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Uvod

Suncokret (Helianthus annuus L.) je visokovrijedna i nasiroko rasprostranjena uljarica koja
se smatra vrlo znacajnom sirovinom za proizvodnju ulja (Pospisil, 2013), ali se koristi i za
proizvodnju brojnih drugih prehrambenih i neprehrambenih proizvoda (Onemli, 2012).
Njegovi proizvodi svojom hranidbenom i ljekovitom vrijednos¢u doprinose prevenciji
kardiovaskularnih bolesti (Nandha i sur., 2014).

Suncokret je jedna od kultiviranih biljaka koje imaju sposobnost prilagodbe na stresne
uvjete uzgoja (Skori¢, 2009, Garcia-Lopez i sur., 2014) pri ¢emu se stresorom smatra
svaka tvar ili nepovoljno stanje koje ometa normalnu metaboli¢ku funkciju biljnog
organizma, odnosno utjece na rast i razvoj biljaka te njihovu produktivnost (Lichtenthaler,
1998). Nepovoljni abiotski ¢imbenici ¢esto su ograni¢avaju¢i za poljoprivrednu
proizvodnju u cijelom svijetu (Roy i sur., 2011, Gourdji i sur., 2013, Mustafa i sur., 2017),
negativno utjeCu na kvalitetu vec¢ine gospodarskih usjeva (Mishra i sur., 2012) kao i na rast
I razvoj biljaka (Mustafa i sur., 2017) te izazivaju varijacije uroda zrna brojnih kultura
(Dolferus i sur., 2011, Mondal i sur., 2013). Takoder, abiotski ¢imbenici su vrlo bitni za
produktivnost, prezivljavanje i reprodukciju biljaka (Redondo-Gomez, 2013). Znanstvenici
sugeriraju da ¢e u mnogim regijama svijeta uslijed sve ucestalijih nepovoljnih vremenskih
prilika do¢i do sve veceg gubitka usjeva. Neke od spomenutih vremenskih prilika su sve
prisutnije, kao §to su nedostatak vode (Anjum i sur., 2011), loSe distribuirane oborine
(Donatelli i sur., 2015) i visoke temperature (Ayranci i sur., 2014) pra¢ene suviskom
svjetlosti u kritiénim fazama razvoja biljaka. Globalne klimatske promjene vode do
povecanja dnevnih, sezonskih i godi$njih srednjih temperatura koje biljke dozivljavaju, a
izazvane su intenzivnim Suncevim zra¢enjem. Buduci da su biljke sesilni organizmi i ne
mogu se maknuti iz nepovoljnih okoli$nih uvjeta, njihova sposobnost da se prilagode
varijabilnim temperaturama okoliSa i intenzitetu svjetlosti bitna je za njihov opstanak
(Yamori i sur., 2014).

Toleranciju na stres biljke postizu fiziolosko-biokemijskim mehanizmima koje reguliraju
brojni produkti aktivnih gena ili neke druge molekule (Vukadinovi¢ i sur., 2014) pri ¢emu
razli€iti uzrocnici abiotskog stresa mogu izazvati iste fizioloSke mehanizme obrane
(Atienza i sur., 2004). Kod biljaka, odnosno genotipova koji nemaju razvijenu toleranciju
na stresne uvjete, nastaju poremecaji stanicne homeostaze i poremecaji u aktivnosti
metabolizma koji neposredno mogu narusiti njegovu normalnu funkciju uzrokovanu
prekomjernom proizvodnjom reaktivnih kisikovih jedinki (engl. reactive oxygen species —
ROS). Suprotno tome, pojedine biljne vrste i genotipovi unutar vrste mogu stvoriti
toleranciju na date uvjete putem mehanizama obrane (Madhava Rao, 2006). U¢inak stresa
na biljku ovisi o njenim moguénostima prezivljavanja, odnosno akumulaciji biomase ili
procesu asimilacije koji su usko povezani s rastom biljke. Utjecaj okolisnih ¢imbenika na
biljku ovisi o duljini njihovog djelovanja na biljku, fazi razvoja biljke i njenoj tolerantnosti
(Pevalek-Kozlina, 2003). Primarni okoli$ni ¢imbenici koji utjecu na razvoj biljaka su uvjeti
okoline koji podrazumijevaju utjecaj temperature, svijetla, vlage, oborina, sastav tla,
uglji¢nog dioksida i brojni drugi.



Uvod

Fizioloski i biokemijski mehanizmi koji dovode do smanjene produktivnosti biljke u svojoj
osnovi imaju oksidacijski stres, kojeg uzrokuje prekomjerno stvaranje ROS-ova. Veliki
broj istrazivanja nedvojbeno je pokazao kako su kloroplasti jedno od glavnih mjesta
proizvodnje ROS-ova, te kako suboptimalni okoli$ni uvjeti poti¢u stvaranje suviska ROS-
ova naruSavajuci ravnotezu izmedu apsorpcije svjetlosne energije i njenog ucinkovitog
iskoriStenja u procesu fotosinteze (Mittler, 2006). U tim slu¢ajevima veliku ulogu imaju
antioksidacijski sustavi zastite koji smanjuju moguénost nastanka oksidacijskog ostecenja
u biljnom organizmu ¢ija manifestacija ovisi 0 biljnoj vrsti. Stanice za razgradnju ROS-ova
koriste neenzimske antioksidanse (glutation, askorbinska kiselina — vitamin C, karotenoidi,
tokoferoli — vitamin E, prolin) i enzime stresa ¢ija je glavna uloga uklanjanje vodikovog
peroksida (gvajakol i glutation peroksidaza, glutation reduktaza, superoksid dismutaza,
askorbat peroksidaza, katalaza i drugi enzimi) (Asada, 2006, Radi¢, 2007, Gill i Tuteja,
2010). Takoder, pri uzgoju biljaka u nepovoljnim uvjetima dolazi do zatvaranja puci ¢ime
se sprjeava gubitak vode iz biljke nakon Cega slijedi niz procesa koji prilagodavaju
fotokemiju fotosinteze, fiksaciju ugljika i transport ugljikohidrata iniciraju¢i proces
odrzavanja integriteta fotosintetskog aparata (Bohnert i Bressan, 2001). Jedna od

veéeg broja (oko 25) polipeptida i funkcionira kao voda-plastokinon oksidoreduktaza.

Fotosinteza je bioloski proces kojim se svjetlosna energija pretvara u kemijsku energiju
koju potom biljke koriste za aktivnosti organizma (McGraw-Hill, 2007). Apsorpcija
svjetlosti i pretvorba svjetlosne energije u kemijsku odvijaju se u fotosustavu Il, citokrom
bef kompleksu i fotosustavu | koji se nalaze u tilakoidnim membranama kloroplasta (Koufil
i sur., 2012). Budu¢i da je fotosinteza ve¢ odavno prepoznata kao jedan od procesa na
kojeg utjeCu okolisni uvjeti, razumijevanje fizioloskih procesa kojima temperatura i
svjetlost utjeCu na proces fotosinteze, vazan je za poljoprivrednu proizvodnju. 1z tog
razloga, ispitivanje fotosintetske ucinkovitosti u uvjetima stresa bila je tema brojnih
dosadasnjih istrazivanja U kojima je metoda mjerenja fluorescencije klorofila a cesto
koristena prilikom utvrdivanja pojave stresa na biljci preko njezine fotosintetske
ucinkovitosti. Fluorescencija klorofila a predstavlja emitiranje male koli¢ine energije u
obliku svjetlosti kada se elektron brzo vraca iz pobudenog stanja u osnovno te daje
informaciju o funkcioniranju lanca transporta elektrona u fotosustavu Il (Strasser i sur.,
2004, Vukadinovi¢ i sur., 2014). Mnogi znanstvenici pomoc¢u parametara OJIP testa, preko
kojih se prikazuje fluorescencija klorofila a, utvrduju razinu oSteCenja fotosintetskog
aparata prilikom uzgoja biljaka pri ¢emu su parametri maksimalni kvantni prinos
fotosustava Il (F/Fn) 1 indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plags) najucestaliji u
istrazivanjima s ciljem otkrivanja utjecaja stresa na biljku prije pojave vidljivih
morfoloskih i fizioloskih oSte¢enja (Dgbrowski i sur., 2016).

Povezivanje procesa fotosinteze, funkcije gena i svojstava vaznih za poljoprivrednu
proizvodnju kao Sto su urod, grada biljke i tolerantnost na nepovoljne abiotske uvjete
postalo je od iznimne vaznosti za pitanje urbanog razvoja te konstantno rastuceg broja
ljudske populacije ¢ime se povecavaju potrebe za hranom na svjetskoj razini. Imajucéi to u
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vidu, razvoj fiziologije bilja 1 genomike u posljednjih 20 godina doveo je do boljeg
razumijevanja reakcije biljaka na stres te mehanizama odgovornih za razliCite razine
tolerantnosti koje uocavamo u prirodi. Razumijevanje mehanizama uklju¢enih u odgovor
biljaka na nepovoljne ekoloske uvjete je, bez sumnje, prvi korak u stvaranju usjeva s
visokom tolerancijom na stres koji se pokazao kao kompleksan zadatak prilikom
oplemenjivanja biljaka (Pérez-Torres i sur., 2009, Simi¢ i sur., 2014).
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1.1. Suncokret

1.1.1. Znacaj suncokreta

Suncokret se u svijetu uzgaja u Sirokom arealu rasprostranjenosti. Na sjevernoj hemisferi
se uzgaja od 32° do 52° sjeverne geografske Sirine, a na juznoj od 10° do 40° juzne
geografske Sirine. Prema podacima s Faostat-a (2017) od 1961. do 2014. godine
proizvodnja i urod suncokreta konstantno se povecavaju uz oscilacije po godinama. U
prilog tome ide Cinjenica da je 1961. godine suncokret bio zasijan na oko 7 milijuna
hektara, a 2014. godine na preko 23 milijuna hektara. U posljednjih 20 godina (1995. —
2014.) lider u proizvodnji suncokreta u svijetu je Ruska Federacija s 5 545 680 tona iza
koje slijede Ukrajina (5 037 116 t), Argentina (4 098 241 t), Kina-kopno (1 808 483 t) i
Francuska (1 666 030 t). S obzirom na udio proizvodnje suncokreta po kontinentima, u
zemljama Europe je najzastupljeniji s 59,2 % (Faostat, 2017). Suncokret je prema
podacima za 2016. godinu u svjetskoj proizvodnji uljarica sudjelovao sa 8 % (Hussain i
sur., 2018).

Povijest proizvodnje suncokreta u Republici Hrvatskoj seze od ranih tridesetih godina 20.
stoljeca, ali je njegova ozbiljnija proizvodnja zapocela tek od 1970. godine. Proizvodnja
suncokreta u Republici Hrvatskoj ovisi o trenutnom stanju u ekonomiji i drustvu (Zmaic i
sur., 2014). U zadnjih 20 godina suncokret se kod nas uzgaja na prosjecno 30 tisuca
hektara, Sto je mali udio u svjetskoj proizvodnji pri ¢emu je ostvaren urod zrna od 2,39
t/ha. Najvec¢im dijelom se u Republici Hrvatskoj uzgaja u njenim isto¢nim podruc¢jima koje
karakteriziraju povoljniji vremenski uvjeti za njegov uzgoj za razliku od drugih dijelova
zemlje. Kako bi zadovoljili nase potrebe za uljaricama nuzno je proSiriti proizvodnju
suncokreta i na druge povrSine ¢ime bi povecali njegovu proizvodnju. Zbog toga je
potrebno uzgojiti hibride koji ¢e biti adaptabilni u razli¢itim uzgojnim podruéjima.

Suncokret je kultura koja zbog visokog sadrzaja ulja u sjemenu ima veliki privredni znacaj.
Industrijska je biljka koja se u Republici Hrvatskoj prvenstveno uzgaja zbog proizvodnje
jestivog biljnog ulja, a u svijetu se uz soju, uljanu repicu i palmu ubraja medu Cetiri
prioritetne uljane kulture. Suncokretovo ulje odlikuje visoka bioloska i1 energetska
vrijednost, te se zbog svog sastava smatra vrlo zdravim uljem (Marinkovi¢ i sur., 2003).
Njegovo sjeme u prosjeku sadrzi oko 43 % ulja, 18 % bjelancevina, 26 % celuloze, 10 %
nedusi¢nih tvari i 3 % minerala (Vratari¢ i sur., 2004). Ulje suncokreta je ukusno, bogato
vlaknima, polinezasi¢enim masnim kiselinama (oko 54 — 61 % linolne kiseline) te ima mali
udio zasi¢enih masnih kiselina, poput palmitinske 1 stearinske kiseline, a sadrzi i1 vitamine
A, D, E 1 K. Izuzetno je korisna biljka koja je odli¢an predusjev, ostavlja tlo
nezakorovljeno 1 u dobrom fizickom stanju, te je ujedno i1 pozeljna medonosna kultura
(Vratari¢ i sur., 2004, Gadzo i sur., 2011).
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Proizvodnja suncokreta u Republici Hrvatskoj ne zadovoljava potrebe domace uljarske
industrije te ga zbog toga joS uvijek moramo uvoziti. Prema podacima Statistickog
ljetopisa (2016), 2015. godine, zivotinjskog i biljnog ulja te masti koli¢inski je izvezeno u
iznosu 209 700 tisu¢a kuna, a uvezeno 717 866 tisu¢a kuna. Prema Berville (2010)
suncokretovo ulje je u Europi bilo zastupljeno sa 48 % od ukupne koli¢ine konzumnog ulja
u odnosu na druga biljna ulja. Oko 90 % ukupne proizvodnje suncokretovog ulja koristi se
za hranu, a preostalih 10 % za industrijske svrhe i za proizvodnju biodizela (Cvejic i sur.,
2014). Suncokret je zahvaljujuci raznolikosti trziSta i bogatstvu njegovog ulja postalo vrlo
konkurentan usjev (Skori¢, 2012), a samo pitanje kvalitete ulja od nedavno je postao jedan
od glavnih izazova koje je trziste stavilo pred znanstvenike (Cveji¢ i sur., 2014). Namjena
koristenja suncokretovog ulja uvelike ovisi o njegovoj kvaliteti. Suncokretovo ulje se u
prehrambenoj industriji koristi prilikom pripremanja salata, przenja hrane, u slasticarstvu,
proizvodnji margarina, majoneza i brojnih drugih proizvoda, dok se u neprehrambenoj
industriji koristi za proizvodnju biodizela, razli¢itih maziva te proizvodnju kozmetike
(Vratari¢ i sur., 2004, Cveji¢ i sur., 2014). Kako bi poboljsali kvalitetu suncokretovog ulja,
oplemenjivanje ima raznolike smjerove s obzirom na ¢injenicu da pozeljne karakteristike
suncokretovog ulja za jednu namjenu vrlo ¢esto nisu pozeljne za neku drugu (Cvejié i sur.,
2014). Prema Krizmanic¢u (2012a) oplemenjivanje suncokreta na kakvocu ulja se odvija u
dva smjera. Prvi je kreiranje genotipova s najmanje 68 — 72 % sadrzaja linolne kiseline, a
drugi s vise od 80 % oleinske kiseline u ulju. Stoga, je potrebno nastaviti Kkoristiti
suncokret kao poljoprivrednu kulturu i stvarati razli¢itih tipove ulja s obzirom na njihovu
namjenu koristenja u svrhu povecéanja njegove kvalitete (Cveji¢ i sur., 2014).

1.1.2. Taksonomija, genom i porijeklo suncokreta

Prema botanickoj klasifikaciji suncokret pripada carstvu Plantae, koljenu Magnoliophyta,
razredu Magnoliopsida, redu Asterales, porodici Asteraceae (Compositae), rodu
Helianthus te vrsti Helianthus annuus L. (Panero i Funk, 2002). Jednogodi$nja je biljka s
procijenjenim haploidnim genomom veli¢ine oko 3000 Mb i n = 17 kromosoma
(Arumuganathan i Earle, 1991), ali se njegov poliploidni kompleks sastoji od diploidnih
(2n = 2x = 24), tetraploidnih (2n = 4x = 68) i heksaploidnih (2n = 6x = 102) vrsta.

Sjeme suncokreta potjece iz Meksika 1 Perua, a kultivirali su ga Indijanci u Sjevernoj
Americi prije nekoliko tisu¢a godina. U Europu su ga u 16. stolje¢u donijeli Spanjolci i
Francuzi, a dalje se postepeno prenosio medu botani¢arima diljem europskog kontinenta.
Sjeme suncokreta je primjenjivano za hranu i lijekove, dok su biljke suncokreta bile
koriStene kao ornamentalne. U 19. stoljecu su ga Rusi poceli uzgajati na proizvodnim
povrsinama (Vratari¢ i sur., 2004).
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1.2. Utjecaj abiotskih ¢imbenika na uzgoj biljaka

Biljke su tijekom rasta i razvoja izloZene razli¢itim uvjetima vanjske sredine koju
karakterizira velik broj abiotskih ¢imbenika koji u biljci mogu izazvati stres (Akter i Islam,
2017). Abiotski ¢imbenici su svi nezivi utjecaji iz okolisa koje dijelimo na klimatske,
edafske 1 orografske (fiziografske) ¢imbenike. Klimatske promjene kao abiotski cimbenici
posredno, preko utjecaja na rast i razvoj biljaka, imaju velik znacaj na proizvodnju hrane
(Igbal i sur., 2017). Zbog toga su abiotski ¢imbenici bili predmet istrazivanja brojnih
znanstvenih radova (Robakowski i Antczak, 2008, Whitney i sur., 2010, Buchner i sur.,
2013, Akter i Islam, 2017).

Reakcija biljaka na stresne uvjete uzgoja je dvojaka. Pojedine biljke se prilagode uvjetima
stresa, odnosno aklimatiziraju se na novonastale uvjete nakon kraceg izlaganja istima, dok
druge biljke imaju sposobnost adaptacije na nepovoljne uvjete preko genetski odredenog
stupnja otpornosti na stres. O promjeni morfoloskih svojstava i fizioloskim mehanizmima
ovisi prilagodljivost biljaka na uvjete okoliSa pri ¢emu ta prilagodba utjeCe na rast biljke i
njezin opstanak (Vukadinovi¢ i sur., 2014). Mehanizmi tolerancije na stres su jedinstveni i
izrazito sofisticirani (Madhava Rao, 2006), a variraju s obzirom na biljnu vrstu i genotip
unutar vrste (Smith i sur., 2001, Akter i Islam, 2017). Tolerancija biljaka na pojedini stres
rezultira smanjenjem oS$tecenja, a ponekad posljedice mogu i potpuno izostati. Problem
nastaje kada stresni, odnosno nepovoljni ¢imbenici djeluju kumulativno (Duque i sur.,
2013), sto je danas Cesta pojava, jer izazivaju brzu senescenciju biljaka, a to direktno vodi
k smanjenju uroda (Feng i sur., 2014).

Poznato je kako u biljnim stanicama, dok su biljke izlozene nekom od brojnih negativnih
utjecaja abiotskih ¢imbenika, dolazi do nastanka oksidacijskog stresa kojeg uzrokuje
poveéana koli¢ina reaktivnih slobodnih kisikovih ¢estica (O°) &ija razina odreduje tip
odgovora na stres (Vranova i sur., 2002, Hussain i sur., 2018). Kisik moze imati razlicite
efekte koji poticu prilagodbu biljnih organizama na novonastale uvjete. U uvjetima
oksidacijskog stresa dolazi do povecanog stvaranja reaktivnih kisikovih jedinki (engl.
reactive oxygen species — ROS) Kkoje nastaju prenoSenjem ekscitacijske energije
fotoaktivnih pigmenata (npr. prijenos molekule klorofila na kisik). U toj kemijskoj reakciji
mogu nastati superoksidni radikal (O,¢"), vodikov peroksid (H20,), hidroksilni radikal
(OHe) ili molekularni kisik koji postaje fizikalno aktivan prenoSenjem ekscitacijske
energije fotoaktivnih pigmenata na kisik pri ¢emu dolazi do promjene spina jednog
elektrona koji utjee na stvaranje singletnog kisika (*O2) koji posjeduje sposobnost
difuzije, reagira s organskim molekulama 1 izaziva oSteCenja fotosintetskih membrana
(Mittler, 2002, Halliwell, 2006, Marutani i sur., 2012). Reaktivne kisikove jedinke imaju
bitnu ulogu u funkcioniranju biljnog sustava. U nizim koncentracijama sudjeluju u
stani¢noj signalizaciji mehanizma aklimatizacije i tolerancije (Hussain i sur., 2018),
odnosno, kako bi sprijecile nastanak stresa, biljke koriste ROS-ove kao signal za nastali
poremecaj u normalnom funkcioniranju svojih sustava. ROS-ovi su nusprodukti normalnih
metabolickih procesa, a stvaraju se i razgraduju neovisno o utjecaju stresa (Arora i sur.,
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2002, del Rid, 2015). Najveéi izvori ROS-ova su kloroplasti, odnosno reakcijska sredista
fotosustava 1 i fotosustava II. Takoder, ROS-ove u velikim koli¢inama proizvode
mitohondriji, peroksisomi (Mittler, 2002, Miller i sur., 2008) te plazma membrana i
apoplast (Uzilday, 2015). Sadrzaj ROS-ova je u normalnim uvjetima nizak, dok je u
stresnim situacijama (npr. suviSak svjetlosti, toplinski stres, niske temperature, salinitet tla,
zatrovanje tla teSkim metalima) visok 1 izaziva oStecenja stani¢nih struktura, izmedu
ostalog i fotosintetskog sustava. Nadalje, u stresnim uvjetima uzgoja biljaka povecanje
produkcije slobodnih radikala kisika i molekula (H.0,, *0,, O3, HCIO) dovodi do pomaka
u ravnotezi biljnog sustava jer je otezano njihovo uklanjanje zbog nedostatnog kapaciteta
antioksidativnih sustava sto za posljedicu ima peroksidaciju lipida, oksidaciju proteina i
aminokiselina te oSteCenje DNA (deoksiribonukleinska kiselina) i RNA (ribonukleinska
kiselina) sto moze dovesti do stani¢ne smrti biljaka (Mittler, 2002).

Lipidna peroksidacija je u normalnim fizioloskim uvjetima prirodni metaboli¢ki proces,
¢ije je povecanje intenziteta ujedno i jedan od najéesc¢ih pokazatelja oksidacijskog stresa
zbog Cega je i najistrazenija posljedica djelovanja ROS-ova na funkciju i strukturu
membrana (Blokhina, 2000). ViSestruko nezasi¢ene masne kiseline (PUFA — engl.
polyunsaturated fatty acids) ¢esta su meta slobodnih radikala koji izazivaju peroksidaciju
lipida pri ¢emu nastaju produkti poput malondialdehida (MDA) (Demiral i Tiirkan, 2005),
koji su ujedno i najobilniji prirodni produkt lipidne peroksidacije, a reagiraju s
tiobarbiturnom kiselinom (TBA). Tako utvrdena koncentracija MDA predstavlja intenzitet
lipidne peroksidacije u biljnom tkivu koja se takoder moze izrazavati i kao TBARS (engl.
thiobarbituric acid reactive substances — supstance koje reagiraju s tiobarbiturnom
kiselinom). Ovisno o razini lipidne peroksidacije navedene mjere koriste se prilikom
utvrdivanja tolerancije biljke na stres (Wang i sur., 2004). Jedna od posljedica intenzivne
lipidne peroksidacije je oStecenje stani¢ne membrane pri ¢emu se mijenja njezina fluidnost,
permeabilnost ili integritet. Proces lipidne peroksidacije se sastoji od inicijacije,
propagacije i terminacije (Schneider, 2009, Farmer i Mueller, 2013). Abiotski ¢imbenici
utjeCu na lipidnu peroksidaciju pri ¢emu u vecini slucajeva izazivaju povecanu
koncentraciju njezinih produkata. Prema dosadasnjim istrazivanjima dokazano je da
peroksidaciju lipida uzrokuje toplinski stres (Larkindale i Knight, 2002), susni stres (Gunes
i sur., 2008, Sanchez-Reinoso i sur., 2018), solni stres (Jovi¢i¢ i sur., 2017), stres izazvan
teSkim metalima kao $to su olovo (Dey i sur., 2007), silicij (Gunes i sur., 2008) i kadmij
(Dey i sur., 2007) te drugi uzroc¢nici stresa.

Biljni organizmi mogu stvoriti toleranciju na stresne uvjete preko fiziolosko-biokemijskih
mehanizama koje reguliraju brojni geni kroz antioksidacijske sustave zastite. Prema
Alexieva i sur. (2003) te Sharma i sur. (2012) biljni antioksidacijski sustavi se dijele na
vodotopljive antioksidanse — glutation i askorbat, koji detoksificiraju O, i H,0p,
antioksidanse topljive u lipidima poput a-tokoferola i B-karotena te enzimske antioksidanse
poput gvajakol i glutation peroksidaza, glutation reduktaze, superoksid dismutaze, askorbat
peroksidaze, katalaze i drugih enzima. Pri pojavi stresa prvi se aktivira enzim superoksid
dismutaza (engl. superoxide dismutase — SOD) za razliku od gvajakol peroksidaze (engl.
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guaiacol peroxidase — GPOD) ¢ija aktivnost ovisi kako o intenzitetu i vrsti stresa tako i 0
biljnoj wvrsti. Peroksidaze se nalaze u svim dijelovima stanice, odnosno u vakuoli,
mitohondrijima, stani¢noj stijenci, Golgijevu aparatu, endoplazmatskom retikulumu i u
izvanstani¢nim prostorima, a imaju velik afinitet prema H,O; kojeg reduciraju do vode uz
pomoc¢ razliitih supstrata koji im sluze kao donori elektrona (Pellinen, 2001, Gill i Tuteja,
2010). Biljne peroksidaze su glikoproteini koji sadrze hem u strukturi i obi¢no su prema
izoelektri¢énim tockama Klasificirani kao kiseli, neutralni ili bazi¢ni (Yoshida i sur., 2002).
Enzim GPOD pripada oksidoreduktazama, te osim S§to brani biljnu stanicu od
oksidacijskog stresa razgradnjom H,O,, ima ulogu i u sintezi lignina, razgradnji indol-3-
octene kiseline (auksin), oksidacijskoj reakciji fenolnih esterskih spojeva vezanih na
polisaharide stani¢ne stijenke, formiranju mostova izoditirozina za koje se pretpostavlja da
povezuju strukturne proteine, zatim sudjeluje u zacjeljivanju rana, obrani od patogena te
suberinizaciji (Hiraga i sur., 2001, Tenhaken, 2015) pri ¢emu koristi H,O, i fenole
(gvajakol ili pirogalol) kao donore elektrona. Enzim GPOD pripada peroksidazama razreda
III (Mathé i sur., 2010), a njihova karakteristika je da imaju velik broj izoformi pri ¢emu su
broj i koli¢ina pojedine izoforme posljedica razlicite ekspresije. Pod utjecajem visokih
temperatura (Ali i sur., 2005), soli (Jovi€i¢ i sur., 2017), teSkih metala (Farid i sur., 2017,
Saidi i sur., 2017) i drugih stresova potvrdene su promjene u aktivnosti enzima GPOD jer
se u stresnim uvjetima u odnosu na druge antioksidacijske enzime prvo mijenja aktivnost
peroksidaza (Devi i sur., 2012).

Pored utjecaja na membranski sustav, stresni ¢cimbenici takoder utjecu i na disanje biljaka,
usvajanje hranjivih tvari, sintezu proteina, proces fotosinteze, relativni sadrzaj vode u listu
i brojne druge procese. Pomocu relativnog sadrzaja vode (engl. relative water content —
RWC) u listu biljaka odreduje se sadrzaj vode u biljnim tkivima u odnosu na stanje
potpune saturiranosti tkiva vodom. Nadalje, RWC se prema Gonzalez i Gonzalez-Vilar
(2001) smatra indikatorom ravnoteze vode u biljci jer izrazava apsolutnu koli¢inu vode
koju biljka treba kako bi postigla zasi¢enost tkiva. Istraziva¢i pomo¢u RWC-a dobivaju
uvid u sadrzaj vode u biljci u postotcima koji pokazuju gubitak vode iz lista biljke u
stresnim uvjetima izazvanim suSom i visokim temperaturama pa RWC ujedno sluzi i kao
indikator stresa (Mullan i Pietragalla, 2012, Sade i sur., 2015). S druge strane, izravno je
povezan s fotosintetskim kapacitetom biljke (Meher i sur., 2018). U su$nim uvjetima
smanjenje RWC-a dokazano je kod suncokreta (Gunes i sur., 2008, Andrade i sur., 2017),
je¢ma (Antunovi¢ Dunié i sur., 2015), soje (Chowdhury i sur., 2017), uljane repice (Akram
I sur., 2018), kukuruza (Shan i Wang, 2017), psenice (Weldearegay i sur., 2012), krumpira
(Shu-han i sur., 2018), lucerne (Zhang i sur., 2018) i drugih kultura.

U zadnje vrijeme antropogene klimatske promjene su u stalnom porastu, a same promjene
u konacnici su od presudnog znacaja kako za proizvodnju hrane tako i za razvoj industrije
(Dlugolecki, 2008). Prema Vukadinovicu i sur. (2014) abiotski stresovi imaju najznacajniji
utjecaj na proizvodnju hrane jer biljke u koliko su bile duzi period izloZene nekom obliku
stresa uobicajeno ostvaruju nizi urod. Krajnji rezultati u proizvodnji suncokreta, a i drugih
kultura usko su povezani s koli¢inom, distribucijom i intenzitetom oborina, pojavom
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susnih perioda tijekom uzgoja, visokim dnevnim maksimalnim temperaturama te
fluktuacijom okolisnih parametara u kratkim vremenskim razdobljima (dnevnim ili
tjednim) (Miji¢ i sur., 2017).

Kako bi se smanjio negativni utjecaj abiotskih ¢imbenika na proizvodnju hrane, posebice u
siromasnim zemljama, nuzno je provoditi odgovarajuce poljoprivredne mjere kojima bi se
posljedice ublazile (Igbal i sur., 2017). Primjerice, primjena pravovaljane i pravovremene
agrotehnike osigurava oCuvanje zimske vlage tla i prodiranje korijena u dublje slojeve radi
bolje opskrbe vlagom ¢ime se posredno smanjuju utjecaji toplinskog i svjetlosnog stresa te
stresa izazvanog suSom. Negativne posljedice djelovanja visokih temperatura i svjetlosti na
kulture mogu se umanjiti i primjenom adekvatne gnojidbe, posebice s dusikom, te
pravodobnim navodnjavanjem. Takoder, Deryng i sur. (2014) naglasavaju vaznost odabira
odgovarajuceg genotipa, te kao dodatnu mjeru prilagodbe na stresne uvjete predlazu
promjenu datuma sjetve i primjenu navodnjavanja za rashladivanje uzgojnih povrSina.
Dakle, globalno zagrijavanje pra¢eno promjenama lokalnih vremenskih prilika i
povecanjem ucestalosti ekstremnih dogadaja, predstavlja veliki izazov oplemenjivaima
bilja za stvaranjem biljaka s ve¢im potencijalom uroda (Semenov i sur., 2014). Za
razumijevanje reakcija biljaka na abiotski stres potreban je multidisciplinarni pristup, a
zatim i primjena znanja kako bi umanjili negativan utjecaj klimatskih promjena na biljke
(Martre i sur., 2015).

1.2.1. Toplinski stres

Biljke kao sesilni organizmi primorani su biti izloZeni €estim promjenama temperature.
Visoke temperature mogu dovesti do nastanka toplinskog stresa biljaka, pri ¢emu je bitno
znati da je toplina kvantitativha mjera, a temperatura kvalitativna mjera toplinske energije
(Vukadinovic¢ i sur., 2014). Do toplinskog stresa dolazi i kada temperature u pojedinim
fazama rasta i razvoja izadu iz optimalnih vrijednosti. Toplinski stres se prema Singh
(2000) dijeli na stres uzrokovan visokim temperaturama, niskim temperaturama
(temperature iznad to¢ke smrzavanja, tzv. chilling stress; > 0°C) i stres uzrokovan
smrzavanjem (temperature ispod tocke smrzavanja, tzv. freezing stress; < 0°C).

Biljni svijet je odgovoran za provodenje procesa fotosinteze u kojem vrlo bitnu ulogu ima
Sunevo zracenje kojeg Cini 53 % topline u obliku infracrvenog zraCenja, 45 %
fotosintetski aktivne radijacije i 2 % ultraljubiastog zracenja. Poznato je da toplinski stres
uzrokovan visokim temperaturama smanjuje intenzitet fotosinteze, dok niske temperature
vise utjeCu na sami rast i razvoj biljke (Vukadinovi¢ i sur., 2014). Fotosintetiziranje biljaka
moze Se odvijati pri temperaturama od 0°C do 50°C pri ¢emu se stopa fotosinteze
povecava s poviSenjem temperature okoline do optimalnih vrijednosti koje se za brojne
vrste krecu u rasponu izmedu 20°C i1 30°C.
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Temperatura biljke, odnosno temperatura lisne povrsine uvelike ovisi o temperaturi zraka i
tla kao i o Sunevom zrafenju te strujanju zraka (Akter i Islam, 2017). Medutim,
temperatura lista nikad nije potpuno jednaka temperaturi okoline (van Berkum, 2008).
Tijekom suncanog ljetnog dana u uvjetima deficita vode temperatura lista moze biti 4-5°C
visa od ambijentalne temperature (Pevalek-Kozlina, 2003). Lisna povrsina je dobro
prilagodena za apsorpciju fotosintetske aktivne radijacije 1 sposobna je brzo te s lakocom
izgubiti suviSak toplinske energije prilikom temperaturnih promjena fotosintetskog aparata
u koliko ima osiguranu dostupnu vodu (Vukadinovi¢ i1 sur., 2014). Toplinski stres kod
biljaka uzrokuje nepovoljna razina transpiracije pri nedovoljnoj koli¢ini dostupne vode u
tlu te neadekvatna regulacija u ekspanziji lista. Sami sadrzaj biljkama dostupne vode,
takoder ovisi o ambijentalnoj temperaturi koja, ako je visoka, izaziva dehidraciju biljnog
tkiva. Atkinson i Urwin (2012) smatraju temperaturu od 31°C u fazi cvatnje grani¢cnom
temperaturom pri kojoj se sadrzaj vode u biljkama moZze oc¢uvati.

