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Sazetak

Diplomskog rada studentice Petre Hruskar, naslova

UTJECAJ RAZLICITIH PREDTRETMANA NA KLIJAVOST SJEMENA GRCKE
PISKAVICE (TRIGONELLA FOENUM-GRAECUM L.) U SLANIM UVJETIMA

Grcka piskavica (Trigonella foenum-graecum L.) je jednogodisnja biljna vrsta iz
porodice mahunarki ¢ije se sjeme koristi u kulinarstvu i farmaceutskoj industriji. Zbog
simbiotske fiksacije duSika vrijedna je u plodoredu jer obogacuje tlo duSikom i organskom
tvari poboljSavajuc¢i mu svojstva. Klimatske promjene i intenzivna poljoprivredna proizvodnja
dovode do salinizacije $to uvelike suzava izbor poljoprivrednih kultura pogodnih za uzgoj u
uvjetima zaslanjenosti tla. Predsjetveno tretiranje sjemena je postupak koji moze povecati
postotak Klijanja i nicanja sjemena poticanjem metabolizma u sjemenu prije sjetve te osigurati
otpornije klijance. Cilj predtretmana je aktivacija enzimatskih i neenzimatskih sustava Kkoji
preveniraju oStecenja stani¢nih dijelova uklanjajuci slobodne radikale i peroksid te limitiraju
apsorpciju soli u biljku da koncentracija iona u citosolu ne postane toksi¢na. U ovom
istrazivanju sjeme grcke piskavice je predtretirano destiliranom vodom (dH,O) i 50 mM
otopinom natrijevog klorida (NaCl) te naklijavano na podlozi vlazenoj s 50, 100 i 150 mM
otopinama natrijevog klorida. Pracena su svojstva: postotak klijavosti, duljina klijanaca,
povrsina i prosjecan promjer klijanaca te povrsina korijena. Usporedno s kontrolom, sjeme
izloZzeno predtretmanima destiliranom vodom i 50 mM otopinom natrijevog Klorida te

naklijavano na podlogama s nizim koncentracijama soli natrijevog klorida daje bolje rezultate.

Kljuéne rije¢i: klijavost, piskavica, predtretman sjemena, zaslanjenost tla



Summary

Of the master’s thesis - student Petra Hruskar, entitled

EFFECTS OF SEED PRIMING ON GERMINATION OF FENUGREEK SEED
(TRIGONELLA FOENUM-GRAECUM L.) UNDER SALINITY CONDITIONS

Fenugreek (Trigonella foenum-graecum L.) is a annual plant species from a family of
legumes whose seeds are used in the culinary and pharmaceutical industries. Because of the
symbiotic nitrogen fixation, it is valuable in crop rotation because it enriches the soil with
nitrogen and organic matter by improving its performance. Climate changes and intensive
agricultural production lead to salinization, greatly narrowing the choice of agricultural crops
suitable for breeding under salinization. Seed priming is a process, which can increase the
percentage of germination and seed growth by stimulating metabolism in seeds before
sowing. The aim of such treatment is the activation of enzymatic and non-enzymatic systems
which prevent damage to the cellular parts by removing free radicals and peroxides and limit
the absorption of salt into the plant so that the ion concentration in the cytosol does not
become toxic. In this study, the seeds of the fenugreek (Trigonella foenum-graecum L.) were
primed with distilled water (dH20) and 50 mM NaCl solution and germinated on filter paper
moistened with 50, 100 and 150 mM NaCl solutions. The observed traits of the seeds were
percentage of germination, radicle length, radicle surface area, average diameter of radicle
and surface of the radicle. Seed which were primed with distilled water and 50 mM NacCl

solution showed the better performance than non-primed seeds.

Keywords: fenugreek, salinity, seed priming, germination



1. UVOD

Grcka piskavica ili piskavica (Trigonella foenum-graecum L.) je biljna vrsta ¢iji se
dijelovi upotrebljavaju razli¢ito u razli¢itim dijelovima svijeta. Ima antidijabeticko djelovanje,
odnosno snizava razinu Secera te kolesterola u krvi. Sjeme se konzumira kao hrana u
kombinaciji s rizom u Iranu, mljeveno kao zacin, samostalno ili u za¢inskim mjeSavinama, a
przeno sjeme se koristi u Africi kao zamjena za kavu. Bogato je steroidom diosgeninom, ¢ime
biljka postaje zanimljiva farmaceutskoj industriji (Mehrafarin i sur. 2011.), a zbog
insekticidne aktivnosti, sjeme se koristi u zastiti sjemena zitarica od skladi$nih Stetnika

(Pemonge i sur. 1997.).

Piskavica je mahunarka ¢iji korijen stvara simbiotske kvrzice i fiksira atmosferski
dusik, te poboljsava plodnost tla (Beinkowski i sur. 2016.). Nadzemni dio se koristi kao
sjenaza i silaza u hranidbi stoke.

Biljka je tolerantna na povecane koncentracije natrijevog klorida (NacCl) u tlu, stoga je
pogodna za uzgoj na umjereno zaslanjenim tlima poboljSavajuéi im svojstva. Visak soli u
tlima ometa klijanje i razvoj klijanaca vecine biljnih vrsta, ometajuéi usvajanje vode i
metabolizam (Oliveira i Gomes-Filho 2016.).

Predtretiranje sjemena (seed priming) je metoda kojom se metabolizam u sjemenu
aktivira prije sjetve kako bi se potaknula otpornost ili tolerancija klijanaca na odredene uvjete
rasta i ubrzao proces klijanja. Ovisno o uzro¢niku abiotskog stresa, predtretmani mogu biti

razli¢iti.

