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1. UVOD

PSenica (Triticum aestivum L. ssp. vulgare) je, uz rizu i kukuruz, jedna od najznacajnijih
ratarskih usjeva, te je njome zasijana jedna Cetvrtina obradivih povrSina na svijetu.
Pseni¢ni kruh osnovna je hrana za oko 70% ljudske populacije. U okviru roda Triticum
gospodarsko znaéenje imaju samo dvije vrste: Triticum aestivum ssp. vulgare — meka
pSenica i Triticum durum — tvrda pSenica (Martin¢i¢ i Kozumplik, 1996.). Prosje¢an prinos
pSenice u Republici Hrvatskoj iznosi oko 4,9 t/ha, a uzgaja se na 204 506 ha (Statisticki
ljetopis RH, 2014.).

Psenica se koristi u konditorskoj, preradivacko-prenrambenoj, farmaceutskoj i pivarskoj
industriji, te za ishranu stoke. Prema tome oplemenjivanje pSenice ide u smjeru
poboljSavanja kvalitete samoga zrna. Svojstva kvalitete zrna su fizicke karakteristike zrna,

zdravstveno stanje 1 svjezina, kemijski sastav zrna i dr. (Martin¢i¢ 1 Kozumplik, 1996.).

Pristupacnost pojedinih biljnih hranjiva u tlu utjece na formiranje i rast korijena biljaka.
Hranjiva poput dusika, fosfora, kalija i Zeljeza mogu utjecati na formiranje lateralnog
korijenja, razvoj korjenovih dlacica, promjer korijena, kut rasta korijena i druge

morfoloske karakteristike korijena (Ford i Lorenzo, 2001.).

Nedostatak Zeljeza (Fe) kao mikronutrijenta je jedan od najucestalijih nedostataka kod
ljudi, s velikm brojem oboljelih. Zrno Zitarica vazan je izvor Fe za ljude, ali biodostupnost

Fe u zitaricama je opcenito niska (Moore i sur., 2012.).

Preporuceni dnevni unos Fe kod ljudi kreée se izmedu 8 i 18 mg dan™, ovisno o dobi i
spolu, a preporucuje se 30 mg dan™ za trudnice. Medutim, veliki broj ljudi u svijetu nema
mogucnost unijeti ovu koli¢inu Fe uobi¢ajenom, svakodnevnom prehranom (Aciksoz i

sur., 2011.; Bhullar i Gruissem, 2013.)

PSeni¢no brasno je glavni sastojak kruha, te je osnovna hrana velikom dijelu svjetske
populacije. Osim toga, vecina vaznih mikronutrijenata u zitaricama pohranjena je u
aleuronskom sloju zrna koji se odstranjuje u postupku mljevenja. 1z tog razloga, od velikog
je znacaja kreirati sorte koje imaju endosperm obogaéen Zeljezom (Shing i sur., 2012.).
Ciljana koncentracija koja se Zeli posti¢i biofortifikacijom je 40-60 mg kg™ (Gao i sur.,
2011)).



Biofortifikacija je postupak za povecanje koncentracije bioraspolozivih esencijalnih
elemenata u jestivim dijelovima usjeva, a razlikuje se agronomska i genetska
biofortifikacija (White i Broadley, 2009.). Strategija oplemenjivanja bilja (genetska
biofortifikacija) je dugoroCan proces koji zahtijeva znatan trud i resurse, ali je odrziv i
ekonomican pristup koristan u povecanju koncentracije mikronutrijenata. Agronomska
biofortifikacija (gnojidba) je brzo rjeSenje za nedostatak mikronutrijenata u zitaricama, te
je to kratkoro¢ni pristup uzgoja (Cakmak, 2008.). Dakle, genetska biofortifikacija je
fokusirana na uzgoj kultivara (sorti ili hibrida) ¢iji merkantilni dio (,,jestivi®) sadrzi
povecanu koncentraciju supstanci koje su ljudskom tijelu neophodne, kao S$to su
mikroelementi (Zeljezo, cink, selen i dr.), vitamini, provitamini i dr. Osobitu vaznost,
biofortifikacija ima za prehranu ljudi i Zivotinja u siroma$nim zemljama, koji rijetko imaju
pristup namirnicama visoke kvalitete i hranjive vrijednosti ili trziStu hrane obogacene
nutrijentima. U tom smislu, biofortifikacija se Cesto smatra vaznom strategijom za

rjeSavanje nedostataka mikronutrijenata u siroma$nim zemljama.

Cilj istrazivanja

Cilj ovoga istrazivanja bio je utvrditi razlike u usvajanju Zeljeza u zrno razlicitih kultivara

pSenice s obzirom na razli¢ito podrijetlo.



2. PREGLED LITERATURE

2.1.  Zeljezo u tlu i biljkama te njegovo usvajanje

Nedostatak Zeljeza je ograni¢avajuéi faktor za rast biljaka. Zeljezo je prisutno u visokim
kolicinama u tlu, ali njegova dostupnost biljkama je obi¢no vrlo niska, zbog Cega je
nedostatak zeljeza Cest problem. U vecini obradivih tala koncentracije biljci pristupacnog
zeljeza su vrlo niske, zbog njegove niske topivosti u aerobnim uvjetima i pri pH
vrijednostima optimalnim za uzgoj vecine kultiviranog bilja. Prema tome biljke su razvile
specificne mehanizme kojima povecavaju pristupacnost i usvajanje zeljeza (Bahat i

Stepinac, 2011.).

Zeljezo je teski metal, a u tlu i biljkama nalazi se kao dvovalentan ili trovalentan kation ili
u odgovaraju¢im spojevima. Vrlo lako mijenja valentno stanje i moze graditi kompleksne
spojeve, a u biljkama je uglavnhom u Fe(lll) oksidacijskom stanju. U tlu Fe potjece iz
mnogobrojnih primarnih i sekundarnih minerala. Njihovim raspadanjem oslobada se
zeljezo koje u Kiselim tlima brzo gradi sekundarne minerale. Svjeze istalozeni minerali
zeljeza su u vidu amorfnih koloida i pristupa¢ni su za ishranu biljaka. Biljke usvajaju

zeljezo kao Fe**, Fe** ili u obliku kelata (Vukadinovi¢, 2007.).

