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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Andela Kartelo, naslova

UTJECAJ TEMPERTURNOG STRESA NA KLOROFILNU FLUORESCENCIJU
KOD KRUMPIRA

Krumpir je jedna od najvaznijih prehrambenih kultura za veéinu svjetske populacije, a ujedno
je vrlo osjetljiv na abiotske stresove. Kao posljedica klimatskih promjena ocekuje se znatno
povecanje temperature u narednim desetlje¢ima ¢ime se povecava rizik od stresa visokih
temperatura, jednog od najznacajnijih abiotskih stresova. Cilj ovog rada je utvrditi utjecaj
visokih temperatura na parametre klorofilne fluorescencije kod krumpira. Klorofilna
fluorescencija je jedna od najkoristenijih neinvazivnih metoda procijene stresa kod biljaka. U
pokusu je koristena sorta krumpira Bella Rosa. Nakon klijanja gomolja odvojeno je po sedam
biljaka za svaki od Cetiri temperaturna tretmana; 20/15 °C, 25/20 °C, 30/25°C i 35/30 °C. Nakon
deset dana uzgoja biljaka pri svakom tretmanu odredivana je klorofilna fluorescencija. Mjerenja
su obavljana slikanjem biljaka pomoéu CropReporter™ (PhenoVation B.V., Wageningen, The
Netherlands) uredaja. Podaci su analizirani jednosmjernom analizom varijance (ONE WAY
ANOVA) u statistickom programu SAS. Stres visokih temperatura negativno je utjecao na
ve¢inu mjerenih parametara klorofilne fluorescencije osim na maksimalnu efikasnost PSII
(Fv/Fm), najjace je utjecao na vrijednosti efektivne efikasnosti PSIl (Fq/Fm) te vrijednosti
nefotokemijskog ¢is¢enja (NPQ). Pri ¢emu je vrijednost Fq/Fn padala s porastom temperature
a vrijednost NPQ rasla s porastom temperature. Ovi rezultati upuéuju na zakljucak da je
smanjena efikasnost koriStenja svjetlosne energije rezultat zatvaranja reakcijskih centara

fotosustava pri visokim temperaturama te stoga povecanja nefotokemijsokg ¢iséenja.

Kljuéne rije€i: krumpir, visoka temperatura, klorofilna fluorescencija



Summary

Of the master’s thesis — student Andela Kartelo, entitled

EFECTS OF HIGH TEMPERTURES ON CHLOROPHYLL FLUORESCENCE
PARAMETERS ON POTATO

Potato is one of the most important food crops for most of the world’s population and is highly
vulnerable to abiotic stresses. As a result of climate change, a significant increase in temperature
is expected in the coming decades, increasing the risk of high temperature stress, one of the
most significant abiotic stresses. The aim of this study was to determine the influence of high
temperatures on the parameters of chlorophyll fluorescence in potatoes. Chlorophyll
fluorescence is one of the most widely used non-invasive methods for the assessment of the
plant stress. For the purpose of the experiment, tubers of the Bella Rosa variety were planted.
After germination, seven plants were selected for further grow in one of the four temperature
treatments: 20/15°C, 25/20°C, 30/25°C and 35/30°C. After ten days, chlorophyll fluorescence
parameters were determined. Measurements were performed by imaging the plants using a
CropReporter™ (PhenoVation B.V., Wageningen, The Netherlands) device. Data were
analyzed by one-way analysis of variance (ONE WAY ANOVA) in the SAS statistical
program. High temperature stress negatively affected most of the measured parameters of
chlorophyll fluorescence except for the maximum efficiency of PSII (F./Fm). Most affected
were the values of the effective efficiency of PSII (Fq/Fm’) and the values of nonphotochemical
quenching (NPQ). Where the value of Fq/Fn decreased with increasing temperature and the
value of NPQ increased with increasing temperature. These results suggest that under the high
temperatures potato has lower light use efficiency due to closure of PSII reaction centers and
excess light energy is dissipated through the nonphotochemical quenching.

Keywords: potato, high temperatures, chlorophyll fluorescence



1. Uvod

Krumpir je Cetvrta najvaznija prehrambena kultura na svijetu nakon pSenice, kukuruza i rize s
311 milijuna tona proizvedenih na 19 milijuna hektara uz prosjecni prinos svjeze mase 16,4 t
ha't(FAO, 2003). Brojke variraju po zemljama od 2 do 44 t ha™*. Osim sto je glavna namirnica,
krumpir se uzgaja i kao povrée za stolnu upotrebu, preraduje se u pomfrit i Cips te koristi za
susene proizvode i proizvodnju Skroba. Prerada je najbrze rastuci sektor svjetske ekonomije
krumpira, a danas preradivaci grade tvornice U zemljama u kojima se krumpir prvenstveno
uzgaja kao osnovna hrana. U nekim se zemljama krumpirom jo$ uvijek hrane Zivotinje no ta
upotreba krumpira se smanjuje. U mnogim zemljama Azije, Afrike te Srednje i juzne Amerike
postoji potreba za povec¢anom i stabilnom proizvodnjom krumpira kako bi se zadovoljili sve
veéi zahtjevi za hranom rastuce ljudske populacije, tijekom razdoblja promjene okolisa
(ukljuéujuci klimatske promjene). Pozeljan je krumpir s poboljSanim hranjivim i zdravstvenim
svojstvima, no potrebniji su povecani i stabilni prinosi kako bi se iskorijenili glad i siromastvo.
U zemljama u kojima je postignuta prehrambena sigurnost, industrija krumpira pokusava
povecati upotrebu krumpira na ekonomski i ekoloski odrziv na¢in. Naglasak je na veéem
prinosu utrzivog proizvoda uz smanjene troskove proizvodnje, smanjenoj upotrebi pesticid i
fungicida, boljoj upotrebi vode i gnojiva te zadovoljavanju zahtjeva potroSaca za zdravom
praktiénom hranom i novim proizvodima. Ti ¢e se ciljevi posti¢i novim sortama, boljim
upravljanjem usjevima i boljim koristenjem resursa, boljim skladistenjem nakon berbe, boljom
kontrolom Stetnika i bolesti te boljim razumijevanjem socijalnih, ekonomskih i trzi$nih

