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1. UVOD

Rod Sarracenia je jedan od najpoznatijih rodova unutar skupine mesojednih biljaka
koji raste u podrucju Sjeverne Amerike (D'Amato, 2013). Mesojedne biljke rastu uglavnom
na vlaznim 1 mocvarnim stanistima niske pH-vrijednosti u kojima je koli¢ina hranjivih tvari
ogranic¢ena (Rice, 2006). Naime, u vlaznim i mo¢varnim stani$tima prevladava mahovina roda
Sphagnum koja tvori slojeve i izgraduje vlazna mocvarna stanista koja su kisela. Buduci da je
pH-vrijednost stanista prilicno niska, uginuli organizmi se ne raspadaju nego prelaze u treset
bez oslobadanja korisnih hranjivih tvari (Rice, 2006). Mesojedne biljke prilagodile su se
Zivotu na takvim staniStima tako $§to su razvile odredene prilagodbe koje im omoguéuju
nadoknadivanje nedostatka mineralnih tvari, uglavnom dusika i fosfora (Adamec, 2010). Ove
biljke razvile su strategiju lova sitnih Zivotinja, najée$¢e kukaca, pomoc¢u zamki razvijenih iz
listova te probavljanja ulovljenog plijena iz kojeg potom dobivaju potrebne mineralne tvari
(Bruzzese i sur., 2010).

Zamke mogu biti razli¢itog oblika i razli¢itih mehanizama lova, medutim sve imaju
jednu namjenu, a to je uspje$no uloviti plijen. Mesojedne biljke se dijele u dvije skupine
ovisno o tome posjeduju li aktivne ili pasivne zamke. Aktivne zamke se aktivno gibaju, kada
je to potrebno, s ciljem da ulove Zeljeni plijen dok se pasivne zamke ne kre¢u aktivno nego
kukac samostalno upada u zamku (Johnson, 2007). Osim §to se zamke kod mesojednih biljaka
dijele na aktivne i pasivne, one mogu biti razli¢itih oblika: vréaste zamke, zamke nalik vrS§ama
za jastoge, zamke s iznenadnim zatvaranjem, zamke koje imaju sposobnost ,,usisati‘ plijen,
ljepljive zamke i brojne druge (Rice, 2006). Jedan od vrlo Cestih tipova zamki su zamke u

obliku vr¢eva koje su prisutne i kod vrsta iz roda Sarracenia (Rice, 2006).

Mesojedne biljke obuhvacaju ukupno 650 vrsta unutar 16 rodova (Adamec, 2010).
Neki od poznatijih i rasirenijih rodova su rodovi s vréastim zamkama kao $to su Sarracenia,
Darlingtonia, Heliamphora, tropski rod Nepenthes i rod Cephalotus, rasiren u podruc¢ju
Australije. Od rodova koji imaju aktivne zamke poznatiji je rod Drosera, rasiren po cijelome
svijetu, rod Pinguicula od kojeg vecina vrsta obitava u podruéju sjeverne hemisfere te rod
Utricularia i rod Dionea (D" Amato, 2013).



1.1. ROD SARRACENIA

Sarracenia (cjevolovke) je rod mesojednih biljaka za koji se pretpostavlja da
obuhvada 8 vrsta rasprostranjenih u jugoisto¢nom dijelu Sjedinjenih Americkih Drzava, a
jedna vrsta rasprostranjena je sjevernije uz obalu i u velikom dijelu Kanade. Rod Sarracenia
obuhvaca vrste Sarracenia purpurea , Sarracenia flava, Sarracenia rubra, Sarracenia alata,
Sarracenia leucophylla, Sarracenia oreophilla, Sarracenia minor i Sarracenia psittacina.
Rod je nazvan prema botani¢aru M. Sarrazinu. On je zive primjerke vrsta iz spomenutog roda
poslao J. P. de Tournefortu Kkoji je vrstu opisao. Linné je prihvatio ime roda 1731. godine
(D" Amato, 2013). Rod Sarracenia spominje 1793. godine i William Bartram Kkoji je, osim §to
se divio ljepotama vrsta iz ovog roda, prvi posumnjao u moguénost njihove karnovorije.
Darwin takoder spominje rod Sarracenia u svojem djelu ,,Insectivorous Plants* te govori da
se na temelju istrazivanja J. H. Mellichampa i W. M. Canbyja moze sumnjati u karnivoriju
rodova Sarracenia i Darlingtonia. Tek je u 19. stolje¢u Joseph Mellichamp dokazao

karnivoriju kod roda Sarracenia (Slack, 2000).

Vrste roda Sarracenia su trajnice s listovima preobrazenim u vréeve. Listovi u obliku
vréeva u stvari su pasivne zamke koje kod veéine vrsta prezive jednu godinu. Plijen su
najcesc¢e kukci koji su obi¢no privuceni bojom vréeva i nektarom kojega izlucuju zlijezde

smjeStene u pojedinim dijelovima vréeva (Rice, 2006).

Boja vréeva kod roda Sarracenia ima vaznu ulogu u privlaéenju kukaca, a razliite
vrste karakterizira i razli¢ita obojenost vréeva. Naime, boja vréeva kod roda Sarracenia moze
biti od Zute pa sve do crvene boje. Vecina vrsta sadrzi crvene, Zute ili ljubicaste listove ili su
pak listovi pokriveni crvenim prugama ili mrljama. Listovi vrsta koje karakteriziraju crvene
pruge ili crvene mrlje obi¢no imaju zutu podlogu s manje ili viSe izrazenom pigmentacijom

(Sheridan, 1997).

Na vréu kod vrsta iz roda Sarracenia moze se prepoznati nekoliko dijelova (Slika 1).
Dijelovi vréa su cijev vr¢a koja pocinje otvorom vrca, savijeni rub otvora vrca koji izluCuje

nektar, poklopac, vrat poklopca i krilo (Rice, 2006).
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Slika 1. Dijelovi vréa hibrida iz roda Sarracenia (autor fotografije: Martina Tusek).

Sama cijev vréa moZe se podijeliti u 4 dijela koja imaju razlicite karakteristike, a
pomazu u primamljivanju i lovu. Spomenute 4 zone nazvane su ,,Hookerove zone“ (Slika 2),
a ime su dobile po istrazivacu Sir Josephu D. Hookeru koji ih je prvi otkrio i prepoznao u

vrste Sarracenia purpurea L. dok je kasnije F. E. Lloyd uocio i petu zonu (Slack, 2000).



Slika 2. Podjela cijevi vréa u 5 ,,Hookerovih zona“ kod vrste Sarracenia purpurea L. 1-prva
zona, 2-druga zona, 3-trec¢a zona, 4-Cetvrta zona, 5-peta zona (autor fotografije: Barry Rice,
Preuzeto s: http://www.sarracenia.com/fag/fag5521.html).

Prva zona obuhvaca poklopac vrca Koji je pokriven brojnim zlijezdama za izlu¢ivanje
nektara izmedu kojih su razmjeStene oStre dlake usmjerene prema dolje (Slack, 2000).
Uglavnom ima ulogu u privlacenju kukaca i omogucavanju ulova plijena. Druga zona ima
ulogu u uvodenju plijena u cijev vréa na nacin da se u ovome podrucju vréa izlucuje nektar i
skliska vostana tvar koja onemogucava kukcima da se odupru padu u vr¢. Obuhvaca savijeni
rub otvora vréa, ali se djelomi¢no proteze i u pocetni dio cijevi vréa. Tre¢a zona obuhvaca
podrucje ispunjeno zlijezdama za izluc¢ivanje probavnih enzima. Tre¢a zona prelazi u Cetvrtu
zonu koja je potopljena teku¢inom kojom je ispunjen vr¢, U njoj se odvija probava i apsorpcija
mineralnih tvari, a nedostatak kutikule u ovoj zoni poboljsava apsorpciju. Peta zona, koja je
otkrivena samo kod vrsta Sarracenia purpurea L. i Sarracenia rosea Naczi, Case i R. Case,
vrlo je sli¢na tre¢oj zoni, medutim njezina funkcija nije jo§ u potpunosti poznata. lako se vrste
medusobno malo razlikuju u mehanizmu lovljenja plijena, svrha svake zamke je uloviti plijen
koji ¢e potom u unutrasnjosti vréa uginuti 1 biti razgraden. Razgradnja plijena moze se
odvijati pod utjecajem enzima koje izluCuje sama biljka ili pak djelovanjem zajednice
organizama (mikroorganizama, malih beskraljeSnjaka) koji se nalaze u vréu. U zadnje vrijeme
sve se vise paznje posvecuje Cetvrtoj zoni u kojoj su pronadeni razliciti organizmi kao §to su
licinke kukaca, razli¢ite gljive, alge 1 odredene vrste beskraljeSnjaka koji svojim djelovanjem

pospjesuju oslobadanje hranjivih tvari iz plijena (Glenn i Bodri, 2012).


http://www.sarracenia.com/faq/faq5521.html

Da bi plijen upao u cijev vrca u kojoj dolazi do razgradnje i apsorpcije hranjivih tvari,
najprije mora doc¢i do otvora vréa. Otvor vréa okruzen je savijenim rubom koji izlu¢uje nektar
koji privla¢i kukce (Rice, 2006). Natkriven je poklopcem koji je Cesto crveno obojen i
pokriven brojnim Zlijezdama ¢ime privlaci plijen (Slika 1). Uloga poklopca je i sprjeavanje
ulijevanja kiSnice u cijev vr¢a kako vr¢ ne bi postao pretezak, a sluzi i kao ,,platforma* za
slijetanje kukaca. Da bi poklopac mogao vrsiti svoju funkciju, neophodan je vrat poklopca
koji omogucuje odrzavanje poklopca u gotovo uspravnom poloZzaju iznad otvora vrca. Vrcevi
kod vrsta roda Sarracenia sadrze i ,krilo* ¢ija je uloga uglavnom u dovodenju kukaca do
otvora vréa (Slika 1). Kukci najcesée prate pruzanje zlijezda koje izlucuju nektar duz cijelog
vrca, a djelomicno i uz ,.krilo“. Dolaskom do skliskog djela vrca pokrivenog nektarom, kukac

se ne moze oduprijeti i upada u zamku (D" Amato, 2013).

Cjevolovke nastanjuju pretezito vlazna i kisela staniSta u kojima nema dovoljno

mineralnih tvari. Uglavnom preferiraju suncana stani$ta, a ne sjenovita mjesta ispod drveca

(D"Amato, 2013).

Biljke zapocinju svoj razvoj iz sjemenki koje se raznose uglavnom u jesen dok u kasnu
zimu ili rano prolje¢e ve¢ pocinju klijati. Krajem prve godine njihovog rasta pocinju se
razvijati mali vréevi veli¢ine 2,5 - 5 centimetara, a da bi biljka postigla zrelost mora pro¢i oko
8 godina. Vecina biljaka razvija razgranati rizom iz kojeg se razvija nekoliko toCaka rasta.
Godisnji ciklus biljke zapocinju nakon zimske dormancije, a vecina biljaka sezonu pocinje
cvjetanjem. Prvi vr¢ razvit ¢e se ubrzo nakon prvog cvjetnog pupa. Medutim, biljka ce
procvjetati prije otvaranja bilo kojeg vréa kako opraSivaéi, najéesée pcele, ne bi upali u
zamke. Vrste roda Sarracenia cvjetaju u razli¢ito vrijeme u razdoblju izmedu kasne veljace i
svibnja. Na taj se nac¢in nastoji izbje¢i unakrsno oprasivanje izmedu vrsta. Medutim, ponekad
se dogada da vrste cvjetaju u isto vrijeme $to dovodi do nastajanja hibridnih potomaka koji su

raspreni ili pak do nastajanja ,,roja“ odnosno velikog broja hibrida (D" Amato, 2013).

Veliki broj hibrida unutar roda Sarracenia javlja se u divljini, ali i u uzgoju. Dobivanje
hibrida je vazna aktivnost u hortikulturi koja se provodi s ciljem dobivanja jedinki zeljenih
znacajki, a posebno s ciljem razvitka otpornosti na razli¢ite klimatske uvjete (Rice, 2006).
Krizanjem vrsta unutar roda Sarracenia 50% potomaka izgledom c¢e biti ,,intermedijer*
roditeljskih jedinki, dok ¢e ostatak liciti vise na jednu ili drugu roditeljsku jedinku. Za

-----

hibrida je onaj dobiven krizanjem vrsta Sarracenia purpurea i Sarracenia flava. Spomenuti



hibrid nije najuc¢inkovitiji u hvatanju kukaca, a vr¢ se ¢esto moze prevrnuti ukoliko se napuni
kisnicom. Poznat je i hibrid nastao krizanjem vrsta Sarracenia purpurea i Sarracenia
leucophylla koji je vrlo slican prethodno spomenutom hibridu, medutim poklopac je
izrazenije obojen sa ¢estim bijelim, ruziastim i crvenim mrljama i $arama. Osim spomenutih,
postoji jo§ veliki broj hibrida roda Sarracenia s razli¢itim jedinstvenim karakteristikama

(D" Amato, 2013).

1.2. FOTOSINTEZA

Jedan od najvaznijih procesa koji omogucuje zivot svim zivim bi¢ima je proces
fotosinteze. Proces fotosinteze je visestruko reguliran, a sastoji se od velikog broja koraka:
primanje Sunceve svjetlosne energije, prijenos ekscitacijske energije, pretvorba svjetlosne
energije u kemijsku, prijenos elektrona od molekule vode do NADP" i nastanak NADPH,
stvaranje molekula ATP-a te serija enzimskih reakcija koje omogucuju asimilaciju uglji¢nog
dioksida i sintezu ugljikohidrata (Tanaka i Makino, 2009).

1.2.1. Fotosintetski pigmenti

Fotosintetski pigmenti mogu se podijeliti u dvije skupine, klorofile i karotenoide. U

klorofile se ubrajaju klorofil a i klorofil b dok karotenoidi obuhvacaju karotene i ksantofile.

Klorofil se sastoji od porfirinskog prstena koji je graden od cetiri pirolska prstena
medusobno povezana metilnim skupinama. U sastav klorofila ulazi i atom magnezija koji se
nalazi u srediStu porfirinskog prstena, a na porfirinski prsten se nastavlja lipofilni fitolski rep.
Klorofil a se od klorofila b razlikuje po tome §to na drugom pirolskom prstenu sadrzi metilnu
skupinu dok klorofil b na spomenutom mjestu sadrzi aldehidnu skupinu (Slika 3). Klorofil a
apsorbira svjetlost valnih duljina 430 nm i 662 nm, a klorofil b svjetlost valnih duljina 453 nm
i 642 nm (Pevalek-Kozlina, 2003).
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Slika 3. Grada molekule klorofila a i klorofila b (preuzeto i prilagodeno iz ¢lanka: Hsu i sur.,
2013).

Karotenoidi su linearni ugljikovodici koji se sastoje od izoprenskih jedinica, a sadrze
veliki broj konjugiranih dvostrukih veza (Slika 4). To su lipofilni spojevi koji apsorbiraju
valne duljine od 380 do 550 nm (plavi dio spektra), a obuhvacaju dvije skupine spojeva:

karotene 1 ksantofile. Karoteni su obi¢no narancaste boje dok su ksantofili Zzute boje
(Goodwin, 1980).

B -karoten

HO zeaksantin

Slika 4. Grada B-karotena i ksantofila zeaksantina (preuzeto i prilagodeno iz knjige:
Goodwin, 1980).



