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1. UvOD
1.1. Krastavac (Cucumis sativus L.)
1.1.1. Podrijetlo i povijesni razvoj Krastavca

Krastavac je prastara kulturna biljka koja se koristi kao povrée od pretpovijesnog vremena.
Prema de Candollu razvio se od Cucumis hardvickii sitnih gorkih plodova s ogranaka Himalaje
utjecajem Covjeka (Tablica 1, Slika 1) (Lesi¢ i sur. 2004.). Drugi autori smatraju da vrsta C.
sativus potjece iz tropske Afrike. O dugogodisnjem uzgoju svjedoce nalazi egipatskih grobnica
(2000 godina prije Krista). 1z Egipta se uzgoj prosirio na Grcku i rimske zemlje, a u srednjem
vijeku u srednju Europu i dalje po cijelom svijetu. Uzgoj u staklenicima poceo je u Engleskoj
u 19. stoljecu (Lesi¢ i sur., 2004).

Tablica 1. Sistematika krastavca (Cucumis sativus L.) (http://bs.wikipedia.org)

Carstvo: Plantae
Podcarstvo: Magnoliophyta
Razred: Rosopsida

Red: Cucurbitales
Porodica: Cucurbitaceae
Rod: Cucumis
Vrsta: C. sativus

Slika 1. Krastavac (Cucumis sativus L.) Pariski korniSon
Izvor: http://poljoinfo.com
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1.1.2. Morfoloska i bioloska svojstva krastavca

Krastavac je jednogodisnja biljka. Korijen krastavca pretezno je povrsinski, raste vise u Sirinu
u gornjih 20 do 30 cm tla, manji dio dospijeva dublje od 50 cm. Raste sporije od nadzemnog
djela s odnosom 1:10 do 1:20, a u zasti¢enim prostorima ovaj omjer moze biti ¢ak 1:100. Vrlo
je osjetljiv na povrede pa se u pravilu presaduje s grudom supstrata odnosno kao presadnice

uzgojene u lon¢i¢ima.

Stabljika je vrijeza koja moZe narasti 1 viSe od 10 metara. Iz pazuha listova razvijaju se
sekundarne vrijeze, na ovim tercijarne, a ovisno o na¢inu uzgoja i vrijeze visih redova. Stabljika

se §iri horizontalno po tlu, a ako ima potporu penje se pomocu vitica na svakom koljencu.

List je jednostavan, krupan, peterokrpasti, dlakav, a na nali¢ju lista lista jako je izraZzeno 5

glavnih zila. Prema vrhu glavne i postranih vrijeZa veli¢ina lis¢a se ponesto smanjuje.

Cvijet je jednospolan, a biljke su veéinom jednodomne. Caska se sastoji od 5 lapova. Vjen¢i¢
je sulatican i sastoji se od 5 latica. U muskom cvijetu ima 5 prasnika. Rijetko su slobodni, ¢esce
srasli po 2 ili 4, a jedan je slobodan. Ginecej se sastoji od 3 plodnicka lista, plodnica je podrasla
i trodijelna, te u sebi ima mnogobrojne parietalno marginalno smjestene sjemene zametke.
Zenski cvjetovi su pojedinaéni, rjede po dva ili vise na kratkim stapkama, a muski su u

grozdastom cvatu, s viSe cvjetova.

Slika 2. Sjeme krastavca (Pariski korniSon)
(foto: M. Spoljarevié)

Plod krastavca je peponis, koji se razvio iz plodnice i1 usploda, valjkastog je oblika, razliCite

veli¢ine, tamnozelene do svijetlozelene boje, rjede s uzduznim svjetlijim prugama. Na povrSini



ima pupoljke s crnom ili bijelom bodljicom. U fizioloSkoj zrelosti boja ploda se mijenja u zutu,
smedu ili bijelu. U normalno razvijenom plodu ima 100 do 400 sjemenki (Slika 2), vretenasto
spljostenog oblika, krem bijele boje, apsolutne tezine 25 do 38 g. U dobrim uvjetima klijavost
mogu zadrzati 6 do 7 godina. Kod krastavca je Cesta partenokarpija — zametanje i razvoj plodova

bez sjemena (Lesi¢ i sur., 2004).

1.1.3. Rast i razvoj krastavca

Sjeme krastavca brzo klija ako su uvjeti optimalni — pri temperaturi 25 do 35°C uz dovoljno
vlage, nicanje moze nastupiti za 2 do 3 dana. Ako su temperature bliske minimalnim (12 do
13°C) nicanje se produzuje na 15 do 20 dana, a mogu nastati i veliki gubitci u sklopu. Normalna

poljska klijavost ne moze se ocekivati pri temperaturama nizim od 17°C.

Za vegetativni rast krastavca potrebne su temperature vise od 15°C, najbrzi je rast pri 25 do
27°C, ana 40°C rast se zaustavlja. Pri uzgoju u zasti¢enim prostorima optimalna je temperatura
za suncana vremena 26 do 30°C. Temperature ispod 10°C pogubne su za krastavac. Prvi se
znakovi oStecenja javljaju ve¢ nakon 2 do 3 dana. Prvo odumiru stariji, a potom mladi listovi i

vegetacijski vrh.

U pocetku rasta korijen brze raste od stabljike, pa je tako u vrijeme pojave prvog lista tri puta
duzi od stabljike. Kasnije se taj omjer smanjuje, a u vrijeme poc¢etka cvatnje duzina stabljike

nadmasuje duzinu korijena.

Cvatnja krastavca moze zapoceti pri temperaturi oko 15°C, ali peludne kesice pucaju tek pri
17°C, a oprasivanje je najbolje pri 18 do 21°C. Cvjetovi se u pravilu otvaraju rano ujutro te
ovisno o temperaturi mogu ostati otvoreni od 5 do 8 sati, a pri nizim temperaturama i do 2 dana.

Oprasuju ih kukeci, najvise pcele, kvalitetna oplodnja podrazumijeva nekoliko posjeta pcele.

Plodovima je ovisno o tipu kultivara i oplodnji do tehnoloske zriobe potrebno 6 do 11 dana za
konzervne kultivare, odnosno 12 do 21 dan za salatne kultivare. Do fizioloSke zriobe potrebno

je oko 60 dana.

Brzina rasta pojedinih plodova ovisi o broju plodova na biljci, $to ih je viSe, to sporije rastu.
Ako se ubere jedan ili viSe njih, ubrzava se rast preostalih. Plodovi blizi vegetacijskom vrhu
brze rastu. Veliki, neubrani i oplodeni plodovi uzrokuju usporen rast preostalih plodova.
Neoplodeni partenokarpni plodovi ne uvjetuju tu pojavu. Kod uzgoja na otvorenom u povoljnim

uvjetima plodonosenje moze trajati i do 90 dana, a u zasti¢enom prostoru i dulje.



Krastavac ima velike potrebe prema vodi, tlu i zraku. Optimalni uvjeti za proizvodnju krastavca
kre¢u se od 70 do 100% poljskog vodnog kapaciteta u tlu i 70 do 90% relativne vlage zraka.
Danas je bilo koja profesionalna proizvodnja nezamisliva bez navodnjavanja.

Krastavac nema velike zahtjeve prema svjetlu kao paprika i rajcica, ali pri veCem intenzitetu

postiZe brzi rast i razvoj cvjetova i plodova. (LeSi¢ i sur., 2004.).

1.1.4. Hranidbena i zdravstvena vrijednost krastavca

Krastavci se najcesce koriste svjezi kao salata, a rjede kuhani kao varivo ili umak. Poznate su
juhe od krastavca ili punjeni krastavci s mesom ili sirom. Neki ljudi slabo podnose krastavce
odnosno njihov sastojak kukurbitacin koji uvjetuje teSkoce u probavi ili ¢ak gréeve. Opéenito
za pripremu salata od krastavaca nutricionisti preporucuju da se krastavci ne gule nego tanko
narezu i ne sole, a zaCine se sa sasvim malo limunske kiseline ili vrhnjem te jogurtom. Pored
ugodnog mirisa i okusa krastavci su niskokalori¢na namirnica, §to je narocita prednost za
dijetalnu prehranu. U 100 g svjezeg krastavca ima samo 8 do 10 kcal odnosno 3 do 42 kJ. To
se vidi iz sastava osnovnih hranjivih tvari, u gramima na 100 g svjezeg ploda (Tablica 2). Od
minerala je najvise zastupljen kalij 67 do 200, fosfor 17-30, kalcij 10-25, natrij 5-13, Zeljezo
0,3-1,1 mg/100 g svjeze tvari.

Tablica 2. Udio osnovnih hranjivih tvari, u gramima na 100 g svjezeg ploda krastavca
(Lesi¢ 1 sur. 2004.)

Voda 94,3-98,2
Sirove bjelancevine 0,3-1,96
Sirove masti 0,05-0,3
Ugljikohidrati 1,0-2,5
Sederi 1,1-2
Vlakna 0,3-1,24
Minerali 0,04-0,89

Krastavci se najceS¢e konzerviraju mariniranjem cijeli ili rezani te u mijeSanim salatama.
Najvise se koriste sitnoplodni kultivari “korniSoni“. U domacinstvu je uobic¢ajeno konzerviranje
mlije¢no Kiselom fermentacijom najvise za uporabu u sezoni, ali Se koristi i spremanje za zimu.
Tim se bioloskim konzerviranjem postize specificna kakvoca te se kao takva koristi u

industrijskoj preradi.

Zdravstvena vrijednost krastavca poznata je od davnina naro¢ito zbog bogatstva vitaminima i

mineralima (Tablice 2 i 3). Zbog diuretickog djelovanja preporucuje se sr¢anim i bubreznim



bolesnicima. Sok od krastavca smanjuje koli¢inu Secera u krvi. Koristi se protiv oticanja ruku i
nogu, probavnih smetnji i pretilosti. Krastavci su jo§ poznati kao najstarije kozmeti¢ko sredstvo
zbog blagotvornog djelovanja na kozu. Koriste se oblozi od soka ili cijelih ploski ploda koji

pomazu pri opeklinama i ozeblinama, perutanju koze, liSajevima, ekcemima 1 pjegama.

Tablica 3. Udio vitamina u krastavcu (mg/100g) (Lesi¢ i sur. 2004.)

