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1. UvOD

Biljke su se evolucijski razvile kao sesilni organizmi te su tijekom rasta i razvoja
neprekidno suocene s velikim odstupanjem okoli$nih uvjeta od optimuma, Kkoji biljni
metabolizam ¢esto dovode do gornje granice elasti¢nosti. Zaslanjenost tla, nedostatak
vode, visoke ili niske temperature, razlicite toksi¢ne tvari, patogeni mikroorganizmi i
Stetnici su faktori koji ¢esto izazivaju stres kod biljaka koji nepovoljno utjeCe na rast, a
Sto se u biljnoj proizvodn;ji reflektira kroz gubitak kvantitete i kvalitete prinosa.

Tolerantnost biljke na stres odnosi se na prezivljavanje odnosno oporavak biljke kako bi,
s agronomskog glediSta, utjecaj na kvalitetu i1 kvantitetu prinosa ostvarenog u stresnim
uzgojnim uvjetima bio §to manji. Adekvatna opskrba vodom 1 hranjivim tvarima vazni su
¢imbenici koji utjeCu na optimalan rast biljaka i uspjeSnu poljoprivrednu proizvodnju.
Susni stres je medu najznacajnijim ogranicavaju¢im faktorima rasta usjeva, posebno u
susnim i polu-su$nim regijama svijeta jer voda ima vitalnu ulogu u rastu i razvoju biljaka
kroz sve faze rasta. Istrazivanja pokazuju da sumporovodik (H2S) ima vrlo vaznu
fiziolosku ulogu u biljnim stanicama, naro€ito u uvjetima bioti¢kog i abioti¢kog stresa.
Poboljsana organogeneza korijena i klijavost sjemena egzogenom primjenom
sumporovodika je zabiljezena kod nekoliko biljnih vrsta. Takoder je dokazano da
sumporovodik poveéava toleranciju na smrzavanje izdanaka te §titi biljku od osmotskog
stresa.

Zbog brzih klimatskih promjena te velike oscilacije klimatskih faktora koji utjecu na rast
i produktivnost biljaka, poboljSanje otpornosti na susu jedan je od glavnih
oplemenjivackih ciljeva (De Leonardis i sur., 2012.). U tropskim i suptropskim regijama
o¢ekuje se da ¢e povecanje sezonske temperature od 1 °C izravno uzrokovati gubitke
prinosa od 2,5 % do 16 % kod najznacajnijih usjeva (Sehar i sur., 2022.). Na globalnoj
razini, kulturni suncokret (Helianthus annuus L.) je po vaznosti Cetvrta uljarica nakon
soje, uljane repice i Safranike te se smatra najprofitabilnijom i najekonomiénijom
uljaricom (Adeleke i Babalola, 2020.). Otpornost suncokreta prema suSi zavisi od
njegovih morfoloskih, genetskih i fizioloskih svojstava. Iz ovih razloga jedan od glavnih
mehanizama otpornosti prema su$i realizira se ciljanom selekcijom na odredene
fizioloSke 1 morfoloSke parametre Cije poboljSanje omogucava racionalnije koriStenje
zaliha vode u vrijeme stresnog razdoblja. Oplemenjivacki procesi kod suncokreta
usmjereni su na produzenje vijeka trajanja listova s ciljem o¢uvanja fotosintetski aktivne
povrsine 1 smanjenja Stetnog ucinka nedostatka vode. Osim selekcije, primjena ekoloski
prihvatljivih kemijskih spojeva poput HS, koji osim $to djeluju fungicidno, utjecu i na
povecanje tolerancije na abiotske tipove stresa poput suSe, narocito u pocetnom porastu
usjeva te ima veliku perspektivu u poljoprivrednoj proizvodnji.

Na temelju navedenog, ovaj doktorski rad ima za cilj istraziti potencijalnu upotrebu
donora H>S, NaHS, kao sredstva za primiranje sjemena suncokreta, o¢ekujuci njegove
povoljne ucinke na klijanje sjemena u PEG-induciranom vodenom stresu u kontroliranim
uvjetima uzgojne komore, kao i na ranom rastu klijanaca suncokreta izlozenih susi u
prirodnim uvjetima. Analizirani morfo- i fizioloski parametri mogu doprinijeti boljem



razumijevanju tolerancije suncokreta na susu i H2S-posredovanog odgovora na susu ove
vazne vrste usjeva.

1.1. Ciljevi istrazivanja

- Utvrditi da li sumporovodik, kao plin koji dospijeva u atmosferu procesima raspadanja
organske materije, geoloSkom aktivnoscu ali i unutarnjom produkcijom i oslobadanjem
iz zivih stanica, ima zastitnu ulogu kod biljaka u uvjetima okoli$nog stresa.

- Utvrditi utjecaj primiranja sjemena s otopinama NaHS na pokazatelje vigora suncokreta
naklijavanog u uvjetima osmotskog stresa.

- Utvrditi da li postoji genetska specificnost u metabolickom odgovoru klijanaca na
spomenute predsjetvene tretmane sjemena naklijavanog u uvjetima osmotskog stresa.

- Utvrditi utjecaj primiranja sjemena s NaHS na vigor sjemena i antioksidativni odgovor
kod klijanaca uzgajanih pri susnom stresu kod 30 % PVK.

- H2S je kao plin prisutan u atmosferi tijekom cijele njezine evolucije te se ocekuje da
biljne stanice reagiraju na njegovo prisustvo, posto je evolucija zivog svijeta usko
povezana uz promjenu uvjeta u atmosferi.

1.2. Hipoteze

Osnovne hipoteze istrazivanja su da H2S utjeCe na vigor sjemena suncokreta i
biokemijske pokazatelje stresa kod klijanaca, da postoji genetska specifi¢nost u odgovoru
na osmotski i susni stres te da HoS moze smanjiti Stetne uc¢inke osmotskog i susnog stresa.



2. PREGLED LITERATURE
2.1. Suncokret

Suncokret potjece iz Amerike, to¢nije Meksika i Perua. Najprije je uzgajan kao ukrasna
biljka, zatim se sjeme koristilo za prehranu ptica, a naposljetku su ljudi poceli jesti jezgru
iz sjemena. Putt (1978.) navodi da je 1840. godine prvi put dobiveno ulje iz suncokreta.
Kulturni suncokret (Helianthus annuus L.) u svjetskom uljnom kompleksu rangira se kao
jedna od Cetiri najvaznije jednogodisnje kulture za proizvodnju kvalitetnog jestivog ulja
(Kaya i sur., 2012.; Seiler i Gulya, 2016.). Prema FAOSTAT podacima za 2021 g.
suncokret se uzgajao na vecini kontinenata a najvise u Europi (74 %). U svijetu je bilo
zasijano 29 531 998 ha suncokreta s prosje¢nim urodom od 1 970 kg ha, odnosno
proizvedeno je 58 185 634 t zrna. U Republici Hrvatskoj je u istoj godini zasijano 40 969
ha, prosje¢ni urod je bio 2 984 kg ha i proizvedeno je 124 363 t zrna. Suncokret je u
Republici Hrvatskoj relativno nova kultura u odnosu na glavne ratarske kulture, jer se sije
u kontinuitetu zadnjih pedesetak godina (Biloli¢, 2020.). Sadasnja proizvodnja suncokreta
u zemlji nije dostatna za domace potrebe te se Uv0ze znacajne koli¢ine ulja. Suncokret se
istiCe Sirokim spektrom upotrebe: proizvodnja jestivog ulja i margarina, majoneze,
stearina (sluzi u proizvodnji svijeéa, plastike, sapuna, kozmetike i za omeksivanje gume),
farmaceutskih proizvoda, boja, lakova i dr. 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. Iako se suncokret prilagodava Sirokom
rasponu tala 1 klimatskim uvjetima, otpornost suncokreta prema susi zavisi od njegovih
morfoloskih, strukturnih i fizioloskih osobina (Connor i Hall, 1997.). 1z ovih razloga
jedan od glavnih mehanizama otpornosti prema susi realizira se izmjenom odredenih
fizioloskih i morfoloskih parametara §to omogucava racionalnije koristenje zaliha vode u
vrijeme stresnog razdoblja. Prema rezultatima Skori¢a (1989., 1992.) vrlo djelotvornim
se pokazalo koriStenje fenomena “stay green” u selekciji na otpornost prema zemlji$noj 1
zra¢noj susi. Izbor genotipova s ovim Svojstvom ne dovodi samo do povecanja otpornosti
prema susi, ve¢ i prema zarazi vrstama Phomopsis-u i Macrophomina phaseoli (Tan¢i¢-
Zivanov i sur., 2021.). U oplemenjivackim centrima koriste se razli¢ite tehnike i parametri
za ocjenu i izbor genotipova.

2.2. Djelovanje stresa na stani¢noj i molekularnoj razini

Cheeseman (2013.) navodi da velika odstupanja osnovnih okoli$nih ¢imbenika uzrokuju
fiziolo8ki 1 metabolicki odgovor kod biljaka, koji se reflektira kroz poremecaje rasta i
razvoja, $to na globalnoj razini predstavlja prijetnju odrzivoj poljoprivredi. U poljskim
uvjetima, usjevi i1 druge biljke su najc¢esce izlozene kombinaciji razli¢itih abiotickih
stresova (Boyer, 1982.; Ahuja i sur., 2010.; Atkinson i Urwin, 2012.). Na primjer,
toplinski stres Cesto prati nedostatak vode, a susu prekomjerna zastupljenost soli u tlu.
Stoga je ucinak abiotskog stresa na biljke postao vazna tematika zbog zabrinutosti o
uc¢incima klimatskih promjena na biljne resurse, bioraznolikost i globalnu nestasSicu
hrane.



Prema Lichtenthaleru (1996.), stres kod biljaka podrazumijeva svako nepovoljno stanje
ili tvar koja utjece ili blokira metabolizam, rast ili razvoj biljaka. Rasheed (2009.) smatra
da su stresni okoliSni uvjeti odgovorni za promjene na molekularnoj i fizioloskoj razini
pojedinih biljnih tkiva kao i cijele biljke, pri cemu nastaju vidljive morfoloske promjene
na biljkama kao rezultat u¢inka kumulativnog djelovanja pojedinih Cinitelja, kao i
specificnog sortnog odgovora na stres koji se temelji na promjeni ekspresije gena i
metabolickih procesa. S tim se slazu Dubravec i Regula (1995.) koji isticu da se na
odreden nacin, ¢imbenici vanjske sredine odrazavaju na stupanj intenziteta, oblikovanja
I manifestacije nasljednih potencijala. Na pojedine utjecaje vanjske sredine biljke
reagiraju nejednakim intenzitetom. One posjeduju odredenu otpornost prema okolisnim
¢imbenicima, a svaka otpornost ima kompleksno znacenje. Na razinu otpornosti s jedne
strane utjecu bioloska svojstva biljke, a s druge niz faktora koji su djelovali u odredenom
momentu tijekom Zivotnog procesa biljke. Tolerantnost biljke na stres odnosi se na
prezivljavanje odnosno oporavak biljke, kako bi utjecaj stresa na kvalitetu i kvantitetu
prinosa ostvarenog u nepovoljnim uzgojnim uvjetima bio §to manji. Adekvatna opskrba
vodom 1 hranjivim tvarima vazni su ¢imbenici koji utje€u na optimalan rast biljaka i
uspjes$nu poljoprivrednu proizvodnju. Svi Zivi organizmi imaju niz mehanizama za borbu
protiv ekoloskog stresa (Capaldi i sur., 2015.). Otpornost prema susi je Svojevrsna
osobina biljaka da podnose nedostatak vode. Nedostatak vode moze se pojaviti u tlu ali i
zraku. Otpornost biljaka prema susi ovisi o njihovim morfoloskim, anatomskim i
fizioloskim svojstvima, odnosno o sposobnosti prilagodbe u takvim uvjetima. Otpornost
na suSu ima dinamicki znacaj koji se razvija kao proces tijekom ontogeneze. Veliki znacaj
takoder imaju koloidno-kemijska svojstva protoplazme: elasti¢nost, viskozitet, koli¢ina
vezane vode, itd. Wang i sur. (2003.) tvrde da su susa, ekstremne temperature te solni i
oksidativni stres najces¢e medusobno povezani te mogu izazvati slina stani¢na
oStecenja. Slijedom toga i reakcije biljaka na suSu i zaslanjenost su u korelaciji. Stani¢ni
i molekularni odgovori biljaka na okoli$ni stres intenzivno su proucavani posljednjih
godina (Zhang i sur., 2020.; Mittler i sur., 2022.; Priya i sur., 2023.). Razumijevanje
mehanizama pomocu kojih biljke primaju signale iz okoline te ih prenose stani¢nim
mehanizmima kako bi se aktivirali adaptivni odgovori, od temeljnog su znacaja za
biologiju. Znanje o pretvorbi signala stresa je takoder od vitalnog znacaja za daljnji razvoj
racionalnog uzgoja i transgene strategije za poboljSanje otpornosti na stres kod usjeva
(Xiong i sur., 2002.).

Signalni putevi predstavljaju odgovor na stres u okoliSu 1 nedavne molekularne i1 genetske
studije su pokazale da ti putevi ukljuéuju mnoge komponente. Raznovrsnost informacija
ugradenih u abiotske signale stresa u osnovi je slozenosti signalizacije stresa. Ipak, ve¢ina
studija o signalizaciji vodnog stresa usredotocena je prvenstveno na solni stres, jer su
reakcije biljaka na sol i suSu usko povezane i mehanizmi se preklapaju (Zhu, 2002.).
Biljke reagiraju na stres kako na molekularnoj tako i1 na stani¢noj razini. MnoStvo
razli¢itih gena dolazi do izrazaja kao odgovor na stres. Smatra se da proizvodi ovih gena
djeluju ne samo u toleranciji na stres ve¢ i u regulaciji ekspresije gena i prijenosu signala
u reakciji na stres (Shinozaki, 2003.). Susni stres je medu najznacajnijim ograni¢avajué¢im
faktorima rasta usjeva, posebno u susnim i polu- susnim regijama svijeta, jer voda ima



vitalnu ulogu u rastu i razvoju biljaka kroz sve faze rasta. Mnogi znanstvenici suSu
smatraju najvaznijom prijetnjom za proizvodnju usjeva u svijetu (Balestrini i sur., 2018.;
Farook i sur., 2009., 2012.; Fotopoulos i sur., 2013.; Li i sur., 2016.; Paul i Roychoudhury,
2020.). Ovisno o biljnoj vrsti, nedostatak pristupa¢ne vode u tlu za biljku je najkriti¢niji
u stadijima klijanja, nicanja i cvatnje. Procjenjuje se da suSa uzrokuje vise od 50 %
smanjenja prinosa usjeva (Bukhari i sur., 2019.), a Steta uzrokovana suSnim Stresom
predstavlja znaCajan gubitak koli¢ine i kvalitete prinosa usjeva. Bez sumnje, postoji
medunarodni interes za povecanjem proizvodnje biljaka otpornih na susni stres (llyas i
sur., 2020.). Razvoj usjeva s povecanom otpornoséu na susu, prema Farooqu i sur.
(2009.), izmedu ostalog, zahtijeva poznavanje fizioloskih mehanizama i genetske
kontrole svojstava koja pridonose otpornosti biljaka u razli¢itim fazama razvoja. Pocetni
ucinak suSe na biljke je losa Klijavost i slabo razvijeni klijanci (Fahad i sur., 2017.). Ako
biljke u ovoj fazi budu izlozene susi, ne postoji agrotehnicka mjera koja bi omogucila
optimalan sklop kao preduvjet za postizanje Zeljenog prinosa. Medutim, Kaya i sur.
(2006.) su naveli da tehnike primiranja mogu pomo¢i u smanjenju rizika od loseg sklopa
1 omoguditi ujednaceniji rast u uvjetima nepravilnih padalina i suse na slanim tlima.
Stoga, znacajna se pozornost pridaje Stetnim ucincima ekstremnih okolisnih uvjeta na
biljke i njihovo ublazavanje egzogenom primjenom razli¢itih sredstava primiranja.
Postoji mnostvo izvjeS¢a koja se bave kemijskim predtretmanom biljaka, s ciljem
ucinkovitijeg aktiviranja stani¢nih obrambenih mehanizama koji su izazvani
¢imbenicima abiotskog stresa (Fotopoulos i sur., 2013.). Dakle, jedan od kratkoro¢nih i
primiranje sjemena. Ovaj pristup je primijenjen za prevladavanje uc¢inaka su$nog stresa u
mnogim biljnim vrstama (Farooq i sur., 2009.), ali nije isklju¢ivo povezan sa su$nim
stresom. Posljednjih godina primiranje sjemena je dobilo veliku pozornost kao
nezamjenjiva metoda za proizvodnju biljaka otpornih na razlicite stresove (Sen i Puthur,
2020.; Rhaman i sur., 2020.; Liu i sur., 2022.). U usporedbi sa pojedinaénim kemijskim
spojevima, neke mjesavine aktivnih tvari koje se koriste kao agensi za primiranje mogu
znacajno poboljsati toleranciju razli¢itih biljnih vrsta na abioticki stres (Antoniou i sur.,
2020.). Kako navode Balestrini i sur. (2018.), primjena takvih spojeva za primiranje prije
izlaganja biljaka stresu rezultira mnogim transkripcijskim modifikacijama koje mogu ali
I ne moraju biti specifiéne za upotrijebljeno aktivno sredstvo. Autori su utvrdili da je
potrebno detaljnije istraziti zatitni potencijal razli¢itih kemijskih spojeva koji se koriste
za primiranje sjemena. Ukratko, primiranje sjemena je predtretman u kojemu se sjeme
tretira s otopinama na bazi vode kako bi se sjeme umjereno hidratiziralo, do tocke kada
zapoc¢inju metabolicki procesi prije klijanja, bez vidljivog klijanja. Nakon toga, sjeme se
ponovno susi do skladiSne vrijednosti udjela vlage kako bi bilo spremno za daljnje
koristenje (Farooq i sur., 2019.). Primiranje sjemena utjece na klijavost, vigor sjemena i
razvoj klijanaca u razli¢itim ekoloskim uvjetima (Dragani¢ i Leki¢, 2012.). Uz uobicajeno
ranu i ujednacenu klijavost, biljke uzgojene iz primiranog sjemena uglavnom pokazuju
brze obrambene reakcije stanica na razlicite abioticke stresove, a ukupni rast biljaka je
poboljsan (Jisha i sur., 2013). Potrebno je naglasiti da se primiranje sjemena razlikuje od
primiranja biljaka, iako oba postupka vode do poboljsane otpornosti na stres (Chen i
Arora, 2012.). Kako primiranje ukljucuje razli¢ite mehanizme, Tanou i sur. (2012.)

5



sugeriraju da je vazno okarakterizirati razli¢ite znacajke kao i potencijalnu interakciju tih
mehanizama na razini proteoma.

2.3. Stani¢ni prijenos signala u uvjetima su$nog stresa

Sumporovodik u biljci ima u osnovi zadac¢u signalne molekule. Prema Hancock i sur.
(2011.) postoji nekoliko reaktivnih spojeva za koje se smatra da sudjeluju u stani¢noj
signalizaciji. U takve spojeve spadaju reaktivne kisikove jedinke (eng. Reactive Oxygen
Species, ROS), kao $to su vodikov peroksid, superoksidni radikal, hidroksilni radikal itd.,
te reaktivne dusikove jedinke (RNS) kao Sto su dusik oksid radikal, peroksinitrit itd.
Fizioloski 1 metabolicki mehanizmi regulacije antioksidativnog odgovora te signalne
uloge pojedinih specifi¢nih 1 kemijski jednostavnih plinovitih spojeva poput uglji¢nog
monoksida, duSikovog oksida, molekularnog vodika te sumporovodika, jo§ uvijek su
nedovoljno istrazene (Raza i sur., 2022.). Donedavno se smatralo da je HzS fitotoksican,
no danas vecina dokaza potvrduje ¢injenicu da H>S takoder moze imati signalnu ulogu i
da po funkciji koju obavlja u stanici treba biti rangiran uz RNS i ROS. Pri visokim
koncentracijama sumporovodik inhibira enzime poput citokrom c-oksidaze, no pri nizim
koncentracijama djeluje na pozitivan naéin. Postoji nekoliko kriterija prema kojima se
ROS i RNS ocjenjuju kao signalizacijske komponente. Signalne molekule moraju se
proizvoditi u slu€aju potrebe te se kretati prema mjestu djelovanja, gdje ¢e biti prepoznate
i nakon toga izazvati stani¢ne odgovore. Signalne molekule ¢esto tvore mrezu unakrsnog
provodenja signala pa iz tog razloga postoje fizioloski putevi koji uklanjaju signalne
molekule nakon prestanka potrebe za njihovim djelovanjem.

Sumporovodik (H2S) je 2013. godine prvi puta opisan kao potencijalni spoj za primiranje
sjemena (Christou i sur., 2013.). Savvides i sur. (2015.) su zakljucili da primiranje biljaka
kemijskim agensima kao $to su natrijev nitroprusid (koji oslobada dusikov oksid: NO),
vodikov peroksid (H20z), natrijev hidrosulfid (koji oslobada H>S), melatonin i poliamini
povecava toleranciju biljaka na razlicite abiotske stresove, poboljSavajuéi stanicnu
homeostazu i rast biljaka u uvjetima stresa. H.S je prepoznat kao novi plinoviti prenositelj
signala koji je aktivno ukljucen u razlicite bioloske procese, kao §to su klijanje sjemena,
razvoj korijena, rad puéi, fotosinteza, starenje i rast biljaka opéenito. Stovise, istrazivanja
pokazuju da primjena egzogenog H2S povecava toleranciju biljaka na uvjete abiotskog
stresa, kao Sto su suSa, salinitet, visoke koncentracije teSkih metala 1 temperaturni
ekstremi (Fotopoulos i sur., 2013.; Calderwood i Kopriva, 2014.; Li i sur., 2017.;
Hancock, 2019.; Singh i sur., 2020.). H2S je u interakciji s ROS-posredovanom mrezom
odgovora na oksidativni stres na vise razina, ukljucujuci regulaciju sustava za obradu
ROS transkripcijskim ili posttranslacijskim modifikacijama (Chen i sur., 2020.). Osim
odredenih specificnih odgovora, u vecini slucajeva, ¢ini se da primjena egzogenog H2S
poboljsava ekspresiju gena koji kodiraju enzime povezane s rezistencijom, kao §to su
katalaza (CAT), superoksid-dismutaza (SOD), kao i enzimske i neenzimske komponente
askorbat-glutationskog ciklusa, koje smanjuju razinu H20- i stope peroksidacije lipida u
biljkama pod stresom (Xuan i sur., 2020; Corpas i Palma, 2020.). Utvrdeno je da tretman
S H2S povecava dostupnost reduciranog sumpora za sintezu glutationa, glavnog sudionika
u obrani od Sirokog spektra stresnih ¢cimbenika (Calderwood i Kopriva, 2014.). Takoder,



opce je prihva¢eno da ova hlapljiva molekula ima vaznu signalnu ulogu u razlicitim
staniénim procesima i interakcijama u okoliSu biljaka (Jin i Pei, 2016.; Zulfigar i
Hancock, 2020.; Chen i sur., 2020.). Ovaj plinoviti prenositelj signala je intenzivno
proucavan posljednjih godina, a novi podaci promijenili su koncept uloge H2S od toksi¢ne
molekule do klju¢ne signalne molekule usporedive s H2O2 i NO (Hancock i sur., 2011.;
Lisjak i sur., 2013.; Pandey i Gautam, 2020.). Tijekom odredenih biljnih procesa, kao $to
su pokreti puci, koji su vazan odgovor na stres od suse, H2S bi mogao djelovati uzvodno
ili nizvodno od signalizacije NO i abscizinska kiselina (ABA) (Lisjak i sur., 2011.; Jin i
sur., 2013.; Paul i Roychoudhury, 2020.). Doista, kada su biljke ugrozene raznim
stresovima kao $to su su$a, temperaturni stres i salinitet, interakcija NO i H»S, izmedu
ostalih signalnih putova, regulira procese rasta i razvoja. Singh i sur. (2020.) navode da
oni takoder pokrecu formiranje unakrsne prilagodbe. Prema Shi i sur. (2013.), povecéanje
endogene razine H>S nakon tretmana stresa ukazuje na to da bi HzS takoder mogao biti
vazan sekundarni glasnik otkrivanja stresa, koji zauzvrat modulira fizioloske promjene u
biljkama i ekspresiju gena nizvodno. Sadrzaj endogenog H2S povecava se tijekom klijanja
sjemena, dok tretman egzogenim natrijevim hidrosulfidom (NaHS - najvise koristeni
donor H2S) pospjesuje njegovo nakupljanje, Sto zauzvrat $titi klijance od oStecenja
pojacavanjem aktivnosti amilaze i1 esteraze, smanjenjem oksidativnog oStecenja,
sprjeCavanjem apsorpcije metalnih iona i potiskivanjem ABA signalizacije (Xuan i sur.,
2020.).

Uzimajuéi u obzir Hz2S kao primiraju¢e sredstvo, do sada prijavljeni uéinci njegove
egzogene primjene nedvojbeno su pokazali povoljan u¢inak na razlicite biljne vrste,
posebno one od znacajnog agronomskog interesa, u nepovoljnim uvjetima okolisa
(Corpas, 2019.; Corpas i Palma, 2020.). Zanimljivo je da H2S moze imati i kratkoro¢ne i
dugoroc¢ne ucinke u biljnim stanicama (Zulfigar i Hancock, 2020.). lako je koncentraciju,
vrijeme izlaganja i vrstu donora H2S potrebno prilagoditi svakom specifiénom stanju,
biljke jasno pokazuju vanjske vizualne znakove oporavka nakon tretmana s H,S (Corpas,
2019.). Medutim, detaljni mehanizmi ué¢inaka H2S na stresne reakcije biljaka u uvjetima
nedostatka vode i dalje ostaju nejasni (Chen i sur., 2016.) i opéenito nedovoljno istrazeni
(Kolupaev i sur., 2019.). Stoga je uloga H2S u povecanju tolerancije na stres biljaka
suocenih s globalnim klimatskim promjenama iznimno vazna, a egzogena primjena H2S
¢ini se obecavaju¢im pristupom za ublazavanje problema sigurnosti hrane, posebno pod
klimatskim fluktuacijama koje uzrokuju stresove u okolisu (Zulfigar i Hancock, 2020.).
Rezultati istrazivanja Ding i sur. (2018.) pokazuju da H2S moze ublaziti negativni utjecaj
susnog stresa kod klijanaca pSenice ukljuéivanjem u razli¢ite biokemijske puteve te da
metabolizam energije i ugljika, prijenos signala, antioksidativni kapacitet i sinteza
proteina mogu igrati vaznu ulogu u regulaciji suSnog stresa kod biljaka. Po misljenju
Baudouina i sur. (2016.), budu¢i da su tretmani s donorima H2S ucinkovito ublazili
inhibiciju klijanja uzrokovanu abioti¢kim stresom, buduéi radovi bi se trebali usredotociti
na otkrivanje uloge endogeno izazvanog HzS u toleranciji na abioticki stres tijekom
klijanja sjemena i njegove vaznosti za odabir i poboljsanje sorti.

Huang i Liao (2021.) smatraju da odgovor na izlaganje biljaka HzS, primjenom H.S
donora, potvrduje vaznost uloge ovog spoja u odgovoru biljaka na abiotske tipove stresa
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koje izazivaju teski metali, salinitet, suSa i ekstremne temperature. Natrijev hidrosulfid je
najéescée koristen donor u biljkama zbog izravnog i trenutnog otpustanja H»S, a slijedi ga
GYY4137. H2S moze povecati otpornost biljaka na solni stres reguliranjem homeostaze
Na+/K+, a kada je rije¢ o stresu izazvanom poveéanom koncentracijom teSkih metala,
H2S se ukljucuje u regulaciju unosa i transporta metalnih iona. H2S takoder promice
ravnotezu ciklusa H>S-Cys u uvjetima abiotskog stresa te je istaknuta uloga u regulaciji
antioksidativnog sustava, alternativnog respiratornog puta i sinteze kelatora teSkih
metala. H2S koordinira stani¢ni prijenos signala kroz interakciju s ostalim plinovitim
signalnim molekulama, ROS i NO, izravno se ukljucuju¢i u puteve njihove sinteze i
nizvodnu regulaciju prijenosa signala. Stovige, isti¢u autori, HoS stupa u interakciju s
fitohormonima ukljucujuci ABA, etilen, salicilnu kiselinu i melatonin kao i poliamine,
kako bi regulirao odgovor biljaka na abiotske tipove stresa.

Thakur i Anand (2021.) navode da je sumporovodik mala, reaktivna signalna molekula
koja se proizvodi unutar kloroplasta biljnih stanica, kao meduproizvod u asimilacijskoj
redukciji sulfata pomocu enzima sulfit-reduktaze. Osim toga, H2S se takoder proizvodi u
citoplazmi i mitohondrijima desulfhidratacijom I-cisteina koju katalizira I-cistein-
desulfhidraza (DES1) u citoplazmi, odnosno iz B-cijanoalanina u mitohondrijima, u
reakciji koju katalizira B-cijano-Ala sintaza C1 (CAS-C1). Takoder, H>S ima brojne
bioloske funkcije u post-translacijskoj modifikaciji koja ukljucuje oksidaciju cisteinskih
ostataka (RSH) u persulfide (RSSH). Primjenom nizih koncentracija (10-1000 pmol %),
H>S pokazuje veliki poljoprivredni potencijal jer poveéava postotak klijanja, veli¢inu i
masu sjemena te konac¢no prinos usjeva. Kod biljaka izlozenih suSnom stresu, egzogena
primjena H»S-a koriste¢i donore, poput natrijevog hidrosulfida (NaHS), rezultirala je
pojacanom akumulacijom poliamina, Secera, glicin betaina te pojacavanjem aktivnosti
antioksidativnih enzima, sto je doprinijelo boljoj prilagodbi na stres (Thakur i Anand,
2021.). Na biokemijskoj razini, primjena donora sumporovodika smanjuje sadrzaj malon-
dialdehida i aktivnost lipoksigenaze kako bi se odrzao integritet stanice, utje¢e na
mehanizme regulacije zatvaranja puci posredovano ABA, ¢ime se smanjuje intenzitet
transpiracije i ubrzava ciklus oporavka fotosustava Il u uvjetima nedostatka vode.

Zhang i sur. (2008.) su istrazivali utjecaj visokih koncentracija bakra (Cu) na klijavost
pSenice uzgojene iz sjemena prethodno primiranog otopinama NaHS, donora
sumporovodika. Uo€ili su brzu akumulaciju H2S u sjemenu te praenjem parametara
porasta klijanaca dosli do zakljucka da H2S smanjuje toksi¢ni efekat visoke koncentracije
bakra. Zaklju€uju da je sumporovodik vazan dio obrambenog mehanizma prilikom
klijanja sjemena pri visokim koncentracijama bakra. Sumporovodik je takoder ukljucen
u obrani stresa uzrokovanog deficitom vode te je dokazano da sudjeluje u mehanizmima
regulacije otvaranja i zatvaranja puci. Jin i sur. (2011.) su kod Klijanaca Arabidopsis
thaliana L. utvrdili da tretman s H2S zatvara puci u uvjetima deficita vode te se na taj
nacin smanjuje transpiracija $to u konacnici rezultira pove¢anom stopom prezivljavanja
biljaka.

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 stres izazvan niskom
temperaturom gdje su biljke uzgajane pri 4 °C. Svi stresni tretmani su inducirali
nakupljanje endogenog HS, §to ukazuje da H>S ima ulogu u reakcijama na solni,
osmotski i hladni stres. Egzogena primjena natrijevog hidrogensulfida rezultirala je
povecanom tolerancijom na sve tipove induciranog stresa Sto se ocitovalo kroz smanjenje
ispiranja elektrolita i povecanja stope prezivljavanja klijanaca u navedenim uvjetima.

2.4. Uloga sumpora u otpornosti suncokreta na susni i osmotski stres

Suncokret je biljka s razli¢itim primjenama, u prehrani ljudi 1 Zivotinja, ali i za
industrijsku i energetsku upotrebu (Bonciu i sur., 2020.).

Usha i sur. (2009.) smatraju da je sumpor jedan od znacajno ograni¢enih nutrijenata u
polususnim tropskim regijama. Autori isti¢u da njegova primjena ima vaznu ulogu u
poboljSanju prinosa 1 kvalitete kod uljarica. Ispitivali su utjecaj elementarnog sumpora i
sumpora dodanog u obliku kalcijevog sulfata (CaSOa) pri standardnoj gnojidbi fosforom
i dusikom, na prinos i sadrzaj ulja suncokreta (MSFH-8), uzgajanog pri visokim
temperaturama na pjeskovitom ilovastom tlu. Zaklju€uju da sumpor dodan u obliku
CaS0O4 ima znacajno istaknutiji pozitivni u¢inak na povecanje prinosa i sadrzaja ulja u
suSnim uvjetima, u usporedbi S elementarnim sumporom te je najznacajnije povecanje
prinosa postignuto u varijanti gnojidbe s 60 kg S ha™* uz 40 kg N i 30 kg P2Os ha™™.

Osim nedostatka vode, prisustvo soli u tlu takoder moze izazvati osmotski stres,
sprjeavajuci usvajanje vode iz tla 1 u uvjetima kada pristupacne vode ima dovoljno. Aziz
i sur. (2019.) smatraju da zaslanjivanje tla smanjuje prinos usjeva i pogorSava kvalitetu
proizvoda u suSnim 1 polusuSnim agroekoloskim regijama. Autori smatraju da u takvim
uvjetima regulacija usvajanja 1 translokacije mineralnih hraniva moze pomo¢i u
odrzavanju produktivnosti usjeva. Stoga su proveli pokus kako bi utvrdili optimalnu
razinu sumpora za povecanje prilagodljivosti suncokreta na jaku zaslanjenost. Testirali
su u¢inak dodanog sumpora u elementarnom obliku te u obliku kalijevog sulfata (K2SOa),
u rasponu koncentracija od 20 do 100 mg kg™ tla, pri razini zaslanjenosti od 100 mM
NaCl. Dodatak sumpora uzrokovao je smanjenje nakupljanja Na* u tkivu i ispiranja
elektrolita, dok je poveéanje K* i Ca?* u tkivu uzrokovalo naknadno povecanje relativnog
sadrzaja vode 1 stope fotosinteze kod suncokreta. Povecanje razine sumpora
primijenjenog u obliku K3SOs rezultiralo je linearnim povecanjem rasta biljaka i
komponenti prinosa do razine 80 mg kg™ tla, nakon ¢ega je doslo do opadanja navedenih
pokazatelja, $to sugerira da bi primjena sumpora u obliku K2SO4 u dozi od 80 mg kg™ tla
mogla biti optimalna koncentracija s pozitivnim u¢inkom na ublazavanje toksi¢nosti
NaCl kod suncokreta.

Osmotski stres uslijed visoke zaslanjenosti tla, predstavlja ekoloski izazov koji drasti¢no
utjeCe na rast i razvoj poljoprivrednih usjeva a time i na kvantitetu i kvalitetu prinosa.
Stoga je nuzna potraga za ucinkovitim strategijama za pobolj$anje otpornosti usjeva na
osmotski stres uvjetovan nedostatkom vode i zaslanjeno$¢u i odrzavanjem poljoprivredne



produktivnosti u takvim uvjetima. Primiranje sjemena je pouzdana, jednostavna,
niskorizi¢na i jeftina tehnika. Younis i sur. (2023.) su ispitivali u¢inak primiranja sjemena
s 0,5 mM otopinom NaHS, na ublazavanje Stetnog utjecaja solnog stresa kod klijanaca
suncokreta. Primirano i neprimirano sjeme zasijano je u tlo, navodnjavano vodom kroz
14 dana, a zatim 150 mM otopinom NaCl u trajanju od 7 dana. Solni stres je znacajno
smanjio porast Kklijanaca, akumulaciju biomase, usvajanje K* i Ca®" te je doslo do
poveéanog usvajanja i translokacije Na* kationa. Stetni u¢inak solnog stresa bio je
znacajno nizi kod klijanaca suncokreta uzgojenih iz sjemena koje je bilo prethodno
primirano s H,S. Takoder, tretman sjemena sumporovodikom je smanjio peroksidaciju
lipida, ispiranje elektrolita i sadrzaj vodikovog peroksida (HP) te podigao antioksidativni
obrambeni sustav klijanaca u uvjetima solnog stresa. Obrambena uloga H>S u uvjetima
solnog stresa ocitovala se u povecanju razine askorbata, glutationa i o tokoferola, kao i
aktivnosti enzima askorbat-glutation ciklusa, askorbat-peroksidaze,
monodehidroaskorbat-reduktaze, dehidroaskorbat-reduktaze, glutation-reduktaze i
glutation S-transferaze u klijancima suncokreta. Povecana razina endogenog HaS i
ukupnih tiola u uvjetima solnog stresa takoder je dodatno stimulirana primiranjem
sjemena HzS. Primiranje sjemena s donorima H>S je potencijalno uc¢inkovita strategija za
poboljsanje tolerancije mladih biljaka suncokreta na osmotski stres i zaslanjenost.
Pozitivni u¢inci ovog spoja vidljivi su kroz zadrzavanje ionske homeostaze, Smanjenje
oksidativnog osStecenja, moduliranje ekspresije gena ukljuc¢enih u ionsku homeostazu i
uklanjanje ROS te poticanjem sinteze endogenog H2S. Autori zaklju¢uju da H2S djeluje
kao regulatorna molekula koja aktivira funkcionalne procese odgovorne za adaptivne
mehanizme suncokreta u uvjetima osmotskog i solnog stresa.

Kaya i sur. (2006.) su istrazivali utjecaj predsjetvenih tretmana sjemena suncokreta te
utvrdivali ¢imbenike odgovorne za inhibiciju klijanja 1 rast klijanaca u uvjetima visoke
zaslanjenosti ili osmotskog stresa. Autori su istrazivali toleranciju sjemena suncokreta
primiranog destiliranom vodom odnosno otopinom KNO3, na povec¢ano prisustvo soli
(NaCl) i na osmotski stres induciran primjenom PEG. Rezultati su pokazali da oba
navedena tretmana izazivaju osmotski stres kod sjemena te odgadaju pocetak klijanja, ali
da su ucinci pojedinog tipa stresa razli€iti. Klijavost, korijen i1 duljina izdanka bili su ve¢i
u varijanti gdje je dodan NaCl ali prosje¢no vrijeme klijavosti 1 postotak nenormalnih
klijanaca su bili nizi u usporedbi s varijantom u kojoj je dodana otopina PEG jednakog
osmotskog potencijala. Klijavost sjemena je bila inhibirana pri svim koncentracijama
NaCl, ali ne i pri -1,2 MPa otopine PEG. Na temelju dobivenih rezultata autori zakljucuju
je da je inhibicija klijanja istim osmotskim potencijalom otopina NaCl i PEG izazvana
viSe osmotskim uc¢inkom otopine nego toksi¢noscu soli.

