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1. UVOD

Dominantna vrsta Sumskoga drve¢a na podru¢ju Citave Europe pa tako i Republike
Hrvatske je obi¢na bukva (Ellenberg, 1988). Od ukupno dva milijuna hektara Suma u
Hrvatskoj, obi¢na bukva u ¢istim 1 mjeSovitim sastojinama zauzima oko polovine Sumske
povrsine (Mati¢, 2003), Sto je Cini najrasprostranjenijom edifikatorskom Sumskom vrstom u
Hrvatskoj. Osim S$to je dominantna povrSinom, neprocjenjive su i njene gospodarske i
opc¢ekorisne funkcije, zbog Cega predstavlja jednu od najznacajnijih vrsta Sumskog drveca za

hrvatsko Sumarstvo.

U usporedbi s drugim vrstama drveca, koje su pogodene razli¢itim negativnim
interaktivnim utjecajima biotskih i abiotskih ¢imbenika, bukva pokazuje prilicno dobru
otpornost i stabilnost. Njena znacajna oste¢enost u Hrvatskoj procijenjena je na 9,2%, dok za
jelu ta procjena iznosi 70,4%, hrast luznjak 30,2%, i hrast Kitnjak 26,3% (Seletkovi¢, Tikvic i
Prpi¢, 2003), dok za poljski jasen, koji je u novije vrijeme izrazito zahvacen pojavom

odumiranja, ona iznosi 75,0% (Potoci¢ i sur., 2017).

Medutim, Seletkovi¢ i Potoci¢ (2006) ukazuju na postojanje potencijalne ugroze za
fiziolosku kondiciju stabala, a time i za stabilnost Sumskih ekosustava bukve i jele,
uzrokovane neadekvatnom ishranom. Po njima, klimatske prilike znacajno utje¢u na stanje
ishrane — u njihovom je istrazivanju posebno nepovoljan utjecaj suse utvrden u
koncentracijama fosfora, magnezija i kalija u lis¢u bukve, ¢ije su se vrijednosti uglavnom
kretale ispod grani¢nih. Sli¢ne trendove pokazuje i novije istraZivanje (Talkner i sur., 2015) u
sklopu programa ICP Forest, u kojem se pokazalo da postoji znacajan pad koncentracije
fosfora u lis¢u obi¢ne bukve na razini ¢itave Europe u proteklih 20 godina. Razloge tome
autori pronalaze u zakiseljavanju Sumskih tala, atmosferskoj depoziciji dusika te klimatskim
promjenama. Takoder, u radu se spominje i smanjenje folijarne koncentracije kalcija i

magnezija u istom periodu i na istim plohama.

Uz vodu, mineralna hraniva predstavljaju najznacajniji ekoloski faktor koji djeluje
limitirajuce na produktivnost stanista (Lambers, Chapin i Pons, 2008). Nadalje, za ocekivati je
da ¢e se spomenuti negativni trendovi nastaviti i navedeni podaci ukazuju na vaznost
poznavanja fizioloSkog odgovora obi¢ne bukve na nedostatak hraniva, Sto je 1 tema ovog

diplomskog rada.



1.1. Obic¢na bukva (Fagus sylvatica L.)
1.1.1. Morfologija

Uzevsi u obzirnjen veliki areal, za obi¢nu bukvu opisan je relativno mali broj
unutarvrsnih taksona. To se mozZe zahvaliti njenim morfoloskim znacajkama, koje su vrlo
stabilne i konstantne, u evolucijskom smislu konzervativne. U jugoisto¢nom dijelu
Balkanskog poluotoka navodi se prisutnost mezijske bukve (F. moesiaca (K. Maly) Czeczot),
no njen taksonomski status je upitan — Trinajsti¢ (2003), primjerice, zastupa glediste da ovaj

takson ne bi trebao predstavljati zasebnu vrstu, ve¢ da je ekotip obi¢ne bukve.

Obicna bukva raste kao stablo oko 40 (-48) metara visine i preko 1 (-2) metra promjera
(Franji¢ i Skvorc, 2010), a rjede kao niZe, samostojeée stablo kratka debla i bogate, $iroke
kro$nje; na veéim nadmorskim visinama kao nisko krivudavo drvece, a na gornjoj granici
Sume kao grmovi ¢ija visina ne prelazi 50 cm. Kora debla i grana je tanka, glatka, blijedo do
olovno siva s tankim plutom bez ritidome. Iznimno, moguce su genetske aberacije kod var.
quercoides, koje se manifestiraju zna¢ajno debljom i raspucanom korom, slicnom kao u hrasta
(Trinajsti¢, 2003). Korijenov sustav je izrazito razvijen, srednje dubok i plitak. Pupovi su sa
svijetlosmedim uSiljenim ljuskama te tamnijim i trepavi¢astim rubnim dijelom(Franji¢ i

Skvorc, 2010).

Listovi, naizmjeni¢nog i dvorednog rasporeda, jednostavni su i jajasto elipti¢ni. Imaju
kratak Siljasti vrh, klinastu do zaobljenu osnovu te cijeli 1 valoviti rub. Duz zila 1 u kutovima
zila uocljive svilenkaste dlacice. Listovi su dugacki 5-10 cm, Siroki 4-7 cm, a peteljka je
dugacka 1-1,5 cm. Nervatura je perasto mrezasta, sa 5-7 parova paralelnih Zila drugog reda

(Idzojti¢, 2009).

Bukva je jednodomna vrsta, a cvjetovi bukve su jednospolni i anemofilni. Cvjeta u
travnju i svibnju, za vrijeme listanja. Muski cvjetovi gradeni su od zvonastog perigona i §8-12
prasnika. Oko 15 cvjetova sakupljeno je u vise¢im, glavicastim dihazijama na 2-3 (-5) cm
dugackim dlakavim stapkama. Zenski cvjetovi su na kra¢im stapkama (1-2 cm), plodnica je
podrasla, 3-gradna i s 3 njuske. Po dva cvijeta sakupljena su u kuglastim dihazijama, koje su
okruzene 4-dijelnim ovojom obraslim nitastim ljuskama (kupulom). Nakon dozrijevanja u
rujnu i listopadu, odrvenjela kupula otvara se na 4 dijela i oslobada po dva zoohorna ploda.
Plodovi su veli¢ine 1-1,5 cm; smedi, koZznati, sjajni, uzduzno trobridni i vecinom

jednosjemeni orasi, tzv. bukvice (Idzojti¢, 2013).
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1.1.2. Ekoloske znadajke

Obic¢na bukva je eurivalentna vrsta, izrazito prilagodljiva s obzirom na toplinu, vlagu,
svjetlost i svojstva tla (Seletkovié¢ i sur., 2003). Otto (1994, prema Seletkovi¢ i sur., 2003)
smjesta bukvu na prvo mjesto pri procjeni ekoloskog potencijala, uzimajuéi u obzir parametre

iz podrucja ekoloskih zahtjeva, bioloskih svojstava te otpornosti prema Stetama.

U bukovim Sumama vladaju razliciti tipovi klime, no klima koja bukvi najbolje
odgovara obiljezena je umjereno toplim ljetima, velikom koli¢inom oborina, kra¢im zimama
te prosjecnim godiSnjim temperaturama izmedu 7 1 10 °C (Seletkovi¢ 1 Tikvi¢, 2003). Klima u
kojoj pridolazi je umjereno oceanska i blaza kontinentalna, prema Koppenovoj klasifikaciji
obiljezena blazim zimama, nedovoljno o$trim da oStete tanke ljuske bukvinih pupova,
relativno blagim prolje¢ima bez redovitog kasnog mraza koji bi mogao ostetiti mlado lisce i

cvjetove te slabije izraZzenim ljetnim vru¢inama i susama (Seletkovi¢ i sur., 2003).

U kontinentalnom dijelu Hrvatske bukvu nalazimo u ve¢em ili manjem udjelu u vecini
Sumskih zajednica, a nalazimo je i kao primorsku bukovu Sumu u mediteranskoj vegetacijskoj
regiji (Seletkovi€ 1 sur., 2003). U kontinentalnom dijelu bukva raste u temeljnim zajednicama
u vecini vegetacijskih pojaseva — nalazimo je ve¢ u nizinskom pojasu kao primijeSanu vrstu u
Sumi hrasta luznjaka i obi¢noga graba, nesto vise je zastupljena u brezuljastom pojasu, a
najvaznija je vrsta brdskog pojasa te pretplaninskog pojasa, dok je u gorskom pojasu nalazimo

u mjeSovitim zajednicama s jelom (Vukeli¢ i Baric¢evi¢, 2003).

Obicna bukva je skiofit 1 podnosi najvisSe zasjene od svih europskih vrsta listopadnog
drveca. Njena krosnja je, uz ostale dijelove, prilagodljiva u tome da nade svjetlost, i bukva na
pojavu svjetla reagira relativno brzo — ovisno o dobi stabla, iskrivljavanjem prema izvoru
svjetla, produzZivanjem kroSnje ili produzivanjem grana prema otvoru sklopa sastojine

(Seletkovi¢ 1 sur., 2003).

Tla koja bukvi najbolje odgovaraju su svjeza i duboka, dok ne podnosi previse suha tla
niti mokra tla s visokim razinama podzemnih voda. Dubina i vlaZnost tla viSe su povezane s
boljim uzrastom bukovih stabala nego kemijski potencijal tla: njeni zahtjevi za biogenim
elementima u tlu relativno su skromni, §to se ocituje njenom prisutnos¢u na razliCitim

tipovima tala, koji se medusobno znatno razlikuju mineralnim sastavom (Seletkovi¢ i sur.,

2003).



1.2. Fotosinteza

Fotosinteza je proces kojim zelene biljke iz ugljikovog dioksida i vode koristeci
svjetlosnu energiju stvaraju ugljikohidrate uz oslobadanje kisika. To je jedini bioloski proces
kojim se anorganske tvari mogu pretvarati u organske i kao takav od iznimne je vaznosti ne
samo za opstanak i razvoj biljaka, ve¢ i za sveukupan zivot na Zemlji. Pojednostavljeno, moze

se prikazati sljede¢om jednadzbom:

6 CO,+ 12 H,O » CegH1206 +6 O, + 6 H,O

Fotosinteza je slozeni proces i sastoji se od vrlo mnogo uzastopnih stadija ili procesa.
Najopcenitije, proces fotosinteze moze se podijeliti u dva stadija. Prvi stadij €ine svjetlosne
reakcije ili primarni procesi fotosinteze, koji oznac¢avaju procese primanja svjetlosne energije
i njenog pretvaranja u kemijsku energiju u obliku molekula ATP-a i NADPH. Drugi stadij
¢ine reakcije tame ili sekundarni procesi fotosinteze koji se nazivaju jos§ i Calvinov ciklus i
koji obuhvaéaju reakcije redukcije ugljikovog dioksida i sintetiziranja ugljikohidrata uz

upotrebu ATP-a i NADPH koji su rezultati svjetlosnih reakcija (Pevalek-Kozlina, 2003).

