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1. UVOD

1.1. Fosfor u tlu

Fosfor je, u usporedbi s drugim esencijalnim biljnim hranivima, najslabije pokretno i
biljkama najmanje pristupa¢no hranivo u tlu (Manschadi i sur., 2013). Iako su tla generalno
dobro opskrbljena fosforom, on se u velikoj mjeri nalazi u biljci nepristupa¢nim oblicima
(Vance 1 sur., 2002; Schachtman i sur., 1998), budu¢i da je anorganski fosfat koji biljke
usvajaju slabo topiv u otopini tla (Lopez-Bucio i sur., 2003). Uzimajuéi u obzir navedeno,
ovo je hranivo Cesto jedan od glavnih ograni¢avaju¢ih ¢imbenika za rast i razvoj biljke

(Vance i sur., 2002; Schachtman i sur., 1998: Lynch, 2011; Li i sur., 2003).

Sadrzaj fosfora u litosferi vrlo je promjenjiv (0,02-0,15%) (Vukadinovi¢ i Vukadinovié,
2011), a smanjena dostupnost biljci uzrokovana je interakcijom fosfatnih aniona i kationa u
otopini tla, te vezanjem za organsku tvar djelovanjem mikroorganizama (Raghothama,
2000). Pri kiseloj reakciji tla fosfor se veze u netopive spojeve s kationima aluminija i zeljeza
(Vance i sur., 2002), dok u neutralnim i luznatim tlima formira slabo topive kalcijeve fosfate
(Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011).

1.2. Usvajanje i asimilacija fosfora

Biljke usvajaju fosfor isklju¢ivo u anionskom obliku i to kao HpPOs i HPOs*
(Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011). Rije¢ je o anionskim oblicima koji se u otopini tla
nalaze u iznimno niskim koncentracijama (0,1-10 uM) (Vance i sur., 2002). Zbog jake
sorpcije fosfata od strane adsorpcijskog kompleksa tla, primanje fosfora se odvija difuzijom
(Lynch i Brown, 2001), tj. pasivnim transportom hraniva niz koncentracijski gradijent (Taiz
I Zeiger, 2012). Koeficijent difuzije fosfatnih aniona izuzetno je nizak, te ih korijen biljke
moze apsorbirati samo iz volumena tla koji se nalazi u neposrednoj blizini njegove aktivne

povrsine (Manschadi i sur., 2013).

Fosfor se simplastnim putem krece od povrsine korijena do ksilema (Vance i sur., 2002)
te se ksilemom translocira u nadzemni dio biljke (Marschner, 2012). Koncentracija fosfora
u biljnim tkivima iznosi 0,05-0,50% (Vance i sur., 2002). U stanici se nalazi kao anorganski
fosfat, ester ili anhidrid (Pevalek-Kozlina, 2003).



1.3. Uloga fosfora u biljci

Fosfor je jedno od najvaznijih biljnih makrohraniva te je neophodan za funkcioniranje
brojnih metaboli¢kih procesa u stanici i biljci, a osobito za reakcije vezane uz prijenos
energije i genetskog materijala (Rychter i Rao, 2005). Fosfor ima ulogu u vaznim
metaboli¢kim procesima koji ukljucuju sintezu ATP-a, sintezu nukleinskih kiselina,
fotosintezu, glikolizu, stani¢no disanje, sintezu 1 stabilnost biomembrana, aktivaciju
odnosno inaktivaciju enzima, redoks reakcije te fiksaciju dusika (Vance i sur., 2002).
Pomoc¢u metabolizma ATP-a, fosfor regulira fotosintetski transport elektrona (Taiz i Zeiger,

2012) te ostale metabolicke reakcije unutar kloroplasta i citosola (Marschner, 2012).

Marschner (2012) navodi da se simptomi stresa uzrokovani nedostatkom fosfora
primarno javljaju na starijim organima biljke. Kod jace izrazenog nedostatka, slabo se
razvija korijenov sustav, cvjetanje i zrioba biljaka kasne, smanjena je tvorba proteina uz
povisen sadrzaj amida i nizak je sadrzaj vitamina (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011).
Listovi mogu biti malformirani i sadrzavati nekroticne mrlje (Pevalek-Kozlina, 2003), a
mogu se pojaviti i crvenkaste ili purpurne nijanse uzrokovane poveéanom sintezom

antocijana, $to signalizira duzi nedostatak fosfora (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011).

1.3.1. Uloga fosfora u fotosintezi

Fotosinteza je primarni fizioloSki proces u kojem CO2 zbog koncentracijskog gradijenta
ulazi iz atmosfere kroz puci u mezofil lista gdje se uz pomo¢ fotokemijskih reakcija asimilira
u organske spojeve (Rychter i Rao, 2005). Kod visih biljaka postoji samo jedan proces kojim
se CO2 ugraduje u organske spojeve, a to je ciklus redukcije ugljika ili Calvinov ciklus.
Calvinovom ciklusu prethode svjetlosne reakcije u kojima se svjetlosna energija pohranjuje
u obliku energijom bogatih molekula, ATP-a i NADPH, koje omoguéuju odvijanje reakcija
Calvinovog ciklusa (Taiz i Zeiger, 2012). Fosfor je esencijalan element za sintezu ATP-a te
NADPH (Taiz i Zeiger, 2012). Nadalje, produkt vezivanja CO. u Calvinovom ciklusu je
trioza-fosfat koji nakon sinteze izlazi iz kloroplasta u citosol, gdje sluzi kao supstrat za
sintezu saharoze. Pri sintezi saharoze iz trioza-fosfata, oslobada se anorganski fosfat (Pi)
koji se ponovno vraca u kloroplast. 1zbacivanje trioza-fosfata iz kloroplasta i ubacivanje Pi
u kloroplast predstavlja vezani transport (antiport) kojeg vrs$i membranski nosac (Pi-trioza-

fosfat transportni protein) (Taiz i Zeiger, 2012). Bilo koji poremecaj u sintezi saharoze u



citosolu ili transportu trioze-fosfata iz, kao i Pi u kloroplast, dovodi do akumulacije
asimilacijskog $kroba u kloroplastu (Rychter i Rao, 2005). Razgradnja kloroplastnog $kroba
u izravnoj je vezi s opskrbom i potrebama za ugljikovim supstratima u stanici (Rychter i
Rao, 2005).

Kao rezime ovih reakcija, Rychter i Rao (2005) navode da se ATP sintetiziran u
svjetlosnim reakcijama Koristi za pokretanje Calvinovog ciklusa u kojem se asimilira CO..
Za sintezu jedne molekule trioza-fosfata reduciraju se tri molekule CO., za $to je potrebno
devet molekula Pi u obliku ATP-a. Osam molekula Pi oslobada se u Calvinovom ciklusu te
sluzi za ponovnu sintezu ATP-3, a jedna se Pi molekula ugraduje u trioza-fosfat. Trioza-
fosfat se izbacuje iz kloroplasta pri ¢emu u kloroplast kotransportom ulazi jedna molekula
Pi oslobodena u sintezi saharoze u citosolu. Stoga sinteza saharoze u citosolu zapravo
reciklira zalihu Pi. Za sintezu jedne molekule saharoze u kloroplast se mora unijeti osam
molekula Pi. 1z opisanih reakcija jasno je da je adekvatna opskrba fosforom esencijalna za
asimilaciju fotosintetskog ugljika kod biljaka.

Prema Taiz i Zeiger (2012), brzina fotosintetskih reakcija Calvinovog ciklusa moze se

regulirati na tri razine:

1. Karboksilacijskom u¢inkovito$¢u enzima Rubico (enzima koji veze CO2 na molekulu
ribulozal,5-difosfata);
2. Brzinom regeneracije ribulozal,5-difosfata kao supstrata za karboksilaciju;

3. Brzinom metaboliziranja primarnog produkta fotosinteze (trioza-fosfata).

Rychter i Rao (2005) kao moguce metabolicke procese u kojima nedostatak fosfora izaziva

inhibiciju fotosinteze navode:

1. Inhibiciju fotofosforilacije (sintezu ATP-a), Sto dovodi do poremecaja tilakoidnih
membrana i smanjenog transporta elektrona;

2. Smanjenje intenziteta regeneracije ribulozal,5-difosfata, sto dovodi do usporavanja
Calvinovog ciklusa;

3. Smanjenje rasta pojedinih biljnih dijelova sto dovodi do smanjenog kapaciteta izljeva

u floemskom transportu, zbog ¢ega se poput povratne sprege inhibira fotosinteza.



