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Sazetak

Zavr$nog rada studentice Nika Perkovi¢ naslova

UTJECAJ ZVUKA OD 1 KHZ NA RAST BILJKE | AKTIVNOST
ANTIOKSIDACIJSKIH ENZIMA KOD BOSILJKA

Biljke percipiraju zvuk kao mehanicki podrazaj koji utjece na promjene u metabolizmu stanice.
Dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je da zvu¢ni podrazaji mogu utjecati na stopu klijanja i
povecati rast i razvoj biljaka, tolerantnost biljaka na suSu. Medutim izlaganje biljaka umjetnom
zvuku razli¢itih frekvencija moze imati i Stetne u¢inke na metabolizam stanice. Stoga je vrlo
vazno utvrditi koje frekvencije zvuka utjecu pozitivno, a koje negativno na rast i razvoj biljaka..
Cilj ovog rada je utvrditi utjecaj zvuka od 1000 Hz na rast biljke i aktivnost antioksidacijskih
enzima (peroksidaze i superoksid - dismutaze) kod bosiljka. Dobiveni rezultati utvrduju
negativan utjecaj zvuka frekvencije 1000 Hz na duljinu biljke i lisnu povrsinu, kao i na masu
svjeze tvari. Tretman zvukom takoder je utjecao na smanjenje sadrzaja ukupnih proteina u listu

bosiljka te na pojacanu aktivnost enzima peroksidaze i superoksid — dismutaze.

Kljuéne rijeéi: bosiljak, zvuk, morfoloske karakteristike, antioksidacijski enzimi



Summary

Of the final work — student Nika Perkovi¢, entitled

INFLUENCE OF 1 KHZ SOUND ON PLANT GROWTH AND ACTIVITY OF
ANTIOXIDANT ENZYMES IN BASIL

Plants perceive sound as a mechanical stimulus that affects changes in the metabolism of the
cell. Previous research has shown that sound stimuli can affect the germination rate and increase
plant growth and development, plant tolerance to drought. However, exposing the plants to
artificial sound of different frequencies can also have adverse effects on the metabolism of the
cell. Therefore, it is very important to determine which sound frequencies have a positive, and
which have a negative effect on the growth and development of plants. The aim of this study
was to determine the influence of 1000 Hz sound on plant growth and activity of antioxidant
enzymes (peroxidase and superoxide - dismutase) in basil. The obtained results establish the
negative influence of sound with a frequency of 1000 Hz on the length of the plant and leaf
surface, as well as on the fresh weight of plant. Sound treatment also reduced total protein
content in the leaf of the basil and increased the activity of the enzymes peroxidase and

superoxide — dismutase.

Keywords: basil, sound, morphological characteristics, antioxidant enzymes



1. Uvod

Biljke igraju vitalnu ulogu u odrzavanju zivota na Zemlji. Nastanjuju gotovo sve tipove
staniSta te se prema njemu i dijele na vodene, moc¢varne, biljke vlaznih i suhih stanista, slanih i
pjescanih podrucja, biljke u pukotinama stijena, na sjenovitim i na osun¢anim mjestima. Zemlja
danas broji preko 330 000 biljnih vrsta, te se svi slazu da su mnogobrojne vrste jo§ uvijek
neotkrivene. Postojanje ljudskih bi¢a takoder je pod izravnim utjecajem biljaka. Biljke
osiguravaju hranu; sirovine za industriju, kao $§to su drvo, smole, ulja i guma; vlakna za
proizvodnju tkanina i uzadi; lijekove; insekticide i goriva. Vise od polovice ljudske populacije
oslanja se na rizu, kukuruz i pSenicu kao primarni izvor hrane. Osim komercijalne i estetske
vrijednosti, biljke ¢uvaju i druge prirodne resurse Stite¢i tlo od erozije, kontrolirajuéi razinu i

kvalitetu vode te stvarajuci povoljnu atmosferu za zZivot.

Biljke svrstavamo u sesilne organizme. Kao sjedec¢i organizmi, reagiraju na promjene u
okolini te svoj rast i razvoj prilagodavaju istima. Dakle, na njihov rast i razvoj utjeu ¢imbenici
okolisa poput vode, temperature, svjetlosti i tla. Iako nedovoljno istrazeno, utvrdeno je da biljke
reagiraju i na zvuk. Biljke osjecaju razliite zvucne frekvencije, od onih umjetno odabranih sve
do reprodukcije snimljenih prirodnih zvukova. Nedavna studija je utvrdila da biljni organizmi
percipiraju zvuk kao mehanic¢ki podrazaj i prevode ga u stani¢ne i metabolicke promjene

(Frongia i sur. 2020.).

Poznato je da je voda jedan od najvaznijih ¢imbenika za opstanak biljke. Tako korijen
Arabidiopsisa raste prema zvuku od 200 Hz, jer se smatra da je to frekvencija zvuka koji
proizvodi tekuca voda. Takoder, sadnice kukuruza usmjeravaju svoj korijen prema izvoru
zvuka 220 Hz. Istrazivanje Khait i sur. (2019.) navodi da biljke percipiraju zvuk grmljavine,
koja obic¢no prethodi obilnim kiSama. Time se biljke pripremaju za nadolazece oborine, te mogu

zatvoriti svoje cvjetove kako bi se zastitile od jake kiSe.

Zvucni podrazaji mogu utjecati na stopu klijanja i povecati rast i razvoj biljaka (Vincent
2017.), poboljsavajuci prinos nekih usjeva (Cai i sur. 2014.). Nadalje, zvucni valovi mogu
poboljsati imunitet biljaka protiv patogena (Choi i sur. 2017.) i takoder mogu povecati njihovu
otpornost na susu (Lopez-Ribera i Vicient 2017.). Izlozenost zvuku odredenih frekvencija
takoder povecava ucinkovitost apsorpcije svjetlosne energije Sto se prevodi u vecu

fotosinteticku energiju (Cai i sur. 2014.).



