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1. Uvod

Mikroorganizmi iz skupine Oomycetes, poznatiji kao ,vodene plijesni®, patogeni su
biljaka i Zivotinja (Fry i Griinwald, 2010), a postojece metode njihovog suzbijanja ukljucuju
koristenje kemikalija Stetnih za ¢ovjeka i okolis (West, 2006; Phillips i sur., 2008; Silva-Castro
i sur., 2018). Pri razvoju novih metoda kontrole oomicetnih patogena treba poseban naglasak
stavljati na prirodne tvari s potencijalnim anti-oomicetnim ucinkom, Sto je bio predmet

istrazivanja u ovom radu.

Propolis je ljepljivi materijal koji se nalazi u biljkama, a skupljaju ga pcele i koriste ga
za izgradnju koSnice i kao obrambeni materijal. U sastavu propolisa znacajni dio zauzimaju
polifenoli, od kojih najve¢im dijelom flavonoidi. Propolis ima antioksidativna, antimikrobna i
protuupalna svojstva pa se od davnina koristi kao lijek (Santos i sur., 2002), a u novije vrijeme
nalazi i druge primjene. Primjerice, ¢esto se koristi kao dodatak prehrani ljudi, ali i Zivotinja na
farmama kako bi im se ubrzao metabolizam i povecala produktivnost (Ambrosini i sur., 2002).
Propolis se moze primijeniti i u akvakulturi jer pozitivno utjece na zdravlje i apsorpciju hrane
kod riba i time ubrzava rast riba (de la Cruz-Cervantes i sur., 2018). Istrazuju se i mogucnosti
primjene propolisa u tretmanu biljnih bakterijskih i gljivicnih patogena koji uzrokuju Stete u
poljoprivredi (Krajinovi¢, 2016). Iako malobrojna, istrazivanja su pokazala da propolis moze
inihibirati rast micelija i/ili zoospore patogenih oomiceta (Campbell, 2001; Araujo i sur., 2016;
Silva-Castro i sur., 2018).

Cili ovog rada bio je istraziti moze li propolis inhibirati rast micelija odabranih
oomicetnih patogena Aphanomyces astaci, Phytophthora cactorum'i P. plurivora. A. astaci je
odabran kao slatkovodni mikroorganizam i patogen Zivotinja. Uzrocnik je bolesti racje kuge te
uzrokuje veliku Stetu u akvakulturi i u prirodnim populacijama rakova (Vrélstad i sur., 2011).
Vrste iz roda Phytophthora (P. cactorum i P. plurivora) primjeri su patogena kopnenih biljaka,
uzrokuju bolesti na Sirokom rasponu biljnih vrsta te su znacajni Stetnici u uzgoju biljaka (Pernek
i sur., 2011).



2. Teorijski dio

2.1, Vodene plijesni (Oomycetes) kao patogeni biljaka i Zivotinja
Vodene plijesni, Oomycetes, skupina su od nekoliko stotina mikroorganizama od kojih
su neki biljni i Zivotinjski patogeni, a neki saprofiti, odnosno imaju vaznu ulogu u razgradnji i
recikliranju mrtve organske tvari (Fry i Griinwald, 2010).

Dugo su vremena smatrani nizim gljivama jer imaju vlaknasti nacin rasta, hrane se
apsorpcijom i razmnozavaju se sporama. Medutim, relativno nedavnim filogenetskim
istrazivanjima gena i medugenskih regija utvrdeno je da vodene plijesni tvore zasebnu skupinu,

srodniju algama i biljkama nego gljivama (Link i sur., 2002; Fry i Grinwald, 2010) (Slika 1.).

Chromista biljke Fungi | Zivotinje
Straminipila

Oomycetes

Myxomycota /

Archaea

Plasmodiophoromycota \
?
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Slika 1. Filogenetsko stablo koje pokazuje evolucijski odnos comiceta i drugih skupina
organizama (Link i sur., 2002).

