Fotosinteza tijekom razvoja listova duhana

Vlasicek, lvan

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Department of biology / Sveuciliste Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Odjel za biologiju

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:181:967598

Rights / Prava: In copyright/Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-12-25

R ODJEL Repository / Repozitorij:
i
— BIOLOGUU . Repository of Department of biology, Josip Juraj
Sveudiliste Jurja i i N
u Strossmayer University of Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

A
i
)& \

zir.nsk.hr



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:181:967598
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.biologija.unios.hr
https://repozitorij.biologija.unios.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/bioos:403
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/bioos:403
https://dabar.srce.hr/islandora/object/bioos:403

SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku
Odjel za biologiju

Diplomski sveucili$ni studij Biologija; smjer: znanstveni

Ivan Vlasicek

Fotosinteza tijekom razvoja listova duhana

(Nicotiana tabacum L.)

Diplomski rad

Osijek, 20109.



TEMELJINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA Diplomski rad

SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku

Odjel za biologiju

Diplomski sveudili$ni studij Biologija; smjer: znanstveni
Znanstveno podruéje: Prirodne znanosti

Znanstveno polje: Biologija

FOTOSINTEZA TIJEKOM RAZVOJA LISTOVA DUHANA (Nicotiana tabacum L.)

Ivan Vlasicek

Rad je izraden u: Laboratoriju za stani¢nu i molekularnu biologiju biljaka, Odjel za biologiju Sveuéilista J. J.
Strossmayera u Osijeku

Mentor: Dr.sc. Vera Cesar, prof.
Komentor: Dr.sc. Jasenka Antunovi¢ Dunié, doc.

Kratak saZetak diplomskog rada

Duhan (Nicotiana tabacum L.) je gospodarski znacajna kultura, a ujedno i ¢esto koriSteni modelni organizam u
bioloskim istrazivanjima. U ovom radu cilj je bio istraziti dinamiku razvoja fotosintetskog aparata tijekom
ontogeneze listova duhana odredivanjem koncentracija fotosintetskih pigmenata klju¢nih za apsorpciju svjetlosti
(Chl a, Chl b) i mjerenjem fluorescencije klorofila a u svrhu procjene funkcionalnosti fotosintetskog aparata.
Pocetna mjerenja izvrSena su na listovima 14 dana starih presadnica, a sljedeca su obuhvatila pet insercija odnosno
pet parova listova starosti 20, 24, 29, 32 i 37 dana. Rezultati su pokazali konstantni porast maksimalnog kvantnog
prinosa fotosustava Il (TRo/ABS) i indeksa fotosintetske ucinkovitosti (PIags) tijekom razvoja, potvrdujuci
kompetentnost ispitivanih skupina listova za ucinkovito apsorbiranje i iskoriStavanje energije u fotokemijskim
procesima, unato€ razli¢itoj dinamici akumulacije fotosintetskih pigmenata (Chl a, Chl b, Chl a+b). Porast gustoce
aktivnih reakcijskih sredista (RC/CSo) i smanjenje apsorpcije (ABS/RC) osigurali su porast ucinkovitosti
fotosustava II tijekom razvoja listova. Najvise koncentracije pigmenata izmjerene u insercijama 2 i 3 ukazuju na
maksimum eksponencijalnog rasta listova u toj fazi razvoja. Degradacija pigmenata u insercijama 4 i 5 nije
utjecala na funkcionalnost fotosintetskog aparata $to je utvrdeno visokim vrijednostima parametara TRo/ABS i
Plags, ali ipak ukazuje na pocetak senescencije listova.

Broj stranica: 47

Broj slika: 28

Broj tablica: 2

Broj literaturnih navoda: 45
Broj priloga: 0

Jezik izvornika: hrvatski

Kljuéne rijeci: fotosinteza, fotosintetski pigmenti, fluorescencija klorofila a, ontogeneza listova, uc¢inkovitost
fotosustava Il (PSII)

Datum obrane: 27. rujna 2019.

Struéno povjerenstvo za obranu:
1. Dr.sc. Janja Horvatié, izv. prof., predsjednik

2. Dr.sc. Jasenka Antunovi¢ Dunié¢, doc., ¢lan i komentor
3. Dr.sc. Vesna Persié, doc., ¢lan
4. Dr.sc. Dubravka Spoljari¢ Maronié, doc., zamjena ¢lana

Rad je pohranjen: na mreznim stranicama Odjela za biologiju te u Nacionalnom repozitoriju zavr$nih i

diplomskih radova Nacionalne knjiznice u Zagrebu.



BASIC DOCUMENTATION CARD Master thesis

Josip Juraj Strossmayer University of Osijek
Department of Biology

Graduate university study programme in Biology
Scientific Area: Natural sciences

Scientific Field: Biology

PHOTOSYNTHESIS IN TOBACCO (Nicotiana tabacum L.) LEAVES DEVELOPMENT

Ivan Vlasi¢ek

Thesis performed at: Laboratory of plant cell and molecular biology, Department of Biology, J. J. Strossmayer
University of Osijek

Supervisor: Vera Cesar, PhD, Full Professor
Cosupervisor: Jasenka Antunovi¢ Duni¢, PhD, Assistant professor

Short abstract

Tobacco (Nicotiana tabacum L.) is one of the most economically important crops and also frequently used model
organism in biological researches. The aim of this study was to investigate the dynamics of photosynthetic
apparatus development during tobacco leaf ontogenesis. The concentration of photosynthetic pigments crucial for
light absorption (Chl a, Chl b) as well as chlorophyll a fluorescence were measured to estimate functionality of
photosynthetic apparatus. The measurements were performed on 14-day-old transplants and five insertions (leaf
pairs) differing in developing stage (20, 24, 29, 32 and 37 days old). The results showed a constant increase of
maximum quantum yield of photosystem Il (TRo/ABS) and performance index (Plags) during development,
confirming the competence of all studied leaves for efficient utilization of absorbed energy in photochemical
processes, despite the different pattern of pigments accumulation. Increasing density of active reaction centers
(RC/CSp) and decreasing absorption (ABS/RC) provided a high photosystem Il efficiency in developing leaves.
The highest pigment concentrations measured in insertions 2 and 3 indicate that maximum exponential growth
has been reached at this stage. The pigments degradation observed in insertions 4 and 5 did not affect the
functionality of the photosynthetic apparatus, confirmed by the high values of TRo/ABS and Plags, but
nevertheless suggested the onset of leaf senescence.

Number of pages: 47
Number of figures: 28
Number of tables: 2
Number of references: 45
Number of appendices: 0
Original in: Croatian

Keywords: photosystem Il, photosynthetic pigments, chlorophyll a fluorescence, leaf ontogeny, photosystem Il
(PSHI) efficiency

Date of thesis defence: 27th September 2019.

Reviewers:

1. Janja Horvati¢, PhD, associate professor, chair

2. Jasenka Antunovi¢ Duni¢, PhD, assistant professor, member and cosupervisor
3. Vesna Persi¢, PhD, assistant professor, member

4. Dubravka Spoljari¢ Maronié, PhD, assistant professor, member

Thesis deposited: on the Department of Biology website and the Croatian Digital Theses Repository of the
National and University Library in Zagreb.



Srdacno zahvaljujem mentorici prof. dr. sc. Veri Cesar i komentorici doc. dr. sc. Jasenki

Antunovi¢ Dunié¢ na pomoci, savjetima, strpljenju i vremenu prilikom izrade ovog rada.

Veliko hvala mojim roditeljima i braci na podrsci, strpljenju i pomoci bez kojih ne bih mogao

zavrsiti studij.

Na kraju zelim zahvaliti i mojim prijateljima i kolegama uz cije sam drustvo i pomo¢ docekao

zavrSetak studija.



SADRZAJ

LUV OD bbb ke b bR R R R bR bR bbb ettt n et e 1
1.0 OIS VISR ..ttt b bbbt R R R Rt n e 1
1.2 FOLOSINTEZA ...ttt bbbt b bbb r et 2

1.2.1. Grada fotoSINtetSKOZ AParatal..........ccciviriieiriiiieiriseee e e ne e 3
1.2.2. Fotosintetski pigmenti i NjINOVA FUNKCIJa...........coviiiriiiiiciee e 8
1.2.3. Fluorescencija KIOrofila a............ccooiiiiiiiiiic e 10
IR T - A Yo T 1151 (017 SRS 12
LA, Gl TAAA. ...ttt 15

2. MATERIJAL I METODE ...ttt ettt bttt 16
2.1, OPIS BKSPEIMENTA. ... .cviiticiieie et s b e be e e e e s be s se e s bestaesbesbeeneesbesreeneesreans 16
2.2. Mjerenje fluorescencije KIOrofila @...........ccooviiiiiiiiieicc e 18
2.3. Mjerenje koncentracije fotosintetskin pigmenata ..o 20
2.4, Izracun udjela SURE TVATT ......ooiiiiiiiiiiic e e 21
2.5. StatistiCka obrada podataka.............ceviiiiiiiieiie s 21

B REZULTAT L stttk b bbbttt b ettt b ettt ettt 22
3.1. Parametri fluorescencije KIOrofila @.........cccooviiiiiiiiiiic e 22

3.1.1. Maksimalni kvantni prinos PSIH (TRo/ABS)........cccoiiiiiiiii e 22
3.1.2. Indeks fotosintetske UCINKVILOStE (PIABS)...vveververreriiieiiiiisiisiisie et 23
3.1.3. Gustoca aktivnih reakcijskih sredista (RC/CSp).....cvevevriiiiiiiriinieieieesee s 24
3.1.4. Apsorpcija po aktivnhom reakcijskom sredistu (ABS/RC) .....cooovvviiiniiiicniiiieccnes 25
3.1.5. Hvatanje ekscitona po aktivnom reakcijskom sredistu (TRo/RC).....ooveveveviiiviiiiiiiienns 26
3.1.6. Transport elektrona po aktivnom reakcijskom sredistu (ETo/RC) .....cooevvvriiviininiiene, 27
3.1.7. Disipacija po aktivnom reakcijskom sredistu (DIo/RC).......cccviiriiineiniieisinese e 28

3.2. Koncentracija fotosintetskin pIgmeENata............cccovciiiiiii i 29
3.2.1. KoncentraCija KIOrofila @ .........ccooeiiiiiiiii s 29
3.2.2. KoncentraCija KIOrofila b .........oooiiiiiiiii s 30
3.2.3. Ukupna koncentracija KIorofila @ i D........c.cooviieiiiiei e 31
3.2.4. Koncentracija KaroteNOIOa ...........coeeriieiiiiiie et 32
3.2.5. Omjer koncentracija klorofila a i KIorofila b ...........cccooeiiiiiiiii 33
3.2.6. Omjer ukupnih koncentracija klorofila a i b i koncentracija kartenoida..............c.ccccoeev... 34

3.3. Udio suhe tvari u biljnom materijalu ...........cooiioiiiiiee e 35
A RASPRANVA ettt Rt bt bR et a et be e nre e nreenreennaeares 36
5. ZAKLIUCCT ..ot 42

B. LITERATURA Lo et r et R e Rt r e r e nr e r e nre e e nne e 43



1. UVOD

1.1. Opis vrste

Duhan, Nicotiana tabacum L. pripada carstvu biljaka (Plantae), diviziji Magnoliophyta,
razredu Magnoliopsida, redu Solanales, porodici Solnaceae i rodu Nicotinana. Sam rod
Nicotiana sadrzi 70-ak divljih vrsta, a vrsta N. tabacum je amfidiploid (2n=48), najvjerojatnije
nastala hibridizacijom vrste N. sylvestris Spegazzini et Comes sa vrstama N. tomentosiformis
Goodspeed i N. otophora Grisebach na podru¢ju danasnje Bolivije ili sjeverne Argentine
(Lewis i Nicholson 2007). Duhan je jednogodisnja biljka sa zeljastom stabljikom visokom 100
— 120 m do cvata, gradenom od internodija i nodija na kojima izrastaju listovi. Na jednoj biljci
razvije se oko 20 listova. Cijela stabljika i listovi su prekriveni zljezdastim dlakama koje luce
ljepljivu smolu. Na vrhu stabljike, kao i na bo¢nim ograncima (zapercima) razvijaju se cvjetovi
skupljeni u Stitasti cvat (Slika 1). Cvjetovi su bijeli ili u nijansi crvene boje, gradeni od 5 sraslih
lapova, 5 sraslih latica, 5 prasnika i tu¢ka. Cvjetovi se uglavnom samooploduju iako je moguca
i stranooplodnja posredovana oprasivanjem koje vrse pcele i bumbari. Plod je tobolac u kojemu
se nalaze okrugle, sitne, smede sjemenke. Korijen je vretenast s bocnim korijenjem koje se

proteze do 1 m u Sirinu.

