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1. UVOD

1.1. Karakteristike obrastaja

Obrastaj ili perifiton je zajednica razli¢itih organizama (prazivotinje, beskraljeznjaci,
mikrofiti, gljive) koji zive pric¢vrséeni za supstrat uronjen u vodu. S obzirom na vrstu
supstrata na kojima se razvija, za obrastaj se koriste i nazivi: epifiton koji se razvija na
vodenim biljkama, epiksilon na drvenim podlogama, epipsamon na pijesku, epiliton na
kamenim podlogama te epipelon na muljevitim povrSinama i sedimentu (Azim i sur. 2005).
Obrastaj se razvija u razli¢itim trofickim uvjetima i u razli¢itim vodenim biotopima, od
bara do oceana (Azim i Asaeda 2005; Azim i sur. 2005). Organizmi u obraStaju imaju
vaznu ulogu u svim akvatickim ekosustavima jer fiksiraju ugljik, utjeCu na kruZenje
hranjivih tvari, izvor su hrane ribama i malim zivotinjama, a mikrofiti odnosno alge i
cijanobakterije su, uz navedeno, i vazni primarni producenti (Azim i sur. 2005).

Razvoj obrastaja zapocCinje taloZenjem otopljene organske tvari, aminokiselina i
mukopolisaharida na ¢istu podlogu djelovanjem elektrostatskih sila. Prvi organizmi koji se
naseljavaju su bakterije koje se mukoznim nitima pri¢vrséuju za podlogu (Carrias i sur.
2002; Azim i Asaeda 2005). Na organski matriks kojeg izlucuju bakterije pri¢vrséuju se
(Slika 1) male penatne dijatomeje, a zatim dijatomeje koje razvijaju razli¢ito duge stapke,
dijatomeje u rozetama te na kraju uspravne filamentozne zelene i crvene alge (Azim i
Asaeda 2005).

a) bakterije
b) dijatomeje priljubljene na
podlogu
c) dijatomeje na kratkim stapkama
d) dijatomeje na drgim stapkama
e).f).g) dijatomeje u rozectama
h) filamentozne alge

Slika 1: Slijed naseljavanja mikrofita na podlogu (prilagodeno prema Hoagland i sur.
1982).



Razvoj alga u obrastaju pod utjecajem je velikog broja ¢imbenika kao $to su svjetlost,
koncentracija hranjivih tvari, tip podloge, temperatura vode i plavljenje (Larned 2010).
Autotrofni organizmi se razvijaju u uvjetima dobre osvijetljenosti, dok se heterotrofni, kao
npr. bakterije, razvijaju pri slabijem osvijetljenju (Asaeda i Hong Son 2000). Za rast i
razvoj alga potrebne su hranjive tvari, dusik i fosfor, a dijatomejama su potrebni joS$ 1
silikati (Tank i Dodds 2003; Azim i sur. 2005). Brzom razvoju alga u obrastaju pogoduju
¢vrice i vece prirodne povrSine koje svojom hrapavosc¢u usporavaju struju vode (Bergey
2008). Struja vode znacajnije djeluje na muljevite i pjeskovite sedimente. Zbog jacine
struje sediment se pomice, a time se smanjuje prodor svjetlosti zbog ¢ega su takve podloge
vrlo nestabilne (Azim i sur. 2005). Na ¢vrstim podlogama dominiraju nitaste zelene alge, a
cijanobakterije i dijatomeje na manjim podlogama (Cattaneo i sur. 1997). Na rast,
reprodukciju, strukturu i raznolikost obrastaja utjeCe i temperatura. PoviSena temperatura
intenzivno djeluje na stani¢no disanje 1 fotosintezu obraStaja te potie razvoj
cijanobakterija i zelenih alga. U vodama s nizim temperaturama prevladavaju alge
kremenjasice, odnosno dijatomeje. (Baulch i sur. 2005; Zuna Pfeiffer 2012.) Veliki utjecaj
na obra$taj imaju i poplave koje mogu narusiti njihov razvoj i smanjiti ukupnu biomasu
obrastaja (Burns i Ryder 2001; Azim i Asaeda 2005). Poplave uzrokuju podizanje
sedimenta $to rezultira smanjenjem hranjivih tvari u vodi i ograni¢enom osvijetljenos¢u
vodenog stupca. Poplave visokog intenziteta oSteCuju alge u obrastaju i onemogucavaju

njihovo naseljavanje, a ponekad u potpunosti razaraju obrastaj (Wood i Armitage 1997).