Vodene plijesni se najéeS¢e razmnoZavaju nespolno tako Sto stvaraju strukturu
sporangij koja nastaje u specijaliziranoj hifi, sporangioforu. Ovisno o vrsti, oblik sporangija,
nacin klijanja i struktura sporangiofora se razlikuju. Primjerice, kod roda Aphanomyces
sporangiji su vlaknasti i slice vegetativnim hifama, a kod roda Phytophthora sporangiofori su
razgranati i sliéni krosnji drveta koja na vrhu svake ,grane" sadrzi jedan sporangij (Link i sur.,

2002). Sporangij roda Phytophthora prikazani su na Slici 2.a, dok je sporangij roda
Aphanomyces prikazan na Slici 2.b.
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Slika 2. Sporangij roda Phytophthora (a) (Schumann i D’Arcy 2000) i roda Aphanomyces (b)
(Vrdlstad i sur., 2011).

U vecini rodova koji se nalaze u tlu i vodi sporangiji klijaju tako Sto proizvode zoospore
— nespolne spore koje se pokre¢u pomocu dva bic¢a nejednake duzine (Link i sur., 2002). Kada
zoospore dodu na povrSinu pogodnu za klijanje, odbace biceve i pretvore se u kratkozivuée
strukture — ciste, zatim iz ciste proklijaju hife koje inficiraju domacina i omogucuju apsorpciju
nutrijenata. Kod nekih oomiceta, poput roda Phytophthora, postoje i klamidiospore - spore
koje preZzivljavaju u nepovoljnim uvjetima, imaju ¢vrstu stijenku i nastaju iskljucivo nespolnim
razmnozavanjem (Lawrence, 2017). Zoospore su infektivni stadiji oomiceta i stoga je na njih

najbolje djelovati prilikom suzbijanja oomiceta.

U slucaju kontakta muskog anteridija i Zenskog oogonija dolazi do spolnog
razmnozavanja. Kariogamijom, tj. fuzijom jezgara muske i zenske spolne stanice, nastaje
diploidna oospora. Oospore imaju ¢vrstu stijenku koja im omogucava prezivljavanje u tlu, na
biljkama i u loSim uvjetima. Vrste iz roda Phytophthora mogu biti homotali¢ne, tj. razmnozavati
se samooplodnjom ili heterotalicne kada su za razmnoZavanje potrebne dvije jedinke

suprotnog tipa parenja (Bengtsson, 2013).

Zivotni ciklus roda Phytophthora, ukljucujuéi spolni i nespolni nacin razmnoZavanija,
prikazan je na Slici 3.
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Slika 3. Zivotni ciklus roda Phytophthora (Schumann i D’Arcy, 2000).

U skupinu oomiceta spadaju mnogi patogeni biljaka i Zivotinja koji izazivaju znacajne

Stete u raznim granama poljoprivrede, kao i na prirodnim populacijama biljaka i Zivotinja.

Medu biljnim patogenima poznate su vrste iz roda Phytophthora koje su primarni
paraziti finog korijenja (korijenje promjera 0,1 - 0,5 cm cija je funkcija upijanje vode i hranjivih
tvari) i kore biljaka te uzroCnici truljenja Citavog korijenovog sustava. Vrste iz ovoga roda
poznati su patogeni bilja u agronomiji, hortikulturi i Sumarstvu (Erwin i Ribero, 1996). U
povijesti je poznat dogadaj ,Velika glad® u Irskoj (Kinealy, 1994), uzrokovan vrstom
Phytophthora infestans, a uzrokuje bolest plamenjacu krumpira. Zbog epidemije ove bolesti,
1845. godine doslo je do propadanja krumpira u kasnoj fazi dozrijevanja pri ¢emu su unisteni
listovi, korijen i cijeli gomolji (Nowicki, 2012), a uzrokovalo je velike seobe naroda jer je u to

vrijeme krumpir bio primarni izvor hrane (Kinealy, 1994).

Vrsta P. plurivora se najcesce pojavljuje u prirodi, a uzrokuje opadanje nadzemnih tkiva
te odumiranje korijenja (Pernek i sur., 2011). Najc¢es¢i domacini ove vrste su europska bukva
i hrast, ali moZe zaraziti i velik raspon drugih biljaka (Jung i Burgess, 2009) (Slika 4.a). Vrsta
P. cactorum napada velik broj razlicitih vrsta vocaka, ukrasnoga bilja i Sumskoga drveca. U
Hrvatskoj je najces¢i parazit na jagodama (Tomi¢, 2015) (Slika 4.b), a velike Stete radi i na

stablima jabuka, treSanja i krusaka (Soldo i sur., 2015).



plodovi jagode unisteni patogenom P. cactorum (b) (Tomi¢, 2015).

