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Sazetak

Diplomskog rada studentice Maja Krzelj, naslova

Primjenjivost multispektralne analize u predvidanju klijavosti sjemena dalmatinskog
buhaca

Dalmatinski buha¢ je biljna vrsta poznata po sadrzaju prirodnog insekticida piretrina. Sjeme
prirodnih populacija dalmatinskog buhaca karakterizira niska klijavost, a upravo je klijavost
jedan od najznacajnijih parametara o kojem ovisi uspjesnost poljoprivredne proizvodnje. Cilj
rada bio je utvrditi primjenjivost multispektralne analize kao alata za predvidanje klijavosti
sjemena. Istrazivanje je provedeno na 100 sjemenki triju prirodnih populacija dalmatinskog
buhaca (Krk, Ugljan i Mljet). Multispektralno snimanje svake sjemenke provedeno je pomocu
uredaja CropReporter® (PhenoVation, Wageningen, theNetherlands), potom stavljeno na
naklijavanje u klima komoru na stalnu temperaturu od 22°C 1 svjetlosni rezim dan/no¢ 16/8h.
U razdoblju od 21 dan biljezen je broj proklijalih sjemenki.

Kod populacije s Mljeta (P03) utvrden je najvisi postotak klijavosti (26 %), unutar populacije
s Krka (P01) utvrdena je klijavost od 10 % sjemenki, dok je kod populacije s Ugljana (P02)
utvrdena klijavost od 5 %. Utvrdena je statisticki znacajna razlika u prosjecnim vrijednostima
klorofilne fluorescencije izmedu proklijalog i1 neproklijalog sjemena, pri ¢emu su viSe
vrijednosti utvrdene kod proklijalog sjemena.

Kljuéne rije¢i: dalmatinski buha¢, klorofil, fluorescencija



Summary

Of the master’s thesis — student Maja Krzelj, entitled

Applicability of multispectral analysis in predicting the germination of Dalmatian
pyrethrum seeds

Dalmatian pyrethrum is a plant species known for its content of the natural insecticide
pyrethrin. Dalmatian pyrethrum seeds of natural populations are characterized by poor
germination, and germination is one of the most important parameters on which the success of
agricultural production depends. The aim of this study was to determine the applicability of
multispectral analysis as a tool for predicting seed germination. The research was carried out
on 100 seeds of three natural populations of Dalmatian pyrethrum (Krk, Ugljan and Mljet).
Multispectral imaging of each seed was performed using the CropReporter® device
(PhenoVation, Wageningen, the Netherlands), and then germinated in an air-conditioning
chamber at a constant temperature of 22°C, and day/night light mode 16/8h. In the period of
21 days, the number of germinated seeds was recorded.

The highest percentage of germinated seeds (26 %) was found in the population from Mljet
(P03), 26 %, 10 % of seeds germinated within the population from Krk (P01), and the lowest
germination (5 %) was recorded in the population from Ugljan (P02). A statistically
significant difference was found in the average values of chlorophyll fluorescence between
germinated and non - germinated seeds where germinated seeds had a higher levels.

Keywords: Dalmatian pyrethrum, chlorophyll, fluorescence



1. Uvod

Popularizacijom ekoloske poljoprivrede koja svojim nacelima nastoji zastiti okoli$ i
ljudsku populaciju, prirodni insekticidi postaju sve popularniji, ukljucujuc¢i insekticidni spoj
piretrin, sadrzan u biljci dalmatinskog buhaca (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.).
Dalmatinski buha¢ samoniklo raste na podruc¢ju Dalmacije na krSevitim i jako osuncanim
podru¢jima, najce$¢e kamenitim paSnjacima, a zahvaljujuci svojim prirodnim insekticidnim
svojstvima, ova je vrsta jako cijenjena od davnina i izvan prostora Dalmacije, sve do Perzije
(Vasisht i Kumar 2001.). Temelj insekticidnog djelovanja buhaca su piretrini, koji djeluju na
ziv€ani sustav kukca (Macan i sur. 2006.), dok za sisavce pokazuju nisku toksi¢nost (Wong
2008.). Prema Pravilniku o ekoloskoj proizvodnji bilja i Zivotinja (NN 1/2013) dozvoljeno je
koriStenje piretrina kao sredstva za zastitu bilja.

Pocetkom 20. stoljeca su se na podru¢ju Hrvatske proizvodile velike koli¢ine buhaca,
Sto navode Kolak i sur. (1999.). U razdoblju od 1920 do 1930. godine uzgajao se na 1000 do
6000 ha na podru¢ju Dalmacije s najve¢im zabiljezenim urodom od 1 350 000 kg suhog
cvijeta 1926. godine. Najrasireniji proizvod je bio insekticidni prah za kucanstvo poznat pod
nazivom Flores Chrisanthemi (Ozimec i sur. 2015.). Nazalost, danas u Hrvatskoj uzgoja
nema.

