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1. Uvod

1.1. Fruktani u Zitaricama

Iako je skrob glavna kemijska tvar koja se prikuplja iz zrna zitarica umjerenog pojasa,
ve¢i dio sezone rasta on ¢ini samo vrlo mali udio u ukupnom sadrzaju skladisnih
ugljikohidrata u biljkama. Prije cvatnje biljaka, topljivi ugljikohidrati se nakupljaju u
listovima, stabljikama i vr$nim dijelovima. Ti ugljikohidrati se sastoje od mjeSavine
monosaharida, saharoze i fruktana (Pollock i Cairns 1991). Fruktani ¢ine najveci dio mase
topljivih Secera u stabljikama te mogu Ciniti do 85% sadrzaja ukupnih topljivih Secera u
fazama kada je njihova koncentracija najveca u stabljikama zitarica (Schnyder, 1993).
Utvrdeno je da 12-15% vrsta cvjetnica sadrze fruktane u svojim tkivima (Livingston i sur.
2009). Fruktani, ili polifruktozilsaharoze, polimeri su fruktoze dobiveni iz saharoze.
Saharoza je disaharid glukoze i fruktoze te je zavr$ni produkt fotosinteze (Ritsema i
Smeekens, 2003). Za razliku od Skroba, koji se skladiSti u specijaliziranim organelima,
plastidima, fruktani se sintetiziraju i skladiste u vakuolama biljnih stanica (Wiemken i sur.
1986).

Biljni fruktani imaju razlicite strukture i duljine lanaca, od tri do nekoliko stotina
fruktoznih jedinica. Jedan od najjednostavnijih fruktana je linearni inulin koji je graden od
fruktoznih ostataka povezanih (1-2) vezom (Slika 1). U biljkama se pojavljuje i drugaciji
tip inulina nazvan inulin neo-serija. Inulin neo-serija ima dva B(1-2) vezana fruktoza lanca
pricvrséena na pocetnu jedinicu od saharoze. Fruktani levanskog tipa (takoder zvani fleini u
biljkama) su takoder nadeni u travama (Poaceae). Osnovna struktura ovih fruktana je
linearni fruktozni polimer povezan B(2-6) vezama. MjeSoviti tip fruktana, nazvan graminani,
takoder je prisutan u biljkama, a graden je od fruktoznih ostataka povezanih (2-6) vezom s
B(1-2) ograncima. Graminani ponekad stvaraju jo$ sloZenije strukture u kojima su neo-Seceri

povezani s ograncima od fruktanskih lanaca (Ritsema i Smeekens, 2003).
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Slika 1: Prikazi strukturnih formula najéeséih tipova fruktana. Molekula saharoze je

zaokruZena u spojevima (preuzeto i prilagodeno iz Salinas 1 sur. 2016)

1.2.  Biosinteza i mobilizacija fruktana

Sinteza fruktana potaknuta je kada stopa fotosinteze nadmasuje potrebe, odnosno
kada razina saharoze u sink organima dosegne kriti¢nu vrijednost (Pollock, 1986). Sinteza
fruktana pocinje pretvorbom saharoze u 1-kestozu (Slika 2). Enzim potreban za ovu reakciju
se zove saharoza:saharoza 1-fruktoziltransferaza (1-SST) te je on pronaden u svim biljkama
koje proizvode fruktane. 1-kestozu koriste specificne fruktoziltransferaze za sintezu duljih i
slozenijih fruktana. U biljkama koje proizvode inulin izolirana su dva enzima, 1-SST i
fruktan:fruktan 1-fruktoziltransferaza (1-FFT). 1-FFT koristi 1-kestozu ili fruktane s ve¢im
stupnjem polimerizacije kao donore fruktoze, a moze koristiti razliite fruktane ili saharozu
kao primatelje fruktoze (Ritsema i Smeekens, 2003). Dodatni enzimi potrebni su za sintezu
slozenijih fruktana. Sinteza neo-serijskog inulina zahtjeva fruktan:fruktan 6G-
fruktoziltransferazu (6G-FFT). On koristi 1-kestozu kao donor fruktoze i prenosi je do

glukoznog ostatka saharoze i veze je B(2-6) vezom stvarajuéi neo-kestozu (Vijn i sur. 1997).
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U je¢mu je otkriven jo$ jedan enzim, saharoza:fruktan 6-fruktoziltransferaza (6-SFT). On
koristi 1-kestozu za sintezu bifurkoze, tetrasaharida s dodatnom B(2-6) vezanom fruktozom
(Simmen i sur. 1993).

Degradacija fruktanskih rezervi u zitaricama moze biti inducirana razliitim
okolisnim uvjetima. Razli¢iti tipovi fruktanskih hidrolaza razgraduju fruktane, no u biljkama
je najcesca fruktan-B-fruktozidaza (FEH, fruktan egzohidrolaza). Ovaj enzim cijepa fruktane
uklanjanjem krajnje ne-reducirajuce fruktozne jedinice (egzoliticka reakcija) (Marx i sur.
1997). Budu¢i da zitarice imaju graminanski tip fruktana koji imaju i (1-2) i B(2-6) veze,
vjeruje se da postoji i 3(2-6)-specificna egzohidrolaza koja je do sada otkrivena kod zobi
(Henson i Livingston, 1996). Postoji i teorija da 1-FFT takoder moze biti ukljucena u
remobilizaciju. Inulin moZe biti koriSten kao fruktozilni donor za 1-FFT, dok su i inulin i
saharoza akceptori za ovaj enzim. Prema tome, 1-FFT moze skratiti inulin prijenosom
fruktozilnog ostatka na saharozu, pri ¢emu nastaju 1-kestoza i skraceni inulin. 1-kestoza se
potom moze razgraditi enzimom invertazom. Nije jo$ poznato ima li ovakav biokemijski put

znacajnu ulogu u biljkama (Ritsema i Smeekens, 2003).
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Slika 2: Metabolicki put fruktana i enzimi koji sudjeluju u njemu (preuzeto i prilagodeno iz
Chalmers i sur. 2005)



