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Djelovanje UV zracenja na vodenu lecu i jagodu

Sazetak

Ideja ovog istrazivanja bila je utvrditi kako UV zrafenje (UVA i UVB) djeluje na
biljne organizme na primjeru vodene lece (Lemna minor L.) 1 jagode (Fragaria sp). U
istrazivanju su navedeni organizmi izloZzeni UVA, UVB zracenju, njihovoj kombinaciji
UVA/UVB i usporedeni s rezultatima kontrolne skupine koja nije zraCena. U tri serije
(replike) uzoraka pracene su morfoloSke promjene, prirast mase i broja Clanaka te je
odredivan sadrzaj pigmenata (klorofila a i b, te karotenoida). Morfologija je prac¢ena opisno,
prirast brojanjem i vaganjem, dok je za analizu uzoraka pigmenata koriStena metoda
spektrofotometrije. Dokazano je da UV zraCenje loSe utjeCe na morfologiju, prirast i sadrzaj
pigmenata u ispitivanim biljkama. Rezultati analize potvrdili su da biljke zraene zajednickim
UVA i UVB zracenjem najviSe odstupaju od kontrolne skupine po svojim morfoloskim
obiljezjima 1 prirastu. Suprotno ocekivanju, u zajednickom UVA 1 UVB zraCenju razvilo se
najviSe Clanaka vodene lece, ali je njihova masa bila najmanja, listovi 1 korijenje su bili
najmanji, najtanji 1 najsvjetliji. Na fotosintetske pigmente vodene lece 1 jagoda najvise je
utjecalo UVB zracenje, znaCajno smanjivsi kolicine klorofila a, b i karotenoida. Usporedbom
pojedinih skupina otopina unutar zracenja dokazano je da nedostatak hranjivih tvari ili njihov
viSak dodatno pospjeSuju djelovanje stresnih ¢imbenika na organizme smanjujuéi im prirast i
koli¢inu pigmenata te djeluju¢i na njihov izgled i rast, tj. morfologiju. Iz tog su razloga na
kraju istrazivanja u najboljem stanju bile biljke uzgajane u optimalnoj otopini hranjivih tvari.
Statisti¢ki znacajno razli€iti rezultati sadrZaj pigmenata i prirasta izmedu starih i novih jedinki
jagoda pokazuju da su mlade biljke manje otporne na djelovanje UV zracenja. Takoder je
uoceno da vece su posljedice UV zrafenja na vodenu lecu nego jagode.
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1. Uvod

UV zracenje Cini oko 9% suncevog zracenja koje dopire do povrSine Zemlje, ali ima
brojne negativne ucinke na stanice, tkiva, organizme i Citave ekosisteme. Istrazivanja Stetnosti
UV zraCenja zapoCinju 80-ih godina proslog stolje¢a, kad je uoCeno smanjenje debljine
ozonskog omotaca iznad Antarktike i stvaranje tzv. ,,0zonske rupe* [6]. U tim istrazivanjima,
koja su uglavnom bila provodena izlaganjem biljaka poviSenom UVB zracenju u
laboratorijskim uvjetima, utvrdeni su izravni i posredni ucinci UV zraCenja na stanine
strukture i fizioloSke procese, odnosno identificirana su oSte¢enja i utvrdeni mehanizmi
nastanka oStec¢enja [21]. Iako se u medijima naj¢eS¢e spominje samo utjecaj UV zraCenja na
covjeka jasno je da ono utjeCe na sve Zive organizme ukljucujuci i biljke koje su izuzetno

vazne za opstanak svih organizama.

I.1. UV zracenje na Zemlji

Sunceva svjetlost biljkama omogucuje fotosintezu koja je nuzna za opstanak svih
organizama na Zemlji. Osim vidljivog dijela spektra Sunce generira citav spektar
elektromagnetskog zracenja, a jedno od njih je ultraljubicasto zracenje (UV zraCenje) koje
pripada neioniziraju¢em elektromagnetskom zracenju [22]. Valne duljine UV zrafenja manje
su od vidljive svjetlosti i kre¢u se u rasponu od 10 nm do 400 nm. Od postojecih deset
kategorija UV zracCenja prema medunarodnim standardima (ISI-DIS-21348) do Zemlje dopiru
tri kategorije. To su ultraljubicasto A ili dugovalno (UVA), ultraljubicasto B ili srednjevalno

(UVB) 1 ultraljubicasto C ili kratkovalno zracenje (UVC) [2]; [21] (tablica 1).

Tablica 1.1 Vrste UV zracenja koje dopiru do povrsine Zemlje [2]

. . Valna Energija
e St duljina/nm fotona/eV
Ultraljubicasto A (dugovalno podrucje) | UVA 400-315 3,10-3,94
Ultraljubicasto B (srednjevalno podrucje) | UVB 315-280 3,94-4,43
Ultraljubi¢asto C (kratkovalno podrucje) | UVC 280-100 4,43-12,40




Djelovanje UV zracenja na vodenu lecu i jagodu

Od ukupne dolazne insolacije UVA zracenje ¢ini 6,3 % , UVB zracenje oko 1,5 % dok
UVC zraenje u normalnim okolnostima ne dopire do povrSine Zemlje [21]. Ozonski omota¢
Zemlje odbija ili apsorbira ve¢inu UV zracenja koje dolazi do Zemlje, a od UV zracenja koje
dolazi do njene povrsine 97% je UVA, 1-3% UVB, a UVC se u potpunosti apsorbira u donjim

dijelovima stratosfere i utjeCe na stvaranje ozona [9].
1.2. Utgecaj UV zraCenja na Zive organizme

