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1. Uvod

Od davnih vremena ¢ovjek koristi propolis za svoje farmaceutske svrhe. Propolis se jos uvijek

koristi kao lijek u narodnoj medicini (Kujumigev i sur., 1999.).

Prema Farooqui (2012.) propolis se intenzivno Kkoristi u hrani i pi¢u jer poboljsava ljudsko
zdravlje. Sadrzi vise od 300 prirodnih spojeva kao Sto su polifenoli, fenoli, aldehidi, kumarini,
amino kiseline, steroidi i anorganski spojevi. Polifenoli se nalaze u povréu i voéu, a povec¢anu

.....

stresa. Propolis je jedan od glavnih izvora polifenola, uglavnom flavonoida i fenolne kiseline.

Biljne bolesti uzrokuju znacajne gubitke u poljoprivrednoj proizvodnji i skladistenju usjeva.
Uzgajaci se vec¢inom oslanjaju na upotrebu kemijskih pesticida kako bi se sprije¢io ili
kontrolirao nastanak biljnih bolesti. Visoka ucinkovitost i jednostavnost koriStenja kemikalija
moze dovesti do oneciS¢enja okolisa, a prisutstvo ostataka pesticida u hrani do socijalnih i
ekonomskih problema. Prema tome, postoji sve veca potraznja od potroSaca i duznosnika da se
smanji upotreba kemijskih pesticida, te se sve viSe tezi bioloskoj kontroli biljnih bolesti.
Propolis je jedna od alternativnih metoda koji se koristi u bioloskoj kontroli biljnih bolesti
(Cawoy i sur., 2011.).

Sclerotium cepivorum je uzroénik bijele trulezi luka, poriluka i ce$njaka, patogen koji se prenosi
zemljiStem. MozZe se javiti sporadi¢no na mjestima koja su slabo drenirana, ali takoder moze
zahvatiti i cijeli usjev. Patogen ima uzak krug domacina, uglavnom veéine vrsta roda Allium.
Na bijelom luku, patogen se razvija tijekom ¢itave vegetacije , kao i u skladistu tijekom ¢uvanja.

2011.).

Gljive roda Colletotrichum, uzro¢nici su antraknoza, polifagne i kozmpolitske gljive. Vrste
roda Colletotrichum poznate su kao epifitni, endofitni i saprobni organizmi. Na napadnutom
biljnom tkivu uzrokuju pojavu, kruznih, nekroti¢nih udubljenih pjega, sa brojnim koncentri¢no
rasporedenim plodonosnim tijelima, acervulima, iz kojih se u Zutonarancastom matriksu

oslobadaju konidije (Vasi¢, 2013.).

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi utjecaj razli¢itih koncentracija propolisa na porast gljiva

Sclerotium cepivorum i Colletotrichum sp..



2. Pregled literature

Propolis je ljepljiva tvar koja je sastavljena od biljnih smola, peludi i pcelinjeg voska. Pcele
koriste propolis kako bi zastitile svoje kosnice (Chang i sur., 2002.). Biljne smole potjecu s
pupoljaka ili oste¢enih dijelova biljaka (oko 70 %), a ostalo u procesu prerade dodaju pcele.
One smolama dodaju vosak (oko 30 %), koji ¢ini masu ljepljivom, zatim pelud, te obogacuju
propolis izlucevinama svojih Zlijezda. Smolu skupljaju pcele radilice. Unosom u koSnicu
propolis upotrebljavaju za izgradnju ulaza, zatvaranje pukotina i rupa, te skladiStenje, odnosno
,sterilizaciju“ stanica saca. Propolisom se, dakle, Stite koSnice od nepovoljnih vanjskih utjecaja:

gljivica, bakterija, manjih Zivotinja (miSevi, rovke), vlage i propuha (Crn¢an, 2014.).

Boja propolisa varira od tamnozelene do smedecrvenkaste. Kemijski sastav propolisa ovisi o
podrucju s kojeg ga péele skupljaju. Kemijski sastav propolisa ¢ine: biljne smole i balzam 55%,
aromaticna i eteri¢na ulja 0%, vosak 0%, pelud 5%, izlucevine Zlijezda slinovnica, mineralne
tvari (zeljezo, bakar, mangan, aluminij, cink), mikroelementi (kobalt, stroncij, silicij, vandij) i
vitamini. Propolis ima antisepti¢na, bakteriostati¢na, anesteti¢na i antitoksi¢na svojstva. Dobar

je biostimulator jer aktivira i stimulira specificna antitijela u organizmu (Tucak i sur., 2004.).

Kemijski sastav propolisa je vrlo kompliciran i ima viSe od 150 identificiranih komponenti.
Medu tim komponentama flavonoidi su najodgovorniji za bioloske aktivnosti. Sadrzaj

flavonoida smatra se vaznim indeksom za procjenu kvalitete propolisa (Chang i sur., 2002.).

Chang i suradnici (2002.) analizirali su flavonoide u propolisu kolorimetrijskim metodama,
tankoslojnom kromatografijom, plinskom kromatografijom, plinskom kromatografijom-
masenom spektrometrijom 1 teku¢om kromatografijom visokog uc¢inka. U svom istrazivanju su
zakljucili da niti jedna od kolometrijskih metoda ne moze otkriti sve vrste flavonoida. Od Cetiri
glavne skupine flavonoida u propolisu, flavona i flavonola su stabilne zajedno s aluminijevim
kloridom, a flavanon i flavanonol bolje reagiraju s 2,4-dinitrofenilhidrazinom. S obzirom na
potrebe potrosaca predloZzeno je da se ukupni sadrzaj flavonoida u propolisu nadopuni

aluminijevim kloridom i 2,4-dinitrofenilhidrazinom.