1.3.2. Fluorescencija klorofila kao mjera stresa kod biljaka

Fotosintetski aparat kod biljaka sastavljen je od dva fotosustava, fotosustava jedan (PSI)
i fotosustava dva (PSII) (Taiz i Zeiger, 2012). Fotosintetski aparat zaduzen je za primanje
velike koli¢ine svjetlosne energije te njene pretvorbe u kemijsku energiju (Taiz i Zeiger,
2012). Apsorpcija fotona svjetlosti pobuduje molekule klorofila, a ta se pobudna energija
koristi za pokretanje fotokemijskih reakcija (svjetlosnih reakcija) fotosinteze (Taiz i Zeiger,
2012). Dio pobudne energije klorofila gubi se u obliku zagrijavanja (topline) te
fluorescencije (emitiranja fotona od strane klorofila). Zapravo se ukupna energija fotona
svjetlosti, odnosno ukupna pobudna energija klorofila rasporeduje na te tri reakcije
(fotokemijska reakcija, fluorescencija i zagrijavanje) (Long i sur., 1994). Mijerenja tih
procesa u razli¢itim uvjetima omogucuje nam procjenu efikasnosti fotokemijskih reakcija,
odnosno usporedbu koli¢ine energije koja se gubi na zagrijavanje te na fluorescenciju u
odnosu na koli¢inu energije koja se iskoristi u fotokemijskim reakcijama. Kada su biljke
izlozene stresu, dolazi do poremecaja u funkcioniranju fotosintetskog aparata, Sto pri
visokom intenzitetu svjetla izaziva fotoinhibiciju. Na fotoinhibiciju osobito je osjetljiv PSII,
dok je PSI mnogo stabilniji (Taiz i Zeiger, 2012).

Jedna od najces¢ih nedestruktivnih metoda za mjerenje efikasnosti fotosintetskih procesa
te za ocjenu fizioloskog stanja fotosustava je mjerenje fluorescencije klorofila (Sayed, 2003).
Fluorescencija klorofila temelji se na emitiranju saturacijskog pulsa, tj. svjetlosne zrake
visokog intenziteta te mjerenju maksimalnog kvantnog iskoriStenja svjetlosti od strane PSII

te nefotokemijskog gubitka energije (Schreiber, 2004).

Kad su sva reakcijska sredista PSII potpuno otvorena (mogu brzo prenijeti svoju energiju
primarnim akceptorima elektrona u tilakoidnim membranama), tada je fluorescencija
minimalna (Fo). Medutim, kad reakcijska sredi$ta nemaju ¢emu prepustiti svoju energiju,
ona se zatvaraju, a fluorescencija je maksimalna (Fm). Razlika izmedu Fm i Fo je stoga
varijabilna fluorescencija (Fv). Kod biljaka adaptiranih na tamu, sva su reakcijska sredista
potpuno otvorena, te se kod slabog osvjetljenja mjeri Fo, a kod jakog saturacijskog pulsa se
izaziva fotoinhibicija, odnosno zatvaranje reakcijskih sredista, te se mjeri Fm. Maksimalna

kvantna efikasnost PSII rac¢una se prema formuli (Fm-Fo)/Fm (Quiles i sur., 2012).

Kod biljaka adaptiranih na svjetlo, reakcijska sredista su samo djelomi¢no otvorena, te je
Fo viSa u usporedbi s Fg biljaka adaptiranih na tamu, te se oznacava s Fs. Odnosno, minimalna

fluorescencija (Fs) koja se izmjeri zapravo je fluorescencija koju klorofil emitira pri



odredenim okoliSnim uvjetima. S druge strane, maksimalna fluorescencija biljaka
prilagodenih na svjetlo (Fn') takoder je manja u odnosu na biljke prilagodene na tamu, zbog
nefotokemijskog rasipanja energije, te se kvantna efikasnost PSIl (Y(II)) kod na svjetlo
adaptiranih biljaka ra¢una kao (Fm'-Fs)/Fm' (Quiles i sur., 2012).

1.4. Mehanizmi prilagodbe biljke na nedostatak fosfora

U uvjetima nedostatka fosfora biljke razvijaju odredene mehanizme prilagodbe na
nutritivni stres (Li i sur., 2003). Mehanizmi pobolj$anja usvajanja fosfora temelje se na dvije
glavne strategije: a) pojacano prorastanje tla i b) mobilizaciju fosfata iz teSko topivih spojeva
unutar rizosfere (Lynch, 1995; Lynch, 2011).

Kod poja¢anog prorastanja tla, Bates i Lynch (2001) podrazumijevaju promjene
karakteristika korijenovog sustava, poput duljine i gustoée korijenovih dlacica primarnog i
lateralnog korijenja. Korijenove dlacice su bo¢na izbocenja rizoderme koja se razvijaju
nekoliko milimetara iznad vrha korijena, na dijelu gdje je korijen prestao produzno rasti
(Pevalek-Kozlina, 2003). Predstavljaju najaktivniji dio korijena u pogledu primanja hranjiva
I vode, a mogu zauzimati i do 70% povrsine korijena (Lopez-Bucio i sur., 2003). Gustoca
korijenovih dlacica koje prorastaju gornje slojeve tla smatra se najvaznijom karakteristikom

za poboljsano usvajanje slabo pokretnih hraniva, poput fosfora (Manschadi i sur., 2013).

U uvjetima nedostatka fosfora Arabidopsis thaliana Heynh. povec¢ava broj i duljinu
korijenovih dlacica po jedini¢noj duzini korijena (Ma i sur., 2001; Lopez-Bucio i sur., 2003).
Kod genotipova graha (Phaseolus vulgaris L.) (Lynch, 1995; Ho i sur., 2005), kukuruza (Zea
mays L.) i soje (Glycine max Merr.) (Lynch, 2011), utvrdena je povezanost morfoloskih
karakteristika korijena s efikasno$¢u usvajanja fosfora. Pri ¢emu su se efikasnijim pokazali

genotipovi s pli¢im, jace razgranatim korijenom, veceg kuta grananja.

Nadalje, Ho i sur. (2005) navode da je kod genotipova s pli¢im korijenjem zabiljezena
vecéa koncentraciju fosfora u suhoj tvari nadzemnog dijela biljke sto ukazuje na vecu gustoc¢u

lateralnog korijenja ovih genotipova u povrsinskom sloju uzgojnog medija.

Strategija pojacane mobilizacije fosfata iz teSko topivih oblika u tlu temelji se na
pojacanoj sintezi i izlu¢ivanju enzima poput fosfataze i fitaze, te aniona organskih kiselina

poput citrata i malata (Raghothama, 2000).



Poveéano grananje korijena (Manschadi i sur., 2013), te sinteza i izlu¢ivanje eksudata
(Vance i sur., 2002), zahtijevaju i povecanu translokaciju ugljikohidrata u Kkorijen te
predstavljaju veliki energetski troSak, S$to utje¢e na redukciju translokacije asimilata iz
listova u stabljiku i reproduktivne organe (Manschadi i sur., 2013). S druge strane, poveéanje
duljine i broja korijenovih dlacica omoguéuje poboljsano usvajanje fosfora uz minimalni

metaboli¢ki trosak (Lynch, 2011).

Prilagodbe biljke na smanjenu dostupnost fosfora oc€ituju se i kroz formiranje
arbuskularnih mikoriznih asocijacija (Schachtman i sur., 1998), te formiranje simbioza s

ostalim rizosfernim mikroorganizmima (Lynch, 1995).

1.5. Arbuskularna mikoriza

Simbioza mikoriznih gljiva (mikrosimbionta) i korijenja visih biljaka (makrosimbionta)
u rizosfernom podruéju ¢ini mikoriznu asocijaciju, a najzastupljeniji oblik navedene
asocijacije je arbuskularna mikoriza (Smith i Read, 2008). Ovaj je oblik mikorize pronaden
na vise od 90% kopnenih biljaka (Schachtman i sur., 1998). Interakciju makro i
mikrosimbionta karakterizira dvosmjerna izmjena esencijalnih hraniva, a primarno fosfata
(Biicking 1 sur., 2012).

Arbuskularne mikorizne gljive koloniziraju korijenov sustav biljaka te, svojim utjecajem
na pristupacnost hraniva iz uzgojnog medija, reguliraju njihov rast i razvoj (Smith i1 Read,
2008). Proces kolonizacije biljnog korijena mikoriznim gljivama zapo¢inje signalizacijom
1izmedu simbionata koja rezultira ekspresijom gena klju¢nih za pokretanje infekcije korijena
(Smith 1 Smith, 2011). Mikorizne gljive na povrSini korijena formiraju specificnu strukturu,
apresorij, iz kojeg se stvaraju infektivne hife koje rastu unutar korteksa korijena (Biicking i
sur., 2012). Njihov rast moze biti intercelularan (duz longitudinalne korijenove osi) i
intracelularan (stvaraju¢i arbuskule preko kojih se, transportnim proteinima, odvija
dvosmjerna izmjena hraniva izmedu makro i mikrosimbionta). Osim opisanog internog
micelija, mikorizne gljive razvijaju i eksterni micelij koji ima iznimno vaznu ulogu u
usvajanju hraniva (Smith i Read, 2008).

