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Povzetek

V raziskavi sem Zelela ugotoviti u¢inek eksogene glukoze in ali lahko ta izni¢i negativne posledice ki jih povzroca
prekomerna koncentracija soli v zemlji, ki vodi v stres zaradi slanosti. Raziskovala sem vpliv razli¢nih
koncentracij glukoze na hitrost kalitve pSeni¢nih semen (Triticum aestivum), ko so ta izpostavljena stresu zaradi
slanosti. Ugotovila sem, da je povecana slanost (200 mM NacCl) je negativno vplivala na kalitev pSeni¢nih semen
v primerjavi s kontrolnimi pogoji (voda), kar pomeni da stress zaradi slanosti upocasni kalitev in rast rastlin. Ko
pa sem dodala nizke koncentracije glukoze (0,1 in 0,5 mM), se je hitrost kalitve pomembno zvisala in izniéila
ucinke povecane slanosti. Najvi§ja povpre¢na kalitev po 5 dneh je bila opazena pri kombinaciji 0,1 mM glukoze
in NaCl (94,9 %), nato pa je sledil pogoj z 0,5 mM glukoze in NaCl (89,9 %). Nasprotno, pa sem prisla do
zakljucka, da visoka koncentracija glukoze (50 mM) ni bistveno izboljsala kalitve, njeni ucinki pa so bili na
zacetku podobni kot tisti pri povecani slanosti — torej zaviralni. Naredila sem tudi statisticno analizo (Mann-
Whitney U test), s katero sem potrdila pomembne razlike med skupinami z nizko koncentracijo glukoze in
povecano slanostjo, medtem ko sem ugotovila, da razlika med visoko koncentracijo glukoze (50 mM) in samo
povecano slanostjo ni bila statisticno pomembna. Ugotovitve lahko tako pripomorejo k boljSemu in jasnejSemu
razumevanju fizioloskih odzivov rastlin na stresne dejavnike, med drugim tudi vlogo abscisne kisline (ABA) in
reaktivnih kisikovih spojin (ROS). Hkrati pa pripomorejo k nadaljnjim raziskavam in kasneje pomagajo pri

oblikovanju strategij za izboljSanje kalitve in pridobivanje pridelka na ogrozenih obmocdjih.

Kljuéne besede: eksogena glukoza, stres zaradi slanosti, pSeni¢na semena (7riticum aestivum), kalitev, hitrost

kalitve, abscisna kislina (ABA), reaktivne kisikove spojine (ROS), agrikultura
Abstract

In this study, I aimed to determine the effect of exogenous glucose and whether it can counteract the negative
consequences caused by excessive soil salinity, which leads to salt stress. I investigated the influence of varying
glucose concentrations on the germination rate of wheat seeds (7riticum aestivum) under salinity stress. I found
that increased salinity (200mM NaCl) negatively affected wheat seed germination compared to the control
conditions (water), indicating that salt stress slows down germination and plant growth. However, when I added
low concentrations of glucose (0.1 and 0.5 mM), the germination rate significantly increased and mitigated the
effects of high salinity. The highest average germination after 5 days was observed in the treatment with 0.1 mM
glucose and NaCl (94.9%), followed by the condition with 0.5 mM glucose and NaCl (89.9%). In contrast, I found
that a high concentration of glucose (50 mM) did not significantly improve germination. Its effects were initially
similar to those of high salinity—namely, inhibitory. I also conducted a statistical analysis (Mann-Whitney U test),
which confirmed significant differences between the groups with low glucose concentrations and salinity stress,
while the difference between the high glucose concentration (50 mM) and salinity stress alone was not statistically
significant. These findings contribute to a better and clearer understanding of the physiological responses of plants
to stress factors, including the role of abscisic acid (ABA) and reactive oxygen species (ROS). At the same time,
they support further research and can help develop strategies to improve germination and crop yield in vulnerable

regions.

Keywords: exogenous glucose, salinity stress, wheat seeds (7riticum aestivum), germination, germination rate,

abscisic acid (ABA), reactive oxygen species (ROS), agriculture



1. UVOD

Raziskovalno vprasanje: Kako razlicne koncentracije (0,0, 0,1, 0,5 in 50 mM) glukoze
vplivajo na hitrost kalitve pSenic¢nih semen (7riticum aestivum) pod stresom zaradi slanosti

(200 mM NaCl) v obdobju 5 dni?

Medtem ko svet napreduje, se kmetijstvo sooca z najrazli¢nejSimi izzivi, kot so ekstremne
temperature, suSa, pomanjkanje hranil in prekomerna slanost tal, kar lahko vsako leto vpliva

na pridelke in njihovo produktivnost.