Vazno je naglasiti da se smatra kako UVA zracenje uglavnom nema Stetnog uc¢inka na
zive organizme dok UVB ima niz negativnih ucinaka, a UVC je izrazito Stetno [21] pa se kao
takvo koristi npr. za sterilizaciju u mikrobioloskim laboratorijima. UV zracenje koje dopire do
povrsine Zemlje imalo je vrlo vaznu ulogu u procesu evolucije ukupnog Zivota. Smatra se da
je mnogostruko veca koli¢ina UV zraCenja u proSlosti utjecala na stvaranje ozona Sto je
omogucilo pocetak zivota na kopnu [14]. Tako se debljina ozonskog sloja u atmosferi
mijenjala tijekom razvoja Zemlje, krajem 20. stolje¢a uoceno je da stvaranju ozonskih rupa i
smanjenju ozonskog omotaca znacajno doprinosi povecana koncentracija freona u atmosferi
zbog djelovanja Covjeka [6]. Povecana svijest o tome kako promjena koli¢ine ozona znacajno
mijenja koli¢inu Stetnih zraCenja koje dopire do povrSine Zemlje doprinijela je donoSenju
medunarodne povelje o zastiti ozonskog omotac¢a - Montrealskog sporazuma 1987. godine
[17], kao i1 sporazuma u Kyotu [13]. Iako se najceSc¢e u §iroj javnosti govori samo o Stetnom
utjecaju UV zracenja na Covjeka jasno je da ono djeluje na sve Zive organizme o ¢emu i

govore rezultati razli¢itih istraZivanja znanstvenika.
1.2.1. Ugecaj UV zraCenja na biljne organizme

Povecano UV zracenje kod biljaka uzrokuje niz izravnih i neizravnih oStecenja (slika
1.). Dokazano je da povecano UVB zracenje uzrokuje razli¢ite morfoloSke i kemijske
promjene [19]. U provedenim istrazivanjima u pocetku se najviSe pozornosti obrac¢alo na
Stetno djelovanje UVB zrafenja zbog njegove vece prisutnosti, no novija istraZivanja
dokazuju da i UVA zraCenje ima znaCajan utjecaj na biljke. Tako npr. povisuje koli¢inu

fotosintetskih pigmenata i oStecuje biljni fotosintetski mehanizam [21].
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Slika 1. Ucinci UV zracenja na biljni organizam [21]

UVB zracenje takoder djeluje na biljke uniStavajuéi pigmente i tilakoidne membrane
[7]. Najmanji u€inak UVB zracenja vidi se na klorofilu b gdje su razlike gotovo zanemarive
[5]. Brojne promjene na stani¢noj i ostalim razinama ipak ne moraju biti uzrokovane izravnim
oSte¢enjima, nego i regulacijskim procesima u sklopu adaptacijskog odgovora biljke koji se
javlja u uvjetima manjih doza zracenja [4]. Kod djelovanja UV zracenja dokazan je sporiji
rast biljaka te manja veliCina i slabija boja u odnosu na neozracene biljke [18]. Naglo
izlaganje biljaka suncu koje nisu prilagodene UV zraCenju moze izazvati oksidacijski stres i
oSte¢enja biomolekula poput proteina i lipida [4]. Zbog toga su mnogi biljni organizmi
evolucijom razvili obrambene mehanizme koji ih Stite od UV zracenja [3]. Kao odgovor na
UV stres biljka moZe pojacati aktivnost enzimskih i neenzimskih mehanizama zastite. Od njih
su vrlo vazni antioksidacijski enzimi i flavonoidi [21]. Na vodene biljke veliki utjecaj ima
UVB zracenje Cije je djelovanje ograni¢eno na gornje slojeve vode u kojima ima dovoljno
svjetlosti. Velike koli¢ine UVB zra¢enja mogu usporiti i ograniciti rast i reprodukciju vodenih

biljaka [23].

1.2.2. Vodena leca (Lemna minor L.)

Vodena le¢a je najmanja cvatuca, rasprostranjena jednosupnica. Nalazimo je u
stajacicama kao Sto su bare i jezera, ali 1 u rukavcima vodotoka s malom brzinom strujanja

vode. Tijelo biljke sastoji se od 3 do 5 listi¢a veli¢ine 2-5 mm koji slobodno plutaju na vodi i
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neprestano rastu, a kad ih je 4 do 5 na jednoj biljci, odvajaju se. Na Clanak se nastavlja
nerazgranat korijen. Biljke-kceri koje nastaju vegetativnim razmnoZavanjem geneticki su
jednake i1 odvajaju se od mati¢ne biljke. Pri koriStenju vodene lec¢e kao testnog organizma
moze se pratiti cijeli niz u¢inka UV zraCenja poput prirasta, duljine korjencica, sadrzaja
fotosintetskih pigmenata te prezivljavanje samih biljaka ovisno o zraCenju. Brzi rast i
genetiCka jednakost ¢ine je pogodnim materijalom za razlicita istraZivanja jer osigurava vecu

vjerodostojnost rezultata [8].
1.2.3. Jagoda (Fragria sp.)

Jagoda je viSegodiSnja zeljasta biljka, niskog rasta. Vrsta Fragaria vesca L.
najrasprostranjenija je u Europi i Aziji. Jagoda se lako i brzo razmnoZava i to na viSe nacina:
sjemenom, cijepljenjem, dijeljenjem grmova i1 vrijeZama. Za istraZivanja je zanimljivo

koristenje klonskih jedinki dobivenih razmnoZavanjem vrijeZama [24].
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1.3. Cilj 1 hipoteze istrazivanja

