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SAZETAK
Diplomskog rada studentice Ane Trubelja, naslova

UTJECAJ PREDSJETVENIH TRETMANA NA KLIJAVOST SJIEMENA |
MORFOLOGIJU KLIJANACA CRNOG KIMA U UVJETIMA OSMOTSKOG
STRESA

Crni kim (Nigella sativa L.) jednogodisnja je biljna vrsta iz porodice zabnjakovki
(Ranunculaceae Juss.), a u narodu je jo$ poznata i pod nazivima crni kumin i ¢ukerot. ldealnim
klimatskim uvjetima smatraju se hladna i suha podrué¢ja s malim koli¢inama padalina, ali sama
oskudica vode nikako nije prikladna za uzgoj ove vrste. Kako se poljoprivreda i poljoprivredna
proizvodnja u zadnjih godina sve vise susre¢e s nedostatkom vlage, javlja se potrebe za
primjenom odredenih tretmana (predsjetvenih tretmana) kojima bi se sjeme moglo pripremiti
za takve uvijete. S ciljem utvrdivanja utjecaja predsjetvenih tretmana na klijavost sjemena u
uvjetima osmotskog stresa postavljen je dvofaktorijelni pokus na Agronomskom fakultetu
Sveudiliste u Zagrebu. Ispitana je ucinkovitost predsjetvenih tretmana Sjemena (mocenje
sjemena u GAs, koncentracije 100mg/l te dH2O kroz 24h) na parametre klijavosti sjemena i
morfologiju klijanaca u uvjetima osmotskog stresa (-3 i -5 bara), simuliranog primjenom PEG
6000. U uvjetima osmotskog stresa nije zamijeCeno klijanje sjemena. U uvjetima bez
osmotskog stresa, znacajno najveca ukupna klijavost od 60% utvrdena je kod tretmana s GA3
(T1). Tretman s destiliranom vodom (T4) i kontrola (T7) imali su manju ukupnu Klijavost,
odnosno 13,75 1 11,25%, a izmedu njih nije utvrdena znacajna razlika. Znacajne razlike u
morfoloskim svojstvima Korijena klijanaca utvrdene su kod svojstva duljine i povrsine, pri
¢emu su vrijednosti oba svojstva bile znacajno vece kod tretmana s GAz (T1) u odnosu na
tretman s destiliranom vodom (T4), ali se nisu znacajno razlikovale od kontrole (T7).

Kljuéne rijeci: crni kim, Nigella sativa L., osmotski stres, timokinon, predsjetveni tretmani



SUMMARY
Of the master's thesis - student Ana Trubelja, entitled

EFFECT OF PRIMING TREATMENS ON SEED GERMINATION AND SEEDLING
MORPHOLOGY OF BLACK CUMIN UNDER OSMOTIC STRESS CONDITIONS

Black cumin (Nigella sativa L.) is an annual plant species from the family Ranunculaceae Juss,
also known by the common names black cumin and ¢ukerot. Ideal climate conditions for its
production are cold and dry areas with lesser amounts of rainfall; however, water stress
conditions are not suitable for its cultivation. In recent years agricultural production is faced
with drought and it is necessary to apply certain treatments that would enhance seed
germination in such conditions. A two-factorial experiment was conducted at the Faculty of
Agriculture, University of Zagreb in order to determine the influence of priming treatments on
seed germination and seedling morphology in osmotic stress (-3 and -5 bar) conditions,
simulated with the application of PEG 6000. The priming treatments tested were: soaking in
GAz (100 mg/l) for 24 h and soaking in dH2O for 24 h. In the osmotic stress conditions seed
did not germinate. In conditions without osmotic stress the significantly highest germination
percentage of 60% was determined for GAz (T1) treatment. Treatment with distilled water (T4)
and control (T7) had lower total germination, i. e. 13.75 and 11.25%, and no significant
differences were found between them. Significant differences in the morphological properties
of the root of the seedlings were found for the length and the surface area. The values of both
features were higher in treatment with GA3z (T1), when compared to the treatment with distilled
(T4), however, it did not significantly differ from the control (T7).

Keywords: black cumin, Nigella sativa L., osmotic stress, timoquinon, seed priming



1. Uvod

Crni kim (Nigella sativa L.) je ljekovita i aromati¢na biljka rasprostranjena diljem svijeta.
Ova nadasve zanimljiva biljna vrsta potjece iz porodice zabnjakovki (Ranunculaceae Juss.), a
koristi se u ljekovite, prehrambene i dekorativne svrhe, te predstavlja potencijalno isplativu
kulturu za uvodenje u poljoprivrednu proizvodnju. Zbog sadrzaja aktivnih tvari, u kojima se
najvise isti¢e timokinon, od davnina je koriStena u narodnim medicinama diljem svijeta.
Posebno se istice moguénost primjene u lijecenju kancerogenih oboljenja.

Iako se idealnim klimatskim uvjetima smatraju hladna i suha podrucja s malim koli¢inama
padalina, sama oskudica vode nikako nije prikladna za uzgoj ove vrste. Poljoprivreda i
poljoprivredna proizvodnja zadnjih se godina sve ¢esce susrece s nedostatkom vlage, koja je
nuzna kako za klijanje i nicanje, tako i za daljnji razvoj biljke. SuSa za posljedicu ima
ograni¢enu proizvodnju, odnosno, manji urod. Na proces klijanja utjece tako da ga usporava ili
u potpunosti zaustavlja. Upravo se u ovu pri¢u idealno uklapa primjena predsjetvenih tretmana
pomocu kojih se poboljSava zivotna sposobnost sjemena, odnosno povecava mu se postotak i
stopa klijanja. Tim se procesom biljkama otvaraju moguénosti stvaranja rezistentnosti na
stresne uvjete te dolazi do smanjivanja vremena od same sjetve do klijanja i sjeme je zasticeno
od abioti¢kih i biotickih ¢imbenika u ranim fazama rasta. Mnogobrojna su istrazivanja
potvrdila uspjesnost njihove primjene, a tijekom vremena razvijen je niz metoda koje se koriste
u svrhu predtretiranja sjemena. Sve te metode imaju isti cilj, a to je vrac¢anje Zivotnosti sjemena
i lakSe prilagodavanje stresnim uvjetima. Da bi se Sto kvalitetnije provela istrazivanja o
utjecajima i prednostima predtretmana kljucno je stvoriti zeljene stresne uvjete u kontroliranim,
laboratorijskim uvjetima. SuSa se u laboratorijskim uvjetima postiZze primjenom polietilen-
glikola (PEG), a u istrazivanjima s biljkama naj¢esce su koristeni PEG 6000 i PEG 8000. Ono
Sto je glavna znacajka ovih metoda je provodenje prehidracije sjemena koja aktivira prekursore
klijanja u samom sjemenu. UspjesSnost samog tretiranja nije uvijek jednaka ili zagarantirana,
jer ovisi kako o biljnoj wvrsti, tako i o tretmanu. Svakako, krajnji rezultat i uspjesnost
predtretmana ovisi 0 vrsti osmotskog stresa kao i o tretiranoj biljnoj vrsti.



2. Hipoteze i cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi utjecaj predsjetvenih tretmana giberelinskom kiselinom
(GAa) i destiliranom vodom (dH20) na klijavost sjemena i morfologiju klijanaca crnog kima u
uvjetima osmotskog stresa.

Pretpostavlja se da ¢e primjena navedenih tretmana omoguditi, odnosno, poboljSati
klijavost sjemena i pozitivno utjecati na morfoloska svojstva klijanaca (duljina korijena,
povrsina korijena, promjer korijena, volumen korijena) u navedenim stresnim uvjetima.



3. Pregled literature

3.1. Taksonomija i rasprostranjenost

Crni kim (Nigella sativa L.) poznat i pod nazivima crni kumin i ¢ukerot, biljna je vrsta iz
reda Ranunculales, porodice Ranunculaceae (zabnjakovke) i roda Nigella (Tablica 1) (Uniprot
2018).

Tablica 1. Taksonomska pripadnost crnog kima (Nigella sativa L.)

Klasifikacijska kategorija Naziv
Carstvo (Regnum) Planteae
Koljeno (Phylum) Magnoliophyta

Razred (Classis) Magnoliopsida
Red (Ordo) Ranunculales
Porodica (Familia) Ranunculaceae
Rod (Genus) Nigella
Vrsta (Species) Nigella sativa L.

Catalogue of Life, 2018.
(Izvor: http://www.catalogueoflife.org/annual-checklist/2010/details/species/id/7053338)

Naziv porodice Ranunculaceae potjece od umanjenice latinske rijeci rana koja u prijevodu
znaci zaba, Stoga se sam naziv moze povezati sa staniStem mnogih biljaka iz ove porodice,
vodom. Vrste iz porodice Zabnjakovki stranooplodne su, a oplodnju vr$e kukci. Predstavnici
iste mogu se pronaéi u velikom rasponu hladnog i umjerenog klimatskog pojasa (Grdini¢ i sur.,
2009). Porodica broji oko dvadesetak vrsta rasprostranjenih na podruc¢ju od Mediterana, pa sve
do Zapadne Azije, iako je upravo crni kim najvaznija vrsta porodice, koja se uzgaja diljem
svijeta (Tulukcu, 2015).