Sposobnost biljaka za aklimatizaciju na razli¢ite okoline izravno je ili neizravno povezana
s njithovom sposobnoséu prilagodbe procesa fotosinteze, Sto za uzvrat utjee na
biokemijske i fizioloSke procese, a time i na rast i urod cijele biljke (Chandra, 2003).
Vecina biljaka pokazuje znacajnu sposobnost prilagodbe procesa fotosinteze na promjene
temperature tijekom rasta biljaka. Najce$¢i slucaj je pomak optimalne temperature
fotosinteze koji moze povecati fotosintetsku brzinu s obzirom na rast temperature (Anjum i
sur., 2011), odnosno fotosinteza ograni¢ava rast biljaka pri visokim temperaturama, a
razina fotosinteze se smanjuje na visokim temperaturama (Gent i Seginer, 2012).

Obrana biljaka od utjecaja visokih temperatura moze biti dugoro¢na i sastoji se od
fenoloskih i morfoloskih adaptacija na date uvjete i kratkoroc¢na preko koje izbjegavaju ili
aklimatiziraju mehanizme obrane u koje se ubrajaju promjene orijentacije lista,
transpiracija ili mijenjanje kompozicije lipidne membrane (Wahid i sur., 2007). Stoga,
jedna od vrlo bitnih uloga lista je da u povoljnim uvjetima vrsi transpiraciju 1 tako provodi
hladenje lisne povrSine. Kako bi hladenje bilo $to ucinkovitije potrebna je dovoljna
koli¢ina raspolozive vode u tlu. Dakle, gubitak toplinske energije putem transpiracije je
vrlo vazna komponenta u energetskoj bilanci liS¢a, ali s druge strane do sniZene
transpiracije lista osim zbog visokih temperatura moze do¢i uslijed nedostatka dostupne
vode, odnosno suse.

Reakcije biljaka, odnosno odgovor njihovog metabolizma na toplinski stres uvelike ovisi 0
opsegu i trajanju nepovoljnih temperatura te samoj fazi razvoja biljke (Ruelland i
Zachowski, 2010). Toplinski stres negativno utjeCe na klijavost 1 nicanje usjeva, brzinu
rasta, visinu biljke, teZinu svjeZeg lista 1 suhe tvari, indeks lisne povrSine, senescenciju
listova, vijabilnost peluda, sadrzaj ulja 1 bjelancevina (Ugarte 1 sur., 2007, Asseng i sur.,
2011, Igbal 1 sur., 2017). Dugotrajni toplinski stres dovodi do skracivanja trajanja
razvojnih faza biljke pri ¢emu se formiraju sitniji organi u odnosu na uzgoj biljaka u
optimalnim temperaturama (Amutha i sur., 2007, Igbal i sur., 2017, Akter i Islam, 2017).
Efekt navedenih djelovanja varira ovisno o vrsti usjeva, genotipu i fenoloskim fazama rasta

I razvoja (Akter i Islam, 2017). Krajnja posljedica djelovanja toplinskog stresa, odnosno
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njegovog nepovoljnog vremenskog rasporeda tijekom rasta i razvoja biljke je negativan
utjecaj na urod zrna (Vukadinovié i sur., 2014, Akter i Islam, 2017), a samim time i na
ekonomsku uc¢inkovitost proizvodnje.

Na temperaturama oko 50°C nastaje koagulacija bjelancevina $to dovodi do smrti biljaka.
Medutim, vrlo ¢esto i1 pri nizim temperaturama, 35°C do 40°C, moze do¢i do smrti biljaka
zbog poremecaja nastalih u fizioloskim i biokemijski procesima (Sori¢, 1983). Uslijed
djelovanja visokih temperatura protoplazma biljaka se mijenja, postaje zrnate strukture
lipidnog karaktera, a nekad umjesto povecanja njezine viskoznosti prelazi u tekucu
konzistenciju te joj raste propustljivost za elektrolite i neelektrolite (Sori¢, 1983,
Vukadinovi¢ i sur., 2014). Takoder, toplinski stres utjece na djelovanje enzima od kojih se
isticu peroksidaze Cije aktivnosti znacajno rastu. Nadalje, toplinski stres izaziva i promjene
u akumulaciji proteina (Qu i sur., 2013), te uzrokuje poremecaj u asimilacijskom
transportu elektrona (Vukadinovi¢ i sur., 2014).

Uz navedeno, dugotrajni toplinski stres djeluje inhibitorno na akumulaciju klorofila i
karotenoida te izaziva promjene u fluorescenciji klorofila a i fotosintezi (Dash i Mohanty,
2001, Kreslavski i sur., 2009). Do smanjenja fotosinteze ne dolazi samo zbog promjena u
protoku energije kroz fotosustav II, koji je izuzetno osjetljiv na povisenu temperaturu, nego
i zbog smanjenog sadrzaja pigmenata u listu biljke (Viljevac i sur., 2013). Glavno mjesto
oStecenja fotosustava II uslijed poviSene temperature je kompleks koji katalizira oksidaciju
vode (engl. oxygen evolving center — OEC) (Allakhverdiev i sur., 2008).

Suncokret, ¢ija godi$nja suma potrebnih temperatura za optimalan razvoj iznosi 2000 —
3000°C (Gadzo i sur., 2011), odlikuje sposobnost djelomi¢ne adaptabilnosti na visoke
temperature 1 susu, a to mu omogucava duboki i snaZan korijen preko kojeg crpi vodu iz
dubljih slojeva tla (Hussain i sur., 2013), a prema Garcia-Lopez i sur. (2014) smatra se
poljoprivrednom kulturom umjereno tolerantnom na suSu i toplinski stres. Ipak, pojava
suse i ekstremno visokih temperatura, pogotovo u ranim fazama razvoja dok se biljka u
potpunosti nije vegetativno razvila, moze uzrokovati stres i imati znacajan utjecaj na
proizvodnju (Hall, 2001, Hussain i sur., 2018) kod vecine usjeva (Debaeke i sur., 2017) pa
tako 1 kod poljoprivrednih kultura koje posjeduju umjerenu toleranciju na suSu, poput
suncokreta (Pekcan i sur., 2015, Robert i sur., 2016).

zrna, a od fizioloSkih procesa, negativnom utjecaju toplinskog stresa su najpodlozniji
razvoj peluda (Anjum i sur., 2008) i fotosinteza (Greer, 2015). U selekciji genotipova
suncokreta tolerantnih na visoke temperature vrlo je bitan odabir genotipova s dubokim i
snaznim korijenom te odabir genotipova tolerantnih na intenzivnu transpiraciju. Nadalje,
oplemenjivaci u okolini za koju su karakteristi¢ne visoke temperature u fazi cvatnje, trebali
bi poticati odabir genotipova sposobnih za stvaranje velike koli¢ine peluda s
odgovaraju¢om vijabilnosti. Takoder, bitno je da reproduktivni organi budu otporni na
visoke temperature zbog uspjeSnog oprasivanja i formiranja zrna, odnosno kako bi se
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umanjio negativan utjecaj stresnih uvjeta uzgoja na brzinu sinteze ulja, a samim time i na
urod ulja (Skori¢, 2012).

Na globalnoj razini, susa i visoke temperature smatraju se jednima od ozbiljnijih abiotskih
uzro¢nika stresa. U posljednjih nekoliko godina zabiljezen je porast srednjih godiSnjih
temperatura zraka na razini cijelog svijeta, a pretpostavka je kako ¢e ona do kraja 21.
stolje¢a narasti za 1 — 6°C (IPCC, 2001, De Costa, 2011). Uzrok toga je povecanje
atmosferskog CO, koji nastaje zbog izgaranja fosilnih goriva, emisije staklenic¢kih plinova,
industrijske proizvodnje te deforestacije koji su prijetnja Zemlji ve¢ nekoliko stoljeca
(Wewerinke i Yu Il1, 2010). Od sredine 18. stolje¢a koncentracija CO, se povecala za oko
30 % (IPCC, 2001). Povisenjem temperature za svakih 1°C procjenjuje se pad uroda za 1
% (Vukadinovi¢ i sur., 2014). Jaggard i sur. (2010) su iznijeli ¢injenicu da ¢e se u
buducénosti povisiti koncentracija CO; koja ¢e izazvati povecanje uroda C3 usjeva za oko
13 % te da ¢e ujedno doci i do povecanja koncentracije ozona (Os3) koji ¢e smanjiti urod za
5 % ili vise. Nadalje, zbog obogacivanja zraka s CO; puci u listovima biljaka ne¢e morati
biti Cesto otvorene $to ¢e se direktno odraziti na koristenje dostupne vode u biljci, odnosno
do¢i ¢e do smanjenja potros$nje vode, ali ¢e istovremeno do¢i i do povecanje evaporacije
zbog pojave visokih temperatura. Slijedom toga, oplemenjivanje biljaka pomoéi ¢e u
stvaranju novih genotipova boljih agronomskih svojstava povecanjem njihovih
potencijalnih vrijednosti ili stvaranjem tolerantnosti na visoke temperature, suviSak
svjetlosti, manjak vode, uzro¢nike bolesti, napad insekata te druge negativne utjecaje na
biljku.

1.2.2. Svjetlosni stres

Suncokret je biljka koja voli Sunce te zahtjeva veliku koli¢inu topline. S pravilnim
sklopom, odnosno odgovaraju¢om gustocom sjetve i rasporedom biljaka moze se biljkama
osigurati dovoljna koli¢ina svjetlosti tijekom rasta i razvoja (Gagro, 1998, Gadzo i sur.,
2011). Uz koli¢inu potrebnog svjetla vrlo je bitna i njegova kvaliteta. S obzirom na to da je
suncokret biljka kratkog dana, ako dode do skracivanja dnevnog svjetla biljke razvijaju
manji broj listova, skracuju stabljiku te ujedno ranije ulaze u fazu cvatnje. Ako se dan
produzi, biljke razvijaju veci broj listova i1 kasnije cvatu. Medutim, prilikom nedostatka
odgovarajuceg intenziteta Sunceve svjetlosti izdanci etioliraju, formiraju sitnije glave i
plodove §to u konacnici smanjuje urod zrna i stvara se niZi sadrZaj ulja u zrnu (Vratari¢ i
sur., 2004, Gadzo i sur., 2011). Sve te navedene promjene u biljkama ukazuju na to kako
su biljke u prirodi izloZene 1 svjetlosnom stresu jer su intenzitet i spektar svjetlosti podlozni
promjenama. Najces$¢i uzroci koji izazivaju promjene U intenzitetu svjetlosti dostupnom
biljkama su fluktuacije vremenskih prilika koje uklju¢uju pokrete oblaka i utjecaj vjetra, uz
koje razvoj, pozicioniranje grana i listova te odumiranje lisne mase imaju znatan utjecaj
(Alter i sur., 2012). Ujedno povecanje intenziteta svjetlosti postepeno moze izazvati
povecanje stope fotosinteze. Zasicenost poljoprivrednih kultura sa svjetlos¢u je razlicita
unutar i izmedu vrsta. Suncokret se razlikuje od drugih kultura jer ima vrlo visok nivo
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zasi¢enja sa svjetlosti koji iznosi vise od 150000 luksa svjetlosti (Shell i Lang, 1976).
Prema tome, suncokret je biljka koja prema klasifikaciji fotosinteze pripada C3 tipu (20 mg
CO; dm?h™), ali ga se moze svrstati i u C4 tip zbog neto fotosinteze koja je jednaka ili
veéa od 40 mg CO, dm?h™ §to je karakteristika C4 biljaka (Blanchet i sur., 1982).
Opcenito, C3 biljke posjeduju vecu sposobnost prilagodbe fotosinteze na Siroki raspon
temperatura, dok su C4 biljke prilagodenije toplijem okruZenju (Yamori i sur., 2014).

Sposobnost biljaka da se prilagode uvjetima svjetlosti jedan je od najvaznijih ¢imbenika
tijekom rasta 1 razvoja biljaka. Adaptacija na Sirok spektar osvjetljenja omogucava
fotosintetsku ucinkovitost koja se kod vecine biljaka kre¢e od 0,1 % do 3 %. U
mnogobrojnim slucajevima biljke su izlozene vrlo intenzivnoj svjetlosti koju ne mogu
iskoristiti. Fotosintetski aparat pri svjetlosnom stresu ima sposobnost regulacije procesa pri
razli¢itom intenzitetu osvjetljenja. Vrlo bitnu ulogu u regulaciji fotosustava I u uvjetima
visokog osvjetljenja posjeduje askorbinska kiselina koja ima fotoprotektivhu ulogu sto
omogucava slanje elektrona prenositeljima u fotosustav 1. ViSak elektrona reagira s
kisikom pri Gemu se stvara 'O, koji biljkama predstavlja problem. Singletni kisik oste¢uje
D1 protein u fotosustavu II kada dode u doticaj s proteinskim kompleksom. Slobodni
radikali nastali zbog fotooksidacije djeluju na stvaranje H,O, i OHe te inhibiraju
elektrotransport u fotosustavu II (Vukadinovi¢ i sur., 2014). Klorofili i nezasi¢ene masne
kiseline lipida staniénih membrana su izloZeni utjecaju 'O, i O? za razliku od H,0, koji
utjede na enzime Calvinovog ciklusa koji sadrze Fe**, enzime Mn-klastera fotosustava Il i
proteine D1 i D2 fotosustava II (Vukadinovi¢ i sur., 2014).

Iako je svjetlost vrlo bitna za odvijanje fotosinteze kod biljaka, ona takoder moze
negativno utjecati na mehanizam fotosinteze ako je koli¢ina svjetla previsoka (Melis, 1999,
Kourtil 1 sur., 2012). Kada je intenzitet svjetlosti viS§i od moguénosti biljaka za njenim
iskoristavanjem u procesu fotosinteze, dolazi do stvaranja ROS-ova i fotooksidacijskog
stresa koji mogu u biljkama izazvati fotoreakciju toplinske disipacije energije (Alter i sur.,
2012, Pospisil, 2016), odnosno uzrokuju redukciju u prijenosu elektrona. Visok intenzitet
svjetlosti uzrok je brojnih poremecaja u funkciji biljnog organizma. Moze izazvati
fotooStecenja, fotoaktivaciju, fotoinhibiciju 1 degradaciju fotosintetskih proteina
(Vukadinovi¢ 1 sur., 2014). Medutim, biljke posjeduju sposobnost oporavka nakon
nastanka fotoinhibicije zbog toga Sto je fotoinhibicija reverzibilni proces. Izuzev zastite
biljnog organizma od fotooksidacijskog stresa pomocu antioksidacijskih enzima, tu je i
zaStita putem fotoprotekcijskih pigmenata. Najznacajniji protektivni pigmenti u uvjetima
utjecaja suviSka svjetlosti su karotenoidi. Karotenoidi su smjesteni u kloroplastima u
blizini klorofila, a apsorbiraju plavi dio fotosintetske aktivne radijacije koje klorofil ne
apsorbira i translociraju pobudene elektrone do fotokemijskih reakcijskih sredista.
Karotenoidi imaju vrlo bitnu ulogu u uvjetima suviska svjetlosti jer sudjeluju u gagenju *O,
preko lanaca izoprena s konjugiranim dvostrukim vezama pomocu kojih vrSi prijam
energije iz pobudenih molekula i disipaciju viska energije kao topline. Nadalje, H2O;
stvara intracelularni signal iz kloroplasta u citosol koji ima funkciju obrane, ali sudjeluje i
u prilagodbi biljaka na suvisak svjetlosti (Vukadinovi¢ i sur., 2014).
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1.2.3. Utjecaj temperature i svjetla na morfologiju suncokreta

Biljnu proizvodnju uvelike odreduje klima i vremenske prilike, a uz njih vrlo bitan
ogranic¢avajuci ¢imbenik u proizvodnji suncokreta je ne postivanje pravilnih agrotehnickih
mjera proizvodnje (MiloSevi¢ 1 Kobiljski, 2011, Mikli¢ 1 sur., 2012). Biljke razlicito
reagiraju na promjene temperatura, koli¢inu i distribuciju oborina, duljinu dnevnog svijetla,
kakvocu i intenzitet svjetlosti te koli¢inu vode u zraku i tlu (Gagro, 1998, Vukadinovi¢ i
sur., 2014). Suncokret je mezofilna biljka koja svojom specificnom strukturom organa za
razliku od drugih kultura bolje podnosi brojne abiotske stresove i mozZe se uspje$no
uzgajati u stresnim, odnosno polususnim uvjetima (Poormohammad Kiani i sur., 20073,
Skorié, 2009, Claverie i sur., 2012), iako je u tim uvjetima smanjena njegova produktivnost

Morfologija biljaka te duzina trajanja pojedinih razvojnih faza dobar su pokazatelj utjecaja
promjene klimatskih i vremenskih prilika. Morfoloske promjene nastale kao rezultat
kumulativnog utjecaja stresa posljedica su molekularnih i fizioloskih promjena, odnosno
promjena metabolickih procesa koje se temelje na promijeni ekspresije gena (Rasheed,
2009). Nadalje, morfoloska svojstva kultiviranog suncokreta uvelike ovise o genotipu,
agrotehnici 1 okoliSu u kojem se uzgajaju. Korijenski sustav suncokreta je vretenast,
razgranat i prodire duboko u tlo. Ve¢im dijelom se razvija u orani¢nom sloju do dubine 40
cm i moze rasti do dubine tri metra, a svoju maksimalnu dubinu doseze u fazi nalijevanja
zrna (Vratari¢ i sur., 2004, GadZzo i sur., 2011). Jedan je od klju¢nih morfoloskih
karakteristika na koje oplemenjivac¢i obracaju paznju prilikom selekcije genotipova jer o
njemu direktno ovisi stabilnost biljke, odnosno mogucnost polijeganja ovisno o lokalitetu
uzgoja. Nadalje, stabljika suncokreta je okrugla i ispunjena parenhimskim stanicama, tanka
je 1 njezna, a starenjem postaje drvenasta. Grananje i visina stabljike ovise o genotipu
suncokreta koji moze narasti do Cetiri metra (Vrataric¢ i sur., 2004, GadZo i sur., 2011). Na
stabljici suncokreta prvi listovi su nasuprotni, dok se ostali razvijaju spiralno. Ukupna lisna
povrsina je geneticki uvjetovana i odredena veli¢inom te brojem listova, a 0 njezinoj
dostupnosti ovisi proces fotosinteze. Lisna povrSina ovisi o obliku i veli¢ini listova,
njihovoj pozicioniranosti na stabljici biljke, genotipu i fazi razvoja biljke te svoj vrhunac
doseZe u cvatnji. Donji i1 vr8ni listovi na stabljici suncokreta su uzi, sitniji i zaSiljeniji $to je
suprotno od listova na srediSnjem dijelu stabljike koji su manje zaSiljeni, krupniji i ovalniji.
Broj listova po biljci zavisi 0 genotipu, tipu suncokreta, tehnologiji proizvodnje itd. (Gadzo
i sur., 2011). Poslije cvatnje smanjuje Se broj listova §to je posljedica sazrijevanja biljke pa
se listovi suse 1 otpadaju. Neke od funkcija listova su formiranje krupnoce 1 ispunjenosti
zrna, uroda zrna i sadrzaja ulja u sjemenu, ali na njih svi listovi nemaju jednak utjecaj
(Vrebalov, 1972). Medutim, glavna funkcija listova je provedba fotosinteze ¢ija provedba
kod suncokreta ovisi o polozaju listova i o njihovoj starosti. Razlika u brzini fotosinteze se
stvara s obzirom na kut pozicioniranosti lista na stabljici u odnosu na horizontalnu ravninu
(Skori¢, 2012). Nadalje, fotosintetski proces u listovima suncokreta direktno je povezan ne
samo s veli¢inom lisne povrSine, nego i s njezinom aktivnos$cu, trajanjem i produktivno$céu
lisne mase, a 0 njoj ovisi i brzina prijenosa nastalih hranjivih tvari u sjeme (Skori¢, 2012).
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Optimalne temperature tijekom rasta i razvoja suncokreta su izmedu 20 — 25°C i vrlo su
vazne u periodu butonizacije, intenzivnog porasta, cvatnje, oplodnje i nalijevanju zrna.
Smanjenje sinteze ulja u sjemenu izazivaju temperature nize od 15°C i vise od 25°C
(Gagro, 1998). Idealno bi bilo da temperature ne prelaze 30°C u navedenim fazama, a
posebice u cvatnji jer utjeCu na vrijeme 1 uspjesnost cvatnje Sto dovodi do skracivanja
trajanja cvatnje te smanjenje vijabilnosti peluda (Gadzo i sur., 2011, Vukadinovi¢ i sur.,
2014) ¢ime se smanjuje uspjesnost oplodnje i nalijevanja zrna $to se direktno odrazava na
sadrzaj ulja, visinu uroda zrna 1 ulja izazivaju¢i njihovo smanjenje (Gadzo 1 sur., 2011,
Balali¢ i sur., 2012). Cvatnja u povoljnim agroekoloskim uvjetima traje 10 dana pri ¢emu
su optimalne temperature 20 — 25°C, a mnogobrojni autori ju, uz fazu nalijevanja zrna,
smatraju kriticnom fazom razvoja suncokreta (Hewezi i sur., 2006, Garcia-Lopez i sur.,
2014). Nadalje, ova faza izrazito je kriticna ne samo zbog velikog utjecaja temperatura,
nego je tada biljkama nuzno osigurati i dovoljnu koli¢inu hranjivih tvari i vode (Gadzo i
sur., 2011). Manjak vlage u tlu i zraku tijekom cvatnje takoder remeti sposobnost peluda za
oplodnju. U kombinaciji, visoke temperature i nedostatak vlage izazivaju dehidriranje
biljaka, a samim tim i dehidraciju generativnih organa §to uzrokuje smanjenu oplodnju ili
njezino izostajanje. Svjetlost je takoder znacajna u ovoj fazi. Ako su u fazi cvatnje peludna
zrna duze od 10 sati izlozena direktnim Suncevim zrakama vijabilnost im opada te oteZano
vr$e oplodnju biljaka (Vratari¢, 2004). U takvim uvjetima sredisnji dio glave suncokreta u
mnogobrojnim sluc¢ajevima ostaje ne oploden. U prvom dijelu faze formiranja sjemena,
nepovoljni vremenski uvjeti smanjuju nalijevanje zrna i uzrokuju nizak postotak ulja u
sjemenu dok u drugom dijelu faze formiranja sjemena uzrokuju smanjenje mase 1000 zrna
(Pospisil, 2013).
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1.3. Fotosinteza i fluorescencija klorofila a

1.3.1. Fotosinteza

Fotosinteza je bioloski proces koji se uobicajeno objasnjava kao svjetlosno ovisna reakcija
u kojoj se iz ugljicnog dioksida i vode sintetizira pentoza uz otpustanje kisika (Galvagno i
sur., 2013). Proces fotosinteze ¢ine dvije grupe reakcija koje se odvijaju paralelno, a dijele
se na svijetlu 1 tamnu fazu. Prvoj grupi pripada svjetlosna reakcija koja ukljucuje
oksidaciju vode i otpustanje Kisika iz ¢ega nastaju ATP (adenozin trifosfat) i NADPH
(nikotinamid adenin dinukleotid fosfat). Ova reakcija se zbiva se u tilakoidima,
fotosintetskim membranama kloroplasta uz pigmente, te se naziva i primarnim procesom
fotosinteze u koji pripadaju necikli¢ki i cikli¢ki prijenos elektrona. Drugoj grupi pripada
reakcija tame, odnosno Calvin-Bensonov ciklus, koji se smatra sekundarnim procesom
fotosinteze, a odvija se u stromi kloroplasta neovisno o svjetlosti pri ¢emu ATP i NADPH
sluze kao izvori energije za redukciju CO, i sintezu Secera (Pevalek-Kozlina, 2003, Ipek i
Uner, 2012). Brojne fizikalno-kemijske reakcije koje se odvijaju u procesu fotosinteze
podrzane su strukturom unutar kloroplasta. Kloroplasti su stani¢ni organeli, debljine 4 — 6
um ovalnog ili elipsoidnog oblika. Broj kloroplasta u stanici lisnog parenhima je razlicit
jer ovisi o vrsti biljke i tkiva ili njihovoj starosti (Vukadinovi¢ i sur., 2014).

Kloroplasti su obavijeni s dvije biomembrane gdje je svaka biomembrana dvosloj
fosfolipidna. Unutar biomembrane nalaze se stroma i tilakoidi (lamele u obliku spljostenih
vezikula) koji su zdruzeni u granume. Unutar membrana tilakoida nalaze se kloroplastni
pigmenti, Klorofili i karotenoidi, koji su klju¢ni za apsorpciju svjetlosti o kojoj ovisi
fotosinteza, prenose energiju do reakcijskih sredista, utjeCu na stabilnost fotosintetskog
aparata i rasipaju suvisnu energiju u obliku topline. Struktura klorofila je porfirinski prsten
koji je graden od Cetiri pirolna prstena u ¢ijem se srediStu nalazi atom magnezija. Postoji
vise vrsta klorofila, klorofil a, b, ¢, d i e, ali samo klorofil a i b sudjeluju u procesu
fotosinteze. Razlika izmedu klorofila a i b je u tome §to klorofil a na drugom pirolskom
prstenu ima metilnu skupinu (—CHj3), a klorofil b na tom istom mjestu ima aldehidnu
skupinu (—CHO) (Pevalek-Kozlina, 2003). Sposobnost klorofila je apsorpcija plave i
crvene svjetlosti bitne za fotosintezu pri ¢emu klorofil a apsorbira svjetlost valnih duljina
oko 430 1 662 nm, a klorofil b maksimalno apsorbira svjetlost valnih duljina oko 453 i 642
nm. U fotosintetskom prijenosu elektrona glavnu ulogu ima klorofil a za razliku od
klorofila b koji vlastitu pobudenu energiju prenosi na klorofil a (Vukadinovi¢ i sur., 2014).

Fotosintetskim pigmentima pripadaju i karotenoidi koji se takoder nalaze u sastavu
fotosustava. Po kemijskom sastavu su terpeni ili derivati terpena, a po strukturi su
izoprenoidi. Sintetiziraju se u biljkama, zute su ili narancaste boje, a apsorbiraju svjetlost
valnih duljina izmedu 380 i 550 nm. Glavni karotenoidi kod visih biljaka su karoteni a, B
(provitamin A) i y (likopen) te ksantofili zeaksantin, violaksantin i neoksantin, dok je B-
karoten najrasprostranjeniji karotenoid u biljnom svijetu. Glavna funkcija karotenoida je

17



Uvod

apsorpcija svjetlosne energije i njezino brzo prenosenje na klorofil (Demmig-Adams i sur.,
1996), bez obzira na to sto je ucinkovitost prijenosa niza u odnosu na prijenos energije s
klorofila na klorofil. Takoder, karotenoidi su ukljuceni u uklanjanje 'Oy i drugih slobodnih
radikala te gaSenje tripletnog stanja klorofila tako Sto prilikom djelovanja intenzivne
svjetlosti vezu visak kisika, odnosno singletnog kisika koji nastaje zbog velike koli¢ine
energije te tako Stite klorofile od nastanka fotooksidacije (Vukadinovi¢ i sur., 2014).

U tilakoidnim membranama Kkloroplasta prisutna su dva tipa fotosustava, odnosno
kompleksa pigment-protein. Ta dva sustava djeluju zasebno, svaki od njih posjeduje svoje
reakcijsko srediSte i pigmente, a povezani su lancem transporta elektrona (Vukadinovic i
sur., 2014). U reakcijskom sredistu fotosustava I smjestena je molekula klorofila a ¢iji je
apsolutni maksimum apsorbirane svjetlosti na 700 nm, dok je u fotosustavu Il na 680 nm.
Fotosintetski lanac transporta elektrona sastoji se od proteinskog kompleksa fotosustava I,
citokroma bgf, fotosustava | i ATP sintaze. Reakcijska sredista fotosustava I i ATP sintaze
nalaze se u stroma tilakoidima i na rubovima grana tilakoida za razliku od reakcijskih
sredista fotosustava II koja se nalaze samo u grana tilakoidima. Kompleks citokrom bgf

nalazi se i u stroma i grana tilakoidima (Pevalek-Kozlina, 2003, Stryer i sur., 2006).

Prvi korak fotosintetskog transportnog sustava je apsorpcija fotona svjetlosti i njegov
prijenos do reakcijskog srediSta fotosustava Il gdje su smjeStene molekule pigmenata,
odnosno klorofila u pigment-protein kompleksima kojeg tvore antena kompleksi za
prikupljanje svjetlosti (engl. light harvesting complex — LHC) i reakcijska sredista (\Voet i
Voet, 2004). Antena kompleksi za prikupljanje svjetlosti fotosustava | (LHCI) povezani su
s fotosustavom I, a kompleksi za prikupljanje svjetlosti fotosustava Il (LHCII) povezani su
s fotosustavom I, te se unutar tilakoidne membrane mogu kretati iz fotosustava Il u
fotosustav | (Sharkey i sur., 2014). Fotosustav 11 u elektronskom transportu ima vrlo bitnu
funkciju u redukciji plastokinona (PQ), oksidaciji vode i stvaranju transmembranskog
gradijenta protona (Umena i sur., 2011). Prijenos elektrona u fotosustav II zapocinje
ekscitacijom klorofila u reakcijsko srediste P680 iz kojeg se elektroni prenose na feofitine.
Feofitini primljene elektrone dalje prenose na ¢vrsto vezani plastokinon (Qa), a reducirani
Qa prenosi elektrone na slabo vezani plastokinon (Qg). Dalje Qg prima dva elektrona pri
Gemu nastaje reducirani Qg® koji se uz dva protona pretvara u plastohidroksinon (PQH.).
PQH; prenosi elektrone 1 otpuSta protone u lumen tilakoida te €ini poveznicu izmedu
fotosustava Il i citokrom b6f kompleksa. Plastocijanin koji se nalazi u lumenu tilakoida
prima elektrone i prenosi ih na fotosustav I. Dalje elektrone prenosi reducirani feredoksin
pri ¢emu feredoksin NADP*-reduktaza reducira NADP* u NADPH. Prijenos elektrona do
NADPH povezan je s prijenosom protona iz strome u lumen tilakoida i doprinosi stvaranju
gradijenta protona, a Cetiri se elektrona oslobodena redukcijama dviju molekula vode
prenose na pobudeni P680 koji se primitkom elektrona vra¢a u osnovno stanje. Protoni iz
lumena tilakoida prelaze kroz gradijent protona (Cijem nastanku takoder doprinosi
citokrom b6f kompleks) u stromu preko ATP-sinaze §to dovodi do sinteze ATP-a nakon
koje se NADPH i ATP oslobadaju u stromu.
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Ciklicki tok elektrona u fotosustavu I biti ¢e omogucen u slucaju vecih koli¢ina NADPH.
Ovim nacinom elektroni se ne prenose na feredoksin NADP"-reduktazu veé se pomocu
feredoksina prenose na citokrom b6f kompleks gdje nastali gradijent protona omoguéava
sintezu ATP-a (Pavalek-Kozlina, 2003, Lehninger, 2008).

1.3.2. Fluorescencija klorofila a

Krajem dvadesetog stoljeca postignut je veliki napredak u istrazivanju fotosintetskih
organizama pomoc¢u modernih optickih metoda i1 tehnika koje su omogucile proucavanje
fotosintetskih procesa (Rohacek i sur., 2008) medu kojima je odredivanje fluorescencije
Klorofila a jedna od najées¢e koristenih metoda. Fluorescencija klorofila a daje uvid u
status i funkciju fotosintetskog aparata, ucinkovitost fotosustava Il i funkciju lanca
transporta elektrona (Strasser i sur., 1995) kojoj pripada 1-2 % ukupne apsorbirane
energije, a vidljiva je u obliku crvene svjetlosti valne duljine ~ 650 nm (Porcar-Castell,
2008). Apsorbiranu Suncevu svjetlost biljka kroz tri medusobno povezana nacdina dalje
koristi za odvijanje fotosintetskih procesa, termalnu disipaciju, odnosno pretvaranje i
rasipanje viSaka energije u obliku topline te disipaciju ekscitacijske energije u obliku
fotona (svjetlosti), tj. kao fluorescenciju klorofila. Svi navedeni oblici koristenja Sunceve
energije su povezani, $to znaci da Se promjene nastale u jednom procesu odrazavaju i na
ostala dva procesa (Maxwell i Johnson, 2000, Cowley i Luckett, 2011).

Prilikom mjerenja fluorescencije klorofila a biljno tkivo treba podvrgnuti uvjetima tame u
minimalnom trajanju od 30 minuta, pri tome prestaje prijenos elektrona u fotosintetskom
lancu transporta elektrona i nema oksidacije vode u fotosustavu II zbog toga $to dolazi do
potpune oksidacije akceptora elektrona fotosustava Il. U takvim uvjetima otvaraju se sva
reakcijska srediSta, nakon Cega se tkivo izlaze visokoj koli¢ini svjetlosti od 3000
umolseonam?s™.  Osvijetljenje fotosintetskog uzorka s jakim intenzitetom svjetlosti
omogucéava uzbudenje svih molekula pigmenata u pigment-protein kompleksu tilakoidne
membrane nakon ¢ega neposredno dolazi do brzog prijenosa elektrona. Pri osvjetljenju
tkiva u jednoj sekundi dobivaju se brojne informacije o intenzitetu fluorescencije klorofila
a koje se prikazuju na krivulji. Promjene u intenzitetu fluorescencije klorofila a u uvjetima
tame prema literaturi nazivaju se Kautskyjevim efektom (Strauss i sur., 2006). Nadalje,
poslije izlaganja tkiva svjetlosti otvaraju se sva reakcijska sredista pri ¢emu se prvo dobiva
uvid u inicijalni korak, odnosno minimalnu vrijednost fluorescencije (Fq ili korak O) nakon
50 ps koja predstavlja emisiju pobudenog klorofila u antena kompleksu fotosustava II
prilikom potpune oksidiranosti Qa (vezani plastokinon), odnosno trenuta¢ni porast
fluorescencije uslijed djelovanja osvjetljenja (Kalaji i Guo, 2008). Nakon Fo, intenzitet
fluorescencije uslijed kontinuiranog intenziteta svjetlosti poslije 1 sekunde naglo raste i
doseze maksimalnu vrijednost fluorescencije (Fm, Fp ili korak P). Na krivulji polifaznog
rasta fluorescencije klorofila a izmedu Fy i Fy nalaze se i medukoraci, korak J koji
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predstavlja intenzitet fluorescencije nakon 2 ms (V;) i korak | koji predstavlja intenzitet
fluorescencije nakon 30 ms (V)).

