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1. Uvod

Ambrozija (Ambrosia artemisiifolia L.) je najuestalija korovna vrsta kontinentalne
Hrvatske (Ostoji¢, 2011). Uz znaCajne gubitke prinosa veéine poljoprivrednih usjeva,
ambrozija predstavlja veliki javno-zdravstveni problem. Procjenjuje se da je Y4 stanovnika
Europe alergi¢na na njen pelud, a alergijske reakcije javljaju se ve¢ pri koncentraciji peludi od
5 do 20 zrnaca po m3 zraka (Bullock i sur., 2010). Samo jedna biljka ambrozije stvara do
osam milijuna alergenih peludnih zrnaca (Medzihradszky i Jarai-Komlodi, 1995) koji se
vjetrom Sire 1 do 300 km (Plese, 2003). Zbog toga su alergijske reakcije zabiljeZene i u
podru¢jima na kojima ova invazivna vrsta jo$ nije prisutna. lako rasprostranjena u vecini
Europskih zemalja, najveéa koncentracija alergene peludi utvrdena je za podrucje Republike
Hrvatske i susjednih drzava poput Srbije, Madarske, Slovenije, Italije i dr. (Lommen i sur.,
2018; gikoparija isur., 2017; Storkey 1 sur., 2014).

Zbog steta koje Cini kao korovna i alergena biljna vrsta, suzbijanje ambrozije iziskuje
velike financijske utroske u zdravstvenom i poljoprivrednom sektoru (Milakovic i Karrer,
2016). Dodatan problem u suzbijanju ove vrste jesu populacije ambrozije koje su razvile
rezistentnost na Cesto koriStene herbicide u poljoprivrednim usjevima. Danas je ambrozija
jedna od 22 korovne vrste koje su razvile rezistentne biotipove na herbicid glifosat $to
uzrokuje veliki problem u suzbijanju ove vrste na nepoljoprivrednim povrSinama. Jo§ veci
problem su populacije rezistentne na herbicide koji se redovito koriste u ratarskim usjevima
dokazane u vecini Europskih zemalja (Heap, 2020). I u Hrvatskoj je 2019. godine dokazana
rezistentnost ambrozije na herbicid oksasulfuron koji se redovito koristio u soji (Brijacak 1
sur., 2020). Pretpostavka je da su ove populacije rezistentne i na druge herbicide istoga
mehanizma djelovanja (inhibitori acetolaktatsintaze) koji se ucestalo koriste u najvaznijim
ratarskim kulturama: kukuruzu, Se¢ernoj repi, suncokretu 1 strnim Zitaricama.

Stoga je pravovremeno otkrivanje rezistentnih populacija korova klju¢no u biljnoj
proizvodnji jer moZe usporiti daljnja Sirenja ovih populacija koje viSe nisu osjetljive na dotada
primjenjivane herbicide (Lykholat i sur., 2018). Dodatan su problem populacije korova koje
razvijaju visestruku rezistentnost, odnosno istovremenu rezistentnost na dva ili viSe razlicita
mehanizama djelovanja herbicida. Kako bi se poljoprivrednim proizvodacima na vrijeme
sugerirala promjena herbicida, odnosno koriStenje herbicida drugoga mehanizma djelovanja te
obavezno ukljucivanje nekemijskih mjera suzbijanja korova, vazno je utvrditi jesu li

populacije korova razvile rezistentnost i/ili viSestruku rezistentnost na odredeni herbicid.



Zbog toga je rano otkrivanje rezistentnosti klju¢an korak u sustavu suzbijanja korova. Proces
dokazivanja rezistentnosti korova na herbicide dosta je slozen jer je potrebno primijeniti
razli¢ite metode i tehnike, ovisno o istrazivanoj korovnoj vrsti i istrazivanom mehanizmu
djelovanja herbicida. Ukratko, dva su osnovna nac¢ina dokazivanja rezistentnosti: PCR tehnika
u laboratorijskim uvjetima i biotest metoda u kontroliranim uvjetima plastenika/staklenika ili
u poljskim uvjetima. U oba slucaja glavni su uvjet za provodenje testova razvijene biljke
ambrozije, a za §to je preduvjet klijavo sjeme. Upravo je potreba za dobivanjem klijavog
sjemena ambrozije najzahtjevniji dio postupka dokazivanja rezistentnosti i razlog zbog kojega
kod ove korovne vrste taj postupak traje i viSe od godinu dana.

Posebice je zahtjevno potaknuti klijanje sjemena ambrozije sakupljenog s poljoprivrednih
povrsina. Upravo je ovo i glavni cilj kod utvrdivanja rezistentnosti jer sjeme ambrozije koje
potjece s poljoprivrednih povrSina ima znacajno nizu klijavost, ali ve¢u dormantnost od
sjemena biljaka koje se razvijaju uz cestu ili na zapustenim povrSinama (Kazinczi i sur., 2006;
Di Tommaso, 2004). Ova je pojava posljedica interpopulacijske varijabilnosti ove korovne
vrste 1 prilagodbe razli¢itim okoliSnim uvjetima.

Jedna biljka ambrozije prosje¢no proizvede oko 4000 sjemenki godiSnje (Fumanal i sur.,
2007), a Cesto 1 viSestruko viSe, ali je klijavost fizioloski zrelog sjemena vrlo niska. Sjeme
ambrozije izloZeno 1 optimalnim uvjetima klijanja nije sposobno klijati (Willemsen, 1971).
Ono sjeme koje osipanjem s majcinske biljke dospije u tlo moze ostati vijabilno (zivo) i do
nekoliko desetaka godina (Milakovic 1 Karrer, 2016; Ali 1 sur., 2011). U tlu sjeme takoder
ulazi u fazu mirovanja koje je rezultat prilagodbe na zimsko razdoblje, a s ciljem sprje¢avanja
odumiranja Kklijanaca od posljedica smrzavanja (Finch-Savage i Leubner-Metzger, 2006; EI-
Keblawy, 2003). Pojam mirovanje ili dormantnost zna¢i da su sjemenke u potpunosti klijave,
ali ne mogu dovrsiti svoj razvojni proces zbog vanjskih uvjeta kao §to su svjetlo, temperatura,
kisik i vlaga (Simpson, 1990). Za razliku od poljoprivrednih usjeva, korovi su biljne vrste sa
specificnim karakteristikama koje ih svrstavaju u zasebnu skupinu biljnih vrsta. To su prije
svega prilagodljivost, periodi¢nost u klijanju (dormantnost) te velika sjemenska proizvodnja.
Upravo razvijaju¢i dormantno sjeme, korovi se lako prilagodavaju na razlicite pedo-klimatske
uvjete (Sari¢, 1991).

Sjeme korova koje tijekom razvoja i sazrijevanja na majcinskoj biljci ulazi u fazu
mirovanja predstavlja primarnu, a sjeme koje miruje zbog nepovoljnih uvjeta u tlu predstavlja
sekundarnu dormantnost (Hillhorst, 1995). Suprotno od sjemena nekih biljnih vrsta koje ne
prolaze primarnu dormantnost, ali ne Kkliju zbog sekundarne dormantnosti uzrokovane

nepovoljnim uvjetima u tlu (Baskin i Baskin, 2004), ambroziji je svojstvena primarna
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dormantnost zbog ¢ega sjeme nije sposobno klijati ni u optimalnim uvjetima za klijanje
(Baskin i sur., 2000; Anderson i Milberg, 1998). Upravo je poznavanje fenomena primarne
dormantnosti sjemena ambrozije klju¢no kod provodenja biotestova za dokazivanje
rezistentnosti. Za potrebe takvih istrazivanja koristi se sjeme s biljaka ambrozije koje su
prezivjele tretman herbicida (suzbijanje), a posjeduju primarnu dormantnost.

Primarna dormantnost sjemena zapravo je $iri pojam jer ne opisuje razlog zasto fizioloski
zrelo sjeme ne klije i u uvjetima optimalnim za klijanje. Zbog toga je nuzno klasificirati,
odnosno odrediti tip dormantnosti za odredenu biljnu vrstu kako bi se mogla odrediti i metoda
poticanja klijavosti (Baskin i Baskin, 2014). Ambrozija razvija endogeni tip dormantnosti za
razliku od nekih korovnih vrsta, primjerice Abuthilon theophrasti Med. (europski mra¢njak),
kod kojega je dormantnost egzogena i uzrokovana nepropusnom sjemenom ovojnicom (Ali i
sur., 2011; Can i sur., 2009). Endogeni tip dormantnostiprisutan kod vrste A. artemisiifolia
naziva se jo$ fizioloSkom dormantnosti, a ukljucuje biljne hormone regulatore rasta —
giberelinsku kiselinu (GA) i apscizinsku kiselinu (ABA) (Baskin i Baskin, 2004; Willemsen i
Rice, 1972). Zapravo se radi o ,,modelu ravnoteze™ izmedu inhibitora (ABA) i promotora
(GA) klijanja koji simultano 1 antagonisticki reguliraju, odrzavaju i uzrokuju zavrSetak
dormantnosti. ABA (producirana u embriju) uzrokuje dormantnost jos za vrijeme formiranja
sjemena, a GA promovira klijanje ne-dormantnog sjemena (Baskin i Baskin, 2014; El-
Maarouf-Bouteau i Bailly, 2008). Nadalje, koli¢ina GA potrebna za klijanje fizioloski zreloga
sjemena ovisna je o koli¢ini ABA koja se formira za vrijeme sazrijevanja sjemena. To znaci
da ¢e sjeme koje u vrijeme sazrijevanja sadrZava nisku koncentraciju ABA zahtijevati nizu
koncentraciju GA za klijanje (slabo dormantno sjeme) i obrnuto, sjeme s visokom
koncentracijom ABA zahtijevat ¢e visoku koncentraciju GA (jako dormantno sjeme). Dakle,
dormantnost sjemena uvelike ovisi 0 omjeru endogenih promotora i inhibitora (Black, 1970;
Kelly, 1969; Amen, 1968) pa ¢e do prekida dormantnosti kod ambrozije do¢i kada sadrzaj
promotora dominira nad inhibitorima. Tre¢i hormon koji je ukljucen u proces klijanja sjemena
je etilen koji prekida dormantnost i potic¢e klijavost mnogih biljnih vrsta (Matilla, 2000) na
nacin da smanjuje osjetljivost sjemena na endogenu ABA (Ghassemian i sur., 2000). Osim
hormonske ravnoteze, veliku ulogu imaju i enzimi (celulaze, glukonaze i dr.) koji sudjeluju u
opustanju sjemene ovojnice (El-Maarouf-Bouteau i Bailly, 2008).

Fiziolosku dormantnost Baskin i1 Baskin (2004) dijele na visoku, srednju i nisku. Dok je za
vec¢inu visih biljaka karakteristi¢na niska fizioloska dormantnost (Finch-Savage i Leubner-
Metzger, 2006), pretpostavka je da A. artemisiifolia posjeduje srednji tip dormantosti. Naime,
Page i Nurse (2015) iznose da druga vrsta ovoga roda, A. trifida, takoder posjeduje srednji tip
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fizioloske dormantnosti, a uvjeti koji omogucavaju prekidanje ovog tipa dormantnosti su:
oslobodeni embrio daje normalne klijance, hladna stratifikacija u trajanju od dva do tri
mjeseca prekida dormantnost, suhim skladiStenjem sjemena skracuje se duzina potrebne
stratifikacije 1 giberelinska kiselina potice klijanje (Baskin 1 Baskin, 2004).

Tip srednje fizioloSke (endogene) dormantnosti sjemena zahtijeva primjenu odredenih
predtretmana u laboratorijskim uvjetima kako bi se prekinula dormantnost i potaknulo klijanje
sjemena (Page i Nurse, 2015). U poljskim uvjetima sjemenke ambrozije moraju tijekom
zimskoga razdoblja pro¢i fazu jarovizacije u hladnim i vlaznim uvjetima tla da bi mogle
klijati (Dinelli i sur., 2013). Takoder, u kontroliranim (laboratorijskim) uvjetima sjemenke
ambrozije klijanje ostvaruju tek nakon duzeg skladiStenja na niskim temperaturama (4 °C)
(Willemsen, 1975). Podaci iz literature (Schutte, 2007; Willemsen, 1971), kao i iskustva
djelatnika Zavoda za herbologiju (Zagreb), ukazuju da je sjeme ambrozije potrebno skladistiti
1 do Sest mjeseci u navedenim uvjetima kako bi se potaknula klijavost. Medutim, podaci iz
literature ukazuju da se duzim skladiStenjem sjemena smanjuje njegova vijabilnost (Jaganjac,
2017; Kazinczi i sur., 2008) i takvo sjeme postane neupotrebljivo. Vijabilno sjeme je
potrebno dodatno kemijski tretirati dusiénim gnojivima ili sintetskim hormonima kako bi se
postignula relativno zadovoljavaju¢a klijavost. Medutim, vrlo Cesto i nakon provedene
stratifikacije i kemijskih tretmana klijavost sjemena ambrozije i dalje bude nezadovoljavajuca.
Ovo predstavlja problem kod provodenja pokusa u kojima je potrebno dobiti veliki broj
klijavog sjemena - poput testova dokazivanja rezistentnosti. Dodatan problem kod ove
korovne vrste je utvrdena intrapopulacijska i interpopulacijska varijabilnost. Ona rezultira
time da sjeme s biljaka ambrozije iz iste populacije, ali 1 sjeme iz razli¢itih populacija,
posjeduju visok stupanj funkcionalnog polimorfizma i time razliCit stupanj klijavosti.
Primjerice, u istraZivanju o jacini morfoloske i funkcionalne varijabilnosti sjemena ambrozije
utvrdeno je da sjeme prikupljeno s dvije razliCite lokacije s deset majCinskih biljaka po
populaciji znacajno varira u broju klijavog, dormantnog i mrtvog sjemena. Tako je za lokaciju
Jastrebarsko utvrdena prosjecna klijavost od 87,2 %, dok je za populaciju prikupljenu na
lokaciji Popovaca klijavost 2,3 puta manja (41,7 %), uz znacajno veéi postotak mrtvog
sjemena (Sostar¢i¢ i sur., 2020). Ova interpopulacijska i intrapopulacijska varijabilnost
sjemena ambrozije otezava dobivanje vece koli¢ine klijavog sjemena i zahtijeva pronalazak
ucinkovitih metoda za poticanje klijavosti.

Najces¢e koriStena metoda prekidanja primarne dormantnosti sjemena ambrozije jest
metoda stratifikacije koja podrazumijeva skladiStenje sjemena ambrozije u hladnim i

vlaznim uvjetima. Kod ove metode sjeme se postavlja u vlazni sterilni pijesak u hladnjak, a
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duzina stratifikacije varira u ovisnosti o korovnoj vrsti. Kod ambrozije najbolja klijavost
postize se pri stratifikaciji 12 tjedana na 4 °C, a potom naklijavanjem pri temperaturama
10/20, 15/25 ili 20/30 °C na svjetlu, odnosno 20/30 °C u mraku (Wilmensen, 1975).
Usporedujuéi stratifikaciju na 3, 4, 5 i 10° C autor navodi da se najbolja klijavost postize
stratificiranjem na 4 °C.

