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Sazetak

Zavrsnog rada studenta/ice Petra Greguri¢, naslova

SELEKTIVNI UCINAK KOMBINACIJE VANILICNE KISELINE | REDUCIRANE
DOZE MEZOTRIONA PREMA KUKURUZU

Kukuruz je naj¢esc¢e uzgajana ratarska kultura u Republici Hrvatskoj u kojoj su korovi glavni
uzrok gubitka prinosa. Danas se korovne vrste u kukuruzu primarno suzbijaju primjenom
herbicida. No, obzirom na strategiju Europske komisije ,,Europski zeleni plan®, €iji je cilj 50%-
tno smanjenje primjene svih pesticida do 2030. godine, potrebno je istraziti druge opcije
suzbijanja poljoprivrednih Stetnika. U dosadasnjim istraZivanjima fenolne kiseline su se
pokazale kao potencijalna alternativa Cistim herbicidima, a posebice vanili¢na, p-kumari¢na i
feruli¢na kiselina, za koje je utvrden inhibitoran ucinak na rast i rani razvoj ambrozije, najéesée
Sirokolisne korovne vrste u kukuruzu. Obzirom da primjenom fenolnih kiselina samostalno nije
moguce postiéi zadovoljavajudi inhibitorni u¢inak na korovnu vrstu potrebno je istraziti njihovu
primjenu istovremeno s reduciranim dozama herbicida. Stoga, cilj ovog istrazivanja je utvrditi
selektivan ucinak vanilince kiseline u kombinaciji s razli¢itim reduciranim dozama herbicida
mezotriona. U laboratoriju, u in vitro uvjetima, sjeme kukuruza je tretirano cistom
reduciranom dozom herbicida mezotriona te kombinacijama linearno padajuéih doza
herbicida s vanilicnom kiselinom te je potom utvrdena klijavost te duljina radikule i koletoptile
te suha masa klijanaca kukuruza. Rezultati istraZzivanja ukazuju da je u in vitro uvjetima kukuruz
selektivan prema svim primijenjenim dozama herbicida u kombinaciji s vanilicnom kiselinom.
Kod svih mjerenih parametara kukuruza nije utvrdena veca inhibicija kod primjene
kombinacije herbicida i vanilinée kiseline u odnosu na samostalnu primjenu herbicida.

Klju¢ne rijeci: fenolne kiseline , reducirane doze herbicida, alelopatija, Zea mays

Summary



Of the final work — student Petra Greguri¢, entitled

SELECTIVE EFFECT OF THE COMBINATION OF VANILLIC ACID AND REDUCED DOSE OF
MESOTRIONE ON CORN

Maize is the most commonly grown field crop in the Republic of Croatia, where weeds are the
main cause of yield loss. Today, weed species in maize are controlled mainly by the use of
herbicides. However, considering the European Commission's "European Green Deal
strategy," which aims to reduce the use of all pesticides by 50% by 2030, it is necessary to
explore other ways to control agricultural pests. In previous research, phenolic acids have
shown their potential as an alternative to pure herbicides, particularly vanillic, p-coumaric and
ferulic acids, which inhibit the growth and early development of Ambrosia artemisiifolia, the
most common broadleaf weed in maize. Since it is not possible to obtain a satisfactory
inhibitory effect on weed species with phenolic acids alone, it is necessary to study their
application simultaneously with reduced doses of herbicides. Therefore, the objective of this
study is to determine the selective effect of vanillic acid in combination with various reduced
doses of the herbicide mesotrione. In the laboratory, maize seeds were treated under in vitro
conditions with a reduced dose of mesotrione and combinations of linearly decreasing doses
of herbicide containing the phenolic compound vanillic acid. Subsequently, germination,
radicle and coleoptile length, and dry weight of maize seedlings were determined. The
research results show that maize is selective to all applied herbicide doses in combination with
vanillic acid under in vitro conditions. For all measured parameters, no greater inhibition was
observed when the combination of herbicide and vanillic acid was applied compared to when
the herbicide was applied independently.

Key words: phenolic acids, reduced herbicide doses, allelopathy, Zea mays



1. Uvod

Kukuruz (Zea mays L.) je tre¢a najucestalija kultura u svijetu koja se koristi u prehrani
ljudi, domacih Zivotinja, za proizvodnju kozmetike, plastike te biogoriva. U usjevu
kukuruza korovi su vodeci ogranicavajuci ¢imbenik razvoja ove kulture te uzroci gubitka
prinosa. Zakorovljenost usjeva kukuruza dovodi do morfoloskih i anatomskih promjena
ukljuCujudi redukciju visine biljke, duZine internodija te smanjenja broja zrna po klipu
(Glauninger 1982). Od ukupnih Steta koje pric¢injavaju sve biljne Stetocinje ¢ak 34% otpada na
korovne vrste. Primjenom agrotehnickih i kemijskih mjera, korove je moguce suzbiti, a danas
je jos uvijek najceSce nacin suzbijanja korova primjenom herbicida. Potrosnja herbicida u
usjevu kukuruza najveca je u odnosu na ostala sredstava za zastitu bilja. (Bari¢ i sur., 2014.).
Ipak, Europska unija tezi smanjenju primijene svih pesticida, ukljucujudii herbicide, za 50% do
pocetka 2030. godine. Zbog toga je vazino pronaci alternativna rjeSenja te unaprijediti
dosadasnja znanja u zastiti bilja.