1.1. Ciljrada

Cilj ovog diplomskog rada je ispitati klijavost i energiju klijanja predtretiranog

sjemena piskavice u slanim uvjetima.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Podrijetlo i rasprostranjenost

Piskavica (Trigonella foenum-graecum L.) je drevna jednogodis$nja mahunarka (slika
1) rasprostranjena Sirom svijeta. Primitivni varijeteti i vrste roda Trigonella su nadeni u Aziji,
Europi, Africi i Australiji. Takoder se uzgajala u dijelovima Egipta, sjeverne Afrike,
dijelovima Europe, zapadnoj i juznoj Aziji, Sjevernoj i Juznoj Americi i Australiji. Vavilov
navodi Mediteran kao centar podrijetla iako novija taksonomska istrazivanja navode Malu

Aziju kao izgledniji centar podrijetla (Mehrafarin i sur. 2011.).

Slika 1. Gr¢ka piskavica (Trigonella foenum-graecum L.)

Izvor: http://www.pfaf.org

2.2. Taksonomska pripadnost

Carl Linne je prvi opisao vrstu Trigonella foenum-graecum L. kao jednogodi$nju
dvosupnicu, vrstu koja pripada podporodici Papilionaceae, porodici Fabaceae (Mehrafarin i
sur. 2011.).

Rod Trigonella ima tri podroda, Trigonella, Trifoliastrum i Foenum — graecum


http://www.pfaf.org/

(Petropoulos 2003.).

Taksonomija, prema Linneu, navodi postojanje preko 260 vrsta roda Trigonella.
Suprotno tome Vasilchenko navodi oko 128 vrsta, Fazli 97, Hector 70. Grcka piskavica je
jedina Siroko uzgajana vrsta roda Trigonella (Mehrafarin i sur. 2011.).

Broj kromosoma je 2n=16. Samo ime Trigonella zna¢i mali trokut, a u hrvatskom
jeziku postoji Cetrnaest sinonima, gréko seme, grohotusa, jarCev rog, kozji rog, piskavica,
pjeskavica, prosenica, proseni¢ak, rogaci¢, sjeme gréko, travica bozja, piskavica

mnogosjemena (Flora Croatica Database 2017.) i djetelina rogata (Petropoulos 2003.).

2.3. Morfoloska obiljezja i agrotehnicki uvjeti proizvodnje

Grcka piskavica pokazuje dva tipa rasta, determinantni i ideterminantni te slabije ili
jaCe razgranate stabljike. Visina biljke je od 20 do 130 cm, a najces¢i tip rasta je
nedeterminantni s aksilarno smjestenim cvjetovima (slika 2). Listovi su trodjelni, prekriveni
dlac¢icama. Cvjetovi su otvorenog ili zatvorenog tipa, ¢eS¢e otvorenog, zute do bijele boje,
smjeSteni u pazusScu listova. Plod je mahuna Zuto smede boje, duzine 9,5 do 18,6 cm, Sirine
0,2 do 0,8 cm, a biljka nosi 2 do 8 mahuna. Sjeme je ovalno, svjetlo smede do Zute boje. U
svakoj mahuni se nalazi 10 do 20 sjemenki, mase 1000 sjemenki 5,56 do 19,44 g (Mehrafarin
i sur. 2011.).

Slika 2. Cvijet gréke piskavice

Izvor: https://www.pinterest.com/lilianariberi/plantas-medicinales/



Duzina vegetacije je od 81 do 133 dana, prema kojoj se kultivari klasificiraju u
kategorije vrlo ranih kultivara (80 do 85 dana), ranih kultivara (80 do 90 dana), srednje ranih /
kasnih (90 do 100/115 dana) i vrlo kasnih kultivara (120 do 140 dana) (Mehrafarin i sur.
2011.).

Adaptabilna je na razlic¢ite klimatske uvjete iako joj najviSe odgovaraju podneblja s
blagom zimom i svjezim ljetima. Otporna je na susu i mraz, odnosno moze tolerirati kraca
razdoblja mraza temperature do -10 °C. Uglavnom raste izmedu 1300 i 1400 m nadmorske
visine iako se vecina proizvodnih podrucja nalazi izmedu 2150 i 2400 m nadmorske visine
(Mehrafarin i sur. 2011.). Razvoj lisne mase uvelike ovisi o temperaturi, odnosno niske
temperature znacajno usporavaju rast (McCormick i sur. 2006.). Najbolje joj odgovaraju
dobro drenirana laksa tla pH 8 - 8,5. Prinos sjemena varira izmedu 500 do 3320 kg/ha, dok

prinos zelene mase iznosi oko 9000 kg/ha (Mehrafarin i sur. 2011.).

Dubina sjetve od 3 cm, meduredni razmak 50 c¢cm i razmak unutar reda 10 cm u
ranijem roku sjetve (poCetak travnja) pokazali su se optimalnima za uzgoj piskavice
(Glamodija i sur. 2002.). Istrazivanjem koje su proveli Maleti¢ i Jevdjovi¢ (2007.), najveci
prinos je dobiven sjetvom na dubinu 4 cm s medurednim razmakom od 50 cm i normom
sjetve od 18 kg/ha u roku sjetve 10. travnja. Kasnijim rokovima sjetve raste norma i pada
prinos. Mohamed (1990.) navodi meduredni razmak kao bitan ¢imbenik koji utjece na prinos

sjemena, ulja u sjemenu, proteina i trigonelina.

