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1. Uvod

Alelopatija je definirana kao bioloska pojava kojom jedan organizam (biljka, gljiva,
mikroorganizam) proizvodnjom biokemijskih tvari direktno ili indirektno, pozitivno ili
negativno, utjece na rast, prezivljavanje, razvoj i razmnozavanje drugih organizama (Rice,
1984., Inderjit i Irwin Keating, 1999., Cheng i Cheng, 2015.). Prisutnost alelokemikalija
zabiljezena je u svim dijelovima biljke pocevsi od Kkorijena prema stabljici, listovima, kori,
pupovima, polenu, cvjetovima, plodovima i sjemenu, a najceS¢e najveci alelopatski
inhibitorni uc¢inak imaju listovi (Rice, 1984., Putnam i Tang, 1986., Tanveer i sur., 2010.,
Ravli¢, 2015.).

Alelokemikalije se iz biljke oslobadaju na Cetiri nacina. Prvi je naéin u obliku plinova koji
se oslobadaju iz liS¢a, a druge biljke ih apsorbiraju iz atmosfere i najces¢i je u aridnim
uvjetima. Drugi je nacin ispiranje s liS¢a ili stabljike za vrijeme kise, rose, magle i snijega i
apsorpcija putem korijena. Treéi je nacin izlucivanje iz korijena, a druge ih biljke upijaju
takoder putem korijena. Cetvrti je nalin putem razgradnje biljnih ostataka, pri ¢emu
alelokemikalije dospijevaju u rizosferu nakon odumiranja i raspadanja lis¢a ili drugih organa
(Zeman i sur., 2011.).

U agroekosustavima alelopatski odnosi se mogu odvijati izmedu korova i usjeva, izmedu
dva korova, dva usjeva i takoder izmedu pojedina¢nih biljaka (Alam i sur., 2001., Abbas i
sur., 2014.). Alelopatija nalazi prakti¢nu primjenu u poljoprivrednim sustavima okrenutim
alternativnim mjerama suzbijanja korova, te u ekoloskim sustavima gdje primjena herbicida
nije prihvatljiva (Ravli¢, 2015.). Alelopatski aktivne biljne vrste mogu se koristiti kao
biostimulatori usjeva (Farooq 1 sur., 2013.), u plodoredu za povecanje raznolikosti ili za

poboljSanje svojstava tla razgradnjom biljnih ostataka (Aslam i sur., 2017.).

Lucerna (Medicago sativa L.) je visegodi$nja leguminoza koja se prvenstveno koristi kao
sto¢na hrana, no utjece na ocuvanje plodnosti tla i biodiverzitet, §titi tlo od erozije, smanjuje
onecis¢enje podzemnih voda nitratima 1 slicno (Russelle, 2014., Shi i sur., 2017., Tucak 1
sur., 2020.). Lucerna sadrzi brojne sekundarne metabolite kao Sto su fenolni spojevi i
saponini (Ghimire i sur., 2019.), te fitoestrogeni (izoflavoni, lignani, kumestani) (Tucak i
sur., 2018., Tucak i sur., 2020.).

Alelopatski potencijal lucerne zabiljeZen je na druge usjeve i korove, a ovisi o brojnim
¢imbenicima kao §to su genotip, biljni dio, fenofaza razvoja biljke, koncentracija odnosno
doza, test vrsta (Li i Shen, 2005., Liu i sur., 2016., Zubair i sur., 2017., Ebrahim, 2018.,
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Ghimire i sur., 2019.). Kod lucerne je takoder zabiljezena i autotoksi¢nost (Hedge 1 Miller,
1992., Chung i Miller, 1995., Ghimire i sur., 2019.).

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja ovog rada bio je istraziti alelopatski potencijal dvije koncentracije vodenih
ekstrakata lucerne iz pet otkosa na klijavost sjemena i rast klijanaca salate u laboratorijskom

pokusu u kontroliranim uvjetima.



2. Pregled literature

Prema Vidal i Bauman (1997.) alelokemikalije su spojevi koje oslobada jedna biljka ili biljni

ostaci koji mogu imati negativan ili pozitivan u¢inak na drugu biljku.

Ghimire 1 sur. (2019.) proveli su istrazivanje u kojem su istrazena alelopatska svojstva
lucerne (Medicago sativa L.) na razli¢itim korovima u laboratorijskim uvjetima. U pokusu
su analizirani spojevi koji su povezani s autotoksi¢no$¢u lucerne pomo¢u HPLC metode.
Ekstrakti svih koncentracija inhibirali su rast kalusnog tkiva tropske trave (Digitaria ciliaris
(Retz.) Koeler), bijele lobode (Chenopodium album L.), olovnosivog $¢ira (Amaranthus
lividus L.), tusta (Portulaca oleracea L.) i azijske jednodnevnice (Commelina communis L..).
Autori su izdvojili 1 identificirali Sest alelopatskih spojeva u lucerni, a prevladavali su fenolni
spojevi od kojih najviSe salicilna kiselina i p-hidroksibenzojeva kiselina. Razlic¢ite
koncentracije svih testiranih fenolnih spojeva imale su inhibitorni utjecaj na svjeZzu masu
kalusnog tkiva. Rutin, salicilna kiselina, skopoletin i kvercetin znacajno su inhibirali klijanje
sjemena lucerne. Od sedam izdvojenih saponina, saponini medikagenske kiseline pokazali
su najveci autotoksi¢ni utjecaj 1 znacajno su smanjili brzinu klijanja sjemena lucerne.
Analiza glavnih komponenata pokazala je da fenolni spojevi i sastav saponina znacajno
doprinose razli¢itim varijablama. Visoka fitotoksi¢na svojstva fenolnih spojeva i saponina,
dobivenih iz lucerne, pokazuju da ove fitokemikalije mogu biti potencijalni izvor

bioherbicida.