Flavonoidi (bioflavonidi) obuhvacaju veliku grupu sekundarnih metabolita koji su prisutni u
svim biljkama. Flavonoidi su pigmenti koji su odgovorni za obojenost cvjetova i listova. Vazni
su za normalan razvoj, rast i obranu biljaka. Vrlo su vazan dio ljudske ishrane jer se nalaze u
povréu, vocu, orasastim plodovima, vinu i ¢aju, a cesto se zbog visoke farmakoloske

ucinkovitosti nazivaju i,,bojom zdravlja®“. Prosje¢ni dnevni unos flavonoida u hrani iznosi 1 do



2 grama. Nutricionisti sve viSe koriste flavonoide u lijeCenju mnogih bolesti, zbog dokazane
sposobnosti  flavonoida da inhibiraju specificne enzime, stimuliraju hormone i

neurotransmitere, te ,,hvataju slobodne radikale (Sobocanec, 2006.).

Specifi¢na tezina propolisa pri temperaturi od 20 °C je 1,113 do 1,136 g/cm?, nema odredenu
tocku topljivosti, ali se najcescée topi izmedu 80 °C i 105 °C. Slabo se rastapa u hladnoj vodi, a
u vruéoj vodi izmedu 7 do 10 %. U eteru zagrijanom na 123 °C rastopi se do 66% propolisa, u
etilnom alkoholu se rastopi 50 do 75 %, a u acetonu samo 20 do 40 % (Plavsa i Nedi¢, 2015.).

Propolis se preporucuje u lijeCenju vise od 40 razliCitih patoloskih pojava. Mnogim
istrazivanjima je utvrdeno kako je propolis prirodni antiseptik, anestetik, antibiotik,
antioksidant te djeluje protiv vecine virusa, gljivica i parazita. Mikroorganizmi ne mogu stvoriti
otpornost na propolis, $to danas ima veliki znacaj kada se nalazimo u vremenu velikog broja
dobivenih sinteti¢kih lijekova na koje mikroorganizmi mogu stvoriti otpornost (Surlan

Spitzmuller, 2014.)

Meneses i suradnici (2009.) su zakljucili da kemijski sastav i bioloske aktivnosti propolisa
ovise o razli¢itim ¢imbenicima kao $to su geografska podrucja, vrijeme prikupljanja i biljke
domacini. Propolis koji potjeée iz umjerenih zona (Zapadna Azija, Europa i Sjeverna Amerika)
ima potpuno druk¢iji kemijski sastav od tropskog propolisa. Za proizvodnju propolisa u
Sjevernoameri¢kom i Europskom podrucju, pcele kao glavne izvore koriste izlucevine iz topole
(Populus sp.) i divljeg kestena (Aesculus hippocastanum). U tropskim podru¢jima nema topola
te pcele koriste druge izvore za proizvodnju propolisa. Zbog toga se u tropskom propolisu
nalaze razliCiti spojevi kao $to su terpenoidi i prenilirani derivati p-huminske kiseline u
Brazilskom propolisu i lignini u Cileanskom propolisu. Kolumbijska flora predstavlja veliku
biolosku raznolikost s velikim brojem endemicnih biljnih vrsta te se istraZzivanje propolisa Cini
vrlo zanimljivim. lako se propolis proizvodi i Kkoristi u Kolumbiji u narodnoj medicini,

kozmetici 1 prehrambenoj industriji, kemijski sastav i bioloSka aktivnost slabo je poznata.

Prema Asgaru i suradnicima (2014.) ekstrakt zelenog brazilskog propolisa i ulje cimeta moze
se Kkoristiti kako bi se povecao rok trajanja chilija. Propolis i ulje cimeta sadrze antifugalna
svojstva. Antifugalni ucinci 1 kontrola kvalitete od 5 % ekstrakta propolisa i 0,1 % ulja cimeta,
te kombinacija ekstrakta propolisa i ulja cimeta s dodatkom 5 % arapske gume kao osnovne
podloge ispitani su u in vitro i in vivo uvjetima. ZaraZzene chili papricice pohranili su u komore
na temperaturi 13 °C £ 2 °C s relativnom vlagom zraka 80-90 %. Ispitivanje je trajalo 28 dana,

te 5 dana pri trziSnim uvjetima na temperaturi 25 °C + 2 °C i relativnom vlagom zraka 60-70%.



Istrazivanje je pokazalo da je ekstrakt propolisa imao fungicidno djelovanje protiv
Colletrotrichum capsici uzro¢nika antraknoze chilija. Ulje cimeta, takoder je imalo fungicidno
djelovanje protiv Colletrotrichum capsici. Medutim, ulje cimeta pomijesano s ekstraktom
zelenog brazilskog propolisa pokazalo je najbolje rezultate protiv Colletrotichum capsici s
100% inhibicijom na rast micelija i1 klijanje spora. In vivo istrazivanja pokazala su da je
kombinirano tretiranje ekstraktom zelenog brazilskog propolisa i ulja cimeta dovelo do
smanjena pojave ucestalosti bolesti za 14% na chili papri¢icama, nakon 33 dana skladistenja.
Moze se zakljuciti da ekstrakt zelenog brazilskog propolisa u koncentraciji od 5% i ulje cimeta
u koncentraciji 0,1% s 5% podloge arapske gume daje u¢inkovito fungicidno djelovanje protiv

Colletrotrichum capsici te pomaze pri odrzavanju kvalitete chilija nakon berbe.

