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Sazetak

Diplomskog rada studenta Matka Lonc¢ara, naslova

FIZIOLOSKE REAKCIJE TRADICIJSKIH KULTIVARA GRAHA NA STRES SUSE

SuSa je najvazniji abiotski stres u proizvodnji graha (Phaseolus vulgaris L.) koji je
jedna je od naj¢eSc¢e uzgajanih kultura u svijetu.

Cilj rada je bio istovremenim mjerenjem provodljivosti puci i klorofilne fluorescencije
pratiti fizioloSke promjene kod razli€itih tradicijkih kultivara graha te pomocu promjena
tih parametara procjeniti njihovu otpornost na stres suSe. Za pokus su se koristila
Cetiri tradicijska kultivara graha, 'Biser', 'Puter’, 'TreSnjevac' i 'Zelenec' koji su
uzgojeni iz siemena. Nakon razvijenog prvog pravog lista, 10 biljaka svakog kultivara
presadeno u posude s pijeskom te je zaliveno. Biljke kontrole (polovica biljaka) su
konstantno zalijevane dok je kod biljaka tretmana suSe zalijevanje izostavljeno
tjekom 10 dana. Svaka 2 dana mjereni su parameti provodljivosti pu€i (gsw),
provodljivost grani¢nog sloja lista (gbw), ukupna provodljivost pu€i (gw), intenzitet
transpiracije (E), efektivha efikasnost fotosustava PSIl (PPSII) i intenzitet transporta
elektrona (ETR) uz pomo¢ porometra/fluorometra LI-COR LI-600. Rezultati ukazuju
da je kultivar Biser otporniji na suSu u usporedbi s ostalim istrzivanim tradicijskim
kultivarima jer je u tretmanu suSe zadrzao veCu provodljivost puci, visi intenzitet
trasnpiracije te veéi ETR.

Klju€ne rijeci: susa, grah, tradicijski kultivar, tolerantnost



Summary

Of the master’s thesis — student Matko Loncar entitled

PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF TRADITIONAL COMMON BEAN CULTIVARS
TO DROUGHT

Drought is the most important abiotic stress in the production of common bean
(Phaseolus vulgaris L.), which is one of the most cultivated crops in the world.

The aim of this study was to monitor physiological changes in different traditional
bean cultivars by simultaneous measuring shoot conductivity and chlorophyll
fluorescence and using these changes to assess the resistance of different cultivars
under drought stress conditions. Four traditional common bean cultivars were used
for the experiment: 'Biser', 'Puter’, "TreSnjevac' and 'Zelenec' which are grown from
seed. After the first leaf developed, 10 plants of each cultivar were transplanted into
containers with sand and watered. The control plants (half of the plants) were
constantly watered, while the drought treatment plants were not watered for 10 days.
Stomatal conductance (gsw), boundary layer conductance (gow), total stomatal
conductance (gw), transpiration (E), effective quantum yield of PSII (®PSIl) and
electron transport rate (ETR) were measured every 2 days with the LI-COR LI-600
porometer/fluorometer. The results show that the cv. Biser is more drought resistant
compared to the other studied traditional cultivars, because it maintained higher
stomatal conductivity, higher transpiration rate and higher ETR in the drought
treatment.

Keywords: drought, common bean, traditional cultivar, tolerance



1. Uvod

Grah (Phaseolus vulgaris L.) je jedna od najznacajnijih poljoprivrednih kultura u
svijetu. Pripada porodici mahunarki (Fabaceae). Jednogodisnja je zeljasta biljka Ciji je
uzgoj znatno jednostavniji u usporedbi s ostalim povrtlarskim kulturama (Todorovic i
sur., 2003). Grah kao kultura vrlo dobro uspijeva na razli¢itim tipovima tala. Takoder,
zbog fiksacije duSika odliCan je kao predusjev jer poveéava ukupnu plodnost tla

(Spasojevic i sur., 1984).

SuSa predstavlja razdoblje kada su zalihe vode u tlu smanjene zbog nedostatka
oborina. Njena pojava u svijetu postaje sve €e8¢a, narocito posljednih godina.
Globalne klimatske promjene utjeCu na poviSenje temperature a samim time uzrokuju
veCu evapotranspiraciju i uCestalije pojave suSe (Hillel i Rosenzweig, 2002). Prema
Allanu i Sodenu (2008) zbog globalnih klimatskih promjena trend zagrijavanja
atmosfere u 21. stolje¢u nastavit ¢e se, a srednje temperature zraka trebale bi porasti
za 1,4°C do 5,8°C do kraja stolje¢a. Pored temperaturnog rasta i jaCeg isparavanja
oCekuje se smanjenje oborina i vlaznosti tla te opcenito smanjenje koli€ine
raspolozive vode.

Manjak vode u kombinaciji sa visokim temperaturama zraka nepovoljno djeluje na
rast i razvoj biljaka. Susa je jedan od glavnih abioti¢kih stresova u biljnoj proizvodnji
te uzrokuju fizioloSke i biokemijske poremecaje (Kim i sur., 2019). Njenom pojavom
prinos znatno pada te se smanjuje njegova kvaliteta (Shao i sur., 2008). U suSnom
razdoblju biljke zatvaraju puc€i da bi sprijeCile gubitak vode i suSenje lista. Uz
nedostatak vode, tiekom suSe takoder dolazi i do nedostatka hranjivih tvari te loSe
raspodjele asimilata u biljci. Zatvaranje puci glavni je uzrok fotoinhibicije koja se
oCituje smanjenjem stope fotosinteze (Vukadinovi¢ i sur., 2014). Kada dode do
manjeg nedostatak vode tijekom duljeg perioda, tada biljke razvijaju odredenu
telerantnost na susSu koja ovisi o biljnoj vrsti. Tolerantnost na susu je kompleksno
svojstvo, a odredeno je razli¢itim morfoloskim ili fizioloSkim osobinama. Tolerantnost
na susu moze se posti¢i ako biljke posjeduju mehanizam za izbjegavanje suSe,
mehanizam za tolerantnost na dehidraciju ili mehanizam za smanjenje dehidracije
(Keresa i sur., 2008).



