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Sazetak

Diplomskog rada studentice Veronika Nikolas, naslova

UCINAK REDUCIRANIH DOZA TIENKARBAZON-METILA | FENOLNIH KISELINA NA
KLIJANJE AMBROZIJE (AMBROSIA ARTEMISIIFOLIA L.)

Poljoprivredna proizvodnja suofava se s mnogim pritiscima, uklju¢ujué¢i smanjenje
kemijskih sredstava za zastitu bilja. Suzbijanje korova zahtijeva nove, ucinkovite mjere s
povoljnijim ekotoksikoloskim svojstvima. Fenolne kiseline, grupa biljnih fenola, pokazuju
inhibicijski ucinak na korovne vrste. Prethodna istrazivanja identificirala su tri fenolne kiseline
(p-kumarinska, vanilinska, ferulinska) s najjacim inhibitornim ucinkom na korovnu vrstu
Ambrosia artemisiifolia L. (ambrozija). Cilj ovoga in vitro istrazivanja jest utvrditi ucinak
fenolnih kiselina u istovremenoj primjeni s reduciranim dozama herbicida tienkarbazon-metila
na klijanje i pocetni rast ambrozije. Rezultati preliminarnog pokusa ukazuju na to da p-
kumarinska kiselina (200 x 10”7) u kombinaciji s1/8 dozom herbicida tienkarbazon-metila
znacajno bolje inhibira duljinu hipokotila ambrozije u odnosu na ostale fenolne kiseline.
Dodatkom p-kumarinske kiseline herbicidu tienkarbazon-metilu, radikula ambrozije se
znacajno viSe reducirala (92,4%) u odnosu na herbicid bez dodatka p-kumarinske kiseline
(86,1%). Kod najnizZih dozacija herbicida (1/32 x i 1/64 x) utvrdena je znacajno bolja redukcija
hipokotila ambrozije kod primjene kombinacije herbicida i p-kumarinske kiseline, u odnosu na
herbicid bez dodatka p-kumarinske kiseline. Rezultati istraZivanja ukazuju na mogucnost
smanjenja doze tienkarbazon-metila kada se kombinira s p-kumarinskom kiselinom, no
istraZivanje je potrebno provestii u in vivo uvjetima.

Kljucne rijeci: p-kumarinska kiselina, pokrovni usjevi, limundzik, tienkarbazon-metil



Summary

Of the master’s thesis — student Veronika Nikolas, entitled

EFFECT OF REDUCED DOSES OF THIENCARBAZONE-METHYL AND PHENOLIC ACIDS ON
THE GERMINATION OF AMBROSIA (AMBROSIA ARTEMISIIFOLIA L.)

Agricultural production is facing many pressures, including the reduction of chemical plant
protection agents. Weed control requires new, effective measures with more favorable
ecotoxicological properties. Phenolic acids, a group of plant phenols, show an inhibitory effect
on weed species. Previous research has identified three phenolic acids (p-coumaric, vanillic,
ferulic) with the strongest inhibitory effect on the weed species Ambrosia artemisiifolia L.
(ambrosia). The aim of this in vitro research is to determine the effect of phenolic acids in
simultaneous application with reduced doses of the herbicide thiencarbazone-methyl on the
germination and initial growth of ragweed. The results of the preliminary experiment indicate
that p-coumaric acid (200 x 10-7) in combination with 1/8 dose of the herbicide
thiencarbazone-methyl inhibits the hypocotyl length of ragweed significantly better than
other phenolic acids. With the addition of p-coumaric acid to the herbicide thiencarbazone-
methyl, ragweed radicles were significantly reduced (92.4%) compared to the pure herbicide
without the addition of p-coumaric acid (86.1%). At the lowest dosages of herbicides (1/32 x
and 1/64 x), a significantly better reduction of ragweed hypocotyls was found when applying
the combination of herbicide and p-coumaric acid compared to the pure herbicide. The results
of the research indicate the possibility of reducing the dose of thiencarbazone- methyl when
combined with p-coumaric acid, but the research needs to be carried out in in vivo conditions
as well.

Key words: p-coumaric acid, phenolic acids, cover crops, lemongrass, thiencarbazone-
methyl



1. UVOD

Ambrozija (Ambrosia artemisiifolia L.) je jedna od najvaznijih invazivnih biljaka koja je
rasirena na Sirokom podrucju Amerike, Azije i Europe. Ova jednogodiSnja Sirokolisna korovna
vrsta predstavlja znacajan problem u poljoprivredi, ali i medicini zbog svojih jakih alergogenih
svojstava (Knolmajer i sur., 2024). Polen ambrozije moze uzrokovati ozbiljne zdravstvene
probleme kod ljudi sklonih alergijama, Sto rezultira velikim troSkovima za zdravstvo. Ambrozija
se brzo Siri zahvaljujuéi svojoj sposobnosti prilagodbe raznim okoli$nim uvjetima i razli¢itim
metodama Sirenja, ukljucujuéi antropogeno Sirenje (Makra i sur.,2015), vodu, vjetar i Zivotinje.

Zbog velike prisutnosti ambrozije u gotovo svim poljoprivrednim usjevima, kao i
nepoljoprivrednim povrSinama, potrebne su intenzivne mjere suzbijanja. Osim mehanickih
mjera suzbijanja (kosSnja, kultivacija i sl.), najucestalije mjere suzbijanja su uc¢inkovita kemijska
sredstava za zastitu (herbicidi). Medutim, ucestala primjena herbicida istog mehanizma
djelovanja Cesto rezultira pojavom rezistentnih populacija korova. Tako je, primjerice, u SAD-
u utvrdena rezistentnost ambrozije na herbicide imazamoks i nikosulfuron u usjevu soje, te na
imazamoks u usjevu kukuruza. U Ukrajini je pak utvrdena rezistentnost na tienkarbazon-metil,
jodsulfuron i nikosulfuron u usjevima suncokreta. U susjednoj Republici Srbiji takoder je
utvrdena rezistenost ambrozije na djelatne tvari tienkarbazon-metil, tribenuron i imazamoks
koji se primijenjuju u usjevima kukuruza, soje i suncokreta. U Francuskoj je zabiljeZzena
rezistentnost na djelatne tvari metsulfuron- metil, tribenuron te imazamoks koji se
primijenjuju u usjevu soje, suncokreta i slanutka (Heap, 2024). Ni Republika Hrvatska nije
iznimka, pa je tako utvrdena rezistentnost ambrozije na nekoliko herbicida iz skupine
sulfonilureja (S¢éepanovic i sur., 2020).

Tienkarbazon-metil je herbicid koji se ucestalo primjenjuje u Republici Hrvatskoj u
usjevima kukuruza, u kombinaciji s djelatnom tvari izoksaflutol u herbicidnom pripravku
Adengo. On suzbija Sirokolisne i uskolisne korove, a njegovo se djelovanje ocitava u vidu
prestanka rasta, prestanka dioba stanica i izduZivanja tkiva, a ti su simptomi rezultat
mehanizma djelovanja inhibicije acetolaktat sintaze (ALS) ili acetohidroksidacid sintaze
(AHAS). Biljka usvaja ovu djelatnu tvar korijenom i listom (Bari¢ i sur., 2024).

Kao odgovor na zahtjeve Europske Unije (EU) o smanjenju unosa svih pesticida u okolis,
potrebno je pronaci nove mjere suzbijanja koje su ucinkovite poput herbicida, a istovremeno
i povoljnih ekotoksikoloskih svojstava. Direktiva o odrzivoj uporabi pesticida i Europski zeleni
plan nalazu uvodenje novih mjera suzbijanja Stetnih organizama koje su manje oslonjene na
primjenu pesticida. Kao jedno od potencijalnih rjeSenja navode se bioherbicidi.

Siroko definirani, bioherbicidi su proizvodi za suzbijanje korova koji se dobivaju iz Zivih
organizama, uklju€ujuéi sve prirodne proizvode koje Zivi organizmi proizvode tijekom rasta.
Biljni metaboliti koje biljke izluCuju tijekom rasta nazivaju se alelokemikalije, a mogu pozitivho
ili negativno djelovati na organizme u njihovoj okolini (Scavo i sur.,2019). Glavnu skupinu
biljnih alelokemikalija ¢ine fenoli (Li i sur., 2010), a istrazivanja ukazuju da fenoli imaju
inhibitorni u¢inak prema korovnim vrstama. Tako Reigosa i sur. (1999) navode da je najveda
koncentracija fenolnih spojeva (10mM) inhibirala klijanje korovnih vrsta Chenopodium album



L., Plantago lanceolata L., Amaranthus retroflexus L., Solanum nigrum L., Cirsium sp. i Rumex
crispus L.., dok nize koncentracije (0,01-1 mM) nisu imale nikakav ucinak, ili su bile
stimulativne. Zakljuceno je da su ucinci varirali ovisno o vrsti korova, koncentraciji fenolnih
spojeva, ali i o samome spoju. Tako su Stupnicka- Rodzynkiewicz i sur. (2006) utvrdili najveéu
osjetljivost korovnih vrsta Echinochloa crus-galli i Galinsoga parviflora u slucaju folijarne
aplikacije p-hidroksibenzojeve, protokatehuinske i vanilinske kiseline. Ostale fenolne kiseline
nisu inhibirale rast korovnih vrsta Setaria viridis i Chenopodium album. U ovom istrazivanju
takoder je utvrdeno da ferulinska kiselina i p-kumarinska kiselina inhibiraju koncentraciju
fotosintetskih pigmeneta kod korovne vrste Echinochloa crus-galli u nadzemnim dijelovima,
dok je vanilinska kiselina uzorkovala manjak klorofila a i b kod korovne vrste Chenopodium
album.

U istrazivanju Séepanovi¢ i sur. (2022), utvrden je inhibicijski ucinak vanilinske, p-
kumarinske, ferulinske i p-hidroksibenzojeve kiseline na klijanje i po€etni rast ambrozije, ali je
inihbicijski u¢inak znacajno varirao u ovisnosti o dozaciji fenolnih kiselina. Isti autori takoder
navode da u niZim dozama, a posebice u onim dozama u kojima se prirodno nalaze u biljnim
tkivima, nije mogucde ucinkovito suzbiti ovu korovnu vrstu.

Navedena istrazivanja ukazuju na to da bi se ucinkovito suzbijanje korovnih vrsta moglo
posti¢i jedino kombiniranom primjenom bioherbicida s drugim mjerama borbe. Jedna od
mogucnosti je istraziti ucinak fenolnih kiselina sa znacajno smanjenim dozama herbicida
(Séepanovié i sur., 2022.).

Stoga, cilj ovoga in vitro istrazivanja jest utvrditi ucinak tri fenolne kiseline: ferulinska, p-
kumarinska, vanilinska u kombinaciji s reduciranim dozama herbicida tienkarbazon- metila na
klijanje te pocetni rast ambrozije.



1.1 Hipoteze i ciljevi istrazivanja
Na temelju pregleda literature, formulirane su hipoteze in vitro istrazivanja:

1.) Primjenom reducirane doze herbicida tienkarbazon-metila (39,6 g/ha) u kombinaciji s
fenolnim kiselinama (p-kumarinska, ferulinska i vanilinska), ostvarit ¢e se jaCi
inhibicijski u¢inak u odnosu na istu dozu herbicida bez fenolnih kiselina. Jacina
inhibicijskog ucinka ovisit ¢e o vrsti i dozi primijenjene fenolne kiseline.

2.) Kombinacijom reduciranih doza herbicida tienkarbazon-metila u kombinaciji sa
selektiranom fenolnom kiselinom, inhibirat ée se klijanje ambrozije jednako ili bolje u
odnosu na punu (registiranu) dozu herbicida.