Tla lahko vsebujejo visoke koncentracije soli, kar povzroca stres zaradi slanosti. To lahko vodi
do osmotskega neravnovesja, zmanjSanja absorpcije vode, omejene fotosinteze, upocasnjene
kalitve in rasti rastlin (Ahmad et al., 2020; Gangola & Ramadoss, 2018). Raziskave so
pokazale, da rastline zato razvijejo kompleksne mehanizme, da obvladujejo ta stres, med
drugim je to spros¢anje topnih sladkorjev, ki igrajo klju¢no vlogo pri ohranjanju strukture in
metabolizma rastline. Ugotovljeno je bilo, da pomagajo zmanjSati stres zaradi slanosti in
povecajo toleranco rastlin na sol, saj nadomescajo manjkajoce vodne molekule s hidroksilnimi
skupinami sladkorjev, kar pomaga pri odpornosti na hidrofobne interakcije, preprecuje

plazmolizo in ohranja turgor celic (Ahmad et al., 2020; Hu et al., 2012).

Glukoza je ena izmed osnovnih monosaharidov in tvori razlicne polisaharide, ki jih rastline
uporabljajo za Stevilne procese, od razvoja in kalitve do rasti in fotosinteze. Igra vlogo pri
razvoju rastlinskih embrijev, regulaciji rasti celic in shranjevanju rezervnih ogljikovih hidratov.
Ce jo dodamo eksogeno, lahko poveca §tevilo in velikost listov ter korenin ter pospesi hitrost
kalitve in tvorbo korenin, ¢e se uporablja v nizkih koncentracijah. Naprotno pa lahko visoke

koncentracije glukoze delujejo toksi¢no in zavirajo kalitev ter rast rastlin (Sami et al., 2016).

Nizke ravni glukoze preprecujejo narascanje koncentracije abscizinske kisline (ABA) in njen
zaviralni ucinek na kalitev semen. Nasprotno pa visoke koncentracije eksogene glukoze
povzrocajo kopicenje ABA, kar vodi do zaviranja kalitve in ohranjanja dormance (Hu et al.,
2012; Gibson, 2005; Siddiqui et al., 2019; Price et al., 2003). Poleg tega glukoza sprozi odzive
na stres, pri ¢emer se tvorijo reaktivne kisikove spojine (anglesko ROS), ki lahko poskodujejo
DNK, beljakovine in lipide ter povzrocijo celo celicno smrt. Nabiranje sladkorja je obrambni
odziv, saj glukoza znatno poveca vsebnost antioksidantov in zmanjS$a negativne ucinke soli.
Poveca aktivnost antioksidativnih encimov, ki zmanjSajo poskodbe zaradi ROS (Hu et al.,

2012; Siddiqui et al., 2019).



Ci]j te raziskovalne naloge je preuciti vpliv eksogene glukoze in raziskati razlike med nizkimi

in visokimi koncentracijami na kalitev pSeni¢nih semen pod stresom zaradi slanosti. Semena

bodo opazovana 5 dni, odstotek kalitve pa bo izraCunan na podlagi razvoja radikule in

koleoptile.

Torej, raziskovalno vpraSanje je pomembno, saj lahko zagotovi boljse razumevanje, kako lahko

glukoza pomaga ali ovira kalitev in razvoj rastlin v pogojih, kjer je povecana slanost. Rezultati

bi lahko bili uporabni tudi pri razli¢nih kultivarjih za izboljSanje kmetijske proizvodnje in

zmanjSanje izgub pridelkov zaradi slanosti tal.

1.1.

Hipoteze

Hitrost kalitve semen, izpostavljenim stresu zaradi slanosti (povecani slanosti), se bo
pomembno zmanjSala v primerjavi s hitrostjo kalitve semen v pogoju z vodo (kontrolno

skupino).

Ko bodo semena izpostavljena stresu zaradi slanosti in nizkim (0,1 in 0,5 mM) ali
visokim (50 mM) koncentracijam glukoze, bo opazna pomembna razlika v hitrosti

kalitve.

Hitrost kalitve se bo povecala, ko bodo semena izpostavljena stresu zaradi slanosti in
nizkim koncentracijam glukoze v primerjavi hitrostjo kalitve semen izpostavljenim le

stresom zaradi slanosti.

Pri izpostavljenosti semen stresu zaradi slanosti in visoki koncentraciji glukoze (50
mM) ne bo opazne pomembne razlike v hitrosti kalitve v primerjavi s hitrostjo kalitve
semen izpostavljenimi samo stresu zaradi slanosti — hitrost kalitve bo ostala enaka v

obeh pogojih.

2. METODOLOGIJA

2.1.

Spremenljivke

2.1.1. Neodvisne

1.

Koncentracija raztopin glukoze: 0, 0.1, 0.5 in 50 mM

o 200 mM NacCl je bila kontrolna skupina, ki je dolocala vpliv stresa zaradi
slanosti brez glukoze na kalitev semen. Koncentracije so bile dolocene na

podlagi Studije Hu et al. (2012), kjer so rezultati pokazali pomembno razliko



med nizkimi (0.1 in 0.5 mM) in visokimi (50 mM) koncentracijami na hitrost

kalitve pSeni¢nih semen.

o Druga kontrolna skupina je bila samo voda, da bi dolocili vpliv kombinacije

slanostnega stresa in glukoze.

