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1. Uvod

Fenomen alelopatije medu biljnim vrstama poznat je vise od 2000 godina, no pojam je prvi
put uveo 1937. Molisch kao pojavu Stetnog djelovanja jedne biljne vrste na drugu (Rice,
1984., Rizvi i sur., 1992.). Danas je alelopatija definirana kao izravan ili neizravan,
koristan ili Stetan utjecaj jedne biljke, gljive ili mikroorganizma na rast i razvoj drugog
putem kemijskih tvari (alelokemikalija) koje se na razli¢ite nacine izlu¢uju u okoli§ (Rice,
1984., Narwal i sur., 2005.). Prisutnost alelokemikalija utvrdena je u svim biljnim
dijelovima, korijenu i rizomima, stabljici, listovima, cvjetovima, cvatu, polenu, plodu i
sjemenu (Rice, 1984.). Alelokemikalije se u biljkama nalaze u obliku vodotopljivih
glikozida, polimera, alkaloida, tanina, fenola, terpenoida i drugih spojeva, veinom
sekundarnih metabolita, koji nemaju Stetan utjecaj za samu biljku, ali se po otpustanju u
okoli$ degradiraju i transformiraju te mogu postati toksi¢ne za druge biljke pa i jedinke iste
vrste (Narwal i sur., 2005.). Nacini otpuStanja alelokemikalija u okoli§ obuhvacéaju
ispiranje iz biljnih dijelova, volatizaciju isparljivih spojeva, dekompoziciju (razgradnju)
biljnih ostataka te izlu¢ivanje korijenovih eksudata (Dayan i sur., 2000., Narwal i sur.,
2005.). Ispustene u okoli§ alelokemikalije mogu biti usvojene od strane biljaka,
adsorbirane u tlo, transformirane ili razgradene od strane mikroorganizama, degradirane
pod utjecajem sunceve svjetlosti ili isprane iz tla (Lalljee i Facknath, 2000., Narwal i sur.,
2005.). Koli¢ina i otpustanje alelokemikalija ovisi o biotickim i abiotickim ¢imbenicima
kao $to su sunceva radijacija, susa odnosno nedostatak vode, temperatura, nedostatak
hraniva, kompeticija te napad kukaca i patogena (Einhellig, 1996., Narwal i sur., 2005.).
Izlozenost osjetljivih biljaka alelokemikalijama uzrokuje razli¢ite promjene, medu kojima
su najznacajnije morfoloske u vidu inhibitornog utjecaja na klijavost sjemena i duljinu
korijena i klijanaca, pojavu nekroze glavnog korijena i rast bo¢nog korijenja, te smanjenje
akumulacije suhe mase (Rice, 1984., Dayan i sur., 2000., Kruse i sur., 2000.).
Alelokemikalije djeluju na rast biljaka kroz fizioloske procese koji ukljucuju diobu i
elongaciju stanica, usvajanje minerala, disanje, sintezu proteina, propusnost membrana
(Rice, 1984.), hormonsku ravnotezu (Dayan i sur., 2000.) i disrupciju stani¢ne stjenke (Liu
i Lovett, 1993.).

Alelopatske interakcije odvijaju se medu biljnim vrstama u prirodnim sustavima te u
agroekosustavima (Chou, 1999., Singh i sur., 2001., Chon i Nelson, 2010.). Alelopatija ima
znacajnu ulogu u poljoprivredi medu usjevima, medu usjevima i korovima (Narwal i sur.,

2005.), ali u zastiti usjeva odnosno kontroli korova, Stetnika i bolesti (Chon i Nelson,
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2010.). Ciljevi istrazivanja alelopatije obuhvacaju procjenu alelopatskog djelovanja
znacajnih korovnih vrsta radi boljeg poznavanja njihove biologije (Ravli¢, 2015.),
interakciju medu usjevima radi primjene u plodoredu odnosno kao zdruzeni usjevi, te
poboljsanje rasta usjeva primjenom pozitivne alelopatije (Narwal i sur., 2005.). Moguénost
primjene alelopatije u zastiti bilja je kroz biolosku kontrolu korova zelenom gnojidbom,
malciranjem 1 slicno, poboljSanjem alelopatskog potencijala usjeva oplemenjivanjem, te
razvojem novih herbicida izolacijom, identifikacijom i sintezom alelokemikalija (Wu i
sur., 1999., Kruse i sur., 2000., Narwal i sur., 2005.).

Istrazivanja na podrucju alelopatije obuhvacaju laboratorijske pokuse u kontroliranim
uvjetima te u polju nizom razli¢itih metoda. Izbor metode ovisi o brojnim ¢imbenicima i

cilju istrazivanja, a svaka postojeca ima niz prednosti i nedostataka.
S obzirom na navedeno cilj rada je:

e dati pregled alelopatskih interakcija medu viSim biljkama, s naglaskom na
interakcije u agroekosustavima;
e navesti metode koje se koriste u utvrdivanju alelopatskog utjecaja;

e usporediti metode te navesti njihove prednosti i nedostatke.



2. Alelopatske interakcije medu biljnim vrstama

Alelopatske interakcije utjeCu na bioraznolikost, distribuciju biljnih vrsta, formiranje
biljnih zajednica i sukcesiju vrsta u prirodnim ekosustavima (Chou, 1999., Zhang i sur.,
2004.). Znacaj alelopatije vidljiv je i u agroekosustavima gdje alelokemikalije utje¢u na
Klijavost sjemena, rast klijanaca i prinos usjeva te sastav korovne flore (Chou, 1999., Singh
i sur., 2001., Chon i Nelson, 2010.). Alelopatske interakcije mogu se odvijati izmedu
korova i usjeva, izmedu usjeva te izmedu korova (Alam i sur., 2001., Chon i Nelson,

2010.).

2.1. Odnosi medu korovima i usjevima

2.1.1. Utjecaj korova na usjeve

Korovi negativno utjecu na usjeve kompeticijom za svjetlo, vodu, prostor i hraniva, ali i
alelopatijom. Alelokemikalije oslobodene iz biljnih ostataka, korijenovih eksudata,
volatizacijom te pri klijanju sjemena korovnih vrsta mogu djelovati negativno na Kklijanje i

rast usjeva ili ometati usvajanje hraniva (Narwal i sur., 2005.).

Alelopatski utjecaj korovnih vrsta na usjeve predmet je brojnih istrazivanja. Utvrdeno je
pozitivno i negativno djelovanje korova na sjeme Zzitarica, okopavina, industrijskog i

krmnog bilja, povréa i drugih usjeva.

Alelopatski utjecaj vodenih ekstrakata, biljnih ostataka i sjemena korova strnih Zzitarica kao
§to su poljski mak (Papaver rhoeas L.), bezmirisna kamilica (Tripleurospermum inodorum
(L.) C.H. Schultz), poljski osjak (Cirsium arvense (L.) Scop.), poljski slak (Convolvulus
arvensis L.), sofijin oranj (Descurainia sophia (L.) Webb ex Prantl) i priljepace (Galium
aparine L.) zabiljezen je na jeGam, pSenicu, ozimu raz i tritikale (Aziz i sur., 2008., Hegab
i Ghareib, 2010., Edrisi i Farahbakhsh, 2011., Kwiecinska-Poppe i sur., 2011., Ravli¢ i
sur., 2013., Ravli¢, 2015.).

Utjecaj poljskog slaka na kukuruz biljeze Balicevi¢ i sur. (2014.a) prema kojima vodeni
ekstrakti od suhe mase stabljike i lista smanjuju klijavost do 36%. Smanjenje Kklijavosti
soje utvrdeno je u pokusima s crnom pomoc¢nicom (Solanum nigrum L. emend Miller)
(Marinov-Serafimov, 2010.), obi¢nom zubacom (Cynodon dactylon (L.) Pers.) (Verma i

Rao, 2006.), kiseli¢astim dvornikom (Polygonum persicaria L.) (Treber i sur., 2015.) i



brojnim drugim. Golubinova i llieva (2014.) navode negativan utjecaj vodenih ekstrakata

korovnih vrsta na rast i razvoj graska, grahorice i lucerne.

Bezmirisna kamilica, poljski osjak i crna pomoc¢nica negativno djeluju na klijavost i rast
mrkve u Petrijevim zdjelicama i posudama s tlom kao vodeni ekstrakti, ali i kao
inkorporirani biljni ostatci (Ravli¢, 2015.). Balic¢evi¢ i sur. (2016.) zabiljezili su znacajno
smanjenje klijavosti sjemena i rasta klijanaca salate s vodenim ekstraktima od razli¢itih

biljnih dijelova vrsta iz porodice Asteraceae i Polygonaceae.