Piskavica u simbiozi s kvrzi¢nim bakterijama Rhizobium meliloti fiksira atmosferski
dusik. Beinkowski i sur. (2016.) su dokazali da inokulacija sjemena piskavice s Rhizobium
meliloti ubrzava klijanje i nicaje, nodulaciju, prinos i kvalitetu sjemena, ali i smanjuje utjecaj

soli.

2.4. Kemijski sastav

Sjeme piskavice sadrzi sterole, dusi¢ne spojeve, fenole, hlapive spojeve, aminokiseline
I mnoge druge spojeve. Sadrzi 45 do 60 % ugljikohidrata, uglavnom vlakna bogata sluzima
(galaktomanan), 20 do 30% proteina bogatih aminokiselinama lizinom i triptofanom, 5 do
10% lipida, pirimidin alkaloide (trigonelin) 0,2 do 0,3%, kolin 0,5%, gentianin, karpain. Od

fenola sadrzi apigenin, luteolin, orientin, kvercetin, viteksin, izoviteksin. Sjeme sadrzi



znacajne koli¢ine saponina 0,6 do 1,7%, koji hidrolizom daju spojeve diosgenin (slika 3),
Jamogenin, tigogenin, neotigogenin. Takoder sadrzi kalcij, zeljezo, vitamine A, Bl, C,

nikotinsku kiselinu i hlapiva ulja (Mehrafarin i sur. 2011.).

CH;,
HsC

Slika 3. Strukturna formula diosgenina

Izvor: www.phcog.com

2.5. Zaslanjenost tla

Intenzivna poljoprivredna proizvodnja, upotreba mineralnih gnojiva i susa dovode do
zaslanjivanja tala, Sto postaje veliki problem u poljoprivrednoj proizvodnji. Sol u otopini tla
smanjuje njezin osmotski potencijal i oteZava njezino usvajanje od strane biljke, dakle,
otezava usvajanje nutrijenata, remeti mikrobiolosku aktivnost u tlu te ko¢i normalno odvijanje
fizioloskih procesa u biljci (Ratnakar i Rai 2013.). Zaslanjena tla su sklona stvaranju
pokorice, a uslijed vecih koli¢ina oborina dolazi do promjene konzistencije tla koja postaje
plasti¢na i nepropusna za vodu i hranjiva (Bensa i Milos 2011.). Problem zaslanjenosti tla se
pojavljuje prisustvom soli koje imaju veéu topivost u vodi nego kalcijev karbonat i gips (FAO
2017.). Takoder, slanost tla ubrzava starenje sjemena povecavajuéi koncentraciju reaktivnih
kisikovih spojeva kao $to su superoksid, hidrogen peroksid i hidroksilni radikali (Oliveira i
Gomes-Filho 2016.).

Slanim tlima se smatraju ona tla koja imaju elektri¢nu provodljivost 4 dSm™ §to
odgovara koncentraciji 40 mM NaCl-a pri temperaturi od 25 °C (Chhabra 2004.). Prema

projekciji broja stanovnika 2050. godine, oko 50 % tadasnjih poljoprivrednih povrsina pod



glavnim prehrambenim kulturama bit ¢e zahvaéeno zagadenjem, salinizacijom i
dezertifikacijom (Pooja i Rajesh 2015.).

Organizacija FAO (2017.) navodi da je salinizacijom zahvac¢eno 1 do 1,5 milijuna ha
godisnje. PovrSine u Europi zahvacene tim problemom iznose 2010,8 ha Sto iznosi 0,3 %
ukupnih poljoprivrednih povrsina. Salinizacijom je najvise pogodeno podrucje Azije, Pacifika
I Australije. Na tim podru¢jima je zahvaceno 3107,2 ha Sto ¢ini 6,3 %. Tla zaslanjena
natrijevim kloridom u Europi prekrivaju 72,7 ha dok u Aziji, Pacifiku i Australiji te povrSine
iznose 248,6 ha. Ova statistika obuhvaca tla zaslanjena pretjeranim isparavanjem,

intenzivnom poljoprivredom i navodnjavanjem.

2.6. Predtretmani sjemena

Gospodarenje slanim tlima ukljucuje odabir odgovarajuc¢ih kultura i tehnologija, a
uvelike ovisi o klimatskim uvjetima, dostupnosti vode i kapitala (FAO 2017.). Tolerancija i
otpornost biljaka prema abiotskom stresu se moze pokrenuti predsjetvenim tretiranjem

sjemena (seed priming).

Biljke sadrze razliCite enzimatske i neenzimatske sustave, koji preveniraju ostecenja
nastala oksidacijom, na nac¢in da uklanjaju slobodne radikale prije no $to dode do oStecenja.
Neki od zastitnih mehanizama ukljuc¢uju enzime koji uklanjaju slobodne radikale 1 peroksid
kao Sto su katalaza (CAT), gvajakol peroksidaza (POX), askorbat peroksidaza (APX) i
superoksid dismutaza (SOD) (Oliveira i Gomes-Filho 2016.). Stres izazvan poveéanom
koncentracijom soli u otopini tla dovodi do nastajanja citosolnog kalcijevog signala koji
aktivira protein SOS3 senzora kalcija. SOS3 veZe i aktivira ser/thr protein kinazu SOS2 koja
tako aktivirana regulira aktivnost SOS1, antiportera Na'/H" plazma membrane i NHX1
antiportera Na'/H" tonoplasta. Rezultat je odstranjivanje Na® i vakuolarno razdjeljivanje.
Osmosenzorska histidin kinaza (AtHK1)-MARK kaskada regulira osmotsku homeostazu i
uklanja ROS spojeve. Osmotski stres i ABA reguliraju LEA tip proteina (Chinnusamy i sur.
2005.). LEA proteini (late embriogenesis abundant) su proteini male molekularne mase koji
Stite viSe biljke od Steta nastalih okoliSnim stresom. Njihova sinteza, ekspresija 1 bioloSka
aktivnost su regulirane faktorima kao $to su stadij razvoja, hormoni, izmjena iona i
dehidracija (Hong-Bo i sur. 2005.).



