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1. Uvod
Pod ekoloskom, organskom ili bioloskom poljoprivredom u §iroj javnosti se uglavnom misli
na tzv. proizvodnju ,zdrave hrane“, tj. poljoprivrednu proizvodnju bez primjene

agrokemikalija.

Premda je ova defincija donekle toCna i prihvatjiva, ipak treba re¢i da je ekoloska
poljoprivreda koncept poljoprivredne proizvodnje koji je mnogo sloZeniji i ¢ija bit nije samo u

izostavljanju agrokemkalija, ve¢ u sveukupnom gospodarenju kojim je to moguce postiéi.

Stoga za ekolosku poljoprivredu mozemo reci da je to sustav poljoprivredne proizvodnje koji
nastoji maksimalno iskoristiti potencijale odredenog ekosustava (autonomno gospodariti
sustavom), odnosno gospodarstva stimulirajuéi, jacajuci i harmoniziraju¢i bioloske procese

pojedinih njegovih djelova.

Ekoloska poljoprivreda isto tako nije niti povratak na staro, povratak na poljoprivredu nasih
djedova. Naprotiv ekoloska poljoprivreda dio je suvremene poljoprivredne proizvodnje,
trgovine i agronomske znanosti te se upravo temelji na njezinim najnovijim spoznajama i

dostignuéima (Znaor, 1996.).

Proplis je smolasti pcelinji proizvod kojem se jos$ u antickim vremenima posvecivala posebna

pozornost (Kaps, 2013.).

Propolis je mjesavina razliitih koli¢ina voskova i1 smole koje pcele prikupljaju s pupova lis¢a

ili kore drveca ili grmlja (Mujié i sur., 2014.).

Rije¢ propolis grckog je porijekla (gre. pro prije i polis grad) Sto znaci ,,ispred grada® ili
,obrana grada.” (Kaps, 2013.).

U pcelinjoj zajednici sluzi kao gradevinska denzifekcijska tvar kojom pcele popunjavaju
pukotine, fiksiraju sace, dezinficiraju i poliraju stanice te smanjuju otvor kosnice radi zastite

od eventualnih neprijatelja (Muji¢ i sur., 2014.).

Preparati na bazi propolisa mogu se koristiti u obliku vodene, alkoholne, hidroalkoholne

otopine te u obliku propolisnog ulja.

Mnogi talijanski i njemacki eko vocari 1 vinogradari u svrhu zastite bilja koriste propolis, a
broj pristasa upotrebe propolisa vrtoglavo raste svakim danom. Tome svjedo¢i 1 istraZivanje 0
moguénosti uporabe propolisa u zastiti bilja koje su proveli struénjaci zavoda za ribarstvo

pcelarstvo 1 zootehniku sa Agronomskog fakulteta u Zagrebu iz ¢ijeg je rada zakljuceno da



propolis posjeduje antibakterijsko, antigljivicno 1 insketicidno djelovanje te da stimulirajuce

djeluje na rast i razvoj biljka (Znaor, 1996.).

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary zemlji$ni je parazit koji napada veliki broj biljnih
vrsta u svim stadijima rasta i razvoja te njihove plodove nakon Zetve odnosno berbe. S.
sclerotiorum uzroc¢nik je bolesti za koju se, ovisno o domacinu kojeg napada, koristi vise od
60 naziva kao $to su trulez stabljike, trulez vrata korijena, trulez glave, palez cvijeta, venuce,

rak stabljike ili najcesce bijela trulez (Purdy, 1979.).

Borytis cinereae fakultativno je parazitna i polifagna vrsta. Krug domacina je brojan osobito u
podrucju umjerene klime. U jaCem intenzitetu javlja se u godinama s ve¢om koli¢inom kise 1
to uglavhom u drugom djelu vegetacije. U razvojnom ciklusu gljiva formira micelij,
konidiofore s konidijama, askuse i askospore, a prema nekim autorima i mikrokonidije i

hlamdispore (Topolovec-Pintari¢ i Cvjetkovic, 2000.).

Ovo istrazivanje imalo je za cilj utvrditi utjecaj razli¢itih koncentracija alkoholne otopine

propolisa (0,5%, 1% i 2,5%) na porast gljiva Sclerotinia sclerotiorum i Botrytis cinerea.



2. Pregled literature

Tvari nadene u propolisu ukljucuju: flavonidi 38%, hidroksiflavoni 27%, hidroksiflavanoni
11%, kalkoni 2%, benzojeva kiselina i derivati 12 %, derivati benzaldehida 2%, cimetni
alkohol, cimetna kiselina i derivati 14 %, alkohol, ketoni, fenoli i heteroaromati¢ni spojevi
12%, terpeni, seskviterpentski alkohol i derivati 7%, alifatski ugljikovodici 6%, mineralne
tvari 22%, steroli i steridni ugljikovodici 6%, Seceri 7%, aminokiseline 24%, smole i balzami
55%, voskovi 30 %, etericna ulja 10%, pelud 5%, oksidacijska vrijednost propolisa 22%,
mehanicka necisto¢a 20%, fenolne tvari 20% ( Kaps., 2013.).

Boja propolisa varira od zute do tamnosmede, ovisno o porijeklu smole. Na temperaturi od
25°C do 45°C propolis je meka, podatna i vrlo ljepljiva tvar. Na manje od 15°C te kad je
zamrznut ili blizu zamrzavanja, propolis postaje tvrd i lomljiv. Prema Klasifikaciji proizvoda
pcelarstava svjetske organizacije, postoje tri vrste propolisa: brazilski, europski i propolis

sjevernih regija Rusije ( Muji¢ i sur., 2014.).

