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1. Uvod

Ekoloska, organska ili bioloska poljoprivreda podrazumijeva proizvodnju “zdrave hrane” , tj.
poljoprivrednu proizvodnju bez primjene agro-kemikalija (mineralnih gnojiva, pesticida,
hormona i sl.) (Znaor, 1996.).

U ekoloskoj poljoprivrednoj proizvodnji nastoji se maksimalno iskoristiti potencijal odredenog
ekosustava (autonomno gospodariti ekosustavom), stimulirajuci, jac¢ajué¢i i harmonizirajuci

bioloske procese pojedinih njegovih dijelova (Zugec i Jug, 2000./2001.).

Pesticidi su sredstva koja upotrebljavamo u zastiti bilja u konvencionalnoj poljoprivredi, u ¢iju
podgrupu spadaju i fungicidi (sredstva za suzbijanje gljivica), koji dokazno toksi¢no djeluju na
ljude, biljke i zivotinje te se neprestano pokusSava pronaci nacin zastite biljaka koji bi smanjio ili

zaustavio uporabu pesticida.

Istrazivanjima o alternativnim nacinima zastite bilja pokusava se smanjiti uporaba kemijskih
sredstava. Jednim od znacajnijih kako medicinskih tako i poljoprivrednih bogatstava smatra se

propolis, koji spada u dozvoljena kurativna sredstva u ekoloskoj zastiti bilja.

Strucnjaci zavoda za ribarstvo, pcelarstvo i specijalnu zootehniku sa Agronmoskog fakulteta u
Zagrebu su istrazivali mogucnost uporabe propolisa u zastiti bilja iz ¢ijeg rada je zakljuceno da
propolis posjeduje antibakterijsko, antigljivicno, insekticidno djelovanje te da stimulirajuce

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

Propolis je mjesavina razlicitih koli¢ina voskova i smole koje péele prikupljaju s pupova liséa ili
kore drveca i grmlja. U pcelinjoj zajednici sluzi kao gradevinska dezinfekcijska tvar kojom pcele
popunjavaju pukotine, fiksiraju sace, dezinficiraju i poliraju stanice te smanjuju otvor kosnice

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

Boja propolisa je razli¢ita, od zelenozute do tamnosmede, ovisno o izvoru i starosti. Na toplini
omeksa u plasticnu tvar podloznu finom oblikovanju. Na hladno¢i se stvrdne u lomljivu tvar,

sli¢nu prirodnoj smoli.



Prema  istrazivanjima radenim na Medicinskom fakultetu u Ljubljani  (Institutu za
mikrobiologiju) u slovenskom propolisu pronadeni su flavonoidi koji djeluju fungicidno na

gljive.

Alternaria brassicae je gljiva koja stvara Stete najviSe na kupusnja¢ama, ali i drugim biljnim
vrstama. Napada sve nadzemne dijelove biljaka, najrjede se javlja na listu. U kiSnim godinama
izaziva velike Stete, osobito ako je doslo do zaraze plamenja¢om ili sivom plijesni (Kovacevié i

sur., 1960.).

Fusarium oxysporum je polifagna gljiva iz roda Fusarium. Napada razne biljne kulture, a
najstetnija je na vrstama iz porodice trava (Gramineae) . Razvijaju se u provodnim elementima
biljnog tkiva, gdje uzrokuju tip oboljenja zvan traheomikoze. Gljiva spada u znacajnije biljne

uzroc¢nike bolesti, a kod nas je zabiljezena kao veliki problem na zitaricama (Radman, 1978.).

Cilj ovoga istrazivanja bio je utvrditi utjecaj razli¢itih koncentarcija propolisa na porast gljiva

Fusarium oxysporum i Alternaria brassicae.



2. Pregled literature

Glavni sastojci propolisa su: smola 40-50 % (flavonoidi, fenolne kiseline i esteri), voskovi i
masne kiseline (25-35 % uglavnom pcelinji vosak i vosak biljnog projekla), esencijalna ulja (10
% hlapljiva), pelud (5 % proteini i aminokiseline), te ostali spojevi (5 % Fe, Zn, Au, Ag, Cs, Hg,

steroidi, ketoni, vitamin B i Seceri) (Krell, 1996.).

Specificna tezina propolisa kre¢e se izmedu 1,112 1 1,113°C. Nema odredenu tocku topljivosti, a
najveca topivost mu je izmedu 8°C 0 1 105°C .U hladnoj vodi se slabije otapa, dok u toploj bolje
(7 do 19 %). U eteru zagrijanom na 123°C, rastopi se 66 % propolisa. U etilnom alkoholu topi se
od 50 do 70 %, a u acetonu 20 do 40 %. Najbolje se otapa kad je u praskastom stanju, a o
strukturi i veli¢ini komadi¢a mu ovisi topivost. U mjeSavini razli¢itih topiva (eter i alkohol,
klorofrm i alkohol) ima najvecu topivost. Moze se otapati i u benzinu, ulju, vazelinu i

masnoc¢ama (Kaps, 2013.).

Prema Kklasifikaciji svjetske organizacije proizvoda pcelarstva, postoje tri vrste propolisa:
brazilski, europski i propolis sjevernih regija Rusije (sibirski). Kvaliteta propolisa odreduje se
prema organoleptickim pokazateljima (vanjski izgled, boja, miris, ukus, struktura, ukus i
konzistencija), kao i prema fizikalno-kemijskim svojstvima (oksidativnost, fenolni spojevi, jodni
broj) (Muji¢ i sur. 2014.).