¢imbenika koji utjecu na globalnu proizvodnju i distribuciju (Vreugdenhil, 2007)

Visoka temperatura (HT) oznacava temperature dovoljno visoke da oStete metaboli¢ke procese
1 utjeCu na rast i razvoj biljaka (Balla i sur. 2009). Medu abiotskim stresovima HT stres je jedan
od najstetnijih stresova koji prijeti vecoj produktivnosti i rastu biljaka u cijelom svijetu. (Nahar
i sur. 2015). Prema predvidenom scenariju globalnih klimatskih promjena, o¢ekuje se da ¢e se
prosjeéne temperature povecati za od 1,8 do 4,0°C ili vise do 2100. godine u usporedbi s
prosjekom 1980-2000 (IPCC 2007). PoviSenje prosje¢ne temperature za svaki stupanj Celzija
moze smanjiti prinos usjeva do 17%, a biljke na nizim nadmorskim visinama pobje¢i ¢e prema
vi§im nadmorskim visinama (Lobell i Asner 2003; Ozturk i sur. 2015). Denaturacija proteina,

inaktivacija enzima i poremecéaj membranske strukture neki su od primarnih u¢inaka oste¢enja



HT-a koji su odgovorni i za oSteCenje stani¢nih organela. Te anomalije koce rast i razvoj biljaka
(Howarth 2005; Hemantaranjan i sur. 2014). Blagi stres visokih temperatura smanjuje rast i
dijeljenje stanica; s druge strane, pojacani stres visokih temperatura rezultira programiranom
smr¢u stanica. OZegotine ne liS¢u i granama, opekline od sunca na biljnim organima te starenje
i odbacivanje liS¢a vizualni su simptomi o$tec¢enja biljke stresom visokih temperatura.
Odgodena klijavost sjemena, gubitak energije klijanja, abnormalan razvoj sadnica, smanjeni i
promijenjeni vegetativni obrazac rasta, muska sterilnost, neplodni zenski gametofit,
odbacivanje oplodenih zametaka, apscizija ploda i deformirani plodovi ¢esti su uéinci stresa
visokih temperatura. Fizioloski procesi kao $to su transport vode i hranjivih tvari, fotosinteza,
disanje, transpiracija i razdvajanje suhe tvari - niti jedan nije liSen $tetnih u¢inaka uzrokovanih
HT-om. (Hasanuzzaman i Fujita 2013; Bresti¢ i sur. 2014; Nahar i sur. 2015). Stoga HT

ozbiljno smanjuje prinos uzgajanih i divljih biljnih vrsta (Ozturk i sur. 2009).

Klorofilna fluorescencija jedna je od najpoznatijih i najkoriStenijih neinvazivnih metoda koja
se koristi u fiziologiji bilja (Maxwell i Johnson, 2000). Podatci o koli¢ini fluorescencije su
potrebni u gotovo svim istrazivanjima fotosintetskog aparata. Stoga mozemo zakljuciti kako
ova metoda ima glavnu ulogu u razumijevanju temeljnih mehanizama fotosustava i fotosinteze
kao 1 odgovore biljaka na promjene u okolisu, genetske varijacije i ekoloske raznolikosti. 1z
navedenog izvedena je hipoteza istrazivanja da e temperaturni stres izazvati oStecenja

fotosintetskog aparata kod krumpira Sto ¢e utjecati na parametre klorofilne fluorescencije.

Cilj ovog rada je utvrditi utjecaj povisenih temperatura na parametre klorofilne fluorescencije

kod krumpira.



2. Pregled literature

2.1. Krumpir

Krumpir (Solanum tuberosum L.) potjece s podru¢ja Anda u Juznoj Americi (Hawkes 1992.)
gdje se uzgajao uglavnom na nadmorskoj visini izmedu 2.000 1 4.000 m u regiji koju
karakteriziraju kratak dan, visok intenzitet svjetlosti, niske temperature i relativno visoka vlaga.
Odatle je krumpir uveden u Europu, gdje je dug fotoperiod inhibirao stvaranje gomolja.
Najznacajnija promjena koja je naknadno omogucila vece prinose gomolja u Europi bila je
selekcija sorata neosjetljivih na fotoperiod. Dugi dani i umjerene temperature umjerenih
podrucja Europe omogucili su dulje periode fotosinteze, u€inkovito premjesStanje asimilata iz
nadzemnog dijela u gomolje i niske stope transpiracije tijekom hladnih noc¢i. Do 1800. godine
krumpir se $iroko uzgajao u Europi i postao je vazna namirnica zbog svog Visokog prinosa i
visoko hranjivih svojstava (Salaman 1949). Iz Europe se krumpir proS$irio na vec¢i dio ostatka
svijeta tijekom 18. 1 19. stoljeca, a tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a brzo je migrirao u

tropske i subtropske krajeve (Simmonds 1971; International Potato Center 1984).