1.2 Invazivne biljne vrste

U hrvatskoj flori do sada je zabiljezeno preko 5000 biljnih vrsta i podvrsta. Medu njima se
razlikuju zavicajne ili autohtone biljke koje su prirodno rasirene na podrucju Hrvatske te
strane ili alohtone biljke koje su posredstvom ¢ovjeka slucajno ili namjerno unesene u
podrucje na kojemu nisu prirodno rasprostranjene. RazliCite gospodarske djelatnosti,
posebice poljoprivreda, turizam, arhitektura, hortikultura i Sumarstvo znacajno pridonose
Sirenju stranih biljaka. Slucajan unos stranih biljaka na novo podrucje obi¢no je povezano S
prijenosom biljnih dijelova, plodova i sjemenki na odje¢i, obu¢i, transportnim sredstvima

ili zivotinjama (Nikoli¢ i sur. 2014).

Strane biljne vrste koje se brzo prilagodavaju podru¢ju koje naseljavaju te se brzo Sire i

potiskuju autohtone vrste, nazivamo invazivnim vrstama (Novak i Kravar§¢an 2011). Ove



biljke proizvode velik broj plodova, sjemenki, spora i peludi koji se Sire hidrohorno,
anemohorno i zoohorno. Kod mnogih se javlja samooplodnja ili sposobnost vegetativnog
razmnozavanja. Njihovo brzo Sirenje je Cesto povezano i s ¢injenicom da ove biljke na
novim staniStima nisu izlozene prirodnim neprijateljima te sve prirodne resurse umjesto za
obranu koriste za rast i razvoj. Osim toga, pojedine vrste imaju i sposobnost alelopatskog
djelovanja. Invazivne biljne vrste najées¢e naseljavaju podru¢ja koja su pod velikim
utjecajem cCovjeka. To su urbana ili podrucja gdje je dobro razvijena industrija 1
poljoprivreda, te podru¢ja u blizini oneciS¢enih voda, prometnica i Suma (Nikoli¢ i sur.

2014).

Invazivne vrste negativno djeluju na sustav u kojem se razvijaju. Pokazuju veliku
kompeticiju s drugim biljkama, a rastom u gustim zajednicama ne dopustaju Sirenje
autohtonih vrsta. Mogu se krizati s domaéim vrstama te dovesti do genskog zagadenja ili
stvaranja sterilnih hibrida. Navedeni uéinci mogu dovesti do smanjenja bioloSke
raznolikosti. Nadalje, unosom stranih vrsta slu¢ajno se mogu prenijeti i patogeni organizmi
kao Sto su bakterije, virusi, gljivice i dr. Invazivne vrste na novim stani§tima mogu
promijeniti vodni rezim i kemijski sastav tla, utjecati na kruzenje tvari u prirodi, smanjiti
rast poljoprivrednih kultura ponasajuci se kao snazni korovi, ali i negativno djelovati na

zdravlje ljudi uzrokuju¢i alergijske reakcija i trovanja (Nikoli¢ i sur. 2014).

U flori Hrvatske do sada je opisano 70 vrsta invazivnih biljaka (Nikoli¢ 2012) medu
kojima su najzastupljenije vrste iz porodica Asteraceae i Poaceae Na podruc¢ju Hrvatske
najvedi je broj stranih invazivnih vrsta unesen s podrucja Amerike, Azije i Afrike (Nikoli¢
i sur. 2014.).

1.2.1 Civitnja¢a, Amorpha fruticosa L.

Civitnjaéa, Amorpha fruticosa L. je listopadni grm iz porodice mahunarki, Fabaceae (Slika
2). Porijeklom iz SAD-a, u Europu je donesena 1724. godine, a u Hrvatskoj se pojavila
pocetkom proslog stolje¢a (Idzojtic i sur. 2009). Ovaj fanerofit ima neparno perasto
sastavljene listove s jajolikim ili elipsoidnim liskama. Od ostalih vrsta iz porodice razlikuje
se po svojim karakteristicnim cvjetovima. Naime, vjenci¢ amorfe se sastoji samo od jedne
tamnoljubicaste latice, zastavice, dok ostale latice, krila i ladica, nisu razvijene. Iz cvijeta
izlazi 10 zutonarancastih prasnika Koji u vrijeme cvjetanja biljke, od travnja do lipnja,

privlace opraSivace, najces¢e kukce. Cvjetovi Civitnjace su skupljeni u cvatove, guste



tamnoljubicaste metlice koje su uspravno postavljene. Iz nadrasle plodnice se nakon
oprasivanja i oplodnje razvija plod, zljezdasta mahuna. Uz spolni nacin razmnozavanja,

¢ivitnjaca se razmnozava 1 vegetativno pomoc¢u podzemnih podanaka (Nikoli¢ 1 sur. 2014).

Slika 2: Listovi i cvat ¢&ivitnjage (Fotografija: Mario Simic).