Koli¢ina 1 oblik u kojem se fosfor u tlu nalazi odreduju pristupacnost ovog esencijalnog

hraniva biljci te su vazni faktori u odredivanju utjecaja arbuskularno mikoriznih gljiva na

njegovo usvajanje i asimilaciju (Smith i Read, 2008).



Prema Biicking i sur. (2012), pozitivan utjecaj navedenih mikoriznih gljiva na ishranu

biljke fosforom ocituje se kroz:

1. Prorastanje velikog volumena tla eksternim micelijem koji akumulira granule
polifosfata unutar vakuola hifa. Posredovanjem enzima polifosfataza, Pi se
mobilizira te se translocira u interni micelij, zaobilazec¢i pritom biljni mehanizam
usvajanja fosfatnih aniona korijenom;

2. Uski promjer hifa koji mikoriznim gljivama omogucuje pojaano prorastanje tla i
usvajanje fosfora koji se nalazi izvan rizosfernog podrucja te je aktivnoj povrsini
korijena nedostupan;

3. Sintezu i izluCivanje fosfataza te aniona organskih kiselina koji olakSavaju

mobilizaciju fosfatnih aniona iz organskih spojeva.

Nadalje, Schachtman i sur. (1998) navode da arbuskularno mikorizne gljive imaju
sposobnost ucinkovitijeg iskoriStavanja fosfata iz otopine tla u odnosu na druge
mikroorganizme, buduéi da ih biljka opskrbljuje organskim ugljikom koji im sluzi kao
primarni izvor energije. Isti autori navode da veca razgranjenost hifa, povec¢avajuci aktivnu
povrsinu korijena, moze ublazavati nutritivni stres uzrokovan izuzetno niskim koeficijentom

difuzije fosfatnih aniona.

Bates 1 Lynch (2001) navode da postoji negativan odnost izmedu razvijanja finih
korijenovih struktura i formiranja mikorize zbog regulacije metabolizma fotoasimilata.
Stoga, formiranje ovakve simbioze Cesto je povezano s razvojem kraéih korijenovih dlacica,

buduci da su 1 arbuskularne mikorize 1 korijenove dlacice korisne za usvajanje fosfora.



2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Op¢i cilj rada je istraziti utjecaj arbuskularne mikorize na ublazavanje stresa izazvanog

nedostatkom fosfora kod pSenice.
Specificni ciljevi rada su:

1. Opisati utjecaj arbuskularne mikorize na morfoloske karakteristike korijena pSenice
u uvjetima smanjene dostupnosti fosfora;

2. Utvrditi utjecaj arbuskularne mikorize na efikasnost usvajanja fosfora kod psenice;

3. Procijeniti ublazavajuéi u¢inak arbuskularne mikorize na promjene fluorescencije

klorofila u uvjetima nedostatka fosfora.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Biljni materijal

Odabir sorte za ovo istrazivanje temeljeno je na radu Kontek i Petar (2016), koji su izvrsili
screening 50 genotipova pSenice obzirom na efikasnost usvajanja fosfora. Prema Kontek i

Petar (2016), jedna od najefikasnijih sorti u usvajanju fosfora bila je U1-Osjecka $iSulja.

U1-Osjecka sisulja nastala je krizanjem talijanske sorte Carlotta Strampelli s kanadskom
sortom Marquis. U1-Osjecka §iSulja je registrirana 1936. godine i pustena u proizvodnju.
Zbog niza pozitivnih karakteristika koje joj se pripisuju (produktivnost, ranozrelost,
otpornost na polijeganje), u praksi je nadmasila sve dotadasnje sorte pSenice. U proizvodnji
se zadrzala sve do 1958. kada zapocinje introdukcija talijanskih visokorodnih kultivara
(Martin¢i¢ 1 Javor, 1996; Kozumplik i Martini¢-Jer¢i¢, 2000). Obzirom na dokazanu
efikasnost u usvajanju fosfora, te na Cinjenicu da je ova sorta stvorena 1936. godine,
oplemenjivackim radom koji se odvijao u uvjetima uzgoja bez primjene mineralnih gnojiva,
smatramo je pogodnim materijalom za navedeni pokus u kojem ¢e se istraziti utjecaj
arbuskularne mikorize na morfoloske karakteristike korijena u uvjetima slabe i optimalne

opskrbljenosti fosforom.

3.2. Priprema sjemena

Sjeme pSenice sorte Ul-Osjecka $isulja prosijano je kroz niz sita kako bi se dobila
ujednacena frakcija sjemena promjera 2,5-3,0 mm. Izdvojeno sjeme povrSinski je
sterilizirano u 70% (v/v) otopine etanola tijekom 30 sekundi, a zatim 5% (v/v) otopine
natrijevog hipoklorita tijekom 10 minuta. Nakon sterilizacije sjeme je tri puta ispirano pod
mlazom destilirane vode. Sterilizirano i isprano sjeme naklijavano je u petrijevim
posudicama izmedu dva konstantno vlazna klijaliSna papira (Regular Weight Seed
Germination Paper, SD3,5, Anchor Paper Company, St Paul, Mn, US). Ukupno je koristeno
50 sjemenki, pri ¢emu je u pojedinu petrijevu posudu polozeno 10 sjemena. Kako bi se
ujednacilo klijanje, sjeme je inkubirano tijekom 5 dana pri 4 °C, a zatim je naklijavano
tijekom 48 h pri 20 °C. Tijekom perioda inkubacije i naklijavanja petrijeve zdjelice su
postavljene vertikalno kako bi klica prilikom formiranja korijena bila okrenuta prema dolje.



3.3. Pouch sustav

Nakon perioda klijanja, ujednaceno razvijeni klijanci s korjenc¢i¢ima duljine 5-10 mm
(Slika 1) presadeni su na tzv. pouch sustav. Metodologija pouch sustava poznata je i pod
nazivom rhizoslides (Le Marie i sur., 2014), a prvi je put razvijena u svrhu proucavanja
korijena graha (Bonser i sur., 1996) te kukuruza (Hund i sur., 2009). Pojedina¢ni pouch okvir
sastavljen je od jedne ploCe izradene od ekstrudiranog akrilnog stakla (,,pleksiglas®)
(dimenzija 400 x 250 x 3 mm; Prozirni namjestaj d.o.o., Donja Zelina, Croatia), klijalisnog
papira jednakih dimenzija (Anchor Paper Company, St Paul, MN, US), te crne polythene
folije takoder jednakih dimenzija (debljine 100 um; MURAPLAST d.o.0., Kotoriba,
Croatia) (Slika 2). Folija i klijali$ni papir pri¢vrs¢uju se za plocu od ekstrudiranog stakla
pomocu kvacica koje se postavljaju na gornju te bo¢ne strane okvira. Pri tome plo¢a od
akrilnog stakla sluZi kao potporanj za klijali$ni papir i rastucu biljku (korijen), klijali§ni papir
sluzi za kapilarni uspon hranjive otopine te konstantno vlazenje korijenovog sustava, dok

crna folija sluzi kao pokrov koji spre¢ava prodiranje svjetlosti do korijenovog sustava.

Slika 1. Ujednaceno razvijeni klijanci spremni za presadivanje
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Slika 2. Presadivanje klijanaca na pouch sustav

Biljke presadene na pouch sustave postavljene su u plasticne kade volumena 12 L
ispunjene s 4 L Magnavaca hranjive otopine (Magnavaca i sur., 1987). Volumen od 4 L
hranjive otopine dovoljan je da prekrije donji rub pouch sustava do visine od 3 cm te
osigurava jednoli¢no primanje otopine. Kemijski sastav Magnavaca hranjive otopine, nakon
izrauna ionske aktivnosti pojedinog hranjiva u krajnjoj otopini pomo¢u GEOCHEM-EZ
softvera (Shaff i sur., 2010) prikazan je tablicom 1.