1.1. Ciljrada

Cllj rada je istovremenim mjerenjem provodljivosti puci i klorofilne fluorescencije
pratiti fizioloS8ke promjene (provodljivost puci, transpiraciju, provodljivost mezofila
lista, oSteCenja fotosustava i proces fotosinteze) kod razliCitih tradicijskih kultivara
graha (Bisera, Putera, TreSnjevca i ZelenCeca) te pomoc¢u promjena tih parametara
procjeniti njihovu otpornost na stres suse.



2. Razrada literature

2.1. Porijeklo i znac¢aj graha

Grah (Phaseolus vulgaris L.) je jednogodiSnja zeljasta biljka koja pripada porodici
mahunarki (Fabaceae). Gotovo uvijek se uzgaja u plodoredu zbog prevencije napada
Stetnika te nastanka bolesti koje se prenose preko zarazenih biljnih dijelova (LeSiC i
sur., 2002). Porijeklom je iz Srednje i Juzne Amerike a smatra se da je njegov
praroditelj] Phaseolus aborigenus (Spasojevi¢ i sur., 1984). Razvio se u pretezito
tropskim predjelima jer ima potrebu za visokim temperaturama i veliku osjetljivost na
mraz. U Europu je prenesen u 16. Stolje¢u, dok se na naSim prostorima pocCeo
uzgajati poCetkom 17. stolje¢a (Knezovi¢ i sur., 2008). Grah je znaCajan za ljudsku
prehranu jer sadrzi visok udio hranjivih tvari osobito bjelanCevina i ugljikohidrata.
Takoder obiluje vitaminima B skupine. Mlade mahune graha sadrze oko 25-30%
bjelanCevina (Spasojevi¢ i sur., 1984) te su izgradene od aminokiselina koje se vrlo
slicne bjelanCevinama Zivotinjskog porijekla (Coelho i Sgarbieri, 1994). Osim u
ljudskoj prehrani grah ima Siroku primjenu u hranidbi stoke te u industriji proizvodnje
limunske kiseline (Spasojevi¢ i sur., 1984).

2.1.1. MorfoloSke osobine i uvjeti uzgoja graha

Korijen graha je vretenastog oblika sa dugackim i dobro razvijenim bocnim
korjenima koji imaju dobru usisnu moé¢ pa grah moze podnijeti kratkotrajne suse
(Todorovi¢ i sur., 2008). U usporedbi s ostalim pripadnicima porodice Fabaceae,
slabije je razvijen. Na korijenovim dlaicama nalaze se bakterijske kvrzice pomocu
kojih biljka fiksira atmosferski dusik. Stabljika je u poCetku vegetacije zeljasta, kasnije
djelomi¢no odrveni. Sorte niskih stabljiki narastu od 30-40 cm u visinu a visokih ¢ak
do 3 m. Kod visokih sorata stabljika je povijena te treba oslonac za normalan rast. Na
grahu razlikujemo tri vrste listova, odnosno kotiledone, prvi par listova i listove
odrasle biljke (Paradikovi¢, 2009). Kotiledoni su jednostavno gradeni, nasuprotni su
te su bogati hranjivim tvarima i vodom. Pravi listovi su sloZzene trodijelne grade a
pojavljuju se naizmjeni¢no na biljci. Mogu biti od svjetlo zelene do ljubiCaste nijanse,
a povrSina im je prekrivena sitnim dlaCicama. Cvjetovi izbijaju iz pazuSca lisnih
peteljki, najéeS¢e u skupini od 6 do 8. Nalaze se na kratkim stapkama, leptiraste su
grade od 1 — 1,5 cm duljine te su dvospolni. Sastoje se od ¢asice, krunice, prasnika i
tucka (Paradikovi¢, 2009). Donje dvije latice cvijeta srasle su te tvore ladicu, dok su
boCne slobodne i Cine krilca. Na cvijetu se nalazi 10 prasnika od kojih je 9
medusobno sraslo, a jedan je slobodan (Todorovi¢ i sur., 2008). Plod graha je
dvokrilna mahuna koja moze biti razliitih oblika, boja i veli¢ina. Obi¢no su zelene ili
Zute boje, plosnate ili okrugle duljine od 8 — 20 cm (Paradikovi¢, 2009). Oblik mahune
je postojana osobina i ne mijenja se prilikom djelovanja vanjskih faktora (Todorovic i
sur., 2008). Pri tehnoloSkoj zriobi mahune su krhke i sone te razviju oko 10
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sjemenki. Sjemenke graha gradene su iz sjemene lupine, zatim dvije supke i Klice.
Razli¢itih su oblika veliCine. Prema obliku mogu biti okrugle, ovalne, elipticne,
cilindri¢ne ili bubrezaste. Boja sjemenki moZe biti bijela, siva, smeda, crna, crvena ili
Sarena. U povoljnim uvjetima mogu zadrzati klijavost 4 do 5 godina (LeSi¢ i sur.,
2002).