B-karoten 0,12-0,29
Vitamin B 0,005-0,15
Vitamin B: 0,015-0,15
Vitamin Bs 0,12-1,7
Vitamin Bs 0,18-0,3
Vitamin C 2-14

1.1.5. Tehnologija uzgoja krastavca

Kao glavni usjev sije se krajem travnja, a kao postrni tijekom lipnja. Korni$oni se siju gusée od
ostalih kultivara, a koli¢ina sjemena ovisi o gustoci sjetve i iznosi 2 - 4 kg/ha. Najbolji na¢in
proizvodnje je proizvodnja na crnoj polietilenskoj foliji. Tlo ispod folije znatno se brze zagrije,
§to omogucuje brze nicanje i bolji razvoj biljaka. Folija sprjecava rast korova, a oblikovani su
plodovi ¢isti jer se vecina nalazi na foliji. Biljke nisu u izravnom dodiru s tlom pa su manje
izloZene infekciji bolestima koje se nalaze u tlu. Za sjetvu na veé¢im povrSinama koriste se
pneumatske jednoredne ili viseredne sijacice, koje u jednom prohodu buse rupe i siju po 3-4
sjemenke na podeseni razmak od 30 cm 1 na dubinu 2 cm. Najsigurniji nacin proizvodnje, kojim
se ostvaruju najveci prinosi, je uzgoj na armaturi (Slika 3). Zbog bolje prozracenosti biljaka na
armaturi, manji su problemi s bolestima, plodovi su ¢isti a berba lak$a. Za armaturu se koriste
stupovi visoki 2 m, povezani zicom na koju se ucvrsti vezivo ili se izmedu stupaca razapne
plasti¢na mreza po kojoj se uspinje biljka, a ukopaju se tako da im je vrh 150 - 180 cm iznad
tla. Na donjem dijelu stabljike potrebno je redovito zakidati zaperke, u suprotnom lisna masa i
vrijeze prerastu §to dovodi do smanjenja prinosa. Uz redove biljke treba postaviti cijevi za
navodnjavanje te redovito 2-5 puta tjedno navodnjavati. To prvenstveno zavisi o vrsti kultivara
i vremenu sadnje. Najvece zahtjeve za vodom Krastavac ima tijekom plodono$enja, a nedostatak
vode u tlu moze utjecat na propadanje zenskih cvjetova a time i smanjivanje prinosa
(Paradikovi¢, 2009.).



Slika 3. Uzgoj korniSona na armaturi (Paradikovi¢ 2009.)

Gnojidba organskim gnojivima (25 do 30 t/ha) osigurava stabilnu strukturu tla i kapacitet za
zrak i vodu prikladan za uzgoj krastavca. Iskoristivu koli¢inu hraniva iz organskog gnoja treba

uzeti u obzir kod primjene mineralnih gnojiva. (Le$i¢ i sur., 2004.)
Paradikovi¢ i sur. (2009.) navode kako je moguce primijeniti 3 vrste gnojidbe.

- Prije sadnje u obliku granulata (Tablica 4)
- Poslije sadnje preko navodnjavanja kap po kap, kristalonska vodotopiva gnojiva
(Tablica 5)

- Folijarna gnojidba za potrebe brzog nadomjestanja pojedinih hraniva

Krastavci su osjetljivi na visoku koncentraciju tekuce faze u tlu, a narocito na klor. Kalij se pri
gnojidbi krastavaca primjenjuje u sulfatnom obliku. Koli¢ina potrebnih hraniva ovisi o na¢inu

uzgoja i o¢ekivanom prinosu (LeSic i sur., 2004.).

Tablica 4. Gnojidba krastavca prije sadnje (Paradikovi¢, 2009.)

Potrebne koli¢ine hranjiva kg/ha
N P20s K20 CaO
150 160 300 65




Tablica 5. Prihrana krastavca sustavom kap po kap (Paradikovi¢, 2009.)

Mijesec Zahtjev za pojedinim hranivom
poslije . . (kg/ha/mjesec)

sjetve Period uzgoja N P,0x K0

1 Loza, listovi, cvjetovi 30 30 20

2 Puna cvatnjai 60 30 90

plodonosenje

3 do kraja Puni rod i berba 60 30 90
Ukupno 150 90 200

Krastavci za industrijsku preradu beru se svaki dan. Krastavci koji se uzgajaju za preradu te
neki od njih prerastu mogu se podijeliti u klase prema veli¢ini. Trzi$nu vrijednost imaju plodovi
do duzine 12 cm. Prvu klasu ¢ine plodovi duzine 3-6 cm, promjer 2 cm i prosje¢ne tezine 10-
12 g, drugu klasu plodovi duzine 6-9 cm, promjera oko 3 cm i prosje¢ne tezine 40 g, a trecu
klasu plodovi duzine 9-12 cm, promjera oko 4 cm i prosjecne tezine 80-100 g. Berba se obavlja
ru¢no, & Samo je na ve¢im povrSinama mehanizirana ili polumehanizirana. Sortiranje plodova
moze biti ru¢no ili se koriste kalibratori. Prinosi ploda krastavca za industrijsku preradu mogu
biti 30 - 40 t/ha, a ove razlike su direktno vezane uz nacin uzgoja, vrijeme uzgoja i financijska

ulaganja u proizvodnju (Paradikovi¢, 2009.).

1.2. Sumpor

Sumpor je vrlo rasprostranjen element. U tlu se nalazi u organskom i anorganskom obliku.
Sumpor u tlu, prema Vukadinovi¢ i Loncari¢ (1997.), potjeCe iz mati¢nih stijena, industrijskih
pogona i agrotehnic¢kih zahvata. Sumpor se oslobada raspadanjem sulfida iz mati¢nih stijena.
Pri aerobnim uvjetima podlozan je oksidaciji koju vrSe bakterije (Thiobacilus, Thioxidans,
Beggiatoa, Thiothrix). Sumpor industrijskog podrijetla se akumulira u tlu iz atmosfere u kojoj
se nalazi kao SO> ili H2S. Agrotehnicki zahvati pri kojima se u agroekosustav unosi sumpor

podrazumijevaju gnojidbu superfosfatima i sredstvima za zastitu bilja koja ga sadrze.

1.2.2. Sumpor u biljci

Sumpor u biljci ¢ini 0,05 do 1% mase suhe tvari, a biljke ga primaju u obliku aniona (SO4%).
Prije ugradnje u organske spojeve moraju ga reducirati. Pokazatelji nedostatka sumpora sli¢ni
su onima pri nedostatku dusika, ukljucujuci klorozu, krzljav rast i akumulaciju antocijana.

Kloroza se najprije javlja kod mladih listova zbog toga $to se sumpor kod vecine biljnih vrsta



ne prenosi lako. Kod nekih biljnih vrsta nekroza se moze pojaviti istovremeno na svim

listovima. (Pevalek-Kozlina i sur., 2002.)

1.2.3. Asimilacija sumpora (504%)

Sumpor u biljkama najveé¢im djelom potjece iz sulfata koji se prima preko Korijena, a nastaje
ispiranjem stijena, atmosferskim onecis¢enjem i koriStenjem fosilnih goriva. Biljke mogu
metabolizirati SO. koji primaju kroz puci, ali i dugotrajno izlaganje (vise od 8 h) visokoj
koncentraciji u atmosferi (>0,3 ppm) uzrokuje oste¢enja. Otapanjem SO u vodi nastaje sulfatna
kiselina (H2SO4)- glavni uzrok kiselih kisa. Glavni organski spojevi koji sadrze sumpor u
biljkama su aminokiseline cistein, cistin i metionin, koenzim A, feredoksin te neki drugi
spojevi, a takoder sudjeluje u prijenosu elektrona. Primanje sulfata u korijen je aktivan proces
u kojem sudjeluju specifi¢ni proteinski nosac¢i. Kad ude u stanicu, sulfat se ili ugraduje u
organske spojeve ili se kao slobodni sulfat prenosi u vakuolu kroz anionske kanale u tonoplastu.
Kod nekih biljnih vrsta visak sumpora nakuplja se u vakuolama. Sumpor se u organske spojeve
ugraduje u reduciranom obliku u procesu asimilacijske redukcije sulfata. Biljke ga primaju
gotovo isklju¢ivo kao sulfatni ion, i reduciraju do sulfida. Budu¢i da je sulfat stabilan, prvo se
mora aktivirati. Redukcija sulfata odvija se u dva stupnja, a enzimi koji kataliziraju ove reakcije
smjesteni su u kloroplastima stanica lista i proplastidima stanica kore korijena. (Pevalek-

Kozlina i sur., 2002.).
1.2.2. Sumporovodik (H2S)

Molekula sumporovodika (H2S) je oblikom sli¢na molekuli vode, ali je polarnost molekule
manja, jer je sumpor manje elektronegativan od kisika. Zato izmedu molekula sumporovodika
nema vodikovih veza. Cesto se pojavljuje kod bakterijske razgradnje sumporovih spojeva bez
nazoc¢nosti Kisika, na mjestima kao §to su anoksicni dijelovi sedimenta (more, jezera, mocvare,
itd.), kanalizacija i drugdje. Pojavljuje se i u sastavu vulkanskih plinova, prirodnog plina, kao i
u nekim izvorima vode. Miris sumporovodika cesto se greSkom zamjenjuje za miris
elementarnog sumpora, koji nastaje od tragova sumporovog (IV) oksida uslijed povrSinske
oksidacije na zraku. Takoder, zamjenjuje se i za miris inae bezmirisnog metana. Pri sobnoj
temperaturi to je otrovan i zapaljiv plin bez boje, neugodna mirisa po pokvarenim jajima. Na
srecu, zbog vrlo neugodna mirisa, koji se osjeca u koncentracijama mnogo manjim od otrovnih,
moze ga se na vrijeme otkriti. Mirisom se moze otkriti sumporovodik kojeg je volumni udio u
zraku manji od 0,02 ppm. Sumporovodik anesteti¢ki djeluje na Zivac osjetila njuha, §to moze

uzrokovati gubitak osjeta za miris. Letalna doza sumporovodika je 100 ppm. H2S ima
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molekularnu masu 34,08, tezi je od zraka s koeficijentom gustoce od 1,19. Njegova to¢ka vrenja
je -60,3°C, topi se na -82,3°C, a smrzava na -86°C. Vrijeme poluraspada molekule H»S u zraku
je 12-37 sati, iako to ovisi o0 ambijentu. Tijekom zime pri niskim temperaturama poluraspad
moze biti produzen na viSe od 37 sati. Temperatura isto tako utjece i na topivost H2S. Na sobnoj
temperaturi (20°C), 1 g H2S ¢e se otopiti u 242 ml vode, a povisenje temperature povecava
topivost u vodi (Wang, 2011.).

H->S je jako lipofilna molekula i uz CO i NO se smatra tre¢im ,, gasotransmiterom** — plinovitim
prijenosnikom stani¢nog signala. Na sobnoj temperaturi, 1g H2S topi se u 94,3 ml apsolutnog
etanola ili 48,5 ml dimetil etera. Kao takva molekula H2S s lako¢om prolazi kroz lipidne
dvoslojne stanicne membrane. NO i CO imaju vecu lipofilnost od H.S §to ih ¢ini joS
mobilnijima kroz stani¢ne membrane (Wang, 2011.). U vodenoj otopini HzS je slaba kiselina i
moze disocirati na H i hidrosulfidni anion (HS") koji potom mozZe disocirati na H" i sulfidni

anion (S%) u reakciji:

HsS «» H + HS <« 2H + S%
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1.3. Cilj istrazivanja

1. Utvrditi utjecaj osmoprimiranja sjemena donorima H>S na energiju klijanja, ukupnu
klijavost te mase hipokotila, korijena i kotiledona kod klijanaca krastavca sorte Pariski

korniSon, naklijavanih u prisustvu soli.

