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1. UVOD

Kukuruz je uz pSenicu i1 rizu jedna od najvaznijih zitarica koja se koristi za ljudsku
prehranu, hranidbu stoke, dobivanje etanola i plina te industrijsku preradu. Zbog izrazite
gospodarske vaznosti kukuruza, njegovo oplemenjivanje ima vaznu ulogu u dobivanju
novih hibrida vise rodnosti, bolje prilagodenosti potrebama trzista i izraZenije tolerancije
na stres. Vecina proizvedenog kukuruza na svijetu su hibridi dobiveni konvencionalnim i
molekularnim metodama oplemenjivanja bilja. Proces konvencionalnog oplemenjivanja
kukuruza je spor te uz sjetvu dvije generacije godiSnje (po jedna na sjevernoj i juznoj
hemisferi) jedan oplemenjivacki ciklus traje 7 do 10 godina (Bernardo, 2010.). Obzirom
da je cilj oplemenjivackog programa maksimizacija geneticke dobiti po jedinici uloZenog
vremena i sredstava, cilj modernih oplemenjivackih programa je pronalazak sekundarnih
svojstava koja su korelirana s prinosom, jednostavna za mjerenje i imaju Visoku
heritabilnost (Ziyomo i Bernardo, 2013.) te omogucuju indirektnu selekciju za svojstva
od interesa. Najvaznija svojstva hibrida kukuruza su prinos zrna i vlaga zrna u berbi

(Troyer, 1996.).

Najvece povecanje prinosa kukuruza ostvareno je zahvaljujuéi napretku u oplemenjivanju
za toleranciju na stresne uvjete poput gustog sklopa, niskih no¢nih temperatura, niskog
sadrzaja vode i slabe gnojidbe dusikom (Tollenaar i Wu, 1999.), a porast prinosa tijekom
20. stoljec¢a bio je viSestruk. U razdoblju izmedu 1987. 1 2015. godine utvrden je porast
prosjecnog prinosa kukuruza od priblizno 50 % zahvaljujuci napretku u oplemenjivanju 1
agrotehnici (Assefa i sur., 2018.). Znacajnu ulogu u oplemenjivanju za prinos zrna imala
su sekundarna svojstva (Duvick, 2005.). Sekundarna svojstva su ona koja su korelirana sa

svojstvima od interesa, a nisu primarni cilj oplemenjivackog programa.

Cesto koristena sekundarna svojstva u selekciji za prinos zrna su interval izmedu polinacije
i svilanja (ASI) te broj klipova po biljci. Koristenjem ova dva svojstva autori Chapman i
Edmeades (1999.) ostvarili su pozitivne geneticke dobiti za prinos KkoriStenjem
germplazme tropskog kukuruza u navodnjavanim uvjetima kao i u uvjetima s ograni¢enom
dostupnosti vode. Vaznost ovih svojstava u indirektnoj selekciji potvrdili su i (Betran i
sur., 2003.). U svojim istrazivanjima Monneveux i sur. (2008.) identificirali su uz ASI i

svojstva metlice kao vazna sekundarna svojstva u selekciji za prinos, dok je u istrazivanju
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Messmera i sur. (2009.) utvrdena zajednicka gencticka osnova mnogih sekundarnih

svojstava.

Velik dio sekundarnih svojstava zahtjeva procjenu nakon cvatnje. To znaci da se ovim
metodama pozeljni roditelji identificiraju nakon razdoblja polinacije i oplodnje, Sto u
praksi znaci gubitak radne sezone za krizanja i umnozenja identificirane germplazme.
Osim navedenoga, kod nekih je metoda utroSak vremena za procjenu velik Sto povecava
zahtjeve za razvoj novih metoda fenotipizacije s visokom propusnosti. Pristup indirektnoj
selekciji statistickim modeliranjem koriStenjem senzorskih, fizioloski relevantnih podataka

stoga predstavlja novi izazov modernog oplemenjivanja bilja (Araus i Cairns, 2014.).

Kao odgovor na klimatske promjene, veliki naglasak u oplemenjivanju bilja stavlja se na
pronalazenje brzo 1 lako mjerljivih fenotipskih svojtava visoke heritabilnosti koji pokazuju
specificne odgovore na razliCite stresne uvjete. Zbog toga je razumjevanje fizioloskih
reakcija biljaka na sters bitno za razvoj hibrida s poboljSanom otpornoséu na stres.
Fotosinteza je jedan od najvaznijih procesa u biljnom svijetu, ali 1 prirodi uopée. Razni
¢imbenici stresa poput visokih temperatura ili nedostatka vode mogu dovesti do poteSkoca
u rastu, razvoju i1 reprodukciji kulturnog bilja. Proucavanje fotosintetskih mehanizama
(Kitajima i Butler, 1975.; Krause, 1988.; Guidi i Calatayud, 2014.) vrlo je vaZan pravac
istrazivanja kako bi se postiglo $to bolje razumijevanje o utjecaju nepovoljnih vanjskih
uvjeta na proizvodnju kukuruza. Posljednjih godina pokazalo se da je analiza
fluorescencije klorofila korisna tehnika za proucavanje utjecaja stresa na fotosintezu,
odnosno fenotipizaciju u okviru oplemenjivanja kukuruza, buduci da pruza neinvazivan i
brz nafin mjerenja fizioloskog statusa biljaka i generira znacajnu koli¢inu podataka.
Mjerenjem fluorescencije klorofila istraziva¢i mogu ste¢i uvid u funkcioniranje
fotosintetskog aparata Sto je vazno za razumjevanje u€inka okoliSnih ¢imbenika na rast 1
razvoj biljaka. Svaka promjena okoliSa prisiljava fotosintetski aparat da u skladu s tim

prilagodi svoje fiziolosko stanje (Strasser i sur. 2004.)

Omijer izmedu promjenjive (varijable) i maksimalne fluorescencije (Fv/Fm) opsezno se
koristio kao pokazatelj fotosintetske ucinkovitosti fotosustava II (PSII). Primjena
fluorescencije klorofila u fenotipizaciji oplemenjivackog materijala znacajno je poboljsana
u zadnja dva desetljeca, a formirani su i mnogi drugi informativni parametri za odredivanje
ucinkovitosti PSII i raspodjele svjetlosne energije alternativnim mehanizmima (Guidi i

sur. 2019.).
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1.1. Pregled literature
1.1.1. Povecanje prinosa kukuruza oplemenjivanjem

Kukuruz je jedna od najvaznijih kulturnih biljaka na svijetu. Po proizvodnim koli¢inama
druga je kultura na svijetu, iza Secerne trske. Jos prije desetak godina svjetska proizvodnja
kukuruza premasila je milijardu tona godisnje te je i dalje u rastu¢em trendu - vise od 1,2
milijarde 2021. godine (FAOSTAT, 2023.). Otkako je 2009. godine sekvencioniran
genom kukuruza na poznatoj inbred liniji B73 (Schnable i sur., 2009.), kukuruz se jos vise
istaknuo kao biljka model za geneti¢ka, genomicka i druga istrazivanja (Nannas i Dawe,
2015.). Danas se kukuruz ve¢im dijelom koristi kao stocna hrana i sirovina za industriju,
ali sve viSe 1 za ljudsku prehranu. Vrijednost proizvodnje kukuruza 2021. godine iznosila
je neSto vise od 314 milijardi americkih dolara (FAOSTAT, 2023.). Usporedujuci
dana$nju proizvodnju s nekim prijasnjim razdobljima (npr. neSto manje od 90 milijardi
USD 2000. godine), razlika je drasti¢na, §to samo potvrduje dominantnu poziciju kukuruza

na globalnom trzistu zitarica, ratarskih kultura i kulturnog bilja uopce.

Najveci proizvoda¢ kukuruza u svijetu su Sjedinjene Ameri¢ke DrZave (oko 384 milijuna
tona), Kina (oko 273 milijuna tona), Brazil (oko 88 milijuna tona), Argentina (oko 61
milijun tona) i Ukrajina (oko 42 milijuna tona), a ukupna svjetska proizvodnja iznosi oko
1,2 milijarde tona godis$nje (svi podatci odnose se na 2021. godinu, FAOSTAT, 2023.).
Vedi proizvodaci kukuruza u svjetskim razmjerima joS§ su i Meksiko, Indija i Indonezija
(vise od 20 milijuna tona) te Francuska, Kanada, JuZnoafricka Republika, Rumunjska,
Rusija 1 Nigerija (preko 11 milijuna tona). Ovisno o povecanju proizvodnih povrSina 1

prinosa u pojedinim zemljama, ovaj poredak od godine do godine varira.

Prinos je glavni cilj u oplemenjivanju kukuruza. To je kompleksno, kvantitativno svojstvo
ovisno o prirodnom fenomenu heterozisa (Xiao i sur., 2021.) te brojnim okolinskim
¢imbenicima. U razdoblju prije koriStenja hibrida u proizvodnji kukuruza prinosi po
jedinici povrsine bili su daleko nizi — koristile su se sorte, a genetika, oplemenjivanje i
agronomija opcenito bili su daleko od danasnje razine. Otkricem heterozisa 1
prebacivanjem fokusa istrazivanja i oplemenjivanja na linije i hibride te snaznim razvojem
agronomske prakse 1 struke, proizvodnja kukuruza nakon Drugog svjetskog rata pocela se
drasti¢no povecavati. Svjetska proizvodnja kukuruza 1961. godine iznosila je nesto vise od

205 milijuna tona, 1980. godine gotovo dvostruko vise, na prijelazu milenija 2000. godine

5
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oko 592 milijuna tona, a 2021. godine vise nego dvostruko viSe, odnosno 1,21 milijardu
tona (FAOSTAT, 2023.). Povecanje povrsina pratila je i veca proizvodnja, odnosno veci
prinosi po jedinici povrSine. Prema petogodiSnjem prosjeku (razdoblje 2017. - 2021.)
prosjecni prinos kukuruza u Hrvatskoj iznosi 8,13 t/ha, a u svijetu 5,81 t/ha (FAOSTAT,
2023.). Zemlje u kojima se postiZe najveéi prinos kukuruza su Spanjolska (12,01 t/ha),
Sjedinjene Americke Drzave (10,91 t/ha), Austrija (10,60 t/ha), Italija (10,29 t/ha) i Grcka
(10,80 t/ha) te Njemacka (9,49 t/ha), Turska (9,32 t/ha) i Francuska (9,06 t/ha). Odmah iza
njih su Banglades i Hrvatska s prosjeCnim prinosom od preko 8 t/ha. Pri dnu ljestvice
zemalja s najviS§im prinosima kukuruza su africke zemlje, gdje u pojedinim regijama
prinosi budu c¢ak ispod jedne tone zrna po hektaru (koriStenje sorata, losi uvjeti

gospodarenja uzrokovani siromastvom).

Prema Troyeru (2000.) prosje¢no povecanje prinosa kukuruza u Sjedinjenim Americkim
Drzavama u razdoblju od 1930. do 1960. godine iznosilo je 63 kg/ha godisnje, a u narednih
40 godina taj pokazatelj gotovo se dvostruko povecao (110 kg/ha godisnje). Bénziger i
sur. (2000.) navode nekoliko klju¢nih odrednica prinosa za kukuruz uzgajan u uvjetima
abiotskog stresa uslijed nedostatka vode 1 niske opskrbljenosti tla dusikom, a to su suncevo
zracenje, dostupnost vode, dostupnost dusika, komponente prinosa (broj biljaka po hektaru,

broj klipova po biljci, broj zrna po klipu i tezina zrna) i tzv. source-sink odnos.

Duvick (2005.) navodi kako je za porast prinosa kukuruza u 20. stolje¢u zasluzno nekoliko
¢imbenika, prvenstveno poboljSanje sustava gospodarenja usjevima te napredak u
oplemenjivanju (koristenje hibrida i ostalo). U pregledu istrazivanja o adaptaciji kukuruza
na susne uvjete Araus i sur. (2012.) navode kako se oko 75 % povecanja prinosa kukuruza
u 20. stolje¢u moze pripisati genetickim ¢imbenicima, a ostatak poboljSanom gospodarenju
usjevima. Nadalje, geneticka dobit nije bila povezana s povecanjem heterozisa, nego
povecanjem tolerantnosti usjeva na stresne uvjete (Duvick, 1999.; Tollenaar i sur., 2000.)
povezanom s ve¢om lisnom povr$inom po biljci i zetvenom indeksu (eng. harvest index,
HI) (Tollenaar i Lee, 2006.). Dva klju¢na mehanizma vjerojatno su utjecala na ove
parametre, a to su odrzavanje fotosinteze tijekom nalijevanja zrna (Sto povecava
akumulaciju suhe tvari) te povecanje broja zrna. Araus i sur. (2012.) takoder navode
klju¢ne odrednice u stvaranju prinosa zrna i adaptaciji biljaka na susne uvjete: 1) koli¢ina
osvjetljenja, odnosno radijacije (GY = RAD - %RI - GLD - RUE - HI), 2) dostupna voda
(GY = W- WUE - HI), 3) odrzavanje klijanaca i rast biljke prije cvatnje, 4) cvatnja, 5) rast
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listova i ASI, 6) svojstva koja upravljaju formiranjem zrna i 7) nalijevanje zrna i stay green

Svojstvo.

Kroz pokuse u gotovo tridesetogodiSnjem razdoblju u 23 savezne drzave SAD-a i tri
kanadske provincije Assefa i sur. (2017.) utvrdili su znacajno povecanje prinosa u
visokoprinosnim i vrlo visokoprinosnim okolinama. Isto tako, u navedenom podrucju udio
visokoprinosnih i vrlo visokoprinosnih okolina u razdoblju od 2007. do 2015. godine
povecao se za 50 % u odnosu na radoblje od 1987. do 1996. godine, §to se moze pripisati
napretku u oplemenjivanju i daljnjem razvoju i ulaganjima u agronomske prakse pri
proizvodnji kukuruza. Assefa i sur. (2018.) u sliénom su dugogodiSnjem istrazivanju
zabiljezili utjecaj gustoce sklopa na prinos od 8,5 - 17 % te utvrdili kako na povecanje

prinosa osim gustoc¢e sklopa utjecu i poboljSanja samih komponenata prinosa.

U opseznoj studiji 0 razvoju oplemenjivanja kukuruza Andorf i sur. (2019.) isticu sedam
glavnih kategorija relevantnih za ovo podrucje istrazivanja: 1) genomska analiza, 2)
raznolikost 1 koriStenje germplazme, 3) koriStenje geneticke raznolikosti kroz
transformacije i editiranje genoma, 4) razvoj inbred linija i sjemenska proizvodnja hibrida,
5) razumijevanje i predvidanje uc¢inka hibrida, 6) metodologija oplemenjivanja i 7) sinteza

prilika 1 izazova u buduénosti oplemenjivanja kukuruza.

U razdoblju od zadnjih 20-ak godina jedna od najvaznijih tema u agronomskim
istrazivanjima bile su klimatske promjene 1 njihov utjecaj na uzgoj kultunog bilja 1
proizvodnju hrane. Lobell i sur. (2014.) proveli su opsezno istrazivanje (1995. - 2012.) o
utjecaju klimatskih promjena, odnosno suSe na prinos kukuruza te utvrdili povecanje
osjetljivosti prinosa kukuruza na uvjete stresa uzrokovanog suSom povezanog s povisenim
vrijednostima deficita tlaka para koji uvjetuje poviSenu evapotranspiraciju biljaka.
Koriste¢i razli¢ite klimatske modele Li i sur. (2022.) napravili su predvidanje o utjecaju
globalnog zatopljenja na prinos i proizvodnju kukuruza. Nakon provedenih simulacija
utvrdili su da bi uslijed globalnog zatopljenja i povecanja temperature od 2 °C prinos pao
od 3 do gotovo 19 %, a pri povecanju od 1,5 °C od 6,8 do 7,2 %. Ova i mnoga druga
istrazivanja upozoravaju na utjecaj koji klimatske promjene imaju na proizvodnju i prinos

najvaznijih svjetskih usjeva, medu kojima je kukuruz na samom vrhu.

Kako su klimatske promjene sve vise dolazile u prvi plan tako su se i problemi u¢inkovitog

fenotipiziranja te objaSnjavanja kompleksnih mehanizama genotipa i1 okoline u
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agronomskim/genetickim istrazivanjima dodatno povecavali. Unato¢ ogromnom napretku
U genetici i genomici, rjeSavanje problema interakcije genotipa i okoline ostaje najveci
izazov za znanstvenike i oplemenjivace (van Eeuwijk i sur., 2016.), kao i ucinkovita
fenotipizacija, Sto ukljucuje tzv. visoku propusnost, odnosno generiranje veceg broja

podataka u jedinici vremena (Araus i Cairns, 2014.; Araus i sur., 2018.).

1.1.2. Indirektna selekcija kukuruza

U oplemenjivanju hibridnog kukuruza, najvaznija svojstva su prinos i vlaga zrna u berbi
(Troyer, 1996.). Budu¢i da se radi o kvantitativnim svojstvima niske heritabilnosti, cilj
oplemenjivaca je pronaéi sekundarna svojstava koja daju dodatne informacije 0 stanju
biljke 1 prinosu u odredenoj okolini te omogucuju indirektnu selekciju za svojstva od
interesa (Lafitte i sur., 2003.). Da bi se mogla uspjesno koristiti u selekciji, sekundarna
svojstva trebaju biti geneticki varijabilna, u korelaciji s prinosom, jednostavna i jeftina za
mjerenje te imati visoku heritabilnost (Lafitte i sur., 2003.; Ziyomo i Bernardo, 2013;
Fellahi i sur., 2018.).

Opisujuci sekundarna svojstva za povecanje tolerantnosti kultura na susu Edmeades i sur.
(1996.) navode kako takva svojstva trebaju biti geneticki varijabilna i povezana s prinosom
u ciljanim okolinama, visoko nasljedna, lagana za mjerenje, zabiljeZena za vrijeme ili prije
cvatnje te biti dobar pokazatelj potencijala prinosa puno prije berbe. Autori nadalje navode
sekundarna svojstva koja su se do tada proucavala u medunarodnom centru CIMMYT:
ASI, izduZivanje lista 1 stabljike, temperatura liS¢a, uvijanje listova, polozaj listova,
koncentracija klorofila u listu, tzv. stay green ucinak, veli¢ina metlice, osmotska
koncentracija lista i polijeganje. Autori naglasavaju da bi odabir kombinacije sekundarnih
svojstava u kombinaciji s prinosom mogao rezultirati brzim porastom i stabilnosti prinosa
u sus$nim uvjetima, u usporedbi s pracenjem samo prinosa kao glavnog svojstva, a tako
usmjerena selekcija vjerojatno ne bi imala negativnih uc¢inaka na prinos u okolinama s
dovoljnom koli¢inom vode. Nastavno na prethodna istrazivanja Edmeades i sur. (1998.)
navode koje bi elemente idealni tip sekundarnog svojstva trebao sadrzavati (povezanost s
prinosom u su$nim uvjetima, da ne utjee na prinos u normalnim uvjetima, visoka
heritabilnost, niski troskovi i1 brzina mjerenja, stabilnost kroz vremenski period u kojemu

se mjere, mogucénost mjerenja prije cvatnje).
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Indirektna selekcija pokazala se kao korisna pa ¢ak i klju¢na za uspjeh u oplemenjivanju na
stresne okolinske ¢imbenike kao §to su suSa, nedostatak dusika i otpornost na razne bolesti
(Béanziger i Lafitte, 1997.; Bénziger i sur., 2000.; Tembo i sur., 2016.). Oplemenjivaci
stoga u selekciji kukuruza koriste mnoga morfoloska, fizioloSka 1 biokemijska svojstva
kako bi dodatnim informacijama stvorili potpuniju sliku cijelog procesa, uspjesnije vodili
svoje programe te na kraju razvili komercijalne inbred linije i hibride. U¢inkovitost
indirektne selekcije kod kukuruza proucavalo je vise autora (Chapman i Edmeades,
1999.; Zaidi i sur., 2007.; Messmer i sur., 2009.; Ertiro i sur., 2020.), a sekundarna
svojstva koja su bila u fokusu istrazivanja ukljucuju tolerantnost na susu, viSak vode u tlu,

ucinkovitost fotosinteze, nedostatak dusika u tlu, tolerantnost na hladno¢u i mnoga druga.