Istocni Mediteran, Juzna Europa i Zapadna Azija smatraju se mjestom porijekla ove biljne
vrste, a od tuda se Sirila na druge zemlje i 'osvajala’ nova stanista (Slika 1.). Turska je vazan
floristicki centar, zbog svoje klime te geografskog polozaja, jer je na tom podrucju prisutno
gotovo 10 000 prirodnih biljnih vrsta u koje pripada i crni kim (Tulucku, 2015).

Rod Nigella, prema Zohary (1983), broji 14 vrsta, a prema Dénmez i sur. (2004) 12
vrsta. Heiss i sur. (2011) unutar roda navode 15 vrsta. Najbrojnija je vrsta Nigella arvensis s
¢ak pet razliCitih varijeteta (Tablica 2; Heiss i sur, 2011).


http://www.uniprot.org/taxonomy/555479

Slika 1. Porijeklo i Sirenje crnog kima
(Izvor: https://www.researchgate.net/profile/ Andreas_Heiss)

Tablica 2. Vrste roda Nigella

roj

R.b
1
2
3.
4.
5
6
7
8
9

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

VRSTA
N. arvensis
N. arvensis var. arvensis
N. arvensis var. assyriaca
N. arvensis var. glauca
N. arvensis var. involucrata
N. arvensis var. trachycarpa
N. ciliaris
N. damascena
N. elata
N. fumariifolia
N. hispanica
N. hispanica var. parviflora
N. integrifolia
N. nigellastrum
N. orientalis
N. oxypetala
N. sativa
N. segetalis
N. stellaris
N. turcica

N. unguicularis
(Izvor: Heiss i sur., 2011)


https://www.researchgate.net/profile/Andreas_Heiss

Na podrucju Turske raste 12 razli¢itih vrsta roda Nigella koji su sastavni dio flore tog
podru¢ja. Crni kim ¢esto je uzgajan u turskim pokrajinama Afyon, Isparta, Burdur and Konya
(Kara i sur., 2014) citirano prema Baytop, 1984. Nigella sativa, od svih vrsta u rodu Nigella,
jedina se pronalazi u uzgoju na obiteljskim gospodarstvima (Abu-Hammour, 2008). Izuzev
velikog znaCenja Turske u proizvodnji crnog kima, isti¢e se kao uzgajivac i Indija, odnosno
drZave poput Punjab, Himachal Pradesh, Madhya Pradesh, Jharkhand, Assam, Zapadni Bengal,
Andhra Pradesh (Rana, 2012). Takoder, uzgoj je rasiren i uspjeSan u drzavama kao §to su
Pakistan, Sirija, Egipat, Saudijska Arabija, Iran, Cipar i drzave Europe (Hussian i sur, 2014).

U Hrvatskoj su iz ovog roda prisutne cetiri vrste; Nigella arvensis L., Nigella arvensis
L. var. arvensis, Nigella damascena L. i Nigella sativa L. (Slika 2; Nikoli¢, 2015).

Slika 2. Rasprostranjenost roda Nigella u Hrvatskoj
(Izvor: Nikoli¢, 2015)

3.2. Povijest upotrebe

Padhye i sur. (2008) navode kako ljudski rod od davnina traga za biljkama koje sadrze
aktivne tvari korisne u lijeenu ljudskih bolesti. Upravo je i jedna od takvih biljaka crni kim.
Ulje iz sjemenki ove biljke koristeno je u lijeCenju raznih bolesti, a u novije vrijeme sve vise
ispitivanja provodi se s otkrivenom komponentom ulja, timokinonom. Posebno se istie
njegova mogucénost upotrebe u lijeCenju kancerogenih oboljenja.

Sjeme crnog kima pronadeno je u grobnici faraona Tutankhamena. Prisustvo biljke uz
faraone na neki je nacin oznacavalo njegovu besmrtnost. Znacenje tog ¢ina bilo je 'Od zivota
do vjecnosti'. Takoder, poznavanje crnog kima datira 1 u zapise Hippokrata (460. pr. Kr. — 380.
pr. Kr.) i Dioskorida (40. po. Kr. —90. po. Kr.), a spominje se i u Bibliji (Padhye i sur., 2008).
Iz ovih navoda vidljivo je kako je crni kim bio vrlo cijenjena vrsta ne samo narodne medicine,



ve¢ i religije. Muslimani je smatraju jednom od najboljih biljaka za lijecenje. Prema proroc¢kim
uvjerenjima lijeci sve osim smrti (Ahmad 1 sur., 2013).

Crni kim je, takoder, vazna biljna vrsta u tradicionalnim medicinama Indije, Unani i
Ayurvedi. Takoder, ve¢ stolje¢ima se koristi i u drugim tradicionalnim medicinama kao $to su
Kineska medicina i Arapska medicina (Padhye i sur., 2008, Balouchi i sur., 2015).

Tijekom povijesti 1 u raznim narodima biljka je imala i razli¢ita imena koja su bila usko
povezana s vjerovanjima o njenoj ljekovitosti. Latini su ju nazivali 'Panacea’, a taj naziv
oznac¢avao je njezinu mo¢ da lije¢i sve. U Arabiji je bila poznata kao 'Habbah Sawda' i 'Habbat
el Baraka', odnosno, sjeme blagostanja (Seeds of blessing) (Padhye i sur., 2008).

3.3. Morfoloska svojstva

Porodica zabnjakovki (Ranunculaceae Juss.), kao i svaka porodica ima odredene
karakteristike u morfologiji. Biljne vrste unutar ove porodice pripadaju jednogodisnjim ili
viSegodi$njim, najcesce zeljastim tipovima biljaka, ali se mogu pronaci izuzeci u smislu
grmovitih biljaka. Podzemni dio karakteristi¢an je po stvaranju gomolja ili podanaka, koji zbog
visokih sadrzaja hranjiva sluze za prezimljavanje biljaka. Listovi mogu biti jednostavni ili
sastavljeni, vrlo se esto pojavljuju s rukavcem i u svih je vrsta prisutna peteljka koja moze biti
duga ili kratka. Cvjetovi su sastavljeni zavojito i kruzno, u najve¢em postotku dvospolni, a
plodnica tucka nalazi se iznad ostalih dijelova cvijeta, odnosno cvjetovi su hipoginski. Cvjetovi
su bogati kako tuckovima, tako i1 prasnicima, a sastavljeni su u pojedinacne ili sakupljene
grozdaste 1 racvaste cvatove. (Grdinic i sur., 2009).

Crni kim (Nigella sativa L.) jednogodi$nja je biljka ¢iji se rast proteze od veljace do travnja,
dok se zetva provodi od lipnja do kolovoza. Biljka naraste u visinu izmedu 30 i 80 cm. Sama
visina stabljike, koja je uspravna i razgranata, uvelike ovisi 0 uvjetima u kojima se uzgaja.
Stabljika je zelenkasto-sive boje, a na njoj se nalaze viSestruko perasti zeleni listovi, a prisutne
su i vrlo uske liske. Ve¢ spomenuta razgranata stabljika, sadrzi izmedu 4 1 12 stabljika, a svaka
od njih zavrSava lis¢em (Kremer, 2007; Naz, 2011; Hussain, 2014; Tulukcu, 2015). Haq i sur.
(2015) u svom istrazivanju navode kako tezina pojedina¢ne biljke varira izmedu 8,40 g do
16,15 g, listovi su linearnog oblika duljine oko 3 cm.

Cvjetovi su vrlo njezni, izrazito svijetloplave do ¢ak bijele boje, koji sadrze dugacke lapove
smjestene na vanjskom dijelu 1 latice na unutarnjem dijelu poslagane zavojito. Cvijet je,
karakteristi¢no za porodicu, bogat prasnicima koji pelud izbacuju prema van (Slika 3.). Pet
medusobno sraslih oplodnih listia ¢ine tucak, koji se u zrelom stadiju okrece prema van.
Prilikom okretanja tuc¢ak zahvaca zrele prasnice i dolazi do samooplodnje (Anderson, 2005;
Hussain, 2014). Prema Kremeru (2007), cvatnja traje od lipnja do rujna. Abu Hammour (2008),
opisuje kako cvatnja zapocinje na terminalnim i bo¢nim granama, a zatim se §iri na ostale i
tako zavrSava na donjim, zadnjim granama.

Nakon oplodnje cvijeta razvija se plod, tobolac ili kapsula, sastavljen od pregrada (Slika 4
i5).



Slika 3. Cvijet crnog kima Slika 4. Dozreli plod (tobolac)
(Izvor: https://www.plantea.com.hr/crni-kim/) (Izvor: https://www.plantea.com.hr/crni-kim/)

Slika 5. Izgled pregrada unutar tobolca Slika 6. Sjeme crnog kima
(Izvor: http://nesigurnost.blogspot.com/2014/) (Izvor:
https://conovehonakopci.cz/rubriky/recepty/domaci-
pozivatiny/koreni/)

Unutar samih pregrada tijekom dozrijevanja formiraju se u pocetku zelene, a zatim crne
sjemenke. Sjemenke su trokutastog oblika, odnosno, s dvije strane su ostrih rubova, dok je
treCa strana sjemenke konveksna (Slika 6.). Sjeme je izrazito grube teksture i tamno, a
karakteristi¢no je 1 zbog mirisa te pikantnog okusa (Hussain, 2014).

