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1. UVOD



Zajednicko obiljezje svih fotosintetskih organizama je koriStenje svjetlosne energije u
procesima sinteze organskih tvari. Pri tome se razlikuju primarni i sekundarni procesi. ATP i
NADPH se stvaraju u primarnim procesima uz koristenje svjetlosne energije, dok sekundarni
procesi podrazumijevaju njihovo stvaranje i uz odsutnost svijetla. Pri tome se koristi CO> i
energija uskladistena u ATP i NADPH za stvaranje $ecera (Slika 1) (Pevalek-Kozlina 2003).
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Slika 1. Shematski prikaz procesa fotosinteze
(preuzeto iz Pevalek-Kozlina 2003)

Koli¢ina svjetlosti i energije koje padaju na list linearno su proporcionalni. Moguce je
ostecenje tilakoidnih membrana u uvjetima prekomjerne opskrbe u odnosu na potrosnju
energije. Dio apsorbirane energije se gubi u obliku topline ili se emitira kao mijerljiva
fluorescencija klorofila a koja moze posluziti kao kvantifikator podjele energije
fotokemijskih i nefotokemijskih procesa (Schreiber i sur. 1994, Maxwell i Johnson 2000). Na
taj nac¢in moze se utvrditi fotosintetska uéinkovitost zelene mase, tj. listova. Na osnovu
iskoriStavanja energije moze se odrediti fizioloski status lista odnosno vitalnost. Nadalje
vitalnost biljke je u izravnoj vezi s razinom stresa koju biljka trpi.



Po definiciji stres je stanje u kojem je poremecena homeostaza bioloskog sustava, a
predstavlja holisticku transakciju izmedu jedinke 1 mogucéeg stresora koja izaziva stresni
odgovor. Razli¢it intenzitet stresora, njihova kombinacija i duzina trajanja, utjee na razinu
stresa, a to uvijek izravno izaziva smanjenje prinosa i kvalitetu biljaka ispod genetskog
potencijala. Smatra se da je 90% biljne proizvodnje u svijetu ugrozeno stresom i da stres ima
sve veci utjecaj. Stres izaziva veliki broj prirodnih ¢imbenika koji mogu biti biotski i1 abiotski.



1.1. Ciljevi rada i hipoteze

Ciljevi istrazivanja su utvrditi razlike izmedu ovosezonskih i proslosezonskih iglica alepskog
bora izloZenih kombiniranom toplinskom, svjetlosnom i solnom stresu u:

. mehanizmima regulacije fotosinteze na fizioloskoj razini (parametri JIP-testa);
« koncentraciji fotosintetskih pigmenata (klorofila a, klorofila b te ukupnih karotenoida);
« koncentracijama kemijskih elemenata (Ca, Mg, P, K, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb, Cd).

Sukladno definiranim ciljevima, temeljne hipoteze istraZivanja Su:
H1: Proslosezonske iglice usprkos funkcionalnom fotosustavu II i znacajno visSem sadrzaju
klorofila u odnosu na ovosezonske iglice imaju slabiju ucinkovitost fotosinteze od

ovosezonskih iglica u uvjetima opisanog okoli$nog stresa.

H2: Tolerancija iglica razlicite starosti na toplinski i svjetlosni stres regulirana je na razini
lanca za prijenos elektrona u kloroplastima.



2. OPCI DIO



2.1. Karakteristike alepskog bora

Alepski bor (lat. Pinus halepensis Mill.) je crnogori¢na vrsta drveta iz porodice borovki (lat.
Pinaceae), jedno je od tipi¢nih, najpoznatijih i najraSirenijih stabala na podru¢ju Mediterana
(slika 2). Ime vrste (lat. halepensis) sugerira podrijetlo iz Alepa, najveéeg grada u Siriji gdje
je prvi put primjecen. Drugi nazivi za ovo drvo ukljucuju i imena poput jeruzalemski bor, bili
bor, sosna, itd. Alepski bor moze narasti do visine 20 metara, a tvrda i zilava debla i grane su
mu ¢esto zakrivljenih linija.

Slika 2. Stablo alepskog bora
(preuzeto s http://www.plantea.com.hr/alepski-bor/#Staniste, 15.3.2018.)

Alepski bor se razmnozava sjemenom, brzog je rasta, a zivotni vijek mu je do 200 godina.
Listovi su igli¢asti, boja iglica varira od svijetlozelene (mlade iglice), plavkastozelene (starije
iglice), pa do smede kada ujedno pocinju otpadati. Duljina odraslih listova je 6-15 cm i
naj¢e$¢e su skupljeni u ,.Cuperku® po dva, a rijetko i tri lista. Cvijet alepskog bora je
jednospolan, razvija se tijekom travnja, najkasnije svibnja. Oblik crveno-smedih muskih
cvjetova je valjkast, a zenski se nalaze na drSkama dugim do 2 cm i rastu na ovosezonskim
izbojcima. Ceseri imaju jajast oblik, viseéeg su polozaja, mogu biti dugi 5 cm, promjera do
(slika 3). Sjeme se razvija na plodnim listovima, nakon sazrijevanja sjemenke ispadaju, a
kasnije otpadaju i ¢eSeri (Tekic i sur. 2014).


http://www.plantea.com.hr/alepski-bor/#Staniste

Slika 3. Ceser Alepskog bora
(preuzeto s https://hr.wikipedia.org/wiki/Alepski_bor#/media/File:Pinus_halepensis_g2.jpg,
15.3.2018.)

Iglice (listovi) alepskog bora pojavljuju se u bifacijalnom i ili izolateralnom obliku. S jedne
strane su polukruznog oblika, a sa druge strane su ravni (slika 4).

(preuzeto s https://prirodahrvatske.com/2019/08/09/alepski-bor/, 9.8.2019.)



https://hr.wikipedia.org/wiki/Alepski_bor#/media/File:Pinus_halepensis_g2.jpg
https://prirodahrvatske.com/2019/08/09/alepski-bor/

Alepski bor se upotrebljava u drvnoj industriji, uglavnom se melje i proizvodi iverica. Od
iglica se moze praviti ¢aj, a u manjoj mjeri koristi se i u prehrani jer su mu sjemenke jestive.
Svjetlija boja lista sugerira produljenje razvoja mladih listova tijekom ljeta bez obzira postoje
li stresni okolisni uvjeti kao Sto su visoka koli¢ina svjetlosti, poviSena temperatura, vjetar i
salinitet (Teki¢ i sur. 2014).

2.1.1. Rasprostranjenost

Rasprostranjenost alepskog bora duz cijelog Mediterana uvjetovana je iznimno maloj potrebi
za vodom, ali i opéenitoj otpornosti biljke tijekom duljih susnih razdoblja. Pogoduje mu
mediteranska klima i dobro uspijeva u polususnim (oborine od 250-500 mm) i umjereno
vlaznim (750-1000 mm) podru¢jima (Teki¢ i sur. 2014, Prgin 2005, Jeddi i sur. 2009).
Pogoduju mu skromna i oskudna tla u gotovo svim dijelovima Sredozemlja, pa ¢ak i u
Sumama vec¢ih nadmorskih visina. Ipak, njegova primarna rasprostranjenost je zapadni, a ne
isto¢ni Mediteran (slika 5).
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Slika 5. Rasprostranjenost Alepskog bora
(preuzeto s EUFORGEN, 2009, 7.11.2015.)

U Republici Hrvatskoj alepski bor se nalazi od Istre do Prevlake, no ipak je znatno ¢es¢i u
srednjoj i juznoj Dalmaciji, najées¢e u parkovima. Cesto se koristi u svrhu posumljavanja
degradiranog krSa, posebice nakon poZara jer raste umjesto makije. Budu¢i da odbacuje
veliku koli¢inu iglica, na ogoljelom krsu se njihovom razgradnjom stvara humus i Sumsko tlo
(Teki¢ 1 sur. 2014, Prgin 2005, Jeddi i sur. 2009).



Dok se na sjevernom Jadranu nalazi uglavhom u Sumskim plantazama, u srednjoj Dalmaciji
se prirodnim putem proSirio i izvan poSumljenih podrucja, a posebno uspijeva u najtoplijem
dijelu Dalmacije na samom jugu gdje pokazuje osobine autohtone vrste, iako u literaturi
uglavnom prevladava stav da je autohton samo u obalnom dijelu Dalmacije juznije od Splita,
te na otocima juzno od Krapnja (Trinajsti¢ 2011).

Sukladno Pravilniku o podrucjima provenijencija svojti Sumskog drveca od gospodarskog
znacaja (Narodne novine br. 107/2008) alepski bor, zajedno s brucijskim borom, nalazi se u
oblasti eumediteranskih Suma (0-400 m nadmorske visine). Prema smjernicama iz istog
dokumenta, dozvoljeno je koristiti Sumski reprodukcijski materijal unutar sjemenske oblasti u
dvije sjemenske regije: od Sibenika prema sjeveru (ukljuéujuéi otoke), te od Sibenika prema
jugu (ukljucujuci otoke) (slika 6).
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Slika 6. Sjemenske regije alepskog i brucijskog bora
(preuzeto iz Pravilnika o podru¢jima provenijencija svojti Sumskog drveca od gospodarskog znacaja,
Narodne
novine br. 107/2008)

Alepski bor odlikuje izuzetno brzo Sirenje na priobalnom podruc¢ju Republike Hrvatske. Osim
§to mu je pogodovalo nestajanje intenzivnije poljoprivrede, te smanjenje brsta koza i ovaca,
njegovom Sirenju potpomazu Cesti pozari na mediteranskom podrucju. Alepski bor pripada
skupini pirofita, odnosno biljaka Cije Sirenje potpomazu pozari. Za vrijeme i poslije pozara
njegovi Ceseri pucaju i spaljene povrSine zasiju sjemenom, pa broj po 1 hektaru tla moze
varirati i do preko milijun jedinki. Takav gusti pokrov onemogucava prezivljavanje ostalim
vrstama, ali postaju i smetnja jedni drugima, pa i njihova stabla postaju slabije razvijena.



2.1.2. Iglice (listovi)

Iglice alepskog bora odlikuje polukruzni oblik, a obavijene su jednoslojnom epidermom
lignificiranih stijenki, lumen je reduciran, ogradene jazice, debela kutikula i1 puci
kseromorfnog tipa koje su uvucene u jamice ispod razine epiderme, a rasporedene su U
nizovima (slika 7) (Trstenjak i sur. 2020).

Slika 7. Presjeci iglica alepskog bora (proslosezonske iglice — A i C; ovosezonske iglice - B i D)
(preuzeto iz Trstenjak i sur. 2020)

Presjeci (A, B) obojeni su s 0,05% toluidin plavo. Presjeci (C, D) obojeni su Lugolovom
otopinom radi otkrivanja raspodjele zrnaca $kroba (e - epiderma, h -hipoderma, m - mezofil,
Xy - ksilem, f - floem, t - transfuzijsko tkivo, r - kanal od smole, Bar = 200 um, umetanje
Sipke = 15 um).

Ispod epiderme je hipoderma koja se sastoji od jednoslojnih sklerenhimskih stanica.
Viseslojnost je prisutna na kutevima i daje ¢vrstocu listu. U sredini iglice su dvije kolateralne
zile. Ksilem je okrenut prema gore, a floem prema donjoj strani lista. Zile su okruZene
stani¢jem gradenim od nezivih stanica s dvostruko ogradenim jazicama koje primaju vodu iz
ksilema. Asimilati dolaze do floema preko Zivih parenhimskih stanica. Zile i transfuzijsko
stani¢je obavijeni su jednoslojnom endodermom koje odlikuje stani¢je zadebljanih,
lignificiranih stijenki. Izmedu endoderme i hipoderme je mezofil Cije stanice odlikuje
nabranost stijenki prema unutra. Tanka celulozna stijenka omoguéava vecu asimilacijsku
povrsinu. Izmedu stanica nabranog parenhima su shizogeni intercelulari kroz koje prolaze
smolni kanali koji se ne granaju, a pruzaju se uzduz iglice. Oko smolnih kanala je Zljezdani
epitel, a obavijaju ga stanice likovnice (Trstenjak i sur. 2020).
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Iglice alepskog bora vrlo dobro se prilagodavaju umjerenim dnevnim 1 sezonskim
promjenama, no neke promjene u svom okoliSu mogu dovesti do oksidativnog stresa, a u
kombinaciji s nekim dodatnim ¢imbenicima, poput visoke ili niske temperature, moze do¢i i
do fotoinhibicije (Murata i sur. 2007).

2.2. Proces fotosinteze

Proces u kojem se energija dobivena iz sunéeve svjetlosti pretvara u kemijsku energiju naziva
se fotosinteza. Ona je ujedno i jedini bioloski proces u kojem djelovanjem sunéeve svjetlosti
anorganske tvari mogu tvoriti organske spojeve. Glavni proizvod fotosinteze su ugljikohidrati
koje biljka koristi kao hranu, a nusproizvod je kisik.

Ovako vazan proces obavlja se prije svega u biljkama, primarno u listovima, te u nekim
algama i cijanobakterijama. Takve tzv. fotoautotrofne biljke u procesu fotosinteze svjetlosnu
energiju koriste kako bi sintetizirale organske molekule, odnosno pretvorile sunéevu energiju
u kemijsku. Proces fotosinteze odvija se u kloroplastima, fotosintetski aktivnim plastidima,
organelima ovalnih oblika, promjera 4-8 um. Njihov broj u stanicama je varijabilan, obi¢no
se u mezofilnoj stanici nalazi od 30 do vise od 100 kloroplasta. Ovisno o razvojnoj fazi i
utjecaju okolisa, broj i oblik kloroplasta moze drasti¢no varirati. Kloroplasti u svojim
stanicama sadrZe svi zeleni dijelovi biljke, dakle ne samo listovi, nego 1 zelene stabljike 1
nedozreli plodovi. Ipak, glavni organi biljaka u fotosintezi su listovi u kojima na 1 mm?
povrsine lista dolazi oko 500.000 kloroplasta (Pevalek-Kozlina 2003). Kloroplast (slika 8) je
obavijen ovojnicom koju ¢ine dvije membrane. Unutrasnjost kloroplasta se puni stromom, tj.
proteinskim matriksom unutar kojeg se nalaze tilakoidi koji nastaju uleknu¢ima unutrasnje
membrane, a nakupine tilakoida ¢ine granuume. Na tilakoidnim membranama smjeSten je
Citav niz proteinskih kompleksa povezanih s pigmentima, te drugi spojevi vazni za prijenos
elektrona u procesu fotosinteze. Iako je dakako najvaznija funkcija kloroplasta fotosinteza, u
njima se odvija i sinteza lipida, masnih kiselina i Skroba.
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Slika 8. Shematski prikaz grade kloroplasta
(preuzeto iz Pevalek-Kozlina 2003)

Primarne (svjetlosne) reakcije odvijaju se u tilakoidnim membranama kloroplasta i u njima se
apsorbirana svjetlosna energija koristi za stvaranje adenozin-trifosfata (ATP) i nikotinamid-
adenin-dinukleotid fosfata (NADPH). Pri tome je nuzna apsorpcija fotona svjetlosti uz pomo¢
fotosintetskih pigmenata. To znaci da u tilakoidnim membranama oksidira voda, a otpusta se
kisik. Sekundarne reakcije ili reakcije neovisne o svjetlosti (poznate i kao reakcije tame,
odnosno Calvinov ciklus), odvijaju se u stromi kloroplastima i u njima se energija pohranjena
u ATP-u i NADPH koristi za stvaranje Secera iz CO2, odnosno dogada se redukcija
ugljikovog dioksida (slika 9) (Voet i Voet 2004).
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Svjetlosne reakcije

Secer
Slika 9. Pojednostavljeni prikaz odnosa svjetlosnih reakcija fotosinteze i Calvinovog ciklusa
(preuzeto s https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=7995029, 2.3.2016.)

Calvinov ciklus, odnosno fotosintetski Cs-redukcijski ciklus ugljika je mehanizam kojim svi
fotosintetski eukarioti reduciraju CO2 do ugljikohidrata, a svi drugi mehanizmi povezani sa

CO2 zapravo su pomoc¢ni ili ¢ak ovisni o njemu. ATP sluzi kao izvor energije, a NADPH kao
izvor elektrona potrebnih za redukciju COa.

Intenzitet i produktivnost fotosinteze ovise o brojnim ¢imbenicima, kao Sto su: koncentracija
fotosintetskih pigmenata u listovima, veli¢ina i polozaj listova te trajanje i starost listova.

U mladim 1 jo$ nepotpuno razvijenim listovima koli¢ina klorofila je ispod optimalne razine,
pa je stoga i proces fotosinteze smanjenog intenziteta. Stariji listovi imaju manje
fotosintetskih pigmenata ne samo zbog normalnog vegetacijskog procesa, nego i zbog
nedostatka nekih kemijskih elemenata poput magnezija, Zeljeza ili dusika. IstraZivanja ipak
pokazuju da u uvjetima optimalne koli¢ine minerala i vode fotosinteza nije izravno odredena
koncentracijom klorofila, ali to isto ne vrijedi u uvjetima stresa ili tijekom starenja jer dolazi
do degradacije kloroplasta (Horak 2015).

Veca povrsina listova biljke podrazumijeva 1 povecanu sposobnost upijanja svjetlosti i
ugljicnog dioksida iz atmosfere, no u praksi fotosintetski kapacitet nikada nije idealan zbog
same grade biljke. Veci listovi mogu smetati listovima u sjeni, te se time i onemogucéava
optimalni i ravnomjerni fotosintetski proces. Mnoge biljke nastoje apsorpcijske i
temperaturne probleme regulirati sukladno trenutnom stanju razine svjetlosti i temperature
(Horak 2015).
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Trajnost i starost listova ovisi o unutra$njim i vanjskim ¢imbenicima, no sasvim je jasna
pozitivna korelacija izmedu duzine trajanja zelene fotosinteticki aktivne lisne povrsine i
fotosintetske produkcije. Starost lisne mase uvjetuje nijansu listova i glatkost povrsina, stariji
su listovi opcenito tamnijih nijansi, slabije sjajnosti i hrapavije povrSine, Sto zna¢i da mogu
upiti vise svjetlosti od mladih listova koji znacajno vise odbijaju svjetlost. Mladi listovi jos$
nemaju potpuno funkcionalan fotosintetski sustav, a to podrazumijva veéu osjetljivost na
ekoloske ¢imbenike stresa (Horak 2015).

