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SAZETAK

Stres suse jedan je od glavnih abiotskih stresova koji negativno utjeCu na proizvodnju
graha te uzrokuje smanjenje prinosa i znacajno utjece na proces fotosinteze. Mjerenje klorofilne
fluorescencije Cesta je metoda odredivanja reakcije biljaka u stresnim uvjetima. Analiza
klorofilne fluorescencije brza je, neinvazivna i relativno jednostavna metoda, te daje detaljne
informacije o stanju fotosustava Il (PSII) u uvjetima stresa. Cilj rada je upotrebom mjerenja
klorofilne fluorescencije utvrditi utjecaj stresa suse na svjetlosne reakcije fotosinteze te razlike
u tolerantnosti na stres suSe kod hrvatskih tradicijskih kultivara graha. U pokusu je koriSteno
pet genotipova graha koji su izlozeni stresu suse dodatkom polietilen glikola (PEG). Za
mjerenje klorofilne fluorescencije koriSten je sustav za snimanje i analizu CropReporter te su
analizirani parametri Fv/Fm, Fg/Fm', ETR, NPQ i gP. Podaci su statisticki obradeni R
softwareom (R Core Team, 2019) koriste¢i generalni linearni model. Iz rezultata istrazivanja
utvrdeno je da su se parametri Fq'/Fm’', ETR, NPQ i qP znacajno promijenili pod utjecajem
stresa suSe dok je parametar FV/Fm bio manje osjetljiv. Znacajne promjene istrazivanih
parametara kod biljaka pod stresom suSe pokazale su klorofilnu fluorescenciju pogodnom

metodom za istrazivanje genotipova graha tolerantnih na susu.

Kljuéne rijeci: stres suse, grah, klorofilna fluorescencija



SUMMARY

Drought stress is one of the main abiotic stresses that has negative effect on bean
production and causes yield reduction, and significantly affects the process of photosynthesis.
Measurement of chlorophyll fluorescence is a common method of determining the reaction of
plants under stress conditions. Chlorophyll fluorescence analysis is a fast, non-invasive, and
relatively simple method, and provides detailed information on the state of Photosystem 1l
(PSI1I) under stress conditions. The aim of this study is to determine the influence of drought
stress on photosynthesis light reactions and differences in drought stress tolerance in Croatian
common bean landraces using measurements of chlorophyll fluorescence. Five bean genotypes
exposed to drought stress with the addition of polyethylene glycol (PEG) were used in the
experiment. The CropReporter imaging and analysis system was used to measure chlorophyll
fluorescence, and the parameters Fv / Fm, Fq '/ Fm', ETR, NPQ and gP were analyzed. Data
were statistically processed by R software (R Core Team, 2019) using a general linear model.
The results of the study showed that the parameters Fq '/ Fm', ETR, NPQ and gP changed
significantly under the influence of drought stress, while the parameter Fv / Fm was less
sensitive. Significant changes in the measured parameters in plants under drought stress showed
chlorophyll fluorescence as a suitable method for the research of drought tolerant common bean

genotypes.

Key words: drought stress, common bean, chlorophyll fluorescence
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1. UVOD

Stres suSe jedan je od glavnih uzroka pada produktivnosti biljnih usjeva u svijetu, a
smanjuje prosje¢ni prinos usjeva za 50% (Wang i sur., 2003). Rastom svjetske populacije,
predvida se da ¢e stres suSe dovesti do ozbiljnog nedostatka hrane do 2050. godine (Somerville
i Briscoe, 2001). Grah (Phaseolus vulgaris L.) je vazna prehrambena namirnica i najvise
konzumirana mahunarka u svijetu zbog visokog sadrzaja bjelancevina te drugih hranjivih tvari
kao Sto su folna kiselina, vlakna i slozeni ugljikohidrati. U svijetu se za izravnu ljudsku
konzumaciju uzgaja na povrsini ve¢oj od 23 milijuna hektra, no ¢ak 60% proizvodnje graha u
svijetu pod direktnim je utjecajem stresa suSe (Graham i Ranalli, 1997). Zbog navedenog,
prosjecni svjetski prinos graha je nizak (<900 kg ha™) (Singh, 2001). Stres suse uzrokuje
smanjenje sadrzaja vode u biljnom tkivu, gubitak turgora i pritvaranje puci, §to dovodi do
znacajne inhibicije fotosinteze, poremecéaja metabolizma i u konac¢nici smrti biljke (Jaleel i sur.,
2009). Za razumijevanje osnovnih mehanizama fotosinteze u fiziologiji bilja, ali i odgovora
biljaka na abiotske 1 biotske stresove, sve se vise koristi klorofilna fluorescencija. Mjerenje
klorofilne fluorescencije nedestruktivna je i brza metoda koja daje detaljne informacije o stanju
fotosustava Il (PSII). Parametri dobiveni mjerenjem klorofilne fluorescencije, kao §to su
maksimalna efikasnost fotosustava Il (Fv/Fm), efektivna efikasnost fotosustava Il (Fg'/Fm’),
nefotokemijsko gasenje (NPQ), relativni transport elektrona (ETR) te udio otvorenih
fotosustava (qP) omogucuju detaljno istrazivanje utjecaja stresnih ¢imbenika na svjetlosne

