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1. UVOD
1.1. Suncokret (Helianthus annuus L.)

1.1.1. Podrijetlo i sistematika

Suncokret potjece iz Sjeverne Amerike, Mcksika i Perua, dok se u Europi, suncokret
poceo uzgajati u 16. stolje¢u. Najprije je uzgajan kao ukrasna biljka, sjeme je koristeno
za prehranu ptica, a ljudi su jeli jezgru iz sjemena. Suncokret (lat. Helianthus annuus
L.) je jednogodisnja zeljasta biljka iz porodice glavocika (lat. Asteraceae) (Tablica 1.).
Godine 1804. je prvi puta dobiveno ulje iz suncokreta. Sjeme sadrzi oko 50 % ulja, 20
% bjelancevina i ugljikohidrata. Od suncokretova ulja proizvode se margarin, stearin
(sluzi u proizvodnji svijeca, plastike). Glave suncokreta imaju puno hranjivih tvari, pa
se mogu koristiti za prehranu domacih Zivotinja. Moze se uzgajati kao uljani ili

proteinski te kao glavni, naknadni i postrni usjev.

Tablica 1. Sistematika suncokreta (Helianthus annuus L.)

SISTEMATIKA

CARSTVO Plantae
DIVIZIJA Magnoliophyta
RAZRED Magnoliopsida
RED Asterales
PORODICA Asteraceae
ROD Helianthus
VRSTA H. annuus

Izvor : https://hr.wikipedia.org/

Stabljika suncokreta je uspravna i ¢vrsta, nerazgranata, hrapave povrsine, naraste do 2
metra visine, iako postoje kultivari visi od 3 metra. Korijen je vretenast, jako razgranat i
dug. Listovi su naizmjeni¢ni na dugim peteljkama, plojke su slabo nazubljene, srcolike,
Siroke i S obje stane dlakave. Cvjetovi su skupljeni u velike glavice promjera i do 40
cm, obavijene ovojem koji ¢ine mnogobrojni zelenkasti listi¢i i sastavljene su od brojnih
(do 1500) cvjetova razmjestenih u koncentri¢nim krugovima. SrediS$nji cvjetovi su
cjevasti i dvospolni, dok su rubni cvjetovi jezicasti, sterilni te zlatnozute boje. Cvate 7-
10 dana u razdoblju od srpnja do kolovoza, procvjetaju prvo rubni cvjetovi pa postupno

oni prema srediStu. Plod sadrzi jednu svijetlosivu sjemenku.
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1.2. Oplemenjivacki pravci

Oplemenjivanje suncokreta na znanstvenim osnovama odvija se ve¢ vise od jednog
stolje¢a. Razvoju oplemenjivanja na suncokretu pridonio je veliki broj znanstvenika u
cijelom svijetu. Istaknut doprinos razvoju oplemenjivanja suncokreta u prvoj polovici
dvadesetog stoljeca dali su ruski oplemenjivaci. U drugoj polovici dvadesetog stoljeca
razvoju oplemenjivanja suncokreta, a posebno stvaranju hibrida na bazi citoplazmatske
muske sterilnosti, pridonijeli su oplemenjivaci iz viSe zemalja. U razvoju genetike
suncokreta sudjelovao je znatno veci broj znanstvenika. Izgradnju modela hibrida i
odredivanje glavnih pravaca u oplemenjivanju suncokreta u pogledu produktivnosti
unaprijedili su istrazivaci iz Francuske, SAD-a, (Fick i sur., 1997, Miller i sur., 2000),
Njemacke (Schuster, 1993.), Rumunjske (Vranceanu, 2000.) i nase zemlje (Skorié,
1988., 1989.).

1.2.1. Glavni pravci u stvaranju hibrida suncokreta
Na osnovu zahtjeva trziSta i raspolozive genetske varijabilnosti suncokreta u svijetu i

kod nas se realiziraju sljedeci pravci u stvaranju hibrida:

v' Stvaranje hibrida s visokim prinosom sjemena i ulja (ha) otpornih prema
dominantnim bolestima, insektima, herbicidima 1 susi;

v’ Stvaranje visokoproduktivnih hibrida s razli¢itom kvalitetom ulja;

v' Stvaranje visokoproduktivnih konzumnih hibrida s pove¢anim sadrzajem
proteina i izmijenjenom kvalitetom ulja;

v" Stvaranje namjenskih hibrida za ishranu peradi i ukrasnih ptica;

v’ Stvaranje dekorativnih hibrida.

1.2.2. Oplemenjivanje suncokreta na otpornost prema susi

Otpornost suncokreta prema susi zavisi od njegovih morfoloskih, strukturnih i
fizioloskih osobina. Iz ovih razloga jedan od glavnih mehanizama otpornosti prema susi
realizira se izmjenom odredenih fizioloskih i morfoloskih parametara Sto omogucava
racionalnije KoriStenje zaliha vode u vrijeme stresnog razdoblja. Prema rezultatima
Skori¢a (1989., 1992.) i Vranceanu (2000.) vrlo djelotvornim se pokazalo koristenje
fenomena “stay green” u selekciji na otpornost prema zemljiSnoj i zra¢noj susi. Izbor
genotipova s ovim karakterom ne dovodi samo do povecanja otpornosti prema susi, ve¢
i prema Phomopsisu i Macrophomina phaseoli. U razli¢itim oplemenjivackim centrima

koriste se razlicite tehnike i parametri.



1.3 Cilj istraZivanja

Cilj ovog eksperimenta je istraziti utjecaj osmoprimiranja odnosno tehnike kojom se
sjeme djelomicno ili u potpunosti hidrira s vodom ili pak otopinama razli¢itih osmotskih
vrijednosti s ciljem povecanja metaboliCke aktivnosti i intenziviranja fizioloskih procesa
kako bi se pospjesilo i ubrzalo klijanje suncokreta (Helianthus annuus L.). Takoder,
istrazivanjima ¢e se uUtvrditi da li postoje znacajne razlike u pokazateljima pocetnog
porasta klijanaca suncokreta kod hibrida Luka te njegove majcinske i oCinske linije
nakon predsjetvenog osmoprimiranja sjemena razli¢itim koncentracijama natrij
hidrogen sulfida (NaHS). Sjetvom u tlo koje ¢e biti zasi¢eno vodom do poljskog vodnog
kapaciteta (PVK) odnosno do 30 % PVK, ispitat ¢e se utjecaj susnog stresa i interakcija
suSnog stresa 1 varijanti osmoprimiranja na pokazatelje pocetnog porasta klijanaca

suncokreta.



2. PREGLED LITERATURE

Krizmani¢ i sur., (2006.) navode kako je cilj u oplemenjivanju suncokreta stvoriti hibrid
koji podrazumijeva uspjesnu realizaciju svih osobina koje izravno i neizravno utjecu na
prinos zrna i ulja u razli¢itim agroekoloskim uvjetima. Posebna pozornost se posvecéuje
stvaranju linija s naglasenom tolerancijom na dominantne patogene sojeve i stvaranje

hibrida otpornih na susu s kratkom vegetacijom (110 do 120 dana).

Osmoprimiranje je tehnika predsjetvenog tretmana sjemena potapanjem u razli¢ite
otopine s ciljem povecanja vigora i intenziviranja fizioloSkih procesa kako bi sjeme,
kada dode u kontakt s tlom i1 vanjskim uvjetima, zadrzalo $to vecéu klijavost i energiju
klijanja. Time se povecava postotak prezivljavanja mladih biljaka u polju i lakSe postize
planirani sklop. Kod osmoprimiranja sjemena najcesce koriSteni spojevi su otopine soli
niskih koncentracija koje stimuliraju aktivnost hidrolitickih enzima a ujedno su i
osmoregulatori §to poveéava usvajanje vode, poput KNOs3, (Bradford, 1986.). Takoder
se u tu svrhu mogu Koristiti i kemikalije poput polietilen glikola (PEG), hormona,
vitamina, aminokiselina, melatonina ili razli¢itth poliamina. S ciljem povecanja
otpornosti na stres, sve se viSe istrazuje efekt kemijskih spojeva odnosno donora
jednostavnih kemijskih spojeva koji imaju brz ucinak u jacanju biljke, a za koje je
poznato da sudjeluju u prijenosu stanicnog signala, aktivaciji i stimulaciji fizioloskih
puteva, poput antioksidacijskog odgovora. U tu skupinu spadaju vodikov peroksid
(H202), dusikov oksid (NO), a jedan od takvih spojeva sa viSestrukom fizioloskom
ulogom je i plinoviti prijenosnik signala, sumporovodik (H2S), (Savvides i sur., 2016.).
Donori tih spojeva, poput SNP-a (natrij nitro prusid — donor NO) ili NaHS (natrij hidro
sulfid — donor H>S) su interesantni zbog toga jer su to jeftini kemijski spojevi, bez
Stetnog utjecaja na okoli§ u koncentracijama kojima se primjenjuju, a mogu se aplicirati

u bilo kojoj fazi rasta biljke prskanjem, navodnjavanjem odnosno zalijevanjem biljaka.