Buduéi da postoji jaka pozitivna linearna veza izmedu datuma cvatnje i prinosa zrna,
datuma cvatnje i vlage zrna, i vlage zrna i prinosa zrna (Lee i Tracy, 2009.), najcesce
koriStena sekundarna svojstava u oplemenjivanju kukuruza su upravo svojstva vezana uz
cvatnju kukuruza kao $to su datum polinacije, datum svilanja te interval izmedu polinacije

I svilanja (ASI).

Medutim, stalna selekcija za specificna sekundarna svojstva mijenja ne samo njihovu
prosjecnu vrijednost, ve¢ takoder modificira njihovu temeljnu geneticku korelaciju s
prinosom u poboljsanim populacijama (McMillan i sur., 1995). Autori su ovakvim
simulacijama pokazali kako promjena parametara vremenom moze utjecati na selekciju.
Isto tako, neki od simuliranih scenarija pokazuju kako upotreba pocetnih genetickih
vrijednosti bez promjena moze imati potencijalno negativne ucinke na geneticku dobit.
Odnosi izmedu sekundarnih svojstava i prinosa stoga zahtijevaju ponovnu procjenu

tijekom vremena (Edmeades i sur.,1996.).

Uslijed konstantnog povecavanja proizvodnje kukuruza, porasta stanovniStva i1 klimatskih
promjena oplemenjivanje kukuruza na tolerantnost prema suSnim uvjetima sve je veci
imperativ (Ribaut i sur., 2009.; Harrison i sur., 2014.; Malenica i sur., 2021.).
Usmjeravanje ciljeva selekcije na tolerantnost prema susi, implementacija rezultata u
oplemenjivanju 1 proizvodnji predstavlja dugoro¢nu strategiju, a u nekim podrucjima i

nuzan uvjet uspjesne proizvodnje.

Bolanos i Edmeades (1996.) proucavali su tolerantnost tropskog tipa kukuruzne

germplazme na susu preko mjerenja ASI i1 drugih pokazatelja poput broja klipova po biljci
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i zrna po biljci. Rezultati su pokazali geneticku varijabilnost sekundarnih svojstava unutar
elitnih populacija kukuruza. Korelacija izmedu sekundarnih svojstava i prinosa bila je
niska, Sto moze upucivati na to da varijacije u prinosu kukuruza u stresnim uvjetima suse
nastaju viSe zbog varijacija u procesima formiranja klipa povezanih s raspodjelom biomase
u cvatnji nego zbog samog vodnog rezima usjeva. Autori naglasavaju korisnost ovakvih

rezultata za programe oplemenjivanja na tolerantnost prema susi.

U svome istrazivanju Chapman i Edmeades (1999.) odredivali su promjene prinosa i
sekundarnih svojstava u ciklusima rekurentne selekcije za stres uvjetovan suSom u
germplazmi kukuruza. Sekundarna svojstva koriStena u ovome radu ukljucivala su broj
klipova po biljci, broj zrna po klipu, broj zrna po kvadratnom metru, masu 1000 zrna, ASl,
broj dana od sjetve do 50 % polinacije, visinu biljke, broj primarnih granica metlice i
senescencu lisne povrSine. Autori navode kako se varijabilnost germplazme kukuruza za

sekundarna svojstva u stresnim okolinama redovito koristi u oplemenjivanju kukuruza.

Binziger i sur. (2000.) predlazu broj klipova po biljci, ASI, senescenciju lista, veli¢inu
metlice 1 uvrtanje listova kao svojstva za odabir pozeljnih genotipova u programima
oplemenjivanja na otpornost na susu zbog njihove srednje do visoke heritabilnosti i srednje
do visoke povezanosti s prinosom u stresnim uvjetima. Isto tako, autori navode tri glavne
oplemenjivacke strategije u suSnim uvjetima: izbjegavanje suSe preko selekcije ranih
tipova germplazme, selekcija germplazme koja je tolerantna na varijacije u koli¢ini vode u

razli¢itim sezonama te selekcija germplazme s visokim potencijalom prinosa.

U analizi i pregledu molekularnih 1 fiziolo§kih metoda i pristupa oplemenjivanju kukuruza
za tolerantnost na susne uvjete Bruce i sur. (2002.) navode niz genomickih alata koji sluze
kako bi se steklo bolje razumijevanje mehanizama koji su u pozadini tolerantnosti elitne

germplazme kukuruza na susu.

U pregledu napretka u istraZivanju i oplemenjivanju za tolerantnost kulturnog bilja na susu
Cattivelli i sur. (2008.) navode nekoliko glavnih pristupa koji bi omoguéili dodatni
napredak 1 ostvarivanje viSih prinosa u stresnim okolinama: novi uvidi, metode 1 alati u
biljnoj fiziologiji omoguéili su bolje razumijevanje kompleksnih mehanizama svojstava
vezanih uz tolerantnost na suSu; metodama molekularne genetike otkriveno je puno lokusa

kvantitativnih svojstava (QTL) koji utjecu na prinos u susnim uvjetima ili ekspresiju

10



Uvod

svojstava povezanih s tolerantno$¢u na suSne uvjete; napretkom u molekularnoj biologiji

omoguceno je i vece koristenje transgenih metoda.

Monneveux i sur. (2008.) su pomocu sekundarnih svojstava kao §to su broj isjecaka po
biljci, broj zrna po isjecku, ASI, senescenca lista i uvijanje lista postigli znacajan napredak
u tolerantnosti na susu kod dviju populacija kukuruza. Njihovi rezultati sugeriraju da je
odnos izmedu prinosa zrna i sekundarnih svojstava modificiran zbog kontinuirane selekcije
u LPS i DTP populacijama. Neka ranije utvrdena sekundarna obiljezja postala su manje
vazna, dok su druga postala relevantnija. Prosje¢na tezina zrna, koja se prije nije Koristila u
okviru selekcijskog indeksa suSe, bila je u snaznoj korelaciji s prinosom. Nadalje rezultati
ove studije pokazuju da svojstva biljnih organa za fotosintezu marginalno doprinose
otpornosti na susu, dok je varijacija svojstava lista ili korijena manje vazna od varijacije
svojstava metlice. Autori navode kako bi se daljnji napredak u tolerantnosti kukuruza na
susu mogao ostvariti manipulacijom tzv. Sink organa, §to ukazuje na to da bi u bliZoj
buduénosti selekcija kukuruza za veci broj klipova, krupnije zrno i manju metlicu mogla

pozitivno utjecati na poveéanje prinosa u susnim uvjetima.

Araus i sur. (2012.) navode niz sekundarnih svojstava kojima bi se mogla poboljsati
stabilnost prinosa u su$nim uvjetima: ASI, koli¢ina svile na klipu, prag rasta biljke vezano
uz formiranje klipa, prag veli¢ine klipa vezano uz rast svile i broj zrna, odgovarajuca
dostupnost peluda, broj klipova po biljci, broj zrma po klipu, tezina zrna, stupanj
propadanja zrna u prvih pet dana nakon polinacije i tzv. stay green svojstvo. Autori
napominju kako je suSa za vrijeme cvatnje daleko vaznija nego susa u ranijim dijelovima
vegetacije, stoga svojstva vezana uz povecanja produktivnosti biljke postaju vazZnija

tijekom cvatnje i nalijevanja zrna.

Ziyomo i Bernardo (2013.) utvrdivali su heritabilnost, geneticku varijancu i geneticke
korelacije za prinos zrna i sekundarna svojstava kukuruza u su$nim uvjetima te efikasnost
indirektne selekcije preko sekundarnih svojstava (ASI, senescencija lista, sadrzaj klorofila
u listu) u uvjetima suse u usporedbi s genomskom selekcijom. Prosje¢ni prinos u susnim
uvjetima iznosio je 52 % u odnosu na kontrolu, a heritabilnost za prinos iznosila je 0,37 u
susnim uvjetima, a 0,60 u kontroli. Usporedujuci direktnu i indirektnu selekciju za prinos u
susnim uvjetima autori su zakljucili da indirektna selekcija preko sekundarnih svojstava

nije bila u¢inkovitija od direktne selekcije za prinos u suSnim uvjetima. U konacnici autori
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zakljucuju kako bi genomska selekcija mogla povecati geneticku dobit za prinos u suSnim

uvjetima u jedinici vremena.

Isticudi abiotske stresove poput suse i vru¢ine kao prijetnju globalnoj proizvodnji usjeva i
sigurnosti hrane Fahad i sur. (2017.) navode morfoloske, fizioloske i biokemijske reakcije
biljaka na stres uzrokovan suSnim i/ili vru¢im uvjetima kao presudne za uspjesno
gospodarenje usjevima te opisuju mnogobrojne konvencionalne i moderne pristupe koji bi
to mogli omoguciti. Kao morfoloske pokazatelje naveli su rast biljke i prinos zrna, kao
fizioloSke pokazatelje odnose biljke s vodom i hranivima, fotosintezu, raspodjelu asimilata,
a kao biokemijske pokazatelje oksidacijski gubitak (eng. oxidative damage) kao sljedecu
neizbjeznu fazu kod veéine kulturnih biljaka koje budu pogodene raznim abiotskim
stresovima. Kao mogucéa rjeSenja autori navode klasi¢no i moderno oplemenjivanje bilja,
koriStenje transgenih kultivara, induciranje otpornosti na stres upotrebom regulatora rasta i

drugim metodama tijekom razli¢itih faza razvoja biljke.

Dusik je jedno od najvaznijih biljnih hraniva i dio Sirokog spektra kemijskih spojeva u
metabolizmu biljke koji imaju klju¢ne uloge u fotosintetskoj aktivnosti, odnosno rastu i

razvoju biljke te postizanju visokih prinosa (Gheith i sur., 2022.).

Binziger i Lafitte (1997.) ispitivali su moguénost povecanja efikasnosti selekcije u
okolinama siromaS$nim dusSikom pomoc¢u sekundarnih svojstava. Geneticke korelacije
sekundarnih svojstava s prinosom bile su u prosjeku —0,47 za ASI, 0,78 za broj klipova po
biljci, 0,24 za koncentraciju klorofila u listu i 0,42 za senescencu lista. Efikasnost selekcije
povecala se za 14 % u odnosu na direktnu selekciju samo na visinu prinosa zrna kada su se

informacije o svim navedenim svojstvima kombinirale u Smith-Hazelov indeks.

Biinziger i sur. (2000.) navode sekundarna svojstva preko kojih se moze odrediti koja
germplazma sadrzi tolerantnost na niske razine duSika u tlu: broj klipova po biljci,
senescencija lista i ASI te isticu koristenje selekcijskih indeksa kojima se kombiniraju
informacije o sekundarnim svojstvima s prinosom zrna, kao i razli¢ite oplemenjivacke
strategije kojima bi se razvila germplazma tolerantna na uvjete abiotskog stresa

uzrokovanog suSom 1 nedostatkom dusika.

Polaze¢i od pretpostavke da bi gnojidba manjim koli¢inama duSika mogla postati cilj

selekcije kukuruza u okviru sustava odrzive poljoprivrede Gallais i sur. (2008.)
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usporedivali su uspjeSnost izravne i neizravne selekcije kod populacija kukuruza ovisno o
opskrbljenosti duSikom (izravna selekcija pri niskoj razini dusSika i neizravna pri visokoj
razini dus$ika). Rezultati su pokazali ve¢u ucinkovitost neizravne selekcije koja je imala
vece vrijednosti heritabilnosti i niZze vrijednosti okolinske varijance i interakcije genotipa i

okoline.

Isti¢udi prisutnost i znacaj klimatskih promjena u novijem razdoblju proizvodnje usjeva
Jung i Muller (2009.) naglasavaju kako je jedan od najvaznijih ciljeva oplemenjivanja
bilja pomicanje vremena cvatnje i oplodnje. Autori navode glavne regulacijske mehanizme
cvtanje i1 predlazu nove strategije kojima bi se moglo utjecati na promjenu cvatnje kod
kulturnog bilja. Usmjeravanje selekcije kukuruza na ranozrelost predstavlja vazno
sekundarno svojstvo pomocu kojega bi se razvila germplazma krace vegetacije koja
vremenom cvatnje moze bolje odgovoriti na abiotski stres, odnosno izbje¢i scenarij u

kojemu se cvatnja odvija u vrijeme najvec¢ih vru¢ina i nedostatka vode.

Procjenjujuéi utjecaj bolesti na svojstva klipa kukuruza Tembo i sur. (2016.) u svojim su
istrazivanjima zakljucili kako se indirektna selekcija pomocu agronomskih svojstava za
tolerantnost na bolesti Stenocarpella maydis i Fusarium graminearum moze Koristiti kao
dodatni alat u selekciji visoko prinosnih i otpornih hibrida kukuruza. Autori preporucuju
koriStenje svojstava poput pokrivenosti klipa komuSinom, opadanja klipa i teksture zrna u
u indirektnoj selekciji za tolerantnost na bolesti kao nesto $to bi moglo doprinijeti direktnoj

selekciji, a ne u potpunosti je zamijeniti.

Nascimento-Juanior i sur. (2018.) ispitali su mogucnost koriStenja indirektne selekcije
preko anatomskih i agronomskih svojstava korijena populacija kukuruza. Agronomska
svojstva koja su bila ukljucena u istrazivanje su visina biljke, visina Klipa, pozicija klipa,
polijeganje stabljike, pucanje stabljike i prinos zrna, dok su anatomska svojstva bila
povrsina korijena, povrsina srediSnjeg cilindra, debljina epiderme, debljina egzoderme,
debljina endoderme, debljina kortikalnog parenhima, broj metaksilemskih vodova,
povrsina floema, debljina korteksa 1 povrSina metaksilema. Analiza genotipskih korelacija
pokazala je povezanost sljedecih svojstava: debljina endoderme s visinom biljke, debljina
egzoderme s pucanjem stabljike i prinosom zrna. Ovi i drugi rezultati iz ove studije
upucuju na to da bi se pomocu anatomskih svojstava korijena u ranim razvojnim fazama

mogla koristiti indirektna selekcija.
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Vezano uz ucinkovito mjerenje svojstava kulturnog bilja u pregledu fenotipizacijskih
metoda i opisivanje implementacije fenotipizacije visoke propusnosti (eng. high-
throughput phenotyping, HTP) Araus i sur. (2018.) napominju kako je nemogucnost
upotrebe metoda HTP kljucna komponenta koja ograni¢ava geneticku dobit u
oplemenjivackim programima. Isto tako, autori isticu kako je potrebno fenotipizaciju
staviti u S$iri kontekst te kako ucinkovito premostiti jaz izmedu oplemenjivaca i

fenotipizatora.

Prema Parajuli i sur. (2018.) upotreba sekundarnih svojstava poput uvijanja listova,
senescencije listova, ASI i temperature lis¢a u oplemenjivackim programima korisna je
metoda za odabir najboljih genotipova u stresnim uvjetima nedostatka vode i niskim
razinama duSika. U svome istrazivanju autori su potvrdili kako sekundarna svojstva ne
utjecu izravno na prinos u stresnim uvjetima, ali ih se moze koristiti kao dodatnu metodu

za odabir tolerantnih genotipova.

Gali¢ i sur. (2019.b) istrazivali su Cimbenike povezane s genomiCkom preciznos$éu
predvidanja visine za visine biljaka sijane u dvije gusto¢e na test krizancima IBM
populacija kukuruza. Zakljucili su da se veli¢ina populacije koja se mapira mozZe odrZati
malom odgovaraju¢im odabirom uz odrZavanje visoke to€nosti genomickog predvidanja.
Isto tako, autori navode kako je indirektna selekcija uz pomo¢ Plags ucinkovitija od

genomicke selekcije u uvjetima umjereno vruceg scenarija.

Kamphorst i sur. (2020.) su pomocu viSestruke regresije nastojali identificirati svojstva
koja bi mogla pridonijeti poboljSanju agronomskih svojstava kukuruza kokicara u uvjetima
nedostatka vode. Osim lisnog zelenila (SPAD indeks), svojstva povezana s fotosintetskim
aparatom biljke 1 provodljivost pu¢i pokazali su se dobrim indikatorima agronomskih

svojstava koki€ara u suSnim uvjetima.

1.1.3. Uporaba fluorescencije u indirektnoj selekciji kukuruza

Analiza fluorescencije klorofila jedna je od najmo¢nijih 1 najraSirenijih tehnika za
proucavanje utjecaja stresa na proces fotosinteze. Od prve upotrebe, omjer Fv/Fm uvelike
se koristio kao osjetljiv pokazatelj fotosintetske ucinkovitosti biljaka. Smanjenje ovog

indeksa ukazuje na smanjenje ucinkovitosti fotosustava II, odnosno fotoinhibiciju. U
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zadnjih dvadesetak godina primjena fluorescencije klorofila uvelike je napredovala, a
uspostavljeni su i mnogi drugi informativni parametri za otkrivanje fotokemijske
ucinkovitosti PSII i raspodjele svjetlosne energije na alternativne disipativne mehanizme

(Guidi i sur., 2019.).

Naglasavajuci vaznost spektroskopije fluorescencije Strasser (2000.) navodi kako su se
nakon primjene mnogih tehnika mjerenja fluorescencije odrzale dvije glavne: izravna
fluorescencija i modulirana fluorescencija. Nadalje, autor navodi prednosti izravne
fluorescencije u odnosu na moduliranu: puno vise informacija za vrijeme trajanja mjerenja,
veca neovisnost pri radu u polju, veliki broj testiranih uzoraka (100 - 300 uzoraka po satu),
generiranje podataka u svim vremenskim uvjetima, mala masa, viSe nego upola jeftinije od
bilo kojeg moduliranog sustava. Autor zakljucuje kako je osnovno razumijevanje
fluorescencije u kombinaciji s JIP-testom dovoljan alat za analizu bilo kojeg biljnog
materijala u bilo kojoj situaciji, ¢ak 1 za osobe koje nisu specijalizirane za mjerenje
fluorescencije. Navodec¢i toleranciju usjeva na stresne uvjete kao glavni cilj istrazivanja i
oplemenjivackih programa Brestic i Zivcak (2013.) napravili su pregled metoda i primjena
mjerenja fluorescence fotosustava Il kod kulturnog bilja u uvjetima suSe i visoke
temperature, usmjeravaju¢i se na prakticne aspekte, protokole i primjene, odnosno na
biljne ekofiziologe, biologe i oplemenjivace koji bi flurescenciju klorofila koristili kao alat
u svojim istrazivanjima. Autori navode kako su najcesS¢e metode mjerenja fluorescencije
metoda izravnog mjerenja (instrumenti na LED osnovi) koju karakterizira brzo mjerenje
klorofila a (Strasser i Govindjee, 1991.; 1992.) te analiza saturacijskog impulsa koju
karakterizira uporaba fluorometrije modulacijom impulsa i amplitude (pulse-amplitude
modulation, PAM) (Schreiber i sur., 1986.; Schreiber, 2004.). Jo$ neke metode koje daju
rezultate slicne PAM fluorometriji su tzv. pump and probe fluorometrija (Mauzerall
1972.; Falkowski i sur., 1986.), fluorometrija brzim ponavljanjima (fast repetition rate,
FRR, Kolber i sur., 1998.) te PDP fluorometrija (pump during probe, Olson i sur., 1996.).
U nastavku rada autori Brestic i Zivcak (2013.) detaljno opisuju uporabu PAM
fluorometrije kao najvaznije metode te navode prednosti i nedostatke mjernih protokola pri
koriStenju iste. Isto tako, navode i kljuéne parametre fluorescencije klorofila pri
fenotipizaciji u stresu uzrokovanom suSom i visokom temperaturom kod kukuruza te
zaklju€uju kako je koriStenje fluorescencije koristan alat za fenotipizaciju

oplemenjivacima.
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Fluorescencija klorofila vjerojatno je jedna od najéesc¢e koristenih ekofizioloSkih tehnika
za proucavanje procesa fotosinteze u biljkama (Murchie i Lawson, 2013.), §to dokazuje
veliki broj neinvazivnih i prijenosnih fluorometara za klorofil koji su danas dostupni.
Medutim, unato¢ jednostavnosti koriStenja klorofilnih fluorometara, teorija i interpretacija
podataka koji proizlaze iz mjerenja fluorescencije klorofila jo§ uvijek predstavljaju
kompleksno podrucje. Mnoge recenzije navode teoretsku pozadinu analize fluorescencije
klorofila, a veliki broj istrazivanja govori o koriStenju ove metodologije za pruzanje
informacija 1 objaSnjavanje fizioloSkih mehanizama povezanih s procesom fotosinteze
(Maxwell i Johnson, 2000.; Baker, 2008.; Guidi i Calatayud, 2014.; Kalaji i sur., 2014.,
2017.; Guo i Tan, 2015.; Ruban, 2016.; Stirbet i sur., 2018.).