reakcije fotosinteze te odabir na stres tolerantnih genotipova (Baker i Rosenqvist, 2004).



1.1. Ciljrada

Cilj rada je upotrebom mjerenja klorofilne fluorescencije utvrditi utjecaj stresa suse na
svjetlosne reakcije fotosinteze te razlike u tolerantnosti na stres suSe kod hrvatskih tradicijskih

kultivara graha.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Sistematska podjela

U Tablici 1. je prikazana sistematska podjela graha.

Tablica 1. Sistematska podjela graha
(https://hirc.botanic.hr/fcd/DetaljiFrame.aspx?ldVrste=12644&taxon=Phaseolus+vulgaris+L.)

RED Fabales
PORODICA Fabaceae
ROD Phaseolus
VRSTA Phaseolus vulgaris L.

2.2. MorfoloSke karakteristike graha

Primarni korijen graha zapocinje svoj razvoj iz korijenove klice na donjem kraju
hipokotila zametka. Primarni korijen se prvi izduzuje, zatim se postupno razvija bo¢no korijenje
Sire¢i se u povrSinskom sloju tla (Nassar i sur., 2010). Na korijenu se u odredenim uvjetima
razvijaju bakterije roda Rhizobium, S§to rezultira nepravilnim korijenovim kvrzicama
(nodulama) (Purseglove, 1968). Stabljika moze biti kratka (30-60 cm) ili duga do 3 m koja se
ovija oko potpore (Gentry, 1969). Biljke graha razvijaju dvije vrste listova: jednostavne i
sloZene. Jednostavni list ¢ine prva dva bazalna lista, nasuprotno rasporedena, srcolikog oblika
s cjelovitim rubom. Dugi su 2 cm dugi, a Siroki 1,5 cm Siroki (Nassar i sur., 2010). SloZene
listove ¢ine svi ostali listovi osim prva dva bazalna lista, a podijeljeni su na liske. Listovi su
trodjelni (trifolatni), tj. s tri liske, prsljenasto spojene s terminalnom peteljkom duljom od dvije
bocne (Slika 1) (Purseglove, 1968; Wortmann, 2006).

Formiranje cvjetova u biljci P. vulgaris L. zapoc€inje u starosti od 5 tjedana u obliku cvjetnih
pupova. Tjedan dana kasnije pocinje otvaranje cvjetnih pupova i cvjetanje, a nakon 8 tjedana
dolazi do potpunog cvjetanja i pocetka formiranja plodova (Nassar i sur., 2010). Cvat je
aksilarni grozd koji nosi nekoliko cvjetova (2-3) (Purseglove, 1968). Caska je zelene boje,
obi¢no sadrzi 5 latica od kojih je straznja (zastavica) najudaljenija od centra, dvije bo¢ne latice

(krila) i dvije prednje spojene latice (ladica) (Slika 1) (Bailey, 1975).



Slika 1. Slozeni list (a) 1 reproduktivni organi (cvat i cvijet) (b-d) graha. (b) Vjencic¢ sa
zastavicom, 2 bo¢ne latice (krila) i 2 ladice. (¢) Cvijet nakon uklanjanja vjencica. (d) Tudak s
jednogradnom plodnicom.