Europski proplis istrazen je u radu Bankove i suradnika (2002.) kroz tri talijanska, tri
bugarska i Cetiri $vicrska uzorka pomoé¢u GC-MS kromatografije i identificirano je vise od 80
komponenata. Uglavnom su identificirani gore navedeni spojevi, s tim da je potvrdena
preporuka Bankova i sur. (2000) kako je prvi korak u kontroli propolisa utvrdivanje“tipa‘
propolisa s obzirom na njegovo biljno porijeklo. Utvrdivanje geografskog porijekla kroz
ispitivanje sastava propolisa potvrduju i Popova i sur. (2009.) u mediteranskom propolisu

Krete i mnogi drugi (Muji¢ i sur., 2014.).

Brojna istrazivanja u novije vrijeme izvjeStavaju o razliitim primjenama propolisa u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji u svrhu lije€enja ili prevencije bolesti kao Sto su

karcinom, upale, dijabetes, srcani problemi (Sforcin i Bankova, 2011.).

Primjenu propolisa u posljezetvenoj pripremi i u konzerviranju voc¢aka preporuca se prema

istrazivanju Shangallija (1990.).

O antibakterijskim aktivnostima propolisa provedena su mnoga znanstvena istrazivanja diljem
svijeta. Dokazana je citotoksi¢na aktivnost, aktivnost protiv protozoa i drugi bioloski u¢inci
izmedu kojih su: regeneracija nosnog tkiva, kostiju, zubne pulpe, anesteticko svojstvo,
hepatoprotektivno, imuno protektivno, podsticanje detoksikacije jetre, antioksidativno
potvrdeno postojanje razli¢itih biloloSkih svojstava; antibakterijska, antiviralna, antitumorna,

antiinflamatorna, antikancerogena, antifungalna (Sforcin i Bankove, 2011.)



Ljekovitost propolisa istraZzuje se u mnogim drZzavama i na svim kontinentima i dobiveni su
sli¢ni rezultati. Brojni znanstvenici potvrdili su protutumorsko djelovanje propolisa. Svjedoci
tome i Cinjenica da je na savjetovanju 1976. u Bukurestu i 1978. u Portorozu, od 153 referata

njih 60 bilo posveceno upravo istrazivanjima ljekovitih svojstava propolisa (Kaps, 2013.).

Istrazivanjem provedenim na 94 tipa anaerobnih sojeva klinickih bakterija koje su tretirane
bugarskim propolisom, Boyanova i sur. (2005.) otkrivenoj je da propolis djeluje inhibcijski
na vecinu anaerobnih sojeva, te da se daljnim istrazivanjem moze unaprijediti njegova

uporaba u medicini.

Europski propolisi (Austrija, Njemacka, Francuska) imaju sli¢na svojstva te osobito djeluju na
bakterije Staphylococcus aureus, Escherichia coli i Candida albicans. Austrijski proplis bio je
osobito u¢inkovit na kandidu ( Abd El-Hady, Hegazi i Wollenweber, 2002.).

Propolis inhibrira djelovanje bakterije Clostrdium oedematiens. To su Gram pozitivne
bakterije uzroénici bolesti ljudi i zivotinja. Bakterija proizvodi toksine, medu njima i
smrtonosni aflatoksin. Za unistavajuce djelovanje na bakterije djelotvorni su osobito sljedeci
sastojci propolisa: diprenil-dihidrokumari¢na kiselina (4,1%), esteri kumari¢ne kiseline
(10,9%), benzofuranov lignan (13,5%) i derivati valeri¢ne kiseline (11,4%) (Hegzi i sur.,
2002.).

Istrazivanje provedeno o sigurnosti propolisa u alternativnom lijeenju proveli su Miguel i
sur. (2011.). Svoje istrazivanje su usmjerili na kemijsku varijabilnost fenola i hlapljivih tvari
iz propolisa, te njihovu ponasanje u bioloskim procesima. Kroz pokus su ispitivali kemijska
svojstva propolisa iz razli¢itih regija (Rusija, Brazil, Kuba, Venezuela, Okinawa i1 Taiwan).
Unatoc¢ razlicitom kemijskom sadrzaju ovih propolisa otkrili su da svi imaju jednako ili slicno
djelovanje na bioloSke procese. Zakljucili su da se propolis moze uzimati kao alternativa za
razne bolesti. Medutim nije posve bezopasan. Neki kemijski sastojci uzro€nici su pojave

alergija, pa se preporuca konzultiranje sa lije¢nikom prije upotrebe

Inhibitorno djelovanje propolisa na Candidu albicans, koja je uzro¢nik bolesti disnog sustava,
probavnog trakta i usne Supljine u svom istrazivanju potvrdili su Auria i sur. (2003.). U ovom
istrazivanju je utvrdeno da koncentracija od 0,22 mg/ml ima inhibitoran ucinak na razvoj
gljive, kao 1 manje koncentracije koriStene u istraZivanju. Propolis je djelovao na strukturu

plazma membrane koja se raspala vrlo brzo (15-30 sekundi nakon tretiranja).



Utvrdeno je da osam razlicitih vrsta propolisa sprje¢ava oksidativne promjene Stetnog (LDL)
kolesterola, §to inhibrira napredovanje ateroskleroze te su sve istrazivane vrste propolisa
imale antivirusni ucinak. Eksperiment je napravljen s virusima atipicne kokoSje kuge i

zarazne vrste bursa virusa (Abd El-Hady i sur. 2002.).

Istrazivanje djelotvornosti propolisa protiv protozoa izveo je Mladenov (1986.) promatrajuéi
kulture prazivotinja mikroskopom uz povecanje od 400 puta. Opazio je promijene u
mikroorganizmima koje je tretirao ekstraktom propolisa u etilnom alkoholu, vodi, vo¢noj i
grozdanoj rakiji. Utvrdio je da su nakon mijeSanja s propolisom kod prazivotinja pojavile
degenerativne promjene. Citoplazma je potamnila, stani¢ne strukture su se promijenile, a

Stani¢na jezgra nestala.

Antioksidativno, antimikrobno i antifungalno djelovanje propolisa pruza Siroku moguénost
primjene u prehrambenoj tehnologiji. Prednost propolisa nad konvencionalnim
konzervansima je ta Sto talog propolisa ima pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje. Malen broj
istrazivanja je posvecen potencijalnim nuspojavama koje se javljaju konzumacijom iako neki

od elemenata koje propolis sadrzi mogu biti vrlo Stetni za zdravlje (Mujic i sur., 2014.)

