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1. Uvod

Medu biljnim Steto¢injama, vode¢i uzrok gubitka prinosa u poljoprivredi su korovi
koji nanose usjevima direktne i indirektne Stete (Ostoji¢, 2004). Ambrozija (Ambrosia
artemisiifolia L.) je najuestaliji korov kontinentalne Hrvatske (Sari¢ i sur., 2011.) ¢&ije
suzbijanje iziskuje velike financijske troSkove. Dodatan problem pri suzbijanju predstavlja i
razvoj rezistentnih populacija ove vrste na odredene aktivne tvari herbicida, dokazani i u
Republici Hrvatskoj (Séepanovi¢ i sur., 2020).

Uvodenje pokrovnih kultura u plodored jedan je od alternativnih oblika suzbijanja
korova, a danas pogotovo aktualan zbog Europskog zelenog plana i zahtjeva za redukcijom
unosa pesticida u okolis. Pokrovni usjevi pomazu u potiskivanju korova poveéanjem
raznolikosti u natjecanju za resurse potrebne za rast te u ometanju ekoloskih nisa (Liebman,
2000). Ova mjera moze znacajno reducirati ili ¢ak potpuno onemoguciti razvoj korova pa je
posebice interesantna u ekoloskoj proizvodnji (Barberi, 2002). Takoder je sjetva pokrovnih
usjeva vrlo aktualna i u integriranoj biljnoj proizvodnji zbog povecane pojave na herbicide
rezistentnih  biotipova korova 1 opcenito potencijalno negativnih ekotoksikoloSkih
karakteristika herbicida (Biichi i sur., 2018). IstraZzivanja navode da je sjetvom pokrovnih
usjeva mogucée suzbiti ¢ak 90% korovnih vrsta i samoniklih usjeva nakon Zetve Zitarica
(Jabran i sur., 2015).

Osim $to kompeticijski (oduzimanjem hrane, vode, svjetla i prostora) djeluju prema
korovima, jedan od razloga njihovog inhibitornog ucinka je posjedovanje alelokemikalija u
biljnim dijelovima i biljnim ostatcima (Farooq i sur., 2011.). Alelokemikalije su zapravo
sekundarni metaboliti koji proizvode ove biljne vrste, a nakupljaju se u lis¢u, korijenu,
sjemenkama 1 plodovima (Radosevich i1 sur., 1997). U tlo se otpuStaju ispiranjem ili
izluCevinama korijena te razgradnjom biljnih ostataka (Bonanomi i sur., 2006). Ove
alelokemikalije mogu potisnuti ili eliminirati druge biljne vrste pa su zbog svog inhibitornog
potencijala privukle pozornost kao potencijalni, ekoloski prihvatljivi herbicidi (Copping,
1998). Alelokemikalije su takoder vrlo atraktivne radi svojih prednosti u odnosu na sinteticke
herbicide. Imaju krace vrijeme poluraspada u tlu te se ne vezu na Cestice tla pa su ekoloski
prihvatljiviji izbor u usporedbi sa sinteti€¢kim herbicidima (Perotti 1 sur., 2020).

Poseban naglasak se stavlja na uporabu biljaka iz porodice Brassicaceae i to zbog
visokih koncentracija alelokemikalija u ovim biljnim vrstama koje inhibitorno djeluju na rast
korova. Novija istrazivanja su pokazala kako vodeni ekstrakti biljaka porodice Brassicaceae

(Camelina sativa L., Sinapis alba L., Raphanus sativus L. ) inhibiraju klijanje te rani rast i



razvoj korovnih vrsta Echiochloa curs-galli . i Setaria glauca L. (Brijacak i sur., 2020) te
Ambrosia artemisiifolia L. (Séepanovi¢ i sur., 2021). Vodeni ekstrakti od vrsta porodice
Brassicaceae samostalno ili u kombinaciji s drugim biljnim vrstama takoder su produljile
vrijeme Kklijanja i smanjile duljinu radikule korovnih vrsta Chenopodium album L.,
Matricaria chamomilla L. i Stellaria media L. (Kunz i sur., 2016).

Sve biljne vrste ove porodice sadrze sekundarne metabolite — glukozinolate (Brown i
Morra, 1997), bioloski aktivne spojeve raznolikih struktura Pronadeni su kod 16 razlicitih
biljnih porodica reda Capparales, od kojih je najznacajnija porodica Brassicaceae u kojima je
utvrdena prisutnost 150 glukozinolata (Blazevi¢ i sur., 2020). To su organski anioni koji
sadrze sumpor (Brown i Morra., 1997) i koje se moze pronaéi iskljué¢ivo u dikotiledonim
vrstama (Fenwick i sur., 1983).

Molekule glukozinolata gradene su od [B-D-tioglukoznog dijela povezanog sa
sulfoniranim aldoksimom, koji je supstituiran bo¢nim lancem, c¢ija svojstva ovise o
aminokiselini koja je prekursor u odgovaraju¢em biosintetskom putu (Blazevi¢ i sur., 2020).
Ovisno o biljnoj vrsti, strukture molekula i koncentracija glukozinolata mogu varirati (Miiller,
2009). Zajedno s p-tioglukozidazama (mirozinazama), glukozinolati imaju obrambenu ulogu i
odgovaraju na okoli$ne podrazaje poput oStecenja ili prisutnosti patogena (Czerniawski i sur.,
2021). Neki od procesa u koje su ukljuceni su biosinteza auksina (Fu i sur., 2016),
posredovanje otvaranja stomata (Zhao i sur., 2008), a imaju i odredenu ulogu kada je korijen
biljaka pod stresom zbog soli (Martinez-Ballesta i sur., 2015).

Ovisno o aminokiselini koja je prekursor u bo¢nom lancu, glukozinolati se dijele u tri
skupine. Alifatski (AG) su izvedeni od metionina, alanina, valina, leucina ili izoleucina,
indoli¢ni (IG) izvedeni su od triptofana, a benzil glukozinolati od fenilalanina ili tirozina.
(Czerniawski i sur., 2021). Istrazivanja su pokazala kako IG glukozinolati kontroliraju ulazak
patogenih gljiva u biljno tkivo (Chen i sur., 2020) te negativno utjecu na kukce koji se hrane
floemom (Kim 1 sur., 2008). S druge strane, BG glukozinolati se povezuju s rezistentnos¢u na
nematode (Kabouw i sur., 2010; Potter i sur., 1999).

Sami glukozinolati posjeduju ograni¢enu bioloSku aktivnost dok uz pomo¢ biljnog
enzima mirozinaze ne dode do hidrolize (Borek et al., 1995). Upravo iz tog razloga je jako
malo informacija dostupno o kemijskim vrijednostima i sudbini glukozinolata u tlu (Gimsing i
Kirkegaard, 2008). Raspadom (inkorporacijom biljnih ostataka u tlo) 1 oSte¢enjem
(hranjenjem kukaca) biljnog tkiva i u prisutnosti vode ovi se spojevi razdvajaju na glukozu i

aglukone - nestabilne spojeve koji se nadalje raspadaju na nekoliko skupina spojeva (Chew,



1988; Gardiner i sur. 1999; Miiller, 2009). Takvi spojevi su pokazali toksi¢an, antinutritivan i

alelopatski u¢inak (Chew, 1988). Jedna skupina takvih spojeva su izotiocijanati (ITC).
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Slika 1. Opc¢a shema razgradnje glukozinolata (BlaZevi¢ i sur., 2020.)

