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1. UVOD

Alelopatija u biljnom svijetu predstavlja kompleksni mehanizam prilikom kojeg biljke luce
aktivne kemijske spojeve (alelokemikalije) koje na druge biljke mogu imati inhibirajuce ili poticajno
djelovanje (Belz i sur., 2005.). U ovoj interakciji uvijek sudjeluju dvije biljne vrste: donor i akceptor.
Donor je biljna vrsta koja otpusta alelokemikalije, a akceptor (test vrsta ili receptor) biljna vrsta na koju
se testira ucinak alelokemikalije (Wu i sur., 2001.). Prema strukturalnim razlikama i svojstvima
alelokemikalije su najCeSc¢e organske kiseline topive u vodi, alifatski aldehidi, ravnolanc¢ani alkoholi i
ketoni, poliacetilen i dugolancane masne kiseline, jednostavni nezasi¢eni laktoni, kinini (benzokinon,
slozeni kinini i antrakinon), cimetna kiselina i derivati iste, kumarini, fenoli, tanini, flavonoidi,
terpenoidi i steroidi (Reigosa i sur., 1999.; Mushtaq i sur., 2018.). Alelokemikalije mogu biti prisutne u
svim biljnim dijelovima: listovima, stabljici, korijenju, rizomima, cvjetovima i/ili cvatovima, peludi,
plodovima i sjemenkama (An i sur., 1998.). Iz biljke se oslobadaju: u obliku plinova koji se oslobadaju
iz listova, ispiranjem s lis¢a ili stabljike za vrijeme kiSe, rose, magle i snijega. Aceptor biljke ove
alelokemikalije upijaju putem korijena, razgradnjom biljnih ostataka, pri ¢emu alelokemikalije
dospijevaju u rizosferu nakon odumiranja i raspadanja lis¢a ili drugih organa (Albuquerque, 2010.;
Zeman i sur., 2011.).

Alelopatija ima znacajan utjecaj na poljoprivrednu proizvodnju. Ukljucivanjem alelopatskih
biljaka u plodored ili zaoravanjem njihovih ostataka kao zelene gnojidbe direktno se utjeCe i na
potiskivanje korova. Alelopatski utjecaj ovisi o gusto¢i donor vrste, odnosno dozi (koncentraciji)
alelokemikalija koje donor vrsta otpusta te o gustoci test vrsta (Wu i sur., 2001.; Weidenhamer, 2008.).
Znacaj alelokemikalija je u tome $to one mogu utjecati na promjenu sastava korovne flore, na rast i
prinos usjeva te se potencijalno mogu koristiti kao mjera borbe protiv korova (Singh i sur., 2001.).
Dodatan je bonus $to su alelokemikalije, poput drugih prirodnih biljnih proizvoda, biorazgradive i
ekoloski prihvatljive (Duke i sur., 2000.) Ekoloska i toksikoloska svojstva alelokemikalija Cesto su
sigurnija od sintetski proizvedenih herbicidnih pripravaka (Duke i sur., 2002.).

Alelopatska svojstva pokazuju i neke invazivne biljne vrste. Smatra se da ove biljne vrste svoju
invazivnost na novom teritoriju velikim dijelom postiZzu upravo luceéi alelokemikalije koje potiskuju
ostale biljne vrste (Kalisz i sur., 2021.). Upravo bi se ovaj alelopatski u¢inak invazivnih vrsta (Heisey,
1990a.; Vrchotova i Sera, 2008.) kao potencijalnih donor vrsta mogao iskoristit kao mjera bioloskog
suzbijanja korova. Naime, zabiljezeni su dobri rezultati u istrazivanjima alelopatskog utjecaja Ailanthus
altissima (Mill.) Swingle na neke vrste poput Lepidium sativum L. (Heisey, 1990a.), Verbesina
occidentalis L. (Walter) i Dipsacus fullonum L. (Small i sur., 2010.), Setaria pumila (Poir.) Roem &
Schult. i Amaranthus retroflexus L. (Novak i sur., 2021.), pri ¢emu je inhibirano klijanje tih vrsta. 1z

sli¢nih istrazivanja poznat je dobar alelopatski inhibitorni uc¢inak vrste Reynoutria japonica Houtt. na



test vrste Avena sativa L. , Brassica napus L. subsp. oleifera Metzg. i Helianthus annuus L. (Novak i
sur., 2018.) i Sinapis alba L. (Vrchotova i Serd, 2008.).

Zljezdasti pajasen (Ailanthus altissima) je brzorastuéa visegodisnja drvenasta biljna vrsta
(Heisey, 1996.) iz porodice Simaroubaceae (gorkuni¢evke). U Republici Hrvatskoj prosirio se 1970-ih
godina kao vrsta za sanaciju klizista te kao ukrasna vrsta, a danas je jedna od najagresivnijih i
najrasirenijih invazivnih vrsta (Novak i Kravar§¢an, 2014.). Deblo zljezdastog pajasena moze doseci
visinu 27 do 30 metara u umjerenoj klimatskoj zoni (Lauche, 1936.). Listovi su veliki, neparno perasto
sloZeni, blago prekriveni dlacicama ili potpuno goli s valjkastim peteljkama koje su u bazi prosirene.
Liske su ovalno lancetaste i mogu biti poredane simetri¢no ili asimetri¢no na peteljci (Hu, 1979.).
Listovi su svojom veli¢inom i brojem liski vrlo varijabilni, a naj¢esca veliCina lista po mnogim autorima
je od 0,6 do 1,0 m (Hunter, 2000.). Zljezdasti pajasen je dvodomna vrsta koja ima Zuto-zelene
terminalne cvatove. Muski cvatovi su veci i sadrze vise cvjetova nego zenski (Hu, 1979.). Plod je
samara ili krilatka sa spiralno zavijenim krilcem, a sjemenka je smjestena u sredi$njem dijelu krilca, a
§iri se vodom i vjetrom. Sjeme ne sadrzi endosperm ve¢ kotiledone obogacene uljima (Little, 1974.).
Osim generativnog razmnoZzavanja (plodovima) zljezdasti pajasen uspjeSno se Siri i vegetativno
podzemnim podacima, adventivnim pupovima i fragmentima korijena (Nikoli¢ i sur., 2014. ). Podanak
moze biti problematic¢an jer moze dovesti do prekomjerne naseljenosti pajasena i njegove invazije na
druga podrugja. Zljezdasti pajasen sadrzi spoj ailanton, kvazinoid u korijenu, kori i listovima, a koji je
karakteristican za porodicu Simaroubaceae. Vodene otopine biljnih organa (korijen, kora i list)
Zljezdastog pajasena pokazuju znaCajna alelopatska svojstva prema drugim biljnim vrstama,
inhibirajuci klijanje sjemena te sam rast biljke (Heisey, 1990a.; De Feo i sur., 2003.). Od svih
kvazinoida izoliranih iz ove vrste, ailanton iskazuje najznacajnije alelopatsko djelovanje. (Heisey, 1997.
a.).

Japanski dvornik (Reynoutria japonica Houtt.) je invazivna drvenasta vrsta iz porodice
Polygonaceae (dvornika). Prirodno je rasprostranjen u isto¢noj Aziji, na podru¢ju Japana odakle se
proSirio na ostale dijelove svijeta (Desjardins i sur., 2023.). Vrsta je prvi put opisana 1777. godine, a
podatak o prvoj zivuéoj biljci u Europi pojavljuje se u 19. stolje¢u. U to vrijeme je bila velika potraznja
Siebold promovirao i prodavao diljem Europe (Del Tredici, 2017.). Japanski dvornik smatra se jednom
od naj$tetnijih invazivnih korovnih vrsta na svijetu (Stefanowicz i sur., 2021.; Woch i sur., 2021.), a
danas je prisutna na pet kontinenata: u Aziji, Europi, Sjevernoj i Juznoj Americi, te u Australiji. Smatra
se da je ova vrsta u Hrvatsku stigla polovinom 20. stolje¢a (Nikoli¢ i sur., 2014.). Japanski dvornik je
ruderalna vrsta s velikim negativnim utjecajem na okolis (Maurel i sur., 2010.). Najcesce raste uz ceste,
obale rijeka i na paSnjacima (Colleran i sur., 2020.). Rije¢ je o vrsti s izrazito snaznim podankom
(Beerling i sur., 1994.) koji tijekom vremena odrveni i odeblja. Takoder brzo raste i moze dosegnuti
visinu i do Cetiri metra (Dorigo i sur., 2012.). Ima uspravne stabljike koje se pri vrhu granaju s

izmjeni¢no poredanim ovalnim listovima. Japanski dvornik ima bijeli metlicasti cvat te biljka cvate od
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srpnja do rujna (Beerling i sur., 1994.). Biljke su funkcionalno dvodomne, muske biljke nose cvjetove
s reduciranim tu¢kom dok Zenske biljke imaju cvjetove sa zakrzljalim prasnicima. Japanski dvornik se
razmnoZzava generativno i vegetativno, a oprasuju ga kukci te djelovanje vjetra (Nikoli¢ i sur., 2014.).
Tako je japanski dvornik sveprisutna invazivna korovna vrsta i negativno utjece na autohtoni biljni i
zivotinjski svijet, zbog dijelova biljke koji sadrze alelokemikalije (Murrell i sur., 2011.; Tucker Serniak,
2016.), ponajvise podanci (Frantik i sur., 2013.; Soln i sur., 2022.) — katehine i stilbene (Vrchotova i
Sera, 2008.), ova vrsta moze doprinijeti alternativnom, bioloskom suzbijanju korova.