Vrlo je znacajno i alelopatsko djelovanje invazivnih biljnih vrsta medu kojima su u
hrvatskoj flori znacajni Teofrastov mrac¢njak (Abutilon theophrasti Medik.), ostrodlakavi
S¢ir (Amaranthus retroflexus L.), ambrozija (Ambrosia artemisiifolia L.), kanadska
hudoljetnica (Conyza canadensis (L.) Cronquist), bijeli kuznjak (Datura stramonium L.),
velika zlatnica (Solidago gigantea Aiton), divlji sirak (Sorghum halepense (L.) Pers.) te
obi¢na dikica (Xanthium strumarium L.) (Knezevié, 2006., Nikoli¢ i sur., 2014.).

Balah i Nassar (2011.) su utvrdili smanjenje klijavosti sjemena te duljine korijena i izdanka
kukuruza za preko 70% pri primjeni vodenih ekstrakata Teofrastovog mra¢njaka u najviSoj
koncentraciji. Negativni utjecaj vodenih ekstrakata oStrodlakavog §¢ira zabiljezen je na
soju (Marinov-Serafimov, 2010.), luk (Balicevi¢ i sur., 2015.a), kupus, bundevu (Qasem,
1995.), kukuruz, lucernu, grah i pSenicu (Bakhshayeshan-Agdam i sur., 2015.). Vodeni
ekstrakti od suhe nadzemne mase ambrozije smanjuju klijavost i rast je¢ma, pSenice,
salate, mrkve, bosiljka i soje u Petrijevim zdjelicama, te imaju pozitivni i negativni utjecaj
u pokusima s biljnim ostatcima navodi Pezerovi¢ (2016.). Klijavost i rast raj¢ice, rotkvice,
pSenice, kukuruza, duge vigne i prosa smanjen je u pokusima s vodenim ekstraktima 1
biljnim ostatcima kanadske hudoljetnice (Shaukat i sur., 2003.), dok nadzemna masa
bijelog kuznjaka negativno djeluje na klijavost sjemena suncokreta (Pacanoski i sur.,
2014.). Vodeni ekstrakti velike zlatnice smanjuju klijavost i rast sjemena mrkve, je¢ma
(Balicevi¢ i sur., 2015.b) te heljde (Sekutowski i sur., 2012.). Kadioglu (2004.) pak navodi
da vodeni ekstrakti od obi¢ne dikice u pokusima u Petrijevim zdjelicama negativno djeluju

na klijavost luka, paprike, rajcice, kukuruza, je¢ma i drugih vrsta.

lako je djelovanje korova na usjeve najces¢e negativno, zabiljezen je i pozitivan utjecaj
koji se moze iskoristiti u cilju poboljSanja rasta i prinosa (Popa i sur., 2008.). Najpoznatiji,

i komercijalno primjenjivi, pozitivni primjer alelopatije je djelovanje agrostemina



izoliranog iz korovne vrste kukolj (Agrostemma githago L.) na pSenicu (Gaji¢ i sur.,
1972.).

2.1.2. Utjecaj usjeva na korove

Usjevi pozitivno i negativno djeluju na korove putem korijenovih eksudata, biljnih ostataka
koji otpustaju fitotoksine ispiranjem ili dekompozicijom, ili oslobadanjem alelokemikalija
tijekom klijanja (Narwal i sur., 2005.). Alelopatski potencijal usjeva, medu njima Zitarica,
industrijskog bilja, vrsta iz porodica Brassicaceae, povréa, aromati¢nog i ljekovitog bilja,

istrazuje se u cilju suzbijanja ili sSmanjenja nicanja i rasta korovnih vrsta.

Utjecaj vodenih ekstrakata suncokreta, sirka i vrsta iz roda Brassica na suzbijanje korova i
komponente prinosa pSenice u poljskom pokusu proucavali su Awan 1 sur. (2012.).
Rezultati su pokazali da su sve kombinacije zna¢ajno negativno utjecale na broj korova, te
njihovu svjezu i suhu masu u odnosu na kontrolu, posebice kombinacija sva tri vodena
ekstrakta. VVodeni ekstrakt sirka smanjuje i Klijavost i rast korovne vrste Trianthema

portulacastrum L. (Randhawa i sur., 2002.).

Dhima 1 sur. (2006.) istrazivali su utjecaj strnih zitarica, odnosno je€ma, razi i pSenorazi
kao pokrovnih usjeva na korovne vrste kosStan (Echinochloa crus-galli (L.) PB.) i
prsljenasti muhar (Setaria verticillata (L.) PB.) u kukuruzu te utvrdili smanjenje nicanja
korova i do 80% u odnosu na kontrolu. Malciranje suhim biljnim ostatcima sirka,
kukuruza, riZze i suncokreta ovisno o dozi smanjuje nicanje, duljinu izdanka, suhu masu

biljaka i broj sjemenki svjetlice (Phalaris minor Retz.) (Abbas i sur., 2016.).

U pokusima Chon i sur. (2005.) inkorporacija listova salate u tlo u dozi od 100 g po kg

znacajno je smanjila svjezu masu korijena i izdanka koStana za 88% odnosno 79%.

biki¢ (2005.a,b) navodi da i sjeme i ekstrakti ljekovitih i aromati¢nih vrsta iz porodica
Apiaceae i Lamiaceae negativno djeluju na klijavost i masu klijanaca korova. Smanjenje
klijavosti odnosno nicanja i rasta korovnih vrsta u tretmanima s aromati¢nim 1 ljekovitim
vrstama zabiljezili su i Balicevi¢ i sur. (2014.b), Bali¢evi¢ i sur. (2015.c), Ravli¢ (2015.),
Ravli¢ i sur. (2016.), Ravli¢ i sur. (2014.) u pokusima s nevenom, bosiljkom, mati¢njakom,
pravom kamilicom, ljupacem, kaduljom, rutom, komoradem i perSinom. Autori su
ispitivali utjecaj zajednickog klijanja, vodenih ckstrakata u Petrijevim zdjelicama i
posudama, i svjezih i suhih biljnih ostataka, te u pojedinim tretmanima navode i 100%

inhibiciju rasta i klijavosti korovnih vrsta.



Peneva (2007.) navodi da vodeni ekstrakti i inkorporirani prah zrna kave smanjuju nicanje
korovne vrste obi¢ne dikice, dok prema Nekonam i sur. (2014.) vodeni ekstrakti i biljni
ostatci ricinusa (Ricinus communis L.) negativno djeluju na Kklijavost odnosno

prezivljavanje, suhu masu i visinu klijanaca ostrodlakavog S¢ira.

U kontroli korova mogu Se primijeniti i druge viSe biljke, samonikle, ljekovite, otrovne ili
ukrasne, pa su zabiljezeni rezultati alelopatskog djelovanja crnog sljeza (Malva sylvestris
L.), velikog rosopasa (Chelidonium majus L.) (Ravli¢, 2015.), dature (Datura inoxia Mill.),
oleandra (Nerium oleander L.) (Nekonam i sur., 2014.), gospine trave (Hypericum
perforatum L.) (Alipour i sur., 2013.), bro¢a (Rubia tinctoria L.) i obi¢nog pelina

(Artemisia vulgaris L.) (Kadioglu i Yanar, 2004.).

2.2. Utjecaj usjeva na usjeve

Alelopatske interakcije izmedu usjeva mogu dovesti do problema u proizvodnji i to kod
uzgoja u monokulturi, u plodoredu, te kod primjene zdruzenih usjeva i zajedni¢kom sijanju
u smjesama. Korijenovi eksudati negativno djeluju u monokulturi, te kod zajedni¢kog
sijanja kultura, dok zaoravanje usjeva zbog oslobadanja alelokemikalija moze utjecati na
iduéi usjev. Medutim, mogu¢ je i pozitivan utjecaj na rast i prinos usjeva (Narwal i sur.,

2005.).

Negativan utjecaj vrsta iz roda Brassica, odnosno uljane repice, repe, smede gorusice, na
suncokret biljeze Jafariehyazdi i Javidfar (2011.), dok su suprotno tome Awan i sur.
(2012.) utvrdili da vodeni ekstrakti suncokreta, vrsta roda Brassica i sirka stimuliraju rast
pSenice te povecavaju prinos i komponente prinosa. U pojedinim tretmanima s vodenim
ekstraktima prinos je bio vec¢i 1 u odnosu na tretman s mehanickom kontrolom korova.
Sliéno navode i Dhima i sur. (2006.) prema kojima je prinos kukuruza u tretmanu s
je¢mom kao pokrovnim usjevom bio za 45% visi nego u tretmanu bez jeCma i pribliZzno

jednak u tretmanu s primjenom herbicida.