Najvazniji bioflavonidi u proplisu su galangin, pinocembrin, kvercetin, naringin, apigenin i
krizin, a mikroorganizmi na koje djeluju su sljedec¢i: galangin na Bacillus subtilis, Bacillus
alei, Proteus vulgari, Escherichia coli, Staphylococcus aureus pinocembrin, Aspregillus
flavus, Herpes simplex virus: kvercetin na Aspregillus flavus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Herpes simplaex virus; naringin na Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa; apigenin na Staphylococcus pyogenes, Staphylococcus
aureus, Herpes simlex virus; krizin na Staphylococcus pneumoniae, Herpes simplex virus
(Kaps, 2013.).

Propolis povecava antimikrobno djelovanje nekih antibiotika: pencilin, klormiatin, tetraciklin
dr. U normalnim uvjetima propolis 1 alkohoni ekstrakt propolisa Cuvaju antibkterijsku
aktivnost 3-4 godine. Antibakterijske tvari u propolisu i njegovim ekstraktima su

termostabilne i prakti¢no otporne na visoke temperature (Mujic i sur., 2014.).

Curifuta i sur., (2012.) dokazali su da etanolni ekstart Cileanskog proplisa ima inhibirajuce
djelovanje na ekonomski vazne fitopatogene gljivice uzgojenim in vitro: Alternaria alternata,
Fusarium sp., Ulocladium sp., Bortrytis cinera., Penicilium expansum i Trichoderma resei.

Gljive su tretirali sa ekstratom komercijalnog propolisa koji su umjesali u hranjivu podlogu



(PDA) te su mjerili promjer micelija svaki dan, a promatrali su ih ovisno o duzini trajanja

zivotnog vijeka odredene kulture.

Utvrdeno je da propolis djeluje na sklerozaciju gljivice Morchella conica ( Guler i sur.,
2005.).

Testiran je inhbirajuci efekt ekstrakta propolisa razli¢itih vodenih koncentracija od 0,5% |,
1,2%, 3% i 4% na porast gljivica Alternaria alternata, Aspergillus niger, Aspergillus
parasiticus, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum f.sp. melonis i Pencilium digitatum.
Koncentracje 0,5%, 1,2% i 3% imalie su manji ufinak na porast gljiva, za razliku od
koncentracije 4% koja je utjecala na 50% manji porast navedenih gljiva te pokazala najvece

inhibitorno djelovanje ve¢ nakon 6 dana inkubacije. Gljive na ¢iji je porast koncentacija imala

najveci inhibitorni uc¢inak su A. alternata i P. digiatum (Ozcan, 1999.).

Najveci doprinos znanosti o propolisu ima S.A. Popravko koji je sa suradicima obavio brojna
istrazivanja o propolisu. U propolisu je pronasao flavonide koji iznose 1 do 4 % sastava
propolisa: krizin, tektokrizin, galangin, izalpinin, ramnocitrin, kepferol, pinocembrin,

pinostrobin i izovalin (Kaps, 2013.)

Sclerotinia sclerotiorum je gljiva iz grupe fakultativnih parazita-polifaga. Snjezno bijela
prevlaka koja se razvija na napadnutim dijelovima biljke je micelij gljive. Sklerocije su organi
gljive u kojima ona prezimljuje i odrzava vitalnost u tlu 8-10 godina. Sklerocije su vrlo
otporne na visoke i niske temperature kao i na fungicidne pripravke. Gljivu se vrlo lako
izolira na svim podlogama i jednostavna je za determinaciju. Raste i razvija se na temperaturi

od 1° do 30° C, a optimalan temperatura za razvoj je 24° C (Grau i Hartman, 1999.).

Sclerotinia sclerotiorum prvi put je utvrdena i opisana u Tajlandu 1919., zatim u Njemackoj
1921. 1 od tada do danas opisali su je i istrazili mnogi autori diljem svijeta. Detaljan opis za
bijelu trulez soje dali su Sinclair i Shurtleff (1975.) i Sinclair i Backman (1989.). U to
vrijeme, prema njihovim opisima S. sclerotiorum nema veéi ekonomski znacaj u SAD-u, vise
sporadi¢ni. Medutim, u meduvremenu od 1990. godine dogodile su se znacajne promjene i
danas je ova bolest vrlo destruktivna u sjevernoj Americi (Wrather i sur., 2001.).Takoder,

prisutna je i u juznoj Americi (Yorinori i Homechin, 1985.).

Sclerotinia sclerotiorum parazitira osim suncokreta i soje i mnoge druge kultivirane biljke kao
Sto su npr. uljana repica, lucerna, duhan, le¢a, grah, raj¢ica, krastavac, salata, ljiljani, tulipani,

salata, mrkva, bundeva, luk, ¢e$njak, citrusno voée, zacinsko bilje (timijan, ruzmarin), ukupno



408 biljnih vrsta svrstanih u 278 rodova i 75 porodica (Bollad i Hall, 1994., Barkai-Golan,
2001., Saharan i Mehta, 2008.).

Uzroc¢nik bijele trulezi osim kulturnih, ima domacine i medu korovnim vrstama kao $to su
primjerice mracnjak (Abutilon theophrasti), limundzik (Ambrosia artemisiifolia) te
ostrodlakavi §¢ir (Amaranthus retroflexus) (Jurkovié i Culek, 1997., Jurkovi¢ i Cosi¢, 2004.).