Opisani proces obiljezava se kao O-J porast koji se odvija unutar 2 ms i prikazuje
fotokemijsku fazu koja je rezultat redukcije primarnog akceptora Qa. Trenutni maksimum
reduciranog Qa zabiljeZen je na J koraku, dok je na I koraku zabiljeZena daljnja redukcija
Qa i Qg. lza O-J porasta nastaju termalne polagane faze J-1 i I-P koje predstavljaju
nefotokemijsku fazu (Strauss i sur., 2006). Porast J-1 karakterizira nastanak Qg i Qs> a
porast I-P zbog oksidacije ukupnog plastokinona izaziva postupno gasenje fluorescencije
klorofila a (Strasser i sur., 2004). Slijedi zatvaranje svih reakcijskih sredista fotosustava II i
maksimalna akumulacija Qa’, Qs i PQH, (plastohidrokinon), Sto se postize unutar
intervala od 200 ms do 1 s i naziva se Fp, ili P korak (Govindjee, 2004, Schansker i sur.,
2005).

Iz gore priloZenih oznaka 1 Slike 1 s razlogom se moze zakljuciti zaSto se krivulja
polifaznog rasta fluorescencije klorofila a jo$ naziva i OJIP krivuljom. Prema Strasser i
sur. (2004), uslijed djelovanja razli¢itih uvjeta moguca je pojava i dodatnih koraka na
krivulji polifaznog rasta fluorescencije klorofila a. Tako se prilikom djelovanja visokih
temperatura na 300 ps pojavljuje korak K (Kalaji i Loboda, 2007.). Uz gore navedene
parametre, iz krivulje polifaznog rasta fluorescencije klorofila a dobiva se i uvid u vrijeme
koje je potrebno za postizanje maksimalne fluorescencije (tmax) i povrSine iznad OJIP
krivulje izmedu Fy i Fyy (AREA) iz kojih se izraCunavaju ostali parametri OJIP testa.

Najcesce koristeni parametri dobiveni izraCunom iz izmjerene fluorescencije klorofila a su
maksimalni kvantni prinos fotosustava Il (F,/Fy) i indeks fotosintetske ucinkovitosti
(Plags). Parametar F,/Fy, predstavlja omjer varijabilne fluorescencije (koja se dobije kao
razlika izmedu maksimalnog (Fn) i minimalnog intenziteta (Fo) fluorescencije) i
maksimalnog intenziteta fluorescencije (Fyn) te smatra se osjetljivim indikatorom
fotosintetske ucinkovitosti biljaka, a njegova maksimalna vrijednost iznosi oko 0,85
(relativna jedinica) kod zdravih testiranih uzoraka (Kalaji i Guo, 2008.). Prilikom
djelovanja nekog stresora na biljke vrijednost F,/F, se smanjuje. Za razliku od parametra
Fu/Fm parametar Plags smatra se indeksom vitalnosti biljke pomocu kojeg se moze utvrditi
utjecaj stresa na biljku i prije pojave vidljivih simptoma na biljci (Christen i sur., 2007).
Indeks fotosintetske ucinkovitosti pokazatelj je sveukupne ucinkovitosti fotosinteze koja se
mijenja pod utjecajem stresnih ¢imbenika (Strasser 1 sur., 2004).

Mijerenje fluorescencije klorofila a smatra se vrlo moénim alatom za neinvazivno i
nedestruktivno proucavanje fotokemijskih i nefotokemijskih procesa unutar tilakoidnih
membrana kloroplasta, biljnog tkiva 1 cijele biljke (Rohacek 1 sur., 2008) koji nam daje
korisne informacije o fotosintetskoj ucinkovitosti u uvjetima biotskog i abiotskog stresa
(Brestic 1 Zivcak, 2013). Zbog brzine provodenja ove metode te mogucnosti skeniranja
velikog broja uzoraka/biljaka u kratkom vremenu (Kalaji i Guo, 2008), mjerenje
polifaznog rasta fluorescencije klorofila a ¢esto se koristi za odredivanje utjecaja razlicitih

stresova na terenu koji mogu utjecati na vitalnost biljke (Schreiber 1 sur., 1994, Rohacek 1
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sur., 2008). Dakle, fluorescencija klorofila a pruza uvid u fiziolosko stanje fotosintetskog
aparata bilo kojeg fotosintetskog materijala, a brojni znanstvenici su ju Koristili u
istrazivanjima utjecaja razli¢itih stresora poput intenziteta svjetla (Mlinari¢ i sur., 2016),
temperature (Brestic i sur., 2013), koli¢ine dostupne vode (Kovacevi¢ i sur., 2017), teskih
metala (Josipovi¢ i sur., 2014) 1 brojnih drugih Cimbenika stresa na razli¢itim biljnim
vrstama od kojih neke pripadaju ratarskim kulturama poput suncokreta (Markulj i sur.,
2016), soje (Josipovi¢ i sur., 2014), kukuruza (Frani¢ i sur., 2015), pSenice (Brestic i sur.,
2012), je¢ma (Kovacevic¢ i sur., 2015), uljane repice (Cowley 1 Luckett, 2011), dok su neke
vocarske kulture: visnja (Viljevac i sur., 2013), jabuka (Greer, 2015), smokva (Mlinari¢ i
sur., 2016). Uz navedene kulture, pomo¢u metode fluorescencije klorofila a istrazene su i
brojne druge ratarske, vocarske i povrtne kulture.
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Slika 1. Tipi¢ni OJIP porast fluorescencije prema Strasseru i sur. (2004) prikazan na
logaritamskoj vremenskoj skali.
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1.4. Agronomska svojstva suncokreta

Prema Skori¢u (2012) komponente koje izravno djeluju na urod zrna su: broj biljka po
jedinici povrSine (optimalan broj 55 — 75000/ha), broj sjemenki po biljci (1500 — 2000),
masa 1000 zrna (za uljni tip do 80 g, a konzumni 120 — 150 g), hektolitarska masa (za uljni
tip 50 — 55 kg/hl, a konzumni 90 kg/hl), mali postotak ljuske (za uljni tip < 25 %, a za
konzumni < 35 %) te sadrzaj ulja u sjemenu (za uljni tip 50 — 55 %, a za konzumni < 35
%). Takoder, visina biljke 1 promjer glave pripadaju komponentama uroda te su vrlo vazni
kriteriji prilikom selekcije genotipova. Visina kultiviranog suncokreta obi¢no se krece
izmedu 150 — 200 cm (HIadni i sur., 2014), dok se optimalnom visinom biljke smatra ona
izmedu 150 — 170 cm (Marinkovi¢ i sur., 2011). Kod komercijalnih genotipova variranja u
visini biljke su od 50 do 500 cm (Vratari¢, 2004). Osim na optimalnu visinu biljke, velika
paznja pridodaje se i promjeru glava biljaka suncokreta. Prema Balali¢ i sur. (2016)
promjer glave bi trebao biti 20 — 25 cm sa ¢vrstom epidermom s donje strane glave.

Glavna intencija za oplemenjivace suncokreta diljem svijeta je posti¢i urod ulja za uljane
genotipove iznad 3 t/ha, a za konzumne urod zrna iznad 4 t/ha za $to je potrebno
minimalno oko tri do &etiri ciklusa oplemenjivanja (Skori¢, 2012). Takoder, oplemenjivaci
suncokreta prilikom kreiranja novih genotipova bi se trebali, uz postizanje visokih uroda
zrna i ulja (Kaya i Kolsarici, 2011), usmjeriti na stvaranje genotipova s povoljnim
karakteristikama glave (Miji¢ i sur., 2005), te genotipova s boljom adaptabilnosti i
stabilnosti u razli¢itim podruc¢jima uzgoja (Kaya i sur., 2012).

1.4.1. Urod zrna

Urod zrna po jedinici povrSine kao kompleksno svojstvo s poligenetickom osnovom
rezultat je utjecaja velikog broja svojstava koji mogu djelovati pojedinac¢no i zajednicki
(Dusani¢ i sur., 2004). Urod suncokreta mozemo promatrati i kao produkt utjecaja
genotipa, okoline i njihove interakcije (Balali¢ i sur., 2012, Skori¢, 2012, Hussain i sur.,
2018). Zbog njegove kompleksnosti, vazno je utvrditi one komponente koje su povezane s
urodom, a morfoloski se u pojedinim fazama ontogeneze lako mogu procijeniti. Upravo
odabir ciljanih komponenti na neizravan nac¢in mogao bi utjecati na odabir genotipova s
pozeljnim urodom ulja po jedinici povrsine (Skori¢, 2012).

Visoke temperature, odnosno toplinski stres izaziva odstupanja u trajanju pojedinih faza
rasta i razvoja biljaka §to u velikoj mjeri utjece na velic¢inu i broj formiranog zrna (Akter i
Islam, 2017). Takoder, stres izazvan susom utjece na produktivnost suncokreta, znacajno
smanjuje urod zrna, urod ulja i kvalitetu ulja suncokreta (Soleimanzadeh i sur., 2010), a
njegov utjecaj ovisi o fazi razvoja biljke (Hussain i sur., 2018). Abiotski stresovi kod
veéine usjeva uzrokuju smanjenje uroda za oko 50 % (Swindell i sur., 2007). Prema
Krizmanic¢u i sur. (2012b) na urod zrna znacajan utjecaj ima sadrzaj ulja u zrnu $to se
odrazava i na urod ulja. Sadrzaj ulja kvantitativno je svojstvo, ¢ija je varijabilnost takoder
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pod utjecajem genetskih, ali i okoli$nih ¢imbenika (Miji¢ i sur., 2008, Balali¢ i sur., 2012)
kao i urod ulja (Leon i sur., 2003, Skori¢, 2012) koji je produkt sadrzaja ulja i uroda zrna.
Simi¢ i sur. (2008a) su s visegodisnjim istraZivanjima utvrdili velika variranja u urodu zrna
te sadrzaju i urodu ulja s obzirom na vremenske prilike, a to su potvrdili i Milosevic¢ i sur.
(2015). Prema istrazivanju uroda zrna suncokreta u mikropokusima s obzirom na razlicite
vremenske prilike tijekom tri godine provodenja pokusa, Liovi¢ i sur. (2017), iznijeli su
kako je hibrid Matej u trogodi$njem prosjeku (2013. — 2015. godine) imao urod zrna 6,95
t/ha dok su ostali testirani hibridi imali urod zrna izmedu 5,27 — 6,70 t/ha. Znacajni utjecaj
stresa suSe na urod zrna i komponente uroda genotipova suncokreta potvrdili su i
Tabatabaei i sur. (2012) te Ibrahim i sur. (2016).

Zbog sve prisutnije pojave stresa tijekom uzgojnog razdoblja biljaka, razvoj novih sorti i
hibrida s boljim urodom u nepovoljnim uvjetima je neophodan kako bi se zadovoljila sve
veéa potreba za hranom. Medutim, povecavanje tolerancije na abiotski stres se pokazao
kao kompleksan zadatak (Pérez-Torres i sur., 2009).
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
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2.1. Ciljevi istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi razlike u vrijednostima fotosintetske uéinkovitosti i
biokemijskim parametrima stresa izmedu istrazivanih hibrida suncokreta u fazi cvatnje, Sto
bi trebalo posluziti kao indikator prilikom utvrdivanja tolerantnosti i rodnosti hibrida u
stresnim uvjetima uzgoja uzrokovanim visokim temperaturama i suviskom svjetlosti.

Takoder cilj je bio istraziti razlike u mehanizmima regulacije u¢inkovitosti fotosustava Il
izmedu dva odabrana hibrida razli¢itih fizioloskih i biokemijskih karakteristika u uvjetima
okolisnog stresa uzrokovanog povisenom temperaturom i suviskom svjetlosti.

2.2. Hipoteze

Na temelju razliCitog genetskog porijekla, istrazivani hibridi (osam hibrida) trebali bi
pokazati znacajne razlike u fizioloskim i biokemijskim parametrima stresa kao 1 u urodu
zrna. Dva odabrana hibrida s obzirom na razliito grupiranje u skladu s njihovim
fizioloskim 1 biokemijskim karakteristikama pokazat ¢e razliitu reakciju na uvjete
okoliSnog stresa uzrokovanog povisenom temperaturom i suviSkom svjetlosti, §to bi
trebalo imati uporiSte u razli¢itoj regulaciji fotokemijskih procesa u fotosintezi, posebno u
uéinkovitosti fotosustava II. Takoder, pretpostavlja se kako je veca fotokemijska
uéinkovitost fotosustava II u hibridu tolerantnijem na stres uzrokovana razli¢itom
akumulacijom glavnih fotokemijskih proteina koji reguliraju protok elektrona u lancu
transporta elektrona.
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3.1. Biljni materijali

Za sjetvu pokusa odabrano je osam hibrida suncokreta (Tablica 1). Sest hibrida potjece s
Poljoprivrednog instituta Osijek (PIO), a preostala dva su u vlasniStvu drugih
oplemenjivackih kuc¢a (Syngenta i KWS). Svi hibridi Poljoprivrednog instituta Osijek su
eksperimentalni hibridi. Hibridi drugih oplemenjivackih ku¢a, NK Kondi i Barolo RM
koristeni su kao standardi za usporedbu s hibridima PlO-a na istrazivana svojstava.
Navedena dva priznata hibrida suncokreta (NK Kondi i Barolo RM) odabrana su za ovo
istrazivanje zbog Cinjenice da su prisutni i zastupljeni u proizvodnji na inozemnom i naSem

trziStu unazad nekoliko godina te su prihvaceni od strane proizvodaca koji su zadovoljni
njihovom kvalitetom i urodom zrna.

Tablica 1. Popis hibrida suncokreta koristenih za provedbu pokusa.

Oznaka . Oplemenjivacka Godina Zemlja
o Naziv hibrida . . . ..
hibrida kuca priznavanja porijekla
o Poljoprivredni Eksperimentalni Republika
Hibrid 1 OS-H-1 institut Osijek hibrid Hrvatska
Hibrid 2 NK Kondi Syngenta 2010. Spanjolska
— Poljoprivredni Eksperimentalni Republika
Hibrid 3 OS-H=3 institut Osijek hibrid Hrvatska
Hibrid 4 Barolo RM KWS 2006. -
N Poljoprivredni Eksperimentalni Republika
Hibrid 5 OS-HS institut Osijek hibrid Hrvatska
o Poljoprivredni Eksperimentalni Republika
Hibrid 6 OS-H-6 institut Osijek hibrid Hrvatska
o Poljoprivredni Eksperimentalni Republika
allslali OS-H-7 institut Osijek hibrid Hrvatska
o Poljoprivredni Eksperimentalni Republika
Hibrid 8 OS-H-8 institut Osijek hibrid Hrvatska
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3.2. Opis eksperimenta

3.2.1. Poljski pokus

Istrazivanje je provedeno na polju Poljoprivrednog instituta Osijek (45°32' N, 18°44' E)
tijekom 2013. godine na tipu tla humifluvisol plitko oglejni, nekarbonatan, praskasto
glinasto ilovaste teksture, odredenom prema Hidropedoloskoj studiji s idejnim rjeSenjem
navodnjavanja proizvodnih povr§ina Poljoprivrednog instituta Osijek (Romi¢ i sur., 2006).
Prostire se na topografski najnizim formama reljefa koje karakterizira specificna dinamika
podzemne i sporo procjedne povrsinske vode. Najveca dostupnost vode je oko 1,0 do 1,5
m od povrSine tla §to predstavlja podzemne vode ¢ija se razina u nepovoljnim uvjetima
(visak oborina) povisi do podorani¢nog sloja §to dovodi do izrazenog oglejavanja u
podoranici. Povrsinski sloj je praskasto glinasto ilovaste teksture sa sadrzajem gline 31 —
32 % 1 praha 67 %. Podpovrsinski horizont (podoranica) je iste teksture za razliku od
dubljih slojeva (lesa) koji su praskasto ilovastog sastava. Po kemijskim zna¢ajkama tlo je u
povrsinskom sloju kiselo (pH u 1 MKCl-u je 5,2), dok je u dubljem sloju alkali¢no. Slabo
je humusno, ali po vrijednostima nalazi se blizu grupi humusnih tala (2,40 — 2,88 %).
Prosjecna vrijednost sadrzaja fosfora u tlu iznosi 11,4 mg P,0s/100 g Sto je u granicama
slabe i umjerene opskrbljenosti. Sadrzaj kalija prosje¢no iznosi 27,1 mg K,0/100 g, te se
tlo smatra bogatim do vrlo bogatim kalijem za razliku od sadrzaja dusika koji je u
granicama za dobru opskrbljenost tla (0,13 %) (Romic¢ i sur., 2006).

Pokus je postavljen po shemi latinskog pravokutnika u Cetiri ponavljanja. Razmak izmedu
1.12. te 3. i 4. ponavljanja je bio 1,5 m, dok je razmak izmedu 2. i 3. ponavljanja bio 2 m.

3.2.2. Agrotehnika pokusa

Agrotehni¢ke mjere su tijekom provedbe pokusa provedene standardno prema potrebama
uzgoja suncokreta. Prije provedbe istrazivanja izvrSene su osnovna i dopunska obrada tla.
Pokus je 2013. godine posijan na povrSini na kojoj je prethodne godine bio ugar. Oranje i
osnovna gnojidba obavljene su u jesen s 300 kg/ha NPK (7:20:30) i 100 kg/ha UREA-e (46
% N). Predsjetvenom pripremom u tlo uneseno je 200 kg/ha NPK (7:20:30) i zatvorene su
brazde. Neposredno pred sjetvu izvrSena je sjetvosprema. Svaki hibrid je posijan s pomocu
rucnih sijacica ,,plentera“ (dvije sjemenke po kucici) u Cetiri reda duzine 5 m s razmakom
izmedu redova od 70 cm i razmakom unutar reda od 23 cm. Okolo pokusa posijan je
dodatni red suncokreta koji je predstavljao zastitu pokusa. Sjetva pokusa sa sjemenom
tretiranim aktivnim tvarima tiram i karboksin izvrSena je 20. svibnja 2013. godine na
dubinu od cetiri centimetra. Tretiranje pokusne povrSine herbicidima napravljeno je dan
poslije sjetve s aktivnim tvarima flukloridon, glifosat, alfa-metolaklor i oksifluorfen. Pokus
je prorijeden ru¢no u V4 fazi razvoja suncokreta (Schneiter i Miller, 1981). Tijekom
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vegetacije suncokreta obavljena je prihrana pokusa sa 100 kg/ha KAN-a (27 % N) s
medurednom kultivacijom u fazi Cetiri para pravih listova — V4 (Schneiter i Miller, 1981).
Zastita suncokreta od bolesti provedena je u fazi butonizacije — R2/R3 (Schneiter i Miller,
1981) s fungicidom koji sadrzi aktivne tvari boskalida i dimoksistrobin. Kako bi zastitili
pokus od ptica, biljke su nakon cvatnje prekrivene polietilenskim mrezama. Pokus je pozet

ruéno 22. listopada 2013. godine, a vrSen je pomo¢u kombajna Wintersteiger
Nurserymaster Expert.
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3.3. Klima i vremenski uvjeti tijekom istraZivanja

3.3.1. Klima isto¢ne Slavonije

U Republici Hrvatskoj prevladavaju tri glavna klimatska podruc¢ja koja karakteriziraju
kontinentalna, planinska i primorska klima (Drzavni hidrometeoroloski zavod — DHMZ,
2016). Umjereno kontinentalna klima odlikuje isto¢énu Hrvatsku koja pripada velikoj
zemljopisnoj cjelini jugoistocne 1 srednje Europe. Dio je medugorske podoline i nalazi se
izmedu Karpata, Dinara 1 Alpa, odnosno dio je Panonske nizine koja je ve¢im dijelom
omedena dolinama Save, Drave i Dunava (Blagojevié¢, 2008). Umjereno kontinentalnu
Klimu karakterizira vrlo promjenjivo stanje atmosfere zbog cirkulacijskog pojasa
umjerenih $irina u kojem se nalazi. Pracena je raznolikim vremenskim situacijama uz Ceste
I iznenadne promjene tijekom godine uzrokovane promjenama tlaka zraka. Prema
Koppenovoj klasifikaciji klime istocna Hrvatska pripada umjereno toploj kisnoj klimi
(,,Cfwbx™). Tijekom najhladnijeg mjeseca srednja mjesecna temperatura zraka krece se
izmedu -3 °C i 18 °C. Najtopliji mjesec u godini ima srednju temperaturu nizu od 22 °C,
dok viSe od cetiri mjeseca u godini imaju srednju mjese¢nu temperaturu visu od 10 °C
(Zaninovi¢ i sur., 2008, Statisticki ljetopis 2016). Nadalje, prema Thornthwaiteovoj
klasifikaciji klime, baziranoj na odnosu potrebne koli¢ine vode za potencijalnu
evapotranspiraciju i oborinske vode, u isto¢noj Slavoniji prevladava subhumidna klima
(Zaninovi¢ i sur., 2008).

3.3.2. Vremenske prilike za lokaciju Osijek

Prema viSegodiSnjem prosjeku (1985. — 2014.) prosjecna temperatura na lokalitetu Osijeka
iznosila je 11,5°C. Najhladniji mjesec bio je sije¢anj (0,3°C) dok je najtopliji srpanj
(22,2°C). Srednja vrijednost suma oborina tijekom tridesetogodis$njeg prosjeka iznosila je
684,2 mm. Najmanje oborina zabiljeZeno je u veljaci (38,6 mm), a najvise u lipnju (83,5
mm) (Slika 2).

Tijekom provedbe poljskog pokusa 2013. godine (Slika 3) palo je 774,5 mm oborina,
odnosno tijekom vegetacijskog razdoblja suncokreta 463,1 mm. Prosjecna srednja
temperatura zraka iznosila je 12,3°C (u vegetaciji suncokreta 19,1°C) sto je u usporedbi s
viSegodiSnjim prosjekom viSe za 0,8°C. ZabiljeZena je veca koliCina oborina u svibnju
(131,5 mm) koje su prethodile poCetnom klijanju sjemena i samoj pocetnoj fazi razvoja
biljaka te u rujnu (110,7 mm) tijekom faze nalijevanja zrna suncokreta. S obzirom na to da
je vegetacijsko razdoblje suncokreta bilo neravnomjerno opskrbljeno oborinama, najveci
nedostatak oborina primijetio se tijekom faze brzog porasta kada suncokret ima najvece
potrebe za vodom te mu je u toj fazi potrebno oko 43 % od ukupnih potrebnih koli¢ina
vode za vegetaciju (Vratari¢, 2004). Naime, u toj fazi je u lipnju palo 44,4 mm, a u srpnju
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44,7 mm oborina uz srednju prosje¢nu temperaturu zraka 20,6°C (lipanj) i 23,7°C (srpanj).
U fazi cvatnje i fazi zriobe suncokret takoder treba dovoljnu koli¢inu dostupne vode i
hranjiva zbog intenzivnog nakupljanja suhe tvari (nakupi oko 50 %) i optimalne
temperature zraka od oko 20°C do 22°C (Vratari¢ i sur., 2004, Pospisil, 2013) koje su bile
zadovoljene prema podacima srednje prosje¢ne temperature zraka (Slika 3).
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Slika 2. Walterov klimadijagram za viSegodisnji prosjek (1985. — 2014.) na lokaciji Osijek
(Izvor: Drzavni hidrometeoroloski zavod).
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Slika 3. Podaci o oborinama (mm) i temperaturama (°C) za 2013. godinu s mjerne postaje

Osijek (lzvor: Drzavni hidrometeoroloski zavod).
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Na Slici 4 prikazane su srednje vrijednosti temperature zraka prema mjerenjima DHMZ-a
(mjerenja u 7 1 14 sati) i intenzitet Sunevog =zraCenja prema Pinova Meteo
agrometeoroloskoj stanici smjesStenoj u blizini pokusne povrSine na Poljoprivrednom
institutu Osijek (mjerenja svakih 10 min prikazana kao prosjek) tijekom provedbe mjerenja
fluorescencije klorofila a i uzorkovanja.

Iz prikazane Slike 4 primjeCuje se poviSenje poslijepodnevnih temperatura zraka i
intenziteta Suncevog zraCenja tijekom istrazivanja Sto se i oCekivalo. Dana 29. srpnja
obraden je hibrid 8; 1. kolovoza hibridi 3 1 5; 2. kolovoza hibridi 1 1 4; 3. kolovoza hibridi
2 1 6; 4. kolovoza hibrid 7. Prosje¢na temperatura zraka i intenziteta Sunc¢evog zraCenja
tijekom provedbe pokusa u prijepodnevnim satima iznosila je 22,52°C, odnosno 349,06
W/m?, a u poslijepodnevnim satima bila je 34,64°C, odnosno 837,84 W/m?.
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Slika 4. Srednje vrijednosti temperature zraka (°C) i intenziteta Suncevog zradenja (W/m?)
tijekom mjerenja i uzorkovanja (lzvor: DHMZ i Pinova Meteo agrometeoroloska stanica
P10-a).
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3.4. Laboratorijske analize i odredivanje fotosintetske ucinkovitosti
biljaka

Za laboratorijske analize i odredivanje fotosintetske ucinkovitosti biljaka upotrijebljeni su
gornji (vrsni) razvijeni listovi suncokreta. Prema Schneiteru i Milleru (1981) list se smatra
razvijen ako je vec¢i od 4 cm. Sve analize provedene su tijekom faze cvatnje (od podfaze
R5.3 do podfaze R5.8 odredene prema Schneiteru i Milleru, 1981) pojedinog hibrida
suncokreta (kraj srpnja i pocetak kolovoza) na uzorcima iz srednja dva reda po hibridu.
Fotosintetska ucinkovitost odredena je u polju na tri nasumi¢no odabrane jedinke po
hibridu u svakom ponavljanju (12 mjerenja po hibridu). Mjerenje fluorescencije klorofila a
i uzorkovanje potrebnog materijala napravljeno je tijekom prijepodnevnih (7:30 — 9:00 h) i
ranih poslijepodnevnih sati (12:30 — 14:00 h). Uzorci za laboratorijske analize sakupljeni
su tako da su iz svakog ponavljanja odabrana dva gornja (najmlada) razvijena lista
suncokreta po hibridu (2 lista x 4 ponavljanja) na kojima je odredena fotosintetska
ucinkovitost. Tijekom transporta od polja do laboratorija, listovi suncokreta su ¢uvani u
prijenosnom hladnjaku s ledenim blokovima. Za provedbu daljnjih analiza koriSten je
skupni uzorak koji je napravljen iz osam listova po hibridu, osim za odredivanje relativnog
sadrzaja vode za koji su koristeni pet nasumce odabranih listova po hibridu i ponavljanju.
Biljni materijali su, za pojedine analize, pomoc¢u tekuceg dusika smrvljeni u prah i
koriSteni za biokemijske analize.

3.4.1. Odredivanje relativnog sadrzaja vode

Neposredno nakon mjerenja fotosintetske u¢inkovitosti i transporta uzoraka u laboratorij
1zvrSeno je uzorkovanje listova suncokreta za odredivanje relativnog sadrzaja vode u listu
(engl. relative water content — RWC). Listovi suncokreta narezani su na male komadice
(1cm?) i neposredno nakon toga odredena im je masa svjeze tvari (engl. fresh weight —
FW). Tkivo je zatim premjeSteno u plasti¢ne kivete s destiliranom vodom i pohranjeno u
hladnjak na temperaturu od 8°C u trajanju od Cetiri sata. Nakon saturacije, tkivo je s
pomocu pincete izvadeno iz kivete 1 posuSeno stani¢evinom te izvagano pri ¢emu mu je
odredena turgidna masa (engl. turgid weight — TW), a potom je smjeSteno u susionik (ST-
01/02, Instrumentaria, Zagreb) na temperaturu od 80°C u trajanju od 24 sata da bi se
odredila masa suhe tvari (engl. dry weight — DW). Relativni sadrzaj vode odreden je iz pet
listova suncokreta po hibridu. Svaki uzorak izmjeren je u pet ponavljanja. RWC je
izracunat prema sljede¢oj formuli Poormohammad Kiani i sur. (2007b):

RWC (%) = (FW - DW) / (TW - DW) x 100

Opis skracenica:

FW — masa svjeze tvari u gramima
DW — masa suhe tvari u gramima

TW — turgidna masa u gramima
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3.4.2. Odredivanje razine lipidne peroksidacije

Oko 0,2 g smrvljenog biljnog tkiva suncokreta ekstrahirano je s 1 ml 0,1 %-tne
trikloroctene kiseline (TCA) i centrifugirano (Hettich universal 320R, Njemacka) 10 min
na 9000 rpm pri temperaturi 4°C. Nakon centrifugiranja u 0,5 ml supernatanta dodano je 1
ml 0,5 %-tne tiobarbiturne kiseline (TBA) u 20 %-tnoj TCA. Smjesa je zatim 30 minuta
zagrijavana na 95°C (Thermomixer 5436, Eppendorf, Njemacka), nakon ¢ega je hladena na
ledu te centrifugirana na 14000 rpm u trajanju od 15 minuta pri temperaturi 4°C. Razina
lipidne peroksidacije odredena je spektrofotometrijskim mjerenjem (Spectophotometer
Specord 200, Analytik Jena, Njemacka) koncentracije reaktivnih supstanci tiobarbiturne
kiseline (engl. thiobarbituric acid reactive substances — TBARS) metodom po Verma i
Dubeyu (2003). Dobiveni supernatant koristen je za spektrofotometrijsko mjerenje
apsorbancije na 532 i 600 nm. Za slijepu probu koriStena je otopina 0,5 %-tna TBA u 20
%-tnoj TCA. Razina lipidne peroksidacije odredena je na pet uzoraka po hibridu, a svaki
uzorak je podijeljen u pet ponavljanja iz kojih je izraunata prosje¢na vrijednost za svaki
uzorak posebno. Koncentracija TBARS izratunata je upotrebom ekstinkcijskog
koeficijenta 155 m™ M™ cm i izraZena je u nmol g svjeZe tvari. Formula za izradunavanje
koncentracije TBARS:

TBARS (nmol g sv. t.) = [( A532 - AB00 / 155) / m ] x 10°

Opis skracenica:

m — masa uzorka u gramima
A532 — apsorbancija pri valnoj duljini 532 nm
A600 — apsorbancija pri valnoj duljini 600 nm

3.4.3. Odredivanje aktivnosti enzima gvajakol peroksidaze (GPOD)

3.4.3.1. Ekstrakcija topljivih proteina

U tarioniku uz pomo¢ tekuceg dusSika i1 dodatka polivinil pirolidona (PVP), koji veze na
sebe polifenole kako ne bi ometali mjerenje aktivnosti enzima, usitnjeni su listovi
suncokreta. Oko 0,2 g usitnjenoga tkiva odvagano je u plasti¢nu kivetu i dodan mu je 1 ml
ekstrakcijskog pufera (100 mM kalij fosfatni (K-P) pufer + 1 mM EDTA, pH 7,5). Tkivo je
ekstrahirano na ledu tijekom 15 minuta uz povremeno protresanje nakon cega je
homogenat centrifugiran 10 minuta na 14000 rpm pri temperaturi od 4°C. Pomocu
mikropipete odvojen je supernatant u Cistu kivetu, a u preostali talog dodano je jos 1 ml
gore navedenog pufera te je ponovljen postupak ekstrakcije. Za odredivanje aktivnosti
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enzima gvajakol peroksidaze koristen je sirovi ekstrakt spojenih supernatanata. Proteinski
ekstrakt pripremljen je u pet uzoraka po hibridu, a svaki uzorak izmjeren je u pet
ponavljanja iz kojih je izracunata prosjecna vrijednost za svaki uzorak posebno.

3.4.3.2. Odredivanje aktivnosti gvajakol peroksidaze

Ukupna aktivnost enzima gvajakol peroksidaze (GPOD; EC 1.11.1.7) odredena je prema
Siegelu i Galstonu (1967). Reakcijska smjesa (pH 5,8) sastojala se od 5 mM gvajakola, 0,2
M KH2PQO4, 0,2 M Na;HPO4 x 12 H,O i1 5 mM H,0, koji je dodan neposredno prije
mjerenja. U reakcijsku smjesu 960 pl dodano je 40 ul proteinskog ekstrakta. Porast
apsorbancije je pracen pri valnoj duljini od 470 nm svake sekunde tijekom jedne minute.
Ukupna aktivnost enzima izrazena je kao promjena apsorbancije pri 470 nm u minuti po
gramu svjeze tvari. Koncentracija proteina u proteinskom ekstraktu odredena je metodom
prema Bradfordu (1976) i izraZena je u mg g™ Specifi¢na aktivnost gvajakol peroksidaze
(GPOD) odredena je kao kvocijent ukupne aktivnosti GPOD-a i koncentracije proteina, a
izrazena je kao promjena apsorbancije pri 470 nm min™ mg™ proteina. Ukupna i specifi¢na
aktivnost enzima gvajakol peroksidaze te koncentracija proteina odredene su iz pet uzoraka
po hibridu pri ¢emu je svaki uzorak podijeljen u tri ponavljanja iz kojih je izracunata
prosjecna vrijednost za svaki uzorak posebno. Formula za izra¢unavanje ukupne aktivnosti
enzima GPOD:

GPOD (AAgo mintglsv. t.)=X x Y x Vu x Vf/ m x Va

Opis skracenica:

X — srednja vrijednost razlika u promjeni apsorbancije u odredenom vremenskom intervalu
Y — ¢imbenik potreban za izraZavanje promjene apsorbancije po minuti (60 s)

Vu — ukupni volumen proteinskog ekstrakta (2 ml)

Vf — kona¢ni volumen reakcijske smjese i alikvota uzorka (1 ml)

M — masa svjeze tvari u gramima

Va — volumen mjerenog alikvota proteinskog ekstrakta (40 pl)

3.4.4. Odredivanje udjela suhe tvari

Vaganjem mase svjeze tvari, suSenjem tijekom 24 sata u susioniku na 105°C i ponovnim
vaganjem nakon susenja odredena je suha tvar u biljnom materijalu. Tkivo za odredivanje
suhe tvari uzeto je iz homogenata iz kojeg su ekstrahirani pigmenti. Svaki uzorak izmjeren
je u tri ponavljanja i izraZen je u postotcima (%).
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3.4.5. Odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata

Oko 0,05 — 0,1 g smrvljenog biljnog tkiva ekstrahirano je uz dodatak magnezijevog
hidroksid karbonata s dodatkom 1 ml hladnog acetona. Zatim su uzorci hladeni na ledu 15
minuta uz povremeno protresanje. Nakon mijeSanja i centrifugiranja (10 minuta na 14000
rpm pri temperaturi od 4°C), supernatant je dekantiran u plasti¢énu graduiranu epruvetu sa
Cepom, a talog je ponovno ekstrahiran s 1 ml acetona. Postupak ekstrakcije ponovljen je
Sest puta, do potpunog obezbojenja tkiva u talogu. Nakon toga, izmjeren je volumen
spojenih supernatanata, a ckstrakt je koriSten za spektrofotometrijsko mjerenje
apsorbancije pri valnim duljinama od 470, 645 i 662 nm. Za slijepu probu koriSten je
aceton. Koncentracija fotosintetskih pigmenata izracunata je koriStenjem odgovarajucih
ekstinkcijskih koeficijenata prema Lichtenthaleru (1987). Koncentracija fotosintetskih
pigmenata izrazena je u mg g svjeZe tvari na pet uzoraka po hibridu, a svaki uzorak
izmjeren je u pet ponavljanja iz kojih je izraunata prosje¢na vrijednost za svaki uzorak
posebno.