Danas se zvuk primjenjuje u poticanju rasta biljaka, poboljSanju funkcionalne proizvodnje
metabolita, osiguranju visokog prinosa, u svrhu zastite od Steto¢ina i dr. (Bhandawat i Jayaswall
2022.).

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovog rada je utvrditi utjecaj zvuka od 1 kHz na rast biljke i aktivnost antioksidacijskih
enzima kod model biljke bosiljka.



2. Pregled literature

2.1. Zvuk

Zvuk je mehanicki val koji nastaje titranjem Cestica koje ¢ine medij. Takvi se valovi Sire
prenosenjem poremecaja elasticnog medija, tj. prenoSenjem poremecaja tlaka na susjedne
Cestice, Sire¢i se U obliku longitudinalnih valova u teku¢inama i plinovima te u obliku
longitudinalnih i transverzalnih valova u ¢vrstim tvarima (Hrvatska enciklopedija, mrezno
izdanje, 2013. — 2024.). Zvuk koji ¢uje ljudsko uho nalazi se u rasponu od 16 Hz do 20 Hz.

Visina (frekvencija) zvuka mjeri se u hercima (Hz), a glasnoca se izraZzava u decibelima (dB).

Zvuk frekvencija nizih od 20 Hz nazivamo infrazvuk, a generiraju ga prirodne katastrofe
poput potresa i erupcija vulkana. Ultrazvukom nazivamo valove koji nastaju titranjem
frekvencija izvora zvuka visih od 20 Hz (¢uju ga zivotinje poput SiSmisa i dupina, a koriste za
navigaciju i lov) ( ORL — Centar za sluh i govor), a visih od 1 GHz (frekvencije vece od 1
milijardu Hz) hiperzvukom. lzazvanu promjenu tlaka zraka (akusti¢ni tlak) ljudsko uho osjeca

kao zvuk.

Glasnoc¢u zvuka ljudsko uho percipira kao jakost zvuka koja ovisi o frekvenciji i jakosti.
Razina glasnoce izrazava se u fonima i jednaka je razini jakosti u decibelima koje odgovaraju

zvuku frekvencije od 1 kHz na cijelom podrucju, od ¢ujnosti do granice bola (Mikuli¢ 2017.).

Tablica 1. Razina glasnoée zvukova izrazena u decibelima

Zvuk Razina glasnocée (dB)
Raketa za polijetanje 180 — 200
Motor zrakoplova 140
Pneumatski ¢eki¢ 100
Bucna glazba 90
Prometna ulica 80
Normalan razgovor 60
Sapat 20
Sustanje lis¢a 10

Izvor: Frongia i sur. 2020.

Ostecenje bubnjica, time i sluha izaziva razina glasnoc¢e od 140 dB, a moze ga prouzrociti i

kratkotrajna buka s razinom jakosti od 120 dB (Mikuli¢ 2017.).



Tretmani zvukom utjecu na rast i razvoj biljaka, sintezu bjelancevine i aktivnost enzima,
a ovise o frekvenciji, razini tlaka, kao i trajanju i razdoblju izloZenosti. Don Carlson je tijekom
70- ih godina osmislio tehniku sonic bloom, a predstavlja zvukove u rasponu frekvencija pti¢jeg
pjeva. Te frekvencije utjeCu na otvaranje puci i proces transpiracije, sto omogucuje lakse
usvajanje i kretanje hranjivih tvari i vode kroz biljku. Brojna istraZivanja utvrdila su da zvuk
utjece na ubrzano klijanje sjemena, otpornost na odredene klimatske uvjete, brzi rast korijena,
lisne mase, aktivnost enzima... (Chuanren i sur. 2004., Hassanien i sur. 2014., Yang i sur.
2002., Yang i sur. 2003.).

2.2. Percepcija zvuka i njegov ucinak na biljke

Biljke komuniciraju slanjem hlapivih kemijskih signala (hlapivih spojeva) i putem
mreze gljiva koje umrezavaju njihovo korijenje (Frongia i sur. 2020.). Hlapivi spojevi sudjeluju

u interakciji biljaka s drugim biljkama, oprasiva¢ima i mikroorganizmima.

Nedavnim istrazivanjem je utvrdeno da biljke takoder mogu producirati zvuéne valove
niskih frekvencija od 50 — 120 Hz. Koristenjem malih visoko osjetljivih zvuénih prijemnika
dokazano je da biljke emitiraju zvuk iz ksilema i slab ultrazvuk kad se nalaze u stresnim
uvjetima (Frongia i sur. 2020.). Zvuéni valovi mijenjaju stani¢ni ciklus biljke, tako §to ,,dotic¢u*
lis¢e biljke, ubrzavaju¢i protoplazmatsko kretanje u stanicama (Weiming i sur. 2015.).
Stimulacijom zvuénih valova moZe se povecati sadrzaj topivih Secera i proteina, a same
vibracije mogu utjecati na preraspodjelu mikrofilamenata, povecati razinu poliamina te

regulirati transkripciju odredenih gena (Chuanren i sur. 2004.).

Zabiljezeno je da zvuk od 1 kHz s intenzitetom od 100 dB ima znacajan utjecaj na
sadrzaj ATP — a, aktivnost superoksid dismutaze (SOD) i sadrzaj topivih proteina u Kiviju, te
da su se aktivnosti SOD-a te sadrzaj proteina i ATP-a smanjile kada je zvuk bio vece
frekvencije i intenziteta od prethodno navedene (Yang i sur. 2002., Yang i sur. 2003.). Takoder
frekvencija zvuka od 1000 Hz s intenzitetom od 100 dB utjecala je na metabolizam i povecala
brzinu rasta korijena krizantema, te ubrzala klijanje uskolisne ljubicaste §isarke (Chuanren i
sur. 2004.).