Godisnje se proizvodi viSe od 7 milijuna tona duhana, a glavni proizvodaci u svijetu su Kina,
Indjja, Brazil, Sjedinjene Americ¢ke Drzave, Turska, Zimbabve 1 Malavi koji proizvedu vise od
80 % svjetskih zaliha duhana. U Europi su najveéi proizvodacdi Gréka, Italija i Spanjolska, a
znacajni proizvodac je i Hrvatska (Web 1). U Hrvatskoj se proizvode dva tipa duhana vrste N.
tabacum L., virdzinija (virginia ili flue-cured) i berlej (burley). Oba tipa su sli¢ne morfologije,
ali se razlikuju u sadrzaju reducirajucih Secera, kojih ima mnogo vise u tipu virdzinija (Stepi¢

i sur. 2015).



Slika 1. Duhan (Nicotiana tabacum L.) (Web 2).

Osim §to je gospodarski vazna vrsta duhan je i modelna biljka u bioloskim istrazivanjima. On
je prva genetski modificirana biljka, a na njemu su provodeni brojni eksperimenti vezani uz
transformaciju, ekspresiju i stabilnost gena. Brojne spoznaje o uzgoju in vitro kultura kalusnog
tkiva, utjecaju biljnih hormona i ostalih faktora na diferencijaciju i rast, te regeneraciju tkiva
dobivene su eksperimentiranjem na duhanu. In vitro kulture tkiva duhana koriste se i za
dobivanje i proucavanje sekundarnih metabolita, gdje je najznacajniji nikotin, ali su prisutni i
drugi spojevi poput skopoletina, eskuletina i alifatskih alkana (Ganapathi i sur. 2004). Vrsta N.
tabacum izvor je poznate stani¢ne kulture BY-2, a sekvencioniran je i njezin genom (Sierro i
sur. 2014).

1.2. Fotosinteza

Fotosinteza je proces u kojemu organizmi koriste energiju svjetla za sintezu organskih spojeva
koriStenjem CO2 u nizu redoks reakcija uz produkciju kisika fotolizom vode. Reakcije
fotosinteze dijele se na svjetlosne reakcije i reakcije u tami (redukcija CO2). U svjetlosnim

reakcijama oksidacijom vode nastaje kisik i pokreée se transport elektrona u kojemu se



elektroni prenose s vode na NADP* pri ¢emu nastaje NADPH. U transportu elektrona generira
se i energija u obliku protonskog gradijenta pa prolaskom protona kroz ATP - sintazu dolazi
do fosforilacije ADP-a u ATP. NADPH daje elektrone bogate energijom, a ATP energiju koja
se koristi za redukciju CO2 u Secere u reakcijama u tami, poznate pod nazivom Calvinov ciklus

(Buchanan i sur. 2015).

1.2.1. Grada fotosintetskog aparata

U biljkama se fotosinteza odvija u kloroplastima, zelenim plastidima koji su polusferiéni ili
oblika lece, duljine 5 — 8 um i debljine 3 — 4 pm. Otprilike se pola milijuna kloroplasta nalazi
na jednom mm? lista te su veéinom lokalizirani u stanicama mezofila (Buchanan i sur. 2015).
U jednoj stanici broj kloroplasta varira ovisno o vrsti biljke i tipu stanice u rasponu od 50 do
viSe od stotine (Cole 2016). Svjetlosne reakcije fotosinteze odvijaju se na tilakoidima,
membranskim sustavima koji sadrze klorofil i ostale fotosinteske pigmente koji se nazivaju i
antena pigmentima. Reakcije redukcije CO (reakcije u tami) odvijaju se u stromi, regiji
kloroplasta izvan tilakoida. Prostor unutar tilakoda naziva se lumen. Unutrasnji sustav tilakoida
organiziran je u obliku stroma tilakoida i grana tilakoida koji su organizirani u granume.
Kloroplasti su obavijeni sa dvije odvojene membrane koje sadrze raznolike sustave za transport

metabolita (Slika 2).

Medumembranski prostor

.
"‘.‘ \  Granatilakoid” (e P
\  Stroma = =3
\ = L
Tilakoidni lumen \C—ZJ/-Z }Stroma
\ \/—/ o -_‘A . .
Unutarnja membrana Granum (nakupina tilakoid
tilakoida)

Slika 2. Grada kloroplasta i organizacija tilakoida (preuzeto i prilagodeno prema Taiz i

Zeiger 2002).



Membrane tilakoida sadrZe proteinske kompleks medu kojima su fotosustavi I 1 IT (PSI 1 PSII),
antena kompleksi (LHCII), citokrom bef kompleksi i ATP — sintaze. Na svim ovim proteinima
razlikuju se stromalna i lumenska domena. Klorofili i ostali fotosintetski pigmenti vezani su

nekovalentinim vezama za proteine (Taiz i Zeiger 2002).

Proteinski kompleksi koji sudjeluju u fotosintetskim reakcijama nisu jednoliko rasporedeni na
membranama tilakoida. Fotosustav II i LHCII kompleksi nalaze se gotovo isklju¢ivo u
membranama grana tilakoda, a fotosustav I nalazi se primarno u membranama stroma tilakoida
i na rubovima grana tilakoida. Citokrom bef kompleks je gotovo ravnomjerno rasporeden
izmedu ova dva tipa membrana, a ATP — sintaza je lokalizirana u membranama stroma
tilakoida. Ovakav raspored omogucuje optimalno kruzenje komponenti koje sudjeluju u

elektronskom transportu i sintezi ATP-a (Blankenship 2014) (Slika 3).
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Slika 3. Lokalizacija proteinskih kompleksa fotosintetskog aparata na membranama tilakoida

PSII

(preuzeto 1 prilagodeno prema Blankenship 2014).

Proteinski kompleksi na tilakoidnim membranama omogucuju odvijanje procesa poznatog pod
nazivom elektronski transport koji je povezan sa transportom protona u lumen tilakoida Sto
stvara gradijent protona koji se koristi za sintezu ATP-a. U kloroplastima postoje dva razli¢ita
fotosustava jer se energija iz PSI koristi za proizvodnja NADPH, a energija iz PSII za sintezu
ATP-a (Cooper i Hausman 2010). Reakcijski centri fotosustava sadrze specijalne parove
molekula klorofila koje su primarni donori elektrona za transportni lanac. Prilikom
pobudivanja specijalnog para dolazi do razdvajanja naboja i prijenosa elektrona sa donora na

akceptor. Elektron se moze vratiti nazad na donor u procesu poznatom kao rekombinacija pri



¢emu se energija gubi kao toplina. Rekombinacija se izbjegava transportom elektrona kroz niz

akceptora (Blankenship 2014).

Jezgra fotosustava II je gradena od proteina D1 1 D2 koji prolaze kroz tilakoidnu membranu te
su povezani sa antena kompleksima. Za njih je vezan specijalni par molekula klorofila koji se
pobuduje energijom apsorbirane svjetlosti. Apsorpcijski maksimum specijalnog para u PSII je
na 680 nm pa se taj par naziva i P680. Nakon pobudivanja, P680 predaje energiju obliznjem
feofitinu, molekuli sli¢noj klorofilu koji umjesto Mg?* sadrzi dva H* iona. Odavde se elektron
prenosi na ¢vrsto vezanu molekulu plastokinona (Qa), a zatim na izmjenjivi plastokinon (Qg).
Nakon pristizanja drugog elektrona, plastokinon je reduciran na plastokinol (PQH.), uz utrosak
2 protona koji potjecu iz strome (Berg i sur. 2002). Jedinstveni dio fotosustava Il je kisik —
razvijaju¢i kompleks (OEC) na lumenskoj strani. OEC sadrZi skup od ¢etiri manganova atoma,
gdje brojni aminokiselinski ostaci iz D1 sluze kao ligandi, a prisutni su i drugi proteini. OEC
katalizira oksidaciju H2O na molekulu kisika, pri ¢emu nastaju Cetiri protona u lumenu i Cetiri
elektrona koji se koriste u elektronskom transportu. Ova reakcija je moguca jer je oksidirani
klorofil u reakcijskom centru (P680") jaki oksidans. Sam mehanizam oksidacije vode nije

potpuno poznat (Blankenship 2014).

STROMA

4 fotona 4 fotona

Fotosustav |

4/H*

4/H* + Q e
] LUMEN TILAKOIDA ATP - sintaza
Fotosustavil Citokrom bsf kompleks

Slika 4. Prikaz transportnog lanca elektrona (preuzeto i prilagodeno prema Web 3).



Fotosustavu II pridruZeni su proteini zvani antena kompleksi (LHCII). U antena kompleksima
su klorofil a, klorofil b i manji broj karotenoida povezani s proteinom. Karotenoidi i klorofil b
apsorbiraju svjetlo i predaju ekscitacijsku energiju molekulama klorofila b (Taiz i Zeiger 2002).
Energija se prenosi pigmentima prema reakcijskom sredis§tu mehanizmom zvanim Forsterov
prijenos energije u kojem se energija prenosi klasi¢nim dipol — dipol interakcijama. Visak
svjetlosne energije moze uzrokovati fotoinhibiciju, pa se on rasipa u procesu poznatom kao
nefotokemijsko gasenje (NPQ). Na periferiji LHCII su prisutni karoteniodi violaksantin i
zeaksantin koji se nazivaju i ksantofilima, te koji sudjeluju u kruznom procesu poznatom kao
ksantofilski ciklus. Ovaj proces je povezan sa NPQ i sudjeluje u zastiti fotosintetskog aparata
od viska svjetlosti (Blankenship 2014).

PQH:> proizveden u PSII prenosi elektrone do citokrom bef kompleksa gradenog od cetiri
podjedinice: 2 citokroma b — tipa, citokrom f i Rieskov Fe — S protein. Citokrom bsf kompleks
katalizira reakcije Q ciklusa u kojima se prenose elektroni sa PQH> na plastocijanin, protein
koji sadrzi bakar te se nalazi u lumenu tilakoida. U prvoj polovici Q ciklusa PQH> oksidira se
u PQ pri ¢emu se oslobadaju 2 protona u lumen. Jedan se elektron iz te reakcije reducira
plastocijanin i prenosi na PSI, a drugi reducira plastokinon u semiplastokinon prilikom cega se
uzimaju dva protona iz strome. U drugom dijelu ciklusa je drugi PQH2z oksidiran pri ¢emu se
jedan elektron prenosi na plastocijanin, a drugi reducira semiplastokinon u PQH> uz utrosak 2
protona iz strome. Ukupno se preko citokrom bef prenesu 4 protona u lumen i 2 elektrona u PSI
(Berg i sur. 2002; Taiz i Zeiger 2002).