Civitnjata raste na osun¢anim, vlaznim i poplavnim stanistima, ¢esto uz obale rijeka
(Idzojti¢ i sur. 2009). Civitnjada ima veliki ekonomski znacaj. Koristi se u proizvodnji
parfema, boja, pesticida te prehrambenih proizvoda od kojih se najvise istice med. Dobro
fiksira dusik, a njeno bogato razvijeno korijenje sprjecava eroziju tla. Civitnjaéa sadrzi i
glikozid amorfin koji se koristi u lijeCenju bolesti srca i zivéanog sustava (Glavas 2009).
Medutim, velika otpornost na niske i visoke temperature, brzi rast i razvoj, veliki broj
plodova, otpornost na parazite i bolesti omogucuju njeno invazivno ponasanje (Idzojti¢ i
sur. 2009) sto je uvelike ¢ini nepozeljnom biljnom vrstom na razli¢itim stanistima. Osim
toga, razli¢ita su istraZivanja pokazala da c¢ivitnjaca ima 1 alelopatska svojstva te da moze

inhibirati klijanje i rast razli¢itih biljnih vrsta (Novak 2018).

Alelopatija predstavlja biokemijsku interakciju izmedu biljnih vrsta. Interakcije mogu
imati inhibicijski, ali i stimuliraju¢i ucinak (Pierik i sur. 2004). Alelokemikalije po
kemijskoj strukturi mogu biti alkaloidi, tanini, saponini, terpeni i glukozidi, a pohranjuju se
u obliku soli, polimera ili glikozida topljivih u vodi. Alelokemikalije se iz biljaka mogu

oslobadati na viSe nacina: u plinovitom obliku, ispiranjem s liS¢a pod utjecajem oborina,



izlu¢ivanjem iz korijena ili razgradnjom uginule biljke pri ¢emu razliCiti spojevi

dospijevaju u tlo (Zeman i sur. 2011).

Bljke iz rodova Lotus, Nymphaea, Alternanthera i Iris te mnoge druge vodene vrste
izluCuju alelokemikalije koje inhibiraju rast alga. Alelokemikalije uniStavaju stani¢nu
membranu cijanobakterija, utjeCu na fotosintezu alga, enzimatsku aktivnost, sintezu
proteina te metabolizam nukleinskih kiselina. Osim flotantnih i submerznih biljaka koje
alelokemikalije otpustaju izravno u vodeni stupac, inhibiciju alga mogu potaknuti i biljke
¢iji mrtvi 1 suhi dijelovi dospiju u vodu gdje trunu i na taj nacin ispustaju alelokemikalije

(Cheng i sur. 2017).

1.3. Cilj istrazivanja

Civitnjaga naseljava podruéja uz obale razli¢itih vodenih ekosustva, a njeni odumrli listovi
nakupljaju se i postupno razgraduju u vodenim tijelima. Cilj ovog rada je istraziti
alelopatski utjecaj vodenih ekstrakata listova c¢ivitnjate na mikrofite u obrastajnim

zajednicama.



2. METODE | MATERIJALI

2.1. Dizajn eksperimenta

Za istrazivanje naseljavanja alga i razvoja obrasStaja koriStene su umjetne staklene podloge
(predmetna stakalca) koje su tjekom mjeseca studenog bile uronjene u SakadaSko jezero.
Podloge su prije toga ociS¢ene, isprane 1M otopinom klorovodi¢ne kiseline, a zatim
destiliranom vodom. Staklene podloge su postavljene vertikalno u plasti¢ni okvir koji je
vezan na drveni nosa¢ umjetnih podloga na povrsini jezera (Slika 3). Nosaci su privezani
kamenim blokovima kako bi tijekom razdoblja istrazivanja ostali na istoj udaljenosti od
obale. Nakon mjesec dana kutija sa stakalcima je prenesena u plasti¢nu posudu napunjenu

vodom iz Sakadaskog jezera (Slika 4).

Slika 4: Uzorkovanje umjetnih staklenih podloga iz Sakadaskog jezera

(Fotografija: Mario Simi¢).



Za istrazivanje utjecaja vodenih ekstrakata Civitnjace na mikrofite u obrastaju postavljena
su Cetiri akvarija (Slika 5) u koja je ulivena predvidena kolic¢ine vode iz Sakadaskog jezera.
U akvarije su instalirane pumpe, a iznad njih su postavljene lampe. Vremenski prekidac je
podesen na nacin da akvariji 12 sati budu na svjetlu, a zatim 8 sati u mraku. Plasti¢ni okviri
sa stakalcima uronjeni su na dno akvarija. Nakon 24 sata aklimatizacije, u tri akvarija su
uliveni ekstrakti Civitnjace razli¢ite koncentracije (0.5%, 1% 1 2%), a Cetvrti akvarij je
sluzio kao kontrola. Prvo uzorkovanje je provedeno nakon 24 sata, drugo 3. dan nakon
tretmana, a trec¢e 6. dan nakon tretmana. Tijekom svakog uzorkovanja, tri staklene podloge
s razvijenim obraStajem iz svakog akvarija prenesene su u zasebne staklene bocice
ispunjene destiliranom vodom. Staklene podloge koristene su za analizu biomase obrastaja

1 odredivanje koncentracije klorofila u obrastaju.

