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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Rovena Frketi¢, naslova

SELEKTIVNOST KUKURUZA PREMA KOMBINACUI REDUCIRANIH DOZACIJA HERBICIDA |
FENOLNE KISELINE

Kukuruzna silaza predstavlja znacajnu sirovinu za proizvodnju bioplina. U usjevu silaznog
kukuruza korovi su ogranicavajuci cimbenik uzgoja, a suzbijanje korova osnovna agrotehnicka
mjera koja se uglavnom provodi primjenom herbicida. Medutim, cilj EU strategije ,Zeleni
plan“ je do 2030. godine smanijiti koriStenja pesticida za 50%. Stoga su nuzno potrebne
alternativne metode suzbijanja korova. Fenolne kiseline imaju potencijal inhibicije rasta
korova pa se istrazuje moguénost njihove primjene sa znacajno reduciranim dozacijama
herbicida. Cilj istraZivanja je utvrditi selektivnost kukuruza prema kombinaciji reducirane doze
herbicida i fenolne kiseline. U laboratorijskom dijelu istrazivanja sjeme kukuruza tretirano je
punom (x) i reduciranim dozama herbicida Adenga (1/2, %, 1/8, 1/16 x) i s ferulicnom/p-
hidroksibenzojevom kiselinom dodanim istim dozacijama herbicida. Navedeni dio prethodio
je biotestu u klima komori u kojem je kukuruz tretiran istim dozacijama herbicida samostalno
i u kombinaciji s ferulicnom kiselinom. lako su u laboratorijskom dijelu fenolne kiseline
pojacale redukcijski ucinak herbicida Adenga na klijavost i rani rast kukuruza, vizualnom
ocjenom osteéenja nadzemne mase nisu utvrdena znacajna oStecenja mladih biljaka kukuruza.

Kljucne rijeci: alelopatija, ferulicna kiselina, p-hidroksibenzojeva kiselina, biomasa,
fitotoksi¢nost



Summary

Of the master’s thesis — student Rovena Frketi¢, entitled

MAIZE SELECTIVITY TO THE COMBINATION OF REDUCED DOSAGES OF HERBICIDE AND
PHENOLIC ACIDS.

Maize silage is an important raw material for biogas production. In silage maize cultivation,
weeds are the limiting factor, and weed control is a basic agrotechnical measure, mainly
through the use of herbicides. However, the goal of the EU Green Plan strategy is to reduce
the use of pesticides by 50% by 2030. Therefore, alternative methods of weed control are
needed. Phenolic acids have the potential to inhibit the growth of weeds. Therefore, the
possibility of their application with significantly reduced herbicide doses is being investigated.
The aim of the research is to determine the selectivity of maize to the combination of reduced
doses of herbicide and phenolic acid. In the laboratory part of the study, maize seeds were
treated with full (x) and reduced doses of the herbicide Adenga (1/2, %, 1/8, 1/16 x) and with
ferulic acid/p-hydroxybenzoic acid added to the same herbicide doses. The mentioned part
preceded the bioassay in the climate chamber, where maize was treated with the same
herbicide doses alone and in combination with ferulic acid. Although in the laboratory part
the phenolic acids enhanced the reducing effect of the herbicide Adengo on the germination
and early growth of maize, the visual assessment of the injury to the aboveground mass did
not reveal any significant damage to young maize plants.

Keywords: allelopathy, ferulic acid, p-hydroxybenzoic acid, biomass, phytotoxicity



1. Uvod

Sve veca svjetska potraznja za energijom rezultira povecanim iscrpljivanjem i koristenjem
fosilnih goriva. Koristenje fosilnih goriva kao izvora energije za potrebe razliitih industrija
(npr., automobilska, zrakoplovna, pomorstvo) uzrokuje znacajno zagadenje okolisa. Poznato
je da sagorijevanjem fosilnih goriva u atmosferu ulaze Stetni (staklenicki) plinovi koji doprinose
i pojacavaju efekt staklenika te pridonose ubrzanom globalnom zagrijavanju. Shodno tome,

Obnovljivi izvori energije su oblici energije koje je potencijalno nemogude iscrpiti, jer se
kontinuirano obnavljaju. To su energija vode, sunca, geotermalna energija, energija vjetra i
energija biomase. Zamjena fosilnih goriva obnovljivim izvorima energije priblizila bi cilj
Pariskog sporazuma iz 2016. godine koji uklju¢uje smanjenje emisije staklenickih plinova i
globalnog zatopljenja. Nadalje, opée zagadenje i nuZnost smanjenja emisija staklenickih
plinova, pitanja vezana uz ljudsko zdravlje, zdravlje Zivotinja, sigurnosti hrane, stalni trend
rasta potrosSnje fosilnih goriva i brzog rasta gospodarstava, znakovi su energetske krize
(Cavinato 2010.). Kako se ovisnost Hrvatske o opskrbi energentima, pogotovo plinom,
povecava iz godine u godinu (Hrncevi¢ i sur. 2008.), koristenje alternativnih izvora energije je
izgledno rjeSenje za bududi razvoj gospodarstva. Obzirom na eksploatacijske vrijednosti
biomase u Hrvatskoj, pogotovo isto¢nog dijela drzave, potencijal za proizvodnjom energije iz
biomase kao alternativna prirodnom (zemnom) plinu, put je ka odrzZivoj buduénosti Republike
Hrvatske (Cosi¢ 2017.). Proizvodnja energije iz biomase zapocinje od uzgoja energetskih
kultura uzgajanih sa ciljem proizvodnje krutih, tekudih ili plinovitih goriva.

Kukuruz je jedna od vodecih energetskih kultura. U usjevu kukuruza korovi predstavljaju
glavni ogranicavajuci ¢imbenik rasta (Yeganehpoor i sur. 2015.). Utjecaj korova na usjev
kukuruza ocituje se u morfoloskim i anatomskim promjenama kao Sto su redukcija visine
kukuruza i duZine internodija, produzena zrioba i smanjen broj zrna u klipu (Glauninger i
Holzner 1982.). Upravo zbog toga je primjena agrotehnickih mjera, izmedu ostalog i primjene
herbicida, neophodna. Medutim, temeljem ciljeva Europske unije koji nalazu smanjenje
upotrebe svih pesticida za 50% do 2030. godine (Europski zeleni plan), potrebno je pronaci
alternativne mjere suzbijanja korovnih vrsta.

Pokrovni usjevi su usjevi koji se ne uzgajaju za komercijalnu upotrebu, ali imaju veliku
ulogu u sustavu plodoreda. Koriste se u svrhu prekrivanja tla bez obzira na nacin zavrsetka
vegetacije, povecanja organske tvari u tlu, poboljsanja fizikalnih svojstava tla, akumulacije
dusika, povecanja mikrobioloSke aktivnosti, ali i u svrhu suzbijanja korova (Snapp 2005 ).

Vodeéi mehanizam djelovanja kojim pokrovni usjevi doprinose suzbijanju i kontroli
distribucije korova, uz kompeticiju za prirodne resurse, je alelopatija. Ova bioloska pojava
podrazumijeva interakciju dviju biljaka oslobadanjem kemijskih spojeva, alelokemikalija, u
okoli$ (Rice 1984.). Alelokemikalije se u okolis oslobadaju ispiranjem, isparavanjem iz listova,
izlu¢ivanjem iz korijena i putem razgradnje biljnih ostataka (Singh i sur. 2003.). Ti sekundarni
bilini metaboliti mogu pomodi ili nastetiti rastu i razvoju vegetacije (Scavo i sur. 2019.).
Alelokemikalije koje potiskuju ili eliminiraju druge biljne vrste dobile su posebnu pozornost u
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poljoprivrednoj proizvodnji zbog inhibicijskog potencijala ovih spojeva, tj. zbog potencijalne

Biljne vrste iz porodice Brassicacceae Cesto se koriste kao pokrovni usjevi, posebice zbog
ucinkovitosti u suzbijanju korova. Naime, vodeni ekstrakti nekoliko vrsta iz te porodice imaju
potencijal inhibirati klijavost, duljinu radikule i koleoptile koStana (Echinochloa crus-galli L.) i
sivog muhara (Setaria glauca L.), glavnih monokotiledonih korovnih vrsta u usjevu kukuruza
(Brijacak i sur. 2020.). Nadalje, vodeni ekstrakti Brassiccaceae pokrovnih vrsta inhibiraju
klijavost i rani rast najéesce dikotiledone korovne vrste u gotovo svim ljetnim usjevima,
ambrozije (Ambrosia artemisiifolia L.) (Séepanovié i sur. 2021.). Spomenuti vodeni ekstrakti
sadrze 15 fenolnih spojeva, od kojih 10 pripada fenolnim kiselinama (Séepanovié¢ i sur. 2021.).
Fenolne kiseline feruli¢na, vanilicna, p-kumari¢na i p-hidroksibenzojeva iskazale su znacajan
inhibicijski u¢inak (=50%) na klijavost i rani rast ambrozije (Séepanovié¢ i sur. 2022.). Obzirom
da je takav znacajni ucinak posljedica primjene fenolnih kiselina u dozama do 16 puta veéih od
onih koje su prirodno prisutne u biljkama, nije izgledno da primjenom cistih fenola moze biti
postignut zadovoljavaju¢i ucinak zaStite usjeva kukuruza od korova. Medutim, postoji
moguénost da ¢e primjenom kombinacije fenolnih kiselina i smanjenih doza herbicida biti
postignuta zadovoljavajuée suzbijanje korova uz zna¢ajno smanjeni ucinak na okolis.

Istrazivanja su pokazala da alelokemikalije nekih biljaka mogu imati inhibicijski u¢inak na
kukuruz (Moonen i Barberi 2006., Elgahtani i sur. 2017.). Obzirom na potencijalnu iskoristivost
alelokemikalija u svrhu suzbijanja korovnih vrsta u usjevima kukuruza, potrebno je istraZiti ne
samo njihov ucinak na korovne vrste ve¢ i kakav ucinak ti spojevi imaju na rast i razvoj
kukuruza. lako gotovo i nema informacija o mehanizmu djelovanja ferulicne i p-
hidroksibenzojeve kiseline, pretpostavka je da bi kukuruz trebao biti selektivan prema tim
fenolnim kiselinama ukoliko imaju slican mehanizam djelovanja koji ima herbicid koji se inace
koristi u usjevu kukuruza (Orcaray i sur. 2011.).

