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REZIME

Ispitivanje osetljivosti pSenice i ovsa na simulirane ostatke napropamida izvedeno je primenom
biotest metode, merenjem morfoloskih parametara. Na osnovu odredenih EC,_, EC, i EC  vrednosti za
duzinu korena, svazu masu korena i svezu masu izdanaka utvrdena je razlika u osetljivosti ispitivanih
vrsta, pri Cemu je ovas ispoljio nesto vecu osetljivost. Za ostvarivanje inhibicije merenih parametara na
nivou 10 - 20 % potrebna je 2 - 4 puta veca koncentracija za biljke pSenice u odnosu na ovas.
Kljuéne reci: biotest, fitotoksi¢nost, napropamid, ostaci, ovas, p$enica

UvVOD

Napropamid je selektivni, translokacioni, zemljisni herbicid, registrovan za primenu u
mnogim povrtarskim usevima, duvanu, zasadima jagoda, voca i vinovoj lozi. U spektru de-
lovanja obuhvata jednogodi$nje travne i neke Sirokolisne korove. Biljke ga usvajaju korenom,
odakle se translocira ksilemom u nadzemne delove. Njegova pokretljivost u apoplastima je
razlicita: brza i u veéem stepenu kod otpornih biljaka, a veoma slaba kod osetljivih biljaka (Bar-
rett i Ashton, 1981). Napropamid inhibira deobu celija, izazivajuci zaustavljanje rasta korena
(8to kod osetljivih biljnih vrsta nastupa gotovo odmah po usvajanju) i to samo onih korenova
koji su u direktnom kontaktu sa herbicidom. Vrlo ¢esto, primarni simptomi su praceni i zasto-
jem u rastu izdanaka (Monaco i sar., 2002). Selektivnost delovanja zasniva se na metabolizmu
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napropamida u otpornim biljnim vrstama, pri ¢emu se metabolicka razgradnja mnogo brze
odvija u zelenim biljnim tkivima (izdanku) nego u korenu (Murphy i sar., 1973). U uslovima
polja, tolerantnost na napropamid se moze ostvariti i na osnovu pozicione selektivnosti - ako
se koren biljke razvija ispod zone u kojoj se nalazi herbicid (Jachetta i sar., 1979).

Napropamid je u zemljistu slabo pokretan (izrazito slab potencijal ispiranja u ve¢ini mi-
neralnih zemljista), a nesto mobilniji je u ilovasto-peskovitim zemljidtima i u uslovima vece
precipitacije ili irigacije (Wuisar., 1975; Jury i sar., 1986; Fourie, 1992, 1993; Nelson i sar., 2000;
Williams i sar., 2000, 2002; Antonious i sar., 2005). Ne podleze isparavanju, ali fotodegradacija
moze biti faktor od izrazitog znacaja u njegovom nestajanju, pogotovu pri primeni po povrsini
zemljista (u izrazitoj korelaciji sa stepenom insolacije), zbog cega se preporucuje njegova in-
korporacija u povrsinski sloj zemljista (Stanger i Vargas, 1984).

Perzistentnost napropamida u zemljistu je relativno izrazena, uslovljena pre svega sadrza-
jem organske materije, gline, vlazno$¢u zemljista i temperaturom, kao i ispoljavanjem desorp-
cionog histerezisa. Vrednost poluzivota varira (u zavisnosti od tipa zemljista i uslova nakon
primene) u rasponu od 12 do 130 dana, pri ¢emu je u veini istrazivanja vrednost poluzivota
bila u rasponu od 45 - 63 dana, sa tendencijom znacajnog smanjenja pri sukcesivnoj primeni
tokom dve ili tri uzastopne godine na istoj povr$ini (Romanowski i Borowy, 1979; Gerstl i
Yaron, 1983a, 1983b; Walker i sar., 1985, 1993, 1996; Blackshaw i sar., 1994; Turin i Bowman,
1997; Monako i sar., 2002; Biswas i sar., 2007, 2011; Sadegh-Zadeh i sar., 2012).