2. Cas: Meritve so bile opravljene po 1, 2, 3, 4 in 5 dneh.

2.1.2. Odvisne

Hitrost kalitve (%) v 5 dneh:

o Hitrost kalitve je opredeljena kot odstotek semen, ki so uspesno vzklila v dolo¢enem
casovnem obdobju (5 dni). [zracuna se kot odstotek kalitve (GP) za vsak dan v obdobju

5 dni in nato prikaze v grafu v razmerju s ¢asom (Saupe, 2009).

o Skaljena semena so presteta vsak dan. Kalitev je potrjena, ko sta koleoptil in radikula

vidna in dolga vsaj 2 mm (merjeno z ravnilom).

2.1.3. Nadzorovane

eV vsako petrijevko je bilo dodanih 6 mL raztopine, kar je zagotovilo enak volumen v
vseh pogojih. Tako prepre¢imo morebitne prednosti ali slabosti zaradi prevelikega ali
premajhnega volumna vode in ostalih raztopin. Kapljice so bile enakomerno
porazdeljene po semenih, saj bi neenakomerna porazdelitev lahko vplivala na njihov

razvoj.

e Uporabljena so bila ista semena (7riticum aestivum) istega proizvajalca, kar je
zagotovilo, da imajo vsa semena enako strukturo, kar je kljuénega pomena za kalitev in
njeno hitrost. Prav tako so bila semena podobne velikosti, kar je omogocilo enake

pogoje za rast.

o Enake papirnate brisace, prepognjene na enak nacin, so bile uporabljene kot podlaga za

semena, kar je omogocilo enakomerno absorpcijo dodanih raztopin.

e Petrijevke so bile pokrite s prozornimi pokrovi, kar je preprecilo vpliv zunanjih
dejavnikov, kot so prah in insekti. Pokrovi so zmanjSali izhlapevanje vode in s tem

ohranjali vlago, hkrati pa omogocali prehod kisika, saj niso bili popolnoma zatesnjeni.

e Semena so bila enakomerno razporejena v petrijevkah, da so imela dovolj prostora za

rast, kar je preprecilo vpliv sosednjih semen na rast.



e Meritve in opazovanja so bila izvedena ob istem casu dneva, da bi zagotovili

primerljivost podatkov.

2.1.4. Moteci dejavniki

o Temperatura je bila moteci dejavnik, vendar je bila nadzorovana s termometrom in

stabilizirana med 23 in 24°C.

o Intenziteta svetlobe ni bila nadzorovana ali merjena, vendar je bilo zagotovljeno, da
semena niso bila izpostavljena neposredni son¢ni svetlobi. Naravna osvetlitev je

omogocila poustvaritev naravnih pogojev.

2.2.  Predhodni poskus

Predhodni poskus je bil izveden z raztopino 200 mM NaCl, da bi potrdili, da stres zaradi
slanosti in prekomerna slanost dejansko zmanjSa hitrost kalitve. Prav tako je bil testiran
volumen 6 mL raztopine, da bi zagotovili, da je to dovolj za kalitev semen. To je bilo testirano

s samo vodo in solno raztopino.

2.3. Ocena tveganja
e Glukoza je v obliki prahu, zato je pri uporabi uporabljena zas¢itna maska.
« Skarje lahko povzro¢ijo poskodbe, zato so uporabljene previdno.

e Odpadni material je bil ustrezno odstranjen v skladu z lokalnimi predpisi in z
minimalnim vplivom na okolje. V tem poskusu so bili organski odpadki (semena) in

papirnate brisaCe, odvrZeni v ustrezne zabojnike.
2.4. Materiali in oprema
2.4.1. Materiali
e Glukoza—-5g¢g
e Natrijev klorid (NaCl) -6 g

e 300 pseni¢nih semen (Triticum aestivum) (Planta Prelesje d. o. o. — Skofljica,

PRO.S.0.L.®)



2.4.2.

2.5.
2.5.1.

Oprema

25 papirnatih brisa¢ (1 na « Skarje

petrijevko, prepognjena dvakrat) 7 a5titna maska

25 petrijevk (150 mm % 15 mm) «  Permanentni marker

Pincet
inceta e 5 steklenih ¢as (150 mL)

Destili 4L i
estilirana voda (4L) (za pripravo « 1000 mL merilna bucka (+ 0.5 mL)

raztopin)
e 500 mL merilna bucka (+ 0.2 mL)
5 mL pipeta (+ 0.25 mL)

e Ravnilo (+ 0.5 mm)
Termometer (£ 0.5°C)

Tehtnica (= 0.3 mg = 0.0003 g)

Postopek

Priprava glukoznih in slanih raztopin

Za pripravo raztopin glukoze (0.1, 0.5 in 50 mM) ter slane raztopine (200 mM NaCl), smo

izracunali maso vsake snovi. Ker so bile izracunane mase majhne, smo, da bi zmanjsali napake,

raztopine pripravili v ve¢jih koli¢inah (500 ali 1000 mL).