Grah se gotovo uvijek uzgaja u plodoredu zbog prevencije bolesti koje se prenose
preko zarazenih biljnih dijelova. Plodored ne bi trebao trajati duZe od 4 godine. Tlo za
uzgoj graha mora biti plodno, strukturirano, rastresito, duboko, slabo kisele do
neutralne reakcije odnosno pH 6,5-7,5 (Todorovic i sur., 2008). Svojim prinosom na
kraju vegetacije grah iznese dosta veliku koliinu biljnih hraniva iz tla. U pocetku
rasta biljka ima najveéu potrebu za dusSikom i kalijem. Potreba za dusikom smanjuje
se nakon razvoja kvrzicnih bakterija na korijenovim dlaicama a ponovo se poveca
krajem vegetacije zbog stvaranja proteina u zrnu graha. Sjetva se obi¢no obavlja
poCetkom Svibnja na dubini od 8-10 cm kada se tlo zagrije na temperaturu od 10-
12°C. Berba se provodi kada nastupi tehnoloSka zrelost odnosno kada postotak zrna
u najrazvijenijim mahunama iznosi oko 12% (Matotan, 1994).



2.2. SuSa

U meteoroloSkom smislu susa je pojava vodnog deficita. Zbog nemoguénosti
predvidanja geografskog i sezonskog nastanka suse uz klimatske promjene i porast
temperature te intenziteta evapotranspiracije mozZze se ocCekivati njen sve izraZeniji
negativni utjecaj (Ribaut i sur., 2004; Banziger i Araus, 2007).

Ako gledamo s ekofizioloSkog aspekta, biljke dolaze u stanje suse kada je turgor
tkiva manji od maksimalnog (Araus i sur., 2003). Do smanjenja turgorskog tlaka u
tkivu biljke dolazi kada je intenzitet transpiracije veéi u odnosu na stupanj usvajanja
vode iz tla. Isto se dogada u stanju smanjene vlage u tlu te pove¢ane temperature
zraka i smanjene vlaznosti zraka (Kardol i sur., 2010). Zbog nedovoljne koli¢ine vode
i otopljenih tvari unutar bljke dolazi do poremecaja u procesu fotosinteze te raspodieli
asimilata (Vukadinovic, 2018).

Abiotski faktori, od kojih su naj¢e8¢i suSa i visoka temperatura predstavljaju
najve¢a ograni¢enja u poljoprivrednoj proizvodnji. Oni uzrokuju biokemijske i
fizioloSke poremecaje unutar bilike. Cesta je pojava oba stresa istovremeno, $to
direktno utjeCe na smanjene prinosa (Vukadinovi¢, 2018). Frahm i sur. (2004) navode
kako razli¢iti kultivari graha pokazuju razli€itu otpornost na susu. Selekcijom
genotipova koji su otporniji na susu njen Stetni utjecaj uvelike se moze smanijiti.

2.3. Utjecaj suse na biljku

Stupanj stetnog efekta suse ovisi 0 njenom intenzitetu i duljini trajanja kao i o vrsti
te razvojnom stadiju biljke (Farooq, 2009). Kod stanja umjerene suse dolazi do pada
vodnog potencijala u listovima, stani¢na stijenka se opusta Sto dovodi do smanjenja
turgorskog tlaka. Kod niskog turgorskog tlaka dolazi do inhibicije rasta stanica te je
ukupna povrsina listova manja. Preko manje lisne povrSine smanjuje se i transpiracija
te biljkka gubi manje vode. Ako suSa nastupi nakon Sto je biljka razvila punu lisnu
povrsinu moze doc¢i do odbacivanja lista. Susa dovodi do fotoinhibicije fotosustava Il
(PSII) i uzrokuje znaCajno smanjenje sadrzaja fotosintetskih pigmenata, proteina i
lipida (Athar i Ashraf, 2004). U stanju izrazite suSe dolazi do prestanka procesa
fotosinteze i opfeg naruSavanja metabolizma Sto na kraju rezultira smréu stanica
(Kravi¢, 2013). SuSa takoder moze uzrokovati i oksidativni stres kod kojeg se stvaraju
reaktivni oblici kisika koji dovode do ostecenja proteina, lipida i DNK (Foyer i Noctor,
2005). Slikom 2.1. prikazani su uc&inci stresa suse na biljke te reakcije biljaka na stres
suSe.
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Slika 2.1. Reakcije biljke na stres suse
Izvor: Hasanuzzaman i sur., 2014 (preuzeto i prilagodeno)

2.4. Mehanizmi tolerantnosti prema susi

Tolerantnost na susu je kompleksno svojstvo biljaka koje je odredeno razli€itim
morfoloskim i fizioloSkim osobinama u vezi sa rastom i razvojem biljke, stabilno$¢u
mambranskog sustava, fotosintetskom aktivnosti i osmotskom prilagodbom.
Osmotska prilagodba omogucuje adaptivhe promjene u biljnoj strukturi, reguliranje
stope rasta, odrzavanje osmotskog potencijala tkiva te uklju€ivanje fiziolosko-
biokemijskih i antioksidativnih sustava obrane (Kravié, 2013).



Biljke mogu izbjegavati suSu potpuno ili djelomi¢no. Potpuno izbjegavanje suse ili
bijeg od suSe (escape) je sposobnost bilke da zavrSi svoj Zivotni ciklus prije
izrazenog nastanka suse. Djelomi¢no izbjegavanje suSe (avoidance) je sposobnost
bilike da uz pomo¢ razvijenog korijenovog sustava i dobrog zadrZzavanja vode u
stanicama odrZi visoki vodni potencijal tkiva usprkos deficitu vode u tlu (Price i sur.,
2002).

Tolerantnost na suSu moze se posti¢i ako biljke posjeduju mehanizam za
izbjegavanje suSe, mehanizam za tolerantnost na dehidraciju ili mehanizam za
smanjenje dehidracije (KereSa i sur., 2008).