Bioflavonoidi su skupina antioksidanasa koji pozitivno utjeCu na ljudsko zdravlje, biljnog su
porijekla, a smatra se da su glavna djelatna tvar u propolisu u kojem je pronadeno vise skupina.
Najvazniji prisutni u propolisu su: galangin, koji djeluje na sljede¢u skupinu mikroorganizama:
Bacillus subtilis, Bacillus alvei, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Staphyilococcus aureus
pinocembrin, Aspergillus flavus, Herpes simplex virus, kvercetin koji djeluje na: Aspergillus
flavus, Bacillus subtilis, Staphyilococcus aureus, Escherichia coli, Herpes simplex virus,
naringin, koji djeluje na: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, apigenin, djeluje na:
Staphylococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Herpes simplex virus, te krizin koji djeluje na:

Staphylococcus pneumoniae, Herpes simplex virus (Kaps, 2013.).

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

te u obliku propolisnog ulja (Znaor, 1996.).



Prema Kaps (2013.), sve je ve¢i broj studija koje kombiniraju protumikrobna i druga bioloska
svojstva istrazivana kemijskim analizama ispitanih uzoraka propolisa, od kojih je jedna radena
na veéem broju uzoraka iz razliitih krajeva svijeta, gdje su utvrdene protumikrobne tvari u

svim tretiranim uzorcima propolisa.

Najveci doprinos znanosti o propolisu ima S.A. Popravko koji je sa suradnicima obavio brojna
istrazivanja o propolisu. Pomocu kromatografske metode, ultraljubiaste i infracrvene
spektrometrije izolirao je 18 sastojaka od kojih je 11 bilo utvrdeno prvi puta. U propolisu je
pronasao flavonoide Kkoji iznose 1 do 4 % sastava propolisa: krizin, tektokrizin, galangin,

izalpinin, ramnocitrin, kempferol, pinocembrin, pinostrobin i izovalin (Kaps, 2013.)

Curifuta i sur., (2012.) istrazivali su utjecaj ¢ileanskog propolisa na 6 vrsta fitopatogenih gljiva:
Alternaria alternata, Fusarium sp., Ulocladium sp., Bortrytis cinera., Penicilium expansum i
Trichoderma resei. Gljive su tretirali sa 6 ekstrakta komercijalnog propolisa koji su umijesali u
hranjivu podlogu (PDA), te su mjerili promjer micelija svaki dan, a promatrali su ih ovisno o
duzini trajanja zivotnog vijeka odredene kulture. Rezultat istraZivanja pokazao je da etanolni
ekstrakt cileanskog propolisa ima inhibirajuce djelovanje na ekonomski vaznim poljoprivrednim

gljivicama uzgojenim in vitro.

Antifungalna svojstva propolisa ispitivao je Ozcan (1999.). Tokom pokusa tretirao je gljive:
Alternaria alternata, Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus , Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum f.sp. melonis i Penicillium digitatum. Koristio je vodeni ekstrakt propolisa u
koncentraciji od 0,5 %, 1 %, 2 %, 3 % i 4 %. Koncentracija od 4 % imala je najjace inhibirajuce
djelovanje na porast gljiva. Prve Cetiri koncentracije takoder su pokazale znacajno inhibirajuce
djelovanje. U prvih 6 dana inhibirajuce djelovanje se najjace iskazivalo, kod A. alternata ¢ak od
45-60 %, ve¢ do 10 dana inhibitorni u¢inak se smanjio $to bi se moglo pripisati vrsti gljivica,
dozi uzorka te djelotvornoj koli¢ini materijala. Sve koncentracije (osim 4 %) imale su manji
ucinak na A. niger, A. parasiticus i B. cynerea (osim 2 %) te F. oxysporum. Gljive na koje su
najviSe utjecale sve koncentracije propolisa su A. alternata i R. digitatum. U istraZivanju je
dokazano da propolis otopljen u vodi u koncentraciji od 4 % i ve¢oj ima jako veliko antifungalno

djelovanje na ove sojeve gljiva.



Turski istrazivaci (Guler i sur., 2005.) na Sveucilistu Kirikale utvrdili su da propolis djeluje na
sklerozaciju gljive Morchella conica. Rabili su razli¢ite koncentracije otopine propolisa od 0,5
do 2,0 %. Gljive su uzgajali na slatkom ekstarktu agara. Nakon 10 dana micelij je dobio okrugao
oblik s debelim stjenkama i znacajnu sklerotizacijsku pigmentaciju. Razvoj micelija gljiva bio je

sprijecen.

Porema Shangalliju (1990.) primjena propolisa preporuca se U posljezetvenoj pripremi i u

konzerviranju vocaka.

Osim antigljivinog, antibakterijskog te antiviralnog djelovanja na protozoe Marcucci i sur.
(1995.) dokazali su i bioloski u¢inak propolisa na regeneraciju nosnog tkiva, kostiju, zubne

pulpe, imunoproduktivno svojstvo, poticanje detoksikacije jetre te antioksidativna svojstva.

Istrazivanjem provedenim na 94 tipa anacrobnih sojeva klini¢kih bakterija koje su tretirane
bugarskim propolisom, Boyanova i sur. (2005.) otkrili su da propolis djeluje inhibicijski na
veéinu anaerobnih sojeva, te da se daljnjim istrazivanjem moze unaprijediti njegova uporaba u

medicini.

Utjecaj propolisa na $tetni kolesterol (LDL) ispitali su istraziva¢i Abd El-Hady-a i sur., (2002).
Oni su utvrdili da osam razli¢itih vrsta proplisa sprjeCava oksidativne promjene Stetnog
kolesterola, §to inhibira napredovanje ateroskleroze, i otkrili su da sve istrazivane vrste propolisa
imaju antivirusni u€inak. Eksperiment su napravili sa virusima atipi¢ne kokoS$je kuge i zarazne
vrste bursa virusa (Bursa fabrici). U proucavanim vrstama propolisa pronasli su 42 vrste
polifenolnih spojeva, 13 aromatskih kiselina, estere 1 alkohole. U tom istrazivanju takoder su
otkrili da europske vrste propolisa djeluju na bakterije: Staphylococcus aureus, Escherichia coli i

Candida albicans. Od svih na kandidu je najbolji utjecaj imao austrijski propolis.