Cilj ovog istraZzivanja bio je utvrditi kako UV zracenje (UVA i UVB) djeluje na
vodenu le¢u (Lemna minor L.) 1 jagodu (Fragaria sp.). Pri tome se Zeljelo utvrditi postoje li
razlike izmedu razli¢itih vrsta biljaka, ovise li oStecenja o tome u kakvim uvjetima biljke
rastu, tj. u kakvom se stanju nalazi biljni organizam, te koliko na rezultate utjeCe starost
biljke. Ispitivano je i zajednicko i pojedinacno djelovanje UVA i UVB zracenja. Prac¢ene su
morfoloske promjene na obje ispitivane vrste, te je odredivana koli¢ina pigmenata; klorofila a,
klorofila b 1 karotenoida. Kod vodene le¢e izmjeren je i prirast mase, te broj jedinki tijekom
ispitivanog razdoblja, tj. brzina razmnoZavanja. U skladu s postavljenim ciljevima
istrazivanja, hipoteze su sljedece:

v' UV zradenje uzrokovat ¢e morfoloske promjene na biljnim organizmima,

v" w¢inak UV zralenja razlikovat ¢e se kod vodene le¢e ovisno o otopini u kojoj su
uzgajane pa ¢e najvece promjene biti kod skupine u vodovodnoj vodi,

v" kod dvogodisnjih jedinki jagoda UV zraCenje uzrokovat ¢e manje promjene nego kod
mladih jednogodiSnjih jedinki,

v' zajedni¢ko djelovanje UVA i UVB zracenja uzrokovat ¢e vece morfoloske promjene
od pojedinacnog zracenja na vodenu lecu i jagodu,

v' jedinke vodene le¢e ¢e se najsporije razmnoZavati i imati najmanji prirast mase pod
utjecajem kombinacije UVA 1 UVB zraenja, sastav pigmenta klorofila a i b te

karotenoida ¢e se razlikovati s obzirom na izloZenost biljaka UV zracenju.
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2. Eksperiment

2.1. Priprema biljnog materijala 1 opis postupka

Jedinke vodene leCe za ovo istrazivanje dobivene su s BioloSkog odsjeka PMF-a u
Zagrebu, dok su jagode uzgojene u rasadniku ,,Iva“ u Stefancu.

Za potrebe istrazivanja wuzorci biljaka podijeljeni su u cetiri skupine, tri
eksperimentalne (A,B,C) i jednu kontrolnu (K). Svaka se skupina sastojala od pet uzoraka
biljaka — tri uzorka vodene le¢e u otopinama s razli¢itom koncentracijom hranjivih tvari (SO,
JO, V), te dva uzorka jagoda, jedna jednogodiSnja i jedna dvogodisSnja biljka. Svaka skupina
sadrzavala je tri serije ponavljanja. Skupine su izloZene razli¢itim uvjetima zrac¢enja dok su
svi ostali uvjeti u prostorijama bili su jednaki za sve skupine biljaka.

Uvjeti izlaganja skupina uzoraka zracenju:

1. skupina (A)- izloZena je UVA zracenju pod lampom Philips TLD Actinic 18W G13

2. skupina (B) - izloZena UVB zracenju pod lampom Philips PL/S 9W/01 G23

3. skupina (C) - izloZena zajednickom djelovanju UVA (Philips TLD Actinic 18W G13) i
UVB (Philips PL/S 9W/01 G23) zracenja

4. kontrolna (K) - uzorci iz te skupine izloZeni su samo danjem svjetlu, ali preko
prozorskog stakla preko kojeg ne prolazi UV zracenje.

U svakoj seriji za uzgoj vodene lece pripremljene su tri razli¢ite otopine. Prva otopina
(SO) pripravljena je prema recepturi s deklaracije gnojiva (JBL Ferropol) u omjeru 0,25 dl
gnojiva na 1 1 vodovodne vode pa sadrzi optimalnu koli¢inu hranjivih tvari, druga otopina
(JO) je u omjeru 0,50 dI na 1 1 vode s pove¢anom koli¢inom hranjivih tvari, a tre¢a obi¢na
vodovodna voda bez dodataka hranjivih tvari. U sve ispitne posudice ulije se 0,20 dl
pripremljene otopine, a nakon toga sa u nju stavlja 6, ranije izvaganih, ¢lanaka vodene lece.

Osim vodenih lec¢a, u istrazivanju su koriStene jagode pri ¢emu smo razlikovali
jednogodisnje i dvogodisnje jedinke. KoriStene jagode su iz domaceg uzgoja u rasadniku,
povezane vrijezama da kako bi bilo sigurno da su u pokusu koriStene i mlade i stare jedinke.
Sve jedinke za potrebe istraZivanja presadene su u jednake posudice s jednakom koli¢inom

istovjetne zemlje kako bismo imali §to je viSe moguce jednake uvjete za njihov rast.
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2.2. Praceni parametri tijekom istrazivanja

KoriSten je Lemna-test u kojem je vodena le¢a u odredenom vremenskom razdoblju od
3 tjedna izlaganja djelovanju UV zracenja u razliitim otopinama, nakon ¢ega se odredeno
vrijeme prate posljedice djelovanja tog ¢imbenika. Tijekom pokusa je vrlo vazno da vodena
le¢a bude u eksponencijalnoj fazi rasta, a pokazatelji toksicnosti koje se naj¢es¢e prate su
prirast mase i broja biljaka, te koncentracija fotosintetskih pigmenata [1]. Nakon 3 tjedna
ponovno su izvagani svi uzorci vodene le¢e analitickom vagom, te je provedeno zavr$no
prebrojavanje C¢lanaka. Dobiveni podaci uvrSteni su u sljede¢e formule [1] za izracunavanje
prirast biljaka:

AN = prirast broja biljaka

_Fn_Fl

AN F F, = broj ¢lanaka n-tog dana

Isto tako su i na jedinkama jagoda tijekom 3 tjedna pracene i biljeZene sve morfoloske

promjene u dnevnik istraZivanja.

