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Sazetak

Zavrsnog rada studenta/ice Lorena Rovi$an, naslova

BIOKEMIJSKI ODGOVOR LISTA NA STRES SUSE KOD TRADICIJSKIH KULTIVARA KRUMPIRA

Susa negativno utjece na biljke mijenjajuci morfoloske, fizioloske i metabolicke procese. Biljke
izloZzene susi smanjuju relativni sadrzaj vode u lis¢u, Sto utjeCe na stabilnost membrane i
fotosintetske aktivnosti, a posljedicno se povecava sinteza reaktivnih kisikovih vrsta (ROS),
peroksidacija lipida i oste¢enje membrane. Kako bi smanjile utjecaj suse biljke nakupljaju
topive Secere, prolin te povecavaju enzimsku antioksidativnu aktivnost. Cilj ovog istraZzivanja
je utvrditi utjecaj suSe na sadrzaj vodikovog peroksida, fotosintetskih pigmenata, prolina,
malondialdehida te aktivnost antioksidacijskih enzima u listu pet tradicijskih kultivara
krumpira. Stres suSe znacajno je utjecao na povecéanje aktivnosti antioksidacijskih enzima te
povecanje sadrzaja prolina, vodikovog peroksida, malondialdehida te fotosintetskih
pigmenata u listovima analiziranih kultivara krumpira.

Kljucne rijeci: susa, krumpir, antioksidacijski enzimi, biljni pigmenti



Summary

Of the final work - student Lorena Rovisan, entitled

BIOCHEMICAL RESPONSE OD LEAF TO DROUGHT STRESS IN TRADITIONAL CULTIVARS OF
POTATO

Drought negatively affects plants by changing morphological, physiological and metabolic
processes. Plants exposed to drought reduce the relative water content in leaves, which
affects membrane stability and photosynthetic activity, and consequently increases the
synthesis of reactive oxygen species (ROS), lipid peroxidation and membrane damage. In order
to reduce the impact of drought, plants accumulate soluble sugars, proline and increase
enzymatic antioxidant activity. The aim of this research was to determine the effect of drought
on the content of hydrogen peroxide, photosynthetic pigments, proline, malondialdehyde and
the activity of antioxidant enzymes in the leaves of five traditional potato cultivars. Drought
stress significantly increased the activity of antioxidant enzymes and increased the content of
proline, hydrogen peroxide, malondialdehyde and photosynthetic pigments in potato leaves
of tested cultivars.

Keywords: drought, stress, antioxidant enzymes, photosynthetic pigments



1. Uvod

Krumpir (Solanum tuberosum L.) poznata je i vazna kultura koja se uzgaja diljem svijeta.
Smatra se osnovnom namirnicom u ljudskoj prehrani zbog svojeg bogatog hranjivog sastava
te je Cetvrta kultura po proizvodnji u svijetu (Aksoy i sur. 2021.). Zbog plitkog korijenovog
sustava vrlo je osjetljiv na okolisne stresove i klimatske promjene koje su sve intenzivnije. Susa
je jedan od okolisnih, abiotskih stresova koji €ini najvece probleme u proizvodnji krumpira, ali
i svim ostalim biljkama u uzgoju. Stres suSe narusava normalan rast biljaka, remeti vodne
odnose i naru$ava regulaciju vode zbog ¢ega se smanjuje ucinkovitost koriStenja vode (Farooq
i sur. 2012.). Relativni sadrzaj vode u listu se smanjuje, dolazi do zatvaranja puci, a posljedi¢no
se smanjuje intenzitet fotosinteze, oste¢uju se membrane i dolazi do neuravnotezene
aktivnosti enzima. Stres uzrokovan suSom najce$ée dovodi do smanjenja prinosa uzgajane
kulture. Na biljci se vide negativne morfoloske, fizioloske i metaboli¢ke promjene uzrokovane
suSom (Hasanuzzaman i sur. 2013.).

Biljke imaju niz fizioloSkih i biokemijskih odgovora u cilju smanjenja negativnih posljedica
i prezivljenja perioda stresa izazvanog zbog suse. Susa potice stvaranje reaktivnih kisikovih
vrsta (ROS) koji dovode do oksidativnog stresa (Hussain i sur. 2019.). Na molekularnoj razini
kljuéni znak koji pokazuje da biljka prolazi stres izazvan suSom je upravo nakupljanje ROS-a, uz
to superoksida (0%) i vodikovog peroksida (H202) (Hasanuzzaman i sur. 2013.). Biljke su
stvorile mehanizme kojima pokusavaju odrzati normalnu homeostazu stanica u nepovoljnim
uvjetima. Sastoje se od enzimatskih i neenzimatskih sustava kojima uklanjaju ROS i smanjuju
negativne posljedice suse. Uz to nakupljaju topive Secere i prolin kako bi se snizio osmotskih
potencijal u stanicama ¢ime se zadrZava voda u stanicama.

Antioksidativni enzimi poput superoksid dismutaze (SOD), peroksidaze (POX) i katalaze
(CAT) kljuéni su za biljku koja prolazi stres uzrokovan susom jer sluze kao prva linija obrane,
minimaliziraju Stetu koju uzrokuje oksidativni stres (Xu i sur. 2011.) Kako bi se uspjesno borili
sa oksidativnim stresom njihov sadrzaj se povecava. Oni uz malondialdehid (MDA)
predstavljaju najvaznije biomarkere oksidativnog stresa (Surina 2018.).

1.1. Ciljistrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi utjecaj suse na sadrzaj antioksidacijskih enzima, prolina,
malondialdehida, H,0; te fotosintetskih pigmenata u listu pet tradicijskih kultivara krumpira.



2. Krumpir

Krumpir (Solanum tuberosum L.) je jednogodi$nja zeljasta biljka koja pripada porodici
pomocnica (Solanaceae). Spada u grupu gomoljastih kultura za proizvodnju Seéera, alkohola i
Skroba. U svijetu postoji vise od 5000 sorti krumpira, 4500 je porijeklom iz Juzne Amerike, a
poznato je i preko 100 divljih vrsta (Rondon i sur. 2022.). Dijeli se na dvije osnovne podvrste,
a to su: Solanum tuberosum subsp. tuberosum koji je tetraploidan, uzgaja se diljem svijeta te
Solanum tuberosum subsp. andigena kao diploid koji se uglavnom uzgaja u Andama u
Sjevernoj Americi (Organisation for Economic Cooperation and Development 1997.).

Prema podacima iz FAOSTAT-a iz 2022. godine, krumpir se smatra cetvrtom
najzastupljenijom poljoprivrednom kulturom, nakon psenice, rize i kukuruza. U svijetu krumpir
zauzima povrsinu od priblizno 18 milijuna hektara, u Europi 4,06 milijuna hektara, a u
Hrvatskoj 7,370 tisuéa hektara. Proizvodnja ove kulture u svijetu iznosi 374,777,763 milijuna
tona, u Europi 98,112,779 tona, dok je to u Hrvatskoj svega 103,400 tona (FAOSTAT 2022.).
Ova kultura uzgaja se u gotovo svim zemljama svijeta, a njeni najveéi proizvodaci su: Kina koja
je u 2022. godini imala prinos od 95,6 milijuna tona, Indija sa 56,2 milijuna tona, Ukrajina sa
20,9 milijuna tona, Rusija sa 18,9 milijuna tona i peti najveci proizvodac je SAD sa 17,8 milijuna
tona (FAOSTAT 2022.). Pospisil (2020.) navodi kako su u Hrvatskoj prinosi krumpiri dosta niski
u usporedbi sa vodeé¢im zemljama Europe (15,1 t/ha za rani i 20,9 t/ha za kasni krumpir).
Medutim neki proizvodaci uspijevaju postici prinos i do 35 t/ha, a uz navodnjavanje i do 40
t/ha.

Od sSezdesetih godina proslog stoljec¢a prinos krumpira je povecan za 100 milijuna tona
(sa 270 milijuna do danasnjih 370 milijuna tona) zbog konstantnog rada oplemenjivaca na
potencijalu prinosa. U istom tom periodu povrsine pod krumpirom smanjile su se za 5 milijuna
hektara (sa 22,14 na 17,3 milijuna hektara). Navedeni podaci upuéuju na poveéanje prinosa
po jedinici povrsine (Wagar Nasir i Toth 2022. prema FAOSTAT).