Klorofili i karotenoidi sluze kao antenske molekule koje primaju svjetlosnu energiju u
procesu fotosinteze te je prenose na druge molekule pigmenata sve do Kklorofila a u
reakcijskom sredistu (Karlson, 1993). Jedino klorofil a sudjeluje u fotokemiji odnosno nalazi
se u reakcijskom srediStu gdje dolazi do razdvajanja naboja i svjetlosna energija se pretvara u
kemijsku. Klorofil b i karotenoidi se nazivaju pomo¢nim pigmentima zato $to oni pro$iruju

spektar valnih duljina za fotosntezu (Pevalek-Kozlina, 2003).

Osim $to sluze kao antenske molekule, karotenoidi imaju vaznu ulogu u zastiti biljke
od svjetlosnog stresa. Naime, pod utjecajem visokog intenziteta svjetlosti dolazi do stvaranja
singletnog kisika koji moze izazvati oSteCenja kod biljaka. Karotenoidi predstavljaju prvu
liniju obrane na nacin da ,,gase* tripletni kisik, a istovremeno ,,gase* tripletni klorofil koji je

glavni izvor singletnog kisika u li§¢u biljaka (Ramel i sur., 2012).

1.2.2. Tijek procesa fotosinteze

Proces fotosinteze sastoji se od svjetlosnih (primarnih) reakcija i sekundarnih reakcija
(Calvinov ciklus) fotosinteze. Svjetlosne reakcije se odvijaju u tilakoidnim membranama
kloroplasta dok se sekundarne reakcije odvijaju u stromi kloroplasta. Da bi se proces
fotosinteze mogao normalno odvijati, neophodno je postojanje antenskih molekula, klorofila i
karotenoida, koje primaju svjetlosnu energiju od Sunca. Antenske molekule smjeStene su u
dva fotosistema (fotosistem | i fotosistem 1l). Uloga antenskih molekula je primanje
svjetlosne energije 1 njezino prenosenje do klorofila a koji se nalazi u reakcijskom sredistu
fotosistema. Primanjem svjetlosne energije Kklorofil a se oksidira, a izbaceni elektron se
prenosi na specijaliziranu molekulu, primarni akceptor elektrona. Elektron, koji je izbacen
djelovanjem svijetlosti iz fotosistema Il (P680), nadomjestava se elektronom iz vode, a pri
tome se oslobada molekula kisika. Izbaceni elektron se transportnim lancem elektrona prenosi
do fotosistema | (P700) iz kojega se prethodno osvjetljavanjem oslobadaju elektroni koji
reduciraju NADP* do NADPH. Transportni lanac elektrona istovremeno dovodi i do stvaranja
gradijenta protona koji pokreée ATP-azu pri ¢emu dolazi do stvaranja molekula ATP-a
(Pevalek-Kozlina, 2003).

Za odvijanje sekundarnih reakcija fotosinteze (Calvinov ciklus) neophodan je enzim
RUBISCO (ribuloza-1,5-difosfat-karboksilaza-oksigenaza) smjesten u stromi pomocu kojeg
se fiksira ugljikov dioksid. Calvinov ciklus moze se podijeliti u nekoliko dijelova: fiksacija



ugljikovog dioksida (karboksilacija akceptora CO, odnosno ribuloze-1,5-difosfat), redukcija
karboksilne kiseline do ugljikohidrata, koja obuhvaca nastajanje 1,3-difosfoglicerata iz 3-
fosfoglicerata te potom nastajanje gliceraldehid-3-fosfata redukcijom 1,3-difosfoglicerata, i
regeneracija akceptora CO,. Molekule NADPH i ATP koje nastaju u svjetlosnim reakcijama
fotosinteze sadrze pohranjenu kemijsku energiju te se koriste u Calvinovom ciklusu kao izvor

energije i reducirajuce snage (Pevalek-Kozlina, 2003).

Asimilacija ugljikovog dioksida moze se odvijati na tri nac¢ina. Vecina biljaka ima C3
put asimilacije ugljikovog dioksida pri ¢emu nastaje primarni produkt asimilacije CO, S 3
ugljikova atoma. Osim C3 puta asimilacije ugljikovog dioksida postoje jo§ dva tipa, a to su
C4 i CAM put asimilacije ugljikovog dioksida. Kod C3 bhiljaka fiksacija CO, se odvija u
mezofilnim stanicama, a pri visokim koncentracijama kisika stvara se manje Secera zbog

odvijanja fotorespiracije (Bueckert, 2013).

1.2.3. Cimbenici koji utjeu na stopu fotosinteze

Ucinkovitost procesa fotosinteze moze se iskazati stopom fotosinteze koja se moze
izmjeriti na temelju izmijenjenog ugljikovog dioksida ili akumulacije suhe mase po jedinici
lisne povrsine. Na stopu fotosinteze utjecu brojni okoliSni i unutarnji ¢imbenici. Od okoliSnih
¢imbenika, snazan utjecaj ima svjetlost, koncentracija ugljikovog dioksida, strujanje zraka,
temperatura i drugi. Od unutarnjih faktora, utjecaj ima otvorenost i broj puéi, sadrzaj

klorofila, na¢in asimilacije ugljikovog dioksida i drugo (Neales i Incoll, 1968).

Na stopu fotosinteze snazno utjeCe kvaliteta 1 koli¢ina svjetlosti. Povecanjem
intenziteta osvjetljenja brzina fotosinteze raste, ali do odredene granice. Nakon toga zadrzava
se na konstantnoj vrijednosti pa kazemo da je fotosintetski aparat zasic¢en svjetloséu. Kod
biljaka koje zive u sjenovitom podruéju (biljke sjene) zasi¢enje se pojavljuje brze u odnosu na
biljke koje su izlozene suncu (biljke sunca). Kod biljaka sunca zasicenje se pojavljuje tek pri
vrlo visokom intenzitetu osvjetljenja budu¢i da su gradom i funkcijom fotosintetskog aparata
prilagodene visim intenzitetima svjetlosti. UKoliko je intenzitet svjetlosti previsok, moze doci
do ostecenja fotosintetskog aparata pri ¢emu intenzitet fotosinteze pocinje padati. Biljke sunca
1 sjene medusobno se razlikuju po gradi lista na nadin da listovi sunca imaju viseslojni
palisadni parenhim koji omogucuje iskoriStavanje velikog dijela upadne svjetlosti dok listovi

sjene imaju jednoslojni palisadni parenhim (Pevalek-Kozlina, 2003). Takoder, listovi sjene



sadrze viSe ukupnog klorofila po reakcijskom sredi$tu, vise klorofila b u odnosu na klorofil a
te su tanji od listova sunca. Sve prilagodbe koje imaju biljke sjene javile su se s ciljem S$to
boljeg iskoristavanja dostupne kolicine svjetlosti. Upravo zato je odnos reakcijskih srediSta
fotosistema 11 i | kod biljaka sjene 3:1 dok je kod biljaka sunca omjer 2:1. S druge strane,
listovi sunca sadrze viSe enzima RUBISCO i topivih proteina, imaju visoku to¢ku svjetlosne

kompenzacije, stoga i visoku stopu fotosinteze i stopu disanja (Pevalek-Kozlina, 2003).

Stopa fotosinteze ovisi i 0 koncentraciji ugljikovog dioksida koji iz atmosfere mora
difundirati do karboksilacijskog mjesta enzima RUBISCO. Veéina biljaka s porastom
koncentracije ugljikovog dioksida pokazuje i vecu stopu fotosinteze, medutim ta stopa
fotosinteze raste do odredene konstantne vrijednosti. CO, za ulazak koristi puci, dakle isti put
za difuziju kao vodena para. Primanje CO, ¢e ovisiti o uvjetima relativne vlage pri ¢emu je u
uvjetima visoke relativne vlage difuzijski gradijent koji tjera otpustanje vode puno veci od

onog koji tjera primanje CO, (Pevalek-Kozlina, 2003).

1.2.4. Fluorescencija klorofila a

Sunceva svjetlost apsorbirana pomoc¢u molekula klorofila moze se iskoristiti na tri
nacina. Apsorbirana svjetlost jednim dijelom se iskoriStava za proces fotosinteze dok se viSak
energije oslobada u obliku topline ili u obliku svjetlosti (fluorescencije). Spomenuta tri
procesa su medusobno povezana tako da se mjerenjem fluorescencije klorofila @ mogu dobiti

informacije o uspjesnosti procesa fotosinteze (Maxwell i Johnson, 2000).

U funkcionalnom fotosintetskom aparatu 95% apsorbirane energije se prenosi na
susjedne molekule pigmenta i koristi za fotokemijske reakcije fotosinteze. Medutim u
stresnim uvjetima efikasnost procesa fotosinteze se moze smanjiti pa ¢e se veci udio energije
oslobadati fluorescencijom $to se pomocu osjetljivog uredaja moze izmjeriti (Maxwell i
Johnson, 2000). Fluorescentna svjetlost ima vecu valnu duljinu od apsorbirane svjetlosti pa je
stoga 1 maksimum fluorescencijskog spektra klorofila pri neSto vecoj valnoj duljini od
maksimuma apsorpcijskog spektra. Fluorescencijski spektar klorofila ima maksimum u

crvenom podrucju (Vidakovi¢- Cifrek i sur., 2013).

Mijerenje fluorescencije klorofila a in vivo temelji se na izlaganju lista svjetlosti
odredene valne duljine i mjerenju reemitirane svjetlosti pri ve¢im valnim duljinama (Maxwell

1 Johnson, 2000). Proces mjerenja fluorescencije klorofila provodi se uz pomo¢ fluorimetra te
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se na taj nafin mogu izraCunati razli¢iti fluorescencijski parametri koji ukazuju na
ucinkovitost fotosistema II (Lichtenthaler i Babani, 2004). Izmjerena fluorescencija u
listovima potjece od fotosistema II. Utvrdeno je da se prilikom prenoSenja fotosintetskog
materijala iz tame na svjetlo moze uoditi porast fluorescencije klorofila, kao posljedica
redukcije akceptora elektrona (odnosno plastokinona) u transportnom lancu elektrona. Naime,
jednom kada fotosistem II apsorbira svjetlo i plastokinon se reducira, on ne moze primiti
slijededi elektron sve dok se nalazi u reduciranom stanju buduc¢i da se u kratkom vremenu ne
stigne pokrenuti transportni lanac elektrona i ostali fotosintetski procesi. Za vrijeme
spomenutog perioda moze se re¢i da je reakcijski centar zatvoren, a suviSak apsorbirane
energije oslobada se u obliku fluorescencije (Maxwell i Johnson, 2000). Potom dolazi do
aktivacije transportnog lanca elektrona koji od reduciranih akceptora elektrona preuzima
elektron, otvara se reakcijski centar fotosistema II te intenzitet fluorescencije pocinje padati

sve do ravnoteznog stanja (Lichtenthaler i sur., 2005).

Jedan od parametara fluorescencije je stopa smanjenja fluorescencije klorofila (Rgg).
Ovaj parametar je direktno povezan sa samom stopom fotosinteze te se koristi kao indikator
fiksacije ugljikovog dioksida (Lichtenthaler i Babani, 2004). Odreduje se mjerenjem
inducirane fluorescencije klorofila a, a definira se kao stopa smanjenja fluorescencije
klorofila do stabilnog stanja, Fs, nakon pocetka procesa fotosinteze. Rgg parametar ukazuje na
mogucée modifikacije u sastavu fotosintetskih pigmenata i fotosintetske aktivnosti za vrijeme
vegetacijskog razdoblja i razdoblja stresa. Ovaj parametar zapravo pokazuje je li potencijalni
fotosintetski kapacitet, izraZzen preko parametra F,/Fo, dostignut i odrZan za vrijeme stabilnog
stanja u kojem se ustalila odredena stopa prijenosa elektrona i dinamika odvijanja Calvinovog
ciklusa, ovisno o uvjetima u kojima je rasla biljka. Naziva se jo$ i indeks vitalnosti
fotosintetskog aparata zato $to ukazuje na funkcionalnost cjelokupnog procesa fotosinteze od
primanja svjetlosne energije pa do fiksacije ugljikovog dioksida nakon uspostavljanja
stabilnog stanja (Lichtenthaler i Babani, 2004).

U sklopu ovog diplomskog rada koriStena je metoda mjerenja fluorescencije klorofila
metodom prema Lichtenthaleru i Babaniju (2004) kako bi se utvrdila uspjesnost procesa

fotosinteze u razlic¢itim dijelovima vr¢a.
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1.2.5. Proces fotosinteze kod mesojednih biljaka

Jo§ od Darwinovih istrazivanja pretpostavljalo se da mesojedne biljke nedostatak
mineralnih tvari nadoknaduju hvatanjem i probavljanjem kukaca. Usprkos tome, nije se znalo
da spomenuta skupina biljaka moze prezivjeti 1 bez hvatanja plijena. Brojna istrazivanja
pokazala su da hvatanje plijena uz pomo¢ zamki daje odredenu prednost mesojednim
biljkama i to u smislu poveéanja biomase, poveéanja koncentracije hranjivih tvari i povecanja
kapaciteta razmnozavanja. Medutim, manje je poznato kako nadoknadivanje nedostatka
hranjivih tvari na spomenuti na¢in utje¢e na provodenje procesa fotosinteze kod mesojednih
biljaka (Bruzzese i sur., 2010). Utvrdeno je da hvatanje plijena dovodi do povecanih koli¢ina
minerala dusika i1 fosfora, ali da se ugljikohidrati stvaraju isklju¢ivo procesom fotosinteze
(Adamec, 2010).

Mesojedne biljke naseljavaju pretezito vlazna suncana staniSta i svjetlost je vazan i
ograni¢avajuci ¢imbenik koji utjece na njihov opstanak (Zamora i sur., 1998). Utvrdeno je
kako mesojedne biljke trpe energetski gubitak vezan uz dostupnost potrebnih mineralnih tvari,
iskoriStavanje mineralnih tvari i proces fotosinteze u odnosu na biljke koje nisu mesojedne, a
zive na sli¢cnim staniStima (Ellison, 2006). Mesojedne biljke pripadaju C3 tipu biljaka prema
fiksaciji ugljikovog dioksida i utvrdeno je da nedostatak hranjivih tvari i1 kvaliteta staniSta
moze utjecati na proces fotosinteze. Dok je rast biljaka pozitivho povezan s dostupnoséu
plijena, stopa fotosinteze je u nekim slu€ajevima povecana, a u nekim slucajevima smanjena.
Opcenito je kod mesojednih biljaka utvrdena niza stopa fotosinteze u odnosu na ostale biljke.
Niza stopa fotosinteze utvrdena je u listovima mesojednih biljaka te osobito u zamkama u
odnosu na listove $to se povezuje s velikim troSkom karnivorije (Bruzzese i sur., 2010).
Spomenuta skupina biljaka ima veliki energetski troSak zbog ulaganja energije u zamke ¢ime
se povecava metabolicka aktivnost, a smanjuje stopa fotosinteze. Sve zamke mesojednih
biljaka, bez obzira na strukturu 1 funkciju, sadrze razliCite zlijezde zbog cega su zamke obi¢no
metabolicki viSe aktivne u odnosu na tkivo listova. TroSak karnivorije ovisi 1 o tipu zamke.
Mesojedne biljke koje imaju sloZenije zamke imat ¢e veci energetski gubitak zbog ulaganja u
odrzavanje zamki. Kod roda Nepenthes utvrdeno je da listovi, koji nisu uklju¢eni u probavu,
imaju vecu fotosintetsku u¢inkovitost u odnosu na vréeve (Adamec, 2010). Dakle, vréevi roda
Nepenthes sadrze ujedno i manji udio klorofila a i b u odnosu na listove (Pavlovi¢, 2011).
Osim §to sadrze veliki broj Zlijezda, vréevi roda Nepenthes mogu imati povecane koli¢ine
pigmenata kao §to je na primjer antocijan koji im daju razli¢itu obojenost, §to uz miris
tekucine iz unutra$njosti vr¢a privla¢i kukce (Moran i sur., 1999). Kod roda Sarracenia je
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plijen obi¢no privuen crvenim zilama koje Kkarakteriziraju odredene dijelove vréa.
Spomenute crvene zile produciraju nektar i reflektiraju UV-svjetlo pa stoga dijelovi vrca
pokriveni crvenim zilama vise privlace kukce (Newell i Nastase, 1998). Kod roda
Darlingtonia utvrdeno je da cijev vréa, koja je ujedno i zelena, sadrzi znatno visi udio
klorofila u odnosu na poklopac koji sadrzi veliki broj aureola 1 nije zelen. Takoder, dijelovi
vréa kod roda Darlingtonia, kao $to su poklopac i ,,privjesak®, koji sadrze ekstrafloralne
nektarije, sadrze ujedno i nizi udio fotosintetskih pigmenata (Ellison i Farnsworth, 2005).
Istrazivanja kod roda Sarracenia su pokazala da neke vrste pokazuju znacajnu razliku u
metaboli¢koj aktivnosti ,krila®“ vréa i stijenki vréa §to ukazuje i na razliku u fotosintetskoj
aktivnosti (Adamec, 2010).