Uvodenje pokrovnih usjeva u plodored znacajno utjece na poboljsanje kvalitete tla,
kapaciteta tla za vodu, povecéanje prinosa, suzbijanje korova te potencijalno smanjuje unos
kemikalija (Cerreraisur., 2004.). lako se ovi usjevi ne uzgajaju za komercijalnu upotrebu, imaju
znacajnu ulogu u plodoredu, a prije svega u poboljSanju ucinkovitosti hranjivih tvari u tlu,
aktivnost mikroorganizama i razine dusika (Snapp, 2005).

Jedna od prednosti koja dolazi primjenom pokrovnih usjeva je njihova alelopatska
sposobnost. Alelopatija je kemijski posredovana interferencija izmedu susjednih biljaka i
ukljucuje stimulaciju ili inhibiciju rasta ciljane biljke (Rice, 1979; Belz, 2007; Belz i sur., 2007).
Alelokemikalije se najceSc¢e izluCuju kroz korijen biljke, iz lista u obliku isparavanja te
razgradnjom nakon ugibanja biljke (Singh i sur., 2003.). Istrazivanja su pokazala kako uzgoj
pokrovnih usjeva u usjevu kukuruza moze povoljno utjecati na svojstva tla, dostupnost vode i
smanjenje uporabe herbicida (Clark i sur., 1995.). Zbog svojih inhibirajuéih svojstava upotreba
alelokemikalija je posebno zanimljiva opcija u suzbijanju korova.

Uz porodice trava (Poaceae) i glavocika (Asteraceae), neke vrste iz porodice kupusnjaca
(Brassicaceae) su pokazale visoku sposobnost potiskivanja korovnih vrsta zbog svog
alelopatskog potencijala (S¢epanovic¢ i sur., 2021). Kori$tenjem vodenih ekstrakata vrsta iz
porodice Brassicaceae utvrden je znacdajan inhibitorni u¢inak na klijavost i rani rast ambrozije
(Ambrosia artemisiifolia L.), koStana (Echinochloa crus-galli L. P. Beauv) i muhara (Setaria
glauca L. P. Beauv.) (S¢epanovi¢ i sur., 2021, Séepanovié i sur., 2020). Parametri koji su
promatrani u ovim in vitro istrazivanjima su redukcija duljine radikule i hipokotila te klijavost i
redukcija svjeze odnosno suhe mase. Tekuéinskom kromatografijom iz vodenih uzoraka
izolirano je oko 15 fenolnih spojeva od kojih 10 ih ¢ine fenolne kiseline (galna, vanili¢na, p-
kumari¢na, ferulicna, protokatehinska, p-hidroksibenzojeva, siringinska, klorogenska,
kafeinska i sinapinska kiselina). Najznacajniji inhibitorni ucinak na klijavost i rani rast ambrozije
ostvarile su p-kumari¢na, vaniliéna, p-hidroksibenzojeva i feruli¢na kiselina (Séepanovic i sur.,
2021). Uzevsi u obzir da koriStene doze su imale 16 puta vedéi sadrzaj fenolnih kiselina negoli



ih biljka prirodno ima u sebi, moZe se zakljuciti kako primjenom Cdistih fenola nije moguce
postici Zeljeni inhibitorni u€inak u suzbijanju korova.

Pregledom literature utvrdena je moguénost mijeSanja alelokemilija s herbicidima, a s
ciliem smanjenja dozacije herbicida. Recentna istraZzivanja ukazuju na moguénost umanjenja
doze herbicida mezotriona kod istovremene primjene s vodenim ekstraktima iz korovnih vrsta
A. artemisiifolia L. i Xanthium strumarium L. u kojima je u najvecoj koncentraciji detektirana
fenolna kiselina (p-kumari¢na kiselina). Kombiniranjem polovi¢ne doze herbicida mezotriona
s vodenim ekstraktima navedenih korovnih vrsta ostvareni su znacajni inhibicijski ucinci na
mjerenim morfoloskim i fizioloskim parametrima istrazivanih korova (Abutilon theophrasti
Med. i Chenopodium album L.). S obzirom na rezultate navedenih istraZivanja koji pokazuju
inhibitorni u¢inak na korovne vrste, potrebno je istraZiti i utjecaj kombinacije reduciranih doza
herbicida i alelopatskih spojeva na uzgajanje kulture.

