije. Osteéenje
proteina u obliku karbonila (Slika 33 D) pokazuju znac¢ajan pad oba tretmana: tretman NGC-
om (0,91 nmol mg™ prot) i tretman DTT-om (0,75 nmol mg™ prot) u odnosu na kontrolu (nmol

mg™ prot).
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Slika 33. Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracija produkata lipidne
peroksidacije (TBARS (nmol g™ Sv.T); A, B) i proteinskih karbonila (Karb (nmol mg™ prot); C,
D) izmjerene nakon 30 min HL35 tretmana na lisnim diskovima mladih (o; A, C) i razvijenih
(m; B, D) listova smokve sorte Zamor¢&ica. Rezultati oznaceni istim slovom (a, b, ¢) ne

pokazuju znacajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), p<0,05.
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5.3.8. Aktivnost antioksidativnih enzima

Analiza varijance, srednje vrijednosti i standardne devijacije aktivnosti enzima
antioksidativnog odgovora mjerenih u lisnim diskovima mladih i razvijenih listova smokve
mjerene nakon 30 min HL35 tretmana prikazane su na Slici 34. Aktivnost SOD mladih lisnih
diskova (Slika 34 A) pokazala je znacajan pad na oba tretmana u odnosu na kontrolu (66,36
U g* Sv.T), na tretmanu DTT-om na 62,26 U g* Sv.T, a na tretmanu NGC-om na 56,22 U g™
Sv.T. Aktivnost CAT izmjerena na lisnim diskovima mladih listova (Slika 34 C) pokazala je
znadajan porast aktivnosti na tretmanu DTT-om (27,93 Amin™mg™ Sv.T), odnosno znadéajan
pad na tretmanu NGC-om (9,11 Amin™mg™ Sv.T) u odnosu na kontrolu (10,91 Amin*mg™
Sv.T). Aktivhost APX mladih lisnih diskova (Slika 34 E) je takoder pokazala najviSu
vrijednosti na K (2,15 Amin™g™ Sv.T). Tretman DTT-om pokazao je znagajan pad (1,35 Amin’
gt Sv.T), a tretman NGC-om jo$ jag&i pad aktivnosti (1,28 Amin™g™® Sv.T). Aktivhost GR
mladih lisnih diskova (Slika 34 1) ponaSala se isto kao i aktivnhost enzima APX. NajviSe
vrijednosti su bile izmjerene na K (131,95 Amin™g™ Sv.T), dok su tretmani DTT-om i NGC-om
pokazali znagajan pad (125,66 Amin*g™ Sv.T, odnosno 103,95 Amin™*g™ Sv.T). Aktivnost
GPOD mladih lisnih diskova (Slika 34 G) je pokazala najvisu vrijednost na K (2,36 Amin™g™
Sv.T), a oba tretmana su pokazala znagajan pad. Tretman DTT-om jaéi (0,31 Amin™ g™ Sv.T),

a tretman DTT-om nesto slabiji (1,74 Amin™g™ Sv.T).

Aktivhost SOD izmjerena na lisnim diskovima razvijenih listova (Slika 34 B) pokazala je
znadajno visu vrijednost na tretmanu DTT-om (90,88 U g™ Sv.T), odnosno znaéajno nizu
vrijednost na tretmanu NGC-om (74,57 U g* Sv.T) u odnosu na vrijednost izmjerenu u
kontroli (81,10 U g* Sv.T). Aktivnost CAT (Slika 34 D) pokazala je znagajan pad na oba
tretmana, na tretmanu NGC-om (48,30 Amin*mg™ Sv.T) nesto slabiji, odnosno tretman DTT-
om (40,14 Amin™mg™® Sv.T) ne$to ja¢ u odnosu na kontrolu (56,00 Amin*mg™® Sv.T).
Aktivhost APX razvijenih lisnih diskova (Slika 34 F) je pokazala najviSu vrijednosti u kontroli
(2,42 Aming™ Sv.T), dok su tretmani NGC-om (1,77 Amin™g™ Sv.T), a zatim i DTT-om (1,41
Amin™g™ Sv.T) pokazali znagajan pad aktivnosti. Aktivnost GR razvijenih lisnih diskova (Slika
34 J) je pokazala najnizu vrijednosti u kontroli (131,89 Amin™g™ Sv.T). Tretman NGC-om je
pokazao znacajan porast (164,69 Amin™“g® Sv.T), dok tretman DTT-om (128,17 Amin’g™
Sv.T) nije pokazao zna€ajnu promjenu u odnosu na K. Aktivnost GPOD razvijenih lisnih
diskova (Slika 34 H) je pokazala najvisu vrijednost na tretmanu NGC-om (0,54 Amin’g™

Sv.T), a tretman DTT-om (0,19) najnizu, dok je na kontroli ona iznosila 0,209 Amin™*g™ Sv.T.
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Slika 34. Srednje vrijednosti i standardne devijacije aktivnosti antioksidativnih enzima:
superoksid dismutaze (SOD (U g* Sv.T); A, B), katalaze (CAT (Amin*mg™® Sv.T); C, D),
askorbat peroksidaze (APX (Amin'mg™ Sv.T); E, F), glutation reduktaze (GR (Amin*mg™

Sv.T); G, H) i gvajakol peroksidaze (GPOD (Amin*mg™ Sv.T); |, J) izmjerene nakon 30 min
HL35 tretmana na lisnim diskovima mladih (o; A, C, D, E, G) i razvijenih (m; B, D, F, H, J)
listova smokve sorte Zamorcica. Rezultati ozna€eni istim slovom (a, b, c) ne pokazuju
znacajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), p<0,05.
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6.1. DNEVNE PROMJENE FOTOSINTETSKE UCINKOVITOSTI |
ANTIOKSIDATIVNOG ODGOVORA

Prilagodba biljke na odredene uvjete nekog abiotickog stresa podrazumijeva molekularne,
biokemijske i fizioloSke procese koji djeluju zajedno. Kombinacija tih procesa ¢e se donekle
razlikovati za svaki od okoliSnih parametara. Uvjeti odredenog abioti¢kog tipa stresa ¢e u
biljci izazvati odredeni odgovor, a kombinacija dvaju ili viSe razli€itih stresnih uvjeta moze
zahtijevati odgovor koji je takoder jedinstven. Moguce je da ¢e odredeni stresni uvjeti u
kombinaciji dati proturje¢ne ili antagonisticke odgovore. Kako su biljke u prirodnom okoliSu
najceSée izlozene kombinaciji razli¢itih abiotiCkih stresova, molekularni mehanizmi
prilagodbe biljke na kombinaciju dva ili viSe tipova stresa joS nisu u potpunosti poznati. S
obzirom da se vecina eksperimenata i znanstvenih studija odvija u laboratorijima u
kontroliranim uvjetima, nema pouzdanih dokaza kako se biljke ponaSaju u prirodnom okolisu,
u nekontroliranim uvjetima (Mittler 2006; Suzuki i Mittler 2006).

Mladi listovi koji se razvijaju na vrhovima grana su najviSe izloZeni utjecajima okoliSnih
Cimbenika, naj¢esce izrazito visokom intenzitetu svjetlosti i poviSenoj temperaturi. Mehanizmi
zastite koji omogucavaju listovima da se nose s takvim visokim intenzitetom svjetlosti vrlo su
aktivni tijekom rane faze razvoja listova (Krause i sur. 1995; Cai i sur. 2005; Jiang i sur.
2005; Jiang i sur. 2006a; Lepedus i sur. 2011). Takvi uvjeti uzrokuju smanjenje fotosintetske
ucinkovitosti, Sto se jo$ naziva fotoinhibicijom, te uklju€uje oSteéenja i procese popravka.
Stresni €imbenici tijekom izlaganja biljaka visokoj koli€ini svjetlosti povec¢avaju fotoinhibitorne
ucinke te se inhibicija fotosinteze moZe smatrati indikatorom stresnih uvjeta. Fotoinhibicija
moZze biti kratkotrajna i reverzibilna te na taj nacin igra zastitnu ulogu fotosintetskog sustava
(Garcia-Plazaola i sur. 1999; Alves i sur. 2002).

Dnevne promjene na mladim i razvijenim listovima smokve u nekontroliranim uvjetima,
istraZzivane su kako bi se utvrdila fotosintetska ucinkovitost pod utjecajem visokog intenziteta
osvjetlienja i povisene temperature. Mjerenjem fluorescencije klorofila a in vivo utvrdena je
u€inkovitost fotosintetskog aparata mladih i razvijenih listova. Slika 14 pokazuje tipicne OJIP
krivulje dobivene mjerenjem mladih i razvijenih listova svakih 6 sati tijekom dnevnog ciklusa.
OJIP krivulja prikazuje redukciju ukupne Kkoli€ine akceptora elektrona fotosustava II.
Intenzitet fluorescencije raste od minimalnog, F, (O korak), do maksimalnog intenziteta, F,
(P korak), preko dva medukoraka. Na otprilike 2 ms se nalazi J korak, a na otprilike 30 ms

nalazi se | korak (Strauss i sur. 2006). Kada je OJIP krivulja iscrtana na logaritamskoj skali
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vremena, ona pokazuje polifazni porast koji predstavlja postupnu redukciju specifiCnih
prenosioca elektrona (Strasser i sur. 2004; Joly i Carpentier 2007). Porast krivulje od O do J
koraka prikazuje fotokemijsku fazu te je rezultat redukcije primarnog akceptora Qa. J korak
predstavlja trenutni maksimum reduciranog Qa, a | korak daljnju redukciju Qa i Qg. Porast
krivulie od J do | odgovara nastanku Qg i Qg, dok je I-P porast povezan s postupnim
gaSenjem fluorescencije klorofila a do kojeg dolazi zbog oksidacije ukupnog plastokinona
(Strasser i sur. 2004). Prema tome, ta dva koraka, J-I te I-P porast krivulje predstavijaju
nefotokemijsku fazu (Strauss i sur. 2006; Joly i Carpentier 2007). P korak odgovara nastanku
najvece koligine Qx, Qs® i PQH, te predstavija stanje PSII kada su sva reakcijska sredista
zatvorena (Govindjee 2004; Joly i Carpentier 2007). Oblik OJIP krivulje je vrlo osjetljiv na
stres koji izazivaju promjene u okoliSu (Strasser i sur. 2004). Nativhe OJIP krivulje dobivene
mjerenjem mladih (Slika 14 A) i razvijenih (Slika 14 B) listova u 1h, 7h i 19h pokazuju tipi¢an
oblik kod oba tipa listova, dok krivulje pokazuju odstupanje u 13h. Krivulje su normalizirane
izmedu O i P koraka 5to nam daje relativhu varijabilnu fluorescenciju u bilo kojem vremenu t,
V., a koja je mjera udjela zatvorenih reakcijskih srediSta PSIl (Strasser i sur. 2004). Mladi
listovi su pokazali 8% niZe vrijednosti minimalne fluorescencije, Fo (Tablica 3), odnosno, 32%
nize vrijednosti maksimalne fluorescencije od razvijenih listova kada su mjereni u 1h. Porast
parametra F, u 1h kod oba tipa listova ukazuje da je doSlo do odvajanja povecanog broja
funkcionalnih molekula klorofila od reakcijskog srediSta PSII (Pietrini i sur. 2005; Toth i sur.
2007). Do ostecenja fotosintetskog aparata je najvjerojatnije doslo uslijed visoke temperature
koja je izazvala fotoinhibiciju (Demmig i sur. 1987; Toth i sur. 2007). Zna&ajan pad vrijednosti
parametra Fy, (Tablica 3), odnosno P koraka u 13h kod oba tipa listova, indikator je inhibicije
OEC aktivnosti, a s obzirom na temperaturu (oko 34°C, Slika 11) i visoki intenzitet svjetlosti
(oko 1400 umoleoronam™?s™, Slika 11) izmjerene u 13h inaktivacija je posljedica povisene
temperature (Lazar 1999; Jiang i sur. 2006a), odnosno povecanog intenziteta svjetlosti
(Gongalves i sur. 2007). Krivulje normalizirane izmedu O i P koraka pokazuju znacajna
odstupanja u J koraku i kod mladih i kod razvijenih listova ve¢ u 7h, dok je u 13h to
odstupanje ja€e. Varijabilna fluorescencija u J koraku (V,, Tablica 3) prikazuje dio reakcijskih
srediSta PSII koja se zatvore tijekom jedne razdiobe naboja (engl. single charge separation).
Odnosno, V; je izraz vjerojatnosti s kojom ¢e uhvaceni eksciton pogurati elektron u
transportni lanac elektrona dalje od primarnog akceptora Qa. (Strasser i sur. 2004). U slu¢aju
kada je reoksidacija QA ograni¢ena, V; ¢e porasti te ¢e dovesti do smanjenja vrijednosti
parametra ETo/TR,. Porast vrijednosti varijabilne fluorescencije na | koraku (V,, Tablica 3)
kod mladih listova je najvjerojatnije posliedica akumulacije reduciranog Q" koja je uslijedila
zbog nemogucnosti daljnjeg prijenosa elektrona. Razvijeni listovi pokazali su izrazitiji pad
parametra V, u 13h Sto je indikator reduciranog transporta elektrona na akceptorskoj strani
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PSII najvjerojatnije uslijed djelovanja visokog intenziteta svjetlosti. Jiang i suradnici (2006a)
su takoder dobili nize vrijednosti ovog parametra (V|) na razvijenim listovima brijesta (UImus
pumila L.) i utvrdili da mladi listovi sadrZe viSe razine Qg ne-reducirajucih reakcijskih sredista
tijekom pocetne faze rasta lista te su oni odgovorni za nizak transport elektrona iza
primarnog akceptora. Qg ne-reduciraju¢a reakcijska srediSta ne mogu reducirati Qg te se joS
nazivaju i neaktivna reakcijska srediSta. Postojanje ovakvih srediSta upuéuje na heterogenost
PSIl na njegovoj reducirajucoj strani (Lazar 1999). To je najvjerojatnije slu¢aj i kod mladih
listova smokve kod kojih su izmjerene viSe vrijednosti V, parametra (Tablica 3). Tomek i
suradnici (2003) su pak na mladim listovima graska (Pisum sativum L.) pokazali da koli¢ina
Qg ne-reducirajucih reakcijskih srediSta ovisi o intenzitetu svjetlosti. Visoki intenzitet svjetlosti
(oko 1400 pmoleoronam™?s™) i povisena temperatura (oko 34<C) izmjereni u 13h (Slika 11)
utjecali su na porast parametra V, (Tablica 3) na oba tipa listova $to ukazuje na smanjeni

transport elektrona na akceptorskoj strani PSIl, odnosno iza primarnog akceptora.

Koliko puta se Qa reducira, odnosno koliko puta se reakcijska srediSta PSII zatvore i
ponovno otvore izmedu F, i Fy, definiran je prometnim brojem N (Tablica 3). Ponovno
otvaranje reakcijskih srediSta zahtjeva prijenos elektrona s QA" na sekundarni akceptor PSII,
Qs (Strasser i sur. 2000). Mladi listovi pokazali su niZze vrijednosti prometnog broja nego
razvijeni listovi. Takoder, pokazali su zna€ajan pad vrijednosti tijekom dana, za razliku od
razvijenih listova koji su za vrijeme najjaceg osvjetljenja pokazali zna¢ajan porast parametra
N. Smanjeni protok elektrona s Qs na Qg ukazuje na poveéanu akumulaciju QA" kod mladih
listova ve¢ u 13h (Tablica 3), dakle u vrijeme najjaceg osvjetljenja (Slika 11). S druge strane,
porast prometnog broja (Tablica 3) kod razvijenih listova ukazuje na to da je kod razvijenih
listova doSlo do povecanog protoka elektrona na sekundarni akceptor. Takoder,
normalizirana komplementarna povrSina iznad OJIP krivulje S, (Tablica 3), 5to je mjera
energije koja je potrebna da se sva reakcijska srediSta zatvore (Strasser i sur. 2004),
pokazala je smanjenje kod mladih listova ve¢ u 7h, dok su razvijeni listovi pokazali tek
neznatno smanjenje u kasno poslijepodne. Sli¢an trend kao i parametar S,, pokazao je i
parametar tmax (Tablica 3). Mladi su listovi pokazali pad vrijednosti tmax U 13h, dok su razvijeni
listovi pokazali smanjenje tek u kasno poslijepodne (Tablica 3). Parametar to je vrijeme koje
je potrebno da se postigne maksimalni intenzitet fluorescencije (Strasser i sur. 2004).
Vrijeme postizanja maksimalne vrijednosti fluorescencije je krace Sto je manja mjera energije
potrebna da se zatvore sva reakcijska srediSta, te ¢e i signal indukcijske krivulje brze postic¢i
maksimalnu vrijednost. Doci ¢e do prijenosa manjeg broja elektrona s Q4™ u transportni lanac
elektrona. Mladi listovi su pokazali nize vrijednosti parametara tnax, Sm i N u odnosu na

razvijene listove Sto ukazuje na to da se Q, u mladim listovima moze reducirati, ali ne i
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reoksidirati u¢inkovito kao u razvijenim listovima. To znaci da se reakcijska srediSta PSIl kod
mladih listova ne mogu viSe puta otvoriti i zatvoriti. Katani¢ i suradnici (2012) su na
vegetativnim pupovima smreke (Picea abies (L.) Karsten) takoder dobili nize vrijednosti
parametara N, Sy, i Sp/tmax U 0dnosu na razvijene iglice. Keren i suradnici (2005) objaSnjavaju
da do nemogucnosti viSestrukog otvaranja i zatvaranja reakcijskih srediSta dolazi uslijed
nepotpuno izgradene donorske i/ili akceptorske strane PSII. S obzirom da su mladi listovi
smokve pokazali smanjeni prijenos elektrona u transportnom lancu elektrona dalje od Qa

(Tablica 3), najvjerojatnije je da akceptorska strana PSII nije u potpunosti izgradena.

Maksimalni kvantni prinos PSII (F,/F, = TR/ABS) izraunava se na temelju pocetne,
minimalne i krajnje, maksimalne vrijednosti intenziteta fluorescencije, Fo i Fp, te je mjera
u€inkovitosti primarne fotokemije PSIl (Strasser i sur. 2000). Ukoliko se vrijednosti ovog
parametra kreéu izmedu 0,75 i 0,85, smatra se da je fotosintetski aparat funkcionalan
(Bolhar-Nordenkampf i sur. 1989). | mladi i razvijeni listovi, mjereni u 1h, pokazali su
vrijednosti viSe od 0,75 (Slika 15 A). Mladi listovi su pokazali da je pocetna vrijednost F,/F,,
izmjerena u 1h, 7% niZa nego u razvijenim listovima, Sto znaci da primarna fotokemija PSlI
nije ograniavajuc¢i korak fotosintetske aktivnosti tijekom razvoja. Sli€ho su pokazali i
Lepedus i suradnici (2005) u vegetativnim pupovima i razvijenim iglicama smreke gdje su
plastidi vegetativnih pupova pokazali postojanje funkcionalnog PSII, no ve¢ niZi intenzitet
osvjetljenja dovodi do smanjenja stope transporta elektrona. Jiang i suradnici (2006a) pratili
su promjenu fotosintetske u€inkovitosti tijekom razvoja mladih listova do njihove pune
veli€ine. Listove su uzorkovali rano ujutro (u 7h) kako bi izbjegli utjecaj visokog intenziteta
svjetlosti i visoke temperature na funkcioniranje listova. NeSto nizi fotosintetski kapacitet u
mladim listovima pripisali su razli¢itim razvojnim stadijima PSIl kompleksa tijekom razvoja
lista, a ne fotoinhibiciji. Shirke i Pathre (2003) su na mladim i razvijenim listovima tropske
vrste iz roda Prosopis L. pokazali da je fotoinhibicija u podnevnim satima u potpunosti
reverzibilna te da je to podnevno smanjenje fotosintetske uéinkovitosti rezultat medusobnog
djelovanja visokog intenziteta svjetlosti i temperature. Takoder su pokazali da je do oporavka
doSlo uslijed ucginkovitog mehanizma zaStite koji ukljuéuje otpustanje suviSne pobudne
energije preko ksantofilskog ciklusa i NPQ-a. Kod oba tipa listova vrijednost F,/F, se
znacajno se smanjila kada je izmjerena u 13h (Slika 15 A). To je u skladu s dobivenim
rezultatima. Nize vrijednosti maksimalnog kvantnog prinosa mladih listova mjerenih u 1h
ukazuju na postojanje PSII kompleksa koji nisu u potpunosti funkcionalni jer su u razli¢itim
razvojnim stadijima, no usprkos tome pokazuju sposobnost popravka nakon fotoinhibitornog
utjecaja visokog intenziteta svjetlosti i poviSene temperature tijekom podneva. Mladi su listovi

pokazali ja¢i pad u odnosu na razvijene listove, no oba tipa listova imala su vrijednosti nize
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od 0,75 Sto ukazuje da PSII nije bio potpuno funkcionalan u vrijeme najjaceg osvjetljenja,
odnosno da je doSlo do fotoinhibicije. NajéeSéi uzrok smanjenja F,/F, vrijednosti jest
fotoinhibicija uzrokovana visokim intenzitetom svjetlosti u kombinaciji s visokom
temperaturom (Krause i sur. 1995; Lichtenthaler i Burkart 1999). U tom slu¢aju dolazi do
prilagodbe ili pak do zastite Sto se ocituje u modifikaciji komponenta fotosintetskog aparata,
odnosno, ukljuéuju se mehanizmi koji ¢e smanijiti oSte¢enja (Ragni i sur. 2008). Uz znac¢ajno
smanjenje ucinkovitosti PSII (Slika 15 A), mladi su listovi u 13h pokazali znagajan porast
koncentracije karotenoida (Slika 18 D) dok se nefotokemijsko gaSenje fluorescencije klorofila
a (Tablica 4) nije zna€ajno mijenjalo. U 19h doslo je do poveéanja maksimalnog kvantnog
prinosa PSIl no ono je bilo djelomi¢no u odnosu na pocetne vrijednosti izmjerene u 1lh te
sporije nego kod razvijenih listova. Sli€no su se ponaSale i stanice alge Emiliania huxleyi
(Lohm.) Hay i Mohler prilagodene na visoki intenzitet svjetlosti te su unato¢ viSoj
koncentraciji karotenoida i brzem nastanku NPQ-a pokazale jali intenzitet fotoinhibicije.
Istovremeno su pokazale sporiji i samo djelomi¢ni oporavak od fotoinhibicije (Ragni i sur.
2008). S druge strane, razvijeni su listovi pokazali porast koncentracije karotenoida (Slika 18
D) ve¢ u 7h, uz istovremeni porast NPQ-a (Tablica 4) Sto ukazuje na uravnotezene
fotosintetske procese tijekom zastite od visokog intenziteta svjetlosti, najvjerojatnije zbog
prilagodbe razvijenih listova na poja¢ani intenzitet svjetla (Lichtenthaler i Burkart 1999; Ragni
i sur. 2008).