Nova strategija Europske unije usvojena 2019. g. — Europski zeleni plan (European Green
Deal) nalaze da se do 2030. g. broj aktivnih tvari smanji za 50 %, te da se do 2050. g. u potpunosti
prekine upotreba pesticidnih pripravaka. Drugim rije¢ima, pokuSavaju se motivirati svi dionici
poljoprivredne proizvodnje na kreiranje i koriStenje alternativnih mjera suzbijanja Stetnih organizama,
kako bi prinosi i dalje ostali na zeljenoj razini. Jedan od potencijalnih alternativnih nacin suzbijanja
korova jest primjena bioherbicida odnosno alelokemikalija.

Kukuruz je najraSirenija ratarska kultura u Hrvatskoj u kojem su korovi ograniavajuéi
¢imbenici proizvodnje. Kostan (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.) je najucestalija jednogodisnja
monokotiledona vrsta, a ambrozija (Ambrosia artemisiifolia L.). najucestalija jednogodi$nja
dikotiledona vrsta u usjevu kukuruza, ali i ostalim okopavinskim kulturama (Sari¢ i sur., 2011).

Obicni kostan ili kokosje proso (Echinochloa crus-galli) je biljka iz porodice trava (Poaceae) i
pripada najstetnijim korovima na svijetu (Chauhan i Johnson, 2011.) zbog svoje superiorne biologije i
mogucnosti ekoloske prilagodbe (Bajwa i sur., 2015.). Izrazito je napasan korov jer zakorovljuje gotovo
sve okopavinske kulture, a samo 18 jedinki/m? mogu umanjiti prinos kukuruza za 50 % (Kropff i sur.
1984). Uspjesnost te vrste kao korova ogleda se u velikoj sjemenskoj proizvodnji (Norris, 1992a.),
laganom Sirenju sjemena, izrazenoj dormantnosti sjemena (Hon€k i Martinkova, 1996.), moguénosti
cvatnje pri razli¢itim uvjetima fotoperiodizma te razvijanju biotipova rezistentnih na herbicide (Heap,
2023.) Kostan moze narasti i do 150 cm visine (Norris, 1996.), razvija plitko ¢upavo korijenje (Rao,
2021.). Procjenjuje se da pojedinacne biljke proizvode od 30 000 do preko 200 000 sjemenki, s
prosje¢no 100 000 sjemenki po biljci (Norris, 1992b.), koje zadrzavaju klijavost i do 10 godina nakon
sazrijevanja i koje se vrlo lako Sire ljudskim aktivnostima, vodom, pticama i kukcima (Bitarafan i sur.,
2022.). Rezistentnost kostana potvrdena je diljem svijeta na herbicide inhibitore ACC-aze (acetil
koenzim A karboksilaze) i ALS inhibitore (inhibitore acetolaktat sintaze), odnosno inhibitore
fotosinteze (Lopez-Martinez i sur., 1997.; Talbert i Burgos, 2007.; Iwakami i sur., 2015.).

Korovna vrsta Ambrosia artemisiifolia poznata kao ambrozija ili pelinolisni limundzik,
jednogodisnja je zeljasta vrsta iz porodice Asteraceae (glavocike). Unesena je u Europu iz Sjeverne
Amerike (Essl i sur., 2015.) zajedno sa sjemenom crvene djeteline i sjemenom Zitarica (Afonin i sur.,
2018.), a njezino $irenje pocelo je vjerojatno iz europskih luka (Makra i sur., 2005). Vrlo je konkurentna
u rednim usjevima (kukuruz, suncokret, SeCerna repa), povrtlarskim kulturama, uz puteve i na

nepoljoprivrednim staniStima. Ambrozija je terofitna biljka kratkog dana (Garner i Allard, 1920.) te
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posjeduje visoku fenotipsku plasti¢nost na gusto¢u populacije i konkurenciju drugih biljaka (Brandes i
Nitzsche, 2006.). Plod je roska veli¢ine oko 3 mm, bez papusa s karakteristicnim ros¢i¢em. Razmnozava
se sjemenom koje moze razviti dormantnost do 35 godina i viSe (Ostoji¢, 2005.). Sjemenska
proizvodnja unutar jedne vegetacijske sezone iznosi od 1000-4000 sjemenki po biljci, ali moze dose¢i
i do 150 000 sjemenki (Adkins i sur., 2019.), koje ima izrazenu dormantost (Kazinczi i sur., 2008.) i
morfoloski je veoma razli¢ito. Osim direktnih Steta koje uzrokuje (moze uzrokovati gubitak prinosa do
cak 80 %), Cesti problem je vjetrom noSen alergen — polen (Behrendt i Ring, 2012.), koji uzrokuje
respiratorne smetnje kod velikog dijela ljudske populacije. Podaci navode da je 2020. g. ¢ak 13,5
milijuna ljudi u Europi patilo od alergija izazvanih ambrozijom, §to je uzrokovalo troskove od 7.4
milijarde eura godi$nje (Schaffner i sur., 2020.). Procjenjuje se da je 10 % svjetskog stanovniStva
alergi¢no na pelud ambrozije, a u Europi je svaka peta ili Sesta osoba alergi¢na na pelud ove biljne vrste
(Vitanyi i sur., 2003.).

Uz teznju Europske unije za smanjenom uporabom herbicida, veliki problem proizvodac¢ima
predstavljaju rezistentne populacije korova. Upravo su na ove dvije vrste i u RH utvrdene rezistentne
populacije na vodecu skupinu herbicida u usjevu kukuruza (ALS inihibitori), a §to dodatno nalaze
potrebu iznalaZenja alternativnih nadina suzbijanja (Séepanovié i sur., 2020.; Bari¢ i Ostoji¢, 2017)

Dosadasnja znanstvena literatura, ne sadrZi istraZivanja koja su se bavila utjecajem invazivnih
drvenastih vrsta, poput Zljezdastog pajasena i japanskog dvornika, na korovne vrste ambroziju i koStan.
S obzirom na ekonomsku vaznost ove dvije korovne vrste u RH cilj ovog istrazivanja je utvrditi
potencijalni inhibicijski utjecaj donor vrsta (Zljezdasti pajasen i japanski dvornik) na pocetni rast i
razvoj testiranih vrsta (ambrozije i koStana). Rezultati ovog istrazivanja mogu pomo¢i pri razvoju
potencijalnih bioherbicida, a koji bi u buduénosti mogli pridonijeti suzbijanju glavnih ekonomski

Stetnih korovnih vrsta u poljoprivrednoj praksi.



2. HIPOTEZE I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Pregledom dosadasnjih istrazivanja definirane su hipoteze i ciljevi ovog istrazivanja.
Hipoteze istrazivanja su:

1. Primjena vodenih ekstrakta biljnih dijelova (list, stabljika i podanak) invazivnih drvenastih
vrsta Reynoutria japonica i Ailanthus altissima inhibirat ¢e klijavost, dinamiku klijanja i
pocetni rast (duljnu hipokotila/koleoptile i radikule, suhu masu) korovnih vrsta Ambrosia
artemisiifolia i Echincohloa crus-galli. Pritom ja¢i inhibicijski u¢inak na obje testne vrste

ostvarit ¢e vodeni ekstrakti pripremljeni od vrste Ailanthus altissima.

2. Vodeni ekstrakti pripremljeni od razli¢itih biljnih dijelova (list, stabljika i podanak) obje
invazivne drvenaste vrste Reynoutria japonica i Ailanthus altissima, razli¢itim intenzitetom
inhibirat ¢e klijavost, dinamiku klijanja te pocetni rast (duljinu hipokotila/koleoptile i radikula
i suhe mase) korovnih vrsta Ambrosia artemisiifolia i Echincohloa crus-galli.

Cilj istrazivanja je:

1. Utvrditi klijavost, dinamiku klijanja, duljinu hipokotila/koleoptile i radikule te suhu masu
korovnih vrsta Ambrosia artemisiifolia i Echinochloa crus-galli nakon primjene vodenih
ekstrakata pripremljenih od biljnih dijelova (list, stabljika i korijen) invazivnih drvenastih vrsta
Reynoutria japonica i Ailanthus altissima.



3. MATERIJALI | METODE RADA

IstraZivanje alelopatskog ucinka invazivnih drvenastih vrsta (donor vrsta), Ailanthus altissima
i Reynoutria japonica na dvije korovne vrste (testne vrste) Ambrosia artemisiifolia i Echinochloa crus-

galli provedeno je na Zavodu za herbologiju, Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu u razdoblju

od listopada 2022. do travnja 2023. godine.

3. 1. Sakupljanje i priprema sjemena test vrsta - Ambrosia artemisiifolia i

Echinochloa crus-galli

Sjeme korovnih vrsta Ambrosia artemisiifolia i Echinochloa crus-galli sakupljeno je na ukupno
13 lokacija u Republici Hrvatskoj tijekom 2021. i 2022. godine. Sjeme je sakupljeno u trenutku

fizioloSke zrelosti. Popis lokacija na kojima je sakupljeno sjeme test vrsta nalazi se u tablici 1.

Tablica 1. Lokacije na kojima je prikupljeno sjeme korovnih vrsta Ambrosia artemisiifolia i

Echinochloa crus-galli za potrebe provodenja istrazivanja.