Prema sastavu hranjivih tvari gomolj krumpira odmah je nakon soje po sadrzaju proteina
po hektaru te takoder nakon Secerne trske po sadrzaju ugljikohidrata (Johnson i Lay 1974.).

Krumpir ima veliku gospodarsku vazinost zbog Siroke moguénosti primjene te velike
hranjive vrijednosti. Osim za prehranu ljudi na koju otpada 2/3 njegove proizvodnje krumpir
se koristi za hranidbu stoke, proizvodnju alkohola, bioetanola, u farmaceutskoj, tekstilnoj,
drvenoj industriji i industriji papira (Pospisil 2010.).

Rasprostranjen je od kraja juga do kraja sjevera zbog svoje velike prilagodljivosti, no
najvise mu odgovaraju podrucja umjerenog pojasa gdje nisu vrlo visoke temperature tijekom
vegetacije te u takvim uvjetima ostvaruje najstabilnije prinose (Pospisil 2010.).

Kolari¢ (2015.) navodi da krumpir trazi lakSe tipove tla koju su rastresita, propusna,
pjeskovita i pjeskovito — ilovasta tla mrvicaste strukture, bogata humusom, mineralnim i
organskim tvarima te sa Sto dubljim orani¢nim slojem. Optimalan pH tla za proizvodnju
krumpira je 5,4 — 6,5. Nadalje, dobra opskrbljenost vodom jedan je od najvaZnijih faktora koji
utje€u na visinu prinosa kod krumpira (PospiSil 2010.). Ova biljka tijekom vegetacije ima



promjenjive zahtjeve za vodom pa tako na samom pocetku vegetacija biljka crpi vodu iz
zasadenog gomolja i tla, dok joj u fazi od nicanja do cvatnje potrebe za vodom nisu velike.
Najvece potrebe za vodom ima u fazi od cvatnje do zavrSetka formiranja nadzemne mase, a
nedostatak vode u toj fazi direktno utjeCe na smanjenje prinosa. Nakon te faze potrebe za
vodom postepeno padaju. Medutim i visak vode tijekom vegetacije moZe imati negativan
utjecaj na biljku krumpira, jer pogoduje razvitku patogenih gljivica, posebice iz roda
Phytophthora i Alternaria (Phytophthora infestans i Alternaria solani). Koliko ée krumpir biti
otporan na nedostatak vode, to jest susu, ovisi u kojem periodu se ona javila i kolika je duzina
vegetacije odredene sorte.



3.1. Definicija suse

Prema svjetskoj meteoroloskoj organizacija (WMO, 2024) suSa se definira kao
dugotrajno suho razdoblje u prirodnom klimatskom ciklusu koje se mozZe pojaviti bilo gdje u
svijetu. To je razdoblje ekstremno suhog vremena koje karakterizira dugotrajni izostanak
oborina ispod odredenog praga na ve¢em podrucju te to razdoblje traje dulje od mjesec dana
(WMO 2020). SuSa podrazumijeva uvjete u kojima dolazi do dugotrajnog izostanka ili
znacajnog izostanka oborina (WMO, UNESCO 2012), a javlja se u svim podrucjima na Zemlji.
Kao jedna od prirodnih katastrofa, susa je medu onim koje financijski donose najvise Stete.
Zbog nedostatka vode, globalno gospodarstvo godisnje potrosi 500 milijardi dolara, a Steta od
susa se na godisnjoj razini procjenjuje na nov¢anu Stetu izmedu 6 — 8 milijardi dolara. Njen
utjecaj obuhvaca razli¢ite gospodarske sektore i ljude, a obi¢no zahvada veca podrucja, no
ostale prirodne katastrofe (WMO 2024).

Zbog njenoj sporog pocetnog razvoja, susu je lakse i jednostavnije pratiti za razliku od
ostalih prirodnih katastrofa. Kad krene razdoblje suse postoji dovoljno vremena za praéenje i
promatranje trenutne temperature, promjene u oborinama te razinu i stanje povrsinskih i
podzemnih voda.

Susa spada u abiotske stresove, a prema DHMZ-u postoje 4 tipa suse:

= meteoroloska,

= hidroloska,

= agronomska i

= socio-ekonomska susa.

U ovome radu na susu se gleda sa agronomskog stajalista. Agronomska susa definirana
je kao kratkorocan deficit vode u povrsinskoj sloju tla koji se pojavljuje u kriticnom razdoblju
razvoja biljaka. Na njene negativne posljedice dodatno utjecCu visok temperature, niska
relativna vlaznost zraka i vjetar (DHMZ, 2024).

Stres koje biljke proZzivljavaju mijenja njihov rast, razvoj i metabolizam, a u konac¢nici
moze rezultirati sa smréu same biljke (Lawlor 2002.). Stres suse jedan je od najvedih problema
u poljoprivrednoj proizvodnji danas, a najvjerojatnije i u buduénosti.

Cesta izloZenost biljaka biotskim i abiotskim stresovima rezultira negativnim
posljedicama na njihov rast, razvoj i produktivnost (Hassan i Ali 2014.). Prilikom izlaganja
stresu suse, biokemijske reakcije kao Sto su: zatvaranja puci na molekularnoj razini, smanjenje
stope fotosinteze i povecanje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) negativno utjece na samu biljku,
$to u konacnici dovodi do smanjene produktivnosti biljke (Anjum i sur. 2017.). Tolerantnost
biljaka na susu je odgovor biljke na stres kako bi zadrzala normalno funkcioniranje organizma
pri nedovoljnoj koli¢ini vode. Biljke to ostvaruju osmotskom regulacijom akumulacirajudi
odredene vrste anorganskih i organskih osmolita. Veéa vainost pridaje se organskim



osmolitima, kao Sto su proteini, betain, prolin i ugljikohidratnim osmolitima (Secer i Sec¢erni
alkoholi) (Keresa i sur.,2008.).

3.2. Utjecaj suse na krumpir

Susa utjece na morfoloske, fizioloSke, ekoloske, biokemijske i molekularne karakteristike
biljaka (Salehi Lisar i Bakhshayeshan — Agdam 2016.).

Nasir i Toth (2022.) navode kako je danasnji krumpir osjetljiv na susu te podlozan gubitku
prinosa zbog stresa izazvanog suSom. Osjetljivost na susu kod krumpira prvenstveno proizlazi
iz njegovog plitkog korijenovog sustava, no takoder ovisi i o razvojnoj fazi, morfologiji
genotipa, trajanju i jacini stresa izazvanog susom. Krumpir je kultura koja je poznata po
osjetljivosti na susu te ¢ak i kraéi nedostaci vode u vegetaciji rezultiraju smanjenom kvalitetom
gomolja (Boguszewska i sur. 2010.).

Prvi znakovi na biljci da pati od nedostatka vode je smanjenje vegetativnog rasta (visine
biljke, broja i veli¢ine listova) (Deblonde i Ledent 2001.).

Kako bi izdrzale razdoblja bez oborina biljke posjeduju razne fizioloske i molekularne
mehanizme u svrhu smanjenja gubitka vode i odrZavanja stani¢ne homeostaze (Seleiman i sur.
2021.). Zatvaranje puci je najvazniji od tih mehanizama te igra klju¢nu ulogu u smanjenju
gubitka vode transpiracijom na nacin da regulira izmjenu plinova (Hepworth i sur. 2015.). Za
vrijeme stresa izazvanog susom, zatvaranje puci pomaze biljci da kontrolira gubitak vode, no
takoder ¢e smanijiti usvajanje CO,, Sto direktno utje¢e na proces fotosinteze (Pirasteh-
Anosheh i sur. 2016.). Osim toga biljke kada su izloZene stresu nakupljaju reaktivne kisikove
vrste (ROS —reactive oxygen species) koje dovode do oksidativnih oStec¢enja biljaka. Reaktivne
kisikove vrste, kao Sto su superoksid i vodikov peroksid, vezu se za molekule kisika te time
ostavljaju stanice bez kisika i uzrokuju njihovu smrt (Finkel i Holbrook 2000.). Mjesta u
stanicama u kojima se ROS primarno stvara jesu kloroplasti, mitohondriji, peroksisomi,
apoplasti i stani€na membrana (Singh i sur. 2019.). Premda ROS nastaju u biljci kao dio njenog
normalnog stani¢nog metabolizma, kada se nakuplja u prekomjernim koli¢inama oStecuju
ugljikohidrate, lipide, proteine i DNA (Raja i sur. 2017.).