Kvantni prinos elektronskog transporta (ET/ABS, Slika 15 C) i u€inkovitost kojom ,uhvaceni*
eksciton omogucava prijenos elektrona u elektronskom transportnom lancu dalje od Qa
(ETo/TRy,Slika 15 B) pokazali su nize vrijednosti u mladim listovima u odnosu na razvijene.
Takoder, mladi su listovi pokazali znaajno smanjenje obiju vrijednosti mjerene u 13h u
odnosu na one izmjerene u 1h. Poznato je da razvijeni listovi posjeduju maniji udio Qg ne-
reduciraju¢ih reakcijskih srediSta (Schansker i Strasser 2005a) Sto se slaze s dobivenim
rezultatima. Nize vrijednosti parametara ET,/ABS i ETo/TR, mladih listova ukazuju da je
aktivnost elektronskog transporta dalje od Qa znac¢ajno onemogucena te da posjeduju vise
razine Qg ne-reducirajuéih reakcijskih sredista Sto spre€ava funkcionalni prijenos elektrona
izmedu Q" i Qg. Povecanje ovih vrijednosti u 19h na oba tipa listova ukazuje na pretvorbu Qg
ne-reduciraju¢ih srediSta u funkcionalna (Jiang i sur. 2006a), iako su mladi listovi opet
pokazali sporiji oporavak. Dobiveni rezultati upuéuju na zaklju¢ak da mladi listovi imaju nesto
manje funkcionalan prijenos elektrona u transporthom lancu dalje od Q, nego razvijeni te da
je visoki intenzitet svjetlosti i poviSena temperatura u 13h izazvala fotoinhibiciju na oba tipa
listova. lako je ta fotoinhibicija u oba tipa listova bila reverzibilna kako se smanjivao intenzitet
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svjetlosti i temperatura, mladi listovi su ipak pokazali ve¢u osjetljivost na takve uvjete u
okoliSu.

Izra€uni specificnih protoka energije daju nam uvid u raspodjelu energije kroz PSII na razini
reakcijskog srediSta. Ovi parametri uzimaju u obzir samo aktivha reakcijska sredista,
odnosno ona srediSta koja mogu reducirati Q, (Strasser i sur. 2004). Mladi listovi su pokazali
32% viSu apsorpciju po aktivnom reakcijskom srediStu (ABS/RC, Slika 16 A) od razvijenih
listova. Apsorpcija se odnosi na onaj protok fotona koji antena pigmenti apsorbiraju nakon
€¢ega nastaje pobudeni klorofil (Chl*). Odnosno, ovaj parametar izrazava ukupnu koli¢inu
svjetlosti koju molekule klorofila mogu apsorbirati podijeljenu s brojem aktivnih reakcijskih
srediSta (Strasser i sur. 2000; Strasser i sur. 2004) te daje podatak o funkcionalnoj veli€ini
antena PSII (Yusuf i sur. 2010). Kod oba tipa listova, apsorpcija se poveéala u 13h, kada je
intenzitet svjetlosti bio najjaci. To povecanje apsorpcije popraceno je povecanjem protoka
uhvacenih fotona (TRo/RC, Slika 16 B) uz istovremeni pad F,/F, vrijednosti (Slika 15 A) Sto
ukazuje da je doslo do inaktivacije dijela reakcijskih srediSta. Do inaktivacije je najvjerojatnije
dosSlo dijelom zbog neaktivnih OEC kompleksa na Sto ukazuje smanjena vrijednost F,
parametra (Tablica 3), a dijelom zbog strukturalne transformacije reakcijskih srediSta u tzv.
J[iha* srediSta (engl. silent centers) (Strasser i sur. 2004; Yusuf i sur. 2010). To je u
suglasnosti i s povec¢anim vrijednostima DIy/RC izmjerenim u 13h (Slika 16 D) s obzirom da
»iha" srediSta posjeduju modificiranu strukturu koja ucinkovito hvata pobudnu energiju, no ne
otpusta ju u obliku fluorescencije vec ju iskljucivo rasipa u obliku topline (Strasser i sur. 2004;
Gongalves i sur. 2007). Takoder, mladi listovi su pokazali gotovo 25% manju gustocu
aktivnih reakcijskih srediSta (RC/CS,, Slika 15 D). S obzirom da je prijenos elektrona izmedu
Qa i Qg inhibiran, do porasta ABS/RC doslo je uglavhom zbog inaktivacije reakcijskih
srediSta koja prelaze u ,tiha" (Eullaffroy i sur. 2009; Yusuf i sur. 2010). Takoder, porast
ABS/RC (Slika 16 A), koji je vidljiv u 13h kod oba tipa listova, pretpostavlja smanjenu
regulaciju u prijenosu apsorbirane energije do reakcijskih sredista (Force i sur. 2003).

Protok uhvacéenih fotona po aktivhom reakcijskom sredistu (TRo/RC, Slika 16 B), koji vodi do
redukcije Qa pokazao je 23% vece vrijednosti u mladim listovima. Znacajan je i porast ovog
parametra izmjeren u 13h. Porast ABS/RC (Slika 16 A) i TRo/RC (Slika 16 B) nisu popraceni i
porastom elektronskog transporta iza Qa” (ETo/RC, Slika 16 C). Upravo suprotno, mladi listovi
su pokazali 16% nize vrijednosti ovog parametra od razvijenih listova. Mladi listovi pokazali
su i znacajan pad vrijednosti ET,/RC odmah po pojavi svjetlosti, dok je najjai pad je bio
izmjeren u 13h. Dio apsorbirane energije u najve¢em dijelu otpuSta se u obliku topline, a
maniji dio u obliku fluorescencije. Drugi dio prevodi se do reakcijskih srediSta kao protok
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uhvacenih fotona (TRy) te sluZi za redukciju primarnog akceptora elektrona Qa u Q™ koji se
moZe reoksidirati i na taj nacin potaknuti transport elektrona (ET,) dalje od Qa™ (Strasser i sur.
2004). Na ETo/RC utjece protok uhvacenih ekscitona koji onemoguéavaju redukciju Qa U Qa
(TRo/RC) te vjerojatnost da ¢e uhvacéeni eksciton pomaknuti elektron dalje od Q4 u elektron
transportnom lancu (ETo/TRo) (Force i sur. 2003; Strasser i sur. 2004). Povecanje
nefotokemijskog rasipanja po reakcijskom sredistu (DIo/RC, Slika 16 D) u mladim listovima
mjerenim u 13h slaze se sa smanjenjem ET,/RC (Slika 16 C) za vrileme najjaceg
osvjetljenja. Ako je elektronski transport ograni¢en, samo dio energije koju apsorbiraju LHC
PSIlI moZe biti u€inkovito upotrijebljena za fotosintezu, odnosno, stvara se veca koli€ina
prekomjerne pobudne energije. Kako bi se izbjeglo oSteéenje fotosintetskog aparata, aktivira
se zastitni mehanizam koji omoguéuje bezopasnu pretvorbu prekomjerne energije u toplinu.
Poveéanje DIo/RC i ABS/RC, te smanjenje RC/CSy i F,/F, u 13h ukazuju na inaktivaciju
reakcijskih srediSta (Slika 16). Takoder, TRo/RC (Slika 16 B) je pojacan Sto ukazuje da
antene neaktivnih reakcijskih srediSta dio apsorbirane energije otpuStaju nefotokemijskim
putem Sto je pak povecalo DIy/RC (Slika 16 D) (Nussbaum i sur. 2001). Otpustanje
apsorbirane energije nefotokemijskim putem takoder ukazuju na prisutnost Qs ne-
reducirajuc¢ih, odnosno ,tihih“ srediSta (Strasser i sur. 2004; Yusuf i sur. 2010). Takva
djelomi¢na inaktivacija mozZe se pripisati fotoinhibiciji. Neaktivha reakcijska srediSta utje¢u na
smanjenje fotosintetske ucinkovitosti, s obzirom da se vrijednost F,/F,, (Slika 15 A) zna€ajno

spustila u 13h kada je osvjetljenje bilo najjace i temperatura najvisa.

Indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plags) je pouzdani pokazatelj vitalnosti i fotosintetske
ucinkovitosti kod biljaka te je vrlo osjetljiv indikator fizioloSkog stanja biljke. (Strauss i sur.
od maksimalnog kvantnog prinosa fotosinteze (F,/F.,) jer na Plags utje€u promjene tijekom
porasta fluorescencije izmedu dva ekstremna dogadaja, F, i Fy, dok na F,/F, utjeu samo
promjene u vrijednosti tih ekstrema (Nussbaum i sur. 2001; van Heerden i sur. 2007). Plags
uklju€uje tri parametra pogodna fotosintetskoj aktivnosti: RC/ABS (gustoca reakcijskih
srediSta na osnovi koli€ine klorofila, a koji je izra¢unat kao udio klorofila reakcijskih sredista i
antena), TRo/Dly (omjer protoka uhvacene i rasipane energije koji doprinose svjetlosnim
reakcijama primarne fotokemije) i ETo/(TRo-ETy) (elektronski transport dalje od Q) (Tsimilli-
Michael i sur. 2000; Strasser i sur. 2004; van Heerden i sur. 2007). Mladi listovi su pokazali
gotovo 75% nize Plags vrijednosti (Slika 17 A) od razvijenih Sto ukazuje da mladi listovi imaju
smanjenu fotosintetsku u€inkovitost. Takoder, mladi listovi pokazali su zna¢ajan pad od 85%
u odnosu na pocetnu vrijednost fotosintetske ucinkovitosti izmjerene u 1h. Plags izmjeren u

13h kod razvijenih listova pokazao je pad od 73% u odnosu na poc€etnu vrijednost izmjerenu
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u 1h. Smanjenje u 13h je posljedica smanjenja vrijednosti tri parametra koja ¢ine Plags. Mladi
listovi pokazali su 37% nize vrijednosti RC/ABS (Slika 16 B), odnosno 40% nize vrijednosti
parametra ETy/(TRo-ETy) (Slika 17 C), dok je TRy/Dly (Slika 17 D) pokazao 62% nize
vrijednosti Sto je glavni uzrok smanjenja fotosintetske ucinkovitosti mladih listova u 13h.
Razvijeni listovi pokazali su pad u sva tri parametra; RC/ABS se smanijio za 33%, TRy/Dl, za
48%, a ETo/(TRo-ETo) 22%. To znali da su sva tri parametra podjednako utjecala na pad
fotosintetske ucinkovitosti razvijenih listova. |z ovih rezultata moZe se zakljuciti da su mladi
listovi podlozniji fotoinhibiciji (Thach i sur. 2007). Oporavak fotosintetske u€inkovitosti na oba
tipa listova bio je djelomi¢an, s obzirom da su se vrijednosti, nakon fotoinhibicije u 13h,
vratile na vrijednosti izmjerene u 7h Sto ukazuje da i mladi i razvijeni listovi posjeduju
funkcionalni mehanizam za popravak neaktivnih reakcijskih srediSta (Thach i sur. 2007).
Takoder, postoji vjerojatnost da fotosintetski aparat nije bio oSte¢en, ve¢ da je njegovo
funkcioniranje bilo samo smanjeno (van Heerden i sur. 2007). ViSe vrijednosti parametra
Plags razvijenih listova tijekom dnevnih promjena ukazuju na to da oni puno bolje
iskoriStavaju energiju u fotosintetskim procesima, odnosno lak3e se prilagodavaju

promjenjivim okoliSnim uvjetima (Goncalves i sur. 2007).

Smokva sorte Fico della Madonna pokazala je vrlo sli€ne rezultate mjerenja tijekom dnevnog
ciklusa (Tablice 9, 10, 11 i 12 u Prilogu). Manja odstupanja u statistici nekih parametara nisu

utjecala na krajnji zaklju€ak.

Mijerenjem fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa utvrdena je uc€inkovitost
fotosintetskog aparata mladih i razvijenih listova (Tablica 4); maksimalni (F,/Fy) i efektivni
(AF/Fy") kvantni prinos PSII, relativni elektronski transport (relETR) te nefotokemijsko
gasenje fluorescencije klorofila a (NPQ). Koli€ina svjetlosti u okoliSnim uvjetima moZe varirati
tijekom dana i biljke su morale razviti brojne biokemijske i razvojne odgovore na promjenjivu
koli€¢inu svjetlosti kako bi mogle normalno fotosintetizirati i rasti. Razli€iti stresni uvjeti
uzrokuju poremecéaj u radu fotosintetskog aparata (Muller i sur. 2001; Lichtenthaler i sur.
2004). Za mlade listove koji se razvijaju, ve¢ nizak intenzitet svjetlosti moze zasititi
fotosintetski aparat u toj mjeri da ih €ini iznimno osjetljivima na fotoinhibiciju (Cai i sur. 2005).
Efektivni prinos fluorescencije (AF/F,', Tablica 4) daje nam podatak o koli€ini apsorbirane
energije koja se koristi u fotokemijskim reakcijama i kao takav moze nam dati mjeru
linearnog transporta elektrona. To je pokazatelj stvarne fotosintetske u&inkovitosti uzorka koji
je prilagoden na svjetlost (Maxwell i Johnson 2000; Rohacek 2002; Shirke i Pathre 2003;
Guo i sur. 2009). Efektivni prinos fluorescencije mjeren je na tri svjetlosna koraka, pri koli€ini

svjetlosti od 50, 250 i 800 umoIaFOTONAm'Zs'l. Razvijeni su listovi pokazali viSe vrijednosti
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AF/F,' (Tablica 4) nego mladi listovi. Maksimalni kvantni prinos fluorescencije te efektivni
prinos na 50 pmoIaFOTONAm'Zs'l pokazao je znacajno snizenje u oba tipa listova u 13h, dok na
viSim intenzitetima svjetlosti, razlike u AF/Fy' izmjerenom u 7 i 13h nije bilo. ViSe vrijednosti
razvijenih listova pretpostavljaju da razvijeni listovi, za razliku od mladih, imaju sposobnost
iskoriStavanja vece koli¢ine apsorbirane energije u fotokemijskim procesima. NiZi kvantni i
efektivni prinos mladih listova povezan je s ve¢om koli¢inom energije koja se otpusta u obliku
topline nefotokemijskim procesima koji se prikazuje u obliku nefotokemijskog gaSenja
fluorescencije klorofila a (NPQ) (Muller i sur. 2001; Cai i sur. 2005). Mladi listovi imali su
znacajno viSe vrijednosti NPQ-a (Tablica 4) na viSim intenzitetima svjetlosti (200 i 800
umolagoronam?s™) Sto ukazuje da miladi listovi imaju sposobnost rasipanja pobudne energije
koja je u suviSku, odnosno, mladi su listovi sposobniji rasipati vecu koli€inu apsorbirane
energiju u obliku topline nego razvijeni listovi. Brojna istraZivanja takoder pokazuju sli¢no;
razvijeni listovi veci postotak apsorbirane energije iskoriStavaju u fotokemijskim reakcijama,
dok mladi listovi viSe energije rasipaju nefotokemijskim procesima (Cai i sur. 2005; Jiang i
sur. 2005; Lepedus i sur. 2011). Mjerenje efektivnog prinosa fluorescencije u 13h pokazalo je
da mladi listovi (Tablica 4) na 50 i 250 pmolaroronam?s™ pokazuju znagajno nize vrijednosti
NPQ u odnosu na vrijednosti izmjerene u 7h, dok je kod razvijenih listova zna¢ajno niza
vrijednost izmjerena tek na 800 pmoIaFOTONAm'Zs'l. NPQ mjeren na 800 umolaFomNAm'zs'l
nije pokazao razliku u 7 i u 13h kod mladih listova, Sto ukazuje na to da mladi listovi ne mogu
ucinkovito upotrijebiti viSak fotona ve¢ ih rasipaju u obliku topline (Jiang i sur. 2005). Uz to,
zabiljeZeno je i povecanje koncentracije karotenoida (Slika 18 D) u 13h koje je u skladu s
pojac¢anim gaSenjem fluorescencije klorofila a (Cai i sur. 2005; Tewari i sur. 2007). Zastitni
mehanizmi protiv oSte€enja izazvanih visokim intenzitetom svjetlosti uklju€uju povecano
nefotokemijsko gaSenje pomocéu pigmenata ksantofilskog ciklusa i istovremenog stvaranja
ROS te njihovog uginkovitog uklanjanja (Demmig-Adams i Adams 1996; Foyer i sur. 1997).
Razvijeni listovi mjereni u 13h, na najviSem intenzitetu svjetlosti nisu uspjeli posti¢i razinu
NPQ (Tablica 4) koju su postigli u 7h, Sto znaci da oni €ak i pri visokim intenzitetima svjetlosti
mogu ucinkovito upotrijebiti apsorbiranu svjetlosnu energiju. Istovremeno, razvijeni su listovi
pokazali nizu koncentraciju karotenoida u 13h u odnosu na 7h (Slika 18 D). Cai i suradnici
(2005) pokazali su da rast listova snazno utjeCe na fotokemijske i nefotokemijske
karakteristike. Na razli¢ito starim listovima tri tropske vrste (Anthocephalus chinensis (Lam.)
Rich. ex Walp., Litsea pierrei var. semois Liou i L. dilleniifolia Py. Pai. i Ph.) pokazali su da
mladi listovi puno ucinkovitije rasipaju suviSnu energiju nego razvijeni te su pokazali vecu
sposobnost redukcije Qa, najvjerojatnije kao rezultat rasipanja suvisSne energije termalno.
Mladi listovi pokazali su niZi relETR od razvijenih listova (Tablica 4). Na visoku relativhu

stopu elektronskog transporta (relETR) utjecale su vrijednosti efektivhog prinosa fotosinteze.
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Postoji dobro poznata linearna povezanost izmedu ta dva parametra pod uvjetom da postoji
podjednaka razdioba energije izmedu PSIl i PSI (Maxwell i Johnson 2000; Schreiber 2004).
Pri nizim intenzitetima svjetlosti, kvantni prinos fotosinteze je maksimalan, a koli€¢ina svjetlosti
koja ¢e zasititi fotosintetski aparat dati ¢e mjeru fotosintetskog kapaciteta, odnosno relativhog
transporta elektrona. PoviSenje relETR odgovara povecanju koli€ine aplicirane svjetlosti
odnosno poveéanju intenziteta svjetlosti u okoliSu (Winter i Lesch 1992; Shirke i Pathre
2003). Sto je intenzitet svjetlosti visi, to je linearna ovisnost manja (Oquist i Chow 1992;
Schreiber 2004).