Vrsta Godina Lokacija Geografska §irina  Geografska duZina
03.10.2021. Lukac 45,865762 17,410402
03.10.2021. Bazje 45,509384 17,462146
. 03.10.2021.  Virovitica 1 45,850496 17,377361
Echinochloa 03.10.2021.  Virovitica 2 45,020045 17375771
crus-galli 03.10.2021. Suhopolje 45,782548 17,532963
15.10.2021. Jagodnjak 45,696183 18,588580
13102021,  Majske Mede 45,738056 18,488056
15.10.2021. Ugljes 45,658633 18,647826
7.10.2021 Cazma 45,746452 16,609119
Ambrosia 15.10.2022.  $asinovecki Lug 45,850289 16,180465
artemisiifolia 15.10.2021. Jagodnjak 45,696183 18,588580
03.10.2021. Brezik 45,865762 17,410402
8.10.2021. Lovas 45,222160 10,147944
15.10.2021. Tenie 45,490260 18,729285

Nakon sakupljana, sjeme je postavljeno na susenje pri sobnoj temperaturi (24 °C) tri dana.
Sjeme je ocis¢eno od necistoca, dijelova biljke i pljevica te spremljeno u papirnate vrecéice koje su

potom skladistene u hladnjaku (4 °C) do pocetka provodenja istrazivanja.



3. 2. Utvrdivanje Kklijavosti test vrsta - Ambrosia artemisiifolia i Echinochloa
crus-galli

Preliminarnim testovima klijavosti (ISTA, 2020.) utvrden je postotak klijavosti svake
prikupljene populacije kako bi se odabrala populacija koja ¢e biti koristena u daljnjim istrazivanjima.
Klijavost je testirana za sedam populacija kostana i sedam populacije ambrozije. Test Kklijavosti
proveden je postavljanjem 50 sjemenki u Petrijeve zdjelice promjera 9 cm u Cetiri ponavljanja (50 x 4=
200 sjemenki) na filter papir uz dodatak 3 mL destilirane vode (Slika 1). Pritom nisu koriStene metode
prekidanja dormantnosti. Sjeme ambrozije postavljeno je u klima komoru (HCP 108, Memmert,
Njemacka) na optimalni alternirajué¢i temperaturni rezim od 25/15 °C (Willemsen, 1975.) s
fotoperiodom 12:12 h (dan:no¢). Sjeme kostana postavljeno je na konstantni temperaturni rezim od 24
°C s fotoperiodom 12:12 h (dan:no¢).

Klijavost je ocCitana dva tjedna od postavljanja testa klijavosti za ambroziju, odnosno tjedan
dana za kostan (Slika 2). Kriterij za odabir populacije u daljnjim istrazivanjima bio je utvrden postotak

klijavosti ve¢i od 50 %.

Slika 1. Sjetva sjemena za provodenje testa Slika 2. Ocitanje testa klijavosti i odabir populacije
klijavosti vrste Echinochloa crus-galli korovne vrste Echinochloa crus-galli za koristenje u

(foto: Sostar¢i¢, 2022) daljnjem istrazivanju (foto: Sostar¢ic, 2022)



3. 3. Sakupljanje i priprema dijelova donor vrsta — Reynoutria japonica i
Ailanthus altissima

U listopadu 2022. na lokaciji Maksimir u blizini potoka Bliznec (45.835926, 16.027528)
sakupljeni su listovi, stabljike i podanci donor vrsta Ailanthus altissima i Reynoutria japonica (Slike 3-
6). Sakupljeni biljni dijelovi osuseni su u susioniku (UF 260, Memmert, Njemacka) tri dana na 60 °C
te potom usitnjeni sjeckalicom (GM 300 Knife Mill Grindomix, Retsch, Njemacka) do veli¢ine Cestica
od 0,5 mm. Usitnjeni biljni dijelovi spremljeni su u papirnate vrecice koje su skladistene na hladnom i

tamnom mjestu do pocetka provodenja pokusa.

Slika 3. Reynoutria japonica uz potok Bliznec Slika 4. Podanak vrste Ailanthus altissima
(foto: Sostar¢i¢, 2022) (foto: Sostar¢i¢, 2022)

Slika 5. Sakupljanje biljnih dijelova vrste Slika 6. Ailanthus altissima pored potoka
Reynoutria japonica (foto: Sostaréi¢, 2022) Bliznec (foto: Sostaréi¢, 2022)



3. 4. Utvrdivanje alelopatskog utjecaja vodenih ekstrakata donor biljaka na
testne vrste

Osuseni i usitnjeni dijelovi donor biljaka (Reynoutria japonica i Ailanthus altissima) potopljeni su u
destiliranu vodu 24 h u omjeru 1:10 na sobnoj temperaturi (24 °C) (Kunz i sur., 2016.; Brijacak i sur.,

2020.) (Slika 7). Filtracijom su dobiveni vodeni ekstrakti za koristenje u daljnjem pokusu (Tablica 2).

Tablica 2. Vodni ekstrakti biljnih dijelova donor biljaka koristeni u pokusu

R.br. Vrsta Organ
1 Kontrolni tretman — destilirana voda -

2 Reynoutria japonica list

3 Reynoutria japonica stabljika
4 Reynoutria japonica podanak
5 Ailanthus altissima list

6 Ailanthus altissima stabljika
7 Ailanthus altissima podanak

Slika 7. Pripremljeni vodeni ekstrakti biljnih dijelova donor vrsta Reynoutria japonica i Ailanthus

altissima (foto: Sostar¢i¢, 2022)

Istrazivanje je provedeno postavljanjem dva odvojena pokusa. Prvi pokus (A) je postavljen s
ciljem utvrdivanja % klijavosti, duljine hipokotila/koleoptile i radikule te suhe mase klijanaca testnih
vrsta nakon izlaganja navedenim tretmanima. Duljina hipokotila/koleoptile, duljina radikule te suha
masa izmjerene su na ukupno deset proklijalih sjemenki testnih vrsta po Petrijevoj zdjelici (Slika 9). Za
potrebe utvrdivanja suhe mase, biljni dijelovi ambrozije (radikula, hipokotil, kotiledoni) i koStana
(radikula i koleoptila) suseni su u susioniku tri dana na 50 °C (UF 260, Memmert, Njemacka). Nakon
su$enja analitickom vagom (MS105DU, Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska ) izvagana je suha biljna
masa na svakom istraZivanom tretmanu. O¢itanje pokusa A za ambroziju obavljeno je dva tjedna od

postavljanja pokusa, dok je kostan ocitan tjedan dana nakon postavljanja pokusa.



Drugi pokus (B) je postavljen s ciljem utvrdivanja dinamike klijanja korovnih vrsta pri
razli¢itim tretmanima te je u ovom pokusu svakodnevno ocitavana klijavost na tretmanima sve do
trenutka kada deset dana uzastopno nije utvrdena ni jedna proklijala sjemenka. Oc¢itavanje brojnosti
proklijalih sjemenki upotrijebljeno je za izradu krivulje dinamike klijanja za svaki pojedini vodeni
ekstrakt. Temeljem podatka o dnevnoj klijavosti utvrdena je dinamika klijanja (brzina klijanja) unutar
istraZivanog perioda. Brzina klijanja oznacena je kao tio i tso, gdje tio oznacava pocetnu (inicijalnu)
klijavost, odnosno vrijeme, izraZzeno u broju dana, potrebno da 10 % posijanog sjemena proklije.
Oznaka tso, oznacava sredinu klijavosti, i broj dana potrebno za klijanje 50 % posijanog sjemena.
Dinamika klijanja ambrozije pra¢ena je u periodu od 40 dana, dok je klijavost koStana pracena u trajanju

od 31 dan. Oba pokusa su postavljena u Cetiri repeticije te ponovljena dva puta.

Slika 9. Ocitanje pokusa A (foto: Sostaréi¢,
komoru (foto: Sostar¢ié, 2022) 2022)

Slika 8. Postavljanje Petrijevih zdjelica u klima

Za potrebe provodenja oba navedena pokusa 50 sjemenki koStana i ambrozije posijano je u
Petrijeve zdjelice promjera 9 cm, na filter papir u Cetiri ponavljanja. Ovisno o tretmanu, u Petrijeve
zdjelice je dodano 3 mL destilirane vode/vodenih ekstrakata. Petrijeve zdjelice zatvorene su
parafilmskom trakom kako bi se sprijecila evaporacija tekucine, te postavljene u klima komoru (HCP
108, Memmert, Njemacka) (Slika 8) na temperaturni reZim optimalan za testnu vrstu. Ambrozija je
postavljena na alternirajuci temperaturni rezim od 25/15 °C (Willemsen, 1975.) s fotoperiodom 12:12h
(dan:no¢). Sjeme kosStana postavljeno je na konstantni temperaturni rezim od 24 °C s fotoperiodom
12:12h (dan:no¢). Vlaznost zraka u klima komori iznosila je 70 %, a jacina svjetlosti od 40 — 50 umol

m~2. Randomizacija Petrijevih zdjelica u komori provodena je svaki dan.
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3. 5. Statisticka obrada podataka

Promatrane varijable mjerene na kraju pokusa A (ukupna klijavost, duljina radikule, duljina
hipokotila/koleoptile te suha biljna masa) prikazane su kao postotak redukcije u odnosu na kontrolni

tretman prema formuli (Abott, 1925.):

% redukcije istraZivanog parametra = (T) * 100

Gdje je C vrijednost utvrdena na kontroli, dok je T vrijednost utvrdena na svakom istrazivanom
tretmanu s vodenim ekstraktom invazivne vrste.