Fotosustav 1l komponenta je tilakoidnih membrana kloroplasta koja je najosjetljivija na
oSte¢enje. Stoga je glavni rezultat abiotskog stresa uciniti PSII sklonim fotoinhibiciji
(Nishiyama i sur., 2006.). Nasuprot tome, PSI ima vrlo u¢inkovit zastitni mehanizam koji
moze sprijeCiti fotoinhibiciju te rjede dolazi do ostecenja (Gururani i sur., 2015.).
Fotoinhibicija PSI dogada se kada opskrba elektronima iz PSII premasSi njegovu

sposobnost prihvacéanja elektrona (Tikkanen i Grebe, 2018).

Prvi vazan parametar izveden iz Kautskyjeve krivulje bio je omjer Fv/Fm (Krause, 1988.),
a kasnije je postao kljucni parametar za otkrivanje fotoinhibicije PSII izazvane faktorom
stresa (Krause i Weis, 1991.). Ovaj omjer naziva se maksimalni kvantni prinos (eng.
maximum quantum yield) fotosustava II i jedan je od najviSe koriStenih parametara pri
mjerenju fluorescencije klorofila a. Da bi se odredio ovaj omjer, primjenjuje se slaba
modulirana mjerna zraka za odredivanje minimalnog prinosa fluorescencije u listu
prilagodenom na tamu (F0), a zatim se superponira zasi¢eni bljesak kako bi se inducirao
maksimalni prinos fluorescencije klorofila (Fm). Omjer Fv/Fm [(Fm -FO)/Fm] predstavlja
procjenu maksimalne fotokemijske ucinkovitosti PSII i Koristi se za otkrivanje gubitka
funkcije reakcijskih centara PSII (Oquist et al., 1992). Vrijednosti Fv/Fm obiéno se kreéu
izmedu 0,75 1 0,85, a taj je omjer proporcionalan kvantnom prinosu fotokemije (Kitajima i

Butler, 1975.).

Pad ovog omjera smatra se dobrim pokazateljem fotoinhibicije koja moze proizaci iz dva
razli¢ita procesa (Oquist et al., 1992.): smanjenja konstante brzine fotokemije PSII
uzrokovanog oSsteCenjima reakcijskih centara PSII i/ili povecanje konstante brzine

neradijacijske disipacije energije pobude. Smanjenje konstante brzine za fotokemiju PSII
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dovodi do povecanja pocetne fluorescencije na otvorenim klopkama PSII (F0), dok
povecanje konstante brzine neradijacijske disipacije energije dovodi do smanjenja pocetne
fluorescencije (FO) i maksimalne fluorescencije na zatvorenim klopkama PSII (Fm)
(Kitajima i Butler, 1975). Medutim, ponekad smanjenje omjera Fv/Fm nije linearno
povezano s koli¢inom inaktiviranih reakcijskih centara PSII (Park i sur., 1996). Vrijedno
je naglasiti da se omjer Fv/Fm ponekad pogresno smatra pokazateljem fotoinaktivacije
PSII, ali taj se omjer smanjuje ne samo zbog zatvaranja reakcijskih centara PSII, ve¢ i kada
se drugi procesi natjeCu s odvajanjem naboja kao Sto je kao toplinska disipacija

apsorbirane svjetlosti (Malnoég, 2018), kao §to je detaljno navedeno u nastavku.

Fotosinteticka aktivnost dobar je pokazatelj ukupnog stanja biljke jer je jedan od prvih
odgovora biljke na nepovoljne okolinske uvjete pad fotosintetske aktivnosti. Fluorescencija
Klorofila a proucava se u laboratorijima dugi niz godina s ciljem boljeg razumijevanja
funkcioniranja fotosintetskog aparata kao jednoga od klju¢nih generatora ukupnog prinosa
biljke. OgraniCavaju¢i ¢imbenik kod fenotipizacije nekog svojstva cesto je vrijeme
potrebno za prikupljanje i obradu podataka. Nemogucnost ucinkovite implementacije
metoda fenotipizacije visoke propusnosti sve se vise doZivljava kao klju¢na komponenta
koja ogranic¢ava geneticku dobit u oplemenjivackim programima (Araus i Cairns, 2014.;
Araus i sur., 2018.).

Prednost mjerenja brze fluorescencije i analize emitiranih tranzijenata u odnosu na druge
metode ocCituje se u mogucénosti brzog i jednostavnog dobivanja velikog broja podataka
koji govore o fizioloSkim i fotokemijskim svojstvima biljke (Gali¢ i sur., 2019a)., Bussotti
I sur., 2020.). Razvoj pristupacnih mjernih uredaja koji omoguéuju brzo dobivanje
podataka bez uniStavanja biljnog materijala, kao 1 matematiC¢kih modela 1 parametara
kojima se interpretiraju rezultati mjerenja, ucinio je ovu metodu pristupaCnom
znanstvenicima iz razli¢itih podrucja djelovanja, prvenstveno fiziolozima bilja u
proucavanju reakcije biljaka na stresne uvjete (Fracheboud i Leipner, 2003.). Osim toga,
ova metoda je nedestruktivna, a parametri JIP-testa opisuju dogadaje vezane uz apsorpciju
svjetlosti (ABS), hvatanje energije (TR), transport elektrona (ET), disipaciju (D) i
redukciju krajnjeg primatelja elektrona (RE). Ovi su procesi izrazeni kroz parametre poput
specificnih 1 fenomenoloskih protoka energije, prinosa (odnosno efikasnosti), frakcija

reakcijskih centara fotosustava Il i drugih (Strasser i sur., 2000., 2004.).
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Malo je radova u kojima su parametri fluorescencije klorofila a koristeni kao selekcijski
alat u oplemenjivanju (Fracheboud i sur., 1999.; Kalaji i sur., 2017.), stoga veza izmedu
parametara fluorescencije klorofila i prinosa u poljskim uvjetima uzgoja nije u potpunosti
razjasnjena (Gali¢ i sur., 2019.a), iako se metode mjerenja fluorescencije Kkoriste za
odredivanje i predvidanje prinosa u raznim proizvodnim regijama u svijetu. Fracheboud i
sur. (1999.) istrazivali su mogucnost koriStenja analize specificnog procesa (eng.
quenching) fluorescencije klorofila a kao alata za odabir kukuruza pobolj$ane tolerancije
na niske temperature kod genotipova razli¢itog podrijetla te dokazali da je ta metoda
ucinkoviti selekcijski alat za poboljSanje tolerancije na niske temperature kod uzgoja
kukuruza. U razli¢itim stresnim uvjetima, kao Sto su suSa, niske temperature ili niska
opskrba dusikom, efikasnost fotosinteze veca je kod novijih hibrida u odnosu na starije §to

omogucuje bolji odgovor biljaka na stresne uvjete (Duvick, 2005.).

Istrazujuéi utjecaj nedostatka vode na hibride kukuruza O'Neill i sur. (2006.) su uz pomo¢
parametara flourescencije (kvatna ucinkovitost PSII, udio transporta elektrona)
procjenjivali toleratnost dvanaest hibrida kukuruza na razne varijante nedostatka vode u
cetverogodiSnjem razdoblju na lokaciji u ameri¢koj saveznoj drzavi Nebraski. Autori su
zakljucili kako se tehnika mjerenja fluorescencije klorofila moze uspje$no primjenjivati u
procjenjivanju tolerantnosti hibrida u uvjetima nedostatka vode. Ispitivanja tolerantnosti
germplazme kukuruza na suSu preko mjerenja fotosintetske ucinkovitosti bila su u fokusu

mnogih istrazivackih skupina.

U pregledu istrazivanja o utjecaju vodnog stresa na ftosintezu kod C,4 biljaka Ghannoum
(2009.) istice kako su biljke sa C,4 tipom fotosinteze visoko osjetljive na stres uzrokovan
nedostatkom vode. Smanjivanjem sadrzaja vode u listu asimilacija CO, i provodljivost
puci brzo opadaju Sto znacajno utjeCe na proces fotosinteze. Autor navodi fotosintetske

mehanizme koji objasnjavaju kako se C4 biljka nosi s nedostatkom vode.

Lepedus$ i sur. (2012.) analizirali su geneticku varijabilnost i detektirali potencijalne
lokuse kvantitativnih svojstava (QTL) za dva parametra fluorescencije klorofila a kod IBM
mapirajuc¢e populacije kukuruza u dvije okoline koje su se razlikovale u opskrbljenosti
vodom. Franié i sur. (2017.) istrazivali su utjecaj kombinacije vodnog stresa i stresa
uzrokovanog kadmijem na fotosintetsku aktivnost kukuruza pomocu fluorescencije
Klorofila a. Analiza agronomskih svojstava kukuruza pomoc¢u mjerenja fluorescence

predstavlja dobar izvor dodatnh informacija o prinosu i ostalim vaznim svojstvima u
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selekciji kukuruza (Frani¢ i sur., 2015.; Gali¢ i sur., 2019.a; Frani¢ i sur., 2019.; Gali¢ i
sur., 2020.).

Chen i sur. (2019.) zakljucuju da je koristenje tzv. solarno inducirane fluorescencije (eng.
solar-induced fluorescence, SIF) za pracenje prinosa u suSnim uvjetima pouzdanije od

drugih koriStenih metoda.

Navode¢i poviSene temperature uzrokovane globalnim zagrijavanjem kao prijetnju
poljoprivrednoj proizvodnji Hu i sur. (2020.) isticu kako je nakon zadnjih nekoliko
desetljeca istrazivanja utvrdeno da su kloroplasti visoko osjetljivi na stres uzrokovan
visokim temperaturama. Visoke temperature mogu negativno utjecati na niz fotosintetskih
procesa ukljucujuéi i biosintezu klorofila, fotokemijske reakcije, transport elektrona i
asimilaciju CO,. Autori takoder navode vazan napredak u istrazivanjima te kako svojstva
kloroplasta kao glavnih fotosintetskih organela doprinose tolerantnosti biljaka na stres

uzrokovan visokima temperaturama.

Bussotti i sur. (2020.) proucavali su odnose izmedu parametara JIP-testa s ciljem odabira
onth koji najbolje obuhvacaju varijabilnost fotosintetske ucinkovitosti 1 odgovore na
vanjske utjecaje. Rezultati analize glavnih komponenata (PC) pokazali su da je
varijabilnost parametara fluorescencije najveéim dijelom objaSnjena s dva faktora
povezana s procesima hvatanja fotona i prvim fotokemijskim dogadajima te s efikasnosti

transporta elektrona oko fotosustava I.

U istrazivanju koje su proveli Wang i sur. (2023.b) autori su pomocu SIF, vegetacijskih
indeksa, meteoroloskih podataka i podataka o tlu za razdoblje od 2000. do 2009. godine
napravili predvidanje prinosa kukuruza u normalnim i suSnim godinama u kineskoj
provinciji Hebei. Njihovi rezultati takoder su pokazali da je SIF bolji prediktor za prinos

kukuruza u suSnim uvjetima od ostalih koriStenih parametara.

Istrazivanja ucinaka raznih okolinskih ¢imbenika poput suSe, visokih temperatura,
saliniteta i toksi¢nosti teSkih metala u tlu na rast i razvoj kukuruza pomocu fluorescencije
klorofila a na Poljoprivrednom institutu Osijek (P1O) odvijaju se od 2009. godine kada je
skupina autora (Lepedu$ i sur., 2012.) napravila uvodno istrazivanje kako bi utvrdili
razlike izmedu inbred linija u tipu tvrdunaca i zubana iz razli¢itih heteroti¢nih skupina.

Fluorescencija je mjerena u polju tijekom svilanja, a podatci su iskoriSteni za
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izraGunavanje dva parametra koji opisuju fotokemiju fotosustava II, a to su omjer F\/Fp, i
indeks ucinkovitosti na bazi apsorpcije (Plags). Za oba parametra utvrdene su znacajne
razlike medu inbred linijama, s time da su razlike u fotosintetskoj ucinkovitosti bile
izrazenije medu inbred linijama u tipu zubana nego izmedu zubana i tvrdunaca. Poznate
inbred linije B73 (heteroticna skupina Iowa Stiff Stalk Synthetic) i Mol7 (heteroti¢na
skupina Lancaster) znacajno su se razlikovale za oba fotosintetska parametra u scenariju
suSe, S§to zna¢i da predstavljaju odgovaraju¢e roditeljske komponente za stvaranje

mapirajuce populacije kao izvora za buduce studije.

U daljnjim istrazivanjima skupina sutora (Simi¢ i sur., 2014.) napravila je QTL analizu za
devet parametara JIP-testa kod kukuruza za vrijeme cvatnje u Cetiri okoline na lokaciji
Osijek (dvije okoline u 2010. godini, jedna u 2011. 1 jedna u 2012.). Na osnovu prijasnjeg
istrazivanja (Lepedus$ i sur., 2012.) za ovu analizu odabrane su linije B73 i Mol7 —
koristeno je 205 medusobno krizanih inbred linija (eng. intermated recombinant inbred
lines, IRIL) biparentalne populacije (intermated B73 x Mol7, IBM; Lee i sur., 2002.) te
obje roditeljske linije. U 2010. godini dvije roditeljske inbred linije znacajno su se
razlikovale po parametrima fluorescencije u vrlo suSnim uvjetima, $to upucuje na to da se
fluorescencija klorofila moZe koristiti kao u€inkovita metoda za ispitivanje germplazme u
raznim scenarijima suse. Sljede¢e godine rezultati QTL analize s 2.178 molekularnih
markera iz cijeloga genoma pokazali su 10 znacajnih lokusa na prvom, petom, sedmom i
osmom kromosomu za sedam parametara JIP-testa, od kojih se pet lokusa isticalo nakon
kombinirane analize svih okolina §to ukazuje na poligensko nasljedivanje 1 pleiotropiju.
Jedan pleiotropni lokus, koji je utvrden na sedmom kromosomu, podudarao se s genom
gst23 koji bi mogao biti povezan s u¢inkovitim vrSenjem fotosinzete u raznim scenarijima

na polju.

Frani¢ i sur. (2015.) ispitivali su utjecaj gustoce sjetve na prinos i ostala agronomska
svojstva 1 fotosinteticku uéinkovitost (eng. performance index, PI). KoriSteno je 80
rekombinantnih IBM linija koje su posijane u dvije razliite gustoce sjetve 2013. godine.
Rezultati su pokazali kako je povecanje gustoce sklopa s 57 000 biljaka po hektaru na 95
000 biljaka po hektaru rezultiralo nizim vrijednostima Svih mjerenih parametara,
ukljucujuéi prinos zrna i indeks ucinkovitosti fotosinteze. Korelacija izmedu ova dva
svojstva bila je statisticki znacajna 1 slaba (r = 0.36). Nize vrijednosti PI u uvjetima gusceg

sklopa ukazuje na to da su biljke bile pod stresom uslijed medusobnog zasjenjivanja, Sto
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uzrokuje smanjivanje aktivnosti fotosinteze i veéu kompeticiju biljaka za vodom 1
hranivima (Marchiori i sur., 2014.). Prinos po biljci u gus¢em sklopu bio je nizi, ali po
jedinici povrSine visi zbog veceg ukupnog broja biljaka po hektaru. Ovi rezultati
podudaraju se s istrazivanjem Gonzala i sur. (2010.), koji su ispitivali utjecaj gustoce
sklopa na 186 rekombinantnih IBM linija. Smanjivanje vrijednosti Pl, kao i ostalih
parametara, ukazuje na to da se pomocu PI moZe odrediti stres uzrokovan razli¢itom

gusto¢om sjetve.

Ispitivanja germplazme kukuruza uz pomo¢ fotosintetickin parametara nastavila su se
istrazivanjem skupine autora (Franié i sur., 2017.), koji su procjenjivali utjecaj viska
kadmija u tlu mjerenjem fotosinteticke i biokemijske aktivnosti biljaka. Ispitivana
germplazma ukljucivala je dvije inbred linije iz heteroti¢nih skupina BSSS i Lancaster
(B84 i Os 6-2) s razli¢itom osjetljivos¢u na kadmij te njihov medusobni hibrid. Rezultati su
potvrdili vecu osjetljivost linije B84 na stres uzrokovan viskom kadmija, a kod ispitivanog
hibrida biokemijskim parametrima detektirana je nikakva ili slaba razina stresa, dok je
koriStenjem fotosinteti¢ckih parametara stres bio detektiran iako manjeg intenziteta nego

kod osjetljive linije.

Koriste¢i parametre fluorescencije klorofila a Frani¢ i sur. (2019.) ispitivali su utjecaj
temperature i manjak osvjetljenja na fotosintezu kod hibrida kukuruza. Parametri JIP testa
ukljucivali su parametre tranzijenta fluorescencije, kvantni prinos, transport elektrona po
reakcijskom centru te indeks ucinkovitosti. Pet hibrida kukuruza Poljoprivrednog instituta
Osijek (OS 378, Drava 404, OSSK 444, OS 505 i Velimir) bilo je podvrgnuto razli¢itim
tretmanima (manjak osvjetljenja, hladnoc¢a, vrucina, ekstremna vrucina) te usporedeno s
kontrolnim tretmanom 1 poljskim uvjetima. Utvrdene su znacajne razlike izmedu kontrole 1
svih ostalih tretmana za sve koriStene parametre. Efikasnost iskoriStenja fotokemijske
energije bila je najniZa u uvjetima ekstremne vrucine, dok je analiza glavnih komponenata
(PCA) generirala informacije o razliitim fotokemijskim procesima, olakSavaju¢i tako
klasifikaciju raznih stresnih utjecaja prema njihovom ucinku na fluorescenciju klorofila a.
Autori potvrduju kako je potrebno viSe istrazivanja o upotrebi fluorescencije u
oplemenjivanju kukuruza jer je to metoda koja je lagana za mjerenje, a generira puno
podataka, Sto onda dopunjuje potreban bioloski okvir za objasnjavanje mehanizama

reakcija biljaka na stres.
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Udio teskih metala u tlu i njihova akumulacija u vegetativnim dijelovima biljke vazan je
dio istrazivanja u podrucju fiziologije kukuruza. Franié i sur. (2020.) ispitivali su pomoc¢u
mjerenja fluorescencije klorofila a varijabilnost sadrzaja kadmija u listovima kukuruza te
utjecaj kadmija na proces fotosinteze. U dvogodisnjim pokusima koristile su se cCetiri
inbred linije kukuruza (B73, Mol7, B84 i Os 6-2) na kojima je mjerena fluorescencija i
fotosintetski pigmenti (klorofil a, Klorofil b, karotenoidi) te ICP-OES analiza za
odredivanje sadrzaja kadmija i cinka u listovima. Utvrdene su znacajne razlike izmedu
genotipova za koncentraciju kadmija u listovima, a promjene u fluorescenciji klorofila
uslijed poviSenih koncentracija kadmija u tlu bile su vidljive kao promjene u energiji
disipacije, prinosu fotosustava Il i transportu elektrona. Smanjivanje vrijednosti parametara
fluorescencije upucéuje na reduciranu ucinkovitost reakcijskih centara i probleme s

ponovnom oksidacijom primarnog kinonskog akceptora.

Procjenjujuci geneticke korelacije izmedu fotosinteze i prinosa zrna kukuruza pri razli¢itim
temperaturnim scenarijima Gali¢ i sur. (2019.a) Kkoristili su 221 rekombinantnu IBM liniju
(IBMSyn4 IRILs) te isti broj njihovih test krizanaca s elitnom linijjom iz heteroti¢ne
skupine lodent Poljoprivrednog instituta Osijek. KriZzanci su ispitivani u Sest okolina na
dvije lokacije u Hrvatskoj i Turskoj kroz tri godine, a ovisno o geografskoj regiji
postavljena su i dva temepraturna scenarija (blagi i umjereno vruéi). Razlike izmedu
scenarija najvisSe su se isticale kroz efikasnost transporta elektrona, indeks ucinkovitosti
(Plags) 1 prinos zrna. U uvjetima umjereno vruceg scenarija utvrdene su pozitivne
geneticke korelacije izmedu fotosintetskog parametra ET/(TR-ET) i prinosa zrna (0,73),
kao 1 izmedu Plags i1 prinosa zrna (0,59). Korelacije izmedu svojstava bile su znatno slabije
u uvjetima blagog scenarija. lako je indirektna selekcija preko parametara fluorescencije
manje ucinkovita od direktne selekcije, ET/(TR-ET) i Plags mogli bi biti ucinkoviti
parametri u oplemenjivanju u uvjetima umjereno vruceg scenarija uzevsi u obzir njihovu
geneticku korelaciju s prinosom u stresnim okolinama. Isto tako, autori zakljuc¢uju kako je
indirektna selekcija preko Plags u¢inkovitija od genomicke selekcije u uvjetima umjereno

vruéeg scenarija.