Zubair 1 sur. (2017.) istrazivali su alelopatski potencijal genotipova lucerne pri razlicitim
gusto¢ama na jednogodi$nji ljulj (Lolium rigidum Gaudin) u laboratorijskom pokusu. Tri
gustoce (15, 30 i 50 biljaka/casi) i 40 genotipova lucerne procjenjivane su metodom agara
s jednakim odjeljkom (Equal Compartment Agar Method). Genotipovi lucerne pokazali su
razli¢it alelopatski utjecaj smanjivsi duljinu korijena klijanaca ljulja od 5 do 65 %.
Povecéanjem gustoce biljaka lucerne povecao se i negativni alelopatski utjecaj. Pri najmanjoj
gustoci, genotipovi Q75 i Titan9 pokazali su najslabije alelopatsko djelovanje. Ukupni
indeks inhibicije izracunat je u cilju rangiranja svakog genotipa lucerne. Smanjenje klijavosti
sjemena jednogodi$njeg ljulja zabiljezeno je u tretmanima s nekoliko genotipova lucerne,
uklju¢uju¢i Force 10, Haymaster7 i SARDI Five. Provedena je sveobuhvatna
metabolomicka analiza koriStenjem metode Quadruple Time of Flight (Q-TOF) za
usporedbu Sest genotipova lucerne. Pronadene su razlike u kemijskim spojevima izmedu

ekstrakata korijena lucerne i korijenovih eksudata, kao i izmedu genotipova. Autori navode



da su potrebne daljnje pojedinacne procjene spojeva i kvantitativne studije pri vecim
koncentracijama spojeva kako bi se razjasnila alelopatska aktivnost. Postoje znacajne
genetske varijacije medu genotipovi lucerne za alelopatsku aktivnost, Sto stvara moguénost

za njegovu upotrebu u suzbijanju korova genetskom selekcijom.

Abdul-Rahman i Habib (1989.) istrazivali su alelopatski potencijal lucerne i njezinih
razloZenih rezidua na valjkastu zupéicu (Imperata cylindrica L. Beauv.), Stetnog korova u
Iraku, te su takoder nastojali izolirati, opisati i kvantificirati moguce alelopatske tvari u
ostatcima lucerne i korijenovim eksudatima. Pokus je proveden u laboratorijskim uvjetima i
u stakleniku tijekom dvogodisnjeg razdoblja. Rezultati su pokazali da razgradeni korijen
lucerne i tlo oko njega prouzrokuju smanjenje klijanja sjemena valjkaste zup¢ice za 51 — 56
%. Duljina korijena 1 izdanka klijanaca valjkaste zupcice bila je smanjena u prosjeku za 88
%. Raspadnuta i neraspadnuta smjesa korijena lucerne i tla inhibirala je klijance valjkaste
zupCice za 30 % i 42 %. Kofeinska, klorogena, izoklorogena, p-kumarinska, p-OH-
benzojeva i ferulinska kiselina su otkrivene u eksudatima korijena lucerne i njezinim
ostatcima. Najveca koli¢ina ovih spojeva pronadena je u ostatcima korijena lucerne nakon

Sest mjeseci raspadanja u tlu.

Li i Shen (2005.) istrazivali su alelopatski potencijal vodenih ekstrakata lucerne u tri
koncentracije (5 %, 7,5 % i 10 %) na klijavost i rast talijanskog ljulja, visokog vlasca, bijele
djeteline, crvene djeteline, rotkvice i same lucerne. Rezultati su pokazali da su dvije
koncentracije ekstrakta (7,5 %, 10 %) lucerne naocigled inhibirale rast izdanka i korijena
test vrsta, a s porastom koncentracije ekstrakta rastao je i negativni alelopatski potencijal.
Klijavost talijanskog ljulja, visokog vlasca, crvene djeteline i bijele djeteline takoder je

smanjena u tretmanima s vodenim ekstraktima.

Alelopatski u¢inak lucerne na klijavost sjemena vrste Lespedeza davurica proucavali su Liu
i sur. (2016.) koristenjem ekstrakata korijena, stabljike, lista te rizosfere tla lucerne. Rezultati
su pokazali da su ekstrakti koncentracije 2,5 % utjecali na brzinu klijanja sjemena test vrste.
Snazni inhibitorni u¢inak zabiljezen je pri koncentracijama viSim od 5 % te se pojacavao
porastom koncentracije ekstrakta. Sjeme vrste Lespedeze davurice nije klijalo kad je
koncentracija vodenog ekstrakta bila ve¢a od 10 %. Ekstrakti korijena ili tla nisu imali

znacajniji utjecaj u odnosu na ekstrakte lista i stabljike lucerne.

Ebrahim (2018.) u svom pokusu istrazuje utjecaj nadzemnih ostataka lucerne na klijavost i

rast dviju vrsta mahunarki, i to duge vigne (Vigna unguiculata (L.) Walp.) i slanutka (Cicer



arietinum L.). Laboratorijski rezultati pokazali su da je vodeni ekstrakt ostataka u
koncentracijama 5 %, 10 %, 15 %, 20 % i 25 % uzrokovao znacajno smanjenje klijavosti
sjemena i rasta klijanaca dviju mahunarki u usporedbi s destiliranom vodom. Rezultati
pokusa u staklenicima pokazali su inhibiciju klijanja sjemena i rasta dviju mahunarki koje
rastu u tlu i sadrze ostatke lucerne dodane u omjeru 10 % (w:w) tijekom odredenog vremena
(0, 1, 2 tjedna). Smanjenje Kklijavosti slanutka iznosilo je 65 % u usporedbi s kontrolnim

tretmanom bez ostataka lucerne.