Propolis takoder pozitivno djeluje na imunoloski sustav, te ne pokazuje nikakve nuspojave nakon
primjene. Antimikrobna aktivnost kao i njegovo djelovanje preko stimulacije imunoloskog
sustava gdje utjeCe na daljnje uniStavanje Stetnih mikroorganizama dokazana je u radu

istrazivaca Sforcina (2011.).

Utvrdeno je da propolis inhibitorno djeluje na Candidu albicans, koja je uzro¢nik bolesti disnog

Sustava, probavnog trakta i usne Supljine. U ovom istrazivanju je utvrdeno ja da koncentracija



od 0,22 mg/ml ima inhibitoran ucinak na razvoj gljive, kao i manje koncentracije koristene u
istrazivanju. Propolis je djelovao na strukturu plazma membrane koja se raspala vrlo brzo (15-30

sekundi nakon tretiranja) (Auria i sur., 2003.).

Antiprotozivnu aktivnost propolisa promatrao je Mladenov (1986.) na kulturama praZzivotinja
Paramecium caudatum, Stylonyichia mytilus, Euglena viridis, Trichomonas vaginalis i dr.
Mikroskopom je uz poveéanje od 400 puta opazao dogadanja u mikroorganizmima koje je
tretirao ekstraktom propolisa u etilnom alkoholu, vodi, voénoj i grozdanoj rakiji. Prazivotinje je
tretirao razli¢itim otopinama propolisovog ekstrakta (16 %, 8 %, 4 %, 2 %, 1 %, 0,5 % i 0,25 %).
Utvrdio je da su se nakon mjeSnja s propolisom kod prazivotinja pojavile degenerativne
promjene. Citoplazma je potamnila, stani¢ne strukture su se promjenile, a stani¢na jezgra je
nestala. Protoplazma je postajala zrnasta i posljediéno se raspadala. Pri razli¢itim
koncentracijama otopina propolisa taj se proces odvijao s razliitim duljinama trajanja. Kod
alkoholnih otopina (1 %, 6 %, 8 % i 4 %) to je vrijeme bilo izmedu 3 i 8 sekundi, pri otopinama s
rakijom 23 sekunde, a pri vodenom ekstratu trajalo je 40 sekundi. Istrazivanja su pokazala da u

propolisu postoje tvari koje uniStavaju protozoe.

Varoa destructor je grinja koja uzrokuje velike Stete kod péelarske proizvodnje. Pozitivan utjecaj
propolisa na suzbijanje ovog nametnika istrazili su Damiani i sur., (2010.). Proucavali su
biolosku aktivnost 14 uzoraka propolisa iz razli¢itih regija Argentine. Postotak grinja koje su

tertirali propolisom smanjio se za 60,5 % i 90 % nakon 30 sekundi izloZenosti.

Propolis se primjenjuje i u prehrambenoj tehnologiji. 1989. godine Mizuno je propolis patentirao
kao konzervans. Smatra se da je prednost propolisa kod konzerviranja njegov pozitivan

zdravstveni uc¢inak (Muji¢ i sur., 2014.).

Inhibitorno djelovanje propolisa na bakteriju Clostridium oedematiens potvrdili su egipatski
istrazivac¢i Hegazi i sur. (2002). To su gram pozitivne bakterije koje uzrokuju bolesti kod ljudi i
zivotinja. Ova bakterija proizvodi i aflatoksin. Baktericidno djelovanje na ove bakterije pokazali
su: diprenil-dihidrokumari¢na kiselina (4,1 %), esteri kumari¢ne kiseline (10,9 %), benzofuranov

lignin (13,5 %) i derivati valeri¢ne kiseline (11,4 %).

Miguel i sur. (2011.) su proveli istrazivanje o sigurnosti propolisa u alternativnom lijeCenju.

Svoje istrazivanje su usmjerili na kemijsku varijabilnost fenola i hlapljivih tvari iz propolisa, te
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njihovu ponasanje u bioloskim procesima. Kroz pokus su ispitivali kemijska svojstva propolisa
iz razli¢itih regija (Rusija, Brazil, Kuba, Venezuela, Okinawa i Taiwan). Unato¢ razli¢itom
kemijskom sadrzaju ovih propolisa otkrili su da svi imaju jednako ili sli¢no 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

preporucuje konzultiranje sa lijecnikom prije upotrebe.

Alkoholni ekstrakt propolisa smatra se jednim od najbogatijih izvora flavonoida i fenolnih
kiselina. Njegovi spojevi su kroz istrazivanja pokazali utjecaj na razli¢ite bioloske aktivnosti. U
istrazivanju koje su proveli Szliszka i sur., (2009.) ocitovan je znacajan utjecaj pojedinih
sastojaka propolisa na tumorske stanice, €iji porast inhibiraju. Nakon testa citotoksi¢nosti
uspostavili su da ti sastojci nisu Stetni prema normalnim stanicama, ¢ime su dali na vaznosti

propolisu kao lijeku za kemoprevenciju tumora.