Prema dosadasnjim protokolima za utvrdivanje rezistentnih populacija roda Ambrosia,
poticanje klijavosti standardno se provodi metodom stratifikacije (Harre i sur., 2019; Moretti i
sur., 2018; Vink i sur., 2012; Norsworthy i sur., 2010; Westhoven i sur., 2008) u trajanju od
12 tjedana. S obzirom na vaznost ,,skracivanja“ procesa prekidanja dormantnosti sjemena
ambrozije, cilj istrazivaca je ovaj dugotrajan postupak zamijeniti brzom metodom (Harre i
sur., 2019; Karrer, 2016).

Istrazivanja u kojima se poti¢e klijavost sjemena vrsta roda Ambrosia poput tretiranja
tioureom zastupljeni su u literaturi, medutim rezultati vrlo ¢esto ukazuju na ogranicen uspjeh
(Ballard i sur., 1996; Tieng, 1962), odnosno losiji od stratifikacije. Novija istrazivanja (Harre
i sur., 2019; Page i Nurse, 2015) na primjeru vrste A. trifida prikazuju obecavajuce rezultate
primjenom mehani¢kih (izdvajanje embrija iz roske) 1 kemijskih (giberelinska kiselina)
metoda.

Jo$ 60-ih godina prosloga stoljeca Kosikova (1960) navodi dobar uspjeh mehanickih
metoda u poticanju klijavosti ambrozije. Ove metode ukljucuju ru¢no (brus papirom)
skarificiranje vanjske sjemene ovojnice (Willemsen, 1971), odstranjivanje ,,krune‘- najSireg
dijela sjemena i izdvajanje embrija iz roske, a s ciljem oslobadanja embrija iz sjemene
ovojnice (Harre 1 sur., 2019). Na ovaj bi se na¢in omogucilo brze i ucinkovitije usvajanje

vode i poticanje klijavosti (Slika 1).

Slika 1. Primjer sjemena vrste A. trifida, lijevo naturalno sjeme, u sredini sjeme s odrezanom
krunom 1 desno oslobodeni embrio (preuzeto iz Page 1 Nurse, 2015)



Izdvajanjem embrija iz roske vrste A. trifida Page i Nurse (2015) ostvarili su ¢ak 96 %-
tnu klijavost vijabilnog sjemena i to bez prethodnog stratificiranja. Samo izdvajanje embrija,
iako vrlo ucinkovita, delikatna je i radno-intenzivna metoda. Ipak, prema autorima je metoda
koja znacajno brze potice Klijavost od stratifikacije. lako sistematski pripadaju istom rodu,
sjeme vrste A. trifida krupnije je od vrste A. artemisiifolia pa je pretpostavka da ¢e izdvajanje
embrija biti jo§ delikatnije kod obi¢ne ambrozije, koja je i cilj ovog rada. Ovo je i glavni
razlog zbog kojega do sada nema objavljenih radova o moguénosti izdvajanja embrija iz roske
ambrozije kao metode poticanja klijavosti. Dodatno, ova metoda u navedenom je radu
provedena na sjemenu starom 10 mjeseci i na populaciji sakupljenoj s nepoljoprivredne
povrsine. Zbog toga Harre 1 sur. (2019) dovode u pitanje uspjeh metode na tek sakupljenom
sjemenu 1 na sjemenu s poljoprivrednih povrSina koje karakteristi¢éno posjeduju jac¢i stupanj
fizioloSke dormantnosti (Schutte i sur., 2012).

Jedna od novijih metoda za brZze poticanje klijavosti sjemena jest metoda
kondicioniranja, predloZzena od Harre i sur. (2019) za sjeme vrste A. trifida. Autori ovu
metodu opisuju kao proces koji ukljucuje rezanje ,krune® sjemena i aeraciju sjemena u
otopini i vodi. Ovakav nacin prekidanja dormantnosti temelji se na poticanju pojacane
respiracije sjemena uzrokovane inhibicijskim tvarima unutar embrija i perikarpa sjemena
(Tieng, 1962). Takoder, utvrdeno je da je otpustanje uglji¢nog dioksida (CO3) te ujedno i
poticanje klijavosti dormantnog sjemena uspjesnije kod embrija oslobodenog iz sjemene
ovojnice nego kod netaknutog sjemena (Davis, 1930). Kisik je vazna komponenta u poticanju
klijavosti sjemena jer izravno utjece na proces disanja, odnosno stvaranja dovoljne koli¢ine
energije oksidacijom glukoze i razgradnjom proteina (Aoki i sur., 2006). U uvjetima
nedostatka vode aktivira se apscizinska kiselina (ABA), prethodno spomenuta kao jedna od
glavnih inhibicijskih komponenti klijanja sjemena (Vukadinovi¢ i sur., 2014). Voda je u
velikim koli¢inama prisutna ve¢ pri embriogenezi, ali se znaCajno smanjuje starenjem tj.
stvaranjem sjemene ovojnice, a njezina koli¢ina kod razvijenog sjemena manja je od 0,10 g
po gramu suhe tvari. Zbog toga ponovno izlaganje sjemena vodi djeluje stimulacijski na
klijanje (El-Maarouf-Bouteau i Bailly, 2008). Kod ove metode nije potrebno obavljati
izdvajanje embrija ve¢ se sjeme horizontalno zareZe te se potom stavlja u aeriranu otopinu s
ciljem da se nakon 48 sati embrio oslobodi. Autori ovu metodu navode kao ucinkovitu, a
vremenski 1 tehnicki manje zahtjevnu u usporedbi s dosada$njim metodama prekidanja
dormantnosti. Literaturnih podataka za kondicioniranje sjemena ambrozije takoder do sada

nema.



S obzirom na endogenu uvjetovanu dormantnost sjemena ambrozije, kemijske metode
(hormoni i duSi¢na gnojiva) takoder se mogu koristiti za poticanje klijavosti. Najcesce se u
svrhu stimulacije klijavosti dormantnog sjemena Kkoristi giberelinska kiselina (GA3) i etefon.
GA je hormon koji stimulacijski djeluje na klijanje sjemena na nacin da pospjeSuje apsorpciju
vode 1 rast biljaka, a ujedno i1 pojacava tolerantnost biljaka na povecani salinitet tla Sto je
dokazano kod vrsta Arabidopsis thaliana L. - talijin uro¢njak i Sorghum bicolor (L.) Moench.
— stocni sirak (Zhu i sur., 2019; Sun, 2008). Medutim, koriStenje GA3s iako ucinkovito
financijski je slabije dostupno jer se cijene za kilogram krecu od 150 — 500 americkih dolara
(Camara i sur., 2018). Etefon je tvar koja otpusta etilen, a djeluje stimulacijski na klijanje
dormantnog sjemena i sjemena izlozenog nepovoljnim biotickim ili abiotickim utjecajima
poput povecanog saliniteta tla koji inhibira apsorpciju vode te usporava vegetativni rast
(Corbineau i sur., 2014; Munns, 2002). Osim navedenih hormona, i kinetin (citokinin) je
koriSten za prekidanje primarne, ali i sekundarne dormantnosti sjemena ambrozije. Samostalno
primijenjen nije znacajno potaknuo klijavost ambrozije, ali u kombinaciji s etilenom i
giberelinom znacajno utjeCe na klijavost stratificiranog i nestratificiranog sjemena ambrozije
(Samimy i Khan, 1983). Citokinin ulazi u interakciju s ostalim hormonima te sudjeluje u
prekidanju dormantnosti, a na nain da potice biosintezu etilena, odnosno antagonistcki djeluje
na endogenu ABA koja inhibira klijanje (Subbiah i Reddy, 2010).

Osim hormonskih promotora klijanja, za prekidanje dormantnosti sjemena koriste se i
duSi¢na gnojiva. Dusik je jedan od najvaznijih prirodnih hranjiva koji biljci omogucava da
nesmetano dovrsi svoj zivotni ciklus. Stoga egzogena primjena spojeva koji sadrze dusik
poput tiouree i kalijevog nitrata stimulacijski djeluju na klijanje dormantnog sjemena mnogih
jednogodisnjih i viSegodiS$njih korovnih vrsta (Khan i sur., 2017; El-Keblawy i Gairola,
2016). Tako se primjenom kalijevog nitrata (0,2 %) (Puttha i sur., 2014) i tiouree (2 %)
(Yamada, 1954) uspjesno potaknulo klijanje sjemena bijele lobode - Chenopodium album L.
(Lemi¢ 1 sur., 2014). DuSi¢na gnojiva izravno utjeCu na povecanje propusnosti stanicne
membrane 1 metabolizam ugljikohidrata na nacdin da aktiviraju enzime koji sintetiziraju
proteine zaduzene za poticanje klijavosti sjemena (Ghobadi i sur., 2012). Ipak, tretmani
dusi¢nim gnojivima kod nekih korovnih vrsta poput Rhynschosia capitata (Heyne ex Roth) ne
utjecu stimulacijski na klijanje sjemena (Al 1 sur., 2011), stoga je potrebno provjeriti i njihov
utjecaj na klijanje sjemena ambrozije.

Metoda kojom c¢e se prekinuti primarna dormantnost i potaknuti klijavost sjemena

ambrozije mora uz to zadovoljiti i ove bioticke uvjete:



- ostvariti uobic¢ajenu dinamiku (brzinu) klijanja sjemena,

- ostvariti normalan razvoj klijanaca i mladih biljaka ambrozije.

Metode koje bi potaknule klijavost, ali i izazvale ubrzanu dinamiku klijanja ambrozije ne
mogu se koristiti kod testova utvrdivanja bioloSkih parametara klijanja korovnih vrsta, koji su
preduvjet za razvoj prognoznih modela nicanja korova (Sostar¢ié i sur., 2020). S druge strane,
metode koje poticu klijavost, ali izazivaju abnormalan izgled klijanaca i rast biljaka nisu
prihvatljive za koriStenje pri provodenju biotest metode utvrdivanja rezistentnosti i
ucinkovitosti herbicida Osim bioti¢kih uvjeta, cilj je dobiti brzu, relativno jednostavnu,
tehnicki nezahtjevnu 1 financijski prihvatljivu metodu.

Ideju skradivanja/ubrzavanja postupka dobivanja klijavog sjemena, za potrebe testiranja
rezistentnosti, shematski su prikazali Harre i sur. (2019), prilagodeno i prikazano na crtezu 1.

Kako bi sjeme vrste A. trifida proklijalo, nuzno ga je stratificirati u trajanju od 8 tjedana
Sto znaci da je potrebno minimalno 112 dana od berbe do dobivanja rezultata (A). Kad bi se
pronasla uc¢inkovita metoda koja bi zamijenila stratifikaciju, tad bi se ovaj postupak za duplo
ubrzao (B). Takoder, kad bi se pronasla metoda koja bi omogucila dobivanje klijavog sjemena
11z onih populacija koje se sakupe prije Zetve usjeva (C) tad bi se 86 dana ranije dobili podaci

o statusu rezistentnosti (C).

A
Biljke
Aplikacija Ocjena
| Zetva ” Stratifikacija | herbicida rezistentnosti
25. listopad 27. prosinac 24, sijetanj 14. veljaga

Biljka —
Aplikacija Ocjena
herbicida rezistentnosti

25. lis'topad ' ' ' I 29. séuden_il r20. pr{lysinac
1. studeni

Biljka -
Aplikacija Ocjena
herbicida rezistentnosti

25. rujan_ 30. listopad 20. studeni
2. listopad

A-primjenom stratifikacije od 8 tjedana nakon sakupljanja sjmena podaci o rezistentnosti dobivaju se 112 dana
nakon zetve;

B-metoda kojom se dormantnost prekida bez stratifikacije nakon sakupljanja sjemena podaci se dobivaju nakon
57 dana;

C-metoda bez stratifikacije, a koja omogucuje sakupljanje sjemena prije Zetve usjeva skratila bi postupak za 86
dana

Crtez 1. Skra¢ivanje dobivanja klijavog sjemena za potrebe testiranja rezistentnosti

(prevedeno 1 prilagodeno iz Harre 1 sur., 2019)
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Dosadasnji podaci iz literature ukazuju da na sjemenu ambrozije nisu obavljene cjelovite
metode poticanja klijavosti. Takoder, ne postoji standardizirani protokol poticanja klijavosti
ove korovne vrste. Ukoliko rezultati dobiveni primjenom tretmana pokazu da je primarnu
dormantnost moguce prekinuti u kracem roku od do sada primjenjivanih metoda, bit ¢e to od
iznimne vaznosti 1 koristi za daljnja istrazivanja u kojima je potrebno u $to kracem roku
potaknuti klijanje sjemena ambrozije kako bi se u realnom vremenu takva istrazivanja mogla

provoditi.



2. Hipoteze i ciljevi istraZivanja

HIPOTEZE

1.

Klijavost sjemena ambrozije znacajno ¢e se razlikovati u ovisnosti o starosti sjemena -
sjeme staro godinu dana (2018) imat ¢e znacajno manju klijavost od novoga sjemena
(2019).

Metodom stratifikacije potaknut ¢e se klijavost sjemena ambrozije starog godinu dana,
ali ¢e se zadovoljavajuca klijavost ostvariti kod drzanja sjemena u vlaznim i hladnim
uvjetima viSe od osam tjedana. Kod stratificiranja sjemena iz 2018., neovisno o
trajanju stratifikacije, nece se ostvariti zadovoljavajuca klijavost..

Kemijskim tretmanima potaknut ¢e se klijavost ambrozije obje populacije. Primjenom
hormona rasta (giberelinske kiseline i etefona) potaknut ¢e se klijavost ambrozije bolje
nego primjenom dus$i¢nih gnojiva (kalijev nitrat i tiourea).

Metoda kondicioniranja (vodene otopine) potaknut ¢e klijavost obje populacije
ambrozije s jednakim ili boljim u¢inkom u odnosu na stratifikaciju sjemena.

Nicanje, visina i nadzemna masa biljaka iz sjemena tretiranog s hormonima rasta ili
dusi¢nim gnojivima nece se znacajno razlikovati u odnosu na netretirano sjeme.

Odredene blaze deformacije pojavit ¢e se na biljkama tretiranim hormonima rasta.

OPCI CILJ ISTRAZIVANJA

Utvrditi brzu, jednostavnu 1 u¢inkovitu metodu koja ¢e skratiti primarnu dormantnost 1

potaknuti Klijavost ambrozije, a neCe negativno utjecati na dinamiku klijanja te nicanje i rast

ambrozije.

SPECIFICNI CILJ ISTRAZIVANJA

1.) Utvrditi klijavost naturalnog sjemena ambrozije obje populacije (2018. i 2019.)