Primenu napropamida prate ogranicenja u pogledu izbora i setve narednih useva u plodo-
redu (Janji¢ i Elezovi¢, 2010), i to od 12 meseci za pSenicu, jeCam, raz i kukuruz, do 16 meseci
za ovas (kada su u pitanju usevi iz familije trava, a koji su, imajuci u vidu spektar delovanja
gajenih vrsta ostacima ovog herbicida, a postoje i oprec¢ni rezultati u pogledu osetljivosti i mo-
guc¢nostima setve u jesen ili u prolece nakon njegove primene. Prema rezultatima Romanowski
i Borowy (1979) evidentna je razlika u osetljivosti izmedu kukuruza i strnih Zita: I, | za kukuruz
na razli¢itim tipovima zemljista bila je 0,91 1,8 kg/ha, dok je za pSenicu utvrdena I iznosila 0,1
10,9 kg/ha (na ilovastoj peskusi, odnosno praskastoj ilovaci). Ovakva razlika moze se objasniti
morfoloskim razlikama u gradi ove dve vrste, odnosno, ¢injenicom da kukuruz razvija osov-
inski koren koji brzo prorasta u dubinu, i ve¢im svojim delom se razvija u zoni u kojoj nema
herbicida (zbog slabe pokretljivosti napropamida). Sa druge strane, psSenica se, kao i ostala
strna zita karakterise Zzilicastim korenovim sistemon, koji se predominantno razvija u pli¢im
slojevima zemlji$nog profila $to produzava vreme ekspozicije ostacima herbicida, ¢ineci ga
na kojima se zasnivaju ogranicenja u plodoredu nakon primene napropamida, cilj ovog rada
je bio da se biotest metodom utvrdi nivo osetljivosti pSenice i ovsa. Ovas se smatra jednom od

nizam delovanja), a pSenica je najviSe gajena od strnih Zita kod nas.
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MATERIJAL I METODE

U biotestu izvedenom u kontrolisanim uslovima kori$¢eno je netretirano zemljiste sa par-
cela eksperimentalnog polja Instituta za kukuruz ,Zemun Polje”, Beograd-Zemun, ¢ije su os-
novne karakteristike date u tabeli 1. Za ispitivanje osetljivosti datih useva koris¢eno je seme
psenice (sorta Evropa) i ovsa (sorta Jadar) dobijeno iz Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u No-
vom Sadu. U ogledima je koris¢en herbicid napropamid (N,N-diethyl-2-(1-naphthalenyloxy)
propanamide), preparat Razza namenjen za komercijalnu upotrebu, koji sadrzi 450 g a.s./1.

Za izvodenje ogleda prvo je pripremljena serija rastvora odredenih koncentracija, pri cemu
najveca koncentracija odgovara maksimalnoj koli¢ini primene herbicida u polju, u duvanu i
povrtarskim usevima (1800 g a.s./ha, odnosno 4 1/ha preparata) racunato na dubinu zemljista
od 5 cm. Za svaku od koncentracija odmeren je uzorak prosejanog zemljista (600 g) koji je
rasporeden u tankom sloju u plasticnu kadicu dimenzija 60 x 50 cm. Od prethodno pripreml-
jenog rastvora pipetom je odmereno 6 ml i preneto u prskalicu za tankoslojnu hromatografiju
koja je prikljucena na kompresor. Ovom koli¢inom rastvora tretirano je pripremljeno zeml-
jiste, ravnomerno po celoj povrsini, uz konstantni pritisak od 1,2 bar-a. Zemljiste je odmah
nakon primene herbicida izmes$ano ruc¢no, a potom prebaceno u rotacionu mesalicu u kojoj je
dodatno mesano jo$ 7 minuta pri brzini od 60 obrtaja/minuti. Na ovaj nacin dobijena je serija

Tabela 1. Osobine zemljista koris¢enog za laboratorijska ispitivanja

Sadrzaj frakcija, %
Higroskopna
Prah 0,05 - 0,002
vlaga, % Pesak 1,0 - 0,05 mm Glina < 0,002 mm
mm
3,97 3,15 60,31 36,54
Hemijske osobine
g pH Lakoprist. Lakoprist.
5] % %
| % CaCO3 P205 K20
o uH20 uKCl humusa azota
g mg/100 g mg/100 g
el
5 3,97 8,23 7,53 4,46 0,212 4,19 21,69
Vodno fizicke osobine
Specifi¢na Kapacitet, %
Zapreminska Poroznost Vlaznost Pristupa¢na
masa,
masa, g/cm?2 % Poljski Vazdu$ni  venuca, % voda, %
glem?2
1,41 2,7 47,77 38,85 8,92 17,42 21,43
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uzoraka zemljista sa ta¢no odredenim sadrZajem napropamida i to: 3,6; 1,8; 0,9; 0,45 i 0,225
mg a.s./kg zemljiSta. Nakon homogenizacije, zemljiste je rasporedivano u sudove zapremine
200 ml i zasejavano sa po 8 semenki (pSenice, odnosno ovsa). Paralelno sa ovim tretmanima
pripremani su kontrolni tretmani sa netretiranim zemljiStem za svaku od ispitivanih biljnih
vrsta. Za svaku koncentraciju uradena su po cetiri ponavljanja. Nakon zasejavanja zemljiste
je zalivano (do poljskog kapaciteta), a zatim su sudovi odlagani u fitotron u kome su se biljke
razvijale u kontrolisanim uslovima duzine trajanja dana i noci (16h/8h), temperature (22 °C
dnevna/18 °C no¢na) i inteziteta svetlosti (300 pE/m2s). Tokom tog perioda biljke su redovno
zalivane kako bi se odrzala odgovarajuca vlaznost zemljista. Nakon 8 dana vrSeno je merenje
odgovarajucih morfoloskih parametara.