Alternaria je rod gljiva koji uzrokuje koncentri¢nu mrku pjegavost.Gljiva ne spada u znac¢ajnu
grupu po patogenosti, ali je jako ragirena zbog visoke adaptibilnosti. Cetiri vrste koji uzrokuju
znaCajne ckonomske Stete u proizvodnji suncokreta su: Alternaria alternata, Alternaria
tenuissima, Alternaria atrans i Alternaria spp. ( A¢imovi¢, 1988.). Ove Cetiri gljive spadaju u
grupu fakultativnih parazita (polifagne). Razlikuju se po veli¢ini, obliku i boji konidiofora,
konidija i micelija. Sve gljive iz roda Alternaria zarazu obavljaju konidijama. Klijanje konidija
odvija se na visokoj vlaznosti zraka, u kapljicama vode 1-5 sati, na temperaturi od 5 do 35°C.
Glavne mjere suzbijanja ove gljive su pravilan plodored, uniStavanje zarazenih biljnih ostataka,
duboko zaoravanje, sjetva otpornih sorata te sjetva zdravog sjemena. Bolest uzrokovana
Alternaria vrstama rasirene su u svim dijelovima svijeta, posebno u uzgoju soje. Kod soje se

.....

crne pjege na listovima (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.).

Simptomi zaraze Alternaria vrstama vidljivi su kao kruzne pjege sivo-smede boje sa
koncentriénim krugovima, koje sacinjavaju konidije gljivice. Uljana repica ima iznimnu
osjetljivost na Alternaria brassicae. Kao mjere zaStite navode se primjena odgovarajuce

agrotehnike i stvaranja optimalnih uvjeta za razvoj biljke (Radman, 1978.).



Znacajna Stetna gljiva kod suncokreta je Alternaria helianti, koja je rasprostranjena diljem
svijeta u uzgoju suncokreta. Ova gljiva je parazitna i ima relativno uzak krug domacina. Glavni
domacini su uzgajane i divlje vrste roda Heliantus. Kod suncokreta velike Stete uzrokuje i A.
tenuis, koja je polifagno fakultativna biljna vrsta te ima velik krug domacéina (Jurkovi¢ i Cosié,
2004.).

Istraziva¢ Chauhan i sur. (2009.) proucavali su utjecaj vise rodova Alternaria na biljke iz
porodice Brassica. Cetiri vrste biljaka iz porodice zarazili su sa &etiri vrste Alternaria;

Brassica compestris zarazena je sa gljivom Alternaria brassicae i A. brassicicola, Brassica
oleraceae je zarazena gljivom Alternaria brassicae, A. brassicicola, i A. raphani, B. nigra je
zarazena gljivom Alternaria brassicae i A. brassicicola, Raphanus sativus je zarazena gljivom
Alternaria brassicae, A. brassicicola i A. rapani. Uzorci su inkubirani u laboratoriju na sobnoj
temperaturi, 20°C. Vrste su odgovaraju¢im priborom izravno prenesene na kulturu. U ovom
radu na sve Cetiri vrste utvrdene su znatne Stete od gljive roda Alternaria. Simptomi su bili sli¢ni
na svim uzorcima, najprije su se pojavljivale pjege a zatim venuca koja su uzrokovala

odumiranje pojedinih biljnih djelova, najcesce lista.

Velike Stete od gljive Alternaria citri zabiljezene su i na plodovima agruma. Na mjestima spoja
stapke i ploda, ili na suprotnoj strani na samome vrhu vocke dolazi do pojave spuzvastog, suhog
tkiva svjetlosmede boje. Inkubacija plodova traje dugo, naro¢ito u hladnjacama, ali spore dugo
ostaju pritajene pa infekcija moZe nastati i naknadno. Zbog te pojave se infekcija cesce javlja na
plodovima koji se dugo skladiste. Osim ove vrste plodove napada i A. alternata koja se kao

saprofit naseljava na oStecene plodove (Cvjetkovié, 2010.).

Bolesti koje uzrokuju gljive iz roda Fusarium nazivaju se fuzarioze. Vrste iz ovoga roda
prezivljavaju u tlu na razli¢itim biljnim ostacima u obliku klamidiospora ili micelija. Optimalne
temperature za razvoj su izmedu 14°C i 23°C, te je pozeljno dosta vlage u tlu. Najbolje mjere
suzbijanja su sadnja otpornih sorti, te se preporuca sjetva zdravog sjemena u toplu i prozra¢nu
zemlju. Fusarium oxysporum uzrokuje uvenuce biljaka i trulez korijena. Unutar ove vrste poznat
je veliki broj varijeteta koji parazitiraju na brojnim biljnim vrstama uzrokujuci znatne Stete. Kod
soje se javlja tijekom cijele vegetacije, od nicanja biljaka do zriobe. Prvi simptomi bolesti

uocavaju se na klijancima, zarazene biljke nic¢u sporije i kada rastu slabije su (Vratari¢ i Sudari¢
2008.).



Rod Fusarium posjeduje veliku adaptilnost na razlicite ekstremne uvjete te je zbog toga jako
prosiren u razli¢itim agroklimatskim regijama svijeta. Ujedno je i vrlo znacajan s ekonomskog

aspekta u poljoprivrednoj proizvodnji (Booth 1971.).

Simptomi bolesti iznenadnog ugibanja biljaka zbog fuzarioza pojavljuju se u reproduktivnim

fazama razvoja biljaka soje, uz odredeno variranje po lokalitetima (Grau i sur., 2004.).

Prema Bennetu i Klichu (2003.) najopasniji proizvod gljiva jesu mikotoksini, sekundarni
metaboliti gljiva. Uzrokuju pojavu razli¢itih bolesti kod ljudi i zivotinja, a kadikad nastupa i

smrt. Najvise koncentracije nastaju pri pojavi bolesti na uskladistenim biljkama.

Velike Stete na zitaricama Cine vrste iz roda Fusarium koje najces¢e napadaju porodicu
Gramineae. Razvijaju razli¢ite strome i konidije, njezno obojene ako su u naslagama. Iz stroma
nastaju makronidije, karakteristi¢ne za rod Fusarium. Veliki broj vrsta razvija se u provodnim
elementima biljnog tkiva. Vecina vrsta fakultativni su paraziti. Veliki broj iz ove grupe rasiren je

u Hrvatskoj na zitaricama te ¢ini goleme $tete (Radman, 1978.).