1.2.1. Struktura fotosintetskoq aparata

Odvijanje fotosinteze zbiva se u kloroplastima, a oni su najbrojniji u mezofilu lista.
Kloroplasti su, poput mitohondrija, ogradeni unutra$njom 1 vanjskom membranom.
Unutrasnja membrana okruzuje stromu koja sadrzi ribosome, kruznu DNA, topljive enzime i
tilakoide, $to omogucuje kloroplastima da sami sintetiziraju mnoge svoje proteine. Tilakoidi
su membranske strukture, a nakupine tilakoida ¢ine granume koji su medusobno povezani

stroma-tilakoidama.

Tilakoidne membrane su nepropusne za vecinu iona 1 molekula. Debljina im je oko 7
nm, a sastoje se od priblizno jednakih koli¢ina lipida i proteina. U fosfolipidni matriks
tilakoidne membrane uronjene su komponente nuzne za pretvorbu energije, koje ukljucuju

fotosisteme I i Il, citokrome, plastocijanine, plastokinone, ferodeksine, razne enzime i dr.

Pigmenti se u tilakoidnim membranama nalaze u nakupinama od nekoliko stotina
molekula organiziranih u tzv. svjetlosne sustave ili fotosisteme. Fotosistem se sastoji od
nekoliko stotina antenskih molekula pigmenata koje sluze za hvatanje i provodenje svjetlosne
energije do molekule klorofila a u reakcijskom sredistu. U reakcijskom srediStu energija
pokreée reakciju oksidacije klorofila, a izbacCeni visokoenergizirani elektron se prenosi na
specijaliziranu molekulu, primarni akceptor elektrona, koji se pritom reducira. U tilakoidnim

membranama prisutni su fotosistem 1 i fotosistem Il. U oba fotosistema se u reakcijskom
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srediStu nalaze identi¢ne molekule klorofila a, ali povezane s razli¢itim proteinima, $to djeluje
na raspodjelu njihovih elektrona i odgovorno je za malu razliku u apsorpcijskom spektru. U
fotosustavu | klorofil a maksimalno apsorbira svjetlost valne duljine 700 nm i oznacava se
kao P700, a u fotosustavu Il maksimalna apsorpcija svjetla dogada se pri valnoj duljini od 680
nm (P680).

Osnovna struktura klorofila je porfirinski prsten koji €ine Cetiri pirolska prstena
medusobno povezana metilnim skupinama. U srediStu porfirinskg sustava nalazi se
polivalentni ion magnezija (Mg?*) koji je povezan s atomima dusika u pirolskim prstenovima.
Za cetvrti pirolski prsten esterskom vezom je vezan alkohol fitol s 20 C-atoma. Tim repom
klorofil se pri¢vrS¢uje za proteine u membrani. Razlika izmedu klorofila a 1 b je ta §to

klorofila na drugom pirolskom prstenu ima metilnu skupinu, a klorofil b aldehidnu skupinu.

Djelotvoran spektar fotosinteze ne poklapa se s djelotvornim spektrom klorofila a
zbog toga §to on nije jedini pigment koji sudjeluje u fotosintezi. lako samo klorofil a moze
neposredno sudjelovati u svjetlosnim reakcijama, i drugi pigmenti mogu apsorbirati svjetlost,
ali oni prenose energiju na klorofil a koji se onda ponasa kao da je on primio foton. U

pomoc¢ne pigmente spadaju klorofil b, karotenoidi i ksantofili (Pevalek-Kozlina, 2003).

1.2.2. Svjetlosne reakcije fotosinteze

Kao $to je spomenuto, svjetlosne reakcije podrazumijevaju pretvorbu Sunceve energije
u kemijsku energiju u obliku molekula ATP-a i NADPH. Taj se proces odvija tokom
elektrona — prijenosom elektrona i protona izmedu razli¢itih molekularnih komplekasa
smjeStenih u tilakoidnim membranama. Taj tok elektrona mozZe biti ciklicki, kakav je kod

nekih eukariota 1 primitivnih fotosintetskih bakterija, 1 neciklicki, kakav je kod biljaka.

U procesu neciklickog toka elektrona prvo dolazi do fotolize vode. Molekula vode u
fotosistemu Il cijepa se na dva H* iona, dva elektrona i jedan atom kisika. Molekula O
oslobada se u atmosferu kroz puci, a protoni i1 elektroni sudjeluju u neciklickoj
fotofosforilaciji. Visokoenergizirani elektron se iz reakcijskog srediSta fotosistema II prenosi
do primarnog akceptora elektrona, a potom preko niza spojeva koji se mogu reverzibilno
oksidirati 1 reducirati, do fotosistema I. Taj niz ukljuuje molekule plastokinona, kompleks
citokroma (bssei Css2) i plastocijanin. Na fotosistemu | dolazi do ponovne ekscitacije elektrona
koji prelazi na ferodeksin pa na NAPD"-reduktazu, koja predaje elektron molekuli NADP™.
Na taj nacin nastaje NADPH koji kao izvor visokoenergiziranih elektrona odlazi u Calvinov

ciklus.



Fotolizom vode u tilakoidnom prostoru stvara se viSak protona, a zbog
koncentracijskog gradijenta izmedu tilakoidnog prostora i strome kloroplasta odvija se
difuzija protona. Ta difuzija pokre¢e enzim ATP-azu koja sintetizira molekule ATP-a koje

sluze kao izvor energije u Calvinovom ciklusu (Pevalek-Kozlina, 2003).

1.2.3. Reakcije u tami (Calvinov ciklus)

Calvinov ciklus moze se rastaviti na tri stadija. Ciklus zapo€inje prvom fazom —
fiksacijom ugljikovog dioksida — u kojoj se molekula CO> vezuje na molekulu ribuloze-1,5-
difosfata (RuBP) djelovanjem enzima RUBISCO, ¢ime nastaje nestabilni spoj od Sest
ugljikovih atoma koji se brzo hidralizira u dvije molekule 3-fosfoglicerata s po tri ugljikova
atoma. U iducoj fazi, fazi redukcije ugljikovog dioksida, 3-fosfoglicerat koji je rezultat prvog
stadija uz pomo¢ ATP-a iz svjetlosnih reakcija fosforilira se do 1,3-difosfoglicerata, koji se
dalje uz pomo¢ NADPH: reducira do gliceraledihid-3-fosfata. U trecoj, posljednjoj fazi, fazi
regeneracije RuBP, dio molekula gliceraldehid-3-fosfata izlazi iz ciklusa i sluzi za sintezu
glukoze, a ostatak nastavlja ciklus transformirajuéi se ponovno u ribulozu-1,5-difosfat koji
sluzi kao akceptor za molekule CO2 u novom krugu Calvinova ciklusa (Skvorc, Franjié¢ i

Sever, 2013).

1.2.4. Utjecaj mineralne ishrane na fotosintezu

Ucinci neadekvatne ishrane na fotosintezu su slozeni, a mogu imati direktne ili
indirektne posljedice. Nedostatak esencijalnih hraniva, ali i njihov disbalans mogu smanjiti
stopu neto fotosinteze kroz smanjivanje sinteze klorofila, smanjivanje aktivnosti karboksilaze
1 drugih enzima, naruSen kapacitet transportnog lanca elektrona, povecanu respiraciju i
smanjenu provodljivost puci. Dugorocno gledajuci, ukupna stopa fotosinteze moze biti

reducirana i uslijed smanjene lisne povrsine (Pallardy, 2008).

Buduc¢i da je vise od polovice ukupnog dusika lista sadrzano u fotosintetskom aparatu,
a vec¢ina ostatka indirektno povezana sa fotosintetskom funkcijom, stopa fotosinteze izraZzena
u pmol m? s (Amax) oéekivano pada i to linearno sa smanjenjem sadrzaja dusika u listu po
jedinici povrsine (mmol m™) (Lambers i sur., 2008). Objedinjujuéi spoznaje velikog broja
provedenih istrazivanja, Pallardy (2008) navodi kako su glavni razlozi opadanja intenziteta
fotosinteze uslijed deficijencije duSika rezultat smanjenog broja 1 veli¢ine listova (Linder 1
Rook, 1984) te reduciranog palisadnog tkiva (Kozlowaki i Keller, 1996) i smanjene

provodljivosti puci za CO2 (Natr, 1975). Takoder, uslijed deficijencije dusSika dugovjecnost



listova i vremenski okvir u kojem su fotosintetski aktivni opadaju (Linder i Rook, 1984).
Fizioloske posljedice manjka duSika ukljucuju smanjenu sintezu klorofila (Natr, 1975) i
ucinkovitost karboksilacije uz narusenu aktivnost enzima Rubisco (Tan i Hogan, 1995).
Ekoloski ¢imbenici kao §to su koli¢ina svijetla, koncentracija CO2, temperatura i dostupnost
vode imaju modificiraju¢i ucinak prema posljedicama ishranjenosti duSikom na fotosintezu

(Pallardy, 2008).

Istrazujuéi fotosintetske odgovore primorskog bora na ishranjenost fosforom, Loustau
(1999) navodi da su glavni uéinci nedostatka fosfora smanjenje maksimalne brzine
karboksilacije (aktivnosti RUBISCA), maksimalne stope prijenosa elektrona te prividne
kvantne efikasnosti transporta elektrona. Iako je zabiljezena korelacija izmedu deficita fosfora

I sSmanjene provodljivosti puci, limitiraju¢i u¢inak na fotosintezu nije zabiljeZen.

Laing i sur. (2000) u istrazivanju na Pinus radiata utvrdili su da deficit magnezija uz
visoki intenzitet osvjetljenja dovodi do fotoinhibicije fotosinteze deaktivirajuéi reakcijske
centre, usprkos zastitnim procesima protiv svjetlosnog stresa. To dovodi do specifi¢ne kloroze

gornje polovine krosnje.

Budué¢i da je Zzeljezo sastavni dio ferodoksina i citokroma, koji su esencijalne
sastavnice sustava transporta elektrona, njegov manjak uzrokuje kloroze i niske stope
fotosinteze (Keller i Koch, 1962; u Pallardy, 2008).

1.3.  Mineralna hraniva

Mineralne hranjive tvari neprekidno kruZe kroz organizme 1 okoliS. Primanje 1
ugradnja u biljne organizme (asimilacija) kljucni je korak ugradnje mineralnih tvari u Citavu
biosferu (Pevalek-Kozlina, 2003). Biljke za svoj rast i razvoj koriste brojne elemente, od kojih
je 17 neophodnih ili esencijalnih. Pevalek-Kozlina (2003) navodi podjelu Arnona i Stouta
prema kojoj element mora zadovoljavati sljedece kriterije da bi bio neophodan: (1) mora biti
potreban tijekom cijelog Zivotnog ciklusa biljke, (2) mora imati posebnu funkciju koju ne
moze obavljati drugi element, (3) mora imati neposrednu ulogu u biljnom metabolizmu,
odnosno mora biti potreban za obavljanje specificne fizioloske funkcije, te (4) mora biti

potreban za vise od dvije biljne vrste.

Dalje se esencijalni elementi dijele na makroelemente (C, H, O, N, P, K, S, Ca, Mg i

Fe) i mikroelemente (B, Mn, Zn, Cu, Mo, CI i Ni), ovisno o koli¢ini potrebnoj za biljku, a ne

u smislu njihovog znacaja. Ostali elementi svrstavaju se u kategoriju korisnih ili

beneficijalnihelemenata (Co, Na, Si, Al, Se, V, Ti, La, Ce), koji u optimalnim uvjetima
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nemaju fiziolosku ulogu, ali imaju povoljan utjecaj u loSijim uvjetima rasta, ili u kategoriju
nekorisnih ili toksi¢nih elemenata (Cr, Cd, U, Hg, Pb, As itd.) (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢,
2011).