1.3. FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi se ubrajaju u skupinu sekundarnih metabolita kod biljaka. To je
heterogena skupina spojeva koja sadrzi fenolnu skupinu, a mogu biti topivi u organskim
otapalima ili u vodi. Uloge fenolnih spojeva su razli¢ite, od obrane od herbivora, mehanicke
potpore, privlacenja opraSivaca i rasprostranjivaca sjemenki do redukcije rasta susjednih
biljaka. U fenolne spojeve ubrajaju se tanini, jednostavni fenilpropani, flavonoidi i drugi
spojevi. U svojem istrazivanju proucavala sam razliku u udjelu fenolnih spojeva u razli¢itim
dijelovima vrceva biljaka iz roda Sarracenia L. te povezanost udjela fenolnih spojeva s

obojenosti pojedinog dijela vréa i sudjelovanjem u privlacenju i hvatanju plijena.

1.3.1. Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju jednu od najbrojnijih skupina heterocikli¢kih spojeva kod
biljaka, a gradi ih kostur od 15 ugljikovih atoma. Mogu imati razli¢ite uloge, a jedna od uloga
flavonoida je obojenost cvjetova kod biljaka. Dijele se na nekoliko skupina kao §to su

antocijani, flavonoli, flavoni i izoflavoni.

Antocijani su vazni pigmenti odgovorni za obojenost cvjetova ¢ime privlace kukce
odnosno oprasivace. Crvena boja listova takoder potjece od prisutnosti antocijana, a otkrivena

je 1 zastitna uloga antocijana i drugih flavonoida u slu¢ajevima djelovanja vanjskog stresa
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(Jaakola i sur., 2004). Antocijani su po svojoj strukturi obojani flavonoidni glikozidi sa

SeCerom na polozaju 3 (Slika 5).
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Slika 5. Op¢a strukturna formula antocijanina (preuzeto i prilagodeno iz knjige: Pevalek-
Kozlina, 2003).

Osim za crvenu boju, antocijani su odgovorni i za ruzicastu i plavu boju. Dolaze u razli¢itim
oblicima koji se medusobno razlikuju po supstituentu vezanom na jedan prsten, a prema tome
razlikuju se i po boji. Na obojenost antocijana utjece broj hidroksilnih i metoksilnih skupina
vezanih na prsten, pH-vrijednost vakuole, prisutnost nekih metala te prisutnost flavona i

flavonskih kopigmenata (Pevalek-Kozlina, 2003).

U vrstama roda Sarracenia za obojenost vréeva i cvjetova odgovorne su tri vrste
pigmenata: klorofili, karotenoidi i flavonoidi. Crvena boja vréeva i cvjetova kod vrsta roda
Sarracenia moze se pripisati prisustvu flavonoida i to ponajprije antocijana. Intenzivna crvena

obojenost vréeva omogucuje uspjesno primamljivanje kukaca (Sheridan i Griesbach, 2001).

Flavoni i flavonoli su skupina flavonoida koji apsorbiraju svjetlost krac¢ih valnih
duljina od antocijana (Pevalek-Kozlina, 2003). Nalaze se u cvjetovima, listovima i
stabljikama, a utvrdeno je da imaju vaznu ulogu u zastiti biljaka od oStec¢enja pod utjecajem

UV-zracenja (Jaakola i sur., 2004).
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1.3.2. Fenolni spojevi kao antioksidansi

Dugo se smatralo kako su jedine uloge sekundarnih biljnih metabolita privlacenje
oprasivaca i odbijanje herbivora. Novijim istrazivanjima je utvrdeno kako fenolni spojevi
mogu imati vaznu ulogu u zastiti biljaka od oSte¢enja pod utjecajem visokog intenziteta
vidljive i UV svjetlosti. Kada koli¢ina apsorbirane energije premasi koli¢inu energije
iskoristene za proces fotosinteze i one koja se moze iskoristiti u razli¢itim procesima zastite
od svjetlosti, dolazi do stvaranja visoko reaktivnih kemijskih vrsta kao $to su singletni kisik,
tripletni klorofil i hidroksilni radikali. Spomenute kemijske vrste mogu dovesti do razlicitih
oSte¢enja i oksidacije vaznih biomolekula. Kako bi se zastitile od stvaranja takvih kemijskih
vrsta, biljke stvaraju antioksidativne molekule koje mogu ,,ugasiti* reaktivne kemijske vrste.
Utvrdeno je kako veliki broj fenolnih spojeva ima ulogu u ,,gaSenju‘ reaktivnih kemijskih
vrsta. Flavonoidi su vazni antioksidansi, a antioksidacijska aktivnost utvrdena je i za
antocijane. Utvrdeno je kako koncentracija fenolnih spojeva raste u uvjetima visokog

intenziteta osvjetljenja i nedostatka hranjivih tvari (Close i McArthur, 2002).

Jednostavna, brza i dovoljno osjetljiva metoda za mjerenje antioksidacijske aktivnosti
u ekstraktima biljaka je DPPH metoda. Spomenuta metoda temelji se na koristenju slobodnog
radikala 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hidrata (DPPH). U prisutnosti nekog antioksidansa,
DPPH radikal se reducira odnosno prima jo$ jedan elektron. U etanolnoj otopini DPPH daje
ljubicasto obojenje koje u prisutnosti antioksidansa polako nestaje (Mensor i sur., 2001).
Vrijednost apsorbancije pocinje padati Sto se moze izmjeriti spektrofotometrom. U zadnje
vrijeme uoCena je povezanost udjela flavonoida i fenolnih spojeva s antioksidacijskom
aktivnosti pa ¢e tako biljke s viSim udjelom flavonoida i1 fenolnih spojeva imati i visu

antioksidacijsku aktivnost (Pourmorad i sur., 2006).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Vrste roda Sarracenia ubrajaju se u skupinu mesojednih biljaka koje zive u staniStima
u kojima nema dovoljno potrebnih mineralnih tvari. Kako bi nadoknadile taj nedostatak, ove
su biljke razvile odgovaraju¢e prilagodbe odnosno zamke pomocu kojih love kukce i
nadoknaduju nedostatak dusika i fosfora. Budu¢i da su kod biljaka iz roda Sarracenia listovi
preobrazeni u zamke te obavljaju dvostruku funkciju - fotosintezu i probavljanje plijena, stopa
fotosinteze, udio fenolnih spojeva i fotosintetskih pigmenata te antioksidacijska aktivnost
nece biti jednaka u svim dijelovima vréeva. Takoder, unutar roda Sarracenia javlja se veliki

broj hibrida koji se medusobno razlikuju morfoloski 1 fizioloski.

Ovim istrazivanjem pokusat ¢u utvrditi kako se morfoloski razli¢iti hibridi iz roda
Sarracenia, medusobno razlikuju u udjelu fotosintetskih pigmenata i fenolnih spojeva,
fotosintetskoj ucinkovitosti i antioksidacijskoj aktivnosti u razli¢itim dijelovima vréeva.
Takoder, dobivene rezultate pokusat ¢u povezati s obojano$¢u pojedinih dijelova vréeva i
njihovim sudjelovanjem u hvatanju kukaca. Pretpostavka je da ¢e dijelovi vrca razli¢itih
hibrida iz roda Sarracenia koji su crveno obojani i sudjeluju u privlacenju i hvatanju kukaca
imati niZzu stopu fotosinteze 1 manji udio fotosintetskih pigmenata, a vec¢i udio fenolnih
spojeva. Antioksidacijska aktivnost trebala bi biti veca u dijelovima vréa 1 onim hibridima u

kojima je utvrden visi udio fenolnih spojeva i flavonoida.

16



3. MATERIJALI | METODE
3.1. BILINI MATERIJAL

Istrazivanje sam provela na tri morfoloski razli¢ita hibrida iz roda Sarracenia L. Za
svaku vrstu hibrida uzela sam tri reprezentativna i morfoloski sli¢na vrca s kojih sam potom

uzimala uzorke za provodenje pokusa.

Koristene biljke uzgajane su u ¢istom tresetu U plasti¢nim posudama. Svakodnevno su
zalijevane vodom bez minerala, odnosno kiSnicom 1 vodom dobivenom postupkom reverzne
osmoze, tako da je na dnu posude uvijek bila prisutna odredena koli¢ina vode u visini od 2-3
centimetara. Biljke su tijekom proljeca i ljeta bile smjestene na balkonu gdje je za vrijeme
podneva prosje¢no fotosintetski aktivno zracenje i UV-zracenje iznosilo oko 2000 pumol
fotona m 2 s * odnosno 30 W m 2. Prosje¢ne dnevne i no¢ne temperature zraka iznosile su 26 i

12 + 3 °C. Biljke su za istrazivanje uzete krajem 9. mjeseca 2014. godine.

3.1.1. MorfoloSke karakteristike istrazivanih hibrida

Tri istraZzivana hibrida medusobno su se razlikovali po morfoloskim karakteristikama.
Tri razli¢ita hibrida nazvala sam hibrid A, hibrid B 1 hibrid C. Za svaki hibrid uzela sam tri
primjerka vréa koje sam potom koristila za provodenje pokusa. Svakome primjerku vrca koji
je pripadao istom hibridu pridruzila sam brojevnu oznaku 1, 2 i 3 kako bih ih prilikom
mjerenja lakSe raspoznavala. Pripadnici iste vrste hibrida trebali su biti priblizno jednaki §to
sam nastojala uvaziti prilikom odabira vréeva, medutim, sitne razlike koje sam uocila na

vréevima unutar istog hibrida omogucile su mi da ih lakSe raspoznajem.

Kod svih hibrida moze se uociti da su poklopac i cijev vréa u gornjem dijelu crveno
obojani, dok su ,krilo* i donji dio cijevi vréa vecinom zeleno obojani. Takoder, na poklopcu
se moze uociti sredisnja zila koja je crvene boje. Osim srediSnje Zile na poklopcu, mogu se
uociti zile po cijelom poklopcu i u gornjem dijelu vréa. Hibridi se medusobno razlikuju po
obliku poklopca, intenzitetu crvenog obojenja poklopca i gornjeg dijela vréa, veli¢ini 1 drugim

karakteristikama.

Hibrid A istie se u odnosu na hibride B 1 C drugacijom gradom i bojom poklopca.
Naime, kod hibrida A lijevi i desni rub poklopca se nalaze vrlo blizu jedan drugome i gotovo

se spajaju. Upravo zato je otvor vrca kod sva tri primjerka hibrida A puno manji u odnosu na
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otvor druga dva hibrida. Takoder, poklopac 1 gornji dio vréa hibrida A imaju izraZene crvene
zile izmedu kojih se mogu uociti dijelovi koji su puno svjetliji, gotovo bijeli, u odnosu na
hibride B i C. Spustajuéi se od gornjeg dijela vréa prema nizim dijelovima vrca, crvene zile
viSe nisu izrazene tako da je veci dio vr¢éa u donjem dijelu 1 ,krilo* gotovo potpuno zeleno
(Slika 6). Veli¢inom se hibrid A (oko 28 cm) nalazi izmedu hibrida B (oko 35 c¢cm) i C (oko
23 cm).

GORNJI
DIO VREA

DONJI DIO
VRCA

KRILO

SO oY
AIIED |
LY DSAESSY IO

Slika 6. Hibrid A analiziran u pokusu (autor fotografije: Martina TuSek).

Hibrid B isti¢e se u odnosu na hibride A i C svojom duljinom (oko 35 cm). Poklopac
mu je lepezastog oblika 1 valovitih rubova ¢ime se razlikuje od poklopaca hibrida A i1 C.
Takoder, kod poklopca hibrida B jasno se uocavaju crvene zile koje se protezu i u gornji dio
vréa. Prostori izmedu zila su crveno-zelene boje, a ne bijele kao kod hibrida A. Donji dio vrca

i ,.krilo“ su zelene boje, a ,.krilo* je znatno vece u odnosu na isti dio vréa kod hibrida A'i C
(Slika 7).
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Slika 7. Hibrid B analiziran u pokusu (autor fotografije: Martina Tusek).

Hibrid C najmanji je od analiziranih hibrida (oko 23 cm), a osim veli¢inom razlikuje
se i po drugim karakteristikama. Poklopac je izrazenije crvene boje u odnosu na poklopac kod
ostala dva hibrida. Takoder, rubovi poklopca hibrida C manje su valoviti u odnosu na hibrid
B. Crvena boja se osim na gornji dio vréa proteze 1 prema niZzim dijelovima vréa $to nije bio
slucaj kod hibrida A i hibrida B. ,Krilo* je gotovo potpuno zelene boje i1 Sire u odnosu na

,krilo* hibrida A, ali manje u odnosu na ,,krilo* hibrida B (Slika 8).
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Slika 8. Hibrid C analiziran u pokusu (autor fotografije: Martina Tusek).

3.1.2. Priprema biljnog materijala za izvodenje pokusa

Mjerenja sam provodila na Cetiri razli¢ita dijela vréa hibrida iz roda Sarracenia L.
Kako bih se lakSe snalazila prilikom mjerenja i kako bih dobivene rezultate mogla klasificirati
1 analizirati, Cetiri razli¢ita dijela vréa nazvala sam: poklopac (P), gornji dio vréa (G), donji
dio vrca (D) 1 krilo (K). Poklopac se odnosi na uzorke biljnog tkiva koje sam uzela s podrucja
poklopca, gornji i donji dio vréa odnose se na uzorke biljnog tkiva koje sam uzela s
odgovarajuceg dijela cijevi vrca, a krilo se odnosi na uzorke biljnog tkiva koje sam uzela s

podrugja , krila®.