Takoder, iz istrazivanja Haq i sur. (2015), dokazano je da se po kapsuli nalazi od 0,22 g do
0,16 g sjemena. Sjeme crnog kima u razli¢itim dijelovima svijeta poznato je pod razli¢itim
imenima. Tako je na podrucju Indije esto oslovljavan kao kalonji, kalazira ili sjeme luka. Na
podrucju Europe ucestaliji su nazivi crne sjemenke ili pak crni kumin (Hussain i sur., 2014).


https://www.plantea.com.hr/crni-kim/
https://www.plantea.com.hr/crni-kim/
http://nesigurnost.blogspot.com/2014/
https://conovehonakopci.cz/rubriky/recepty/domaci-pozivatiny/koreni/
https://conovehonakopci.cz/rubriky/recepty/domaci-pozivatiny/koreni/

3.4. Kemijska svojstva i upotreba crnog kima

Presanjem sjemena dobiva se ulje tamno zute do smede boje. Cesto je koristeno u zemljama
kao $to su Egipat, Sirija, Turska, ali se primjena prosirila ka istoku i Aziji, pa i dalje. Tijekom
vremena izolirane su razliCite aktivne tvari za koja su dokazana pozitivna i1 stimulirajuca
djelovanja na ljudski organizam (Hussain i sur., 2014; Balouchi i sur., 2015)..

Prema Datta i sur. (2012) sjeme crnog kima sadrzi ve¢ spomenuto bazno ulje, eteri¢no ulje,
proteine, minerale, ugljikohidrate i vlakna. Baznog ulja ima izmedu 32 i 40%, a ono se sastoji
od zasi¢enih masnih kiselina (palmitinske, stearinske i miristinske) i nezasi¢enih masnih
kiselina (arahidonska, eikosadienska, linoleinska, oleinska i dihomo linoleinska masna
kiselina). Sadrzaj eteri¢nog ulja krec¢e se od 0,4 do 0,45%, a ono sadrzi nigelon, timokinon (30-
48%), timohidrokinon, ditimokinon, timol, carvakrol, o i B-pinene, d-limonen (Slika 7.). U
sastavu baznog ulja nalaze se i proteini koji ¢ine oko 16-19,9%, a u njihovom se sastavu nalaze
arginin, lizin, leucin, glutaminska kiselina, metionin, tirozin, prolin i treonin. Minerala ima
izmedu 1,79 1 3,74%, a to su kalcij, fosfor, kalij, natrij i Zeljezo. Ugljikohidrata u baznom ulju
ima 33,9%, vlakana 5,50% i vode 6-0%.0sim ovih najvaznijih sastavnica treba spomenuti i
ostale aktivne tvari koje se u sjemenkama crnog kima nalaze u manjim koli¢inama. Kod tvari
u tragovima isticu se alkaloidi, odnosno izokinonski alkaloidi i pirazol alkaloidi, nadalje alfa-
hederin, triterpeni 1 saponini. Sve se ¢esce postavljaju istrazivanja koja za cilj imaju ispitivanje
ucinkovitosti 1 moguénosti primjene antikancerogenih agenasa, koji su takoder sastavni dio
sjemenki (Ahmad i sur., 2013).
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Slika 7.: Kemijska struktura nekih od sastavnica sjemena (timokinon, timol i
ditimokinon)
(Izvor: Padhye i sur., 2008)

Uzevsi u obzir ovako velik 1 raznolik obujam kemijskih komponenti ne ¢udi da je kim, osim
u povijesti, iznimno zanimljiva i ¢esto istrazivana biljna vrsta i danas.

U radu Forouzanfar i sur. (2014) spominje se kako je sjeme crnog kima tradicionalno
koristeno u puckoj bliskoisto¢noj medicini za lijeenje raznih bolesti prije vise od 2000 godina.
Sjeme je koriSteno kao diuretik, ekspektorans, purgativ, stimulans, sedativ i karminativ.



Primjena sjemena datira i u Arapsku medicinu, gdje se koristila za lije¢enje koZnih oboljenja,
gastrointestinalnih poremecaja, anoreksije, astme, prehlade, bronhitisa, povisene temperature,
gripe i ekcema.

Riaz i sur. (1996), prema D’ Antuono i sur. (2002) govori o tome kako se crni kim. moze
pronaci u terapiji respiratornih i gastrointestinalnih bolesti tradicionalne medicine. U tu svrhu
koriste se u svim islamskim zemljama te lokalno u juznoj Europi.

U ljekovite svrhe koriste se sjemenke, odnosno ulje dobiveno iz njih. Najpoznatija, a time
1 glavna sastavnica ulja je ve¢ spomenuti timokinon. On se smatra jednim od najvaznijih
spojeva koje ovu biljnu vrstu, odnosno sjeme, €ini tako Siroko upotrebljivim u terapijske svrhe.
Izmedu ostalog, spominju se antidijabeticko, antihistaminsko, protuupalno, antimikrobno,
antitumorsko, antiasmatsko djelovanje. Pomaze kod sniZzavanja poviSenih vrijednosti krvnog
tlaka, ekcema i visoke temperature (D" Antuono i sur., 2002; Hussain i sur., 2014).

U radu Shuid i sur. (2012) navodi se i moguce toksi¢no djelovanje. Istrazivanje provedeno
na miSevima dokazalo je kako su se nakon 4 do 6 sati od primjene ekstrakta crnog kima, na
istima poceli pojavljivati znakovi trovanja, odnosno toksi¢nog djelovanja. Trovanje se
manifestiralo kroz smanjenje lokomotornog uc¢inka, smanjenu osjetljivost na dodir i trzanje.
Nakon 10 sati od primjene ekstrakta u miSeva se pocela pojavljivati tahipneja i smanjena
konzumacija hrane. Kao srednja letalna doza (LDso) spominje se koli¢ina od oko 470 mg/kg
tjelesne tezine. Takoder, navedeno je i kako je u raznim ostalim istrazivanjima provedenim na
miSevima 1 Stakorima, dokazano da se crni kim uz praéenje stanja krvne slike moze
primjenjivati u terapijske svrhe.

Sjemenke crnog kima osim zbog raznih kemijskih komponenti koje im daju svakojaka
ljekovita svojstva, Cesto se upotrebljavaju i u kulinarstvu. Sjemenke se najviSe koriste kao
zacin, jer hrani predaju aromu i relativno gorak i ljutkast okus. Njihovu primjenu moguce je
pronaci i u proizvodnji kobasica, sira ili pak slatkiSa kao $to su bomboni. Prilikom kuhanja ili
pecenja sjemenke se mogu dodavati u razna jela, a kao primjer mogu posluziti razne vrste juha
i kolaca (Hussain i sur., 2014; Assefa i sur., 2015).

Istrazivanje Datta 1 sur. (2012) ukazuje na mogucnost primjene sjemena kao dodatka
prehrani domacih zivotinja. Takva praksa rezultirala je povec¢anjem tjelesne teZine i ve¢om
reproduktivno$c¢u kod janjaca, porastom imuniteta kod pilica, a iskoriStavanje hrane od strane
organizma takoder je zabiljeZilo znacajan rast.



3.5. Tehnologija uzgoja crno kima

U preglednom ¢lanku Datta i sur. (2012) navode da je uzgoj crnog kima mogu¢ u umjereno
hladnim i suhim podrucjima s malim koli¢inama padalinama u vidu snijega do toplih i vlaznih
podru¢ja. Hladnija klima s ve¢om koli¢inom oborina pozitivno djeluje na cvatnju i razvoj
sjemena.

Od zahtjeva ove vrste prema tlu zapravo se moze istaknuti prilagodljivost crnog kima.
Siroki je raspon razli¢itih tala na kojima ova biljna vrsta uspijeva i na kojima je uzgajana.
Najprikladnijima se ipak smatraju pjeskovita slana tla koja su izrazito mikrobioloski aktivna.
Uspjeh crnog kima takoder je mogu¢ i na tlima s puno oborina, dobro dreniranim tlima pa sve
do tala na podruc¢jima s malo oborina. Idealan pH krece se izmedu 7,01 7,5 (Assefa i sur, 2015).

Poznato je kako je vrijeme sjetve prilagodeno samoj kulturi koja se planira uzgajati,
odnosno, vrsi se u onom periodu godine ili vegetacijske sezone kada su idealni uvjeti za klijanje
i nicanje doti¢ne kulture. U poglavlju u kojem se spominjala rasprostranjenost vidljivo je kako
crni kim zapravo ima dosta Sirok areal uzgoja, prema klimatskim uvjetima u tim podruc¢jima.
Upravo iz tog razloga moguce je pronaci zbilja razne savjete i teorije o tome kada sijati ovu
kulturu.