Karbonatna tla ¢esto sadrze vece koli¢ine ukupnog Zeljeza, medutim vrlo male koli¢ine su
u biljci pristupacnom obliku. Na tlima s visokim pH vrijednostima dolazi do intenzivne
tvorbe Zeljeznih spojeva, Fe(OH),", Fe(OH)s i Fe(OH)4 koji su slabo topivi i glavni su
razlog slabe opskrbljenosti biljke zeljezom na karbonatnim tlima. Topivost Fe spojeva
najniza je pri pH vrijednosti tla od 7,4-8,5
(http://www.gnojidba.info/mikroelementi/zeljezo-fe-1-dio/).

Zeljezo se ubraja u elemente ¢ija je pokretljivost u biljkama osrednja ili ¢ak spora, odnosno
losa. Distribucija Zeljeza iz starijeg tkiva u mlade je spora, te se njegov nedostatak prvo
javlja na najmladim listovima. Nedostatak Fe kod biljaka manifestira se klorozom i
nekrozom. Zeljezo posredno ili neposredno sudjeluje u brojnim Zivotnim procesima
biljaka: biosinteza klorofila, redukcija nitrata i sulfata, asimilacija dusika, transport
elektrona 1 dr. (Guerinot i Yi, 1994.). Osim navedenog zeljezo utjeCe na povecanje
otpornosti na susu i niske temperature. Na usvajanje Zeljeza utjeCe veliki broj faktora
vanjske sredine kao Sto su visoki pH, visoka koncentracija fosfata i kalcija koji smanjuju

njegovo usvajanje (http://www.savjetodavna.hr/savjeti/15/412/kloroza/).


http://www.gnojidba.info/mikroelementi/zeljezo-fe-1-dio/

Na dostupnost zeljeza utjece topivost (Lindsay, 1979.) i brzina otapanja (Kramer i sur.,
2006.) Fe(lll)oksida (-oksida, -oksihidroksida i —hidroksida). Oba faktora su jako ovisna o
pH reakciji tla. Raspolozivost zeljeza (Fe) u tlu usko je povezana sa pH reakcijom tla. Kod
povecanja pH vrijednosti (alkalizacije tala razli¢itim solima; povecana koli¢ina vapna u
tlu) raspolozivost i moguénost usvajanja Fe-iona se znaCajno smanjuje. S druge strane,
smanjenjem pH vrijednosti tala (zakiseljavanjem, ispiranjem baza (kalcija)) raspolozivost i
mogucnost usvajanja Fe-iona znacajno raste. Koncentracije anorganskog zeljeza u otopini
kiselih tala su relativno viSe u usporedbi s otopinom karbonatnih tala, u kojima su

koncentracije zeljeza ekstremno niske (http://www.gnojidba.info/mikroelementi/fe-helati/).

Nedostatak zeljeza je rastu¢i zdravstveni problem, a odgovoran je za raznolike zdravstvene
komplikacije, ukljuuju¢i anemiju i oSteCenja imunoloskog sustava (Welch i Graham,
2004.). Procjenjuje se da je gotovo polovica svjetske populacije pod utjecajem nedostatka
Fe. Glavni razlog za Siroku pojavu nedostatka Fe u ljudskoj populaciji je neraznolika

prehrana i visoka potro$nja hrane na bazi zitarica s vrlo malim koli¢inama Fe niske

dostupnosti (Bouis, 2003.; Welch i Graham, 2004.).

Psenica je kao i1 druge zitarice vazan izvor Zeljeza osobito za ljude. Poznato je da rafinirani
proizvodi poput brasna sadrze manje zeljeza nego cijelo zrno. Objavljena su brojna
izvjeS¢a o prosjecnom sadrzaju Zeljeza kod pSenice. Sherman (1932.) smatra da je
prosjeéni sadrzaj Zeljeza kod cjelovitog zrna oko 5 mg na 100 g. Mnoga od novijih

izvijeS¢a pokazuju da je prosjecan sadrzaj Zeljeza obi¢no izmedu 3 i 4 mg na 100 g.

Uz pH, na aktivnost Zeljeznih minerala utje¢u i oksidoreduktivni procesi i koncentracija
kelatiziraju¢ih tvari (Lemanceau 1 sur., 2009.). Biljke su sposobne mijenjati pH, redoks
potencijal i koncentraciju kelatiziraju¢ih tvari u rizosferi, te time utjecati na dostupnost i
usvajanje zeljeza (Lemanceau i sur., 2009.). Procesi kojima biljke pospjeSuju pristupacnost
1 usvajanje zeljeza znacajno utjecu na topivost i usvajanje drugih mineralnih hranjiva,

osobito mikroelemenata.

Kao prilagodbu na nedostatak Zeljeza, trave su razvile mehanizam izluc¢ivanja visokih
koncentracija kelatiziraju¢ih tvari, takozvanih fitosiderofora. Te tvari imaju sposobnost
kelatizacije Fe** u Fe®* - fitosiderofora komplekse, koje korijenov sustav trava, specifiénim
membranskim transporterima prenosi preko membrane, bez redukcije Zeljeza. Povecanje

sinteze 1 izluCivanja fitosiderofora javlja se kao reakcija na nedostatak zeljeza, a
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tolerantnost na nedostatak Zeljeza u korelaciji je s koli¢inom i vrstom fitosiderofora koji se

luce (Bahat i Stepinac, 2011.).

Opcenito, biljne vrste koje ispustaju velike koli¢ine fitosiderofora kao $to su jeCam, raz i
pSenica su otpornije na nedostatak zeljeza od vrsta koje otpustaju manje koli¢ine, kao $to
su kukuruz, sirak i riza (Marschner i sur., 1986.; Kawai i sur., 1988.; Romheld i

Marschner, 1990.; von Wirén i sur., 1995.).

Jestivi dijelovi (endosperm) modernih sorti Zitarica su siromasni zeljezom. Koncentracija
Zeljeza u zrnu penice je u rasponu od 29 do 73 mg kg™ (Rengel i sur., 1999.). Medutim,

vise od 75% tih hranjivih tvari nalazi se u dijelovima koji se izgube tijekom mljevenja
(Slavin i sur., 2000.; Ozturk i sur., 2006.).

Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu koli¢ine usvojenog Zeljeza i otpuStanja
fitosiderofora. S obzirom na to, jedna od moguc¢ih metoda povecanja usvajanja Fe, jest
povecanje izlucivanja fitosiderofora. Koli¢inu usvojenog Fe takoder je, prema Grotz 1
Guerinot (2002.), moguce povecati prekomjernom ekspresijom feritin gena, no tu postoji
mogucnost da ¢e se na taj nacin aktivirati transportni sustavi kojima se usvajaju i drugi

elementi, poput Cd, koji je toksican za biljke, zivotinje 1 ljude.

U usporedbi s kultiviranim pSenicama, divlji srodnici koji pripadaju rodu Aegilops mogu
akumulirati znatno vise zeljeza u zrnu (Chhuneja i sur., 2006.). Dakle, prema tome moglo
bi se pretpostaviti da ¢e sintetski heksaploid pSenice razvijen kriZanjem tetraploidne sorte
pSenice s diploidnim divljim srodnikom sadrzavati viSe zeljeza u zrnu. Sintetiki
heksaploid razvijen krizanjem Triticum turgidum spp. durum s Aegilops tauschii imao je
oko 30% viSe zeljeza u zrnu (Calderini 1 Ortiz Monasterio, 2003.). Prinos zrna tih sintetika
smanjen je za oko 25% S§to nije pozeljno za poljoprivrednike. Takve negativne korelacije
izmedu koncentracije Zeljeza i prinosa zrna zabiljezene su u brojnim istrazivanjima (Oury i

sur., 2006.; Morgounov i sur., 2007.; Ficco i sur., 2009.; Zhao i sur., 2009.).

Do sada mapirani QTL-ovi za koncentraciju Zeljeza i cinka odnose se na nakupljanje u
cijelo zrno, ali nisu identificirani QTL Kkoji kontroliraju akumulaciju tih minerala u
endosperm zitarica. Na akumulaciju tih minerala u zrno Zitarica znacajno utjece okoli§
(Oury i sur., 2006; Morgounov i sur., 2007.; Lu i sur., 2008.; Ficco i sur., 2009.; Garcia-
Oliveira i sur., 2009.; Zhao i sur., 2009.; Norton i sur., 2010.; Lungaho i sur., 2011.;
Anuradha i sur., 2012.; Qin i sur., 2012.; Simi¢ i sur., 2012.). Potrebno je identificirati
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QTL koji kontroliraju akumulaciju Zeljeza i cinka u endosperm zrna, te identificirati

genetske odrednice i razvoj markera koji ¢e biti od koristi u razli¢itim uvjetima okoline.

Karakterizacija germplazme Zitarica, ukljucuju¢i primitivne varijetete i divlje srodnike,
takoder moze pomo¢i u pronalazenju genotipova s ve¢om koncentracijom zeljeza koji se

mogu koristiti u oplemenjivackim programima.

2.2. Biofortifikacija
Povecanje prinosa usjeva dovodi do smanjenja koncentracije minerala u zrnu (Zhao i
McGrath, 2009.). Biofortifikacija, koja 1ima =za cilj povecanje koncentracije
mikronutrijenata u jestivim dijelovima biljke kroz uzgoj ili uporabu biotehnologije, smatra
se ekonomi¢nim nacinom rjeSavanja problema nedostatka mikronutrijenata u zemljama u
razvoju gdje je taj problem najceséi. Jedan od kljucnih koraka za akumulaciju Fe u zrno je
njegova remobilizacija iz liS¢a do zrna. Nedavne studije su pokazale da Gpc-B1 (sadrzaj
proteina u zrnu-B1l) kod divlje Emmer pSenice utjeCe na sadrzaj proteina u zrnu i
koncentraciju Fe u zrnu. Genom pSenice sadrzi tri NAM gena, ali moderne kruSne sorte
pSenice nose nefunkcionalne NAM-B1 alele, Sto uzrokuje odgodeno starenje lista i nize
razine proteina u zrnu, takoder i nize koncentracije Fe u usporedbi s divljom Emmer
pSenicom. Vecina Fe lokalizira se u embriju i aleuronskom sloju kod Zitarica, koji se
uklanjaju mljevenjem ili poliranjem, stoga je vazno utvrditi poveava li se
biofortifikacijom koncentracija tith minerala u endospermu zrna i povecava li se 1 njithova

bioraspolozivost (Zhao 1 McGrath, 2009.).

Narwal i sur. (2010.) smatraju da gnojidba tla Zeljezom ima mali ili skoro nikakav utjecaj

na koncentraciju Zeljeza kod Zitarica.

Nedavni dokazi pokazuju da dusik ima pozitivan utjecaj na akumulaciju Fe u zrnu pSenice
(Kutman i sur., 2010.). U istrazivanju Aciksoz i sur. (2010.) primjena FeSO,, Fe-EDTA,
Fe-EDDHA i Fe citrata u tlo nije imala utjecaja na koncentraciju Fe, dok je primjena
dusika (N) u tlo imala pozitivan utjecaj na koncentraciju Fe. Takoder folijarna primjena
uree u fazi mlije¢ne zriobe znacajno je utjecala na koncentraciju Fe u zrnu. U slucaju
folijarne primjene Fe gnojiva, Fe-EDTA je dao najbolje rezultate u povecanju

koncentracije Fe u zrnu.



Peleg i sur. (2009.) mapirali su 82 QTL za 10 razli¢itih minerala dok su Tiwari i sur.
(2009.) u istrazivanju provedenom na diploidnoj pSenici identificirali dva QTL smjeStena
na kromosomima 2A i 7A odgovorna za sadrzaj Fe u zrnu. Studije provedene na T.
monococcum, glavni QTL identificiran je na kromosomu 5B koji je povezan sa visokim
sadrzajem Zn, Fe, Cu i Mn (Ozkan i sur., 2006.). Nadalje, Singh i sur. (2010.) identificirali
su dva QTL (QFe.- pau2A i QFe.pau-7A) za Fe, i QTL (QZn.pau-7A) za Zn, koji su
preneseni iz Aegilops kotschyi i Aegilops peregrine.