Izotiocijanati su spojevi koji su toksi¢ni za razne organizme (Fenwick i sur., 1983).
Ovi produkti raspada glukozinolata se povezuju s fitotoksi¢nim, insekticidnim, nematocidnim
i fungicidnim djelovanjem Brassicaceae vrsta (Borek i sur., 1995). Vise od 50 ITC molekula
je identificirano kao produkt hidrolize glukozinolata pomoc¢u enzima mirozinaze. Prisutnost
mirozinaze u tlu je tema koja se nalazi u viSe istraZivanja. Potvrdeno je kako mirozinazu
proizvode mikroorganizmi tla, posebno gljive (Rakariyatham i sur., 2005; Sakorn i sur.,
2002). Neka istrazivanja navode kako do aktivacije mirozinaze dolazi samo u prisutnosti
biljaka koje posjeduju glukozinolate (Al-Turki i Dick, 2003; Borek i sur., 1996) dok je s
druge strane jedno istrazivanje pokazalo kako je mirozinaza aktivna u tlu u kojem takve biljke
nisu bile prisutne (Gimsing i sur., 2006). Prema Petersenu i sur. (2001) izotiocijanati prisutni
u pokrovnim biljakama iz porodice Brassicaceae imaju jak inhibiraju¢i ucinak na klijanje
korovne vrste Echninohcloa crus-galli. Metil izotiocijanat je aktivha komponenta metama,
bioloSkog fumiganta koji se koristi za suzbijanje raznih Steto¢inja u tlu (Borek 1 sur., 1995).
Teasdale i Taylorson (1986) navode kako manje doze metil izotiocijanata stimuliraju, ali i
odlazu klijanje dormantnog sjemena vrste Digitaria sanguinalis L., dok su vece doze letalne
za dormantno i nedormantno sjeme. lako su visoko toksi¢ni, izotiocijanati su iznimno hlapivi i

nestabilni u tlu. Gardiner i sur. (1999) navode kako je nakon zaoravanja uljane repice



koncentracija izotiocijanata u tlu drasticno opada u prvih 72 sata, dok nakon toga
koncentracija ostaje relativno stabilna kroz izvjesno vrijeme.

Osim izotiocijanata, bioloski vrlo aktivne alelokemikalije su fenolni spojevi (Kunz i
sur., 2016) koji takoder imaju inhnhibiraju¢i ucinak prema korovima. Slicno kao i
glukozinolati, ovi sekundarni biljni metaboliti nastaju kao odgovor biljke na okolisne
¢imbenike i razaranje biljnog tkiva ( Kefeli i sur., 2003). Biljne vrste porodice Brassicaceae
takoder su izvor raznih fenolnih spojeva posebice zastupljeni u njihovom lis¢u i generativnim
organima (Brijacak i sur., 2020). Novija istrazivanja navode oko 15-ak razli¢itih fenolnih
spojeva prisutnih u biljnim tkivima vrsta porodice Brassicace od kojih su fenolne kiseline
(galna, wvanilinska, p-kumarinska, ferulinska, protokatehinska, p-hidroksibenzojeva,
siringinska, klorogenska, kafeinska i sinapinska kiselina) najzastupljenije (Séepanovié i sur.,
2021.). Svaku od fenolnih kiselina na molekularnoj razini karakterizira razli¢it hidroksilirani
aromatski prsten (Mandal i sur., 2010). Fenolni spojevi su u biljkama najcesce polimerizirane
u ve¢im molekulama poput lignina ili mogu u biljkama nastati kao glikozidi ili esteri u
kombinaciji s drugim spojevima poput sterola, alkohola i sl. (Ghasemzadeh i Ghasemzadeh,
2011).

Za razliku od izocijanata ¢iji bioherbicidni u¢inak je u literaturi vrlo skromno istrazen,
za u vodi topive fenolne spojeve postoji vise podataka o in vitro inihibitornom u¢inku prema
nekim korovnim vrstama. Tako Stupnicka-Rodzynkiewicz i sur. (2006) navode da je
ferulinska kiselina u dozi 800 pug mL* inhibira rast korovne vrste Chenopodium album, a p-
hidroksibenzojvea, protokatekuinska te vanilinska kiselina reduciraju pocetni rast korovnih
vrsta Echinochloa crus-galli i Galinsoga parviflora Cav. Fenolne kiseline (kafeinska,
siriginska i p-kumarinska, salicinska) izolirane iz tkiva vrste Brassica nigra L. takoder su
inhibirale rast nekih korovnih vrsta (Li i sur., 2010., Almaghrabi, 2012.).

Za osjetljivost korovne vrste Ambrosia artemisiifolia prema fenolnim
spojevima podaci postoje iskljuc¢ivo iz domace literature. U in vitro uvjetima utvrden je
inhibitorni u¢inak p-kumarinske, vanilinske i ferulinske kiselina (Séepanovi¢ i sur., 2022.).
Ove fenolne kiseline koristene su u nekoliko puta (do 16 x) veéim dozacijama nego li su
prirodno prisutne u tkivima Brassicaceae biljnih vrsta (Séepanovi¢ i sur., 2021.). Najnovije
istrazivanje (Pismarovi¢ i sur., 2024.) usporeduje inhibicijski u¢inak ovih fenolnih kiselina
primijenjenih u istim dozacijama te ukazuje da je p-kumarinska kiselina u dozi od 200 x 107
mola najjace inhibirala klijanje i in vitro rast ove korovne vrste.

Klorogenska Kiselina je jedna od najdostupnijih fenolnih kiselina, a u prirodi se

najvise nalazi u zelenoj kavi i ¢aju (Naveed 1 sur., 2018). Poznati su brojni bioloski ucinci ove
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kiseline na razne zive organizme. Osim alelopatskih svojstava (del Moral i Muller, 1970.),
ima 1 antibiotska (Farkas i Kiraly, 1962.) i antibiljojedna svojstva (Jones, 1971.). Takoder,
dodavanjem biljnog materijala Hlianthus annuus L., koji sadrzi znac¢ajnu koli¢inu kloregenske
kiseline, u tlo utvrden je znaCajan inhibitorni uinak na klijavost sjemena Amaranthus
retroflexus L. (Hall i sur., 1982). Sli¢na svojstva sadrzi i p-hidroksibenzojeva kiselina koja
se u prirodi nalazi u raznim biljkama poput Daucus carota L., Arabidopsis thaliana L., i sl.
(Manuja i sur., 2013). U nedavnim je istrazivanjima utvrdeno kako p-hidroksibenzojeva
kiselina ima odredeni inhibitoran u¢inak na klijanje Ambrosia artemisiifolia (Séepanovié i
sur., 2022).