4. Antioksidacijski enzimi i antioksidativni obrambeni sustav

Buduci da se biljke ne mogu kretati, to jest da su sesilni organizmi, posjeduju obrambene
mehanizme koje aktiviraju kad nastupe stresni uvjeti, a u svrhu zastite od Stetnog djelovanja
ROS-a. Biljke posjeduju antioksidativni obrambeni sustav koji im pomaze nositi se sa
prekomjernom proizvodnjom ili nakupljanjem kisikovih radikala. Pod reaktivnim kisikovim
vrstama podrazumijeva se nakupljanje dioksigena (O2), superoksida (O2’), vodikovog peroksida
(H203) i hidroksil radikala (OH) (Hasanuzzaman i sur. 2012.).

Antioksidacijski mehanizmi nisu ograniceni samo na stani¢ne organele, veé se u manjim
koli¢inama nalaze u citoplazmi i apoplastu (Antunovi¢ 2013.). Navedeni obrambeni sustav
sastoji se od antioksidacijskih molekula u Sto spadaju askorbinska kiselina, glutation i tokoferol
te antioksidacijskih enzima kao S$to su superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i
peroksidaze (POXs) (Boguszewska i sur., 2010.).

Antioksidacijski enzimi koji c¢ine antioksidativni obrambeni sustav, a kataliziraju
razgradnju ROS-a su: superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), askorbat peroksidaza (APX),
monodehidroaskorbat reduktaza (MDHAR), dehidroaskorbat reduktaza (DHAR), glutation
reduktaza (GR), glutation S-transferaza (GST), glutation peroksidaza (GPX) i peroksidaze (POX).
Neenzimatski spojevi koje biljka koristi su askorbata (AsA), glutationa (GSH), karotenoida i
tokoferola (Hasanuzzaman i sur. 2012.).

4.1. Superoksid dismutaza (SOD)

Superoksid dismutaza (SOD) je vrsta enzima koji kataliziraju dismutaciju (reakcija u kojoj
se reaktant pretvara u dva razli¢ita produkta) O, u H20,. Tocnije, oksidirani oblik superoksid
dismutaze prvo ée reagirati sa jednim ionom superoksida kojem ¢e produkt biti O,, ¢ime enzim
prelazi u reducirani oblik. Taj reducirani oblik enzima reagirat ¢e sa dodatnim ionom
superoksida, a tada ¢e kao produkt nastati H,0,, a enzim se oksidira (Mildner 2014.). Ti enzimi
stoga predstavlja prvu liniju obrane protiv ROS-a (Caverzan i sur. 2016.). Oni mogu biti vezani
na metalni ion (Cu/Zn, Mn, Fe i Ni).

Vecina drugih organizama ima samo jedan tip SOD-a u razli¢itim stani¢nim dijelovima,
dok biljke imaju visSe oblika svakog tipa kodiranih sa strane viSe od jednog gena. To ukazuje na
slozenost antioksidativne obrane kod biljka. Uz prethodno navedeno, biljke proizvode male
neenzimske antioksidativne spojeve, a sluze kao sekundarna obrana. To su primjerice, kao i
prethodno navedeni; glutationi, askorbati, tokoferoli, flavanoidi, alkaloidi i karotenoidi u
veéim koncentracijama sposobnim za neutralizaciju ROS-a. Dismutacija koju provodi SOD nije
u potpunosti povoljna, zato sto vodikov peroksid koji nastaje moze reagirati s metalnim ionom
¢ime se stvara toksi¢ni hidroksid. Medutim katalaza (CAT) ée taj vodikov peroksid (H203)
razgraditi na kisik (O2) i vodu (H20). Katalaza se uglavnom nalazi u peroksisomima, a ondje se
takoder nalaze brojni enzimi koji proizvode H,0: (Scandalios 2005.).



Pri niskim koncentracijama H;0,, CAT djeluje ,peroksidacijski“, Sto znaci da razni donori
vodika mogu oksidirati:
RH; + H,0> = R + 2H,0.

Suprotno od toga, pri visokim koncentracijama, CAT razgraduje iznimnom brzinom
koristedi , kataliticku“ reakciju gdje H,0: djeluje kao akceptor i donor vodika:

H,0, -> 2H,0 + O,.

Slicnost izmedu superoksid dismutaze i katalaze je u tome $to obje provode redoks-
reakcije u kojoj je supstrat O% (superoksidni anion) za SOD i H,0, (vodikov peroksid) za CAT
istovremeno redukcijsko i oksidacijsko sredstvo, dok su za peroksidaze potrebna razli¢ita
redukcijska sredstva, ovisno o tome za $to su namijenjene (Scandalios 2005.).

U istraZivanju Antunovic¢ (2013.) koje je provedeno na jeému (Hordeum vulgare L.) nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u aktivnosti enzima SOD-a, iako mu je aktivnost tijekom
suse bila smanjena.

Kiranmai i sur. (2018.) izolirali su gen MuWRKY3 iz Macrotyloma uniflorum L.
prilagodenog susi te pojacali njegovu ekspresiju u kikirikiju (Arachis hypogea L.). Transgene
biljke pokazale su povecdanu aktivnost SOD-a 3 — 5 puta Sto ukazuje na poveéanu toleranciju
na susu. Istrazivanje Shafi i sur. (2017.) na transgenim biljkama krumpira ukazuje na znacajnu
aktivnost SOD-a u usporedbi sa divljim vrstama. Te biljke su imale pojacanu toleranciju na

glavnim zastitnim enzimom prilikom prilagodbe krumpira na stres suse.
4.2. Peroksidaza (POX)

Peroksidaze su enzimi koji se nalaze u svim Zivim organizmima, ukljuéujuéi prokariote i
gljive (Ricko 2009.). Njihova uloga je kataliziranje oksidacije odredenih stanicnih tvari (npr.
fenolnih spojeva, askorbinske kiseline, glutationa i dr.) koriste¢i vodikov peroksid ili organski
hidroperoksid kao supstrat tj. oksidacijsko sredstvo (Gaspar isur. 1991.). Glavnina peroksidaza
moze oksidirati Sirok raspon supstrata na racun H,0,, iako razli¢itim brzinama (Christensen i
sur. 1998.). U usporedbi sa katalazom, peroksidaze imaju mnogo vedi afinitet za H,0: i nalaze
se u svim stani¢nim djelovima (Ri¢ko 2009.). S obzirom na fiziolosku ulogu i supstratnu
specificnost postoje dvije grupe POX-a (Asada 1992.).

Prvu grupu cine nespecificne peroksidaze koje koriste H;0, za razne oksidacijske
reakcije, a karakterizira ih slaba supstratna specificnost (Gaspar i sur. 1991.). U tu grupu
spadaju gvajakol (GPOX) i pirogalol-peroksidaze (PPO). Gvajakol, to jest pirogalol u in vitro
uvjetima mogu sluziti kao donori elektrona (Ri¢ko 2009.). Drugoj grupi POX-a glavna uloga je
uklanjanje H20,, organskih hidroperoksida i lipidnih peroksida. Cilj im je sprijeciti nastajanje
vrlo reaktivnih radikala. Drugu grupu cine askorbat (APOX) i glutation-peroksidaza (GPX)
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(Antunovi¢ 2013.). Za redukciju H202 u H20, biljke najcescée koriste askorbat kao reducirajuci
supstrat (Asada 1992.). Povecana aktivnost POX-a zabiljezena je kao odgovor biljaka na razne
faktore stresa, ukljucujuci teSke metale (Diaz i sur. 2001.). Istrazivanje Li i sur. (2017.) utvrdilo
je pojacanu aktivnost POX-a za vrijeme umjerene suse, ublazavajuci osteéenja uzrokovana
suSom. Rezultati istraZivanja Batool i sur. (2020.) takoder pokazuje pojacanu aktivnost POX-a
za vrijeme suse. Maksimalna je bila za vrijeme jakog stresa, a smanjena pri slabijem stresu
suSe. Pojacana aktivnost POX-a pozitivno utjece na otpornost biljke krumpira na stres suse, a
posljedi¢no i na stabilniji prinos.