Krumpir je danas svjetska kultura koja se uzgaja u mnogim klimatskim uvjetima. Najvisi
prosjecni prinosi dobivaju se u regijama s umjerenom klimom, poput sjevera Sjedinjenih
DrZava 1 sjeverozapadne Europe, gdje se krumpir uzgaja pod dugim danima, umjerenim

temperaturama i suvremenim metodama uzgoja (Harris 1978; Burton 1981; van Loon 1981).

2.1.1. Morfologija krumpira

Kao $to navodi Struik (2007), morfologija nadzemnih kao i podzemnih organa krumpira
snazno ovisi o veli¢ini i starosti sjemenskog gomolja. Medutim, u isto vrijeme na izgled svake
jedinke utjece i broj formiranih listova, razgranavanje stolona, cvjetanje, rast i razvoj gomolja,
pocetak starenja biljke te duljina zivotnog ciklusa. Za opis morfologije krumpira kao primjer
uzimamo biljku uzgojenu iz sjemenskog gomolja prosje¢ne veli¢ine ili komadica sjemena (40-
80 g svjeze mase), U vrijeme kada se uzimaju gomolji iz usjeva. Slika 2.1. prikazuje morfologiju
krumpira, na slici je slovom A oznafena potpuno razvijena biljka, slovo B oznacava cvijet
krumpira, slovo C plod, slovo D mladu sadnicu, slovo E oznacuje podzemne dijelove biljke,

slovo F gomolj te slovo G sjemenski gomol;.



Slika 2.1. Morfologija krumpira
Izvor: Potato Biology and biotechnology advances and perspectives, Vreugdenhill i sur. 2007.

2.1.2. lzdanci krumpira

Iz sjemenskog krumpira obi¢no izlazi nekoliko stabljika, jer nekoliko pupova daje odrziv
izdanak. Kako postoji vise pupova po oku, broj stabljika po oku moze biti i vise od jedne. Biljka
krumpira, kakva se ina¢e manifestira u poljoprivredi, je zapravo skup stabljika podrijetlom iz
jednog sjemenskog gomolja ili dijela sjemena. Tijekom prvog dijela svog vegetacijskog
razdoblja ove stabljike dijele resurse iz iste jedinice sjemenskog gomolja, ali nedugo nakon
sadnje, te pojedinacne stabljike postaju neovisne, no U kompeticijskom odnosu jer se bore za
svjetlost, vodu i hranjive sastojke. Podzemni dijelovi stabljike obi¢no su okrugli i masivni, dok
u gornjem dijelu internodiji mogu biti Suplji. Nadzemni dijelovi stabljike su kutni, obi¢no u
obliku trokuta kada su izrezani u popre¢nom smjeru i ¢esto krilati. Ovisno o sorti, boja stabljike

moze biti zelena, crvena ili ljubi¢asta Postoje dva tipa sorti krumpira: determinirani tip i



nedeterminirani tip. Tipovi s determiniranim rastom obi¢no ostaju kratke, takoder imaju kraci
zivotni ciklus, dok nedeterminirani tipovi imaju tendenciju postati visoke te imaju duzi zivotni
ciklus. Nedeterminirani tipovi imaju puno veci potencijal prinosa no potrebna im je i puno duza

vegetacijska sezona kako bi ostvarile svoj potencijal (Struik, 2007).

2.1.3. Lis¢e krumpira

Biljka krumpira ima jedan glavni list po nodiju. Rani listovi su mali, dok su kasniji listovi
naizmjenicni i perasti slozeni od tri ili Cetiri para velikih, jajolikih, elipti¢nih listica S manjim
listom izmedu. Firman i sur. (1991) dokazali su da se tijekom skladistenja stvara 20-40 lisnih
zametaka prije stvaranja zametaka cvijeta. Kada su sjemenski gomolji pravilno proklijali, broj
listova koji ¢e se stvoriti dok se ne pojavi prvi cvat, tijekom godina je postao prili¢no stalan
unutar sorte. Takoder postoje male varijacije u vremenu potrebnom za pocetak reproduktivnog
razvoja prve primarne stabljike. Indukcija cvjetanja moze se ¢ak zavrsiti prije sadnje, a tada se
broj nadzemnih ¢vorova koji prethode primarnom cvatu u potpunosti odreduje postupcima koji
odreduju produljenje klica. Za bo¢ne grane ovo je posve drugacije. Polozaj bo¢ne grane znatno
utjede na broj listova nastalih prije prvog cvata. Sto je grana niZe postavljena, to joj je veéi broj
listova. Maksimalni broj listova u donjim granama moze biti 1 ve¢i od onog u glavnoj stabljici.
Takoder i dugi dani i viSe temperature povecavaju broj listova na sekundarnim stabljikama
(Struik, 2007).