Biljke imaju vise naina za usvajanje hraniva. Glavni je nacin, koji ¢e u ovom
poglavlju biti podrobnije opisan,usvajanje preko korijena. Medutim,za vodene biljke,
mahovine i neke epifite znacajno je usvajanje hraniva preko lis¢a. Takoder, do hranjivih tvari
biljke mogu doc¢i i stupaju¢i u simbiotske ili parazitske odnose, a biljke mesozderke

konzumirajuc¢i svoj plijen (Lambers i sur., 2008).

Usvajanje hraniva korijenom je viSefazni mehanizam koji se jednim dijelom odvija
pasivno (bez utroSka energije), a drugim dijelom uglavnom aktivno (uz utrosak energije).

Moguce ga je podijeliti u tri etape:

l. Prijenos hraniva iz tla na povrSinu korijena i/ili u njegovu neposrednu blizinu

Kako korijen raste, povecavaju se njegova aktivna povrSina i volumen tla kojeg
zahvaca. Na taj nacin korijen dolazi u kontakt s vise hraniva, no ta koli¢ina ipak nije dovoljna
za adekvatnu opskrbu biljke. Nadalje, ona hraniva koja se u otopini tla nalaze u visokim
koncentracijama, u uvjetima visoke vlage i intenziteta transpiracije do korijena pristizu
masovnim strujanjem vode, tzv. mass flow. Kako korijen usvaja hraniva, u njegovoj
neposrednoj blizini dolazi do opadanja koncentracije hraniva 1 sniZenja elektrokemijskog
potencijala tog podruéja. Posljedi¢no tome, odvija se proces difuzije i nova hraniva pritjecu iz
podrucja veée koncentracije u neposrednu blizinu korijena,u kojoj je koncentracija iona manja
(Skvorc, Cosié i Sever, 2014).Medutim, u¢inkovitost mehanizma difuzije ograni¢ena je na

udaljenosti od 0,1 do 15 mm (Epstein, 1972; u Pallardy, 2008).

Vrlo mali dio hraniva direktno je dostupan biljkama putem navedenih mehanizama jer
se manje od 0,02% ukupnih mineralnih tvari nalazi u otopini tla. Ve¢inamineralnih tvari, oko
98%, nalazi se u obliku tesko topivih karbonata i fosfata.Manji dio (2%) je adsorptivno vezan
za koloidne cCestice tla, a to su uglavnom pozitivno nabijeni ioni vezani na negativno nabijene
sekundarne minerale tla. Te minerale korijen moze mobilizirati u otopinu tla izlucujuci
protone koji ih zamjenjuju na adsorpcijskim kompleksima (proces izmjene kationa) ili
izlucujuci organske kiseline koje povecavaju topivost fosfata 1 karbonata. Oslobodeni ioni
teSkih metala mogu se prevesti u kompleksne spojeve (helate), ¢ime se olakSava

njihovoprimanje (Pevalek-Kozlina, 2003).



. Ulazak hraniva u slobodni prostor korijena (apoplast)

Na popre¢nom presjeku korijena uocljiv je sredisnji cilindar s provodnim elementima
ksilema i floema. Izmedu sredi$njeg cilindra i vanjske kore stoji endodermalni sloj stanica s
nepropusnim Kasparijevim pojasom od suberiniziranih stani¢nih stjenki. Takva anatomska
grada dopusta pasivno kretanje vode s hranivima samo do spomenute endoderme. Slobodni
prostor korijena ili apoplast Cine intercelularni prostori i stani¢ne stjenke primarne kore
korijena i korijenovih dlacica. U tom prostoru, koji ¢ini svega 4-6% ukupne zapremnine
korijena, voda se s otopljenim tvarima krece bez utroska energije, difuzijom (Vukadinovi¢ i
Vukadinovi¢, 2011). Slobodan prostor je za nabijene Cestice podijeljen u dva dijela: u prostor
slobodan za vodu gdje ioni difundiraju do izjednacenja s ionima u otopini tla, i u Donnanov
prostor, gdje su ioni fizicki vezani za naboje stani¢nih stjenki. Dakle, ova faza usvajanja
hraniva nije selektivna jer biljka nema kontrolu nad kretanjem hraniva kroz slobodan prostor
korijena, ali je reverzibilna, $to znaci da se tvari iz korijena mogu ponovno isprati. Buduéi da
se Donnanov prostor naslanja na stani¢nu membranu (plazmelemu), daljnji prolazak iona je

selektivan prijenos (Pevalek-Kozlina, 2003).

IIl.  Prijelaz hraniva kroz plazmalemu u unutra$njost stanice (simplast)

Bioloske membrane nisu puke pregrade, ve¢ igraju aktivnu ulogu u kontroliranju
prometa i tvari u biljnoj stanici. Ta uloga se zasniva na njihovoj selektivnoj propusnosti, koja
podrazumijeva relativno lagano propustanje vode i malih nepolarnih molekula (O2, COy), ali
uvelike ogranicava kretanje ve¢ih molekula, a posebno onih s nabojem, kao $to su ioni i
Seceri. Prijenos takvih tvari omogucuju specifini transportni proteini uronjeni u mozaic¢nu
strukturu fosfolipida. Tri su osnovna tipa takvih proteina: kanali, nosaéi i crpke (Skvorc i
sur., 2014).

Kanali 1 proteinski nosa¢i posreduju u pasivnom prijenosu tvari kroz membranu
(difuzijom ili olaksanom difuzijom) niz gradijent elektrokemijskog potencijala. Kanali su
transmembraski proteini koji djeluju kao selektivne pore u membrani. Njihova selektivnost,
odnosno specificnost prijenosa, ovisi o veli¢ini pore i elektricnom naboju u njihovoj
unutrasnjosti. Prijenos tvari kroz kanale je vrlo brz (102 iona po sekundi), a ograni¢en je na
ione i vodu. Pri prijenosu posredovanom proteinskim nosa¢ima tvar se veze na specifi¢no
mjesto proteina, slicno vezanju supstrata na enzim. Ovo vezanje dovodi do konformacijskih
promjena proteina, uslijed kojih se tvar prenosi na drugu stranu membrane. Brzina prijenosa

nosatem zna¢ajno je manja od one kroz kanale. Membranski proteini koji sudjeluju u



aktivnom prijenosu nazivaju se crpkama ili pumpama. Primarni aktivni prijenos povezan je s
metaboli¢kim izvorom energije, npr. hidrolizom ATP-a te brojnim redoks reakcijama. S druge
strane, energija za sekundarni aktivni prijenos ¢esée potjece od protonskog gradijenta nego od
hidrolize ATP-a, Sto zna¢i da ga indirektno pokre¢u crpke. Sekundarni aktivni transport

zasluzan je za primanje ve¢ine mineralnih hranjivih tvari.(Pevalek-Kozlina, 2003).

1.3.1. Cimbenici koii utje¢u na usvajanje hraniva

Koli¢ina 1 vrsta hraniva koja biljke usvajaju ovise o genotipu i variraju od vrste do
vrste, ali i unutar iste vrste. Ovise takoderi 0 prisutnosti mikorize, o metabolizmu korijena te o

okolisnim uvjetima kao Sto su plodnost tla i vlaga u tlu (Pallardy, 2008).

Vrsta i genotip od velike su vaznosti kao predispozitori za znaajne varijacije u

usvajanju i iskoriStavanju mineralnih hraniva medu biljkama. Generalno, listate imaju veée
zahtjeve i akumuliraju veéu koli¢inu hraniva nego §to je to slucaj s ¢etinjacama. Shodno tome,
listace pridolaze na kvalitetnijim staniStima, a ¢etinjaCe dominiraju na siromasnijim staniStima
i manje plodnim tlima (Skvorc i sur., 2014). U eksperimentu u kojem je Sest europskih vrsta
drvecéa (hrast luznjak, gorski jasen, bukva, breza, malolisna lipa i smreka) posadeno na Sest
razli¢itih staniSta dobiveni su rezultati koji ukazuju na to da sukoncentracije makrohraniva u
lis¢u i deblu vise ovisne o vrsti nego o staniStu, iako su postojale znacajne razlike izmedu
staniSta u smislu kvalitete tla (Hagen-Thorn i sur., 2003). Takoder, od istrazivanih vrsta,
obi¢na smreka, kao jedina Cetinjaca, imala je znacajno manje koncentracije hraniva, 0sim
fosfora u lis¢u i kalcija u lis¢u i deblu. Pronadene su razlike i izmedu provenijencija iste vrste.
Istrazivanje na obi¢nom boru pokazalo je da postoje znacajne razlike izmedu 45
provenijencija u usvajanju i koncentracijama N, P, Na, Mg i B, koje su korelirale sa stopom
vegetativnog rasta (Steinbeck, 1966; u Pallardy, 2008).

Mikoriza je simbioza izmedu gljive i korijena vise biljke. Povecanje unosa hraniva kod
biljaka s mikoriznim odnosom dogada se prvenstveno uslijed povecanja absorptivne povrsine.
Hife simbiotske gljive dopiru do dijelova tla koji nisu zahvaceni korijenom i zahvaljujuéi
malim dimenzijama ulaze u prostore izmedu Cestica tla koji su nedostupni korijenu. Bowen i
Theodorou (1967; u Pallardy. 2008) procjenjuju da je volumen tla kojeg zahvaca korijen s
mikorizom 10 puta ve¢i nego kod korijena bez mikorize. Osim toga, gljive u tlo izlucuju

kiseline koje povecavaju topivost nekih mineralnih tvari.

Jedna biljka moze u isto vrijeme biti u mikoriznom odnosu s viSe gljiva, a gljive

istovremeno mogu inficirati vise jedinki iste ili razli¢itih vrsta biljaka. To je znacajno jer se na
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taj nacin u Sumskoj sastojini stvara mreza putem koje se ugljikohidrati i mineralna hraniva
mogu izmjenjivati izmedu razli¢itih jedinki, Sto utjeCe na mnoge procese u ekosustavima.
Gljiva od biljke dobiva ugljikohidrate, a troSak biljke moze iznositi izmedu 8 i 20% ukupnih
produkata fotosinteze. 1z tog razloga biljke na vrlo bogatim tlima ne ulaze u simbiotske
odnose s gljivama, a u nekim slu¢ajevima odnos izmedu gljive i biljke moze postati Cak i
parazitski gdje gljiva i dalje uzima ugljikohidrate, a biljka nema koristi od gljive pa nastoji

suzbiti infekciju (Skvorc i sur., 2014).

Metabolizam Kkorijena znac¢ajan je za promet hranjivih tvari jer osigurava metaboli¢ku

energiju u obliku ATP-a za aktivni transport iona. Dakle, okoli$ni faktori kao S§to su
temperatura i aeracija tla utjecu na usvajanje hraniva iz razloga $to ubrzavaju ili usporavaju
metabolizam korijena. Uz opadanje koncentracije Kisika,koji je uvjet za respiraciju, sa 90% na
50%u otopini tla, biljezi se znacajan pad usvajanja P, K, Ca i Mg kod Pinus elliottii
(Shoulders i Ralston, 1975; u Pallardy, 2008). Povecanje temperature tla sa 5 na 25 °C
povecava iznos transpiracije korijena za 3-5 puta, a to doprinosi brzem usvajanju hraniva

(Pallardy, 2008).