Korovne vrste fenolne spojeve i izotiocijanate mogu usvajati podzemnim i nadzemnim
dijelovima. Suzbijanje korova prilikom usvajanja podzemnim biljnim organima
podrazumijevalo bi sjetvu i potom unoSenje pokrovnih usjeva u tlo. Medutim, u poljskim
uvjetima inhibitorni potencijal ovih spojeva podloZan je u€incima raznih okoli$nih ¢imbenika
(Kobayashi, 2004), poput mikroorganizama koji razgraduju ili za svoj rast koriste fenolne
spojeve ili vezanjem na minerale gline ¢ime korovu bivaju nedostupnim za usvajanje (Li i
sur., 2010). Kod izotiocijanata je takoder utvrdena njihova nestabilnost u tlu gdje se u roku od
24 h razgradi vise od 90% (Brown i Morra, 1995), u ovisnosti o temperaturi i vlazi tla (Borek
i sur., 1995). Tako su Petersen i sur. (2001) utvrdili prisutnost pet (alil 1, n-butil, 3-butenil,
benzyl, dimetil-amino i 2-fenil) izotiocijanata u maléu biljke Brassica napus L. ali je
stabilnost ovih spojeva u tlu relativno niska jer podloZni hidrolizi i volatilni, ovisno o vrsti
spoja. Tako je u laboratorijskim uvjetima DTs! za feniletil iznosio 16 h, a za n-butil manje od
1 h. U skladu s tim, u¢inak ovih inhibitornih spojeva korisnije je istraziti primjenom izravno
na nadzemne biljne dijelove (listove) ciljanih korova kao folijarni bioherbicid (Scavo i
Mauromicale, 2020).

Veéina autora navodi da ucinak prirodnih spojeva poput fenolnih kiselina i
izotiocijanata na korovne vrste znacajno ovisi o primijenjenoj dozaciji ovih spojeva ali i o
samom spoju. Takoder u¢inak ovisi 1 0 samoj korovnoj vrsti (Hassan 1 sur., 2012.). Iako je
Ambrosia artemisiifolia ekonomski znacajna korovna vrsta u poljoprivredi i zbog alergene
peludi veliki javno zdravstveni problem, relativno je slabo istrazena njena osjetljivosti prema
prirodnim spojevima, a posebice prema izotiocijanatima. Prema dostupnim informacijama iz
literature, ne postoje podaci o inhibicijskom uéinku fenolnih kiselina - klorogenske i p-

hidroksibenzojeve kiseline kao ni o izotiocijanatnim spojevima.

! Poluvijek raspada, broj dana(sati) potreban da se spoj razgradi za 50%



2. Hipoteze i ciljevi istrazivanja

Temeljem pregleda literature i dosada$njih istrazivanja hipoteze ovog in vitro istrazivanja

Su:

1) Vodene otopine fenolnih Kkiselina (klorogenska i p-hidroksibenzojeva) i
izotiocionata (fenil i metil izotiocianat) inhibirat ¢e Klijavost, duljinu hipokotila i
radikule korovne vrste Ambrosia artemisiifolia L

2.) Inhibitorni uéinak vodenih otopina fenolnih kiselina i izotiocianata prema vrsti
Ambrosia artemisiifolia znac¢ajno ¢e se razlikovati u ovisnosti o primijenjenoj dozi i o

vrsti primijenjenog spoja.

Cilj rada je u in vitro uvjetima utvrditi u¢inak fenolnih kiselina i izotiocianata na

klijanje i pocetni rast ambrozije u in vitro uvjetima

Specifi¢ni ciljevi istraZivanja su:

1) Utvrditi Kklijavost, duljinu radikule te duljinu hipokotila vrste Ambrosia
artemisiifolia pri razli¢itim dozama fenolnih kiselina (klorogenska i p-

hidroksibenzojeva) i izotiocianata (fenil i metil izotiocianat)

2) Procijeniti efektivnu dozu svakog istrazivanog spoja koja za 50% (EDsy) 1 90%
(EDg) u in vitro uvjetima inhibira klijanje ili pocetni rast vrste Ambrosia

artemisiifolia



3. Materijali i metode rada

Dvofaktorijelni in vitro pokus proveden je u laboratoriju Sveucilista u Zagrebu Agronomskog
fakulteta s ciljem utvrdivanja ucinka fenolnih kiselina i izotiocijanata na klijanje i pocetni rast

ambrozije.

3.1. Priprema sjemena ambrozije i test klijavosti

Sjeme ambrozije sakupljeno je 2021. na vise lokacija kontinentalne Hrvatske te je oCiS¢eno i
hladno skladisteno (4°C) do pocetka istrazivanja. Prije pocetka provodenja pokusa sjeme svih
populacija ambrozije ru¢no je kalibrirano, odnosno sortirano prema veli¢ini i boji 1 izuzeto je
prazno sjeme koje je provjereno pritiskanjem sjemena pincetom i uklanjanjem mekanog
sjemena (Guillemin 1 Chauvel, 2011). Samo je to ujednaceno sjeme i ono sjeme koje vizualno
nije imalo o$tec¢enja od predatora koriSteno u pokusu. Na svim kalibriranim populacijama
sjemena ambrozije proveden je test klijavosti. U petrijeve zdjelice promjera 90 mm, na filter
papir, dodano je 4 mL destilirane vode te potom postavljeno po 25 sjemenki ambrozije.
Petrijeve zdjelice su zatim zatvorene parafilmom kako bi se hermetizirale i sprijecilo
isparavanje te stavljene u klima komoru (HPP 108, Memmert, Schwabach, Njemacka) na
konstantne uvjete optimalne za rast ambrozije: 12h dan/12h no¢ s izmjenom temperature
15/25°C uz 70% vlaznosti. Nakon 10 dana utvrden je broj proklijali sjemenki ambrozije
(sjeme koje je imalo vidljivu radikulu > 1 mm) te izracunata klijavost. Za nastavak
istrazivanja izabrana je populacija ambrozije s lokacije Posavski Bregi (45.6842 0 N, 16.3515
0 E) koja je imala klijavost ve¢u od 70%.

Slika 2. Ci$¢enje i kalibracija sjemena ambrozije
Foto: Greguri¢, P. (2024.)



3.2. In vitro pokus

U in vitro istrazivanju primijenjeno je sedam koncentracija metil i fenil izotiocijanata te
sedam doza klorogenske i p-hidroksibenzojeve kiseline (Sigma-Aldrich®?) na klijanje i

pocetni rast korovne vrste Ambrosia artemisiifolia (Tablica 1).

Tablica 1. Izotiocijanati i fenolne kiseline koriStene u istraZivanju

Fenolne Koncentracija izotiocijanata (mg mL™?)

kiseline/1zotiocijanati | Doza fenolnih kiselina (10”7 mol)

Metil

: 2,5 5 10 20 40 80 160
Fenil
klorogenska

_ _ i 25 50 100 200 400 600 | 800
p-hidroksibenzojeva

Doze fenolnih kiselina (25 - 800 x 107 mol) koje su koritene u ovom istrazivanju odabrane
su temeljem prethodnih istraZivanja (S¢epanovié i sur., 2022., Pismarovié i sur. 2024) na istoj
korovnoj vrsti, a koncentracije izotiocijanata (2,5 — 160 mg mL™) preuzete su iz Petersen i

sur. (2001) testirane na korovnoj vrsti Echninochloa crus-galli.
Priprema otopina

Fenolne kiseline i izotiocijanati zasebno su otopljeni, a otopine su pripremane mijeSanjem
najvecih doza/koncentracija fenolnih spojeva odnosno izotiocijanata u 100 mL destilirane
vode. NiZze doze dobile su se razrjedenjem ishodiSne otopine. Sve pripremljene otopine su
potom homogenizirane u ultrasoni¢noj kupelji (Bandelin, Sonorex TK 52). Zbog dobre
topivosti, fenolne kiseline otopljene su samo u destiliranoj vodi. lzotiocijanati nasuprot su
spojevi slabije topivi u vodi (Bangrawa i Norsworthy, 2016.) stoga je u ove otopine dodatno
0,4% metanola (Petersen i sur., 2001). Prije postavljanja pokusa s izotiocijanatima testirana je
klijavost sjemena ambrozije koristeci 0,4%tnu otopinu metanola gdje nije utvrdena inhibicija

klijavosti ambrozije.