4.3. Vodikov peroksid (H20,)

Donedavno H;0. je promatran uglavnom kao toksi¢ni stani¢ni metabolit. Nedavna
istrazivanja potvrdila su da je H,0> signalna molekula bitna u biljnom odgovoru na razlicite
faktore stresa (Neill i sur. 2002.). Prilikom regularnih metaboli¢kih procesa H,O, nastaje
Mehler-ovom reakcijom u kloroplastima, prijenosom elektrona u mitohondrijima te
fotorespiracijom u peroksisomima (Neill. il sur. 2002.). Stresni uvjeti stimuliraju nastanak vecih
koli¢ina H,0; (Neill i sur. 2002.). Mogudi procesi nastanka H20; su putem enzimatskih reakcija,
npr. aktivno$¢éu NADPH-oksidaze smjesStene u plazmatskoj biomembrani ili, peroksidaznom
aktivnos¢u u stani¢noj stijenci. Takoder nastaje aktivnoS¢u drugih oksidaza, medu ostalima
ksantin-oksidaze i amin-oksidaze (Neill i sur. 2002.). Vodikov peroksid slobodno difundira u
stanicama, a njegov prijenos iz apoplasta moZe biti olakSan prolaskom kroz membranske
kanale peroksiporine (Neill i sur. 2002.).

H,0, koji se stvara tijekom abiotickog stresa smatra se klju¢nim za signalizaciju koja
omogucuje biljkama da se zastite od stresa, slicno kao Sto je njegova uloga u interakcijama
izmedu biljaka i patogena (Kuzniak i Urbanek 2000.).

Angon i sur. (2022.) su u svom opseznom preglednom radu utvrdili da kada su biljke
(razlicite biljne vrste) izloZene pojedinacnom stresu zbog slanosti ili suse, kao i kombiniranom
stresu, njihov sadrzaj H,02 i MDA se povecava u usporedbi s kontrolnim uvjetima. Do sli¢nih
rezultata su doslii Ulusu i sur. (2022.) koji su utvrdili znacajan porast sadrzaja H,0 kod buhaca
nakon 10 dana izloZzenosti stresu suse.



5. Utjecaj osmotske regulacije i prolina

Osmotska regulacija (OR) oznacava smanjenje osmotskog potencijala u stanici kao
posljedica aktivne akumulacije mnogih vrsta anorganskih i organskih spojeva (Fang i Xiong
2015.). Basi¢ (2023.) navodi kako ¢e veée usvajanje vode, rast turgora i otvaranje puci biti
ostvareno pri manjem, to jest negativnijem osmotskom potencijalu. Navedeno sniZavanje
osmotskog potencijala moguce je akumulacijom kompatibilnih osmotski aktivnih tvari
(osmoprotektanata). Kao odgovor na stres suse te tvari ¢e se krenuti nakupljati u veéim
koli¢inama. Jedna od kompatibilnih osmotski aktivnih tvari je prolin.

S obzirom da spomenuta tvar smanjuje osmotski potencijal u listu, a da ne utjece na
turgor, stanicama lista je omoguceno prikupljanje vise vode iz tla te odrZzavanje vode u listu za
vrijeme stresa suse (Sprenger i sur. 2016.).

Prolin je aminokiselina koja se sintetizira u lisnim tkivima biljaka koje trpe stres izazvan
suSom. Skupa sa Se¢erom u lis¢u naglo metabolizira, dok se oporavlja od stresa (Kameli i Lasel
1993.). Prolin moze posluziti kao signalna molekula koja regulira funkcije mitohondrija, utjece
na rast ili smrt stanica te potice ekspresiju odredenih gena, Sto moze znacajno utjecati na
oporavak biljke (Obidiegwu i sur. 2015.).

U radu Chen i sur. (2019.) na temu ucinaka suse i rehidracije na fizioloske odgovore
Artemisia halodendron L. zamije¢eno je povecanje sadrzaja prolina za vrijeme jake suse
(takoder POX-a, CAT-a, topivih proteina i Secera), a on igra vainu ulogu u obrambenom
mehanizmu $to biljkama daje mogucénost da bolje podnesu stres suSe. Brojna istrazivanja su
utvrdila znadajno povecanje sadrzaja prolina u susi. Tako je utvrdeno znacajno povecanje
sadrzaja prolina u stresu suse kod genotipova rize (Dien i sur. 2019), pamuka (Parida i sur.
2008.) i pSenice (Sultanisur. 2012.).



6. Malondialdehid (MDA)

Zbog raznih c¢imbenika stresa (npr. susa) biljke dozivljavaju lipidnu peroksidaciju
membrana kojoj je krajnji produkt ve¢inom malondialdehid (MDA). MDA je klju¢ni pokazatelj
ostecenja sustava membrana te se koristi kao indikator otpornosti biljaka na stres. Stres
uzrokuje povecanu lipidnu peroksidaciju membrana, a time se i sadrzaj MDA povecava. Zbog
toga dolazi do unakrsnog povezivanja i denaturacije nukleinskih kiselina i proteina, ¢ime se
ubrzava proces starenja (Qiu i sur. 2024.).

Rezultati istrazivanja Mihaljevi¢ i sur. (2021.) pokazuju da je visa koncentracija MDA u
biljkama jabuke pogodenih suSom povezana sa viSim sadrzajem H,0;. Intenzitet MDA i H.0;
povecavao se s intenzitetom suse. IstraZivanje Jiao i sur. 2012. utvrdilo je da stres suse
znacajno povecava sadrzaj MDA u listovima mladica krumpira, a time i relativhu propusnost
membrane.
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7. Pigmenti lista (klorofil a, klorofil b i karotenoidi)

Klorofil a (zeleni pigmenti) i klorofil b (Zuti pigmenti) su dvije vrste klorofila koji proizvode
energiju u fotosustavima I. i Il. Klorofil a je primarni fotosintetski pigment, reakcijski je centar
antena, sastoji se od osnovnih proteina koji vezu klorofil i karotenoide, dok je klorofil b
pomocni pigment koji skuplja energiju i prenosi na klorofil a (Roca i sur. 2016, prema Orsak i
sur. 2023.). Karotenoidi su Zuti, narancasti i crveni pigmenti. Imaju vaznu ulogu u
fotosintetskim i nefotosintetskim tkivima gdje skupljaju svjetlost ili djeluju kao signalne
molekule, prekursori aroma te privlace oprasivace (Nisar i sur. 2015.).

Abiotski stres, uz prethodno navedeno, moZe dovesti do smanjenja fotosinteze,
zatvaranja puci i uzrokovati gubitak fotosintetskih pigmenata ukoliko su mu biljke izloZzene
kratkom vremenskom periodu (Li i sur. 2017.). Medutim ukoliko su biljke izloZzene duljem
vremenskom periodu stresu suse sadrzaj klorofila se poveéava (Li i sur. 2019). Cini se da je
povecanje zelenila lis¢a (vedi sadrzaj klorofila) u susi svojstvo negativno povezana s otpornoscu
na susu kod krumpira za razliku od pSenice (Yang i sur. 2001.) ili kukuruza (Young i sur. 2004.).
Rolando i sur. (2015.) utvrdili su da je smanjenje lisne povrsine u susi odgovorno za vecu
koncentraciju klorofila po jedinica povrsine lamine koja uzrokuje efekt odgodenog starenja.