Prema Ban i sur. (2019.) proizvodnja dalmatinskog buhafa ima potencijala u
Republici Hrvatskoj, medutim, nema visoku ekonomsku isplativost. Autori su istrazivali
potencijal proizvodnje koristec¢i biljni materijal prirodnih populacija dalmatinskog buhaca i
zakljucili da je prednost koriStenja prirodnih populacija pogodnost visine biljaka za
mehanicko branje koje je i najefikasnije. Najveci nedostatci su skupa radna snaga (ako se bere
ru¢no), skup sadni materijal, te ¢injenica da su potrebne dvije godine da sama biljka postane
produktivna.

Klijavost sjemena je jedan od najznacajnijih parametara o kojem ovisi uspjesnost
poljoprivredne proizvodnje. Iako potencijal klijavosti najve¢im udjelom ovisi 0 genetskoj
konstituciji sjemena, na klijavost utjeCu i biotski i abiotski ¢imbenici (Long i Woodward
1998.). Zbog niske klijavosti sjemena dalmatinskog buhaca, direktna sjetva je oteZzana
(Vasisht i Kumar 2001). Nisku klijavost sjemena prirodnih populacija dalmatinskog buhaca
utvrdio je Dela¢ (2017.). U navedenom istrazivanju klijavost sjemena kretala se od 6,67 % do
27 %. Ulazu se veliki napori za pronalazak Sto efikasnije metode za brzu procjenu kakvoce
sjemena.

Uz klasicne laboratorijske metode ispitivanja klijavosti sjemena, u posljednjih
nekoliko godina sve je ¢esc¢a primjena multispektralnog snimanja kao tehnologije za procjenu
kvalitete i klijavosti sjemena. To je nedestruktivha metoda koja se temelji na snimanju
odredenih valnih duljina elektromagnetskog spektra, koje daju informaciju o boji 1 signalu
Klorofilne fluorescencije. Navedeni parametri omoguéuju predvidanje klijavosti sjemena.
Primjenjivost multispektralne analize kao alata za predvidanje klijavosti sjemena
dalmatinskog buhaca do sada nije istraZena.



1.1. Hipoteza i cilj istraZivanja

Sjeme dalmatinskog buhaca ima nisku klijavosti §to se odrazava na uzgoj i
proizvodnju buhaca zbog nedostupnosti kvalitetnog sjemenskog i sadnog materijala. Cilj rada
je ispitati primjenjivost metode mjerenja klorofilne fluorescencije kao alata za predvidanje
klijavosti sjemena buhaca.



2. Pregled literature

2.1. Taksonomija i rasprostranjenost

Dalmatinski buha¢ (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.), koji je poznat i
kao Pyrethrum cinerariifolium (Trevir.) i Chrysanthemum cinerariifolium (Trevir.),
viSegodisnja je zeljasta biljna vrsta iz porodice glavoc¢ika (Asteraceae) (Nikoli¢ i sur. 2015.).
Ova porodica je najzastupljenija biljna porodica u Hrvatskoj i njene pripadnice su ve¢inom
zeljaste biljne vrste (Hulina 2011., Kumar i Tyagi 2013.), koje imaju cvat glavicu ili
glavoc¢iku od Cega potjece i naziv porodice (Britvec 2015.). Unutar porodice se nalazi rod
Tanacetum, u kojem se od 17 poznatih vrsta u Europi, posebno istice dalmatinski buha¢ zbog
sadrzaja piretrina, spoja velike bioloske i kemijske vrijednosti (Kolak i sur. 1999.). Narodna
imena za dalmatinski buha¢ jo§ su i dalmatinska krizantema, buva¢, divji pelin, matrikolda
itd. (Nikoli¢ i sur. 2015.). Sistematska klasifikacija dalmatinskog buha¢a navedena je u tablici
1.

Tablica 1. Klasifikacija dalmatinskog buhac¢a (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.) i
narodna imena

Carstvo Plantae

Red Asterales

Porodica Asteraceae

Rod Tanacetum

Vrsta Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.

narodna imena dalmatinska krizantema, buva¢, divji pelin,
matrikolda

Izvor: plantea.com.hr/buhac/

U Hrvatskoj je rasprostranjen od Istre do poluotoka Prevlake (slika 2.1.), a najbrojnije
populacije se nalaze u Dalmaciji na izrazito degradiranim stanistima s plitkim kamenitim
tlima i suhim travnjacima (Nikoli¢ i sur. 2015.). Buha¢ je strogo zasti¢ena biljna vrsta u
Republici Hrvatskoj kako navodi Pravilnik o strogo zaStiCenim vrstama (NN 144/2013.), a
njegovo sakupljanje u prirodi je zakonom zabranjeno.

Pocetak uzgoja je krenuo iz okolice Dubrovnika polovicom 19. stolje¢a (Ozimec i sur.
2015.). Buha¢ je 20-ih godina 20. stoljea imao visoki znaéaj zbog svoje ekonomske
vrijednosti. Mnoge obitelji iz primorskih gradova su zivjele uzgajajuéi i prodajuci buha¢ s
autohtonog podrugja (Sprljan 2013.). No japanska konkurencija svojom velikom
proizvodnjom je dovela do sniZenja cijene buhaca, ¢ime je postao neprofitabilna kultura za
proizvodnju u Dalmaciji. Uzev§i u obzir siromastvo onda$njih seljaka, nisu se mogli
modernizirati kako bi koli¢ina i ponuda buhaca bila $to bolja i konkurentnija buhacu iz
Japana, Irana i SAD-a. (Beni¢ Penava 2005.). S vremenom, do kraja 2. Svjetskog rata,
Dalmacija gubi interes za proizvodnju zbog jake proizvodne konkurencije Japana i gubitkom
najveceg trzista tih vremena SAD-a. Pocetak uzgoja u Japanu je bio zahtjevan, no kultivari
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koji su selekcionirani zbog sinteze sto veceg udjela piretrina su se odrzali do danas (Benic¢
Penava 2012.).