Hashem i suradnici (2012.) su istrazivali mahanizam antifugalnih aktivnosti propolisa za rast,
proizvodnju aflatoksina i lipida (ukupnih lipida, neutralnih lipida, fosfolipida i masnih kiselina)
na metabolizam Aspergillus parasiticus. Rezultati njihovih istrazivanja pokazali su da je
propolis uzrokovao zna¢ajno smanjenje u proizvodnji konidija, klijanju konidija i smanjenju
rasta micelija Aspergillus parasiticus. Utvrdeno je da je proizvodnja aflatoksina Aspergillus
parasiticus znacajno smanjena s 0,2 i 0,4 g/100 ml koncentracije propolisa. Medutim
koncentracija od 0,6 g/100 ml uzrokovala je potpunu inhibiciju za sve alfatoksine. Analiza
plinske kromatografije stani¢nih masnih kiselina pokazala je da propolis poboljsava
nakupljanje zasi¢enih masnih kiselina. Akumulacija zasi¢enih masnih kiselina u bioloskoj
stanici mogla bi ukazivati na smanjenje fluidnosti i elasti¢nosti stani¢ne membrane. Promjene
u sastavu masnih kiselina povezane su s antigljivicnim potencijalom flavonoida, fenolnih
kiselina, benzojeve kiseline i njihovih estera koji se nalaze kao dominantni aktivni bioloski

spojevi u propolisu.

Propolis se ne moze koristiti kao sirovi materijal nego se mora procistiti ekstrakcijom otapalom.
Noweer 1 Dawood (2009.) svoje su istraZzivanje usmjerili na fizioloski utjecaj ekstrakta
propolisa folijarnom primjenom i primjenom propolisa kao sredstva za natapanje zemljiSta
prilikom tretiranja bobicastih biljki te uloge propolisa kao sredstva za suzbijanje infektivnih
nematoda. Uzorke propolisa su ekstrahirali pomocu tri razli€ita otapala (destilirana voda, 70 %
etanol i aceton (750 i 1000 mg/l)). Kvantitativni testovi su pokazali da ekstrakt propolisa sadrzi
sterole, flavonoide i fenolne spojeve. Svi tretmani s ekstraktom propolisa povecavaju ukupni
sadrzaj klorofila i karotenoida, a magnituda rasta jo$ je izraZenija primjenom vecée koncentracije
propolisa. Folijarna primjena ili natapanje tla ekstraktom propolisa uzrokovala je porast

ugljikohidrata sjemena 1 smanjenja veceg sadrzaja fitinske kiseline. Osim toga folijarna



primjena ekstrakta propolisa uzrokovala je povecanje sadrzaja proteina i fenolnih spojeva u
sjemenu, dok je natapanje zemljista ekstraktom propolisa u kombinaciji s etanolom i acetonom
u koncentraciji 1000 mg/l poveéan je sadrzaj proteina u sjemenu. Podaci su pokazali da je
zemljiste koje je natapano ekstraktom propolisa imalo smanjen broj Meloidogyne po kg/tla te
smanjen broj korijenovih guka posebno pri upotrebi ve¢ih koncentracija ekstrakta propolisa.
Vrijedno je spomenuti da tretiranje mahunarki s ekstraktom propolisa, folijarnom primjenom

ili natapanjem tla, dovodi do smanjenja inhibitornog utjecaja infekcije nematodama.

Prema Yangu i suradnicima (2016.) Botrytis cinerea i Rhizopus stolonifer su dva glavna
uzro¢nika pojave bolesti poslije berbe jagoda i uzrokuju veliki gubitak plodova. U istrazivanju
su koristili ekstrakt kineskog propolisa. Pokus se provodio u in vitro i in vivo uvjetima za
kontrolu bolesti. Ekstrakt kineskog propolisa s aktivnim flavonoidima pokazao je inhibitorno
djelovanje na klijanje spora i rast micelija oba patogena. U in vivo uvjetima ekstrakt kineskog
propolisa u¢inkovito je smanjio propadanje plodova jagoda koji su bili skladisteni na 13 °C.
Ekstrakt kineskog propolisa odli¢na je alternativa za suzbijanje Botrytis cinerea i Rhizopus

stolonifer prilikom skladi$tenja plodova jagoda.

Sclerotium cepivorum uzroénik je bijele trulezi. Napada luk, poriluk i e$njak. Ce$njak je
nekroza listova, po€evsi od vrha prema dolje, te potom odumiranje tih listova. Ako su
napadnute mlade biljke, propadanje je brzo. Vanjski mesnati listovi lukovica postaju vostani,
vodenasti, prekriveni snjeznobijelim pahuljastim micelijem, u kojem se stvaraju sitni crni
sklerociji. Lukovica trune i ima neugodan miris. Gljiva u tlu prezimljuje kao sklerocij i nekoliko
godina. Micelij nastao na sklerocijima inficira lukovice. Micelij ne moze Zivjeti saprofitski, ali
igra vaznu ulogu kod infekcija u usjevu, prenoseci zarazu od zarazene na zdravu biljku. Bolest
se Siri kada je temperatura tla izmedu 15 1 20 °C. Ako su temperature previsoke, iznad 25 °C,
ili preniske ispod 5 °C nema infekcija. Najbolja zastita je viSegodisnji plodored (Maceljski i

sur.,2004.).

Selvaraj i suradnici (2014.) u svom su radu istrazivali globalni problem uzro¢nika bijele trulezi
Sclerotium cepivorum, jedne od ozbiljnijih gljivicnih bolesti luka i ce$njaka u Etiopiji. Razvoj
ove bolesti ovisi o podrucju, vremenu i biljnom domacinu. U svom radu su usporedili podatke
0 patogenosti bijele trulezi za luk i ¢eSnjak na podrucju Etiopije. Bijela trulez se smatra glavnom
prijetnjom za dugoro¢no odrZavanje luka i1 ¢eSnjaka u Etiopiji, ¢ak 1 kod znatnog smanjenja
stupnja bolesti kod luka i CeSnjaka, bijela trulez smanjuje prinos od 20-40%. Bolest je

najucestalija tijekom vlaznih sezona.