2.3. Spektrofotometrijska analiza koli¢ine pigmenata
vodene lece (Lemna minor L.) 1 jagode (Fragaria sp.)

Analiza svih uzoraka dalje je provedena u Bioinstitutu (Bioinstitut d.o.o. za usluge u
zdravstvu i veterinarstvu, Cakovec). Analiti¢kom vagom odvagano je po 100 grama biljnog
tkiva iz svakog uzorka i1 homogenirano je u 1,5 ml hladnog 80%-tnog acetona u hladnom
tarioniku. Aceton je koriSten jer on ne apsorbira UV/Vis zraCenje. Cijeli postupak je obavljen
na ledu, gdje su i drzani uzorci do centrifuge zbog brzog isparavanja acetona. Nakon
homogeniziranja u hladnom tarioniku uzorci su pipetom prebaceni u oznacene ependorfice
koje su smjestene u ledu (kako bi se sprijecilo brzo ishlapljivanje acetona) i prebacene do
centrifuge. Uzorci su centrifugirani 10 minuta na temperaturi od 4°C (Q-sep'™ 3000
QuEChERS). Nakon zavrSetka centrifugiranja supernatant je preliven u nove oznaclene
ependorfice u ledu. Nakon toga svaki uzorak je analiziran spektrofotometrom Perkin Elmer
model Lambda 25 tako da je izmjerena apsorbcija na valnim duljinama od 470 nm, 646 nm i

663 nm. SadrZaj fotosintetskih pigmenata (mg/gs ) odreden je prema sljede¢im formulama

[1].

10
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12,21 'A663_2181'A646
1-1000-m

Sadrzaj klorofila a: ¢c,= -V

20,13'1464—6 _5103'A663
1-1000-m

Sadrzaj klorofila b: ¢;, = .V

(1000-A470—3,27-C,—104-cg) /198
1-1000-m

Sadrzaj ukupnih karotenoida: ¢, .= \"

Ax - apsorpcija uzoraka pri odredenim valnim duljinama
V - volumen uzorka (ml)
1 - duZina optickog puta =1 cm

m - masa uzorka

2.4. StatistiCke metode analize rezultata

Svi rezultati u ovome radu predstavljaju srednju vrijednost tri zasebna mjerenja
(replike). Usporedba tretmana s kontrolom i pojedinih tretmana medusobno provedena je
analizom varijance (one-way ANOVA) koriste¢i program Microsoft Excel 2010. Za
utvrdivanje statistickih razlika izmedu parova podataka koriSten je t-test. Kao statistiCki

znacajni rezultati smatraju se vrijednosti razlicite na razini p < 0,05.

11
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3. Rezultati

Svi rezultati predstavljaju srednju vrijednost tri zasebne serije mjerenja (replike).

Pojedinacni rezultati prirasta u broju ¢lanaka prikazani su u prilozima 1.- 4. na kraju rada.

3.1. Vodena le¢a (Lemna minor L.)

Prirast broja ¢lanaka vodene le¢e nakon ispitivanog razdoblja od 3 tjedna (slika 2.)
pokazuje da se najveci broj novih ¢lanaka razvio u uzorku s optimalnom koli¢inom hranjivih
tvari (SO) uz kombinirano zracenje UVA/UVB (prosjek od 8,33 ¢lanka), a najmanji broj u
kontrolnoj skupini u uzorku s pove¢anom koli¢inom hranjivih tvari (JO) (prosjek od 3,67
¢lanka). Primjenom ANOVA testa za usporedbu varijanci dobivena je statisticki znacajna
razlika u vrijednosti prirasta broja ¢lanaka pojedinih otopina i vrsta zraCenja (F=4,585;

p<0,05).

KJO
K SO
K Voda 1
clo |
cso
CVoda 1
BIO |
B SO
B Voda 1
AlO |
ASO
AVoda 1

Otopine

10

Broj ¢lanaka

Slika 2. Prirast broja ¢lanaka vodene lec¢e pod svim uvjetima zracenja (K- kontrola, C — UVA/UVB, B
~UVB, A-UVA) i u svim ispitivanim otopinama (JO - poveéana kolicina hranjivih tvari, SO —

optimalna kolic¢ina hranjivih tvari, V — voda bez dodatka hranjivih tvari)

U nastavku je prikazan prirast mase pojedinih ¢lanaka vodene lec¢e pod svim uvjetima
zracenja u svim otopinama (slika 3). Najveci je prirast u kontrolnoj otopini s ve¢om koli¢inom

hranjivih tvari (JO), a najmanji u otopini s optimalnom koli¢inom hranjivih tvari (SO) pod
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utjecajem kombiniranog UVA/UVB zracenja (slika 3). Razlika je statistiCki znacajna

(F=5,666; p<0,05).
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Slika 3. Prirast mase pojedinih ¢lanaka kod vodene lece pod svim uvjetima zracenja (K - kontrola, C-
UVA/UVB, B -UVB, A-UVA) i u svim ispitivanim otopinama (voda- bez dodatka hranjivih tvari, SO —

optimalna kolicina hranjivih tvari, JO — povecéana kolic¢ina hranjivih tvari)

Rezultati mjerenja pigmenata u uzorcima vodene lece u vodi razlikuju se ovisno o
uvjetima UV zraCenja (slika 4). Rezultati pokazuju najvec¢i sadrzaj svih pigmenata u
kontrolnoj otopini bez UV zraenja dok je najmanji sadrzaj svih triju pigmenata u uzorcima
izloZzenim UVB zracenju. U sljedece tri slike razlika izmedu pojedinih zracenja, sve su razlike
u odnosu na otopine statistiCki znaCajno razliCite, medutim samo je pojedinacna razlika
izmedu UVB zracenja i kontrole statisticki znacajno razli¢ita Sto je dokazano t-testom

(t=2,935; p<0,05).
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Slika 4. Kolicine pigmenata kod vodene lece pod svim uvjetima zracenja (A-UVA, B -UVB, C-
UVA/UVB, K - kontrola) u vodi bez dodatka hranjivih tvari
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Usporedba koli¢ine pigmenata pod svim uvjetima zracenja u otopini s optimalnom
koli¢inom hranjivih tvari (SO) pokazuje da su najvece koliCine svih pigmenata izmjerene u
kontroli (slika 5.), a statisticki se zna€ajno razlikuju od pigmenata pod UVB zracenjem Sto se

da naslutiti i prema razlikama na slici.