Stetni uéinci nedostatka vode na klijanje i rast klijanaca takoder su uodeni kod razligitih
kultura kao S§to su pSenica (Dhanda i sur., 2004.), Secerna repa (Sadeghian i Yavari,
2004.), sirak (Gill i sur., 2002.) i suncokret (Mohammad i sur., 2002.). Generalno
gledano, misljenja o otpornosti suncokreta na suSu i osmotski stres su razli¢ita, pa se
istovremeno smatra da je tolerantna kultura (Markulj Kulundzi¢ i sur., 2016.; Mahpara i
sur., 2019.) kao i osjetljiva na suSu (Hussain i sur., 2014., 2015., 2018.; Sarvari i sur.,
2016.). Zabiljezeno je da je suncokret posebno osjetljiv na nedostatak vode u fazi klijanja
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(Ahmad isur., 2009.; Aminisur., 2014.), te tijekom ranih vegetativnih faza (Vassilevska-
Ivanova i sur., 2014.). Sajjan i sur. (1999.) izvijestili su o0 smanjenoj klijavosti i smanjenoj
akumulaciji biomase suncokreta s povecanjem osmotskog stresa u mediju za naklijavanje,
dok se prosje¢no vrijeme klijanja povecavalo s porastom deficita vode (EI-Midaoui i sur.,
2001.). Stovise, razli¢iti genotipovi suncokreta pokazali su razli¢ite reakcije na
primijenjene tretmane stresa. Lenzi i sur. (1995.) su izvijestili da mutirano sjeme
suncokreta kojemu nedostaje gen za sintezu abscizinske kiseline, pokazuje vecu otpornost
na osmotski stres, tj. sposobno je zadrzati klijavost pri ve¢em negativnom osmotskom
potencijalu za razliku od sjemena izvornih hibrida ili sorti. Klijanje suncokreta je
inhibirano u prisutnosti PEG 6000, pri osmotskom tlaku nizem od -5 bara (Smok i sur.,
1993.).

Iz navedenih razloga je jasno da bi trebalo bolje poznavati fizioloske mehanizme
otpornosti suncokreta na susu, s ciljem poboljSanja njegovih agronomskih svojstava i
dobivanja otpornijih hibrida u selekcijskom i oplemenjivackom procesu (Baloglu i sur.,
2012.).
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Postavljanje laboratorijskog pokusa

Sjeme suncokreta (Helianthus annuus L.) F1 hibrida Luka i Apolon (proizvodac:
Poljoprivredni institut Osijek) je prije naklijavanja primirano u otopinama donora
sumporovodika, NaHS (natrijev hidrosulfid). Po 850 sjemenki je odbrojano u staklenke s
poklopcem te primirano u 500 ml otopine NaHS koncentracija: 100 puM, 500 uM, 1000
MM i 1500 pM. Sjeme je primirano u navedenim otopinama 2 sata, nakon ¢ega je osuseno
na filter papiru pri sobnoj temperaturi narednih 36 sati.

Po 4 ubrusa navlazena su s 250 ml vode, odnosno otopina PEG 6000 u koncentracijama
2,5%,5 % i 10 %, osmotskog potencijala -0,19 MPa, -0,499 MPa, -1,483, MPa, ovisno
0 varijanti tretmana. Svaka varijanta primiranja je bila zastupljena s 4 ponavljanja te 50
sjemenki po ponavljanju.

NavlaZeni ubrusi su nakon postavljanja sjemenki smotani u tuljke, prebaceni u najlonske
vrecice te zatvoreni zbog sprjeCavanja gubitka vlage. Pet dana prije naklijavanja sjeme je
inkubirano pri temperaturi od 7 °C, prema ISTA metodi (ISTA rules, 2015.). Nakon toga
sjeme je postavljeno na naklijavanje u klimatiziranu prostoriju pri naizmjenicnoj
temperaturi 20 - 30 °C uz svjetlo u trajanju 8 sati pri viSoj temperaturi odnosno 16 sati u
mraku pri nizoj temperaturi.

3.1.1. 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
postavljenin na naklijavanje za svaki primijenjeni tretman. Deseti 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.

3.1.2. Odredivanje mase klijanaca

Nakon odredivanja SK su izvagane ukupne mase klijanaca, nakon ¢ega su od klijanaca
odvojeni hipokotili te pohranjeni na -80 °C. Na dan analize, tkivo hipokotila je
izmacerirano teku¢im dusikom u tarioniku do finog praha, te su odvagane adekvatne mase
macerata biljnog tkiva za pojedinu analizu na vagi s Cetiri decimale.

3.1.3. Odredivanje sadrzaja vodikovog peroksida

Posrednim mjerenjem koncentracije titanovog peroksida koji se talozi kada se ekstraktu
tkiva doda titanov oksisulfat u sulfatnoj kiselini i otopina amonijevog hidroksida,
odredena je koncentracija vodikovog peroksida (Mukherjee i Choudhouri, 1983.).

Tkivo za analizu je pripremljeno u teku¢em dusiku maceracijom do finog praha te je
odvagano 0,2 g po uzorku u Eppendorf epruvete od 2 ml. Uzorcima je dodano po 1 ml 80
%-tnog hladnog acetona. Za slijepu probu, u posebnu epruvetu takoder je dodan 1 ml
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hladnog acetona, bez tkiva. Na vrtloznoj treskalici uzorci su dobro homogenizirani te
stavljeni na centrifugiranje 3 minute na 1 000 RCF (eng. Relative Centrifugal Force -
relativna centrifugalna sila), pri temperaturi od 4 °C. U drugu epruvetu od 2 ml odvojen
je supernatant i dodano je 0,4 ml titan-sulfata i 0,5 ml amonijevog hidroksida. Dodavanje
kemikalije je obavljeno u hladnom bloku na -20 °C. Uzorci su dobro promije$ani na
vrtloznoj treskalici te zbog taloZenja centrifugirani 10 minuta na 15 000 RCF pri 4 °C.
Supernatant je dekantiran, a talog otopljen dodavanjem 1 ml 2M sulfatne kiseline. Uzorci
su promijesani na vrtloznoj treskalici do izbistrivanja otopine te su ponovno centrifugirani
10 minuta na 15 000 RCF pri temperaturi od 4 °C. Nakon zadnjeg centrifugiranja, bistri
dio je mikropipetom prebacen u kivetu sa suzenim dnom za spektrofotometar te je
izmjerena apsorbanca na 415 nm. Slijepom probom je odredena nula, a koncentracija
vodikovog peroksida (HP) je izracunata koriste¢i ekstincijski koeficijent 1,878 mM
cmt, a konaéni rezultati izrazeni u nM HP g sv.t.

3.1.4. Odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije

Odredujuci u uzorku specifiéne produkte raspadanja lipida koji reagiraju s tiobarbiturnom
kiselinom mjeri se lipidna peroksidacija, prema metodi Heath i Packer (1968.) uz neke
izmjene. U Eppendorf epruvete od 2 ml, odvagano je po 0,2 g macerata tkiva hipokotila.
Uzorcima je dodano po 0,1 ml 0,1 %-tne TCA (trikloroctena kiselina) pripremljene
otapanjem u destiliranoj vodi. Nakon toga uzorci su centrifugirani 5 minuta na 6 000 RCF
na temperaturi od 4 °C. Supernatant je odvojen u epruvetu s cepom na navoj od 1,5 ml i
uzorcima je dodano po 0,5 ml 0,5 %-tne tiobarbiturne kiseline (TBA) u 20 %-tnoj TCA,
koja je ranije pripremljena u omjeru 1:2 u destiliranoj vodi. Slijepa proba je pripremljena
od 1,5ml 0,5 % TBA u 20 % TCA. Uzorci su dobro promijesani na vrtloznoj treskalici,
nakon ¢ega su inkubirani u vodenoj kupelji na temperaturi od 95 °C u vremenu od 30
minuta, bez mijeSanja. Potapanjem u hladnu vodu na 15 minuta, uzorci su ohladeni i
centrifugirani 15 minuta na 18 000 RCF pri 4 °C. Nakon toga uzorci su presipani u kivetu
sa suzenim dnom te je provedeno mjerenje apsorbance. Slijepom probom je odredena
nula 1 mjerena je specifi¢na i nespecifi¢na apsorbanca na 532 i 600 nm, a krajnji rezultat
predstavlja njihovu razliku. Koncentracija produkata lipidne peroksidacije (pretezno
malon-dialdehid, MDA) izratunata je pomodu ekstincijskog faktora =155 mM cm? i
izrazenaunM gt sv.t.

3.1.5. Odredivanje sadrZaja slobodnog prolina

U hipokotilu klijanaca suncokreta, koncentracija slobodnog prolina odredena je metodom
prema Bates i sur. (1973.). Za odredivanje sadrzaja prolina (PRO) odvagano je po 0,25 g
macerata u plasti¢ne epruvete od 15 ml. Uzorcima je dodano po 5 ml 3 % sulfosalicilne
kiseline te su uzorci dobro promijesani na vrtloznoj treskalici i centrifugirani 15 minuta
na 4 000 RCF. Nakon toga je pipetirano po 1 ml supernatanta te je takvom dijelu uzorka
dodano po 1 ml kiselog ninhidrin reagensa i 1 ml ledene octene kiseline. Uzorci su
ponovno promijesani na vrtloznoj treskalici i inkubirani 1h na 100 °C u vodenoj kupelji.
Nakon inkubacije, reakcija je prekinuta prenosenjem uzoraka na hladni blok. Prolin je
ekstrahiran sa po 4 ml toluena uz snazno mijeSanje 15-20 sekundi na vrtloznoj treskalici.
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Nakon $to su se epruvete zagrijale na sobnu temperaturu, ekstrahirani prolin zajedno s
toluenskim slojem je prebacen automatskom pipetom u kivetu za spektrofotometar.
Cistim toluenom je podesena nula, a za stupnjeve transmisije pripremljeni su standardi
to¢no poznatih koncentracija prolina. Za pripremu standarda pripremljen je osnovni
standard koncentracije 20 pg ml™ od kojeg su pripremljena razrjedenja s koncentracijama
0,1,2,4,8,10,12,16i 20 pg PRO ml. Standard 0 je predstavljao 100 %-tnu transmisiju.
Mjerenja su obavljena na 520 nm te je pomocu navedenih standarda izradena
kalibracijska krivulja iz koje je dobivena funkcija za izracun koliine prolina prema
podacima o apsorbanci uzoraka. Konacan sadrzaj slobodnog prolina u biljnom tkivu je
izrazen u pg g svjeze mase biljnog tkiva (sv.t).

3.2. Poljski pokus

Poljski pokus je postavljen sa sjemenom suncokreta hibrida Luka te njegovom
majc¢inskom i o¢inskom linijom (proizvodac: Poljoprivredni institut Osijek). Pripremljena
je mati¢na otopina NaHS koncentracije 100 mM. Sjeme suncokreta primirano je u
otopinama NaHS koncentracije 500 i 1000 pM NaHS. Po 450 sjemenki je primirano u
250 ml otopine NaHS odnosno vode u trajanju od 2 sata. Nakon toga sjemenke su
stavljene na suSenje 24 sata te je 50 sjemenki po ponavljanju posijano u plasti¢ne posude
dimenzija 20 x 20 x 7 cm, u tlo tipa eutri¢ni kambisol, po WRB Klasifikaciji (IUSS
Working group, WRB., 2022.). Tlo je uzeto s parcele Poljoprivrednog instituta Osijek
gdje se uzgaja suncokret te zasi¢eno do poljskog vodnog kapaciteta (PVK). PVK je
preracunat po Cassel i Nielsen (1986.). U kontroli se odrzavao PVK tako da su
svakodnevno vagane posude s tlom te je dodavana evapotranspirirana voda do iste mase
kao $to je bila pri postavljanju pokusa. U varijanti suSnog stresa, redovito je provjeravana
masa posuda te je nadoknadivana evapotranspirirana voda do 30 % PVK. U svaku posudu
s tlom je dodan proracunati volumen vode s obzirom na masu tla u posudi i postotak PVK
tla te je uzeta u obzir i trenutna vlaga tla koja je iznosila 4,85 %. Iz proracuna je dobiveno
da maseni udio vode koji je potrebno dodati tlu navedene vlage da bi se postigao PVK,
iznosi 24,76 % mase suhog uzorka tla. Dakle, 100 g suhog tla trebalo je sadrzavati 24,76
ml vode te je volumen vode koju je bilo potrebno dodati umanjen za trenutnu vlagu tla
(4,85 %) i iznosio je priblizno 19,91 ml. Istom analogijom odvagana je masa tla, odredena
trenutna vlaznost te odreden volumen vode koju je bilo potrebno dodati za postizanje 30
% PVK, $to je iznosilo 2,58 ml 100 g* tla. Poljski pokus je postavljen u plasteniku
26.05.2015., a biljke su uzorkovane 10.06.2015. godine. U tom periodu svakodnevno je
prac¢eno stanje posuda s Klijancima te je mjerena min. i max. temperatura i postotak
relativne vlage zraka (Grafikon 1.). Nakon zavrSetka pokusa klijanci su prebrojani te je
odredena poljska klijavost. Takoder je izvagana masa nadzemnog djela i listova za svako
ponavljanje.
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Grafikon 1. Minimalne i maksimalne temperature (°C) te relativna vlaga zraka (%) u
plasteniku tijekom poljskog pokusa, od 26.5.2015. do 10.6.2015.

3.2.1. Ekstrakcija topljivih proteina

Tkivo hipokotila i listova suncokreta uzorkovanih s poljskog pokusa je usitnjeno
maceriranjem s teku¢im dusikom u tarioniku uz dodatak polivinil-polipirolidona (PVPP,
dodaje se radi uklanjanja polifenola iz biljnih ekstrakata). Nakon maceriranja prvih pravih
listova u plasti¢ne epruvete je odvagano oko 0,2 g (za askorbat-peroksidazu i glutation-
reduktazu); 0,25 g tkiva (za katalazu) te oko 0,1 g za dehidroaskorbat-reduktazu. 1z
usitnjenog tkiva proteini su ekstrahirani s 1 ml hladnog pufera tijekom 15 minuta, a zatim
odijeljeni od ostataka tkiva centrifugiranjem 15 minuta pri 18 000 RCF. Supernatant je
dekantiran u novu plasti¢nu epruvetu. Nakon ekstrakcije napravljena je i reekstrakcija
dodavanjem 1 ml istog pufera. Nakon odjeljivanja supernatanta iz postupka reekstrakcije
supernatanti iz ekstrakcije su koriSteni za odradivanje aktivnosti enzima 1 sadrzaja
ukupnih proteina. Pufer koriSten za ekstrakciju askorbat-peroksidaze i glutation-
reduktaze je sadrzavao 0,1 M KoHPOg4, 0,1 M KH2PO4, 5 mM natrijev askorbat i 1 mM
EDTA (pH 7,0). Ekstrakcijski pufer za katalazu je sadrzavao 0,1 M K2HPOg4, 0,1 M
KH2PO4 (pH 7,0). Pufer koriSten za ekstrakciju dehidroaskorbat-reduktaze je sadrzavao
0,1 M K2HPOQOg4, 0,1 M KH2PO4, 2 mM 2-merkaptoetanola i 1 mM EDTA (pH 7,0).
Ukupna 1 specificna aktivnost navedenih enzima izraunata je prema sljede¢im
formulama:

AEU (UM mint gtsv.t.) = ((AA/At) *Vrs * VU) / (e * Va * Msyt)
AEs (UM mint mg? prot.) = AEU/ Cprot.

AEU - ukupna aktivnost enzima
AEs - specifi¢na aktivnost enzima

15



AA/At - srednja vrijednost razlika u promjeni apsorbancije u odredenom vremenskom
intervalu (AA min™)

VRs - volumen reakcijske smjese u ml

Vu - ukupni volumen proteinskog ekstrakta u ml

e - molarni ekstinkcijski koeficijent mM* cm™?

Va - volumen mjernog alikvota u ml

Msv.t. - Masa svjeze tvariu g

Cprot. - koncentracija proteina u mg prot. glsv.t.

3.2.2. Odredivanje aktivnosti askorbat-peroksidaze (EC 1.11.1.11)

Ukupna aktivnost askorbat-peroksidaze (APXu, EC 1.11.1.11) odredena je prema
Nakano i Asada (1981.). Reakcijska smjesa za mjerenje aktivnosti APXu sadrzavala je
50 mM Kkalij-fosfatni pufer (KP pufer; 50 mM KH2PO4 i 50 mM K2HPOg4; pH 7), 0,1 mM
EDTA, 50 mM askorbinsku kiselinu i 12 mM H2O.. U kivetu od kvarcnog stakla dodano
je 880 ul KP puferas EDTA, 10 pul askorbinske kiseline, 100 pl proteinskog ekstrakta i
10 pl H20>. Stupanj oksidacije askorbinske kiseline pracen je smanjenjem apsorbancije
pri valnoj duljini od 290 nm tijekom 60 sekundi, uz o€itanje svake sekunde. Svaki je
uzorak mijeren u triplikatu. Aktivnost APXu izrazena je u UM min? g? svjezeg tkiva
koriste¢i ekstinkcijski koeficijent (€=2,8 mM™ cm™). Na kraju je izraunata i specifiéna
aktivnost askorbat-peroksidaze (APXs) izrazena u UM min"t mg prot.

3.2.3. Odredivanje aktivnosti katalaze (EC 1.11.1.6)

Ukupna aktivnost enzima katalaze (CATu, EC 1.11.1.6.) u proteinskim ekstraktima
odredena je spektrofotometrijski prema Aebi (1984.). Reakcijska smjesa za mjerenje
aktivnosti CATu sadrzavala je 50 mM kalij-fosfatni pufer (50 mM KH2PO4, 50 mM
K2HPOys; pH 7,0) i 10 mM H20.. Enzimska reakcija zapocela je dodavanjem 50 - 100 pl
proteinskog ekstrakta te reakcijskog pufera do ukupno 2000 ul reakcijske smjese u
kvarcnu kivetu za mjerenje na spektrofotometru. Pad apsorbancije, uslijed razgradnje
H202, mjeren je svakih 10 sekundi tijekom 120 sekundi pri valnoj duljini od 230 nm.
Svaki je uzorak mjeren u triplikatu. Aktivnost CATu izraZena je kao koli¢ina razgradenog
H202 u uM min™ g svjezeg tkiva koristeéi ekstinkcijski koeficijent (=81 M cm™; Duh
1 sur., 1999.). Iz ukupne aktivnosti CAT 1 sadrZaja proteina izrazena je specificna
aktivnost katalaze (CATs). Zbog interferencija s nezeljenim supstancama proteinski
ekstrakti svjezeg tkiva lista 1z kojih je mjerena aktivnost CATu procis€eni su
propustanjem kroz kolonice za odsoljavanje PD-10 (PD-10 Desalting Columns) od
proizvodaca GE Healthcare Bio-Sciences AB. Postupci prociS¢avanja provedeni su u
skladu s naputcima proizvodaca (Instructions 52-1308-00 BB).

3.2.4. Odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze (EC 1.6.4.2)

U proteinskim ekstraktima ukupna aktivnost enzima glutation-reduktaze (GRu; EC
1.6.4.2) odredena je metodom prema Dolphin i sur. (1989.). Reakcijska smjesa sadrzavala
je 0,1 M KP pufer (0,1 M KH2PO4 i 0,1 M K2HPOg4; pH 7,5), 1 mM EDTA, 2 mM
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NADPH (nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat) i 2 mM GSSG (oksidirani oblik
glutationa). U kvarcnu kivetu je dodano 500 uL. GSSG, 400 pl KP pufera s EDTA, 50 pl
ekstrakta proteina te 50 pl otopine NADPH, ¢ime je zapocela reakcija. Smanjenje
apsorbancije prac¢eno je svakih 10 sekundi tijekom 100 sekundi pri valnoj duljini od 340
nm. Svaki uzorak mjeren je u triplikatu. Do pada apsorbancije dolazi zbog oksidacije
NADPH uslijed redukcije oksidiranog glutationa (GSSG) u reducirani glutation (GSH) u
prisutnosti GR. Ukupna aktivnost enzima glutation-reduktaze (GRu) izraZzena je kao
promjena apsorbancije u minuti po gramu svjeze tvari. Specificna aktivnost (GRs)
odredena je kao kvocijent GRu i koncentracije proteina te izrazena u UM mint mg? prot.
Ekstinkcijski koeficijent koristen za izratun GRu je £€=6,22 mM™* cm™. Proteinski
ekstrakti za odredivanje GRs iz svjezeg tkiva lista soje prociSéeni su propustanjem kroz
kolonice za odsoljavanje PD-10.

3.2.5. Odredivanje aktivnosti dehidroaskorbat-reduktaze (EC 1.8.5.1.)

Ukupna aktivnost dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu, EC 1.8.5.1.) odredena je prema
Hossain i Asada (1984.). Reakcijska smjesa za mjerenje aktivnosti DHAR sadrzavala je
50 mM Kkalij-fosfatni pufer (KP pufer; 50 mM KH2PO4 i 50 m M K2HPO4; pH 7), 2,5 mM
GSH (glutation), 0,2 mM DHA (dehidroaskorbat) i 0,1 mM EDTANa
(Etilendiamintetraoctena kiselina dinatrijeva sol). U Kivetu od kvarcnog stakla dodano je
880 pl 50 mM KP pufera pH 7,0, 500 ul 0,8 mM DHA, 500 ul 10 mM GSH. Za pocetak
reakcije dodalo se 200 pl enzimatskog ekstrakta koji sadrzi 1| mM EDTA koji je bio
razrijeden S 2 ml EDTA. Stupanj oksidacije askorbinske kiseline pracen je smanjenjem
apsorbancije pri valnoj duljini od 265 nm tijekom 60 sekundi, uz ocitanje svakih 10
sekundi. Svaki je uzorak mjeren u triplikatu. Ukupna aktivnost dehidroaskorbat-
reduktaze (DHARuU) je izrazena je u UM min™ g7 svjezeg tkiva koristeéi ekstinkcijski
koeficijent (¢=2,8 mM™? cm?). Na kraju je izradunata i specifi¢na aktivnost
dehidroaskorbat-reduktaze (DHARS) te izrazena u UM min* mg prot.

3.2.6. Odredivanje sadrzaja proteina

Koncentracija proteina u proteinskim ekstraktima je odredena spektrofotometrijski
metodom prema Bradfordu (1976.). Postupak se temelji na pomaku apsorbancije (s 465
nm na 595 nm valne duljine) do kojeg dolazi zbog vezivanja boje Coomassie briljant
plavo G-250 (eng. Coomassie Brilliant Blue - CBB) na proteine, u kiseloj otopini.
Razrijedeni proteinski ekstrakt (100 pl) je pomijesan s 1 ml CBB (100 mg CBB G-250,
50 ml etanola, 100 ml 85 % fosforne kiseline, dH20O do 1 I) te inkubiran 5 minuta na
sobnoj temperaturi. Intenzitet obojenja otopine izmjerena je pri 595 nm valne duljine na
spektrofotometru. Koncentracija proteina ekstrapolirana je iz kalibracijske krivulje
napravljene s poznatim koncentracijama albumina govedeg seruma (eng. Bovine Serum
Albumine - BSA) pripremljene u rasponu koncentracija 0,01-0,4 mg BSA mi?,
Koncentracija proteina je izrazena u mg g* svjeze tvari i koristena je za izratun
specificnih aktivnosti antioksidativnih enzima. Uzorci standardne otopine, kao i otopine
uzoraka, priredeni su u triplikatu.
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3.3. Obrada podataka

Laboratorijski pokus u klima komori i poljski pokus postavljeni su kao dvofaktorijelni
pokus u Cetiri ponavljanja sa po 50 klijanaca po ponavljanju. Dobiveni rezultati su
analizirani metodama statisticke obrade podataka pomocu programa za statisticku obradu
podataka (SAS Institute, 2003.) i Microsoft Office Excell 2010. Koristene su slijedece
statisticke metode: opisna statistika, analiza varijance (ANOVA), statisticki testovi
znacajnosti utjecaja primijenjenih tretmana — F test i Fisher's LSD test (eng. Least
Significant Difference).
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4, REZULTATI
4.1. Laboratorijski pokus

4.1.1. Utjecaj primiranja sjemena suncokreta na vigor i biokemijske pokazatelje
stresa u klijancima hibrida Luka u uvjetima smanjene pristupacnosti vode

U laboratorijskom dijelu pokusa testiran je utjecaj primiranja sjemena otopinama NaHS
na vigor sjemena, pocetni porast klijanaca i fizioloske pokazatelje stresa u hipokotilima
dvaju hibrida suncokreta, Luka i Apolon, uzgajanih u uvjetima susnog stresa.

Prema F testu, za sve razine osmotskog stresa u klijanju, osmoprimiranje sjemena s NaHS
je vrlo znacajno utjecalo (p=1 %) na sve ispitivane parametre vigora sjemena, energiju
klijanja (p=0,0010), standardnu klijavost (p=0,0012), mrtvo sjeme (p=0,0084) osim na
nenormalne klijance gdje je bio znacajan utjecaj (p=0,0393). Utjecaj na ukupnu masu
klijanaca je bio na vrlo znac¢ajnoj razini (p<0,0001) (Tablica 1.).

Tablica 1. Znac¢ajnost utjecaja osmoprimiranja sjemena (Bez primiranja; H20; 100 uM
NaHS; 500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500 uM NaHS) i osmotskog stresa u klijanju
(H20; 2,5 % PEG; 5 % PEG; 10 % PEG) te njihovih interakcija na energiju klijanja (EK),
standardnu klijavost (SK), nenormalne klijance (NK), mrtvo sjeme (MS) (%) i masu
klijanaca (MK) (g) kod hibrida Luka.

FAKTOR VARIJANTA| EK SK NK MS MK
Bez primiranja | 70748 78%BC 143 gaAB (46248
H20 65%%  75%¢  16*  9*A  0,43%C

100 UM NaHS | 72248 g32AB  qobc  7ebABC  44bBC
500 UM NaHS | 744 g72A 8¢  BPBC (4724
1000 UM NaHS | 7524 81ABC  qoabc  gabABC 0 49cC
1500 uM NaHS| 77~ 853AB  qoPc  5PC (430cC

Osmoprimiranje

F test 463 453 248 338 10,46
P 0,0010 0,0012 0,0393 0,0084 <0,0001
H.O 7924 842 10 6°8  0,60%4
2,5 % PEG 75%A g1 13 6°8 0,468
Stres u Klijanju 5% PEG 7624 832 10 708 0,41¢C
10 % PEG 5gbB  77P 13 102~ 0,304P
F test 3025 294 130 447 99,63
p <0,0001 0,0388 0,2805 0,0062 <0,0001
Osmoprimiranje x F test 1,36 1,01 1,16 1,06 2,37
Stres u klijanju p 0,1888 0,4557 0,3207 0,4118 0,0080

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3* p=0,05; ABC
0=0,01).

LSD testom su utvrdene znaajne razlike (p=5 %) izmedu pojedinih varijanti
osmoprimiranja sjemena te je sjeme osmoprimirano vodom imalo znafajno najniZi
postotak energije klijanja (65 %) i standardne klijavosti (75 %) koji se nije znacajno
razlikovao od varijante bez primiranja (EK 70 %; SK 78 %). Takoder, kod ove dvije
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varijante je utvrden i najveci postotak nenormalnih klijanaca (H20 16 %; bez primiranja
14 %) te mrtvog sjemena (9 %). Nadalje, sjeme osmoprimirano s 500 uM NaHS imalo je
znacajno najvisu masu klijanaca (MK 0,47 g). Osmoprimiranje sjemena s rastu¢im
koncentracijama NaHS je rezultiralo proporcionalnim povecanjem energije klijanja koja
se kretala od 72 (100 uM NaHS) do 77 % (1500 uM NaHS) te se utvrdene vrijednosti
pri razli¢itim koncentracijama primijenjenog donora H>S nisu medusobno statisticki
znaCajno razlikovale. Tretman sjemena s 500 uM NaHS rezultirao je najvecom
standardnom klijavos¢u (87 %), najmanjim brojem nenormalnih klijanaca (8 %),
najmanjim postotkom mrtvog sjemena (5 %) te najveCom ukupnom masom klijanaca
(0,47 g).

Prema F testu, utvrden je vrlo znacCajan utjecaj osmotskog stresa na energiju
klijanja, mrtvo sjeme i masu klijanaca (EK p<0,0001, MS=0,0062 i MK p<0,0001) dok
je znacajan utjecaj bio za standardnu klijavost (SK p=0,0388).

LSD test je pokazao da se energije klijanja u kontrolnoj varijanti (79 %) te 2,515 % PEG
(75 1 76 %) nisu statisti¢ki znacajno razlikovale. U varijanti gdje je sjeme suncokreta
naklijavano na 10 % PEG, utvrden je statisticki znacajno najnizi postotak klijavosti (58
%). Rezultati dobiveni kod standardne klijavosti su sli¢ni rezultatima energije klijanja.
Postotak standardne klijavost utvrden pri 10 % PEG (77 %) nije se znacajno razlikovao
od onog utvrdenog pri 2,5 % PEG (81 %). Najvec¢i postotak mrtvog sjemena utvrden je
oc¢ekivano pri 10 % PEG (10 %). Povecéanje razine osmotskog stresa pratio je pad mase
klijanaca te su se utvrdene vrijednosti u svim varijantama statisti¢ki znacajno razlikovale
(H20 0,60 g; 2,5 % PEG 0,46 g; 5 % PEG 0,41 g; 10 % PEG 0,30 g).

Prema F testu utvrdena je znaCajnost interakcije osmoprimiranje x stres u klijanju samo
za masu klijanaca (p=0,0080) dok na ostale ispitivane parametre vigora interakcija
ispitivana dva faktora nije znacajno utjecala.

U prosjeku za sve razine osmotskog stresa u klijanju, prema F testu, osmoprimiranje
sjemena nije statisticki znacajno utjecalo na razinu lipidne peroksidacije (MDA)
(p=0,6074), sadrzaj HP (p=0,1896) te na koli¢inu slobodnog prolina (PRO) (p=0,0918)
(Tablica 2.). Prema F testu, osmotski stres u klijanju je vrlo znacajno utjecao na sve
ispitivane pokazatelje stresa (MDA, HP, PRO p<0,0001). Takoder je utvrden vrlo
znaCajan utjecaj interakcije osmoprimiranje x stres u klijanju na razinu lipidne
peroksidacije (p<0,0001) i1 sadrzaj HP (p<0,0001) dok na sadrzaj slobodnog PRO
interakcija ispitivanih faktora nije znacajno utjecala.

Prema LSD testu znacajno najvisi sadrzaj slobodnog PRO je bio u varijanti bez primiranja
(2,648 nM gt sv.t.), dok je znacajno najnizi sadrzaj bio u varijanti s 500 uM NaHS (2,080
nM g sv.t.), ostale varijante se nisu medusobno razlikovale. LSD testom je utvrdena
znacajno najvisa razina lipidne peroksidacije pri varijanti gdje je sjeme suncokreta
naklijavano na 10 % PEG (10,293 nM g sv.t.). Razina MDA utvrdena u tretmanu s 5 %
PEG (6,974 nM g! sv.t.) je bila znacajno niza od one utvrdene pri 10 % PEG te zna¢ajno
vi$a od onih kod kontrole (H20 5,006 nM g sv.t.)i 2,5 % PEG (4,442 nM g sv.t.), koje
se nisu medusobno statisticki znacajno razlikovale. Najvise HP su akumulirale stanice
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hipokotila kod suncokreta naklijavanog pri 10 % PEG (0,125 nM g sv.t.). U varijanti
gdje je sjeme suncokreta naklijavano pri 5 % PEG je utvrdena znafajno najniza
koncentracija HP u hipokotilima klijanaca (0,083 nM g sv.t.). Sadrzaj HP kod kontrole
(H20 0,095 nM g? sv.t.) i 2,5 % PEG (0,094 nM g sv.t.) se nije statisti¢ki znacajno
razlikovao. Povecanje razine osmotskog stresa u klijanju pratio je rast sadrzaja slobodnog
PRO u hipokotilima te su se utvrdene vrijednosti PRO pri svim varijantama znacajno
razlikovale (H.0 0,554 uM g* sv.t.; 2,5 % PEG 1,410 uM g sv.t.; 5 % PEG 2,496 pM
glsv.t: 10 % PEG 4,649 uM gl sv.t).

Tablica 2. Znacajnost utjecaja osmoprimiranja (Bez primiranja; H2O; 100 pM NaHS;
500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500 uM NaHS) i osmotskog stresa u klijanju (H20; 2,5
% PEG; 5 % PEG; 10 % PEG) te njihovih interakcija na razinu lipidne peroksidacije
(MDA) (nM g* sv.t. ), sadrzaj vodikovog peroksida (HP) (nM g sv.t.) i prolina (PRO)
(UM gt sv.t.), u hipokotilima klijanaca hibrida Luka.

FAKTOR VARIJANTA MDA HP PRO
Bez primiranja 6,775 0,098 2,648
H.0 6,940 0,108 2,289
100 M NaHS 6,547 0,100 2,156
Osmoprimiranje 500 uM NaHS 6,874 0,096 2,080
1000 pM NaHS 6,369 0,096 2,134
1500 pM NaHS 6,569 0,098 2,342
F test 0,72 1,54 1,98
p 0,6074  0,1896 0,0918
H.O 5,006¢  0,095"B  0,5449P
2,5 % PEG 4,442°C  0,094°B  1,410°°
Stres u Klijani 5 % PEG 6,974*8  0,083%C  2,496"B
10 % PEG 10,293~  0,125*"A  4,649*A
F test 157,38 36,84 216,44
p <0,0001 <0,0001  <0,0001
Osmoprimiranje x F test 7,91 10,35 1,79
Stres u klijanju p <0,0001 <0,0001 0,0527

*\/rijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (** p=0,05; AB¢
p=0,01).

Prema F testu, kod neprimiranog tj. suhog sjemena osmotski stres u klijanju je vrlo
znacajno utjecao samo na masu klijanaca (p<0,0001), dok na ostale ispitivane parametre
nije utvrden statisticki zna¢ajan utjecaj (Tablica 3.).

Kod svih varijanti osmoprimiranja sjemena pad mase klijanaca je pratio povecanje razine
osmotskog stresa te je u svim varijantama osmotskog stresa znacajno najmanja masa
utvrdena u kontroli HoO a znaCajno najveca pri 10 % PEG. Kod varijante bez
osmoprimiranja, LSD testom je utvrdena znacajno najvec¢a masa klijanaca kod suncokreta
naklijavanog na vodi (0,68 g). Varijanta 10 % PEG je ocekivano rezultirala znac¢ajno
najmanjom masom klijanaca (0,31 Q).
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Tablica 3. Znacajnost utjecaja osmotskog stresa u klijanju (H20; 2,5 % PEG; 5 % PEG;
10 % PEG) na energiju klijanja (EK), standardnu klijavost (SK), nenormalne klijance
(NK), mrtvo sjeme (MS) (%) i masu klijanaca (MK) (g) po varijantama osmoprimiranja
sjemena (Bez primiranja; H20; 100 uM NaHS; 500 pM NaHS; 1000 pM NaHS; 1500
UM NaHS) kod hibrida Luka.

Bez primiranja
VARIJANTA EK SK NK MS MK
H,0 80 83 10 7 0,68%A
2,5 % PEG 65 71 22 7 0,468
5% PEG 72 82 7 12 0,39%B
10 % PEG 62 75 16 10 0,31¢¢
F test 1,79 1,03 2,03 0,97 105,09
P 0,2033 0,4150 0,1637 0,4396 <0,0001
H20
H,0 703A 78 13 10 0,543A
2,5 % PEG 723A 80 14 7 0,468
5% PEG 66 2AB 71 21 9 0,41¢8
10 % PEG 50 B 72 17 12 0,29¢¢
F test 6,87 0,82 0,73 1,62 37,43
D 0,0060 0,5052 0,5534 0,2362 <0,0001
100 uM NaHS
H,0 862~ 90 7 4 0,58%A
2,5 % PEG 730A 82 12 7 0,468
5% PEG 7630A 86 7 8 0,40%C
10 % PEG 54CB 76 15 10 0,32¢P
F test 13,62 2,77 1,49 3,07 210,27
D 0,0004 0,0875 0,2682 0,0688 <0,0001
500 uM NaHS
H,0 g3aA 89 9 2b 0,63%A
2,5 % PEG g1aA 85 10 620 0,498
5% PEG 74348 91 6 4P 0,43%C
10 % PEG 60PB 82 9 102 0,32¢P
F test 8,53 1,75 0,74 4,40 199,42
p 0,0026 0,2108 0,5463 0,0263 <0,0001
1000 uM NaHS
H,O 74348 83 10 8 0,533A
2.5 % PEG goaA 84 11 6 0,438
5% PEG 83aA 85 10 6 0,41%8B
10 % PEG 6308 73 16 12 0,309¢
F test 7,50 1,63 0,69 1,13 351,64
p 0,0044 0,2335 0,5780 0,3744 <0,0001
1500 uM NaHS
H,0 82~ 83 12 6 0,594
2.5 % PEG 794 84 10 7 0,468
5% PEG 84~ 85 12 3 0,39¢
10 % PEG 638 88 7 5 0,28P
F test 7.12 0,60 0,58 0,71 623,40
D 0,0053 0,6262 0,6370 0,5669 <0,0001

*Vrijednosti oznagene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3 p=0,0

p=0,01).

5’ ABC
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Prema F testu, kod varijante osmoprimiranja sjemena suncokreta vodom (H:0),
primijenjene varijante osmotskog stresa su znacajno utjecale na energiju klijanja
(p=0,0060) i masu klijanaca (p<0,0001), dok na standardnu klijavost, postotak
nenormalnih klijanaca i mrtvo sjeme, navedeni faktor nije znacajno utjecao.

Prema LSD testu, zna¢ajno najnizu energiju klijanja (50 %) je imalo sjeme pri varijanti
10 % PEG, dok se vrijednosti energije klijanja utvrdene pri ostalim varijantama
osmotskog stresa 1 kod kontrole, nisu medusobno znacajno razlikovale (H20 70 %; 2,5 %
PEG 72 %; 5 % PEG 66 %). Pri spomenutoj varijanti osmoprimiranja sjemena pad mase
klijanaca pratio je povecanje razine osmotskog stresa te je znacajno najmanja masa

utvrdena pri najvi$oj razini stresa (0,29 g), dok je najvec¢a masa utvrdena kod kontrole
(0,54 g).

Pri varijanti osmoprimiranja sjemena sa 100 pM NaHS inducirani osmotski stres u
klijanju je znacajno utjecao na energiju klijanja (p=0,0004) i masu klijanaca (p<0,0001)
dok na ostale ispitivane parametre vigora sjemena nije znacajno utjecao.

U prethodno navedenoj varijanti osmoprimiranja, najvecéi postotak energije klijanja je
utvrden u varijanti gdje je sjeme suncokreta naklijavano na vodi (86 %) te se ova
vrijednost nije znacajno razlikovala od utvrdene pri tretmanu s 5 % PEG (76 %) koja se
nadalje nije znacajno razlikovala od energije klijanja utvrdene pri 2,5 % PEG (73 %).

Znacajno najniza energija klijanja je dobivena pri najviSoj razini osmotskog stresa (54
%). Pad mase klijanaca je, kao i kod svih ostalih varijanti osmoprimiranja sjemena, pratio
povecéanje razine osmotskog stresa te je znacajno najveca masa utvrdena u kontroli (H20
0,58 g) a znacajno najmanja pri 10 % PEG (0,32 g).

Pri varijanti osmoprimiranja sjemena s 500 pM NaHS, F testom je utvrden znacajan
utjecaj razine osmotskog stresa na energiju klijanja (p=0,0026), postotak mrtvog sjemena
(p=0,0263) te na masu Kklijanaca (p<0,0001), dok na standardnu klijavost i broj
nenormalnih klijanaca primijenjeni tretmani nisu znacajno utjecali.