Davis i suradnici (2007.) u svom radu su istrazivali u¢inkovitost ¢eSnjaka u prahu i sintetickog
ulja ¢eSnjaka. U tlo zarazeno S. cepivorum su inkorporirali ¢e$njak u prahu i sinteticko ulje
¢esnjaka. Metil bromid je koristen u kemijskoj kontroli tla. Tri mjeseca nakon tretmana broj
sklerocija se smanjio za 90% u tlu koje je bilo tretirano ¢eSnjakom u prahu 1 sintetickim uljem
CeSnjaka, Sto je slicno rezultatima postignutim primjenom Metil bromidom gdje se broj

sklerocija smanjio za nesto vise od 90%.

Gljive roda Colletotrichum uzroc¢nici antraknoza su kozmopolitske i izrazito agresivne vrste,
prisutne na gotovo svim meridijanima. Kao patogeni voc¢aka, ratarskih, povrtlarskih, krmnih,
industrijskih, ukrasnih, ljekovitih, Sumskih 1 biljaka korovne flore, mogu prouzrociti znacajne
ekonomske gubitke. U uvjetima suptropske i tropske klime simptomi se vide tijekom vegetacije.
U umjerenoj klimatskoj zoni ¢es¢i je slucaj ostvarivanja latentnih infekcija koje nakon berbe
plodova 1 tijekom neadekvatnih uvjeta skladiStenja kulmuniraju pojavom nekroza i trulezi
ploda. Za gljive roda Colletotrichum je karakteristicna nespecifiénost prema biljkama
domacdinima. Mogu¢nost kombiniranih infekcija te ¢injenica da u velikom broju slucajeva vise
razli¢itih vrsta istovremeno parazitira istog domacdina uveliko otezava proces pravilne

identifikacije i diferencijacije patogena ovog roda (Zivkovié i sur., 2012.).

Grahovac i suradnici (2012.) u svom su radu prikazali rasprostranjenost, gubitke, spektar
domacina, simptome i epidemiologiju, prodiranje u biljku domacina i kolonizaciju tkiva vo¢aka
fitopatogenim gljivama Colletotrichum sp.. Colletotrichum vrste mogu ostvariti infekciju u
bilo kojem razvojnom stadiju biljke, medutim, ekonomski najznacajniji gubitci javljaju se
prilikom infekcije plodova nakon berbe, skladiStenja, transporta i plasmana na trziste. Gubitci
plodova vocaka uzrokovani djelovanjem ovih patogena krecu se od 10 do 80 %. Kao domacini
Colletotrichum sp. vrsta u nasem podrucju javljaju se grozde, jabuke, kruske, vi$nje, borovnica,
jagoda, badem i breskva. Najproucavanije vrste ovog roda su Colletotrichum gloeosporioides i
Colletotrichum acutatum. Simptomi se javljaju prije svega na nadzemnim dijelovima biljke,
listovima, stablu, na plodovima prije i poslije berbe, ali i na podzemnim biljnim organima.
Tipi¢ni simptomi se javljaju na plodovima u vidu ulegnutih lezija unutar kojih se formiraju
ruziCaste 1 narancaste mase konidija-antraknoza. Postojanje spolnog stadija nije utvrdeno ni kod

jedne od Colletotrichum vrsta koje se javljaju na vo¢u u nasem podrucju.

Zivkovié¢ i suradnici (2012.) u svom radu su prikazali patogene karakteristike 20 izolata
Colletotrichum sp. porijeklom sa plodova jabuka, krusaka, vi$nje i rajCice, te referentne sojeve
Colletotrichum acutatum i Colletotrichum gloeosporioides. U istrazivanje je ukljuc¢eno 17
biljnih vrsta u proucavanju kruga domacina izolata Colletotrichum sp.. Devet dana od umjetne

6



inokulacije svi testirani izolati su prouzrokovali su antraknoze lezije na plodu jabuke, kruske,
tresnje, marelice, viSnje, grozde, jagode, §ljive, paprike, patlidana, raj¢ice, mahuna, krastavca i
tikvica. lzolati Coletotrichum sp. porijeklom sa istog domacina pokazuje izvjesne razlike u

stupnju agresivnosti, zbog genetske varijabilnosti populacija.

Colletotrichum nigrum uzrokuje smedu pjegavost plodova paprike. Simptomi se javljaju na
svim nadzemnim dijelovima paprike. Na plojci nastaju sitne nepravilne pjege sivosmede boje s
tamnije smedim rubom. Unutar pjega se formiraju mala acervuli sa svjetlocrvenkastim
sporama. Svjetlosmede lezije se javljaju kao prvi simptom na plodovima paprike. Lezije kasnije
postaju elipti¢ne, svjetlije ili tamnije smede boje s tamnijim rubom i odijeljene su od zdravog
tkiva. Lezije postaju udubljene. Parazit se prenosi iz jedne vegetacije u drugu zaraZenim
sjemenom 1 dijelovima biljke. Na zarazenim dijelovima biljke formiraju se plodna tijela

acervuli iz kojih spore prenose zarazu (Maceljski i sur.,2004.).

Glomerella cingulata je telemorfni stadij Colletotrichum gloeosporoides, a simptomi ovise 0
biljci domacinu. Najcescée su to okrugle tamne pjege neravnih rubova u okviru kojih nastaju
plodista acervuli (Colletotrichum) ili periteciji (Glomerella). Kod veéine domacina pjege se
spajaju u vece nekroti¢ne lezije pa liS¢e moze otpasti. Visoka relativna vlaga zraka te navlazeno
1 oSteeno biljno tkivo potrebni su za infekciju. Smanjivanje vlaZznosti u staklenicima 1
plastenicima, zalijevanje u jutarnjim satima, uklanjanje bolesnih biljaka i plodored mogu
smanjiti zaraze, ali da bi se bolest uspjeSno drzala pod kontrolom potrebno je upotrijebiti

fungicide (Jurkovi€ 1 sur., 2010.).