Bolest koja se javlja na agrumima nakon izmrzavanja koju uzrokuje do sad ne determinirana
gljiva iz roda Fusarium, uzrokuje suhu truleZ korijena agruma. Na kori agruma koju nakon
ranjavanja naseli se Fusarium i dolazi do venuca. Na kori se pojavljuju ulegnuca koja uzrokuju
pucanje kore. Simptomi se pojavljuju na nekoliko mjesta u krosnji (grana, deblo) ili na korijenu.
Ostecenja prisutna na tim mjestima uzrokuju blagu klorozu mladih listova, te suenje. Cesto ti
listovi ne otpadnu, nego osuseni ostanu visjeti na granama, nakon ¢ega se zarazi dio ili cijela

kro$nja. Izravne mjere zastite nakon zaraze biljke ne postoje (Cvjetkovic, 2010).

2002. godine fuzarioze su u Hrvatskoj uzrokovale velike Stete samanjenjem uroda pSenice, te
samanjenjem ostalih komponenata prinosa. Zbog toga su mnogi proizvodaci imali problem kod
predaje pSenice za proizvodnju u mlinove kao i za silose. Direktna Steta koju uzrokuju fuzarioze
jest smanjenje roda, dok je indirektna proizvodnja mikotoksina. Smatra se da je ta godina bila

pogodna za razvoj fuzarioza zbog klimatskih uvjeta na koje se nije moglo utjecati (optimalne



temperature za razvoj gljive kao i obilne oborine). Problem se odrazio u proizvodnji i na sljede¢u
godinu ¢emu je razlog bilo zarazeno sjeme i ostaci zarazenih listova te je parazit preSao na mlade

biljke (Korié, 2003.).
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3. Materijali i metode rada

Pokus je proveden u Laboratoriju za fitopatologiju na Poljoprivrednom fakultetu u Osijeku u
veljaci i ozujku 2015. godine. Napravljen je prema uzoru na pokus koji su napravili Curifuta i
sur. (2012.) u Cileu.

U pokusu smo ispitali utjecaj propolisa (slika 1.) otopljenog u alkoholu u tri koncentracije: 0,5

%, 1 % te 2,5 % na dvije vrste fitopatogenih gljiva Alternaria brassicae i Fusarium oxysporum.

Slika 1. Propolis koristen u pokusu (proizvoda¢: Apimel d.o.o. Cepin)

(original)

Pokus smo zapoceli sterilizacijom Petrijevih zdjelica promjera 90 mm 1 pribora. Za pripremu

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

Petrijeve zdjelice zamotali smo u novinski papir i stavili autoklavirati ( sterilizacija) na 121°C,
20 minuta, te ih potom oznacavali, pojedinacno za svaku podlogu (slika 3.). U jednu
Erlenmayerovu tikvicu dodali smo 725 ml destilirane vode te 21,5 g PDA podloge u prahu i 3,5
g tehnickog agara. Smjesu smo otapali kuhanjem, a nakon toga hladili na temperaturi od 55°C.
Koristili smo 3 tikvice za tri koncentracije. U jednu smjesu koli¢ine 425 ml dodali smo 25 ml
propolisa koji smo sa smjesom promijesali muckanjem (slika 2). U drugu smjesu koli¢ine 375 ml

dodali smo 125 ml propolisa. U tre¢u smjesu smo dodali 25 ml propolisa. Petrijeve zdjelice
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punili smo podlogom s koncentracijama od 0,5 %, 1 % te 25 % propolisa, po 4 zdjelice za

svaku koncentraciju.

Slika 2. Priprema podloge, mijesanje smjese sa

propolisom (original)

Slika 3. Oznacavanje Petrijevih zdjelica (original)
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Nakon pripreme podloga slijedila je inokulacija izolata u laminariju (slika 4.). Za inokulaciju
je koristen sedam dana star micelij gljiva. Dobivene diskove promjera 5 mm smo sterilnim
priborom nanosili na sredinu Petrijeve zdjelice. Micelij gljive okrenut je prema podlozi
prilikom nano$enja. Nakon inokulacije Petrijeve zdjelice smo stavili u termostat, u kojem

smo ih drzali na temperaturi od 22°C.

Slika 4. Inokulacija izolata unutar laminarija (original)

Prvo mjerenje porasta micelija obavljeno je 2 dana od inokulacije. Mjerenje je izvrSeno
pomocu ravnala, kojim se mjerio promjer micelija preko sredine diska u vodoravhom smjeru.
Mjerenje je vrseno svaki dan u periodu od 32 dana, a za rezultate i raspravu odabrani su dani

S najznacajnijim promjenama.

Slika 5. prikazuje primjer kontrolne skupine dviju gljiva, s progresivnim porastom,
fotografirane 3 dana nakon cijepljenja, gdje dolazi do porasta gljive pa je mjerenje lako
izvedivo, dok je mjerenje izostavljeno na podlogama bez porasta (slika 6.).
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Slika 5. Razvoj kontrolne skupine 3. dan nakon nacjepljenja A.brassicae i F. oxysporum

(original)

Slika 6. Izgled A. brassicae nakon 32 dana mjerenja, na najvecoj koncentraciji (original)
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Utjecaj alkoholne otopine razli¢itih koncentracija propolisa na porast micelija

Alternaria brassicae

U tablici 1. prikazana je statisticka analiza porasta micelija A. brassicae za promatrane dane

mjerenja.