Zadnji stadij elektronskog transporta kataliziran je u fotosustavu I (PSI). PSI je takoder graden
od dvije podjedinice: psaA i psaB. Specijalni par molekula klorofila maksimalno apsorbira
svjetlost na 700 nm i zove se P700. Ukupna reakcija koju katalizira PSI je redoks reakcija gdje
se jedan elektron prenosi sa plastocijanina na feredoksin, topljivi protein koji sadrzi dvije Fe —
S grupe. Drugi elektron neutralizira pozitivni naboj na P700*. Feredoksin se koristi u redukciji
NADP*u NADPH koju katalizira feredoksin — NADP* reduktaza. Protoni oslobodeni u lumen
prilikom transporta elektrona stvaraju protonski gradijent koji koristi ATP — sintaza za
stvaranje ATP-a (Berg i sur. 2002). ATP — sintaza gradena je od dva dijela: CF1 koji sadrzi tri
kopije a1 B te po jednu kopiju vy, d i € podjedinica i CFo koji sadrzi Cetiri podjedinice: I, 11, 1T
1IV. Enzim funkcionira kao molekularni motor graden od rotora i statora. Rotor pokrece proton
—motorna sila nastala iz protonskog gradijenta, a njegovo okretanje katalizira sintezu molekula
ATP-a (Blankenship 2014). Ovakav necikli¢ki transport elektrona poznat je pod nazivom Z —
shema (od eng. zig — zag) zbog izgleda njegovog energetskog dijagrama. Osim transportnog
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lanca elektrona, mogu¢ je i1 kruzni tok elektrona. U kruznom toku elektrona sudjeluju samo
PSI i citokrom bsf kompleks. PSI stvara feredoksin koji prenosi elektrone na citokrom bef
kompleks, a plastocijanin prenosi elektrone na PSI pri ¢emu nastaje samo ATP, bez stvaranja

NADPH (Cooper i Hausman 2010).

ATP i NADPH nastali u reakcijama na svjetlu koriste se za sintezu $ecera redukcijom COyz iz
zraka u procesu zvanom Calvinov ciklus (Slika 5). Calvinov ciklus sastoji se od tri faze: 1.
karboksilacija ribuloza-1,5-bisfosfata, akceptora CO., pri ¢emu nastaju 2 molekule 3-
fosfoglicerata; 2. redukcija 3-fosfoglicerata i formiranje gliceraldehid-3-fosfata; 3. regeneracija
ribuloza-1,5-bisfosfata iz gliceraldehid-3-fosfata. Prvu reakciju, reakciju CO- sa ribuloza-1,5-
bisfosfatom katalizira enzim RUBISCO koji ¢ini viSe od 40 % ukupnih topljivih proteina u
listovima (Taiz i Zeiger 2002).

Pocetak ciklusa

Ribuloza-1,5- CO3 + H2O
bisfosfat

@B'E) Karboksilacija

\

Regeneracija

3-fosfoplicerat

NADPH

Redukcija

l (ADP> +(P) | NADP*

Seceri

Gliceraldehid-
3-fosfat

Slika 5. Shematski prikaz faza Calvinova ciklusa (preuzeto i prilagodeno prema Taiz i Zeiger
2002).



1.2.2. Fotosintetski pigmenti i njihova funkcija

Sposobnost apsorpcije svjetla postoji zahvaljujuéi pigmentima, medu kojima su najznacajniji
klorofili. Kod biljaka centralnu ulogu u apsorpciji energije svjetlosti imaju molekule klorofila

a, ¢ija je strukturna formula prikazana na Slici 6.

Slika 6. Strukturna formula klorofila a i oznake prema IUPAC nomenklaturi (preuzeto i

prilagodeno prema Blankenship 2014) .

Klorofil a je planarna molekula veli¢ine oko 10 A. Magnezijev atom (Mg?*) koordiniran je u
srediStu planarnog dijela molekule sa Cetiri duSikova atoma. DuSikovi atomi dijelovi su Cetiriju
peteroclanih pirolovih prstena (A, B, C, D) pa se klorofili i srodne molekule nazivaju
tetrapirolima. Peti prsten (D) nalazi se u donjem desnom kutu molekule. Preko veceg dijela
ovih prstenova proteZe se delokalizirani & elektronski sustav, iznimka je D prsten, u kojemu je
C-17 — C-18 dvostruka veza reducirana na jednostruku. Kroz A i C prstenove prolazi y os, kroz
B i D prstenove x 0s, a z os prolazi okomito na ravninu molekule. Za D prsten esterskom vezom
vezan je fitolov rep, nazvan po alkoholnom prekursoru gradenom od Cetiriju izoprenskih
jedinica sa 5 C- atoma. Klorofil b je sli¢ne grade kao i klorofil a, ali je na C-7 polozaju formilna
grupa umjesto metilne. Ovakva struktura daje karakteristicna spektroskopska Svojstva
klorofilima (Blankenship 2014). Klorofili apsorbiraju svjetlost u plavom (~400 — 500 nm) i
crvenom (~600 — 700 nm) dijelu spektra (Slika 7). Ovi apsorpcijski maksimumi nazivaju se
Soretov maksimum i Qy maksimum. Pri ne$to kra¢im valnim duljinama pojavljuje se i slabiji
Qx maksimum. Imena Qy i Qx maksimum potjecu od naziva osi molekule kroz koje prolaze
vektori prijelaznog dipolnog momenta, a oni uvjetuju sposobnost apsorpcije svjetlosti kod
molekule klorofila (Walla 2014).
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Slika 7. Apsorpcijski spektri klorofila a, klorofila b i karotenoida (preuzeto i prilagodeno
prema Web 4).

Katorenoidi, druga vazna skupina fotosintetskih pigmenata, izduzene su molekule sa
delokaliziranim 7 elektronskim sustavom. Na krajevima molekula nalaze se prstenaste
strukture (Slika 8), i ve¢ina karotenoida sadrzi kisik kao dio hidroksilne ili epoksilne skupine
Osnovnu strukturu karotenoida ¢ine izoprenske jedinice od 5 C — atoma, koje su povezane u
molekulu sa 40 C — atoma, fitoen. Fitoen sadrzi 8 linearno povezanih izoprenskih jedinica.
Apsorpcijski maksimum karotenoida je izmedu 400 — 500 nm valne duljine $to im daje tipi¢nu
narancastu boju. Uloga karotenoida u fotosintezi je apsorpcija svjetla nakon ¢ega ekscitacijsku
energiju predaju klorofilima, relaksacija tripletnih stanja klorofila ¢ime se sprjeava stvaranje
singletnog kisika koji je visoko reaktivan i Stetan, relaksacija pobudenog singletnog stanja
kisika tako Sto molekula karotenoida nakon pobudivanja svjetlom ude u tripletno stanje i
regulacija protoka energije u antena kompleksima (Blankenship 2014). Protok i disipacija viska
energije regulira se serijom fotoinduciranih reakcija karotenoida poznatih pod nazivom
ksantofilski ciklus (Demmig — Adams i Adams 1996).

Slika 8. Strukturna formula  — karotena, tipi¢nog karotenioda (Web 5).



1.2.3. Fluorescencija klorofila a

Svjetlost je elektromagnetski val, ali se moze opisati i kao serija paketa energije poznatih pod

nazivom kvanti. Energija jednog kvanta svjetlosti zvanog foton opisana je izrazom:
E=hv

gdje je E energija fotona, h je Planckova konstanta (6,63 x 1034 Js), a v je frekvencija svjetlosti.
Apsorpcija svjetlosti je apsorpcija jednog kvanta (fotona), a njegova se energija prenosi na
materijal koji ga apsorbira. Molekula klorofila nakon apsorpcije fotona prelazi u pobudeno
stanje. Osnovno stanje klorofila, u kojemu su sve vezuju¢e molekulske orbitale popunjene
parovima elektrona suprotnih spinova, naziva se osnovno singletno stanje (So). Kada molekula
klorofila postane pobudena tada elektroni iz vezujuée m orbitale prelaze u nevezujuéu n
orbitalu, i takvo stanje se naziva pobudeno singletno stanje (S1). Ukoliko molekula klorofila
apsorbira fotone kracih valnih duljina (u plavome dijelu spektra) tada ulazi u viSa pobudena
singletna stanja (S2, Ss i Ss4 ) koja su vrlo kratkotrajna i relaksiraju procesom unutarnje
pretvorbe u S; stanje pri ¢emu se oslobada toplina (molekularne vibracije). Klorofil u S
relaksira se u osnovno stanje pri cemu se emitira foton procesom poznatim kao fluorescencija.
S:1 stanje moze se relaksirati i u tripletno stanje (T1) u kojemu dva nesparena elektrona
okupiraju dvije najviSe molekulske orbitale. Molekule u tripletnom stanju obi¢no su slabo
reaktivne, ali se tripletni klorofil moze relaksirati u reakciji sa Oz, koji je u osnovnom stanju

triplet, pri ¢emu nastaje visokoreaktivan singletni kisik (Harbinson i Rosenquist 2003).

Foton emitiran fluorescencijom nesto je dulje valne duljine od apsorbiranog fotona jer se nakon
pobudivanja dogada brza vibracijska relaksacija molekule u S1 stanju nakon Cega se emitira
foton i molekula prelazi u So, a zatim se dogada vibracijska relaksacija u So stanju. Rezultat
toga je gubitak dijela energije u obliku topline prilikom vibracijskih relaksacija (Walla 2014).
U biljkama se fluorescencija klorofila a dogada uglavnom u fotosustavu II, u dijelu spektra od
680 — 740. Na taj nacin se mogu dobiti informacije o protoku ekscitacijske energije u
fotosustavu II (Strasser 1 sur. 2004). Energija apsorbirana molekulama klorofila moze se
osloboditi na tri nacina: moze se iskoristiti za pokretanje fotosinteze (fotokemija), viSak
energije moze se rasipati u obliku topline i moze se emitirati (fluorescencija). Ta se tri procesa
medusobno nadmecu pa je povecanje vrijednosti jednog procesa povezano sa smanjenjem
vrijednosti ostalih dvaju procesa. Na taj se nacin mogu dobiti informacije o uinkovitosti
fotokemije i iznosu energije koja je rasipana kao toplina. lako je ukupni iznos fluorescencije
vrlo malen (samo 1 do 2 % od ukupne energije dobivene apsorpcijom svjetla), mjerenje
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njezinog iznosa relativno je lagano jer se fluorescencijski spektar razlikuje od apsorpcijskog.
Iznos fluorescencije se mjeri izlaganjem lista svjetlu sa definiranom valnom duljinom
(Maxwell i Johnson 2000). Osnovni princip kojim se mjeri fluorescencija je osvjetljavanje
uzorka koji je neko vrijeme proveo u tami. Fluorescencija klorofila a pokazuje promjenu u
njezinom intenzitetu koja se naziva Kautskyjev efekt. Na krivulji kojom su prikazane
vrijednosti fluorescencije vidljive su dvije faze: brza faza rasta intenziteta unutar vremena od
sekunde i spora faza pada intenziteta koja traje nekoliko minuta. Brza faza naziva se OJIP
prema oznakama na krivulji: O ozna¢ava minimalnu vrijednost intenziteta fluorescencije, J i I
su tocke pregiba, a P je tocka maksimalnog intenziteta. Primarni akceptori elektrona u PSII
(Qa) su u oksidiranom stanju (reakcijski centri su otvoreni) nakon drZanja uzorka u tami.
Svjetlost inducira redukciju Qa i rast intenziteta fluorescencije sve do maksimuma kada su svi
Qa reducirani (reakcijski centri su zavoreni) (Stirbet i Govindjee 2011). Mjerenjem
fluorescencije klorofila a dobivaju se informacije o stanju fotosustava II §to omogucuje
odredivanje ukupne ucinkovitosti fotosinteze i utjecaj brojnih ¢imbenika na proces fotosinteze