3. Materijali i metode rada

IstraZivanje je provedeno tijekom sijecnja i veljace 2016. godine na Poljoprivrednom fakultetu
u Osijeku. Pokus je postavljen u laboratoriju za fitopatologiju. U pokusu je ispitan utjecaj
razli¢itih koncentracija propolisa na porast gljiva Sclerotium cepivorum i Colletotrichum sp.

(slika 1). Koncentracije propolisa koje su koristene u pokusu su 0,5 %, 1 % i 2,5 %.

Slika 1 Propolis koristen u pokusu (original)

Sterilizacijom petrijevih zdjelica promjera 9,00 cm (slika 2) i odmjernih tikvica u parnom
sterilizatoru-autoklavu zapoceo je pokus. Za pripremu podloge koristena je destilirana voda,
Skrob koji je dobiven iz krumpira (PDA), Secer i tehnicki agar. Podloga se kuhala jedan sat na
parnoj kupelji. Nakon kuhanja odmjerne tikvice u kojima se nalazila podloga sterilizirale su se

20 minuta u autoklavu na 121 °C.

Slika 2 Petrijeve zdjelice

Izvor: (https://www.google.hr/search?g=petrijeve+zdijelice)
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Petrijeve zdjelice zamotali smo u novinski papir te stavili autoklavirati na 121 °C, 1,025 bara,

20 minuta (slika 3). Nakon autoklaviranja oznacili smo petrijeve zdjelice.

Slika 3 Autoklav (original)

U tri odmjerne tikvice rasporedene su podloge. U prvu odmjernu tikvicu dodano je 195 ml
podloge i 5 ml propolisa (koncentracija 0,5 %). U drugu odmjernu tikvicu dodano je 190 ml
podloge i 10 ml propolisa (koncentracija 1%). U tre¢u odmjernu tikvicu dodano je 175 ml
podloge i 25 ml propolisa (koncentracija 2,5%). Propolis koji je koristen u pokusu je 20 %.
Petrijeve zdjelice punjene su podlogom s koncentracijama 0,5%, 1 % i 2,5% po 4 zdjelice za

svaku koncentraciju.

U svaku Petrijevu zdjelicu na podlogu, nacijepljeni su izolati u laminaru (slika 4). Za
inokulaciju je koriSten sedam dana star micelij gljiva Sclerotium cepivorum i Colletotrichum
sp. 1z micelija su uzimani diskovi promjera 4 mm. Diskovi su sterilnim priborom nanoseni na
hranjive podloge u Petrijevim zdjelicama. Nakon inokulacije, Petrijeve zdjelice su stavljene u

termostat na temperaturu od 22 °C.



Slika 4 Laminar

Izvor: (https://www.google.hr/search?g=laminar)

Prvo mjerenje porasta micelija obavljeno je 2 dana nakon inokulacije. Micelij je mjeren uz
pomo¢ ravnala. Promjer micelija mjeren je preko sredine diska uzduzno i popre¢no. Mjerenje

je vrseno svaki drugi dan u periodu od 18 dana.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Utjecaj razli¢itih koncentracija propolisa na porast micelija gljive Sclerotium

cepivorum

U tablici 1. prikazana je statisti¢ka analiza porasta micelija Sclerotium cepivorum za promatrane

dane mjerenja.

Tablica 1. Porast micelija Sclerotium cepivorum iskazan u cm (statisticka analiza)

Broj dana kontrola 0,5% 1% 2,5% LSD

od

inokulacije

2 1,11 0,25 0,00 0,00 LSDo,01=0,5906
LSDo,05=0,4212

4 4,85 1,10 0,13 0,00 LSDo,01=0,8567
LSDo,05=0,6111

7 9,00 4,30 0,80 0,00 LSDo,01=1,0638
LSDo,05=0,7587

9 9,00 6,51 2,24 0,00 LSDo,01=1,1920
LSDo,05=0,8502

11 9,00 7,92 3,79 0,00 LSDo,01=0,9132
LSDo,05=0,6513

14 9,00 9,00 5,53 0,00 LSDo,01=0,8912
LSDo,05=0,6357

16 9,00 9,00 6,56 0,00 LSDo,01=0,7880
LSDo,05=0,5621

18 9,00 9,00 7,44 0,00 LSDo,01=0,8382
LSDo,05=0,5979
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Dva dana nakon inokulacije obavljeno je prvo mjerenje micelija (grafikon 1.). Mjerenje je
obavljeno na svim tretmanima.
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kontrola 0,50% 1% 2,50%

Grafikon 1. Porast micelija Sclerotium cepivorum (cm) 2 dana od inokulacije micelija na

podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

Znacajan porast micelija zabiljezen je u kontroli na kojoj je micelij porastao do veli¢ine 1,11
cm. Porast micelija Sclerotium cepivorum na podlogama gdje je koriSten propolis u
koncentracijama 1% i 2,5% nije zabiljezen dva dana nakon inokulacije. Na podlogama s
koncentracijom propolisa 0,5% zabiljezen je porast micelija za 0,25 cm Izmedu kontrole i

ostalih tretmana uocava se znac¢ajna statisticka razlika.
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Cetiri dana nakon inokulacije micelija izvrieno je drugo mjerenje (grafikon 2.). Porast micelija
u kontroli je 4,85 cm od zadnjeg mjerenja. Kod koncentracije propolisa 0,5% zabiljeZen je
porast micelija Sclerotium cepivorum za 1,10 cm od zadnjeg mjerenja. Kod koncentracije
propolisa 1% zabiljezen je blagi porast micelija za 0,13 cm, a kod koncentracije propolisa 2,5%