2 Cistoce fenolnih kiselina: p-hidroksibenzojeva kiselina 99%, klorogenska>97
Cistoce izoticijanata: metil izoticionat 97%, fenil izoticianat 98%
(https://www.sigmaaldrich.com/HR/en)
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Slika 3. i 4. Priprema otopina i sjetva sjemena ambrozije
Foto: Greguri¢, 2024.

In vitro pokus postavljen je na isti nacin za fenolne kiseline i izotiocijanate kao §to je opisano
u poglavlju 3.1., osim $to je u svakoj petrijevoj zdjelici posijano po 50 sjemenki ambrozije. U
pokusu s fenolnim kiselinama kontrolni tretman predstavlja sjeme ambrozije u destiliranoj
vodi, a kod izoticionata u 0,4%tnoj otopini metanola. Sve petrijeve zdjelice su zatvorene
parafilmom te postavljene u klima komoru (HPP 108, Memmert, Schwabach, Njemacka) na
optimalan rezim za klijanje ambrozije (poglavlje 3.1.). Nakon 14 dana utvrden je broj
proklijalih sjemenki ambrozije te na 10 reprezentativnih klijanaca izmjerena duljina radikule i

hipokotil ambrozije.

Slika 5. 1 6. Petrijeve zdjelice u klima komori i mjerenje duljine hipokotila i

radikule
Foto: Greguri¢, 2024.



Inhibicija klijanja 1 po€etnog rasta ambrozije (duljina radikule i hipokotila te masa klijanaca)

izraCunata je prema formuli:

% inhibicije = [(Xc — Xt)/Xc)] x 100 gdje je:
Xc - % klijavosti 1 po€etnog rasta ambrozije na kontroli

Xt - % klijavosti i poc¢etnog rasta ambrozije na tretmanu.

3.3. Statisticka obrada rezultata

Dvofaktorijelni pokus postavljen je po shemi slucajni blokni raspored u Cetiri ponavljanja te je
ponovljen dva puta. Prvi faktor u pokusu je vrsta spoja, a drugi doza spoja. Pokusi su
statisticki obradeni odvojeno, dvosmjernom analizom varijance za fenolne kiseline i
dvosmjernom analizom varijance za izotiocijanate. Ukupna Kklijavost, duljina radikule i
hipokotila ambrozije obradeni su dvosmjernom analizom u programu R (R verzija 4.0.0,
24.4.2020). Nakon signifikantnog F testa za usporedbu srednjih vrijednosti koriSten je post
hoc Tukey test.

Na osnovi ucinka redukcije duljine radikule ambrozije izraCunate su 1 nacrtane log-
logaritamske krivulje osjetljivosti ambrozije u odnosu na primijenjenu dozu fenolnih kiselina
ili izotiocijanata te procijenjene EDs, i EDg® vrijednosti. Krivulje su izraGunate u programu R

u drc (dose response curve) paketu (Ritz i sur., 2015).

3 Efektivna doza — doza potrebna da za 50 iil 90% reducira mjerene parametre ambrozije
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4. Rezultati rada

4.1. 1zotiocijanati

Analizom rezultata dvosmjerne analize varijance utvrdene su znaCajne razlike u svim
mjerenim parametrima ambrozije u ovisnosti o vrsti izotiocijanata (ITC) i primijenjenim
koncentracijama (Tablica 1). Tako je utvrdena visoko znacajna razlika u redukciji klijavosti,
redukciji duljine radikule i hipokotila u ovisnosti je li primijenjen metil ili fenil izotiocijanat.
Izmedu koncentracija izotiocijanata utvrdena je visoko znacajna razlika u sva tri mjerena
parametra pocetnog rasta ambrozije. Takoder je za sve mjerene parametre ambrozije utvrdena

znacajna interakcija izotiocijanat X koncentracija izotiocijanata.

Tablica 1. Dvosmjerna analiza varijance za redukciju klijavosti, duljine radikule i duljine
hipokotila ambrozije pri istraZivanim koncentracijama izotiocijanata

Izvor varijabilnosti % redukcija
N-1 | Klijavost Duljina Duljina hipokotila
radikule
Izotiocijanati (1) kk *kk kk
Koncentracija 6 Fkk Hhk Hohk
izotiocijanata (K)
I x K 6 ** *%* *kk

~ Oznake signifikantnosti za p vrijednost: <0.001 = *** : <0.01 = **: ns = nesignifikantno

U grafu 1. prikazana je redukcija klijavosti ambrozije nakon in vitro primjene sedam razli¢itih
koncentracija izotiocijanata. Klijavost ambrozije znacajno je ovisila i o vrsti izotiocijanata
kao 1 o primijenjenim koncentracijama. Tako je klijavost znacajno bolje reducirana
primjenom visih koncentracija (80 i 160 mg mL™*) metil ITC-a. Primjenom 160 mg mL™* metil
ITC-a utvrdeno je 89.8%tna, a primjenom 80 mg mL™' 50.6%tna redukcija Klijavosti
ambrozije. Izmedu ove dvije doze metil ITC-a nije utvrdena znacajna razlika. Pri nizim
koncentracijama (2.5 — 40 mg mL™) metil ITC-a klijavost je bila znacajno slabije reducirana i
izmedu tih koncentracija nije utvrdena znacajna razlika (2.4 — 17.8%tna redukcija). Nasuprot
tome primjena fenil ITC-a nije znacajno reducirala klijavost ambrozije u odnosu na kontrolni

tretman pri niti jednoj istrazivanoj koncentraciji.
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Graf 1. Redukcija klijavosti ambrozije nakon in vitro primjene otopina metil i fenil
ITC-a u razli¢itim koncentracijama

U grafu 2. prikazana je redukcija duljine radikule ambrozije tretirane razliitim
koncentracijama metil i fenil ITC-a (Tablica 1). Samo je kod najnize koncentracije metil ITC-
a utvrdena znaCajno manja redukcija radikule u odnosu na ostale koncentracije gdje se
radikula ambrozije reducirala od 51% (20 mg mL™) do 98% (160 mg mLt). Primjenom fenil
ITC-a u koncentraciji 160 mg mL™ ostvarena je redukcija radikule od 61% i statisti¢ki se nije
razlikovala od primjene metil ITC-a u istoj koncentraciji. Takoder se koncentracijama od 20 i
40 mg mL™* fenil izotiocijanata ostvarila redukcija klijavosti od 53 i 61% i statisticki se nije
razlikovala od primjene najvise koncentracije (160 mg mL™) metil izotiocijanata. Sumirano,
radikula ambrozije iskazala je visoku osjetljivost prema oba izotiocijanata u svim

koncentracijama > 10 i 20 mg mL™,
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Graf 2. Redukcija radikule ambrozije nakon in vitro primjene otopina metil i fenil
izotiocianata u razli¢itim koncentracijama

U grafu 3 prikazana je redukcija hipokotila ambrozije nakon in vitro primjene sedam razli¢itih
koncentracija izotiocijanata. Slican trend kao i kod redukcije klijavosti, uocen je i kod
redukcije duljine hipokotila ambrozije. Nije utvrdena znacajnih razlika izmedu izotiocijanata
primijenjenih u koncentracijama od 2,5 do 40 mg mL™ te se redukcija hipokotila kretala od 7
do 38%. Medutim, primjenom 80 i 160 mg mL™ metil ITC-a utvrdena je zna¢ajno bolja
redukcija hipokotila (83.8 i 100%). U ovim visim koncentracijama fenil ITC nije zna¢ajno
bolje reducirao hipokotil ambrozije u odnosu na nize koncentracije ovog spoja, $to je bio
slucaj kod metil ITC-a.
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Graf 3. Redukcija hipokotila ambrozije nakon in vitro primjene otopina metil i fenil
izotiocijanata u razli¢itim koncentracijama

Logistickom krivuljom procijenjena je doza metil izotiocianata potrebna da za 50% i 90%
(ECso0 1 ECgo) reducira duljinu radikule ambrozije (Graf 4). S obzirom da izmedu dozacija
fenil izotiocianata nisu utvrdene razlike ni u jednom mjerenom parametru nije bilo moguce za
taj izotiocianat izraditi krivulju. Temeljem dobivenih podataka model je procijenio efektivne

koncentracije metil izotiocianata:

ECs0=3.77944 mg mL™* % 0.51205 i ECg0=6.7241 mg mL™*+2.3018.