Izracuni:
1. 0.1 mM glukoza: 0.018 g v 1000 mL destilirane vode
2. 0.5 mM glukoza: 0.090 g v 1000 mL destilirane vode
3. 50 mM glukoza: 4.504 g v 500 mL destilirane vode
4. 200 mM NaCl: 5.844 g v 500 mL destilirane vode

Pripravljene raztopine:

1.

2.

3.

4.

C1 (kontrola 1): 6 mL 200 mM NaCl
C2: 6 mL 200 mM NaCl + 0.1 mM glukoza
C3: 6 mL 200 mM NaCl + 0.5 mM glukoza

C4: 6 mL 200 mM NaCl + 50 mM glukoza



5. CS5 (kontrola 2): 6 mL vode

2.5.2. Priprava pSenicnih semen

1. Papirnate brisace so bile prepognjene in polozene v petrijevke. Nato smo oznacili

petrijevke glede na pogoje (C1-C5).

2. V vsako petrijevko je bilo s pinceto poloZenih 12 semen.

3. Raztopine so bile s pipeto enakomerno dodane.

4. Petrijevke so bile postavljene pri 23-24°C in zasCitene pred neposredno soncno

svetlobo.

5. Vsak dan ob 16:00 so bila semena izmerjena (Ce je bila vidna radikula in koleoptil), in

presteta.

3. REZULTATI

3.1.

Neobdelani podatki

3.1.1. Kvantitativni podatki

Zaradi veliko neobdelanih podatkov je v Tabeli 1 predstavljen le en primer zbiranja rezultatov.

Preostanek neobdelanih podatki je predstavljenih v Prilogi 1 pod 7.1, v Tabelah 6 in 7.

Tabela 1: Stevilo skaljenih semen po 5 dneh (primer)

Stevilo skaljenih semen v vsaki petrijevki (+ 1) na 5. dan

pogoj Petrijevka 1 | Petrijevka 2 | Petrijevka 3 | Petrijevka 4 | Petrijevka 5
H20 + NaCl (C1) 8 8 8 10 8
NaCl + 0.1 Glc (C2) 12 11 11 11 12
NaCl + 0.5 Glc (C3) 11 11 10 11 11
NaCl + 50 Glc (C4) 10 10 10 10
H20 (C5) 11 12 10 9




3.1.2. Kvalitativna opazovanja

Slika 1: Stopnje kalitve pSeni¢nih semen s poimenovanimi deli

Opomba. From Corn Agronomy [fotografija], Wheat
Growth and Development, 2014,
(https://corn.agronomy.wisc.edu/Crops/Wheat/1.007.a

SpX)

Opazovanja, pridobljena vsak dan:

e 1. dan: Nobenih vidnih koreninic (radikule) ali koleoptila.

2. dan: Najvec semen je skalilo v C2 in C5, vendar Se ne vsa. Radikule in koleoptil so

bili vidni in daljsi od 2 mm. Vec¢ina semen v drugih pogojih Se ni skalila.

e 3. dan: Semena so zacela kaliti v vseh pogojih, z o¢itno zamudo v C1 in C4. Koleoptili

v C5 in C2 so se podaljsali in zaceli zeleneti.

e 4.dan: Vpogojih C2, C3 in CS5 so bili koleoptili precej daljSe. V C1 in C4 so bili komaj

daljsi od 2 mm in rumeni. Nekatera semena v teh pogojih $e niso skalila.

e 5. dan: Najvec semen je skalilo v C3 in C5, nekoliko manj v C2. Ta semena so imela
dolge zelene koleoptile in ve¢ dolgih radikul, ki so bile ze razvejane. Semena v C1 in

CS5 so imela krajse radikule z rumenimi koleoptili ali pa sploh niso kalila.

3.2. Statisti¢na analiza
Za izracun stopnje kalitve je bil odstotek kalitve (GP) za vsak dan izracunan po naslednji

formuli:
Formula 1: Odstotek kalitve

. (kaljena semena)
odstotek kalitve = — x 100
(skupno Stevilo semen)



https://corn.agronomy.wisc.edu/Crops/Wheat/L007.aspx
https://corn.agronomy.wisc.edu/Crops/Wheat/L007.aspx

Primer izracuna za C2, 5. dan, poskus (petrijevka) 3:

11
% kalitve = Ex 100 = 91,7 %

Preostali izracuni so predstavljeni v Prilogi 2 (7.2).

Izracunane so bile povpreéne odstotne kalitve semen v 5 dneh za prikaz sploSnega trenda ter
standardni odkloni (SD) za prikaz variabilnosti, izraunan z Microsoft Office Excel.

Rezultati so prikazani v Tabeli 2.