Slika 5: Postavljanje akvarija za istrazivanje razvoja obrastaja

(Fotografija: Mario Simi¢).

2.2 Priprema otopine €ivitnjace

Osuseni listovi ¢ivitnjace potrebni za pripremu vodenih ekstrakata koncentracija 0.5%, 1%
I 2% su izvagani i pohranjeni u papirnatim vre¢icama te do upotrebe cuvani u eksikatoru.
Listovi ¢ivitnjace su u tarioniku usitnjeni u prah te preneSeni u staklenu ¢asu u koju je
uliven potrebni volumen destilirane vode. Nakon 1 sata ekstrakcije pri sobnoj temperaturi i
uz stalno mijeSanje, dobiveni ekstrakt je nekoliko puta procijeden kroz viseslojnu gazu
kako bi se uklonili ostaci bijnog materijala. Procjedeni ekstrakt je preliven u Cistu ¢asu,

poklopljen aluminijskm folijom te ostavljen u hladnjaku do koristenja (Slika 6).



Slika 6: Vodeni ekstrakt listova &ivitnjae (Fotografija: Mario Simic).

2.3 Mjerenje fizikalno-kemijskih svojstava vode

Fizikalno-kemijski ¢imbenici vode mjereni su in situ prilikom svakog uzorkovanja podloga
s obraStajem. Temperatura vode, pH, koncentracija otopljenog kisika 1 provodljivost vode
mjereni su minilaboratorijem WTW Multi 340i/SET (Wissenschafttlich-Technische
Werkstaten, Weilheim, Njemacka). Koncentracije hranjivih tvari analizirane su
standardnim metodama u Ekoloskom laboratoriju Vodovoda d.d. u Osijeku. Analizirane su
koncentracije amonijevih iona (HRN ISO 7150-1:1998), nitrata (HRN 1SO 7890-3:1998),
nitrita (HRN EN 26777:1998), dusika po Kjeldahlu (HRN EN 25663:1993), ukupnog
dusika (HRN ISO 5663:20001 + (NO2-N+NO3-N)) i ukupnog fosfora (HRN EN ISO
6878:2008) u vodi.

2.4 Laboratorijska obrada podataka

Za odredivanje koncentracije klorofila u obrastaju, jedna polovica obrastaja s jedne strane
stakalca sastrugana je ziletom u staklenu ¢asu sa 100 ml destilirane vode. Uzorak je
filtriran kroz filter-papir od staklenih vlakana promjera 55 mm s otvorom pora od 1,2 pm.
Filter-papir je u tarioniku usitnjen, a pigmenti su ekstrahirani u 15 mL 90%-tnog acetona.

Nakon ekstrakcije, uzorci su centrifugirani 10 minuta na 3000 okretaja u minuti.



Apsorbancija je mjerena spektrofoometrom pri valnim duljinama od 630, 645, 663, 750 nm
(SCOR-UNESCO 1966; Strickland i Parsons 1972).

Za odredivanje biomase, druga polovica obrastaja je sastrugana u prethodno izvagani
lon¢i¢ za Zarenje. Za odredivanje ukupne suhe mase obrastaja (DW), materijal je susen na
temperaturi od 105 °C tijekom 24 sata, te je izvagan. Za odredivanje sadrZzaja organske
(AFDW) i anorganske tvari (AW), uzorak je nakon suSenja Zaren jedan sat na temperaturi
od 500 °C. Sadrzaj AFDW predstavlja razliku izmedu DW i tezine pepela (AW).



3. REZULTATI

3.1 Fizikalno-kemijska svojstva vode

Temperatura vode nije se znacajno mijenjala tijekom istrazivanja (Slika 7). Najniza

temperatura vode od 16,8 °C izmjerena je Sestog dana tretmana u akvarijima s

koncentracijama ekstrakta listova ¢ivitnjate koncentracije 0,5% i 1%, dok je najvisa

temperatura vode od 20,5 °C zabiljezena prvog dana tretmana u akvariju s koncentracijom

ekstrakta listova ¢ivitnjae koncentracije 2%.

25

(C)

10 -

Temperatura vode

1.dan

3.dan

Dan uzorkovanja

mK m0,50% ®m1% = 2%

6. dan

Slika 7: Promjene temperature vode u sustavima za istrazivanje obrastaja (K — kontrola;

0,50%, 1% i 2% - koncentracije vodenih ekstrakata ¢ivitnjace).