Temeljem svega navedenog, cilj ovog rada je istraziti u¢inak feruliéne i p-hidroksibenzojeve
kiseline u kombinaciji s reduciranim dozama herbicida Adenga na kukuruz. Adengo
(tienkarbazon-metil 90 g/L i izoksaflutol 225 g/L) je zemljiSno-lisni herbicid koji se koristi u
usjevima kukuruza za suzbijanje jednogodiSnjih Sirokolisnih i uskolisnih korovnih vrsta.
Nastavno, cilj je istraziti eventualno sinergijsko ili antagonisti¢ko djelovanje fenolnih kiselina u
kombinaciji s herbicidom na klijavost i rani rast i razvoj mladih biljaka kukuruza.



2. Pregled literature
2.1. Biomasa

Biomasa je biorazgradivi dio proizvoda, otpada ili ostatka iz poljoprivrede koja ukljucuje
biljne i Zivotinjske tvari 1. Ostatci iz Sumarstva, akvakulture i ribarstva, ujedno i biorazgradivi
dijelovi komunalnog otpada takoder se klasificiraju biomasom koja se dijeli na: Sumske
ostatke (drvena kora, grane, grancice, lis¢e), poljoprivredne ostatke (ljuske zrna, slama),
Zivotinjski otpad (govedi izmet), industrijski otpad (strugotine drveta, piljevina) i kruti
komunalni otpad (Basu 2018.). Upotreba biomase doprinosi smanjenju siromastva zemalja
treéeg svijeta, osigurava potrebe za energijom u datom trenu, moze se pretvoriti u Zeljeni oblik
energije (Cvrsti, tekudi, plinoviti), ugljicno je neutralna, potpomaZe bioloskoj aktivnosti tla i
vraca plodnost degradiranim zemljistima (Karekezi 2004.). Biomasa se moZe proizvesti i
skladistiti na mjestu potrosnje, ¢ime su znatno smanjeni troskovi transporta i proizvodnje
energije. Biogoriva su jedini obnovljivi izvori energije koji mogu rijesiti problem velike ovisnosti
transportnog sektora o uvoznoj nafti (Chum i sur. 2011.). Inicijativama kao $to su "Akcijski plan
za biomasu" i "ViSegodisnji plan", pripremljen od strane Europske komisije i ameri¢kog
Ministarstva energetike dokazana je ekonomska vaZnost bioenergije (Chum i sur. 2011).
Akcijski plan za biomasu naglasava potrebu smanjenja emisije ugljicnog dioksida (COz), ¢ime
se ispunjavaju obveze potpisane u okviru Protokola iz Kyota i, posebno u odnosu na zemlje
koje nisu ukljucene u ratifikaciju kroz povecanje njihove svijesti o pitanju globalnog zatopljenja
(Tursi 2019.). Obzirom da je izgaranje biomase CO; neutralno (Slika 2.1.1.), jer CO; ispusten
njihovim izgaranjem ce biti usvojen od strane biljaka za metabolicke procese, koristenje
biomase kao sirovine za proizvodnju energije doprinosi ostvarivanju ciljeva akcijskog plana
(Tkemaladze i Makhashvili 2016).

! DIREKTIVA (EU) 2018/2001 EUROPSKOG PARLAMENTA | VIJECA
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Slika 2.1.1. Prikaz CO; neutralnosti
Izvor:https://www.researchgate.net/publication/336864647/figure/figl/AS:819152713424897 @1572312634652/|llustratio
n-of-the-carbon-neutral-cycle-37.ppm

Sirovine kopnene biomase mogu se opcenito kategorizirati u dvije skupine. U prvu
skupinu spadaju kukuruzno zrno, Secerna trska, soja, siemenke uljarica iz kojih se proizvode
biogoriva prve generacije. Ove sirovine su bogate Secerom ili lipidima, i imaju visoke prinose
nakon pretvorbe u bioetanol ili biodizel. Trenutno se vecina biogoriva proizvodi od ovih
sirovina, zbog jednostavnosti tehnologije i nizeg troska proizvodnje (Yue i sur. 2014.). Drugu
generaciju goriva predstavljaju lignocelulozni materijali kao Sto su poljoprivredni ostatci,
ostatci od rezidbe vocaka i energetske kulture. Tre¢a generacija biogoriva ukljucuje biomasu
algi (Tursi 2019.).

Biomasa se mozZe raznim procesima pretvoriti u elektricnu odnosno toplinsku energiju
i biogoriva. Razlikuju se tri procesa prerade biomase: termokemijska, biokemijska i fizikalno-
kemijska pretvorba.

Biokemijska pretvorba biomase ukljuuje proces anaerobne digestije kojom nastaje
bioplin. Anaerobna digestija je bioloski proces koji se koristi u svrhu gospodarenja otpadom,
ali i za proizvodnju obnovljive energije. Postoje Cetiri koraka anaerobne digestije (Zamani
2015.). Tijekom cijelog procesa odvijaju se serije kemijskih reakcija prirodnim metabolickim
putovima, Sto omogucuje mikroorganizmima potrebnim za proces okruzenje bez kisika. Ovim
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se reakcijama razlazu organske makromolekule u jednostavnije molekule Sto dovodi do
stvaranja bioplina (mjeSavina metana i ugljicnog dioksida kao i tragovi drugih plinova) i
digestata (Sharma 2015.). Proces je idealan za organski otpad sa sadrzajem vlage od 80 do
90%, a jedna od prednosti procesa leZi u potencijalu izravnog koriStenja kona¢nog bioplina u
plinskim motorima i plinskim turbinama. Proces zapocinje hidrolizom prilikom koje se biomasa
koja se sastoji od velike koli¢ine polimera poput ugljikohidrata, masti i proteina, razlaze na
jednostavnije spojeve, masne kiseline, jednostavnije Secere i aminokiseline (Horan i Wid
2018.). Acidogeneza je drugi stupanj anaerobne digestije u kojemu acidogeni mikroorganizmi
(fermentativne bakterije) dalje razgraduju produkte faze hidrolize, pri ¢emu nastaju amonijak
(NHs), ugljikov dioksid (CO;), vodik (H2), sumporovidik (H.S), alkoholi, lakse hlapljive masne
kiseline, ugljikove kiseline i alkoholi (Tursi 2019). Acetogeneza, kao treca faza anaerobne
digestije ukljucuje acetogene mikroorganizme koji kataboliziraju produkte, nastaje u fazi
acidogeneze u octenu kiselinu (CHsCOOH), CO; i Hz. Acetogeni mikroorganizmi dovrsavaju
proces razgradnje biomase i time olakSavaju djelovanje metanogenih arheja u zavrsnoj fazi
proizvodnje bioplina. Metanogeneza je zavrina faza anaerobne digestije tijekom koje se, kao
$to je ranije spomenuto, metan stvara iz glavnih proizvoda acetogeneze (tj. CH3COOH i CO,)
(Tusri 2019.).

2.2. Kukuruzi bioplin

Biomasa ima ogroman energetski potencijal za zadovoljavanje trenutne potraznje za
energijom i osiguravanje buduce potrebe za opskrbom energijom i gorivom. Moderne tehnike
obrade biomase koriste i toplinsku i biolosku obradu i proizvodnju razli¢itih korisnih proizvoda
u obliku plinova (bioplin), tekucih (bioetanol i biodizel) i ¢vrstih proizvoda (biougljen). Bioplin
koji nastaje anaerobnom digestijom sastoji se u najve¢em udjelu od CHs (50 — 75%), CO; (25 —
50%) i manjeg udjela Nz, H2 , vodene pare i H,S. Zapaljiv je plin, bezbojan, ciji miris ¢esto
podsje¢a na miris jaja (Korbag i sur. 2020.). Bioplin kao alternativno gorivo, ekoloski je
prihvatljiv plin koji se mozZe koristiti za proizvodnju elektri¢ne ili toplinske energije i kao gorivo
u motorima (Al Seadi i sur. 2008.). Njegovo koristenje u transportnom sustavu, za proizvodnju
toplinske i elektri¢ne energije dovodi do mnogih drustvenih i ekoloskih prednosti. Smanjuje se
koli¢ina otpada, potrosnje fosilnih goriva i vode, smanjuje se razina emisije staklenickih
plinova, i otvaraju se nova radna mjesta (Al Seadi i sur. 2008.). U prirodi moZe nastati spontano
u mocvarama, probavnom traktu prezivaca ili na kompostistima (Deublein i Steinhauser
2011.). Za proizvodnu bioplina, kao supstrat, mogu se korisiti sve vrste biomase sve dok sadrze
ugljikohidrate, proteine, masti, celulozu i hemicelulozu. Lignificirane sirovine, poput drva nisu
prikladne za anaerobnu digestiju (Braun 2007.). Proizvodnja bioplina je u proslosti bila
fokusirana na koristenje Zivotinjskog gnoja i mulja otpadnih voda kao jedinog supstrata.
Dodavanjem kosupstrata Zivotinjskom gnoju, poput ostataka poljoprivrednih kultura,
biootpada ili energetskih kultura, povecava se sadriaj organskog materijala ¢ime se postize



veci prinos bioplina. Ovisno o sastavu supstrata, podrijetlu i organskim komponentama,
varirati ¢e prinos bioplina.

Kukuruz (Zea Mays L.) pripada porodici trava. Nakon rizZe i pSenice jedan je od najcesce
sijanih usjeva u svijetu, a najvecéa proizvodnja je u SAD-u, Kini i Meksiku. Koristi se za prehranu
ljudi, hranidbu domacih Zivotinja, u proizvodnji biogoriva, kozmetike, lijekova i plastike.
Kukuruz zauzima 40 - 50% zasijanih povrSina Republike Hrvatske (Hrgovi¢ 2007.). Prema
podacima FAOSTAT-a za 2020. godinu prosje¢no se, u Hrvatskoj, godisnje zasije 288400
hektara kukuruza, prinosa 8,29 tona po hektaru.