Tablica 1. Kemijski sastav koriStene Magnavaca hranjive otopine pri pH 6,0

Soli pM L
Ca(NO3)2 x 4H20 3,53
NH4NO3 1,30
KCI 0,58
K2SOs 0,58
KNO3 0,58
Mg(NO3z) x 6H20 0,86
KH2PO4 0,04
FeEHEDTA 0,08
MnCl; x 4H,0 9,10
H3BO3 24,97
ZnS04 x 7TH20 2,29
CuSO4 x 5H0 0,63
Na;MoOs x 2H,0 0,87
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3.4. Eksperimentalni dizajn i tretmani

Pokusi su postavljeni po sluc¢ajnom bloknom rasporedu. Tretmane su predstavljale dvije
koncentracije fosfora u hranjivim otopinama: niska (P-) (1 uM P L) i visoka (P+) (45 uM
P L), te dva tretmana inokulacije biljaka arbuskularnim mikoriznim (AM) gljivama vrste
Rhizophagus irregularis (Symbiom LTD. Czech Republic): inokulirane (M) i ne inokulirane
(NM) biljke. Inokulacija biljaka provedena je tijekom presadivanja klijanaca na pouch
sustave primjenom suspenzije spora u destiliranoj vodi, pri ¢emu je na pojedinacni korijen
aplicirano 500 spora u 10 mL destilirane vode, dok je na ne mikorizirane biljke primijenjeno
samo 10 mL destilirane vode. U svakoj kombinaciji tretmana: niska koncentracija fosfora s
inokuliranim biljkama (MP-), niska koncentracija fosfora s ne inokuliranim biljkama (NMP-
), visoka koncentracija fosfora s inokuliranim biljkama (MP+) i visoka koncentracija fosfora

s ne inokuliranim biljkama (NMP-) uzgajano je po 8 biljaka.

Biljke su uzgajane tijekom 20 dana, u komorama rasta na Agronomskom fakultetu u
Zagrebu, pri 300 pmol m? s fotosintetski aktivne radijacije (PAR), 12/12 h, i 20/15 °C
duljine dan/no¢ te 75% relativne vlaznosti zraka, a svakih 5 dana promijenjena je hranjiva

otopina.

3.5. Mjerenja

3.5.1. Analize morfoloskih karakteristika korijena

Tijekom uzgoja, korijenje biljaka je skenirano pomocu Epson perfection V700 skenera
kojim je upravljano iz WinRhizo® softvera (WinRhizo 2015 Pro., Regent Instruments
Canada Inc.). Korijenje je skenirano 5., 10. i 15. dan nakon presadivanja (DNP). Morfoloske
karakteristike korijenovog sustava analizirane su pomoéu WinRhizo® softvera (WinRhizo
2015 Pro., Regent Instruments Canada Inc.). Pritom su analizirane sljede¢e morfoloske

karakteristike korijena: kut grananja, Sirina, dubina, ukupna duljina te ukupna povrsina.

Na kraju pokusa sakupljeni su uzorci korijenja za analizu broja i duzine korijenovih
dlacica. Uzorci korijena bojani su pomocu 0,05% otopine Toluidine blue boje tijekom 10
sekundi (Slika 3). Za analizu broja i duzine korijenovih dlacica, sa svakog obojenog korijena
odrezana su tri korijenova vrha duzine 1 cm. Nakon bojenja uzorci su isprani u destiliranoj

vodi i slikani pomocu Leica EZ4W stereomikroskopa (Leica Microsystems, Schweiz AG)
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(Slika 4). Analiza brojnosti i duzine korijenovih dlacica provedena je pomo¢u WinRhizo®

softvera.

Slika 3. Bojanje korijenovih dlacica

Slika 4. Slika obojanih korijenovih dlacica
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3.5.2. Mjerenja fluorescencije klorofila

Na kraju pokusa (20 DNP) kao indikator stresa izmjerena je fluorescencija klorofila
pomocu Plant stress kit (Opti-Sciences, Inc. Hudson USA). Mjerenja su obavljana kod
biljaka adaptiranih na tamu (nakon 12 h perioda mraka/noc¢i) te na svjetlost adaptiranih
biljaka (nakon 3 h svjetla/dana). Na pojedina¢nom listu izmjerene su tri vrijednosti od kojih

je izraCunata srednja vrijednost.

Kod biljaka adaptiranih na tamu izmjerena je maksimalna kvantna efikasnost PSII (Fm-
Fo/lFm), pri ¢emu je Fm vrijednost maksimalne fluorescencije, a Fo vrijednost minimalne
fluorescencije. Mjerenje je obavljeno pri saturacijskom pulsu jagine 3500 umol m2 s? u

trajanju od 1 sekunde.

Kod biljaka adaptiranih na svjetlo izmjerena je efektivna kvantna efikasnost PSII (Y (I1))
te relativni intenzitet transporta elektrona (ETR). Mjerenje je obavljeno pri saturacijskom
pulsu jagine 3500 umol m? s? u trajanju od 1 sekunde. Relativni intenzitet transporta
elektrona izracunat je prema formuli ETR= Y(II) x PAR x 0,84 x 0,5.

Pri ¢emu je Y(II) efektivna kvantna efikasnost PSII, PAR oznacava fotosintetski aktivnu
radijaciju, 0,84 je koeficijent prosje¢ne apsorpcije svjetlosti od strane lista, a 0,5 je
koeficijent odnosa PSII i PSI (Schreiber i sur., 1994).

3.5.3. Odredivanje suhe tvari i koncentracije fosfora

Na kraju pokusa nadzemni dijelovi biljke su uklonjeni te im je vaganjem odredena svjeza

masa. Biljni materijal je osuSen liofilizacijom te mu je vaganjem odredena suha masa.

Liofilizirani biljni materijal razgraden je u smjesi koncentriranih HNO3:HCIO4 (omjera
7:1) u mikrovalnoj peénici (MILESTONE ETHOS ONE Microwave Digester), te je
odredena koncentracija fosfora u nadzemnim organima biljaka uzgojenih u svakom
tretmanu, UV/VIS spektrofotometrom (Evolution 60S, Thermo scientific) (AOAC, 1995).

3.5.4. Statisticka obrada podataka

Statisticke analize podataka obavljene su u statistickom paketu SAS System for Win ver.
9.1.3 (Copyright 2002-2003 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA.). Podaci su analizirani
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analizom varijance (ANOVA), prema linearnom modelu (GLM). Srednje vrijednosti su
usporedivane Tukey's HSD testom, kada je F test bio signifikantan na razini p <0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati analize morfoloskih karakteristika korijena

Tablicom 2 prikazani su rezultati analize varijance utjecaja tretmana fosforom, tretmana
AM inokulacije te njihove interakcije (FosforxMikoriza) na morfoloske karakteristike

korijena mjerene 5., 10. i 15. dana nakon presadivanja (DNP).

Tablica 2. Rezultati analize varijance istrazivanih morfoloskih karakteristika korijena
pSenice uzgajane u tretmanima s niskom i visokom koncentracijom fosfora (Fosfor) i
tretmanima inokulacije i ne inokulacije arbuskularnom mikorizom (Mikoriza) te njihove

interakcije (FosforxMikoriza), mjerenih 5., 10. 1 15. dana nakon presadivanja (DNP).

Svojstvo
Vrijeme .
) . Izvori Kut . . . .. ..
mjerenja TS i n-1 . Dubina  Sirina  Duljina Povr$ina
varijabilnosti grananja .. - h !
. orijena korijena korijena korijena
(DNP) korijena K K K k
Fosfor 1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
5 Mikoriza 1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
FosforxMikoriza 1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Fosfor 1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
10 Mikoriza 1 n.s. n.s. n.s. * n.s.
FosforxMikoriza 1 n.s. n.s. n.s. ** *
Fosfor 1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
15 Mikoriza 1 *x n.s. ** falad fakad

[EEN

FosforxMikoriza n.s. n.s. n.s. * n.s.

n-1: broj stupnjeva slobode izvora varijabilnosti; p: vjerojatnost prihvac¢anja nulte hipoteze da izvor
varijabilnosti nema utjecaja na analiziranu karakteristiku; Razina signifikantnosti: * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p <0,001, n.s. nije signifikantno.

Rezultati ANOVA-e pokazuju da su 5. DNP izostali statisti¢ki znacajni utjecaji oba
tretmana kao i njihove interakcije na analizirane morfoloske karakteristike korijena. Nadalje,
10. DNP utvrden je znacajan utjecaj interakcije FosforxMikoriza na ukupnu duljinu i ukupnu
povrSinu korijena. NajizraZzeniji utjecaj tretmana AM inokulacije na morfoloske
karakteristike korijena utvrden je 15. DNP, kada je utvrden statisticki znacajan utjecaj na kut
grananja, Sirinu, ukupnu duljinu i ukupnu povrsinu korijena, uz to je utvrden i znacajan

utjecaj interakcije (FosforxMikoriza) na ukupnu duljinu korijena.
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Obzirom da su najvece razlike morfoloskih karakteristika korijena utvrdene 15. DNP, u
nastavku ¢e biti prikazani rezultati statisti¢ki znacajnih utjecaja na morfoloske karakteristike

korijena u tom vremenu mjerenja.