Uzevsi u obzir sve navedeno, cilj je ovim radom istraziti ucinak vanili¢ne kiseline u
kombinaciji s nekoliko reduciranih doza herbicida mezotriona na klijavost te rani rast i razvoj
kukuruza. U in vitro istrazivanju koristen je pripravak Callisto 480 C (mezotrion) koji je
zemljiSno-folijarni herbicid koji se koristi u uzgoju kukuruza za zrno i silazu, a primjenjuje se u
svrhu suzbijanja jednogodisnjih (uskolisnih i Sirokolisnih) korova. Potrebno je istraZiti i
potencijalne antagonisticke odnosno sinergisticke u¢inke navedene kombinacije herbicida i
vanili¢ne kiseline prema usjevu kukuruza.



2. Pregled literature
2.1. Kukuruz i pripadajuca korovna flora

Kukuruz je biljna vrsta koja pripada porodici Poaceae, a nakon riZe i pSenice zauzima
trece mjesto u svjetskoj prehrambenoj proizvodnji Zitarica. Najvece povrsine pod kukuruzom
su u Kini, SAD-u, Meksiku, ukupno prinoseci 130 milijuna ha godisnje, a u Hrvatskoj kukuruz
zauzima 40-45% zasijanih usjeva. Osim za prehranu ljudi i domacih Zivotinja, koristi se i za
proizvodnju bioplina, plastike te u farmaceutskoj i tekstilnoj industriji. Ipak od svih upotrebnih
aspekata najvedi udio zauzima kao sirovina za hranidbu stoke te se koristi zrno, klip i kao silaza
cijele biljke (Hrgovi¢, 2007).

Korovi u usjevu kukuruza su glavni ograni¢avajuéi ¢imbenik njegovog razvoja. Stete
koje korovi uzrokuju usjevu kukuruza mogu biti direktne i indirektne. Indirektne se odnose na
uzrokovanje raznih viroza i bakterioza, otezanu Zetvu kukuruza te povecanje primjesa koje
povecavaju troSkove obrade. Direktne podrazumijevaju kompeticiju za svjetlo, vodu, hranjiva
i prostor uzrokujuéi znacajan pad prinosa ako ih se ne suzbija (Zimdah, 1980). Uz smanjenje
indeksa lisne povrsine i rasta kukuruza, najvedi utjecaj korovi imaju na smanjenje prinosa zrna
u klipu (Andrade i sur., 1999; Cox i sur., 2006). Procjenjuje se da gubitak prinosa u kukuruzu
uzrokovan zakorovljeno3¢u iznosi u najveéoj mjeri 40% (Oerke, 2006). Hibridi kukuruza niskog
habitusa jace su zakorovljeni od hibrida boljeg vigora koji lakSe i brze zatvore sklop $to dovodi
do kompeticijske prednosti (Bari¢ i sur., 2014.). Pocetak kriticnog razvoja zakorovljenosti
kukuruza, ovisno o uvjetima uzgoja, varira od faze razvoja 3-14 listova (Hall i sur; 1992).
Poznavanje kriti€nog razdoblja zakorovljenosti u kukuruzu vaino je zbog pravovremenog
suzbijanja i posljediéno manjeg oslanjanja na herbicide Sto dovodi do potencijalnog smanjenja
zagadenja tla i okolisa opcenito (Weaver i Tan, 1983).