Ciljevi istrazivanja su sljededi:

1.) Utvrditi klijavost i duljinu radikule ambrozije primjenom tri doze fenolnih kiselina s
reduciranim dozama herbicida tienkarbazon- metila (39,6 g/ha) u in vitro uvjetima.

2.) Uin vitro uvjetima utvrditi klijavost i duljinu radikule ambrozije primjenom selektirane
fenolne kiseline s reduciranim dozama herbicida (sedam linearno padajucih), kao i
primjenom istih linearno padajucih doza herbicida bez fenolne kiseline.



2. PREGLED LITERATURE

2.1 Ambrozija (Ambrosia artemisiifolia L.)

Ambrozija (Ambrosia artemisiifolia L.) je jedna od najvaznijih invazivnih biljaka,
rasprostranjena na Sirokom podrucju Amerike, Azije i Europe. Ova vrsta je vrlo invazivna te
ima znacajan negativan utjecaj na poljoprivredu i medicinu, posebice zbog problema koje
uzrokuje u zdravlju ljudi (Knolmajer i sur.,2024). Kod ljudi sklonih alergijama, polen ambrozije
uzrokuje brojne probleme, a u konacnici i globalni problem — kako po pitanju suzbijanja, tako
je i uzroc¢nik velikoga financijskog troska koji odlazi upravo na ovu invazivnu biljku. To je
jednogodisnja, Sirokolisna, proljetno-ljetna korovna vrsta koja je jedan od najistaknutijih
poljoprivrednih korova (Knolmajer i sur.,2024). Zbog svojih osobina kompeticije, alelopatije i
lake prilagodljivosti, ambrozija je prisutna posvuda, kao Sto su poljoprivredni usjevi, putovi te
neobradene povrsine. Kao Sto je to odlika svih korova, i ambrozija ima Sirok ekoloski spektar
Sto joj omogucava prilagodbu na razli¢ite okoliSne uvjete.

Porijeklom ambrozije smatra se pustinja Sanora, koja se proteze sjeverno i zapadno od
Kalifornijskog zaljeva te pripada podrucju Arizone (Knolmajer i sur., 2024). U pustinji Sanora
poznato je desetak vrsta ambrozija. Prvi je puta otkrivena 1838. godine te je postala veoma
rasSirenom korovnom vrstom u Sjevernoj Americi, a zastupljena je sve do juga Kanade. U
ostatku svijeta prisutna je u Europi gdje uzrokuje goleme probleme, te Indiji, Australiji, Kini i
Japanu. Trenutno je u svijetu poznata 41 vrsta roda Ambrosia (slika 2.1.), od kojih uz vrstu A.
artemisiifolia najvedu prijetnju uzrokuju A. trifida i A. psylostachya (Kazinczi i Novak, 2012).

Pregledom herbarija botanickih vrtova, utvrdeno je da je Republika Francuska bila prva
zemlja u Europi gdje se ambrozija udomacila 1763. godine (Chauvel i sur.,2006), a prvo Stetno
djelovanje na polju utvrdeno je 1863. godine. Iz Francuske je nastavila svoj put Sirenja, nakon
Cega je 1890. utvrdena u okolnim zemljama. U Rusiji je njena prisutnost zabiljeZzena 1918.
godine, a pretpostavlja se da je u te krajeve dospjela medunarodnom trgovinom. Bududi da je
pronadena uz Zeljeznicke pruge, trgovina robom putem Zeljeznica objasnila bi tu
pretpostavku, a odatle se Sirila na poljoprivredna polja (Genton i sur., 2005). Prvo zapazanje
ambrozije u Ukrajini bilo je 1914. godine, zatim se nastavila Siriti u Kijev (1925.), Harkov
(1929.), Odessu (1936.) te ZaporoZje (1939.) (Afonin i sur., 2018). Smatra se unesenom vrstom
u Madarskoj, Francuskoj i Italiji, te je dalje rasirena u Njemacku, Svicarsku, Austriju, Poljsku,
Slovacku, Tursku te na Korejskom poluotoku (Kazinczi i sur. 2008; Keszthelyi i sur., 2022). U
Madarskoj se ambrozija smatra vodecom korovnom vrstom koja je dospjela na podrucje
drzave nakon Drugog svjetskog rata, tijekom obrane Madarske. Sjeme ambrozije vrlo se lako
Sirilo prometnim pravcima, cestama i Zeljeznicama te se zahvaljujuc¢i tome vrlo uspjesno
udomadila (Knolmajer i sur., 2024). Prema dosadasnjim podacima, buduci da nije uspostavila
svoju ekolosku nisu, dokazano je da na ambroziju negativno djeluju europske iznenadne
vruéine i ljetne suse jer onemoguduju njeno lako i uspjeSno Sirenje (Case i Stinson, 2018).



Sjeme ambrozije Siri se na razne nacine. Najéesci put Sirenja je uz pomo¢ ¢ovjeka, odnosno
antropogeno Sirenje. Moze se, takoder, Siriti vodom, gdje u velikoj brojnosti moze dospjeti na
nova mjesta za vrijeme poplave. Moguce je Sirenje i posredstvom Zivotinja, primjerice ptica
koje se hrane razli¢itim sjemenom, pa tako i siemenom ambrozije. Vjetar omogucuje sjemenu
ambrozije dospije¢e na tlo u neposrednoj blizini majcinske biljke, Sto omoguéava ulazak
sjemena u banku sjemena u tlu. Antropogeno Sirenje oznacava dospijece kontaminiranog
sjemena koje je zatim zakorovljuje usjeve, kao i prisutnost na neadekvatno ociséenim
strojevima, prikolicama i sredstvima kojima se vrsila obrada i mehanizacija (Makra i sur.,
2015).

Legend: O Present @ Transient @ Native range (Plants)

Slika 2.1. Prikaz distribucije vrste Ambrosia artemisiifolia L.

Izvor: EPPO https://gd.eppo.int/taxon/AMBEL/distribution -pristup: 8.5.2024.

Ambrosia artemisiifolia L. je jednogodiSnja zeljasta biljka iz porodice glavocika
(Asteraceae) (slika 2.2). Visine je od 120 do 140 cm, razgranatog habitusa te dlakave stabljike.
Listovi imaju kratke peteljke i oni mogu biti sjedeci do dvopetelj¢ani (Knolmajer i sur.,2024).
Muski cvjetovi su u obliku grozda na vrhu izbojaka, dok su Zenski cvjetovi smjesteni nize u
pazuscima listova. Plod se naziva roska, a sjeme je oblika obrnuto jajolikog, Siroko ovalnog sa
zupcima na vrhu. Sjeme je sivkasto-smede boje. Pojedine jedinke ambrozije imaju iskljucivo
Zenske cvjetove, te time ne stvaraju polen koji je uzrok problema u medicini, ali takoder i u
poljoprivredi. Ambrozija je poznata po svoja tri varijeteta: var. artemisiifolia , var. elatior i var.
paniculata (Knolmajer i sur., 2024).

Kotiledoni ambrozije su jajastog oblika i peteljka je kratka, dok su pravi listovi nasuprotni i
reznjeviti, a ostali mladi listovi su rasprseni (Csontos i sur., 2010). Listovi se morfoloski mogu
veoma razlikovati, na Sto utjece starost lista. Zbog morfoloskog izgleda lista, ova se korovna
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vrsta u vrtovima moze lako zamijeniti s kadifom (Tagetes patula), ili ¢ak rajéicom (Solanum
lycopersicon) te crnim pelinom (Artemisia vulgaris) (Kazinczi i sur.,2009).

Slika 2.2. Morfologija vrste Ambrosia artemisiifolia L. a-sjeme; b-pravi listovi odozgo; c-mlada biljka s
pravim listovima; d- cvjetni izboji; e- stabljika s korijenom

Izvor: MDPI https://www.mdpi.com/2073-4395/14/3/497 -pristup: 8.5.2024.

Slika 2.3. Prikaz invazije ambrozije u usjevu suncokreta

Izvor: Research and Reflection Ring on Pesticide Resistance https://www.r4p-inra.fr/en/ragweed-
sunflower/- pristup 10.5.2024.



https://www.mdpi.com/2073-4395/14/3/497
https://www.r4p-inra.fr/en/ragweed-sunflower/-
https://www.r4p-inra.fr/en/ragweed-sunflower/-

Na nasim podrucjima, nicanje ambrozije zapocinje krajem oZujka, no vrhunac nicanja je od
sredine travnja do sredine svibnja te moZze nicati periodicki sve do prvih mrazeva u podrucjima
umjerene klime, kao $to je slucaj Hrvatske (Béres i Hunyadi, 1980). Temperatura je glavni
ekoloski ¢cimbenik koji utjece na klijanje i nicanje (Dickerson, 1968). Vrijeme nicanja odreduje
produkciju sjemena. Jedinka koja nikne u travnju moze imati sjemensku produkciju od 3000
do 4000 sjemena po biljci, dok one kasnije jedinke koje niknu u kolovozu mogu imati veoma
skromnu produkciju s 12-16 sjemenki po biljci (Béres i Bird, 1993). Osim temperature, na
klijanje i nicanje biljke takoder utje¢u i izmjena temperature, svjetlost, vlaga te koncentracija
CO; (Esslisur., 2015). Na odgodu klijanja utjecu i niske temperature, vlazni uvjeti i nedostatak
svjetlosti, kao i prevelika koncentracija soli (Guillemin i Chauvel, 2011).

Ovisno o zemlji porijekla, tezina sjemena varira od 4,7 mg do 8,8 mg (Hall i sur.,2021).
Prema istrazivanjima Sostarci¢ i sur. (2020) s dvije populacije s podru¢ja Hrvatske
(Jastrebarsko, Popovaca), utvrdena je intrapopulacijska varijabilnost izmedu veli¢ine sjemena
ambrozije. Prosje¢na masa 1000 sjemenki ambrozije na lokalitetu Jastrebarsko iznosila je 4,05
g, a s lokaliteta Popovaca 4,54 g. Prema istrazivanju Guillemin i Chauvel (2011), utvrdeno je
znacajno variranje mase sjemena unutar jedne populacije koja iznosi od 1,2 mg pa sve do 7,7
mg, te prosjecna masa sjemena od 4,08 g. Medutim, utvrdeno je da teZina sjemena ne utjece
na klijavost, dok starost sjemenki utjece. Tako, primjerice, mlade sjemenke mogu ranije klijati
od starijih (Guillemin i Chauvel, 2011; Hall i sur., 2021).

Sjeme ambrozije mozZe proklijati iz dubine od 7 cm i viSe, ali neée niknuti, te mlade biljke
ugibaju u trenutku potrosnje hrane iz endosperma (Makra i sur., 2015). Prema istraZivanjima
GuilleminiChauvel (2011.), najveca dubina iz koje je iznikla biljka ambrozije bila je 8 cm. Prema
istrazivanju Sanga i sur. (2011.), iz dubine od 4 cm proklijalo je 75% sjemenki, dok je sjeme s
dubine 6 cm proklijalo samo u 2,5 -0,5 % slucajeva te je time zaklju¢eno da svjetlost uvelike
pomaze u klijanju ambrozije. Sjeme koje je bilo izloZeno svjetlosti 12 sati, niknulo je u 97%
slu€ajeva, a ono sjeme iz tame niknulo je u nesto manjem postotku od 75% (Szigetvari i Benkd,
2004; Magyar, 2023). Sjeme je pokazalo najvecu klijavost kada je bilo izloZeno temperaturi za
nicanje izmedu 23 i 25 °C, te u periodu izloZenosti svjetlosti od 12 sati. Béres (1981) je utvrdio
da je optimalna temperatura za klijanje ambrozije u laboratorijskim uvjetima naizmjence 10/
23°C.