Tabela 2: Povprecna odstotna kalitev v 5 dneh s standardnimi odkloni

. Povpreéna odstotna kalitev v 5 dneh (%) = SD
pogel dan 1 dan 2 dan 3 dan 4 dan 5
C1 0.0 0.0£0.0 549+ 4.6 66.6 £ 10.2 69.9+7.7
C2 0.0 18.3+6.9 78.3+17.3 91.6+5.9 949+46
C3 0.0 8.3+5.9 749+11.38 849+6.9 89.9+37
C4 0.0 33146 58.3+0.00 749+84 81.6+3.7
C5 0.0 23.3+6.9 81.6 £13.7 83.3+11.8 84.9+10.9

Slika 2: odstotek kalitve pSeni¢nih semen v 5 dneh

% kalitve pSeni¢nih semen skozi 5 dni + SD
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(C1 — povecana slanost, C2 —povecana slanost & 0.1 Glc, C3 —povecana slanost & 0.5 Glc, C4 —povecana
slanost & 50 Glc, C5 — kontrola)



Sliki 3 in 4 prikazujeta povprecne odstotne kalitve za razli¢ne pogoje s prikazanimi SD. Sliki

vklju€ujeta podatke 2. in 5. dne, saj sta ti tocki kljuéni za nadaljnjo statisti¢no analizo.

Slika 3: Povprecna odstotna kalitev na 2. dan

povprecna stopnja kalitve na 2. dan (%) = SD
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Slika 4: Povpre¢na odstotna kalitev na 5. dan

povprecna stopnja kalitve na 5. dan (%) = SD
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3.2.1. Izracun statisticne pomembnosti s testom Mann-Whitney U

Test Mann-Whitney U je bil izveden z uporabo Social Science Statistics kalkulatorja za

primerjavo kalitvenih stopenj med razlicnimi pogoji in doloCanje njihove statisticne

pomembnosti (p <.05).

Nicelna hipoteza: Ni statisticho pomembne razlike med hitrostmi kalitve (kalitvenimi
stopnjami) semen pri visokih in nizkih koncentracij glukoze ter med povecano slanostjo,

kontrolo in posameznimi koncentracijami.

Alternativna hipoteza: Obstaja statisticno pomembna razlika med povecano slanostjo (stres)

in posameznimi pogoji z glukozo ter med povecano slanostjo in kontrolnim pogojem (vodo).

Tabela 3: Rezultati testa Mann-Whitney U za 2. dan

2. dan
Mann-Whitney U test razultati in pomembnost

vzorec 1 vzorec 2 U vrednost p-vrednost Pomembnost pri p < .05
C1 Cc2 0.0 0.006 | pomembno
C1 C3 2.5 0.024 | pomembno
C1 C4 75 0.174 | nepomembno
Cl C5 0.0 0.006 | pomembno
Cc2 C3 4 0.048 | pomembno
Cc2 C4 1.0 0.011 | pomembno
C2 C5 7.0 0.149 | nepomembno
C3 C4 6.5 0.125 | nepomembno
C3 C5 1.0 0.011 | pomembno
C4 C5 0.0 0.006 | pomembno

Tabela 4: Rezultati testa Mann-Whitney U za 5. dan

5. dan
Mann-Whitney U test rezultati in pomembnost

vzorec 1 vzorec 2 U vrednost p-vrednost | Pomembnost pri p < .05
C1 Cc2 0.0 0.006 | Pomembno
C1 C3 0.5 0.008 | pomembno
C1 C4 3.0 0.030 | pomembno
Cl C5 2.5 0.024 | pomembno
c2 C3 6.0 0.106 | nepomembno
c2 C4 0.0 0.006 | pomembno
C2 C5 5.5 0.087 | pomembno
C3 C4 2.0 0.018 | pomembno
C3 C5 8.5 0.233 | nepomembno
C4 C5 11.0 0.417 | nepomembno




3.3. Nezanesljivosti

o Nekatera semena so Ze imela predispozicijo, da ne bodo skalila, kljub vsem ostalim

izpolnjenim pogojem.
e Majhna velikost vzorca povecuje negotovost rezultatov in moznost vecje napake.
« Cloveska napaka pri Stetju semen (+ 8.3%).

e Odstopanja v stopnji kalitve med petrijevkami za posamezni pogoj (vidno iz intervalov

napak).

4. RAZPRAVA IN EVALVACIJA

4.1. Analiza rezultatov

Slika 2 prikazuje stopnje kalitve za vseh 5 pogojev v obdobju 5 dni. Opazna je razlika med Cl1,
pogojem s stresom zaradi slanosti (povecana slanost) in brez glukoze, ter C5, kontrolnim
pogojem. To nakazuje, da je povecana slanost sproZila stres, ki je vplival na razvoj rastlin in
povzroc€il zmanj$ano stopnjo kalitve, kar so pokazali tudi v Studiji Sami et al. (2016). Razlika
je vidna ze 2. dan, ko je bila stopnja kalitve pri kontrolnem pogoju 23,3 %, medtem ko v slani
raztopini ni bilo nobenega kaljenega semena (stopnja kalitve je 0,0%). Najbolj opazna razlika
jena 5. dan (Slika 4), kar potrjuje, da stres zaradi slanosti vpliva na kalitev semen in njihovo
rast. Na Sliki 3 se 2. dan se za pogoja C1 in CS intervali napak ne prekrivajo, kar oznacuje
statisticno pomembnost. Zadnji dan se intervali napak sicer malo prekrivajo, vendar je bila
signifikantna razlika Se vedno potrjena s statisticnim testom (Tabela 4). S kvalitativnim
opazovanjem je bil opazen upocasnjen in neprimeren razvoj, saj je bil koleoptil pri C1 kratek
in rumen v primerjavi s kontrolnim pogojem, kjer je bil dolg in zelen. Zato lahko potrdimo
hipotezo 1, ki navaja, da bo prisotna pomembna razlika v hitrosti kalitve semen izpostavljenih

stresu zaradi slanosti (povecani slanosti) in hitrosti kalitve semen v kontrolnem pogoju.