2.2. Utjecaj temperature na morfologiju krumpira

Na pocetku rasprave o utjecaju temperature na rast i razvoj krumpira bitno je naglasiti da s
temperatura ima razliciti utjecaj ovisno o dijelu biljke koji je izlozen odredenim temperaturama,

zatim o trajanju perioda izlaganja te i 0 rasponu u kojem se istrazuju temperaturni u¢inci.

2.2.1. Stabljika i lis¢e

Jedan od najznacajnijih u¢inaka temperature na sustav izdanaka je utjecaj na stvaranje bazalnih

boc¢nih i vr$nih grana. U¢inci temperature na stabljike po simpoziju relativno su mali, ali su
ucinci na broj stabljika po izdanku veliki.
Visoke temperature produzuju razdoblje formiranja liS¢a svojim pozitivhim uéincima na
simpodijalni rast (Marinus i Bodlaender, 1975). Konac¢ni ukupni broj listova po biljci moze se
uvelike povecati poviSenjem temperature, zbog kombiniranih uc¢inaka povecanja broja bazalnih
i vr$nih bo¢nih grana i povecanja broja listova (Struik i sur., 1989) na tim granama. Obratite
paznju na interakciju izmedu fotoperioda i temperature za ukupni broj listova: pri visoj
temperaturi dolazi do negativnog ucinka ili samo vrlo malog pozitivnog u¢inka dugog dana na
broj listova, dok je pri niskim temperaturama utjecaj dugog dana velik. Ova je interakcija opet
uglavnom uzrokovana brojem lateralnih grana (Struik i sur., 1989).

2.2.2. Stolon i gomolj

Vise temperature ne samo da potiCu razvoj stolona veé¢ i pridonose grananju stolona,
povecavajuci tako broj potencijalnih mjesta gomolja i po glavnom stolonu i po biljci (Struik 1
sur,1989). Medutim, vrlo visoke temperature mogu djelomicno ili ¢ak gotovo u potpunosti
ometati stvaranje stolona. Doista, neka izvjes¢a ukazuju da visoke temperature tla imaju
tendenciju smanjenja broja stolona ili prinosa stolona (Randeni, 1980; Lemaga, 1986).

Temperatura mijenja odgovor krumpira na fotoperiod ( Struik i Ewing, 1995). Vise temperature
odgadaju, otezavaju ili ¢ak inhibiraju stvaranje gomolja u usporedbi s nizim temperaturama (
Ewing i1 Struik, 1992 .; Jackson, 1999). Visoke temperature tla ne sprjecavaju stvaranje stolona
(Sto se Cesto vidi kao prvi korak ka gomoljivanju), ali sprecavaju stolone da stvaraju gomolje

(Ewing i Struik, 1992.).



2.3. Temperaturni stres — utjecaj na fotosintezu

Temperatura utjece na brzinu fotosinteze i disanja. Winkler (1971) izjavljuje da je optimalna
temperatura za fotosintezu kod krumpira od 16 do 20°C. Pokazao je da se stopa disanja kod
listova krumpira priblizno udvostruuje za svako povecanje temperature od 10°C. Burton
(1981) navodi da je optimalna temperatura za fotosintezu kod europskih sorata oko 20°C.
Spustanje temperature na 10°C uzrokovalo je smanjenje od 25%; medutim, za svakih 5°C
porasta temperature liS¢a iznad 20°C primijeceno je smanjenje brzine fotosinteze od priblizno
25%. Stoga je pretpostavio da tamo gdje su temperature vece od 30°C neto asimilacija krumpira
pada na nulu i moze do¢i do smanjenja prinosa. Wivutvongvana (1979) je usporedivao
Solanum chacoense i Solanum acaule koji su rasli u razdoblju dugog dana. Otkrio je da su
jedinke osjetljive na visoku temperaturu imale veéu stopu disanja od jedinki otpornih na visoku
temperaturu, ali se nisu razlikovali u brzini asimilacije CO> tijekom fotosinteze. To sugerira da
tolerancija na visoke temperature moze biti znacajnije povezana s razlikama u disanju nego s
fotosintezom. Dwelle i sur. (1981) utvrdili su da je Russet Burbank imao maksimalne stope
fotosinteze na 24 do 30°C uz znatan pad brzine asimilacije na 35°C. U tim je pokusima
stomatalna vodljivost dosegla maksimum na 24°C i ostala na istoj razini ¢ak i na 35°C. Stoga
su zakljuc¢ili da smanjenu asimilaciju ugljika nije moguée pripisati promjenama provodljivosti
puci, ve¢ utjecaju visoke temperature na fotosintetski sustav. Dwelle (1985) je pokazao razlike
u brzini asimilacije i moguce razliite optimalne temperature za fotosintezu medu biljkama
krumpira. Ovi podaci, sugeriraju da bi jedinke kojima su vise temperature optimalne za
fotosintezu ili koje odrzavaju svoju fotosintetsku aktivnost na vi$im temperaturama, kao i
jedinke koji odrzavaju nisku stopu tamnog disanja na visokoj temperaturi, mogle biti pogodnije
za toplu klimu. Prange i sur. (1990), izvijestili su da temperature od 30/25°C (dan / noc)
smanjuju neto fotosintezu, posebno zbog smanjenja aktivnosti fotosustava Il. Havaux (1993) je
utvrdio da je grani¢na temperatura iznad koje dolazi do brzog i nepovratnog gubitka fotosustava
I u krumpiru oko 38°C. Medutim, za biljke koje su se aklimatizirale na 30 do 35°C, aktivnost

fotosustava Il bila je odrzavan bez osjetnih gubitaka ¢ak i na 40°C.