Sun i sur. (2018.) proucavali su alelopatski utjecaj pet razli¢itih koncentracija vodenih
ekstrakata slame pSenice i lucerne na klijavost i rast pamuka kako bi istrazili moguénost
plodoreda pSenice i lucerne s pamukom. Rezultati su pokazali da razli¢iti ekstrakti pSenice i
lucerne imaju razli¢it alelopatski ucinak na klijavost sjemena pamuka. U nizim
koncentracijama (ispod 10 g/L) ekstrakti pSenice pozitivno utjecu na rast klijanaca pamuka.
Suprotno tome, vodeni ekstrakti imali su negativni alelopatski utjecaj pri visim
koncentracijama smanjujuci klijavost sjemena i rast klijanaca pamuka. S povecanjem
koncentracija ekstrakata pSenice i lucerne povecavao se i negativni alelopatski utjecaj, te
sadrzaj malondialdehida (MDA) u svjeZzem lis¢u pamuka. Ekstrakti visoke koncentracije
unistili su biomembranski sustav mladog lis¢a, uzrokovali propustanje stani¢nih uklopina,
unistili antioksidativni enzimski sustav, povecali aktivnost peroksidaze (POD), te ubrzali

starenje biljaka. Alelopatsko djelovanje ekstrakta lucerne bilo je vece od ekstrakata pSenice.

Alelopatski utjecaj rizosfernog tla lucerne na klijavost i rast vrtnog sljeza (Althea rosea
Cavan) istrazivali su Yang i sur. (2020.). Vodeni ekstrakti pripremljeni su od povrSinskog
sloja tla (5-10 cm) rizosfere lucerne te 20, 40 i 60 cm od rizosfere lucerne. Klijavost sjemena
vrtnog sljeza te duljina korijena i izdanka klijanaca smanjeni su za 6,23 %, 56,11 % te 48,94
% u tretmanu s vodenim ekstraktom rizosfernog tla. Sadrzaj alelokemikalija u ekstraktima
utvrden je pomoc¢u HPLC-a, te su rezultati pokazali visoku koli¢inu pet organskih kiselina u
rizosfernom tlu, ¢ija se koli€ina smanjivala udaljavanjem od rizosfere. U pokusu u

posudama, zdruzena sjetva lucerne 1 vrtnog sljeza smanjila je nadzemnu 1 podzemnu masu

sljeza za 8,01 % i 23,99 %.

S obzirom na to da nadzemna masa lucerne sadrzi u vodi topljive kemijske spojeve koji su
autotoksi¢ni (inhibiraju rast same lucerne), Hedge 1 Miller (1992.) proveli su istrazivanje
kako bi utvrdili prag inhibicije vodotopivih kemijskih spojeva te demonstrirali kako je

inhibicija klijanja sjemena lucerne posljedica autotoksi¢nosti izdanaka lucerne, a ne



djelovanja mikroorganizama. Pokusi u laboratoriju i u stakleniku provedeni su kako bi se
utvrdilo je li autotoksi¢nost lucerne ovisna o koncentraciji vodotopivih kemijskih spojeva.
Vodeni ekstrakti od svjeze nadzemne mase lucerne u vegetativnom i reproduktivnom stadiju
ispitivani su pri 20, 40, 60 i 80 g/L na Klijavost i rast lucerne. U usporedbi s kontrolom,
duljina korijena, duljina izdanka i klijavost inhibirani su pri koncentraciji ve¢oj od 20 g/L.
Ekstrakt nadzemne mase u reproduktivnoj fazi bio je inhibitorniji nego ekstrakt nadzemne
mase u vegetativnoj fazi u laboratorijskim uvjetima. U stakleniku inkorporacija zelene mase
(starosti 4 tjedna) u vegetativnoj fazi pri gusto¢i od 48 izdanaka po ¢etvornom metru
rezultirala je smanjenjem nicanja klijanaca i svjeze mase biljaka po jedinici povrSine.
Kumarin i trans-cimetna kiselina pri 60 £+ 10 pg/mL bili su najvise inhibitorni pri utvrdivanju
fitotoksi¢nosti nekoliko fenolnih kiselina. Smjese pet ili vise fenolnih kiselina bile su
fitotoksi¢nije od njihovih pojedina¢nih komponenata, osim u slucaju trans-cimetne kiseline

i kumarina.

Chung i Miller (1995.) istrazivali su alelopatsko djelovanje razliitih dijelova biljke lucerne
i tla u kojima je lucerna uzgajana na klijavost sjemena i rast klijanaca lucerne. Vodeni
ekstrakti razlic¢itih koncentracija lista, stabljike, cvijeta, sjemena i korijena biljke napravljeni
su kako bi se utvrdili njihov utjecaj na klijavost i suhu masu izdanka, korijena i ukupnu
duljinu Klijanaca lucerne. Uzorci tla uzeti u blizini biljaka lucerne u vegetativnoj i
reproduktivnoj fazi usporedivani su sa steriliziranim i nesteriliziranim tlom prethodno
zasijanom lucernom, dlakavom grahoricom (Vicia villosa Roth) i ozimom razi (Secale
cereale L.) Povecanje koncentracije vodenih ekstrakata lucerne znacajno je inhibiralo
Klijavost lucerne, duljinu i masu klijanaca. Duljina korijena bila je osjetljivija na ekstrakte
od klijavosti sjemena ili duljine izdanka. Na temelju duljine izdanka klijanaca lucerne, u
prosjeku za sve koncentracije ekstrakta, stupanj toksi¢nosti razli¢itih dijelova biljke lucerne
1 tla oko lucerne moze se klasificirati prema redu smanjenja inhibicije kako slijedi: list,
sjeme, cijela biljka, tlo, korijen, cvijet i stabljika. Ekstrakti li¢a (12 g/kg) uzrokovali su
smanjenje upijanja vode sjemena lucerne za 48 %. Tlo u kojem je lucerna prethodno rasla
pokazalo je najveci stupanj inhibicije na rast lucerne nakon 25 dana rasta u usporedbi s tlom
na kojem je ranije rasla ozima raz ili dlakava grahorica. Utvrden je ve¢i inhibitorni potencijal
za tlo prikupljeno oko lucerne koja je bila u reproduktivnoj fazi, nego za tlo lucerne u

vegetativnoj fazi.