Upotreba fluorescencije klorofila i dalje je aktualan alat za odredivanje reakcije biljaka na
stres uzrokovan nedostatkom vode 1 visokim temperaturama, a vrlo vjerojatno moci ¢e se
koristiti i u novijim istrazivanjima kako bi se dodatno rasvijetlila kompleksna problematika

utjecaja abiotskih stresova na kukuruz i ostale kulturne biljke.
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1.2. Cilj istrazivanja
Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Utvrditi postoji li geneticka varijabilnost u svojstvima fluorescencije klorofila a u
setu eksperimentalnih i komercijalnih hibrida kukuruza.

2. Utvrditi postojanje genetickih korelacija izmedu svojstava fluorescencije klorofila a
I agronomskih svojstava kukuruza, te strukturu varijance navedenih varijabli.

3. lzraditi penalizirani regresijski model sa svojstvima fluorescencije klorofila a kao
prediktorima i agronomskim svojstvima kao zavisnim varijablama, te istraziti
strukturu varijance i heritabilnosti ostvarenih predvidanja.

4. Procijeniti efikasnost posredne selekcije koriStenjem vrijednosti predvidenih

penaliziranim regresijskim modelom s efikasnosti izravne selekcije.

Glavne hipoteze ovog istrazivanja su da postoji geneticka varijabilnost u svojstvima
fluorescencije klorofila a, te da su ta svojstva geneticki korelirana s prinosom i vlagom
zrna. Nadalje, pretpostavka je da je koriStenjem svojstava fluorescencije klorofila a
moguce predvidjeti prinos i vlagu zrna u cvatnji koriStenjem penaliziranog regresijskog
modela ¢ime bi se omogucilo planiranje kriZzanja za vrijeme sezone, te izbor najboljih
potomstava §to bi omogucilo efikasnije koriStenje resursa i skra¢ivanje ciklusa dobivanja

novih hibrida.
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2. MATERIJAL | METODE RADA
2.1. Biljni materijal i dizajn pokusa

Pokus je postavljen na povrSinama Poljoprivrednog instituta Osijek (PIO) u Osijeku 2017.,
2018. i 2019. godine. Koristeno je 16 hibrida iz FAO 400 skupine zriobe od Cega 14
hibrida Poljoprivrednog instituta Osijek (PIO), te dva strana, komercijalno dostupna
standarda. Popis hibrida, identifikacijske oznake i pedigrei prikazani su u Tablici 1.
Skupina FAO 400 odabrana je kao komercijalno najznacajnija skupina zriobe u Republici

Hrvatskoj.

Tablica 1. Identifikacijske oznake, imena, te pedigrei hibrida koristenih za postavljanje

pokusa

Oznaka Hibrid Q roditelj J roditelj
H1l PIO1 OSL111 0S5077
H2 P102 0OS KULAK
H3 PIO3 0S23-48 OSTM9
H4 P10O4 0S7216 0S5126J40
H5 PIO5 0OSL108/2 0OSSB14
H6 P10O6 05024445 0SJ89
H7 PIO7 OS817TMMAT POPGA47
H8 PIO8 0OSL108/2 0SSB145126
H9 PIO9 0SSB14 0S5126
H10 P1010 0502606 0SJ89TM9
H11 PIO11 05024445 0SJ89TM9
H12 P1012 0S523-48 0SSB14
H13 PIO13 OS TOMASOV
H14 ST1 P9911
H15 ST2 DKC4608
H16 P1014 0S7215 0S5126

Inbred linije koriStene kao Zenski roditelj u hibridima pripadale su genetickim skupinama
Iodent (H1 do H8, H10, H11, H12, H13 1 H16) te lowa Stiff Stalk Synthetic (H9). Muske
roditeljske komponente svih hibrida bile su mijeSanog porijekla Ohio 43 i Towa Stiff Stalk
Synthetic (Troyer, 1999., 2009.). Hibridi OS Tomasov i OS Kulak su komercijalni hibridi
PIO.
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Pokus je postavljen kao randomizirani blok dizajn s cetiri bloka u cetiri ponavljanja.
Veligina pojedine parcele bila je 7m? (5 m * 0,7 m) u sklopu od priblizno 71 000 biljaka/ha
odnosno 50 biljaka po parcelici.

2.2. Agrotehnika i prinos zrna

Provedba agrotehnike za sve tri godine bila je podjednaka. Predkulture su bile pSenica
(2017.) te jecam (2018. 1 2019.). Nakon zetve predkultura obavljeno je prasenje strnista.
Jesensko oranje provedeno je na dubinu 35 cm uz gnojidbu s 300 kg/ha NPK formulacije
7-20-30 i dodatak 100 kg/ha UREA-e. Jesenska agrotehnika provedena je svake godine
prije 15.11. Zimska brazda zatvorena je u veljaci ili oZujku ovisno o vremenskim uvjetima
koristenjem teske drljace. Priprema za sjetvu bila je sjetvospremacem, a sjetva je bila
rué¢nim sija¢icama na polugu, po dva zrna u sjetvenu kucicu. Herbicidni tretman proveden
je poslije sjetve, a prije nicanja korisStenjem 1 L/ha DualGold 960 EC i 3 L/ha Koban T. U
fazi 6 listova (V6) obavljeno je ru¢no prorjedivanje sklopova na jednu biljku po sjetvenom
mjestu. Meduredna kultivacija provedena je zajedno s prihranom koriStenjem 250 kg/ha
KAN. Korektivni meduredni tretmani provedeni su ru¢no po potrebi. Berba pokusnih

parcela provedena je ¢etverorednim pokusnim kombajnom Gleaner F2 (Slika 1).

Slika 1. Pokusni kombajn Gleaner F2 u radu (foto: Viatko Galic).
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Prinos zrna parcele i1 vlaga odredeni su u sucelju kombajna iz ukupnog uzorka. Prinos je

izracunat na temelju 14 % vlage kao:

Vlaga uzorka 10000m?
*
86 7m?

Prinos zrna (t/ha) = (Prinos parcele (kg) * )/1000

Broj dana do berbe razlikovao se izmedu godina. Godine 2017. raspon izmedu sjetve i

berbe bio je 165 dana, 2018. godine 168 dana, a 2019. godine158 dana (Tablica 2).

Tablica 2. Datumi sjetve, berbe i metli¢anja, te broj dana od sjetve do cvatnje i od sjetve
do berbe

Godina Datum Datum Metli¢anje Br. dana Br. dana
sjetve berbe 50% do cvatnje do berbe
2017. 27.4. 9.10. 13.7. 77 165
2018. 17.4. 2.10. 26.6. 70 168
2019. 26.4. 1.10. 12.7. 77 158

2.3. Mjerenje fluorescencije klorofila a

Mijerenje fluorescencije klorofila a (fluorescencija) provedeno je u fazi metlianja u
jutarnjim satima izmedu 6:30 i 9:00 na 3 biljke po parceli u sredini reda (Slika 2).
Mjerenje fluorescencije je provedeno na sredini lista na klipu, bez zahvacanja centralne
provodne Zile nakon adaptacije na tamu u trajanju 25 do 30 minuta Stipaljkama s pjenom

za brtvljenje i otvorom za ekspoziciju lista povrsine 12,56 mm? s kliznim perom (Slika 3).
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Slika 2. Stipaljka za adaptaciju na tamu na listu na klipu cvatuée biljke kukuruza (lijevo) i mjerenje

Sfluorescencije klorofija a u polju rucnim fluorometrom (desno) (foto: Vlatko Galic).

Slika 3. Standardne stipaljke koje se koriste u postupku mijerenja flurescencije (foto: Vlatko
Galié).
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Atmosferski uvjeti u vremenu mjerenja prikazani su na Slici 4.
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Slika 4. Kumulativne koli¢ine oborina u mjesecu kada je provedeno mjerenje fluorescencije

klorofila a za 2017. (4), 2018. (B), 2019. (D) godinu te temperatura i relativna vlaznost zraka u

vrijeme mjerenja. Na slikama A, B i C datumi mjerenja oznaceni su tamnom strelicom.
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Za mjerenje je koristen rucni fluorometar Handy-PEA proizvodac¢a Hansatech, Ujedinjeno

Kraljevstvo (Slika 5).

Slika 5. Handy PEA uredaj (izvor: http://www.hansatech-instruments.com/).

Nakon adaptacije na tamu, na povrSinu lista je propusten puls jake svjetlosti (650 nm,
3,200 mmol m s™) koji pobuduje fluorescenciju klorofila a koja tijekom prve sekunde
nakon adaptacije pokazuje specifi¢ni uzorak rasta nazvan O-J-1-P prema fazama nulte
fluorescencije (O), prvog platoa signala fluorescencije klorofila a (J), drugog platoa signala
fluorescencije klorofila a (I), te maksimalne fluorescencije (P). Na osnovi teorije tokova
energije, (Strasser i sur., 1995.) ponudili su biofizicka objasSnjenja polifaznog rasta
fluorescencije klorofila a na temelju ¢ega je razvijen JIP-test (Strasser i sur., 2000.,
2004.). Podatci polifaznog rasta fluorescencije klorofila a sastoje se od 118 to¢aka izravno
mjerenih signala (tranzijenata) tijekom jedne sekunde mjerenja, dok je 56 parametara JIP-
fotosintetskog aparata biljaka je indeks fotosintetske u¢inkovitosti fotosustava Il, Plags. Za

izracun ovog indeksa koriste se sljede¢i parametri uvrsteni u formulu:

Yrc " Ppo " ¢Eo
1—yre 1—@p, 1—1g,

Plygs =

1. ygrc - Vvjerojatnost da molekula klorofila u fotosustavu Il funkcionira kao reakcijsko

srediSte
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2. ¢p, - maksimalni kvantni prinos fotosustava Il

3. g, — Vvjerojatnost da ekscitirani elektron bude prenesen dalje od plastokinona Q

Podatci dobiveni mjerenjima obradeni su programom PEA Plus ver. 1.10. isporuc¢enim s
uredajem od strane proizvodaca fluorimetra. Tijekom trogodiSnjeg istrazivanja s 16 hibrida
u cCetiri ponavljanja generirano je ukupno 32.256 podatkovnih tocaka JIP-testa, te 67.968

podatkovnih tocaka tranzijenata polifaznog rasta fluorescencije klorofila a.

2.4. Izrada prediktivnih statistickih modela

Za izradu prediktivnih modela koriStena je regresijska metoda parcijalnih najmanjih
kvadrata (PLS, eng. Partial Least Squares). PLS metoda izabrana je jer za koriStenje
visestruke regresije metodom najmanjih kvadrata podatci ne smiju imati kompleksnu
korelacijsku strukturu, tj. kolinearnost izmedu prediktorskih varijabli nije dopustena. S
obzirom da su mjerenja fluorescencije sekvencijalna mjerenja, tranzijenti koji su
vremenski manje udaljeni medusobno su u viSoj korelaciji. Takoder, za izracun biofizickih

parametara koristi se mali broj mjerenih tranzijenata §to u podatke uvodi kolinearnost.

PLS regresija temelji se na smanjivanju dimenzionalnosti podataka stvaranjem sintetskih
varijabli minimalne medusobne korelacije iz podataka u kojima je prisutna kolinearnost
(Wold i sur., 1984.). Kolinearnost podrazumijeva postojanje visokih apsolutnih vrijednosti
korelacije izmedu razliitih varijabli ukljuenih u radni set podataka. Stvaranje sintetskih
varijabli obavlja se na temelju uklanjanja dijeljene varijance iz originalnih varijabli
(penaliziranje) i to na nacin da svaka stvorena sintetska varijabla objasnjava Sto veci udio
varijance u originalnim varijablama (X) i u zavisnoj varijabli koja je temelj modela (y). Za

razliku od modela linearne regresije metodom najmanjih kvadrata
y=Xb+e

PLS algoritam podrazumijeva matrica reziduala modela Z proizlazi iz podatkovnih matrica

X iy nanacin
Z = [Xly]

Na temelju ovog pravila formira se sekvenca rezidualnih matrica Zg koristenjem algoritma:
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Algoritam PLS:

1. KrenisZ; = [X|yl,by =0
2. Zas=1,2,..,dok || Z |l nije malen
2.1 ug = X Xgys Il X5y II.
2.2.c; = %,cs = (as, ps)
237341 = Zg — ugcCs.
2.4. Rijesi Asbg = 15,15 = (pq, ..., Ps)Za by
Za izradu modela koriStena je programska knjiznica pls (Mevik i Wehrens, 2007.).
Izradeno je po dva modela za predvidanje svakog svojstva i to: po jedan za predvidanje
prinosa 1 vlage zrna koji je kao nezavisne varijable (prediktore) koristio 58 biofizickih
parametara, te po jedan za ista svojstva u kojem su kao prediktori koriSteni nativni
tranzijenti fluorescencije klorofila a, njih 118 (Prilog 1). Izradeni modeli podvrgnuti su
unakrsnoj statistickoj validaciji s 10 nasumic¢nih izvlacenja. Broj komponenata (sintetskih
varijabli) za kalibrirane modele odreden je na temelju apsolutno najmanje vrijednosti
generalizirane standardne devijacije pogreske procjene (RMSEP, eng. Root Mean Square
Error of Prediction).

2.5. Statisticka obrada podataka i izrada statistickih modela

Svi podatci dobiveni u ovom istrazivanju analizirani su u R programskom jeziku (R Core
Team, 2018.). Za kvantitativno-geneticku analizu i procjenu komponenata varijance
koristene su programske knjiznice Ime4 i (Bates i sur., 2014.) i sommer (Covarrubias-

Pazaran, 2016.). Geneticke korelacije (1) procijenjene su prema Bernardu (2010.) kao:

. COUG(Xy)
¢ 06(x)06(v)

Gdje je Covgxy) geneticka kovarijanca izmedu svojstava, ogxy geneticka varijanca
svojstva X, a o¢(yy geneticka varijanca svojstva Y. Prema istom autoru procijenjene su i

efikasnost indirektne selekcije (El) kao

El = |rG|hX/hY
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Gdje je |rg| apsolutna vrijednost geneticke korelacije, hy kvadratni korijen heritabilnosti

sekundarnog svojstva, a hy kvadratni korijen heritabilnosti svojstva od interesa.

Heritabilnosti svojstava procijenjena je na temelju analize komponenata varijance prema

Hallaueru i sur. (2010.) kao:

Gdje o predstavlja komponentu geneticke varijance, o2 interakciju genotip x okolina, o2

varijancu greske, a nE i nR broj okolina i broj ponavljanja.

Svojstva prinos 1 vlaga zrna mjerena na 16 hibrida kroz tri godine u Cetiri ponavljanja (n =
192) takoder su analizirani viSefaktorijalnom analizom varijance (ANOVA), te je proveden
Fisherov test najmanjih znacajnih razlika. Standardne greSke srednjih vrijednosti

izraCunate su iz standardne devijacije i1 kvadratnog korijena broja uzoraka kao:

Standardna greska = o/\n

Interakcija genotip-okolina, te utjecaj godina na reakcije pojedinih hibrida ispitan je
koristenjem genotip-genotip x okolina (GGE) analize. Za potrebe GGE analize, podatci o

svojstvima centrirani su prema srednjoj vrijednosti 0 na nacin:
Vi=Xi—X

Te je na podatcima provedena Z-transformacija dijeljenjem ostatka oduzimanja

pojedinacnih vrijednosti od srednje vrijednosti i standardne devijacije:

vi=X;—X)/o

Za izradu koordinatnog prikaza genotipova u odnosu na godine, koriStena je metoda
dekompozicije matrice na singularne vrijednosti (SVD, eng. singular value

decomposition).
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2.6. Agroklimatoloski uvjeti

Vegetacijske sezone 2017. u lipnju, srpnju i kolovozu izmjerene su vise temperature zraka
u odnosu na razdoblje 1961. — 1990., te manji broj prekoracenja praga dvije standardne

devijacije visegodiS$njeg prosjeka (Slika 6).

TEMPERATURA (= C)

| I i v v v oW own X X Xl Xl
MJESEC

srednja dnevna temp. zraka do 31.12.2017.
srednja dnevna temp. zraka uvecana za dvije stand. devijacije
----------- srednja dnevna temp. zraka uvecana za jednu stand. devijacije
srednja dnevna temp. zraka (ekstremi: tmax= 8.6"C, tmin= -8°C})
----------- srednja dnevna temp. zraka umanjena za jednu stand. devijacije
srednja dnevna temp. zraka umanjena za dvije stand. devijacije
Slika 6. Srednje dnevne temperature za 2017. godinu u odnosu na viSegodisnji prosjek (1961. —

1990.) na lokaciji Osijek (izvor: Drzavni hidrometeoroloski zavod).

U vegetacijskoj sezoni 2018. godine uocen je druk¢iji obrazac temperatura zraka.
Iznadprosjecno visoke temperature zraka izmjerene su nakon sjetve u travnju, te u svibnju i
lipnju, dok su temperature krajem lipnja 1 pocetkom srpnja bile ispod viSegodiSnjeg

prosjeka (Slika 7).
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TEMPERATURA (° C)
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Slika 7. Srednje dnevne temperature
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zraka uvecana za jednu stand. devijaciju

zraka za razdoblje 1961-1990 (tmax= 8.6°C, tmin= -8°C)
zraka umanjena za jednu stand. devijaciju

zraka umanjena za dvije stand. devijacije

za 2018. godinu u odnosu na visegodisnji prosjek (1961. —

1990.) na lokaciji Osijek (izvor: DrzZavni hidrometeoroloski zavod).

U vegetacijskoj sezoni 2019. izmjerene su temperature nize od viSegodiSnjeg prosjeka u

svibnju, te viSe od viSegodiSnjeg

prosjeka u lipnju (Slika 8). U mjesecu srpnju, nakon

kraceg perioda s temperaturama nizim od viSegodiSnjeg prosjeka, izmjerene su temperature

vise od viSegodiSnjeg prosjeka.
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MJESEC

zraka do 27.11.20189.

zraka uvecana za dvije stand. devijacije

zraka uvecana za jednu stand. devijaciju

zraka za razdoblje 1961-1990 (tmax= 13.1°C, tmin= -2.5°C)
zraka umanjena za jednu stand. devijaciju

zraka umanjena za dvije stand. devijacije

Slika 8. Srednje dnevne temperature za 2019. godinu u odnosu na visegodisnji prosjek (1961. —

1990.) na lokaciji Osijek (izvor: Drzavni hidrometeoroloski zavod).

Ukupne kolic¢ine oborina tijekom vegetacijske sezone bile su visSe u 2019. godini u odnosu

na 2017. i 2018. Akumulacija oborina u 2017. i 2019. godini bila je pravilnija u usporedbi

s 2018. u kojoj su travanj i svibanj bili susniji, a lipanj i srpanj kisoviti (Slika 9). Tijekom

sedam mjeseci vegetacijske sezone akumulirano je 389 mm oborina 2017., 389 mm 2018.
te 579 mm. 2019. godine.
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Slika 9. Kumulativna kolicina oborina od sjetve do berbe za 2017., 2018. i 2019. godinu.
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3. REZULTATI ISTRAZIVANJA

3.1. Analiza varijance prinosa zrna

U pokusima je ostvaren prosjecni prinos zrna za svih 16 ispitivanih hibrida 13,10 t/ha

2017. godine, 15,73 t/ha 2018. godine te 13,05 t/ha 2019. godine (Grafikon 1).
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Grafikon 1. Srednje vrijednosti i standardne greske prinosa zrna svih 16 ispitivanih hibrida za

2017., 2018. i 2019. godinu. Razlicita slova predstavijaju statisticKi znacajne razlike pri

a=0,05.

Analiza varijance pokazala je znacajan uc¢inak genotipa, godine i ponavljanja pri p <

0,001, dok ucinci bloka i interakcije genotip - godina nisu bili zna¢ajni (Tablica 3).