Bukharov i Baleev (2014.) su prilikom ispitivanja vodenih ekstrakata sjemena celera,
kopra, pastrnjaka i perSina utvrdili njihovo inhibitorno djelovanje na rotkvu, salatu i
kineski kupus. Smanjenje klijavosti i rast lucerne pri primjeni vodenih i metanolskih

ekstrakata te biljnih ostataka salate navode Chon i sur. (2005.).

Alelopatski utjecaj medu travnim i krmnim kulturama istrazivala je Diki¢ (2004.) s

obzirom da zajednic¢ko sijanje u smjesama moze utjecati na ukupnu produkciju
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proizvedene mase. Rezultati pokusa su pokazali negativan utjecaj na broj klijanaca i masu
roscicave svinduse, posebice u tretmanu sa sjemenom crvene djeteline i jare grahorice, dok
je s druge strane bijela djetelina imala pozitivan utjecaj na klijavost i masu za 8,8%
odnosno 14,4%. Isto tako, masa bijele djeteline bila je pod negativnim utjecajem te je
smanjena preko 30% u tretmanima sa sjemenom trstikaste vlasulje, te engleskog i
talijanskog ljulja.

Waris i sur. (2016.) biljeze negativan utjecaj vodenih i metanolskih ekstrakata svjezeg i
koriStenog ¢aja (Camellia sinensis L.) na pSenicu i kukuruz. Ekstrakti bosiljka prema Diki¢
(2004.) negativno utjecu na kim smanjujuci klijavost sjemena za 19,6%, a masu klijanaca
za 35,3%. Autorica je utvrdila i pozitivno djelovanje u tretmanu s ekstraktom komoraca

koji je pove¢ao masu klijanaca maj¢ine dusice za 28,4% u odnosu na kontrolni tretman.

Pozitivan utjecaj vodenih ekstrakata vrste Aloe vera (L.) Burm.f. navode Ravli¢ i sur.
(2017.) 1 Balicevi¢ i sur. (2017.) prema kojima je klijavost matovilca i mrkve povecana do

16,2% odnosno 19%, kao i duljina i izdanka te svjeza i suha masa klijanaca bosiljka.
2.3. Utjecaj korova na korove

Alelopatske interakcije odvijaju se i izmedu korova, a posebice invazivne vrste mogu

ispoljiti jak alelopatski potencijal (Khanh i sur., 2008.).

Negativan utjecaj ekstrakata obi¢ne dikice na klijjavost sjemena oStrodlakavog S§¢ira,
neplodne zobi (Avena sterilis L.) i kovr¢ave kiselice (Rumex crispus L.) zabiljezio je
Kadioglu (2004.). U pokusima s biljnim ostatcima 1 post-em primjenom ekstrakta obi¢ne

dikice takoder je utvrdeno smanjenje nicanja i postotak prezivljavanja korovnih vrsta.

Balah i Nassar (2011.) navode negativni utjecaj vodenih i metanolskih ekstrakata
Teofrastovog mracnjaka na klijavost i rast korovnih vrsta obi¢nog tusnja (Portulaca

oleracea L.), kostana i vrste Corchorus olitorius L.

Vodeni ekstrakti velike zlatnice u pokusima Balicevi¢ i sur. (2015.b) smanjili su klijavost 1
rast Teofrastovog mracnjaka i1 oStrodlakavog $¢ira pri primjeni u Petrijeve zdjelice, dok je

u posudama s tlom samo oStrodlakavi $¢ir pokazao osjetljivost.

Kazinczi i sur. (2013.) u pokusima u posudama pokazali su da ostatci korijenja ciganskog
perja (Asclepias syriaca L.) povecavaju svjezu biomasu korovnih vrsta oStrodlakavi $¢ir i

bijele lobode (Chenopodium album L.).



2.4. Autotoksi¢nost

Autotoksi¢nost u alelopatiji naziva se i autoalelopatija ili intraspecifi¢na toksi¢nost, a
obuhvaca alelopatske odnose medu jedinkama iste vrste (Kumar, 1991.) odnosno kada
vrsta proizvodi alelokemikalije koje utjeCu negativno na klijavost, rast i razvoj jedinki iste

vrste (Rice, 1984., Chon i Nelson, 2010.).

Autotoksi¢nost kod lucerne poseban je specijaliziran oblik alelopatije u kojem jedan ili
vise kemijskih spojeva starijih biljaka negativno utjecu na vlastite klijance. Autotoksi¢ne
kemikalije u lucerni izluCuju se iz svjeze biljne mase, koncentriranije su vise u listovima
nego u korijenu, vodotopljive su i pokretljive u tlu, odgadaju ili inhibiraju klijavost,
uzrokuju neobojenost, kovréanje 1 zaostajanje korijena u rastu te nedostatak korijenovih
dlacica. Autotoksi¢nost lucerne utjee na propadanje usjeva i smanjuje naknadan rast. Oko
starijih biljaka javlja se autotoksi¢na zona koja sprjeCava uguscivanje starijeg nasada,
nemoguca je ponovna sjetva lucerne najmanje dvije godine nakon uniStavanja starog
nasada, te je kod prorijedenih nasada nemoguce presijavanje kako bi se povecala gustoca

nasada (Chon i sur., 2006.).

biki¢ (2004.) je istrazivala autotoksi¢nost medu aromatiénim 1 ljekovitim vrstama.
Zabiljezena je autotoksiCnost ekstrakata kima i mirodije na masu klijanaca, ali ne i na

Klijavost.
2.5. Alelopatske interakcije algi, mahovina, paprati i golosjemenjaca

Osim medu cvjetnicama, alelopatija je zabiljezena medu algama, mahovinama, papratima i

golosjemenjacama, te moze imati utjecaja i znacaj u poljoprivredi.

Kemijski spojevi izluceni iz algi mogu utjecati na vlastiti rast (autotoksi¢nost), na rast
drugih algi, mikroorganizama i visih biljaka u njihovoj blizini, te akumulaciju i dostupnost
hraniva. Alelokemikalije izolirane iz algi potencijalan su izvor spojeva koji se mogu
iskoristiti u suzbijanju korova 1 drugih Stetnika (Inderjit i Dakshini, 1994.). Alge takoder
mogu djelovati pozitivno, pa Singh i Chaudhary (2011.) navode da metanolski ekstrakti
vrste Pithophora oedogonia (Mont.) Wittrock povecavaju Klijavost i rast korijena i izdanka

klijanaca rize za preko 40%, 140% odnosno 50% s najviSom istrazivanom koncentracijom.

Mahovine formiraju vrlo velike ¢iste kolonije na tlu i na stijenama te onemogucuju rast

drugih biljnih vrsta (Blime, 2001.). Mahovina Rhynchostegium pallidifolium (Mitt.) A.



Jaegar u pokusima Kato-Noguchi i Seki (2010.) pokazala je inhibitorno djelovanje na
duzinu izdanka i rast korijena sjetvene grbice pri zajedni¢kom rastu na agru. S povecanjem

udaljenosti od mahovine alelopatski utjecaj na sjetvenu grbicu se smanjivao.

Paprati otpustaju toksi¢ne spojeve koji mogu djelovati autotoksi¢no ili na druge biljne vrste
te podsredstvom alelopatije konkuriraju za okoliS$ne resurse i prostor (Zhang i sur., 2004.).
Prema Kato-Noguchi i sur. (2013.) vodeni metanolski ekstrakti vrste Gleichenia japonica
Spreng. negativno utjeCu na rast klijanaca sjetvene grbice, macjeg repka (Phleum pratense
L.) i viSecvjetnog ljulja (Lolium multiflorum Lam.), dok izolirane alelokemikalije smanjuju

1 rast koStana 1 lucerne.

Golosjemenjace alelopatski djeluju najcesce ispiranjem (i to fenolnih spojeva) iz lis¢a ili
iglica, kore ili biljnih ostataka (Singh i sur., 1999.). Vrste roda Pinus, Taxus i Cedrus
posjeduju snazan alelopatski utjecaj na rast i razvoj drugih biljaka u Sumskim zajednicama
(Teixeira da Silva i sur., 2015.). Hamrouni i sur. (2015.) navode da esencijalno ulje

alepskog bora (Pinus halepensis Miller) posjeduje antifungalno i herbicidno djelovanje.