Gen-TtNAM B1, nastao od T. dicoccoides, utjeCe na koli¢inu proteina, Zn i Fe u zrnu
(Distelfeld i sur., 2007.).

Uspjesno biofortificirani usjev mora imati visoku rodnost i isplativost, te znacajnu
ucinkovitost u poboljSanju mikronutrijenata kod ljudi i prihvatljiv za poljoprivrednike i

potroSace (Bouis 1 Welch, 2010.).



3. MATERIJAL | METODE

3.1.

Biljni materijal

Istrazivanje je provedeno na 20 sorata pSenice, priznatih u radoblju od 1935. do 2009.

godine. Sorte su odabrane na temelju godine priznavanja, zastupljenosti u proizvodnji i

podrucju uzgoja (Tablica 1). Od 20 sorata pSenice, 5 su podrijetlom iz Hrvatske, a ostalih

15 su stranog podrijetla od toga 5 iz Madarske, 3 iz Austrije, 4 iz Njemacke i 3 iz Ceske.

Tablica 1. Sorta, rodoslovlje, godina priznavanja i podrijetlo pSenice

Br. Sorta Rodoslovlje Godina  Podrijetlo
1. Atena Sason/Perla 2005. HR
2. Prima Sana/Gala 2001. HR
3. Tena Libellula/Bezostaya-1 1973. HR
4. Koleda 1998. HR
5, Katarina OSK-5-B-4-1-94/0SK-5-140-22-91  2006. HR
6. MV Kemence F-885-K-4-1/MV-Magdalena 2004. HU
7. MV Kodmon Mironovskaya-29/2*MV-Magdalena  2002. HU
8. Bankuty1201 1935. HU
9. Fleichmann-481 1961. HU
10. MV Prizma Fatima/MV-8 2000. HU
11.  Agron Neuhof-I/Artemovka/Bezostaya-1 1980. AUT
12.  Indigo 2006. AUT
13.  Element 20009. AUT
14.  Darwin Maris-Huntsman/Boxer/Monopol 2000. DEU
15.  Gorbi 1991. DEU
16. Hezog 1986. DEU
17.  Altos Kontrast/Hadmerslebener-48182-85  2000. DEU
18. Balada Hana/Viginta/Danubia 1999. CZE
19. Alana Hana/Mercia 1997. CZE
20. Banquet Vega, Csk, W/Blava 2001. CZE




3.2. Metode rada

3.2.1. Poljski pokus
Sve sorte pSenice odabrane za istraZivanje posijane su u poljski pokus u sklopu
uspostavnog istrazivackog projekta ,,Stvaranje pSenice za buduc¢nost — potraga za novim
genima iz postojecih izvora® (PHENOWHEAT) financiranog od strane Hrvatske zaklade
za znanost. Pokus je postavljen na lokaciji Nemetin kod Osijeka tijekom vegetacijske
godine 2013./2014. Sorte su zasijane 15. listopada 2013. godine. Posijane su na parcelu
duzine 5 m, Sirine 1,25 m s povrSinom od 6,25 m? (slika 1). Razmak izmedu redova bio je
12,5 cm. Zetva je obavljena ru¢no sluéajnim odabirom 50 klasova svake sorte. Obavljena

je 10. srpnja 2014. godine.

Slika 1. PSenica u punoj zriobi (foto original: M. Kesedzi¢)

3.2.2. Laboratorijski pokus

Laboratorisjki pokus je proveden u suradnji sa Zavodom za agroekologiju u laboratoriju za
ishranu bilja i fiziologiju bilja. Laboratorijski pokus sastojao se od razaranja uzoraka
mokrim postupkom, o€itavanja koncentracije Fe u uzorcima pomoc¢u ICP — OES (eng.

Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometer) tehnike.



Prije samoga mjerenja koncentracije metala zrno pSenice je ociS¢eno od pljevica i

mljeveno u brasno u mlinu Retsch RM200 (slika 2). Svaki uzorak mljeven je 8 minuta.

Slika 2. Dobiveni uzorak brasna (foto original: M. KesedZi¢)

3.3.3. Razaranje biljnog materijala

Uzorci organske tvari razoreni su prema sljedecem postupku: u teflonske kivete odvagano
je 1g suhe biljne tvari, te preliveno sa 8-10 ml koncentrirane HNOg3 i 2-4 ml koncentriranog
H,0,. Kivete su hermeticki zatvorene i umetnute u za njih predvideno postolje koje se
postavi u mikrovalnu pe¢. Biljni materijal razaran je pod tlakom od 180 psi u trajanju od
20 minuta. Ohladeni uzorak je kvantitativno uz ispiranje deioniziranom vodom prelijevan u
odmjerne tikvice od 25, 50 ili 100 ml i nadopunjen destiliranom vodom (dH,0O) do oznake
(slika 3). Razaranje biljnog materijala smjesom HNOj3 i H,O, daje najbrze, najsigurnije i

najpreciznije analiticke rezultate s tocnoS¢u ve¢om od 5% za determinaciju teSkih metala u
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biljnoj tvari. Koncentracije teskih metala dobivene mjerenjem na ICP-OES-u predstavljaju

njihov ukupan sadrzaj u biljnoj tvari.
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Slika 3. Dodavanje destilirane vode (foto original: M. Brica)

3.3.4. Tehnika mjerenja na ICP-OES-u

Kocentracija Zeljeza u otopini biljnih uzoraka utvrdena je direktnim mjerenjem
apsorpcijskom tehnikom na ICP-OES (induktivno spregnuta plazma - opticka emisijska
spektrometrija), proizvodaca Perkin Elmer (model: Optima 2100 DV) (slika 4).
Koncentracije teskih metala dobivene mjerenjem na ICP-OES predstavljaju njihov ukupan
sadrzaj u biljnoj tvari i izraZene su kao pg ml™. Rezultati analiza su preratunati u

koncentraciju Fe, izraZenu u mg kg™ suhe tvari biljnog materijala odnosno zrna.
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Slika 4. Optima 2100 DV (foto original: M. Brica)

Ocitavanje rezultata koncentracije Fe u zrnu obavljeno je WinLab 32 ICP Continuos -

Manual Analysis Control programom povezanim s gore navedenim ICP - OES uredajem.