(Izvor: https://scialert.net/fulltext/?doi=ijb.2010.323.333)

2.3.  Osnovne znacajke uzgoja graha (Phaseolus vulgaris L.)

Grah (Phaseolus vulgaris L.) jedna je od naj¢e$c¢e uzgajanih i konzumiranih mahunarki
u svijetu (Blair i sur., 2009). Njegova je komercijalna vrijednost veca od svih ostalih usjeva
mahunarki (Broughton i sur., 2003). Uzgaja se zbog zelenih mahuna i suhog sjemena koje se
bere u zreloj fazi (Le$i¢ i sur., 2004). U ljudskoj prehrani predstavlja vrijedan izvor
bjelancevina, vlakana, slozenih ugljikohidrata te vitamina i minerala. Osim visokog udjela
hranjivih tvari, grah ima vaznu ulogu fiksacije dusika u tlu u simbiozi s bakterijama roda
Rhizobium, pribavljanja minerala iz dubljih slojeva tla i dodavanja organske tvari u tlo, Sto
doprinosi zdravlju tla i stabilnosti agroekosustava (Rajnovi¢, 2017).

Grah je jednogodis$nja i samooplodna biljna vrsta koja intenzivno raste na cijelom
tropskom podrucju i nekim umjerenim regijama, s definiranim vlaznim i suhim periodima, ali
viSe preferira regije s umjerenom kiSom, nego suha podrucja ili podru¢ja s prekomjernim
oborinama (Coelho i sur., 2009). Uspjesno se proizvodi bez navodnjavanja u regijama koje

primaju od 25 ¢cm do preko 40 cm kiSe tijekom vegetacijske sezone (Wortmann, 2006), dok
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komercijalna proizvodnja u razvijenim zemljama i u aridnim suptropskim regijama moze
koristiti navodnjavanje. FAO (2014) navodi kako je ukupna proizvodnja graha za zrno u 2014.
iznosila preko 26 milijuna tona, iako su u ovaj broj ukljucene i druge vrste graha, te ostale
manje jestive mahunarke. Prinos mahunarki znac¢ajno smanjuju abiotska i edafska ogranicenja,
poput slanosti, niske plodnosti tla, toplinskog stresa i stresa suSe, $to je glavno i uobicajeno
ogranic¢enje za uzgoj. Za povecanje proizvodnje i produktivnosti ove mahunarke neophodno je
razumijevanje nacina reagiranja na biotske i abiotske stresove te detaljno poznavanje njihove

genetske varijabilnosti kako bi se razvile otpornije sorte (Miklas i sur., 2006).



2.4. Klorofilna fluorescencija

Mjerenje klorofilne fluorescencije cesta je metoda odredivanja reakcije biljaka u
stresnim uvjetima (Baker i Rosengvist, 2004). Analiza klorofilne fluorescencije brza je,
neinvazivna i relativno jednostavna metoda, te daje detaljne informacije o stanju fotosustava Il
(PSII) u uvjetima stresa. Znacajna je U razumijevanju osnovnih mehanizama fotosinteze i
reakcije biljaka na promjene u okolini (Furbank i sur., 2009). Povezanost klorofilne
fluorescencije i mehanizama fotosinteze bila je predmet velikog broja istrazivanja buduci da je
Kautsky (Kautsky i Hirsch, 1931) utvrdio kako intenzitet fluorescencije u zelenom listu
pokazuje karakteristiéne promjene nakon osvjetljenja.

Gotovo sva apsorpcija svjetlosti obavi se u pigmentima kloroplasta. Apsorpcija
svjetlosti plavog ili crvenog dijela spektra uzrokuje prijelaz molekule klorofila u pobudeno
stanje. Dio absorbirane svjetlosti ulazi u fotosintezu (fotokemijska pretvorba), no dio se emitira
u obliku topline ili u obliku fotona crvene svjetlosti tzv. fluorescencije klorofila a.
Fluorescentna svjetlost uvijek ima vecu valnu duljinu i manju energiju od svjetlosti koja ju je
izazvala (Slika 2). Variranje fluorescencije klorofila uvijek se promatra u klorofilu a u
fotosustavu 11, ona je varijabilna i klju¢na za prepoznavanje stresnih uvjeta (Nimac i sur., 2018).
U optimalnim okolisnim uvjetima se najveéi dio apsorbirane energije (0ko 95%) Koristi za
reakcije fotosinteze. Tri spomenuta nacina oslobadanja energije su u medusobnoj kompeticiji
Sto znaci da povecanje ucinkovitosti jednoga od njih dovodi do smanjenja druga dva (Murchie
i Lawson, 2013). Stoga, odredivanjem prinosa klorofilne fluorescencije dobivaju se podaci o
promjenama ucinkovitosti fotokemijskih reakcija i rasipanju topline. Kako je klorofilna
fluorescencija mjera ponovno emitirane svjetlosti (crvene valne duljine) iz PSII, to znaci da bilo
koja okolna svjetlost moze ometati njeno mjerenje i zato se mnogi sustavi moraju koristiti u
tami ili u visoko kontroliranom svjetlosnom okruzenju. Uredaj ¢e mjeriti samo fluorescenciju
koja je rezultat pobude mjernim snopom 1 ne¢e dozvoliti smetnje okolne svjetlosti. Kad se
svjetlost, dovoljna za pokretanje fotosinteze, primijeni na list nakon razdoblja tame, dolazi do
porasta prinosa klorofilne fluorescencije u vremenskom periodu od jedne sekunde (Murchie i
Lawson, 2013). Taj porast je obicno rezultat smanjenja akceptora elektrona u tilakoidnoj
membrani. Specijalni klorofil u PSII, P680, izbacuje elektron izveden cijepanjem vode na
dok ne prenese postoje¢i elektron na sljedeci nosa¢, QB (Murchie i Lawson, 2013). U ovom se