Bijela trulez ubraja se u najdestruktivnije patogene koji napadaju suncokret. Napada sve
dijelove biljke: glavu, stabljiku, korijen tako da moze uzrokovati veliko smanjenje zrna po ha
i do 100% kad su povoljni uvjeti za njen razvoj, a to je vlazno i hladno vrijeme tijekom
vegetacije. Zaraza ovim patogenom znacajno utje¢e i na kakvocu zrna, odnosno djeluje na
snizavanje sadrzaja ulja i bjelanéevina u zrnu (Vratari¢ i sur., 2004.). S. sclerotiorum uzrokuje
na suncokretu Cetiri tipa bolesti i to truljenje sjemena i propadanje mladih bilj¢ica, korijenski
tip bolesti i venuée biljaka, truljenje srednjeg dijela stabljike i truljenje glave (Cosié i sur.,
2012.).

Primarnu zarazu bijele trulezi u pocCetku vegetacije obavlja micelij gljive koji se razvija na
prezimljenim sklerocijima u tlu ili na oboljelom sjemenu. Sekundarnu zazrazu tjekom

vegetacije obavljaju askospore (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.)

Sklerocije S. sclerotiorum osnovni su izvor zaraze. Sklerocije nastaju kao kompaktna bijela
tijela sastavljena od hifa veli¢ine zrna jeCma, no razlikuju se s obzirom na domacina i
okoliSne uvjete. Kasnije sklerocije postanu crne. Ponekad gljiva zarazi srz biljaka te nema
pojave vanjskog micelija, a proraste cijelu biljku i unutar nje stvara sklerocije (Walker, 1969.,
Saharan i Mehta, 2008.).

Obzirom na mogucu toksi¢nost gljive i sklerocija uradena su brojna istraZivanja kojima nije
utvrden negativni ucinak sklerocija na zdravlje zZivotinja niti Su nadeni toksi¢ni metaboliti

(Colei Cox, 1981.).

Kod povr¢a iz porodice krstasica, prvi simptom javlja se u vidu sivih linearnih lezija na
glavnoj stabljici, a krajnja posljedica je zaostalost biljaka u rastu. Na ubranim plodovima u
skladiStu dolazi takoder do pojave micelija 1 razvoja sklerocija. Tkivo domacina postaje meko
I vodenasto kako bolest napreduje, a truli dijelovi gube vodu i suse se. Osim stabljike,
zarazeni mogu biti i drugi dijelovi biljke kao $to su korijen, list, peteljke, cvijet. Do zaraze
plodova dolazi kako tijekom vegetacije tako i nakon berbe tijekom skladistenja (Saharan i
Mehta, 2008., Walker, 1969.).



Uzro¢nik sive plijesni, gljiva Botrytis cinerea, fakultativno je parazitna i polifagna vrsta,
postoje neki njeni izolati koji koji pokazuju manji ili veéi stupanj specijalizacije te inficiraju
samo neke domacine. Botytis cinerea ima Sirok krug domacina, osobito u podru¢ju umjerene
klime: suncokret, soja, uljana repica, lan, vinova loza, hmelj, grah grasak, luk, raj¢ica, mrkva,

ricinus 1 druge mnoge uzgajane i korovne vrste (Vratari¢ i sur.,2004.).

Botrytis cinerea, uzro¢nik sive trulezi patogen je za 235 vrsta biljaka, koje se prostiru od
hladnih zona Aljaske i Kanade do suptropskih podrucja. Znacajno ugrozava proizvodnju voca,
grozda, povréa i ukrasnog bilja. Cesto izaziva bolesti biljaka u zaSti¢enom prostoru, kao i
trulez plodova tokom skladiStenja i transporta. Gljiva parazitira skoro sve dijelove biljke u
svim fazama razvoja, a simptomi se naj¢es¢e opisuju kao siva trulez, siva plijesan, palez, a
zapazeno je i polijeganje klijanaca (Verhoeff, 1970., Charabany i Shtienberg, 1999., Giraud i
sur., 1999.).

U vecini slucajeva, patogen je najopasniji na zrelim biljnim dijelovima ili na tkivu koje stari,
mada do infekcije obi¢no dolazi u ranijim fenofazama. Poslije infekcije zaraZzeni biljni
dijelovi bez vidljivih simptoma ostaju latentno zarazeni duzi vremenski period. Pri povoljnim
vremenskim uvjetima i nakon fizioloskih promjena tkiva domaéina (sazrijevanje, promjena
kemijskog sastava i dr.) dolazi do ubrzane destrukcije i truljenja zarazenih biljnih dijelova,
tako da kod uskladistenih plodova bez simptoma gubici postaju vidljivi tek nakon njihovog

transporta do mjesta prodaje (Williamson i sur., 2007).

Tesko je sa sigurno$¢u procijeniti kolike su Stete koje uzrokuje B. cinerea. Zavisno od usjeva i
vremenskih prilika, gubici prinosa mogu dosti¢i 50%, mada i potpuno propadanje usjeva nije
neuobicajeno. O ekonomskom znacaju patogena najbolje govori 15 - 25 miliona dolara,

koliko se u svijetu godiS$nje utrosi na fungicide za suzbijanje B. cinerea (Elad i sur., 2004).

Javlja se kako na kultiviranim, tako i na korovskim biljkama, moze prezivjeti i kao saprofit na

biljnim ostacima, tako da je uzro¢nik u usjevu uvijek prisutan (Jarvis, 1980).

U razvojnom ciklusu gljiva formira micelij, konidiofore s konidijima, sklerocije, apotecije,

askuse i askospore, a prema Topolovec-Pintari¢ (2000.) i mikrokonidije i hlamidospore.



3. Materijali i metode rada

U Laboratoriju za fitopatologiju na Poljoprivrednom fakultetu u Osijeku u veljaci i ozujku
2015. godine proveden je pokus prema uzoru na pokus koji su proveli Curifita i sur. (2012.) u

Cileu.

Pokusom smo istrazivali inhibitorno djelovanje alkoholne otopine propolisa (Slika 1.) u tri

koncentracije 0,5%, 1%, 2,5% na porast dvije vrste gljiva S. sclerotiorum i B. cinerea.

Slika 1. Propolis koristen za pripremanje podloge
(original)

Istrazivanje smo zapoceli sterilizacijom Petrijevih zdjelica 90 mm i pribora. Za pripremanje

podloge koristili smo destiliranu vodu, PDA ( krompirov agar) i tehnicki agar.