Polazna zadaca predtretmana sjemena je aktivirati te mehanizme prije sjetve ili sadnje
biljaka u stvarne okolisne uvjete. To je tehnika koja ima zadacu pokrenuti primarni
metabolizam u sjemenu. Vrsta predtretmana, odnosno tehnika, ovisi 0 biljnoj wrsti,
morfoloskim karakteristikama i fiziologiji sjemena. Voda, ulaskom u stanicu, izaziva
nakupljanje reaktivnih oblika kisika koji izazivaju oksidativnu Stetu na dijelovima biljne

stanice (Paparella i sur. 2015.).

Tehnike predtretiranja sjemena su hidriranje (hydropriming), osmokondicioniranje
(osmopriming), predtretiranje oblaganjem (solid matrix priming), predtretiranje bioloSkim
spojevima (biopriming), predtretiranje kemijskim sredstvima (chemopriming) i predtretiranje

temperaturom (thermopriming) (Paparella i sur. 2015.).

Hidriranje je predtretiranje sjemena destiliranom vodom. Provodi se pri temperaturi
najceS¢e od 5 do 20°C te nema kontrole nad usvajanjem vode od strane sjemena.
Osmokondicioniranje je tehnika izlaganja sjemena otopini niskog osmotskog potencijala,
najc¢esce uzrocniku abiotskog stresa, kako bi sjeme postalo fizioloSki aktivno i sposobno
inicirati regenerativne mehanizme i detoksikaciju sustava (Oliveira i Gomes-Filho 2016.).
Izlaganje sjemena otopini niskog osmotskog potencijala produzuje vrijeme usvajanja vode i
smanjuje se oksidacija membranskih lipida, proteina i aminokiselina (Paparella i sur. 2015.).
Prema nekim podacima, predtretman poti¢e primarni metabolizam sjemena, odnosno
replikaciju DNA, povecava sintezu RNA i proteina, povecava rast klice, obnavlja propale
dijelove sjemena i smanjuje propustanje metabolita (Soughir i sur. 2013.). Do propadanja
stani¢nih struktura sjemena najée$ce dolazi zbog peroksidacije lipida. Proces je ¢esto iniciran
prisustvom kisika oko nezasi¢enih i polinezasi¢enih masnih kiselina, linolne i oleinske, u
staniénim membranama sjemena. Rezultat je otpustanje slobodnih radikala, naj¢es¢e vodika iz
metilenske skupine masne kiseline, koji uzrokuju destrukciju stani¢ne strukture tkiva sjemena.
Osim §tete na stani¢nim membranama, slobodni radikali uzrokuju Stetu na aminokiselinama, a
posebno su osjetljive cistein, histidin, triptofan, metionin i fenilalanin. Usvajanjem vode,
odnosno porastom vlage sjemena ubrzava se proces obnove oStecenih struktura sjemena
povezanih s disfunkcijom mitohondrija, enzimatskom neaktivno§¢u i smetnjama u

propusnosti stani¢nih membrana (Black i Bevley 2000.).

Predtretman sjemena takoder povecava aktivnost antioksidativnih enzima, reducira
lipidnu peroksidaciju, pojacava nakupljanje mitoti¢ki aktivnih kinaza, izaziva modifikaciju
kromatina i ubrzava primarni metabolizam (Oliveira i Gomes-Filho 2016.). Dolazi do razvoja

mehanizama koji limitiraju apsorpciju soli u biljku kako bi se izbjegla toksi¢na koncentracija



iona u citosolu. Biljke otporne na sol akumuliraju ione i otopine organskih spojeva kako bi se
omogucilo usvajanje vode, rast stanica i Citave biljke, povecava se koncentracija Secera
glukoze i fruktoze, alkohola glicerola i kvarternih aminospojeva kao §to su glicin, betain 1
prolin. Ti spojevi se takoder mogu koristiti u postupku predtretiranja sjemena u svrhu

osmokondicioniranja (Oliveira i Gomes-Filho 2016.).

Osmokondicioniranje se naj¢e$¢e vrsi s polietilen glikolom (PEG), solima natrija,
kalija i magnezija te organskim molekulama, npr. manitolom i glicerolom (Paparella i sur.
2015.). Soughir i sur. (2013.) zakljuCuju da predtretman povecava toleranciju na NaCl

reducirajuéi koncentraciju iona Na* i povecavajuéi akumulaciju K* i Ca®* iona u sjemenu.

Tolerancija na zaslanjene uvjete predtretiranjem s NaCl je zabiljezena i kod zitarica
kao §to je amarant (Omami 2006.), kukuruz (Cicek i Cakirlar 2002.), pSenica (Basra 2005.) te

kod mahunarki, primjerice kod le¢e (Ghassemi-Golezani i sur. 2008.).



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Biljni materijal

Sjeme (slika 4) koristeno u pokusu je komercijalno sjeme nabavljeno od tvrtke
Plant World Seeds, Devon.

