Primjena plazma aktivirane vode u ispitivanju
otpornosti na susu biljnih vrsta vaznih za
prehrambenu industriju

Paji¢, Tajana

Master's thesis / Diplomski rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, FACULTY OF FOOD TECHNOLOGY / SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:109:836155

Rights / Prava: Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 International/Imenovanje-Nekomercijalno-
Dijeli pod istim uvjetima 4.0 medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2025-01-14

REPOZITORI]

Pl I 'I i' Repository / Repozitorij:

PREHRAMBENO-TENQOLbS PR AKULTI OSTIEK Repository of the Faculty of Food Technology Osijek

Jabar

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:109:836155
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
https://repozitorij.ptfos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/ptfos:2950
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/ptfos:2950
https://dabar.srce.hr/islandora/object/ptfos:2950

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
PREHRAMBENO-TEHNOLOSKI FAKULTET OSIJEK

Tajana Pajié

PRIMJENA PLAZMA AKTIVIRANE VODE U ISPITIVANJU
OTPORNOSTI NA SUSU BILJNIH VRSTA VAZNIH ZA
PREHRAMBENU INDUSTRIJU

DIPLOMSKI RAD

Osijek, rujan, 2024.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA
DIPLOMSKI RAD

Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku
Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek

SveuciliSni diplomski studij Prehrambeno inZenjerstvo
Zavod za ispitivanje hrane i prehrane

Katedra za biologiju i mikrobiologiju

Franje Kuhaca 18, 31000 Osijek, Hrvatska

Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

Tema rada prihvaéena je na IX. redovitoj sjednici Fakultetskog vijeca
Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta Osijek u akademskoj godini 2023./2024.
odrZanoj 28. lipnja 2024.

Mentor: izv. prof. dr. sc. Tihana Marcek

PRIMJENA PLAZMA AKTIVIRANE VODE U ISPITIVANJU OTPORNOSTI NA SUSU BILJNIH
VRSTA VAZNIH ZA PREHRAMBENU INDUSTRIJU
Tajana Paji¢, 0113146950

SazZetak:

U novije vrijeme primjena plazma aktivirane vode (PAW) koristi se za povecanje otpornosti sjemena na susu.
Cilj istrazivanja bio je provjeriti u¢inak PAW na klijanje i rast konoplje, zobi, pSenoraZi i jeéma u uvjetima suse
(15% PEG) te provjeriti vremenski efekt svih PAW tretmana na vijabilnost sjemena. Pri tome se koristila plazma
aktivirana voda bez dodatka plina (PAW), s dodatkom dusika (PAW+N»), te s dodatkom zraka (PAW+Z).
Primjena PAW i PAW+ N, tretmana potaknula je klijanje konoplje, pSenorazi i jeéma u uvjetima suse, dok je
stimulacija rasta pri PAW+ N, uocena u zobi i pSenorazi. U razvoju otpornosti na susu u je¢ma veci potencijal
pokazao je PAW+Z tretman koji je potaknuo brzi rast izdanka. Sjeme konoplje i zobi tretirano PAW+ N, zadrzalo
je sposobnost brzeg rasta (zob i konoplja) nakon 4. dana skladistenja $to govori o memorijskom efektu PAW+
N, tretmana. Nadalje, tretman zrakom (PAW+Z) u je¢ma pokazao se ucinkovitijim u zadrzavanju sposobnosti
vece klijavosti i rasta korijena nakon 9. dana skladistenja Sto opet govori kako je tretman zrakom pogodniji za
produljenje vijabilnosti sjemena je¢ma. Konacno, pSenoraz je bila jedina vrsta u koje je oboga¢ivanje PAW
medija dusikom i zrakom imalo pozitivni u¢inak na klijanje i rast nakon 9. dana skladistenja §to upucuje na Sire
mogucnosti primjene oba tretmana u produljenju dugovjecnosti sjemena pSenorazi.

Kljuéne rijeci: susa, plazma aktivirana voda, Zitarice, uljarica, vremenski efekt PAW
Rad sadrzi: 63 stranica

31 slika

0 tablica

76 literaturnih referenci
Jezik izvornika: hrvatski

Sastav Povjerenstva za ocjenu i obranu diplomskog rada i diplomskog ispita:

1. izv. prof. dr. sc. Antun Jozinovi¢ predsjednik
2. izv. prof. dr. sc. Tihana Marcek ¢lan-mentor
3. prof. dr. sc. Tihomir Moslavac ¢lan
4. prof. dr. sc. Natalija Veli¢ zamjena
¢lana
Datum obrane: 20. rujan, 2024.

Rad je u tiskanom i elektroni¢kom (pdf format) obliku pohranjen u KnjiZnici Prehrambeno-tehnoloskog
fakulteta Osijek, Franje Kuhaca 18, 31000 Osijek.



BASIC DOCUMENTATION CARD
GRADUATE THESIS

Josip Juraj Strossmayer University of Osijek
Faculty of Food Technology Osijek
University Graduate Study Food engineering
Department of Food and Nutrition Research
Subdepartment of Biology and Microbiology
Franje Kuhaca 18, HR-31000 Osijek, Croatia

Scientific area: Biotechnical sciences

Scientific field: Food technology

Thesis subject: was approved by the Faculty of Food Technology Osijek Council at its
session no. IX. held on 28" June 2024.

Mentor: Tihana Marcek, PhD, associate prof.

APPLICATION OF PLASMA-ACTIVATED WATER IN TESTING DROUGHT RESISTANCE OF
PLANT SPECIES IMPORTANT FOR THE FOOD INDUSTRY
Tajana Paji¢, 0113146950

Summary:

Recently, application of plasma-activated water has been used for improving seed drought tolerance. The aim
was to verify the PAW effect on the germination and growth in hemp, oat, triticale, and barely under drought
(15% PEQ), and to check the temporal effect of all PAW solutions on seed viability. Plasma-activated water
without added gas (PAW), with added nitrogen (PAW+N>), and with added air (PAW+Z) were used in the
experiment. The application of PAW and PAW+N, treatments stimulated the germination of hemp, triticale,
and barley under drought conditions, while growth stimulation with PAW+N, was observed in oats and
triticale. In the development of drought resistance in barley, the PAW+Z treatment showed greater potential
by promoting faster shoot growth. Hemp and oat seeds treated with PAW-+N; retained the ability for faster
growth (oats and hemp) after 4 days of storage, indicating a memory effect of the PAW+N, treatment.
Furthermore, the air treatment (PAW+Z) in barley proved more effective in maintaining higher germination
rates and root growth after 9 days of storage, suggesting that the air treatment is more suitable for extending
barley seed viability. Finally, triticale was the only species in which enriching the PAW medium with nitrogen
and air had a positive effect on germination and growth after 9 days of storage, pointing to broader possibilities
for applying both treatments in extending the longevity of triticale seeds.

Key words: drought, plasma activated water, crops, oilseed, temporal effect of PAW

Thesis contains: 63 pages
31 figures
0 tables
76 references

Original in: Croatian

Defense committee:

1. Antun Jozinovié, PhD, associate prof. chair person

2. Tihana Mardek, PhD, associate prof. member

3. Tihomir Moslavac, PhD, full prof. member

4 Natalija Veli¢, PhD, full prof. stand-in
Defense date: 20 September, 2024.

Printed and electronic (pdf format) version of thesis is deposited in Library of the Faculty of Food
Technology Osijek, Franje Kuhaca 18, 31000 Osijek.



DIPLOMSKI RAD JAVNO JE OBRANJEN DANA

20, 9, 2094

TE OCIJENJEN USPJEHOM
| 2R TAN (g )

Pred Povjerenstvom za obranu diplomskog rada:

izv. prof. dr. sc. Antun Jozinovi¢  predsjednik L)//\v P s
'\\
(potpis)
izv. prof. dr. sc. Tihana Marcek ¢lan o ’JLQ —
p ij /(. \/z_ e/’é/(,

(\/ (potpis)

kY

prof. dr. sc. Tihomir Moslavac ¢lan M
{ K (}/,Z C

(potpis)



Najljepse se zahvaljujem izv. prof. dr. sc. Tihana Marcek na mentorstvu, strucnim savjetima i vodstvu,
prenesenom znanju te nesebicno ukazanoj pomoci tijekom izrade ovog diplomskog rada.

Srdacno se zahvaljujem svojim roditeljima i sestri na velikoj podrsci i razumijevanju tijekom cijelog
studija.

Zahvaljujem se prijateljima koji su uvijek bili uz mene kao podrska i oslonac tijekom studiranja.



Sadrzaj

1. UVOD 1
2. TEORIJSKI DIO 2
2.1. Morfoloska obiljeZja i primjena odabranih vrsta u razli¢itim industrijama 3
2.1.1. Jecam 3
2.1.2. PSenoraz 5
2.1.3. Zob 6
2.1.4. Konoplja 7
2.2. Susa 9
2.2.1. Susa kao globalni problem 9
2.2.2. U¢inak suSe na biljku 10
2.3. Tehnologija hladne plazme 11
2.3.1. Plazma aktivirana voda (Plasma Activated Water, PAW) 12
2.3.2. PAW u bioloSkim istraZivanjima 13
3.  EKSPERIMENTALNI DIO 15
3.1. Zadatak 16
3.2. Materijali i metode 17
3.2.1. Uzgoj biljnog materijala 17
3.2.2. Predtretman sjemena plazmom aktiviranom vodom (PAW) 18
3.2.3. Odredivanje germinacije i praenje rasta 18
3.24. Praéenje morfometrijskih parametara PAW tretiranog sjemena s vremenom.................... 19
3.2.5. Odredivanje elektri¢ne vodljivosti i pH vrijednosti razlic¢itih PAW tretmana...................... 20
3.3. Statisticka obrada podataka 21
4. REZULTATI 22
4.1. Uc¢inak PAW obogacene dusSikom (PAW+N2) na morfometrijske parametre 25
4.1.1. Klijavost i rast konoplje na kontroli i uvjetima suse 25
4.1.2. Klijavost i rast zobi na kontroli i uvjetima suse 27
4.1.3. Klijavost i rast pSenorazi na kontroli i uvjetima suse 29
4.1.4. Klijavost i rast jeéma na kontroli i uvjetima suse 32

4.2. Uc¢inak PAW obogacene dusikom (PAW+Nz) na morfometrijske parametre nakon skladiStenja

34

4.2.1. Vijabilnost sjemena konoplje 34
4.2.2. Vijabilnost sjemena zobi 35
4.2.3. Vijabilnost sjemena je¢ma 36
4.2.4. Vijabilnost sjemena pSenorazi 36
4.3. Ucinak PAW obogacéene zrakom (PAW+Z) na morfometrijske parametre 37
4.3.1. Klijavost i rast je¢ma na kontroli i uvjetima suSe 37
4.3.2. Klijavost i rast pSenoraZi na kontroli i uvjetima suse 40

4.4. Ucinak PAW obogacene zrakom (PAW+Z) na morfometrijske parametre nakon skladiStenja.. 42

4.4.1. Vijabilnost sjemena je¢ma 42



4.4.2. Vijabilnost sjemena pSenorazi

4.5. Fizikalno-kemijska svojstva PAW medija
4.5.1. Elektri¢na vodljivost

4.5.2. pH vrijednost

RASPRAVA

ZAKLJUCCI

LITERATURA

43
44
44
45
46
56
58



Popis oznaka, kratica i simbola
PAW — Plazmom aktivirana voda (Plasma Activated Water)
PAW+N: - Plazmom aktivirana voda s dodatkom dusika
PAW+Z - Plazmom aktivirana voda s dodatkom zraka
PEG - Polietilen glikol
EC - Elektri¢na vodljivost
ROS — Reaktivne Cestice kisika (Reactive Oxygen Species)
RNS — Reaktivne Cestice dusika (Reactive Nitrogen Species)
H:0: - Vodikov peroksid
Os - Ozon
NOs™ - Nitrati
NO: - Nitriti
‘OH - Hidroksil radikal
ONOO" - Peroksinitril
10, - Singletni kisik
02" - Superoksidni anion
N?* - Kation atmosferskog dusika

NO- - Radikal dusikovog oksida



1.UVOD



1.Uvod

Biljna proizvodnja obuhvaca uzgoj raznovrsnih biljnih vrsta koje se koriste za razlicite svrhe,
ukljuc¢ujuéi prehranu ljudi i1 Zzivotinja, proizvodnju vlakana, biogoriva i druge namjene.
Ukljucuje sirok spektar biljnih kultura, kao Sto su strne zitarice koje su kljucne za ishranu ljudi
1 zivotinja te biljke poput pamuka i konoplje koje su vazne u tekstilnoj industriji. Nedostatak
vode u poljoprivrednoj proizvodnji najcesci je ograni¢avajuéi faktor (Pospisil, 2010). S obzirom
na klimatske promjene i Cesta susna razdoblja, od interesa je istraziti nacine tretiranja sjemena
koji bi poboljsale proces proizvodnje 1 odrzale kontinuitet procesa uzgoja od sjetve do zetve, a

ujedno bile ekonomicne.