1.3.  Uloga fruktana u biljkama i korist za ¢ovjeka

Fruktani mogu imati razne uloge u biljkama. Osim S§to su glavni skladisni
ugljikohidrati, sinteza fruktana moze kontrolirati koncentraciju saharoze u vakuolama
stanica. Stvaranje fruktana u vakuolama snizava koncentraciju saharoze u stanicama i na taj
nacin sprjecava povratnu inhibiciju fotosinteze potaknutu Sec¢erima (Pollock, 1986). Vaznu
ulogu u biljkama fruktani imaju i u pogledu klimatskih uvjeta. Globalna distribucija biljaka
koje akumuliraju fruktane pokazuje da su one najbrojnije u umjerenim klimatskim zonama
gdje postoje razdoblja suSe i smrzavanja, dok u tropskim zonama gotovo izostaju (Vijn i
Smeekens, 1999). Iako se sinteza $kroba drasticno smanjuje kada temperature padnu ispod
10° C, fotosinteza i proizvodnja fruktana su mnogo manje osjetljivi na niske temperature
(Pollock, 1986). Iz tih razloga, skladistenje fruktana ima prednost kod biljaka koje su
fotosintetski aktivne tijekom zime ili ranog prolje¢a. Fruktani su ukljuceni i u toleranciju
biljaka na suSu i hladno¢u (Suzuki i Nass, 1988; Pontis, 1989). To¢ni mehanizmi kojim
fruktani pomazu biljkama da toleriraju stres nisu poznati, no pretpostavlja se da sudjeluju u
prevenciji o$tecenja stani¢nih membrana (Ritsema i Smeekens, 2003). Smrzavanje uzrokuje
stvaranje ozljeda adhezijom, koja je rezultat kompeticije hidrofilnih spojeva u stani¢noj
stijenci i membrani i leda za vodom na povrsini stanica, ¢cime dolazi do dehidracije stanica i
njihovog skupljanja. Heksozni Seceri oslobodeni hidrolizom fruktana oslobadaju se na
povrsinu stanica 1 tako povecavaju kemijski potencijal povrSine te poti¢u topljenje kristala

leda i sprje¢avaju adheziju (Olien i Lester, 1985).

Fruktani imaju i povoljno djelovanje na zdravlje kod ljudi. Inulinski tip fruktana
prepoznat je kao blagotvoran sastojak prehrane. Oni su zapravo topljiva prehrambena vlakna
koja ljudi ne mogu probaviti. Imaju prebioticke kvalitete budu¢i da ih koriste korisne
crijevne bakterije za fermentaciju. Poticu rast dobrih bakterija, poput rodova Lactobacilli i
Bifidobacteria u crijevima te tako utje¢u na crijevnu mikrofloru i smanjuju brojnost
patogenih bakterija. Fermentacijom fruktana pomocu korisnih bakterija nastaju
kratkolan¢ane masne kiseline koje imaju pozitivan u€inak na metabolizam masti (Vijn i
Smeekens, 1999). Fruktani takoder poticu i resorpciju kalcija i zbog toga mogu biti korisni
u prevenciji osteoporoze. Kod ljudi koji imaju prehranu bogatu fruktanima uocene su
smanjene razine inzulina, Kkolesterola, triacilglicerola i fosfolipida u krvi (Ritsema i
Smeekens, 2003). Male molekule fruktana sacinjene od 3 do 6 Secernih ostataka imaju sladak

okus te su zbog toga dio prirodnih niskokalori¢nih zasladivac¢a. Zbog svih tih pozitivnih



utjecaja na zdravlje ljudi fruktani se smatraju jednim od najobecavajucih sastojaka

funkcionalne prehrane do sada.

1.4. Grada jema

JeCam (Hordeum vulgare L.) je jednogodisnja biljka koja pripada porodici trava
(Poaceae) zajedno s ostalim vrstama znaCajnim za prehranu ljudi 1 Zivotinja, kao Sto su
pSenica, kukuruz, riza, zob i druge. Kao i kod pSenice i zobi, jecam ima dva tipa korjenovog
sustava. Prvi tip se razvija od klijanja do tjeranja izdanka. Tijekom tjeranja izdanka
pojavljuje se i drugi tip korijena, adventivno korijenje. Korijen daje potporanj biljci i
opskrbljuje ju vodom i hranjivim tvarima, a njegova dubina ovisi o strukturi tla, temperaturi
I genetickim svojstvima kultivara. Stabljike jema su uspravne i sastavljene od 5 do 7 Supljih,
cilindri¢nih internodija koji su odvojeni nodijima. Stabljike mogu narasti do 1,5 metara u
visinu i sklone su polijeganju, a jeCam moze razviti do 5 sekundarnih stabljika. Nodiji nose
listove koji su kao 1 kod svih trava smjeSteni nasuprotno na stabljici. Listovi jeCma su
linearni lanceolatni i sastoje se od lisnog rukavca i plojke. Na prijelazu lisnog rukavca u lisnu
plojku jeCam ima jako razvijene srpaste roscic¢e (lat. auriculae), koji obuhvacaju stabljiku i
prijelaze jedan preko drugoga, pa se po tom svojstvu jeCam razlikuje od drugih Zitarica.
Ovojnica stabljike moze biti pigmentirana antocijanima. Zadnji internodij stabljike se
produzuje kao glavna os (lat. rachis) koja na nodijima nosi naizmjeni¢ne klasice. Cvjetovi
je¢ma skupljeni su u klas. Klas je¢ma graden je od koljenastog klasnog vretena 1 klasica s
usjecima, u kojima su smjesteni klasic¢i. Klasi¢i su gradeni od dvije slabo razvijene pljeve
(lat. glumae) i cvijeta koji u tucak i prasnike sadrzi obuvence koje na vrhovima prelaze u
osje (Slika 3). Osje oze biti zaostreno ili tupo, a povr§ina mu moze biti glatka ili nazubljena.
Za razliku od ostalih zitarica u usjeku klasnog vretena jeCma moze biti razvijen jedan, dva
ili tri klasi¢a. Ako se u usijeku klasno vretena razvije jedan klasi¢, tada ¢e nastati jedan red
s jedne 1 jedan red s druge strane klasa (dvoredni je¢am). Ako se u usjeku razviju sva tri
klasi¢a, tada postoje tri reda s jedne i tri reda s druge strane klasa (Sestoredni jeCam). Zrno
jecma gradeno je kao i u ostalih Zitarica. Pljevice su srasle sa zrnom, iako postoje kultivari s