3. Metode istraZivanja alelopatije

S obzirom da je alelopatija slozen ekoloski fenomen koji skupa s kompeticijom za resurse i
okolisnim ¢imbenicima utjeCe na rast biljaka, ne postoje standardi protokoli pri istrazivanju
alelopatskog potencijala pojedine biljne vrste. Medutim, kod odabira i kreiranja pokusa
postoji niz znacajnih smjernica koje se trebaju uzeti u obzir (Romeo i Weidenhamer,
1998.).

Alelopatske metode su brojne, a odabir ovisi 0 cilju proufavanja te nacinu otpuStanja
alelokemikalija. Opcenito se pokusi mogu podijeliti na pokuse u kontroliranim uvjetima i

pokuse u polju.
3.1. Opéenite pripreme za pokus
3.1.1. Biljka donor

Kao $to je ve¢ navedeno, odabir biljke donora znacajan je ovisno o cilju pokusa odnosno
interakciji koja se zeli istraziti. Primjerice, alelopatski potencijal moze se ispitati ukoliko se
uspjeSnost nekog korova ne moze objasniti njegovom kompetitivnom sposobnoscu,
ukoliko je uocena nemoguénost uspostavljanja usjeva prouzrokovana prisutnoséu biljnih
ostataka ili se pak zeli utvrditi herbicidni potencijal neke biljke ili pojedinog kultivara
(Kruse i sur., 2000., Dhima i sur., 2006., Ravli¢, 2015.).

3.1.2. Biljka receptor (primatelj, test vrsta)

U pokusima se kao biljke receptori (primatelj, test vrsta) koriste brojne vrste. Preporuka je
koristiti onu vrstu koja je povezana s biljkom donorom, bilo da se pojavljuje prirodno uz
nju ili je kultivirana s njom, kako bi pokus imao ekoloski smislenu ulogu (Romeo i
Weidenhamer, 1998., Wu i sur., 2001.).

Primjerice, ukoliko se istrazuje alelopatski utjecaj nekog korova kao test vrsta izabire se
onaj usjev u kojem se taj korov pojavljuje i ¢ini moguce Stete (Aziz i sur., 2008., Marinov-

Serafimov, 2010., Kwiecinska-Poppe i sur., 2011., Bali¢evi¢ i sur., 2015.a, Ravli¢, 2015.).

Kod invazivnih vrsta kao test vrsta koriste se i usjevi i korovi (Kadioglu, 2004., Pezerovic,
2016., Pacanoski i sur., 2014.) kako bi se proucio njihov utjecaj i na usjeve i na autohtonu

floru.
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Ukoliko se proucava herbicidni u¢inak neke biljne vrste kao test vrsta odabiru se korovne
vrste (biki¢, 2004., Balic¢evi¢ i sur., 2014.b, Nekonam i sur., 2014., Ravli¢, 2015.). Kod
ispitivanja herbicidnog ucinka istrazuje se i alelopatski utjecaj na usjev u kojem se
pojavljuju korovi koji se Zele suzbiti kako bi se utvrdio ima li biljka donor negativan
utjecaj (Norsworthy i sur., 2003., Dhima i sur., 2009., Alipour i sur., 2013., Ravli¢ i sur.,
2015.a).

Vrlo ¢esto u pokusima se koriste salata i rotkvica S obzirom na njihovu visoku osjetljivost
na alelokemikalije, brzu klijavost, dostupnost i niske troskove (Diaz de Villegas i sur.,
2011., Ranagalage i Wathugala, 2016.). Upotreba ovih test vrsta ipak je znacajna pri
preliminarnom testiranju ili testiranju velikog broja vrsta kako bi se izdvojile one s
najveéim potencijalom odnosno bioaktivnim spojevima (Takemura i sur., 2013., Bali¢evi¢
i sur., 2016.), iako u konacnici rezultati ne pokazuju kako biljka donor djeluje na druge

ciljane vrste, primjerice korove (Weidenhamer, 2008.).

U pokusu se moze kao test vrsta odabrati i vise genotipova ili kultivara jednog usjeva, kako
bi se utvrdile razlike u njihovoj osjetljivosti (Balicevi¢ i sur., 2014.a, Golubinova i llieva,
2014., Balicevi¢ i sur., 2015.a, Treber i sur., 2015.).

3.1.3. Gusto¢a biljaka u pokusu (density dependant tests) i doza/koncentracija

Alelopatski utjecaj ovisi 0 gustoci test (receptor) vrste te gusto¢i donor vrste odnosno dozi
/ koncentraciji alelokemikalija koje otpusta donor vrsta (Wu i sur., 2001., Weidenhamer,
2008.).

Fitotoksi¢nost ovisna o gustoci (density-dependant phytotoxicity) definirana je kao razlika
u jacini inhibicije u slu¢ajevima kada biljke rastu pri razli¢itim gustocama (Weidenhamer i
sur., 1989.), a rezultat je ¢injenice da se biljke ,,natjecu* za fitotoksine isto kao i za resurse
(Weidenhamer, 2008.). Dakle, kod odredene konacne koli¢ine fitotoksina biljke koje rastu
pri manjim gusto¢ama imaju veéu dostupnu koli¢inu fitotoksina po biljci te ¢e biti jace
inhibirane nego biljke koje rastu pri veé¢im gustocama gdje je koli¢ina fitotoksina
podijeljena medu biljkama te svaka biljka usvoji proporcionalno manju dozu
(Weidenhamer, 2008.).

Znacajan utjecaj ima i gustoca biljke donora odnosno doza / koncentracija alelokemikalija

otpustena iz donor vrste (Wu i sur., 2001.).
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Pri povecanju gustoce biljke donora dolazi do otpustanja vece koli¢ine alelokemikalija i

time i jaceg utjecaja na test biljku (Weidenhamer, 2008., Amini i sur., 2009.).

Ukoliko se alelokemikalije oslobadaju iz biljnog materijala bilo kao ekstrakti ili
dekompozicijom u tlu, koncentracija odnosno doza takoder imaju velik utjecaj na rast test
vrste, pri ¢emu viSe koncentracije odnosno doze u pravilu djeluju negativno (Balah i
Nassar, 2011., Balicevi¢ i sur., 2015a,b, Ravli¢, 2015.). Izbor koncentracije odnosno doze
u pojedinim je slucajevima puno veci nego §to je moguca pojava u prirodi (Marinov-
Serafimov, 2010.) pa je uputno testirati ve¢i broj koncentracija. Istrazivanje viSih

koncentracija i doza Cesto je pri testiranju u cilju proucavanja herbicidnog ucinka (Caboun

i John, 2015.).
3.1.4. Prikupljanje biljnog materijala i uzoraka tla

Biljna masa donor vrste prikuplja se na prirodnom stanistu biljke, u usjevima na poljima,
na ruderalnim stani$tima u odredenoj fenoloskoj fazi (Tanveer i sur., 2010., Jafariehyazdi i
Javidfar, 2011., Ravli¢, 2015.). Bitno je naznaciti u kojoj se fenoloskoj fazi nalazi biljka
(Jacob 1 sur., 2006.) s obzirom da biljke u razli¢itim stadijima razvoja imaju i razli¢itu

koli¢inu alelokemikalija (Singh i sur., 2013.).

Prikupljeni biljni materijal potrebno je ocistiti od necistoca i tla, bilo suhim ¢is¢enjem ili
kratko kroz vodu koju treba ukloniti nakon toga papirom (Caboun i John, 2015.). Masa
biljaka razdvaja se kod istrazivanja pojedinih biljnih dijelova te je potrebno naznaciti koji

¢e se biljni dio koristiti (Jacob i sur., 2006., Ravli¢, 2015.).

Ukoliko se koristi svjezi biljni materijal potrebno ga je upotrijebiti odmah (Caboun i John,
2015.). Za pripremu suhog biljnog materijala biljna masa biljaka susi se na zraku ili u
suSioniku (naj¢eS¢e na temperaturama viSim od 50 °C oko 48 h) te se usitnjava i melje u
mlinu u prah koji se ¢uva u papirnatim vre¢ama (Qasem, 1995., Randhawa i sur., 2002.,
Alipour i sur., 2013., Ravli¢, 2015.).

Pri ispitivanju tla u pokusima se kao uzorak uzima tlo na kojem su rasle jedinke biljke
donora i to iz gornjeg sloja do 15 cm. Uzorak tla se susi i prosijava (Chon, 2004., Tanveer i
sur., 2010.).

Sjeme korovnih vrsta najcesce se prikuplja na polju, iako ga je moguce i kupiti (Balah i

Nassar, 2011., Ravli¢, 2015.). S obzirom da sjeme mnogih divljih vrsta posjeduje
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dormantnost, radi smanjenja pogreske pri o€itanju klijavosti potrebno je provesti tretmane
uklanjanja dormatnosti razli¢itim postupcima (Romeo i Weidenhamer, 1998., Ravli¢ i sur.,

2015.b).