U tom kontekstu, primjena plazma aktivirane vode javlja se kao relativno nova tehnologija, a
znanstvena istrazivanja do sada potvrduju da je obecavajuca jer je brza, odrZiva, sigurna i
niskorizi¢éna metoda koja doprinosi povecanju prinosa u proizvodnji (Jiang 1 sur., 2014).
"Niskorizi¢na" u ovom kontekstu znaci da metoda ima minimalne $tetne posljedice za okolis te
da je sigurna za upotrebu u kontekstu prehrambene proizvodnje, smanjujuéi rizik od
kontaminacije ili Stetnih ucinaka na biljke 1 tlo. Zhao 1 sur. (2020) u svom pregledu pokazuju
kako ova tehnologija ima potencijal za uspje$nu upotrebu u prehrambenoj industriji, jer je osim
za klijanje sjemena i rast biljaka, njena potencijalna primjena moguca i u dekontaminaciji
povrsina razli€itih prehrambenih proizvoda poput voca, povréa, mesa 1 plodova mora. Ovaj
diplomski rad ima za cilj istraZiti utjecaj plazma aktivirane vode (PAW) na klijanje i rast Cetiri
razli¢ite vrste sjemena: je¢ma, pSenorazi, zobi i konoplje, ¢ime se nastoji proSiriti razumijevanje

potencijala PAW kao odrzive alternative u prehrambenoj industriji.
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2. Teorijski dio

2.1. Morfoloska obiljezja i primjena odabranih vrsta u razli¢itim

industrijama

JeCam (Hordeum vulgare L.), pSenoraz (Triticosecale), zob (Avena sativa L.) 1 konoplja
(Cannabis sativa L.) pripadaju pododjeljku kritosjemenjaca (Magnoliophytina ili
pripadaju jednosupnicama (Monocotyledoneae) unutar porodice trava (Poaceae) (Pospisil,
2010). S druge strane, tradicionalna klasifikacija svrstava konoplju u dvosupnice

(Dicotyledoneae) unutar porodice Cannabaceae (Augustinovié, 2016).

S obzirom na razli¢ite morfoloske 1 bioloske karakteristike, pri uzgoju biljaka koristi se razlicita
agrotehnika, ali je 1 njihova primjena u konacnici razli¢ita. Tako se promatraju kao industrijska
i krmna bilja. Prema Augustinovicu (2016) industrijsko bilje se dijele na uljarice, prediva bilja,
biljke za proizvodnju Secéera, Skroba i alkohola te ostala industrijska bilja. U kategoriju prediva
bilja spada konoplja. Ostale zitarice kao Sto su je€am, pSenoraZ i zob, klasificiraju se kao

Skrobne zrnate usjeve (Pospisil, 2010).

2.1.1. Jeéam

Morfoloski, jeCam se sastoji od korijena, seminalnog i nodijalnog (adventivnog) tkiva, stabljike
(vlat), listova 1 klasa. Korijen je najslabije razvijen dio biljke medu svim strnim Zitaricama 1
ima manju sposobnost upijanja hranjivih tvari. Seminalno korijenje se razvija tijekom klijanja
zrna, prodire u tlo, grana se 1 na njemu se razvijaju korijenove dlacice koje povecavaju povrsinu
korijena za upijanje vode 1 hranjivih tvari. Nodijalno korijenje se razvija naknadno u fazi
busanja, iako nije nuzno. Razvoj ovog dijela biljke ovisi o tipu 1 dubini tla, dostupnosti hranjivih
tvari, tipu je€ma, ali 1 vodi. Cilindri¢na stabljika sastoji se od Supljih internodija (najceSce 5-7)
razdvojenih ¢vrstim nodijima, gdje se na svakom nodiju razvija jedan list. Broj stabljika (1-6)
ovisi 0 gustodi sjetve, sorti i uvjetima okoline. Stabljika u pravilu nosi od 5 do 10 listova, a
najvazniju ulogu u nalijevanju zrna imaju dva gornja lista. List se sastoji od plojke, uski, jezi¢ca
1 lisnog rukavca koji daje mehanicku ¢vrstocu stabljici. Klas je cvjetni skup jeCma koji se razvija
na vrhu stabljike 1 sastoji se od klasi¢a pri¢vrS¢enih na nodije klasnog vretena. Svaki klasi¢
sastoji se od cvjeti¢a i dvije pljeve. Sastavni dio cvjeti¢a, obuvenac, obi¢no sadrzi osje koje
imaju znacajnu ulogu u fazi zriobe radi pravilnog odvodenja vode iz zrna (Pospisil, 2010). Pri

sjetvi jeCma potrebno je koristiti certificirano sjeme, sijati ga na dubinu od 3 do 5 cm, pri ¢emu
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je pozeljno birati krupnije frakcije sjemena. Za ozime sorte, idealno vrijeme za sjetvu je izmedu
1. 1 10. listopada, s ciljem zavrSetka sjetve do 15. listopada. Broj klijavih sjemenki po
kvadratnom metru za ozime sorte varira od 300 do 500. Sjetva jarog jeCma treba poceti Sto
ranije, idealno izmedu pocetka veljace i sredine ozujka, s normom sjetve od 350 do 500 klijavih
zrna po kvadratnom metru. Pravovremena sjetva, bilo jesenska ili rana proljetna, klju¢na je za
postizanje visokih prinosa. Zetva ozimog je¢ma obiéno se dogada oko osam dana prije Zetve
pSenice, dok se Zetva jarog preklapa s kasnim sortama pienice. Zetvu treba obaviti kada vlaga

zrna padne ispod 14 %, pogotovo kada je u pitanju pivarski jecam (Hrgovié, 2006).

Prema Pospisil (2010) najvaznija primjena jeCma je u hranidbi stoke i pivarskoj industriji, ali
se koristi 1 u proizvodnji alkohola, sladnog ekstrakta, u farmaceutskoj industriji, pekarstvu,
tekstilnoj industriji, kao i u proizvodnji Skroba i ulja. JeCam se takoder koristi kao sto¢na hrana
1 kao sirovina u proizvodnji slada i pica, poput piva i zestica (Baik 1 Ullrich, 2008). Postoje
izvjestaji o mogucnosti upotrebe tek proklijalog sjemena jeCma u pivarstvu i pekarstvu, $to
zahtijeva daljnje literaturno potvrdivanje (Agu i Palmer, 1997). Mehanic¢ko obrubljivanje je¢ma
uklanja vanjske slojeve zrna, olakSavaju¢i klijanje 1 poboljSavajuéi kvalitetu slada za pivarstvo.
Klijanje aktivira enzime koji pretvaraju skrob u Secere, kljucne za fermentaciju u pivu i teksturu

kruha.

Primjena fitohormona giberelina tijekom klijanja poboljSava enzimsku aktivnost, omogucujuci
bolju konverziju Skroba i razvoj glutena. Na taj nacin klijanje je¢ma doprinosi kvaliteti kruha
jer aktivirani enzimi, poput amilaze, razgraduju Skrob u jednostavne Secere, koji su kljuéni za
hranjenje kvasca tijekom fermentacije, ¢cime se poboljSavaju volumen i tekstura kruha. Osim
toga, enzimska aktivnost i primjena fitohormona poticu razvoj glutena, proteina odgovornog za
elasticnost tijesta, S$to rezultira boljom strukturom i porozno$¢u kruha. Klijanje takoder
doprinosi boljoj konzistenciji i aromi kruha jer proizvodi melanoidine koji su odgovorni za
smedi pigment 1 bogatiji okus. Dodatno, proklijali je¢am povecava nutritivnu vrijednost kruha
zbog povecanja sadrzaja vitamina B skupine, antioksidansa 1 vlakana, ¢ine¢i kruh zdravijim 1
bogatijim hranjivim tvarima. Smanjuje se i prisutnost anti-nutritivnih spojeva, poput fitata, koji
mogu ometati apsorpciju minerala, ¢ime se poboljSava probavljivost kruha i povecava
dostupnost vaznih minerala poput Zeljeza i cinka (Whole grains council, 2024). Otpad koji
nastaje tijekom proizvodnje slada i piva moze se iskoristiti kao stocna hrana ili u proizvodima
koji nisu namijenjeni prehrani, ¢cime se smanjuje problem otpada. Raznolikost kultivara je¢ma,
posebno onih s posebnim vrstama Skroba ili visokim udjelom proteina i lizina, omogucuje

njihovu upotrebu u proizvodnji modificiranog Skroba i Zitarica s poboljSanim nutritivnim
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vrijednostima (Pomerant i Shands, 2009). Najprikladnije sorte jeCma za pivarsku industriju su
dvoredne sorte zbog specificnog oblika klasa, dok su viSeredne sorte cCesce koriStene u
stocarstvu. Osim morfoloskih razlika izmedu stoCarskog i1 pivarskog je¢ma, postoje i znacajne
razlike u fizioloskim karakteristikama i1 sortnim svojstvima, kao i u principima gnojidbe
dusikom. Pivarski je¢am mora ispuniti odredene kvalitativne zahtjeve za proizvodnju slada,
ukljucujuéi niski sadrzaj bjelancevina, koji ne smije premasiti 10%. Povecana dostupnost
dusika moze dovesti do veceg sadrzaja bjelanc¢evina u sjemenu, stoga je vazno kod pivarskog
je¢ma provoditi kontroliranu gnojidbu dusi¢nim gnojivima kako bi se regulirao njegov sadrzaj

(Hrgovi¢, 2006).

2.1.2. PSenoraz

PSenoraz (x Triticale) nastaje krizanjem pSenice (7riticum) 1 razi (Secale), stvarajuéi zitaricu
koja kombinira odredene karakteristike obiju vrsta. Kao rezultat hibridizacije, pSenoraz
posjeduje aminokiselinski sastav koji je pobolj$an u odnosu na raz, dok energetska vrijednost
ostaje slicna pSenici (Pospisil, 2010). Zahvaljujuéi znacajnoj koli€ini enzima fitaze, pSenoraz
se smatra boljim izvorom biodostupnog fosfora u usporedbi s drugim zitaricama, Sto ga Cini
korisnim u prehrani zivotinja. Intenzivno busanje i brzi proljetni rast ovih sorti doprinose
zasjenjivanju tla, §to smanjuje rast korova 1 smanjuje potrebu za upotrebom herbicida. Ove
karakteristike ¢ine pSenoraz atraktivnom opcijom za odrzivo poljoprivredno gospodarstvo
(Pospisil, 2010). PSenoraz se odlikuje visokom otpornoS¢u prema niskim temperaturama i,
zahvaljujuci izrazenoj sposobnosti stanica da u citoplazmi zadrzavaju vodu, prisustvu vosStane
prevlake na biljkama i dobro razvijenom Zili¢astom korijenovom sustavu, ima veliku otpornost
prema susi (Marjanovi¢, 2017). Stabljika je slabije ¢vrstoce u odnosu na pSenicu i sorte s viSom
stabljikom imaju vecu opasnost od polijeganja. IzduZeni listovi sporije odumiru u usporedbi s
ostalim Zitaricama pa duze traje faza formiranja i nalijevanja zrna. Cvat je sastavljen od klasnog
vretena 1 klasic¢a dok je plod zrno ili pSeno (Pospisil, 2010). Uzgoj ukljucuje ozime, fakultativne
1 jare varijante pSenorazi. Rad na oplemenjivanju zapoceo je u Bc Institutu ranih 1990-ih. Prva
registrirana ozima sorta, B¢ Goran, pojavila se 2004. godine. Uspjeh u oplemenjivanju potvrdila
je registracija sorte B¢ Ranko 2010. godine, dok su 2019. godine priznate sorte Bc Trenk 1 Bc
Zmayj. Sorta Bc Trenk odlikuje se ranos¢u vegetacije, niskom stabljikom i izvrsnom otpornoscu
na bolesti psenorazi (Mari¢evi¢ i sur., 2021). Sto se tiée sjetve, optimalan je rok od 1. do 20.
listopada, a potrebna je gustoca sjetve 200-550 klijavih zrna/m2, ovisno o sorti. Dubina sjetve

je 4-6 cm, a meduredni razmak 12,5-15 cm. Zetva pienorazi obavlja se na prelasku iz vostane
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u punu zriobu, najée$ée u prvoj polovici srpnja. Zetva se preporuéuje obaviti kada vlaga zrna
padne na priblizno 13% (otprilike pri kraju zetve pSenice). Prinosi pSenorazi mogu biti iznimno

visoki (iznad 7,0 t/ha) uz odgovarajucu agrotehniku (Medimurec, 2018).

Glavna upotreba psenorazi je u svrhu hranidbe stoke. Takoder se koristi za proizvodnju Skroba,
alkohola i slada u industriji piva te kao jedna od sirovina za dobivanje bioetanola, §to je posebno
vazno u kontekstu odrzive energetike (Pospisil, 2010). Prema Mergoum i Gomez-Macpherson
(2004) prvobitna ideja uzgoja pSenorazi bila usmjerena na razvoj kulture koja zadrzava hranjivu
vrijednost psenice, ali je otpornija na okoliSne stresove poput razi. Medutim, pokazalo se kako
je urod nove kulture nesto slabiji od ocekivanog. S obzirom da se na oplemenjivanu pSenorazi
radi kraci vremenski period nego Sto je to bio slucaj na drugim usjevima ¢ija je selekcija trajala
1 do 1000 godina. Prema predvidanjma nekih autora pSenoraz ¢e u buducnosti biti sve vise
interesantnija uzgajivacima 1 krajnjim korisnicima zbog rastu¢e potraznje za prehrambenim
resursima i svijesti o okoliSu (McGoverin i sur., 2011). PSenoraz je otporna na okoliSne
stresove, §to joj omoguéava uzgoj na podrucjima gdje bi druge zitarice tesko uspijevale. Ova
otpornost smanjuje potrebu za agrokemijskim tretmanima, $to direktno doprinosi o¢uvanju
okoliSa. Brzi rast 1 sposobnost busanja pomazu u prirodnom suzbijanju korova, §to dovodi do
manje upotrebe herbicida i pesticida, smanjujuéi tako kemijski otisak poljoprivrede. Koristenje
pSenorazi za proizvodnju bioetanola, obnovljivog izvora energije, pomaZze u smanjenju
ovisnosti o fosilnim gorivima i smanjuje emisiju staklenic¢kih plinova, $to dodatno doprinosi
ekoloskoj odrzZivosti. Kontinuirani rad na oplemenjivanju pSenorazi moze dodatno poboljsati
njezine genetske osobine 1 ekoloSku prihvatljivost. Selekcija otpornijih sorti moze umanjiti
potrebu za agrokemijskim intervencijama, ¢ime se dodatno smanjuje negativan utjecaj
poljoprivredne proizvodnje na okoli§. Sve ove prednosti ¢ine pSenorazu privlaénom opcijom za
ekoloski osvijesteno poljoprivredno gospodarstvo, dok rastuca globalna svijest o vaznosti

zaStite okoliSa potice sve ve¢u popularnost pSenorazi medu uzgajivacima i potrosacima.