Kot je razvidno iz Slike 2, visoke koncentracije glukoze zmanjsajo odstotek kalitve (hitrost) v
primerjavi z nizkimi koncentracijami, kjer je bil ucinek stresa zaradi slanosti obraten.
Hidroksilne skupine sladkorjev so nadomestile manjkajoCo vodo zaradi osmotskega
neravnovesja, preprecile plazmolizo in omogocile normalen razvoj semen (Sami et al., 2016;

Ahmad et al., 2020). Na primer, 2. dan je bil odstotek kalitve pri nizkih koncentracijah glukoze



(C2) 18,3 %, pri C3 8,3 %, medtem ko je bila v visoki koncentraciji (C4) le 3,3 %. Ob koncu
eksperimenta so bili odstotki kalitve za nizko glukozo 94,9 % in 89,9 %, pri visoki
koncentraciji (C4) pa 81,6 % (Tabela 2). Ceprav so statistiéni testi potrdili pomembno razliko
med C2 in C4 na zacetku in koncu eksperimenta, razlika 2. dan med C4 in C3 ni bila statisticno

pomembna (Tabela 3, 4). Vendar pa je bila 5. dan 0,5 in 0,1 mM koncentracija glukoze (C2,

C3) podobno ucinkovita pri kalitvi semen, 50 mM glukoze pa se je pomembno razlikovala od
C3.Huetal. (2012) so prisli do podobnih zakljuckov, saj so opazili pomembne razlike v hitrosti
kalitve med nizkimi in visokimi koncentracijami glukoze. S tem lahko povzamemo, da je
kot pri nizkih koncentracijah. Drugi razlog za vpliv visoke koncentracije glukoze na kalitev bi
lahko bil ta, da je spodbudila kopi¢enje ABA, ki zavira kalitev semen. Po drugi strani pa so
nizke koncentracije glukoze zavirale kopi¢enje ABA, kar je zmanjSalo njen negativni vpliv na
kalitev semen (podaljSanje dormance) (Hu et al., 2012; Gibson, 2005). Zato lahko hipotezo 2,
ki predvideva pomembno razliko v hitrosti kalitve semen izpostavljenih nizkim in visoki

koncentraciji glukoze ob povecani slanosti in stresu zaradi slanosti, potrdimo.

Na Sliki 2 je opazna velika razlika med C1 in C2 Ze 2. dan, ki se nadaljuje do 5. dne. Na primer,
2. dan je 0,1 mM glukoze popolnoma iznicila vpliv stresa zaradi slanosti, kar je povzrocilo
18,3% skaljenih semen, medtem ko jih je bilo v C1 le 3,3 %. Tudi 5. dan je razlika opazna —
0,1 mM glukoze je povzrocila 94,9 % kalitev, pri C1 (samo povecana slanost) pa je vzklilo le
69,9 % pSeni¢nih semen. Statisti¢ni izracuni v Tabelah 3 in 4 so potrdili pomembno razliko na
zacetku in koncu eksperimenta. Drugi pogoj z nizko koncentracijo glukoze, 0,5 mM, je pokazal
pomembno razliko v kalitvi v vseh 5 dneh v primerjavi s C1. Na primer, 2. dan je vzklilo 8,3%
semen, 5. dan pa 89,9 %. Statisticna pomembnost med C3 in C1 je bila ugotovljena v Tabelah
3 in 4, hkrati pa se intervali napak niso prekrivali, kot je razvidno na Slikah 3 in 4. To nakazuje,
da imajo nizke koncentracije glukoze lahko koristne u€inke na semena in njihovo kalitev, ko
so ta izpostavljena povecani slanosti in stresu zaradi slanosti, kar podpira vlogo sladkorjev kot
osmoprotektantov (Ahmad et al., 2020). Glukoza je spodbudila rast in nevtralizirala u¢inke
stresa zaradi slanosti na semena (Sami et al., 2016). % in s tem hitrost kalitve se je povecala

zaradi nizke koncentracije glukoze. Tako lahko hipotezo 3 potrdimo.