Na temelju desetogodisnjeg razdoblja (2002. — 2011.) je procijenjeno, da se u Europskoj
Uniji proizvede 367 milijuna tona poljoprivrednih ostataka od kojih su 62 milijuna tona ostatci
kukuruznih usjeva. Razmatraju¢i moguénost proizvodnje bioenergije iz poljoprivrednih
ostataka u Hrvatskoj, tehnicki potencijal kukuruza se procjenjuje na 0,37 milijuna tona
kukuruznih ostataka . Kukuruzna silaza se koristi za proizvodnju bioplina procesom anaerobne
digestije diljem Europe i Sjeverne Amerike (Amon i sur. 2007.). Kljucan je supstrat koji se koristi
za proizvodnju bioplina u Europskoj Uniji zbog visokog potencijala prinosa metana i kemijskog
sastava, visokog potencijala proizvodnje biomase te lake integracije u postojece sustave
uzgoja (Schittenhelm 2008., Oslaj i sur. 2010.). Vise od 17000 bioplinskih postrojenja u Europi
koristi kukuruznu silazu kao glavni supstrat, od kojih se 8000 nalazi u Njemackoj. Obzirom da
je zetva kukuruza koji se uzgaja u umjerenoj klimi jednom godisnje, u kasno ljeto ili jesen,
biomasa koja se koristi u bioplinskim postrojenjima se ve¢inom konzervira siliranjem (Murphy
i sur. 2011.). Tijekom procesa siliranja topljivi ugljikohidrati i bjelancevine fermentiraju na
organske kiseline, alkohole i topive dusikove spojeve. Stvaranje kiselina, uglavhom mlije¢ne
kiseline, rezultira padom pH i inhibira aktivnosti nepoZeljnih mikroorganizama, poput
klostridija i enterobakterije, Sto dovodi do ocuvanja suhih i hranjivih tvari (Allen i sur. 2003.).
Osim bioplina, anaerobnom digestijom kukuruzne silaze, proizvodi se i sirovi digestat koji se
moze koristiti kao gnojivo (Santi i sur. 2015.). Obzirom na velike koli¢ine proizvodnje kukuruza
i kukuruznih ostataka, kako u Europi tako i u Republici Hrvatskoj, pad prinosa koji je uzrokovan
kompeticijom s korovima podrazumijeva i smanjenu proizvodnju energije iz bioplina.

Korovi su glavni ogranic¢avajuéi ¢imbenik za rast i razvoj kukuruza te uzrokuju znacajan
gubitak prinosa kada nisu suzbijeni (Keramati i sur. 2008.). Kompeticijom za resurse poput
svjetla, vode, tla i nutrijenata korovi potiskuju kukuruz i ograniéavaju njegov rast. Istrazivanje
provedeno na usjevu kukuruza potvrdilo je znadajnu redukciju indeksa lisne povrsine, stope
rasta kukuruza i ukupne koli¢ine suhe tvari koje je uzrokovala kompeticija s korovima (Cox i
sur. 2006.). Procjenjuje se da gubitak prinosa kukuruza uzrokovan kompeticijom s korovima
iznosi 13% kod usjeva u kojima se korovi suzbijaju pa sve do 85% u usjevima gdje korovi nisu
suzbijani (Carvalho i sur. 2009). Najceséi gubitak prinosa kukuruza uzrokovan korovima iznosi
oko 40% (Oerke 2006.). Postotak gubitka povezan je sa sastavom korovne flore, vremenom
nicanja korova u odnosu na usjev, gusto¢u korova, intenzitet i fazu razvoja usjeva u odnosu na
kompeticijsko razdoblje korova (Singh i sur. 2018.). Sve vedéi broj korova rezistentnih na
herbicide, kao i svijest o utjecajima primjene herbicida na okolis, dovela je do nuZnog
smanjenja koli¢ine herbicida koja se koristi na poljoprivrednim povrsinama (Knezevic i sur.



2002.). Obzirom na navedeno, potrebno je razvijati i implementirati nove metode suzbijanja
korova u usjevu kukuruza, a koje bi bile ucinkovite poput herbicida.

2.3. Korovna flora u kukuruzu

Kukuruz je okopavinska kultura koja u prvim stadijima vegetacije nic¢e sporije od korova,
pa zakorovljenost usjeva kukuruza u tom periodu pri¢injava najvece $tete. Stete od korova
mogu biti indirektne i direktne. Indirektne Stete podrazumijevaju otezanu Zetvu, povecanje
troSkova obrade kukuruza te prenosSenje razlicitih virusa i bolesti. Direktne Stete se ocitavaju
u kompeticiji korova i kukuruza za vodu, svjetlo, hranjiva i Zivotni prostor, smanjujuéi prinos
usjeva kukuruza. Korovna flora kukuruza vrlo je raznolika a prevladavaju jednogodisnji
Sirokolisni i uskolisni korovi (S¢epanovi¢ 2007.). Najéeséi Sirokolisni korovi koji se pojavljuju u
kukuruzu, koji su vrlo konkurentni i uzrokuju znacajan pad prinosa, su ambrozija (Ambrosia
artemisiifolia L.) (Slika 2.2.3.3.), bijela loboda (Chenopodium album L.), pjegasti dvornik
(Polygonum persicaria L.) (David i Kovacs 2007.), s¢ir (Amaranthus retroflexus L.), kuznjak
(Datura stramonium L.) (Slika 2.2.3.4.) i ¢i¢ak (Xanthium strumarium L.) (Séepanovié, 2007.).
Europski mracnjak (Abuthilon theoprasti Med.) (slika 2.2.3.2.) nekontrolirano se Siri i
zakorovljuje usjeve kukuruza te utjece na prinos kukuruza svojim kompetitivnim i inhibitornim
alelopatskim sposobnostima (S¢epanovic i sur. 2007.). Navedene vrste obiljezava brzo nicanje,
brz rast i stvaranje velikog broja sjemenki koje se lako prenose i zakorovljuju nove prostore.
Jedna biljka ambrozije sposobna je proizvesti 250000 sjemenki, mracnjaka do 1800, a bijele
lobode do 10000 sjemenki (S¢epanovié, 2007.). Prisutne su i jednogodidnje trave poput
obi¢nog kostana (Echinochloa crus-galli L.), sivog muhara (Setaria glauca L.)i vrste roda
Panicum (vlasasto proso - Panicum capillare (Slika 2.2.3.5.), pravo proso — Panicum
miliaceum). Obi¢ni koStan najvazniji je jednogodisnji korov koji predstavlja problem za 36
razli¢itih usjeva u barem 61 drzavi (Holm i sur. 1991.). Prisutan je u gotovo svim ljetnim
usjevima u Hrvatskoj, a pojavom samo 18 biljaka obi¢nog kostana po metru kvadratnom moze
rezultirati padom prinosa od 50% (Kropff i sur. 1984.), dok se pojavom zelenog muhara
(Setaria viridis L.) prinos kukuruza moze smanijiti za 45% (Clay i sur. 2006.). Visegodisnje
korovne vrste iako nisu pretjerano zastupljene u usjevima kukuruza, zbog sposobnosti
vegetativnog razmnozavanja (vrijezama, gomoljima, podancima) predstavljaju znacajan
problem. Vegetativni organi im omogucavaju skladistenje pri¢uvnih tvari zbog kojih ove vrste
imaju brzi porast i veliku kompetitivnu moc¢. Poljski osjak (Cirsium arvense L.), poljski slak
(Convolvulus arvenis L.), gavez (Symphitum officinale L.) i pirika (Agroypron repens L.) brzo
savladaju biljke kukuruza, zasjenjujudi ga i time mu usporavaju rast. Jo$ jedna karakteristika
viSegodi$njih korovnih vrsta je da osim vegetativnog razmnoZavanja, produciraju sjeme te se
na taj nacin rasprostranjuju, $to dodatno oteZava njihovo suzbijanje (S¢epanovi¢ 2007.).
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Slika: 2.2.3.1. Zakorovljenost kukuruza Slika 2.2.3.2. Abutilon theophrasti Med.

Izvor: Séepanovi¢ (2007). Izvor: Séepanovi¢ (2007).
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Slika 2.2.3.3. Ambrosia artemisiifolia L. Slika 2.2.3.4.. Datura stramonium L.
Izvor: Séepanovi¢ (2007). Izvor: Séepanovi¢ (2007).



Slika 2.2.3.5. Panicum capilare

Izvor: Séepanovi¢ (2007).

Agrotehnicka mjera suzbijanja korova kojom se nastoji u potpunosti unistiti korov jest
primjena herbicida. Prema Bari¢ i sur. (2022.), herbicidi s navedenim djelatnim aktivnim
tvarima mogu se koristiti za zastitu kukuruza od korova: kizalofop-P-tefuril, cikloheksandioni,
foramsulfuron, nikosulfuron, prosulfuron, rimsulfuron, tifensulfuron-metil, tritosulfuron,
terbutilazin, metobromuron, flumioksazin, mezotrion, tembotrion, izoksaflutol, klomazon,
dinitroanilini, acetoklor, S-metolaklor, propizaklor, napropamid, oksiacetamidi, derivati
fenoksi-karboksilnih kiselina — 2,4-D, derivati benzojeve kiseline — dikamba, derivati piridin
karboksilne kiseline i flurokloridon.

Jedan od najéesée koristenih herbicida u usjevu kukuruza je herbicid Adengo koji sadrzi
djelatne tvari tienkarbazon-metil (90 g/L) i izoksaflutol (225 g/L). Koristi se za suzbijanje
jednogodisnjih Sirokolisnih i jednogodisnjih uskolisnih korova u kukuruzu za zrno i silazu.
Djelatna tvar tienkarbazon-metil inhibitor je enzima acetolaktat sintaze (ALS). Inhibirajuci
enzim ALS, koji je zasluZan za katalizu sinteze esencijalnih aminokiselina izoleucina, leucina i
valina, dolazi do promjena na mladom li$¢u biljaka (Séepanovi¢ i sur., 2020.). Izoksaflutol
djeluje kao inhibitor karotenoida koji su zasluzni za zaStitu klorofila od fotooksidacije
(Topolovec, 2008.).

2.4. Pokrovni usjevi i alelopatija

Sve ces¢om pojavom rezistentnih oblika korova, koja je rezultat prekomjerne primjene
herbicida istog mehanizma djelovanja, potreba za primjenom novih ucinkovitih, ali ekoloski
Pojam alelopatija se prvi puta spominje 1937. godine, ali alelopatski uc¢inak na biljne vrste
poznat je od davnina (Molisch 1937.). Teofrast je davne 300. godine prije Krista primijetio



inhibitorni ucinak slanutka na druge biljke dok je Plinije zabiljezio inhibitorni utjecaj stabla
oraha (Rice 1984.). Alelopatija je kemijski posredovana interakcija biljaka, koja ima ucinak
stimulacije ili inhibicije rasta i razvoja neke biljke (Rice 1979.).