Susa, slanost, naglo pothladivanje i smrzavanje rezultiraju osmotskim stresom koji
moze dovesti do gubitka turgora i1 inhibicije rasta. Biljke odrzavaju osmotsku
homeostazu nakupljanjem osmoregulacijskih spojeva poput slobodnog prolina i drugih
aminokiselina, topljivih ugljikohidrata, topljivih proteina (Krasensky i Jonak, 2012.).
Osmoregulacija rezultira odrzavanjem turgora stanica i biljaka, otvaranjem puci i na taj
na¢in poboljsanom fotosintezom i rastom. Primirane biljke izloZene susi, soli,

pothladivanju ili smrzavanju, sadrze vise slobodnog prolina, topivih ugljikohidrata i



bjelancevina, u usporedbi s biljkama koje nisu primirane (He i sur., 2009.; Shi i sur.,
2014.; Iseri i sur., 2013.).

Sadeghi i sur., (2011.) su istrazivali utjecaj osmoprimiranja otopinama polietilen glikola
6000 (PEG-6000), razli¢itih koncentracija i osmotskih vrijednosti na klijanje i vigor
sjemena soje (Glycine max L.). Sjeme je u trajanju od 6, 12, 24 i 48 sati, pri 25 °C,
tretirano sa otopinama PEG osmotskog potencijala -0,4, -0,8, -1,2, -1,6, i -2 MPa, a
destilirana voda je koristena kao kontrola. Utvrdeno je da su navedeni tretmani znac¢ajno
utjecali na utjecali na ukupni postotak klijanja, prosje¢no vrijeme klijanja, energiju
klijanja i 50 % Kklijavost te elektri¢ni konduktivitet sjemena. Osmotski potencijal PEG
6000 od -1,2 MPa i trajanje tretmana 12 sati, povecao je postotak klijavosti, energiju
klijanja i vigor sjemena te smanjio prosje¢no vrijeme klijanja a time i smanjio broj dana
da se dobije 50 % ukupne Klijavosti. U prosjeku, tretirano sjeme soje je imalo veéi vigor
od ne tretiranog sjemena te autori zakljucuju da blagi osmotski stres koji izaziva otopina

PEG 6000, stimulativno djeluje na vigor sjemena.

Kaya i sur., (2006.) su ispitivali utjecaj osmoprimiranja sjemena suncokreta na pocetni
porast klijanaca uzgajanih u uvjetima solnog stresa i nedostatka vode. Cilj istrazivanja
je bio utvrditi pokazatelje klijavosti i vigora sjemena, te prona¢i najefikasniju varijantu
osmoprimiranja. Sjeme suncokreta sorte Sanbro, osmoprimirano u 3 varijante (bez
osmoprimiranja, otopina KNOs i hidroprimiranje), uzgajano je u prisustvu razli¢itih
koncentracija soli (NaCl; EC: 0,0, 6,5, 12,7, 18,4 i 23,5 dS/m) i otopine PEG- 6000,
razli¢itih osmotskih vrijednosti 0,0 -0,3, -0,6, -0,9 i -1,2 MPa. Autori su utvrdili da obje
otopine usporavaju brzinu Kklijanja. Pri tretmanu s NaCl, jednakog osmotskog
potencijala kao i otopina PEG-6000, klijanje te duzina korijena i nadzemnog dijela su
bili veci te je prosje¢no vrijeme klijanja i postotak nenormalnih klijanaca bio manji.
Sjeme je klijalo pri svim koncentracijama NaCl-a, dok pri tretmanu s PEG-om,
osmotskog potencijala -1,2 MPa sjeme nije proklijalo. Autori dokazuju da NaCl ima
manje znacajan inhibitorni uéinak na rast klijanaca nego na samu klijavost sjemena.
Takoder, autori potvrduju da osmotski stres puno znacajnije utjeCe na smanjenje
klijavosti nego sama toksi¢nost soli. kao 1 da prethodno hidroprimiranje sjemena

smanjuje Stetne ucinke solnog i osmotskog stresa.

Bajenbaj (2010.) je istrazivao ucinak osmoprimiranja sjemena otopinom KNO3

osmotske vrijednosti -1,0 MPa, na toleranciju solnog stresa kod cetiri kultivara



suncokreta uzgajanih u prisustvu NaCl. Sjeme je osmoprimirano u navedenoj otopini
tijekom 24 sata pri temperaturi od 30 °C. Biljke su 40 dana uzgajane u plasteniku u
perlitnim posudama pri otopinama NaCl razli¢itog konduktiviteta 5, 10, 15, 20 i 25
dS/m). Autori navode da je znacajno veci postotak klijanja utvrden kod biljaka Cije je
sjeme prethodno imbibirano u otopini KNOs (Slika 4). Takoder, osmopimiranje je
pozitivno djelovalo na duljinu korjencica, visinu klijanaca, suhu masu te broj listova
kod biljaka. Sadrzaj Na u biljkama uzgojenih iz primiranog sjemena je bio visi U
usporedbi s ne tretiranim sjemenkama. Autori navode da je povecana tolerancija
saliniteta kod biljaka dobivenih iz osmoprimiranog sjemena rezultat znatno veceg
potencijala za osmoregulaciju u usporedbi sa ne tretiranim sjemenom. temeljnim
biljkama rezultirala je ve¢im potencijalom tih biljaka za regulaciju osmoze. Povecanje
osmotskog potencijala otopine NaCl rezultiralo je pojacanim izduzivanjem korijena te

smanjenjem izduzivanja nadzemnog dijela i obrnuto.

Table 1. The effect of NaCl priming on seed germination, seedling emergence and growth of four Sunflower cultivars under
salinity conditions.

Treatment Total MET* Root Plant Seedling Leat Radiczal | Proline
Emergence (day) length height dry weight number length | (%emgit.
(%) (cm) (cm) (mg) (mm) w)
Armawireski 83a 4.0a 11.6a 1780a 6.7a 83a 0 .94a
Cultivar Airfloure 86a 3.5a 10.6a 1800a 6.5a 6.8b 1.04a
Alestar 69c 3.1a 8.7a 1713a 6.2a T.1b 0.89a
lsmailli T6b 2.93a 9.8a 1763a 5.8a 6.7b 1.21a
Priming P 90a 3.5a 101a 1850a 7.2a 7.23b 0.94b
MNP 81b 4.8Bb 11.3b 1400b 6.1b 9.3%9a 1.41a
5 98a 3.0a 12.4a 1800a 7.7a 6.84a 0.47a
Salinity 10 90a 3.0a 10.6b 1200b 7.0ab 6.12b 061a
@Sm ) 15 80c 4.0ab 5.4¢ 880c 45¢ 561c | 087
20 Tded 6.0b 4.0d 350d 3.1d 4.33d 1.59¢
25 65d 7.9¢c 3.2e 2008 1.2e 3.20e 1.86d

Different letters in columns show significant difference based on Duncan's multiple range test at P< 0.01.