(Maxwell i Johnson 2000).
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Slika 9. Krivulja Kautskyjevog efekta prikazna na logaritamskoj skali. Manji grafikoni

prikazuju krivulju istog fenomena na drugacijim vremenskim skalama (Strasser i sur. 2004).
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1.3. Razvoj listova

Listovi se razvijaju iz apikalnog meristema koji ima razliite funkcionalne regije: srediSnja
zona sa pluripotentnim stanicama i periferna zona iz koje se razvijaju primordiji bo¢nih organa.
Razvoj listova ima tri faze: inicijacija, morfogeneza i diferencijacija (Slika 10). Primordiji
listova zamecu se na bo¢nim stranama apikalnog meristema u procesu koji ukljucuje
determinaciju nekoliko osi simetrija: proksimalno — distalnu, adaksijalnu —abaksijalnu i medio
— lateralnu. Ova faza razvoja listova naziva se inicijacijom. U iducoj fazi, primarnoj
morfogenezi, lamina se proSiruje i pojavljuje se osnovni oblik lista. Tijekom faze
diferencijacije list raste i njegove stanice podilaze diferencijaciji. Ova faza naziva se i
sekundarna morfogeneza. Tijekom razvoja listova diferenciraju se razliciti slojevi lista,
vaskulatura i specijalizirane epidermalne stanice poput trihoma i stanica puéi. Tijekom

morfogeneze i diferencijacije oblikuju se i rubovi lista (Bar i Ori 2014).

Abaksijalna strana Distalna
strana

Lateralnaos § .
* _ _Adaksijalna strana
*

B wicijacija 3 Abaksijalna
strana

Morfogeneza
Proksimalna
Diferencijacija R % strana

Slika 10. Stadiji razvoja listova. (A) Slika apikalnog meristema raj¢ice dobivena
skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM) na kojoj su prikazane sredi$nja zona (CZ) i
periferna zona u kojoj se zamecu primordiji bo¢nih organa (P1, P2 1 P3). Abaksijalna i
adaksijalna strana prikazane su na P2 primordiju lista. (B) Shematski prikaz stadija razvoja
lista prikazanih na SEM fotografiji. (C) Osi simetrije prikazane su na novo izraslom listu

rajcice, zvjezdice prikazuju liske (preuzeto i prilagodeno prema Bar i Ori 2014).

Pluripotentnost stanica apikalnog meristema karakterizirana je ekspresijom klase |
KNOTTED1-LIKE HOMEOBOX (KNOX) gena. KNOX transkripcijski faktori reguliraju dva
biljna hormona: giberelin (GA) i citokinin. GA poti¢e elongaciju i diferencijaciju stanica dok
citokinin potice proliferaciju stanica apikalnog meristema. Visok omjer citokinina u odnosu na
GA je vazan za odrzavanje apikalnog meristema u nediferenciranom stanju. KNOX proteini
izravno smanjuju sintezu GA, a povecavaju sintezu citokinina. To dovodi do niskog omjera

citokinina u osnosu na GA ¢ime zapocinje diferencijacija stanica. Regulacija ekspresije KNOX
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gena povezana je s polarnim transportom auksina i ostalim transkripcijskim faktorima koji €ine
slozenu mrezu regulacije inicijacije lista. List tijekom razvoja postaje asimetrican oko osi
simetrija navedenih ranije u tekstu. Polarizacija duz tih osi dovodi do asimetri¢ne rapodjele
tipova stanica u odraslom listu koji je klju¢an za normalno funkcioniranje biljke. Adaksijalna
strana lista sadrzi stanice specijalizirane za prikupljanje svjetla, dok abaksijalna strana sadrzi
stanice ukljuCene u izmjenu plinova kako bi ucinkovitost fotosinteze bila maksimalna.
Adaksijalno — aksijalnu polarizaciju kontrolira antagonisticko djelovanje klase III
HOMEODOMAIN LEUCINE ZIPPER (HD-ZIPIII) proteina koji se eksprimiraju na
adaksijalnoj strani lista i KANADI (KAN) proteina koji su karakteristi¢ni za abaksijalnu stranu
lista. U regulaciju adaksijalno — abaksijalne polarizacije ukljuc¢eni su i drugi proteini, medu
kojima su i regulatori KNOX gena. KNOX geni vazni su i u regulaciji rasta lista duz
proksimalno — distalne osi lista (Moon i Hake 2011).

Nakon inicijacije lista dolazi do proliferacije i diferencijacije stanica u svim regijama lisne
plojke, a taj proces se naziva interkalarnim rastom. Promjena stanica iz proliferiraju¢ih u
diferenciraju¢e dogada se duz bazipetalnog gradijenta. Dvije klase modula miRNA /
transkripcijski faktor imaju dominantnu i antagonisticku ulogu u odrzavanju aktivnosti
blastozona i interkalarnog rasta. Proces je potaknut miR319-TCP modulima koji smanjuju
aktivnost marginalnog meristema i poti¢u promjenu proliferiraju¢ih stanica u one koje se
diferenciraju. Proces se utiSava miR396-GRF modulima koji odgadaju prijelaz iz proliferacije
u diferencijaciju stanica. Domene ekspresija TCP i GRF komplementarne su sa gradijentima
miR319, odnosno miR396. TCP aktiviraju miR396 i time formiraju mehanizam povratne
sprege koji uzrokuje pomicanje fronte zaustavljanja stani¢nog ciklusa. PRS 1 WOX1 uzrokuju
proliferaciju stanica u marginalnoj zoni lista. TCP 1 NGA utiSavaju aktivnost blastozone lista
na rubovima. Giberlini i brasinosteroidi poti¢u stani¢nu proliferaciju i ekspanziju tijekom

interkalarnog rasta lista (Slika 11).
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Slika 11. Regulacija marginalnog i interkalarnog rasta lista. Crvenom bojom prikazani su
geni, plavom bojom biljni hormoni, a bijelom male RNA. Kratice: BR, brasinosteroidi; GA,
giberelini; GIF, GRF-interakcijski faktor; GRF, faktor regulacije rasta; mi396, microRNA
396; miR319, microRNA 319; NGA, NGATHA; PRS, PRESSED FLOWER; TCP,
TEOSINTE BRANCHED1/CYCLOIDEA/PROLIFERATING CELL FACTOR (preuzeto i
prilagodeno prema Du i sur. 2018).

Prijelaz stanica iz proliferacije u diferencijaciju dogada se postupno i mnoge stanice
istovremeno proliferiraju i povecavaju volumen. Tijekom tog se razdoblja povecava ekspresija
gena koji kontroliraju stani¢ni ciklus i procese fotosinteze. Razvoj fotosintetskog aparata bi
stoga mogao biti povezan sa rastom volumena stanice. Ekspanzija stanica predstavlja brzi i

jednostavniji nacin kontrole veli¢ine i biomase lista od stani¢ne proliferacije (Du i sur. 2018).
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1.4. Cilj rada

Ciljevi ovog rada bili su:

istraziti dinamiku razvoja fotosintetskog aparata tijekom ontogeneze listova duhana
odredivanjem koncentracija fotosintetskih pigmenata klju¢nih za apsorpciju svjetlosti
(Chl a, Chl b) i mjerenjem fluorescencije klorofila a u svrhu procjene funkcionalnosti
fotosintetskog aparata,

utvrditi dolazi li do promjene u ucinkovitosti fotosustava II (PSII) tijekom razvoja
listova analiziraju¢i parametre OJIP testa,

utvrditi dolazi li (i u kojem trenutku) do promjene u koncentraciji klju¢nih
fotosintetskih pigmenata (Chl a, Chl b) u listovima tijekom razvoja,

upotpuniti dosadasnje spoznaje o razvoju ove gospodarski znacajne vrste.
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2. MATERIJAL | METODE

2.1. Opis eksperimenta

U ovome radu koristen je biljni materijal duhana (Nicotiana tabacum L.) sorte Virginija DH27,
proizvodac¢ Hrvatski duhani d.d. Presadnice duhana bile su stare oko tri tjedna, s dva para
listova, parom kotiledona i parom pravih listova. Biljke su bile nasadene na tresetni supstrat u
stiropornim kutijama te su stavljene na hidroponski uzgoj. Hranjiva otopina u hidroponu
pripremljena je prema normativu gnojidbe za duhan Hrvatskih duhana. Prvotna otopina
pripremljena je tako da je u vodu dodano NPK gnojivo u omjeru N:P:K= (150:75:150) gm™.
Kasnije je dodana prihrana anorganskim dusikom u koncentraciji od 150 gm™. Hidropon se
nalazio u plastenickim uvjetima s prirodnim osvjetljenjem, dnevna temperatura zraka iznosila

je oko 21 °C, a relativna vlaznost zraka oko 40 %.

Kada su biljke dovoljno izrasle, presadene su u stiroporne kutije s ve¢im otvorima. Tijekom
rasta biljaka prac¢eno je vrijeme pojave parova listova u danima. Prve analize napravljene su na
10 presadnica, na parovima listova starim 14 dana (Slika 12). Presadnice su donesene u

laboratorij u prijenosnom hladnjaku.

Slika 12. Presadnice duhana (N. tabacum) na kojima su radene prve analize (fotografirao:

Ivan Vlasicek).
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Nakon prvih analiza presadnice su vra¢ene na hidropon. Kasnije je ovih 10 biljaka presadeno
u tlo na otvorenom kako bi rasle sve do pojave prvih cvjetnih pupova. Tijekom cijelog razdoblja
praceno je vrijeme pojave novih listova u danima. Kako su se novi listovi pojavljivali u
parovima jednake starosti, biljke su podijeljene u pet insercija, odnosno parova listova (Slika
13). Brojevima od 1 do 5 oznacene su insercije, pocevsi s najmladim listovima, starosti 20,
24,29, 321 37 dana. U tim je listovima in vivo odredena fotosintetska u¢inkovitost mjerenjem
fluorescencije klorofila a. Isti listovi nasumi¢no su uzorkovani i preneseni u laboratorij u
prijenosnom hladnjaku kako bi se izmjerila koncentracija fotosintetskih pigmenata i udio suhe
tvari (Slika 14).

Insercija 1
(20 dana)

Insercija 2
(24 dana)

Insercija 3
(29 dana)

Insercija 4
(32 dana)

Insercija 5
(37 dana)

Slika 13. Podjela biljke u pet insercija, parova listova jednake starosti i njihova starost u

danima (prilagodeno prema Web 6).
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Slika 14. Biljke na kojima je mjerena fluorescencija klorofila a i s kojih su uzorkovani listovi

za daljnje analize (fotografirao: Ivan Vlasicek).