stanju reakcijski centar smatra "zatvorenim".



Toplina

Fluorescencija
klorofila

Slika 2. IskoriStenje svjetlosne energije koju apsorbira fotosustav 11 (PSII)

(Izvor: Nimac i sur., 2018)

Butler (1978) je razvio jednostavan model za fotokemijske reakcije PSII u kojem je
fotokemija u kompeticija s procesima fluorescencije i gubitkom topline zbog pobudne energije
u anteni PSII. Ovaj je model je po¢ivao na konceptu da prijenos elektrona iz reakcijskog centra
klorofila PSII (P680) u primarni kinonski akceptor PSII (QA) ugasi fluorescenciju, a proces je
nazvan fotokemijskim gasenjem (Duysens i Sweers, 1963). Dakle, fotokemijsko gaSenje je
rezultat upotrebe energije pobude unutar PSII za pokretanje transporta elektrona od P680 do
QA. Nefotokemijsko gaSenje dogada se kad se poveca brzina kojom se energija pobudivanja
unutar PSII gubi kao toplina. Za procjenu fotokemije PSII klju¢no je odrediti gasenje
fluorescencije koje proizlazi iz fotokemijskih i nefotokemijskih procesa. S razvojem novih
fluorimetara s modulacijskim impulsom (Schreiber i sur., 1986), postupak razlikovanja
razli¢itih oblika gasSenja je vrlo olakSan. U bilo kojem trenutku, na uzorak se moZe primijeniti
kratki impuls (oko 500 ms u duljini) zasi¢ene bijele svjetlosti (oko 2000 W/m?) kako bi se
potaknula potpuna redukcija akceptora QA 1 na taj nain privremeno uklonilo svo fotokemijsko
gaSenje (Schreiber i Bilger, 1987). Takoder, prema Schreiber i Bilger (1987) pretpostavlja se

da se svako preostalo gaSenje sastoji od nefotokemijskog gasenja.


http://gy.kimiq.com/the-absorption-of-light-energy-by-a-photosystem/

2.5. Stres suse

Svjetska poljoprivredna proizvodnja podlijeze sve ve¢im ekoloskim ogranic¢enjima u
obliku abiotskih stresova koji nepovoljno utjecu na rast i razvoj biljaka, uzrokujuci propadanje
usjeva i smanjenje prosjecnog prinosa vec¢ine glavnih kultura (Buchanan i sur., 2000; Bartels i
Sunkar, 2005). Medu raznim oblicima abiotskih stresova koji utjeCu na poljoprivrednu
proizvodnju, stres suSe smatra se glavnim uzrokom gubitka usjeva u svijetu, a smanjuje
prosjecni prinos za 50% (Wang i sur., 2003). Stres zapravo predstavlja izmijenjeno fizioloSko
stanje uzrokovano faktorima koji imaju tendenciju naruSavanja ravnoteze, a susSa je
meteoroloski pojam 1 obi¢no se definira kao razdoblje bez znacajnijih oborina (Jaleel i sur.,
2009). Opcenito, stres suse nastaje kada je raspoloziva voda u tlu smanjena i kada atmosferski
uvjeti uzrokuju neprestani gubitak vode transpiracijom ili isparavanjem. Budu¢i da je opskrba
vodom ogranicena, a svjetska populacija sve veca, predvida se da ¢e stres suse dovesti do
ozbiljnog nedostatka hrane do 2050. godine (Somerville i Briscoe, 2001).