Kao $to je poznato, sjeme svake korovne biljke moZe u banci sjemena biti veoma dugo
dormantno. Ambrozija je vrsta duge dormantnosti u banci sjemena, od 20 godina (Silc, 2002)
pa ¢ak i do 0-35 godina (Chikoye i sur., 1995; Oberdorfer, 2021). Primarna dormantnost
sjemena svjeZe ubranoga u listopadu, zavrSava u sije€nju ili velja¢i naredne godine (Béres i
Hunyadi,1984). Prekid dormantnosti mozZe se postic¢i hladnom stratifikacijom u trajanju od 15
tjedana. Najpozeljnije su temperature izmedu 4 i 11°C tijekom 15 tjedana, kako bi se prekinula
primarna dormantnost sjemenki (Baskin i Baskin, 1987). Klijavost se smanjuje duljim
pohranjivanjem sjemena na hladnom i mraénom mjestu.

Ambrosia artemisiifolia L. pripada C3 fotosintetskom tipu biljaka (Fumanal i sur.,2008).
Vegetativni rast i razvoj zapocinje u svibnju i lipnju (Béres i Hunyadi,1980 ), a najveci vrhunac
proizvodnje vegetativne biomase odvija se sredinom srpnja, i odvija se do vrhunca cvatnje u



kolovozu i rujnu (Kazinczi i Novak, 2012). Za optimalan rast izdanaka smatra se temperatura
od 29,5 do 31,4 °C, dok se biljka prestaje razvijati na temperaturi vecoj od 43°C (Shrestha i
sur., 1999). Prema istrazivanjima, biljke koje su iznikle ranije u travnju, nisu imale velik utjecaj
interspecijskih i intraspecijskih odnosa, dok one koje su kasnije iznikle (krajem ljeta), bile su
izlozene vecoj kompeticiji zbog ¢ega proizvode manje suhe biline mase (Knolmajer i sur.,
2024).

Cvatnja ambrozije poti¢e se kontinuiranim smanjenjem duljine dana nakon ljetnog
solsticija. Vrijeme cvatnje je odgodeno ako je fotoperiod duzi od 14 sati (Essl i sur.,2015). Na
jednoj biljci, omjer muskih i Zenskih cvjetova uglavnom je 50:50, ali se omjer pomice zbog
kasnog nicanja (Béres i Hunyadi, 1980).

Vjetar je glavno sredstvo nacina Sirenja sjemena, a za dobivanje zrelog sjemena potrebno
je 40 do 60 dana nakon oplodnje (Makra i sur., 2015). Ambrozija nema posebnu strategiju
Sirenja sjemena, $to znacdi da vecdina sazrelog sjemena pada unutar dva metra od jedinke
(Szigetvari i Benkd, 2004, Dickerson, 1968). Cvatnja muskih cvjetova zapocinje u srpnju te
moze trajati do 2-2,5 mjeseca. Zenski cvjetovi ulaze u cvatnju dva tjedna nakon muskih
cvjetova, te njihova cvatnja traje do prvih mrazeva (Matyas i sur., 2020). Prema poznatim
podacima iz dosadasnjih istraZzivanja, dokazano je da u hladnijim klimatima biljke ambrozije
krenu ranije cvjetati i cvatnja traje duze (Stinson i sur.,2018). Kao Sto je vegetativni rast
ambrozije vedi pri visSim temperaturama, u skladu s time vecéa je i koncentracija muskih
cvjetova, Sto rezultira i ve¢om produkcijom polena (Knolmajer i sur., 2024). Ovaj proces
uzrokuje vecu problematiku u medicini, a valja napomenuti da je i uzrocnikom vecih stopa
alergijskih reakcija i oboljenja ljudi.

Upravo su klimatske promjene te koje mogu uzrokovati fizioloske, biokemijske i
fenoloske promjene na biljci koja se nalazi na odredenom podrucju koje je podloZno
djelovanju klimatskih promjena (Sun i sur., 2020; Behrendt i Ring, 2012). Kao posljedica
klimatskih promjena, o¢ekuje se da ¢e se ambrozija Siriti prema sjeveru, odnosno klimatima
na kojima se postupno povisuju temperature, cime postaju savrSena staniSta jer se nepovoljni
uvjeti za ambroziju mijenjaju u povoljne (Knolmajer i sur.,2024). Zbog sve visih temperatura u
proljec¢e, dolazit ¢e do ranijeg nicanja ambrozije. Kao posljedica ranijeg nicanja, cvatnja i
rasprsivanje polena zapocet ¢ée ranije, ¢ime ée se i razdoblje rasprsivanja produljiti (El Kelish i
sur., 2014). Klimatske promjene mogu znacajno djelovati i na medusobno djelovanje
ambrozije i njenih prirodnih neprijatelja. Jedan od takvih primjera je kukac Ophraella
communa. Bududi da se mijenja ambrozija u fenoloskim fazama, moze doéi do pomaka u
generacijama prirodnog neprijatelja (Knolmajer i sur., 2024). Zbog klimatskih promjena moze
doéi do poremedéaja u zivotnom ciklusu, odnosno, zbog toplijih jeseni i dovoljne vlaznosti,
moze se dogoditi da dode do pojave nicanja ambrozije u jesen, s obzirom na to da su
temperatura i optimalna vlaznost tla zadovoljeni (Knolmajer i sur., 2024). lako mlade biljke
ambrozije ne prezivljavaju zimske uvjete i mrazeve, one mogu biti konkurenti kasnoljetnim i
jesenskim usjevima, kao Sto su ozima repica i ozime Zitarice (Sun i sur., 2020).
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2.2 Ekonomska vaznost korovne vrste Ambrosia artemisiifolia L.

Ambrozija se smatra sveprisutnom korovnom vrstom, odnosno, moze se naéi u gotovo
svim ratarskim usjevima, uzrokujuéi u konacnici velike gubitke prinosa. Uz poljoprivredne
povrsine, ambrozija je vrlo Cesto prisutna na neobradenim povrSinama, strnistima, uz
prometnice (kao Sto su Zeljeznice i autoceste), na gradiliStima te na terenima koji se remete i
obraduju (Kazinczi i sur., 2009). U Europi postoji nekoliko faktora koji jako pogoduju Sirenju
ambrozije, a to su povecanje neobradenih povrsina, kao i nedovoljno stru¢nog znanja, zatim
povecanje vrtova kojima se ljudi bave u hobiju, pojava otpornih biotipova na herbicide te, na
koncu, unos sjemena koje je zarazeno sa sjemenom ambrozije (Szigetvari Benkd, 2004).

Provedene su mnoge studije u kojima je dokazana izravna kompeticija ambrozije s
usjevima. U usjevu suncokreta, jedna biljka ambrozije po ¢etvornom metru uzrokuje gubitak
prinosa od 7%. Kod dvije biljke ambrozije, taj je postotak iznosio 11%, kod pet biljaka 25%, a
pri gustoéi od deset biljaka po m? 37% (Béres i sur.,2007). Prema podacima istraZivanja
Knolmajer i sur. (2024), ambrozija bi mogla zauzeti 5,33% obradive povrSine u Madarskoj,
ukoliko se ne bi provodile mjere zastite od ovoga invazivnog korova. Taj postotak oznacava
340 000 ha povrsine od ukupno 6,5 milijuna hektara obradive povrsine. Na temelju prosje¢nog
prihoda od 862 EUR/ha, prisustvo ambrozije uzrokovalo bi gubitak prihoda od 293 milijuna
EUR u 2012. (Szigetvari i Benkd, 2004.). U nepovoljnim vremenskim uvjetima, kada dolazi do
odgadanja nicanja usjeva ili perioda suSe, ambrozija ne pokazuje visoku stopu kompeticije.
Takoder, ne utjeCe znacajno na prinos Zitarica, buduci da postojeéi negativni uvjeti nisu
povoljni za njezin rast i razvoj. U sluajevima slabo uspostavljenog usjeva, zbog omogucene
dominacije i Sirenja, moZe ciniti znacajne Stete usjevima Zitarica. Lehoczky i sur. (2011)
istrazivali su gustoéu ambrozije na strnistima pSenice tri tjedna nakon Zetve. Ambrozija je
stvorila prosjeénu gustoéu od 20,9 jedinki po m?. Varga i sur. (2006) proucéavali su kompeticiju
izmedu ambrozije i kukuruza. Prema rezultatima istrazivanja, u slu€aju deset jedinki ambrozije
po m?, koli¢ina uroda kukuruza smanjena je za 37%. Hall i sur. (2021) proucavali su uéinak A.
artemisiifolia na usjev soje. Ukupno pet jedinki ambrozije u posudi smanjilo je proizvodnju
biomase sorte soje Albena za 11%, a proizvodnja biomase sorte Mentor bila je smanjena za
26% u odnosu na kontrolu. U vrijeme berbe, sorta Albena imala je 51% manju nadzemnu suhu
masu, kada je u posudi bilo pet biljaka ambrozije u usporedbi s kontrolnim biljkama. Sorta
Mentor imala je najmaniji gubitak koji je iznosio 33% nadzemne suhe mase, kada je u posudi
bilo pet jedinki ambrozije. Na temelju staklenic¢kih dvogodisnjih poljskih istrazivanja, utvrdeno
je da je na parcelama s najve¢om biomasom ambrozije gubitak prinosa soje u prosjeku iznosio
84%, u usporedbi s kontrolnom parcelom bez korova (Hall i sur., 2021). Broj kvrZica, kao i
srednja masa kvrzica koje su usko povezane s prinosom soje, znacajno je smanjen na
parcelama gdje je bila zastupljena ambrozija. Jedna biljka ambrozije po m? smanijila je broj
kvrZica za 56%, a u konacnici je dovela do smanjenja prinosa od 18% (Hall i sur., 2021).

Republika Hrvatska jedna je od tri europske zemlje koje imaju najvecu gustocéu peludi i
sjemena ambrozije po jedinici povrSine (Lommen i sur., 2018). Ambrozija najveéi problem
stvara u jarim usjevima, gdje se najceSée suzbija kemijskim mjerama, odnosno herbicidima
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(Galzina i sur., 2010). Medutim, ucestalom primjenom herbicida istog mehanizma djelovanja
te pojavom ambrozije u velikoj brojnosti, utvrdena je i u nasoj zemlji rezistentnost ove vrste
na nekoliko herbicida koji inhibiraju acetolaktat sintazu (takozvani ALS herbicidi) (S¢epanovi¢
i sur., 2021b).

Jeda od mjera mogucénosti suzbijanja invazivnih korova u poljoprivrednoj proizvodnji je
inkorporacija pokrovnih usjeva u plodored. Zbog izrazenih svojstava kompeticije i alelopatije,
biljne vrste koje se nalaze u smjesama pokrovih usjeva mogu direktno utjecati na potiskivanje
korova. lzlu¢ivanjem sekundarnih biljnih metabolita, ove biljne vrste inhibiraju rast i razvoj
korova. Uz sekundarne metabolite, kompeticijom za prostor, hranu, vodu i svjetlost, potiskuju
se korovne vrste. Jedna od biljnih skupina s izrazenim alelopatskim djelovanjem je porodica
Brassicaceae. Jedne od brojnih aktivnih skupina su fenolne kiseline koje se odlikuju
inhibitornim uc¢inkom na odredene biljne vrste, ali mogu djelovati i pozitivno na rast i razvoj.