Nedavno istrazivanje pokazuje da biljke zvuk percipiraju kao mehanicki podrazaj koji
kod biljaka rezultira stani¢nim i metabolickim promjenama (Frongia i sur. 2020.). Izlozenost
zvuku utjece na uéinkovitost apsorpcije svjetlosne energije koja se pretvara u fotosintetsku, te

na taj nacin utje¢e na povecanje prinosa usjeva (Hassanien i sur. 2014.).



U istrazivanju Frongia i sur. (2020.), dokazano je znacajno povecanje rasta pupoljaka
zelenog graha izlozenog frekvencijama od 2 kHz i intenzitetu od 90 dB. U istrazivanju Abdullah
i sur. (2019.), zeleni grah uzgajan je u komorama od prozirnog akrila, smjestenim na
otvorenom, u kontroliranim uvjetima. Grah je bio izlozen petorim vrstama akusti¢nih uzoraka
zvuka (sopran, klasi¢na glazba, recitacija Kur’ana, rock glazba i prirodni zvukovi), a rezultati
pokazuju da razlicite vrste akusti¢nih uzoraka zvuka djeluju na razli¢ite organe biljke zelenog
graha. Sopran je pozitivno utjecao na duzinu stabljike, a recitacija Kur ana poboljsala stvaranje
listova (prosjecno 7 listova). Kod rajcice je proucavan utjecaj zvuka uzastopnih frekvencija od
0,6 kHz, 1,24 kHz i 1,6 kHz na raj¢icu. Ukupni sadrzaj fenola, likopena i askorbinske kiseline
povecavali su se za Cak 70%, 20% i 14%. Najucinkovitija frekvencijska vrijednost, prema
rezultatima svih parametara mjerenih u plodovima rajéice (likopen, vitamin C, ukupni Seceri,

kiseline i ukupne razine polifenola), bila je 1,6 kHz (Atuntas i Ozkurt 2019.).

2.3. Stres

U suvremenoj poljoprivredi stres se javlja visestruko uveéan, kao rezultat i posljedica
intenzivne i neadekvatne moderne poljoprivrede, kao i nepravilne uporabe sredstava koja se u
njoj koriste. Za normalan rast i razvoj biljke, potrebni su optimalni uvjeti, medutim, optimalni
uvjeti za rast i razvoj biljaka rijetko su prisutni u tijeku vegetacije. Utjecaj vanjskih faktora koji

negativno utjeCu na metaboli¢ke procese, a ujedno i na rast i razvoj biljke, izazivaju stres.

Stresom nazivamo svaku promjenu faktora koji ometaju rast i razvoj biljke. Uzrokuju
ga bioticki i1 abioticki ¢imbenici, ukljucujuci i one antropogene (Mesic¢ i sur. 2022.). Abiotski
stres predstavlja neZive ¢imbenike okoline, poput ekstremne hladnoce, suse, nedostataka
svijetlosti, nepovoljnih svojstava tla, koji znatno utje¢u na rast i razvoj biljke. Rezultira
pojacanim nastankom slobodnih radikala u biljci, koji uzrokuju ostecenje stanica i povecavaju
osjetljivost na bolesti i1 Stetnike (Vukadinovi¢ 2020.). Ravnoteza izmedu nastajanja i
neutralizacije slobodnih radikala presudna je za odrzavanje aktivnog rasta i metabolizma biljaka
kao i njihove tolerancije na abiotski stres (Jug i sur. 2006.). Bioticki stres je stres koji se javlja
kao rezultat oSteCenja koje nanose drugi zivi organizmi, poput bakterija, virusa, gljivica,
korisnih i Stetnih insekata, korova i kultiviranih ili autohtonih biljaka (Umar i sur. 2021.).
Bioticki faktori oduvijek su u fokusu istrazivanja zbog znatnih gubitaka koje uzrokuju na usjevu

koji predstavlja izvor prihoda.



Ovisno o vremenu trajanja, stres moze biti kratkotrajan i dugotrajan (Mesic i sur. 2022.).
Slabiji se stres kompenzira adaptacijom i aklimatizacijom, dok jaci stres uzrokuje dugoro¢na
oStecenja koja dovode do smrti stanica (Devi i sur. 2017.). Adaptacija biljke na stres ukljucuje
morfoloske 1/ ili fizioloske karakteristike vrste, poput uvucenih stoma i/ili dubokog korijena
(Hall 1981.), a aklimatizacija oznacava prilagodbu odredenim uvjetima, temeljenu na promjeni

homeostaze.

Mehanizam koji omogucava biljci prezivljavanje stresnih uvjeta naziva se otpornost ili
rezistencija. Odgovor na stresne uvjete moze biti izbjegavanje stresa (U fazi dormantnosti) ili
tolerancija na stres. Kod biljaka koje imaju vecu toleranciju na izazvani stres, dolazi do
aktivacije gena i sinteze potrebnih enzima s ciljem prilagodbe stresnim uvjetima okoline (Jug i
sur. 2006.).