Kod sjemena usjeva potrebno je naznaciti o kojoj se sorti odnosno kultivaru radi (Ravli¢,
2015.), posebice ukoliko se istrazuju razlike medu genotipovima (Verma i Rao,2006.,

Balicevi¢ i sur., 2014.a, Golubinova i Illieva, 2014.).

U pokusima se koristi dezinficirano sjeme, kako bi se sprijecilo da infekcija patogenima
utjeCe na rezultate (Jacob i sur., 2006.). Za dezinfekciju sjemena koristi se NaOCI
(Siddiqui 1 sur., 2009., Balah i Nassar, 2011.).

S obzirom da svaka metoda ima i svoje dodatne specifi¢nosti one su uvijek naglaSene uz

proceduru pokusa.
3.2. Pokusi u kontroliranim uvjetima

Pokusi u kontroliranim uvjetima obuhvacaju istrazivanja u laboratoriju ili u staklenicima
gdje su vanjski utjecaji potpuno iskljuceni. U pokusima se ispituje utjecaj biljne mase ili tla
(ekstrakti, biljni ostatci, odnosni medu sjemenom itd.) i to na umjetnim podlogama (filter

papir, agar, hranjive otopine) ili u tlu odnosno supstratu.
3.2.1. Pokusi na umjetnim podlogama

U pokusima na umjetnim podlogama istrazuju se ekstrakti, esencijalna ulja odnosno
isparljive komponente, biljna masa, interakcije medu sjemenom i klijancima te korijenovi

eksudati.
3.2.1.1. Ekstrakti biljaka / tla

Pokusi s ekstraktima simuliraju oslobadanje alelokemikalija ispiranjem iz biljnog

materijala ili tla.

Priprema ekstrakata biljaka podrazumijeva potapanje biljnog materijala (cijele biljke ili
pojedinog biljnog dijela) u vodu ili organsko otapalo u zadanom omijeru tijekom odredenog
vremena, najces¢e 24 h. Nakon toga mjesavina se filtrira (muslinsko platno/filter
papir/sita) kako bi se uklonile grube cestice i dobio ekstrakt (Norsworthy, 2003., Tanveer i
sur., 2010., Alipour i sur., 2013., Ravli¢, 2015.). Ekstrakti se mogu pripravljati od svjeze ili

suhe biljne mase i to u razli¢itim koncentracijama (Norsworthy, 2003., Marinov-
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Serafimov, 2010.). Najcesce se priprema osnovna koncentracija od 10% (100 g biljnog
materijala u 1000 ml otapala), a ostale koncentracije se dobivaju razrjedenjem destiliranom
vodom (Norsworthy, 2003., Balah i Nassar, 2011., Ravli¢, 2015.).

Ekstrakti tla pripremaju se mijeSanjem odredene koli¢ine osuSenog tla na kojem su rasle

jedinke biljke donora s otapalom, filtriranjem i centrifugiranjem (Chon, 2004.).

Pripremljeni ekstrakti u pravilu se do pocetka pokusa skladiSte na hladnome mjestu
(Alipour i sur., 2013., Singh i sur., 2013., Ravli¢, 2015.). Marinov-Serafimov i Golubinova
(2015.) navode da s obzirom da ekstrakti biljaka pogoduju razvoju mikroorganizama koji
mogu djelomi¢no utjecati na promjenu pH i1 pokazati negativan osmotski utjecaj na
Klijavost i rast vrsta, potrebno je koristiti antimikrobne spojeve. Autori preporuc¢uju timol
kao prirodnu antimikrobnu komponentu u koncentracijama od 0,5 1 1%o jer u odnosu na
konvencionalne kemijske konzervanse (natrijev benzoat, kalijev sorbat, salicilna kiselina)

ne utjece negativno na klijavost i rast test vrsta.
S obzirom na otapalo razlikujemo:

a) Vodene ekstrakte
b) Alkoholne ekstrakte

c) Metanolske ekstrakte

Vodeni ekstrakti pripremaju se mijeSanjem biljne mase s destiliranom vodom sobne
temperature (Norsworthy, 2003., Balah i Nassar, 2011., Jafariehyazdi i Javidfar, 2011.,
Ravli¢, 2015.). Vodeni ekstrakti mogu se pripremiti i s vrucom vodom (Peneva, 2007.,

Waris i sur., 2016.).

Alkoholni ekstrakti pripremaju se ekstrakcijom biljne mase etanolom, evaporacijom
rotacijskim uparivacem i razrjedivanjem S destiliranom vodom (Alipour i sur., 2013.,
Reichel i sur., 2013.).

Priprema metanolskih ekstrakata podrazumijeva mijeSanje biljne mase s metanolom te
suSenje rotacijskim uparivacem, nakon Cega se dobivena masa mijeSa s destiliranom

vodom (Hegab i Ghareib, 2010., Sunar i Agar, 2017.).

Pokus se sastoji od naklijavanja sjemena test vrste u Petrijevim zdjelicama na podlozi
(najcesce filter papir) navlazenoj odredenom koli¢inom vodenog ekstrakta. Kao kontrolni

tretman ukljucene su Petrijeve zdjelice sa sjemenom na podlozi navlazenoj destiliranom
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vodom. Koli¢ina ekstrakta odnosno destilirane vode ovisi o veli¢ini Petrijeve zdjelice, a
potrebno je odrzavati adekvatnu vlaznost kako se klijanci ne bi osusili ili kako ne bi doslo
do inhibicije rasta uslijed prevelike koli¢ine ekstrakta. Sjeme se naklijava odreden broj
dana u laboratoriju ili klima komori (Wu i sur., 2001., Alipour i sur., 2013., Caboun i John,
2015., Ravli¢, 2015.).

Utjecaj vodenih ekstrakata moze se istraziti i naklijavanjem sjemena na agru u koji je
umijesan vodeni ekstrakt. U ovom slu¢aju kontrolu ¢ini naklijavanje sjemena samo na agru

(Chon, 2004.).
3.2.1.2. ,,Dish pack“ metoda

,,Dish pack* metoda Kkoristi se kako bi se istrazio alelopatski utjecaj alelokemikalija koje se

u okoli$ otpustaju volatizacijom, a osmislili su ju Fujii i sur. (2000.).

41 mm 58 mm 02 mm

; 0mm 41 mm 82 mm

sjeme salate

biljnamasa multidish well filter papir

Shema 1. Pokus prema ,,Dish pack® metodi (shema prema Fujii i sur., 2000.) (izradila:
M. Ravli¢)
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U pokusu dish pack metode koristi se ,,multidish well“ posuda sa Sest udubljenja promjera
3,5 cm (shema 1.). U jedno udubljenje stavlja se 2 grama svjeze biljne mase biljke donora,
dok se ostala udubljenja oblazu navlazenim filter papirom na koji se postavlja sjeme salate.
Udaljenost od centra udubljenja u koji se stavlja biljni uzorak do centara ostalih udubljenja
iznosi 41, 58, 82 1 92 mm. U kontroli se sjeme u posudi naklijava bez donor biljke. Posude
se pokrivaju, zatvaraju sa strane parafilmom kako ne bi doslo do gubitka isparljivih
spojeva 1 isusSivanja. Nakon toga zamataju se u aluminijsku foliju da bi se sprijecio prodor

svijetla te se stavljaju na naklijavanje na 3 dana pri 25 °C.
3.2.1.3. Esencijalna ulja

Pri ispitivanju esencijalnih ulja odnosno isparljivih komponenata koristi se vise metoda na
umjetnim podlogama. Sjeme dolazi u direktan kontakt s uljem ili indirektan kontakt gdje

utjecu isparljive komponente.

Izolacija hidrodestilacijom i analiza esencijalnih ulja plinskom kromatografijom/masenom

spektrometrijom prethode svakom pokusu (Rahimi i sur., 2013., Saad i Abdelgaleil, 2014.).

Kod direktnog kontakta, pokusi se sastoje od naklijavanja test vrste na filter papiru ili agru
uz dodatak esencijalnog ulja, dok se u kontrolnom tretmanu naklijava se samo sjeme test
vrste bez esencijalnog ulja (Demarque i sur., 2012., Saad i Abdelgaleil, 2014.). Esencijalno
ulje moze se rastvoriti u dietilnom eteru, te se nakon isparivanja otapala dodaje jo$
destilirana voda (Saad i Abdelgaleil, 2014.) ili se rastvara u alkoholu i dodaje u Petrijeve
zdjelice (Rahimi i sur., 2013.). Esencijalno ulje dodaje se i u agar nakon Cega se stavlja

sjeme na naklijavanje (Demarque i sur., 2012.).