Prevladavajudi stres suse, biljke pokazuju razlicite fizioloske 1 biokemijske reakcije na
stani¢noj razini i razini cijelog organizma. Reakcije biljaka na stres znacajno se razlikuju,
0visno o intenzitetu i trajanju stresa, kao i o biljnoj vrsti i fazi njenog rasta (Chaves i sur., 2002;
Jaleel i sur., 2008). Fizioloski odgovor biljaka na stres suse ukljuc¢uje smanjenje sadrzaja vode
u listu, smanjeni vodni potencijal u listovima i gubitak turgora, zatvaranje puci i smanjenje rasta
stanica, Sto moZe rezultirati zaustavljanjem fotosinteze, poremecajem metabolizma i kona¢no
susu zbog smanjenja turgora (Taiz i Zeiger, 2006). Smanjena mitoza, produljenje i Sirenje
stanica rezultiraju smanjenom visinom biljke, smanjenim rastom listova i rastom usjeva u
uvjetima suse (Slika 3) (Nonami, 1998; Kaya i sur., 2006).



b)

Slika 3. a) biljke graha uzgajane u hranjivoj otopini
b) biljke graha uzgajane u uvjetima suse (hranjiva otopina + PEG)

(Autor: A. Nimac)

Istrazivanjem otpornosti graha na stres suse, Schulze (1986) te Kubiske i Abrams
(1993), zakljucili su da biljke graha otpornije na susu mogu odrzavati vecu stopu fotositeze i
stomatalnu provodljivost od biljaka graha osjetljivih na susu. Takoder, dosadasnja istrazivanja
pokazala su da uobicajeni genotipovi graha u uvjetima suSe daju znatno veci prinos sjemena u
usporedbi s tradicionalnim i standardnim kultivarima uzgojenim u sli¢nim uvjetima suse (Téran
i Singh, 2002). Postoje i velike razlike izmedu tradicionalnih i modernih sorti drugih kultura u
pogledu upotrebe vode 1 ucinkovitosti koristenja vode kada su izloZeni stresu suse.

Prema EI-TohaMyju i sur. (1999) vodni stres rezultira padom potencijala vode u
listovima, stomatalnom vodljivos¢éu, brzinom fotosinteze i svim parametrima rasta,
produktivnosti i kvalitete biljaka graha. Opcenito, susa uzrokuje znac¢ajno smanjenje prinosa
sjemena graha, iako je raspon smanjenja vrlo promjenjiv zbog razlika u vremenu i intenzitetu
nametnutog stresa i koristenih genotipova.

Na razini izdanka, grah reagira na stres suSe kretanjem listova te klonuloS¢u i
ispadanjem listova (Adams i sur., 1985). Prema Asfawu i sur. (2012), ve¢ su identificirani
razli¢iti adaptivni mehanizmi na deficit vode u razli¢itim genotipovima graha, ukljucujuci (1)
produbljivanje korijenovog sustava koji povecava apsorpciju vode u dubljim slojevima; (2)
maksimiziranje ucinkovitosti koriStenja vode za fotosintezu, rast i razvoj; (3) brzi prijenos
fotoasimilata do sjemena pod stresom i (4) fenoloska plasticnost, koja ukljucuje ranu zrelost,

izbjegavanje suse 1 oporavak nakon suse.



3. MATERIJALI | METODE

Pokus je postavljen u kontroliranim uvjetima u komori rasta na SveuciliStu u Zagrebu
Agronomskom fakultetu. U pokusu je koristeno sjeme pet tradicijskih kultivara graha: 'Biser’,
'Puter’, 'Tetovac', 'Tresnjevac', 'Zelencec'. Sjeme je naklijavano u rolicama nakon sterilizacije u
15% natrijevom hipokloritu i 70% alkoholu te ispiranja destiliranom vodom. Sjeme se
naklijavalo u rolicama umocenim u destiliranu vodu u tami na temperaturi od 28°C. Ujednaceno
razvijeni Kklijanci su se 5. dan od naklijavanja presadivali na pleksiglase i uzgajali u ,,pouch*
sustavu (Slika 4); stavljani su u kade ispunjene hranjivom otopinom (kontrola i PEG) i uzgajaju
u svjetlosnim uvjetima, pri temperaturi od 25°C, relativnoj vlazi zraka 70%. U pokusu su se
koristila dva tretmana: 1. kontrolna otopina i 2. otopina s dodatkom polietilen glikola (PEG)
pomocu kojeg se stimulira stres suse (-1 MPa). U svakom tretmanu uzgajalo se 5 biljaka od

svakog kultivara.
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Slika 4. ,,Pouch* metoda uzgoja klijanaca graha