3. Ocimum basilicum L. (bosiljak)

3.1. Sistematika bosiljka

Bosiljak (Ocimum basilicum L.) je jednogodisnja biljka koja pripada porodici usnaca
lat. Lamiaceae. Porodici usnaca pripada oko 200 rodova s 3200 vrsta, od ¢ega je 65 vrsta roda
Ocimum. Porodicu karakteriziraju cvjetovi kojima su latice obi¢no spojene U gornju i donju
usnu. Podrijetlom iz Indije i sjeverne Afrike, rabi se kao zacin (u svjeZem, suSenom i smrznutom
obliku), kao etericno ulje u prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji, kao ukrasna biljka i u
narodnoj medicini kao lijek protiv raznih bolesti. U Hrvatskoj se uzgaja kao ljekovita i ukrasna
biljka. Cijela biljka bosiljka koristi se u ljekovite svrhe kao Herba Basilica i ulje Oleum Basilici.
Latinski naziv bosiljka sastoji se od rije¢i ocimum — koja oznacava naziv aromati¢ne biljke ili

djeteline i basilicum — gréke rijeci basilicos $to znaci kraljevski (Carevi¢ — Stanko 2013.).
Sistematika bosiljka:
Carstvo: Plantae
Odjeljak: Tracheophyta
Razred: Magnoliopsida
Red: Lamiales
Porodica: Lamiaceae
Rod: Ocimum

Vrsta: Ocimum basilicum



3.2. Morfologija bosiljka i porodice Lamiaceae

Biljke porodice usna¢a uglavnom su zeljastog, drvenastog i grmolikog oblika. Stabljike
su najceS¢e Cetverobridne s unakrsno nasuprotnim, nerazdijeljenim, Cesto zljezdastim
aromati¢nim listovima bez palisti¢a. Cvjetovi su vec¢inom dvospolni, a sastoje se od vjencica
koji je dvousnat. Unutar cvijeta nalazi se tucak s nadraslom, ¢etverodijelnom i ¢etverogradnom
plodnicom s po jednim sjemenim zametkom u svakom pretincu. Osim tucka, u cvijetu nalazimo
4 prasnika, od kojih su najéesc¢e 2 kraca (slika 3.2.1). Plod porodice usnaca je kalavac, koji se
raspada u 4 jednosjemena plodi¢a. U Republici Hrvatskoj se moze na¢i 30 rodova s oko 160
vrsta, medu kojima su najpoznatije vrste metvica, maj¢ina duSica, lavanda, kadulja, mrtva

kopriva itd.

Slika 3.2.1. Cvijet bosiljka

(Autor: Habus Jerci¢ 1. 2024)

Bosiljak je zeljasta biljka s razgranatom stabljikom koja moze narasti 50 — 80 cm i
razgranatim korijenom koji prodire plitko do 40 cm dubine. Listovi bosiljka su ovalni, usiljeni
na vrhu, a na rubovima rjede plitko nazubljeni. Veli¢ina listova proporcionalno se povecava od
vrha prema bazi stabljike. Mali bijeli cvjetovi cvatu od lipnja do kolovoza i smjeSteni su na

vrhu stabljike (slika 3.2.1). Plod bosiljka je sitan i tamnosmede boje. Najbolje uspijeva na



humusom bogatom, dubokom tlu poput aluvijalnih plodnih tala. S povrsine od 1 ha, moze se
dobiti 8000 — 10 000 kg sirove ili 2000 — 3000 kg suhe mase bosiljka, $to bi bilo 8 — 12 kg
eteri¢nog ulja (Carovi¢ — Stanko 2024.).

Razlikujemo mediteranski, indijski ili afri¢ki bosiljak, a uz njih postoje vise desetaka
genotipova bosiljka koja se razlikuju po boji, veli¢ini, mirisu i okusu (Shahrajabian i sur. 2020.).
Obzirom na izgled i veli¢inu lista, postoje vrste sa srednje velikim listovima, grmolike vrste sa
sitnijim listovima, kao §to su Piccolo, Omicum b. minimum, te vrste kojima su listovi veliine
dlana (Genovese, Foglia di lattuga). Osim po veli€ini listova, bosiljak se razlikuje 1 po aromi.
Tako zelene sorte karakterizira slada aroma, crvene karakterizira opor (pomalo gorak) okus i

miris, a ljubicaste sorte karakterizira jak okus nalik klin¢i¢u (slika 3.2.2).

Slika 3.2.2. Vrste bosiljka

(https://planthouse.hr/proizvod/sjieme/sjieme-povrca/bosiljak-genovese ,
https://www.rogersgardens.com/blogs/current-news-events/sun-kissed-basil-the-top-varieties-for-
southern-california-gardens , https://hr.topcombi.orq/7032417-types-and-description-of-the-best-

varieties-of-basil-their-cultivation-in-the-open-ground)

3.3. Ljekovita svojstva bosiljka

Prema glavnim kemijskim sastavnicama eteri¢nog ulja bosiljak se dijeli u 9 kemotipova.
Razlikujemo 4 glavna kemotipa: kemotip A (linalolski), kemotip B (metilkavikolski), AB
(sadrzi vise linalola, a manje metilkavikola) i kemotip BA (sadrzi vise metilkavikola, a manje
linalola) (Hrvatska enciklopedija, mrezno izdanje, 2013. — 2024.). Herba sadrzi 0,3- 0,6%
eterinog uja Cije su glavne komponente linalol, eugenol, estragol 1,8 cineol (tablica 3.3.1.).

Osim eteri¢nog ulja bosiljak sadrzi tanine, saponine i flavonoide. Djeluje kao karminativ,


https://planthouse.hr/proizvod/sjeme/sjeme-povrca/bosiljak-genovese
https://www.rogersgardens.com/blogs/current-news-events/sun-kissed-basil-the-top-varieties-for-southern-california-gardens
https://www.rogersgardens.com/blogs/current-news-events/sun-kissed-basil-the-top-varieties-for-southern-california-gardens
https://hr.topcombi.org/7032417-types-and-description-of-the-best-varieties-of-basil-their-cultivation-in-the-open-ground
https://hr.topcombi.org/7032417-types-and-description-of-the-best-varieties-of-basil-their-cultivation-in-the-open-ground

antitustik, diuretik i dezinficijens. Posjeduje antioksidativno i antimikrobno djelovanje (Carovic¢
— Stanko 2024.).