3.3.5. Statisticka obrada podataka

Statisti¢ka obrada podataka napravljena je u Microsoft Office Excel-u i SAS 9.1.3. for
Windows programu za obradu podataka. Normalnost raspodjele ispitivanih podataka
provjerena je Shapiro - Wilkovim testom. Izratunate su aritmeti¢ka sredina (mg kg™),
medijana, standardna devijacija (mg kg™) i koeficijent varijacije (%) za cijeli uzorak (n =
20), te za skupine sorata (pet skupina) kreiranih na temelju porijekla sorata. Aritmeticka
sredina predstavlja sumu vrijednosti promatranog obiljeZja podijeljenu s brojem ¢lanova
uzorka. Standardna devijacija je prosjecno odstupanje od aritmeti¢ke sredine, a koeficijent
varijacije predstavlja postotni odnos standardne devijacije i aritmeticke sredine kojim se
opisuje varijabilnost ispitivanog svojstva. Veza izmedu koncentracije Zeljeza u zrnu i

podrijetla sorte ispitana je Spermanovim koeficijentom korelacije.
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4. REZULTATI

Dobivene koncentracije izmjerene su na ICP-OES uredaju. Koncentracije su izrazene u mg

kg'l. Koncentracije zeljeza u zrnu ispitivanih sorata pSenice prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. Koncentracije Zeljeza (mg kg™) u zrnu

Br. Sorta Fe (mg kg™)
1. Tena 68,95
2. Atena 60,08
3. Indigo 56,81
4, Koleda 43,02
5. Hezog 41,75
6. Balada 40,68
7. Fleichmann-481 40,29
8. Agron 39,71
9. Banquet 39,63
10.  Darwin 39,52
11. MV Kodmon 39,39
12. Alana 39,23
13.  Element 37,16
14.  Altos 36,80
15. MV Kemence 35,24
16.  Katarina 35,00
17. Prima 34,83
18. MV Prizma 32,17
19.  Bankuty-1201 32,11
20.  Gorbi 30,40

Prosjecna koncentracija Zeljeza u cijelom uzorku iznosila je 41,13 mg kg! + 95.

Koeficijent varijacije koncentracije Zeljeza u uzorku iznosio je 23,19%.

Najvisa koncentracija Zeljeza utvrdena je u hrvatske sorte Tene (68,95 mg kg™), dok je
najniza koncentracija utvrdena u njemadke sorte Gorbi (30,4 mg kg?). S obzirom na

visoku varijabilnost koncentracije Fe u zrnu i ¢injenicu da samo 25% ispitivanih sorata ima
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koncentraciju Fe u zrmu visu od izradunate prosje¢ne koncentracije od 41,13 mg kg™
napravljen je Shapiro - Wilkov test kojim je ispitano je li raspodjela ispitivane varijable
razli¢ita od normalne raspodjele. Rezultati Shapiro - Wilkovljevog testa ukazuju na to da
raspodjela koncentracija Fe u zrnu pSenice znac¢ajno odstupa od normalne distribucije (W =
0,78; p < 0,01). Razlog zakrivljenosti raspodjele je prisustvo tri sorte (Tena, Atena i
Indigo) s vrlo visokim koncentracijama Fe u zrnu u odnosu na ostale ispitivane sorte.

Raspodjela koncentracije Fe u zrnu ispitivanih sorata prikazana je na slici 5.
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Slika 5. Box-plot dijagram za koncentraciju Fe u zrnu 20 ispitivanih sorata pSenice

Uklanjanjem outliera (tri sorte koje znacajno odstupaju od ostalih sorata) iz uzorka,
dobiven je uzorak cija raspodjela; prema Shapiro - Wilk testu, ne odstupa od normalne
raspodjele (W = 0,94; p = 0,31).

U tako modificiranom uzorku utvrdeno je da se koncentracija Fe u zrnu pSenice kretala u
rasponu od 43,02 mg kg™ (Koleda) do 30,40 mg kg™ (Gorbi). Prosje¢na koncentracija Fe u
ovom uzorku bila je 37,47 mg kg! + 3,65. Na temelju istih podataka izradunat je

koeficijent varijacije koji iznosi 9,73%.
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Cijeli uzorak (n = 20) podijeljen je u pet skupina s obzirom na podrijetlo sorata (Hrvatska,

Madarska, Austrija, Njemacka i Ceska). Skupine sorata prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Skupine sorata prema podrijetlu

Hrvatska Madarska Austrija Njemacka Ceska
Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 Skupina 4 Skupina 5
Atena MV Kemence Agron Darwin Balada
Prima MV Kodmon Indigo Gorbi Alana
Tena Bankuty-1201 Element Hezog Banquet
Koleda Fleichmann-481 Altos

Katarina MV Prizma

Usporedujuci skupine, najvisu koncentraciju zeljeza ima skupina hrvatskih sorata p$enice,
dok najnizu koncentraciju ima skupina madarskih sorata. Mjere opisne statistike za sve

skupine prikazane su u tablici 4.

Prosje¢na vrijednost skupine hrvatskih sorata iznosi 48,37 mg kgt + 15,42, dok je
koeficijent varijacije bio 31,88%. NajviSu koncentraciju iz te skupine imala je sorta Tena

(68,95 mg kg'™*), a najmaniju sorta Prima (34,83 mg kg™).

Prosje¢na vrijednost skupine madarskih sorata je 35,87 mg kg™ + 3,87. Koeficijent
varijacije je 10,79%. Iz te skupine najvecu koncentraciju imala je sorta Fleichmann-481
(40,29 mg kg™), a najmanju Bankuty-1201 (32,11 mg kg™).

Prosjecna vrijednost skupine austrijskih sorata iznosi 44,56 mg kg'1 + 10,68. Koeficijent
varijacije iznosio je 23,98%. Najvecu koncentraciju zZeljeza iz te skupine imala je sorta

Indigo (56,81 mg kg™), a najmaniju sorta Element (37,16 mg kg™).