Utvrdeni postotak redukcije svakog istrazivanog parametra obraden je dvosmjernom analizom
varijance (donor vrsta i organ) u programu R (R Core Team 2021., version 4.1.1, Vienna, Austria). Za
usporedbu srednjih vrijednosti Kkoristen je Tukey HSD test. KoriSteni su paketi ,,emmeans® i
,multcomp*. Dobiveni podaci o dnevnom utvrdivanju klijavosti koristeni su za prikaz dinamike klijanja

parametrijskom log logisti¢kom funkcijom (LN.2) u paketu ,,drcte” (Onofri i sur., 2022.).
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4. REZULTATI RADA

Rezultati rada prikazani su za svaku testnu vrstu i odvojeno. Rezultati pokusa A prikazani su
stupCastim grafikonima koji predstavljaju prosjeénu redukciju (%) mjerenih parametara (klijavost,
duljina radikule, duljina hipokotila/koleoptile, suha masa) u odnosu na kontrolu. Rezultati pokusa B
prikazani su log logistickom funkcijom dinamike klijjanja testnih vrsta pri razli¢itim vodenim

ekstraktima.
4. 1. Preliminarni test klijavosti i odabir populacije

Preliminarni rezultati testa klijavosti za razli¢ite populacije testnih vrsta prikazani su za svaku
testiranu populaciju korovne vrste Echinochloa crus-galli (Grafikon 1) i Ambrosia artemisiifolia

(Grafikon 2).

Echinochloa crus-galli

100
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60
50

50
40 2 38
30 24 28
2 15
o W I B I B I

Suhopolje  Jagodnjak Luka¢ Virovitical Virovitica2 Majske mede Bazje

% klijavosti

o O O

Lokacija sakupljanja sjemena koStana

Grafikon 1. Utvrdeni postotak klijavosti razli¢itih populacija kostana (Echinochloa crus-galli)

sakupljenih na razli¢itim lokacijama

Iz Grafikona 1. vidljivo je da niti jedna populacija kostana nije ostvarila vise od 50 % klijavosti
sjemena. Najvisi postotak klijavosti utvrden je za populaciju Virovitica 2 (45,020045, 17,375771) dok
je najmanji postotak klijavosti utvrden za populaciju Jagodnjak (45,696183, 18,588580). S obzirom da
je kriterij za odabir populacije bio minimalno 50 % klijavosti sjemena, populacija Virovitica 2 odabrana

je za daljnja istrazivanja.
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Ambrosia artemisiifolia
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Grafikon 2. Utvrdeni postotak klijavosti razli¢itih populacija ambrozije (Ambrosia

artemisiifolia) sakupljenih na razli¢itim lokacijama

Usporedujuci dvije test vrste (koStan i ambrozija) u preliminarnom istrazivanju, ambrozija je u
odnosu na kostan opéenito imala veci postotak klijavosti pri razli¢itim populacijama. 1z Grafikona 2.
vidljivo je da je veé¢ina populacija ambrozije ostvarila klijavost visu od 90 % (osim populacija Cazma i
Sasinove&ku Luga). Najmanji postotak klijavosti utvrden je za populaciju Saginovecki Lug (45,850289,
16,180465), a najvisi postotak klijavosti utvrden je za populaciju Brezik (97%) (45,865762, 17,410402)
i Tenie (97 %) (45,490260, 18,729285), a zbog vece sakupjene koli¢ine sjemena, populacija Brezik

izabrana je za koriStenje u daljnjem istrazivanju.
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4. 2. Utjecaj vodenih ekstrakata donor vrsta (Reynoutria japonica i Ailanthus
altissima) na pocetni rast i razvoj korovne test vrste Ambrosia artemisiifolia

Tablica 3. prikazuje rezultate dvosmjerne analize varijance za Cetiri istrazivana parametra
(redukciju (%) klijavosti, duljine radikule i hipokotila, suhe mase) za vrstu Ambrosia artemisiifolia.
Utvrdena je statisticki znacajna razlika u postotku redukcije svih istrazivanih parametara izmedu
koriStenih vodenih ekstrakata donorskih vrsta i njihovih organa, kao i interakcije izmedu navedenih
varijabli.

Tablica 3. Rezultati analize varijance za istrazivane parametre % redukcije klijavosti, % redukcije
duljine radikule, % redukcije duljine hipokotila i % redukcije suhe mase za vrstu Ambrosia
artemisiifolia u pokusu A

I:exp
vari J!;‘é?lrnosﬁ n-1 ~ %redukcije % redukcije % redukcije % redukcije
klijavosti radikule hipokotila suhe mase

Donor vrsta 1 3.876e-10 *** 2.936e-10 *** < 2.2e-16 *** 0.0005432 ***
(bV)

Organ (O) 2 2.182e-08 ***  3.740e-05 ***  <2.2e-16 *** 7.175e-05 ***
DV x O 2 0.002097 ** 3.342e-07 *** < 2.2e-16 *** 0.0007046 ***
Greska 18

Oznake signifikantnosti za p-vrijednost:<0.001=*** <0.01=**.

Utvrdena je je znaCajna inhibicija klijavosti te redukcija suhe mase te duljine radikule i
hipokotila vrste Ambrosia artemisiifolia primjenom svih vodenih ekstrakta obje donor vrste. Najjaci
inhibicijski u¢inak svih mjerenih parametara ostvaren je primjenom vodenih vodeni ekstrakata podanka
(73,9 — 100 %) i stabljike (84,4 — 100 %) donor vrste Ailanthus altissima.

U grafikonu 3. prikazana je redukcija klijavosti sjemena ambrozije primjenom vodenih
ekstrakata donor vrsta u odnosu na postotak klijavosti sjemena na kontrolnom. Utvrdena prosje¢na
klijavost ambrozije na kontrolnom tretmanu iznosila je 92,0 %. Vodeni ekstrakti podanka (92,8 %) i
stabljike (84,4 %) vrste Ailanthus altissima najjace su inhibirali klijavosti sjemena korovne vrste
Ambrosia artemisiifolia, te izmedu navedenih vodenih ekstrakata nije utvrdena statisti¢ki znacajna
razlika. Najmanju redukciju klijavosti sjemena korovne vrste Ambrosia artemisiifolia postigli su
tretmani vodenih ekstrakata lista donor vrste Reynoutria japonica (8,4 %) dok je isti biljni organ ali kod
kod druge donor vrste (Ailanthus altissima) jace inhibirao klijavost ambrozije (31,6 %). Medutim,
izmedu vodenog ekstrakta lista donor vrste Reynoutria japonica te podanka i stabljke iste vrste nije
utvrdena znacajna statisticka razlika u redukciji klijavosti sjemena korovne vrste Ambrosia

artemisiifolia. Neovisno o biljnom organu, vodeni ekstrakti priprljeni od donor vrste Ailanthus altissima

......
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Grafikon 3. Redukcija Klijavosti korovne vrste Ambrosia artemisiifolia primjenom istrazivanih
vodenih ekstrakata biljnih dijelova (list, podanak, stabiljka) donor vrsta Ailanthus altissima i

Reynoutria japonica utvrdena u pokusu A.

U Grafikonu 4. prikazana je redukcija duljine radikule korovne vrste Ambrosia artemisiifolia u
odnosu na duljinu radikule na kontroli. Utvrdena prosje¢na duljina radikule ambrozije na kontrolnom
tretmanu iznosila je 4,3 cm. Sli¢no kao i redukcije klijavosti, najvecu redukciju duljine radikule korovne
vrste Ambrosia artemisiifolia ostvarili su tretmani vodenih ekstrakta podanka (97,6 %) i stabljike (96,8
%) donor vrste Ailanthus altissima te izmedu navedenih nije utvrdena znacajna statisti¢ka razlika.
Najmanju redukciju duljine radikule korovne vrste Ambrosia artemisiifolia postigao je tretman vodenog
ekstrakta podanka vrste Reynoutria japonica (7,8 %). Nadalje, izmedu tretmana vodenih ekstrakta
listova vrsta Reynoutria japonica (38,1 %) i Ailanthus altissima (43,1 %), te vodeni ekstrakt stabiljke

donor vrste Reynoutria japonica (43,9 %) nije utvrdena statisti¢ki zna¢ajna razlika.
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Grafikon 4. Redukcija duljine radikule korovne vrste Ambrosia artemisiifolia primjenom
istrazivanih vodenih ekstrakata biljnih dijelova (list, podanak, stabiljka) donor vrsta Ailanthus

altissima i Reynoutria japonica utvrdena u pokusu A.

Redukcija hipokotila korovne vrste Ambrosia artemisiifolia pri primjeni vodenih ekstrakata
razli¢itih biljnih dijelova donor vrsta prikazana je u Grafikonu 5. Utvrdena prosjeéna duljina hipokotila
ambrozije na kontrolnom tretmanu iznosila je 2,7 cm. Najve¢u redukciju duljine hipokotila korovne
vrste Ambrosia artemisiifolia postigli su vodeni ekstrakti podanka (100,0 %) i stabljike (100,0 %) vrste
Ailanthus altissima, te vodeni ekstrakti podanka (98,9 %) i stabljike (98,9 %) vrste Reynoutria japonica,
te izmedu navedenih nije utvrdena znacajna statisticka razlika. Osim navedenih tretmana, visoku
redukciju hipkotila korovne vrste Ambrosia artemisiifolia postigao je i tretman vodenim ekstraktom
lista (99,3 %) vrste Ailanthus altissima. Najmanju redukciju duljine hipokotila korovne vrste Ambrosia

artemisiifolia postigao je tretman vodenim ekstraktom lista vrste Reynoutria japonica (15,9 %).
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Grafikon 5. Redukcija duljine hipokotila korovne vrste Ambrosia artemisiifolia primjenom
istrazivanih vodenih ekstrakata biljnih dijelova (list, podanak, stabiljka) donor vrsta Ailanthus
altissima i Reynoutria japonica utvrdena u pokusu A.