Dnevne promjene u koncentraciji fotosintetskih pigmenata prikazane su na Slici 18. Mladi
listovi pokazali su nize koncentracije svih istraZivanih pigmenata nego razvijeni. To je u
skladu s prijaSnjim istrazivanjima koja su pokazala iste rezultate (Krause i sur. 1995; Jiang i
sur. 2005; Jiang i sur. 2006a; Lepedus i sur. 2011). Oba tipa listova su pokazala fluktuacije u
koncentraciji pigmenata tijekom dana. Razvijeni listovi su ve¢ pojavom svjetlosti, u 7h
pokazali zna€ajan porast koncentracije klorofila a (Slika 18 A) i Chl b (Slika 18 B), kao i
karotenoida (Slika 18 C), da bi se ta koncentracija klorofila a i karotenoida smanjila na
po€etnu razinu u 13h, kada je intenzitet svjetlosti bio najjagi. Mladi su listovi pokazali
znaCajan porast tek u 13h, nakon €ega se koncentracija smanijila na pocetnu razinu. Porast
koncentracije klorofila a u mladim listovima u 13h se podudara s prijasnjim istrazivanjima na
smokvi. Winter i Lesch (1992) su na nekoliko vrsta, uklju€ujuéi i smokvu (Ficus carica L.),
izmjerili povec¢ane koncentracije Chl a i Chl b oko podneva. Takoder su pokazali da je
tijekom dana doslo do promjene u sastavu ukupnih karotenoida. Poveéanje koncentracije Chl
a i Chl b u razvijenim listovima na niskom intenzitetu svjetlosti najvjerojatnije su prilagodba
fotosintetskog aparata na niZi intenzitet svjetlosti, odnosno povecéanje koncentracije
fotosintetskih pigmenata omogucilo je optimalnu razinu fotosinteze (Lichtenthaler i Burkart
1999; Beisel 2010). Smanjenje koncentracije klorofila a kod razvijenih listova u 13h
podrzavaju brojni radovi koji govore u prilog smanjenju koncentracije u stresnim uvjetima,
narocito u uvjetima svjetlosnog stresa (Jagtap i sur. 1998; Logan i sur. 1998; Golan i sur.
2006). Ovo smanjenje je najvjerojatnije posliedica fotoinhibitornih procesa i smanjenja
fotosintetske aktivnosti. Gubitak Kklorofila posljedica je stresa izazvanog pojacanim
intenzitetom svjetlosti, a fotosintetski aparat se nakon toga mora sintetizirati de novo. Dakle,
smanjenjem klorofila smanjena je moguénosti dodatnog oStec¢enja uslijed stvaranja Stetnih
ROS-a. To je u suglasnosti s rezultatima dobivenim na mladim i razvijenim listovima vrste
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Jung 2004b). Mladi listovi pokazali su zna€ajan porast svih
istraZivanih pigmenata u 13h Sto je vjerojatno prilagodba mladih listova na promjenjive uvjete

u okoliSu. | poja¢ana apsorpcija (ABS/RC, Slika 16 A) je vjerojatno posljedica povecane
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koncentracije klorofila a i b (Slike 18 A i 18 B). Povecanje koncentracije karotenoida u 13h
(Slika 18 C) je zastitni mehanizam s obzirom da karotenoidi djeluju kao neenzimatski €istaci
ROS-a. Takoder, imaju i zaStithu ulogu jer rasipanjem suviSne svjetlosne energije Stite
fotosintetski aparat od oSte¢enja koje bi uzrokovalo visoki intenzitet svjetlosti (Krause i sur.
1995; Tewari i sur. 2007; Gill i Tuteja 2010).

LHCII sadrZi oko polovice ukupnih pigmenata (Chl a+b) i gotovo cjelokupnu koli€inu Chl b u
tilakoidnim membranama razvijenih listova te se promjene u akumulaciji LHCII odraZavaju u
promjeni omjera Chl a/b i obratno. Prema tome, omjer Chl a/b smatra se indikatorom koli¢ine
LHCII u tilakoidnim membranama (Busheva i sur. 1991). Mladi listovi su pokazali viSi omjer
Chl a/b (Slika 18 D) nego razvijeni listovi Sto se slaze s prijasSnjim istrazivanjima (Yoo i sur.
2003; Lepedus i sur. 2011). Nizi omjer Chl a/b u razvijenim listovima pretpostavlja povec¢anu
akumulaciju LHCII. Mladi listovi nisu pokazali znaCajne promjene omjera klorofila tijekom
dana za razliku od razvijenih listova. Ranija istraZivanja pokazala su da je omjer klorofila, koji
reflektira i promjene u akumulaciji LHCII proteinskih kompleksa podloZzan dnevnim
promjenama, no isto tako te promjene mogu biti izrazito male te ih je teSko detektirati

(Busheva i sur. 1991; Riesselmann i Piechulla 1992).

Protein D1 jedan je od kljuénih proteina fotosintetskog aparata i iznimno je osjetljiv na
stresne uvjete, naro€ito na povecani intenzitet svjetlosti. S poveéanjem intenziteta svjetlosti,
povecava se i fosforilacija D1 proteina nakon &ega slijedi degradacija, zatim sinteza proteina
de novo te na kraju ugradnja proteina u PSII (Kato i Sakamoto 2009; Khatoon i sur. 2009;
Chen i sur. 2012; Tikkanen i Aro 2012). Ta izmjena je direktno povezana s in vivo
fotoinhibicijom PSII (Aro i sur. 1993; Booij-James i sur. 2002; Guo i sur. 2009; Keren i
Krieger-Liszkay 2011). Smatra se da je protein D1 primarno mjesto oStecenja uslijed
fotoinhibicije, a promjena strukture D1 proteina mogla bi biti ukljuéena u mehanizam
oporavka (Alves i sur. 2002). Relativne koli€ine proteina D1 u mladim listovima (Slika 19 A),
kao i u razvijenim (Slika 19 B), bile su najve¢e u 7h, nakon ¢ega postupno padaju. Procjena
fotoinhibicije moZe se odrediti pomocu vrijednosti maksimalnog kvantnog prinosa fotosinteze
(FW/Fn) (Lichtenthaler i Burkart 1999). Mladi listovi pokazali su znatno jaci intenzitet
fotoinhibicije, no oba tipa listova su pokazala da je fotoinhibicija u potpunosti reverzibilna.
Smanjenje ucinkovitosti PSIl i paralelno povec¢anje nefotokemijskog gasenja fluorescencije
bila je popraéena smanjenom akumulacijom D1 proteina izmjerenom u 13h. Smanjena
akumulacija D1 proteina moZe biti posljedica inhibirane biosinteze proteina i/ili pojacane
degradacije u uvjetima visokog intenziteta svjetlosti. Ovi rezultati poklapaju se s rezultatima

istraZivanja na vrstama Eucaliptus sp. L'Hér., odnosno Myrica rubra Seibold i Zucc. (Alves i
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sur. 2002; Guo i sur. 2009). Kapacitet promjene D1 proteina kljuéni je fizioloski uvjet vazan u
stvaranju tolerancije za fotoinhibiciju. Prou€avanjem oporavka od fotoinhibicije, ustanovljena
je uloga D1 proteina. Pokazano je da je nuzno resintetizirati D1 protein kako bi se aktivnost
PSII vratila u normalu. Ponovna sinteza D1 proteina zapoc€inje ve¢ za vrijeme fotoinhibitornih
uvjeta, te se fotoinhibicija dogada kada stopa degradacije proteina premasSuje stopu
obnavljanja. Do maksimalne stope oporavka dolazi nakon prelaska s visokog na niski
intenzitet svjetlosti (Aro i sur. 1993; Sundby i sur. 1993; Alves i sur. 2002). Razvijeni su listovi
pokazali povec¢anu akumulaciju D1 proteina tijekom noci za razliku od mladih listova, €ija se
akumulacija znatno povecala tek u 7h. Proteini koji su oSteceni tijekom dana mogu biti
zamijenjeni tek na pocetku svjetlosnog razdoblja sljede¢eg dana (Riesselmann i Piechulla
1992; Krause i sur. 1995; Booij-James i sur. 2002), Sto objaSnjava povecanu akumulaciju u
7h u odnosu na onu izmjerenu u 1h. Krause i suradnici (1995) smatraju da je visoka stopa
promjene D1 proteina regulatorni proces Kkoji funkcionira tako Sto odrZzava razinu
funkcionalnih PSII za vrijeme izlaganja visokom intenzitetu svjetlosti, a za vrijeme smanjenog
intenziteta svjetlosti obnavlja aktivhost PSII do maksimalne funkcionalnosti. Booij-James i
suradnici (2002) u svom radu sugeriraju da je regulacija promjene D1 proteina je pod
kontrolom dnevnog unutarnjeg ritma (engl. cyrcadian rhythm) te da je svjetlost primarni
signal koji aktivira ciklus. Njihovi rezultati pokazuju da se najveca koli¢ina fosforiliranog
proteina akumulira nekoliko sati prije maksimalnog intenziteta svjetlosti. Stopa degradacije
proteina je najmanja u tami, a tijekom dana se pojacava paralelno s povecanjem intenziteta
svjetlosti. Proteini koji su oStec¢eni moraju se zamijeniti u samom pocetku svjetlosnog perioda
sliedeceg dana kako bi se osigurala optimalna koli¢ina funkcionalnih membranskih
kompleksa tijekom dana. Do istog zaklju¢ka su ve¢ ranije doSle i Riesselman i Piechulla
(1992).

Kako su se koli¢ine D1 proteina kod oba tipa listova (Slike 19 A i 19 B) smanjile u 13h, moze
se pretpostaviti da su i ROS utjecale na oste¢enja D1 proteina. Uslijed pove¢anog intenziteta
svjetlosti, zbog redukcije PSIlI na njegovoj akceptorskoj strani nastaju singletni kisik i
hidroksilni radikali koji uzrokuju oSte¢enja D1 proteina (Guo i sur. 2009; Khatoon i sur. 2009).

Povecana koli¢ina ROS-a takoder utje€e na degradaciju i fragmentaciju enzima ribuloza-1,5-
bisfosfat karboksilaze/oksigenaze (Rubisco) (Mehta i sur. 1992; Ishida i sur. 1998). Rubisco
ima sposobnost fiksacije ugljikovog dioksida te ima veliki utjecaj na ucinkovitost PSII i
relativni transport elektrona i taj je odnos dobro poznat (Cheng i sur. 2001). Ograniceni
protok elektrona smanjuje transtikaloidni protonski gradijent, odnosno dolazi do smanjenja
stromalnog pH Sto ograni¢ava karbamilaciju Rubisco-a, a Sto direktno utje€e na njegovu
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akumulaciju (Crafts-Brandner i Salvucci 2000; Ruuska i sur. 2000). Aktivhost ovog enzima
pod utjecajem je svjetlosti i mijenja se u vrlo kratkom vremenu ako dode do promjena uvjeta
u okoliSu. Aktivacija proteina ovisi 0 prisutnosti enzima Rubisco aktivaze, no korelacija
izmedu aktivnosti enzima i njegove koli¢ine nije jednostavna (Portis 2003; Hrstka i sur.
2007). Mladi listovi (Slika 19 C) pokazali su manje koli¢ine enzima Rubisco-a u odnosu na
razvijene listove (Slika 19 D). To se slaZe s ranijim istrazivanjima na razli€ito starim listovima
javora (Acer platanoides L.) (Lepedus i sur. 2011), hrasta (Quercus rubra L.) (Premkumar i
sur. 2001) i iglica smreke (Picea abies (L.) Karsten) (Lepedu$ i sur. 2005) gdje su mladi
listovi, odnosno vegetativni pupovi pokazali niZzu akumulaciju Rubisco-a. Takoder, mladi
listovi pokazali su promjene u akumulaciji tijekom dana, dok su razvijeni listovi pokazali
konstantnu koli¢inu Rubisco-a. Mladi listovi podloZniji su fotoinhibiciji, pa je i manja koli¢ina
Rubisco-a u 13h najvjerojatnije odgovor na povecani intenzitet svjetlosti i poviSenu
temperaturu (Ishida i sur. 1998; Jagtap i sur. 1998; Larkindale i sur. 2005). U svom radu na
iglicama smreke, Hrstka i suradnici (2007) pokazali su da tijekom dana nema promjene u
akumulaciji Rubisco-a. To je u suglasnosti s rezultatima akumulacije Rubisco-a dobivenim na

razvijenim listovima smokve (Slika 19 D).

Stresni uvjeti kao Sto su visoki intenzitet svjetlosti i poviSena temperatura mogu uzrokovati
ograni€eni elektronski transport izmedu PSII i PSI. lako je glavni izvor ROS-a PSI, u uvjetima
kada je elektronski transport izmedu fotosustava ograni¢en i PSIl moZe biti prekomjerno
pobuden i na njegovoj akceptorskoj strani moze do¢i do pojacanog stvaranja ROS-a. S
obzirom da kolic¢ina ROS u stanici ovisi o ravnoteZi izmedu produkcije aktivnog kisika i
kapaciteta za njegovo uklanjanje, kljuan je ucinkoviti odgovor antioksidativnih enzima.
Funkcionalna suradnja svih enzima je iznimno vaZna za uc€inkovito uklanjanje Stetnih ROS-a
u stanici (Lu i sur. 2007; Khatoon i sur. 2009; Gill i Tuteja 2010). Veza izmedu fotosintetske
aktivnosti i promjene u koli¢ini antioksidansa dobro je opisana (Leipner i sur. 1999; Tikkanen
i sur. 2008; Chen i sur. 2012; Ivanov i sur. 2012; Pospisil 2012). Neravnoteza izmedu
kapaciteta za ucinkovito iskoriStenje energije i kapaciteta za otpustanje te energije dovodi do
stvaranja pobudnog pritiska na PSII 5to moZe dovesti do stvaranja ROS-a, narogito 'O, i O,
koji pak mogu uzrokovati fotoinhibiciju i oSte¢enja PSII (lvanov i sur. 2012). Dakle, kada
apsorpcija svjetlosti putem klorofila prema3uje kapacitet fotosintetskog aparata za u€inkovito
iskoriStenje do¢i ¢e do nastanka ROS-a. To ¢e se dogoditi u slu¢aju kada je prijenos
pobudne energije do reakcijskog srediSta ograni€en i kada je transportni lanac elektrona
izmedu PSII i PSI inhibiran (Pospisil 2012). Prijenos pobudne energije sa tripletnog klorofila
3ChI* na tripletni molekularni kisik 20, povezan je s nastankom 'O, (Krieger-Liszkay i sur.

2008; Pospisil 2009; Triantaphylides i Havaux 2009), a u njegovom uklanjanju uglavhom su
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djelotvorni neenzimatski antioksidansi (Pospisil 2012). Elektronski transport na akceptorskoj
strani PSII povezan je s otpuStanjem elektrona na molekularni kisik Sto rezultira nastajanjem
0., HyO, i HOe (Pospisil 2009), a u njihovom su uklanjanju djelotvorniji enzimatski
antioksidansi (Pospisil 2012). Razvijeni listovi pokazali su zna€ajno povecanje aktivnosti
SOD i CAT, kao i GR u 1h u usporedbi s aktivnoS¢u u 7h, dok aktivnost peroksidaza, APX i
GPOD, nije pokazala promjenu. Mladi su listovi, s druge strane, pokazali porast aktivnosti
APX i GR, kao i GPOD i CAT, dok se SOD nije promijenio. Brza aktivacija antioksidativhog
sustava ¢e smanjiti moguénost ostecenja koja nastaju uslijed oksidativhog stresa i na taj

nacéin povecati toleranciju na odredeni stres (Beis i Patakas 2012).

lako se aktivnost SOD nije povecala kod mladih listova (Slika 21 A), povecane aktivnosti
ostalih enzima ukazuju da postoji u€inkovit sustav za uklanjanje H,O,, koji je pak produkt
aktivnosti SOD. Kako je SOD prvi enzim koji se ukljuéuje u obranu od ROS moZe se
pretpostaviti da je do njegove aktivacije doSlo znatno ranije nego u razvijenim listovima.
Narocito jer aktivnosti APX (Slika 21 C) i GPOD (Slika 21 D) razvijenih listova nisu pokazale
promjenu. Ukoliko se superoksidni radikali ne uklone, u reakciji s H,O, nastaju iznimno
reaktivni hidroksilni radikali, odgovorni za oStec¢enja lipida i proteina koji se nalaze u blizini
njegove produkcije (Rinalducci i sur. 2008; Gill i Tuteja 2010). Ne postoji ucinkovit ili
specifi€an enzim koji uklanja HO- te je jedini nacin zastite stanice da se koli€ine njegovih
prekursora drze u niskoj koncentraciji (Mano 2002). Koli¢ina karbonila, koja je indikator
oksidacije proteina (Gill i Tuteja 2010), pokazala je znatno smanjenje u mladim listovima u
13h (Slika 20 B). Kako modifikacije proteina uslijed djelovanja ROS-a ¢esto ukljuuju
fragmentacije (Davies 1987), mogu¢e je da je doSlo do degradacije, odnosno da je
mehanizam degradacije oksidiranih proteina vrlo uc€inkovit. Juszczuk i suradnici (2008)
pokazali su na listovima krastavca (Cucumis sativus L.), da iako kloroplasti proizvode vecu
koli€¢inu oksidiranih proteina nego mitohondriji, njihove proteaze su vrlo ucinkovite u
uklanjanju oStecenih proteina, Sto je najvjerojatnije slu¢aj i na mladim listovima smokve.
Tikkanen i suradnici (2008) su na vrsti Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. odredivali koli¢inu
proteinskih karbonila. U tu svrhu koristili su divlji tip i stn7stn8 mutantu kojoj nedostaju geni
za fosforilaciju proteina te su ih podvrgnuli tretmanu na visokom intenzitetu svjetlosti (1000
umoIFOTONAm'ZS'l). Mutanta je pokazala veéu koli€¢inu proteinskih karbonila tijekom
produljenog izlaganja visokom intenzitetu svjetlosti u odnosu na divlji tip. Do povecéanja
koli€ine proteinskih karbonila u mutantama je doSlo uslijed pove¢anog nastanka ROS-a Sto
je bilo povezano i s njihovom manjom tolerancijom na fotoinhibiciju. Prema tome, vece

koli€¢ine proteinskih karbonila izmjerenih u razvijenim listovima (Slika 20 B) mogle bi biti
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povezane s povec¢anom osjetljivoS¢u razvijenih listova na visoki intenzitet svjetlosti u odnosu

na mlade listove.

TBARS su indikatori nastanka slobodnih radikala u stanicama i mogu se smatrati kao
pouzdan indikator peroksidacije lipida koja nastaje uslijed pojac¢ane produkcije ROS (Lu i sur.
2007; Nair i sur. 2008). Kako mladi listovi nisu pokazali poveéane koli¢ine TBARS u 13h
(Slika 20 A), a koje su mogle nastati zbog povec¢anog nastanka HOs moZe se pretpostaviti da
je aktivnost SOD (Slika 21 A) ipak bila dostatna za uklanjanje nastalog O,¢". NiZe vrijednosti
koncentracije TBARS kod mladih listova u odnosu na one izmjerene kod razvijenih listova
sugeriraju da su mladi listovi bolje zaSti¢eni od oksidativnih oSteéenja lipidnih komponenata
biomembrana izazvanih okoliSnim uvjetima u 13h. Sli¢no su dobili Gir i suradnici (2010) na
listovima pamuka (Gossypium hirsutum L.) mjerenima tijekom dana. Promjene okolisnih
Cimbenika tijekom dana nisu uzrokovale peroksidaciju lipida zbog aktivnog antioksidativnhog
odgovora koji je bio dovoljan da zastiti biljke od oksidativhog stresa. Takoder, Lu i suradnici
(2007) su na listovima konopljuse (Eupatorium adenophorum Spreng.) pokazali da lagano
povisene temperature (30 i 35TC) nisu uzrokovale oS te¢enja lipida. Razvijeni listovi pokazali
su da u aktivnosti peroksidaza (APX i GPOD) nije bilo promjene u 13h (Slike 21 Ci21 D). To
ukazuje na smanjen kapacitet peroksidaznog uklanjanja H,O, Sto se Cesto dogada u
uvjetima visoke koli€ine osvjetljenja (Foyer i Noctor 2000; Lu i sur. 2007), no povecana
aktivnost CAT (Slika 21 B) to kompenzira do neke mjere. Povecane koli¢ine TBARS kod
razvijenih listova (Slika 20 A) sugeriraju i na mogucénost pojacane produkciju HOs, koja moZe
nastati uslijed smanjenog uklanjanja H,O, ali isto tako i na smanjenu funkcionalnost
antioksidativnog sustava uslijed utjecaja poviSene temperature i visokog intenziteta svjetlosti
u okoliSu (Gill i Tuteja 2010).

Ovo istraZivanje fotosintetske ucinkovitosti tijekom dnevnog ciklusa pokazalo je da mladi
listovi imaju neSto niZzu fotosintetsku uéinkovitost u odnosu na razvijene no kod oba tipa
listova fotosintetski aparat je funkcionalan, osim tijekom podneva kada je intenzitet svjetlosti
iznosio oko 1400 pmoIFOTONAm'Zs'l, a temperatura bila oko 34T (Slika 11). Visoki in tenzitet
svjetlosti i poviSena temperatura tijekom podneva uzrokovali su ja¢u fotoinhibiciju kod mladih
listova Sto se ocituje u znacajnom smanjenju fotosintetske ucinkovitosti (F./Fp, Plags),
slabijem prijenosu elektrona i pojacanom nefotokemijskom otpuStanju suviSne energije.
Razvijeni listovi pokazali su bolje iskoriStenje apsorbirane energije u fotokemijskim
reakcijama te brZi oporavak uslijed ucinkovitijeg sustava promjene D1 proteina tijekom
dnevnog ritma. Budu¢i da mladi listovi nisu pokazali oSte¢enja niti lipida niti proteina tijekom

HL35 zaklju€ujemo da imaju uc€inkovitiji antioksidativni sustav u odnosu na razvijene listove.
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Aktivhost antioksidativnih enzima ukazuje na postojanje razli€itih strategija kod mladih i
razvijenih listova u zaStiti od oksidativhog stresa. U uvjetima in vivo nije moguce razdvojiti
udio djelovanja visokog intenziteta svjetlosti od djelovanja poviSene temperature. Kako bi se
objasnio utjecaj temperature odnosno svjetlosti na fotosintetsku ucinkovitost i antioksidativni
odgovor osmislien je eksperiment koji uklju€uje kombinacije visokog i niskog intenziteta

svjetlosti s poviSenom i niskom temperaturom.
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6.2. FOTOSINTETSKA UCINKOVITOST | ANTIOKSIDATIVNI ODGOVOR U
EKSPERIMENTALNIM UVJETIMA

Da bi istrazili kako ¢€e listovi u razli¢itom razvojnom stadiju odgovoriti na razli€itu koli€inu
osvjetlienja (HL i LL) u kombinaciji s poviSenom (35¢C), odnosno niskom temperaturom
(10C), listovi su smjesteni u kontrolirane eksperi mentalne uvjete. Smokva je mediteranska
vrsta koja je osjetljiva na niske temperature (Flaishman i sur. 2008). Bilo koji tip stresa ée
potaknuti stvaranje i akumulaciju ROS u stanicama (Perl-Treves i Perl 2002; Chinnusamy i
sur. 2007), a u nekontroliranim uvjetima abioti¢ki stres je naj¢eS¢e kombinacija nekoliko
razli¢itin ¢imbenika. JoS uvijek nije u potpunosti poznato koji su sve molekularni mehanizmi
uklju€eni prilikom prilagodbe biljaka na razliCite kombinacije stresa. S obzirom da su
kontrolirani uvjeti ipak bolji i prakti€niji za prou¢avanje takve problematike, &esto rezultati ne

odgovaraju onima dobivenim na terenu (Mittler 2006).