Sterilizciju Petrijevih zdjelica izvr$ili smo zamatanjem u novinski papir i stavljanjem u

autoklav 20 minuta na temperaturi od 121 °C.

U jednu Erlenmayerovu tikvicu dodali smo 0,725 ml destilirane vode, te 21,5 g PDA podloge
u prahu i 3,5 g tehni¢kog agara (slika 2.). Smjesu smo otapali kuhanjem, a nakon toga hladili
na temperaturi od 55° C. Koristili smo tri tikvice za tri koncentracije. Petrijeve zdjelice punili

smo podlogom sa 0,5%, 1%, 2,5% alkohonom otopinom propolisa (slika 3.).



Slika 2. Mijesanje smjese s propolisom za dobivanje podloge

(original)

Slika 3. Petrijeve zdjelice s podlogom alkoholne otopine propolisa

(original)
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Nakon pripreme podloga slijedila je inokulacija u laminariju. Za inokulaciju je koristen
sedam dana star micelij gljiva. Dobivene diskove promjera 5 mm sterilnim priborom nanosili
smo na sredinu Petrijevih zdjeliae (slika 4.). Micelij gljive okrenut je prema podlozi prilikom
nanosenja. Nakon inokulacije Petrijeve zdjelice smo stavili u termostat, u kojem smo ih drzali

na temperaturi od 22° C.

Slika 4. Inokulacija izolata S. sclerotiorum i B. cinereae unutar laminarija (original)
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Prvo mjerenja porasta obavljeno je 2 dana od inokulacije. Mjerenje je izvrSeno pomocu
ravnala, kojim se mjerio promjer micelija preko sredine diska u vodoravnom smjeru. Mjerenje
je vrSeno svaki dan u periodu od 32 dana, a za rezultate i raspravu odabrani su dani sa

najznacajnijim promjenama.

Slika 5. prikazuje primjer porasta S. sclerotiorum nakon 32 dana , a slika 6 porast B. cinerea

Slika 5. Porast gljive S. sclerotiorum nakon 25 dana (original)

Slika 6. Porast gljive B. cinerea na tri razlic¢ite koncentracije (original)
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4. Rezultati

4.1. Utjecaj alkohone otopine propolisa na porast micelija Botytis cinerea

U tablici 1. prikazana je statistiCka analiza porasta micelija B. cinerea za promatrane dane

mjerenja.

Tablica 1. Statisti¢ka analiza porasta micelija B.cinerea (cm)

2 dana od inokulacije

kontrola 0.5% 1% 25 %
X 2,88 0 0 0
LSD¢;=0,1034 LSD0s=0.738
5 dana od inokulacije
X 9 0.55 0 0
LSD,,,=0.7083 LSD(5=0.5052
10 dana od inokulacije
X 9 1,95 0 0
LSD01=2,4717 LSDg0s=1,7629
14 dana od inokulacije
X 9 4,50 0 0
LSD,,,=5,6124 LSD5=4,0031
20 dana od inokulacije
X 9 4,50 0,56 0
LSDy1=5,7360 LSDg05=4,0913
25 dana od inokulacije
X 9 4,50 2.23 0

LSD, ,=6,1518

LSD, ,5=4,3878
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Prvi porast micelija mjeren je dva dana nakon inokulacije. Porast je mjeren za sva Cetiri

ponavljanja razli¢itih koncentracija alkoholne otopine propolisa i kontrolu.

Iz grafikona 1. vidljiv je znacajan porast micelija kontrole, dok je na porast micelija B.
cinerea podloga alkoholne otopine propolisa imala inhibitorni u¢inak za sve tri koncentracije,
odnosno nije bilo porasta micelija. Izmedu kontrole i ostalih tretmana utvrdene su statisticki

znacajne razlike.

cm

35

2.5

1.5

0.5

kontrola 0.5% 1% 25%

Grafikon 1. Porast micelija B. cinerea (cm) drugi dan od inokulacije
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Drugo mjerenje uradeno je pet dana nakon inokulacije (grafikon 2). Porast micelija kontrolne
skupine je bio 9 cm i stvorile su se mikrosklerocije, dok je na podlozi s 0,5% otopinom
propolisa porast gljive bio 0,55 cm (slika 7.). Na podlozi sa 1% i 2,5% otopinom nije

zabiljeZen porast. Izmedu kontrole 1 ostalih tretmana utvrdene su statisticki znacajne razlike

cm

10

N o0

kontrola 0.5% 1% 2.5%

Grafikon 2. Porast micelija B. cinerea (cm) peti dan od inokulacije

Slika 7. Porast micelija B.cinerea na koncntraciji 0,5 % i kontrole (5. dan) (original)
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Deset dana nakon inokulacije izvrSeno je tre¢e mjerenje porasta micelija (grafikon 3). Na

podlozi s 0,5% otopinom utvrden je rast micelija od 1, 95 cm (slika 8.), dok na podlozi sa 1%

I 2,5% otopinom nije bilo porasta micelija. Izmedu kontrole i ostalih tretmana utvrdene su

statisti¢ki znacajne razlike.

o
3

[any
N W 1O N 0O LV O

[y

kontrola 0.5% 1% 2.5%

Grafikon 3. Porast micelija B. cinerea (cm) deseti dan od inokulacije

Slika 8. Porast micelija B. cinerea 10. dan od inokulacije (original)
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Sljede¢e mjerenje izvrSeno je 14 dana od inokulacije. Na podlozi s 0,5% otopinom propolisa
je zabiljezen rast od 4,5 cm, kod podloga s 1 % i 2,5 % otopine propolisa i dalje nije

zabiljezen porast. Izmedu kontrole i ostalih tretmana utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike.

cm

10

I

w

N

[uny

kontrola 0.5% 1% 2.5%

Grafikon 4. Porast micelija B. cinerea (cm) 14. dan od inokulacije
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Peto mjerenje porasta micelija izvrSeno je dvadeset dana od inokulacije. Na podlozi s 0,5%

nije bilo promjena. Na podlozi s 1% otopinom propolisa utvrdene je neznatan porast micelija