2.) Utvrditi klijavost stratificiranog sjemena ambrozije obje populacije pri pet razli¢itih

rezima stratifikacije (2, 4, 6, 8 1 12 tjedana)

3.) Utvrditi klijavost i dinamiku klijanja sjemena obje populacije tretiranog hormonima

rasta 1 duSi€nim gnojivima

4.) Utvrditi klijavost i dinamiku klijanja kondicioniranog sjemena obje populacije

5.) Utvrditi nicanje, dinamiku nicanja, visinu biljaka 1 izgled klijanaca ambrozije

tretiranih duSi¢nim gnojivima i hormonima rasta.
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3. Materijali i metode rada

Dvofaktorijelni pokus prekidanja dormantnosti sjemena ambrozije proveden je u dva dijela:
laboratorijski pokusi (potpoglavlje 3.2.) i pokusi u plasteniku (potpoglavlje 3.3.). U
laboratorijskom dijelu pokusa istrazivana je razli¢ita duZina hladnog skladiStenja sjemena
(potpoglavlje 3.2.1.), razli¢ita duZina stratifikacije sjemena ambrozije (potpoglavlje 3.2.2.),
kemijske (potpoglavlje 3.2.3.) te metoda kondicioniranja (potpoglavlje 3.2.4.). Tretmani
koji su postigli najbolju klijavost ambrozije u laboratorijskom dijelu pokusa postavljeni su i u
plasteni¢kom dijelu pokusa (potpoglavlje 3.3.).

3.1.Sakupljanje i priprema sjemena ambrozije

Prvi faktor u istrazivanju bila je starost sjemena ambrozije. Sjeme ambrozije sakupljeno je
2018. i 2019. godine, a predstavlja populaciju A i B. Populaciju A predstavlja sjeme iz 2018.,
a prikupljeno je u Pozesko-slavonskoj Zupaniji, Badljevini (45° 30' 42"; 17° 11' 34") te
skladisteno 12 mjeseci u hladnjaku na 4°C. Sjeme populacije B prikupljeno je u Zagrebackoj
zupaniji, Topolje (45°42' 36"; 16° 20" 24"), u listopadu 2019. te odmah koriSteno u
istrazivanju (bez hladnog skladiStenja). Sjeme obje populacije sakupljeno je u fizioloSkoj
zrelosti (listopad) s viSe od dvadeset razvijenih biljaka ambrozije te promijeSano. Ovako
dobiven uzorak sjemena izabran je da odgovarajuce predstavlja genetsku varijabilnost striktno
alogamne biljne vrste (Burgos i sur. 2013). Sjeme je prije postavljanja pokusa ociS¢eno
gumenim c¢istatem sjemena te stavljeno u papirnate vrecice do pocetka provodenja pokusa.

S obzirom na pretpostavku povezanosti veli¢ine sjemena korova s njihovom klijavoscu,
kao §to je prethodno utvrdeno za vrstu Ambrosia trifida (Schutte, 2007), ali i utvrdene
morfologke i funkcionalne varijabilnosti sjemena ambrozije (Sostar¢i¢ i sur., 2020), sjeme je
ru¢no kalibrirano tj. sortirano prema veli¢ini i boji (Slika 2 i 3). Takoder je izuzeto prazno,
odnosno sjeme bez embrija, koje je provjereno pritiskanjem sjemena pincetom i uklanjanjem
mekanog sjemena (Guillemin i Chauvel, 2011) (Slika 4). Samo je to ujednaceno sjeme i ono
sjeme koje vizualno nije imalo oStecenja od predatora koristeno u pokusu. Za obje populacije

izraCunata je masa tisucu sjemenki prije i nakon kalibracije (Tablica 1).
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Tablica 1. Masa tisu¢u sjemenki ambrozije A i B populacije

Masa 1000 sjemenki (g)

Populacija nekalibrirano sjeme kalibrirano sjeme

A (2018) 5,25 5,06

B (2019) 4,98 78
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Slika 2. Sjeme ambrozije populacije A (2018) (lijevo - kalibrirane; desno - nekalibrirane)
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Slika 3. Sjeme ambrozije populacije B (2019) (lijevo - kalibrirane; desno - nekalibrirane)



Slika 4. Pritiskanje sjemena pincetom radi uklanjanja mrtvog sjemena iz uzorka

3.2.Laboratorijski pokusi

3.2.1. Hladno skladistenje sjemena

S ciljem utvrdivanja primarne dormantnosti sjemena i utjecaja hladnog skladiStenja na
klijavost, sjeme obje populacije ambrozije stavljeno je u hladnjak na 4 °C. Odmah nakon
berbe (B populacija), odnosno nakon 12 mjeseci hladnog skladiStenja (A populacija) sjeme je
stavljeno u hladnjak na 0, 2, 4 i 6 mjeseci (B) odnosno 12, 14, 16 i 20 mjeseci (A). Nakon
svakog rezima hladnog skladiStenja, proveden je test klijavosti (potpoglavlje 3.2.5.) s ciljem

utvrdivanja klijavosti ambrozije.

3.2.2. Stratifikacija sjemena

Drugi faktor u istraZivanju bila je stratifikacija sjemena koja je standardni tretman kod
poticanja klijavosti ambrozije. Stratificirano je sjeme obje populacije (A i B) na nacin da je u
staklene Petrijeve posude promjera 250 mm i visine 25 mm postavljeno 100 grama
steriliziranog kvarcnog pijeska u koji je dodano 50 mL destilirane vode te posijano sjeme
ambrozije. Prije stavljanja u sterilni pijesak, sjeme ambrozije je sterilizirano kako bi se
sprijeCila pojava patogena. Sterilizacija sjemena obavljena je potapanjem u 3 %-tni vodikov

peroksid u trajanju od Sest minuta (Carin i sur., 2019) (Slika 5). Sjeme je potom procijedeno
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kroz prethodno sterilizirano laboratorijsko cjedilo te prije polaganja u sterilni pijesak isprano

pet puta destiliranom vodom (Slika 6 i 7).

Slika 5. Sterilizacija Slika 6. Ispiranje sjemena nakon Slika 7. Polaganje
sjemena ambrozije sterilizacije sjemena u sterilni pijesak

Koristeno je pet rezima stratifikacije: 0, 2, 4, 6, 8 i 12 tjedana. Nakon polaganja sjemena u
sterilni pijesak, Petrijeve posude su zatvorene parafilmskom trakom kako bi se sprijecila
evaporacija te postavljene u hladnjak na 4 °C. Ovaj dio istrazivanja zapoceo u studenom
2019. godine. Nakon svakog rezima stratifikacije (0-12 tjedana), sjeme ambrozije izvadeno je

iz sterilnog pijeska te je postavljen test klijavosti (potpoglavlje 3.2.5.).

3.2.3. Kemijske metode prekidanja dormantnosti ambrozije

Prema podacima iz literature (Harre i sur., 2019; Page i Nurse, 2015) i iskustvima
djelatnika Zavoda za herbologiju, odabrano je 15 razli¢itih kemijskih tretmana za poticanje
klijavosti ambrozije (Tablica 2). Svi tretmani primijenjeni su na obje populacije
(nestratificirano sjeme). Za poticanje klijavosti ambrozije koriStena su duSi¢na gnojiva
(kalijev nitrat i tiourea) i sintetski hormoni (giberelinska kiselina i etefon), kao i sve njihove
medusobne kombinacije s ciljem utvrdivanja eventualnog antagonisti¢kog ili sinergistickog
ucinka.

Etefon 1 giberelinska kiselina u svim su tretmanima koristeni u koncentraciji ImM,
kalijev nitrat 198 mM, a tiourea 263 mM. Tretmani s duSi¢nim gnojivima koriSteni su na dva

nacina: potapanjem u otopinu u trajanju od 24 sata (Tretmani 6. i 8.) te zalijevanjem sjemena
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u Petrijevim posudicama (Tretmani 5. i 7.), a tretmani s hormonima samo zalijevanjem
(Tretmani 3.-4., 9.-13., 15.-16.).

Kemijske otopine (Tretmani 9.-16.) pripravljene su na nacin da su odredene koli¢ine
giberelina, etefona te kalijevog nitrata i tiouree otopljene u destiliranoj vodi kako bi se dobile
otopine zadane koncentracije ukupnog volumena 100 mL. Otopina giberelinske kiseline zatim
je stavljena u ultrasoni¢nu kupku (Bandelin, Sonorex TK 52) kako bi se homogenizirala, dok
su ostale otopine homogenizirane pomocu magnetske mijesalice (BIOSAN, MMS 3000)

(Slika 8). Ovaj dio istrazivanja zapocet je u veljaci 2020. godine.

Slika 8. Homogeniziranje otopina pomocu ultrasoni¢ne kupke (lijevo) i
magnetske mijesalice (desno)
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Tablica 2. Tretmani s dusi¢nim gnojivima i sintetskim hormonima

R.br. Tretman Kemijska formula Koncentracija
djelatne tvari (mM)
1 Destilirana voda - -
2 Destilirana voda - -
(24 sata potopljeno)
3 Etefon” 2-kloretilfosfonska 1
kiselina
CoHsCIOsP
4 Giberelin (GA3)" C19H220¢ 1
5 Tiourea CH4N2S 263
6 Tiourea (24 sata potopljeno) 263
7 Kalijev nitrat KNOs3 198
8 Kalijev nitrat (24 sata 198
potopljeno)
9 Etefon+GA3 1+1
10 GAs+Tiourea 1+263
11 Etefon + Tiourea 1+ 263
12 Etefon + KNO3 1+198
13 GA3 + KNOs3 1+198
14 Tiourea + KNOs3 263 + 198
15 Etefon+GAs+Tiourea 1+1+263
16 GAz+Tiourea+Etefon+KNO3 1+263+1+198

*Gibberellic acid for synthesis (Millipore); Ethrel (SL) — etefon 480 g/L (Bayer)

3.2.4. Kondicioniranje sjemena u vodi i otopini

Sa sjemenki ambrozije odstranjena je vanjska ovojnica ru¢nom skarifikacijom pomocu

brus papira kako bi se omogucilo oslobadanje embrija u procesu kondicioniranja (Slika 9).

KoriStena je modificirana metoda Harre 1 sur. (2019) u kojem je i zarezivanjem ,krune*

sjemena vrste A. trifida osloboden embrio. Medutim, u ovom pokusu znatno sitnije sjeme

ambrozije nije bilo mogucée na ovaj nacin zarezati jer je embrio ambrozije gotovo srastao sa

sjemenom ovojnicom pa je izdvajanje embrija iz roSke obavljeno ru¢nom skarifikacijom

(Slika 11).
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Slika 9. Kondicionirano sjeme ambrozije (desno-skarificirano sjeme; sredina i
lijevo-skarificirano sjeme nakon kondicioniranja)

Kondicioniranje je obavljeno na tretmanima s dusi¢nim gnojivima i sintetskim hormonima
koji su znaéajno potaknuli klijavost ambrozije u prethodnom pokusu (potpoglavlje 3.2.4.), a
zapoceto je u ozujku 2020. godine. U destiliranoj vodi otopljene su odredene koli¢ine GAs,
etefona, GAs + etefon i tiouree kako bi se dobile otopine zadane koncentracije ukupnog
volumena 200 mL (Tablica 3).

Tablica 3. Kemijski tretmani s duSi¢nim gnojivima i sintetskim hormonima kori$teni
metodom kondicioniranja

R.br. Tretman Kemijska formula djelatne Koncentracija
tvari (mM)

1 Naturalno sjeme (kontrola) - -

2 Skarificirano sjeme - -

3 Skarficirano kondicionirano - -

4 Etefon 2-kloretilfosfonska kiselina 1

C2HeCIOsP

5 Giberelin (GA3) C19H2206 1

6 Tiourea (24 sata potopljeno) CHaN2S 263

7 Etefon+GAs 1+1

Unutar odmjerne tikvice s otopinom ili destiliranom vodom postavljena je cijev koja
dodiruje dno povrSine, a spojena je na uredaj s omogucenim dotokom zraka (FLAMINGO,
Crawfish 1800). Otvor na vrhu posude zatvoren je parafilmskom trakom kako bi se sprijecilo

isparavanje, ali 1 zbog stabilizacije cijevi u posudi. Zrak je kroz cijev pusten jednoliko s ciljem
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sprjecavanja istjecanja vode ili vodene otopine te zbog osiguranja konstantnog (jednolikog)
kretanja sjemenki unutar posude (Slika 12). Nakon 48 sati izvadeno je sjeme (embrio)
ambrozije iz odmjerne tikvice te je na kondicioniranom sjemenu proveden test klijavosti. .
Prije stavljanja u posudu (kondicioniranja), sjeme ambrozije je skarificirano ru¢no pomocéu
brus-papira granulacije P 40 (Masin i sur., 2010). Sjeme ambrozije postavljeno je na podlogu
od brus papira te je otklanjanje (skarifikacija) sjemene ovojnice obavljeno u nekoliko kra¢ih
ponavljanja kako se oslobodeni embrio ne bi ostetio (Slika 10). Izdvojeni embrio obavijen je i
nakon skarifikacije unutarnjom sjemenom ovojnicom. Tako dobiveni uzorak sjemena (Slika
10) steriliziran je vodikovim peroksidom u trajanju od dvije minute kako bi se sprijecila
pojava patogena. Uzorak sjemena zatim je postavljen u pripremljene vodene otopine ili

destiliranu vodu ukupnog volumena 200 mL te je zapoc¢eta metoda kondicioniranja.
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Slika 10. Uzorak ru¢no skarificiranog sjemena ambrozije (lijevo) i naturalnog sjemena
(desno)
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Slika 11. Skarifikacija sjemena ambrozije Slika 12. Kondicioniranje sjemena u
vodenoj otopini tiouree
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3.2.5. Utvrdivanje klijavosti i dinamike klijanja ambrozije

Utvrdivanje ukupne Kklijavosti ambrozije obavljeno je za sve istrazivane metode
(stratifikaciju, kondicioniranje 1 kemijske tretmane) provodenjem testa klijavosti. U
jednokratne sterilne plasti¢ne Petrijeve posudice postavljeno je po 25 sjemenki ambrozije u 4
ponavljanja, ukupno 100 sjemenki ambrozije po svakom istrazivanom tretmanu. Na dno
posudice postavljen je sterilni filter papir u koji je dodano 5 mL otopine ili destilirane vode.
Prije postavljanja sjemena obavljena je sterilizacija potapanjem sjemena ambrozije u 3 %-tni
vodikov peroksid u trajanju od Sest minuta. Nakon sjetve Petrijeve posudice su hermeticki
zatvorene parafilmskom trakom i potom postavljenje u klima komoru (Memmert, UF 260) na
temperaturni rezim 25/15 °C uz 70 % vlage te fotoperiod 12 h : 12 h (dan : no¢). Intenzitet
osvijetljenosti u komori bila je 40 — 50 pmol/m?s.