2.1.3. Zob

Zob (Avena sativa L.) je zitarica koja razvija sekundarno korijenje, dok primarno korijenje ima
tri il1 Cetiri korjencica koji se napredovanjem rasta zamjenjuju sekundarnim. Zob posjeduje vrlo
razvijen korijenski sustav koji joj omogucava efikasno apsorbiranje hranjivih tvari, §to rezultira
dobrim ucinkom ¢ak i na osiromaSenim i kiselim tlima s pH vrijednostima nizim od 4,5
(Hrgovi¢, 2006). Stabljika zobi je glatka, Suplja i dosta osjetljiva na polijeganje. Listovi su

lancetasti 1 zaSiljeni, a njihova veli¢ina varira ovisno o klimatskim uvjetima. Cvat zobi ¢ini
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metlica sastavljena od viSe grancica koje nose klasi¢e (Pospisil, 2010). Zob ima vecu potrebu
za vodom tijekom svog vegetacijskog ciklusa u usporedbi s drugim zitaricama, $to moze biti

ogranicavajuci faktor za uzgoj na pjeskovitim tlima, osobito u podrucjima s malo padalina.

Sjetva zobi zapocinje S§to je ranije moguce, obi¢no izmedu kraja veljace 1 sredine oZujka,
preferiraju¢i neSto vlaznije tlo. Standardna praksa je koriStenje Zitnih sijaCica s razmakom
redova od 8 do 12 ¢cm i dubinom sjetve od 2 do 3,5 cm. Vazno je koristiti certificirano sjeme
visoke kvalitete 1 krupnoc¢e. Za jaru zob uobiCajena je gustoca sjetve od oko 500 klijavih
sjemenki po kvadratnom metru (Hrgovi¢, 2006). Zetva zobi moZe biti izazovna zbog
neujednacenog sazrijevanja, Sto otezava odredivanje idealnog trenutka za zetvu. Trebalo bi je
obaviti kada su vr$ni dijelovi metlice potpuno zreli, ali prije nego $to zrna po¢nu otpadati. Jaru
zob Zanje se nakon zZetve pSenice, dok se ozima zob Zanje prije. Prinosi zobi obi¢no variraju
izmedu 3,5 1 4,5 tona po hektaru, iako uz odgovarajucu agrotehniku mogu biti znatno veci

(Hrgovi¢, 2006).

Prema Pospisil (2010) zob je zbog svoje dobre probavljivosti vrlo zna¢ajna u hranidbi ne samo
zivotinja, ve¢ 1 ljudi. Zob pomaZe sniZavanju razine kolesterola u krvi, povecava imunitet i
pokazuje diuretska svojstva. Zob se prilagodila Sirokom rasponu tipova tla i klimatskih uvjeta
te se smatra najvaznijim zimskim krmnim usjevom zbog svoje pogodnosti za visestruko rezanje
(Dangi, 2021). Ova zitarica se dobro uklapa u poljoprivredne sustave za osiguravanje kvalitetne
1 obilne hrane tijekom zimskih mjeseci. Zob je takoder vrhunski izvor hrane za konje 1 koristi
se ne samo u obliku zrna, ve¢ 1 u svjeZem stanju ili u kombinaciji sa leguminozama za ishranu
stoke. Sadrzi viSe masti i probavljivih proteina od zrna drugih Zitarica. Zobena slama, koja je
superiornija od slame drugih Zitarica za ove svrhe, korisna je za dodavanje volumena stocnoj

hrani (Hrgovi¢, 2006).

2.1.4. Konoplja

Industrijska konoplja (Cannabis sativa subsp. Indica L.) je dvodomna biljka koja ima razlicite
morfoloske karakteristike ovisno o spolu. Kao biljka je viSestruko iskoristiva, a zbog
karakteristika njezinih vlakana, kao §to su ¢vrstoca, elasticnost, dugotrajnost i otpornost na
vodu (Augustinovi¢, 2016). Gagro (1998) opisuje biljku konoplje kao dobro prilagodenu tlu i
klimi mijenjanjem svojih morfoloskih 1 fizioloskih osobina. Posjeduje vretenasti korijenski
sustav gdje korijenje prvog reda omogucava razvoj korijenja drugog reda, stvarajuci gustu
mrezu korijenskog sustava. Korijen Zenskih biljaka bolje je razvijen od muskih, $to je znacajno

jer zenske biljke ishranjuju sjeme do dozrijevanja i stoga trebaju viSe vode 1 hranjivih tvari
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(Gagro, 1998). Stabljika konoplje u pocetku je njezna i zeljasta, a kasnije ocvrsne i postane
drvenasta te je uspravna. Udio vlakana u biljci ovisi o kultivaru, podrucju uzgoja, tipu tla, klimi
1 primijenjenoj agrotehnici, pri ¢emu su poZeljne visoke 1 tanke stabljike jer one imaju veci udio
vlakana. List se sastoji od peteljke i plojke, a listovi zenskih biljaka su obi¢no krupniji od listova
muskih biljaka. Cvjetovi su rasporedeni u gornjoj tre¢ini biljke i formiraju cvat (Augustinovié,
2016). Sjetva konoplje provodi se zitnim sija¢icama s medurednim razmakom od 12,5 do 30
cm 1 na dubinu od 2 do 4 cm, ovisno o vrsti tla. Tlo prije sjetve treba biti dobro pripremljeno i
slegnuto, a ponekad se preporucuje i valjanje nakon sjetve kako bi se osigurao bolji kontakt
sjemena s tlom. Potrebna koli¢ina sjemena je 30-40 kg po hektaru. Za sjetvu se koriste
jednodomne sorte iz Francuske i Madarske koje su na sortnoj listi EU, poput sorti Fedora 17,
Kc Dora, Felina 32, Santhica 27, Finola i1 Epsilon 68. Idealno vrijeme za sjetvu je sredinom
travnja, otprilike 4-5 dana prije sjetve kukuruza, a sjetva moze trajati do pocetka svibnja, ovisno
o vremenskim uvjetima (Tresk Penezi¢, Bogovi¢, 2016). Zetva konoplje obavlja se kada je 60-
70% sjemena zrelo, idealno specijaliziranim kombajnom, iako se ¢esto koristi i zitni kombajn.
Tijekom zetve vazno je prilagoditi brzinu 1 postavke kombajna kako bi se izbjeglo otpadanje
sjemena i mogucénost zagrijavanja te samozapaljenja zbog vlakana koja se namataju na dijelove
kombajna. Prinosi sjemena variraju izmedu 0,5 i 1,0 t/ha, s prosjecnim prinosom oko 0,7 t/ha

(Tresk Penezi¢ i Bogovi¢, 2016).

Kao vaZna prediva kultura, konoplja se isti¢e zbog svoje viSestruke iskoristivosti. Augustinovi¢
(2016) navodi da iz konoplje moZe proizaci preko 25 000 razli€itih proizvoda, ukljucujuéi uzad,
konopce, jedra, platna, cerade, Satore, ribarske mreZe 1 vatrogasne cijevi. Posebno se istice njena
prednost u proizvodnji papira koji se moze reciklirati ¢ak 7 do 8 puta, za razliku od obi¢nog
papira koji se reciklira do 3 puta. Konoplja se takoder koristi u automobilskoj industriji 1 za
proizvodnju potpuno biorazgradive plastike. Konoplji se pripisuju i nutritivne vrijednosti zbog
esencijalnih masnih kiselina i tokoferola, zbog ¢ega se konopljino ulje koristi u prehrambenoj,
kemijskoj 1 farmaceutskoj industriji. Njena upotreba sve je ¢esca u lijeCenju 1 ublaZzavanju
tegoba pri razli¢itim oboljenjima. Gagro (1998) navodi da nakon ekstrakcije ulja mehanickim
postupkom presanja, ostaju uljne pogace koje predstavljaju vrlo vrijedne koncentrate hrane za
zivotinje. Konoplja takoder sluzi kao odli¢na predkultura za vecinu drugih ratarskih kultura
zbog svoje agrotehnicke vrijednosti, poboljSavajuci plodnost i prozracnost tla te uklanjajuci
teSke metale. Gusti sklop biljaka $titi tlo od erozije. Industrijska konoplja sadrzi nizak postotak
tetrahidrokanabinola (THC), obi¢no manje od 0,2% u suhoj tvari, dok nezrele sjemenke mogu

imati visi postotak. Sadrzaj THC-a moZe varirati ovisno o agroklimatskim uvjetima. Za razliku
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od industrijske, indijska konoplja koja sadrzi izmedu 5-20% THC-a, zabranjena je za sjetvu u

Hrvatskoj i njena primjena ogranicena je na medicinske svrhe (Tresk Penezi¢ i Bogovi¢, 2016).
2.2. SuSa

Susa se javlja kada je koli¢ina padalina manja od stope isparavanja i transpiracije, Sto rezultira
deficitom vode u odredenim podrucjima za odredeno razdoblje. Definira se kao fenomen koji
proizlazi iz interakcije odredenih klimatskih varijabli poput oborina, temperature zraka,
vlaznosti tla, isparavanja i transpiracije (Raham 1 sur., 2016). Svjetska meteoroloska
organizacija susu definira kroz produljeni izostanak ili naglaseni deficit oborina te nedostatak
vode potrebne za opskrbu, ljudske aktivnosti i okoliS. Nastanak suSe moze biti uzrokovan
nedostatkom oborina, ali 1 kréenjem Suma koje potice eroziju te negativno utjece na povrsinske
1 podzemne zalihe vode i protok vode u rijekama i potocima. Prekomjerno iskoriStavanje
takoder doprinosi degradaciji tla i smanjenju njegove sposobnosti da skladisti i zadrzava vodu.
Procjena rizika od katastrofa za Republiku Hrvatsku pokazuje da ¢e porast temperatura zraka
znacajno utjecati na povecanje temperatura mora, kopnenih i podzemnih voda, te tla. Kao
posljedica, o¢ekuje se visa stopa isparavanja §to dovodi do smanjenja podzemnih voda, razina
jezera i rijeka, te vlaznosti tla, rezultirajuci ¢eS¢im i intenzivnijim suSama, posebice u regijama
kao $to su Mediteran, srediSnja Europa i Balkan, gdje susa ima ozbiljne posljedice na

poljoprivredu i opskrbu vodom (Blauhut i sur., 2022).

Susa je jedan od glavnih uzro¢nika gubitka usjeva na globalnoj razini, Sto rezultira znacajnim
gubicima prinosa u pojedinim regijama svijeta, ¢ak do 50%. Ako se susa pojavi i odrzi tijekom
rane faze razvoja biljke, poput klijanja i rane faze rasta, Stete za komercijalni sektor mogu biti
znacajne (Amaghrabi, 2012). U Republici Hrvatskoj, najstetnija je ljetna suSa u isto¢nim
krajevima tijekom srpnja i kolovoza, kada su temperature zraka najvise, §to dodatno utjece na
transpiraciju vode iz biljaka. Ovo je posebno izrazeno u kontinentalnim dijelovima Hrvatske
gdje su zabiljezeni znacajni porasti povrSina pogodenih suSom, kao i povecane stope godiSnjih
pojava suse, posebice na Sestomjesecnoj i dvanaestomjesecnoj razini Standardnog indeksa

evapotranspiracije oborina (SPEI) (Loncar-Petrinjak i Cindri¢ Kalin, 2024).

2.2.1. Susa kao globalni problem

Prema definiciji znanstvene organizacije NASA, susa je period neobicno dugog trajanja suhog
perioda. Uzrokuje ju smanjena koli¢ina padalina kroz dulji vremenski period §to uzrokuje Stete

na usjevima ili ometa opskrbu biljaka vodom. Prema uzro¢niku koji izaziva suSu, razlikujemo:
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meteorolosku, hidrolosku susu i agronomsku susu (Hooshyaripor i sur., 2022). Meteoroloska
susa nastaje kada je koli¢ina oborina na odredenom podru¢ju manja od prosjeka. Hidroloska
suSa pak oznacava situaciju kada zbog smanjene koli¢ine oborina opskrba vodom je otezana,
Sto ukljucuje manje oborina koje uzrokuju smanjenu vlaznost tla, smanjenje razine povrsinskih
voda i1 voda temeljnica. Kona¢no, agronomska susa je posljedica interakcije prethodno
navedenih uzro¢nika, a ogleda se u otezanom provodenju agronomskih aktivnosti. Raham i sur.
(2016) navode da je oko 28% poljoprivrednih svjetskih povrSina pogodeno suSom koja nastaje
kao posljedica prekomjerne proizvodnje staklenickih plinova. Takvi suSni uvjeti stvaraju
urbane i polupustinjske teritorije, ali i povecavaju potraznju za vodom u poljoprivredne i

potrosacke svrhe.