Chla (mgg™sv. t.) = (11,24 x AB62 - 2,04 x A645) x V / m x 10°
Chlb (mg g?sv. t.) = (20,13 x A645 - 4,19 x A662) x V / m x 10°
Chl a+b (mg g? sv. t.) = (7,05 x A662 + 18,09 x A645) x V / m x 10°
Chla/b=Chla/Chlb

Car (mg g?sv. t.)=[10° x A470 - 1,9 (11,24 x AB62 - 2,04 x AB45) - 63,14 (20,13 x A645
-4,19 x A662)] V /214 x m x 10°

Chl a+b/Car=Chla+ b/ Car

Opis skracenica:

Chl a — koncentracija klorofila a

Chl b — koncentracija klorofila b

Chl a+b — koncentracija ukupnih klorofilaa i b

Chl a/b — omjer klorofilaaib

Car — koncentracija ukupnih karotenoida

Chl a+b/Car — omjer ukupnih klorofila a i b i ukupnih karotenoida
A470 — apsorbancija pri valnoj duljini 470 nm

A645 — apsorbancija pri valnoj duljini 645 nm

A662 — apsorbancija pri valnoj duljini 662 nm

V — ukupni volumen ekstrakta fotosintetskih pigmenata (ml)
m — masa uzorka u gramima
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3.4.6. Mjerenje polifaznog rasta fluorescencije klorofila a

Fotosintetska ucinkovitost odredena je mjerenjem polifaznog rasta fluorescencije klorofila

a invivo, pomocu uredaja Handy PEA — Plant Efficiency Analyser (Hansatech, Ujedinjeno

Kraljevstvo) u prijepodnevnim i ranim poslijepodnevnim satima. Mjerenje je vrSeno u fazi

cvatnje pojedinog hibrida suncokreta (29. srpnja je mjeren hibrid 8; 1. kolovoza hibridi 3 i
5; 2. kolovoza hibridi 1 i 4; 3. kolovoza hibridi 2 i 6; 4. kolovoza hibrid 7).

Tablica 2. Parametri dobiveni mjerenjem polifaznog rasta fluorescencije klorofila a i
parametri OJIP testa (Strasser i sur., 2004).

Ol Opis parametra Jednadzba parametra
parametra
= Intenzitet fluorescencije
0 nakon 50 us (korak O)
F Maksimalni intenzitet
m fluorescencije (korak P)
Varijabilna fluorescencija na _
V; 3 koraku V; = (Fy-Fo) / (Fm-Fo)
Varijabilna fluorescencija na _
\ | koraku V, = (Fi-Fo) I (Fm-Fo)
_ Maksimalni kvantni prinos
Fu/Fm = TRo/ABS fotosustava 1| [1- (Fo/Fm)]
Gustoca aktivnih reakcijskih
RC/CS, ustoca a SrleV;‘S tarea sl Fu/Fm % (V3/Mg) x ABS/CSq
Apsorpcija po aktivnom
HERIRG reakcijskom sredistu Mo > (1/Vg) x [1/ (FulFim)]
Protok uhvacenih fotona po
TRo/RC aktivnom reakcijskom Mo % (1/Vy)
sredistu
Elektronski transport po
ETo/RC aktivnom reakcijskom Mo x (1/V;) x (1-V3)
srediStu
Rasipanje po aktivnom i
DI/RC reakcijskom sredistu (ABS/RC) - (TRo/RC)
Omijer koncentracije klorofila (RCITRy) x (TRy/ABS) = [(Fy-Fo)
RC/ABS reakcijskih sredista i /4 (12300 s-Ig )] % (BJE J) >
koncentracije antena klorofila T vem
TRy/Dly Omyjer protoka uhvacenih TRo/Dly = F./Fo

ETo/(TRo-ETo)

Plags

fotona i rasipanja energije
Transport elektrona dalje od
primarnog akceptora Qa
Indeks fotosintetske
ucinkovitosti

(Fm-Fy) 1 (Fs-Fo)

(RC/ABS) x (TR/Dlp) %
[ETo/(TRo-ETo)]
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Dijelovi listova biljaka suncokreta su prije mjerenjem polifaznog rasta fluorescencije
klorofila a minimalno 30 minuta bili u uvjetima tame koja je postignuta pomocu posebnih
plasti¢nih kvacica prilagodenih uredaju za mjerenje. Pomoc¢u pulsa crvene saturacijske
svjetlosti (max. 650 nm, 3000 pmolinam™?s™) induciran je polifazni rast fluorescencije
klorofila a. Prilikom mjerenja fluorescencije klorofila a pratile su se promjene u intenzitetu
fluorescencije tijekom 1 s, pocevsi od 50 us nakon osvjetljenja Sto se smatra poCetnim
korakom na OJIP krivulji te se oznacava kao Fy ili O korak, iza kojeg uobicajeno slijede
medukoraci J i I izmjereni na oko 2 ms, odnosno 30 ms (Strauss i sur., 2006). Promjene se
tijekom prve 2 ms biljeze svakih 10 ps nakon Cega se biljeze svake ms.

Iz dobivenih podataka, pomocu OJIP testa izraCunati su parametri ucinkovitosti
fotosintetskog aparata (Tablica 2). Fotosintetska ucinkovitost je odredena na tri nasumic¢no
odabrane biljke po hibridu u svakom ponavljanju §to je rezultiralo s ukupno 12 mjerenja po
hibridu koje su koristene za izraun srednjih vrijednosti pojedinog parametra fotosintetske
ucinkovitosti.

3.4.7. SDS elektroforeza topljivih i membranskih proteina i imunodetekcija

Relativna akumulacija proteina koji sudjeluju u izgradnji i funkciji fotosintetskog aparata,
utvrdena je metodom elektroforeze na poliakrilamidnom gelu uz dodatak natrijevog
dodecil sulfata (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis — SDS-
PAGE) te Western blot analizom i imunodetekcijom. Za imunodetekciju koristena su
specifi¢éna primarna antitijela proteina kompleksa za sakupljanje svjetlosti fotosustava Il —
Lhcb2 (anti-Lhcb2, Agrisera), proteina D1 fotosustava Il (anti-PsbA, Agrisera), proteina
citokroma f (anti-Cyt f, Agrisera) i proteina velike podjedinice Rubisco-a — LSU (anti-
RbcL, Agrisera), te odgovaraju¢a sekundarna antitijela (Donkey anti-rabbit 19G-HRP,
Santa Cruz Biotechnology). Za vizualizaciju proteinskih pruga koristen je komercijalni
supstrat za detekciju kemiluminiscencijom (Lumi-Light Western Blotting Substrate,
Roche) u skladu s uputama proizvodaca.

3.4.7.1. Ekstrakcija topljivih i membranskih proteina

Oko 0,5 g fino usitnjenog biljnog tkiva pomocu tekuc¢eg dusika odvagano je u prethodno
izvaganu kivetu. Dodan je 1 ml ekstrahiranog pufera zagrijanog na 80°C (Thermomixer
5436, Eppendorf, Njemacka). Pufer se sastojao od 0,1M Tris/HCI (pH = 8), 18,9 ml 0,1 M
Tris/HCI (pH = 8), 34,5 mL 20 % SDS, 27,48 ml 87 %-tnog glicerola i 0,231 g DTT-a
(ditiotreitol). Ekstrakcija se odvijala tijekom 10 minuta na 80°C u termomikseru. Uzorci su
ohladeni na ledu nakon cega je slijedilo centrifugiranje (Eppendorf Centrifuge 5804 R,
Njemacka) uzoraka na 18000 g, 10 minuta na 4°C. Supernatant je pomocu mikropipete
premjesten u Cistu kivetu, a postupak jo§ jednom ponovljen nakon cega su supernatanti
spojeni.
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Koncentracija proteina odredena je prema Bradfordu (1976). Metoda se bazira na
vezivanju boje Coomassie briljant plavo G-250 (engl. Coomassie Brilliant Blue G-250 —
CBB G-250) koja se u kiseloj sredini elektrostatskim silama veze za amino skupine
proteina. Apsorbancija smjese uzorka i boje (Bradford) je izmjerena pri valnoj duljini od
465 nm na 595 nm. Konac¢na koncentracija proteina izraCunata je iz standardne krivulje
(bazdarne krivulje) koja se dobije mjerenjem apsorbancije nekoliko razrjedenja govedeg
albuminskog seruma (engl. bovine serum albumin — BSA) i izrazena je u jedinici pg/ul
ekstrakta. Bradford mati¢na otopina je pripremljena sa 87,5 mg CBB G-250, 25 ml 95 %-
tnog etilnog alkohola i 50 ml 88 %-tne ortofosforne kiseline. Bradford radna otopina se
sastojala od 3 ml 95 %-tnog etilnog alkohola, 6 ml 88 %-tne ortofosfatne kiseline, 6 ml
Bradford mati¢ne otopine i destilirane vode do 100 ml. Koncentracija proteina odredena je
na pet uzoraka po hibridu, a svaki uzorak izmjeren je u pet ponavljanja iz kojih je
izraCunata prosjecna vrijednost za svaki uzorak posebno.

3.4.7.2. SDS elektroforeza u poliakrilamidnom gelu (SDS — PAGE)

Ekstrakcija proteina za potrebu provedbe SDS elektroforeza u poliakrilamidnom gelu
(SDS — PAGE) je napravljena prema iznad navedenom opisu (podnaslov 3.4.7.1.).
Prilikom razdvajanja proteina koristen je 12 %-tni poliakrilamidni gel (Laemmli, 1970) s
dodatkom anionskog detergenta, natrij dodecil sulfata (engl. sodium dodecyl sulphate —
SDS). Proteinski ekstrakt sadrzavao je 10 — 30 pg proteina (ukupno topljivih i
membranskih) ovisno o proteinu koji je detektiran. Za detekciju Rubisco LSU (engl. large
subunit — velika podjedinica Rubisca) na gel je nanesen uzorak koji je sadrzavao 10 pg
proteina i 1 pg pufera za nanoSenje uzoraka, a za ostale proteine (Lhcbh2, D1 i citokrom f)
30 ng proteina i 2 pg pufera. Pufer se sastojao od 2,5 ml 1,5 M Tris/HCI, pH 6,8, 1,2 g
SDS-a, 3 ml glicerola, 20 mg bromfenol plavila, 1,2 ml 2-merkaptoetanola te je dopunjen s
destiliranom vodom do ukupnog volumena od 10 ml. Uzorci su denaturirani u
termomikseru na 95°C tijekom 5 minuta te su ohladeni na ledu. Zatim su uzorci naneseni
na gel uz dodatak biljega molekularnih masa (Bio-Rad). Elektroforeza je tekla pri jakosti
struje od 15 mA, dok proteini nisu prosli kroz gel za sabijanje (gornji gel), nakon Cega je
tekla na 20 mA dok boja bromfenol plavo nije dosegnula dno gela. Sveukupno trajanje
elektroforeze je bilo cca 150 minuta.

3.4.7.3. Western blot analiza i imunodetekcija

Nakon razdvajanja proteina pomoc¢u natrijevog dodecilsulfata (SDS) u poliakrilamidnom
gelu, proteini su iz gela preneseni elektroforezom na nitroceluloznu membranu (Bio-Rad)
po metodi koja se naziva Western blot analiza (Towbin i sur., 1979). Pri tome je za
prijenos proteina koristen polusuhi (engl. semi dry) sustav Fastblot B 43 (Biometra). U
katodni pufer sastava: 20 mM Tris, 150 mM glicin, 0,1 % SDS stavljen je poliakrilamidni
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gel i filter papiri kako bi se uklonili soli i detergenti. U anodni pufer sastava: 20 mM Tris,
150 mM glicina, 30 %-tni metanol uronjena je nitrocelulozna membrana i filter papiri
potrebni za prijenos. Slozen je ,,sendvic* za prijenos po principu anoda (+), filter papir
namocen u anodni pufer, membrana, gel, filter papir namocen u katodni pufer i katoda (-).
Prijenos se odvijao na jakosti struje 0,65 mA/cm® membrane tijekom 120 minuta u
hladnjaku na 4°C. Nakon zavrsetka prijenosa membrana je obojena otopinom sadrzaja 0,2
% Ponceau u 3 % TCA kroz 10 minuta uz zibanje, ¢ime je potvrdena ispravnost prijenosa.
Membrana je potom isprana u destiliranoj vodi nakon Cega su proteinske pruge postale
vidljive. Zatim je napravljena inkubacija membrane na 4°C u otopini za blokiranje
sljedeceg sastava: 5 %-tno nemasno mlijeko u prahu otopljeno u puferu TBST koji je
sadrzavao 6,06 g Tris-a 1 8,8 g NaCl-a otopljenog u 1 litri destilirane vode, pH je podesen
na7,5s5 M HCI i dodan je 1 ml detergenta Tween 20. Slijedila je inkubacija membrane s
primarnim protutijelima na sobnoj temperaturi tijekom 120 minuta. KoriStena su
komercijalna protutijela (Agrisera) za detekciju proteina Lhcb2 (anti-Lhcb2, Agrisera), D1
fotosustava Il (anti-PsbA), citokroma f (anti-Cyt f) i velike podjedinice Rubisco-a (anti-
RbcL) razrijedena u puferu 1:5000. Membrana je zatim isprana tri puta u trajanju po 5
minuta uz zibanje u TBST puferu (pH 7,5) te je inkubirana tijekom 120 minuta na sobnoj
temperaturi sa sekundarnim protutijelima (Donkey anti-rabbit 1gG-HRP, Santa Cruz
Biotechnology) razrijedenim 1:10000 u otopini za blokiranje. Na kraju su sljedila jo§ tri
ispiranja po 5 minuta uz zibanje u TBST puferu.

Detekcija proteinskih pruga napravljena je kemiluminiscencijom. U ovu svrhu Koristen je 1
ml komercijalnog supstrata (Lumi-Light Western Blotting Substrate, Roche) koji se
sastojao od jednake koli¢ine luminola i vodikovog peroksida. Membrana je zaSti¢ena s
prozirnom folijom i uronjena u supstrat 10-ak minuta nakon ¢ega je istisnut viSak supstrata.
Membrana je premjestena U kazetu za eksponiranje i na nju je polozen film za
autoradiofotografiju (Medicol X-Ray Film Blue, Agfa). Nakon jedne minute film je,
pomocu standardne metode, razvijen i fiksiran (Dentus D i F, Agfa) te skeniran.
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3.5. Urod zrna

Agronomsko svojstvo urod zrna odredeno je nakon Zetve pokusa iz skupnog uzorka koji je
sadrzavao sjeme svake pojedinacne biljke iz dva srednja reda po hibridu.

3.5.1. Odredivanje uroda zrna

Nakon zetve pokusa, vlaga u zrnu odredena je za svaki uzorak zasebno pomocéu uredaja
Dickey John GAC 2000 — Grain analysis computer (SAD). Tezina svakog uzorka utvrdena
je na vagi DefenderTM 3000 (Ohanus Corporation, New Jersey, SAD).

Urod zrna je izraunat na nivou 9 % vlage i 2 % nec€isto¢a. Veli¢ina obracunske parcele
iznosila je 7 m?. Urod zrna u t/ha preratunat je prema formuli:

UZ (t/ha)=m x 10 /7 x (100 - vlaga uzorka) / 91

Opis skracéenica:

m — masa uzorka (kg/parceli)

10 — pretvaranje iz kg/m? u t/ha

7 — obraCunska parcela izrazena u m? (2 reda x 5 m duzina reda x 0,70 m razmak izmedu
redova)

100 — ukupna vlaga

vlaga uzorka — izmjerena vlaga uzorka

91 — odredivanje vlage na nivou 9 %
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3.6. Statisticka obrada podataka

Za analizu kvantitativnih fizioloskih i biokemijskih podataka koriStena je dvofaktorijalna
analiza varijance (engl. analysis of variance — ANOVA) na razini znacajnosti od 0,05 pri
¢emu su izvori varijabilnosti bili hibrid (ukupno osam hibrida), vrijeme mjerenja
(prijepodnevni i poslijepodnevni sati) i interakcija hibrida x vremena mjerenja.
Prijepodnevna mjerenja su se smatrala uvjetima bez stresa dok su poslijepodnevna
mjerenja oznacCavala rezultate pod utjecajem stresa (poviSena temperatura i suviSak
svjetlosti). Takoder, dvofaktorijalna ANOVA kori$tena je prilikom analiziranja parametara
fluorescencije klorofila a, a izvore varijabilnosti su predstavljali hibrid, vrijeme mjerenja
(prijepodne i poslijepodne) i interakcija hibrida x vrijeme mjerenja.

Za utvrdivanje razlika izmedu hibrida suncokreta koristena je jednosmjerna ANOVA i post
hoc Fisher-ov LSD (engl. least significant difference) test koji odreduje najmanju zna¢ajnu
razliku izmedu testiranih hibrida na razini znacajnosti od 0,05 pri ¢emu su vrijednosti
mjerenja prijepodne i poslijepodne testirana skupno. Znacajna razlika izmedu srednjih
vrijednosti u svim prikazanim slikama obiljezena je u skladu s Fisher-ovim slovnim
oznacavanjem, gdje ista slova prikazuju srednje vrijednosti izmedu kojih nema statisticki
opravdane razlike.

Nadalje, podaci za svih osam hibrida i oba vremena mjerenja dobiveni temeljem
fizioloskih i biokemijskih analiza te urod zrna koriSteni su za izradu dendrograma na
osnovi Euklidske udaljenosti i metode jednostrukog povezivanja (engl. single linkage).

Izracunate srednje vrijednosti i standardne devijacije su za svaki parametar prikazane u
rezultatima u obliku slika gdje je za svako mjerenje naveden broj ponavljanja i u prilozima
u obliku tablica.

Prilikom obrade podataka koriSten je statisti¢ki program StatSoft Inc. STATISTICA,
verzija 8.0 (2007) i Microsoft Office Excel 2010.
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4. REZULTATI
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4.1. Relativni sadrzaj vode

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametra relativni sadrzaj vode (RWC) u listu
suncokreta izraCunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i
poslijepodnevnim satima prikazane su na Slici 5.

Hibrid 8 pokazao je najvecu razliku izmedu srednje vrijednosti mjerenja prijepodne (67,49
%) i poslijepodne (60,19 %). Srednje vrijednosti parametra RWC kretale su se u rasponu
od 58,73 % (hibrid 7 poslijepodne) do 73,23 % (hibrid 2 prijepodne) (Tablica 3 u Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisti¢ki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 5). Statisticki znacajne razlike izmedu srednjih
vrijednosti odredene su prema najmanjoj znacajnoj razlici (LSD) za parametar RWC koja
je iznosila 4,11. Znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti mjerenja prijepodne i
poslijepodne imali su hibridi 2, 6, 7 i 8.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar RWC u listovima suncokreta utvrdene
su statisticki opravdane razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja
(prijepodne i poslijepodne) i interakcije hibrid x vrijeme mjerenja (Tablica 5 u Prilogu).

OPrijepodne O Poslijepodne

80 hed ped abcah P
70 gfiﬁ " i ?—f— il {_de dee bfe
60 - i
S50 -
O 40 -
% 30 -
20 -
10 -
0 . . . . . . . .
1 2 3 4 5 6 7 8
Hibrid

Slika 5. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 5) parametra relativni sadrzaj vode
(RWC) u listu suncokreta za sve testirane hibride odredene temeljem mjerenja u
prijepodnevnim i poslijepodnevnim satima (LSD = 4,11) izrazene u %. Vrijednosti
oznacene istim slovima nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema LSD testu (p < 0,05).
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4.2. Razina lipidne peroksidacije

Srednje vrijednosti i standardne devijacije za produkte lipidne peroksidacije u obliku
koncentracije reaktivnih supstanci tiobarbiturne kiseline (TBARS) izracunate iz dobivenih
vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i poslijepodnevnim satima prikazane su na Slici 6.

Hibrid 1 pokazao je najveéu razliku izmedu mjerenja prijepodne (9,85 nmol g?) i
poslijepodne (8,12 nmol g™). Srednje vrijednosti parametra TBARS kretale su se u rasponu
od 7,20 nmol g (hibrid 4 prijepodne) do 9,89 nmol g™ (hibrid 7 poslijepodne) (Tablica 3 u
Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 6). LSD vrijednost za parametar TBARS iznosila je
0,68. Znacajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i poslijepodne imali su hibridi 1, 3 1 8.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar TBARS utvrdene su statisticki
opravdane razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida i interakcije hibrid x vrijeme
mjerenja (prijepodne i poslijepodne) (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 6. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 5) parametra koncentracija
produkata lipidne peroksidacije (TBARS) za sve testirane hibride odredene temeljem
mjerenja u prijepodnevnim i popodnevnim satima (LSD = 0,68) izraZene u nmol g svjeze
tvari. Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razli¢ite prema LSD
testu (p < 0,05).
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4.3. Ukupna aktivnost enzima gvajakol peroksidaze

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametra ukupna aktivnost enzima gvajakol
peroksidaze (GPOD) izracunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i
poslijepodnevnim satima prikazane su na Slici 7.

Hibrid 1 pokazao je najveéu razliku izmedu mjerenja prijepodne (56,49 AA47o min™ g?) i
poslijepodne (36,27 AAs7o min™® g?). Srednje vrijednosti parametra ukupna aktivnost
enzima GPOD kretale su se u rasponu od 29,20 AA47 min™ g™ (hibrid 8 poslijepodne) do
89,88 AA7o min™ g (hibrid 3 prijepodne) (Tablica 3 u Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisticki zna¢ajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 7). LSD vrijednost za parametar ukupna aktivnost
enzima GPOD iznosila je 7,05. Znadajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i
poslijepodne nije pokazao jedino hibrid 4.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar ukupna aktivnost enzima GPOD
utvrdene su statisticki opravdane razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida i vremena
mjerenja (prijepodne i poslijepodne) (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 7. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 5) parametra ukupna aktivnost
enzima gvajakol peroksidaze (GPOD) za sve testirane hibride odreden temeljem mjerenja
u prijepodnevnim i popodnevnim satima (LSD = 7,05) izraZene u AAs7o min™ g svjeze
tvari. Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razlicite prema LSD
testu (p < 0,05).
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4.4. Specifi¢na aktivnost enzima gvajakol peroksidaze

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametra specificna aktivnost enzima gvajakol
peroksidaze (GPOD) izracunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i
poslijepodnevnim satima prikazane su na Slici 8.

Hibrid 1 pokazao je najvecu razliku izmedu mjerenja prijepodne (1,38 AAsz min™® mg™?) i
poslijepodne (0,90 AAs7o min* mg'l). Srednje vrijednosti parametra specificna aktivnost
enzima GPOD kretale su se u rasponu od 0,67 AA47 min™ mg™ (hibrid 8 poslijepodne) do
1,86 AAs7o min mg™ (hibrid 4 prijepodne) (Tablica 3 u Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 8). LSD vrijednost za parametar specifi¢na aktivnost
enzima GPOD iznosila je 0,20. Znacajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i
poslijepodne nisu pokazali hibridi 2 i 5.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar specifi¢na aktivnost enzima GPOD
utvrdene su statisticki opravdane razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida i vremena
mjerenja (prijepodne i poslijepodne) (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 8. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 5) parametra specifi¢na aktivnost
gvajakol peroksidaze (GPOD) za sve testirane hibride odredene temeljem mjerenja u
prijepodnevnim i popodnevnim satima (LSD = 0,20) izraZene u AA47o min™ mg™ proteina.
Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razli¢ite prema LSD testu (p <
0,05).
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4.5. Koncentracija topljivih proteina

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametra koncentracija topljivih proteina u
listovima suncokreta izracunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i
poslijepodnevnim satima prikazane su na Slici 9.

Hibrid 4 pokazao je najveéu razliku izmedu mijerenja prijepodne (39,02 mg g) i
poslijepodne (47,01 mg g™*). Srednje vrijednosti parametra koncentracija topljivih proteina
kretale su se u rasponu od 39,02 mg g™ (hibrid 4 prijepodne) do 66,24 mg g™ (hibrid 2
prijepodne) (Tablica 3 u Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 9). LSD vrijednost za parametar koncentracija
topljivih proteina iznosila je 6,17. ZnaCajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i
poslijepodne jedini je pokazao hibrid 4.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar koncentracija topljivih proteina u
listovima suncokreta utvrdena je statisticki opravdana razlika (p < 0,05) samo izmedu
testiranih hibrida (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 9. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 5) parametra koncentracija topljivih
proteina u listovima suncokreta za sve testirane hibride odredene temeljem mjerenja u
prijepodnevnim i popodnevnim satima (LSD = 6,17) izraZene U mg g~ svijeZe tvari.
Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki zna¢ajno razli¢ite prema LSD testu (p <
0,05).
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4.6. Udio suhe tvari

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametra udio suhe tvari izraCunate iz
dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i poslijepodnevnim satima prikazane su
na Slici 10.

Hibrid 8 pokazao je najveéu razliku izmedu mjerenja prijepodne (17,18 %) i poslijepodne
(20,39 %). Srednje vrijednosti parametra udio suhe tvari kretale su se u rasponu od 17,18
% (hibrid 8 prijepodne) do 21,95 % (hibrid 7 prijepodne) (Tablica 3 u Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 10). LSD vrijednost za parametar udio suhe tvari
iznosila je 0,51. Znac¢ajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i poslijepodne nisu pokazali
hibridi 2,41 6.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar udio suhe tvari utvrdene su statisti¢ki
opravdane razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja (prijepodne i
poslijepodne) i interakcije hibrid x vrijeme mjerenja (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 10. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 3) parametra udio suhe tvari za
sve testirane hibride odredene temeljem mjerenja u prijepodnevnim i popodnevnim satima
(LSD = 0,51) izrazene u %. Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno
razlicite prema LSD testu (p < 0,05).
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4.7. Koncentracija fotosintetskih pigmenata

4.7.1. Klorofil a

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametra koncentracija klorofila a (Chl a)
izraCunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i poslijepodnevnim satima
prikazane su na Slici 11.

Hibrid 8 pokazao je najveéu razliku izmedu mjerenja prijepodne (1,08 mg g?) i
poslijepodne (1,25 mg g™). Srednje vrijednosti parametra Chl a kretale su se u rasponu od
1,08 mg g* (hibrid 8 prijepodne) do 1,55 mg g™ (hibrid 6 prijepodne) (Tablica 4 u
Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisti¢ki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 11). LSD vrijednost za parametar Chl a iznosila je
0,04. Znacajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i poslijepodne nisu pokazali hibridi 1, 5
i 6.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar Chl a utvrdene su statisticki opravdane
razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja (prijepodne i poslijepodne) i
interakcije hibrid x vrijeme mjerenja (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 11. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 5) parametra koncentracija
klorofila a (Chl @) za sve testirane hibride odredene temeljem mjerenja u prijepodnevnim i
popodnevnim satima (LSD = 0,04) izrazene u mg g™ svjeZe tvari. Vrijednosti oznadene

istim slovima nisu statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite prema LSD testu (p < 0,05).
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4.7.2. Klorofil b

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametra koncentracija klorofila b (Chl b)
izraCunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i poslijepodnevnim satima
prikazane su na Slici 12.

Hibrid 8 pokazao je najve¢u razliku izmedu mjerenja prijepodne (0,28 mg g?) i
poslijepodne (0,34 mg g™). Srednje vrijednosti parametra Chl b kretale su se u rasponu od
0,28 mg g™ (hibrid 8 prijepodne) do 0,40 mg g™ (hibrid 6 poslijepodne) (Tablica 4 u
Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 12). LSD vrijednost za parametar Chl b iznosila je
0,01. Znacajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i poslijepodne jedini nije pokazao
hibrid 7.

Dvofaktorijalnom analizom za parametar Chl b utvrdene su statisti¢ki opravdane razlike (p
< 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja (prijepodne i poslijepodne) i
interakcije hibrid x vrijeme mjerenja (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 12. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 5) parametra koncentracija
klorofila b (Chl b) za sve testirane hibride odredene temeljem mjerenja u prijepodnevnim i
popodnevnim satima (LSD = 0,01) izrazene u mg g* svjeze tvari. Vrijednosti oznacene
istim slovima nisu statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite prema LSD testu (p < 0,05).
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4.7.3. Ukupni klorofil aib

Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracije ukupnih klorofila a i b (Chl a+b)
izraCunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i poslijepodnevnim satima
prikazane su na Slici 13.

Hibrid 8 pokazao je najve¢u razliku izmedu mjerenja prijepodne (1,36 mg g?) i
poslijepodne (1,59 mg g*). Srednje vrijednosti parametra Chl a+b kretale su se u rasponu
od 1,36 mg g™ (hibrid 8 prijepodne) do 1,93 mg g (hibrid 6 prijepodne) (Tablica 4 u
Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 13). LSD vrijednost za parametar Chl a+b iznosila je
0,05. Znacajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i poslijepodne nisu pokazali hibridi 1, 5
i 6.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar Chl a+b utvrdene su statisti¢ki
opravdane razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja (prijepodne i
poslijepodne) i interakcije hibrid x vrijeme mjerenja (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 13. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 5) parametra koncentracija
ukupnih Kklorofila a i b (Chl a+b) za sve testirane hibride odredene temeljem mjerenja u
prijepodnevnim i popodnevnim satima (LSD = 0,05) izraZene u mg g~ svijeZe tvari.
Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znac¢ajno razli¢ite prema LSD testu (p <
0,05).
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4.7.4. Omjer klorofilaaib

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametra omjer koncentracije klorofila a i b
(Chl a/b) izracunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i
poslijepodnevnim satima prikazane su na Slici 15.

Hibrid 3 pokazao je najvecu razliku izmedu mjerenja prijepodne (4,24) i poslijepodne
(3,93). Srednje vrijednosti parametra Chl a/b kretale su se u rasponu od 3,70 (hibrid 7
poslijepodne) do 4,37 (hibrid 4 prijepodne) (Tablica 4 u Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisti¢ki zna¢ajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 15). LSD vrijednost za parametar Chl a/b iznosila je
0,13. Znacajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i poslijepodne jedini nije pokazao
hibrid 5.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar Chl a/b utvrdene su statisti¢ki
opravdane razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida i vremena mjerenja (prijepodne i
poslijepodne) (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 15. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 5) parametra omjer koncentracija
Klorofila a i b (Chl a/b) za sve testirane hibride odredene temeljem mjerenja u
prijepodnevnim i popodnevnim satima (LSD = 0,13). Vrijednosti ozna¢ene istim slovima
nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema LSD testu (p < 0,05).
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4.7.5. Ukupni karotenoidi

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametra koncentracija ukupnih karotenoida
(Car) izraCunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i poslijepodnevnim
satima prikazane su na Slici 14.

Hibrid 8 pokazao je najvecu razliku izmedu mjerenja prijepodne (0,33 mg g?) i
poslijepodne (0,38 mg g™). Srednje vrijednosti parametra Car kretale su se u rasponu od
0,33 mg g™ (hibrid 8 prijepodne) do 0,45 mg g™ (hibrid 6 prijepodne, hibridi 2, 4 i 5
poslijepodne) (Tablica 4 u Prilogu).

Rezultati analize varijance 1 LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 14). LSD vrijednost za parametar Car iznosila je 0,01.
Znacajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i poslijepodne nisu pokazali hibridi 1, 3 i 6.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar Car utvrdene su statisti¢ki opravdane
razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja (prijepodne i poslijepodne) i
interakcije hibrid x vrijeme mjerenja (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 14. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 5) parametra koncentracija
ukupnih karotenoida (Car) za sve testirane hibride odredene temeljem mjerenja u
prijepodnevnim i popodnevnim satima (LSD = 0,01) izrazene u mg g svjeze tvari.
Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znac¢ajno razli¢ite prema LSD testu (p <
0,05).
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4.7.6. Omjer ukupnih klorofila a i b i ukupnih karotenoida

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametra omjer ukupnih klorofila a i b i
karotenoida (Chl a+b/Car) izracunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i
poslijepodnevnim satima prikazane su na Slici 16.

Hibridi 2 pokazao je najvecu razliku izmedu mjerenja prijepodne (4,42) i poslijepodne
(4,12). Srednje vrijednosti parametra Chl a+b/Car kretale su se u rasponu od 3,83 (hibrid 3
prijepodne) do 4,47 (hibrid 7 prijepodne) (Tablica 4 u Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 16). LSD vrijednost za parametar Chl a+b/Car
iznosila je 0,05. Znacajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i poslijepodne nisu pokazali
hibridi 1,61 8.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar Chl a+b/Car utvrdene su statisticki
opravdane razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja (prijepodne i
poslijepodne) i interakcije hibrid x vrijeme mjerenja (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 16. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 5) parametra omjer ukupnih
klorofila a i b i karotenoida (Chl a+b/Car) za sve testirane hibride odredene temeljem
mjerenja u prijepodnevnim i popodnevnim satima (LSD = 0,05). Vrijednosti oznacene istim
slovima nisu statisticki znacajno razli¢ite prema LSD testu (p < 0,05).
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4.8. Fotosintetska uc¢inkovitost

4.8.1. Maksimalni kvantni prinos fotosustava 1

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametara maksimalni kvantni prinos
fotosustava Il (F./Fp) izracunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i
poslijepodnevnim satima izrazene u relativnim jedinicama prikazane su na Slici 17.