0.0018
g 0.0016 \

£ oo0014 \

£ o.0012

2 \ —4—ASO
g 00010

20 \ =fii=B SO
o

©

c

$S

©

4

0.0004 \
0.0002 %—_

0.0000 . . .
Klorofil a Klorofil b Karotenoidi

KSO

0.0008
0.0006 \ / CSso
—{]

Pigmenti

Slika 5. Kolicine pigmenata kod vodene lece pod svim uvjetima zracenja (A-UVA, B -UVB, C-
UVA/UVB, K - kontrola) u otopini s optimalnom kolicinom hranjivih tvari (SO)

Na slici 6. prikazano je kako se koli¢ine pigmenata mijenjaju u otopini s pove¢anom
koncentracijom hranjivih tvari (JO) pod svim uvjetima zracenja Sto je statisticki vrlo znacajno

(p<0,05).
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Slika 6. Kolicine pigmenata kod vodene lece pod svim uvjetima zracenja (A-UVA, B -UVB, C-

UVA/UVB, K - kontrola) u otopini s povecanom koncentracijom hranjivih tvari (JO)
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3.2. Jagode (Fragaria sp.)

Analiziraju¢i sastav pigmenata mladih, jednogodiSnjih jagoda pod svim uvjetima
zraCenja dobiveni su rezultati prikazani na slici 7. Najvece vrijednosti svih pigmenata

izmjerene su u kontrolnoj skupini, a najmanje pod UVB zracenjem Sto je statisticki zna¢ajno.
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Slika 7. Kolicine pigmenata pod svim uvjetima zracenja (K - kontrola, C-UVA/UVB, B -UVB, A-UVA)
kod jedinki jednogodisnjih jagoda

Slijede rezultati koli¢ine pigmenata u starijim, dvogodi$njim jagodama pod svim
uvjetima zraCenja prikazani na slici 8. Ponovno su najvece vrijednosti svih pigmenata
izmjerene u kontrolnoj skupini, a najmanje pod UVB zraenjem. Razlika izmedu te dvije

skupine je statisticki znacajna (p<0,05).
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Slika 8. Kolicine pigmenata pod svim uvjetima zracenja (K - kontrola, C-UVA/UVB, B -UVB, A-UVA)
kod jedinki dvogodisnjih jagoda
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4. Rasprava

Usporedbom dobivenih rezultata mogu se uociti velike morfoloske razlike i razlike u
koli¢inama pigmenata izmedu pojedinih skupina, ali i unutar njih.

Nakon tri tjedna istraZivanja najveci prirast prema broju ¢lanaka (6 ¢lanaka) uocen je u
kontrolnoj otopini s optimalnom koli¢inom hranjiva koja odgovara deklaraciji koriStenog
hranjiva. Ovaj rezultat je statisticki znacajan 1 odgovara rezultatima koje u svom radu iznosi
Nagara [18] koji navodi da su potrebni optimalni uvjeti uzgajane otopine kako bi se biljke
najbolje razvile, a to je u ovom istrazivanju otopina s koncentracijama tvari prema uputama
proizvodaca hranjiva.

Usporedujuc¢i vodenu le¢u uzgajanu u sve tri ispitivane otopine pod razli¢itim uvjetima
zracenjima s kontrolom, vidljivo je da je prirast po broju ¢lanaka najmanji pod zasebnim
UVA i UVB zracenjima, ali najveci pod kombiniranim UVA/UVB zracenjem. Ovaj rezultat
mozda je mogucée objasniti razliitim temperaturnim uvjetima, jer je kombinirano zracenje
uzoraka provedeno zasebno nakon tri tjedna. No kako su zracenja provedena u uvjetima sobne
temperature jedina razlika mogla bi biti u no¢noj temperaturi u prostoriji. Ovisnost prirasta o
temperaturi u svom istrazivanju navode Cicek i suradnici [5], no kako taj ¢imbenik nije uzet u
obzir ranije i nisu prikupljeni podaci o temperaturi ovu bi pretpostavku trebalo ispitati u
sljede¢em istraZivanju.

No zanimljivo je da je masa jednog ¢lanka najviSa je u kontrolnim skupinama svih
otopina dok je najmanja pod kombiniranim UVA/UVB zracenjem. U skladu s time su i
morfoloSke promjene koje su najvidljivije u kombiniranom zrac¢enju gdje su ¢lanci i korijenje
bili najtanji i najsvjetliji kao i u istraZzivanju Nagara [18] i Mladenovi¢ [16]. Te su razlike u
masama statisticki znacajne (prilog 5).

Medutim, koli¢ina klorofila a i b najveca je u kontrolnoj skupini, a najmanja pod UVB
zracenjem Sto se slaze s rezultatima Mishre i suradnika [15] koji tvrde da su biljke
najpodloznije stresnim ¢imbenicima UVB zraCenja (prilog 6). Smanjenje mogucnosti
fotosinteze klorofila direktan je rezultat UVB zracenja i smanjenja koli¢ine gena odgovornog
za spajanje proteina za klorofil a/b, tj. zaustavljanje sinteze klorofila. Smanjenje koli¢ine
klorofila je opisano i istraZivanjima Joshija i suradnika [11]; Ibaneza i suradnika [10]; Singha
1 suradnika [20].