Veca izlozenost svijetlosti mladih listova i podloznost svjetlosnom oSte¢enju uvjetovani su
polozajem (vrhovi grana), stoga su ranoj fazi razvoja mladih listova aktivniji mehanizmi
zastite. (Jiang i sur. 2004, Jiang i sur. 2006, Lepedus i sur. 2011). lako je kod mladih listova
niza fotosintetska ucinkovitost, skloniji su vecoj fotoinhibiciji i disipaciji koja sluzi kao
mehanizam zaStite od svjetlosnog stresa. (Chen i sur. 2017). S druge strane, na fotosintetski
proces osim temperature, utjecu i drugi ekoloski ¢imbenici kao $to su: intenzitet, spektralni
sadrzaj i duzina trajanja svjetlosti, koncentracija CO i Oz u atmosferi te vlaznost. lako utjecaj
svih ovih ¢imbenika ovisi i o genetici biljaka (npr. radi li se o skiofitima ili heliofitima),
povecanjem intenziteta svjetlosti poveéava se linearno i produkcija fotosinteze, ali samo do
odredene granice (svjetlosnog zasi¢enja) kada njezino daljnje povecanje nema utjecaja osim
moguce fotoinhibicije, odnosno dolazi do svojevrsnog zasi¢enja svjetlos¢u (Demmig i sur.
1987). Koliko ¢e brzo doc¢i do zasi¢enja ovisi o vrstama biljaka, primjerice sirak, kukuruz i
SeCerna repa Cak ni pri vrlo intenzivnoj svjetlosti ne dostiZzu svjetlosno zasi¢enje jer je njithova
prerada CO. vrlo djelotvorna (Pevalek-Kozlina 2003). Do odredene granice povecanje
koncentracije CO2 povoljno utje¢e na fotosintezu, kao $to i smanjenje koncentracije CO2 u
atmosferi iznad odredene visinske granice (hadmorska visina) moze kod nekih vrsta izazvati
smanjenje fotosintetskih procesa. S druge strane, koncentracija kisika i intenzitet fotosinteze
kod odredenih biljnih vrsta mogu biti u negativnoj korelaciji.

Sto se ti¢e vlaznosti i ovdje su primjetne razlike medu nekim skupinama biljaka: tako npr.
kserofiti poput kaktusa i agava dobro podnose nisku ili gotovo niStavnu koli¢inu vode
spremajuéi ju u svoje mesnate stabljike.

2.2.1. Proteini fotosintetskog lanca transporta elektrona

U tilakoidnim membranama nalaze se dva tipa fotosustava medusobno povezanih
transportnim lancem elektrona, no s razli¢itim reakcijskim srediStima 1 antenskim
pigmentima prikazano na slici 11 (Pevalek-Kozlina 2003). Glavnu ulogu u procesu
fotosinteze imaju 2 proteinska kompleksa: fotosustav Il (PSII), citokrom bef-kompleks
(cytbef), fotosustav | (PSI) i ATP sintaza (slika 10). Reakcijska sredista (RC) PSII, kao i
njihovi kompleksi za prikupljanje svjetlosti (LHCII) smjeSteni su u grana tilakoidima, dok su
PSI i ATP sintaza smjeSteni u stroma tilakoidima te u rubnim dijelovima grana tilakoida koji
granie sa stromom. Kompleks cyt bef raspodjeljen je uniformno i u stroma i u grana
tilakoidima (Toth 2006).
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Slika 10. Shematski prikaz strukturne organizacije fotosintetskog lanca transporta elektrona u
tilakoidnim membranama kloroplasta
(preuzeto s http://www.bio.ic.ac.uk/research/nield/downloads.html, 17.9.2010.)
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Slika 11. Shematski prikaz mehanizma apsorpcije i hvatanja fotona u fotosustavu 11
(preuzeto iz Pevalek-Kozlina 2003)
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Proteinski kompleks PSII graden je od antena kompleksa za prikupljanje svjetlosne energije
(LHC, engl. ,.light harvesting complex*) i reakcijskih sredista (RC, engl. ,,reaction center).
Antene sadrze vise stotina molekula pigmenata, najvise klorofila a, a zatim i klorofila b i
karotenoida. Funkcija antena je apsorpcija fotona i prijenos apsorbiranih fotona do
reakcijskih sredista PSII (slika 11). Reakcijsko srediste PSII sastoji se od oko 25 proteinskih
podjedinica, sadrze specijaliziranu molekulu klorofila a oznake Peso, a koja apsorpcijski
maksimum postize pri crvenoj svjetlosti valne duljine 680 nm. Glavninu reakcijskog sredista
Cine proteinske podjedinice D1 i D2 koje se protezu tilakoidnom membranom, a s kojima su
kompleksirane ¢etiri molekule klorofila i dvije molekule feofitina (Toth 2006). Fotosustav 11
ima funkciju voda-plastokinon oksidoreduktaze, buduci da povezuje proce oksidacije vode na
OEC kompleksu (OEC, eng. ,,0xygen evolving center) i redukciju plastokinona A (Qa) (slika
11). OEC kompleks sastoji se od tri proteina (slika 12). Radi se o ekstrinzi¢nim proteinima
33,23 i 17 kDa. OEC sadrzi Cetiri iona mangana (Mn), te ione kalcija (Ca?") i klora (CI)
(Porcar i Castell 2008).

Nakon redukcije primarnog akceptora (Qa) dolazi do redukcije sekundarnog akceptora Qg
koji moze primiti dva elektrona i dva protona, prilikom dvostruke redukcije i protonacije.
Sekundarni akceptor Qg difundira u tilakoidnu membranu stvaraju¢i skup molekula
plastokinona (PQ- pool) (Keren i sur. 2011). Taj niz redoks reakcija naziva se plastokinonski
(Q) ciklus. Negativni naboj koji je nastao primitkom dva elektrona, molekula Qg*
kompenzira preuzimaju¢i dva protona iz strome (Cardona 1 sur. 2012). Nastala molekula
PQH: (Qs H2) difundira do cyt bsf kompleksa, gdje se elektron predaje FeS proteinu (Riesk-
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
tilakoidne membrane (Osyczka i sur. 2005). Smatra se da je reoksidacija PQH2 najsporiji
korak u lancu transporta elektrona. Prekomjerna koli¢ina svjetlosti, neodgovarajuca
temperatura, nedostatak vode i sl., uzrokuju tzv. oksidacijski stres (Hideg i sur. 2000).
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Slika 12. Pojednostavljeni sematski prikaz fotosustava Il
(preuzeto s https://biology.stackexchange.com/questions/60196/is-the-water-splitting-enzyme-a-
component-of-photosystem-ii, 15.5.2018.)

Citokrom bef (cyt bef) posreduje u prijenosu elektrona izmedu fotosustava | i fotosustava Il.
Integralni membranski proteinski kompleks graden je od 3 male i 4 velike podjedinice: cyt b,
cytf, zeljezo-sumpornog proteina (Riske-ovo FeS srediste), podjedinice IV, te 2 hem-b
molekule (Whitmarsh 1998, Toth 2006).

Fotosustav | (PSI) se sastoji od antena kompleksa za prikupljanje svijetla i reakcijskih
sredista, a djeluje kao plastocijanin-feredoksin oksidoreduktaza (Amuntus i sur. 2008). PSI je
odgovoran za prijenos elektrona sa plastocijanina (PC) na feredoksin (Fd), proteinom s
aktivnim mjestom od dva atoma Zeljeza vezanih uz dva atoma sumpora. Nakon niza reakcija,
pobudeni elektron prelazi u enzim ferodoksin-NADP™ reduktazu, koji reducira NADP™ u
NADPH. U reakcijskom sredistu PSI je specijalizirana molekula klorofila P00 koja
apsorpcijski maksimum postize pri tamnocrvenom svijetlu valne duljine 700 nm. S gore
spomenutom molekulom Pego iz fotosustava Il dijeli istu strukturu, no buduéi da su povezani
razli¢itim vrstama proteina, to ih ¢ini razli¢itim u pogledu apsorpcijskog spektra i unutrasnje
raspodjele elektrona. Dok u PSII postoji otprilike podjednaka koli¢ina klorofila a i b, u PSI je
manje klorofila b (Lopez i Barclay 2017, Johnson 2016).

ATP sintaza kljuc¢ni je enzim za sintetizu ATP-a. To je membranski proteinski kompleks

(CFo-CF1  kompleks), graden od dvije velike podjedinice. ATP sintazu pokrece
transmembranski elektrokemijski protonski gradijent (Lopez i Barclay 2017, Johnson 2016).
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2.2.2. Fotosintetski pigmenti

Pigmenti (lat. ,,pigmentum®, boja) su tvari koje odreduju boje kod zivih organizama. To je
bilo koja tvar koja apsorbira odredenu valnu duljinu svjetlosti. Kod fotosintetskih pigmenata
radi se o molekulama koje apsorbiraju svjetlost i to razlicitih valnih duljina. Oni prenose
apsorbiranu svjetlosnu energiju na elektrone koji ulaze u kemijske procese. Za proces
fotosinteze najvazniji su klorofil a, klorofil b i karotenoidi koji sluze za apsorpciju fotona i
prijenos energije do klorofila a. Slika 13 prikazuje apsorpcijske spektre nekih fotosintetskih
pigmenata.

Apsorpcija

1 1 1
400 500 600 700 800

valna duljina

infracrveno

<«— vidljivi spektar —— podrudie

Slika 13. Apsorpcijski spektri fotosintetskih pigmenata: 1. bakterioklorofila a; 2. klorofila a; 3.
klorofila b; 4. fikoeritrobilina; 5. s-karotena
(preuzeto i prilagodeno prema Zeiger i Taiz 2002)

Kod vecine zelenih biljaka klorofil a je glavni fotoreceptor u kloroplastu. Apsorbira svjetlost
na dvije valne duljine, 420 i 670 nm, odnosno u prvom slu¢aju u podruc¢ju plave, a u drugom
u podru¢ju crvene svjetlosti, dok vecinu ostale radijacije propusti. Klorofil a odlikuje
porfirinska struktura plavozelene boje. Sustav se sastoji od Cetiri pirolska prstena s ionom
magnezija Mg?* u sredini. loni magnezija povezani su u prsten. Klorofil a najvazniji je za
fotosintetski proces obzirom da se nalazi u reakcijskim srediStima oba fotosustava, te ima
temeljnu ulogu u pretvorbi svjetlosne u kemijsku energiju (Pevalek-Kozlina 2003).

Klorofil b, pigment Zutozelene boje moze koli¢inski biti prisutan i do tre¢ine koncentracije
klorofila a, vazan je za u¢inkovitu apsorpciju svjetlosti valnih duljina 450, 500 i 642 nm. Za
razliku od klorofila a koji na pirolskom prstenu ima metilnu, klorofil b ima aldehidnu
skupinu (Heldt 1997).
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Karotenoidi su ugljikovodici od 8 molekula izoprena, a dijele se na karotene i ksantofile.
Poznato je oko 80 karotenoida, a svi su karakteristicni po rasponu boja od zute preko
naranCaste, pa do crvene. lako su prisutni u svim fotosintetskim biljkama, najvece
koncentracije se nalaze u listovima zelenih biljaka, a u velikim se koli¢inama nalaze se npr. u
korijenu mrkve, marelici i raj¢ici i upravo su oni zasluzni za promjene boje lis¢a u jesen.
Svakako su najpoznatiji p-karoten (provitamin vitamina A), zatim y-karoten i likopen (Jiang i
sur. 2004).

Obzirom na uéinkovitost apsorpcije svjetla valnih duljina izmedu 380 i 550 nm, karotenoidi
»prosiruju® spektar boja koje pokrecu fotosintezu, iako je ucinkovitost prijenosa energije s
njih obi¢no manja nego s klorofila na klorofil. Kod veéine biljnih vrsta slabo prenose
energije, no vrlo ucinkovito S$tite fotosintetsku membranu jer ,,gase” pobudeno stanje
klorofila u slucaju dotoka prevelike koliCine energije. Stoga ¢e nedostatak karotenoida
dovesti do toga da previse svjetla negativno utjece na proteine i membrane.

Ksantofili su derivati karotena koji sadrze kisik. Zute su ili smedkaste boje i njima pripadaju
lutein i fukoksantin. Lutein u kloroplastima listova apsorbira sun¢evu energiju valnih duljina
400-500 nm, te je dalje prenosi preko klorofila u nastavku fotosintetskog procesa, a usput kao
1 drugi karotenoidi, $titi strukture kloroplasta tako Sto viSak apsorbirane energije oslobada kao
toplinu (Jiang i sur. 2004).
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2.3. Fluorescencija klorofila a

Oba se fotosustava sastoje od antena i reakcijskih sredista, pri ¢emu kljuénu ulogu imaju
pigmenti koji se mogu predstaviti kao svojevrsne ,,antene®. Apsorpcija svjetla izmedu plavog
i crvenog dijela spektra potice prijelaz klorofila u nestabilno stanje u trajanju 10 sekundi
(Chen i sur. 2017, Keren i sur. 2011, Toth 2006). Kada se krene vracati u svoje normalno,
nepobudeno stanje, otpusti foton. Tijekom fluorescencije dolazi do ponovnog re-emitiranja
apsorbirane svjetlosti, ali uz razli¢itu valnu duljinu. Od ukupne apsorbirane Sunceve energije
na fluorescenciju otpada tek 2-10% i ona se o€ituje kao crvena svjetlost valne duljine 695 nm
(slika 14) (Porcar-Castell 2008). 1z pobudene molekule klorofila se izbacuje elektron bogat
energijom i molekula postaje ionizirana. Izba¢eni lektron mogu prihvatiti akceptori ili se
moze vratiti U molekulu klorofila nakon nekoliko redoks reakcija. Kada apsorbirana
svjetlosna energija stigne do reakcijskog sredista fotosustava Il (PSII), koristi se u tri
usporedna procesa. U prvom procesu apsorbirana energija koristi se u fotokemijskim
procesima, u drugom dio energije otpusta se nefotokemijski u toplinskom obliku, a u tre¢em
dio energije se rasipa u obliku fluorescencije (Muller i sur. 2001, Foyer i Shigeoka 2011). Pri
optimalnoj koli¢ini svjetlosti veéina apsorbirane energije koristi se u fotokemijskim
procesima. Ako je fotokemijski kapacitet premasen, veéi dio energije ¢e se otpustiti u
toplinskom obliku.

Jablonski Diagram for Fluorescence and Phosphorescence
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Slika 14. Shematski dijagram fluorescencije | fofsforescencije klorofila
(preuzeto s http://horiba.com, Jablonski 1933)
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Pojavu fluorescencije moguce je promatrati na nekoliko nacina. Kvalitativnom analizom
moze se pomocu samog promatranja fluorescencije procijeniti boja 1 jakost sekundarne
emisije. Kvantitativna analiza podrazumijeva mjerenje pomocu posebnih uredaja koji se zovu
florometri. Jedan od postupaka kojima se pokusavaju bolje razumjeti fotosintetski procesi je i
mjerenje fluorescencije klorofila a, kojim se moze utvrditi kako se energija raspodijelila
unutar fotosustava, a istovremeno pruza podatke o funkcioniranju fotosintetskog aparata.

Fluorescencija klorofila a daje podatke o fotosustavu II, upravo onom koji je najpodlozniji
oStecenjima, a koji na sobnoj temperaturi ima 90%-tni udio u ukupnoj fluorescenciji
klorofila. Kompleksi fotosustava I slabo fluoresciraju, no jo§ nije dokazano zasto. Sama
metoda se temelji na izlaganju listova dovoljno jakom svjetlosnom podrazaju koji dovodi do
potpune redukcije vezanog plastokinona (Qa).

Istrazivanja pokazuju da svi fotosintetski materijali ve¢ nakon 1 sekunde reagiraju na
intenzivnu svjetlost i to tako da dolazi do porasta fluorescencije u nekoliko faza (slika 15).
lako se mogu uociti 1 neke druge faze, najznacajnije su sljedece: O (fluorescencija je
minimalna), J (nakon otprilike 2ms), I (nakon cca 30 ms) te faza P, kada je fluorescencija
dosegla maksimum. OJIP krivulja grafic¢ki prikazuje polifazni porast fluorescencije klorofila
a, a temelji se na teoriji protoka energije u tilakoidnim biomembranama (slika 16).
Pojednostavljeni model toka energije u fotosintetskom aparatu od apsorpcije fotona (ABS) do
toka elektrona (ET), prikazan je na slici 16. (Strasser i sur. 2000). Do rasta fluorescencije
dolazi zbog nakupljanja reduciranog oblika plastokinona (Qa) §to dovodi do zatvaranja
reakcijskih srediSta u fotosustavu II. Kako bi se ovi podatci mogli kvantificirati i zatim
analizirati, koristi se tzv. JIP test koji omogucava izra¢un niza fotosintekih parametara koji
daju informacije o funkcioniranju fotosintetskog aparata in vivo (Strasser i sur. 2000, Strasser
i sur. 2004).
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Slika 15. Tipi¢ni OJIP porast fluorescencije klorofila a in vivo na logaritamskoj vremenskoj skali
(preuzeto iz Strasser i sur. 2004)
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Slika 16. Pojednostavljeni model toka energije u fotosustavu Il
(preuzeto iz Strasser i sur. 2000)
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2.4. Prethodna istraZzivanja stresa u drvenastih vrsta i fotoinhibicija

Opcenito, istrazivanja abiotskog stresa na drvenastim vrstama ima znatno manje nego li
istovrsnih istrazivanja na zeljastim biljkama, pogotovo kada je rije¢ o vrstama vaznim za
poljoprivredu. Istrazivanja utjecaja okolisnih stresora na iglice Cetinjata dosegla su svoj
vrhunac 80-ih i 90-ih godina proslog stoljeca, pri ¢emu su primarno u fokusu bili
aeropolucija, nedostatak vode (susa) i poremecaji mineralne ishrane, a zatim i biotski
ekoloski ¢imbenici. Spomenuta istrazivanja obuhvacala su pretezno vrste rodova Picea, Pinus
i Abies, a metodoloski su bila vrlo raznovrsna, od kvantitativnih analiza kemijskih i
biokemijskih parametara stresa (poput koncentracije kemijskih elemenata, koncentracije
fotosintetskih pigmenata, polifenola, neenzimskih antioksidansa, aktivnosti antioksidacijskih
enzima  (superoksid-dismutaza, Kkatalaza, preoksidaza, glutation-reduktaza...), do
kvalitativnih mikroskopskih istrazivanja (analiziranje histoloskih promjena grade iglica,
histokemijska lokalizacija pojedinih supstancija poput polifenola, kaloze, Skrobado
ultrastrukturnih  promjena u organizaciji plastida, te finih mikroskopskih promjena na
povrsini iglica poput promjena u gradi epikutikularnog voska i u izgledu puéi) (Baci¢ i sur.
1999, Fink 1999, Lepedus i Cesar 2004).