Slika 2.1. Rasprostranjenost dalmatinskog buhaca u Republici Hrvatskoj
Izvor: Nikoli¢ i sur., 2015.



2.2. Morfoloska i biolo§ka svojstva

Dalmatinski buha¢ (slika 2.2.), kao zeljasta biljka, u svom rastu doseze visinu 30 - 70
cm od povrine tla do visine najvise pozicioniranog cvijeta na biljci (Nikolié i sur. 2015.). Sto
je biljka starija, sve vise poprima grmoliki oblik, a njegova veli¢ina ovisi o genetskim i
agroekoloskim uvjetima. Takoder, veli¢ina polugrma utjece i na brojnost cvjetova, pa ¢e veéi
grm dati vise cvjetova (Bhat 1995.).

o 7 AR 2 { &
: o g‘ - & WA ';,‘.:1-.
Slika 2.2. Dalmatinski buha¢ na prirodnom stani$tu

Izvor: Ozimec i sur., 2015.

Korijen mu je dubok i razgranat unato¢ rastu na oskudnim stanistima. Miris mu je
ugodan kao i nadzemnim dijelovima biljke (Nikoli¢ i sur. 2015.).

Nadzemni dio biljke je sivkaste boje obrastao gustim dla¢icama. Prizemni listovi su
dugi 10 — 20 cm, imaju dugacku peteljku i dvostruko perastog su oblika. Ovojni listovi cvata
su rasporedeni u tri reda. Unutarnja strana im je glatka i bijela, a vanjska je dlakava. Plodnica
je podrasla, jednogradna i sadrzi jedan zametak (Nikoli¢ i sur. 2015.).

Cvat se sastoji od dvije vrste cvjetova: zutih cjevastih cvjetova koji ¢ine unutarnji dio
cvatne glavice i plodni su, te bijelih, koji su neplodni, smjesteni u 1-2 reda te ¢ine vanjski rub
cvatne glavice (Bhat 1995., Kolak i sur. 1999.). Buha¢ se moze opraSivati alogamno, a
najcesce ga oprasuju kukci (Catalano i sur. 2014.). Cvatnja se odvija kroz svibanj i lipanj
(Nikoli¢ i sur. 2015.).

Berba ovisi 0 zrelosti cvata, Sto je ve¢inom u fazi kada je otvoreno od polovine do tri
cetvrtine cjevastih cvjetova. Isto tako, berba moze razlicito trajati ovisno je li posijan rani,
srednji ili kasni buha¢ (Bhat 1995.). Vecim i tezim cvatovima je potrebno vise vremena za
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susenje Sto povecava troskove proizvodnje (Bhat 1995.). Kod proizvodnje 1 kg suhog,
potrebno je iskoristiti 4 kg svjezeg cvata (Ozimec i sur. 2015.).

Plod je jednosjemena, uska roSka (ahenij) s papusom (Nikoli¢ i sur. 2015). Sjeme
dalmatinskog buhaca (slika 2.3.) veoma je sitno i male mase, te se masa 1000 sjemenki krece
od 0,8 do 1,1 g. Unato€ njegovoj velicini i masi, prinos sjemena nakon berbe naj¢esce iznosi
50 - 150 kg/ha. Sjeme ima sklonost samozasijavanju ako plod sazre do kraja te dode do
osipanja ahenija po tlu (Kolak i sur. 1999.).

Slika 2.3. Sjeme dalmatinskog buhaca
Autor: Krzelj M., 2020.

Slaba klijavost sjemena u kombinaciji s nedostatkom sadnog materijala visoke kvalitete
predstavlja najveca ograni¢enja za poticanje proizvodnje dalmatinskog buhaca. Jo§ jedan od
nedostataka koji ima za posljedicu oskudnu Klijavost je i visoka prisutnost praznog sjemena
(Barton 1966.). Istrazivanje utjecaja abiotickih ¢imbenika na klijanje sjemena proveli su Li i
sur. (2011.). Sjeme su tretirali destiliranom vodom i izlagali razli¢itom svjetlosnom rezimu, te
su pratili udio klijavosti, srednje vrijeme klijanja (u danima), visinu mladice i duljinu
korijena. Kod sjemena tretiranog destiliranom vodom 24 sata utvrdena je visa klijavost u
usporedbi sa netretiranim sjemenom, iako je tijekom prvih pet dana klijavost bila podjednaka
u obje skupine. U uvjetima 24 h mraka udio Kklijavosti bio je znacajno visi od ostalih reZima
(16 h svjetlo/8 h no¢ i 24 h svjetlo) i iznosio je 51,7 %. Rezim konstantnog svjetla je zna¢ajno
produljio prosje¢no vrijeme klijanja, a rezim dan / no¢ 16h/8h je rezultirao vecom duzinom
korijena.