2. Analizom fizioloskih pokazatelja rasta, utvrditi jesu li klijanci krastavca dobiveni iz
sjemena razli¢itih proizvodnih godina te naklijavanog u otopini niske koncentracije NaCl

bili pod stresom.

3. Utvrditi da li postoji razlika u klijavosti i razvoju Kklijanaca krastavca s obzirom na

primijenjeni donor sumporovodika.

4. Utvrditi da li postoje razlike u klijavosti i razvoju klijanaca s obzirom na starost sjemena

krastavca.

Osnovna hipoteza istrazivanja je bila da H2S znacajno utjee na klijavost i energiju klijanja
sjemena krastavca naklijavanog na povisenoj razini soli, te da postoje znacajne razlike izmedu
primijenjenih donora H.S; NaHS 1 GYY4137. Analize pokazatelja rasta (energija klijanja,
standardna klijavost, mase hipokotila, korjencic¢a i kotiledona) takoder bi trebale dati odgovor

na pitanje da li tretmani donorima H2S mogu povecati vigor starog sjemena.
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2. PREGLED LITERATURE

Brojnim istrazivanjima je dokazano da biljke asimiliraju ali i proizvode H>S te ga koriste u
metabolizmu. Rennenberg (1983.) zapaza da koncentracije H.S variraju od 1 do 15 uM u
listovima uro¢njaka (Arabidopsis thaliana L.). Takoder su izvijestili kako mlade lis¢e i mlade
biljke imaju puno vece koncentracije H»S od starijih biljaka i listova. Biosinteza H>S kod biljaka
vec¢inom potjece 0d metabolizma cisteina. Najnovija istrazivanja pokazuju kako su sintetski i
degradacijski enzimi cisteina usko povezani s produkcijom H>S u biljkama. Sinteza H2S u
najve¢oj mijeri je posljedica metabolizma L-cisteina gdje uz pomo¢ enzima L-cistein
desulfhidraze (L-CD) nastaje H2S, amonijak i piruvat. Wang (2012.) navodi kako je aktivacija
L-CD enzima kljucan faktor otpustanja HS tijekom reakcije biljke na napad patogena. Uz L-
CD koji razlaze L- cistein, postoji i D- cistein desulfhidraza koja razlaze samo i specifi¢no D-
cistein (Slika 4). Osim ova dva nagina H2S biosinteze, moguca je redukcija iz SO3? uz enzim

sulfit reduktazu.

(L_cysteia LCD (4.4.1.1) Hy _beo £4<.15) @ {ystea

H,0

: Pyruvate)

Slika 4. Biosinteza H»S u biljkama
Izvor: Physiological implications of hydrogen sulfide: A whiff exploration that blossomed
(Wang, 2011.)

Takoder je dokazano da H2S ima visestruku ulogu u biljnom organizmu. Ta uloga dolazi do
izraZaja samo pri niskim koncentracijama H»S. H2S utjece na fizioloske funkcije, posredovanju
u zatvaranju puci i odgovoru na abiotski stres (teski metali, solni, susni i toplinski stres). Osim
navedenoga, H2S je ukljucen u organogenezu i rast, regulaciju starenja, poboljsanje klijanja
sjemena i povecanje fotosinteze. Dokazano je da mnoge biljne vrste mogu proizvesti HS, koji
je endogena molekula i djeluje kao signalna molekula (Wang, 2011.). Wilson i sur. (1978.) u
dokazali da krastavac (Cucumis sativus L.), bundeva (Cucurbita pepo L.), soja (Glycine max

(L.) Merr.) i pamuk (Gossypium hirsutum L.) mogu proizvesti H,S. Koli¢ina H2S u listovima
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se postupno povecava dok lis¢e prima sumpor kroz peteljke listova ili ako je korijen mehanicki
ostecen. Koristeci krastavac (Cucumis sativus L.) kao model, Sekiya i sur. (1982.) su utvrdili
da mlade lis¢e emitira puno vise H2S od starijeg lis¢a. Otpustanje H>S iz biljaka je potvrdio i
Rennenberg (1983.). Otkriveno je da listovi bundeve (Cucurbita pepo L.) tretirani sulfatom,
sulfitom, cisteinom ili sa SO?, emitiraju H,S, ali su ukljuéeni druga¢iji metaboliti¢ki putevi s

obzirom na razlicite oblike dodanih sumpornih spojeva.

Donori H2S podrazumijevaju kemijske spojeve koji se apliciraju na bilo koji biljni materijal, u
vidu otpustanja H2S. U brojnim istrazivanjima koristeni su razni sumporni spojevi kao §to su

S, S04%, SO3%", HSO4 i NaHS koji je jedini pokazao efektivne rezultate otpustanja H»S.

Biljke gube vodu uglavnom kroz puci lista. Mehanizmi njihova otvaranja i zatvaranja
kontroliraju se komponentama staniénog signalinga poput Ca?*, H202, NO, ABA, i H2S ¢&ije je
djelovanje u medusobnoj sprezi. Lisjak i sur. (2010.; 2012.) u svojim istrazivanjima uz NaHS
koriste i GY'Y4137 (morfolin-4-ium 4 metoksifenil (morfolino) fosfinoditioat). Naime, postoji
razlika izmedu otpustanja plina H2S kod ovih dviju molekula. NaHS je vrlo reaktivna molekula
1 otpuStanje HzoS je vrlo brzo, dok GYY4137 otpusta puno manje koli¢ine H2S kroz duZe
vremensko razdoblje. U konacnici ova svojstva donora H2S omoguc¢avaju pojedinacne razlike
u rezultatima istrazivanja. Navedena grupa autora istrazuje efekte donora H2S na regulaciju
otvora puci kod A. thaliana (L.) i C. annuum (L.) te dolaze do zakljucka da puci kod listova
tretiranih s NaHS i GY' Y4137 imaju veci otvor u uvjetima dnevnog osvjetljenja ali i da navedeni
tretmani sprijecavaju zatvaranje pu¢i u uvjetima tame. Najveéi promjer puci je utvrden pri
tretmanu lisS¢a s 10 mM GYY4137. Takoder su koriste¢i tehniku laserske skenirajuce
konfokalne mikroskopije (CLSM) uz koristenje specifiéne fluorescentne probe, dokazali da
H2S smanjuje akumulaciju NO u stanicama zapornicama, koji utjece na zatvaranje puci. Slicno
tome NaHS i GYY4137 smanjuju akumulaciju NO induciranu ABA tretmanom na tkivo lista
kod A. thaliana (Liu i sur. 2011.).

Takoder je dokazano da HS sudjeluje u adaptaciji na abiotski stres. TeSki metali su jedan od
¢eSc¢ih uzrocnika abiotskog stresa. Zajednicke posljedice toksi¢nosti teSkih metala su pretjerano
nakupljanje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) koji rezultiraju oksidativnim stresom, §to moze
dovesti do peroksidacije lipida, oksidacije proteina, inaktivacije enzima, oStecenja DNA
(Yadav isur., 2009.). Poznato je da teski metali, od kojih je jedan i aluminij (Al), blokiraju rast
biljke. Vodeni tom ¢injenicom Chen i sur. (2013) tretiraju mlade biljke je¢ma (Hordeum

vulgare L.) s NaHS. Ovaj tretman je inhibirao toksi¢ni u¢inak aluminija na rast i izduzivanje
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korijena. Pri tretmanu s NaHS uoc¢ena je smanjena akumulacija Al u mladim biljkama. Zhang i
sur. (2010.a) zapazaju kako tretiranje S egzogenim NaHS moze ublaziti pad standardne
klijavosti kod sjemena pSenice (Triticum sp. L.) u uvjetima izlozenosti toksi¢cnom djelovanju
kroma. Takoder je utvrdeno kako NaHS ublazava inhibicijski efekt bakra kod pSenice ovisno o
dozi. Istrazivanja potvrduju da H>S ili HS™ ¢eS¢e nego drugi sumporni spojevi nastali iz NaHS
mogu unaprijediti klijanje pod stresnim uvjetima (povisena koncentracija Cu). Wang i sur.
(2010.) isticu kako tretman s NaHS (donor H2S) ublazava efekt toksi¢nosti bora koji kod

presadnica krastavaca uzrokuje znacajno skracenje korijena.

Solni stres se manifestira kao multipli Stetni ucinak na biljke preko osmotskog stresa,
toksi¢nosti iona te narusenom ravnotezom hraniva, §to na kraju rezultira oksidativnim stresom.
Solni stres je najucestaliji tip abiotskog stresa u svjetskoj biljnoj proizvodnji. VrSena su
mnogobrojna istrazivanja zasnovana na toleranciji povisenih razina soli kod biljaka i
olakSavanju rasta biljaka u uvjetima solnog stresa. Predtretman s NaHS i donorima NO moze
znacajno ublaziti usporeno Klijanje sjemena i jednako tako rast mladih biljaka lucerne
(Medicago sativa L.) pri solnom stresu od 100 mM NacCl, te povecati omjer kalija i natrija u
korijenu (Wang i sur., 2011.). Bao i sur. (2011.) istrazuju utjecaj egzogenog HoS na kultivaru
pSenice LM15 osjetljivog na solni stres. Rezultati pokazuju kako tretmani sjemena s 0,01, 0,05,
0,09 i 1,3 mM NaHS kroz 12 sati zna¢ajno ublazavaju inhibiciju klijanja sjemena, odnsno
povecavaju indeks Klijanja i rast mladih biljaka u uvjetima solnog stresa od 100 mM NacCl,

ovisno o koncentraciji NaHS.

H2S se pokazao djelotvornim i kod otpornosti biljaka na stres uzrokovan suSsom. Shan i sur.
(2011.) dolaze do zakljucka da je predtretman s H2S smanjio sadrzaj malondialdehida (MDA)
i otpustanje elektrolita, uzrokovanim nedostatkom vode kod biljaka psenice (Triticum aestivum
L.) u usporedbi s kontrolom. Jin i sur. (2011.) dokazuju da je sinteza H.S u biljkama povezana
sa stresom uzrokovanim su$om te navode da se u takvim uvjetima povecala produkcija
endogenog H.S, koja se nakon dodatka vode smanjuje. Zhang i sur. (2010.b) su otkrili da se
klijanje sjemena psenice uvelike smanjuje povecanjem osmotskog potencijala vanjske otopine
te da u takvim uvjetima tretman s NaHS stimulativno djeluje na klijanje sjemena ovisno o dozi.
Rezultati takoder govore kako Na* i razli¢iti spojevi koji sadrze sumpor (5%, SO4%, SO32, HSO3"
) nisu u mogucnosti poboljsati klijanje kao H2S ili HS osloboden iz NaHS, koji pokazuju
zastitnu ulogu kod osmotskog stresa. Nedostatak vode je cesto povezan sa stresom uzrokovanim
visokom temperaturom. Christou i sur. (2011.) su pri hidroponskom uzgoju jagode (Fragaria x
ananassa var. Camarosa) tretirali korijen biljaka s 10 mM NaHS kroz 48 sati te ispitivali
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toleranciju na naknadno izlaganje toplinskom stresu od 42°C tijekom 8 sati. Predtretman
korijena s NaHS je rezultirao znatno povisenom tvorbom klorofila u listu, vecoj provodljivosti
puci i ve¢im relativnim sadrzajem vode u listu, kao i smanjenom gubitku iona te nizom razinom
lipidne peroksidacije, u odnosu na jagode koje su izloZene toplinskom stresu bez predtretmana

navedenim donorom.