2.4. Klorofilna fluorescencija kao metoda detekcije stresa

Ekstremne temperature uzrokuju toplinski stres u izlozenim biljnim tkivima. Izlozenost biljaka
toplinskom stresu obi¢no uzrokuje inaktivaciju fotosinteze bez obzira na to primjenjuje li se
stres na cijele biljke, netaknuta tkiva ili izolirane organe (Berry i Bjorkman 1980). Visoke
temperature primarno utjecu na fotosustav 11 (PS Il), fiksaciju ugljika pomo¢u RuBisCO-a i
sustav za stvaranje ATP-a (Salvucci i Crafts Brandner, 2004). Procjena uc¢inaka toplinskog
stresa na fosintetski aparat, posebno na status PS II i linearnu brzinu prijenosa elektrona, ¢esto
je provedena mjerenjem Kklorofilne fluorescencije (Krause i Weis 1991). Ucinci visoke
temperature na fotokemiju PS II i toleranciju topline na razini PS II ¢esto su procjenjivani
parametrima minimalna fluorescencija (Fo), maksimalna fluorescencija (Fm) i maksimalna
efiksanost PSII (Fv/Fm). Vrijednosti minimalne i maksimalne fluorescencije jako ovise o
uzorku, uglavnom o sadrzaju klorofila. Sto uzrokuje veliku varijabilnost ¢ak i u uzorcima koji
nisu bili izlozeni stresu te moze postati izvor pogreske. KoriStenje omjera Fv/Fm umanjilo je
ovaj problem; medutim, kori$tenje ovog parametra temelji se na pretpostavci da se Fo mjeri u
otvorenim reakcijskim centrima (QA potpuno oksidiran), a Fm u zatvorenim reakcijskim
centrima (QA potpuno reduciran). U zagrijanim uzorcima, Fo moze malo narasti, jer visoka
temperatura pojacava proces fotorespiracije sto dovodi do djelomi¢nog smanjenja QA u mraku
(Sazanov i sur. 1998). U uzorcima izlozenima toplinskom stresu s jako oSte¢enim OEC-om,
transport elektrona koji dovodi do smanjenja QA-a je nizak, pa stoga treba viSe vremena da se
postigne vrijeme maksimalne fluorescencije.

U nekim slucajevima vrijeme zasi¢enja moZe biti nedovoljno da bi doseglo vrijednost Fm, pa se
stoga izmjereni Fm ne odnosi na potpuno smanjeno stanje QA (podcjenjivanje Fm) (Toth i sur.
2007; Chen i Cheng 2009). | precjenjivanje Fo i podcjenjivanje Fn dovode do podcjenjivanja
Fv/Fm, pokazuju¢i da je u¢inak temperature ozbiljniji. Neke su studije pokazale da parametri
izvedeni iz JIP testa pokazuju vecu osjetljivost na toplinu od uobiCajenih parametara
fluorescencije kao §to su Fv/Fm. To je uzrokovano ¢injenicom da F./Fm predstavlja prosje¢nu
vrijednost u¢inkovitosti za sve jedinice PS Il u izmjerenom pobudenom presjeku, ali 1 jedinice
s inaktiviranim reakcijskim centrima. Op¢éi ucinci toplinskog stresa na kinetiku fluorescencije
su smanjenje maksimalne fluorescencije Fm, porast minimalne fluorescencije Fo i pojava novog
vrha pri priblizno 300 ms (poznat kao K-korak). Nakon toga Cesto slijedi pad u J — | fazi i
konaéni porast fluorescencije I — P . K-korak vazan je biljeg smanjenja kapaciteta kompleksa

koji razvija kisik zbog oStecenja prijenosa elektrona izmedu OEC-a i RC PS Il (Srivastava i sur,



1997). Kako se taj ucinak prikriva pri umjerenim razinama topline, u analizi se koriste
matematicki dvostruko normalizirane vrijednosti OJ faze, odnosno vremenska crta vrijednosti
relativne varijabilne fluorescencije W %4 Vt / VJ od 0,05 do 2 ms. Ako se usredoto¢imo na
razinu ovog parametra na 300 ms, gdje se moze dogoditi K-korak (WK ¥ VK / VJ vrijednost),
obi¢no se biljeze vrlo stabilne vrijednosti od oko 0,50 u netretiranim uzorcima. U uzorcima iz
temperaturnog stresa vrijednosti su se postupno povecavale, da bi na kraju porasle na nekoliko
puta veée vrijednosti u usporedbi s kontrolama koje nisu bile izloZzene stresu. Ovaj ucinak
uzrokuje samo visoka temperatura, npr. ¢ak i subletalna razina stresa zbog susSe ne inducira K-
korak.