Visoko znacajan ucinak ponavljanja upuéuje na razlike u sklopu (broj biljaka) uslijed

suse 1 sli¢ne pojave uobicajene kod pokusa postavljenih u poljskim uvjetima.

Tablica 3. Analiza varijance (ANOVA) prinosa zrna

Izvori
variranja Df SS MS F p

Genotip 15 | 153.6 10.2 4.0 <0.001 | ***
Godina 2 | 296.3 | 148.1 57.2 <0.001 | ***
Ponavljanje 9 94.2 10.5 4.0 <0.001 | ***
Blok 9 39.8 4.4 1.7 0.094 n.s.
Genotip:godina | 30 | 116.2 3.9 1.5 0.065 n.s.

Greska 126 | 326.2 2.6

Znakovi *, ** j *** predstavljaju znacajnosti pri p = 0,05, p = 0,01 i p = 0,001. Oznaka n.s. predstavlja izostanak

znacajnog ucinka na svojstvo.
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Na temelju znacajnih u¢inaka godine na prinos zrna u analizi varijance, proveden je test
najmanjih znacajnih razlika. Utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu prinosa
zrna 2018. 1 preostale dvije ispitivane godine, dok izmedu 2017. 1 2019. nisu utvrdene

statisticki znacajne razlike (Grafikon 1).

Izmedu ispitivanih hibrida utvrdene su statisticki znacajne razlike u prinosu zrna
prosje¢no za sve tri godine istrazivanja. Znacajno najvisi prinos zrna utvrden je kod
hibrida H2, H4, H6, H7, H9, H10, H12, H13,H14, H15 i H16, dok su kod hibrida H1,
H3, H8, te H11 utvrdeni statisticki znacajno nizi prinosi zrna koji su se i medusobno
znacajno razlikovali (Grafikon 2). Prosje¢ni prinos zrna skupine hibrida sa znacajno
vi§im prinosom bio je 14,43 t/ha. Komercijalni strani standardi (H14 1 H15) nalazili su
se u skupini hibrida s najviSim prinosom zrna i izmedu njih nisu utvrdene znacajne

razlike.

16

[

H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 HI10 HI1 HI2 HI3 H14 HIS5 HI16
m Prinos (t/ha)

Grafikon 2. Srednje vrijednosti i standardne greske prinosa zrna 16 ispitivanih hibrida kroz sve

tri godine istrazivanja. Razlicita prva slova predstavijaju statisticki znacajne razlike pri a=0,05.
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3.2 Analiza varijance vlage zrna u berbi

U analizi varijance utvrdeni su znacajni ucinci genotipa, godine, bloka, te genotip —

godina interakcije na vlagu zrna u berbi.

Tablica 4. Analiza varijance (ANOVA) vlage zrna u berbi

Izvori
variranja Df SS MS F p
Genotip 15 | 4253 | 284 35.6 <0.001 | ***
Godina 2 |3236.4 | 1618.2 | 2029.5 |<0.001 | ***
Ponavljanje 9 11.2 1.3 1.6 0.132 | n.s.
Blok 9 19.9 2.2 2.8 0.005 | **
Genotip:godina | 30 | 276.9 9.2 11.6 <0.001 | ***
Greska 126 | 100.5 0.8

Znakovi *, ** i *** predstavljaju znaéajnosti pri p = 0,05, p = 0,01 i p = 0,001. Oznaka n.s. predstavlja izostanak

znacajnog uinka na svojstvo.

Najvisa prosjecna vlaga zrna za svih 16 ispitivanih hibrida ostvarena je 2019. godine i
iznosila je 22,60%. Prosjec¢na vlaga zrna u berbi 2017. bila je znacajno niza u odnosu na
vlagu 2019. godine 1 iznosila je 21,51%, dok je znafajno najniza vlaga zrna od 13,32%

ostvarena 2018. godine (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Srednje vrijednosti i standardne greske viage zrna u berbi svih 16 ispitivanih
hibrida za 2017., 2018. i 2019. godinu. Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike
pri a=0,05.
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Izmedu ispitivanih hibrida utvrdene su statisticki znacajne razlike vlage zrna u berbi.
Najvisa vlaga zrna u berbi uocena je kod hibrida HS8 i iznosila je 23,60 %. Najnizu
vlagu zrna u berbi ostvario je hibrid H3 i ona je iznosila 16,93 % (Grafikon 4). Najniza
vlaga kod hibrida H3 takoder je pracena najnizim prinosom zrna. Strani komercijalni
standardi (H14 1 H15) znacajno su se razlikovali u vlazi zrna u berbi. Znacajno visa

vlaga izmjerena je kod hibrida H15 (18,75 %) u odnosu na hibrid H14 (18,01 %)
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m Vlaga (%)

Grafikon 4. Srednje vrijednosti i standardne greske viage zrna u berbi 16 ispitivanih hibrida
kroz sve tri godine istrazivanja. Razlicita prva slova predstavijaju statisticki znacajne razlike

pri a=0,05.
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3.3. Analiza varijance kvantnog prinosa primarnih fotokemijskih reakcija (Fv/Fm)

Analiza varijance Fv/Fm pokazala je znaCajne ucinke genotipa, godine, ponavljanja i

bloka na svojstvo, dok u¢inak interakcije genotip-godina nije bio znacajan (Tablica 5).

Tablica 5. Analiza varijance (ANOVA) Fv/Fm u cvatnji

Izvori
variranja Df SS MS F p
Genotip 15 | 0.00144 | 0.00010 3.3 <0.001 | ***
Godina 2 |0.00166 | 0.00083 28.3 <0.001 | ***
Ponavljanje 9 |0.00130 | 0.00014 4.9 <0.001 | ***
Blok 9 |0.00053 | 0.00006 2.0 0.046 | *
Genotip:godina | 30 | 0.00094 | 0.00003 1.1 0.383 | n.s.
Greska 126 | 0.00369 | 0.00003

Znakovi *, ** { *** predstavljaju znacajnosti pri p = 0,05, p = 0,01 i p = 0,001. Oznaka n.s. predstavlja izostanak

znacajnog ucinka na svojstvo.

Znacajno najvisa vrijednost Fv/Fm od 0.810 ostvarena je 2019. godine (Grafikon 5),
dok izmedu 2017. (0.803) 1 2018. (0.805) nisu utvrdene znacajne razlike.
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Grafikon 5. Srednje vrijednosti i standardne greske Fv/Fm u cvatnji svih 16 ispitivanih hibrida

za 2017., 2018. i 2019. godinu. Razlicita slova predstavijaju statisticki znacajne razlike pri

a=0,05.
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Izmedu ispitivanih hibrida, prosje¢no za sve godine istrazivanja, utvrdene su statisticki
znacajne razlike u Fv/Fm (Grafikon 6 ). Znacajno najvise vrijednosti Fv/Fm ostvarili su
hibridi H1, H2, H9 i H14 (0,811, 0,811, 0807 i 0,807), dok je znaajno najniza
vrijednost zabiljezena kod hibrida H8 (0,799). Izmedu Fv/Fm dva strana standarda (H14
1 H15) utvrdene su znacajne razlike (0,807 1 0,803).
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Grafikon 6. Srednje vrijednosti i standardne greske Fv/Fm u cvatnji 16 ispitivanih hibrida kroz

sve tri godine istrazivanja. Razlicita prva slova predstavijaju statisticki znacajne razlike pri

a=0,05.
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3.4. Analiza varijance fotosinteticke u¢inkovitosti fotosustava II (PIags)

Analiza varijance Plags pokazala je znacajne ucinke genotipa, godine, ponavljanja, te

bloka, dok u¢inak genotip-godina interakcije nije bio znacajan (Tablica 6).

Tablica 6. Analiza varijance (ANOVA) Plags U cvatnji

Izvori
variranja Df SS MS F P
Genotip 15 | 26.4 1.8 6.4 <0.001 | ***
Godina 2 82.5 41.3 150.9 | <0.001 | ***
Ponavljanje 9 9.8 1.1 4.0 <0.001 | ***
Blok 9 5.4 0.6 2.2 0.026 | *
Genotip:godina | 30 8.1 0.3 1.0 0.493 | n.s.
Greska 126 | 345 0.3

Znakovi *, ** i *** predstavljaju znacajnosti pri P = 0,05, P = 0,01 i P = 0,001. Oznaka n.s. predstavlja izostanak

znacajnog ucinka na svojstvo.

Znacajno najniza vrijednost indeksa Plags (6,13) ostvarena je 2017. godine u odnosu na

preostale dvije godine istrazivanja (Grafikon 7). Vrijednosti indeksa iz 2017. (7,44) i

2018. (7,58) medusobno se nisu znacajno razlikovale.
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Grafikon 7. Srednje vrijednosti i standardne greske Plags U cvatnji svih 16 ispitivanih hibrida

za 2017., 2018. i 2019. godinu. Razlicita slova predstavijaju statisticki znacajne razlike pri

a=0,05.
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Izmedu ispitivanih hibrida, prosje¢no za sve godine istrazivanja, utvrdene su statisticki
znacajne razlike u Plags. Znacajno najvise vrijednosti indeksa ostvarili su hibridi H1,
H2, H3 i H4 (prosjek 7,57), dok je znacajno najniza vrijednost zabiljezena kod hibrida
H7 (6,27) (Grafikon 8). Izmedu indeksa u¢inkovitosti dva strana standarda (H14 i H15)

nisu utvrdene znacajne razlike.
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Grafikon 8. Srednje vrijednosti i standardne greske Plags U cvatnji 16 ispitivanih hibrida kroz
sve tri godine istrazivanja. Razlicita prva slova predstavijaju statisticki znacajne razlike pri

0=0,05.
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3.5. OJIP tranzijenti kroz tri godine istraZivanja

U nativnim podatcima tranzijenata indukcije fluorescencije fotosustava II prosjecno za
sve hibride opaZen je relativno visi intenzitet fluorescencije u 2017. godini u odnosu na
preostale dvije godine. PoviSeni intenzitet rezultirao je 1 poviSenom vrijednosti
maksimalne fluorescencije (Fym), no ne i nulte fluorescencije (Fo). Na krivulji indukcije
fluorescencije klorofila a jasno su se izdvojili prijelazni platoi signala nulte
fluorescencije (O), prvog platoa signala fluorescencije klorofila a (J), drugog platoa

signala fluorescencije klorofila a (1), te maksimalne fluorescencije (P) (Grafikon 9).
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Grafikon 9 . Nativni tranzijenti fluorescencije klorofila a u cvatnji kroz tri godine istraZivanja

prosjecno za sve ispitivane hibride.

Kada su tranzijenti fluorescencije klorofila a normalizirani s ukupnom varijabilnom
fluorescencijom (Fm-Fo), uoceno je ujednacavanje krivulja izmedu tri godine ispitivanja.
Na normaliziranim krivuljama tranzijenata uocene su razlike u I koraku i u prijelazu iz I

u P korak izmedu 2017. godine i preostale dvije godine istrazivanja (Grafikon 10).
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Grafikon 10.. Normalizirani tranzijenti fluorescencije klorofila a u cvatnji kroz tri godine

istrazivanja prosjecno za sve ispitivane hibride.
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3.6. Komponente varijance procijenjene mjeSovitim modelom i korelacije za prinos

zrna, vlagu zrna, Fv/Fm te Plags

Analiza varijance mjeSovitim modelom pokazala je komponente varijance vece od nule
za sve ispitivane faktore (Tablica 7). Varijanca objasnjena genotipom za prinos zrna
bila je visa u odnosu na varijancu objasnjenu genotip-okolina interakcijom, a niza u
odnosu na varijancu greske. Ostvarena je umjereno visoka heritabilnost prinosa zrna
(0,64) s niskim iznosom greske procjene (0,17). Komponenta varijance objaSnjene
genotipom za vlagu zrna bila je viSa u odnosu na varijancu greske, a niza u odnosu na
varijancu objas$njenu genotip-okolina interakcijom. Ostvarena je umjereno visoka
heritabilnost svojstva (0,62) s niskim iznosom greske procjene (0,17). Komponenta
varijance objaSnjena genotipom za svojstvo Fv/Fm bila je niza u odnosu na komponentu
varijance objaSnjene genotip-okolina interakcijom 1 varijancu greske. Za svojstvo
Fv/Fm ostvarena je visoka procjena heritabilnosti (0,70) s niskom vrijednosti greske
procjene (0,13). Varijanca objasnjena genotipom za Plags bila je visa u odnosu na
varijancu objasnjenu interakcijom genotip-okolina, i niza za 55,5 % u odnosu na
varijancu greske §to je rezultiralo visokom procjenom heritabilnosti svojstva (0,84) s

izrazito niskom greskom procjene (0,07).

Tablica 7. Komponente varijance za svojstva prinos zrna, vlaga, Fv/Fm i Plags

K\?grﬂri)j(:r]]ire]te Prinos Vlaga Fv/IFm Plags
6°e 0.553 1.296 5.88E-06 0.120
o’e 2.124 25.335 1.02E-05 0.622
o e 0.307 2.209 7.17E-05 0.003
6% 2.593 0.795 2.97E-05 0.272
H? 0.64+0.17 | 0.62+0.17 | 0.70+0.13 | 0.84 +0.07

*6% predstavlja varijancu obja$njenu genotipom, o% varijancu objasnjenu okolinom, g varijancu objagnjenu

interakcijom genotip-okolina, 6% varijancu greske modela, a H heritabilnost

Analiza Pearsonovih produkt-moment korelacija (Tablica 8, iznad dijagonale)
pokazala je znacajno razli¢itu od nule (P < 0,001) umjerenu do slabu negativnu
korelaciju (-0,49) izmedu prinosa i vlage zrna u berbi. Korelacija izmedu prinosa zrna i

Plags bila je pozitivna slaba do vrlo slaba (0,16), znacajno razli¢ita od nule pri P < 0,05.
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Izmedu indeksa Plags i1 vlage zrna u berbi opazena je slaba do vrlo slaba negativna
korelacija (-0,20) znac¢ajno razlicita od nule pri P < 0,01. Znacajno razli¢ita od nule pri
P < 0,001 korelacija za svojstvo Fv/Fm opazena je samo s Plags (0,40). Geneticke
korelacije izmedu svih svojstava bile su uglavnom vrlo slabe negativne (Tablica 8,
ispod dijagonale). Umjerena negativna geneticka korelacija opaZzena je izmedu
svojstava Fv/Fm i vlage zrna u berbi (-0,61) ) s pogreskom procijene nizom od polovice
iznosa korelacije (0,20). Jaka genetiCka korelacija opazena je izmedu svojstava Fv/Fm i
Plags (0,76) s pogreSkom procijene nizom od polovice iznosa korelacije (0,20). Kod
ostalih izracunatih geneti¢kih korelacija, greSka procjene bila je niza od procjenjenog
iznosa korelacije samo izmedu Plags 1 vlage zrna u berbi (0,19), uz vrlo niski iznos
korelacije (-0,24).

Tablica 8. Koeficijenti Pearsonovih produkt-moment korelacija (iznad dijagonale) i
genetickih korelacija izraCunatih iz matrice geneti¢ke varijance-kovarijance dobivene

mjeSovitim modelom, te standardne greske procjena.

r Prinos Vlaga Fv/iFm Plags
Prinos - -0.49*** 0.06 0.16*
Vlaga -0.10+0.42 - 0.08 -0.20**
Fv/Fm 0.35+0.37 | -0.61 +0.30 - 0.40***
Plags -0.24+035 | -024+0.19 | 0.76+0.20 -

*Znakovi ¥, ¥* [ *** predstavijaju znacajnu razliku od nule pri P = 0,05, P = 0,01 i P = 0,001

3.7. Analiza genotipskih i genotip x okolina efekata

S ciljem daljnje analize rezultata pojedinih genotipova i utjecaja genotip-okolina

interakcije na njihove rezultate, provedena je GGE analiza.

U GGE analizi prinosa zrna, 58 % ukupne sume kvadrata za svojstvo objasnjeno je
prvom glavnom sastavnicom. Druga glavna sastavnica objasnila je 26 % ukupne sume
kvadrata. U prve dvije sastavnice objasnjeno je 85,25 % ukupne sume kvadrata. Vektori
sve tri godine istrazivanja bili su usmjereni prema pozitivnoj strani prve glavne
sastavnice. Vektor za 2018. godinu nalazio se blizu ishodista druge glavne sastavnice
koja objasnjava Genotip-okolina interakciju, dok su vektori za 2017. i 2019. godinu bili

usmjereni prema pozitivnom i negativnom kraju druge glavne sastavnice.
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Najvise vrijednosti stabilnosti u kombinaciji s visokim prinosom ostvarili su hibridi H2
i strani standard H14. Najmanja relativna stabilnost u kombinaciji s prosjecnim
prinosom zabiljezena je kod hibrida H9, dok je H3 ostvario nizak prinos uz visoku
relativnu stabilnost. Vanjski obru¢ genotipskih i genotip-okolina interakcijskih efekata
¢inili su genotipovi koji su ostvarili najviSu apsolutnu vrijednost u pojedinim
segmentima analize. Hibrid H2 ostvario je najviSu vrijednost na prvoj glavnoj
sastavnici. Hibrid H13 ostvario je najviSu pozitivnu vrijednost u prvoj glavnoj
sastavnici u pozitivnom kvadrantu obije glavne sastavnice. Hibrid H15 ostvario je
najvisu vrijednost u drugoj glavnoj sastavnici u kvadrantu negativhom u prvoj, a
pozitivnom u drugoj glavnoj sastavnici. U istom kvadrantu, najvisu apsolutnu vrijednost
u prvoj glavnoj sastavnici ostvario je hibrid H11. U kvadrantu negativhom u obje
glavne sastavnice, rubnu vrijednost ostvario je hibrid H3. Rubnu vrijednost u kvadrantu

pozitivnom u prvoj i negativnom u drugoj glavnoj sastavnici ostvario je hibrid H9
(Slika 10).
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Slika 10. Prikaz biplot ucinaka genotipa i interakcije genotip-okolina (GGE) za prinos zrna te

. idealni hibrid* (strelica unutar kruga) za ispitivane okoline.
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3.8. Statisticki modeli za predvidanje prinosa zrna

Koristenjem 58 biofizi¢kih parametara za predvidanje prinosa zrna, utvrden je porast
vrijednosti RMSEP s porastom broja latentnih varijabli. Ukupno je procijenjeno 44
latentne varijable, a najniza je vrijednost RMSEP (2,292) ostvarena sa 4 latentne
varijable (Grafikon 11), te je stoga model s 4 latentne varijable smatran kalibriranim

modelom i koriSten za predvidanje vrijednosti prinosa zrna.
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Grafikon 11. Iznos greske modela (RMSEP) s biofizickim parametrima fluorescencije klorofila

a kao prediktorima povecanjem broja latentnih varijabli.

Vrijednosti pondera pojedinih biofizickih parametara u kalibriranom modelu prikazane

su na Grafikonu 12.
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Grafikon 12. Vrijednosti pondera pojedinih biofizickih parametara fluorescencije klorofila a u PLS modelu s Cetiri latentne varijable za predvidanje prinosa
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Vise apsolutne vrijednosti pondera u modelu uocene su za nativne signale indukcije
fluorescencije klorofila a (Fm, F4 i F5), parametre izvedene iz krivulje tranzijenata (T
za Fm, te prijelazne signale od F1 do F5) i tokove eclektrona izrazene po popre¢nom

presjeku. Biofizicke interpretacije parametara nalaze se u Prilogu 1.

U modelu s 118 mijerenih tranzijenata fluorescencije klorofila a utvrdeno je postepeno
smanjenje vrijednosti RMSEP dodavanjem latentnih varijabli, a zatim porast do 48
latentne varijable, nakon ¢ega dodavanje varijabli viSe nije utjecalo na porast varijance
objasnjene modelom (Grafikon 13). Apsolutno najniza vrijednost RMSEP ostvarena je

u modelu s 10 latentnih varijabli i iznosila je 2,182.
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Grafikon 13. Iznos greske modela (RMSEP) s tranzijentima fluorescencije klorofila a kao

prediktorima s povecanjem broja latentnih varijabli.

Vrijednosti pondera u modelu s 10 latentnih varijabli bile su viSe kod koraka J, [ 1 P, te
na prijelazu iz platoa J u plato I, te prilikom priblizavanja vrijednosti maksimalnom

intenzitetu fluorescencije (Grafikon 14).
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-0.4

Grafikon 14. Vrijednosti pondera tranzijenata fluorescencije klorofila a u PLS modelu s deset

latentnih varijabli za predvidanje prinosa zrna.