Ova istrazivanja su, osim primjene imala 1 znacaj bazi¢nih istrazivanja, budu¢i da su njihovi
rezultati znacajno doprinijeli poznavanju grade 1 funkcije iglica Cetinjaca tijekom njthovog
razvoja. Pri tome se fotosintetski aparat, koji je lociran u kloroplastima iglica pokazao kao
od najznacajnijih mjesta regulacije tolerancije na stres. Kao klju¢na komponenta u regulaciji
tolerancije na stres nametnuo se fotosustav II (veliki multiproteinski kompleks, graden od
oko 25 polipeptida, smjeSten u grana-tilakoidima, koji ima funkciju voda-plastokinon
oksidoreduktaze).

Fotoinhibicija je moguc¢a 1 u odsutnosti svih drugih stresnih ¢imbenika uslijed prevelike
koliCine svjetla 1 poviSene temperature. Pri tome se usporava, ¢ak i zaustavlja fotosinteza, a to
dovodi do moguceg ostec¢enja fotosintetskog sustava (Perl-Treves i Perl 2002, Takahashi i
Murata 2008). Istrazivanja utjecaja poviSenih temperatura i prevelike koliCine svjetlosti
pokazuju da biljke razvijaju razli¢itu prilagodbu obzirom na starost listova (Lepedus i sur.
2011, Mlinari¢ i sur. 2016). Opcenito, u uvjetima opisanog okolisnog stresa mladi listovi
pokazuju pojacanu akumulaciju fotosintetskih pigmenata, posebno karotenoida koji imaju
zastitnu ulogu, dok stariji listovi reagiraju smanjenjem sadrzaja klorofila, te na taj nacin
prilagodavaju apsorpciju svjetlosti trenutno fotosintetskom kapacitetu. Nadalje, prilagodbe na
uvjete visokih temperatura i svjetlosti regulirane su akumulacijom glavnih fotosintetskih
proteina, poput proteina D1, citokroma f, te Rubisco-a. Kod mladih listova pokazana je
slabija akumulacija ovih proteina, $to je posebno izrazeno tijekom oporavka od fotoinhibicije
u no¢nim satima, zbog ¢ega je smanjenje fotosintetske ucinkovitosti kod njih jace izrazeno
nego li u starijih listova.
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Dodatno opterec¢enje na fotosintetski aparat kod priobalnih mediteranskih vrsta kao $to je
alepski bor, ima i1 poviseni salinitet, Sto dodatno snizava fotosintetsku u¢inkovitost (Morales i
sur. 2008). Predlozeno istrazivanje utjecaja poviSene koli¢ine svjetlosti i poviSene
temperature na iglice alepskog bora tijekom ljeta naj¢esce je kombinirano s utjecajem solnog
stresa, buduci da je rije¢ o stablima koja rastu uz samo obalu. Veliki broj istrazivanja pokazao
je da mehanizmi djelovanja solnog stresa na fotosintetski aparat mogu imati osmotski i ionski
utjecaj, te mogu znacajno narusiti funkcioniranje fotosinteze na razli¢itim razinama, $to se
poglavito odrazava na promjene u molekularnoj organizaciji i funkciji fotosustava Il (Jajoo
2014).

Biljke se mogu prilagoditi razli¢itim situacijama, pa tako i onoj kada su izloZene
prekomjernoj koli¢ini svjetlosti. Ona moze uzrokovati blokiranje ili pak zaustavljanje
fotosintetskog procesa (Perl-Treves i Perl 2002, Takahashi i Murata 2008). Ova pojava
uobicajena je za razdoblja u sredini dana kada dolazi do odredene stagnacije u fotosintetskoj
aktivnosti, a §to se tie godisnjih doba, ¢es¢a je ljeti za vrijeme suSnih razdoblja i zimi U
razdoblju zimske dormancije.

Reakcije na povecanu ili smanjenu koli¢inu svjetlosti razlikuju se ovisno o njihovoj
prilagodenosti na koli¢inu svjetlosti. Biljke prilagodene sjeni, npr. mahovine i paprati, teze ¢e
podnijeti uvjete pojacanog osvjetljenja 1 vrlo Cesto ¢e do¢i do fotoinhibicije. Nakon nekog
vremena takve biljke mogu pojacati vlastiti fotosintetski kapacitet. Biljke prilagodene
visokom intenzitetu svjetlosti, kao npr. kaktusi i tipicno mediteransko bilje, lakSe se
prilagodavaju promjenama u intenzitetu svjetlosti 1 vrlo ¢e se lako prilagoditi njezinom
smanjenju, te znatno ¢e bolje iskoristiti takvo slabije osvjetljenje za fotosintetske reakcije
(Long i sur.1994).

Razli¢iti su nacini prilagodbe biljaka na stres zbog jakog osvjetljenja: savijanjem nadzemnih
organa, zakretanjem lista od izvora svjetlosti, povecanjem koliine pigmenata koji th mogu
zastititi (kao npr. karoten, lutein i dr.) i kretanjem kloroplasta u asimilacijskom tkivu (Long i
sur. 1994).

Smatra se da je protein D1 primarno mjesto fotoinhibicije, a kapacitet njegove izmjene (eng.
Hturnover®) kljucni je fizioloski uvjet razvoja tolerancije i oporavka. Klju¢ni fizioloski uvjet
za stvaranje otpornosti i/ili tolerancije na fotoinhibiciju je kapacitet izmjene proteina D1 §to
ukljucuje proteoliticku degradaciju D1 proteina, sintezu prekursora pre-D1, ugradivanje
novo sintetiziranog prekursora u tilakoidnu membranu nakon c¢ega slijedi sklapanje ostalih
proteina PSII, zavrsno sklapanje D1 proteina obradom C-terminalnog kraja, te konacno
sklapanje RC-a. Kako bi doslo do oporavka od fotoinhibicije, kljucan je korak upravo de
novo sintetiza ovog proteina. Koja se moze dogoditi ve¢ i za vrijeme uvjeta koji uzrokuju
fotoinhibiciju, no oporavak dostize svoj maksimum kada se biljka ponovo nade u za njoj
optimalnim uvjetima (Keren i Krieger-Liszkay 2011).
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Malo je dostupnih istrazivanja o fotoinhibiciji u Sumskim podruc¢jima ili u nasadima, no jasno
je da je u takvim situacijama manje ili vece zbijenosti drveca, biljkama ionako dostupna
manja koli¢ina svjetlosti, ¢ak i kada je ona maksimalna. U istrazivanju listova Sest razli¢itih
kisnih Suma utvrdena je najveca fotoinhibicija kod mladih listova, ali mladi listovi se i

najbrze oporave zahvaljujuéi povecanoj koncentraciji o-karotena i zeaksantina (Krause i sur.
1995).
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Agroekoloski uvjeti

Fotosintetska uc¢inkovitost ovosezonskih i proSlosezonskih iglica alepskog bora istrazivana je
U mjestu Primosten, Republika Hrvatska, geografske Sirine 43°36"25"N i duzine 15°55'12"E.
Istrazivanje dnevnih promjena razine uc¢inkovitosti fotosustava Il provodilo se u razdoblju 2
godine, u dva istovjetna razdoblja (druga polovica lipnja) 2015. i 2016. godine. Klimatski
uvjeti bili su identi¢ni tijekom lipnja obje navedene godine, 2015. godine bilo je ukupno 24, a
2016. godine 26 suncanih dana. Temperatura u vrijeme jutarnjih mjerenja (8.00 — 10.00 h)
iznosila je 19,4 + 2 °C, a osvjetljenje (PPFD) 100 umolm™s*. Tijekom popodnevnih mjerenja
(13.00 — 15.00 h) temperatura je iznosila 32,5 + 1 °C, a osvjetljenje (PPFD) 1.900 umolm™2s™.
Temperatura i1 osvjetljenje odredene su instrumentom Quantitherm (Hansatech, UK) a
mjerenja su vrSena u visini dijela kro$nje s kojih su uzorkovane iglice, sa strane koja je bila
direktno izlozena sunéevoj svjetlosti u popodnevnim satima.

3.2. Priprema uzorka i analiza sadrzaja kemijskih elemenata

Kvantitativna analiza kemijskih elemenata obuhvacala je odredivanje sadrzaja Ca, Mg, K,
Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb, Cd, P u ovosezonskim i proslosezonskim iglicama.

Priprema uzorka za analizu:

Za potrebe analize nacinjen je skupni uzorak od deset odabranih stabala, osuSeni na 105 °C
tijekom 24 sata. Osuseni biljni uzorci su usitnjeni u fini prasak ultra-centrifugalnim mlinom
za pripremu uzoraka bez rezidua teskih metala (Retsch ZM 200, Haan, Germany).

Biljni uzorci su razoreni mokrim postupkom, digestijom s 10 ml 5:1 smjese HNO3 i H20 na
180 °C tijekom 60 minuta u mikrovalnoj pe¢nici (CEM Mars 6, Matthews, NC, USA) prema
Matusiewicz i sur. (1989) i Kingstone i Jassie (1986).

Odredivanje koncentracije Ca, Mg, K, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb, Cd i1 P:

Koncentracije makro i mikroelemenata i Stetnih teSkih metala u otopinama digestiranih
biljnih uzoraka odredivane su pomocu induktivno spregnute plazme (ICP-OES PerkinElmer
Optima 2100 DV, Waltham, MA, USA) tehnikom opticke emisijske spektrometrije (Bazeyad
i sur. 2019, Conti i sur. 2018). Svaka serija uzoraka biljaka na ICP analizirana je uz internu
kontrolu plazme i uz referentni materijal (Rice flour, IRMM - 804, Sample No. 0533,
European Commission, Joint Research Centre, Institute for Reference Materials and
Measurements, Geel, Belgium) koji su pripremljeni na isti na¢in kao i ostali uzorci biljaka.
Svi uzorci su analizirani u triplikatu.

Odredivanje koncentracije ukupnog N:

Sadrzaj dusika u biljnim uzorcima odreden je Kjeldahlovom metodom (AOAC 1984) nakon
digestije (Behr Distillation Unit S3, behrotest®) mljevenog suhog biljnog materijala sa
sumpornom kiselinom (Digest block system K-437, Buchi Corporation, New Castle, USA).
Svaki uzorak analiziran je u 3 ponavljanja.
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3.3. Mjerenje polifaznog porasta fluorescencije klorofila a i JIP test

Za uzorkovanje je koristeno deset stabala alepskog bora. Sa svakog odabranog stabla mjereno
je deset nasumicno odabranih iglica iz donjeg dijela kroSnje. Istrazivanje je provedeno
metodom polifaznog porasta fluorescencije klorofila a. Prije mjerenja je sav biljni materijal
bio prilagoden na uvjete tame tijekom 30 minuta. KoriSten je instrument Plant Efficiency
Analyzer (Handy PEA, Hansatech, Velika Britanija) (slika 17). Puls crvene saturacijske
svjetlosti (maks. apsorpcije 650 nm, 3000 pmolm™s™?) inducira polifazni rast fluorescencije
klorofila a (slika 15). Instrument omogucava kvantitativno pracenje promjena fluorescencije
klorofila a ve¢ nakon 50 ps nakon osvjetljavanja i biljezi promjene unutar 1 sekunde (svakih
10 ps tijekom prve 2 ms a nakon toga svake ms do pune sekunde). lzmjerene vrijednosti
intenziteta fluorescencije nakon 50 pus (Fo), 150 us, 300 ps, 2ms (F;), 30 ms (F),
maksimalnom intenzitetu fluorescencije (Fm), vremenu potrebnom za postizanje
maksimalnog intenziteta te povrSini iznad OJIP-krivulje (AREA) Koriste se za izracun
fotosintetskih parametara koji opisuju raspodjelu toka (fluksa) energije unutar PSII, tzv. JIP
test (Tablica 1) (Strasser i sur. 2004).
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Slika 17. Instrument Handy PEA - Plant efficiency analyzer
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U tablici 1. prikazani su parametri JIP-testa koriStenih u ovom istraZivanju uz opis i
jednadzbu prema kojoj se dobivaju.

Tablica 1. Parametri dobiveni mjerenjem polifaznog rasta fluorescencije klorofila a i parametri OJIP
testa.

Parametar Opis Jednadzba

Fo intenzitet fluorescencije nakon 50 ps (O stupanj)

Faoo intenzitet fluorescencije nakon 300 ps

F; intenzitet fluorescencije nakon 2 us (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 Vi=(F-Fo)/(Fm-Fo)

V) varijabilna fluorescencija na I stupnju V=(Fi-Fo)/(Fm-Fo)
normalizirana komplementarna povrsSina iznad

Sm OJIP krivulje AREA/(Fr-Fo)

Mo ukupna brzina zatvaranja RC (TRO/RC),;E)E/-(FFOLF_{;))_MFsoops-

N prometni broj Sm X [(dV/dt)o]/V;

RC/CSo gustoca aktivnih reakcijskih sredista Fu/Fm X (Vi/Mo) X ABS/CSo

TRo/ABS maksimalni kvantni prinos fotosustava I1 [1- (Fo/Fm)] = Fu/Fm

ETo/ABS kvantni prinos elektronskog transporta 1- (Fo/Fm)
uc¢inkovitost kojom uhvaceni (,,trapped®)

ETo/TRo eksciton omogucava prijenos elektrona u (1-V))
elektron-transportnom lancu dalje od Qa

ABS/RC apsorpcija po aktivnom reakcijskom sredistu Mo X (1/V3) X [L/(Fu/Fm)]

TRJ/RC protol.c' uhvaéenih' Vfotona po aktivhom Mo x (V)
reakcijskom sredistu

ETJRC eIekttonski transport po aktivnom reakcijskom Mo x (1V3) X (1-V)
sredistu

DIo/RC rasipanje po aktivnom reakcijskom sredistu (ABS/RC) — (TR¢/RC)

ABS/CS apsorpcija po pobudenoj povrsini ABS/CSy - Fo

TRo/CS protok uhvacenih fotona po pobudenoj povrsini [1- (Fo/Fm)] X Fo

ETo/CSo elektronski transport po pobudenoj povrsini [1- (Fo/Fm)] X (1-V3) X Fo

DI1o/SCo rasipanje po pobudenoj povrsini (ABS/CSg) — (TRo/CSp)

Plass indeks fotosinteze u¢inkovitosti (RCE E‘EO?E_F(R(:ER;/O I;)]|o) X
omjer koncentracije klorofila reakcijskih sredista | (RC/TRo) x (TRo/ABS) = [(Fs-

RC/ACS . .. .
i koncentracije antena klorofila Fo)/4(F300us-Fo)] X (Fv/Fm)

TRJ/DIy omj er _protok uhvacenih fotona i rasipanja (FulFo)
energije

ETo/(TRo— | transport ekektrona dalje od primarno

ETO)( oo 0 jeod p g (Fu-Fo)/( FoFo)
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3.4. Spektrofometrijsko odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata

Kako bi se odredila koncentracija fotosintetskih pigmenata, tkivo iglice alepskog bora je prvo
usitnjeno u teku¢em dusiku uz dodatak magnezijevog hidrogenkarbonata (MgHCO3) sve dok
se nije dobio fini prah. Zatim je 0,05 g tkiva prebaceno u tubice, nakon ¢ega je u njih dodan
1ml acetona. Pigmenti su 15 minuta ekstrahirani na ledu, a zatim centrifugirani 10 minuta pri
15.000 g na + 4 °C. Supernatant je prebacen u staklenu kivetu. Bilo je potrebno napraviti vise
re-ekstrakcija kako bi talog potpuno izgubio boju. Za svaki su uzorak spojeni svi supernatanti
1 izmjereni njihov ukupni volumeni. Koristenjem spektrofotometra (SPECORD® 40,
Analytik Jena, Njemacka) izmjerene su koncentracije klorofila a, klorofila b i ukupnih
karotenoida mjerenjem apsorbancije na tri valne duljine: 470 nm, 644,8 nm i 661,6 nm. Za
izracun su koristeni ekstinkcijski koeficijenti prema Lichtenthaleru 1987 (tablica 2).

Tablica 2. Ekstinkcijski koeficijenti prema Lichtenthaleru 1987

Koeficijent Opis Jednadzba
Y ukupni volumen ekstrakta fotosintetskih
pigmenata, izraZzen u ml
M masa uzorka, izraZena u gramima
Assi apsorbancija na valnoj duljini 661,6 nm
Agaag apsorbancija na valnoj duljini 644,8 nm
Ao apsorbancija na valnoj duljini 470 nm
koncentracija klorofila a u mg/g mase svjeze (11,24 X Acs1,6— 2,04 X Asasg) XV /
Chla .
tvari uzorka m x 10°
koncentracija klorofila b u mg/g mase svjeze (20,13 X Agass— 4,19 X Assr6) X V /
Chlb .
tvari uzorka m x 10°
Chl ath koncentracija ukupnog klorofila u mg/g mase (7,05 X Age1,6— 18,09 X Agasg) XV /
svjeze tvari uzorka m x 10°
koncentracija karotenoida u mg/g mase svjeze [10° X Aazo — 1,9 X (11,24 X Asea s —
Car tvari uzorka 2,04 X A644,8) - 63,14 X (20,13 X
A644,8— 4,19 X A661,6)] xV /214 xm
x 10°

3.5. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka provedena je u programu StatSoft Inc. STATISTICA, verzija 8.0
(2007.). Usporedba znacajnosti razlika odredivanih parametara izmedu ovosezonskih i
proslosezonskih iglica obuhvatila je slijedece metode: Studentov t-test, analiza varijance
(ANOVA, eng. “Analysis of Variance”), post hoc statisticki test znacajnosti utjecaja
primjenjenih tretmana, LSD test (eng. “Least Significant Difference”). Razina znacajnosti je
0,05 (p=0,05).
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4. REZULTATI
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4.1. Koncentracija fotosintetskih pigmenata

4.1.1. Koncentracija klorofila a

Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracije klorofila a (Chl a) u ovosezonskim
(OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora prikazane su na dijagramu. Srednja
vrijednost u ovosezonskim iglicama iznosila je 0,65 + 0,01 mg/g suhe tvari dok je srednja
vrijednost za proslosezonske iglice iznosila 1,20 £ 0,05 mg/g suhe tvari.