Slika 2.4. Morfologija buhaca
Izvor: https://hr.wikipedia.org/wiki/Dalmatinski_buha%C4%8D

Uzgoj buhaca u konsocijaciji s biljkama koje mu mogu napraviti sjenu ne pogoduje
prinosu. U konsocijaciji s maslinom, kro$nja masline svojom bujno$c¢u stvara sjenu Siroko oko
debla. Zastita od sunca koju pruza kros$nja, dovodi i do smanjenja temperature ispod same
kroSnje zbog blokiranja direktnog osvjetljenja. Opazeno je kako je buhac¢ koji je zasaden oko
stabla formirao manje cvjetnih pupoljaka, a biljni grmovi koji su bili u sjeni kros$nje nisu imali
niti jedan cvjetni pupoljak (Dudas$ i sur. 2014.). Ovi rezultati istraZivanja potvrduju
dosadasnje navode (Hitmi i sur. 2000., Stepanovi¢ i sur. 2009.) kako buha¢ ne ispunjava svoj
potencijal na sjenovitim mjestima te mu pogoduju jako visoke temperature. Za uzgoj, dobra
opcija su divlje populacije jer posjeduju veéu genetsku varijabilnost, te su otporniji na
bioticke 1 abiotiCke stresove, stoga mogu posluziti u poboljSavanju postoje¢ih kultivara.
Pokazalo se i da prirodne populacije s podrué¢ja Hrvatske imaju visoku kvalitetu za koristenje
kao kvalitetan sadni materijal za proizvodnju zbog genetskog potencijala sjemena (Ban i sur.
2019.).

Zbog ljepote i autenti¢nosti, buha¢ se moze uspje$no koristiti za uredenje povrsina
zelenila. Primjer je planiranje krajobraznog uredenja okolisa starokr§¢anske crkve Srima-
Prizba kod Sibenika, gdje su Dorbi¢ i sur. (2012.) predlozili da se buha¢ posadi ispod maslina
1 Cempresa za upotpunjenje krajobraza i zastitu od kukaca.


https://hr.wikipedia.org/wiki/Dalmatinski_buha%C4%8D

2.3.  Kemijska svojstva

Svi nadzemni dijelovi biljke sadrze piretrine, no u razliitim koncentracijama.
Najmanje ih se nalazi u listovima, dok su najviSe koncentracije u suhom cvijetu buhaca tj. u
plodnici sa sjemenom (2,2 — 4,5 % piretrina) (Kolak i sur. 1999.). Utvrdeno je da se sinteza
piretrina takoder odvija u listovima, jer mlada sadnica bez cvijeta sadrzi piretrin 0dnosno
njegova se koli¢ina povecava do oko 5-6 mjeseci starosti (Matsuda i sur. 2005.).

Piretrin je prirodni insekticid koji je sastavljen od Sest razliCitih estera s izrazenom
insekticidnom ucinkovitos¢u. Najzastupljeniji su piretrin I i I1. Produkt su esterifikacije dviju
kiselina, krizantemske i piretrinske, s ketonskim alkoholima piretrolonom, cinerolonom i
jasmolonom (Moslemi 2017.).
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Slika 2.5. Strukturne formule piretrina I, piretrina I, cinerina I, cinerina Il, jasmolina | i

jasmolina 11
Izvor: http://pyrdiv.agr.hr/Predavanje.pdf

Sastavnice piretrina su grupirane u dvije grupe spojeva. Jedna se naziva piretrini | i
uklju¢uje piretrin I, cinerin I i jasmolin I, dok je druga grupa piretrini Il i u nju spadaju
piretrin I, cinerin 11 i jasmolin Il (Moslemi 2017.).

Nacin djelovanja piretrina je jako slican djelovanju DDT-a. Utjee na periferni i
centralni ziv€ani sustav kukca. No, dobra strana piretrina u usporedbi s DDT-om je brza
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koji je uzrokovan piretrinom je knock-down efekt. Ocituje se tako da ¢im letec¢i kukac koji
uleti u oblak sredstva koji sadrzi piretrin, brzo se rusi i paralizira (Nagar i sur. 2015).

Kod proucavanja kvalitete buhaca, osim ukupne koncentracije piretrina, vazan je i
omjer piretrina I i piretrina II zbog njihovog razli¢itog nac¢ina djelovanja na kukce (Grdisa i
sur. 2013.). Beni¢ Penava (2012.) u raspravi o kvaliteti buhaca, izdvaja rezultate istrazivanja
iz 30-ih godina. Proucavajuci brzinu djelovanja na muhu i koncentraciju piretrina u razli¢itim
populacijama, vidno kvalitetniji je bio buha¢ uzgojen u okolici Trogira, za razliku od
crnogorskog. Ban i sur. (2010.) su ekstrahirajuéi piretrin iz tri prirodne populacije buhaca te
usporedujuci rezultate ukupne koli¢ine piretrina, takoder dosli do zakljuc¢ka da hrvatska obala
ima puno potencijala za uzgoj i proizvodnju veéih koli¢ina buhaca.