Koncentracija otopljenog kisika u kontrolnom je sustavu tijekom istrazivanja bila visoka i

nije se znacajno mijenjala (Slika 8). Nakon tretmana ekstraktima Civitnjace, koncentracija

otopljenog kisika se smanjila. Najnize koncentracije u svim sustavima zabiljeZene su

nakon 24 izlaganja ekstraktima, a kretale su se od 0,16 do 5,44 mg/L. Do kraja istrazivanja

u sustavu s 2%-tnim ekstraktom ¢ivitnja¢e koncentracija je ostala vrlo niska i nije prelazila

5 mg/L.
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Dan uzorkovanja

Koncentracija otopljenog kisika
(mg/L)

mK m0,50% ®m1% = 2%

Slika 8: Koncentracije otopljenog kisika u sustavima za istrazivanje obrastaja (K -

kontrola; 0,50%, 1% i 2% - koncentracije vodenih ekstrakata Civitnjace).

Provodljivost vode se u kontrolnom sustavu tijekom istrazivanja nije znac¢ajno mijenjala
(Slika 9). U sustavima s ekstraktima ¢ivitnjace provodljivost se znacajno povecavala te su
najviSe vrijednosti zabiljeZene zadnjeg dana istraZivanja, a kretale su se od 763 do 1467

pS/em.

Provodljivost

1. dan 3. dan 6. dan

Dan uzorkovanja

mK m0,50% m1% 2%

Slika 9: Provodljivost vode u sustavima za istrazivanje obrastaja (K - kontrola; 0,50%, 1%

I 2% - koncentracije vodenih ekstrakata Civitnjace).

pH vode (Slika 10) u kontrolnom sustavu je tijekom istrazivanja bila vrlo sli¢na, a

vrijednosti su se kretale od 9,08 do 9,18. U sustavima tretiranim ekstraktima ¢ivitnjace pH
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vrijednosti su bile najnize nakon 24 sata izlaganja, a zadnjeg su dana istrazivanja bile vrlo
sli¢ne 1 kretale su se od 8,83 do 8,89.

9.5

9.0

]

8.5

]

8.0

]

H vode

275

]

7.0

]

6.5

!

1. dan 3.dan 6. dan
Dan uzorkovanja

mK m0,50% m1% 2%

Slika 10: pH vode u sustavima za istrazivanje obrastaja (K - kontrola; 0,50%, 1% i 2% -

koncentracije vodenih ekstrakata ¢ivitnjace).

Koncentracija amonijevih iona (Slika 11) bila je tijekom cijelog razdoblja istrazivanja
najniza u kontrolnom sustavu, a posebno je niska vrijednost zabiljezena zadnjeg dana
istrazivanja. U sustavima s ekstraktima Civitnja¢e koncentracije su se mijenjale, a najvisa
koncentracija od 0,66 mg/L zabiljezena je treceg dana izlaganja u sustavu s najviSom

koncentracijom ekstrakta (2%).

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
203
[T

£02 - -

1.dan 3.dan 6. dan
Dan uzorkovanja

Koncentracija amonijevih iona

mK m0,50% m1% 2%

Slika 11: Koncentracija amonijevih iona u sustavima za istrazivanje obrastaja (K -

kontrola; 0,50%, 1% i 2% - koncentracije vodenih ekstrakata Civitnjace).
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Koncentracija nitrata (Slika 12) u kontrolnom sustavu je bila najvisa zadnjeg dana
istrazivanja 1 iznosila je 1,12 mgN/L. U svim sustavima s ekstraktima Ccivitnjace

koncentracije nitrata su bile vrlo niske tijekom cijelog razdoblja istrazivanja.

1.2

1.0

0.8

= 0.6

N/L

e 0.4 -
E
0.2

0.0 -
Prije tretmana 1. dan 3.dan 6. dan

Koncentracija nitrata u obliku N

Dan uzorkovanja

mK m0,50% ®m1% " 2%

Slika 12: Koncentracija nitrata u sustavima za istrazivanje obrastaja (K - kontrola; 0,50%,

1% i 2% - koncentracije vodenih ekstrakata Civitnjace).

Koncentracija nitrita mijenjala se tijekom istrazivanja (Slika 13). U kontrolnom sustavu je
koncentracija nitrita bila najmanja zadnjeg dana istrazivanja, a iznosila je 0,01 mgN/L. U
sustavima s ekstraktima cCivitnjace koncentracije su uglavnom bile niske, a najvisa je

vrijednost zabiljeZena nakon 24 sata izlaganja u sustavu s 1%-tnim ekstraktom.