Horvat (2017) u svom doktorskom radu prema razli¢itim autorima i izvorima navodi
idealne uvijete za sjetvu crnog kima. Istice kako se u mediteranskom dijelu Jordana, prema
radu Khaled i sur. (2007), gdje prevladava klima koju karakteriziraju hladne zime i toplo do
vruc¢e ljeto, sjetva obavlja pocCetkom prosinca. Kao mjesto uzgoja spomenut je dakako i
Pakistan, u kojemu se prema Rabbani i sur. (2011), sjetva obavlja u listopadu i studenom.
Nadalje, spomenuti su primjeri sjetve iz Irana koja se provodi u rano proljece, odnosno, travanj
i svibanj. Zatim se spominje kraj listopada kao idealan termin sjetve u Egiptu, sredina i kraj
travnja u Turskoj te poCetak ozujka u sjevernoj Italiji.

Samoj sjetvi sjemena prethodi priprema tla na kojem ¢e se odvijati uzgoj ove biljne vrste
(Datta i sur., 2012). Datta i sur. (2012) u svom radu pripremus tla opisuju u tri koraka, odnosno
spominju tri radnje koje je potrebno obaviti prije sjetve. Kao i za svaki usjev tlo je potrebno
izorati plugom. Nakon oranja, prema literaturi, slijedi drljanje u dva do tri navrata, a potom se
tlo izravna kako bi se sjetva mogla Sto pogodnije obaviti.

Uzgoj crnog kima provodi se najCesce direktnom sjetvom sjemena, moze se pronaci i
proizvodnja presadnica iako je manje uobicajena (Datta i sur., 2012). Prema radu Ghouzhdi
(2010), sije se 20 do 30 kg sjemena crnog kima po hektaru. Samo odredivanje koli¢ine sjemena
za sjetvu, naravno, ovisi 0 klijavosti samog sjemena koju doznajemo s deklaracije istog
sjemena.

Sjetva se moze obavljati u redove, u gredice, u brazde. Razmak izmedu redova, prema
Ghouzhdi (2010) trebao bi iznositi izmedu 25 1 40 cm, dok bi razmak unutar redova trebao biti
15 cm. U raznim drugim istrazivanjima preporuceni su drugaciji omjeri razmaka. Tako na
primjer Abdolrahimi i sur. (2012), u svom radu kao razmak preporucuje 20 cm izmedu redova
te 2 cm unutar samog reda, jer je takvom sjetvom u istom istrazivanju dobiven najbolji urod.
Prema Mollafilabi i sur. (2010) crni kim je biljna vrsta koja samostalno formira sklop, pa
moguca rijetka sjetva nije problem, jer se biljka sama pobrine za taj nedostatak (Slika 8.).
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Slika 8. Nasad crnog kima
(Izvor: https://www.pharmasaat.de/onlineshop/images/product_images/info_images/129_0.JPG)

Iako je biljka, zbog svog korijenovog sustava i klorofila uz pomo¢ kojeg vrsi proces
fotosinteze, u stanju prikupljati hranjiva iz svoje okoline ljudi ve¢ stolje¢ima biljkama nadodaju
hranjiva u obliku umjetnih ili prirodnih gnojiva kako bi poboljsali njihov rast i razvoj. Uzgoj
crnog kima, takoder ne prkosi ovim pravilima te je gnojidba tog usjeva uobicajena pojava.
Osim sveprisutnog dusika za crni kim od izuzetne je vaznosti i fosfor (Rana, 2012). Datta i sur.
(2012) u svom radu isticu kako se prilikom gnojidbe usjeva crnog kima upotrebljava NPK
gnojivo koncentracije 5:3:2. Gnojivo se aplicira jednom godisnje direktno uz mladu bilj¢icu.
Svakako u obzir, prilikom odredivanja koli¢ine 1 vrste gnojiva, treba uzeti stanje tla utvrdeno
kemijskom analizom, klimatske uvjete te sam nacin uzgoja vrste.

Navodnjavanje ima pozitivan utjecaj na rast i razvoj biljke. Datta i sur. (2012) kao
preporuku za navodnjavanje navode jedan ili dva ponavljanja, i to u fazi cvatnje i u fazi
dozrijevanja sjemena, a time se postize vece sjeme te samim time i vise ulja.

Borba protiv korova provodi se ru¢no ili kopanjem (Datta i sur, 2012; D'Antuono i sur.,
2002), kako bi se smanjila njihova pojavnost 1 time se pospjesili uvjeti za uspijevanje crnog
kima. Prema istrazivanjima ova bi se mjera trebala provoditi od 20 do 15 dana unutar kojih ¢e
biti provedeno tri do pet ponavljanja uklanjanja korova jednom od moguéih metoda.
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3.6. Predsjetveni tretmani u pospjesivanju klijavosti sjemena

Provodena su mnoga ispitivanja i postavljani su razni pokusi kako bi se utvrdio utjecaj
predsjetvenih tretmana na pospjesivanje klijavosti. Osobito su zanimljiva i vrijedna takva
ispitivanja kod susnih uvjeta gdje sjeme u trenutku kada treba proklijati pati od deficita vode.
Deficit vode, odnosno vodni stres vazan je poljoprivredni problem diljem svijeta, a koji
znacajno utjece ne samo na klijanje ve¢ i na samo osnivanje usjeva. Upravo u ovu pricu idealno
se uklapa upotreba predsjetvenih tretmana sjemena pomocu kojih se poboljSava Zivotna mo¢
sjemena, odnosno povec¢ava mu se postotak i stopa klijanja. Tim se procesom biljkama otvaraju
moguénosti stvaranja rezistentnosti na stresne uvjete te dolazi do smanjivanja vremena od same
sjetve do klijanja 1 sjeme je zasticeno od abiotickih 1 bioti¢kih ¢imbenika u ranim fazama rasta.
razvoju i o njima ovise prinosi koji ¢e se kasnije ostvariti. Pozeljno je da je biljka u tom periodu
Sto manje izloZena negativnim utjecajima. Sve ove prednosti kasnije dovode do ujednacenije
klijanja i razvoja samog usjeva. Upravo istrazivanja na temu predsjetvenih tretmana svojim
rezultatima pokazuju pozitivne karakteristike upotrebe istih. Takoder, provedbom mnogih
istrazivanja utvrdene su i neki tehnicki elementi u smislu koje tretmane koristiti, u kojoj koli¢ini
I kojem vremenskom periodu kako bi samo predtretiranje sjemena bilo $to uspjesnije. Nadalje,
dokazana je velika uspjeSnost primjene predtretmana kod klijanja sjemena razli¢itog povréa i
trava, odnosno kultura s vrlo sitnim sjemenom. Pozitivni rezultati takoder su dobiveni i1 kod
primjene na Zitaricama (pr. pSenica), mahunarkama kao §to je soja te kod suncokreta (Kaya i
sur., 2006; Balouchi i sur., 2015; Fallah i sur., 2018).

Prema Fallah i sur. (2018) cit. Kaya i sur. (2006) predsjetveni tretmani poboljSavaju
fizioloSke reakcije samog sjemena koje se nalazi pod stresnim uvjetima, a to ¢e dovesti do
povecane otpornosti na sam stres. Crni kim kako je ve¢ ranije spomenuto, berbom sjemena
datira u ljeto. Upravo u tom periodu godine se sve ¢eSée susrece problem nedostatka vode te
se biljka razvija u susnim, za nju nedovoljno optimalnim uvjetima.

Tijekom vremena razvijen je niz metoda koje se koriste u svrhu predtretiranja sjemena. Sve
te metode imaju isti cilj, a to je vracanje zivotnosti sjemena i lakSe prilagodavanje stresnim
uvjetima. Ono §to je glavna znacajka ovih metoda je provodenje predhidracije sjemena koja ¢e
aktivirati prekursore klijanja u samom sjemenu. Uspjesnost samog tretiranja nije uvijek
jednaka ili zagarantirana, jer ovisi kako o biljnoj vrsti, tako i o tretmanu. Paznju treba posvetiti
i fizikalnim i kemijskim ¢imbenicima prilikom tretiranja, jer i oni imaju utjecaj na krajnji
rezultat tretmana. U fizikalne Cimbenike spadaju osmotski tlak, vodni potencijal, temperatura,
vrijeme trajanja tretmana, svjetlost, stanje sjemena, dok se u kemijske ¢imbenike ubrajaju
razli¢ita sredstva koja se koriste u pripremi i samom tretiranju (Lutts i sur., 2016). Tretiranje
sjemena vodom najjednostavniji je nacin koji koristi Cistu vodu. Sjeme se potapa u vodi
odredeno vrijeme, a zatim se ostavlja da se posusi do pocetne vlage sjemena. S obzirom na to
da ova metoda ne koristi nikakve kemikalije ili bilo kakva sredstva osim ¢iste vode, ekoloski
je prihvatljiva. Nadalje, metoda ima i1 svoj nedostatak, a to je nemogucénost kontroliranja
koli¢ine vode koje ¢e sjeme upiti. Taj nedostatak relativno je moguée nadzirati i to
osiguravanjem to¢no odredene koli¢ine vode pri odredenim temperaturama uz pazljivo
pracenje vremena samog tretiranja. Predsjetveni tretmani vodom provedeni na kulturama kao
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Sto su pSenica, riza, grah, slanutak, kukuruz, suncokret imali su pozitivan utjecaj na klijavost
sjemena i rast radnice u optimalnim i u stresnim uvjetima. Naj¢es¢i oblik predtretiranja vodom
je tretiranje, odnosno premazivanje, u bubnju. Prilikom ove tehnike sjeme koje se nalazi u
bubnju koji se polagano okre¢e postupno se hidrira vodenom parom (Lutts i sur., 2016).