Na Sliki 2 so % kalitve pri C1 (povecana slanost) in C4 (visoka koncentracija glukoze — 50
mM) najnizji in ostajajo podobni do 5. dne, ko se % kalitve v C4 poveca. V obeh pogojih je
bila % kalitev 2. dan nizka — 0 % pri C1 in 3,3 % pri C4. Razlika ni bila statisti¢no pomembna,



kar pomeni, da 50 mM glukoze ne vpliva na % in hitrost kalitve semen pod stresom zaradi
slanosti. 5. dan so % kalitve Se vedno nizki (69,9 % in 81,6 %), vendar se intervali napak ne
prekrivajo in semena v C4 kazejo visji % kalitve. Statisti¢ni testi so potrdili pomembno razliko
med pogoji, kar kaze, da katera koli koncentracija glukoze lahko pozitivno vpliva na kalitev
semen pod stresom zaradi slanosti; vendar so % Se vedno precej nizji kot pri nizkih
koncentracijah glukoze (Wang et al., 2019). Zato, Ceprav visoka koncentracija glukoze sprva
zmanjsa hitrost kalitve, se njeni negativni ucinki s¢asoma zmanjsajo, na koncu pa celo rahlo
izboljSa % kalitve v primerjavi s stresom zaradi slanosti (povecano slanostjo) brez glukoze.
Tako hipoteza 4, ki navaja, da bodo hitrosti kalitve pri visokih koncentracijah glukoze in

povecani slanosti ter samo povecani slanosti ostale podobne, ni potrjena.
4.2. Evalvacija metodologije in negotovosti

Ceprav so rezultati tega eksperimenta zelo podobni tistim iz strokovne literature, pa obstajajo
nekatere omejitve, ki bi nanje vplivale. V tem eksperimentu je bilo uporabljenih le 12 semen
na petrijevko ali 60 semen na pogoj, medtem ko so Hu et al. (2012) uporabili tri ponovitve s
100 pSeni¢nimi semeni in prisli do podobnih zakljuckov. Vzorec bi lahko vplival na rezultate,

saj nekatera semena niso vzklila ne glede na pogoj.

5. ZAKLJUCEK

Raziskovalno vprasanje: Kako razlicne koncentracije (0,0, 0,1, 0,5 in 50 mM) glukoze
vplivajo na kalitev pSeni¢nih semen (7riticum aestivum) pod stresom zaradi slanosti (200 mM

NaCl) v obdobju 5 dni?

Ugotovitve v tej raziskavi kaZejo, da imajo nizke koncentracije glukoze izjemno pozitiven
ucinek na kalitev semen, izpostavljenih povecani slanosti in s tem stresu zaradi slanosti.
Medtem ko je bila kalitev pri visokih koncentracijah glukoze bistveno niZja kot pri nizkih
koncentracijah, so bili u€inki Se vedno pozitivni, saj so bile razlike v primerjavi s pogoji
povecane slanosti statisticno pomembne. Zato so bile hipoteze 1, 2 in 3 podprte, medtem ko
hipoteza 4 ni bila potrjena. Stres zaradi slanosti je imel sam najbolj negativne ucinke na
kalitev, medtem ko sta tako nizka kot visoka koncentracija glukoze postopoma prispevali k

pozitivnim uc¢inkom, pri ¢emer je 0,1 mM celo presegla % kalitve semen v kontrolnem pogoju.

Raziskava je tako pokazala, da rastline v stresnih razmerah uporabljajo razlicne mehanizme,

pri ¢emer imajo sladkorji kljuéno vlogo pri zaviranju in lajSanju u¢inkov stresa zaradi slanosti



in prekomerne slanosti. Ti so zmanjSali negativne ucinke, hkrati pa spodbudili rast in kalitev.
Visoka koncentracija glukoze je sprva povzrocila zamudo, vendar je na koncu pokazala, Ceprav
nezadostne, pozitivne ucinke v primerjavi z nizkimi koncentracijami (Sami et al., 2016; Hu et
al., 2012). Ce se eksogena glukoza doda v nizki koncentraciji, zavira ABA, kar omogoca kalitev
tudi v stresnih razmerah (Siddiqui et al., 2019; Gibson, 2005). Prav tako je glukoza povecala
vsebnost antioksidantov ter zmanjsala ali preprecila skodo, ki jo povzroc¢ajo reaktivne kisikove

spojine (ROS) (Hu et al., 2012; Siddiqui et al., 2019).

Kljub temu obstajajo nekatere omejitve, kot je velikost vzorca, saj ta povecuje negotovost
zaradi ¢loveske napake, predispozicije za kalitev ter variabilnosti med pogoji (SD-ji). Ce bi
eksperiment razsirili, bi bili rezultati podrobnejsi, bolj primerljivi in bi imeli manjSo stopnjo

negotovosti ter moznih napak.

Nazadnje bi bilo mogoce ta eksperiment razsiriti na ve¢ nacinov, ne le s povecanjem velikosti
vzorca. Na podlagi vprasanj, ki so se pojavila med raziskavo, bi lahko podaljsali obdobje
opazovanja, da bi ugotovili, ali so semena, izpostavljena slanemu stresu, sploh kdaj vzklila ter
kaksni so dolgoroc¢ni ucinki glukoze. Nadaljnje raziskave bi lahko zajemale tudi u¢inke glukoze
na druge abiotske strese ali razli¢ne vrste rastlin. Tako bi lahko aplicirali pridobljeno znanje in
bi sladkorje v obliki Skropiv, uporabili na vecjih kmetijskih povrSinah, na podro¢jih, ki so

ogrozena in vsebujejo previsoke koncentracije soli.
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7. PRILOGE