0.10

Koncentracija nitrita u obliku N

Prije tretmana 1. dan 3.dan 6. dan

Dan uzorkovanja

mK m0,50% ®m1% = 2%

Sika 13: Koncentracija nitrita u sustavima za istrazivanje obrastaja (K - kontrola; 0,50%,

1% i 2% - koncentracije vodenih ekstrakata ¢ivitnjace).
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Koncentracija ukupnog dusika (Slika 14) u kontrolnom je sustavu bila niska i nije se
znacajno mijenjala tijekom istrazivanja. U sustavima s ekstraktima ¢ivitnjace koncentracije
dusika su u odnosu na kontrolu bile viSe, osim nakon tre¢eg dana izlaganja u sustavu s 1%-
tnim ekstraktom. Najvi$a koncentracija zabiljeZena je istog dana, ali u sustavu s 1%-tnim

ekstraktom, a iznosila je 43,14 mg/L.

50
S
Y
=]
©
@ 30 —
f=
Q —
2220 —
s E
©
:E ~ 10 -
o
0
§ Prije tretmana 1.dan 3.dan 6. dan
> Dan uzorkovanja

K m0,50% m1% 2%

Slika 14: Koncentracija ukupnog dusika u sustavima za istrazivanje obrastaja (K -

kontrola; 0,50%, 1% i 2% - koncentracije vodenih ekstrakata Civitnjace).

Koncentracija ukupnog fosfora (Slika 15) je bila niska u kontrolnom sustavu tijekom
cijelog razdoblja istraZivanja i kretala se od 0,33 do 0,91 mg/L. U ostalim je sustavima
znacajno varirala, ali su u sustavu s 2%-tnim ekstraktom koncentracije bile vrlo visoke
tijekom cijelog istrazivanja. NajviSa koncentracija zabiljezena je nakon 24 sata izlaganja u

sustavu s 1%-tnim ekstraktom i izosila je 43,67 mg/L.
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Prije tretmana 1.dan 3.dan 6. dan

Dan uzorkovanja

mK m0,50% m1% " 2%

Slika 15: Koncentracija ukupnog fosfora u sustavima za istrazivanje obrastaja (K -

kontrola; 0,50%, 1% i 2% - koncentracije vodenih ekstrakata ¢ivitnjace).

3.2 Biomasa obrastaja

Masa suhe tvari obraStaja (Slika 16) u kontrolnom sustavu bila je vrlo slicna tijekom
istrazivanja, a varirala je od 0,96 + 0,35 do 1,17 + 0,26 pg/cm?. U sustavima s vodenim
ekstraktima ¢ivitnjae DW obrastaja se mijenjala. Nakon prvog dana ekspozicije smanjenje
DW utvrdeno je u sustavima s 0,5% (52,70%) 1 2%-tnim ekstraktima civitnjace (72,92%).
Medutim, nakon Sest dana ekspozicije, u svim sustavima s ekstraktima civitnjace DW
obrastaja se povecala u odnosu na kontrolu, a povecanje se kretalo izmedu 30,84% i
39,58%.

Masa suhe tvari

1. dan 3.dan 6. dan
Dan uzorkovanja

mK ®m0,50% ®m1% " 2%

Slika 16: Promjene mase suhe tvari (DW) obrastaja tijekom istraZivanja.
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Masa anorganske tvari obrastaja mijenjala se tijekom eksperimenta u svim sustavima osim
u kontrolnom u kojem je bila vrlo sli¢na i varirala izmedu 0,83 + 0,46 i 1,11 + 0,22 pg/cm?
(Slika 17). U sustavima s ekstraktima Civitnjace razli¢itih koncentracija AW je bio manji u
odnosu na kontrolu. Najvece smanjenje (79,42%) AW utvrdeno je nakon prvog dana

ekspozicije u sustavu s 2%-tnim ekstraktom civitnjace.

1.60
1.40
1.20

< 1.00

S 080

2060
0.40
0.20
0.00

Masa anorganske tvari

1. dan 3. dan 6. dan

Dan uzorkovanja

mK m0,50% ®m1% " 2%

Slika 17: Promjene mase anorganske tvari (AW) obrastaja tijekom istrazivanja.

Masa organske tvari obrastaja (Slika 18) u kontrolnom sustavu se tijekom istrazivanja
smanjivala. Najveéa AFDW zabiljezena nakon prvog dana iznosila je 0,19 + 0,09 pg/cm?,
a najmanja, zabiljeZena nakon $estog dana ekspozicije, 0,05 + 0,04 pg/cm?. U sustavima s
ekstraktima cCivitnjace razlicitih koncentracija AFDW je bio veci u odnosu na kontrolu i
povecavao se tijekom istrazivanja. Nakon zadnjeg dana ekspozicije najve¢a AFDW
utvrdena je u sustavu s 0,5%-tnim ekstraktom (0,98 + 0,48 pg/cm?), a najmanja u sustavu s

2%-tnim ekstraktom &ivtinjace (0,63 + 0,16 pg/cm?).
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Masa organske tvari

1. dan 3.dan 6. dan

Dan uzorkovanja

mK m0,50% ®m1% = 2%

Slika 18: Promjene mase organske tvari (AFDW) obrastaja tijekom istrazivanja.