Dinamika klijanja (brzina klijanja) utvrdivana je jednom dnevno ocitavanjem broja
proklijalih sjemenki. Klijavim sjemenom smatralo se ono s vidljivom radikulom vise od 1 mm
(Slika 13), a klijavost je utvrdivana sve do trenutka kada pet dana nije utvrden novi ponik u
svakoj Petrijevoj posudi. Istovjetni pokus ponovljen je nakon mjesec dana takoder s 25
sjemenki ambrozije po tretmanu u 4 ponavljanja. Dinamika klijanja utvrdivana je za tretmane

s duSi¢nim gnojivima i sintetskim hormonima (Tablica 2).
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Slika 13. Proklijalo sjeme ambrozije s vidljivom radikulom >1 mm
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3.2.6. Utvrdivanje vijabilnosti sjemena ambrozije TTC testom

Nakon obavljenog testa klijavosti utvrden je postotak vijabilnog sjemena na
netretiranom sjemenu obje populacije s ciljem da se isklju¢i mrtvo sjeme. Utvrdivanje
vijabilnosti obavljeno je TTC testom (ISTA, 2003). Svo neproklijalo sjeme obje populacije
potopljeno je na 12 sati u vodu kako bi se potaknulo bubrenje sjemena i aktivirali procesi
disanja. Potom je sjeme vertikalno prerezano na dvije polovice i svaka polovica stavljena je u
zasebnu ependorf epruvetu u koju je dodano 1 mL otopine tetrazolium klorida. Nakon 48 sati
obavljena je vizualna ocjena vijabilnosti sjemena prema obojenosti embrija (Elias i Garay,
2004). Obojanost embrija definirana je brojcano kao 0, 0,5 i 1 pri ¢emu 0 predstavlja

neobojeni embrio, 0,5 djelomi¢no obojeni, a 1 potpuno obojeni embrio (Slika 14).

Slika 14. Kilasifikacija obojenosti za korovnu vrstu Ambrosia artemisiifolia (www.
ragweed.eu)

Djelomi¢no i potpuno obojani embrio definiran je kao zivo sjeme, dok je neobojeni
embrio definiran kao mrtvo sjeme. Postotak vijabilnosti sjemena nakon provedenog TTC testa
(V2) utvrden je prema sljede¢oj formuli (Borza i sur., 2007) gdje G predstavlja proklijale
sjemenke, T neproklijale sjemenke pozitivne na T test, a N ukupan broj posijanih sjemenki.

G+T
Vo=

*100 %
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3.3.Plastenicki pokus

Pokus u plasteniku postavljen je s ciljem utvrdivanja nicanja i razvoja mladih biljaka

ambrozije iz sjemena tretiranog dusicnim gnojivima i sintetskim hormonima metodom

potapanja sjemena i metodom kondicioniranja sjemena iz laboratorijskoga dijela istraZivanja.

Glavni cilj ovoga dijela istrazivanja bio je utvrditi eventualne nepravilnosti u nicanju i

pocetnom rastu ambrozije kao §to je zamijeceno u literaturi na biljkama vrste A. trifida (Harre

i sur., 2019; Tieng, 1962). Koristeno je sjeme obje populacije s onih tretmana koji su znacajno

potaknuli klijavost ambrozije u laboratorijskom dijelu pokusa. Isti tretmani primijenjeni su na

sjeme ambrozije potapanjem i kondicioniranjem (Tablica 4).

Tablica 4. Kemijski tretmani s dusi¢nim gnojivima i sintetskim hormonima koriSteni u

plastenickom dijelu pokusa

Tretmani Koncentracija (mM)

Naturalno sjeme (kontrola) destilirana voda -
destilirana voda
etefon 1

Potapanje GA3 1

sjemena® etefon+GA; 1+1
tiourea 263
destilirana voda

Kondicioniranje® etefon 1
GAz 1
etefon+GA3 1+1
tiourea 263

2 sjeme prije sjetve potopljeno 24 sata u 50 mL otopine

®y 200 mL otopine na skarificiranom sjemenu ambrozije (prije postavljanja sjemena na kondicioniranje u

destiliranu vodu, sjeme je rucno skarificirano)
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Uzgojne posude napunjene su mjesavinom sterilne zemlje! i supstrata (Potground H) u
podjednakom tezinskom omjeru (Slika 15). U tako pripremljen medij posijane su kalibrirane
sjemenke ambrozije na dubinu od 1,5 cm (Dinelli i sur., 2013; Guillemin i Chauvel, 2011).
Sjemenke ambrozije prije sjetve potopljene su u posude na 24 sata u vodene otopine ili
destiliranu vodu. Pokus je postavljen u osam repeticija po 20 sjemenki za obje populacije i za
svaki istrazivani tretman, ukupno 160 uzgojnih posuda. Sjemenke su posijane na naéin da je
najuzi dio sjemena iz kojega se razvija radikula usmjeren prema dnu posude (Harre i sur.,
2019) (Slika 16). Uzgojne posude zatim su postavljene u plastenik. U tablici 5 prikazane su
temperature u plasteniku za vrijeme trajanja pokusa mjerene sondom (HOBO UA-001-08).
Za svaku posudu osiguran je i sustav za navodnjavanje (GARDENA, Master) kako bi se

odrzala vlaznost medija (Slika 17).

Tablica 5. Prosje¢na srednja dnevna temperatura u plasteniku za vrijeme trajanja pokusa

Mjesec Dekada °C
I 14
Ozujak I 16
11 13,8
I 14,8
Travanj ] 16,9
1] 17
I 16,7
Svibanj ] 16,2
1] 16,7

Procjena utjecaja tretmana na rast ambrozije proveden je subjektivnim i objektivnim
mjerenjima. Svaki dan praceno je nicanje ambrozije, a poniklim biljkama smatrale su se one s
potpuno otvorenim kotiledonima (Slika 18). U tri navrata, u razmaku od sedam dana, mjerila
se visina hipokotila, visina cijele biljke te subjektivno procjenjivala eventualna oStecenja i

deformacije rasta ambrozije.

! Tlo je uzorkovano s Pokusaliita Sasinovec te sterilizirano na 100 °C/30 min kako bi se eliminirale sve
sjemenke korova (Dahlquist i sur., 2001). Tlo je neutralnog pH 7.74 (H20), 7.04 (KCl), 4,22 % humusa i 2,9 %
kalcijevog karbonata. Tip tla je pjeskovita glina.
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Slika 15. Priprema medija za sjetvu (lijevo) i sjetva sjemena ambrozije u uzgojne
__ posude (desno)

s 15

T

Yo 11 12 1la

Slika 17. Uzgojne posude spojene na sustav za navodnjavanje u plasteniku
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Slika 18. Potpuno otvoreni kotiledoni ambrozije

3.4.Statisticka obrada podataka

Ukupna klijavost, nicanje, visina hipokotila, visina biljke i masa biljaka obje populacije
ambrozije pri istrazivanim tretmanima obradeni su dvosmjernom analizom varijance (tretman
i populacija) u programu SAS 8.0. Nakon signifikantnog F testa za usporedbu srednjih
vrijednosti koriSten je LSD test za P=0,05.

Dobiveni podaci o dnevnom utvrdivanju klijavosti koriSteni su za prikaz dinamike klijanja
koriste¢i logisticku funkciju u statistickom programu Bioassay 97 (Onofri, 2001). Utvrdeno je
vrijeme (broj dana) potrebno za ponik 10 % (ti0), 50 % (tso0) i 90 % (teo) Sjemena od ukupno
proklijalog sjemena pri svakom istrazivanom tretmanu. Dobiveni podaci o prosje¢nom broju
dana (tio-too) potrebnom za klijanje sjemena ambrozije za istrazivane tretmane na obje
populacije obradeni su analizom varijance te nakon signifikantnog F testa srednje vrijednosti
usporedene su LSD testom za P=0,05.

Pokus (laboratorijski) je ponovljen dva puta (Cetiri repeticije za svaki istraZivani tretman).

Paretovim t-testom (https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest2/) je analizirana varijabilnost

izmedu ponovljenih pokusa, a s obzirom da nije utvrdena statisticki znacajna razlika, podaci

su analizirani u osam repeticija.
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4. Rezultati rada

4.1.Laboratorijski pokusi

U tablici 6. prikazani su rezultati analize varijance za klijavost sjemena ambrozije pri
istrazivanim tretmanima. Klijavost ambrozije znafajno se razlikovala ovisno o duzini
skladiStenja sjemena, stratificiranja sjemena, koriStenom kemijskom tretmanu te metodi
kondicioniranja. Utvrdena je znadajna razlika u klijavosti izmedu dvije populacije na svim
tretmanima. Takoder je utvrdena signifikantna interakcija skladiStenje sjemena x populacija,

kemijski tretman x populacija, stratifikacija x populacija te kondicioniranje x populacija.

Tablica 6. Analiza varijance za klijavost ambrozije pri istrazivanim tretmanima

Fexp
Izvor Skladistenje  Stratifikacija Kemijski ~ Kondicioniranje
varijabilnosti  n-1 sjemena tretmani
Tretman (T) 19 0,001 <0,01 <0,01 <0,01
Populacija(P) 1 <0,01 <0,01 0,007 <0,01
TxP 19 <0,01 0,022 <0,01 <0,01

4.1.1. Klijavost ambrozije u ovisnosti o duzini skladistenja sjemena

Klijavost sjemena ambrozije znacajno se razlikovala u ovisnosti o duzini hladnog
skladiStenja sjemena na 4 °C (Grafikon 1). Kod populacije B (2019), neposredno nakon
sakupljanja sjemena (0) nije proklijala nijedna sjemenka ambrozije. Povecanjem duZine
skladiStenja klijavost se znaajno povecavala, a najveca klijavost utvrdena je Sest mjeseci
nakon skladiStenja kad je proklijalo 53 % sjemena. Suprotan trend utvrden je kod A
populacije (2018) gdje je sjeme u trenutku testiranja bilo staro 12, 14, 16 i 20 mjeseci. Kod
ovog sjemena najveca klijavost utvrdena je 2 mjeseca nakon postavljanja pokusa (14 mjeseci
staro sjeme) gdje je proklijalo 42 % sjemena. Klijavost se smanjivala s duzinom skladiStenja
sjemena pa je na sjemenu starom 16 i 20 mjeseci klijavost bila zna¢ajno manja nego na

sjemenu starom 12 i 14 mjeseci.
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80

70

60 53a
50

42b
40
31c
30 26¢d 28¢c 28¢
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duZina skladi$tenja sjemena na 4 °C (mjeseci)

% klijavosti

vrijednosti oznacene istim slovom statisticki se znacajno ne razlikuju pri P=0,05 (LSD=8,16 %); U trenutku postavljanja
pokusa, sjeme populacije B bilo je skladisteno 0, 2, 4 i 6 mjeseci, a sjeme populacije A 12, 14, 16 i 20 mjeseci

Grafikon 1. Klijavost sjemena obje populacije ambrozije 0, 2, 4 i 6 mjeseci od postavljanja
pokusa

Nakon cetiri mjeseca hladnog skladistenja, neproklijalo sjeme obje populacije

podvrgnuto je TTC testu radi utvrdivanja vijabilnosti sjemena. Kod populacije B utvrdeno je

viSe vijabilnih sjemenki nego kod populacije A (Grafikon 2).

A (2018) 62b

populacija

B (2019) 8la

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% vijabilnosti

vrijednosti oznacene istim slovom statisticki se znacajno ne razlikuju pri P=0,05 (LSD=9,64 %)

Grafikon 2. Ukupna vijabilnost sjemena ambrozije ovisno o starosti populacije
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4.1.2. Klijavost stratificiranog sjemena ambrozije

Klijavost ambrozije signifikantno se razlikovala izmedu populacija ovisno o trajanju
rezima stratifikacije (Grafikon 3). Kod starijeg sjemena (A) prosjecna klijavost je iznosila 37
% dok je stratificirano sjeme iz B populacije ostvarilo gotovo dvostruko bolju klijavost (63
%).

Kod sjemena iz 2019. godine (B) najveca klijavost utvrdena je nakon 8 (95 %) 1 nakon 12
tjedana stratifikacije (87 %). Kod kraceg drzanja stratificiranog sjemena klijavost je bila
zna¢ajno manja. Nakon 4 1 6 tjedana prosjecna klijavost je iznosila 66 % 1 bila je znacajno
veca nego kad se sjeme stratificiralo 0 i 2 tjedna. Kod nestratificiranog sjemena nije utvrdena
ni jedna proklijala sjemenka ambrozije.

Nasuprot tome, kod starijeg sjemena (A) podjednaka klijavost utvrdena je nakon 4, 6, 8 i
12 tjedana stratifikacije 1 prosje¢no je utvrdeno od 47 % do 59 %, ovisno o rezimu

stratifikacije. Samo je kod dva tjedna stratifikacije, kod ove populacije, Klijavost bila znac¢ajno

smanjena.
100 e 87a
B 80 mB(2019) m A(2018) 66he 69b59b ;
2 ¢ 55¢cd
% 60 474 52d
'_—f 34e
S 40 266
20 12f
of
0
kontrola 2 4 6 8 12

duZina stratificiranja sjemena

vrijednosti oznacene istim slovom statisticki se znacajno ne razlikuju pri P=0,05 (LSD=12,71 %)
Grafikon 3. Klijavost sjemena ambrozije obje populacije (A i B) pri razli¢itim rezimima
stratifikacije (0, 2, 4, 6, 8 i 12 tjedana)
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4.1.3. Klijavost sjemena ambrozije pri kemijskim tretmanima

Klijavost sjemena ambrozije obje populacije znacajno se razlikovala primjenom razli¢itih
kemijskih tretmana (Grafikon 4). Prosje¢no je sjeme populacije B (2019) postignulo veéu
klijavost (45 %) te se statisticki znac¢ajno razlikuje od populacije A (2018), gdje je prosjecna
klijavost bila 44,19 %.

Kod obje populacije najveca klijavost ambrozije utvrdena je kod tretiranja sjemena
etefonom i etefonom + GAs. Primjenom ovih tretmana, kod populacije A utvrdena je
prosjeéna klijavost od 78 - 85 %, a kod populacije B 88 - 95 %. Takoder kod sjemena B
populacije nije utvrdena signifikantna razlika u klijavosti kad je sjeme tretiranom s etefon +
KNO3 (78 %) u odnosu na gore spomenute tretmane — etefon i etefon + GAs. Kod sjemena A
populacije tretiranje tioureom (74 %) takoder nije imalo manju klijavost u usporedbi s
navedenim tretmanima. Na svim ostalim tretmanima, kod obje populacije, utvrdena je
znacajno manja klijavost sjemena ambrozije.