Slika 4. Sjeme grcke piskavice

Snimila: P. Hruskar

3.2. Predtretmani

Prije predtretiranja, sjeme je dezinficirano 70%-tnim etilnim alkoholom u trajanju od 3
minute, zatim ispirano teku¢om vodom takoder u trajanju od 3 minute te na kraju destiliranom
i demineraliziranom vodom 3 minute. Nakon dezinfekcije i ispiranja, sjeme je osuseno
izmedu dvostrukog filter papira. U ovom radu su koristene dvije tehnike predtretiranja,
hidriranje i osmokondicioniranje s dva medija za predtretiranje sjemena, destiliranom vodom
(dH20) i 50 mM otopinom natrijevog klorida (NaCl) u trajanju od 36 h (slika 5).



Slika 5. Predtretmani sjemena 50 mM otopinom natrijevog klorida

i destiliranom vodom

Snimila P. HruSkar

3.3. Tretmani

Istrazivanje se sastojalo od 7 razliCitih tretmana u Cetiri repeticije, ukupno 28
Petrijevih zdjelica i 700 sjemenki (slike 6 i 7). U Petrijeve zdjelice postavljen je filter papir
ispod kojeg se nalazio tanak sloj pamucne vate. Filter papir je vlazen otopinom odgovarajuce
koncentracije NaCl-a, ovisno o tretmanu. Sjemenke su stavljene na filter papir tako da je $to
veca povrsina sjemenke bila u dodiru s papirom. Svaka Petrijeva zdjelica je uz rub zatvorena
parafilmom kako bi se sprijecilo isparavanje tekucine iz zdjelica. Kontrola se sastojala od 100
sjemenki koje su dezinficirane, ali nisu predtretirane te je podloga za naklijavanje vlaZzena

destiliranom vodom.
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Slika 6. Prikaz materijala koristenih u pokusu

Snimila P. Hruskar

Slika 7. Sjemenke postavljene na naklijavanje

Snimila P. Hruskar

Kombinacije tretmana koristenih u istrazivanju prikazane su u tablici 1.
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Tablica 1. Kombinacije tretmana sjemena grcke piskavice koristene u istrazivanju

BROJ TRETMANA OPIS TRETMANA
TRETMAN 1 dH,0 + 50 mM NaCl
TRETMAN 2 dH20 + 100 mM NaCl
TRETMAN 3 dH20 + 150 mM NaCl
TRETMAN 4 50 mM NaCl + 50 mM NacCl
TRETMAN 5 50 mM NaCl + 100 mM NaCl
TRETMAN 6 50 mM NaCl + 150 mM NacCl
TRETMAN 7 netretirano sjeme + dH,0

Nakon postavljanja pokusa, Petrijeve zdjelice su stavljene u komoru za naklijavanje na
konstantnu temperaturu od 20 °C te rezim svjetla 16 h dan i 8 h no¢. Klijanje je pra¢eno
svakih 48 h kroz deset dana, a proklijalim se smatralo ono sjeme koje je razvili korjenc¢i¢ duzi
od 2 mm. Nakon cetvrtog dana od postavljanja pokusa vise nije bilo proklijalih sjemenki
(slika 8).

Snimila P. Hruskar

3.4. Analiza podataka

Deseti dan od postavljanja pokusa klijanci su skenirani skenerom Epson Perfection
V700 (Seiko Epson Corporation, Nagano Japan), a slike obradene programom WinRHIZO
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Pro softver (Regent Instruments Inc., Quebec, QC, Canada) koji je izmjerio duzinu, promjer,
volumen i povrsinu korjenci¢a. Postupak skeniranja je provoden po repeticijama. Klijanci iz
svake repeticije su skenirani u jednom navratu. Klijanci su rasporedeni kako se ne bi
dodirivali u plasticnu posudu A4 formata ispunjenu obi¢énom vodom. Voda je sluzila kako na
dobivenoj crno bijeloj slici ne bi bilo sjene i rezultati bili §to to¢niji.

Gore navedenim programom obraden je svaki klijanac sa slike, a dobiveni podaci su
statisticki obradeni testom ANOVA uz Pearsonovu korelaciju. Jednosmjerna analiza varijance
je provedena u svrhu utvrdivanja signifikantnih razlika izmedu tretmana. Izracun je proveden
pomoc¢u naredbe PROC GLM u programu SAS (SAS Institute, 2004). Razlike izmedu
prosjecnih vrijednosti kvantitativnih svojstava izmedu tretmana utvrdene su pomocu

Tukeyjevog testa (P< 0.05).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Klijavost i energija klijanja

Sjeme grcke piskavice ima vrlo dobru klijavost koja je potvrdena u ovom pokusu, a
iznosila je vise od 96% ve¢ drugi dan od postavljanja pokusa kod svih tretmana (grafikon 1).
Broj proklijalih sjemenki biljezen je svaki drugi dan kroz deset dana, no nakon ¢etvrtog dana

od postavljanja pokusa vise nije bilo proklijalih sjemenki (slika 8).

100 100 100
6 6 6 I I 96
Tret 1 Tret 2 Tret 3 Tret 4 Tret 5 Tret 6 Tret 7

Grafikon 1. Klijavost sjemena gréke piskavice ¢etvrtog dana pokusa (%).

Tretman 1 — Tretman 7 objaSnjeni u tablici 1.

Sjeme pokazuje izuzetno dobru Kklijavost po svim tretmanima (> 96 %) te su razlike

izmedu tretmana statisticki neopravdane.