Izbjegavanje suSe jedan je od morfoloskih fenomena a moze se postié¢i ranim
dozrijevanjem. Genotipovi mnogih biljaka koje posjeduju ovaj mehanizam zavrSe svoj
Zivotni ciklus prije poCetka nastanka intenzivnije suSe. To se postiZze ubrzanim rastom
te pojatanom metabolickom aktivnosti (McKay i sur., 2003). Uz pomoc¢ selekcije
genotipova za svojstva koja omogucuju ubrzani rast moze se omoguciti ranozrelost,
a time i izbjegavanje suSe (Keresa i sur., 2008).

Tolerantnost na dehidraciju billkama omoguéuje da obavljaju zivotne funkcije i u
stanju dehidriranosti uz pomo¢ osmotske prilagodbe (McCue i Hanson, 1990).
Osmotska prilagodba je smanjenje osmotskog potencijala u stanici a uzrokuje ju
aktivno nakupljanje odredenih osmolita tiekom smanjenja vodnog potencijala u listu.
Ona omogucuje billkama u susnim uvjetima bolju eksploataciju vlage iz tla,
otvorenost puci i njihovu bolju provodljivost te odvijanje fotosinteze (Kere$a i sur.,
2008).

Smanjenje dehidracije je fizioloSka prilagodba biljke na nedostatak vlage u tlu
(McKay i sur., 2003). Biljke koje posjeduju ovaj mehanizam imaju nizu metaboliCku
aktivnost, sporiji rast, viSi vodni potencijal i viSi turgor u stanicama u susSnom
razdoblju a to se dogada zbog zatvaranja puci. Progresivnim zatvaranjem puci dolazi
do smanjenja transpiracije te smanjenja fotosinteze (KereSa i sur., 2008). Zatvaranje
puCi takoder je kontrolirano apscizinskom kiselinom (ABA) (Davis i Zhang, 1991).
Ona se sintetizira u uvjetima nedostatka vode te se prenosi do stanica zapornica.
ABA inihibira rad mebranskih proteina zaduzenih za regulaciju osmotskog potencijala
stanica zapornica puci. Zbog inhibicije aktivnosti ovih proteinskih sustava dolazi do
pada koncentracije iona u stanicama zapornicma, odnosno do pada osmotskog
vodnog potencijala, Sto rezultira padom turgorskog tlaka te zatvaranjem puci
(Lazarevic i Poljak, 2019). Slikom 2.2. prikazane su osnove tolerantnosti na susu kod
biljaka.
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2.5. Fizioloske reakcije biljke na stres suse

Stres suSe kod biljke uzrokuje pad vodnog potencijala u listovima $to dovodi do
smanjenja turgorskog tlaka. Rast stanica pod utjecajem je turgora, Sto znaci da
smanjenje turgorskog tlaka dovodi do inhibicije njihovog rasta zbog ¢ega je ukupna
povrSina listova manja. Preko manje lisne povrSine smanjuje se i transpiracija te
biljka gubi manje vode. Smanjenje lisne povrsine dovodi do smanjene potroSnje vode
i asimilata te se zbog toga vecéa koli€ina ugljikohidrata translocira u korijen $to
omogucuje njegov rast (Lazarevi¢ i Poljak, 2019). Kod dugotrajnijin suSa dolazi do
isuSivanja gornjih slojeva tla pa biljke pocCinju razvijati dublje korijenje. Jedna od
posljedica nedostatka vode u biljci je odbacivanje lis¢a. Zbog pojacane sinteze
etilena listovi brze stare te otpadaju. Pomocu osmotske prilagodbe bilka moze
smanijiti vodni potencijal stanice, a da pritom ne dode do znatne promjene njenog
volumena ili turgorskog tlaka. Osmotska prilagodba omogucuje i reguliranje stope
rasta te uklju€ivanje fizioloSko-biokemijskih i antioksidativnih sustava obrane (Kravic,
2013). U susnom razdoblju mnoge biljke razvijaju zadebljanu kutikulu. Ona smanjuje
ulazak CO2 u billjku, a fotosinteza ostaje uglavnom nepromijenjena.

2.5.1. Transpiracija

Transpiracija je sloZen biofiziki proces u kojem se voda krece kroz biljku te
isparava sa njenih vrdnih djelova, naj¢eSce listova. Voda se oslobada iz listova
difuzijom kroz puci u obliku vodene pare. Takva vrsta transpiracije naziva se
stomatalna i putem nje biljka gubi najvecu koliinu vode. Postoje jo$ kutikularna i
lenticelna transpiracija. Kutikularnom transpiracijom odrasle biljke gube oko 5% vode,
dok mlade biljke s tanjom kutikulom mogu izgubiti do 50% ukupno primljene vode.
Lenticelna transpiracija odvija se kroz otvore na na odrvenjelim biljnim dijelovima
(lenticelama) i ona ¢&ini do 30% ukupnog gubitka vode transpiracijom (Lazarevi¢ i
Poljak, 2019).

Brzina transpiracije kod biljke u najvecoj je mjeri regulirana brojem i veliCinom
puCi. Takoder na brzinu transpiracije uvelike utjeCu temperatura, vlaga, vjetar te
intenzitet sun€evig zracenja (Novak, 1995).

2.5.2.Fotosinteza

Fotosinteza je process u kojem se anorganske tvari mogu prevesti u organske
spojeve uz pomoc¢ suncevog zracenja (Pevalek-Kozlina, 2003). To je jedini bioloSki
znaCajan proces u kojem se sunCeva energija moze pretvoriti u organizmima
dostupnu kemijsku energiju.

Tjekom fotosinteze odvijaju se dva procesa, odnosno reakcije ovisne o svjetlu i
reakcije neovisne o svjetlu (Calvinov ciklus). U reakcijama koje ovise o0 svjetlu



svjetlosna energija pohranjuje se u kemijskim vezama vezama ATP-a i NADPH-a uz
pomo¢ dva proteinska kompleksa koji se nazivaju fotosustavi. Uz ATP i NADPH
nastaje kisik, a reakcije se odvijaju u tilakoidima kloroplasta. U reakcijama koje ne
ovise o svjetlu, ATP i NADPH koriste se za sintezu organskih molekula iz COz2. Te se
reakcije odvijaju u stromi kloroplasta (Stryer i sur., 2012).