Hibrid 7 pokazao je najvecu razliku izmedu mjerenja prijepodne (0,84) i poslijepodne
(0,69). Srednje vrijednosti parametra F,/Fn, kretale su se u rasponu od 0,69 (hibrid 7
poslijepodne) do 0,85 (hibridi 3, 4 i 8 prijepodne) (Tablica 4 u Prilogu).

Rezultati analize varijance 1 LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 17). LSD vrijednost za parametar F./Fq, iznosila je
0,02. Znacajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i poslijepodne pokazali su svi hibridi.

Dvofaktorijalnom analizom varijance parametar F,/Fp utvrdene su statisti¢ki opravdane
razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja (prijepodne i poslijepodne) i
interakcije hibrid x vrijeme mjerenja (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 17. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 12) parametra maksimalni kvantni
prinos fotosustava Il (F,/Fy) za sve testirane hibride odredene temeljem mjerenja u
prijepodnevnim i popodnevnim satima (LSD = 0,02) izraZzene u relativnim jedinicama.
Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razli¢ite prema LSD testu (p <

0,05).
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4.8.2. Indeks fotosintetske ucinkovitosti

Srednje vrijednosti 1 standardne devijacije parametra indeks fotosintetske ucinkovitosti
(Plags) izracunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i poslijepodnevnim
satima izrazene u relativnim jedinicama prikazane su na Slici 18.

Hibrid 3 pokazao je najvecu razliku izmedu mjerenja prijepodne (9,99) i poslijepodne
(1,71). Srednje vrijednosti parametra Plags kretale su se u rasponu od 0,49 (hibrid 8
poslijepodne) do 10,26 (hibrid 4 prijepodne) (Tablica 4 u Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 18). LSD vrijednost za parametar Plags iznosila je
0,57. Znacajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i poslijepodne pokazali su svi hibridi.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar Plags utvrdene su statisticki opravdane
razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja (prijepodne i poslijepodne) i
interakcije hibrid x vrijeme mjerenja (Tablica 5 u Prilogu).
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Slika 18. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 12) parametra indeks fotosintetske
ucinkovitosti (Plags) za sve testirane hibride odredene temeljem mjerenja u
prijepodnevnim i popodnevnim satima (LSD = 0,57) izrazene u relativnim jedinicama.
Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki zna¢ajno razli¢ite prema LSD testu (p <
0,05).
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4.9. Urod zrna suncokreta

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametra urod zrna suncokreta prikazane su na
Slici 19.

Srednje vrijednosti uroda zrna suncokreta kretale su se u rasponu od 3,97 (hibrid 1) do 5,06
(hibrid 2). LSD vrijednost uroda zrna iznosila je 0,53 (Tablica 3 u Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa za parametar urod zrna suncokreta pokazali su

statisti¢ki opravdane razlike (p < 0,05) izmedu srednjih vrijednosti testiranih hibrida (Slika
19).
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Slika 19. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 4) parametra urod zrna u t/ha za
sve testirane hibride (LSD = 0,53). Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki
znacajno razli¢ite prema LSD testu (p < 0,05).
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4.10. Klaster analiza istrazivanih hibrida suncokreta

Na temelju dobivenih srednjih vrijednosti analiza provedenih na listovima osam hibrida
suncokreta uzorkovanih i odredenih u prijepodnevnim satima na svjezoj tvari (RWC,
TBARS, ukupna aktivnost enzima GPOD, specificna aktivnost enzima GPOD,
koncentracija topljivih proteina, udio suhe tvari, koncentracije Chl a, Chl b, Chl a+b, Car,
Chl a/b, Chl a+b/Car, F,/Fn, Plags), te srednjih vrijednosti za urod zrna napravljen je
dendrogram na osnovi Euklidske udaljenosti i metode jednostrukog povezivanja (Slika 20).

Prema dendrogramu hibridi su se grupirali u dvije grupe. Grupu 1 ¢ine hibridi 2, 61 7, a
grupi 2 pripadaju hibridi 1, 8, 3, 5i 4 pri ¢emu su obje grupe dalje podijeljene na dvije
podgrupe, la i 1b te 2a 1 2b. Podgrupa 1la sadrzi hibrid 7, a podgrupa 1b hibride 2 i 6. U
podgrupu 2a svrstana su tri hibrida (3, 4 i 5), dok se u podgrupi 2b nalaze hibridi 1i 8.

Udaljenosti izmedu svih osam hibrida kretale su se od 5,46 (izmedu hibrida 2 i 6) do 19,94
(izmedu grupe 1 i 2). Udaljenost izmedu podgrupe 1a (hibrid 7) i 1b (hibridi 2 i 6) iznosila
je 7,41. Udaljenost izmedu podgrupa 2a (hibridi 3, 4 1 5) 1 2 b (hibridi 1 i 8) iznosila je
16,50, dok je najveca udaljenost unutar podgrupe 2a bila 11,74, a najmanja (izmedu
hibrida 31 5) 11,17. Unutar podgrupe 2b udaljenost izmedu hibrida 1 1 8 iznosila je 12,56.

Za daljnju provedbu istraZivanja u uvjetima okoliSnog stresa uzrokovanog povisenom
temperaturom i suviskom svjetlosti odabrani su hibridi 4 i 7 na temelju prethodno
prikazanih fizioloskih i biokemijskih parametara (prikazani i objasnjeni u podnaslovima od
4.1.do 4.9.) iz kojih je napravljena klaster analiza.

Odabrani hibridi 4 1 7 pripadaju razli¢itim grupama klastera, odnosno njihova medusobna
udaljenost je 19,94. S obzirom na to da je dendogram napraviljen prema Euklidskoj
udaljenosti i metodi jednostrukog povezivanja, odnosno metodi najblizeg susjeda koja
povezuje objekte prema medusobnoj udaljenosti i sli¢nosti, hibridi 4 i 7 su jedni od
najudaljenijih hibrida, odnosno izmedu njih postoji vrlo mala slicnost. Nadalje, hibrid 7 je
eksperimentalni hibrid Poljoprivrednog instituta Osijek, a hibrid 4 je koriSteni standard u
vlasnis$tvu druge oplemenjivacke kuce.
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Slika 20. Dendrogram na osnovi Euklidske udaljenosti izraden na temelju uroda zrna te
fizioloskih i biokemijskih parametara (relativni sadrzaj vode, razina lipidne peroksidacije,
ukupna i specificna aktivnost enzima gvajakol peroksidaze, koncentracija topljivih
proteina, udjel suhe tvari, koncentracija klorofila a, klorofila b, ukupnih klorofila a+b,
ukupnih karotenoida, omjer klorofila a i klorofila b, omjer ukupnih klorofila i ukupnih
karotenoida, maksimalni kvantni prinos fotosustava II, indeks fotosintetske u¢inkovitosti
mjerenih na osam hibrida suncokreta tijekom prijepodnevnih sati).
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4.11. OJIP porast fluorescencije klorofila a

OJIP krivulje intenziteta fluorescencije na logaritamskoj vremenskoj skali izradene su
prema podacima mjerenja fluorescencije klorofila a u prijepodnevnim i poslijepodnevnim
satima, na kojima se mogu pratiti svi koraci nastali tijekom promjena u intenzitetu
fluorescencije na dva odabrana hibrida (hibrid 4 i hibrid 7).

Na slici 21 prikazane su nativne krivulje OJIP porasta fluorescencije klorofila a, na kojima
se mogu uociti razlike u vrijednostima fluorescencije izmedu istrazivanih hibrida.

Krivulje koje pokazuju vrijednosti mjerenja hibrida 4 1 7 prijepodne imale su tipic¢an oblik
normalizirane OJIP krivulje, ali je hibrid 7 za razliku od hibrida 4 imao blagi porast
intenziteta fluorescencije u koracima J i | (Slika 22). Krivulje za poslijepodnevna mjerenja
nisu imale tipican oblik. U koraku J doslo je do porasta intenziteta fluorescencije kod oba
hibrida, ali je porast bio izraZeniji kod hibrida 7. Nadalje, iz prikazane Slike 22 primjecuje
se kako su krivulje u koraku | podjednake za oba hibrida i oba mjerenja, ali krivulje hibrida
7 pokazuju malo jaci intenzitet fluorescencije.
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Slika 21. Nativni OJIP porast fluorescencije klorofila a hibrida 4 i 7 u prijepodnevnim (U)
I poslijepodnevnim satima (P). Promjena intenziteta fluorescencije prikazana je na
logaritamskoj vremenskoj skali.
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Slika 22. Normalizirani OJIP porast fluorescencije klorofila a hibrida 4 i 7 u
prijepodnevnim (U) i poslijepodnevnim satima (P). Promjena intenziteta fluorescencije
prikazana je na logaritamskoj vremenskoj skali.
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4.12. Fluorescencija klorofila a

4.12.1. Parametri OJIP porasta fluorescencije klorofila a

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametara: minimalni intenzitet fluorescencije
— O korak (Fo), maksimalni intenzitet fluorescencije — P korak (Fy), varijabilna
fluorescencija na J koraku (V;) i varijabilna fluorescencija na | koraku (V) izracunate iz
dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i poslijepodnevnim satima izrazene u
relativnim jedinicama prikazane su na Slici 23 a, b, ci d.

Srednje vrijednosti parametra Fy kretale su se u rasponu od 223,75 (hibrid 7 prijepodne) do
348,75 (hibrid 4 poslijepodne), parametra Fp, u rasponu od 1115,58 (hibrid 7 poslijepodne)
do 1740,92 (hibrid 4 prijepodne), parametra V; u rasponu od 0,24 (hibrid 4 prijepodne) do
0,58 (hibrid 7 poslijepodne) i parametra V, u rasponu od 0,45 (hibrid 4 poslijepodne) do
0,50 (hibrid 7 prijepodne) (Tablica 6 u Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 23 a, b, c i d). LSD vrijednost parametra Fq iznosila je
16,39, parametra F, 75,63, parametra V; 0,02 i parametra V| 0,03. Znacajnu razliku
izmedu srednjih vrijednosti mjerenja prijepodne i poslijepodne pokazala su oba hibrida,
osim kod parametar V, gdje nije utvrdena razlika.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametre Fo, Fy i V; utvrdene su statisti¢ki
opravdane razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja (prijepodne i
poslijepodne) i interakcije hibrid x vrijeme mjerenja, dok su za parametar V| utvrdene
statisticki opravdane razlike samo izmedu testiranih hibrida (Tablica 7 u Prilogu).
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Slika 23. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 12) parametara: (a) minimalni
intenzitet fluorescencije — O korak (Fp), LSD = 16,39; (b) maksimalni intenzitet
fluorescencije — P korak (Fn,), LSD = 75,63; (¢) varijabilna fluorescencija na J koraku (V)),
LSD = 0,02 i (d) varijabilna fluorescencija na I koraku (V,), LSD = 0,03, izraunate iz
vrijednosti mjerenja na listovima suncokreta tijekom prijepodnevnih i poslijepodnevnih
sati izraZzene u relativnim jedinicama. Vrijednosti oznaCene istim slovima nisu statistic¢ki

znacajno razli¢ite prema LSD testu (p < 0,05).
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Rezultati

4.,12.2. Uéinkovitost fotosustava |1

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametara: maksimalni kvantni prinos
fotosustava Il (F./Fm) 1 gustoéa aktivnih reakcijskih sredista (RC/CSp) izraCunate iz
dobivenih vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i poslijepodnevnim satima izrazene u
relativnim jedinicama prikazane su na Slici 24 a i b.

Srednje vrijednosti parametra F,/Fp, kretale su se u rasponu od 0,69 (hibrid 7 poslijepodne)
do 0,85 (hibrid 4 prijepodne), a kod parametra RC/CSy u rasponu od 119,35 (hibrid 7
prijepodne) do 173,32 (hibrid 4 poslijepodne) (Tablica 6 u Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 24 a i b). LSD vrijednost parametra F,/Fy, iznosila je
0,01, a za parametar RC/CS, 7,84. Znacajnu razliku izmedu mjerenja prijepodne i
poslijepodne pokazala su oba hibrida.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametar F.,/Fn, utvrdene statisti¢ki opravdane
razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja (prijepodne i poslijepodne) i
interakcije hibrid x vrijeme mjerenja, dok su za parametar RC/CSg utvrdene su statisticki
opravdane razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida i vremena mjerenja (prijepodne i
poslijepodne) (Tablica 7 u Prilogu).
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Slika 24. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 12) parametara: (a) maksimalni
kvantni prinos fotosustava Il (F,/Fy), LSD = 0,01 i (b) gusto¢a aktivnih reakcijskih sredista
(RC/CSy), LSD = 7,84, izracunate iz vrijednosti mjerenja na listovima suncokreta tijekom
prijepodnevnih 1 poslijepodnevnih sati izraZzene u relativnim jedinicama. Vrijednosti
oznacene istim slovima nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema LSD testu (p < 0,05).
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4.12.3. Prijenos energije po aktivnom reakcijskom sredistu

Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametara: apsorpcija po aktivnom reakcijskom
srediStu (ABS/RC), protok uhvaéenih fotona po aktivnom reakcijskom sredistu (TRo/RC),
elektronski transport po aktivnom reakcijskom sredistu (ETo/RC) i rasipanje po aktivnom
reakcijskom sredistu (DIlo/RC) izraCunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja u
prijepodnevnim i poslijepodnevnim satima izrazene u relativnim jedinicama prikazane su
na Slici 254, b, ci d.

Srednje vrijednosti parametra ABS/RC kretale su se u rasponu od 1,70 (hibrid 4
prijepodne) do 2,54 (hibrid 7 poslijepodne), parametra TRo/RC u rasponu od 1,44 (hibrid 4
poslijepodne) do 1,75 (hibrid 7 poslijepodne), parametra ETo/RC u rasponu od 0,73 (hibrid
7 poslijepodne) do 1,14 (hibrid 7 prijepodne) i parametra DIo/RC u rasponu od 0,26 (hibrid
4 prijepodne) do 0,79 (hibrid 7 poslijepodne) (Tablica 6 u Prilogu).

Rezultati analize varijance i LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 25 a, b, ¢ i d). LSD vrijednost parametra ABS/RC
iznosila je 0,15, parametra TRo/RC 0,08, parametra ETo/RC 0,06 i parametra DIo/RC 0,08.
Znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti mjerenja prijepodne i poslijepodne pokazala
su oba hibrida.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametre ABS/RC, ET¢/RC i DIo/RC utvrdene su
statisticki opravdane razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja
(prijepodne i poslijepodne) i interakcije hibrid x vrijeme mjerenja, a za parametar TRo/RC
utvrdene su statistiCki opravdane razlike izmedu testiranih hibrida 1 vremena mjerenja
(prijepodne i poslijepodne) (Tablica 7 u Prilogu).
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Slika 25. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 12) parametara: (a) apsorpcija po
aktivnom reakcijskom sredistu (ABS/RC), LSD = 0,15; (b) protok uhvacenih fotona po
aktivnom reakcijskom srediStu (TRo/RC), LSD = 0,08; (c) elektronski transport po
aktivnom reakcijskom sredistu (ETo/RC), LSD = 0,06 i (d) rasipanje po aktivhom
reakcijskom sredistu (DIlo/RC), LSD = 0,08, izracunate iz vrijednosti mjerenja na listovima
suncokreta tijekom prijepodnevnih 1 poslijepodnevnih sati izrazene u relativnim
jedinicama. Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razli¢ite prema
LSD testu (p < 0,05).
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4.12.4. Indeks fotosintetske ucinkovitosti i njegove komponente

Srednje vrijednosti 1 standardne devijacije parametara: omjer koncentracije klorofila
reakcijskih srediSta i koncentracije antena klorofila (RC/ABS), omjer protoka uhvacenih
fotona i rasipanja energije (TRo/Dly), transport elektrona dalje od primarnog akceptora Qa
(ETo/(TRo-ETy)) i indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plags) izraCunate iz dobivenih
vrijednosti mjerenja u prijepodnevnim i poslijepodnevnim satima izrazene u relativnim
jedinicama prikazane su na Slici 26 a, b, ci d.

Srednje vrijednosti parametra RC/ABS kretale su se u rasponu od 0,40 (hibrid 7
poslijepodne) do 0,59 (hibrid 4 prijepodne), parametra TRo/Dly u rasponu od 2,28 (hibrid 7
poslijepodne) do 5,51 (hibrid 4 prijepodne), parametra ETo/(TRo-ETo) u rasponu od 0,73
(hibrid 7 poslijepodne) do 3,16 (hibrid 4 prijepodne) i parametra Plags u rasponu od 0,67
(hibrid 7 poslijepodne) do 10,26 (hibrid 4 prijepodne) (Tablica 6 u Prilogu).

Rezultati analize varijance 1 LSD testa pokazali su statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
izmedu srednjih vrijednosti hibrida s obzirom na to da su mjerenja prijepodne i
poslijepodne testirana skupno (Slika 26 a, b, ¢ i d). LSD vrijednost parametra RC/ABS
iznosila je 0,03, parametra TRo/Dly 0,27, parametra ETo/(TRo-ETo) 0,17 i parametra Plags
0,60. Znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti mjerenja prijepodne i poslijepodne
pokazala su oba hibrida.

Dvofaktorijalnom analizom varijance za parametre RC/ABS i TRy/Dly utvrdene su
statistiCki opravdane razlike (p < 0,05) izmedu testiranih hibrida, vremena mjerenja
(prijepodne i poslijepodne) i interakcije hibrid x vrijeme mjerenja, a za parametre
ETo/(TRo-ETy) i Plags utvrdene su statisticki opravdane razlike izmedu testiranih hibrida i
vremena mjerenja (prijepodne i poslijepodne) (Tablica 7 u Prilogu).
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Slika 26. Srednje vrijednosti i standardne devijacije (n = 12) parametara: (a) omjer
koncentracije klorofila reakcijskih srediSta i koncentracije antena klorofila (RC/ABS), LSD
=0,03; (b) omjer protoka uhvacenih fotona i rasipanja energije (TRo/Dlp), LSD = 0,27; (¢)
transport elektrona dalje od primarnog akceptora Qa (ETo/(TRo-ETo)), LSD = 0,17 i (d)
indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plags), LSD = 0,60, izracunate iz vrijednosti mjerenja na
listovima suncokreta tijekom prijepodnevnih i poslijepodnevnih sati izrazene u relativnim
jedinicama. Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znaajno razli¢ite prema
LSD testu (p < 0,05).
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4.13. Relativna akumulacija fotosintetskih proteina Lhcb2, D1,
citokroma f i Rubisco LSU

Relativna akumulacija fotosintetskih proteina: kompleksa za prikupljanje svjetlosti
fotosustava Il (Lhcb2), D1, citokroma f (Cyt f) i velike podjedinice (LSU) enzima Rubisco
odredena u prijepodnevnim i poslijepodnevnim satima na listovima suncokreta prikazane
sunaSlici 27 a, b, cid.

Relativna akumulacija Lhcb2, D1, citokroma f i Rubisco LSU proteina varirala je ovisno o
hibridu suncokreta. Ispitani hibridi 4 i 7 imali su nizu razinu proteina Lhcb2, D1 i Cyt fu
prijepodnevnim mjerenjima, u odnosu na razinu proteina u poslijepodnevnim mjerenjima.
Relativna akumulacija proteina Rubisco LSU bila je podjednaka kod oba hibrida i vremena
mjerenja (prijepodne i poslijepodne). Hibrid 7 je u poslijepodnevnim mjerenjima za
fotosintetske proteine Lhcb2 i D1 imao visu razinu proteina, dok je kod hibrida 4 visa bila
relativna akumulacija proteina Cyt f.

H4U H4P H7U H7P H4AU H4P H7U H7P

H4U H4P H7U HJP H4U H4P .H7U H7P

Slika 27. Relativne akumulacija fotosintetskih proteina: (a) kompleksa za prikupljanje
svjetlosti fotosustava Il (Lhcb2), (b) D1, (c) citokroma f (Cyt f) i (d) velike podjedinice
(LSU) enzima Rubisco u listovima suncokreta za hibrid 4 (H4) 1 hibrid 7 (H7) odredene u
prijepodnevnim (U) i popodnevnim (P) satima.
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5. RASPRAVA
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Istrazivanje za potrebu izrade ove doktorske disertacije provedeno je S intencijom
pojasnjenja reakcije hibrida suncokreta na utjecaj poviSenih temperatura i poja¢anog
intenziteta svjetlosti za koje je poznato da ometaju rad metabolizma u biljkama i dovode do
smanjenja fotosintetske ucinkovitosti (Chen i sur., 2017). Utjecaj abiotskih ¢imbenika koji
su izazvali toplinski i svjetlosni stres na testiranim hibridima suncokreta istrazen je u fazi
cvatnje pomocu relativnog sadrzaja vode u listu, razine lipidne peroksidacije, ukupne i
specificne aktivnosti gvajakol peroksidaze, koncentracije topljivih proteina, udjela suhe
tvari, koncentracije fotosintetskih pigmenata, uroda zrna, parametara fotosinteze i relativne
akumulacije fotosintetskih proteina. Cvatnja je odabrana kao kritiéna generativna faza
razvoja suncokreta (Hewezi i sur., 2006, Garcia-Lopez i sur., 2014) jer u toj fazi lisna
povrsina doseze svoj maksimalan razvoj (Gadzo i sur., 2011), §to je vrlo bitan kriterij za
uvid u fotosintetsku ucinkovitost biljaka. Poznavanje specificne reakcije pojedinih
genotipova na nepovoljne okoliSne uvjete omogucava oplemenjiva¢ima bolji uvid u
karakteristike materijala prilikom selekcije §to ujedno povecava i uspjeSnost samog
oplemenjivackog programa. Buduci da razli¢iti abiotski ¢imbenici utjeCu na svojstvenu
prilagodbu biljaka na odredene uvjete kroz molekularne, biokemijske i fizioloske procese
ovisno o stresoru za sada je razjasnjen utjecaj pojedinog stresa, ali utjecaji stresora u
kombinaciji nisu jo§ uvijek dovoljno dobro razjasnjeni zbog Cega istrazivanja kao $to je
0V0 mogu znacajno doprinijeti unaprjedenju bududih hibrida suncokreta.

5.1. Utjecaj toplinskog 1 svjetlosnog stresa na parametre utvrdene
laboratorijskim metodama

Abiotski ¢imbenici stresa, osim §to izazivaju nastanak vizualnih oSteCenja na biljkama,
utjeCu i na morfoloske i fizioloske promjene u biljkama (Potters i sur., 2009, Leung, 2015)
pri ¢emu djeluju na rast, razvoj, distribuciju i produktivnost biljaka (Rajeevkumar i sur.,
2015). Slijedom toga, dokazano je da su abiotski ¢imbenici moguéi uzroCnici stresa na
biljkama zbog kojih nastaju oSte¢enja membranskih sustava biljaka koja pritom vode do
poremecaja metabolizma kojeg izaziva povecana proizvodnja reaktivnih Kisikovih jedinki
(ROS) uslijed nedostatka ili suviSka dostupne vode u tlu, onecis¢enja tla teSkim metalima,
suviska soli u tlu, niskih ili visokih temperatura, niskog ili visokog intenziteta svjetlosti itd.
(Vukadinovi¢ i sur., 2014, Rajeevkumar i sur., 2015). Molekule ROS-ova imaju bitnu
ulogu kao signalne molekule koje sudjeluju u regulaciji bioloSkih procesa poput rasta,
razvoja te odgovora biljnih organizama na biotske ili abiotske ¢imbenike okoline (Mittler i
sur., 2011). ROS-ovi su uzro¢nici oksidacijskog stresa u biljkama pri ¢emu imaju toksi¢no
djelovanje na njih, a ukljucuju: superoksidni radikal (O»*’), hidroksilni radikal (OHe),
alkoksilni radikal (ROe) i peroksidni radikal (ROO¢), te molekule kao $to su vodikov
peroksid (H20,), singlet kisik (*O,), ozon (O3) i hipoklorastu kiselinu (HCIO) (Corpas i
sur., 2015). Nekontrolirano nakupljanje ROS-ova uzrokuje lipidnu peroksidaciju
membranskih lipida, inaktivaciju proteina, oksidaciju ugljikohidrata, DNA i RNA, te
negativno utjece na aktivnost enzima (Noctor i Foyer, 1998, Mendoza, 2011). U blizini
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mjesta proizvodnje ROS-ova u biljnim stanicama smjeSteni su brojni enzimatski i
neenzimatski antioksidacijski obrambeni sustavi ¢ija je uloga onemogucavanje nastanka
negativnih ucinaka ROS-ova i moduliranja njihove signalne uloge kako bi odrzali
unutarstani¢no redoks stanje homeostaze (Alscher i sur., 2002, Fang i Xiong, 2015).
Medutim, stani¢na ravnoteza izmedu proizvodnje i uklanjanja ROS-ova moze se znatno
naru$iti uslijed djelovanja nepovoljnih okolisnih ¢imbenika zbog kojih ROS-ovi
prevladavaju obrambene barijere te izazivaju oksidacijsko osteCenje sa smrtonosnim
posljedicama za biljku (Corpas i sur., 2015).

U ovom istrazivanju potvrdeno je djelovanje abiotskih stresova na biljkama suncokreta
uzrokovanih povisenim temperaturama i suviskom svjetlosti. Evaluacija hibrida temeljem
rezultata laboratorijskih analiza ukazala je na to da medu njima postoje statisticki znacajne
razlike. Takoder su potvrdene i statisticki znaCajne razlike izmedu vremena mjerenja
(mjerenja tijekom prijepodnevnih sati predstavljali su uvjete bez djelovanja stresa, a
tijekom poslijepodnevnih sati uvjete pod djelovanjem stresa na biljke) osim u slucaju
parametra razina lipidne peroksidacije i koncentracija topljivih proteina (Tablica 5 u
Prilogu).

Fizioloski parametar relativni sadrzaj vode (RWC) u listu je jedna od koristenih metoda u
ovom istrazivanju jer se smatra brzom i jeftinom laboratorijskom metodom koju su
oplemenjivaci uvrstili u svoje oplemenjivacke programe kao tehniku pomocu koje
procjenjuju genotipove s potencijalom tolerancije ili osjetljivosti na su$ne uvjete uzgoja
kultura (Condon i sur., 2004, Silva i sur., 2007). RWC, uz vodni potencijal i njegove
komponente (osmotski i turgor potencijal), jedan je od najcesce koriStenih metoda za
odredivanje statusa vode u biljkama (Tezara i sur., 2002, Poormohammad Kiani i sur.,
2007a). Tako se odredivanje RWC-a u listovima velikim dijelom koristi za dokazivanje
nastanka susnog stresa u biljkama (Viljevac i sur., 2013, Chowdhury i sur., 2017, Zaman i
sur., 2018, Shu-han i sur., 2018), taj isti parametar koriSten je i u ovom istrazivanju s
obzirom na ¢injenicu da visoke temperature uz intenzivnu svjetlost direktno utjecu na
dostupnu koli¢inu vode u tlu (Akter 1 Islam, 2017) koja je biljkama neophodna za njthov
rast i razvoj te pravilno funkcioniranje mehanizama jer ukazuje na razinu hidratacije
stanice i tkiva (Silva i sur., 2007). S obzirom na to da je suncokret ratarska kultura koja
ima djelomi¢nu mogucénost sprjeavanja nastanka stresa zbog korijenskog sustava koji
prodire u dublje slojeve tla kako bi dopro do podzemnih voda o kojima ovisi razina
transpiracije lista (Garcia-Lopez i sur., 2014), ovaj parametar koriSten je i u svrhu
istrazivanja utjecaja poviSenih temperatura i suviska svjetlosti na vodni status u biljkama.
RWC je za hibride suncokreta kod kojih je potvrden utjecaj toplinskog i svjetlosnog stresa
bio nizi u odnosu na vrijednosti RWC-a hibrida koji su pokazali bolju otpornost na stresore
(Slika 5). Takvu razli¢itu reakciju hibrida na okoli$ne uvjete s gledista RWC-a potvrdili su
I Sairam i sur. (2003) u istrazivanju provedenom tijekom faze zriobe suncokreta. U
navedenom istrazivanju potvrdeno je da RWC uvelike ovisi o pozicioniranosti lista na
stabljici biljke te da visi RWC imaju listovi pri vrhu stabljike, dok su u donjim etazama
listova vrijednosti nize. Takoder su brojna istrazivanja potvrdila pad RWC-a prilikom
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djelovanja deficita vode (Andrade i sur., 2017, Akram i sur., 2018, Chowdhury i sur.,
2017, Zaman i sur., 2018, Shu-han i sur., 2018). Ipak, prema Gunes i sur. (2008) RWC
vrijednosti kod veéine genotipova suncokreta prilikom suSnih uvjeta uzgoja mogu se
povisiti dodavanjem silicija u tlo.

Kao potvrdu za nastanak oksidacijskog stresa u biljkama, uz RWC, cCesto se koristi i
metoda odredivanja razine lipidne peroksidacije, odnosno produkcije njezinog produkta
MDA (Gobel i sur., 2009) koji se izrazava kao supstanca koja reagira s tiobarbiturnom
kiselinom i ¢esto se ozna¢ava kao TBARS (reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline), te
se upravo TBARS smatra indikatorom slobodnih radikala u stanicama (Nair i sur., 2008).
Peroksidaciju lipida uzrokuje poveéana produkcija ROS-ova u uvjetima stresa (Gunes i
sur., 2008, Kaya, 2017, Farid i sur., 2017). U stresnim uvjetima peroksidaciju lipida
utvrdili su Gunes i sur. (2008) u istrazivanju utjecaja silicija na suncokret u su$nim
uvjetima Sto je dovelo do rasta vrijednosti koncentracije MDA. Takoder povecanje
koncentracije MDA u suncokretu potvrdili su Akram i sur. (2012) u uvjetima solnog stresa,
Farid i sur. (2017) u uvjetima stresa izazvanog povecanjem koncentracije kroma u tlu,
Kaya i Yigit (2014) u uvjetima stresa uzrokovanog herbicidima, dok su povecéanje
koncentracije MDA u uljanoj repici tijekom stresa izazvanog suSom utvrdili Akram i sur.
(2018). Prilikom testiranja posljedica stresa uzrokovanog herbicidima, Kaya (2017) utvrdio
je kako biljke suncokreta koje su bile izloZene 50 mM NaCl i pendimetalinu (herbicidu) u
razliCitim koncentracijama izazivaju povecanje koncentracije MDA, za razliku od
smanjivanja koncentracija MDA u tretmanu s askorbinskom kiselinom sto dovodi do
zakljucka da askorbinska kiselina smanjuje negativne ucinke stresa. lako je u mnogim
istrazivanjima potvrden rast razine lipidne peroksidacije u uvjetima stresa, u ovom
istrazivanju toplinski i svjetlosni stres nisu utjecali na vrijednosti koncentracije produkata
lipidne peroksidacije, odnosno kod pojedinih hibrida suncokreta doslo je do povecanja
koncentracije TBARS-a (Slika 6) pri ¢emu razlike izmedu vremena mjerenja
(prijepodnevni i poslijepodnevni sati), nisu bile statisticki znacajne, ali razlike izmedu
hibrida suncokreta unutar pojedinog vremena mjerenja jesu (Tablica 5 u Prilogu). Jedan od
razloga zaSto u ovom istrazivanju nije doslo do statisticki znacajnog utjecaja toplinskog i
svjetlosnog stresa na hibridima suncokreta mozda pociva u €injenici da su testiranja vrSena
na mladim listovima biljke koji su u odnosu na starije listove bolje zaSti¢eni od
oksidacijskih oste¢enja preko antioksidacijskih sustava zastite $to su Giir i sur. (2010)
potvrdili u svom istraZivanju. Provedenim istraZivanjem na listovima smokve, Mlinari¢ 1
sur. (2016) su istrazili utjecaj visoke temperature i suviska svjetlosti na mladim, odnosno
starim listovima. Utvrdili su da se koncentracija TBARS-a na starim listovima povecala za
13,3 %, dok je na mladim listovima koncentracija ostala nepromijenjena. S druge strane,
postoji mogucnost da su antioksidacijski enzimi reagirali pri samom pocetku nastanka
stresa te na vrijeme otklonili produkte reaktivnih kisikovih jedinki i sprijecili oksidacijsko
oSte¢enja na biljkama.

Nadalje, ispitano je djelovanje ukupne aktivnosti enzima gvajakol peroksidaze (GPOD)
koji pripada enzimatskom antioksidacijskom sustavu zastite Cija je zadac¢a smanjivanje
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mogucnosti nastanka oksidacijskih oste¢enja u biljnom organizmu koji uvelike ovisi o
biljnoj vrsti i o uzro¢niku stresa (Milone i sur., 2003). Peroksidaze te vrste su s jedne strane
vrlo bitne zbog sudjelovanja u brojnim stani¢nim procesima tijekom razvoja biljaka, dok
su s druge strane ukljucene u odgovore biljaka na stresne okoli$ne ¢initelje (Passardi i sur.,
2005). Opcenito, povecanje ukupne aktivnosti enzima GPOD kod biljaka koje su pod
stresom dokazano je u brojnim istrazivanjima (Ali i sur., 2005, Mlinari¢ i sur., 2016, Farid
i sur.,, 2017, Jovici¢ i sur., 2017, Saidi i sur., 2017), ali to nije bio slu¢aj u ovom
istrazivanju jer je ukupna aktivnost enzima GPOD u poslijepodnevnim satima (toplinski i
svjetlosni stres) bila snizena (Slika 7). Jedan od moguéih razloga za ovakve rezultate je
prisustvo visokih koncentracija H,0,. lako je GPOD uz enzim katalazu najvazniji enzim
koji regulira unutarstani¢nu razinu H,O,, smatra se da su peroksidaze odgovorne za
uklanjanje nizih koncentracija H,O,, a aktivnost katalaze je primije¢ena u slucaju relativno
visokih koncentracija H,O, (Gadjev i sur., 2008). Dakle, postoji moguc¢nost da su u ovom
istrazivanju drugi enzimi antioksidacijskog sustava odradili svoju funkciju razgradnje
ROS-ova. Drugi moguc¢i razlog je prisustvo visokih koli¢ina osvjetljenja koje prema Lu i
sur. (2007) mogu smanjiti kapacitet peroksidaznog uklanjanja H,O,, iako enzim GPOD, u
odnosu na katalazu u¢inkovitije uklanja ROS-ove jer posjeduje veéi afinitet za H,O, (Gill i
Tuteja, 2010). Izostanak oc¢ekivane reakcije aktivnosti GPOD-a kod suncokreta utvrdili su i
Farid i sur. (2017) u ¢ijem je istrazivanju antioksidacijski sustav normalno funkcionirao u
svim varijantama zagadenosti tla kromom (0, 5, 10 i 20 mg/kg). S jedne strane, pri
zagadenosti tla s 5 i 10 mg/kg kroma doslo je do povecanja aktivnosti GPOD enzima u
odnosu na kontrolu, dok je s druge strane, zagadenje tla s 20 mg/kg kroma izazvalo
smanjenu aktivnost GPOD enzima. Pad aktivnosti GPOD-a na uljanoj repici utvrdili su
Jovici¢ i sur. (2017) u uvjetima solnog stresa. Suprotno tim rezultatima, Saidi i sur. (2017)
su u uvjetima uzgoja suncokreta u razliitim koncentracijama salicilne kiseline te pod
utjecajem arsena utvrdili povecanje aktivnosti GPOD 1 drugih enzima. Povecana aktivnost
GPOD-a utvrdena je i na klijancima pSenice kao rezultat djelovanja povisenih temperatura
(Gupta i sur., 2013). Isti slucaj je bio i na korijenu i izdancima klijanaca pSenice pri
poveéanim koncentracijama Pb(NOgz),, pri ¢emu je aktivnost GPOD-a pratila tendenciju
povecanja koncentracije Pb(NO3),. Naprotiv, u sluéaju tretmana sa CdCl,, koncentracija
GPOD-a kod klijanaca pSenice starih sedam dana snizavala se s pove¢anjem koncentracije
CdCl,, dok je na izdancima rasla (Day i sur., 2007). Iz navedenog mozemo zakljuciti kako
je jos jedan moguci razlog zbog ¢ega znacajno povecanje koncentracije TBARS-a u ovom
istrazivanju nije potvrdeno moze biti to §to se antioksidacijski sustav zastite biljke razvija
vrlo rano tijekom razvoja lista §to su potvrdili Sairam i sur. (2003). Oni su proveli
istrazivanje na genotipovima suncokreta u fazi butonizacije i fazi nalijevanja zrna te
utvrdili kako se ukupna aktivnost enzima GPOD povecava od prvog do 15. lista u fazi
butonizacije, odnosno do 13. lista u fazi nalijevanja zrna. Obje faze je karakterizirala
snizena aktivnost GPOD-a od prvog do devetog lista nakon cega se aktivnost povecala
idu¢i prema donjim etaZzama listova.