Jedan od glavnih ciljeva poljoprivredne biljne proizvodnje je postizanje §to brze i ujednacenije
klijavosti i nicanja mladih biljaka nakon sjetve. Da bi se unaprijedila i poboljsala odredena
fizioloska svojstva sjemena, Koriste se razli¢ite metode pa tako i osmoprimiranje, koje se
pokazalo kao funkcionalna metoda predsjetvenog tretmana sa svrhom povecanja vigora
sjemena. Ovakve metode se koriste najces¢e kod sjemena gdje postoji isplativost samog
tretmana i kod sjemena koje skladiStenjem znacajno gubi na energiji klijanja (Li, 2012.). Kako
je veé prije navedeno, tretman sjemena s H2S moze povecati standardnu Klijavost psenice
naklijavane u prisustvu poveéanih koncentracija teskih metala poput Cr, AI** i Cu?*. Prethodno
navedeni pozitivni rezultati primjene HzS su usko povezani s pojatanom akumulacijom amilaze
te antioksidativnih enzima superoksid-dismutaze (SOD), katalaze (CAT), askorbat-peroksidaze
(APX) i gvajakol-peroksidaze (GPOD) (Wang i sur., 2010.; Chen i sur., 2013.). Li i sur. (2012.)
su takoder utvrdili kako imbibicija sjemena u otopini H20 uvelike povecava standardnu
klijavost kod Jatropha curcas (L.), stimulirajuci aktivnost L-cistein desulfhidraze (L-CD) sto
dovodi do pojacane akumulacije H2S. Predtretman sjemena inhibitorom enzimatske biosinteze
H>S putem L-CD, aminooksiacetilnom kiselinom (AOA), eliminiran je i pozitivni u¢inak H>O»
na povecanje standardne klijavosti sjemena. Takoder je utvrdeno da egzogeno primijenjeni H2S
rezultira pove¢anjem standardne klijavosti kod navedene vrste. Ova istrazivanja navode kako
se sumporovodiku moze pripisati priming efekat koji poboljsava klijanje i vigor sjemena u

normalnim uvjetima i u uvjetima stresa.

Osmoprimiranje je naj¢es¢a metoda primiranja (kondicioniranja) sjemena a polietilen glikol
(PEG) najcesce koristeno osmotsko sredstvo. Prema podacima iz literature, na temelju brojnih
istrazivanja s razli¢itim biljnim vrstama, postize se prosjec¢no 11%-tno povecanje klijavosti i do
36% krace prosjecno vrijeme do pocetka klijanja. Ucinak primiranja se uglavnom tumaci
djelovanjem osmotskog potencijala otopine (u rasponu -0,5 do -2,0 MPa), temperature
(ve¢inom 15-20°C) i trajanja tretmana (8 h do 14 dana), pri ¢emu se aktiviraju biokemijski
procesi popravka oste¢enih nukleinskih kiselina, priprema za diobu stanica i povecanje

antioksidativne aktivnosti u tretiranom sjemenu. Glavni nedostatak ovakvog kondicioniranja
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sjemena je skra¢enje vremena skladiStenja jer je sjeme nakon tretmana potrebno osusiti do

pocetnog sadrzaja vlage (Nawaz i sur., 2013.).

Polietilen glikol (PEG) je gotovo nezaobilazan spoj u istrazivanjima baziranim na
osmoprimiranju sjemena. Pozitivni efekti osmoprimiranja sjemena s PEG-om su brojni te su
utvrdeni na sjemenu brojnih biljnih vrsta. Sadegh i sur. (2010.) su istrazivali efekte
osmoprimiranja sjemenu soje (Glycine max [L.] Merr.) s otopinama PEG razli¢itih osmotskih
potencijala i pri razli¢itoj duljini osmoprimiranja uz konstantnu temperaturu od 25°C. Opéenito,
tretirano sjeme je pokazalo bolji vigor u odnosu na kontrolno neprimirano ili samo
hidroprimirano sjeme u destiliranoj vodi. Rezultati istog istrazivanja pokazuju kako razliciti
osmotski potencijal i razli¢ita duljina osmoprimiranja imaju znacajan utjecaj na postotak
klijavosti, prosjecno vrijeme klijanja, indeks klijavosti, vrijeme potrebno za klijanje 50%
sjemenki i elektri¢nu provodljivost sjemena. Prema dobivenim rezultatima isticu kako osmotski
tlak otopine PEG od -1,2 MPa poboljsava pokazatelje vigora sjemena u odnosu na ostale
osmotske vrijednosti ispitivanih otopina (-0.4, -0.8, -1.6, -2 MPa). Takoder je utvrdeno da je
osmoprimiranje u trajanju od 12 sati, u otopini s osmotskim tlakom od -1.2 MPa dalo znatno
bolje rezultate u odnosu na tretiranja u trajanju 6, 24 i 48 sati.

Osim PEG-a u istrazivanjima efekta osmoprimiranja se koriste i neke druge otopine soli poput,
NaCl ili KNOs. Farooq i sur. (2005.) su istrazivali utjecaj osmoprimiranja na sjeme razli¢itih
kultivara rajéice (Lycopersicon esculentum Mill.). Sjeme je osmoprimirano odmah nakon
vadenja iz ploda i suSenja. Spomenuti autori su dokazali pozitivan utjecaj tretmana NaCl-om i
KNOs kao i s PEG-om pri osmotskom tlaku od -1,1 MPa kroz 24 sata, na vigor i klijanje kod
svih kultivara raj¢ice. Svi tretmani su smanjili vrijeme potrebno za klijanje 50% sjemenki kao
i prosjec¢no vrijeme klijanja te povecali ukupnu Klijavost, indeks klijanja i energiju klijanja, te
rezultirali ve€om duzinom korjencica i izdanaka u usporedbi s netretiranim sjemenom. Kod
svih kultivara najkrace vrijeme potrebno za klijanje 50% sjemenki zabiljeZeno je pri tretmanu
s KNOg, kojeg slijede tretmani s NaCl i PEG. Osim toga, tretman sjemena s KNOs je rezultirao
najmanjim prosje¢nim vremenom klijanja te najve¢om standardnom klijavoscu, indeksom i

energijom klijanja a takoder i najve¢om duzinom korjenciéa i izdanaka.

Kako osmoprimiranje s otopinama razli¢itih soli moze negativno utjecati pokazuje istrazivanje
koje su proveli takoder Farooq i sur. (2007.), na sjemenu dinje. Sjeme su osmoprimirali
koristec¢i 1, 2 i 3% otopine KNOsi CaCl; u trajanju od 24 sata. Bez obzira $to su dobili pozitivne

rezultate prilikom osmoprimiranja sjemena suncokreta, rize i pSenice kalcijevim solima, u
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ovom je istrazivanju provedenom na sjemenu dinje, CaCl> dao znatno loSije rezultate svih
ispitivanih pokazatelja vigora sjemena. Osmoprimiranje s 1% KNOs je poboljsalo energiju

klijanja i standardnu klijavost sto je rezultiralo ujednacenijim razvojem klijanaca.

Za osmoprimiranje postoje velike moguénosti kombinacija, od koriStenja otopina razlicitih
osmotskih potencijala, razli¢itih koncentracija i vrsta soli, do duljine trajanja tretmana, razlicitih
temperatura te naravno ispitivanje na sjemenu razlicitih biljnih vrsta. Takoder je moguca i
kombinacija razli¢itih vrsta soli u jednoj otopini §to su istrazivali Mauromicale i Cavallaro
(1995.) na sjemenkama vise kultivara rajcice, koriste¢i PEG na 6 i 8 dana te KNO3+K3PO4 na
4, 6 1 8 dana, pri osmotskom potencijalu od -1.5 MPa uz temperaturu 20°C. Nakon ispiranja i
susenja sjemenke su posijane u laboratorijskim uvjetima na razli¢ite podloge za naklijavanje
simuliraju¢i osmotski stres primjenom otopina PEG s razli¢itim osmotskim potencijalom (0,
-0,5,-0,7,-0,9, -1,1i-1,3 MPa). Osmoprimiranje je znacajno povecalo standardnu klijavost pri
niskim osmotskim potencijalima u odnosu na kontrolu. Pri tretmanu s PEG osmotskog
potencijala -0.7 MPa u trajanju od 8 dana, utvrdeno je povecanje standardne Klijavosti u
usporedbi s kontrolom za 13%. Pri tretmanu sjemena s KNO3+K3POj4 U trajanju 8 dana uoc¢eno
je povecanje standardne Kklijavosti od 40%, u odnosu na netretirano sjeme. U ovom istrazivanju
kao najefikasniji se pokazao tretman gdje je sjeme osmoprimirano s kombinacijom
KNO3+K3PO4 u trajanju od 8 dana, kod kojeg je prosje¢no vrijeme klijanja bilo za 4 dana krace

u usporedbi s kontrolom gdje je ono iznosilo 9,5 dana.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Postavljanje pokusa i koriStena oprema

Sjeme krastavca (Cucumis sativus L.) sorte " Pariski kornison™ je prije naklijavanja imbibirano
u otopinama donora sumporovodika, NaHS (natrij hidrogen sulfid) i GYYY4137 (morfolin-4-
ium 4 metoksifenil (morfolino) fosfinoditioat). Odvagano je po 200 sjemenki, odbrojeno u
plasti¢ne epruvete od 50 mL te su dodani jednaki volumeni otopina GY' Y4137 odnosno NaHS,
u koncentracijama od 300 uM. Sjeme je imbibirano u navedenim otopinama 12 sati, nakon cega

je osuSeno na filter papiru pri sobnoj temperaturi naredna 24 sata, te ponovno odvagano.

Po 50 sjemenki je naklijavano na vlaznom ubrusu navlazenom s 150 mL destilirane vode za
varijantu kontrola odnosno 150 mL otopine NaCl, EC vrijednosti podesene na 2,81 mS/cm S$to
je odgovaralo koncentraciji od 25 mM za varijantu u kojoj je ispitivan fizioloski efekt NaCl.

Pokus je postavljen u 4 ponavljanja.