Nakon pazljivog vadenja biljaka iz sudova i detaljnog pranja korenova pod mlazom vode,
mereni su duZina i sveZa masa korenova, kao i sveZa masa izdanaka. DuZina korena merena
je kod svake biljke pojedinacno, a dobijene vrednosti za sve biljke u ponavljanju svedene su
na nivo srednje vrednosti i kao takve kori$¢ene u daljoj statistickoj analizi. Parametri koji se
odnose na masu predstavljaju srednje vrednosti dobijene iz odnosa ukupne mase svih biljaka u
datom tretmanu i broja biljaka.

Za utvrdivanje osetljivosti test biljaka na napropamid prvo je uradena analiza varijanse u
statistickom programu STATISTICA 5.0., kako bi se utvrdilo postojanje statisticki znacajnih
razlika neophodnih za dalju regresionu analizu. Nivo na kome dolazi do ispoljavanja statisticki
znacajnih razlika odreden je primenom t-testa. Za nelinearnu regresionu analizu dobijenih
podataka kori$¢ena je log-logistic funkcija sa cetiri parametra:

Y=C+ D-C (1)
1+ exp {b-[log(xX) - log(E)}

u kojoj je Y odgovor (mereni parametar ili inhibicija merenog parametra), C predstavlja
donji limit, D predstavlja gornji limit, b je nagib regresione linije, X je koncentracija ispitiva-
nog herbicida, a E je koncentracija koja izaziva efekat od 50 % (merenog parametra) u odnosu
na kontrolu (poznata i kao EC, ). Sve regresione analize i grafici izvedeni su u R softverskom
programu uz koridc¢enje Dose Response Curves (drc) statistickog paketa (R Development Core
Team, 2009) i izracunate su EC, , EC, i EC, za obe biljne vrste, kao parametri na osnovu kojih
je moguce izvrsiti poredenje.

50

REZULTATI I DISKUSIJA

Primenom ispitivanih koncentracija napropamida (0,225 — 3,6 mg a.s./kg zemljista)
ispoljena je inhibicija svih merenih parametara kod obe ispitivane biljne vrste, a dobijene
vrednosti su date kao prosecne vrednosti.

Inhibicija rasta korena pSenice bila je u rasponu od 21,66 — 95,45 %, smanjenje sveze mase
korena od 10,04 — 82,22 %, dok je redukcija sveze mase izdanaka bila manje izrazena, od
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Grafikon 1. Uticaj napropamida na inhibiciju merenih parametara p$enice

7,51 — 71,56 %, (grafikon 1). Analizom varijanse dobijenih podataka utvrdeno je postojanje
statisticki znacajnih razlika izmedu primenjenih tretmana i kontrole i to za duZzinu korena (F =
594,36, p = 2,54E-19), za svezu masu korena (F = 75,92, p = 1,85E-11) i svezu masu izdanaka
(F = 122,62, p = 2,96E-13). Medutim, za svezu masu korena i izdanaka statisticki znacajne
razlike su ustanovljene za koncentracije od 0,45 mg a.s./kg i vece.

I kod biljaka ovsa bila je vrlo izrazena zavisnost duzine korena od primenjene koncentracije
herbicida (39,62 - 96,75 %), kao i inhibicija sveze mase korenova (30,46 - 94,98 %), dok se
smanjenje sveze mase izdanaka ispoljilo u rasponu od 8,75 - 34,69 % (grafikon 2). Analizom
varijanse potvrdeno je postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu primenjenih tretmana i
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Grafikon 1. Uticaj napropamida na inhibiciju merenih parametara ovsa
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kontrole za sve merene parametre (za duzinu korena F = 3987,25, p = 9,74E-27; za svezu masu
korena F = 1413,58, p = 1,08E-22; i svezu masu izdanaka F = 1021,01, p = 2E-21).