Prosjecna tezina suhe mase radikule, hipokotila i kotiledona ambrozije na kontrolnom
tretmanu iznosila je 0,02467 g. U Grafikonu 6. prikazana je redukcija (%) suhe mase korovne vrste
Ambrosia artemisiifolia u odnosu na tezinu suhe mase biljnih dijelova na kontroli gdje je primjenjena
destilirana voda. Suha masa korovne vrste Ambrosia artemisiifolia slabije je reducirana u odnosu na
druge istrazivane parametre, ali ponovno su vodeni ekstrakt podanka (73,9 %) i stabljike (47,7 %) donor
vrste Ailanthus altissima, najjace reducirali suhu mase korovne vrste Ambrosia artemisiifolia. Takoder,
statisticki razlika nije utvrdena ni kod primjene vodenih ekstrakta podanka (24,0 %) i stabljike (32,2 %)
donor vrste Reynoutria japonica u odnosu na vodeni ekstrakt stabljike (47,7 %) i lista (13,4 %) donor
vrste Ailanthus altissima. Najmanja redukcija suhe mase korovne vrste Ambrosia artemisiifolia
utvrdena je kod tretmana vodenim ekstraktom lista vrste Reynoutria japonica (18,4 %). Pri tome treba
istaknuti da se tretmani vodenim ekstraktima podanka i stabljike vrste Reynoutria japonica statisticki

se znacajno ne razlikuju.
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Grafikon 6. Redukcija suhe mase korovne vrste Ambrosia artemisiifolia primjenom istrazivanih
vodenih ekstrakata biljnih dijelova (list, podanak, stabiljka) donor vrsta Ailanthus altissima i
Reynoutria japonica utvrdena u pokusu A.

Utvrdivanje inhibicijskog djelovanja vodenih ekstrakta donor vrsta Ailanthus altissima i
Reynoutria japonica utvrdeno je kroz pracenje dinamike klijanja sjemena test vrste Ambrosia
artemisiifolia u pokusu B. Dinamika klijanja prikazana je u Grafikonu 7. za svaki istrazivani vodeni
ekstrakt donor vrste.
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Grafikon 7. Dinamika klijanja utvrdena u pokusu B za korovnu vrstu Ambrosia artemisiifolia pri
razli¢itim vodenim ekstraktima biljnih dijelova (list, stabljika, podanak) donor vrsta Ailanthus

altissima i Reynoutria japonica

Prosje¢no vrijeme potrebno da se ostvari 10 % klijavosti populacije posijanog sjemena ambrozije
na kontrolnom tretmanu odnosno za pocetnu (inicijalna) klijavost (t10) na kontroli bila su potrebna tri
dana (Grafikon 7.). U istom vremenskom periodu (tri dana) ostvarena je i po¢etna klijavost ambrozije
pri primjeni vodenog ekstrakta podanka donor vrste Reynoutria japonica. U prosjeku je za pocetak
klijanja ambrozije Cija je sjetva obavljena na vodenim ekstraktima lista donor vrsta Ailanthus
altissima i Reynoutria japonica te stabljike vrste Reynoutria japonica bilo potrebno Cetiri do Sest
dana. Najve¢i inhibicijski utjecaj na dinamiku klijanja sjemena vrste Ambrosia artemisiifolia ostvarili
vodeni ekstrakt podanka i stabljike donor vrste Ailanthus altissima. Za pocetak klijanja sjeme
ambrozije posijano na vodenim ekstraktima podanka i stabljike vrste Ailanthus altissima bilo je
potrebno sedam dana. Sli¢an trend dinamike klijanja nastavlja se i prema sredini klijavosti (tso),
odnosno vremenu potrebnom da posijano sjeme dosegne 50 % proklijalog sjemena u odnosu nha
ukupan broj posijanog sjemena. Na kontroli sjeme ambrozije doseze tso U periodu od sedam dana.
Vodeni ekstrakt podanka donor vrste Reynoutria japonica odgodio je sredinu Kklijanja za tri dana, te
je deseti dan dosegnuta vrijednost tso. Najveca inhibicija vrijednosti tso za korovnu vrstu Ambrosia

artemisiifolia ostvarena je sjetvom sjemena u vodeni ekstrakt stabljike i podanka donor vrste
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Ailanthus altissima gdje ni nakon 40 dana nije ostvarena klijavost vec¢a od 30 % (Ailanthus altissima

stabljika) odnosno 20 % (Ailanthus altissima podanak).

4. 3. Utjecaj vodenih ekstrakta donor vrsta (Reynoutria japonica i Ailanthus

altissima) na pocetni rast i razvoj korovne test vrste Echinochloa crus-galli

Analiza varijance (Tablica 4.) pokazuje statisticki znacajnu razliku u postotku redukcije za sve
istrazivane parametre izmedu razli¢itih donatorskih vrsta i organa, te je interakcija izmedu donator vrste
i biljnih organa statisticki znacajna za sve istrazivane parametre. Analizom prosjeka svih tretmana na
Echinochloa crus-galli, na istrazivane parametre najve¢i ucinak redukcije zabiljezen je kod vodenog

ekstrakta lista i podanka donor vrste Ailanthus altissima sto je prikazano u Grafikonima 8-11.

Tablica 4. Rezultati dvosmjerne analize varijance za istrazivane parametre % redukcije klijavosti, %
redukcije duljine radikule, % redukcije duljine koleoptile i % redukcije suhe mase za vrstu Echinochloa

crus-galli u pokusu A

I:exp
VO 1 “obredukcije % redukcije % redukcije % redukcije
varijabilnosti . : . )
klijavosti radikule koleoptile suhe mase

Donor vrsta (DV) 1 2.224e-10 ***  3.993e-09 ***  1.559e-09 ***  §.352e-11 ***
Organ (O) 2 0.0008973 ***  1.067e-07 ***  6.248e-07 ***  9.499e-07 ***
DV xO 2 0.0156682 * 1.150e-09 ***  9.699e-09 *** 1.815e-06 ***
Greska 18

Oznake signifikantnosti za p-vrijednost:<0.001 = *** <0.01 = **, <0.05 = *

U Grafikonu 8. prikazana je redukcije postotka klijavosti sjemena korovne vrste Echinochloa
crus-galli pri sjetvi sjemena u razliGite vodene ekstrakte biljnih dijelova donor vrsta Reynoutria
japonica i Ailanthus altissima. Utvrdena klijavost koStana na kontroli iznosila je 72 %. Svi vodeni
ekstrakti inhibirali su klijavost sjemena korovne vrste Echinochloa crus-galli. Najveca redukcija
klijavosti utvrdena je na tretmanima s vodenim ekstraktima podanka (98,9 %) i lista (99,2 %) vrste
Ailanthus altissima te izmedu istih nije utvrdena statistiGki znacajna razlika. Takoder, statisti¢ki
znacajna razlika nije utvrdena ni kod vodenog ekstrakta stabljike Ailanthus altissima (69,4 %) u odnosu
na podanak i list. Nadalje, inhibicija klijavosti ovog vodenog ekstrakta nije se statisticki razlikovala ni
od inhibicije klijavosti ko$tana pri primjeni vodenog ekstrakta lista vrste Reynoutria japonica (46,5 %).
U odnosu na spomenute vodene ekstrakte, sjetvom sjemena kosStana u vodene ekstrakte podanka i lista
donor vrste Reynoutria japonica utvrdena najmanja redukcija klijavosti i to 15,5 % primjenom esktrakta

podanka i 21,6 % primjenom ekstrakte stabljike.
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Grafikon 8. Redukcija Klijavosti korovne vrste Echinochloa crus-galli primjenom istraZivanih
vodenih ekstrakata biljnih dijelova (list, podanak, stabiljka) donor vrsta Ailanthus altissima i

Reynoutria japonica utvrdena u pokusu A.

Redukcija duljine radikule koStana prikazana je u Grafikonu 9. Prosjeéna duljina radikule
kostana na kontrolnom tretmanu iznosila je 2,3 cm. Svi vodeni ekstrakti reducirali su duljinu radikule
kostana, osim tretmana ekstrakta podanka vrste Reynoutria japonica (0,0 %). Opet je najveca redukcija
duljine radikule utvrdena na tretmanima s vodenim ekstraktima iz podanka (100,0 %) i lista (100,0 %)
vrste Ailanthus altissima te izmedu istih nije utvrdena statisti¢ki zna¢ajna razlika. Osim toga, statisti¢ki
znacajna razlika nije utvrdena ni kod primjene vodenog esktrakta stabljike donor vrste Ailanthus

altissima (73,9 %) te lista vrste Reynoutria japonica (81,5 %).
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Grafikon 9. Redukcija duljine radikule korovne vrste Echinochloa crus-galli primjenom istrazivanih
vodenih ekstrakata biljnih dijelova (list, podanak, stabiljka) donor vrsta Ailanthus altissima i
Reynoutria japonica utvrdena u pokusu A.