Koli¢ina karotenoida takoder je najveca u kontroli, a najmanja pod kombiniranim

zracenjem $to se slaze s rezultatima Ciceka 1 suradnika [5]. Karotenoidi zaSti¢uju klorofil od
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unistenja fotooksidacijom, pa smanjenje karotenoida moze imati ozbiljne posljedice kao efekt
UVB zracenja na pigmente klorofila [1]; [15]. Ipak vidljivo je da su pod svim uvjetima
zracenja najotpornije biljke uzgajane u optimalnoj otopini, neSto manje u jacoj otopini od
optimalne, a najmanje otporne u vodi. Izracunavsi koli¢ine pigmenata u jagodama kontrolne
skupine vidljivo je da starije jagode imaju neznatno viSe svih pigmenata od mladih jagoda.
Omjer klorofila a i b u svim serijama zracenja statisticki je zna¢ajno manji nego u kontrolnoj
skupini za mlade i stare jagode. To se poklapa jer se prema Stamenkovicu [21] kao prilagodba
jakoj svjetlosti snizava koncentracije klorofila a. Koli¢ina karotenoida neznatno je veca kod
starih jagoda jer su starije biljke bolje razvile otpornost na zrac¢enje [18]. U ovom istraZivanju
kolic¢ina klorofila b nije jako sniZena jer prema Nagaru [18] primarna zadac¢a karotenoida je da
zaStite klorofil b. Prilikom UVB zraCenja najviSe su se snizile razine klorofila a, b i1
karotenoida Sto je statisticki vrlo znacajno. Starije su jagode otpornije pa su se koli¢ine
pigmenata manje smanjile nego kod mladih jagoda. Smanjenje karotenoida moze biti rezultat
ili zaustavljanja sinteze ili sloma pigmenata ili njihovih predaka [18]. U manjoj mjeri
karotenoidi sluze sakupljanju svjetlosne energije, budu¢i da proSiruju akcijski spektar
fotosinteze [21]. Istovremeno, Joshi i suradnici [11] te Mishra i suradnici [15] su utvrdili da se
odnos evolucije fotosintetskog kisika prilicno smanjio kad su biljke bile izlozene UVB
zraCenju. Prema gornjim rezultatima, UVB oSteCenje fotosintetskog aparata vjerojatno se
sastoji od mnogo razlicitih aspekata.

Kod kombiniranog zracenja vidljive su manje promjene na sastavu pigmenata nego
kod UVB zracenja. Taj rezultat u svom istraZivanju Cicek i suradnici [5] objaSnjavaju
¢injenicom da su jagode i prije, na vanjskim uvjetima, bile ozracene kombiniranim
zracenjima.

Usporedbom dobivenih rezultata kod jedinki vodene lece i jagoda vidljive su
statistiCki znacCajnije promjene u sastavu pigmenata te morfologiji kod vodene le¢e. To bi
moglo upucivati na slabije razvijene zaStitne mehanizme kod vodene le¢e u usporedbi s
jagodama kao Sto to u svom radu navodi Nagara [18]. U literaturi, ¢lanci o utjecaju UVB
zracenja na fotosintezu su kontradiktorni, vjerojatno zbog razlika izmedu vrsta i kultivara iste
vrste, razlika u stanju rasta i nejednakosti razina UVB zracenja tijekom izlaganja UVB
zracenju [19]; [12]. Razlicit utjecaj istovjetnog UV zracCenja utvrden je i u ovom istraZivanju

jer UV zraCenje nije jednako djelovalo na jagode i vodenu lecu.
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5. Zakljucak

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi kako UV zrafenje (UVA 1 UVB) djeluje na
vodenu le¢u (Lemna minor L.) i jagodu (Fragaria sp). Rezultati istraZivanja pokazali su da:

v' UV zragenje utjeCe na morfologiju, te smanjuje prirast i sadrZaj pigmenata u ispitivanim
biljkama (vodena leca i jagoda),

v razina oSteenja vodene leCe ovisi o uvjetima uzgoja, pa je oSteenje najmanje u
optimalnim uvjetima, vece su posljedice UV zracenja na vodenu lec¢u nego jagode,

v’ starije jedinke jagoda bolje podnose UV zracenje i oStecenja na biljnom tkivu su manja,

v' UVB zradenje ima najStetniji uéinak na prirast mase i koli¢inu klorofila kod ispitivanih
biljaka dok je koli¢ina karotenoida najmanja kod kombiniranog UVA/UVB zracenja,

v zajednicko djelovanje UVA i UVB zracenja uzrokovalo je najvece morfoloSke promjene
od pojedinacnog zracenja na vodenu lecu i smanjilo je znacajno prirast mase, ali suprotno

ocekivanju nije smanjilo razmnozavanje i prirast po broju ¢lanaka.

18



Djelovanje UV zracenja na vodenu lecu i jagodu

Z.ahvale

Izrada ovog rada osim naseg truda i vremena traZila je i pomo¢ drugih bez Cijeg

sudjelovanja ga ne bi bilo moguce izraditi. Stoga im svima Zelimo zahvaliti na njihovu

razli¢itom, ali uvijek vaznom doprinosu:

v

djelatnicima Bio-instituta u Cakovcu koji su nam omoguéili da mjerenje obavimo u
njihovim laboratorijima i uz mnogo povjerenja nam prepustili rad na svojoj opremi,

dr. Vanji Stamenkovi¢u na savjetima i radovima koje nam je ustupio,

dr. sc. Marija Babi¢ s BioloSkog odsjeka PMF-a u Zagrebu na preporucenoj literaturi i
svojim savjetima u planiranju istrazivackog rada kao i uzorcima vodene le¢e za naSe
istrazivanje,

rasadniku IV A na uzorcima jagoda za istraZivanje,

razrednici 1 profesorici informatike 1 matematike Tamari Srnec za pomo¢ sa statistickom
obradom podataka,

ravnateljici naSe Skole koja nam je bila i moralna i financijska podrska,

1 na kraju, ali ne manje vazno, svim profesorima koji su bili tolerantni prema naSim

povremenim izostancima s nastave zbog ovog istraZivanja.

Zahvaljujemo svima!

19



Djelovanje UV zracenja na vodenu lecu i jagodu

Popis literature

[1] Agrawal S.B., Rathore D. 2007. Changes in oxidative stress defense system in wheat
(Triticum aestivum L.) and mung bean (Vigna radiata L.) cultivars grown with and without
mineral nutrients and irradiated by supplemental ultraviolet-B. J Environ Exp Bot (59): 21-
33.

[2] Antonijevi¢ N. 2006. Odredivanje zastitnog faktora preparata za zaStitu od sunce
spektroskopskom metodom. Novi Sad, 1-9.

[3] Beckquer T., Quentin C., Siscot M., Baudot J.P. 2003. Chromium availability in
ultramofic soils form. Sci Total Environ, New Caledonia, 12-18.