. Namakanje sjemena u osmotskoj otopini s niskim potencijalom vode je sljedeca tehnika
predtretmana. Otopina ima ve¢ spomenuti niski potencijal vode $to omogucuje polagani ulazak
vode u sjeme, postepeno sazrijevanje i aktivacija pocetnih faza klijanja. Vodni potencijal
otopine iznosi izmedu -1.0 1 1.0 Mpa. Za ovu vrstu tretmana koriste se razni spojevi kao §to su
polietilen glikol (PEG), manitol, sorbitol, glicerol, anorganske soli. Najcesce se ipak koristi
PEG. U kombinaciji sa solnim otopinama ova tehnika ¢esto se naziva i ,.halopriming®. Ova
metoda dokazano poboljSava klijavost sjemena, pojavu sadnica i povecava toleranciju na stres
u nepovoljnim uvjetima (Lutts i sur., 2016).

. Zbog visokih troskova za potrebna sredstva prethodne metode razvijena je metoda
krutog matriksa. Zasniva se na koriStenju krutog matriksa gdje se sjemenke mijeSaju i
inkubiraju s vlaznim nosaem krute vode. Proces traje to¢no odredeno vrijeme nakon cega
nastupa odvajanje, ispiranje i suSenje. Ovim na¢inom tretiranja sjeme se polagano hidratizira.
Kao materijal za matrice koriste se materijali specificnih fizikalnih i kemijskih karakteristika,
a najcesc¢e su to vermikulit, treset, pijesak, drveni ugljen ili neki tvornicki supstrati. Koristenje
ove tehnike pokazalo se uspjesnom pri predtretiranju mrkve, soje i luka (Lutts i sur., 2016).

. Predtretman hormonima gdje se koriste giberelini, auksini, abscizinska kiselina,
kinetin. Primjenom giberelinske kiseline (GA3) doslo je do povecanja prinosa zrna, povecanja
tolerancije na sol kod pSenice. Nadalje, primjena poliamina uzrokovala je povecanu toleranciju
na susu kod rize, a askrobinska kiselina i salicilna kiselina pomazu psenici da se odupre
salinitetu (Lutts i sur., 2016).

. Kao tehnika predtretiranja sjemena koristi se i inokulacija sjemena bakterijama. Ova
tehnika povecava brzinu 1 uniformnost klijanja, a simultano pruza zastitu od patogena iz tla.
Moguca je upotreba bakterija koje potiCu rast biljaka (PGPB), Pseudomonas fluorescens,
Rhizobium sp. (Lutts i sur., 2016).

Mnogobrojna istrazivanja potvrduju pozitivno djelovanje predsjetvenih tretmana na
klijavost sjemena u uvjetima osmotskog stresa. Jedno od takvih istraZivanja je ono Balouchi i
sur. (2015) koji su istrazivali utjecaj 1%-tnog i 3%-tnog kalijevog nitrata (KNO3), salicilne
kiseline (0,2 i 0,5 mM) i destilirane vode na klijavost sjemena crnog kima u uvjetima
osmotskog stresa (0, -3 i -6 bara). Sjeme je tretirano sa Sest razliCitih tretmana. 1%-tnim
kalijevim nitratom, 0,5 mM salicilnom kiselinom u trajanju od Sest sati, 3%-tnim kalijevim
nitratom u trajanju od 24 sata i 0,2 mM salicilnom kiselinom te destiliranom vodom u trajanju
od 12 sati. U pokus je, takoder, bila uklju¢ena i kontrola (netretirano sjeme). Prema danim
rezultatima istrazivanja vidljivo je da su predsjetveni tretmani imali znacCajan ucinak na
postotak klijavosti za razli¢ite razine osmotskog stresa. Tako, primjera radi, najve¢i postotak
klijavosti kod osmotskog potencijala 0 iznosio je 92%, a postignut je kod primjene 3%-tnog
kalijevog nitrata i 0,2 mM salicilne kiseline. Postignuti rezultati postotka klijavosti ovih dvaju
tretmana signifikantno se razlikuju od rezultata netretiranog sjemena i sjemena tretiranog
destiliranom vodom. Kod razine osmotskog stresa od -3 bara, najveci postotak klijavosti od
85% postignut je tretmanom 0,2 mM salicilne kiseline, a rezultat se signifikantno razlikuje od
onith postignutih primjenom destilirane vode i od netretiranog sjemena. Kod najveceg
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osmotskog stresa (-6 bara) upotreba 0,2 mM salicilne kiseline ponovno je rezultirala najve¢im
postotkom klijanja (58%). Kod ove razine stresa rezultat upotrebe 0,2 mM salicilne Kiseline
signifikantno se razlikuje od ostalih tretmana. Autori ovakav rezultat pripisuju upravo tome $to
salicilna kiselina dovodi do sprecavanja redukcije auksina i citokinina, a upravo prisutnost ovih
hormona u biljci pridonosi boljem suocavanju sa stresnim uvjetima.

Istrazivanje Majd Nassiry i sur. (2016) pokazalo je kako se povecanjem razine osmotskog
stresa smanjivao postotak klijavosti i povecavalo se prosjecno vrijeme klijanja. Autori su
testirali tolerantnost bosiljka (Ocimum basilicum L.) na uvjete osmotskog stresa. Sjeme je
tretirano s PEG-om, Kkalijevim nitratom (KNOgz) i natrijevim kloridom (NaCl) u
koncentracijama od 0,2, 0,4, 0,8 Mpa i trajanju od 8 i 16 sati na 15+°C. Nakon isteklog vremena
tretiranja sjeme je isprano destiliranom vodom u dva ponavljanja i zatim ostavljeno na 25£1°C
da se prosusi do pocetne vlage sjemena. Sukladno navodu da se pove¢anjem razine osmotskog
stresa smanjivao postotak klijavosti i raslo je prosje¢no vrijeme klijanja govore i rezultati. Pri
razini osmotskog stresa 0 Mpa postotak klijanja iznosio 93,33%, a pri -0,8 Mpa tek 32%.
Takoder, vidljiv je rast prosje¢nog vremena klijanja, koje je pri 0 Mpa iznosilo 3,95, a pri -0,8
Mpa 7,74. Razlog ovomu je, kako navode autori, to §to se povecanjem osmotskog stresa
smanjuje mogucénost sjemena da upija vodu iz okoline i time je vrijeme do pocetka klijanja
povecano. lako u naSem istrazivanju, klijanje u uvjetima -3 i -5 bara nije zabiljeZeno, u uvjetima
0 bara najmanje prosjecno vrijeme klijanja zabiljeZeno je kod T4, odnosno tretmana sa dH0.
MGT u tom tretmanu iznosio je 11,79 i signifikantno se razlikovao samo od tretmana T1.
Pretpostavka je da je sjeme tijekom pripreme u tretmanu sa dH2O upilo odredenu koli¢inu vode
koju je kasnije upotrijebio za pocetak klijanja.

U istrazivanju Kaya i sur. (2006) provedenom na sjemenu suncokreta sorte Sanbro
ispitivana je klijavost i rast sadnice u uvjetima povecanog saliniteta i suse. Susa je inducirana
pomoc¢u PEG-6000. Usporedivana su tri tretmana sjemena, kako u uvjetima povecanog
saliniteta, tako 1 u uvjetima suse. Sjeme je podijeljeno u kontrolu (sjeme koje nije tretirano),
KNO3 (sjeme tretirano otopinom KNO3) i dH2O (sjeme tretirano destiliranom vodom). Pokusi
su postavljeni u razli¢itim vodnim potencijalima (0.0, -0.3, -0.6, -0.9 i -1.2 Mpa). Istrazivanje
je postavljeno kako bi se dokazali koji su to cimbenici odgovorni za sam rast i klijanje sjemena
u nepovoljnim uvjetima i kako bi se odredili koli¢inski normativi prilikom predsjetvenog
tretmana. I u uvjetima povecanog saliniteta 1 u susnim uvjetima kod svih tretmana dokazano je
usporeno klijanje. Kod NaCl je postotak klijanja i prosje¢no vrijeme klijanja bilo nize, a
klijanje, duljina korijena i klijanca veéa nego kod PEG pri istom vodnom potencijalu. U svim
uvjetima, osim PEG na vodnom potencijalu -1.2 Mpa, zabiljezeno je klijanje. NaCl pokazao je
manje inhibitoran u¢inak na rast sadnica u usporedbi s klijanjem. Inhibiranje klijanja kod istog
vodnog potencijala dogadala se zbog osmotskog ucinka, a ne zbog toksi¢nosti prisutne soli.
Zaklju¢no, dokazan je pozitivan u€inak predsjetvenih tretmana, jer je zbog tretmana porasla
klijavost i rast samih sadnica u uvjetima povecanog saliniteta i suse.