U istrazivanju Li i sur. (2019.) genotipovi koji kod kojih je utvrdeno povecanje sadrzaja
klorofila u susi imali su veée oste¢enje membrane od kontrolnih biljaka (ve¢i MDA), dok je
odgodeno starenja lis¢a bila povezano s manjim oSte¢enjem membrane s ve¢om oksidativnom
obranom (POX).
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8. Materijali i metode

U ovome istrazivanju koristeno je pet hrvatskih tradicijskih kultivara krumpira. Tradicijski
kultivari koji su koristeni u ovom istrazivanju su; ,Brinjak”, ,Krizpolje“, ,Lipice zuti“, ,Plitvicki“
i ,Poli“. Navedeni kultivari prikupljeni su na podrucju Republike Hrvatske u sklopu Nacionalnog
programa ocuvanja i odrzive uporabe za hranu i poljoprivredu u Republici Hrvatskoj. Istrazivani
kultivari pohranjeni su u Nacionalnu banku biljnih gena i evidentirani u Hrvatskoj bazi
podataka o biljnim genetskim izvorima.

8.1. Tijek istrazivanja

Od po 15 biljaka svakog genotipa zasadeno je u tegle i uzgajane su 47 dana u komori
rasta u normalnim uvjetima (slika 8.1.1.). Uvjeti u komori rasta tokom rasta, a i kasnije prilikom
izlaganja stresu suse bili su isti. Dan je trajao 16 sati, dok je no¢ trajala 8 sati. Temperatura
zraka u komori tokom dana iznosila je 23°C, dok je tokom nodi iznosila 19°C.

Slika 8.1.1. Krumpir u komori rasta prije pocetka stresa suse

Nakon perioda rasta i razvoja bez utjecaja suse uslijedilo je razdoblje od 56 dana u kojem
je osam biljaka svakog kultivara (ukupno 40 biljaka) izloZzeno stresu suse i zalijevano na 60%
utvrdenog ukupnog poljskog kapaciteta tla za vodu. Ostalih sedam biljaka svakog kultivara
(ukupno 35 biljaka) predstavljale su kontrolne biljke, zalijevane su normalnoi nisu bile izlozene
stresu suSe. 49 dana nakon pocetka stresa suse uzeti su uzorci lista za biokemijske analize.
Uzeta su tri uzorka sa kontrolnih biljaka i tri uzorka sa biljaka u stresu suse (ukupno 30 uzoraka)
za svaki kultivar. Listovi su liofilizirani i pohranjeni na nisku temperaturu. Uzorci su smljeveni
u fini prah te su na njima vrSene kemijske analize.
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8.2. Kemijske analize

8.2.1. Odredivanje sadrZaja superoksid dismutaze (SOD) u listu

Za odredivanja sadrzaja SOD-a u ovome radu koristena je spektrofotometrijska metoda
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
izraZzava se kao ona koli¢ina enzima koja uzrokuje 50% inhibicije redukcije NBT-a pri 560 nm u
prisutnosti riboflavina na svjetlu.

Dan prije analize izraden je pufer za izdvajanje proteina (pH 7,0). Pripremljeno je 50 ml
pufera koji se sastoji od 1,583 ml 1 M otopine K;HPO4i 0,963 ml 1M otopine KH2PO4, dodano
500 ul 10 mM EDTA (etilendiaminotetraoctena kiselina) i 49 mg Na-askorbata (44 mg
askorbinske kiseline) i nadopunjeno je do 50 ml reH,0. Otopina ¢uvana na temperaturi od 4
°C. Uz to za odredivanje sadrzaja SOD-a pripremljen je pufer za mjerenje aktivnosti SOD-a. Za
200 ml pufera odpipetirano je 9,08 ml 1 M otopine K;PO4i 0,92 1 M otopine KH,POa4, dodano
je 2 ml 10 mM EDTA, 0,388 g metionina, 127 mg NBT-a te je nadopunjeno do 200 ml reH,0.
Takoder je otopljen 2%-tni polivinil-polipirolidon (PVPP-veZe polifenole koji bi mogli smetati
pri reakciji) u deH,0.

Za odredivanje SOD-a izvagano je 100 mg uzorka te je homogenizirano u 1 ml hladnog
pufera za izdvajanje proteina (pH 7,0) i dodano je 200 pl PVPP-a. Nakon toga je izvrSena
centrifugacija uzorka 20 min pri 29 000 x g pri temperaturi od 4 °C. Nakon $to je zavrSeno
centrifugiranje uzorci su stavljeni u hladno te je izuzet ekstrakt od taloga. Za mjerenje SOD-a
pomijesan je volumen ekstrakta i pufer za izdvajanje proteina (pH 7,0) ukupnog volumena 0,1
ml. U kivetu je stavljeno 2,9 ml pufera za mjerenje aktivnosti SOD-a (pH 7,8) i 0,1 ml ekstrakta
pomijeSanog sa puferom te je dodan riboflavin (2 uM). Uzorci su zatim pomijesani i stavljeni
10 min ispod izvora svjetla te je bila pokrenuta reakcija koja je zaustavljena zamracivanjem
uzoraka. Spektrofotometar je prije ocitavanje uzorak podesen na nultu vrijednost slijepom
probom koja je oznaCena slovom A. Kada je izvrSeno podeSavanje na nultu vrijednost
ocitavane su vrijednosti uzoraka i izradena je krivulja aktivnosti.

8.2.2. Odredivanje sadrzaja nesecificnih peroksidaza (POX) u listu

Nespecificne peroksidaze (POX) odredivane su pomocu spektrofotometra. Za izvedbu
mjerenja peroksidaza napravljen je 50 mM kalij-fosfatni pufer (pH 7,0). Izradeno je 50 ml
pufera u koji se pipetiralo 1,583 ml 1 M otopine K;HPO4 i 0,936 1 M otopine KH,PO;4 te je
nadopunjeno deH20 do 50 ml. Pufer za mjerenje aktivnosti POX-a sastojao se od 50 mM KP-
pufera, 18 mM gvajakol i 5 mM H,0;. Za 50 ml pufera za mjerenje aktivnosti POX-a dodano je
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100,65 pl gvajakola, 25,5 u 30% H,0; te je nadopunjeno 50 mM KP-puferom (pH 7,0) do 50
ml. U kivetu za odredivanje POX-a dodano je 950 pul pufera za mjerenje aktivnosti POX-a i
dodano je 10 pl uzorka. Apsorbancija je mjerena spektroforometrom svakih 15 s tijekom 2,5
min pri valnoj duljini od 470 nm.

8.2.3. Odredivanje sadrzaja vodikovog peroksida (H202) u listu

Koli¢inu H20, odredena je prema metodi Sergijev i sur. (1997). Za pripremu ekstrakta
izvagano je 30 mg suhog lisnog tkiva u koji je dodano 1 mL 0,1%—tne trikloroctene kiseline
(TCA) te vorteksirano. Dobiveni ekstrakt je potom centrifugiran 10 min na 13 000 rpm pri
temperaturi od 4 9C te je odvojen supernatant. Za spektrofotometrijsko mjerenje kolicine
vodikovog peroksidaje u plasti¢nu kivetu dodano 200 uL supernatanta, 250 uL 10 mM kalij—
fosfatnog pufera (pH 7,0) i 1 mL 1M kalij jodida (KI). Za slijepu probu je umjesto supernatanta
koriSten ekstrakcijski pufer. Apsorbancija je mjerena spektrofotometrijski pri valnoj duljini 390
nm. Pomocu bazdarnog dijagrama, izmjerenih apsorbancija uzoraka te mase svjezeg tkiva
izraunat je udio vodikovog peroksida i izraZzen kao ng H,02 po mg suhog tkiva [ng mg™* suhog
tkiva].