Kada se listovi smokve, koji su prije toga bili 12h u tami i na 25T, smjeste u stresne uvjete,
razlika u temperaturi i intenzitetu svjetlosti ¢e potaknuti brzi fizioloski odgovor. Maksimalni
kvantni prinos PSII (F,/F,) mladih listova Zamorcice (Slika 22 A) pokazao je vrijednosti blizu
one koja se smatra grani€hom (0,75) za funkcionalnosti PSIl (Bolhar-Nordenkampf i sur.
1989) ve¢ u predtretmanu, a sli¢ne vrijednosti su pokazali i listovi na LL10 tretmanu.
Razvijeni listovi pokazali su pad ispod grani¢ne vrijednosti na oba HL tretmana (Slika 22 B).
Znacajno smanjenje maksimalnog kvantnog prinosa mladih i razvijenih listova na tretmanima
HL35 i HL10 utjecaj je visokog intenziteta svjetlosti. Visoki intenzitet svjetlosti inaktivira
donorsku stranu PSII najéeS¢e zbog oStec¢enja koja nastaju na OEC kompleksu koji kod
mladih listova nije u potpunosti funkcionalno povezan s PSII (Jiang i sur. 2006b) dok niska
temperatura u kombinaciji s visokim intenzitetom svjetlosti izaziva kroni€nu fotoinhibiciju koja
uklju€uje smanjenje fotosintetske u€inkovitosti (Wingsle i sur. 1999; Allen i Ort 2001). Krause
i suradnici (1995) pokazali su da visoki intenzitet svjetlosti smanjuje kvantni prinos mladih
listova uslijed fotoinhibicije. Jagtap i suradnici (1998) pokazali su da kombinacija visokog
intenziteta svjetlosti i poviSene temperature smanjuje F,/F,, na vecini istraZivanih varijeteta
roda Sorghum L. Vardaguer i suradnici (2003) pokazali su da je kombinacija visoke
temperature i visokog intenziteta svjetlosti smanjila fotosintetsku aktivnost i funkcionalnost
listova hrasta crnike (Quercus ilex L.). Do znatnog smanjenja aktivnosti PSII moZe doc¢i zbog
njegove osjetljivosti na visoke temperature te takav oSteceni PSIlI utje€e na ograniceni
elektronski transport (Wahid i sur. 2007). S druge strane, Pastenes i Horton (1996) su na

listovima graha (Phaseolus vulgaris L.) pokazali da poviSena temperatura (35TC) u
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kombinaciji s niskim intenzitetom svjetlosti (200 pmolsoronam™?s1) ne utjee na smanjenje
ucinkovitosti PSIl kvantnog prinosa. To se slaZe s rezultatima dobivenim na mladim listovima
na LL35 tretmanu, gdje je doSlo do poveéanja maksimalnog kvantnog prinosa u odnosu na
predtretman (Slike 22 A i 22 B). Biljke koje se uzgajaju u odredenim uvjetima vrlo se brzo
prilagode. Stabla mandarina (Citrus reticulata Blanco) koja rastu u umjerenim podrucjima
imaju sposobnost prilagoditi se na niske temperature ako su kratkotrajno izlozene
smrzavanju tokom ranog proljeéa (Pietrini i sur. 2005). Huang i suradnici (2010) pokazali su
na Cetiri drvenaste tropske vrste (Khaya ivorensis A. Chev., Pometia tomentosa (Blume)
Teijsm. & Binn, Dalbergia odorifera T. Chen, Erythrophleum guineense G. Don) da niska
temperatura u kombinaciji s visokim intenzitetom svjetlosti znatno smanjuje ucinkovitosti PSII
dok je Sonoike (1999) na razvijenim listovima krastavca (C. sativus L.) pokazao da na
niskom ili umjerenom intenzitetu svjetlosti niska temperatura inhibira isklju€ivo PSI, dok
ucinkovitost PSIl ostaje nepromijenjena. Oba tipa listova su pokazali zna¢ajno smanjenje
parametra F./F, (Slika 22). Mladi listovi (Slika 22 A) su pokazali znatniju osjetljivost na
kombinaciju HL i niske temperature nego razvijeni listovi (Slika 22 B), dok tretman LL10 nije

pokazao promjene u odnosu na predtretman.

Indeks fotosintetske uc€inkovitosti, Plags najosjetljiviji je indikator fizioloSkog stanja biljke,
odnosno lista (Strauss i sur. 2006; van Heerden i sur. 2007; Yusuf i sur. 2010). Parametar
Plags pokazao je izrazito smanjenje na oba HL tretman kod oba tipa listova (Slike 22 C i 22
D). Kako ovaj parametar kombinira tri parametra: RC/ABS, TRy/Dl, te ETo/(TRo-ETo) (Tsimilli-
Michael i sur. 2000; Strasser i sur. 2004; van Heerden i sur. 2007), promjena bilo kojeg
parametra utje€e na promjenu vrijednosti Plags parametra. Razvijeni listovi opet su pokazali
da je tretman kombinacije visokog intenziteta svjetlosti i poviSene temperature uzrokovao
najve¢e smanjenje fotosintetske ucinkovitosti Sto pretpostavlja da su razvijeni listovi
listovima pokazao znaajan porast Plags vrijednosti (Slika 22 C) Sto pretpostavija da mladi
listovi posjeduju odredeni kapacitet za popravak oStecenih reakcijskih sredista (Thach i sur.
2007), odnosno na tom tretmanu mogu ucinkovitije iskoristiti slobodnu energiju za primarnu
fotokemiju (Goncalves i sur. 2007). U usporedbi s HL tretmanima, LL10 tretman je pokazao
nesto manje smanjenje Plags kod oba tipa listova Sto predstavlja i manja oStec¢enja PSIl na

ovom tretmanu.

I mladi i razvijeni listovi sorte Fico della Madonna pokazali su na ovim parametrima (Tablica

10 u Prilogu) vrlo slieéno ponaSanje.
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Mladi listovi Zamor€ice na tretmanu HL10 pokazali su znacajno povecanje ABS/RC (Slika 23
A), dok su razvijeni listovi povecali apsorpciju (Slika 23 B) na oba HL tretmana. Ovaj
parametar uzima u obzir samo aktivha reakcijska srediSta koja mogu reducirati Qa, odnosno,
on izraZzava ukupnu koli€inu svjetlosti koju molekule klorofila mogu apsorbirati podijeljenu s
brojem aktivnih reakcijskih srediSta (Strasser i sur. 2004). Povecéanje ovog parametra moze
znactiti ili da je doSlo do inaktivacije odredene koli¢ine reakcijskih srediSta koja postaju
neaktivna te se transformiraju u Qg ne-reducirajuc¢a sredista (Nussbaum i sur. 2001) ili da je
doSlo do povecanja u funkcionalnoj veli¢ini antena (Yusuf i sur. 2010). U prvom sluéaju
(inaktivacija RC), intenzitet protoka uhvacéenih fotona (TR¢/RC, Slike 23 C i 23 D) ¢e se
proporcionalno smanjivati sa smanjenjem gustoc¢e reakcijskih srediSta na osnovi klorofila. Na
HL tretmanima je s povecanjem apsorpcije (ABS/RC, Slike 24 A i 24 B) doSlo je do
istovremenog otpusStanja apsorbirane energije u obliku topline (DIo/RC, Slike 23 G i 23 H) Sto
pretpostavija da je doSlo do smanjenja protoka uhvacenih fotona (Eullaffroy i sur. 2009;
Yusuf i sur. 2010). Smanjenje apsorpcije pretpostavija bolju regulaciju u prijenosu
apsorbirane energije do reakcijskog sredista (Force i sur. 2003), Sto je slu¢aj i kod mladih i

razvijenih listovima na oba LL tretmana.

Oba tipa listova su u svim tretmanima pokazali zna¢ajno smanjenje elektronskog transporta
dalje od QA" (ETo/RC, Slike 23 E i 23 F). Ovaj parametar ovisi 0 maksimalnoj mjeri ekscitona
uhvacenih po aktivnom reakcijskom sredistu i o u€inkovitosti kojom ¢e taj eksciton omoguditi
prijenos elektrona u transportnom lancu elektrona dalje od QA (Force i sur. 2003; Strasser i
sur. 2004) no teSko je sa sigurnoS¢u odrediti u kojem koraku je dosSlo do inhibicije
elektronskog transporta. Mladi listovi su na oba tretmana s visokim intenzitetom svjetlosti
(HL35, HL10) pokazali najniZze vrijednosti, no niska je temperatura (HL10) snaZnije utjecala
na ucinkovitost prijenosa energije Sto je u ovom slu¢aju dovelo do dodatnog rasipanja
apsorbirane energije u obliku topline. Niska temperatura smanjuje stopu reakcija, narocito
fiksaciju CO, i fotorespiraciju te tako ograni€ava potrebu krajnjih akceptora za apsorbiranom
energijom. Manja potreba za apsorbiranom energijom povecéava potencijalna oSte¢enja PSII
(Allen i Ort 2001). To navodi na zaklju¢ak da je ovaj tretman izazvao ja¢u fotoinhibiciju
mladih listova. Tretman HL35 kod razvijenih listova pokazao je najsnazniji odgovor: najnize
vrijednosti ETo/RC (Slika 23 F) uz najviSe vrijednosti DI/RC (Slika 23 H). PoviSena
temperatura moZe dovesti do toga da se stvori suviSak pobudne energije ¢ak i u uvjetima
kada je intenzitet svjetlosti nizak. Taj se suviSak energije najéeSée uklanja nefotokemijskim
putem (Mullineaux i Karpinski 2002) Sto objaSnjava poviSene vrijednosti otpuStanja energije
koja je u suviSku. Rasipanje suviSne energije u obliku topline i fluorescencije po aktivnom
reakcijskom srediStu (DIo/RC, Slike 23 G i 23 H) je onaj dio apsorbirane energije koji
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reakcijska srediSta ne mogu uhvatiti (Force i sur. 2003; Strasser i sur. 2004). Pokazalo se da
je do pojacane apsorpcije na HL tretmanima na oba tipa listova doSlo zbog neaktivnih RC
koja se nazivaju ,tiha" srediSta i suviSnu energiju rasipaju isklju€ivo u obliku topline, odnosno
nefotokemijskim putem (Strasser i sur. 2004; Gongalves i sur. 2007; Eullaffroy i sur. 2009).
Na razvijenim listovima je istovremeno na HL tretmanima doSlo do povecanja koncentracije
Chl a (Slika 24 B) i Chl b (Slika 24 D) te karotenoida (Slika 24 H), najvjerojatnije kao
prilagodba na poveéani kapacitet apsorpcije (Slika 23 B). To objasnjava poja¢ano rasipanje
suvisne energije (DIo/RC, Slika 23 H) na HL tretmanima. Takoder, u kombinaciji sa
smanjenim ETy/RC (Slika 23 F) i F,/Fy, (Slika 22 B) na istim tretmanima, moZe se zakljuciti da
je visoki intenzitet svjetlosti u obje kombinacije izazvao fotoinhibiciju. Sli€éno su se ponasali i
listovi jedne vrste roda Monstera Adans. izloZeni poviSenom intenzitetu svjetlosti (Force i sur.

2003) te frondovi vodene lec¢e (Lemna minor L.) tretirani diuronom (Eullaffroy i sur. 2009).

I mladi i razvijeni listovi sorte Fico della Madonna (Tablica 11 u Prilogu) pokazali su ha ovim

parametrima gotovo identicno ponaSanje.

Mladi listovi sorte Zamorc€ica nisu pokazali zna€ajne promjene koncentracije Chl a (Slika 24
A) niti Chl b (Slika 24 C), dok se koncentracija karotenoida povec¢ala na HL35, odnosno
zna€ajno smanjila na HL10 tretmanu. Porast koncentracije karotenoida na visokom
intenzitetu svjetlosti zastitni je mehanizam listova kako bi se smanjilo oSteéenje
fotosintetskog aparata rasipanjem suviSne energije (Triantaphylides i Havaux 2009; Gill i
Tuteja 2010), ali i direktnim uklanjanjem singletnog kisika (Sozer 2011). Smanjenje omjera
Chl a/b mladih listova (Slika 24 E) na LL10 tretmanu ukazuje na povecanje veli¢ina antena
PSII, Sto je karakteristika prilagodbe na nizak intenzitet svjetlosti (Ragni i sur. 2008; Beisel
2010). Takoder, ovi rezultati su u suglasnosti s rezultatima dobivenim mjerenjem tijekom
dnevnih promjena (Slika 18 C). Mladi listovi su pokazali smanjenje koncentracije karotenoida
(Slika 24 G) na HL10 tretmanu. Pietrini i suradnici (2005) su na listovima mandarine (Citrus
usporiti metaboli€ke procese i odgoditi otpustanje prekomjerne koli€¢ine energije. Takoder su
pokazali da je niska temperatura utjecala na povecanje koncentracije ukupnih karotenoida,
no nije doslo do promijene koli¢ine ukupnog klorofila. Karotenoidi su ukljué¢eni u procese
otpustanja suviSne energije (Demmig-Adams i Adams 1996) te je poveéanje koncentracije
karotenoida vrlo €esto povezano s pojacanim nefotokemijskim gaSenjem fluorescencije
klorofila a (Jung 2004b; Cai i sur. 2005; Tewari i sur. 2007).

Fotosintetski pigmenti sorte Fico della Madonna pokazali su neSto drugaciji trend nego

Zamorcica. Razvijeni listovi nisu pokazali promjene u koncentraciji klorofila (Tablica 12 u
120



Prilogu) ni omjeru Chl a/b (Tablica 12 u Prilogu) ni na kojem tretmanu, dok su tretmani koji
ukljuéuju poviSenu temperaturu izazivali pove¢anje koncentracije karotenoida (Tablica 12 u
Prilogu) koje je bilo popraceno pojaCanim otpuStanjem suviSne energije (Tablica 11 u
Prilogu). Mullineaux i Karpinski (2002) izvijestili su da poviSena temperatura moZe dovesti do
stvaranja suviSne pobudne energije koja se najéeS¢e uklanja nefotokemijskim putem Sto je u
suglasnosti s dobivenim rezultatima. PoviSena temperatura kod mladih listova izazvala je
smanjenje koncentracije Chl a i Chl b (Tablica 12 u Prilogu) najvjerojatnije kao posljedica
fotoinhibicije. Visoka temperatura potiCe razgradnju fotosintetskih pigmenata kao posljedica
fotoinhibicije te je Cesto prilagodba koja moZe smanijiti pojatano stvaranje ROS-a uslijed
stresnih uvjeta (Jagtap i sur. 1998; Jung 2004b; Guo i sur. 2006; Wahid i sur. 2007). Niska
temperatura je pak izazvala porast koncentracije svih istrazivanih fotosintetskih pigmenata
(Tablica 12 u Prilogu). Prilagodba na niske temperature zahtijeva reorganizaciju staniénih
struktura te reprogramiranje metabolizma i genske ekspresije. Povecanje koncentracije €esto
je posljedica prilagodbe kako bi se zadrZzala konstantna razina fotosinteze (Chinnusamy i sur.
2007). lz ovih rezultata moZzemo pretpostaviti da je ova sorta tolerantnija na nize

temperature.

Protein D1 vrlo je osjetljiv na povecéani intenzitet svjetlosti te je primarno mjesto oStecenja
PSII uslijed fotoinhibicije (Kato i Sakamoto 2009; Khatoon i sur. 2009; Chen i sur. 2012;
Tikkanen i Aro 2012). | mladi (Slika 25 A) i razvijeni listovi (Slika 25 B) sorte Zamorcica
pokazali su zna€ajno smanjenu akumulaciju proteina D1 na HL tretmanima 5to se slaZze sa
smanjenim vrijednostima F,/F, (Slike 22 A i 22 B) na istim tretmanima. Povecanje intenziteta
svjetlosti utje€e na poveéanu fosforilaciju proteina (Aro i sur. 1993; Booij-James i sur. 2002;
Guo i sur. 2009) pa je logicno za pretpostaviti da je veci intenzitet svjetlosti uzrokovao i
povecanu fosforilaciju proteina D1 koja ¢e dovesti do njegove razgradnje. Tretmani s niskim
intenzitetom svjetlosti imali su neznatan utjecaj na akumulaciju ovog proteina Sto ukazuje da
temperatura nije kljuéni €imbenik koji izaziva degradaciju D1 proteina tijekom fotoinhibicije,
vec¢ je to u prvom redu svjetlost. Pri niskom intenzitetu svjetlosti postoji ravnoteza izmedu
oStecenja PSIlI te oporavka u obliku degradacije proteina, sinteze de novo te konacno,
njegove ponovne ugradnje u funkcionalan PSIlI (Aro i sur. 1993; Sundby i sur. 1993).
Tretman HL35 (Slike 25 A i 25 B) je na oba tipa listova pokazao smanjenje akumulacije D1
proteina dok na tretmanu LL35 nije doSlo do velike promjene u akumulaciji. Singh i Singhal
(1999) su u svom eksperimentu izlagali pSenicu (Triticum aestivum L.) smjeStenu u tamu
razli¢itim poviSenim temperaturama (od 35 do 60C). Pokaz ali su da ¢e tek temperature vise
od 50T uzrokovati degradaciju D1 proteina. Sliéne rezultate su dobili i Lipova i suradnici
(2010) na listovima je€ma (Hordeum vulgare L.). Pokazali su da je pri temperaturi od 50C
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doSlo do smanjenja koli¢ine D1 proteina, a na temperaturi izmedu 45 i 47T i pri niskom
intenzitetu svjetlosti je doSlo do degradacije dimera reakcijskog srediSta PSII. Na tretmanu
HL35 (Slike 25 A i 25 B) ocito je doslo do fotoinhibicije uslijed kombinacije visoke
temperature i visokog intenziteta svjetlosti Sto je uzrokovalo neravnoteZzu izmedu procesa
degradacije i sinteze D1 proteina de novo. Sli€no je pokazao i tretman HL10 (Slike 25 A i 25
B). Bascunan-Godoy i suradnici (2012) pokazali su na vrsti Colobanthus quitensis (Kunth)
Bartl. da niska temperatura ograni¢ava kapacitet popravka D1 proteina tako Sto usporava de
novo sintezu proteina. Tretmani LL35 i LL10 (Slike 25 A i 25 B) su, €ini se, ipak uspjeli
dovesti procese razgradnje proteina i de novo sinteze u ravnotezu te zbog toga nije bilo

vedih promjena u akumulaciji D1 proteina u odnosu na P.

Sorta Fico della Madonna pokazala je isti obrazac akumulacije D1 proteina (Slike 36 Ai36 B

u Prilogu).

Enzim Rubisco je vrlo osjetljiv na oksidativni stres (Mehta i sur. 1992; Crafts-Brandner i
Salvucci 2000; Larkindale i sur. 2005; Allakhverdiev i sur. 2008). Oba tipa listova sorte
Zamorcica pokazali su znatno manju koli¢inu Rubisco-a (Slike 25 C i 25 D) na oba HL
tretmana u usporedbi s koli€¢inom u predtretmanu. Povecani intenzitet svjetlosti i oksidativni
stres uzrokuju ubrzanu fragmentaciju i degradaciju Rubisco-a (Ishida i sur. 1998) Sto
odgovara dobivenim rezultatima. U eksperimentalnim uvjetima, ravnoteZa izmedu transporta
elektrona i asimilacije ugljika moze biti promijenjena u suprotnom smjeru (Ruuska i sur.
2000). NiZe kolicine Rubisco-a utjecale su na smanjeni prijenos elektrona na istim
tretmanima (Slike 23 E i 23 F). Poznato je da niske temperature mogu oStetiti Rubisco (Allen
i Ort 2001) te da temperature 10<C viSe ili nize od optimalne utje€u na aktivnost Rubisco-a
(Cen i Sage 2005) Sto objaSnjava ovako nisku akumulaciju na LL10 tretmanu kod razvijenih
listova. Na LL35 tretmanu nije doSlo do smanjenja koli¢ine Rubisco-a. Takoder, protok
elektrona po aktivnom reakcijskom sredistu (Slike 23 E i 23 F) nije pokazao tako intenzivan
pad vrijednosti kao na HL tretmanima. To je najvjerojatnije povezano sa Smanjenim

nastankom ROS-a Sto je smanjilo moguénost fotoinhibicije (Desimone i sur. 1996).