Termostabilnost PS 11, kao dijela ukupne tolerancije lista na visoke temperature, Cesto je
odredivana ovisno$c¢u bazalne fluorescencije i temperature (Schreiber i Berry, 1977). Metoda
se temelji na kontinuiranom porastu temperature uzorka i trajnom biljeZenju vrijednosti Fo.
Kriti¢na temperatura TC je temperatura na kojoj Fo zapo€inje nagli porast. Mjerenja kriticne
temperature provedena su u razlicitih vrsta s rasponom kriticne temperature od 42°C do vise od
50°C (Froux i sur. 2004). Slicno tome, moze se koristiti metoda analogna kontinuiranim
mjerenjima Fo, a to je izlaganje uzoraka lis¢a na nekoliko temperaturnih razina sa svjezim
uzorkom koji se koristi na svakoj razini; takva mjerenja daju slozenije informacije o toplinskim
ucincima na fotokemiju PS II, te takoder omogucuju procjenu kriti¢ne temperature za parametar
Fo. Na temperaturi od 42°C i viSe, zamijeCen je pocetak eksponencijalnog povecanja Fo
(Yamane i sur. 1997), ovo je opazanje u skladu s objavljenim kritiénim temperaturama za
jednogodi$nje vrste uzgajane na umjerenim temperaturama do 25 °C (Froux i sur. 2004; Havaux
i sur. 1990).

Kriticna temperatura doista predstavlja temperaturu pri kojoj se dogada ozbiljna
dezorganizacija strukture i gubitak glavnih funkcija. Stoga je to temperatura uglavnom izvan
raspona fizioloski bitnih temperature, jer se u vecini slu¢ajeva lis¢e na polju tijekom svog Zivota
ne zagrije do 50°C ili viSe. S druge strane, utvrdena je pojava K-koraka ¢ak i na temperaturi 4-
5°C nizoj od temperature na kojoj dolazi do naglog porasta Fo, a vrijednosti WK u netretiranim
biljkama bile su gotovo stabilne. StoviSe, primijeéen je veéi kapacitet za poveéanje

termostabilnosti na razini K-koraka nego na razini Fo (Brestic i sur. 2012).

FizioloSko znalenje povecanja K-koraka je jasno i predstavlja vjerojatno prvi nepovratni
toplinski ucinak (a time i klju¢ni uc¢inak) koji deaktivira reakcijske centre PS II. Iz svih ovih

razloga, primjena brzih mjerenja klorofilne fluorescencije usmjerenih na odredivanje K-koraka
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moze se smatrati u¢inkovitim pristupom ispitivanju toplinske stabilnosti PS II i plasti¢nosti u
biljkama, §to pokazuju i druge studije (Oukarroum i sur. 2009). Stovie, ima potencijal
prakti¢ne upotrebe u ispitivanju, jer je ova metoda vrlo pouzdana i brza. Zabiljezeni brzi
prijelazi klorofilne fluorescencije u uzorcima u mraku predstavlja uinkovito sredstvo za
procjenu mnogih vanjskih ili unutarnjih Stetnih ucinaka na fotokemiju PS Il (Strasser i sur.,
2004.). Brojni radovi bave se primjenom metode klorofilne fluorescencije u istrazivanju stresa
visokih temperatura na fotosintetskom aparatu u razlic¢itih biljnih vrsta. Posljednje godine
donijele su obecavajuce podatke o prakticnoj primjeni ove tehnike u probiranju i uzgoju novih
genotipova koje karakterizira veca tolerancija na vrucinu i susu. Veliki izazovi na ovom
podrucju dolaze s novim tehni¢kim primjenama snimanja fluorescencije i modifikacijama ove
tehnike, kao i simultanim mjerenjima klorofilne fluorescencije s drugim fizioloskim
parametrima, koji mogu provjeriti fluorescentna mjerenja te donijeti sloZenije 1 korisnije

informacije o mehanizmima koji doprinose toleranciji biljaka na stres.
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3. Materijali i metode

3.1. Tretmanii uvjeti uzgoja

Pokus je postavljen u komorama rasta na Agronomskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu.
Gomolji sorte Bella Rosa, prosjecne mase 50 g posadeni su u PP cijevi, visine 50 cm promjera
50 mm, ispunjenih s 3.5 kg TraySubstrate (Klasmann Deilmann). Klijanje gomolja i pocetni
rast biljaka odvijao se pri temperaturi 20/15°C dan/no¢, 65 % relativne vlage zraka i 250 pmol
m2 st te 16/8 h fotoperiodu. U fazi dva potpuno razvijena lista odabrane su ujednaceno
razvijene biljke te je po sedam biljaka uzgajano pri Cetiri razli¢ita temperaturna rezima: 20/15
°C, 25/20 °C, 30/25°C i 35/30 °C. Ostali uvjeti uzgoja bili su jednaki kao i u fazi klijanja biljaka.
Pokus je postavljen po shemi potpuno slucajnog rasporeda pri ¢emu su pojedinacne biljke (7)
smatrane pseudorepeticijama. Biljke su navodnjavane destiliranom vodom, a vlaga supstrata
odrZavana je na 35 %. Vlaga supstrata je kontinuirano pra¢ena pomo¢u HH2 senzora za

mjerenje vlage (Delta-T Devices LTD, Cambridge, UK).