2.5.3.Reakcije ovisne o svjetlu

U reakcijama ovisnim o svjetlu ili primarnim reakcijama fotosinteze sunceva se
energija pretvara u kemijsku. Reakcije se odvijaju u tilakoidnim membranama
kloroplasta u kojima dolazi do prijenosa elektrona i protona izmedu razlicitih
molekularnih kompleksa. Taj se process naziva tok elektrona, a on mozZe biti
ciklicki i neciklicki. Neciklicki tok elektrona ukljuuje oba fotosustava (fotosustav
dva (PSII) i fotosustav jedan (PSI)) te citokrom bef kompleks (Taiz i Zeiger, 2002).
Konaéni produkti neciklickog prijenosa elektrona su ATP koji je izvor energije i
NADPH koiji je izvor visokoenergiziranih elektrona (Nelson i Cox, 2013). Ciklicki tok
elektrona uklju€uje samo fotosustav | (PSI) gdje se visokoenergetski elektroni
vracaju na citokrom bef kompleks i tamo prelaze u nize energetsko stanje te se
stvara protonski gradijent koji pokrece aktivhost ATP-sintaze, te je ATP jedini
produkt ciklickog transporta elektrona (Taiz i Zeiger, 2002).

2.5.4. Reakcije neovisne o svjetlu (Calvinov ciklus)

U reakcije neovisne o svjetlu (Calvinov ciklus) ulaze sve reakcije gdje se CO2
ugraduje u organske spojeve, odnosno reakcije redukcije CO2 do ugljikohidrata za
koje su nuzni NADPH i ATP iz svjetlosnih reakcija (Pevalek - Kozlina, 2003).
Proces se odvija u stromi kloroplasta. Ugljik u Calvinov ciklus ulazi u obliku COz2, a
izlazi kao ugljikohidrat, gliceraldehid-3-fosfat, koji je ishodiSan spoj za sintezu
glukoze te drugih jednostavnih Secera (Nelson i Cox, 2013). Calvinov ciklus moze
se podijeliti u tri stadija. Prvi stadij je fiksacija CO2, odnosno vezivanje molekule
CO2 na molekulu ribuloze-1,5-difosfata (RuBP) uz pomo¢ enzima RUBISCO pri
¢emu nastaje molekula 3-fosfoglicerata. U drugom stadiju, odnosno redukciji COz,
3-fosfoglicerat koji je nastao u prvom stadiju fosforilira se do 1,3- difosfoglicerata
pomocu ATP-a koji potjece iz svjetlosnih reakcija. 1,3-difosfoglicerat se reducira do
gliceraldehid-3-fosfata koriste¢i NADPH. Treci stadij naziva se regeneracija RuBP.
U tom se stadiju dogada pregrupiranje ugljika, odnosno od 5 molekula trioza
fosfata nastaju 3 molekule ribuloza-1,5-difosfata koji ponvno sluzi kao supstrat za
vezivanje COz (karboksilaciju) (Pevalek - Kozlina, 2003).
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2.5.5. Fluorescencija klorofila a

Svjetlosna energija koja je apsorbirana od strane klorofila moZe se iskoristiti na tri
nacina. Jedan dio energije mozZe se iskoristiti za proces fotosinteze, drugi dio se
oslobada u obliku topline dok se mali dio energije oslobada u obliku fotona crvene
svijetlosti Sto rezultira fluorescencijom klorofila a (Maxwell i Johnson, 2000). Nakon
Sto apsorbira svjetlost, molekula klorofila a prelazi u pobudeno stanje (vise
energetsko stanje). Fluorescencija je pojava koja se dogada kada se molekula
klorofila vraéa iz pobudenog stanja ponovno u osnovno stanje. Zbog toga se emitira
svjetlost koja ima vecéu valnu duljinu te manju energiju od apsorbirane svjetlosti. Kada
se elektroni vracaju u osnovno stanje oslobadaju se fotoni svjetlosti (Pevalek-Kozlina,
2003). Svjetlost koja se emitira fluorescencijom predstavlja manje od 5% ukupne
svjetlosti reflektirane s listova biljke (Taiz i Zeiger, 1998). Zbog toga se ona moze
detektirati samo preciznim uredajima koji se nazivaju fluorometri. Pomoc¢u njih se
mjeri fluorescencija klorofila a iz koje se mogu izraCunati razli€iti parametri koji nam
ukazuju na ucinkovitost fotosustava Il (PSIl) (Lichtenthaler i Babani 2004). Mjerenje
klorofilne fluorescencije Cesta je metoda odredivanja reakcije biljaka u stresnim
uvjetima (Baker i Rosenqvist, 2004). Analiza klorofilne fluorescencije brza je,
neinvazivna i relativno jednostavna metoda, te daje detaljne informacije o PSII u
uvjetima stresa. Znac€ajna je u razumijevanju osnovnih mehanizama fotosinteze i
reakcije biljaka na promjene u okolini (Furbank i sur., 2009). U stresnim uvjetima
dolazi do zatvaranja ili oSteCenja PSIl ¢ime se smanjuje udio energije iskoristen u
fotokemijskim reakcijama, a povecava udio energije utroSen na fluorescencuiju i
nefotokemijsko €iScenje (Maxwell i Johnson, 2000).
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3. Materijali i metode