golim zrnom (Web 11 2).
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Slika 3: Usporedba klasa je¢ma u 3 razlicita stadija razvoja i prikazi dijelova cvijeta i ploda

jec¢ma (Web 3)
1.5. Rastirazvoj jema

Je€am ima ozime, jare i prijelazne forme te najkracu vegetaciju od svih Zzitarica.
Vegetacijsko razdoblje jarog je¢ma traje 55-130 dana, a ozimog 240-260 dana te uvelike
ovisi o kultivaru, vremenu sjetve 1 klimatskim uvjetima. JeCam ima brzi porat od pSenice,
Siri list 1 vecu lisnu masu te bolje busa. Kod je¢ma se razlikuju tri izraZzene faze rasta:
vegetativnu fazu, reproduktivnu fazu i fazu nalijevanja zrna (Slika 4). Vegetativna faza
ukljucuje klijanje sjemena, busanje i vlatanje izdanka. ZavrSava inicijacijom cvjetnih
primordija. Prvi listovi se pojavljuju brzo nakon klijanja (Slika 4, a). Busanje pocinje
pojavom prvih vlati u pazuscu lista na glavnoj stabljici (Slika 4, b). Pocetna stabljika nastaje
iz koleoptila, ali nije uvijek prisutna. Sekundarne stabljike rastu iz lateralnih pupova prve
stabljike, a moze ih biti dvije do pet (Slika 4, c). Busanje kod jarog je¢ma nastupa 18-20
dana poslije nicanja, a kod ozimog u naSim uvjetima kada izbije treci list, najéesce 3 tjedna
nakon nicanja. Vlatanje nastupa 25 do 35 dana poslije nicanja. Vanjskom odlikom vlatanja
smatra se pojava malog ¢vora na glavnoj stabljici, koji se moze osjetiti po prstima. Klasanje
kod jarog je¢ma pocinje 30 do 74 dana nakon nicanja, naSim uvjetima 35 do 77 dana.
Cvatnja i oplodnja jarog je¢ma obi¢no se odvija jos prije klasanja dok se klas jo$ nalazi u

lisnom rukavcu budu¢i da je jeCam samooplodna biljka.
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Slika 4: Fotografije habitusa je¢ma u razli¢itim fazama razvoja. A) Prvi tjedan nakon nicanja,
B) Tre¢i tjedan nakon nicanja, C) Peti tjedan, D) Sedmi tjedan, E) Deveti tjedan, F) Deseti
tjedan, G) Jedanaesti tjedan, H) Cetrnaesti tjedan, I) Sedamnaesti tjedan (Web 4)



Razdoblje od klasanja do zriobe u nasim uvjetima za jari je¢am iznosi 22 do 55 dana, a za
ozimi 34 do 43 dana. Faza nalijevanja zrna se moze podijeliti u dva stadija. Mlije¢na zrioba
nastupa 12-15 dana nakon cvatnje. Biljke su u tom razdoblju jo$ zelene i tek donji listovi
pocinju Zutiti. VoStana zrioba nastupa 30 do 35 dana od pocetka klasanja, a biljke poprimaju
zutu boju (Slika 4, h). Puna zrioba nastupa kada zrno postaje tvrdo, a vegetativni dijelovi

biljke se po¢nu susiti i odumirati (Slika 4, i) (Web 11 2).

1.6. Ciljrada

Budu¢i da fruktani imaju bitnu ulogu u biljkama i mogu biti vrlo korisni za ¢ovjeka cilj ovog

rada je bio:

1. Istraziti sadrZaj fruktana u stabljikama je¢ma i uociti promjene u razli¢itim razvojnim
fazama kod razlicitih kultivara je¢ma.

2. Istraziti sadrzaj ukupnih topljivih Secera u razli€itim razvojnim fazama je¢ma kod
razli¢itih kultivara, te usporediti dobivene koncentracije Secera u stabljikama i

listovima je¢ma.



2. Materijali i metode
2.1.  Biljni materijal i uzorkovanje

U istrazivanju je uzorkovano deset kultivara ozimog je¢ma iz oplemenjivacke kolekcije
Poljoprivrednog instituta Osijek. Biljni materijal uzorkovan je tijekom jedne vegetacijske
sezone 2018. u tri razvojne faze: vlatanje, cvatnja i nalijevanje zrna. Kultivari su posijani na
parcelicama veli¢ine 7,56 m? s normom sjetve od 450 zrna/m? a parcelice su bile
rasporedene prema slucajnom blok rasporedu u tri ponavljanja. Na pokusnim poljima u
Osijeku tlo je dobre plodnosti eutri¢ni kambisol, aluvijalno tlo pH u 1M KCI: 5,90, humus
3,0%, P20s=27,0 mg/100g, K20=25,9 mg/100g .

Listovi zastavicari su odvojeni od stabljike, a stabljikama su uklonjeni ovojni listovi. Tkivo
je smrznuto u teku¢em dusiku i pohranjeno na -80°C.
Prije analize uzorci listova i stabljika usitnjeni su u prah u teku¢em dusiku koriste¢i tucak i

tarionik i osuseni u suSioniku na 60°C tijekom 48 sati do konstantne mase.

2.2.  Ekstrakcija ukupnih topljivih Seéera

U plasti¢ne oznacene tubice odvagano je 20 mg prethodno osusenog tkiva stabljike i 10 mg
tkiva lista zastavicara. U njih je potom dodano 4 mL acetona, te su promijeSane na vrtloznoj
mijesalici i stavljene na inkubaciju u hladnjak na 4° C preko noc¢i. Nakon inkubacije tubice
su ponovno promijesane i stavljene 10 minuta u centrifugu na 3000 okretaja u minuti. Nakon
centrifugiranja, iz tubica se bacao supernatant, a cijeli postupak je ponovljen jo§ jedanput,
ali s inkubacijom od 15 minuta na 4° C. U tubice je potom dodano 4 mL 80% etilnog
alkohola nakon ¢ega su tubice promijeSane i stavljene na inkubaciju 30 minuta u vodenoj
kupelji na 80° C. Nakon inkubacije tubice su bile ponovno promijeSane i stavljene na
centrifugiranje na 3000 okretaja u minuti 10 minuta. Nakon centrifugiranja, supernatanti su
odvojeni u nove oznacene tubice. U tubice s uzorcima je ponovno dodano 4 mL 80% etilnog
alkohola i ponovljen je prethodni postupak, a dobiveni supernatant je spojen s prvim. Potom
je iz tubica sa supernatantima uzeto 200 uL uzorka i stavljeno u oznacene epice koje su zatim
uparavane u vodenoj kupelji na 80° C sve dok nije isparila sva tekuc¢ina iz njih. U tubice je

nakon toga dodano 200 puL ultra ¢iste vode.