Pored snizenih ukupnih aktivnosti GPOD-a, u ovom istrazivanju dokazan je i pad
vrijednosti specifi¢énih aktivnosti GPOD-a na svim hibridima suncokreta tijekom
75



Rasprava

toplinskog i svjetlosnog stresa (Slika 8). Iako se specifi¢na aktivnosti GPOD izrazava po
jedinici mase proteina i moguca je pojava neSto drugacijih rezultata u odnosu na ukupnu
aktivnost GPOD-a, to se nije dogodilo. U do sada provedenim istrazivanjima pokazalo se
kako se specificna aktivnost antioksidacijskog enzima GPOD povecava pri tretiranju
kultivara je¢ma s razli¢itim koncentracijama mangana i bakra (Demirevska-Kepova i sur.,
2002), sto su potvrdili i Tekli¢ i sur. (2008) u istrazivanju utjecaja bakra na zelenu salatu
(Lactuca sativa). Suprotno tim istrazivanjima, Egert i Tevini (2002) su na vilascu (Allium
schoenprasum) tijekom utjecaja suse utvrdili da nema statistickih znacajnih razlika izmedu
kontrole i suse u vrijednostima specificne aktivnosti GPOD-a, TBARS-a, topljivih
proteina, koncentracije ukupnih klorofila i koncentracije karotenoida.

Ispitivanjem koncentracija udjela topljivih proteina u svjezoj tvari u poslijepodnevnim
satima (toplinski i svjetlosni stres) u odnosu na prijepodnevne sate niju ustanovljene
statisticke znacajne razlike izmedu hibrida suncokreta. S obzirom na to, rezultati za hibride
se nisu medusobno razlikovali prema LSD testu osim u sluc¢aju kod hibrida 4 koji je jedini
pokazao razliku izmedu mjerenja prijepodne i poslijepodne, uzrokujuéi Smanjenje
koncentracije topljivih proteina u stresnim uvjetima $to je vidljivo iz Slike 9. Budu¢i da je
koncentracija topljivih proteina sklona promjenama zbog utjecaja Sirokog raspona stresnih
¢imbenika, ona se smatra vaznim pokazateljem ireverzibilnih i reverzibilnih promjena u
metabolizmu (Doganlar i Atmaca, 2011). Razgradnja proteina u biljkama je prisutna u
mnogim razvojnim fazama, primjerice u germinaciji, morfogenezi, diferencijaciji i
senescenciji. Promjene u koncentraciji proteina mogu nastati zbog oSte¢enja membrana
¢ime se povecava njezina propusnost i dolazi do gubitka postojeéih proteina te zbog
ostecenja nukleinskih kiselina stvaranjem lezija ¢ime se sprjeava sinteza novih proteina.
Medutim, na koncentraciju topljivih proteina utjece i sadrzaj kemijskih elemenata u tlu pri
¢emu brojni metali zbog stvaranja kompleksa s aminokiselinama mijenjaju njihovu
strukturu te naruSavaju proces sinteze proteina (Emamverdian i sur., 2015). Smanjena
normalna metaboli¢ka aktivnost, odnosno niske koncentracije proteina pokazatelj su
utjecaja nepovoljnih uvjeta na biljku (Bonjoch i Tamayo, 2001).

Uz koncentraciju proteina, udio suhe tvari u listovima biljaka takoder je jedan od
indikatora stresa Kkoji je ispitan u ovom istrazivanju. Jedna polovina testiranih hibrida
suncokreta reagirala je sa sniZzenjem udjela suhe tvari, a druga polovina je reagirala s
povecanjem udjela suhe tvari u tkivu listova suncokreta tijekom djelovanja poviSenih
temperatura i suviska svjetlosti (Slika 10). U istrazivanja Gunes i sur. (2008) zabiljeZeno je
znac¢ajno smanjenje udjela suhe tvari u korijenu i stabljici biljaka suncokreta u stresu
izazvanom suSom, pri ¢emu je primjena silicija ublaZila negativne uc¢inke susnog stresa na
polovici testiranih genotipova suncokreta. Takoder, prema Hattori i sur. (2005) primjena
silicija u uvjetima stresa izazvanog suSom izaziva pojacanu proizvodnju suhe tvari u
biljkama sirka metlasa (Sorghum bicolor).

Nadalje, o abiotskim ¢imbenicima ovise i koncentracije klorofila i karotenoida u biljkama
koji svojom reakcijom na trenuta¢ne uvjete imaju sposobnost ograniCiti aktivnost
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fotosinteze, odnosno uzrokovati promjene u fotosintetskoj ucinkovitosti biljaka. Svaki
zeleni dio biljke bogat je klorofilima i karotenoidima koji predstavljaju centralni dio
energetskog sustava svake biljke. Bilo kakve znafajne promjene u okolini dovest ¢e do
poremecaja njihove prvotne funkcije Sto se moze negativno odraziti na cijeli metabolizam
biljke (Agrawal i Mishra, 2009). Biljke se s obzirom na uvjete u kojima se nalaze
prilagodavaju na koli¢inu dostupne svjetlosti mijenjaju¢i pritom gustocu kloroplasta i
koncentraciju klorofila (Wang i sur., 2007). U ovom eksperimentu povisene temperature i
suviSak svjetlosti su prouzrodili porast koncentracija klorofila a (Chl a), klorofila b (Chl b)
i ukupnih klorofila (Chl a+b) kod ve¢ine hibrida suncokreta (Slika 11, 12 i 13) $to ukazuje
na prilagodbu kompleksa za prikupljanje svjetlosti (LHC) na stresne uvjete uzgoja biljaka.
Efeoglu i Terzioglu (2009) su ustanovili da se koncentracija klorofila a i ukupnih klorofila
na kultivarima pSenice izlozenim temperaturi od 37°C tijekom osam sati nije promijenila,
dok se kod kultivara izlozenih temperaturi od 45°C u trajanju od osam sati povecéala. Do
promjena u koncentraciji klorofila b i ukupnih karotenoida nije doslo bez obzira na
temperaturu. Vode¢i se tim rezultatima te uzimajuéi u obzir ¢injenicu da je prosjecna
vrijednost temperature tijekom uzorkovanja tkiva suncokreta za potrebe ovog istrazivanja
iznosila oko 35°C moze se primijetiti da se povecanje koncentracija pigmenata kod
suncokreta, u odnosu na pSenicu, dogada pri nizim temperaturama. O povecanju
koncentracija klorofila a i b te ukupnih klorofila a i b tijekom toplinskog stresa izvijestili
su Feng i sur. (2014) na pSenici te Lepedus i sur. (2017) na kotiledonima suncokreta.
Istrazujuci korelaciju koli¢ine Suncevog zrafenja s koncentracijom i omjerom klorofila,
Beisel (2010) je dokazao kako niza koli¢ina svjetlosti povisuje koncentraciju klorofila a i b
na razvijenim listovima §to je rezultiralo s optimalnom razinom fotosinteze, iako se smatra
kako ogranicena koli¢ina svjetlosti rezultira niskom koncentracijom Klorofila te niskom
razinom apsorpcije svjetlosti (Gu i sur., 2017). Do smanjenja kloroplastnih pigmenata a, b,
ukupnih klorofila i karotenoida pri smanjenom intenzitetu svjetlosti dolazi zbog inhibicije
odredenih enzima koji sudjeluju u sintezi klorofila (Prasad i sur., 2005). Takoder, Gupta i
sur. (2013) su zakljucili kako do smanjenja koncentracije klorofila dolazi i uslijed bilo
kakvog ostecenja tilakoidne membrane uzrokovanog povisenim temperaturama §to su i
potvrdili na klijancima pSenice. Smanjenu koncentraciju Klorofila kao odgovor na toplinski
stres potvrdili su Kumar i sur. (1998) na krastavcu te Efeoglu i Terzioglu (2009) na
pSenici. Ujedno, Chen i sur. (2017) su potvrdili pad koncentracije ukupnih klorofila u
uvjetima kombiniranog toplinskog i svjetlosnog stresa.

U ovom istrazivanju, kod vecine hibrida suncokreta utvrdene su i poviSene koncentracije
ukupnih karotenoida (Car) kao rezultat djelovanja toplinskog i svjetlosnog stresa (Slika
14). S druge strane, znacajna redukcija ukupnih karotenoida moze se direktno odraziti na
smanjenje fotosintetske ucinkovitosti biljke jer karotenoidi S$tite klorofile od
fotooksidacijske destrukcije (Prasad i sur., 2005). Karotenoidi u biljkama uz prvotnu
funkciju apsorpcije svjetlosne energije i njezinom prenoSenju na klorofil a sudjeluju i u
zastitnoj ulozi od oSte¢enja koja mogu nastati uslijed intenzivnog osvjetljenja (Pevalek-
Kozlina, 2003). Oni su neenzimatski ¢ista¢i ROS-0va koji disipacijom viska energije Stite
fotosintetski aparat tijekom svjetlosnog stresa (Gill i Tuteja, 2010), a ujedno imaju i
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sposobnost sprijeciti lipidnu peroksidaciju jer uklanjaju peroksi radikale puno ucinkovitije
nego ostale ROS-e jer s njima najceS¢e reagiraju (Stahl i Sies, 2003). Prema tome,
povisene koncentracije ukupnih karotenoida u stresnim uvjetima utvrdene u ovom
Istrazivanju ukazuju na pokretanje fotoprotektivnog obrambenog mehanizma biljaka sa
svrhom izbjegavanja fotooksidacije. Ovo je dodatno potvrdeno smanjenjem omjera Chl
a/b+Car koji je prikazan na Slici 16.

Nadalje, poviSene temperature i suviSak svjetlosti su rezultirali redukcijom vrijednosti
omjera koncentracija klorofila a i b (Chl a/b) na svim testiranim hibridima, osim na hibridu
5 (Slika 15), a omjer koncentracija klorofila a i b i karotenoida (Chl a+b/Car) se u tim
uvjetima smanjio samo kod pojedinih hibrida suncokreta (Slika 16). Omjer koncentracija
klorofila a i b se smatra vrlo bitnim indirektnim pokazateljem fotosintetske uc¢inkovitosti
pomocu kojeg se dobiva uvid u kompleks za prikupljanje svjetlosti fotosustava Il (LHCII)
(Racuciu i Creanga, 2007) jer se upravo u LHCII nalazi skoro sva koncentracija klorofila b
i polovina ukupnih klorofila a+b zbog ¢ega promjene u omjeru Chl a/b direktno utje¢u na
akumulaciju LHCII (Oguchi i sur., 2003). Iz navedenog se moze potvrditi da su u ovom
eksperimentu utvrdeni nizi omjeri Chl a/b prilikom povecane akumulacije proteina
kompleksa za prikupljanje svjetlosti fotosustava Il — Lhcb2 (Slika 27 a). Takoder, utvrdena
je 1 statisti¢ki znacajna razlika za koncentracije i omjere pigmenata izmedu hibrida pri
¢emu su za hibrid 7 ustanovljene nize koncentracije klorofila a, ukupnih klorofila, ukupnih
karotenoida te omjera Klorofila i karotenoida u odnosu na druge hibride, sto potvrduje
razli¢itu razgradnju klorofila i razli¢itu sposobnost hibrida za apsorpciju svjetlosti. Feng i
sur. (2014) su pri izlaganju kultivara pSenice toplinskom stresu utvrdili smanjenje
koncentracija klorofila a i b, ukupnih klorofila i karotenoida te omjera klorofila a/b. Osim
toplinskog i svjetlosnog stresa dokazano je kako i stres izazvan teskim metalima utjece na
stimulaciju ili redukciju biosinteze klorofila (Aggarwal i sur., 2012) §to su Farid i sur.
(2017) potvrdili na hibridima suncokreta uzgojenim u vegetacijskim posudama. Naime,
utvrdili su znacajno smanjenje koncentracije klorofila a i Klorofila b, ukupnih klorofila i
karotenoida u svim varijantama uzgoja suncokreta u tlu kontaminiranim s kromom (0, 5,
10 i 20 mg/kg kroma) pri ¢emu je potvrdena manja redukcija pigmenata kod tolerantnijeg
hibrida suncokreta.
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5.2. Fotosintetska ucinkovitost tijekom utjecaja toplinskog i svjetlosnog
stresa

Biljke svjetlosnu energiju apsorbiraju molekulama klorofila te ju dalje koriste za procese
fotosinteze, dio se disipira u obliku topline, a dio se disipira u obliku fotona $to predstavlja
fluorescenciju klorofila a. Sva tri na¢ina su medusobno povezana i ovisna jedan o drugom
(Maxwell i Johnson, 2000). Fotosinteza je iznimno toplinski i svjetlosno osjetljiva i ti ju
faktori mogu potpuno inhibirati. Inhibicijom aktivnosti fotosustava Il dolazi do smanjenja
fotosintetske ucinkovitosti. Ujedno fotosustav II je najlabilnija komponenta fotosintetskog
lanca transporta elektrona na toplinu (Camejo i sur., 2005). Metodu fluorescencije klorofila
a brojni istrazivaci zbog svoje jednostavnosti i brzine koriste kao biomarker i1 bioindikator
prilikom selekcije materijala za detekciju genotipova tolerantnih na neke od brojnih uzroka
koji izazivaju stres. Takoder, kako je fotosintetska ucinkovitost u visokoj korelaciji s
urodom (Li i sur., 2006, Kalaji i Guo, 2008), ova metoda moze posluziti za indirektnu
selekciju visokoprinosnih samooplodnih i stranooplodnih kultura.

Toplinski i svjetlosni stres su u ucinkovitosti fotosintetskog aparata hibrida 4 i 7 u
poslijepodnevnim satima, kada je prosjena temperatura zraka iznosila 34,64°C, a
prosje¢an intenzitet Sunéevog zratenja 837,84 W/m?, uzrokovali promjene u odnosu na
mjerenja tijekom prijepodnevnih sati (prosjecna temperatura zraka i intenzitet Suncevog
zraenja su iznosile 22,52°C, odnosno 349,06 W/m?), §to je vidljivo iz OJIP koraka na
krivuljama fluorescencije klorofila a prikazanim na Slikama 21 i 22. OJIP krivulje su
koristene za utvrdivanje svojstava transporta elektrona te pri evaluaciji fotokemijskog
kvantnog prinosa fotosustava II. Analiziranje fluorescencije pomocu OJIP krivulja naslo je
Siroku primjenu prilikom pracenja ucinaka brojnih biotskih i abiotskih uzro¢nika stresova
koji mijenjaju status i funkciju fotokemijskog aparata (Strasser i sur., 2004, 2010).

Prije mjerenja porasta fluorescencije klorofila a, uzorci se podvrgavaju uvjetima tame
prilikom c¢ega nema elektronskog toka u fotosintetskom lancu transporta elektrona i
oksidacije vode u fotosustavu II zbog toga $to dolazi do oksidiranog stanja akceptora
elektrona fotosustava Il. Otvaraju se sva reakcijska sredista fotosustava II pri ¢emu je
intenzitet fluorescencije minimalan (Fo). Razina Fq se primjecuje samo kada je prvi stabilni
akceptor elektrona iz fotosustava Il nazvan Qa potpuno oksidiran (Kalaji i Guo, 2008).
Osvjetljenje fotosintetskog uzorka s jakim intenzitetom svjetlosti posjeduje moguénost
uzbuditi sve molekule pigmenta u pigment-protein kompleksu tilakoidne membrane nakon
¢ega neposredno dolazi do brzog prijenosa elektrona. Taj proces se obiljezava kao O-J
porast koji se odvija unutar 2 ms i prikazuje fotokemijsku fazu koja je rezultat redukcije
primarnog akceptora Qa. Trenutni maksimum reduciranog Qa zabiljezen je na J koraku, a
na | koraku daljnja redukcija Qa i Qg. 1za O-J porasta nastaju termalne polagane faze J-1 i
I-P koje predstavljaju nefotokemijsku fazu (Strauss i sur., 2006). J-1 porast karakterizira
nastanak Qg” i Qg”, a I-P porast zbog oksidacije ukupnog plastokinona izaziva postepeno
gasenje fluorescencije klorofila a (Strasser i sur., 2004). Slijedi zatvaranje svih reakcijskih
sredista fotosustava 11 i maksimalne akumulacije Qa’, Qg i PQH, (plastohidrokinon) sto
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se postize unutar intervala od 200 ms do 1 s i naziva se Fp, ili P korak (Govindjee, 2004,
Schansker i sur., 2005). Sve navedene faze prikazane su na Slikama 21, 22 i 23.

Parametri OJIP porasta fluorescencije klorofila a koristeni za potrebe ovog istrazivanja Su
minimalni intenzitet fluorescencije (Fo ili korak O), maksimalni intenzitet fluorescencije
(Fm ili korak P), varijabilna fluorescencija na J koraku (V;) i varijabilna fluorescencija na |
koraku (V,) (Slika 23 a, b, ¢ i d). Prema dvofaktorijalnoj analizi varijance i LSD testu
potvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu hibrida, vremena mjerenja (prijepodne i
poslijepodne) i interakcije hibrid % vrijeme mjerenja za parametre Fo, Fr, i V;, za razliku od
parametra V, za koji je potvrdena statisticki opravdana razlika samo izmedu hibrida
(Tablica 7 u Prilogu) zbog cega se moze pretpostaviti da toplinski i svjetlosni stres na taj
parametar nisu djelovali. S obzirom na to da se OJIP krivulje koriste za detekciju stresa, na
nativnim OJIP krivuljama (Slika 22) u koraku O tijekom toplinskog i svjetlosnog stresa
uoCen je rast vrijednosti na oba hibrida. Budu¢i da se pocetni, odnosno minimalni
intenzitet fluorescencije (Fo) mjeri na uzorcima podvrgnutim uvjetima tame kada su sva
reakcijska srediSta otvorena, a plastokinoni reducirani, u ovom eksperimentu doslo je do
naglog rasta vrijednosti Fo na hibridima suncokreta izlozenima toplinskom i svjetlosnom
stresu $to ukazuje na inaktivaciju fotosustava Il i dezorganizaciju tilakoida pri povisenim
temperaturama (Havaux, 1993.). Toplinski stres povecava vrijednosti parametra Fy zbog
¢ega se on smatra indikatorom fotoinhibicije u tim uvjetima (Gamon i Pearcy, 1990), te se
moze koristiti pri odredivanju tolerancije biljaka na toplinski stres jer je poveéanje Fy
izravno povezano s temperaturom okoline (Efeoglu i Terzioglu, 2009, Feng i sur., 2014).
Ujedno, povecanje vrijednosti parametra Fo najvjerojatnije nastaje zbog odvajanja
povecanog broja funkcionalnih molekula klorofila od reakcijskog sredista fotosustava Il
(Demmig i sur., 1987), ali i zatvaranja reakcijskih sredista zbog pomaka u redoks ravnotezi
fotosustava Il (Havaux i sur., 1988, Pastanes i Horton, 1999). Hibrid 4 je rezultirao s
manjom razlikom u poveéanju Fy vrijednosti tijekom toplinskog i svjetlosnog stresa u
odnosu na prijepodnevna mjerenja zbog ¢ega se moze smatrati manje osjetljivim hibridom
na te uvjete (Slika 23 a). Takoder, razlika se kod testiranih hibrida s obzirom na vrijeme
mjerenja primje¢uje u koraku P u kojem su se vrijednosti u poslijepodnevnim satima
smanjile. Pri maksimalnom intenzitetu fluorescencije (F,) nastaje inhibicija kompleksa
koji katalizira oksidaciju vode (OEC) uzrokovana toplinskim (Lazar, 1999) i svjetlosnim
(Earl i Ennahli, 2004) stresom $to je potvrdeno i u ovom istrazivanju jer su stresori
uzrokovali pad vrijednosti Fr, na oba hibrida suncokreta. Nize vrijednosti Fr, su zabiljezene
kod hibrida 7 kako u prijepodnevnom tako i u poslijepodnevnom mjerenju (Slika 23 b).
Snizene vrijednosti Fr, mogu biti rezultat strukturnih promjena fotosustava II $to dovodi do
smanjenja fotokemije fotosustava Il, povec¢anog propadanja ekscitacijske energije u obliku
fluorescencije te povecanja propadanja uzrokovanog prestankom zrafenja ili prijenosa
ekscitacijske energije u korist fotosustava | (Mishra i Singhal, 1992). Normalizirane OJIP
krivulje (Slika 21) prikazuju znacajno odstupanje na J koraku tijekom stresa uzrokovanog
povisenim temperaturama i suviskom svjetlosti kada su porasle vrijednosti hibrida 4 i 7 u
poslijepodnevnom mijerenju, ali su se promijene jace odrazile na hibrid 7. Varijabilna
fluorescencija na J koraku (V;) je prema Strasser i sur. (2004) opisana kao vjerojatnost s
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kojom uhvaceni eksciton pomice elektron u lanac transporta elektrona dalje od primarnog
akceptora Qa, odnosno odreden je redoksnim stanjem Qa, prvim kinonskim akceptorom
fotosustava Il (Duysens i Sweers, 1963, Stirbet i Govindjee, 2011). Budu¢i da su u
toplinskom 1 svjetlosnom stresu vrijednosti V; (Slika 23 c¢) kod oba testirana hibrida
porasle (hibrid 4 za oko 67 %, a hibrid 7 za oko 107 %) reoksidacija Qa je bila ograni¢ena
pri ¢emu se reducirani Qa akumulira $to se odrazava na smanjenje elektronskog transporta
(Strasser i sur., 2004). Pri analiziranju varijabilne fluorescencije na | koraku (V) dokazano
je da se hibridi 4 i 7 statisticki znacajno razlikuju, ali da ne postoje znacajne razlike izmedu
vremena mjerenja (prijepodne/poslijepodne) bez obzira na nastali stres (Tablica 7 u
Prilogu). U poslijepodnevnim mjerenjima hibridi su pokazali izuzetno sli¢ne rezultate
prijepodnevnim mjerenjima (Slika 23 d). Utjecaj abiotskih ¢imbenika kao uzro¢nika stresa,
uocen u ovom eksperimentu na parametrima Fo, Fr,, V; 1 V| potvrden je i u istrazivanjima
Brestic i sur. (2012) i Feng i sur. (2014) na pSenici.

Kao §to je ranije dokazano u brojnim znanstvenim radovima, biljke se prilagodavaju na
stresnu okolinu snizavajué¢i vrijednosti maksimalnog kvantnog prinosa fotosustava II
(FW/Fm ili TRo/ABS) $to se primjeéuje i pri poviSenim temperaturama te suvisku svjetlosti
kod hibrida suncokreta (Slika 17 i 24) kroz potvrdene statisticki znacajne razlike izmedu
hibrida, vremena mjerenja (prijepodne i poslijepodne) i interakcije hibrid x vrijeme
mjerenja (Tablica 7 u Prilogu). F\/Fr, opisuje u¢inkovitost primarne fotokemije fotosustava
I, a dobije se iz vrijednosti parametara Fo i Fp, odnosno minimalnog i maksimalnog
intenziteta fluorescencije (Strasser i sur., 2000). U prijepodnevnim mjerenjima (uvjeti bez
stresa) izmedu hibrida suncokreta nije zabiljezena statisticki znacajna razlika prema LSD
testu za vrijednosti parametra F,/Fn, $to je prikazano na Slici 17 gdje je ispitano svih osam
hibrida i na Slici 24 na kojoj su prikazana samo dva odabrana hibrida. Naprotiv tim
rezultatima, potvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu hibrida nakon inicijacije
toplinskog i svjetlosnog stresa (poslijepodnevna mjerenja) kada su se vrijednosti F./Fp,
znacajno smanjile na svih osam hibrida (Slika 17), odnosno na oba testirana hibrida (Slika
24), posebice za hibrid 7. U usporedbi prijepodnevnih s poslijepodnevnim vrijednosti,
parametar F,/Fy, kod hibrida 4 je smanjen za oko 8 %, a kod hibrida 7 za oko 18 %.
Optimalne vrijednosti F,/Fn,, kod C3 biljaka, kojima pripada suncokret, u idealnim uvjetima
prema Bjorkman i Demmig (1987) i Pfiindel (1988) iznose 0,83-0,84, a kod C4 biljaka
0,78 (Pfiindel, 1988). S obzirom na to da je fotosintetski aparat ucinkovit kada se
vrijednosti F,/Fny, kre¢u izmedu 0,75 — 0,85 (Bolhar-Nordenkampf i sur., 1989), moze se
primijetiti kako je polovici testiranih hibrida suncokreta u toplinskom i svjetlosnom stresu
narusena provedba fotosintetskih procesa jer su im vrijednosti F\/Fy, nize od 0,75 (Slika
17). U usporedbi hibrida 4 i 7 (Slika 24 i Tablica 6 u Prilogu), vidljivo je kako hibrid 4 u
stresu ima F,/Fp, vrijednost 0,78 ¢ime je zadrZzao pravilnu funkciju fotosintetskog aparata, a
kod hibrida 7 ostecen je fotosintetski aparat jer je F,/Fn vrijednost iznosila 0,68. Nastale
snizene vrijednosti F,/Fy, u uvjetima toplinskog i svjetlosnog stresa ukazuju na smanjenu
maksimalnu ucinkovitost kvanta svjetlosti u fotokemijskom sustavu fotosustava I
uzrokovanu sporim procesima gasenja fluorescencije i fotoostecenjima reakcijskih sredista
fotosustava Il (Murchie i Lawson, 2013). Pri zasi¢enju svjetlosnog impulsa parametar
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Fu/Fm predstavlja potencijalnu fotokemijsku ucinkovitost fotosustava II elektronskog
transporta. Pri fotoinhibiciji dolazi do smanjenja vrijednosti F./Fy, $to ukazuje na
deaktivaciju ili oSte¢enje reakcijskih sredista fotosustava Il (Sharma i sur., 2015). Snizene
Fu/Fm vrijednosti potvrdili su i Feng i sur. (2014) kada su ispitivali utjecaj toplinskog stresa
na dva kultivara pSenice. Brestic i sur. (2012) potvrdili su rast vrijednosti Fo i pad
vrijednosti parametara Fp, i F\/Fp, na pSenici pod djelovanjem visokih temperatura. Takoder
na pSenici, Chen i sur. (2017) su dokazali smanjenje vrijednosti parametra F,/Fp, tijekom
toplinskog i svjetlosnog stresa. Zbog djelovanja povisenih temperatura koje su u ovom
istrazivanju pracene i visokim intenzitetom svjetlosti, doslo je do fotoinhibicije uzrokovane
gubitkom ucinkovitosti primarne fotokemije $to su Lichtenthaler i Burkart (1999) ranije
potvrdili u svom istrazivanju na soji. Smanjene vrijednosti F./F, najvjerojatnije su
uzrokovane djelovanjem povisenih temperatura koje su inducirale rast vrijednosti
varijabilne fluorescencije na J koraku $to je posljedica smanjenja vrijednosti parametra F,
i porasta vrijednosti parametra Fo (Slika 23 i 24). Prema Mishra i Singhal (1992) smanjen
je fotokemijski prijenos ucinkovitosti od kompleksa za prikupljanje svjetlosti do
redukcijskog sredista.

Jedan od procjenitelja fotosintetske ucinkovitosti je gustoca aktivnih reakcijskih srediSta
(RC/CSp) koja se u ovom istrazivanju povisila s pojavom povisene temperature okoline i
Sunéeve svjetlosti §to ukazuje na to kako nije doSlo do inaktivacije odredenog broja
reakcijskih srediSta s obzirom na nastali stres. Opc¢enito, hibrid 4 je imao viSe vrijednosti
parametra RC/CSy u odnosu na hibrid 7, ali su stresni uvjeti ipak bili utjecajniji na hibrid 7
(Slika 24, Tablica 6 u Prilogu). Prema drugim istrazivanjima provedenim na psenici (Feng
i sur., 2014), biljci ¢aj (Lin i sur., 2009) i kvinoji (Fghire i sur., 2015) stresni uvjeti su
izazvali smanjenja vrijednosti parametra RC/CS, §to je direktno utjecalo na smanjenje
maksimalnog kvantnog prinosa fotosustava Il (F./Fr), povecanje apsorpcije po aktivhom
reakcijskom sredistu (ABS/RC), te na povecano rasipanje po aktivnom reakcijskom
srediStu (DIp/RC). U ovom istrazivanju provedenom na suncokretu unato¢ pojavi stresnih
uvjeta (poviSena temperatura i suviSak svjetlosti) vrijednosti parametara RC/CSy Se nisu
snizile, ali doSlo je do navedenih promjena kod parametara F./F,, ABS/RC i DIy/RC. Iz
opisanog se moze konstatirati kako postoji mogucénost da suncokret posjeduje drugaciju
reakciju obrane fotosintetskog aparata u stresnim uvjetima od drugih biljnih vrsta barem
Sto se ti¢e parametra RC/CS,.

Prijenos energije po aktivhom reakcijskom srediStu fotosustava II ¢ine parametri:
apsorpcija po aktivnom reakcijskom sredistu (ABS/RC), protok uhvacenih fotona po
aktivnom reakcijskom sredistu (TRo/RC), elektronski transport po aktivnom reakcijskom
sredistu (ET¢/RC) 1 rasipanje po aktivnom reakcijskom sredistu (DIo/RC) Cije je djelovanje
na toplinski i svjetlosni stres u usporedbi s kontrolom prikazano na Slici 25 a, b, c i d.
Parametar ABS/RC oznafava omjer molekula klorofila koje su sposobne apsorbirati
energiju i broja aktivnih reakcijskih sredista pomocu kojeg se dobiva uvid u funkcionalnu
veli¢inu antena kompleksa (Strasser i sur., 2000.). Toplinski i svjetlosni stres su znacajno
povecali vrijednosti parametra ABS/RC (Slika 25 a). Povec¢anje od oko 35 % je zabiljezeno
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kod hibrida 7 za razliku od hibrida 4 kod kojeg je postotak povecanja iznosio oko 19 % u
odnosu na prijepodnevna mjerenja $to ukazuje na smanjenje broja aktivnih reakcijskih
srediSta. Vece povecanje vrijednosti parametra ABS/RC praceno je vefim smanjenjem
vrijednosti parametra F,/Fy i veéim povisenjem vrijednosti parametra TRo/RC §to se
primjecuje na hibridu 7 (Slika 24 i 25 b). Povecanje protoka uhvacéenih fotona po aktivnom
reakcijskom sredistu (TRo/RC) kroz tilakoidne membrane nastaje zbog visokog protonskog
gradijenta uslijed Cega nastaju strukturne promjene reakcijskih ,,tihih“ srediSta pretvarajuci
violaksantin u zeaksantin pri ¢emu emitiraju energiju u obliku topline (Critchley, 2000) sto
je ujedno 1 uzrok rasta rasipanja suviska svjetlosti preko reakcijskog sredista (DIo/RC).
TRo/RC oznaCava brzinu kojom je reakcijsko srediSte uhvatilo eksciton §to izaziva
redukciju Qa do Qa (Strasser i sur., 2004). Suprotno povecanju vrijednosti parametara
ABS/RC i TR¢/RC u uvjetima djelovanja povisenih temperatura i suviska svjetlosti
vrijednosti elektronskog transporta po aktivnom reakcijskom sredistu (ETo/RC) su se
smanjile (Slika 25 a, b i ¢). Pad vrijednosti je bio izraZeniji kod hibrida 7 (postotak
smanjenja vrijednosti izmedu mjerenja prijepodne i poslijepodne za hibrid 4 iznosio je oko
13 %, a hibrida 7 oko 36 %), iako su vrijednost u uvjetima bez stresa kod oba hibrida bile
jednake. Upravo ta snizena aktivnost elektronskog transporta pod utjecajem toplinskog i
svjetlosnog stresa prikazuje smanjenu sposobnost redukcije iza primarnog akceptora
elektrona (Qa). Djelovanjem stresnih uvjeta na biljku takoder se mijenja i protok energije
kroz fotosintetski aparat §to rezultira s poveéanjem vrijednosti parametara ABS/RC i
DIo/RC (Tsimilli-Michael i sur., 2000, Lin i sur., 2009). U ovom istrazivanju, statistickom
analizom potvrdena je znacajna razlika izmedu vremena mjerenja (Tablica 7 u Prilogu),
odnosno djelovanjem toplinskog i svjetlosnog stresa doSlo je do povecanja parametra
DIo/RC zbog visoke disipacije neaktivnih reakcijskih srediSta koje je povezano sa
smanjenjem ETo/RC (Slika 25 c i d). Rasipanje po aktivnom reakcijskom sredistu (DIo/RC)
predstavlja omjer ukupne koli¢ine svjetlosti rasprSene prema broju svih aktivnih
reakcijskih srediSta koji se povecava zbog visokog rasipanja neaktivnih reakcijskih sredista
(Strasser i sur., 2000). Ve¢i broj neaktivnih reakcijskih sredista dovodi do veceg broja
fotona koja reakcijska srediSta ne mogu uhvatiti te se suviSna energije rasipa samo u obliku
topline. RasprSena (disipacijska) energija je jedna vrsta obrambenog mehanizma koji biljci
pruza zastitu od fotooksidacijskog oStecenja putem otpustanja energije u obliku topline. S
druge strane, iz rezultata ovog istrazivanja moze se primijetiti kako su neaktivna reakcijska
srediSta u uvjetima nastanka toplinskog i svjetlosnog stresa povezana sa smanjenjem
maksimalnog kvantnog prinosa fotosustava Il (F./Fm) $to je prikazano na Slici 17 i Slici
24. Takoder, po reakciji hibrida 4 i 7 na testirane uvjete stresa moze Se primijetiti da je
niska koncentracija omjera klorofila a i klorofila b (Slika 11 i 12) povezana s povisenim
vrijednostima parametara ABS/RC i DIo/RC (Slika 25 a i d) sto su ranije potvrdili Lepedus
i sur. (2009).

Indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plags) odreden je s parametrom RC/ABS koji
predstavlja omjer koncentracije klorofila reakcijskih sredista i koncentracije antena
klorofila, s parametrom TRo/Dly s pomocu kojeg se utvrduje omjer protoka uhvacenih
fotona i rasipanja energije te s parametrom ETo/(TRo-ETy) Kkoji ukazuje na transport
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elektrona dalje od primarnog akceptora Qa (Strasser i sur., 2004). U ovom istrazivanju,
o¢ekivano je zabiljeZzen pad vrijednosti svih navedenih parametara u uvjetima stresa
Izazvanog povisenim temperaturama i suviskom svjetlosti (Slika 26 a, b, ¢ i d) §to je i
potvrdeno statistickom analizom. Prema vrijednostima testiranih hibrida vidljivo je kako je
snizene vrijednosti parametara RC/ABS, TRo/Dlo, ETo/(TRo-ETp) i Plags bile izrazenije
(Slika 26 a, b, c i d). Parametar Plags Se bazira na apsorpciji svjetlosne energije i njegova
znaCajna razlika zabiljeZzena je u uvjetima stresa kod oba hibrida, s tim da je hibrid 4 i u
uvjetima bez stresa i sa stresom imao vecée vrijednosti Plags. U toplinskom i svjetlosnom
stresu vrijednost Plags se smanjila za oko 73 % kod hibrida 4, odnosno za oko 91 % kod
hibrida 7. Smanjene vrijednosti parametra Plags ovise o parametru ETo/RC zbog smanjene
sposobnosti redukcije iza primarnog akceptora elektrona (Qa). Nadalje, parametri F,/Fp, i
Plags se vrlo Cesto koriste u istrazivanjima ucinka stresa na biljke kao pokazatelji
uc¢inkovitosti fotosintetskog aparata, pri ¢emu se preko parametra Plags koji prikazuje
vitalnost biljke dobiva bolji uvid u fiziolosko stanje biljke.
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5.3. Utjecaj toplinskog i svjetlosnog stresa na fotosintetske proteine

Cetiri proteinska kompleksa su odgovorna za odvijanje primarnih reakcija fotosinteze, a
¢ine ih fotosustav |1, citokrom b6f, fotosustav | i F-ATP-aza (Nelson i Benn-Shem, 2005).
Kako bi $to detaljnije ispitali lanac transporta clektrona za potrebe ovog istrazivanja,
semikvantitativnom metodom ispitani su fotosintetski proteini: Lhc2 tip Il (Lhcb2), D1
protein fotosustava II, C terminala (PsbA), citokrom f protein (petA), tilakoidnog
kompleksa Cyt b6f (Cyt f) i velika podjedinica (LSU) enzima ribuloza-1,5-bisfosfat
karboksilaza/oksigenaza (Rubisco). Abiotski ¢imbenici Cesto izazivaju nepovoljne
promjene strukture i aktivnosti proteina te destabilizaciju stani¢nih membrana (Gill i
Tuteja, 2010). Oksidacija proteina, uz brojne promjene drugih stani¢nih funkcija koje su
uzrokovane pojavom stresa, dovode do smanjene preciznosti i ucinkovitosti razli¢itih
biokemijskih procesa (Dalle-Donne i sur., 2003).

Antene kompleksa za prikupljanje svjetlosti fotosustava II (LHCII) smjeStene su u
tilakoidnoj membrani kloroplasta. LHCII je graden kao trimer proteina Lhcbl, Lhcb2 1
Lhcb3 i tri manja monomerna kompleksa Lhcb4, Lhcb5 i Lhcb6 (Lehninger, 2008).
Glavnu proteinsku strukturu LHCII ¢ine Lhcb2 proteini koji vezu 45 — 60 % molekula
pigmenata (klorofila a, b i karotenoida), odnosno LHCII sadrzi gotovo sav klorofil b i
polovinu Chl a+b pigmenata. Posljedi¢no, promjene u akumulaciji LHCII o¢ituju Se na
koncentraciju Chl a/b, te se zbog toga prema Busheva i sur. (1991) omjer klorofila smatra
indikatorom razine LHCII. Opcenito, protein LHCII je vrlo bitan u brzini prilagodbe
biljaka na promjene intenziteta svjetlosti pri ¢emu dolazi do razli¢ite relativne akumulacije
proteina u biljkama i do promjena u organizaciji i poziciji antena. Na ovaj nacin biljke
istovremeno reguliraju apsorpciju svjetlosti 1 nefotokemijsko rasipanje suviSka
ekscitacijske energije. U prijepodnevnim mjerenjima hibridi 4 i 7 su imali nizu razinu
fotosintetskog proteina Lhcb2. U poslijepodnevnim satima kada su na biljke suncokreta
djelovali toplinski i svjetlosni stres razina Lhch2 se povisila (Slika 27 a). Visu razinu
proteina Lhcb2 pod djelovanjem stresa u odnosu na hibrid 4 je imao hibrid 7. Budu¢i da je
razina proteina Lhcb2 povezana s omjerom klorofila a i b moze se primijetiti kako je hibrid
4 u odnosu na hibrid 7 imao veéu koncentraciju Chl a/b i nizu razinu proteina Lhch2 u
uvjetima toplinskog i svjetlosnog stresa (Slika 15 i Slika 27 a). Visu razinu proteina Lhcb2
na pSenici u uvjetima toplinskog i svjetlosnog stresa potvrdili su i Chen i sur. (2017).
Relativna akumulacija proteina Lhcb2 se osim s koncentracijom omjera klorofila a i b
moze povezati i s fotosintetskim parametrima ABS/RC 1 DIo/RC $to su dokazali Lepedus i
sur. (2009). Autori su iznijeli kako smanjeni omjer koncentracija Chl a/b upuéuje na
povisenje razine antena kompleksa fotosustava Il koji povisuju apsorpciju svjetlosti §to
rezultira prezasi¢enjem fotosustava Il elektronima i prilagodbom reakcijskih sredista u
raspr$na srediSta. Navedeno je potvrdeno i u rezultatima ovog eksperimenta kroz vise
vrijednosti parametara ABS/RC i DIo/RC (Slika 25 a i d) kod hibrida 7 koji je u odnosu na
hibrid 4 imao nizi omjer Chl a/b (Slika 15).
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Jedan od glavnih ¢lanova reakcijskih sredista fotosustava II je transmembranska
podjedinica protein D1 (kodiran genom psbA) koji je ujedno i komponenta kompleksa
fotosustava Il koja je najosjetljivija na okolisne stresore (Li i sur., 2016). Su i sur. (2014)
su utvrdili da je protein D1 ciljano mjesto djelovanja toplinskog i svjetlosnog stresa.
Takoder potvrdeno je kako toplinski i/ili svjetlosni stres poti¢u nastanak ROS-ova u
tilakoidnim membranama koje unistavaju djelovanje D1 proteina (Yamamoto i sur., 2008).
Iako su druga istrazivanja potvrdila smanjenje razine proteina D1 tijekom utjecaja
toplinskog i svjetlosnog stres u kombinaciji (Yamamoto i sur., 2008, Su i sur., 2014), u
ovom istrazivanju to nije potvrdeno. Naime, prema vrpcama proteina D1 prikazanim na
Slici 27 b moze se primijetiti povisenje razine proteina D1 u uvjetima stresa, pri cemu se
povisenje vise odrazilo na hibrid 4. Chen i sur. (2017) su u istrazivanju na pSenici utvrdili
visi pad razine proteina D1 nakon trosatnog izlaganja biljaka toplinskom i svjetlosnom
stresu nego nakon jednosatnog izlaganja Sto su autori opisali kao kasni odgovor biljke na te
uvjete koji mogu objasniti nastanak fotoinhibicije. Kako su se relativhe akumulacije D1
proteina kod oba testirana hibrida suncokreta povisile u stresu moze se pretpostaviti kako
ROS-ovi nisu utjecali na ostecenje D1 proteina, odnosno da su sustavi djelomi¢no sprijecili
oksidacijsko ostecenje stanica. Dokazano je kako na razinu proteina D1 veci utjecaj od
temperature ima intenzitet svjetlosti. Visi intenzitet svjetlosti uzrokuje povecanu
fosforilaciju proteina (Guo i sur., 2009). Novije pretpostavke su kako visoka reaktivnost
D1 proteina u nepovoljnim uvjetima suviska svjetlosti nije tek puka posljedica
fotoinhibiraju¢ih procesa ve¢ da je u funkciji zaStite fotosustava I od prevelikog toka
elektrona generiranog u fotosustavu II koje moze dovesti do potencijalnog oksidacijskog
oStecenja (Jarvi i sur., 2015). Tome u prilog govori i istrazivanje Vojta i sur. (2015) koje
potkrepljuje paralelno postojanje i djelovanje razli¢itih ruta protoka elektrona u lancu
transporta elektrona, a za svrhu imaju prevenciju prekomjernog stvaranja ROS-ova.

Uz D1 protein, na dnevne fluktuacije u promjeni temperatura i osvjetljenja reagiraju jos 1
proteini kompleksa citokrom b6f. Membranski proteinski kompleks citokrom b6f poznat je
zbog svoje funkcije povezivanja fotosustava | i fotosustava Il elektronskim vezama
(Cramer i sur., 2008). Ovaj kompleks je po gradi dimer koji se sastoji od Cetiri velike
(citokrom b6, citokrom f, Rieske-Zeljezo sumporni protein i podjedinica VI) i Cetiri male
(PetG, PetL, PetM i PetN) podjedinice (Baniulis i sur., 2011). Za potrebe ovog istraZivanja
koristen je citokrom f protein. U istrazivanju hibrida suncokreta tijekom prijepodnevnih
sati hibrid 4 imao je nizu relativnu akumulaciju proteina Cyt f u odnosu na hibrid 7.
Suprotno tome, tijekom djelovanja toplinskog i svjetlosnog stresa u hibridu 4 akumulirano
je vise proteina Cyt f u odnosu na akumulaciju u hibridu 7 (Slika 27 c). Navedeno proizlazi
iz ¢injenice kako se biljke na visoki intenzitet svjetlosti prilagodavaju povecavajuéi sintezu
proteina Cyt f (Evans, 1987) pri ¢emu je relativna akumulacija proteina Cyt f u uvjetima
(Bjorkman, 1981). Visu razinu proteina Cyt f u uvjetima povisenog intenziteta svjetlosti
potvrdili su i Yamori i sur. (2010) na smreci te Pavlovi¢ i sur. (2016) na listovima duhana.
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lako je ucinkovitost fotosinteze smanjena pod djelovanjem toplinskog i svjetlosnog stresa,
iz rezultata se moze primijetiti kako je provodljivost puci bila u funkciji, odnosno
pretpostavlja se kako su puci bile otvorene i provodile funkciju difuzije CO; §to se odrazilo
na aktivaciju enzima ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza poznatog pod nazivom
Rubisco. Opcée je poznato kako difuzija CO, i aktivnost Rubisco-a u procesu RuBP
(ribuloza-1,5-fosfat) karboksilacije utjecu na fotosintetsku brzinu. Rubisco u velikoj mjeri
utjeCe na ucinkovitost fotosustava II 1 relativni transport elektrona preko fiksacije
ugljikovog dioksida (Cheng i sur., 2001), a graden je od osam velikih podjedinica koje su
kodirane u kloroplastnoj DNA te osam malih podjedinica kodiranih u nukleinskoj DNA.
Takoder, Rubisco koji se razgraduje tijekom senescencije listova (Parry i sur., 1997), ¢ini
preko 50 % ukupnih proteina u listovima biljaka. U ovom istrazivanju, razina Rubisco-a
tijekom djelovanja povisenih temperatura i suviska svjetlosti se vrlo malo razlikovala u
hibridima suncokreta 4 i 7, odnosno ostala je gotovo podjednaka razini koja je bila u
uvjetima bez stresa (Slika 27 d) sto takoder moze ukazivati na snizenu koli¢inu ROS-ova
koji inace utjeCe na degradaciju i fragmentaciju enzima Rubisco. Da visoke temperature i
suvisak svjetlosti u podne nisu utjecale na promjenu akumuliranog enzima Rubisco utvrdili
su i Mlinari¢ i sur. (2016). Suprotno tim rezultatima, Chen i sur. (2017) kao i Zivcak i sur.
(2015) su dokazali deaktivaciju Rubisco-a u uvjetima toplinskog i svjetlosnog stresa.

87



Rasprava

5.4. Urod zrna suncokreta pod djelovanjem toplinskog i svjetlosnog
stresa

Posljedice djelovanja toplinskog i svjetlosnog stresa na biljke tijekom reproduktivnog
razvoja se prema Feng i sur. (2014) primje¢uju po smanjenoj stopi fotosinteze i
preuranjenoj senescenciji Sto direktno utjee na smanjenje uroda zrna kroz indukciju
peludne starosti 1 abortusa sjemena. Posljedice se o€ituju 1 na tezinu sjemena, ispunjenost
ljuske endospermom, kvalitetu i sami urod zrna. Takoder, pojava stresnih prilika uzrokuje
promjene u trajanju pojedinih vegetativnih i generativnih faza rasta i razvoja biljaka §to je
direktno povezano s formiranjem zrna (Akter i Islam, 2017). Glavni ¢imbenik pomocu
kojeg se odreduje komercijalni uspjeh nekog usjeva je urod zrna koji ovisi i o
karakteristikama genotipa, okolini i njihovoj interakciji (Balali¢ i sur., 2012, Hussain i sur.,
2018). Upravo to ostvarenje viSeg uroda kulture omogucava veéu zaradu i veéi prihod za
sjemenare i uzgajivace (Saleem ud Din i sur., 2014).

Iako su Kovacevi¢ i sur. (2017) dokazali kako su parametri fotosintetske ucinkovitosti
dobar prediktor agronomskih osobina u ranoj fazi rasta pSenice, to u ovom istrazivanju nije
bio slu¢aj. Naime, iz prikazanih rezultata moze se primijetiti kako parametri F/F i Plags
nisu imali utjecaj na koli¢inu uroda zrna, odnosno bili su neovisni jedan o drugome (Slika
17,18, 241 26 d). Hibrid 4 i 7 nisu se statisticki zna¢ajno razlikovali po urodu zrna (4,35 i
4,42 t/ha; Slika 19), iako su u toplinskom i svjetlosnom stresu vrijednosti parametara F,/Fn,
I Plags za hibrid 4 bile vece od vrijednosti hibrida 7 (Tablica 3 i 6 u Prilogu) $to ukazuje na
to da iako je funkcija fotosintetskog aparata kod hibrida 7 naruSena, to se nije statisticki
znacajno odrazilo na urod zrna. Da vrijednosti parametra Plags U uvjetima kratkotrajne
suse takoder nisu utjecale na urod zrna utvrdili su i Kovacevi¢ i sur. (2015) na je¢mu.
Suprotno tim rezultatima, niska, ali statisti¢ki znacajna korelacija izmedu Plags i uroda
zrna ustanovljena je na biljkama kukuruza (Frani¢ i sur., 2015), dok je kod pSenice urod
zrna bio u pozitivnoj korelaciji s parametrom F,/F,, (Araus i sur., 1998). S druge strane,
Liovi¢ i sur. (2017) su dokazali utjecaj vremenskih prilika kako na urod zrna, tako i na
sadrzaj 1 urod ulja. Vremenske prilike tijekom vegetacijskog uzgoja suncokreta mogu
smanjiti urod zrna za 1 — 3 t/ha (Mijji¢ i sur., 2012) ovisno o vremenskoj situaciji §to se
moze izbjeéi odabirom hibrida za sjetvu prilagodenim za odredene uvjete uzgoja (Simic¢ i
sur., 2008b).
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Na osnovi provedenog istrazivanja koje je ukljucivalo utjecaj toplinskog i svjetlosnog
stresa na fotosintetsku ucinkovitost u listovima hibrida suncokreta moze se zakljuciti
sljedece:

1. Analiziranjem biokemijskih parametara i fotosintetske ucinkovitosti u fazi cvatnje
te agronomskog svojstva uroda zrna, utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu
istrazivanih hibrida suncokreta pri ¢emu su hibridi pokazali razli¢itu osjetljivost na
okolisni stres uzrokovan poviSenim temperaturama i suviSkom svjetlosti kao i
razli¢it genetski potencijal za rodnost.

2. Svi istrazivani parametri u testiranim hibridima pokazali su velike fluktuacije
vrijednosti, kao i1 nedostatak jasno uocljive opée pravilnosti u uvjetima bez
djelovanja stresa i tijekom djelovanja toplinskog i svjetlosnog stresa.

3. U ispitivanim hibridima suncokreta nije se mogla utvrditi nikakva pravilnost u
ponaSanju parametara relativni sadrzaj vode (RWC) i razine lipidne peroksidacije
(TBARS), kao glavnih pokazatelja stresa uzrokovanog povisenim temperaturama i
suviskom svjetlosti, i parametara fotosintetske ucinkovitosti (maksimalni kvantni
prinos fotosustava Il — F,/Fp, i indeks fotosintetske u¢inkovitosti — Plags).

4. Toplinski i svjetlosni stres rezultirali su smanjenjem ukupne i specifi¢ne aktivnosti
enzima gvajakol peroksidaze (GPOD) u hibridima suncokreta, dok se koncentracije
topljivih proteina u stresnim uvjetima nisu znacajno mijenjale. Iz ovog se moze
zakljuciti kako GPOD nije glavni antioksidacijski enzim u listovima suncokreta
odgovoran za obranu stanice u ispitivanim uvjetima djelovanja toplinskog i
svjetlosnog stresa.

5. Ucinci poviSenih temperatura 1 suviska svjetlosti doveli su do promjena u
koncentracijama fotosintetskih pigmenata. Vecina hibrida suncokreta je reagirala s
poveéanjem koncentracija klorofila a, klorofila b, ukupnih klorofila a i b te ukupnih
karotenoida, dok su se omjeri klorofila a i b te omjer ukupnih klorofila a i b i
ukupnih karotenoida ve¢inom smanjili. 1z ovog se opcenito moze zakljuciti kako
modulacija sadrZaja fotosintetskih pigmenata u ispitivanim hibridima suncokreta
predstavlja jedan od mehanizama prilagodbe na uvjete toplinskog i svjetlosnog
stresa.

6. Za detaljno istrazivanje biokemijskih mehanizama regulacije ucinkovitosti
fotosustava Il u uvjetima djelovanja toplinskog i svjetlosnog stresa tijekom ranih
poslijepodnevnih sati odabrana su dva hibrida (4 1 7) koji su pokazali razli¢ito
grupiranje temeljem istrazivanih fizioloskih i biokemijskih parametara. lako su oba
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odabrana hibrida tijekom djelovanja toplinskog i svjetlosnog stresa reagirali
smanjenjem vrijednosti maksimalnog kvantnog prinosa fotosustava Il (F./Fr), kod
hibrida 7 ta je vrijednost pala ispod 0,75 (relativna jedinica), Sto ukazuje na
ostecenje fotosustava II u smislu narusavanja njegove primarne fotokemije.
Takoder, u stresnim uvjetima dolazi i do znac¢ajnog smanjenja vrijednosti indeksa
fotosintetske ucinkovitosti (Plags), koje je izraZzenije kod hibrida 7 u odnosu na
hibrid 4, a Sto dodatno potvrduje slabiju toleranciju fotosintetskog aparata ovog
hibrida na opisane stresne uvjete.

. Apsorpcija svjetlosti po aktivhom reakcijskom sredistu (ABS/RC) znacajno se
povecala kod oba ispitivana hibrida u uvjetima stresa, Sto sa smanjenjem omjera
koncentracija klorofila a i b govori o porastu veli¢ine antena fotosustava II.
Medutim, poviSenje vrijednosti ovog parametra bilo je znatno izrazenije kod
hibrida 7. Razlog ovakvoj reakciji lezi u ve¢em potencijalu relativnu akumulacije
proteina za prikupljanje svjetlosti (Lhcb2) kod hibrida 7 u odnosu na hibrid 4.

Takoder, hibrid 7 pokazao je jaCe izrazen porast protoka uhvacenih fotona po
aktivnom reakcijskom sredistu (TRo/RC) i u uvjetima bez stresa i sa stresnim
uvjetima, nego hibrid 4, Sto govori o vecoj sposobnosti njegovih reakcijskih
srediSta za iskoriStenje apsorbirane svjetlosne energije. lako su oba hibrida
pokazala dobar kapacitet relativne akumulacije proteina D1 u uvjetima stresa,
hibrid 4 je pokazao slabiju dinamiku izmedu razgradnje i biosinteze proteina D1, u
odnosu na hibrid 7, Sto je vidljivo iz razine proteina D1 u jutarnjim satima koja
pokazuje puno slabiju relativnhu akumulaciju ovog proteina u hibridu 4 u periodu
nakon stresa, tj. oporavka tijekom noci.

. Porast veli¢ine antena fotosustava II (ABS/RC) i protoka uhvacenih fotona po
aktivnom reakcijskom srediStu (TRo/RC) nuzno dovode do povecanog dotoka
elektrona u lanac za prijenos elektrona, uslijed ¢ega dolazi do njegovog
prekomjernog zasi¢enja Sto se ogleda u padu vrijednosti parametra transport
elektrona dalje od primarnog akceptora Qa (ETo/(TRo-ETp)), te u konacnici i u
snizenju vrijednosti indeksa fotosintetske ucinkovitosti (Plags). lako je pad
vrijednosti parametra ETo/(TRo-ETo) vidljiv kod oba istrazivana hibrida, izraZeniji
je kod hibrida 7. Analiza akumulacije glavnih proteina koji reguliraju fotosintetski
tok elektrona (Rubisco LSU i citokrom f) pokazala je kako se uzrok ovoj razlici
regulacije prijenosa elektrona nalazi na razini kompleksa citokrom bef, a ne na
razini funkcioniranja Calvin-Bensonovog ciklusa. Razine relativne akumulacije
velike podjedinice enzima Rubisco (Rubisco LSU) nisu se mijenjale tijekom
perioda stresa kod oba istrazivana hibrida, dok je protein citokrom f pokazao
snaznu akumulaciju tijekom perioda stresa. Ipak, akumulacija je bila znatno slabija
kod hibrida 7, u odnosu na hibrid 4, $to je razlog za izrazeniji pad vrijednosti
parametra ETo/(TRo-ETp) kod hibrida 7.
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10.

11.

12.

13.

Smanjenje kapaciteta lanca za prijenos elektrona dalje od primarnog akceptora Qa
(ETo/(TRo-ETyp)) posljedi¢no uzrokuje prekomjernu redukciju fotosustava II. Porast
vrijednosti parametra varijabilna fluorescencija na J koraku (V;) kod hibrida 4i7 u
stresnim uvjetima ukazuje na inhibiciju prijenosa elektrona s vezanog plastokinona
(Qa) do slabo vezanog plastokinona (Qg), zbog cega dolazi do akumulacije
reduciranog oblika vezanog plastokinona i do smanjenja elektronskog transporta po
reakcijskom sredistu (ETo/RC) fotosustav Il. lako je opisani mehanizam vidljiv kod
oba istrazivana hibrida, jace je izrazen kod hibrida 7, koji je pokazao i jacu
inhibiciju elektronskog transporta po reakcijskom sredistu (ETo/RC) od hibrida 4,
te u konacnici i nize vrijednosti indeksa fotosintetske u¢inkovitosti (Plags).

Zastitni mehanizam protiv prekomjerne redukcije fotosustava Il koji se u
kloroplastima aktivira u uvjetima toplinskog i svjetlosnog stresa, prvenstveno sa
svrthom =zastite proteina D1 od razgradnje, jest rasipanje suviSska apsorbirane
svjetlosti u obliku topline (DIo/RC). Ovaj parametar pokazuje porast kod oba
istrazivana hibrida, ali je znatno viSe izrazen kod hibrida 7, $to objasnjava i njegovu
bolju koordinaciju dinamike razgradnje i biosinteze proteina D1 u odnosu na hibrid
4,

Iz prikazanih rezultata sinergijskog djelovanja toplinskog i svjetlosnog stresa moze
reagirao s nizim relativnim sadrzajem vode u listu, s nizom ukupnom i specifi¢nom
aktivno$¢u enzima gvajakol peroksidaza, s razlikom u udjelu suhe tvari, s nizom
koncentracijom klorofila a, s nizom koncentracijom ukupnih klorofila, s nizom
koncentracijom ukupnih karotenoida, s nizim omjerom klorofila a i b te s vis§im
omjerom ukupnih klorofila a i b i ukupnih karotenoida. Takoder, kod hibrida 7
uoCene su izrazenije promjene u vrijednostima parametara fotosinteze i
fotosintetskih proteina u odnosu na hibrid 4. Sve navedene razlike ukazuju na
prisutnost varijabilnosti genetski uvjetovane reakcije testiranih hibrida suncokreta
na povisene temperature i suvisak svjetlosti.

Urod zrna suncokreta se bez obzira na sve utvrdene razlike u prilagodbi na stresne
uvjete izmedu hibrida 4 1 7 nije statisticki znacajno razlikovao. 1z ovog se moze
zakljuciti kako je ekoloSka valencija suncokreta kao vrste dovoljno velika za
adekvatnu kompenzaciju razine toplinskog i svjetlosnog stresa koja je opisana u
ovom istrazivanju.

Prikazani rezultati ovog istrazivanja koji opisuju utjecaj toplinskog i1 svjetlosnog stresa u
kombinaciji mogu se koristiti za potrebe provodenja oplemenjivanja suncokreta pri
povecanju tolerancije genotipova na abiotske stresore. Naime, ovo istrazivanje ce
doprinijeti oplemenjivac¢ima prilikom kreiranja linija, odnosno hibrida suncokreta koji ¢e
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posjedovati toleranciju na okoliSne stresore, prvenstveno poviSenu temperaturu i suvisak
svjetlosti, ali bi moglo biti korisno i za proucavanje djelovanja drugih okoli$nih stresora.
Takoder, istrazivanje ¢e doprinijeti odredivanju faze razvoja suncokreta najpogodnije za
povezivanje fizioloSkih i biokemijskih parametara s agronomskim. Postizanje vece
tolerancije genotipova na okoliSne stresore uvelike ¢e doprinijeti razvoju stabilnih i
adaptabilnih genotipova koji bi mogli rezultirati s ve¢im urodom zrna i sadrzajem ulja §to
je i krajnji ekonomski cilj proizvodnje ove poljoprivredne kulture.
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Sazetak

Suncokret (Helianthus annuus L.) je poljoprivredna ratarska kultura koja djelomi¢no dobro
podnosi utjecaj abiotskih ¢imbenika u odnosu na druge ratarske kulture. Unato¢ tome,
abiotski ¢imbenici mogu negativno utjecati na rast i razvoj suncokreta te izazivati njegovu
smanjenu produktivnost i reprodukcijsku sposobnost. Sinergijsko djelovanje toplinskog i
svjetlosnog stresa u dosadaSnjim istraZivanjima nije u potpunosti razjaSnjeno. Iz tog
razloga, ciljevi ovog istrazivanja bili su utvrditi razlike izmedu istrazivanih hibrida
suncokreta u fazi cvatnje po vrijednostima parametara fotosintetske ucinkovitosti te
biokemijskih parametara stresa, $to bi trebalo posluziti kao indikator prilikom utvrdivanja
tolerantnosti 1 rodnosti hibrida u stresnim uvjetima uzgoja uzrokovanih povisenim
temperaturama i suviskom svjetlosti. Takoder je cilj bio istraziti razlike izmedu dva
odabrana hibrida razli¢itih fizioloskih i biokemijskih karakteristika u mehanizmima
regulacije u¢inkovitosti fotosustava Il u uvjetima okoliSnog stresa uzrokovanog povisenom
temperaturom i suviSkom svjetlosti.

U svrhu istrazivanja provedene su fizioloske 1 biokemijske analize, ispitana je fotosintetska
uéinkovitost na listovima osam hibrida suncokreta te je utvrdeno agronomsko svojstvo
urod zrna. IstraZivanje je provedeno u poljskim uvjetima u fazi cvatnje na odabranim
biljkama iz srednja dva posijana reda. Obuhvacalo je procjenu reakcija biljaka suncokreta
na uvjete toplinskog i svjetlosnog stresa pomocu analiza za odredivanje relativnog sadrzaja
vode u listovima, razine lipidne peroksidacije, ukupne i specificne aktivnosti enzima
gvajakol peroksidaze, koncentracije topljivih proteina, udjela suhe tvari i koncentracija
fotosintetskih pigmenata. Nadalje, odredeni su i fotosintetska ucinkovitosti pomocu
metode polifaznog rasta fluorescencije klorofila a, relativna akumulacija proteina
kompleksa za sakupljanje svjetlosti fotosustava Il Lhcb2, D1 fotosustava I, citokrom f i
velika podjedinica Rubisco-a te urod zrna suncokreta. Sve navedene analize su provedene
na uzorcima uzorkovanim u prijepodnevnim (uvjeti bez stresa) i poslijepodnevnim satima
(toplinski i svjetlosni stres).

Iz provedenih analiza utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu istraZivanih hibrida
suncokreta pri ¢emu su hibridi pokazali razli¢itu osjetljivost na okolisni stres uzrokovan
povisenim temperaturama i suviskom svjetlosti kao i razli¢it genetski potencijal za rodnost.
Ujedno su potvrdene i velike fluktuacije u vrijednostima svih ispitanih parametara u
uvjetima bez djelovanja stresa te tijekom djelovanja toplinskog i svjetlosnog stresa. Porast
temperatura i intenziteta svjetlosti u ranim poslijepodnevnim satima doveli su do promjena
u fluorescenciji klorofila a $to je rezultiralo oSteCenjem fotosintetskog aparata na svih
osam testiranih hibrida ukljucujuéi i klaster analizom odabrana dva hibrida suncokreta za
daljnje istrazivanje. Odabrana dva hibrida su razli¢ito reagirala na stres pri ¢emu je kod
hibrida 4 prema vrijednostima maksimalnog kvantnog prinosa fotosintetski aparat ostao
funkcionalan unato¢ djelovanju poviSenih temperatura i suviska svjetlosti, u odnosu na
hibrid 7 kod kojeg snizena vrijednost maksimalnog kvantnog prinosa ukazuje na smanjenu
funkciju fotosintetskog aparata. To potvrduju i vrijednosti parametra indeks fotosintetske
ucinkovitosti u stresnim uvjetima. lako je pomoc¢u parametara fluorescencije klorofila a u
uvjetima djelovanja povisenih temperatura i osvjetljenja potvrdena slabija sposobnost
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elektronskog transporta, vrijednosti fotosintetskog proteina velike podjedinice Rubisco u
stresu su ostale podjednake onima bez djelovanja stresora. U uvjetima djelovanja
toplinskog i svjetlosnog stresa potvrdena ja visa relativna akumulacija proteina Lhch2, D1
i citokroma f. Iz prikazanih rezultata sinergijskog djelovanja toplinskog i svjetlosnog stresa
se nije razlikovao izmedu hibrida 4 1 7 bez obzira na sve utvrdene razlike u prilagodbi na
stresne uvjete. Sve navedene razlike ukazuju na prisutnost varijabilnosti genetski
uvjetovane reakcije testiranih hibrida suncokreta na povisene temperature i suviSak
svjetlosti. Prikazani rezultati ovog istrazivanja koji opisuju utjecaj toplinskog i svjetlosnog
stresa u kombinaciji mogu se koristiti za potrebe provodenja oplemenjivanja suncokreta sa
svrhom povecanja otpornosti genotipova na abiotske stresore.
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Summary

The sunflower (Helianthus annuus L.) is one of the crops which is relatively good at
tolerating the effects of abiotic factors in comparison to other crops. Nevertheless, abiotic
factors can negatively affect the growth and development of sunflower decreasing
productivity and reproductive ability. Synergic effect of heat and light stress has still not
been fully clarified in previous researches. The aims of this research were to determine the
differences between investigated sunflower hybrids in photosynthetic efficiency and
biochemical stress parameters during the flowering stage which could serve as an indicator
for hybrid tolerance and yield potential in elevated temperatures and excess light induced
stress conditions. Also, the aim was also to investigate the differences in the regulatory
mechanisms of the photosystem Il efficiency between two chosen hybrids with different
physiology and biochemical characteristics which were subjected to environmental stress
caused by elevated temperatures and excess light.

For the purpose of this research, physiologic and biochemical analyses were made,
photosynthetic efficiency on eight sunflower hybrid leaves was tested, and yield was
determined. The research was conducted in field conditions during the flowering stage on
plants chosen from the middle two trial plot rows. It included the assessment of sunflower
plants’ reaction to heat and light stresses by determining the relative water content in
leaves, lipid peroxidation, total and specific guaiacol peroxidase enzyme activity, soluble
protein concentration, dry matter content and photosynthetic pigment concentration.
Photosynthetic efficiency was also determined by the polyphase growth of chlorophyll a
fluorescence method. Furthermore, the relative accumulation of protein complex for light
harvesting in photosystem Il Lhcb2, D1 of photosystem Il, cytochrome f, and large
Rubisco subunit, as well as seed yield, were determined. All of the mentioned analyses
were conducted on samples collected in the morning (no stress conditions) and afternoon
hours (heat and light stress).