Stabilnost sadrzaja piretrina u buhacu ovisno o zdravstvenom stanju biljke su istrazili
Ambrozi¢-Dolinsek 1 sur. (2008.) koji su dokazali da infekcija fitoplazmom znacajno
smanjuje koli¢inu piretrina u biljci. Uzrok je vjerojatno poremecaj metabolizma biljnih
hormona $to se ocituje u morfologiji biljke. Takoder, koncentracija sadrzaja piretrina je
stabilnija u biljci, nego u ekstrahiranom obliku (Morris i sur. 2006.).

Piretrini su prihvatljivi u ekoloskoj proizvodnji zbog svoje niske toksicnosti za
sisavce, ne ostavljaju rezidue u okoliSu, te su interesantni zbog Sirokog spektra djelovanja na
kukce, kao npr. zohare, komarce, buhe, muhe i ostale (Glynne-Jones 2001.). Pokusom
Chermenskaya i sur. (2010.) utvrdeno je, prema rezultatima iskazanim u obliku bioloske
ucinkovitosti, da je buha¢ izazvao najvecu smrtnost, od 80 — 100 %, kod lisne usi Shizaphis
graminum Rond. Nesto manje je ugrozio grinju Tetranychus urticae Koch s 20 — 50 % - tnom
smrtnoS¢u. Jo§ jedan od kukaca na kojem je dokazana ucinkovitost je i kalifornijski trips
(Frankliniella occidentalis (Pergande)). Invazivni je kukac koji uzrokuje indirektne i direktne
Stete na cijeloj biljci. Yang i sur. (2012.) su istrazili djelovanje buhac¢a na tripse tako $to su ih
hranili komadi¢ima listova buhaca te odrasle jedinke pustali da se razmnoZe na biljci. Odrasle
zenke tripsa pokazale su da mogu kratko prezivjeti, no umiru u roku od nekoliko dana.
Utvrdena je visoka smrtnost tripsa i Smanjeno polaganje jaja kao posljedica prirodne
koncentracije piretrina unutar lista. Zadrzavajuéi istu uéinkovitost, moguce je dobiti ekstrakte
za koriStenje u proizvodnji insekticida s istim svojstvima i pozitivnim odlikama (Gallo i sur.
2017.).

Zbog brzog raspada piretrina na suncu i zraku, vrijeme poluraspada mu je oko 2 sata.
Stoga, nakon prskanja po biljkama npr. paprike i rajéice, plodovi su sigurni za jelo sat
vremena nakon primjene piretrina (Wong 2008.).

Na temelju pretpostavke o niskoj toksi¢nosti piretrina za ljude, Minello i sur. (2005.)
te Leng i sur. (2006.) su proveli istrazivanja na ljudima. Minello i sur. (2005.) su promatrali
dermalni utjecaj kreme za suncanje, koja je sadrzavala piretrin, na ispitanicima, dok su Leng 1
sur. (2006.) promatrali utjecaj piretrina na ispitanike kojeg su unijeli oralno. U oba
istrazivanja dokazali su brzo raspadanje piretrina i izlu¢ivanje iz organizma. Oporavak nakon
oralnog unosa piretrina u tijelo varira jer postoji poveznica izmedu tezine osobe i
koncentracije piretrina u urinu. Sto je masa ¢ovjeka veca, manja je koncentracija (Wong
2008.).

Unato¢ svim blagotvornim u¢incima, piretrini imaju veoma toksi¢an ucinak na ribe i
ostale vodene organizme (Wong 2008.).



2.4. Klorofilna fluorescencija

Mjerenje Klorofilne fluorescencije je brza nedestruktivna metoda koja daje informacije
o ucinkovitosti fotosinteze U razliCitim okolisnim uvjetima (Furbank i sur. 2009). Osim u
procjeni fotosintetske ucinkovitosti u uvjetima stresa, koristi se i kao tehnika sortiranja
sjemena (Gorbe i Calatayud 2012.). Navedena tehnika temelji se na mjerenju amplitude
signala klorofilne fluorescencije (CF — chlorophyll fluorescence signal), pri ¢emu se odreduje
zrelost i kvaliteta sjemena (Jalink i sur. 1998., Gorbe i Calatayud 2012.). Na koli¢inu CF
signala, utjeCe valna duljina i intenzitet pobudujuceg svjetla, povr§ina sjemena izloZena
svjetlosti, struktura sjemene ovojnice i kut pod kojim se emitirana svjetlost vraca (Jalink i sur.
1998.).