Redukclja radikule

T T T T L T
25 5 10 20 40 80 100 160

Doza

Graf 4. Dose-response krivulja redukcije radikule ambrozije tretirane metil izotiocijanatom
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4.2. Fenolne kiseline

Analizom varijance nisu utvrdene znacajne razlike u klijavosti ambrozije primjenom razlicitih
doza fenolnih kiselina (klorogenske i p-hidroksibenzojeve). Medutim, redukcija radikule i
hipokotila ambrozije znacajno se razlikovala u ovisnosti o primijenjenim dozama fenolnih
kiselina dok izmedu samih kiselina nije utvrdena znaCajna razlika. Prosjecno je radikula
ambrozije bila reducirana za 43% primjenom klorogenske kiseline i 39,6 % primjenom p-
hidroksibenzojeve, a hipokotil za 23% kod klorogenske i 20% kod p-hidroksibenzojeve
kiseline. Takoder, nije utvrdena znacajna interakcija fenolne kiseline x doza fenolnih kiselina
stoga su u grafu 5 i 6 prikazane uprosjecene vrijednosti redukcije radikule i hipokotila za

istrazivane doze fenolnih kiselina.

Tablica 2 Dvosmjerna analiza varijance za redukciju Klijavosti, radikule i hipokotila
ambrozije tretiranu razli¢itim dozama fenolnih kiselina

Izvor varijabilnosti % redukcija
N-1| Kilijavost Duljina radikule | Duljina hipokotila
Fenolne kiseline (F) 1 ns ns ns
Doza fenolnih kiselina (D) | 6 ns ol *
FxD 6 ns ns ns

Oznake signifikantnosti za p vrijednost: <0.001 = *** ; <0.05 = *; ns = nesignifikantno

i e o
aé:e o i % -

@w@)
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*, --,"\ Y
’ X o ) - /'//
Slika 7. In vitro dose-response pokus sa sedam doza klorogenske i p-hidroksibenzojeve

kiseline
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U grafu 4 prikazane su prosje¢ne redukcije radikule ambrozije tretirane fenolnim kiselinama u
razli¢itim dozama. Primjenom 400, 600 i 800 x 10~ mola klorogenske i p-hidroksibenzojeve
kiseline ostvarena je znacajno bolja redukcija radikule (oko 75%) u odnosu na nize doze (25 —

100 x 10°" mola).

bc

Redukcija duljine radikule (%)

Doza

Graf 4. Prosjecna redukcija duljine radikule ambrozije u ovisnosti o primijenjenim
dozama fenolnih kiselina

U grafu 5 prikazane su prosjecne redukcije hipkotila radikule ambrozije tretirane
fenolnim kiselinama u razli¢itim dozama. Kod ovog parametra, znacajna razlika u redukciji
hipokotila ambrozije utvrdena je samo izmedu najvise doze (800 x 107 mola) i najnizih doza
(25 i 50 x 107" mola). Primjenom ostalih doza fenolnih kiselina nije utvrdena znacajna razlika

u redukciji hipokotila 1 ona se prosjecno kretala od 20 — 45%.
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Graf 5. Prosje¢na redukcija duljine hipokotila ambrozije u ovisnosti o primijenjenim

dozama fenolnih kiselina

LogistiCkom krivuljom procijenjena su doza klorogneske i p-hidroksibenzojeve Kkiseline
potrebna da za 50% i 90% (EDso i EDgo) reduciraju duljinu radikule ambrozije (Graf 6 i 7).
Temeljem dobivenih podataka model (Weibull funkcija) je procijenio efektivne doze (ED) za

fenolne kiseline.

Klorogenska kiselina: EDso = 171,5 x 107 mol + 0,51205 i EDgo = 319,5 .7 mol + 85

P-hidroksibenzojeva kiselina: EDso = 182,71 x 107 mol = i EDgo= 280,8 x 107" mol £ 67,7

100

T T
25 50 100 200 400 600 800

Doza

Graf 6. Dose response krivulja redukcije Graf 7. Dose response krivulja redukcije
radikule ambrozije tretirane klorogenskom radikule ambrozije tretirane p-
kiselinom hidroksibenzojevom kiselinom
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5. Rasprava

Europska Komisija u sklopu strategije Europski zeleni plan zahtjeva preobrazbu
gospodarstva EU za odrzivu buduénost, s posebnim naglaskom na smanjenje ovisnosti o
pesticidima zbog onecis¢enja tla, voda i zraka te smanjenja bioraznolikosti. Jedan od mogucih
alternativnih nacina potiskivanja Stetnih organizama jest primjena sekundarnih metabolita
biljnih vrsta (Alemu 1 sur., 2014). Od oko 10 000 do danas identificiranin molekula
sekundarnih metabolita pripada u polifenole (Podolska i sur., 2021), a medu njima bioloski
vrlo aktivne su fenolne kiseline (Tesio i Ferrero, 2010). Bioloski aktivni spojevi, u visokim
koncentracijama prisutni u vrstama iz porodice Brassicaceae su i glukozinolati ¢iji razgradni
spojevi (izotiocijanati) posjedu inhibicijski ué¢inak prema korovima (Brown i Morra, 1995).

Prvi korak nakon izolacije prirodnih spojeva iz biljnih tkiva (Séepanovié i sur., 2021.,
Petersen i sur., 2001.) je in vitro utvrdivanje njihovog inhibitornog potencijala prema
korovnima vrstama. Cilj ovog in vitro istrazivanja bio je utvrditi bioherbicidni u¢inak fenolnih
kiselina (klorogenska i p-kumarinska) i izotiocijanata (metil i fenil) na klijanje i pocetni rast
ambrozije. Ambrozija kao testna vrsta odabrana je s obzirom na njen ekonomski znacaj u
poljoprivredi i javnom zdravstvu (Essl i sur., 2015) ali i zbog utvrdene rezistentnosti na neke
herbicide (Heap, 2024., Séepanovi¢ i sur., 2020). Ambrozija je kao testna vrsta
relativno zahtjevna za ovakve tipove istrazivanja, jer je u usporedbi s nekim drugim
sitnosjemenim korovnim vrstama (Brijacak 1 sur., 2020, Gomaa i sur., 2014; Batish 1 sur.,
2009) manje osjetljiva na alelokemikalije (S¢epanovié i sur., 2022.).