Prema Onen (2013.) biljni ostatci nadzemne mase lucerne inkorporirani u tlo smanjuju

nicanje rizoma i rast klijanaca divljeg pelina (Artemisia vulgaris L.), u odnosu na biljne
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ostatke podzemnog dijela lucerne koji nisu imali nikakav alelopatski utjecaj. Primjena
vodenih ekstrakata nakon nicanja nije imala utjecaja na klijance divljeg pelina, medutim,
znacajno smanjenje klijavosti i rasta klijanaca zabiljezeno je u tretmanima s vodenim

ekstraktima u Petrijevim zdjelicama.

Razlike u alelopatskom potencijalu biljnih dijelova i faza razvoja galege (Galega orientalis
Lam.) utvrdili su Balezentien¢ i Sampietro (2009.). Vodeni ekstrakti nadzemne mase 1
korijena galege u razli¢itim fazama razvoja istrazeni su na klijavost i rast repice. Vodeni
ekstrakti nadzemne mase imali ve¢i inhibitorni utjecaj u odnosu na ekstrakte korijena, te
vecu koncentraciju fenolnih spojeva. Najveci negativni alelopatski potencijal zabiljezen je u
tretmanu s ekstraktom nadzemne mase u fazi cvatnje, a najviSa koncentracija fenolnih

spojeva u fazi pupanja i fazi cvatnje.



3. Materijal i metode

Pokus je proveden tijekom 2018./2019. godine u Laboratoriju za fitofarmaciju na Fakultetu
agrobiotehnickih znanosti Osijek s ciljem utvrdivanja alelopatskog potencijala vodenih
ekstrakata lucerne ovisno o koncentraciji i vremenu otkosa biljne mase.

3.1. Biljna masa
Kao donor vrsta za pripremu vodenih ekstrakata koriStena je biljna masa lucerne u trecoj
godini uzgoja s Poljoprivrednog instituta Osijek, Odjela za oplemenjivanje i genetiku

krmnog bilja.

Slika 1. Samljeveni uzorak nadzemne mase lucerne (Juri¢, B., 2019.)

Uzorci nadzemnog dijela cijele biljke lucerne prikupljeni su u fazi pupanja (vrlo rani po¢etak
cvatnje) iz pet otkosa (I. otkos - 4. svibnja 2018., I1. otkos — 7. lipnja 2018., 111. otkos — 13.
srpnja 2018., IV. otkos — 16. kolovoza 2018., V. otkos — 27. rujna 2018.). Uzorci biljaka
osus$eni suU U suSioniku pri temperaturi 50 °C. OsuSena biljna masa samljevena je u prah (slika

1.) pomocu laboratorijskog mlina te pohranjena u papirnate vreéice do izvodenja pokusa.



3.2. Priprema vodenih ekstrakata

Vodeni ekstrakti od biljne mase lucerne pripremljeni su prema modificiranoj metodi
Norsworthy (2003.). Po 25 g osusene biljne mase lucerne (iz svakog otkosa pojedinacno)
potopljeno je u 1000 ml destilirane vode. Dobivene smjese stajale su tijekom 24 h na sobnoj
temperaturi. Nakon toga smjese su filtrirane kroz muslinsko platno kako bi se uklonile grube
Cestice, zatim filtrirane kroz filter papir ¢ime su dobiveni vodeni ekstrakti koncentracije 2,5
%. Dobiveni ekstrakti razrijedeni su destiliranom vodom kako bi se dobili i ekstrakti
koncentracije 1 %. Vodeni ekstrakti su ¢uvani u hladnjaku na temperaturi od 4 °C do

izvodenja pokusa.

ZLATNA i; MEDAL?
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Slika 2. Sjeme salate koriSteno u pokusu (Juri¢, B., 2019.)

3.3. Test vrsta

U pokusu je kao test vrsta koriSteno komercijalno dostupno sjeme salate (cv. Majska
kraljica) (slika 2.). Sjeme je prije pokusa povrSinski dezinficirano s 1% NaOCI tijekom 20
minuta, te isprano tri puta destiliranom vodom (Siddiqui i sur., 2009.). Sjeme salate izabrano



je kao test vrsta s obzirom na njegovu visoku osjetljivost na alelokemikalije i brzu klijavost
(Diaz de Villegas i sur., 2011.).

3.4. Pokus

Pokus je postavljen kao dvofaktorijalni pokus prema potpuno slu¢ajnom planu s tretmanima
u Cetiri ponavljanja u kontroliranim laboratorijskim uvjetima, pri ¢emu je prvi faktor u
pokusu bila koncentracija vodenog ekstrakta, a drugi vrijeme otkosa iz kojeg je uzeta
nadzemna masa lucerne. Tretmani u pokusu su se sastojali od naklijavanja 30 sjemenki
salate na filter papiru navlazenom s 3 ml ekstrakta odredene koncentracije. U kontrolnom
tretmanu filter papir je navlazen destiliranom vodom. Sjeme salate naklijavano je 5 dana pri

temperaturi od 22 (+ 2) °C na laboratorijskim klupama.

3.5. Prikupljanje i statisticka obrada podataka

Alelopatski utjecaj vodenih ekstrakata lucerne procijenjen je na kraju pokusa mjerenjem

sljedec¢ih parametara:

1. ukupna klijavost/nicanje sjemena (%); K (klijavost) = (broj klijavih sjemenki /
ukupan broj sjemenki) x 100;

duljina korijena klijanaca (cm); izmjerena pomoc¢u milimetarskog papira;

duljina izdanka klijanaca (cm); izmjerena pomoc¢u milimetarskog papira;

svjeza masa klijanaca (mg); izmjerena pomocu elektronicke vage (0,0001 g);

o B~ w N

suha masa klijanaca (mg); izmjerena pomocu elektronicke vage (0,0001 g) nakon

suSenja klijanaca u suSioniku.