U usporedbi s netretiranim, predtretirano sjeme brze klije (iako statisti¢ki
neopravdano) sto ima potencijal prilikom uzgoja radi bolje homogenosti usjeva. Ratnakar i
Rai (2013.) u svom radu koriste razli¢ite koncentracije NaCl-a na sjemenu bez predtretmana
navodeci koncentraciju od 80 mM toksi¢nom, odnosno pri njoj klijanje izostaje. Zaklju¢no

tome, predtretman ima utjecaj na ukupnu klijavost omogucujuéi klijanje u koncentracijama
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NaCl-a u kojima ono kod netretiranog sjemena izostaje jer sjeme postaje manje osjetljivo na

viSe koncentracije soli u tlu.

Sli¢no istrazivanje su proveli Soughir i sur. (2012.) te su kao rezultat dobili klijavost
od 10% kod sjemena koje nije predtretirano i 49,8% kod predtretiranog sjemena sa 70 mM
otopinom NaCl-a. Isti autori navode da pozitivan efekt predtretmana nestaje kod
koncentracija iznad 6 g/l NaCl (100 mM).

Patade 1 sur. (2011.) su proveli istrazivanje utjecaja tretmana razliitim
koncentracijama NaCl-a na predtretirano i nepredtretirano sjeme paprike (Capsicum annum L.
cv. California Wonder). Sjeme je bilo predtretirano 50 mM otopinom NaCl-a i
nepredtretirano, a naklijavano s 25, 50, 100, 150, 200, 250 i 300 mM otopinama NaCl-a.
Koncentracije otopina od 25 i 50 mM NaCl-a signifikantno stimuliraju klijanje sjemena
paprike, a koncentracije 100 i vise mM otopina NaCl-a reduciraju postotak klijavosti dok ona

potpuno izostaje pri koncentraciji od 300 mM NaCl-a.

Istrazivanje na soji (Glycine max L.) Umezave i sur. (2000.) potvrduje tezu kako
predtretman utjece pozitivno na prilagodbu biljaka na osmotski stres. Sjeme soje je
predtretirano dvijema otopinama koncentracije 0,34 i 68 mM NaCl-a u trajanju 23 dana.
Nakon toga su klijanci izloZeni otopinama koncentracije 0,68 i 137 mM NaCl-a do zrelosti.
Predtretman nije imao utjecaj na rast, ali je koncentracija Na* bila manja u listovima biljaka
predtretiranih 0,34 mM otopinom NaCl-a nego biljaka predtretiranih 0 i 68 mM otopinama
NaCl-a. Takoder je zabiljezena veca stopa prezivljavanja biljaka predtretiranih 0,34 mM

otopinom NaCl-a u uvjetima veée zaslanjenosti (137 mM NaCl-a).

Istrazivanje na sjemenu uljane repice (Brassica napus L.) pri predtretmanu 1 %-tnom
otopinom NaCl-a (170 mM) i naklijavano s 0,25, 0,5, 0,75, 1,0, 1,25 i 1,5%-tnim otopinama
NaCl-a rezultira veéim postotkom Kklijavosti predtretiranog sjemena u usporedbi s
nepredtretiranim sjemenom. Klijavost predtretiranog sjemena je pri koncentraciji NaCl-a od
1,25 % (215 mM) smanjena za 36,30 %, a nepredtretiranog pri istoj koncentraciji NaCl-a za
69,47 % (Mohammadi 2009.).
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4.2. Svojstva klijanaca

Duljina korijena je najvazniji parametar istrazivanja utjecaja soli na klijance (Ratnakar

i Rai 2013.). U ovom su istrazivanju praceni:

Duljina (Length, L; cm)

. Povrsina (Surface area, S; cm?)
o Prosjecan promjer (Average diameter, D; mm)
o Volumen (Root volume, V; mm?).

Vrijednosti pracenih svojstava su prikazane u tablici 2.

Tablica 2. Svojstva klijanaca gréke piskavice prilikom razli¢itih tretmana (srednja

vrijednost + standardna devijacija)

Tretman L (cm) S (cm?) D (mm) V (mm?®)

T1 241 +£031 a 030+0.04 a 1.26£0.01 ab 297+£032 a
T2 2.63+£0.06 a 0.30+0.01 a 1.16+0.04 bcd 2.83+0.17 ab
T3 1.90£020 bc 023+£0.02 bc 1.194+0.05 abcd 2.17+£0.26 c
T4 2.34+0.12 ab 029+0.01 a 1.23+0.04 abcd 2.83+0.19 ab
T5 2.25+0.10 ab 0.25+0.02 ab 1.12+0.08 cd 2.26+0.32 bc
T6 1.76 £0.10 ¢ 0.19+0.01 c 1.10+0.03 d 1.69+0.03 c
T7 2.19+0.32 abc 0.28+0.04 ab 1.27+0.06 a 2.82+047 ab
P(F) - o o o

P(F) - signifikantnost F-testa: ™P > 0.05, '0.05 > P > 0.01, ~0.01 > P > 0.001, ~ P < 0.001

Vrijednosti u stupcima oznacene istim slovom se signifikantno ne razlikuju na temelju Tukeyjevog testa