Iako je klijavost bila zna¢ajno smanjena u odnosu na gore navedene tretmane, potapanjem
sjemena u vodu na 24 sata znacajno se poboljsala klijavost ambrozije kod obje populacije (64-
64 %) u odnosu na netretirano sjeme ambrozije (kontrola). Samo je jo$ tretiranjem s GA3 (62
%) kod sjemena A populacije ostvarena sli¢na klijavost koja se nije znacajno razlikovala od
klijavosti ambrozije potopljene u vodi na 24 sata.

Na svim ostalim tretmanima, na obje populacije, utvrdena je klijavost manja od 60 %.
Ipak je utvrdena znacajno bolja klijavost u odnosu na netretirano (kontrolno) sjeme na
tretmanima: etefon + KNOs, GAz, GAsz + KNOs, KNO3z, KNOs 24 sata i tiourea 24 sata za
populaciju A te GA3, KNO3 24 sata, tiourea 24 sata i GA3 + KNOs za populaciju B.

Statisticki znacajna razlika u klijavosti ambrozije izmedu populacija utvrdena je
tretiranjem sjemena s GAa jer je kod starijeg sjemena (A) utvrdena znacajno bolja klijavost
(62 %) u odnosu na mlade sjeme (52 %).

Najniza klijavost populacije A utvrdena je kod tretiranja sjemena ambrozije s etefonom i
tioureom (3 %), etefon + GAs + tiourea (7%) te GAz + tiourea (6 %). Klijavost na ovim
tretmanima je bila niZza od netretiranog (kontrolnog) sjemena. Sli¢no je 1 kod B populacije
gdje je najniza klijavost utvrdena tretiranjem sjemena ambrozije etefon + GAsz + tiourea (15
%) te GA3 + tiourea (23 %). Kod populacije B tretiranjem sjemena s KNO3 (20 %) takoder se

klijavost ambrozije nije znacajno razlikovala od navedenih tretmana.
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U grafikonu nije prikazana klijavost sjemena ambrozije tretiranih s tiourea + KNO3 i GA3
+ tiourea + KNOs (Tablica 2) jer na navedenim tretmanima nije utvrdena ni jedna proklijala

sjemenka ambrozije.
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vrijednosti oznacene istim slovom statisticki se znacajno ne razlikuju pri P=0,05 (LSD=8,40 %)

Grafikon 4. Klijavost sjemena ambrozije obje populacije (A i B) primjenom kemijskih
tretmana

4.1.4. Dinamika klijanja sjemena ambrozije pri razlicitim kemijskim tretmanima

Analizom varijance utvrdena je znacajna statisticka razlika u broju dana potrebnih za
ponik 10 %, 50 % i 90 % sjemena od ukupnog broja proklijalog sjemena tretiranim razli¢itim
kemijskim tretmanima (Tablica 7). Takoder je utvrdena znacajna razlika u dinamici klijanja
izmedu dvije populacije sjemena ambrozije tretiranih kemijskim tretmanima. Prosjec¢an broj
dana (d) potreban za ponik 10 %, 50 % i 90 % sjemena maniji je kod populacije B (4,1, 7,3 i
14,1) u odnosu na populaciju A (5,4, 9,6 1 19,1 d).

Tablica 7. Analiza varijance za dinamiku klijanja ambrozije pri istrazivanim tretmanima

Fexp
Izvor varijabilnosti n-1 t1o ts0 too
Tretman (T) 12 <0,001 <0,001 <0,001
Populacija (P) 1 <0,001 <0,001 <0,001
TxP 12 <0,001 <0,001 <0,001
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Zbog utvrdene signifikantne interakcije tretman x populacija (Tablica 7) podaci o
dinamici klijanja (two, tso i too) prikazani su za obje populacije i za sve tretmane (Tablica 8).
Dinamika klijanja prikazana je za 10 tretmana kod kojih je utvrdena prosjec¢na klijavost > 50
%.

Tablica 8. Procijenjeni broj dana potrebnih za ponik 10 % (ti0), 50 % (ts0) i 90 % (teo)
sjemena od ukupnog broja proklijalog sjemena ambrozije obje populacije

POPULACIJA
A (2018) B (2019)
TRETMAN 1o ts0 Too t10 ts0 oo
Kontrola 2,5a 6,2a 16,5ab 4,5bc 10,4f 25,1e
Kontrola 24 sata 12,4e 16,1f 21,4de 3,9b 7,2d 13,5¢c
Etefon+GA; 2,3a 6,4ab 18,4bc 1,2a 2,5a 5,9a
Etefon+KNO3 4,1b 8,6¢c 19,1bcd 5,7¢ 8,% 14,2¢
Etefon 2,7a 6,8ab 18,5bc 1,8a 4,6bc 11,9bc
GA;3 3,3ab 7,6bc 17,8bc 2,4a 5,4c 12,4bc
GA3+KNO3 3,4ab 7,0ab 14,8a 7,8d 10,5f 14,1c
KNO3 5,6¢C 10,0d 20,1cde 8,5d 11,1f 14,4c
KNO3 24 sata 8,7d 13,9 22,5¢ 4,4b 8,8e 19,6d
Tiourea 24 sata 9,2d 13,8e 21,8de 1,2a 3,5ab 10,2b

vrijednosti oznacene istim slovom signifikantno se ne razlikuju pri P=0,05; LSD110=1,24 dana; LSD(rs0)=1,33
dana; LSDre0y=2,79 dana

Kemijski tretmani utjecali su na pocetnu klijavost (tio) sjemena ambrozije obje
populacije. Na netretiranom sjemenu klijavost je zapocela nakon prosjecno 2,5 dana (d) kod
populacije A, odnosno za 4,5 d kod populacije B. Ova sporija pocetna klijavost kod B
populacije je i statisticki opravdana. Polovica klijanja (tso) kod populacije A uslijedila je
prosjec¢no nakon 6,2 dana, a kod populacije B nakon 10,4 dana Sto je takoder statistiCki
opravdano. | kraj klijanja (teo) je imao sli¢an trend brzeg klijanja kod populacije A (16,5 d) u
odnosu na populaciju B (25,1 d).

Kod potapanja sjemena ambrozije u vodu na 24 sata utvrdeno je suprotno jer su sva tri
parametra dinamike klijanja (tio, tso i tgo) bili znacajno brzi kod B populacije u odnosu na A

populaciju. Takoder je utvrden suprotni trend, odnosno kod B populacije je potapanjem
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sjemena u vodu na 24 sata znacajno ubrzana dinamika klijanja, a kod A populacije znacajno

usporena dinamika Kklijanja sjemena ambrozije.

Kod A populacije ovi tretmani nisu ubrzali niti usporili pocetak klijanja (10 %)

u

odnosu na kontrolni tretman: etefon + GAs3, etefon + KNOg3, etefon, GAs, GAsz + KNOs.

Sredina klijanja (50 %) nije se statisti¢ki razlikovala u odnosu na netretirano sjeme na

tretmanima: etefon + GAgz, etefon, GAste GAz + KNO3 (Grafikon 5).
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Grafikon 5. Dinamika klijanja sjemena ambrozije (A populacija) nakon tretiranja
kemijskim tretmanima. Linija predstavlja model (logisti¢ka funkcija), a tockice izmjerene
vrijednosti(A-dinamika klijanja na pojedina¢nim tretmanima; B-dinamika klijanja na
kombinacijama tretmana)
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Kod B populacije pocetak klijavosti ambrozije (tio) bio je jednak netretiranom
sjemenu samo na tretmanima: etefon + KNO3z i KNO3 24 sata. Ostali tretmani su znac¢ajno
ubrzali klijavost ambrozije u odnosu na kontrolni tretman. Sredina klijanja ambrozije (tso) ove
populacije nije ubrzana ni usporena na sljede¢im tretmanima: etefon + KNO3z GAsz + KNOs3,
KNOste KNO3 24 sata Ostali tretmani su ubrzali sredinu klijanja ambrozije. Kraj klijanja (too)
kod ove populacije je bio ubrzan na svim istrazivanim tretmanima u odnosu na netretirano

sjeme (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Dinamika klijanja sjemena ambrozije (B populacija) nakon tretiranja kemijskim
tretmanima. Linija predstavlja model (logisti¢ka funkcija), a tockice izmjerene vrijednosti(A-
dinamika klijanja na pojedinacnim tretmanima; B-dinamika klijanja na kombinacijama
tretmana)
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4.1.5. Klijavost kondicioniranog sjemena ambrozije

Klijavost kondicioniranog sjemena znacajno se razlikovala u ovisnosti o0 starosti
sjemena (populaciji), ali i u ovisnosti o primijenjenom tretmanu u aeriranoj vodenoj otopini
(kondicioniranje) (Grafikon 7). Prosje¢no je na starijoj populaciji (A) utvrdena znacajno veca
klijavost (64 %) u odnosu na mladu (B) populaciju (49 %). Kod obje populacije, vodene
otopine s hormonskim regulatorima i dusicnim gnojivima znacajno su poboljsale klijavost u
odnosu na sjeme koje je kondicionirano samo u vodi.

Kod starije populacije (2018) najveéa klijavost ostvarena je na sjemenu
kondicioniranom u otopini etefon + GAs (93 %) i GAz (88 %). Kondicioniranjem sjemena u
vodenoj otopini etefona i tiouree ostvarena je znacajno niza klijavost (78 % i 72 %) u odnosu
na vodenu otopinu etefon + GAg.

Kod mlade populacije (2019) nije utvrdena znacajna razlika u klijavosti sjemena
ambrozije kondicioniranom u vodenim otopinama GAgz, etefon + GAs i etefon dok je
kondicioniranjem u otopini tiouree ostvarena znac¢ajno niza klijavost.

Kod obje populacije samo skarifikacijom sjemena (bez kondicioniranja) ostvarena je

klijavost koja se nije znacajno razlikovala od kondicioniranog sjemena u otopinama etefona i

tiouree.
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vrijednosti oznacene istim slovom statisticki se ne razlikuju pri P=0,05 (LSD=11,14%)

Grafikon 7. Klijavost kondicioniranog sjemena ambrozije obje populacije
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4.2 Plastenicki pokus

U tablici 9. prikazani su rezultati analize varijance za nicanje i pocetni rast ambrozije
pri istrazivanim tretmanima u plasteni¢kom dijelu pokusa. Masa i visina hipokotila znacajno
su se razlikovali ovisno o primijenjenom kemijskom tretmanu te metodi kondicioniranja.
Utvrdena je znaCajna razlika u nicanju ambrozije izmedu dvije populacije na svim
tretmanima. Takoder je utvrdena signifikantna interakcija kemijski tretman x populacija za
mjereni parametar svjeze mase biljaka uzgajanih u plasteniku kao i znacajna interakcija
kondicioniranje x klijavost 1 kondicioniranje x svjeZza masa biljaka. DuZzina hipokotila

znacajno se razlikovala primjenom kemijskih tretmana i metode kondicioniranja sjemena.

Tablica 9. Analiza varijance za nicanje i pocetni rast kondicioniranog i sjemena tretiranog s
dusi¢nim gnojivima i hormonima

Kemijski Kondicioniranje
Izvor svjeza visina visina svjeza visina visina
varijabilnosti n-1 nicanje masa hipokotila biljke | nicanje masa hipokotila biljke
Tretman (T) 20 ns *x ** ns ** ** ** ns
Populacija(P) 1 *x *x ns *x ns ns ns ns
TxP 20 ns el ns ns *x el ns ns

4.2.1. Nicanje ambrozije nakon tretiranja i kondicioniranja sjemena hormonima rasta i
dusicnim gnojivima
Nicanje ambrozije znacajno razlikovalo a neovisno o

se izmedu populacija,

primijenjenom kemijskom tretmanu (Grafikon 8). Kod starijeg sjemena (A) prosjecno nicanje

je iznosilo 46 % dok je sjeme iz B populacije ostvarilo znacajno manju prosjecnu klijavost (33
%).

S, B (2019) 33b
(&)
©
2
S A (2018) 46 a
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% nicanja

vrijednosti oznacene istim slovom statisticki se znacajno ne razlikuju pri P=0,05 (LSD=5,6%)
Grafikon 8. Ukupno nicanje sjemena ambrozije tretiranog s hormonima i dusi¢nim gnojivima
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Nicanje ambrozije takoder se signifikantno razlikovalo izmedu populacija ovisno o
primijenjenom tretmanu kondicioniranja (Grafikon 9). Kod starijeg sjemena (A) prosjecno
nicanje je iznosilo 43 % dok je sjeme iz B populacije ostvarilo manju prosjecnu klijavost (41
%). Najbolja klijavost obje populacije bila je na sjemenu kondicioniranom u vodenoj otopini
tiouree (63 % 1 71 %). Od navedenog tretmana samo se statisticki ne razlikuje tretman etefon
+ GA3 za sjeme iz 2019. godine (58 %). Ostali tretmani nisu znacajno utjecali na klijavost

sjemena u odnosu na sjeme kondicionirano u aeriranoj vodi (kontrola).
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vrijednosti oznacene istim slovom statisticki se znacajno ne razlikuju pri P=0,05 (LSD=13,92%)
Grafikon 9. Ukupno nicanje kondicioniranog sjemena ambrozije obje populacije

Duzina hipokotila i svjeZa masa biljaka ambrozije signifikantno se razlikovala izmedu
populacija, ovisno o kemijskom tretmanu (Grafikon 10). Samo je visina biljaka bila
signifikantno razli¢ita izmedu populacija neovisno o primijenjenom kemijskom tretmanu.
Kod starije populacije (A) prosjecna duzina hipokotila iznosila je 1,92 cm dok je kod B
populacije prosjecna duzina iznosila 1,8 cm. Kod populacije A najduzi hipokotil zabiljezen je
primjenom etefona (2,13 cm), a statisticki se ne razlikuje od tretmana na kojem je
primijenjena tiourea (2,01 cm). Duzina hipokotila na tretmanu GAs (1,81 cm) statisti¢ki se
znacajno ne razlikuje od kontrolnog tretmana (1,66 cm). Duzina hipokotila populacije B nije
signifikantno razli¢ita primjenom tiouree i GAz (1,85 i 1,87 cm), dok je primjena tretmana
etefon i etefon + GAs znacajno utjecala na duzinu hipokotila biljaka ambrozije (1,90 i 1,92

cm) u odnosu na kontrolni tretman.
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vrijednosti oznacene istim slovom statisticki se ne razlikuju pri P=0,05 (LSD=0,09 cm)
Grafikon 10. Utjecaj tretmana potapanja sjemena na visinu hipokotila (cm) biljaka ambrozije

Na mjerenom parametru svjeza masa biljaka utvrdena je interakcija tretman x
populacija (Grafikon 11). Na tretmanu GA3 na obje populacije izmjerena je najveca svjeza
masa ambrozije (2,97 i 2,38 g). Od navedenog tretmana nije se razlikovala primjena etefon +
GAs3 za populaciju A (2,89 g). Ostali tretmani nisu signifikantno razli¢iti u odnosu na

kontrolne tretmane A i B populacije (2,10 11,88 g).
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vrijednosti oznacene istim slovom statisticki se znacajno ne razlikuju pri P=0,05 (LSD=0,70 g)
Grafikon 11. Utjecaj tretmana potapanja sjemena na svjezu masu (g) biljaka ambrozije

Visina biljaka ambrozije bila je signifikantno razli¢ita izmedu populacija (Grafikon

12). Prosjecna visina biljaka populacije A iznosila je 9,39 cm, a za populaciju B 7,98 cm.