2.3 Pokrovni usjevi vrstama iz porodice Brassicaceae

Porodicu Brassicaceae cini velik broj biljaka koje proizvode dosta visoke koncentracije
bioloki aktivnih spojeva (Haramoto i Gallandt, 2005; Brijacak i sur., 2020; Séepanovié i
sur.,2021a) te se pripadnici ove porodice siju kao pokrovni usjevi. Uz funkcije kao Sto su zastita
od erozije, obogacenje tla dusikom i mineralnim tvarima te sprjecavanje gubitka topline i
vlage, pokrovni usjevi utjeCu na potiskivanje korova. Uz ove navedene djelotvorne ucinke,
pokrovni usjevi mogu odrzavati povoljni odnos izmedu ugljika i dusSika, mogu povecati
mikrobiolosku aktivnost, kao i utjecati na optimalan vodnozrac¢ni odnos (Bari¢ i Ostoji¢, 2020;
Séepanovié i sur., 2023). Jedan od glavnih uvjeta ovih usjeva jest da nisu konkurentski usjevi
glavnom usjevu. Najve¢a medusobna interakcija pokrovnog usjeva i kulture koja se uzgaja, u
periodu je najveceg razvitka biljne mase, odnosno, u periodu u kojemu korovi mogu najvise
Stetiti kulturi. Osim kompeticijom, sprjecavanje klijanja i nicanja korova u usjevima dogada se
i zbog alelokemikalija prisutnih u biljnim tkvima ovih usjeva (Haramoto i Gallandt, 2005). Vrste
porodice Brassicaceae, zbog izrazenih alelopatskih svojstava, imaju vaznu ulogu u suzbijanju
korova (European Comission, 2019) te pripomazu u izvedbi i provodenju nekemijskih mjera
suzbijanja.

Prema Europskom zelenom planu (European Green Deal) i Direktivi o odrzivoj uporabi
pesticida (Direktiva 2009/128/EZ), u zastiti bilja potrebno je pronaci nova povoljnija rjeSenja
koja su nekemijska i povoljnih ekotoksikoloskih svojstava, kao i uspostaviti odrZiv nacin
suzbijanja $tetnih organizama (S¢epanovic i sur., 2023). Ciljna specifi¢nost i brza razgradnja
bioherbicida u okoliSu, zahtijevaju veéu pozornost pri razvoju proizvoda dostupnog Sirokoj
potrosnji (Scavo i Mauromicale,2020).

Ukoliko bi se vrste pokrovnih usjeva, kao potencijalni bioherbicidi, u€inkovito koristile u
inhibiciji rasta i razvoja korova, potrebno je odrediti koja je vrsta spojeva odgovorna za
inhibiciju rasta korova (S¢epanovi¢ i sur., 2022). Prema radu Séepanovi¢ i sur. (2021a),
testirana je inhibicija klijanja i rasta ambrozije nakon Sto se tretirala vodnim ekstraktima
pokrovnih kultura iz porodice Brassicaceae, te se utvrdio inhibirajuéi u¢inak na rast i razvoj
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ambrozije. Cilj pokusa bio je utvrditi u¢inak vodnih ekstrakata razlicitih koncentracija (0;0,5;1;
2,5;5; 7,5i10% (w/v)) na klijanje i rani rast ambrozije. Rezultat ovoga pokusa pokazao je da
ekstrakti iz vrste Camellina sativa imaju inhibirajuéi ucinak na klijanje, rast hipokotila, duljinu
radikule te masu svjezih biljaka ambrozije. Ekstrakti iz vrsta Sinapis alba i Raphanus sativus
inhibirali su rast i razvoj ambrozije, ali samo pri koncentracijama vi$§im od 7,5% (Séepanovic i
sur., 2021a). Ono sto je u konacnici potvrdeno jest da je u plodovima vrste Camellina sativa
najveca koncentracija alelopatskih spojeva, te da je ova vrsta najpovoljniji pokrovni usjev koji
je pokazao najvedi inhibitorni u¢inak (S¢epanovi¢ i sur.,2021a).

2.4 Fenolne kiseline- potencijalni bioherbicidi

Glavnu skupina biljnih alelokemikalija ¢ine fenoli (Li i sur.,2010). Fenoli su pokazali svoje
djelovanje na rast i Sirenje stanica, propusnost membrane, unos i usvajanje hranjivih tvari, na
proces fotosinteze, djelovanje na sintezu proteina te na enzimsku aktivnost (Einhellig, 2004).
Utvrdeno je da p-hidroksibenzojeva kiselina, protokatehuinska kiselina te vanilinska kiselina
mogu usporiti rast koStana (Echinochloa crus — galli) i sitnocvjetne konice (Galinsoga
parviflora) (Stupnicka-Rodzynkiewicz i sur.,2006). Takoder, salicilna kiselina, ferulinska
kiselina, hidroksibenzojeva kiselina i hidroksifenil octena kiselina inhibirale su rast korovne
vrste Avena fatua L. (Almaghrabi, 2012). Zahvaljujudi rezultatima ovakvih pokusa, doslo se do
zakljucka da fenolne kiseline mogu biti potencijalni bioherbicidi (Li i sur., 2010; Stupnicka-
Rodzynkiewicz i sur.,2006; Heidarzade i sur., 2012). No, pitanje koje se postavlja jest koje su
to doze i koje kombinacije fenolnih kiselina koje uspjesno suzbijaju korove. Vecina istrazivanja
navodi da inhibirajuci ucinak fenolnih kiselina prema korovima ovisi o korovnoj vrsti, kao i o
vrsti fenolnog spoja. Jedna od glavnih znacajki po ¢emu se bioherbicidi isti¢u jest ta da ne
zagaduju okolis, vodu, tlo i neciljane organizme, $to nije slucaj s kemijskim sredstvima zastite
(Séepanovié i sur., 2023).

U istraZivanju Chenisur. (2022), istraZzena su alelopatska svojstva vrste Artemisia argyi
(kineski pelin, srebrnasti pelin). Buduci da je ova vrsta Siroko rasprostranjena diljem Azije te
na tom prostoru postize dominantnu populaciju, upravo se njene alelokemikalije smatraju
glavnim razlogom te dominacije. Utvrden je inhibicijski uc¢inak A. argyi na vrste: Echinochloa
crus- galli, Setaria viridis, Portulaca oleracea i Amaranthus retroflexus (Chen i sur., 2022). U
istom je istraZivanju potom provedena kvalitativna i kvantitativna analiza kemijskog sastava
vodenog ekstrakta A. argyi, kako bi se utvrdili alelopatski spojevi koji inhibiraju rast ovih
korovnih vrsta. Utvrdena su Cetiri potencijalna alelopatska spoja: neoklorogena kiselina,
kafeinska kiselina, klorogena i kriptoklorogena kiselina. Dobiveni rezultati pokazali su da je
kafeinska kiselina glavni alelopatski spoj prisutan u kineskom pelinu koji inhibira rast ostalih
biljnih vrsta. Detaljnije su proveli istraZivanje primjenom kafeinske kiseline na listovima vrste
Setaria viridis, gdje je utvrden inhibitorni uc¢inak regulacijom visestrukih gena ukljuéenih u
sintezu hormona giberelina i fitoaleksina.

Znacajan bioherbicidni ucinak zabiljezen je i kod vrsta Ulex europaeus i Cytisus scoparius
koje sadrze hlapljive spojeve herbicidnog ucinka (Pardo- Muas i sur., 2020). Potvrdena je
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herbicidna aktivnost flavonoida i fenolnih kiselina u aktivnosti obje vrste. Upravo ti spojevi
dospijevaju u tekucu fazu tla nakon dospijeca liS¢a bogatog alelokemikaliama u tlo.
Ispitivanjima u in vitro uvjetima dokazano je da obje vrste sadrze spojeve topive u vodi, koje
inhibitorno djeluju na korovne vrste Amaranthus retroflexus i Digitaria sanguinalis. Kod vrste
U. europaeus identificirano je 11 vrsta fenolnih kiselina, a kod vrste C. scoparius 17 fenolnih
spojeva. U slucaju kada su zasebno ispitivane u in vitro uvjetima u dozi 1 mM, trans-cimetna,
p-kumarinska i ferulinska kiselina pokazale su se fitotoksi¢nima za jedan ili drugi korov i
fizioloSke procese, te osim kafeinske kiseline i vanilina, fenolne kiseline su izgubile ucinkovitost
pri primjeni u nizim koncentracijama (0,1 ili 0,01 mM).

U istrazivanju provedenom 2015. godine, istrazivana je stabilnost fenolnih kiselina i
ucinkovitost na suzbijanje korova u uzgoju rize (Li i sur., 2015). Ispitana su tri derivata
benzojeve kiseline (siringinska, 4-hidroksibenzojeva i vanilijeva kiselina) i tri derivata cimetne
kiseline (cimetna, 4-hidroksicimetna i ferulinska kiselina). Rezultati istraZzivanja pokazali su da
se koncentracija pojedinacnih fenolnih kiselina i otopina mijesanih fenolnih kiselina smanjila
u odredenoj mjeri. Po pitanju smanjenja, ono se pokazalo neovisnim o okoliSu tj. bioloSkom
testu (4-7 dana) ili okruZzenju uzgoja rize, a izmjereno je znacajno smanjenje koncentracije
nakon 48h (Li i sur., 2015). Rezultati su pokazali da su fenolne kiseline relativno nestabilni
spojevi, Sto bi moglo utjecati na njihov bioherbicidni ucinak. Autori, ipak, zakljuuju da je
bioherbicidni uc¢inak bio znacajniji kod primjene visih koncentracija fenolnih kiselina (Li i sur.,
2015).

Fenolni spojevi se relativno lako izoliraju iz biljnih tkiva te su uglavnom topivi u vodi, sto
je razlog da se relativno Cesto koriste u raznim in vitro i in vivo istrazivanjima. | u domacoj
znanstvenoj literaturi provodena su in vitro istraZivanja s fenolnim spojevima (S¢epanovic i
sur., 2021a; Séepanovié i sur., 2022 ; Brijacak i sur., 2021.) i to upravo na korovnoj vrsti —
ambroziji. Iz suhih biljnih dijelova vrsta por. Brassicaceae, tekuc¢inskom kromatografijom
izolirano je 15 fenolnih spojeva: vanilinska kiselina, p-kumarinska kiselina, vanilin,
hikroksibenzenska kiselina, klorogenska kiselina, galska kiselina, protokateutinska kiselina i
siringinska kiselina, od kojih su neki pokazali odredena bioherbicidna svojstva (S¢epanovi€ i
sur., 2021a). Zaklju¢no su Cetiri fenolne kiseline pokazale jaci inhibitorni u¢inak na ambroziju:
p-kumarinska kiselina, ferulinska, vanilinska i p-hidroksibenzojeva kiselina te mjeSavina svih
fenolnih kiselina (S¢epanoviéisur., 2022; S¢epanovié i sur., 2023). U ovom istraZivanju, fenolne
kiseline primjenjivale su se u koncentracijama od 2 do 16 puta ve¢im nego $to su prirodno
utvrdene u nadzemnim biljnim dijelovima Brassicaceae (Séepanovi¢ i sur., 2021a), a
inhibicijski ucinak prema ambroziji ostvaren je tek pri najvise koristenim koncentracijama.
Pritom, ove fenolne kiseline u in vitro i in vivo uvjetima nisu negativno utjecale na rast i razvoj
kukuruza (Pismarovici sur., 2021.).

lako su u navedenim istraZivanjima utvrdeni inhibicijski uéinci vanilinske, p-kumarinske,
ferulinske i p-hidroksibenzojeve kiseline na klijanje i pocetni rast ambrozije, ovaj inihbicijski
ucinak znacajno je varirao u ovisnosti o dozaciji fenolnih kiselina. Navedena istrazivanja
ukazuju da bi se ucinkovito suzbijanje korovnih vrsta moglo posti¢i jedino kombiniranom
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primjenom bioherbicida s drugim mjerama borbe. Jedna od moguénosti je istraziti ucinak
fenolnih kiselina sa zna¢ajno smanjenim dozama herbicida (S¢epanovié i sur., 2022.).