(Autor: A. Nimac)

3.1. Mijerenja

Sesti dan od primjene tretmana, upotrebom CropReporter sustava za snimanje (Slika 5)
i analizu klorofilne fluorescencije analizirani su parametri Fv/Fm, Fq'/Fm', ETR, NPQ, qP
(Tablica 1). CropReporter omogucuje prikaz cijele biljke u megapikselskoj razluéivosti dajuci
informaicju o 0-, I- i P razini Kautsky indukcijske krivulje fotosustava Il. Parametri
fluorescencije izracunavaju se po pikselu i prikazuju kao slike. Crop reporter omogucuje

adaptaciju biljke na tamne uvjete te snimanje u svjetlosnim uvjetima pri ¢emu dobivamo
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infromaciju o pokazateljima fluorescencije klorofila, maksimalna ucinkovitost PSII, stopi

prijenosa elektrona, nefotokemijskom gasenju itd.

Tablica 1. Analizirani parametri klorofilne fluorescencije

Parametar Definicija Fiziolo§ka relevantnost
Maksimalna u¢inkovitost
pri kojoj se svjetlost koju
apsorbira PSII Kkoristi za
smanjenje QA.

Procjenjuje ucinkovitost pri
kojoj se svjetlost koju
apsorbira PSII Kkoristi za
smanjenje QA. Kod
odredene fotosintetski
Fg'/Fm' efektivna u¢inkovitost fotosustava Il aktivne gustoce protoka
fotona (PPFD), ovaj
parametar daje procjenu
kvantnog prinosa linearnog
protoka elektrona kroz
PSII.

Predstavlja udio ukupnog
fotosintetskog zracenja
ETR relativni transport elektrona (400-700 nm) koje
apsorbira PSII.

Fv/Fm maksimalna efikasnost fotosustava Il

Kontrolira tj. procjenjuje
NPQ nefotokemijsko gasenje konstantu brzine gubitka
topline iz PSII.

Povezuje maksimalnu
ucinkovitost PSII s radnom
ucinkovitoS¢u. Nelinearno
povezana s omjerom
otvorenih PSII centara.

fotokemijsko gasenje (udio otvorenih

aP fotosustava)

Izvor: (Baker, 2008)
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Slika 5. Crop reporter fenotipizacijska platforma

(Izvor: a) https://www.phenovation.com/cropreporter/, b) Autor: A. Nimac)

3.2. StatistiCka obrada podataka

Dobiveni podaci analizirani su analizom varijance (ANOVA), koriste¢i R rac¢unalni
sustav (R Core Team, 2019), prema generalnom linearnom modelu. Razlike izmedu prosje¢nih
vrijednosti varijabli utvrdene su Tukeyjevim testom (P<0,05). Rezultati su prikazani graficki

pomocu stupaca koji odgovaraju srednjim vrijednostima.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Tablicom 2 prikazana je analiza varijance (ANOVA) svojstava fluorescencije klorofila
genotipova graha uzgajanih u kontrolnim uvjetima i uvjetima suse. Iz prikazane tablice vidljivo
je da su se tretmani medusobno razlikovali u svim izmjerenim parametrima, oSim u
maksimalnoj efikasnosti fotosustava II (Fv/Fm) gdje razlika nije signifikantna. Statisti¢ki
znacajne razlike genotipova i interakcije Tretmana x Tradicijski kultivar utvrdene su za
efektivnu efikasnost fotosustava Il (Fq/Fm’), brzinu transporta elektrona (ETR) i

nefotokemijsko ¢iS¢enje (NPQ), dok razlike u Fv/Fm i qP nisu bile signifikantne.

Tablica 2. Analiza varijance (ANOVA) za parametre dobivene mjerenjem klorofilne
fluorescencije kod genotipova graha uzgajanih u kontrolnim uvjetima i uvjetima stresa suse.