Prema vrijednostima iz tablice 2., tretman T1 (dH,O + 50 mM NacCl) i tretman T2
(dH,0 + 100 mM NaCl) daju najbolje rezultate za svojstvo duljina klijanaca, no signifikantno
se ne razlikuju medusobno kao ni od tretmana T4 (50 mM NaCl + 50 mM NacCl), T5 (50 mM
NaCl + 100 mM NacCl) i T7 (kontrola), ali se razlikuju signifikantno od tretmana T3 (dH20 +
150 mM NaCl) i T6 (50 mM NaCl + 150 mM NaCl). Tretman T3 se ne razlikuje
signifikantno duljinom klijanaca od tretmana T4, T5 i T7, ali se razlikuje signifikantno od
tretmana T1 1 T2. Tretmani T4 i T5 se ne razlikuju signifikantno medusobno i od tretmana T1,
T2, T3 i T7, ali se razlikuju signifikantno od tretmana T6. Tretman T6 se ne razlikuje
signifikantno duljinom klijanaca od tretmana T3 i T7. Najlosije rezultate u svojstvu duljine
daje tretman T6, kombinacije 50 mM NaCl + 150 mM NacCl (grafikon 2).

HT1 WT2 WT3 WMT4 WT5 mT6 =717

2,63

Duljina L (cm)

T1-T7 objasnjeni u tablici 1.

Grafikon 2. Prosjec¢na duljina Klijanaca grcke piskavice po tretmanima

Rezultati su u suglasju s rezultatima istrazivanja Ratnakar i Rai (2013.), te potvrduju
da je prosje¢na vrijednost duljine klijanaca predtretiranog sjemena veca u odnosu na
netretirano sjeme kod koncentracija do 100 mM NaCl. Sli¢no istrazivanje je radeno na
sikavici (Silybum marianum L.), a rezultat ukazuje da sjeme predtretirano 2,5 dSmG* razvija
signifikantno duze klijance u uvjetima vece koncentracije soli nego nepredtretirano (Sedghi 1

sur. 2010.).

Vrijednosti povrSine klijanaca (tablica 2 i grafikon 3) pokazuju kako se tretmani T1
(dH20 + 50 mM NaCl), T2 (dH20 + 100 mM NacCl) i T4 (50 mM NaCl + 50 mM NacCl) ne
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razlikuju signifikantno medusobno niti od tretmana TS5 (50 mM NaCl + 100 mM NaCl) i T7
(kontrola), ali se razlikuju signifikantno od tretmana T3 (dH20 + 150 mM NaCl) i T6 (50
mM NaCl + 150 mM NacCl). Tretman T3 se povrSinom klijanaca ne razlikuje signifikantno od
tretmana T5, T6 i T7, ali se razlikuje signifikantno od tretmana T1, T2 i T4. Tretman T6 se
povrsinom Klijanaca razlikuje signifikantno od tretmana T1, T2, T4, T5 i T7, ali se ne
razlikuje signifikantno od tretmana T3. LoSiji rezultati u svojstvu povrSine su dobiveni u

tretmanima s najve¢om koncentracijom NaCl-a.

HT1 WT2 WT3 mT4 WT5 mT6 =717

0,3 0,3 0,29

0,28

Povriina S(cm2)

T1 - T7 objasnjeni u tablici 1.

Grafikon 3. Prosje¢na povrSina klijanaca gréke piskavice

Vrijednosti promjera klijanaca prikazane u tablici 2. i grafikonu 4. pokazuju da se
vrijednosti tretmana T1 (dH20 + 50 mM NaCl) ne razlikuju signifikantno od vrijednosti
tretmana T2 (dH20 + 100 mM NacCl), T3 (dH20 + 150 mM NacCl), T4 (50 mM NaCl + 50
mM NaCl) i T7 (kontrola), ali se razlikuju signifikantno od vrijednosti tretmana T5 (50 mM
NaCl + 100 mM NaCl) i T6 (50 mM NaCl + 150 mM NaCl). Tretman T2 se ne razlikuje
signifikantno u vrijednostima od tretmana T1, T3, T4 i T7, ali se razlikuje signifikantno u
vrijednostima s tretmanom T7. Tretmani T3 i T4 se vrijednostima ne razlikuju signifikantno
medusobno niti od ostalih tretmana. Tretman T5 se razlikuje signifikantno od tretmana T1 i
T7, ali se ne razlikuje signifikantno od ostalih tretmana. Tretman T6 se razlikuje signifikantno
od tretmana T1i T7.
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HT1 WT2 WT3 WMT4 WT5 mT6 =717

1,27

1,26

Prosjean promjer D(mm)

T1 - T7 objasnjeni u tablici 1.

Grafikon 4. Prosje¢ni promjer klijanaca grcke piskavice

Vrijednosti volumena klijanaca (tablica 2 i grafikon 5) pokazuju kako se tretman T1
(dH20 + 50 mM NacCl) ne razlikuje signifikantno od tretmana T2 (dH20 + 100 mM NaCl),
T4 (50 mM NaCl + 50 mM NaCl) i T7 (kontrola), ali se razlikuje signifikantno od tretmana
T3 (dH20 + 150 mM NacCl), T5 (50 mM NaCl + 100 mM NaCl) i T6 (50 mM NaCl + 150
mM NaCl). Tretman T2 se ne razlikuje signifikantno od tretmana T1, T4, T5 i T7, ali se
razlikuje signifikantno od tretmana T3 i T6. Tretmani T3, T5 i T6 se medusobno ne razlikuju
signifikantno, ali se razlikuju od ostalih tretmana. Tretman T4 se ne razlikuje signifikantno od
tretmana T1, T2, T5 i T7, ali se razlikuje signifikantno od tretmana T3 i T6. Tretman T5 se
razlikuje signifikantno od T1, a od ostalih tretmana se ne razlikuje. Signifikantno losiji
rezultati u svojstvu volumena klijanaca dobiveni su u tretmanima 150 mM otopinom NaCl-a

bez obzira na predtretman.
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2,97

HT1 WT2 WT3 mT4 WT5 mT6 =717

2,83 2,83

Volumen V(mm3)

T1 - T7 objasnjeni u tablici 1.