Conducted analyses indicated statistically significant differences between tested sunflower
hybrids considering their sensitivity to environmental stress effects caused by elevated
temperatures and excess light, as well as differences in their genetic yield potential. At the
same time, large fluctuations of all investigated parameters were determined when
comparing conditions without and with heat and light stress. The temperatures and light
intensity increase in early afternoon hours led to changes in chlorophyll a fluorescence
which resulted in reduction in efficiency of the photosynthetic apparatus in all eight tested
hybrids. Moreover, two hybrids chosen by the cluster analysis for further investigations
reacted differently to stress. According to maximum quantum yield values, the
photosynthetic apparatus of hybrid 4 remained in function despite elevated temperatures
and excess light, whereas reduced maximum quantum vyield in hybrid 7 implies damaged
photosynthetic apparatus. This was further confirmed by the values of photosynthetic
efficiency index in stressful conditions. Although chlorophyll a fluorescence values
determined during elevated temperature and excess light conditions prove that electron
transport ability was weaker, Rubisco large subunit values during stress remained almost
the same as in no stress conditions. The occurrence of higher Lhcb2 protein, D1 and
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cytochrome f relative accumulation was also proven in heat and light stress conditions. The
results of the synergistic effects of heat and light stress on the two selected hybrids lead to
the conclusion that hybrid 7 is more sensitive than hybrid 4. Despite the differences in
adaptation to stressful conditions between hybrids 4 and 7, there was no significant
difference in their seed yield. Determined differences between those hybrids indicate the
variability of the genetically conditioned reaction of tested sunflower hybrids to elevated
temperatures and excess light. The results of this research, which describe the effects of
heat and light stress in combination, can be used for the purposes of sunflower breeding
programmes which aim to increase genotypes’ resistance to abiotic stressors.
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Tablica 3. Srednje vrijednosti i standardne devijacije istrazivanih parametara hibrida suncokreta izra¢unate iz dobivenih vrijednosti mjerenja
tijekom prijepodnevnih i poslijepodnevnih sati.

Vrijeme
mjerenja/ Hibrid 1 Hibrid 2 Hibrid 3 Hibrid 4 Hibrid 5 Hibrid 6 Hibrid 7 Hibrid 8
Hibrid

Relativni sadrzaj vode u %

Prijepodne 65,53 +223 73234237 6551 +421 67,95+245 70,11+£2,32 7128+3,04 6458+2,09 67,49 +3,12
Poslijepodne 66,52 +3,53 67,71 +5,85 6747+4,12 6520+3,40 70,77+1,84 65,89+2,73 58,73+£2,90 60,19+ 3,49
Razina lipidne peroksidacije u nmol g svjeze tvari
Prijepodne 9,85+0,39 8,64 £ 0,46 7,30+ 0,71 7,20 +£0,81 7,63 +£0,51 8,24 £ 0,44 9,34+ 0,23 8,27 +0,84
Poslijepodne 8,12 +£0,40 8,51 £042 8,11 £0,41 7,68 £0,36 7,83 £0,31 8,35+ 043 9,89 + 0,30 9,18 £0,97
Ukupna aktivnost enzima gvajakol peroksidaza u min™ g™ svjeze tvari

Prijepodne 56,49 +540 6294+351 89,88+10,28 72,14+4,31 80,09+8,55 59,26+2,18 60,01 +4,35 46,02+ 7,86
Poslijepodne 36,27 +2,70 47,83+2,49 7533+6,78 66,86+3,58 6597+8,52 4494+2,69 42,15+325 2920+345

Specifi¢na aktivnost enzima gvajakol peroksidaza AA min™ mg™* svjeze tvari

Prijepodne 1,38+0,20 0,96+ 0,11 1,81 £0,26 1,86 £ 0,22 1,69+ 0,11 0,95+0,12  0,99+0,10 1,09+ 0,21
Poslijepodne  0,90+0,14 0,76 + 0,06 1,47+ 0,17 1,43 +0,10 1,60+0,23  0,73+0,06 0,71 £0,06 0,67+0,11

Koncentracija topljivih proteina u mg g™ svjeze tvari

Prijepodne 41,46 £ 6,44 66,24+528 4991+2,00 39,02+3,45 4729+451 63,14+536 61,03+6,20 44,93 +£6,40
Poslijepodne 41,28 £6,85 62,93+592 51,42+288 47,01+£4,72 41,75+£6,03 61,35+2,26 59,19+3,02 44,81 +2,54

Suha tvar u %

Prijepodne 21,52+0,16 19,59+0,26 19,21+0,09 19,80+0,77 18,77+0,17 20,32+0,11 21,95+0,14 17,18+0,44
Poslijepodne 19,36 + 0,18 19,22+0,22 20,83+0,54 20,28+0,19 20,85+0,25 19,93+0,22 20,74+0,13 20,39+ 0,18

Urod zrna u t/ha
2013. godina 3,97 £ 0,09 5,06 £0,51 5,00+ 0,19 4,35+0,51 4,65 +0,27 4,75 + 0,40 4,42 +£0,28 4,79 £ 0,43
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Tablica 4. Srednje vrijednosti i standardne devijacije istrazivanih parametara hibrida suncokreta izra¢unate iz dobivenih vrijednosti mjerenja
tijekom prijepodnevnih i poslijepodnevnih sati.

Vrijeme
mjerenja/ Hibrid 1 Hibrid 2 Hibrid 3 Hibrid 4 Hibrid 5 Hibrid 6 Hibrid 7 Hibrid 8
Hibrid
Klorofil a u mg g™ svjeze tvari

Prijepodne 1,36 £ 0,01 1,43 £0,01 1,33 £ 0,04 1,38 £ 0,01 1,47 £ 0,04 1,55+0,03 1,46 £ 0,02 1,08 +£0,02

Poslijepodne 1,38 £0,02 1,47 £0,04 1,40 = 0,07 1,49 + 0,03 1,49 £ 0,04 1,51 £0,05 1,37 £0,01 1,25+ 0,01
Klorofil b u mg g™ svjeZe tvari

Prijepodne 0,34+ 0,00 0,37 +0,01 0,31 £0,01 0,32 £0,01 0,36 £0,01 0,39 +£0,01 0,37 £ 0,00 0,28 £0,01

Poslijepodne 0,36 £ 0,01 0,40 £0,01 0,36 £ 0,01 0,35 +0,01 0,38 £0,01 0,40 £0,01 0,37 +£0,01 0,34 +£0,01
Ukupni klorofil a i b u mg g™ svjeze tvari

Prijepodne 1,70 £ 0,01 1,80 £ 0,01 1,64 £ 0,05 1,70 £ 0,02 1,83 £0,05 1,93 £0,04 1,83 £0,02 1,36 £ 0,03

Poslijepodne 1,73 £ 0,02 1,87 £0,05 1,75 £ 0,07 1,85 +£0,03 1,86 £ 0,05 1,91 £ 0,06 1,74 £ 0,01 1,59 +£0,02
Omijer klorofilaaib

Prijepodne 3,98 £0,03 3,84+ 0,08 4,24 £0,07 4,37+0,20 4,03 +£0,08 4,02 £0,03 3,99 + 0,06 3,91+ 0,08

Poslijepodne 3,85+0,08 3,71 £ 0,05 3,93 +£0,23 4,21 £0,04 3,96 £ 0,03 3,80+ 0,07 3,70 = 0,06 3,73 +0,15
Ukupni karotenoidi u mg g™ svjeze tvari

Prijepodne 0,40 + 0,01 0,41 £0,01 0,43 £0,01 0,40 £ 0,00 0,43 £0,01 0,45+0,01 0,41 £0,01 0,33 +£0,01

Poslijepodne 0,40 £0,01 0,45 +0,01 0,44 £ 0,02 0,45 +£0,01 0,45 +£0,01 0,44 £ 0,02 0,40 = 0,00 0,38 = 0,00
Omijer ukupnih klorofila a i b i ukupnih karotenoida

Prijepodne 4,30 £0,05 4,42 £0,04 3,83 +£0,05 4,25 +£0,02 4,29 £0,03 4,32 £0,02 4,47 £0,05 4,12 £0,06

Poslijepodne 4,32+ 0,06 4,12 £0,02 4,00 £+ 0,05 4,09 +0,03 4,12 +£0,03 4,32 +£0,03 4,39 + 0,04 4,13 £0,04
Maksimalni kvantni prinos fotosustava Il (F./Fn,) u relativnim jedinicama

Prijepodne 0,84 £0,01 0,84 £0,01 0,85 £0,01 0,85 £0,00 0,84 £0,01 0,84 £0,01 0,84 £0,01 0,85 + 0,00

Poslijepodne 0,76 + 0,03 0,70 + 0,05 0,76 = 0,02 0,78 £ 0,01 0,77 + 0,03 0,72 £ 0,02 0,69 + 0,03 0,70 £ 0,04
Indeks fotosintetske u¢inkovitosti (PIags) U relativnim jedinicama

Prijepodne 8,07 £ 0,58 6,99 + 1,14 9,99 + 0,85 10,26 = 0,66 10,25+ 0,83 8,39+ 1,07 7,44 +1,19 6,06 + 0,52

Poslijepodne 1,75+ 0,64 0,91 +0,35 1,71 £ 0,42 2,73 +£0,48 2,31 +0,87 1,16+ 0,28 0,67 +0,17 0,49+ 0,19
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Tablica 5. Dvofaktorijalna analiza varijance za istrazivane parametre hibrida suncokreta
mjerenih tijekom prijepodnevnih i poslijepodnevnih sati.

Lzvor Hibrid (A) Vrijeme mjerenja (B) Interakcija (A x B)
varijabilnosti Stupnjevi F test Stupnjevi F test Stupnjevi F test
slobode slobode slobode
RwWC 7 8,87* 1 15,83* 7 3,12*
TBARS 7 18,83* 1 1,59 7 6,04*
Ukupna
aktivnost 7 73,43* 1 140,20* 7 1,54
GPOD
Specifi¢na
aktivnost 7 62,76* 1 77,87* 7 1,90
GPOD
Konc. proteina 7 37,60* 1 0,14 7 1,69
ST 7 35,17* 1 20,85* 7 50,89*
Chla 7 112,96* 1 26,77* 7 15,74*
Chlb 7 96,37* 1 157,71* 7 10,22*
Chl at+b 7 126,00* 1 56,03* 7 17,00*
Chl a/b 7 28,26* 1 70,19* 7 1,67
Car 7 84,89* 1 96,57* 7 17,38*
Chl a+b/Car 7 150,48* 1 52,18* 7 32,95*
Fu/Fm 7 13,53* 1 972,44* 7 11,57*
Plags 7 64,60* 1 4561,96* 7 10,49*

*Statisticki znac¢ajno na nivou od 5 %;

RWC - relativni sadrzaj vode, TBARS — razina lipidne peroksidacije, ukupna aktivnost
GPOD - ukupna aktivnost enzima gvajakol peroksidaza, specificna aktivnost GPOD —
specifi¢na aktivnost enzima gvajakol peroksidaza, konc. proteina — koncentracija topljivih
proteina, ST — suha tvar, Chl a — klorofil a, Chl b — klorofil b, Chl a+b — ukupni klorofil a i
b, Car — ukupni karotenoidi, Chl a/b — omjer klorofila a i klorofila b, Chl a+b/Car — omjer
ukupnih klorofila a i b i ukupnih karotenoida, F./F,, — maksimalni prinos kvanta
fotosustava |1, Plags — indeks fotosintetske u¢inkovitosti
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Tablica 6. Srednje vrijednosti i standardne devijacije istrazivanih parametra fotosintetske
uc¢inkovitosti hibrida suncokreta izraCunate iz dobivenih vrijednosti mjerenja tijekom
prijepodnevnih i poslijepodnevnih sati izrazene u relativnim jedinicama.

V_r uem_e Prijepodne Poslijepodne
mjerenja
Hibrid/ Hibrid 4 Hibrid 7 Hibrid 4 Hibrid 7
Parametar
Fo 267,50 + 8,51 22375+731  348,75+2500 341,83 +28.87
Frm 1740,92 + 67,50  1416,75+99,07 1591,83 + 104,15 1115,58 £ 92,91
V; 0,24 + 0,02 0,28 + 0,02 0,40 + 0,03 0,58 + 0,03
V, 0,46 £ 0,05 0,50 £ 0,05 0,45+ 0,03 0,47 + 0,03
RC/CS, 157,84 + 7,44 11935+6,53  173,22+12,43 135,53 + 10,54
Fuo/Fm 0,85+ 0,01 0,84 + 0,01 0,78 + 0,01 0,69 £ 0,03
ABS/RC 1,70 £ 0,08 1,88+ 0,10 2,02+0,17 2,54 + 0,30
TRo/RC 1,44 £ 0,06 1,58 £ 0,07 1,57 +0,11 1,75+ 0,14
ETo/RC 1,09 £ 0,07 1,14+ 0,05 0,95 + 0,10 0,73 + 0,08
DIo/RC 0,26 + 0,02 0,30 + 0,03 0,45 + 0,06 0,79 + 0,17
RC/ABS 0,59 + 0,03 0,53 + 0,03 0,50 + 0,04 0,40 + 0,04
TRo/Dly 551+0,19 534+ 0,45 3,57 £ 0,30 2,28 +031
ETEI%RO' 3,16+ 0,26 2,61+ 0,26 1,53 +0,20 0,73 £ 0,10
Plgs 10,26 + 0,66 7,44+ 1,20 2,73 + 0,48 0,67+0,17

Fo — minimalni intenzitet fluorescencije, F, — maksimalni intenzitet fluorescencije, V; —
varijabilna fluorescencija na J koraku, V, — varijabilna fluorescencija na | koraku, RC/CSy
— gustocéa aktivnih reakcijskih sredista, F,/Fy — maksimalni kvantni prinos fotosustava Il,
ABS/RC — apsorpcija po aktivnom reakcijskom sredistu, TR¢/RC — protok uhvacenih
fotona po aktivnom reakcijskom sredistu, ETo/RC — elektronski transport po aktivnom
reakcijskom sredistu, DIo/RC — rasipanje po aktivnom reakcijskom sredistu, RC/ABS —
omjer koncentracije klorofila reakcijskih sredista i koncentracije antena klorofila, TRy/Dly
— omjer protoka uhvacenih fotona i rasipanja energije, ETo/(TRo-ETy) — transport elektrona
dalje od primarnog akceptora Qa, Plags — indeks fotosintetske u¢inkovitosti

130



Prilozi

Tablica 7. Dvofaktorijalna analiza varijance za parametre fotosintetske ucinkovitosti
hibrida suncokreta mjerenih tijekom prijepodnevnih i poslijepodnevnih sati.

Lzvor Hibrid (A) Vrijeme mjerenja (B) Interakcija (A x B)
varijabilnosti Stupnjevi F test Stupnjevi F test Stupnjevi F test
slobode slobode slobode
Fo 1 19,39* 1 300,06* 1 10,25*
[ 1 227,13* 1 71,87* 1 8,20*
V; 1 219,12* 1 946,65* 1 95,06*
V| 1 9,54* 1 3,40 1 0,35
RC/CSy 1 192,11* 1 33,11* 1 0,02
Fu/Fm 1 83,18* 1 443,37* 1 66,86*
ABS/RC 1 43,54* 1 85,31* 1 10,10*
TRo/RC 1 31,11* 1 28,71* 1 0,29
ETo/RC 1 13,97* 1 150,21* 1 35,07*
DIy/RC 1 49,53* 1 154,61* 1 31,97*
RC/ABS 1 59,03* 1 124,54* 1 4,41*
TRo/Dly 1 60,59* 1 698,58* 1 35,36*
ETo/(TRo-ETo) 1 122,72* 1 817,97* 1 3,89
Plags 1 134,99* 1 1159,34* 1 3,30

*Statisticki znac¢ajno na nivou od 5 %;

Fo — minimalni intenzitet fluorescencije, F, — maksimalni intenzitet fluorescencije, V; —
varijabilna fluorescencija na J koraku, V| — varijabilna fluorescencija na | koraku, RC/CSy
— gustoca aktivnih reakcijskih sredista, F./F, — maksimalni kvantni prinos fotosustava I,
ABS/RC — apsorpcija po aktivnom reakcijskom sredistu, TR¢/RC — protok uhvacenih
fotona po aktivnom reakcijskom sredistu, ETo/RC — elektronski transport po aktivnom
reakcijskom srediStu, DIo/RC — rasipanje po aktivnhom reakcijskom sredistu, RC/ABS —
omjer koncentracije klorofila reakcijskih srediSta i koncentracije antena klorofila, TRo/Dly
— omjer protoka uhvacenih fotona i rasipanja energije, ETo/(TRo-ETy) — transport elektrona
dalje od primarnog akceptora Qa, Plags — indeks fotosintetske u¢inkovitosti
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Rodena sam 7. lipnja 1986. godine u Bugojnu (Bosna i Hercegovina). Zavrsila sam srednju
Medicinsku Skolu u Osijeku, nakon koje sam 2005. godine upisala Poljoprivredni fakultetu
u Osijeku smjer Bilinogojstvo. S obranom zavrSnog rada 2008. godine stekla sam
akademski naziv sveuciliSna prvostupnica inzenjerka poljoprivrede (univ. bacc. agr.). U
listopadu 2008. godine upisala sam sveucilisni diplomski studij Bilinogojstvo, smjer Biljna
proizvodnja koji sam zavrsila 2011. godine, te sam time stekla akademski naziv magistra
inzenjerka poljoprivrede (mag. ing. agr.). Tijekom studija (2008. — 2011.) bila sam
stipendistica za darovite studente Osjecko-baranjske Zupanije, ¢lanica Povjerenstva za
pracenje Bolonjskog procesa — Sveucilisni studij (2008. — 2011.) i ¢lanica Eti¢kog
povjerenstva Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku (2008. — 2011.).

U prosincu 2011. godine primljena sam u Poljoprivrednom institutu Osijek, Odjel za
oplemenjivanje i genetiku industrijskog bilja na radno mjesto znanstvena novakinja u
suradnickom zvanju asistentica za rad na znanstvenom projektu pod nazivom ,,Stabilnost
genotipova suncokreta na vazna agronomska svojstva i kakvoc¢u ulja" financiranom od
Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta RH (voditelja dr. sc. Miroslava Krizmanica).
Od tada aktivno sudjelujem u provedbi programa oplemenjivanja i sjemenarstva
suncokreta koji je trajna znanstveno-istrazivacka djelatnost Poljoprivrednog instituta
Osijek. Sveucilisni poslijediplomski interdisciplinarni doktorski studija Molekularne
bioznanosti, modul Biologija bilja upisala sam akademske godine 2012./2013.

Objavila sam 20 izvornih znanstvenih radova kao autor/suautor. Sudjelovala sam u
popularizaciji znanosti u sklopu ,,Festivala znanosti (2013., 2015. i 2016. godine)
organiziraju¢i radionice te s izlozbom postera. Aktivno sam sudjelovala na 11
medunarodnih skupova na kojima sam prezentirala ukupno 17 radova objavljenih kao
znanstveni radovi ili saZeci radova.

Clanica sam Hrvatskog geneti¢kog drustva i Alumni kluba Poljoprivrednog fakulteta u
Osijeku u kojem sam bila ¢lanica Nadzornog odbora Alumni kluba Poljoprivrednog
fakulteta u Osijeku od 2015. do 2018. godine. Trenutno sam Predstavnica znanstvenih
novaka Etickog povjerenstva Poljoprivrednog instituta Osijek.

Popis objavljenih publikacija

Znanstveni radovi u ¢asopisima

1. Kovacevi¢, Josip; Mazur, Maja; Drezner, Georg; Lali¢, Alojzije; Sudaric,
Aleksandra; Dvojkovi¢, KreSimir; Viljevac Vuleti¢, Marija; Josipovi¢, Marko;
Josipovi¢, Ana; Markulj KulundZié¢, Antonela; Lepedus, Hrvoje. Photosynthetic
efficiency parameters as indicators of agronomic traits of winter wheat cultivars in
different soil water conditions. Genetika-Belgrade. 49 (2017), 3; 891-910. WOS
Accession Number: 000423604800012
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Liovi¢, Ivica; Miji¢, Anto; Markulj Kulundzi¢, Antonela; Duvnjak, Tomislav;
Gadzo, Drena. Utjecaj vremenskih uvjeta na urod zrna, sadrzaj ulja i urod ulja
novih OS hibrida suncokreta. Poljoprivreda (Osijek). 23 (2017), 1; 34-39. CAB
Abstracts Accession Number: 20173219829

Matosa Kocar, Maja; Sudari¢, Aleksandra; Vila, Sonja; Petrovi¢, Sonja; Rebekic,
Andrijana; Josipovi¢, Ana; Markulj KulundZi¢, Antonela. Varijabilnost
fenotipske ekspresije svojstava kvalitete zrna elitnih linija soje. Poljoprivreda
(Osijek). 23 (2017); 40-48. CAB Abstracts Accession Number: 20173219830

. Miji¢, Anto; Liovié, Ivica; Sudarié¢, Aleksandra; Gadzo, Drena; Jovovié, Zoran;
Jankulovska, Mirjana; Markulj KulundzZié, Antonela; Duvnjak, Tomislav. The
effect of environment on the phenotypic expression of grain yield, oil content and
oil yield in sunflower hybrids. Agriculture and Forestry. 63 (2017), 1; 309-318.
CAB Abstracts Accession Number: 20173190421

Josipovi¢, Ana; Sudar, Rezica; Sudari¢, Aleksandra; Jurkovi¢, Vlatka; Matosa
Kocar, Maja; Markulj Kulundzi¢, Antonela. Total phenolic and total flavonoid
content variability of soybean genotypes in eastern Croatia. Croatian journal of
food science and technology. 8 (2016), 2; 60-65. CAB Abstracts Accession
Number: 20173095437

Markulj Kulundzié¢, Antonela; Kovacevi¢, Josip; Viljevac Vuleti¢, Marija;
Josipovi¢, Ana; Liovi¢, Ivica; Miji¢, Anto; Lepedus, Hrvoje; Matosa Kocar, Maja.
Impact of abiotic stress on photosynthetic efficiency and leaf temperature in
sunflower. Poljoprivreda (Osijek). 22 (2016), 2; 17-22. CAB Abstracts Accession
Number: 20173025068

Markulj Kulundzi¢, Antonela; Viljevac Vuleti¢, Marija; Jocié, Sinisa; Cvejic,
Sandra; Matosa Kocar, Maja; Miji¢, Anto; Liovi¢, Ivica; Sudari¢, Aleksandra;
Lepedus, Hrvoje; Kovacevié, Josip; Josipovi¢, Ana. Effect of different soil water
content effect on genotype expession in photosynthetic efficiency and leaf
temperature in sunflower. Genetika-Belgrade. 48 (2016), 3; 971-982. WOS
Accession Number: 000392920900014

. Krizmani¢, Miroslav; Liovi¢, Ivica; Miji¢, Anto; Krizmani¢, Goran; Simié,
Branimir; Duvnjak, Tomislav; Bilandzi¢, Marijan; Marinkovi¢, Radovan; Gadzo,
Drena; Markulj, Antonela. Utjecaj okolina na kvantitativna svojstva novih OS-
hibrida suncokreta. Sjemenarstvo. 29 (2012), 3-4; 121-135. CAB Abstracts
Accession Number: 20133209859

Liovi¢, Ivica; Krizmani¢, Miroslav, Miji¢, Anto; Bilandzi¢, Marijan; Markulj,
Antonela; Marinkovi¢, Radovan; Gadzo, Drena. Linija x tester analiza u procjeni
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kombinatornih sposobnosti sadrzaja ulja kod suncokreta. Poljoprivreda. 18 (2012),
2; 3-6. CAB Abstracts Accession Number: 20133036584

10. Liovi¢, Ivica; Miji¢, Anto; Krizmanié¢, Miroslav; Pepo, Peter; Kovacevi¢, Vlado;
Markulj, Antonela; Duvnjak, Tomislav; Krizmani¢, Goran. Influence of sunflower
cytoplasmic male sterile and restorer line on grain yield stability among different
environmental conditions. Acta agronomica Hungarica. 60 (2012), 3; 247-255.
CAB Abstracts Accession Number: 20123323431

11. Bukvi¢, Gordana; Grljusi¢, Sonja; Stanisavljevi¢, Aleksandar; Varga, Ivana;
Markulj, Antonela; Jozié, Anita. Utjecaj temperature i pH vrijednosti na klijavost
sjemena i svojstva klijanaca kultivara crvene djeteline. Sjemenarstvo. 27 (2010),
1/2; 43-55. CAB Abstracts Accession Number: 20113157428

12. Marijanovi¢, Marija; Markulj, Antonela; Tkalec, Monika; Jozi¢, Anita;
Kovacevi¢, Vlado. Impact of precipitation and temperature on wheat (Triticum
aestivum L.) yields in Eastern Croatia. Acta Agriculturae Serbica. XV (2010), 30;
117-123. CAB Abstracts Accession Number: 20103342287

13. Markulj, Antonela; Marijanovi¢, Marija; Tkalec, Monika; Jozi¢, Anita;
Kovacevi¢, Vlado. Effects of precipitation and temperature regimes on maize (Zea
mays L.) yields in Northwestern Croatia. Acta Agriculturae Serbica. XV (2010),
29; 39-45. CAB Abstracts Accession Number: 20103342278

Ostali radovi u ¢asopisima

1. Markulj, Antonela; Liovi¢, Ivica; Miji¢, Anto; Sudari¢, Aleksandra; Josipovic,
Ana; Matosa Kocar, Maja. Zasto proizvoditi suncokret?. Agronomski glasnik. 76
(2014), 3; 163-176. CAB Abstracts Accession Number: 20153229232

Znanstveni radovi u zbornicima skupova s medunarodnom recenzijom

1. Josipovié, Ana; Sudari¢, Aleksandra; Matosa Kocar, Maja; Markulj Kulundzié,
Antonela. Potencijal domacih sorti soje u proizvodnji funkcionalne hrane. Zbornik
radova 9. medunarodnog znanstveno-stru¢nog skupa "Hranom do zdravlja",
Subarié, Drago; Jasi¢, Midhat (ur.). Osijek i Tuzla: Studio HS internet d.o.o.,
Osijek, Hrvatska, 2017. 116-131.

2. Josipovi¢, Ana; Sudari¢, Aleksandra; Loncari¢, Zdenko; Kovacevi¢, Josip; Matosa
Kocar, Maja; Markulj, Antonela; Jurkovi¢, Vlatka. Photosynthetic efficiency of
soybean on cadmium contaminated soil. 7th international scientific/professional
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conference "Agriculture in nature and environment protection”, Baban, Mirjana;
Purdevi¢, Boris (ur.). Osijek: Glas Slavonije d.d., Osijek, 2014. 201-205. CAB
Abstracts Accession Number: 20173162584

3. Markulj, Antonela; Viljevac Vuleti¢, Marija; Kovacevié, Josip; Josipovi¢, Ana;
Liovi¢, Ivica; Miji¢, Anto; Sudari¢, Aleksandra; Matosa Kocar, Maja. Water
deficiency effects on photosynthetic performance in leaves of sunflower plants at
developmental stage of butonisation. 7th international scientific/professional
conference "Agriculture in nature and environment protection”, Baban, Mirjana;
Purdevi¢, Boris (ur.). Osijek: Glas Slavonije d.d., Osijek, 2014. 191-195. CAB
Abstracts Accession Number: 20173162582

4. Matosa Kocar, Maja; Sudari¢, Aleksandra; Josipovi¢, Ana; Markulj, Antonela;
Mazur, Maja. Effect of beneficial microorganism technology and genotype
interaction on soybean seed quality, 7th international scientific/professional
conference "Agriculture in nature and environment protection”, Baban, Mirjana;
Durdevi¢, Boris (ur.). Osijek: Glas Slavonije d.d., 2014. 196-200. CAB Abstracts
Accession Number: 20173162583

5. Krizmanié¢, Miroslav; Markulj, Antonela; Miji¢, Anto; Liovi¢, Ivica; Sudarié,
Aleksandra. Komparativna istrazivanja novih OS hibrida suncokreta u razli€itim
agroekoloskim uvjetima Agriculture in nature and environment protection,
Stipesevi¢, Bojan; Sori¢, Roberta (ur.). Osijek: Glas Slavonije d.d., 2012. 238-243.
CAB Abstracts Accession Number: 20173178253

6. Markulj, Antonela. Precipitation and temperature regime influences on maize
(Zea mays L.) yields in Northwestern Croatia. Smotra nau¢nih radova studenata
agronomije sa medunarodnim uées¢em, Spasojevié, M. (ur.). Cadak : Agronosmki
fakultet - Cagak, 2009. 49-54.

SaZeci u zbornicima skupova

1. Matosa Kocar, Maja; Sudari¢, Aleksandra; Vila, Sonja; Petrovi¢, Sonja; Rebeki¢,
Andrijana; Josipovi¢, Ana; Markulj Kulundzié¢, Antonela. Varijabilnost sadrzaja
izoflavona u domadim genotipovima soje. Zbornik saZzetaka 53. hrvatskog 1 13.
medunarodnog simpozija agronoma. Rozman, Vlatka; Antunovi¢, Zvonko (ur.).
Osijek: Poljoprivredni fakultet SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera, 2018. 99—
100.

2. Miji¢, Anto; Liovi¢, Ivica; Sudari¢, Aleksandra; Duvnjak, Tomislav, Markulj
Kulundzi¢, Antonela. Interakcija genotip x okolina za prinos zrna i ulja novih OS
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hibrida suncokreta. 51st Croatian and 11th International Symposium on Agriculture
- Book of abstracts. PospisSil, Milan; Vnucec, Ivan (ur.). Zagreb: SveuciliSte u
Zagrebu, Agronomski fakultet, Zagreb, Hrvatska, 2016. 57-58.

Liovié, Ivica; Miji¢, Anto; Markulj, Antonela; Simi¢, Branimir. Utjecaj roka
sjetve na proizvodna svojstva hibrida suncokreta. 50th Croatian and 10th
International Symposium on Agriculture - Book of abstracts, Pospisil, Milan (ur.).
Zagreb: University of Zagreb, Faculty of Agriculture, Zagreb, Croatia, 2015. 171-
172.

Josipovi¢, Ana; Sudari¢, Aleksandra; Loncari¢, Zdenko; Matosa Kocar, Maja;
Markulj, Antonela; Kovacevi¢, Josip. Cadmium contamination effect on
parameters of photosynthetic efficiency in soybean. V Congress of the Serbian
Genetic Society. Vasiljevi¢, Branka; Mladenovi¢ Drini¢, SneZana (ur.). Beograd:
Akademska izdanja, Beograd, 2014. 293-293.

Markulj, Antonela; Viljevac Vuleti¢, Marija; Josipovi¢, Ana; Kovacevié, Josip;
Miji¢, Anto; Liovié¢, Ivica; Sudari¢, Aleksandra; MatoSa Kocar, Maja. Effect of
different soil water content on photosynthetic efficiency and leaf temperature in
sunflower. V Congress of the Serbian Genetic Society, Vasiljevi¢, Branka;
Mladenovi¢ Drini¢, Snezana (ur.). Beograd: Akademska izdanja, Beograd, 2014.
297-297.

Matosa Kocar, Maja; Sudari¢, Aleksandra; Josipovi¢, Ana; Markulj, Antonela;
Jurkovi¢, Vlatka. Fatty acid composition of oil in eight early maturing soybean
genotypes. VV Congress of the Serbian Genetic Society. Vasiljevi¢, Branka;
Mladenovi¢ Drini¢, Snezana (ur.). Belgrade, Serbia: Akademska izdanja, Belgrade,
2014. 299-2909.

Miji¢, Anto; Liovi¢, Ivica; Sudari¢, Aleksandra; Andri¢, Luka; Simi¢, Branimir;
Duvnjak, Tomislav; Markulj, Antonela. Dostignu¢a u oplemenjivanju suncokreta
u Poljoprivrednom institutu Osijek. 7. medunarodni kongres oplemenjivanje bilja,
sjemenarstvo 1 rasadniCarstvo 1 2. regionalni dani sjemenara. Matotan, Zdravko,
Haramija, Josip (ur.). Zagreb: Hrvatsko agronomsko drustvo, 2014. 64—65.

Josipovié, Ana; Viljevac, Marija; Sudarié¢, Aleksandra; Markulj, Antonela; Liovi¢,
Ivica; Kovacevi¢, Josip. Utjecaj genotipa i okoline na fotosintetsku ucinkovitost
soje. Zbornik saZzetaka 48. hrvatskog i 8. medunarodnog simpozija agronoma.
Mari¢, Sonja, Loncari¢, Zdenko (ur.). Osijek: Poljoprivredni fakultet, Sveucilista
Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, 2013. 88—89.

Markulj, Antonela; Krizmani¢, Miroslav; Kovacevié, Josip; Viljevac, Marija;

Liovi¢, Ivica; Miji¢, Anto; Sudari¢, Aleksandra; Josipovi¢, Ana. Fotosintetska
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10.

11.

ucinkovitost 1 temperatura lista hibrida suncokreta u stresnim uvjetima uzgoja.
Zbornik sazetaka 48. hrvatskog i 8. medunarodnog simpozija agronoma. Maric,
Sonja; Loncari¢, Zdenko (ur.). Osijek: Poljoprivredni fakultet; Sveucilista Josipa
Jurja Strossmayera u Osijeku, 2013. 116-117.

Josipovié, Ana; Sudari¢, Aleksandra; Sudar, Rezica; Markulj, Antonela; Duvnjak,
Tomislav; Kovacevi¢, Josip. Doprinos oplemenjivanja soje povecanju koli¢ine i
kvalitete hrane. 2. zbornik saZetaka - Okolisno prihvatljiva proizvodnja kvalitetne i

sigurne hrane. Kralik, Gordana (ur.). Osijek: Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera
u Osijeku, 2012. 35-36.

Markulj, Antonela; Krizmani¢, Miroslav;, Sudari¢, Aleksandra; Liovi¢, Ivica;
Miji¢, Anto; Josipovié, Ana. Uloga suncokreta u proizvodnji hrane. 2. zbornik
sazetaka - Okolisno prihvatljiva proizvodnja kvalitetne i sigurne hrane. Kralik,
Gordana (ur.). Osijek: Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, 2012. 63—
64.
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