Model s cetiri latentne varijable koji je koristio biofizicke parametre fluorescencije
Klorofila a kao prediktore, pokazao je nisku prediktivnu sposobnost objasnivsi 7,75%

ukupne varijance za prinos zrna (Grafikon 15).
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Grafikon 15. Vrijednosti prinosa zrna predvidene kalibriranim PLS modelom koristenjem 58

biofizickih parametara fluorescencije klorofila a.
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Model s 10 latentnih varijabli u kojem su kao prediktori koriSteni 118 mjerenih
tranzijenata fluorescencije klorofila a pokazao je visu prediktivnu sposobnost objasnivsi

31,38% ukupne varijance prinosa zrna (Grafikon 16).
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Grafikon 16. Vrijednosti prinosa zrna predvidene kalibriranim PLS modelom koristenjem 118

tranzijenata fluorescencije klorofila a.

3.9. Statisticki modeli za predvidanje vlage zrna u berbi

Koristenjem 58 biofizickih parametara za predvidanje vlage zrna u berbi, utvrdene su
nestabilne vrijednosti RMSEP s porastom broja latentnih varijabli. Ukupno je
procijenjeno 43 latentne varijable, a najniza je vrijednost RMSEP (4,057) ostvarena sa
31 latentnom varijablom (Grafikon 17), te je stoga taj model smatran kalibriranim

modelom 1 koriSten za predvidanje vrijednosti vlage zrna u berbi.
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Grafikon 17. Iznos greske modela (RMSEP) s biofizickim parametrima fluorescencije klorofila

a kao prediktorima povecanjem broja latentnih varijabli.

Vrijednosti pondera modela za predvidanje vlage zrna u berbi s biofizickim
parametrima fluorescencije klorofila a razlikovale su se od vrijednosti pondera u

modelu za predvidanje prinosa zrna (Grafikon 18). Najvisa vrijednost pondera

ostvarena je za parametar 1”% koji predstavlja vjerojatnost da molekula klorofila
—VYRC

fotosustava Il funkcionira kao reakcijsko srediste. Apsolutne vrijednosti pondera vise od
0,2 uoCene su takoder za parametre dy;/dr, Koji predstavlja nagib krivulje
fluorescencije pri ishodistu, te RE,/RC Koji predstavlja vjerojatnost da tok elektrona

svakog reakcijskog sredista reducira krajnje akceptore elektrona na strani fotosustava |I.

55



Rezultati istrazivanja

w4 ez G4
S4Bz 4
v4ezed
G4ezT14
v4ez14
€4ez14
[ Op A5Ipoys|
2 » SEV /N
P« SAV /M
| 1d
sqe

101 1d
(0dp-T)/04P

wso/013
wSO/0H 1L
wso/o1d
wso/sav
0S2/03Y
0S2/013
0S9/04 L
0s9/01a
052/SaV
(od)yd
(ox)exep
(03)1yd
(03)1sd
(od)1yd
d/03d

041
d/oid
/Sav

A (wayws
N

ws
OIP/AP
0IP/ONP
A

/04
18Ul Id
wS/nd
w404
G
4
o
zd
T4
A4
w4
0
ealy
w4 ezl

0,60

0,40

0,20

0,00
-0,20

-0,40

-0,60

-0,80

-1,00

Grafikon 18. Vrijednosti pondera pojedinih biofizickih parametara fluorescencije klorofila a u PLS modelu s Cetiri latentne varijable za predvidanje vlage

zrna u berbi.
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U modelu sa 118 mjerenih tranzijenata procijenjene su ukupno 52 latentne varijable.
Vrijednosti RMSEP modela opadale su do 10. komponente, dok je od 10. do 52.
komponente utvrden porast vrijednosti (Grafikon 19). Najniza apsolutna vrijednost
RMSEP ostvarena je u modelu s 10 latentnih varijabli (3,591), te je taj model koriSten za

predvidanje svojstva.
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Grafikon 19. Iznos greske modela za predvidanje viage zrna u berbi (RMSEP) s tranzijentima

fluorescencije klorofila a kao prediktorima s poveéanjem broja latentnih varijabli.

Uzorak vrijednosti pondera tranzijenata fluorescencije klorofila a u modelu za predvidanje
vlage zrna bio je slican uzorku u modelu za predvidanje prinosa zrna, sa slabije izraZenim
vrijednostima za P korak, tj. maksimalnu fluorescenciju (Grafikon 20). Najvise apsolutne

vrijednosti pondera u ovom modelu bile su oko 0,3.
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Grafikon 20. Vrijednosti pondera tranzijenata fluorescencije klorofila a u PLS modelu s deset

latentnih varijabli za predvidanje vlage zrna u berbi.

Model s 31 latentnom varijablom u kojem su koristeni biofizicki parametri fluorescencije
klorofila a kao prediktori pokazao je umjerenu prediktivnu sposobnost objasnivsi 49,98%

ukupne varijance za svojstvo (Grafikon 21).
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Grafikon 21. Vrijednosti viage zrna u berbi predvidene kalibriranim PLS modelom koristenjem 58

biofizickih parametara fluorescencije klorofila a.

Kalibrirani model koji je koristio 118 mjerenih tranzijenata fluorescencije klorofila a za
predvidanje vlage zrna u berbi pokazao je viSu prediktivnu sposobnost objasnivsi 54,5%

ukupne varijance za svojstvo koriStenjem samo 10 latentnih varijabli (Grafikon 22).
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Grafikon 22. Vrijednosti viage zrna u berbi predvidene kalibriranim PLS modelom koristenjem

118 tranzijenata fluorescencije klorofila a.

3.10. Komponente varijance predvidenih svojstava

Analiza komponenata varijance mjeSovitim modelom pokazala je komponente geneticke
varijance razli¢ite od nule za sva predvidena svojstva, osim varijance genotip - okolina za
prinos te geneticke varijance za vlagu zrna predvidenu koriStenjem mjerenih tranzijenata
fluorescencije klorofila a (Tablica 9). Znatni udjeli varijance objasnjene okolinom opazeni
su kod svih predvidenih svojstava. Varijanca objasnjena interakcijom genotip — okolina
bila je viSa od varijance objaSnjene genotipom kod vlage zrna predvidene koriStenjem
biofizickih parametara 1 prinosa zrna predvidenog tranzijentima. Procijenjene su niske do

umjerene vrijednosti heritablinosti za sva predvidena svojstva osim za vlagu zrna
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predvidenu tranzijentima za koju je procijenjen iznos varijance objasnjene genotipom od
0,00. Iznosi genetickih korelacija s izvornim svojstvom varirali su od niskih do vrlo
visokih. U modelima koji su koristili biofizicke parametre, ostvarena je umjerena do niska
geneticka korelacija s izvornim svojstvom (0,44) s visokim iznosom greske procjene
(0,45). Snaga geneticke korelacije vlage zrna predvidenog biofizickim parametrima i
izvornog svojstva bila je jaka do vrlo jaka (0,83) uz vrlo visok iznos greske procjene
(1,05). Najvisa geneticka korelacija s izvornim svojstvom ostvarena je kod prinosa zrna

predvidenog koriStenjem mjerenih tranzijenata fluorescencije klorofila a (0,97).

Tablica 9. Komponente varijance, heritabilnosti i korelacije s izvornim svojstvima za

predvidene vrijednosti prinosa i vlage zrna

Komponenta Prinos - Vlaga - Prinos - Vlaga -
varijance parametri parametri tranzijenti tranzijenti
o’e 0.036 0.297 0.080 0.000
oE 0.191 8.053 1.156 10.087
o’ oxe 0.000 0.817 0.137 1.650
0% 0.233 4.198 0.409 2.996
H? 0.65+0.16 | 032+0.28 | 0.50+0.23 -
e 0.44+045 | 083+1.05 | 0.97+0.36 -

6’6 predstavlja varijancu objasnjenu genotipom, 6% varijancu objasnjenu okolinom, cc,e varijancu objasnjenu interakcijom genotip-

okolina, 6% varijancu greske modela, H? heritabilnost, a rs geneticku korelaciju s izvornim svojstvom

Efikasnost indirektne selekcije za prinos zrna putem vrijednosti predvidenih koriStenjem
biofizi€kih parametara bila je niza u odnosu na efikasnost koriStenjem vrijednosti
predvidenih koristenjem tranzijenata fluorescencije klorofila a (Grafikon 23). Efikasnost
indirektne selekcije koriStenjem biofizickih parametara iznosila je 38,86 % efikasnosti
izravne selekcije, dok je koriStenjem tranzijenata ostvarena visoka efikasnost od 92,41 %

efikasnosti izravne selekcije.
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Grafikon 23. Efikasnosti indirektne selekcije za prinos zrna putem vrijednosti predvidenih

modelom koristenjem biofizickih parametara i tranzijenata fluorescencije klorofila a.

Efikasnost indirektne selekcije za vlagu zrna u berbi putem vrijednosti predvidenih
koriStenjem biofizickih parametara bila je relativno visoka ostvarujuci 86,89% efikasnosti
izravne selekcije za svojstvo (Grafikon 24). S obzirom na izostanak procjene komponente
varijance objaSnjene genotipom u predvidanjima koriStenjem tranzijenata, ti podatci ne

mogu biti koriSteni za indirektnu selekciju za svojstvo.
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Grafikon 24. Efikasnosti indirekine selekcije za viagu zrna u berbi putem vrijednosti predvidenih

modelom koristenjem biofizickih parametara i tranzijenata fluorescencije klorofila a.

62



Rasprava

4. RASPRAVA

4.1.Analiza varijance agronomskih svojstava

Visoki prinosi zrna kukuruza ostvareni u pokusima uzrokovani su ponajprije dobrom
prilagodenosti moderne germplazme kukuruza na visoko-intenzivne uvjete uzgoja.
Primjerice, u periodu od kraja 1970-ih godina do 2010. gnojidba dusikom po jedinici
povrsine u Sjedinjenim Americkim Drzavama ostala je gotovo jednaka, dok je zabiljezen
porast prinosa od preko 50% (Haegele i sur., 2013.). Autori porast prinosa pripisuju
uspjeSnom procesu selekcije za efikasnost iskoriStavanja dusika i odgovor biljaka na
pojacanu gnojidbu duSikom. Uc€inci bolje efikasnosti iskoriStavanja dusika doprinijeli su
porastu prinosa iz viSe perspektiva, a ponajprije sprje¢avanjem pojave jalovosti biljaka te
porastom broja i veli¢ine zrna po jedinici povrsine. Visine prinosa ostvarene u navedenom

istrazivanju usporedive su s visinama prinosa u ovom istrazivanju.

Porast prinosa u oplemenjivackim programima pokazatelj je njihova uspjeha. Za ocekivati
je da uz stalan pritisak selekcije odaziv na selekciju bude pozitivan te da najnovija
germplazma poput eksperimentalnih hibrida koriStenih u ovom istrazivanju ostvaruje vise
vrijednosti agronomskih svojstava u odnosu na staru (Ci i sur., 2011.). Povezanost porasta
prinosa i godine priznavanja hibrida izrazenija je u visoko-prinosnim okolinama, dok u
okolinama ispodprosjecnog ocekivanog prinosa s loSijim tlima, slabom gnojidbom ili
neoptimalnim sklopovima i rokovima sjetve ta povezanost ne postoji (Assefa i sur.,
2018.). Porast prinosa jednim se dijelom moze objasniti smanjenjem broja nisko prinosnih
i srednje prinosnih okolina, putem promjena u agrotehnici, dok se u drugom dijelu
objasnjava uspjeSnim oplemenjivackim napretkom. Stoga je oc¢ekivano da se u buduénosti
kod koristenja modernih hibrida razlika u prinosu izmedu nisko i srednje prinosnih okolina
te okolina visokog i1 vrlo visokog potencijala rodnosti poveéa uz nastavak trenda
smanjivanja broja nisko i srednje prinosnih okolina (Assefa i sur., 2017.). Okoline na
povrSinama Poljoprivrednog instituta Osijek mogu biti smatrane vrlo prinosnim okolinama
u odnosu na podatke o prosje¢nom prinosu kukuruza od 2010. — 2017. godine u Republici
Hrvatskoj od 7,0, 5,7, 4,3, 6,5, 8,1, 6,5, 85 1 6,3 t/ha (Statisticki ljetopis Republike
Hrvatske, 2018.).

63



Rasprava

Autori Wang i sur. (2011.) navode kako je porast prinosa u Kini izmedu 1960-ih i 2000-ih
godina ovisio o nekoliko ¢imbenika, a kao najvazniji se pokazuje koriStenje germplazme
razvijene u ameri¢kom kukuruznom pojasu (eng. Corn belt) koja je takoder sastavni dio

oplemenjivackih programa Poljoprivrednog instituta Osijek.

U ovome istrazivanju utvrdene su statistiCki znaajne razlike izmedu godina. Izmedu
prosjecnog prinosa u 2017. 1 2019. godini nije bilo razlika, dok se obje godine znacajno
razlikuju od 2018. godine. Vjerojatni ¢imbenik koji je utjecao na ove razlike su
iznadprosjecne temperature zraka i brzo nakupljanje toplinskih jedinica u periodu nakon
sjetve u 2018. godini, §to je uzrokovalo skracivanje perioda od sjetve do cvatnje za sedam
dana u odnosu na preostale dvije godine. Na taj na¢in su hibridi u pokusu u 2018. godini
imali manje poteSkoca s rastom i razvojem u periodu koji je kritican u pogledu nedostatka
vode i visokih temperatura te nakon pune zriobe ostvarili prinos za 2,6 t/ha veéi nego u
obje preostale godine. Povoljan temperaturni rezim koji izravno utjeCe na nakupljanje
toplinskih jedinica jedan je od presudnih ¢imbenika proizvodnji kukuruza. Odstupanje
temperatura od prosjeka, odnosno visoke temperature cesto dovode do skracivanja
vegetacije, rane zriobe i smanjivanja prinosa (Waqas i sur., 2021.). Isto tako, utvrdene su
statisticki zna€ajne razlike izmedu hibrida kroz sve tri godine te se na osnovu toga hibridi
mogu podijeliti u dvije skupine, jednu s viSe prinosnim hibridima (H2, H4, H6, H7, H9,
H10, H12, H13,H14, H15 i H16) i drugu s niZe prinosnim hibridima (H1, H3, HS, H11).
Razlike izmedu ove dvije skupine mogu se pripisati variranju genotipa, godine 1
ponavljanja, §to u prvi plan isti¢e stabilnije hibride koji su kroz sve tri godine ostvarili

relativno visoke prinose.

Po pitanju vlage zrna u berbi izrazito velika 1 statisticki znaCajna razlika zabiljeZena je
1izmedu 2018. 1 ostalih godina (13,3 nasuprot 21,5 1 22,6 %) , Sto se kao 1 kod prinosa moze
povezati s ¢imbenikom brzeg nakupljanja toplinskih jedinica u ranijem dijelu vegetacije,
brzom zriobom i posljedi¢no nizom vlagom u berbi. Kako je berba pokusa 2018. godine
obavljena 2. listopada, Sto je dan kasnije od 2019. 1 tjedan dana ranije od 2017. godine,
moze se iskljuciti ¢imbenik kasnije berbe (kisa, vlazno tlo, kvarovi mehanizacije i drugi
uzroci), koji bi inace svakako doprinio razlikama izmedu godina. Vrlo niska vlaga hibrida
H3, koji je ujedno imao i najmanji prinos, vrlo vjerojatno ukazuje na nizu skupinu zriobe u
odnosu na ostale hibride. Visoka statisticka znacajnost interakcije genotipa i godine istice

vaznost godine U pogledu svojstva vlage zrne u berbi.
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4.2. Analiza varijance svojstava fotosinteticke u¢inkovitosti

Goltsev i sur. (2016) pruzili su pregled metodologije i teorijske osnove za pravilno
tumacenje rezultata dobivenih koriStenjem fluorescencije klorofila a u biljkama. Autori su
istaknuli da analiza fluorescencije klorofila a pruza pouzdane informacije o stanju biljaka,
posebno u odnosu na stresne uvjete. Fluorescencija klorofila a uglavnom potjece od
antenskih kompleksa fotosustava Il (PSII), ali ovisi o procesima u pigmentnoj matrici ili
reakcijskim centrima PSll-a, kao i o oksido-redukcijskim reakcijama na davackoj i
akceptorskoj strani PSll-a te ¢ak i u cijelom lancu prijenosa elektrona. Pristupi obradi i
analizi krivulja indukcije fluorescencije detaljno se razmatraju na temelju teorije
energetskog toka u fotosintetskom aparatu koju je razvio prof. Reto J. Strasser, poznat kao
"JIP-test".

Parametar Fv/Fm, koji je koriSten kao jedan od pokazatelja u ovom istraZivanju, koji
predstavlja kvantnu efikasnost primarne fotokemije u fotosustavu II, ima vaznu ulogu u
istrazivanju tolerancije kukuruza na susni stres, kako je prikazano u istrazivanju Badr i
Bruggemann (2020). U tom istrazivanju, Fv/Fm je koriSten zajedno s indeksom
ucinkovitosti (PI) kako bi se procijenila sposobnost fotosintetskog aparata za prikupljanje
svjetlosne energije. Deset razli¢itih kultivara kukuruza praceno je relativnim sadrZajem
vode u listu (RWC) i sadrzajem vode u tlu (SWC). Rezultati istrazivanja pokazali su da su
vrijednosti Fv/Fm, PI i RWC znacajno smanjene kod biljaka izloZenih suSnom stresu.
Analiza indukcije fluorescencije klorofila a, koja prikazuje promjenu fluorescencije od
osnovne tamno prilagodene razine do maksimalne (OJIP tranzijent), omogucila je
razlikovanje pristupa Zea 1006 iz Libije i Zea 612 iz Italije kao najtolerantnijih i najmanje
tolerantnih genotipova. Koriste¢i analizu glavnih komponenti (PCA) i metode klasteriranja
na temelju vrijednosti Fv/Fm, PI, RWC i SWC, genotipovi kukuruza iz Egipta i Libije su
se razlikovali od genotipova iz Europe, Rusije i SAD-a. Ovi rezultati ukazuju na vaznost
parametra Fv/Fm kao pokazatelja tolerancije kukuruza na susni stres te mogucénosti
klasifikacije genotipova na temelju ove vrijednosti u istrazivanju tolerancije na susu. U
kontekstu ove disertacije, ovi rezultati pokazuju vaznost parametara fluorescencije u

klasifikaciji hibrida i okolina prema kvaliteti i stresu.

Rezultati istrazivanja Ahmad i sur. (2021) sugeriraju mogucnost koristenja parametara

fluorescencije za predvidanje prinosa u statistickim modelima, §to je u ovome radu jedna
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od postavki (izrada regresijskog modela sa svojstvima flurescencije klorofola a kao

prediktorima iagronomskim svojstvima kao zavisnim varijablama).

Veliki broj autora istrazivao je razli¢ite utjecaje okoline na fluorescenciju klorofila (Gao i
sur., 2022.; Zheng i sur., 2022.; Wang i sur., 2023.a) te se moze zakljuciti da parametri
fluorescencije klorofila pokazuju odredeni stupanj prediktivnosti kod kukuruza u poljskim
uvjetima. U okviru ovoga istrazivanja parametar Fv/Fm koristen je kao prediktor
najvaznijih agronomskih svojstava u selekciji kukuruza, a korelacije s prinosom i vlagom
zrna bile su vrlo slabe pozitivne (Pearsonova korelacija) dok su geneticke korelacije s
prinosom bile slabo pozitivne (prinos) i umjerene negativne (vlaga zrna). Parametar Plags
kao jedan od glavnih parametara flurescencije bio je u vrlo slaboj pozitivnoj (prinos) i
negativnoj (vlaga zrna) korelaciji (prema Pearsonu) s agronomskim svojstvima, a u vrlo
slaboj negativnoj genetickoj korelaciji s oba agronomska svojstva. Hibridi H1, H2, H9 i
H14 ostvarili su znacajno najvise vrijednosti Fv/Fm, od ¢ega su hibridi H2, H9 1 H14
svrstani u visokoprinosnu skupinu, a hibrid H1 u niskoprinosnu. Hibrid H8 s niskim
vrijednostima Fv/Fm i Plags svrstan je u niskoprinosnu skupinu. Znaéajne razlike izmedu
hibrida H14 i H15 u vrijednostima Fv/Fm zanimljive su jer je rije¢ o dva strana hibrida koji
su koristeni kao standardi. Utvrdene korelacije i varijabilnost oba fotosintetiCka parametra
(FV/IFm i Plags) kroz tri godine istrazivanja, §to je u suglasju s mnogim drugim studijama
(Lepedus i sur., 2012.; Simi¢ i sur., 2014.; Gao i sur., 2022.; Zheng i sur., 2022., Wang
i sur., 2023.a), pokazuju informativnost u pogledu procjene stanja usjeva, a posljedi¢no i
njegovo modeliranje. Visoke srednje vrijednosti temperature zraka tijekom lipnja i srpnja
utjecale su na variranje parametara fluorescencije klorofila. Ovakva istrazivanja mogu
pruziti nove uvide u mehanizme prilagodbe usjeva visokim temperaturama te posluZiti kao
referenca za uzgoj kultivara tolerantnih na stresne abiotske utjecaje (posebno visoke
temperature i manjak vode), kao i ucinkovito upravljanje navodnjavanjem, koje je u
mnogim uzgojnim podru¢jima relativno nova, ali uslijed klimatskih promjena sve

potrebnija agrotehnicka mjera.