Pri varijanti osmoprimiranja sjemena s 500 uM NaHS, LSD testom je utvrdena znac¢ajno
najniZa energija klijanja pri najviSoj razini osmotskog stresa, 10 % PEG te je iznosila 60
%. Vrijednosti energije klijanja pri ostale tri varijante stresa u klijanju se nisu medusobno
znacajno razlikovale (H20 83 %; 2,5 % PEG 81 %; 5 % PEG 74 %). Najvisi postotak
mrtvog sjemena (10 %) je zabiljeZen na najvecoj razini osmotskog stresa te se nije
znacajno razlikovao od vrijednosti utvrdene kod varijante 2,5 % PEG (6 %). Takoder,
postotci mrtvog sjemena utvrdeni u varijantama 2,5 % PEG, 5 % PEG (4 %) te kod
kontrole (2 %), se nisu medusobno znacajno razlikovali.

Pri koncentracijama 1000 1 1500 uM NaHS koriStenog u osmoprimiranju sjemena
suncokreta, F testom je utvrden znacajan utjecaj razine osmotskog stresa na energiju
klijanja i masu klijanaca (1000 uM NaHS: EK p=0,0044, MK p<0,0001; 1500 pM NaHS:
EK p=0,0053, MK p<0,0001) dok na ostale ispitivane pokazatelje vigora sjemena nije
utvrden statisticki znacajan utjeca;.

Pri obje spomenute varijante osmoprimiranja sjemena s NaHS (1000 i 1500 uM), LSD
testom je utvrdena znacajno najniza energija klijanja pri najvisoj razini osmotskog stresa
(63 %) dok se vrijednosti dobivene na prve dvije razne stresa te kod kontrole, nisu
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medusobno znacajno razlikovale (1000 pM NaHS: H20 74 %, 2,5 % PEG 82 %, 5 %
PEG 83 %; 1500 pM NaHS: H20 82 %, 2,5 % PEG 79 %, 5 % PEG 84 %). Takoder, pad
mase klijanaca je pratio poveéanje razine osmotskog stresa. Znacajno najveca masa je
utvrdena u kontroli (1000 uM NaHS: H>O 0,53 g; 1500 pM NaHS: H.0 0,59 g) a
znacajno najmanja pri 10 % PEG (1000 uM NaHS: 0,30 g; 1500 uM NaHS: 0,28 g).

U svim varijantama osmoprimiranja sjemena, F testom je utvrden znacajan utjecaj
osmotskog stresa na razinu lipidne peroksidacije, sadrzaj HP te akumulaciju PRO
(Tablica 4.).

Kod sjemena koje nije prethodno osmoprimirano, znacajno najveca razina lipidne
peroksidacije je utvrdena na najvisoj razini stresa (10,832 nM g sv.t.) dok su najnize
vrijednosti lipidne peroksidacije utvrdene u klijancima naklijavanim pri 2,5 % PEG
(4,201 nM gtsv.t.) i 5% PEG (4,814 nM g sv.t.) te se ove vrijednosti nisu medusobno
statistiCki znaCajno razlikovale. Razina lipidne peroksidacije utvrdena kod kontrole
(7,252 nM g? sv.t.) je bila znacajno visa od vrijednosti utvrdenih na prve dvije razine
osmotskog stresa. Sadrzaj HP kod kontrole (0,121 nM gt sv.t.) i pri 5 % PEG (0,114 nM
g sv.t.) se nije statisti¢ki znacajno razlikovao, isto kao §to nisu utvrdene ni znacajne
razlike u vrijednostima spomenutog parametra izmedu tretmana 5 % PEG (0,077 nM g'*
sv.t.) i 10 % PEG (0,080 nM g sv.t.). Znagajno najveéa akumulacija PRO zabiljeZena je
pri najvi$oj razini osmotskog stresa (5,950 uM g? sv.t.), a znacajno najmanja kod
kontrole (0,462 uM g sv.t.) i 2,5 % PEG (1,168 uM g sv.t.) te se ove vrijednosti nisu
medusobno znacajno razlikovale.

U varijanti osmoprimiranja s vodom znacajno najvec¢a razina lipidne peroksidacije je
utvrdena pri 10 % PEG (12,565 nM g sv.t.) dok se vrijednosti lipidne peroksidacije
utvrdene kod kontrole te preostale dvije razine solnog stresa nisu znacajno razlikovale
(H20 4,729 nM g sv.t.; 2,5 % PEG 5,097 nM g sv.t.; 5 % PEG 5,368 nM g? sv.t.).
Sadrzaj HP utvrden kod kontrole (0,101 nM gt sv.t.) i 5 % PEG (0,112 nM g? sv.t.) se
medusobno nije statistiCki znacajno razlikovao, dok je znafajno najviSa vrijednost
navedenog pokazatelja stresa utvrdena pri 10 % PEG (0,136 nM g sv.t.), a zna¢ajno
najniza pri 2,5 % PEG (0,082 nM g sv.t.). Poveéanje sadrzaja akumuliranog PRO pratilo
je povecanje razine osmotskog stresa te su hipokotili klijanaca na najviSoj razini
osmotskog stresa akumulirali znac¢ajno najvise PRO (4,654, UM g sv.t.) dok se sadrzaj
PRO kod kontrole (0,548 uM g sv.t.) i pri 2,5 % PEG (1,354 uM g sv.t.) nije znacajno
razlikovao.

Kod sjemena osmoprimiranog s 100 uM NaHS, utvrdene Su znacajno najviSe razine
lipidne peroksidacije pri varijantama osmotskog stresa 5 % PEG (8,400 nM g* sv.t.) i 10
% PEG (8,420 nM g sv.t.) koje se medusobno nisu znacajno razlikovale prema LSD
testu. NajniZa razina navedenog pokazatelja stresa u biljkama je utvrdena pri 2,5 % PEG
(4,668 nM g sv.t.) te se nije znacajno razlikovala od vrijednosti utvrdene kod kontrole
(4,701 nM g sv.t.). Znagajno najvisa akumulacija HP je utvrdena pri 10 % PEG (0,126
nM g? sv.t.), dok se vrijednosti utvrdene kod kontrole (0,097 nM g sv.t.) te preostale
dvije razine stresa (2,5 % PEG 0,092 nM g sv.t.; 5 % PEG 0,083 nM g sv.t.) nisu
medusobno znacajno razlikovale.
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Tablica 4. Znacajnost utjecaja osmotskog stresa u klijanju (H20; 2,5 % PEG; 5 % PEG;
10 % PEG) na razinu lipidne peroksidacije (MDA) (nM g sv.t.), sadrzaj vodikovog
peroksida (HP) (nM g* sv.t.) i prolina (PRO) (UM g? sv.t.), u hipokotilima klijanaca
hibrida Luka, po varijantama osmoprimiranja sjemena (Bez primiranja; H20; 100 uM
NaHS; 500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500 uM NaHS).

*Vrijednosti oznadene razlicitim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,0

p=0,01).

Bez primiranja
VARIJANTA MDA HP PRO
H,O 7,2520B 0,1213A 0,462¢¢
2,5 % PEG 4,201¢¢ 0,077>B 1,168%B¢
5% PEG 4,814°¢ 0,1143A 3,011°8
10 % PEG 10,8323 0,080°B 5,950%A
F test 32,07 10,95 23,77
D <0,0001 0,0009 <0,0001
H20
H.0 4,729B 0,101PBC 0,548%C
2,5 % PEG 5,0970B 0,082¢C 1,354¢C
5% PEG 5,368°8 0,1120A8 2,60208
10 % PEG 12,5654~ 0,136%A 4,654*A
F test 34,82 15,11 39,04
D <0,0001 0,0002 <0,0001
100 uM NaHSs
H20 4,70108 0,097° 0,632¢C
2,5 % PEG 4,668 0,092° 1,414bcBC
5% PEG 8,400%A 0,083° 2,2510B
10 % PEG 8,420%A 0,126° 4,328*A
F test 14,85 4,73 29,97
p 0,0002 0,0211 <0,0001
500 uM NaHS
H,0O 5,9390C 0,103°A 0,4919¢
2.5 % PEG 4,172¢BC 0,1000A 1,241¢¢
5% PEG 7,5190A8B 0,050¢8 241258
10 % PEG 9,864%A 0,130%A 417534
F test 18,25 23,68 45,32
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
1000 uM NaHS
H,0 4,114°C 0,0710B 0,637¢C
2,5 % PEG 4,370%C 0,1123A 1,711B
5% PEG 6,969°8 0,067°B 1,896"B
10 % PEG 10,0228~ 0,132 @A 4,2912A
F test 47,75 11,88 87,69
P <0,0001 0,0007 <0,0001
1500 uM NaHS
H.0 3,303%B 0,075%¢ 0,4959P
2.5 % PEG 4,143%8 0,1020B 1,569¢C
5% PEG 8,773>A 0,071¢%¢ 2,805°8
10 % PEG 10,055%A 0,146%A 4,497%A
F test 94,37 37.60 148,29
D <0,0001 <0,0001 <0,0001

5 ABC
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Znacajno najvisi sadrzaj slobodnog PRO pri ovoj varijanti osmoprimiranja je utvrden kod
klijanaca na 10 % PEG (4,328 uM g sv.t.) dok se vrijednosti utvrdene kod kontrole
(0,632 uM gt sv.t.) i pri 2,5 % PEG (1,414 uM g* sv.t.) kao ni one utvrdene na 2,515 %
PEG (2,251 uM g* sv.t.) nisu statisti¢ki znacajno razlikovale.

Pri varijanti osmoprimiranja sjemena s 500 uM NaHS najveca razina MDA je utvrdena
u varijanti osmotskog stresa 10 % PEG (9,864 nM g sv.t.), a najmanja u varijanti 2,5 %
PEG (4,172 nM g sv.t.). Razine lipidne peroksidacije utvrdene u kontroli (5,939 nM g
sv.t.) te pri 5 % PEG (7,519 nM g! sv.t.) se nisu medusobno statisti¢ki znacajno
razlikovale. Znacajno najvisa akumulacija HP pri navedenoj varijanti osmoprimiranja je
utvrdena na najvi$oj razini osmotskog stresa (0,130 nM g sv.t.), dok su najmanje HP
akumulirali klijanci suncokreta naklijavani pri 5 % PEG (0,050 nM g sv.t.). Vrijednosti
sadrzaja HP u stanicama hipokotila kod kontrolnih klijanaca (0,103 nM g sv.t.) te pri
2,5 % PEG (0,100 nM g? sv.t.) se nisu medusobno znacajno razlikovale. Poveéanje
sadrzaja slobodnog PRO je, kao i u ostalim varijantama osmoprimiranja, bilo
proporcionalno porastu razine osmotskog stresa te su se pri svim varijantama stresa u
klijanju, dobivene vrijednosti statisti¢ki znacajno razlikovale (H20 0,491 uM gt sv.t.; 2,5
% PEG 1,241 pM gt sv.t.; 5% PEG 2,412 uM gt sv.t.; 10 % PEG 4,175 uM gt sv.t).

Kod sjemena osmoprimiranog s 1000 odnosno 1500 pM NaHS znac¢ajno najvisa razina
lipidne peroksidacije je utvrdena takoder pri 10 % PEG (1000 pM NaHS 10,022 nM g*!
sv.t.; 1500 uM 10,055 nM g* sv.t.). Kod obje varijante osmoprimiranja sjemena nize
vrijednosti lipidne peroksidacije su utvrdene kod kontrole te pri najnizoj razini osmotskog
stresa (1000 pM NaHS: H,0 4,114 nM g sv.t., 2,5 % PEG 4,370 nM g sv.t.; 1500 pM
NaHS: H,0 3,303 nM g sv.t., 2,5 % PEG 4,143 nM g sv.t.) te se ove vrijednosti nisu
medusobno znacajno razlikovale. Hipokotili suncokreta u varijanti osmoprimiranja s
1000 uM NaHS su pri varijantama stresa 2,5 % PEG (0,112 nM g sv.t.) i 10 % PEG
(0,132 nM g sv.t.) akumulirali znacajno vise HP u usporedbi s varijantama kontrola
(0,072 nM gt sv.t.) i 5% PEG (0,067 nM g? sv.t.). Varijanta naklijavanja 10 % PEG je
rezultirala zna¢ajno najveéim sadrzajem PRO (4,291 uM g sv.t.) dok je kod kontrolnih
biljaka utvrdena najniza akumulacija navedene aminokiseline (0,637 uM g sv.t.).
Sadrzaj PRO akumuliran u hipokotilima u varijanti 2,5 % PEG (1,711 uM gt sv.t.) i 5 %
PEG (1,896 pM g?! sv.t) se nije statisticki znaGajno razlikovao. Pri varijanti
osmoprimiranja sjemena s 1500 pM otopinom NaHS, znacajno najviSe HP su sadrzavali
hipokotili u varijanti naklijavanja 10 % PEG (0,146 nM g sv.t.), najniZa vrijednost je
utvrdena pri 5 % PEG (0,071 nM g sv.t.) a zatim u kontroli (0,075 nM g sv.t.) te se
medusobno nisu statisticki znac¢ajno razlikovale. SadrZaj slobodnog PRO se povecavao
povecanjem razine osmotskog stresa te su se pri svim varijantama dobivene vrijednosti
statisti¢ki zna¢ajno razlikovale (H20 0,495 uM g sv.t.; 2,5 % PEG 1,569 upM gt sv.t.; 5
% PEG 2,805 pM gt sv.t.; 10 % PEG 4,497 uM gt sv.t.).

F testom je utvrden znafajan utjecaj osmoprimiranja sjemena na energiju klijanja
(p=0,0462) te vrlo znacajan na masu klijanaca (p<0,0001) naklijavanih u prisustvu vode
(Tablica 5.).
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Tablica 5. Znacajnost utjecaja osmoprimiranja sjemena (Bez primiranja; H20; 100 uM
NaHS; 500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500 uM NaHS) na energiju klijanja (EK),
standardnu klijavost (SK), nenormalne klijance (NK), mrtvo sjeme (MS) (%) i masu
klijanaca (MK) (g), po varijantama osmotskog stresa u klijanju (H20; 2,5 % PEG; 5 %
PEG; 10 % PEG) kod hibrida Luka.

H20
VARIJANTA EK SK NK MS MK
Bez primiranja 803kc 83 10 7 0,684
H.0 70° 78 13 10 0,544€.DE
100 pM NaHS 86° 90 7 4 0,58¢4:CD
500 uM NaHS 83 89 9 2 0,638
1000 pM NaHS 74bc 83 10 8 0,53%P
1500 pM NaHS g2 83 12 6 0,60°¢B¢
F test 2,84 1,93 0,47 2,39 20,41
p 0,0462 0,1382 0,7956 0,0789  <0,0001
2,5 % PEG

Bez primiranja 65 71 22 7 0,45PBC
H.0 72 80 14 7 0,46"A8
100 pM NaHS 73 82 12 7 0,46"A8
500 pM NaHS 81 85 10 6 0,48%A
1000 uM NaHS 82 84 11 6 0,43%¢
1500 uM NaHS 79 84 10 7 0,46"A8
F test 2,00 1,04 1,24 0,09 7,57

p 0,1271 0,4244 10,3321 0,9933  0,0006

5% PEG

Bez primiranja 72b¢ g2 7° 12 0,39°
H20 66° 71° 212 9 0,42
100 uM NaHS 7630 862 7° 8 0,40
500 uM NaHS 7430¢ 912 6° 4 0,432
1000 pM NaHS 83 852 10P 6 0,41%
1500 uM NaHS 842 852 12° 3 0,38¢
F test 2,88 2,98 3,52 2,61 3,58

p 0,0444 0,0395 0,0215 0,0605  0,0202

10 % PEG

Bez primiranja 62 75 16 10 0,31
H20 50 72 17 12 0,29
100 pM NaHS 54 76 15 10 0,32
500 pM NaHS 60 82 9 10 0,32
1000 uM NaHS 63 73 16 12 0,30
1500 uM NaHS 63 88 7 5 0,29
F test 1,39 2,08 1,17 1,57 1,07

p 0,2761 0,1150 10,3633 0,2181  0,3949

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3°¢ p=0,05; ABC
0=0,01).
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Nadalje, na razini osmotskog stresa 5 % PEG, primijenjeni tretmani sjemena donorom
H>S su znacajno utjecali na sve analizirane pokazatelje vigora sjemena (EK p=0,0444;
SK p=0,0395; NK p=0,0215; MK p=0,0042), osim na postotak mrtvog sjemena. Na
najnizoj razini osmotskog stresa (2,5 % PEG), osmoprimiranje sjemena je znacajno
utjecalo samo na masu klijanaca (p=0,0006), dok na ostale pokazatelje nije znacajno
utjecalo. Na najviSoj razini osmotskog stresa (10 % PEG), osmoprimiranje nije zna¢ajno
utjecalo ni na jedan analizirani pokazatelj.

Kod sjemena naklijavanog na vodi, LSD testom su utvrdene znacajne razlike izmedu
pojedinih varijanti osmoprimiranja sjemena, te su tretmani bez primiranja kao i sa 100,
500 i 1500 uM NaHS rezultirali znacajno ve¢om energijom klijanja (bez primiranja 80
%; 100 uM NaHS 86 %; 500 uM NaHS 83 %; 1500 uM NaHS 82 %) u usporedbi s
varijantom gdje je sjeme osmoprimirano s vodom (70 %) odnosno s 1000 NaHS (74 %),
pri ¢emu Se ove dvije vrijednosti nisu medusobno znacajno razlikovale. Energija klijanja
kod suhog sjemena (80 %) postavljenog na naklijavanje se nije znacajno razlikovala u
usporedbi s ostalim varijantama osmoprimiranja. Znacajno najvec¢a masa klijanaca je
utvrdena u varijanti bez primiranja (0,68 g). U varijanti gdje je sjeme osmoprimirano
vodom, utvrdena je znacajno najmanja masa klijanaca (0,54 g) koja se nije statisticki
znacajno razlikovala od mase klijanaca u varijanti 1000 pM NaHS (0,53 g).

U varijanti osmotskog stresa u klijanju s 2,5 % PEG, osmoprimiranje sjemena s
koncentracijom 500 UM NaHS je rezultiralo najve¢om masom klijanaca (0,48 g) dok je
najmanja masa klijanaca zabiljezena pri varijanti osmoprimiranja s 1000 uM NaHS (0,43

9).

U varijanti osmotskog stresa u klijanju s 5 % PEG, osmoprimiranje sjemena suncokreta
s NaHS je rezultiralo pove¢anjem energije klijanja za sve koncentracije primijenjenog
donora H2S (100 pM NaHS 76 %; 500 uM NaHS 74 %; 1000 uM NaHS 83 %; 1500 uM
NaHS 84 %), te se dobivene vrijednosti nisu medusobno statisti¢ki znacajno razlikovale.
NajniZa energija klijanja je utvrdena u varijanti primiranja s vodom (66 %) koja se nije
znacajno razlikovala od vrijednosti dobivenih u varijantama bez primiranja (72 %) te pri
100 pM NaHS i 500 pM NaHS. Znacajno najniza standardna klijavost je utvrdena u
varijanti osmoprimiranja vodom (71 %) te se nije znacajno razlikovala od one utvrdene u
varijanti bez primiranja (82 %).

Osmoprimiranje sjemena razli¢itim koncentracijama NaHS je rezultiralo povecanjem
standardne klijavosti (100 uM NaHS 86 %; 500 uM NaHS 91 %; 1000 uM NaHS 85 %;
1500 uM NaHS 85 %) ali se ove vrijednosti medusobno nisu znacajno razlikovale.
Znacajno najvisi postotak nenormalnih klijanaca je utvrden u varijanti naklijavanja u
prisustvu vode (21 %) dok se ostale dobivene vrijednosti nisu medusobno statisticki
znacajno razlikovale te su se kretale u rasponu od 6 - 12 %, ovisno o varijanti
osmoprimiranja. Najmanja masa klijanaca pri spomenutoj varijanti osmotskog stresa, je
utvrdena pri varijanti bez osmoprimiranja (0,39 g) i s koncentracijom 1500 uM NaHS
(0,38 g), te se nije znacajno razlikovala od masa utvrdenih u varijantama s H>O (0,42 g),
100 uM NaHS (0,40 g) i 1000 uM NaHS (0,41 g). Najveca masa klijanaca je utvrdena u
varijanti 500 uM NaHS (0,43 g).
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U varijanti naklijavanja sjemena na vodi, F testom je utvrden znacajan utjecaj tretmana
osmoprimiranja sjemena na razinu lipidne peroksidacije (p<0,0001), sadrzaj HP
(p<0,0001) i slobodnog PRO (p=0,0287) (Tablica 6.).

Prema LSD testu, u varijanti naklijavanja sjemena na vodi (H20), najvi$a razina lipidne
peroksidacije (7,252 nM g* sv.t.) je zabiljezena kod neprimiranog sjemena. Klijanci
dobiveni iz sjemena osmoprimiranog s 1500 uM NaHS su imali zna¢ajno najnizu razinu
lipidne peroksidacije (3,303 nM g? sv.t.). Razine lipidne peroksidacije utvrdene u
varijantama osmoprimiranja s 1000 uM NaHS (4,114 nM g* sv.t.), 100 uM NaHS (4,701
nM gtsv.t.) i H20 (4,729 nM g sv.t.), se nisu statisti¢ki zna¢ajno razlikovale.

Sadrzaji HP utvrden u varijanti naklijavanja H.O (0,101 nM g? sv.t.), 100 pM NaHS
(0,097 nM g sv.t.) i 500 uM NaHS (0,103 nM g sv.t.) se medusobno nisu statisticki
znacajno razlikovali, dok je znacajno najveca vrijednost navedenog pokazatelja stresa
utvrdena u varijanti bez primiranja (0,121 nM g* sv.t.). Nizi sadrzaj HP utvrden je pri
najvisim razinama osmotskog stresa (1000 uM NaHS 0,071 nM g* sv.t.; 1500 uM NaHS
0,075 nM g? sv.t.) te se ove vrijednosti nisu statisti¢ki znacajno razlikovale. Najvise
slobodnog PRO akumulirali su hipokotili klijanaca u varijantama osmoprimiranja
sjemena s 1000 uM NaHS (0,637 uM g sv.t.) i 100 uM NaHS (0,631 uM g sv.t.) te se
ove vrijednosti nisu znacajno razlikovale. Najnizi sadrzaj PRO je utvrden u varijanti bez
primiranja (0,462 uM g sv.t.), zatim pri varijanti osmoprimiranja s 500 UM NaHS (0,491
UM g7 sv.t.) i varijanti 1500 uM NaHS (0,495 pM g sv.t.), pri éemu se ove vrijednosti
nisu medusobno znacajno razlikovale.

Na razini osmotskog stresa 2,5 % PEG, osmoprimiranje sjemena je znacajno utjecalo na
sadrzaj HP (p=0,0016) i slobodnog PRO (p=0,0082).

Prema LSD testu, u varijanti naklijavanja sjemena suncokreta pri 2,5 % PEG znacajno
najvise HP su akumulirali klijanci suncokreta ¢ije sjeme je bilo osmoprimirano s 1000
UM NaHS (0,112 nM g sv.t.) te nije bilo znacajne razlike u usporedbi s tretmanima 500
UM NaHS (0,100 nM g sv.t.) i 1500 pM NaHS (0,102 nM g sv.t.). Manji sadrzaj HP
je utvrden u varijantama bez primiranja (0,077 nM g* sv.t.), voda (0,082 nM g* sv.t.) te
100 uM NaHS (0,092 nM g sv.t.) te se navedene vrijednosti nisu znagajno razlikovale.
Najvisi sadrzaj slobodnog PRO je utvrden kod klijanaca ¢ije je sjeme tretirano s 1000 uM
NaHS (1,711 uM g sv.t.) i nije se znagajno razlikovao od onog utvrdenog pri 1500 uM
NaHS (1,569 uM g* sv.t.). Sadrzaj PRO u varijanti bez primiranja sjemena (1,168 pM
g!sv.t.) i osmoprimiranja s 500 uM NaHS (1,241 uM g sv.t.) je imao nizi sadrzaj PRO
u hipokotilima te se ove vrijednosti nisu medusobno statisticki znacajno razlikovale, kao
$to se nisu razlikovale ni od vrijednosti utvrdenih u varijantama voda (1,354 uM g sv.t.)
i 100 uM NaHS (1,414 uM gt sv.t).

U varijanti naklijavanja sjemena pri 5 % PEG, utvrden je znaCajan utjecaj osmoprimiranja
sjemena na sve ispitivane parametre (MDA p=0,0011; HP p=0,0018; PRO p=0,0285).
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Tablica 6. Znacajnost utjecaja osmoprimiranja sjemena (Bez primiranja; H20; 100 uM
NaHS; 500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500 pM NaHS) na razinu lipidne peroksidacije
(MDA; nM g sv.t.), sadrzaj vodikovog peroksida (HP; nM gt sv.t.) i prolina (PRO; uM
g? sv.t.), u hipokotilima klijanaca hibrida Luka, po varijantama osmotskog stresa u
Klijanju (H20; 2,5 % PEG; 5 % PEG,; 10 % PEG).

H20
VARIJANTA MDA HP PRO
Bez primiranja 7,2523A 0,1213A 0,462°
H.0 4,729°8C 0,101PA8 0,548%
100 pM NaHS 4,701¢8¢ 0,097 0,6312
500 uM NaHS 5,9390A8 0,1030A8 0,491°
1000 uM NaHS 4,114°¢P 0,071¢¢ 0,6372
1500 pM NaHS 3,3034P 0,075¢ 0,495°
F test 14,85 13,19 3,26
D <0,0001 <0,0001 0,0287
2,5 % PEG
Bez primiranja 4,201 0,077¢¢ 1,168%C
H.0 5,097 0,082BC¢ 1 354PcABC
100 pM NaHS 4,668 0,092ABCbe 1 4714bcABC
500 uM NaHS 4,172 0,100482 1 241¢BC
1000 uM NaHS 4,370 0,112A2 1,7113A
1500 pM NaHS 4,143 0,102ABa0 1 56QAB
F test 0,81 6,26 4,44
p 0,5585 0,0016 0,0082
5% PEG
Bez primiranja 4,814°¢ 0,114%4 3,0112
H20 5,368°¢:BC 0,1123A8 2,602
100 M NaHS 8,400*A 0,08%ABC 2 o57be
500 uM NaHS 7,519%A 0,050¢¢ 2,4123¢
1000 pM NaHS 6,969%¢AB  0,067°C 1,896°
1500 uM NaHS 8,7733A 0,071°¢BC 2 805%
F test 6,69 6,11 3,26
p 0,0011 0,0018 0,0285
10 % PEG
Bez primiranja 10,8322>A8 0,080°E 5,950
H.0 12,5652 0,136A 4,654
100 uM NaHS 8,420%B 0,126%A 4,328
500 uM NaHS 90,8648 0,130%A 4,175
1000 uM NaHS 10,022°¢8  0,132%A 4,291
1500 uM NaHS 10,0558 0,146~ 4,497
F test 4,94 11,05 1,50
p 0,0051 <0,0001 0,2376

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3°¢ p=0,05; ABC

p=0,01).
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Na spomenutoj razini osmotskog stresa, LSD testom je utvrdena visa razina MDA u svim
varijantama osmoprimiranja s NaHS (100 pM NaHS 8,400 nM g sv.t.; 500 uM NaHS
7,519 nM gl sv.t.; 1000 pM NaHS 6,969 nM g sv.t.; 1500 uM NaHS 8,773 nM gt sv.t.)
u usporedbi s neprimiranim sjemenom (4,814 nM g* sv.t.) odnosno primiranim vodom
(5,368 nM g sv.t.). Vrijednosti lipidne peroksidacije utvrdene u svim varijantama
osmoprimiranja s NaHS se nisu medusobno znacajno razlikovale, kao ni vrijednosti
utvrdene kod neprimiranog i sjemena primiranog vodom. Povecana akumulacija HP u
klijancima suncokreta je utvrdena u varijantama bez primiranja (0,114 nM g* sv.t) i
primiranja vodom (0,112 nM g sv.t.) ali se ove vrijednosti nisu znagajno razlikovale.
Sadrzaji HP utvrdeni na razinama 500 uM NaHS (0,050 nM gt sv.t.), 1000 uM NaHS
(0,0673 nM g sv.t.) i 1500 uM NaHS (0,071 nM g sv.t.) se nisu znacajno razlikovali.
Najvisi sadrzaj slobodnog PRO je utvrden kod neprimiranog sjemena (3,011 pM g sv.t.)
i nije se znacajno razlikovao od varijanti primiranja s vodom (2,602 pM g* sv.t.) i 1500
UM NaHS (2,805 pM gt sv.t.). Najnizi sadrzaj slobodnog PRO u klijancima je utvrden u
varijanti osmoprimiranja s 1000 uM NaHS (1,896 UM g sv.t.) te se nije znacajno
razlikovao od vrijednosti utvrdenih pri 100 uM NaHS (2,251 uM g? sv.t.) i 500 pM
NaHS (2,412 uM g? sv.t.).

Na najviSoj razini osmotskog stresa, pri 10 % PEG, utvrden je vrlo znacajan utjecaj
osmoprimiranja sjemena suncokreta na razinu lipidne peroksidacije (p=0,0051) te na
akumulaciju HP (p<0,0001), dok na sadrzaj PRO spomenuti tretmani nisu zna¢ajno
utjecali.

Prema LSD testu, najviSe razine lipidne peroksidacije su utvrdene u klijancima dobivenim
iz sjemena primiranog vodom (12,565 nM g sv.t.) i kod neprimiranog sjemena (10,832
nM g sv.t) te se medusobno nisu znacajno razlikovale. Osmoprimiranje s NaHS je
smanjilo razinu lipidne peroksidacije te se dobivene vrijednosti, bez obzira na koristenu
koncentraciju otopine NaHS, nisu medusobno znac¢ajno razlikovale (100 uM NaHS 8,420
nM g sv.t.; 500 pM NaHS 9,864 nM gt sv.t., 1000 uM NaHS 10,022 nM gt sv.t.; 1500
UM NaHS 10,055 nM g sv.t.). Znacdajno najniza akumulacija HP je zabiljezena kod
neprimiranog sjemena (0,080 nM g! sv.t.). Sadrzaj HP u hipokotilima klijanaca pri svim
ostalim varijantama osmoprimiranja se nije medusobno znacajno razlikovao (H20 0,136
nM gt sv.t. 100 uM NaHS 0,126 nM g sv.t.; 500 pM NaHS 0,130 nM g sv.t.; 1000
UM NaHS 0,132 nM gt sv.t.; 1500 uM NaHS 0,146 nM gt sv.t.).
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4.1.2. Utjecaj primiranja sjemena suncokreta na vigor i biokemijske pokazatelje
stresa u klijancima hibrida Apolon u uvjetima smanjene pristupacnosti vode

Prema F testu, osmoprimiranje sjemena s NaHS je imalo vrlo znacajan utjecaj na energiju
klijanja (p=0,0059) 1 ukupnu masu klijanaca (p<0,0001). Osmoprimiranje sjemena s
NaHS nije znacajno utjecalo na standardnu klijavost (p=0,0818), broj nenormalnih
klijanaca (p=0,2767), te na postotak mrtvog sjemena (p=0,1123) (Tablica 7.).

Tablica 7. Znacajnost utjecaja osmoprimiranja sjemena (Bez primiranja; H.O; 100 uM
NaHS; 500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500 uM NaHS) i osmotskog stresa u klijanju
(H20; 2,5 % PEG; 5 % PEG; 10 % PEG) te njihovih interakcija na energiju klijanja (EK),
standardnu Klijavost (SK), nenormalne klijance (NK), mrtvo sjeme (MS; %) i masu
klijanaca (MK; g) kod hibrida Apolon.

FAKTOR VARIJANTA | EK SK NK MS MK
Bez primiranja | 7648 81 11 8 0,44A8
H20 774883 11 6 044078
100 yM NaHS | 71°® 83 9 8 0,419¢
Osmoprimiranje 500 UM NaHS | 7648 82 13 6  0,42008¢
1000 pM NaHS | 8034 86 9 5 0,45%A
1500 uM NaHS | 80*A 85 9 5  0,43°cABC
F test 359 205 129 186 6,46
p 0,0059 0,0818 0,2767 0,1123 <0,0001
H20 79%A 84 10 6 0,55%A
2,5 % PEG g1aA 83 10 7 0,50°8
Stres u Klijani 5% PEG g1aA 85 9 6 0,39°¢
10 % PEG 66°8 82 13 6 0,294P
F test 2697 125 214 095 599,01
p <0,0001 0,2980 0,1028 0,4206 <0,0001
Osmoprimiranje |F test 4,26 1,76 1,80 1,21 7,46
x Stres u klijanju [p <0,0001 0,0587 0,0505 0,2842 <0,0001

*Vrijednosti oznagene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (**° p=0,05; ABC
p=0,01).

LSD testom utvrdene su znacajne razlike za postotak energije klijanja u ovisnosti o
varijanti osmoprimiranja. Sjeme suncokreta osmoprimirano s 1000 uM NaHS i 1500 pM
NaHS imalo je najvecu energiju klijanja (80 %), dok je sjeme osmoprimirano s 100 uM
NaHS imalo najmanju energiju klijanja (71 %). Varijante osmoprimiranja sjemena nisu
imale statisticki znacajan utjecaj na standardnu klijavost, nenormalne klijance i mrtvo
sjeme. Sjeme suncokreta osmoprimirano s 1000 uM NaHS imalo je najvisu (86 %), dok
je sjeme bez primiranja imalo najnizu standardnu klijavost (81 %). Najvisi postotak
mrtvog sjemena zabiljeZen je u varijanti bez primiranja te osmoprimirano s 100 pM NaHS
(8 %) dok je najmanje mrtvog sjemena bilo u varijantama 1000 i 1500 uM NaHS (5 %).
Sjeme osmoprimirano s 1000 uM NaHS imalo je najve¢u masu klijanaca (MK 0,45 g)
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dok je sjeme osmoprimirano s 100 pM NaHS imalo najmanju masu klijanaca (MK 0,41
9)-

LSD testom je utvrdeno da se energija klijanja u varijantama naklijavanja H20 (79 %) te
2,515 % PEG (81 %) nije statisti¢ki znacajno razlikovala. U varijanti gdje je sjeme
suncokreta naklijavano pri 10 % PEG, utvrden je statisticki znacajno najnizi postotak
Klijavosti (66 %). Najveci postotak nenormalnih klijanaca utvrden je u varijanti 10 %
PEG (13 %), dok je najmanje nenormalnih klijanaca bilo u varijanti naklijavanja 5 %
PEG (9 %).

Prema F testu utvrden je vrlo znaCajan utjecaj osmotskog stresa na energiju klijanja 1
masu Kklijanaca (p<0,0001) dok na standardnu klijavost (p=0,2980), nenormalne klijance
(p=0,1028) te mrtvo sjeme (p=0,4206), nije bilo utjecaja.

Povecéanje razine osmotskog stresa pratio je pad mase klijanaca te su se utvrdene

vrijednosti u svim varijantama statisticki znacajno razlikovale (H20 0,55 g; 2,5 % PEG
0,50 g; 5% PEG 0,39 g; 10 % PEG 0,29 g).

Prema F testu utvrdena je vrlo znacajna interakcija osmoprimiranje x stres u klijanju za
energiju Kklijanja i masu klijanaca (p<0,0001). Za ostale ispitivane parametre vigora,
interakcija navedena dva faktora nije znacajno utjecala.

U prosjeku za sve razine osmotskog stresa u klijanju, prema F testu, osmoprimiranje

sjemena nije statistiCki znacajno utjecalo na razinu lipidne peroksidacije (p=0,0554),
sadrzaj HP (p=0,2169) te na koli¢inu slobodnog PRO (p=0,2189) (Tablica 8.).

Najvisa razina lipidne peroksidacije utvrdena je u varijanti osmoprimiranja s 500 uM
NaHS (7,337 nM g sv.t.) zatim pri 500 pM NaHS (7,330 nM g* sv.t.) dok su najnize
razine utvrdene u varijantama osmoprimiranja s vodom (6,715 nM g sv.t.) i 1500 pM
NaHS (6,700 nM g? sv.t.). U varijantama osmoprimiranja sjemena s 1500 uM NaHS
utvrden je najveéi sadrzaj HP a zatim u varijanti primiranja s vodom (0,157 nM g sv.t.),
dok je najmanja vrijednost utvrdena pri 500 UM NaHS (0,144 nM g sv.t.).

Prema F testu, osmotski stres u klijjanju je vrlo znacajno utjecao na sve ispitivane
pokazatelje stresa (MDA, HP, PRO; p<0,0001). Takoder je utvrden znaéajan utjecaj
interakcije osmoprimiranje x stres u klijanju na razinu lipidne peroksidacije (p<0,0103)
dok na sadrzaj HP (p<0,0587) i sadrzaj slobodnog PRO (p<0,1282) interakcija navedenih
faktora nije znacajno utjecala.

LSD testom je utvrdena znacajno najvisa razina lipidne peroksidacije u varijanti gdje je
sjeme suncokreta naklijavano na 10 % PEG (10,650 nM g sv.t.). Razina MDA utvrdena
u tretmanu s 5 % PEG (6,669 nM g sv.t.) i 2,5 % PEG (6,090 nM g sv.t.) je bila
znacajno niza od one utvrdene pri 10 % PEG ali znacajno visa od kontrole (H20 4,550
nM g?sv.t).

Najvise HP je akumulirano u hipokotilima suncokreta u varijanti naklijavanja H-O (0,199
nM g sv.t.) a zatim pri 5 % PEG (0,191 nM g sv.t.) te se ove dvije vrijednosti nisu
statisticki znacajno razlikovale. Sadrzaj HP kod sjemena naklijavanog pri 10 % PEG
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(0,161 nM gt sv.t.) i 2,5 % PEG (0,150 nM g sv.t.) se takoder nije statisti¢ki znacajno
razlikovao. Poveéanje razine osmotskog stresa u klijanju pratio je rast sadrzaja slobodnog
PRO u hipokotilima te su se utvrdene vrijednosti PRO pri svim varijantama vrlo zna¢ajno
razlikovale (H.0 0,914 uM gt sv.t.; 2,5 % PEG 1,966 uM g sv.t.; 5 % PEG 3,688 uM
glsv.t.; 10 % PEG 7,641 uM g sv.t.).

Tablica 8. Znacajnost utjecaja osmoprimiranja sjemena (Bez primiranja; H>O; 100 uM
NaHS; 500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500 uM NaHS) i osmotskog stresa u klijanju
(H20; 2,5 % PEG; 5 % PEG; 10 % PEG) te njihovih interakcija na razinu lipidne
peroksidacije (MDA) (nM g? sv.t.), sadrzaj vodikovog peroksida (HP) (nM g sv.t.) i
prolina (PRO) (UM g* sv.t.), u hipokotilima klijanaca hibrida Apolon.

FAKTOR VARIJANTA MDA HP PRO
Bez primiranja 7,112 0,153 3,731
H.0 6,715 0,157 3,312
100 pM NaHS 7,330 0,153 3,745
Osmoprimiranje 500 uM NaHS 7,337 0,144 3,672
1000 uM NaHS 6,772 0,150 3,443
1500 pM NaHS 6,700 0,159 3,412
F test 2,28 1,45 1,44
P 0,0554 0,2169 0,2189
H.O 4,550%¢ 0,1992A 0,914%P
2,5 % PEG 6,090%B 0,150°8 1,966%C
Stres u Klijanju 5% PEG 6,669°8 0,1913A 3,688%8
10 % PEG 10,650%4 0,161°B 7,641%A
F test 242,20 91,33 547,93
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
Osmoprimiranje x  |F test 2,29 1,76 1,50
Stres u klijanju p 0,0103 0,0587 0,1282

*Vrijednosti oznagene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (**° p=0,05; ABC

p=0,01).