2.3. Mjerenje sadrzaja ukupnih topljivih Secera

Za mjerenje sadrzaja ukupnih topljivih Secera koriStene se mikrotitarske plocice s 96
bunarica (Slika 5) u koje je dodano 10 uL prethodno ekstrahiranog uzoraka stabljike i 90 uL

destilirane vode, a 100 pL prethodno ekstrahiranog uzoraka listova.

Sadrzaj ukupnih topljivih Secera koriStene izraCunat je iz standardne krivulje koje je
pripremljena koriste¢i otopinu glukoze (1 mg/mL) u destiliranoj vodi. Standardi su
pripremljeni pipetirajuci 0, 2, 4, 6, 8 i 10 pL glukoze nakon ¢ega je dodano destilirane vode
do ukupnog volumena od 100 pL. Na uzorke i standarde dodano je 200 puL antron reagensa
koncentracije 2 mg/mL otopljenog u 95% sulfatnoj kiselini. PloCice su potom zagrijavane
30 minuta na 80° C nakon ¢ega su ohladene na sobnu temperaturu. Koncentracije Secera su
zatim izmjerene na Citaéu mikrotitarskih plo¢ica (Tecan) na valnoj duljini od 625 nm (Foster
i sur. 2010).

Slika 5: Mikrotitarska plo€ica s uzorcima koriStena za mjerenje sadrzaja ukupnih topljivih

Secera (Fotografirao: M. Skoro)
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2.4.  Ekstrakcija fruktana topljivih u vodi

Za potrebe mjerenja sadrzaja fruktana bilo je potrebno izvagati po 50 mg tkiva stabljike
prethodno ekstrahiranog i osusenog. TKivo je ekstrahirano acetonom nakon ¢ega su uslijedile
Cetiri ekstrakcije 80% etilnim alkoholom na 80°C kako je opisano u prethodnom poglavlju.
Tkivo se suSilo preko no¢i na 60°C. Na ekstrahirano i osuSeno tkivo dodano je 2 mL
destilirane vode, tubice su zatim su bile promijesane na vrtloznoj mijesalici i stavljene 10 na
inkubaciju u vodenu kupelj na 90° C. Nakon inkubacije, tubice su ponovno bile promijesane
na vrtloznoj mijesalici 1 potom stavljene 10 minuta u centrifugu na 3000 okretaja po minuti.
Poslije centrifugiranja se uzimao supernatant koji je sipan u nove tubice. Na talog je dodano
7 mL destilirane vode, uzorci su promijesani i stavljeni na inkubaciju u vodenu kupelj na 30
minuta. Nakon toga, tubice su prije centrifugiranja promijesane i stavljene 10 minuta u
centrifugu na 3000 okretaja po minuti. Dobiveni supernatant je dodan onom iz prvog koraka,

a tubice sa supernatantima su dopunjene destiliranom vodom do volumena od 10 mL.

2.5. Mjerenje sadrzaja fruktana

Reakcijska smjesa za mjerenje sadrzaja fruktana sadrzavala je 1 mL uzorka, 500 uL
resorcinol reagensa (Ashwell 1957) i 3,5 mL 30% klorovodi¢ne kiseline (HCI). Resorcinol
reagens pripremljen je otapanjem 1 g resorcinola i 0,25 g tiouree u 100 mL ledene octene
kiseline. Tubice s uzorcima su promijesane i stavljene 30 minuta na inkubaciju u vodenu
kupelj na 80° C. Nakon inkubacije, uzorci su stavljeni na led da se ohlade na sobnu
temperaturu prije mjerenja. Sadrzaj fruktana u uzorcima mjerio se u plasti¢nim kivetama
spektrofotometrijski ocitavanjem apsorbance na valnoj duljini od 520 nm. Za izradu
standardne krivulje koriStena je otopina fruktoze koncentracije 1 mg/mL. Sadrzaj fruktana

izrazen kao ekvivalent ug fruktoze po g suhe tvari.

2.6.  Statisticka obrada podataka

Podaci su analizirani koriste¢i analizu varijance (engl. analysis of variance, ANOVA) s
testom statistiCke znacajnosti Fisher's LSD test (engl. least significant difference).

StatistiCcke analize izvedene su pomocu racunalnog programa Statistica 13.4. (TIBCO

Software Inc 2019).
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3. Rezultati

3.1.  Sadrzaj ukupnih topljivih Seéera u stabljici razli¢itih kultivara ozimog
jeCma
Mjerenjem koncentracije ukupnih topljivih Secera u stabljici jeéma u fazi vlatanja (Slika 6)
utvrdeno je da je ona najveca kod kultivara GZ-184. Visoka koncentracija Secera izmjerena
je 1 kod kultivara Casanova i Osvit. Kod kultivara Maxim i Titan su bile izmjerene
podjednake koncentracije SeCera. Najnize koncentracije Secera imali su kultivari Panonac i
Zlatko.
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Slika 6: Koncentracija ukupnih topljivih Secera u stabljici ozimog je¢ma u fazi vlatanja.
Rezultati su prikazani su kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Razli¢ita slova

oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p=<0,05).

Koncentracija topljivih Secera u stabljici je¢ma u fazi cvatnje (Slika 7) najveca je bila u
kultivarima Osk.6.24/4-12, Osvit te GZ-184. Visoka koncentracija izmjerena je i u
kultivarima Casanova, Maxim i Titan. Najmanje koncentracije ukupnih topljivih Secere

izmjerene su u kultivarima Zlatko i Panonac.
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Slika 7: Koncentracije ukupnih topljivih Secera u stabljici ozimog je¢ma u fazi cvatnje.