Sljede¢a znacajna skupina oomicetnih patogena su uzrocnici bolesti slatkovodnih
Zivotinja, medu kojima su najznacajniji rodovi Saprolegnia i Aphanomyces (Alderman i
Polglase, 1984).

Oomiceti iz roda Saprolegnia uzroCnici su saprolegnioze - bolesti pastrve i drugih
salmonidnih riba znacajnih za slatkovodnu akvakulturu u Hrvatskoj i svijetu i Siroko su
rasprostranjeni u slatkovodnim ekosustavima. Vrste iz roda Saprolegnia (najéesée Saprolegnia
parasitica) javljaju se na povrsini jaja i koznim lezijama odraslih pastrva kada uvjeti uzgoja
nisu optimalni (Jiang i sur., 2013). Bolest je karakterizirana bijelim ili sivim mrljama vlaknastog
micelija na tijelu ili perajama ribe (West, 2006).

Patogeni mikroorganizam Aphanomyces astaci uzrocnik je smrtonosne bolesti racje
kuge na europskim vrstama rakova, a Europom se prosSirio preko sjevernoamerickih
slatkovodnih rakova. Sjevernoamericke vrste razvile su otpornost na razvoj bolesti i djeluju
kao prijenosnici zaraze (Unestam, 1969;. Rantamdki i sur., 1999). Zbog svog pogubnog
utjecaja na europske autohtone populacije rakova, A. astaci je svrstan medu sto najgorih
invazivnih stranih vrsta na svijetu (Lowe i sur., 2000). Melanizirane mrlje na kutikuli vanjski su

simptom zaraze (Slika 5).



Slika 5. Melanizirane mrlje kao reakcija imunosnog sustava na karapaksu (a) i na

trbusnoj kutikuli (b) raka uzrokovane infekcijom patogenom A. astaci/ (Vrdlstad i sur., 2011).

2.2, Postojece metode kontrole oomicetnih bolesti i njihovi

nedostaci

Kontrola oomicetnih bolesti u slatkovodnoj akvakulturi temelji se ha metodama koje
ukljucuju koristenje toksicnih i Stetnih kemikalija za Covjeka, Zivotinje i cijeli ekosustav. U
suzbijanju vrsta iz roda Saprolegnia, do 2002. godine koristilo se malahitno zelenilo. Medutim,
otkriveno je kako malahitno zelenilo ima kancerogene i toksic¢ne ucinke pa je njegovo koristenje
zabranjeno u cijelom svijetu sto je dovelo do poveéanja incidencije saprolegnioze (West, 2006).
U suzbijanju oomicetnih bolesti Zivotinja koristi se i formalin, koji je takoder kancerogen, ali se

ipak jos uvijek koristi diljem svijeta (Van Den Berg i sur., 2013).

Sto se tice biljnih comicetnih patogena, problem je $to su uzroénici prisutni u tlu, a tlo
je vrlo sloZen sustav koji je teSko kontrolirati. Moguca rjeSenja su odvod suvisSne povrsinske
vode kako bi se tlo Sto bolje prozradilo i izbjegavanje sadenja nasada na slabo prozracivana
tla. Preventivna sredstva su i razni fungicidi, npr. metalaksil koji ima odli¢no djelovanje na A.
cactorum u slucaju napada na stabla jabuke i fosetil-Al koji se koristi u borbi protiv bolesti
vinove loze koju uzrokuje patogena oomiceta Plasmopara viticola. Medutim, u slucaju
prekomjerne uporabe fungicida moze doci do razvoja otpornih sojeva patogena, ali i produkti
raspada fungicida onecis¢uju podzemne vode (Soldo, 2015).