Korovnom florom kukuruza dominiraju jednogodisnje korovne vrste. Najzastupljenije
jednogodisnje Sirokolisne vrste korova u kukuruzu su: europski mracnjak (Abutilon
theophrasti), bijela loboda (Chenopodium album), ambrozija (Ambrosia artemisiifolia),
ostrodlakavi $¢ir (Amaranthus retroflexus L.), perzijski dvornik (Polygonum persicaria L.) te
bijeli kuznjak (Datura stramonium L.) (Séepanovi¢, 2007). Sve navedene vrste obiljezava brz
rast i razvoj, velika kompeticijska sposobnost i velika sjemenska produkcija. Ambrozija, kao
najzastupljenija od navedenih, s gusto¢om od 26 biljaka/m2 usjeva kukuruza uzrokuje pad
prinosa vise od 70% (Varga i sur., 2000; Varga i sur., 2002). Sjemenska proizvodnja ove biljke
iznosi ¢ak 250000 sjemenki po biljci pa time daleko prednjaci ostalim vrstama poput bijele
lobode (10000 sjemenki) i pjegavog dvornika (1000 sjemenki) (Séepanovi¢, 2007). Vazno je
spomenuti invazivnu vrstu Abutilon theophrasti koji svojom bogatom nadzemnom masom i
dormantnim sjemenom uzrokuje znaéajne probleme u usjevima (Séepanovié i sur., 2007).
Jednogodisnje uskolisne vrste koje prevladavaju u kukuruzu su obiéni kostan (Echinochloa
crus-galli), sivi muhar (Setaria glauca), vrste roda Panicum te obi¢na svracica (Digitaria
sanguinalis L.) (S¢epanovi¢, 2007). Ostoji¢ (2011) navodi kostan kao opéenito najzastupljeniju
vrstu koja zakorovljuje kukuruz. Samo 18 biljaka koStana po metru ¢etvornom uzrokuje pad
prinosa kukuruza od 50% (Kropff i sur; 1984.). Sli¢ni podaci u literaturi se navode i za vrstu sivi
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muhar koja u usjevu kukuruza moze izazvati gubitak prinosa od 45% (Clay i sur., 2006).
Nekoliko visegodisnjih vrsta, iako manje nego jednogodisnjih, je takoder prisutno u kukuruzu.
Zbog razvoja podzemnih vegetativnih organa ovi korovi takoder mogu uzrokovati znacajne
probleme. Neke od njih su pirika (Agropyron repens L.), ljekoviti gavez (Symphitum officinale
L.), poljski osjak (Cirsium arvense L.) te poljski slak (Convolvulus arvensis L.) (S¢epanovi¢, 2007).
VaZna viSegodisnja vrsta u usjevu kukuruza je divlji sirak (Sorghum halepense L.) Cije suzbijanje
je zahtjevno, a pogotovo danas kad su i u RH utvrdene rezistentne populacije na vodece ALS
herbicide (S¢epanovic i sur., 2020).
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Slika 2.1.3. Ambrosia artemisiifolia L. Slika 2.1.4. Convolvulus arvensis L.




Slika 2.1.5. Cirsium arvense L.
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Slika 2.1.7. Polygonum persicaria L. Slika 2.1.8. Sorghum halepense L.

Primjena herbicida je najvaznija mjera suzbijanja korova u usjevu kukuruza. Neke od
djelatnih tvari herbicidnih pripravaka koji se koriste u kukuruzu su: s-metolaklor, tembotrion,
propizaklor, napropamid, 2,4-D, dikamba, flurokloridon (Bari¢ K. i Ostoji¢ Z., 2020). Aktivna
tvar herbicida Callisto 480 SC, kojom ¢e se baviti ovaj rad, je mezotrion. Mezotrion je
zemljiSno-lisni herbicid namijenjenim za suzbijanje jednogodisnjih uskolisnih i Sirokolisnih
korovnih vrsta, a prema mehanizmu djelovanja pripada skupini inhibitora sinteze karotenoida.



2.2. Alelopatija pokrovnih usjeva

U zastiti bilja nailazi se na problem rezistentnih korovnih vrsta kao posljedica ucestale
primjene herbicida istog mehanizma djelovanja (Séepanovié i sur., 2021). Dodatno, svijest o
Stetnom utjecaju pesticida je porasla stoga je smanjenje uporabe herbicida postalo neizbjezno
(Knezevi¢ i sur., 2002.). Iz tog je razloga potrebno pronaci alternative, ekoloski prihvatljive
nacine suzbijanja rezistentnih populacija Stetnih organizama. Ve¢ 1937. godine Molish je
predstavio pojam alelopatije, koji je kasnije Rice definirao kao pozitivan ili negativan ucinak
jedne biljne vrste na drugu (Singh i sur., 2001; Kazinczi i sur., 2004). Sam pojam alelopatija je
sloZzenica dvaju grckih rijeci: allelon-ostali i pathos-trpjeti. Singh (2001) navodi kako
alelokemikalije mogu utjecati na promjenu sastava korovne flore, na rast i prinos usjeva te ih
je moguce koristiti kao mjeru suzbijanja korova.