Prema Kenanoglu i sur. (2016.) metoda koja se temelji na klorofilnoj fluorescenciji
ima visok potencijal kao pouzdan alat kod odvajanja sjemena nize kvalitete (Cesto je to starije
sjeme) od onog vise kvalitete iz uzorka. Razli¢ita zrelost moze npr. biti rezultat nepovoljnih
okoli$nih uvjeta tijekom rasta i razvoja biljke, dozrijevanja sjemena ili nepravovremene berbe.
Klorofil u sjemenoj ljusci se kod sjemena vecine biljnih vrsta Smanjuje zriobom, a paralelno
se povecava moguénost klijanja sjemena (Dell' Aquila 2009.), stoga sjeme s viSom razinom
klorofila je manje zrelo sjeme, dok nizu razinu sadrzi zrelo (Demiri sur. 2013). Slika 2.6.
prikazuje multispektralnu snimku sjemena paprike tijekom klijanja. Na desnoj strani
prikazana je ulinkovitost fotosinteze (svjetlija boja - veéi signal fluorescencije). Prije
izbijanja korjenci¢a, ucinkovitost fotosinteze se povecava, Sto ukazuje na metaboliCku
aktivnost u sjemenu. Sjeme koje pokazuje najveci porast ucinkovitosti proklija najbrze.

Slika 2.6. Prikaz klorofilne fluorescencije (desno) na sjemenu paprike
Izvor: https://www.phenovation.com/seed-videos/

Siroka primjenjivost metode mijerenja klorofilne fluorescencije bez obzira na biljnu
vrstu dokazana je u velikom broju istrazivanja. Takvo istrazivanje proveli su Ooms i Destain
(2011.) na sjemenu cikorije, Kenanoglu i sur. (2016.) na sjemenu paprike, Jalink i sur. (1998.)
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na sjemenu kelja, pri ¢emu je utvrdena povezanost vise stope klijanja s nizom razinom
klorofilne fluorescencije.
Utvrdeno je da koriStenje klorofilne fluorescencije moze koristiti bankama sjemena

omogucujuci brz i pouzdan test za odredivanje klijavosti sjemena koje pohranjuje (Kenanoglu
i sur. 2016.).
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3. Materijali i metode

Istrazivanje primjenjivosti analize klorofilne fluorescencije u predvidanju klijavosti
sjemena dalmatinskog buhaca (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.) provedeno je u
veljaci 1 ozujku 2020. godine na Sveucilistu u Zagrebu, Agronomskom fakultetu, Zavodu za

sjemenarstvo.

3.1. Biljni materijal

IstraZivanje je provedeno na sjemenu triju prirodnih populacija (primki) dalmatinskog
buhaca prikupljenih s razli¢itih lokacija duz podrucja prirodnog rasprostranjenja vrste u
Republici Hrvatskoj. Navedene su primke dio Kolekcije ljekovitog i aromati¢nog bilja
Zavoda za sjemenarstvo Agronomskog fakulteta (tablica 3.1.). Svaka od tri populacije bila je
predstavljena sa 100 sjemenki (slika 3.1.).

Slika 3.1. Postavljane sjemena na naklijavanje
Autor: Krzelj M., 2020.

Tablica 3.1. Lokacije uzorkovanja prirodnih populacija dalmatinskog buhaca

Populacija Broj L okaciia Zemljopisna  Zemljopisna ~ Nadmorska
primke” J duzina Sirina visina
PO1 MAP02970 Vrbnik, otok Krk 45°04°15°N  14°39°49°E 100 m
P02 MAP02971 Ugljan 44°04°31°N  15°11°22°'E 38m
P03 MAP02964 Mljet 42°46°45°N  17°19°54"'E 14 m

* Broj primke u Kolekciji ljekovitog i aromati¢nog bilja, Agronomski fakultet; pristup podacima dostupan preko

Hrvatske baze podataka o biljnim genetskim izvorima (http:/cpgrd.hcphs.hr/)
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Slika 3.2. Prikaz lokacija prikupljanja sjemena dalmatinskog buhaca

3.2.  Multispektralna analiza

Multispektralno snimanje svake sjemenke provedeno je pomocu uredaja
CropReporter® (PhenoVation, Wageningen, Netherlands), pri ¢emu su izmjerene vrijednosti
fluorescencije sjemena (Chl) (Slika 3.3.).
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Slika 3.3. Izgled snimljenih sjemenki i o¢itanih vrijednosti
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3.3. Test klijavosti sjemena

Nakon mjerenja fluorescencije sjeme je stavljeno na naklijavanje u klima komoru pri
stalnoj temperaturi od 22°C i svjetlosni rezim dan/no¢ 16/8h. Broj proklijalih sjemenki
biljezen je svaka dva dana, kroz period od 21 dan. Tijekom pokusa po potrebi je dodavana
destilirana voda kako bi se osigurala dovoljna koli¢ina potrebna za klijanje sjemena. Slika 3.4.
prikazuje proklijalu sjemenku polozenu na filter papir s dodanom destiliranom vodom.

Slika 3.4. Proklijala sjemenka dalmatinskog buhaca
Autor: Krzelj M., 2020.

3.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza podataka je provedena pomocu raCunalnog programa SAS (SAS
Institute Inc., Cary, NC). Provedena je jednosmijerna analiza varijance vrijednosti klorofilne
fluorescencije po populacijama i proklijalog i neproklijalog sjemena. Prosjeéne vrijednosti
klorofilne fluorescencije sjemena usporedene su pomocu Tukeyjevog post hoc testa. Na
temelju Pearsonovog korelacijskog koeficijenta izraCunate su korelacije izmedu klorofilne
fluorescencije, dana od stavljanja na naklijavanje i zemljopisnih podataka lokacija
prikupljanja.
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4. Rezultati i rasprava

Multispektralnom analizom sjemena tri prirodne populacije dalmatinskog buhaca
utvrdene su vrijednosti fluorescencije sjemena, dok je testom klijavosti utvrden broj
proklijalin sjemenki po svakoj analiziranoj populaciji. Na temelju podataka o fluorescenciji
sjemena i proklijalosti/neproklijalosti sjemena provedena je statistiCcka obrada podataka.