Prema F testu, kod neprimiranog tj. suhog sjemena osmotski stres u klijanju je vrlo
znacajno utjecao na energiju klijanja (EK p=0,0004) i masu klijanaca (p<0,0001), dok je
na mrtvo sjeme imao znacajan utjecaj (MS p=0,0402). Kod ostalih ispitivanih parametara
nije utvrden statisticki zna¢ajan utjecaj osmotskog stresa (Tablica 9.). Kod svih varijanti
osmoprimiranja sjemena pad mase klijanaca je pratio povecanje razine osmotskog stresa
te je u svim varijantama osmotskog stresa zna¢ajno najvisa masa utvrdena u kontroli
(H20) a znacajno najniza pri 10 % PEG.

Kod varijante bez osmoprimiranja sjeme naklijavano na 10 % PEG imalo je vrlo zna€ajno
najnizu energiju klijanja (63 %) dok se ostale varijante nisu statisticki znacajno
razlikovale. Kod spomenute varijante, LSD testom je utvrdena vrlo znacajno najveca
masa klijanaca kod suncokreta naklijavanog na vodi (0,56 g) i 2,5 % PEG (0,54 g) dok je
varijanta 10 % PEG ocekivano rezultirala vrlo znacajno najmanjom masom klijanaca
(0,27 g).
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Tablica 9. Znacajnost utjecaja osmotskog stresa u klijanju (H20; 2,5 % PEG; 5 % PEG;
10 % PEG) na energiju klijanja (EK), standardnu klijavost (SK), nenormalne klijance
(NK), mrtvo sjeme (MS) (%) i masu klijanaca (MK) (g) po varijantama osmoprimiranja
sjemena (Bez primiranja; H20; 100 uM NaHS; 500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500

MM NaHS) kod hibrida Apolon.

Bez primiranja

VARIJANTA EK SK NK MS MK
H,0O 84aA 86 9 6° 0,563
2,5 % PEG 7734 78 12 118 0,543A
5% PEG 803A 82 10 920 0,368
10 % PEG 63°B 81 14 6P 0,27¢¢
F test 13,53 1,76 0,47 3,79 148,00
p 0,0004 0,2086 0,7067 0,0402 <0,0001
H.0O
H.0 842A 86 10 5ab 0,53%A
2,5 % PEG g1aA 84 8 92 0,513A
5% PEG 773A 82 16 3b 0,428
10 % PEG 66°B 80 12 02 0,30%¢
F test 10,59 0,89 1,69 2,38 53,12
p 0,0011 0,4764 0,2210 0,1212 <0,0001
100 uM NaHS
H20 7178 80" 11 102 0,504
2,5 % PEG g7aA 872 78b 72 0,470A
5% PEG 7920.AB 8520 6° 112 0,39%B
10 % PEG 50¢C g3ap 132 5P 0,27¢¢
F test 26,78 2,28 3,29 2,17 109,83
p <0,0001 0,1319 0,0581 0,1448 <0,0001
500 uM NaHS
H.0 6720 83 12 6 0,53%A
2.5 % PEG 77% 77 16 7 0,418
5% PEG 832 85 11 5 0,40°B
10 % PEG 7820 83 12 6 0,31¢C
F test 1,84 0,88 0,54 0,21 08,41
p 0,1929 0,4783 0,6636 0,8889 <0,0001
1000 uM NaHS
H,0 86~ 90? goAB 5 0,58%A
2,5 % PEG g2aA 8620 QbAB 6 0,54°A
5% PEG 85aA 912 5bB 5 0,418
10 % PEG 67"B 79° 1824 4 0,269¢
F test 7.44 4,88 7,92 0,12 190,55
p 0,0045 0,0192 0,0035 0,9445 <0,0001
1500 uM NaHS
H.0 79 82 12 6 0,562A
2,5 % PEG 85 87 8 6 0,46°B
5% PEG 83 85 9 6 0,39%C
10 % PEG 74 88 8 4 0,309P
F test 1,97 0,81 0,91 0,20 129,41
p 0,1728 0,5146 0,4629 0,8969 <0,0001

*Vrijednosti oznadene razlicitim slovima se razlikuju prema LSD testu (2*° p=0,0

p=0,01).

5 ABC
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Prema LSD testu pri p=0,05 najvec¢i postotak standardne klijavosti zabiljezen je kod
varijante s vodom (86 %), dok je najniza standardna klijavost bila pri varijanti
naklijavanja s 2,5 % PEG (78 %).

Prema LSD testu pri p=0,05 najveéi postotak mrtvog sjemena je zabiljezen kod
varijante 2,5 % PEG (11 %) dok je najmanje mrtvog sjemena bilo u varijantama s vodom
I 10 % PEG (6 %).Prema F testu, kod varijante osmoprimiranja sjemena suncokreta
vodom (H20), primijenjene varijante osmotskog stresa su vrlo znacajno utjecale na
energiju Klijanja (p=0,0011) i masu klijanaca (p<0,0001), dok na standardnu klijavost,
postotak nenormalnih klijanaca i mrtvo sjeme, navedeni faktor nije znacajno utjecao.

Prema LSD testu, vrlo zna¢ajno najnizu energiju klijanja (66 %) je imalo sjeme pri
varijanti 10 % PEG, dok se vrijednosti energije klijanja utvrdene pri ostalim varijantama
osmotskog stresa i kod kontrole, nisu medusobno znac¢ajno razlikovale (H20 84 %; 2,5 %
PEG 81 %; 5 % PEG 77 %). Pri spomenutoj varijanti osmoprimiranja sjemena pad mase
Klijanaca pratio je poveéanje razine osmotskog stresa te je vrlo zna¢ajno najmanja masa
utvrdena pri najvisoj razini stresa (10 % PEG 0,30 g), dok je najveéa masa utvrdena kod
kontrole (H20 0,53 g).

Pri varijanti osmoprimiranja sjemena s 100 uM NaHS inducirani osmotski stres u klijanju
je vrlo znacajno utjecao na energiju klijanja i masu klijanaca (p<0,0001) dok na ostale
ispitivane parametre vigora sjemena nije znacajno utjecao.

U navedenoj varijanti osmoprimiranja, najve¢i postotak energije klijanja je utvrden u
varijanti gdje je sjeme suncokreta naklijavano na 2,5 % PEG (87 %) te se ova vrijednost
nije vrlo znacajno razlikovala od utvrdene pri tretmanu s 5 % PEG (79%) koja se nadalje
nije znacajno razlikovala od energije klijanja utvrdene na vodi (71 %). Vrlo znacajno
najniZa energija klijanja je dobivena pri najvisoj razini osmotskog stresa (50 %). Pad mase
klijanaca je, kao 1 kod svih ostalih varijanti osmoprimiranja sjemena, pratio povecanje
razine osmotskog stresa te je znacajno najvec¢a masa utvrdena u kontroli (H.0 0,50 g), a
vrlo znacajno najmanja pri 10 % PEG (0,27 g).

Pri varijanti osmoprimiranja sjemena s 500 pM NaHS, F testom je utvrden vrlo
znacajan utjecaj razine osmotskog stresa samo na masu klijanaca (p<0,0001) dok na
ostale parametre vigora sjemena primijenjeni tretmani nisu znacajno utjecali. Pri
spomenutoj varijanti osmoprimiranja sjemena pad mase klijanaca pratio je povecanje
razine osmotskog stresa te je zna¢ajno najmanja masa utvrdena pri najvi$oj razini stresa
(0,31 g), dok je najve¢a masa utvrdena kod kontrole (0,53 g). Preostale dvije varijante
stresa u klijanju nisu se medusobno statisti¢ki znacajno razlikovale.

Pri koncentraciji 1000 puM NaHS koriStenog u osmoprimiranju sjemena suncokreta, F
testom je utvrden vrlo znaCajan utjecaj razine osmotskog stresa na energiju klijanja,
nenormalne klijance 1 masu klijanaca (EK p=0,0045; NK p=0,0035 i mK p<0,0001) te
znacajan utjecaj na standardnu klijavost (SK p=0,0192). Pri spomenutoj koncentraciji
NaHS, LSD testom je utvrdena znacajno najvisa standardna klijavost kod sjemena
naklijavanog u varijantama H20O (90 %) i 5 % PEG (91 %), a koje se nisu znacajno
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razlikovale od varijante s 2,5 % PEG (86 %). Znacajno najniza standardna klijavost
zabiljezena je kod sjemena naklijavanog na 10 % PEG (79 %).

Pri varijanti osmoprimiranja sjemena s 1500 uM NaHS inducirani osmotski stres u
klijanju je vrlo zna¢ajno utjecao na masu klijanaca (p<0,0001) dok na ostale ispitivane
parametre vigora sjemena nije znacajno utjecao. Pri spomenutoj varijanti osmoprimiranja
sjemena povecanje razine osmotskog stresa pratio je pad mase klijanaca te je znacajno
najmanja masa utvrdena pri najvisoj razini stresa (0,30 g) dok je najveéa masa utvrdena
kod kontrole (0,56 g).

U svim varijantama osmoprimiranja sjemena, F testom je utvrden znaajan utjecaj
osmotskog stresa na razinu lipidne peroksidacije, sadrzaj HP te akumulaciju PRO
(Tablica 10.).

Kod sjemena koje nije prethodno osmoprimirano, znacajno najvisa razina lipidne
peroksidacije je utvrdena na najvi$oj razini stresa (11,192 nM g? sv.t.) dok je najniza
vrijednost lipidne peroksidacije utvrdena kod kontrole (4,253 nM g sv.t.). Razine lipidne
peroksidacije pri 2,5 % PEG (5,681 nM gt sv.t.) i 5 % PEG (7,326 nM g sv.t.) se nisu
medusobno statisti¢ki znacajno razlikovale. Vrlo znacajno najvisi sadrzaj HP zabiljezen
je kod 5% PEG (0,190 nM g sv.t.) te se nije statisticki znacajno razlikovao od sjemena
naklijavanog pri 10 % PEG (0,176 nM g* sv.t.), a koji se nadalje nije znacajno razlikovao
0d 2,5 % PEG (0,147 nM g! sv.t.). Znagajno najnizi sadrzaj HP je zabiljezen kod kontrole
(H20 0,100 nM g* sv.t.). Znacajno najveéa akumulacija PRO zabiljezena je pri najvisoj
razini osmotskog stresa (8,328 UM g* sv.t.), a vrlo znac¢ajno najmanja kod kontrole (0,748
UM glsv.it) i 2,5 % PEG (1,449 uM g sv.t.) te se ove vrijednosti nisu medusobno
znacajno razlikovale.

U varijanti osmoprimiranja s vodom znacajno najvec¢a razina lipidne peroksidacije je
utvrdena pri 10 % PEG (9,774 nM g sv.t.) dok je znadajno najniza razina lipidne
peroksidacije utvrdena kod 2,5 % PEG (5,016 nM g™ sv.t.). Preostale dvije razine solnog
stresa se nisu vrlo zna¢ajno razlikovale (H20 5,378 nM g sv.t.; 5 % PEG 6,692 nM ¢!
sv.t.). Sadrzaj HP utvrden kod 2,5 % PEG (0,155 nM g sv.t.), 5 % PEG (0,187 nM g*
sv.t.) i 10 % PEG (0,161 nM g sv.t.) se nije statisticki vrlo znacajno razlikovao dok je
kod kontrole utvrden zna¢ajno najnizi sadrzaj HP ( H.0 0,125 nM g sv.t.). Poveéanje
sadrzaja akumuliranog PRO pratilo je poveéanje razine osmotskog stresa te su hipokotili
klijanaca na najviSoj razini osmotskog stresa akumulirali znacajno najvise PRO (7,265
UM g sv.t.) dok se sadrzaj PRO kod kontrole (0,949 uM gt sv.t.) i pri 2,5 % PEG (1,759
UM g sv.t.) nije vrlo znagajno razlikovao.

Kod sjemena osmoprimiranog s 100 uM NaHS, LSD testom je utvrdena znacajno najvisa
razina lipidne peroksidacije pri varijanti osmotskog stresa 10 % PEG (11,415 nM g
sv.t.). Znaajno niza razina navedenog pokazatelja stresa u biljkama je utvrdena pri 2,5
% PEG (6,233 nM g sv.t.) i 5 % PEG (7,278 nM g sv.t.) te se one nisu medusobno
znacajno razlikovale, dok je znacajno najniza vrijednosti utvrdena kod kontrole (4,396
nM g?sv.t).
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Tablica 10. Znacajnost utjecaja osmotskog stresa u klijanju (H20; 2,5 % PEG; 5 % PEG;
10 % PEG) na razinu lipidne peroksidacije (MDA) (nM g sv.t.), sadrzaj vodikovog
peroksida (HP) (nM g* sv.t.) i prolina (PRO) (UM g? sv.t.), u hipokotilima klijanaca
hibrida Apolon, po varijantama osmoprimiranja sjemena (Bez primiranja; H20; 100 uM
NaHS; 500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500 uM NaHS).

Bez primiranja
VARIJANTA MDA HP PRO
H,0O 4,253%C 0,100%¢ 0,748%C
2,5 % PEG 5,681¢EC 0,147°>B 1,449¢C
5% PEG 7,326°8 0,190%A 4,400°8
10 % PEG 11,1923A 0,176%AB 8,328%A
F test 49,32 28,09 76,67
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
H20
H.0 5,378%EC 0,125%B 0,949¢¢
2,5 % PEG 5,016%C 0,155PA8 1,759¢C
5% PEG 6,69208 0,1872A 3,275B
10 % PEG 9,774%A 0,16120AB 7,265%A
F test 32,11 7.47 164,25
D <0,0001 0,0044 <0,0001
100 uM NaHS
H,0 4,396%C 0,097¢C 0,863%C
2,5 % PEG 6,2330BC 0,159°8 2,620°B
5% PEG 7,278°B 0,1943A 3,446°B
10 % PEG 11,4154 0,161"B 8,0528A
F test 34,96 57,29 89,88
D <0,0001 <0,0001 <0,0001
500 uM NaHS
H,0 4,845%C 0,099%C 0,8774¢
2,5 % PEG 7,0138 0,1570AB 2,353¢BC
5% PEG 6,240Q0¢BC 0,1893A 3,826°B
10 % PEG 11,2523A 0,131°BC 7,630%A
F test 32,57 13,68 38,20
D <0,0001 0,0004 <0,0001
1000 uM NaHS
H,0 4,335¢C 0,111¢¢ 1,0234P
2,5 % PEG 6,070°B 0,1380¢.BC 1,725¢%C
5% PEG 6,21208 0,189%A 3,615°B
10 % PEG 10,4723A 0,1638AB 7,4093A
F test 121,60 13,32 325,44
p <0,0001 0,0004 <0,0001
1500 uM NaHS
H,0 4,092¢C 0,125PC 1,0264P
2,5 % PEG 6,528°8 0,142°BC 1,892¢C
5% PEG 6,264°8 0,1973A 3,565°8
10 % PEG 9,796%A 0,1712AB 7.1643A
F test 41,35 11,88 352,50
D <0,0001 0,0007 <0,0001

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3°¢ p=0,05; ABC
0=0,01).
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Znacajno najviSa akumulacija HP je utvrdena u varijanti osmotskog stresa 5 % PEG
(0,194 nM g? sv.t), a najmanja u kontroli (0,097 nM g*! sv.t.). Razine lipidne
peroksidacije utvrdene pri 2,5 % PEG (0,159 nM g? sv.t.) te pri 10 % PEG (0,161 nM
gl sv.t.) se nisu medusobno statisti¢ki znacajno razlikovale.

Znacajno najvisi sadrzaj slobodnog PRO pri ovoj varijanti osmoprimiranja je utvrden kod
klijanaca na 10 % PEG (8,052 uM g sv.t.) dok se vrijednosti utvrdene pri 2,5 % PEG
(2,620 uM gt sv.t.) i pri 5 % PEG (3,446 UM g? sv.t.) nisu statisticki vrlo znacajno
razlikovale. Kod kontrole utvrden je vrlo znacajno najnizi sadrzaj slobodnog PRO (H20
0,863 uM gt sv.t.). Pri varijanti osmoprimiranja sjemena s 500 uM NaHS najveca razina
MDA je utvrdena u varijanti osmotskog stresa 10 % PEG (11,252 nM g ! sv.t.), a najmanja
u varijanti kontrole (4,845 uM g* sv.t.). Razine lipidne peroksidacije utvrdene kod 2,5 %
PEG (7,013 nM g sv.t.) te pri 5 % PEG (6,240 nM g* sv.t.) se nisu medusobno statisticki
znacajno razlikovale. Vrlo znacajno najvisa akumulacija HP pri navedenoj varijanti
osmoprimiranja je utvrdena pri 5 % PEG (0,189 nM g? sv.t.) dok su najmanje HP
akumulirali klijanci suncokreta naklijavani u kontroli (0,099 nM g sv.t.). Znagajno
najvisi sadrzaj slobodnog PRO pri ovoj varijanti osmoprimiranja je utvrden kod klijanaca
na 10 % PEG (7,630 uM g? sv.t.) dok se vrijednosti utvrdene kod kontrole (0,877 UM
glsv.t)i2,5%PEG (2,353 uM g sv.t.) nisu statisti¢ki vrlo zna¢ajno razlikovale.

Kod sjemena osmoprimiranog s 1000 i 1500 uM NaHS vrlo zna¢ajno najvisa razina
lipidne peroksidacije je utvrdena pri 10 % PEG (1000 pM NaHS 10,472 nM g* sv.t;
1500 pM 9,796 nM g sv.t.) dok je kod obje navedene varijante osmoprimiranja
naklijavanje u prisustvu vode, rezultiralo znac¢ajno nizom razinom lipidne peroksidacije
(1000 uM NaHS: 4,335 nM gt sv.t.; 1500 pM NaHS 4,092 nM g sv.t.). Razine lipidne
peroksidacije utvrdene pri 2,5 % PEG (1000 uM NaHS 6,071 nM g* sv.t.; 1500 pM
NaHS 6,070 nM gt sv.t.) i 5% PEG (1000 pM NaHS 6,212 nM g sv.t.; 1500 uM NaHS
6,264 nM g?! sv.t) se nisu statisticki vrlo znacajno razlikovale. U varijantama
osmoprimiranja s 1000 i 1500 uM NaHS, hipokotili suncokreta su pri 5 % PEG (1000
UM NaHS 0,189 nM g sv.t.; 1500 pM NaHS 0,197 nM gt sv.t.) i 10 % PEG (1000 uM
NaHS 0,163 nM g sv.t.; 1500 uM NaHS 0,171 nM g? sv.t.) akumulirali znacajno vise
HP u usporedbi s kontrolom (1000 uM NaHS 0,111 nM g sv.t.; 1500 uM NaHS 0,125
nM g?tsv.t.)i2,5 % PEG (1000 uM NaHS 0,138 nM g? sv.t.; 1500 uM NaHS 0,142 nM
gl sv.t). Poveéanje sadrzaja slobodnog PRO je, kao i u ostalim varijantama
osmoprimiranja, bilo proporcionalno porastu razine osmotskog stresa te su se u svim
varijantama stresa u klijanju, dobivene vrijednosti statisticki vrlo znacajno razlikovale.
Tako su vrijednosti sadrzaja PRO kod sjemena osmoprimiranog s 1000 pM NaHS bile za
H20 (1,023 pM gt sv.t.), 2,5 % PEG (1,725 pM gt sv.t.), 5 % PEG (3,615 uM gt sv.t.)
i 10 % PEG (7,409 uM g? sv.t.). Sadrzaj PRO u hipokotilima suncokreta Apolon,
uzgojenim iz sjemena prethodno primiranog s 1500 uM NaHS iznosio je za H20 (1,026
UM gtsv.t), 2,5 % PEG (1,892 uM g sv.t.), 5 % PEG (3,565 uM g sv.t.), 10 % PEG
(7,164 uM g? sv.t.).
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F testom je utvrden vrlo znaCajan utjecaj osmoprimiranja sjemena na energiju
klijanja (p=0,0033) i masu klijanaca (p<0,0001) te znacajan utjecaj na standardnu
klijavost (p=0,0390), naklijavanih u prisustvu vode (Tablica 11.).

Tablica 11. Znacajnost utjecaja osmoprimiranja sjemena (Bez primiranja; H2O; 100 uM
NaHS; 500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500 uM NaHS) na energiju klijanja (EK),
standardnu klijavost (SK), nenormalne klijance (NK), mrtvo sjeme (MS) (%) i masu
klijanaca (MK) (g), po varijantama osmotskog stresa u klijanju (H20; 2,5 % PEG; 5 %
PEG; 10 % PEG) kod hibrida Apolon.

H20
VARIJANTA EK SK NK MS MK
Bez primiranja 843AB 86% 9 6 0,57%A
H.0 §43A8 86% 10 5 0,53°¢C
100 M NaHS 71PcBC 80P 11 10 0,50¢¢
500 uM NaHS 67¢C 83P 12 6 0,53B¢
1000 uM NaHS 8634 90? 6 5 0,58%A
1500 pM NaHS 7920.ABC 82" 12 6 0,56%8
F test 5,42 2,99 1,10 1,25 14,18
p 0,0033 0,0390 0,3957 0,3261 <0,0001
2,5 % PEG
Bez primiranja 77 78 12 11 0,54%4
H.0 81 84 8 9 0,51°A8
100 pM NaHS 87 87 7 7 0,47¢B¢
500 pM NaHS 77 77 16 7 0,4348¢
1000 uM NaHS 82 86 9 6 0,53*A
1500 uM NaHS 85 87 8 6 0,46%C
F test 1,51 2,19 1,85 1,64 20,82
p 0,2360 0,1002 0,1528 0,2000 <0,0001
5% PEG
Bez primiranja 80 82 10 9 0,35
H.0 77 82 16 3 0,42
100 uM NaHS 79 85 6 11 0,39
500 uM NaHS 83 85 11 5 0,40
1000 pM NaHS 85 91 5 5 0,41
1500 uM NaHS 83 85 9 6 0,39
F test 1,37 1,41 2,56 1,88 2,42
p 0,2829 0,2682 0,0646 0,1473 0,0760
10 % PEG
Bez primiranja 63°AB 81® 142 6 0,27%®
H.0 6524 80 123 9 0,30%
100 pM NaHS 50°AB 83 132 5 0,27%®
500 uM NaHS 7834 83 128 6 0,312
1000 pM NaHS 670A 79° 182 4 0,26°
1500 pM NaHS 7430A 882 g° 4 0,30%
F test 6,34 1,29 1,25 0,64 1,81
p 0,0015 0,3106 0,3282 0,6708 0,1623

*Vrijednosti oznadene razlicitim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°¢ p=0,05; AB¢
p=0,01).
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Nadalje, na razini osmotskog stresa 2,5 % PEG, primijenjeni tretmani sjemena donorom
H>S su vrlo znacajno utjecali na masu klijanaca (p<0,0001) dok na ostale pokazatelje
vigora sjemena nisu imali utjecaja. Kod najvise razine osmotskog stresa (10 % PEG),
osmoprimiranje sjemena je imalo vrlo znacajan utjecaj na energiju klijanja (p=0,0015),
dok na ostale parametre takoder nije bilo utjecaja.

Na srednjoj razini osmotskog stresa (5 % PEG), osmoprimiranje sjemena nije znacajno
utjecalo ni na jedan analizirani pokazatelj.

Kod sjemena naklijavanog na vodi, LSD testom su utvrdene znacajne razlike izmedu
pojedenih varijanti osmoprimiranja sjemena te su tretmani s 1000 puM NaHS, H20,
sjeme bez primiranja te 1500 uM NaHS rezultirali znacajno ve¢om energijom klijanja
(1000 uM NaHS 86 %; H20 i bez primiranja 84 %; 1500 uM NaHS 79 %). Znacéajno
najniza energija klijanja bila je kod tretmana s 500 puM NaHS (67 %). Najmanju
standardnu klijavost je imao tretman sa 100 uM NaHS (80 %), $to je bilo znacajno nize
u odnosu na varijantu primiranja s 1000 pM NaHS (90 %), a prema ostalim varijantama
nije bilo znac¢ajne razlike. Mase Klijanaca utvrdena u varijantama bez primiranja (0,57 g),
1000 uM NaHS (0,58 g), te 1500 uM NaHS (0,56 g), bile su znacajno vece od masa
utvrdenih kod sjemena primiranog s vodom (0,53 g), 100 uM NaHS (0,50 g), i 500 uM
NaHS (0,53 g).

Pri varijanti osmotskog stresa u Klijanjuuz 2,5 % PEG, varijanta bez osmoprimiranja
sjemena, rezultirala je najvecom masom Kklijanaca (0,54 g), dok je najmanja masa
klijanaca zabiljeZena pri koncentraciji osmoprimiranja 1500 pM NaHS (0,46 g).

Pri varijanti osmotskog stresa u klijanju, 5 % PEG, najmanje nenormalnih klijanaca imalo
je sjeme osmoprimirano s 1000 uM NaHS (5 %), dok su ostali tretmani imali: bez
primiranja (10 %), H>0 (16 %), 100 uM NaHS (6 %), 500 uM NaHS (11 %) i 1500
MM NaHS (9 %) nenormalnih klijanaca. Kod spomenutog tretmana sjeme suncokreta bez
primiranja imalo je najmanju masu Kklijanaca (0,35 g), dok su ostale vrijednosti bile:
H.0 (0,42 g), 100 uM NaHS (39 g), 500 uM NaHS (0,40 g), 1000 uM NaHS (0,41 g) i
1500 uM NaHS (0,39 g).

U varijanti naklijavanja sjemena s H2O, F testom je utvrden znacajan utjecaj tretmana
osmoprimiranja sjemena na razinu lipidne peroksidacije (p=0,0247) i slobodnog PRO
(p=0,0156), dok na sadrzaj HP nije bilo utjecaja (p=0,2560) (Tablica 12.).

Prema LSD testu, u varijanti naklijavanja sjemena na vodi, najviSa razina lipidne
peroksidacije (5,378 nM g sv.t.) je zabiljeZena kod varijante H,O koja se nije znacajno
razlikovala od one utvrdene u varijanti osmoprimiranja s 500 uM NaHS (4,845 nM g*
Sv.t.), a u odnosu na ostale varijante utvrdene su znacajne razlike u razini lipidne
peroksidacije. Klijanci dobiveni iz sjemena osmoprimiranog s 1500 uM NaHS su imali
najnizu razinu lipidne peroksidacije (4,092 nM g? sv.t.). Najvise slobodnog PRO
akumulirali su hipokotili klijanaca u varijantama osmoprimiranja sjemena s 1500 uM
NaHS (1,026 uM gt sv.t.) i 1000 pM NaHS (1,023 uM g sv.t.) te se ove dvije vrijednosti
nisu znacajno razlikovale. Najnizi sadrZzaj PRO je utvrden u varijanti bez primiranja
(0,748 uM g? sv.t.), zatim pri varijanti osmoprimiranja H20 (0,948 uM g* sv.t.) te
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varijantama 100 pM NaHS i 500 pM NaHS (100 uM NaHS 0,863 nM g sv.t.; 500 uM

NaHS 0,877 nM gt sv.t.).

Tablica 12. Znacajnost utjecaja osmoprimiranja sjemena (Bez primiranja; H2O; 100 uM
NaHS; 500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500 uM NaHS) na razinu lipidne peroksidacije
(MDA) (nM g sv.t.), sadrzaj vodikovog peroksida (HP) (nM g sv.t.) i prolina (PRO)
(UM gt sv.t.), u hipokotilima klijanaca hibrida Apolon, po varijantama osmotskog stresa

u klijanju (H20; 2,5 % PEG; 5 % PEG: 10 % PEG).

H20
VARIJANTA MDA HP PRO
Bez primiranja 4,253° 0,100 0,748°
H.0 5,3782 0,125 0,948%
100 pM NaHS 4,396° 0,047 0,863
500 uM NaHS 4,845% 0,099 0,8773¢
1000 pM NaHS 4,335° 0,111 1,0222
1500 uM NaHS 4,092 0,125 1,026°
F test 3,39 1,45 3,82
P 0,0247 0,2560 0,0156
2,5 % PEG
Bez primiranja 5,681°¢ 0,147 1,449¢C
H.0 5,016° 0,155 1,759P¢BC
100 pM NaHS 6,233 0,159 2,6202A
500 pM NaHS 7,0132 0,157 2,353%A
1000 pM NaHS 6,071%° 0,138 1,725P¢BC
1500 pM NaHS 6,528% 0,142 1,892°8
F test 2,83 1,46 17,29
P 0,0469 0,2505 <0,0001
5% PEG
Bez primiranja 7,326 0,192 4,399
H.0 6,692 0,187 3,275
100 pM NaHS 7,278 0,194 3,446
500 uM NaHS 6,240 0,189 3,826
1000 uM NaHS 6,211 0,189 3,615
1500 pM NaHS 6,264 0,197 3,565
F test 1,86 0,41 1,67
P 0,1511 0,8384 0,1920
10 % PEG
Bez primiranja 11,191 0,176 8,328
H.0 9,774 0,161 7,265
100 pM NaHS 11,415 0,161 8,051
500 uM NaHS 11,252 0,131 7,630
1000 uM NaHS 10,471 0,163 7,409
1500 pM NaHS 9,796 0,171 7,164
F test 1,93 2,51 0,77
P 0,1395 0,0681 0,5839

*Vrijednosti oznagene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (**° p=0,0

p=0,01).

5’ ABC
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Na razini osmotskog stresa s 2,5 % PEG, osmoprimiranje sjemena je takoder znacajno
utjecalo na razinu lipidne peroksidacije (p=0,0469) i vrlo znacajno na akumulaciju
slobodnog PRO (p<0,0001), dok na sadrzaj HP nije bilo utjecaja (p=0,2505).

Prema LSD testu, pri varijanti naklijavanja sjemena suncokreta pri 2,5 % PEG najvisa
razina lipidne peroksidacije (7,013 nM g* sv.t.) je zabiljezena kod varijante 500 UM
NaHS koja se nije znacajno razlikovala od one utvrdene u varijanti osmoprimiranja s 100
UM NaHS (6,233 nM g sv.t.), a koja se pak nadalje nije zna¢ajno razlikovala od razina
utvrdenih u varijantama 1000 uM NaHS, 1500 UM NaHS te varijanti bez primiranja
(1000 uM NaHS 6,071 nM g? sv.t.; 1500 6,528 nM g sv.t.; bez primiranja 5,681 nM
g sv.t.). Klijanci dobiveni iz sjemena osmoprimiranog s vodom su imali najnizu razinu
lipidne peroksidacije (5,016 nM g sv.t.).

Znacajno najveci sadrzaj slobodnog PRO je utvrden kod klijanaca ¢ije je sjeme tretirano
s 100 M NaHS (2,620 uM g sv.t.) i nije se znacajno razlikovao od onog utvrdenog pri
500 uM NaHS (2,353 pM g sv.t.). Varijanta primiranja sjemena s 1500 pM NaHS i
varijanta osmoprimiranja sjemena s 1000 uM NaHS te vodom su rezultirale nizim
sadrzajem PRO u hipokotilima (1500 uM NaHS 1,892 uM gt sv.t.; 1000 uM NaHS 1,725
UM g7 sv.t; voda 1,759 pM g? sv.t.). Najmanji sadrzaj slobodnog PRO utvrden je u
varijanti bez primiranja (1,449 uM g sv.t.).

U varijantama naklijavanja sjemena pri 5 % PEG 1 10 % PEG nije utvrden znacajan
utjecaj osmoprimiranja sjemena niti na jedan ispitivani parametar (5 % PEG MDA
p=0,1511; HP p=0,8384; PRO p=0,1920; 10 % PEG MDA p=0,1395; HP p=0,0681; PRO
p=0,5839).

Na najvisoj razini osmotskog stresa, pri 10 % PEG, LSD testom je utvrdena znacajno
najvisa akumulacija HP kod neprimiranog sjemena (0,176 nM g* sv.t.). Sadrzaj HP u
hipokotilima klijanaca pri svim ostalim varijantama osmoprimiranja je bio: H.O 0,161
nM g sv.t., 100 uM NaHS 0,161 nM g* sv.t.,, 500 uM NaHS 0,131 nM g? sv.t., 1000
UM NaHS 0,163 nM gt sv.t., 1500 pM NaHS 0,171 nM g sv.t.).
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4.2. Poljski pokus

4.2.1. Utjecaj primiranja sjemena suncokreta hibrida Luka i njegovih roditeljskih
linija na pokazatelje rasta klijanaca uzgajanih u uvjetima sus$nog stresa

U poljskom dijelu pokusa testiran je utjecaj primiranja sjemena otopinama NaHS na
pocetni porast klijanaca i enzimatske pokazatelje stresa u nadzemnom dijelu klijanaca
hibrida suncokreta Luka i njegovih roditeljskih linija, uzgajanih u uvjetima susnog stresa
u posudama pri 30 % PVK.

Prema F testu varijanta sjemena je vrlo znacajno utjecala na poljsku klijavost (p=0,0038),
masu nadzemnog djela i masu listova (p<0,0001). Susni stres je vrlo znac¢ajno utjecao
(p<0,0001) na sve ispitivane parametre (Tablica 13.).

Prema LSD testu, hibrid Luka je imao vrlo znac¢ajno ve¢u masu nadzemnog dijela te masu
listova dok je istovremeno poljska klijavost bila manja u odnosu na roditeljske linije
(Luka: masa nadzemnog dijela 29,108 g; masa listova 5,278 g; poljska klijavost 84 %).

Tablica 13. Utjecaj varijante sjemena suncokreta (majéinska i o¢inska linija te hibrid),
osmoprimiranja, susnog stresa i njihovih interakcija, na poljsku klijavost suncokreta (PK)
(%), masu nadzemnog dijela (MND) i listova (ML) (g).

FAKTOR VARIJANTA PK MND ML
Sieme Luka / majka 88*A 21,663 4,058"B
J Luka /otac 88%A  20,086°8 41998
Luka 84>8  29108*" 5278%A

F test 6,02 114,09 69,99
p 0,0038  <0,0001  <0,0001

Bez primiranja g2bB 23,063 4,435

H20 8648 23508 4,390

Osmoprimiranje 500 UM NaHS ggaA 24 333 4,500

1000 uM NaHS 9024 24,681 4,720

F test 7,49 2,23 2,53
p 0,0002 0,0918 0,0638
Suini stres PVK 943A  34,754*A  6,597%A
30 % PVK 80°8 13,0838 2426"B
F test 130,50 1978,47 2051,25
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
. . F test 1,05 2,94 2,69
Sjeme x Osmoprimiranje D 0,4020 0,0127 0,0205
. L. F test 2,41 93,14 14,82
Sjeme x Susni stres p 00969 <0,0001 <0,0001
Osmoprimiranje x Susni stres F test 2,87 1,39 4,90
p 0,0776 0,2525 0,0037
Sjeme x Osmoprimiranje x F test 0,54 1,54 1,03
Susni stres p 0,7779 0,1778 0,4127

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3° p=0,05; ABC
0=0,01).
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LSD test je pokazao da je sjeme bez primiranja imalo vrlo znac¢ajno manju poljsku
klijavost (82 %) u odnosu na varijante 500 (88 %) i 1000 pM NaHS (90 %). Masa
nadzemnog djela te masa listova je bila najveca kod sjemena tretiranog s 1000 pM NaHS
(masa nadzemnog dijela 24,681 g; masa listova 4,720 g), dok je najmanja masa
nadzemnog dijela zabiljezena kod sjemena bez primiranja (23,063 g) a najmanja masa
listova kod sjemena primiranog s H>O (4,390 g).

Ocekivano, LSD test je pokazao da su ispitivani parametri vrlo znacajno nizi kod 30 %
PVK u odnosu na PVK (30 % PVK poljska klijavost 80 %; masa nadzemnog djela 13,083
g; masa listova 2,426 g).

Interakcija sjeme x susni stres je vrlo znacajno utjecala na masu nadzemnog dijela i masu
listova (p<0,0001) dok je interakcija sjeme x osmoprimiranje znacajno utjecala na
navedena dva pokazatelja rasta klijanaca.

Prema F testu, kod sve Cetiri varijante osmoprimiranja sjemena suncokreta, obje varijante
suSnog stresa su vrlo znacajno utjecale na masu nadzemnog dijela te na masu listova
(p<0,0001). Obje varijante susnog stresa su takoder vrlo znacajno utjecale na poljsku
klijavost kod sjemena bez osmoprimiranja i sjemena osmoprimiranog S vodom
(p<0,0001) te kod sjemena osmoprimiranog s 500 uM NaHS i 1000 uM NaHS
(p=0,0003) (Tablica 14.).

Prema LSD testu, kod sjemena bez primiranja masa nadzemnog dijela je bila vrlo
znacajno visa kod hibrida Luke u odnosu na njegovu maj¢insku i o¢insku liniju (masa
nadzemnog dijela Luka 28,354 g; masa nadzemnog dijela Luka/majka 20,029 g; masa
nadzemnog dijela Luka/otac 20,805 g). Masa listova je takoder bila vrlo znacajno visa
kod hibrida Luke u odnosu na njegovu majcinsku i o€insku liniju (masa listova Luka
5,335 g; masa listova Luka/majka 3,814 g, masa listova Luka/otac 4,156 g). Varijanta
sjemena suncokreta nije znacajno utjecala na poljsku klijavost.

Kod osmoprimiranja sjemena vodom, masa nadzemnog dijela i masa listova je bila vrlo
znacajno niza kod roditeljskih linija u odnosu na hibrid (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).

Prema LSD testu sjeme hibrida osmoprimirano s 500 uM NaHS imalo je znacajno nizu
poljsku Kklijavost u odnosu na roditeljske linije (poljska klijavost Luka 84 %; poljska
klijavost Luka/majka 90 %, poljska Klijavost Luka/otac 92 %). Masa nadzemnog dijela
je bila vrlo znacajno visa kod hibrida Luke u odnosu na njegovu majcinsku i ocinsku
liniju (masa nadzemnog dijela Luka 29,488 g; masa nadzemnog dijela Luka/majka 22,854
g, masa nadzemnog dijela Luka/otac 20,659 g). Masa listova je takoder bila vrlo znacajno
visa kod hibrida Luke u odnosu na njegovu majcinsku i o¢insku liniju (masa listova Luka
5,165 g; masa listova Luka/majka 4,185 g, masa listova Luka/otac 4,151 g).
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Tablica 14. Utjecaj varijante sjemena suncokreta, susnog stresa i njihove interakcije na
poljsku klijavost (PK) (%), masu nadzemnog dijela (MND) i listova (ML) (g), po
varijantama osmoprimiranja.