Kako bih dobila odgovarajuce biljno tkivo za mjerenja bilo je potrebno s vréeva uzeti
uzorke. Uzorci biljnog tkiva koristeni za mjerenja bili su povrsine oko 2 cm? i mase 50 mg. S
poklopca sam uzela Cetiri uzorka biljnog tkiva na nacin da sam s lijeve 1 desne strane glavne
zile izrezala podjednaki dio poklopca te potom ispod odrezanog dijela poklopca uzela jos§ dva
uzorka. S poklopca sam uzela Cetiri uzorka biljnog tkiva i svaki je bio otprilike jednake

veli¢ine. Prije uzimanja uzoraka s cijevi vr¢a, vr¢ sam prethodno otvorila zarezivanjem
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okomite ravne linije na vréu u blizini ,krila* vréa. Uzorke biljnog tkiva gornjeg dijela vréa
uzela sam s lijeve i desne strane glavne zile na udaljenosti od 1 cm od gornjeg ruba vréa.
Dodatna dva uzorka izrezala sam neposredno ispod prethodno uzetih uzoraka. Cetiri uzorka s
podrucja donjeg dijela vréa uzela sam na udaljenosti od 2-3 cm iznad i ispod polovice duljine
biljke (prethodno sam ravnalom oznacila polovicu duljine biljke). ,,Krilo* sam uzorkovala

otprilike u istome podrucju gdje sam uzela uzorke s podrucja donjeg dijela vréa.

Sa svakog dijela vréa uzela sam ukupno Cetiri uzorka spomenute povrsine, od cega
sam jedan uzorak svakog dijela vréa odmah koristila za mjerenje fluorescencije klorofila a u
uvjetima in vivo i kasnije za odredivanje udjela fotosintetskih pigmenata. Preostale uzorke
sam spremila u aluminijsku foliju i stavila na -20 °C dok ih nisam koristila za odredivanje
udjela fenolnih spojeva. Dakle, uzela sam po dva uzorka biljnog tkiva s tri razliita vréa
svakog od analiziranih hibrida za odredivanje fenolnih spojeva i fotosintetskih pigmenata $to
znac¢i da sam analizirala ukupno Sest uzoraka za svaki od ¢etiri analiziranih dijelova vréa. Za

mjerenje fluorescencije klorofila a u uvjetima in vivo koristila sam tri uzorka.

3.2. METODE

Na razli¢itim hibridima iz roda Sarracenia odredivala sam fotosintetsku u¢inkovitost,
udio fotosintetskih pigmenata 1 fenolnih spojeva te antioksidacijsku aktivnost. Za odredivanje
fotosintetske ucinkovitosti koristila sam metodu mjerenja fluorescencije klorofila u uvjetima

in vivo, a za mjerenje antioksidacijske aktivnosti koristila sam DPPH metodu.

3.2.1. Mjerenje fluorescencije klorofila a u uvjetima in vivo

Fluorescenciju klorofila a u uvjetima in vivo mjerila sam pomoc¢u Qubit sustava
(Kanada) metodom koju su opisali Lichtenthaler i Babani (2004) te Lichtenthaler i sur.
(2005). Prije nego §to sam krenula s mjerenjem fluorescencije klorofila, uzorak vrca, kojemu
sam trebala mjeriti fluorescenciju, sam stavila na vlazan filtar papir u tamu na 20 minuta. U
tami, molekule plastokinona su sve u oksidiranom stanju, a suradnja dva fotosistema je
smanjena. Nakon ponovnog izlaganja svjetlu potrebno je nekoliko minuta kako bi se ponovno

uspostavila suradnja izmedu dva fotosistema.
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Mjerenje fluorescencije klorofila zapocCela sam postavljanjem uzorka dijela vréa na
stalak fluorimetra, na filter papir prethodno navlazen destiliranom vodom, te izlaganjem
uzorka crvenoj svjetlosti niskog intenziteta (1 umol fotona m 2 s™) pri ¢emu je zabiljezena
minimalna vrijednost fluorescencije Fo. Potom sam uzorak izlozila bijeloj svjetlosti visokog
intenziteta (aktini¢no svjetlo, 1 500 umol fotona m 2 s™Y) u trajanju od 5 minuta. Primjenom
bijele svjetlosti fluorescencija klorofila je porasla od Fy do Fp (maksimalna vrijednost
fluorescencije) te u slijede¢ih 5 minuta padala do ravnoteznog stanja fluorescencije Fs. Nakon
5 minuta iskljucila sam bijelo osvjetljenje nakon Cega je list ostao osvijetljen crvenom
svjetloS¢u c¢ime je ciklus mjerenja za jedan uzorak zavrSen. Po zavrSetku mjerenja

fluorescencije, isti je uzorak iskoriSten za mjerenje udjela fotosintetskih pigmenata.

Fluorimetar je povezan s racunalom na kojem se uz pomo¢ programa Logger Pro 3.2
biljeze rezultati u obliku grafickih prikaza u kojima se na apscisu nanosi vrijeme, a na
ordinatu relativni intenzitet fluorescencije. Podatke koje sam ocitavala iz dobivenih grafickih
prikaza u koordinatnom sustavu bili su Fo, Fyn i Fs, a iz i$¢itanih podataka racunala sam

parametre Rgq, F/Frm | Fu/Fouz pomo¢ programa Microsoft Excel 2007 prema formulama 1, 2
i 3 (Lichtenthaler i sur., 2005):

OMJER VARIJABILNE | MAKSIMALNE FLUORESCENCIE (F,/F)

Fu/Fn = (Fm— Fo)/Fan (FORMULA 1)
OMJER VARIJABILNE | MINIMALNE FLUORESCENCIJE (F,/Fo)

Fu/Fo = (Fm — Fo)/Fo (FORMULA 2)
STOPA SMANJENJA FLUORESCENCIJE KLOROFILA (Rrq)

Reg = (Fm— Fo)/Fs (FORMULA 3)

gdje je:

Fo- minimalna vrijednost fluorescencije
Fm- maksimalna vrijednost fluorescencije
Fy - varijabilna fluorescencija

Fs- fluorescencija stabilnog stanja
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3.2.2. Priprema ekstrakata biljnog tkiva i odredivanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata

U ohladenom tarioniku homogenirala sam 50 mg biljnog tkiva u 0,75 mL ohladenog
80%-tnog acetona uz dodatak male koli¢ine kalcijevog karbonata. Ekstrakcija biljnog tkiva
treba se provoditi u ohladenom tarioniku uz pomo¢ ohladenog tucka kako bi se sprijecilo
isparavanje acetona koji je hlapljiva tekuc¢ina te kako bi se smanjilo raspadanje pigmenata.
Dobiveni homogenat prelila sam u ohladenu i oznac¢enu smedu plasti¢nu epruvetu. Potom sam
u tarionik dodala jo$ 0,75 mL ohladenog 80%-tnog acetona kako bih ostatak homogenata
isprala te na taj nacin sprijecila gubitak biljnog tkiva za analizu. Isprani sadrzaj sam prelila u
istu ohladenu plasti¢nu epruvetu u koju sam stavila prvu koli¢inu homogenata. Dobiveni
uzorak sam centrifugirala 10 minuta pri 5 000 g i temperaturi +4 °C. Dobiveni supernatant
sam prelila u Ciste i oznacene plasti¢ne epruvete i nadopunila acetonom do 1,0 mL. Slijedilo
je mjerenje apsorbancije UV/VIS spektrofotometrom Specord (Analytik Jena) na tri valne
duljine: 470 nm, 646 nm i 663 nm.

Maseni udio fotosintetskih pigmenata odredivala sam prema formulama 4, 5 1 6

(Lichtenthaler, 1987, Wellburn, 1994):

SADRZAJ KLOROFILA a:

12.21 X Aes3z - 2,81 XAgas
= XV

Cam (FORMULA 4)

SADRZAJ KLOROFILA b :

_ 20,13 X A646 - 5,03 X A663 %
- /%1000 X m

Co (FORMULA 5)

SADRZAJ UKUPNIH KAROTENOIDA :

(1000 XAz -3,27 X ;- 104 X )/ 198
B 1x1000 X m

Ce XV (FORMULA 6)

gdje je:

Ay — apsorbancija uzoraka pri odredenim valnim duljinama
V —volumen uzorka (mL)

| —duljina optickog puta (1 cm)

m — masa uzorka (g)

Ca — udio klorofila a (mg/g svjeze tvari)

Cp — udio klorofila b (mg/g svjeze tvari)

Ck — udio ukupnih karotenoida (mg/g svjeze tvari)
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3.2.3. Priprema ekstrakata biljnog tkiva i odredivanje udjela fenolnih spojeva

Ekstrakte biljnog tkiva za odredivanje sadrzaja fenolnih spojeva pocela sam pripremati
tako da sam u ohladeni tarionik stavila 50 mg biljnog tkiva i homogenirala u 0,75 mL 50%-
tnog etanola. Kada je tkivo bilo dovoljno homogenizirano prelila sam sadrzaj iz tarionika u
epruvete za centrifugiranje. Ostatke tkiva u tarioniku isprala sam uz pomo¢ 0,75 mL 50%-
tnog etanola te prelila u istu oznacenu epruvetu. Dobiveni je homogenat inkubiran u trajanju
od 30 minuta na temperaturi od 60 °C u termobloku te nakon toga ohladen (2 minute u
zamrzivacu). Slijede¢i korak bilo je centrifugiranje u trajanju od 10 minuta na 12 000 g.
Dobivene supernatante prelila sam u graduirane epruvete od 1,5 mL te nadopunila 50%-tnim

etanolom do volumena od 1,5 mL.

3.2.3.1. Odredivanje udjela ukupnih fenola

U epruvetu za centrifugiranje pipetirala sam 1580 uL destilirane vode, 20 pL ekstrakta
biljnog tkiva i 100 uL Folin—Ciocalteu reagensa. Slijepa proba pripremi se na isti nacin kao i
uzorci koji sadrzavaju ekstrakt samo $to se kod pripreme slijepe probe umjesto 20 pL
ekstrakta dodaje 20 pL 50%-tnog etanola. Sve uzorke sam zatim kratko promuckala na
muckalici, a potom sam u uzorke dodala 300 pL 1,88 M otopine Na,COs3. Uzorke sam nakon
toga ponovno promuckala uz pomo¢ muckalice te potom inkubirala 60 minuta na 45 °C pri
¢emu su uzorci lagano poplavili. Uzorke sam prelila u kivete i1 izmjerila apsorbanciju uz
pomo¢ UV/VIS spektrofotometra pri 765 nm (Singleton i sur., 1999). Kako bih izracunala
udio ukupnih fenola u uzorcima biljnog tkiva, pripremila sam bazdarnu krivulju galne
kiseline. Udio ukupnih fenola izrazila sam u miligramima ekvivalenata galne kiseline po

gramu svjeze mase tkiva (mg E-GA g 1)

3.2.3.2. Odredivanje udjela flavonoida

Udio flavonoida odredivala sam na nacin da sam u plasticne epruvete za
centrifugiranje pipetirala 100 pL ekstrakta, 20 pL 10%-tnog (w/v) AICI; (pripremljenog u
destiliranoj vodi), 500 uL 1 M otopine kalijevog acetata i 380 uL destilirane vode. Slijepu
probu pripremila sam na nacin kao i uzorke samo $to sam umjesto 100 pL ekstrakta biljnog
tkiva dodala 100 uL 50%-tnog etanola. Uslijedilo je mijeSanje uzoraka pomoc¢u muckalice, a

zatim inkubacija u trajanju od 30 minuta pri sobnoj temperaturi (24 °C). Na kraju sam
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izmjerila apsorbanciju uz pomo¢ UV/VIS spektrofotometra pri 420 nm (Pourmorad i sur.,
2006). Udio flavonoida izracunala sam uz pomo¢ bazdarne krivulje kvercetina i izrazila u

miligramima ekvivalenata kvercetina po gramu svjeze mase tkiva (mg E-K g_lsv,t,).

3.2.3.3. Odredivanje udjela antocijana

Udio antocijana u biljnom tkivu odredivala sam na nacin da sam u 500 pL ekstrakta
biljnog tkiva dodala 500 pL 50%-tnog etanola i 84 pl 37%-tne klorovodi¢ne kiseline. Slijepu
probu sam pripremila na isti nacin kao i uzorke, medutim umjesto 500 ul ekstrakta dodala
sam 500 pul 50%-tnog etanola. Pripremljene uzorke sam promijesala na muckalici nakon ¢ega
je uslijedila inkubacija na temperaturi od 60 °C u trajanju od 30 minuta u termobloku. Nakon
inkubacije sam uzorke prelila u kivete i izmjerila apsorbanciju pri 537 nm pomoc¢u UV/VIS
spektrofotometra (Paiva i sur., 2003). Koncentraciju antocijana odredila sam Koristeci
molarnu masu 449,2 g mol ™ i ekstinkcijski koeficijent cijanidin-3-glukozida, & = 34300 M™*
cm . Dobivene rezultate izrazila sam u miligramima ekvivalenata cijanidin-3-glukozida po

gramu svjeze mase tkiva (mg E-C3G g ).

3.2.4. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Antioksidacijsku aktivnost DPPH metodom odredivala sam prema metodi Awah i sur.
(2012). Prilikom odredivanja antioksidacijske aktivnosti uzoraka biljnog tkiva, u epruvete za
centrifugiranje sam dodala 950 pL 0,1 mM otopine DPPH u etanolu i 50 puL ekstrakta svjezeg
biljnog tkiva. Za slijepu probu koristila sam 950 pL 96%-tnog etanola 1 50 uL 50%-tnog
etanola. Bilo je potrebno pripremiti i kontrolni Ay uzorak koji ¢e dati maksimalno obojenje
otopine DPPH u etanolu pa sam u epruvetu za centrifugiranje pipetirala 950 pL 0,1 mM
otopine DPPH u etanolu i 50 puL 50%-tnog etanola. Uzorke sam promijeSala na muckalici 1
ostavila stajati 30 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim sam mjerila apsorbanciju uzoraka uz
pomo¢ UV/VIS spektrofotometra pri 517 nm. 1z dobivenih vrijednosti apsorbancije izra¢unala
sam vrijednost AA za nepoznati uzorak biljnog tkiva koji se dobiva oduzimanjem apsorbancije
uzorka od apsorbancije kontrolnog uzorka A da bih kona¢no dosla do vrijednosti % inhibicije
DPPH radikala.
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Postotak inhibicije DPPH radikala ra¢una se prema formuli :

Ao -A:

% inhibicije = %100 (FORMULA 7)

0

Ao — apsorbancija kontrole (bez ekstrakta)
A;— apsorbancija uzorka (s ekstraktom)

3.2.5. Statisticka obrada podataka

Rezultate sam iskazala kao srednju vrijednost + standardna pogreska od 6 replika za
odredivanje udjela fenolnih spojeva, fotosintetskih pigmenata i antioksidacijske aktivnosti.
Rezultate sam iskazala kao srednju vrijednost + standardna pogreska od 3 replike za
odredivanje fotosintetske ucinkovitosti. Prilikom obrade podataka koristila sam Microsoft
Excel 2007 te za usporedbu dobivenih rezultata rac¢unalni program Statistica 7.1 (StatSoft
Inc., SAD). Statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka odredila sam koristenjem faktorijalne
1 jednosmjerne analize varijance (ANOVA) uz primjenu post hoc Tukey’s HSD testa.

Statisticki znacajnim smatrala sam razlike na razini p < 0,05.