Zagrijavanje planeta se biljezi od 1950-ih godina kao posljedica emisije staklenic¢kih plinova,
posebno uglji¢nog dioksida, koji zadrzava sve vece koli€ine solarne energije u atmosferi. To
zadrzavanje energije utjeCe na temperature vode i kretanje morskih struja, sto dovodi do
topljenja ledenjaka i smanjenja ukupne koli¢ine ledenog pokrova. Klimatske promjene utjecu
na povecanje razine pare u atmosferi $to moze dovesti do jacih kisa, ali i do jacih suSa, posebice
u Europi gdje se ve¢ svjedoc€i brojnim ekstremnim poplavama i suSama. Vruéi val "Lucifer"
koji je pogodio juzne regije Europe tijekom 2017. godine izazvao je temperature od preko 40
°C, S§to je prouzrocilo gubitke Zivota, suSe 1 poZare, istaknuvsi vaznost razvoja strategija za
prilagodbu 1 smanjenje rizika od buducih ekstremnih vremenskih dogadaja (European

Environment Agency, 2024).

Susa se takoder smatra jednim od najrazornijih ¢cimbenika abiotickog stresa u svijetu, koji ima
direktan ogroman utjecaj na gospodarstvo 1 ekonomiju (Marthandan i sur., 2020). U Hrvatskoj
susa predstavlja prirodnu nepogodu koja uzrokuje najveée ekonomske gubitke (Percec Tadi¢ i
sur., 2014). Predvida se da ¢e do 2050. godine oko 50% obradivih povrsina biti pogodeno
negativnim u¢incima ovog stresnog ¢imbenika pod stresom suse (Kasim i sur., 2013; Trenberth

1sur., 2015).

2.2.2. Ucinak suSe na biljku

Prema Svecnjak (2023) rani znakovi nedostatka vode u usjevu se mogu opaziti ve¢ za vrijeme
ranog vegetativnog rasta kulture. Biljke reagiraju uvijanjem listova kako bi se smanjila njihova
izloZenost suncevim zrakama i minimizirao gubitak vode. Trajanjem susnih perioda biljke
zaostaju u razvoju, listovi postaju manji S§to dovodi do inhibicije fotosinteze i smanjene

sposobnosti nalijevanja zrna. Morfoloske, fizioloske i biokemijske promjene koje suSa izaziva
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u biljkama ukljucuju uvrtanje lisne povrsine, inhibiciju rasta izdanaka i korijena, te smanjenje
biomase izdanka i korijena. Takoder, smanjuje se broj puci, dogada se zadebljanje stani¢nih
stijenki lista, intenzivira se odlaganje epikutikularnog voska i pojava senescence prije
sazrijevanja (Ahmad i sur., 2016; Marthandan 1 sur., 2020). Povecano i produljeno zatvaranje
puci tijekom osvijetljenja dovodi do fotorespiracije Sto uzrokuje akumulaciju kisika i dovodi
do pojave oksidativnog stresa. Ovaj stres rezultira hiperprodukcijom reaktivnih kisikovih
Cestica (ROS), koje mogu izazvati oSte¢enje proteina, lipida i DNA molekula (Kosar i sur.,

2015; Liu i sur., 2016).

Na stani¢noj razini, suSa izaziva osmotski stres koji uzrokuje pad turgora, Sto rezultira
dehidracijom stanica. To dovodi do inhibicije sinteze funkcionalnih i strukturalnih proteina,
kao 1 do njihove denaturacije. Osim toga, povecanje ROS naruSava integritet biomembrana
smanjujuci njihovu fluidnost i selektivnu propusnost za prijenos tvari i signala iz okoline (Kosar
isur., 2015; Liu i sur., 2016). Ovi podaci jasno ukazuju na sloZenost i ozbiljnost utjecaja suse

na biljke, te potrebu za daljnjim istrazivanjima i razvojem strategija za ublazavanje tih u¢inaka.
2.3. Tehnologija hladne plazme

Pojam ,,plazma“ prvi puta je spomenut 1928. godine, a uveo ga je americki fizi¢ar Irving
Langmuir (Bora i sur., 2022). Plazma je Cetvrto stanje materije, uz ¢vrsto, tekuée i plinovito
stanje, koje se stvara dodavanjem energije neutralnom plinu. Plazma se cesto opisuje kao
"ionizirani plin" 1 moZe se generirati razli¢itim metodama, ukljucujuéi visokonaponska
elektriéna praznjenja, mikrovalnu energiju 1 lasersko zagrijavanje. Radi se o inovativhom
pristupu u brojnim primijenjenim sektorima. Tehnologija je ekoloski prihvatljiva, odnosno ne
zahtijeva primjenu (ili u manjoj mjeri) opasnih kemikalija, visoko je uinkovita u obradi i
dezinfekciji materijala te pokazuje Siroke moguénosti primjene od raznim industrijama, od
sterilizacije u medicini do tretiranja biljaka 1 algi u smislu vece produktivnosti biomase ili ciljne

skupine metabolita (Olatunde 1 sur., 2021).

Opcenito, razlikujemo termalnu i hladnu plazmu ("cold plasma" ili "non-thermal plasma").
Termalna plazma nastaje izlaganjem plina vrlo visokim temperaturama (>20 000 K) pri ¢emu
su sve reaktivne Cestice, elektroni 1 ioni u termodinamickoj ravnoteZi i imaju sli€ne temperature.
Suprotno, hladna plazma, nastaje pod utjecajem visokoelektriénog naponskog praznjenja pri
sobnoj temperaturi, elektroni imaju visoke energije, a ioni 1 neutralne ¢estice su na niZzim

temperaturama, odnosno ne nalaze se u termodinamickoj ravnotezi (Afshari i Hosseini, 2014).
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Hladna plazma je ionizirani ili djelomi¢no ionizirani plin koji se sastoji od nabijenih Cestica
(elektrona i iona), radikala (singletni kisik [102], superoksidni anion [O2 ], kation atmosferskog
dusika [N2"], radikal dusikovog [NO-], fotona i neutralnih estica atoma i molekula u osnovnom
ili pobudenom stanju (Slika 1) (Afshari 1 Hosseini, 2014; Stoica i sur., 2014). Plazma nastaje
ionizacijom plina (duSika, kisika, argona, helija i dr.) ili smjese plinova (zrak) pomocu
elektri¢nog polja. Nabijene Cestice koje tada nastaju osiguravaju vecu elektri¢nu provodljivost
1 pokazuju izrazitu tendenciju stupanja u razlicite kemijske reakcije (Fridman, 2008). Jiang 1
sur. (2022) navode 1 antimikrobna svojstva plazme. Naime, osim reaktivnih Cestica tijekom
generiranja plazme oslobada se UV svjetlost koja uzrokuje stvaranje timinskih dimera,
modifikaciju duSiénih baza u nukleotidima, te oksidaciju nukleotida Sto ometa proces
replikacije DNA molekule patogenih organizama. ROS 1 RNS u PAW uzrokuju lipidnu
peroksidaciju u stanicnim membranama te razaraju medumolekulske veze u peptidoglikanima

membrana bakterijskih stanica ¢ime one postaju disfunkcionalne (Zhang i sur., 2013).

PLINOVITO PLAZMA

Slika 1 Agregatna stanja vode (Vojvoda, 2019).

2.3.1. Plazma aktivirana voda (Plasma Activated Water, PAW)

Kada se voda izlozi djelovanju hladne plazme nastaje plazma aktivirana voda (PAW) u kojoj
su generirane razliCite reaktivne Cestice kisika (ROS) 1 duSika (RNS). PAW sadrzi relativno
malu koncentraciju kratkozivu¢ih ROS 1 RNS cestica, ali sadrzi vec¢i udio stabilnih dusikovih i

kisikovih Cestica koje ne predstavljaju opasnost za biljku (Sarinont i sur., 2017). Vodikov
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peroksid (H202), ozon (0Os), nitrati (NOs") 1 nitriti (NO2") su relativno stabilne, dugozivuce
Cestice Cije vrijeme poluraspada iznosi od nekoliko minuta do nekoliko dana (Wong i sur.,
2023). S druge strane, nestabilne Cestice kao S$to su hidroksil radikal (-OH) i peroksinitril
(ONOO") imaju vrlo kratki Zivotni vijek koji iznosi svega 1 nanosekundu do nekoliko sekundi

prije nego Sto se konvergiraju u stabilne Cestice (Tarabova i sur., 2019).

Kako je spomenuto ranije, hladna plazma se generira koriStenjem izvora energije kao $to su
visok napon, mikrovalna energija te radio frekvencija koji ioniziraju plin koji se upuhuje
direktno u vodu ili iznad njezine povrsine. U vodi, slobodni elektroni primaju energiju iz
elektriénog polja koje nastaje izmedu dviju elektroda. Takvi visokoenergizirani elektroni
stupaju u interakciju s drugim molekulama, kisikom ili ionima koji stupaju u veliki broj
fizikalno-kemijskih interakcija unutar medija. Zbog povecane koncentracije iona i slobodnih
Cestica, PAW ima vecu gustocu i vecu elektricnu vodljivost. Takoder, povrSinska napetost
PAW je manja zbog povecane elektri¢ne vodljivosti, ali i interakcije NOs~ iona (koji je prisutan
u znatnijoj koli¢ini u PAW) s vodikovim vezama u molekuli vode u slu¢aju kada se NOs™ ioni

nalaze na granici zrak-tekucina (Petersen i Saykally, 2005).

Zarazliku od netretirane vode, pH vrijednost PAW je niza, a s vremenskim povecanjem duljine
tretiranja opada. No, uslijed dovoljno dugog vremena izlaganja vode elektriénom polju, brzina
redukcije pH vrijednosti se usporava te se postize trajnije ,,steady-state* stanje. Pri neutralnoj
pH vrijednosti, koncentracije H>02, NO27, NOs~ i ONOO™ u PAW mogu ostati stabilne.
Konacno, pri niskoj kiselosti PAW (pH < 3.5) ROS i RNS postaju nestabilne i medusobno
reagiraju, a kao rezultat tih nespecifi¢nih interakcija koncentracija reaktivnih Cestica je

promjenjiva (Kutasi 1 sur., 2021; Wong 1 sur., 2023).

2.3.2. PAW u bioloskim istrazivanjima

Potencijal PAW u bioloskim istraZivanjima primarno se ogleda u indukeiji klijavosti 1 rasta.
Nadalje, optimalne koncentracije ROS reguliraju metabolizam fitohormona 1 utjecu na
metaboli¢ke procese u biljkama. Tijekom generiranja PAW dolazi do emisije UV svjetlosti
koja, zajedno s reaktivnim Cesticama kao §to su H202, -NO, NOs~ i ‘OH, inducira pojaanu
biosintezu hormona rasta (giberelina) te poja¢anu aktivnost enzima ukljucenih u katabolizam
ABA hormona koji je glavni regulator dormantnosti sjemena (Grainge 1 sur., 2022). Kao
rezultat promjena u omjeru giberelina i ABA, prekida se fizioloska dormancija, a takvo sjeme

pokazuje bolju klijavost.
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Vazno je naglasiti kako povecana koncentracija ROS moze uzrokovati oksidacijski stres koji
inhibira klijanje i rast, stoga primjena PAW u razli¢itih biljnih vrsta zahtijeva individualizirani
pristup (Fan i sur., 2020). Medutim, sve je viSe dokaza koji pokazuju pozitivan u¢inak PAW u
bioloskim istrazivanjima. Primjerice, Jiang i sur. (2022) isticu kako je primjena PAW inducirala
rast stabljike heljde, dok je klijavost u PAW tretiranog sjemena bila 1,12 puta veca od
netretiranog. U istom istrazivanju, izdanci izlozeni PAW tretmanu imali veéi udio vode,
aminokiselina i reduciranih Secera, dok su proteini, ugljikohidrati i sirove masti pokazivali trend

pada.

U rotkvice i jeCma, primjena PAW uz dodatak N> kao radnog plina potaknula je klijanje te rast
stabljike (Vojvoda, 2019). Sli¢no je uoceno u papra (Japundzié¢-Palenki¢ i sur., 2023), rotkvice
1 raj¢ice (Sivachandiran i Khacef, 2017) te graSka (Rathore i sur., 2022). Nadalje, presadnice
sorte kupusa (Brgujski kupus) tretirane PAW pokazale su izraZeniji vegetativni rast $to otvara

moguénost koriStenja PAW nad tradicionalnim nac¢inom uzgoja kupusa (Ibrisevi¢, 2022).

Pozitivan u¢inak PAW na morfoloske pokazatelje i koli¢inu klorofila uocen je u zelene salate
(Than i sur., 2022), kukuruza (Skarpa i sur., 2020) i kineskog kupusa (Javed i sur., 2023). Zbog
povecane koncentracije klorofila boja listova je intenzivnija, a stopa fotosinteze povecana §to
doprinosi cjelokupnom zdravlju jedinke. U Sampinjona, upotreba PAW inhibirala je proces
tamnjenja (browning) te ocuvala organolepticka svojstva (Zheng i sur., 2022), dok je u
listovima bosiljka koncentracija ukupnih flavonoida 1 antioksidativnih komponenti bila

znacajno povecana nakon tretmana (Abarghuei i sur., 2021).