Slika 1. U¢inak primiranja NaCl-a na klijanje sjemena ¢etiri kultivara u uvjetima solnog
stresa (Bajenbaj, 2010.)
Everard i Drew (1989.) su istrazivali utjecaj anoksije u zoni korijena na vodeni
potencijal kod hidroponski uzgojenih biljaka u kontroliranim uvjetima. Vodeni
potencijal lista po¢eo je opadati u roku od jednog sata od pocetka anaerobioze korijena.
Jacina vodenog stresa tijekom pocetnih osam sati tretmana ovisila je o vlaznosti zraka u
samom okruzenju. Oporavak vodenog balansa korijena krenuo je tek od drugi dan pod
anoksijom, s time da se puci nisu zatvorile. Biljke su pokazale dva pravca odgovora na
stres. Nakon 3 dana kontinuirane anaerobioze zabiljezen je smanjeni udio vode u

listovima, vodeni potencijal lista, brzina transpiracije i provodljivost puci. Biljke su
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uspjele regulirati osmotski potencijal, medutim to nije bilo dovoljno da se sprijeci
gubitak turgora te su biljke pocele venuti u ¢etvrtom danu anoksije. Kod druge grupe
biljaka, nisu bili vidljivi znaci dehidracije te biljke nisu povecale vodeni potencijal
tijekom anoksije. Senescencija listova kod te grupe biljaka je bila ubrzana. Autori
zakljuCuju da postoje razlicitosti u odgovoru na anoksiju na razini hibrida ili sorte,

unutar iste vrste biljaka.

Hussain i sur., (2006.) su proveli istrazivanja S ciljem procjene utjecaja primiranja
sjemena na rast, prinos i kvalitetu hibridnog suncokreta. Sjeme je primirano u vodi na
24 sata, osuSeno sljedeca 24 sata, matriprimirano 24 i 48 sati, osmoprimirano u 0,5 %
otopini KNOz 0,1 % NaCl tijekom 12 sati. Autori navode kako hidroprimiranje i
osmoprimiranje s NaCl je smanjilo vrijeme potrebno za pojavu 50 % Kklijanaca,
prosjecno vrijeme klijanja te povecalo ukupnu klijavost, energiju klijanja, prinos dok ni

jedan primijenjeni tretman nije utjecao na sadrzaj ulja u sjemenu.

Bailly i sur., (2007.) su istrazivali antioksidativni odgovor u sjemenu suncokreta koje je
prethodno primirano sedam dana na 15 °C u otopini PEG, osmotske vrijednosti -2,0
MPa koje je poboljsalo klijavost pri 15 °C na vodi. Pozitivni u¢inak primiranja zadrzan
je jo$ 3 dana nakon susenja sjemena pri 20 °C. Osmoprimiranje je rezultiralo snaznim
porastom aktivnosti superoksid dismutaze i katalaze, ali nije bitno utjecalo na sadrzaj
malondialdehida i aktivnost glutation-reduktaze. Nakon tri dana suSenja sadrzaj
malondialdehid se povecao, a enzimatska aktivnost je bila sli¢cna onima izmjerenim u
suhim, ne primiranim sjemenkama, iako je stimulativni u¢inak primiranja na klijavost
ostao. Inmbibicija kontrolnog suhog sjemena je bila povezana s povecanjem sadrzaja
malondialdehida i porastom aktivnosti SOD, CAT i GR. Za SOD i GR nisu utvrdene
promjene u izoformama navedenih enzima kod primiranog i ne primiranog sjemena, ali
je tretman osmoprimiranjem inducirao sintezu druge izoforme enzima CAT. Autori
zakljuuju da se promjene u izoformama enzima CAT mogu koristiti kao indikatori

primiranja koji poticu klijanje.



3. MATERIJALI | METODE

3.1 Biljni materijal

Istrazivanje je provedeno akademske godine 2018./2019. u Laboratoriju za ishranu i
fiziologiju bilja na fakultetu Agrobiotehni¢kih znanosti u Osijeku. Poljski pokus
izveden je na sjemenu suncokreta (Helianthus annus L.) sorti ,, Luka” kao i njegovoj
ocinskoj i maj¢inskoj liniji (proizvodac: Poljoprivredni institut Osijek). Napravljena je
stock otopina od 100 mM (NaHS) koja je vagana na 0,7463 g/100mL. Natopljeno je
450 sjemenki u 250 mL otopine odnosno vode u vremenskom razdoblju od dva sata.
Sjeme suncokreta stavljeno je na susenje 24 sata te stavljeno na naklijavanje. Plasti¢ne
teglice dimenzija 20 x 20 x 7 cm Koristilo se za naklijavanje, u tlo (dio slobodnog
prostora s parcele Poljoprivrednog instituta Osijek u kojem se uzgaja suncokret)

zasi¢eno do PVK u startu. Naklijavano je 50 sjemenki po repeticiji.

3.2 Odredivanje poljskog vodnog kapaciteta

U tretmanima bez susnog stresa odrzavao se PVK tako da su se vagale teglice s tlom i
dodavala voda do jednake mase §to je bila u pocetku kad je sjeme stavljeno na
naklijavanje. Teglice s klijancima koje su bile podvrgnute susnom stresu nakon sjetve
nisu se zalijevale nego se provjeravala masa te se nadoknadivala voda do 30 PVK. U
svaku teglicu s tlom dodan je prora¢un volumena vode s obzirom na masu tla u teglici
kao i % PVK tla, trenutna vlaga koja je uzeta u obzir iznosima je 4,85 %. Masa 25
plasti¢nih teglica iznosila je 738,27 g, Sto znaci da je masa jedne teglice 29,53 g, §to je
takoder bila tara. Od izvagane mase tla s teglicama trebalo je oduzeti taru (29,53 g)
kako bi znali koja je masa u teglici. Iz prora¢una dobiven je maseni udio vode Kkoji je
zadovoljio PVK te iznosio 24,76 % mase suhog uzorka tla. To je znaéilo da na 100 g
suhog tla treba dodavati 24,67 mL vode. Trebalo je uzeti u obzir i trenutnu vlagu (4,85
%) koja je bila prisutna u tlu, pa je ovih 24,76 mL trebalo smanijiti za trenutnu vlagu. Za
postizanje PVK trebalo je na 104,85 g tla s 4,85 % vlage, dodati vode do mase 124,76 g,
Sto je iznosilo 19,91 mL (124,76 - 103,85 = 19,91). Za postizanje 30 % PVK bilo je
potrebno na 104,85 g tla s 4,85 % vlage dodati vode do 107,43 g, te je iznosilo 2,58 mL
(107,43 -104,85 = 2,58). Poljski pokus odredivao u vremenskom razdoblju od 29.
svibnja — 10. listopada 2015. godine. U tom vremenskom razdoblju svakodnevno se
pratilo stanje plasti¢nih teglica s klijancima te se mjerila minimalna i maksimalna

temperatura te postotak relativne vlage zraka. Nakon zavrSetka pokusa klijancima se



odredila poljska klijavost, te izvagana je masa nadzemnog djela i listova za svaku

repeticiju te su podaci statisticki odradeni.

3.3 Statisti¢ka obrada podataka
Istrazivanje je provedeno kao dvofaktorijalni pokus u &etiri ponavljanja sa po 50

klijanaca po ponavljanju.

Rezultati su analizirani uobi¢ajenim metodama statisticke obrade podataka pomocu
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).



4. REZULTATI

F test je pokazao da je tip sjemena znacajno utjecao na masu listova i masu nadzemnog
dijela u odnosu na druga dva parametra (P<0,0001) (Tablica 3). U odnosu na sve Cetiri
varijante primiranja i sve tri tipa sjemena, obje varijante susnog stresa su vrlo zna¢ajno
utjecale (P<0,0001) na sve ispitivane parametre. LSD test je pokazao da je sjeme hibrida
imalo znacajno vecu masu listova i nadzemnog dijela, dok je s druge strane, broj
klijanaca bio manji u odnosu na majcinsku i oCinsku komponentu (Luka: masa
nadzemnog dijela = 29,108 g; masa listova = 5,278 g; broj klijanaca = 42,094). Prema
LSD testu, zna¢ajno manji broj klijanaca imalo je sjeme koje nije bilo podvrgnuto

primiranju u odnosu na ostale varijante primiranja (bez primiranja = 41,333).

Tablica 2. Utjecaj primiranja sjemena (voda, 500 pM, 1000 pM NaHS), susnog stresa
(PVK i 30 % PVK) i linije odnosno hibrida suncokreta na broj klijanaca, masu
nadzemnog dijela (g) i masu listova (g).