Za opisivanje zavisnosti promene merenih morfoloskih parametara sa promenom kon-
centracije napropamida kori$cena je nelinearna regresija (1) (grafikon 3) na osnovu koje su
izracunate EC, vrednosti, kao pokazatelji osetljivosti ispitivanih biljnih vrsta, a takode i EC |
i EC,, vrednosti (tabela 2) kao pokazatelji koncentracija koje ne izazivaju statisticki znacajan
efekat, ili izazivaju efekat, koji ne mora znacajno da utice na dalji razvoj biljke. Koeficijenti jed-
nacina regresione zavisnosti za obe biljne vrste i merene parametre dati su u tabeli 3.

Psenica
100 100
_e— Duzina korena
80 | -4~ Sveza masa korena 80 |
—+  Sveza masa izdanaka
X x
& 604 = 60+
G &
2 2
E 40 | g 40
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Grafikon 3. Zavisnost promene merenih morfoloskih parametara od promene koncentracije napropamida

Sv. masa izdanaka

EC,mg/kg
Mereni parametar EC50 + SG EC20 £ SG EC10 + SG

- Duzina korena 0.34280+0.0188 0.20385+0.0172 0.15040+0.0177
2

§ Sv. masa korena 0.54378+0.0548 0.25080+0.0286 0.15949+0.0257

Sv. masa izdanaka 0.71296+0.1512 0.25461+0.0397 0.13940+0.0307

Duzina korena 0.321756+0.0151 0.117298+0.0089 0.065004+0.0074

§ Sv. masa korena 0.576640+0.1028 0.116928+0.0102 0.045978+0.0070

0.514204+0.1536 0.148054+0.0299 0.071470+0.0249

Tabela 2. Vrednosti koeficijenata EC50, EC20 i EC10 za sve merene parametre p$enice i ovsa
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a) pSenica
vrednost SG t p
Duzina korena
b -2.666990 0.350620 -7.606499 0.0000
C -0.495143 2.927729 -0.169122 0.8663
D 93.448585 2.241601 41.688330 0.0000
e 0.342805 0.018824 18.211524 0.0000
Sveza masa korena
b -1.791371 0.255115 -7.021831 0.0000
C -1.386844 2.811915 -0.493203 0.6237
D 84.158598 4.003979 21.018739 0.0000
e 0.543781 0.054824 9.918754 0.0000
Sveza masa izdanaka
b -1.346295 0.258110 -5.215983 0.0000
C -1.175187 2.816442 -0.417260 0.6780
D 77.715347 7.731170 10.052210 0.0000
e 0.712960 0.151183 4.715870 0.0000
b) ovas
vrednost SG t p
Duzina korena
b -1.373823 0.100446 -13.677201 0.0000
C -0.090497 1.437440 -0.062957 0.9500
D 101.688046 1.978005 51.409396 0.0000
e 0.321756 0.015086 21.328435 0.0000
Sveza masa korena
b -0.868792 0.097322 -8.927023 0.0000
C -0.101328 1.422665 -0.071224 0.9435
D 112.213897 7.360629 15.245150 0.0000
e 0.576640 0.102796 5.609581 0.0000
Sveza masa izdanaka
b -1.113450 0.305801 -3.641094 0.0006
C -0.036162 1.406863 -0.025704 0.9796
D 112.213897 7.360629 15.245150 0.0000
e 0.514204 0.153590 3.347908 0.0014

Tabela 3. Koeficijenti u jednacini regresije zavisnosti promene morfoloskih parametara od promene koncentracije
napropamida
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Ispitivanja osetljivosti pSenice i ovsa na napropamid, biotestom u kome su za do-
bijanje odgovora koriS¢eni duzina i sveza masa korena kao i sveza masa izdanaka, pokazala
su da postoji razlika u osetljivosti koriS¢enih parametara, u smislu veée osetljivosti korena
nego izdanka. Ova razlika potvrdena je i ranije, a direktna je posledica mehanizma delovanja
napropamida. Medutim, imaju¢i u vidu da se u mnogim istrazivanjima kao osnovni mereni
parametri Cesto koriste sveza ili suva masa izdanaka, kao i da su to vegetativni organi koji suu
uslovima polja jedini pokazatelji fitotoksi¢nog delovanja ostataka herbicida bilo je neophodno
i ovim istrazivanjima obuhvatiti bar jedan od pokazatelja odgovora nadzemnog dela biljke.