Prosjecna vrijednost skupine njemackih sorata iznosi 37,11 mg kg'1 + 4,91. Koeficijent
varijacije je 13,24%. Najvecu koncentraciju iz te skupine imala je sorta Hezog (41,75 mg

kg™), a najmanju sorta Gorbi (30,4 mg kg™).

Prosjetna vrijednost skupine &eskih sorata iznosi 39,85 mg kgt + 0,75. Koeficijent
varijacije je 1,88%. Najvecu koncentraciju iz te skupine imala je sorta Balada (40,68 mg

kg™), a najmanju sorta Alana (39,23 mg kg™).

15



Tablica 4. Aritmeti¢ka sredina (mg kg™*), standardna devijacija (mg kg™), medijana (mg

kg™) i koeficijent varijacije (%) za skupine sorata pSenice razli¢itog podrijetla

. Veli¢ina Aritmeticka Standardna  Medijana Koeficijent
Podrijetlo

uzorka sredina devijacija varijacije
Hrvatska 3) 48,37 15,42 43,02 31,88
Austrija 3 44,56 10,68 39,71 23,98
Ceska 3 39,85 0,75 39,63 1,88
Njemacka 4 37,11 4,91 38,16 13,24
Madarska 5 35,87 3,87 35,42 10,79

Veza izmedu koncentracije Zeljeza u zrnu pSenice i podrijetla ispitivana je Spermanovim
koeficijentom korelacije koji se oznacava sa rs, pri ¢emu nije utvrdena statisticki znacajna

veza izmedu ispitivanih svojstava rs = - 0,05 (p = 0,82; n = 20).
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5. RASPRAVA

Neodgovaraju¢a prehrana je jedan od najCe$¢ih uzroka nedostatka zeljeza u ljudskom
organizmu. Opcenito, Zitarice se ne smatraju najboljim izvorom Fe u svakodnevnoj
prehrani ljudi, zbog relativno niske koncentracije, a posebno zbog niske bioraspolozivosti
Fe iz zrna zitarica. Iz tog razloga ve¢ se dugi niz godina ispituje varijabilnost koncentracije
Fe u zrnu zitarica. Jo§ 1978. godine House i Welch su proveli istrazivanje na 18 sorata
pSenice posijanih na nekoliko lokacija u SAD-u i utvrdili da se koncentracija Zeljeza u zrnu
kretala od 34 - 55 pg g %, s prosjekom od 42 pg ¢ . Navedeni autori zakljuduju da na
koncentraciju Fe u zrnu pSenice utjecu i agronomski i genetski ¢imbenici te da je prema

tome mogucée odgovaraju¢im mjerama utjecati na poveéanje koncentracije Fe u zrnu.

Morganov i sur. (2007.) su proveli istrazivanje na 66 sorata ozime i jare pSenice gdje se
koncentracija Fe u zrnu kretala od 25 - 56 mg kg™, s prosjekom od 38 mg kg™*. Zakljucili
su da jare sorte imaju viSu koncentraciju Fe od ozimih sorata pSenice. Takoder su utvrdili
da postoji negativna korelacija izmedu koncentracije Fe i visine biljke, te koncentracije Fe

1 sadrzaja glutenina.

U provedenom istrazivanju ispitivana je koncentracija Fe u zrnu 20 sorata kruSne pSenice
razli¢itog podrijetla, te je utvrdeno da se u ispitivanom uzorku koncentracija Fe kretala u
rasponu od 30,4 - 68,95 mg kg™*. Sli¢an raspon koncentracije Fe u zrnu utvrdili su Cakmak
i sur. (2004.), Goudias i Hash (2015.), te Badakhshan i sur. (2013.) koji su dvogodi$njim
istrazivanjem utvrdili da se u 81 sorti pSenice koncentracija Fe u zrnu kretala od 41,36 -
67,67 mg kg™.

S obzirom na raspon koncentracija Fe u zrnu pSenice koji je utvrden u provedenom
istrazivanju, kao 1 u istrazivanjima gore navedenih autora, vidljivo je da postoji velika
varijabilnost koncentracije Fe u zrnu u kultiviranih pSenica. No dosadaSnja istraZivanja
ukazuju na jo§ vecu varijabilnost koncentracije Fe u zrnu divljih srodnika. Analiza divljih
srodnika pSenice otkrila je da vrste koje imaju D ili S genom, kao $§to su Aegilops tauschii
Coss. (2n=2x=14, DD), Aegilops kotschyi Boiss. (2n=4x=28, UUS'S"), Aegilops
speltoides Tausch (2n=2x=14, SS), Aegilops longissima Schweinf. i Muschl. (2n=2x=14,
S'sY, i Aegilops bicornis (Forsk) Jaub. i Sp. (2n=2x=14, S°S") mogu akumulirati znatno
visSe Fe u zrno nego kultivirana pSenica (Chhuneja 1 sur., 2006.), Sto ukazuje da D ili S

genom ima pozitivne u¢inke na nakupljanje Fe u zrno pSenice.
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Balint i sur. (2001.) istrazivali su koncentraciju minerala kod kultiviranih vrsta pSenice, te
kod divljih Triticum i Aegilops vrsta. Koncentracija Fe kod kultiviranih vrsta u prosjeku je
bila 35,3 mg kg + 8,7, kod divljih Triticum vrsta bila je 50,3 mg kg™ + 16,1, te kod
Aegilops vrsta 30,7 mg kg™ + 10,6.

U provedenom istrazivanju nije utvrdena veza izmedu koncentracije Fe u zrnu i podrijetla
sorte, iako se varijabilnost koncentracije Fe u zrnu kretala od 31,88% (n = 5) u skupini
hrvatskih sorata do samo 1,88% (n = 3) u skupini ¢eSkih sorata. Takoder, u skupini
hrvatskih sorata utvrdena je najvisa prosje¢na koncentracija Fe u zrnu (48,37 mg kg™) dok
je u skupini madarskih sorata utvrdena 25,88% niZa koncentracija Fe u zrnu u odnosu na
prosjek hrvatskih sorata. S obzirom na mali broj sorata po skupinama (zemlja podrijetla)
bilo bi preporucljivo provesti istrazivanje na vecem broju sorata kako bi dobili to¢nije

rezultate.