Pokrovni usjevi su definirani kao svaka zasijana biljna vrsta na kojoj se ne provodi Zetva i
nije direktan cilj uzgoja, veé se koristi sa ciljem povecanja i o¢uvanja karakteristika plodnosti
tla (Thomas 2002.). Siju se kao Cisti usjev ili njihove smjese izmedu razdoblja uzgoja dva glavna
usjeva (Eberhardt, 1975.). Ovi usjevi pruzaju ekolosku i ekonomsku dobrobit i korist u
poljoprivrednim usjevima, ukljucujuci recikliranje hranjivih tvari, smanjenje erozije tla, bolje
koriStenje vlage, povecanje bioraznolikosti, povec¢anje sadrzaja organske tvari, ali i u€inkovito
suzbijanje korova s potencijalnim doprinosom integriranom suzbijanju korova (Hartwig i
Ammon 2002.). Pokrovni usjevi suzbijaju korove na dva nacina. Prvo, zbog bujne nadzemne
mase izrazena je kompeticija za prostor, svjetlost, vodu i hranjive tvari. Gusto sijani pokrovni
usjevi oduzimaju korovu navedene Cimbenike rasta i uzrokuju njihovo potiskivanje. Gustim
sklopom onemogucavaju korovnim kulturama zavrSetak Zivotnog ciklusa $to dovodi do
smanjenja banke sjemena u tlu i time reducira pojava novih korovnih biljaka (Teasdale 1993.).
Drugi oblik potiskivanja korova je kroz alelopatiju (Jabran i sur. 2015.) odnosno luéenjem
sekundarnih metabolita, alelokemikalija. Biljke proizvode i sadrzavaju sekundarne metabolite
u vecini biljnih organa: korijenu i rizomima, stabljikama, lis¢u, cvijetu, polenu, plodu i sjemenu,
koji mogu imati razli¢it alelopatski utjecaj na klijavost i rast biljaka (Aziz i sur. 2008.).

Alelokemikalije se otpustaju procesom hlapljenja, ispiranjem s lista ili stabljike,
izluCivanjem iz korijena i razgradnjom biljnih ostataka (Narwal 2004.). Biljke iz porodica
Poaceae, Asteraceae i Brassicaceae imaju najveci potencijal za proizvodnju alelokemikalija
(Scavo i Mauromicale 2020.), a posebice biljne vrste iz porodice Brassicaceae koje sadrzavaju
spojeve glukozinolate (Mithen 2001.). Potvrdeno je da se sjetvom glukozinolatima bogatih
biljnih vrsta, na primjer uljana repica (Brassica napus L.) inhibira rast korova (Haramoto i
Gallandt 2004.). Tako je sjetva pokrovnih biljaka iz ove porodice (Brassicaceae) znacajno
reducirala biomasu rano i srednje nicajuéih korovnih vrsta u usjevu krumpira (Boydston i Hang
1995) i soje (Krishnan i sur. 1998.) u usporedbi s povrSinama na kojima je bio ugar ili druge
pokrovne biljke bez glukozinolata.

Jedan od nacina dokazivanja alelopatije je primjena vodenih ekstrakata donor biljnih vrsta
na testne vrste. Cilj ovakvih istraZivanja je pronadci i izolirati one alelokemikalije koje bi se
potencijalno mogle primjenjivati kao bioherbicidi (Dhima i sur. 2009.). Jedna od bioloskih
najaktivnijih skupina alelokemikalija jesu fenolni spojevi (Kunz i sur. 2016.). Fenolne
alelokemikalije nalazimo obilno u tlu i zato se smatraju jednim od najzastupljenijih fitotoksina
(Inderjit 1996.). U ovu skupinu pripadaju spojevi jednostavnih struktura kao sto su jednostavni
aromatski fenoli, hidroksi i supstituirane benzojeve kiseline i aldehidi, hidroksi i supstituirane
cimetne kiseline, kumarini, tanini i moZzda neki od flavonoida (Mallik i sur. 2008.) Fenolni
spojevi utjeCu na biljni sustav putem usvajanja te takoder mogu regulirati aktivnost
simbiotskih mikroorganizama biljaka (Jassey i sur. 2011.). Dokazano je da u biljnim vrstama
fenoli utjeCu na Sirenje stanica, propusnost membrane, unos hranjivih tvari, fotosintezu,
sintezu klorofila i enzimatsku aktivnost (Einhellig 1995.). Jedna komponenta fenolnih spojeva
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moze biti uklju¢ena u viSe bioloskih aktivnosti biljaka (Macias i sur. 2007.). Na primijer,
ferulicna kiselina utjece na propusnost stanica (Chai i sur. 2013.), a takoder je i inhibitor
fotosinteze (Patterson 1981.). U procesu biosinteze proteina, izrazena je i mogucénost inhibicije
stvaranja nukleinskih kiselina Sto dalje utjece na ekspresiju gena (He i Lin 2001.). Feruli¢na
kiselina (FA) je derivat cimetne kiseline koji je u pocetku izoliran kao Zuti talog, alkoholnom
ekstrakcijom, iz komercijalne smole (Ferula foetida L.) (Hlasiwetz i Bart, 1866.). Sveprisutna je
fenolna kiselina u biljnom carstvu (Choudhury, 1999.), a u biljkama se rijetko nalazi u
slobodnom obliku ve¢ je povezana esterskim vezama za polisaharide (liyama, 1994.). Razna
istrazivanja potvrdila su njenu pojavu u tlu, metabolizmu biljaka i mikroorganizama, u
industrijskoj primjeni, fizioloSkoj ulozi tijekom lignifikacije i njenu ulogu kao alelokemikalije
(Lyu i Blum, 1990.). U tlima, ferulicna kiselina se smatra jakim alelokemijskim spojem s
nekoliko uc¢inaka na biljke, poput smanjenja primanja vode, inhibiciji folijarne ekspanzije i
produljenje korijena, smanjenje stope fotosinteze i inhibicija unosa hranjivih tvari (Siqueira i
sur. 1991). Primjenom na biljku krastavaca, smanjena je lisna povrSina, povrsSina korijena i
inhibiran rast klijanaca (Blum i sur. 1984). Tretiranjem soje i sirka ferulicnom kiselinom, koja
je identificirana kao alelopatski agens u agroekosustavima, takoder su rezultirali niskim lisnim
vodenim potencijalom i snizenom stomatalnom difuzijskom vodljivosti (Einhellig i sur. 1979.).

Kao i ferulicna kiselina, i p-hidroksibenzojeva kiselina, izolirana je iz raznih pokrovnih
usjeva i tala (Blum i sur. 1991), pokazuje veliki alelopatski potencijal. Jedna je od nekoliko
alelokemikalija koja je pronadena u vodenim ekstraktima biljnog materijala sirka i povezuje je
se s utjecajima na klijavost sjemena i eksudata korijena. (Abdul-Wahab i Rice 1967). P-
hidroksibenzojeva kiselina je biorazgradiva organska kiselina koja se moze izolirati prirodnim
putem iz biljaka ili kemijski sintetizirati (Khadem i Marles, 2010.). Posjeduje antimikrobna,
nematocidna, antivirusna i alelopatska svojstva (Manuja i sur., 2013.). Sugerira se utjecaj na
respiraciju jer p-hidroksibenzojeva kiselina inhibira sukcinat hidrogenazu i mijenja oksidaciju
NADH (Hulme i Jones 1963.). Hidroksibenzojeva kiselina svojim je djelovanjem inhibirala
usvajanje kalija i fosfata putem korijena je€ma. Daljnjim istraZivanjem je potvrdeno kako je
doslo do depolarizacije membrane (Glass i Dunlop 1974.).

Istrazivanja pokazuju herbicidni potencijal fenolnih spojeva, posebice istrazivanja
provedena s ferulicnom kiselinom. Npr., ferulicna kiselina iskazala je inhibitorni ucinak na
divlju zob (Avena fatua L.) gdje je u koncentraciji od 3.0 mM u potpunosti inhibirala klijanje
divlje zobi (Almaghrabi 2012.). Potvrden je i inhibitorni u¢inak feruli¢ne kiseline na bijelu
lobodu (Chenopodium album L.), smanjenjem suhe mase za 20% (Stupnicka-Rodzynkiewicz i
sur. 2006.). Istrazivan je i utjecaj odredenih fenolnih kiselina na pocetni rast ambrozije pod
pretpostavkom kako fenolne kiseline producirane u biljkama pokrovnih usjeva porodice
Brassicaceae mogu inhibirati rast korovne vrste Ambrosia artemisiifolia L. IstraZivan je
inhibitorni potencijal pet fenolnih kiselina, i njihovih kombinacija, medu kojima i feruli¢na
kiselina. Istrazivanje je pokazalo kako pri najnize primijenjenim dozacijama fenolnih kiselina
nije doslo do znacajne inhibicije ambrozije, dok se s povecanjem dozacije povecavao i
inhibitorni potencijal. Rast ambrozije snazno je inhibiran primjenom dozacije fenolne kiseline
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od 568.54 x 1078 mola, inhibirajuci pocetni rast korovne vrste za 60 do 70% (Séepanovié i sur.,
2022.).

No, s druge strane, istrazivanja su pokazala da feruli¢na kiselina moZe imati negativan
ucinak na usjev. U kombinaciji s nekoliko drugih fenolnih spojeva moZe imati inhibitoran
ucinak na enzim protonske ATPaze (H+-ATPaze), koja moZe biti uzrok smanjenja usvajanja
nitrata u korijenje kukuruza s posljedicom smanjenog rasta i razvoja biljke (Abenavoli i sur.
2010.). Zbog toga je potrebno istraziti selektivnost kukuruza prema fenolnim kiselinama,
jednako kao Sto se provjerava i s kemijski sintetiziranim spojevima, neovisno o tome $to su
prirodnog porijekla
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3. Materijali i metode

U ovom istraZzivanju koriStene su ferulicna i p-hidroksibenzojeva kiselina u kombinaciji s
herbicidom Adengo. Navedene fenolne kiseline izabrane su na temelju nekoliko prethodnih
screening procesa. U tim preliminarnim istrazivanjima utvrdivan je ucinak razlicitih
koncentracija nekoliko fenolnih kiselina na klijanje i poCetni rast ambrozije, glavnog korova u
usjevima kukuruza (S¢epanovié i sur. 2022).

Adengo® (Bayer Crop Science) je zemljiSno-lisni herbicid namijenjen suzbijanju
jednogodisnjih Sirokolisnih i uskolisnih korova u kukuruzu za zrno i silazu. Formulacija ovog
herbicida je u obliku koncentrirane suspenzije i sadrzi dvije aktivne djelatne tvari:
tienkarbazon-metil (90 g/L) i izoksaflutol (225 g/L) s dva razlicita mehanizma djelovanja.
Tienkarbazon-metil inhibitor je acetolaktat sintaze, a izoksaflutol inhibira sintezu karotenoida.
Propisana dozacija za Adengo iznosi 0,44 L/ha.

Eksperimentalni dio istraZivanja proveden je u laboratoriju (in vitro) i klima komori i
ponavljan je dva puta. In vitro je istrazivan ucinak odabranih fenolnih kiselina s pet (linearno
padajucih) razli¢itih dozacija herbicida Adengo. Cilj je bio utvrditi selektivnost kukuruza, tj.
eventualno sinergijsko ili antagonisticko djelovanje fenolnih spojeva u kombinaciji s
herbicidom na klijavost i rani rast klijanaca kukuruza. Temeljem dobivenih podataka odabrana
je fenolna kiselina koja je aplicirana samostalno i zajedno s reduciranim dozacijama herbicida
Adenga na razvijene biljke kukuruza u komori rasta.