3.1. Postavljanje pokusai mjerenja

Pokus je postavljen na Agronomskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu, u komori
rasta s kontroliranim uvjetima temperature, vlage zraka, intenziteta osvjetljenja i
fotoperioda. Za pokus se koristilo sjeme 4 primki tradicijskih kultivara graha
(genotipa) niskog habitusa rasta: biser, zelencec, trednjevac i puter. Sjeme graha je
naklijavano u KlijaliSnim kontejnerima kako bi se dobilo dovoljno biljnog materijala za
pokus. Nakon klijanja odabrano je 10 podjednako razvijenih biljaka od svakog
kultivara za pokus. Biljke su presadene u PVC tube promjera 5 cm, visine 28 cm i
volumena 0,56 cm? Svaka tuba je bila ispunjena sa jednakom koli¢inom ispranog i
prosuSenog kvarcnog rijeCnog pijeska promjera 0,05-2,0 mm. Tijekom Klijanja i
cijelog trajanja pokusa biljke su uzgajane u pri 250 pmol m? s svjetlosti, 16/8 h
fotoeriodu, temperaturi od 25/20°C i relativnoj vlazi zraka 60%. Nakon presadivanja
sve biljke su zalivene sa 25 ml destilirane vode i 25 ml hranjive otipine. Za hranjivu
otopinu se koristila ¥2 Hoaglandova hranjiva otopina (Hoagland i Arnon, 1950). Pet
biljaka svakog kultivara je uzgajano u tretmanu su$e i pet biljaka u kontroli. Nakon
pocCetnog dodavanja hranjive otopine i navodnjavanja prilikom presadivanja, biljke u
tretmanu susSe nisu bile navodnjavane, dok se kod biljaka u kontrola sadrzaj vode u
pijesku odrZzavao na razini poljskog vodnog kapaciteta. Slikom 3.1. prikazane su
billjke graha u komori rasta nakon 10 dana.

Mjernja su provodena jprijenosnim poro/fluorometrom, uredajem LI-600 (LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE, United States) (Slika 3.2.) To je uredaj koji mijeri
provodljivost puci i klorofilnu fluorescenciju na istoj lisnoj povrSini. Mjereni su
parameti provodljivosti puci (gsw), provodljivost grani¢nog sloja lista (gow), ukupna
provodljivost puCi (gw), intenzitet transpiracije (E), efektivna efikasnost fotosustava
PSII (®PSII) i intenzitet transporta elektrona (ETR). Pokus je trajao 10 dana i ukupno
je provedeno 5 mjerenja (2., 4., 6., 8. i 10. dana pokusa).

3.2. Statisticka analiza podataka

Podaci su obradeni u statistitkom progamu JMP® Pro 16 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC). Provedena je dvosmjerna analiza varijance po svakom mjerenju.
Genotipovi graha i tretmani su tretirani kao fiksni faktor, a pojedinacne biljke su
tretirane kao repeticije. U sluCaju da je F test bio signifikantan na razini p<0.05,
srednje vrijednosti su usporedene Tukey HSD testom.
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Slika 3.1. Billjke graha u komori rasta nakon 10 dana (lijevo-biljke tretmana suSe,
desno-kontrole).

AN

Slika 3.2. LI-COR LI-600 Porometar/Fluorometar

Izvor: LI-COR Biosciences - Impacting Lives Through Science
https://www.licor.com/images/env/backgrounds/600/i600-thumb.jpg - pristup 21.10.2022.
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4. Rezultati

Tablica 4.1. prikazuje analizu varijance (ANOVA) za istrazivana svojstva mjerena
tijekom 10 dana na 4 tradicijska kultivara graha (genotipa) uzgajana u tretmanu suse
i kontroli. Znacajne razlike izmedu istrazivanih gentipova utvrdene su za provodljivost
puci (gsw) I intenzitet transpiracije (E) u svim mjernjima te ukupne provodljivosti puci
(gw) u svim, osim kod prvog mjernja. Takoder genotipovi su se znac¢ajno razlikovali u
efektivne efikasnosti fotosustava PSIl (PPSII) u prvom, Cetvrtom i petom mjerenju te
u ETR u prvom mjerenju (Tablica 4.1.). Znacajan utjecaj tretmana na gw utvrden je u
svim mjerenjima, a za gsw | E od drugog mjerenja pa nadalje. Tretmani nisu utjecali
na efektivnhu efikasnost fotosustava PSIlI (®PSII), dok su znacajne razlike izmedu
tretmana utvrdene za ETR udrugom, Cetvrtom i petom mjerenju (Tablica 4.1.).
StatistiCki znacCajan interakcijski ucinak tretman x genotip utvrden je u Cetvrtom i

petom mjerenju za gsw, gw, E, i ETR.

Tablica 4.1. Analiza varijance (ANOVA) za odredivane fotosintetske parametre genotipova
graha uzgajanih u tretmanu su$e i kontroli.

Osw Jbw Otw E OPSII ETR

tretman 0.6637 0.0254* | 0.0254* | 0.9846 0.2509 0.0959

Mjerenje 1 | genotip 0.0030* ] 0.2981 0.2981 0.0046* | 0.0366* | 0.0012*
tretman*genotip | 0.9418 0.8562 0.8562 0.8007 0.7474 0.4727

tretman 0.0002* | 0.1260 0.0002* | 0.0001* | 0.1963 0.0063*

Mjerenje 2 | genotip <.0001* | 0.5987 <.0001* | <.0001* | 0.6577 0.0796
tretman*genotip | 0.3716 0.9974 0.3728 0.2697 0.7356 0.3679

tretman <.0001* | 0.1460 <.0001* | <.0001* |0.1667 0.1889

Mjerenje 3 | genotip <.0001* | 0.4686 <.0001* | <.0001* |0.1622 0.1639
tretman*genotip | 0.0888 0.8909 0.0984 0.1184 0.1116 0.8861

tretman <.0001* |0.4269 <.0001* | <.0001* | 0.6956 0.0119*

Mjerenje 4 | genotip 0.0372* | 0.7787 | ppo351+ | 0.0319* | 0.0222* | 0.1690
tretman*genotip | 0.0072* | 0.7104 0.0065* | 0.0046* | 0.1359 0.0032*

tretman <.0001* | 0.4407 <.0001* | <.0001* | 0.6069 0.0126*

Mjerenje 5 | genotip 0.0372* | 9 7925 0.0351* | 0.0319* | 0.0272* | 0.1724
tretman*genotip | 0.0072* | 0.7246 0.0065* | 0.0046* | 0.1259 0.0033*