Rezultati ovog in vitro istrazivanja ukazuju da obje skupine spojeva inhibiraju klijanje
i poCetni rast ambrozije. Time je ostvarena prva hipoteza ovog istrazivanja koja je
pretpostavljala da ¢e i izotiocijanati i fenolne kiseline inhibirati klijavost, duljinu radikule i
hipokotila ambrozije. Medutim, inhibitorni u¢inak obje skupine spojeva znacajno je 0Visio 0
primijenjenoj dozi ali i o vrsti samog spoja ¢ime je ispunjena i druga hipoteza ovog
istrazivanja. To je u suglasju s ve¢inom literaturnih podataka koji navode da ucinak fenolnih
kiselina 1 drugih prirodnih spojeva znacajno ovisi o njihovoj primijenjenoj koncentraciji
(Séepanovié i sur., 2022. Reigosa i sur., 1999.).

U ovom istrazivanju su se tako samo primjenom najvisih koncentracija oba
izotiocijanata (80 i 160 mg L) postigli inhibitorni u¢inci prema ambroziji. Medutim, metil
izotiocijanat je ostvario inhibirajuéi u¢inak prema ambroziji i primjenom nizih koncentracija,

Sto nije bio slu€aj kod fenil izotiocijanata. Tako je radikula ambrozije bila znacajno skracena
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ve¢ prilikom primjene 20 mg L™ metil ITC-a (53%), a gotovo potpuno reducirana primjenom
najvise doze (160 mg L) s 98% redukcije (graf 2). Sli¢no je utvrdeno i mjereéi klijavost i
hipokotil ambrozije gdje je primjenom 80 i 160 mg L™ metil ITC-a utvrdena redukcija za
preko 85% (graf 1 1 3). Iako su svi mjereni parametri pocetnog rasta ambrozije iskazali visoku
osjetljivost prema metil ITC-u, radikula je iskazala najvecu osjetljivost odnosno znacajno je
skra¢ena u odnosu na kontrolni tretman veé pri 20 mg L™ . Cinjenica da je radikula parametar
ucinkom spojeva na inhibiciju stani¢ne diobe i povec¢anom debljinom Kkorijena u izravhom
kontaktu s alelokemikalijama (Heidarzade, 2012., Reigosa, 1999).

| primjena fenil ITC-a iskazala je inhibirajuci u¢inak prema ambroziji, ali radikula kao
odnosno 160 mg L. Ovi in vitro rezultati isti¢u metil izotiocijanat kao potentniji inhibitorni
spoj prema ambroziji u odnosu na fenil izotiocijanat. Razlika u volatilnosti moguée je jedan
od razloga boljeg ucinka na ambroziju metila u odnosu na fenil izotiocijanat. Sarwar i sur.
(1998) navode kako se hlapivost izotiocijanata povecava smanjenjem molekularne mase, a
molekularna masa metila (73,12 g mol™?) je gotovo dvostruko manja od fenil izotiocijanata
(135,19 g mol?). Isto tako autori navode da su alifatski (metil) izotiocijanati generalno
potpuna degradacija ve¢ za pet do sedam dana, a polovica metila se razgradila ve¢ za 1-2 dana
(Teasdale i Taylorson, 1986.)

Dosadasnja istrazivanja, vezana za izotiocijanate, najéeS¢e su bila provodena s
pretpostavkom inhibiraju¢eg ucinka pokrovnih kultura jer izotiocijanati dospijevaju u tlo
razgradnjom glukozinolata, spojeva koji se nalaze u tkivima ovih biljnih vrsta. Tako su
Peterson i sur. (2001.), nakon inkorporacije Brassica rapa u tlo, utvrdili pet izotiocijanatnih
spojeva: alil, n-butil, 3-butenil, benzil, dimethylamino i 2-feniletil -ITC. Veéina
izotiocijanatnih spojeva je osjetljiva na hidrolizu i dosta volatilna, n-butil se ve¢ nakon 2 h
razgradi za 95% dok je feniletil manje volatilan pa je za njega utvrdena DTso 16 h dok je za n-
butil manje od 1 h (Petersen i sur., 2001.). Navedeno opravdava in vitro istrazivanja u kojima
je sjeme testnih vrsta (ambrozija) direktno uronjeno u otopine izotiocijanatnih spojeva, a §to
je znacajno slabije u literaturi istrazeno. Ipak, postoji neSto informacija o metil izotiocijanatu
koji je produkt razgradnje metama, zemljiSnog fumiganta koji se koristi za suzbijanje raznih
StetoCinja u tlu. Primjenom vodenih otopina koje su sadrzavale 6, 8 i 10 mM metil
izotiocijanata su gotovo u potpunosti ili potpuno inhibirale klijanje korovne vrste Digitaria

sanquinalis L (Teasdale i Taylorson, 1986.). Bangrawa i Norsworthy (2016) usporedivali su
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inhibitoran u¢inak metil, alil i fenil izotiocijanata na korovnu vrstu Cyperus rotundus L. pod
dvije razli¢ite vrste malca. Ustanovili su da je najucinkovitiji bio metil, zatim alil pa fenil
izotiocijanat, S$to nije neobi¢no s obzirom na poznatu visoku razinu fitotoksi¢nosti metil
izotiocijanata. Isto tako su ustanovili da vece koncentracije izotiocijanata ucinkovitije
reducirale nicanje korova. Navedeni podaci ukazuju da bi se u narednim istrazivanjima
trebalo povecati koncentraciju fenil izotiocijanata s ciljem izrade krivulje osjetljivosti
ambrozije odnosno one koncentracije fenil ITC-a koja ¢e za 50 i 90% inhibirati klijanje i
pocetni rast ambrozije. To nije bilo moguce s koristenim koncentracijama fenil ITC-a s
obzirom da nisu utvrdene razlike u redukciji mjerenih parametara ambrozije izmedu
istrazivanih koncentracija. Nasuprot tome, rezultati ovog istrazivanja donose podatke 0
efektivnim dozama metil ITC-a potrebnim za redukciju radikule i iznose 3.8 mg L1+0,5 za
50%tnu redukciju (EDso) odnosno 6,7 mg L+2,3 za 90%tnu redukciju (EDgo). Gotovo
identi¢ne rezultate prikazuju Peterson i sur. (2001) gdje je takoder 3,8 mg L™ metil ITC-a za
50% reducirao klijavost korovne vrste A. hybridus L., duplo manja koncentracija u odnosu na
feniletil ICT (EDso= 7,3 mg L), a ¢ak 20 puta manje u odnosu na n-butil ITC (EDso = 78,14
mg L?). Sjeme ambrozije krupnije je od sjemena A. hybridus $to bi po veéini autora
sugeriralo i manju osjetljivost prema alelokemikalijama (Séepanovié¢ i sur., 2021., Batish i
sur., 2009., Reigosa, 1999.), §to nije bio slu¢aj kod primjene metil ITC-a. Rezultati ovog
istrazivanja na ambroziji stoga potvrduju prijasnje navode da je metil ITC jedan od
najreaktivnijih izotiocijanata, iako je utvrdeno da svi izotiocijanatni spojevi imaju isti
mehanizam djelovanja inhibiraju¢i enzim odgovoran za glikolizu i disanje (Peterson 1 sur.,
2001).