U duhana, tretman PAW uzrokovao je povecanu ekspresiju giberelin-3-oksidaze i ekspanzina
A4, gena uklju€enih u proces klijanja 1 rasta (Grainge 1 sur., 2022). Konacno, primjena PAW
kao izvor nitrata u hidroponskom uzgoju zelene salate inducirala je biosintezu esencijalnih

aminokiselina te povecala ukupnu biomasu (Ruamrungsri i sur., 2023).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak

Eksperimentalni dio rada sastojao se iz dva dijela. U prvom postavu pracen je u¢inak dvaju
PAW predtretmana (PAW bez upuhivanja plinova (PAW) i PAW+dusik (PAW+Nz)) na
morfometrijske parametre zobi i konoplje, pSenorazi i jeéma na kontroli (0) i uvjetima suse
(PEG). Na temelju rezultata 1. postava, selektirane su biljne vrste u kojih je predtretman
PAW+N> bio najuspjesniji. U 2. postavu, na sjemenu jeCma i pSenorazi je ispitan u¢inak PAW

uz dodatak struje zraka (PAW+Z) na kontroli (0) 1 uvjetima suse (PEG).
Zadaci ovog rada bili su sljedeci:
1. postav:

e Provjeriti postoje li razlike u morfometrijskim parametrima konoplje, zobi, pSenorazi i
je¢ma izmedu PAW 1 PAW+N; predtretmana pod kontrolnim uvjetima i u uvjetima

suse.

o Istraziti vijabilnost sjemena zobi i konoplje prethodno tretiranog PAW i PAW+N>

nakon Cetiri dana u kontrolnim uvjetima.

2. postav:

e Provjeriti postoje li razlike u morfometrijskim parametrima pSenorazi 1 je¢ma izmedu

PAW 1 PAW+Z predtretmana pod kontrolnim uvjetima 1 susi.

o Istraziti vijabilnost sjemena pSenoraZi i jema prethodno tretiranog PAW 1 PAW+N,,

kao 1 PAW+Z, nakon devet dana u kontrolnim uvjetima.

e Provjeriti fizikalno-kemijska svojstva tretirane vode (PAW, PAW+N> 1 PAW+Z).
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3.2. Materijali i metode

Za potrebe istrazivanja koristeno je sjeme konoplje (Futura 83; Organica Vita, RH), ozimi
genotip zobi (Bc Martina), ozimi genotip jecma (Bc Vedran) te ozima pSenoraz (Bc Trenk).

Zob, jeCam i pSenoraz pripadaju Be Institutu Rugvica d. d.

3.2.1. Uzgoj biljnog materijala

Postupak uzgoja biljnog materijala bio je identican za sve vrste i sve tretmane. Na dno prozirnih
posudica (20 cm x 15 cm x 3 cm) postavljen je dvoslojni filter papir koji je namocen s 12 mL
dH:0 (kontrola) (Slika 2). Za izazivanje suSe koriStena je 15% otopina polietilen glikola (PEG-
6000) u istom volumenu. Potom je na namocen filter papir za svaku vrstu posebno dodano
sjeme na nacin da su sjemenke medusobno bile na podjednakoj udaljenosti. Broj sjemenki koji
se naklijavao po jednoj posudici iznosio je 56 za konoplju, dok je za pSenoraz, jeCam i zob
iznosio 36 sjemenki. U svakom postavu za svaku vrstu koristeno je po tri posudice za svaki
tretman 1 kombinaciju tretmana. Nakon naklijavanja posudice sa sjemenkama su odlozene u
tamu, tijekom 48 sati, s time da je sjeme konoplje zbog sporije dinamike rasta bilo izlozeno
tami tijekom cetiri dana. Potom su biljke izlozene djelovanju umjetnoj svjetlosti (80 pumol
fotona m™s!), fotoperiodu 12 sati dan/12 sati no¢ i temperaturi 23 + 2 °C. Kod svakog postava

je radeno zalijevanje po potrebi.
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Slika 2 Naklijavanje sjemenki jema

Fotografirala: T. Paji¢
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3.2.2. Predtretman sjemena plazmom aktiviranom vodom (PAW)

Plazmom aktivirana voda (PAW) dobivena je koriStenjem wuredaja za stvaranje
visokonaponskog elektricnog praznjenja (HVED), gdje su elektrode bile postavljene na
medusobnoj udaljenosti od 1 cm, s naponom od 30 kV, uz stalno mijesanje (Slika 3). Postupak
tretiranja bio je jednak za sve PAW tretmane (PAW, PAW+N, i PAW+Z), a sjeme svake biljne
vrste tretirano je pojedinacno. Sjemenke (20 g) su bile potopljene u dH>O (600 mL) te izloZene
djelovanju PAW 30 sekundi pri frekvenciji 30 Hz. Tijekom stvaranja PAW uz dotok dusika
(PAW+N>) i zraka (PAW+Z), upuhivanje plina bilo je konstantno (2 Lmin™). Kontrolu je
predstavljalo sjeme koje je tijekom cijelog postupka bilo uronjeno u dH>O. Kontrolno i tretirano

sjeme je ocijedeno, posuSeno na papirnatom ubrusu nakon ¢ega koriSteno za naklijavanje.

Slika 3 Uredaj za stvaranje PAW

Fotografirala: T. Paji¢

3.2.3. Odredivanje germinacije i pracenje rasta

Na svim postavima klijavost je pracena svakog dana. S obzirom da je svaka vrsta imala
drugaciju dinamiku rasta, kao kriterij za klijavost smatrana je prva pojava korjencic¢a duljeg od

1 mm (Slike 4a 1 4b). Postotak germinacije (G) izracunat je prema formuli (Thabet i sur., 2018):

n
G(%) = N 100
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Gdje je n broj proklijalih sjemenki, a N ukupan broj sjemenki u posudi. Duljine korijena i
izdanka mjerene su ravnalom. Za svaku posudu i tretman odabrano je deset reprezentativnih

uzoraka radi mjerenja.

Slika 4 Odbacivanje supki sjemenki konoplje (a) i pojavnost izdanka (b) nakon 4. dana uzgoja.

Fotografirala: T. Paji¢

3.2.4. Pracenje morfometrijskih parametara PAW tretiranog sjemena s

vremenom

U 1. postavu, sjeme zobi 1 konoplje nakon tretiranja u PAW i PAW+N; (vidi pododlomak
3.2.2.), posuseno je i Cuvano u tami Cetiri dana pri sobnoj temperaturi. Potom je sjeme naklijano
u posudice (zob 20 sjemenki/posudici; konoplja 56 sjemenki/posudici), a klijanje i rast
zabiljezeni su 4. dana rasta (vidi pododlomak 3.2.1.) (Slika 5). U 2. postavu, sjeme je¢ma i
pSenorazi nakon tretiranja PAW, PAW+Nz i PAW+Z posusSeno je i ¢uvano u tami devet dana
pri sobnoj temperaturi. Broj sjemenki po posudici za je€am bio je 20, a za pSenoraz 15. Svi

tretmani radeni su u optimalnim uvjetima (kontrola) u tri ponavljanja.

19



3. Eksperimentalni dio

Slika 5 Pracenje rasta sjemena konoplje

Fotografirala: T. Paji¢

3.2.5. Odredivanje elektricne vodljivosti i pH vrijednosti razli¢itih PAW

tretmana

Nakon tretiranja sjemenki je¢ma i pSenorazi na razli¢itim PAW tretmanima (PAW, PAW+N> i
PAW+Z) (vidi pododlomak 3.2.2.) sjeme je procijedeno, a dobivena tekucina upotrijebljena je
za mjerenje elektricne vodljivosti prije 1 nakon PAW tretmana, dok je pH vrijednost odredena
samo nakon tretmana. Mjerenja elektri¢ne vodljivosti i pH vrijednosti odredena su pri sobnoj

temperaturi (Slike 6a i 6b). Elektri¢na vodljivost uzorka izra¢unata je prema Tong i sur. (2014).

Cuz.—C s.p.
EC = [uS/cm - g]

~ masa 50 sjemenki

gdje je:
EC = elektri¢na vodljivost,
C uz. = vodljivost uzorka,

C s.p. = vodljivost slijepe probe.
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Slika 6 Prikaz mjerenja elektri¢ne vodljivosti (a) i pH vrijednosti (b) otopina tretiranih razlic¢itim PAW
postupcima.

Fotografirala: T. Paji¢

3.3. Statisticka obrada podataka

Podatci su obradeni koriStenjem jednofaktorijalne analize varijance (One-Way ANOVA). Za
utvrdivanje statisticki znacajnih razlika izmedu genotipova i tretmana koriSten je Tukey HSD

test pomocu statistickog programa (Statistica 14.0.0.15) (P<0.05).
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4. Rezultati

4.1. U¢inak PAW obogacene duSikom (PAW+N;) na morfometrijske

parametre

4.1.1. Klijavost i rast konoplje na kontroli i uvjetima suSe

Primjena suse djelovala je inhibitorno na klijavost i rast. Naime, postotak klijavosti, duljina
korijena 1 izdanka su se znacajno smanjili na svim tretmanima suSe (PEG, PEG+PAW i
PEG+PAW+N>) u odnosu na pripadajuce kontrole (0, PAW i PAW+N3) (Slike 7, 8a i 8b).
Rezultati pokazuju znacajnije vecu klijavost netretiranog sjemena (0) 1 sjemena tretiranog s
PAW+N; nakon 1. dana uzgoja na kontroli u odnosu na sjeme tretirano PAW (Slika 7). S druge
strane, na susi oba PAW tretmana (PEG+PAW i PEG+PAW+N>) inducirala su vecu klijavost

u odnosu na netretirano sjeme (PEG) u svim vremenskim tockama.
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Slika 7 Klijavost netretiranog sjemena konoplje (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena uz
dotok dusika (PAW+N;). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Ny; susa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Ny;
Brojcane vrijednosti kod slova ,,G* oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3
ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike
izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+N)) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku tocku, dok mala
slova oznacavaju razlike izmedu razli¢itih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+N)).

U optimalnim uvjetima korijen netretiranog sjemena i sjemena tretiranog PAW+N: bio je
znacajno dulji nego korijen sjemena tretiranog PAW u svim vremenskim to¢kama dok je u
uvjetima suse primjena oba PAW tretmana reducirala rast korijena u odnosu na netretirano

sjeme (PEG) (Slika 8a). Usporedujuci rast korijena izmedu kontrole i suse, vidljivo je da je
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korijen sjemena tretiranog PEG+PAW bio dulji od sjemena tretiranog PAW u 4. i 5. danu
uzgoja. Suprotno, nakon 5. dana izdanci koji su rasli na susi (PEG) bili su dulji od izdanaka

uzgajanih na PAW tretmanima (Slika 8b).
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Slika 8 Rast korijena (a) i izdanka (b) netretiranog sjemena konoplje (0), predtretiranog sjemena (PAW) i
predtretiranog sjemena uz dotok duSika (PAW+N,). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+N,; susa: PEG,
PEG+PAW, PEG+PAW+N;; Brojcane vrijednosti kod slova ,,K* ili ,,I* oznac¢avaju broj dana rasta. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca
oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+N>) na jednom tretmanu (0 ili PEG)
za jednuvremensku tocku, dok mala slova oznacavaju razlike izmedu razlicitih tretmana (0 i PEG) na istom
predtretmanu (0, PAW ili PAW+N)>).

4.1.2. Klijavost i rast zobi na kontroli i uvjetima suSe

Biljke zobi koje su uzgajane na susi (PEG, PEG+PAW i PEG+PAW+N>) pokazale su znacajnu
redukciju klijavosti te kraci korijen 1 izdanak u odnosu na odgovarajuc¢e kontrolne biljke (0,
PAW i PAW+N>) (Slike 9, 10 i 11). Netretirano sjeme zobi (0) imalo je znacajno vecu klijavost
u odnosu na tretirano sjeme (PAW i PAW+N2) u kontrolnim uvjetima. Ista pojava uocena je i

na susi (Slika 13).
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Slika 9 Klijavost netretiranog sjemena zobi (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena uz dotok
dusika (PAW+N3). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+N,; susa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Ny; Brojcane
vrijednosti kod slova ,,G* oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja
+ standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu
predtretmana (0, PAW i PAW+N>) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku tocku, dok mala slova
oznacavaju razlike izmedu razlicitih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+N)).

U kontrolnim uvjetima korijen netretiranog sjemena (0) bio je znacajno dulji (K2, K5) ili jednak
(K3, K4) od korijena sjemena tretiranog na oba PAW (Slika 10). Pozitivan u¢inak predtretmana

na duljinu korijena je bio vidljiv na susSi. Naime, oba PAW tretmana na susi (PEG+PAW i
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PEG+PAW+N,) potakla su rast korijena, dok je korijen koji je rastao na PEG pokazao redukciju
rasta (K4, K5). Za istaknuti je kako je nakon 3. 14. dana (K3 i K4) predtretman sjemena s PAW
bio znacajno bolji (PEG+PAW), nego pretretman uz dodatak dusika (PEG+PAW-+N>).
Suprotno, u posljednjoj vremenskoj tocki (K5) korijen sjemena tretiranog duSikom
(PEG+PAW+N>) bio je dulji korijena c¢ije je sjeme bilo tretirano bez dodatka dusika
(PEG+PAW).
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Slika 10 Rast korijena netretiranog sjemena zobi (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena uz
dotok dusika (PAW+Ny). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Ny; suSa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Ny;
Brojcane vrijednosti kod slova ,,K* oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3
ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike
izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+N>) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku to¢ku, dok mala
slova oznacavaju razlike izmedu razli¢itih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+N5).