Osw — provodljivost pudi, gww — provodljivost grani¢nog sloja lista, gw — ukupna provodljivost
puci, E — intenzitet transpiracije, ®PSIl — efektivha efikasnost fotosustava PSIl, ETR —

intenzitet transporta elektrona.
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4.1. Provodiljivost puéi (gsw)

Istrazivani genotipovi graha su se medusobno razlikovali u provodljivosti puci
tijekom svih mjerenja. ZnaCajne razlike izmedu tretmana u provodljivosti puci
utvrdene su od drugog mjerenja pa do kraja pokusa. Grafikon 4.1. prikazuje utjecaj
tretmana suSe i kontrole na provodljivost puci (gsw) tjekom 10 dana (5 mjerenja) kod
istrazivanih genotipova graha. 1z grafa je vidljivo da je tretman susSe izazvao znacajno
smanjenje provodljivosti puci kod svih genotipova u 3., 4. i 5. mjerenju. Nakon duzeg
uzgoja biljaka u tretmanima (4. i 5. mjerenje) u kontrolnom tretmanu utvrdena je
podjednaka provodljivost puci kod Bisera, Putera i ZelnCeca te niZza kod TreSnjevca.
Dok je u tretmanu suSe najveca provodljivost puci, od 3. mjerenja pa nadalje,
utvrdena kod Bisera.
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Graf 4.1. Utjecaj tretmana suSe na provodljivost puli (gsw) tijekom 5 mjerenja kod 4
tradicijska kultivara graha. Razli¢ita slova pridruzena stupcima ukazuju na znacajne razlike
srednijih vrijednosti temeljene na Tukeyjevom testu.
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4.2. Ukupna provodljivost puci (gw)

U prva dva mjerenja vec¢a ukupna provodljivost pucCi utrdena je kod biljaka
uzgajanih u tretmanu suSe, nakon toga, od 3. mjerenja pa do kraja pokusa biljke
uzgajne u kontroli imale su vec¢u ukupnu provodljivost puci. Genotipovi su se
medusobno razlikovali u ukupnoj provodljivosti pu€i od drugog mijerenja. Grafikon
4.3. prikazuje utjecaj tretmana suSe i kontrole na ukupnu provodljivost puci (gw)
tijekom 10 dana (5 mjerenja) kod istraZivanih genotipova graha. NajveCu ukupnu
provodljivost puci u tretmanu suse od 3. mjerenja pa do kraja pokusa zadrZava Biser,
dok je u kontroli najmanja vrijednost zabiljezena kod TreSnjevaca, a nije bilo razlike
izmedu ostalih istrazivanih genotipova (Grafikon 4.2.).
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Graf 4.2. Utjecaj tretmana suSe na ukupnu provodljivost puci (gw) tjekom 5 mjerenja kod 4
tradicijska kultivara graha. Razli¢ita slova pridruzena stupcima ukazuju na znacajne razlike
srednijih vrijednosti temeljene na Tukeyjevom testu.
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4.3. Intenzitet transpiracije (E)

Znacajne razlike u transpiraciji izmedu tretmana utvrdene su od drugog mjerenja
pa nadalje, te je veci intenzitet transpiracije utvrden kod billjaka uzgajanih u kontroli.
Genotipovi su se medusobno znacajno razlikovali u intenzitetu transpiracije. Grafikon
4.3. prikazuje utjecaj tretmana suSe i kontrole na intenzitet transpiracije (E) tijekom
10 dana (5 mjerenja) kod istrazivanih genotipova graha. Iz grafa je vidljivo da je
tretman suSe izazvao znafajno smanjenje intenziteta transpiracije kod svih
genotipova u 2. 3., 4. i 5. mjerenju. Usporedbom srednjih vrijednosti transpiracije
pokazalo se da Biser ima najveci intenzitet transpiracije u tretmanu suse od treceg
mjerenja pa nadalje, dok je najmanji intenzitet transpiracije u 4. i 5. mjerenju u
tretmanu suse imao je Zelencec.
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Graf 4.3. Utjecaj tretmana suSe na intenzitet transpiracije (E) tijekom 5 mjerenja kod 4
tradicijska kultivara graha. Razli¢ita slova pridruzena stupcima ukazuju na znacajne razlike

srednijih vrijednosti temeljene na Tukeyjevom testu.
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4.4. Efektivna efikasnost fotosustava PSII (QPSII)

Znacajne razlike u ®PSII utvrdene su samo izmedu genotipova i to u prvom,
Cetvrtom i petom mjerenju. U prvom mjernju vec¢a prosje¢na ®PSII utvrdena je kod
Bisera u odnosu na TreSnjavac i ZelenCec, dok je u 4. i 5. mjernju veca prosjecna
®PSII utvrdena kod Putera u odnosu na TreSnjevac. Grafikon 4.4. prikazuje utjecaj
tretmana suSe i kontrole na efektivhu efikasnost fotosustava PSIl (®PSII) tijekom 10

dana (5 mjerenja) kod istraZivanih genotipova graha.
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Graf 4.4. Utjecaj tretmana suSe na efektivnu efikasnost fotosustava PSIl (®PSII) tijekom 5
mjerenja kod 4 tradicijska kultivara graha. Razli¢ita slova pridruzena stupcima ukazuju na
znacajne razlike srednjih vrijednosti temeljene na Tukeyjevom testu.
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4.5. Intenzitet transporta elektrona (ETR)