Grafikonom 1 prikazane su srednje vrijednosti kuta grananja korijena AM inokuliranih i
ne inokuliranih biljaka, mjerene 15. DNP. Znacajno veci kut grananja korijena utvrden je
kod inokuliranih biljaka (31,74°) u odnosu na ne inokulirane biljke (23,99°).

Nadalje, 15. DNP inokulirane biljke razvile su prosje¢no Siri korijen (163,90 mm) u

odnosu na ne inokulirane biljke (118,67 mm) (Grafikon 2).

35
30
25 B

20

15 31,74

23,99
10

Kut grananja korijena u stupnjevima

M NM

Grafikon 1. Srednje vrijednosti kuta grananja korijena AM inokuliranih (M) i ne inokuliranih
biljaka (NM) uzgajanih tijekom 15 dana u tretmanima fosforom. Prema Tukey's HSD testu,
razli¢ita slova pridruzena histogramima grafikona oznacavaju statisticki znacajne razlike
izmedu tretmana.
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Grafikon 2. Srednje vrijednosti Sirine korijena AM inokuliranih (M) i ne inokuliranih biljaka
(NM) uzgajanih tijekom 15 dana u tretmanima fosforom. Prema Tukey's HSD testu, razli¢ita
slova pridruzena histogramima oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu tretmana.

Analizom varijance utvrden je statisticki znacajan utjecaj interakcije FosforxMikoriza na
ukupnu duljinu korijena 15. DNP (Tablica 2). U tretmanu niske koncentracije fosfora (P-)
inokulirane biljke su razvile korijen ve¢e ukupne duljine (646,7 cm) u odnosu na ne
inokulirane biljke (215,9 cm), dok u tretmanu visoke koncentracije fosfora (P+) nije
utvrdena znacajna razlika ukupne duljine korijena izmedu AM inokuliranih (457,3 cm) i ne
inokuliranih biljaka (387,2 cm).

Grafikonom 4 prikazane su srednje vrijednosti povrSine korijena AM inokuliranih i ne
inokuliranih biljaka mjerene 15. DNP. Znafajno vecu povrSinu korijena razvile su

inokulirane biljke (46,8 cm?) u odnosu na ne inokulirane biljke (27,5 cm?).
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Grafikon 3. Srednje vrijednosti ukupne duljine korijena AM inokuliranih (M) i ne
inokuliranih (NM) biljaka uzgajanih tijekom 15 dana pri visokoj (P+) i niskoj (P-)
koncentraciji fosfora u hranjivim otopinama. Prema Tukey's HSD testu, razlicita slova
pridruzena histogramima oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu tretmana AM
inokulacije unutar pojedinacnog tretmana fosforom.
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Grafikon 4. Srednje vrijednosti povrsine korijena AM inokuliranih (M) i ne inokuliranih
biljaka (NM) uzgajanih tijekom15 dana u tretmanima fosforom. Prema Tukey's HSD testu,
razli¢ita slova pridruzena histogramima oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu
tretmana.
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4.2. Rezultati analize morfoloskih karakteristika korijenovih dlacica

Rezultati analize varijance utjecaja tretmana fosforom, tretmana AM inokulacije te
njihove interakcije (FosforxMikoriza) na morfoloSke karakteristike korijenovih dlacica,

mjerenih dvadesetog dana nakon presadivanja (20. DNP), prikazani su tablicom 3.

Tablica 3. Rezultati analize varijance istrazivanih morfoloskih karakteristika korijenovih
dlacica pSenice uzgajane u tretmanima s niskom i visokom koncentracijom fosfora (Fosfor)
i tretmanima inokulacije i ne inokulacije arbuskularnom mikorizom (Mikoriza) te njihove

interakcije (FosforxMikoriza).

Svojstvo
Izvori varijabilnosti n-1 Broj korijenovih Duzina
dlacica korijenovih dlacica
Fosfor 1 n.s. n.s.
Mikoriza 1 n.s. n.s.
FosforxMikoriza 1 n.s. n.s.

n-1: broj stupnjeva slobode izvora varijabilnosti; p: vjerojatnost prihvac¢anja nulte hipoteze da izvor
varijabilnosti nema utjecaja na analiziranu karakteristiku; Razina signifikantnosti: * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p <0,001, n.s. nije signifikantno.

Rezultati ANOVA-e pokazuju da nema statisticki znacajnog utjecaja tretmana fosforom

i AM inokulacije kao ni njihove interakcije na broj i duzinu korijenovih dlacica.

Inokulirane i ne inokulirane biljke zabiljezile su ujednacen broj razvijenih korijenovih
dlacica u oba tretmana fosforom (P+ 1 P-). Prosjecan broj dlacica AM inokuliranih biljaka u
tretmanu P+ iznosio je 65,6 dok je kod ne inokuliranih biljaka iznosio 65,1. Inokulirane
biljke su u tretmanu P- razvile prosjecno 61,4 korijenove dlacice dok su ne inokulirane biljke

razvile 60,7 dlacica.

U uvjetima tretmana P+, AM inokulirane biljke razvile su korijenove dlacice prosjecne
duzine 0,53 mm dok su ne inokulirane u istim uvjetima razvile dladice duzine 0,51 mm.
Prosjecna duzina korijenovih dlacica inokuliranih i ne inokuliranih biljaka u tretmanu P- bila

je jednaka i iznosila je 0,55 mm.
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4.3. Rezultati analize koncentracije fosfora u biljnom materijalu

Rezultati analize varijance utjecaja tretmana fosforom, tretmana AM inokulacije te
njihove interakcije (FosforxMikoriza) na koncentraciju fosfora (% P.Os) te na apsolutnu

koli¢inu fosfora (mg P-Os) u nadzemnim organima biljke prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Rezultati analize varijance suhe mase nadzemnih organa te koncentracije i
apsolutne koli¢ine fosfora u nadzemnim organima pSenice uzgajane u tretmanima s niskom
i visokom koncentracijom fosfora (Fosfor) i tretmanima inokulacije i ne inokulacije

arbuskularnom mikorizom (Mikoriza) te njihove interakcije (Fosfor<xMikoriza).

S i Svojstvo
Izvori varijabilnosti n-1
% P2Osu ST mg P20s Suha masa
Fosfor 1 ol *x o
Mikoriza 1 n.s. n.s. *
FosforxMikoriza 1 n.s. n.s. n.s.

n-1: broj stupnjeva slobode izvora varijabilnosti; p: vjerojatnost prihvacanja nulte hipoteze da izvor
varijabilnosti nema utjecaja na analiziranu karakteristiku; Razina signifikantnosti: * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p <0,001, n.s. nije signifikantno.

Rezultati ANOVA-e pokazuju znacajan utjecaj tretmana razlic¢itih koncentracija fosfora
na sva mjerena svojstva dok je AM inokulacija imala znaajan utjecaj na suhu masu

nadzemnih organa pSenice.

Grafikonom 5 prikazane su srednje vrijednosti koncentracije P.Os u suhoj tvari
nadzemnih organa (% P20s u ST). Znacajno veca koncentracija P2Os utvrdena je u suhoj
tvari biljaka uzgajanih u P+ tretmanu (0,022 %) u odnosu na biljke uzgajane u P- tretmanu
(0,013 %).
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Grafikon 5. Srednje vrijednosti koncentracije fosfora u suhoj tvari biljnog materijala (% P20s
u ST) biljaka uzgajanih pri niskoj (P-) i visokoj (P+) koncentraciji fosfora u hranjivim
otopinama. Prema Tukey's HSD testu, razli¢ita slova pridruzena histogramima oznacavaju
statisticki znacajne razlike izmedu tretmana.

Srednje vrijednosti apsolutnih koli¢ina fosfora u suhoj tvari nadzemnih organa (mg P2Os)
prikazane su grafikonom 6. Kod biljaka uzgajanih u P+ tretmanu utvrdena je znacajno visa

kolicina fosfora u suhoj tvari (0,046 mg) u odnosu na biljke uzgajane u P- tretmanu (0,027

mQ).
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Grafikon 6. Srednje vrijednosti koncentracije fosfora (mg P20Os) biljaka uzgajanih pri niskoj
(P-) i visokoj (P+) koncentraciji fosfora u hranjivim otopinama. Prema Tukey's HSD testu,
razli¢ita slova pridruzena histogramima oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu
tretmana.
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Grafikon 7. Srednje vrijednosti suhe mase (mg) nadzemnih organa biljaka uzgajanih pri
niskoj (P-) i visokoj (P+) koncentraciji fosfora u hranjivim otopinama. Prema Tukey's HSD
testu, razlicita slova pridruzena histogramima oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu
tretmana.