Kod indirektnog kontakta, filter papir na kojem se naklijava sjeme navlazen je destiliranom
vodom, dok se na drugi filter papir na kojem je dodano esencijalno ulje postavlja s

unutra$nje strane poklopca Petrijeve zdjelice (Alves i sur., 2014.).
3.2.1.4. ,,Sandwich“ metoda

»Sandwich® metoda koristi se za procjenu alelopatskog utjecaja alelokamikalija otpustenih

iz liS¢a biljaka, a osmislili su ju Fujii 1 sur. (2004.).

U pokusu ,,sandwich* metode koristi se ,,multidish well* posuda sa Sest udubljenja veli¢ine

oko 10 cm? (shema 2.).
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Shema 2. Pokus prema ,,Sandwich* metodi (shema prema Fujii i sur., 2004.) (izradila: M.
Ravlic)

U svako udubljenje stavlja se odredena kolicina (10 ili 50 mg) osuSenih listova.
Zalijevanjem prvim slojem agra listovi se podignu na povr§inu, te Se nakon Zelatinizacije
dodaje jos jedan sloj agra koji prekriva listove. Na povrsinu agra stavlja se sjeme salate kao
test biljke. Kontrolni tretman sastoji se od naklijavanja sjemena salate na agru bez listova.

Posude se zatvaraju, te stavljaju na naklijavanje tijekom 3 dana pri 25 °C u tamu.
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3.2.1.5. Interakcije medu sjemenom - Zajednicko klijanje sjemenja

Zajednickim klijanjem sjemena donor vrste sa sjemenom receptor (test) vrste istrazuje se
interakcija medu sjemenom odnosno utjecaj korijenovih eksudata u najranijoj fazi razvoja
biljaka.

U Petrijeve zdjelice na navlazeni filter papir slaze se u naizmjeni¢ne redove ista koli¢ina
sjemena donor i test vrste. U kontrolnom tretmanu naklijava se samo sjeme test vrste
(biki¢, 2005.a,b, Hassannajed 1 sur., 2013.).

Pri zajednickom klijanju mogu se istraziti i razli¢ite gusto¢e donor vrste te udaljenost medu

sjemenom donor i test vrste (Wardle i sur., 1991.).
3.2.1.6. Metode za istraZivanje korijenovih eksudata kod interakcija medu klijancima

Vise metoda koristi se za istrazivanje interakcija medu klijancima biljaka, pri cemu je cilj
utvrditi alelopatski utjecaj korijenovih eksudata donor biljke na test biljku. Najznacajnije
metode su ,,Plant box“ metoda (PBM), metoda ,,Relay seeding technique™ (RST) i ,,Eqal
compartment agar method* (ECAM).

Kod ,,Plant box* metode (PBM) (Fujii 1 sur., 2007.) jedinke biljke donora uzgajaju se u
pijesku s hranjivom otopinom tijekom dva mjeseca. Nakon toga premjestaju se u cijev te
stave na jednu stranu kutije u kojoj se nalazi agar u koji ¢e se izluciti alelokemikalije 1z
korijena. Nakon Zeliranja agra na povrsinu se stavlja sjeme test biljke. Sjeme se naklijava
pri odredenoj temperaturi u tami. U kontrolnom tretmanu sjeme se sije u kutiju s agrom, ali

se u cijev ne stavljaju biljke donori.

»Relay seeding technique® (RST) metodu razvili su Navarez i Olofsdotter (1996.). U
Petrijevim zdjelicama na navlazenom filter papiru uzgajaju se klijanci donor vrste tijekom
7 dana, a nakon toga se u Petrijeve zdjelice stavljaju Klijanci test vrste. Vrste se zajedno
uzgajaju u prozirnoj kutiji jo§ 10 dana, te im se po potrebi dodaje voda. U kontrolnom

tretmanu naklijava se samo sjeme test vrste.

»Eqal compartment agar method“ (ECAM) (Wu i sur., 2000.) je metoda u kojoj se
prethodno naklijano sjeme donor biljke sije na jednu stranu ¢ase napunjene agrom. Nakon
Sto klijanci donor vrste rastu sedam dana u kontroliranim uvjetima, na drugu stranu ¢ase

sije se prethodno naklijano sjeme test vrste. U sredinu ¢aSe stavlja se pregrada do 1 cm
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iznad povrSine agra ¢ime je cijela ¢asa podijeljena na dva jednaka dijela. Klijanci obje

vrste zajedno rastu jo$ 10 dana u kontroliranim uvjetima.

Broj odnosno gustoca donor vrste, vremenski period uzgoja donor vrste, udaljenost donor
vrste od test vrste te raspored sjemena takoder mogu biti faktori kod primjene ECAM

metode (Namdari i sur., 2012., Asaduzzaman i sur., 2014.).

agar
pregrada
¢asa
donorvrsta - -
L donorvrsta S )
¢asa <
agar /
& testvrsta
pregrada
casa
"1
donorvrsta

agar testvrsta

Shema 3. Pokus prema ,,Eqal compartment agar* metodi (shema prema Wu i sur., 2000.)
(izradila: M. Ravli¢)

3.2.1.7. Hidroponski testovi

Kod hidroponskih testova istrazuju se korijenovi eksudati, a svaka metoda je vrlo

specificna. Najcesc¢e se pak skupljaju korijenovi eksudati biljke donora te se istrazuje
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njihov utjecaj na Klijavost i rast test vrste u Petrijevim zdjelicama (Hao i sur., 2007.,
Heidarzade i sur., 2010.) ili se biljke donori uzgajaju u hidroponskim sustavima zajedno s

test vrstama (Ding i sur., 2016.).

3.2.2. Pokusi u tlu

Pokusi u tlu podrazumijevaju istrazivanja s biljnom masom (vodeni ekstrakti, biljni
ostatci), tlom na kojem su rasle biljke donori (rezidualna toksi¢nost), utjecaj medu

sjemenom i klijancima te utjecaj korijenovih eksudata.
Pokusi u tlu u kontroliranim uvjetima mogu se postavljati u laboratoriju ili u staklenicima.
3.2.2.1. Ekstrakti biljaka

Ekstrakti biljaka pripremaju se kako je ve¢ prethodno opisano kod pokusa na umjetnim

podlogama. Razlika kod pokusa u tlu je vrijeme, nac¢in i doza primjene.

Opéenito se pokus sastoji od punjenja posuda tlom odnosno supstratom, sijanja sjemena
test vrsta na potrebnu dubinu, te tretiranja vodenim ekstraktom od biljne mase biljke
donora odredene koncentracije odnosno destiliranom vodom u kontrolnom tretmanu. Kada
klijanci test vrste dodu do odredenog stadija, uklanjaju se iz tla te se mjere zadani

parametri (Ravli¢, 2015.).

Tretiranje vodenim ekstraktom moZze se obaviti zalijevanjem posuda odmah nakon sjetve
ekstraktom u odredenoj koncentraciji (%) i u odredenoj koli¢ini (npr. ml ekstrakta po g ili
kg tla). Nakon sto se zadana koli¢ina vodenog ekstrakta utrosi, sve se posude jednako
zalijevaju destiliranom vodom ili se kontinuirano do kraja pokusa zalijevaju ekstraktom
(Peneva, 2007., Singh i sur., 2013., Balicevi¢ i sur., 2014.b, Bali¢evi¢ i sur., 2015.b,
Ravli¢, 2015.).

Vodeni ekstrakt moze se primijeniti 1 nakon nicanja test vrste (post-em) odnosno nakon §to
test vrsta dode u odredeni stadij razvoja. Ekstrakti se primjenjuju folijarno, kao i destilirana
voda koja se koristi u kontrolnom tretmanu. Nakon tretiranja biljke se i dalje uzgajaju te se
odreduje fitotoksi¢nost ekstrakta i drugi parametri (Kadioglu, 2004., Nekonam i sur.,
2014.).
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3.2.2.2. Biljni ostatci (rezidue)

U pokusima s biljnim ostatcima (reziduama) istrazuje se alelopatski utjecaj alelokemikalija

koje su oslobodene dekompozicijom odnosno razgradnjom.