Tablica 1. Porast micelija A. brassicae iskazan u cm (statisticka analiza)

2 dana od inokulacije

kontrola 0,5 % 1% 2,5 %
X 1,42 0,47 0 0
LSD¢;=0,1708  LSD5=0,1218
5 dana od inokulacije
X 5,30 1,32 0,02 0
LSD,(,=0,6738 LSD,,5=0,4806
10 dana od inokulacije
X 9 2,75 0,02 0
LSD((1=0,1395  LSDg(5=0,0995
14 dana od inokulacije
X 9 4,85 0,29 0
LSD,;=0,7292 LSD,,5=0,5201
20 dana od inokulacije
X 9 8,6 2 0
LSD((1=0,7986  LSDg(5=0,5696
25 dana od inokulacije
X 9 9 2,95 0

LSD,(,=0,3689 LSD,45=0,2631
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Prvo mjerenje porasta micelija izvrsili smo dva dana nakon inokulacije (grafikon 1.). Mjerili smo

porast na sva Cetiri tretmana tj. na tri koncentracije otopine alkoholnog propolisa i kontroli.
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1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

kontrola 0,5% 1% 2,5%

Grafikon 1. Porast micelija Alternaria brassicae (cm) 2 dana od inokulacije na

razli¢itim koncentracijama

Iz ovog mjerenja utvrden je znacajan porast micelija u kontroli na kojoj je zabiljeZzen porast od
1,42 cm. Porast micelija Alternaria brassicae zabiljezen je na podlozi koncentracije propolisa
0,5 % u prosjeku 0,47 cm. Ostale koncentracije djelovale su inhibitorno, te nije doSlo do
promjena u porastu gljive. Izmedu kontrole i ostalih tretmana utvrdene su statisticki znacajne

razlike.
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Drugo mjerenje micelija gljiva izvrsili smo 5 dana nakon inokulacije (grafikon 2.). Zabiljezen je
porast micelija Alternaria brassicae u prosjeku 0,88 cm od zadnjeg mjerenja, u kontrolnoj
skupini. Kod koncentracije 0,5 % je doslo do porasta za 0,85 cm od zadnjeg mjerenja. Na
koncentraciji od 1 % doslo je do porasta micelija u vrijednosti od 0,02 cm. Porast nije zabiljezen
na koncentraciji od 2,5 %. Izmedu kontrole i ostalih tretmana utvrdene su statisticki znacajne

razlike.

cm

kontrola 0,5% 1% 2,5%

Grafikon 2. Porast micelija Alternaria brassicae (cm) 5 dana od inokulacije na

razli¢itim koncentracijama
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Trece mjerenje porasta micelija obavili smo 10 dana od inokulacije gljive. U kontroli micelij
je dosegao rub Petrijeve zdjelice promjera 9 cm. Na podlozi koncentracije propolisa od 0,5 %
dolazi do neznatnog porasta gljive u prosjeku oko 1,43 cm od zadnjeg mjerenja. Na podlozi
koncentracije 1 % veli¢ina micelija je ista kao i kod prethodnog mijerenja, ne dolazi do
porasta. Na podlozi koncentracije 2,5 % ne biljezi se porast gljive §to je prikazano u

grafikonu 3. Izmedu svih tretmana su utvrdene statisticki znacajne razlike.

cm

10

kontrola 0,5% 1% 2,5%

Grafikon 3. Porast micelija Alternaria brassicae (cm) 10 dana od inokulacije na

razli¢itim koncentracijama
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Cetvrto mjerenje obavili smo 14 dana nakon inokulacije (grafikon 4.). Porast micelija gljive
zabiljezen je na podlozi koncentracije 0,5 % (slika 7.). Na 1 %-tnoj koncentraciji zabiljezen
je porast za 0,27 cm od prethodnog mjerenja, dok na 2,5 %-tnoj podlozi nema porasta.

cm

10

kontrola 0,5% 1% 2,5%

Grafikon 4. Porast micelija Alternaria brassicae (cm) 14 dana od inokulacije na

razli¢itim koncentracijama

U istrazivanju Ozcana (1999.), koji je u pokusu koristio vodenu otopinu propolisa u
koncentracijama od 0,5 %, 1 %, 2 %, 3 % i 4 %, propolis je djelovao manje inhibitorno na A.
alternata nego na ostale vrste gljiva koje su ispitivane u pokusu (A. niger, A. parasictus, B.
cynerea, Fusarium oxysporum i Penicillium digitatum). Na podlogama do 3 %, gljive su imale
veéi porast, dok je 4 %-tna podloga najinhibitornije djelovala na porast gljiva. Na A. alternata
podloge do 3 % u pocetku mjerenja (do 6 dana) imale su u inhibitorni u¢inak od 45-60 %, dok se

do kraja mjerenja, gljiva razvijala ve€om brzinom.
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Nakon 20 dana od inokulacije doslo je do znacajnijeg porasta micelija Alternaria brassicae na
podlozi koncentracije 0,5 %. Na koncentraciji od 1 % doslo je do porasta gljive za 1,71 cm od
prethodnog mjerenja (slika 8.). Koncentracija 2,5 % i dalje inhibitorno djeluje na porast gljive,

nije zabiljeZena promjena od prvog dana inokulacije (grafikon 5.).

cm
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kontrola 0,5% 1% 2,5%

Grafikon 5. Porast micelija Alternaria brassicae (cm) 20 dana od inokulacije na

razli¢itim koncentracijama
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Slika 7. Porast A. brassicae na 0,5 %-tnoj podlozi (original)

Slika 8. Porast A. brassicae na 1 %-tnoj podlozi (original)
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Zadnje mjerenje obavljeno je 25 dana nakon inokulacije (grafikon 6.). Micelij gljive potpuno se
razvio na podlozi koncentracije 0,5 %. Na podlozi koncentracije 1 % promjer micelija je bio 2,95
cm, dok je 2,5 %-tna koncentracija u potpunosti inhibirala rast micelija.
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[
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kontrola 0,5% 1% 2,5%