Mladi listovi sorte Fico della Madonna (Slika 36 C u Prilogu) pokazali su sli¢chu akumulaciju
enzima Rubisco-a kao razvijeni listovi sorte Zamor€ica. Razvijeni listovi (Slika 36 D u Prilogu)
pokazali su neSto drugadiji uzorak akumulacije. Tretmani HL35 te oba LL tretmana su
pokazala smanjenje akumulacije, dok je HL10 tretman pokazao neznatnu promjenu u
odnosu na predtretman. Desimone i sur. (1996) pokazali su da je poviSeni intenzitet svjetlosti
povec¢ao koli€éinu LSU Rubisco-a u izoliranim kloroplastima je¢ma tako Sto je doSlo do

promjene u strukturi Rubisco-a koji je stvorio netopive agregate povezane s membranom
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iako je poznato da poviSena temperatura uzrokuje degradaciju Rubisco-a. Sage (2002) je
pak izvijestio da razli¢ito prilagodene vrste iz roda Atriplex L. pokazuju poviSenu akumulaciju
Rubisca ukoliko su prilagodene na niske temperature $to moZe dovesti do pretpostavke da je

ova sorta nesto otpornija na niske temperature.

Kada su bilike izloZzene razli¢itim stresorima dolazi do promjene aktivnosti antioksidativnih
enzima koji mogu pokazati ili porast ili pad. Zajedni¢ko djelovanje nekoliko stresora moze
djelovati na zastitni antioksidativni mehanizam tako da u konacnici oslabi obranu biljke
(Mittler 2006; Lu i sur. 2007). Visoka temperatura jedan je od najéeS¢ih stresora koji
smanjuju produktivnost biljaka. Fotosintetska aktivnost je najosjetljivija na visoke temperature
uglavnom jer postoje najmanje tri mjesta koja su osjetljiva na stres. To su fotosustavi,
naroCito PSIl zajedno s OEC, procesi stvaranja ATP-a te procesi asimilacije CO,. Opseg
oSteé¢enja koji nastaje zbog utjecaja stresa ovisi 0 ravnoteZi izmedu oStecenja i procesa
popravka tijekom stresa. Procesi popravka, to¢nije de novo sinteza proteina, najcesce je
inhibirana zbog povec¢ane koli€¢ine ROS-a. PoviSena temperatura poti¢e stvaranje singletnog
kisika, superoksidnog radikala, vodikovog peroksida te hidroksilnog radikala, a naj¢es¢i je
simptom peroksidacija membranskih lipida (Wahid i sur. 2007; Allakhverdiev i sur. 2008).
Osim visoke temperature, visoki intenzitet svjetlosti takoder negativno utje€e na fizioloske
procese medu kojima su inhibicija fotosintetske aktivnosti te stvaranje ROS. Visoki intenzitet
svjetlosti vrlo je ¢esto u kombinaciji s visokom temperaturom, a odgovor na kombinaciju ta
dva stresna Cimbenika razlikuje se od odgovora biljke na pojedina¢ni stres (Mullineaux i
Karpinski 2002; Hewezi i sur. 2008). S druge strane, niska temperatura takoder utjeCe na
produktivnost, narocito na tropske biljke, s obzirom da one nisu tolerantne na takve uvjete.
lako je primarna meta niske temperature fotosintetski aparat, postoji vrlo bliska veza izmedu
niskih temperatura i pojacane akumulacije ROS-a (Allen i Ort 2001; Einset i sur. 2007).

Aktivnost enzima SOD-a u mladim listovima (Slika 27 A) sorte Zamor&ica zna€ajno se
smanjila na svim tretmanima u odnosu na predtretman dok su razvijeni listovi (Slika 27 B)
pokazali zna€ajan porast na svim tretmanima. IstraZivanje Fath i suradnici (2001) pokazalo je
da hormoni, to€nije giberilini utjie€u na smanjenje aktivnosti SOD. Nakon izlaganja odredenoj
koli€ini giberelina, sjemenke jeéma su pokazale smanjenu aktivnost svih istraZivanih enzima.
Giberelini su, izmedu ostalog, ukljuéeni u regulaciju prelaska juvenilne faze u odraslu
(Pevalek-Kozlina 2003). Pinthus i suradnici (1996) su na listovima pSenice, a Smith i
suradnici (1996) na patuljastim mutantama je€ma pokazali da aplikacija giberilina pozitivho
utje€e na razvoj listova. Prema tome, moZe se pretpostaviti da mladi listovi imaju povecane
koli€¢ine ovog hormona koji je utjecao na aktivhost SOD-a. Logan i suradnici (1998) pokazali
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su da povecani intenzitet svjetlosti takoder moze smanijiti aktivnost SOD-a na listovima
zimzelena (Vinca major L.) i bundeve (Cucurbita pepo L.). Klijanci sorte rize (Oryza sativa
L.), IR-50 koja je osjetljivija na niske temperature, pokazali su smanjenje aktivnosti nekih
enzima, ukljuéujuc¢i i SOD. S druge strane, sorta Xiangnuo-1, koja je otporna na niske
temperature, pokazala je pove¢anu aktivhost SOD-a (Huang i Guo 2005) Sto odgovara
povecanoj aktivnosti kod razvijenih listova. Temperatura i visoki intenzitet svjetlosti su vrlo
Cesto ¢imbenici koji uzrokuju poveéanu aktivnosti enzima. PrijaSnja istraZivanja pokazala su
da do poveéanja aktivnosti SOD-a dolazi u uvjetima visoke temperature (Lu i sur. 2007) i
visokog intenziteta svjetlosti (Sofo i sur. 2004). Ovaj enzim se smatra prvom linijom obrane
od ROS. Takoder se smatra najbrzim enzimom, a njegova uloga je uklanjanje superoksidnog
radikala te se na taj nacin smanjuje opasnost od nastanka mnogo reaktivnijeg hidroksilnog
radikala (Arora i sur. 2002; Gill i Tuteja 2010). Niske aktivnosti SOD-a u mladim listovima
mogu upucivati na to da koli€¢ina O,* nije bila dovoljno visoka kako bi potaknula poveéanu
aktivnost. lako su razvijeni listovi na svim tretmanima pokazali poviSene aktivnosti SOD-a
(Slika 27 B), do oSte¢enja membranskih lipida je ipak doSlo na HL35, HL10 i LL35
tretmanima (Slika 26 A) Sto ukazuje na to da je na tim tretmanima najvjerojatnije doSlo do

povecanja koli¢ine H,O, u stanicama.

Aktivhost enzima SOD-a mjeren na mladim listovima sorte Fico della Madonna (Tablica 14 u
Prilogu), pokazala je sli¢ne rezultate kao i sorta Zamorcica osim Sto tretman HL10 nije imao
nikakav utjecaj na aktivnost ovog enzima. Razvijeni listovi su pak pokazali smanjenje
aktivnosti na LL tretmanima dok se HL tretmani nisu znagajno razlikovali od predtretmana.
Hunag i Guo (2005) su na sorti rize IR-50, koja je osjetljivija na hladnoéu, takoder pokazali
da je doSlo do smanjenja aktivnosti SOD-a $to je pak bilo popra¢eno poveéanim aktivhostima

APX-a i CAT. To se poklapa i s dobivenim rezultatima na razvijenim listovima ove sorte.

Aktivnost enzima katalaze na mladim (Slika 27 C) i razvijenim listovima (Slika 27 D) sorte
Zamor¢ica pokazala je vrlo sliéno ponaSanje. Aktivhost se zna€ajno povecala na HL
tretmanima, dok je LL35 tretman uzrokovao smanjenje aktivnosti. LL10 tretman je kod
razvijenih listova pokazao zna¢ajan porast, dok kod mladih listova nije doSlo do promjene u
odnosu na predtretman. Katalaza ima vrlo visoku aktivnost i najviSu mjeru promjene u
usporedbi s ostalim enzimima, no vrlo nizak afinitet za H,O, (Noctor i Foyer 1998). Vrlo je
osjetljiv na fotoinaktivaciju i degradaciju u uvjetima visoke koli¢ine svjetlosti. Kako bi se
katalazna aktivnost odrZala na visokoj razini nuzna je pojacana sinteza proteina koja
premasuje razgradnju. Ipak, ovaj enzim je iznimno vaZzan u uklanjanju H,O, (Foyer i Noctor
2000; Gill i Tuteja 2010). Brojna istraZivanja pokazala su povecanje aktivnosti katalaze u
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uvjetima visokog intenziteta svjetlosti (Logan i sur. 1998; Sofo i sur. 2004) i niske
temperature (Huang i Guo 2005; Lu i sur. 2007), dok visoka temperatura ¢esto utje€e na
smanjenje aktivnosti (Lu i sur. 2007). Kombinacija dvaju ¢imbenika imaju drugaciji utjecaj na
odgovor bilike nego kada na nju djeluju pojedinac¢no. Geni koji su ukljueni u regulaciju
metabolizma pokazali su pojac¢anu ekspresiju na kombiniranom tretmanu visokog intenziteta
svjetlosti (600pumol:oronam?s™) i visoke temperature (35C) (Hewezi i sur. 2008) $to moze
biti razlog povecane aktivacije katalaze na HL tretmanima (Slike 27 C i 27 D) unato¢

osjetljivosti na visoki intenzitet svjetlosti.

Aktivnosti enzima katalaze mjerene na mladim i razvijenim listovima sorte Fico della
Madonna (Tablica 14 u Prilogu) ponaSale gotovo identi€no u usporedbi sa sortom

Zamordica.

Peroksidaze (GPOD i APX) su, uz katalazu, vrlo vazni enzimatski antioksidansi €ija je glavna
uloga uklanjanje H,O,. Za razliku od CAT, one koriste gvajakol, odnosno askorbat kao donor
elektrona te imaju vedéi afinitet prema H,O, (Hiraga i sur. 2001; Asada 2006). Aktivhost
enzima APX na mladim listovima (Slika 27 E) sorte Zamorcica pokazala je znacajno
smanjenje aktivnosti na tretmanima HL10 te LL35 i LL10, dok razvijeni listovi (Slika 27 F)
nisu pokazali promjenu aktivnosti. Aktivhost gvajakol peroksidaze u mladim listovima (Slika
27 G) pokazala je smanjenu aktivnost na tretmanima s niskom temperaturom, dok su
razvijeni listovi (Slika 27 H) pokazali zna€ajno viSu aktivnost samo na LL35 tretmanu.
Smanjenje aktivhosti APX-a zabiljeZili su Lu i suradnici (2007) na listovima konopljuSe,
izloZzenim poviSenoj temperaturi, dok su listovi iste vrste na niskoj temperaturi pokazali
povecanu aktivnost. Smanjene aktivnosti su zabiljeZzene i na klijancima riZze i to na sorti koja
je bila osjetljiva na nisku temperaturu (IR-50) (Huang i Guo 2005). Smanjene aktivnosti
enzima APX koje je uo¢eno kod mladih listova na niskim temperaturama, neovisno o koli€ini
Takoder, smanjenje aktivnosti na LL35 tretmanu u mladim listovima moZe upucivati na to da
APX ne moze kompenzirati smanjenu aktivnost CAT (Slika 27 C) na istom tretmanu Sto je
znatno utjecalo na kapacitet uklanjanja H,O,. To se narocito moZe vidjeti u povecanoj koli¢ini
TBARS-a (Slika 26 A) na tom tretmanu. Razvijeni listovi pak nisu pokazali znaéajnija
odstupanja od predtretmana u aktivnosti APX (Slika 27 F). Smokva sadrZi lateks u kojem je
detektirana odredena koli¢ina peroksidaza koje se aktiviraju kada su listovi izloZeni stresu u
obliku ranjavanja, niske temperature ili isuSivanja (Kim i sur. 2003). Peroksidaze koje se

nalaze u sastavu lateksa vjerojatno imaju veci afinitet prema H,O, i kapacitet za njegovo
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uklanjanje, Sto bi objasnilo slabu aktivhost APX (Slike 27 E i 27 F) i GPOD (Slike 27 | i 27 J)
na tretmanima.

Sorta Fico della Madonna pokazala je na razvijenim listovima sli€an obrazac aktivnosti
enzima APX (Tablica 14 u Prilogu). Mladi listovi ove sorte pokazali su zna¢ajan pad na HL35
tretmanu i porast aktivnosti na HL35 i LL10 tretmanima u odnosu na predtretman.
Istrazivanja na maslini (Olea europaea L.) (Sofo i sur. 2004) te zimzelenu i bundevi (Logan i
sur. 1998) pokazala su povecanje aktivnosti enzima APX u uvjetima visokog intenziteta
svjetlosti Sto su pokazali i mladi listovi ove sorte. Niska temperatura takoder je dovela do
povecanja aktivnosti enzima APX kod klijanaca rize, ali samo kod sorte tolerantne na niske
temperature (Xiangnuo-1) (Huang i Guo 2005). Povecéanje aktivnosti APX-a zabiljeZili su Lu i
suradnici (2007) na listovima konopljuse. izlozenim niskoj temperaturi. Oba tipa listova ove
sorte nisu pokazali nikakve promjene u aktivhosti GPOD-a (Tablica 14 u Prilogu) ni na kojem
tretmanu. Jiang i suradnici (2005) pokazali su da se aktivhost GPOD nije promijenila na
listovima soje koji su bili smjeSteni na visoki intenzitet svjetlosti i visoku temperaturu. Listovi
konopljuSe na 35T takoder nisu pokazali promjene u aktivhosti ovog enzima (Lu i sur.
2007).

I mladi (Slika 27 1) i razvijeni listovi (Slika 27 J) sorte Zamor&ica pokazali su na svim
tretmanima poviSenu aktivnost glutation reduktaze. Niske temperature izazvale su poviSenu
aktivnost GR na listovima konopljuSe (Lu i sur. 2007), te na tolerantnoj sorti klijanaca rize
(Huang i Guo 2005). Visoki intenzitet svjetlosti takoder je izazvao poviSenu aktivhost GR na
listovima zimzelena (Logan i sur. 1998). Glutation reduktaza katalizira posljednji korak
glutation-askorbatnog ciklusa i vrlo €esto je ograni¢avajuci ¢imbenik. PoviSene aktivhosti GR
povisuju omjer reduciranog i oksidiranog glutationa (GSH:GSSG) koji je potreban za
regeneraciju askorbata. Povecanje aktivnosti ovog enzima izaziva jacu redukciju ukupnog
glutationa Sto ¢ée pojacati otpornost prema fotoinhibiciji te dovesti do prilagodbe biljaka na
stresne uvjete (Foyer i Noctor 2000; Gill i Tuteja 2010). Kada jedna komponenta
antioksidativnog sustava postane ograniCavaju¢a, neka ¢e druga komponenta kompenzirati i
pojacati aktivhost. Pojatana aktivnost GR je, prema tome, kompenzacija relativno niske
aktivnosti APX. Takoder, najvjerojatnije ¢e doli do povecanja koli¢ine glutationa koji je

iznimno vaZzan ne-enzimatski antioksidans. (Foyer i sur. 1997).

Sorta Fico della Madonna pokazala je na oba tipa listova sliéno ponaSanje aktivnosti enzima
GR (Tablica 14 u Prilogu).
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Mladi listovi sorte Zamor€ica pokazali su povecanu koli¢inu TBARS-a (Slika 26 A) na HL35 i
LL35 tretmanima, dok su razvijeni listovi (Slika 26 B) pokazali povec¢anu koli¢inu TBARS-a
na tretmanima HL35, HL10 i LL35. Visoka temperatura (35C) i visoki intenzitet svjetlosti
(10000 luksa) potaknuli su vecu razinu lipidne peroksidacije i na listovima vrste Sorghum
bicolor (L.) Moench (Jagtap i Bhargava 1995) i to na onom varijetetu (CSV-5) koji je bio
ni povecanje aktivnosti antioksidativnih enzima Sto upucuje na odredenu adaptaciju na
stresne uvjete. Listovi konopljuSe izlozeni visokoj (38 i 40C) i niskoj (5 i 10C) temperaturi
takoder su pokazivali poviSene razine peroksidacije lipida, no intenzitet je bio ja¢i na
tretmanu s povisenom temperaturom (Lu i sur. 2007). To se slaZe s rezultatima dobivenim na
HL35 i LL35 tretmanima za oba tipa listova (Slike 26 A i 26 B). ViSe vrijednosti TBARS-a na
mladim listovima ukazuju da su oSte¢enja membrana veéa na viSim temperaturama. Uz to,
antioksidativni sustav manje je funkcionalan na visokim temperaturama. Yan i suradnici
(2013) su sadnice vrste divlje rize (Zizania latifolia (Griseb.) Turcz. ex Stapf) uzgajali u
stakleniku i u polju, na razliéitim temperaturama i intenzitetima osvjetljenja. Sadnice
smjestene u polje, gdje je temperatura bila niZza, a osvjetljenje jace, pokazale su viSe razine
lipidne peroksidacije. To ukazuje da niska temperatura izaziva neravnotezu izmedu opskrbe i
upotrebe energije, Sto u konacnici dovodi do fotoinhibicije. Razvijeni listovi su na tretmanu
HL10 pokazali povecéanje razine TBARS-a (Slika 26 B), dok mladi listovi (Slika 26 A) ne
pokazuju porast peroksidacije lipida na niskim temperaturama. Cini se da su razvijeni listovi
kao mladi listovi. To je u skladu s prijaSnjim rezultatima da se antioksidativni sustav razvija
vrlo rano u razvoju listova, Sto je pokazano i na razli¢ito starim listovima rajéice (Solanum
lycopersicum L.) (Unyayar i Cekic 2005) i vrste Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Jung
2004b). Istovremeno, koncentracija proteinskih karbonila, koja je pokazatelj oksidacije
proteina, pokazala je samo na tretmanu HL10 na oba tipa listova (Slike 26 C i 26 D) viSe
vrijednosti. Buritt i suradnici (2003) uzgojili su sadnice vrste Begonia X erythrophylla
Neumann u stakleniku na niskom intenzitetu svjetlosti (155 umoIFOTONAm'Zs'l) te ih premjestili
na otvoreno polie i u sjenu. Billke smjeStene na visoki intenzitet svjetlosti pokazale su
povecane koncentracije proteinskih karbonila. Povecanje razine proteinskih karbonila
zabiljeZili su i Prasad i suradnici (1996) nakon izlaganja klijanaca kukuruza (Zea mays L.)
niskoj temperaturi (4C). Razina se smanjila nakon Cetverodnevne prilagodbe, no ona je jos
uvijek bila znatno viSa od pocetne vrijednosti. Niska temperatura u kombinaciji s visokim
intenzitetom svjetlosti (tretman HL10) izazvala je povecanje razine proteinskih karbonila na
oba tipa listova (Slike 26 C i 26 D) do €ega je najvjerojatnije doSlo uslijed nedovoljne razine
antioksidanasa koji bi uklonili Stethe ROS. Stresni uvjeti pogoduju nastanku proteinskih
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karbonila. Do stvaranja proteinskih karbonila dolazi zbog povec¢ane produkcije ROS-a, a
veca koli€ina pretpostavlja vecu osjetljivost biljke na odredeni stres (Pyngrope i sur. 2013).

Koli¢ina TBARS-a na mladim i razvijenim listovima sorte Fico della Madona (Tablica 13 u
Prilogu) pokazala je isti obrazac ponaSanja kao i na sorti Zamorcica. Mladi listovi sorte Fico
della Madonna ni na kojem tretmanu nisu pokazali oStecenje proteina, sli€éno kao i na sorti
Zamorcica, dok su razvijeni listovi na HL tretmanima pokazali zna¢ajno manje koli¢ine
karbonila. Manje koli€ine karbonila su najvjerojatnije posljedica djelovanja proteaza koje su

razgradile oSte¢ene proteine (Juszczuk i sur. 2008).

U ovom radu pokazano je da utjecaj visokog intenziteta svjetlosti i poviSene temperature
(HL35) na oba tipa listova uzrokuje snaZznu fotoinhibiciju koja se o€ituje u smanjenoj
fotosintetskoj ucinkovitosti (F./Fn, Plags), smanjenom elektronskom transportu po aktivnom
reakcijskom sredistu (ETo/RC) te degradaciji proteina D1 i Rubisco LSU. Takoder, ovaj je
tretman uzrokovao povecéano otpustanje suviSne energije (DI/RC) uz istovremeno povecanje
koncentracije karotenoida Sto ukazuje na pojacanu zaStitu rasipanjem suviSne energije u
obliku topline. Kako bi se odredila kolika je uloga nefotokemijskog gaSenja fluorescencije
klorofila a u odrZzavanju ucinkovitosti mladih i razvijenih listova koriSteni su inhibitori
nefotokemijskog gaSenja fluorescencije klorofila a. KoriSteni inhibitori smanjuju procese
nefotokemijskog gaSenja tako Sto inhibiraju trans-tilakoidni pH gradijent (NGC) odnosno
inhibiraju violaksantin deepoksidazu (DTT), a koji su nuzni preduvjeti za stvaranje
nefotokemijskog gaSenja. S obzirom da je visoki intenzitet svjetlosti u kombinaciji s
poviSenom temperaturom (HL35) izazvao pojacano opusStanje suviSne energije u obliku
topline (DIo/RC) kod oba tipa listova ovaj tretman je koriSten u kombinaciji s inhibitorima

nefotokemijskog gaSenja fluorescencije klorofila a.
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6.3. FOTOSINTETSKA UCINKOVITOST | ANTIOKSIDATIVNI ODGOVOR
NAKON TRETMANA INHIBITORIMA NEFOTOKEMIJSKOG GASENJA
FLUORESCENCIJE KLOROFILA a

Nefotokemijsko gaSenje fluorescencije klorofila a (NPQ) je najéeS€a posljedica suviSka
svjetlosti koji dolazi do PSII. Stvaranje NPQ uklju€uje trans-tilakoidni protonski gradijent
(ApH), funkcionalan ksantofilski ciklus te aktivan PsbS protein. Strukturna jedinica NPQ
sadrzi LHCII i PsbS proteine te nastaje nakon protonacije i vezanja za karotenoide
ksantofilskog ciklusa (Horton i sur. 2005). Iz tog razloga je bilo vazno ispitati utjecaj
nigericina (NGC) kao dobro poznatog inhibitora trans-tilakoidnog pH gradijenta i ditiotreitola
(DTT), kao nespecificnog inhibitora violaksantin deepoksidaze na mlade i razvijene listove
smokve.