Svi prikupljeni podaci obradeni su racunalno u programu Excel za izratun srednjih
vrijednosti svih mjerenih parametara. Nakon toga podatci su analizirani statisti¢ki
dvofaktorijalnom analizom varijance (ANOVA), a razlike izmedu srednjih vrijednosti

tretmana testirane LSD testom na razini 0,05.
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4. Rezultati

4.1. Alelopatski utjecaj vodenih ekstrakata lucerne na klijavost sjemena salate

Vodeni ekstrakti lucerne pokazali su statisticki znacajan alelopatski utjecaj na klijavost
sjemena salate (grafikon 1.). Vodeni ekstrakti viSe koncentracije od biljne mase lucerne iz
svih otkosa znac¢ajno su smanjili klijavost sjemena salate u odnosu na kontrolu i to u rasponu
od 10,8 % do 16,2 %. S druge strane, niti jedan vodeni ekstrakt koncentracije 1% nije
statisticki znacajno smanjio klijavost sjemena salate u odnosu na kontrolu. Svi vodeni
ekstrakti viSe koncentracije, izuzev ekstrakta lucerne iz drugog otkosa, statisticki su znac¢ajno

smanjili klijavost sjemena salate u odnosu na ekstrakte nize koncentracije.
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Grafikon 1. Alelopatski utjecaj razlicitih koncentracija vodenih ekstrakata lucerne iz

razlicitih otkosa (I, IL, III, IV, V) na klijavost sjemena salate
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Grafikon 2. Usporedba alelopatskog utjecaja razli¢itih koncentracija vodenih ekstrakata

lucerne (prosjek svih otkosa) na klijavost sjemena salate
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Grafikon 3. Usporedba alelopatskog utjecaja vodenih ekstrakata lucerne iz razli¢itih otkosa

(prosjek koncentracija) na klijavost sjemena salate
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Prosjecno, neovisno o otkosu, vodeni ekstrakti viSe koncentracije imali su veci negativni
alelopatski potencijal u odnosu na vodene ekstrakte nize koncentracije (grafikon 2.).
Klijavost sjemena pri viSoj koncentraciji vodenih ekstrakata u prosjeku je iznosila 79,3 %,

dok je pri nizoj koncentraciji iznosila 89,8 %.

Usporedbom alelopatskog utjecaja vodenih ekstrakata lucerne iz razli¢itih otkosa, u prosjeku
neovisno o koncentraciji, nije utvrdena statisticki znaCajna razlika izmedu otkosa na

klijavost sjemena salate (grafikon 3.).
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4.2. Alelopatski utjecaj vodenih ekstrakata lucerne na duljinu korijena klijanaca salate

Vodeni ekstrakti lucerne pokazali su statisticki znacajni negativni alelopatski utjecaj na

duljinu korijena klijanaca salate (grafikon 4.).
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Grafikon 4. Alelopatski utjecaj razli¢itih koncentracija vodenih ekstrakata lucerne iz

razli¢itih otkosa (I, I, III, IV, V) na duljinu korijena klijanaca salate

Najvisa duljina korijena klijanaca zabiljezena je u kontrolnom tretmanu te je iznosila 3,1 cm.
Svi vodeni ekstrakti nize koncentracije lucerne iz svih otkosa statisticki su znac¢ajno smanjili
duljinu korijena klijanaca od 39,7 % do 67,7 % te su se medusobno statisticki znacajno
razlikovali. Najveci negativni alelopatski potencijal zabiljezen je u tretmanima s lucernom
iz drugog i treCeg otkosa, a najmanji iz Cetvrtog i petog. S druge strane, svi ekstrakti
koncentracije 2,5 % znacajno su smanjili duljinu korijena klijanaca salate od 80 % do 87,1

%, medutim nije utvrdena znacajna razlika medu otkosima.
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Grafikon 5. Usporedba alelopatskog utjecaja razli¢itih koncentracija vodenih ekstrakata
lucerne (prosjek svih otkosa) na duljinu korijena klijanaca salate
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Grafikon 6. Usporedba alelopatskog utjecaja vodenih ekstrakata lucerne iz razli¢itih otkosa

(prosjek koncentracija) na duljinu korijena klijanaca salate
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Prosjecno, neovisno o otkosu, vodeni ekstrakti viSe koncentracije imali su veci negativni
alelopatski potencijal u odnosu na vodene ekstrakte nize koncentracije (grafikon 5.). Duljina
korijena klijanaca salate pri nizoj koncentraciji vodenih ekstrakata u prosjeku je iznosila 1,4
cm, dok je pri viSoj koncentraciji iznosila 0,5 cm, odnosno bila je smanjena za 64,3 % u

odnosu na duljinu korijena pri nizoj koncentraciji.