[4] Caldwell M.M., Bjorn L.O., Bornmann J.F., Flint S.D., Kuladaivelu G., Teramura A.H.,
Teveni M. 1998. Effects of increased solar ultraviolet radiation on terrestrial ecosystems.
Photochem Photobiol, Washington DC, (101): 947-953.

[5] Cicek N., Fedina 1., Cakirlar H., Velitchkova M., Georgieva K. 2011. The role of short-
term high temperature pretreatment on the UV-B tolerance of barley cultivars, Ankara, 2-6.

[6] Farman J.C., Gardiner B.G., Shanklin J.D. 1985. Large losses of total ozone in Antarctica
reveal seasonal CIOx/NOx interaction. Nature 315: 207-210.

[7] Frohnmeyer H., Staiger D. 2003. Ultraviolet-B Radiation-Mediated Responses in Plants.
Balancing Damage and Protection, Freiburg, 2-4.

[8] Hillman D. 1961. The Uses of Duckweed, Los Angles, 442-444.

[9] Hockberger P.E. 2002. A history of ultraviolet photobiology for humans, animals and
microorganizmus, Photochem Photobiol, (6): 561-579.

[10] Ibanez S., Rosa M., Hilal M., Gonzalez J.A., Prado F.E. 2008. Leaves of Citrus
aurantifolia exhibit a diff erent sensibility to solar UV-B radiation according to
development stage in relation to photosynthetic pigments and UV-B absorbing compounds
production. J Photoch Photobio B (90): 163-169.

[11] Joshi P.N., Ramaswamy N.K., Iyer R.K., Nair J.S., Pradhan M.K., Gartia S., Biswal B.,
Biswal U.C. 2007. Partial protection of photosynthetic apparatus from UV-B-induced
damage by UV-A radiation. Environ Exp Bot (59): 166-172.

[12] Kakani V.G., Reddy K.R., Zhao D., Sailaja K. 2003. Field crop responses to ultraviolet-
B radiation: a review. Agr Forest Meteorol, (120): 191-218.

[13] Kyoto Protocol to the United nations framework convention on climate change 1997.

On-line URL: http://unfccc.int/resource/docs/convkp/kpeng.html. Pristupljeno 1.2.2014.

20



Djelovanje UV zracenja na vodenu lecu i jagodu

[14] Lowry B., Lee D., Hebaut C. 1980. The origin od land plants: a new look at an old
problem, Taxon, 2-5.

[15] Mishra V., Srivastava G., Prasad S.M., Abraham G. 2008. Growth, photosynthetic
pigments and photosynthetic activity during seedling stage of cowpea (Vigna unguiculata)
in response to UV-B and dimethoate. Pestic Biochem Phys (92): 30-37.

[16] Mladenovi¢ A. 2013. Utjecaj doze i intenziteta UV zracenja na sobnu ciklamu
(Cyclamen persicum L). GareSnica, 5-17.

[17] Montreal Protocol on Substances that Deplete the Ozone Layer 1987. On-line URL:
http://ozone.unep.org/new_site/en/Treaties/treaty_text.php?treatylD=2. Pristupljeno
1.2.2014.

[18]Nagar V. 2010. Supplemental UV-B radiation induced changes in growth, pigments and
antioxidant pool of bean (Dolichos lablab) under field conditions. Lucknow, 3-7

[19] Rozema J., Staaij J., Bjorn L.O., Caldwell M. 1997. UV-B as an environmental factor in
plant life: stress and regulation. Oklahoma City, (1): 22-28.

[20] Singh S.K., Surabhi G.K., Gao W., Reddy K.R. 2008. Assessing genotypic variability of
cowpea (Vigna unguiculata [L.] Walp.) to current and projected ultraviolet-B radiation. J
Photoch Photobio B (93):71-81.

[21] Stamenkovi¢ V. 2012. FizioloSki odgovori velebitske degenije Degenia velebetica
(Degen) Hayek na UV zracenje. Zagreb, 14-26.

[22] Stimac T. 2012. Sunéanje i Stetnost UV zra¢enja. On-line URL:
http://www.astro.hr/ucionica/ostalo/suncanje/. Pristupljeno 22.12.2013.

[23] UNEP 2007. Zivotni grafikon ozona, Zeneva, 6-11.

[24] Volcevi¢ B. 2005. Jagoda, malina, kupina. Neron, Bjelovar, 6-21.

21



Djelovanje UV zracenja na vodenu lecu i jagodu

Prilozi

14

[EE
o

[0
|

=—¢—2Br. jedinki- voda 1
== Br. jedinki- voda 2
«=fe=Br. jedinki- voda 3
Br. jedinki- SO 1

(o)}
|

Broj ¢lanaka

Ny

N

o

Datum

==i=Br. jedinki- SO 2
=@-Br. jedinki- SO 3
==+==Br. jedinki- JO 1
e Br, jedinki- JO 2

Br. jedinki- JO 3

Prilog 1. Rast broja clanaka vodene lece u pojedinim otopinama pod UVA zracenjem

=—¢—2Br. jedinki- voda 1
== Br. jedinki- voda 2
==Br. jedinki- voda 3
Br. jedinki- SO 1

Broj ¢lanaka

==Br. jedinki- SO 2
=@—Br. jedinki- SO 3

Datum

. I'L. f‘/. f». l“/.
; > oA ) > oY
KRG S R A SO 2N

Br. jedinki- JO 1
«==Br. jedinki- JO 2
Br. jedinki- JO 3

Prilog 2. Rast broja clanaka vodene lece u pojedinim otopinama pod UVB zracenjem

22



Djelovanje UV zracenja na vodenu lecu i jagodu

18
16 o
—4—Br. jedinki- voda 1
- 14 > =—Br. jedinki- voda 2
< 12 R o
g ==Br. jedinki- voda 3
10 —
= = —>=Br. jedinki- SO 1
8 .
& ) = ——Br. jedinki- SO 2
& 1
4 =@—Br. jedinki- SO 3
) «=t==Br. jedinki- JO 1
0 : : : : : : : : . Br. jedinki- JO 2
10.2. 13.2. 17.2. 20.2. 24.2. 25.2. 26.2. 28.2. 3.3. Br. jedinki- JO 3
Datum