Ovaj diplomski rad nastavak je dosadasnjih istrazivanja, a u njemu su se selektirale fenolne
kiseline s najvec¢im inhibicijskim potencijalom prema ambroziji. Sljededi cilj je utvrditi koliki je
ucinak fenolnih kiselina u istovremenoj primjeni reduciranih doza herbicida tienkarbazon-
metila.

2.5 Tienkarbazon- metil (TKM)

Prema Herbicide resistance action committee (HRAC)(2024), herbicid tienkarbazon-metil
(TKM) pripada kemijskoj skupini triazolona koji mehanizmom djelovanja inhibiraju enzim
acetolaktat sintazu (ALS) ili acetohidroksidacid sintazu (AHAS). Ti enzimi su zaduZeni za sintezu
valina, leucina i izoleucina u meristemskom tkivu. Sinteza se odvija u vrSnom meristemu
odakle se dalje premjesta u kloroplaste. Enzim ALS je veoma aktivan u meristemskom tkivu
mlade biljke. Sam proces sinteze aminokiselina veoma je sloZen. Iz piruvata ga katalizira niz od
4,5 enzima, od kojih je jedan ALS (Bari¢, 2024.). Reakcija biljke nakon primjene herbicida ove
skupine jest brz prestanak rasta koji zapocinje unutar nekoliko sati, zaustavljaju se dioba
stanica i izduZivanje tkiva. Fotosinteza i stani¢no disanje odvijaju se jo$ neko vrijeme, no biljka
postupno odumire. Unutar ove skupine postoji vise skupina inhibitora ovoga procesa, a to su:
sulfonilureja herbicidi, imidazolinoni, triazolopirimidini i triazoloni. Kod osjetljivih vrsta,
molekula herbicida se duze zadrzava, odnosno perzistiraju duze u biljci.

Tienkarbazon-metil biljka apsorbira putem lista, ali i korijenom. LD50 > 2000 dolazi u
kombinaciji s drugim djelatnim tvarima, kao Sto su mezosulfuron (Atlantis star), foramsulfuron
(Moonsoon active), izoksaflutol (Adengo) te s tembotrionom (Capreno). Ova sredstva se
primjenjuju za suzbijanje korova u usjevima kukuruza i strnih Zitarica. Osjetljive vrste su:
dvornici (Polygonum spp.), sitnocvjetna konica (Galinsoga parviflora), kostan (Echinochloa
crus- galli), misjakinja (Stellaria media), divlja zob (Avena fatua), zeleni muhar (Setaria viridis),
jednogodisnja vlasnjaca (Poa annua), kuznjak bijeli (Datura stramonium), ambrozija (Ambrosia
artemisiifolia), bijela loboda (Chenopodium album), europski mracnjak (Abutilon theophrasti)
i $¢ir (Amaranthus retroflexus) (Bari¢, 2024.).

U usjevima kukuruza, tienkarbazon-metil se ucestalo koristi u pripravku Adengo
(izoksaflutol (225 g/l), tienkarbazon-metil (90 g/l) i ciprosulfamid (157,1 g/I) (Bayer), te
uspjeSno suzbija ambroziju, kao i niz jednogodiSnjih uskolisnih i Sirokolisnih korova
(Fitosanitarni informacijski sustav (FIS), 2024).

S obzirom na zahtjeve EU o redukciji unosa pesticida u okolis, istraZivane su moguénosti
redukcije primjene herbicida. Prema dosadasnjim istrazivanjima, prouéavana je redukcija doze
herbicida uz kombinaciju mehanickih mjera suzbijanja (usmjerena aplikacija u redu kukuruza
uz medurednu kultivaciju), te su rezultati pokazali veoma povoljne postotke redukcije uporabe
herbicida, toénije, 60% manje unosa herbicida (Loddo i sur., 2019; Sostar¢ié¢ i sur., 2020.).

Ideja ovoga rada proizasla je iz novih saznanja o djelovanju fenolnih kiselina kao
inhibitornih spojeva na rast i razvoj invazivnih korova. Kao sto je ve¢ dokazano da alternativne
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mjere suzbijanja samostalno ne postizu visoku stopu inhibicije korovnih vrsta te da su
dosadasnja istrazivanja pokazala pozitivan utjecaj fenolnih kiselina na rast i razvoj ambrozije,
ideja je kombinirati fenolne kiseline sa zna¢ajno reduciranim dozacijama herbicida.
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3. MATERUALI | METODE RADA

3.1 Prikupljanje sjemena ambrozije

Sjeme ambrozije koje se koristilo u pokusu prikupljeno je 2018. godine na pokusalistu
Sasinovec, Agronomskog fakulteta Sveucili$ta u Zagrebu (45°51'05.2" S, 16°10°34.1" 1). Nakon
Sto je sjeme ociséeno, spremljeno je u papirnate vredice u hladnjak na 4°C, sve do provodenja
pokusa. Prije postavljanja pokusa sjeme je kalibrirano, a ono sjeme koje je vizualno izgledalo
mrtvo ili oSte¢eno od predatora bilo je odstranjeno. Prije poCetka istrazivanja proveden je test
klijavosti, a buduci da je utvrdena klijavost bila ve¢a od 70%, sjeme je bilo pogodno za nastavak
istrazivanja.

3.2 Biotest

3.3 Preliminarni pokus

Cilj preliminarnog pokusa bio je odabrati dozu fenolne kiseline koja ¢e se primjenjivati u
kombinaciji s reduciranim dozama herbicida. Ovaj pokus bio je dvofaktorijelni, s fenolnim
kiselinama (ferulinska, p-kumarinska i vanilinska) kao prvim faktorom te dozama fenolnih
kiselina (50, 100i 200 x 10~7 mol) kao drugim faktorom.

Referentni standardi za ove tri fenolne kiseline dobiveni su od Sigma-Aldrich (Steinheim,
Njemacka). Ferulinska kiselina (FA)1 , vanilinska kiselina (VA) i p-kumarinska kiselina (PCA)
otopljene su u destiliranoj vodi, svaka pojedinacno, te su potom sonirane na 35 kHz i 80°C
(Sonorex TK 52, Bandelin, Njemacka), u svrhu postizanja ujednacenih, homogenih otopina u
razli¢itim dozama. Doze su izaCunate na temelju prirodne prisutnosti ovih fenolnih kiselina u
biljnim vrstama iz porodice Brassicaceae (Sinapis alba L., Raphanus sativus var. oleiformis,
Camelina sativa L.) (Crantz) koje se siju kao pokrovni usjevi (Séepanovié i sur., 2021a). Sva
potrebna vaganja za pokus vrsila su se na analitickoj vagi (MS105DU, Mettler Toledo,
Greifensee, Svicarska).

Sve tri doze fenolnih kiselina pripremljene su u kombinaciji s 1/8 x pune doze, koja iznosi
39,6 g /ha (x) tienkarbazon-metila (TKM), a kao pozitivna kontrola, koriStena je ista doza
herbicida, ali bez fenolnih kiselina. In vitro pokus postavljen je u petrijevim zdjelicama, gdje je
na filter papir postavljeno po 25 sjemenki ambrozije. U svaku petrijevu zdjelicu promjera 90
mm, dodano je 4 mL otopine (fenolne kiseline plus herbicid; Cisti herbicid — pozitivna kontrola
i destilirana voda-negativna kontrola) .

1 Ferulinksa kiselina - trans -4-hidroksi-3-metoksicimetna kiselina

Vanilinska kiselina (4-hidroksi-3-metoksibenzojeva kiselina)
p-kumarinska kiselina - trans -4-hidroksicimetna kiselina)
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Petrijeve posudice zatvorene su parafiilmom i postavljene u klima komoru (HPP 108,
Memmert, Schwabach, Njemacka) u odredenom rezimu: fotoperiod 12 h/12 h; dnevna
temperatura 25°C, a noéna 15°C; vlaznost 70% te intenzitet svjetla 40-50 umol/m 2 (LED
svjetlo). Nakon deset dana, mjerila se duljina radikule, hipokotila te brojnost klijavih sjemenki.
Sjeme se smatralo klijavim ukoliko je duljina radikule bila ve¢a od 1 mm. Nakon svih ocitanih
vrijednosti izmjeren je postotak inhibicije reflektiran kroz duljinu radikule i hipokotila, po

formuli :

% inhibicije = [( Xc - Xt )/ Xc] x 100

pri ¢emu je Xc duljina radikule/hipokotila kontrolnih klijanaca, a Xt duljina

radikule/hipokotila klijanaca tretiranih fenolnim kiselinama.

Pokus je postavljen po shemi slu¢ajnog bloknog rasporeda u Cetiri repeticije, i ponovljen je dva

puta.
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Slika 3.2. Prikaz herbicida koriStenog u
pokusu na bazi tienkarbazon-metila (TKM)
Izvor: Veronika Nikolas

Slika 3.1. Prikaz tri fenolne kiseline koristene u
preliminarnom pokusu
Izvor: Veronika Nikolas
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Slika3.3. Prikaz odvage na
analitickoj vagi MS105DU, Mettler
Toledo, Greifensee, Svicarska

Izvor: Veronika Nikolas

Slika 3.5. Prikaz dodavanja destilirane vode
fenolnim kiselinama
Izvor: Veronika Nikolas

Slika 3.4. Prikaz pripremanja fenolnih otopina
Izvor: Veronika Nikolas

Slika 3.6. Ultrasonic¢na kupelj za pripremu fenolnih
otopina
Izvor: Veronika Nikolas

19



3 .
o s ~—

Slika 3.7. Sjetva sjemena i tretiranje sjemena kombinacijom fenolnih kiselina i 1/8x doze
herbicida
Izvor: Veronika Nikola$

3.4 Dose-response pokus

U dose-response pokusu, sedam linearno reduciranih doza herbicida tienkarbazon-metila
(x — 1/64 x) te istih sedam reduciranih doza u kombinaciji s p-kumarinskom kiselinom (200 x
10~7 mol), primijenilo se na sjeme ambrozije na isti na¢in kao §to je opisano u preliminarnom
pokusu. Doze herbicida tiakrabanzon- metilasu: x, %2 x, % x, 1/8 x, 1/16 x, 1/32 x i 1/64 x, gdje
x predstavlja registriranu dozu odnosno 39,6 g ha™.

3.5 Statisticka obrada podataka

Preliminarni i dose-response in vitro pokusi ponovljeni su dva puta. Dobiveni podaci
(redukcija klijavosti, redukcija duljine radikule i koleoptile) obradili su se analizom varijance, a
u slucaju signifikantnog F testa, za usporedbu srednjih vrijednosti koristili su se post-hoc Tukey
testovi.

20



4. REZULTATI

4.1 Preliminarni pokus

U preliminarnom pokusu cilj je bio selektirati fenolnu kiselinu najveceg inhibicijskog ucinka
na rast radikule i hipokotila ambrozije, u kombinacijis 1/8 doze herbicida tienkarbazon-metila,
s kojom ¢ée se provesti dose-response pokus. Odvojeno su prikazane redukcije mjerenih
parametara ambrozije, obradene u odnosu na destiliranu vodu te odvojeno, u odnosu na
herbicid (Tablica 4.1.)