Sinteticke heksaploidne linije identificirane su kao potencijalni izvori za povecanje
mikronutrijenata u Zzitaricama. Medutim, fizioloSki mehanizam odgovoran za vece
koncentracije mikronutrijenta nije poznat. SintetiCki heksaploidi pokazali su vece
koncentracije odabranih mikro i makro nutrijenata u zitaricama izmedu 25 1 30% viSe za
Zeljezo, magnezij i cink, a prinos im je slican heksaploidnim linijama. Na temelju tih
rezultata, istrazivaci sugeriraju da bi sinteticki heksaploidi bili vrijedan izvor germplazme

za povecanje mikronutrijenata u p$enici (Calderini i Ortiz-Monasterio, 2003.).

Nekoliko je istrazivanja ukazalo na QTL za koncentraciju Fe (Distelfeld i sur., 2007.;
Tiwari i sur., 2009.; Peleg i sur., 2009.; Xu i sur., 2012.). Peleg i sur. (2009.) identificirali
su QTL za koncentraciju Fe wpt-1294 i wpt-2135 na 2B; Xu i sur. (2012.) identificirali su

QTL povezan s koncentracijom Fe u blizini markera Xbarc360 na 5A kromosomu.

U provedenom istrazivanju 35% ispitivanih sorata pSenice imalo je koncentraciju Fe u zrnu
iznad 40 mg kg™ dok su dvije sorte, odnosno 10% ispitivanog uzorka imalo koncentraciju
Fe u zru iznad 60 mg kg™. Gledajuéi sa stajalista da je ciljana koncentracija Fe u zrnu
koju se Zeli posti¢i biofortifikacijom 40 - 60 mg kg™ (Gao i sur., 2011.) navedeni rezultati
ukazuju na to da i medu sortama pSenice koje su zastupljene u proizvodnji ima sorata koje
imaju zadovoljavaju¢u akumulaciju Fe u zrno. Prema tome, navedene sorte bi se mogle

koristiti za daljnja istrazivanja akumulacije Fe i za koriStenje u oplemenjivackim
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programima kojima je cilj kreiranje sorata sa svojstvom povecane akumulacije Fe u zrno,

odnosno za genetsku biofortifikaciju.

Osim genetske biofortifikacije, koncentraciju Fe u zrnu moguce je povecati i mjerama
agronomske biofortifikacije koje obuhvacaju primjenu agrotehnickih mjera, prvenstveno
prihranu Zeljezom u cilju veée akumulacije Fe u zrno. Uloga gnojidbe Fe i metode
primjene Fe hranjiva u cilju povecanja koncentracije Fe u jestivim dijelovima zitarica
rijetko se proucava. Vecina istrazivanja koja se bave primjenom Fe gnojiva usmjerena su
na ispravljanje nedostatka Fe kod kloroze i poboljSanja prinosa (Tagliavini i sur., 2000.;
Abadia i sur., 2002.; Fernandez i Ebert 2005.). Zbog brzog prelaska Fe u nedostupne
oblike kada se primjenjuje na karbonatnim tlima i slabe pokretljivosti Fe u floemu,
folijarna gnojidba 1 gnojidba u tlo ima malu uéinkovitost u obogacivanju Zzitarica Zeljezom.
Neki radovi su pokazali da biljke nisu reagirale na folijarnu gnojidbu Fe u smislu

povecanja koncentracije Fe u zrnu (Gupta, 1991.)

U nedavnim studijama pokazalo se da je sadrzaj N u biljci vazan ¢imbenik u obogacivanju
zitarica sa Fe. Povecanjem dostupnog N povecéava se remobilizacija N i Fe iz vegetativnih
dijelova u zrno (Uauy i sur., 2006.; Waters i sur., 2009.), $to rezultira pozitivnom
korelacijom izmedu Fe u zrnu i koncentracije N (Cakmak i sur., 2004.; Distelfeld i sur.,
2007.), te je prema tome i prihrana odgovaraju¢im koli¢inama dusi¢nih hranjiva, jedan od

koraka u agronomskoj biofortifikaciji psenice.

Zrna zitarica sadrze razlicite antinutritivne tvari poput fitinske kiseline i tanina (Guttieri 1
sur., 2006.), $to moZe smanjiti bioraspoloZivost mikronutrijenata. Fitati, kompleks fitinska
Kiselina i mineralni elementi, smanjuju koncentraciju bioraspoloZzivih hranjivih elemenata i
na taj nacin dovode do zdravstvenih problema, kao S§to su nedostatak Fe 1 Zn (Liu 1 sur.,
2006.). Kod zitarica postoje 1 promotori (npr. vitamin C, provitamin A, hemoglobin i razne
organske kiseline i aminokiseline) koji mogu potaknuti apsorpciju mikronutrijenata.
Koncentracija fitinske kiseline u pSenice pokazuje znacajnu genetsku varijaciju od 7 do12

mg g™ (Erdal i sur., 2002.).

Manje gena sudjeluje u biosintezi i metabolizmu inhibitora i promotora u usporedbi s
apsorpcijom, transportom i odlaganjem Fe. Dakle, poboljSanje bioraspolozivosti Fe trebalo

bi biti puno lakSe nego povecanje njegove koncentracije u zitaricama (Bouis 1 Welch,

19



2010.), te bi prema tome trebalo uz ispitivanje koncentracije Fe ispitivati i sadrzaj
inhibitora odnosno promotora, kako bi dobili kompletniju sliku o svakoj pojedinoj sorti.

Razumijevanje genetskih ¢imbenika koji kontroliraju koncentraciju Fe vazno je za uzgoj
pSenice pomoc¢u markerima potpomognute selekcije (MAS — Marker Assisted Selection).
Pokazalo se da gen Gpc-B1 utjece na sadrzaj proteina u zrnu, koncentraciju Fe i Zn, te na
regulaciju starenja biljke (Uauy i sur., 2006.). Distelfeld i sur. (2006.) su utvrdili
povezanost kodominantnog molekularnog markera Xuhw89 s genom Gpc-B1 te da se moze
koristiti u markerima potpomognutoj selekciji ve¢ u ranim generacijama koje ¢e olaksati

izbor sorti pSenice s poboljsanom koncentracijom Fe.