2.2. Mjerenje fluorescencije klorofila a

Fotosintetska ucinkovitost odredena je in vivo pomoc¢u Handy PEA fluorometra (Hansatech,
VB). Prije mjerenja listovi su bili u uvjetima tame 30 minuta kako bi se otvorila reakcijska
srediSta. Na listovima presadnica, kao 1 na svakoj inserciji, napravljeno je po 10 mjerenja, a
svako mijerenje je napravljeno na drugom listu. Listovi su iz svake insercije odabrani
nasumic¢no, a dio lista na kojemu je radeno mjerenje nalazi se na otprilike jednoj trecini
udaljenosti izmedu baze i vrha lista (Slika 15). Mjerenje se vrsi tako da uredaj stvara puls
crvene saturacijske svjetlosti s maksimumom apsorpcije na 650 nm, intenziteta 3000
umolrotonam™?s? koja potice polifazni rast fluorescencije klorofila. Promjene u intenzitetu
fluorescencije biljeze se tijekom vremena od 1 s, a biljezenje pocinje nakon prvih 50 ps.
Promjene tijekom prvih 2 ms biljeZe se svakih 10 ps, a nakon toga svake milisekunde sve do
pune sekunde. Buduc¢i da se reakcijska sredista nakon prilagodbe u tami otvore, nakon 50 ps
mjeri se minimalni intenzitet fluorescencije (Fo). Puls svjetlosti potice zatvaranje reakcijskih

srediSta 1 polifazni rast vrijednosti fluorescencije pa se nakon 50 us biljezi inicijalni stupanj
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(O), J stupanj (nakon 2 ms), | stupanj (nakon 30 ms) i P stupanj na kojemu se izmjeri
maksimalna vrijednost fluorescencije (Fm). Ovim nac¢inom se dobivaju podaci za izraCunavanje

parametara OJIP testa (Strasser i sur. 2004) navedeni u Tablici 1.

Slika 15. Polozaj kvacica za prihvacanje senzorne jedinice Handy PEA na listovima

(fotografirao: Ivan Vlasicek).

Tablica 1. Podaci dobiveni mjerenjem polifaznog rasta fluorescencije klorofila a za

izraCunavanje i parametri OJIP testa

Fo intenzitet fluorescencije nakon 50 ps (O stupanj)
F3o00 intenzitet fluorescencije nakon 300 us
FJ 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 Fm
V; varijabilna fluorescencija na J stupnju V; = (Fs-Fo)/(Fm-Fo)
Vi varijabilna fluorescencija na | stupnju Vi = (Fi-Fo)/(Fm-Fo)
Sm normalizirana komplementarna povrsina iznad AREA/(Fn-Fo)
OJIP krivulje
Mo ukupna brzina zatvaranja RC (TRo/RC) — (ETo/RC) = 4(F300us-Fo)/(Fm-Fo)
N prometni broj Sm x [(dV/dt)o]V;
TRo/ABS maksimalni kvantni prinos fotosustava Il [1 - (Fo/Fm)] = FW/Fm
Plass indeks fotosintetske ucinkovitosti (RC/ABS) x (TRo/Dlp) % [ETo/(TRo — ETo)]
RC/CSo gustoca aktivnih reakcijskih sredista FulFm % (V3/Mg) x ABS/CSg
ABS/RC apsorpcija po aktivnom reakcijskom sredistu

Mo x (1/V;) x [LI(Fu/Fm)]
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TRo/RC hvatanje ekscitona po aktivnom reakcijskom Mo x (1/V,)
sredistu

DIo/RC disipacija po aktivnom reakcijskom sredistu (ABS/RC) — (TRo/RC)

ETo/RC elektronski transport po aktivnom reakcijskom M x (1/V3) x (1-V))
sredistu

2.3. Mjerenje koncentracije fotosintetskih pigmenata

Za mjerenje koncentracije fotosintetskih pigmenata odabran je dio lista koji odgovara onom
dijelu na kojemu je mjerena fotosintetska ucinkovitost. Taj je dio lista izrezan u porculanski
tarionik i usitnjen koristenjem tekuceg dusika do sitnog praha. Prije usitnjavanja dodan je
magnezijev hidroksid karbonat. Oko 0,1 g odvaganog usitnjenog tkiva dodano je u prethodno
izvaganu plasti¢nu tubicu, pa je izraunata to¢na masa svjezeg tkiva. U plasti¢nu tubicu dodan
je 1 ml hladnog acetona. Ekstrakcija pigmenata je vrSena 15 minuta na ledu, a nakon toga je
homogenat promijesan na vrtloznoj mjesalici i centrifugiran pri 15 000 g na 4 °C. Supernatant
je prebacen u plasti¢nu epruvetu sa cepom na navoj od 12 ml. Reekstrakcija je ponavljana tri
ili Getiri puta, do obezbojenja taloga. Prilikom zadnje reekstrakcije homogenat je centrifugiran
pri 18 000 g. Supernatanti dobiveni ekstrakcijama su spojeni i po potrebi razrijedeni do
volumena od 5 ml. Apsorbancije ekstrakta izmjerene su spektrometrom Specord 40, Analitic
Jena na 661,6, 644,8 1 470 nm 1 acetonom kao slijepom probom. Za izra¢un koncentracija
klorofilaa (Chl a), klorofila b (Chl b), ukupnih klorofila (Chl a+b) i karotenoida (Car) koristeni
su ekstinkcijski faktori prema Lichtenthaleru (1987):
Chla= (11,24 x Ass1,6 — 2,04 X Agaag) X V/ m x 10°
Chl b = (20,13 x Asaas— 4,19 x Ags16) X V/ m x 10°
Chl a+b = (7,05 x Age1,6 — 18,09 X Agasg) X V / m x 10°
Car =103 x A470 — 1,9 x (11,24 x Ass1,6 — 2,04 x Asasg) — 63,14 x (20,13 x Asasg — 4,19 x
Ass16)] XV /214 x m x 103
gdje je:
V = ukupni volumen ekstrakta fotosintetskih pigmenata u mL
m = masa uzorka u gramima.
Chl a = koncentracija klorofila a u mg/g mase svjeze tvari uzorka
Chl b = koncentracija klorofila b u mg/g mase svjeze tvari uzorka

Chl a+b = koncentracija ukupnih klorofila u mg/g mase svjeze tvari uzorka
Car = koncentracija karotenoida u mg/g mase svjeze tvari uzorka
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2.4. Izracun udjela suhe tvari

Za izracun suhe tvari biljno tkivo je usitnjeno u tarioniku koristenjem tekuceg dusika. Usitnjeno
tkivo dodano je u prethodno izvaganu tubicu od 2 ml. Otvorene tubice stavljene su u suSionik
na susenje tijekom 24 h na 105 °C. Nakon susenja tubice su zatvorene i ostavljene da se ohlade

te su izvagane. Udio suhe tvari izrazen kao % svjeze tvari izracunat je iz izraza:

udio suhe tvari (%) = (masa suhe tvari / masa svjeze tvari) x 100.

2.5. Statisticka obrada podataka

Podaci o fotosintetskim parametrima, koncentracijama fotosintetskih pigmenata i udjelu suhe
tvari statisticki su analizirani u programskom paketu STATISTICA, verzija 13.4.0.14 StatSoft
Inc. Razlike izmedu srednjih vrijednosti fotosintetskih parametara, koncentracija fotosintetskih
pigmenata, udjela suhe tvari pojedinih insercija i listova presadnica utvrdene su jednosmjernom
analizom varijance (One- way ANOVA). Statisticka znacajnost razlika utvrdena je primjenom
Fisher LSD (Least Significant Difference) testa. Statisti¢ki znacajno razli¢ite skupine oznacene
su razli¢itim malim slovima, dok ista slova znafe da razlike izmedu skupina ne postoje.

StatistiCka znacajnost je utvrdena kada je p<0,05.
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3. REZULTATI

3.1. Parametri fluorescencije klorofila a

Fluorescencija klorofila a izmjerena je u listovima presadnica duhana starim 14 dana te u
sljedecih pet insercija odnosno parova listova razliCite starosti: 20, 24, 29, 32 i 37 dana (na
grafiCkom prikazu oznaceno brojevima od 1 do 5). U svim razvojnim stadijima listova

fluorescencija je mjerena u 10 ponavljanja.

3.1.1. Maksimalni kvantni prinos PS11 (TRo/ABS)

Srednje vrijednosti maksimalnog kvantnog prinosa (TRo/ABS), izrazene u relativnim
jedinicama, prikazane su na Slici 16. Najvisa vrijednost zabiljezena je u listovima presadnica i
iznosila je 0,850. Najniza vrijednost izmjerena je u najmladim listovima (insercija 1), a iznosila
je 0,747. Vrijednosti parametra TRo/ABS rasle su s obzirom na starost listova (insercija 2 -
0,800, insercija 3 - 0,824, insercija 4 - 0,835, insercija 5 - 0,844). Statisti¢ki znacajna razlika

utvrdena je izmedu vrijednosti svih skupina, osim izmedu vrijednosti presadnica i insercije 5.
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Slika 16. Srednje vrijednosti i standardne devijacije maksimalnog kvantnog prinosa PSI|I
(TRo/ABS) u listovima presadnica i insercijama razli€ite starosti (najmladi listovi — 1,

najstariji listovi — 5). Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu srednjih

vrijednosti (ANOVA, LSD test, p<0,05).
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3.1.2. Indeks fotosintetske u¢inkvitosti (PI1ass)

Srednje vrijednosti indeksa fotosintetske ucinkvitosti (Plass) u listovima duhana, izrazene u
relativnim jedinicama, prikazane su na Slici 17. Vrijednost parametra Plags u listovima
presadnica iznosila je 5,235. Najniza vrijednost zabiljezena je u najmladim listovima (insercija
1) i iznosila je 1,503. U ostalim insercijama su vrijednosti parametra Plags rasle s obzirom na
starost listova (insercija 2 - 3,329, insercija 3 - 5,391, insercija 4 - 7,119). Najvisa vrijednost
parametra Plass zabiljeZena je u inserciji 5 1 iznosila je 8,020. Statisticki znacajna razlika
utvrdena je izmedu srednjih vrijednosti svih skupina, osim izmedu vrijednosti presadnica i

insercije 3.
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Slika 17. Srednje vrijednosti i standardne devijacije indeksa fotosintetske u¢inkovitosti
(Plags) u listovima presadnica i insercijama razli¢ite starosti (najmladi listovi — 1, najstariji
listovi — 5). Razlicita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti

(ANOVA, LSD test, p<0,05).
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3.1.3. Gustoc¢a aktivnih reakcijskih sredista (RC/CSo)

Srednje vrijednosti gustoe aktivnih reakcijskih sredista (RC/CSp), izraZzene u relativnim
jedinicama, prikazane su na Slici 18. U listovima presadnica vrijednost parametra RC/CSg
iznosila je 129,647. Najniza vrijednost (90,185) zabiljeZena je u najmladim listovima (insercija
1). U ostalim su insercijama vrijednosti RC/CSo rasle s obzirom na starost listova (insercija 2
- 134,011, insercija 3 - 154,460, insercija 4 - 167,845, insercija 5 - 172,484). Izmedu srednjih
vrijednosti insercija 4 1 5 nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Statisti¢ki znacajna razlika

takoder nije utvrdena niti izmedu srednjih vrijednosti presadnica 1 insercije 2.
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Slika 18. Srednje vrijednosti i standardne devijacije gustoce aktivnih reakcijskih sredista
(RC/CSo) u listovima presadnica i insercijama razli€ite starosti (najmladi listovi — 1, najstariji
listovi — 5). Razli¢ita slova oznaCavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti

(ANOVA, LSD test, p<0,05).
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3.1.4. Apsorpcija po aktivhom reakcijskom srediStu (ABS/RC)