Tablica 4.1. Rezultati dvosmjerne analize varijance za redukciju duljine radikule i hipokotila
ambrozije (prikazane u odnosu na destiliranu vodu i herbicid)

Destilirana voda Herbicid
.. Iz.vor . N-1 % redukcije
varijabilnosti
Duljina Duljina Duljina Duljina
radikule hipokotila radikule hipokotila
Fenolne 2 * Kk * ns %k 3k
kiseline (F)
Doze f. * % % * % * % % * % %
kiselina (D)
HxD 4 ns ns ns ok

Oznake signifikantnosti *** =0.001 ; ** 0.01, * = 0.01, *ns - nesignifikantno

Usporedujudi duljinu radikule i hipokotila ambrozije tretirane s fenolnim kiselinama (s 1/8
x herbicida) u odnosu na destiliranu vodu, rezultati analize varijance ukazuju da je utvrdena
znacajna razlika u redukciji radikule i hipokotila izmedu fenolnih kiselina, a tako i izmedu doza
fenolnih kiselina. Nasuprot tome, nije utvrdena znacajna interakcija fenolne kiseline x doza
fenolnih kiselina, stoga su u grafikonima 4.1 i 4.2 prikazane prosjeéene vrijednosti, kako za

fenolne kiseline, tako i za doze fenolnih kiselina.
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U grafikonu 4.1 je prikazana redukcija radikule ambrozije u ovisnosti o primijenjenoj
fenolnoj kiselini s 1/8 dozom herbicida. Podaci ukazuju da dodatak fenolnih kiselina 1/8 dozi
herbicida znacajno jace reducira radikulu ambrozije u odnosu na Cisti herbicid. Medutim,

izmedu fenolnih kiselina dodanih u 1/8 dozu herbicida nije utvrdena znacajna razlika u

b c b
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R
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B e
| K3
0
FA TKM VA

PCA
Fenolna kiselina + 1/8 x TKM / 1/8x TKM

redukciji radikule.
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=] 3

Redukgija duljine radikule (%)
N
w

Grafikon 4.1 Redukcija duljine radikule ambrozije tretirana fenolnim kiselina s 1/8 x herbicida
tienkarbazon-metila.

U grafikonu 4.2 prikazana je redukcija radikule ambrozije u ovisnosti o primijenjenoj dozi
fenolnih kiselina. Znacajno bolja redukcija radikule ambrozije ostvarena je primjenom najvise

doze fenolnih kiselina (200 x 10 7 mol), u kombinaciji s dozom 1/8 herbicida, u odnosu na

ostale doze (50 100 x 10”7 mol).
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Grafikon 4.2 Redukcija duljine radikule ambrozije tretirana razl¢itim dozama fenolnih
kiselina s 1/8 x herbicida tienkarbazon-metila
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U grafikonu 4.3 prikazana je redukcija hipokotila ambrozije u ovisnosti o primijenjenoj
fenolnoj kiselini s 1/8 doze herbicida. Podaci ukazuju na to da dodatak fenolnih kiselina 1/8
doze herbicida znacajno jace reducira radikulu ambrozije, u odnosu na Cisti herbicid. Medutim,
izmedu fenolnih kiselina dodanih u 1/8 doze herbicida nije utvrdena znacajna razlika u
redukciji radikule. P-kumarinska kiselina u kombinaciji s 1/8 doze herbicida znacajno je bolje

reducirala duljinu hipokotila ambrozije, u odnosu na vanilinsku kiselinu.
100

75

Fenolna.kiselina
b FA
50 B rcn

ab | Rt
ab VA

Redukcija duljine hipokotila (%)

FA PCA TKM VA
Fenolna kiselina + 1/8 x TKM / 1/8x TKM

Grafikon 4.3 Redukcija duljine hipokotila ambrozije tretirana fenolnim kiselina s 1/8 x
herbicida tienkarbazon-metila.

U grafikonu 4.4 prikazana je redukcija hipokotila ambrozije u ovisnosti o primijenjenoj dozi
fenolne kiseline s 1/8 doze herbicida, gdje je doza od 200 x 10”7 mola ostvarila zna¢ajno bolju

redukciju hipokotila u odnosu na dozu 50 x 10”7 mola.
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Grafikon 4.4 Redukcija duljine hipokotila ambrozije ovisno o primijenjenoj dozi fenolne
kiseline s 1/8 doze herbicida tienkarbazon-metila.

Kada se podaci obrade usporedujuci ucinak fenolnih kiselina s 1/8 doze herbicida, u
odnosu na Cisti herbicid u dozi 1/8, dvosmjerna analiza varijance ukazuje na to da je doza
fenolnih kiselina od 200 x 107 mola u kombinaciji s 1/8 doze herbicida znacajno bolje
reducirala radikulu ambrozije, u odnosu na doze 50 100 x 10”7 mola (grafikon 4.5).
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Doza fenola
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| B
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Redukcija duljine radikule (%)
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Doza fencline kiseline + 1/8 x TKM

Grafikon 4.5 Prosjec¢na redukcija duljine radikule ambrozije ovisno o dozama fenolnih
kiselina kombiniranih s 1/8 doze herbicida. Podaci su prikazani kao redukcija duljine radikule
ambrozije u odnosu na Cisti herbicid.

U grafikonu 4.6 prikazana je redukcija hipokotila ambrozije ovisno o fenolnoj kiselini i dozi
fenolnih kiselina koje su dodane u 1/8 doze herbicida, s obzirom da je utvrdena signifikantna
interakcija fenolne kiseline x doze fenolne kiseline (Tablica 4.1). P-kumarinska kiselina u dozi
od 200 x 10”7 mola znacajno je jace reducirala duljinu hipokotila ambrozije, u odnosu na
ferulinksu i vanilinsku kiselinu u dozama od 50 i 100 x 10”7 mola.
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Grafikon 4.6 Redukcija duljine hipokotila ambrozije ovisno o dozi fenolne kiseline dodane
u 1/8 doze herbicida. Podaci su prikazani kao redukcija hipokotila ambrozije u odnosu na
Cisti herbicid.

Na temelju rezultata preliminarnog istrazivanja, odabrana je p-kumarinska kiselina u dozi
od 200 x 10 7 mola koja se koristila u dose-response pokusu.
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TR, S . 4%
Slika 4.1.. Prikaz inhibitornog ucinka ferulinske kiseline pri dozi 200 x 10~7 mol s TKM(1/8 x doze,
repeticija 1,2,3 )

Izvor: Veronika Nikolas

Slika 4.2. Prikaz inhibicije rasta ambrozije na kontrolnim tretmanima (1- kontrola TKM; 2- kontrola
voda)- i u tretmanima p-kumarinske kiseline u tri doze i 1/8 x doze herbicida TKM (3-PCA 200 + TKM; 4-
PCA 100 + TKM; 5- PCA 50 + TKM)

Izvor: Veronika Nikolas
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Slika 4.3. Prikaz klijanaca ambrozije u preliminarnom pokusu (kombinacija p-kumarinske fenolne kiseline u
dozi 200 x10~7 mol s herbicidom (TKM) repeticija 1, repeticija 2 i repeticija 3)
Izvor: Veronika Nikolas

Slika 4.4. Prikaz klijanaca ambrozije u preliminarnom pokusu (kombinacija p-kumarinske fenolne
kiseline u dozi 100 x10~7 mol s herbicidom (TKM) repeticija 1, repeticija 2 i repeticija 3)
Izvor: Veronika Nikolas

Slika 4.5. Prikaz klijanaca ambrozije u preliminarnom pokusu (kombinacija p-kumarinske fenolne kiseline u dozi 50
x10~7 mol s herbicidom (TKM) repeticija 1, repeticija 2 i repeticija 3)
Izvor: Veronika Nikola$
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4.2 Dose-response pokus

Dose-response pokus postavio se na principu sedam linearno padajucih doza herbicida, te
istih doza u kombinaciji s p-kumarinskom kiselinom u dozi 200 x 10~7 mol. U ovom pokusu
provedena je dvosmjerna analiza varijance kod redukcije mjerenih parametara ambrozije u
odnosu na destiliranu vodu (prvi faktor herbicidna otopina, a drugi faktor doza herbicida), te
jednosmjerna analiza varijance za redukciju mjerenih parametara ambrozije u odnosu na
herbicid (pozitivna kontrola).

Redukcija mjerenih parametara ambrozije prikazana u odnosu na destiliranu vodu

Tablica 4.2. Analiza dvosmjerne varijance za mjerene parametre ambrozije tretirane
herbicidnim otopinama (s p-kumarinskom kiselinom i bez p-kumarinske kiseline)

% redukcija
Izvor varijabilnosti N-1 | Duljina Duljine Suha masa
radikule hipokotila klijanaca
Herbicidne otopine (H) | 1 ok ns ns
Doza herbicida (D) 6 * *x ns
HxD 6 Ns ok ns

Analiza varijance ukazuje da je utvrdena izrazito znacajna razlika u duljini radikule
ambrozije, ovisno o tome je li tretirana s Cistim herbicidom ili s herbicidiom u kombinaciji s p-
kumarinskom kiselinom. Takoder je utvrdena znacajna razlika u duljini radikule ambrozije koja
je tretirana razlic¢itim dozama herbicida. Za razliku od toga, nije utvrdena znacajna interakcija
izmedu herbicidne otopine x doze herbicida.

Za navedene parametre u kojima je utvrdena znacdajna razlika, provedena je
jednosmjerna analiza varijance. Ta je analiza pokazala znacajnu razliku jedino u duljini radikule
ambrozije tretirane razli¢itim herbicidnim otopinama, dok znacajna razlika u duljini ambrozije
tretirane razli¢itim dozama herbicida nije utvrdena.

U grafikonima su, stoga, prikazane prosjecne vrijednosti redukcije duljine radikule
ambrozije tretirane Cistim herbicidom i herbicidom u kombinaciji s p-kumarinskom kiselinom
(grafikon 4.7).
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Grafikon 4.7 Redukcija duljine radikule ambrozije tretirane herbicidnim otopinama

Iz grafikona 4.7 vidljivo je da se dodatkom p-kumarinske kiseline herbicidu tienkarbazon-
metilu, radikula ambrozije znadajno viSe reducirala (92,4%) u odnosu na Cisti herbicid bez
dodatka p-kumarinske kiseline (86,1%).

Uzimajuéi u obzir utvrdenu interakciju herbicidna otopina x doza herbicida za redukciju
hipokotila ambrozije, u grafikonu 4.8 prikazane su vrijednosti redukcije hipokotila za sve
herbicidne otopine i doze herbicida.
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Grafikon 4.8 Redukcija hipokotila ambrozije tretirane razli¢itim herbicidinim otopinama i
dozama herbicida.

Iz grafikona je vidljivo da je samo kod najnizih dozacija herbicida (1/32 x i 1/64 x), kod
primjene kombinacije herbicida i p-kumarinske kiseline utvrdena znacajno bolja redukcija
hipokotila ambrozije, u odnosu na Cisti herbicid. Kod ostalih dozacija herbicida (x-1/16x) nije
utvrdena znacajno veca razlika u redukciji hipokotila ambrozije kada se herbicidu dodala p-
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kumarinska kiselina, u odnosu na samostalnu primjenu ovog herbicida (bez p-kumarinske
kiseline). Pri ovim dozacijama, redukcija hipokotila ambrozije kretala se od 43,3% do 69,1%,
izmedu primjene Cistog herbicida i kombinacije (herbicid + p-kumarinska kiselina).