nije doslo do porasta micelija gljive Sclerotium cepivorum.
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0 I

kontrola 0,50% 1% 2,50%

Grafikon 2. Porast micelija Sclerotium cepivorum (cm) 4 dana od inokulacije micelija na

podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa
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Tre¢e mjerenje obavljeno je devet dana nakon inokulacije gljive Sclerotium cepivorum. U
kontrolnoj skupini micelij se razvio do rubova petrijevih zdjelica promjera 9,00 cm. Dolazi do
potpunog razvoja mikrosklerocija u kontrolnoj skupini. Na podlozi koncentracije propolisa
0,5% zabiljezen je porast micelija za 6,51 cm. Na podlozi s koncentracijom propolisa 1%
zabiljezen je porast micelija za 2,24 cm. Porast micelija gljive Sclerotium cepivorum nije

zabiljezen na podlozi s koncentracijom propolisa 2,5%, $to je prikazano u grafikonu 3.
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Grafikon 3. Porast micelija gljive Sclerotium cepivorum (cm) 9 dana od inokulacije micelija

na podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa
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Cetvrto mjerenje obavljeno je 14 dana nakon inokulacije. Porast micelija zabiljeZen ja na
podlozi s 0,5% koncentracijom propolisa gdje je micelij narastao do rubova petrijevih zdjelica
tj. dosegnuo je 9,00 cm. Takoder dolazi do pojave veceg broja mikrosklerocija. Porast micelija
kod koncentracije 1% je za 5,53 cm od posljednjeg mjerenja. Kod koncentracije 2,5% nije doslo

do porasta micelija (grafikon 4.).

cm
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Grafikon 4. Porast micelija gljive Sclerotium cepivorum (cm) 14 dana nakon inokulacije

micelija na podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

Guler i suradnici (2005.) u svom radu su ispitali utjecaj razli¢itih koncentracija propolisa 0,5%,
1%, 1,5% i 2% na tvorevine sklerocija kod Morchella conica. Koristili su uzorke propolisa
dobivenih iz razli¢itih regija (Bursa, Erzurum, Trabzon) u Turskoj. Na kontrolnim podlogama
micelij se razvio u potpunosti 10 dana nakon inokulacije micelija. Kod propolisa s podrucja
Erzurum, na podlogama s koncentracijom propolisa 0,5% i 1% micelij se razvio nakon jednog
dana od inokulacije micelija, a na podlogama s koncentracijom propolisa 2% micelij se razvio
2 dana nakon inokulacije micelija. Kod propolisa sa podru¢ja Burse, razvoj micelija na
podlogama s koncentracijom 0,5% bio je 2 dana nakon inokulacije micelija. Podloge s

koncentracijama propolisa 1% i 1,5% biljeZe porast micelija 6 dana nakon inokulacije micelija,
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a kod podloga s koncentracijom propolisa 2% nije doSlo do porasta micelija tijekom
provedenog pokusa. Kod propolisa s podruc¢ja Trabzon, na podlogama s koncentracijom 0,5%
i 1% razvoj micelija se uocio 6 dana od inokulacije micelija, a kod podloga s koncentracijom
propolisa 1,5% prvi porast micelija zabiljeZen je 7 dana od inokulacije micelija. Kod
koncentracije propolisa 2% nije doslo do porasta micelija tijekom provedbe pokusa. Rezultati
su pokazali da je razvoj micelija bio sporiji Sto su koriStene veée koncentracije propolisa.

Razlike u rezultatima su bile zbog razli¢itog kemijskog sastava propolisa.

Zadnje mjerenje obavljeno je 18 dana nakon inokulacije. Potpuni razvoj mikrosklerocija je
zabiljezen na podlozi s koncentracijom propolisa 0,5%. Na podlozi s koncentracijom propolisa
1% zabiljezen je porast micelija za 7,44 cm od zadnjeg mjerenja. Podloga gdje je koncentracija
propolisa bila 2,5% pokazano je potpuno inhibitorno djelovanje na porast micelija gljive

Sclerotium cepivorum (grafikon 5.).
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Grafikon 5. Porast micelija gljive Sclerotium cepivorum (cm) 18 dana od inokulacije micelija

na podlogamam s razli¢itim koncentracijama propolisa
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Na slikama 5, 6, 7 i 8 prikazan je porast micelija S. cepivorum ovisno o danima i koncentraciji

propolisa.

Slika 5 Porast micelija S. cepivorum na kontrolnoj podlozi

11. dan od inokulacije (original)

Slika 6 Porast micelija S. cepivorum na 0,5%-tnoj

podlozi 11. dan od inokulacije (original)
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Slika 7 Porast micelija S. cepivorum na 1%-tnoj podlozi

11. dan od inokulacije (original)

Slika 8 S. cepivorum na 2,5%-tnoj podlozi

18. dan od inokulacije (original)
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4.2. Utjecaj propolisa u razli¢itim koncentracijama na porast gljive Colletotrichum sp.

U tablici 2. prikazana je statistiCaka analiza porasta micelija gljive Colletotrichum sp. Za

promatrane dane mjerenja.