Najveca visina biljke ambrozije starije populacije A izmjerena je na tretmanu etefon + GAs
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(10,14 cm), a kod populacije B na tretmanu GAs (8,40 cm). Visina biljaka na kontroli A i B
populacije je 9,031 8,60 cm.

= B (2019) 7,98b
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visina biljke (cm)
vrijednosti oznacene istim slovom statisticki se znacajno ne razlikuju pri P=0,05 (LSD=0,56 cm)
Grafikon 12. Utjecaj tretmana potapanja sjemena na visinu (cm) biljaka ambrozije

Duzina hipokotila biljaka ambrozije signifikantno se razlikovala izmedu tretmana
kondicioniranja (Grafikon 13). Kod starije populacije (A) prosje¢na duzina hipokotila iznosila
je 2,14 cm dok je kod B populacije prosje¢na duzina iznosila 1,94 cm. Kod populacije A
najduzi hipokotil izmjeren je kondicioniranjem skarificiranog sjemena u vodenoj otopini
etefon + GAs3 (2,39 cm), a statisticki se ne razlikuje od kontrolnog tretmana (2,27 cm).
Najmanja izmjerena duzina hipokotila bila je na tretmanu GAsz (1,79 cm) koji se znacajno
razlikuje od ostalih tretmana i kontrolnog tretmana. Duzina hipokotila populacije B nije
signifikantno razli¢ita kondicioniranjem u otopini etefon + GAsz (2,30 cm) u odnosu na
kontrolni tretman (2,22 cm). Na tretmanima: tiourea, GAs i etefon izmjeren hipokotil

znacajno je manji u odnosu na kontrolni tretman.

kontrola 2,24a
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% tiourea 1,86bc
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vrijednosti oznacene istim slovom statisticki se ne razlikuju pri P=0,05 (LSD=0,17 cm)
Grafikon 13. Utjecaj tretmana kondicioniranja sjemena na visinu hipokotila (cm) biljaka

ambrozije

Svjeza masa biljaka znacajno se razlikovala izmedu populacija, a ovisno o
primijenjenom tretmanu kondicioniranja (Grafikon 14). Znac¢ajno najveca svjeza masa biljaka

ambrozije obje populacije bila je na sjemenu kondicioniranom u otopini tiouree (2,63 i 2,51
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g), a statisticki se signifikantno ne razlikuje od kontrolnog tretmana B populacije (2,20 g).
Ostali tretmani ne razlikuju se opravdano od kontrolnih tretmana, osim biljaka B populacije
¢ije je sjeme kondicionirano u otopini etefona $to je ujedno i najmanja izmjerena svjeza masa
(0,57 g).

Izmedu populacija nije utvrdena statisticki opravdana razlika u visini biljka primjenom

metode kondicioniranja, stoga podaci nisu prikazani.
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vrijednosti oznacene istim slovom statisticki se znacajno ne razlikuju pri P=0,05 (LSD=0,679)
Grafikon 14. Utjecaj tretmana kondicioniranja sjemena na svjezu masu (g) biljaka ambrozije

4.2.2. Opis deformacija biljaka ambrozije uzrokovanih primjenom kemijskih tretmana i
metode kondicioniranja

Deformacije uzrokovane primjenom kemijskih tretmana i metode kondicioniranja
ogledale su se formiranjem internodija izmedu kotiledona i prvih pravih listova (Slika 19), Sto
nije uobic¢ajeno za ambroziju kojoj su prvi pravi listovi sjedeci (Slika 20). Takoder su
utvrdene 1 deformacije prvih pravih listova (Slika 21) u odnosu na izgled prvih pravih listova
na netretiranom sjemenu (Slika 22). Primjenom tiouree nisu uocene deformacije biljaka
ambrozije. Ove promjene bile su prisutne na tretmanima etefon + GAs, etefon i GAs (Slika
23).

Deformacije u vidu stvaranja internodija uofene su potapanjem sjemena i1 to na
tretmanu etefon + GAs (7 biljaka) kod populacije A te je na dvije biljke zabiljezena
deformacija prvih pravih listova. Primjenom metode kondicioniranja stvaranje internodija

uoceno je na tretmanima GAsz (1 biljka) i etefon + GAsz (2 biljke). To je ukupno 3,1 %
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ostecenih biljaka na populaciji A. Na populaciji B primije¢ene su jednake deformacije te je
potapanje sjemena u etefon + GAsz (2 biljke) i GAs (2 biljke) rezultiralo stvaranjem
internodija, a biljke s razvijenim internodijem imale su i deformirane prve prave listove.
Kondicioniranjem sjemena u aeriranoj otopini GAsz;etefon + GAsrazvijen je internodij
na samo jednoj biljci. Jo§ je na tretmanu etefon doSlo do deformacije prvih listova na jednoj
biljci ambrozije. To je ukupno 2,2 % osSte¢enja od ukupnog broja biljaka ambrozije iz

plastenickog dijela istrazivanja.

Slika 19. Stvaranje internodija izmedu

kotiledona i prvih pravih listova

Slika 21. Deformacije prvih pravih listova Slika 22. Uobicajen izgled prvih pravih
listova ambrozije
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KONTROLA

Slika 23.

TIOUREA GA3 ETEFON

Prikaz deformacija biljaka ambrozije na primijenjenim tretmanima

ETEFON+GA3
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5. Rasprava

Za vecinu visih biljaka karakteristicna je niska fizioloSka dormantnost sjemena (Finch-
Savage i Leubner-Metzger, 2006) koja uvjetuje nemogucnost klijanja samo kratki period
nakon sazrijevanja sjemena. A. artemisiifolia posjeduje srednji tip dormantnosti $to znaci da
se klijavost ostvaruje drzanjem sjemena u hladnim i vlaznim uvjetima u trajanju od dva do tri
mjeseca, odnosno oslobadanjem embrija ili tretiranjem sjemena giberelinskom kiselinom
(Baskin i Baskin, 2004).

Prva hipoteza ovoga istraZzivanja bila je da ¢e se klijavost sjemena ambrozije znacajno
razlikovati u ovisnosti o starosti sjemena. Pretpostavka je takoder da je primarna dormantnost
sjemena ambrozije uvjetovana duzinom skladiStenja sjemena u hladnim uvjetima. Rezultati
istrazivanja potvrduju pretpostavku o povezanosti primarne dormantnosti s duzinom hladnog
skladiStenja sjemena (4 °C). Kod svjeze sakupljenog sjemena ambrozije (populacija B) nije
zabiljezena nijedna proklijala sjemenka. Poveéavanjem duzine skladistenja sjemena,
povecavala se i njegova klijavost te je nakon Sest mjeseci utvrdeno 53 % klijavog sjemena.
Ruziev i sur. (2020) takoder navode da se klijavost A. trifida veca od 60 % ostvarila tek nakon
11 mjeseci hladnog skladistenja. Takoder, sjeme vrste Portulaca oleracea L. (tust)
skladiSteno pet mjeseci na sobnoj temperaturi postignulo je skoro duplo ve¢u ukupnu klijavost
i brzi ponik u odnosu na svjeze sakupljeno sjeme (El-Keblawy i Al-Ansari, 2011), a sli¢no je i
kod nekih vrsta koje pripadaju porodici slakova (Convonvulaceae) (Gehan Jayasuriya i sur.,
2008).

lako primarna dormantnost sjemena opada hladnim skladiStenjem, rezultati ovoga
istrazivanja ukazuju da kod duzeg skladistenja sjemena dolazi do opadanja klijavosti. Sjeme
staro 12 mjeseci (populacija A), skladisteno na 4 °C do postavljanja pokusa, ostvarilo je
,pocetnu® klijavost od 26 %. Nakon dva mjeseca (sjeme staro 14 myjeseci) klijavost je
znacajno porasla (42,5 %) da bi nakon cetiri 1 Sest mjeseci (sjeme staro 16 1 20 mjeseci)
klijavost znacajno opala i iznosila 31 %, odnosno 28,5 % (Grafikon 1). Iako nije moguce
medusobno usporedivati klijavost sjemena razli¢itih populacija, a posebno zbog razli¢itog
stupnja klijavosti populacija ambrozije uslijed funkcionalnog polimorfizma (Sostaréi¢ i sur.,
2020; Gutterman, 2000; Baskin i Baskin, 2014), rezultati ukazuju da starost sjemena utjece na
klijavost. Tako je kod mlade populacije klijavost hladnim skladiStenjem rasla, a kod starije
populacije skladistenje u istim uvjetima uzrokovalo je opadanje klijavosti. Ovome u prilog idu

1 rezultati utvrdene dinamike klijanja sjemena ambrozije u kojima je na vecini primijenjenih
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tretmana mlade sjeme imalo brzu pocetnu, srednju 1 zavr$nu klijavost u odnosu na starije
sjeme (Tablica 8, Grafikoni 5 i 6). Ovaj pad klijavosti ,,starijeg* sjemena moze se povezati s
padom vijabilnosti sjemena na §to ukazuju rezultati utvrdivanja vijabilnosti sjemena TTC u
kojemu je vijabilnost sjemena ambrozije za oko 20 % manja kod duze skladiStenog sjemena
(Grafikon 2). Podaci iz literature takoder ukazuju da kod duzeg skladistenja klijavost i
vijabilnost sjemena opadaju. Testirajuci Cetiri populacije sjemena ambrozije razliite starosti
Jaganjac (2017) je utvrdila najveéu klijavost kod najmladeg sjemena ambrozije (76 %).
Klijavost je proporcionalno opadala sa staro$¢u sjemena pa je na Cetiri godine starom sjemenu
iznosila 22 %. Sli¢no je utvrdeno i za druge korovne vrste (Shaban, 2013; Shaidae i sur.,
1969). Osim u laboratoriju, povezanost klijavosti sjemena s njegovom staro$¢u utvrdivana je i
u poljskim uvjetima ukopavajuci sjeme ambrozije u tlo i potom mjere¢i njegovu klijavost
(Milanova i Nakova, 2002). Sjeme ambrozije koje je bilo u tlu Sest mjeseci ostvarilo je 88-93
%-tnu klijavost, a sjeme ukopano osam mjeseci u tlu ostvarilo je klijavost od 45 %, a niska
klijavost mogucéa je i zbog patogena u tlu koji dovode do smrtnosti sjemena.

Iako se klijavost fizioloski zrelog sjemena ambrozije povecava s duzim trajanjem
hladnog skladiStenja, rezultati istrazivanja ukazuju da 1 nakon Sest mjeseci skladiStenja
ukupna klijavost nije prelazila 58 %, stoga je za potrebe dobivanja vece koli¢ine klijavog
sjemena potrebno prona¢i metodu prekidanja fizioloSke dormantnosti sjemena ambrozije. Ovo
je posebice vazno jer podaci ukazuju da dugim skladiStenjem opada vijabilnost sjemena pa je
ucinkovitu metodu prekidanja dormantnosti potrebno razviti na ,,mladem* sjemenu.

Druga hipoteza ovoga istrazivanja bila je pretpostavka da ¢e se metodom stratifikacije
potaknuti klijavost sjemena ambrozije, ali da nece biti jednako ucinkovita kod sjemena
razliCite starosti. Stratifikacija sjemena je metoda tijekom koje dolazi do promjene razine
fitohormona, odnosno smanjenja sadrzaja ABA kao inhibitora klijanja i povecanja sadrzaja
GAsz kao stimulatora klijanja (Bourgoin i Simpson, 2004). Bolja klijavost postize se
izlaganjem sjemena duzem trajanju stratifikacije (Shaykhi i sur., 2015) §to je bio slucaj i u
ovom radu (Grafikon 3). Sjeme ,,novije* (B populacije) postiglo je zadovoljavajucu klijavost
duzim trajanjem stratifikacije dok starije sjeme (A populacije) nije postiglo zadovoljavajué¢u
klijjavost niti kod jednog rezima stratifikacije. Kod mladeg sjemena koje prethodno nije
hladno skladisteno klijavost je rasla povecanjem duzine stratifikacije te nakon osam tjedana
stratificiranja iznosila 95 %. Nasuprot tome, na sjemenu koje je prethodno hladno skladiSteno
12 mjeseci zadovoljavajuca klijavost nije ostvarena ni kod jednog rezima stratifikacije, a
kretala se do maksimalnih 59 % nakon Sest tjedana stratifikacije. Ovo je i ocCekivano s

obzirom na to da je TTC testom utvrden znaCajan pad vijabilnosti kod ovog sjemena.

42



Nasuprot tome, na mladem se sjemenu nakon 8 i 12 tjedana stratifikacije ostvarila visoka
klijavost. Willemsen (1975) navodi da se stratifikacijom sjemena ambrozije u trajanju od
devet tjedana ostvaruje 67 %-tna klijavost. Nakon osam tjedana stratifikacije prethodno
hladno skladiStenog sjemena 10 mjeseci, klijavost vrste A. trifida iznosila je 83 % (Page i
Nurse, 2015). Kod hladnog skladistenja sjemena osam tjedana, a potom stratifikacije u
trajanju od dodatnih osam tjedana, klijavost ove vrste iznosila je oko 40 % (Harre i sur.,
2019). Za razliku od vlastitog istrazivanja, ovi rezultati ukazuju da kod vrste A. trifida
vijabilnost sjemena sporije opada. Sudeci prema rezultatima ovoga istrazivanja stratifikacijom
se Cak potaknula klijavost sjemena A. trifida znacajno bolje kad je sjeme prethodno bilo
odredeno razdoblje hladno skladiSteno, $to je suprotno nego kod vrste A. artemisiifolia.

Meyer i Monsen (1991) navode da je duzina potrebne stratifikacije uvjetovana i
interpopulacijskom varijabilnos¢u. Naime, utvrdeno je da je period stratifikacije razlicit za
populacije iste vrste koje obitavaju na geografski razli¢itim podru¢jima, a ovisno o duZini
trajanja zime. Sli¢no navode i Cavieres i Arroyo (2000) za sjeme vrste Phacelia secunda J.F.
Gmel. (facelija) sakupljeno s 1600 i 2200 metara nadmorske visine koje zahtijeva kra¢i period
stratifikacije kako bi se postigla zadovoljavajuca klijavost, dok sjeme s vecih nadmorskih
visina, gdje se duze zadrZava snjezni pokriva¢, zahtijeva duZi period stratifikacije. Osim
starosti 1 podrucja s kojega je sjeme sakupljeno, i rezistentnost moze utjecati na duzinu
trajanja stratifikacije. Utvrdeno je da nestratificirano sjeme vrste Echinochloa oryzicola
Vasinger (kostan) sporije klije u odnosu na stratificirano sjeme, dok je kra¢im trajanjem
stratifikacije kod rezistentnog sjemena zabiljezena veca prosjecna klijavost u odnosu na
osjetljivo sjeme (Boddy i sur., 2013). Povezanost duZine potrebne stratifikacije s
rezistentnoSc¢u sjemena bilo bi zanimljivo provjeriti i za vrstu A. artemisiifolia, Sto je ideja za
nastavak ovoga istraZivanja.