3.1. Laboratorijski (in-vitro) pokus
3.1.1. Priprema otopina i test klijavosti

Otopine su pripremane mijesanjem standarda? feruli¢ne (0,276 g) i p-hidroksibenzojeve
(0,1117 g) kiseline (Slika 3.1.1.1.) u 250 mL destilirane vode te potom homogenizirane u
ultrasonic¢noj kupelji (Bandelin, Sonorex TK 52, Njemacka). Svakoj od fenolnih vodenih otopina
dodan je herbicid Adengo u registriranoj dozi x (x = registrirana dozacija = 0,44 L/ha) te 1/2,
%, 1/8, 1/16 x (Tablica 3.1). Zbog usporedbe, pripremljene su i Ciste otopine Adenga u istim
linearno padajuéim dozacijama te destilirana voda za kontrolne uzorke.

2 Cistoce fenolnih kiselina: PHA 99%, VA >97%, PCA >98%, FA >99%. (https://www.sigmaaldrich.com/HR/en)

13



Slika 3.1.1.1. Standardi ferulicne i p-hidroksibenzojeve kiseline.

Tablica 3.1.1.1. Dozacije herbicida Adengo primjenjene zasebno ili u kombinaciji s fenolnim
kiselinama u laboratorijskom dose-response pokusu.

Doza (x) Adengo (L/ha)
0 0
1 0,44
1/2 0,22
1/4 0,11
1/8 0,055
1/16 0,0275

U staklene Petrijeve zdjelice promjera 120 mm postavljeno je po 25 sjemenki kukuruza
(Syngenta, SY CARIOCA) u tri ponavljanja. Na dno posudice postavljen je filter papir u koji je
dodano 10 mL fenolne otopine s herbicidom (ferulicna kiselina dozacije 0,552 g/L i p-
hidroksibenzojeva kiselina dozacije 0,445 g/L + odredena dozacija Adenga), Cisti Adengo u
punoj i reduciranim dozacijama ili destilirana voda za kontrolu. Petrijeve posudice postavljene
su u klima komoru (Memmert, UF 260, Njemacka; Slika 3.1.1.2.) na optimalan temperaturni
rezim 25/15°C uz 70% vlage te foto period 12 h/12 h (dan/noé). Intenzitet osvijetljenosti u
komori bila je 40 — 50 pmol/m?s. Nakon 7 dana izbrojane su proklijale siemenke kukuruza, a
na 10 proklijalih biljaka je ravnalom izmjerena duZina radikule i koleoptile te analitickom
vagom (NewClassic, Mettler, Toledo) izvagana svjeza masa klijanaca (Slika 3.1.1.3. a i b).
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b) 10 klijanaca kukuruza pripremljenih
a) Analltléka vaga za Vaganje

Slika 3.1.1.3. Vaganje svjeze mase 10 klijanaca kukuruza.

Postotak klijavosti kukuruza izraunat je prema formuli:
% klijavosti = (broj proklijalih sjemenki na tretmanu/broj proklijalih sjemenki na kontroli) x
100.

Inhibicija klijanja i pocetnog rasta kukuruza (duljina radikule i koleoptile te masa
klijanaca) izraCunata je prema formuli:
% inhibicije =[(Xc - Xt)/Xc)] x 100 gdje je:
Xc - broj proklijalih siemenki/izmjerena vrijednost parametra pocetnog rasta kukuruza na
kontroli;
Xt - broj proklijalih siemenki/izmjerena vrijednost parametra pocetnog rasta kukuruza na
kontroli.
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3.2. Pokus u komori rasta (Biotest)

Za biotest je birano veli¢éinom i morfologijom ujednaceno sjeme kukuruza istog tipa i
proizvodaca kao Sto je koriSteno u laboratorijskom pokusu. U uzgojne posude (20 x 20 cm)
napunjene s mjeSavinom supstrata® i sterilnog tla* posijano je 10 sjemenki kukuruza (po
posudi) na 4 cm dubine od povrsine. Ukupno 30 posuda je postavljeno u komoru rasta na
optimalni temperaturni rezim za rast kukuruza: 27/20°C uz 70% vlage te foto period 14 h/10
h (dan/noé) nakon sjetve. Biljke kukuruza su kontinuirano pracene tijekom cijelog trajanja
pokusa. Nakon nicanja, a do faze rasta drugog lista (BBCH 12) mlade biljke kukuruza su
prorjedivane od pocetnih 10 poniklih do krajnjih 3. Biljke su odabrane kako bi u vrijeme
aplikacije biljke u posudi ostale bile sto ujednacenije (Slika 3.2.1. a i b) zbog nadolazeceg
praéenja simptoma fitotoksi¢nosti nakon aplikacije tretmana.

a) prije prorjedivanja b) poslije prorijedivanja
Slika 3.2.1. Prorijedivanje mladih biljaka kukuruza (BBCH 12).

Temeljem laboratorijskog dose-response pokusa u ovom dijelu istrazivanja odabrana je
fenolna kiselina s jacim fitotoksi¢nim ucinkom koja je primjenjivana s linearno padajué¢im
dozacijama herbicida Adenga. Otopine su pripremljene na nacin opisan u potpoglavlju 3.1.1. i
prikazane u Tablici 3.2.1. Kod tank mix primjene fenolne kiseline i Adenga te Cistog Adenga
koristene su puna doza te reducirane dozacije od % do 1/8x (Slika 3.2.2., Tablica 3.2.1.). U
pokusu je bilo ukupno 30 uzgojnih posuda, a postavljen je po shemi slucajnog bloknog
rasporeda (Slika 3.2.3.) u 3 ponavljanja.

3 potgraund H, Klasmann, Njemacka

*Tlo je uzorkovano s Pokugali$ta Saginovec te sterilizirano na 100°C/60 min kako bi se eliminirale sve sjemenke
korova (Dahlquist i sur., 2007). Tlo je neutralnog pH 7.74 (H20), 7.04 (KCl), 4,22% humusa i 2,9% kalcijevog
karbonata. Tip tla je pjeskovita glina.
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Slika 3.2.2. Pripremljena skropiva Cistog herbicida Adenga u dozacijama primijenjenim u

Tablica 3.2.1. Dozacije i tretmani Adenga i Adenga i feruli¢ne kiseline.

Broj tretmana

Vrsta tretmana

1

Destilirana voda (kontrola)

A X

AYix

AYix

A1/8 x

FA

Ax+ FA

AYax+FA

Ol N |l W|N

A% x+FA

10

A1/8 x+FA

A = Adengo, X=puna propisana doza Adenga od strane proizvodaca, FA=feruli¢na kiselina

u koncentraciiji koristenoj u laboratorijskom pokusu.

1 10 4 2 9
2 9 5 3 8
3 8 10 4 7
4 7 2 5 6
5 6 3 10 1

Slika 3.2.3. Shema postavljenog pokusa.

Razli¢ite boje predstavljaju repeticije/blokove.
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Tretmani su aplicirani ruénom prskalicom (TLC sprayer, CAMAG®, Muttenz, Svicarska)
s utroSkom 200 L skropiva po hektaru. Aplikacija tretmana je obavljena kad su biljke kukuruza
imale razvijena tri lista (faza rasta prema BBCH skali 13; Slika 3.2.4.).

>

Slika 3.2.4. Mlade biljke kukuruza na dan aplikacije tretmana (BBCH 13).

Nakon primjene tretmana, mlade biljke kukuruza vracene su u klima komoru (Slika 3.2.5.).
Ucinak tretmana ocijenjen je vizualnom ocjenom oStecenja 7 (Slika 3.2.6.) i 14 dana nakon
tretiranja (DNT) skalom od 0 do 100 gdje je 0 bez oStecenja, a 100 potpuno propadanje biljaka
(EPPO PP 1/135 (4)).
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Slika 3.2.5. Biljke kukuruza nakon aplikacije feruli¢ne kiseline, Adenga i i Adengom u
kombinaciji s ferulicnom kiselinom.

A R N e

S

Slika 3.2.6. Biljke kukuruza 7 dana nakon primjene tretmana (BBCH 14).
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3.3. Statisticka obrada podataka

Prikupljeni su podaci za ukupnu klijavost, duljinu radikule i koleoptile, te masu klijanaca u
laboratorijskom dijelu istrazivanja. Distribucija svih podataka provjerena je Shapiro-Wilk
testom, po potrebi transformirana boxcox metodom, a razlike u podacima dvaju pokusa t-
testom ili Wilcox testom. Nisu utvrdene razlike izmedu podataka dvaju pokusa, stoga su
podaci objedinjeni te potom podvrgnuti statistickoj analizi. Podaci su obradeni dvosmjernom
analizom varijance (herbicid/herbicid + fenolna kiselina i doza) u programu i okolisu R (R verzija
4.0.0, 24.4.2020). Nakon dvosmjerne analize varijance koristen je Tukey HSD test za P=0,05.
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4. Rezultati

4.1. Rezultati laboratorijskog dijela istrazivanja

Rezultati dvosmjerne analize varijance (Tablica 4.1.1.) ukazuju na visoko znacajnu razliku

(P=0,001) u ucinku primijenjenih tretmana na kukuruz u svim mjerenim parametrima ranog

razvoja kukuruza. Nadalje, znacajna razlika (P=0,01) u ucinku koriStenih dozacija (x — 16(x); O

L/ha) herbicida utvrdena je za duljinu koleoptile.Znacajna razlika (P=0,05) utvrdena je u ucinku

koristenih dozacija kod postotka klijavosti, duljini radikule te masi klijanaca biljaka kukuruza.

Za nijedan mjereni parametar nije utvrdena interakcija izmedu primijenjenih tretmana i

dozacija. Stoga su podaci ovih faktora uprosjeceni, analizirani i prikazani pojedinacno.

Tablica 4.1.1. Rezultati dvosmjerne analize varijance.