Plodnost tla povoljno utjeCe na absorpciju mineralnih tvari —biljke apsorbiraju vise
hraniva §to je tlo plodnije. Mobilnost hraniva i stopa difuzije iona povecavaju se s ve¢om
koncentracijom hraniva u otopini tla. Ukupne koli¢ine mineralnih tvari u tlu ovise o ulazima i
izlazima iz sustava. Ulaz ili povecanje koli¢ina hraniva dogada se uslijed atmosferskih
depozicija, troSenja stijena i primarnih minerala (ovisno o vrsti stijena, klimi, vegetaciji,
topografiji), razgradnje organske tvari i izlu¢ivanja korijena. Mineralna hraniva izlaze iz
sustava tla ispiranjem, iznoSenjem biomase (listinca ili cijelih stabala) 1 erozijom, a odredene
koli¢ine dusika gube se amonifikacijom i denitrifikacijom (Pallardy, 2008). Takoder, pH tla

znacajno utjece na dostupnost hraniva biljkama.

Koncentracija hraniva u tlu i njihova dostupnost biljkama ne utjeCu samo na ukupnu
suhu tvar, ve¢ i na raspodjelu suhe tvari izmedu podzemnog i nadzemnog dijela biljke i to na
naéin da veca koncentracija utjeCe na veci rast nadzemnog dijela i obrnuto. Primjerice, kod
zelene duglazije stare 40 godina na produkciju korijena otpada 23% godiSnje koli¢ine suhe
tvari ako su stabla rasla na plodnom tlu, dok je na produkciju korijena u neplodnom tlu otpalo

¢ak 53% suhe tvari producirane u jednoj godini (Keyes i Grier, 1981; u Pallardy, 2008).

Vlaga u tlu moze dvojako utjecati na primanje hraniva. U slucaju deficita vode u tlu,

pokretljivost iona u tlu je smanjena, kao 1 povrSina kontakta korijena s vodom u tlu, ¢ime
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nestaju uvjeti koji osiguravaju pritjecanje iona do korijena bilo difuzijom ili masovnim
strujanjem vode. Daljnjim isuSivanjem potpuno se zaustavlja usvajanje mineralnih hraniva
(Pallardy, 2008). Peuke i Rennenberg (2004) u istrazivanju provedenom na klijancima bukve
podvrgnutim simulaciji trotjedne ljetne suSe nalaze da je su$a najviSe utjecala na
koncentraciju fosfora i fosfata, koja je znacajno smanjena u svim tkivima. U slucaju
prekomjerne vlaznosti tla ili poplave, kod biljaka koje su intolerantne na poplave dolazi do
smanjenog unosa dusika, fosfora i kalija stoga Sto anaerobni uvjeti onemogucuju normalno
odvijanje respiracije, zbog ¢ega nema dovoljno energije za aktivan prijenos hraniva. Zbog
povecane propustljivosti membrana korijenskih stanica dolazi i do gubitka iona iz stanica
ispiranjem. Takoder, plavljena tla stvaraju nepovoljne uvjete za nastanak i razvoj mikoriznih

gljiva, $to je jos jedan od uzroka smanjene mogucnosti apsorpcije hraniva (Pallardy, 2008).

1.3.2. Uloga i znacaj pojedinih elemenata (N, P. Mg. Fe)

1.3.2.1. Dusik (N)

Dusik je jedan od najrasprostranjenijih elemenata u prirodi. Najveca koli¢ina dusika

prisutna je u atmosferi, no biljke ga usvajaju u mineralnom obliku i zbog toga se svrstava u
skupinu mineralnih elemenata. Dusik se u tlu nalazi u organskim i anorganskim Spojevima.
Organski dio predstavljaju humus i nepotpuno razlozeni biljni i zivotinjski ostaci
(Vukadinovi¢ 1 Vukadinovi¢, 2011). Da bi dusik presao u oblik u kojemu ga biljke mogu
primiti, mora proé¢i proces mineralizacije posredstvom mikroorganizama. Osim toga, dusik
moze dospjeti u tlo bioloskom fiksacijom atmosferskog dusika i drugim prirodnim procesima,

koji su najve¢im dijelom posljedica munja (Pevalek-Kozlina, 2003).

Velika vecina duSika u tlo dospijeva bioloSkom fiksacijom. Nju provode organizmi —
bakterije i cijanobakterije — koji posjeduju enzimski sustav nitrogenaze. One mogu biti
slobodne u tlu ili u simbiotskom odnosu s nekim vrstama biljaka. Krajnji produkt fiksacije

dusika je amonijak, koji se postepeno ugraduje u organske spojeve (Pevalek-Kozlina, 2003).

Biljke primaju dusik najve¢im dijelom u obliku nitratnih i amonijevih iona, NO3 i
NH4". Drvenaste vrste ve¢inom preferiraju primanje amonijevih iona (Pallardy, 2008). Suha
tvar biljaka sadrzi prosjecno 2-5% duSika (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011). NajviSe
koncentracije dusika nalaze se u fizioloski najaktivnijim tkivima — u listovima i meristemskim

stani¢jima, kao $to su kambij te vrhovi izbojaka i korijena (Pallardy, 2008).

Dusik je u biljkama sastavni dio mnogih organskih spojeva koji igraju iznimnu ulogu u

.....
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sekundarnog metabolizma biljke, kao $to su alkaloidi (Mengel i sur., 2001). Iz tog je razloga

njegova uloga u biljnom metabolizmu nezamjenjiva.

Osnovni pokazatelj nedostatka dusika u biljkama je smanjena stopa rasta. Uslijed
nedostatka dusika biljke ostaju niskog rasta, tankih i izduZzenih stabljika te malih listova.
Pogoden je i rast korijena, te posebice njegovo grananje, no omjer duljine korijena i visine
izdanka uglavnom je povecan (Mengel i sur., 2001). Takoder, uslijed nedostatka dusika
sinteza klorofila je smanjena, Sto rezultira klorozom listova. Vazno je naglasiti kako kloroza
zahvaca Citavu povrsinu lista i javlja se ranije kod starijih listova te ¢esto ¢ini prvi simptom
nedostatka duSika (Pevalek-Kozlina, 2003). Kada je biljka duze vrijeme i intenzivnije
pogodena nedostatkom dusika, javlja se nekroza listova ili dijelova listova (Mengel i sur.,

2001).

Suvisak dusika kod biljaka takoder rezultira negativnim posljedicama, od kojih su
najizrazenije i najcesSce neotpornost na bolesti i susSu te pad koli¢ine i kakvocée prinosa kod
nekih biljaka (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011). Flickiger i Braun(1999), primjerice, nalaze
kako povecanje koncentracije dusika uz smanjenje koncentracije fosfora predstavlja disbalans

uslijed kojega su biljke sklonije napadima Stetnika.

1.3.2.2. Fosfor (P)

Fosfor je nemetal koji se u prirodi, tlu i biljkama javlja u peterovalentnom obliku.
Sadrzaj u litosferi mu je vrlo promjenjiv (0,02-0,15%) jer ulazi u sastav velikog broja razlicito
topivih minerala, ali se nalazi i vezan u organskoj tvari tla (Vukadinovi¢ 1 Vukadinovi¢,
2011). Najvazniji minerali fosfora iz mati¢nih stijena su kalcijevi fosfati (uglavnom apatit) te
zeljezovi 1 aluminijevi fosfati. lako se vrijednosti ukupnih koli¢ina fosfora u tlu kre¢u od 0,04-
0,03%, a u humusnim tlima mogu biti i1 znatno vece, koli¢ina fosfatnih iona u otopini tla je
mala i krece se do 1 mg u litri vodene faze tla (Baule i Fricker, 1970). Interakcija fosfora (Pi) s
aluminijem, Zeljezom i kalcijem stvara tesko topive kompleksne anorganske spojeve, a takva
se fiksacija intenzivira sa snizenjem pH vrijednosti tla. Daljnji razlog nedostupnosti fosfora za
biljke lezi u ¢injenici da preko 80% posto zalihe fosfora u tlu moze biti u organskom obliku
(Raghothama, 2005). Dostupnost fosfora iz organskih frakcija ovisi o mikrobioloskoj

aktivnosti, a uvjet mobilizacije je omjer C i P koji je manji od 200:1 (Baule i Fricker, 1970).

Biljke usvajaju fosfor iskljué¢ivo u anionskom obliku i to kao H2POs i HPOs*, a
ugraduju ga, za razliku od dusika, u organsku tvar bez redukcije. Koncentracija fosfora u

biljkama prosjecno je 0,3-0,5%. Reprodukecijski dijelovi i mlada tkiva sadrZe relativno vise
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anorganskog fosfora i u skladu s tim najvece potrebe za fosforom su na pocetku vegetacijske
sezone 1 kod prijelaza iz vegetacijske u reprodukcijsku fazu zivota. Pokretljivost fosfora dobra

je u oba smjera (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011).

Uloga fosfora u biljnom metabolizmu od velike je vaznosti jer ¢ini kljucnu
komponentu energije metabolizma i biosinteze nukleinskih kiselina i membrana. Kao dio
nukleotida (ATP), fosfor igra nezamjenjivu ulogu u reakcijama prijenosa energije, a kao dio
fosfolipida ¢ini vaznu komponentu bioloskih membrana. Fosfati grade poveznice izmedu
ribonuklozida u makromolekulama DNA i RNA. Nadalje, uslijed fosforilacije i defosforilacije
mijenjaju se temeljne funkcije proteina, a ti procesi su vazni za interakciju izmedu proteina

(Raghothama, 2005).

Nedostatak fosfora Cesta je pojava, a simptomi se najprije zapazaju u tamnozelenoj
boji lista koja prelazi u crvenkastu. Biljke se odlikuju slabijim rastom, listovi su manji i kasne

u razvoju kao i cvjetanje i zrioba (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011).

Istrazivanje na obi¢noj bukvi (Zavisi¢ i Polle, 2017) dovodi do spoznaje da mehanizmi
prilagodbe bukve na uvjete smanjene koli¢ine fosfora u tlu ukljuuju smanjen rast i veci
odnos biomase prema fosforu. Nadalje, heterotrofna tkiva (deblo i korijenje) pokazuju
odredenu fleksibilnost prema sadrzaju fosfora i u njima je koncentracija bila znac¢ajno niza
nego u dobro ishranjenih biljaka, a zbog preferencijalne alokacije u listovima je zabiljezen

marginalan pad sadrzaja fosfora, Sto ukazuje na ocuvanje fotosintetske aktivnosti.

1.3.2.3. Magnezij (Mq)

Podrijetlo magnezija u tlu uglavnhom je iz primarnih minerala silikata i mnogih

bazi¢nih minerala, ali i iz sekundarnih magnezita 1 dolomita. Nakon raspadanja minerala ion
Mg?* se veze na adsorpcijski kompleks ili iznova tvori sekundarne minerale. Magnezij je vrlo
rasprostranjen element i ¢ini 2,1% litosfere, a u tlu je njegov udio 0,1-1,0%, s tim da u
karbonatnim tlima taj postotak moze biti znatno veci. Organske rezerve magnezija beznacajne
su u ishrani bilja i vrlo mala koli¢ina Mg?* nalazi se u otopini tla. Zna¢ajan izvor magnezija za
biljke predstavlja njegov izmjenjivi oblik koji zauzima do 20% adsorpcijskog kompleksa tla
(Vukadinovi¢ 1 Vukadinovi¢, 2011).