Rezultati su prikazani su kao srednje vrijednosti &= standardna devijacija. Razli¢ita slova

oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05).

U fazi nalijevanja zrna (Slika 8) najvecée koncentracije topljivih Secera u stabljikama ozimog

je¢ma izmjerene su u kultivarima Osk.6.24/4-12, Osvit i GZ-184. Najmanje Secera izmjereno

je u kultivarima Titan, Zlatko te posebno kod Panonca.
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Slika 8: Koncentracije ukupnih topljivih Secera u stabljici ozimog je¢ma u fazi nalijevanja
zrna. Rezultati su prikazani su kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Razlicita

slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05).

Usporedbom izmjerenih koncentracija Secera u 3 razvojne faze kod odabranih kultivara
je¢ma (Slika 9) moze se zakljuciti da je u fazi vlatanja koncentracija ukupnih topljivih Secera
u stabljikama najmanja u odnosu na ostale dvije razvojne faze. U fazama cvatnje i nalijevanja

zrna razlike u koncentraciji Se€era su manje izrazene.
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Slika 9: Usporedba koncentracija ukupnih topljivih Se¢era u stabljikama kultivara ozimog

je¢ma u razli¢itim fazama razvoja. Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti.

3.2.  Sadrzaj ukupnih topljivih Secera u listovima razli¢itih kultivara ozimog
jeCma
Mjerenjem koncentracija ukupnih topljivih Secera u listovima ozimog je¢ma u fazi vlatanja
(Slika 10) utvrdeno je da najvise Secera imao kultivar Maxim s preko 5 mg/g suhe tvari.
Takoder, visokom koncentracijom isticali su se i kultivari Osk.6.24/4-12 i Zlatko. Sli¢nim
sadrzajem Secera isticali su se kultivari Panonac i Titan i GZ-184. Najmanja koncentracija

Secera bila je izmjerena u kultivarima Casanova i Bingo.
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Slika 10: Koncentracije ukupnih topljivih Secera u listovima ozimog je¢ma u fazi vlatanja.
Rezultati su prikazani su kao srednje vrijednosti £+ standardna devijacija. Razli¢ita slova

oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05).

U fazi cvatnje (Slika 11) u listovima ozimog je¢ma najvecu koncentraciju Seéera imali su
kultivari Osvit i Titan. Sli¢nim prema sadrzaju Secera u listovima pokazali su se kultivari

Bingo i Maxim te Zlatko i GZ-184. Najnizu razinu Secera imali su kultivari Casanova i

Barun.
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Slika 11: Koncentracije ukupnih topljivih Secera u listovima ozimog je¢ma u fazi cvatnje.
Rezultati su prikazani su kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Razli¢ita slova

oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p=<0,05).
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Mjerenjem koncentracija ukupnih topljivih Secera u listovima ozimog jeCma u fazi
nalijevanja zrna (Slika 12) utvrdeno je da je najvecu koncentraciju imao kultivar Osk.6.24/4-
12. Uz njega, visoku koncentraciju Se¢era imali su i kultivari GZ-184 i Maxim. Kultivari
Barun i Panonac su imali sli¢ne razine Secera, kao i kultivari Zlatko i Bingo. U fazi
nalijevanja zrna najmanje koncentracije Secera u listovima izmjerene Su kod Kkultivara

Casanova i Titan.

[ a
6 - cd L b
5 | def def bed 4 de .
= [ I efg I fg T
S 4
5 I |
£ 5
"o 2
on
3. 1 |
0
NP S S C S S s &
NP G S SN S R G 2
YV ¥ D o S b())b‘ R
&l

Slika 12: Koncentracije ukupnih topljivih $ecera u listovima ozimog je¢ma u fazi nalijevanja
zrna. Rezultati su prikazani su kao srednje vrijednosti = standardna devijacija. Razli¢ita

slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05).

Usporedbom izmjerenih koncentracija ukupnih topljivih Secera u listovima izabranih
kultivara je¢ma po fazama razvoja (Slika 13) pokazalo se da kod kultivara Zlatko, Casanova
I Maxim ne postoje statisticki znacajne razlike u sadrzaju Secera u razli¢itim razvojnim
fazama. Kod kultivara Barun u fazama vlatanja i cvatnje nije bilo znacajne razlike u
koncentraciji Secera u listovima, dok je u fazi nalijevanja zrna bilo izmjereno znacajno vise

SeCera nego u prethodne dvije faze.
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Slika 13: Usporedba koncentracija ukupnih topljivih Secera u listovima kultivara ozimog

je¢ma u razli¢itim fazama razvoja. Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti.

Kod kultivara Bingo faza vlatanja se znacajno razlikuje sadrzajem Secera od faza cvatnje i
nalijevanja zrna, kod kojih nema statisticki znacajne razlike. Kod kultivara Osvit, pak,
izmjerene koncentracije Secera u listovima statisticki su se razlikovale u sve tri razvojne faze

jecma.

3.3.  Usporedba sadrzaja ukupnih topljivih Sefera u listovima i stabljikama

U fazi vlatanja (Slika 14) najvece razlike u koncentraciji ukupnih topljivih Secera u
stabljikama i listovima izmjerene su kod kultivara GZ-184, Casanova, Osvit, Osk.6.24/4-12,
Maxim te Titan. Kultivari Bingo, Barun i Panonac su imali manje izrazene razlike u
koncentracijama Secera, dok kod kultivara Zlatko nije bilo statisticki znacajne razlike u

koncentracijama Secera u listovima i stabljikama.
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Slika 14: Usporedba sadrzaja ukupnih topljivih Secera u listovima i stabljikama kultivara
ozimog je¢ma u fazi vlatanja. Rezultati su prikazani su kao srednje vrijednosti + standardna

devijacija. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05).