Broj Masa Masa listova
klijanaca nadzemnog (9)
dijela (9)
Luka/ majka 444 21,668 4,058
Sjeme Luka/otac 444 20,988 4,198
Luka 428 29,10% 5,274
F Test 6,02 114,09 69,99
p 0,0038 <0,0001 <0,0001
Bez primiranja 41® 23,06 4,43
Primiranje sjemena  H,O 4378 23,59 4,39
500 uM NaHS 447 24,33 4,50
1000 uM NaHS 457 24,681 4,720
F Test 7,49 2,23 2,53
p 0,0002 0,0918 0,0638
Susni stres PVK 46" 34,754 6,594
30% PVK 408 13,088 2,428
F Test 130,50 1978,47 2051,25
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
Sjeme x Primiranje  F Test 1,05 2,94 2,69
sjemena p 0,4020 0,0127 0,0205
Sjeme x Susni stres  F Test 2,41 93,14 14,82
p 0,0969 <0,0001 <0,0001
Primiranje sjemena x F Test 2,37 1,39 4,90
Susni stres p 0,0776 0,2525 0,0037
Sjeme x Primiranje  F Test 0,54 1,54 1,03
sjemena x Susni stres p 0,7779 0,1778 0,4127
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Takoder, najmanja masa nadzemnog dijela i mase listova imalo je sjeme bez primiranja
(masa nadzemnog dijela = 23,063 g; masa listova = 4,435 g), dok je najvecu masu
ispitivanih parametara s razinom znacajnosti od 95 % bilo zabiljeZeno kod sjemena
tretiranog s 1000 uM NaHS (masa nadzemnog dijela = 24,681 g; masa listova = 4,720
g). Oc¢ekivano, prema LSD testu, ispitivani faktori kod 30 % PKV bili su znacajno nizi
od PVK (30 % PVK broj klijanaca = 40,250; masa nadzemnog djela = 13,083 g; masa
listova = 2,426 Q). Interakcija obje varijante suSnog stresa i tipa sjemena imala je
znacajno vecu masu listova i nadzemnog dijela usporeduju¢i sa sve Cetiri varijante

primiranja (P<0,0001).

Rezultati F testa pokazali su znacajni utjecaj na masu nadzemnog dijela klijanaca i masu
listova (P<0,0001) kod sve Cetiri varijante osmoprimiranja sjemena suncokreta te u obje
varijante su$nog stresa (Tablica 4). Izlaganje susnom stresu znacajno je utjecalo na broj
klijanaca kod sjemena osmoprimiranog vodom kao i kod sjemena bez osmoprimiranja
(P<0,0001), medutim utjecaj susnog stresa bio je od manje znacajnosti kod sjemena
osmoprimiranog s 500 uM NaHS i 1000 uM NaHS (P= 0,0003).

LSD test kod sjemena bez primiranja pokazao je znacajno visu masu nadzemnog dijela
kod hibrida Luke u odnosu na njegovu majéinsku i ocinsku komponentu (masa
nadzemnog dijela Luka = 28,354 g; masa nadzemnog dijela Luka/majka = 20,029 g,
masa nadzemnog dijela Luka/otac = 20,805 g). Nadalje, masa listova kod hibrida Luke
bila je veca usporedujuci je s njegovom majcinskom 1 o¢inskom komponentom (masa
listova Luka = 5,335 g; masa listova Luka/majka = 3,814 g, masa listova Luka/otac =
4,156 g). Dok je s druge strane, broj klijanaca kod roditeljskih komponenti bio znac¢ajno
vi§i u odnosu na hibrid (broj klijanaca Luka/majka = 41,000; broj klijanaca Luka/otac =
43,250; broj klijanaca Luka = 39,750). Masa nadzemnog dijela i masa listova, kod
osmoprimiranja sjemena vodom, bila je znacajno niza kod roditeljskih komponenti nego
li kod hibrida (masa nadzemnog dijela Luka = 27,339 g; masa nadzemnog dijela
Luka/majka = 21,011 g; masa nadzemnog dijela Luka/otac = 22,445 g; masa listova
Luka = 4,917 g; masa listova Luka/majka = 3,850 g, masa listova Luka/otac = 4,404 g).
Kod osmoprimiranja sjemena s 500 uM NaHS, broj klijanaca bio je znafajno nizi u
odnosu na roditeljske komponente (broj klijanaca Luka = 42,000; broj klijanaca
Luka/majka = 45,375, broj klijanaca Luka/otac = 45,750).
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Tablica 3. Utjecaj susnog stresa (PVK i 30 % PVK) i linije odnosno hibrida, na broj
klijanaca, masu nadzemnog dijela (g) i masu listova (g) kod suncokreta ¢ije je sjeme

primirano u vodi, 500 uM i 1000 pM otopini NaHS.

Bez primiranja

Broj Masa nadzemnog dijela (g) Masa
klijanaca listova (g)
Luka/ majka
Sjeme Luka/otac 412 20,038 3,818
Luka 432 20,818 4,158
40" 28,35% 5,33*
F Test 2,44 27,27 27,64
p 0,1158 <0,0001 <0,0001
PVK 46" 34,634 6,75%
Susni stres 30% PVK 378 11,498 2,118
F Test 40,32 517,85 699,30
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
Susni stres F Test 1,47 21,75 3,12
X Sjeme p 0,2567 <0,0001 0,0688
H.O
Broj Masa nadzemnog dijela (g) Masa
klijanaca listova (g)
Luka/ majka
Sjeme Luka/otac 44 21,018 3,858
Luka 43 22,448 4,408
43 27,33* 4,917
F Test 1,22 19,40 14,56
p 0,3198 <0,0001 0,0002
PVK 477 34,601 6,55
Susni stres 30% PVK 408 12,598 2,118
F Test 61,72 640,11 720,31
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
Susni stres F Test 1,90 12,16 0,62
X Sjeme p 0,1782 0,0005 0,5509
500 uM NaHS
Broj Masa nadzemnog dijela (g) Masa
klijanaca listova (g)
Luka/ majka
Sjeme Luka/otac 452 22,858 4,188
Luka 46° 20,658 4,158
42° 29,484 5,16*
F Test 3,96 26,17 13,77
p 0,0377 <0,0001 0,0002
PVK 477 34,801 6,514
Sus$ni stres 30% PVK 418 13,86° 2,488
F Test 20,41 407,55 506,43
p 0,0003 <0,0001 <0,0001
Susni stres F Test 0,00 26,24 8,11
X Sjeme p 0,9952 <0,0001 0,0031
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1000 uM NaHS

Broj Masa nadzemnog dijela (g) Masa
klijanaca listova (g)
Luka/ majka
Sjeme Luka/otac 45 22,758 4,388
Luka 45 20,038 4,088
44 31,25 5,69%
F Test 0,65 49,04 20,89
p 0,5319 <0,0001 <0,0001
PVK 47,08~ 34,974 6,56
Susni stres 30% PVK 42,508 14,388 2,878
F Test 20,39 455,51 289,86
p 0,0003 <0,0001 <0,0001
Susni stres F Test 0,86 35,33 5,03
X Sjeme p 0,4414 <0,0001 0,0184

Prema LDS testu, hibrid Luka imao je zna€ajno viSu masu nadzemnog dijela u odnosu
na roditeljske komponente (masa nadzemnog dijela Luka = 29,488 g; masa nadzemnog
dijela Luka/majka = 22,854 g, masa nadzemnog dijela Luka/otac = 20,659 g), kao i
znacajno viSu masu listova (masa listova Luka = 5,165 g; masa listova Luka/majka =
4,185 g, masa listova Luka/otac = 4,151 g). Sjeme osmoprimirano s 1000 uM NaHS
takoder je imalo znacajno visu masu nadzemnog dijela I masu listova kod hibrida Luke
u odnosu na maj¢insku I o¢insku komponentu (masa nadzemnog dijela Luka = 31,252g;
masa nadzemnog dijela Luka/majka = 22,756 g; masa nadzemnog dijela Luka/otac =
20,035 g; masa listova Luka = 5,694 g; masa listova Luka/majka = 4,384 g, masa listova
Luka/otac = 4,084 Q). Prema F testu, interakcija suSnog stresa I tipa sjemena bila je
pokazala se vrlo znaCajnom za masu nadzemnog dijela kod svih varijanti
osmoprimiranja sjemena osim kod osmoprimiranja sjemena vodom gdje je razinom
znacajnosti bila niza (P= 0,0005).