(slika 9.) , dok na podlozi s 2,5% otopinom nije zabiljezen rast. Izmedu svih tretmana su

utvrdene statisticki znacajne razlike

cm

10

(C2 BN o))

N W b

[uny

kontrola 0.5% 1% 2.5%

Grafikon 5. Porast micelija B. cinerea (cm) dvadeseti dan od inokulacije

Slika 9. Porast micelija B. cinerea na koncentraciji 1 % (20. dan)
(original)
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Zavr$no Sesto mjerenje izvrSeno je 25. dan od inokulacije. Na podlogama s 0,5% i 2,5%
otopinom propolisa nije doSlo do promijene. Na podlozi s 1% otopinom zabiljezen je
znacajniji porast u odnosu na ostale dane mjerenje (2,23 cm u prosjeku). Izmedu svih

tretmana su utvrdene statisticki znacajne razlike.

cm

10

N

w

N

[EEN

kontrola 0.5% 1% 2.5%

Grafikon 6. Porast micelij B. cinerea (cm) dvadestpeti dan od inokulacije
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Na slici 10. prikazan je porast micelija B. cinereae na tri razli¢ite koncentracije propolisa

(podloge s 0,5 %, 1 % i 2,5 % - tnom otopinom propolisa) i kontorla.

Slika 10. Porast micelija B. cinerea na razli¢itim koncentracijama (original)
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4.2 Utjecaj alkoholne otopine propolisa na porast micelija Sclerotinia sclerotiorum

Alkoholna otopina propolisa imala je inibitorni u¢inak na porast micelija S. sclerotiorum u
svim koncentrcijama tijekom svih dana mjerenja gdje je zabiljezen rast samo kontrolne
skupine. Analiza varijance u ovom slucaju nije imala smisla jer u tretmanima s propolisom u

svim ponavljanjima nije bilo porasta.

Dva dana od inokulacije kod micelija kontrolne skupine doslo je do porasta od 2,28 cm
(grafikon 7.) dok nakon petog dana mjerenja micelij u kontroli je dosegao rub Petrijeve

zdjelice promjera 9 cm (grafikon 8.).

cm

2.5

15

0.5

kontrola 0.5% 1% 2.5%

Grafikon 7. Porast micelija S. sclerotiorum (cm) od drugog dana mjerenja
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Grafikon 8. Porast micelija S. sclerotiorum (cm) pet dana od inokulacije

Izgled micelija S. sclerotiorum na PDA podlozi pet dana od inokulacije prikazan je na slici
11.

Slika 11. Porast miceija S. sclerotiorum kontrolne skupine (original)
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Tre¢e mjerenje porasta micelija gljive S. sclerotiorum izvrSeno je 10 dana od inokulacije pri
kojem takoder, nije zabiljezen rast micelija na podlogama s alkoholnom otopinom propolisa u
kontroli je micelij dosao do ruba zdjelice i razvile su se sklerocije (grafikon 9.). Niti 14 dana
od inokulacije, kada smo izvrsili etvrto mjerenje, nije bilo promjena u donosu na prethodna
mjerenja. Kod dva zadnja mjerenja nije doSlo do promjena u odnosu na prethodna mjerenja.

Peto mjerenje izvrSeno je 20 dana nakon inokulacije, a Sesto 25 dana od inokulacije.

cm

kontrola 0.5% 1% 2.5%

Grafikon 9. Porast micelija S. sclerotiorum (cm) 10. dan od inokulacije
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Alkoholna otopina propolisa u sve tri koncentracije 0,5 %, 1 % i 2,5 % inhibitorno je
djelovala na porat micelija S. slcerotiorum tijekom svih mjerenja dok je kod kontrolne

skupine ve¢ pri drugom mjerenju zabiljezen porast od 9 cm Sto je prikazano na slici 12.

Slika 12. Razvoj micelija S. sclerotiorum na tri razlic¢ite koncentracije (original)
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5. Rasprava

Proucavanje rasta i morfogeneze gljiva moguce je njihovim uzgojem na razli¢itim podlogama
pri éemu se mogu kontrolirati brojni nutritivni i nenutritivni ¢imbenici (svjetlost, temperatura,

pH podloge) (Le Tourneau, 1979.).

Bez obzira na koncentraciju sve podloge s alkoholnom otopinom propolisa pokazale su
inhibitorno djelovanje na porast micelija S. sclerotiorum i B. cinerea $§to ukazuje na
protugljivi¢no djelovanje propolisa, a to potvrduje istrazivanje Ghisalbertia (1979.) u kojem je

iz ekstrakta propolisa izolirano vise komponenti kod kojih je utvrdeno antifugalno djelovanje.

Razvoj i porast micelija na PDA podlozi na kraju pokusa bio je znacajno visi 1 brzi u odnosu
na razvoj i porast micelija B. cinerea i S. sclerotiorum na podlogama s alkoholnom otopinom
propolisa u sve tri koncentracije. Dobiveni rezultati slazu se s rezultatima drugih prema
kojima je porast micelija najbrzi i najbujniji na ¢istoj PDA podlozi, dok na podlogama s
otopinom propolisa rast micelija gljiva smanjen je za 50 % u pocetnom razvoju (Ozcan,
1999.) te 60 % kod nizih koncentracija (0,5%) i 100 % kod viSih koncentracija (5 %)
(Curifuta i sur. 2012).