Tablica 3.3.1. Kemijski sastav bosiljka

Kemijski spoj %
1,8 — cineol 7,2

Cis linalool — oksid 0,38

Kamfor 0,49

Linalol 1

Bergamot 7,96

B elemen 1

B kubenen 1,10

Eugenol 8,26

Izvor: Zrle F. (2019.)

Makronutrijenati u 100 g svjezeg bosiljka (u mg)

= Kalij kalcij = magnezij = natrij = sumpor mfosfor

Grafikon 3.3.1. Makronutrijenti prikazani u mg u 100 g svjezeg bosiljka

lzvor: https://farms-hr.desigusxpro.com/posadka/ogorod/drugie-rasteniya/bazilik/dlya-pohudeniya-kak-
prinimat.html
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4. Materijali i metode

Bosiljak je uzgojen i evaluiran u laboratoriju te izlozen frekvenciji od 0 i 1000 Hz u
komori rasta Zavoda za oplemenjivanje bilja, genetiku i biometriku.

4.1. Uzgoj bosiljka

U plasti¢ne posude stavljeno je 160 g supstrata i posijana je po jedna sjemenka bosiljka
(slika 4.1.1.). Koristeni supstrat bio je Kekila TSM 3. Biljke su istoga dana zalijane s koli¢inom
vode od 0,6 dcl i stavljene u komoru rasta te su se posudice poklopile staklenim poklopcima.
Tijekom vegetacije koja je trajala 35 dana biljke su se zalijevale svaka dva dana s koli¢inom
vode od 0,3 dcl. Cetiri dana nakon stavljanja pokusa maknuti su stakleni poklopci (slika 4.1.2.)
i stavljeni su veéi plasti¢ni. Podetna temperatura u komori rasta iznosila je 23°C. Sesnaest dana
nakon temperatura je povecana na 25°C. Dvadeset dana nakon sjetve prorahljuje se supstrat i
sadnice tretmana sa zvukom se izlazu zvuku frekvencije od 1000 Hz uz intenzitet 80 — 90 dB.
Kontrolni tretman su predstavljale biljke koje nisu tijekom vegetacije bile izlozene zvuku

odredene frekvencije. Trideset i peti dan nakon sjetve pokus je bio zavrsen (slika 4.1.3.).

Slika 4.1.1. Vaganje supstrata (posudica + supstrat)
(Autor: Perkovi¢ N. 2024.)
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Slika 4.1.2. Dan postavljana pokusa — posudice poklopljene staklenim poklopcima

(Autor: Perkovi¢ N. 2024.)

Slike 4.1.3. Bosiljak na dan skidanja pokusa

(Autor: Perkovi¢ N. 2024.)
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4.2. Mjerenje morfoloskih svojstava bosiljka

Od morfoloskih svojstava na biljkama iz oba tretmana mjerene su duzine nadzemnog
dijela biljke i korijena (slika 4.2.1.), lisna povrsina (Slika 4.2.3.) te svjeza (slika 4.2.2.) i suha
masa tvari. Morfoloska svojstva su se mjerila trideset i peti dan nakon sjetve, tj. trinaest dana
nakon izlaganja zvuku.

Slika 4.2.1. Mjerenje duljine nadzemnog dijela biljke i korijena

(Autor: Perkovi¢ N. 2024.)
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Slika 4.2.3. Mjerenje lisne povrsine
Slika 4.2.2. Mjerenje svjeze tvari biljke (Autor: Perkovi¢ N. 2024.)
(Autor: Perkovi¢ N. 2024.)

4.3. Mjerenje sadrzaja ukupnih proteina i enzima SOD i POX

Nakon mjerenja morfoloskih svojstava, bosiljak se liofilizirao do konstantne mase.
Nakon liofilizacije, smljeven je u prah i provedeno je spektrofotometrijsko mjerenje sadrzaja
ukupnih proteina te aktivnosti enzima SOD i POX u listu.

4.3.1. Ekstrakcija proteina topivih u vodi

Izolacija proteina topljivih u vodi provedena je pomocu pufera koji je prireden na
slijede¢i nacin. U odmjernu tikvicu od 50 mL dodano je 1,58 mL 1 M otopine K2HPOy4, 0,96
mL 1M otopine KH2PO4, 500 pL. 10 mM EDTA (etilendiaminotetraoctena kiselina), 44 mg
askorbinske kiseline te potom voda do oznake. Odvagano je 100 mg biljnog tkiva na koje je
potom dodan 1 mL hladnog pufera te 200 uL 2%-tne otopine polivinilpolipirolidona (slika
4.3.1.1). Ovako priredena reakcijska smjesa ostavljena je preko noci pri temperaturi od 4 °C te
je potom centrifugirana pri 14 000 rpm u trajanju od 30 min pri 4 °C. Dobiveni supernatant

koristen je u kasnijim analizama.

14



Slika 4.3.1.1. Vorteksiranje uzorka
(Autor: Perkovi¢ N. 2024.)

4.3.2. Mjerenje sadrzaja ukupnih proteina

Supernatant od 60 puL uzorka pomijesan je s 3 ml Bradford reagensa te je ostavljen na
inkubaciju pri sobnoj temperaturi u trajanju od 10 min. Apsorbancija je izmjerena pri valnoj
duljini od 595 nm. Kvantifikacija proteina provedena je metodom vanjskog standarda uz

albumin iz seruma goveda kao standard. Rezultati su izraZzeni u mg/g suhog lista.