U ranijim vremenskim to¢kama (I3, 14) izdanak sjemena tretiranog PAW bio je kra¢i od
izdanaka netretiranog sjemena (0) 1 sjemena tretiranog strujom duSika (PAW+N3) na kontroli
(Slika 11). Kasnije, nakon 5. dana oba predtretmana sjemena (PAW 1 PAW+N>) potaknuli su
brzi rast izdanka u odnosu na izdanak netretiranog sjemena (0). Na susi duljina korijena je bila
znacajno manja u sjemena tretiranog PAW (PEG+PAW) u odnosu na netretirano sjeme (PEG)

i tretirano uz upuhivanje dusika (PEG+PAW+N>).
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Slika 11 Rast izdanka netretiranog sjemena zobi (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena uz
dotok dusika (PAW+N;). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Ny; suSa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Ny;
Brojéane vrijednosti kod slova ,,I* oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3
ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike
izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+N>) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku tocku, dok mala
slova oznacavaju razlike izmedu razli¢itih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+N>).

4.1.3. Klijavost i rast pSenoraZzi na kontroli i uvjetima suse

Biljke kontrolnih tretmana (0, PAW, PAW+N>) imale su visu klijavost 1 bolji rast korijena 1
izdanka u odnosu na tretmane sa susom (PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+N) u svim
vremenskim toCkama (Slike 12, 13 i 14). Oba PAW predtretmana na suSi (PEG+PAW,
PEG+PAW+N>) pokazala su veéi postotak klijavosti nego netretirano sjeme (PEG) u svim

promatranim tockama.
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Slika 12 Klijavost netretiranog sjemena pSenorazi (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena uz

PAW-+N2 PEG+PAW PEG+PAW+N;
dotok dusika (PAW+N;). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Ny; suSa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Ny;
Broj¢ane vrijednosti kod slova ,,G* oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3
ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznaéavaju statisti¢ki znaéajne razlike
izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+N>) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku to¢ku, dok mala
slova oznacéavaju razlike izmedu razli¢itih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+N>).

Klijavost (%)

Korijen sjemenki tretiranih s dotokom duSika (PAW+N>) i1 korijen netretiranih sjemenki (0) bio
je znacajno dulji nakon 3. dana nego $to je to u slu¢aju PAW gdje je duljina korijena bila manja
(Slika 13). Suprotno, u 2. i 4. danu rasta, primjena PAW bez dotoka dusika (PAW) kao i tretman
bez PAW (0) znacajno je ubrzala rast korijena u odnosu na sjeme tretirano PAW+N>. Na susi,
netretirano sjeme (PEG) 1 sjeme tretirano PAW (PEG+PAW) imalo je dulji korijen (K4) od
sjemena tretiranog PAW-+No.
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Slika 13 Rast korijena netretiranog sjemena pSenorazi (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena
uz dotok dusika (PAW+N,). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+N;; susa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Ny;
Brojcane vrijednosti kod slova ,,K* oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3
ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike
izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+N>) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku to¢ku, dok mala
slova oznacéavaju razlike izmedu razli¢itih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+N5).

Duljina izdanka netretiranog sjemena (0) u nestresnim uvjetima bila je znacajno najveca, dok
je izdanak bio najkraéi u sjemena tretiranog PAW u svim promatranim to¢kama (12, 13 i 14)
(Slika 14). Promoviraju¢i ucinak na rast izdanka zabiljeZen je u uvjetima stresa. Naime,
primjena oba PAW tretmana (PEG+PAW i1 PEG+PAW+N3) stimulirala je rast izdanka u

odnosu na izdanak koji je bio izlozen susi (PEG) u svim promatranim tockama (12-14).

60 m2 w13 =14
Aa

50 Ca Ba

40

(O8]
()

[\
(=)

b

Duljina izdanka (mm)
=

Ba

X Ab B
C
Bb . -
= = - m
PAW PAW+N- PEG PEG+PAW  PEG+PAW+N:

Ba
AaI

, I
0

Slika 14 Rast izdanka netretiranog sjemena psenorazi (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena
uz dotok dusika (PAW+N»). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+N,; susa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Njy;
Brojcane vrijednosti kod slova ,,I* oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3
ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike
izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+N)) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku toc¢ku, dok mala
slova oznacavaju razlike izmedu razli¢itih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+N)).
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4. Rezultati

4.1.4. Klijavost i rast jecma na kontroli i uvjetima suse

Biljke kontrolnih tretmana (0, PAW, PAW+N>) imale su viSu klijavost 1 bolji rast korijena 1
izdanka u odnosu na tretmane sa susom (PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+N2) u svim
vremenskim to¢kama (Slike 15, 16 i 17). U kasnijim vremenskim tockama (G3 1 G4) aplikacija
oba PAW tretmana (PAW 1 PAW-+N3) u optimalnim uvjetima, potaknula je povecanje postotka
klijavosti u odnosu na netretirano sjeme (Slika 15). Isti trend primijecen je 1 na susi, na kojoj je
predtretman sjemena dusikom (PAW-+N3) pokazao najveci postotak klijavosti u odnosu na PEG

1 PEG+PAW sjeme.
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Slika 15 Klijavost netretiranog sjemena je¢ma (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena uz
dotok dusika (PAW+Ny). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Ny; suSa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Ny;
Brojcane vrijednosti kod slova ,,G* oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3
ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike
izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+N,) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku to¢ku, dok mala
slova oznacavaju razlike izmedu razli¢itih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+N)).

U optimalnim uvjetima sjeme tretirano PAW uz dotok duSika (PAW+N2) imalo je najdulji
izdanak, dok je korijen sjemena tretiranog s PAW bio najkraci (Slika 16). Nasuprot tomu, na
susi primjena bilo kojeg PAW tretmana (PEG+PAW i PEG+PAW+N>) reducirala je duljinu

korijena.
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4. Rezultati
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Slika 16 Rast korijena netretiranog sjemena je¢ma (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena uz
dotok dusika (PAW+N;). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Ny; susa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Ny;
Brojcane vrijednosti kod slova ,, K oznaCavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3
ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike
izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+N3) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku tocku, dok mala
slova oznacavaju razlike izmedu razlicitih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+N)).

Primjena PAW uz dotok dusika (PAW+N>) reducirala je rast izdanka (I3 1 I4) u odnosu na
kontrolu (0) i tretman bez dotoka dusika (PAW) (Slika 17). Takoder, nakon 4. dana rasta u
uvjetima susSe, izdanak sjemena tretiranog s PAW (PEG+PAW) bio je dulji nego u sjemenki
raslih pri PEG i PEG+PAW+No.
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Slika 17 Rast izdanka netretiranog sjemena je¢ma (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena uz
dotok dusika (PAW+N;). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Ny; suSa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Ny;
Brojcane vrijednosti kod slova ,,I“oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3
ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznaéavaju statisti¢ki znaéajne razlike
izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+N>) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku toc¢ku, dok mala
slova oznacéavaju razlike izmedu razli¢itih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+N)).

Duljina izdanka (mm)

(9]

4.2. U¢inak PAW obogacene dusSikom (PAW+N;) na morfometrijske

parametre nakon skladiStenja

4.2.1. Vijabilnost sjemena konoplje

Kako je prikazano na Slici 18, tretman PAW obogacen dusikom (PAW+N3) stimulirao je rast
korijena i izdanka u odnosu na kontrolu i tretman bez dodatka dusSika (PAW). Suprotno,
tretirano sjeme PAW tretmanima, pokazalo je znacajnu inhibiciju klijavosti u odnosu na

kontrolu, s time da je PAW tretman uzrokovao najjacu redukciju germinacije.
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Slika 18 Klijanje i rast konoplje nakon 4. dana skladiStenja na kontroli (0), predtretmanu sjemena (PAW) i
predtretmanu uz dotok dusika (PAW+N5). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja + standardna
devijacija (S.D.) Mala slova iznad stupaca oznacéavaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu predtretmana (0, PAW i
PAW+N,).

4.2.2. Vijabilnost sjemena zobi

Korijen sjemena tretiranog PAW+N2 bio je dulji u odnosu na kontrolu i PAW tretman (Slika
19), dok je za druge pokazatelje primjena oba PAW tretmana imala negativni u¢inak u odnosu
na kontrolu.
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Slika 19 Klijanje i rast zobi nakon 4. dana skladiStenja na kontroli (0), predtretmanu sjemena (PAW) i
predtretmanu uz dotok dusika (PAW+N»). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja + standardna
devijacija (S.D.) Mala slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu predtretmana (0, PAW i
PAW+N)).
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4. Rezultati

4.2.3. Vijabilnost sjemena je¢ma

U 1. danu klijavost se znacajno se smanjila su skupinama ¢ije je sjeme bilo predtretirano PAW
u odnosu na netretirano sjeme i sjeme tretirano PAW+N> (Slika 20). Nakon 2. dana netretirano
sjeme (0) imalo je bolju klijavost od PAW skupine, dok je u kasnijoj vremenskoj tocki klijavost
bila najlosija u PAW+N> skupini. Duljina korijena bila je znaCajno manja na oba PAW
tretmana, nego kontrolna skupina (K5), dok je redukcija duljine izdanka uo¢ena u PAW skupini

(12).
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Slika 20 Klijanje i rast netretiranog sjemena je¢ma (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena
uz dotok dusika (PAW+N>) nakon 9. dana skladistenja. Broj¢ane vrijednosti kod slova ,,G, K i I ozna¢avaju broj
dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Mala slova
iznad stupaca oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+N,).

4.2.4. Vijabilnost sjemena pSenorazi

Aplikacija oba PAW tretmana djelovala je stimuliraju¢e na klijanje i rast pSenorazi u svim

vremenskim toCkama (izuzev duljine izdanka na 2. danu) (Slika 21).
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Slika 21 Klijanje i rast netretiranog sjemena pSenorazi (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena
uz dotok dusika (PAW+N3) nakon 9. dana skladiStenja. Brojcane vrijednosti kod slova ,,G, K i I oznacavaju broj
dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Mala slova
iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+N,).

4.3. Ucinak PAW obogacene zrakom (PAW+Z) na morfometrijske

parametre

4.3.1. Klijavost i rast jecma na kontroli i uvjetima suse

Primjena suse djelovala je inhibitorno na klijavost i rast. Naime, postotak klijavosti, duljina
korijena i izdanka su se zna¢ajno smanjili na svim tretmanima i predtretmanima suSe (PEG,
PEG+PAW 1 PEG+PAW+Z) u odnosu na pripadajuce kontrole (0, PAW i PAW+Z) (Slike 22,
23 i 24). Za istaknuti je da je klijavost na 4. danu znacajno veca pri PEG+PAW nego na
odgovarajucoj kontroli (PAW) (Slika 26). Najveci postotak klijavosti na kontroli zabiljeZen je
na PAW predtretmanu obogac¢enom zrakom (PAW+Z), a najslabija klijavost uoc¢ena je na PAW
predtretmanu u svim vremenskim tockama. Na susi, predtretman PEG+PAW+Z pokazao je

najvecu klijavost (G2 1 G4), dok je predtretman PEG+PAW bio najlosiji (G2, G3 1 G4).
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Slika 22 Klijavost netretiranog sjemena je¢ma (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena uz
dotok zraka (PAW+Z). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Z; susa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Z; Brojc¢ane
vrijednosti kod slova ,,G“ oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja
+ standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznacavaju statistiCki znacajne razlike izmedu
predtretmana (0, PAW i PAW+Z) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku toc¢ku, dok mala slova
oznacavaju razlike izmedu razlicitih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+Z).

Pri optimalnim uvjetima najveca duljina korijena zabiljeZena je kod biljaka ¢ije je sjeme bilo
predtretirano PAW+Z (K2, K3 i K4), dok je predtretman PAW uzrokovao najkraéi korijen
(Slika 23). Primjena oba predtretmana (PEG+PAW i1 PEG+PAW+Z) uzrokovala je jacu

inhibiciju rasta korijena nego tretman suSom (PEG) u svim vremenskim tockama.
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Slika 23 Rast korijena netretiranog sjemena je¢ma (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena uz
dotok zraka (PAW+Z). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Z; susa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Z; Brojc¢ane
vrijednosti kod slova ,,K“ oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja
+ standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznaéavaju statisticki znacajne razlike izmedu
predtretmana (0, PAW i PAW+Z) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku tocku, dok mala slova
oznacavaju razlike izmedu razlicitih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+Z).

Na kontroli, oba PAW tretmana (PAW+Z 1 PAW), potaknuli su bolji rast izdanka od
netretiranih biljaka (0) (Slika 24). Izdanci ¢ije je sjeme bilo izloZeno djelovanju PEG+PAW+Z

bili su znacajnije dulji od izdanaka raslih pri PEG i PEG+PAW u svim vremenskim tockama.
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Slika 24 Rast izdanka netretiranog sjemena je¢ma (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena uz
dotok zraka (PAW+Z). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Z; susa: PEG, PEG+tPAW, PEG+PAW+Z; Brojc¢ane
vrijednosti kod slova ,,I* oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja +
standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznaCavaju statisticki znacajne razlike izmedu
predtretmana (0, PAW i PAW+Z) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku tocku, dok mala slova
oznacavaju razlike izmedu razlicitih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+Z).
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4. Rezultati

4.3.2. Klijavost i rast pSenoraZzi na kontroli i uvjetima suSe

Aplikacija suSe inhibirala je germinaciju 1 rast neovisno o vrsti predtretmana sjemena PAW
(Slike 25,26 137). Sjeme tretirano PAW+Z pokazalo je ve¢u klijavost od PAW tretiranog PAW
1 netretiranog sjemena (0) (Slika 25). Oba PAW tretmana (PEG+PAW i PEG+PAW+Z)
stimulirala su klijanje (G1-G3) za razliku od netretiranog sjemena na susi (PEG) u kojeg je bila

niza.
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Slika 25 Klijavost netretiranog sjemena pSenorazi (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena uz
dotok zraka (PAW+Z). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Z; susa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Z; Brojc¢ane
vrijednosti kod slova ,,G* oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja
+ standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu
predtretmana (0, PAW i PAW+Z) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku tocku, dok mala slova
oznacavaju razlike izmedu razli¢itih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+Z).