Prosje¢na duljina koleoptile koStana na kontrolnom tretmanu iznosila je 7,4 cm. Redukcija duljine
radikule u odnosu na kontrolu prikazana je u Grafikonu 10. Svi vodeni ekstrakti reducirali su duljinu
koleoptile koStana, osim tretmana ekstrakta podanka vrste Reynoutria japonica (0,0 %). Potpuna
inhibicija (100%) utvrdena je na tretmanima s vodenim ekstraktima podanka i lista vrste Ailanthus
altissima. Od vodenih ekstrakata vrste Reynoutria japonica, najvise je reducirao duljinu koleoptile
kostana vodeni ekstrakt stabljike (82,8 %) sli¢no kao i vodeni ekstrakta stabljike druge donor vrste
(Ailanthus altissima) (82,0 %)
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Grafikon 10. Redukcija duljine koleoptile korovne vrste Echinochloa crus-galli primjenom
istrazivanih vodenih ekstrakata biljnih dijelova (list, podanak, stabiljka) donor vrsta Ailanthus
altissima i Reynoutria japonica utvrdena u pokusu A.

Sli¢an trend redukcija ve¢ spomenutih parametara vidljiv je i kod redukcije mase kosStana
(Grafikon 11). Prosjecna tezina suhe mase koStana na kontrolnom tretmanu iznosila je 0,00608 g.
Najveca redukcija suhe mase utvrdena je na tretmanima s vodenim ekstraktima vrste Ailanthus altissima
iz podanka (100,0 %), lista (100,0 %) i stabljike (88,1 %) te lista donor vrste Reynoutria japonica (82,2
%) nema statisticki znacajne razlike. Vodeni ekstrakti podanka i stabljike donor vrste Reynoutria
japonica ostvarili su najnizu redukciju suhe mase kostana, 4,5 % odnosno 34,1 % te izmedu istih nije

utvrdena znacajna statistiCka razlika.
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Grafikon 11. Redukcija suhe mase korovne vrste Echinochloa crus-galli primjenom istrazivanih

vodenih ekstrakata biljnih dijelova (list, podanak, stabiljka) donor vrsta Ailanthus altissima i

Reynoutria japonica utvrdena u pokusu A.

Osim utvrdene redukcije istrazivanih parametara u pokusu A, unutar pokusa B koji je proveden

kroz visetjedno pracenje klijavosti sjemena kosStana utvrdena je dinamika klijanja pri razli¢itim vodenim

ekstraktima. Dinamika klijanja koStana primjenom vodenih ekstrakata razlicitih dijelova donor vrsta

prikazana je u Grafikonu 12.

1.0 | — Kontrola
-4&-- Reynoutria japonica LIST
-+-- Reynoultria japonica STABLJIKA
- Reynoutria japonica PODANAK
=&~ Allanthus altissima LIST
-9 Ailanthus altissima STABLJIKA
08 -1 —& Aianthus altissima PODANAK
bt L 4 4
©
[
@
5
w | e e B Y N NS BN Ay VY N Boameemmnnmen Besesmem A
2 06 - St
s
=
[
=S
°
b=
3> vVw ¥
€ 04
8
2
1
=2
X
02
; . 4 i 8 =]
0.0 1
T T T T T T
5 10 15 20 25 30
Vrijeme (dani)

Grafikon 12. Dinamika Klijanja utvrdena u pokusu B za korovnu vrstu Echinochloa crus-galli pri

razli¢itim vodenim ekstraktima biljnih dijelova (list, stabljika, podanak) donor vrsta Ailanthus

altissima i Reynoutria japonica
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Za ostvarivanje vrijednosti tio, odnosno pocetne (inicijalne) klijavosti sjemena koStana na
kontroli bilo je potrebno dva dana (Grafikon 12). U period od dva dana zapocelo je klijanje sjemena na
kontrolnom tretmanu gdje je primijenjena destilirana voda. Sredina Kklijavosti (tsp), odnosno vrijeme
potrebno da 50 % posijanog sjemena proklije utvrdeno je veé¢ tre¢i dan na kontroli. U usporedbi s
dinamikom klijanja sjemena posijanog u vodeni ekstrakt donor vrsta vidljiv je slican trend dinamike
Klijavosti (tio i tso) kod vodenog ekstrakta stabljike, lista i podanka donor vrste Reynoutria japonica
odnosno dinamika klijanja kostana nije bila usporena na ovim tretmanima. U odnosu na kontrolu
pocetna klijavost sjemena koStana pri ovim vodenim ekstraktima nije bila usporena. Vodeni ekstrakt
koji je imao najveci utjecaj na redukciju kumulativnog udjela proklijalog sjemena kosStana jest lista vrste
Ailanthus altissima nakon kojeg slijedi ekstrakt iz podanka iste vrste, a potom iz stabljike takoder
Ailanthus altissima. Pri ¢emu sjeme koStana posijano u vodene ekstrakte donor vrste Ailanthus
altissima nije ostvarilo srednju klijavost (tso), odnosno ni kod jednog od navedenih ekstrakata nije

ostvareno 50 % klijavosti populacije.
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5. RASPRAVA

Rezultati istrazivanja u skladu su s postavljenim hipotezama da primjena vodenih ekstrakata
biljnih dijelova invazivnih drvenih vrsta Reynoutria japonica i Ailanthus altissima ima inhibirajuci
u¢inak na klijavost i poCetni rast istrazivanih korovnih vrsta Ambrosia artemisiifolia i Echinochloa
crus-galli. Usporedujuci dvije donor vrste te njihov utjecaj na testne vrste utvrdeno je da je Ailanthus
altissima jace inhibirao pocetni rast i razvoj vrsta Ambrosia artemisiifolia i Echinochloa crus-galli u
svim istrazivanim parametrima. Nadalje, utvrdena je razlika i u ucinku razli¢itih biljnih organa obje
istrazivane donor vrste pritom su podanak i stabljika Ailanthus altissima imali najjaci inhibitorni u¢inak
na istrazivane parametre korovne vrste Ambrosia artemisiifolia. Kod vrste Echinochloa crus-galli
navedeni organi imali su jednako dobar u¢inak. Dodatno, kod kostana dobar inhibiraju¢i ucinak
ostvaruje vodeni ekstrakt lista vrste Ailanthus altissima. Biljni dijelovi list i stabljika donor vrste
Reynoutria japonica postigli su ja¢i inhibiraju¢u u¢inak na neke istrazivane parametre (duljinu radikule
i koleptile) vrstu Echinochloa crus-galli.

U ovom istrazivanju utvrdeno je da je vodeni ekstrakt podanka Ailanthus altissima efikasniji
od vodenog ekstrakta lista Ailanthus altissima. Rezultati su u skladu s istrazivanjem (De Feo i sur.,
2003.) u kojem je istrazivan utjecaj ekstrakata listova i podanaka Ailanthus altissima otopljenih u
raznim otapalima na klijavost, rast i razvoj sjemenaka rotkvice (Raphanus sativus L. cv. Saxa) i kres
salate (Lepidium sativum L. cv. Inglese). Najbolji rezultati su utvrdeni u tretmanu vodenom otopinom
podanka Ailanthus altissima koji je potpuno inhibirao klijanje rotkvice (100,0 %) i rast radikule (100,0
%). Vodeni ekstrakt lista Ailanthus altissima koristen u istrazivanju De Feo i sur. (2003.) pokazao se
uspjes$nijim od vodenog ekstrakta lista Ailanthus altissima koriSten u ovom istrazivanju inhibirajuci
klijavost sjemenke rotkvice za 65,0 % i rast radikule za 88,4 %. Moguce objas$njenje za takvu razliku
je razlicita testirana biljna vrsta. Takoder je testiran i utjecaj Cistih kemijskih spojeva nadenih u
Ailanthus altissima na klijavost rotkvice i rast radikule. Najbolje rezultate pokazao je ailanton sa
inhibicijom klijavosti od 88,0 % i inhibicijom rasta radikule od 87,2 %. lako u ovom istrazivanju nije
provedeno ispitivanje utjecaja ¢istog ailantona na klijavost i parametre ranog rasta testnih vrsta, vodeni
ekstrakti lista i podanka vrste Ailanthus altissima imali su 100%-tni u¢inak na duljinu radikule kod vrste
Echinochloa crus-galli $to potvrduje uz ve¢ navedeno da vodeni ekstrakti Spoemutog organa imaju jaci
inhibitorni u¢inak od samog cistog alelopatskog spoja.

U sli¢nom istrazivanju (Heisey, 1990a.) utvrdeno je da je kora podanka Ailanthus altissima 20
puta fitotoksi¢nija od lista. Istrazivan je alelopatski utjecaj razlicitih dijelova tkiva vrste Ailanthus
altissima (podanak i lista) na klijavost i rast kres salate te je usporedno istrazivan utjecaj tih istih dijelova
tkiva Ailanthus altissima koja su ekstrahirana metanolom na klijavost i rast kres salate. U istrazivanju
je utvrdeno da su neekstrahirani dijelovi podanka bili efikasniji u inhibiciji klijavosti i rasta kres salate
od metanolom ekstrahiranih dijelova podanka. Pove¢anjem dodane koli¢ine neekstrahiranog podanka

Ailanthus altissima u posude sa sjemenkama povecalo je njegov inhibitorni utjecaj. Suprotno tome, ¢ini
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se da se povecanjem koli¢ine ekstrahiranog podanka Ailanthus altissima u posudama sa sjemenkama
smanjio njegov inhibitorni utjecaj. Kod liski, neekstrahirane i metanolom ekstrahirane liske nisu
znacajno smanyjile klijavost sjemenaka kres salate te su u manjoj mjeri smanjile biomasu kres salate.