8.2.4. Odredivanje sadrzaja prolina u listu

Sadrzaj prolina odreden je spektofotometrijskom metodom prema Carillo i Gibon
(2011.). Slijepa proba pripremljena je od 20 ul destilirane vode. Istrazivanje je provedeno na
slijededi nacin. Prah usitnjenog uzorka mase 0,025 g pomijesan je s 1 ml hladnog 70%-tnog
etanola te je dobivena smjesa pomijeSana. U tako priredenu homogenu ekstrakcijsku smjesu
dodano je 1 ml hladnog 70%-tnog etanola, nakon ¢ega je provedeno centrifugiranje u trajanju
od 10 min na 4 °C i maksimalnom broju okretaja. Alikvot od 500 ul centrifugiranog uzorka
pomijesan je s 500 pl 60%-tne octene kiseline i 500 ul 1%-tnog ninhidrina. Dobivena smjesa
stavljena je u termomikser (eng. thermoshaker) na temperaturu od 95°C u trajanju od 20 min,
a potom je stavljena na led u trajanju od 15 min. Smjesa je nakon toga centrifugirana u trajanju
od 10 min pri 10 000 rpm te je na posljetku spektrofotometrom izmjerena apsorbancija pri
520 nm.

Sadrzaj prolina dobivena je prema slijedecoj jednadzbi:

(Abs ekstrakta — slijepa proba) . V ekstrakta . 1
nagib V alikvota DW

Prolin=
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Gdje su:

Abs cistrakta= apsorbancija odredena s ekstraktom

Slijepa proba (izrazena apsorbancijom) i nagib (izraZzen kao apsorbancija/nmol) odredeni su
linearnom regresijom dobivene kalibracijske krivulje.

V ekstrakta= Ukupni volumen ekstrakta

V alikvota= Ukupni volumen uzorka koriStenog u analizi

DW= koli¢ina ekstrahiranog biljnog materijala (izrazena u mg)

8.2.5. Odredivanje sadrzaja malondialdehida (MDA) u listu

Lipidna peroksidacija je utvrdena mjerenjem koncentracije malondialdehida, prema
metodi Health i Packer (1968). Za pripremu ekstrakta je izvagano 30 mg suhog lisnog tkiva uz
dodatak 1 mL reakcijske smjese za lipidnu peroksidaciju. Reakcijsku smjesu ¢ine 0,25%
tiobarbarituaratne kiseline (TBA) i 10% trikloroctene kiseline (TCA). Uzorci su inkubirani 25
min na 95 °C u staklenim semimikroepruvetama, a potom ohladeni na ledu i centrifugirani 10
min na 13 000 rpm pri 4 °C. Odvojenom supernatantu se mijerila apsorbancija na valnim
duljinama od 532 i 600 nm. Za slijepu probu koriStena je Cista reakcijska smjesu za lipidnu
peroksidaciju. Stupanj lipidne peroksidacije izrazen je kao koncentracija MDA odnosno umol
malondialdehida po g suhog tkiva [ umol g-1 suhe tvari ], prema jednadzbi: Sadrzaj MDA =
(A532 - A600).

8.2.6. Analiza klorofila i karotenoida

Odredivanje klorofila i karotenoida zapocelo je mljevenjem uzoraka do puderaste
konzistencije. Zatim je izvagano 0,01 g uzorka i stavljeno u epice. U svaku epicu dodano je 4
ml ekstrakcijskog otapala ( 3,2 ml acetona i 0,8 ml vode).

Uzorak s otapalom stavljen je u vorteks na pola sata, nakon c¢ega je centrifugiran (5
minuta na 40C i 28 900 G). Dobivena otopina ispipetirana je u kivete te nadopunjena
ekstrakcijskim otapalom. Apsorbancija klorofila i karotenoida utvrdivala se na UV-VIS
spektrofotometru iz koje se izra€unala njihova koncentracija pomocu sljedeéih formula prema
Niroula i sur. (2019.):

Chla=12.21 * Aes3—2.81 * Acss

Chl b =20.13 * Agas —5.03 * Aces
Car=4.69 * Agg05—0.268 * (Chl a + Chl b)
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Kao slijepa proba koristilo se ekstrakcijsko otapalo, te su za analizu koristene razlicite
valne duljine:

1. klorofil @ — 663 nm
2. klorofil b — 646 nm
3. karotenoidi — 440.5 nm
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9. Reuzultati i rasprava

Tablica 9.1. Rezultati analize varijance za antioksidacijske enzime

Antioksidacijski enzimi

SOD POX
Izvor varijabilnosti F vrijednost Pr>F F vrijednost Pr>F
Genotip 105,94 *xk 95,63 *xx
(G)
Tretman 237,86 *xk 109,11 *xx
(M
Interakcija
Genotip x Tretma 40,06 *kk 17,02 Fkk
(GxT)

* ¥k X% Eyrijednost znacajna kod p<0,05, p<0,01, p<0,001; ns - nije znacajno

U tablici 9.1. prikazani su rezultati analize varijance za antioksidacijske enzime

(superoksid dismutaze (SOD) i peroksidaze (POX)).

Izmedu genotipa, tretmana i kod interakcije genotip x tretman utvrdena je znacajna

razlika u aktivnosti oba analizirana antioksidacijska enzima.
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9.1. Superoksid dismutaza
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Grafikon 9.1.1. Interakcija genotip x tretman za aktivnost superoksid dismutaze kod kontrolnih
biljaka i biljaka u stresu suse za svaki testirani genotip
Vrijednosti u stupcima unutar istog tretmana oznacene razli¢itim slovom znacajno se razlikuju kod p < 0,05

Graf 9.1.1. prikazuje rezultate interakcije genotip x tretman za superoksid dismutazu
(SOD). Prikazane su prosjecne vrijednosti SOD-a kontrolnih biljaka i biljaka u stresu suse za sve
genotipove uklju¢ene u ovo istrazivanje.

Prosjec¢na vrijednost SOD-a u kontrolnim uvjetima iznosila je 31,06 %NBT dok je u susnim
uvjetima sadrZaj bio za 27% veci i iznosio je 39,41 %NBT. Dobiveni rezultati ukazuju da susa
utjeCe na povecanje sadrzaja SOD-a u listu krumpira kod vedine istrazivanih genotipova.
Rezultati ovog istraZivanja sukladni su sa rezultatima istrazivanja Boguszewska i sur. (2010.)
na primjeru krumpira te su sukladni sa rezultatima istrazivanja drugih autora koji su u svojim
istrazivanjima kod razli¢itih kultura pod utjecajem stresa suse utvrdili poveéanje aktivnosti
SOD-a (Zlatev i sur. 2006., Abedi i Pakniyat 2010.).

Ukoliko promatramo pojedinacno kretnje sadrzaja SOD-a kod testiranih genotipova,
najvedi sadrzaj SOD-a u kontrolnim uvjetima utvrden je kod kultivara Plitvicki, a najmaniji kod
kultivara Lipice Zuti i KriZzpolje. U susnim uvjetima najveci porast aktivnosti SOD-a imali su
kultivari Plitvicki, zatim Lipice Zuti, dok je najmanji sadrzaj u susnim uvjetima utvrden kod
kultivara KriZpolje. Povecana aktivnost SOD-a povezuje se s tolerantno$éu genotipova
krumpira na susu (Zheng i sur. 2023.).

18



9.2. Peroksidaza
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Grafikon 9.2.1. Interakcija genotip x tretman za prosje¢nu aktivnost peroksidaze (POX) kontrolnih
biljaka i biljaka u stresu suse za svaki testirani genotip
Vrijednosti u stupcima unutar istog tretmana oznacene razli¢itim slovom znacajno se razlikuju kod p < 0,05

Graf 9.2.1. prikazuje rezultate interakcije genotip x tretman za aktivnost peroksidaze
(POX). Prikazane su prosjecne vrijednosti peroksidaza kontrolnih biljaka i biljaka u stresu suse
za sve genotipove ukljuene u ovo istrazivanje.

Prosje¢na vrijednost peroksidaze u kontrolnim uvjetima iznosila je 1,13 min, dok je u
susnim uvjetima sadrzaj bio za 14% vedi i iznosio je 1,29 min™L. Dobiveni rezultati ukazuju da
susSa utjece na povecanje aktivnosti peroksidaza u listu krumpira. Rezultati ovog istrazivanje u
suglasnosti su sa rezultatima istraZzivanja drugih autora koji su u svojim istrazivanjima kod
razli¢itih kultura pod utjecajem stresa suse utvrdili povecanje razine POX-a (Terzi i Kadioglu
2006., Mafakheri i sur. 2011.).