2.3. Propolis

Propolis je naziv kojim se opisuje sloZzena smolasta mjeSavina smole, gume i balzama
porijeklom iz pupoljaka, listova, cvjetova te biljnih izlu¢evina koje sakupljaju pcele, Apis
mellifera (Marcucci, 1995). PCele skupljaju smolu iz pupoljaka i transportiraju je u kosnicu gdje
ju potom zvacu i djelomic¢no probavljen materijal mijeSaju s pcelinjim voskom kako bi dobile
konacan proizvod (Meyer, 1956). PCele koriste propolis kao materijal za gradnju kosnica,
popunjavanje pukotina, poliranje saca i kao obrambenu tvar. Rije¢ propolis dolazi od grckih
rijeci pro sto znadi ,ispred", ,na ulazu u" i polis Sto znaci ,grad", ,zajednica" jer propolis kao

prirodni materijal Stiti koSnicu.

Propolis se, kao i med, koristi jos od davnina. Prvi izvori govore kako su propolis koristili
drevni Egipcani koji su na vazama i ornamentima oslikavali pCele kako proizvode propolis, a
koristili su ga i Perzijanci, Rimljani i Zidovi kao lijek. Grci su koristili propolis kao glavni sastojak

parfema, mijeSajuci ga s aromati¢nim biljkama (Kuropatnicki i sur., 2013).

Do danas je u sastavu propolisa otkriveno oko 300 spojeva, uglavhom polifenola
(Huang i sur., 2014). Pocetkom 19. stoljeca, francuski kemicar Michel Eugene Chevreul otkrio
je nekoliko flavonoida u propolisu, a Piccard je 1864. godine iz njega izolirao flavonoid krizin
(C15H1004) u potpuno Cistom obliku (Kuropatnicki i sur., 2013). Danas je poznato da su glavni
polifenoli u propolisu flavonoidi, a prate ih fenolne kiseline, esteri, fenolni aldehidi, ketoni itd.
Ostali spojevi u propolisu su hlapljiva ulja i aromatske kiseline (5 — 10%), vosak (30 — 40%),
smola, balzam i peludna zrnca koji su bogati izvor bitnih elemenata kao Sto su magnezij, nikal,

kalcij, Zeljezo i cink (Thomson, 1990). Sastav nepreradenog propolisa naveden je u Tablici 1.

Na poviSenim temperaturama propolis je mekan, savitljiv i vrlo ljepljiv; medutim, kada
se ohladi, a osobito kada se zamrzne, postaje tvrd i lomljiv. U vecini sluajeva, propolis prelazi
u tekudinu pri 60 - 70 °C, ali za neke uzorke tocka taljenja moze dosedi i 100 °C (Kuropatnicki
i sur., 2013). Na kemijski sastav propolisa utjeCe botanicko podrijetlo pri ¢emu propolis moze

biti promjenjive boje, mirisa i djelovanja (Bankova, 2014).

Antibakterijsko djelovanje propolisa pokazano je u brojnim znanstvenim istrazivanjima
(Grange i Davey, 1990; Dobrowolski i sur., 1991; Wagh, 2013). Opcenito, Gram pozitivhe
bakterije osjetljivije su na djelovanje propolisa od Gram negativnih bakterija iz nekoliko razloga
(Tukmechi i sur., 2010). Gram negativne bakterije u stanicnoj membrani sadrze proteinske
pumpe koje izbacuju sastojke propolisa, npr. flavonoide, iz stanice. Slabi ucinak inhibicije Gram
negativnih bakterija takoder moze biti objasnjen cinjenicom kako se u sastavu propolisa nalazi



smola koju biljka inace izluuje kako bi se zastitila od Gram pozitivnih bakterija (Shuaib i sur.,
2013).

Tablica 1. Sastav nepreradenog propolisa (Marcucci, 1995).