Navlazeni ubrusi su nakon postavljanja sjemenki smotani u tuljke, prebaceni u najlonske
vredice te zatvoreni zbog sprjeéavanja gubitka vlage i postavljeni u uspravnom poloZzaju u

vertikalnu klima komoru (Frigomat) na temperaturu od 20°C, u mraku (Slika 5).
3.2. Odredivanje energije klijanja i standardne klijavosti

Cetvrti dan od dana postavljanja pokusa je izbrojano isklijalo sjeme, te je iz tih podataka
izraCunata energija klijanja (EK) u postotcima, u odnosu prema ukupnom broju sjemenki
postavljenih na naklijavanje za svaki primijenjeni tretman. Osmi dan od dana postavljanja
pokusa prebrojavanjem isklijanih, zdravih i normalno razvijenih klijanaca utvrdena je
standardna klijavost (SK) u postotcima prema ukupnom broju sjemenki postavljenih na

naklijavanje za svaki primijenjeni tretman.
3.3. Odredivanje mase hipokotila, korijena i kotiledona

Nakon odredivanja SK, izvagane su ukupne mase klijanaca, a nakon odvajanja hipokotila,

korjencica i kotiledona su izvagane mase pojedinih dijelova klijanaca krastavca.

3.4. Obrada podataka
Istrazivanje je provedeno kao trofaktorijalni pokus u Cetiri ponavljanja sa po 50 klijanaca po
ponavljanju. Ispitivan je utjecaj slijede¢ih faktora na molekularne pokazatelje stresa:

proizvodna godina sjemena (2009./2010., 2010./2011., 2011./2012.), osmoprimiranje sjemena
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donorima H2S (NaHS i GYY4137), te solni stres (kontrola - destilirana voda, NaCl - EC
otopine podeSen na 2,81 mS/cm). Svi utvrdeni rezultati su analizirani uobi¢ajenim metodama
statisticke obrade podataka pomoc¢u SAS Software 9.1.3, programske podrske (2002.-2003.,
SAS Institute Inc., Cary, USA) i Microsoft Office Excell 2010. Koristene su slijedece statisticke
metode: analiza varijance (ANOVA), statisticki testovi znacajnosti utjecaja primijenjenih
tretmana— F test i Fisher's LSD test (eng. Least Significant Difference) te pojedinacna i multipla
linearna korelacijska analiza.

Slika 5: Postavljanje pokusa
(foto: M. Spoljarevic)
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4. REZULTATI

Prema F testu, u prosjeku za sve varijante osmoprimiranja i naklijavanja sjemena krastavaca,
godina proizvodnje sjemena je znacajno utjecala na energiju klijanja (P=0,0072), standardnu
klijavost (P=0,0046) te mase hipokotila, korijena i kotiledona (P=0,0001) (Tablica 6).

Tablica 6. Znacajnost utjecaja godine proizvodnje sjemena (2009./2010., 2010./2011.,
2011./2012.), i osmoprimiranja sjemena donorima HzS (300 uM GYY4137, 300 uM NaHS),
solnog stresa u Klijanju (kontrola i NaCl) i njihovih interakcija na energiju klijanja (EK),
standardnu klijavost (SK) (%), masu hipokotila (mHIP), kotiledona (mKOT) i korijena
(mKOR) (g/biljci).

FAKTOR VARIJANTA EK SK mHIP mKOT mKOR
2009./2010. 95B 94 B 0,264 A 0,053A 0,050A
2010./2011. 98 A 96A 0,208B 0,033C 0,0328B
Godina proizvodnje sjemena (2011./2012. 98 A 97 A 0,267A 0,050B 0,054A
F test 5,68 6,27 68,83 606,94 47,69
P 0,0072 0,0046 <0,0001 <0,0001 <0,0001
NaHS 96 95 0,246 0,045 0,043
S E NS RGE GYY4137 98 96 0,248 0,045 0,047
F test 3,83 1,17 0,19 0,05 4,07
P 0,0581 0,2862 0,6649 0,8184 0,0512
Kontrola 97 96 0,233 B 0,045 0,044
Solni stres u klfjanju NaCl 97 95 0,260 A 0,045 0,047
F test 0,07 1,11 34,44 1,98 2,32
P 0,7996 0,2999 <0,0001 0,1676 0,1364
AT ER e A F test 1,45 1,29 4,95 0,09 0,43
P 0,2484 0,2873 0,0126 0,9134 0,6547
Godina x Stres F test 0,83 1,00 4,54 0,17 2,59
P 0,4453 0,3793 0,0174 0,6845 0,0892
SR s F test 0,20 0,007 4,36 0,02 0,14
P 0,6586 0,7913 0,0440 0,8783 10,7110
Godina x Osmoprimiranje |F test 0,41 0,07 6,53 2,42 1,69
X Stres P 0,6662 0,9292 0,0038 0,1029 0,1993

*Podaci su prosjek Cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci oznaceni razli¢itim slovom se razlikuju
prema LSD testu (A,B,C;P=0,05).

Prema rezultatima LSD testa, u prosjeku za obje varijante osmoprimiranja sjemena i
naklijavanja, sjeme iz proizvodne godine 2009./2010. je imalo statisticki znacajno niZu energiju
klijanja (95%) i standardnu klijavost (94%), dok se sjeme iz proizvodnih godina 2010./2011.
(EK 98%; SK 96%) te 2011./2012. (EK 98%; SK 97%), nije medusobno znacajno razlikovalo
u navedena dva pokazatelja vigora sjemena. Kod klijanaca naklijanih iz sjemena proizvodne
godine 2010./2011. su utvrdene statisticki znac¢ajno najmanje mase hipokotila (0,208 g/biljci),
mase kotiledona (0,033 g/biljci) i mase korijena (0,032 g/biljci). Klijanci iz najstarijeg
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(2009./2010.) sjemena imali su statisticki zna¢ajno najve¢uu masu kotiledona (0,053 g/biljci)
te najvecu masu hipokotila i korijena zajedno s klijancima naklijanim iz najmladeg sjemena
(2011./2012.), koje se statisti¢ki nisu znacajno razlikovale 2009./2010. (mHIP 0,264; mKOR
0,05 g/biljci) te 2011./2012. (mHIP 0,267; mKOR 0,054 g/biljci).

U prosjeku za sve proizvodne godine sjemena te obje varijante naklijavanja, F testom nije

utvrden znacajan utjecaj osmoprimiranja na pokazatelje vigora.

U prosjeku za sve proizvodne godine sjemena te obje varijante osmoprimiranja, F testom je
utvrden znacajan utjecaj varijante naklijavanja na masu hipokotila (P<0,0001), te je LSD
testom utvrdena znacajno veé¢a masa pri tretmanu s NaCl (0,26 g/biljci) u usporedbi na kontrolu
(0,233 g/biljci). Na ostale pokazatelje vigora sjemena varijanta naklijavanja nije znacajno

utjecala.

Ispitivanjem znacajnosti interakcija, F testom je utvrden znacajan utjecaj svih interakcija samo
na masu hipokotila godina x osmoprimiranje (P=0,0126), godina x stres (P=0,0174),
osmoprimiranje x stres (P=0,044) te godina x osmoprimiranje x stres (P=0,0038), dok na ostale

pokazatelje vigora interakcije nisu imale znacajan utjecaj.

Tablica 7. Znacajnost utjecaja godine proizvodnje sjemena (2009./2010., 2010./2011.,
2011./2012.), solnog stresa u klijanju (kontrola i NaCl) i njihovih interakcija pri razli¢itim
varijantama osmoprimiranja sjemena donorima H2S (300 uM GYY4137, 300 uM NaHS) na
energiju klijanja (EK) i standardnu klijavost (SK) (%).

EK SK
FAKTOR VARIANTA NaHS  GYY4137 NaHS  GYY4137
2009./2010. 94 B 97 92B 95
Godina |2010./2011. 97 A 98 96 A 96
proizvodnje [2011./2012. 98 A 98 97 A 98
sjemena |F test 5,23 0,92 4,38 2,52
P 0,0162 0,4170 0,0283 0,1081
Kontrola 97 98 96 96
Stres u NaCl 96 98 95 96
klijanju |F test 0,20 1,34 0,64 0,48
P 0,6600 0,2616 0,4338 0,4979
Godinax [F test 0,41 1,80 0,41 0,80
Stres P 0,6706 0,1935 0,6706 0,4645

*Podaci su prosjek Cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci oznaceni razli¢itim slovom se razlikuju
prema LSD testu (A,B,C;P=0,05).

U prosjeku za obje varijante naklijavanja sjemena, F testom je utvrden znacajan utjecaj godine

proizvodnje sjemena na energiju Klijanja i standardnu klijavost pri varijanti osmoprimiranja
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sjemena s NaHS (EK P=0,0162; SK P=0,0283) dok u varijanti osmoprimiranja s GYY4137

starost sjemena nije znacajno utjecala na pokazatelje vigora sjemena. (Tablica 7).

LSD testom je utvrdena znacajno niza energija klijanja i standardna klijavost pri sjemenu iz
proizvodne godine 2009./2010. pri varijanti osmoprimiranja s NaHS (EK 94%; SK 92%), dok
je sjeme iz proizvodnih godina 2010./2011. te 2011./2012. pokazalo statisticki znacajnu visu
klijavost u u varijanti osmoprimiranja s NaHS (u prosjeku od 96% — 98%) te se nije medusobno

statisticki znacajno razlikovalo.

U prosjeku za sve godine proizvodnje sjemena, uvjeti naklijavanja nisu zna¢ajno utjecali na
energiju Klijanja i standardnu Kklijavost ni u jednoj varijanti osmoprimiranja sjemena kao ni

interakcija godina X stres.

U prosjeku za obje varijante naklijavanja, F testom je utvrden znacajan utjecaj godine
proizvodnje sjemena na mase hipokotila, kotiledona i Kkorijena pri obje varijante
osmoprimiranja sjemena (mHIP: NaHS i GYY4137 P<0,0001; mKOT: NaHS i GYY4137
P<0,0001; mKOR: NaHS P=0,0135i GYY4137 P=0,0001) (Tablica 8).

Tablica 8. Znacajnost utjecaja godine proizvodnje sjemena (2009./2010., 2010./2011.,
2011./2012.), solnog stresa u klijanju (kontrola 1 NaCl) i njihovih interakcija pri razli¢itim
varijantama osmoprimiranja sjemena donorima H2S (300 uM GYY4137, 300 uM NaHS) na
masu hipokotila (mHIP), masu kotiledona (mKOT) i masu korijena (MKOR) (g/biljci).

mHIP mKOT mKOR
NaHS  GYY4137 NaHS  GYY4137 NaHS  GYY4137
2009./2010. 0,268A 0,260A 0,053A 0,053A 0,047A 0,053A
Godina [2010./2011. 0,197B 0,220B 0,032C 0,033C 0,030B 0,033B
proizvodnje 2011./2012. 0,271A 0,263A 0,050B 0,050B 0,055A 0,052 A

FAKTOR VARIUANTA

sjemena |F test 55,54 18,38 220,92 499,71 5,52 19,70
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0135 <0,0001

Kontrola 0,227B 0,2398B 0,045 0,046 0,042 0,045

Solni stres u |[NaCl 0,264 A 0,256 A 0,045 0,045 0,044 0,049

klijanju |F test 31,77 7,12 0,35 2,79 0,57 0,60
P <0,0001 0,0157 0,5591 0,1122 0,4614 0,4503

Godina x |F test 0,23 1,80 0,47 4,41 0,34 1,57
Stres P 0,7733 0,0008 0,6340 0,0277 0,7192 0,2352

*Podaci su prosjek cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci oznaceni razli¢itim slovom se
razlikuju prema LSD testu (A,B,C;P=0,05).