Tablica 2. Porast micelija gljive Colletotrichum sp. iskazan u cm (statisticka analiza)

Broj dana | Kontrola 0,5% 1% 2,5% LSD

od

inokulacije

2 1,23 0,67 0,58 0,00 LSDo,01=0,1495
LSDo,05=0,1067

4 2,44 1,53 0,88 0,00 LSDo,01=0,4654
LSDo,05=0,3319

7 4,65 2,68 1,80 0,00 LSDo,01=0,5707
LSDo,05=0,4070

9 6,03 3,54 2,36 0,00 LSDo,01=0,5871
LSDo,05=0,4187

11 7,05 4,42 2,88 0,33 LSDo,01=0,8183
LSDo,05=0,5837

14 8,29 5,66 3,44 0,53 LSDo,01=0,9864
LSDo,05=0,7036

16 8,63 6,60 3,88 0,95 LSDo,01=1,2946
LSDo,0s=0,9234

18 8,82 7,84 4,43 1,18 LSDo,01=1,3228
LSDo,05=0,9435
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Dva dana nakon inokulacije obavljeno je prvo mjerenje porasta micelija na svim tretmanima
(grafikon 6.)
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Grafikon 6. Porast micelija gljive Colletotrichum sp. (cm) 2 dana od inokulacije micelija

na podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

Znacajan porast micelija zabiljeZen je u kontroli na kojoj je micelij porastao do veli¢ine 1,23
cm. Zabiljezen je porast micelija na podlogama koncentracije 0,5% propolisa za 0,67 cm, te
blagi porast micelija na podlogama s 1% propolisa za 0,58 cm. Podloge s koncentracijom
propolisa 2,5% pokazale su inhibitorno djelovanje na porast gljive Colletotrichum sp.
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Drugo mjerenje izvrSeno je Cetiri dana nakon inokulacije. Porast micelija u kontrolnoj skupini
bio je za 2,44 cm od prethodnog mjerenja. Na podlozi sa koncentracijom 0,5% propolisa doslo
je do porasta micelija za 1,53 cm od prethodnog mjerenja. Podloge s koncentracijom 1%
propolisa biljeze porast micelija od 0,88 cm, dok na podlogama s koncentracijom propolisa

2,5% nije doslo do porasta micelija gljive Colletotrichum sp. (grafikon 7.).
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Grafikon 7. Porast micelija gljive Colletotrichum sp. (cm) 4 dana od inokulacije micelija na

podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

21



Tre¢e mjerenje obavljeno je devet dana od inokulacije micelija. U kontrolnoj skupini porast
micelija je za 6,03 cm od prethodnog mjerenja. Kod koncentracije 2,5% nije doslo do porasta
micelija. Na podlogama koncentracije 0,5% doslo je do porasta micelija za 3,54 cm, a na

podlogama s 1% koncentracije zabiljezen je porast micelija za 2,36 cm (grafikon 8.).

cm

kontrola 0,50% 1% 2,50%

Grafikon 8. Porast micelija gljive Colletotrichum sp. (cm) 9 dana od inokulacije micelija na

podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

Zahid 1 suradnici (2013.) ispitivali su utjecaj razli¢itih koncentracija propolisa na pojavu
antraknoza, koje su uzrokovane Colletotrichum gloeosporioides kod plodova pitaje poslije
berbe, u in vivo 1 in vitro uvjetima. Koristili su Cetiri razli¢ite koncentracije alkoholnog
propolisa (0,25%, 0,50%, 0,75% i 1%). Svi tretmani koji su tretirani s propolisom pokazali su
znacajno smanjenje rasta micelija i klijanja konidija. Koncentracije alkoholnog propolisa od
0,50%, 0,75% 1 1% pokazale su obecavajuce rezultate, te je uoceno vise od 60% inhibicije kod
rasta radijalnog micelija i klijanja konidija. Propolis je usporio pojavu simptoma bolesti, §to je

rezultiralo kasnjenjem razvoja bolesti te duzem odrzavanju kvalitete plodova pitaje.
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Cetvrto mjerenje obavljeno je 14 dana od inokulacije micelija. Kod koncentracije 0,5% doglo
je do porasta micelija za 5,66 cm od posljednjeg mjerenja. Na podlogama koncentracije 1%
porast micelija je za 3,44 cm, a na podlogama koncentracije 2,5% zabiljeZen je porast micelija
za 0,53 cm. U kontrolnoj skupini zabiljezen je porast micelija za 8,29 cm od posljednjeg
mjerenja (grafikon 9.).
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Grafikon 9. Porast micelija gljive Colletotrichum sp. (cm) 14 dana od inokulacije micelija na

podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa
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Zadnji dan mjerenja u kontroli micelij je narastao do 8,82 cm. Na podlogama koncentracije
0,5% porast micelija je za 7,84 cm od posljednjeg mjerenja, takoder je uoCljiv veci broj
mikrosklerocija (apoteciji). Kod koncentracije 1% porast micelija je za 4,43 cm te se uocavaju
prvi mikrosklerociji (apoteciji). Na podlogama koncentracije 2,5% porast micelija je za 1,18
cm od posljednjeg mjerenja (grafikon 10.).
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Grafikon 10. Porast micelija gljive Colletotrichum sp. (cm) 18 dana od inokulacije micelija

na podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa
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Na slikama 9, 10, 11 i 12 prikazan je porast micelija Colletotrichum sp. ovisno o danima i

koncentraciji propolisa.

Slika 9 Porast micelija gljive Colletotrichum sp. 9.

dan od inokulacije u kontroli (original)

Slika 10 Porast micelija gljive Colletotrichum sp. 9. dan

od inokulacije na 0,5%-tnoj podlozi
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Slika 11 Porast micelija gljive Colletotrichum sp. 9. dan

od inokulacije na 1%-tnoj podlozi (original)

Slika 12 Porast micelija gljive Colletotrichum sp. 9. dan

od inokulacije na 2,5%-tnoj podlozi (original)
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5. Zakljucak

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

Sclerotium cepivorum i Colletotrichum sp.. Provedbom pokusa i obradom podataka dobiveni

su sljedeci rezultati:

Kontrolna skupina Sclerotium cepivorum potpuni razvoj micelija dosegla je sedmog
dana mjerenja. Podloge s koncentracijom od 0,5% propolisa pokazale su najmanji
inhibitorni ucinak, te je Sclerotium cepivorum svoj potpuni razvoj dosegao Cetrnaesti
dan mjerenja. Na podlogama s koncetracijom propolisa od 1% inhibitorni u¢inak je bio
izrazeniji. Najinhibitorniji u¢inak bio je na podlogama s koncentracijom propolisa 2,5%

gdje nije doslo do razvoja micelija gljive Sclerotium cepivorum.