4.3.3. Mjerenje aktivnosti superoksid — dismutaze (SOD)

Za potrebe odredivanja sadrzaja SOD-a u ovome radu koriStena je spektrofotometrijska
metodom detekcije koja se temelji na upotrebi nitro plavog tetrazolijskog klorida (NBT) kao
supstrata, prema Giannopolites i Ries (1977.). U prisutnosti superoksidnih radikala, NBT se
reducira u neotopiv, plavo obojeni formazan koji se pokazuje apsorbacijski maksimum na
valnoj duljini od 560 nm. Ukoliko je prisutan SOD, redukcija samoga NTB-a je inhibirana.
Aktivnosti SOD-a izrazava se kao ona koli¢ina enzima koja uzrokuje 50% inhibicije redukcije

NBT-a pri 560 nm u prisutnosti riboflavina na svjetlu.
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U Kivetu je dodano 2,9 mL otopine koja se sastojala od 50 mM kalij-fosfatnog pufera
(KP-pufer) vrijednosti pH 7,0, 0,1 mM EDTA, 13 mM metionina i 75 uM nitro plavog
tetrazolijskog klorida (NBT). Potom je dodano 100 pL ekstrakta proteina i riboflavina do
konac¢ne koncentracije od 2 pM. Uzorci su zatim pomijeSani 1 stavljeni 10 min ispod izvora
svjetla te je bila pokrenuta reakcija koja je zaustavljena zamracivanjem uzoraka (slika 4.3.3.1).
Po zavrSetku reakcije apsorbancija je izmjerena pri valnoj duljini od 560 nm. Aktivnost SOD

izrazena je kao inhibicija redukcije NBT u %.
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Slika 4.3.3.1. Kivete ispod izvora svijetlosti

(Autor: Perkovi¢ N. 2024.)
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4.3.4. Mjerenje aktivnosti peroksidaze (POX)

Aktivnost peroksidaze (POX) mjerena je spektrofotometrijskom metodom. Pufer za
mjerenje aktivnosti POX-a sastojao se od 50 mM KP — pufera, 18 mM gvajakola i 5 mM H20..
U kivetu je dodano 950 uL pufera za mjerenje aktivnosti POX-a te 10 uL uzorka. Apsorbancija
je mjerena spektrofotometrom svakih 10 s tijekom 3 minute pri valnoj duljini od 470 nm.

Rezultati su izrazeni kao pM s™.
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5. Rezultati 1 rasprava

5.1. Rezultati morfoloskih svojstava

Tablica 5.1.1. prikazuje rezultate analize varijance (ANOVA) za duljinu nadzemnog dijela

biljke i korijena, suhu i svjezu masu tvari te lisnu povrsinu bosiljka.

Tablica 5.1.1. Analiza varijance morfoloskih svojstava

MorfoloSka svojstva

Tretman zvukom

F vrijednost Pr>F
Duljina nadzemnog dijela 49,48 ke
Duljina korijena 129,79 —
Svjeza masa 31,87 Kok
Suha masa 1,93 ns
Lisna povrSina 63,11 Kok

* ¥* k%% F vrijednost znac¢ajna kod p<0,05, p<0,01, p<0,001; ns - nije znacajno

Znacajan uc¢inak tretmana zvukom od 1000 Hz na biljke utvrden je za duljinu nadzemnog dijela,

duljinu korijena, svjeza masu biljke te lisnu povrsinu, dok na suhu masu biljke tretman zvukom

nije znacajno utjecao.
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5.1.1. Utjecaj tretmana zvukom na duljinu biljke

25

20,83 a

20

15 13,31a

13,28 b

10,30 b

Duljina (cm)

Stabljika ® Korijen

Grafikon 5.1.1.1. Prosjecne vrijednosti za duljinu nadzemnog dijela i korijena (cm)
(K —kontrola, T — tretman zvukom frekvencije 1000 Hz)

Vrijednosti istog svojstva oznacene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05)

Na grafu 5.1.1.1. prikazana je duljina nadzemnog dijela i korijena biljke. Tretman
zvukom frekvencije 1000 Hz utjecao je na duljinu stabljike bosiljka kao i na duljinu korijena.
Duljina stabljike izlozene zvuku iznosila je 10,30 cm, dok je stabljika kontrolnog tretmana
iznosila 13,31 cm. Duljina korijena izlozenog zvuku iznosila je 13,28 cm, dok je kod kontrolnog
tretmana iznosila 20,83 cm. Tretman zvukom od 1000 Hz rezultirao je slabijim rastom

nadzemnog dijela za 23% te korijena za 36%.

Rast biljaka rezultat je diobe stanica. Kako zvuk povecava protoplazmatsko kretanje u
biljnim stanicama, tako utjece i na proteinske strukture, fluidnost i propusnost membrane (Hu-
Cheng i sur. 2002., Keli i sur. 1999., Ziwei i sur. 1999.) Pove¢anjem fluidnosti Stanice se brze
dijele. Dokazano je da zvukovi u rasponu 20 Hz — 20 kHz utje¢u na rast biljaka i stani¢ni ciklus
(Chowdhury i sur. 2014., Ghoshi sur. 2016.). Tako je Dendranthema morifolium izlozena zvuku
od 1 kHz/ 100 Db pokazala povecanu brzinu rasta korijena (Zhao i sur. 2003.). lako osnova
mehanizma pobolj$anog rasta nije potpuno objasnjena, Bochu i sur. (2004.), Gosh i sur. (2006.),
navode da povecanje sadrzaja fitohormona u biljci poput indol - 3 - octene kiseline (IAA) i
giberelina poticu rast biljaka. Druga istrazivanja pokazuju da bi razlog povecanog rasta mogao