StatisitiCki znacajan utjecaj tretmana kao i interakcija tretman X genotip utvrdena
je tek u 4. i 5. mjerenju. Grafikon 4.5. prikazuje utjecaj tretmana suSe i kontrole na
intenzitet transporta elektrona (ETR) tijekom 10 dana (5 mjerenja) kod istrazivanih
genotipova graha. Iz grafikona je vidljivo da je tretman suSe izazvao znacajno
smanjenje intenziteta transporta elektrona (ETR) kod TreSnjevca i ZelenCeca u 4. i 5.
mjerenju, dok nema znacajnih razlika u ETR izmedu biljaka Bisera i Putera uzgajanih
u tremanu suse i kontroli.
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Graf 4.5. Utjecaj tretmana suSe na intenzitet transporta elektrona (ETR) tijekom 5 mjerenja
kod 4 tradicijska kultivara graha. Razli¢ita slova pridruzena stupcima ukazuju na znacajne
razlike srednjih vrijednosti temeljene na Tukeyjevom testu.

19



5. Rasprava

Smanjenje provodljivost pui te s njome povezano smanjenje transpiracije
predstavlja jednu od najranijih rekacija biljaka na nedostatak vode u tlu (Taiz i Zeiger,
2002). Stres suSe u naSem istrazivanju znacajno je smanjio provodljivost pudi i
intenzitet transpiracije od drugog mjerenja (4. dana nakon pocetka izlaganja biljaka
stresu suse). Sli¢ne rezultate objavljuju Castonguay i Markhart (1992) koji utvrduju da
je nedostatak vode izazvao smanjenje provodljivosti puCi i transpiracije kod oba
ispitivana kultivara graha. Nadalje rezultati ovog istraZivanja ukazuju da nakon duzZeg
izlaganja tretmanu sus$e, Biser zadrZava najveéu provodljivost puci i najveci intenzitet
transpiracije u usporedbi s ostalim istraZzivanim kultivarima. Biser je sitnosjemeni
tradicijski kultivar, a Vidak i sur. (2022) navode da sitnosjemeni tradicijski kultivari
graha imaju ve¢u ukupnu provodljivost puci, $to se podudara s nasim istraZivanjem.

Mijerenjem klorofilne fluorescencije utvrdeno je da je nakon duljeg izlaganja susi
(4. 1 5. Mjerenje) doSlo do smanjenja brzine transporta elektrona (ETR), pri E¢emu su
Biser i Puter zadrzali viSi ETR u usporedbi sa TreSnjevcom i Zelen€ecom. S druge
strane tretman su$e nije znacajno utjecao na efektivhu efikasnost fotosustava PSII
(®PSII). Ovakvi rezultati ukazuju na €injenicu da tretman suse u trajnju od 10 dana
nije izazvao ostecenja PSII, ali je doSlo do remecenja procesa prijenosa elektrona po
tilakoidoj membrani vjerojatno kao poljedice pritvaranja pudi.

ETR je u laboratorijskim uvjetima koleriran sa asimlacijom CO. (Maxwell i,
Johnson, 2000). Zbog toga smanjena difuzija CO. koja se javlja kao posljedica
pritvaranja puci (Taiz i Zeiger, 2002) uzrokuje pad fotosintetske aktivnosti i usporava
ETR (Yamori i sur., 2011). U istrazivanju radenom na kultivarima rajcice Zhou i sur.
(2017) navode da je tretman suSe izazvao znac¢ajno smanjenje intenziteta transporta
elektrona (ETR).

Istrazivanjem otpornosti graha na stres suse, Schulze (1986) te Kubiske i Abrams
(1993), zakljuCili su da bilike graha otpornije na suSu mogu odrzavati veéu stopu
fotositeze i stomatalnu provodljivost od biljaka graha osjetljivih na susu. Prema tome
mozemo zakljuciti da je kultivar Biser otporniji na suSu u usporedbi s ostalim
istrzivanim tradicijskim kultivarima jer je u tretmanu suSe zadrzao vecu provodljivost
puci, viSi intenzitet trasnpiracije te vec¢i ETR.
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6. Zakljucak

Stres suSe najznacajniji je ograniCavajuc¢i Cimbenik poljoprivredne proizvodnje.
Pronalazak genotipova s poveCanom otpornoScu na stres suse jedan je od nacina
prilagodavanja poljoprivrede stresu suse.

Rezultati ovog istraZivanja ukazuju da stres suSe znacajno smanjuje provodljivost
puci i intenzitet transpiracije od drugog mjerenja (4. dana nakon pocetka izlaganja
biljaka stresu suSe). Nadalje utvrdeno je da je nakon duljeg izlaganja susi (4. i 5.
Mijerenje) doslo do smanjenja brzine transporta elektrona (ETR) kod svih istrazivanih
genotipova.

Takoder utvrdeno je da postoje znaCajne razlike u provodiljivosti puCi (gsw),
provodljivosti grani¢nog sloja lista (gow), ukupnoj provodljivosti pu€i (gw), intenzitetu
transpiracije (E), efektivnoj efikasnosti fotosustava PSIlI (®PSIl) i intenzitetu
transporta elektrona (ETR) izmedu istraZivanih genotipova graha.

Najmanje promjene u ispitivanim parametrima utvrdene kod Bisera, te se on
moze smatrati najtolerantnijim kultivarom na suSu dok se na suSu najosjetljivijim
moZe smatrati Zelencec.
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