4.3. Analiza ucinkovitosti modela za predvidanje prinosa

Predvidanje prinosa i vlage zrna u kontekstu ciljeva ovog istrazivanja ima klju¢nu vaznost

iz nekoliko razloga. Prvo, utvrdivanje postojanja geneticke varijabilnosti u svojstvima
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fluorescencije klorofila a kod razli¢itih eksperimentalnih i komercijalnih hibrida kukuruza
omogucuje identifikaciju genotipova s pozeljnim svojstvima fotosinteze. Drugo,
istrazivanje genetickih korelacija izmedu tih svojstava i agronomskih svojstava kukuruza te
struktura varijance pomaze razumijevanju veza izmedu fizioloskih procesa 1 agronomskih
performansi. Trece, izrada penaliziranog regresijskog modela koji Kkoristi svojstva
fluorescencije klorofila a kao prediktore i agronomska svojstva kao zavisne varijable
omogucuje predvidanje prinosa i vlage zrna na temelju fizioloskih karakteristika biljaka.
Time se otvara mogucénost planiranja krizanja i odabira najboljih potomstava tijekom
sezone, ¢ime se optimizira koriStenje resursa i skracuje ciklus dobivanja novih hibrida.
Konac¢no, procjena efikasnosti posredne selekcije putem predvidanja penaliziranim
regresijskim modelom omogucuje usporedbu s izravnom selekcijom te pruza smjernice za
poboljSanje procesa selekcije 1 oplemenjivanja kukuruza. Ovo istraZivanje ima potencijal
unaprijediti produktivnost i1 prilagodljivost kukuruza na nepovoljne uvjete te doprinijeti

razvoju efikasnijih metoda uzgoja i oplemenjivanja usjeva.

Heritabilnost je mjera koliko je varijabilnost odredene osobine u populaciji uzrokovana
genetickim faktorima (Hallauer i sur., 2010.). U kontekstu provedenog istrazivanja,
analizirane su komponente varijance za prinose, vlagu, Fv/Fm i Plags (parametri
fluorescencije klorofila a u kukuruzu. Utvrdene heritabilnosti su u suglasju s
heritabilnostima za ova svojstva objavljenima u literaturi (Galic i sur., 2019.a; Yi i sur.,
2021.). Utvrdene geneticke korelacije izmedu agronomskih svojstava i svojstava
fluorescencije bile su niske, no zbog sagledivosti podataka i dostatnih literaturnih izvora, u
kontekstu varijance i genetic¢kih korelacija analizirana su samo dva svojstva fluorescencije
(FV/IFm i Plags), dok je za izradu modela koriSten puni set podataka sa svim parametrima i

tranzijentima.

U provedenom istrazivanju povecanjem broja latentnih varijabli povecavala se i vrijednost
RMSEP, s$to ukazuje na pogorSanje prediktivne to¢nosti modela. To moZe biti posljedica
prekomjerne slozenosti modela ili nedostatka dovoljno informacija za precizno predvidanje
(Mevik i Wehrens, 2007.). Odabir modela s 4 latentne varijable temeljio se na postizanju
najnize vrijednosti RMSEP. Medutim, vazno je uzeti u obzir i druge faktore pri odabiru
modela, poput interpretabilnosti, jednostavnosti i prakti¢ne primjene. Takoder, provedena
je dodatna validacija modela kako bi se potvrdila njegova prediktivna snaga na neovisnom

skupu podataka. Ukratko, analiza je pokazala da se najniza vrijednost RMSEP postize s
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modelom koji koristi 4 latentne varijable za predvidanje prinosa zrna. Medutim, vazno je
provesti daljnju validaciju i usporediti rezultate s drugim modelima kako bi se potvrdila
prediktivna snaga ovog pristupa. Takoder je vazno uzeti u obzir i druge faktore pri odabiru
modela te provesti dodatne analize vezane uz uporabu fluorescencije klorofila a kao

prediktora agronomskih svojstava kukuruza.

U skladu s rezultatima provedenog istrazivanja, model s 10 latentnih varijabli koji je
koristio 118 mjerenih tranzijenata fluorescencije klorofila a pokazao je viSu predikcijsku
sposobnost u usporedbi s modelom s Cetiri latentne varijable koji je koristio biofizicke
parametre fluorescencije klorofila a. U istrazivanju Galiéa i sur. (2020.) autori su Koristili
podatke fluorescencije u predikcijskim modelima kako bi istrazili utjecaj slanog stresa na
nakupljanje biomase biljaka kukuruza. Autori su utvrdili da je koriStenje 118 trantijenata
pokazalo veéu, iako usporedivu, predikcijsku sposobnost nego 18 odabranih JIP

parametara.

Rezultati provedenog istrazivanja u dijelu analize uinkovitosti modela za predvidanje
prinosa sukladni su drugim sli¢nim istrazivanjima. Na primjer, Yu i sur. (2021) su utvrdili
da je njihov model za predvidanje biomase uspio objasniti 7 % do 19 % ukupne varijance.
Spyroglou i sur. (2021) postigli su to¢nost od preko 50 % u predvidanju biomase koriste¢i
kombinaciju NDVI (Normalized Difference Vegetation Index) i fluorescencije. Gali¢ i sur.
(2019.a) postigli su objasnjenje varijance od 35 % u predvidanju odabranih agronomskih

svojstava.

U usporedbi s citiranim istrazivanjima, rezultati provedenog istrazivanja pokazuju da
model s 10 latentnih varijabli ima znatno vecu prediktivnu sposobnost od ostalih modela.
Objasnio je veci postotak ukupne varijance za prinos zrna u usporedbi s prethodno
navedenim studijama. Ovi rezultati ukazuju na visoku vrijednost i prediktivnu mo¢ modela
koji se temelji na mjerenim tranzijentima fluorescencije klorofila a za predvidanje
agronomskih svojstava kukuruza. Provedeno istrazivanje pokazuje obecavajuce rezultate u
pogledu predvidanja prinosa zrna kukuruza koriste¢i fluorescenciju klorofila a,

nadmasujuci neka prethodna istrazivanja u postizanju veée objasnjenosti varijance.

Na temelju analize pondera u modelima, vaznost pojedinih parametara za predvidanje
prinosa zrna je istaknuta. Vise apsolutne vrijednosti pondera u modelu primije¢ene su za

odredene signale indukcije fluorescencije klorofila a (Fm, F4 i F5), parametre izvedene iz
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krivulje tranzijenata (T za Fm, te prijelazne signale od F1 do F5) i tokove elektrona
izrazene po poprecnom presjeku. Ovo ukazuje na njihovu znacajnost u objasnjavanju
varijabilnosti prinosa zrna. Dodatno, analiza modela s 118 mijerenih tranzijenata
fluorescencije klorofila a pokazala je postepeno smanjenje vrijednosti pogreske (RMSEP)
s povecanjem broja latentnih varijabli u modelu. Nakon 48 latentnih varijabli, dodavanje
dodatnih varijabli viSe nije imalo znaCajan utjecaj na poveéanje objasnjene varijance
modela. Najniza apsolutna vrijednost RMSEP-a, koja iznosi 2,182, postignuta je u modelu
s 10 latentnih varijabli. To ukazuje na pouzdanost tog modela u predvidanju prinosa zrna.
Takoder, vrijednosti pondera u modelu s 10 latentnih varijabli su bile vise za korak J, 11 P,
te pri prijelazu iz platoa J u plato I, kao i prilikom priblizavanja maksimalnom intenzitetu
fluorescencije. Ovi rezultati upucuju na vaznost tih parametara u vezi s fotosintetskom

ucinkovito$¢u i predvidanju prinosa zrna.

4.4 Analiza ucinkovitosti modela za predvidanje vlage zrna

Predvidanje vlage zrna u berbi, kao pokazatelja tehnoloske zrelosti kukuruza, ima veliku
vaznost u proizvodnji kukuruza iz nekoliko razloga. Prvo, to€no predvidanje vlaznosti zrna
omogucava pravilno planiranje i organizaciju berbe. Zrna kukuruza trebaju biti optimalno
suha kako bi se izbjegli problemi kao §to su gubitak kvalitete, smanjenje prinosa, povecana
potros$nja energije i oSteCenja tijekom skladiStenja. Osim toga, precizno pracenje vlaznosti
zrna omogucuje agronomima 1 poljoprivrednim proizvodac¢ima donoSenje odluke o

optimalnom vremenu berbe kako bi se postigao najbolji prinos i kvaliteta zrna.

U kontekstu rezultata provedenog istrazivanja, istiCe se vaznost koriStenja biofiziCkih
parametara fluorescencije klorofila a za predvidanje vlaznosti zrna u berbi kukuruza.
Model s 31 latentnom varijablom pokazao je umjerenu prediktivnu sposobnost
objasnjavajuci gotovo 50 % ukupne varijance za to svojstvo. Ovo sugerira da ti parametri
mogu biti korisni prediktori vlaznosti zrna i mogu pruziti vrijedne informacije o
tehnoloskoj zrelosti kukuruza. Medutim, kalibrirani model koji je koristio 118 mjerenih
tranzijenata fluorescencije klorofila a pokazao je jos bolju prediktivnu sposobnost. Samo s
10 latentnih varijabli, taj model je objasnio 54,5 % ukupne varijance za svojstvo vlaznosti
zrna u berbi. To ukazuje da odabir optimalnih parametara i njihova integracija u model

moze znacajno poboljsati preciznost predvidanja vlaznosti zrna. Ovi rezultati sugeriraju da
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koriStenje biofizickih parametara fluorescencije klorofila a, posebice tranzijenata
fluorescencije, moze biti korisno u predvidanju vlaznosti zrna u berbi kukuruza. Rezultati
pruzaju temelje za daljnja istrazivanja i razvoj metoda koje ¢e omoguciti precizno pracenje
1 predvidanje tehnoloske zrelosti kukuruza radi optimizacije berbe i postizanja visokog

prinosa i kvalitete zrna.

Istrazivanja koja se bave predvidanjem vlaznosti zrna u berbi kukuruza su rijetka 1 ¢esto su
ograni¢ena na neposredno predvidanje. Ograni¢enja takvih studija leze u tome Sto ne
uzimaju u obzir vazne faktore kao Sto su senescencija i zrelost biljke tijekom razvoja.
Medutim, nedavna studija provedena od strane SpiSi¢a i sur. (2022.) naglasava vaznost
koriStenja proksimalnih metoda mjerenja fluorescencije za predvidanje zrelosti kukuruza.
Proksimalne metode omogucuju mjerenje fluorescencije biljaka u stvarnom vremenu i na
licu mjesta, Sto pruza detaljniji uvid u senescenciju i zrelost biljaka. Prema rezultatima
studije, koriStenje proksimalnih metoda mjerenja fluorescencije omogucuje lakse
uocavanje senescencije u biljkama prije no Sto je ona vidljiva golim okom. Senescencija je
proces starenja biljke koji je Cesto povezan s postizanjem zrelosti. Zbog te povezanosti,

proksimalne metode mjerenja fluorescencije su efikasne u predvidanju zrelosti kukuruza.

Veliki broj autora istrazivao je povezanost nedostatka vode u vegetaciji i vlaznosti zrna u
berbi s prinosom zrna (Hamad i sur., 2020.; Zhang i sur., 2021.). Predvidanje vlage zrna
U berbi i njenog otpusStanja pri nalijevanju zrna (Li i sur., 2020.; Ni i sur., 2022.)
predstavlja vazan element u danaSnjem oplemenjivanju 1 proizvodnji kukuruza jer se u
mnogim proizvodnim regijama pravi prijelaz na hibride ranijih vegetacijskih skupina koji
brze otpustaju vlagu i na taj nacin smanjuju troSkove susenja zrna, §to je znacajan troSak u
proizvodnji kukuruza. Istrazivanje Zhanga i sur. (2021.) naglasava vaznost pravilnog
upravljanja suSenjem zrna u kukuruznoj proizvodnji kako bi se postigla optimalna vlaZznost
zrna pri zetvi. Smanjenje vlaznosti zrna moze smanjiti gubitke proizvodnje i omoguditi
ucinkovitije Zetvene postupke. Zamjena kultivara s visokim potencijalom prinosa i brzom
stopom suSenja zrna moze poboljsati produktivnost u uvjetima Zetve zrna s umjerenom
vlagom. Daljnja istrazivanja trebaju se fokusirati na pronalazenje nafina za smanjenje
vlaZnosti zrna pri zetvi na jo$§ niZe vrijednosti, kako bi se postigle ve¢e prednosti u
proizvodnji i suSenju zrna kukuruza. Za usporedbu, u ovome SuU istraZivanju postignute

usporedive vrijednosti predvidanja vlage, iako je metoda koriStena ranije u vegetaciji.
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Vrijednosti pondera u modelu za predvidanje vlage zrna u berbi s biofizickim parametrima
fluorescencije klorofila a pokazuju odredene razlike u usporedbi s vrijednostima pondera u
modelu za predvidanje prinosa zrna. Najvisa vrijednost pondera postignuta je za parametar
v RC/(1-y RC), koji predstavlja vjerojatnost da molekula klorofila u fotosustavu II
funkcionira kao reakcijsko srediste. Takoder, apsolutne vrijednosti pondera veée od 0,2
primijeé¢ene su za parametre d VG/d_To, koji predstavlja nagib krivulje fluorescencije pri
ishodistu, 1 RE 0/RC, koji predstavlja vjerojatnost da tok elektrona svakog reakcijskog
sredista reducira krajnje akceptore elektrona na strani fotosustava I. U modelu s 118
mjerenih tranzijenata fluorescencije Kklorofila a procijenjene su ukupno 52 latentne
varijable. Vrijednosti RMSEP modela opadale su do 10. komponente, nakon ¢ega je doslo
do porasta vrijednosti s povecanjem broja komponenti. Uzorak vrijednosti pondera
tranzijenata fluorescencije klorofila a u modelu za predvidanje vlage zrna bio je sli¢an
uzorku u modelu za predvidanje prinosa zrna, s neSto nizim vrijednostima za korak P,
odnosno maksimalnu fluorescenciju. Najvise apsolutne vrijednosti pondera u ovom modelu
bile su oko 0,3. Ovi rezultati ukazali su na vaZznost odredenih parametara fluorescencije
Klorofila a u predvidanju vlage zrna u berbi. Parametri poput vjerojatnosti reakcijskog
srediSta, nagiba krivulje fluorescencije 1 vjerojatnosti redukcije elektronskog toka su
potencijalno korisni za procjenu vlage zrna. Takoder, optimalni model s odabranim

latentnim varijablama pokazao je dobru to¢nost u predvidanju ovog svojstva.

4.5. Analiza ufinkovitosti indirektne selekcije

Efikasnost indirektne selekcije za prinos zrna putem biofizickih parametara bila je niza u
odnosu na efikasnost koriStenjem tranzijenata fluorescencije klorofila a. Prema
rezultatima, efikasnost indirektne selekcije koriStenjem biofiziCkih parametara iznosila je
38,86 % efikasnosti izravne selekcije, dok je koriStenjem tranzijenata ostvarena visoka
efikasnost od 92,41 % efikasnosti izravne selekcije. To znaci da je koriStenje tranzijenata
kao prediktora prinosa zrna omogucilo preciznije i1 efikasnije odabiranje genotipova s
visokim prinosom. Medutim, efikasnost indirektne selekcije za vlagu zrna u berbi putem
biofizickih parametara bila je relativno visoka, ostvaruju¢i 86,89 % efikasnosti izravne

selekcije za to svojstvo, dok su tranzijenti bolje predvidali okoli§no varijancu pa je
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efikasnost indirektne selekcije bila 0. Ovi rezultati ukazuju na vaznost i upotrebljivost

biofizickih parametara u predvidanju vlaznosti zrna i prinosa.

Mnogi autori su spekulirali o upotrebljivosti fluorescencije klorofila a za indirektnu
selekciju kod kukuruza (O'Neill i sur., 2006.; Lepedus i sur., 2012.; Frani¢ i sur., 2019.;
Wang i sur., 2023.), a u manjem broju radova analizirana je efikasnost indirektne selekcije
(Galié i sur., 2019.a). Razlog tomu je potreba za fenotipizacijom velikog broja parcelica s
ciljem dobivanja pouzdanih informacija o komponentama varijance, Sto je vecini

istrazivackih institucija koje proucavaju fotobiologiju neizvedivo.

Primjerice, istrazivanje koje su proveli Ziyomo i Bernardo (2013.) ispitalo je
fenotipizaciju kukuruza radi tolerantnosti na susu koja je skupa i vremenski zahtjevna.
Indirektna selekcija temeljena na intervalu svilanja i polinacije, senescenciji lista, sadrzaju
klorofila lista ili prinosu zrna u kontrolnim uvjetima nije pokazala vecu ucinkovitost od
direktne selekcije za prinos zrna pod suSom. Genomska selekcija (sa 998 markera) za
prinos zrna pod suSom imala je predvidenu relativnu uc¢inkovitost od 1,24. S obzirom na to
da je u kukuruzu mogucée obaviti vise ciklusa selekcije temeljene na markerima godi$nje, a
genotipizacija je jeftinija od fenotipizacije za toleranciju na suSu, njihovi rezultati
sugeriraju da bi genomsko selekcioniranje moglo povecéati geneti¢ku dobit po jedinici

vremena za prinos zrna u susnim uvjetima.

U provedenom istraZzivanju, gdje su umjesto markera koriStena svojstva fluorescencije
Klorofila a, utvrdene su efikasnosti indirektne selekcije blizu efikasnosti izravne selekcije,
Sto sugerira mogucnost brzog odabira pozeljnih roditeljskih komponenata u periodu prije

cvatnje, dok je moguée provesti krizanja u polju.
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5. ZAKLJUCCI

Zakljucci ovoga istrazivanja su sljedeéi:

1. Analizom varijance za svojstvo Fv/Fm u setu ispitivanih hibrida utvrdeni su
statistiCki znacajni ucinci genotipa, godine, ponavljanja i bloka, $to ukazuje na
postojanje geneticke varijabilnosti u svojstvima fluorescencije klorofila a te na

utjecaj godine, ponavljanja i bloka na ovo svojstvo.

2. Korelacija izmedu prinosa zrna i Plags bila je pozitivna slaba do vrlo slaba, a
Plags 1 vlage zrna u berbi slaba do vrlo slaba negativna. Korelacija za svojstvo
Fv/Fm utvrdena je samo s Plags. Genetic¢ke korelacije izmedu svih svojstava bile su
uglavnom vrlo slabe negativne. Umjerena negativna geneti¢ka korelacija utvrdena
je izmedu svojstava Fv/Fm i vlage zrna u berbi, a jaka izmedu svojstava Fv/Fm i
Plags. Kod ostalih izra¢unatih genetic¢kih korelacija, greska procjene bila je niza od
procjenjenog iznosa korelacije samo izmedu Plags i vlage zrna u berbi, uz vrlo niski
iznos Kkorelacije. Varijanca obja$njena genotipom za prinos zrna bila je viSa u
odnosu na varijancu objasnjenu genotip-okolina interakcijom, a niza u odnosu na
varijancu greSke. Ostvarena je umjereno visoka heritabilnost prinosa zrna (0,64).
Komponenta varijance obja$njene genotipom za vlagu zrna bila je viSa u odnosu na
varijancu greS$ke, a niza u odnosu na varijancu objasnjenu genotip-okolina
interakcijom. Ostvarena je umjereno visoka heritabilnost svojstva vlage zrna s
niskim iznosom greske procjene. Komponenta varijance objaSnjena genotipom za
svojstvo Fv/Fm bila je niZza u odnosu na komponentu varijance objasnjene genotip-
okolina interakcijom i varijancu greske. Za svojstvo Fv/Fm ostvarena je visoka
procjena heritabilnosti. Varijanca objasnjena genotipom za Plags bila je visa u
odnosu na varijancu objasnjenu interakcijom genotip-okolina, i niza u odnosu na

varijancu greske $to je rezultiralo visokom procjenom heritabilnosti svojstva.