Rezultati ovoga istrazivanja pokazuju da je osam tjedana stratifikacije ucinkovita
metoda za poticanje klijavosti sjemena ambrozije S$to sugerira veéina autora (Harre i sur.,
2019; Moretti i sur., 2018; Vink i sur., 2012; Norsworthy i sur., 2010; Westhoven i sur., 2008;
Kaczinski, 2006; Willemsen, 1975). Medutim, ovo je relativno dugotrajna metoda koja
zahtijeva minimalno osam tjedana drZanja sjemena u vlaznom pijesku u frizideru. S ciljem
brzeg prekidanja dormantnosti sjemena ambrozije, potrebno je dobiti jednako ucinkovitu, ali
brzu metodu.

Stoga je trec¢a hipoteza ovog istrazivanja bila pretpostavka da ¢e egzogena primjena
hormona rasta i dusi¢nih gnojiva potaknuti klijavost ambrozije obje populacije. Dodatno,

pretpostavka je da ¢e se klijavost ambrozije bolje potaknuti primjenom hormona rasta.
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Rezultati istrazivanja potvrduju hipotezu da hormoni poticu klijavost ambrozije, i to
neovisno o starosti sjemena. Ipak, hormoni rasta znacajno su bolje potaknuli klijavost sjemena
koje nije hladno skladisteno (B populacija) u odnosu na sjeme hladno skladiSteno 12 mjeseci
(A populacija). Od hormona rasta koriSteni su giberelinska kiselina (GA3) i etefon (etilen), a
najbolja klijavost za obje populacije utvrdena je primjenom kombinacije hormona: etefon +
GAz (85195 %). Kod ,,mladeg* sjemena (B) samo primjena etefona znacajno je potaknula
klijavost ambrozije (88,5%), kao i kombinacija etefona s dusi¢nim gnojivom- KNO3 (78 %).

Etefon je kemijska tvar koja se Cesto koristi kao zamjena za etilen, a najmanja
preporucena koncentracija etefona u istrazivanjima u kojima se njegovom primjenom potice
klijavost sjemena je 1 mM (Goudey i sur., 1987), §to je koriSteno i u ovom radu. U vodenoj
otopini etefona dolazi do razgradnje na etilen te fosfatne i kloridne ione zbog ¢ega otopina
poprima Kisela svojstva te se razgradnja etefona usporava ili potpuno prekida (Biddle i sur.,
1976). Rezultati istraZzivanja Zhang i Wen (2010) ukazuju da egzogena primjena etefona nije
najpovoljnija zamjena etilenu, S§to potvrduju mjerenjem ekspresije receptora etilena
primjenom razli¢itih kemijskih tvari medu kojima je i etefon. Primjenom etefona, ekspresija
receptora bila je Sest puta veca nakon cCetiri, a 12 puta veéa nakon samo osam sati od
tretiranja. Tretiranje Cistim etilenom nakon cetiri 1 osam sati bilo je priblizno tretiranju
etefonom, ali je nakon 12 sati od primjene etilen doveo do 14 puta vece ekspresije, dok je
ucinak etefona znacajno pao pa je ekspresija bila veca tek Cetiri puta. Medutim, primjena
etilena kao plina na sjeme biljnih vrsta tehnicki je zahtjevna, a rezultati istraZivanja ukazuju
da 1 etefon potice klijavost. Etefon sam ili u kombinaciji s GA3, KNOgs i tioureom znacajno je
ubrzao dinamiku klijanja ,,mladeg® ne-skladiStenog sjemena (B populacija) (Tablica 8,
Grafikon 6). Medutim, to nije bio slucaj kod sjemena koje je prethodno hladno skladiSteno (A
populacija). Ubrzana dinamika klijanja sjemena nije poZeljno svojstvo kod utvrdivanja
bioloskih parametara klijanja korovnih vrsta pa se kod takvih istraZivanja primjena etefona na
neskladiStenom sjemenu ambrozije ne bi mogla preporuciti kao metoda prekidanja fizioloSke
dormantnosti. Ukoliko se u takvim istraZivanjima koristi hladno skladiSteno sjeme, primjena
etefona ne ubrzava dinamiku klijanja pa bi primjena etefona ili kombinacije etefon+GA3
mogla biti zamjena za metodu stratifikacije ¢ime se ,,ustedi” osam tjedana drzanja sjemena
ambrozije u hladnjaku u vlaznom pijesku. I literaturni podaci ukazuju da prekidanje
dormantnosti sjemena etilenom varira ovisno o starosti sjemena, a pretpostavka je da sjeme
koje je duze skladiSteno zahtijeva manju koli¢inu etilena od svjeze sakupljenog sjemena
(Corbineau 1 sur., 2014), sto su Corbineau i sur. (1988) utvrdili i na sjemenu suncokreta

(Helianthus annuus L.). Primjenom etefona u koncentraciji 3 mM na svjeze sakupljenom
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sjemenu vrste A. trifida Harre i sur. (2019) takoder postizu bolju klijavost u odnosu na sjeme
hladno skladisteno osam tjedana. Klijavost svjeze sakupljenog sjemena bila je oko 30 % dok
je na skladiStenom sjemenu postignuta klijavost oko 20 %.

U istrazivanju je koriSten i drugi hormon rasta - GAs, antagonist ABA koja inhibira
klijanje u nepovoljnim uvjetima (Gupta i Chakrabarty, 2013). Primjenom GAz u ovom
istrazivanju klijavost je bila znac¢ajno bolja na sjemenu prethodno hladno skladistenom nego
na neskladiStenom sjemenu, iako je klijavost iznosila ,skromnih® 60 % na hladno
skladiStenom sjemenu. Egzogena primjena hormona na sjeme ambrozije provjeravali su i
Samimy i Khan (1983) te takoder utvrdili relativno skroman doprinos GAs klijanju sjemena
koje nije prethodno skladiSteno. Medutim, utvrden je aditivan ucinak kod kombinirane
primjene GAs s drugim hormonima - etefonom i kinetinom (citokinin). Samostalna primjena
GAz na sjeme ambrozije koje prethodno nije hladno skladisteno ostvarila je klijavost od 15 %.
Sli¢no, samostalna primjena etefona ostvarila je klijavost od 17 %, a kinetina svega 3 %.
Medutim, kombinacijom ova tri hormona — GAz + etefon + Kinetin ostvarena je klijavost od
47 %. Kod sjemena koje je prethodno skladisteno 20 dana na 4 °C, ova kombinacija hormona
ostvarila je klijavost od 69 %. | sjeme vrste A. trifida, hladno skladisteno 10 mjeseci,
ostvaruje klijavost oko 65 % egzogenom primjenom GAs. Naknadnom stratifikacijom (8
tjedana) ovog sjemena, na koje je potom egzogeno primijenjen GAs, klijavost iznosi 95 %
(Page 1 Nurse, 2015). Ovi rezultati, kao 1 rezultati vlastitog istrazivanja, ukazuju na potrebu da
sjeme ambrozije prije egzogene primjene kemijskih tretmana odredeno vrijeme bude hladno
skladiSteno.

Usporedujuci samostalnu primjenu GAgz i etefona, rezultati istrazivanja ukazuju da je
etefon uéinkovitiji u poticanju klijavosti ambrozije od GAsz Kao i kod prethodnih autora,
kombiniranjem oba hormona postignuta je najveca klijavost i to ¢ak kod sjemena koje nije
prethodno hladno skladisteno (95 9%). Rezultati istrazivanja stoga ukazuju na visoku
ucinkovitost etefon + GAz na neskladiStenom sjemenu ambrozije ¢ime se postupak prekidanja
fizioloSke dormantnosti znacajno ubrzava. Ovime se omogucava postupak uzgoja biljaka
ambrozije ubrzo nakon sakupljanja u jesen i1 skracuje dugotrajan postupak utvrdivanja
rezistentnih populacija. Ubrzana dinamika klijanja neskladiStenog sjemena ambrozije (B
populacija) utvrdena je na svom sjemenu na kojemu su primijenjeni hormoni rasta. Sjeme
tretirano etefon + GAs ve¢ je za 2,5 dana doseglo 50 %-tnu klijavost, etefonom za 4,6, a GAs
za 5,4 dana S$to je znacajno brze nego netretirano sjeme kojemu je trebalo 10,5 dana da
dosegne 50 %-tnu Klijavost (Tablica 8). Pretpostavka je da ubrzana dinamika klijanja sjemena
ambrozije tretirano hormonima rasta ne predstavlja problem kod uzgoja biljaka ambrozije za
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potrebe provodenja testova rezistentnih biotipova. Ovo bi naknadno trebalo utvrditi u pokusu
u kojemu bi se na biljke ambrozije uzgojene iz sjemena tretiranog hormonima i netretiranog
sjemena aplicirao herbicid te utvrdilo pokazuju li odredena odstupanja u rastu. Nasuprot tome,
na sjemenu koje je 12 mjeseci hladno skladiSteno (A populacija) primjenom hormona,
dinamika klijanja nije se razlikovala u odnosu na netretirano sjeme.

Osim hormonskih regulatora rasta, u istrazivanju je utvrdivana i klijavost ambrozije
tretirane duSiénim gnojivima - KNOgz i tiourea. Ova gnojiva poti¢u apsorpciju kisika u
sjemenu (Hilton i Thomas, 1986) pozitivno djeluju¢i na klijanje, a kasnije i fitnes biljaka
(Sarmadi i sur., 2014). U ovom je istrazivanju primjenom dusi¢nih gnojiva postignuta niza
klijavost od tretmana s hormonskim regulatorima rasta $to je i pretpostavljeno u hipotezi
istrazivanja. Potapanjem sjemena ambrozije u vodenu otopinu KNO3 u trajanju od 24 sata
postignuta je klijavost oko 50 % kod obje populacije. Zapravo dodatak KNO3 nije potaknuo
klijavost jer je potapanjem u ¢istu vodu klijavost obje populacije bila 64 %. Tek u kombinaciji
s etefonom klijavost je iznosila 78 %, ali samo na sjemenu koje prethodno nije skladisteno.
Na hladno skladistenom sjemenu kombinacija KNOgz i etefona nije poboljsala klijavost u
odnosu na netretirano sjeme. Kod sjemena ambrozije tiourea je znacajno poboljSala klijavost
(74,5 %), ali samo na hladno skladiStenom sjemenu 12 mjeseci. Za razliku od podataka u
ovom radu, Page i Nurse (2015) iznose zadovoljavajuce rezultate poticanja klijavosti vrste A.
trifida s KNO3 na sjemenu koje je hladno skladisteno 10 mjeseci. U njihovom istrazivanju
ovo je gnojivo ¢ak imalo bolji u¢inak od GAs. Visoka klijavost ove vrste (98 %) postignuta je
kad se KNOs primijenio na isto sjeme koje je prethodno stratificirano osam tjedana. U radu
Harre i sur. (2019) klijavost skladistenog sjemena A. trifida na tretmanu tiourea bila je oko 20
%, neskladiStenog sjemena oko 30 %, Sto je bio slucaj 1 primjenom GA3 i etefona. DuSi¢na
gnojiva ne utjecu izravno na dormantnost sjemena, ali je moguce da djeluju na prekidanje
ogranic¢enja klijanja, a djelotvorni su kod nize razine dormantnosti sjemena (Benech-Arnold i
sur., 2000). Ovo je moguéi razlog zbog kojega je klijavost ,,starije populacije (A) bila
znacajno veca u odnosu na noviju populaciju (B 2019). Primjenom KNOs3 (0,2 %) i tiouree (2
%) uspjesno se potice i klijanje sjemena Chenopodium album L. - bijela loboda (Lemi¢ i sur.,
2014). Varijabilni rezultati dobiveni primjenom dusi¢nih gnojiva na sjeme ambrozije u ovom
istrazivanju ukazuju da bi se ucinak gnojiva na poticanje klijavosti trebao testirati i na
prethodno stratificiranom sjemenu, $to sugeriraju i Page i Nurse (2015).

Osim izravnog tretiranja sjemena kemijskim tretmanima, u istrazivanju je Koristena i
metoda kondicioniranja (¢etvrta hipoteza), odnosno potapanje skarificiranog sjemena

ambrozije u aeriranu vodu, odnosno u aeriranu vodenu otopinu dusi¢nih gnojiva ili hormona
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(Tablica 3). Znacajno bolja klijavost utvrdena je kondicioniranjem ,,starijeg” sjemena
ambrozije u odnosu na ,,mlade* (Tablica 6 i Grafikon 7). Kod obje populacije, u aeriranoj
vodenoj otopini etefon + GAs ostvarena je najbolja klijavost (93,5 % i 79,5 %).
Kondicioniranje sjemena je metoda kojom se potic¢u oksidacijski procesi u sjemenu. Medutim,
smatra se da postoji granica oksidacije koja odreduje hoce li sjeme proklijati. Ukoliko je
razina oksidacije ispod ili iznad intervala potrebnog za klijanje, a specifiCan je za pojedinu
biljnu vrstu, signalne molekule za kisik koje reguliraju klijanje nece dozvoliti da se odvije
klijanje dormantnog sjemena (Bailly i sur., 2008; Finch-Savage i Leubner-Metzger, 2006).
Ukoliko duZe natapanje sjemena nema utjecaja na klijanje, kao Sto je to kod vrste Sclerocarya
birrea (A. Rich) Hochst. - marula (Moyo i sur., 2009), pretpostavlja se da je dormantnost
takvog sjemena endogena (Karimmojeni i sur., 2013; Gehan Jayasuriya i sur., 2008), §to 1 jest
slu¢aj kod ambrozije. Ponovno izlaganje sjemena vodi nakon skladistenja djeluje stimulacijski
na klijanje (El-Maarouf-Bouteau i Bailly, 2008). Dodatkom oba hormona rasta u aeriranu
vodu, klijavost obje populacije ambrozije se znacajno poboljsala. Medutim, preduvjet za
kondicioniranje je skarifikacija ili ekscizija sjemena kako bi se oslobodio embrio. Oba nacina
oslobadanja embrija su tehnicki zahtjevna, a rezultati ukazuju da se ovu metodu samo isplati
koristiti kod ,,starijeg™ sjemena jer je ucinkovitija od stratifikacije 1 potapanja sjemena u
vodene otopine hormona rasta. Nasuprot tome, kod mladeg sjemena ova je metoda ostvarila
podjednaku klijavost kao 1 kod stratifikacije sjemena ili ¢ak loSiju klijavost u odnosu na
potapanje sjemena. Sli¢ne su rezultate dobili Harre i sur. (2019) na sjemenu vrste A. trifida.
Ipak, autori povezuju ucinak ove metode s prethodnim hladnim skladistenjem sjemena ove
vrste. Tako se u destiliranoj vodi ili otopini etefona, GAs i tiouree postignula klijavost od oko
35 %. Medutim, kad je sjeme prethodno osam tjedana hladno skladiSteno, kondicioniranjem
sjemena u destiliranoj vodi klijavost je iznosila 80 %. Zanimljivo je istaknuti da je

kondicioniranjem u otopini hormona ili tiouree klijavost i dalje iznosila 35 %.