Usporedbom alelopatskog utjecaja vodenih ekstrakata lucerne iz razli¢itih otkosa, u prosjeku
neovisno o koncentraciji, uocene su statisticki znacajne razlike izmedu otkosa lucerne na
duljinu korijena klijanaca salate (grafikon 6.). Najveca duljina korijena zabiljezena u
tretmanima s vodenim ekstraktima lucerne iz Cetvrtog i petog otkosa (1,1 cm i 1,2 cm), dok
je nesto niza duljina korijena, ali ne 1 statisticki znacajno razli¢ita u odnosu na prethodne,
zabiljezena s vodenim ekstraktom lucerne iz prvog otkosa (0,95 cm). Najmanja duljina
korijena zabiljezena je u tretmanima s vodenim ekstraktima lucerne iz tre¢eg i drugog otkosa
(0,73 cm 10,79 cm) i to statisticki znacajno u odnosu na vodene ekstrakte lucerne iz Cetvrtoga

i petoga otkosa.
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4.3. Alelopatski utjecaj vodenih ekstrakata lucerne na duljinu izdanka klijanaca salate

Vodeni ekstrakti lucerne pokazali su statisticki znacajno negativno alelopatsko djelovanje

na duljinu izdanka klijanaca salate (grafikon 7., slika 3.).
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Grafikon 7. Alelopatski utjecaj razlicitih koncentracija vodenih ekstrakata lucerne iz

razli¢itih otkosa (I, II, III, IV, V) na duljinu izdanka klijanaca salate

Najvisa duljina izdanka klijanaca zabiljeZena je u kontrolnom tretmanu te je iznosila 1,6 cm.
Svi vodeni ekstrakti nize koncentracije lucerne iz svih otkosa statisticki su znac¢ajno smanjili
duljinu korijena klijanaca od 16,3 % do 50 % te su se medusobno statisticki znac¢ajno
razlikovali. Najveci negativni alelopatski potencijal zabiljezen je u tretmanima s lucernom
iz tre¢eg otkosa, a najmanji s lucernom iz petog otkosa. Vodeni ekstrakti viSe koncentracije
znacajno su smanjili duljinu korijena klijanaca salate do 75 %, a najve¢i negativni alelopatski

potencijal utvrden je s vodenim ekstraktima lucerne iz prvog i tre¢eg otkosa.
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Slika 3. Alelopatski utjecaj razli¢itih koncentracija vodenih ekstrakata lucerne iz

razlicitih otkosa (I, IL, III, IV, V) na rast klijanaca salate (Juri¢, B., 2019.)
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Grafikon 8. Usporedba alelopatskog utjecaja razli¢itih koncentracija vodenih ekstrakata
lucerne (prosjek svih otkosa) na duljinu izdanka klijanaca salate
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Grafikon 9. Usporedba alelopatskog utjecaja vodenih ekstrakata lucerne iz razlicitih otkosa

(prosjek koncentracija) na duljinu izdanka klijanaca salate
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Prosjecno, neovisno o otkosu, vodeni ekstrakti viSe koncentracije imali su veci negativni
alelopatski potencijal u odnosu na vodene ekstrakte nize koncentracije na duljinu izdanka
salate (grafikon 8.). Duljina izdanka klijanaca salate pri nizoj koncentraciji vodenih
ekstrakata u prosjeku je iznosila 1,1 cm, dok je pri vi$oj koncentraciji iznosila 0,5 cm,

odnosno bila je smanjena za 54,5 % u odnosu na duljinu izdanka pri nizoj koncentraciji.

Usporedbom alelopatskog utjecaja vodenih ekstrakata lucerne iz razlicitih otkosa, u prosjeku
neovisno o koncentraciji, uocene su statisticki znacajne razlike izmedu otkosa lucerne na
duljinu izdanka klijanaca salate (grafikon 9.). Vodeni ekstrakti lucerne iz drugog, ¢etvrtog i
petog otkosa u manjoj su mjeri smanjili duljinu izdanka klijanaca salate. S druge strane,
duljina izdanka klijanaca salate bila je statisticki znac¢ajno niza u prvom otkosu (0,7 cm), a

najniza u tre¢em otkosu gdje je izmjerena duljina izdanka iznosila 0,6 cm.
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4.4. Alelopatski utjecaj vodenih ekstrakata lucerne na svjezu masu klijanaca salate

Svjeza masa klijanaca salate bila je pod statisticki znacajnim alelopatskim djelovanjem

vodenih ekstrakata lucerne (grafikon 10.).
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Grafikon 10. Alelopatski utjecaj razli¢itih koncentracija vodenih ekstrakata lucerne iz

razli¢itih otkosa (I, II, III, IV, V) na svjeZzu masu klijanaca salate

NajviSa izmjerena svjeza masa klijanaca zabiljezena je u kontrolnom tretmanu te je iznosila
15,9 mg. Izuzev ekstrakata nize koncentracije od lucerne iz prvog i petog otkosa, svi drugi
ekstrakti statisticki su znacajno smanjili duljinu izdanka klijanaca salate u odnosu na
kontrolu (grafikon 10.). Vodeni ekstrakti nize koncentracije smanjili su svjezu masu
klijanaca do 42,7 %, a najvece negativno djelovanje pokazali su ekstrakti lucerne iz drugog

i treCeg otkosa. Sli¢no tome, svi ekstrakti viSe koncentracije znacajno su smanjili svjezu
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masu klijanaca salate, pri ¢emu je najve¢i negativni utjecaj zabiljeZen u tretmanima s
lucernom iz prvog i treceg otkosa, gdje je svjeza masa smanjena za 60,7 % odnosno 61 % u

odnosu na kontrolu.
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Grafikon 11. Usporedba alelopatskog utjecaja razlicitih koncentracija vodenih ekstrakata

lucerne (prosjek svih otkosa) na svjezu masu klijanaca salate

Prosjecno, neovisno o otkosu, vodeni ekstrakti viSe koncentracije imali su vec¢i negativni
alelopatski potencijal u odnosu na vodene ekstrakte nize koncentracije (grafikon 11.). Svjeza
masa klijanaca salate pri nizoj koncentraciji vodenih ekstrakata u prosjeku je iznosila 12,5
mg, dok je pri vi$oj koncentraciji iznosila 7,8 mg, odnosno bila je smanjena za 37,5 % u

odnosu na duljinu korijena pri nizoj koncentraciji.