Izvor varijabilnosti DF Fv/iFm Fq'/Fm' ETR NPQ gP
Tretman 1 ns *% Hkk Hkk Hkk
Trad. kultivar 4 ns *x *k Kk ns
Tretman*Trad. 4 s N . . s
kultivar

DF: broj stupnjeva slobode izvora varijabilnosti; razina signifikantnosti: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
ns - nije signifikantno. Fv/Fm — maksimalna efikasnost fotosustava Il (PSII), Fg'/Fm' — efektivna kvantna
efikasnost fotosustava Il (PSII), ETR — brzina transporta elektrona u svjetlosnim reakcijama, NPQ-
nefotokemijsko ¢is¢enje, qP — udio otvorenih fotosustava Il (PSII).

Grafikon 1 prikazuje razlike u prosjecnim vrijednostima efektivne ucinkovitosti
fotosustava II (PSII) u kontroli i tretmanu suSe za pet genotipova graha. Iz grafikona je uocljivo
da su kontrolni tradicijski kultivari kod 'Tetovca' i 'TreSnjevca' imali vecu prosjec¢nu efektivnu
uc¢inkovitost PSII u odnosu na genotipove pod susom, a kod 'Bisera’, 'Putera’ i 'Zelenceca' nema

znacajnih razlika u Fq'/Fm' izmedu kontrole i tretmana suse.

13



0.60
0.50

04

A A
A A A
B B A
: A
0.00 | I

o

m Kontrola

Fq'/Fm'
o
&

m Susa

an]

0.2
0.1

an]

Biser Puter Tetovac TreSnjevac Zelencec

Grafikon 1. Razlike u prosje¢nim vrijednostima efektivne efikasnosti fotosustava dva (Fg'/Fm?’)
u kontroli i tretmanu suse za pet tradicijskih kultivara graha. Tretmani oznaceni istim slovom
ne razlikuju se znacajno na temelju Tukeyjevog testa.
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Grafikon 2 prikazuje brzinu transporta elektrona u svjetlosnim reakcijama (ETR) u
kontroli i tretmanu suse za pet tradicijskih kultivara graha. Iz grafikona je uocljivo da su se svi
tradicijski kultivari kontrole znacajno razlikovali od tretmana suse, tj. imali su veci prosjecni

ETR u odnosu na tretman suse.
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Grafikon 2. Razlike u vrijednostima relativnog transporta elektrona (ETR) u kontroli i tretmanu
suse za pet tradicijskih Kkultivara graha. Tretmani oznaceni istim slovom ne razlikuju se
znacajno na temelju Tukeyjevog testa.

Grafikon 3 prikazuje razlike u vrijednostima nefotokemijskog ¢is¢enja (NPQ) u kontroli
i tretmanu suse za pet tradicijskih kultivara graha. 1z grafikona je vidljivo da su svi tradicijski
kultivari u kontrolnoj otopini imali manju vrijednost nefotokemijskog ¢iS¢enja u odnosu na

genotipove pod susom.

15



1.8
1.6

1.4

B
B
B A
A A B B
1.
A

0.8 A

0.6

0.4

0.2

Biser Puter Tetovac Tresnjevac Zelencec

2

® Kontrola

NPQ

M Susa

o

Grafikon 3. Razlike u vrijednostima nefotokemijskog ¢is¢enja (NPQ) u kontroli i tretmanu suse
za pet tradicijksih kultivara graha. Tretmani oznaceni istim slovom ne razlikuju se zna¢ajno na
temelju Tukeyjevog testa.

Grafikon 4 prikazuje razliku udjela otvorenih fotosustava Il (qP) izmedu kontrole i
tretmana suse. Iz grafikona je uocljivo da su genotipovi kontrole imali veéi prosjecni qP (0,63)

u odnosu na tretman suse (0,51).