Bez primiranja

FAKTOR VARIJANTA PK MND ML
Luka / majka 82 20,029°B 3,814°8
Sjeme Luka /otac 86 20,8058 4,156°B
Luka 80 28,3542 5,335%A
F test 2,44 27,27 27,64
p 0,1158 <0,0001 <0,0001
Susni stres PVK 923A 34,63324 6,753~
30 % PVK 7408 11,4938 2,118E
F test 40,32 517,85 699,30
D <0,0001 <0,0001 <0,0001
Sjeme X Su$ni F test 1,47 21,75 3,12
stres p 0,2567 <0,0001 0,0688
H20
Luka / majka 88 21,011°8 3,850°°
Sjeme Luka /otac 86 22,4458 4,404°48
Luka 86 27,3392A 4,9173A
F test 1,22 19,40 14,56
p 0,3198 <0,0001 0,0002
Susni stres PVK 943A 34,6023 6,556~
30 % PVK 80°8 12,5958 2,114°8
F test 61,72 640,11 720,31
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
Sjeme X Su$ni F test 1,90 12,16 0,62
stres p 0,1782 0,0005 0,5509
500 uM NaHS
Luka / majka 90? 22,854PB 4,185F
Sjeme Luka /otac 922 20,6598 4,151°8
Luka 84" 29,4884 5,165%A
F test 3,96 26,17 13,77
p 0,0377 <0,0001 0,0002
Suini stres PVK 943A 34,8072 6,5617%A
30 % PVK 848 13,860"8 2,484
F test 20,41 407,55 506,43
p 0,0003 <0,0001 <0,0001
Sjeme x SuSni F test 0,00 26,24 8,11
stres p 0,9952 <0,0001 0,0031
1000 uM NaHS
Luka / majka 90 22,756"8 4,384°E
Sjeme Luka /otac 90 20,035%8 4,084°8
Luka 88 31,2534 5,694%A
F test 0,65 49,04 20,89
p 0,5319 <0,0001 <0,0001
Su¥ni stres PVK 943A 34,977%4 6,5662%4
30 % PVK 86"E 14,386"5 2,879E
F test 20,39 45551 289,86
p 0,0003 <0,0001 <0,0001
Sjeme x Su3ni F test 0,86 35,33 5,03
stres p 0,4414 <0,0001 0,0184

*Vrijednosti oznadene razlicitim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°¢ p=0,05; AB¢

p=0,01).
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Kod sjemena osmoprimiranog s 1000 uM NaHS takoder je masa nadzemnog dijela i masa
listova bila visa kod hibrida u odnosu na roditeljske linije (masa nadzemnog dijela Luka
31,253 g; 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 g).

Interakcija sjeme x susni stres, prema F testu, bila je vrlo zna¢ajna za masu nadzemnog
djela kod svih varijanti osmoprimiranja sjemena.

Prema F testu za varijante sjemena, varijanta susnog stresa PVK je vrlo znacajno utjecala
na poljsku klijavost, masu nadzemnog dijela te na masu listova (p<0,0001). Varijanta
suSnog stresa 30 % PVK je imala vrlo znacajan utjecaj (p<0,0001) na masu listova a
znacajan utjecaj (p=0,0206) na masu nadzemnog dijela (Tablica 15.).

Tablica 15. Utjecaj varijante sjemena suncokreta, osmoprimiranja i njihove interakcije
na poljsku klijavost (PK) (%), masu nadzemnog dijela (MND) i listova (ML) (g), po
varijantama susnog stresa.

PVK
FAKTOR VARIJANTA PK MND ML
Luka / majka 9634 31,288 6,063E
Sjeme Luka / otac 942A 28,492¢C 6,025"B
Luka ooPB 44,4844 7,7022A
F test 13,26 140,53 58,85
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
Bez primiranja 92 34,633 6,753
Osmoprimiranje H20 94 34,602 6,556
500 uM NaHS 94 34,807 6,517
1000 uM NaHS 94 34,977 6,562
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
Osmoprimiranje | p 0,4174 0,0333 0,0493
30 % PVK
Luka / majka 80 12,0388 2,053%8
Sjeme Luka /otac 84 13,480%48 2,375B
Luka 78 13,7334 2,853%4
F test 1,70 4,33 16,44
p 0,1966 0,0206 <0,0001
Bez primiranja 7458 11,493°%8 2,118¢8
SeiEETERE H20 8QebAB 12,595%¢AB 2 294bcB
500 uM NaHS 843A 13,8604 2,484PA8
1000 uM NaHS 8624 14,386%4 2,87924
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
Osmoprimiranje p 0,6325 0,3080 0,4069

*Vrijednosti oznadene razlicitim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°¢ p=0,05; AB¢

p=0,01).
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Prema LSD testu kod varijante susnog stresa PVK najveca poljska klijavost zabiljezena
je kod roditeljskih linija (Luka/majka 96 %, Luka/otac 94 %), dok je ona kod hibrida bila
znacajno niza (Luka 90 %). Sjeme suncokreta kod varijante bez primiranja imalo je manji
postotak Klijavosti (92 %) u odnosu na druge tretmane sjemena (H2.0 94 %; 500 uM
NaHS 94 %; 1000 pM NaHS 94 %). Masa nadzemnog dijela je bila vrlo znacajno visa
kod hibrida Luka (44,484 g), dok je kod majc¢inske linije bila znacajno niza (31,288 g) te
najniza kod ocinske linije (28,492 g). Masa listova je bila vrlo znacajno veéa kod hibrida
Luka (7,702 g) u odnosu na roditeljske linije (Luka/majka 6,063 g; Luka/otac 6,025 g).

Prema LSD testu kod varijante suSnog stresa 30 % PVK najveca poljska klijavost je
zabiljezena kod sjemena osmoprimiranog s 1000 uM NaHS (86 %), a zatim s 500 uM
NaHS (84 %), dok je taj postotak nesto nizi kod sjemena osmoprimiranog s vodom (80
%), a najnizi kod sjemena bez primiranja (74 %). Masa nadzemnog dijela bila je znac¢ajno
niza kod sjemena bez primiranja (11,493 g), dok je znacajno najvisa bila kod sjemena
osmoprimiranog s 1000 uM NaHS (14,386 g) 500 uM NaHS (13,860 g). Znacajno najvisa
masa listova je utvrdena kod sjemena osmoprimiranog s 1000 uM NaHS (2,879 g), dok
je najniza bila kod neprimiranog sjemena (2,118 g). Kod varijante 30 % PVK masa
nadzemnog dijela je bila znacajno visa kod hibrida Luka (13,733 g) i njegove ocinske
linije (13,480 g) dok je masa kod maj¢inske linije bila znac¢ajno niza (12,038 g). Masa
listova je bila znacajno viSa kod hibrida (2,853 g) u odnosu na roditeljske linije
(Luka/majka 2,053 g, Luka/otac 2,375 g).

Prema F testu, interakcija sjeme X osmoprimiranje znacajno je utjecala na masu
nadzemnog dijela i masu listova samo u varijanti PVK, dok za poljsku klijavost nije
utvrden znacajan utjecaj navedene interakcije pri ovoj varijanti susnog stresa.

Prema F testu, susni stres u prosjeku za sve tri varijante sjemena je vrlo znac¢ajno utjecao
na sva ispitivana svojstva (p<0,0001) (Tablica 16.).

Prema LSD testu kod hibrida kao i kod njegovih roditeljskih linija, poljska klijavost i

masa nadzemnog dijela te masa listova je bila vrlo znacajno visa pri PVK u odnosu na 30
% PVK.

NajviSa poljska klijavost kod hibrida Luka je utvrdena u varijanti osmoprimiranja
sjemena s 1000 uM NaHS (88 %), dok je najmanji postotak zabiljezen kod sjemena u
varijanti bez primiranja (80 %). Na razini znacajnosti od 5 %, najveca masa listova je
utvrdena u tretmanu sjemena s 1000 pM NaHS (5,694 g), dok je najmanja bila kod
sjemena osmoprimiranog s vodom (4,916 g). Najveca masa nadzemnog dijela je utvrdena
kod Kklijanaca dobivenih iz sjemena primiranog s 1000 uM NaHS (31,253 g), dok je
najmanja bila kod sjemena osmoprimiranog s vodom (27,354 g).

Prema F testu, interakcija osmoprimiranje x suSni stres nije imala znacajan utjecaj niti na
jedno ispitivano svojstvo.
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Tablica 16. Utjecaj osmoprimiranja, susnog stresa i njihove interakcije na poljsku
klijavost (PK) (%), masu nadzemnog dijela (MND) i listova (ML) (g), po varijantama
sjemena suncokreta.

Luka
FAKTOR VARIJANTA PK MND ML
Bez primiranja 80 28,354 5,335%
SemaEiiEE H20 86 27,354 4,916°
500 uM NaHS 84 29,488 5,165°
1000 pM NaHS 88 31,253 5,6942
F test 2,75 2,11 3,43
p 0,0649 0,1254 0,0331
Suint stres PVK 8gaA 44,484%A 7,7028A
30 % PVK 7808 13,7338 2,853"8
F test 27,10 709,17 756,67
D <0,0001 <0,0001 <0,0001
Osmoprimiranje x F test 0,24 0,72 0,81
Su¥ni stres p 0,8672 0,5488 0,5017
Luka / majka
Bez primiranja g2b 20,029° 3,814P
O H20 882 21,011% 3,850P
500 pM NaHS 902 22,8542 4,185%
1000 pM NaHS 90? 22,7562 4,3842
F test 4,22 451 3,64
p 0,0156 0,0121 0,0270
Suthi stres PVK 9624 31,288%A 6,063%A
30 % PVK 808 12,0388 2,053"B
F test 65,75 877,49 780,05
D <0,0001 <0,0001 <0,0001
Osmoprimiranje X F test 2,11 1,95 2,23
Susni stres p 0,1257 0,1487 0,1111
Luka / otac
Bez primiranja 86 20,850 4,156
ST H.O 86 22,445 4,404
500 pM NaHS 92 20,659 4,151
1000 pM NaHS 90 20,035 4,084
F test 2,43 2,78 0,80
p 0,0901 0,0630 0,5045
Sutni stres PVK 943A 28,4923A 6,025%A
30 % PVK 84PB 13,4808 2,373%8B
F test 44,42 592,10 541,76
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
Osmoprimiranje X F test 1,23 3,67 4,31
Susni stres p 0,3199 0,0262 0,0144

*Vrijednosti oznagene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (**° p=0,0

p=0,01).

5’ ABC
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Kod majcinske linije sjeme bez primiranja je imalo znacajno nizu poljsku klijavost (82
%) u odnosu na ostale varijante osmoprimiranja sjemena (H20 88 %; 500 UM NaHS 90
%; 1000 uM NaHS 90 %). Masa nadzemnog dijela kod majcinske linije je bila najvisa
kod tretmana sjemena s 500 (22,854 g), a zatim s 1000 uM NaHS (22,756 g), dok je
najniza bila kod neprimiranog sjemena (20,029 g). Masa listova je bila najniza kod
sjemena koje nije osmoprimirano (3,814 g), dok je najvisa masa listova zabiljeZzena kod
sjemena osmoprimiranog s 1000 uM NaHS (4,384 g).

Kod ocinske linije, najvecu poljsku klijavost je imalo sjeme tretirano s 500 M NaHS (92
%), dok je najmanja poljska klijavost zabiljezena kod sjemena bez primiranja i
osmoprimiranog s vodom (86 %). Masa nadzemnog dijela je bila najve¢a kod sjemena
osmoprimiranog s vodom (22,445 g), dok je najniza zabiljezena kod tretmana s 1000 uM
NaHS (20,035 g).

U varijanti bez primiranja i uzgoja klijanaca pri PVK, F testom je utvrden vrlo znacajan
utjecaj varijante sjemena na masu nadzemnog dijela (p<0,0001) i masu listova (p=0,0006)
te znacajan utjecaj na poljsku klijavost (p=0,0378), dok je pri 30 % PVK utvrden znacajan
utjecaj varijante sjemena samo na masu listova (p=0,0060) (Tablica 17.).

Tablica 17. Utjecaj varijante sjemena suncokreta na poljsku klijavost (PK) (%), masu
nadzemnog dijela (MND) i listova (ML) (g) kod neprimiranog sjemena uzgajanog pri
PVK i 30 % PVK.

Bez primiranja + PVK

PK MND ML
Luka / majka 942 30,5538 6,073B
Luka / otac 942 28,8938 6,240"B
Luka 86" 44 45324 7,945%A
F test 4,82 33,37 19,14
p 0,0378 <0,0001 0,0006

Bez primiranja + 30 % PVK

Luka / majka 70 9,505 1,555"B
Luka /otac 80 12,718 2,073>A8
Luka 72 12,255 2,725%A
F test 1,43 3,30 9,53
p 0,2881 0,0842 0,0060

*Vrijednosti oznagene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (** p=0,05; ABC
p=0,01).

Kod sjemena bez primiranja, pri PVK, znac¢ajno najmanju poljsku klijavost je imao hibrid
Luka (86 %) dok je klijavost maj¢inske i o¢inske linije bila jednaka (94 %). Kod hibrida
je LSD testom utvrdena vrlo znacajno najveca masa nadzemnog dijela (44,453 g) i masa
listova (7,945 @), a mase navedenih pokazatelja kod oCinske i majcinske linije se nisu
medusobno znacajno razlikovale. Takoder, pri 30 % PVK hibrid Luka imao je znacajno
najvecu masu listova (2,725 g).

Kod sjemena primiranog vodom i uzgajanog pri PVK utvrden je zna¢ajan utjecaj varijante
sjemena na poljsku klijavost (p=0,0315), 1 masu listova (p=0,0184) te vrlo znacajan
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utjecaj na masu nadzemnog dijela (p=0,0004), a u istoj varijanti primiranja te naklijavanju
pri 30 % PVK, varijanta sjemena vrlo znacajno je utjecala samo na masu listova
(p=0,0027) (Tablica 18.).

Tablica 18. Utjecaj varijante sjemena suncokreta na poljsku klijavost (PK) (%), masu
nadzemnog dijela (MND) i listova (ML) (g) kod sjemena primiranog vodom i uzgajanog
pri PVK i 30 % PVK.

H.0 + PVK
PK MND ML
Luka / majka 982 31,1888 5,938"°
Luka /otac 943 31,3358 6,523
Luka 90° 41,283*A 7,2082
F test 5,20 20,47 5,43
p 0,0315 0,0004 0,0184
H.0 + 30 % PVK
Luka/ majka 80 10,835 1,763"B
Luka/otac 80 13,555 2,2853A8
Luka 80 13,395 2,625%A
F test 0,04 3,67 12,31
p 0,9570 0,0681 0,0027

*Vrijednosti oznagene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3°¢ p=0,05; ABC
0=0,01).

LSD testom je kod hibrida Luka, ¢ije je sjeme primirano vodom i uzgajano pri PVK,
utvrdena znacajno niZa poljska klijavost (90 %), koja se nije znaajno razlikovala od
klijavosti utvrdene kod o€inske linije (94 %). Znacajno najvec¢a masa nadzemnog dijela
je utvrdena kod hibrida Luka (41,283 g) dok je masa listova kod hibrida (7,208 g) takoder
bila najveca, medutim, nije se znacajno razlikovala od mase listova utvrdene kod njegove
ocinske linije (6,523 g). U navedenoj varijanti primiranja sjemena te uzgajanog pri 30 %
PVK, kod majcinske linije utvrdena je znacajno najmanja masa listova (1,763 g).

Kod sjemena primiranog s 500 uM NaHS i uzgajanog pri PVK, F testom je utvrden vrlo
znacajan utjecaj varijante sjemena na masu nadzemnog dijela (p<0,0001) i masu listova
(p=0,0007) (Tablica 19.). U navedenoj varijanti osmoprimiranja, kod klijanaca uzgajanih
pri 30 % PVK, varijanta sjemena nije znacajno utjecala ni na jedan ispitivani parametar.

Kod sjemena primiranog s 500 uM NaHS i uzgajanog pri PVK, LSD testom je kod hibrida
Luka utvrdena vrlo znacajno najve¢a masa nadzemnog dijela (45,040 g) i masa listova
(7,668 @), dok se mase nadzemnog dijela i listova kod klijanaca roditeljskih linija, nisu
medusobno znacajno razlikovale.
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Tablica 19. Utjecaj varijante sjemena suncokreta na poljsku klijavost (PK) (%), masu
nadzemnog dijela (MND) i listova (ML) (g) kod sjemena primiranog s 500 pM NaHS i
uzgajanog pri PVK i 30 % PVK.

500 uM NaHS + PVK

PK MND ML
Luka / majka 96 32,1458 6,093"E
Luka /otac 98 27,2358 5,790°8
Luka 90 45,0404 7,6682A
F test 4,17 33,03 18,47
p 0,0522 <0,0001 0,0007

500 uM NaHS + 30 % PVK

Luka / majka 86 13,563 2,278
Luka /otac 86 14,083 2,513
Luka 78 13,935 2,663
F test 1,32 0,11 0,91
p 0,3132 0,8994 0,4359

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3°¢ p=0,05; ABC

p=0,01).

Kod sjemena primiranog s 1000 pM NaHS 1 uzgajanog pri PVK, F testom je utvrden vrlo
znacajan utjecaj varijante sjemena na masu nadzemnog dijela (p<0,0001) i masu listova
(p=0,0004) (Tablica 20.). Vrlo znaajno najve¢a masa listova utvrdena je kod hibrida
Luka (7,988 g) dok se mase roditeljskih linija nisu medusobno znac¢ajno razlikovale. U
navedenoj varijanti osmoprimiranja, kod klijanaca uzgajanih pri 30 % PVK, varijanta
sjemena nije znacajno utjecala ni na jedan ispitivani parametar.

Tablica 20. Utjecaj varijante sjemena suncokreta na poljsku klijavost (PK) (%), masu
nadzemnog dijela (MND) i listova (ML) (g) kod sjemena primiranog s 1000 UM NaHS i
uzgajanog pri PVK i 30 % PVK.

1000 uM NaHS + PVK
PK MND ML
Luka/ majka 98 31,265"B 6,150E
Luka/otac 94 26,505¢8 5,548%B
Luka 92 47,160%A 7,0882A
F test 2,05 60,88 21,48
p 0,1851 <0,0001 0,0004
1000 pM NaHS + 30 % PVK
Luka/ majka 88 14,248 2,618
Luka/otac 84 13,565 2,620
Luka 84 15,345 3,400
F test 0,35 0,93 3,12
p 0,7164 0,4307 0,0932

*Vrijednosti oznadene razlicitim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°¢ p=0,05; AB¢

p=0,01).
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Vrlo znacajno najve¢a masa nadzemnog dijela i listova utvrdena je kod hibrida Luka
(MND 47,460 g; ML 7,988 g) u tretmanu primiranja sjemena s 1000 uM NaHS + PVK
dok se mase kod klijanaca roditeljskih linija nisu medusobno znacajno razlikovale.

Kod sve tri varijante sjemena bez primiranja, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj
osmotskog stresa na mase nadzemnog dijela i listova (p<0,0001) te na poljsku klijavost
majcinske linije (p=0,0040) kao i1 znaCajan utjecaj na poljsku klijavost hibrida Luka
(p=0,0227) i njegovu o¢insku liniju (p=0,0153) (Tablica 21.).

Kod hibrida te obje roditeljske linije, LSD testom je utvrdena zna¢ajno manja poljska
klijavost te nize vrijednosti masa nadzemnog dijela i listova u uvjetima gdje su klijanci
uzgajani pri 30 % PVK (Luka 72 %; Luka/majka 70 %; Luka/otac 80 %). Takoder, kod
sve tri varijante sjemena utvrdene su i vrlo znacajno manje mase nadzemnog dijela i
listova u varijanti 30 % PVK.

Tablica 21. Utjecaj susnog stresa na poljsku klijavost (PK) (%), masu nadzemnog dijela
(MND) i listova (ML) (g), kod hibrida suncokreta Luka te njegove maj¢inske i o¢inske
linije, uzgojenih iz neprimiranog sjemena.

Luka + Bez primiranja

PK MND ML
PVK 862 44,453*A 7,945%A
30 % PVK 72° 12,2558 2,725
F test 9,26 153,73 163,21
p 0,0227 <0,0001 <0,0001

Luka / majka + Bez primiranja
PVK 9434 30,5534 6,073*A
30 % PVK 70°B 9,505"8 1,555"8
F test 20,48 506,52 804,05
p 0,0040 <0,0001 <0,0001
Luka / otac + Bez primiranja

PVK 942 28,893*A 6,240%A
30 % PVK 80P 12,7188 2,0728
F test 11,27 155,01 206,38
p 0,0153 <0,0001 <0,0001

*Vrijednosti oznagene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3°¢ p=0,05; ABC
0=0,01).

Kod sve tri varijante sjemena primiranog vodom, F testom je utvrden vrlo zna¢ajan utjecaj
osmotskog stresa na sve ispitivane pokazatelje vigora sjemena osim na poljsku klijavost
kod hibrida Luka (Tablica 22.).

LSD testom su utvrdene znacajno manje mase nadzemnog dijela i mase listova kod
hibrida te svih ispitivanih pokazatelja kod roditeljskih linija, u varijanti gdje su klijanci
uzgajani pri 30 % PVK, u usporedbi sa kontrolom (PVK).
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Tablica 22. Utjecaj susnog stresa na poljsku klijavost (PK) (%), masu nadzemnog dijela
(MND) i listova (ML) (g), kod hibrida suncokreta Luka te njegove maj¢inske i o¢inske
linije, uzgojenih iz sjemena primiranog s vodom.

Luka + H20
PK MND ML
PVK 90 41,283%A 7,208A
30 % PVK 80 13,3958 2,625"8
F test 5,63 291,82 337,17
p 0,0553 <0,0001 <0,0001
Luka / majka + H20
PVK 08A 31,188*4 5,938%A
30 % PVK 808 10,8358 1,763%B
F test 52,45 167,01 231,29
p 0,0004 <0,0001 <0,0001
Luka / otac + H20
PVK 944 31,335%A 6,523%A
30 % PVK 808 13,5558 2,285"8
F test 40,05 189,99 185,50
p 0,0007 <0,0001 <0,0001

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (*° p=0,05; AB¢
p=0,01).

Tablica 23. Utjecaj susnog stresa na poljsku klijavost (PK) (%), masu nadzemnog dijela
(MND) i listova (ML) (g), kod hibrida suncokreta Luka te njegove majcinske i oCinske
linije, uzgojenih iz sjemena primiranog s 500 UM NaHS.

Luka + 500 uM NaHS
PK MND ML
PVK 902 45,0404 7,668%A
30 % PVK 78° 13,9358 2,663%B
F test 7,05 129,75 159,02
p 0,0378 <0,0001 <0,0001
Luka / majka + 500 uM NaHS
PVK 96 32,145%A 6,093%A
30 % PVK 86 13,5638 2,278"8B
F test 5,83 307,14 240,71
p 0,0523 <0,0001 <0,0001
Luka / otac + 500 uM NaHS
PVK 082 27,2354 5,790%A
30 % PVK 86° 14,0838 2,513%B
F test 7,72 156,08 151,32
p 0,0320 <0,0001 <0,0001

*Vrijednosti oznadene razlicitim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°¢ p=0,05; AB¢
p=0,01).
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Kod sve tri varijante sjemena primiranog s 500 uM NaHS, F testom je utvrden vrlo
znacajan utjecaj suSnog stresa na masu nadzemnog dijela i masu listova (p<0,0001) te
znacajan utjecaj na poljsku klijavost kod hibrida Luka (p=0,0378) te njegove ocCinske
linije (p=0,0320) (Tablica 23.).

LSD testom su utvrdene vrlo znacajno nize mase nadzemnog dijela i mase listova kod
sve tri varijante sjemena (Luka MND 13,935 g, ML 2,663 g; Luka/majka MND 13,563,
ML 2,278; Luka/otac MND 14,083 g, ML 2,513 g) te znac¢ajno manja poljska klijavost
kod hibrida (78 %) i ocinske linije (86 %), u varijanti gdje su klijanci uzgajani pri 30 %
PVK, u usporedbi sa varijantom bez stresa.

Kod sve tri varijante sjemena primiranog s 1000 uM NaHS, F testom je utvrden vrlo
znacajan utjecaj suSnog stresa na masu nadzemnog dijela i masu listova te znacajan
utjecaj na poljsku klijavost majcinske linije (p=0,0139) (Tablica 24.). LSD testom
utvrdene su znacajno manje mase nadzemnog dijela i listova u varijanti gdje su klijanci
uzgajani u uvjetima suSnog stresa. Kod majc¢inske linije hibrida Luka utvrdena je
znacajno niza poljska klijavost pri 30 % PVK (84 %) u usporedbi sa varijantom gdje su
klijanci uzgajani pri PVK (98 %).

Tablica 24. Utjecaj susnog stresa na poljsku klijavost (PK) (%), masu nadzemnog dijela
(MND) i listova (ML) (g), kod hibrida suncokreta Luka te njegove majCinske i oCinske
linije, uzgojenih iz sjemena primiranog s 1000 uM NaHS.

Luka + 1000 puM NaHS

PK MND ML
PVK 92 47,160%A 7,9882A
30 % PVK 84 15,3458 3,400°B
F test 5,34 226,45 190,67
p 0,0602 <0,0001 <0,0001

Luka / majka + 1000 uM NaHS
PVK 982 31,2654 6,150%A
30 % PVK 84° 14,2488 2,618"8
F test 11,79 127,15 74,00
p 0,0139 <0,0001 <0,0001
Luka / otac + 1000 uM NaHS

PVK 94 26,505%A 5,548%A
30 % PVK 88 13,5658 2,620°8
F test 4,15 102,75 60,33
p 0,8770 <0,0001 0,0002

*Vrijednosti oznagene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3°¢ p=0,05; ABC
0=0,01).

Prema F testu, varijanta osmoprimiranja sjemena hibrida Luka nije znacajno utjecala na
poljsku klijavost, masu nadzemnog dijela klijanaca i masu listova, ni u jednoj varijanti
osmotskog stresa (PVK i 30 % PVK) (Tablica 25.).
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Tablica 25. Utjecaj osmoprimiranja sjemena na poljsku klijavost (PK) (%), masu
nadzemnog dijela (MND) i listova (ML) (g), kod hibrida suncokreta Luka, uzgajanog pri

PVKi 30 % PVK.

Luka + PVK

PK MND ML
Bez primiranja 86 44,452 7,945
H20 90 41,283 7,208
500 uM NaHS 90 45,040 7,668
1000 uM NaHS 92 47,160 7,988
F test 1,12 1,30 1,34
p 0,3798 0,3200 0,3081

Luka + 30 % PVK
Bez primiranja 72 12,255 2,725
H20 80 13,395 2,625
500 uM NaHS 78 13,935 2,663
1000 uM NaHS 84 15,345 3,400
F test 1,66 2,10 4,79
p 0,2281 0,1539 0,2030

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C

p=0,01).

Tablica 26. Utjecaj osmoprimiranja sjemena na poljsku klijavost suncokreta (PK) (%),
masu nadzemnog dijela (MND) i listova (ML) (g), kod majcinske linije hibrida
suncokreta Luka, uzgajane pri PVK i 30 % PVK.

Luka/ majka + PVK

PK MND ML
Bez primiranja 94 30,553 5,938
H20 98 31,188 6,073
500 uM NaHS 96 32,145 6,093
1000 uM NaHS 98 31,265 6,150
F test 2,59 0,40 0,14
p 0,1017 0,7531 0,9368

Luka / majka + 30 % PVK

Bez primiranja 70 9,505 1,555°¢
H-0 80 10,835°48 1,7637BC
500 uM NaHS 86 13,5634 2,278%AB
1000 uM NaHS 84 14,248%4 2,61824
F test 3,23 8,01 10,24
p 0,0607 0,0034 0,0013

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; ABC

p=0,01).

Kod majcinske linije, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj osmoprimiranja na sva tri
ispitivana pokazatelja, samo u uvjetima osmotskog stresa, odnosno kod klijanaca
uzgajanih pri 30 % PVK (Tablica 26.).
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Kod majcinske linije, LSD testom je utvrdeno znacajno ve¢a masa nadzemnog dijela i
listova kod klijanaca ¢ije je sjeme bilo tretirano s 500 pM NaHS (MND 13,563 g, ML
2,278 g) odnosno 1000 uM NaHS (MND 14,248 g, ML 2,618 g), dok je poljska klijavost
takoder bila vi$a kod navedenih varijanti osmoprimiranja (500 UM NaHS 56 %, 1000 uM
NaHS 84 %), medutim nije se znacajno razlikovala od varijante primiranja H2O (80 %).

Kod ocinske linije, F testom je utvrden vrlo zna¢ajan utjecaj osmoprimiranja sjemena na
masu nadzemnog dijela i masu listova samo kod klijanaca koji su uzgajani bez stresa,
odnosno pri PVK (Tablica 27.).

Pri tome je znacajno najveca masa nadzemnog dijela (31,335 g), utvrdena kod klijanaca
uzgojenih iz sjemena primiranog vodom (H20). Takoder, u varijanti primiranja vodom
utvrdena je i najveca masa listova klijanaca (6,523 g), medutim nije se znacajno
razlikovala od mase listova utvrdene u varijanti bez primiranja (6,240 g).

Tablica 27. Utjecaj osmoprimiranja sjemena na poljsku klijavost (PK) (%), masu
nadzemnog dijela (MND) i listova (ML) (), kod o¢inske linije hibrida suncokreta Luka,
uzgajane pri PVK i 30 % PVK.

Luka / otac + PVK
PK MND ML

Bez primiranja 94 28,893°A8 6,240%A8
H.0 94 31,335%4 6,523%A
500 uM NaHS 98 27,2358 5,790P¢AB
1000 pM NaHS 94 26,505"E 5,548¢B
F test 1,41 7,43 6,19

p 0,2881 0,0045 0,0087

Luka / otac + 30 % PVK

Bez primiranja 80 12,718 2,073
H.0 80 13,555 2,285
500 uM NaHS 86 14,083 2,513
1000 uM NaHS 88 13,565 2,620
F test 1,96 0,35 0,88

p 0,1738 0,7880 0,4778

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C
0=0,01).
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4.2.2. Utjecaj primiranja sjemena suncokreta hibrida Luka i njegovih roditeljskih
linija na aktivnost antioksidativnih enzima u klijancima uzgajanim u uvjetima
susnog stresa

U prosjeku za sve ispitivane varijante sjemena, F testom je utvrden znaCajan utjecaj
osmoprimiranja na ukupnu aktivnost katalaze (CATu) (p<0,0001) dok osmoprimiranje
nije znacajno utjecalo na ukupnu aktivnost askorbat-peroksidaze (APXu), glutation-
reduktaze (GRu) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu) (Tablica 28.).

Tablica 28. Ukupna aktivnost enzima katalaze (CATu), askorbat-peroksidaze (APXu),
glutation-reduktaze (GRu) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu) (UM mintg? sv.t.) u
nadzemnom dijelu klijanaca suncokreta uzgajanih pri PVK, pod utjecajem tretmana
osmoprimiranja i varijante sjemena.

PVK
FAKTOR VARIJANTA | CATu APXu GRu DHARuU
Bez primiranja | 30,62°B  2,925"8C 00078 0,035
H.0 54,7122  4,208%A 0,0243A 0,038
Osmoprimiranie 500 uM NaHS | 28,968 2,651°¢  0,008"B 0,063
1000 uM NaHS| 35,27°B  3,879*AB  0,009B 0,038
F test 10,02 6,95 5,04 1,45
p <0,0001 0,0008 0,0051 0,2435
Luka 35,44 2,446%B 0,018? 0,039
Luka/majka 32,93 3,5400A 0,008° 0,034
Sjeme Luka/otac 43,80 4,261%4 0,010%® 0,057
F test 3,08 13,92 3,48 1,70
p 0,0583 <0,0001 0,0415 0,1974
Osmoprimiranje |F test 9,62 9,10 6,13 1,74
X Sjeme p <0,0001  <0,0001 0,0002 0,1388

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3 p=0,05; AB¢
p=0,01).

LSD testom je utvrdena vrlo znagajna najveéa ukupna aktivnost CATu (54,71 uM min’?
glsv.t) i GRu (0,0024 uM mintgtsv.t.) kod sjemena koje je prethodno bilo primirano
u vodi. Pri primiranju sjemena u otopinama koje su sadrzavale 500 odnosno 1000 pM
NaHS te bez primiranja, utvrdena je znacajno niza ukupna aktivnost CATu i GRu.

Varijanta sjemena je imala vrlo znacajan utjecaj prema F testu na ukupnu aktivnost APXu
(p<0,0001) i znacajan utjecaj na GRu (p=0,0051), dok na ostale enzime nije imala
znacCajan utjecaj.

LSD testom je utvrdena znac¢ajno najmanja ukupna aktivnost APX (2,446 uM min™g?
sv.t.) kod Luke dok je aktivnost kod maj¢inske i o¢inske linije bila znacajno veca.

Za sve ispitivane varijante sjemena, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj interakcije
osmoprimiranje x sjeme, na ukupnu aktivnost katalaze (CATu), askorbat-peroksidaze
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(APXu) (p<0,0001) i glutation-reduktaze (GRu) (p=0,0002), dok interakcija nije
znacajno utjecala na ukupnu aktivnost dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu).

Kod klijanaca uzgajanih pri PVK, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj
osmoprimiranja sjemena na specificnu aktivnost katalaze (p=0,0089) te varijante sjemena
na specifi¢nu aktivnost askorbat-peroksidaze (p<0,0001). Interakcija osmoprimiranje x
sjeme je vrlo znacajno djelovala na CATs (p=0,0009) te znac¢ajno na GRs (p=0,0102) i
DHARSs (p=0,0158) (Tablica 29.).

Tablica 29. Specifi¢na aktivnost enzima katalaze (CATs), askorbat-peroksidaze (APXs),
glutation-reduktaze (GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARS) (UM min™ mg prot.) u
nadzemnom dijelu klijanaca suncokreta uzgajanih pri PVK, pod utjecajem tretmana
osmoprimiranja i varijante sjemena.

PVK
FAKTOR VARIJANTA | CATs APXs GRs DHARs
Bez primiranja 8,13"B 0,784 0,002 0,046
H20 10,3024 0,930 0,003 0,036
s i 500 uM NaHS 7,998 0,805 0,002 0,060
1000 uM NaHS| 7,96°B 0,776 0,002 0,036
F test 4,49 0,84 2,19 2,10
p 0,0089 0,4815 0,1060 0,1177
Luka 8,14 0,524°8 0,003 0,044
Luka/majka 8,79 0,987%A 0,002 0,036
Sjeme Luka/otac 8,85 0,959%4 0,002 0,054
F test 0,71 14,58 1,91 1,87
p 0,4976 <0,0001 0,1629 0,1695
Osmoprimiranje |F test 491 1,46 3,34 3,07
X Sjeme p 0,0009 0,2208 0,0102 0,0158

*Vrijednosti oznatene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (*¢ p=0,05; ABC

p=0,01).

LSD testom je utvrdena vrlo zna¢ajno najvecéa specifi¢na aktivnost CAT u klijancima iz
sjemena primiranog vodom (10,30 pM min? mg? prot.). Takoder je utvrdena vrlo
znacajno najveca specificna aktivnost APX kod Lukinih roditeljskih linija (Luka/majka
0,987; Luka/otac 0,959 pM mint mg™ prot.) dok je kod hibrida Luka ta aktivnost bila
znac¢ajno manja (0,524 uM mint mg™ prot.).

Za sve ispitivane varijante sjemena, F testom je utvrden znacajan utjecaj osmoprimiranja
na ukupnu aktivnost dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu), (p<0,0001) dok
osmoprimiranje nije znacajno utjecalo na ukupnu aktivnost katalaze (CATu), askorbat-
peroksidaze (APXu) i glutation-reduktaze (GRu) (Tablica 30.).
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Tablica 30. Ukupna aktivnost enzima katalaze (CATu), askorbat-peroksidaze (APXu),
glutation-reduktaze (GRu) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARuU) (UM mintg?tsv.t.) u
nadzemnom dijelu klijanaca suncokreta uzgajanih pri 30 % PVK, pod utjecajem tretmana
osmoprimiranja i varijante sjemena.

30 % PVK
FAKTOR VARIJANTA CATu APXu GRu DHARuU
Bez primiranja 139,48 2,646 0,011 0,0473A
H20 117,79 2,855 0,014 0,046%4
St 500 uM NaHS 129,10 4,090 0,014 0,042°8
1000 uM NaHS | 133,98 3,295 0,012 0,038¢¢
F test 1,57 2,88 1,51 26,38
p 0,2128 0,4950 0,2273 <0,0001
Luka 149,24~ 30308  0,013*A  0,062%A
Luka/majka 165,754 23118 0,016** 0,046
Sjeme Luka/otac 75,288 432334 0,008*B  0,022¢C
F test 57,14 9,76 14,84 811,77
p <0,0001 0,0004 <0,0001  <0,0001
Osmoprimiranje X |F test 1,40 3,16 3,90 4,80
Sjeme P 0,2432 0,0136 0,0042 0,0011

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C

p=0,01).

LSD testom je utvrdena vrlo znac¢ajno najveéa ukupna aktivnost DHAR kod sjemena koje
nije bilo prethodno primirano ili je bilo primirano vodom, a te dvije vrijednosti se nisu
statisticki medusobno znacajno razlikovale. Pri primiranju sjemena u otopinama koje su
sadrzavale 500 odnosno 1000 uM NaHS, utvrdena je znac¢ajno manja ukupna aktivnost
DHAR s time da je najmanja vrijednost utvrdena u varijanti primiranja s 1000 uM NaHS
(0,038 uM mintgtsv.t.).

Pri 30 % PVK, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj varijante sjemena na ukupnu
aktivnost svih ispitivanih enzima. Interakcija osmoprimiranje X sjeme je znacajno utjecala
na ukupnu aktivnost askorbat-peroksidaze (p=0,0136) te vrlo znacajno na ukupnu
aktivnost GR (p=0,0042) i DHAR (p=0,0011).

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno najveca ukupna aktivnost CAT i GR kod sjemena
hibrida Luke i Lukine maj¢inske linije dok je kod o¢inske linije ukupna aktivnost ta dva
enzima bila vrlo znacajno manja. Istovremeno je ukupna aktivnost APX kod sjemena
hibrida Luke i njegove majc¢inske linije bila znac¢ajno manja nego kod ocinske linije.
Znacajno najveéa ukupna aktivnost DHAR je zabiljeZena kod hibrida (0,062 pM min
g sv.t.), dok je aktivnost bila manja kod maj¢inske linije a najmanja kod o¢inske linije
(0,022 uM mintgtsv.t.).

Za sve ispitivane varijante sjemena, F testom je utvrden vrlo znaajan utjecaj
osmoprimiranja na specifi¢nu aktivnost katalaze (CATs) (p<0,0001) i znacajan utjecaj na
specificnu aktivnost askorbat-peroksidaze (APXs) (p=0,0352) dok osmoprimiranje nije
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znacajno utjecalo na specifi¢nu aktivnost glutation-reduktaze (GRs) i dehidroaskorbat-
reduktaze (DHARS) (Tablica 31.).

Tablica 31. Specifi¢na aktivnost enzima katalaze (CATS), askorbat-peroksidaze (APXs),
glutation-reduktaze (GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARS) (UM min™ mg* prot.) u
nadzemnom dijelu klijanaca suncokreta uzgajanih pri 30 % PVK, pod utjecajem tretmana
osmoprimiranja i varijante sjemena.

30 % PVK
FAKTOR VARIJANTA | CATs APXs GRs DHARs
Bez primiranja | 32,05** 0,557 0,003 0,018
H20 23,28°B  0,685®AB 0,003 0,021
Osmoprimiranie 500 uM NaHS | 24,51°8  0,880%A 0,003 0,015
1000 uM NaHS| 25,36™B 0,724 0,003 0,018
F test 11,37 3,19 1,93 2,43
p <0,0001 0,0352 0,1420 0,0814
Luka 33,654 0,621  0,003*A  0,023*A
Luka/majka 26,8898 0,452*B  0,003*A  0,019°A
Sjeme Luka/otac 18,36%C 1,06 24 0,002 0,013°B
F test 57,65 23,56 5,36 15,62
p <0,0001  <0,0001 0,0092 <0,0001
Osmoprimiranje x|F test 6,78 2,53 4,19 3,37
Sjeme p <0,0001 0,3820 0,0027 0,0097

*\/rijednosti oznagene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3° p=0,05; A5¢
p=0,01).