Osim ovih test vrsta, istrazivan je utjecaj razliCitih doza ailantona na klijanje i rast
ostrodlakavog $¢ira (Amaranthus retroflexus), kres salate (Lepidium sativum), teofrastova mra¢njaka
(Abutilon theophrasti Medik.), sivog muhara (Setaria pumila), kostana (Echinochloa-crus galli) i
kukuruza (Zea mays L.). Pri najveéoj dozi od 8 kg/ha aktivne tvari primijenjena prije klijanja, klijavost
ostrodlakavog $¢ira pala je sa 88 % (kontrola) na 12 %, a biomasa se smanjila za 93 %; klijavost kres
salate pala je sa 74 % na 0 % klijavosti, a biomasa se potpuno smanjila za 100 %; klijavost teofrastova
mracnjaka pala je sa 92 % na 0 %, a biomasa se potpuno smanjila za 100 %; klijavost sivog muhara se
smanjila sa 69 % na 13 %,a biomasa se smanjila za 94 %; klijavost koStana smanjila se sa 95 % na 0
%, a biomasa se smanjila za 100% te se klijavost kukuruza smanjila sa 81 % na 11 %, a biomasa se
smanjila za 97 % (Heisey, 1996.). Testiran je i u¢inak vodenih otopina praskastih ekstrakata dijelova
pajasena (list, plod, podanak) na klijavost i rast rotkvice (Raphanus sativus). Utvrdeno je HPLC
analizom u 0,5 mg od svakog praskastog ekstrakta nalazi najvisa koncentracija ailantona od 387 pg/ml
(Matteo Caser i sur., 2020.)

Istrazivanje utjecaja vodenih otopina listova i podanaka nekoliko razli¢itih vrsta dvornika,
Reynoutria japonica, Reynoutria sachalinensis i Reynoutria x bohemica, na klijavost sjemenki Urtica
dioica L., Lepidium sativum L. i Calamagrostis epigejos (L.) Roth provedeno je u klima komori.
Vodene otopine podanaka svih triju vrsta roda nisu imale nikakav zna¢ajan u¢inak na klijavost sjemenki
testiranih vrsta. Vodena otopina lista vrste Reynoutria japonica pri koncentraciji otopine od 2,5 %
povecala je klijavost koprive s 69,6 % na 73,2 % dok je pri koncentraciji od 5 % smanjila klijavost od
69,6 % na 67,6 %. Kod vrste Calamagrostis epigejos vodena otopina listova japanskog dvornika
koncentracije od 2,5 % povecala je klijavost s 89,6 % na 96 %, a pri koncentraciji od 5% klijavost se
smanjila s 89,6 % na 72,8 %. Pri koncentraciji vodene otopine listova japanskog dvornika od 2,5%
klijavost Lepidium sativum pala je sa 100,0 % na 96,0 %, a pri koncentraciji od 5,0 % klijavost je pala
sa 100,0 % na 96,8 %. Vidljvo je da i vodene otopine listova japanskog dvornika nemaju znacajan
inhibitorni utjecaj na klijavost tih vrsta, Stovise vidimo da u odredenim koncentracijama potice klijanje
sjemenki. Vrijedno je napomenuti da je vodeni ekstrakt listova Reynoutria X bohemica imao veci
inhibicijski u¢inak na sve tri testirane vrste od vrste Reynoutria japonica odnosno japanskog dvornika
§to moze posluziti u buduéim istrazivanjima alelopatskih utjecaja biljaka iz roda Reynoutria
(Moravcova i sur., 2011.). Kao §to je ve¢ spomenuto u ovom istrazivanju gdje su primijenjeni vodeni
ekstrakti razli¢itih biljnih organa vrste Reynoutria japonica inhibirajuci u¢inka nije bio znacajan kod
vrste Ambrosia artemisiifolia dok je u nekim istrazivanim parametrima uc¢inak bio vidljiv kod vrste
Echinochloa crus-galli. S obzirom na sve navedeno moguéi razlog slabijeg ucinka ove vrste jest
osjetljivost test vrste na sastav i koncentraciju vodenih ekstrakata. Nadalje, usprkos alelopatskih

svojstava japanskog dvornika otkriveno je da uspjeh japanskog dvornika u osvajanju novog teritorija
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najviSe ovisan u direktnoj kompeticiji s drugim biljnim vrstama za resurse. Takoder, je utvrdeno da tlo
u kojem su rasli japanski dvornici nije imalo negativan utjecaj na testirane biljke Trifolium repens i
Lolium perenne (Mincheva i sur., 2016.).

U ovom istrazivanju, utvrdeno je da su svi tretmani vodenih ekstrakata vrste Ailanthus altissima
(list, stabljika, podanak) inhibirali klijavost sjemena korovne vrste Echinochloa crus-galli, pri ¢emu su
najvecu redukciju klijavosti uzrokovali vodeni ekstrakt podanka i lista. Mnogi autori u slicnim
istrazivanjima potvrduju da je podanak zljezdastog pajasena, biljni organ koji sadrzi najvise
alelokemikalija (Heisey, 1990a.). Vodena otopina podanka pajasena ima snazan herbicidni ucinak i prije
i nakon nicanja biljaka (Heisey, 1996). Dokazana je herbicidna aktivnost ailantona iz podanka Ailanthus
altissima na korovnu vrstu kostan (Echinochloa crus-galli) (Novak i Novak, 2019.), sto je u skladu s
ovim istrazivanjem, ali takoder i na korovnu vrstu sivog muhar (Setaria pumila) (Heisey, 1990b.),
takoder uskolisnu vrsta iz porodice Poaceae. Prema istrazivanjima (Saxena, 2002.; Hesey i Heisey,
2003.) izolirani ailanton primijenjen na sjeme ima herbicidno djelovanje i na druge vrste iz roda muhara
(Setaria spp.). Isti u€inak je utvrden i na Sirokolisne vrste oStrodlakavi §¢ir (Amaranthus retroflexus),
europski mracnjak (Abutilon theophrasti), primjenom na sjeme (prije nicanja — pre emergence) i list
(poslije nicanja — post-emergence) (Heisey, 1990b.). Ailanton je takoder snazno inhibirao rast Lepidium
sativum (Heisey, 1990a.; Heisey, 1996), a vodeni ekstrakti dobiveni iz vrste Ailanthus altissima u
potpunosti su inhibirali klijavost sjemena vrste Brassica napus 0 % (Bostan i sur., 2014.).

Potencijal koriStenja u daljnjim istrazivanjima izolacije aktivnih spojeva iz biljnih dijelova
donor vrsta prema utvrdenim ucincima ostvarenim u ovom istrazivanju iskazuje podanak i stabljika
vrste Ailanthus altissima. Buduca istrazivanja u smjeru suzbijanja korovnih vrsta Ambrosia
artemisiifolia i Echinochloa crus-galli primjenom vrste Ailanthus altissima pokazuju najveci potencijal

inhibicije rasta te je iduci korak folijarna primjena istih vodenih ekstrakta u plastenickim pokusima.
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6. ZAKLJUCCI

Temeljem provedenog istrazivanja alelopatskog utjecaja drvenastih invazivnih vrsta Reynoutria

japonica i Ailanthus altissima na klijanje i pocetni rast korovnih vrsta Ambrosia artemisiifolia i

Echinochloa crus-galli moze se zakljuciti da:

1. Svi vodeni ekstrakti donor vrsta inhibirali su istrazivane parametre kod vrste Ambrosia

artemisiifolia.

a.

Najveca redukcija klijavosti sjemena ambrozije utvrdena je kod tretmana vodenog
ekstrakta podanka (92,8 %) i stabljike (84,4 %), dok je tretman lista obje donor vrste
najmanje reducirao klijavost.

Najveéa redukcija duljine radikule ambrozije utvrdena je kod tretmana vodenog
ekstrakta podanka (97,6 %) i stabljike (96,8 %), dok je tretman lista vrste Reynoutria
japonica najmanje reducirao duljinu radikule (7,8 %).

Najveca redukcija duljine hipokotila ambrozije utvrdena je kod svih tretmana (< 98,9
%) osim kod vodenog ekstrakta lista vrste Reynoutria japonica (15,9 %).

Najveca redukcija suhe mase ambrozije utvrdena je kod tretmana vodenog ekstrakta
podanka (73,9 %) vrste Ailanthus altissima, dok je tretman lista vrste Reynoutria
japonica najmanje reducirao suhu masu ambrozije (18,4 %).

Najizrazeniji inhibitorni utjecaj na dinamiku klijanja ambrozije zabiljezen je kod

tretmana vodenog ekstrakta podanka vrste Ailanthus altissima.

2. Svi vodeni ekstrakti donor vrsta reducirali su klijavost sjemena i suhu masu kod vrste

Echinochloa crus-galli. Tretman vodenog ekstrakta podanka vrste Reynoutria japonica nije

reducirao duljinu radikule niti koleoptile kostana.

a.

Najvec¢a redukcija klijavosti sjemena koStana utvrdena je kod tretmana vodenog
ekstrakta podanka (98,9 %) i lista (99,2 %) vrste Ailanthus altissima.

Najveca redukcija duljine radikule kostana utvrdena je kod tretmana vodenog
ekstrakta podanka i lista (100,0 %) vrste Ailanthus altissima.