U fazi cvatnje (Slika 15) najvece razlike u koncentracijama $ecera u listovima i stabljikama
su bile u kultivarima Osk.6-24/4-12, GZ-184, Osvit, Casanova, Titan, Maxim i Bingo.
Statisticki znaCajne razlike u koncentracijama ukupnih topljivih Seera u stabljikama 1
listovima izmjerene su i u kultivaru Barun, dok je najmanja razlika izmjerena u kultivarima

Panonac i Zlatko.
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Slika 15: Usporedba sadrzaja ukupnih topljivih Secera u listovima i stabljikama kultivara
ozimog je¢ma u fazi cvatnje. Rezultati su prikazani su kao srednje vrijednosti + standardna

devijacija. Razlicita slova oznacavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike izmedu grupa (p<0,05).
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U fazi nalijevanja zrna (Slika 16) najvece razlike u koncentraciji Se¢era izmjerene su kod
kultivara Osk.6.24/4-12, Osvit i GZ-184. lIzrazene razlike izmjerene su i kod Kkultivara
Casanova, Bingo, Maxim i Barun. Najmanje razlike u koncentraciji ukupnih topljivih Se¢era
izmjerene su kod kultivara Zlatko i Titan, dok kod kultivara Panonac nisu uocene znacajne

razlike u koncentracijama Secera.
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Slika 16: Usporedba sadrzaja ukupnih topljivih Secera u listovima i stabljikama kultivara
ozimog je¢ma u fazi nalijevanja zrna. Rezultati su prikazani su kao srednje vrijednosti +

standardna devijacija. Razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu grupa
(p<0,05).

3.4. Sadrzaj fruktana u razli¢itim kultivarima ozimog je¢ma

U fazi vlatanja (Slika 17) najveci sadrzaj fruktana je bio izmjeren u kultivaru Casanova i
iznosio je oko 64 ng/g suhe tvari, dok je najmanje fruktana izmjereno u kultivarima Panonac
I Maxim. Vece koncentracije fruktana izmjerene su kod kultivara GZ-184. Sli¢ne

koncentracije fruktana izmjerene su u kultivarima Osvit, Barun i Bingo.
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Slika 17: Koncentracije fruktana u razli¢itim kultivarima ozimog je¢ma u fazi vlatanja.

Rezultati su prikazani su kao srednje vrijednosti £+ standardna devijacija. Razli¢ita slova

oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05).

U fazi cvatnje (Slika 18) najvecu koncentraciju fruktana u stabljici je ponovno imao kultivar

Casanova, koja je iznosila gotovo 100 pug/mg suhe tvari. Visokom koncentracijom fruktana

istice se I kultivar Titan kod kojega je izmjereno nesto vise od 80 ug/mg suhe tvari.
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Slika 18: Koncentracije fruktana u razlicitim kultivarima 0zimog jecma u fazi cvatnje.

Rezultati su prikazani su kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Razli¢ita slova

oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05).
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Takoder se visokim sadrzajem fruktana isticu i kultivari Osk.6.24/4-12, Osvit i GZ-184. Kao

kultivari s najmanjom koncentracijom fruktana isticu se Zlatko, Barun te Panonac.

U fazi nalijevanja zrna (Slika 19) najvece koncentracije fruktana imao je kultivar Titan s oko

180 g fruktana/mg suhe tvari. Visokom izmjerenom koncentracijom fruktana isti¢u se i

kultivari Osk.6.24/4-12 i Panonac, oba s preko 100 ug fruktana/mg suhe tvari. Kultivari u

kojima je izmjereno vise od 50 pg fruktana/mg suhe tvari su Casanova i Bingo. Najmanje

fruktana izmjereno je u kultivaru Barun s tek oko 17 pg fruktana/mg suhe tvari.
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Slika 19: Koncentracije fruktana u razli¢itim kultivarima 0zimog je¢ma u fazi nalijevanja

zrna. Rezultati su prikazani su kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Razlicita

slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05).
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Usporedbom sadrzaja fruktana kod razli¢itih kultivara u 3 razvojne faze moze se zakljuciti
da su ukupno najvecu koncentraciju fruktana imali kultivari Titan, Casanova i Osk.6.24/4-
12. Kod Titana i Osk.6.24/4-12 koli¢ina fruktana u fazi vlatanja je bila mnogo manja od onih
u fazama cvatnje i nalijevanja zrna, dok je kod Casanove ona u fazi vlatanja bila ne$to veca.
Op¢enito gledano, kod svih ispitanih kultivara koncentracija fruktana je bila najmanja u fazi
vlatanja. Tijekom razvoja, u fazi cvatnje, najvise fruktana imali su kultivari Osvit i GZ-184.
U fazi nalijevanja, najviSe fruktana tijekom razvoja imali su kultivari Bingo, Osk.6.24/4-12

i Panonac. Najmanje ukupno izmjerenih fruktana imali su kultivari Maxim, Zlatko i Bingo.
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Slika 20: Usporedba koncentracija fruktana u stabljikama kultivara ozimog jeCma u

razli¢itim fazama razvoja. Rezultati prikazuju srednje vrijednosti.
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4. Rasprava

Ugljikohidrati topljivi u vodi u Zitaricama umjerenog pojasa, poput pSenice, jeCma,
zobi 1 rize, ve¢inom su sastavljeni od saharoze, glukoze, fruktoze i1 fruktana. Oni se
nakupljaju u stabljikama i lisnim ovojima Zitarica u periodu od rasta stabljike do ranih faza
nalijevanja zrna i sluze kao privremena zaliha ugljikohidrata (Blum, 1998). Kada zalihe
asimilata dobivenih fotosintezom nadmasuju potrebe za rast kod zitarica, fiksirani ugljik
moze biti usmjeren prema sintezi fruktana. Topljivi Seceri, koje ve¢inom ¢ine fruktani, u
stabljikama Zitarica u fazi vrhunca njihove akumulacije mogu €initi vise od 40% suhe tvari
stabljike (Blacklow i sur. 1984). Tako stvorene zalihe fruktana mogu se remobilizirati kada
potreba za tim asimilatima nadmasuje stvarnu zalihu nastalu fotosintezom, $to je Cesto slucaj
tijekom rasta u ranim fazama razvoja, ponovnog rasta uslijed kosnje te tijekom faze

nalijevanja zrna (Wagner i sur. 1983).