Srednje vrijednosti apsorpcije po aktivnom reakcijskom sredistu (ABS/RC), izrazene u
relativnim jedinicama, prikazane su na Slici 19. U listovima presadnica vrijednost parametra
ABS/RC iznosila je 1,554. Najvisa vrijednost ABS/RC zabiljeZena je u najmladim listovima
insercije 1 (2,140), a dalje se smanjivala s obzirom na starost listova (insercija 2 - 1,753,
insercija 3 - 1,556, insercija 4 - 1,391, insercija 5 - 1,311), pri ¢emu nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu insercija 4 1 5. Statisti¢ki znacajna razlika nije utvrdena niti izmedu

srednjih vrijednosti presadnica i insercije 3.
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Slika 19. Srednje vrijednosti i standardne devijacije apsorpcije po aktivnom reakcijskom
srediStu (ABS/RC) u listovima presadnica i insercijama razlicite starosti (najmladi listovi — 1,

najstariji listovi — 5). Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu srednjih

vrijednosti (ANOVA, LSD test, p<0,05).
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3.1.5. Hvatanje ekscitona po aktivnom reakcijskom sredistu (TRo/RC)

Srednje vrijednosti hvatanja ekscitona po aktivnom reakcijskom sredistu (TRo/RC), izrazene u
relativnim jedinicama, prikazane su na Slici 20. U listovima presadnica vrijednost TRo/RC
iznosila je 1,320. Najvisa vrijednost parametra TRo/RC zabiljeZena je u najmladim listovima
insercije 1 (1,598), a dalje se smanjivala s obzirom na starost listova (insercija 2 - 1,402,
insercija 3 - 1,281, insercija 4 - 1,161, insercija 5 - 1,106), pri ¢emu nije utvrdena statisticki
znafajna razlika izmedu insercija 4 1 5. Statisti¢ki znacajna razlika takoder nije utvrdena niti

izmedu srednjih vrijednosti presadnica i insercije 3.
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Slika 20. Srednje vrijednosti i standardne devijacije hvatanja ekscitona po aktivnom
reakcijskom sredistu (TRo/RC) u listovima presadnica i insercijama razlicite starosti
(najmladi listovi — 1, najstariji listovi — 5). Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu

razliku izmedu srednjih vrijednosti (ANOVA, LSD test, p<0,05).
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3.1.6. Transport elektrona po aktivnom reakcijskom sredistu (ETo/RC)

Srednje vrijednosti elektronskog transporta po aktivnom reakcijskom sredistu (ETo/RC),
izrazene su u relativnim jedinicama, prikazane su na Slici 21. U listovima presadnica vrijednost
parametra ETo/RC iznosila je 0,779. Nije utvrdena statisti¢ki znaajna razlika izmedu
vrijednosti ETo/RC insercije 1 (0,828), insercije 2 (0,828) i insercije 3 (0,816), koje su bile
znacajno vise u odnosu na presadnice. Srednje vrijednosti zabiljeZene u insercijama 4 (0,766)
15 (0,729) znacajno su bile niZe od ostalih insercija ali se nisu medusobno razlikovale. Srednje
vrijednosti zabiljeZene u presadnicama nisu se zna¢ajno razlikovale od vrijednosti zabiljeZenih

u insercijama 3 i 4.
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Slika 21. Srednje vrijednosti i standardne devijacije elektronskog transporta po aktivnom
reakcijskom sredistu (ETo/RC) u listovima presadnica i insercijama razlicite starosti
(najmladi listovi — 1, najstariji listovi — 5). Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu

razliku izmedu srednjih vrijednosti (ANOVA, LSD test, p<0,05).
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3.1.7. Disipacija po aktivnom reakcijskom sredistu (DIo/RC)

Srednje vrijednosti disipacije po aktivnom reakcijskom sredistu (DIo/RC), izraZene u
relativnim jedinicama, prikazane su na Slici 22. U listovima presadnica vrijednost DIo/RC
iznosila je 0,234. Najvisa vrijednost parametra DIo/RC zabiljezena je u najmladim listovima
insercije 1 (0,542), a dalje se smanjivala s obzirom na starost listova (insercija 2 - 0,351,
insercija 3 - 0,274, insercija 4 - 0,230, insercija 5 - 0,205), pri ¢emu nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu insercija 4 1 5. Srednja vrijednost zabiljeZzena u presadnicama znacajno

je bila niza od vrijednosti zabiljeZenih u insercijama 1, 2 i 3, ali se nije znacajno razlikovala od

insercija4i 5.
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Slika 22. Srednje vrijednosti i standardne devijacije disipacije po aktivnom reakcijskom
sredistu (DIo/RC) u listovima presadnica i insercijama razli¢ite starosti (najmladi listovi — 1,

najstariji listovi — 5). Razlicita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu srednjih

vrijednosti (ANOVA, LSD test, p<0,05).
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3.2. Koncentracija fotosintetskih pigmenata

Koncentracija klorofila a (Chl a), klorofila b (Chl b), ukupnih klorofila (Chl a+b) i karotenoida
(Car) izmjerena je u ekstraktima listova presadnica duhana starih 14 dana te u ekstraktima
sljedecih pet insercija odnosno parova listova razlicite starosti: 20, 24, 29, 32 i 37 dana (ha
grafiCkom prikazu oznaceno brojevima od 1 do 5). Iz dobivenih koncentracija izracunat je
medusobni omjer klorofila a i b (Chl a/b) i omjer ukupnih klorofila i karotenoida (Chl
a+b/Car). U svim razvojnim stadijima listova koncentracija fotosintetskih pigmenata je

mjerena u 5 ponavljanja.

3.2.1. Koncentracija klorofila a

Srednje vrijednosti koncentracije klorofila a (Chl a), izrazene u mg/g svjeze tvari (sv.t.),
prikazane su na Slici 23. U listovima presadnica izmjerena je znacajno niza koncentracija Chl
a (0,377 mg/g sv.t.) u odnosu na koncentracije u insercijama 1 do 5. Nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu koncentracija Chl a u listovima insercije 1 (0,627 mg/g sv.t.), insercije
4 (0,680 mg/g sv.t.) i insercije 5 (0,588 mg/g sv.t.). NajviSe koncentracije Chl a zabiljezene su
u listovima insercija 2 (0,836 mg/g sv.t.) i 3 (0,854 mg/g sv.t.), pri ¢emu izmedu njih nije

utvrdena znacajna razlika.
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Slika 23. Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracije klorofila a (Chl a),
izrazene u mg/g svjeze tvari, u listovima presadnica i1 insercijama razli¢ite starosti (najmladi
listovi — 1, najstariji listovi — 5). Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku

izmedu srednjih vrijednosti (ANOVA, LSD test, p<0,05).
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3.2.2. Koncentracija klorofila b

Srednje vrijednosti koncentracije klorofila b (Chl b), izrazene u mg/g svjeze tvari (sv.t.),
prikazane su na Slici 24. U listovima presadnica zabiljeZena je zna¢ajno niza koncentracija Chl
b (0,123 mg/g sv.t.) u odnosu na koncentracije u insercijama 1 do 5. Porast koncentracije Chl
b zabiljezen je u inserciji 1 (0,199 mg/g sv.t.), a najvise koncentracije izmjerene Su u
insercijama 2 (0,303 mg/g sv.t.) i 3 (0,331 mg/g sv.t.), pri ¢emu izmedu insercija 2 i 3 nije
utvrdena statisticki znacajna razlika. Smanjenje koncentracije klorofila b zabiljeZzeno je u
insercijama 4 (0,238 mg/g sv. t.) i 5 (0,197 mg/g sv.t.). Izmedu insercija 1 i 5 nije utvrdena

znacajna razlika.
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Slika 24. Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracije klorofila b (Chl b),
izrazene u mg/g svjeze tvari, u listovima presadnica 1 insercijama razliite starosti (najmladi
listovi — 1, najstariji listovi — 5). Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku

izmedu srednjih vrijednosti (ANOVA, LSD test, p<0,05).
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3.2.3. Ukupna koncentracija klorofilaaib

Srednje vrijednosti ukupne koncentracije klorofila a i b (Chl a+b), izrazene u mg/g svjeze tvari
(sv.t.), prikazane su na Slici 25. U listovima presadnica zabiljezena je znaCajno niza
koncentracija ukupnih klorofila (0,501 mg/g sv.t.), u odnosu na koncentracije u insercijama 1
do 5. Najvise koncentracije zabiljeZene su u insercijama 2 (1,139 mg/g sv.t.) i 3 (1,185 mg/g
sv.t.), pri ¢emu izmedu njih nije utvrdena znacajna razlika. U listovima insercija 4 (0,918 mg/g
sv.t.) 15 (0,785 mg/g sv.t.) zabiljeZeno je smanjenje koncentracije ukupnih klorofila, u odnosu
na insercije 2 i 3. Ukupna koncentracija klorofila zabiljezena u inserciji 1 (0,825 mg/g sv.tv.)
bila je znacajno niza od koncentracija u insercijama 2 i 3, ali nije se znacajno razlikovala od

koncentracija zabiljezenih u insercijama 4 i 5.
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Slika 25. Srednje vrijednosti i standardne devijacije ukupne koncentracije klorofilaa i b (Chl
a+b), izrazene u mg/g svjeze tvari, u listovima presadnica i insercijama razlicite starosti
(najmladi listovi — 1, najstariji listovi — 5). Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu

razliku izmedu srednjih vrijednosti (ANOVA, LSD, p<0,05).
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3.2.4. Koncentracija karotenoida

Srednje vrijednosti koncentracije karotenoida (Car), izraZzene u mg/g svjeze tvari (sv.t.),
prikazane su na Slici 26. U listovima presadnica zabiljezena je znacajno niza koncentracija
karotenoida (0,111 mg/g sv.t.), u odnosu na koncentracije u insercijama 1 do 5. Najvise
vrijednosti zabiljeZene su u insercijama 2 (0,229 mg/g sv.t.) i 3 (0,239 mg/g sv.t.), pri cemu
izmedu njih nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Znacajno niZe koncentracije karotenoida
izmjerene su u insercijama 1 (0,161 mg/g sv.t.), 4 (0,188 mg/g sv.t.) i 5 (0,163 mg/g svjeze
tvari), u odnosu na insercije 2 i 3, no nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika izmedu insercija

1,4i5.
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Slika 26. Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracije karotenoida (Car),
izrazene u mg/g svjeze tvari, u listovima presadnica 1 insercijama razliite starosti (najmladi
listovi — 1, najstariji listovi — 5). Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku

izmedu srednjih vrijednosti (ANOVA, LSD test, p<0,05).
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3.2.5. Omjer koncentracija klorofila a i klorofila b

Srednje vrijednosti omjera koncentracija klorofila a i klorofila b (Chl a/b) prikazane su na Slici
27. Nisu zabiljeZzene znacajnije oscilacije u omjerima tijekom razvoja listova duhana. U
listovima presadnica omjer Chl a/b je iznosio 3,056 i zna¢ajno se razlikovao samo od insercije
3 u kojoj je omjer bio nizi. Omjeri u inserciji 2 (2,766), inserciji 3 (2,586) i inserciji 4 (2,869)
nisu se znacajno razlikovali medusobno, kao niti medusobni omjeri u listovima insercije 1
(3,193) i insercije 5 (2,992). Takoder nije bilo znacajne razlike izmedu insercija 2, 4, 5

medusobno.
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Slika 27. Srednje vrijednosti i standardne devijacije omjera koncentracija klorofila a i
klorofila b (Chl a/b) u listovima presadnica i insercijama razlicite starosti (najmladi listovi —
1, najstariji listovi — 5). Razlicita slova oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku izmedu

srednjih vrijednosti (ANOVA, LSD test, p<0,05).
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3.2.6. Omjer ukupnih koncentracija klorofila a i b i koncentracija kartenoida

Srednje vrijednosti omjera ukupne koncentracije klorofila i koncentracije karotenoida (Chl
a+b/Car) prikazane su na Slici 28. Nisu zabiljeZene znacajnije oscilacije u omjerima tijekom
razvoja listova duhana. U listovima presadnica omjer Chl a+b/Car iznosi 4,501 i statisticki
znacajno se ne razlikuje od omjera Chl a+b/Car u listovima insercije 4 i insercije 5. Nije
utvrdena statisticki znac¢ajna razlika u omjerima Chl a+b/Car zabiljeZenim u listovima insercije
1 (5,165), insercije 2 (4,989) i insercije 3 (4,985) medusobno, niti u odnosu na omjere dobivene

u listovima insercije 4 (4,872) i insercije 5 (4,807).
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Slika 28. Srednje vrijednosti i standardne devijacije omjera ukupne koncentracije klorofila i
koncentracije karotenoida (Chl a+b/Car) u listovima presadnica i insercijama razli¢ite starosti
(najmladi listovi — 1, najstariji listovi — 5). Razlicita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu

razliku izmedu srednjih vrijednosti (ANOVA, LSD test, p<0,05).