Na osnovu ispoljenih odgovora zapaza se mala, ali dosledno prisutna razlika u os-
etljivosti izmedu pSenice i ovsa. Naime, stepen ostvarene inhibicije primenom serija koncen-
tracija napropamida, je veci kod biljaka ovsa, kao i utvrdene EC_, EC, 1 EC,  za parametre
korena. Za ostvarenje inhibicije rasta korena ovsa u rasponu od 10 — 20 %, potrebna je 2 — 4
puta manja koncentracija nego za pSenicu. Ovako utvrdeni odnosi u potpunosti se poklapaju
sa poznatom ¢injenicom da je ovas zbog izrazite osetljivosti najcesce i najvise koris¢ena test
biljka u biotestovima sa herbicidima.

Parametar EC | u literaturi se oznacava i kao NOEL (nivo koncentracije koji ne iza-
ziva vidljive efekte), i opste je prihvaceno da se on uzima kao pokazatelj nivoa ostataka pri
kojem se moze obaviti bezbedna setva narednog useva. Medutim, u ispitivanjima herbicida
sa drugacijim mehanizmom delovanja, ali ¢ije se posledice prvenstveno i najizrazenije mani-
festuju na korenu, Jovanovi¢-Radovanov (2012) je utvrdila da se kod manje osetljivih biljaka
i koliCina ostataka na nivou EC,  moze prihvatiti kao bezbedna po usev, jer su biljke u stanju
da prevladaju pocetne simptome fitotoksicnosti. Kao potvrda ovom stavu mogu se uzeti re-
zultati LaMondia i Ahrens (1996) koji pokazuju da nakon primene napropamida (1,7 kg/ha i
2,2 kg/ha), ostaci ovog herbicida u usevu ozime razi izazivaju pocetna ostecenja od 36 - 37
%, koja se nakon mesec dana smanjuju na 15 - 18 %, a da pri tome nema statisticki znacajnih
razlika u ostvarenoj svezoj masi (g/m?) izmedu ovih tretmana i kontrole. Prva istrazivanja sa
napropamidom ukazala su na znacajnu osetljivost pSenice, Sto je rezultiralo preporukom da
se po primeni ovog herbicida u prolecnim usevima, ne vrsi setva ozimih zita (Romanowski
i Borowy, 1979; Beste, 1982). Medutim, pojedini istrazivaci navode da pSenica ne spada u
izrazito osetljive vrste na ovaj herbicid (Blackshaw, 1994). Takode, iz istraZivanja America-
nos i Vouzounis (1996) proistice da je bezbedan period za setvu ozimih Zita nakon proleéne
primene napropamida 14 nedelja (za pSenicu), odnosno, 17 nedelja (za jeCam) (na glinovitim
i glinovito-ilovastim zemljistima). U istrazivanju Walker i Brown (1982) navodi se da je EC,
za jeCam, u odnosu na redukciju rasta biljaka, na nivou 0,14 mg/kg $to je jednako vrednosti do-
bijenoj za ovas u nasem istrazivanju, a gotovo upola manje od vrednosti dobijene za pSenicu.
Na vecu osetljivost jema u odnosu na pSenicu ukazuju i istrazivanja Walker i sar. (1985) ko-
jima je takode potvrdeno da se nivo ispoljene fitotoksi¢nosti povecava sa smanjenjem sadrzaja
organske materije u zemljistu. Tako ispoljene razlike namecu pitanje opravdanosti svrstavanja
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ove dve vrste u istu kategoriju u pogledu duzine intervala za bezbednu setvu u plodoredu na-
kon primene napropamida kod nas.

ZAKLJUCAK

Dobijeni rezultati jasno pokazuju da je pSenica manje osetljiva od ovsa pri istom
nivou ostataka napropamida u zemlji$tu. Medutim, neophodna su dalja istrazivanja u cilju
utvrdivanja dinamike degradacije napropamida na razli¢itim tipovima zemljista u nasim agro-
ekoloskim uslovima, odredivanje nivoa ostataka napropamida u razli¢itim vremenskim inter-
valima nakon primene, kao i ispitivanja osetljivosti ostalih vrsta strnih Zita te njihovih sorata,
kako bi se preispitala opravdanost duzine postojecih ogranicenja u setvi.
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Phytotoxicity of simulated napropamide residues
for wheat and oat crops

SUMMARY

The sensitivity of wheat and oat to simulated napropamide residues was tested using bioassay based
on morphological parameters. The difference in calculated EC_, EC, i EC  values for root length, root
fresh weight and shoot fresh weight indicate the difference in sensitivity of the species tested. Oat showed
slightly higher sensitivity than wheat. For the achievement of the same level of inhibition (10 - 20 %)
higher concentrations are needed for wheat in comparison to oat (2 - 4 times higher).
Keywords: bioassay, napropamide, wheat, oat, phytotoxicity
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