3. Model s 10 latentnih varijabli ima vecu prediktivnu sposobnost od ostalih modela
za predvidanje prinosa zrna kukuruza. Analiza pondera u modelima ukazuje na
vaznost odredenih parametara za predvidanje prinosa zrna. Signali indukcije
fluorescencije klorofila a, parametri izvedeni iz krivulje tranzijenata i tokovi

elektrona izrazeni po popreCnom presjeku pokazali su veéu znacajnost u
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objasnjavanju varijabilnosti prinosa zrna. Koristenje biofizickih parametara
fluorescencije klorofila a, posebno tranzijenata fluorescencije, moze biti korisno u
predvidanju vlaznosti zrna u berbi kukuruza. Kalibrirani model sa 118 mjerenih
tranzijenata pokazao je najbolju prediktivnu sposobnost. Analiza komponenata
varijance mjeSovitim modelom pokazala je komponente genetiCke varijance
razli¢ite od nule za sva predvidena svojstva, osim varijance genotip - okolina za
prinos te geneticke varijance za vlagu zrna predvidenu KkoriStenjem mjerenih
tranzijenata fluorescencije klorofila a. Varijanca objasnjena interakcijom genotip —
okolina bila je visa od varijance objaSnjene genotipom kod vlage zrna predvidene
koriStenjem biofizickih parametara i prinosa zrna predvidenog tranzijentima.
Procijenjene su niske do umjerene vrijednosti heritabilnosti za sva predvidena
svojstva osim za vlagu zrna predvidenu tranzijentima. U modelima koji su koristili
biofiziCke parametre, ostvarena je umjerena do niska geneticka korelacija s
izvornim svojstvom. Snaga geneticke korelacije vlage zrna predvidenog biofizickim
parametrima i izvornog svojstva bila je jaka do vrlo jaka. Najvisa geneticka
korelacija s izvornim svojstvom ostvarena je kod prinosa zrna predvidenog

koriStenjem mjerenih tranzijenata fluorescencije klorofila a.

4. Efikasnost indirektne selekcije za prinos zrna koriStenjem biofizickih parametara
bila je niza od efikasnosti izravne selekcije. S druge strane, efikasnost indirektne
selekcije za vlagu zrna u berbi putem biofizickih parametara bila je relativno

visoka.

Rezultati ovog istrazivanja naglasavaju vaznost i upotrebljivost parametara fluorescencije

klorofila a u oplemenjivackim programima kukuruza.
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7. SAZETAK

Kukuruz je uz rizu i pSenicu jedna od najvaznijih zitarica i jedna od najvaznijih kulturnih
biljaka na svijetu. Vecina proizvedenog kukuruza u svijetu danas su hibridi dobiveni
klasi¢nim 1 novijim metodama oplemenjivanja bilja. Cilj oplemenjivackih programa je
maksimizacija geneticke dobiti po jedinici vremena, stoga je u modernim oplemenjivackim
programima vazno pronacéi sekundarna svojstva koja su u korelaciji s prinosom i imaju
visoku heritabilnost, §to omoguéuje indirektnu selekciju za svojstva od interesa. Cesto
koriStena sekundarna svojstva u selekciji kukuruza za prinos zrna su interval izmedu
polinacije i svilanja (ASI), broj klipova po biljci te svojstva metlice. Pristup indirektnoj
selekceiji statistickim modeliranjem koriStenjem senzorskih, fizioloski relevantnih podataka
predstavlja novi izazov modernog oplemenjivanja bilja. Fotosinteza je jedan od najvaznijih
procesa u biljnom svijetu, ali i prirodi uopée. Proucavanje fotosintetskih mehanizama vrlo
je vazan pravac istrazivanja kako bi se postiglo $to bolje razumijevanje o utjecaju
nepovoljnih vanjskih uvjeta na proizvodnju kukuruza. Analiza fluorescencije klorofila
jedna je od najkoristenijih tehnika za proucavanje utjecaja stresa na fotosintezu. Primjena
fluorescencije klorofila znacajno je poboljsana u zadnja dva desetlje¢a, a formirani su i
mnogi drugi informativni parametri za odredivanje ucinkovitosti PSII 1 raspodjele
svjetlosne energije alternativnim mehanizmima. U ovome radu utvrdivala se geneticka
varijabilnost u svojstvima fluorescencije klorofila a, geneticke korelacije izmedu svojstava
fluorescencije klorofila a i agronomskih svojstava te strukturu varijance kod 16 hibrida
kukuruza. Dodatni ciljevi bili su izraditi regresijski model sa svojstvima fluorescencije
klorofila a kao prediktorima i agronomskim svojstvima kao zavisnim varijablama, istraziti
strukturu varijance i heritabilnosti predvidanja te procijeniti ucinkovitost indirektne
selekcije u odnosu na izravnu selekciju. Analiza varijance pokazala je statisticki znacajne
ucinke genotipa, godine, ponavljanja i bloka za svojstvo Fv/Fm. Utvrdene su znacajne
razlike u Fv/Fm vrijednostima izmedu ispitivanih hibrida kukuruza. Model s 10 latentnih
varijabli ima vecu prediktivnu sposobnost za predvidanje prinosa od ostalih modela.
Koristenje tranzijenata fluorescencije moze biti korisno u predvidanju vlaznosti zrna u
berbi. Ucinkovitost indirektne selekcije za prinos zrna bila je niza nego kod izravne

selekcije, dok je ucinkovitost indirektne selekcije za vlagu zrna bila relativno visoka.

86



Sazetak

Rezultati ovoga istrazivanja naglasavaju vaznost i upotrebljivost parametara fluorescencije

klorofila a u oplemenjivackim programima kukuruza.
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8. SUMMARY

Use of chlorophyll a fluorescence in indirect selection for agronomic characteristics of

maize

Along with rice and wheat, maize is one of the most important cereals and one of the most
important crops in the world. Most of the maize produced in the world today are hybrids
developed by classical and modern methods of plant breeding. The goal of breeding
programs is to maximize genetic gain per unit of time, therefore in modern breeding
programs it is important to find secondary traits that are correlated with yield and have
high heritability, which enables indirect selection for traits of interest. Frequently used
secondary traits in maize selection for grain yield are the interval between pollination and
silking (ASI), number of ears per plant, and tassel traits. The approach to indirect selection
by statistical modeling using sensors and physiological data represents a new challenge of
modern plant breeding. Photosynthesis is one of the most important processes in plants,
and in nature in general. The study of photosynthetic mechanisms is a very important line
of research in order to achieve a better understanding of the impact of unfavorable external
conditions on maize production. Chlorophyll fluorescence analysis is one of the most used
techniques for studying the effects of stress on photosynthesis. The application of
chlorophyll fluorescence has significantly improved in the last two decades. Many
different informative parameters have been developed to determine the efficiency of PSII
and the distribution of light energy by alternative mechanisms. In this study, genetic
variability in chlorophyll a fluorescence parameters, genetic correlations between
chlorophyll a fluorescence parameters and agronomic properties, and variance structure in
16 corn hybrids were determined. Additional goals were to develop a regression model
with chlorophyll a fluorescence parameters as predictors and agronomic traits as dependent
variables, to investigate the structure of variance and heritability of predictions, and to
evaluate the effectiveness of indirect selection in relation to direct selection. Analysis of
variance showed statistically significant effects of genotype, year, replication and block for
the trait Fv/Fm. Significant differences in Fv/Fm values were found between the evaluated
maize hybrids. The model with 10 latent variables has a higher predictive ability for yield
prediction compared to other models. The use of fluorescence transients can be useful in

predicting grain moisture at harvest. The efficiency of indirect selection for grain yield was

88



Summary

lower than that of direct selection, while the efficiency of indirect selection for grain
moisture was relatively high. The results of this research emphasize the importance and

applicability of chlorophyll a fluorescence parameters in maize breeding programs.
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9. PRILOG

Prilog 1. Formule i definicije najvaznijih biofizickih parametara fluorescencije klorofila a
prema Strasser i sur. (2004.)

Kratice i formule JIP-
test parametara

Definicije JIP-test parametara

Tranzijenti

Fo.00001s- - -Fi1s

Tranzijent u jednoj od 118 vremenskih to¢aka mjerenja porasta
fluorescencije

JI

P-test parametri izraCunati iz tranzijenata

Fo = FSOus ili = FZOMS

Fluorescencija kada su svi PSII reakcijski centri otvoreni
(priblizno minimalna pouzdana zabiljezena fluorescencija)

Tem = temax, tza Fu

Vrijeme (u ms) potrebno da se postigne maksimalna
fluorescencija Fm

Fm (= Fp) Maksimalna fluorescencija kada su svi PSII reakcijski centri
zatvoreni (FP kada je intenzitet aktivne svjetlosti iznad 500
umol(foton) m—2 s i pod uvjetom da su svi centri aktivni kao QA-
reducirajuci)
Fv=Fu—Fo Maksimalna varijabilna fluorescencija

SM = Area/ (FM - Fo) =
Area/ Fy

Normalizirana povrSina u odnosu na Fm

N = SM X (MO/VJ)

Broj preokreta (izrazava koliko puta se QA reducira u
vremenskom intervalu od 0 do tFM)

VJ = (FJ - Fo) / (FM -
Fo)

Relativna varijabilna fluorescencija prit =2 ms

V| = (F| - FO) / (FM -
Fo)

Relativna varijabilna fluorescencija pri t = 30 ms

Biofizi¢ki parametri dobiveni iz osnovnih parametara

kN = (ABS) x kF x (1 /
Fr)

Nefotokemijska konstanta deekscitacije (ABS: apsorpcijski tok -
vidi dolje; kKF: konstanta brzine za emisiju fluorescencije)

kP = (ABS) x kF x (1 /
Fo—1/FM)=kN x
(Fv / Fo)

Fotokemijska konstanta deekscitacije

Specifi¢ni energetski tokovi (po RC: QA-reducirajuci PSII reakcijski centar), u ms—1

ABS/RC = Mo x (1 /
VJ) x (1 / ¢Po)

Apsorpcijski tok (stimulira molekule Chl a PSII antene) po RC

(takoder se koristi kao bezdimenzionalna mjera priblizne veli€ine
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PSII antene)
TRO/RC=MO x (1/ Zarobljeni energetski tok (dovodi do QA redukcije) po RC
VJ)
ETO/RC =MO % (1/ Tok prijenosa elektrona (dalje od QA—) po RC
V) x (1 —=VJ)

DIo/RC = ABS/RC —
TRo/RC

Energetski tok koji se gubi po RC (pri t = 0)

Fenomenolos$ki energetski tokovi (po CS: QA-reducirajuéi PSII presjek), u ms—1

TROICSM = (Fv/ Fy)
(ABS/CSM)

Zarobljeni energetski tok (dovodi do QA redukcije) po RC

ETO/CSM = (Fv/ Fy)
(1 - V3) (ABS/CSM)

Tok prijenosa elektrona (dalje od QA—) po RC

DIO/CSM = Ukupna disipirana energija po reakcijskom centru (RC)
(ABS/CSO) —
(TRO/CSm)
ABS/CSM = Fo Apsorbirani tok fotona po stimuliranom PSII presjeku u vremenu

nula

Kvantni prinosi i u¢inkovitosti

oPo=TRy/ABS =[1
—(Fo/ Fm)]

Maksimalni kvantni prinos za primarnu foto-kemiju

eoEo=ETo/ABS =[1
—(Fo/ Fm)] x (1 —Vy)

Kvantni prinos za prijenos elektrona (ET)

yEo=ET0/TRO = (1
-\VJ)

Ucinkovitost / vjerojatnost da se elektron krece dalje od QA—

¢6Do=Fo/Fm

Kvantni prinos (pri t = 0) energijske disipacije

Pokazatelji performansi

PlABSZ 1 _(Fo/Fm)
1 - Vj/Vj

Pokazatelj performansi za energetsku ucinkovitost od fotona
apsorbiranih od PSII do redukcije elektrona medusustava
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Tablica 1. Identifikacijske oznake, imena, te pedigrei hibrida koriStenih za postavljanje

pokusa

Tablica 2. Datumi sjetve, berbe i metli¢anja, te broj dana od sjetve do cvatnje i od sjetve

do berbe

Tablica 3. Analiza varijance (ANOVA) prinosa zrna
Tablica 4. Analiza varijance (ANOVA) vlage zrna u berbi
Tablica 5. Analiza varijance (ANOVA) Fv/Fm u cvatnji
Tablica 6. Analiza varijance (ANOVA) Plags U cvatnji

Tablica 7. Komponente varijance za svojstva prinos zrna, vlaga, te Plags

Tablica 8. Koeficijenti Pearsonovih produkt-moment korelacija (iznad dijagonale) i
genetickih korelacija izraCunatih iz matrice geneticke varijance-kovarijance dobivene

mjeSovitim modelom, te standardne greske procjena

Tablica 9. Komponente varijance, heritabilnosti i korelacije s izvornim svojstvima za

predvidene vrijednosti prinosa i vlage zrna

Slika 1. Pokusni kombajn Gleaner F2 u radu (foto: Vlatko Gali¢).

Slika 2. Stipaljka za adaptaciju na tamu na listu na klipu cvatuce biljke kukuruza (lijevo) i
mjerenje fluorescencije klorofija a u polju ru¢nim fluorometrom (desno) (foto: Vlatko

Galié).

Slika 3. Standardne stipaljke koje se koriste u postupku mjerenja flurescencije (foto:
Vlatko Gali¢).

Slika 4. Kumulativne koli¢ine oborina u mjesecu kada je provedeno mjerenje
fluorescencije klorofila a za 2017. (A), 2018. (B), 2019. (D) godinu te temperatura i
relativna vlaznost zraka u vrijeme mjerenja. Na slikama A, B i C datumi mjerenja oznaceni

su tamnom strelicom.

Slika 5. Handy PEA uredaj (izvor: http://www.hansatech-instruments.com/).
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Slika 6. Srednje dnevne temperature za 2017. godinu u odnosu na viSegodis$nji prosjek
(1961. — 1990.) na lokaciji Osijek (izvor: Drzavni hidrometeoroloski zavod).
Slika 7. Srednje dnevne temperature za 2018. godinu u odnosu na visegodis$nji prosjek

(1961. — 1990.) na lokaciji Osijek (izvor: Drzavni hidrometeorolo$ki zavod).

Slika 8. Srednje dnevne temperature za 2019. godinu u odnosu na visegodis$nji prosjek

(1961. — 1990.) na lokaciji Osijek (izvor: Drzavni hidrometeoroloski zavod).
Slika 9. Kumulativna koli¢ina oborina od sjetve do berbe za 2017., 2018. i 2019. godinu.

Slika 10. Prikaz biplot u¢inaka genotipa i interakcije genotip-okolina (GGE) za prinos zrna

te ,,idealni hibrid* (strelica unutar kruga) za ispitivane okoline.

Grafikon 1. Srednje vrijednosti i standardne greske prinosa zrna svih 16 ispitivanih
hibrida za 2017., 2018. i 2019. godinu. Razli¢ita slova predstavljaju statisticki znaCajne
razlike pri 0=0,05.

Grafikon 2. Srednje vrijednosti i standardne greSke prinosa zrna 16 ispitivanih hibrida
kroz sve tri godine istrazivanja. Razli¢ita prva slova predstavljaju statisticki znacajne

razlike pri 0=0,05.

Grafikon 3. Srednje vrijednosti i standardne greske vlage zrna u berbi svih 16 ispitivanih
hibrida za 2017., 2018. i 2019. godinu. Razli¢ita slova predstavljaju statisticki znacajne
razlike pri 0=0,05.

Grafikon 4. Srednje vrijednosti i standardne greSke vlage zrna u berbi 16 ispitivanih
hibrida kroz sve tri godine istraZivanja. Razli¢ita prva slova predstavljaju statisticki

znacajne razlike pri a=0,05.

Grafikon 5. Srednje vrijednosti i standardne greske Fv/Fm u cvatnji svih 16 ispitivanih
hibrida za 2017., 2018. i 2019. godinu. Razlicita slova predstavljaju statisticki znaCajne
razlike pri 0=0,05.
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Grafikon 6. Srednje vrijednosti i standardne greSke Fv/Fm u cvatnji 16 ispitivanih hibrida
kroz sve tri godine istrazivanja. Razli¢ita prva slova predstavljaju statisticki znacajne

razlike pri 0=0,05.

Grafikon 7. Srednje vrijednosti i standardne greSke Plags U cvatnji svih 16 ispitivanih
hibrida za 2017., 2018. i 2019. godinu. Razli¢ita slova predstavljaju statisti¢ki znacajne

razlike pri 0=0,05.

Grafikon 8. Srednje vrijednosti i standardne greske Plags U cvatnji 16 ispitivanih hibrida
kroz sve tri godine istrazivanja. Razli¢ita prva slova predstavljaju statisticki znacajne

razlike pri a=0,05.

Grafikon 9 . Nativni tranzijenti fluorescencije klorofila a u cvatnji kroz tri godine
istrazivanja prosjecno za sve ispitivane hibride.
Grafikon 10.. Normalizirani tranzijenti fluorescencije klorofila a u cvatnji kroz tri godine

istrazivanja prosjecno za sve ispitivane hibride.

Grafikon 11. Iznos greske modela (RMSEP) s biofizickim parametrima fluorescencije

klorofila a kao prediktorima poveéanjem broja latentnih varijabli.

Grafikon 12. Vrijednosti pondera pojedinih biofizi¢kih parametara fluorescencije klorofila

au PLS modelu s Cetiri latentne varijable za predvidanje prinosa zrna.

Grafikon 13. Iznos greske modela (RMSEP) s tranzijentima fluorescencije klorofila a kao

prediktorima s pove¢anjem broja latentnih varijabli.

Grafikon 14. Vrijednosti pondera tranzijenata fluorescencije klorofila a u PLS modelu s

deset latentnih varijabli za predvidanje prinosa zrna.

Grafikon 15. Vrijednosti prinosa zrna predvidene kalibriranim PLS modelom koristenjem

58 biofizickih parametara fluorescencije klorofila a.

Grafikon 16. Vrijednosti prinosa zrna predvidene kalibriranim PLS modelom koriStenjem

118 tranzijenata fluorescencije klorofila a.

Grafikon 17. Iznos greske modela (RMSEP) s biofizickim parametrima fluorescencije

klorofila a kao prediktorima povec¢anjem broja latentnih varijabli.
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Grafikon 18. Vrijednosti pondera pojedinih biofizi¢kih parametara fluorescencije klorofila

au PLS modelu s Cetiri latentne varijable za predvidanje vlage zrna u berbi.

Grafikon 19. Iznos greske modela za predvidanje vlage zrna u berbi (RMSEP) s
tranzijentima fluorescencije Kklorofila a kao prediktorima s povecanjem broja latentnih
varijabli.

Grafikon 20. Vrijednosti pondera tranzijenata fluorescencije klorofila a u PLS modelu s

deset latentnih varijabli za predvidanje vlage zrna u berbi.

Grafikon 21. Vrijednosti vlage zrna u berbi predvidene kalibriranim PLS modelom

koriStenjem 58 biofizi¢kih parametara fluorescencije klorofila a.

Grafikon 22. Vrijednosti vlage zrna u berbi predvidene kalibriranim PLS modelom

koristenjem 118 tranzijenata fluorescencije klorofila a.

Grafikon 23. Efikasnosti indirektne selekcije za prinos zrna putem vrijednosti predvidenih

modelom koriStenjem biofizickih parametara i tranzijenata fluorescencije klorofila a.

Grafikon 24. Efikasnosti indirektne selekcije za vlagu zrna u berbi putem vrijednosti
predvidenih modelom koriStenjem biofizickih parametara i tranzijenata fluorescencije

klorofila a.
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