34



3.3. Udio suhe tvari u biljnom materijalu

Udio suhe tvari izrazen je u postotku svjeZe tvari. Srednje vrijednosti su prikazane u Tablici 2.
Najnizi udio suhe tvari zabiljezen je u listovima presadnica. Znacajno vise vrijednosti, u odnosu
na presadnice, zabiljezene su u svim insercijama, pri ¢emu nije pokazana razlika izmedu

insercijal, 2,315.

Tablica 2. Srednje vrijednosti i standardne devijacije udjela suhe tvari u listovima presadnica
i insercijama razliCite starosti (najmladi listovi — 1, najstariji listovi — 5). Razli¢ita slova

oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti (ANOVA, LSD, p<0,05).

Presadnice 1 2 3 4 5
Suha tvar 10,164 11,969 12,056 12,263 10,999 12,269
(%0) 40,233 a +0,203 ¢ +0,386 ¢ +0,408 ¢ 40,818 b +0,084 ¢
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4. RASPRAVA

U ovom radu pracene su promjene tijekom razvoja fotosintetskog aparata u listovima
duhana (Nicotiana tabacum L.) mjerenjem fluorescencije klorofila a te odredivanjem
koncentracije fotosintetskih pigmenata u mladim presadnicama starim 14 dana i listovima
starim 20, 24, 29, 32 i 37 dana (insercije 1 do 5).

Razvoj listova pracen je brojnim strukturnim i funkcionalnim promjenama koje uz
razvoj fotosintetskog aparata rezultiraju progresivnim povecanjem kapaciteta fotosinteze ¢iji
maksimum se postize u potpuno razvijenim listovima (Chondrogiannis i Grammatikopoulos
2016; Zivcak i sur. 2014). Poznato je kako se fotosintetski aparat potpuno razvije prije nego
listovi postignu svoju maksimalnu veli¢inu. Vrijeme ekspanzije listova krec¢e se od 10 do 40
dana, ovisno o vrsti (Tardieu i sur. 1999.), a zna¢ajnu ulogu tijekom ontogeneze imaju i okolisni
¢imbenici (Miller i sur.1997). Za uc¢inkovitu asimilaciju CO2 i sintezu ugljikohidrata kao i za
prijenos elektrona i produkciju kisika kljucan je funkcionalni fotosintetski aparat. Smatra se da
je fotosustav 11 (PSII) jedna od glavnih regulatornih komponenata transportnog lanca elektrona
u kloroplastima (Barber i sur. 1997.), stoga je i u ovom radu upravo fotokemijska u¢inkovitost
PSII, procijenjena in vivo mjerenjem fluorescencije klorofila a, koriStena za pracenje razvoja
fotosintetskog aparata. Maksimalni kvantni prinos PSII (TRo/ABS = Fv/Fm = ¢po), parametar
koji se izracunava iz ekstremnih vrijednosti (minimalne - Fo i maksimalne - Fp) intenziteta
fluorescencije, opisuje primarnu fotokemiju PSII. Vrijednost parametra TRo/ABS u
optimalnim uvjetima iznosi izmedu 0,80 i 0,83 u vecine biljnih vrsta (Schreiber i sur. 1995),
dok niZe vrijednosti ukazuju na moguci stres 1 fotoinhibiciju (smanjena ucinkovitost
fotosinteze zbog oStecenja reakcijskog centra izazvanog jakim svjetlom ili nekim drugim
stresnim ¢imbenikom) (Maxwell i Johnson 2000). Prema Bolhar-Nordenkampf i sur. (1989)
grani¢na vrijednost TRo/ABS pri kojoj je PSII funkcionalan iznosi 0,75. Rezultati mjerenja,
prikazani na Slici 16, pokazali su znacajan porast vrijednosti TRo/ABS tijekom razvoja listova
od insercije 1 do insercije 5. Najmanja vrijednost (0,747) izmjerena je u najmladim listovima
(inserciji 1) i vrlo je sli¢na grani¢noj. Vrijednosti TRo/ABS u listovima ostalih insercija nalaze
se u rasponu uobicajenih vrijednosti, pri ¢emu su najvise vrijednosti izmjerene u inserciji 5 i
listovima presadnica. Zabiljezene vrijednosti ukazuju na fotosintetsku kompetentnost svih
listova duhana, a porast vrijednosti tijekom razvoja na povecanu ucinkovitost reakcijskih
srediSta u hvatanju fotona apsorbirane svjetlosti (Maxwell 1 Johnson 2000). Budu¢i da su

mjerenja fluorescencije klorofila a izvrSena u ranijim jutarnjim satima, ¢ime je izbjegnut utjecaj
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visokog intenziteta svjetlosti, mozemo iskljuciti pojavu fotoinhibicije koja bi u suprotnome
mogla negativno utjecati na maksimalni kvantni prinos PSII u mladim listovima. Nize
vrijednosti izmjerene u mladim listovima ukazuju na razlicite razvojne faze PSII kompleksa.
Isto je utvrdeno i u radu Jiang i sur. (2006) u kojemu su autori proucavali razvoj listova brijesta.
Sli¢nu dinamiku porasta vrijednosti parametra TRo/ABS tijekom razvoja pokazali su Viljevac
Vuleti¢ 1 sur. (2019) prate¢i razvoj lista zastavi¢ara u dva kultivara pSenice. Lepedus i sur.
(2011) su pratili razvoj listova javora koji su bili podijeljeni u pet kategorija na temelju veli¢ine
listova, te su pokazali kontinuirani rast TRo/ABS pocevsi od 0,726 sve do vrijednosti ~0,810,
zabiljeZenih u listovima posljednjih dviju kategorija koji su postigli svoju maksimalnu veli¢inu.
Slican trend povecanja vrijednosti tijekom razvoja listova duhana (Slika 16) pokazao je i indeks
fotosintetske ucinkovitosti (Plass), koji je u odnosu na TRo/ABS bio nesto izrazeniji/brzi, §to
parametar jer sadrzi podatke o svim kljuénim dogadajima tijekom fotosinteze: apsorpciji i
hvatanju ekscitiranih fotona svjetlosti, transportu elektrona dalje od primarnog akceptora, kao
i rasipanju suvis$ne energije (Strasser i sur. 2004). Vecu osjetljivost ovog parametra istaknuli
su Viljevac Vuleti¢ i sur. (2019) prateéi razvoj zastavicara, Katani¢ i sur. (2012) usporedujuci
fotokemiju PSII u pupovima i iglicama smreke, kao 1 mnogi autori koji su istrazivali utjecaj
razli¢itih stresnih ¢imbenika na rast i razvoj fotosintetskog aparata u biljkama (Mlinari¢ 1 sur.
2016; Antunovi¢ Duni¢ i sur. 2015; Lepedus i sur. 2012). Trend rasta gusto¢e aktivnih
reakcijskih srediSta po ekscitiranoj povrSini (RC/CSo), zabiljezen od listova insercije 1 do
insercija 4 i 5 (koje se medusobno nisu razlikovale, Slika 18) u pozitivnoj je korelaciji sa
parametrima TRo/ABS i Plags, $to i nije neocekivano s obzirom na konstantni porast
fotosintetske ucinkovitosti tijekom razvoja. Vrijednost parametra RC/CSo u listovima
presadnica sli¢na je onoj u listovima insercije 2, $to pokazuje da i manji broj aktivnih
reakcijskih sredista, moze biti dovoljan za u¢inkovito odvijanje fotosinteze, na Sto je ukazao i

Plags koji je bio jednak u potpuno razvijenim listovima presadnica i inserciji 3 (Slika 17).

Osim parametara TRo/ABS, Plags i RC/CSo, iz podataka dobivenih mjerenjem
fluorescencije klorofila a izracunati su i parametri ABS/RC, TRo/RC, DIo/RC i ETo/RC koji
opisuju specificni protok energije izrazen po aktivnom reakcijskom sredistu, sredistu koje ima
mogucnost reducirati Qa (Strasser i sur. 2004). ABS oznacava protok fotona apsorbiranih od
strane antena pigmenata, Dlo oznacava energiju rasipanu u obliku topline i fluorescencije, TRo
oznacava energiju koja se usmjerava prema reakcijskom sredistu i pretvara u redoks energiju

reduciranjem akceptora elektrona Qa u Qa™. Qa™ se reoksidira u Qa sto dovodi do stvaranja
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elektronskog transporta, a taj se protok energija oznacava sa ETo (Strasser i sur. 2000).
Vrijednosti navedenih parametara TRo/RC, ABS/RC, DIo/RC i ETo/RC su se mijenjale tijekom
razvoja listova duhana vrlo sliénom dinamikom (Slike 19-22). Najvisa apsorpcija po aktivnom
reakcijskom sredistu (ABS/RC), kao i sposobnost hvatanja ekscitona (TRo/RC) zabiljezena je
u listovima insercije 1 i progresivno se smanjivala tijekom razvoja listova do insercije 4, pri
¢emu nije bilo statisticki znaCajne razlike izmedu insercija 4 i 5. Nije bilo razlike niti izmedu
presadnica i listova insercije 3. Parametar ABS/RC opisuje ukupnu koli¢inu svjetlosti
apsorbiranu od strane molekula klorofila podijeljenu sa brojem aktivnih reakcijskih sredista, a
njegovo povecanje ukazuje na inaktivaciju odredenog broja reakcijskih sredista (Stirbet 1
Govindjee 2011; Strasser i sur. 2004, Strasser i sur. 2000). Promjene u apsorpciji energije mogu
biti rezultat promjena u funkcionalnoj veli¢ini antena (Yusuf'i sur. 2010), §to se moze potvrditi
negativhom korelacijom s gusto¢om aktivnih reakcijskih srediSta izrazenih po ekscitiranoj
povrsini (RC/CSo) (Kalaji i sur. 2014). Chondrogiannis i Grammatikopoulos (2016) su
zabiljezili progresivno smanjenje parametara ABS/RC i TRo/RC tijekom razvoja ispitivanih
listova §to ukazuje na povecanje funkcionalnih reakcijskih sredista, dok je omjer Chl a/b ostao
nepromijenjen. Gao i sur. (2013) su takoder pokazali smanjenje vrijednosti parametra ABS/RC
tijekom razvoja listova jabuke (Malus micromalus), pra¢eno porastom vrijednosti parametara
Fv/Fm i RC/CSo. Dobivene rezultate objasnili su time da je porast broja P680 nadmasilo
povecanje ukupne koncentracije klorofila, odnosno da je doSlo do smanjenja relativne veliine
antena kompleksa u odnosu na P680. Sli¢ni rezultati dobiveni su 1 u ovom radu, u kojemu je
utvrdeno kako rast koncentracije klorofila (a, b, a+b) tijekom razvoja listova duhana ne prati
rast vrijednosti RC/CSy, a dolazi do pada vrijednosti ABS/RC odnosno povecanja aktivnih
reakcijskih srediSta na $to ukazuje i povecanje maksimalnog prinosa kvanta PSII (TRo/ABS),
iako se prema stabilnom omjeru Chl a/b veli¢ine antena ne bi trebale mijenjati. Rasipanje
suviska energije po aktivnom reakcijskom srediStu (DIo/RC) takoder se smanjuje tijekom
razvoja listova gotovo istim trendom kao ABS/RC i TRo/RC (Slika 22). Najvisa disipacija
(DIo/RC) zabiljeZena je u listovima insercije 1 i progresivno se smanjivala tijekom razvoja
listova do insercije 4, pri ¢emu nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu insercija 4 i 5. Nije
bilo razlike niti izmedu presadnica i listova insercija 4 i 5. Rasipanje suvisne energije u obliku
topline i fluorescencije po aktivnom reakcijskom sredistu (DIo/RC) je onaj dio apsorbirane
energije kojega reakcijska sredista ne mogu uhvatiti (Strasser 1 sur. 2004). Kako je glavna uloga
antena kompleksa prijenos ekscitacijske energije do reakcijskih sredista, rasipanje te energije
moze znaciti da antena kompleksi nisu potpuno funkcionalni ili da su uklju¢eni mehanizmi