3.2. Mijerenje klorofilne fluorescencije

Klorofilna fluorescencija odredivana je nakon deset dana uzgoja biljaka u razli¢itim
temperaturnim tretmanima. Mjerenja su obavljana slikanjem biljaka pomoéu CropReporter™
(PhenoVation B.V., Wageningen, The Netherlands) uredaja. Biljke su slikane pri
optimiziranom protokolu spore indukcije fluorescencije (Brestic and Zivcak, 2013). Protokol
ukljucuje adaptaciju biljaka na tamu (8h mraka) slikanje biljaka adaptiranih na tamu,
osvjetljavanje biljaka (5 minuta) te adaptacija na svjetlost i slikanje svjetlosno adaptiranih
biljaka. Pri slikanju na tamu adaptiranih biljaka koriSten je saturacijski puls svjetla od 4500
pumol m? st u trajanju od 800 ms. Minimalna fluorescencija (Fo) odredena je nakon 20 us a
maksimalna fluorescenciji (Fm) je mjerena nakon saturacije (800 ms).

Nakon ovog mjerenja biljke su adaptirane na svjetlost (PPFD) (250 pumol m™ s?) tijekom 5
minuta. Konstantna fluorescencija (Fs) izmjerena je neposredno prije saturacijskog pulsa a
maksimalna fluorescenciji na svjetlost prilagodenih biljaka (Fm) mjerena je nakon primjene

saturacijskog pulsa (4500 umol m? st).
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Izmjerene Fo, Fm, Frv, koriStene su za izra¢un parametara klorofilne fluorescencije:
Maksimalna efiksanost PSII (Fv/Fm): Fu/Fm = (Fm-Fo)/Fm (Genty i sur., 1989) (Slika 1)
Efektivna efikasnost PSII (Fq/ Fm): Fg/ Fmv = (Fm - Fs)/Fm (Genty i sur., 1989) (Slika 2)
Relativna brzina transporta elektrona (ETR) = Fq/ Fr'xPPFDx%(0.5) (Genty i sur.,1989)
Nefotokemijsko ¢is¢enje (NPQ) = (Fm - Fm)/Fmy (Bilger i Bjorkman, 1990) (Slika 3).

Slika 3.1. Primjer slike maksimalne efiksanosti PSII (Fv/Fm) krumpira, snimljenom i analiziranom pomocu
CropReporterTM (PhenoVation B.V., Wageningen, The Netherlands) uredaja.
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Slika 3.2. Primjer slike efektivne efikasnost PSII (Fq/ Fr) krumpira snimljenom i analiziranom pomocu
CropReporterTM (PhenoVation B.V., Wageningen, The Netherlands) uredaja.
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Slika 3.3. Primjer slike nefotokemijskog ¢is¢enja (NPQ) krumpira snimljenom i analiziranom pomocu
CropReporterTM (PhenoVation B.V., Wageningen, The Netherlands) uredaja.

3.3. Analiza podataka

Podaci su analizirani jednosmjernom analizom varijance (ONE WAY ANOVA) u
statistiCkom programu SAS (9.4). Srednje vrijednosti tretmana usporedivane su Tukey's HSD
testom. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija srednje vrijednosti
(SD).
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4. Rezultati

Tablicom analize varijance (ANOVA) prikazane su razlike u svim mjerenim parametrima
klorofine flourencencije: Fv/Fm (maksimalna efikasnost PSII), Fq/Fn (efektivna efikasnost
PSII), rETR (relativna brzina transporta elektrona) te NPQ (nefotokemijsko ¢iséenje) u Cetiri
razli¢ita temperaturna tretmana (Tablica 4.1). Rezultati analize varijance ukazuju da su

temperaturni tretmani znacajno utjecali na mjerene parametre klorofilne fluorescencije.

lzvor n-1 Fu/Fm Fq/Fm rETR NPQ
varijablinosti
Tretman \ 3 0.0037 <0.001 0.0001 <0001

Tablica 4.1. prikazuje razlike u mjerenim parametrima klorofilne fluorescencije; maksimalna efikasnost PSl|
(Fv/Fm), efektivna efikasnost PSII (Fq/ Fiy), relativna brzina transporta elektrona (rETR) i nefotokemijsko
&is¢enje (NPQ).

Slijedi grafi¢ki prikaz vrijednosti maksimalne efikasnosti PSII (Fv/Fm) (Graf 4.1.)

1.0

HO

Fv/Fm

T3

Graf 4.1. Vrijednosti maksimalne kvantne efiksnosti PSII (Fu/Frm) kod razli¢itih temperaturnih tretmana (T1:
20/15 °C, T2: 25/20 °C, T3: 30/25°C i T4: 35/30 °C); stupci oznadeni razli¢itim slovima podrazumijevaju
statisti¢ki znacajne razlike dok stupci istog slova nisu znacajno razli¢iti, prema Tukey's HSD testu.
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Znacajno nizi Fy/Fm utvrden je kod T3 u odnosu na T1 i T4.

Slijedi graficki prikaz vrijednosti efektivne efikasnosti PSII (Fq/Fm) (Graf 4.2.).

0.6

HHO

Fq'/Fm'

T3

Graf 4.2. Vrijednosti efektivne efikasnosti PSII (Fg'/ Fm') kod razliitih temperaturnih tretmana (T1: 20/15 °C,
T2:25/20 °C, T3: 30/25°C i T4: 35/30 °C); stupci oznaceni razli¢itim slovima podrazumijevaju statisticki
znacajne razlike dok stupci istog slova nisu zna¢ajno razligiti, prema Tukey's HSD testu.