Najvedi sadrzaj POX-a kod testiranih genotipova u kontrolnim uvjetima utvrden je kod
kultivara Plitvi¢ki, dok je najmanji sadrzaj utvrden kod kultivara Krizpolje. U susnim uvjetima
najveci porast aktivnosti POX-a imali su kultivari Krizpolje i Plitvicki, dok kod drugih kultivara
nije bilo znacajne promjene. Najmaniji sadrzaj u susnim uvjetima utvrden je kod kultivara Lipice
Zuti. Genotipovi kod kojih je utvrdeno znacajno povecanje aktivnosti POX-a , prema
istrazivanju Hana (1997.), tolerantniji su na stres suse.
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Tablica 9.2. Rezultati analize varijance za prolin, H,0,i MDA

PROLIN

MDA

lzvor varijabilnosti F vrijednost

F vrijednost

Pr>F F vrijednost Pr>F

Genotip
27,66
(G)
Tretman
188,87
()
Interakcija
Genotip x Tretma 22,74
(GxT)

* k% 67,13 * k%
* k% 88’35 * k%
* k% 4,09 **

* k¥ *%* Fyrijednost znacajna kod p<0,05, p<0,01, p<0,001; ns - nije znacajno

U tablici 9.2. prikazani su rezultati analize varijance za prolin, vodikov peroksid (H20y) i

malondialdehida (MDA).

Izmedu genotipova, tretmana i kod interakcije genotip x tretman utvrdena je znacajna

razlika u sadrZaju prolina, vodikovog peroksida i malondialdehida.
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9.3. Prolin
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Grafikon 9.3.1. Interakcija genotip x tretman za sadrzaj prolina kod kontrolnih biljaka i biljaka u

stresu suse za svaki testirani genotip
Vrijednosti u stupcima unutar istog tretmana oznacene razli¢itim slovom znacajno se razlikuju kod p < 0,05

Graf 9.3.1. prikazuje rezultate interakcije genotip x tretman za prolin. Prikazane su
prosje¢ne vrijednosti prolina kontrolnih biljaka i biljaka u stresu suSe za sve genotipove
ukljucene u ovo istraZzivanje.

Prosje¢na vrijednost prolina u kontrolnim uvjetima iznosila je 0,27 mM, dok je u susnim
uvjetima sadrzaj bio za 104% vedi i iznosio je 0,55 mM. Dobiveni rezultati ukazuju da susa
utjece na povecanje sadrzaja prolina u listu krumpira.

Rezultati ovog istraZzivanje u suglasnosti su sa rezultatima istraZivanja drugih autora koji
su u svojim istrazivanjima kod razlic¢itih kultura pod utjecajem stresa suse utvrdili povecanje
sadrzaja prolina (Schafleitner i sur. 2007., Bayat i Moghadam 2019.).

Sadrzaj prolina u kontrolnim uvjetima bio je podjednak kod svih testiranih genotipova.
U susnim uvjetima najveci sadrzaj prolina imao je kultivar Lipice Zuti, dok je najmanji sadrzaj
imao kultivara Plitvicki. Prema Tayebimeigooni i sur. (2012.) genotipovi koji znacajno ne
povecavaju sadrzaj prolina u uvjetima stresa suse ili slanosti tla ukazuju na tolerantnost na
abiotski stres, Sto je najvjerojatnije povezano s kontroliranom sintezom prolina, sto je iznimno
zahtjevan energetski proces.
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9.4. Vodikov peroksid
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Grafikon 9.4.1. Interakcija genotip x tretman za prosjecni sadrzaj vodikovog peroksida kod kontrolnih
biljaka i biljaka u stresu suse za svaki testirani genotip
Vrijednosti u stupcima unutar istog tretmana oznacene razli¢itim slovom znacajno se razlikuju kod p < 0,05

Graf 9.4.1. prikazuje rezultate interakcije genotip x tretman za vodikov peroksid (H20,).
Prikazane su prosjecne vrijednosti H20, kontrolnih biljaka i biljaka u stresu suSe za sve
genotipove uklju¢ene u ovo istraZivanje.

Prosjecna vrijednost H20; u kontrolnim uvjetima iznosila je 0,38 mM, dok je u susnim
uvjetima sadrzaj bio za 18% vecdi i iznosio je 0,45 mM. Dobiveni rezultati ukazuju da susa utjece
na povecanje sadrzaja H,03 u listu krumpira kod veéine istrazivanih genotipova. Rezultati ovog
istrazivanja u skladu su sa radom Luna i sur. (2005.) gdje je takoder zabiljezeno povedanje
sadrzaja vodikovog peroksida nakon smanjenog sadrzaja vode u tlu.

Ukoliko promatramo pojedina¢no kretnje sadrzaja H;0, kod testiranih genotipova,
najveci sadrzaj H,02 u kontrolnim uvjetima utvrden je kod kultivara Krizpolje, dok je najmaniji
sadrzaj utvrden kod kultivara Plitvicki. U susnim uvjetima najveéi porast sadrzaja H,02 imali su
kultivari Plitvicki, zatim Brinjak i KriZzpolje. Najmanji sadrzaj u suSnim uvjetima utvrden je kod
kultivara Lipice Zuti.
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Razli¢iti abiotski stresovi, ukljuCujuéi susu, poticu sintezu razli¢itih vrsta reaktivnih
kisikovih vrsta (ROS) kao $to je H20;, koje ostecuju lipide membrane (Koscy i sur. 2005), prema
tome ne iznenaduje Cinjenica da upravo oni genotipovi koji imaju povecan sadrzaj vodikovog
peroksida imaju i znacajno povecéanje MDA zbog oStecenja membrane.

9.5. Melondialdehid
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Grafikon 9.5.1. Interakcija genotip x tretman za prosjecni melondialdehid kod kontrolnih biljaka i
biljaka u stresu suse za svaki testirani genotip
Vrijednosti u stupcima unutar istog tretmana oznacene razli¢itim slovom znacajno se razlikuju kod p < 0,05

Graf 9.2.3. prikazuje rezultate interakcije genotip x tretman za melondialdehid (MDA).
Prikazane su prosjecne vrijednosti melondialdehida kontrolnih biljaka i biljaka u stresu suse za
sve genotipove ukljuéene u ovo istrazivanje.

Prosjecna vrijednost MDA u kontrolnim uvjetima iznosila je 0,18 nmol MDA/g suhe tvari,
dok je u susnim uvjetima sadrzaj bio za 16% veci i iznosio je 1,29 nmol MDA/g suhe tvari.
Dobiveni rezultati ukazuju da suSa utjeCe na povecanje sadrzaja MDA u listu krumpira.
Rezultati ovog istraZivanje u suglasnosti su sa rezultatima istrazivanja drugih autora koji su u
svojim istrazivanjima kod razli¢itih kultura pod utjecajem stresa suse utvrdili povecanje razine
MDA (Guo i sur. 2018., Sofo i sur. 2004.).

Najvedi sadrzaj MDA kod testiranih genotipova u kontrolnim uvjetima utvrden je kod

kultivara Plitvi¢ki, dok je najmanji sadrzaj utvrden kod kultivara Brinjak i Poli. U susnim
uvjetima najveci porast aktivnosti MDA imali su kultivari Krizpolje i Plitvicki, dok kod drugih
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kultivara nije bilo znacajne promjene. Najmanji sadrzaj u susnim uvjetima utvrden je kod
kultivara Brinjak i Poli. Mgller i sur. (2007.) u svom radu sugeriraju da visi sadrzaj MDA uzrokuje
ozbiljnije oksidativno oSteéenje kod biljaka.
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Tablica 9.3. Rezultati analize varijance za biljne pigmente

Pigmenti
Klorofil A Klorofil B Karotenoidi

lzvor varijabilnosti F vrijednost Pr>F F vrijednost Pr>F F vrijednost Pr>F

Genotip 14,5 *xk 26,73 *xk 12,41 *xk

(G)
Tre(t:;a" 69,04 xxx 133,32 xxx 148,69 xxx
Interakcija
Genotip x Tretman 5,46 *k 11,8 *kk 7,89 *k
(GxT)

* k¥ *%* Fyrijednost znacajna kod p<0,05, p<0,01, p<0,001; ns - nije znacajno

U tablici 9.3. prikazani su rezultati analize varijance za biljne pigmente (klorofil A, klorofil
B i karotenoide).