Rezultati istrazivanja jasno ukazuju na in vitro potencijal metil ITC-a prema ambroziji.
To sugerira da bi se na poljoprivrednim povrSinama na kojima se prije sjetve/sadnje koristi
biofumigacija sa pripravcima koji se u tlu razgraduju na metil ITC (pr. Basamid granulat),
mogao ocekivati i u¢inak na ambroziju. Ipak, izotiocijanati, a posebice metil ITC izrazito su
hlapivi spojevi 1 slabo topivi u vodi Sto mozZe oteZati njihovu aplikabilnost kao folijarnog
bioherbicida. Dodatno, kod pripreme vodenih otopina metil ITC moze uzrokovati suzenje |

iritaciju o€iju, koZe i nosa §to predstavlja dodatan limit.

Za razliku od izotiocijanata, fenolne kiseline topive su u vodi, lako se ekstrahiraju iz
biljnih tkiva Sto je vjerojatno razlog znacajno veéeg broja in vitro i in vivo istrazivanja u
odnosu na izotiocijanate. Osjetljivost ambrozije prema fenolnim Kkiselinama samo je

istrazivana u domacoj literaturi (Pismarovi¢ 1 sur., 2024., S¢epanovic i sur., 2021., S¢epanovi¢
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i sur., 2022.). Autori su istaknuli tri fenolne kiseline (vanilinska, p-kumarinska i ferulinska)
koje u in vitro uvjetima inhibiraju klijanje i pocetni rast ambrozije. Stoga je cilj ovog rada bio
utvrditi inhibitorni potencijal p-hidroksibenzojeve i klorogenske kiseline prema ambroziji. S
obzirom da inhibitorni ucinak fenolnih kiselina znacajno ovisi o primijenim dozama
(Séepanovic i sur., 2022., Reigosa i sur., 1999.) u istraZivanju je koristeno sedam doza svake
fenolne kiseline: 25, 50, 100, 200, 400, 600 i 800 x 107" mola. Rezultati istrazivanja ukazuju
da izmedu ove dvije fenolne kiseline nije utvrdena znaCajna razlika u svim mjerenim
parametrima klijanja 1 pocCetnog rasta ambrozije (Tablica 2). Tako je prosjec¢no radikula
ambrozije bila reducirana za 43% primjenom klorogenske kiseline odnosno 40% primjenom
p-hidroksibenzojeve kiseline. Medutim, izmedu primijenjenih doza utvrdena je znacajna
razlika u inhibiciji mjerenih parametara (Graf 4). Sli¢no kao i u vecini drugih istrazivanja, i
0VO in vitro istrazivanje pokazuje da primjena fenolnih kiselina samo u ve¢im dozama moze
ostvariti zadovoljavaju¢i ucinak prema ambroziji. Primjenom doza klorogenske i p-
hikroksibenzojeve >200 x 107 utvrdene su redukcije radikule od 43% do 84% i znadajno su
jace reducirale radikulu u odnosu na nize primijenjene doze (25, 50 i 100 x 107).
Usporedujuéi iste doze ovih kiselina (klorogenska i p-hidroksibenzojeva) s vanilinskom, p-
kumarinskom 1 ferulinskom kiselinom (Pismarovi¢ i sur., 2024.) moze se zakljuciti da obje
kiseline imaju ja¢i u¢inak prema ambroziji. Tako je primjena 600 x 107" p-klorogenske
kiseline reducirala za 77% radikulu ambrozije, dok je primjerice vanilinska u istoj dozi
reducirala za 57% . S druge strane p-kumarinska kiselina je u istrazivanju Pismarovi¢ i sur.
(2024) u dozi od 200 x 107 za 69% reducirala radikulu ambrozije, dok su u ovom istrazivanju
obje kiseline u toj dozi ostvarile redukciju oko 45%.

I rezultati ovog istrazivanja ukazuju da je fenolne kiseline potrebno koristiti u visSim
dozama kako bi se ostvario uéinak na ambroziju. Kod in vivo uvjeta vrlo ¢e vjerojatno biti
potrebno povecati doze §to sugeriraju i Anwar i sur. (2023). U njihovom istraZzivanju u in vivo
uvjetima ferulinska i galska kiselina primijenjene su u ve¢im dozama nego u in Vvitro
istrazivanju. Pismarovi¢ i sur. (2024.) su ferulinsku, vanilinsku i p-kumarinsku kiselinu
testirali i u in vivo uvjetima, ali za razliku od in vitro eksperimenta, nisu utvrdili znacajne
razlike u multispektralnim i svojstvima klorofilne fluorescencije ambrozije izmedu fenolima
tretiranim biljaka i netretiranim biljkama.

Za obje istrazivane kiseline u ovom in Vvitro istrazivanju procijenjene su doze koje za
50 i 90% (EDso EDgo ) inhibiraju duljinu radikule ambrozije. Tako je za klorogensku kiselinu
EDso iznosi 172 x 107 mol + 0.5, a za p-hirdoksibenzojevu 320 x 10 7 mol =+ 85.
Usporedujuéi s dozom (EDso) ferulinske kiseline (368 x 107) iz prethodnog istrazivanja
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(Séepanovi¢ i sur., 2022.) vidljiv je potencijal ove dvije fenolne kiseline, a posebice
klorogenske kiseline. Dodatno, obje kiseline su topive u vodi i pri najvis§im dozama, a $to nije
slucaj s p-kumarinskom i ferulinskom kiselinom (Pismarovi¢ i sur., 2024.) koje je za vece

doze potrebno topiti s metanolom (Anwar i sur. , 2023).

Usporedujuci fenolne kiseline i izotiocijanate koristene u ovom istrazivanju, vidljiv je
potencijal obje skupine alelokemikalija na ambroziju, a posebice metil ITC-a i klorogenske
kiseline. Istrazivanja s ovim spojevima potrebno je nastaviti i u in vivo uvjetima koriste¢i vece
koncentracije izotiocijanata odnosno veée doze fenolnih kiselina (Anwar i sur. , 2023). U
sluaju potencijalnog kombiniranja ovih alelokemikalija s reduciranim dozama herbicida
(Séepanovi¢ i sur., 2022., Sarié-Krsmanovi¢, 2020.) ovo istrazivanje donosi efektivne doze

(EDso) koje mogu biti polazisna tocka za kombiniranje ovih spojeva s reduciranim dozama

herbicida.

22



6. Zakljucci

Nakon provedenog in vitro istrazivanja o utjecaju primjene razli¢itih koncentracija
izotiocijanata -ITC (metil i feil) i fenolnih kiselina (klorogenska i p-hidroksibenzojeva) na

klijanje i pocetni rast ambrozije moze se zakljuciti slijedece:

- Klijjavost, duljina radikule i hipokotila ambrozije bila je znaCajno reducirana
primjenom metil ITC, ali je inhibiraju¢i ucinak ovisio o primijenjenim
koncentracijama. Pri 80 i 160 mg L™ metil ITC klijavost je bila reducirana za 68 i
93%, a hipokotil za 83 i 100%. Duljina radikule je slabije inhibirana samo pri najnizim
koncentracijama (2,5 i 5 mg L™?) dok je pri koncentracijama od 10 do 160 mg L*

redukcija radikule iznosila od 51 do 98%.

- Primjena fenil ITC u koncentracijama >20 mg L™ zna¢ajno je bolje reducirala duljinu
radikule (53-60%) u odnosu na niZze koncentracije (7-18%). Klijavost i duljina radikule
ambrozije znaCajno je slabije reducirana u usporedbi s metil ITC-om, pri

koncentracijama 80 i 160 mg L.