Porast micelija kod gljive Colletotrichum sp. najizrazeniji je bio na kontrolnoj podlozi.
Kod koncentracije 0,5% propolisa porast micelija je zabiljeZen od prvog do posljednjeg
dana mjerenja, takoder, na podlogama s koncentracijom od 1% propolisa porast micelija
je zabiljezen od prvog do posljednjeg dana mjerenja. Blagi porast micelija zabiljezen je

kod koncentracije propolisa 2,5%, Cetrnaestog dana mjerenja.

Moze se zakljuciti da vece koncentracije propolisa imaju jace antifugalno djelovanje,

dok slabije koncentracije propolisa pokazuju blago inhibitorno djelovanje.
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7. Sazetak

Propolis je ljepljiva tvar koja je sastavljena od biljnih smola, peludi 1 pelinjeg voska. Propolis
ima antivirusna, antifugalna, antibakterijska, protupalna i anesteticka svojstva. Péele koriste
propolis kako bi zastitile svoje kosnice. U provedenom istrazivanju pracen je utjecaj propolisa
na rast fitopatogenih gljiva Sclerotium cepivorum i Colletotrichum sp.. Propolis je pripremljen
u tri koncentracije 0,5%, 1% i 2,5%. Navedene koncentracije propolisa imale su inhibitorno
djelovanje na porast fitopatogenih gljiva S. cepivorum i Colletotrichum sp.. Koncentracija
propolisa 2,5% kod S. cepivorum imala je potpuno inhibitorno djelovanje, a kod Colletotrichum
sp. doslo je do blagog porasta micelija. Kod koncentracija 0,5% i 1% utvrdene su znacajne

statistiCke razlike u porastu micelija u odnosu na koncentraciju s 2,5% propolisa.

Kljuéne rije¢i: propolis, koncentracija, Sclerotium cepivorum, Colletotrichum sp.
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8. Summary

Propolis is a sticky substance wich is composed of plantresins, beeswax and pollen. Propolis
has antiviral, antifungal, antibacterial, anti-inflammatory and anesthetic properties. Bees use
propolis to protect their hives. In this research, impact of propolis on the growth of the plant
pathogenic fungi Sclerotium cepivorum and Colletotrichum sp. was investigated. Propolis is
prepared in three concentrations of 0.5%, 1% and 2.5%. These concentrations of propolis had
inhibitory effects on the growth of plant pathogenic fungi S. cepivorum and Colletotrichum sp..
The concentration of propolis 2.5% of S. cepivorum have total inhibitory activity while in
Colletotrichum sp. there was a slight increase in the mycelium growth. At concentration of
0.5% and 1% significant statistical differences in mycelium growth were determined compare

with the conctration of 2.5% propolis.

Key words: propolis, concentration, Sclerotium cepivorum, Colletotrichum sp.
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9. Popis tablica
Red. br. Naziv tablice
1. Porast micelija S. cepivorum iskazan u cm (statisti¢ka analiza)
2. Porast micelija Colletotrichum sp. iskazan u cm (statisticka analiza)
10. Popis slika
Red. br. Naziv slike
1. Propolis koristen u pokusu
2. Petrijeve zdjelice
3. Autoklav
4. Laminar
5. Porast micelija S. cepivorum na kontrolnoj podlozi 11. dan od inokulacije
6. Porast micelija S. cepivorum na 0,5%-tnoj podlozi 11. dan od inokulacije
7. Porast micelija S. cepivorum na 1%-tnoj podlozi 11. dan od inokulacije
8. S. cepivorum na 2,5%-tnoj podlozi 18. dan od inokulacije
9. Porast micelija gljive Colletotrichum sp. 9. dan od inokulacije u kontroli
10. Porast micelija gljive Colletotrichum sp. 9. dan od inokulacije na 0,5%-tnoj
podlozi
11. Porast micelija gljive Colletotrichum sp. 9. dan od inokulacije na 1%-tnoj
Podlozi
12. Porast micelija gljive Colletotrichum sp. 9. dan od inokulacije na 2,5%-tnoj

podlozi
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17
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18
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11.

Popis grafikona

Red. br. Naziv grafikona

1.

10.

Porast micelija gljive Sclerotium cepivorum (cm) 2 dana od inokulacije micelija
na podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

Porast micelija gljive Sclerotium cepivorum (cm) 4 dana od inokulacije micelija
na podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

Porast micelija gljive Sclerotium cepivorum (cm) 9 dana od inokulacije micelija
na podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

Porast micelija gljive Sclerotium cepivorum (cm) 14 dana od inokulacije micelija
na podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

Porast micelija gljive Sclerotium cepivorum (cm) 18 dana od inokulacije micelija
na podlogama s razli¢itim koncentracijama micelija

Porast micelija gljive Colletotrichum sp. (cm) 2 dana od inokulacije micelija na
podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

Porast micelija gljive Colletotrichum sp. (cm) 4 dana od inokulacije micelija na
podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

Porast micelija gljive Colletotrichum sp. (cm) 9 dana od inokulacije micelija na
podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

Porast micelija gljive Colletotrichum sp. (cm) 14 dana od inokulacije micelija na
podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa

Porast micelija gljive Colletotrichum sp. (cm) 18 dana od inokulacije micelija na

podlogama s razli¢itim koncentracijama propolisa
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