Izmedu genotipova, tretmana i kod interakcije genotip x tretman utvrdena je znacajna
razlika u sadrZaju sva tri analizirana biljna pigmenta.
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9.6. Klorofil a
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Grafikon 9.6.1. Interakcija genotip x tretman za sadrzaj klorofila a kod kontrolnih biljaka i biljaka u
stresu suse za svaki testirani genotip
Vrijednosti u stupcima unutar istog tretmana oznacene razli¢itim slovom znacajno se razlikuju kod p < 0,05

Graf 9.6.1. prikazuje rezultate interakcije genotip x tretman za klorofil a. Prikazane su
prosjecne vrijednosti klorofila a kontrolnih biljaka i biljaka u stresu suse za sve genotipove
ukljucene u ovo istrazivanje.

Prosje¢na vrijednost klorofila a u kontrolnim uvjetima iznosila je 699,90 mg klorofila
a/100 g suhe tvari, dok je u susnim uvjetima sadrZaj bio za 16% veci i iznosio je 812,97 klorofila
a/100 g suhe tvari. Dobiveni rezultati ukazuju da susa utjece na povecanje sadrzaja klorofila a
u listu krumpira. Rezultati ovog istrazivanje u suglasnosti su sa rezultatima istrazivanja Yang i
sur. (2023.) koji su u svojem istrazivanju na odredenim sortama pSenice pod utjecajem stresa
susSe takoder utvrdili povecanje razine klorofila a. Medutim, dobiveni rezultati istraZzivanja nisu
suglasni sa istrazivanjima vecine autora koji su na drugim kulturama zabiljezili pad sadrzaja
klorofila a pod utjecajem stresa suse (Mafakheri i sur. 2010., Khayatnezhad i Gholamin 2012.,
Meher i sur. 2018.).

Pojedinacno promatrajudi kretanje sadrzaja klorofila a kod testiranih genotipova, najveci
sadrzaj klorofila a u kontrolnim uvjetima utvrden je kod kultivara Brinjak, dok je najmaniji
utvrden kod kultivara Lipice Zuti. U susnim uvjetima najveci porast sadrzaja klorofila a imao je
kultivar Plitvicki i Brinjak, dok je najmanji imao kultivara Lipice Zuti.
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Prema Liisur. (2019.) genotipovi koji kod dugotrajne umjerene suse imaju veci sadrzaja
klorofila po jedinici povrsine lis¢a (tzv. odgoda starenja), aktivnu antioksidativnu obranu imaju
i ve¢a oStec¢enja membrane.

9.7. Klorofilb
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Grafikon 9.7.1. Interakcija genotip x tretman za sadrzZaj klorofila b kod kontrolnih biljaka i biljaka u
stresu suse za svaki koriSteni genotip
Vrijednosti u stupcima unutar istog tretmana oznacene razli¢itim slovom znacajno se razlikuju kod p < 0,05

Graf 9.7.1. prikazuje rezultate interakcije genotip x tretman za klorofil b. Prikazane su
prosjecne vrijednosti klorofila b kontrolnih biljaka i biljaka u stresu susSe za sve genotipove
ukljucene u ovo istrazivanje.

Prosjec¢na vrijednost klorofila b u kontrolnim uvjetima iznosila je 210,34 mg klorofila
a/100 g suhe tvari, dok je u susnim uvjetima sadrzaj bio za 29% vedi i iznosio je 270,66 klorofila
a/100 g suhe tvari. Dobiveni rezultati ukazuju da susa utjecCe na povecéanje sadrzaja klorofila b
u listu krumpira. Rezultati ovog istraZivanje u suglasnosti su sa rezultatima istraZzivanja autora
koji su u svojim istrazivanjima na hibridima iz roda Vitis pod utjecajem stresa suSe utvrdili
povecanje razine klorofila b (Rustioni i sur. 2021.).

Ukoliko pojedinacno promatramo kretanja sadrzaja klorofila b kod testiranih genotipova
najvedi sadrzaj klorofila b u kontrolnim uvjetima vidljiv je kod kultivara Krizpolje i Brinjak. U
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susnim uvjetima najvedi porast sadrzaja klorofila b imao je kultivar Plitvicki. Najmanji sadrzaj
u susnim uvjetima utvrden je kod kultivara Lipice Zuti.

9.8. Karotenoidi
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Grafikon 9.8.1. Interakcija genotip x tretman za sadrzZaj karotenoida kod kontrolnih biljaka i biljaka u
stresu suse za svaki testirani genotip
Vrijednosti u stupcima unutar istog tretmana oznacene razli¢itim slovom znacajno se razlikuju kod p < 0,05

Graf 9.8.1. prikazuje rezultate interakcije genotip x tretman za karotenoide. Prikazane
su prosjecne vrijednosti karotenoida kontrolnih biljaka i biljaka u stresu suse za sve genotipove
uklju¢ene u ovo istrazivanje.

Prosje¢na vrijednost karotenoida u kontrolnim uvjetima iznosila je 207,06 mg
karotenoida/100 g suhe tvari, dok je u suSnim uvjetima sadrzaj bio za 44% vedi i iznosio je
298,57 mg karotenoida/100 g suhe tvari. Dobiveni rezultati ukazuju da susa utjece na
povecanje sadrzaja karotenoida u listu krumpira. Rezultati ovog istrazivanje u suglasnosti su
sa rezultatima istrazivanja drugih autora koji su u svojim istrazivanjima kod razli¢itih kultura
pod utjecajem stresa suse utvrdili poveéanje razine karotenoida (Zhang i sur. 2021., Mibei i
sur. 2016.).

Najvedi sadrzaj karotenoida u kontrolnim uvjetima utvrden je kod kultivara Brinjak i
Plitvicki. U suSnim uvjetima najveci sadrzaj karotenoida imao je kultivar Plitvicki, Poli i
Krizpolje. Najmanji sadrzaj u susnim uvjetima utvrden je kod kultivara Lipice Zuti.
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10. Zakljucak

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrdili utjecaj suse na sadrzaj antioksidacijskih enzima,
prolina, malondialdehida, vodikovog peroksida i fotosintetskih pigmenata u listu pet
tradicijskih kultivara krumpira.

Inducirani stres suSe utjecao je na povecanu aktivnost i sadrZzaj svakog analiziranog
parametra. Na temelju dobivenih rezultata moZemo zakljuciti da stres suse znacajno utjece na

» povecanu aktivnost SOD-a kod krumpira Najvece povecanje u aktivnosti
u susi u odnosu na kontrolu utvrdeno jeza kultivar , Lipice Zuti“.

» povecanu aktivnost POX-a kod krumpira. Najveca aktivnost POX-a u susi
utvrdena je kod kultivara ,Plitvicki“.

» povecanje sadrzaja prolina kod krumpira. Kod kultivara ,Lipice Zuti“
utvrden ja najveci sadrzaj prolina u biljci.

» povecanje sadrzaja H,0, kod krumpira. Najveci sadrzaj H,O; utvrden je
kod kultivara Plitvicki.

» povecanje sadrzaja MDA kod krumpira. Najveéi sadrzaj MDA utvrden je
kod kultivara ,Plitvicki“.

» povecanje fotosintetskih pigmenata, to jest klorofil a, klorofil b i
karotenoida kod krumpira su ukazali da susa utjece na njihovo povecanje u listu.
Kod kultivara ,,Plitvicki” utvrden je najvedi sadrzaj klorofila ai b i karotenoida.

Na temelju dobivenih rezultata kultivar ,,Plitvi¢ki“ pokazao je u susnim uvjetima najveéu
aktivnost superoksid dismutaze, peroksidaze, najveéi sadrzaj vodikovog peroksida,
malondialdehida te pigmenata lista Sto ga prema tvrdnji Li i sur. (2019.) ubraja u genotipove
osjetljive na susu.
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