biti povecan sadrzaj topivih proteina i Secera (Yi i sur. 2003.).
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Medutim, rezultati ovog istrazivanja nisu u suglasnosti s rezultatima istrazivanja
navedenih autora. Pretpostavka je da je to zbog udaljenosti izvora zvuka od same biljke.
Udaljenost izvora zvuka od biljke iznosila je 35 cm, za razliku od navedenih istrazivanja u
kojima je udaljenost iznosila vise od 5 m. Zvuk (mehanicki val) u ovom istrazivanju jace je
,udarao® biljke. Osim toga, biljke bosiljka su neprekidno 13 dana bile izlozene zvuku

frekvencije 1000 Hz, dok su u drugim istraZivanjima biljke bile izloZene svaki dan po 60 min.

Takoder, vazno je obratiti pozornost i na uéinak refleksije u komorama rasta. Naime dio

zvuénog vala se odbija od zidova komore ¢ime se pojacava ucinak zvuénog vala.

5.1.2. Utjecaj tretmana zvukom na lisnu povrsinu

120
106,1a

100

80

66,3 b

60

Povrsina (cm?)

40

20

Grafikon 5.1.2.1. Prosje¢ne vrijednosti za lisnu povrsinu (cm?)
(K - kontrola, T — tretman zvukom frekvencije 1000 Hz)

Vrijednosti istog svojstva oznacene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05)

Na grafu 5.1.2.1. prikazane su prosje¢ne vrijednosti lisne povrsine izrazene u cm?.

Tretman zvukom frekvencije 1000 Hz znacajno je utjecao na lisnu povrSinu bosiljka. Prosje¢na
vrijednost lisne povrsine biljka izlozenih zvuku iznosila je 66,3 cm? dok je lisna povrsina

kontrolnog tretmana iznosila 106,1 cm?.
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Rezultati dobiveni u naSem istrazivanju u suprotnosti su s rezultatima Qi i sur. (2010.)
koji su utvrdili znacajno povecanje lisne povrsine kod jagoda pod utjecajem zvuka razli¢itih
frekvencija, medutim samo u poc¢etnom stadiju rasta i razvoja. U fazi pred cvatnju izloZenost
biljaka zvuku vise nije imalo znacajan uc¢inak na lisnu povrsinu. Njihovo istrazivanje provedeno
je u plasteniku i biljke su bile izloZene zvuku razli¢itih frekvencija i jaina sa u¢estalo$¢u svaki
drugi dan po tri sata. Stoga utjecaj zvuka na biljke u njihovom istrazivanju nije bio toliko

intenzivan kao u naSem.
5.1.3. Utjecaj tretmana zvukom na suhu i svjezu masu tvari

4,47 a

3,11b

04a 0,36a

0 ] T

K T

Masa svjeZe biljike B Masa suhe biljke

Grafikon 5.1.3.1. Masa svjeze i suhe biljke (g)
(K —kontrola, T — tretman zvukom frekvencije 1000 Hz)

Vrijednosti istog svojstva oznaCene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05)

Graf 5.3.1.1. prikazuje masu svjeZe i suhe biljke izrazene u gramima. Utjecaj zvuka
znacajno je utjecao na masu svjeze biljke bosiljka. Masa svjeze biljke izlozene zvuku iznosila
je 3,11 g, a u kontrolnom tretmanu 4,47 g. Za razliku od svjeze mase, masa suhe biljke nije se
znacajno razlikovala u kontrolnom tretmanu i tretmanu zvukom. U tretmanu zvukom, suha
masa iznosila je 0,36 g, a u kontrolnom 0,4 g. Tretman zvukom od 1000 Hz rezultirao je manjom

svjezom masom za 30 % te manjom suhom masom za 10%.
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Wang i sur. (2003.) su utvrdili da frekvencija zvuka 0,4 Hz s intenzitetom od 106 dB
znacajno utjeCe na povecanje mase svjeze biljke rize, kao 1 duljinu izdanka, aktivnost
korijenova sustava i indeks klijavosti. Weinberger i Measures (1979.) navode da je tretman
zvukom 5 kHz/ 92dB povecao broj vrhova korijena i suhu masu pSenice. Bochu i sur. (2003.)
utvrdili su znacajno povecanje svjeze mase rize kod tretmana frekvencije 400 Hz i 106 dB,

medutim s povecanjem frekvencije masa svjeze tvari se postupno smanjivala.

22



5.2. Rezultati kemijskih parametara

Tablica 5.2.1. prikazuje rezultate analize varijance (ANOVA) za ukupni sadrzaj proteina,
aktivnost superoksid — dismutaze i peroksidaze.

Tablica 5.2.1. Analiza varijance kemijskih parametara

Svojstva Tretman zvukom
F Pr>F
Ukupni sadrZaj proteina 217,66 Hekk
Aktivnost superoksid - dismutaze 367,8 *kk
Aktivnost peroksidaze 7,79 **

* & %% F vrijednost znacajna kod p< 0,05, p< 0,01

Visoko znac¢ajni u¢inak tretmana zvukom od 1000 Hz na biljke utvrden je za ukupni
sadrzaj proteina i aktivnost superoksid - dismutaze, a znac¢ajni u¢inak utvrden je za aktivnost

peroksidaze.
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5.2.1. Utjecaj tretmana zvukom na sadrzaj ukupnih proteina
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Grafikon 5.2.1.1. Ukupni sadrzaj proteina u listu (mg/g s.t.)
(K — kontrola, bez zvuka, T — zvuk frekvencije 1000 Hz)

Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05 )

Na grafu 5.2.1. prikazan je sadrzaj ukupnih proteina u listu. Tretman zvukom do 1000
Hz znacCajno je utjecao na smanjenje sadrzaja ukupnih proteina. Sadrzaj proteina u listovima
izlozenim zvuku iznosio je 0,01 mg/g s.t., dok je u kontrolni tretmanu iznosio 0,026 mg/g s.t..