3.3 Koncentracija klorofila u obrastaju

Koncentracija klorofila a (Chl-a) u obrastaju se mijenjala tijekom razdoblja istrazivanja
(Slika 19). U kontrolnom sustavu koncentracija Chl-a je bila najveéa nakon prvog (3,25 +
0,84 pg/cm?), a najmanja nakon zadnjeg dana istrazivanja (1,95 +0,78 pg/cm?). Nakon
prvog dana, u sustavu s 0,5%-tnim ekstraktom koncentracija Chl-a se smanjila za 12,29%,
a u sustavu s 1%-tnim ekstraktom ¢ivitnjaée za 8,05%. Medutim, u sustavu s 2%-tnim
ekstraktom koncentracija Chl-a je bila za gotovo 52% veca u odnosu na kontrolu. Nakon
Sestog dana, koncentracija Chl-a je u svim sustavima bila veéa u odnosu na kontrolu, a

najveéa je bila u sustavu s 0,5%-tnim ekstraktom i i iznosila je 3,17 + 0,36 pg/cm?.

S

Koncentracija klorofila a
(pg/cm?)
N

1. dan 3.dan 6. dan

Dan uzorkovanja

BK ®m0,5% m1% = 2%

Slika 19: Promjene koncentracije klorofila a (Chl-a) u obrastaju tijekom istrazivanja (K —

kontrola; 0,50%, 1% i 2% - koncentracije vodenih ekstrakata ¢ivitnjace).
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Koncentracija Chl-b (Slika 20) u kontrolnom sustavu se smanjivala tijekom istrazivanja te
je najmanja vrijednost zabiljezena zadnjeg dana i iznosila je 0,38 + 0,13 pg/cm?. U
sustavima s ekstraktima CivitnjaCe razliitih koncentracija, koncentracije Chl-b su se
mijenjale. Najveca koncentracija zabiljezena je nakon prvog dana istrazivanja u sustavu s
2%-tnim ekstraktom. Zadnjeg dana istrazivanja koncentracije Chl-b su u svim sustavima

bile veée u odnosu na kontrolu.

2.0

=
ul
—

Koncentracija klorofila b
(ng/cm?)
[EEY
o

1.dan 3.dan 6. dan

Dan uzorkovanja

BK m0,5% m1% 2%

Slika 20: Promjene koncentracije klorofila b (Chl-b) u obrastaju tijekom istrazivanja (K —

kontrola; 0,50%, 1% i 2% - koncentracije vodenih ekstrakata Civitnjace).

Koncentracija Chl-c (Slika 21) u kontrolnom sustavu se kontinuirano smanjivala tijekom
istrazivanja, te je zadnjeg dana iznosila 1,23 + 0,53 pg/cm?. U sustavima s ekstraktima
¢ivitnjaCe razli¢itih koncentracija, koncentracije Chl-C su se mijenjale. Najveca
koncentracija zabiljezena je nakon prvog dana istrazivanja u sustavu s 2%-tnim
ekstraktom, a bila je oko 50% veéa odnosu na kontrolu. Zadnjeg dana istrazivanja
koncentracije Chl-c su u svim sustavima bile vece u odnosu na kontrolu, a najmanja masa

od 1,59 + 0,53 pg/cm? zabiljezena je u sustavu s 0,5%-tnim ekstraktom.
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Koncentracija klorofila c

1.dan 3.dan 6. dan
Dan uzorkovanja

BK m0,5% m1% 2%

Slika 21: Promjene koncentracije klorofila ¢ (Chl-c) u obrastaju tijekom istrazivanja (K -

kontrola; 0,50%, 1% i 2% - koncentracije vodenih ekstrakata Civitnjace).
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4. RASPRAVA

U vodenim ekosustavima mikrofiti su izloZeni djelovanju razli¢itih ¢imbenika, pa tako i
utjecaju alelokemikalija koje mogu ispustati razli¢ite vrste mikrofita (Ledo i sur. 2009) te
akvaticke (Hootsmans i Blindow 1994; van Donk i van de Bund 2002) ili terestricke biljke.
Alelokemikalije se najlakse oslobadaju iz submerznih listova akvati¢kih biljaka jer nemaju
puci, imaju tanju kutikulu i1 slabije medusobno povezane stanice mezofila u odnosu na
listove koji plutaju na povrSini vode (Hutchinson 1975), ali i u odnosu na listove
terestriCkih biljaka koji imaju puno deblju kutikulu. Medutim, kod terestrickih biljaka,
alelokemikalije se mogu oslobadati kroz puci ili epidermske stanice (Gross 2003).
Dosadasnja istrazivanja su pokazala da ekstrakti terestrickih biljaka iz porodica
Papaveraceae (Jancula i sur. 2007), Rutaceae (Meepagala i sur. 2005), Apiaceae
(Meepagala i sur. 2005a) i Ephedraceae (Yan i sur. 2012) inhibiraju rast mikrofita. Spojevi
izolirani iz razli¢itih biljnih vrsta iz navedenih porodica, a koji naj¢esce djeluju alelopatski
su polifenoli, kinoni, alkaloidi, organske i amino kiseline te terpeni (Lu i sur. 2013; Shao i
sur. 2013).