S obzirom na rasprostranjenost mineralne pothranjenosti kod ljudi Sirom svijeta,
biofortifikaciju mikronutrijentima, a posebno Fe i Zn treba poticati. Temeljna istrazivanja
germplazme s viSim koncentracijama Fe i dalje su potrebna. Srodnici pSenice i primitivni
varijeteti koji imaju visoku koncentraciju Fe mogu biti vazni genetski resursi za

poboljsanje mikronutrijeneta u zrnu psenice.

Odnosi izmedu prinosa zrna i koncentracije Fe su vrlo slozeni, te je potrebno
razumijevanje genetske osnove za interakciju izmedu koncentracije mikronutrijenata i

prinosa zrna.
Kombinacija konvencionalnog uzgoja s markerima potpomognutom selekcijom strategija

je za ucinkovitiji uzgoj sorata s ve¢im prinosom, koncentracijom mikronutrijenata i

poboljSanom dostupnos$éu mikronutrijenata.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju istrazivanja razli¢itog podrijetla i koncentracije Zeljeza u zrnu pSenice, moze se

zakljuciti sljedece:

1.

Raspon koncentracije zeljeza u zrnu u ¢itavom uzorku (n = 20) pSenice kretao se od
30,4 - 68,95 mg kg™

Kod hrvatskih sorata (n = 5) koncentracija zeljeza u zrnu kretala se u rasponu od
34,83 - 68,95 mg kg

Kod madarskih sorata (n = 5) koncentracija zeljeza u zrnu kretala se u rasponu od
32,11 - 40,29 mg kg™

Kod austrijskih sorata (n = 3) koncentracija zeljeza u zrnu kretala se u rasponu od
37,16 - 56,81 mg kg™

Kod njemackih sorata (n = 4) koncentracija zeljeza u zrnu kretala se u rasponu od
30,4 - 41,75 mg kg™

Kod ceskih sorata (n = 3) koncentracija zeljeza u zrnu kretala se u rasponu od 39,23
- 40,68 mg kg™

Izmedu koncentracije Zeljeza u zrnu pSenice i podrijetla nije utvrdena statisticki
znacajna veza (rs = - 0,05; p = 0,82; n = 20).

Na temelju prikazanih rezultata moze se zakljuciti da i u malom uzorku (n = 20)
ozime pSenice srednjoeuropskog porijekla postoji velika raznolikost u akumulaciji
zeljeza u zrno. Uklju¢ivanjem veceg broja genotipova u istraZzivanje vjerojatno bi
potvrdili tu raznolikost te bi bili u moguénosti izdvojiti genotipove s visokom

akumulacijom Zeljeza u zrno koji bi se mogli koristiti za daljnja istraZivanja.
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8. SAZETAK

Psenica je biljka koja se uzgaja Sirom svijeta. Globalno, ona je najvaznija zrnata biljka koja
se koristi za ljudsku prehranu i druga je na ljestvici ukupne proizvodnje prinosa zitarica
odmah iza kukuruza. Zrna zitarica su vazan izvor zeljeza za ljude, ali njegova
bioraspolozivost iz zrna zitarica je niska. Jedan od nacdina povecéanja koncentracije Fe u
jestivim dijelovima biljke je biofortifikacija, koja ovisno o pristupu problemu i nainu
rjeSavanja problema niske akumulacije Fe moze biti agronomska i/ili genetska. Cilj ovoga
istrazivanja je bio utvrditi razlike u usvajanju zeljeza u zrno sorata pSenice obzirom na
razli¢ito podrijetlo. Istrazivanje je provedeno na 20 sorata psSenice. Koncentracija zeljeza u
zrnu pSenice izmjerena je na ICP-OES uredaju. Prosjecna koncentracija Zeljeza u ¢itavom
uzorku iznosila je 41,13 + 9,5 mg kg™. Citav uzorak podijeljen je u pet skupina s obzirom
na podrijetlo sorata (Hrvatska, Madarska, Austrija, Njemacka i Ceska). Usporedujuci
skupine najviSu prosjecnu koncentraciju Zeljeza imala je skupina hrvatskih sorata pSenice
(48,37 + 15,42 mg kg™), dok je najnizu koncentraciju imala skupina madarskih sorata
(35,87 + 3,87 mg kg™t). Prosjecna koncentracija Zeljeza kod skupine austrijskih sorata
iznosila je 44,56 = 10,68 mg kg'l, kod skupine njemackih sorata bila je 37,11 = 4,91 mg
kg™ i kod &eskih sorata iznosila je 39,85 + 0,75 mg kg ™. Veza izmedu koncentracije Zeljeza
u zrnu pSenice i podrijetla ispitivana je Spearmanovim (rs) Koeficijentom korelacije, pri
¢emu nije utvrdena statisticki znacajna veza izmedu ispitivanih svojstava rs = - 0,05 (p =

0,82; n = 20).
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9. SUMMARY

Wheat is a plant grown all around the world. Globally, it is the most important cereal that
is used for human consumption and ranking second in total production of crop yields just
behind maize. Cereal grains are an important source of iron for humans, but iron
bioavailability in cereal grains is low. One way to increase concentration of Fe in the
edible plant parts is biofortification that can be, regarding the approach to problem,
agronomic or genetic. The aim of this study was to determine differences in the iron grain
accumulation in different wheat cultivar originating from different countries. The study
was conducted on 20 wheat cultivars. The concentration of iron in wheat grain was using
ICP-OES. The average concentration of iron in the sample (n = 20) was 41.13 = 9.5 mg kg’
! The genotypes were divided into five groups according to country of origin (Croatia,
Hungary, Austria, Germany and the Czech Republic). The highest concentration of iron
was measured in a group of Croatian cultivars (48.37 + 15.42 mg kg™), while the lowest
concentration was in group of Hungarian cultivars (35.87 + 3.87 mg kg™). The average
iron concentration in a group of Austrian cultivars was 44.56 + 10.68 mg kg™, in German
group was 37.11 + 4.91 mg kg™, and in the group of Czech cultivars 39.85 + 0.75 mg kg™.
The relationship between grain iron concentration and wheat origin was tested by
Sperman’s (rs) correlation coefficient. Where no significant correlation was found (rs = -
0.05; p=0.82; n = 20).
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