Juvenilni stadij biljaka predstavlja najranjivije razdoblje u zivotnom ciklusu biljnih vrsta
(Vange i sur., 2004). Za vrijeme ovoga razdoblja kljucan je razvoj klijanaca jer on izravno
utjeCe na razvoj i fitnes odraslih biljaka, stoga je posljednji cilj ovoga istrazivanja bio utvrditi
nicanje 1 pocetni rast biljaka ambrozije razvijenih iz sjemena tretiranog dusi¢nim gnojivima i
hormonima rasta uz pretpostavku da navedeni tretmani nece uzrokovati znacajnije
deformacije u rastu ambrozije. Analiza varijance (Tablica 9) pokazuje da u vecini slucajeva
nije utvrdena znacajna razlika u mjerenim parametrima. Kod ambrozije kod koje je sjeme

kondicionirano u otopini hormona rasta ili tiouree nije utvrdena znacajna razlika u nicanju,
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svjezoj masi, visini hipokotila i visini biljaka izmedu populacija. Takoder, biljke se visinom
nisu razlikovale neovisno o dodatku hormona rasta, tiouree ili destilirane vode. | kod
potapanja sjemena u hormone rasta ili tioureu nije utvrdena znacajna razlika u nicanju niti
visini biljaka. Kod obje metode tretiranja sjemena (potapanje ili kondicioniranje) utvrdena je
znaCajna razlika u svjezoj nadzemnoj masi biljaka i visini hipokotila ambrozije. Tako je
tretiranjem sjemena etefonom ili etefon + GA3s utvrden visi hipokotil u odnosu na netretirano
sjeme ili sjeme tretiranom s tioureom (Grafikon 10). Takoder i svjeza nadzemna masa biljaka
iz sjemena tretiranog s etefon + GAsz i GAs bila je veca nego kod netretiranih biljaka ili kod
tretmana s tioureom ili etefonom.

Vizualno promatrajuéi biljke u plasteniku, jedine razlike na pojedinim biljkama tretirane
hormonima rasta bile su vidljive u formiranju internodija izmedu kotiledona i prvih pravih
listova, $to nije uobicajeno kod ambrozije kojoj su prvi pravi listovi sjede¢i. Poneke
deformacije prvih pravih listova takoder su uocene na biljkama c¢ije je sjeme tretirano
hormonima rasta (etefon + GAs, etefon i GAgz), a Sto nije bio slucaj kod biljaka tretiranih
tioureom ili kod netretiranih biljaka. Ipak, postotak ovih biljaka kod kojih su uocene odredene
deformacije bio je vrlo nizak i kretao se od 2,2 % (deformacije prvih listova) do 3,1 % (razvoj
internodija). U neSto veéem postotku, na ,starijoj populaciji primije¢eno je stvaranje
internodija potapanjem sjemena u etefon + GAs (4,37 %). Nasuprot tome, kod te iste
kombinacije, ali primjenom metode kondicioniranja, opisani simptomi bili su vidljivi samo na
dvije biljke. Kao §to je i petom hipotezom pretpostavljeno, razvoj biljaka ambrozije nije bio
,ugrozen® kad je njihovo sjeme tretirano s duSi¢nim gnojivima. Stimulacija rasta biljaka i
poneke blage deformacije utvrdene su kod primjene hormona rasta, a ponajviSe kod
kombinacije etefon + GAs. Ovakav stimulirajuci rast i ocekivan je jer je slicno utvrdeno i u
laboratorijskom pokusu gdje je najbolja, ali i najbrza pocetna, srednja i zavrSna klijavost
utvrdena na sjemenu tretiranom s kombinacijom ovih hormona. Sli¢no navode i Harre i sur.
(2019) na klijancima vrste A. trifida u kojima je kod nekih biljaka utvrden abnormalan rast, a
koriStene su iste koncentracije hormona kao 1 u ovom istraZzivanju. Potapanje ili
kondicioniranje sjemena ambrozije u vodenoj otopini tiouree u Oovom istrazivanju nije
rezultiralo abnormalnim rastom. Tieng (1962) upozorava da bi povecanje koncentracije
tiouree s 2 na 6 mM moglo dovesti i do 50 %-tne smrtnosti klijanaca ambrozije nakon
uspjesnog klijanja. U ovome radu znacajno vece koncentracije nisu uzrokovale fitotoksi¢na
oStecenja, na Sto upucuju i prijasnja iskustva s 2 %-tnom vodenom otopinom tioree od strane
djelatnika Zavoda za herbologiju (Zagreb). Vazno je naglasiti da abnormalni izgled klijanaca
nastaje i zbog nepravilnog zarezivanja sjemena koje se provodi prije njegovog postavljanja u
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aeriranu otopinu. Medutim, to je isklju¢eno u ovom istrazivanju u kojemu se oslobadanje
sjemena provelo skarifikacijom bez direktnog utjecaja na embrio.

Vecina je postavljenih hipoteza u ovom istrazivanju potvrdena. Metodu stratifikacije
moguce je zamijeniti potapanjem ili kondicioniranjem sjemena u otopinama hormona rasta i
time brze dobiti klijavo sjeme ambrozije. S obzirom na to da su primjenom hormona rasta
ipak utvrdene odredene deformacije u pocetnom rastu ambrozije u plasteniku, a u
laboratorijskom pokusu brza dinamika klijanja, potrebno je provjeriti utjecu li ove ,,smetnje*
na daljnji rast biljaka. Takoder, za dobivanje pouzdanih rezultata kod pokusa utvrdivanja
rezistentnosti ambrozije na herbicide, ove je biljke potrebno tretirati herbicidima te usporediti
njihovu reakciju u odnosu na biljke s netretiranim sjemenom.

Kao $to je u uvodu opisano, cilj je standardizirati metodu poticanja klijavosti ambrozije i
prilagoditi je testovima utvrdivanja rezistentnih populacija. Ukoliko se u plasteniku/stakleniku
testovi za utvrdivanje rezistentnosti provode u proljece (travanj/svibanj), tada od sakupljanja
sjemena u jesen pa do pocetka pokusa u prolje¢e prode oko Sest mjeseci. Temeljem rezultata
ovog istrazivanja sugerira se da vijabilnost sjemena nakon Sest mjeseci nece opasti.
Dugotrajnu metodu stratifikacije u ovom slu¢aju moguée je zamijeniti tretiranjem ili
kondicioniranjem sjemena hormonima rasta ili duSicnim gnojivima. Ukoliko je potrebno
dobiti zadovoljavajucu klijavost odmah nakon sakupljanja sjemena (za pokuse utvrdivanja
rezistentnosti u komori rasta), metodu stratifikacije takoder je moguce zamijeniti tretiranjem
ili kondicioniranjem sjemena s hormonima rasta i/ili kombinacijom hormona rasta i dusi¢nih
gnojiva. Ipak, ubrzana dinamika nicanja 1 odredene blaZze deformacije biljaka tretirane
hormonima rasta ukazuju na potrebu daljnjeg istrazivanja ponasanja ovih biljaka.

Nadalje, rezultati istraZivanja ukazuju na pad vijabilnosti sjemena koje se duze skladisti.
Dakle, u slucaju da se pokus utvrdivanja rezistentnosti provodi 12 - 16 mjeseci nakon
sakupljanja sjemena, potrebno je imati znacajno vecu koli¢inu sjemena kako bi se mogle
uzgojiti biljke ambrozije.

Iako vrlo ucinkovita, primjena hormona rasta, a pogotovo GAs financijski je zahtjevnija.
Stoga se u slucaju skromnijih financijskih mogué¢nosti za poticanje klijavosti ambrozije
predlaze koristiti metodu stratifikacije, koja je 1 u ovom istraZivanju ,,opravdala“ standardni

tretman poticanja klijavosti.
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6. Zakljucdci

Nakon provedenog laboratorijskog i plastenickog istrazivanja o utjecaju tretiranja
dormantnog sjemena iz razli€itih godina dusi¢nim gnojivima i hormonima rasta na klijanje,

dinamiku klijanja i poCetni rast ambrozije, moze se zakljuciti sljedece:

— Kilijavost sjemena ambrozije znac¢ajno se razlikovala u ovisnosti o starosti sjemena.
Hladnim skladiStenjem sjemena koje je nakon sakupljanja odmah koriSteno
klijavost sjemena raste, a vijabilnost ne pada. Nakon Sest mjeseci hladnog
skladistenja klijavost je iznosila 59 %. Kod sjemena koje je prethodno hladno
skladisteno 12 mjeseci, klijavost sjemena znacajno opada s duzim hladnim
skladistenjem.

— Stratifikacijom sjemena moZe se potaknuti klijavost ambrozije, ali ucinak
stratifikacije ovisi o starosti sjemena. Na sjemenu iz 2019. godine ostvarena je 95
%-tna klijavost nakon osam tjedana stratifikacije. Nasuprot tome, na sjemenu iz
2018. godine, neovisno o duzini stratifikacije, nije se ostvarila zadovoljavajuca
klijavost.

— Egzogena primjena hormona rasta potaknula je klijavost ambrozije obje populacije
bolje od egzogene primjene duSicnih gnojiva. Najbolja klijavost ostvarena je
egzogenom primjenom etefon + GAs (85 - 95 %). Na mladem sjemenu (B
populacija) primjena hormona rasta ubrzala je dinamiku klijanja ambrozije.

— Metodom kondicioniranja potaknula se klijavost ambrozije obje populacije (52 -
70 %). U odnosu na egzogenu primjenu dusi¢nih gnojiva ili metodu stratifikacije
ova metoda nije ostvarila bolje u¢inke na klijavost ambrozije.

— Pocetni rast biljaka (nicanje, visina hipokotila, visina i masa biljaka) razvijenih iz
tretiranog sjemena ambrozije nije se razlikovao od netretiranog sjemena.

Primijecene su blage deformacije biljaka ambrozije tretiranih s hormonima rasta.
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9. Sazetak

Laura KoS¢ak
Razvoj standardizirane metode prekidanja fizioloSke dormantnosti sjemena ambrozije:

unapredenje biotest metode utvrdivanja rezistentnih populacija

Poznavanje fenomena primarne dormantnosti sjemena ambrozije klju¢no je kod
provodenja biotestova za dokazivanje rezistentnosti. Cilj ovog rada bio je dobiti brzu,
relativno jednostavnu, tehnic¢ki nezahtjevnu i financijski prihvatljivu metodu poticanja
klijavosti 1 nicanja fizioloski dormantnog sjemena ambrozije. Rezultati istrazivanja ukazuju
na smanjenje klijavosti i vijabilnosti sjemena ambrozije kod duzeg hladnog skladistenja (12-
18 mijeseci). Nasuprot tome, kod svjeze sakupljenog sjemena, hladnim skladiStenjem (0-6
mjeseci) klijjavosti sjemena raste. Metodom stratifikacije u trajanju od osam tjedana moguce
je prekinuti fiziolosku dormantnost sjemena ambrozije svjeze sakupljenog sjemena (klijavost
95 %). Egzogenom primjenom sintetskih hormona i njihovom kombiniranom primjenom s
dusi¢énim gnojivima takoder je moguée potaknuti klijavost ambrozije. Tretiranje sjemena
ambrozije kombinacijom etefon + GAs ostvarena je visoka klijavost obje populacije (85 i 95
%). Na mladem sjemenu primjenom ovih hormona ubrzava se dinamika klijanja ambrozije.
Kondicioniranjem sjemena ambrozije u vodenoj otopini etefon + GAs3 ostvarena je
zadovoljavaju¢a klijavost obje populacije. U plastenickom pokusu su utvrdene blage
deformacije biljaka tretirane hormonima rasta. Biljke ambrozije su razvile duzi hipokotil 1
masa je ve¢a od netretiranih kontrolnih biljaka Utvrdene su i blage deformacije u vidu
stvaranja internodija i abnormalnog izgleda prvih pravih listova na malom broju biljaka obje
populacije tretiranih hormonima rasta.

Egzogena primjena hormona rasta i/ili kondicioniranje sjemena u vodenoj otopini
hormona rasta znacajno potice klijavost svjeze sakupljenog sjemena ambrozije. Zbog ubrzane
dinamike klijanja i blagih deformacija pocCetnog rasta ambrozije u daljnjim istrazivanjima
potrebno je utvrditi pokazuju li ove biljke odstupanja u rastu i kada su naknadno tretirane
herbicidima.

Kljuéne rijeci: etefon, GAs, KNOg, tiourea, kondicioniranje
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10. Summary

Laura Kos¢ak
Development of a standardized method for breaking the physiological dormancy of
common ragweed seeds: improvement of the biotest method for determining resistant

populations

Understanding the phenomenon of primary dormancy which occurs in common ragweed
seeds is crucial for assessing the ressistance studies. The aim of this study was to develop fast,
relatively simple, technically non-demanding and financialy acceptable method for promotion
of germination of physiological dormant common ragweed seeds. Results of this study shows
that germination and viability of seeds are decreased after a long period of cold-storage (12-
18 months). Contrary, germination rate of fresh harvested seeds increased after cold-storage
conditions (0-6 months). Stratification for 8 weeks successfully broke the physiological
dormancy of fresh harvested ragweed seeds (germination rate 95 %). Exogenous application
of synthetic growth promoting hormones or their combined application with nitric nutrient
compounds are also able to induce germination rate of common ragweed seeds. Applying the
combination of ethephon + GAgs resulted in high germination rate for both tested populations
(85 and 95 %). The ogermination speed was accelerated on fresh seeds treated with growth
hormones. Conditioning of ragweed seeds in ethephon + GAs water solution resulted in
satisfying germination rate for both populations. Greenhouse part of study showed that some
plants developed deformations in growth such as highest hypocotyl and biomass in regard to
non-treated control plants. Also, some mild deformations were determined, like procreation of
internodes and abnormal apperiance of first true leafs. This was determined on small number
of plants from both populations that developed from seeds treated with growth promoting
hormones.

Exogenous application of hormones and/or conditioning in hormone solutions increased
the germination rate of fresh harvested seeds. Afterwards, accelerated germination dynamics
and mild deformations demand conduction of more future studies directed to finding out if

some deviations in growth affects the results in resistance assessments.

Key words: ethephon, GAs, KNOg, thiourea, conditioning
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