7.1.  Priloga 1: Neobdelani podatki
Tabela 5: Stevilo vzklitih semen v prvih 3 dneh

Stevilo vzklitjih semen v prvih 3 dneh (+ 1)
pogoj dan 1 dan 2 dan 3
H20 (C5) 0] 00| 0]0]2 2 141313 12 11 8 9 9
H20 + NaCl (C4) 00 0J]0JOoO|jJ]0O]0O]0O0]0O 7 7 6 6 7
NaCl+01Glc(Cl)) |0 o |0 |JO|]O})J2]|1]|2][3]|3 9 7 8 | 11 | 12
NaCl+05GIlc(C2) | 0 | 0O |0 | 0| O 1 10| 2 1 1 8 8 8 10 11
NaCl+50Glc(C3) [0 ] 0O |0 ]O|J0O]1]1]0]0]O 7 7 7 7 7

Tabela 6: Stevilo vzklitih semen 4. in 5. dan

Stevilo vzklitih semen 4. in 5. dan (z 1)

pogoj dan 4 dan 5
H20 (C5) 11 12 9 9 9 11 11 10 9 10
H20 + NaCl (C4) 8 7 7 10 8 8 8 8 10 8
NaCl + 0.1 Glc (C1) 11 11 10 11 12 12 11 11 11 12



http://dx.doi.org/10.1007/s10725-012-9705-3
https://doi.org/10.1104/pp.103.020347
https://employees.csbsju.edu/ssaupe/biol327/Lab/Seeds/germination_percentage.htm
https://doi.org/10.1016/j.carres.2019.107884
https://corn.agronomy.wisc.edu/Crops/Wheat/L007.aspx

NaCl + 0.5 Glc (C2) 11 10 10 11 11 11 10 11 11
NaCl + 50 Glc (C3) 8 10 8 10 10 10 10 9 10
7.2. Priloga 2: izraCuni odstotkov kalitve
Tabela 7: izraCuni odstotkov kalitve na dan 2
dan 2
. odstotek kalitve (%)
pogoj .
1 2 3 4 5 povprecje SD
H20 + NaCl (C1) 0 0 0 0 0 0 0
NaCl + 0.1 Glc (C2) 166 | 8.33 16.6 25 25 18.306 6.981417
NaCl + 0.5 Glc (C3) 8.33 0 166 | 833 | 833 8.318 5.869009
NaCl + 50 Glc (C4) 8.33 | 833 0 0 0 3.332 4562529
H20 (C5) 16.6 16.6 33.3 25 25 23.3 6.992138
Tabela 8: izracuni odstotkov kalitve na dan 3
dan 3
. odstotek kalitve (%)
pogoj .
1 2 3 4 5 povprecje SD
H20 + NaCl (C1) 58.3 58.3 50 50 58.3 54.98 455
NaCl +0.1 Glc (C2) 75 58.3 66.6 91.6 100 78.3 17.29
NaCl + 0.5 Glc (C3) 66.6 66.6 66.6 83.3 91.6 74.94 11.79
NaCl + 50 Glc (C4) 58.3 58.3 58.3 58.3 58.3 58.3 0
H20 (C5) 100 91.6 66.6 75 75 81.64 13.7
Tabela 9: izracuni odstotkov kalitve na 4. dan
dan 4
. odstotek kalitve(%)
pogoj .
1 2 3 4 5 povprecje SD
H20 + NaCl (C1) 66.6 58.3 58.3 83.3 66.6 66.62 10.21
NaCl + 0.1 Glc (C2) 91.6 91.6 83.3 91.6 100 91.62 5.90
NaCl + 0.5 Glc (C3) 75 91.6 83.3 83.3 91.6 84.96 6.94
NaCl + 50 Glc (C4) 75 66.6 83.3 66.6 83.3 74.96 8.35
H20 (C5) 91.6 100 75 75 75 83.32 11.77
Tabela 10: izracuni odstotkov kalitve na 5. dan
dan 5
. odstotek kalitve(%)
pogoj .
1 2 8 4 5 povprecje SD
H20 + NaCl (C1) 66.6 66.6 66.6 83.3 66.6 69.94 7.47
NaCl + 0.1 Glc (C2) 100 91.6 91.6 91.6 100 94.96 4.60




NaCl + 0.5 Glc (C3) 91.6 91.6 83.3 91.6 91.6 89.94 3.71
NaCl + 50 Glc (C4) 83.3 83.3 83.3 75 83.3 81.64 3.71
H20 (C5) 91.6 100 83.3 75 75 84.98 10.86

7.3.

Priloga 3: racunanje napake

absolutna napaka

Odstotna napaka = - x 100
meritev
0.1 mM: 222% + 100 = 1.66 %
0.018

za1l
0.5mM: 0.090 g 22>>2 % 100 = 0.33 %

0.090
za1l
50 mM: 4.504 g 22>°° % 100 = 0.006 %

4.504
za0.51
200 Mm: 5.844 g =" X 100 = 0.005 %

za0.51