Grafikon 5. Prosje¢ni volumen klijanaca gréke piskavice

Djelovanje tretmana na prac¢ena svojstva klijanaca prikazano je u grafikonu 6. u

linearnom obliku.

3,5

2,5

1,5

0,5

T1

=== Duljina L(mm)

Prosjectan promjer D (mm)

T2 T3 T4 5 T6 T7

Povriina S (cm2)

Volumen ( mm3)

T1 - T7 objasnjeni u tablici 1.

Grafikon 6. prosje¢ne vrijednosti pracenih svojstava klijanaca grcke piskavice

Promjer i povrsina korijena piskavice u ovom istrazivanju su uglavnom konstantni uz

male varijacije. U svojstvima duljine i volumena vidljiv je linearan pad vrijednosti porastom

koncentracije NaCl-a. Oba predtretmana daju dobre rezultate kod naklijavanja sjemena na

podlozi vlazenoj 50 mM otopinom NaCl-a.
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Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da je sjeme predtretirano dH,O i naklijavano
na podlozi vlazenoj otopiom NaCl-a koncentracije 50 mM (T1) pokazalo najvecu vrijednost
duzine, povrSine i volumena (slika 8). To je u suglasnosti s rezultatima dobivenim u
istrazivanju Soughir 1 sur. (2012.) koji navode da pozitivan efekt predtretmana nestaje kod

koncentracije vece od 100 mM NaCl.

Slika 8. Razvijeni klijanci piskavice kod tretmana 1 (dH20 + 50 mM NaCl)

Snimila P. Hruskar

Klijanci iz tretmana sjemena mocenog u destiliranoj vodi i naklijavanog na podlozi
vlazenoj 100 mM otopinom NaCl (T2) razvijaju korijen koji je manjeg prosje¢nog promjera
od klijanaca iz tretmana T1. Golim okom je primijec¢eno da usporedno s tretmanima T1 i T3,

razvijaju vise klorofila (slike 9 i 10).
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Slika 9. Razvijeni klijanci piskavice kod tretmana 3 (dH20 + 150 mM NacCl)

Snimila P. Hruskar

Slika 10. Razvijeni klijanci piskavice kod tretmana 6 (50 mM NaCl + 150 mM NacCl)

Snimila P. Hruskar

Sjeme predtretirano 50 mM NaCl-om i naklijavano na podlozi moc¢enoj 150 mM
otopinom NaCl-a (T6) pokazuje najlosije rezultate u svim svojstvima te je prilikom pracenja

golim okom utvrdeno susenje vrha korijena. U tretmanima T1, T2 i T4 golim okom je opazen
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ve¢i broj korijenovih dlacica (slika 11) $to se vidi i iz dobivenih vrijednosti povrSine i
volumena Klijanaca. Klijanci tretirani ve¢im koncentracijama NaCl-a razvijaju vise klorofila,

ali dolazi do susenja vrha korijena.

Slika 11. Razvijene korijenove dlacice na klijancima grcke piskavice

Snimila P. Hruskar

Prema dobivenim rezultatima i opazanjima golim okom, poveéanjem koncentracije
NaCl-a dolazi do slabijeg razvoja klijanaca. Otopina NaCl-a koncentracije 150 mM negativno

utjeCe na sva pracena svojstva klijanaca.
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5. ZAKLJUCAK

Prema rezultatima dobivenima u ovom istrazivanju mozemo zakljuciti da:

Sjeme pokazuje izuzetno dobru klijavost po svim tretmanima (> 96 %) te su

razlike izmedu tretmana statisti¢ki neopravdane.

U usporedbi s netretiranim, predtretirano sjeme brze klije (iako statisticki
neopravdano) S§to ima potencijal prilikom uzgoja radi bolje homogenosti

usjeva.

Predtretman sjemena destiliranom vodom (dH,O) pokazuje bolje rezultate u
mjerenim svojstvima klijanaca kod naklijavanja na podlozi vlazenoj s 50 mM
otopinom natrijevog klorida u usporedbi s predtretmanom s 50 mM NaCl-om;
lako oba predtretmana daju dobre rezultate u pracenim svojstvima kod
naklijavanja na podlogama vlazenim s nizim koncentracijama NaCl-a (50 mM
i 100 mM).

Tretmani s ve¢im koncentracijama NaCl-a (150 mM) negativno utjeCu na
pracena svojstva Klijanaca. Subjektivnom procjenom, klijanci pri veéim
koncentracijama NaCl-a razvijaju vise klorofila, a manje korijenovih dlacica i

dolazi do suSenja korijenovog vrha.

Tretmani T1 (dH,O + 50 mM NacCl), T2 (dH,O + 100 mM NaCl), T4 (50 mM
NaCl + 50 mM NaCl) i T7 (netretirano sjeme + dH,O) dali su najbolje

rezultate za vecinu ispitivanih svojstava.

Tretman T6 (50 mM NaCl + 150 mM NacCl) daje najlosije rezultate za sva

ispitivana svojstva.

Predsjetveni tretmani sjemena pozitivno utje¢u na otpornost sjemena piskavice
na nize koncentracije soli kod klijanja sjemena te omogucuju uzgoj na

umjereno zaslanjenim tlima.
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