Prosje¢na koncentracija magnezija u biljkama iznosi 0,1-1,0% suhe tvari. Od ukupnog
magnezija u biljkama prosje¢no 50% je slobodno, §to ion Mg?* ¢&ini znadajnim elektrolitom.
Jedini organski spoj ¢iji je magnezij konstitucijski element je klorofil i on sadrzi 15% ili vise

od ukupnog magnezija u biljci (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011).
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Magnezij je aktivator velikog broja enzima (peptidaze, dehidrogenaze, karboksilaze i

dr.) i kofaktor je gotovo svih enzima koji kataliziraju reakcije fosforiliranih supstrata te je
neposredno ukljucen u metabolizam energije. Znacajnu ulogu ima u fotosintezi gdje sudjeluje

kao aktivni centar klorofila, aktivator je ribuloza-difosfat-karboksilaze i utjeCe na protonski

gradijent izmedu tilakoida i strome kloroplasta, a takoder djeluje na dekarboksilaze

Krebsovog ciklusa. Vazan je i kod agregacije i stabilizacije ribosoma u biosintezi proteina.

Prijenos aminokiselina s amino-acil-RNK na polipeptidni lanac aktiviran je magnezijem
(Vukadinovi¢ 1 Vukadinovi¢, 2011).

Budu¢i da je magnezij relativno mobilan u biljci i prenosi se floemom, simptomi
nedostatka pojavljuju se prvo na starijem lis¢u, a potom i na mladem. Simptomi su vezani uz
razgradnju klorofila, a manifestiraju se kao tipi¢ne, interkostalne (meduzilne) kloroze, $to
znaci da su zile zelene, a prostor izmedu njih svijetlozelen. Kod jaceg nedostatka liS¢e dobiva
prvo narancastu, zatim crvenu i purpurnu boju te dijelovi lista prelaze u nekroticne povrSine,
dok lisne zile jos neko vrijeme ostaju zelene (Vukadinovi¢ i Vukadinovié, 2011). Drugi,
manje o€iti simptomi na stani¢noj i molekularnoj razini ukljucuju stvaranje granularnih
inkluzija na mitohondrijima, dezintegriranje membrana kloroplasta, povecano stvaranje

etilena te smanjenu otpornost na mraz (Sigel i Sigel, 1990).

1.3.2.4. Zeljezo (Fe)

Podrijetlo zeljeza u tlu vezano je uz brojne primarne i sekundarne minerale. SadrZze ga
karbonati, oksidi, sulfidi, a najznacajniji su hematit (a-Fe203) i getit (o -FeOOH). Rezerve u
tlu su najveéim dijelom anorganske prirode i1 ukupni sadrzaj Zeljeza obi¢no je izmedu 0,5 i
4,0% (prosjecno 3,2%). U ionskom obliku nalazi se kao kation Fe*" ili Fe?* u izrazito kiseloj
sredini. Organske rezerve zeljeza u nekim tlima mogu biti znacajne, i to kao Fe-oksi-hidroksi
spojevi i Fe-kelati. Porastom kiselosti i uz prisutnost fosfora nastaju vrlo teSko pristupac¢ni

fosfati Zeljeza, dok se u luznatoj sredini zeljezo nalazi u obliku tesko topljivih oksida.

Biljke usvajaju Zeljezo kao ione Fe3*, Fe?* ili u obliku kelata. Usvajanje je povezano s
redukcijom pa kod nedostatka zeljeza u tlu biljke korijenom izlu¢uju fenole i1 druge
reducirajuce agense. Koncentracija Zeljeza u suhoj tvari najcesce je izmedu 50 i 1000 ppm,od
Cega se oko 80% se nalazi u stromi kloroplasta vezano na proteine i kao rezerva u obliku
fitoferitina, a 9-19% Fe u listu je vezano kao kem-Fe (citokromi, proksidaze, katalaze) ili Fe-
S-proteini (ferodeksin). Pokretljivost Zeljeza je u biljci osrednja do losa, a premjestanje ometa
prisutnost Ca(HCO3)2 (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011).
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Kao kriticna komponenta proteina i enzima, Zeljezo igra znacajnu ulogu u bioloskim
procesima fotosinteze, sinteze klorofila, respiracije, asimilacije duSika, sinteze DNA i sl.
Takoder, vazan je i kao kofaktor enzima potrebnih za sintezu hormona (etilena, lipoksigenaze
I abscizinske kiseline) (Rout i Sahoo, 2015). U nedostatku Zeljeza smanjuje se broj

fotosintetskih jedinica (PS I) i molekula citokroma f, a opada i koncentracija karotenoida.

Kloroza se rijetko javlja kao stvarni nedostatak zeljeza, ve¢ je uglavnom uvjetovana
njegovom inaktivacijom tj. prelaskom u oblik koji je nepristupacan biljci. Tipi¢ni manjak
oCituje se interkostalnom (meduzilnom) klorozom prvo mladih listova, a zatim dolazi do
pojave nekroze i opadanja lis¢a. Korijen je kraci i zadebljao. Toksi¢no djelovanje zeljeza
ogleda se u inhibiciji vegetacijskog rasta, tamnom, plavozelenom lis¢u i mrkoj boji korijena
(Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011).
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2. CILJISTRAZIVANJA

Ovo istrazivanje provedeno je s ciljem otkrivanja na koji na¢in nedostaci pojedinih
mineralnih hraniva utjeCu na fiziolosku konstituciju i/ili fotosintetsku aktivnost klijanaca
obi¢ne bukve. U razli¢itim tretmanima pratio se odgovor klijanaca na nedostatak dusika (N),
fosfora (P), magnezija (Mg) i zeljeza (Fe) u kontekstu utjecaja na sljedece fizioloske
parametre: indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plass), stopa fotosinteze (A), provodljivost puci
(gs), intercelularna koncentracija CO2 (Ci) te indeks relativnog sadrzaja klorofila u lis¢u
(CCl).
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3. MATERUALI I METODE

3.1. Biljni materijal i dizajn pokusa

Klijanci obi¢ne bukve na kojima je provedeno istrazivanje porijeklom su iz jedne
srednjodobne prirodne mjeSovite Sumske sastojine hrasta kitnjaka 1 obicne bukve. Sastojina u
kojoj se pristupilo uzorkovanju klijanaca (pazljivom iskapanju klijanaca s ciljem minimalnog
oStecenja njihova korijena) sastavni je dio Nastavno-pokusnog sumskog objekta ,,Dotrs¢ina®,
kojim gospodari Sumarski fakultet Sveuéili§ta u Zagrebu. Svi iskopani klijanci imali su
pravilno razvijene i zdrave supke te po dva mlada lista u pocetnoj fazi razvoja. Prosje¢na
visina tako uzorkovanih klijanaca iznosila je 104,9 mm, promjer na vratu korijena iznosio je

1,83 mm, a prosjecna duzina korijena 78,3 mm.

Netom nakon iskapanja (17. travnja 2019. godine) klijanci su preneseni u laboratorij
gdje im je korijenje pazljivo isprano destiliranom vodom. Nakon toga, klijanci su presadeni u
plasti¢ne kontejnere dimenzija 10x10x20 cm prethodno ispunjene agroperlitom neutralne pH
reakcije kao sterilnim supstratom za uzgoj biljaka koji u sebi ne sadrzi nikakve elemente

biljne ishrane.

Nakon presadnje, po Sest kontejnera s pripadaju¢im klijancima bilo je rasporedeno u
pet skupina (buducih tretmana). Prema tome, istrazivanje je provedeno na ukupno 30
klijanaca. Razli¢iti tretmani podrazumijevali su zalijevanje Klijanaca s prethodno
pripremljenim hranivim otopinama. Hraniva otopina kojom su zalijevani Klijanci u
kontrolnom tretmanu sadrZavala je sve esencijalne makro 1 mikro elemente biljne ishrane (KO
tretman). S druge strane, hranive otopine s kojima su zalijevani klijanci u ostala Cetiri
tretmana sadrZavale su sve esencijalne makro 1 mikro elemente biljne ishrane, izuzev dusika

(=N tretman), fosfora (—P tretman), magnezija (—-Mg tretman) i Zeljeza (—Fe tretman).

Zalijevanje klijanaca obavljeno je manualno u skladu s gore opisanim dizajnom
pokusa sa 100 ml odgovaraju¢e hranive otopine po kontejneru/klijancu svakih sedam dana, u

razdoblju od trenutka presadnje do kraja vegetacijskog razdoblja 2019. godine.

3.2.  Priprema hranivih otopina

Polu modificirana Hoaglandova otopina pripremljena je pomocu KNO3, Ca(NO3)2,
KH2PO4, MgSQOs4, Fe-helata i ostalih mikroelemenata (Hogland i Arnon 1950). Tako
pripremljena hraniva otopina s kojom su zaljevani klijanci u KO tretmanu sadrzavala je

sljede¢e koncentracije makro i mikro elemenata biljne ishrane: K (3 mM L), Ca (2,5 mM L
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b, nitratni oblik N (7,5 mM L), P (0,5 mM L), Mg (0,1 mM L), Fe (0,1 mM L), B (0,04
mM L), Mn (9 uM L), Zn (0,8 pM L), Cu (0,3 uM L), Mo (0,1 pM LY. U hranivu
otopinu kojom su zalijevani klijanci u —N tretmanu umjesto KNO3z i Ca (NOs3). dodani su
K2SO4 i1 CaCl,. U hranivu otopinu s kojom su zalijevani klijanci u —P tretmanu umjesto
KH2PO4 dodan je K2SO4. Hranivim otopinama s kojima su zalijevani klijanci u —Mg i —Fe

tretmanima izuzeti su MgSOs, odnosno Fe-helat.

3.3. Izmjera fizioloskih znacajki

Izmjera fizioloskih znacajki klijanaca obavljana je po prilici svakih sedam dana od
trenutka kada je na svim klijancima liS¢e bilo potpuno razvijeno (22. svibnja 2019. godine) do
trenutka kada je liS¢e bilo uzorkovano s ciljem utvrdivanja njegovih morfoloskih i kemijskih
znacajki (16. listopada 2019.). Izuzetak predstavlja razdoblje od 31. srpnja do 28. kolovoza
2019. godine kada izmjere nisu obavljane.

Intenzitet izmjene plinova izmedu biljke 1 okolne atmosfere mjeren je pomocu
prijenosnog LCpro+ uredaja (ADC BioScientific, 2007) s ciljem utvrdivanja stope fotosinteze,
tj. asimilacije CO2 (A), provodljivosti puci za H2O (gs) te intercelularne koncentracije CO>
(Ci). Navedene izmjere obavljane su izmedu 10:00 i 11:00 sati na jednom listu po svakom od
ukupno 30 klijanaca ukljucenih u istrazivanje. Tijekom izmjere izmjene plinova svaki je list
bio izloZen intenzitetu osvjetljenja od 1000 umol m= s, koncentraciji CO, od 400 + 10 pumol

mol? i temperaturi zraka od 25 + 2 °C.

Indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plass) mjeren je pomocu prijenosnog uredaja za
izmjeru fluorescencije klorofila a (Pocket PEA, Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, UK).
Navedena izmjera obavljana je na jednom listu po svakom od ukupno 30 klijanaca ukljuc¢enih
u istrazivanje izmedu 11:00 i 12:00 sati. Prije mjerenja dio lista na kojemu je izmjera

obavljena bio je prilagoden uvjetima tame (najmanje 30 minuta).

Indeks sadrzaja ukupnih klorofila u liS¢u (CCI) mjeren je pomocu prijenosnog
klorofilmetra CCM-200 (Opti-Sciences, Tyngsboro, MA). Izmjera je obavljena na dva lista po
svakom od 30 klijanaca ukljucenih u istrazivanja, na pet slucajno odabrana mjesta po svakom

listu izbjegavajuci glavnu lisnu Zilu.

3.4. Kemijske analize biljnoga materijala
Nakon uzorkovanja li§¢a 1 utvrdivanja njegove mase u svjezem i suhom stanju te

specificne lisne povrSine on0 je podvrgnuto kemijskoj analizi s ciljem utvrdivanja
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ishranjenosti istrazivanih klijanaca makro i mikro hranivima. Zbog relativho male mase lis¢a
u suhom stanju unutar svakog tretmana bilo je moguce oformiti samo jedan uzorak koji se
sastojao od ukupno 12 listova. Prema tome, kemijska analiza liS¢a obavljena je na ukupno pet

uzoraka od kojih je svaki pripadao po jednom tretmanu.

Uzorkovano lis¢e suseno je na 105 °C do konstantne tezine. Nakon toga, liS¢e svakog
pojedinog uzorka je samljeveno i homogenizirano. Iz odredene koli¢ine suhe tvari tako
pripremljenih uzoraka utvrdena je koncentracija N metodom po Kjendalhu. Koncentracija P
utvrdena je spekrofotometrijski uz prethodnu digestiju koncentriranom HNO3 i HCIOa.
Koncentracija K utvrdena je na plamenfotometru uz prethodnu digestiju koncentriranom
HNO3 i HCIO4. Koncentracije Ca, Mg, Fe, Zn, Mn i Cu utvrdene su atomskom apsorpcijskom
spektrofotometrijom uz prethodnu digestiju koncentriranom HNO3z i HCIO4. Navedene analize

provedene su prema razvijenim i standardiziranim protokolima od strane AOAC (2015).

3.5. Statisticka analiza
Utjecaj tretmana na fizioloske znacajke istrazivanih klijanaca ispitan je pomocu
ANOVA-e. Tukey-ev post-hoc test proveden je s ciljem utvrdivanja signifikantnih razlika

izmedu tretmana. Analiza je provedena programskim paketom Statistica 7.1. (StatSoft, Inc.

2006).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Ishranjenost bukovih klijanaca s mineralnim hranivima pod utjecajem
razlicitih tretmana

Tablica 1. Koncentracija dusika (N), fosfora (P), magnezija (Mg), Zeljeza (Fe), kalija (K), kalcija (Ca),
Cinka (Zn), Mangana (Mn) i Bakra (Cu) u suhoj tvari li§¢a tretiranih klijanaca.
Tretman N P Mg Fe K Ca Zn Mn Cu

Treatment | (%) | (%) | (%) | (ppm) | (%) | (%) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
KO 211 | 019 | 0.27 | 7110 | 1.03 | 2.37 | 15.61 | 17460 | 7.72

-N 166 | 0.24 | 0.30 | 67.90 | 0.81 | 1.98 | 16.61 | 212.00 8.45
-P 195 | 0.10 | 0.29 | 66.80 | 0.71 | 1.91 | 1416 | 236.40 7.92
-Mg 189 | 0.22 | 0.18 | 73.90 | 0.58 | 1.80 | 14.89 | 228.30 8.31
-Fe 201 | 0.20 | 0.23 | 65.90 | 0.93 | 1.68 | 14.08 | 319.90 7.95

Koncentracije N u rasponu 1,90 — 2,50%, a P i Mg u rasponu 0,15 — 0,30% u suhoj
tvari liS¢a obi¢ne bukve ukazuju na njezinu optimalnu ishranjenost sa spomenutim
mineralnim hranivima (Bergmann, 1993). Podatak o koncentraciji Fe u suhoj tvari lis¢a
obi¢ne bukve (ukljucujuéi i ostale srodne vrste) koji bi ukazivao na njezinu optimalnu
ishranjenost sa Fe u nama dostupnoj literaturi nije bilo moguce pronaci. Medutim, opéenito
gledano koncentracija Fe u suhoj tvari koja ukazuje na optimalnu ishranjenost biljaka s Fe
moze imati vrlo §irok raspon, ¢ak 50 — 150 ppm (Vukadinovi¢ i Vukadinovié¢, 2011). Prema
tome, pod utjecajem —N i —P tretmana doSlo je do suboptimalne ishranjenosti istrazivanih
klijanaca s N i P. Na to ukazuje usporedba koncentracije N (1,66%) i P (0,10%) u suhoj tvari
njihova lis¢a (Tablica 1) sa gore navedenim grani¢nim vrijednostima. U —Mg i —Fe tretmanu
koncentracije Mg (0,18%) i Fe (65,90 ppm) u suhoj tvari li§¢a istrazivanih klijanaca bile su
nize u odnosu ostale tretmane (Tablica 1). Medutim, na temelju njihove usporedbe s
grani¢nim vrijednostima moguce je pretpostaviti da —Mg i —Fe tretman nisu rezultirali
suboptimalnom ishranjenos¢u klijanaca s Mg i Fe, premda je koncentracija Mg od 0,18% bila

vrlo blizu donje granice optimalne ishranjenosti.

Prema gore navedenom, utjecaj svih tretmana ocekivano se odrazio na mineralnu
ishranu istraZivanih klijanaca. To potvrduje najniza koncentracija N u —N tretmanu, P u —P
tretmanu, Mg u —Mg tertmanu i Fe u —Fe tretmanu dok je u KO tretmanu koncentracija svih

hraniva bila u granicama optimalne ishranjenosti (Tablica 1).

Ishranjenost istrazivanih klijanaca s ostalim mineralnim hranivima (K, Ca, Zn, Mn i
Cu) u svim je tretmanima uglavnom bila optimalna, izuzev K s kojim su bili optimalno

ishranjeni jedino klijanci u KO tretmanu (Tablica 1). To potvrduju grani¢ne vrijednosti
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koncentracije K (1,0 — 1,50%), Ca (0,30 — 1,50%), Zn (15 — 50 ppm), Mn (35 — 100 ppm) i Cu
(5 -12 ppm) u suhoj tvari lis¢a obi¢ne bukve koje ukazuju na njezinu optimalnu ishranjenost

spomenutim mineralnim hranivima (Bergmann, 1993).

4.2. Utjecaj mineralne ishrane na primarne i sekundarne reakcije fotosinteze

Kako je spomenuto, reakcije fotosinteze zapocinju primarnim (svijetlim) reakcijama u
kojima se stvara energija potrebna za odvijanje sekundarnih (tamnih) reakcija, ¢iji je krajnji
produkt glukoza iz koje se sintetiziraju ostali organski spojevi nuzni za normalan rast i razvoj
biljaka.

U ovom je radu odgovor svijetlih reakcija fotosinteze kod bukovih klijanaca na KO, —
N, —P, -Mg i —Fe tretman opisan pomoc¢u indeksa fotosintetske uéinkovitosti (Plags). U
novijoj literaturi Plags se opisuje kao vrlo prikladan i osjetljiv parametar koji vrlo dobro
procjenjuje funkcionalnost fotosintetskog aparata pod utjecajem razli¢itih biotskih i abiotskih
stresora (Appenroth i sur., 2001, Strauss i sur., 2006, Gongalves i sur., 2007). Prednost Plass u
odnosu na slicne parametre (npr. Fv/Fm) ogleda se u tome S§to on predstavlja
multiparametarski izraz koji uzima u obzir ucinkovitost svih glavnih fotokemijskih procesa
koji Cine svijetle reakcije fotosinteze. To obuhvaca apsorpciju i hvatanje pobudene energije,
transport elektrona duz transportnog lanca elektrona i rasipanje viska pobudene energije
(Lepedus i sur., 2012).
S druge strane, cjelokupan odgovor fotosinteze Sto ukljucuje interaktivan odgovor svijetlih 1
tamnih reakcija fotosinteze bukovih klijanaca na KO, —N, —P, —Mg i —Fe tretman opisan je
stopom fotosinteze (A), Sto u biti predstavlja stopu asimilacije CO.. Prema tome, A
predstavlja koli¢inu CO2 koja se od strane biljke na odredenoj povrsini lista kroz puci usvoji u

odredenoj jedinici vremena.
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Slika 1. Prosjecne vrijednosti (prikaz a) i sezonski trend (prikaz b) indeksa fotosintetske uc¢inkovitosti
(Plags) bukovih klijanaca tretiranih s kompletnom hranivom otopinom (KO) i hranivim otopinama u

kojima su izostavljeni dusik (-N), fosfor (-P), magnezij (-Mg) i Zeljezo (-Fe).
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Slika 2. Prosje¢ne vrijednosti (prikaz a) i sezonski trend (prikaz b) stope fotosinteze (A) bukovih
klijanaca tretiranih s kompletnom hranivom otopinom (KO) i hranivim otopinama u kojima su

izostavljeni dusik (-N), fosfor (-P), magnezij (-Mg) i Zeljezo (-Fe).

Prema nasim rezultatima, klijanci iz KO tretmana imali su signifikantno visu Plags i A
u odnosu na Klijance iz —N, —P i -Mg tretmana, §to u odnosu na —Fe tretman nije utvrdeno
(Slika 1a i 2a). Medutim, Klijanci iz KO tretmana u drugom dijelu vegetacijskoga razdoblja
(nakon sredine srpnja) svoju su Plags i A odrzavali visSima u odnosu na klijance iz ostalih
tretmana (Slika 1b i 2b). Prema tome, moguce je pretpostaviti da su klijanci iz -N, —P, -Mg i
—Fe tretmana do sredine vegetacijskoga razdoblja potrosili zalihe N, P, Mg i Fe uskladistene u
supkama ili parenhimu debalaca, a uslijed nemoguénosti njihova daljnjeg usvajanja iz
supstrata nisu mogli odrzavati svoju Plass i A na razini klijanaca iz KO tretmana. Takav
rezultat potvrduje vaznu ulogu N, P, Mg i1 Fe u fotosintetskom procesu bukovih klijanaca koja
se moze ogledati u regulaciji cijelog niza fizikalno-kemijskih procesa ukljucenih u svijetle 1/ili

tamne reakcije fotosinteze.

Signifikantno niza Plags I A kod bukovih klijanaca iz —N tretmana u odnosu na KO
tretman (Slika la i 2a) moze biti posljedica niZze koncentracije proteinskih kompleksa
ukljucenih u transport elektrona prilikom odvijanja svijetlih reakcija fotosinteze i/ili niZe
koncentracije enzima koji sudjeluju u Calvinovom ciklusu, a posebno enzima RUBISCO
(Evans, 1989).