Pokrovni su usjevi u doslovnom prijevodu biljne vrste koje prekrivaju tlo. Prvotni razlog
uzgoja ovih vrsta je bio kontrola erozije tla, a danas su poznatiji s ulogom ,,zelene gnojidbe”
odnosno koriste se u rotaciji usjeva (Kaspar i Singer, 2011). Naj¢eS¢e podrazumijevaju
koriStenje biljaka iz porodica Fabaceae, Brassicaceae i Asteraceae. Ovi usjevi donose ekoloske
i ekonomske prednosti i pogodnosti u poljoprivrednim usjevima. Oni ukljucuju recikliranje
hranjivih tvari, smanjenje erozije tla, poboljSanje iskoristavanja vlage, poticanje
bioraznolikosti, poveéanje udjela organske tvari te potiskivanje korova s moguc¢im doprinosom
integriranom suzbijanju korova (Hartwig i Ammon, 2002). Kao mjera borbe protiv korova
pokrovni usjevi se koriste jer svojom bogatom nadzemnom masom zasjenjuju korove i
oduzimaju im potrebne resurse za nicanje (Bari¢ K. i Ostoji¢ Z., 2020). Sijanjem pokrovnih
usjeva u gustom sklopu korovima se onemogucuje dovrsavanje Zivotnog ciklusa Sto rezultira
siromasnijom bankom sjemena korova u tlu, a posljedicno i manjom zakorovljenos¢u u
narednim usjevima (Teasdale, 1993). Osim kompeticijskih sposobnosti pokrovni usjevi vrlo
Cesto posjeduju alelokemikalije kojima potiskuju korove pa se ovi usjevi ¢esto nazivaju i
alelopatski usjevi. Naime, lucenjem alelokemijkalija pokrovni usjevi utje€u na rast, razvoj i
metabolizam korovnih vrsta u njihovoj neposrednoj blizini (Dzidi¢-Uzelac, 2014).
Alelokemikalije se oslobadaju ispiranjem s vegetativnih dijelova biljke, razgradnjom biljnih
ostataka ili se izluCuju u tlo preko korijena (Narwal, 2004). Istrazivanja su potvrdila da se
sjetvom biljnih vrsta bogatih glukozinolatima, kao Sto je uljana repica (Brassica napus L.),
inhibira rast korova (Haramoto i Gallandt, 2004). Primjenom tih vrsta biljaka primijeceno je
znacajno smanjenje biomase korova u usjevima krumpira i soje, za razliku od podrucja koja su
bila ostavljena neobradena ili su imala druge pokrovne biljke bez glukozinolata (Boydston i
Hang., 1995; Krishnan i sur., 1998).

Ucinkovit nacin testiranja inhibitornih svojstava alelokemikalija prema testnim
(korovnim) vrstama je priprema vodenih ekstrakata iz suhih biljnih dijelova donor vrsta
(pokrovni usjevi) (Dhima i sur., 2009). Dokazano najucinkovitiji alelopatski spojevi su fenoli
(Kunz i sur; 2016) koji su sveprisutni u biljkama. Ipak, relativno je mali broj biljnih vrsta
sustavno ispitan u vidu prisutnosti fenola (Robards, 2003). Neki od najces¢e spominjanih
fenola su vanilin, salicilna kiselina, pirokatehol, resorcinol, krezol, hidrokinon, eugenol.
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Tekucinskom kromatografijom iz vodenih ekstrakata pokrovnog usjeva vrste Camelina sativa
L., pripadnici porodice Brassicaceae, utvrdena je prisutnost 15 fenolih spojeva od kojih su
najzastupljenije (ug/g) bile vanilin (48,8), klorogenska kiselina (1057), vanili¢na kiselina (79),
kafeinska kiselina (102,5) i siringi¢na kiselina (27,3) (S¢epanovié i sur., 2021).

Vanili¢na kiselina je fenolna kiselina odnosno oksidirana molekula vanilina prirodno
prisutna u tkivima raznih biljnih vrsta.

HO

Slika 2.2.1. Kemijska struktura vanili¢ne kiseline
Izvor: Sigma Aldri

Vanili¢na kiselina se koristi u razne svrhe, a ponajviSe u prehrambenoj industriji (Neha,
2020). Dokazana su antioksidativna svojstva ove kiseline u niskim koncentracijama, a
istrazivanjem i njen pozitivan ucinak na stimulaciju rasta i klijanja biljaka rajcice (Ghareib i sur.,
2010). Drugo je istrazivanje pokazalo kako je vanilicna kiselina povecala toleranciju rize na
otrovan teski metal kamidij (Bhuyan i sur., 2020). Ono Sto je znacajno za integriranu
poljoprivrednu proizvodnju je utjecaj ove kiseline na korove. Ovaj fenolni spoj reducirao je
koncentraciju klorofila i suhu masu Sirokolisnih i uskolisnih korova poput E. cruss.gali i
Galinsoga parviflora Cav. (Stupnicka-Rodzynkiewicz, 2006). KoriStenje otopina fenolnih
kiselina, uklju€ujuci i vanilicnu, pokazalo je inhibitoran ucinak na rast i klijanje ambrozije
(Ambrosia artemisiifolia) (Séepanovi¢ i sur; 2021). Medutim, veéina recentnih istraZivanja
navodi da prirodni spojevi poput fenolnih kiselina rijetko mogu posti¢i zadovoljavajuéi u¢inak
na korovne vrste, a posebice ukoliko se koriste u dozacijama u kojima su prirodno prisutne u
biljnim tkivima (Brijacak i sur., 2020, S¢epanovic i sur., 2021, Séepanovi¢ i sur., 2022). Stoga je
realnija moguénost u integriranom suzbijanju korova kombinacija fenolnih kiselina s
reduciranim dozacijama herbicida (Séepanovié i sur., 2022). Upravo je ova kombinacija
istovremene primjene fenolnih kiselina i herbicida testirana u ovom istrazivanju s ciljem da se
utvrdi selektivan u¢inak navedene kombinacije prema usjevu kukuruza.