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno najveca specificna aktivnost CAT kod sjemena
koje nije bilo prethodno primirano (32,05 uM min™ mg™ prot.). Pri primiranju sjemena s
H20, kao i u otopinama koje su sadrzavale 500 odnosno 1000 uM NaHS, utvrdene su
znacajno nize specificne aktivnosti CAT. Istovremeno je zabiljeZena najveca aktivnost
APX kod sjemena primiranog s 500 uM NaHS (0,880 uM min?® mg? prot.) dok je
zabiljezena niza aktivnost kod sjemena primiranog s H20 kao i s 1000 uM NaHS. Najniza
specifi¢na aktivnost APX bila je kod sjemena bez primiranja (0,557 uM mint mg™ prot.).

Za sve ispitivane varijante sjemena, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj varijante
sjemena te interakcije osmoprimiranje X sjeme na specifiénu aktivnost askorbat-
peroksidaze (APXs), katalaze (CATS) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARS) (p<0,0001),
dok varijanta sjemena zajedno s interakcijom osmoprimiranje X sjeme nije zna¢ajno
utjecala na specifi¢nu aktivnost glutation-reduktaze (GRs).

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno najveca specificna aktivnost CAT kod sjemena
hibrida Luke (33,65 uM min mg? prot.), nesto manja kod majc¢inske linije, dok je
najmanja aktivnost zabiljezena kod o¢inske linije (19,36 pM min* mg? prot.). Najveéa
specifi¢na aktivnost APX je zabiljezena kod ocinske linije (0,621 pM mint mg? prot.)
dok je kod Luke i maj¢inske linije ta aktivnost bila znacajno manja. Istovremeno kod GRS
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I DHARS, aktivnost je najveca kod hibrida Luke i majcinske linije dok je aktivnost
najmanja kod ocinske linije (0,013 uM min™* mg™ prot.).

Za sve ispitivane varijante primiranja, F testom je utvrden vrlo znaCajan utjecaj
osmoprimiranja sjemena hibrida Luke na ukupnu aktivnost askorbat-peroksidaze
(APXu), ukupnu aktivnost dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu) (p<0,0001) i ukupnu
aktivnost glutation-reduktaze (GRu) (p=0,0030) te znacajan utjecaj na ukupnu aktivnost
katalaze (CATu) (p=0,0422) (Tablica 32.).

Tablica 32. Ukupna aktivnost enzima katalaze (CATu), askorbat-peroksidaze (APXu),
glutation-reduktaze (GRu) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu) (UM mintg? sv.t.) u
nadzemnom dijelu klijanaca hibrida Luka, pod utjecajem tretmana osmoprimiranja i
susSnog stresa.

Luka
FAKTOR VARIJANTA | CATu APXu GRu DHARu
Bez primiranja | 99,83? 2,170°8  0,012°B  0,054%A
H.0 108,24  4,673**  0,035*A  0,053*A

500 uM NaHS | 86,72%® 2,293*8  0,010°B  0,049°B

Osmoprimiranje
PAMIFANIE 1600 uM NaHS |  7458°  1,816°8  0,006°8  0,047°8

F test 3,18 25,96 6,15 10,43
p 0,0422 <0,0001 0,0030 0,0001
PVK 35,448 2,446° 0,018 0,039"8
Suini stres 30 % PVK 149,243A 3,030% 0,013 0,06234
F test 188,34 521 0,83 477,57
P <0,0001 0,0316 0,3701 <0,0001
Osmoprimiranje |F test 7,63 4,84 5,10 3,92
X Susni stres p 0,0009 0,0094 0,0072 0,0208

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C
0=0,01).

LSD testom je utvrdena najveca ukupna aktivnost svih ispitivanih enzima u klijancima iz
sjemena primiranog vodom dok je kod sjemena koje nije bilo primirano ili je bilo
primirano s 500 odnosno 1000 uM NaHS ukupna aktivnost zna¢ajno manja.

F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj suSnog stresa kod hibrida Luke na ukupnu
aktivnost CAT i DHAR (p<0,0001) te znacajan utjecaj na ukupnu aktivnost APX
(p=0,0316).

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno veca ukupna aktivnost CAT u Klijancima iz
sjemena naklijavanog u uvjetima 30 % PVK (149,24 uM min g? sv.t.), u odnosu na
varijantu PVK (35,44 uM min* g? sv.t.). Istovremeno je vrlo znadajno manja ukupna
aktivnost DHAR pri PVK (0,039 uM min*g? sv.t.) u odnosu na 30 % PVK (0,039 uM
mintg?lsv.t.).

F testom je utvrden vrlo znaCajan utjecaj susSnog stresa kod hibrida Luke na specificnu
aktivnost katalaze (CATSs, p<0,0001) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARs, p=0,0022) te
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znacajan utjecaj na specificnu aktivnost askorbat-peroksidaze (APXs, p=0,0233) (Tablica
33).

Tablica 33. Specifi¢na aktivnost enzima katalaze (CATS), askorbat-peroksidaze (APXs),
glutation-reduktaze (GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARS) (UM min™ mg* prot.) u
nadzemnom dijelu klijanaca hibrida Luka, pod utjecajem tretmana osmoprimiranja i
susSnog stresa.

Luka
FAKTOR VARIJANTA | CATs APXs GRs DHARs
Bez primiranja 23,87 0,549 0,003 0,040
H20 18,94 0,668% 0,004 0,024
T 500 uM NaHS 20,53 0,600 0,003 0,032
1000 uM NaHS | 20,25 0,474° 0,002 0,037
F test 2,27 4,20 2,95 1,24
p 0,1065 0,0160 0,0530 0,3172
PVK 8,148 0,524° 0,003 0,044%4
Susni stres 30 % PVK 33,65%4 0,6212 0,003 0,023B
F test 334,85 5,87 0,30 11,79
p <0,0001 0,0233 0,5918 0,0022
Osmoprimiranje |F test 9,66 7,31 3,16 2,67
x Susni stres p 0,0002 0,0012 0,0431 0,0704

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (¢ p=0,05; ABC
p=0,01).

Kao i kod ukupne aktivnosti, LSD testom je utvrdena vrlo znacajno veca specifi¢na
aktivnost CAT u uvjetima 30 % PVK (33,65 uM min"t mg™ prot.) u odnosu na kontrolu
(PVK) (8,14 uM min*t mg™ prot.). Istovremeno je vrlo znacajno veéa specifi¢na aktivnost
DHAR kod PVK (0,044 uM mint mg™ prot.) u odnosu na susni stres (30 % PVK) (0,023
UM min?t mg? prot.).

F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj osmoprimiranja Lukine maj¢inske linije na
ukupnu aktivnost DHAR (p<0,0001) i GR (p=0,0072) te znacajan utjecaj na APX
(p=0,0408) (Tablica 34.).

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno najveca ukupna aktivnost DHAR u klijancima iz
sjemena koje nije bilo prethodno primirano i koje je bilo primirano u vodi, a te dvije
vrijednosti se nisu statisticki medusobno znacajno razlikovale. U varijantama primiranja
sjemena u otopinama koje su sadrzavale 500 odnosno 1000 uM NaHS, utvrden je
znac¢ajno manja ukupna aktivnost DHAR s time da je najniza vrijednost utvrdena u
varijanti primiranja s 1000 uM NaHS (0,035 uM mintg?sv.t.).
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Tablica 34. Ukupna aktivnost enzima katalaze (CATu), askorbat-peroksidaze (APXu),
glutation-reduktaze (GRu) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu) (UM mint gt sv.t) u
nadzemnom dijelu klijanaca majcinske linije hibrida Luka, pod utjecajem tretmana

osmoprimiranja i susnog stresa.

Luka / majka
FAKTOR VARIJANTA CATu APXu GRu DHARuU
Bez primiranja 97,78 1,979° 0,008>A  0,044%A
H20 97,67 3,075? 0,0143A 0,0443A
St 500 uM NaHS 88,31 3,090? 0,013%A 0,038"B
1000 uM NaHS| 113,59 3,559? 0,012248 0,035%¢
F test 1,89 3,22 5,10 25,66
p 0,1586 0,0408 0,0072 <0,0001
PVK 32,93*  35540*A  0,008°®  0,034°B
Su¥ni stres 30 % PVK 165,75%A  2,311P8B 0,016%4 0,046%4
F test 302,80 10,82 63,52 223,21
p <0,0001 0,0031 <0,0001 <0,0001
Osmoprimiranje |F test 0,88 6,90 5,60 8,20
x Susni stres p 0,4668 0,0016 0,0047 0,0006

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3 p=0,05; AB¢
p=0,01).

Za sve ispitivane varijante sjemena, F testom je utvrden vrlo znaCajan utjecaj suSnog

stresa  na ukupnu aktivnost Kkatalaze (CATu), glutation-reduktaze (GRu),
dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu) (p<0,0001) i askorbat-peroksidaze (APX)
(p=0,0031).

LSD testom je utvrdena vrlo zna¢ajno vec¢a ukupna aktivnost CAT, GR, i DHAR pri 30
% PVK u odnosu na PVK. Istovremeno, ukupna aktivnost APX u uvjetima PVK (3,540
UM mint g? sv.t.) je bila vrlo znacajno veéa u odnosu na 30 % PVK (2,311 uM min'
glsv.t).

F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj osmoprimiranja sjemena Lukine maj¢inske linije
na specificnu aktivnost CAT i DHAR (p<0,0001) te znacajan utjecaj na specifi¢énu
aktivnost GR (p=0,0220) (Tablica 35.).

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno najveca specifi¢na aktivnost CAT kod klijanaca iz
sjemena koje nije bilo prethodno primirano (19,21 uM min* mg? prot.). Pri primiranju
sjemena u otopinama koje su sadrzavale 500 odnosno 1000 uM NaHS, utvrdena je
znacajno manja specificna aktivnost CAT, s time da je najniza vrijednost utvrdena u
varijanti primiranja s 500 pM NaHS (13,96 uM min™t mg? prot.).

Za sve ispitivane varijante sjemena, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj susnog
stresa na specificnu aktivnost katalaze (CATS), askorbat-peroksidaze (APXS) i
dehidroaskorbat-reduktaze (DHARS) (p<0,0001), te znacajan utjecaj na specificnu
aktivnost glutation-reduktaze (GRs) (p=0,0044).
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Tablica 35. Specifi¢na aktivnost enzima katalaze (CATS), askorbat-peroksidaze (APXs),
glutation-reduktaze (GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARS) (UM min™t mgprot.) u
nadzemnom dijelu klijanaca majcinske linije hibrida Luka, pod utjecajem tretmana
osmoprimiranja i susnog stresa.

Luka / majka
FAKTOR VARIJANTA CATs APXs GRs DHARs
Bez primiranja | 22,53*4 0,6230 0,002° 0,035%4
H.O 19,2148 0,9084 0,0042 0,0323A

500 uM NaHS 13,96¢C 0,7184 0,003% 0,0220B

o L
sm0pr|m|ranje1000 UM NaHS| 15,65¢8¢ 0,6288 0,002° 0,019°8

F test 16,27 1,59 3,86 12,57
p <0,0001 0,2170 0,0220 <0,0001
PVK 8,79%8 0,9872A 0,002°8 0,036%A
S 30 % PVK 26,8924 0,45208 0,003%A 0,019°B
F test 365,20 25,66 9,90 59,46
p <0,0001  <0,0001 0,0044 <0,0001
Osmoprimiranje|F test 19,35 1,36 4,09 2,10
X susni stres p <0,0001 0,2780 0,0177 0,1264

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3 p=0,05; AB¢
p=0,01).

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno veéa specifiéna aktivnost CAT (26,89 M min™?
mgprot.) i GR (0,003 uM min™ mg™ prot.) u klijancima iz sjemena naklijavanog pri 30
% PVK u odnosu na PVK (CAT 8,79 i GR 0,002 pM min* mg* prot.). Istovremeno,
specifi¢na aktivnost APX i DHAR u uvjetima PVK je bila vrlo zna¢ajno veca u odnosu
na 30 % PVK.

F testom je utvrdena statisticki vrlo znacajna interakcija osmoprimiranje x susni stres na
specificnu aktivnost CAT (p<0,0001) te znacajna interakcija na specifi¢énu aktivnost GR
(p=0,0177).

F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj susnog stresa kod Lukine ocinske linije na
ukupnu aktivnost CAT (p<0,0001) te znacajan utjecaj na ukupnu aktivnost DHAR
(p=0,0372) (Tablica 36.). Primiranje je vrlo znacajno utjecalo na ukupnu aktivnost GR
(p=0,0022) te znacajno na ukupnu aktivnost APX (p=0,0202).

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno veéa ukupna aktivnost CAT (75,28 uM ming?
sv.t.) u klijancima iz sjemena naklijavanog pri 30 % PVK u odnosu na PVK (43,80 uM
mint gt sv.t.). Isto tako, LSD testom je utvrdena vrlo znacajno veéa ukupna aktivnost
GR u klijancima uzgojenim iz sjemena primiranog s 1000 uM NaHS (0,014 uM min!
g sv.t.) u odnosu na varijantu bez primiranja, odnosno primiranje s vodom ili 500 uM
NaHS.
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Tablica 36. Ukupna aktivnost enzima katalaze (CATu), askorbat-peroksidaze (APXu),
glutation-reduktaze (GRu) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu) (UM mint gt sv.t) u
nadzemnom dijelu klijanaca ocinske linije hibrida Luka, pod utjecajem tretmana
osmoprimiranja i susnog stresa.

Luka / otac
FAKTOR VARIJANTA | CATu APXu GRu DHARu
Bez primiranja 57,05 4,207% 0,006 0,025
H.0 52,58 2,847° 0,007°B 0,030

500 pM NaHS 62,06 4,728% 0,008"B 0,070

Osmoprimiranie |; 000 \MNaHS | 6571 5386°  0014*A 0,031

F test 1,18 3,95 6,53 1,67
p 0,3390 0,0202 0,0022 0,1994
PVK 43,808 4,261 0,010 0,0572
Susni stres 30 % PVK 75,28%A 4,323 0,008 0,0216°
F test 37,55 0,01 0,95 4,87
p <0,0001 0,9094 0,3399 0,0372
Osmoprimiranje |F test 1,31 1,29 0,51 1,62
X Susni stres p 0,2932 0,2996 0,6817 0,2119

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3 p=0,05; AB¢
p=0,01).

Tablica 37. Specifi¢na aktivnost enzima katalaze (CATS), askorbat-peroksidaze (APXs),
glutation-reduktaze (GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARS) (UM min™ mg?prot.) u
nadzemnom dijelu klijanaca ocinske linije hibrida Luka, pod utjecajem tretmana
osmoprimiranja i susnog stresa.

Luka / otac
FAKTOR VARIJANTA CATs APXs GRs DHARSs
Bez primiranja 13,87 0,839 0,001° 0,020
H20 12,22 0,845 0,002° 0,029
Osmoprimiranje 500 uM NaHS 14,25 1,210 0,0022 0,059
1000 uM NaHS 14,09 1,146 0,003? 0,025
F test 1,01 2,81 3,96 2,85
p 0,4042 0,0612 0,0200 0,0587
PVK 8,58%8 0,959 0,002 0,054%A
SuSn stres 30 % PVK 18,36%A 1,060 0,002 0,013%B
F test 104,50 0,75 0,01 16,55
P <0,0001 0,3958 0,9052 0,0004
Osmoprimiranje |F test 1,18 1,02 0,29 2,81
x Susni stres p 0,3392 0,4021 0,8298 0,0609

*Vrijednosti oznadene razliitim slovima se razlikuju prema LSD testu (% p=0,05; AB¢
p=0,01).
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Kao 1 kod ukupne aktivnosti, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj susnog stresa kod
Lukine ocinske linije na specifi¢nu aktivnost CAT (p<0,0001) i DHAR (p=0,0004)
(Tablica 37.).

Varijanta primiranja znacajno je utjecala na specificnu aktivnost GR (p=0,0200). Isto
tako, LSD testom je utvrdena vrlo znacajno vecéa specifi¢na aktivnost CAT u klijancima
dobivenim iz sjemena naklijavanog u uvjetima 30 % PVK (18,36 uM mint mg?prot.) u
odnosu na ono koje je naklijavano u uvjetima PVK (8,58 pM mint mg? prot.). Specifi¢na
aktivnost DHAR je bila vrlo znagajno veéa u uvjetima PVK (0,054 uM mint mg prot.)
nego pri 30 % PVK (0,013 uM min™ mg? prot.).

Za sjeme bez primiranja, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj suSnog stresa, varijante
sjemena te interakcije susni stres x sjeme na ukupnu aktivnost katalaze (CATu) i
dehidroaskorbat-reduktaze (DHARU) (p<0,0001) te znacajan utjecaj na ukupnu aktivnost
glutation-reduktaze (GRu), dok prethodno spomenuti faktori nisu znacajno utjecali na
ukupnu aktivnost askorbat-peroksidaze (APXu) (Tablica 38.).

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno najvec¢a ukupna aktivnost CAT (139,48 uM
min?t g? sv.t.), GR (0,011 uM min?t g? sv.t.) i DHAR (0,047 pM min?t g? sv.t) u
klijancima iz sjemena koje je bilo naklijavano pri 30 % PVK u odnosu na varijantu PVK
(CAT 30,62; GR 0,007; DHAR 0,035 uM mintg?sv.t.). Takoder je LSD testom utvrdena
vecéa ukupna aktivnost CAT i GR kod hibrida Luke i njegove maj¢inske linije u odnosu
na oc€insku liniju. Ukupna aktivnost DHAR je bila vrlo zna¢ajno najveca kod hibrida Luke
(0,054 uM mintg? sv.t.), manja kod majéinske (0,044 uM mintg? sv.t.) a najmanja kod
oc¢inske linije (0,025 uM mintg?tsv.t.).

U varijanti bez primiranja sjemena, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj susnog stresa
na specificnu aktivnost CAT (p<0,0001) i DHAR (p=0,0026) te varijante sjemena na
CATs (p<0,0001) i GRs (p=0,0060). Interakcija susni stres x sjeme je vrlo znacajno
utjecala samo na specifi¢nu aktivnost katalaze (CATs) (p<0,0001).

LSD testom je utvrdena znacajno veca specifi¢na aktivnost CAT u klijancima hibrida
Luka (32,25 pM min't mg?* prot.) i njegove majéinske linije (22,53 uM min™ mg prot.)
u odnosu na o¢insku liniju (13,87 uM min't mg* prot.).
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Tablica 38. Ukupna (uM min? g? sv.t.) i specifi¢cna (UM mint mg? prot.) aktivnost
enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu; APXSs), glutation-
reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS) u nadzemnom
dijelu Klijanaca uzgojenih iz neprimiranog sjemena, pod utjecajem susnog stresa i
varijante sjemena.

Bez primiranja
FAKTOR VARIJANTA | CATu APXu GRu DHARu
PVK 30,628 2,925 0,007 0,035
et 30 % PVK 139,48%A 2,646 0,0113A 0,0473A
F test 334,57 0,19 10,25 87,83
p <0,0001 0,6717 0,0049 <0,0001
Luka 99,83*A 2,170° 0,012%A 0,054%A
Luka/majka 97,7824 1,979° 0,008>A8  (,044°B
Sjeme Luka/otac 57,538 4,2072 0,006"B 0,025%¢
F test 21,41 4,88 7,45 177,15
p <0,0001 0,0203 0,0044 <0,0001
Susni stres X |F test 49,48 0,39 9,89 72,50
Sjeme p <0,0001 0,6846 0,0013 <0,0001
FAKTOR VARIJANTA | CATs APXs GRs DHARs
PVK 8,13"B 0,784 0,002 0,046%A
e 30 % PVK 32,25%A 0,557 0,002 0,018"B
F test 416,97 3,61 0,36 12,18
p <0,0001 0,0736 0,5564 0,0026
Luka 23,8724 0,549 0,0032A 0,040
Luka/majka 22,5334 0,623 0,0022A8 0,035
Sjeme Luka/otac 13,87°8 0,839 0,001°B 0,020
F test 28,63 2,12 6,90 2,19
D <0,0001 0,1493 0,0060 0,1407
Susni stres X |F test 32,42 1,09 2,11 1,10
Sjeme p <0,0001 0,3578 0,1502 0,3550

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C
0=0,01).

Kod sjemena osmoprimiranog s vodom, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj susnog
stresa, varijante sjemena te interakcije susni stres x sjeme na ukupnu i specifi¢nu aktivnost
katalaze u klijancima (Tablica 39.).

U tretmanu primiranja s vodom, na ukupnu aktivnost APX, vrlo znacajno je utjecao susni
stres (p=0,0045) i varijanta sjemena (p=0,0040), dok je na specificnu aktivnost ovog
enzima znacajno utjecala interakcija susni stres x sjeme (p=0,0357). Na ukupnu aktivnost
GR znacajno je utjecala varijanta sjemena (p=0,0118). Interakcija sus$ni stres x sjeme bila
je znacajna i za ukupnu 1 za specificnu aktivnost GR (GRu p=0,0166; GRs 0,0224). Na
ukupnu aktivnost DHAR vrlo zna¢ajno su utjecala oba ispitivana faktora kao i njihova
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interakcija (p<0,0001), dok su na specifi¢nu aktivnost DHAR vrlo znacajno utjecali susni

stres 1 interakcija suS$ni stres x sjeme (p<0,0001), a znacajno varijanta sjemena
(p=0,0296).

Tablica 39. Ukupna (uM min? g? sv.t.) i specifi¢tna (UM mint mg? prot.) aktivnost
enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu; APXSs), glutation-
reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS) u nadzemnom
dijelu klijanaca uzgojenih iz sjemena primiranog vodom, pod utjecajem susnog stresa i
varijante sjemena.

H.0O
FAKTOR VARIJANTA | CATu APXu GRu DHARu
PVK 54,7108 4,208%A 0,024 0,038%8
S 30 % PVK 117,798~ 2,855°B 0,014 0,046%A
F test 96,86 10,55 1,89 75,65
p <0,0001 0,0045 0,1865 <0,0001
Luka 108,24*A  4,6722A 0,0352 0,053*A
Luka/majka 97,6734 3,075"B 0,014° 0,044°B
Sjeme Luka/otac 52,85"E 2,847"8 0,007° 0,030¢C
F test 28,07 7,61 5,74 193,03
p <0,0001 0,0040 0,0118 <0,0001
Susni stres F test 20,88 0,67 5,19 132,56
X Sjeme p <0,0001 0,5261 0,0166 <0,0001
FAKTOR VARIJANTA | CATs APXs GRs DHARs
PVK 10,308 0,930 0,003 0,036%A
S 30 % PVK 23,28%A 0,685 0,003 0,021°B
F test 160,64 4,01 0,00 50,20
p <0,0001 0,0605 0,9905 <0,0001
Luka 18,9434 0,668 0,004 0,025P8
Luka/majka 19,2134 0,908 0,004 0,0322A
Sjeme Luka/otac 12,2208 0,845 0,002 0,0293A8
F test 19,93 1,38 2,41 4,31
p <0,0001 0,2773 0,1184 0,0296
Susni stres F test 8,91 4,03 4,73 19,09
X Sjeme p 0,0020 0,0357 0,0224 <0,0001

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C
0=0,01).

LSD testom je utvrdena znacajno veéa ukupna aktivnost CAT (117,79 uM mintg?sv.t.)
i DHAR (0,046 uM min? g sv.t.) u uvjetima 30 % PVK u odnosu na PVK. Ukupna
aktivnost APX je bila vrlo znadajno veéa u uvjetima PVK (4,208 pM minZg? sv.t) u
odnosu na 30 % PVK (2,855 pM mint g sv.t.). Takoder je LSD testom utvrdena vrlo
znacajno veéa ukupna aktivnost CAT kod hibrida Luke i njegove majéinske linije u
odnosu na ocinsku liniju. Istovremeno je utvrdena vrlo znacajno vec¢a ukupna aktivnost
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APX kod hibrida Luke u odnosu na njegove roditeljske linije. Ukupna aktivnost DHAR
je bila vrlo zna¢ajno najveéa kod hibrida Luka (0,053 pM min? g sv.t.), manja kod
majéinske a najmanja kod o¢inske linije (0,030 uM mintg?sv.t.).

Kod sjemena osmoprimiranog s vodom, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj susnog
stresa na specificnu aktivnost katalaze (CATs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARS)
(p<0,0001), istovremeno su$ni stres nije utjecao na specifiénu aktivnost askorbat-
peroksidaze (APXs) i glutation-reduktaze (GRs) u klijancima. Takoder je utvrden vrlo
znacajan utjecaj varijante sjemena na specificnu aktivnost CAT te znacajan utjecaj na
DHAR.

LSD testom je utvrdena vrlo zna¢ajno veca specifi¢na aktivnost CAT hibrida Luke i
njegove majc¢inske linije u odnosu na o¢insku liniju. LSD testom je takoder utvrdena vrlo
znadajno veéa specifi¢na aktivnost CAT u uvjetima 30 % PVK (23,28 uM min™t mg?
prot.) u odnosu na PVK (10,30 uM min™ mg? prot.). Specifi¢na aktivnost DHAR je bila
vrlo znagajno veéa u uvjetima PVK (0,036 pM min™ mg™ prot.) u odnosu na 30 % PVK
(0,021 uM min* mg* prot.).

F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj suSnog stresa i interakcije suSni stres x sjeme te
znaCajan utjecaj varijante sjemena na ukupnu aktivnost katalaze (CATu) u Klijancima
sjemena primiranog s 500 uM NaHS (Tablica 40.).

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno veca ukupna aktivnost CAT, APX 1 GR u uvjetima
30 % PVK u odnosu na pri PVK.

Kod sjemena osmoprimiranog s 500 uM NaHS, F testom je utvrden znacajan utjecaj
susnog stresa, varijante sjemena te interakcije susni stres x sjeme na specificnu aktivnost
katalaze (CATS) (p<0,0001) u klijancima. Varijanta sjemena je vrlo znacajno utjecala na
specifi¢nu aktivnost APX dok je na specifi¢nu aktivnost glutation-reduktaze (GRS) vrlo
znacajno utjecao susni stres.

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno vecéa specifi¢na aktivnost CAT kod hibrida Luke
(20,53 pM mint mg? prot.) u odnosu na njegove roditeljske linije (Luka/majka 13,96;
Luka/otac 14,25 uM mint mg? prot.). Istovremeno je utvrdena znacajno manja specifi¢na
aktivnost APX hibrida Luke (0,600 uM min™t mg prot.) i njegove majéinske linije (0,718
UM mint mg™ prot.) u odnosu na o¢insku liniju (1,210 uM min* mg? prot.). Takoder je
utvrdena vrlo znacajno veca specifi¢na aktivnost CAT u uvjetima 30 % PVK (24,51 uM
mint mg? prot.) u odnosu na PVK (7,99 uM min* mg? prot.). Specifi¢na aktivnost
DHAR je bila vrlo znagajno veca u uvjetima PVK (0,060 uM min*t mg™ prot.) u odnosu
na 30 % PVK (0,015 uM min™ mg™ prot.).
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Tablica 40. Ukupna (uM min? gt sv.t.) i specifi¢na (UM mint mg? prot.) aktivnost
enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu; APXSs), glutation-
reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS) u nadzemnom
dijelu klijanaca uzgojenih iz sjemena primiranog s 500 UM NaHS, pod utjecajem susnog
stresa i varijante sjemena.

500 pM NaHS
FAKTOR VARIJANTA | CATu APXu GRu DHARu
PVK 28,968 2,651°B 0,008°8 0,062
et 30 % PVK 129,10%A  4,090%A 0,014%A 0,422
F test 149,99 8,75 15,62 0,92
p <0,0001 0,0084 0,0009 0,3509
Luka 86,722 2,293"8 0,010% 0,049
Luka/majka 88,312 3,090°48 0,013? 0,038
Sjeme Luka/otac 62,07° 4,728%A 0,008° 0,070
F test 4,32 8,68 3,74 0,76
p 0,0294 0,0023 0,0438 0,4803
Susni stres F test 18,01 0,10 3,82 3,12
X Sjeme p <0,0001 0,9026 0,0415 0,0687
FAKTOR VARIJANTA | CATs APXs GRs DHARSs
PVK 7,998 0,805 0,003 0,060*A
S 30 % PVK 24,5134 0,880 0,002 0,015°8
F test 286,99 0,48 0,48 11,24
p <0,0001 0,4960 0,4988 0,0035
Luka 20,534 0,600°8 0,003 0,032
Luka/majka 13,96"8 0,718"B 0,003 0,022
Sjeme Luka/otac 14,258 1,210%A 0,002 0,059
F test 19,34 11,84 1,19 2,62
D <0,0001 0,0005 0,3273 0,1006
Susni stres F test 47,65 2,16 0,35 3,18
X Sjeme p <0,0001 0,1442 0,7076 0,0659

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C
0=0,01).

Kod sjemena osmoprimiranog s 1000 uM NaHS, F testom je utvrden vrlo znacajan utjeca;
susnog stresa na ukupnu aktivnost CAT (p<0,0001) te znacajan utjecaj na ukupnu
aktivnost APX (p=0,0294) i GR (p=0,0145), dok na ukupnu aktivhost DHAR u
klijancima su$ni stres nije znacajno utjecao (Tablica 41.). Takoder, u varijanti
osmoprimiranja s 1000 UM NaHS, varijanta sjemena je vrlo zna¢ajno utjecala na ukupnu
aktivnost svih ispitivanih enzima. Interakcija susni stres x sjeme vrlo znacajno je utjecala
na ukupnu aktivnost APX i DHAR (p<0,0001) te znacajno na ukupnu aktivnost CAT
(p=0,0177) i GR (p=0,0186).
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LSD testom je utvrdena znacajno veca ukupna aktivnost CAT i GR u uvjetima 30 % PVK
(CAT =133,98; GR = 0,012 pM min™® mg?sv.t.) dok je ukupna aktivnost APX bila vec¢a
kod klijanaca naklijavanih u uvjetima bez stresa, pri PVK (3,879 pM mint mg?sv.t.).
Takoder je utvrdena vrlo znacajno vec¢a ukupna aktivnost APX kod Lukine o¢inske u
odnosu na majc¢insku liniju, dok je ta aktivnost bila najmanja kod hibrida Luke (1,816 puM
min"t mg?sv.t.). Ukupna aktivnost GR je bila vec¢a kod roditeljskih linija u odnosu na
hibrid, dok je istovremeno ukupna aktivhost DHAR bila vec¢a kod hibrida (0,047 uM
min™ mg?sv.t.) u odnosu na majé¢insku i o¢insku liniju.

Tablica 41. Ukupna (uM min? g? sv.t.) i specifi¢tna (UM mint mg? prot.) aktivnost
enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu; APXSs), glutation-
reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS) u nadzemnom
dijelu klijanaca uzgojenih iz sjemena primiranog s 1000 uM NaHS, pod utjecajem su$nog
stresa i varijante sjemena.

1000 uM NaHS
FAKTOR VARIJANTA | CATu APXu GRu DHARu
PVK 35,27°8 3,879% 0,009° 0,038
e 30 % PVK 133,982 3,295° 0,0122 0,038
F test 75,32 5,60 7,32 0,06
p <0,0001 0,0294 0,0145 0,8063
Luka 74,5804 1,816%C 0,006°8 0,0472A
Luka/majka 113,59%A  3,559"B 0,0123A 0,035"B
Sjeme Luka/otac 65,718 5,386%A 0,014%A 0,032¢8
F test 6,69 69,83 14,91 61,14
p 0,0067 <0,0001 0,0002 <0,0001
Susni stres F test 5,09 34,54 5,01 111,69
X Sjeme p 0,0177 <0,0001 0,0186 <0,0001
FAKTOR VARIJANTA | CATs APXs GRs DHARSs
PVK 7,96°8 0,776 0,002° 0,036%A
s 30 % PVK 25,3624 0,724 0,0032 0,018°B
F test 94,16 0,46 7,18 27,39
p <0,0001 0,5052 0,0153 <0,0001
Luka 20,252 0,474°B 0,002°8 0,0372A
Luka/majka 15,65% 0,629"8 0,002°B 0,019°B
Sjeme Luka/otac 14,09° 1,146%A 0,003*A  0,025"A8
F test 4,26 27,87 9,59 9,32
p 0,0306 <0,0001 0,0015 0,0017
Susni stres X |F test 9,11 20,91 6,18 3,39
Sjeme p 0,0018 <0,0001 0,0091 0,0563

*Vrijednosti oznadene razliitim slovima se razlikuju prema LSD testu (% p=0,05; AB¢

p=0,01).
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Susni stres kod sjemena primiranog s 1000 pM NaHS je vrlo znacajno utjecao na
specificnu aktivnost CAT i DHAR (p<0,0001) te znacajno na specifi¢nu aktivnost GR
(p=0,0153) u klijancima. Varijanta sjemena primiranog s 1000 uM NaHS je znacajno
utjecala na specificnu aktivnost sva Cetiri ispitivana enzima, dok je interakcija susni stres
X sjeme vrlo znacajno utjecala na specifi¢nu aktivnost CAT (p=0,0018), APX (p<0,0001)
i GR (p=0,0091).

Utvrdena je znacajno veca specifi¢na aktivnost CAT i1 GR pri 30 % PVK (CATs 25,36;
GRs 0,003 pM mint mg? prot.), dok je specifi¢na aktivhost DHAR bila veéa kod
klijanaca uzgojenih pri PVK (0,036 uM min™ mg™ prot.).

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno vec¢a ukupna aktivnost APX i GR kod Lukine
oc¢inske linije u odnosu na majcinsku liniju i hibrid. Najvecu specifi¢nu aktivnost CAT i
DHAR imali su klijanci hibrida Luka (CATSs 20,25; DHARs 0,037 uM min™* mg™ prot.).

U uvjetima PVK za klijance hibrida Luka je F testom utvrden vrlo znadajan utjecaj
osmoprimiranja na ukupnu aktivnost katalaze (CATu) (p<0,0001) i askorbat-peroksidaze
(APXu) (p=0,0003) te znacajan utjecaj na ukupnu aktivnost glutation-reduktaze (GRu)
(p=0,0103), dok osmoprimiranje nije znacajno utjecalo na ukupnu aktivnost
dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu) (Tablica 42). Osmoprimiranje je vrlo znacajno
utjecalo na specifi¢nu aktivnost CAT (p=0,0003) te znacajno na specifi¢nu aktivnost APX
(p=0,0284) i DHAR (p=0,0183).

Tablica 42. Utjecaj varijante primiranja na ukupnu (UM mint gt sv.t.) i specifi¢nu (UM
mint mg™prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATS), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca hibrida Luka uzgajanog pri PVK.

Luka + PVK

CATu APXu GRu DHARu
Bez primiranja | 25,618 1,91°8 0,008"B 0,040
H20 84,14%A 5,17%A 0,055%A 0,041
500 uM NaHS 15,828 1,618 0,008"B 0,038
1000 pM NaHS | 16,208 1,108 0,002°B 0,038
F 23,49 14,56 5,90 1,92
D <0,0001 0,0003 0,0103 0,1801

CATs APXs GRs DHARs
Bez primiranja 8,178 0,646° 0,003 0,0622
H20 12,6134 0,6012 0,006 0,023°
500 uM NaHS 5,66°8 0,5392 0,003 0,047%
1000 uM NaHS | 6,14%8 0,311° 0,001 0,044%
F test 14,24 4,29 3,32 1,90
p 0,0003 0,0284 0,0570 0,0183

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C
0=0,01).
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LSD testom je utvrdena vrlo znacajno najveca ukupna aktivnost CAT, APX i GR u
klijancima dobivenim iz sjemena koje je bilo prethodno primirano u vodi. Istovremeno je
utvrdena najvecéa specifiéna aktivnost CAT (12,61 uM min™t mg prot.) kod iste varijante
primiranja sjemena.

Kod hibrida Luka pri 30 % PVK, F testom je utvrden vrlo znaCajan utjecaj
osmoprimiranja na ukupnu aktivnost askorbat-peroksidaze (APXu) (p<0,0001) i
dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu) (p=0,0017), dok osmoprimiranje nije znacajno
utjecalo na ukupnu aktivnost katalaze (CATu) i glutation-reduktaze (GRu) (Tablica 43.).

LSD testom je utvrdena vrlo znadajno najveéa ukupna aktivnost APX (4,18 uM min‘
mgtsv.t..) uklijancima sjemena koje je bilo prethodno primirano u vodi. Istovremeno je
utvrdena najveca ukupna aktivnost DHAR u varijanti bez primiranja (0,067 uM min?
mg?sv.t.) dok je najmanja aktivnost bila kod primiranja s 1000 pM NaHS (0,056 pM
min?t mgtsv.t).

Tablica 43. Utjecaj varijante primiranja na ukupnu (UM min™ g? sv.t.) i specifi¢nu (UM
mint mg? prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze
(APXu; APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu;
DHARS) u nadzemnom dijelu klijanaca hibrida Luka uzgajanog pri 30 % PVK.

Luka + 30 % PVK

CATu APXu GRu DHARu
Bez primiranja 174,06 2,438 0,015 0,067%4
H.O 132,35 4,184 0,015 0,06548
500 uM NaHS 157,61 2,808 0,013 0,059°8¢C
1000 pM NaHS | 132,35 2,538 0,011 0,056°¢
F test 1,80 22,12 0,73 9,5
p 0,2013  <0,0001  0,5562 0,0017

CATs APXs GRs DHARs
Bez primiranja 39,572 0,451PB 0,003 0,018
H20 25,27° 0,736%A 0,003 0,026
500 uM NaHS 35,40° 0,660 0,003 0,018
1000 pM NaHS | 34,367 0,638 0,003 0,030
F 5,14 11,94 0,18 2,43
p 0,0163 0,0006 0,9074 0,1162

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C
p=0,01).

Takoder je LSD testom utvrdena znacajno najmanja specificna aktivnost CAT u varijanti
primiranja vodom (25,27 uM min* mg? prot.). Pri primiranju sjemena u otopinama koje
su sadrzavale 500 odnosno 1000 uM NaHS, utvrdene su vece aktivnosti CAT u
klijancima, medutim te se dvije vrijednosti nisu statisticki znacajno razlikovale kao $to se
nisu znac¢ajno razlikovale ni od varijante bez primiranja u kojoj je zabiljezena i najveca
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specifi¢na aktivnost ovog enzima (39,57 UM min mg? prot.). Vrlo znagajno najmanja
specifi¢na aktivnost APX zabiljeZena je u varijanti bez primiranja (0,451 pM min*t mg*
prot.) dok se varijante primiranja vodom i otopinama NaHS nisu statisticki razlikovale.

F testom je kod Lukine maj¢inske linije uzgajane pri PVK utvrden vrlo znacajan utjecaj
osmoprimiranja na ukupnu aktivnost CAT (p=0,0086), APX (p=0,0019) i DHAR
(p=0,0008) te znacajan utjecaj na ukupnu aktivnost GR (p=0,0135) u klijancima (Tablica
44).

Tablica 44. Utjecaj varijante primiranja na ukupnu (UM min™g? sv.t.) i specifi¢nu (UM
min"t mg* prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATS), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca majcinske linije hibrida Luka, uzgajane pri PVK.

Luka / majka + PVK

CATu APXu GRu DHARuU
Bez primiranja 21,298 232808 0,005P 0,035%4
H20 37,8848 4 0912AB 0,007° 0,036%4
500 uM NaHS 24,61°B 2 48508 0,008%  0,032°B
1000 pM NaHS 47,90%A 5,256%A 0,0112 0,03208
F test 6,23 9,31 5,44 11,24
p 0,0086 0,0019 0,0135 0,0008

CATs APXs GRs DHARs
Bez primiranja 7,65 0,8514 0,002 0,0483A
H20 10,00 1,261 0,002 0,04130A8
500 uM NaHS 7,96 0,829 0,003 0,029¢BC
1000 pM NaHS 9,56 1,007 0,002 0,024¢¢
F test 2,25 1,22 2,06 8,09
p 0,1348 0,3460 0,1593 0,0032

*Vrijednosti oznaGene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (*¢ p=0,05; ABC
p=0,01).