Kod klijanaca iz —P tretmana u odnosu na klijance iz KO tretmana takoder je utvrdena
signifikantno niza Plags i A (Slika 1a i 2a). Takav rezultat u skladu je s rezultatima ranije
provedenih istraZivanja prema kojima su kod biljaka loSe ishranjenih s P utvrdeni loSija
sposobnost pretvorbe svjetlosne u kemijsku energiju, sporiji prijenos elektrona i usporena

sinteza ATP-a i NADPH Ssto je sve skupa rezultira nizom stopom fiksacije CO2 (Jacob i
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Lawlor, 1993). Uz to, poznato je da P utjeCe na aktivaciju cijelog niza enzima ukljucenih u
Calvinov ciklus koji izravno i/ili neizravno sudjeluju u fiksaciji i/ili redukciji CO2 (Richter i
Rao, 2005). To je takoder moglo pridonijeti opadanju A kod Klijanaca iz —P tretmana u
odnosu na klijance iz KO tretmana (Slika 2a).

Kao i u prethodna dva slucaja, klijanci iz —Mg tretmana u odnosu na KO tretman imali
su signifikantno nizu Plags I A (Slika 1a i 1b) Sto je u skladu s prilicno niskom
koncentracijom Mg u lis¢u klijanaca iz —Mg tretmana koja je bila na donjoj granici optimalne
ishranjenosti (Tablica 1). S obzirom da Mg predstavlja centralni dio molekule klorofila koje
grade fotosustave odgovorne za prikupljanje svjetlosti koja se kasnije pretvara u kemijsku
energiju nuznu za fiksaciju CO2 u Calvinovu ciklusu (Taiz i Zeiger, 2010) takav rezultat nije
iznenadujuéi. Uz to, loSija ishranjenost biljaka s Mg obi¢no rezultira opadanjem koncentracije
enzima RUBISCO u stromi kloroplasta te njegovim niskim stupnjem aktivacije (Peng i sur.,
2015) sto kod velikog broja biljnih vrsta rezultira niskom stopom fotosinteze (Lasa i sur.,
2000; Yuguan i sur., 2009; Tang i sur., 2012; Jezek i sur., 2015; Li i sur., 2017.). Prema tome,
nasi su rezultati u skladu s rezultatima ranijih istrazivanja prema kojima Mg igra vaznu ulogu
u svijetlim i/ili tamnim reakcijama fotosinteze §to se u konac¢nici moze negativno odraziti na

stopu asimilacije CO (Laing i sur., 2000; Yang i sur., 2012; Trankner i sur., 2016).

Prema dosadasnjim spoznajama suboptimalna ishranjenost biljaka s Fe ima izrazito
negativan utjecaj na cjelokupan fotosintetski proces ukljucujuci svijetle i tamne reakcije, $to je
u literaturi vrlo dobro dokumentirano (Bertamini i sur., 2001 i 2002; Jiang i sur., 2007; Rout i
Sahoo, 2015). Prema nasim rezultatima, pod utjecajem —Fe tretmana u odnosu na KO tretman
nije doslo do signifikantnog opadanja prosje¢nih vrijednosti Plags i A (Slika 1a i 2a). Prema
tome, moguce je pretpostaviti da su istrazivani klijanci uspjeli iz tla usvojiti i uskladistiti
dovoljnu koli¢inu zeljeza tijekom pocetne faze svoga razvoja i/ili je tijekom istrazivanja
retranslocirati iz supki u liS¢e §to im je bilo dostatno za normalno funkcioniranje tijekom

cijelog vegetacijskog razdoblja.

4.3. Utjecaj mineralne ishrane na provodljivost puci i intercelularnu

koncentraciju CO;

Provodljivost puci

Prva prepreka atmosferskom CO:> prilikom ulaska u list predstavljaju stanice zapornice
koje reguliraju otvorenost puci. Prema literaturnim podacima, od svih mineralnih hraniva

najznacajniju ulogu u procesu otvaranja i zatvaranja puci ima K (Barker 1 Pilbeam, 2007).
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Slika 3. Prosjecne vrijednosti (prikaz a) i sezonski trend (prikaz b) provodljivosti puéi (gs) bukovih
klijanaca tretiranih s kompletnom hranivom otopinom (KO) i hranivim otopinama u kojima su

izostavljeni dusik (-N), fosfor (-P), magnezij (-Mg) i Zeljezo (-Fe).

Prema tome, signifikantno nizu provodljivost puci (gs) kod klijanaca iz —N, -P i -Mg
tretmana u odnosu na klijance iz KO tretmana (Slika 3a) moguce je objasniti niskom
koncentracijom K u lis¢u ispod granice optimalne ishranjenosti (Tablica 1). Izuzetak
predstavlja —Fe tretman u kojem su bukovi klijanci imali podjednaku gs kao i klijanci iz KO
tretmana (Slika 3a) unato¢ nesto nizoj koncentraciji K u lis¢u klijanaca iz —Fe tretmana koja

takoder sugerira neadekvatnu ishranjenost s K (Tablica 1).

Uz K* ione vrlo vaznu ulogu u mehanizmu otvaranja i zatvaranja pudi ima i
apscizinska kiselina (ABA) koja se smatra biljnim hormonom stresa koji regulira rast,
zatvaranje puci, sintezu proteina i druge biokemijske procese u stresnim uvjetima. Prema
trenutnim spoznajama Fe ima vaznu ulogu u biosintezi ABA (Nambara i Marion-Poll, 2005;
Qin i Zeevaart, 2002; Taylor i sur., 2000; Thompson i sur., 2007; Xiong i Zhu, 2003). Prema
tome, u slucaju loSe ishranjenosti s Fe, u biljkama je obi¢no prisutna niska koncentracija ABA
koja tada ne moze u potpunosti zaustaviti prijenos K* iona u stanice zapornice $to rezultira
sporim i/ili nepotpunim zatvaranjem puci (Pantin i sur., 2013; Tombesi i sur., 2015) $to u
konacnici rezultira konstantnim odrzavanjem visoke provodljivosti puci (gs) i transpiracije.
Prethodno navedeno u odredenoj mjeri objasnjava relativno visoku gs kod klijanaca iz —Fe
tretmana koja se nije signifikantno razlikovala u odnosu na gs klijanaca iz KO tretmana (Slika
3a).

Prijenos K" iona kroz plazmatske mebrane stanica koje grade puci (stanice zapornice i
stanice susjednice) odvija se kroz K kanale ¢ija u¢inkovitost prijenosa K* iona u ili iz stanice
ovisi o prisutnosti nitratnog (NO3z") i klorovog (CI") iona te sintezi malata u citosolu (Tréankner
i sur., 2018). Prema tome, uz K*, i NOs ion (jedan oblik dusSi¢noga hraniva) ima odredenu

ulogu u procesu otvaranja i zatvaranja puci. U skladu s tim, rezultati ranijih istrazivanja
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provedenih na brojnim biljnim vrstama, ukljucuju¢i i Sumsko drvece, ukazuju da adekvatna
ishranjenost biljaka s N pozitivno utjece na gs, odnosno da pod utjecajem loSe ishranjenosti
biljaka s N dolazi do opadanja gs (Eller i sur., 2016; Sun i sur., 2016). Nas rezultat u skladu je
s prethodno navedenim $to potvrduje najlosija ishranjenost klijanaca s N u —N i —Mg tretmanu

(Tablica 1) koji su ujedno imali i najnizu gs (Slika 3a).

Sveukupno gledano, klijanci iz —N, —P i -Mg tretmana imali su signifikantno nizu gs u
odnosu na klijance iz KO i —Fe tretmana (Slika 3a). Takav rezultat usporediv je s rezultatima
ranijih istrazivanja prema kojima loSa ishranjenost biljaka s N i P negativno utjeée na
funkcionalnost aquaporina (proteinskih kanala specijaliziranih za prijenos vode kroz
plazmatske membrane) uslijed ¢ega dolazi do snaznog opadanja gs (Carvajal i sur., 1996, Eller
i sur., 2016). Prema tome, moguce je pretpostaviti da u slucaju lose ishranjenosti s N i/ili P
voda ne moze slijediti K* ione prilikom njihova ulaska u stanice zapornice zadovoljavaju¢om

brzinom §to rezultira sporim porastom turgorskog tlaka, usporenim otvaranjem puci i niskom

Os.

Prema jednom dijelu literaturnih podataka Mg nema znacajniju ulogu u mehanizmu
otvaranja i/ili zatvaranja puci (Trankner i sur., 2018) Sto je potkrijepljeno rezultatima ranijih
istrazivanja prema kojima losija ishranjenost biljaka s Mg nema negativnog utjecaja na gs i/ili
intercelularnu koncentraciju CO- (Lasa i sur., 2000, Tang i sur., 2012, Yang i sur., 2012).
Medutim, postoje i literaturni navodi prema kojima Mg utje¢e na veliki broj fizioloskih
procesa povezanih s vodnim statusom biljaka (Carvajal i sur., 1999, Rao i sur., 1987, Barker i
Pilbeam, 2007). U naSem slucaju, utjecaj ishranjenosti bukovih klijanaca s Mg na gs i/ili
cjelokupnu fotosintetsku aktivnost nije moguce realno procijeniti jer koncentracija Mg u lis¢u
klijanaca iz svih tretmana ukazuje na njihovu dobru ishranjenost s Mg. Medutim, klijanci iz -
Mg tretmana imali su neSto niZu koncentraciju Mg u liS¢u nego klijanci iz ostalih tretmana
(Tablica 1). Uz to, klijanci iz —Mg tretmana ujedno su imali i najnizu gs (Slika 3a) te najvisu
intercelularnu koncentraciju CO: (Slika 4a) $to ide u prilog postojanju odredene uloge Mg u

regulaciji vodne ravnoteze kod bukovih klijanaca.

Kod klijanaca iz svih tretmana najviSe vrijednosti gs zabiljeZene su sredinom
vegetacijskoga razdoblja (krajem lipnja i po¢etkom srpnja) nakon Cega je gs pocela blago
opadati (Slika 3b). Takav rezultat u skladu je s rezultatima ranijih istrazivanja provedenih na
obi¢noj bukvi prema kojima gs U drugom dijelu vegetacijskoga razdoblja polagano opada Sto
se povezuje sa raznovrsnim oSte¢enjima stomatalnog aparata 1 otezanog otvaranja puci (Gale 1

sur., 2007, Pflug i sur., 2018).
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Slika 4. Prosje¢ne vrijednosti (prikaz a) i sezonski trend (prikaz b) intercelularne koncentracije CO>
(ci) bukovih klijanaca tretiranih s kompletnom hranivom otopinom (KO) i hranivim otopinama u
kojima su izostavljeni dusik (-N), fosfor (-P), magnezij (-Mg) i zeljezo (-Fe).