Grafikon 6. Porast micelija Alternaria brassicae (cm) 25 dana od inokulacije na

razli¢itim koncentracijama

U istrazivanju koje su proveli Curifuta i sur. (2012.) koji su koristili podloge koncentracije 0,5
%,1%12,5%i5,5 % gljiva (A. alternata) razvila se samo do 1 %-tne koncentracije. Najmanja
koncentracija koristena u provedenom istrazivanju iznosila je 0,5 %, te je na njoj zabiljeZen
porast micelija do 90 %. Kod nas se A.brassicae na toj podlozi razvila do kraja. Na 1 %-tnoj
podlozi gljiva koriStena u pokusu Curifute i sur. (2012.), razvila se priblizno oko 80 %, dok je
kod nas porast na spomenutoj podlozi bio slabiji, na kraju mjerenja na toj podlozi narasla je do
2,95 cm. Pretpostavlja se da porast gljive ovisi i o vrsti gljive koristenoj u pokusu. Na podlogama
od 2,5 % u obadva istraZivanja nije doslo do porasta gljive. Istrazivaci u navedenom pokusu su

koristili i podlogu koncentracije 5 %, koja je takoder djelovala 100 % inhibitorno.
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4.2. Utjecaj alkoholne otopine razlic¢itih koncentracija propolisa na porast micelija
Fusarium oxysporum

Prvo mjerenje obavljeno je 2 dana nakon inokulacije. Zabiljezen je porast micelija u kontroli te

na koncentraciji od 0,5 % (grafikon 7.). Na ostalim podlogama nije doslo do porasta micelija
Fusarium oxysporum.

kontorla

2,5%

Grafikon 7. Porast micelija Fusarium oxysporum (cm) 2 dana od inokulacije na

razli¢itim koncentracijama

23



Drugo mjerenje je obavljeno 5 dana nakon inokulacije (grafikon 8.). U kontroli je zabiljezen

znacajan porast micelija. Na podlozi koncentracije 0,5 % zabiljeZen je porast gljive za 0,92 cm

od prethodnog mjerenja. Na podlogama koncentracije 1 % i 2,5 % nije utvrden rast micelija.

Izmedu porasta u kontroli i na koncentraciji 0,5 % postoji statisti¢ki znacajna razlika.

2,5%

Grafikon 8. Porast micelija Fusarium oxysporum (cm) 5 dana od inokulacije na

razli¢itim koncentracijama
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Tre¢e mjerenje obavili smo 10 dana nakon inokulacije. U kontroli micelij je dosao do ruba
zdjelice. Porast je zabiljezen i na koncentraciji od 0,5 %. Ostale koncentracije su

nepromijenjene (grafikon 9.).

cm

kontrola

2,5%

Grafikon 9. Porast micelija Fusarium oxysporum (cm) 10 dana od inokulacije na razli¢itim
koncentracijama
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Cetvrto mjerenje obavljeno je 14 dana nakon inokulacije. Na podlozi od 0,5 % micelij je bio
promjera 5,6 cm. Kod 1 %-tne i 2,5 %-tne koncentracije i dalje nema rasta micelija (grafikon
10.).

cm

kontrola

2,5%

Grafikon 10. Porast micelija Fusarium oxysporum (cm) 14 dana od inokulacije na

razli¢itim koncentracijama

Na Fusarium oxysporum u istrazivanju Curifuta i sur., (1999.) propolis je imao sli¢no
antifungalno djelovanje kao kod nas. Gljiva se razvila samo do 1 %-tne koncentracije, dok su
veée koncentracije (2,5 %-tna i 5 %-tna) imale jako inhibitorno djelovanje, te nije doslo do
porasta gljive. Kod Fusarium sp. je na kontrolnoj skupini doslo do potpunog razvoja, na 1 %-tnoj
skupini gljiva se razvila oko 60 %. Kod nas je na 1 %-tnoj podlozi gljiva imala znacajno slabiji

porast te se na kraju mjerenja promjer micelija bio 1,15 cm (25-ti dan).
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Peto mjerenje obavljeno je 20. dana nakon inokulacije (grafikon 11.). Na podlozi s 0,5 %-tnom
koncentracijom propolisa utvrden je porast micelija za 0,4 cm u odnosu na prethodno mjerenje.
Na koncentraciji 1 % otopine propolisa biljezimo slab porast (slika 9.), dok na 25 %

koncentraciji i dalje nema rasta micelija.

cm

kontrola

2,5%

Graf 11. Porast micelija Alternaria brassicae (cm) 20 dana od inokulacije na razli¢itim

koncentracijama

Slika 9. Porast micelija F. oxysporum na koncentraciji 1 % (original)
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Zadnje mjerenje obavljeno je 25 dana nakon inokulacije (graf 12.). Na koncentraciji od 0,5 %
utvrden je promjer micelija od 7,75 cm, dok je na 1 % koncentraciji porast bio neznatan i
statisti¢ki visoko zna¢ajno manji u odnosu na kontrolu i 2,5 % koncentraciju. Porast na 2,5 %-

tnoj koncentracijom ostaje nepromijenjen.

cm

2,5%

Graf 12. Porast micelija Fusarium oxysporum (cm) 25 dana od inokulacije na razli¢itim

koncentracijama

Jako antifungalno djelovanje na Fusarium oxysporum pokazalo je i istrazivanje provedeno u radu
s vodenom otopinom propolisa (Ozcan, 1999.). U pocetku rasta gljiva se razvijala 50 % losije od
ocekivanog porasta (u usporedbi sa kontrolnom skupinom). 100 % inhibitorno djelovanje u
ovom pokusu dokazano je i na ve¢im koncentracijama ( 2 %, 3 % i 4 %). U ovom istrazivanju
propolis je pokazao vece inhibitorno djelovanje na Fusarium nego na gljivu Alternaria. U

naSem istrazivanju Alternaria je takoder imala veci porast, §to se moze pripisati izboru gljive.
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Slika 10, prikazuje porast micelija F.oxysporum na 3 podloge s koncentracijama 0,5 %, 1 % i 2,5

%. Na slici 11, prikazan je izgled gljive na 3 podloge s razli¢itim koncentracijama i kontrolom.