26



4. REZULTATI

Istrazivanje sam provela na tri morfoloski razli¢ita hibrida roda Sarracenia pri ¢emu
sam za svaki hibrid uzela tri primjerka vrca, a na svakom primjerku Cetiri razlicita dijela vrca.
Analizirala sam poklopac, ,.krilo“, gornji dio vr¢a i donji dio vréa. Za svaki dio vréa uzela
sam cCetiri uzorka biljnog tkiva, od Cega sam dva uzorka koristila za odredivanje udjela
fenolnih spojeva, a dva za odredivanje fotosintetskih pigmenata. Jedan uzeti uzorak sa svakog
dijela vrca koristila sam prije svega za mjerenje fluorescencije klorofila a u uvjetima in vivo te
koristeni uzorak kasnije upotrijebila za odredivanje fotosintetskih pigmenata. Fluorescenciju
klorofila a mjerila sam kako bih odredila fotosintetsku u¢inkovitost razli¢itih dijelova vréeva
razlicitih hibrida i kako bih uocila javljaju li se razlike u fotosintetskoj ucinkovitosti razli¢itih
dijelova vréeva razliCitih hibrida. Nakon toga sam pripremila ekstrakte tkiva razlicitih
dijelova vréeva te pomocu spektrofotometra izmjerila i zatim izracunala masene udjele
fotosintetskih pigmenata, ukupnih fenola, antocijana i flavonoida te antioksidacijsku

aktivnost.

Ovim istrazivanjem Zeljela sam utvrditi postoje li razlike u istraZivanim pokazateljima
u tri morfoloski razli¢ita hibrida iz roda Sarracenia, te postoji li razlika ovisno o analiziranim
dijelovima vrc¢eva buduci da su pojedini dijelovi razli¢ito obojani i imaju razli¢itu ulogu u
kranivoriji. Zato sam prvo provela faktorijalnu analizu varijance da vidim koji faktori imaju
znaajniji u€inak na pojedine istrazivane pokazatelje, a zatim sam provela detaljniju

jednosmjernu analizu za svaki pojedini pokazatelj.

Faktorijalna analiza varijance je pokazala da vrsta hibrida znafajno utjeCe na
parametre F./Fn, Fu/Fo, Req, udio Klorofila a i b, udio ukupnih karotenoida te udio antocijana,
a da ne utjece na udio ukupnih fenola, flavonoida i antioksidacijsku aktivnost. Koji dio vr¢ca je
analiziran utjece na sve pokazatelje osim na jedan pokazatelj i to Req Vrijednost. Interakcija
ova dva faktora utjeCe na sve istrazivane pokazatelje osim na antioksidacijsku aktivnost

(Tablica 1).
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Tablica 1. Faktorijalna analiza varijance napravljena za pojedine istraZivane pokazatelje
(Fv/Fm — omjer varijabilne i maksimalne fluorescencije, F,/Fo — omjer varijabilne i minimalne
fluorescencije, Rrgg — stopa smanjenja fluorescencije klorofila, Chla — Klorofil a, Chlb —
klorofil b, Car — karotenoidi, UF — ukupni fenoli, FI — flavonoidi, Ant — antocijani, DPPH —
antioksidacijska aktivnost) s obzirom na tip hibrida i dio vr¢a koji je analiziran odnosno
njihovu kombinaciju. Faktori koji znacajno utjeCu na pojedine istrazivane parametre prikazani
su masno otisnutim brojevima (p < 0,05).

Faktor FWFm FJ/Fo Rgg Chla Chlb Car UF FI Ant DPPH
Hibrid 0,00 0,00 0,00 0,00 o000 000 0,08 006 001 0,18
Dio vr¢a 0,00 0,00 0,28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Hibrid x dio vréa 0,00 0,00 000 000 000 0,00 000 003 0,00 0,85

4.1. FLUORESCENCIJA KLOROFILA a U UVJETIMA in vivo

Za pracenje ucinkovitosti fotosistema Il koristila sam slijede¢e parametre: omjer
varijabilne i maksimalne fluorescencije (F./Fn), omjer varijabilne i minimalne fluorescencije

(Fu/Fo) i stopu smanjenja fluorescencije klorofila (Rgq).

4.1.1. Omjer varijabilne i maksimalne fluorescencije (F./Fn)

Odredivanjem optimalne uéinkovitosti fotosistema II koriste¢i parametar F./Fp,
potvrdena je podjednaka fotosintetska ucinkovitost u svim dijelovima vréa analiziranih
hibrida, a vrijednosti se kre¢u izmedu 0,7 i 0,8. Jedino sam u hibrida B uocila statisticki
znacajan pad optimalnog prinosa fluorescencije i to u gornjem dijelu vréa i posebice
poklopcu. Smanjenje u gornjem dijelu vréa hibrida B iznosi 25% dok smanjenje u poklopcu

iznosi 51% (Slika 9).

Faktorijalna analiza pokazala je da na vrijednost parametra F./Fn, utjece tip hibrida i
analizirani dio vréa. Hibrid B se razlikuje od hibrida A i C jer ima najniZe vrijednosti. Sto se
ti¢e dijela vrca svi se medusobno znacajno razlikuju samo se donji dio vréa ne razlikuje od

krila.
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Slika 9. Omijer varijabilne i maksimalne fluorescencije (F./Fr) U tri razli¢ita hibrida (A, B i
C) roda Sarracenia, odreden za Cetiri razliita dijela vréa: gornji dio vr¢a, donji dio vr¢a, krilo
i poklopac. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje 3 replike + standardna

pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p <

0.05).

4.1.2. Omjer varijabilne i minimalne fluorescencije (F./Fo)

Odredivanjem optimalne uc¢inkovitosti fotosistema II koristec¢i parametar F,/Fo ponovo
se isti¢e hibrid B s najnizom vrijednosti izmjerenom u poklopcu dok je najvisa vrijednost
izmjerena u krilu hibrida A. Analiza dijelova vrca hibrida A pokazala je najvisu uéinkovitost
fotosistema Il u krilu u odnosu na ostale dijelove vrc¢a hibrida A. Gornji i donji dio vréa
pokazali su nesto nize vrijednosti, no statisticki znac¢ajno smanjenje u odnosu na krilo prisutno
je samo u poklopcu hibrida A. Kod hibrida B vrijednosti su statisticki znacajno nize u
gornjem dijelu vrca i poklopcu u odnosu na donji dio vréa i krilo hibrida B, kao i u odnosu na
sve analizirane dijelove vr¢a hibrida A i C. Kod hibrida C sam najviSu vrijednost ovog
parametra uocila u krilu, medutim nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu pojedinih dijelova
vréa (Slika 10).

Faktorijalna analiza pokazala je da na vrijednost parametra F,/Fo utjece i tip hibrida i
analizirani dio vr¢a. Hibrid B se ponovo razlikuje od hibrida A i1 C, a §to se ti¢e dijela vrca

donji dio vr¢a se ne razlikuje od krila, a gornji dio vréa se ne razlikuje od poklopca.
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Slika 10. Omjer varijabilne i minimalne fluorescencije (F./Fo) u tri razli¢ita hibrida (A, B i C)
roda Sarracenia, odreden za Cetiri razli¢ita dijela vréa: gornji dio vrca, donji dio vréa, krilo i
poklopac. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje 3 replike + standardna

pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p <
0.05).

4.1.3. Stopa smanjenja fluorescencije klorofila (Rgq)

Ucinkovitost fotosinteze odredila sam i preko parametra Req koji daje vrlo dobar uvid i
u uc¢inkovitost sekundarnih reakcija fotosinteze. Izmjerene vrijednosti krecu se u rasponu od
1,18 do 3,76. Najmanju vrijednost Rgg sam uocila u poklopcu hibrida B dok je najveca
vrijednost prisutna u poklopcu hibrida C koji se medusobno i statisticki znacajno razlikuju.
Kod hibrida A nema statisti¢ki znacajne razlike u Rgg vrijednostima izmedu pojedinih
dijelova vr¢a, medutim lagani pad je zabiljezen u donjem dijelu vréa. Unutar hibrida B najvisa
vrijednost prisutna je u krilu. Iako je u gornjem i donjem dijelu vréa zabiljeZeno sniZenje ovog
parametra, ono nije statisticki znacajno u odnosu na krilo. Znacajno smanjenje u odnosu na
krilo prisutno je samo u poklopcu hibrida B pri ¢emu to smanjenje iznosi 60%. Rgq Vrijednosti

razlic¢itih dijelova vrca hibrida C ne razlikuju se medusobno znacajno, no lagani porast
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zabiljezen je u poklopcu. Opcenito hibrid C se istie neSto ve¢im Ry Vrijednostima u odnosu
na ostala dva hibrida (Slika 11).

Faktorijalna analiza je pokazala da na vrijednost parametra Rgq utje¢e samo tip hibrida
te se svi hibridi medusobno razlikuju s time da hibrid B pokazuje najnizu vrijednost, a hibrid

C najvisu.

4,5 -

4 -

be bc

3 | bc bc bc abc bc

ab

04 G - gornji dio vréa
2 - D - donji dio vrcéa

K - krilo

1,5 4 2 P - poklopac

G|D/K, P G|D|K|P| G|D|K|P
Hibrid A Hibrid B Hibrid C

Slika 11. Stopa smanjenja fluorescencije klorofila (Req) u tri razlicita hibrida (A, B 1 C) roda
Sarracenia, odreden za Cetiri razlicita dijela vrc¢a: gornji dio vréa, donji dio vr¢a, krilo i
poklopac. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje 3 replike + standardna

pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p <

0.05).
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4.2. UDIO FOTOSINTETSKIH PIGMENATA U TKIVU
4.2.1. Udio klorofila a

Najvisu vrijednost udjela klorofila a uocila sam u krilu hibrida B dok je najniza
vrijednost zabiljezena u gornjem dijelu vrca hibrida A pri ¢emu je ta vrijednost neznatno niza
od onih u donjem dijelu vrc¢a hibrida A 1 poklopcu hibrida B. Kod sva tri hibrida uocila sam
visoku vrijednost udjela klorofila a u krilu u odnosu na ostale dijelove vréa. Kod hibrida A
sam uocila najnize vrijednosti u gornjem i donjem dijelu vréa i one su statisti¢ki znac¢ajno nize
u odnosu na krilo hibrida A dok je vrijednost u poklopcu nesto niza, ali ne statisticki znac¢ajno
u odnosu na krilo. Udio klorofila a statisticki se znacajno razlikuje u krilu hibrida B u odnosu
na ostale dijelove vrca hibrida B, ali i u odnosu na ostale dijelove vr¢a ostalih hibrida. Osim u
krilu, visoki udio klorofila a kod hibrida B sam uocila i u donjem dijelu vréa, gdje je udio
klorofila a statisticki znacajno visi od udjela klorofila a u poklopcu hibrida B. Kod hibrida C
ponovo se statisti¢ki isti¢e krilo visokim vrijednostima, u odnosu na ostale dijelove vrca, dok
se vrijednosti za gornji i donji dio vréa te poklopac statisticki medusobno znacajno ne

razlikuju (Slika 12).

Faktorijalna analiza je pokazala da na vrijednost udjela klorofila a utjece i tip hibrida i
analizirani dio vr¢a. Hibrid B se razlikuje od hibrida A i1 C koji se medusobno ne razlikuju, a

Sto se tice dijela vr€a samo se krilo razlikuje od ostalih dijelova vrca.
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Slika 12. Udio klorofila a u tri razlicita hibrida (A, B i C) roda Sarracenia, odreden za Cetiri
razlicita dijela vrcéa: gornji dio vréa, donji dio vr¢a, krilo i poklopac. Rezultati su izrazeni kao
srednja vrijednost od najmanje 6 replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim

slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p < 0.05).

4.2.2. Udio klorofila b

Po udjelu klorofila b isti¢e se krilo hibrida B s najvisom vrijednosti, dok se po najnizoj
vrijednosti istice donji dio vréa hibrida A. Kod hibrida A sam najvisu vrijednost uocila u
poklopcu, medutim statisti¢ki se znacajno razlikuju samo poklopac i donji dio vréa pri ¢emu
je udio Klorofila b znacajno visi u poklopcu u odnosu na donji dio vr¢a hibrida A koji ima
najnizu vrijednost. Po udjelu klorofila b isti¢e se krilo hibrida B u kojem je udio klorofila b
statisticki znacajno visi u odnosu na ostale dijelove vr¢a hibrida B, ali i u odnosu na dijelove
vrca hibrida A i hibrida C. Ostali dijelovi vréa hibrida B imaju podjednake vrijednosti s time
da poklopac ima nesto nizu vrijednost. Kod hibrida C uocila sam najvecu vrijednost udjela
klorofila b u krilu, medutim ta vrijednost se statisticki znacajno ne razlikuje od one u
poklopcu, iako je u poklopcu vrijednost nesto niza. Udio klorofila b je statisticki zna¢ajno visi

u krilu u odnosu na gornji i donji dio vrca hibrida C (Slika 13).

Faktorijalna analiza pokazala je da na vrijednost udjela klorofila b utjece i tip hibrida i
analizirani dio vréa te se svi hibridi medusobno znadajno razlikuju. Sto se ti¢e dijela vréa

samo se donji dio vréa ne razlikuje od gornjeg dok se svi ostali razlikuju.
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Slika 13. Udio klorofila b u tri razlicita hibrida (A, B i C) roda Sarracenia, odreden za Cetiri
razlicita dijela vréa: gornji dio vréa, donji dio vr¢a, krilo i poklopac. Rezultati su izrazeni kao
srednja vrijednost od najmanje 6 replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim

slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p < 0.05).

4.2.3. Udio ukupnih karotenoida

Najveci udio ukupnih karotenoida uocila sam u krilu hibrida B dok je najnizi udio
izmjeren u donjem dijelu vréa hibrida A. Kod hibrida A najvisi udio ukupnih karotenoida je
zabiljezen u poklopcu te se statisti¢ki znacajno razlikuje u odnosu na gornji i donji dio vrca
hibrida A gdje je udio ukupnih karotenoida znacajno manji. U hibridu B se po udjelu ukupnih
karotenoida statistiki istice krilo, koje ima najviSu vrijednost, dok se ostali dijelovi vrca
medusobno statisticki znacajno ne razlikuju. Kod hibrida C zabiljeZen je najvisi udio ukupnih
karotenoida u krilu u odnosu na ostale dijelove vréa. Visoki udio ukupnih karotenoida uocila
sam i u poklopcu hibrida C. Vrijednost u krilu se statisticki znacajno razlikuje od onih u
gornjem i donjem dijelu vréa dok se znacajno ne razlikuje od vrijednosti u poklopcu (Slika

14).