Utjecaj zvuka od 1000 Hz smanjio je sadrzaj ukupnih proteina u listu za 62%.

Zvuk od 1000 Hz/100 dB utjece na povecanje aktivnost SOD-a i sadrzaja topivih
proteina u kalusu Kivija, ali se te vrijednosti smanjuju kada se frekvencija poveca (Xiaocheng i
sur., 2003.). Budu¢i da se u nasem istrazivanju radi o biljkama bosiljka koje su direktno izlozene
zvuku od 1000 Hz, a u prethodnom istrazivanju su izloZeni kalusi u zatvorenim Petrijevim
posudicama mozemo pretpostaviti da je zvuk ove jacine znacajnije djelovao na biljke bosiljka

koje su reagirale smanjenom sintezom proteina ve¢ na 1000 Hz.

24



5.2.2. Utjecaj tretmana zvukom na aktivnost superoksid — dismutaze (SOD)
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Grafikon 5.2.2.1. Aktivnost superoksid — dismutaze (%NBT)
(K - kontrola, bez zvuka, T — zvuk frekvencije1000 Hz)

Vrijednosti oznaéene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05)

Na grafu 5.2.2.1. prikazana je aktivnost superoksid - dismutaze. Tretman zvukom
frekvencije 1000 Hz znac¢ajno je utjecao na aktivnost SOD-a. Aktivnost superoksid —dismutaze
u listu izloZzenom zvuku iznosila je 54,2 % NBT, dok je u kontrolnom tretmanu iznosila 31,71

% NBT. Tretman zvukom povecao je aktivnost superoksid — dismutaze za 71%.

Zvuk pojacava sadrzaj topivih proteina, ATP, odredene fitohormone, poput ABA, te
zaStitne enzime kao §to su katalaza i superoksid — dismutaza u razli¢itim biljnim vrstama (Wang
i sur. 2002., da Silva i Dobranszki 2014.). Zastitni se enzimi aktiviraju kao odgovor na stresove
poput suSe, nedostatka hranjivih tvari, herbicida, temperaturnih fluktuacija i mnogih drugih
(Bhandawat i sur. 2020.)

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem u suglasnosti su s rezultatima Li i sur. (2008.)
koji su utvrdili povecanje aktivnosti superoksid — dismutaze (SOD), katalaze (CAT),
peroksidaze (POX) i askorbat peroksidaze (APX) u razli¢itim organima ljekovite Dendrobium
candidum. Istrazivanje je provedeno na biljkama koje su stimulirane zvu¢nim valom intenziteta
100 dB i frekvencijom 1000 Hz. Rezultati pokazuju pojac¢anu aktivnost enzima (SOD, POX,
CAT, APX) ulis¢u 6., 9. 1 12. dana, u stabljici 9. dana, a u korijenu 9. 1 12. dana.
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5.2.3. Utjecaj tretmana zvukom na aktivnost peroksidaze (POX)
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Grafikon 5.2.3.1. Aktivnost peroksidaze (um/s)
(K — kontrola, T — zvuk frekvencije 1000 Hz)

Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05)

Graf 5.2.3.1. prikazuje aktivnost peroksidaze u listu bosiljka. Tretman zvukom utjecao
je na aktivnost peroksidaze (POX), koja je u listu izloZenom zvuku iznosila 0,06 um/s, a u

kontrolnom tretmanu 0,03 um/s. Utjecaj zvuka povecao je aktivnost peroksidaze za 100%.

Istrazivanje provedeno na sadnicama krizantema tretirane zvu¢nim valovima intenziteta
100dB i frekvencijom 1000 Hz, utvrdilo je rezultate koji su u suglasnosti s rezultatima naseg
istrazivanja. Naime u ovom istrazivanju tretiranje zvukom tijekom 3, 6, 9, 12 i 15 dana (svaki
dan 60 min) rezultiralo je povecanjem aktivnosti antioksidativnin enzima peroksidaze,
superoksid — dismutaze i katalaze. Aktivnost enzima povecavala se 0visno o vrsti enzima i
vremenu trajanja tretmana ;aktivnost peroksidaze (POX) i katalaze povecala se tijekom 6 dana,

a aktivnost superoksid — dismutaze (SOD) tijekom 9 dana (Xiujuan i sur. 2003.).
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6. Zakljucak

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi utjecaj tretmana zvuka od 1000 Hz na rast biljke
bosiljka i aktivnost antioksidacijskih enzima. Od morfoloskih svojstava mjerena su duzina
nadzemnog dijela biljke i korijena, kao i lisna povrsina te masa suhe i svjeze tvari. Od kemijskih
parametara mjerio se sadrzaj ukupnih proteina, kao i aktivnost enzima superoksid - dismutaze

i peroksidaze.

Na osnovu dobivenih rezultata utvrdeno je da tretman zvukom od 1000 Hz i 90 dB utjece
na smanjenje duljine korijena, nadzemnog dijela, smanjenje lisne povrsine, kao i mase svjeze

biljke. Medutim na suhu masu, tretman zvukom nije znacajno utjecao.

Znacajan ucinak tretmana zvukom od 1000 Hz i 90 dB utvrden je kod svih mjerenih
kemijskih parametara. Utvrdeno je znacajno smanjenje sadrzaja ukupnih proteina te povecana

aktivnost superoksid - dismutaze i peroksidaze.
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