LSD testom je utvrdena znacajno najvecéa ukupna aktivnost CAT (47,90 uM min?t mg*
sv.t.), APX (5,256 uM min"t mg?tsv.t.) i GR (0,011 uM mint mg?sv.t.) kod primiranja
sjemena s 1000 uM NaHS. Istovremeno je najveca ukupna aktivnost DHAR bila u
klijancima iz sjemena primiranog u vodi (0,036 uM min? mg? sv.t) a zatim kod
neprimiranog sjemena (0,035 pM min™ mg?sv.t.). Te dvije vrijednosti se nisu znacajno
razlikovale. Najveca specificna aktivnost DHAR zabiljezena je u tretmanu bez primiranja
(0,048 uM mint mg? prot.), zatim su utvrdene nize aktivnosti u klijancima sjemena
primiranog s vodom i 500 uM NaHS dok je najniza vrijednost specifi¢ne aktivnosti
zabiljezena kod osmoprimiranja s 1000 uM NaHS (0,024 uM min™* mg? prot.).

Kod 30 % PVK i Lukine majcinske linije, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj
osmoprimiranja na ukupnu aktivnost dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu) (p<0,0001) te
znaajan utjecaj na ukupnu aktivnost glutation-reduktaze (GRu) (p=0,0146), dok
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osmoprimiranje nije znac¢ajno utjecalo na ukupnu aktivnost katalaze (CATu) i askorbat-
peroksidaze (APXu) (Tablica 45.).

Tablica 45. Utjecaj varijante primiranja na ukupnu (UM min™ g? sv.t.) i specifié¢nu (UM
min"t mg prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATS), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca majc¢inske linije hibrida Luka, uzgajane pri 30 % PVK.

Luka / majka + 30 % PVK

CATu APXu GRu DHARu
Bez primiranja 174,27 1,630 0,012° 0,052%A
H20 157,45 2,059 0,021% 0,050%A8
500 uM NaHS 152,02 3,695 0,019% 0,045
1000 uM NaHS 179,24 1,861 0,013° 0,038¢C
F test 0,82 2,52 5,32 18,03
p 0,0507 0,1073 0,0146 <0,0001

CATs APXs GRs DHARs
Bez primiranja 37,4134 0,395 0,003P 0,023%
H20 28,438 0,556 0,006% 0,022%
500 uM NaHS 19,97¢¢ 0,608 0,003° 0,015°
1000 pM NaHS | 21,74%EC 0,251 0,002° 0,014°
F test 20,93 2,19 4,11 4,90
P <0,0001 0,1426 0,0320 0,0190

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C

p=0,01).

LSD testom je utvrdena zna¢ajno najveéa ukupna aktivnost GR u klijancima sjemena koje
je bilo prethodno primirano u vodi (0,021 uM min*t mg™sv.t.) dok je najmanja aktivnost
bila u varijanti bez primiranja (0,021 puM min? mg? sv.t.). Istovremeno je utvrdena
najveca ukupna aktivnost DHAR kod sjemena bez primiranja (0,052 uM mint mg2sv.t.),
a zatim slijede nize aktivnosti kod sjemena primiranog s vodom i 500 uM NaHS dok je
najniza vrijednost ukupne aktivnosti zabiljeZena kod osmoprimiranja s 1000 uM NaHS
(0,038 uM mint mgtsv.t.).

Takoder je LSD testom utvrdena znacajno najveca specificna aktivnost CAT u klijancima
iz sjemena koje nije bilo prethodno primirano (37,41 pM min™ mg™ prot.) dok je najmanja
aktivnost zabiljezena u varijanti primiranja s 500 uM NaHS (19,97 uM mint mg™ prot.).
Najveca specifi¢na aktivnost GR je bila u klijancima sjemena primiranog s vodom (0,006
UM min™ mg? prot.). Pri primiranju sjemena u varijantama s 500 uM NaHS odnosno bez
primiranja utvrdene su znacajno nize specifiéne aktivnosti GR, a te dvije vrijednosti se
nisu statisticki medusobno zna¢ajno razlikovale. Najmanja aktivnost zabiljeZena je u
tretmanu sjemena s 1000 uM NaHS (0,002 pM mint mg? prot.).
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Prema F testu, u uvjetima PVK kod Lukine ocinske linije nije utvrden znacajan utjecaj
osmoprimiranja na ukupnu kao i na specifi¢nu aktivnost niti jednog ispitivanog enzima u
klijancima (Tablica 46.).

Tablica 46. Utjecaj varijante primiranja na ukupnu (UM min™ g? sv.t.) i specifi¢nu (UM
min"t mg prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATS), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca o¢inske linije hibrida Luka, uzgajane pri PVK.

Luka / otac + PVK

CATu APXu GRu DHARu
Bez primiranja 44,95 4,538 0,008 0,029
H20 42,13 3,366 0,008 0,037
500 uM NaHS 46,45 3,859 0,005 0,118
1000 pM NaHS 41,67 5,279 0,015 0,044
F test 0,09 2,49 2,58 1,64
p 0,9625 0,1099 0,1018 0,2317

CATs APXs GRs DHARs
Bez primiranja 8,56 0,853 0,002 0,028
H20 8,30 0,927 0,002 0,043
500 uM NaHS 10,36 1,047 0,002 0,105
1000 pM NaHS 8,19 1,010 0,003 0,041
F test 0,8 0,43 0,95 2,83
p 0,5172 0,7380 0,4452 0,0835

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2 p=0,05; A8C
0=0,01).

Kod klijanaca Lukine o¢inske linije uzgajanih pri 30 % PVK, utvrden je znacajan utjecaj
osmoprimiranja na ukupnu i specifi¢nu aktivnost glutation-reduktaze (GRu p=0,0239;
GRs p=0,0427) te specifi¢nu aktivnost DHAR (p=0,0242) (Tablica 47.).

LSD testom je utvrdena znacajno veca ukupna aktivnost GR pri obje varijante
osmoprimiranja sjemena donorima sumporovodika te je najveca aktivnost zabiljezena u
varijanti 1000 pM NaHS (0,014 uM mintg? sv.t.), a zatim u varijanti 500 pM NaHS
(0,008 uM mintg? sv.t.). Znacajno najveca specifi¢na aktivnost GR takoder je utvrdena
u varijanti 1000 uM NaHS (0,003 uM min? mg? prot.), medutim nije se znacajno
razlikovala od varijanti 500 uM NaHS i H20. Specifi¢na aktivnost DHAR bila je najveca
u varijanti primiranja vodom te se nije znacajno razlikovala od varijante bez primiranja i
500 uM NaHS. Najmanja specifi¢na aktivnost DHAR zabiljeZena je u klijancima iz
sjemena primiranog s 1000 uM NaHS (0,101 uM mint mg? prot.), ali se takoder nije
znacajno razlikovala od specifi¢ne aktivnosti utvrdene u varijanti 500 uM NaHS (0,128
UM min?t mg? prot.).

77



Tablica 47. Utjecaj varijante primiranja na ukupnu (UM min™ g? sv.t.) i specifié¢nu (UM
min"t mg prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca o¢inske linije hibrida Luka, uzgajane pri 30 % PVK.

Luka / otac + 30 % PVK

CATu APXu GRu DHARuU
Bez primiranja 70,12 3,876 0,005° 0,020
H20 63,57 2,328 0,006° 0,024
500 UM NaHS 77,68 5,596 0,0082 0,022
1000 uM NaHS 89,75 5,492 0,0142 0,020
F test 2,55 2,66 4,54 3,35
p 0,1044 0,0957 0,0239 0,0558

CATs APXs GRs DHARs
Bez primiranja 19,17 0,824 0,001° 0,135%
H20 16,15 0,763 0,0022 0,1528
500 pM NaHS 18,14 1,372 0,002 0,128%
1000 uM NaHS 19,99 1,282 0,003? 0,101°
F test 1,27 2,63 3,66 4,53
p 0,3281 0,0984 0,0427 0,0242

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2 p=0,05; A8C
0=0,01).

Kod hibrida Luka u varijanti bez primiranja sjemena, F testom je utvrden vrlo znacajan
utjecaj susnog stresa na ukupnu aktivnost CAT i DHAR (p<0,0001) te ukupnu aktivnost
APX (p=0,0340) (Tablica 48.).

LSD testom je utvrdena znacajno veca ukupna aktivnost za sva tri navedena enzima u
klijancima koji su uzgajani u uvjetima susnog stresa, pri 30 % PVK (CATu 174,06; APXu
2,43; DHARuU 0,067 pM mint mgtsv.t).

Susni stres je takoder vrlo znac¢ajno utjecao na specifi¢nu aktivnost CAT 1 APX te je LSD
testom utvrdena statistiCki vrlo znacajno veca specifi¢na aktivnost CAT u varijanti 30 %
PVK (39,57 uM min*? mg? prot.), dok je visa specifi¢na aktivnost APX utvrdena u
varijanti bez susnog stresa (0,65 uM min* mg™ prot.), gdje su klijanci uzgajani pri PVK.
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Tablica 48. Utjecaj varijante naklijavanja na ukupnu (uM mint gt sv.t.) i specifi¢nu (UM
min"t mg prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca hibrida Luka, uzgojenih iz neprimiranog sjemena.

Luka + Bez primiranja

CATu APXu GRu DHARuU
PVK 25,6108 1,91° 0,008 0,039°8
30 % PVK 174,06*4 2,432 0,015 0,0673A
F test 449,62 7,47 571 86,1
P <0,0001 0,0340 0,0541 <0,0001

CATs APXs GRs DHARs
PVK 8,178 0,654 0,003 0,062
30 % PVK 39,5734 0,458 0,003 0,018
F test 247,68 18,91 0,04 3,68
p <0,0001 0,0048 0,8542 0,1034

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3 p=0,05; AB¢
p=0,01).

Kod maj¢inske linije hibrida Luka, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj suSnog stresa
na ukupnu aktivnost CAT i DHAR (p<0,0001) te je po LSD testu, vrlo znacajno vecéa
ukupna aktivnost oba navedena enzima utvrdena u varijanti 30 % PVK (Tablica 49.), u
odnosu na klijance razvijene pri PVK.

Tablica 49. Utjecaj varijante naklijavanja na ukupnu (uM mint gt sv.t.) i specifiénu (UM
mint mg™prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATS), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs5), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca majcinske linije hibrida Luka, uzgojenih iz neprimiranog
sjemena.

Luka / majka + Bez primiranja

CATu APXu GRu DHARu
PVK 21,29%8 2,328 0,005 0,035P8
30 % PVK 1742734 1,630 0,012 0,052%A
F 1263,67 2,02 2,03 122,12
p <0,0001 0,2050 0,1872 <0,0001

CATs APXs GRs DHARs
PVK 7,658 0,8512 0,002 0,048
30 % PVK 37,413A 0,400° 0,003 0,023
F test 195,54 8,12 2,16 1,69
D <0,0001 0,0292 0,1710 0,2383

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°¢ p=0,05; AB¢
p=0,01).
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Takoder, susni stres je vrlo znacajno utjecao na specificnu aktivnost CAT (p<0,0001) te
znacajno na specifi¢nu aktivnost APX (p=0,0292). U varijanti 30 % PVK utvrdena je vrlo
znadajno veéa specifiéna aktivnost CAT (37,41 pM min™ mg? prot.) te znacajno niza
specifi¢na aktivnost APX (0,400 uM min™® mg™ prot.).

Kod ocinske linije hibrida Luka u varijanti bez primiranja, susni stres je vrlo znacajno
utjecao na ukupnu i specifi¢nu aktivnost DHAR (DHARu p=0,0029; DHARs p=0,0003)
te specificnu aktivnost CAT (p=0,0016) te znacajno na ukupnu aktivnost CAT (p=0,0342)
(Tablica 50.) u klijancima.

Pri 30 % PVK zabiljeZzena je znacajno visa ukupna i vrlo znacajno visa specifi¢na
aktivnost CAT (CATu 70,12 pM min™ mg?sv.t.; CATs 19,17 uM mint mg? prot.) te
vrlo znagajno niza ukupna i specifiéna aktivnost DHAR (DHARu 0,020 uM min* mg*
sv.t.); DHARs 0,001 pM min't mg? prot.), u odnosu na uvjete PVK.

Tablica 50. Utjecaj varijante naklijavanja na ukupnu (UM min" g sv.t.) i specifi¢nu (UM
min"t mg prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca o¢inske linije hibrida Luka, uzgojenih iz neprimiranog
sjemena.

Luka / otac + Bez primiranja

CATu APXu GRu DHARu
PVK 44,95P 4,538 0,008 0,029%A
30 % PVK 70,122 3,876 0,005 0,020°8
F test 7,45 0,13 5,12 23,51
p 0,0342 0,7347 0,0642 0,0029

CATs APXs GRs DHARs
PVK 8,568 0,853 0,002 0,028%4
30 % PVK 19,1734 0,824 0,001 0,001°8
F test 29,31 0,01 2,21 59,29
p 0,0016 0,9312 0,1874 0,0003

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (3°¢ p=0,05; ABC
0=0,01).

F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj susnog stresa u klijancima iz sjemena hibrida
Luka primiranog s vodom, na ukupnu aktivnost CAT (p=0,0095) i DHAR (p<0,0001) te
specifi¢nu aktivnost CAT (p=0,0005) (Tablica 51.).

LSD testom je utvrdena znacajno veéa ukupna aktivnost CAT (132,35 uM min™t mg?
sv.t.) i DHAR (0,065 pM mint mgtsv.t.) te specifiéna aktivnost CAT (25,27 UM min™?
mg* prot.), kod klijanaca uzgajanih u uvjetima 30 % PVK.
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Tablica 51. Utjecaj varijante naklijavanja na ukupnu (uM mint gt sv.t.) i specifi¢nu (UM
min"t mg prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)

u nadzemnom dijelu klijanaca hibrida Luka, uzgojenih iz sjemena primiranog u vodi.

Luka + H20

CATu APXu GRu DHARuU
PVK 84,1458 5,167 0,055 0,041°B
30 % PVK 132,35%A 4,178 0,015 0,065%A
F test 14,05 1,05 3,79 177,56
p 0,0095 0,3441 0,0996 <0,0001

CATs APXs GRs DHARS
PVK 12,6108 0,601 0,006 0,023
30 % PVK 25,272A 0,736 0,003 0,026
F test 47,68 1,14 2,19 0,49
P 0,0005 0,3269 0,1891 0,5109

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (¢ p=0,05; AB¢
p=0,01).

Kod maj¢inske linije hibrida Luka u varijanti primiranja sjemena s vodom, F testom je
utvrden vrlo znacajan utjecaj susnog stresa na ukupnu aktivnost sva Cetiri ispitivana
enzima (CATu i DHARu p<0,0001; APXu p=0,0083; GRu p=0,0053) te na specifi¢nu
aktivnost CAT (p<0,0001) i DHAR (p=0,0027) (Tablica 52.).

Tablica 52. Utjecaj varijante naklijavanja na ukupnu (uM mint g sv.t.) i specifiénu (UM
mint mg™prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATS), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca majcinske linije hibrida Luka uzgojenih iz sjemena
primiranog u vodi.

Luka / majka + H20

CATu APXu GRu DHARu
PVK 37,888 4,091%A 0,007°B 0,036°8
30 % PVK 157,46%” 20598 0,0213A 0,0513A
F test 400,87 14,91 18,17 83,15
D <0,0001 0,0083 0,0053 <0,0001

CATs APXs GRs DHARs
PVK 10,00°8 1,261 0,002 0,0413A
30 % PVK 28,43*A 0,556 0,006 0,02208
F test 550,25 4,79 5,88 23,90
p <0,0001 0,0711 0,0515 0,0027

*Vrijednosti oznadene razliitim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,0

p=0,01).

5 ABC
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LSD testom je utvrdena vrlo znacajno veca ukupna aktivnost CAT, GR i DHAR u
klijancima uzgajanim u uvjetima 30 % PVK, dok je ukupna aktivnost APX bila vrlo
znadajno vecéa u uvjetima PVK (4,091 uM min? mg? sv.t). U varijanti 30 % PVK
specifi¢na aktivnost CAT je bila vrlo znacajno veca (28,43 pM min™t mg™ prot.), dok je
specificna aktivnost DHAR bila vrlo znacajno manja u usporedbi s PVK (0,041 uM
min"t mg? prot.).

Kod ocinske linije hibrida Luka u varijanti osmoprimiranja sjemena H>O, F testom je
utvrden vrlo znacajan utjecaj suSnog stresa na ukupnu i specificnu aktivnost DHAR
(DHARu p=0,0002; DHARs p=0,0001) te su vece aktivnosti ovog enzima zabiljezene
kod klijanaca u varijanti PVK (DHARu 0,037 pM min* mg?sv.t.; DHARs 0,043 uM
min"t mg? prot.) (Tablica 53.).

Susni stres je znacajno utjecao na specifi¢nu aktivnost CAT (p=0,0152) te je znacajno
veca aktivnost zabiljezena u varijanti 30 % PVK (16,15 uM min™ mg™ prot.).

Tablica 53. Utjecaj varijante naklijavanja na ukupnu (UM mint g2 sv.t.) i specifi¢nu (UM
mint mg™prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATS), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca ocinske linije hibrida Luka uzgojenih iz sjemena
primiranog u vodi.

Luka / otac + H20

CATu APXu GRu DHARuU
PVK 42,13 3,366 0,008 0,037%A
30 % PVK 63,57 2,328 0,006 0,024°B
F test 2,73 3,02 1,08 65,55
p 0,1497 0,1332 0,3386 0,0002

CATs APXs GRs DHARs
PVK 8,30° 0,927 0,002 0,043%A
30 % PVK 16,152 0,763 0,002 0,015°8
F test 11,29 1,79 0,005 76,08
p 0,0152 0,2294 0,8315 0,0001

*Vrijednosti oznaGene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (¢ p=0,05; ABC
p=0,01).

U klijancima hibrida Luka, ¢ije je sjeme prethodno primirano s 500 uM NaHS, utvrden
je vrlo znacajan utjecaj susnog stresa na ukupnu aktivnost sva Cetiri ispitivana enzima
(CATu i DHARu p<0,0001; APXu p=0,0027; GRu p=0,0059) te na specifi¢nu aktivnost
CAT i DHAR (CATSs p<0,0001; DHARs p=0,0027) (Tablica 54.).

LSD testom je utvrdena vrlo znac¢ajno najveca ukupna aktivnost svih ispitivanih enzima
u varijanti 30 % PVK (CATu 157,61; APXu 2,979; GRu 0,013; DHARu 0,059 pM
min" mgsv.t.). Specifiéna aktivnost CAT je bila vrlo zna¢ajno najveéa u varijanti 30 %
PVK (35,40 uM min't mg prot.), za razliku od specifiéne aktivnosti DHAR, koja je bila
vrlo znagajno najveéa u varijanti PVK (0,047 uM min* mg™ prot.).

82



Tablica 54. Utjecaj varijante naklijavanja na ukupnu (uM mint gt sv.t.) i specifi¢nu (UM
min"t mg prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu Kklijanaca hibrida Luka, uzgojenih iz sjemena primiranog s 500 uM
NaHS.

Luka + 500 uM NaHS
CATu APXu GRu DHARu
PVK 15,828 1,608°B 0,008°E 0,038%8
30 % PVK 157,61%A  2,979%A 0,013*4 0,059%4
F 139,74 23,89 17,31 178,25
p <0,0001 0,0027 0,0059 <0,0001
Luka + 500 uM NaHS
CATs APXs GRs DHARs
PVK 5,668 0,539 0,003 0,0473A
30 % PVK 35,40%A 0,660 0,003 0,018%8
F test 270,16 2,17 0,23 24,14
p <0,0001 0,1907 0,6462 0,0027

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (% p=0,05; AB¢
p=0,01).

Tablica 55. Utjecaj varijante naklijavanja na ukupnu (UM mint g2 sv.t.) i specifi¢nu (UM
mint mg™prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATS), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca maj¢inske linije hibrida Luka, uzgojenih iz sjemena
primiranog s 500 uM NaHS.

Luka / majka + 500 uM NaHS
CATu APXu GRu DHARu
PVK 24,618 2,485 0,008 0,032°8
30 % PVK 152,0284 3,695 0,019%A 0,045%A
F test 48,99 1,01 51,49 41,68
p 0,0004 0,3529 0,0004 0,0007
Luka / majka + 500 uM NaHS
CATs APXs GRs DHARs
PVK 7,96°B 0,829 0,003 0,029%A
30 % PVK 19,9734 0,608 0,003 0,015"8
F test 72,76 1,43 5,94 29,34
p 0,0001 0,2775 0,0507 0,0016

*Vrijednosti oznadene razliitim slovima se razlikuju prema LSD testu (% p=0,05; AB¢
p=0,01).
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Pri primiranju sjemena majc¢inske linije hibrida Luka s 500 uM NaHS, F testom je utvrden
vrlo znac¢ajan utjecaj susnog stresa na ukupnu aktivnost CAT, GR i DHAR (CATu i GRu
p=0,0004; DHARu p=0,0007) te na specifi¢nu aktivnost CAT i DHAR (CATs p=0,0001;
DHARs p=0,0016) u klijancima (Tablica 55.).

LSD testom je utvrdena vrlo znacajno veca ukupna aktivnost svih ispitivanih enzima u
uvjetima uzgoja klijanaca pri 30 % PVK. Specifi¢na aktivnost CAT je takoder bila vrlo
znacajno veca u varijanti 30 % PVK (19,97 uM min™ mg prot.) za razliku od specifi¢ne
aktivnosti DHAR, koja je bila vrlo znacajno veéa u varijanti PVK (0,029 uM min™® mg*
prot.).

Pri primiranju sjemena o€inske linije hibrida Luka s 500 uM NaHS, F testom je utvrden
znacajan utjecaj suSnog stresa na ukupnu aktivnost CAT (p=0,0321) u klijancima te vrlo
znacajan na specificnu aktivnost CAT (p=0,0052) i DHAR (p=0,0059) (Tablica 56.).

LSD testom je utvrdena znac¢ajno veca ukupna i specifiéna aktivnost CAT u varijanti 30
% PVK (CATu 77,68 pM mint mg?!sv.t.; CATs 18,14 uM min?* mg? prot.), dok je
specifi¢na aktivnost DHAR bila veéa u varijanti PVK (0,105 pM min* mg prot.).

Tablica 56. Utjecaj varijante naklijavanja na ukupnu (UM min"tg? sv.t.) i specifi¢nu (UM
min"t mg prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca ocinske linije hibrida Luka, uzgojenih iz sjemena
primiranog s 500 uM NaHS.

Luka / otac + 500 uM NaHS

CATu APXu GRu DHARu
PVK 46,45" 3,859 0,008 0,118
30 % PVK 77,682 5,596 0,009 0,022
F 7,71 4,96 0,07 2,24
p 0,0321 0,0675 0,7996 0,1854

CATs APXs GRs DHARs
PVK 10,36°8 1,047 0,002 0,105%A
30 % PVK 18,1434 1,372 0,002 0,013
F test 18,37 1,63 0,02 5,36
p 0,0052 0,2484 0,8923 0,0059

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C
0=0,01).

U klijancima hibrida Luka ¢ije je sjeme bilo osmoprimirano s 1000 uM NaHS, susni stres
je vrlo znacajno utjecao na ukupnu aktivnost svih ispitivanih enzima (APXu i DHARu
p<0,0001; CATu p=0,0052; GRu p=0,0012) (Tablica 57.). Takoder, prema F testu, susni
stres je vrlo znacajno utjecao i na specifi¢nu aktivnost CAT (p=0,0008), APX (p<0,0001),
1 GR (p=0,0004) te znacajno na specificnu aktivnost DHAR (p=0,0331).
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LSD testom je utvrdena vrlo znacajno najveca ukupna aktivnost svih ispitivanih enzima
te specifi¢na aktivnost CAT (34,36 UM min™® mg? prot.), APX (0,638 uM min™® mg*
prot.) i GR (0,003 pM mint mg? prot.) u varijanti 30 % PVK dok je znadajno veca
specifi¢na aktivnost DHAR utvrdena u varijanti bez stresa (0,044 uM min™t mg™ prot.).

Tablica 57. Utjecaj varijante naklijavanja na ukupnu (uM mint g™ sv.t.) i specifi¢nu (UM
min"t mg prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca hibrida Luka, uzgojenih iz sjemena primiranog s 1000 uM
NaHS.

Luka + 1000 pM NaHS

CATu APXu GRu DHARuU
PVK 16,19B 1,100°B 0,00208 0,038"8B
30 % PVK 132,9634 2,5328A 0,0113A 0,056%4
F test 18,38 247,74 33,07 119,19
p 0,0052 <0,0001 0,0012 <0,0001

CATs APXs GRs DHARS
PVK 6,148 0,310°8 0,001°B 0,0442
30 % PVK 34,3624 0,63824 0,00324 0,030°
F test 38,91 118,80 51,46 7,59
p 0,0008 <0,0001 0,0004 0,0331

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2 p=0,05; A8C
0=0,01).

Kod maj¢inske linije hibrida Luka u varijanti primiranja s 1000 pM NaHS, susni stres je
vrlo znaéajno utjecao na ukupnu (CAT p=0,0009; APX p=0,0006; DHARu p=0,0092) i
specifi¢nu aktivnost (CAT p=0,0040; APX p=0,0008; DHARu p=0,0021) svih ispitivanih
enzima u klijancima, osim GR (Tablica 58.).

LSD testom je utvrdena vrlo znagajno veéa ukupna aktivnost CAT (179,24 uM min'?
mglsv.t.) i DHAR (0,038 uM min mg?sv.t.) te specifi¢na aktivnost CAT (21,74 uM
min™t mg™ prot.) u varijanti 30 % PVK. Varijanta PVK rezultirala je vrlo zna¢ajno ve¢om
ukupnom aktivno$éu enzima APX (5,257 uM min? mg? sv.t.) te veéom specific(nom
aktivno§éu enzima APX (1,007 uM min™® mg?prot.) i DHAR (0,024 uM mint mg prot.)
u usporedbi s 30 % PVK.
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Tablica 58. Utjecaj varijante naklijavanja na ukupnu (uM mint gt sv.t.) i specifi¢nu (UM
min"t mg prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca majc¢inske linije hibrida Luka, uzgojenih iz sjemena
primiranog s 1000 uM NaHS.

Luka / majka + 1000 uM NaHS

CATu APXu GRu DHARu
PVK 47,948 5,257%A 0,011 0,03208
30 % PVK 179,24%A 1,861°B 0,013 0,038%A
F test 45,33 42,05 0,84 14,3
p 0,0009 0,0006 0,3942 0,0092

CATs APXs GRs DHARSs
PVK 9,568 1,00734 0,002 0,0243A
30 % PVK 21,7424 0,251°8 0,002 0,014%8
F test 20,55 39,09 0,93 26,66
p 0,0040 0,0008 0,3714 0,0021

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C
0=0,01).

Kod ocinske linije hibrida Luka cije je sjeme primirano s 1000 uM NaHS, susni stres je
vrlo znacajno utjecao na ukupnu aktivnost enzima CAT (p=0,0004) i DHAR (p=0,0001)
te specificnu aktivnost enzima CAT (p<0,0001) (Tablica 59.). F testom je utvrden i
znacajan utjecaj susnog stresa na specifi¢nu aktivnost DHAR u klijancima (p=0,0137).

Tablica 59. Utjecaj varijante naklijavanja na ukupnu (UM min"t g sv.t.) i specifi¢nu (UM
min"t mg prot.) aktivnost enzima katalaze (CATu; CATSs), askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs), glutation-reduktaze (GRu; GRs) i dehidroaskorbat-reduktaze (DHARu; DHARS)
u nadzemnom dijelu klijanaca ocinske linije hibrida Luka, uzgojenih iz sjemena
primiranog s 1000 uM NaHS.

Luka / otac + 1000 uM NaHS

CATu APXu GRu DHARuU
PVK 41,67°8 5,279 0,015 0,043%A
30 % PVK 89,75%A 5,492 0,014 0,020°B
F test 54,83 0,17 0,06 77,22
p 0,0004 0,6937 0,8149 0,0001

CATs APXs GRs DHARS
PVK 8,198 1,010 0,003 0,0412
30 % PVK 19,9734 1,282 0,003 0,010°
F test 111,11 1,95 0,47 11,88
P <0,0001 0,2119 0,5181 0,0137

*Vrijednosti oznadene razli¢itim slovima se razlikuju prema LSD testu (2°° p=0,05; A8C

p=0,01).
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LSD testom je utvrdena vrlo znacajno veca ukupna i specifi¢na aktivnost katalaze u
klijancima uzgajanim pri 30 % PVK (CATu 89,75 uM min mgtsv.t.); CATs 19,97 uM
min™ mg™ prot.), dok je u navedenoj varijanti susnog stresa ukupna aktivnost DHAR bila
niza (0,020 uM min? mg? sv.t.), u usporedbi s aktivnosti utvrdenoj u varijanti PVK
(0,043 pM min?t mg? sv.t.). Specifi¢na aktivnost DHAR kod klijanaca uzgajanih u
varijanti PVK je bila znagajno visa (0,041 uM min* mg™ prot.) u usporedbi s aktivnosti
utvrdenom u varijanti 30 % PVK (0,010 uM min’t mg* prot.).
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5. RASPRAVA

Sumporovodik se dugo smatrao fitotoksinom, ali danas je poznato da u niskim
koncentracijama ima ulogu stani¢ne signalne molekule koja je ukljucena u rast, razvoj i
stjecanje otpornosti na stres kod visih biljaka. Corpas i Palma (2020.) navode da primjena
egzogenog sumporovodika izaziva promjene, na biokemijskoj i molekularnoj razini, koje
ublazavaju Stetne uCinke razli¢itih abiotiCkih stresova. Zbog toga se donori
sumporovodika mogu koristiti kao sredstva za tretman agrikulturnih biljaka koje se
uslijed klimatskih promjena Cesto ve¢ u pocetnim fazama rasta i razvoja nalaze u
nepovoljnim ekoloskim uvjetima $§to u konacnici rezultira smanjenjem kvalitete i
kvantitete prinosa.

Testiranje fizioloske kvalitete sjemena vrsi se odredivanjem energije klijanja i standardne
klijavosti, §to su dva osnovna pokazatelja vigora sjemena. Zbog razli¢itih nepovoljnih
uvjeta tijekom rasta i razvoja biljke Cesto daju sjeme slabe vijabilnosti. Staro sjeme ili
skladistenje sjemena u nepovoljnim uvjetima takoder moze biti jedan od razloga pada
vigora (Andri¢ i sur., 2004.). Zbog toga u praksi postoje tehnike koje imaju za cilj
povecati vijabilnost sjemena kroz povoljni utjecaj pojedinih kemijskih spojeva na
intenziviranje fizioloskih i metabolickih procesa u sjemenu. Jedna od takvih tehnika je 1
osmoprimiranje, kojom se sjeme djelomi¢no ili u potpunosti hidrira s vodom ili niskim
koncentracijama razli¢itih osmotski aktivnih soli te se suSi prije sjetve (McDonald,
2000.). Takoder, sjeme se na isti nain moze primirati i S drugim fizioloski aktivnim
spojevima poput hormona, jednostavnih Secera, aminokiselina ali i molekulama ili
donorima molekula koje su izravno ukljuene u prijenos stani¢nog signala poput
sumporovodika i vodikovog peroksida. Takve, membranski permeabilne i fizioloski
aktivne molekule mogu pozitivno utjecati na primarne metabolicke puteve oslobadanja
energije, promet 1 iskoriStenje elemenata mineralne ishrane, hormonalnu regulaciju
aktiviranje antioksidativnih mehanizama itd. (Sharma i sur., 2022.).

Vassilevska-Ivanova i sur. (2014.), navode da odgovor suncokreta na susu uvelike ovisi
o genotipu a razlike u toleranciji nastaju zbog razliCite sposobnosti genotipova da se
prilagode 1 induciraju razliite obrambene mehanizme u uvjetima nedostatka vode.
Akumulacija suhe mase, visina biljke i duljina korijena klijanaca, vrlo su pouzdani
parametri koji omogucuju selekciju hibrida suncokreta s obzirom na svojstvo otpornosti
na nedostatak vode (Ahmad i sur., 2009.).

U naSim istrazivanjima ispitivan je utjecaj osmotskog stresa na vigor sjemena suncokreta
hibrida Luka i Apolon, koje je prethodno tretirano donorom sumporovodika. Luka je
srednje rani hibrid s ¢vrstom stabljikom tolerantan na dominantne patogene. U povoljnim
agroekoloskim uvjetima genetski potencijal prinosa ovog hibrida je do 5,5 t ha sa
sadrzajem ulja preko 52 %. Apolon je rani hibrid s niskom i ¢vrstom stabljikom,
tolerantan na dominantne patogene s genetskim potencijalom prinosa do 5 t ha? i
sadrzajem ulja preko 50 % (Krizmani¢ i sur., 2014.).

Kod hibrida Luka, za sve varijante osmotskog stresa, sumporovodik je rezultirao
povecanjem energije klijanja, proporcionalno S povec¢anjem koncentracije NaHS (Tablica
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1.). Najniza energija klijanja utvrdena je u varijanti gdje je sjeme primirano vodom.
Naime, tijekom primiranja moze do¢i do oste¢enja sjemenjace zbog razlike osmotskog
potencijala otopine i sjemena $to rezultira pojacanim ispiranjem elemenata ukljucenih u
osmoregulaciju ali i aminokiselina i $ecera koji takoder imaju znac¢ajnu ulogu u inicijalnoj
fazi klijanja (Woodstock, 1988.; Ashraf i sur., 1998.). Osim osmoregulacije, elementi
poput kalija, magnezija i kalcija su vrlo vazni aktivatori enzimskih procesa koji prethode
klijanju te njihovo ispiranje iz endosperma tijekom faze imbibicije u kona¢nici moze
rezultirati smanjenjem vigora sjemena. Kod hibrida Apolon izostao je ovakav efekat
sumporovodika te je za sve varijante osmotskog stresa, najniza energija klijanja utvrdena
u varjjanti 100 pM NaHS, medutim nije se znaCajno razlikovala od varijanti bez
primiranja, primiranja vodom te 500 uM NaHS (Tablica 7.). Kod oba ispitivana hibrida,
za sve varijante osmoprimiranja, znacajno najniza energija klijanja utvrdena je pri
varijanti 10 % PEG (Tablica 1. i 7.). Igbal i Ashraf (2006.), su u svojim istrazivanjima
utvrdili da tretman sjemena suncokreta s PEG, znacajno smanjuje postotak klijavosti,
svjezu 1 suhu masu te povecava prosjecno vrijeme klijanja za ¢ak 50 %, kod obje testirane
sorte. Primijenjene varijante osmotskog stresa od -1,2 i -0,6 MPa u njihovim
istrazivanjima, rezultirale su 67 i 21 % smanjenjem svjeze mase klijanaca u usporedbi s
kontrolom.

U naSim istraZivanjima, standardna klijavost hibrida Luka je imala sli¢an trend kao 1
energija klijanja a tretmani sumporovodikom, takoder su rezultirali smanjenjem broja
mrtvih sjemenki, naroéito pri koncentracijama od 500 i 1000 uM NaHS. Nasuprot
navedenom, kod hibrida Apolon nije utvrden znacajan utjecaj ispitivanih tretmana na
standardnu klijavost, broj nenormalnih klijanaca i broj mrtvih sjemenki.

Ukoliko usporedujemo utjecaj osmotskog stresa na energiju klijanja po varijantama
primiranja (Tablica 3.), vidljivo je da se pri prve dvije razine osmotskog stresa, energija
klijanja sjemena osmoprimiranog u otopinama od 500, 1000 i 1500 pM NaHS nije
znacajno razlikovala od energije klijanja sjemena primiranog u vodi. Ovakav rezultat
upucuje na pozitivno djelovanje sumporovodika pri niZim razinama osmotskog stresa,
posto je pri najviSoj razini osmotskog stresa, u varijanti 10 % PEG, doslo do znacajnog
pada energije klijanja u svim varijantama primiranja. Kod oba hibrida, primijenjene
koncentracije PEG nisu znacajno utjecale na standardnu klijavost suncokreta (Tablice 3.
1 9.). Posto se kod suncokreta energija klijanja utvrduje ve¢ 4. dan a standardna klijavost
10. dan, veliki je vremenski odmak izmedu ta dva pokazatelja te se nakon 10 dana klijanci
ujednace i dostizu punu klijavost, bez obzira na stres u pocetnom porastu (ISTA rules,
2015.). Prema tome, dobiveni rezultati energije klijanja i standardne klijavosti, potvrduju

I najistaknutiji efekt sumporovodika.

Pozitivni efekt sumporovodika kod hibrida Luka, pri tretmanu s 5 % PEG, ocituje se kroz
povecanje energije klijanja te smanjenje broja mrtvog sjemena §to se reflektiralo i na vecu
standardnu Klijavost (Tablica 5.). Najmanje neproklijalog sjemena pri navedenoj razini
osmotskog stresa bilo je u varijantama tretmana gdje su sjemenke osmoprimirane u 100
odnosno 500 pM otopinama NaHS. Primjena 10 % PEG kod hibrida Luka, o¢ito izaziva
toliko visoku razinu osmotskog stresa da pozitivni efekt sumporovodika na bilo Kkoji
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pokazatelj klijavosti, u potpunosti izostaje. Medutim, kod hibrida Apolon, pri 10 % PEG,
vece koncentracije sumporovodika su pozitivno djelovale na energiju klijanja te je
najveca vrijednost (78 %), utvrdena u varijanti 500 uM NaHS (Tablica 11.).

Znacajni negativni utjecaj suSnog stresa na porast klijanaca suncokreta potvrdili su i Fulda
1 sur. (2011). Autori izvjeS¢uju da je kod klijanaca suncokreta uzgajanih do pojave prvih
pravih listova na MS mediju u prisustvu PEG (-0,6 MPa), utvrdeno znacajno smanjenje
duzine hipokotila te niza svjeza masa izdanaka i korijena.

U prosjeku za sve varijante primiranja, kod oba hibrida vidljiv je pad mase klijanaca
porastom razine osmotskog stresa. Razlike u svjezoj masi klijanaca kod oba hibrida,
izmedu varijanti primiranja sjemena bile su znacajne (p<0,05) na svim razinama stresa,
osim za najvecu razinu stresa (klijanje pri 10 % PEG) kod hibrida Luka (Tablica 5.1 11.).
Takoder, kod hibrida Luka, u varijantama niZe razine osmotskog stresa (2,5 % 1 5 %
PEG), najveéa masa klijanaca dobivena je kod sjemena tretiranog s 500 uM NaHS.

Dooley i sur. (2013.) tvrde da se efikasnost primjene donora sumporovodika krece u vrlo
uskim koncentracijama, koje su specificne po pojedinim taksonomskim grupama te se
pozitivno djelovanje kod biljaka svodi na dva odvojena pokazatelja rasta: prvi je vrijeme
potrebno za klijanje sjemena i drugi je masa tkiva korijena, stabljike i lis¢a. U njihovom
istrazivanju, pozitivni uéinci H2S na brzinu klijanja i veli¢inu klijanaca uoceni su u
sjemenkama graha, kukuruza, pSenice i graska.