Mijereni lzvor Stupnjevi Kvadrat srednje F test
parametar varijabilnosti slobode vrijednosti
T 4 0,021 8,33
D 4 0,007 2,69
Klijavost (%) R 2 0,003 1,10
TxD 8 0,003 0,98
P 75 0,002
T 5 2,07 205,03
. . D 4 0,035 3,50
Duljina radikule
R 2 0,001 0,07
(cm)
TxD 1 0,000 0,01
P 65 0,010
T 5 2,60 83,917
. D 4 0,129 4,16
Duljina
. R 0,069 2,25
koleoptile (cm)
TxD 0,005 0,17
P 80 0,031
T 5 1,284 57,74
. D 4 0,079 3,57
Masa klijanaca
(&) R 0,003 0,15
& TxD 0,00 0,00
P 65 0,022

T=tretman, D=doza, R=repeticija, P=pogreska. Podaci o duljini radikule, masi klijanaca i

postotku klijavosti su transformirani prije statisticke analize. Oznake signifikantnosti F-testa

za p vrijednost su: < 0,001 = ***; <0,01 = **; < 0,05 = *; ns = nije signifikantno.
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4.1.1. Klijavost kukuruza nakon in vitro primjene fenolnih kiselina i fenolnih
kiselina u kombinaciji s reduciranim dozama herbicida

Na postotak klijavosti kukuruza najjaci utjecaj imala je p-hidroksibenzojeva kiselina (Graf
4.1.1.1.) s utvrdenim najnizim postotkom klijavosti (79,1%) u odnosu na kontrolu. Jedina
statisticka razlika u u¢inku primijenjenih tretmana na postotak klijavosti jest izmedu Adenga u
kombinaciji s ferulicnom kiselinom i Cistog Adenga. Statistic¢ki znacajna razlika je u ucinku
Adenga u kombinaciji s feruli€nom kiselinom u odnosu na kontrolu gdje je postotak klijavosti
tretmana maniji za 8,5%. Primjena Cistog Adenga gotovo da nije utjecala na klijanje kukuruza s
97,3% klijavosti u odnosu na 91,5% klijavosti kod kombinacije s ferulicnom kiselinom.

c bc
100 1 c be
b
a
75
&
[
> 50
o
¢
25 1
[}_
: : ' : « <

L

Kontrola
Adengo
PH

Adengo + FA
Adengo + PHA

Tretman

Graf 4.1.1.1. Postotak klijavosti kukuruza 7 DNT s Adengom i kombinacijom Adenga i
fenolnih kiselina.

PHA — p — hidroksibenzonijeva kiselina, FA — ferulicna kiselina; stupci prikazuju srednje vrijednosti postotka
klijavosti, a iznad stupaca su prikazane granice standardnih greski dok razli¢ita slova iznad stupaca oznacavaju
statistic¢ki znacajnu razliku prema Tukey testu za p<0,05.

lako je dvosmjerna analiza varijance utvrdila znacajne razlike u postotku klijavosti
kukuruza unutar primijenjenih dozacija (Tablica 4.1.1.), daljnjom obradom podataka utvrdeno
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je da nema razlika izmedu primijenjenih dozacija Adenga Cistog, u kombinaciji s fenolnim
kiselinama ili fenolnih kiselina primijenjenih zasebno (Graf 4.1.1.2.).

100 1 a a a . a
a
751
)
&
=
(1]
O 501
>
5
2
254
D_
0 0.0275 0.055 0.11 0.22 0.44
Adengo (L/ha)

Graf 4.1.1.2. klijavost kukuruza 7 DNT s Adengom i kombinacijom Adenga s fenolnim
kiselinama u razli¢itim dozacijama.

Stupci prikazuju srednje vrijednosti postotka klijavosti, iznad stupaca su prikazane granice standardnih greski
dok razli¢ita slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu za p<0,05. Dozacija
0 podrazumijeva tretmane u kojima nije dodan herbicid Adengo: kontrolni tretman (destilirana voda) te Ciste
otopine fenolnih kiselina (feruli¢na, p-hidroksibenzojeva).

4.1.2. Duljina radikule kukuruza nakon in vitro primjene fenolnih kiselina i
fenolnih kiselina u kombinaciji s reduciranim dozama herbicida

Duljina radikule kukuruza najjacCe je reducirana primjenom kombinacije feruli¢ne i p-
hidroksibenzojeve kiseline s herbicidom (87,49 i 85,99%) u odnosu na kontrolu (4.1.2.1.).
Primjena cistog herbicida takoder je znacajno reducirala duljinu radikule kukuruza ( 75,81%)
kao i primjena Ciste p-hidroksibenzojeve kiseline (58,66% redukcije) ali znacajno manje nego
kombinacija fenolne kiseline+herbicid. Nasuprot tome, kod Ciste primjene feruli¢ne kiseline
nije utvrdena razlika u duljini radikule kukuruza u odnosu na kontrolni tretman.
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Graf 4.1.2.1. Duljina radikule klijanaca kukuruza 7 DNT s Adengom i kombinacijom Adenga i
fenolnih kiselina.

PHA — p — hidroksibenzonijeva kiselina, FA — feruli¢na kiselina; stupci prikazuju srednje vrijednosti postotka
klijavosti, a iznad stupaca su prikazane granice standardnih greski dok razlic¢ita slova iznad stupaca oznacavaju
statisti¢ki znacajnu razliku prema Tukey testu za p<0,05.

Sve dozacije herbicida Adenga znacajno su reducirale duljinu radikule kukuruza u
odnosu na kontrolni tretman. Najvisa dozacija Adenga (0,44 L/ha) imala je najjaci u¢inak na
duljinu radikule klijanaca kukuruza s redukcijom od 86,16% u odnosu na kontrolu (4.1.2.2.).
Taj ucinak nije statisticki razli¢it od ucinka primijenjene dozacije od 0,11 i 0,0275 L/ha s
redukcijom duljine radikule od 82,69 i 78,95%. Nesto nize redukcije su uzrokovane primjenom
0,221 0,055 L/ha Adenga, ali i dalje s visokim postotkom redukcije od 78-75%.
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Graf 4.1.2.2. Duljina radikule klijanaca kukuruza 7 DNT s Adengom i kombinacijom Adenga

s fenolnim kiselinama u razli¢itim dozacijama.

Stupci prikazuju srednje vrijednosti postotka klijavosti, iznad stupaca su prikazane granice standardnih greski
dok razli¢ita slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu za p<0,05. Dozacija
0 podrazumijeva tretmane u kojima nije dodan herbicid Adengo: kontrolni tretman (destilirana voda) te Ciste
otopine fenolnih kiselina (feruli¢na, p-hidroksibenzojeva).

4.1.3. Duljina koleoptile kukuruza nakon in vitro primjene fenolnih kiselina i
fenolnih kiselina u kombinaciji s reduciranim dozama herbicida

Tretmani Adenga u kombinaciji s fenolnim kiselinama i ¢isti Adengo su, kao i kod duljine
radikule klijanaca kukuruza, opet imali najjaci redukcijski uc¢inak na duljinu koleoptile. No,
redukcijski ucinak ¢istog Adenga se sa 62,25% redukcije duljine koleoptile statisticki znacajno
razlikuje od ucinaka kombinacija s fenolnim kiselinama (41-48%) (Graf 4.1.3.1.). Na kontroli je
duljina koleoptile kukuruza najduza te iznosi 1,621 cm, a primijenjene Ciste fenolne kiseline
gotovo da i nisu imale redukcijskog ucinka. Duljina koleoptile kukuruza tretiranog s ferulicnom
kiselinom iznosi 1,580 cm Sto je 2,53% redukcije u odnosu na kontrolu, dok je duljina koleoptile
kukuruza tretiranog p-hidroksibenzojevom kiselinom neznatno kraéa (1,550 cm) s redukcijom
od 4,38% u odnosu na kontrolu.
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Graf 4.1.3.1. Duljina koleoptile klijanaca kukuruza 7 DNT s Adengom i kombinacijom Adenga
i fenolnih kiselina.

PHA — p — hidroksibenzonijeva kiselina, FA — feruli¢na kiselina; stupci prikazuju srednje vrijednosti postotka
klijavosti, a iznad stupaca su prikazane granice standardnih greski dok razli¢ita slova iznad stupaca oznacavaju
statisti¢ki znacajnu razliku prema Tukey testu za p<0,05.

Duljina koleoptile klijanaca kukuruza linearno raste od najviSe primijenjene dozacije
Adenga do kontrole, te se doze od 0,44-0,055 po ucinku statisticki ne razlikuju (4.1.3.2.), a
duljina koleoptile je reducirana od 54,52 do 42,56%. |lznimka je primijenjena 1/16 propisane
doze (0,0275) s 33,20% redukcije Ciji se uCinak statisticki razlikuje od ucinka pune propisane
doze Adenga (0,44 L/ha) te kontrole.
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Graf 4.1.3.2. Duljina koleoptile klijanaca kukuruza 7 DNT s Adengom i kombinacijom Adenga

s fenolnim kiselinama u razli¢itim dozacijama.

Stupci prikazuju srednje vrijednosti postotka klijavosti, iznad stupaca su prikazane granice standardnih greski
dok razli¢ita slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu za p<0,05. Dozacija
0 podrazumijeva tretmane u kojima nije dodan herbicid Adengo: kontrolni tretman (destilirana voda) te Ciste
otopine fenolnih kiselina (feruli¢na, p-hidroksibenzojeva).

4.1.4. Masa klijanaca kukuruza nakon in vitro primjene fenolnih kiselina i
fenolnih kiselina u kombinaciji s reduciranim dozama herbicida

Primjena Cistih fenolnih kiselina na sjeme kukuruza u odnosu na kontrolu ponovo nije
doprinijela znacajnom redukcijskom ucinku na masu klijanaca kukuruza te se stoga statisticki
znacajno ne razlikuje od kontrole (4.1.4.1.). No, Cisti Adengo je reducirao masu klijanaca
kukuruza za 62,40%, a u kombinaciji s fenolnim kiselinama znacajno vise (73,87%) s ferulicnom
i s p-hidroksibenzojevom kiselinom (78,50%).
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Graf 4.1.4.1. Masa klijanaca kukuruza 7 DNT s Adengom i kombinacijom Adenga i fenolnih
kiselina.

PHA — p — hidroksibenzonijeva kiselina, FA — feruli¢na kiselina; stupci prikazuju srednje vrijednosti postotka
klijavosti, a iznad stupaca su prikazane granice standardnih greski dok razli¢ita slova iznad stupaca oznacavaju
statisti¢ki znacajnu razliku prema Tukey testu za p<0,05.

Primjenom svih dozacija Adenga na sjeme kukuruza masa klijanaca generalno raste uz
smanjenje dozacija prema kontroli (4.1.4.2.). Medutim, u odnosu na kontrolu, nema znacajnih
razlika izmedu ucinaka primijenjenih dozacija 61,38-76,04% za dozacije 0,055-0,11 L/ha osim
ucinka Cistog Adenga koji je reducirao masu klijanaca za 77,83%.
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Graf 4.1.4.2. Masa klijanaca kukuruza 7 DNT s Adengom i kombinacijom Adenga s fenolnim

kiselinama u razlic¢itim dozacijama.