Mijerenja porasta gljive B. cinerea pokazalo je zanimljive rezultate. Podloge s propolisom
pokazale su razli¢ito djelovanje na porast gljive. Kod prvog mjerenja porasta, dva dana od
inokulacije, sve tri koncentracije pokazale su inhibitorno djelovanje dok je kod kontrolne
skupine izmjeren porast od 2,88 c¢cm u prosjeku. SljedeCa mjerenja imala su znaéajne
statisticke razlike izmedu kontrole i ostalih tretmana. Ve¢ pri drugom mjerenju u kontrolnoj
skupini izmjeren je porast od 9 cm, a kod koncentracije od 0,5 % otopine propolisa 0,55 cm
Sto pokazuje inhibitorno djelovanje vece od 70 % na porast gljive, inhibitorni ucinak se
smanjuje s vremenom te pri zadnjem mjerenju iznosi 50 % gdje je zabiljezen porast od 4,5
cm u prosjeku. Koncentracije od 1 % i 2,5 % na pocetku pokusa imale su 100 % inhibitorno
djelovanje na porast gljive, taj se postotak kod koncentracije od 1 % smanjuje te je pri
zadnjom mjerenju izmjeren porast od 2,23 cm. Najveéi inhibitorni u¢inak zabiljezen je kod
koncetracje 2,5 % gdje do kraja pokusa nije doslo do porasta gljive. Navedeni rezultati su u
skladu s rezultatima drugih istrazivanja koja, takoder, potvrduju inhibitorni u¢inak otopine
propolisa na porast B. cinereae. Takvo istrazivanje proveo je i Ozcan (1999.) koji je u pokusu
koristio vodenu otopinu propolisa u koncentracijama od 0,5 %, 1 %, 2 %, 3 % i 4 %.

Djelovanje propolisa imalo je sli¢ne rezultate, gdje je inhibitorni uc¢inak najveéi kod
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koncentracije od 4 % 1 2 % dok je kod ostalih koncentracija zabiljeZzen manji od 50 %

inhibitorni u¢inak na porast gljive B. cinereae.

Iako oba istrazivanja potvrduju protugljivicno djelovanje propolisa na porast B. cinereae,
alkoholna otopina propolisa pokazala se djelotvornijom jer kod koncentracije od 2,5 % ne
dolazi do porasta gljive uopce. Medutim, rezultat je isti, slabiji i sporiji rast gljive na

podlogama s otopinom propolisa.

Slab i sporiji rast micelija na nekim podlogama moguc je zbog prisutnosti inhibitornih tvari ili

za gljivu nepovoljnog nutritivnog sastava (Purdy i Grogan, 1954.).

Djelovanje alkoholne otopine na porast B. cinereae potvrdeno je i u istrazivanju koje su
proveli Curifuta i suradnici (2012.) koji su koristili podloge koncentracije 0,5 %, 1% i 2,5 %
i 5,5 %. Gljiva (B. cinereae) kao i kod naseg pokusa imala je najveci porast na koncentraciji
0,5 % gdje je inhibitorni ucinak na porast gljive 50 %. Koncentraciji 1 % zabiljezeno je 70 %
- tni inhibitorni u¢inak na porast B. cinereae. Dok su koncentracije od 2,5 % i 5,5 % imale
najveci inhibitorni ucinak na porast gljive preko 90 %. Rezultati ovog istrazivanja slazu se s
dobivenim rezultatima naseg pokusa u kojem je najveci inhibicitorni uc¢inak na porast (100 %)

zabiljezen kod najvece koncentracije od 2,5 %.

Rezultati dobiveni provedenim pokusom potvrduju znacajan utjecaj propolisa na

karakteristike rasta S. sclerotiorum.

Sposobnost gljive S. sclerotiorum da svoj Zivotni ciklus zavr$i na razliCitim umjetnim i
sintetickim podlogama omogucuje pracenje njenog rasta 1 produkcije sklerocija u raznolikim

uvjetima (Le Tourneau, 1979.).

Alkoholna otopina propolisa imala je 100 % inhibitorni ucinak na porast gljive S.
sclerotiorum u svim danima mjerenja i na sve tri koncentracije (slika 12. i 13.). Kontrolnoj
skupini je zabiljezen porast drugi dan od inokulacije od 2,28 cm, a ve¢ kod drugog mjerenja,
peti dan od inokulacije, 9 cm. Premda se dobiveni rezultati slazu s drugim rezultatima prema
kojima je porast micelija najbrzi i1 najbujniji na PDA podlozi, dok je na nekim drugim
podlogama kao Sto su podloga od kukuruznog brasna i lista salate (Cuong i Dohroo, 2006.)
dana od inokulacije nije zabiljezen porast S. sclerotiorum. Dobar porast na PDA podlozi u

odnosu na druge podloge pokazuju i druge gljive kao $to je Rhizoctonia solani (Ritchie i sur.,
2009.).
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Antifugalno djeovanje na gljivu S. sclerotiorum i njezin sporiji razvoj pod utjecajem propolisa
potvrduje i istrazivanje provedeno od strane Matny i sur. u kojem je istrazivano djelovanje
propolisa na razvoj micelija S. sclerotiorum na dvije hranjive podloge mrkvi i mahuni.
Proveden je pokus umijetne infekcije plodova mrkve i mahune koje su potom tretirane
alkoholnom otopinom propolisa u dvije koncentracije 2 % i 5 %. Inficirani plodovi potopljeni
su u obje koncentracije na 1 minutu, osuseni na zraku pri sobnoj temperaturi i stavljeni u
plasti¢ne kutije kako bi se pratio razvoj micelija S. sclerotiorum te pojava simptoma. Pokus se
provodio Cetiri tjedna. U prva tri tjedna alkoholna otopina propolisa imala je 100 % - tno
inhibitorno djelovanje na porast gljive kod ploda mahune, dok je u Cetvrtom tjednu razvoj
gljive u odnosu na kontrolu iznosio 25 %. Na plodu mrkve inhibitorni u¢inak alkoholne
otopine propolisa bio je znatno manji, u prvom tjednu kod koncentracije od 2 % porast gljive
bio je 8,3 % u odnosu na kontrolu dok je u ¢etvrtom tjednu iznosio 83,3 %. Koncentracija 5 %
u prvom tjednu imala je 100 % - tni inhibitorni ucinak na porast micelija gljive dok je taj
ucinak postupno smanjivan do kraja postupka te je u Cetvrtom tjednu porast gljive 91,7 % u
odnosu na kontrolu. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju visok stupanj ucinkovitosti

alkoholne otopine propolisa na porast i razvoj gljive S. sclerotiorum.