Li i sur. (2013.) su utvrdili da predtretman sjemena kukuruza s NaHS, znacajno
poboljsava postotak klijavosti sjemena 1 postotak prezivljavanja klijanaca kukuruza u
uvjetima toplinskog stresa. Osim toga, smanjuje ispiranje elektrolita iz korijena, poveéava
vitalnost klijanaca i smanjuje nakupljanje malondialdehida u koleoptilima klijanaca
kukuruza. Osim toga, predsjetveni tretman donorima sumporovodika, poput NaHS
pozitivno je djelovao na aktivnost Al-pirolin-5-karboksilat sintetaze i smanjio aktivnost
prolin-dehidrogenaze, $§to je zauzvrat induciralo nakupljanje endogenog prolina u
klijancima kukuruza.

Zhang i sur. (2009.) su u svojim istrazivanjima ispitivali u¢inak NaHS na klijanje i
antioksidativni status u pSenici (Triticum aestivum L.) ¢ije je sjeme bilo izlozeno
osmotskom stresu. Autori dokazuju da povec¢anjem 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 0 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 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 zna¢ajno smanjena Sto upucuje
na viSestruku, slozenu zastitnu ulogu ovog spoja u uvjetima osmotskog stresa.

90



U naSim istrazivanjima kod oba ispitivana hibrida, za sve varijante stresa, tretmani
primiranja donorom sumporovodika nisu znacajno utjecali na biokemijske pokazatelje
osmotskog stresa, lipidnu peroksidaciju, akumulaciju vodikovog peroksida te
akumulaciju slobodnog prolina (Tablice 2. i 8.). Medutim, za sve varijante primiranja i
kod hibrida Luka i kod hibrida Apolon doslo je do znacajnog povecanja lipidne
peroksidacije te sadrzaja vodikovog peroksida i prolina, proporcionalno s povecanjem
razine osmotskog stresa izazvanog primjenom PEG.

Kod hibrida Apolon, primiranje NaHS-om nije znacajno utjecalo na akumulaciju
vodikovog peroksida ni na jednoj razini stresa (Tablica 12.) a najmanji sadrzaj vodikovog
peroksida pri svim varijantama primiranja, utvrden je kod klijanaca naklijavanih u
prisustvu vode (Tablica 10.). U klijancima hibrida Luka, uzgojenih iz sjemena primiranog
s 100 uM NaHS, sadrzaj vodikovog peroksida se zna€ajno povecao samo pri najvecoj
razini osmotskog stresa (Tablica 4.). Takoder, u varijanti bez stresa, gdje su klijanci
naklijavani u prisustvu vode, sumporovodik je zna¢ajno smanjio nakupljanje vodikovog
peroksida te su naju¢inkovitije koncentracije NaHS bile 1000 i 1500 uM (Tablica 6.).
Nadalje, najucinkovitiji efekt primiranja, odnosno najniza akumulacija vodikovog
peroksida kod hibrida Luka, utvrdeni su kod klijanaca naklijavanih pri 5 % PEG te
prethodno primiranih s 500 UM NaHS (Grafikon 2.). Osim toga, pri navedenoj razini
osmotskog stresa, varijante primiranja s dvije najvise koncentracije NaHS (1000 i 1500
uM NaHS) takoder su rezultirale smanjenjem akumulacije vodikovog peroksida u
usporedbi s netretiranim i hidroprimiranim sjemenom.

HP (nM g1sv.t.)
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Grafikon 2. U¢inak primiranja sjemena i razine suSnog stresa na sadrzaj vodikovog
peroksida (HP) u klijancima suncokreta hibrida Luka; stupci predstavljaju 6 varijanti
primiranja sjemena za 4 razine suSnog stresa; X,Y,Z — razlike izmedu razina stresa za istu
varijantu primiranja; a,b,c — razlike izmedu varijanti primiranja za istu razinu stresa,
prema LSD testu p<0,05.
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Liisur. (2012.) navode da vodikov peroksid ima vitalnu ulogu u klijanju sjemena te rastu
I razvoju biljaka kao i stjecanju otpornosti na stres, dok se sumporovodik smatra
stanicnom signalnom molekulom kod visih biljaka. U njihovom istrazivanju ispitivan je
utjecaj primiranja sjemena vodikovim peroksidom na vigor Kklijanaca biljke Jatropha
curcas L. Autori navode da vodikov peroksid povecava postotak klijavosti sjemena, te
stimulira povecanje aktivnosti L-cistein desulfhidraze, S§to je zauzvrat induciralo
nakupljanje sumporovodika. Suprotno, predtretman sjemena inhibitora biosinteze H,S,
aminooksioctenom kiselinom, eliminirao je pozitivno djelovanje vodikovog peroksida na
povecanje aktivnosti L-cistein desulfhidraze i nakupljanje H.S $§to je rezultiralo
smanjenjem postotka klijavosti. Osim toga, egzogeno primijenjeni sumporovodik takoder
moze poboljsati postotak klijavosti sjemena Jatropha curcas L. Autori zakljucuju da ove
dvije signalne molekule djeluju sinergisticki te primiranje sjemena vodikovim
peroksidom moze poboljsati vigor i pocetni porast klijanaca a pozitivan u¢inak vodikovog
peroksida posredovan je sumporovodikom.

Vassilevska-lvanova i sur. (2014.) su zakljucili da osmotski stres izazvan izravnim
utjecajem PEG, utjeCe na veliki broj fizioloSkih i biokemijskih svojstava klijanaca
suncokreta, kao $to su klijavost sjemena, duljina izdanaka i korijena, udio svjeze i suhe
tvari, udio vode te nakupljanje prolina, malondialdehida i vodikovog peroksida. U
njihovim istrazivanjima, porast sadrzaja malondialdehida bio je evidentan u uvjetima
jakog deficita vode (-1,0 MPa), a razina slobodnog prolina je rasla paralelno s razinom
vodenog stresa u oba testirana genotipa suncokreta.

Zhang i sur. (1996.) su u klijancima suncokreta i sirka ispitivali utjecaj sakupljaca
slobodnih radikala na antioksidativni odgovor u uvjetima osmotskog stresa induciranog
PEG. Kod sirka tretman s PEG nije rezultirao povecanjem lipidne peroksidacije, medutim
povecanjem razine lipidne peroksidacije. Primjena askorbinske kiseline rezultirala je
smanjenjem razine lipidne peroksidacije te autori zakljucuju da vanjska primjena
sakupljaca slobodnih radikala moze smanjiti oStecenja stani¢énih membrana u uvjetima
osmotskog stresa.

Kod oba ispitivana hibrida u ovom istrazivanju, U svim varijantama primiranja, porastom
osmotskog stresa doslo je do povecanja lipidne peroksidacije (Tablice 4. i 10.). Medutim,
kod hibrida Apolon, kod klijanaca uzgojenih iz sjemena primiranih s NaHS, nisu utvrdene
znacajne razlike u lipidnoj peroksidaciji izmedu varijanti 2,5 15 % PEG (Tablica 10.), Sto
upucuje na zastitnu ulogu sumporovodika pri nizim razinama osmotskog stresa. Suprotno
tome, kod neprimiranog sjemena te sjemena primiranog vodom, porastom koncentracije
PEG, rasla je i lipidna peroksidacija. Pri najvecoj razini stresa kod hibrida Luka
primiranje sjemena s NaHS rezultiralo je smanjenjem razine lipidne peroksidacije pri
najvecoj razini osmotskog stresa (Grafikon 3.).
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Grafikon 3. Ucinak primiranja sjemena i razine su$nog stresa na razinu lipidne
peroksidacije (MDA) u klijancima suncokreta hibrida Luka; stupci predstavljaju 6
varijanti primiranja sjemena za 4 razine suSnog stresa; x,y,z — razlike izmedu razina stresa
za istu varijantu primiranja; a,b,c — razlike izmedu varijanti primiranja za istu razinu
stresa, prema LSD testu p<0,05.
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Uloga prolina u otpornosti na stres ostaje kontroverzna buduci da su neki autori izvijestili
o visokim razinama prolina u osjetljivim kultivarima izloZzenim uvjetima stresa
(Premachandra i sur., 1995.; Sundaresan i sur., 1995.), dok su drugi primijetili suprotan
trend (Jacobs i sur., 2003.). Naime, Lazcano-Ferrat i Lovatt (1999.) navode da prolin sluzi
kao pokazatelj stanja vode u biljkama, ali ne i kao mjera razine tolerancije dok Delauney
i Verma (1993.) objasnjavaju da izostanak pozitivne korelacije izmedu akumulacije PRO
1 tolerancije na osmotski stres u nekim biljnim vrstama ne iskljucuje ulogu prolina u
adaptaciji biljaka, ve¢ je vjerojatnije da su u osmotsku regulaciju ukljuceni neki drugi
morfoloski ili fiziolo§ki mehanizmi.

U naSem istrazivanju, akumulacija prolina u klijancima suncokreta povecavala se
proporcionalno s razinom osmotskog stresa u svim varijantama primiranja (Tablica 2.),
dok za sve varijante stresa, osmoprimiranje nije znac¢ajno utjecalo na akumulaciju ovog
osmolita. Kod oba ispitivana hibrida, pri najviSoj razini osmotskog stresa te pri 5 % PEG
kod hibrida Apolon, primiranje nije znacajno utjecalo na akumulaciju prolina (Tablica 6.
i 12.). Takoder, kod oba hibrida, najnize koncentracije prolina utvrdene su u varijantama
bez primiranja gdje je sjeme naklijavano u prisustvu vode te pri 5 % PEG. Kod hibrida
Luka, najveéa akumulacija prolina pri 10 % PEG, utvrdena je kod klijanaca uzgojenih iz
neprimiranog sjemena (Grafikon 4.).
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Grafikon 4. U¢inak primiranja sjemena i razine su$nog stresa na akumulaciju slobodnog
prolina (PRO) u klijancima suncokreta hibrida Luka; stupci predstavljaju 6 varijanti
primiranja sjemena za 4 razine susnog stresa; x,y,z — razlike izmedu razina stresa za istu
varijantu primiranja; a,b,c — razlike izmedu varijanti primiranja za istu razinu stresa,
prema LSD testu p<0,05.

H:0 25%PEG 5% PEG 10 % PEG

Hbez primiranja WHO0 =100 pM MaHS 500 pM MaHS = 1000 pM NaHS B 1500 pM NaH3S

Dakle, povecana razina peroksidacije lipida odnosno sadrzaj malondialdehida, utvrden
pri viS$im razinama stresa (5 % i 10 % PEG), potvrduje oksidativni stres u klijancima
suncokreta. Nadalje, u uvjetima stresa bila je povecana i akumulacija vodikovog
peroksida u klijancima $to je rezultiralo nizom klijavosc¢u i smanjenjem vigora. Takoder,
povecanje razine susnog stresa stimuliralo je akumulaciju slobodnog prolina kao vaznog
mehanizma osmokondicioniranja u klijancima suncokreta u uvjetima osmotskog stresa
izazvanog PEG. Sli¢nu reakciju suncokreta na susu u fazi klijanaca utvrdili su Khalil i
sur. (2016.), koji su izvijestili da su hibridi suncokreta s ve¢om sposobnos¢u osmotske
prilagodbe kroz akumulaciju prolina, imali manja oSte¢enja izazvana stresom S§to je
rezultiralo veCom duljinom korijena 1 izdanaka te veCom masom izdanka. Autori
zakljucuju da negativna korelacija s morfoloskim svojstvima ukazuje na to da sadrzaj
prolina mozda nije povezan s povecanjem rasta suncokreta, medutim moze povecati
sposobnost prezivljavanja u uvjetima stresa kroz osmotsku prilagodbu te imati znacajnu
ulogu u laksem i brzem oporavku biljke nakon prestanka djelovanja stresa.

Veliki broj dosadasnjih istrazivanja potvrduje da je prethodno iniciranje slabog stresa u
biljkama, efikasna priprema koja rezultira povecanjem otpornosti na abioticki stres kroz
modifikaciju razli¢itih metaboli¢kih puteva ukljucenih u odgovor na stresne uvjete. Na
taj nacin se ciljano koriste 1 razli¢ite metode primiranja sjemena ili izravnog tretiranja
biljaka blagim kemijskim agensima u svrhu povecanja tolerancije na stresne uvjete
(Savvides i sur., 2015.). Takav ucinak objasnjava ve¢u akumulaciju vodikovog peroksida
I stopu lipidne peroksidacije u klijancima uzgojenim iz hidroprimiranog sjemena, u
usporedbi s neprimiranim sjemenom kod hibrida Luka (Grafikon 2. i 3.). Stoga
pretpostavljamo da hidroprimiranje moze izazvati blagu razinu osmotskog stresa $to se
dodatno pojacava kod najvise razine osmotskog stresa u klijanju pri 10 % PEG. Medutim,
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primiranje sjemena navedenog hibrida rezultiralo je znacajno nizim sadrzajem MDA u
klijancima Kkoji su bili izloZeni najvi$oj razini stresa (Grafikon 3.).

U poljskim uvjetima, susni stres ne utjeCe samo na klijanje sjemena vec 1 na rast i razvoj
mladih biljaka. Almeide i sur. (2020.) su izmedu ostalog, ispitivali i utjecaj NaHS na
suncokret koji je uzgajan u plasteniku u uvjetima suse. Na pocetku reproduktivne faze
(R1), biljke suncokreta su prskane otopinom NaHS. Njihovi rezultati upucuju na
potencijal ispitivanih tvari za ublazavanje posljedica susnog stresa kod suncokreta te na
mogucnost primjene takvih sredstava u poljskim uvjetima. U nasem poljskom dijelu
istrazivanja klijanci suncokreta hibrida Luka te njegove maj¢inske i o¢inske linije su bili
izlozeni jakom deficitu vode (30 % PVK) do faze razvoja prvog para listova. Pri
optimalnoj opskrbi vodom, za sve varijante primiranja, klijavost hibrida je iznosila 90 %,
dok je kod obje roditeljske linije utvrdena znacajno veca klijavost (majka 96 %, otac 94
%) (Tablica 15.). Susni stres je znacajno utjecao na broj isklijalih biljaka, masu
nadzemnog dijela te masu listova kod hibrida Luka te njegove majcinske i o¢inske linije,
(Tablica 16.). Ukoliko usporedujemo postotak klijavosti prikazan po genotipovima, u
uvjetima suSnog stresa pri 30 % PVK, utvrden je slican pad klijavosti za prosjecno 11 %
kod sva tri ispitivana genotipa.

U nasem pokusu tri genotipa suncokreta uzgajana su u posudama napunjenim tlom i
drzani u poluotvorenom plasteniku. EI Midaoui i sur. (2003.) su kod mladih biljaka
suncokreta uzgajanih u pijesku u stakleniku, utvrdili zna¢ajno smanjenje rasta izdanaka i
korijena u uvjetima osmotskog stresa (-0,6 i -1,0 MPa) induciranog primjenom otopine
PEG 6000. U nasim istrazivanjima svjeza masa hipokotila i listova suncokreta bila je
priblizno tri puta manja u varijantama stresa, u usporedbi s kontrolom (Tablica 16.). Pad
mase nadzemnih dijelova suncokreta bio je puno izraZeniji kod hibrida u usporedbi s
njegovom majcinskom i o¢inskom linijom, §to upucuje da je hibrid Luka, u ranoj fazi
oplemenjivackom procesu koji je prvenstveno usmjeren prema povecanju prinosa i
kvalitete zrna, ponekad se kod novijih hibrida dogada pad ekoloske valentnosti a time i
pad sposobnosti adaptacije suncokreta na pojedini tip ili $iri spektar abioti¢kih ¢imbenika
stresa (Yeremenko i sur., 2018.). Medutim, kod majcinske linije utvrden je pozitivni
utjecaj osmoprimiranja otopinama NaHS koji je rezultirao znacajnim povecanjem mase
listova za obje varijante susnog stresa (Tablica 16.). Bez obzira $to je susni stres rezultirao
smanjenjem mase nadzemnih dijelova i listova kod sva tri genotipa u svima varijantama
osmoprimiranja (Tablice 21., 22., 23. 1 24.), kod hibrida Luka te njegove ocinske linije,
susni stres nije rezultirao smanjenjem postotka klijavosti kod sjemena primiranog s 1000
uM NaHS, §to upucuje na pozitivan efekt primiranja NaHS-om (Tablica 24.). Isti efekt
vidljiv je 1 kod majcCinske linije u varijanti primiranja sjemena s niZzom koncentracijom
500 uM NaHS (Tablica 23.). Najistaknutiji efekt primiranja sjemena otopinama NaHS na
povecanje mase nadzemnog dijela i listova u uvjetima suSnog stresa, utvrden je kod
majc¢inske linije te je masa nadzemnog dijela i listova bila za prosje¢no 25 % veéa u
usporedbi s neprimiranim sjemenom i sjemenom primiranim u vodi (Tablica 26.).
Nasuprot tome, kod hibrida Luka te njegove ocinske linije primiranje NaHS-om nije
znacajno utjecalo na postotak klijavosti, (Tablice 25. i 27.). Navedeno upucuje da je
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zaStitna uloga NaHS-a kroz zadrzavanje visokog postotka klijavosti u uvjetima susnog
stresa ovisna 0 genotipu, odnosno nasljedu, kada govorimo o selekciji i krizanjima kod
proizvodnje hibridnog sjemena.

Sgherri i Navari-1zzo (1995.), su u svojem istrazivanju utvrdili da se u klijancima
suncokreta javlja blaga, umjerena i jaka razina stresa uzrokovanog nedostatkom nakon 5,
81 11 dana od nedostatka vode u tlu. Kao odgovor na niski osmotski potencijal i umjereni
pad potencijala vode, razina glutationa je porasla sto je rezultiralo povecanjem aktivnosti
enzima povezanih s askorbat/glutation ciklusom. Medutim, u uvjetima intenzivnog stresa
uzrokovanog nedostatkom vode, pada ucinkovitost ovog obrambenog mehanizma §to
rezultira intenziviranjem oksidativnih procesa. Baloglu i sur. (2012) navode da bi
strategije koje doprinose poboljsanju aktivnosti enzima APX i CAT u tkivu suncokreta,
mogle pruziti u¢inkovit sustav zastite od $tetnih posljedica stresa uzrokovanog suSom kod
ove vazne uljarice. U svojim istrazivanjima na klijancima suncokreta dokazali su
povecanje aktivnosti APX i CAT u uvjetima suse. Nasi rezultati pokazuju da je, neovisno
0 varijanti primiranja sjemena, susni stres takoder snazno povecao aktivnosti CAT, APX
i DHAR u nadzemnom dijelu klijanaca hibrida Luka (Tablica 32.). Kod majé¢inske linije,
takoder je porasla aktivnost prethodno navedenih enzima te GR u uvjetima susnog stresa
(Tablica 34.). Nasuprotno navedenom, kod ocinske linije suSni stres je rezultirao
povecanjem samo ukupne aktivnosti CAT (Tablica 36.). Isti je ufinak suSnog stresa
utvrden i za specifi¢nu aktivnost navedenih enzima, izrazenu po masi proteina (Tablice
33., 35. 1 37.). Rezultati Ghobadi i sur. (2013.) koji su istrazivali reakciju suncokreta na
suSu U fazi pocetka izduzivanja stabljike u poljskim uvjetima, dokazali su suSom
inducirano povecanje aktivnosti enzima CAT u listovima. Medutim, Quartacci i Navari-
1zzo (1992.) uocili su smanjenje aktivnosti CAT-a u listovima suncokreta, kod biljaka
uzgajanih u tlu u klima komori pri nedostatnoj koli¢ini vode.

Palma i sur. (2020.) navode da sve vise dokaza upucuje da je aktivnost enzima katalaze
regulirana signalnim putevima u koje su ukljuceni dusik oksid (NO) i ostale vrste
reaktivnih dusikovih radikala (RNS), kao i sumporovodik. Kao §to je ranije potvrdeno u
Arabidopsisu (Jin i sur., 2011.), pSenici (Ma i sur., 2016.; Khan i sur., 2017.; Kolupaev i
sur., 2019.; Li i sur., 2015., 2017.; Shan i sur., 2011., 2017.), jagodama (Christou i sur.,
2013.), batatu (Zhang i sur., 2009.), soji (Zhang i sur., 2010.), itd., vanjska primjena H.S
moze pokrenuti mehanizme antioksidativnog odgovora u uvjetima susnog i osmotskog
stresa kod biljaka. Primjena NaHS moze smanjiti produkciju reaktivnih kisikovih radikala
kroz utjecaj na metabolizam nekoliko antioksidativnih enzima kao §to su katalaza,
peroksidaza i glutation-reduktaza, kao i kroz stimulaciju neenzimskog glutationskog
ciklusa i regulaciju redoks potencijala stanice, $to rezultira smanjenjem o$teéenja stanica
u uvjetima abiotskog stresa (Shi i sur., 2013.; Chen i sur., 2020.). U nasem istrazivanju,
za obje varijante stresa, tretman sjemena s 1000 UM NaHS znacajno je smanjio aktivnost
CAT u biljkama suncokreta hibrida Luka (Tablica 32.). Medutim, kada uzmemo u obzir
samo biljke koje su uzgajane pri PVK, uc¢inak primiranja s NaHS na ukupnu aktivnost
CAT u nadzemnom dijelu klijanaca nije bio znacajan u usporedbi s varijantom bez
primiranja sjemena, ali je hidroprimiranje rezultiralo najvecom aktivnosé¢u CAT (Tablica
42.). Takoder, nije utvrden znacajan utjecaj primiranja na aktivnost navedenog enzima
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kod biljaka uzgajanim u uvjetima susnog stresa (Tablica 43). Za razliku od hibrida Luka,
za obje varijante susnog stresa, u nadzemnom dijelu klijanaca maj¢inske i ocinske linije
nije utvrden znacajan utjecaj primiranja na ukupnu aktivnost CAT (Tablice 34. i 36.).

Kod hibrida Luke, sli¢an ucinak suSnog stresa i primiranja uocen je i kod ukupne
aktivnosti APX, koja je bila pojacana u uvjetima suSe (Tablica 32.). Takoder, utvrden je
znaCajan porast aktivnosti APX u nadzemnom dijelu suncokreta uzgojenih iz
hidroprimiranog sjemena u usporedbi s aktivno$¢u dobivenom u biljkama uzgojenim iz
neprimiranog sjemena i sjemena primiranog s NaHS 1 to pri obje varijante suSnog stresa
(Tablice 42. i 43.). Ucinak tretmana sjemena NaHS-om na aktivnost ovog enzima u
nadzemnom dijelu suncokreta nije bio zna¢ajan, ni u uvjetima PVK niti u susnom stresu
uz 30% PVK (Tablica 32). U prosjeku za obje varijante suSnog stresa, kod majéinske
linije prethodno primiranje sjemena otopinama NaHS odnosno vodom, rezultiralo je
znacajnim poveéanjem aktivnosti APX u nadzemnom dijelu klijanaca (Tablica 34.), dok
je kod o¢inske linije hidroprimiranje smanjilo aktivnost navedenog enzima u nadzemnom
dijelu suncokreta (Tablica 36.). Ukoliko uzmemo u obzir u¢inak primiranja po razinama
suSnog stresa, kod ocinske linije primiranje nije znacajno utjecalo na aktivnost APX u
nadzemnom dijelu klijanaca uzgajanih pri PVK odnosno pri 30 % PVK (Tablice 46. i
47.).

U prosjeku za sve varijante primiranja, susni stres nije znacajno utjecao na ukupnu
aktivnost enzima GR u klijancima hibrida Luka (Tablica 32.). Nadalje, stimulacija
aktivnosti ovog enzima bila je povezana samo s varijantom hidroprimiranja (Tablica 32.),
a taj je ucinak bio izrazeniji u biljkama koje nisu bile izloZene stresu (Tablica 42.), dok u
uvjetima suSnog stresa tretmani primiranja sjemena nisu znacajno utjecali na aktivnost
GR (Tablica 43.). Dakle, susni stres nije znacajno utjecao na GR, $to se podudara s
rezultatima Baloglua i sur. (2012) koji su na temelju rezultata istrazivanja provedenih na
dvije sorte suncokreta, zakljucili da aktivnost GR nije bitan dio mehanizma zastite od
susnog stresa. Kod majc¢inske linije, za obje varijante stresa, primiranje je znacajno
povisilo aktivnost GR u usporedbi s neprimiranim sjemenom (Tablica 34.). Za razliku od
hibrida Luka, kod majcinske linije u uvjetima suSnog stresa, primiranje je povecalo
aktivnost GR koja je bila najvisa u varijantama H>O i 500 uM NaHS (Tablica 45.), a
stimulativni utjecaj NaHS na povecanje aktivnosti ovog enzima, vidljiv je i u uvjetima
bez susnog stresa (Tablica 44.). Kod ocinske linije, za obje varijante stresa, primiranje
sjemena s najviSom koncentracijom NaHS, povecalo je ukupnu aktivnost GR u
nadzemnom dijelu klijanaca (Tablica 36.) te je najveca vrijednost aktivnosti navedenog
enzima utvrdena u nadzemnom dijelu klijanaca suncokreta uzgojenih iz sjemena
prethodno primiranog s 1000 uM NaHS, pri 30 % PVK (Tablica 47.).

Shan i sur. (2011.) su u svojim istraZivanjima utjecaja NaHS na klijance pSenice u
uvjetima susnog stresa, zabiljezili znacajno nizi sadrzaj oksidiranog oblika glutationa
(GSSG) u listovima pSeni¢ne trave. Takav rezultat pripisuju stimulativnom djelovanju
NaHS na aktivnost enzima GR u uvjetima susnog stresa, poSto je GR ukljucena u
regeneraciju GSH iz GSSG (Gill i Tuteja, 2010.). Takoder, Shi i sur. (2013.) su utvrdili
pozitivni u¢inak NaHS na modulaciju metaboli¢ke funkcije nekoliko antioksidativnih

97



enzima CAT, peroksidaze (POD), superoksid-dismutaze (SOD) i GR kod troskota
(Cynodon dactylon L.) u uvjetima osmotskog stresa. Tretman NaHS-om je rezultirao
povecanjem aktivnosti sva Cetiri navedena enzima u listovima biljaka uzgajanih u
uvjetima suSnog stresa induciranog navodnjavanjem otopinom PEG 6000.

U prosjeku za obje varijante suSnog stresa, predsjetveni tretmani sjemena NaHS-om
rezultirali su znacajnim smanjenjem ukupne aktivnosti DHAR u nadzemnom dijelu
klijanaca hibrida Luka (Tablica 32.) te njegove majcinske linije (Tablica 34.), u usporedbi
s hidroprimiranim i neprimiranim sjemenom. Medutim, za razliku od drugih ispitivanih
enzima, ucinak primiranja sjemena hibrida Luka, nije bio znacajan kod klijanaca
suncokreta koji nisu bili izlozeni su$nom stresu. U¢inak tretmana NaHS-om na smanjenje
aktivnosti DHAR vidljiv je kod oba genotipa u uvjetima susnog stresa (Tablice 43.145.),
a kod majcinske linije i u kontrolnoj varijanti gdje su klijanci uzgajani bez stresa. Kod
ocinske linije nije bilo znacajnog utjecaja primiranja na aktivnost ovog enzima kod obje
varijante susnog stresa (Tablice 46. 1 47.). Ukupna enzimatska aktivnost CAT, APX i GR
u nadzemnom dijelu klijanaca suncokreta uzgajanih pri PVK je bila pod izravnim
utjecajem ispitivanih genotipova i primiranja te su znacajne njihove interakcije (Tablica
28.) dok su u uvjetima susnog stresa interakcije osmoprimiranja i genotipa bile znac¢ajne
za ukupnu aktivnost APX, GR i DHAR (Tablica 30.). Takoder, za ukupnu aktivnost svih
enzima kod hibrida Luka znacajna je bila i interakcija primiranja sjemena i suSnog stresa
(Tablica 32.), dok je kod majc¢inske linije interakcija navedena dva faktora bila znacajna
za APX, GR i DHAR (Tablica 34.). Suprotno tome, kod ocinske linije nije utvrden
znacajan utjecaj interakcije osmoprimiranja i susnog stresa ni na jedan analizirani enzim
(Tablica 34.).

Dobiveni rezultati enzimatske aktivnosti upucuju na to da primiranje sjemena NaHS-om
mozda nije najbolje rjeSenje za stimulaciju antioksidativnog obrambenog mehanizma
temeljenog na katalaznom i askorbat/glutation ciklusu kod mladih biljaka suncokreta koje
rastu u su$nim uvjetima. Kao $to navode Zulfigar i Hancock (2020.), u mnogim
dosadasnjim istrazivanjima kao donori H2S koristeni su NaHS ili natrijev sulfid (Na2S),
medutim otopine ovih spojeva vrlo brzo otpustaju HaS i Sstoga predstavljaju kratkoroc¢ni i
nekontinuirani izvor sumporovodika Sto nije slicno fizioloSkim mehanizmima
proizvodnje ovog spoja. Primjenom H.S u obliku takvih otopina, veliki dio bi se brzo
izgubio u atmosferi i takvi bi spojevi imali ograni¢enu upotrebu u okolisu. U tu svrhu,
upotreba drugih spojeva, kao §to je GY'Y4137 koji sporije otpustaju H2S te mogu ovim
spojem snabdijevati biljke u okoliSu kroz duzi vremenski period, moze biti bolja opcija
za poljoprivrednu upotrebu (Lisjak i sur., 2010.). Nedavno su Wang i sur. (2019.)
1zvijestili o razvoju nanocestica obloZenih Zeljeznim oksidom s izvrsnom ujednacenos$cu
i mezoporozno$cu, koje se mogu koristiti kao donor H>S s kontroliranim i kontinuiranim
otpustanjem H>S unutar bioloSkih sustava. Stoga je potrebno prosiriti istrazivanja
fizioloskog odgovora suncokreta ali i drugih agrikulturnih biljaka u uvjetima suSnog
stresa na potencijalnu primjenu novo sintetiziranih donora sumporovodika posto je
potvrden njegov zastitni u¢inak kod razlicitih tipova abiotskog stresa.
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6. ZAKLJUCAK

Povecanje razine osmotskog stresa primjenom rastucih koncentracija PEG 6000 smanjuje
vigor sjemena kod oba testirana hibrida (Luka i Apolon). Razlike u energiji klijanja i
u pocetnoj fazi klijanja, tijekom prva Cetiri dana, a u tom periodu je najistaknutiji pozitivni
uc¢inak predsjetvenog primiranja sjemena donorom sumporovodika.

U prosjeku za sve varijante osmotskog stresa, predsjetveno primiranje sjemena hibrida
Luka otopinom NaHS povecava energiju klijanja, standardnu klijavost uz smanjenje broja
mrtvih sjemenki, proporcionalno povec¢anju koncentracije otopine NaHS, dok primiranje
vodom smanjuje energiju klijanja. Kod hibrida Apolon ovakav utjecaj sumporovodika na
povecanje pokazatelja klijavosti izostaje.

Pozitivni utjecaj sumporovodika na vigor sjemena i pokazatelje rasta klijanaca hibrida
Luka vidljiv je pri niskoj (2,5 % PEG) i srednjoj (5 % PEG) razini osmotskog stresa,
posto pri najvisoj razini osmotskog stresa (10 % PEG), dolazi do znacajnog pada energije
klijjanja u svim varijantama primiranja. Kod hibrida Apolon, pri 10 % PEG, vece
koncentracije otopine NaHS povecavaju energiju Kklijanja, s najviSom vrijedno$c¢u
utvrdenom u varijanti primiranja sjemena s 500 uM NaHS. Dakle, osim $to ispitivani
hibridi razliCito reagiraju na osmotski stres u fazi klijanja i ranog porasta, razli¢ito
reagiraju i na predsjetveno osmoprimiranje sjemena navedenim donorom
sumporovodika.

Osmotski stres povecava razinu lipidne peroksidacije te sadrzaj vodikovog peroksida i
prolina, ¢ije vrijednosti rastu proporcionalno povecanju razine osmotskog stresa
izazvanog primjenom PEG, kod oba testirana hibrida.

Uz primjenu 100 puM otopine NaHS u predsjetvenom tretiranju sjemena hibrida Luka,
znacajno povecanje sadrzaja vodikovog peroksida javlja se samo pri najvecoj razini
osmotskog stresa. Pri srednje jakom osmotskom stresu (5 % PEG), primiranje sjemena s
500 uM NaHS rezultiralo je najnizom akumulacijom vodikovog peroksida u hipokotilima
klijanaca.

Kod hibrida Apolon primiranje sjemena s NaHS sprjeCava porast razine lipidne
peroksidacije porastom osmotskog stresa do srednje razine (5 % PEG), $to upucuje na
zastitnu ulogu sumporovodika pri nizim razinama osmotskog stresa, dok je kod hibrida
Luka takav ucinak vidljiv i pri najviSoj razini osmotskog stresa (10 % PEG).

Akumulacija prolina kao vaznog mehanizma osmokondicioniranja u klijancima
suncokreta u uvjetima osmotskog stresa izazvanog PEG, povecava se proporcionalno s
povecanjem razine osmotskog stresa u svim varijantama primiranja, dok za sve varijante
stresa, osmoprimiranje nema znacajan utjecaj na akumulaciju ovog osmolita.

Op¢enito, kod mladih biljaka suncokreta hibrida Luka i roditeljskih linija uzgojenih u tlu
uz ograniceno dodavanje vode (30 % PVK), susni stres je inhibirao nicanje biljaka, razvoj
klijanaca i lisne mase, a istice se i jak antioksidativni enzimatski odgovor na susni stres.
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Smanjenje mase nadzemnog dijela klijanaca uvjetovan deficitom vode je izrazenije kod
testiranog hibrida suncokreta u usporedbi s njegovom maj¢inskom i o¢inskom linijom,

nedostatak vode.

Kod hibrida Luka te njegove ocinske linije primiranje sjemena s 1000 uM otopinom
NaHS rezultiralo je zadrzavanjem visokog postotka klijavosti u uvjetima susnog stresa.
Isti u¢inak sumporovodika vidljiv je i kod maj¢inske linije Cije je sjeme osmoprimirano s
500 uM otopinom NaHS.

Najistaknutiji pozitivni u¢inak NaHS na povecanje mase nadzemnog dijela i listova u
uvjetima suS$nog stresa, utvrden je kod maj¢inske linije. Kod hibrida Luka te njegove
ocinske linije takav pozitivni uc¢inak primiranja s NaHS izostaje. Prema tome, zastitna
uloga NaHS kroz povecanje mase nadzemnih dijelova klijanaca uzgajanih u uvjetima
susnog stresa, OVisi 0 genotipu.

Odgovor antioksidativnog enzimatskog sustava na sus$ni stres takoder ovisi 0 genotipu pa
je deficit vode snazno povecao aktivnost CAT, APX i DHAR u nadzemnom dijelu
klijanaca hibrida Luka te uz prethodno navedene enzime i aktivnost GR u nadzemnom
dijelu klijanaca majc¢inske linije, dok je kod oc¢inske linije utvrden samo porast aktivnosti
CAT.

Hidroprimiranje sjemena je znacajno povecalo ukupnu aktivnost CAT u nadzemnom
dijelu klijanaca hibrida Luka, uzgajanih u uvjetima bez stresa, dok je u¢inak NaHS
izostao.

U prosjeku za obje varijante susnog stresa, prethodno primiranje sjemena maj¢inske linije
vodom i otopinama NaHS povecava aktivnost APX u nadzemnom dijelu klijanaca, dok
je kod ocinske linije hidroprimiranje smanjilo aktivnost navedenog enzima.
Hidroprimiranje poveéava ukupnu aktivnost APX u nadzemnom dijelu klijanaca hibrida
Luka, pri obje varijante suSnog stresa.

Stimulacija aktivnosti GR u nadzemnom dijelu klijanaca hibrida Luka povezana je s
varijantom hidroprimiranja, a taj je u€inak bio izraZeniji u biljkama koje nisu bile izloZene
stresu. Kod majcinske linije uzgajane u varijantama sa i bez susnog stresa, primiranje
sjemena NaHS-om rezultiralo je povecanjem aktivnost GR u nadzemnom dijelu
klijanaca. Takoder, primiranje sjemena 1000 UM otopinom NaHS povecalo je aktivnost
GR u nadzemnom dijelu klijanaca suncokreta o¢inske linije u uvjetima susnog stresa.

Tretman sjemena s NaHS je znacajno smanjio ukupnu aktivnost DHAR u nadzemnom
dijelu klijanaca hibrida Luke i njegove maj¢inske linije te je Smanjenje aktivnosti kod oba
navedena genotipa bilo izraZenije u uvjetima susnog stresa.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da se strategija primiranja sjemena
NaHS-om ali i drugim sporootpustajuéim donorima sumporovodika moze koristiti u
svrhu povecanja klijavosti sjemena 1 prezivljavanja klijanaca u uvjetima susnog stresa.
Pri tome je bitno ispitati ucinke razli¢itih vrsta spojeva, donora sumporovodika te
najdjelotvornije koncentracije otopina koje se mogu koristiti za osmoprimiranje kao i
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nac¢ine njihove primjene. Nadalje, za uspjesno podizanje antioksidativnog statusa
klijanaca suncokreta predsjetvenim primiranjem sjemena donorima sumporovodika,
vazno je ispitati pojedina¢ni odgovor na takve tretmane, na razini genotipa. Odgovor na
osmoprimiranje, uvelike ovisi o genotipu pri ¢emu je bitno napomenuti da npr. krizanjem
dvije linije suncokreta kod kojih je sumporovodik pozitivnho utjecao na povecanje
otpornosti na suSu, ne¢e nuzno dati hibrid s istim odgovorom i obrnuto. Rezultati
istrazivanja utjecaja sumporovodika na pokazatelje vigora sjemena, rasta i razvoja te
fizioloske indikatore stresa u hipokotilima i listovima klijanaca suncokreta, mogu dati
buduée smjernice selekcijskom i oplemenjivackom procesu, narocito kada je rije¢ o
oplemenjivanju hibrida s ciljem povecanja otpornosti na susu, §to je u vrijeme brzih i
izrazenih klimatskih promjena od velikog znacaja za proizvodnju ove strateSki vazne
uljarice.
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8. POPIS TABLICA

Tablica 1. Znacajnost utjecaja osmoprimiranja sjemena (Bez primiranja; H20;
100 uM NaHS; 500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500 uM NaHS) i osmotskog
stresa u Klijanju (H20; 2,5 % PEG; 5 % PEG; 10 % PEG) te njihovih interakcija
na energiju klijanja (EK), standardnu klijavost (SK), nenormalne klijance (NK),
mrtvo sjeme (MS) (%) i masu klijanaca (MK) (g) kod hibrida Luka..................

Tablica 2. Znacajnost utjecaja osmoprimiranja (Bez primiranja; H.O; 100 uM
NaHS; 500 uM NaHS; 1000 uM NaHS; 1500 uM NaHS) i osmotskog stresa u
klijanju (H20; 2,5 % PEG; 5 % PEG; 10 % PEG) te njihovih interakcija na razinu
lipidne peroksidacije (MDA) (nM g? sv.t.}), sadrzaj vodikovog peroksida (HP)
(nM gt sv.t) i prolina (PRO) (UM g? sv.t.), u hipokotilima klijanaca hibrida

Tablica 3. Znacajnost utjecaja osmotskog stresa u klijanju (H20; 2,5 % PEG; 5
% PEG; 10 % PEG) na energiju klijanja (EK), standardnu klijavost (SK),
nenormalne klijance (NK), mrtvo sjeme (MS) (%) i masu klijanaca (MK) (g) po
varijantama osmoprimiranja sjemena (Bez primiranja; H2O; 100 uM NaHS; 500
MM NaHS; 1000 uM Na