0.8

Kontrola Susa

Grafikon 4. Utjecaj tretmana suSe na udio otvorenih fotosustava (qP) biljaka graha. Stupcima
su prikazane srednje vrijednosti gP za svih pet tradicijskih kultivara graha. Razli¢ita slova
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pridruzena stupcima ukazuju na znac¢ajne razlike srednjih vrijednosti temeljene na Tukeyjevom
testu.

lako je kvantna efikasnost fotosustava II (Fv/Fm) jedan od najce$¢e mjerenih
parametara klorofilne fluorescencije za ispitivanje utjecaja stresa, rezultat je pokazao da stres
suSe nije znacajno utjecao na ovaj parametar. Mnoga druga istrazivanja pokazala su sli¢an
odgovor Fv/Fm na susu §to ukazuje da nije doslo do trajne fotoinhibicije. Guretzki i Papenbrock
(2013) nisu pronasli znacajne razlike u Fv/Fm izmedu kontrole i suSe kod vrste L. purpureus
pod blagim stresom, kao ni Clavel i sur. (2006) kod linija graska te Zivéak i sur. (2008) na
sortama pSenice. Ovaj parametar je ipak neosjetljiv na smanjenje sadrzaja vode u listu te ga se
ne moze Koristiti za pracenje ranih simptoma utjecaja stresa susSe (Bukhov i Carpentier, 2004;
Ohashi i sur., 2006).
su na stres suse u odnosu na Fv/Fm koji nije pokazao znaCajne promjene. Stres suse izazvao je
smanjenje Fq'/Fm', ETR i qP, dok se NPQ znacajno povecao kod svih pet kultivara. Ovi
rezultati su u skladu s Wangom i sur. (2002) koji su utvrdili da pod stresom blage i srednje suse
vrijednosti Fg'/Fm' i ETR padaju te da smanjenje gP pokazuje da je sposobnost fotokemijske
pretvorbe osjetljivija na stupanj i trajanje stresa suSe. Porast nefotokemijskog ¢is¢enja (NPQ)
ukazuje na povecanje rasipanja viska energije kroz nefotokemijske puteve (ksantofilni ciklus),
Sto predstavlja obrambeni mehanizam za odrZavanje normalne fotosinteze u biljkama
(Demmig-Adams i lii, 1996). Smanjenje fotokemijske uéinkovitosti pove¢ava NPQ, a visak
svjetlosne energije ne moZe se koristiti za fotosintetski prijenos elektrona i odvodenje topline.
Apsorbirana svjetlosna energija nakuplja se u lokalnom dijelu opti¢kog sustava, uzrokujuci
oStecenje strukture PSII i smanjenje fotokemijske aktivnosti u reakcijskom centru, Sto je u

skladu s prethodnim istraZzivanjima (Pastenes 1 Horton, 1996).
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5. ZAKLJUCAK

1z provedenog istrazivanja moze se zakljuciti da je stres suse izazvao znacajne promjene
u udjelu otvorenih fotosustava (qP), nefotokemijskom ¢isé¢enju (NPQ) i relativnom transportu
elektrona (ETR) izmedu kontrole i tretmana suse u svih 5 tradicijskih kultivara graha. Parametar
Fg'/Fm' izmedu kontrole i suSe znacajno se razlikovao kod ‘Tetovca' i "TreSnjevca’, dok kod
ostala 3 tradicijska kultivara stres suSe nije uzrokovao znaajne promjene. S obzirom da
maksimalna ucinkovitost fotosustava Il (Fv/Fm) nije bila osjetljiva na stres izazvan susom,
mozemo zakljuciti da nije dobar pokazatelj stresa suSe u ranoj fazi razvoja biljaka graha. Kako
je tolerancija PSII na suSu velika, odredivanje fluorescencije trebalo bi provoditi pod jakim 1
duzim stresom suse pa bi vjerojatnost znacajnije promjene Fv/Fm bila veca uslijed pojave
fotoinhibicije. Prema tome, ostali parametri klorofilne fluorescencije (P, NPQ, ETR i Fq'/Fm’)
ranijim fazama.

Promatrajuéi rezultate analize svih parametara, od 5 tradicijskih kultivara kao one koji
su pokazali odredenu tolerantnost na stres suse, odnosno one koji su pokazale male razlike u
vrijednostima u kontroli 1 stresu suSe, su 'Biser', 'Puter' 1 'Zelencec', dok su kod 'Tetovca' i
"TreS$njevca' ostvarene velike razlike u vrijednostima za sve parametre izmedu kontrole i suSe.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da stres suSe kod biljaka utjece na fotosintetsku
ucinkovitost, $to Se odrazava na parametre klorofilne fluorescencije. Zbog velike osjetljivosti,
klorofilna fluorescencija pogodna je metoda za analizu interakcije biljke 1 faktora stresa, $to u

konac¢nici omogucuje odabir genotipova tolerantnih na stres suSe na brz i jednostavan nacin.
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