Prema Studentovom t-testu razlika je bila statisticki znac¢ajna na razini znacajnosti od 5%
(p<0,05). Oznaka (*) oznacava statisticki znacajnu razliku prema Studentovom t-testu,
p<0,05 (slika 18).
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Slika 18. Srednja vrijednost i standardna devijacija koncentracije klorofila a (Chl a) (mg/g suhe tvari)
u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora
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4.1.2. Koncentracija klorofila b

Srednja vrijednost i standardna devijacija koncentracije klorofila b (Chl b) u ovosezonskim
iglicama iznosila je 0,28 £ 0,01 mg/g suhe tvari dok je srednja vrijednost za proslosezonske
iglice iznosila 0,48 + 0,05 mg/g suhe tvari. Prema Studentovom t-testu razlika je bila
statistiCki znafajna na razini znacajnosti od 5% (p<0,05). Oznaka (*) oznacava statisticki
znacajnu razliku prema Studentovom t-testu, p<0,05 (slika 19).
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Slika 19. Srednja vrijednost i standardna devijacija koncentracije klorofila b (Chl b) (mg/g suhe tvari)
u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora
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4.1.3. Koncentracija ukupnih klorofila

Srednje vrijednost i standardna devijacija koncentracije ukupnih klorofila (Chl a+b) u
ovosezonskim u iglicama iznosila je 0,93 + 0,01 mg/g suhe tvari, dok je srednja vrijednost za
proslosezonske iglice iznosila 1,68 = 0,09 mg/g suhe tvari. Prema Studentovom t-testu razlika
je bila statisticki znacajna na razini znacajnosti od 5% (p<0,05). Oznaka (*) oznacava
statisti¢ki znacajnu razliku prema Studentovom t-testu, p<0,05 (slika 20).
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Slika 20. Srednja vrijednost i standardna devijacija koncentracije ukupnih klorofila (Chl a+b) (mg/g
suhe tvari) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora
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4.1.4. Koncentracija ukupnih karotenoida

Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracije ukupnih karotenoida (Car) u
ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora prikazane su na slici 21.
Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama iznosila je 0,19 £ 0,01 mg/g suhe tvari dok je
srednja vrijednost za proSlosezonske iglice iznosila 0,30 + 0,02 mg/g suhe tvari. Prema
Studentovom t-testu razlika je bila statisti¢ki znacajna na razini znacajnosti od 5% (p<0,05).
Oznaka (*) oznacava statisticki znacajnu razliku prema Studentovom t-testu, p<0,05 (slika
21).
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Slika 21. Srednja vrijednost i standardna devijacija koncentracije ukupnih karotenoida (Car) (mg/g
suhe tvari) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora
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4.2. Omjeri koncentracija fotosintetskih pigmenata
4.2.1. Omjer koncentracija klorofila a i klorofila b

Srednje vrijednosti i standardne devijacije omjera koncentracije klorofila a i klorofila b (Chl
a/Chl b) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora prikazane su
na slici 22. Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama iznosila je 2,38 & 0,10, dok je srednja
vrijednost za proslosezonske iglice iznosila 2,52 + 0,24. Prema Studentovom t-testu razlika
nije bila statisticki znaCajna na razini znaéajnosti od 5% (p>0,05) Oznaka NS - nije
signifikantno (p>0,05) (slika 22).
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Slika 2211. Srednja vrijednost i standardna devijacija omjera koncentracije klorofila a i klorofila b
(Chl &/Chl b) u ovosezonskim (OS) i pro§losezonskim (PS) iglicama alepskog bora
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4.2.2. Omjer koncentracija ukupnih klorofila i ukupnih karotenoida

Srednje vrijednosti i standardne devijacije omjera koncentracije ukupnih klorofila i ukupnih
karotenoida (Chl a+b/Car) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog
bora prikazane su na slici 23. Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama iznosila je 5,03 +
0,18, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice iznosila 5,63 + 0,21. Prema
Studentovom t-testu razlika je bila statisti¢ki znacajna na razini zna¢ajnosti od 5% (p>0,05).
Oznaka (*) oznacava statisticki znacajnu razliku prema Studentovom t-testu, p<0,05 (slika
23).
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Slika 23. Srednja vrijednost i standardna devijacija omjera koncentracije ukupnih klorofila i ukupnih
karotenoida (Chl a+b/Car) u ovosezonskim (OS) i pro§losezonskim (PS) iglicama alepskog bora
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4.3. Fluorescencija klorofila a i JIP test
4.3.1. Maksimalni prinos kvanta fotosustava Il

Srednje vrijednosti (izraZzene u relativnim jedinicama) i standardne devijacije maksimalnog
prinosa kvanta fotosustava II (Fv/Fm) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama
alepskog bora prikazane su na slici 24. Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u
prijepodnevnim satima (OS PR) iznosila je 0,86 £ 0,01, kao i srednja vrijednost za
prosSlosezonske iglice u prijepodnevnim satima (PS_PR): 0,86 + 0,01. Srednja vrijednost u
ovosezonskim iglicama u poslijepodnevnim satima (OS_PO) iznosila je 0,83 + 0,02, dok je
srednja vrijednost za proslosezonske iglice u poslijepodnevnim satima (PS_PO) iznosila 0,82
+ 0,02. Budu¢i da je LSD vrijednost bila vrlo niska (0,0047), smanjenje vrijednosti parametra
Fv/Fm u poslijepodnevnim satima bilo je statisticki znacajna za obje generacije iglica na
razini znacajnosti od 5% (p>0,05). Razlike nisu bile statisticki znacajne izmedu OS i PS
iglica u ne-stresnim uvjetima (prijepodnevni sati). Rezultati oznaceni razli¢itim slovima (a, b,
¢) medusobno se statisticki znacajno razlikuju prema LSD testu na razini znacajnosti od 5%
(p<0,05) (slika 24).
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Slika 24. Srednje vrijednosti i standardne devijacije maksimalnog prinosa kvanta fotosustava Il
(Fv/Fm) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora u prijepodnevnim (PR)
i poslijepodnevnim satima (PO)
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4.3.2. Indeks fotosintetske ucinkovitosti

Srednje vrijednosti (izrazene u relativnim jedinicama) i1 standardne devijacije indeksa
fotosintetske ucinkovitosti (Plass) u ovosezonskim (OS) i pros§losezonskim (PS) iglicama
alepskog bora prikazane su na slici 25. Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u
prijepodnevnim satima (OS_PR) iznosila je 2,38 + 0,38, dok je srednja vrijednost za
proSlosezonske iglice u prijepodnevnim satima (PS PR) iznosila 2,06 + 0,38. Srednja
vrijednost u ovosezonskim iglicama u poslijepodnevnim satima (OS_PO) iznosila je 1,54 +
0,36, dok je srednja vrijednost za proSlosezonske iglice u poslijepodnevnim satima (PS_PO)
iznosila 1,07 + 0,32. Prema LSD testu, smanjenje vrijednosti parametra Plass U
poslijepodnevnim satima bilo je statisticki znacajno za obje generacije iglica na razini
znacajnosti od 5% (p>0,05). Takoder razlike su bile statisticki znacajne izmedu OS i PS
iglica u ne-stresnim uvjetima (prijepodnevni sati). Rezultati oznaceni razli¢itim slovnim
oznakama (a, b, ¢, d) medusobno se statisticki znacajno razlikuju prema LSD testu na razini
znacajnosti od 5% (p<0,05) (slika 25).
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Slika 25. Srednje vrijednosti i standardne devijacije indeksa fotosintetske uéinkovitosti (Plags) U
ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora u prijepodnevnim (PR) i
poslijepodnevnim satima (PO)
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4.3.3. Omjer koncentracije klorofila reakcijskih sredista PSII i klorofila u antenama
PSII

Srednje vrijednosti (izrazene u relativhim jedinicama) i standardne devijacije omjera
koncentracije klorofila reakcijskih sredista PSII i koncentracije klorofila u antenama PSII
(RC/ABS) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora prikazane su
na slici 26. Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u prijepodnevnim satima (OS_PR)
iznosila je 0,33 + 0,02, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice u prijepodnevnim
satima (PS PR) iznosila 0,35 + 0,03. Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u
poslijepodnevnim satima (OS_PO) iznosila je 0,30 £ 0,01, dok je srednja vrijednost za
proslosezonske iglice u poslijepodnevnim satima (PS PO) iznosila 0,32 = 0,02. LSD
vrijednost bila je 0,0007. Pad vrijednosti parametra RC/ABS u poslijepodnevnim satima bio
je statisticki znacajan za obje generacije iglica na razini znacajnosti od 5% (p>0,05).
Rezultati oznaceni razli¢itim slovima (a, b, ¢) medusobno se statisticki znacajno razlikuju
prema LSD testu na razini znacajnosti od 5% (p<0,05) (slika 26).
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Slika 26. Srednje vrijednosti i standardne devijacije omjera koncentracije klorofila reakcijskih
srediSta PSII i koncentracije klorofila u antenama PSII (RC/ABS) u ovosezonskim (OS) i
proSlosezonskim (PS) iglicama alepskog bora u prijepodnevnim (PR) i poslijepodnevnim satima (PO)
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4.3.4. Omjer hvatanja ekscitona i disipacije pobudne energije

Srednje vrijednosti (izrazene u relativnim jedinicama) i standardne devijacije omjera hvatanja
ekscitona i disipacije pobudne energije (TRo/Dlo) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim
(PS) iglicama alepskog bora prikazane su na slici 27.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u prijepodnevnim satima (OS_PR) iznosila je
6,01 = 0,41, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice u prijepodnevnim satima
(PS PR) iznosila 6,09 + 0,48. Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u
poslijepodnevnim satima (OS_PO) iznosila je 4,98 + 0,53, dok je srednja vrijednost za
proslosezonske iglice u poslijepodnevnim satima (PS_PO) iznosila 4,70 + 0,67. Prema LSD
testu, smanjenje vrijednosti parametra TRo/Dlo u poslijepodnevnim satima bilo je statisticki
znacajno za obje generacije iglica, na razini znacajnosti od 5% (p>0,05). Razlike izmedu OS i
PS iglica u ne-stresnim uvjetima (prijepodnevni sati) nisu bile statisticki znacajne. Rezultati
oznaceni razli¢itim slovima (a, b, ¢) medusobno se statisticki znacajno razlikuju prema LSD
testu na razini znacajnosti od 5% (p<0,05) (slika 27).
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Slika 27. Srednje vrijednosti i standardne devijacije omjera hvatanja ekscitona i disipacije pobudne
energije (TRo/Dlo) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora u
prijepodnevnim (PR) i poslijepodnevnim satima (PO)
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4.3.5. Prijenos elektrona dalje od primarnog akceptora Qa

Srednje vrijednosti (izraZzene u relativnim jedinicama) i standardne devijacije prijenosa
elektrona dalje od primarnog akceptora Qa (ETo/(TRo-ETo)) u ovosezonskim (OS) i
proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora prikazane na slici 28.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u prijepodnevnim satima (OS_PR) iznosila je

1,20 £ 0,16, dok je srednja vrijednost za proSlosezonske iglice u prijepodnevnim satima
(PS_PR) iznosila 0,96 + 0,20.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u poslijepodnevnim satima (OS_PO) iznosila je
1,03 £ 0,19, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice u poslijepodnevnim satima
(PS_PO) iznosila 0,70 £ 0,17.

Prema LSD testu, smanjenje vrijednosti parametra ETo/(TRo-ETo) u poslijepodnevnim satima
bila je statisticki znaCajna za obje generacije iglica, na razini znacajnosti od 5% (p>0,05).
Takoder, razlike izmedu OS i PS iglica u ne-stresnim uvjetima (prijepodnevni sati) bile su
statisti¢ki znacajne. Rezultati oznaceni razli¢itim slovnim oznakama (a, b, ¢, d) medusobno se

statisticki znacajno razlikuju prema LSD testu na razini znacajnosti od 5% (p<0,05) (slika
28).
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Slika 28. Srednje vrijednosti i standardne devijacije transporta elektrona dalje od primarnog akceptora
Qa (ETo/(TRo-ETo)) u ovosezonskim (OS) i proSlosezonskim (PS) iglicama alepskog bora u
prijepodnevnim (PR) i poslijepodnevnim satima (PO)
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4.3.6. Apsorpcija po aktivnom reakcijskom sredistu PSII

Srednje vrijednosti (izrazene u relativnim jedinicama) i standardne devijacije apsorpcije po
aktivnom reakcijskom sredistu PSII (ABS/RC) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS)
iglicama alepskog bora prikazane su na slici 29.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u prijepodnevnim satima (OS_PR) iznosila je
3,03 £ 0,16, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice u prijepodnevnim satima
(PS_PR) iznosila 2,84 + 0,20.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u poslijepodnevnim satima (OS_PO) iznosila je
3,36 £ 0,19, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice u poslijepodnevnim satima
(PS_PO) iznosila 3,09 £ 0,17.

Prema LSD testu, poviSenje vrijednosti parametra ABS/RC u poslijepodnevnim satima bila je
statisticki znacajna za obje generacije iglica, na razini znac¢ajnosti od 5% (p>0,05). Takoder
razlike izmedu OS 1 PS iglica u ne-stresnim uvjetima (prijepodnevni sati) su bile statisti¢ki
znacajne. Rezultati oznaceni razli¢itim slovnim oznakama (a, b, ¢) medusobno se statisticki
znacajno razlikuju prema LSD testu na razini znacajnosti od 5% (p<0,05) (slika 29).
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Slika 29. Srednje vrijednosti i standardne devijacije apsorpcije po aktivnom reakcijskom sredistu PSII
(ABS/RC) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora u prijepodnevnim
(PR) i poslijepodnevnim satima (PO)
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4.3.7. Hvatanje ekscitona po aktivnom reakcijskom sredistu PSII

Srednje vrijednosti (izraZzene u relativnim jedinicama) i standardne devijacije hvatanja
ekscitona po aktivnom reakcijskom sredistu PSII (TRo/RC) u ovosezonskim (OS) i
proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora prikazane su na slici 30.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u prijepodnevnim satima (OS_PR) iznosila je
2,60 £ 0,17, dok je srednja vrijednost za proSlosezonske iglice u prijepodnevnim satima
(PS_PR) iznosila 2,43 + 0,17.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u poslijepodnevnim satima (OS_PO) iznosila je
2,80 + 0,12, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice u poslijepodnevnim satima
(PS_PO) iznosila 2,54 £ 0,17.

Prema LSD testu, poviSenje vrijednosti parametra TRo/RC u poslijepodnevnim satima bila je
statistiCki znaCajna za obje generacije iglica, na razini znacajnosti od 5% (p>0,05). Takoder
razlike izmedu OS i PS iglica u ne-stresnim uvjetima (prijepodnevni sati) bile su statisticki
znacajne.

Rezultati oznaceni razli¢itim slovnim oznakama (a, b, ¢, d) medusobno se statisticki znacajno
razlikuju prema LSD testu na razini znacajnosti od 5% (p<0,05) (slika 30).
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Slika 30. Srednje vrijednosti i standardne devijacije hvatanja ekscitona po aktivnom reakcijskom
sredistu PSII (TR¢/RC) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora u
prijepodnevnim (PR) i poslijepodnevnim satima (PO)
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4.3.8. Prijenos elektrona po aktivhom reakcijskom sredistu PSII

Srednje vrijednosti (izraZzene u relativnim jedinicama) i standardne devijacije prijenosa
elektrona po aktivnom reakcijskom sredistu PSII (ETo/RC) u ovosezonskim (OS) i
proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora prikazane su na slici 31.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u prijepodnevnim satima (OS_PR) iznosila je

1,41 £+ 0,10, dok je srednja vrijednost za prosSlosezonske iglice u prijepodnevnim satima
(PS_PR) iznosila 1,18 + 0,14.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u poslijepodnevnim satima (OS_PO) iznosila je
1,41 + 0,11, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice u poslijepodnevnim satima
(PS_PO) iznosila 1,03 £ 0,16. Prema LSD testu, smanjenje vrijednosti parametra ETo/RC u
poslijepodnevnim satima bila je statisticki znacajna samo za proslosezonske iglice (PS), na
razini znacajnosti od 5% (p>0,05), dok ovosezonske iglice (OS) nisu pokazale promjenu
vrijednosti ovog parametra u poslijepodnevnim satima.

Razlike izmedu OS i PS iglica u ne-stresnim uvjetima (prijepodnevni sati) bile su statisticki

znacajne. Rezultati oznaceni razli¢itim slovnim oznakama (a, b, ¢) medusobno se statisticki
znacajno razlikuju prema LSD testu na razini znacajnosti od 5% (p<0,05) (slika 31).
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Slika 31. Srednje vrijednosti i standardne devijacije prijenosa elektrona po aktivnom reakcijskom
sredistu PSII (ETo/RC) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora u
prijepodnevnim (PR) i poslijepodnevnim satima (PO)
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4.3.9. Disipacija pobudne energije po aktivnom reakcijskom sredistu PSII

Srednje vrijednosti (izrazene u relativnim jedinicama) i1 standardne devijacije disipacije
pobudne energije po aktivnom reakcijskom sredistu PSII (DIo/RC) u ovosezonskim (OS) i
proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora prikazane su na slici 32.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u prijepodnevnim satima (OS_PR) iznosila je

0,43 £ 0,04, dok je srednja vrijednost za prosSlosezonske iglice u prijepodnevnim satima
(PS_PR) iznosila 0,40 + 0,04.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u poslijepodnevnim satima (OS_PO) iznosila je
0,57 £ 0,07, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice u poslijepodnevnim satima
(PS_PO) iznosila 0,55 + 0,09. Prema LSD testu, porast vrijednosti parametra DIo/RC u
poslijepodnevnim satima bila je statistiCki znaCajna za obje generacije iglica, na razini
znacajnosti od 5% (p>0,05). Razlike izmedu OS i PS iglica u ne-stresnim uvjetima
(prijepodnevni sati) bile su statisti¢ki znacajne.