U pravilu se tretmani sastoje od sijanja test vrste u tlo u koje su umijesani biljni ostatci
donor vrste (svjezi ili suhi, cijele biljke ili biljnih dijelova) u odredenoj dozi, dok u
kontrolnom tretmanu sjeme se sije u tlo bez biljnih ostataka. Posude se zalijevaju
destiliranom vodom, te kada test biljke dodu u odredenu fazu razvoja mjere se zadani
parametri (Kadioglu, 2004., Peneva, 2007., Qasem, 2010., Nekonam i sur., 2014., Ravli¢,
2015., Ravli¢ i sur., 2016.).

U posude s biljnim ostatcima umjesto sjemena mogu se presaditi i tjedan ili dva stare

presadnice test vrste (Qasem, 1995.).

Biljni ostatci u tlu mogu se ostaviti kako bi se razgradili, te se tek poslije odredenog

vremena u njega siju test biljke (Qasem, 2010.).

Biljna masa takoder se moze umjesto mijeSanja koristiti kao malc, te se nakon sijanja test

vrste u posude s tlom rasporediti po povrsini (Abbas i sur., 2016.)
3.2.2.3. Rezidualna toksi¢nost tla i utjecaj korijenovih eksudata

Svim metodama zajednicko je uklanjanje biljke donora iz tla prije testiranja na receptor

vrsti, a time i prestanka kontinuiranog izlu¢ivanja alelokemikalija.

Istrazivanje rezidualne toksi¢nosti tla podrazumijeva utjecaj tla uzetog iz rizosfere na
mjestu gdje su rasle biljke donori. Pokus se sastoji od sijanja sjemena test vrste u posude
napunjene tlom na kojem su rasle jedinke biljke donora dok se u kontrolnom tretmanu
koristi tlo na kojem nisu rasle biljke. Test biljke zalijevaju se destiliranom vodom i

uzgajaju do odredene faze (El-Khatib i sur., 2004., Tanveer i sur., 2010.).

Sli¢no, utjecaj korijenovih eksudata moze se istraziti sijanjem sjemena donor Vvrste u
posude s tlom i uzgajanjem do odredene fenoloske faze. Nakon toga donor biljke zajedno s
korijenom se uklanjaju iz tla te se sije sjeme test vrsta. U kontrolnom tretmanu koristi se

tlo u kojem nisu rasle biljke donor vrste (Fragasso i sur., 2012.).
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3.2.2.4. Interakcije medu sjemenom i klijancima u tlu

Kao i u Petrijevim zdjelicama, u posudama s tlom moze se procijeniti alelopatski utjecaj
korijenovih eksudata biljke donora pri zajednickom klijanju (Wardle i sur., 1991., Hoffman
i sur., 1996., biki¢, 2004.). U pokusu moze biti jednak omjer sjemena donor i test vrste
(biki¢, 2004., Ravli¢, 2015.) ili se moze prouciti utjecaj gustoce donor vrste (Hoffman i
sur., 1996.). Razmak sijanja sjemena takoder moze biti faktor u pokusu (Wardle i sur.,
1991.).

Utjecaj korijenovih eksudata u tlu moze se istraziti i modificiranom ,,Relay seeding
technique (RST) u kojoj se umjesto filter papira u Petrijeve zdjelice dodaje tlo (Ranagale i
Wathugala, 2015.).

3.2.2.5. Testiranje genotipova

Iako se u svim pokusima kao test biljke mogu uzeti razli¢iti genotipovi, kod istrazivanja
genotipova posebice je zna¢ajan utjecaj korijenovih eksudata, kako bi se iznasli genotipovi
s visokom tolerancijom na alelokemikalije (Fragasso i sur., 2012.) ili genotipovi koji jacim
izlu¢ivanjem alelokemikalija negativno djeluju na korove i imaju poveéanu kompetitivnu

sposobnost (Kruse i sur., 2000.).
3.3. Poljski pokusi

Alelopatija u polju ukljucuje pokuse u kojima se procjenjuje utjecaj biljke donora uz sve
vanjske utjecaje. U polju se mogu ponoviti gotovo svi pokusi koji se izvode u
kontroliranim uvjetima te su vrlo slicni metodoloski. Poljski pokusi uklju¢uju primjenu
donor vrste u obliku ekstrakata, biljnih ostataka ili malca, zelene gnojidbe ili vidu
zajednickog rasta 1 razvoja. S obzirom na cilj pokusa, najceS¢e se poljskim pokusom
pokusava ocijeniti utjecaj biljke donora na moguénost suzbijanja korova, uz procjenu
utjecaja na usjev. Pokusi su vremenski zahtjevniji i skuplji, obuhvacaju sve pripremne
radnje od odabira parcele, pripreme sheme pokusa, sjetve, odabira i primjene tretmana
(doze, koncentracije) te mjerenja parametra tijekom pokusa i nakon pokusa (Dhima i sur.,
2006., 2009., Awan i sur., 2012., Li i sur., 2015.).
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3.4. Mjerenje parametara

Pokusi se postavljaju po razliitim shemama, primjerice potpuno slucajan raspored,
slu¢ajni blok raspored, split-split plot, svaki pokus ima viSe ponavljanja te se cijeli pokus
najces¢e ponavlja dva puta (Tanveer i sur., 2010., Edrisi i Farahbakhsh, 2011., Balah i
Nassar, 2011., Ravli¢, 2015., Waris 1 sur., 2016.).

Duljina pokusa ovisi o koriStenoj metodi te mjerenim parametrima. Pokusi na umjetnim
podlogama traju krace, primjerice do 10 dana (Balah i Nassar, 2011., Nekonam i sur.,
2014., Bali¢evi¢ i sur., 2014.a,b, Ravli¢, 2015., Waris i sur., 2016.), dok pokusi u tlu i na
polju traju duze (jedan ili viSe mjeseci) odnosno najces¢e do kraja vegetacije 0dnosno
zriobe test biljke (Peneva, 2007., Dhima i sur., 2006., 2009., Nekonam i sur., 2014., Abbas
i sur., 2016.).

Ukoliko se u pokusu koriste ekstrakti potrebno je odrediti njihov pH, osmolalnost, sadrzaj
alelokemikalija (fenola, tanina) i nutritivni sadrzaj ekstrakata tla (Singh i sur., 2013.,
Golubinova i llieva, 2014., Caboun i John, 2015.). ldentifikacija alelokemikalija u

ekstraktima odvija se pomo¢u HPLC uredaja (Balah i Nassar, 2011.).

Djelovanje alelopatije ocjenjuje se na kraju pokusa kroz mjerenje razli¢itih parametara,
ovisno 0 vrsti pokusa. Najces¢e se prate kvantitativni pokazatelji rasta i razvoja te
izrazavaju broj¢ano, no Ceste su i vizualne ocjene. Svi mjereni parametri u tretmanima

usporeduju se s parametrima u kontrolnom tretmanu.
Najcesci 1 najznacajniji mjereni parametri pocetnog rasta i razvoja test biljaka:

1. klijavost sjemena (na umjetnim podlogama) odnosno nicanje (pokusi u tlu) (u %),
2. prosjecno vrijeme klijanja (MGT), indeks klijavosti (Gl), indeks vigora klijanaca
(SVI),

duljina korijena ( u cm, mm),

duljina izdanka / visina biljke (u cm, mm),

ukupna duljina klijanaca (u cm, mm),

svjeza biomasa (korijena, izdanka, cijele biljke) (u g, mg),

N o g &~ w

suha biomasa (korijena, izdanka, cijele biljke) (u g, mg) (Randhawa i sur., 2002.,
Norsworthy, 2003., Peneva, 2007., Bali¢evic¢ i sur., 2014.a,b, Ravli¢, 2015., Abbas i
sur., 2016.).

23



Postotak klijavosti izracunava se za svako ponavljanje pomoc¢u formule (Waris i sur.,
2016.):

Klijavost (%) = (broj isklijanih sjemenki / ukupan broj sjemenki) x100.

Za prosjeno vrijeme klijanja (MGT - Mean germination time) potrebno je pratiti

kontinuirano klijavost sjemena, te se izraCunava prema jednadzbi Ellis i Roberts (1981.):

MGT=Y (Dn) /3 n; gdje je n broj sjemenki koje je isklijalo u danu D, a D je broj dana od
pocetka klijanja.

Indeks klijavosti (Gl) izracunava se pomocu formule (AOSA, 1983.):

GI = broj proklijalih sjemenki / dani prvog prebrojavanja + ...+ broj proklijalih sjemenki /

konacni broj dana.

Indeks vigora klijanaca (SVI — Seeedling vigor index) izraGunava se prema formuli
(Abdul-Baki i Anderson, 1973.):

SVI (i) = duljina klijanaca x klijavost sjemena ili SVI (ii) = suha masa klijanaca x klijavost

sjemena.