Faktorijalna analiza pokazala je da na vrijednost udjela ukupnih karotenoida utjece i

tip hibrida i analizirani dio vrca te se svi hibridi medusobno znacajno razlikuju. Sto se tice
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dijela vréa samo se donji dio vréa ne razlikuje od gornjeg dok se svi ostali medusobno

razlikuju.
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Slika 14. Udio ukupnih karotenoida u tri razli¢ita hibrida (A, B i C) roda Sarracenia, odreden

za Cetiri razlicita dijela vrca: gornji dio vrca, donji dio vrca, krilo i poklopac. Rezultati su

izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje 6 replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni

razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p < 0.05).
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4.3. UDIO FENOLNIH SPOJEVA U TKIVU
4.3.1. Udio ukupnih fenola

Najvisu vrijednost udjela ukupnih fenola sam uocila u poklopcu hibrida C, a najmanju
u donjem dijelu vréa hibrida B. Najvisi udio ukupnih fenola uocila sam kod poklopca svih
hibrida, u odnosu na ostale dijelove vr¢a svakog hibrida, pri ¢emu je udio ukupnih fenola u
poklopcu hibrida A i C statisticki znacajno visi u odnosu na udio ukupnih fenola u poklopcu
hibrida B. Kod hibrida A sam osim u poklopcu visoku vrijednost udjela ukupnih fenola uocila
i u gornjem dijelu vréa pri cemu se uocena vrijednost statisticki znacajno ne razlikuje od one
u poklopcu. Najnizu vrijednost udjela ukupnih fenola kod hibrida A sam uocila u donjem
dijelu vréa, a ta vrijednost se statisticki znacajno razlikuje od one u poklopcu. Kod hibrida B
nema statistiCki znacajne razlike u udjelu ukupnih fenola izmedu pojedinih dijelova vréa,
medutim najvisu vrijednost ponovo pokazuje poklopac. Hibrid C takoder pokazuje najvisu
vrijednost udjela ukupnih fenola u poklopcu, medutim ta vrijednost se statisticki razlikuje

samo od vrijednosti u gornjem dijelu vr¢a koja je znaéajno niza (Slika 15).

Faktorijalna analiza pokazala je da na vrijednost udjela ukupnih fenola tip hibrida ne

utjece, ali utjece dio vrca pa se tako poklopac razlikuje od svih ostalih dijelova.
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Slika 15. Udio ukupnih fenola u tri razlicita hibrida (A, B i C) roda Sarracenia, odreden za
Cetiri razlicita dijela vréa: gornji dio vréa, donji dio vrca, krilo i poklopac. Rezultati su
izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje 6 replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni

razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p < 0.05).

4.3.2. Udio flavonoida

Po udjelu flavonoida se unutar svakog hibrida istic¢e poklopac pri ¢emu se kod hibrida
A 1 B poklopac statisticki istice svojom visokom vrijednosti udjela flavonoida u odnosu na
ostale dijelove vr¢a. Medu hibridima se po najniZoj vrijednosti udjela flavonoida u svjeZzem
tkivu isti¢e hibrid A i to svojim donjim dijelom vr¢a. Kod hibrida B 1 C, takoder su najnize
vrijednosti zabiljezene u donjem dijelu vréa, u odnosu na ostale dijelove vrca, ali su te
vrijednosti nesto viSe u odnosu na donji dio vréa hibrida A. Kod hibrida C se uz poklopac
statisticki istiCe 1 krilo viSom vrijednosti udjela flavonoida u odnosu na gornji i donji dio vréa
hibrida C (Slika 16).

Faktorijalna analiza je pokazala da na vrijednost udjela flavonoida ne utjece tip

hibrida, ali utjece dio vrca te se svi dijelovi vréa medusobno razlikuju.
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Slika 16. Udio flavonoida u tri razli¢ita hibrida (A, B i C) roda Sarracenia, odreden za Cetiri
razli¢ita dijela vr¢a: gornji dio vr¢a, donji dio vrca, krilo 1 poklopac. Rezultati su izraZeni kao
srednja vrijednost od najmanje 6 replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni razliitim

slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p < 0.05).

4.3.3. Udio antocijana

Udio antocijana je najvisi u poklopcu hibrida A dok sam najnize vrijednosti uocila u
donjem dijelu vrca hibrida A 1 B. Uocila sam da su vrijednosti udjela antocijana najvise u
poklopcima svih analiziranih hibrida u odnosu na ostale dijelove vréa, osobito donji dio vréa i
krilo. Kod hibrida A statisticki se isti¢e poklopac svojom visokom vrijednosti udjela
antocijana u odnosu na ostale dijelove vréa koji pokazuju nize vrijednosti. Osim toga, udio
antocijana u poklopcu hibrida A je statisticki zna¢ajno visi od onog u poklopcu hibrida B i C.
Kod hibrida B sam uocila najviSu vrijednost u poklopcu, ali se ona statisticki znacajno ne
razlikuje od one u gornjem dijelu vréa, medutim statisticki se znacajno razlikuje od udjela
antocijana u donjem dijelu vréa 1 krilu koji pokazuju vrlo niske vrijednosti. Kod hibrida C

udio antocijana u poklopcu je statisticki znacajno visi u odnosu na ostale dijelove vrca istog
hibrida (Slika 17).
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Faktorijalna analiza je pokazala da na vrijednost udjela antocijana utjeée i tip hibrida i
analizirani dio vréa. Medusobno se znacajno razlikuju hibridi A i1 B, a po analiziranom dijelu
vréa svi se medusobno razlikuju osim krila i donjeg dijela vréa koji se medusobno ne

razlikuju.
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Slika 17. Udio antocijana u tri razlicita hibrida (A, B i C) roda Sarracenia, odreden za Cetiri
razli¢ita dijela vr¢a: gornji dio vr¢a, donji dio vrca, krilo 1 poklopac. Rezultati su izraZeni kao
srednja vrijednost od najmanje 6 replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim

slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p < 0.05).
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4.4. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST U TKIVU

Analizom antioksidacije aktivnosti DPPH metodom wuocila sam vrlo visoku
antioksidacijsku aktivnost svih dijelova vréeva svih hibrida. Antioksidacijska aktivnost je kod
svih analiziranih dijelova vréeva hibrida bila visa od 90%. Statisticki se znacajno razlikuju
samo gornji dio vr¢a hibrida B, koji ima najviSu vrijednost antioksidacijske aktivnosti, i donji

dio vrca hibrida C koji pokazuje najmanju vrijednost (Slika 18).

Faktorijalna analiza pokazala je da na vrijednost postotka inhibicije DPPH radikala ne

utjece tip hibrida nego samo analizirani dio vr¢a.
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Slika 18. Antioksidacijska aktivnost izrazena preko postotka inhibicije DPPH radikala u tri
razli¢ita hibrida (A, B i C) roda Sarracenia, odreden za Cetiri razli¢ita dijela vréa: gornji dio
vréa, donji dio vrca, krilo i poklopac. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje
6 replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni razliitim slovima medusobno se statisticki

znacajno razlikuju (p < 0.05).
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5. RASPRAVA

U posljednje vrijeme sve se vise istrazuje kako karnivorija utjece na stopu fotosinteze
kod mesojednih biljaka. Utvrdeno je kako neke vrste mesojednih biljaka ¢esto imaju visoku
metaboli¢ku aktivnost u zamkama dok je stopa fotosinteze ¢esto smanjena (Adamec, 2010).
Sa stopom fotosinteze povezan je i udio fotosintetskih pigmenata tako da je kod roda
Nepenthes utvrdeno da ¢e vrcevi koji imaju manju fotosintetsku uc¢inkovitost imati i manji
udio fotosintetskih pigmenata u odnosu na listove (Pavlovi¢, 2011). Za razliku od roda
Nepenthes kod kojeg se razlikuju dva dijela lista, vr$ni preobrazen u zamku i sam list koji
provodi fotosintezu, kod roda Sarracenia listovi preobrazeni u vréeve imaju dvostruku
funkciju — sluze i za fotosintezu i za hvatanje kukaca (Pavlovic i sur., 2007). Osim toga vréevi
kod vrsta iz roda Sarracenia najcesce Su crvene, zute ili ljubicaste boje $to ima vaznu ulogu u
privlacenju kukaca (Sheridan, 1997). Za crvenu obojanost vréeva odgovorni su flavonoidi 1 to
uglavnom antocijani (Sheridan i Griesbach, 2001) koji mogu imati i vaznu antioksidacijsku
ulogu u zastiti biljaka od djelovanja slobodnih radikala nastalih pod utjecajem visokog

intenziteta osvjetljenja (Close i McArthur, 2002).

Buduc¢i da se unutar roda Sarracenia pojavljuje veliki broj hibrida koji se medusobno
razlikuju morfoloski 1 fizioloSki, ovo istrazivanje je provedeno kako bi se utvrdila razlika u
fotosintetskoj ucinkovitosti, udjelu fotosintetskih pigmenata, udjelu fenolnih spojeva i1
antioksidacijskoj aktivnosti izmedu tri morfoloski razli¢ita hibrida roda Sarracenia. Osim
toga, promatrale su se razlike u spomenutim parametrima izmedu Cetiri razlicita dijela vrca
svakog od hibrida. Dobivene rezultate nastojala sam povezati s obojanosc¢u pojedinih dijelova
vréa i sudjelovanjem u hvatanju kukaca i probavi na nacin da utvrdim imaju li dijelovi vréa
koji vise sudjeluju u hvatanju i probavi kukaca ujedno i manju fotosintetsku ucinkovitost te
nizi udio fotosintetskih pigmenata. Takoder, dijelovi vréa koji sudjeluju u hvatanju i probavi
kukaca trebali bi biti crveno obojani zbog privlacenja kukaca te time sadrzavati 1 visi udio
fenolnih spojeva i1 imati viSu antioksidacijsku aktivnost. Uocene razlike zatim sam nastojala

povezati s morfoloskim razlikama izmedu tri razlicita hibrida roda Sarracenia.

Kako bih odredila fotosintetsku ucinkovitost pojedinih dijelova vréeva tri razliita
hibrida iz roda Sarracenia, mjerila sam fluorescenciju klorofila a u uvjetima in vivo. U
ekstraktima biljnog tkiva spektrofotometrijski sam odredila udio fotosintetskih pigmenata,

odnosno klorofila a i b i ukupnih karotenoida. Takoder, spektrofotometrijski sam odredila
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udio ukupnih fenola, flavonoida i antocijana, a antioksidacijsku aktivnost sam odredivala

mjerenjem postotka inhibicije DPPH radikala.

5.1. FOTOSINTETSKA UCINKOVITOST

Za odredivanje uc¢inkovitosti fotosinteze Koristila sam tri parametra. Za razliku od
parametra F,/Fp, koji govori o optimalnoj u¢inkovitosti fotosistema II, parametri F,/Fo i Rgq
daju uvid i u sekundarne reakcije fotosinteze odnosno Calvinov ciklus (Lichtenthaler i
Babani, 2004).

5.1.1. Omjer varijabilne i maksimalne fluorescencije (F./Fr)

Fluorescencija klorofila a uglavnom potjece od fotosistema Il te je optimalna
ucinkovitost fotosistema II vazan pokazatelj fotosintetske ué¢inkovitosti. Parametar koji govori
o ucinkovitosti fotosistema Il je F,/Fy, te je vrlo vazan indikator uspjesnosti fotosinteze kod
biljaka (Maxwell i Johnson, 2000). Upravo je parametar F,/Fn, i najées$ce koristeni parametar
prilikom mjerenja fluorescencije klorofila a (Chatzistathis i sur., 2011). Za vecinu biljaka
omjer varijabilne i maksimalne fluorescencije se kre¢e od 0,74 do 0,85. Pad u vrijednosti
spomenutog parametra ukazuje na pad u fotokemiji fotosistema II i na oStecenje u

fotosintetskom aparatu (Lichtenthaler i sur., 2005).

Vrijednosti izmjerene u poklopcu, ,krilu“, gornjem i donjem dijelu vréa svakog od
analiziranih hibrida tijekom istraZivanja bile su u skladu s teorijskim podacima te su za veéinu
uzoraka iznosile od 0,72 do 0,78. Odstupanja od spomenutih vrijednosti pokazao je samo
hibrid B i to u gornjem dijelu vréa, gdje je vrijednost bila znac¢ajno niza od teorijske i iznosila
0,57, i poklopcu gdje je vrijednost bila jo§ niza te iznosila 0,37. Niske vrijednosti parametra
FW/Fm ukazuju na smanjenje ucinkovitosti fotosistema Il i na fotoinhibiciju (Maxwell i
Johnson, 2000). Do smanjenja optimalne ucinkovitosti fotosinteze u ovom je slucaju
vjerojatno doslo zbog prilagodbe mesojednih biljaka na hvatanje kukaca i apsorpciju hranjivih
tvari iz ulovljenog plijena (Bruzzese i sur., 2010). Naime vréevi su u gornjem dijelu ¢esto
intenzivno obojani ¢ime privlace kukce te sadrze veliki broj Zlijezda za izluCivanje nektara
(Rice, 2006). Za crvenu obojanost vréeva kod roda Sarracenia uglavnom su odgovorni
flavonoidi i to antocijani (Sheridan i Griesbach, 2001). Poklopac i gornji dio vréa hibrida B su
crveno obojani dok su ,,krilo* i donji dio vr¢a zeleno obojani §to znaci da bi poklopac i gornji

dio vréa trebali imati manje fotosintetskih pigmenata koji su neophodni za odvijanje procesa
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fotosinteze, a viSe fenolnih spojeva odgovornih za crvenu obojanost. Manji udio fotosintetskih
pigmenata znacio bi nizu fotosintetsku uc¢inkovitost. Kao $to ¢u jo$ detaljnije navesti kasnije,
udio klorofila je u ovim dijelovima vr¢a bio nizi u odnosu na donji dio vréa te osobito ,,krilo*
(Slika 12 i Slika 13) dok je udio fenolnih spojeva, osobito antocijana bio veéi (Slika 15 i Slika
17).

Kod roda Darlingtonia je utvrdeno da dijelovi vréa koji sadrze vise ekstrafloralnih
nektarija imaju manji udio fotosintetskih pigmenata (Ellison i Farnsworth, 2005) te se stoga
moze zakljuciti da bi uzrok smanjenja optimalne uc¢inkovitosti fotosinteze u gornjem dijelu
vréa i poklopcu hibrida B mogla biti i poveéana koli¢ina zlijezda za izlu¢ivanje nektara.
Dijelovi vréa koji su metabolicki aktivniji imaju nizu stopu fotosinteze (Adamec, 2010). S
obzirom da se zlijezde za izluCivanje nektara u najvecoj koli¢ini nalaze upravo u podrucju
poklopca te u podrucju savijenog ruba otvora vréa (Plachno, 2007) to objasnjava najnizu
izmjerenu vrijednost optimalne ucinkovitost fotosistema Il u poklopcu. Medutim, zanimljivo
je da kod ostalih hibrida nije bilo znacajnog pada vrijednosti ovog parametra u tim dijelovima
vréa iako su u hibrida A izmjerene neSto nize vrijednosti upravo u gornjem dijelu vréa i

poklopcu. Hibrid B se ipak isti¢e najnizim vrijednostima u odnosu na ostala dva hibrida.

5.1.2. Omjer varijabilne i minimalne fluorescencije (F./Fo)

veci opseg promjena pri stresnim uvjetima. U odredenim uvjetima stresa F,/Fy, nece pokazati
znacajnu promjenu, medutim parametar F,/F ¢e pokazati odredeni pad (Lichtenthaler i sur.,
2005). Smanjenje vrijednosti parametra F,/Fq ispod kriti¢ne vrijednosti koja iznosi 4 ukazuje
na smanjenje uc¢inkovitosti fotosistema Il (Chatzistathis i sur., 2011). Zanella i sur. (2004) su
pokazali da vrijednosti parametra F,/Fo u rasponu od 3,8 do 4,3 ne ukazuju na oSteCenje

fotosintetskog aparata.