Stupci prikazuju srednje vrijednosti postotka klijavosti, iznad stupaca su prikazane granice standardnih greski
dok razli¢ita slova iznad stupaca oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu za p<0,05. Dozacija
0 podrazumijeva tretmane u kojima nije dodan herbicid Adengo: kontrolni tretman (destilirana voda) te Ciste
otopine fenolnih kiselina (feruli¢cna, p-hidroksibenzojeva).

4.2. Rezultati biotesta

Temeljem rezultata laboratorijskog dijela istrazivanja u kojem je utvrden jaci inhibicijski
potencijal ferulicne kiseline prema mladim biljkama kukuruza, u biotestu su primijenjeni
tretmani herbicida Adenga istih dozacija (osim 1/16x) kombiniranog s ferulicnom kiselinom u
istoj koncentraciji kao sto je primijenjeno u laboratorijskom dijelu istrazivanja.

4.2.1. Vizualna ocjena oStecenja nadzemne mase kukuruza

Fitotoksi¢nost tretmana na mlade biljke kukuruza vizualno je ocijenjena 7 i 14 DNT.
Znacajna ostecenja nisu utvrdena niti na jednom od primijenjenih tretmana u usporedbi s
bilikama na kontroli. Ukupan raspon oStecenja vizualnom procjenom iznosi od 0 do
maksimalnih 5% utvrdenih 7 ili 14 DNT.

Maksimalna ostecenja biljaka utvrdena su na biljkama tretiranim ¢istim Adengom u punoj
propisanoj dozi (Slika 4.2.1.1. a). Medutim, oStecenja nisu utvrdena na svim biljkama po
repeticiji niti u svakoj repeticiji. Takoder, vidljiva osSteéenja su na vecini biljaka potpuno
nestala. Nesto slabija reakcija biljaka na tretman je utvrdena na biljkama tretiranim s 1/2x

Adenga s procijenjenih 3% oSteéenja.
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Puna propisana doza Adenga i pola te doze kombinirane s ferulicnom kiselinom uzrokovale
su 4% ostecenja na biljkama (Slika 4.2.1.1. b i c). No, 14 DNT ta oStecenja gotovo da nisu bila
vidljiva.

Zakljucno, vizualnom ocjenom nisu utemeljena znacajna ostecenja mladih biljaka kukuruza
niti je primije¢eno ometanje i usporavanje rasta i razvoja biljaka (Slika 4.2.1.1. d).

a) Ostecenje na listu kukuruza 7 DNT b) Ostecenje na listu kukuruza 14 DNT punom
punom dozom Adenga dozom Adenga i feruli¢ne kiseline

d) Usporedba tretmana (s lijeva na desno:

c) Ostecenje na listu kukuruza 14 DNT pola kontrola, puna doza Adenga, puna doza
registrirane doze Adenga i ferulicne Adenga i feruli¢na kiselina) 14 DAT
kiseline

Slika 4.2.1.1. Biljke kukuruza 7 i 14 DNT u klima komori.
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5. Rasprava

Cilj ovog rada bio je utvrditi u¢inak feruliéne i p-hidroksibenzojeve kiseline u kombinaciji s
reduciranim dozacijama herbicida Adenga na klijavost i parametre ranog rasta i razvoja
kukuruza. Drugim rijeCima, ispitivana je selektivnost kukuruza prema spomenutim tretmanima
kroz mjerenje postotka klijavosti kukuruza, duljinu radikule/koleoptile i svjezu masu klijanaca
u laboratorijskom dijelu istraZivanja te vizualnu ocjenu oStec¢enja nadzemnog dijela biljaka
kukuruza 7 i 14 dana nakon tretiranja (DNT).

U laboratorijskom dijelu istrazivanja rezultati su pokazali varijabilan ucinak tretmana na
klijavost i parametre ranog rasta kukuruza. Cista p-hidroksibenzojeva kiselina je najjaceijedina
znacajno inhibirala klijavost kukuruza (20%), dok je na svim ostalim tretmanima klijavost bila
visa od 90%. lako statisticki nema znacajnih razlika izmedu klijavosti nakon tretmana p-
hidroksibenzojevom kiselinom u kombinaciji s Adengom (za razliku od Adenga s ferulicnom
kiselinom) u odnosu na Cisti Adengo, ve¢ ovdje se vidi uzorak koji se ponavlja u rezultatima
koji slijede. Fenolne kiseline dodane herbicidu uzrokuju vec¢u redukciju klijavosti od samog
herbicida ili Ciste feruli¢ne kiseline, s time da je p-hidroksibenzojeva s herbicidom slabije
reducirala klijavost od feruliéne kiseline u kombinaciji s herbicidom (Graf 4.1.1.1.). To
potvrduju i rezultati istrazivanja Bashir i sur. (2018.) koji su utvrdili da su vodeni ekstrakti
Sonchus arvensis uzrokovali znac¢ajnu inhibiciju klijavosti i rasta klijanaca kukuruza, a u kojim
je otopinama identificirana ferulicna kiselina kao jedna od glavnih alelokemikalija u tim
ekstraktima. Isti rezultat proizasao je iz istraZivanja Majeed i sur. (2018.) gdje je u vodenim
ekstraktima Echinocloa colona, koji su znacajno reducirali klijavost kukuruza, identificirana
feruliéna kiselina kao jedna od glavnih vodo-topivih fenola u tim vodenim ekstraktima.
Spomenuto je potvrdeno i snaznim redukcijskim uc¢inkom (80%) rezidua krokodilove trave
(Alternanthera philoxeroides) u tlu na klijavost sjemena kukuruza (Nadeem i sur., 2018.) u
kojima je takoder identificirana feruli¢na kiselina kao jedna od prisutnih fenola u najvisim
koncentracijama.

Primjena razli¢itih dozacija Adenga nije imale utjecaja na postotak klijavosti kukuruza, ali
zanimljivo je da je najmaniji postotak klijavosti utvrden nakon tretmana u kojima nije bio dodan
Adengo (Graf 4.1.1.2.). Navedeno dovodi do zaklju¢ka da je herbicid samostalno ili u
kombinaciji s fenolnim kiselinama na neki nacin potaknuo klijanje kod kukuruza.

Radikula i svjeza masa klijanaca kukuruza u ovom istraZivanju su primjetno jace inhibirani
tretmanima s obje fenolne kiseline kada su bile kombinirane s Adengom nego nakon tretmana
Cistim Adengom, $to je opaZeno i kod postotka klijavosti. Devi i Prasad (1992.) dokazali su
redukcijski potencijal ferulicne kiseline na radikulu i koleoptilu, suhu i svjezu masu te
hidroliticne enzime klijanaca kukuruza, ali je najvise utjecala na duljinu radikule. Autori su
zakljugili, obzirom na snainu redukciju hidrolitiénih enzima, da bi prema mehanizmu
djelovanja feruli¢na kiselina mogla biti inhibitor rasta. No, Orcaray i sur. (2011.) su 20 godina
kasnije tvrdili da bi mehanizam djelovanja feruli¢ne kiseline mogao biti inhibicija acetolaktat
sintaze, isti mehanizam djelovanja koje ima djelatna tvar tienkarbazon-metilu herbicidu
herbicidu Adengu. Radikulu i svjezu masu klijanaca kukuruza ocekivano je najviSe reducirala
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dozacija tretmana punom registriranom dozom Adenga, Sto statisticki nije bilo razli¢ito nakon
primjene najmanje dozacije.

Duljinu koleoptile je u ovom istrazivanju najjace inhibirao Cisti Adengo, zatim Adengo u
kombinaciji s fenolnim kiselinama, a smanjenjem dozacija herbicida rasla je i duljina koleoptile.
No, usporedbom fenolnih kiselina, dodatak p-hidroksibenzojeve kiseline je jace inhibirao
duljinu koleoptile i masu klijanaca nego kad je herbicidu dodana feruli¢na kiselina. Duran
Serantes i sur. (2002.) su istrazivali utjecaj alelokemikalija i herbicida na oStricu (Dactylis
glomerata L.). U njihovom istrazivanju, p-hidroksibenzojeva kiselina je reducirala
fluorescenciju klorofila za vise od 25% dok feruli¢na kiselina nije uzrokovala nikakav fizioloski
efekt u testiranim biljkama. IstraZivanja drugih autora (Suéur i sur. 2021.) su pokazala da
alelokemikalije korova Ambrosia trifida L., medu kojima je p-hidroksibenzojeva kiselina
utvrdena u skoro najvisoj koncentraciji, nisu znacajno utjecale na kukuruz. Kukuruz je bio
osjetljiv 10 dana nakon sijanja, ali ve¢ 14. dan nije bio zabiljeZzen nikakav jaki ucinak koji bi
inhibirao rast i razvoj kukuruza.

U laboratorijskom dijelu ovog istraZivanja teSko je razluciti koja je fenolna kiselina u
kombinaciji s herbicidom jace utjecala na rani rast klijanaca kukuruza te prema kojoj fenolnoj
kiselini je kukuruz manje selektivan. Skromni su rezultati istrazivanja dostupni u literaturi
vezani za ovu tematiku. Gmerek i Politycka (2010.) su utvrdivali stres biljaka kukuruza
uzrokovan primjenom tretmana s ferulicnom kiselinom. Kao mjerilo stresa uzeli su proizvodnju
reaktivnih metabolita kisika i dokazali da feruli¢na kiselina generira proizvodnju metabolita u
radikuli klijanaca kukuruza veé¢ 30 minuta nakon tretmana. U daljnim su istrazivanjima isti
autori (Gmerek i Politycka 2015.) utvrdili da je feruli¢na kiselina povecala aktivnosti odredenih
enzima koji intenziviraju sintezu lignina, a Sto je bilo u negativnoj korelaciji s rastom korijena
kukuruza. Autori su pretpostavili da bi inhibicija rasta korijena izazvana feruli¢cnom kiselinom
mogla biti posljedica lignifikacije, a Sto bi prema autorima mogao biti Siroko rasprostranjen
mehanizam djelovanja feruli¢ne kiseline u biljkama. Nadalje, Majeed i sur. (2018.) utvrdili su
maksimalnu redukciju u postotku klijavosti, duljini radikule i koleoptile te suhoj i svjeZzoj masi
i indeksu vigora klijanaca kukuruza pri najviSoj koncentraciji vodenih ekstrakata Echinocloa
colona. U tim vodenim ekstraktima feruli¢na kiselina je, medu ostalim fenolima, identificirana
u najviSoj koncentraciji u usporedbi s drugim fenolima. Snaznu redukciju klijavosti (76-87%),
duljinu radikule i klijanaca (58-73% i 42-61%), suhu masu radikule i klijanaca (49-58% i 40-48%)
i indeks vitalnosti mladih biljaka (87-95%) usjeva kukuruza prijavili su Nadeem i sur. (2018.)
kao posljedicu rezidua biljke krokodilova trava (Alternanthera philoxeroides) u tlu u kojoj je
opet feruli¢na kiselina identificirana kao jedna od prisutnih fenola u najvisoj koncentraciji.