U pokusima u tlu mjere se i sljede¢i parametri, posebice ukoliko se test vrsta uzgaja do

kasnijih fenoloskih faza razvoja:
postotak prezivljavanja (Nekonam i sur., 2014.),
broj jedinki po m?,
svjeza i suha biljna masa po m? (Awan i sur., 2012.),

. duljina klasa Zitarica,

. lisna povrsina (Qasem, 1995., Nekonam i sur., 2014.),
prinos,

1.
2
3
4
5. broj sjemena po biljci (Awan i sur., 2012., Abbas i sur., 2016.),
6
7
8. masa 1000 zrna,

9

. zetveni indeks (Dhima i sur., 2009., Awan i sur., 2012.).
Brojni drugi pokazatelji mogu se mjeriti kako bi se utvrdilo alelopatsko djelovanje:

1. kolic¢ina klorofila i karotenoida (Nekonam i sur., 2014.),

2. postotak vlage (Sher i sur., 2011.),
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3. mitoticki indeks, pojava kromosomskih abnormalnosti,

&

koli¢ina fitohormona (indol acetatna kiselina, giberelinska kiselina, abscisinka
kiselina, salicilna kiselina) (Sunar i Agar, 2017.),

ukupna koli¢ina proteina (Verma i Rao, 2006.),

sadrzaj ugljikohidrata,

sadrzaj fenola,

antioksidativna aktivnost (Hegab i Ghareib, 2010.).

© N o O

Na kraju svakog pokusa podatci se analiziraju statistickim metodama, 1 to najcesce
ANOVA analizom kako bi se usporedili tretmani alelopatije s kontrolnim tretmanima i
medusobno (Peneva, 2007., Balicevic¢ i sur., 2014.a,b, Ravli¢, 2015.).
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4. Prednosti i nedostatci

Vecina istrazivanja u alelopatiji provodi se u laboratorijskim kontroliranim uvjetima na
umjetnim podlogama prije opseznijeg istrazivanja (Chon i Nelson, 2010.), iako je na taj
na¢in nemoguce oponasati uvjete u polju (Qasem i Hill, 1989.). Medutim, laboratorijska
istrazivanja omogucuju eliminiranje svih drugih utjecaja koji se odvijaju u poljskim

uvjetima (Inderjit i Dakshini, 1995.).

Pokusi s ekstraktima su jednostavni, brzi i mogu se Kkoristiti kao preliminarni testovi (Wu i
sur., 2001.). Prednost u primarnom pokazivanju alelopatskog djelovanja imaju vodeni
ekstrakti umjesto organskih otapala s obzirom da poblize odrazavaju uvjete odnosno
interakcije koje se odvijaju u prirodi (Blum, 2011.). Medutim, istraZivanja s ekstraktima
imaju i brojne nedostatke. Primjerice, Lovett (1982.) navodi da maceracija i mljevenje
biljnog materijala moze uzrokovati otpustanje spojeva koji se u prirodi inate ne bi
otpustili, a time i poveéanje alelopatskog utjecaja u pokusu. Ekstrakti mogu imati i
povecani osmotski potencijal te vise koncentracije mineralnih elemenata i drugih organskih
molekula ekstrahiranih iz biljnih tkiva koji mogu djelovati na povecanu inhibiciju

klijavosti sjemena (Qasem, 2010.).

Kod uporabe ,,dish pack® i ,,sandwich“ metoda iznimna je prednost mogucnost istrazivanja
vrlo velikog broja biljaka lako i u kratkom vremenskom periodu (Fujii i sur., 2000., 2004.,
Amini i sur., 2014.). Sli¢no, ECAM metoda je brza, jednostavna i jeftina kao preliminarni
pokus u laboratorijskim uvjetima. Takoder, osigurava kontinuirano izlu¢ivanje
alelokemikalija u agar $to simulira uvjete u prirodi (Wu 1 sur., 2000.). Prilikom provodenja
ECAM metode moguce je ukljuciti 1 tretman s aktivnim ugljenom te tako provesti test
detoksifikacije alelokemikalija. Naime, aktivni ugljen potpuno apsorbira alelokemikalije i
ne utjece na druge faktore, te ukoliko su alelokemikalije odgovorne za negativno
djelovanje na test vrste, u tretmanu s aktivnim ugljenom inhibitorni u¢inak ¢e biti manji
(Kruse i sur., 2000., Wu i sur., 2000., Namdari i sur., 2012., Asaduzzaman i sur., 2014.). S
druge strane, iako PBM metoda osigurava kontinuirano izlucivanje alelokemikalija, s
obzirom na materijale koji su potrebni i duljinu pokusa (oko 2 mjeseca) nije pogodna za

brzo testiranje velikog broja vrsta (Navarez i Olofsdotter, 1996.).

Wu i sur. (1999.) navode da je nakon pokusa na umjetnim podlogama alelopatsko
djelovanje potrebno istraziti i u pokusima s tlom odnosno u staklenicima 1 u polju, s

obzirom da se rezultati mogu znacajno razlikovati (Bali¢evi¢ i sur., 2015.b, Ravli¢, 2015.).
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lako i1 kod pokusa u tlu odnosno na polju brojni ¢imbenici mogu utjecati na rezultate, pa je
primjerice potrebno analizirati 1 navesti karakteristike koriStenog supstrata (Abbas i sur.,
2016.). Dodavanje biljnih ostataka mozZe utjecati na smanjenu dostupnost hraniva i
negativan utjecaj na biljke Sto se pogresno moze protumaciti kao alelopatsko djelovanje

(Qasem i Hill, 1989.).

Kod istrazivanja je obvezno potrebno provesti viSe testova te koristiti viSe tehnika kako bi

se potvrdili rezultati (Qasem i Hill, 1989.).
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5. Zakljuéak

Alelopatija predstavlja sloZzen bioloski fenomen medusobnog utjecaja medu biljkama u

prirodnim i agroekosustavima.

Za istrazivanje alelopatskog potencijala ne postoje standardizirani protokoli, medutim
brojne su metode koje se mogu primijeniti u kontroliranim uvjetima i u poljskim pokusima

za procjenu svakog moguceg nacina izlucivanja alelokemikalija u okolis.

Izbor metode Cesto ovisi o cilju istrazivanja, a pokusi se mogu postaviti u kontroliranim

uvjetima na umjetnim podlogama i u tlu, te u polju.

U kontroliranim uvjetima procjenjuje se najceSce alelopatski utjecaj vodenih ekstrakata u
Petrijevim zdjelicama na filter papiru, kao preliminarni test, medutim Cesto se istrazuje i
utjecaj korijenovih eksudata te interakcije medu sjemenom i klijancima na umjetnim

podlogama i u posudama s tlom.

Poljski pokusi zahtijevaju vise vremena i skuplji su od laboratorijskih, te su krajnji cilj

alelopatske procjene neke biljne vrste.

Svaka od metoda ima prednosti, ali i nedostatke, stoga je za potpunu procjenu alelopatskog

potencijala pojedine biljne vrste potrebno provesti vise razli¢itih metoda.
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7. Sazetak

Alelopatija predstavlja slozen bioloski fenomen medusobnog djelovanja medu vrstama,
pozitivan ili negativan, podsredstvom kemijskih spojeva koji se izlucuju u okolis.
Alelopatske interakcije odvijaju se u prirodnim sustavima, ali i agroekosustavima medu
usjevima i korovima. Procjena alelopatskog utjecaja moguca je brojnim metodama, u
kontroliranim uvjetima na umjetnim podlogama i u tlu, te u polju. Najcesce se u pokusima
istrazuje utjecaj vodenih ekstrakata, te korijenovih eksudata na filter papiru i agru. Svaka
metoda ima brojne prednosti, ali i nedostatke, te je za pouzdane rezultate optimalno

provesti testove koristeci vise razli¢itih metoda.

Kljuéne rijeci: alelopatija, alelokemikalije, korov, usjev, vodeni ekstrakti, korijenovi

eksudati, laboratorijski pokusi, poljski pokusi
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8. Summary

Alelopathy represents a complex biological phenomenon of interaction between species,
positive or negative, by the secretion of chemical compounds into the environment.
Allelopathic interactions occur in natural systems, but also in agroecosystems between
crops and weeds. The evaluation of allelopathic effect is possible by numerous methods,
under controlled conditions on artificial substrates and in soil, and in the field. The effect
of water extracts is most commonly investigated, as well as root exudates on filter paper
and agar. Each method has numerous advantages and disadvantages, and for reliable

results it is optimal to run tests using a variety of methods.

Key words: allelopathy, allelochemicals, weeds, crops, water extracts, root exudates,

laboratory experiments, field trials
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