Rezultati oznaceni razli¢itim slovnim oznakama (a, b, ¢) medusobno se statisti¢ki znacajno
razlikuju prema LSD testu na razini znacajnosti od 5% (p<0,05) (slika 32).
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Slika 32. Srednje vrijednosti i standardne devijacije disipacije pobudne energije po aktivnom
reakcijskom sredistu PSII (DIo/RC) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog
bora u prijepodnevnim (PR) i poslijepodnevnim satima (PO)
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4.3.10. Gustoéa aktivnih reakcijskih sredista PSII

Srednje vrijednosti (izrazene u relativnim jedinicama) i1 standardne devijacije gustoce
aktivnih reakcijskih sredistu PSII (RC/CSo) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS)
iglicama alepskog bora prikazane su na slici 33.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u prijepodnevnim satima (OS_PR) iznosila je
115,27 + 20,28, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice u prijepodnevnim satima
(PS_PR) iznosila 106,99 + 17,22.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u poslijepodnevnim satima (OS_PO) iznosila je
114,46 + 19,96, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice u poslijepodnevnim satima
(PS_PO) iznosila 105,94 + 17,75.

Prema LSD testu, razlike izmedu OS i PS iglica u ne-stresnim uvjetima (prijepodnevni sati)
bile su statisticki znacajne na razini znacajnosti od 5% (p>0,05). Niti jedna generacija iglica
nije pokazala statisticki znaCajne promjene ovog parametra u stresnim Uvjetima
(poslijepodnevni sati).

Rezultati oznaceni razli¢itim slovnim oznakama (a, b) medusobno se statisticki znacajno
razlikuju prema LSD testu na razini znacajnosti od 5% (p<0,05) (slika 33).
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Slika 33. Srednje vrijednosti i standardne devijacije gustoce aktivnih reakcijskih sredista PSII
(RC/CSp) u ovosezonskim (OS) i proSlosezonskim (PS) iglicama alepskog bora u prijepodnevnim
(PR) i poslijepodnevnim satima (PO)
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4.3.11. OJIP porast fluorescencije klorofila a

Nativne krivulje porasta intenziteta fluorescencije klorofila a (OJIP krivulje) prikazane su na
slici 34. Porast intenziteta fluorescencije prikazan je na logaritamskoj skali vremena.

Svaka kategorija iglica (OS_PR, PS PR, OS PO i PS PO) pokazuje tipi¢an oblik OJIP
krivulje s jasno vidljivim J-stupnjem (nakon 2 ms) i I-stupnjem (nakon 30 ms). Intenzitet
fluorescencije u O-stupnju (Fo - na 50 ps) je sli¢an za sve kategorije iglica, dok je intenzitet
fluorescencije u P-stupnju (Fm - nakon 1 s) pokazao razli¢ite vrijednosti. Da bi se oblik OJIP
krivulja mogao relevantno usporedivati u svim tipi¢nim stupnjevima, potrebno je uciniti O-P
normalizaciju.

Prikazane su nativne OJIP krivulje koje ¢ine prosjek od 100 mjerenja. Na slici su oznaceni

standardni koraci porasta intenziteta fluorescencije: O-stupanj (Fo - nakon 50 us), J- stupanj
(nakon 2 ms), | - stupanj (nakon 30 ms), te P- stupanj (Fm - nakon 1s) (slika 34).
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Slika 34. Porast intenziteta fluorescencije klorofila a na logaritamskoj skali vremena na
ovosezonskim (OS) i proslosezonskim iglicama (PS) alepskog bora u prijepodnevnim satima (PR) i
poslijepodnevnim satima (PO)
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O-P normalizirane krivulje su prikazane na slici 35. Na normaliziranim krivuljama
najuodljiviji je porast intenziteta fluorescencije u J-stupnju, i to posebno u PS_PO iglicama u
odnosu na PS_PR iglice. Takoder, vidljiv je i porast intenziteta fluorescencije u J-stupnju u
OS_PO u odnosu na OS_PR iglice. Vrijednosti intenziteta fluorescencije u I-stupnju nisu
pokazala velika medusobna odstupanja. Prikazane O-P normalizirane OJIP krivulje ¢ine
prosjek od 100 mjerenja. Na slici su oznaceni standarni koraci porasta intenziteta
fluorescencije: O-stupanj (Fo - nakon 50 ps), J- stupanj (nakon 2 ms), I- stupanj (nakon 30
ms), te P- stupanj (Fm - nakon 1 s) (slika 35).
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Slika 35. O-P normalizirani porast intenziteta fluorescencije klorofila a na logaritamskoj skali
vremena na ovosezonskim (OS) i proslosezonskim iglicama (PS) alepskog bora u prijepodnevnim

satima (PR) i poslijepodnevnim satima (PO)
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4.3.12. Varijabilna fluorescencija u J-stupnju

Srednje vrijednosti (izrazene u relativnim jedinicama) i standardne devijacije varijabilne
fluorescencije klorofila a u J-stupnju (nakon 2 ms) (Vi) u ovosezonskim (OS) i
proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora prikazane na slici 36.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u prijepodnevnim satima (OS_PR) iznosila je

0,46 = 0,03, dok je srednja vrijednost za prosSlosezonske iglice u prijepodnevnim satima
(PS_PR) iznosila 0,51 + 0,05.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u poslijepodnevnim satima (OS_PO) iznosila je

0,50 + 0,04, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice u poslijepodnevnim satima
(PS_PO) iznosila 0,60 + 0,06. LSD vrijednost iznosila je 0,0148.

Porast vrijednosti parametra V; u poslijepodnevnim satima bila je statisticki znacajna za obje
generacije iglica, na razini znacajnosti od 5% (p>0,05). Razlike izmedu OS i PS iglica u ne-
stresnim uvjetima (prijepodnevni sati) takoder su bile statisti¢ki znacajne.

Prikazane O-P normalizirane OJIP krivulje koje ¢ine prosjek od 100 mjerenja. Rezultati
oznaceni razli€itim slovnim oznakama (a, b, ¢, d) medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju
prema LSD testu na razini znacajnosti od 5% (p<0,05) (slika 36).
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Slika 36. Srednje vrijednosti i standardne devijacije varijabilne fluorescencije klorofila a u J-stupnju
(nakon 2 ms) (V,) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora u
prijepodnevnim (PR) i poslijepodnevnim satima (PO)
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4.3.13. Varijabilna fluorescencija u I-stupnju

Srednje vrijednosti (izrazene u relativnim jedinicama) i standardne devijacije varijabilne
fluorescencije klorofila a u I-stupnju (nakon 30 ms) (Vi) u ovosezonskim (OS) i
proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora prikazane su na slici 37.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u prijepodnevnim satima (OS_PR) iznosila je
0,86 = 0,03, dok je srednja vrijednost za prosSlosezonske iglice u prijepodnevnim satima
(PS_PR) iznosila 0,87 + 0,03.

Srednja vrijednost u ovosezonskim iglicama u poslijepodnevnim satima (OS_PO) iznosila je
0,84 + 0,02, dok je srednja vrijednost za proslosezonske iglice u poslijepodnevnim satima
(PS_PO) iznosila 0,86 + 0,03.

Prema LSD testu, smanjenje vrijednosti parametra Vi u poslijepodnevnim satima u OS
iglicama, iako vrlo malenog iznosa, bilo je statisticki znacajan na razini znacajnosti od 5%
(p>0,05), dok PS iglice nisu pokazale statisticki znacajnu promjenu u poslijepodnevnim
satima. Razlika izmedu OS i PS iglica u ne-stresnim uvjetima (prijepodnevni sati) nije bila
statistiCki znacajna. Rezultati oznaceni razli¢itim slovnim oznakam (a, b) medusobno se
statisticki znacajno razlikuju prema LSD testu na razini znacajnosti od 5% (p<0,05) (slika
37).
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Slika 37. Srednje vrijednosti i standardne devijacije varijabilne fluorescencije klorofila a u I-stupnju
(nakon 2 ms) (Vi) u ovosezonskim (OS) i proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora u
prijepodnevnim (PR) i poslijepodnevnim satima (PO)
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4.4. Sadrzaj kemijskih elemenata

Srednje vrijednosti i standardne devijacije sadrzaja kemijskih elemenata (Ca, Mg, K, P, Na,
Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb i Cd) u ovosezonskimi proslosezonskim iglicama alepskog bora
prikazane su u tablici 3. Udio ukupnog dusika (N) u ovosezonskim iglicama iznosio je 0,91 £
0,02%, a u proslosezonskim iglicama 0,98 + 0,06%. Ova razlika nije bila statisticki znacajna.

Sadrzaj kalcija (Ca) u ovosezonskim iglicama iznosio je 3.673,70 + 41,16 mg/kg suhe tvari, a
u proslosezonskim iglicama 7.936,95 + 33,46 mg/kg suhe tvari, §to se pokazalo statisti¢ki
znacajnom razlikom.

Sadrzaj magnezija (Mg) u ovosezonskim iglicama iznosio je 1.240,11 + 20,03 mg/kg suhe
tvari, a u proSlosezonskim iglicama 2.148,97 + 10,75 mg/kg suhe tvari, §to je statisticki
znacajna razlika.

Sadrzaj kalija (K) u ovosezonskim iglicama iznosio je 8.017,41 + 23,69 mg/kg suhe tvari a u
proslosezonskim iglicama 3.531,11 + 20,67 mg/kg suhe tvari, §to se pokazalo statisticki
znacajnom razlikom.

Sadrzaj natrija (Na) u ovosezonskim iglicama iznosio je 3.52,58 + 38,45 mg/kg suhe tvari, a
u proSlosezonskim iglicama 1.344,38 + 29,20 mg/kg suhe tvari, §to je statisticki znacajna
razlika.

Sadrzaj bakra (Cu) u ovosezonskim iglicama iznosio je 4,21 + 0,05 mg/kg suhe tvari, a u
proslosezonskim iglicama 2,77 + 0,04 mg/kg suhe tvari, §to se pokazalo statisti¢ki znacajnom
razlikom.

Sadrzaj zeljeza (Fe) u ovosezonskim iglicama iznosio je 32,54 + 0,34 mg/kg suhe tvari, a u
proslosezonskim iglicama 138,17 + 6,11 mg/kg suhe tvari, §to je statisticki znacajna razlika.

Sadrzaj mangana (Mn) u ovosezonskim iglicama iznosio je 25,01 + 0,48 mg/kg suhe tvari, a
u proslosezonskim iglicama 50,29 + 1,49 mg/kg suhe tvari, Sto se pokazalo statisticki
zna¢ajnom razlikom.

Sadrzaj cinka (Zn) u ovosezonskim iglicama iznosio je 27,13 + 0,36 mg/kg suhe tvari, a u
proslosezonskim iglicama 16,24 + 0,18 mg/kg suhe tvari, $to je statisticki znacajna razlika.

Sadrzaj nikla (Ni) u ovosezonskim iglicama iznosio je 0,14 + 0,02 mg/kg suhe tvari, a u
proslosezonskim iglicama 0,24 + 0,04 mg/kg suhe tvari, S§to se nije pokazalo statisticki
znacajnom razlikom.

Sadrzaj olova (Pb) u ovosezonskim iglicama bio je ispod razine detekcije metode (< 0,10
mg/kg suhe tvari), a u proslosezonskim iglicama iznosio je 0,21 + 0,04 mg/kg suhe tvari.
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Sadrzaj kadmija (Cd) u ovosezonskim iglicama iznosio je 0,04 = 0,01 mg/kg suhe tvari, a u
proslosezonskim iglicama 0,08 + 0,01 mg/kg suhe tvari, §to se pokazalo statisticki znacajnom

razlikom.

Sadrzaj fosfora (P) u ovosezonskim iglicama iznosio je 1.139,00 + 17,06 mg/kg suhe tvari, a
u proslosezonskim iglicama 719,43 + 12,68 mg/kg suhe tvari, §to je statisticki znacajna

razlika.

Tablica 3. Srednje vrijednosti i standardne devijacije sadrZaja kemijskih elemenata (Ca, Mg, K, Na,

Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb, Cd i P) u ovosezonskim i proslosezonskim iglicama alepskog bora

KEMIJSKI

OVOSEZONSKE

PROSLOSEZONSKE

ELEMENT IGLICE IGLICE t Pt
Ukupni N (%) 0,91 +0,02 0,98 + 0,06 1,917 NS
Ca (mg/kg) 3.673,70 + 41,16 7.936,95 + 33,46 139,207 p < 0,05
Mg (mg/kg) 1.240,11 + 20,03 2.148,97 + 10,75 69,249 p < 0,05
K (mg/kg) 8.017,41 + 23,69 3.531,11 £ 20,67 247,154 p<0,05
P (mg/kg) 1.139,00 + 17,06 719,43 + 12,68 34,188 p < 0,05
Na (mg/kg) 352,58 + 38,45 1.344,38 + 29,20 35,580 p < 0,05
Cu (mg/kg) 4,21+0,05 2,77 £ 0,04 38,952 p <0,05
Fe (mg/kg) 32,54 £ 0,34 138,17 £ 6,11 29,898 p < 0,05
Mn (mg/kg) 25,01 £0,48 50,29 = 1,49 27,971 p < 0,05
Zn (mg/kg) 27,13+0,36 16,24 + 0,18 46,863 p < 0,05
Ni (mg/kg) 0,14 £0,02 0,24 £ 0,04 3,873 NS
Pb (mg/kg) <LD 0,21 £ 0,04 - -
Cd (mg/kg) 0,04 +0,01 0,08 + 0,01 4,899 p < 0,05

Statisticka znacajnost razlika prikazana je na razini znacajnosti od 5% prema Studentovom t-

testu, p<0,05 - statisti¢ki znacajna razlika, NS - nesignifikantna razlika.
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5. RASPRAVA
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Nepovoljni okoli$ni uvjeti mogu biti ne samo ogranic¢avaju¢i ¢imbenik biljnog rasta i razvoja,
ve¢ mogu dovesti i do ozbiljnijih oStecenja na razli¢itim razinama bioloskog funkcioniranja
biljaka. Objekt ovog istrazivanja bile su ovosezonske i proslosezonske iglice alepskog bora
Cije se prirodne i sadene sastojine ucestalo mogu naci U obalnom podrucju Jadranskog mora
gdje se uzgaja u parkovima i nasadima, te se koristi u svrhu poSumljavanja degradiranog krsa
buduci da razgradnjom njegovih iglica nastaje humus i Sumsko tlo. Tijekom ljetnih mjeseci
iglice alepskog bora izlozene su utjecaju solnog stresa uz periodi¢no povisene koli¢ine
svjetlosti i temperature u poslijepodnevnim satima $to moze dovesti do fotoinhibicije, te
posljedi¢no tome i1 do oste¢enja fotosintetskog aparata. Ukoliko kombinacija toplinskog,
svjetlosnog i solnog stresa prijede odredenu granicu tolerancije, a intenzitet i trajanje ovih
stresora postanu ekstremni, postoji vrlo velika vjerovatnost za znacajnije ogoljenje krosnje.
Dosadasnja istrazivanja fotosintetske ucinkovitosti iglica alepskog bora ukazala su na
mogucénost da je tolerancija OS i PS iglica, zbog razli¢itih regulacijskih mehanizama procesa
fotosinteze, razli¢ita na kombinacije toplinskog, svjetlosnog i solnog stresa. U tom kontekstu,
fizioloske razlike izmedu ovosezonskih i proslosezonskih iglica alepskog bora istrazene su
odredivanjem koncentracije klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida, te odredivanjem
sadrzaja kemijskih elemenata (Ca, Mg, K, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb, Cd i P).

Mijerenjem fluorescencije klorofila a metodom indukcije OJIP krivulje i JIP-testom, istrazene
su promjene ucinkovitosti fotosustava II (PSII) 1 kvantitativne promjene regulacijskih
mehanizama in vivo u iglicama razliCite starosti u ne-stresnim uvjetima (8-10 h) i u uvjetima
svjetlosnog, temperaturnog stresa (13-15 h).

Istrazivanja utjecaja okoli$nih stresora na iglice Cetinjaca dosegla su svoj vrhunac 80-ih i 90-
ih godina proslog stoljeca, pri ¢emu su u srediStu istrazivanja bili aeropolucija, nedostatak
vode (susa) 1 poremecaji mineralne ishrane, a zatim i biotski ekoloSki ¢imbenici. Spomenuta
istrazivanja obuhvacala su pretezno vrste rodova Picea, Pinus i Abies, a metodoloski su bila
vrlo raznovrsna, od kvantitativnih analiza kemijskih i biokemijskih parametara stresa (poput
koncentracije kemijskih elemenata, fotosintetskih pigmenata, polifenola, neenzimskih
antioksidansa, aktivnosti antioksidacijskih enzima kao $to su superoksid-dismutaza, katalaza,
preoksidaza, glutation-reduktaza, itd.), preko kvalitativnih mikroskopskih istrazivanja
(analiza histoloskih promjena grade iglica, histokemijska lokalizacija pojedinih tvari poput
polifenola, kaloze, Skroba, itd.), do ultrastrukturnih promjena u organizaciji plastida, te finih
mikroskopskih promjena na povrsini iglica poput promjena u gradi epikutikularnog voska i u
izgledu puci (Baci¢ i sur. 1999, Lepedus i Cesar 2004).