Redukcija mjerenih parametara ambrozije tretirane kombinacijom herbicida i p-kumarinske
kiseline prikazane u odnosu na Cisti herbicid

Tablica 4.3. Jednosmjerna analiza varijance za mjerene parametre ambrozije tretirane
herbicidinim otopinama (s p-kumarinskom kiselinom i bez p-kumarinske kiseline) prikazane u
odnosu na herbicid (pozitivna kontrola)

% redukcija
Izvor varijabilnosti N-1 | Duljina Duljine Suha masa
radikule hipokotila
klijanaca
Doze herbicida 6 ns ns *

Iz jedosmjerne analize varijance kod koje je redukcija mjerenih parametara ambrozije
tretirane reduciranim dozama herbicida, uz dodatak p-kumarinske kiseline, obradena u
odnosu na Cisti herbicid, vidljivo je da se dodatkom p-kumarinske kiseline herbicidu znacajno
bolje reducirala jedino suha masa klijanaca. Za razliku od toga, ni radikula ni hipokotil
ambrozije nisu se jace reducirali primjenom reduciranih doza kombiancije herbicida i p-
kumarinske kiseline, u odnosu na reducirane doze cistog herbicida.
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Grafikon 4.9. Redukcija suhe mase ambrozije tretirane reduciranim dozama herbicida i p-
kumarinske kiseline

Iz grafikona 4.9. vidljivo je da se primjenom registrirane doze herbicida (x) u kombinaciji s
p-kumarinskom kiselinom postigla oko 25% jaca redukcija, u odnosu na istu dozu herbicida, ali
bez primjene p-kumarinske kiseline. Medutim, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
odnosu na primjenu %, 1/16, 1/32 te 1/64 doze ovog herbicida i p-kumarinske kiseline.
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Slika 4.6. Prikaz klijanaca ambrozije: A- kontrolni tretman vodom;
B- TKM x pune doze ; C- TKM % x doze; D-TKM % x doze; E- TKM 1/8 x
doze; F- TKM 1/16 x doze; G- TKM1/32 x doze; H- TKM1/64 x doze

Izvor: Laura Pismarovié
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Slika 4.7. Prikaz klijanaca ambrozije: A- kontrolni tretman vodom; B-PCA 200+ TKM x pune doze ; C-
PCA 200+ TKM % x doze; D-PCA 200+ TKM % x doze; E-PCA 200+ TKM 1/8 x doze; F- PCA 200+TKM 1/16 x
doze; G- PCA 200+TKM 1/32 x doze; H- PCA 200+ TKM 1/64 x doze

Izvor: Laura Pismarovic¢
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5. RASPRAVA

Zbog sve vecih pritisaka Europskog zelenog plana i Direktive o odrZivoj uporabi pesticida
na poljoprivredu, ograni¢avajuc¢i su uvjeti proizvodnje zdravstveno ispravne hrane bez
primjene kemijskih sredstava za zastitu bilja. Takva ograni¢enja dovode do potrebe pronalaska
novih mjera zastite s povoljnijim ekotoksikoloSkim svojstvima. Cilj ovoga istrazivanja bio je
utvrditi klijavost i duljinu radikule ambrozije, primjenom tri doze fenolnih kiselina s
reduciranim dozama herbicida tienkarbazon-metila. Na koncu, Zeljelo se utvrditi iste
parametre primjenom selektirane fenolne kiseline s reduciranim dozama herbicida (sedam
linearno padajucih), kao i primjenom istih linearno padaju¢ih doza herbicida bez fenolne
kiseline.

Istrazivanje o alelopatskom ucinku fenolnih kiselina prema rastu i razvoju ambrozije, koje
je ujedno i podloga ovoga rada, provedeno je 2021. godine (Séepanovié i sur.,2021a). Vodeni
ekstrakti vrste Camelina sativa inhibirali su klijanje i pocetni rast ambrozije, a inhibitorni
ucinak koreliran je s prisustvom fenolnih kiselina u biljnim organima ove biljne vrste. Daljnjim
istrazivanjima selektirane su vanilinska, ferulinska i p-kumarinska kiselina, koje su u in vitro
istrazivanjima iskazale inhibiraju¢i ucinak prema ambroziji (S¢epanovié¢ i sur., 2022).
Dosadasnji podaci iz literature ukazuju da fenolne kiseline imaju inhibirajuéi uc¢inak i prema
drugim korovnim vrstama. Tako Anwar i sur. (2023) navode da ferulinska i galna kiselina
smanjuju razinu proteina i klorofila, a povecavaju razinu antioksidativnih enzima i
peroksidaciju lipida u korovnim vrstama Sinapis arvensis, Lolium multiflorum i Parthenium
hysterophorus. Takoder je, nakon 48h od primjene fenola, ekspresija fotosintetskog gena
(psbA) smanjena od deset do trideset puta. P-kumarinska kiselina negativno djeluje na unos
vode, odrzavanje Na/K kanala i na opskrbu kisikom koji je nuZan za klijanje. Utvrdeno je
takoder da prisustvo alelokemikalija, posebice u vidu fenolnih kiselina, inhibira klijanje
sjemena ogranicavanjem stani¢nog disanja te da utjeCu na propusnost membrane (Batish i
sur., 2001; Gniazdowska i Bogatek, 2005; Asghari i Tewari, 2007). Stoga su se, u ovom
diplomskom radu, istraZivale spomenute tri fenolne kiseline u kombinaciji s reduciranim
dozama herbicida tienkarbazon-metila.

Prema pregledu literature, dosad nije proucavano i istrazivano tretiranje korovnih vrsta
kombinacijom fenolnih kiselina i reduciranih doza herbicida. Ipak, u literaturi se navode
mogucénosti primjene reduciranih doza herbicida, u ovom slucaju mezotriona s vodenim
ekstraktima biljih vrsta ambrozije (Ambrosia artemisiifolia) i ¢icka (Xanthium strumarium) na
korovnu vrstu bijelu lobodu (Chenopodium album). Dobiveni rezultati ukazuju na to da je
polovina preporuéene doze herbicida mezotriona, zajedno s vodnim ekstraktima, znaéajno
reducirala svjezu masu lobode (C.album) za 95%, u usporedbi s kontrolnim biljkama koje nisu
bile tretirane. S druge strane, primjena Cistih ekstrakata ove dvije vrste postigla je redukciju
od 16 do 19% (Sari¢-Krsmanovic i sur.,2020.).

U ovom in vitro istrazivanju, fenolne kiseline kombinirale su se s reduciranim dozama
herbicida tienkarbazon-metila. Ovaj herbicid se u praksi koristi isklju¢ivo u kombinaciji s
drugim djelatnim tvarima, a najceSée s herbicidom izoksalfutolomu u pripravku Adengo.
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Nazalost, nisu pronadeni literaturni podaci o u¢inku samostalno primijenjenog tienkarbazon-
metila na ambroziju, ve¢ samo u kombinaciji s drugim djelatnim tvartima. Tako se u
dvogodisnjem poljskom istrazivanju (2009. i 2010.) pokusavao utvrditi uc¢inak kombinacije
tienkarbazon-metila, izoksaflutola i atrazina za suzbijanje korova u usjevu kukuruza:
Echinochloa crus-galli, lIpomoea hederacea, Sorghum halepense, Amaranthus palmeri te
Abutilon theophrasti. Dvadeset tjedana nakon sjetve, ova je kombinacija herbicida inhibirala
rast korova za 90% (Stephenson i Bond, 2012.).

Tienkarbazon-metil istrazivao se i u kombinaciji s herbicidom jodsulfuron u suzbijanju
divovske ambrozije (Ambrosia trifida L.) otporne na glifosat. Kombinacija jodosulfurona (6%) i
tienkarbazona (45%) primijenjena jednokratno ili u odvojenim primjenama u jesen i rano
proljeée, uspjesno je inhibirala na glifosat rezistentnu divovsku ambroziju (<60%), te je gustoca
iznosila 14 biljaka/m?. To se moglo usporediti s kontrolnim tretmanom (25 biljaka /m?), gdje
nije bila primijenjena ova kombinacija (28 dana nakon ranoproljetnog tretmana). Takoder,
herbicidi 2,4-D ili dikamba u tank miks primjeni s tienkarbazon-metilom inhibirali su rast
ambrozije 292%, (Kaur i Jhala, 2018). Dobar ucinak tienkarbazona na ambroziju i ostale
korovne vrste, razlog je ucestalog koriStenja ovih herbicida, a posebice u suzbijanju
rezistentnih biotipova korova na herbicide drugog mehanizma djelovanja. lako visoko
ucinkovit, temeljem zahtjeva Zelenog plana, ali i zbog antirezistentne strategije, potrebno je
umjaniti njegov unos u okolis. Pritom je potrebno zadrzati visoki u¢inak na korovne vrste, sto
se u ovom istrazivanju pokusalo napraviti dodatkom fenolnih kiselina.

Rezultati preliminarnog pokusa ukazuju da je p-kumarinska kiselina u dozi 200 x 10”7 mol
pokazala vedi inhibitorni uc¢inak prema ambroziji (Grafikon 4.1.), u odnosu na vanilinsku i
ferulinsku kiselinu. Sukladno tome, ova je kiselina kombinirana sa sedam linearno padajucih
doza herbicida (x-1/64 x). Rezultati pokusa ukazuju na to da dodatak p-kumarinske kiseline
tienkarbazon-metilu znacdajno jace reducira radikulu ambrozije, u odnosu na primjenu cistog
herbicida (Grafikon 4.7.). Tako je ova kombinacija prosjecno reducirala radikulu ambrozije za
92,4%, u usporedi s Cistim herbicidom (86,1%). Medutim, izmedu istraZzivanih dozacija nije
utvrdena znacajna razlika u inhibiciji radikule ambrozije (Tablica 4.3.). Navedeni podaci
ukazuju na visoku ucinkovitost tienkarbazon-metila i pri vrlo niskim dozama. Ipak, rezultati
pokazuju da dodatak p-kumarinske kiseline jako reduciranim dozama herbicida (1/32 i 1/64 x)
znacajno bolje reducira hipokotil ambrozije, u odnosu na Cisti herbicid (Grafikon 4.8.).