Grafikon 4.2. prikazuje vrijednosti efikasne efikasnosti PSIl (Fq/Fm). Znacajno veci Fq/Fm
utvrden je kod T1i T2 u odnosu na T3 i T4.

Slijedi graficki prikaz vrijednosti relativne brzine transporta elektrona (rETR) (Graf 4.3.).
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Graf 4.3. Vrijednosti relativne brzine transporta elektrona rETR kod razli¢itih temperaturnih tretmana (T1: 20/15
°C, T2: 25/20 °C, T3: 30/25°C i T4: 35/30 °C); stupci oznaceni razli¢itim slovima podrazumijevaju statistic¢ki
znacajne razlike dok stupci istog slova nisu znacajno razliciti, prema Tukey's HSD testu.

Iz grafikona 4.3. vidljivo je da se vrijednosti relativne brzine transporta elektrona ne razlikuju
znacajno izmedu tretmana T1, T2 i T3, kao ni izmedu te izmedu tretmana T1 i T4. Znacajno

nizi rETR utvrden je samo kod tretmana T4 u odnosu na T2 i T3.
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Slijedi graficki prikaz vrijednosti nefotokemijskog cis¢enja (NPQ) kod cetiri razlicita

temperaturna tretmana. (Graf 4.4.)

'

T3

Graf 4.4. Vrijednosti nefotokemijskog ¢is¢enja NPQ kod razli¢itih temperaturnih tretmana (T1: 20/15 °C, T2:
25/20 °C, T3: 30/25°C i T4: 35/30 °C); stupci oznaceni razli¢itim slovima podrazumijevaju statisti¢ki znacajne
razlike dok stupci istog slova nisu zna¢ajno razli¢iti, prema Tukey's HSD testu.

Iz grafikona 4.4. vidljivo je da pri temperaturama T1 i T2 nema signifikantne razlike u
vrijednostima nefotokemijskog ¢iS¢enja, takoder i pri temperaturama T3 1 T4 vrijednosti

nefotokemijskog ¢iS¢enja nisu znacajno razlicite. Znacajno vece vrijednosti NPQ utvrdene su

kod T3 i T4 tretmanau odnosuna T1i T2
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5. Rasprava

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da je stres visoke temperature, negativan utjecaj na
efikasnost svjetlosnih reakcija fotosinteze. Stres visokih temeratura negativno je utjecao na
ve¢inu mjerenih parametara klorofile fluorescencije osim na maksimalnu efikasnost PSII
(Fv/Fm). S druge strane stres visokih temperatura najjace je utjecao na vrijednosti efektivne
efikasnosti PSII (Fq/Fn) te vrijednosti nefotokemijskog ¢is¢enja (NPQ). Pri ¢emu je vrijednost
Fq/Fm padala s porastom temperature a vrijednost NPQ rasla s porastom temperature.

temeraturnog stresa u usporedbi s Fv/Fm. Primjerice Haldiman i Feller (2004) navode da se
pomoc¢u NPQ i Fq/Fm moze utvrditi stres na listu hrasta izlozenog temperaturama od 35 °C dok
je Fu/Fm detektirao stres tek kod lis¢a izloZzenog temperaturi d 45 °C. Takoder Schreiber (2004)
navodi kako Fv/Fm parametar nije prikladan za detekciju umjerenog stresa visokih temperatura.
Havaux (1993) je utvrdio da je grani¢na temperatura iznad koje dolazi do brzog i nepovratnog
gubitka fotosustava Il u krumpiru oko 38°C. Naime, Fv/Fm parametra pokazuje efikasnost PSII
da koristi svjetlosnu energiju za fotokemijske reakcije kada su svi fotosustavi otvoreni, dok
Fq/Fm ukazuje na stvarnu (ostvarenu) efikasnost koriStenje svjetlosne energije u fotokemijskim
reakcijama (Maxwell i Johnson, 2000). Stoga, smanjene Fq/Fn parametra u tretmanima visoke
temperature uz istovremenu stabilnost Fu/Fmn parametra ukazuje da fotosustavi nisu pretrpjeli
veca oStecenja pri visokim temperaturama, ve¢ da je smanjena efikasnost koristenja svjetlosne
energije rezultat zatvaranja reakcijskih centara fotosustava pri visokim temperaturama te stoga

povecanja nefotokemijsokg ¢iS¢enja (NPQ).
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6. Zakljucak

U istrazivanju stresa visokih temperatura, jednog od najStetnijih abiotskih stresova, koriStena je
metoda mjerenja klorofilne fluorescencije. Ova metoda predstavlja jednu od najrasirenijih
neinvazivnih metoda procjene stresa kod biljaka. Na primjeru krumpira mjerenja su pokazala
neznatan utjecaj visokih temperatura na vrijednosti maksimalne efikasnosti PSIl (Fv/Fm). S
druge strane stres visokih temperatura je znacajno utjecao na vrijednosti efektivne efikasnosti
PSIl (Fq/Fm) te vrijednosti nefotokemijskog ¢is¢enja (NPQ). Pri ¢emu je vrijednost Fq/Fnr
padala s porastom temperature a vrijednost NPQ rasla s porastom temperature. Ovi rezultati
upuéuju na da je smanjena efikasnost koriStenja svjetlosne energije rezultat zatvaranja
reakcijskih centara fotosustava pri visokim temperaturama te se stoga visak energije gubi u
obliku topline.
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