Ova istrazivanja su osim primjene imala 1 znac¢aj bazi¢nih istrazivanja, budu¢i da su njihovi
rezultati znacajno doprinijeli poznavanju grade 1 funkcije iglica Cetinjaca tijekom njithovog
razvoja. Pri tome se fotosintetski aparat, koji je lociran u kloroplastima iglica pokazao kao
od najznacajnijih mjesta regulacije tolerancije na stres. Kao kljuéna komponenta u regulaciji
tolerancije na stres nametnuo se fotosustav II (veliki multiproteinski kompleks, graden od
oko 25 polipeptida, smjeSten u grana-tilakoidima, koji ima funkciju voda-plastokinon
oksidoreduktaze (Barber i sur. 2006).
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Glavna uloga klorofila i karotenoida u procesu fotosinteze je prikupljanje fotona svjetlosti i
transfer energije unutar fotosustava. Prikupljanje svjetlosne energije 1 potrosnja kemijskih
ekvivalenata (ATP i NADPH) u fotosintezi moraju biti uskladeni na razli¢itim razinama da bi
se odrzali uvjeti homeostaze. Jedan od predlozenih mehanizama za odrzavanje ovakvih uvjeta
je i prilagodba koja se temelji na regulaciji biosinteze i razgradnje molekula Klorofila.
Biosinteza klorofila moze se podijeliti u nekoliko faza (Taiz i Zeiger 1998). Biosinteza
klorofila kre¢e od glutaminske kiseline koja se prevodi u 5-aminolevulinsku kiselinu (ALA).
U narednoj fazi se dvije molekule 5-aminolevulinske kiseline kondenziraju, pri ¢emu nastaje
porfobilinogen (PBG), a od njega pirolni prsten. U slijede¢oj fazi dolazi do formiranja
porfirinskog prstena, to¢nije protoporfirina IX. Ovaj dio biosintetskog puta je identiCan za
biosintezu klorofila i hema. Umetanjem magnezijevog atoma u strukturu protoporfirina IX i
formiranja petog prstena (prsten E), nastaje protoklorofilid a. Enzim protoklorofilid-
oksidoreduktaza reducira protoklorofilida a u klorofilid a. Tijek biosinteze klorofila vrlo je
slican kod razli¢itih skupina fotosintetskih organizama. Najuocljivija razlika upravo je korak
u kojem se protoklorofilid reducira u klorofilid, koji se kod cijanobakterija, alga, briofita,
pteridofita i golosjemenjac¢a moZe odvijati u tami, dok se u kritosjemenjaca odvija iskljucivo
na svjetlosti (Reinbothe i sur. 2010). Posljednja faza u biosintezi klorofila jest vezanje
fitolnog repa na klorofilid a ¢ime nastaje klorofil a. Ova reakcija katalizirana je enzimom
klorofil-sintetaza. Iz klorofila a djelovanjem specifi¢ne oksigenaze izravno nastaje klorofil b
(von Wettstein i sur. 1995, Suzuki i sur.1997). Reakcija je reverzibilna, djelovanjem enzima
klorofil b - reduktaze, klorofil b moze izravno prije¢i nazad u klorofil a (Suzuki i sur. 1997,
Tanaka 1 sur. 1998). Smatra se da je ovaj mehanizam prilagodba na razliCite stresne uvjete
okolisa u kojima je potrebno prilagodavati koncentraciju oba tipa klorofila trenutnim
zahtjevima.

Nadalje, za proces biosinteze klorofila veliku vaznost imaju odredeni kemijski elementi, tj.
njihova dostupnost. Istrazivanja na razli¢itim biljnim vrstama pokazala su da se nedostatak
pojedinih elemenata (dusik, fosfor, kalij, kalcij, sumpor i magnezij) negativno odrazava na
biosintezu klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida. Osim toga, nedostatak ovih
kemijskih elementata narusava karakteristi€énu ultrastrukturu kloroplasta u listovima, §to se
oCituje u vecoj brojnosti plastoglobula, krupnijim Skrobnim zrncima, poremecajima u
strukturi (izgledu i rasporedu) tilakoidnog sustava. Ovakve promijene u strukturi tkiva,
stanica i pojedinacnih organela vrlo se uspjesno koriste kao dijagnosticki alat u istrazivanjima
utjecaja okolisa na biljke (Fink 1999).

Istrazivanja sadrzaja kemijskih elemenata u iglicama Cetinjata opcenito se provode zbog
nekoliko razliitih razloga — utjecaj klimatskih promjena, antropogeno zagadenje te upotreba
iglica, ali i drugih dijelova Cetinja¢a u farmaceutskoj industriji. IstraZivanje provedeno u
Francuskoj pokazalo je da je vodni rezim u smislu lokalnog ¢imbenika vazniji od opcih
klimatskih karakteristika kad je u pitanju rast i razmnozavanje alepskog bora (Vennetier i sur.
2018).
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Ovo je od posebnog znacaja u mediteranskom podrucju, zbog sve ceS¢ih 1 intenzivnijih
susnih razdoblja. Istrazivanja sadrzaja teSkih metala u iglicama alepskog bora provedena u
Jordanu pokazala su znaCajan utjecaj industrije na poviSenje sadrzaja teSkih metala u
iglicama, §to ih ¢ini potencijalno dobrim bioindikatorom za monitoring ovakvih zagadenja u
suhim klimatskim podrué¢jima (Al-Alawi i Mandiwana 2007).

Istrazivanja sadrzaja kemijskih elemenata u iglicama razli¢itih vrsta borova (Pinus sp.)
pokazuju varijabilnost kako izmedu razli¢itih vrsta roda Pinus tako i izmedu vrijednosti za
pojedinu vrstu na razli¢itim lokacijama (Cindri¢ i sur. 2018, Zeiner i sur. 2018, Vennetier i
sur. 2018, Zeiner i Juranovi¢ Cindri¢ 2021). U iscrpnom istrazivanju sadrzaja kemijskih
elemenata u iglicama alepskog bora u Hrvatskoj, na podru¢ju jadranske obale pokazane su
regionalne razlike u sadrzaju 21-0g kemijskog elementa na 12 lokacija (Zeiner i sur. 2019).
Takoder, isti autori pokazali su kako sadrzaj kemijskih elemenata u iglicama alepskog bora
ne ovisi isklju¢ivo o korijenovom sustavu ve¢ je u velikoj mjeri uvjetovano i unosom
direktno putem suhe i vlazne precipitacije na iglice. Sadrzaj kemijskih elemenata u
proslosezonskim iglicama alepskog bora u ovom istrazivanju (Tablica 3) u skladu su s
podatcima prikazanim u istraZzivanju spomenutih autora, u odosu na prosjecne vrijednosti
sadrzaja kemijskih elemenata na svim istraZivanim lokacijama, a posebno u odnosu na
vrijednosti izmjerene na lokaciji Vodice koja je najbliza lokaciji koriStenoj u ovom
istrazivanju (PrimoSten). S obzirom na navedeno, mozZe se zakljuciti kako je mineralna
ishrana iglica alepskog bora koriStenith u ovom istrazivanju bila u granicama normalnih
vrijednosti, zbog Cega ¢e u daljnoj raspravi biti dan naglasak na usporedbu sadzaja kemijskih
elemenata bitnih za proces fotosinteze, izmedu ovosezonskih 1 proslosezonskih iglica.

Iz podataka tablice 3 vidljivo je da je sadrzaj magnezija bio znac¢ajno povisen u PS iglicama u
odnosu na OS iglice, $to je u skladu s izmjerenim koncentracijama klorofila i ukupnih
karotenoida (slike 18-21). Magnezij je sastavni dio molekule klorofila, a osim toga u biljci
dolazi i kao sastavni dio razli¢itih enzima (peptidaze, dehidrogenaze, karboksilaze,
dekarboksilaze i dr.) (Vukadinovi¢ i Loncari¢ 1998). Nedostatak magnezija moze dovesti do
kloroze 1 do promjena u anatomskoj gradi iglica Cetinjaca koje se ocituju u distorziji stanica
floema (Fink 1999, Lepedus i Cesar 2004). Sli¢no magneziju, sadrzaj kalcija, Zeljeza i
mangana takoder je bio povisen u PS iglicama (Tablica 3). Zeljezo je takoder izuzetno vazno
za proces fotosinteze, budu¢i da je neophodno za biosintezu klorofila a. Takoder, Zeljezo
ulazi u sadrzaj Citokrom b6f kompleksa i ¢ini njegov kljucni dio (Fe-S centri) za prijenos
elektrona s plastokinona na plastocijanin. Takoder (Fe-S centri) ulaze u sadrzaj feredoksina
(Vukadinovi¢ i Loncari¢ 1998). To je mali protein strome (11 kDa), topiv u vodi, koji sadrzi
dva Fe-S klastera, a uloga mu je primanje elektrona s plastocijanina koje prenosi elektrone na
NADP* pomoc¢u enzima feredoksin-NADP™ reduktaze (FNR) (Taiz i Zeiger 1998). Osim
toga, zeljezo je 1 dio razli¢itih prostetskih skupina ta je kao takvo vazno za aktivnost razli¢itih
enzima (npr. peroksidaze, katalaze, itd.). Mangan je takoder izuzetno vaZzan u procesu
fotosinteze. Dolazi kao dio kompleksa koji ima funkciju fotolize vode (OEC, eng. ,,Oxygen-
Evolving Complex®). U srediste OEC kompleksa nalazi se nakupina od cetiri Mn-iona koji
prihvacaju Cetiri ekscitona s antena-kompleksa PS II pri ¢emu manganski klaster prelazi s
osnovnog (S0) u Cetiri razli¢ita oksidacijska stanja, oznacena kao i S1-S4 (Kok i sur. 1970).
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Kao i u slucaju Zeljeza, mangan je sastavni dio mnogih enzima, znacajan je za fiksaciju
dusika, te nedostatak ovog mikroelementa moze dovesti do pojave kloroze u biljkama
(Vukadinovi¢ i Loncari¢ 1998).

Prethodna istrazivanja elongacije iglica cCetinja¢a 1 razvoja njihove glavne uloge
(kompetentna fotosinteza) pokazala su povezanost promjena u metabolizmu ugljikohidrata
(razgradnja Skroba tijekom elongacije mladih iglica) (Egger i Hammp 1996). Kod porasta
razine klorofila i karotenoida, te razvojem tilakoidnog sustava u kloroplastima, dolazi do
fluktuacije razine ukupnih Klorofila i omjera Kklorofila a i klorofila b u ovosezonskim i
proslosezonskim iglicama alepskog bora, pri ¢emu dolazi do sniZzenja koncentracije ovih
pigmenata u ljetnim mjesecima (Lepedus i sur. 2003, Elvira i sur. 1998, Senser i sur. 1975).
Gotovo dvostruko vise razine klorofila a, klorofila b, te ukupnih klorofila i ukupnih
karotenoida (slike 18-21) u proslosezonskim iglicama u odnosu na ovosezonske iglice, u
skladu su s njihovim rezultatima kao i prethodno opisanim odnosima i fluktuacijama
fotosintetskih pigmenata tijekom razvoja iglica smreke (Lepedus i sur. 2008). Pri tome valja
istaknuti kako je u ovom radu dokazano da je omjer koncentracija klorofila a i klorofila b,
kao i omjer ukupnih klorofila i ukupnih karotenoida bio prakticki 1:1 izmedu ovosezonskih i
proslosezonskih iglica (slike 22 i 23), sli¢no kao i u spomenutim istrazivanjima.

Iz opisanog se moze zakljuciti kako je kod razliitih vrsta Cetinjaca dinamika akumulacije
fotosintetskih pigmenata vrlo slicna tijekom elongacije 1 razvoja iglica. Razlog za ovakav
obrazac akumulacije fotosintetskih pigmenata je najvjerojatnije prilagodba jakom osvjetljenju
kojemu su iglice izloZene tijekom ljetnih mjeseci (lipanj), a koja se temelji na regulaciji
biosinteze 1 razgradnje molekula pigmenata. Prethodna istraZivanja koja podrZavaju ovu
hipotezu pokazala su da je niza koncentracija klorofila u mladim listovima, u odnosu na
razvijene listove, povezana s akumulacijom esencijalnih fotosintetskih proteina, kao i s
poviSenjem razine aktivnosti askorbat-peroksidaze (APX), jednog od klju¢nih
antioksidacijskih enzima u kloroplastima (Lepedus i sur. 2011, Mlinari¢ i sur. 2017).

Vrijednost omjera klorofila a i klorofila b je vrlo vazna za odrzavanje fizioloske funkcije
iglica, budu¢i da su razine ovih pigmenata vrlo usko povezane s akumulacijom proteina za
prikupljanje svjetlosti u PSII (LHCII proteini), te su na taj nain izravno ukljuceni u
regulaciju primarne fotokemije PSII (Mathis i Burkey 1989, Tanaka i Tanaka 2000, Sato i
sur. 2015). Vrijednosti maksimalnog prinosa kvanta PSIlI (Fv/Fm) u ovosezonskim i
proslosezonskim iglicama alepskog bora (slika 24) bile su identi¢ne (0,86 rel. j.) $to je bila
indikacija da obje generacije iglica imaju potpuno razvijen i funkcionalan fotosustav Il
(Schreiber i sur. 1994).

Budu¢i da primarna fotokemija fotosustava II ovisi isklju¢ivo o procesima apsorpcije
svjetlosti 1 hvatanja ekscitona, moze se zakljuciti kako se ti procesi odvijaju u punom opsegu
u mladim ovosezonskim iglicama. Medutim, vrijednosti indeksa fotosintetske ucinkovitosti
(Plags) bile su znac¢ajno nize u proslosezonskim iglicama (2,06 rel. j.) nego u ovosezonskim
iglicama (2,38 rel. j.) (slika 25).
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Ovaj rezultat bio je potpuno neocekivan jer su prethodna istrazivanja fotosintetske
ucinkovitosti razliCitih vrsta pokazale da mladi listovi koji su joS§ u fazi elongacije, uz nize
razine fotosintetskih pigmenata, imaju i slabiju fotosintetsku uinkovitost (Lepedus i sur.
2011, Katani¢ i sur. 2012, Mlinari¢ i sur. 2016).

Parametar Plags se smatra boljim indikatorom vitalnosti biljaka u odnosu na parametar
Fv/Fm, s obzirom da su u njegov izracun, uz procese apsorpcije pobudne svjetlosti i hvatanja
ekscitona, ukljuceni i procesi usmjeravanja uhvacenih ekscitona u lanac transporta elektrona
te rasipanja suviSka pobudne svjetlosne energije u obliku topline (Tsimilli-Michael i sur.
2000, van Heerden i sur. 2007).

Usporedba komponenata (RC/ABS, ETo/(TRo-ETo) i TRo/Dlo) indeksa fotosintetske
ucinkovitosti (Plass) pokazala je razlike izmedu ovosezonskih i proSlosezonskih iglica (slika
25). Najveca razlika pokazala se za parametar transporta elektrona dalje od primarnog
akceptora Qa (ETo/(TRo-ETo)), dok je za parametar RC/ABS razlika bila vrlo mala, ali
signifikantna, a za parametar TRo/Dlo nije bilo signifikantne razlike.

Iz navedenog se moze zakljuditi da ovosezonske iglice posjeduju bolju sposobnost
usmjeravanja uhvacene pobudne energije u lanac transporta elektrona. Objasnjenje ovog
fenomena moguce je dobiti analizom oblika OJIP krivulja (slike 34 i 35).

Kad se biljni materijal koji je prilagoden uvjetima tame osvijetli saturacijskom svjetloscu,
dolazi do indukcije polifaznog porasta fluorescencije klorofila a, tzv. OJIP krivulje (Strasser i
Strasser 1995). Usporedbom oblika O-P normaliziranih OJIP krivulje, te izra¢unom
varijabilne fluorescencije na J-stupnju (nakon 2 ms) (Vs) i I-stupnju (nakon 30 ms) (V)),
moguce je zakljucivati o procesima prijenosa elektrona na razini plastokinona u PSIIL.
Normalizirane krivulje pokazale su razlike u O-J koraku izmedu ovosezonskih i
proSlosezonskih iglica (slika 35), te poviSene vrijednosti parametra V; (slika 36) u
proslosezonskim iglicama. Porast fluorescencije na J-stupnju i posljedi¢ne vrijednosti
parametra V; ukazuje na akumulaciju reduciranih oblika plastokinona (Qa-, Qa Qg i Qa Qg")
koji nastaju uslijed ograni¢ene re-oksidacije Qa~ (Strasser i sur. 2004). Budu¢i da nije bilo
razlike u obliku OJIP krivulja u J-1 i I-P koracima, niti je bilo statisti¢ki znacajne razlike u
vrijednostima parametra V) izmedu ovosezonskih i proslosezonskih iglica, moze se zakljuciti
da nize vrijednosti parametra (ETo/(TRo-ETo)) nisu bile uzrokovane niti akumulacijom Qg-
ne-reduciraju¢ih aktivnih sredista PSII (Qa Qg2"), niti redukcijom prijenosnika elektrona na
akceptorskoj strani fotosustava I (PSI) (Govindjee 2004, Kalaji i sur. 2017).

lako usporedba gustoce aktivnih reakcijskih sredista PSIl (RC/CSp) izmedu ovosezonskih i

proslosezonskih iglica nije pokazala statisticki znacajne razlike (Slika 33), razlika se pokazala
u specifiénim protocima energije po aktivnom reakcijskom sredistu (slike 29-32).
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Parametri ABS/RC, TRo/RC i DIo/RC pokazali su povisene vrijednosti u ovosezonskim
iglicama u odnosu na proSlosezonske, dok u parametru ETo/RC nije bilo razlike. Ovakav
obrazac dinamike specifi¢nih protoka energije (poviSena apsorpcija i hvatanje ekscitona po
aktivnom reakcijskom sredistu) u skladu je s opisanim porastom fluorescencije na J-stupnju
(slika 35) i vrijednosti parametra V; (slika 36). Obzirom da parametar ABS/RC opisuje
ukupnu apsorpciju svjetlosti od strane molekula klorofila svih reakcijskih sredista podijeljenu
s brojem aktivnih reakcijskih sredista u smislu sposobnosti redukcije Qa, vrijednost ovog
parametra je izravno ovisna o omjeru aktivnih i neaktivnih reakcijskih sredista, tj. prelasku
odredenog broja reakcijskih srediSta u Qa-nereducirajuc¢a aktivna srediSta (Mehta i sur.
2010a,b). Takva reakcijska sredista PSII imaju sposobnost ucinkovite apsorpcije pobudne
svjetlosti, ali ne mogu reducirati Qa zbog ¢ega dolazi do povisene disipacije suviska
apsorbirane pobudne svjetlosti (DI1o/RC) (slika 32), (Strasser i sur. 2004, Yusuf i sur. 2010).

Cak i kada nema drugih stresnih &imbenika, velika koli¢ina svjetlosti u kombinaciji s
povisenom temperaturom tijekom ljetnih dana moze dovesti do fotoinhibicije. To je proces u
kojem dolazi do usporavanja ili potpunog zaustavljanja procesa fotosinteze sto moze dovesti
do oStecenja fotosintetskog aparata, a za posljedicu najceS¢e ima smanjenje prinosa kvanta
svjetlosti 1 fotokemijske aktivnosti fotosustava II, oSteéenja ili smanjenja sadrzaja
fotosintetskih pigmenata i proteina, te oStecenja biomembrana (Perl-Treves i Perl 2002,
Takahashi 1 Murata 2008). IstraZzivanja utjecaja poviSenih temperatura 1 suvisSka svjetlosti na
fotosintetski aparat drvenastih vrsta pokazala su razlicite strategije prilagodbe s obzirom na
starost listova (Lepedus i sur. 2011, Mlinari¢ i sur. 2016).