Nalijevanje zrna kod zitarica ovisi o dva glavna izvora ugljika, trenuta¢noj fotosintezi
u listovima 1 mobilizaciji spremljenih topljivih ugljikohidrata iz stabljika u rastuca zrna.
Mobilizirane zalihe topljivih Se¢era i fruktana u normalnim uvjetima mogu doprinositi do 20
% ukupnom prinosu zrna Zitarica (Wardlaw 1 Willenbrink, 2000). U slu¢ajevima kada stres,
poput zasjenjenja, suse i zagrijavanja eliminira fotosintetski izvor, nalijevanje zrna postaje
jo$ ovisnije o mobiliziranim izvorima (Ehdaie i sur. 2008). Uslijed stresa izazvanog suSom,
biljke su sposobne ograniciti gubitak vode zatvaranjem puéi. Smanjenje provodnosti puci ne
smanjuje samo gubitak vode isparavanjem, ve¢ onemogucuje ulazak ugljikovog dioksida te
posljedicno reducira fiksaciju ugljika i inhibira aktivnost fotosintetskih enzima i
regeneraciju, Sto pak utjece na metabolicki ekvilibrij ugljikohidrata (Méndez i sur. 2011). U
uvjetima terminalog stresa izazvanog suSom topljivi Seceri iz stabljika mogu potencijalno

imati i viSe od 50% doprinosa prinosu zrna (Brooks i sur. 1982).

U ovom istrazivanju proucavan je sadrzaj fruktana u stabljikama 10 kultivara je¢ma
tijekom 3 razvojne faze: vlatanje, cvatnja i nalijevanje zrna, kao i sadrzaj ukupnih topljivih
SeCera u stabljikama i listovima jeCma u navedene tri razvojne faze. Zabiljezena je razli¢ita
akumulacija ukupnih topljivih Secera u istrazivanim kultivarima. Kod svih kultivara je
zabiljeZzeno znacajno povecanje u sadrzaju Secera u fazi cvatnje u odnosu na fazu vlatanja.
U fazi nalijevanja zrna, kod kultivara "GZ-184", "Osk.6.24/4-12" i "Osvit” izmjeren je veci
sadrzaj topljivih Secera nego u fazi cvatnje. Kultivari “Titan”, "Panonac”, "Maxim” 1 "Zlatko”

imali su manje Secera nego u fazi cvatnje. Kod ostalih kultivara sadrzaj Secera je bio
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podjednak onom u fazi cvatnje. Usporedujuci sadrzaj ukupnih topljivih Secera u listovima i
stabljikama je¢ma kroz navedene razvojne faze takoder se mogu primijetiti promjene. U fazi
vlatanja kod svih kultivara, osim Zlatka, izmjerene su znacajno vece koliCine Secera u
stabljikama u odnosu na listove, $to upucuje na to da dolazi do njihovog nakupljanja i
skladistenja u stabljikama. U fazi cvatnje ta akumulacija se jo§ viSe povecava i dostize
maksimalne izmjerene vrijednosti, sada kod svih 10 istrazivanih kultivara. U fazi nalijevanja
zrna pak, uslijed remobilizacije asimilata za potrebe stvaranja i rasta zrna, dolazi do pada
sadrzaja Secera u stabljikama kod kultivara Panonac i Titan. Kod kultivara Panonac

koncentracije Secera u stabljikama i listovima su gotovo jednake.

Biljke skladiste visak ugljikohidrata u tkivima stabljike kako bi sprije€ile promjene
u “source-sink” interakcijama tijekom razliitih stadija rasta i u variraju¢im okoli$nim
uvjetima (Asseng i Herwaarden, 2003). Ovo predstavlja primjer dugoro¢nog “pufera”, za
razliku od kratkotrajne uloge Skroba i Secera u listovima koji variraju na dnevnoj bazi
(Slewinski, 2012). SkladiSne parenhimske stanice stabljika, koje okruzuju Zile, su usputni
spremi$ni odjeljci koji bi teoretski kod nekih biljnih vrsta mogli biti kompeticijski "sink” uz
put prema krajnjim "sink” organima poput korijena i sjemenki (Sadras i Denison, 2009). No,
opcenito gledano, ove rezerve ugljikohidrata nisu u kompeticiji s drugim "sink” tkivima u
biljkama, nego vjerojatno skladiste visak fotoasimilata tijekom perioda niske “Sink” snage

(Slafer, 2003).

Rezultati mjerenja sadrzaja fruktana su stabljikama su pokazali znac¢ajne varijacije u
pojedinim kultivarima. Nakupljanje fruktana zapocelo je kod svih 10 kultivara u fazi
cvjetanja buduci da dolazi do znac¢ajnog povecanja u koncentraciji fruktana u odnosu na fazu
vlatanja, $to je u suglasnosti s prijaSnjim istraZzivanjima (Schnyder, 1993; Housley, 2000).
Najvise fruktana bilo je izmjereno u kultivarima "Casanova” (98 pg g'* suhe tvari) i “Titan”
(84 pg g suhe tvari). Znacajni porast koncentracije fruktana u fazi nalijevanja zrna, u
odnosu na fazu cvatnje, uocen je kod 4 kultivara ("Titan”, "Panonac”, "Bingo” i "Osk.6.24/4-
12"), dok su kod ostalih kultivara razine fruktana podjednake ili manje u odnosu na one u
fazi cvatnje. Najvise fruktana u fazi nalijevanja zrna izmjereno je kod kultivara "Titan” (177
ug gt suhe tvari) i "Osk.6.24/4-12" (137 ug g* suhe tvari). Znacajni porast fruktana u fazi
nalijevanja zrna upucuje na potencijalnu osjetljivost pojedinih kultivara na stresne uvjete,