Suha masa (mg)
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Grafikon 8. Srednje vrijednosti suhe mase (mg) nadzemnih organa AM inokuliranih (M) i
ne inokuliranih biljaka (NM) uzgajanih tijekom 15 dana u tretmanima fosforom. Prema
Tukey's HSD testu, razli¢ita slova pridruZena histogramima oznacavaju statisticki znacajne
razlike izmedu tretmana.

Znacajno veca suha masa nadzemnih organa utvrdena je kod biljaka uzgajanih u tretmanu
P+ (60,95 mg) u odnosu na biljke tretmana P- (41,85 mg) (Grafikon 7). Takoder, zna¢ajno
veca suha masa nadzemnih organa utvrdena je kod AM inokuliranih (56,67 mg) u odnosu

na ne inokulirane biljke (46,15 mg) (Grafikon 8).
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4.4. Rezultati analize mjerenja fluorescencije klorofila

Tablicom 5 prikazani su rezultati analize varijance utjecaja tretmana fosforom, tretmana
AM inokulacije te njihove interakcije (FosforxMikoriza) na istrazivane parametre

fluorescencije klorofila, mjerene dvadesetog dana nakon presadivanja (20. DNP).

Tablica 5. Rezultati analize varijance istrazivanih parametara fluorescencije klorofila
pSenice uzgajane u tretmanima s niskom i visokom koncentracijom fosfora (Fosfor) i
tretmanima inokulacije i ne inokulacije arbuskularnom mikorizom (Mikoriza) te njihove

interakcije (FosforxMikoriza).

Svojstvo
Izvori varijabilnosti n-1
(Fm'FO)/Fm Y(| |) ETR
Mikoriza 1 n.s. Hokk S
FosforxMikoriza 1 n.s. Fkk *k

n-1: broj stupnjeva slobode izvora varijabilnosti; p: vjerojatnost prihvacanja nulte hipoteze da izvor
varijabilnosti nema utjecaja na analiziranu karakteristiku; Razina signifikantnosti: * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p <0,001, n.s. nije signifikantno.

(Fm-Fo)/Fm: maksimalna kvantna efikasnost PSII biljaka adaptiranih na tamu;

Y (I1): efektivna kvantna efikasnost PSII biljaka adaptiranih na svjetlost;

ETR: relativni intenzitet transporta elektrona biljaka adaptiranih na svjetlost.

Analizom varijance utvrden je statisticki znacajan utjecaj tretmana fosforom na sva tri
istrazivana svojstva fluorescencije klorofila, dok su tretman AM inokulacije te interakcije
FosforxMikoriza znacajno utjecali na efektivnu kvantnu efikasnost PSII (Y (IT)) i relativni

intenzitet transporta elektrona (ETR).

Grafikonom 9 prikazane su srednje vrijednosti (Fm-Fo)/Fm kod biljaka uzgajanih u
tretmanima s visokom (P+) i niskom (P-) koncentracijom fosfora. Znacajno vecéu
maksimalnu kvantnu efikasnost PSII pokazale su biljke uzgajane u P+ (0,835) u odnosu na

biljke uzgajane u P- tretmanu (0,822).
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Grafikon 9. Srednje vrijednosti maksimalne kvantne efikasnosti PSIl ((Fm-Fo)/Fm) biljaka
uzgajanih pri niskoj (P-) i visokoj (P+) koncentraciji fosfora u hranjivim otopinama. Prema

Tukey's HSD testu, razli¢ita slova pridruzena histogramima oznacavaju statisticki znacajne
razlike izmedu tretmana.
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Grafikon 10. Srednje vrijednosti efektivne kvantne efikasnosti PSII (Y(I1)) AM inokuliranih
(M) i ne inokuliranih (NM) biljaka uzgajanih pri visokoj (P+) i niskoj (P-) koncentraciji
fosfora u hranjivim otopinama. Prema Tukey's HSD testu, razli¢ita slova pridruZena
histogramima oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu tretmana inokulacije unutar
pojedinac¢nog tretmana fosforom.
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Biljke tretmana P+ imale su prosjecno ve¢i Y(II) (0,460) u usporedbi s biljkama tretmana
P- (0,385). Nadalje, AM inokulirane biljke (M) imale su prosjec¢no veéi Y(II) (0,456) u
odnosu na ne inokulirane biljke (NM) (0,388). Medutim, utvrdena je i statisticki znaCajna
interakcije FosforxMikoriza. Naime, u tretmanu P-, AM inokulirane biljke imale su veci
Y(I1) (0,448) u odnosu na ne inokulirane biljke (0,322), dok se Y(II) AM inokuliranih
(0,465) i ne inokuliranih (0,455) biljaka nije razlikovao u tretmanu P+ (Grafikon 10).

Biljke tretmana P+ imale su prosje¢no vec¢i ETR (34,72) u usporedbi s biljkama tretmana
P- (27,48). Nadalje, AM inokulirane biljke (M) imale su prosje¢no ve¢i ETR (34,47) u
odnosu na ne inokulirane biljke (NM) (27,74). Medutim, utvrdena je i statisti¢ki znacajna
interakcije FosforxMikoriza. Naime, u tretmanu P-, AM inokulirane biljke imale su veci
ETR (32,77) u odnosu na ne inokulirane biljke (22,19), dok se ETR AM inokuliranih (36,17)

i ne inokuliranih (33,28) biljaka nije razlikovao u tretmanu P+ (Grafikon 11).
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Grafikon 11. Srednje vrijednosti relativnog intenziteta transporta elektrona (ETR) AM
inokuliranih (M) i ne inokuliranih (NM) biljaka uzgajanih pri visokoj (P+) i niskoj (P-)
koncentraciji fosfora u hranjivim otopinama. Prema Tukey's HSD testu, razlicita slova
pridruZzena histogramima oznacavaju statisticki znaCajne razlike izmedu tretmana
inokulacije unutar pojedinac¢nog tretmana fosforom.
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5. RASPRAVA

5.1. Utjecaj arbuskularne mikorize na morfoloske karakteristike korijena u

uvjetima smanjene dostupnosti fosfora

Znacajne promjene morfoloskih karakteristika korijena izmedu tretmana AM inokulacije
utvrdene su tek 10. DNP, dok su izostale 5 DNP. Najizrazenije promjene morfoloskih
karakteristika korijenovog sustava pod utjecajem AM inokulacije utvrdene su u zadnjem
mjerenju, 15. DNP (Tablica 2), kada AM inokulirane biljke razvijaju zna¢ajno $iri (Grafikon
2) i povrsinom veci (Grafikon 4) korijenov sustav, Sireg kuta grananja (Grafikon 1) u odnosu
na ne inokulirane biljke. Nadalje, zna¢ajan interakcijski utjecaj (FosforxMikoriza) 15. DNP
utvrden je za ukupnu duljinu korijena. Veéa ukupna duljina korijena utvrdena je kod AM
inokuliranih u odnosu na ne inokulirane biljke u oba tretmana, no u tretmanu P-, ta je razlika
bila statisti¢ki znacajna. Ovi rezultati ukazuju na ¢injenicu da je za vidljive promjene
morfoloskih karakteristika korijena, pod utjecajem AM inokulacije, potrebno odredeno

vrijeme kako bi se uspostavila simbioza i kako bi njezin u¢inak dosao do izrazaja.

Atkinson 1 sur. (1994) navode da AM gljive mogu znacajno promijeniti morfologiju
korijenovog sustava, ponajprije utjeCu¢i na povecanu razgranatost korijenovog sustava
poveéanjem broja lateralnih korijena, te povecanjem ukupne duljine korijenovog sustava.
Navodi ovih autora potvrdeni su i ovim pokusom, kojim je utvrdeno zna¢ajno povecanje
ukupne duljine, Sirine, povrsine i kuta grananja korijenovog sustava pod utjecajem AM
inokulacije. Pritom je izostalo povecanje dubine korijenovog sustava (Tablica 2), kao i
brojnosti i duzine korijenovih dlacica, §to ukazuje da su se ostale morfoloske karakteristike

korijena promijenile zbog promjene u broju 1 duzini lateralnog korijenja.

Sli¢no kao i u radu Kontek i Petar (2016), tretmani fosforom nisu zna¢ajno promijenili
morfoloske karakteristike korijenovog sustava U1-Osjecke SiSulje. Medutim, opisan
statisticki znacajan interakcijski u¢inak FosforxMikoriza na duljinu korijena ukazuje da
koncentracija fosfora u hranjivoj otopini ili interna koncentracija fosfora u biljci ipak moze

modificirati ovo svojstvo korijenovog sustava.