NajviSe prosje¢ne vrijednosti fluorescencije sjemena (1479,66) utvrdene su kod
populacije P03 (Mljet), dok su najnize prosjecne vrijednosti utvrdene kod populacije P02
(Ugljan), a iznosile su 683,76. Kod populacije POl (Vrbnik), prosjecne vrijednosti
fluorescencije sjemena iznosile su 722,2. Utvrdena je statisticka znacajna razlika izmedu
populacije P03 i P01, kao i izmedu P03 i P02 (graf 4.1.).
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B
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A
:
1000 :
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0
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* Populacije oznacene istim slovom ne razlikuju se znacajno na razini P<0.05.

Graf 4.1. Izmjerene vrijednosti fluorescencije sjemena u istrazivanim populacijama

Prosje¢na vrijednost Klorofilne fluorescencije kod proklijalog sjemena iznosila je
1312,78, dok je kod neproklijalog sjemena iznosila 906,32. NajniZa vrijednost fluorescencije
proklijalog sjemena iznosila je 523 (PO1), a najviSa vrijednost 2596 (P03). Kod neproklijalog
sjemena najniza utvrdena vrijednost iznosila je 465 (PO1), a najvisa 2272 (P03) (graf 4.2.).
Utvrdena je statisticki zna€ajna razlika u prosjecnim vrijednostima klorofilne fluorescencije
izmedu proklijalog 1 neproklijalog sjemena.
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* Populacije oznacene istim slovom ne razlikuju se znacajno na razini P<0.05.

Graf 4.2. Klorofilna fluorescencija proklijalog i neproklijalog sjemena
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Grafikon 4.3. Dinamika klijanja sjemena dalmatinskog buhaca

Na grafikonu 4.3. je prikazana dinamika klijanja sjemena. Prve proklijale sjemenke
videne su 6. dan kod svih populacija. Tijek daljnjeg nastavka klijanja je prikazan grafikonom
4.3. Na grafikonu se jasno isti¢e populacija PO3 koja je imala u prvih 8 dana najvise
proklijalih sjemenki (11), a kasnije dolazi do blagog smanjenja u iduca 4 dana sa 7 sjemenki
po pregledu, nakon Cega je uslijedio nagli pad broja proklijalih sjemenki.
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Populacije PO1 i P02 su do 10-og dana imale manji broj proklijalih sjemenki u
usporedbi s P03. Maksimum Klijanja za obje populacije, dosegnut je 10-og dana, nakon ¢ega
je uslijedio pad na 0 ili 1 proklijalu sjemenku po pregledu.

Po zavrsetku klijanja, populacija s najvise proklijalih sjemenki je PO3 s 26 sjemenki, a
populacija s najmanje je P02 kod koje je zabiljezeno 5 proklijalih sjemenki.
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Graf 4.4. Vrijednosti klorofilne fluorescencije u ovisnosti o danima pracenja klijanja sjemena

Graf 4.4. prikazuje vrijednosti klorofilne fluorescencije u ovisnosti o danima od
stavljanja na naklijavanje. Kod sjemena koje je proklijalo Sesti dan nakon stavljanja na
naklijavanje vrijednosti klorofilne fluorescencije su se kretale od 605 do 1354, a osmi dan od
558 do 2569. Deseti dan zabiljeZen je i najveci broj proklijalih sjemenki, njih 14, a vrijednosti
klorofilne fluorescencije sjemena kretale su se od 523 do 1665. Na 8 i 12 dan utvrdene su vise
vrijednosti u odnosu na ostale dane. Uzrok tomu se moze zakljuciti iz grafikona 4.3. jer su 8 i
12 dana prevladavale sjemenke iz populacije P03 koja u usporedbi s ostalim populacijama u
grafu 4.1. ima znacajno visi udio klorofilne fluorescencije.
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Tablica 4.1. Pearsonov korelacijski koeficijent izmedu vrijednosti klorofilne fluorescencije i klijavosti sjemena na temelju zemljopisnih

podataka lokacija prikupljanja istrazivanih populacija

Broj dana od

Klorofilna Nadmorska stavljanja na Zemljopisna Sirina Zemljopisna
fluorescencija visina naklijavanje duZina
Klorofilna ﬂUOI’ESCEHCija -0.7018*** 0.07645ns -0.7752*** 0.80625***
Nadmorska visina -0.03203 ns 0.9759%** -0.92582%**
BrOJ__dana 9d stavijanja na -0.0735 ns 0.10294 ns
naklijavanje
Zemljopisna §irina 0.98594***

Zemljopisna duzina

NS — nije statisticki znacajno;

*gtatistiCki

znaajno na razini

P<0.05;