Tijekom ovog istrazivanja utvrdeno je da je unos vodenih ekstrakata listova Civitnjace
utjecao na fizikalno-kemijske parametre, ali i dinamiku razvoja te strukturu obrastaja.
Fizikalno-kemijski parametri mijenjali su se u svim eksperimentalnim sustavima. S
obzirom da listovi ¢ivitnjace imaju visok sadrzaj dusika i fosfora (Wu i sur. 2012), a biljka
je opéenito bogata razliitim spojevima kao $to su izoflavoni, terpeni, viteksin i ulja
(Jakovljevi¢ i sur. 2015; Cui i sur. 2017), unos vodenih ekstrakata ¢ivitnjac¢e pridonio je
povecanju provodljivosti vode kao i dostupnih koncentracija hranjivih tvari. Medutim,
unos ekstrakata ujedno je pridonio i smanjenju koncentracije kisika u vodi. Ovo je posebno
bilo izrazeno u sustavu s 2%-tnim ekstraktom c¢ivitnjace Sto ukazuje na intenzivnije

procese razgradnje.

Unos ekstrakata bogatih razli¢itim spojevima te promjene fizikalno-kemijskih parametara
vode utjecali su na razvoj obraStajnih zajednica. Nakon pocetnog smanjenja ukupna
biomasa obrasStaja se povecala u svim sustavima. Razvoj obrastaja opcenito prolazi kroz
faze rasta i gubitka, a razli¢iti ¢imbenici odreduju vrijeme trajanja pojedine faze (Zuna
Pfeiffer 2012). Naglo povecanje koncentracije razli¢itih spojeva u svim je sustavima

narusio razvoj obraStaja Sto je S obzirom na smanjenje koncentracije klorofila u prvom
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dijelu eksperimenta moglo biti povezano s otpustanjem mikrofita i njihovim prelaskom u

stupac vode.

lako se masa obrastaja zadnjeg dana istrazivanja povecala, utvrdene su razlike u sastavu
obrastaja izmedu pojedinih sustava. U sustavu s 0,5%-tnim ekstraktom civitnjace obrastaj
se najve¢im dijelom sastojao od organske tvari te je sadrzavao najvise Chl-a, a najmanje
Chl-c, dok se obrastaj u sustavu s 1%-tnim ekstraktom sastojao najve¢im dijelom od
anorganske tvari i sadrzavao najvise Chl-b i -c. Poznato je da je Chl-a prisutan kao vrlo
vazan fotosintetski pigment u algama razlic¢itih skupina, da Chl-b nije prisutan kod
cijanobakterija, te da je Chl-c posebno karakteristian za dijatomeje (Zuna Pfeiffer i sur.
2018). Utvrdene razlike u sastavu pigmenata u obraStaju ukazuju da su primijenjeni
ekstrakti Civitnjace utjecali na sastav i raznolikost mikrofita u obrasStaju u istrazivanim
sustavima. Osim toga, ve¢i udio Chl-c u obrastaju ukazuje da se dijatomeje bolje
prilagodavaju uvjetima u sustavima s vefim koncentracijama ekstrakata Ccivitnjace.
Razli¢ita su istrazivanja takoder pokazala da dijatomeje malih dimenzija, karakteristi¢ne za
eutrofne vode pokazuju tolerantnost na razliCite Stetne tvari u vodi poput pesticida
(Debenest i sur. 2010) te da pojedine vrste kao $to su Melosira varians, Nitzschia dissipata

i Cocconeis placentula nisu osjetljive na pojedine vrste herbicida (Debenest i sur. 2009).
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ZAKLJUCAK

Vodeni ekstrakti Civitnjace razlic¢itih koncentracija mijenjaju fizikalno-kemijske parametre
u eksperimentalnim sustavima i utjeCu na promjenu sastava zajednice mikrofita na $to
ukazuju promjene koncentracija pojedinih tipova Kklorofila. Daljnja istrazivanja
taksonomskog sastava i broja jedinki mikrofita omogucit ¢e bolji uvid u dinamiku razvoja i

promjene sastava i strukture zajednica mikrofita izlozenih utjecajima ekstrakata Civitnjace.
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