poput suse koja je ¢esta pojava u tom razdoblju rasta.
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Akumulacija fruktana kod je¢ma i pSenice ovisi o okoli$nim i genetickim faktorima.
Okolisni uvjeti koji smanjuju trenutnu asimilaciju tijekom nalijevanja zrna uzrokuju vece
potrebe za rezervama u stabljici za nalijevanje zrna. Zasjenjivanje listova jeCma nakon
cvatnje potiCe upotrebu rezervi iz stabljike za nalijevanje zrna (Bonnet i Incoll, 1992).
Mobilizacija rezervi iz stabljike takoder je pod utjecajem manjka vode tijekom nalijevanja
zrna. Palta i suradnici (1994) otkrili su da je asimilacija nakon cvatnje bila smanjena za 57%,
dok je remobilizacija rezervi bila povecana za 36% u uvjetima manjka vode. Goggin i Setter
(2004) su u svom istrazivanju na pSenici utvrdili da su stabljike biljaka koje su ovisile samo
o atmosferskim padalinama imale 1,8 puta viSe ukupnih ugljikohidrata i 2,5 puta vise
fruktana u odnosu na biljke koje su bile navodnjavane. Susni uvjeti tijekom nalijevanja zrna
¢esto ukljucuju 1 temperaturni stres, koji skracuje trajanje nalijevanja zrna. U uvjetima
visokih temperatura normalno dolazi do povecanja akumulacije suhe tvari zrna, no to nije
dovoljno da bi nadomjestilo smanjenje trajanja samog punjenja zrna. Kada punjenje zrna u
takvim uvjetima ovisi 0 remobilizaciji rezervi iz stabljike, stopa njihovog metaboliziranja i
prijenosa u zrno postaje iznimno vazna, iako ni ona ne moZze nadomjestiti redukciju
nalijevanja zrna pri vrlo visokim temperaturama. Prema tome, geneti¢ki uvjetovano dulje
nalijevanje zrna ovdje ima vecu prednost (Blum 1 sur. 1994). Kra¢im trajanjem nalijevanja
mozZe se izbje¢i terminalni oblik stresa dok dulje trajanje nalijevanja omogucuje vece

iskoriStavanje rezervi iz stabljike.

Xue 1 sur. (2008) su, zele¢i otkriti molekularne 1 biokemijske mehanizme koji stoje
iza genotipskih varijacija u sadrZaju ukupnih topljivih Secera, proveli analize profiliranja
transkripata 1 sadrzaje zavr$nih produkata kod rekombinantnih linija pSenice. IstraZivanje je
pokazalo da su visoke koncentracije topljivih Secera u stabljikama pSenice povezane s
povisenim nakupljanjem fruktana, smanjenom hidrolizom saharoze te smanjenim udjelom
ugljika u polisaharidima stani¢ne stijenke. Ti podaci upucuju na potencijalno veliku snagu
odljeva ugljika za skladiStenje privremenih rezervi u stabljikama linija s visokim sadrzajem
topljivih Secera, Sto je pod utjecajem povecanih razina transkripata enzima za sintezu
fruktana i smanjenom koli¢inom ugljika koji sudjeluje u drugim metaboli¢kim putevima.
Medutim, faktori koji vode do povecane ekspresije fruktozil transferaza su jo§ uvijek
nepoznati (Xue i sur. 2013). Genotipske varijacije u akumulaciji ugljikovih rezervi odredene
su relativnom dostupnoséu ugljika i potrebama na razini cijele biljke. Akumulacija
ugljikovih rezervi u biljkama moze biti pod utjecajem "sink” snage, “source” snage ili oboje.

Povecana razina sinteze fruktana u stabljikama moze biti rezultat velike snage ugljika u
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listovima koji opskrbljuju stabljiku saharozom ili geneticke odrednice neovisne o

dostupnosti ugljika u izvoru (Xue i sur. 2013).

"Sink” snaga se moze opisati kao kompetitivna sposobnost organa da primi asimilate.
Kapacitet te snage je produkt veli¢ine 1 aktivnosti “sinka” (Warren-Wilson 1967).
Potencijalnu snagu “sinka” odreduju njegova fizicka i fizioloska ograni¢enja. "Sink” veli¢ina
dio je fizickog ograniCenja, a "sink” aktivnost dio fizioloSkog ograni¢enja kapaciteta unosa
asimilata. Veli¢ina "sinka” ovisi o broju stanica, pa bi jedan aspekt fizickog ograni¢enja
mogla biti geneticka odrednica broja stanica (Ho, 1988). "Sink” aktivnost se sastoji od 3
vazne fizioloske znacajke: iskrcavanje asimilata iz floema (post floemski transport i
preuzimanje od strane “sink” stanica), zatim iskoriStavanje, uglavnom respiracijom, te
spremanje unesenih ugljikohidrata. Prema tome, "sink” snaga moze biti pod utjecajem
razli¢itih metabolickih procesa te je proizvod visestrukih molekularnih odrednica (Herbers i

Sonnewald, 1998).

Stopa hidrolize fruktana je jo§ jedan faktor koji potencijalno moZe doprinijeti
akumulaciji fruktana. Fruktani se hidroliziraju do fruktoze i saharoze enzimom fruktan 1-
egzohidrolaza (1-FEH) ili fruktan 6-egzohidrolazom (6-FEH). Ekspresija gena za ove
enzime znacajno se povecava tijekom kasnijih faza sazrijevanja zrna, a istodobno dolazi do
smanjenja koncentracije fruktana. Regulacija uzvodno ili nizvodno od gena ukljuc¢enih u
sintezu 1 hidrolizu saharoze moze imati vaznu ulogu u odredivanju veli¢ine zaliha ukupnih

topljivih Secera 1 fruktana u internodijima stabljika (Khoshro 1 sur. 2014).

Daljnja istrazivanja fruktana 1 topljivih Secera u jeCmu 1 ostalim zitaricama nuzna su
za bolje razumijevanje njihova metabolizma u biljkama. Daljnje molekularne analize dale bi
bolji uvid u regulaciju njihova metabolizma, $to bi pak doprinijelo razvoju novih 1

poboljsavanju postojecih kultivara zitarica koji bi bili otporniji na stresne uvjete.
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5. Zakljuéak

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

e Sadrzaj ukupnih topljivih Secera u stabljici se mijenja razvojem biljaka i razlicit je
kod razli¢itih kultivara je¢ma

e Sadrzaj ukupnih topljivih Se€era u listovima je takoder razli¢it kod razlicitih
kultivara je¢ma, no njihove promjene su razvojem manje izrazene

e Sadrzaj fruktana u je¢mu takoder ovisi o razvojnom stadiju biljke i njenom genotipu

e Kaultivari Titan, Casanova i Osk.6.24/4-12 imali su najveéi sadrzaj fruktana, a

kultivari Zlatko i Barun imali su najmanji u fazi cvatnje.
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