Nekoliko sli¢nih istrazivanja potvrdilo je antibakterijsko i antifugalno djelovanje propolisa na

Sirok spektar patogena (Soylu i sur., 2004.).

Alkoholna otopina propolisa kod ovog pokusa pokazala se djelotvornom u suzbijanju porasta
ispitivanih gljiva. Pronalazak ¢imbenika koji negativno utje¢u na produkciju i klijavost
sklerocija 1li ih inhibiraju 1 tako prekidaju Zivotni ciklus gljive zna¢ajni su zbog mogucnosti

njene kontrole i suzbijanja (Le Tourneau, 1979.).
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6. Zakljuéak
Cilj istrazivnja bio je ispitati utjecaj alkoholne otopine propolisa u tri koncentracije (0,5%,

1%, 2,5%) na porast micelija dvije fitopatogene gljive Botrytis cinereae i Sclerotinia

sclerotiorum. Nakon provedenog pokusa i obradenih rezultata doneseni su sljedeéi zakljucci:

Podloga s 0,5% alkoholnom otopinom propolisa najaveéi inhibitorni u¢inak na porast
micelija Botrytis cinerea imala je drugi dan od inokulacije gdje nije zabiljezen porast,
dok je taj trend postupno smanjivan, te je pri zadnjem mjerenju (25 dan) inhibitorni
uc¢inak 50 % u donosu na kontrolnu skupinu. Ova podloga imala je manje inhibitorno
djelovanje na porast gljive, ujedno je i najmanja koncentracija koju smo koristili u
istrazivanju. Koncentracija 1 % imala je potpuni inhibitorni u¢inak na porast gljive do
zadnja dva mjerenja (20 i 25 dan) kad se biljezi neznatan porast 0,56 cm i 2,23 cm. Do
razvoja micelija nije doslo na 2,5 %-tnoj koncentraciji koja je na porast Botrytis
cinerea imala potpuni inhibitorni ucinak, to je ujedno i podloga s najveéom
koncentarcijom koriStenom u pokusu. Utvrdene su statisticki visoko znacajne razlike
izmedu porasta micelija na koncentraciji propolisa od 0,5 %, 1 %, kontroli i podlozi s

2,5 % koncentracijom.

Porast micelija S. sclerotiorum nije zabiljezen niti na jednoj podlozi s koncentracijama
alkoholne otopine propolisa. Kontrolna skupina dosegla je svoj potpuni razvoj ve¢ peti
dan od inokulacije. Inhibitorni ucinak alkoholne otopine na porast micelija S.
sclerotiorum kod ovog pokusa je 100 %.

Navedene gljive u pokusu razvijale su se razli¢itom brzinom i razli¢ito na sve tri
koncentracije, a na takav ishod utjece viSe parametara. Izbor vrste gljive, sve gljive
nemaju jednak porast, progresivnost gljive gdje se o€ituje da su neke gljive manje, a
druge vise progresivne. Podloge s ve¢om koncentracijom propolisa pokazale su bolji

antifugalni utjecaj.

S obzirom da je na svim podlogama s alkoholnom otopinom propolisa razvoj gljiva
bio inhibiran, a kod koncentracije 2,5 % nije doslo do razvoja gljive uopce, potvrdeno
je antifugalno djelovanje propolisa na porast micelija gljive B. cinereae i S.

sclerotiorum.
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8. Sazetak

Ekoloska poljoprivreda u zastiti bilja od patogena koristi se alternativnim metodama, a jedna
od takvih metoda je upotreba propolisa. Propolis kao pcelinji proizvod posjeduje brojna
pozitivna svojstva, kao §to je antifugalno svojstvo. Bas§ zbog svojih povoljnih svojstava nasao
je primjenu u svim proizvodnim granama, pa tako i u poljoprivredi. U laboratorijskim
uvjetima istrazivan je utjecaj razliCitih koncentracija propolisa na porast gljiva Botrytis
cinerea i Sclerotinia sclerotiorum. Otopina propolisa napravljena je u tri koncentracije 0,5 %,
1 % 12,5 %. Sve tri kontracije imale su inhibitorni ucinak na porast gljiva. Potpuno
inhibitorno djelovanje na porast B. cinerea imala je koncentracija 2,5 %, dok je porast
zabiljezen na koncentraciji od 0,5 % i 1 %. S. sclerotiorum nije se razvila niti na jednoj
koncentraciji, te je propolis pokazao potpuno inhibitorno djelovanje na porast gljive. Utvrdene
su statisticki visoko znacajne razlike kod obje gljive izmedu porasta micelija izmedu

kontrolne skupine i tretmana s propolisom.

Klju¢ne rijeci: propolis, ekoloska poljoprivreda, gljive, inhibitorno djelovanje

33



9. Summary

Organic agriculture in plant protection from pathogens used alternative methods and propolis
is significant product. Propolis is a bee product which is attributed to a number of positive
characteristics, one of them is the antifungal activity. Widespread use of propolis affects on
increasing interest how in agriculture also in other productive industries. The influence of
different propolis concetration on growth and development of Botritis cinerea and Sclerotinia
sclerotiorum was researched under laboratory conditions. Alcoholic propolis diluted on 3
concentrations 0.5 %, 1 % and 2. 5 %. These concentrations had inhibitory effect on the
growth of fungi. Full inhibitory activity on the growth of mycelium of B. cinereae and had a
concentration of 2.5 %, the growth of mycelium of tested fungi recorded at a concentration of
0.5 % and 1 %. All three concentrations had inhibitory effect on the growth of mycelium of S.
sclerotiorum. There were statistically significant differences in the growth of the mycelium
for both fungi on the concentration of propolis of 0.5 %, 1 %, 2.5 % concentration and

control.

Key words: propolis, organic agriculture,fungi, inhibitory activity
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