Klijavost ( %)

Promotivni uc¢inak PAW tretmana na rast korijena zabiljeZen je samo u nestresnim skupinama
(Slika 26). Naime, one biljke koje su bile izlozene PAW i PAW+Z predtretmanima pokazale

su dulji korijen, nego biljke ¢ije sjeme nije bilo izloZeno predtretmanima.
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Slika 26 Rast korijena netretiranog sjemena pSenorazi (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena
uz dotok zraka (PAW+Z). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Z; susa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Z; Brojcane
vrijednosti kod slova ,,K* oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja
+ standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu
predtretmana (0, PAW i PAW+Z) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku tocku, dok mala slova
oznacavaju razlike izmedu razli¢itih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+Z).

Na kontroli duljina izdanka bila je najveca u skupini PAW+Z (12 1 13) (Slika 27). Izdanak ¢ije
je sjeme bilo netretirano je pak bolje rastao na susi (PEG) nego na izdanak ¢ije je sjeme bilo

izloZeno djelovanju oba PAW predtretmana.
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Slika 27 Rast izdanka netretiranog sjemena pSenorazi (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena
uz dotok zraka (PAW+Z). Tretmani bez suse: 0, PAW i PAW+Z; susa: PEG, PEG+PAW, PEG+PAW+Z; Broj¢ane
vrijednosti kod slova ,,I* oznacavaju broj dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja +
standardna devijacija (S.D.) Velika slova iznad stupaca oznacavaju statistiCki znacajne razlike izmedu
predtretmana (0, PAW i PAW+Z) na jednom tretmanu (0 ili PEG) za jednu vremensku tocku, dok mala slova
oznacavaju razlike izmedu razli¢itih tretmana (0 i PEG) na istom predtretmanu (0, PAW ili PAW+Z).

4.4. Ucinak PAW obogacéene zrakom (PAW+Z) na morfometrijske

parametre nakon skladiStenja

4.4.1. Vijabilnost sjemena je¢cma

Klijavost i duljina korijena su na oba PAW tretmana (PAW i PAW+Z) bila ve¢a u odnosu na
netretirano sjeme (0) u obje promatrane vremenske tocke (Slika 28). Suprotno, izdanak je bio

dulji na kotroli (0), nego na PAW tretmanima.
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Slika 28 Klijanje i rast netretiranog sjemena je¢ma (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena
uz dotok zraka (PAW+Z) nakon 9. dan skladiStenja. Broj¢ane vrijednosti kod slova ,,G, K i I oznacavaju broj
dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja + standardna devijacija (S.D.) Mala slova
iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu predtretmana (0, PAW i PAW+Z7).

4.4.2. Vijabilnost sjemena pSenorazi

Sjeme predtretirano PAW+Z pokazalo je najvec¢i postotak klijavosti (G3 1 G4), te najdulji
korijen (K3 i K4) i izdanak (I3) u odnosu na netretirano sjeme (0) i sjeme tretirano PAW bez
dotoka zraka (Slika 29). Izdanak je pokazao veée vrijednosti nakon 4. dana rasta na tretmanu
PAW §to moze ukazivati na intenzivan pocetni rast, ali PAW+Z tretman odrzava dosljedno

bolji rast u kasnijim fazama.
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Slika 29 Klijanje i rast netretiranog sjemena pSenorazi (0), predtretiranog sjemena (PAW) i predtretiranog sjemena
uz dotok zraka (PAW+Z) nakon 9. dana skladistenja. Brojcane vrijednosti kod slova ,,G, K i I oznacavaju broj
dana rasta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3 ponavljanja

+ standardna devijacija (S.D.) Mala slova iznad stupaca oznacavaju statistiCki znaajne razlike izmedu
predtretmana (0, PAW i PAW+Z).

4.5. Fizikalno-kemijska svojstva PAW medija

4.5.1. Elektri¢na vodljivost

Uzorci vode koji su sadrzavali sjeme (prije PAW tretmana) te uzorci Cije je sjeme bilo tretirano
PAW tretmanima, pokazali su porast elektri¢ne vodljivosti u odnosu na otopinu koja je
sadrzavala netretirano sjeme za obje Zitarice (Slika 30a i 30b). U je¢ma nakon PAW, PAW+N»
1 PAW+Z tretmana, vodljivost je bila 7.1, 6.9 te 6.6 puta ve¢a u odnosu na kontrolu (netretirano
sjeme). Takoder, kod pSenorazi nakon PAW, PAW+N> 1 PAW+Z tretmana vodljivost je bila

10.5, 9.9 te 10.1 puta veca nego u netretirane skupine.
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Slika 30 Elektri¢na vodljivost vode s uzorcima je¢ma (a) i pSenorazi (b). Netretirano sjeme (0), predtretirano sjeme
(PAW), predtretirano sjeme uz dotok dusika (PAW+N>) i predtretirano sjeme uz dotok zraka (PAW+Z). Rezultati
su prikazani na temelju vrijednosti jednog uzorka.

4.5.2. pH vrijednost

Pad pH vrijednosti zabiljezen je u svim PAW skupinama u odnosu na PAW netretiranu skupinu
za obje vrste zitarica (Slika 31). Za uzorke je¢ma najnizu pH vrijednost imala je PAW+N>

skupina, dok su za pSenoraZz vrijednosti PAW+N> i PAW+Z bile podjednake.
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Slika 31 Kiselost PAW medija ovisno o vrsti sjemena. Netretirano sjeme (0), predtretirano sjeme (PAW),
predtretirano sjeme uz dotok duSika (PAW+N,) i predtretirano sjeme uz dotok zraka (PAW+Z). Rezultati su
prikazani na temelju vrijednosti jednog uzorka.
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5. Rasprava

SuSa negativno djeluje na rast i razvoj biljke, pri ¢emu su klijanje i rana faza predstavljaju
posebno osjetljivo razdoblje (Ahmad i sur., 2016). Generalno, u ovom istrazivanju susa je
inhibirala klijanje i rast PAW netretiranih skupina u svih modelnih vrsta u odnosu na biljke koje
su rasle u optimalnim uvjetima (1. i 2. postav). Ucinak suse na PAW predtretmanima i
kombiniranim tretmanima ovisio je o biljnoj vrsti, razvojnom stadiju, vremenskoj tocki i organu
biljke.

U 1. postavu pratio se uc¢inak PAW (bez i s dodatkom dusika) na klijanje i rast konoplje, zobi,
jeCma 1 pSenorazi. Primjena oba PAW tretmana, neovisno o dodatku dusika, povecala su
postotak klijavosti konoplje u uvjetima suse, dok je rast izdanka i korijena bio reduciraniji na
PAW tretmanima u odnosu na biljke rasle na susi (narocito 5. dana) (Slike 7, 8a i 8b). Konoplja
moze tolerirati suSu te uspjesno prije¢i u generativnu fazu razvoja pri ekstremno niskoj
gravimetrijskoj vlaznosti tla (5%) koja je za vecinu Zitarica letalna (Gill 1 sur., 2022). Toleranciji
suSe kod konoplje doprinose i1 kanabinoidi, ¢ija je proizvodnja poja¢ana u uvjetima umjerene
suSe, dok se pri jacem intenzitetu koncentracija THC-delta-9-tetrahidrokanabinola i CBD
kanabidiola smanjuje (Gill i sur., 2022; Park i sur., 2022). Iz ovoga mozemo pretpostaviti kako
u ovom istrazivanju kako manjak vode nije bio dovoljno intenzivan za konoplju da bi vidjeli
protektivnu ulogu plazma aktivirane vode na izdanku i korijenu. Suprotno, PAW tretmani
potaknuli su klijanje konoplje ve¢ nakon 1. dana germinacije, Sto predstavlja obecavajuci
potencijal u povecanju brzine klijanja. Pozitivni u¢inak tehnologije hladne plazme na klijanje
te rast muskih jedinki potvrden je i u kultivara konoplje Futura 75, dok je tretman
elektromagnetskim poljem pokazao bolje rezultate u zenskih biljaka (Ivankov 1 sur., 2020). U
istom istrazivanju stimulacija proizvodnje CBD inducirana je upotrebom vakuuma pa autori
zaklju¢uju da ucinkovitost germinacije u laboratorijskim uvjetima ne garantira uspjeSnost
metode u polju. U drugom istrazivanju sjemenke, konoplje koje su prije naklijavanja bile
podvrgnute 24-satnom namakanju u PAW nisu imale povecanu germinaciju (Somjaimak 1 sur.,
2023). 1z svega navedenog, mozemo zakljuciti kako uspjeSnost germinacije u ovakvim

studijama ovisi o metodoloSkom pristupu.

Netretirano sjeme zobi pokazalo je ve¢i postotak klijavosti na kontroli i suSi od sjemena
tretiranog PAW 1 PAW+N> pa moZemo pretpostaviti kako je primjena ovih predtmana izazvala
oksidacijski stres (Slika 9). Naime, prevelika koncentracija ROS 1 RNS ¢estica te drugih iona
koji se nalaze u plazma aktiviranoj vodi mogu izazvati oste¢enja makromolekula i inhibirati
klijanje (Farooq i sur., 2021). Takoder, moguce je da uvjeti tretiranja (30Hz/30s) nisu bili

optimalni za zob. Valja napomenuti da uspjeh germinacije ovisi i o broju izboja. Prema Ji i sur.
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(2016) sjemenke Spinata tretirane s jednim do pet energetska izboja imali su znacajni u€inak na
germinaciju, nego sjemenke koje su bile tretirane s deset izboja. Za razliku od germinacije,
korijen zobi koji je pripadao PEG+PAW+N, skupini nakon 5. dana rasta bio je znacajno dulji
od korijena koji je rastao na susi (PEG) i korijena skupine PEG+PAW (Slika 10), Sto je
vjerojatno povezano s pove¢anim unosom nitrata i nitrita koji se generiraju upuhivanjem dusika
tijekom tretiranja sjemena PAW. Dokazano je da nitratni ioni povecavaju otpornost na abioticki
stres u kukuruza (Rios-Gonzales 1 sur., 2002) i trava (Wang 1 Macko, 2011). Poznato je da je
metabolizam dusSika direktno vezan za interakciju s fitohormonima (Nazir i sur., 2023). U ovom
istrazivanju indukcija rasta korijena u PEG+PAW+N3 skupini vjerojatno je rezultat hormonalne
regulacije posredovane poveéanim stvaranjem NO. Prema Fernandez-Marcos i sur. (2011)
postoji medusobna interakcija izmedu NO 1 auksina u oCuvanju veli€ine i aktivnosti apikalnog

meristema korijena.

Sjeme psSenorazi tretirano PAW i PAW+N,, pokazalo je bolju klijavost i rast izdanka na susi od
netretiranog sjemena (Slike 12 i 14) potvrdujuéi u hibridu psenice i razi slican potencijal plazma
aktivirane vode koji je viden kod pSenice. U pSenice izloZene salinitetu (90,160 1 230 mM NacCl)
1 susi (15, 20 1 30% PEG) primjena PAW stimulirala je germinaciju, rast izdanka i korijena, te
povecala indeks tolerancije saliniteta (Marcek 1 sur., 2021). U istom istrazivanju SEM
mikrografije sjemene lupine pokazuju abraziju povrSine, te smanjenje broja poprecnih
struktura nalik mreZi na povrSini sjemenke. Autori zakljuuju da ovakve modifikacije
povecavaju hidrofilnost sjemena i skrac¢uju vrijeme imbibicije. Iz ovo slijedi da je topografija
sjemene lupine pSenorazi sli¢na lupini pSenice $to moZe biti jedan od razloga djelotvornosti
PAW metode. Medutim, ovo jo§ treba dodatno provjeriti analizama koje ukljucuju screening
povrsine 1 sastava strukturnih polisaharida povrSine sjemena pSenorazi. U 2. postavu (koji je
ukljucivao dotok zraka u PAW), sjemenke pSenoraZi su pokazale najvecu klijjavost u PAW+Z
skupini (G1) u optimalnim uvjetima, a na sus$i najveca klijavost bila je u skupini sjemenki
tretiranih PAW bez dodatka zraka (G1, G2 1 G3) (Slika 25). Rast izdanka na susi u 2. postavu
bio je inhibiran u obje PAW skupine (PEG+PAW i1 PEG+PAW+Z) u odnosu na izdanke
netretiranih sjemenki (PEG) (Slika 27). Usporedbom 1. i 2. postava, mozemo zakljuciti da je

za povecanje tolerancije suSe u pSenorazi optimalniji tretman koji ukljucuje dotok dusika.