Opc¢enito, u uvjetima opisanog okolisnog stresa mladi listovi pokazuju poja¢anu akumulaciju
fotosintetskih pigmenata, posebno karotenoida koji imaju zastitnu ulogu, dok stariji listovi
reagiraju smanjenjem sadrzaja klorofila, te na taj nacin prilagodavaju apsorpciju svjetlosti
trenutnom fotosintetskom kapacitetu. Nadalje, prilagodbe na uvjete visokih temperatura i
svjetlosti regulirane su akumulacijom glavnih fotosintetskih proteina, poput proteina D1,
citokroma f, te Rubisco-a. Kod mladih listova pokazana je slabija akumulacija ovih proteina
Sto je posebno izrazeno tijekom oporavka od fotoinhibicije u noé¢nim satima, a zbog Cega je
smanjenje fotosintetske ucinkovitosti kod njih viSe izrazeno nego kod starijih listova.
Dodatno opterec¢enje na fotosintetski aparat kod priobalnih mediteranskih vrsta kao Sto je
alepski bor, ima i poviseni salinitet $to dodatno snizava fotosintetsku u¢inkovitost (Morales i
sur. 2008). Veliki broj istrazivanja pokazao je da mehanizmi djelovanja solnog stresa na
fotosintetski aparat mogu imati osmotski i1 ionski utjecaj, te mogu znacajno narusiti
funkcioniranje fotosinteze na razliCitim razinama, $to se poglavito odrazava na promjene u
molekularnoj organizaciji i funkciji fotosustava Il (Jajoo 2014).

Obzirom da je utjecaj povisene koliCine svjetlosti 1 poviSene temperature na iglice alepskog
bora tijekom ljeta najces¢e u kombinaciji s utjecajem solnog stresa, jer je rijec o stablima koja
rastu uz samu obalu, ovo istrazivanje je obuhvatilo analizu ucinkovitosti fotosinteze tijekom
stresnih uvjeta u poslijepodnevnim satima (13-15h), kako bi se razjasnili regulacijski
mehanizmi fotosinteze na razini protoka energije u PSII.
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Statisticki znacajno snizenje vrijednosti maksimalnog prinosa kvanta PSII (Fv/Fm) (slika 24)
za 3,49% u ovosezonskim i za 4,66% u proslosezonskim iglicama u poslijepodnevnim satima
pokazuje da je u stresnim uvjetima primarna fotokemija PSII zadrzala svoju punu
funkcionalnost u obje kategorije iglica (vrijednosti vise od 0,75 relevantnih jedinica) (Bolhar-
Nordenkampf i sur. 1989). Vrijednosti indeksa fotosintetske uc¢inkovitosti (Plass) (Slika 25)
pokazale su postotno znatno veée smanjenje vrijednosti u poslijepodnevnim satima u odnosu
na parametar Fv/Fm, za 35,30% u ovosezonskim i za cak 48,06% u proslosezonskim
iglicama.

Ovi podaci upucuju na zakljucak da su proslosezonske iglice znatno osjetljivije na stresne
uvjete tijekom poslijepodnevnih sati. Parametar koji je pokazao najvecu razliku u stresnim u
odnosu na ne-stresne uvjete bio je prijenos elektrona dalje od primarnog akceptora Qa
(ETo/(TRo-ETo)) (slika 28). U ovosezonskim iglicama vrijednosti ovog parametra bile su
snizene za 14,17%, dok su u proslosezonskim iglicama bile snizene za 28,12% u
poslijepodnevnim satima. Ovi rezultati su u skladu s prethodnim istrazivanjima koja su
pokazala da su snizene vrijednosti indeksa fotosintetske ucinkovitosti (Plags) bile velikim
dijelom uzrokovane sniZenom stopom prijenosa elektrona u uvjetima visokog saliniteta
(Mehta i sur. 2010a,b, Kalaji i sur. 2011). Takoder, vrijednosti parametra prijenosa elektrona
po aktivnom reakcijskom sredistu PSII (ETo/RC) (slika 31), pokazale su sli¢an trend u
proslosezonskim iglicama gdje su vrijednosti ovog parametra bile snizene za 12,71% u
poslijepodnevnim satima. U ovosezonskim iglicama nije doSlo do sniZenja vrijednosti
parametra ETo/RC u poslijepodnevnim satima, §to pokazuje kako su proSlosezonske iglice
znacajno osjetljivije na inhibiciju prijenosa elektrona u fotosintetskom aparatu u uvjetima
stresa. Analizom vrijednosti sadrzaja natrija (Tablica 3) vidljivo je da nakupljanje natrija u
iglicama alepskog bora tijekom jedne godine (sezone) znacajno utjece na stres, buduéi da su
ovosezonske iglice sadrzavale svega 26,23% natrija u odnosu na sadrzaj izmjeren u
proSlosezonskim iglicama. Gotovo 4 puta veca koncentracija natrija u proslosezonskim
iglicama u odnosu na ovosezonske iglice vrlo je vjerojatno bila dodatni stresni ¢imbenik (uz
poviSenu temperaturu 1 koli¢inu svjetlosti u poslijepodnevnim satima) koji je znacajno
pridonio sniZenju stope prijenosa elektrona u kloroplastima, a samim tim 1 sniZenju indeksa
fotosintetske u¢inkovitosti.

Analizom oblika O-P normaliziranih OJIP krivulja (slike 34 i 35) moze se uociti kako u
stresnim uvjetima dolazi do porasta varijabilne fluorescencije na J-stupnju (nakon 2 ms), ali
ne i u I-stupnju (nakon 30 ms) i to u obje kategorije iglica. IzraCunom varijabilne
fluorescencije na J-stupnju (Vi) (slika 36.) i I-stupnju (Vi) (slika 37), kvantitativno je
potvrdeno da je porast varijabilne fluorescencije na J-stupnju u poslijepodnevnim satima bio
statisticki znacajan i u ovosezonskim (8,00%) i u proslosezonskim (16,67%) iglicama.
Promjena varijabilne fluorescencije na I-stupnju, iako znatno manje vidljiva, bila je statisticki
signifikantna samo u ovosezonskim iglicama (za 2,33% u poslijepodnevnim satima).
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Iz ovih podataka je vidljivo kako je veca osjetljivost proSlosezonskih iglica u odnosu na
ovosezonske, na stresne uvjete u poslijepodnevnim satima uzrokovana regulacijom prijenosa
elektrona na razini plastokinona, to¢nije uslijed ograni¢ene re-oksidacije Qa~ (Strasser i sur.
2004). Rana istrazivanja utjecaja povisene temperature i osvjetljenja na kloroplaste intaktnih
listova visih biljaka pokazala su povezanost sniZzenja stope fiksacije CO2 1 porasta
fluorescecnije klorofila a (Schreiber i Berry 1977). Navedeni autori su ovaj fenomen povezali
prvenstveno s ireverzibilnom denaturacijom fotosintetskih proteina (prvenstveno Calvin-
Benson-ovog ciklusa), budué¢i da su nakon oporavka prinosi fluorescencije bili uspjesno
oporavljeni. Isti autori su pokazali da poviSeni intenzitet svjetlosti tijekom toplinskog stresa
ima zaStitnu ulogu od oSte¢enja tilakoidnih membrana. U njihovom istraZivanju poviseni
intenzitet svjetlosti omogucio je zadrzavanje pune fotosintetske ucinkovitosti pri povisenoj
temperaturi koja je u uzorcima prilagodenim tami uzrokovala pad fotosintetske u¢inkovitosti
na 50% vrijednosti. Pregled novijih istraZivanja pokazuje da su glavna mjesta djelovanja
toplinskog stresa u biljaka OEC kompleks PSII, fiksacija CO2 i produkcija ATP-a
(Allakhverdiev i sur. 2008, Kalaji i sur. 2016). Takoder, pokazano je da umjereni toplinski
stres nece uzrokovati veca oSte¢enja PSI u tilakoidnim membranama. Tek nakon prelaska
odredene kriticne temperature oSte¢enje je ireverzibilno uslijed inhibicije mehanizama
popravka PSII, prvenstveno oporavka vezanog uz D1 protein. Za djelovanje toplinskog stresa
na PSII karakteristi¢na je pojava tzv. K-stupnja (na 300 us) za kojeg se misli da nastaje
uslijed inaktivacije OEC kompleksa zbog deplecije iona mangana i nemoguc¢nosti prijenosa
elektrona izmedu feofitina i primarnog akceptora (Qa), (Strasser i sur. 2000, Lazar 2006).

Kombinirani utjecaj jakog osvjetljenja 1 poviSenih temperatura na listove razlicite starosti
istrazen je kod razli¢itih drvenastih vrsta (Krause i sur. 1995, Mlinari¢ i sur. 2016). Rezultati
prethodnih istrazivanja su pokazali da su mladi listovi vise podlozni fotoinhibiciji temeljenoj
na parametru Fv/Fm. Fotoinhibitorno djelovanje kombinacije spomenutih stresora na PSII u
listovima smokve (Ficus Carica L.) uzrokovalo je razli¢ite mehanizme tolerancije na ovaj tip
stresa (Mlinari¢ i sur. 2017). Razvijeni listovi pokazali su stabilnu akumulaciju LHC proteina
Sto se reflektiralo kao pojava negativne L-vrpce koja indicira dobru povezanost antena, te
brzu razgradnju D1 proteina od mladih listova. Razvijeni listovi su imali bolju akumulaciju
D1 proteina tijekom no¢i $to im je omogucéilo brzi oporavak u odnosu na mlade listove.

Sadrzaj natrija bio je oko cetiri puta visi u PS iglicama u odnosu na OS iglice (Tablica 3), sto
indicira moguénost uzrokovanja solnog stresa usljed izloZenosti PS iglica tijekom duzeg
vremenskog razdoblja (rujan - lipanj idu¢e godine). Poviseni salinitet djeluje trojako na
biljke: smanjenjem vodnog potencijala, naruSavanjem ionske homeostaze, te uzrokovanjem
toksicnosti (Mbarki 1 sur. 2018). Zbog toga su pogodeni razli€iti biljni organi kao 1 razli¢iti
bioloski procesi poput klijanja, razvoja korijena, plodnosti, parametri koji utjeCu na biljnu
biomasu (npr. visina biljke, razvoj listova, itd.), te posebice proces fotosinteze. Ovakvo
djelovanje se uvelike reflektira na rast i razvoj biljaka buduéi da poviSeni salinitet mijenja
sposobnost primanja vode i nutrijenata, te na taj nacin uzrokuje metabolicke promjene
vidljive kroz poremecaje hormonske ravnoteze, izmjene plinova i produkciju reaktivnih
kisikovih jedinki. Utjecaj povisenog saliniteta na bioloske procese u biljkama uzrokuje tri
vrste bioloskog odgovora.
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Fizioloski odgovor obuhvaca procese kao Sto su gubitak turgora i osmotska prilagodba,
smanjenje koncentracije CO2 u tkivu zbog zatvaranja puéi, te sniZavanje vrijednosti neto-
fotosinteze Sto dovodi do usporenog rasta biljke. Biokemijski odgovor na poviseni salinitet
vidljiv je kroz akumulaciju razli¢itih metabolita (npr. prolin, glutation, malondialdehid, glicin
betain, itd.), snizenu aktivnost enzima RubisCO, te povisene aktivnosti antioksidacijskih
enzima (npr. superoksid-dismutaze, katalaze, askorbat-peroksidaze, itd.). Molekularna razina
bioloSkog odgovora na poviseni salinitet oCituje se u promijenjenoj ekspresiji gena koji
kodiraju proteine odgovorne za toleranciju na solni stres, te gena uklju¢enih u biosintezu
apscizinske kiseline (ABA). Utjecaj poviSenog saliniteta na proces fotosinteze istraZivan je na
velikom broju biljnih vrsta (Misra i sur. 2001, Debez i sur. 2008, Kachout i sur. 2012,
Benzarti i sur. 2012, Pompeiano i sur. 2016, Stefanov i sur. 2016, Sun i sur. 2016, Jia i sur.
2016, Kan i sur. 2017, Kalaji i sur. 2018).

Visoki salinitet uzrokuje snizavanje vrijednosti neto fotosinteze Sto je uzrokovano snizenim
ili potpuno blokiranim prijenosom elektrona. Takoder, utjecaj osmotskog i ionskog ucinka
solnog stresa razlicit je u odnosu na fotosintetski aparat (Jajoo 2014).

Osmotski u¢inak dovodi do dehidracije, §to za posljedicu ima zatvaranje puci i snizavanje
koncentracije CO. u tkivu, ultrasktrukturne promijene u Kkloroplastima, te inaktivaciju
elektronskog transporta koja je obi¢no reverzibilna. Ionski u¢inak solnog stresa adresiran je
pretezno na fotosustav II (PSII), a vidljiv je kroz strukturnu reorganizaciju PSII koja za
posljedicu ima oste¢enja OEC kompleksa (inhibicija prijenosa elektrona na donorskoj strani
PSII), promjene u heterogenosti antena PSII (adaptivni mehanizam koji ukljucuje razli¢itu
zastupljenost o, PB- 1 y-centara), promijene u heterogenosti reduciraju¢e strane PSII
(zastupljenost Qs-reduciraju¢ih i Qg-ne-reduciraju¢ih reakcijskih sredista PSII) te inhibiciju
aktivnosti enzima Calvin-Bensonov-og ciklusa. Takoder toksi¢ni u¢inak visokog saliniteta,
sinergisticki djeluju¢i sa svjetlosnim 1 temperaturnim stresom, vidljiv je u poviSenoj
koncentraciji reaktivnih kisikovih jedinki (ROS, eng. ,,Reactive Oxygen Species*) koji mogu
ireverzibilno oStetiti fotosintetske proteine, te onemoguciti popravak istih. Istrazivanja
djelovanja solnog stresa. Doslo je do snizenja vrijednosti parametra Fv/Fg (isto $to i TRo/Dlo)
koja je proporcionalna aktivnosti OEC-kompleksa, odnosno njegovoj funkcionalnoj
sposobnosti prijenosa elektrona na donorskoj strani PSII (Kalaji i sur. 2011). Identi¢ni
rezultati dobiveni su i na psenici (Mehta i sur. 2010b).

U uvjetima povisenog stresa (poslijepodnevni sati) vrijednosti parametra TRo/Dlo bile su
snizene za 17,14% u OS iglicama te za 22,82% u PS iglicama u odnosu na vrijednosti
TRo/Dlo u istoj kategoriji iglica u jutarnjim satima (slika 27). Takoder, uoceno je da u
uvjetima visokog saliniteta rastu vrijednosti parametara ABS/RC, TRo/RC i DIo/RC (Mehta i
sur. 2010a,b), sto je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja (slike 29, 30 i 32). Analizom
polifaznog porasta fluorescencije klorofila a (O-P normaliziranih OJIP krivulja), pokazalo se
da sli¢no kao kod usporedbe OS i PS iglica u jutarnjim satima, postoje razlike u O-J koraku
izmedu OS iglica u stresnim i ne-stresnim uvjetima kao i kod PS-iglica kod kojih je porast
fluorescemcije u J-koraku bio izrazeniji (slika 35).
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Promjene oblika O-P normaliziranih OJIP krivulja bile su u skladu s poviSenim vrijednosti
parametra V; (slika 36) u stresnim uvjetima u odnosu na ne-stresne uvjete i to u obje
kategorije iglica.

Takoder, nije utvrden porast varijabilne fluorescencije u I-stupnju niti porast vrijednosti
parametra V. Ovi rezultati upucuju na to da kombinirani stres u poslijepodnevnim satima
ukljucuje inhibiciju elektronskog transporta elektrona dalje od primarnog akceptora uslijed
ogranicene re-oksidacije Qa™ te posljedicnu akumulacije reduciranih oblika plastokinona (Qa~
, Qa Qe and Qa Qg") (Strasser i sur. 2004). Ovaj fenomen snaznije je bio izrazen u PS-
iglicama u odnosu na OS-iglice, $to je vidljivo iz vrijednosti parametra prijenosa elektrona po
aktivnom reakcijskom sredistu PSII (ETo/RC) (slika 31), a koji je bio znacajno sniZzen u
stresnim uvjetima samo kod PS-iglica, dok kod OS-iglica vrijednosti u prijepodnevnim i
poslijepodnevnim satima nisu bile signifikantno razli¢ite. Za razliku od podataka
prezentiranih u istrazivanjima (Mehta i sur. 2010a,b) gdje su autori pokazali kako povisene
vrijednosti specifi¢nih protoka energije (ABS/RC, TRo/RC i DIo/RC) rezultiraju smanjenjem
gustoce aktivnih reakcijskih sredista PSII (RC/CSp) u ovom istrazivanju to nije bio slucaj
(slika 33). lako postoji signifikantna razlika izmedu OS i PS iglica u vrijednostima parametra
RC/CSo, nije bilo razlike u vrijednostima ovog parametra izmedu stresnih i ne-stresnih uvjeta
za obje kategorije iglica. Ovaj fenomen mogao bi se objasniti razli¢itim intenzitetima stresa u
spomenutim istrazivanjima. Porast vrijednosti parametara ABS/RC, TRo/RC i DIo/RC u
istrazivanjima (Mehta i sur. 2010 a,b) bio je viSestruk u odnosu na kontrolne biljke, dok je u
ovom istrazivanju razlika u vrijednostima spomenutih parametara bila znatno niza (8-11% za
ABS/RC, 4-8% za TRo/RC, te 32-37% za DIo/RC), $to je nedvojbeno bio zna¢ajno manji
stres u odnosu na stres induciran u usporednom istrazivanju (Mehta i sur. 2010a,b), te kao
takav nije bio dostatan za redukciju gustoce aktivnih reakcijskih sredista PSII (RC/CSo) u
iglicama alepskog bora.