**statistiCki  znacajno

na razini P<0.01; *** statisticki znacajno na razini P<O0.
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Korelacije izmedu vrijednosti klorofilne fluorescencije, broja dana od pocetka
stavljanja sjemena na naklijavanje i zemljopisnih podataka lokacije prikupljanja sjemena
utvrdene su Pearsonovim korelacijskim koeficijentom (Tablica 4.1.). Utvrdena je visoko
znaCajna negativna korelacija  vrijednosti klorofilne fluorescencije i nadmorske visine
lokacije prikupljanja, kao i visoko znaCajna negativna korelacija vrijednosti klorofilne
fluorescencije 1 zemljopisne Sirine, dok je sa zemljopisnom duzinom lokacije prikupljanja
utvrdena visoko znacajna pozitivna korelacija.
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* Populacije oznacene istim slovom ne razlikuju se znacajno na razini P<0.05.

Grafikon 4.5. Klorofilna fluorescencija proklijalog i neproklijalog sjemena analiziranih
populacija

Vrijednosti klorofilne fluorescencije i proklijalog i neproklijalog sjemena kod
populacije P03 bile su znac¢ajno vise u odnosu na proklijalo i neproklijalo sjeme preostalih
populacija. Kod populacije P03, vrijednosti klorofilne fluorescencije neproklijalog sjemena
kretale su se od 812 do 2272, a kod proklijalog sjemena od 1007 do 2596 te su utvrdene
statisticki znacajne razlike u vrijednostima klorofilne fluorescencije izmedu proklijalog i
neproklijalog sjemena (grafikon 4.5.).

Od dosadasnjih objavljenih istrazivanja koja su se bavila povezivanjem sadrzaja
klorofilne fluorescencije i klijavosti, nijedan rad nije promatrao sjeme ljekovitog, aromaticnog
ili insekticidnog bilja. Ve¢inom je to bilo sjeme povrtlarskih kultura (Jalink i sur. 1999.,
Demir i sur. 2013., Yadav i sur. 2015.). Jalink i sur. (1999.) su u svom istrazivanju utvrdili
povezanost izmjerenih vrijednosti klorofilne fluorescencije sjemena rajcice i kupusa sa
zrelo$¢u sjemena. Kod sjemena raj€ice niske klijavosti utvrdene su viSe vrijednosti klorofilne
fluorescencije dok su kod visoko kvalitetnog sjemena utvrdene nize razine. Kod nedozrelog
sjemena kupusa utvrdene su visoke vrijednosti klorofilne fluorescencije.

U istrazivanju Yadav i sur. (2015.) na sjemenu kupusa (Brassica oleracea var.
capitata) utvrdeno je da sjeme s nizim vrijednostima klorofilne fluorescencije ima znacajno
vecu klijavost, odnosno da je zrelije Sto se ocitovalo u parametrima koji opisuju brzinu
klijanja.
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Usporedujudi rezultate istrazivanja provedenih na sjemenu kupusa i sjemenu buhaca,
kod ispitivanja sjemena buhaca dobiveni su suprotni rezultati. Kod sjemenki buhaca koje su
proklijale, utvrdene su vece vrijednosti klorofilne fluorescencije u odnosu na neproklijale.
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5. Zakljucak

U ovom radu ispitivala se primjenjivost metode utvrdivanja sadrzaja klorofila mjerenjem
klorofilne fluorescencije, kao alata za predvidanje klijavosti sjemena buhaca.

Rezultati su pokazali sljedece:

1. Populacija s najvise proklijalih sjemenki je P03 (Mljet) s 26 sjemenki (26 %), a
populacija s najmanje proklijalih sjemenki, njin 5 (5 %) je populacija (Ugljan)

2. Prosjecne vrijednosti fluorescencije sjemena iznosile su: 1479,66 kod P03 (Mljet),
722,2 kod PO1 (Vrbnik) 1 683,76 kod populacije P02 (Ugljan), ¢ime je utvrdena
znacajna razlika izmedu populacije P03 i P02, kao i P03 i PO1.

3. Najvisa prosjecna vrijednost klorofilne fluorescencije utvrdena je kod populacije Mljet
(PO3)

4. Pojedinac¢ne vrijednosti klorofilne fluorescencije proklijalog sjemena su varirale od
523 (P01) do 2596 (P03), a neproklijalog od 465 (P01l) do 2272 (P03). Izmedu
proklijalog i neproklijalog sjemena utvrdena je statisticki znacajna razlika.

5. Pearsonovim korelacijskim koeficijentom je utvrdena visoko znaCajna negativna
korelacija vrijednosti klorofilne fluorescencije i nadmorske visine lokacije
prikupljanja, kao i vrijednosti klorofilne fluorescencije i zemljopisne Sirine. Utvrdena
je visoko znaCajna pozitivna korelacija klorofilne fluorescencije sa zemljopisnom
duzinom lokacije prikupljanja.
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	Dalmatinski buhač je biljna vrsta poznata po sadržaju prirodnog insekticida piretrina. Sjeme prirodnih populacija dalmatinskog buhača karakterizira niska klijavost, a upravo je klijavost jedan od najznačajnijih parametara o kojem ovisi uspješnost polj...