Od svih testiranih vrsta (konoplje, zobi 1 pSenorazi) u 1. postavu jedino je u jeCma uoceno
pozitivno djelovanje PAW tretmana u nestresnim uvjetima. Naime, jeCam je na kontroli (0)
imao bolju klijavost u PAW i PAW+N; skupini te dulji korijen (PAW+N>) i izdanak (PAW),
nego sjeme koje nije bilo izlozeno djelovanju PAW i PAW+N; (Slike 15, 16 1 17). Plazma
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aktivirana voda sadrzi H>O;, NO, ROS i RNS cestice koje mogu izmijeniti ravnotezu
fitohormona u sjemenci i potaknuti germinaciju (Mildaziene i Sera, 2022). U istrazivanju
hormonalnog odgovora i profila polifenola psSenice utvrdeno je postojanje veze izmedu PAW
tretmana 1 metaboliCkih promjena koje su specificne za stresni odgovor (preveliko nakupljanje
RONS) koje stimuliraju klijanje (Marcek i sur., 2023). Iz ovog moZemo pretpostaviti da u jecma
ROS i RNS djeluju kao signalne molekule koje su kljuéne za prekid dormancije. U uvjetima
suSe, oba PAW tretmana pokazala su znacajnije veci postotak klijavosti od netretiranih sjemenki
(Slika 15). Nadalje, korijen biljaka ¢ije su sjemenke bile izlozene PAW 1 PAW+N> pokazao je
izrazeniju redukciju rasta na susi nego izdanci netretiranih sjemenki (PEG) (K3-K5). Konacno,
duljina izdanka u uvjetima suse nakon 3. dana rasta bila je najkra¢a u PEG+PAW skupini, a na
4. danu u PEG 1 PEG+PAW+N; skupini. Na temelju ovoga zaklju¢ujemo kako se radi o tkivno
specificnom odgovoru. Sli¢ni rezultati uo€eni su u pSenice u koje je korijen nakon izlaganja
sjemenki HVED tretmanu, pokazao vecu indukciju benzojeve i salicilne kiseline, a izdanak
pojacanu sintezu JA Le lie, aktivnog oblika jasmonske kiseline, kafeinske, p-kumarinske i

cinaminske kiseline (Marcek i sur., 2023).

Osim za pSenoraz, u 2. postavu pratio se uc¢inak PAW (bez i s dodatkom zraka) na klijanje 1 rast
jec¢ma. Dodatak zraka u PAW (PAW+2), stimulirao je germinaciju (G3), rast korijena (K3, K4)
11zdanka (I3, 14) u optimalnim uvjetima (Slike 22, 23 1 24). Sli¢na indukcija rasta je¢ma, uo¢ena
je 1 u . postavu prilikom aplikacije PAW 1 PAW+N; predtretmana. Na temelju ovoga
zakljucujemo, kako ova tehnologija se moZe koristiti za porast klijjavosti i rasta je¢ma i u
optimalnim uvjetima. No s obzirom da je istrazivanje radeno u laboratorijskim uvjetima u ranoj
razvojnoj fazi, potrebna su dodatna istrazivanja koja ¢e ukljuciti promatranje interakciju PAW
tretiranih biljaka na sloZene okoliSne uvjete. Na susi, najveca veca klijavost (G2) 1 duljina
izdanka (I3 i 14) uoceni su u PEG+PAW+Z skupini (Slike 22 i 24). Ako ovo usporedimo s
rezultatima 1. postava u kojem je dodatak duSika PAW mediju potakao klijanje (Slika 15) na
susi ali ne 1 rast (Slike 16 1 17), moZemo zakljuciti kako je plazma aktivirana voda obogacena
zrakom pogodnija od PAW obogacene dusikom za razvoj tolerancije suse u je¢ma. lako u ovom
radu nije bio mjeren kemijski sastav PAW, moZemo pretpostaviti da je razlog boljeg rasta
izdanka, ve¢a koncentracija ROS (npr. H2O;) Cestica u PAW+Z mediju koje djeluju kao
inicijatori stani€nog odgovora na stres, u odnosu na PAW+N». Drugi razlog zasto uvodenje
dusika u PAW medij nije ispunilo o¢ekivanja, jest prekratko vrijeme tretiranja (30s) ili mozda
slab protok plina (2L/min) koji nisu doveli do znatnijeg povecanja koncentracije NO3 1 NO2 u

PAW koje poticu rast. To potvrduju i rezultati mjerenja pH vrijednosti koja je za je€am pokazala
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pad od 15,8% (na PAW+N>), odnosno 11,9% (u PAW+Z), u odnosu na netretiranu vodu (Slika
31). Prema Chuea-uan i sur. (2024) povecanje protoka dusika (2, 4, 5 1 6 L/min) kroz 20 min u
volumenu 50 mL, uzrokovalo je pad pH (3.05-3.19). Medutim, u istom istrazivanju PAW medij
nije sadrzavao sjemenke, stoga ovo istrazivanje nije kompatibilno s nasim eksperimentalnim
postavom. Iz ovoga slijedi da za ucinkovitu i ciljanu primjenu PAW vazno je prilagoditi sastav

zeljenih RONS cestica u plazma aktiviranoj vodi.

U eksperimentima vijabilnosti sjemena testiran je vremenski ucinak PAW tretmana kod
konoplje 1 zobi (4. dan skladiStenja; za PAW 1 PAW+N>) te kod je¢ma 1 pSenorazi (9. dan
skladistenja; za PAW, PAW+N> 1 PAW+Z) u nestresnim uvjetima. Predtretman PAW-+N>
uzrokovao je dulji izdanak (konoplja i pSenoraz ) i korijen (konoplja, zob i pSenoraz) u odnosu
na netretirano i PAW tretirano sjeme (Slike 18, 19 1 21). Dobiveni rezultati pokazuju potencijal
u produljenju dugovjecnosti sjemena konoplje, zobi i pSenoraZi tijekom stajanja. PAW
obogacena dusikom sadrzi vise NO pa mozemo zakljuciti kako su u konoplje, zobi i pSenorazi
akumulirani NO zapoceli prekid dormancije povecavaju¢i GA/ABA omjer. Giberelini (GA) u
endospermu povecavaju aktivnost hidrolitickih enzima koji osiguravaju energiju za rast embrija
(Ahammed 1 sur., 2020). Tijekom HVED tretmana oslobada se UV svjetlost §to utjeCe na
sloZenu interakciju regulatora rasta (Marcek i sur., 2021). UV svjetlost poti¢e fotomorfogenezu,
a posljedica je povecana biosinteza auksina i1 citokinina, hormona koji stimuliraju diobu i
elongaciju stanica embrija (Miransari 1 Smith, 2014). Iz ovog moZemo pretpostaviti da
PAW+N; tretman u navedenih vrsta ima produljeno djelovanje na hormonalnu regulaciju.
Zanimljivo je istaknuti kako su isti parametri rasta u konoplje na kontroli (Slika 8a i 8b), zobi
(Slika 9) 1 pSenorazi (Slika 12) u 1. postavu bili su znacajno reducirani na PAW-+N; tretmanu
u odnosu na netretirano i PAW tretirano sjeme, iz ¢ega slijedi da je kod ovih vrsta potreban
odredeni vremenski odmak (inkubacija) kako bi se vidjeli pozitivni u€inci plazma aktivirane

vode.

Obogacivanje PAW medija zrakom imalo je pozitivni ucinak na klijanje 1 rast pSenorazZi u
odnosu na PAW 1 netretirano sjeme (Slika 29). 1z ovog slijedi plazma da aktivirana voda
obogacena zrakom ili duSikom izaziva isti efekt u pSenorazi te da vijabilnost raste tijekom
skladiStenja (do 9. dana). Za provjeru efekta kroz dulji vremenski period potrebno je provesti

dodatna istrazivanja.

Nakon 9. dana skladiStenja sjemenke jeCma tretirane PAW+Z pokazale su veci postotak
klijavosti i dulji korijen od netretiranih sjemenki (0) 1 sjemenki tretiranih PAW (Slika 28). U 2.

postavu uoceno je slicno, odnosno sjemenke tretirane aktiviranom vodom obogaéene zrakom,
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pokazale su bolju klijavost i rast (Slike 22, 23 1 24). 1z ovog slijedi kako je dotok zraka (2L/min)

u PAW bio dovoljan za o¢uvanje koncentracije dugozivucih Cestica kao $to je to H2O».

Za razliku od zraka, obogacivanje PAW medija dusSikom nije imalo promoviraju¢i u¢inak na
klijanje i rast jema 9. dana nakon tretiranja (Slika 20). Ako uzmemo u obzir rezultate 1.
postava u kojemu je neposredna primjena PAW-+N, potaknula klijanje i rast, mozemo zakljuciti
da je mozda koncentracija dugozivu¢ih RONS (NO3", NO2™ i H203) bila premala da bi sjeme
nakon 9. dana skladiStenja zadrzalo ista svojstva koje je imalo nedugo nakon tretiranja. To
potvrduju rezultati mjerenja pH vrijednosti PAW medija za jeCam (Slika 31). Sli¢no navode
Chuea-uan i sur. (2024) koji su primjetili kako tijekom duljeg stajanja koncentracija NO3", NO2"
1 H202 moze postati niska zbog temperaturnog utjecaja i djelovanja svjetlosti. Na temelju ovih
opazanja za jeCam vrijedi kako H202 1 NOs™ 1 NOz™ u optimalnim koncentracijama mogu
potaknuti rast. Drugi razlog relativno visoke pH vrijednosti u PAW mediju s dodatakom dusika,
moze biti 1 prekratko vrijeme tretiranja (30s). U istrazivanju Yang i sur. (2023) pH vrijednost

PAW nakon 1 minute iznosila je 3.3.

Elektri¢na vodljivost svih PAW medija koji su sadrzavali sjemenke pSenorazi, odnosno je¢ma,
bila je povecana u odnosu na kontrolno sjeme (netretirano sjeme, uronjeno u vodu, bez izlaganja
PAW mediju) (Slika 30a i 30b). Vrijednosti svih PAW medija bile su medusobno vrlo sli¢ne.
Neznatan porast provodljivosti zabiljezen je u PAW (bez dodatka dusika ili zraka). Za razliku
od igle koja se koristila kao elektroda, ali 1 kroz koju su se upuhivali plinovi, povrsina tekucine
koja se koristila tijekom PAW tretmana (bez upuhivanja plinova) zauzimala je volumen ¢ase od
1L. Iz ovoga mozemo pretpostaviti kako ja povecana vodljivost PAW medija posljedica vece
kolicine RNS ili ROS koji se generiraju na granici dodira povrSine tekucine 1 zraka. Medutim,
kako su vrijednosti vodljivosti rezultat samo jednog mjerenja, potrebne su dodatne analize

sastava PAW medija kako bi se podatci mogli interpretirati.
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6. Zakljuéci

Na temelju ispitivanja ucinka razli¢itog sastava plazma aktivirane vode (bez i s
dodatkom duSika, odnosno zraka) na morfometrijske parametre konoplje, zobi,

pSenorazi i je¢ma u uvjetima suse, slijedi kako:

Primjena oba PAW tretmana (bez i s dodatkom dusika) povecava germinaciju konoplje

u uvjetima suse, a negativno djeluje na rast izdanka i korijena,

Primjena oba PAW tretmana (bez i s dodatkom dusika) reducira germinaciju zobi na
kontroli i su$i, dok obogaéivanje PAW dusikom stimulira rast korijena (5. dan) u

uvjetima suse,

Primjena oba PAW tretmana (bez i s dodatkom dusika) potaknula je klijanje pSenorazi
u uvjetima suse, dok je obogacivanje PAW zrakom potaknulo klijanje pSenorazi samo

u optimalnim uvjetima,

Dodatak duSika PAW mediju stimulirao je rast izdanaka pSenorazi u uvjetima suse (1.
postav), za razliku od izdanaka ¢ije je sjeme bilo tretirano PAW oboga¢enom zrakom
(2. postav) $to govori da je za povecanje tolerancije suse u pSenorazi optimalniji tretman

koji ukljucuje dotok dusika,

Primjena svih PAW tretmana (bez i s dodatkom dusSika, odnosno zraka) stimulirala je
germinaciju 1 rast je¢ma u optimalnim uvjetima iz ¢ega slijedi kako je ova metoda

pogodna za povecanje prinosa je€ma u nestresnim uvjetima,

U uvjetima susSe, oba PAW tretmana (bez 1 s dodatkom dusSika) inducirali su klijavost

je€ma, dok je ucinak oba PAW tretmana na rast bio inhibirajuéi,

Za razliku od dusika, dodatak zraka PAW mediju stimulirao je rast izdanka je¢ma na

susi upucujuci na veci potencijal zraka u PAW u toleriranju suSe,

Postoji pozitivni vremenski u¢inak PAW s dodatkom duSika na rast izdanka (konoplja
1 pSenoraz) i korijena (konoplja, zob i pSenoraz), Sto govori o postojanju efekta
memorije (4. 1 9. dan) vijabilnosti sjemena u slucaju obogacivanja PAW dusSikom,
Obogacivanje PAW medija dusikom i zrakom imalo je pozitivni u¢inak na klijanje 1 rast
pSenorazi nakon skladiStenja (9. dana), §to upucuje na Sire mogucénosti primjene oba

tretmana u produljenju dugovjecnosti sjemena pSenorazi,

Sjeme je¢ma tretiranog PAW obogac¢enom zrakom nakon 9. dana skladiStenja imalo je

vecu klijavost 1 dulji korijen, dok obogac¢ivanje PAW medija duSikom nije imalo
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promovirajuci u€inak na iste parametre $to upucuje da je tretman zrakom pogodniji za

produljenje vijabilnosti sjemena je¢ma,

Primjena svih PAW tretmana uzrokovala je pad pH vrijednosti u odnosu na netretiranu

vodu 1

Elektri¢na vodljivost svih PAW medija (bez i s dodatkom dusika, odnosno zraka) koji
su sadrzavali sjemenke pSenorazi, odnosno je¢ma, bila je povecana u odnosu na

netretirano sjeme s time da je vodljivost svih PAW medija bila podjednaka.
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