3. Materijali i metode

U istraZivanju je koriSten herbicid Callisto 480 C (slika A) u kombinaciji s fenolnom
kiselinom — vanilicnom kiselinom (slika B). Vanili¢na kiselina izabrana je temeljem rezultata
preliminarnog istrazivanja u kojem je potvrden inhibitorni u¢inak vanili¢ne kiseline na klijavost
i rani rast korovne vrste Ambrosia artemisiifolia (S¢epanovi¢ i sur., 2022). Callisto® 480 SC
(Syngenta Agro d.o.o.) je zemljiSno-lisni herbicid namijenjen suzbijanju jednogodisnjih
Sirokolisnih i uskolisnih korova u kukuruzu za zrno i silazu. Aktivna tvar koju sadrzi je mezotrion
(480 g/L) iz skupine inhibitora sinteze karotenoida. Formulacija koristenog herbicida je
koncentrirana suspenzija (SC), a propisana dozacija je 0,3 L/ha.

Vaniliéna kiselina je fenol izoliran iz biljaka oraha (Juglans regia L.), Melilotus
messanensis L. koja pripada porodici Fabaceae, a dokazano je da ima antioksidativan ucinak
(Ghareib i sur., 2010). Istrazivanje je provedeno u in vitro uvjetima. KoriSteno je osam linearno
padajucéih doza mezotriona u kombinaciji s vanilic(nom kiselinom u dozi od 100 x10~7 mola. Cilj
istrazivanja je bio utvrditi selektivnost kukuruza na kombinaciju iste doze s razli¢itim
reduciranim dozama herbicida mezotriona te antagonisticko odnosno sinergisti¢cko djelovanje
istih prema klijavosti i ranom razvoju kukuruza.

Slika 3.1. Herbicid Callisto® 480 SC (A) i vanili¢na kiselina (B)

3.1. Laboratorijski pokus

Vodena otopina vanilicne kiseline (Cisto¢a >97%, Sigma Aldrich) pripremljena je
otapanjem 0,13448g u 360 mL destilirane vode u ultrasoni¢noj kupelji (Badelin, SONOREX DT
100, Njemacka). Navedena doza (100 x107 mol) je izabrana temeljem preliminarnog
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istrazivanja. Pripremljena je preporucena doza mezotriona (x*) tako Sto je 0,15 mL herbicida
otopljeno u 100 mL destilirane vode, a ostale dozacije su dobivene postupnim razrjedivanjem
ishodiSne otopine (prve doze, Tablica 3.1.). Ukupno je koristeno osam doza mezotriona i to
preporucena (x) doza, 1/2x, 1/4x, 1/8x, 1/16x, 1/32 x, 1/64 x te 1/128 x. Svakoj dozaciji
herbicida dodana je vanili¢na kiselina u istoj dozi (100 x10"” mol).*x = 0,3 L/ha

Na dno Petrijevih zdjelica postavljen je filter papir te je posijano 25 sjemenki kukuruza
(Syngenta, SY CARIOCA) po posudi. Sjeme je tretirano s 5 ml svake otopine (tretmana) po
zdjelici te destiliranom vodom kao kontrolnim tretmanom u 4 ponavljanja (ukupno 36
zdjelica). Petrijeve zdjelice s posijanim i tretiranim sjemenom kukuruza su zatim postavljene u
klima komoru na optimalan reZim za rast gdje se izmjenjuje fotoperiod od 12h no¢/12h dan s
intenzitetom osvjetljenja od 40 — 50 pmol/m?s te temperature 25/15 °C. Sedam dana nakon
postavljanja pokusa utvrden je postotak klijavosti sjemena kukuruza, duljina radikule i
koleoptile i svjeZa masa klijanaca kukuruza. Svjeza masa klijanaca kukuruza utvrdena je
analitickom vagom (METTLER TOLEDO). Za utvrdivanje suhe mase klijanci su suseni u susioniku
i 48 sati na temperaturi od 60 °C. Nakon suSenja na analiti¢koj vagi izvagana je suha masa.

».
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Slika 3.1.1. Priprema otopina herbicida i vanilicne kiseline



Slika 3.1.2. Stavljanje kukuruza na klijanje

nakon primjene tretmana

Slika 3.1.3. Mjerenje svjeze mase klijanaca
na analitickoj vagi
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4. Rezultati

Analizom rezultata nisu utvrdene znacajne statisticke razlike izmedu koriStenih doza
samog herbicida i reduciranih doza herbicida u kombinaciji s vanilicnom kiselinom.