Prilog 3. Rast broja clanaka vodene lece u pojedinim otopinama pod UVA i UVB zracenjem

14
12 =4—Br. jedinki- voda 1
S0 == Br. jedinki- voda 2
<
§ 8 ==—Br. jedinki- voda 3
26 Br. jedinki- SO 1
S
Q2 4 —Br. jedinki- SO 2
2 =®—Br. jedinki- SO 3
0 . . : i : : i : . ===Br. jedinki-JO 1

g W2 N 2T 2N 2N 2ENG AN 2 === Br. jedinki- JO 2
Br. jedinki- JO 3
Datum

Prilog 4. Rast broja clanaka vodene lecée u pojedinim otopinama u kontrolnoj skupini




Djelovanje UV zracenja na vodenu lecu i jagodu

Prilog S. Prikaz statisticke analize razlika prirasta clanaka u masi (ANOVA)

Anova: Single Factor

SUMMARY

Groups Count Sum Average Variance

A 9 0,118246 0,013138 1,32E-06

B 9 0,117344 0,013038 2,64E-06

C 9 0,152074 0,016897 6,53E-05

K 9 0,198465 0,022052 4,53E-05

ANOVA

Source of

Variation SS daf MS F P-value  F crit
Between Groups  0,000487 3 0,000162 5,666563 0,003135 2,90112
Within Groups 0,000916 32 2,86E-05

Total 0,001403 35

Prilog 6. Prikaz statisticke razlike kolicine klorofila a pod pojedinim uvjetima zracenja

Anova: Single Factor klorofil a

SUMMARY

Groups Count Sum Average Variance

UVA 5 0,002346 0,0004693 4,49107E-08

UVB 5 0,002201  0,0004403 8,78997E-08

UVAB 5 0,002161 0,0004322 1,91736E-08

Kontrolna 5 0,007311 0,0014622 9,52167E-07

ANOVA

Source  of

Variation SS daf MS F P-value  F crit
Between

Groups 3,86669E-06 3 1,289E-06 4,669272131 0,015799 3,2388715
Within

Groups 4,4166E-06 16 2,76E-07

Total

8,28329E-06 19
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Prilog 7. Prikaz statisticke razlike kolicine klorofila b pod pojedinim uvjetima zracenja

Anova: Single Factor klorofil b

SUMMARY

Groups Count Sum Average Variance

UVA 5 0,002346 0,0004693 4,49107E-08

UVB 5 0,002201  0,0004403 8,78997E-08

UVAB 5 0,002161 0,0004322 1,91736E-08

Kontrolna 5 0,007311 0,0014622 9,52167E-07

ANOVA

Source of

Variation SS daf MS F P-value  F crit
Between Groups 3,86669E-06 3 1,289E-06 4,669272131 0,015799 3,2388715
Within Groups ~ 4,4166E-06 16 2,76E-07

Total 8,28329E-06 19

Prilog 8. Prikaz statisticke razlike kolicine karotenoida pod pojedinim uvjetima zracenja

Anova: Single Factor Karetonoidi

SUMMARY

Groups Count Sum Average  Variance

UVA 5 0,001289 0,000258 8,54E-09

UVB 5 0,00167  0,000334 6,8E-08

UVAB 5 0,001156 0,000231 4,31E-09

Kontrolna 5 0,003802 0,00076  1,38E-07

ANOVA

Source of

Variation SS df MS F P-value  F crit
Between Groups  9,14E-07 3 3,05E-07 5,58051 0,008158 3,238872
Within Groups 8,74E-07 16 5,46E-08

Total 1,79E-06 19
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Prilog 9. Prikaz statisticke analize razlika u pigmentima kontrolne i UVB skupine (t -test)

t-test: Two-Sample Assuming Equal Variances

B K
Mean 0,013038178 0,022051721
Variance 2,63618E-06 4,52688E-05
Observations 9 9
Pooled Variance 2,39525E-05
Hypothesized Mean
Difference 0
df 16
t Stat -3,90684619
P(T<=t) one-tail 0,000627767
t Critical one-tail 1,745883676
P(T<=t) two-tail 0,001255534

t Critical two-tail

2,119905299

Prilog 10. Prikaz statisticke analize razlika u pigmentima kontrolne i UVA/UVB skupine (t-test)

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

A+B K
Mean 0,016897154 0,022051721
Variance 6,52838E-05 4,52688E-05
Observations 9 9
Pooled Variance 5,52763E-05
Hypothesized Mean
Difference 0
df 16
t Stat -1,47071652
P(T<=t) one-tail 0,080380084

t Critical one-tail
P(T<=t) two-tail

t Critical two-tail

1,745883676
0,160760168
2,119905299
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Prilog 11. Prikaz statisticke analize razlike u pigmentima kontrolne i UVA skupine

t-test: Two-Sample Assuming Equal Variances

A K

Mean

Variance
Observations
Pooled Variance
Hypothesized
Difference

df

t Stat

P(T<=t) one-tail
t Critical one-tail
P(T<=t) two-tail

t Critical two-tail

Mean

0,013138484 0,022051721
1,31907E-06  4,52688E-05
9 9
2,3294E-05

0

16
3,917600226
0,000613708
1,745883676
0,001227416
2,119905299

Prilog 12. Prikaz statisticke analize razlike u pigmentima UVA i UVB skupine (t-test)

t-test: Two-Sample Assuming Equal Variances

A B

Mean

Variance
Observations
Pooled Variance
Hypothesized
Difference

df

t Stat

P(T<=t) one-tail
t Critical one-tail
P(T<=t) two-tail

t Critical two-tail

Mean

0,013138484 0,013038178
1,31907E-06 2,63618E-06
9 9
1,97763E-06

0

16
0,151307788
0,440812118
1,745883676
0,881624235
2,119905299

27