U svim analiziranim dijelovima vrceva svih hibrida je omjer varijabilne i minimalne
fluorescencije bio nizi od vrijednosti 3,8. Moguce je da su vrijednosti niZze zbog opcéenito nize
stope fotosinteze utvrdene u mesojednim biljkama u odnosu na druge vrste biljaka (Bruzzese i
sur., 2010). U odnosu na druge dijelove vréa kod hibrida A i B niZe vrijednosti ovog
parametra izmjerene su u poklopcu i gornjem dijelu vrca Sto se kao i u slucaju parametara

FW/Fm moze povezati s prisutnos¢u Zlijezda koje lue nektar i crvenom obojenos$éu ovih
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dijelova odnosno nizim udjelom klorofila, a ve¢im udjelom fenolnih spojeva. S ovim je u
skladu i ¢injenica da sam najviSe vrijednosti parametra F,/F uocila u ,krilu“ svakog od
hibrida, u odnosu na ostale dijelove vrca. ,,Krila® su kod sva tri hibrida zelene boje i imaju
neznatnu ulogu u privlacenju i hvatanju kukaca. Uloga ,krila“ je djelomi¢no u dovodenje
kukaca do otvora vr¢a na nacin da kukac prati pruzanje nektarija duz ,,krila“ i dolazi do otvora
vréa (D"Amato, 2013). Budu¢i da su ,krila®“ zelene boje moze se zakljuciti da sadrze vise
fotosintetskih pigmenata u odnosu na gornji dio vréa i poklopac, koji su crvene boje, te manje
zlijezda za izluCivanje nektara. To je i potvrdeno mjerenjem udjela klorofila o ¢emu ¢u
detaljnije pisati nesto kasnije. Budu¢i da donji dio vréa obuhvaca dio cijevi vréa u kojem se
nalazi tekuc¢ina u kojoj se kukac utapa te se potom pod utjecajem enzima vr$i razgradnja
uhvacenog plijena (D Amato, 2013), to bi mogao biti jedan od razloga smanjenja

ucinkovitosti fotosinteze u donjem dijelu vréa u odnosu na ,,krilo®.

Medutim izuzetno niske vrijednosti spomenutog parametra izmjerene kod hibrida B u
gornjem dijelu vréa i poklopcu, koje su statisticki znacajno nize i u odnosu na iste dijelove
vréeva druga dva hibrida, mozda ukazuje da je hibrid B bio izloZen stresnim uvjetima. Naime
omjer varijabilne i minimalne fluorescencije, puno nizi od kritine vrijednosti, ukazuje na
izlozenost biljke stresnim uvjetima pri ¢emu je oSteCen strukturni i funkcionalni integritet
kloroplasta (Chatzistathis i sur., 2011). Visoki intenzitet osvjetljenja moze izazvati nastajanje
oste¢enja kod biljaka. Dostupnost svjetlosti utjeCe na uspjeSnost procesa fotosinteze kod
biljaka i1 stvaranje reaktivnih kemijskih vrsta do te mjere da u listovima dolazi do
fotoinhibicije i1 fotooste¢enja pod utjecajem viska svjetlosti (Close i McArthur, 2002). Dakle,
jedan od mogucih uzroka smanjenja fotosintetske ucinkovitosti u poklopcu i gornjem dijelu
vr¢a hibrida B, u odnosu na ostala dva hibrida, bi mogao biti polozaj na kojem je uzgajan
hibrid B. Naime, moguce da je hibrid B bio smjeSten na mjestu koje je duze vrijeme bilo
obasjano Suncem te je time bio izlozen stresnim uvjetima koji su doveli do niZe fotosintetske

ucinkovitosti.

5.1.3. Stopa smanjenja fluorescencije klorofila (Req)

Parametar Rgq ili stopa smanjenja fluorescencije klorofila je pokazatelj stope fiksacije
ugljikovog dioksida i indeks vitalnosti fotosintetskog aparata, a ucinkovito ukazuje na
moguce promjene u fotosintetskom aparatu (Lichtenthaler i Babani, 2004). Rgq vrijednost je

visa u listovima sunca i iznosi od 3 do 5 dok za listove sjene iznosi od 1,0 do 2,5 Sto ukazuje

44



na veéi fotosintetski kapacitet i stopu fiksacije ugljikovog dioksida u biljkama sunca
(Lichtenthaler i sur., 2005).

Medu analiziranim hibridima jedino hibrid C pokazuje Rgq vrijednosti vise od 3 i to za
gornji dio vréa, ,,krilo® i poklopac dok je vrijednost za donji dio vrca niza od 3. Vrijednosti za
ostale dijelove vrca ostala dva hibrida u skladu su s Rgg vrijednostima za biljke sjene.
Mesojedne biljke rastu uglavnom na sun¢anim podru¢jima (Zamora i sur., 1998) $to znaci da
bi Req vrijednost trebala biti u rasponu vrijednosti za biljke sunca. Budu¢i da mesojedne biljke
imaju prilagodbe za hvatanje i probavu kukaca, obzirom na smanjenu stopu fotosinteze,
mozemo ih smatrati biljkama sjene. Kako je Rgq parametar direktno povezan sa stopom
fotosinteze (Lichtenthaler i Babani, 2004), za razliku od ostala dva koriStena parametra, iz
dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da hibrid C ima nesto viSu stopu fotosinteze od ostala
dva istrazivana hibrida. Zanimljivo je da sam najviSu Rgq vrijednost uocila u poklopcu hibrida
C koji je crveno obojan, ima nizi udio klorofila a, a veliki udio antocijana. Medutim, u
poklopcu sam takoder izmjerila relativno veliki udio klorofila b i karotenoida koji takoder
mogu sudjelovati u apsorpciji svjetlosne energije. Kod hibrida B sam najnizu vrijednost
zabiljezila u poklopcu, a najvisu vrijednosti u ,krilu“. Najniza Rgg vrijednost u poklopcu
hibrida B me nije iznenadila budu¢i da su i prethodna dva parametra fluorescencije klorofila
ukazala na smanjenje ucinkovitosti fotosinteze u poklopcu. Buduéi da je parametar Rgq
direktno povezan sa stopom fotosinteze, smanjenje stope fotosinteze u poklopcu moze se
pripisati jednom od troSaka karnivorije. Naime, troSkom karnivorije smatra se zamjena stanica
koje sadrze klorofil Zlijezdama koje imaju vaznu ulogu u hvatanju i probavi kukaca te niski
udio klorofila i dusika (Hajek i Adamec, 2010). To bi mogao biti jedan od razloga smanjenja
stope fotosinteze u poklopcu hibrida B. Zato sam bila iznenadena visokom stopom fotosinteze
u poklopcu hibrida C buduci da je poklopac hibrida C intenzivnije crveno obojen od poklopca
hibrida B te sam stoga ocekivala da ¢e i stopa fotosinteze biti niza. Takoder, zanimljivo je da
SU Rgq vrijednosti u svim dijelovima vrca hibrida A bile vise manje podjednake s time da je
najniza vrijednost izmjerena u donjem dijelu vrca koji, iako je zelen, sadrzi nesto manje
klorofila a u odnosu na ,krilo“ koje je isto zeleno. To je vjerojatno takoder posljedica

karnivorije jer se u tom dijelu vrc¢a nalaze probavne zlijezde.
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5.2. UDIO FOTOSINTETSKIH PIGMENATA

Za odvijanje procesa fotosinteze neophodno je postojanje zelenih pigmenata, klorofila
koji apsorbiraju suncevu svjetlost. Od klorofila koji sudjeluju u procesu fotosinteze najvazniji
je klorofil a, koji je plavozelene boje, a prisutan je i klorofil b i to u koncentraciji koja moze

biti tre¢ina koncentracije klorofila a. Klorofil b je Zutozelene boje (Pevalek-Kozlina, 2003).

U svakom od tri analizirana hibrida najvisi udio klorofila a ima ,,krilo“ u odnosu na
druge dijelove vréa unutar istog hibrida. Visoki udio klorofila a u ,,krilu“ u odnosu na ostale
dijelove vréeva nije me iznenadio budu¢i da je ,krilo* zelene boje i najmanje sudjeluje u
privlacenju i probavi kukaca. Naime, kao Sto je ve¢ ranije utvrdeno, jednim od troskova
karnivorije smatra se zamjena stanica, koje sadrze klorofil, zZlijezdama koje imaju vaznu ulogu
u privlacenju i probavi kukaca (Hajek i Adamec, 2010). Budu¢i da se Zlijezde koje izlu¢uju
nektar nalaze u podruc¢ju poklopca i savijenog ruba otvora vréa (Plachno, 2007) znaci da je
koli¢ina Zlijezda manja u podruc¢ju ,krila“ u odnosu na gornji dio vrc¢a i poklopac. Stoga
,HKrilo* moze sadrzavati viSe fotosintetskih pigmenata odnosno klorofila a i b. Kod roda
Sarracenia vaznu ulogu u privlacenju kukaca imaju crvene zile koje produciraju nektar i
reflektiraju UV-svjetlo (Newell i Nastase, 1998). Crvene zile su uglavnom rasporedene u
podrucju poklopca i gornjeg dijela vréa gdje imaju vaznu ulogu u privlacenju kukaca. Prema
tome, to moze biti jedan od razloga statisticki znac¢ajno nizeg udjela klorofila a u gornjem
dijelu vréa u odnosu na ,,krilo sva tri hibrida. Kod hibrida B se statisti¢ki znac¢ajno od ,,krila“
razlikuje i poklopac po niskom udjelu klorofila a §to se moze pripisati izrazitim crvenim
zilama prisutnim u poklopcu ovog hibrida, $to takoder doprinosi i ranije Spomenutoj vrlo

niskoj fotosintetskoj u¢inkovitosti ovog dijela vréa (Slika 9 i Slika 11).

Po udjelu klorofila b u odnosu na klorofil a razlikuje se samo hibrid A kod kojega sam
uocila visi udio klorofila b u poklopcu u odnosu na ,krilo* te hibrid C u kojem je udio
klorofila b u poklopcu vrlo slican onom u ,krilu“ §to je vjerojatno povezano s veéim Rgq
vrijednostima izmjerenim u poklopcu ta dva hibrida u odnosu na onu u poklopcu hibrida B.
Medu analiziranim dijelovima vréeva hibrida ,.krilo* hibrida B ima najvisi udio klorofilaai b
u odnosu na ,krila® hibrida A i C. lako nisam primijetila znacajnije morfoloske razlike
izmedu ,krila“ istrazivanih hibrida, hibrid B je najve¢i u odnosu na ostala dva hibrida pa
prema tome ima i najvece ,,krilo“. Utvrdeno je da postoji pozitivna korelacija izmedu veli¢ine
vréa kod vrsta iz roda Sarracenia i koli¢ine uhvacenog plijena (Green i Horner, 2009).

Takoder, povecana koli¢ina plijena povezana je s ve¢im udjelom klorofila u vréevima roda
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Sarracenia (Farnsworth i Ellison, 2008) pa bi jedan od razloga povec¢anog udjela klorofila a i
b u ,krilu“ hibrida B mogla biti i ve¢a koli¢ina kukaca u vréu koji je vec¢i u odnosu na vréeve
hibrida A i C. Kod hibrida B sam uo¢ila i visi udio klorofila u donjem dijelu vréa u odnosu na

isti dio vréa ostala dva hibrida $to se takoder moze objasniti na isti na¢in.

Karotenoidi su vazni pomo¢ni pigmenti koji primaju svjetlosnu energiju i prenose je
do klorofila a u reakcijskom sredistu (Pevalek-Kozlina, 2003). Uglavhom su slabije
djelotvorni prenositelji energije u odnosu na klorofile (Goodwin, 1980). Medu analiziranim
dijelovima vréeva hibrida A, B i C statisticki se isti¢e ,,krilo* hibrida B po visokom udjelu
ukupnih karotenoida u odnosu na ostale dijelove vréa hibrida B, ali i u odnosu na dijelove
vréeva hibrida A i1 C. Karotenoidi imaju vaZznu ulogu u fotosintezi buduéi da su povezani s
proteinima antena i dio su tilakoidnih membrana (Pevalek-Kozlina, 2003). Budu¢i da i
karotenoidi sudjeluju u primanju svjetlosne energije u svjetlosnim reakcijama fotosinteze,
povecani udio karotenoida moze biti povezan s pove¢anom koli¢inom klorofila u ,,krilu®
hibrida B. Udio ukupnih karotenoida se uglavnom poklapa s rezultatima za klorofil b $to se
opet moze povezati s ¢injenicom da su karotenoidi i Klorofil b pomo¢ni pigmenti (Pevalek-
Kozlina, 2003). Kod hibrida C udio klorofila b i karotenoida, koji je nesto veci u poklopcu u
odnosu na gornji i donji dio vrca, zasigurno doprinosi i vecoj stopi fotosinteze u ovom dijelu

vréa.

Prema Ramel i sur. (2012) karotenoidi imaju i vrlo vaznu zastitnu ulogu. Naime,
slobodni radikali koji nastaju u biljkama pod utjecajem UV-zra¢enja mogu $tetno djelovati na
biljku 1 uzrokovati oSte¢enja makromolekula kao Sto su lipidi 1 proteini §to posljedicno dovodi
do smanjenja fotosintetske ucinkovitosti 1 smanjenja rasta. Karotenoidi predstavljaju prvu
liniju obrane od spomenutih vrlo reaktivnih kemijskih vrsta (Ramel i sur., 2012). Kod hibrida
A udio karotenoida je statisticki znacajno visi u poklopcu u odnosu na gornji i donji dio vréa
hibrida A §to se moze objasniti ¢injenicom da je poklopac najvise izlozen suncevoj svjetlosti
pa bi zastita od fotooSteCenja mogla biti uzrok povecanog udjela karotenoida u poklopcu
hibrida A. Kod hibrida C se ,krilo* i poklopac statisticki isticu visokim udjelom ukupnih
karotenoida, u odnosu na gornji i donji dio vrca, pri ¢emu je vrijednost u ,,Krilu“ nesto visa, ali
ne statisticki znac¢ajno u odnosu na poklopac. Visoka vrijednost u poklopcu hibrida C bi

takoder mogla biti povezana sa zaStitom od fotoosStecenja.
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5.3. UDIO FENOLNIH SPOJEVA

Fenolni spojevi se ubrajaju u skupinu sekundarnih metabolita kod biljaka koji imaju
vaznu ulogu u zastiti biljke od herbivora, obojenosti cvjetova i listova, ali i brojne druge uloge
(Pevalek-Kozlina, 2003). Jedna od uloga fenolnih spojeva je i zaStita od oSteCenja pod
utjecajem UV i vidljivog dijela spektra te antioksidacijska zastita (Close i McArthur, 2002). U
ovom istrazivanju odredivala sam udio ukupnih fenola, flavonoida i antocijana u razli¢itim

dijelovima vrceva tri analizirana hibrida iz roda Sarracenia.