U prosjeku za obje varijante naklijavanja, LSD testom su utvrdene zna¢ajno najmanje mase
hipokotila kod sjemenaiz 2010./2011. pri oba tretmana donorima H>S (NaHS 0,197 1 GY'Y4137
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0,22 g/biljci), dok se mase hipokotila bile najvece kod sjemena iz 2009./2010. (NaHS 0,268;
GYY4137 0,260 g/biljci) i 2011./2012. (NaHS 0,271; GYY4137 0,263 g/biljci) pri istim
tretmanima te se nisu statisticki znacajno razlikovale. Mase kotiledona statisti¢ki su se najvise
medusobno razlikovale po godinama starosti sjemena u oba tretmana donorima H»S s time da
je najveca masa utvrdena na najstarijem sjemenu 2009./2010. (NaHS 0,053; GYY4137 0,053
g/biljci), dok je masa kotiledona sjemena iz 2011./2012. imala statisti¢i znacajno nizu masu u
obje varijante tretmana H>S donorima (NaHS 0,050; GY'Y4137 0,050 g/biljci). U oba tretmana
donorima H:S je utvrdena znacajno najniza masa kotiledona kod sjemena iz 2010./2011. (NaHS
0,032; GYY4137 0,033 g/biljci). Masa korijena u obje varijante osmoprimiranja sjemena
donorima HS je takoder bila znacajno manja kod klijanaca iz sjemena proizvodne godine
2011./2012. (NaHS 0,030 g/biljci i GYY4137 0,033 g/biljci) dok se sjeme iz proizvodnih
godina 2009./2010. (NaHS 0,047 g/biljci i GY'Y4137 0,053 g/biljci) i 2010./2011. (NaHS 0,055
g/biljci1 GYY4137 0,052 g/biljci) nije statisticki znacajno razlikovalo.

U prosjeku za obje varijante osmoprimiranja sjemena, F testom je utvrden znacajan utjecaj
godine proizvodnje sjemena na standardnu klijavost samo kod kontrole (SK; kontrola P=
0,0025) (Tablica 9).

Tablica 9. Znacajnost utjecaja godine proizvodnje sjemena (2009./2010., 2010./2011.,
2011./2012.), osmoprimiranja sjemena donorima H2S (300 uM GYY4137, 300 uM NaHS) i
njihovih interakcija pri solnom stresu u klijanju (kontrola i NaCl) na energiju klijanja (EK) i
standardnu klijavost (SK) (%).

EK SK
FAKTOR VARIJANTA Nacl K Nacl K
2009./2010. 95 96 93 94 B
Godina 2010./2011. 98 98 95 97 A
proizvodnje  [2011./2012. 99 97 98 97 A
sjemena F test 3,54 2,58 2,69 8,53
P 0,0503 0,1034 0,0953 0,0025
NaHS 96 97 95 96
Osmoprimiranje GYY4137 98 98 96 96
sjemena F test 2,06 1,91 0,54 1,03
P 0,1682 0,1843 0,4708 0,3238
Godina x F test 1,08 0,58 0,23 3,03
Osmoprimiranje |P 0,3611 0,5692 0,7964 0,0737

*Podaci su prosjek cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci oznaceni razli¢itim slovom se
razlikuju prema LSD testu (A,B,C; P=0,05).
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U prosjeku za sve ispitivane godine proizvodnje sjemena, F testom nije utvrden znacajan utjecaj
osmoprimiranja sjemena na energiju klijanja i standardnu klijavost, a takoder nije potvrden

signifikantan utjecaj interakcije godina x osmoprimiranje.

U prosjeku za obje varijante osmoprimiranja sjemena, utvrden je znacajan utjecaj godine
starosti sjemena na mase hipokotila, kotiledona i korijena pri obje varijante naklijavanja
sjemena (mHIP, mKOT i mKOR: NaCl i kontrola P<0,0001) (Tablica 10).

Tablica 10. Znacajnost utjecaja godine proizvodnje sjemena (2009./2010., 2010./2011.,
2011./2012.), osmoprimiranja sjemena donorima H2S (300 uM GYY4137, 300 uM NaHS) i
njihovih interakcija pri solnom stresu u klijanju (kontrola i NaCl) na masu hipokotila (mHIP),
kotiledona (mKOT) i korijena (MKOR) (g/biljci).

mHIP mKOT mKOR
NaCl K NaCl K NacCl K
2009./2010. 0,278 A 0,250A 0,052A 0,053A 0,054A 0,046 A
Godina 2010./2011. 0,213B 0,245A 0,032C 0,033C 0,030B 0,033B
proizvodnje  2011./2012. 0,289A 0,204B 0,050B 0,050B 0,056 A 0,051A

FAKTOR VARIJANTA

sjemena F test 43,62 26,05 246,45 41591 31,20 17,23

P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

NaHS 0,264 0,227 0,045 0,045 0,044 0,042
Osmoprimiranje (GYY4137 0,256 0,239 0,045 0,046 0,049 0,045
sjemena F test 1,13 4,04 0,01 0,30 2,52 1,56

P 0,3028 0,0598 0,9139 0,5888 0,1296 0,2283

Godinax  |F test 1,12 12,82 0,77 2,21 0,60 1,66
Osmoprimiranje |P 0,3474 0,0003 0,4769 0,1391 0,5601 0,2185

*Podaci su prosjek Cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci oznaceni razli¢itim slovom se razlikuju
prema LSD testu (A,B,C;P=0,05).
Interakcija godina X osmoprimiranje je znacajno utjecala samo na masu hipokotila pri

naklijavanju sjemena samo kod kontrole (P= 0,0003).

U prosjeku za obje varijante tretmana sjemena donorima HzS, LSD testom je utvrdena znacajno
veca masa hipokotila i kotiledona u kontroli i uz prisustvo NaCl, kod Kklijanaca dobivenih iz
najstarijeg sjemena 2009./2010. (mHIP: 2009./2010. NaCl 0,278 g/biljci i kontrola 0,250
g/biljci; mKOT 2009./2010. NaCl 0,052 g/biljci i kontrola 0,053 g/biljci). Kod klijanaca
dobivenih iz proizvodne godine 2010./2011. utvrdene su zna¢ajno najmanje mase kotiledona u
kontroli i uz prisustvo NaCl (mKOT: 2010./2011. NaCl 0,032 g/biljci i kontrola 0,033 g/biljci).
Takoder je znacajno najmanja masa korjena pri oba uvjeta naklijavanja utvrdena kod klijanaca

dobivenih iz sjemena 2010./2011. (NaCl 0,03 g/biljci i kontrola 0,033 g/biljci), dok su znacajnu
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najve¢u masu kotiledona imali klijanci iz sjemena najstarije 2009./2010. i najmlade 2011./2012.
proizvodne godine te se nisu statisticki znacano razlikovali (mKOR: 2009./2010. NaCl 0,054
g/biljci i kontrola 0,046 g/biljci; mKOR: 2011./2012. NaCl 0,056 g/biljci i kontrola 0,051
g/biljci).

Prema F testu, u prosjeku za obje varijante osmoprimiranja sjemena krastavaca donorima H:S,
uvjeti u kojima je naklijavano sjeme nisu znacajno utjecali na energiju klijanja i standardnu
klijavost (Tablica 11).

U prosjeku za obje varijante naklijavanja sjemena, osmoprimiranje te interakcija
osmoprimiranje x stres, nisu znacajno utjecali na energiju klijanja i1 standardnu klijavost bez

obzira na godinu proizvodnje sjemena.

Tablica 11. Znacajnost utjecaja osmoprimiranja sjemena donorima H2S (300 uM GYY4137,
300 uM NaHS), solnog stresa u klijanju (kontrola i NaCl) i njihovih interakcija po godinama
proizvodnje sjemena (2009./2010., 2010./2011., 2011./2012.) na energiju klijanja (EK) i
standardnu klijavost (SK) (%).

EK SK
FAKTOR VARIJANTA 2009./10. 2010./11. 2011./12. 2009./10. 2010./11. 2011./12.
NaHS 94 97 98 92 96 97
Osmoprimiranje GYY4137 97 98 98 95 96 98
sjemena F test 3,05 0,36 0,49 2,58 0,12 0,15
P 0,1065 0,5604 0,4974 0,1340 0,7350 0,7026
Kontrola 96 98 97 94 97 97
Solni stres u NaCl 95 98 99 93 95 98
klijanju F test 0,40 0,28 1,90 0,21 2,89 0,18
P 0,5377 0,6073 0,1935 0,6536 0,1147 0,6800
Osmoprimiranje x F test 0,32 0,30 0,51 0,02 0,11 0,13
Stres P 0,5830 0,5921 0,4898 0,8939 0,7502 0,7204

*Podaci su prosjek Cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci oznaceni razli¢itim slovom se razlikuju
prema LSD testu (A,B,C;P=0,05).

Prema F testu, u prosjeku za obje varijante naklijavanja sjemena krastavaca, osmoprimiranje je
znacajno utjecalo samo na masu hipokotila kod sjemena iz proizvodne godine 2010./2011.
(P=0,0033) te je LSD testom kod klijanaca dobivenih iz istog sjemena utvrdena zna¢ajno veca
masa u tretmanu s GY'Y4137 (0,219 g/biljci).

U prosjeku za obje varijante osmoprimiranja sjemena, varijante naklijavanja takoder su

znacajno utjecale na mase hipokotila kod klijanaca dobivenih iz najstarijeg i najmladeg sjemena
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(2009./2010.: P=0,0255; 2011./2012. P<0,0010) te na masu kotiledona kod klijanaca iz sjemena
proizvedenog 2010./2011. (P=0,026) (Tablica 12).

Tablica 12. Znacajnost utjecaja osmoprimiranja sjemena donorima H2S (300 uM GYY4137,
300 uM NaHS), solnog stresa u klijanju (kontrola i NaCl) i njihovih interakcija po godinama
proizvodnje sjemena (2009./2010., 2010./2011., 2011./2012.) na masu (g) hipokotila (mHIP),
kotiledona (mMKOT) i korijena (MKOR) (g/biljci).