Slika 10. F.oxysporum na kraju mjerenja (sve koncentracije)

(original)

Slika 11. Razvoj F.oxysporum na kontrolnoj skupini i 3 koncentracije (original)
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U tablici 2. prikazana je statisticka analiza porasta micelija Fusarium oxysporum.

Tablica 2. Porast micelija Fusarium oxysporum (cm) (statisticka analiza)

2 dana od inokulacije

kontrola 0,5% 1% 25 %
X 2,28 0,50 0 0
LSDg¢1=0,2227 LSD(s=0,1588
5 dana od inokulacije
X 7,28 1,42 0 0
LSD,,,=0,9026 LSD,,5=06,438
10 dana od inokulacije
X 3,03 0 0
LSDy(1=0,9676  LSD5=0,6901
14 dana od inokulacije
X 5,6 0 0
LSD,,,=0,6831 LSD,(5=0,4873
20 dana od inokulacije
X 6 0,5 0
LSDg,=1,1120  LSD(5=0,7932
25 dana od inokulacije
X 7,75 1,15 0

LSD,, ,,=01,6987

LSD, 51,2116
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5. Zakljuéak

Cilj istrazivanja bio je ispitati utjecaj 3 koncentracije alkoholnog propolisa na porast micelija

gljive Alternaria brassicae i Fusarium oxysporum. Provedbom pokusa i obradom dobivenih

podataka vidljivi su sljedeci rezultati:

Porast micelija A. brassicae na podlozi koncentracije 2,5 % nije zabiljezen.
Navedena koncentracija imala je potpuni inhibitorni u¢inak kroz sve dane mjerenja.
Na koncentraciji od 0,5 % propolisa biljeZen je porast od prvog do zadnjeg dana
mjerenja (25 dan) na kojoj se do kraja mjerenja gljiva u potpunosti razvila. Ova
podloga imala je manje inhibitorno djelovanje na porast gljive, ujedno je i najmanja
koncentracija koju smo Koristili u istrazivanju. Utvrdene su statisti¢ki visoko
znacajne razlike izmedu porasta micelija na koncentraciji propolisa od 1 %, kontroli

i podlozi s 2,5 % koncentracijom.

Kontrolna skupina Fusarium oxysporum svoj potpuni razvoj dosegla je ve¢ nakon
10-tog dana mjerenja. Koncentracija propolisa 0,5 %, je imala najmanji inhibitorni
ucinak kroz sve dane mjerenja u odnosu na vise ispitivane koncentracije. Neznatan
porast od 1,15 cm utvrden je na 1 % koncentraciji. Do razvoja micelija nije doslo na
2,5 %-tnoj koncentraciji koja je na porast F. oxysporum imala potpuni inhibitorni

ucinak, to je ujedno i podloga s najve¢om koncentracijom koriStenom u pokusu.

Razvoj navedenih gljiva koristenih u radu tekao je razli¢itom brzinom. Na takav
ishod utjecalo je viSe parametara. Sve gljive nemaju jednak porast, neke su manje
neke viSe progresivne, te je i izbor vrste utjecao na rezultate. Vece koncentracije

propolisa o¢ekivano pokazuju bolji antifungalni utjeca;.
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7. Sazetak

Propolis je pcelinji proizvod kojemu se pripisuju brojna pozitivna svojstva, a jedan od njih je 1
antifungalno djelovanje. Ekoloska poljoprivreda koristi alternativne naine u zastiti bilja, a
propolis je jedan od znacajnijih proizvoda, ¢ija Siroka primjena utjece na sve vece zanimanje
kako u poljoprivrednoj tako i ostalim proizvodnim granama. U provedenom istrazivanju pra¢en
je utjecaj alkoholnog propolisa na rast fitopatogenih gljiva Alternaria brassicae i Fusarium
oxysporum. Propolis je pripremljen u 3 koncentracije (0,5 %, 1 %, 2,5 %). Navedene
koncentracije imale su inhibitorni utjecaj na porast gljiva. Na porast gljive A. brassicae i F.
oxysporum potpuno inhibitorno djelovanje imala je koncentracija od 2,5 %. Porast micelija
navedenih gljiva zabiljezen je na koncentraciji od 0,5 %. Utvrdene su statisticki visoko znacajne
razlike kod obje gljive izmedu porasta micelija na koncentraciji propolisa od 1 %, kontroli 1

podlozi s 2,5 % koncentracijom.

Kljuéne rijeci: propolis, ekoloska poljoprivreda, koncentracija, inhibitorno djelovanje
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8. Summary

Propolis is a bee product which is attributed to a number of positive characteristics, one of them
is the antifungal activity. Organic agriculture has been using alternative methods for plant
protection and propolis is significant product, which widespread use affects on increasing
interest how in agriculture also in other productive industries. In this resarch influence of
alcoholic propolis, diluted on 3 concentrations (0,5 %, 1 %, 2,5 %) have been tested on the
mycelium growth of Alternariae brassicae and Fusarium oxysporum. These concentrations had
inhibitory effect on the growth of fungi. Full inhibitory activity on the growth of mycelium of
A.brassicae and F.oxysporum had a concentration of 2,5 %. The growth of mycelium of tested
fungi recorded at a concentration of 0,5 %. There were statistically significant differences in the
growth of the mycelium for both fungi on the concentration of propolis of 1 % , control and 2,5

% concentration.

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