Maksimalni kvantni prinos PSIl, F,/Fy, kod mladih lisnih diskova (Slika 28 A) pokazao je da
medu tretmanima nije bilo znacajne razlike no sve izmjerene vrijednosti F,/F, bile su znatno
nize od 0,75 Sto ukazuje na to da mladi lisni diskovi nemaju potpuno funkcionalan
fotosintetski aparat (Bolhar-Nordenkampf i sur. 1989). Visoki intenzitet svjetlosti je vrlo
vjerojatno uzrokovao inaktivaciju PSIl i to na njegovoj donorskoj strani, Sto su pokazali i
Jiang i suradnici (2006b). Oni su pokazali na listovima loze (Vitis vinifera L.) da OEC
kompleksi nisu u potpunosti funkcionalno povezani s PSII kod mladih listovi te je pod
utjecajem visokog intenziteta doSlo do smanjenja maksimalnog kvantnog prinosa. To je
vjerojatno i slu€aj kod lisnih diskova mladih listova (Slika 28 A). Razvijeni lisni diskovi (Slika
28 B) pokazali su nakon HL35 tretmana znaajno niZze vrijednosti parametra F,/F, na
tretmanima NGC-om i DTT-om. Listovi soje tretirani DTT-om pokazali su nize vrijednosti
F./Fm u odnosu na kontrolu nakon tretmana na visokom intenzitetu svjetlosti (Aro i sur. 1993;
Jiang i sur. 2004), a Takahashi i suradnici (2009) su nakon tretmana nigericinom i inkubacije
na visokom intenzitetu svjetlosti pokazali zna€ajno nize vrijednosti na listovima vrste

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

Plags (Slika 28 C) kod mladih lisnih diskova pokazao je zna€ajno niZe vrijednosti nakon HL35
na tretmanu NGC-om, dok su oba tretmana inhibitorima uzrokovala zna¢ajan pad kod lisnih
diskova razvijenih listova (Slika 28 D). ViSe vrijednosti razvijenih lisnih diskova u odnosu na
mlade ukazuju na puno bolje iskoriStenje suviSne energije u fotosintetskim procesima
(Gongalves i sur. 2007), no istovremeno su oba inhibitora uzrokovala sniZzenje uc€inkovitosti

PSII. Znagajno smanjenje ovog parametra nakon HL35 tretmana ukazuje na to da inhibitori u
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kombinaciji s visokim intenzitetom svjetlosti i poviSenom temperaturom uzrokuju fotoinhibiciju
razvijenih listova (Thach i sur. 2007). Ranija istrazivanja pokazala su da djelovanja NGC-a
(Takahashi i sur. 2009) i DTT-a (Matsubara i Chow 2004) ubrzavaju fotoinhibiciju Sto je u

skladu s dobivenim rezultatima.

Slike 29 A i 29 B prikazuju OJIP krivulje dobivene mjerenjem miladih i razvijenih lisnih
diskova nakon 30 min na HL35 tretmanu. Nativne krivulje (umetnuti grafovi) kod oba tipa
listova pokazale su potpuni nestanak tipi€nih J, | i P koraka Sto ukazuje na ograniceni protok
elektrona dalje od primarnog akceptora Qa. Porast krivulie od O do J koraka predstavlja
redukciju Qa te predstavlja fotokemijsku fazu. J-I-P porast fluorescencije oznatava
nefotokemijsku fazu te predstavlja redukciju ukupnog plastokinona (Strauss i sur. 2006).
Porast izmedu O i J koraka krivulje prikazuje fotokemijsku fazu (Govindjee 2004). Sto je taj
nagib strmiji, to je redukcija Qa brza (Joly i Carpentier 2007; Toth i sur. 2007). Takoder su
normalizirane krivulje na svim tretmanima pokazale zna€ajnu depresiju izmedu | i P koraka.
Takva depresija ukazuje na zastoj elektronskog transporta na nivou PSI. Sli¢nu depresiju
uocili su i Schansker i suradnici (2005b) na listovima graska (Pisum sativum L.) tretiranim

metilviologenom te nakon izlaganja visokom intenzitetu (3000 umoIFOTONAm'Zs'l).

Nakon HL35 tretmana NGC je uzrokovao porast Fo, V;, V, i Fy, vrijednosti kod mladih listova
(Tablica 5). Visoki intenzitet svjetlosti u kombinaciji s poviSenom temperaturom uzrokovao je
odvajanje funkcionalnih molekula klorofila od reakcijskih srediSta PSIl (Fo) (Pietrini i sur.
2005). U takvim uvjetima reoksidacija Qa (V) je ograniena (Strasser i sur. 2004) sto je
dovelo do povecane akumulacije Qa Kkoji nije u moguénost prenositi elektrone dalje u
transportnom lancu elektrona Sto istovremeno pretpostavlja i nize razine Qg ne-reducirajucih
reakcijskih sredista (V|) (Jiang i sur. 2006a; van Heerden i sur. 2007). Takoder je doslo do
povecanja Fy, vrijednosti, odnosno do inhibicije aktivnosti OEC kompleksa. Tretman DTT-om
je na mladim lisnim diskovima nakon 30 min HL35 uzrokovao samo porast Fq i Fy, vrijednosti
dok smanjenje V; i V, parametara ukazuje da nije bilo ograni€enja u prijenosu elektrona u

transportnom lancu dalje od Q,” (Strasser i sur. 2004; Strauss i sur. 2006).

Lisni diskovi razvijenih listova nakon 30 min HL35 tretmana na oba tretmana inhibitorima
pokazali su porast V;, V, i Fy vrijednosti (Tablica 5), odnosno, doSlo je do smanjenja
funkcionalnosti OEC kompleksa (Lazar 1999) te do ograni¢enja u prijenosu elektrona zbog
ograni¢ene reoksidacije QA te akumulacije Qg ne-reducirajucih reakcijskih sredista uslijed
visokog intenziteta svjetlosti i poviSene temperature (Pietrini i sur. 2005; van Heerden i sur.
2007).
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Lisni diskovi i mladih i razvijenih listova su na tretmanu DTT-om pokazali poveéanje
prometnog broja (N), normalizirane komplementarne povrSine iznad OJIP krivulie (Sn), te
vremena koje je potrebno da se postigne maksimalan intenzitet fluorescencije, tnax (Tablica
5). To ukazuje da je na tretman DTT-om uzrokovao redukciju i reoksidaciju odnosno manju
akumulaciju QA" i povecani protoka elektrona na Qg Sto povecava mogucnost ponovnog
otvaranja reakcijskih srediSta (Strasser i sur. 2000; Strasser i sur. 2004). S druge strane,
tretman NGC-om je na razvijenim listovima (Tablica 5) pokazao potpuno suprotni ucinak, a
mladi lisni diskovi nisu pokazali nikakve promjene nakon istog tretmana. Visoki je intenzitet
svjetlosti kod razvijenih diskova doveo do fotoinhibicije te je uz dodatak NGC-a uzrokovao

inhibiciju ApH Sto za posljedicu ima inhibirani protok elektrona (Takahashi i sur. 2009).

Ucinkovitost fotosintetskog aparata na lisnim diskovima mladih i razvijenih listova dobivena je
mjerenjem fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa. Efektivni prinos
fluorescencije (AF/F.") (Slika 30 A), relativni elektronski transport (relETR) (Slika 30 B) te
nefotokemijsko gaSenje fluorescencije (NPQ) (Slika 30 C) mjereno je na 800 pmolaroronam’
s, Maksimalni prinos fluorescencije (F./F, Slike 28 A i 28 B) oba tipa listova je na svim
tretmanima iznosio manje od 0,75, Sto ukazuje da fotosintetski aparat oba tipa lisnih diskova
na tim uvjetima (HL35) nije bio funkcionalan (Bolhar-Nordenkampf i sur. 1989), no na
razvijenim listovima, one su bile u prosjeku dva 45% viSe. | mladi i razvijeni lisni diskovi su
pokazali zna€ajan pad AF/F,' na svim tretmanima mjereni na visokom intenzitetu svjetlosti.
Mladi listovi pokazali su najjaCi pad na tretmanu DTT-om i to za ¢ak 90%, dok je NGC
tretman izazvao slabiji pad nego kontrola. Listovi soje tretirani DTT-om pokazali su nize
vrijednosti u odnosu na kontrolu nakon tretmana na visokom intenzitetu svjetlosti (Aro i sur.
1993; Jiang i sur. 2004). Pigmenti ksantofilskog ciklusa kljuéni su u procesima rasipanja
suviSne energije u obliku topline, odnosno u nastanku NPQ-a. Kako DTT inhibira ksantofilski
ciklus, doéi ¢e do smanjenja NPQ-a, a istovremeno ¢e se suviSna energija nakupljati u razini
PSII, Sto ¢e pak izazvati njegovu fotoinhibiciju (Johnson i sur. 2009). U slu€aju mladih lisnih
diskova doslo je do smanjenja NPQ-a na tretmanu DTT-om (Slika 30 C) uz istovremeno
smanjenje efektivhog prinosa PSII (Slika 30 A) i relativnog elektronskog transporta (relETR,
Slika 30 B). Tretman nigericinom pokazao je ja€u inhibiciju NPQ-a, no nije doSlo do pada
AF/F,' niti pada relETR. Pad NPQ-a popracen je i smanjenom koli€inom ukupnih karotenoida
(Slika 31 G) izmjerenom kod mladih listova. Nigericin inhibira trans-tilakoidni protonski
gradijent, Sto ima negativan utjecaj na aktivaciju VDE. Na taj nacin smanjuje se koli¢ina

zeaksantina, a time i mjera nefotokemijskog gasenja fluorescencije (Ruban i sur. 2012).
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Na razvijenim listovima, tretman DTT-om izazvao je smanjenje efektivnog prinosa
fluorescencije od 46%, dok je tretman NGC-om izazvao smanjenje za 57% (Slika 30 A) u
odnosu na kontrolu. Tretman nigericinom uzrokovao je zna€ajan pad AF/F,' i na listovima
vrste Arabidopsis thaliana (L.) Heynh nakon inkubacije na visokom intenzitetu svjetlosti
(Takahashi i sur. 2009). Nigericin je najvjerojatnije poja¢ao utjecaj fotoinhibicije na razvijenim
listovima zbog brZeg oStecenja PSIl nego na ostalim tretmanima, a koje je nastalo uslijed
inhibiranog trans-tilakoidnog ApH. To je uzrokovalo i smanjenje relativnog elektronskog
transporta (Slika 30 B), no nije doslo do smanjenja NPQ-a (Slika 30 C). Cini se da je ve¢a
koli€¢ina ukupnih karotenoida (Slika 31 H) kod razvijenih listova bila dovoljna da i nakon
tretmana odrzi dovoljno visoku razinu NPQ-a. Tretman DTT-om znatno je smanijio intenzitet
nefotokemijskog gaSenja fluorescencije koji je popraéen i laganim, no zna€ajnim smanjenje
relETR. Niyogi i suradnici (1998) su na npgl mutantama vrste A. thaliana (L.) Heynh., kojima
nedostaje VDE, pokazali da su znatno osjetljivije na fotoinhibiciju od divljeg tipa, te da je u
uvjetima visokog intenziteta svjetlosti doSlo do znaajnog snizenja NPQ-a i relETR
vrijednosti. Dio NPQ je bio reverzibilan te je on uvelike ovisio o ksantofilskom ciklusu, dok je
drugi, manji dio bio ovisan o pH. U skladu s time, ali i brojnim istraZivanjima koja potvrduju
postojanje tri komponente NPQ (Jiang i sur. 2004; Krause i Jahns 2004; Ruban i sur. 2012),
mozZe se zakljuciti da je nefotokemijsko gaSenje fluorescencije klorofila a je u mladim
listovima ovisno o protonskom gradijentu, dok je kod razvijenih listova ovisno o pigmentima

ksantofilskog ciklusa.

Fotosintetski pigmenti izmjereni na lisnim diskovima mladih listova nakon 30min HL35
tretmana, pokazali su da je samo NGC uzrokovao znac¢ajno smanjenje koncentracije Chl a
(Slika 31 A) i Chl b (Slika 31 C), odnosno znac¢ajan porast omjera Chl a/b (Slika 31 E).
Otprilike polovica ukupnog klorofila te gotovo ukupna koncentracija Chl b razvijenih
tilakoidnih membrana je sadrzano u LHCIl kompleksima. |z tog razloga promjene u
akumulaciji LHCII kompleksa moraju se odraziti u promjeni omjera Chl a/b i obratno te se on
smatra indikatorom koli¢ine LHCIl u membranama (Busheva i sur. 1991). Povecéani omjer
Chl a/b ukazuje na smanjene antene PSII, Sto je najvjerojatnije posljedica fotoinhibitornih
procesa do kojih je doSlo zbog visokog intenziteta svjetlosti (Jagtap i sur. 1998; Golan i sur.
2006). S druge strane, konstantne koncentracije fotosintetskih pigmenata dobivene su i na
brojnim istraZivanjima, uglavnom izmedu divljeg tipa i hpgl mutante vrste A. thaliana (L.)
Heynh (Niyogi i sur. 1998; Peterson i Havir 2000; Yin i sur. 2010) Sto je u skladu s dobivenim
koncentracijama svih istrazivanih fotosintetskih pigmenata na lisnim diskovima razvijenih
listova (Slike 31 B, 31 D i 31 H).
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D1 protein u lisnim diskovima mladih listova (Slika 32 A) pokazao je na oba tretmana
smanjenu akumulaciju dok se u lisnim diskovima razvijenim listovima ona nije promijenila.
Ranija istraZivanja su takoder pokazala da DTT i nigericin utje€u na ekspresiju psbA mRNA
tako da inhibiraju biosintezu proteina. Visoka koncentracija protona u tilakoidnom lumenu
povecava razinu biosinteze proteina, a kako nigericin, a posredno i DTT, inhibiraju trans-
tilakoidni gradijent, biosinteza ée biti blokirana (Muhlbauer i Eichacker 1998; Zhang i sur.
2000). Tikkanen i suradnici (2008) koristili su npg4 mutantu kojoj nedostaje PsbS protein. Te
mutante imaju smanjeni kapacitet u odrzavanju ravnoteze u apsorpciji i iskoriStavanju
svjetlosne energije na visokom intenzitetu svjetlosti. U odnosu na divlji tip, doslo je do
smanjenja u akumulaciji D1 proteina Sto je u skladu s dobivenim akumulacijama D1 proteina
mladih lisnih diskova. Takahashi i suradnici (2009) koristili su npgl mutantu vrste A. thaliana
(L.) Heynh kojoj je promijenjen gen za VDE te pokazuju zna€ajno smanjenje NPQ-a, naro€ito
gE komponente. Pokazali su da ucinkovito nefotokemijsko gaSenje fluorescencije osigurava
u€inkovitu sintezu proteina koji su uklju€eni u popravak PSIl. Neucinkovitost NPQ ubrzava
fotoinhibiciju, naro€ito uslijed visokog intenziteta svjetlosti te dovodi do povecane produkcije
ROS-a Sto pak dovodi do inhibirane sinteze D1 proteina. Listovi paprike (Capsicum annuum
L.) tretirani kombinacijom inhibitora sinteze proteina i DTT-a takoder su pokazali maksimalnu
fotoinaktivaciju PSII (Matsubara i Chow 2004). Zna€ajno smanjenje NPQ vrijednosti mladih
lisnih diskova (Slika 31 C) se slaZe s slabijom akumulacijom D1 proteina na tretmanima
NGC-om i DTT-om. Inhibitori su utjecali na smanjenje NPQ-a, a u kombinaciji s visokim
intenzitetom svjetlosti doSlo je do povec¢anog nakupljanja ROS-a Sto je najvjerojatnije
inhibiralo popravak D1 proteina. Kod razvijenih listova smokve mjerenih tijekom 24h uo€ena
je odgodena degradacija oSte¢enog D1 proteina, dok je ona kod mladih listova bila nesto
brza (Slika 19 A), Sto moZe objasniti nepromijenjene koli€ine ovog proteina na razvijenim

listovima iako je tretman DTT-om pokazao zna€ajno smanjenje parametra NPQ (Slika 31 C).

Nigericin, a posredno i DTT, smanjuju trans-tilakoidni protonski gradijent $to ograni¢ava
elektronski transport (Matsubara i Chow 2004). Smanjenje pH u stromi ograni¢ava
karbamilaciju Rubisco-a Sto direktno utjee na njegovu akumulaciju (Crafts-Brandner i
Salvucci 2000; Ruuska i sur. 2000). To je u potpunosti sukladno s dobivenim rezultatima
akumulacije Rubisco-a (Slika 32 B). Mladi listovi su na tretmanu NGC-om pokazali najmanju
akumulaciju ovog proteina, a na tretmanu DTT-om nesto viSu, no oba tretmana su pokazala
znatno niZe vrijednosti u odnosu na kontrolu. Povecani intenzitet svjetlosti i oksidativni stres
uzrokuju ubrzanu fragmentaciju i degradaciju Rubisco-a (Ishida i sur. 1998) Sto odgovara
dobivenim rezultatima. Razvijeni su pak listovi pokazali najmanju akumulaciju na tretmanu

DTT-om, dok se ona na NGC tretmanu nije puno razlikovala od kontrolne. Relativnho male
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promjene u akumulaciji D1 (Slika 32 A) i Rubisco-a (Slika 32 B) kod lisnih diskova razvijenih
listova najvjerojatnije su posljedica vece prilagodljivosti razvijenih listova na uvjete poviSenog

intenziteta svjetlosti.

Inhibitori fotosinteze se Cesto koriste i kao umjetni akceptori elektrona (metilviologen) te na
taj nacin induciraju stvaranje ROS-a. Drugi se pak koriste kao inhibitori biosinteze u razli€itim
metaboli¢kim putovima (Arora i sur. 2002; Mano 2002). DTT inhibira VDE koja je dio
ksantofilskog ciklusa. Niski pH i askorbat nuzni su za djelovanje VDE. Visoki intenzitet
svjetlosti smanjit ¢e koli€¢inu askorbata te ¢e na taj nacin i askorbat postati limitirajuci
Cimbenik koji smanjuje aktivnost VDE, ali i aktivhost APX (Neubauer 1993; Takahashi i sur.
2002; Fernandez-Marin i sur. 2009). Sami karotenoidi imaju zastitnu ulogu u gaSenju
tripletnog klorofila (*Chl*) i singletnog kisika (*O,) te kao inhibitori peroksidacije membranskih
lipida. Askorbat i glutation su obilni topivi antioksidansi koji se mogu naci u kloroplastima, a
takoder i enzimi SOD i CAT koji neutraliziraju ROS (Niyogi i sur. 1998; Triantaphylides i
Havaux 2009). Glutation-askorbatni ciklus regenerira elektrone koji su nuzni za redukciju
askorbata. Na taj nacin se reducirani glutation (GSH) vra¢a u oksidirani oblik (GSSG) za Sto
je zasluzan enzim GR, a poznato je da aktivnost metil-viologena inhibira aktivhost GR
(lvanova Katerova i Miteva 2010). Tretman NGC-om na mladim listovima uzrokovao je pad
aktivnosti svih istrazivanih enzima (Slike 34 A, 34 C, 34 E, 34 G i 34 1), dok je DTT tretman
smanijio aktivnost svih enzima osim CAT, koja je pokazala znacajan porast u odnosu na
kontrolu. NGC je zna¢ajno smanjio koli¢inu TBARS (Slika 33 A) i karbonila (Slika 33 C), dok
je DTT tretman utjecao na smanjenje proteinskih karbonila, no koli€ina TBARS se nije
znacajno promijenila. Vecina inhibitora fotosinteze, pa tako i DTT i NGC u kombinaciji s
visokim osvjetlijenjem, €esto smanjuju aktivnosti antioksidativnih enzima zbog inhibicije do
koje dolazi uslijed snaznog utjecaja stresa (Jung 2004a). Smanjenje nefotokemijskog
gaSenja fluorescencije klorofila a, do kojeg je doSlo djelovanjem nigericina i DTT-a, dovodi do
poveéanog stvaranja ROS-a, prvenstveno H,0, i *O,, koji antioksidativni enzimi ne mogu
u€inkovito ukloniti (Takahashi i sur. 2009). Do povecéanja aktivhosti CAT (Slika 34 C) na DTT
tretmanu najvjerojatnije je doslo zbog povecane akumulacije H,O, koji je nastao djelovanjem
samog herbicida. Niske aktivnosti ostalih enzima ukazuju na povecanu osjetljivost mladih

listova na utjecaj inhibitora, naro€ito nigericina.