FAKTOR | VARIJANTA mHIP mKOT mKOR
09./10. 10./11. 11./12. 09./10. 10./11. 11./12. 09./10. 10./11. 11./12.
~INaHs 0,268 0,197B 0,271 0,053 0,030 0,050 0,047 0,031 0,052
Ons‘::‘:r';ref GYY4137 0,260 0,219A 0,263 0,053 0,033 0,050 0,053 0,033 0,055
sjemena || test 055 13,35 2,25 001 043 000 341 068 0,65
0,4741 0,0033 0,1597 0,9361 0,5252 0,9910 0,0898 0,4264 0,4375
~ |kontrola 0,250 B 0,204 0,245B 0,053 0,033A 0,050 0,046 0,033 0,051
Solni j\acy 0,278 A 0,213 0,289A 0,052 0,032B 0,050 0,054 0,030 0,056
;;:::; F test 650 2,36 61,60 0,28 645 001 442 118 1,57
P 0,0255 0,1501 <0,0010 0,6053 0,0260 0,9087 0,0572 0,2997 0,2339
Osmopr. |F test 151 2025 509 162 298 131 038 025 242
X Stres |P 0,2423 0,0007 0,0436 0,2278 0,1098 0,2749 0,5498 0,6243 0,1455

*Podaci su prosjek cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci oznaceni razli¢itim slovom se razlikuju
prema LSD testu (A,B,C;P=0,05).

LSD testom je utvrdena znacajno ve¢a masa hipokotila kod sjemena naklijavanog u prisustvu
NaCl-a (mHIP: 2009./2010. 0,278 g/biljci 2011./2012. 0,289 g/biljci) te masa kotiledona kod
kontrolnog sjemena (mKOT: 2010./2011. 0,033g/biljci).

U prosjeku za obje varijante naklijavanja sjemena, osmoprimiranje te interakcija

osmoprimiranje X stres znacajno su utjecali na masu hipokotila kod sjemena iz mladih

proizvodnih godina 2010./2011. (P=0,0007) i 2011./2012. (P=0,0436).
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5. RASPRAVA

Energija klijanja i standardna klijavost su vrlo bitni pokazatelji kvalitete vigora sjemena, a ¢iji
su rezultati neizostavni u planiranju norme sjetve (Lisjak i sur., 2009.). Na navedene pokazatelje
vigora sjemena utjeCe velik broj parametara poput genetskih svojstava i metoda selekcije
sjemena, starosti sjemena, klimatskih uvjeta tijekom uzgoja sjemenskog usjeva, na¢ina dorade
sjemena i uvjeta skladistenja (Ibrahim i sur. 2012.; Pimpini i sur., 2002.). U ovom istrazivanju,
u tretmanu gdje je sjeme osmoprimirano s NaHS, statisticki znac¢ajno najnize vrijednosti
energije klijanja (94%) (Grafikon 1) i standardne klijavosti (92%) (Grafikon 2) u prosjeku za
obje varijante naklijavanja utvrdene su kod najstarijeg sjemena krastavca, iz proizvodne godine
2009./2010. Nasuprot tome, u predsjetvenom tretmanu sjemena s GY'Y4137, sporootpustaju¢im
donorom H>S, nisu utvrdene znacajne razlike izmedu godina deklariranja za navedene

pokazatelje vigora sjemena (Grafikoni 1 i 2).

Energija klijanja (%)

99
98° 98

98

97

96 N 2009./2010.

m 2010./2011.
95

2011./2012.
94

93

92
NaHS GYY4137

Grafikon 1. Energija klijanja sjemena krastavca u postotcima (%). Razlike izmedu
proizvodnih godina sjemena (2009./2010.; 2010./2011.; 2011./2012.) prikazane po
varijantama osmoprimiranja (NaHS i GY'Y4137).

Zhang i sur. (2010.b) su u istrazivanjima utjecaja tretmana sjemena psenice s NaHS utvrdili da
osim povecanja klijavosti u uvjetima osmotskog stresa izazvanog predtretmanom sjemena s
PEG-6000, NaHS povecava i produkciju endogenog H»S. Takoder je ispitivan i utjecaj ostalih
spojeva koji sadrze sumpor poput S?, SO,*, SO,%, HSO4 kao i sam Na* te je utvrdeno da
nijedan navedeni spoj ne poboljsava klijavost toliko znacajno kao H2S generiran iz NaHS.
Rezultati tih istrazivanja takoder upucuju da H2S djeluje na poveéanje aktivnosti amilaze i

esteraze - klju¢nih enzima u fizioloskim procesima koji prethode klijanju. Aktivacija hidrolize
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rezervnih spojeva pohranjenih u endospermu te njihovo brzo i uéinkovito prevodenje u
jednostavnije fizioloski aktivne kemijske spojeve tijekom pocetne faze klijanja, vrlo je vazan
fizioloski moment. Naime, $to je brza razgradnja ovih spojeva to stanice brze dolaze do energije
potrebne za mitoticke diobe te uspostavljanje pune fizioloske funkcije svakog pojedinog
organela u novonastalim stanicama. Dakle, stimuliranje funkcije hidrolitickih enzima u
endospermu, uvelike moze doprinijeti povecanju energije klijanja i standardne Klijavosti te
boljem razvoju i veéem postotku prezivljavanja klijanaca. Usporedbom pokazatelja vigora
sjemena krastavca u ovom istrazivanju, po godinama starosti sjemena, vidljiv je razli¢it utjecaj
varijante osmoprimiranja na standardnu klijavost i energiju klijanja, u prosjeku za obje varijante
naklijavanja (u i bez prisustva NaCl). Kod varijante osmoprimiranja s GYY4137 nije uocena
znacajna razlika izmedu godina proizvodnje sjemena te su utvrdeni vrlo visoki postotci i kod
najstarijeg sjemena 2009./2010., gdje je standardna klijavost iznosila 95% (Grafikon 2) a
energija klijanja (97%) (Grafikon 1).
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NaHS GYY4137

Grafikon 2. Standardna klijavost sjemena krastavca u postotcima (%). Razlike izmedu
proizvodnih godina sjemena (2009./2010.; 2010./2011.; 2011./2012.) prikazane po
varijantama osmoprimiranja (NaHS i GY'Y4137).

Rezultati ukazuju na pozitivan utjecaj osmoprimiranja sjemena s GY'Y4137 koji je povecao
standardnu klijavost i energiju klijanja najstarijeg sjemena, $to nije sluc¢aj kod predtretmana s
NaHS. Mogucée da je u nasem istrazivanju, HoS generiran iz GY'Y4137, zbog svojih kemijsko-
bioloskih karakteristika, produzeno djelovao na fizioloske procese u fazi imbibicije ali i tijekom
klijanja. U fazi imbibicije voda prelazi kroz sjemenjacu i dolazi do endosperma, a posto je

GY'Y4137 dobro vodotopiv, zajedno s vodom prolazi preko sjemene ovojnice intercelularnim
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prostorima. Nakon imbibicije sjeme je osuSeno te je moguce da je GY' Y4137 zaostao u tkivima
sjemena te ponovom rehidracijom pri naklijavanju poceo s otpustanjem H»S, ¢ime bi se mogao
protumaciti njegov pozitivni ucinak na pokazatelje vigora. S druge strane sumporovodik se iz
NaHS vrlo brzo oslobada te ve¢im dijelom volatizira mozda i prije nego $to ude u tkivo. Dakle,
ako se i primjene otopine iste koncentracije, zbog samih kemijskih svojstava ova dva spoja,

koli¢ina H>S koja ude u stanice najvjerojatnije neée biti jednaka.

Masa hipokotila, kotiledona i korijena (g)
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. “ﬁ ﬂsza
0
mHIP mKOT mKOR

Grafikon 3. Razlike izmedu proizvodnih godina (2009./2010.; 2010./2011.; 2011./2012.)
prikazane po varijantama, u masi hipokotila (mHIP), kotiledona (mKOT) i korijena (MKOR).

Interesantno je da su klijanci naklijavani iz sjemena proizvodne godine 2010./2011. imali
znacajno manje mase hipokotila kotiledona i korijena bez obzira na varijante naklijavanja i
stresa (Grafikon 3). Medutim, kod sjemena iz navedene proizvodne godine utvrdena je i
znacajno najmanja masa 50 sjemenki u odnosu na najmlade 2011./2012. i najstarije 2009./2010.
sjeme (Grafikon 4). Navedeni rezultati odgovaraju rezultatima brojnih istrazivanja koja su
ispitivala utjecaj veli¢ine sjemena na klijavost i mase klijanaca kod razli¢itih vrsta
poljoprivrednih usjeva (Kawade i sur., 1987; Roy i sur., 1996.; Guberac i sur., 1998.), ¢iji
rezultati ukazuju na veliku varijabilnost ovih pokazatelja izmedu vrsta. Had i sur. (2012.)
rezultatima svojih istrazivanja na klijancima suncokreta, uzgojenih iz sjemena biljaka uzgajanih
pri viSe varijanti navodnjavanja, potvrduju vrlo znac¢ajne dvosmjerne korelacije izmedu veli¢ine

odnosno mase sjemena i mase hipokotila te korijena klijanaca.
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Grafikon 4. Prosje¢na masa 50 sjemenki u gramima. Razlike izmedu proizvodnih godina

(2009./2010.; 2010./2011.; 2011./2012.) sjemena krastavca.

Takoder, u prosjeku za obje varijante solnog stresa, mase hipokotila, korijena i kotiledona pri
obje varijante osmoprimiranja su bile prosje¢no za 30% nize kod klijanaca uzgojenih iz sjemena
proizvodne godine 2010./2011., u odnosu na mase utvrdene kod klijanaca iz sjemena preostale
dvije godine deklaracije (2009./2010. i 2011./2012.) koje se nisu znacajno medusobno
razlikovale (Grafikoni 5, 6 i 7). Dakle, bez obzira na primijenjene tretmane donorima H>S, ipak
je na masu klijanaca najznacajnije utjecala sama pocetna masa sjemena, $§to opet potvrduje da
se iz sjemena vece pocetne mase U pravilu razvijaju veci klijanci.

Sli¢ne rezultate su dobili Kajdan i Yagmur (2008.) u istrazivanjima provedenim na pSenorazi,
¢ije su sjemenke prema veli€ini svrstali u tri grupe te utvrdili da u uvjetima osmotskog i solnog
stresa vece sjeme daje 1 klijance ve¢e mase. Veca masa kotiledona znaci vecu zalihu rezervnih
hranjiva te ¢e njihovom razgradnjom nove stanice raspolagati s vecom koli¢inom energije
potrebne za fizioloSke procese tijekom razvoja klijanca u periodu dok biljka jo$ nije presla na
autotrofni nacin ishrane, tj. do sinteze klorofila i uspostave procesa fotosinteze u izdanku.
Medutim, upravo kod klijanaca dobivenih iz sjemena iz proizvodne godine 2010./2011., koji
su imali najmanju masu hipokotila, utvrdene su znacajne razlike u njihovoj masi izmedu dva

primijenjena donora H.S (Grafikon 5).
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Grafikon 5. Masa hipokotila klijanaca u gramima (g). Razlike izmedu proizvodnih godina
sjemena (2009./2010.; 2010./2011.; 2011./2012.) prikazane po varijantama osmoprimiranja
sjemena (NaHS i GYY4137). *Statisticki znacajna razlika izmedu tretmana donorima H>S.