zastite od fotoinhibicije uzrokovane jakim svjetlom. Smanjenje vrijednosti DIo/RC moglo bi
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biti posljedica povecavanja ucinkovitosti antena kompleksa, a u¢inkovitost raste smanjenjem
veli¢ina samih antena kompleksa (Melis 2009). Smanjenje veli¢ine antena kompleksa uzrokuje
i smanjenu koli¢inu apsorbirane eneregije ¢ime se povecava ucinkovitost fotokemije izrazene
parametrom F./Fm jer je manja vjerojatnost da ¢e doci do fotoinhibicije. Mala veli¢ina antena
kompleksa kompenzirana je ve¢im brojem reakcijskih sredista (RC/CSo) kako bi se omogucilo
ucinkovitije iskoriStavanje svjetlosti bez oSteCenja fotosintetskog aparata. Chondrogiannis 1
Grammatikopoulos (2016) su zabiljezili smanjenje vrijednosti DIo/RC tijekom razvoja listova,
pri ¢emu je vrijednost parametra DIo/RC bila najviSa u najmladim listovima, $to je utvrdeno i
u mladim listovima duhana (inserciji 1). Navedeni rezultat pokazuje da mladi listovi imaju
potrebu na taj nain se zastiti od fotoinhibicije. Elektronski transport po aktivnom reakcijskom
sredi$tu (ETo/RC) takoder se smanjuje tijekom razvoja listova (Slika 21), ali sporije u odnosu
na ostale parametre izrazene po aktivnom reakcijskom srediStu. Najveée vrijednosti
elektronskog transporta zabiljeZene su u listovima insercija 1, 2 i 3, a postupno su se smanjivale
u insercijama 4 i 5. Vrijednost parametra ETo/RC u listovima presadnica ne razlikuje se
znacajno od one u listovima insercija 3 i 4. Parametar ETo/RC mjera je protoka energije po
aktivnom reakcijskom centru koja pokrece transport elektrona od H>O do feredoksina (Stirbet
i Govindjee 2011). Relativnho male oscilacije u vrijednosti elektronskog transporta ukazuju na
fotosintetsku ucinkovitost svih istrazivanih listova duhana tijekom razvoja, §to potvrduju i

parametri TRo/ABS i Plags.

Promjene u koncentraciji klorofila (Chl a, Chl b, Chl a+b) i karotenoida (Car) tijekom
razvoja listova duhana odvijale su se gotovo identicnom dinamikom (Slike 23 - 25). NajniZe
koncentracije pigmenata izmjerene su u presadnicama, a trend akumulacije zabiljeZen je do
listova insercija 2 i 3, u kojima je postignuta maksimalna vrijednost (24 i 29 dana stari listovi).
Dosadasnja istrazivanja ontogeneze listova i senescencije pokazala su podudaranje najveceg
porasta koncentracije fotosintetskih pigmenata s krajem eksponencijalne faze rasta listova
(Chondrogiannis i Grammatikopoulos 2016; Jiang i sur. 2006; Munné-Bosch i Alegre 2002).
U insercijama 4 i 5 zabiljeZeno je znacajno smanjenje koncentracija pigmenata, §to vodi ka
zakljucku da su ti listovi ipak bili u pocetnoj fazi senescencije, iako su bili zeleni i normalnog
turgora odnosno bez ikakvih vizualnih simptoma senescencije. Slicno su pokazali Junker i
Ensminger (2016) koji su usporedivali ljetne zelene (ne-senescentne) i jesenske zelene listove
javora (Acer saccharum L.). Unato¢ zelenoj boji jesenski su imali znafajno manju
koncentraciju klorofila i karotenoida. Zanimljivo je kako su ljetni i jesenski zeleni listovi

javora, unato¢ razlici u pigmentima, pokazali da nema razlike u maksimalnom kvantnom
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prinosu PSII, ukazuju¢i na cinjenicu kako su prisutni klorofili i dalje organizirani u
funkcionalne PSII komplekse. Nase istrazivanje razvoja listova duhana takoder je pokazalo
kako su parametri TRo/ABS i Plags konstantno rasli unato¢ varijaciji u koncentracijama
pigmenata, $to znaci da jo$ nije doslo do funkcionalnih promjena koje su prisutne kad jednom
list ude u senescenciju. Udio suhe tvari (Tablica 1.) nije se znac¢ajno mijenjao tijekom razvoja
listova od insercije 1 do insercije 5. NesSto niza vrijednost izmjerena je u presadnicama. Uzelac
i sur. (2016) su paralelno analizirali sadrzaj klorofila i ultrastrukturu mezofilnih stanica u in
vitro uzgojenim biljkama duhana te pokazali progresivno smanjenje koncentracije klorofila
korelirano s postupnim raspadanjem tilakoidnih membrana u kloroplastima tijekom starenja
listova. Balazadeh 1 sur. (2008) su istaknuli kako sadrzaj klorofila ipak nije potpuni odraz
starosti lista, s obzirom da su istrazivanja na molekularnoj razini pokazala ve¢ zapocetu
senescenciju u potpuno zelenim listovima. Unato¢ nedostatku molekularnih analiza u ovom
istrazivanju mozemo pretpostaviti da su listovi insercije 4 1 5, stari 32 1 37 dana, ipak u nekoj
fazi rane senescencije bez vizualnih promjena. Za razliku od rezultata dobivenih u naSem
istrazivanju, u kojemu je u starijim listovima doslo do smanjenja koncentracije fotosintetskih
pigmenata, Chondrogiannis i Grammatikopoulos (2016) su zabiljezili progresivan rast
koncentracija klorofila i karotenoida kao i parametara @po i Plass tijekom razvoja listova
podijeljenih u cetiri skupine ili pak stagnaciju porasta u posljednjim razvojnim fazama u vrsta
Nerium oleander, Phlomis fructicosa i Cercis siliquastrum. Sli¢na dinamika pokazana je i u
radu Lepedusa i sur. (2011) u kojemu je paralelno sa koncentracijama pigmenata (Chl a, Chl
b, Chl a+b, Car) rastao i maksimalni kvantni prinos PSII tijekom razvoja listova javora. Biljke
proucavane u dvije prethodno navedene studije su, kao i u ovom istraZzivanju, rasle u
promjenjivim okolisnim uvjetima. Omjer koncentracija klorofila a i klorofila b (Chl a/b)
tijekom razvoja listova duhana nije se znacajno mijenjao (Slika 27). Svaka promjena omjera
znacila bi promjenu u veli¢ini antena. NiZi omjer ukazuje na vece antena komplekse i obrnuto
(Ghirardi 1 Melis 1988). Kloroplasti smjesteni dublje u mezofilu lista prilagodeni su nizem
intenzitetu svjetlosti, a njihovi fotosustavi imaju vece antene odnosno nizi omjer Chl a/b dok
se u uvjetima visokog intenziteta svjetlosti veli¢ina antena smanjuje (Ding 1 sur. 2012). U radu
LepeduSa i sur. (2011) najviSa vrijednost omjera zabiljeZena je u najmanjim/najmladim
listovima, zatim se smanjila i ostala nepromijenjena u ostalim skupinama, §to ukazuje na vece
antene u odnosu na antene najmanjih listova. Mladi listovi smokve su takoder pokazali visi
omjer Chl a/b (Mlinari¢ i sur. 2016). Ding i sur. (2012) su utvrdili kako je mjerenje
fluorescencije neosjetljivo na promjene u sadrzaju pigmenata sve dok se ne mijenja omjer Chl

a/b. Omjeri ukupnih koncentracija klorofila a i b i koncentracija karotenoida (Chl a+b/Car)
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takoder su bili stabilni tijekom razvoja listova duhana (Slika 28), Sto bi moglo znaciti da su

sinteza 1 razgradnja klorofila i karotenoida medusobno uskladene.

Rezultati dobiveni u ovome radu pokazali su promjene u korist u¢inkovitosti PSII kao
i promjene u koncentraciji fotosintetskih pigmenata tijekom razvoja listova duhana. S obzirom
da genske modifikacije idu u smjeru poboljSanja gospodarskih svojstava biljke, primarno
senescencije, kao 1 molekularne analize ¢iji rezultati bi upotpunili dosadasnje spoznaje o

regulaciji fotosinteze tijekom ontogeneze listova duhana.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju istrazivanja ucinkovitosti fotosustava II (PSII) mjerenjem fluorescencije klorofila
a i promjena u koncentracijama fotosintetskih pigmenata tijekom razvoja listova duhana

(Nicotiana tabacum L.) izvedeni su sljede¢i zakljucci:

1. Konstantni porast maksimalnog kvantnog prinosa PSIl (TRo/ABS) i indeksa
fotosintetske ucinkovitosti (Plagss) tijekom razvoja pokazali su kompetentnost svih
ispitivanih listova za ucinkovito apsorbiranje i iskoriStavanje energije u fotokemijskim
procesima, iako trend porasta koncentracije fotosintetskih pigmenata (Chl a, Chl b, Chl
a+b) nije pratio konstantan porast parametara fluorescencije klorofila a (TRo/ABS i
Plags).

2. Listovi insercija 2 i 3, starosti 24 i 29 dana, dosegli su maksimum eksponencijalnog
rasta, na S§to ukazuju najveée izmjerene vrijednosti koncentracija fotosintetskih
pigmenata (Chl a, Chl b, Chl a+b).

3. Listovi insercija 4 1 5, starosti 32 1 37 dana i1 bez vizualnih simptoma senescencije, usli
su u ranu fazu senescencije, na koju je ukazala degradacija fotosintetskih pigmenata
(Chl a, Chl b, Chl a+b). Degradacija pigmenata nije utjecala na funkcionalnost
fotosintetskog aparata.

4. Smanjenje apsorpcije po aktivnom reakcijskom srediStu (ABS/RC), praceno
smanjenjem protoka uhvacenih fotona (TRo/RC) i disipacije (DIlo/RC), ukazuje na
povecéanje antena kompleksa tijekom razvoja. Suprotno ocekivanjima, omjer Chl a/b
nije pokazao promjene u veli€ini antena.

5. Negativna korelacija izmedu apsorpcije po aktivnom reakcijskom sredistu (ABS/RC) i
gustoce aktivnih reakcijskih srediSta izrazenih po ekscitiranoj povrsini (RC/CSy)
osigurava ucinkovitost PSII pokazanu visokim vrijednostima parametara TRo/ABS i

Plags.
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