Ovaj efekt objasnjava se kao efekt hormeza, odnosno visok inhibirajuéi ucinak veoma
niske doze herbicida. U literaturi nije zasada proucavan ucinak samostalno primijenjenog
herbicida tienkarbazon-metila, kao ni u kombinaciji s vodenim ekstraktima i fenolnim
kiselinama. U ovom istrazZivanju, vidljivo je da se pri malim dozacijama herbicida, uz dodatak
p-kumarinske fenolne kiseline, uspjesno inhibira rast ambrozije. Sam herbicid tienkarbazon-
metil ima vrlo visok inhibirajuci u¢inak na ambroziju i mnoge druge korove, no rijetko kada se
primjenjuje samostalno. Zbog izrazito visoke ucinkovitosti, u ovom su se radu primjenjivale
niske doze. No, ono $to je bitno za njegovo uspjesno djelovanje jest razvojna faza korova kada
se herbicid primijeni, vrijeme aplikacije te pokrovnost lista dla¢icama ili voskom. Takoder, bitni
¢imbenici za usvajanje herbicida su i okolisni uvjeti. Naime, prodor herbicida kroz list i stabljiku
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odvija se brze kod relativno visoke vlage zraka, a suho i toplo vrijeme pogoduju stvaranju
vosStane prevlake na povrsini, stoga uvelike mogu djelovati na sporije usvajanje herbicida
(Ostoji¢, 2008). Herbicid Adengo je jedan od najéesée primijenjenih herbicida u usjevima
kukuruza. Prema radu Pismarovicisur. (2021), proucavan je ucinak inhibicije reduciranih doza
herbicida Adenga i ferulinske, p-kumarinske, p- hidroksibenzojeve i vanilinske kiseline na rast i
razvoj ambrozije. Pokus je bio proveden u laboratoriju te rezultati ukazuju na to da se kod
pune i polovicne doze, postotak redukcije radikule nije znadajno razlikovao s dodatkom
fenolnih kiselina i primjenom Cistog herbicida. Medutim, dodatkom fenolnih kiselina u 1/8
doze herbicida, utvrden je znac¢ajno bolji inhibirajuci u¢inak u odnosu na cisti herbicid. Najjaca
je inhibicija zabiljezena kod 1/32 doze herbicida, gdje je postotak redukcije radikule iznosio
96,5%. Kod 1/16 doze herbicida, redukcija radikule iznosila je 66, 9%, dok se dodatkom
fenolnih kiselina taj postotak kretao od 79 % (vanilinska kiselina VA) do 91,5 % (ferulinska
kiselina FA). Takoder je pri najniZzoj dozi herbicida (1/128 doze) zabiljezen inhibitorni u¢inak
rasta radikule koji je iznosio od 64,5 % (VA) pa do 92,4 % (p-hidroksipenzojeva kiselina PHA ).
U ovom radu, postotak inhibicije hipokotila kod kombinacije 2 doze herbicida i p-kumarinske
kiseline, bio je znacajno bolji nego postotak inhibicije samostalno primijenjenog herbicida.
Dodatak ostalih kiselina u reducirane doze herbicida nije znac¢ajno reducirao rast hipokotila,
pa se p-kumarinska kiselina istaknula kao najucinkovitija, isto kao i u ovom diplomskom radu.

U istrazivanju Pismarovic i sur. (2021), istrazivan je i folijaran ucinak kombinacije fenolnih
kiselina i herbicida Adengo u in vivo uvjetima. Rezultati ukazuju na to da je visa doza p-
hidroksibenzojeve kiseline pokazala znacajniji inhibitorni uc¢inak, Sto opet potvrduje rezultate
i ovoga diplomskog rada gdje se najbolji u€inak postigao s najve¢om dozom p-kumarinske
kiseline. Tako Pismarovic i sur. (2021) navode da je pri dozama herbicida reduciranim za 1/8 i
1/16x dodatkom p-hidroksibenzojeve kiseline i ferulinske kiseline, znacajno inhibiran rast
nadzemne mase ambrozije. Za razliku od toga, pri jako reduciranim dozama herbicida (1/64 x
i 1/128 x doze), nije zabiljezen jaci inhibicijski u¢inak dodatkom fenolnih kiselina u odnosu na
Cisti herbicid. To je o€ekivano, s obzirom na ¢injenicu da u in vivo uvjetima, ucinak herbicida
ovisi o bioti¢kim i abitickim ¢imbenicima, za razliku od in vitro uvjeta gdje nema barijera kod
usvajanja herbicida.

Ono sto je potvrdeno u radu Pismarovic¢ i sur. (2021), a potkrepljuje i rezultate ovoga rada,
jest sinergisticki odnos fenolnih kiselina i herbicida, Sto svakako predstavlja potencijalno
rjeSenje u suzbijanju korova, uz manji utrosak kemijskih sredstava zastite. Bitno je naglasiti da
se rezultati poljskih i plastenic¢kih uvjeta mogu znacajno razlikovati zbog razli¢itog usvajanja
herbicida u vanjskim uvjetima. U polju na sam ucinak herbicida djeluju okolisni uvjeti poput
temperature, vlage, oborina, vjetra te nije jednaka moguénost usvajanja, kao sto je to slucaj u
idealnim uvjetima poput laboratorijskih uvjeta.

S obzirom na navedeno, fenolne kiseline se potencijalno mogu koristiti u kombinaciji s
herbicidima s ciljem umanjenja unosa herbicida u okolis. Pritom bi svakako trebalo testirati i
selektivnost usjeva prema fenolnim kiselinama te kombinacijom fenolnih kiselina s
herbicidima. Primjerice, u radu Krogmeiera i Bremnera (1989) istrazivane su p-kumarinska,
ferulinska i vanilinska kiselina, na rani rast i razvoj Sest usjeva, u in vitro i in vivo uvjetima.
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Nakon primjene ove tri fenolne kiseline, klijavost sjemena lucerne bila je smanjena za 27%,
dok sjeme kukuruza nije pokazalo znacajan fitotoksi¢ni uc¢inak. Kada su se fenolne kiseline
primijenile u in vivo uvjetima, nije zamijecena inhibicija lucerne. Bez obzira sto kukuruz nije
pokazao znacajnu fitotoksi¢nost nakon tretiranja bilo kojom od ispitanih fenolnih kiselina, ne
moze se zakljuciti odgovara li svaki hibrid jednako na djelovanje fenolne kiseline, Sto bi
oznacilo svojevrsnu ,hibridnu otpornost” (Janovicek i sur.,2011 ).

lako rezultati istrazivanja ukazuju na to da fenolne kiseline poboljSavaju ucinak herbicida,
negativne karakteristike nekemijskih mjera suzbijanja korova su skupocéa proizvoda,
nestabilnost (fotolabilnost, termolabilnost), tezina primjene i dr. U istrazivanju Lii sur. (2015),
proucavana je stabilnost fenolnih kiselina i njihov ucinak na suzbijanje korova. Stabilnost
uvelike ovisi o pH, temperaturi, svjetlu i mnogim abiotickim i biotickim ¢imbenicima. Utvrdeno
je da je kroz prvih 48 sati, koncentracija fenolnih kiselina bila na visokoj razini, dok se nakon
tog vremenskog perioda koncentracija naglo smanjila. Nakon sedmoga dana, koncentracija se
smanijila za 70%, Sto ukazuje na to da fenolne kiseline samostalno nemaju dugu perzistentnu
mo¢. Opadanjem koncentracije fenolne kiseline s vremenskim odmakom od primjene, opada
i inhibitorni ucinak na klijanje i rast korovnih biljaka. Podataka o perzistetnosti fenolnih kiselina
u zajednickoj primjeni s herbicidima nema u literaturi, pa bi to svakako trebalo istrazivati u
narednim pokusima.

Takoder, potrebno je istraziti i kombinaciju nekoliko fenolnih kiselina, kao i njihov
potencijalni sinergisti¢ki ucinak. Primjerice, utvrden je sinergisticki fitotoksi¢ni ucinak u
kombinaciji p-kumarinske i ferulinske kiseline. Mjesavine koje su sadrzavale 5x103 M p-
kumarinske i 5x102 M ferulinske kiseline inhibirale su klijavost za 34% u odnosu na kontrolni
tretman nakon 24 sata, i 59% nakon 48 sati. Fitotoksi¢ni u¢inak ove kombinacije dvije fenolne
kiseline bio je priblizan inhibitornom ucinku, kao i s veéom dozom istih kiselina (102 M ).
Tretman s ekvimolarnom mjesavinom 2,5 x 10 * p-kumarinske i 2,5 x 10* M ferulinske kiseline
smanjio je suhu masu klijanaca znatno ispod mase klijanaca tretiranih odvojeno s 2,5x 10 * M
p-kumarinske ili ferulinske kiseline. Razrjedenja koja su slijedila, pokazala su da je
koncentracija od 1,25 x 10* M bilo koje fenolne kiseline stimulirala rast klijanaca, dok je
mjesavina ove dvije fenolne kiseline inhibirala rast klijanaca (Rasmussen i Einhellig, 1977).

Fenolne kiseline prema pokazanim djelovanjem na rast klijanaca ambrozije pokazuju
pozitivna alelopatska svojstva, te svakako predstavljaju potencijalne nove nekemijske mjere
suzbijanja, u iscrpnoj i dugotrajnoj borbi suzbijanja korova uz sve manje dostupnih kemijskih
sredstava. Ucinkovitost fenolnih kiselina ovisi o njihovoj dozi, ali i o herbicidu s kojim se
kombiniraju, kao i o dozi herbicida. Ono $to je bitno za utvrditi prije primjene jest osjetljivost
usjeva na djelovanje fenolne kiseline, te rezistentnost samih korova. Prema literaturi, fenolne
kiseline pokazuju bolju u¢inkovitost u kombinaciji s herbicidima negoli u samostalnoj primjeni
(Razzaqisur., 2012; Sari¢- Krsmanovic i sur., 2020). Ono Sto je zasad dokazano i istrazeno jest
to da se alelopatske interakcije istraZzuju primjenom vodenih ekstrakata osusenih biljnih
dijelova, u kojima su mjesavine fenolnih i drugih bioloski aktivnih spojeva (Farooq i sur., 2011).
U takvim interakcijama, alelokemikalije najéesé¢e imaju bolji inhibicijski potencijal kada se
primjenjuju u kombinacijama s drugim fenolnim kiselinama.
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Fenolne kiseline i njihova alelopatska ucinkovitost svakako predstavljaju buduénost, te
postoje temelji za detaljnija istrazivanja i utvrdivanja njihove ucinkovitosti u plastenickim
pokusima — ali, jo$ vaZznije, i u€inkovitosti u poljskim pokusima. Upravo bi primjena ovih mjera
bila rjeSenje trenutno vainih problema invazije pojedinih vrsta, kao Sto je Ambrosia
artemisiifolia L., te njihove rezistentnosti na herbicide.
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6. ZAKUJUCAK

Nakon provedenoga in vitro pokusa o djelovanju fenolnih kiselina (p-kumarinska,
ferulinska i vanilinska) u kombinaciji s reduciranim dozama herbicida, moze se zakljuciti
slijedece:

1. Klijavost i pocetni rast ambrozije (duljina radikule, hipokotila i masa klijanaca) bila je
inhibirana kad su se u otopine 1/8 doze herbicida tienkarbazon-metila dodale p-
kumarinska, ferulinska i vanilinska kiselina. P-kumarinska kiselina u dozi 200 x 107 mol,
u kombinaciji s 1/8 doze herbicida, ostvarila je najjaci inhibitorni u¢inak na ambroziju
te se koristila u dose-reponse pokusu sa sedam linearno padaju¢im dozama herbicida
(x — 1/64x).

2. Dodatkom p-kumarinske kiseline reduciranim dozama herbicida, radikula ambrozije
znacajno se jace reducirala (92,4%), u odnosu na herbicid bez dodatka p-kumarinske
kiseline (86,1%).

3. Kod najnizih dozacija herbicida (1/32 x i 1/64 x), utvdena je znacajno bolja redukcija
hipokotila ambrozije, kod primjene kombinacije herbicida i p-kumarinske kiseline, u
odnosu na sam herbicid. Kod ostalih dozacija herbicida (x-1/16x), nije utvrdena
znacajna veca razlika u redukciji hipokotila ambrozije kada se herbicidu dodala p-
kumarinska kiselina, u odnosu na samostalnu primjenu ovog herbicida (bez p-
kumarinske kiseline). Pri ovim dozacijama, redukcija hipokotila ambrozije kretala se od
43,3% do 69,1% izmedu primjene herbicida samog i kombinacije (herbicid + p-
kumarinska kiselina).

4. lIstrazivanje je potrebno nastaviti i u poljskim uvjetima, kako bi se utvrdio ucinak
reduciranih doza herbicida u kombinaciji s fenolnim kiselinama, posebice pri razli¢itim
pedoklimatskim uvjetima te razli¢itim razvojnim fazama ambrozije.
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