Moguce objasnjenje pojacanog grananja korijenovog sustava i time izazvanih povecéanja
povrsine, ukupne duljine i kuta grananja lezi u ¢injenici da biljke u uvjetima AM inokulacije
pojacano luce strigolaktone (Parniske, 2008). Strigolaktoni su biljni hormoni koji poticu
stvaranje simbiozne asocijacije izmedu biljke i1 gljive (Parniske, 2008), ali imaju i dokazan
uc¢inak na pojacano grananje korijena (Smith, 2008).
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5.2. Utjecaj arbuskularne mikorize na primanje fosfora i suhu tvar nadzemnih

organa pSenice

Znacajno vece koncentracije i apsolutne koli¢ine P2Os u nadzemnim organima psenice,
utvrdene su kod biljaka uzgajanih u P+ u odnosu na P- tretmane (Grafikon 5 i 6), dok tretman
AM inokulacijom nije imao znacajan utjecaj na primanje fosfora (Tablica 3). Pozitivan
uc¢inak AM na primanje hraniva, osobito fosfora vrlo je dobro dokumentiran (Marschner,
2012; Fitter, 2006). Izostanak povecanja koncentracije, kao 1 apsolutne kolicine fosfora u
nadzemnim organima pS$enice, vjerojatno lezi u eksperimentalnom dizajnu ovog pokusa.
Naime, dokazano je da AM mijenja fizikalna i kemijska svojstva tla i poveéava primanje
fosfora iz tesko topivih oblika (kompleksa s kalcijem, zeljezom ili aluminijem) (Marschner,
2012; Fitter, 2006), sto nije bio slu¢aj u ovom pokusu zbog toga $to takvi oblici fosfora nisu
primijenjeni kao tretmani. Kod tretmana niske koncentracije fosfora koriStena je
koncentracija od 1 uM P L koja je bila jednako dostupna AM inokuliranim i ne
inokuliranim biljkama, odnosno u pokus nije bio ukljuen tretman odredenom
koncentracijom fosfora u nekom od slabo pristupacnih oblika. Stoga, nije doslo do znacajnog
izrazaja AM na primanje i translokaciju fosfora u nadzemne organe. S druge strane, visoka
koncentracija fosfora (45 uM P L1) predstavlja dovoljno visoku koncentraciju u kojoj AM
ucinak ne dolazi do izrazaja. Medutim, ovakav rezultat zapravo je maskiran povecanim
rastom Kkorijenovog sustava (opisanog u prethodnom poglavlju). Naime, veci korijenov
sustav kod AM inokuliranih biljaka, osobito ve¢a ukupna duljina korijenovog sustava AM
inokuliranih biljaka u tretmanu P- ukazuje na ¢injenicu da je kod AM inokuliranih biljaka
fosfor vjerojatno zadrzan u korijenu, kako bi potaknuo jaci razvoj korijena. Poznata je uloga
fosfora u metaboli¢kim procesima, osobito u procesima disanja (Taiz i Zeiger, 2012).
Atkinson 1 sur. (1994) navode da je kod biljaka AM inokuliranih biljaka zabiljezen veci
intenzitet disanja korijenja, koji povezuje s pojatanim metabolizmom korijena i pove¢anim
usvajanjem hraniva. Upravo takav pojacani metabolizam korijena te veci korijenov sustav
utvrden kod AM inokuliranih biljaka zahtijeva vece koli¢ine fosfora koje omogucuju

normalan metabolizam energije.

Nadalje, unato€ povecanju korijenovog sustava, Sto svakako predstavlja znacajno troSenje
asimilata za rast korijena, kod AM inokuliranih biljaka, utvrdena je ve¢a suha masa u odnosu
na ne inokuliirane biljke (Grafikon x). Kao sto navode Manschadi i sur. (2013), poveéano
grananje korijena zahtijeva i povecanu translokaciju ugljikohidrata u korijen te predstavljaju

veliki energetski troSak, §to utjeCe na smanjen rast nadzemnih organa. Obzirom na utvrden
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porast korijena i istovremeni porast suhe tvari nadzemnih organa kod AM inokuliranih
biljaka, mozemo zakljuciti da je kod AM inokuliranih biljaka doslo do manjeg negativnog

utjecaja nedostatka fosfora na redistribuciju asimilata i sintezu suhe tvari.

5.3. Utjecaj arbuskularne mikorize na promjene fluorescencije klorofila u
uvjetima nedostatka fosfora

Nedostatak fosfora utjecao je na smanjenje kvantne efikasnosti PSIlI kod biljaka
adaptiranih na tamu, kao i kod biljaka adaptiranih na svjetlo, kod kojih je doslo i do
smanjenja ETR (Tablica 5). Svi mjereni pokazatelji fluorescencije klorofila ukazuju da su
biljke tretmana P- dozivjele stres. Nadalje, kod AM inokuliranih biljaka izmjerene su vece
vrijednosti Y(II) 1 ETR, §to ukazuje na pozitivan u¢inak mikorize na svjetlosne reakcije
fotosinteze. Medutim, statisticki znacajna interakcija FosforxMikoriza ukazuje na ¢injenicu
da su biljke AM inokulacijskih tretmana razlicito reagirale pri razli¢itim koncentracijama
fosfora u otopinama. Toc¢nije, AM inokulirane biljke imale su ve¢e izmjerene Vvrijednosti
Y(I1) i ETR u odnosu na ne inokulirane biljke u tretmanu P-, dok se izmjere ovih parametara
nisu razlikovale izmedu AM inokuliranih 1 ne inokuliranih biljaka u tretmanu P+. Ovi
rezultati zajedno s rezultatima vece suhe mase nadzemnih organa ukazuju na ublazavajuci
ucinak arbuskularne mikorize na stres izazvan nedostatkom fosfora, unato¢ jednakim

koli¢inama fosfora utvrdenim u nadzemnim organima.

Izostanak ublazavajuceg u¢inka AM inokulacije na kvantnu efikasnost PSII kod biljaka
adaptiranih na tamu, a s istovremenim ublazavaju¢im u¢inkom kod biljaka adaptiranih na
svjetlo, ukazuje da AM zapravo djeluje na razini ne fotokemijskog rasipanja viska energije.
Kako navode Quiles i sur. (2012), razlika u maksimalnom kvantnom iskoristenju svjetlosti
PSII, kod biljaka adaptiranih na svjetlo (Y(I1)) i biljaka adaptiranih na tamu ((Fm-Fo)/Fm),
zapravo lezi u mogucnosti ne fotokemijskog rasipanja viska energije. Drugim rije¢ima, Stres
izazvan nedostatkom fosfora izaziva jednaku razinu inhibicije svjetlosnih reakcija kod AM
inokuliranih 1 ne inokuliranih biljaka kada je rije¢ o koli€ini primarnih akceptora elektrona
(plastokinona) 1 brzini njihovog primanja elektrona s PSII, na §to ukazuje statisticki znacajno
smanjenje ((Fm-Fo)/Fm) kod biljaka P- u odnosu na biljke P+. S druge strane, AM inokulacija,
sli¢cno normalnoj opskrbljenosti fosforom, utje¢e na smanjenje ne fotokemijskog rasipanja
energije, odnosno na smanjenje gubitaka energije u obliku zagrijavanja i fluorescencije

klorofila.
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Kada je rijec o utjecaju nedostatka fosfora na inhibiciju fotosinteze, Rychter i Rao (2005)
kao jedno od mogucéih objasnjenja navode: i) Inhibiciju fotofosforilacije (sintezu ATP-a),
Sto dovodi do poremecaja tilakoidnih membrana i smanjenog transporta elektrona; ii)
Smanjenje intenziteta regeneracije ribulozal,5-difosfata, §to dovodi do usporavanja
Calvinovog ciklusa; te iii) Smanjenje rasta pojedinih biljnih dijelova S$to dovodi do
smanjenog kapaciteta izljeva u floemskom transportu, zbog ¢ega se poput povratne sprege

inhibira fotosinteza.

Obzirom da kod AM inokuliranih biljaka nije utvrdeno znacajno povecanje ni
koncentracije ni apsolutne koli¢ine fosfora u nadzemnim organima u odnosu na ne
inokulirane biljke, malo je vjerojatno da je ublazavaju¢i u¢inak AM inokulacije izazvan
smanjenjem regeneracije ribuloza 1,5 difosfata. Nadalje, utvrdeno poveéanje ETR kod AM
inokuliranih biljaka u odnosu na ne inokulirane biljke u P- tretmanu ukazuje na mogucu
efikasniju sintezu ATP u svjetlosnim reakcijama. No isto tako, kao logi¢an zakljuc¢ak namece
se da je pojacani rast korijenovog sustava, i uz to vezan pojacan metabolizam korijena
uzrokovao povecanu potrebu za asimilatima, odnosno povecanje kapaciteta izljeva Sto
neizravno povecava intenzitet fotosinteze. Takvom zaklju¢ku u prilog ide ¢injenica da AM
inokulirano korijenje predstavlja pojacan izljev, o0sobito za saharozu kao glavnu

transportirajuci tvar u floemu (Hause i sur., 2002).
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6. ZAKLJUCCI

Inokulacija korijena pSenice arbuskularnom mikorizom izazvala je znacajne promjene
morfologije korijenovog sustava pSenice, no nije imala utjecaj na broj i duljinu korijenovih
dlacica. AM inokulirane biljke razvile su §iri i povr$inom veci korijenov sustav, Sireg kuta
grananja u odnosu na ne inokulirane biljke neovisno o koncentraciji fosfora u hranjivim
otopinama. Nadalje, AM inokulacija utjecala je i na povecanje ukupne duljine korijena kod

biljaka uzgajanih pri niskoj koncentraciji fosfora.