Fallah i sur. (2018) su istrazivali utjecaj predsjetvenih tretmana sjemena crnog kima. u
razli¢itim uvjetima nedostatka vode. U istrazivanje su bili ukljuceni sljedeci tretmani: kontrola,
tretiranje destiliranom vodom u trajanju od 48 sati, tretiranje kalijevim nitratom (KNO3) u
trajanju od 72 sata, tretiranje 0, 5%-tnim cinkovim sulfatom (ZnSO.) u trajanju od 36 sata,
tretiranje polietilen glikolom u trajanju od 72 sata i tretiranje giberelinskom kiselinom (GAz)
koncentracije 100 ppm-a u trajanju od 36 sata. U blago stresnim uvjetima nedostatka vode
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tretiranje sjemena rezultiralo je povecanjem koncentracije prolina, a najveéi postotak
pojavnosti u danim uvjetima bio je kod upotrebe ZnSQO4. Povecanje enzima katalaze zabiljeZzen
je u svim tretmanima (osim kod polietilen glikola), dok je koncentracija topivih enzima bila
najveca kod tretmana KNO3z. KNOs je, takoder, u srednje stresnim uvjetima nedostatka vode
postigao najvecu brzinu i postotak pojave 1 duljine samih sadnica. Nasuprot srednje stresnim
uvjetima, kod teSko stresnih uvjeta najveéi postotak pojave imale su sjemenke tretirane
giberelinskom kiselinom i ZnSQO4. Tretiranje vodom i giberelinskom kiselinom pokazalo se
najbolje u pogledu sadrZaja prolina i tezine sadnica. Aktivnost katalaze bila je najvecéa prilikom
koristenja ZnSOx4 i tretiranja vodom i to u teskim i umjerenim stresnim uvjetima. ZnSO4 i GA3
pokazali su se najvisSe pogodnima za borbu protiv vodnog stresa u ranim fazama rasta, jer
uzrokuju rast sadrzaja antioksidansa u sadnicama.
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4. Materijali i metode

Dvofaktorijelni pokus u svrhu ispitivanja utjecaja predsjetvenih tretmana na klijavost
sjemena crnog kima u uvjetima osmotskog stresa postavljen je na Zavodu za sjemenarstvo,
Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu u razdoblju od 05. travnja 2018. do 30.travnja
.2018.

Pokus je postavljen po slucajnom bloknom rasporedu u cetiri ponavljanja. Svako
ponavljanje bilo je predstavljeno s jednom Petrijevom zdjelicom s 20 sjemenki crnog kima
(Slika 11.). Prvi faktor pokusa ukljuéivao je tretmane sjemena giberelinskom kiselinom (GA3),
destiliranom vodom (dH20 i kontrolu, odnosno netretirano sjeme. Drugi faktor ukljucivao je
tri razine osmotskog stresa (0, -3, -5 bara) primjenom razli¢itih koncentracija PEG 6000. Ova
u vodi topljiva molekula, formule HO [CH2, CH. O], vrlo je cesto primjenjivana u
istrazivanjima koja ispituju ponasanje biljaka u uvjetima nedostatne vlage (Spoljarevi¢ i sur.,
2014). Molekula se dobiva, kako opisuju Spoljarevi¢ i sur. (2014), kemijskom procesom
polimerizacije etilen oksida s vodom, monoetilnim glikolom ili dietilen glikolom uz alkalnu
katalazu. Osmotski potencijal vodene otopine PEG-a usko je povezan s koncentracijom.
Dokazano je kako se pri odredenim koncentracijama povecanjem osmotskog potencijala
otopine linearno povecavala i temperatura iste (Michel i sur., 1973).

Za pravilno koristenje PEG-a potrebno je veliko znanje o njegovu u¢inku. U istrazivanjima
u kojima su ukljucene biljke, uglavnom se koriste PEG 6000 1 PEG 8000.

Prije postavljanja pokusa sjeme je dezinficirano u 3%-tnom izosanu, kroz period od tri
minute, nakon ¢ega su sjemenke tri puta ispirane u destiliranoj vodi. Tretman s GAs ukljucivao
je mocenje sjemena u GAs koncentracije 100 mg/L kroz 24 sata. Tretman sjemena s
destiliranom vodom trajao je takoder 24 h. Kontrola je predstavljala netretirano, sterilizirano
sjemena. U tablici 3. prikazani su primijenjeni tretmani.

Tablica 3. Popis primijenjenih tretmana

Oznaka Opis tretmana
tretmana
T1 GAz (100mg/l, kroz 24 sata) + razina osmotskog stresa O bara
GA:z (100 mgl/l, kroz 2
T2 .
4 sata) + razina osmotskog stresa -3 bara
T3 GA:z (100 mg/l, kroz 24 sata) + razina osmotskog stresa -5 bara
T4 dH20 (kroz 24 sata) + razina osmotskog stresa 0 bara
T5 dH.O (kroz 24 sata) + razina osmotskog stresa -3 bara
T6 dH20 (kroz 24 sata) + razina osmotskog stresa -5 bara
T7 Kontrola + razina osmotskog stresa 0 bara
T8 Kontrola + razina osmotskog stresa -3 bara
T9 Kontrola + razina osmotskog stresa -5 bara
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Nakon predsjetvenih tretmana sjeme je izvadeno iz otopina i ostavljeno 24 sata da se posusi
na pocetnu vlagu sjemena te je pincetom poslagano u staklene Petrijeve zdjelice promjera 85
mm, na ¢ije dno je postavljena vata i filter papir (Slika 9., Slika 10.).

Inkubacija sjemena provodena je u komori za naklijavanje kroz period od 27 dana na
temperaturi od 25°C i vlazi zraka 70% i svjetlosnom rezimu no¢: dan 16:8 (Slika 13.). Broj
proklijalih sjemenki utvrdivan je tri puta tjedno kroz period od 27 dana. Vlaga u Petrijevim
zdjelicama odrzavana je dodavanjem destilirane vode (dH20) (T1, T4 i T7), a u slucaju
simulacije osmotskog stresa dodavanjem -3 (T2, T51 T8) te -5 (T3, T6 i T9) bara PEG 6000
(Slika 12.).

Pomocu skenera Epson Perfection V700 klijanca fotografirani su klijanci u tretmanu T1,
T4 i T7. Dobivene slike analizirane su racunalnim programom WinRHIZO Pro (Regent
Instruments Inc., Quebec, Qc, Canada). Za svaki klijanac utvrdena je duljina korijena (L-
Lenght; cm), povrsina korijena (S - Surface Area; cm?), prosje¢ni promjer korijena (D -
Average diameter; mm) i volumen korijena (V- Root Volume; mm?3).

Slika 9. Procjedivanje sjemena nakon 24 Slika 10. Postavljanje sjemena na
sata moc¢enja u otopini GAs koncentracije naklijavanje
100 mg/L (Autor: Trubelja, 2018)

(Autor: Trubelja, 2018)
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Slika 11. Petrijeve zdjelicé s po 20 Slika 12. Zalijevanje sjemena
sjemenki po tretmanu (Autor: Trubelja, 2018)
(Autor: Trubelja, 2018)

Slika 13. Postavljanje Petrijevih zdjelica u klima komoru
(Autor: Trubelja, 2018)
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4.1. Statisticka obrada podataka

Na kraju pokusnog razdoblja izracunati su parametri klijavosti sjemena te su analizirana
morfoloska svojstva klijanaca za tretmane T1, T4 i T7. Za njihovo izraCunavanje koriStene su
formule koje slijede u daljnjem tekstu.

(1) KLIJAVOST SIEMENA — G (Germinability) — izraena u % (Scott i sur., 1984).

_ broj isklijalih sjemenki

— x 100
ukupan broj sjemena

Klijavost sjemena je postotak sjemena u kojem proces klijanja dolazi do svog kraja, u
eksperimentalnim uvjetima, a koji rezultira pojavom izbocine, odnosno zZivog zametka.

(2) PROSJECNO VRIJEME KLIJANJA — MGT, (Mean germination time), izraZeno u danima

K
Z nt,
MGT = 12—
n;
i=1

U formuli tj oznacava vrijeme od pocetka pokusa do vremena opservacije (t). Faktor
ni je broj isklijalih sjemenki u i vremenu, a k oznagava zadnji dan klijanja (Ranal i sur. 2009).

(3) SREDNJA STOPA KLIJAVOSTI — MR (Mean germination rate)
MR=1/t
Srednja vrijednost klijanja definirana je kao recipro¢na vrijednost prosje¢nog vremena

klijanja (Ranal i sur., 2009).

(4) KOEFICIJENT VARIJABILNOSTI VREMENA KLIJANJA — CV; (Coefficient of
variation of the germination time) — izrazen u %

CVi=2x100
Pri ¢emu je St standardna devijacija, a t je prosje¢no vrijeme klijanja (Ranal i sur., 2009).

(5) POUZDANOST PROCESA KLIJANJA — U (Uncertainity of the germination process)
k
U=-) filog, f,
i=1
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, pri cemu:

Pri ¢emu je faktor n; broj proklijalih sjemenki u vremenu t" . Zadnji dan opservacije
oznacen je s k (Ranal i sur., 2009).

Pouzdanost procesa klijanja sluzi za mjerenje stupnja nesigurnosti povezanog s
raspodjelom relativne ucestalosti klijanja. Niske vrijednosti ukazuju na bolju ujednacenost
klijanja.