Najveca redukcija duljine koleoptile koStana utvrdena je kod tretmana vodenog
ekstrakta podanka i lista (100,0 %) vrste Ailanthus altissima.

Najveca redukcija suhe mase kosStana utvrdena je kod tretmana vodenog ekstrakta
podanka i lista (100,0 %) vrste Ailanthus altissima,

Najizrazeniji inhibitorni utjecaj na dinamiku klijanja koStana zabiljezen je kod

tretmana vodenog ekstrakta lista vrste Ailanthus altissima.
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7. ZAHVALE

Na kraju pisanja ovog rada, koji nas je odveo na svojevrsno putovanje nezamislivim

prostranstvima i koji je sve nas nedvojbeno oplemenio, zelimo od srca zahvaliti.

Idejnoj zacetnici, zvijezdi vodilji, prstavoj iskri radosti i blazenoj ruci pomirenja, mentorici dr.
sc. Valentini Sostarci¢ koja nam je stvorila priliku da povierujemo da smo stvoreni za velike stvari, koja
nas je uspjela okupiti u cjelokupnoj nasoj razlicitosti i odrzati kroz sve turbulencije osobnog rasta i
dovesti nas do osobnog zadovoljstva — najljepsa hvala. Beskrajno cijenimo Vase predano vodstvo, svaki
savjet i sugestiju te velikodusnu pomo¢ tijekom provodenja istraZivanja i pisanja ovog znanstvenog
rada.

Sarmantnoj asistentici nepokolebljivog duha, bedemu snage i sposobnosti, glasu pravde i
razuma, Lauri Pismarovi¢, mag. ing. agr., koja nam je pozrtvovno darovala svoje vrijeme i znanje te
sudjelovala u citavom procesu od provodenja pokusa, preporuka za pisanje rada do njegove realizacije

—velika hvala.

Nasoj zamjenskoj majci, zeni i kraljici, Dragojki Brzoji, dipl. ing. agr., koja nam je pripremila
dio materijala za rad te svojom nesebicnom prisutnoséu nadgledala rad i uvijek bila spremna uputiti

rijeci podrske — velika hvala. Vedrina VaSeg bica ostat ée duboko urezana u nasim srcima.

Postovanoj i dragoj izv. prof. dr. sc. Maji Séepanovié, voditeljici izvannastavne aktivnosti
'Cudesni svijet korova' koja nam je osigurala financijska sredstva za rad — hvala. Zahvaljujemo Vam i
na svim korisnim sugestijama za vrijeme pisanja rada. Svojim znanjem i iskustvom u pisanju radova

nagradenih Rektorovom nagradom doprinjeli ste poboljSanju kvalitete ovog rada.

Kolegama koji su na terenskoj nastavi iz predmeta Invazivni Stetni organizmi u poljoprivredi

dijelom skupili biljne dijelove koji su koristeni u istraZivanju, takoder hvala.
Zahvaljujemo svima koji su sudjelovali u bilo kojem od segmenata istraZivanja i pisanja. Vase

rijeci, misli i ideje izvor su neiscrpne inspiracije da se nastavimo baviti proucavanjem tematike

istrazivanog podrudja.
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S obzirom na to da smo rad finalizirali zajednickim snagama, iskreno hvala kolegama koji su
uvijek bili medusobna podrska jedni drugima, medusobno smo dokazali da smo puno vise od onoga sto

smo mislili.
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9. SAZETAK

Martina Stvori¢, Leon Slaven Su§njar, Tin Buli¢, Mateo Kova¢, Mateja PiSonié, Karlo Tot,
Luka Keran, Andrijana Oreski, Ema Bubalo, Silvija Martinci¢, Laura Pavié¢, Dasen Visi¢.,

Igor Petrisko

Alelopatski utjecaj invazivnih drvenastih vrsta Reynoutria japonica Houtt. i Ailanthus altissima
(Mill.) Swingle na klijanje i pocetni rast korovnih vrsta Ambrosia artemisiifolia L. i Echinochloa
crus-galli L. (P. Beauv.)

Alelopatija je medusobna interakcija biljaka u kojoj biljka donor otpusta sekundarne
metabolite, alelokemikalije, u okolis koji pritom mogu imati poticajni ili inhibirajuci u¢inak na susjedne
biljke (receptor biljke). Danas se ovaj prirodni bioloski fenomen ispituje zbog velikih potencijala
alelopatskih biljnih vrsta u suzbijanju Stetnika u poljoprivredi, a posebice u suzbijanju korova. Cilj
istrazivanja bio je utvrditi alelopatski potencijal dviju invazivnih drvenastih vrsta (donor vrsta)
Ailanthus altissima i Reynoutria japonica, u suzbijanju korovnih vrsta (receptor ili test vrsta) Ambrosia
artemisiifolia i Echinochloa crus-galli. Sjeme test vrsta posijano je u vodene ekstrakte lista, stabljike i
podanka svake donor vrste zasebno. Inhibiraju¢i potencijal donor vrsta ispitan je kroz parametre
klijavost sjemena, duljina radikule (korijena), duljina koleoptile/hipokotila, masa suhih klijanaca te
utvrdenu dinamiku klijanja. Rezultati su pokazali da su vodeni ekstrakti vrsta Ailanthus altissima i
Reynoutria japonica imali snazan inhibirajuéi alelopatski ucinak na testne vrste korova. Svi tretmani
Ailanthus altissima znacajno su reducirali mjerene parametre testne vrste Echinochloa crus-galli, a
najviSe podanak i list (> 98,9 %). Takoder, svi tretmani Ailanthus altissima znacajno su reducirali
mjerene parametre testne vrste Ambrosia artemisiifolia, a najvise podanak (73,9 — 100 %) i stabljika
(47,7 — 100 %). U slu¢aju Reynoutria japonica, svi tretmani osim podanka reducirali su mjerene
parametre testne vrste Echinochloa crus-galli, a najvise list i stabljika (do 80%). Takoder, tretmani vrste
Reynoutria japonica znacajno su reducirali mjerene parametre testne vrste Ambrosia artemisiifolia, a
najvise podanak i stabljika (24 — 98,9 %). Ova istrazivanja ukazuju na znacajan alelopatski potencijal
obje donor vrste u bioloskom suzbijanju korova, pri ¢emu su tretmani vrste Ailanthus altissima pokazali
jace inhibirajuce djelovanje od tretmana Reynoutria japonica. Primjena alelopatskih kemikalija iz ovih
invazivnih vrsta moze biti alternativa za suzbijanje korovnih vrsta §to bi moglo biti posebno vazno u

svjetlu sve veceg pritiska na smanjenje upotrebe pesticida u poljoprivredi.

Klju¢ne rijeci: alelokemikalije, bioherbicid, invazivne vrste, japanski dvornik, korovi, zljezdasti

pajasen
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10. SUMMARY

Martina Stvori¢, Leon Slaven §u§njar, Tin Buli¢, Mateo Kova¢, Mateja PiSoni¢, Karlo Tot,
Luka Keran, Andrijana Oreski, Ema Bubalo, Silvija Martin¢i¢, Laura Pavié¢, Dasen Visi¢.,

Igor Petrisko

Allelopathic potential of invasive woody species Reynoutria japonica Houtt. and Ailanthus
altissima (Mill.) Swingle on germination and initial growth weed species Ambrosia artemisiifolia

L. and Echinochloa crus-galli L. (P. Beauv.)

Allelopathy is the interaction between plants in which the donor plant releases secondary
metabolites, allelochemicals, into the environment that can have a stimulatory or inhibitory effect on
neighbouring plants (plants acceptors). This natural biological phenomenon is being studied today due
to the great potential of allelopathic plant species for pest control in agriculture, especially for weed
control. The objective of this study was to determine the allelopathic potential of two invasive woody
plant species (donor species) Ailanthus altissima and Reynoutria japonica in controlling weed species
(test species) Ambrosia artemisiifolia and Echinochloa crus-galli. Seeds of the test species were sown
in water extracts of leaves, stems, and rhizomes of each donor species separately. The inhibitory
potential of the donor species was evaluated using the parameters of seed germination, radicle (root)
length, coleoptile/hypocotyl length, dry weight of seedlings, and observed germination dynamics. The
results showed that aqueous extracts of Ailanthus altissima and Reynoutria japonica had a strong
allelopathic inhibitory effect on the weed species tested. All treatments of Ailanthus altissima
significantly reduced the measured parameters of the test species Echinochloa crus-galli, especially the
root and leaf (> 98,9 %). In addition, all treatments of Ailanthus altissima significantly reduced the
measured parameters of the test species Ambrosia artemisiifolia, especially the rhizome (73,9 — 100 %)
and stem (47,7 — 100 %). For Reynoutria japonica, all treatments except rhizome significantly reduced
the measured parameters of the test species Echinochloa crus-galli, mainly the leaf and stem (up to
80%). Similarly, treatments of Reynoutria japonica significantly reduced the measured parameters of
the test species Ambrosia artemisiifolia, mainly the rhizome and stem (24 — 98,9 %). These studies
indicate significant allelopathic potential of the two donor species in biological weed control, with
Ailanthus altissima treatments showing stronger inhibitory effects than Reynoutria japonica treatments.
The use of allelopathic chemicals from these invasive species could be an alternative for weed control,

which may be particularly important given the increasing pressure to reduce pesticide use in agriculture.

Key words: allelochemicals, bioherbicide, invasive species, Japanese knotweed, tree of heaven,
weeds
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