F test je pokazao da je varijanta susnog stresa PVK znacajno utjecala na broj klijanaca,
masu nadzemnog dijela te na njihovu masu listova (P<0,0001) (Tablica 5). Nadalje,
varijanta susnog stresa 30 % PVK imala je znacajan utjecaj na masu listova dok utjecaj
na druge parametre nije utvrden. Kod varijante suSnog stresa 30 % PVK zabiljezen je
najve¢i broj klijanaca kod sjemena osmoprimiranog 500 i 1000 uM NaHS (500 pM
NaHS broj klijanaca = 41; 1000uM NaHS broj klijanaca = 42), dok je broj klijanaca
nesto nizi kod primiranja sjemena vodom (broj klijanaca H.O = 39), a najnizi kod

sjemena koje nije bilo primirano (broj klijanaca bez primiranja = 37).
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Tablica 4. Utjecaj primiranja (voda, 500 uM, 1000 uM NaHS) i linije odnosno hibrida,
na broj klijanaca, masu nadzemnog dijela (g) i masu listova (g) kod suncokreta ¢ije je
sjeme uzgajano pri PVK i 30 % PVK.

30% PVK
Broj Masa nadzemnog dijela Masa
klijanaca (9) listova (g)
Luka/ majka 40 12,038 2,058
Sjeme Luka/otac 41 13,4848 2,378
Luka 40 13,73~ 2,85
F Test 1,70 4,33 16,44
p 0,1966 0,0206 <0,0001
Bez primiranja 378 11,498 2,118
Primiranje  H,O 4078 12,598 2,228
sjemena 500 uM NaHS 42 13,864 2,48"B
1000 uM NaHS 434 14,384 2,874
F Test 5,67 6,56 8,73
p 0,0027 0,0012 0,0002
Sjeme X F Test 0,72 1,24 1,06
primiranje p 0,6325 0,3080 0,4069
sjemena
PVK
Luka/ majka 48~ 31,288 6,068
Sjeme Luka/otac 477 28,49 6,028
Luka 458 44,487 7,704
F Test 13,26 140,53 58,85
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
Bez primiranja 46° 34,63 6,75
Primiranje  HO 470 34,60 6,55
sjemena 500 UM NaHS 478 34,80 6,51
1000 puM NaHS 472 34,97 6,56
F Test 2,27 0,04 0,54
p 0,0969 0,9872 0,6586
Sjeme x F Test 1,04 2,61 2,37
primiranje p 0,4174 0,0333 0,0493
sjemena

Masa nadzemnog dijela najvisa je bila kod sjemena osmoprimiranog s 500 i 1000 pM
NaHS (500 pM NaHS masa nadzemnog dijela = 13,860 g; 1000uM NaHS masa
nadzemnog dijela = 14,386 g), dok je masa nadzemnog dijela bila znacajno niza kod
sjemena bez primiranja (masa nadzemnog dijela bez primiranja = 11,493 g). Takoder,
kod neprimiranog sjemena masa listova bila je znacajno najniza (masa listova = 2,118
g), dok je najvisu masu listova imalo sjeme osmoprimiranog s 1000 uM NaHS (masa
listova = 2,879 g). Varijanta 30 % PVK imala je masu nadzemnog dijela najvisu kod
hibrida (masa nadzemnog dijela Luka = 13,733 g), a znaCajno nizu masu imala je

majc¢inska komponenta (masa nadzemnog dijela Luka/majka = 12,038 g). U odnosu na
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roditeljske komponente (masa listova Luka/majka = 2,053 g, masa listova Luka/otac =
2,375 g), hibrid je imao znacajno viSu masu listova (masa listova Luka = 2,853 g).
Varijanta susnog stresa PVK, prema LSD testu, kod roditeljskih komponenti imala je
najveci broj klijanaca (broj klijanaca Luka/majka = 48,125, broj klijanaca Luka/otac =
47,063 g), dok je kod hibrida zabiljezeno znacajno nizi broj klijanaca (broj klijanaca
Luka = 44,875 g). Kod varijante bez primiranje, sjeme suncokreta, imalo je manji broj
klijanaca u odnosu na druge tretmane sjemena (broj klijanaca bez primiranja = 45,500;
H.O = 47,083; 500 uM NaHS = 47,083; 1000 uM NaHS = 47,083). Kod hibrida
utvrdeno je znacajno najvisa masa nadzemnog dijela (masa nadzemnog dijela Luka =
44,484 g), a najniza masa nadzemnog dijela imala je o¢inska komponenta nadzemnog
dijela Luka/otac = 28,492 g). U odnosu na roditeljske komponente (masa listova
Luka/majka = 6,063 g, masa listova Luka/otac = 6,025 g), masa listova bila je znacajno
veca u hibrida (masa listova Luka = 7,702 g). Interakcija varijante primiranja i tipa
sjemena je kod obje varijante suSnog stresa imala znacajan utjecaj od 95 % kod svi
ispitivanih komponenti (30 % PVK masa nadzemnog dijela = 0,3080, masa listova =
0,4069, PVK broj klijanaca = 0,4174, masa nadzemnog dijela = 0,333, masa listova =
0,0493), medutim varijanta30 % PVK nije pokazala znacajan utjecaj na broj klijanaca
(P=0,6325).

F test je pokazao da su obje varijante susnog stresa kod sva tri tipa sjemena imale
znaCajan utjecaj na sve ispitivane parametre (P<0,0001) (Tablica 6). Kod hibrida i kod
njegovih roditeljskih komponenti PVK, LSD test je pokazao znaCajno viSi broj
klijanaca, mase listova i masu nadzemnog dijela, u odnosu na 30 % PVK. Kod
majcinske komponente sjeme bez primiranja je imalo zna€ajno nizi broj klijanaca u
odnosu na ostale varijante osmoprimiranja sjemena (Luka/majka bez primiranja =
41,000 g; H20 = 44,375 g; 500 uM NaHS = 45,375 g; 1000 uM NaHS = 45,375 g).
Masa nadzemnog dijela kod majcinske linije najvisa je bila pri tretmanu sjemena s 500 1
1000 uM NaHS (500 uM NaHS = 22,854 g; 1000 uM NaHS = 22,756 g), dok je najniza
bila kod neprimiranog sjemena (20,029 g). Masa listova je bila najniZza kod sjemena
koje nije osmoprimirano (3,814 g), dok je najvisa masa listova zabiljeZena kod sjemena
osmoprimiranog s 1000 UM NaHS (4,384 g). LSD test je pokazao na razini znacajnosti
95 %, da kod ocinske komponente najvec¢i broj klijanaca zabiljezeno je kod sjemena
tretirano 500 uM NaHS (45,750 g), dok je najmanji broj utvrden kod osmoprimiranog s
vodom (43,125 g).
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Tablica 5. Utjecaj primiranja sjemena (voda, 500 uM, 1000 uM NaHS) i susnog stresa
(PVK i 30 % PVK) na broj klijanaca, masu nadzemnog dijela (g) i masu listova (g) kod

hibrida Luka te njegove majc¢inske i o¢inske linije.