(6) UJEDNACENOST PROCESA KLIJANJA — Z (Synchrony of the germination process)
(Ranal i sur., 2009).

Pri ¢emu Z predstavlja kvocijent izmedu sume parcijalne kombinacije proklijalih
sjemenki u vremenu t; i kona¢nog broja proklijalih sjemenki na kraju pokusa, pretpostavljajuci
da se klijanje sjemenki koje su klijale u odredenom vremenu dogadalo simultano.

(7) INDEKS KLIJAVOSTI — GI (Germination index)
Indeks klijavosti izracunat je pomoc¢u formule (AOSA, 1993):

broj proklijalih sjemenki n broj proklijalih sjemenki

_broj dana do prvog prebrojavanja o broj dana do konatnog prebrojavanja

Jednosmjerna analiza varijance je provedena u svrhu utvrdivanja signifikantnih razlika
izmedu tretmana. Izracun je proveden pomocu naredbe PROC GLM u programu SAS (SAS
Institute, 2004). Razlike izmedu prosjecnih vrijednosti kvantitativnih svojstava izmedu
tretmana utvrdene su pomocu Tukeyjevog testa (P < 0.05). Izvorne vrijednosti svojstava G i
CVt izrazenih u postotku su prije analize transformirane pomoc¢u formule y= arcsin (x/100)
(SAS Institute 2004. SAS SAS/STAT® 9.1 User’s Guide. Cary, NC,USA).
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5. Rezultati i rasprava

Susa je jedan od najznacajnijih osmotskih stresova koji ograni¢ava poljoprivrednu
proizvodnju usporavajuci ili inhibiraju¢i klijanje sjemena kao i rast i razvoj biljaka §to u
konacnici rezultira smanjenjem prinosa. U mnogim je istrazivanjima utvrdeno da predtretmani
sjemena pospjeSuju klijavosti sjemena 1 ujednacenost nicanja u uvjetima osmotskog stresa,
stoga se kroz ovaj diplomski rad nastojala utvrditi u¢inkovitost samo nekih od navedenih
tretmana, to¢nije tretmana s giberelinskom kiselinom (GA3) i destiliranom vodom. Postoji niz
istrazivanja o primjeni predsjetvenih tretmana u uvjetima vodnog stresa izazvanog PEG-om u
svrhu pospjesivanja klijavosti, kako crnog kima, tako i nekih drugih kultura u uvjetima vodnog
stresa (Li i sur, 2013; Balouchi i sur., 2015; Espanany i sur, 2016; Fallah i sur., 2018.).

Tretmani pokusa oznaceni kraticama T2 (GAz + -3 bara), T3 (GAs + -5 bara), T5 (dH20
+ -3 bara), T6 (dH20 + -5 bara), T8 (kontrola + -3 bara), T9 (kontrola + -5 bara) kod kojih je
simuliran osmotski stres nisu rezultirali klijanjem sjemena, stoga su isklju¢eni iz daljnje
statistiCke analize. Iako u ovom istraZivanju predtretiranje sjemena nije pospjesilo Klijanje
sjemena u uvjetima osmotskog stresa (-3 i 5 bara), u literaturi je moguce naci istrazivanja na
istu tematiku kod kojih je primjena predtretmana sjemena u uvjetima osmotskog stresa imala
pozitivan uc¢inak. Utjecaj GAs na sjeme crnog kima u uvjetima osmotskog stresa ispitivali su i
Fallah i sur. (2018). Osim predtretmana s giberelinskom kiselinom (100 mg/I u trajanju od 36
sati), autori su koristili i tretmane koji su ukljucivali destiliranu vodu (48 sati), KNO3 (2%-tni
u trajanju od 72 sata), ZnSO4 (0,5% u trajanju od 36 sata), PEG (-4 bara u trajanju od 72 sata).
Kod sjemena tretiranog sa ZnSO4, KNO3s i GA3 utvrden je visok postotak klijavosti u razli¢itim
uvjetima osmotskog stresa. Kao objasnjene uc¢inkovitosti predtretmana s GAsnavode ¢injenicu
da ona potpomaze sintezu a-amilaze, a to je jedan od vaznih biokemijskih procesa koji
stimulira klijanje sjemena.

Iako u ovom istrazivanju tretman sa dH»O isto tako nije rezultirao klijavo$¢u sjemena
u uvjetima osmotskog stresa, istrazivanje Gahtyari i sur. (2017) pokazalo je upravo prednost
njene primjene, iako kod druge biljne vrste, pri znatno ve¢im razinama osmotskog stresa (-9 i
-15 bara). Istrazivanje je provedeno na sjemenu psSenice pri Cetiri razine osmotskog stresa (0, -
3, -9, -15 bara). Sjeme je tretirano destiliranom vodom i giberelinskom kiselinom (50 ppm). U
rezultatima je vidljivo kako je pri ve¢im razinama osmotskog stresa (-9 i -15 bara) predtretman
s destiliranom vodom imao bolji u¢inak. Na svih pet istrazivanih genotipa pSenice pri -9 i -15
bara tretman s destiliranom vodom rezultirao je vi§im postotkom klijavosti. Kod nekih
genotipova postignuta je klijavost za 10% veci od klijavosti koja je postignutog upotrebom
GAgz (primjer: genotip PBW 175 postotak klijavosti kod tretmana destiliranom vodom iznosio
je 57,5%, a kod tretmana GAgz iznosio je 47,5%). Ovakav pozitivan uc¢inak primjene destilirane
vode kao predtretmana sjemena moze se objasniti iz istrazivanja kojeg su proveli Ken-Ichi i
sur. (2013). Autori su ispitivali utjecaj predtretiranja sjemena vodom na klijanje i vigor sjemena
rize tijekom klijanja u razli¢itim uvjetima vlaznosti tla. Utvrdili su pozitivan ucinak primjene
vode na sjeme, a isti su pripisali aktivaciji metabolickog procesa koji je povezan s aktivnoscu
a-amilaze. Odnosno, zabiljeZena je pozitivna korelacija izmedu aktivnosti a-amilaze i sadrzaja
SeCera u sjemenki prije samog klijanja. Seceri osiguravaju hranjiva stanici za njezino
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produljenje 1 pocetak rasta. Promijene u samom metabolizmu dogadaju se u periodu suSenja
sjemena, vra¢anja na po¢etnu vlagu kada dolazi do ubrzanja metabolic¢kih procesa.

Kao pozitivan rezultat ovog istrazivanja valja istaknuti djelovanje predtretmana GAsz na
povecanje klijavosti sjemena u uvjetima bez osmotskog stresa u odnosu na kontrolno sjeme,
stoga ¢e u daljnjem tekstu biti prikazani rezultati tretmana T1 (GAs + 0 bara), T4 (dH20 + 0
bara) i T7 (netretirano sjeme; kontrola + 0 bara) (Slika 14., Slika 15., Slika 16.), kod kojih je
zabiljezeno klijanje sjemena. Dinamika klijanja sjemena crnog kima u tretmanima T1, T4 i
kontrole (T7) prikazana je u grafikonu 1.

Klijanje sjemena kod svih tretmana zapocelo je ¢etvrtog dana od stavljanja na naklijavanje,
kada je kod svih tretmana zabiljezena klijavost 0od 1,25%. U pocetku je zamijeceno brze Klijanje
kod tretmana T7 (2,5% Sestog dana), ali ve¢ osmog dana postotak klijavosti kod tretmana T1 i
T4 raste na 5%. Tretman T1 jedanaestog dana pokazuje vecu klijavost (12,5%) od preostala
dva tretmana (T4=5%, T7=7,5%). Dvadesetog dana postotak Klijavosti tretmana T1 raste na
45%, a zadnjeg, dvadeset sedmog dana, klijavost je na 60%. Tretman T7 uglavnom je imao
bolju dinamiku klijanja od tretmana T4 i petnaestog dana prelazi 10%. Dvadesetog dana
ispitivanja, klijavost kod tretmana T4 i T7 je jednaka, a iznosi 11,25%. Zadnjeg dana
ispitivanja, postotak klijavosti kod tretmana T7 iznosio je kona¢nih 13,75%, dok je kod
tretmana T4 iznosio 11,25%.