Razvijeni listovi na tretmanu NGC-om pokazali su pad aktivnosti enzima SOD (Slika 34 B),
CAT (Slika 34 D) i APX (Slika 34 F), dok su GPOD (Slika 34 J) i GR (Slika 34 H) pokazali
znaCajan porast. DTT je zna€ajno povecao aktivnost SOD, smanjio aktivhosti CAT, APX i
GPOD, dok se aktivnost GR nije promijenila. Tretman DTT-om utjecao je na smanjenje
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koncentracije TBARS (Slika 33 B), dok su oba tretmana utjecala na smanjenje koli€ine
karbonila (Slika 33 D). Zhang i suradnici (2007) pokazali su na soji pod utjecajem suSe da
povecanje antioksidativnhe aktivnosti povecava peroksidaciju lipida. Prema tome, niZe
aktivnosti veéine antioksidativnih enzima izmjerenih u oba tipa listova, ali na razli€itim
tretmanima, mogu se povezati sa smanjenjem peroksidacije lipida. Askorbat je nuzan za
regeneraciju glutation-askorbatnog ciklusa. DTT tretman u kombinaciji s visokim intenzitetom
svjetlosti pokazao je na listovima soje i loze znaCajno smanjenu aktivhost APX Sto je
rezultiralo poveéanim nakupljanjem H,O, (Pastenes i sur. 2001; Perez i Maureira 2003).
Neubauer (1993) je takoder pokazao inhibitorno djelovanje DTT-a na aktivhost APX-a u
izoliranim kloroplastima salate (Lactuca sativa L.) i Spinata (Spinacea oleracea L.) a
istovremeno DTT nije utjecao na aktivhost SOD. DTT inhibira VDE te istovremeno poja¢ava
protonaciju tilakoidnog lumena te stimulira nastanak H,O,. Na taj nain utje€e na procese
otpusStanja suviSne energije u obliku topline. Djelovanje NGC, koji inhibira trans-tilakoidni
protonski gradijent, takoder na taj nac¢in smanjuje koli¢inu askorbata. tretman NGC-om je u
razvijenim diskovima pak djelomi€¢no aktivirao antioksidativni sustav (GPOD (Slika 34 J) i GR
(Slika 34 H)), dok je tretman DTT-om puno jac¢e utjecao na njih. Oba tipa listova pokazala su
nize razine proteinskih karbonila na oba tretmana (NGC i DTT) u odnosu na kontrolu (Slika
33 D). Poznato je da kloroplasti posjeduju vrlo u€inkovite proteaze koje uklanjaju oStecene
proteine. Karbonilirani proteini podlozni su proteolitickom djelovanju jer karbonilna skupina
djeluje kao specifiéni signal. Takoder, proteoliticki kapacitet za oSte¢ene proteine povecava
se s intenzitetom oksidativhog stresa (Juszczuk i sur. 2008; Rinalducci i sur. 2008). S
obzirom na dobivene rezultate, uklanjanje oStecenih proteina vrlo je u€inkovito u oba tipa

listova smokve.

Ovo istrazivanje fotosintetske ucinkovitosti i antioksidativnog odgovora mladih i razvijenih
listova smokve pokazuje da mladi i razvijeni listovi imaju razli¢ite strategije u obrani od
svjetlosnog stresa. Poja¢ano otpuStanje suviSne energije u obliku topline i aktivniji
antioksidativni sustav, povec¢ana osjetljivost na kombinaciju svjetlosnog stresa s niskom
temperaturom te utjecaj NGC-a glavne su prednosti mladih listova. Razvijeni listovi su
sposobniji ve¢i dio energije iskoristiti u fotokemijskim procesima i iako su podloZniji
oSteCenjima proteina i peroksidaciji lipida, mnogo su ucinkovitiji u oporavku nakon
fotoinhibicije uslijed ucCinkovitijeg sustava promjene D1 proteina. Takoder, pokazali su
poja¢anu osjetljivost na kombinaciju visokog intenziteta svjetlosti s poviSenom temperaturom

te na utjecaj DTT-a.
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7. ZAKLJU CAK
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Na osnovi istraZzivanja dnevnih promjena fotosintetske ucinkovitosti i antioksidativhog

odgovora mladih i razvijenih listova smokve moZze se zakljugiti sljedece:

¢ Oba tipa listova imaju funkcionalan fotosintetski aparat (F./F,>0.75), no on je kod
mladih listova manje ucinkovit u uvjetima visokog intenziteta svjetlosti i poviSene
temperature (13h). Razlog sabije ucinkovitosti fotosintetskog aparata u mladim
listovima nije primarna fotokemija PSII, ve¢ njihova slabija sposobnost elektronskog
transporta.

» Slabija sposobnost elektronskog transporta u mladim listovima bila je uzrokovana
smanjenim protokom elektrona u samom PSIlI (s Qs na Qg) Sto se ocitovalo u
promijeni oblika OJIP krivulje u J koraku (poviSene vrijednosti V;).

» Slabija sposobnost elektronskog transporta u mladim listovima uzrokovati ¢e i
smanjeni trans-tilakoidni transport protona Sto onda uzrokuje slabiju akumulaciju
proteina Rubisco LSU tijekom dnevnog ritma (13h) u odnosu na razvijene listove.
odnosu na razvijene listove, Sto je dovelo do djelomi¢ne inaktivacije reakcijskih
srediSta i smanjenje efikasnosti PSII, te su vec¢i dio apsorbirane energije otpustili
nefotokemijskim putem (poviSene vrijednosti parametara NPQ i DIy/RC).

 Pri visokim intenzitetima svjetlosti, razvijeni listovi efikasnije upotrebljavaju
apsorbiranu energiju u fotokemijskim reakcijama u usporedbi s mladim listovima.
Smanjenje fotosintetske u€inkovitosti razvijenih listova (parametar Plags) pri visokim
intenzitetima svjetlosti posljedica je viSe razine Qg ne-reducirajucih reakcijskih
srediSta (niZe vrijednosti parametra V)) Sto je u skladu s jactom degradacijom proteina
D1 u odnosu na milade listove. Osim toga, razvijeni listovi pokazali su jacu
sposobnost akumulacije proteina D1 tijekom noéi u odnosu na mlade listove iz ¢ega
se mozZe zaklju€iti da posjeduju i u€inkovitiji sustav promijene proteina D1 Sto im
omogucuije i brzi oporavak od fotoinhibicije uzrokovane visokim intenzitetom svjetlosti
tijekom dnevnog ritma (13h).

* Mladi listovi posjeduju u€inkovitiji enzimatski antioksidativni sustav s obzirom da u
13h nisu pokazali oksidacijska oSte¢enja niti lipida niti proteina, za razliku od
razvijenih listova koji su tijekom podneva (13h) pokazali porast razine lipidne
peroksidacije (parametar TBARS).

¢ Poveéane aktivnosti enzima APX, GPOD, CAT i GR u mladim listovima u usporedbi s
povecanim aktivnostima SOD, CAT i GR u razvijenim listovima ukazuju na postojanje
razlicitin strategija ovih razvojnih stadija listova u zastiti od oksidativhog stresa
tijekom dnevnog ritma.
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IstraZivanja fotosintetske ucinkovitosti i antioksidativnog odgovora mladih i razvijenih

listova smokve u uvjetima visokog intenziteta svjetlosti i poviSene temperature (HL35),

visokog intenziteta svjetlosti i niske temperature (HL10), niskog intenziteta svjetlosti i

poviSene temperature (LL35) i niskog intenziteta svjetlosti i niske temperature (LL10) daju

sljedece zakljucke:

Snaznija inhibicija maksimalnog prinosa kvanta PSII (F./Fy) i indeksa fotosintetske
ucinkovitosti (Plags) na tretmanima HL35 i HL10 u odnosu na tretmane LL35 i LL10 i
po€etno stanje (P) ukazuje da je u kombinaciji svjetlosti i temperature, visoki
intenzitet svjetlosti kljuéni ¢imbenik koji utje€e na fotosintetsku funkcionalnost i mladih
i razvijenih listova.

Mladi listovi izloZzeni jakom intenzitetu svjetlosti (HL tretman) pokazali su jacu
inhibiciju fotosintetske ucinkovitosti pri kombinaciji visokog intenziteta svjetlosti i niske
temperature (HL10), Sto ukazuje na njihovu pojacanu osjetljivost prema niskim
svjetlosti i visoke temperature (HL35).

Izrazenije smanjenje elektronskog transporta po aktivhom reakcijskom sredistu
(ETo/RC) u oba tipa listova posljedica je jace degradacije proteina D1 na tretmanima
s visokim intenzitetom svjetlosti (HL35 i HL10), neovisno o temperaturi, u odnosu na
tretmane LL i po€etno stanje (P).

Oba tipa listova pokazala su najjate nefotokemijsko otpuStane suviSska pobudne
energije (DIo/RC) na tretmanima koji su prouzrocili najjacu fotoinhibiciju (HL35 za
razvijene listove i HL10 za mlade listove) Sto ukazuje na postojanje Qa ne-
reducirajucih (tzv. tihih) reakcijskih sredista.

Razine lipidne peroksidacije (TBARS) u mladim listovima pokazale su najviSe
vrijednosti na tretmanima s povisenom temperaturom neovisno o intenzitetu svjetlosti
(HL35 i LL 35), dok su razvijeni listovi imali poviSene vrijednosti parametra TBARS na
tretmanima HL35, HL10 i LL35 iz ¢ega se moZe zakljuciti da poviSena temperatura
uzrokuje oksidacijska oSte¢enja lipida u oba tipa listova, neovisno o intenzitetu
svjetlosti.

Proteinski karbonili (Karb) u oba tipa listova bili su poviseni samo na tretmanu HL10
u odnosu ha pocetno stanje, Sto ukazuje na njihovu podjednaku osjetljivost prema
ovom tretmanu, odnosno na podjednaku neucinkovitost antioksidativnog sustava u
zastiti proteina pri niskim temperaturama i visokom intenzitetu svjetlosti.
Nepromijenjene aktivhosti peroksidaza (APX i GPOD) uz povecéanje aktivhosti SOD,
CAT i GR kod razvijenih listova te smanjenje aktivnosti SOD i peroksidaza uz

istovremeno povecéanje aktivnosti CAT i GR u mladim listovima ukazuju na nepravilan
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obrazac ponaSanja i potvrduju prisutnost razli¢itih strategija zastite mladih i razvijenih

listova od kombinacija svjetlosnog i temperaturnog stresa.

Istrazivanje utjecaja inhibitora nefotokemijskog gaSenja fluorescencije klorofila a na
fotosintetsku ucinkovitost i antioksidativni odgovor mladih i razvijenih listova smokve

omogucava sljedece zakljucke:

* Oba tipa lisnih diskova pokazali su smanjenu funkcionalnost fotosintetskog aparata
(FW/Fm, Plags) zbog djelovanja inhibitora nefotokemijskog gaSenja fluorescencije
klorofila a (DTT, NGC), pri éemu su mladi listovi pokazali pojaCanu osjetljivost na

» Fotoinhibitorno djelovanje NGC u oba tipa listova uzrokovalo je porast varijabilne
fluorescencije u J i | koracima (V;, V)) Sto je dovelo do smanjenja reoksidacije Qa i
smanjenog transporta elektrona na Qg te, posljediéno, dovelo do fotoinhibicije.

» Utjecaj DTT-a pokazao je razli€iti utjecaj na mlade i razvijene listove u J i | koracima
(Vs, V). Dok je u razvijenim listovima zabiljeZzen porast oba parametra u tretmanu s
DTT-om, kod mladih listova su se vrijednosti ovih parametara snizile u odnosu na
kontrolu. 1z toga se moZe zakljuciti da tretman s DTT-om nije uzrokovao ograni¢enja
u prijenosu elektrona s Q4" ha Qg u mladim listovima.

« lako parametri oksidacijskog stresa (TBARS i Karb) nisu pokazali porast niti u mladim
niti u razvijenim listovima, inhibicija NPQ-a u oba tipa listova pod utjecajem NGC-a i
DTT-a u mladim listovima dovela je do degradacije kljuénih fotosintetskih proteina
(D1 i Rubisco LSU), pri ¢emu je degradacija LSU bila znatno jace izraZzena. U
razvijenim listovima nisu se pokazale promijene u akumulaciji proteina D1, dok je
LSU pokazao smanjenu akumulaciju u odnosu na kontrolu, ali u znatno manjem
opsegu nego kod mladih listova. 1z ovog se moZe zaklju€iti da se poja¢ana osjetljivost
mladih listova na fotoinhibiciju uslijed uvjeta jakog intenziteta svjetlosti i poviSene
temperature (HL35) bazira ne samo na smanjenju ucinkovitosti PSIl, ve¢ i na
smanjenoj efikasnosti ukupnih fotosintetskih procesa.

¢ Utjecqaj fotoinhibitornih uvjeta (HL35) u kombinaciji s inhibitorima nefotokemijskog
gaSenja fluorescencije klorofila a uzrokovala je smanjenje aktivnosti vecine
antioksidativnih enzima u oba tipa listova u odnosu na kontrolu. Kao ni u prethodnim
eksperimentima, niti ovdje nije utvrden logi¢an obrazac ponaSanja ovih promjena.
Budu¢i da parametri oksidacijskog stresa (TBARS i Karb) nisu pokazali porast ni u
mladim ni u razvijenim listovima u odnosu na kontrolu, mozZe se zaklju€iti da je razina
antioksidativnih enzima bila dovoljna za u€inkovitu zastitu lipida i proteina u opisanim

stresnim uvjetima.
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Temeljem prethodno navedenih zaklju€aka moZe se izdvojiti da mladi i razvijeni listovi imaju
razli¢ite strategije u obrani od svjetlosnog stresa, te da su poja¢ano otpuStanje suvisne
energije u obliku topline i aktivniji antioksidativni sustav, poveéana osjetljivost na kombinaciju
svjetlosnog stresa s niskom temperaturom kao i na utjecaj nigericina glavne karakteristike
mladih listova. Razvijeni listovi su sposobniji veéi dio energije iskoristiti u fotokemijskim
procesima i iako su podloZniji oStecenjima proteina i peroksidaciji lipida, mnogo su ucinkovitiji
u oporavku nakon fotoinhibicije uslijed u€inkovitijeg sustava promjene D1 proteina. Takoder,
razvijeni listovi su pokazali poja¢anu osjetljivost na kombinaciju visokog intenziteta svjetlosti

s poviSenom temperaturom i utjecaj ditiotreitola.
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SuviSak svjetlosti mozZe biti Stetan za biljke jer uzrokujuéi svjetlosni stres oStecuje
fotosintetski aparat i smanjuje fotosintetsku uc€inkovitost. Za smokvu (Ficus carica L.) je
karakteristicno nicanje i razvoj mladih listova tijekom gitavog ljeta. Buduc¢i da se mladi listovi
razvijaju na vrhovima grana gdje su direktno izloZeni visokom intenzitetu svjetlosti i povisenoj
temperaturi, narogito tijekom sredine ljeta, Sto uzrokuje stres, za njih je nuZzno da optimiziraju

fotokemijske i biokemijske procese kako bi smanjili moguénost oStecenja.

Kako bi se utvrdila fotosintetska ucinkovitost i razina antioksidativhog odgovora na mladim i
razvijenim listovima smokve, istraZzivanje je obuhvacalo u tri dijela: dnevne promjene u
funkcioniranju fotosustava Il i antioksidativnog odgovora tijekom dnevnog ciklusa,
eksperiment u kontroliranim uvjetima s Cetiri razliCita tretmana koji uklju€uju dva razli€ita
intenziteta svjetlosti u kombinaciji s poviSenom i snizenom temperaturom, te tretman
inhibitorima (DTT i NGC) nefotokemijskog gaSenja fluorescencije klorofila a. U sva tri dijela
istraZivanja odredivana je fotosintetska uc€inkovitost i antioksidativni odgovor oba tipa listova.
Fotosintetska uginkovitost odredena je metodom polifaznog porasta fluorescencije klorofila a
(OJIP test) te metodom saturacijskog pulsa. Takoder, odredena je koncentracija
fotosintetskih pigmenata te akumulacija proteina D1 i velike podjedinice (LSU) enzima
Rubisco-a. Za odredivanje antioksidativnhog statusa odredivane su aktivnosti enzima
superoksid dismutaze, katalaze, askorbat peroksidaze, gvajakol peroksidaze i glutation

reduktaze te razina peroksidacije lipida i oSte¢enja proteina.

Tijekom istraZivanja dnevnih promjena funkcioniranja mladih i razvijenih listova uoéeno je
smanjenje fotosintetske ucinkovitosti uslijed fotoinhibitornog djelovanja visokog intenziteta
svjetlosti i poviSene temperature tijekom podneva na oba tipa listova. To se o€itovalo u
smanjenju vrijednosti maksimalnog kvantnog prinosa fluorescencije (F,/F.) i indeksa
fotosintetske ucinkovitosti (Plags) Obje vrijednosti su bile znatno nize na mladim listovima u
odnosu na razvijene listove. Istovremeno je doSlo do smanjenja akumulacije D1 proteina u
oba tipa listova. NiZe vrijednosti lipidne peroksidacije kao i €&injenica da nije doSlo do
promjene u koncentraciji proteinskih karbonila, ukazuju na postojanje ucinkovitijeg
antioksidativnog sustava u mladim u odnosu na razvijene listove. Povecane aktivnosti
enzima CAT, APX-a, GPOD-a i GR u mladim listovima u usporedbi s poveéanim
aktivnostima enzima SOD-a, CAT i GR u razvijenim listovima ukazuju na postojanje razli€itih

strategija u obrani od stresa tijekom dnevnih promjena.

U eksperimentu kombinacije razli¢itih intenziteta svjetlosti i temperature pokazan je njihov
razli¢it utjecaj na fotosintetsku uc&inkovitost i antioksidativni odgovor mladih i razvijenih

listova. Kombinacija visokog intenziteta osvjetljenja i niske temperature (HL10) mnogo je jace
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utjecala na mlade listove dok su razvijeni listovi bili podloZniji utjecaju kombinacije visokog
intenziteta svjetlosti i poviSene temperature (HL35) Sto je pokazano smanjenjem
fotosintetske ucinkovitosti (F,/Fn, i Plags). Iste kombinacije stresa su izazvale ocigledno
smanjenje akumulacije D1 proteina i enzima Rubisco. Antioksidativni sustav pokazao se
funkcionalniji kod mladih listova, naro&ito na niskim temperaturama. Na to upucuju viSe
razine lipidne peroksidacije i oStecenja proteina u obliku proteinskih karbonila izmjerenih u

razvijenim listovima.

Utjecaj inhibitora nefotokemijskog gaSenja fluorescencije klorofila a u kombinaciji s utjecajem
stresa HL35 pokazao je veéu osjetljivost mladih listova na nigericin i razvijenih listova na
ditiotreitol Sto je bilo popra¢eno zna€ajnim smanjenjem fotosintetske ucinkovitosti te
smanjenjem aktivnosti antioksidativnih enzima. Nigericin je na razvijenim listovima uzrokovao
pojatano smanjenje fotosintetske ucinkovitosti (F./Fy), jate smanjenje relativhog
elektronskog transporta (relETR) i povecanu koncentraciju karotenoida Sto je zadrZalo
nepromijenjenu razinu nefotokemijskog gasenja fluorescencije klorofila a (NPQ). Na mladim
listovima nigericin je izazvao intenzivniji pad NPQ-a dok se relETR nije promijenio. Utjecaj
ditiotreitola na razvijenim listovima o€itovao se je u smanjenju F,/F, parametra uz smanjenje

relETR i znagajan pad NPQ-a.

IstraZivanje je pokazalo da mladi i razvijeni listovi imaju razliCite strategije u obrani od
svjetlosnog stresa, te da su poja¢ano otpustanje suviSne energije u obliku topline i aktivniji
antioksidativni sustav, poveéana osjetljivost na kombinaciju svjetlosnog stresa s niskom
temperaturom kao i na utjecaj nigericina glavne karakteristike mladih listova. Razvijeni listovi
su sposobniji veéi dio energije iskoristiti u fotokemijskim procesima i iako su podloZniji
oSte¢enjima proteina i peroksidaciji lipida, mnogo su ucinkovitiji u oporavku nakon
fotoinhibicije uslijed u€inkovitijeg sustava promjene D1 proteina. Takoder, razvijeni listovi su
pokazali pojacanu osjetljivost na kombinaciju visokog intenziteta svjetlosti s poviSenom

temperaturom i utjecaj ditiotreitola.
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Excess light energy can be very harmful for plants and therefore as a light stress it is
damaging photosynthetic apparatus and decreasing photosynthetic efficiency. The
characteristic of common fig (Ficus carica L.) is to spring and develop young leaves during
whole summer. Since young leaves develop on the surface of canopy, they are directly
exposed to high light intensity and high temperature causing stress, especially in the middle
of summer. In that case, it is necessary for young leaves to optimize photochemical and

biochemical processes and in that way minimize potential damage.

Photosynthetic efficiency and antioxidative response level in young and mature leaves were
investigated. This study included three parts: diurnal changes in functioning of PSII and
antioxidant response during daily cycle, the experiment under controlled conditions with four
different treatments involving two intensities of light combined with high and low temperature,
as well as treatment with inhibitors of nonphotochemical quenching (DTT and NGC). In all
three of the studies the photosynthetic efficiency and the antioxidative response in both types
of leaves were measured. Photosynthetic efficiency was determined by chlorophyll a
fluorescence rise (OJIP test) and saturation pulse method. Also, the concentration of
photosynthetic pigments and accumulation of D1 protein and Rubisco large subunit (LSU)
were determined. To establish the antioxidant status in young and mature leaves, enzyme
activities (superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, guaiacol peroxidase and
glutathione reductase) as well as the level of lipid peroxidation and protein damage were

determined.