Usporedbom alelopatskog utjecaja vodenih ekstrakata lucerne iz razlicitih otkosa, u prosjeku
neovisno o koncentraciji, uocene su statisticki znacajne razlike izmedu otkosa lucerne na
svjezu masu klijanaca salate (grafikon 12.). Najveca svjeza masa zabiljeZena u tretmanima
s vodenim ekstraktima lucerne iz Cetvrtog i petog otkosa (12 mg i 11,7 mg), i to statisticki
zna¢ajno u odnosu na lucernu iz drugih otkosa. NeSto niZe vrijednosti svjeze mase

zabiljezene su s vodenim ekstraktima lucerne iz prvog i drugog otkosa (10,2 mg i 9,1 mg).
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Statisticki znacajno najniza svjeza masa zabiljezena je u tretmanu s vodenim ekstraktom

lucerne iz treceg otkosa (7,6 mg).
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Grafikon 12. Usporedba alelopatskog utjecaja vodenih ekstrakata lucerne iz razli¢itih

otkosa (prosjek koncentracija) na svjezu masu klijanaca salate
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5. Rasprava

Rezultati provedenog istrazivanja pokazali su da vodeni ekstrakti od suhe mase lucerne
pokazuju statisticki znacajan negativni alelopatski potencijal na sve mjerene parametre
klijanaca salate. Ekstrakti lucerne sadrze brojne spojeve, medu njima fenolne kiseline kao
Sto su salicilna kiselina i p-hidroksibenzojeva kiselina (Ghimire i sur., 2019.), trans-cimetna
kiselina i kumarin (Hedge i Miller, 1992.), dok analiza korijenovih eksudata i biljnih ostataka
otkriva prisutnost kofeinske, klorogene, izoklorogene, p-kumarinske, p-OH-benzojeve i
ferulinske Kkiseline (Abdul-Rahman i Habib, 1989.).

Intenzitet alelopatskog djelovanja uvelike je ovisio o koncentraciji i vremenu otkosa

odnosno vremenu uzorkovanja biljne mase.

Vise koncentracije vodenih ekstrakata lucerne imale su veéi negativni alelopatski potencijal
u odnosu na nize koncentracije. Sli¢ne rezultate navode i Li i Shen (2005.) prema kojima
vise koncentracije (7,5 % i 10 %) vodenih ekstrakata lucerne inhibiraju duljinu korijena i
izdanka brojnih test vrsta u vecoj mjeri u odnosu na vodeni ekstrakt nize (5 %) koncentracije.
Ebrahim (2018.) navodi smanjenje klijavosti slanutka 1 duge vigne pri povecanju
koncentracije vodenih ekstrakta nadzemne mase lucerne. Takoder, prema Sun i sur. (2018.)
zabiljeZen je pozitivan alelopatski utjecaj vodenih ekstrakata lucerne pri koncentracijama

nizim od 10 g/L na rast klijanaca pamuka.

Alelopatski potencijal vodenih ekstrakata ovisio je i o vremenu otkosa odnosno vremenu
uzorkovanja biljne mase. U prosjeku, nije bilo utjecaja vremena otkosa na klijavost sjemena
salate, dok su kod parametara rasta zabiljezene znacajne razlike. Vodeni ekstrakti lucerne iz
drugog 1 treceg otkosa imali su najvece negativno djelovanje na duljinu korijena i1 svjezu
masu klijanaca, dok su vodeni ekstrakti lucerne iz prvog i treceg otkosa smanjili u najvecoj
mjeri duljinu izdanka klijanaca salate. Kod svih parametara rasta, vodeni ekstrakti lucerne
iz Cetvrtog i petog otkosa imali su u prosjeku najmanje alelopatsko djelovanje. Sezonska
dinamika i faza razvoja biljke uvelike mogu utjecati na alelopatski potencijal pojedine biljne
vrste. Murakami 1 sur. (2009.) proucavali su utjecaj sezonske varijacije na fitotoksi¢ni
potencijal ekstrakata lista vrste Aloe arborescens Mill. na salatu. Klijavost sjemena salate
snizena ja statisticki znacajno s ekstraktom lista A. arborescens prikupljenog u proljece, u
odnosu na ekstrakte od lista prikupljenog u ljeto, jesen i zimu. Hedge i Miller (1992.) navode
kako ekstrakt nadzemne mase lucerne u reproduktivnoj fazi ima veéi negativni autotoksi¢ni

ucinak u odnosu na ekstrakt nadzemne mase u vegetativnoj fazi. Biki¢ i sur. (2008.) pak
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navode da vodeni ekstrakti od heljde u fenofazi cvatnje imaju jaci negativni alelopatski
potencijal na klijavost i rast klijanaca korova u odnosu na vodene ekstrakte pripremljene od
heljde u fenofazi nakon cvatnje odnosno u zriobi. Sli¢no navode Balezentiené i Sampietro
(2009.) koji su utvrdili maksimalne koncentracije fenolnih spojeva te najveci inhibitorni
potencijal ekstrakata nadzemne mase galege u fazi cvatnje. Prema Singh i sur. (2013.) vodeni
ekstrakti od vrste Cassia occidentalis L. u vegetativnoj fazi pokazuju veée inhibitorno
djelovanje na klijavost od vodenih ekstrakata pripremljenih od biljne mase u fazi cvatnje,
plodonosenja i zriobe. Autori navode da biljke u ranim fenoloskim fazama pokazuju veéu
metaboli¢ku aktivnost $to rezultira biosintezom 1 akumulacijom potencijalnih
alelokemikalija te u ranim fazama razvoja biljka mora ojacati obrambeni sustav kako bi se

osigurala uspostava klijanaca.

Osim vremena otkosa i drugi parametri utjecu na alelopatski potencijal lucerne. Zubair i sur.
(2017.) u svom su pokusu utvrdili znacajne razlike u alelopatskom djelovanju 40 genotipova
lucerne na Klijavost i rast klijanaca ljulja. Biljni dio takoder moze utjecati na alelopatski
potencijal, pa prema Liu i sur. (2016.) vodeni ekstrakti korijena lucerne nisu imali znacajan
utjecaj na klijavost sjemena vrste L. davurica u odnosu na vodene ekstrakte lista i stabljike
lucerne. Veci negativni alelopatski utjecaj lista, sjemena i cijele biljke lucerne u odnosu na
korijen, cvijet i stabljiku navode Chung i Miller (1995.).