Prema rezultatima naseg istrazivanja, najnizu ci imali su klijanci iz KO tretmana koja
se nije signifikantno razlikovala u odnosu na —N, —P i —Fe tretman. Medutim, c; kod klijanaca
iz —Mg tretmana bila je signifikantno vi$a u odnosu na ostale tretmane (Slika 4a). Tako visoka
ci kod klijanaca iz —Mg tretmana ukazuje da bi Mg mogao imati vaznu ulogu u provodljivosti
mezofila kod obi¢ne bukve. Medutim, u obzir treba uzeti ¢injenicu da su klijanci iz —Mg
tretmana bili optimalno ishranjeni s Mg ali su ujedno bili najlosije ishranjeni s K (Tablica 1)
¢ija je uloga u provodljivosti mezofila za CO2 mnogo bolje dokumentirana nego uloga Mg. U
literaturi trenutno nije moguce pronaci podatke o izravnom utjecaju ishranjenosti biljaka s Mg
na provodljivost njihova mezofila (Trankner i sur., 2018). Medutim, neizravan utjecaj lose
ishranjenosti biljaka s K 1 Mg na provodljivost mezofila najces¢e se dovodi u vezu s
anatomskom gradom lis¢a (Pettigrew, 1999; Gerardeaux i sur., 2010; Jin i sur., 2011; Lu i
sur., 2016) i/ili koncentracijom otopljenih Secera u lis¢u (Cakmak i sur., 1994; Lavon i sur.,
1995; Gerardeaux i sur., 2010). Naime, pod utjecajem loSe ishranjenostim biljaka s Mg i/ili K
dolazi do produkcije tanjeg lis¢a koje ima malu zapremninu intercelularnih prostora, a ujedno
je gradeno i od velikog broja malih stanica §to sve skupa negativno utje¢e na provodljivost
mezofila za CO.. Anatomsku gradu lis¢a koja nepovoljno utjece na provodljivost mezofila
moguce je determinirati na temelju poviSene specificne lisne mase (Syvertsen i sur.,1995;
Hanba i sur.,1999). Prema nasim rezultatima specifi¢na lisna masa (SLM) bukovih klijanaca u
svim je tretmanima bila podjednaka (podatak nije prikazan). Prema tome, u nasem slucaju
anatomska grada lis¢a vjerojatno nije imala znacajnijeg utjecaja na izazivanje razlika u c; i/ili

provodljivosti mezofila za COa.
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U lis¢u biljaka koje su loSije ishranjene s K 1/ili Mg dolazi do nakupljanja
nestrukturnih ugljikohidrata zbog njihova otezanog premjestanja floemom Sto takoder
negativno utjece na difuziju CO> kroz mezofil lis¢a (Cakmak i sur., 1994; Lavon i sur., 1995).
S jedne strane, K* ioni predstavljaju vrlo vaznu osmotski aktivnu tvar u floemskom soku koja
uz saharozu i amino spojeve regulira transport otopljenih tvari floemom (Lalonde i sur.,
2003). S druge strane, Mg regulira rad enzima H*-ATPaze (adenozintrifosfataze)
odgovornoga za odrzavanje protonskog gradijenta izmedu stanica floema koji takoder ima
znacajan utjecaj na transport otopljenih tvari floemom (Hanstein i sur., 2011). Prema tome,
losa ishranjenost biljaka s K i/ili Mg usporava transport otopljenih tvari floemom i rezultira
nakupljanjem saharoze u mezofilu lis¢a $to negativno utjece na njegovu provodljivost za CO>
(Carroll i sur., 2014, Holtta i sur., 2017). Upravo to bi mogao biti jedan od glavnih razloga
prilicno visokih vrijednosti ¢; (Slika 4a i b) i/ili slabe provodljivosti mezofila za CO. kod
bukovih Klijanaca iz —Mg tretmana koji su bili nesto losije ishranjeni s Mg i K u odnosu na

klijance iz ostalih tretmana (Tablica 1).

Kako je ve¢ ranije spomenuto, u literaturi je vrlo teSko prona¢i podatke o izravnom
utjecaju mineralnih hraniva na provodljivost mezofila. Njihov se utjecaj na provodljivost
mezofila najeS¢e objasnjava u kontekstu indirektnog utjecaja na cijeli niz biokemijskih
procesa koji se odvijaju u lis¢u (Von Caemmerer i Evans, 1991; Warren, 2004). Primjerice,
prema nekim istrazivanjima povecana koncentracija K u lis¢u pozitivno utjece na aktivnost
enzima ugljicne anhidraze (Mohammad i Naseem, 2006) koji katalizira povezivanje CO> i
H20 u karbonatnu kiselinu §to pozitivno utje¢e na difuziju CO. kroz citosol i stromu
kloroplasta prema enzimu RUBISCO (Berghuijs i sur., 2017). Uz to, valja napomenuti da
provodljivost mezofila uz anatomsku gradu liS¢a 1/ili nakupljanje otopljenih tvari u liS¢u ovisi
1 o ekspresiji proteina kao $to su ve¢ ranije spomenuti aquaporini koji uvelike olakSavaju
prelazak CO> kroz plazmatske membrane stanica koje tvore mezofil lis¢a (Wang i sur., 2016).
S obzirom da je njihova ekspresija, aktivnost i prisutnost u plazmatskim membranama u
pozitivnoj korelaciji s koncentracijom N, P i K u lis¢u biljaka (Kanai i sur., 2011; Wang i sur.,
2016) nije iznenadujuce da su klijanci iz KO tretmana (koji su bili prilicno dobro ishranjeni s
N, P i K) imali najnizu ci (Slika 4a i b) sto prema Flexas i sur., (2008) sugerira na dobru

provodljivost mezofila za CO,.

4.4. Utjecaj mineralne ishrane na biosintezu klorofila
Biosintetski put klorofila sastoji se od niza reakcija koje se odvijaju u plastidima

(kloroplastima), a cijeli put se moze podijeliti u Cetiri faze (Taiz i Zeiger, 2010). U prvoj fazi
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sintetitizira se 6-aminolevulinska kiselina (6-ALA) ¢iju stopu sinteze kontrolira Fe (Pushnik i
sur., 1984). Prema tome, uredna siteza 6-ALA uvelike ovisi 0 adekvatnoj ishranjenosti biljke s
Fe, a koncentracija klorofila ¢esto korelira sa koncentracijom Fe u lis¢u (Rout i Sahoo, 2015).
U konacnici, krajnji produkt prve faze su molekule porfobilinogena (PBG) koje nastaju
kondenzacijom o-ALA (Taiz i Zeiger, 2010).Druga faza obuhvaca cijeli niz kemijskih
reakcija pod ¢ijom kontrolom iz molekula porfobilinogena nastaje protoporfirin IX (Taiz i
Zeiger. 2010). U treéoj fazi dolazi do umetanja magnezijeva iona (Mg?*) u protoporfirin 1X
pri ¢emu nastaje prstenasti sustav bogat dvostrukim konjugiranim vezama sa labavo vezanim
elektronima (Taiz i Zeiger, 2010). Prema tome, niska koncentracija klorofila u liS¢u
predstavlja uobicajeni odgovor biljaka na neadekvatnu ishranjenost s Mg (Mengutay i sur.,
2013, Faust i Schubert, 2016, Trankner i sur., 2016). U zadnjoj, ¢etvrtoj fazi biosintetskog
puta dolazi do sinteze klorofila a iz kojega se naknadno sintetizira klorofil b (Ridiger, 2002).

a) 30 - —e—KO —e— N -p —— Mg —e— -Fe
28 4
26 A
o 24 4
Q
22 4
20 A
18 -
16 -
22.05. 29.05. 04.06. 12.06. 19.06. 26.06. 03.07. 10.07. 17.07. 24.07. 31.07. 23.08. 11.09. 30.09. 09.10. 16.10.
Treatman - Treatment Datum - Date

Slika 5. Prosje¢ne vrijednosti (prikaz a) i sezonski trend (prikaz b) klorofilnoga indeksa (CCI) bukovih
klijanaca tretiranih s kompletnom hranivom otopinom (KO) i hranivim otopinama u kojima su

izostavljeni dusik (-N), fosfor (-P), magnezij (-Mg) i Zeljezo (-Fe).

Prema nasim rezultatima najniZi indeks sadrzaja ukupnih klorofila u lis¢u (CCI) imali
su upravo Klijanci u —Mg tretmanu (Slika 5a i b) $to je u skladu s rezultatima ranijih
istrazivanja prema kojima se uobicajeni odgovor biljaka na neadekvatnu ishranjenost s Mg
ogleda u niskoj koncentraciji klorofila (Mengutay i sur., 2013; Faust i Schubert, 2016,
Trankner i sur., 2016). Za razliku od CCl-a u —Mg tretmanu koji je bio signifikantno nizi u
odnosu na KO tretman, CCl u —Fe tretmanu nije bio signifikantno nizi u odnosu na KO
tretman (Slika 6a). Takav bi rezultat mogao sugerirati da su Kklijanci iz svih tretmana bili
podjednako dobro ishranjeni s Fe (Tablica 1) S§to je moglo rezultirati izostankom
signifikantnih razlika izmedu —Fe i KO tretmana s obzirom na CCI. Klijanci iz -N i —P

tretmana imali su podjednak CCI koji je bio nesto nizi u odnosu na KO tretman, ali ne
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signifikantno (Slika 5a). S obzirom na to i trenutne spoznaje o utjecaju N i P na biosintezu
klorofila, takav rezultat mogucée je interpretirati na dva nacina. S jedne strane, razina
ishranjenosti klijanaca vrste Larix olgensis s N i P pozitivno korelira sa stopom sinteze 6-
ALA, PBG i koncentracijom klorofila u lis¢u (Wu i sur., 2006). To je u skladu s naSim
rezultatima, prema kojima bukovi klijanci iz KO tretmana imaju nesto vi$i CCI u odnosu na —
N i —P tretman (Slika 5a). S druge strane, neadekvatna ishranjenost klijanaca vrste Fraxinus
mandshurica sa P nije imala negativnog utjecaja na biosintezu klorofila i njihovu ukupnu
fotosintetsku aktivnost (Wu i sur., 2004). To je takoder u skladu s nasim rezultatima prema

kojima se CCl u KO i —P tretmanu nije signifikantno razlikovao (Slika 5a).
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5. ZAKLJUCAK

Dobiveni rezultati u skladu su s prijaSnjim istraZivanjima i potvrduju povezanost
izmedu ishrane bukovih Klijanaca s N, P, Mg, Fe i parametara koji opisuju njihovu
fotosintetsku aktivnost. Klijanci iz KO tretmana (tretmana kompletnom hranivom otopinom)
pokazali su najbolje performanse u svim parametrima fotosintetske aktivnosti. Nadalje,
koncentracije N, P, Mg 1 Fe u suhoj tvari liS¢a bile su ocekivano najnize u tretmanima U
kojima su se ta hraniva uskracivala,iako -Mg i —Fe tretman nisu rezultirali suboptimalnom
ishranjenos¢u klijanaca s Mg 1 Fe. Generalno, ocekivale su se znacajnije razlike izmedu
kontrolnog i ostalih tretmana, a to se moze pripisati ¢injenici da su klijanci prije iskapanja
rasli na prirodnom stanistu te da su u tom periodu uspjeli prikupiti zalihe mineralnih hraniva u
debalcu i supkama koji su Koristili kasnije za vrijeme tretmana. Pretpostavka, koja bi se mogla
ispitati daljnjim istrazivanjima, je da bi razlike u fizioloSkoj i morfoloskoj konstituciji u iducoj

vegetacijskoj sezoni bile izrazenije jer bi klijanci potrosili nakupljene zalihe hraniva.
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