Luka/majka
Broj Masa nadzemnog Masa listova
klijanaca dijela (g) ()
Bez primiranja 41° 20,028 3,818
Primiranje sjemena  H,O 4478 21,0148 3,85"B
500 uM NaHS 45A 22,854 4,1878
1000 uM NaHS 454 22,75 4,387
F Test 4,22 451 3,64
p 0,0156 0,0121 0,0270
PVK 487 31,28~ 6,06"
Susni stres 30% PVK 3098 12,038 2,058
F Test 65,75 877,49 780,05
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
Susni stres x 2,11 1,95 2,23
primiranje sjemena 0,1257 0,1487 0,1111
Luka/otac
Broj Masa nadzemnog Masa listova
klijanaca dijela (g) ()
Bez primiranja 43~ 20,85 4,15
Primiranje sjemena  H;O 434 22,447 4,40
500 uM NaHS 464 20,65% 4,15
1000 uM NaHS 45A 20,034 4,08
F Test 2,43 2,78 0,80
p 0,0901 0,0630 0,5045
PVK 47,067 28,497 6,024
Susni stres 30% PVK 41,508 13,488 2,378
F Test 44 42 592,10 541,76
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
Susni stres x 1,23 3,67 4,31
primiranje sjemena 0,3199 0,0262 0,0144
Luka
Broj Masa nadzemnog  Masa listova
klijanaca dijela (g) ()
Bez primiranja 408 28,35 5,33%8
Primiranje sjemena  H,O 4378 27,35 4,918
500 uM NaHS 42478 29,48% 5,16%8
1000 M NaHS 444 31,254 5,694
F Test 2,75 2,11 3,43
p 0,0649 0,1254 0,0331
PVK 44 877 44 48~ 7,707
Susni stres 30% PVK 39,318 13,738 2,858
F Test 27,10 709,17 756,67
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
Susni stres x 0,24 0,72 0,81
primiranje sjemena 0,8672 0,5488 0,5017
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Na istom stupnju znacajnosti masa nadzemnog dijela bila je najviSa kod sjemena
osmoprimiranog s vodom (22,445 g), dok je najniZe razina zabiljeZzena kod tretmana s
1000 uM NaHS (20,035 g). Pri razini znacajnosti 99 % na broj klijanaca kod hibrida
Luke najve¢i utjecaj je imalo osmoprimiranje sjemena s 1000 uM NaHS (44,000), dok
je najmanji broj zabiljezen kod sjemena bez primiranja (39,750). Na istoj razini
znacajnosti na masu listova je najviSe utjecao tretman sjemena s 1000 pM NaHS (5,694
g), dok je najmanji utjecaj bio kod sjemena osmoprimiranog s vodom (4,916 g). Najveci
utjecaj osmoprimiranja na masu nadzemnog dijela na razini znacajnosti 95 % je imao
tretman s 1000 uM NaHS (31,253 g), dok je najmanji utjecaj bio kod sjemena
osmoprimiranog s vodom (27,354 g). Osmoprimiranje sjemena s 1000 pM NaHS, pri
razini znacajnosti od 99 %, imalo je najveci utjecaj na broj klijanaca kod hibrida (44),
dok je najmanji broj utvrden kod sjemena bez primiranja. S istom razinom znacajnosti,
tretman sjemena s 1000 puM NaHS (5,694 g) imao je najveci utjecaj, dok je najmanji
utjecaj imao tretman osmoprimiranja s vodom (4,916 g). Najveéi utjecaj
osmoprimiranja na masu nadzemnog dijela na razini znac¢ajnosti 95 % je imao tretman s
1000 uM NaHS (31,253 g), dok je najmanji utjecaj bio kod sjemena osmoprimiranog s
vodom (27,354 @). Interakcija obje varijante su$nog stresa i sve Cetiri varijante
primiranja sjemena nisu pokazale statisticki znacajni utjecaj niti na jedan ispitivani

parametar.
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5. RASPRAVA

Provedenim istrazivanjem ispitan je utjecaj osmoprimiranja na klijance suncokreta, te
utvrditi da li postoje znacajne razlike u pokazateljima pocetnog porasta klijanaca
suncokreta kod hibrida Luka te njegove majcinske 1 ocinske linije nakon

osmoprimiranja sjemena razli¢itim koncentracijama natrij hidrogen sulfida (NaHS).

30
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Masa nadzemnog dijela (g) Masa listova (g)

Grafikon 1. Masa nadzemnog dijela i listova u prosjeku za obje varijante susnog stresa

kod klijanaca dobivenih od sjemena suncokreta osmoprimiranog sa 1000 uM NaHS

Masa nadzemnog dijela kod klijanaca hibrida Luke bila je za 27 % vec¢a od mase
utvrdene kod majéinske linije te za 35 % veca od mase nadzemnog dijela kod ocinske
linije, koje su se medusobno razlikovale za 12 % u navedenom parametru (Grafikon 1).
Isti je trend imala i masa listova te je kod hibrida Luke bila 23 % odnosno 28 % veca od
majcinske i ocinske linije. Ovo je oCekivani trend posto se radi o ,,inbreed linija te
hibridu koji je i ciljano oplemenjivan na svojstva brzeg i jaceg porasta. Medutim bitno
je napomenuti da ¢ak i predsjetveni tretman sjemena u 1000 uM otopini NaHS nije

inhibitorno djelovao na klijanje, bez obzira $to se radi o relativno visokoj koncentraciji.

Dooley i sur. (2013.) su istrazivali stimulativni utjecaj niskih koncentracija otopine koja
sadrzi H2S nacin na povecanje rasta biljaka, izlaganjem korijena i sjemena viSestani¢nih
biljaka izrazito niskim koncentracijama otopljenog sumporovodika (10 uM, 100 uM,

500 uM, 1000 puM tekuceg sumporovodika) kroz razliCite faze rasta. Dosli su do
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zakljucka da H2S povecava biomasu te povecava prinos. Pojedinacne stanice kod
tretiranih biljaka su bile manje (13 %) od kontrolnih biljaka. Navedeni tretmani
sumporovodikom smanjili su vrijeme klijanja te povecali ukupnu klijavost i veli¢inu
klijanaca kod graha, kukuruza, pSenice i graSka. Ovi nalazi pokazali su vaznu ulogu H2S
kao signalizacije molekule koja moze povecati brzinu rasta i efektivnost klijanja kod

svih ispitivanih vrsta agrikulturnih biljaka.

Kod sjemena suncokreta koje je primirano otopinom NaHS koncentracije 1000 puM,
masa nadzemnog dijela, iznosila je 14,38 g te je bila veca od mase nadzemnog dijela
kod kontrolnih biljaka za 20 % 1 12 % veéa od mase nadzemnog dijela klijanaca
dobivenih iz sjemena prethodno imbibiranog u vodi te 3 % veéa od klijanaca Cije je
sjeme imbibirano u 500 uM NaHS (Grafikon 2). Masa nadzemnog dijela i masa listova
pri 30 % PVK ocekivano je manja od mase nadzemnog dijela i mase listova pri punom
poljskom vodenom kapacitetu u prosjeku za sva tri tipa sjemena. Kod klijanaca ¢ije
sjeme je imbibirano s 1000 uM otopinom NaHS, masa listova pri 30 % PVK bila je
vecéa u odnosu na kontrolne biljke za 26 %, 13 % vec¢a u odnosu na 500 uM, 22 % veca
u odnosu na vodu. Dobiveni rezultati ukazuju na pozitivni utjecaj primijenjenih
tretmana na povecanje biomase mladih klijanaca u uvjetima suSnog stresa, odnosno

deficita vode u tlu.
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Grafikon 2. Masa nadzemnog dijela i listova u prosjeku za sva tri tipa sjemena kod
klijanaca uzgajanih pri 30 % PVK i PVK
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Zhang 1 sur. (2009.) su u svojim istrazivanjima ispitivali u¢inak NaHS na klijanje i
antioksidativni status u pSenici (Triticum aestivum L.) Cije je sjeme bilo izlozeno
osmotskomm stresu. Autori dokazuju da poveéanjem osmotskog stresa, klijavost
sjemena postupno opada. Da bi dokazali da je pozitivni efekt na rast i klijanje rezultat
djelovanje sumporovodika a ne nekog drugog kemijskog spoja, odnosno aniona ili
kationa, autori su ispitivali i pojedina¢ni u¢inak Na* i S*. Rezultati dokazuju da
pozitivni efekat sumporovodika ovisi o koncentracijama. Osim toga, autori su dokazali
da je upravo sumporovodik generiran iz NaHS, spoj koji ima zaStitnu ulogu u uvjetima
susnog stresa jer je takav efekat izostao kod tretmana gdje je koristen Na* ili S, NaHS
je u kombinaciji s PEG-om pojacao aktivnost amilaze, esteraze, katalaze i askorbat
peroksidaze te smanjio akumulaciju vodikovog peroksida i malondialdehida u sjemenu,
kao produkta lipidne peroksidacije. Nasuprot tome, aktivnost lipoksigenaze je znacajno
smanjena Sto upucuje na viSestruku, slozenu zaStitnu ulogu ovog spoja u uvjetima

osmotskog stresa.