Klijavost sjemena salate bila je pod manjim utjecajem od duljine korijena i izdanka klijanaca
te svjeze mase klijanaca. Yang 1 sur. (2020.) takoder navode manji alelopatski potencijal
ekstrakata rizosfernog tla na klijavost vrtnog sljeza koja je smanjen za svega 6,23 %, dok su
duljina korijena i izdanka Klijanaca smanjenje za vise od 45 % (56,11 % i 48,94 %). Prema
Chung i Miller (1995.) u pokusu autotoksi¢nosti lucerne, duljina korijena klijanaca lucerne
bila je osjetljivija na ekstrakte od klijavosti sjemena ili duljine izdanka.
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6. Zakljucak

Na osnovi rezultata istrazivanja alelopatskog potencijala lucerne na klijavost i rast salate

doneseni su sljede¢i zakljucci:

e Vodeni ekstrakti koncentracije 2,5 % od biljne mase lucerne iz svih otkosa znac¢ajno
smanjili klijavost sjemena salate u odnosu na kontrolu i to u rasponu od 10,8 % do
16,2 %. Suprotno tome, koncentracija vodenog ekstrakta od 1 % nije imala nikakav
statisti¢ki znaCajan utjecaj na klijavost salate u odnosu na kontrolu.

e Vodeni ekstrakti lucerne obje koncentracije iz svih otkosa pokazali su statisti¢ki
znacajni negativni alelopatski utjecaj na duljinu korijena i izdanka klijanaca salate.

e SvjeZa masa klijanaca smanjena je u tretmanima s viSom koncentracijom ekstrakta,
dok ekstrakti nize koncentracije lucerne iz prvog i petog otkosa nisu pokazali
statisticki znacajan utjecaj na svjezu masu klijanaca.

¢ lako je niza koncentracija vodenih ekstrakata imala slabiji alelopatski potencijal, ipak
je postignuto visoko inhibitorno djelovanje ve¢ pri tako niskoj koncentraciji i na sve
ispitivane parametre u odnosu na kontrolu, s izuzetkom postotka klijavosti. Visa
koncentracija rezultirala je jo§ ve¢im negativnim utjecajem, a za pretpostaviti je kako
bi se taj trend nastavio pri daljnjem povecanju koncentracije.

e Utvrdene su statistiCki znacajne razlike medu otkosima, prosje¢no za obje
koncentracije, za parametre rasta klijanaca te je najve¢i negativni uc¢inak zabiljeZen
u tretmanu s vodenim ekstraktom lucerne iz treceg otkosa, dok su vodeni ekstrakti
lucerne 1z Cetvrtog 1 petog otkosa pokazali najmanje inhibitorno djelovanje.

e Duljina korijena bila je pod najve¢im negativnih djelovanjem, dok su ekstrakti

pokazali najmanji u€inak na klijavost sjemena salate.
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8. Sazetak

Cilj rada bio je utvrditi alelopatski potencijal lucerne (Medicago sativa L.) na klijavost
sjemena i rast klijanaca salate (Lactuca sativa L.). Pokus je proveden u laboratoriju u
Petrijevim zdjelicama gdje je istrazen utjecaj vodenih ekstrakata u dvije koncentracije (1 %
I 2,5 %) od suhe nadzemne mase lucerne iz pet otkosa. Alelopatski utjecaj procijenjen je
mjerenjem klijavosti sjemena, te duljine korijena i izdanka i svjeze mase klijanaca salate.
Rezultati su pokazali statisticki znacajan alelopatski utjecaj vodenih ekstrakata lucerne na
sve mjerene parametre. Inhibitorni u¢inak vodenih ekstrakata ovisio je o koncentraciji te
otkosu. Poveéanjem koncentracije povecavalo se negativno alelopatsko djelovanje. Razlike
izmedu djelovanja vodenih ekstrakata lucerne iz razlicitih otkosa utvrdene su na rast
klijanaca salate. Najveci negativni alelopatski potencijal u prosjeku je imao vodeni ekstrakt
lucerne iz treceg otkosa, dok su najmanje djelovanje pokazali vodeni ekstrakti lucerne iz
cetvrtog i petog otkosa. Duljina korijena klijanaca salate bila je pod najveéim negativnim

alelopatskim djelovanjem.

Klju¢ne rije¢i: alelopatija, lucerna (Medicago sativa L.), koncentracija, otkos, salata

(Lactuca sativa L.)
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9. Summary

The aim of this study was to determine the allelopathic potential of alfalfa (Medicago sativa
L.) on seed germination and growth of lettuce seedlings (Lactuca sativa L.). The experiment
was performed in a laboratory in Petri dishes where the effect of water extracts in two
concentrations (1% and 2.5%) from dry aboveground biomass of alfalfa from five cuts was
investigated. The allelopathic effect was assessed by measuring seed germination, root and
shoot length, and fresh weight of lettuce seedlings. The results showed a statistically
significant allelopathic effect of alfalfa water extracts on all measured parameters. The
inhibitory effect of water extracts depended on the concentration and the cut. With the
increase in extract concentration the negative allelopathic effect increased. Differences
between allelopathic potential of alfalfa extracts from different cuts were determined on the
growth of lettuce seedlings. On average, alfalfa water extract from the third cut had the
highest negative allelopathic potential, while alfalfa water extracts from the fourth and fifth
cut showed the least effect. The root length of lettuce seedlings was under the greatest

negative allelopathic effect.

Key words: allelopathy, alfalfa (Medicago sativa L.), concentration, cut, lettuce (Lactuca
sativa L.)
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