4.1. Klijavost ambrozije nakon in vitro primjene herbicida i reduciranih doza
herbicida u kombinaciji s vanilicnom kiselinom

Mjerenjem klijavost kukuruza utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu
istrazivanih dozacija mezotriona u kombinaciji s vanilicnom kiselinom. Medutim, primjena
Cistog mezotriona uzrokovala je najvecu inhibiciju klijavosti no ni ta razlika nije statisticki
opravdana. Srednje vrijednosti redukcije klijavosti kretale su se od 1% do 12,17%

100 1

Redukcija klijavosti (%)

, 1
a a a a -
a a
0 == - i T T ———
1/128x 1/64x 1/32x 1/16x 1/8x 1/dx 1/2x% X

Doza (mezotrion + vanilicna kiselina)

Graf 4.1. Redukcija klijavosti kukuruza nakon primjene mezotriona i reduciranih doza
mezotriona u kombinaciji s vanilicnom kiselinom

4.2. Redukcija duljine radikule kukuruza nakon in vitro primjene herbicida i
reduciranih doza herbicida u kombinaciji s vanilicnom kiselinom

Mjerenjem duljine radikule nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu
primijenjenih doza herbicida u kombinaciji s vanilicnom kiselinom pa su rezultati prikazani kroz
srednje vrijednosti redukcije. Redukcija duljine radikule kukuruza kretala se od 10,30% do
40,36%, aliizmedu dozacija mezotriona (x —1/128 x) kombiniranih s vanilicnom kiselinom nije
utvrdena opravdana razlika.
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Graf 4.2. Redukcija duljine radikule nakon primjene mezotriona i reduciranih doza mezotriona
u kombinaciji s vanilicnom kiselinom

4.3. Redukcija duljine koleoptile kuluruza nakon in vitro primjene herbicida i
reduciranih doza herbicida u kombinaciji s vanilicnom kiselinom

U ovom parametru takoder nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu
istrazivanih tretmana te su se prosjecne redukcije duljine koleoptile kretale od 2,77% do
15,97%.

751
501

254

1/128x 1/64x 1/32x 1/16x 1/8x 1/4x 1/2x X
Doza (mezotrion + vanilicna kiselina)

Redukcija duljine koleoptile (%)

Graf 4.3. Redukcija duljine koleoptile nakon primjene herbicida i reduciranih doza herbicida u
kombinaciji s vanilicnom kiselinom
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4.4. Svjeza masa klijanaca nakon in vitro primjene herbicida i reduciranih doza
herbicida u kombinaciji s vanilicnom kiselinom

Ponovno izmedu primijenjenih doza nema znacajnih statistickih razlika. Redukcija
svjeze mase klijanaca kukuruza kretala se od 3,53% do 15,99%.

100 1

Redukcija svjeze mase klijanaca (%)

ol . . ==

1/128x 1/64x 1/32x 1/16x 1/8x 1/4x 1/2x X
Doza (mezotrion + vanilicna kiselina)

Graf 4.4. Svjeza masa klijanaca nakon primjene herbicida i reduciranih doza herbicida u
kombinaciji s vanilicnom kiselinom

4.5. Suha masa klijanaca nakon in vitro primjene herbicida i reduciranih doza
herbicida u kombinaciji s vanilicnom kiselinom

Znacajne statisti¢ke razlike nisu primijecene ni u mjerenju ovog parametra. Prosjecne
doze redukcije suhe mase klijanaca kretale su se od 0,18% do 24,61%.
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Graf 4.5. Suha masa klijanaca nakon primjene herbicida i reduciranih doza herbicida u

kombinaciji s vanilicnom kiselinom
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5. Rasprava