Diurnal changes of young and mature leaves functioning revealed lower photosynthetic
efficiency due to photoinhibitory effects caused by high light intensity and high temperature
during midday on both types of leaves. This was reflected in reduction of maximum quantum
yield of PSII (F,/F) and performance index (Plags) both more pronounced in young leaves in
comparison to mature leaves. These values were substantially lower in young lives when
compared to mature ones. At the same time, reduction in D1 protein accumulation occurred
in both types of leaves. Lower levels of lipid peroxidation and no change in the concentration
of protein carbonyls, indicated the existence of more efficient antioxidant system in young
leaves in comparison to mature ones. Increased activities of CAT, APX, GPOD and GR in
young leaves compared to activities of SOD, CAT and GR in mature ones indicate the

existence of different defense strategies against stress during the daily cycle.

The experiment with combinations of different light intensities and temperature showed
diverse influence on photosynthetic efficiency in young and mature leaves. Combination of

high light intensity and low temperature (HL10) had much stronger influence on young
165



leaves. Mature leaves were more susceptible to combination of high light intensity and high
temperature (HL35). In both cases, this was reflected as the reduction of photosynthetic
efficiency (F./F, and Plags). The same stress combinations caused obvious reduction in
accumulation of D1 protein and Rubisco enzyme. Antioxidant system proved to be more
functional in young leaves, especially at low temperatures what was indicated in higher level
of lipid peroxidation and protein damage in the form of protein carbonyls measured in mature

leaves.

The impact of nonphotochemical quenching (NPQ) inhibitors combined with the influence of
stress (HL35) showed greater susceptibility of young leaves to nigericin while mature ones
were more sensitive to dithiothreitol. This was accompanied with stronger reduction in
photosynthetic efficiency and reduction of antioxidant enzymes. Nigericin caused increased
reduction of photosynthetic efficiency (F./Fn) and stronger decrease in relative electron
transport (relETR) in mature leaves. At the same time, increased concentrations of
carotenoids caused unchanged level of NPQ. Nigericin in young leaves caused intense
decrease in NPQ, while relETR showed no change. Influence of dithiothreitol on mature
leaves was evident in F,/F,, decrease what was accompanied with decrease in relETR and
NPQ.

In this investigation was shown that young and mature leaves have different defense
strategies during light stress. The enhanced dissipation of excess energy in the form of heat
and active antioxidant system, increased susceptibility to combination of high light and low
temperature stress as well as increased susceptibility to nigericin as main characteristics of
young leaves. Mature leaves were much capable to use greater part of absorbed energy in
the photochemical processes. They were more susceptible to protein damage and lipid
peroxidation and more efficient in recovery after photoinihibition due to efficient D1 protein
turnover. Also, they showed enhanced susceptibility to the combination of high light and high

temperature condition as well as influence of dithiotreitol.

166



11. PRILOZI

167



1 =l —e—Gh

—e—12h

o]
ca

—e—18h

(=
s

Fluorescencija/Rel. jedinice
=3
(23]

£
N

0= T
0,000010,0001

0,001 001 ol L

0 < T T T T )
0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1
1,2 2500
B 2000
P

o : : :
0.8 - 00000100001 0,001 001

L]
2
s
£
RNt
o
&«
@ 0,6
‘o
| =
§ —e—0Oh
v 04 -
© —e—6h
=
o
0,2 - —o—12h
—e—18h
0 _a
0 e . . T . }
0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1

Vrijeme/s

Slika 35. Normalizirani OJIP porast fluorescencije klorofila a izmjeren tijekom dnevnog

ciklusa na mladim (A) i razvijenim (B) listovima smokve sorte Fico della Madonna. Umetnuti

grafovi prikazuju nativne OJIP krivulje. Promjene intenziteta fluorescencije prikazana je na

logaritamskoj vremenskoj skali.
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Tablica 6. Srednje vrijednosti i standardne devijacije OJIP parametara (Fo, Fm, Vi, Vi, tmax,

Sn, N) izmjerenih tijekom dnevnog ciklusa na i mladim (M) i razvijenim (R) listovima smokve

sorte Fico della Madona. Rezultati oznaceni istim slovom (a, b, ¢, d) ne pokazuju zna€ajnu

razliku prema LSD testu, p<0,05. Vrijednosti OJIP parametara prikazane su u relativnim

jedinicama.

Parametar

Fo

Vs,

Vi

tmax

Oh
260,208
+12,085 ¢
305,335
+28,410 b
1102,257
+142,627 a
1866,714
83,764 a
0,623
0,049 ¢
0,408
0,041 c
0,850
+0,026 ab
0,712
+0,021 ab
240,972
27,400 a
273,164
+118,676 b
24,279
+3,520 a
38,552
+6,504 ab
69,386
+11,641 a
86,602
+14,582 ab

6h
266,468
124,112 c
309,578
+15,086 b
998,870
199,498 b
1964,124
+113,451 a
0,707
0,017 b
0,486
0,039 b
0,868
+0,009 a
0,739
0,019 a
217,109
160,235 a
383,013
52,647 a
20,752
+1,655 b
44,505
19,858 a
57,154
+4,413 b
96,729
120,238 a

12h
350,563
+37,638 a
462,363
+72,467 a
848,350
+115,985 ¢
1381,485
+156,853 b
0,738
%0,031 a
0,687
10,042 a
0,832
0,043 b
0,678
0,120 b
138,578
+38,688 b
264,256
129,518 b
16,623
3,339 ¢
28,457
+14,417 c
46,985
18,897 c
70,608
*36,609 b

18h
294,520
+30,491 b
319,601
+12,110 b
1023,803
+80,629 ab
1954,757
+127,050 b
0,683
+0,020 b
0,490
+0,036 b
0,872
+0,018 a
0,734
+0,029 a
159,211
+36,684 b
262,153
+48,757 b
18,002
+1,301 c
34,787
+2,820 bc
50,092
+3,660 c
81,114
+5,009 ab
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Tablica 7. Srednje vrijednosti i standardne devijacije maksimalnog kvantnog prinosa

fluorescencije (F./Fn), kvantnog prinosa elektronskog transporta (ETo/ABS), u€inkovitosti

kojom ,uhvaceni“ eksciton omoguc¢ava prijenos elektrona u transportnom lancu dalje od Qa

(ETo/TRy) te gustoce aktivnih reakcijskih sredista (RC/CS,) izmjerenih tijekom dnevnog

ciklusa na i mladim (M) i razvijenim (R) listovima smokve sorte Fico della Madonna. Rezultati

oznaceni istim slovom (a, b, ¢, d) ne pokazuju zna€ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA),

p<0,05. Vrijednosti parametara prikazane su u relativnim jedinicama.

Parametar Oh
0,761
+0,023 a
0,836
+0,014 a
0,377
+0,049 a
0,592
+0,041 a
0,286
+0,032 a
0,495
+0,028 a
69,807
+7,112 a
113,405
7,099 b

Fu/Fm

ETo/TRo

ETo/ABS

RC/CS,

6h
0,731
+0,032 b
0,842
10,009 a
0,293
+0,017 b
0,514
+0,039 b
0,215
+0,017 b
0,433
+0,030 b
70,599
5,259 a
119,637
15,253 ab

12h
0,584
40,037 ¢
0,664
+0,047 b
0,262
40,031 ¢
0,313
+0,042 c
0,154
+0,025 ¢
0,207
+0,029 ¢
72,517
+11,060 a
123,425
+20,483 a

18h
0,711
40,030 b
0,836
+0,012 a
0,317
40,020 b
0,510
+0,036 b
0,226
+0,016 b
0,427
+0,035 b
75,142
6,512 a
114,408
+4,157 ab
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Tablica 8. Srednje vrijednosti i standardne devijacije specifi¢nih protoka energije po

reakcijskom sredistu: apsorpcije (ABS/RC), protoka uhvacenih fotona (TRy/RC), elektronskog

transporta (ETo/RC) i otpuStanja suviSne energije (DIo/RC) izmjerene tijekom dnevnog ciklusa

ma mladim (M) i razvijenim (R) listovima smokve sorte Fico della Madonna. Rezultati

oznaceni istim slovom (a, b, c) ne pokazuju znacajnu razliku prema LSD testu (ANOVA),

p<0,05. Vrijednosti parametara prikazane su u relativnim jedinicama.

Parametar Oh
3,750
40,255 b
2,690
40,136 bc
2,850
+0,119 a
2,249
0,100 bc
1,077
40,163 a
1,334
+0,133 a
0,900
+0,149 c
0,441
+0,054 b

ABS/RC

TRo/RC

ETo/RC

DIo/RC

6h
3,777
40,236 b
2,590
30,127 c
2,756
+0,074 b
2,181
0,103 ¢
0,808
+0,043 bc
1,121
+0,102 b
1,021
+0,181 bc
0,409
+0,036 b

12h
4,866
+0,310 a
3,781
+0,447 a
2,833
+0,108 ab
2,497
+0,205 a
0,744
+0,102 ¢
0,787
+0,165 c
2,032
0,292 a
1,284
+0,320 a

18h
3,922
0,253 b
2,797
0,141 b
2,784
+0,082 ab
2,338
0,122 b
0,884
0,069 b
1,195
0,127 b
1,138
0,191 b
0,459
0,042 b
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Tablica 9. Srednje vrijednosti i standardne devijacije indeksa fotosintetske ucinkovitosti

(Plags), omjera koncentracije klorofila reakcijskih sredista i antena (RC/ABS), omjera protoka

uhvacenih fotona i otpustanja suvidne energije (TRo/Dlo) te transporta elektrona dalje od

primarnog akceptora Qa (ETo/(TRo-ETo)) izmjerene tijekom dnevnog ciklusa ma mladim (M) i

razvijenim (R) listovima smokve sorte Fico della Madonna. Rezultati ozna€eni istim slovom

(a, b, c, d; A, B, C) ne pokazuju zna€ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), p<0,05.

Vrijednosti parametara prikazane su u relativnim jedinicama.

Parametar

I:)IABS

RC/ABS

TRo/Dlg

ETo/(TRo/ETo)

Oh
0,521
0,085 a
2,790
10,263 a
0,268
0,017 a
0,373
+0,019 ab
3,223
0,379 a
5,153
0,522 a
0,615
0,128 a
1,477
+0,267 a

6h
0,310
+0,076 b
2,205
+0,332 b
0,266
+0,016 a
0,387
+0,019 a
2,771
+0,459 b
5,352
+0,374 a
0,416
0,035 bc
1,072
+0,200 b

12h
0,107
10,034 c
0,248
+0,066 d
0,206
0,013 b
0,268
0,031 c
1,420
10,218 ¢
2,026
0,390 b
0,358
+0,058 c
0,461
10,092 c

18h
0,300
+0,064 b
1,945
+0,378 c
0,256
+0,016 a
0,358
+0,017 b
2,501
+0,358 b
5,123
+0,441 a
0,466
+0,043 a
1,052
40,142 b
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Tablica 10. Srednje vrijednosti i standardne devijacije maksimalnog kvantnog prinosa
fluorescencije (F./Fn) i indeksa fotosintetske ucinkovitosti (Plags) izmjeren na tretmanima u
kontroliranim uvjetima na mladim (M) i razvijenim (R) listovima smokve sorte Fico della
Madonna. Rezultati oznac€eni istim slovom (a, b, c, d) ne pokazuju znacajnu razliku prema

LSD testu (ANOVA), p<0,05. Vrijednosti parametara prikazane su u relativnim jedinicama.

Parametar P HL35 HL10 LL35 LL10
0,728 0,676 0,617 0,749 0,708
M 40009b  0025d +0,030e  #00l1la  =#0,016¢
FlFin 0,795 0,608 0,566 0,766 0,767
R i0009a  :0070¢ +0,027 d +0,020b 0,012 b
1,036 0,562 0,352 1,289 0,767
Plags M s0100b  :0121d 0,088 e  #0,307a 0,099 ¢
2,901 0,164 0,332 0,807 1,654
R 402752  :0045e  :0,004d +0,181 ¢ 0,221 b

Tablica 11. Srednje vrijednosti i standardne devijacije specifi€nih protoka energije po
reakcijskom sredistu: apsorpcije (ABS/RC), protoka uhvacenih fotona (TRy/RC), elektronskog
transporta (ETo/RC) i otpusStanja (DIo/RC) izmjerene izmjeren tretmanima u kontroliranim
uvjetima na mladim (M) i razvijenim (R) listovima smokve sorte Fico della Madonna. Rezultati
oznaceni istim slovom (a, b, ¢, d, €) ne pokazuju zna€ajnu razliku prema LSD testu

(ANOVA), p<0,05. Vrijednosti parametara prikazane su u relativnim jedinicama.

Parametar P HL35 HL10 LL35 LL10

3,870 3,631 3,916 3,368 3,598
M +0,126 a 40,223 b 40,211 a 40,215 ¢ +0,253 b

AEHXE 2,984 3,477 3,545 2,819 3,007
R +0,123 b +0,289 a +0,253 a 0,141 c +0,076 b

2,817 2,451 2,413 2,525 2,543
M +0,069 a +0,113 c +0,089 c +0,175 b +0,134 b

TRJ/RC 2,372 2,100 2,001 2,160 2,308
R 10,091 a +0,176 d 0,115 e 0,111 c +0,051 b

1,675 1,197 1,090 1,467 1,350
M +0,096 a +0,154 d +0,145 e +0,097 b +0,178 ¢

ETo/RC 1,635 0,547 0,932 0,872 1,381
R +0,088 a +0,101 e +0,132 ¢ +0,110d +0,059 b

1,053 1,181 1,503 0,843 1,054
M +0,065 ¢ +0,152 b +0,186 a +0,057 d +0,127 ¢

Dlo/RC 0,612 1,378 1,543 0,659 0,700
R +0,042 d 0,349 b +0,185 a +0,072 cd +0,048 c
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Tablica 12. Transformirane (Logio) srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracija
klorofila a (Chl a/mg g™ Sv.T), klorofila b (Chl b/mg g™ Sv.T), karotenoida (Car/mg g™* Sv.T)

te omjera klorofila a i b (Chl a/b) izmjerene na tretmanima u kontroliranim uvjetima na mladim

(M) i razvijenim (R) listovima smokve sorte Fico della Madonna. Rezultati ozna€eni istim

slovom (a, b, c) ne pokazuju znac¢ajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), p<0,05.

Parametar P

1,905
M +0,037 b

Chl a 2,266
R +0,023 a

1,523
M +0,030 b

Chl b 1,006
R +0,017 a

1,339
M +0,056 b

Car 1,731
R +0,022 b

2,382
M +0,017 ab

Chl a/b 2.360
R +0,028 a

HL35
1,820
10,028 ¢
2,311
+0,050 a
1,473
+0,066 c
1,947
+0,057 a
1,321
0,069 b
1,781
0,035 a
2,347
+0,048 bc
2,364
0,012 a

HL10
1,996
+0,038 a
2,280
0,051 a
1,618
+0,038 a
1,912
0,061 a
1,489
+0,032 a
1,748
0,031 ab
2,378
+0,032 ab
2,368
10,026 a

LL35
1,685
+0,046 d
2,308
0,033 a
1,361
+0,019d
1,944
0,033 a
1,203
0,022 ¢
1,778
0,048 a
2,324
0,044 c
2,363
0,034 a

LL10
1,970
+0,014 a
2,290
+0,030 a
1,572
+0,038 ab
1,934
+0,025 a
1,444
+0,025 a
1,750
+0,018 ab
2,399
+0,042 a
2,356
+0,033 a
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A 120

80

%

40

C 120

80
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40

Mladi listovi

|

HL35 HL10

LL35 LL10

1l

HL35 HLlO

k"'

LL35 LL1O

B 120

80

%

40

D 120

80

%

40

Razvijeni listovi

P HL35 HL10 LL35 LL10

HL35 HL10 LL35 LL1O

Slika 36. Promjene u akumulaciji proteina D1 (A, B) i Rubisco LSU (C, D) na tretmanima u

kontroliranim uvjetima na mladim (o; A, C) i razvijenim (m; B, D) listovima smokve sorte Fico

della Madonna. Vrijednosti su prikazane kao postotak promjene od pocetne koli¢ine

izmjerene nakon stabilizacije (100%).
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Tablica 13. Transformirane (Logio) srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracija
produkata lipidne peroksidacije (TBARS/nmol g-! Sv.T) i proteinskih karbonila (Karb/nmol
mg™ prot) izmjerene na tretmanima u kontroliranim uvjetima na mladim (M) i razvijenim (R)
listovima smokve sorte Fico della Madonna. Rezultati ozna€eni istim slovom (a, b) ne
pokazuju znacajnu razliku prema LSD testu (ANOVA), p<0,05.

Parametar P HL35 HL10 LL35 LL10
2,844 3,043 2,833 3,041 2,859
M 100250 +0,063 a +0,050 b +0,068 a +0,043 b
UL 3,226 3,304 3,321 3,359 3,318
R 40022¢ +0,022b  +0,029ab  +0,063a  +0,018 ab
1,825 1,752 1,807 1,890 1,920
M bo071abc #0111c  #0,067bc  008lab  +0,091a
el 2,020 1,886 1,915 2,060 2,015
R 40068a +0,091 b +0,075 b +0,038 a +0,056 a

Tablica 14. Transformirane (Logio) srednje vrijednosti i standardne devijacije aktivnosti
enzima antioksidativnog sustava, superoksid dismutaze (SOD/U g™*Sv.T), katalaze
(CAT/Amin™mg™Sv.T, askorbat peroksidaze (APX/Amin™g*Sv.T), glutation reduktaze
(GR/Amin™g'Sv.T) i gvajakol peroksidaze (GPOD/Amin™g'Sv.T) izmjerene na tretmanima u
kontroliranim uvjetima na mladim (M) i razvijenim (R) listovima smokve sorte Fico della
Madonna. Rezultati oznaceni istim slovom (a, b, c, d, ) ne pokazuju zna€ajnu razliku prema
LSD testu (ANOVA), p<0,05.

Parametar P HL35 HL10 LL35 LL10
M 3,916 3,700 4,006 3,822 3,655

sSoD +0,056 a +0,057 ¢ +0,143 a +0,028 b +0,043 ¢
R 3,772 3,784 3,752 3,682 3,561

+0,043 a +0,044 a +0,080 a +0,057 b +0,019 a
M 3,485 3,649 3,618 3,262 3,596

CAT +0,040 ¢ +0,015 a +0,053 ab +0,043 d +0,011 b
R 3,611 3,866 3,905 3,718 3,944

+0,178 b +0,063 a +0,054 a +0,056 a +0,019 a
M 2,577 2,679 2,567 2,452 2,677

APX +0,064 b +0,036 a +0,055 b +0,032 ¢ +0,059 a
R 2,422 2,423 2,439 2,578 2,473

+0,111 b +0,110 b +0,110 ab +0,128 a +0,138 ab
M 2,635 2,768 2,868 2,657 2,944

GR +0,033 ¢ +0,028 b +0,062 a +0,042 ¢ +0,118 a
R 2,932 3,053 3,066 3,088 2,975

+0,062 b +0,046 a +0,064 a +0,088 a +0,033 a
M 3,390 3,255 3,409 3,575 3,265

GPOD +0,363 a +0,361 a +0,349 a +0,326 a +0,366 a
R 3,230 3,206 3,265 3,344 3,331

+0,356 a +0,336 a +0,330 a +0,331 a +0,332 a
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12. ZIVOTOPIS
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Rodena sam 8. travnja 1980. godine u Bjelovaru. Svoje Skolovanje zapocela sam u
Osnovnoj Skoli Kalnik te ga nastavila u Osnovnoj 3koli Sveti Petar Orehovec. Nakon
zavrSenog opéeg smjera Gimnazije lvana Zakmardija Dijankove¢koga u Krizevcima, 1998.
godine upisala sam Bioloski odsjek Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Zagrebu, smjer
ekologija. Dodatno sam 2003. godine upisala razliku pedagoskih predmeta. Diplomirala sam
16. svibnja 2005. godine i time stekla zvanje diplomiranog inZenjera biologije — ekologije i

profesora biologije.

Od sije€nja 2006. godine do svibnja 2007. godine bila sam zaposlena u Veterinarskoj stanici
u Cakovcu, a od lipnja 2007. godine zaposlena sam kao asistent na Odjelu za biologiju
SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. Sudjelujem u izvodenju prakticnog dijela
nastave u sklopu kolegija: Biologija stanice, Fizikalni temelji instrumentalnih metoda u
biologiji, Biljna mikrotehnika i metode mikroskopije, Ultrastruktura staniénih organela,
Molekularni mehanizmi oksidativhog stresa, Kultura biljnih stanica i tkiva te Razvojne
biologije biljaka. Sveuéilisni poslijediplomski interdisciplinarni doktorski studij Molekularne

bioznanosti (modul: Biologija biljaka) upisala sam 2008. godine.

Kao istraziva¢ obavljam znanstvena istraZivanja u okviru projekata "Utjecaj oksidativnog
stresa na organizaciju i funkciju biljnih stanica i tkiva" (073-0731674-1673) prof.dr.sc. Hrvoja
LepeduSa i "Stani¢na i tkivha diferencijacija tijekom razvoja biljnih organa" (073-0731674-

0841) prof.dr.sc. Vere Cesar.

Sudjelovala sam na Sest medunarodnih skupova, a u koautorstvu sam objavila dva
znanstvena rada.

Clan sam Hrvatskog drustva za biljnu biologiju.
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