Nedostatak fosfora u hranjivim otopinama uzrokovao je smanjenje koncentracije i
apsolutne koli¢ine fosfora u nadzemnim organima pSenice, bez obzira na tretman AM
inokulacije. Medutim, AM inokulirane biljke su pri obje koncentracije fosfora u hranjivim
otopinama stvorile ve¢u suhu masu nadzemnih organa, S§to ukazuje na bolje iskoriStenje

fosfora kod AM inokuliranih u odnosu na AM ne inokulirane biljke.

Nedostatak fosfora uzrokovao je smanjenu efikasnost PSII kod biljaka adaptiranih na
svjetlo te biljaka adaptiranih na tamu. Kod biljaka adaptiranih na svjetlo, AM inokulacija
ublazila je negativne ucinke stresa nedostatka fosfora na ETR, kao i na kvantnu efikasnost

PSII, vjerojatno zbog povecane potrebe za asimilatima od strane korijena.

Ovi rezultati ukazuju da u uvjetima nedostatka fosfora kod AM inokuliranih biljaka dolazi
do efikasnije preraspodjele fosfora, koja stimulira pojacan rast i metabolizam korijena, pri
¢emu takav korijenov sustav predstavlja pojacan izljev u floemskom transportu i time
neizravno stimulira proces fotosinteze, sto u kona¢nici poveéava efikasnost PSIL i svjetlosnih

reakcije fotosinteze.
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8. SAZETAK

Bernardica Jelc¢i¢

UblaZavajuéi u¢inak arbuskularne mikorize na stres izazvan nedostatkom fosfora

kod pSenice

Najznacajnije prilagodbe biljaka na nedostatak fosfora uklju¢uju promjene morfoloskih
karakteristika korijena i uspostavu arbuskularne mikorize (AM). Utjecaj AM gljiva na
usvajanje fosfora dobro je poznat, medutim vrlo je malo poznato o njihovom utjecaju na
morfoloske karakteristike korijenovog sustava U uvjetima nedostatka fosfora, te njihov

moguci ublazavajuéi ucinak na stres izazvan nedostatkom fosfora.

Ciljevi ovog istrazivanja bili su: i) opisati utjecaj AM na morfoloske karakteristike
korijena pSenice (Triticum aestivum, L.) u uvjetima smanjene dostupnosti fosfora; ii) utvrditi
utjecaj AM na efikasnost usvajanja fosfora kod psenice; iii) procijeniti ublazavajuc¢i u¢inak
AM na promjene fluorescencije klorofila u uvjetima nedostatka fosfora, te utvrditi ukupni

ublazavaju¢i u¢inak AM na nedostatak fosfora kod pSenice.

Pokus je postavljen u pouch sustavima. Biljke pSenice, sorte U1-Osjecka §iSulja, uzgajane
su u Magnavaca hranjivoj otopini tijekom 20 dana. Tretmane su predstavljale dvije
koncentracije fosfora u hranjivim otopinama: niska (P-) (1 uM P L) i visoka (P+) (45 uM
P L), te dva tretmana inokulacije biljaka AM gljivama vrste Rhizophagus irregularis:
inokulirane (M) i ne inokulirane (NM) biljke. Morfoloske karakteristike korijenovog sustava
odredivane su pomo¢u WinRhizo Pro softvera 5., 10. i 15. DNP. Na kraju pokusa, 20 DNP,
izmjereni su parametri fluorescencije klorofila, koji su uklju¢ivali: maksimalnu kvantnu
efikasnost PSII kod biljaka adaptiranih na tamu (Fm-Fo/Fm), efektivnu kvantnu efikasnost
PSII (Y(II)), te relativni intenzitet transporta elektrona (ETR) kod biljaka adaptiranih na
svjetlo. Biljke su podijeljene na nadzemne i podzemne organe, pri ¢emu je u nadzemnim
organima utvrdena suha masa te koncentracija i apsolutna koli¢ina fosfora, dok je korijenje

obojano radi utvrdivanja broja i duzine korijenovih dladica.

AM inokulirane biljke razvile su $iri i povrSinom ve¢i korijenov sustav, Sireg kuta
grananja u odnosu na ne inokulirane biljke, neovisno o koncentraciji fosfora. AM inokulacija
utjecala je i na povecanje ukupne duljine korijena kod biljaka uzgajanih pri niskoj
koncentraciji fosfora. AM inokulirane biljke su pri obje koncentracije fosfora u hranjivim

otopinama stvorile ve¢u suhu masu nadzemnih organa.
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Nedostatak fosfora uzrokovao je smanjenu efikasnost PSII kod biljaka adaptiranih na
svjetlo te kod biljaka adaptiranih na tamu. Kod biljaka adaptiranih na svjetlo, AM inokulacija

ublazila je negativne ucinke stresa nedostatka fosfora na ETR te Y(II).

Ovi rezultati ukazuju da u uvjetima nedostatka fosfora kod AM inokuliranih biljaka dolazi
do efikasnije preraspodjele fosfora, promjene rasta korijenovog sustava koji predstavlja
povecani izljev asimilata i neizravno potice fotosintezu te na taj nacin ublazava stres izazvan

nedostatkom fosfora.

Kljuéne rijeci: arbuskularno mikorizne gljive, koncentracija fosfora, morfologija korijena,

fluorescencija klorofila
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9. SUMMARY

Bernardica Jelc¢i¢

Mitigation of phosphorus deficiency stress by arbuscular mycorrhizae in wheat

The most significant plant adaptations to the low phosphorus (P) availability include
changes of the root morphological traits and the formation of arbuscular mycorrhizae (AM).
The influence of AM fungus on the phosphorus acquisition is well known. Yet little is known
about their influence on the root morphological traits in conditions of low phosphorus
availability as well as their possible mitigating effect on phosphorus deficiency stress.

Aims of this study were: i) description of the influence of AM on the root morphological
traits of wheat (Triticum aestivum, L.) in conditions of low phosphorus availability; ii) to
determine the influence of AM on the P acquisition efficiency; iii) to evaluate the mitigating
effect of AM on changes in chlorophyll fluorescence caused by P deficiency and determine
the overall mitigating effect of AM on the wheat P deficiency.

The experiment was conducted in pouch systems. Wheat plants, U1-Osjecka $isulja
variety, were grown in Magnavaca’s nutrient solution for 20 days. Treatments were
represented as low and high phosphorus concentrations in nutrient solutions (1 and 45 uM
P L%, respectively) and as two treatments of inoculation with arbuscular mycorrhizal fungi
(Rhizophagus irregularis): inoculated (M) and non-inoculated (NM) plants. Root
morphological traits were determined using WinRhizo Pro software 5", 10" and 15" days
after planting (DAP). Chlorophyll fluorescence parameters were measured at 20 DAP, and
included maximum quantum yield of PSII in dark-adapted plants ((Fm-Fo)/Fm), and effective
quantum yield of PSII (Y (1)) and electron transport rate (ETR), measured in plants adapted
to light. At the end of the experiment plants were divided into root and shoot, where the dry
mass and P concentration, including absolute P content in the shoot were determined. The
roots were dyed to determine the number and length of root hairs.

AM inoculated plants developed broader root systems with a wider growth angle and
larger surface area compared to non-inoculated plants regardless of phosphorus
concentration treatment. AM inoculation also increased the total root length in plants grown
at low phosphorus concentrations. Dry mass of AM inoculated plants increased at both P

treatments.
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Phosphorus deficiency reduced quantum yields of PSII in plants adapted to light and dark
adapted plants. In plants adapted to light, AM inoculation mitigated the negative effects of
P stress on ETR and Y(II).

These results indicate that phosphorus deficiency in AM inoculated plants results in a
more efficient redistribution of P within the plant. In addition, changes in the root system
growth increased sink capacity for the assimilate translocation, which in turn stimulates

photosynthesis, thus aleviates the stress caused by phosphorus deficiency.

Key words: AM fungi, phosphorus concentration, root morphology, chlorophyll

fluorescence
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