Dosadasnjim je istrazivanjima utvrden inhibicijski u¢inak fenolnih spojeva izoliranih iz
pokrovnih usjeva na klijanje i pocetan rast i razvoj korova (Séepanovié i sur., 2022). Takoder je
dodavanjem p-hidrobenzojeve, p-kumaricne, ferulicne te vanilicne kiseline reduciranim
dozama herbicida Adenga (tiakarbazon-metil + izoksaflutol) u in vitro i plasteni¢kim pokusima
utvrden inhibicijski potencijal navedene kombinacije reduciranih doza herbicida uz dodatak
fenolnih spojeva prema korovnoj vrsti Ambrosia artemisiifolia (Pismarovi¢, 2021.). Uzevsi u
obzir rezultate navedenih istrazivanja postavlja se pitanje kako kombinacija reduciranih doza
herbicida i fenolnih spojeva utjece na kulture u kojima bi se potencijalno mogle suzbijati
korovne vrste. Cilj ovog rada bio je utvrditi ucinak vanilicne kiseline u kombinaciji s
reduciranim dozama herbicida mezotriona na in vitro rast i razvoj biljaka kukuruza.
Selektivnost kukuruza ispitana je kroz parametre redukcije klijavosti, redukcija duljine radikule
i koleoptile te redukciju svjeze i suhe mase klijanaca. Rezultati istrazivanja ukazuju da pocetni
(in-vitro) rast kukuruza nije znacajno inhibiran primjenom reduciranih doza herbicida u
kombinaciji s vanilicnom kiselinom. Klijavost kukuruza iznosila je vise od 90% pri primjeni svih
doza herbicida osim nakon primjene pune doze mezotriona gdje je klijavost bila reducirana za
12,2%. Dobiveni podaci su pozitivni s obzirom da je utvrdeno da dodatak vanili¢cne kiseline
reduciranim dozama mezotriona ne utje¢e negativno na klijanje kukuruza, a sto je pozeljno
svojstvo bilo kojeg herbicida. Prema dostupnim literaturnim podacima nisu pronadeni podaci
o mijeSanju vanilicne kiseline s reduciranim dozama odredenih herbicida. Medutim u
istrazivanju Frketi¢ (2022) feruliéna i p-hidroksibenzojeva kiselina kombinirane su s
reduciranim dozama herbicida Adengo (tiakarbazon-metil + izoksaflutol) i u in vitro uvjetima
su utvrdena odredena blaga fitotoksi¢na oSecenja kukuruza gdje je redukcija klijavosti nakon
primjene Adenga s ferulicnom kiselinom iznosila 8,5%, dok je Cisti Adengo reducirao klijavost
tek za 2,7%. lako su u in vitro uvjetima fenolne kiseline pojacale redukcijski u¢inak herbicida
Adenga na klijavost i rani rast kukuruza, na biljkama kukuruza koji je naknadno bio folijarno
tretiran istim kombinacijama herbicida i fenolnih kiselina nisu utvrdena znacajna osteéenja
mladih biljaka kukuruza.

Osim klijavosti i ostali mjereni parametri kukuruza u ovom in vitro istrazivanju nisu bili
znacajno inhibirani dodatkom vanili¢ne kiseline i reducirane dozacije herbicida. Maksimalna
inhibicija iznosila je 15.9% primjenom 1/32 doze herbicida kombinirane s vanilicnom kiselinom
ali nije utvrdena statisti¢ki znacdajna razlika izmedu istrazivanih dozacija herbicida u
kombinaciji s vanili¢cinom kiselinom niti kod jednog mjerenog parametra.

Isto kao Sto dodatak vanilicne kiseline nije djelovao antagonistic¢ki prema mezotrionu,
izostao je i sinergisticki ucinak odnosno nije doslo do poveéanja mjerenih parametra na
kukuruzu. U istrazivanju Stupnicka-Rodzynkiewicz i sur. (2006) utvrdeno je kako u manjim
dozama fenolni spojevi stimuliraju rast korova, $to nije postignuto u ovom istrazivanju
primjenom jako reduciranih doza herbicida u kombinaciji s vanilic(nom kiselinom.

Dobiveni rezultati in vitro istrazivanja ukazuju na selektivni ucinak kombinacije
reduciranih doza herbicida mezotriona u kombinaciji s vanilicnom kiselinom. Istrazivanja bi
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trebalo nastaviti i u plasteni¢kim uvjetima kako bi se istrazila selektivnost kukuruza i kod
folijarne primjene navedene kombinacije. S obzirom da kod folijarne primjene herbicida
usvajanje moze biti otezano zbog raznih biotickih i abiotickih ¢imbenika, pretpostavka je da ¢e
prikazana minimalna oStecenja kukuruza u ovom in vitro istraZivanju biti zna¢ajno manja u
plastenic¢kim i poljskim pokusima.
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6. Zakljucak

Nakon in vitro istraZivanja utjecaja kombinacije vanili¢ne kiseline s reduciranim
dozama herbicida mozZe se zakljuciti kako nema znacajnog inhibitornog ucinka ovih
kombinacija na klijavost te rani rast i razvoj kukuruza. Prosjecna inhibicija klijavost iznosila je
12,17%. Redukcija duljine radikule iznosila je 26,66%, a redukcija duljine koleoptile iznosila je
u prosjeku 9,40%. Prosjek redukcije svjeze mase klijanaca kukuruza iznosila je 8,28% dok je
prosjecna vrijednost redukcije suhe mase iznosila 10,28%.

lako bi se ovakve kombinacije mogle koristiti kao alternativna mjera suzbijanja korova
u kukuruzu, potrebno je provesti dodatna istraZivanja u plasteniku na mladim biljkama
kukuruza te potencijalno provesti istrazivanje u poljskim uvjetima.
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