Sukladno navedenom, moze se ustvrditi kako PS iglice u odnosu na OS iglice pokazuju veci
stupanj fotoinhibicije u poslijepodnevnim satima, za koje je karakteristicna poviSena
temperatura i poviSena razina osvjetljenja. lIako dosadasnja istrazivanja fotosintetskih
mehanizama u prilagodbi ovakvog tipa okoliSnog stresa pokazuju da stariji, potpuno razvijeni
listovi znacajno bolje podnose opisane stresne Uvjete, OVO istrazivanje pokazalo je suprotan
rezultat. Obzirom da se radi o biljkama alepskog bora koje rastu uz obalu gdje su neprestano
izloZene solnom stresu, najvjerojatnije objasnjenje jest da se gomilanje natrijevog klorida u
PS iglicama (Tablica 3) odrazilo na sniZzenje njihove sposobnosti ucinkovitog prijenosa
elektrona u fotosintetskom aparatu u opisanim stresnim uvjetima.
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6. ZAKLJUCCI
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Provedenim istrazivanjem sukladno definiranim ciljevima i hipotezama rada, moze se
zakljuciti da je analiza fotosintetske ucinkovitosti, koncentracija fotosintetskih pigmenata
(klorofila i karotenoida), te sadrzaja kemijskih elemenata u ovosezonskim (OS) i
proslosezonskim (PS) iglicama alepskog bora pokazala znacajne razlike u velikom broju
istrazivanih parametara u ovim razvojnim stadijima:

Vrijednosti koncentracija klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida bile su znacajno
povisene (skoro dvostruko vise) u proslosezonskim u odnosu na ovosezonske iglice §to je u
skladu s postavljenim hipotezama i dosadasnjim literaturnim navodima.

. Vrijednosti koncentracija klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida bile su zna¢ajno
poviSene u proslosezonskim u odnosu na ovosezonske iglice Sto je u skladu s
postavljenim hipotezama i dosadasnjim literaturnim navodima iz ¢ega se moze zakljuciti
da akumulacija fotosintetskih pigmenata tijekom razvoja iglica alepskog bora ima sli¢an
obrazac kao i u ostalim vrstama do sada istrazivanih Cetinjaca.

« Omjer vrijednosti koncentracija klorofila a i klorofila b, kao i ukupnih klorofila i
ukupnih karotenoida bio je otprilike 1:1 u ovosezonskim i u proslosezonskim iglicama,
§to navodi na zakljucak da je akumulacija fotosintetskih pigmenata u mladim iglicama
bila regulirana na na¢in da mlade iglice mogu kompetentno obavljati fotosintetski proces
na razini primarne fotokemije. Ovaj zaklju¢ak je potkrijepljen vrijednostima
maksimalnog prinosa kvanta PSII (Fv/Fm) koje su bile identi¢ne (0,86 rel. j.) u
ovosezonskim 1 proSlosezonskim iglicama, a indicirale su potpuno razvijen 1
funkcionalan fotosustav 11 (PSII).

- Kvantitativna analiza kemijskih elemenata pokazala je da sadrzaj magnezija, kalcija,
Zeljeza 1 mangana bio znacajno poviSen u proSlosezonskim iglicama u odnosu na
ovosezonske iglice, §to je u skladu s izmjerenim koncentracijama klorofila i ukupnih
karotenoida te fotosintetskom ucinkovitoS¢u, buduci da su to elementi koji su izrazito
znacajni za izgradnju 1 funkcioniranje fotosintetskog aparata.

« Vrijednosti indeksa fotosintetske ucinkovitosti (Plags) bile su znacajno nize u
proSlosezonskim nego u ovosezonskim iglicama, §to nije u skladu s ocekivanjima
temeljenim na literaturnim navodima prethodnih istrazivanja footosintetske u€inkovitosti
iglica. Stovise, rezultat ovog istrazivanja je prvi ovakav nalaz vezan za fotosintetsku
ucinkovitost Cetinjata, a upucuje na zaklju¢ak da proslosezonske iglice slabije
fotosintetiziraju uslijed moguceg okoliSnog stresa kojem su bile izlozene tijekom prve
sezone razvoja.

Provedeno istrazivanje koncentracije klorofila i karotenoida, sadrzaja kemijskih elemenata i
fotosintetske ucinkovitosti, pokazalo je razlike u mehanizmima regulacije fotosinteze izmedu
ovosezonskih i proSlosezonskih iglica alepskog bora izloZzenih kombiniranom toplinskom,
svjetlosnom i solnom stresu.
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Kako bi se testirala pretpostavka po kojoj proslosezonske iglice usprkos funkcionalnom
fotosustavu II i znacajno viSem sadrzaju klorofila i karotenoida u odnosu na ovosezonske
iglice imaju slabiju u¢inkovitost fotosinteze (Plass) 0od ovosezonskih iglica uslijed okolisnog
stresa, provedena je komparativna analiza fotosintetske ucinkovitosti u ne-stresnim uvjetima
(8-10h), te u uvjetima svjetlosnog i temperaturnog stresa (13-15h). Takoder, provedena je i
kvantitativna analiza sadrzaja natrija koja je nedvojbeno pokazala utjecaj solnog stresa na
proslosezonske iglice budu¢i da je akumulacija natrija bila oko 4 puta veéa u odnosu na
ovosezonske iglice. Rezultati dobiveni metodom indukcije OJIP krivulja i JIP-testom
pokazali su znacajnu razliku u mehanizmima fotosintetske regulacije izmedu ovosezonskih i
proslosezonskih iglica, te upuéuju na slijedeée zakljucke koji podupiru definirane hipoteze:

o lako su vrijednosti maksimalnog prinosa kvanta PSII (Fv/Fm) bile nesSto nize u obje
kategorije iglica u stresnim uvjetima, jo$ uvijek su bile vise od vrijednosti koja se smatra
grani¢nom za funkcionalnost fotosustava II (PSII). 1z ovog se moze zakljuditi da slabija
tolerancija proslosezonskih iglica na stresne uvjete nije bila uzrokovana osteéenjem
procesa primarne fotokemije fotosustava Il (PSII).

« Vrijednosti indeksa fotosintetske ucinkovitosti (Plass) u proslosezonskim iglicama
pokazale su postotno znatno sniZenje u stresnim uvjetima u odnosu na ovosezonske
iglice. S obzirom da je indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plags) parametar koji uz
procese apsorpcije pobudne svjetlosti i hvatanja ekscitona (primarna fotokemija PSII),
ukljucuje 1 procese usmjeravanja uhvacenih ekscitona u lanac transporta elektrona, te
rasipanja suviSka pobudne svjetlosne energije u obliku topline. 1z ovih rezultata moze se
zakljuciti da je slabija tolerancija proSlosezonskih iglica na opisane stresne uvjete bila
regulirana na razini lanca za prijenos elektrona u kloroplastima.

« Komponenta indeksa fotosintetske ucinkovitosti (Plass) koja je pokazala najvecu razliku
u stresnim u odnosu na ne-stresne uvjete bio je prijenos elektrona dalje od primarnog
akceptora Qa (ETo/(TRo-ETo)). Nadalje, vrijednosti parametra prijenosa elektrona po
aktivnom reakcijskom srediStu PSII (ETo/RC) koji je bio znacajno sniZen u stresnim
uvjetima samo kod proslosezonskih iglica, dok kod ovosezonskih iglica vrijednosti u
prijepodnevnim i poslijepodnevnim satima nisu bile znacajno razlicite, potvrduje tvrdnju
iz prethodnog zakljucka da je lanac prijenosa elektrona dalje od primarnog akceptora Qa
bio najvise inhibiran u opisanim stresnim uvjetima.

« Analiza oblika O-P normaliziranih OJIP krivulja i izra¢un varijabilne fluorescencije na
J-stupnju (V,) pokazali su porast varijabilne fluorescencije na J-stupnju u stresnim
uvjetima i to u obje kategorije iglica. Ovi podaci upucuju na zakljucak da tijekom
stresnih uvjeta u poslijepodnevnim satima dolazilo do akumulacije reduciranih oblika
plastokinona (Qa~, Qa Qs i Qa Qg"). Takoder, porast varijabilne fluorescencije na J-
stupnju (Vs) bio je jace izraZzen kod proslosezonskih u odnosu na ovosezonske iglice, §to
upucuje na zakljuc¢ak da su proSlosezonske iglice znatno osjetljivije na inhibiciju
prijenosa stresnih uvjeta tijekom poslijepodnevnih sati u odnosu na ovosezonske iglice
uslijed ograni¢ene re-oksidacije Qa™.
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« Analiza oblika O-P normaliziranih OJIP krivulja takoder je pokazala da nije bilo razlike
u obliku OJIP krivulja u J-1 1 I-P koracima, niti je bilo porasta u vrijednostima parametra
V. Ovo upucuje na zakljucak da izrazenije snizenje vrijednosti parametra (ETo/(TRo-
ETo) u prosSlosezonskim iglicama nije bilo uzrokovano niti akumulacijom Qg-ne-
reducirajucih aktivnih sredista PSII (Qa Qs2") niti redukcijom prijenosnika elektrona na
akceptorskoj strani fotosustava I (PSI).

« Parametri ABS/RC, TRo/RC i ETo/RC pokazali su neSto poviSene vrijednosti u
ovosezonskim iglicama u odnosu na proslosezonske iglice i u stresnim i u ne-stresnim
uvjetima, dok je porast vrijednosti parametra DIo/RC bio vrlo sli¢an u stresnim uvjetima
u obje kategorija iglica. Ovakav obrazac dinamike specifi¢nih protoka energije (povisena
apsorpcija i hvatanje ekscitona po aktivnom reakcijskom sredistu) u skladu je s opisanim
porastom fluorescencije na J-stupnju i vrijednosti parametra V; zbog ¢ega dolazi do
poviSene disipacije suviSka apsorbirane pobudne svjetlosti (DIo/RC). 1z ovog se moze
zaklju¢iti da je mehanizam nefotokemijskog gasenja fluorescencije klorofila a u obje
kategorije iglica bio dostatna prilagodba za ocuvanje primarne fotokemije PSII, Sto
potvrduju i vrijednosti parametra gusto¢e aktivnih reakcijskih sredista PSII (RC/CSo)
koji nisu bili snizeni u stresnim uvjetima.

Zakljuéno, u radu je potvrdena hipoteza (H1) da proSlosezonske iglice usprkos
funkcionalnom fotosustavu II (PSII) 1 znacajno viSem sadrZaju klorofila 1 karotenoida u
odnosu na ovosezonske iglice, imaju slabiju u¢inkovitost fotosinteze od ovosezonskih iglica u
uvjetima opisanog okoliSnog stresa. Takoder dokazano je da je tolerancija iglica razlicite
starosti na stresne uvjete regulirana na razini lanca za prijenos elektrona u kloroplastima dalje
od primarnog akceptora Qa (hipoteza H2).
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8.1. Popis kratica
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ABS/RC
ADP

ALA

APX

ATP

Car

Chla

Chl a/Chl b
Chl a+b
Chl a+b/Car
Chlb

cyt bef

D1

DIo/RC
ETo/RC
ETo/(TRo-ETo)
Fd

Fv/IFm
LHC II
NADPH
OEC

OJIP

oS

P700

PBG

PC

Plags
PO

PQ

PQ" pool
PR

PS

PSI

PSII

Qa

Qa’

Qs
Q-ciklus
RC
RC/ABS
ROS
RC/CSq
TRo/Dly
TRo/RC
Vi

V;

Apscizinska kiselina

Apsorpcija po aktivnom reakcijskom sredistu

Adenozindifosfat

Aminolevulinska kiselina

Askorbat-peroksidaza

Adenozintrifosfat

Ukupni karotenoidi

Klorofila a

Omjer koncentracije klorofila a i klorofilab (Chl a/Chl b)

Koncentracije ukupnih klorofila

Omijer koncentracije ukupnih klorofila i ukupnih karotenoida

Klorofilab

Citokrom bef

D1 Protein

Disipacija pobudne energije po aktivnom reakcijskom sredis$tu PSIT (DIo/RC)
Prijenosa elektrona po aktivnom reakcijskom sredistu

Srednje vrijednosti i standardne devijacije transporta elektrona dalje od primarnog
Ferodoksin

Standardne devijacije maksimalnog prinosa kvanta fotosustava Il
Kompleks za prikupljanje svjetla fotosustava Il (eng. Light Harvesting Complex)
Nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfat

Kompleks koji karakterizira osidaciju vode (eng. OxygenEvolvingComplex)
Porast fluorescencije klorofila a od O do P faze

Ovosezonske

Specijalizirana molekula klorofila a s maksimumom apsorpcije na 700 nm
Porfobilinogen

Plastocijanin

Indeks fotosintetske ucinkovitosti

Poslije podne

Plastokinon

Skup molekula plastokinona

Prije podne

Proslosezonske

Fotosustav |

Fotosustav Il

Plastokinon A

Reducirani oblik plastokinona A

Plastokinon B

Plastokinonski ciklus

Reakcijsko srediste

Omjer koncentracije klorofila u reakcijskim sredistima i antenama fotosustava II
Reaktivne kisikove jedinke (eng. Reactive Oxigen Species)

Gustoca aktivnih reakcijskih sredista

Omijer hvatanja ekscitona i disipacije pobudne energije

Hvatanje ekscitona po aktivnom reakcijskom srediStu

Varijabilna fluorescencija klorofila a u I-stupnju

Varijabilna fluorescencija klorofila a u J-stupnju
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9. ZIVOTOPIS
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Tomo Trstenjak roden je 16. rujna 1960. godine u Gornjem Predrijevu, Op¢ina Sopje. Nakon
zavrSenog srednjoskolskog obrazovanja u Slatini upisao je Prehrambeno — tehnoloski fakultet
u Osijeku na kojem je diplomirao 1986. godine.

Godinu dana nakon diplomiranja sluzio je obvezni vojni rok u bivsoj JNA. Od godine 1988.
do 1992. radio je u poduzecu Dimnjak d.d. na radnom mjestu voditelja sluzbe za odrzavanje
termoenergetskih postrojenja.

Od 1992. godine zaposljava se u tvornici za preradu voca i povréa “Slavonka” d.0.0. u
Slatini, gdje je Cetiri godine obnaSao duznost direktora tvornice.

U razdoblju od 1996. do 1997. godine radio je na mjestu glavnog tehnologa u “Osjeckoj
tvornici koza d.d.” u Osijeku.

Sudjelovao u Domovinskom ratu kratko vrijeme.

Krajem 1997. godine prelazi u regionalnu samoupravu Osjecko-baranjsku zupanije gdje radi
kao zupanijski inspektor zastite okolisa. Nakon reustroja regionalne samouprave automatski
prelazi u drzavnu sluzbu 2001. godine na radno mjesto inspektora zastite okoliSa pri
Ministarstvu zastite okoliSa, prostornog uredenja i graditeljstva, Podruc¢na jedinica Osijek za
Osjecko-baranjsku Zupaniju. Istu funkciju obnasa i danas, ali u Drzavnom inspektoratu
Republike Hrvatske, s time §to je u meduvremenu postao visi inspektor zastite okolisa.
Godine 1999. dobio je priznanje péelarske zadruge “Slavonska péela” iz Osijeka za aktivnu
suradnju.

Godine 2000. stekao je diplomu “Hrvatskog centra za Cistiju proizvodnju” nakon zavrSenog
teCaja Cistije proizvodnje i odrzivog razvoja na lokalnoj razini u organizaciji Hrvatske
gospodarske komore u Osijeku.

Zavrsio je tecaj za internog auditora za 1SO 14001 standard 2001. godine i stekao “Certificate
of Achievement” tvrtke “Bureau Veritas” iz Londona.

Na Elektrotehnickom fakultetu u Osijeku 2003. godine zavrSio je programsku obuku za
odrzavanje i rukovanje rashladnim i klima uredajima i dobio uvjerenje “Gospodarenje
rashladnim sredstvima”.

Pri Sveucilistu Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku 2010. godine zavrSio je poslijediplomski
sveuCili$ni interdisciplinarni znanstveni studij ,,Zastita prirode i okolisa“ te obranio
znanstveni magistarski rad pod naslovom ,,Ispitivanje opc¢ih i visoko specificnih pokazatelja
kvalitete Nasicke rijeke” te stekao akademski stupanj magistra znanosti.

Iste godine potpisao je Ugovor o poslovno tehni¢koj suradnji sa ustanovom za obrazovanje
odraslih ,,Zagrebacko uciliste iz Zagreba gdje je povremeno angaziran kao vanjski predavac,
a u istoj je ustanovi 2012. stekao zvanje ,,Specijalist zastite okoliSa“.

Odrzao je brojna predavanja iz zastite okoliSa pri ,,Hrvatskoj gospodarskoj komori®,
,Udruzenju obrtnika®, ,,Ministarstvu zastite okolisa* te kod brojnih pravnih i fizickih osoba.
Sudjelovao je na raznim konferencijama i sajmovima kao predava¢ u zastiti okoliSa 1
prehrambenoj industriji.

Godine 2011. prilikom sudjelovanja na seminaru dobio je uvjerenje ,,Usavr$avanje inspektora
zaStite okoliSa i predstavnika klju¢nih dionika u borbi protiv prekrSajnih i kaznenih djela
protiv okolisa“, a 2013. dobio je certifikat o sudjelovanju na twinning projektu ,,Natura 2009
pod nazivom ,,Strengthening the capacities for control of transboundary movement of waste*.
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Clan je “Udruge za promicanje zastite ljudi u radnoj i Zivotnoj okolini” iz Osijeka,
“Hrvatskog udruzenja za zaStitu zraka” iz Zagreba, a jedno vrijeme bio je 1 predsjednik

w

udruge “Zastita prirode i okolisa” u Osijeku.

Godine 2016. zavrsio je tecaj engleskog jezika ekvivalentnog stupnja A2.

Od 2012. godine ¢lan je komisije Europske unije za zastitu okoliSa i ekspert-predavac¢ u
organizaciji TAIEX prilikom pridruzivanja ¢lanica EU.

Sudjelovao je na 13. Hrvatskom bioloskom kongresu medunarodnog karaktera u Porecu u
rujnu 2018.

Ukupno ima preko 35 godina radnog staza, od ¢ega 10-tak godina u privredi i preko 25
godina staza kao inspektor zastite okolisa.

Koautor je znanstvenog rada pod nazivom ,,Anatomy, chlorophyll content and photosynthetic
performance in current year and previous year Aleppo pine (Pinus halepensis Mill.) needles u
Casopisu Botanica Serbica 44 (1): 61-69.

U vrijeme pisanja ovog doktorskog rada Tomo Trstenjak radi u Drzavnom inspektoratu
Republike Hrvatske, Podru¢na jedinica Osijek, kao visi inspektor zastite okolisa.
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