Generalno gledano, na parametre ranog rasta kukuruza u ovom radu najjaci ucinak
postignut je primjenom tretmana herbicida u kombinaciji s fenolnim kiselinama dok su éiste
fenolne kiseline postigle vrlo slab uéinak s izmjerenim parametrima vrlo bliskim onima na
kontroli. lzuzetak je postotak klijavosti izmjeren nakon tretmana p-hidroksibenzojevom
kiselinom. Nadalje, izmedu ucinaka tretmana na klijavost, radikulu, koleoptilu i svjezu masu
klijanaca statisticki nema razlike kod ferulicne/p-hidroksibenzojeve kiseline u kombinaciji s
herbicidom. No, pregledom rezultata (Grafikoni: 4.1.1.1., 4.1.2.1.,, 4.1.3.1,, 4.1.4.1.) moZe se
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zakljuciti da p-hidroksibenzojeva kiselina ima jaci redukcijski u¢inak na kukuruz primijenjena
samostalno i/ili u kombinaciji s herbicidom.

Rezultati laboratorijskog dijela ovog istrazivanja ukazuju na znacajnu redukciju klijavosti i
ranog rasta klijanaca kukuruza nakon primjene herbicida Adenga. No, u poljskim uvjetima
sjeme kukuruza nece biti okruzeno samo otopinom herbicida te nije realno ocekivati isti
ucinak.

Vizualna ocjena osteéenja nadzemne mase u ovom istrazivanju potvrduje selektivnost
kukuruza prema ovom herbicidu. Naime, maksimalno je procijenjeno 5% oStecenja na
biljkama kukuruza 7 i 14 DNT. Adengo je herbicid koji se sastoji od dvije aktivne tvari,
tienkarbazon-metila i izoksaflutola. Grzanka i sur. (2022.) su istraZivali u¢inak primjene Adenga
u pre-em roku u kombinaciji s jednom ili dvije aplikacije drugih herbicida u post-em roku na
korovne vrste u usjevu kukuruza u tri uzastopne godine te takoder i ukupan ucinak zastite od
korova na kukuruz. U svim godinama istrazivanja, najnizi u¢inak na korove primijeéen je u
kombinacijama u kojima je primijenjen samo jedan herbicidni tretman u post-em roku. Najvisa
redukcija broja korovnih vrsta po m? postignuta je primjenom Adenga te primjenom niZih
dozacija ostalih herbicida u post-em roku. U svim godinama istraZivanja primjena svih
sredstava za zaStitu bilja pridonijela je statisticki zna¢ajnom porastu razine hektolitarske mase
(kg h L™!) te mase 1000 sjemenki zrna kukuruza u odnosu na kontrolu. Primjena herbicida u
svim kombinacijama doprinijela je i povecanju visine kukuruza u odnosu na kontrolu. Zadnje
dvije godine, visina kukuruza je bila najvisa kod pre-em primjene Adenga, a prosjecnom
prinosu zrna kroz tri godine je takoder najviSe doprinijela primjena Adenga. Autori su zabiljezZili
najvece gubitke prinosa kukuruza nakon primjene kombinacije tretmana (i za kontrolu) koji su
rezultirali najnizim stupnjem suzbijanja korova . Zakljucili su da je smanjenje veli¢ine kukuruza
nepovoljno s glediSta razmatranja mogucnosti koristenja kukuruza ¢ak i za hranidbe Zivotinja
ili u energetske svrhe. Poznato je da propisane doze registriranih herbicida ne moraju nuzno
znaciti maksimalnu ucinkovitost u suzbijanju korova i da ucinkovitost znacajno ovisi
pedoklimatoloskim i o bioloskim uvjetima. No, vrlo je vjerojatno da visestruko smanjene
dozacije, kao Sto su koristene u ovom eksperimentu, ne bi bile dovoljne za postizanje
zadovoljavajuéeg ucinka. Zhao i sur. (2021.) su testirali u¢inkovitost izoksaflutola u kukuruzu i
utvrdili minimalnu osjetljivost usjeva prema herbicidu. Izmedu primijenjenih 100i 150 g a.i/ha
vizualnom ocjenom utvrdeno je 0 oStecenja 30 DNT, a 5i 15 DNT je bilo utvrdeno niskih 1 -
10% osStecenja. To potvrduju i nasi rezultati gdje se vecina biljaka ve¢ 14 DNT gotovo potpuno
oporavila od primjene herbicida samostalno ili u kombinaciji s ferulic(hom kiselinom.
Usporedivo s dozacijama herbicida koriStenim u ovom istrazivanju, pri najveéoj dozi (0,44
L/ha) prisutno je 99 g a.i./ha izoksaflutola, a autori (Zhao i sur. 2021.) na temelju svojih
rezultata zakljucuju da je optimalan prinos kukuruza mogucée dobiti koriStenjem tretmana
izoksaflutola 100 - 150 g a.i./ha. Usporedbom rezultata laboratorijskog istrazivanja u ovom
radu gdje su fenolne kiseline u vedini slu¢ajeva pojacale redukcijski uc¢inak herbicida na
kukuruz i vizualne ocjene gdje feruli¢na kiselina dodana Adengu nije imala jaci u¢inak od
primjene samog herbicida, nije vjerojatno da bi ucinak bio drugaciji ukoliko se takva
kombinacija tretmana primjeni u polju.
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Navedeno je izuzetno bitno za bududi razvoj alternativnih sredstava za zastitu bilja. Brojna
istrazivanja ukazuju na vaznost zastite usjeva kukuruza od korova ne samo zbog znacajnih
gubitaka prinosa (Keramati i sur. 2008., Cox i sur. 2006., Carvalho i sur. 2009., Oerke i sur.
2005., i drugi) vec i zbog minimuma iskoristivosti usjeva (Grzanka i sur. 2022.). Obzirom na
zahtjeve Europske unije za smanjenjem unosa pesticida u okolis (Europski zeleni plan), ali i
zbog sve cescih pojava rezistentnih populacija korovnih vrsta (Heap, 2022), nuzno je razvijati
nove inovativne ideje koje bi pomogle zastititi proizvodnju bilja u godinama koje dolaze.

Vec dulji niz godina se vrsi pritisak na poboljSanje u€inkovitosti poljoprivredne proizvodnje,
a uz smanjenje kemijskih sredstava koje u tom pomazu. Naglasak je bio na proizvodnji hrane
zbog eksponencijalnog rasta broja stanovnistva na Zemlji. No, danas se sve viSe prepoznaje
potencijal uzgoja bilja za energetske potrebe. Biomasa kukuruza jedna je od glavnih sirovina
na svijetu od kojih se proizvodi energija. Na primjer, u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama se
jedino kukuruzno zrno koristi kao izvor za proizvodnju etanola (Infante i sur. 2018.). Blize
Republici Hrvatskoj, zbog svojih svojstava, kukuruzna silaza je je takoder prvi izbor izmedu
supstrata koji se koriste za proizvodnju bioplina u Europskoj Uniji.

Uzgaja li se kukuruz za hranu ili kao biomasa za energetske potrebe, ishod mora biti jednak,
a to je zdrava i jaka biljka i na kraju kvalitetan biljni materijal. U oba tipa proizvodnje, biljkama
treba odredeni prostor i pedoklimatoloski uvjeti. Uz kompeticiju s korovima i prema
propisanim ekoloskim zahtjevima bez adekvatne zastite takav ishod nije moguc. Pregledom
literature moze se zakljuciti da se pojacano istrazuju bioherbicidni potencijali tvari koje se i
inaCe prirodno nalaze biljkama. Temeljem toga je i proizaslo ovo istrazivanje u kojem su
testirane fenolne kiseline koje su se pokazale kao potencijalni inhibitori vise korovnih vrsta
(Stupnicka-Rodzynkiewicz i sur. 2006., Séepanovi¢ i sur. 2022.). Obzirom na navedeno i na
rezultate dobivene ovim istraZivanjem, postoji mogucnost da se ferulicna kiselina u
kombinaciji s vrlo reduciranim dozama herbicida Adenga koristi kao uinkovito sredstvo za
zastitu od korovnih vrsta u usjevu kukuruza, ali tek nakon Sto se ovakva istraZivanja testiraju u
poljskim uvjetima.
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6. Zakljucak

Nakon in vitro istrazivanja i biotesta o ucinku feruli¢ne i p-hidroksibenzojeve kiseline
samostalno i u kombinaciji s herbicidom Adengom na klijavost i rani rast i razvoj kukuruza
moze se zakljuciti da fenolne kiseline dodane herbicidu Adengu mogu znacajno inhibirati
klijavost, radikulu i masu klijanaca kukuruza u in vitro uvjetima. Obzirom na vizualnu ocjenu
mladih biljaka kukuruza, moZe se zakljuciti da dodatak ferulicne kiseline herbicidu nece
znacajno utjecati na rast i razvoj kukuruza u poljskim uvjetima. Odnosno, kukuruz je selektivan
prema feruli¢noj kiselini primijenjenoj samostalno ili u kombinaciji s herbicidom Adengom.
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ZIVOTOPIS

Rovena Frketi¢ rodena je 13.03.1999. u Karlovcu. Pohadala je osnovnu skolu ,, Dubovac”,
Karlovac gdje je prisustvovala natjecanjima iz predmeta biologija i kemija, te natjecanju u
koSarci. U izvannastavnim aktivnostima tijekom osnovne Skole sudjeluje u raznim
natjecanjima suvremenog plesa. Nakon zavrSenog osnovnoskolskog obrazovanja upisuje
Jezi¢nu gimnaziju Karlovac. Godine 2017. upisuje Agronomski fakultet sveuciliSta u Zagrebu,
smjer Agroekologija. Godine 2019. upisuje izvannastavnu aktivnost Zavoda za herbologiju
,Cudesni svijet korova“, pomocu koje stje¢e komunikacijske vjestine, dodatno uci o vrstama
korova te poboljSava sposobnosti timskog rada. Od stranih jezika odli¢no se sluzi engleskim,
osnovnom razinom njemackog jezika i tijekom srednjoskolskog obrazovanja ucila je talijanski
jezik. Godine 2020. stekla je zvanje univ. bacc. ing. agr., zavrsivsi preddiplomski studij, smjer
Agroekologija na Agronomskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Godine 2020. upisuje
Sveucilisni diplomski studij Obnovljivi izvori energije u poljoprivredi.
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