- Efektivna koncentracija (ECso) metil ITC-a potrebna za 50% redukciju radikule

ambrozije iznosi 3.8 mg mL*+ 0.5.

- Klorogenska i p-hidroksibenzojeva kiseline nisu se znacajno razlikovale u inhibiciji
klijjanja, duljine radikule i1 duljine hipokotila ambrozije. Prosje¢no je radikula
ambrozije bila reducirana za 43% primjenom klorogenske kiseline i 39,6 % primjenom
p-hidroksibenzojeve, a hipokotil za 23% kod Kklorogenske i 20% kod p-

hidroksibenzojeve kiseline.

- Utvrdena je znacajna razlika u duljini radikule 1 hipokotila ambrozije izmedu
primijenjenih doza fenolnih kiselina (25 — 800 x 10”7 mol). Primjenom doze > 200 X
107" mol klorogenske i p-hidroksibenzojeve Kiseline utvrdena je znaajno bolja
redukcija radikule ambrozije u odnosu na nize doze. Hipokotil je bio znacajno jace
reduciran samo primjenom najvise doze fenolnih kiselina (800 x 10-7 mol) s 56%

redukcije, a radikula pri dozama >200 x 10" mol s 43-84% redukcije.

- Efektivna doze (EDso) fenolnih kiselina potrebnih za 50% redukciju radikule
ambrozije za 171,5 x 107 mol = 29,9 za klorogensku kiselinu i 182,71 x 107 mol =+

19.7 za p-hidroksibenzojevu kiselinu.
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Sazetak

Petra Greguri¢

U¢inak izotiocijanata i fenolnih kiselina na in vitro klijanje i po¢etni rast korovne vrste
Ambrosia artemisiifolia L.

Izotiocijanati i fenolne kiseline sekundarni su metaboliti biljaka posebice iz porodice
Brassicacecae. Posjeduju inhibirajuci u¢inak prema korovima i time predstavljaju potencijalni
alternativni oblik suzbijanja korovnih vrsta. Cilj ovog in vitro istrazivanja bio je utvrditi
ucinak sedam koncentracija (2,5, 5, 10, 20, 40, 80 i 160 mg L*) izotiocijanata — ITC (metil i
fenil) i sedam doza (25, 50, 100, 200, 400, 600 i 800 x 107 mol) fenolnih Kiselina
(klorogenska i p-hidroksibenzojeva) na klijanje te pocetni rast i razvoj korovne vrste
Ambrosia artemisiifolia (ambrozija). Rezultati in vitro istrazivanja potvrduju postavljenje
hipoteze da ¢e fenolne kiseline i izotiocijanati iskazati inhibiraju¢i ué¢inak prema ambroziji, ali
da ¢e se inhibicija znacajno razlikovati u ovisnosti o dozi primijenjenog spoja. Metil ITC u
najvisim koncentracijama (80 i 160 mg L) znagajno je jace inhibirao klijavost (68% i 93%) i
duljinu hipokotila (91% i 100%) u odnosu na ostale koncentracije metil i fenil ITC-a. Duljina
radikule ambrozije inhibirana je od 42% do 98% primjenom koncentracija metil izotiocijanata
od 5 — 160 mg L* Primjenom fenil ITC-a u koncentracijama 20, 40, 80 i 160 mg L* radikula
je reducirana od 42% do 61%, a pri koncentracijama <10 mg L* radikula je zna¢ajno slabije
reducirana (<18/%). Izmedu klorogenske i1 p-hidroksibenzojeve kiseline nije bilo znacajnih
razlika u inhibiciji klijanja 1 pocetnog rasta ambrozije. Primjenom klorogenske kiseline,
radikula ambrozije bila je smanjena u prosjeku za 43%, a kod p-hidroksibenzojeve kiseline za
39,6%. Primjenom doze > 200 x 107 mol klorogenske i p-hidroksibenzojeve kiseline utvrdena
je znacajno bolja redukcija radikule ambrozije u odnosu na nize doze dok je hipokotil bio
znacajno jace reduciran samo primjenom najvise doze fenolnih kiselina (800 x 10-7 mol) s
56% redukcije. Procijenjena koncentracija metil ITC-a potrebna da za 50% reducira radikulu
ambrozije ECs iznosi 3,8 mg mL*=+ 0.5, a EDs, za fenolne kiseline iznosi: 171,5 x 107 mol +
29,9 za klorogensku i 182,71 x 107 mol + 19.7 za p-hidroksibenzojevu kiselinu. Rezultati
istrazivanja ukazuju na inhibitorni potencijal metil ITC-a i klorogenske kiseline, a istrazivanja

S ovim spojevima potrebno je nastaviti i u in vivo uvjetima.

Kljucne rije¢i: metil izotiocijanat, fenil izotiocijanat, klorogenska kiselina, p-hidroksibenzojeva
kiselina, ambrozija
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Summary
Petra Greguri¢

The effect of isothiocyanates and phenolic acids on in vitro germination and initial
growth of the weed species Ambrosia artemisiifolia L.

Isothiocyanates and phenolic acids are secondary plant metabolites, particularly from the
Brassicaceae family. They have an inhibitory effect on weeds and thus represent a possible
alternative form of weed control. The aim of this in vitro study was to analyze the effect of
seven concentrations (2.5, 5, 10, 20, 40, 80, and 160 mg L!) of isothiocyanates—ITC (methyl
and phenyl)—and seven doses (25, 50, 100, 200, 400, 600, and 800 x 10~ mol) of phenolic
acids (chlorogenic and p-hydroxybenzoic acid) on the germination, initial growth, and
development of the weed species Ambrosia artemisiifolia (ragweed). The results of the in
vitro study confirm the hypothesis that phenolic acids and isothiocyanates have an inhibitory
effect on ragweed, but that inhibition varies significantly depending on the dose of the
compound applied. Methyl ITC at the highest concentrations (80 and 160 mg L™)
significantly inhibited germination (68% and 93%) and hypocotyl length (91% and 100%)
compared to other concentrations of methyl and phenyl ITC. The length of ragweed radicles
was inhibited by 42% to 98% by application of methl ITC concentrations ranging from 5 to
160 mg L'. Application of phenyl ITC at concentrations of 20, 40, 80, and 160 mg L
reduced radicle length by 42% to 61%, while at concentrations <10 mg L', radicle reduction
was significantly lower (<18%). There were no significant differences between chlorogenic
and p-hydroxybenzoic acid in inhibiting the germination and initial growth of ragweed. The
application of chlorogenic acid reduced the average length of ragweed radicles by 43%, and
p-hydroxybenzoic acid by 39.6%. When doses > 200 x 1077 mol of chlorogenic and p-
hydroxybenzoic acid were applied, a significantly better reduction in ragweed radicle length
was observed compared to lower doses, while the hypocotyl was significantly more reduced
only with the highest dose of phenolic acids (800 x 10-7 mol), with a reduction of 56%. The
estimated concentration of methyl ITC required to reduce ragweed radicle length by 50%
(EC50) 1s 3.8 mg mL " £ 0.5, and the ED50 for phenolic acids is 171.5 x 1077 mol £ 29.9 for
chlorogenic acid and 182.71 x 1077 mol + 19.7 for p-hydroxybenzoic acid. The research
results indicate the inhibitory potential of methyl ITC and chlorogenic acid, and further

studies with these compounds under in vivo conditions are required.

Key words: methyl isothiocyanate, phenyl isothiocyanate, chlorogenic acid, p-
hydroxybenzoic acid, ragweed
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