Udio ukupnih fenola je u ovome istrazivanju bio najvisi u poklopcu u odnosu na ostale
dijelove vr¢a svakog pojedinog hibrida. Istrazivanja su pokazala kako brojni fenolni spojevi
imaju antioksidacijski potencijal i mogu zastititi biljku od fotooste¢enja pod utjecajem visoko
reaktivnih kemijskih vrsta kao §to su singletni kisik, tripletni klorofil i hidroksilni radikali
(Close i McArthur, 2002). Buduéi da je poklopac ,najvisi“ dio vréa kod vrsta iz roda
Sarracenia, visoki udio ukupnih fenola moze se pripisati zastiti od nastajanja slobodnih
radikala koji bi pod utjecajem visokog intenziteta osvjetljenja mogli nastajati u poklopcu.
Visoki udio ukupnih fenola u poklopcu moze se povezati i s ulogom obojenih fenolnih
spojeva, kao §to je antocijan, u privlaenju kukaca na nain da dijelovi vréa koji su
intenzivnije obojeni vise privlace kukce. Udio ukupnih fenola je statisti¢ki bio znac¢ajno visi u
poklopcu hibrida A i C u odnosu na poklopac hibrida B. Budu¢i da poklopac hibrida B ima
najviSe zeleno obojanih dijelova, pretpostavljam da je to uzrok smanjenog udjela ukupnih
fenola u poklopcu hibrida B. Takoder, kako je u poklopcu hibrida B izmjeren nizi udio
ukupnih fenola u odnosu na isti dio vr¢a ostala dva hibrida, znaci da je i zaStita od visokog
intenziteta svjetlosti bila niza u spomenutom dijelu vréa. Budu¢i da je udio flavonoida u
poklopcu hibrida B prili¢no visok, nizi udio ukupnih fenola, a time i smanjena zastita od
visokog intenziteta svjetlosti mogla bi se pripisati nedostatku drugih spojeva koji sudjeluju u
zastiti od UV zracenja kao $to su na primjer fenolne kiseline. Brojna istrazivanja ukazala su
na povezanost akumulacije antioksidacijskih molekula s utjecajem stresnih ¢imbenika iz
okolisa (Ghasemzadeh i Ghasemzadeh, 2011). Fenolne Kkiseline zajedno s drugim
antioksidacijskim molekulama pokazuju znacajnu antioksidacijsku aktivnost (Cai i sur.,
2004). Budu¢i da je utvrdena niza fotosintetska u¢inkovitost u gornjem dijelu vréa i poklopcu
hibrida B, moguce je da su spomenuti dijelovi vréa bili oSte¢eni pod utjecajem visokog

intenziteta svjetlosti zbog nedostatka fenolnih kiselina.
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Utvrdeno je kako je udio klorofila a i b ponekad obrnuto povezan s udjelom sekundarnih
biljnih metabolita na nacin da ulaganje u sintezu sekundarnih biljnih metabolita negativno
utjeCe na sintezu klorofila (Ibrahim i sur., 2010). Medutim, izmjerene vrijednosti udjela
klorofila bile su sli¢ne u sva tri hibrida. S druge strane, udio ukupnih fenola je bio nizi u
,.krilu“ u odnosu na poklopac u sva tri hibrida, a ujedno je ,,krilo* imalo najvisi udio klorofila
a dok je poklopac imao nize vrijednosti u svakom od analiziranih hibrida. Na temelju toga
moglo bi se zakljuciti da je visi udio ukupnih fenola u poklopcu povezan s nizim udjelom

klorofila u istom dijelu vrca.

Flavonoidi su vazna skupina biljnih sekundarnih metabolita koji se ubrajaju u fenolne
spojeve. Flavonoidi obuhvacaju razne skupine spojeva koji imaju zastitnu ulogu, a udio
flavonoida u biljnom tkivu Cesto je poviSen u uvjetima stresa kao $§to su suSa, niske
temperature, ranjavanje tkiva te oSteCenja pod utjecajem suviska UV-svjetla (Jaakola i sur.,
2004). Glavna uloga flavonoida je =zastititi biljku od oksidativnog stresa zahvaljujuci
njihovom antioksidacijskom potencijalu i sposobnosti gasenja slobodnih radikala (Banasiuk i
sur., 2012). U skupinu biljnih flavonoida, osim antocijanina se ubrajaju i flavoni i flavonoli
koji imaju zaStitnu ulogu od UV-B zracenja (Pevalek-Kozlina, 2003). U provedenom
istrazivanju uocila sam najvisi udio flavonoida u poklopcu svakog od analiziranih hibrida pri
¢emu su kod hibrida A i1 B vrijednosti u poklopcu bile statisticki znac¢ajno viSe u odnosu na
ostale dijelove vr¢a. NajniZe vrijednosti sam uocila u donjem dijelu vréa svakog od hibrida, u
odnosu na ostale dijelove vrceva, pri ¢emu su te vrijednosti bile statisti¢ki znacajno nize U
odnosu na poklopac. Kako flavonoidi imaju vaznu zastitnu ulogu od visokog intenziteta UV-
zraCenja, moguci razlog visokog udjela flavonoida u poklopcu bi bila zastita od direktnog
sunéevog svjetla buduéi da je poklopac najvise izlozen direktnoj svjetlosti. Zanimljivo je da
sam u ,.,krilu®, osobito u hibrida C i1 nesto manje u hibrida A, izmjerila visi udio flavonoida u
odnosu na donji dio vréa S§to bi se takoder moglo objasniti zaStitnom ulogom flavonoida

bududi da je ,.krilo* izloZenije svjetlosti nego donji dio vrca.

Poklopac je proSaran brojnim crvenim zilama koje imaju vaznu ulogu u privlacenju
kukaca (Newell i Nastase, 1998). Kod vrsta iz roda Sarracenia flavonoidi imaju vaznu ulogu
u obojanosti listova pri ¢emu se spomenuta uloga pripisuje antocijaninima i kopigmentima
(Sheridan i Griesbach, 2001). Visoki udio flavonoida u poklopcima svih hibrida mogao bi se
objasniti na na¢in da ¢e crveniji dijelovi vréa kod hibrida iz roda Sarracenia imati ujedno i
visi udio flavonoida odnosno najviSe antocijana. U provedenom istrazivanju uocila sam da je

najvisi udio flavonoida prisutan u poklopcu u odnosu na druge dijelove vréa na temelju cega
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bi se moglo =zakljuciti da postoji odredena povezanost izmedu udjela flavonoida i
karakteristika vréeva za $to bolje privlacenje kukaca. Kukci su privuceni u podrucje poklopca
koji sluzi kao ,,platforma® za slijetanje (D' Amato, 2013) i u podrucje savijenog ruba otvora
vréa gdje se izlucuje nektar (Rice, 2006). Oni dijelovi vr¢a koji imaju najvazniju ulogu u
privlacenju kukaca imaju ujedno i visi udio flavonoida. Donji dio vr¢a, koji obuhvaca cijev
vréa, ima najmanji udio flavonoida, a to bi se moglo objasniti na na¢in da uloga cijevi vrca
nije u privladenju kukaca nego u razgradnji uhvacenog plijena (Glenn i Bodri, 2012).
Mjerenje udjela antocijana potvrdilo je ove rezultate jer je u odnosu na ostale dijelove vréeva
najvisi udio antocijana izmjeren upravo u poklopcu svakog od analiziranih hibrida. Kao $to
sam ve¢ navela, za crvenu obojanost vréeva kod roda Sarracenia odgovorni su upravo
antocijani (Sheridan i Griesbach, 2001). Dakle, poklopac i gornji dio vrca koji su kod vrsta iz
roda Sarracenia crveno obojani trebali bi sadrzavati visi udio antocijana u odnosu na donji
dio vr¢a i ,krilo“. Dobiveni rezultati su u skladu s time obzirom da sam najveéi udio
antocijana zabiljezila u poklopcu. Po udjelu antocijana, odmah iza poklopca je gornji dio vréa
koji se kod hibrida B statisticki znacajno ni ne razlikuje od poklopca. Istrazivanja koja su
proveli Ichiishi i sur. (1999) na vrstama iz roda Drosera su pokazala kako ¢e biljke koje su
crveno obojane ili imaju crveno obojane dijelove viSe privlaciti plijen od onih zeleno
obojanih. Tako ¢e neke vrste iz rodova Drosera i Dionaea u uvjetima nedostatka potrebnih
mineralnih tvari, osobito dusika, povecati intenzitet crvene boje kako bi privukle viSe plijena.
Uoceni obrazac se moZe primijeniti i na druge crveno obojene vrste mesojednih biljaka pa
tako i na vrste iz roda Sarracenia (Ichiishi i sur., 1999). Dakle, poklopac i gornji dio vr¢a,
budu¢i da su crveni, sudjeluju u privlacenju plijena Sto znaci da je udio antocijana povezan i s
ucinkovitosti privlacenja plijena. Najnizi udio antocijana medu poklopcima hibrida A, B 1 C
sam uocila u poklopcu hibrida B koji je imao najviSe zeleno obojanih dijelova u podrucju
poklopca. S druge strane, najvisi udio antocijana izmjeren je u poklopcu hibrida A $to nisam
oc¢ekivala buduci da je poklopac hibrida C intenzivnije crveno obojen, a poklopac hibrida A
ima i svijetla podrucja skoro bijele boje. S obzirom da u antocijane spadaju i leukoantocijani
koji nisu obojani moguce je da oni doprinose ve¢em udjelu antocijana. Razlog visokom udjelu
antocijana u poklopcu hibrida A bi mogao biti oblik poklopca koji se razlikuje od poklopca
hibrida B i C te je time mozda izloZzen veéem intenzitetu UV-zracenja. Kako bi se zastitilo od
oStecenja pod utjecajem visokog intenziteta osvjetljenja, tkivo sintetizira viSe antocijana koji

takoder imaju vaznu ulogu u zastiti biljaka od svjetlosnog oste¢enja (Close i McArthur, 2002).
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5.4. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

Prema Ledford i Niyogi (2005) u biljkama pod utjecajem stresnih ¢imbenika iz okolisa
dolazi do poremecaja u ravnotezi izmedu koli¢ine primljene i koli¢ini iskoristene svjetlosti u
procesu fotosinteze. To dovodi do stvaranja visoko reaktivnih kemijskih vrsta kao $to je
singletni kisik koji reagira s vaznim bioloskim molekulama. Visoko reaktivne kemijske vrste
uzrokuju modifikacije proteina, nukleinskih kiselina i1 lipida. Utvrdeno je kako visoko
reaktivne kemijske vrste kisika uzrokuju oStecenje reakcijskog centra fotosistema Il i dovode
do fotoinhibicije (Ledford i Niyogi, 2005). Biljke sintetiziraju veliki broj spojeva koji djeluju
kao antioksidansi i mogu ,gasiti“ visoko reaktivne kemijske vrste te na taj nacin

minimalizirati fotooStecenje (Close i McArthur, 2002).

U provedenom istraZivanju uoc€ila sam antioksidacijsku aktivnost visu od 90% u svim
dijelovima vréeva svih analiziranih hibrida. Dakle, antioksidacijska aktivnost je bila vrlo
visoka u svim dijelovima vréeva svih analiziranih hibrida. Statisticki se znacajno razlikuju
jedino gornji dio vréa hibrida B 1 donji dio vré€a hibrida C pri ¢emu gornji dio vrca hibrida B
pokazuje statisticki znacajno viSu vrijednost od donjeg dijela vréa hibrida C. NajviSu
antioksidacijsku aktivnost sam ocekivala u poklopcu svih hibrida u kojem sam uocila najvisi
udio antocijana, flavonoida i ukupnih fenola, medutim rezultati se nisu poklapali s
o¢ekivanjima. IstraZivanja su pokazala kako postoji povezanost u koncentraciji fenolnih
spojeva i vezanju slobodnih radikala te da prisutnost fenolnih spojeva znatno pridonosi
antioksidacijskom potencijalu biljke (Dudonne 1 sur., 2009). U skladu s istraZzivanjima
Dudonne i sur. (2009), koji su provodili istrazivanja na razli¢itim vrstama biljaka, su razlike u
antioksidacijskoj aktivnosti gornjeg dijela vréa hibrida B i donjeg dijela vrca hibrida C. Gornji
dio vrca hibrida B je pokazao visi udio flavonoida i antocijana u odnosu na donji dio vréa
hibrida C, medutim razlika nije statisticki znacajna. S obzirom da rezultati ovog istrazivanja
nisu potvrdili povezanost fenolnih spojeva s antioksidacijskom aktivno$¢u moguce je da u
roda Sarracenia i neki drugi spojevi doprinose antioksidacijskoj aktivnosti. Gornji dio vréa
hibrida B pokazuje malo visi udio ukupnih karotenoida u odnosu na donji dio vr¢a hibrida C
pa bi to takoder mogao biti uzrok nesto visSem antioksidacijskom potencijalu. Karotenoidi su
isto vazni antioksidansi te je utvrdeno da biljke koje imaju nedostatak karotenoida ne mogu
normalno provoditi fotosintezu te ne podnose Cak niti niZe intenzitete osvjetljenja (Ledford i

Niyogi, 2005).
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja na Cetiri razliita dijela vréa tri

morfoloski razli¢ita hibrida iz roda Sarracenia mogu zakljuditi slijedece:

» odredivanje fotosintetske ucinkovitosti ukazalo je na smanjenje ucinkovitosti
fotosinteze u gornjem dijelu vrca i poklopcu hibrida B, te na najvisu ucinkovitost u
,krilu“ svih analiziranih hibrida. Takoder, utvrdeno je da hibrid C ima viSu stopu
fotosinteze u odnosu na hibride A i B. Poklopac i gornji dio vréa su crveno obojeni te
je dokazano da oni sadrze manje klorofila, a vise fenolnih spojeva u odnosu na zeleno
,krilo®“. Na temelju toga se moze zakljuciti da je smanjenje ucinkovitosti fotosinteze u
poklopcu i gornjem dijelu vréa povezano s troSkovima karnivorije.

» udio klorofila a najvisi je u ,krilu“ svih analiziranih hibrida u odnosu na ostale
dijelove vr¢a. ,,Krilo* hibrida B se svojim visokim vrijednostima udjela klorofilaa i b
te ukupnih karotenoida istice u odnosu na ostale dijelove vréa ovog hibrida, ali i u
odnosu na ostale hibride. ,,Krilo* je kod svih analiziranih hibrida zelene boje,
najmanje sudjeluje u privlacenju i hvatanju kukaca, u odnosu na ostale dijelove vrca,
te se na temelju toga moze zakljuciti da su visi udio fotosintetskih pigmenata te visa
fotosintetska ucinkovitost u ,,krilu“ povezani s ulogom ovog dijela vréa u fotosintezi.

> U sva tri hibrida roda Sarracenia poklopac vréa ima najvisi udio ukupnih fenola,
flavonoida i antocijana u odnosu na ostale dijelove vréa. Poklopac hibrida B, koji ima
najvise zeleno obojenih dijelova, u odnosu na poklopce hibrida A i C, ima najmanji
udio antocijana. U rodu Sarracenia poklopac je uglavnom intenzivno crveno obojen i
ima vaznu ulogu u privlacenju kukaca, a kao ,,najvisi“ dio vréa najvise je izlozen
svjetlosti pa se stoga moze zakljuciti da su fenolni spojevi, to¢nije flavonoidi i
antocijani povezani s obojenos¢u odredenih dijelova vréeva, odnosno privlacenjem
kukaca 1 zaStitom od svjetlosnog ostecenja.

» antioksidacijska aktivnost je visoka u svim dijelovima vréeva svih hibrida. Medu
hibridima se isti¢u jedino gornji dio vr¢a hibrida B s nesto viSom vrijednosti i donji
dio vr¢a hibrida C s neSto nizom vrijednosti. Budu¢i da je antioksidacijska aktivnost
visoka u svim dijelovima vréeva svih hibrida, u ovome istraZivanju nije dokazana

povezanost antioksidacijske aktivnosti s udjelom fenolnih spojeva.
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