Broj izniklih biljaka naklijavanih pri PVK je bio jednak pri svim tretmanima primiranja
(47 biljaka) te se nije znacajno razlikovao od kontrole, sjemena koje nije bilo primirano

prije naklijavanja (46 klijanaca) (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Broj izniklih biljaka u prosjeku za sva tri tipa sjemena pri 30 % PVK i
PVK

20



Broj klijanaca pri 30 % PVK znatno je manji od broja klijanaca pri PVK. Najvise
izniklih biljaka utvrdeno je kod sjemena tretiranog s 1000 uM NaHS i naklijavanog pri
PVK. Takoder, tretmani s NaHS su povecali poljsku klijavost kod biljaka uzgajanih u
uvjetima suSnog stresa s tendencijom porasta klijavosti povecanjem koncentracije
NaHS. Tako je pri tretmanu s 1000 uM NaHS klijavost u uvjetima suSnog stresa bila
samo 8,5 % manja od klijavosti pri PVK. Kod sjemena koje nije tretirano, razlika u
klijavosti izmedu PVK 1 30 % PVK je bila ¢ak 20 %. 1z navedenih rezultata vidljivo je
da primiranje, a narocito primiranje s NaHS, smanjuje negativni utjecaj susnog stresa na

smanjenje klijavosti.

Shi i sur. (2013.) su istrazivali utjecaj donora sumporovodika NaHS na povecanje
tolerancija na vise tipova abiotskog stresa kod prstastog troskota (Cynodon dactylon L.).
U istrazivanjima je ispitivan solni stres izazvan primjenom 150 i 300 mM otopine NaCl,
osmotski stres induciran s 15 % i 30 % otopinom PEG 6000 i hladni stres gdje su biljke
uzgajane pri 4 °C. Svi stresni tretmani su inducirali nakupljanje endogenog H:S, sto
ukazuje da H>S ima ulogu u reakcijama na solni, osmotski i hladni stres. Egzogena
primjena natrijevog hidrosulfida rezultirala je povecanom tolerancijm na sve tipove
induciranog stresa, a $to se o€itovalo kroz smanjenje ispiranja elektrolita i pove¢anom
stopom prezivljavanja u navedenim uvjetima. Osim toga tretman NaHS-om je umanjio
sadrzaj reaktivnih kisikovih jedinki (ROS) koje su produkt ostecenja stanica te
funkcionalnih i strukturnih molekula i ¢ija se akumulacija povecava uslijed abiotskog
stresa. Utvrden je pozitivni u¢inak NaHS na modulaciju metaboli¢ke funkcije nekoliko
antioksidativnih enzima katalaze (CAT), peroksidaze (POD) i GR (glutation-reduktaze)
I neenzimatskih produkata sa antioksidativnim djelovanjem poput glutationa te ukupnu
antioksidativnu aktivnost i redoks potencijal stanice. Nadalje, tretman NaHS-om je
rezultirao nakupljanjem osmolita kao $to su prolin, saharoza i topljivi oblici se¢era kod
biljkama u uvjetima stresa. Autori zakljucuju da H2S ima zastitnu ulogu u reakcijama
(Cynodon dactylon L.) na sva tri tipa stresa, putem aktiviranja antioksidacijskog

odgovora i nakupljanju osmolita.

Masa nadzemnog dijela biljke bila je najvec¢a kod klijanaca uzgojenih iz sjemena
primiranog u otopinama s 500 i 1000 uM NaHS koje se medusobno nisu znac¢ajno
razlikovale, ali su u prosjeku bile 8 % veca u usporedbi s tretmanom hidroprimiranja i
cak 12 % veéa od mase klijanaca dobivenih iz ne primiranog sjemena (Grafikon 4).

Najmanja masa listova je takoder utvrdena kod ne primiranih biljaka te je bila u
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prosjeku 13 % manja od mase listova utvrdene pri tretmanima s NaHS, $to opet upucuje
na stimulativnu ulogu ovog donora sumporovodika koja rezultira pove¢anjem osnovnih

pokazatelja rasta.
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Grafikon 4. Luka/majka - masa nadzemnog dijela i masa listova u prosjeku za obje

varijante suSnog stresa

Baudouin i sur. (2016.) su istrazivali mogucu regulatornu ulogu H.S pri klijanju
sjemena Arabidopsisa. Autori navode kako NaHS odgada klijanje sjemena ovisno o
dozi te nisu bili uéinkoviti u prekidu dormancije sjemena. Endogeni sadrzaj H»S je
povecan pri klijanju sjemena. To povecanje je U svezi S povecanom aktivnoS¢u tri
enzima koji sudjeluju u produkciji sumporovodika u biljkama, L-cistein desulfidraza,
D-cistein desulfhidraza i B -cijanoalanin sintaza. Autori su dokazali da primjena
hipotaurina koji uklanja H»S te propailglicina koji inhibira aktivnost enzima D/L cistein
desulfidraze, znacajno odgada klijanje sjemena. Analizirali su Kklijavost sjemenki kod
mutanta Atdesl koji nema izraZzenu aktivnost citoplazmatske L-cistein desulfidraze.
lako sjemenke navedenog mutanta ne produciraju endogeni H2S uslijed klijanja, sjeme
je zadrzalo sli¢nu sposobnost klijanja kao i sjeme divljih vrsta. Osim toga, sjeme
mutanta desl je reagiralo slicno na temperaturu i abscizinsku kiselinu kao i sjeme
divljih vrsta. Na temelju rezultata istrazivanja autori navode da HS, iako je njegova
sinteza povecana u procesima klijanja, ako ima ikakvu, ima marginalnu ulogu u

regulaciji klijanja sjemena u standardnim uvjetima.
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Majcinska linija hibrida Luke pri 30 % PVK imala je jednak broj izniklih biljaka iz
sjemena primiranog U otopinama koje su sadrzavale 500 i 1000 uM NaHS, dok je kod
sjemena primiranog u vodi, klijavost bila samo 2 % manja u usporedbi s prethodno
spoemnutim tretmanima s NaHS-om (Grafikon 5). Sjeme maj¢inske linije koje nije bilo
prethodno imbibirano imalo je 8 % manju klijavost u usporedbi s tretmanima
primiranjem §to upucuje na pozitivni efekt imbibicije prije sjetve, naro€ito ako se radi o

nepovoljnim uvjetima kao $to je nedostatak vode u tlu.

BEZ PRIMIRANJA H20 500 MM NAHS 1000 MM NAHS

Grafikon 5. Broj izniklih biljaka kod majc¢inske linije hibrida Luka
pri 30 % PVK

Kod hibrida Luka, u prosjeku za obje varijante susnog stresa, utvrdeno je povecanje
mase listova pri tretmanu s najve¢om koncentracijom NaHS za 9 % u odnosu na
tretman u 500 uM NaHS. Kod sjemena primiranog u vodi masa listova je bila za 13 %
niza od one utvrdene pri 1000 UM NaHS dok su biljke uzgojene iz sjemena bez
prethodnog primiranja imale samo 6 % nizu masu. Navedene vrijednosti su prosjek za
obje varijante suSnog stresa te je pojedina¢ni pozitivni efekt imbibicije izrazeniji u

uvjetima nedostatka vode u tlu, §to je vidljivo iz prethodnih prikaza podataka.
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Grafikon 6. Hibrid Luka - masa listova u prosjeku za obje varijante susnog stresa

Christou i sur. (2013.) su istrazivali u¢inak donora sumporovodika NaHS (100 uM
tijekom 48 sati) apliciranim u zonu korijena u hranjivu otopini, u kojoj su uzgajali biljke
jagode (Fragaria x ananassa cv. Camarosa). Autori smatraju da tretman
sumporovodikom moze imati dugotrajni pozitivni ucinak primiranja i povecati
toleranciju na naknadno izlaganje biljaka solnom odnosno osmotskom stresu,
izazvanom apliciranjem 100 mM NaCl ili 10 % PEG-6000 tijekom 7 dana. Rezultati su
pokazali da je tretman korijena sumporovodikom rezultirao povecanjem flurescencije
klorofila u listu, povecanjem provodljivosti puci, ve¢im realativnim sadrzajem vode u
lis¢u, kao 1 nizim razinama peroksidacije lipida u usporedbi s biljkama koje su izravno
podvrgnute solnom i neionskom osmotskom stresu. Na temelju rezultat autori sugeriraju
da sumporovodik sistemski ublazuje negativni ucinak abiotskog stresa koje rezultaira
stani¢nim, fizioloskim i metabolickim oSteCenjima. Aplikacija sumporovodika u zoni
korijena rezultirala je smanjenjem oksidativnog i nitroznog stresa u biljkama jagoda, $to
se ocitovalo smanjenjem sinteze NO i H202 u lis¢u i odrzavanjem visokog redoks
potencijala kroz povecanje sinteze askorbata i glutationa. Kvantitativna analiza
ekspresije gena klju¢nih u produkciji enzima ukljucenih u antioksidativni odgovor,
(cAPX, CAT, MnSOD, GR), te biosinteza askorbata i glutation-a (GCS, GDH, GS),
faktora transkripcije (DREB) kao gena koji sudjeluju u odgovoru na solni stres (SOS —