Predsjetveni tretman sjemena krastavca sporootpustajuéim donorom GYY4137 rezultirao je
10% vec¢om masom hipokotila klijanaca (0,219 g) u usporedbi s masom utvrdenom pri tretmanu
s NaHS (0,197 g). Takoder kao 1 kod energije klijanja i standardne klijavosti, moguce da je
ovakav pozitivan u¢inak kod sjemena tretiranog s GY Y4137 rezultat kontinuiranog djelovanja
sumporovodika. U konacnici je moguce da je u sjemenu i ve¢a koncentracija sumporovodika
jer se on iz GY'Y4137 otpusta kroz duzi vremenski period te su zbog toga i puno manji gubici
volatizacijom u okolnu atmosferu. U nepovoljnim proizvodnim godinama dolazi do pada
prosjecne mase sjemena kod sjemenskog krastavca, ¢ime je smanjen i njegov vigor. Medutim,
moguce je navedenim predsjetvenim tretmanom takvog sjemena ipak povecati pocetni porast
klijanaca, $to u konacnici moze rezultirati i veéim prezivljavanjem mladih biljaka u
kontroliranim uvjetima pri plastenickoj proizvodnji te, jo§ znacajnije, u uvjetima vanjske
sredine ukoliko se radi o proizvodnji na otvorenom.

Ujednaceno nicanje sjemena vrlo je vazno za daljnji rast biljaka te se poduzimaju mjere
predsjetvene pripreme sjemena kako bi nicanje bilo brze i ujednacenije. Brze klijanje
sjemena uvjetovat ¢e bolje i ujednacenije klijance, bujniji razvoj, vecu otpornost na uvjete
vanjske sredine, bolesti i Stetnike, jer su razvijenije biljke opéenito otpornije na uzrocnike stresa
(Postic i sur., 2010.).
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Grafikon 6. Masa korijena klijanaca krastavca u gramima (g). Razlike izmedu proizvodnih

godina sjemena (2009./2010.; 2010./2011.; 2011./2012.) prikazane po varijantama
osmoprimiranja sjemena (NaHS i GY'Y4137).
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Grafikon 7. Masa kotiledona klijanaca krastavca u gramima (g). Razlike izmedu proizvodnih
godina sjemena (2009./2010.; 2010./2011.; 2011./2012.) prikazane po varijantama
osmoprimiranja sjemena (NaHS i GY'Y3147).
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Ukupne mase hipokotila pri obje varijante osmoprimiranja donorima H>S u prosjeku za sve
ispitivane godine deklaracije sjemena, razlikovale su se ovisno o varijantama naklijavanja. Kod
sjemena koje je naklijavano u vodi utvrdena je znacajno manja masa hipokotila u usporedbi s
klijancima dobivenih iz sjemena naklijavanog pri 25 mM otopini NaCl (Grafikon 8). Veliki
broj istrazivanja ukazuje kako biljke u uvjetima solnog stresa pokazuju efekte usporavanja rasta
korijena i nadzemnog djela biljke, najces¢e zbog smanjenog udjela suhe tvari (Rahiimi i sur.,
2011.). Medutim Unliikara i sur. (2008.) istrazujuéi utjecaj rastuéih konduktiviteta
fertirigacijske otopine za zalijevanje, na rast i razvoj salate (Lactuca sativa var. crispa), utvrduju
kako postupno povecanje saliniteta irigacijskih otopina dovodi do poveéanja akumulacije suhe
tvari u biljkama. Sivritepe i sur. (2003.) su tijekom 3 dana na 20°C osmoprimirali sjeme dinje
(Cucumis melo L.) otopinom NaCl konduktiviteta 18 mS/cm. Nakon sjetve navodnjavali su
biljke dinje otopinama rastu¢ih konduktiviteta (4, 5, 9, 13,5 i 18 mS/cm), §to je priblizno
ekvivalentno koncentracijama izmedu 40 mM i1 170 mM NacCl, dodaju¢i NaCl u fertirigacijsku
otopinu. Utvrdili su da niske razine solnog stresa mogu djelovati stimulativno na rast biljke, te
da osmoprimirao sjeme lakSe podnosi solni stres tijekom uzgoja u odnosu na neosmoprimirano

sjeme.

Masa hipokotila (g)
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Grafikon 8. Masa hipokotila klijanaca krastavca u gramima (g). Razlike izmedu varijanti
stresa pri klijanju (kontrola i NaCl) prikazane po varijantama osmoprimiranja sjemena (NaHS
i GYYA4137).

U naSim istrazivanjima sjeme Kkrastavca je naklijavano uz prisustvo otopine NaCl
konduktiviteta 2,81 mS/cm, §to je priblizno ekvivalent 25 mM NaCl. Sukladno rezultatima

prethodno navedenih istrazivanja, mozemo zakljuciti da ovakva otopina ne izaziva razinu
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solnog stresa koji bi se kroz narusavanje ionske homeostaze i osmotskog potencijala stanice
inhibirao porast klijanaca te je takoder i kod klijanca krastavca utvrden blagi stimulativni utjecaj
otopine niske koncentracije NaCl na pokazatelje ranog porasta. Takoder, stimulativno
djelovanje blage razine solnog stresa na akumulaciju svjeze tvari, pri istim tretmanima kao i u

nasem istrazivanju, utvrden je i kod klijanaca krastavca sorte Levina (Glodi¢, 2014.).
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6. ZAKLJUCAK

1. Najstarije sjeme krastavca iz proizvodne godine 2009./2010. je imalo znacajno niZu

standardnu klijavost i energiju klijanja kod varijante osmoprimiranja sjemena s NaHS.

2. U varijanti gdje je sjeme bilo imbibirano u otopini GY'Y4137 nije utvrdena znacajna razlika
u energiji klijanja i standardnoj klijavosti s obzirom na godinu deklaracije sjemena te je i kod
najstarijeg sjemena utvrden vrlo visok postotak za navedena dva parametra. Ovakav rezultat
upucuje da GYY4137 kao sporootpustaju¢i donor H2S moze povecati vigor kod starijeg

sjemena.

3. Kilijanci dobiveni iz sjemena proizvodne godine 2010./2011. su imali znacajno manje mase
hipokotila, korijena i kotiledona u prosjeku za obje varijante naklijavanja te pri oba primijenjena
donora H.S. Sjeme iz navedene proizvodne godine je imalo i najmanju prosjeénu masu u
odnosu na najmlade 2011./2012. i najstarije 2009./2010., vjerojatno zbog uvjeta proizvodne

godine. Dobiveni rezultati potvrduju kako se iz sjemena vece mase razvijaju i veéi klijanci.

4. Kod klijanaca dobivenih iz sjemena iz proizvodne godine 2010./2011. je utvrdena znacajno
veca masa hipokotila u varijanti gdje je sjeme bilo imbibirano u otopini GY'Y4137 u odnosu na
varijantu s NaHS. Takoder kao i kod energije klijanja i standardne klijavosti, moguce da je
ovakav pozitivan u¢inak kod sjemena tretiranog s GY Y4137 rezultat kontinuiranog djelovanja

sumporovodika, zbog sporijeg otpustanja H2S i njegove manje volatizacije u odnosu na NaHS.

5. Pri obje varijante osmoprimiranja sjemena donorima H.S te u prosjeku za sve godine
deklariranja sjemena, utvrdena je veca masa hipokotila kod klijanaca naklijavanih u prisustvu
NaCl, §to upucuje na stimulativni u¢inak niske razine solnog stresa na akumulaciju svjeze tvari

u hipokotilima klijanaca krastavca.
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8. SAZETAK

Osmoprimiranje je tehnika kojom se sjeme razli¢itih biljnih vrsta djelomicno ili u potpunosti
hidrira s vodom ili pak otopinama razli¢itih osmotskih vrijednosti s ciljem intenziviranja
fizioloskih procesa, kako bi se pospjeSilo i ubrzalo klijanje. U naSem istrazivanju je sjeme
krastavca (Cucumis sativus L.) iz tri proizvodne godine, osmoprimirano s 300 uM otopinama
dva razli¢ita donora sumporovodika: sporootpusajuci donor GY'Y4137 i brzootpustajuci donor
NaHS. Nakon imbibicije sjeme je osuseno i naklijavano na filter papiru navlazenom s 25 mM
NaCl, odnosno vodom. Osnovna hipoteza je bila da H2S utjece na klijavost i pokazatelje vigora
klijanaca kod sjemena krastavca naklijavanog u prisustvu soli te da postoje znacajne razlike
izmedu primijenjenih donora H>S; NaHS i GY'Y4137. Pri osmoprimiranju s NaHS, najstarije
sjeme iz 2009./2010. je imalo znacajno nizu standardnu klijavost i energiju klijanja dok u
varijanti osmoprimiranja s GY' Y4137 nisu utvrdene znacajne razlike izmedu godina deklaracije
sjemena u navedena dva parametra. Klijanci dobiveni iz sjemena proizvodne godine
2010./2011. su u prosjeku imali najmanje mase hipokotila, korijena i kotiledona ali i najmanju
prosjeénu masu sjemena. Medutim, kod sjemena iz navedene godine deklaracije, tretman s
GYY4137 je rezultirao znaCajno veé¢om masom hipokotila u usporedbi s varijantom
osmoprimiranja s NaHS. Takoder je utvrden stimulativni u¢inak otopine NaCl na masu
hipokotila u prosjeku za sve godine deklaracije i pri obje varijante osmoprimiranja. Dobiveni
rezultati upucuju da osmoprimiranje s GYY4137 moze povecati klijavost sjemena te

akumulaciju svjeze tvari u hipokotilima klijanaca razvijenih iz sjemena manje mase.
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9. SUMMARY

Osmopriming is a technique in which the seed of different plant species is partially or fully
hydrated with water or solutions with different osmotic potentials aiming to intensify
physiological processes, what improves and excellerates germination. In our study cucumber
seed (Cucumis sativus L.) from three different production years was osmoprimed with 300 uM
solutions of two different hydrogen sulphide donors: slowly releasing donor GY'Y4137 and fast
releasing donor NaHS. After imbibition, seed was dried and germinated on filter paper
moistened with 25 mM NaCl solution or water, respectively. Main hypothesis was that H>S
influences germination and vigour of cucumber seedlings germinated in the presence of salt,
and that applied H2S donors (NaHS and GYY4137) will differ significantly in their effect. In
treatment with NaHS the oldest seed from production year 2009/2010 had significantly lower
standard germination and germination energy, while in treatment with GY'Y4137 differences
among seed production years in aforementioned parameters were not established. Seedlings
germinated from seed produced in 2010/2011, had the lowest mass of hypocotyls, roots and
cotyledons but also the lowest seed mass. However, seed from this year of production treated
with GYY4137, developed significantly higher hypocotyl mass as compared to the treatment
with NaHS. Also, stimulative effect of NaCl solution on mass of hypocotyls was seen regarding
all years of seed production as well as in both osmopriming variants. The obtained results
suggest that osmopriming with GY'Y4137 can increase seed germination rate and accumulation

of fresh mater in hypocotyls of seedlings developed from smaller seed.
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