70
60
50
40
30

20

% Klijavosti

10

Dani
T1 T4 T7

*T1 (GAs + 0 bara); T4 (destilirana voda + 0 bara); T7 (kontrola)

Grafikon 1. Dinamika klijanja sjemena crnog kima

U tablici 4. i 4a. prikazana su svojstva Klijavosti sjemena crnog kima kod tretmana GA3
(T1), dH20 (T4) i kontrole (T7). Kao $to je ve¢ i spomenuto, znacajno najveca ukupna klijavost
od 60% utvrdena je kod tretmana T1. Tretman s destiliranom vodom (T2) i kontrola (T7) imali
su manju ukupnu klijavost, odnosno 13,75% i 11,25%, a izmedu njih nije utvrdena znacajna
razlika. Prosje¢no vrijeme klijanja, koje ukazuje na brzinu klijanja, kretalo se od 11,79 (T4) do
17,75 (T7) dana, pri ¢emu su znacajno najvece vrijednosti utvrdene kod tretmana s T1 (17,75).
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Znacajne razlike nisu utvrdene kod koeficijent varijacije vremena klijanja (CVt), ¢ije su se
vrijednosti kretale od 33,23 do 46,16, kao ni kod pouzdanosti procesa klijanja (U; 0,90 — 2,28).
Parametar ujednaéenosti procesa klijanja (Z) kretao se od 0 — 0,11, medutim, ni u ovom slucaju
nisu utvrdene znacajne razlike izmedu tretmana. Niske vrijednosti ovog parametra upucuju na
slabu ujednacenost klijanja sjemena. Indeks klijavosti (Gl), koji opisuje odnos izmedu postotka
klijavosti i brzine klijanja (Kader, 2005), kretao se od 0,24 kod T4 do 0,68 kod tretmana T1,
pri ¢emu su utvrdene znacajne razlike izmedu tretmana T1, u odnosu na tretmane T4 i T7, a
izmedu njih nisu utvrdene znacajne razlike. Vise vrijednosti indeksa klijavosti ukazuje na visi
postotak Klijavosti i stopu klijanja (Bench i sur., 1991).

Tablica 4. Svojstva klijavosti sjemena crnog kima (Nigella sativa L.) prilikom razlicitih
tretmana (srednja vrijednost + standardna devijacija)

Tretman G (%) MGT (dan) CVt (%) U
T1 60,00+913 a 17,75+083 a 33,23+6,49 2,28 £ 0,46
T4 11,25+750 b 11,79+3,10 b 54,60+33,18 0,90 +1,05
(T7) Kontrola 13,75+6,29 b 1285+149 b 46,16+2408 1,13+0,87
P(F) ol ** ns ns

* G (Germinability) — ukupna klijavost sjemena; MGT (Mean germination time) — prosjecno vrijeme klijanja; CVy
(Coefficient of variation of the germination time) - koeficijent varijacije vremena klijanja; U (Uncertainity of the
germination process) — Pouzdanost procesa klijanja

P(F) - signifikantnost F-testa: "P > 0.05, “0.05 > P > 0.01, 0.01 > P > 0.001, ““P < 0.001

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

Tablica 4a. Svojstva klijavosti sjemena crnog kima (Nigella sativa L.) prilikom razlicitih
tretmana (srednja vrijednost * standardna devijacija)

Tretman Z Gl MR
T1 0,11+0,04 0,68+x0,20a 0,06+0,00b
T4 0,00+£0,00 0,24+0,17b 0,09+0,03a
(T7) Kontrola 0,11+0,19 0,26+0,13b 0,08 +£0,01ab
P(F) ns - *

Z (Synchrony of the germination process) — ujednacenost procesa klijanja ; G (Germination index)- indeks
klijavosti; MR (Mean Germination Rate)- prosjecna stopa klijanja

P(F) - signifikantnost F-testa: ™*P > 0.05, “0.05 > P > 0.01, ™0.01 > P > 0.001, ™ P < 0.001

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

Kok
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Slika 14. Klijanci tretmana T1
(Autor: Trubelja, 2018.)

Slika 15. Klijanci tretmana T4
(Autor: Trubelja, 2018.)
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Slika 16. Klijanci tretmana T7
(Autor: Trubelja, 2018.)

U tablici 5. prikazana su svojstva korijena klijanaca crnog kima (Nigella sativa L.) kod
tretmana T1, T4 i T7 (kontrola). Prosje¢na duljina korijena klijanaca kod tretmana T4 iznosila
je 2,64 cm, kod tretmana T1 3,80 cm a kod T7 6,26 cm. Znacajne razlike utvrdene su izmedu
tretmana T4 i T7 (Slika 18.). Najveca povrsina (S), takoder je utvrdena kod T7 (0,82 cm?), dok
je kod T1 ona uznosila 0,57 cm?, a kod tretmana T4 0,46 cm?. Iako je povrSina korijena kod
tretmana T1 bila veé¢a od one utvrdene kod tretmana T4, ona se nije znacajno razlikovala od
kontrolnog tretmana. Izmedu tretmana nisu utvrdene znacajne razlike u prosje¢nom promjeru
(D) i volumenu (V) korijena. Najveéi prosjecni promjer klijanca (D) izmjeren je kod T1 (0,49
mm) (Slika 17.) Kod T4 i T7 promjer klijanaca iznosio je 0,43 mm. Najvec¢i volumen korijena
utvrden je kod klijanaca tretmana T1, a on je iznosio 5,04 mm?. Ne$to manji volumen, odnosno
5,00 mm?, zabiljezen je kod kontrole (T7), a 2,50 mm? kod tretmana T4. 1z svega navedenog
moze se zakljuciti da predtretmani sjemena nisu pozitivno utjecali na svojstva korijena
klijanaca.

Tablica 5. Svojstva korijena klijanca crnog kima (Nigella sativa L.) prilikom razli¢itih tretmana
(srednja vrijednost + standarda devijacija)

Tretman L (cm) S (cm?) D (mm) V (mm?)
T1 380+027 ab 057+£005 ab 049003 5,04+£256
T4 264+171 Db 046+0,16 b 0,43+0,07 2,50+1,29
T7 6,23+£186 a 0,82+0,16 a 0,43+£0,05 5,004,224

p(|:) * o ns ns

L- duljina korijena Kklijanaca; S- povrsina korijena klijanaca; D- promjer korijena klijanaca; V — volumen
korijena

P(F) - signifikantnost F-testa: "P > 0.05, “0.05 > P > 0.01, ~0.01 > P > 0.001, P < 0.001

Vrijednosti u retku oznacene istim slovom se signifikantno ne razlikuju na temelju Tukeyjevog testa
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Za razliku od rezultata ovog istrazivanja u znanstvenoj literaturi je moguce nac¢i dokaze
o0 pozitivnom djelovanju predsjetvenih tretmana na morfoloske karakteristike klijanaca. Moradi
I sur. (2012) su istrazivali utjecaj predsjetvenih tretmana na klijavost i razvoj klijanaca kod
pSenice u uvjetima osmotskog stresa. Pokus je ukljucivao Cetiri faktora, ukljucujuéi tri razine
temperature (10, 15 i 25°C), trajanje tretmana (12, 24, 36, 48 i 60 sati), vrstu predsjetvenog
tretmana (destilirana voda, urea i PEG) i dvije razine osmotskog stresa (-4 i -8 bara). Autori
naglasavaju da je duljina korijena jedan od vaznih pokazatelja nuznih za procjenu otpornosti
biljke na osmotski stres. Utvrdili su produzivanje korijena u uvjetima stresa, a njegova duzina
bila je tri puta ve¢a kod sjemena predtretiranog destiliranom vodom u odnosu na duzinu
korijena Kklijanaca kod kontrolnog tretmana. Nadalje, utvrdili su i ve¢u duljinu hipokotila kod
tretmana sa ureom i destiliranom vodom u odnosu na ostale tretmane.

Riazi i sur. (2008) isti¢u kako predtretiranje sjemena pozitivno utjeCe na svojstva
korijencica i sam vegetacijski vrh iz kojega se razvija stabljika, na nacin da utjece na apsorpciju
vode sjemena. Razina do koje predtretman utjece na usvajanje vode ovisi o vrsti koja se tretira
i 0 uvjetima tretmana. Memar i sur. (2006) navode kako PEG sprjecava rast hipokotila te tako
dovodi do smanjene apsorpcije vode kroz korijen i biljka se na kraju susi.

:

/\\r Q‘. ‘ - ;
e e
ot ~ - — |
Slika 17. Skenirani klijanci tretmana T1 Slika 18. Skenirani klijanci tretmana T7
(Autor: Trubelja, 2018) (Autor: Trubelja, 2018)
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6. Zakljucak

Cilj istrazivanja bio je utvrditi utjecaj predsjetvenih tretmana na klijavost sjemena i morfologiju
klijanaca crnog kima u uvjetima osmotskog stresa. Za potrebe istrazivanja kao predtretmani
koristeni su: GAz (100mg/I u trajanju od 24 sata) i dH20 u trajanju od 24 sata.

Temeljem dobivenih rezultata moguce je zakljuditi sljedece:

e Predtretmani sjemena nisu potaknuli klijanje sjemena u uvjetima osmotskog stresa (-3
I -5 bara), dok je kod osmotskog potencijala od O bara klijanje zabiljezeno u svim
tretmanima

e Kod predtretmana s GAs (bez osmotskog stresa) utvrden je znacajno najveéi postotak
klijavosti (60%), kod kojeg je utvrden i znacajno najveci indeks klijavosti od 0,68.

e Primjena dH2O nije utjecala na povecanje klijavosti sjemena, u tom je tretmanu
zabiljeZen najmanji postotak klijavosti (11,25%), u odnosu na tretman s GAz i kontrolu

e Predsjetveni tretmani nisu utjecali na poboljsanje morfoloskih svojstava korijena
klijanaca.

Za daljnja istrazivanja predlaze se ispitivanje nekih drugih kemijskih agensa dokumentiranih u
znanstvenoj literaturi kao i njihovih kombinacija u pospjesivanju klijavosti sjemena crnog kima
u uvjetima osmotskog stresa.
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