Salt Overlay Sensitive), sugeriraju da H>S ima klju¢nu ulogu u koordiniranoj regulaciji
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vise transkripcijskih putova. Autori zakljucuju da biljke koje su prethodno tretirane H2S
uspijevaju prevladati Stetne ucinke solnog i neionskog osmotskog stresa povecanjem
kontrole oksidacijskih i nitroznih osteenja stani¢nih molekularnih struktura i funkcija,
povec¢anom aktivnoSc¢u antioksidacijskih mehanizama i koordiniranom regulacijom SOS
puta, kao genetskog odgovora na solni stres.

25



6. ZAKLJUCAK

1.

Bez obzira na tip sjemena suncokreta (hibrid, maj¢inska i o¢inska linija), susni stres
je u prosjeku za sve predsjetvene tretmane sjemena, smanjio masu nadzemnog

dijela, masu listova te broj klijanaca.

U prosjeku za obje varijante susnog stresa, predsjetveni tretman sjemena kod
hibrida Luke, primiranog u otopini 1000 pM NaHS rezultirao je znacajno vecom
masom nadzemnog dijela i listova u usporedbi sa njegovim majc¢inskom i o€inskom

linijom.

U uvjetima punog PVK, biljke suncokreta su zadrzale klijavost bez obzira na
predsjetveni tretman sjemena, medutim, pri susSnom stresu kod 30 % PVK, utvrden

je znacajan pozitivni efekt tretmana donorom sumporovodika, na poveéanje broja

izniklih biljaka.

Kod majcinske linije utvrden je znacajno vec¢i broj izniklih biljaka pri svim

varijantama primiranja sjemena u usporedbi s netretiranom kontrolom.

U prosjeku za sve ispitivane varijante su$nog stresa i tipove sjemena, primiranje
otopinom NaHS koncentracije 1000 uM, pozitivno utjee na poveéanje pokazatelja

raasta kod mladih klijanaca suncokreta.
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8. SAZETAK

Sve vec¢i broj dokaza potvrduje da sumporovodik (H2S) u niskim, fizioloSkim
koncentracijama pozitivno djeluje na metabolizam u biljnim stanicama. H2S utjece na
mehanizme regulacije gibanja puci, poti¢e rast adventivnog korijenja te pojacava
otpornost biljaka u uvjetima abiotskog i biotskog stresa. U istrazivanju je ispitana
otpornost mladih klijanaca suncokreta (Helianthus annuus L.) hibrida ,,Luka" te
njegove oc¢inske 1 majc¢inske linije, na stres izazvan nedostatkom vode u tlu pri poljskom
vodnom kapacitetu (PVK) i 30 % PVK. Sjeme suncokreta je prije sjetve osmoprimirano
u otopinama NaHS, 500 uM i 1000 uM te vodi, a za kontrolu je koriSteno sjeme bez
prethodne imbibicije. Analizirani su sljede¢i parametri rasta: broj klijanaca, masa
nadzemnog dijela i masa listova. Rezultati ispitivanih parametara ukazuju da, bez obzira
na tip sjemena i varijantu osmoprimiranja, susni stres u prosjeku smanjuje broj izniklih
biljaka, masu nadzemnog dijela te masu listova. Osmoprimiranje otopinama NaHS je
rezultiralo pozitivnim efektom na povecanje analiziranih pokazatelja rasta i kod
klijanaca uzgajanih pri PVK ali i u uvjetima suSnog stresa. Utvrden je razli¢it efekt
osmoprimiranja i nedostatka vode na mlade klijance, koji je ovisio o tipu ispitivanog
sjemena. Dobiveni rezultati upuéuju da u¢inak osmoprimiranja sjemena i otpornost na
susni stres takoder ovise o genetskoj osnovi. Zbog sve veceg problema s nedostatkom
vode u poljoprivrednoj proizvodnji na globalnoj razini, istraZivanja koja se bave
fizioloskim efektima spojeva, poput NaHS-a, koji se takoder koristi i kao fungicid, od
velikog su znacaja u povecanju otpornosti biljaka na stres izazvan biotskim 1 abiotskim

faktorima okoline.

Kljuéne rije¢i: sumporovodik, NaHS, susni stres, suncokret
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9. SUMMARY

A growing body of evidence confirms that hydrogen sulfide (H2S) at low, physiological
concentrations has a positive effect on metabolism in plant cells. H>S affects the
mechanisms of regulation of stomata movement, promotes the growth of adventitious
roots, and enhances plant resistance under conditions of abiotic and biotic stress. The
study examined the resistance of young sunflower (Helianthus annuus L.) seedlings of
hybrid "Luka" and its paternal and maternal lines to the stress caused by lack of soil
water at water retention capacity (WRC) and 30 % WRC. Before sowing, sunflower
seeds were osmoprimed in NaHS solutions, 500 uM and 1000 pM lead, and non
osmoprimed seed was used for control. The following growth parameters were
analyzed: number of seedlings, weight of aboveground part and weight of leaves. The
results of the tested parameters indicate that, regardless of seed type and variant of
osmopriming, in average, dry stress decreased the number of emerged plants, the weight
of the aboveground part and the leaves. Osmopriming with NaHS solutions resulted in a
positive effect on the increase of the analyzed growth indicators both in seedlings grown
under WRC and under conditions of drought stress. A different effect of osmopriming
and water deficiency on young seedlings was determined, which was dependent on the
type of seed tested. The results obtained, indicate that the effect of seed osmopriming
and resistance to drought stress also depends on the genetic basis. Due to the increasing
problem of water scarcity in agricultural production globally, studies addressing the
physiological effects of compounds such as NaHS, which is also used as a fungicide,
are of great importance in increasing the resistance of plants, caused by both, biotic and

abiotic environmental factors.
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SazZetak:

Sve veci broj dokaza potvrduje da sumporovodik (H2S) u niskim, fizioloskim koncentracijama pozitivno
djeluje na metabolizam u biljnim stanicama. H,S utje¢e na mehanizme regulacije gibanja puci, potice rast
adventivnog korijenja te pojacava otpornost biljaka u uvjetima abiotskog i biotskog stresa. U istrazivanju
je ispitana otpornost mladih klijanaca suncokreta (Helianthus annuus L.) hibrida ,,Luka" te njegove
oc¢inske i majcinske linije, na stres izazvan nedostatkom vode u tlu pri poljskom vodnom kapacitetu
(PVK) i 30 % PVK. Sjeme suncokreta je prije sjetve osmoprimirano u otopinama NaHS, 500 uM i 1000
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susnog stresa. Utvrden je razlicit efekt osmoprimiranja i nedostatka vode na mlade klijance, koji je ovisio
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A growing body of evidence confirms that hydrogen sulfide (H2S) at low, physiological concentrations
has a positive effect on metabolism in plant cells. H,S affects the mechanisms of regulation of stomata
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of leaves. The results of the tested parameters indicate that, regardless of seed type and variant of
osmopriming, in average, dry stress decreased the number of emerged plants, the weight of the
aboveground part and the leaves. Osmopriming with NaHS solutions resulted in a positive effect on the
increase of the analyzed growth indicators both in seedlings grown under WRC and under conditions of
drought stress. A different effect of osmopriming and water deficiency on young seedlings was
determined, which was dependent on the type of seed tested. The results obtained, indicate that the effect
of seed osmopriming and resistance to drought stress also depends on the genetic basis. Due to the
increasing problem of water scarcity in agricultural production globally, studies addressing the
physiological effects of compounds such as NaHS, which is also used as a fungicide, are of great
importance in increasing the resistance of plants, caused by both, biotic and abiotic environmental factors.
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