% u nepreradenom

propolisu Napomena

Djelotvorne tvari

ugljikovodici, vosak, esteri,

eteri, ketoni, viSe masne 5-40 potjecu najvecim dijelom iz

kiseline, steroidi voska
Egllll(fggioh)(ﬂavom, flavonoidi, 5-50 alkoholnog podrijetla
aromaticne kiseline, alkoholi,

esteri aromaticnih kiselina s 1-25 uglavniom alkoholniog

alkoholima, aldehidi podrijetla

aminokiseline, Seceri, topljivi u vodi i manjim
o . 1-10 i’ .
vitamini, mineralne tvari dijelom alkoholnog podrijetla

Prisutnost flavonoida, kao i fenolnih, aromatskih i diterpenskih kiselina u sastavu
propolisa, povezana je i s njegovim antifungalnim svojstvima (Siqueira i sur., 2015). NajceSc¢e
se koristi u tretmanu infekcija gljivicama iz roda Candlida. Ota i suradnici (2001) pokazali su da
je unutar roda Candida najosjetljivija vrsta C. albicans. Kod pacijenata, koji su se lijecili
hidroalkoholnim ekstraktom propolisa, doslo je do smanjenja brojnosti gljivica iz roda Candida.

Nadalje, u mnogim je istrazivanjima pokazana i antiviralna aktivnost propolisa.
Primjerice, Yildirim i suradnici (2016) koristili su turski propolis i pokazali kako je propolis u /in
vitro uvjetima inhibirao reprodukciju herpes simpleks virusa tipa 1 i 2 ometajuci pravilan rad
virusne DNA polimeraze, a pri tome nije uzrokovao citopatoloske promjene u stanici kao Sto to
uzrokuju neki sintetski antiviralni lijekovi dostupni na trZistu. Takoder, propolis je pokazao vrlo
slicno djelovanje kao i antivirusni lijek aciklovir koji inhibira virusnu DNA polimerazu (Schaffer
i sur., 1970). Nadalje, pokazano je da propolis interferira s virusima prilikom ulaska u stanicu
tako Sto prevenira ulazak virusa u stanice domacina i/ili inhibira replikaciju virusne DNA u
stanici (Huleihel i Isanu, 2002), a jedan od virusa na koje utjeCe je retrovirus humane
imunodeficijencije (HIV-1) koji uzrokuje steceni sindrom imunodeficijencije (AIDS).
Istrazivanja su pokazala da propolis smanjuje koncentraciju p24 antigena koji je sastavni dio

retrovirusa HIV-1 u tijelu oboljele osobe (Harrish i sur., 1997).



Glavni spoj propolisa koji djeluje antitumorski je kvercetin koji inhibira nagli porast broja
tumorskih stanica i poboljSava ucinak komercijalno dostupnih antitumorskih lijekova (Wang,
2000). Feniletil ester kafeinske kiseline (eng. caffeic acid phenethyl ester, CAPE), jo$ jedan
spoj u propolisu, inhibira sintezu proteina i nukleinskih kiselina, a inducira apoptozu
(programirana smrt stanice) tumorskih stanica (OrSoli¢ i sur., 2004).

Antioksidanti su spojevi koji Stite bioloske sustave od potencijalno Stetnih utjecaja koje
mogu uzrokovati pretjerane oksidacije (Krinsky, 1992). Istrazivanjima je pokazano
antioksidacijsko djelovanje propolisa jer neutralizira slobodne radikale te pojacava aktivnost

antioksidacijskih enzima (de Castro, 2001).

2.4. Anti-oomicetno djelovanje propolisa

Pokazano je da propolis, uz sva navedena svojstva, ima i inhibicijski u¢inak na micelij
nekih patogenih oomiceta i/ili na njihov infektivni oblik, zoospore. Yusuf i suradnici (2005) su,
koriste¢i metanolni ekstrakt propolisa turskog porijekla, dokazali njegovo inhibicijsko
djelovanje na rast micelija svih koriStenih patogenih mikroorganizama — Phytophtora infestans,
P. capsici i P. parasitica. Silva-Castro i suradnici (2018) koristili su, osim Cistog propolisa, i
propolis u kombinaciji s hitozanom, prirodnim vlaknom dobivenim iz hitina. Utvrdeno je
inhibicijsko djelovanje propolisa, hitozana i kombinacije propolis/hitozan na rast micelija svih

testiranih vrsta iz roda Phytophtora (P. cambivora, P. plurivorai P. x aini).

Medu oomicetnim patogenima zivotinja, do danas je testirano djelovanje propolisa na
vrste Aphanomyces invadans, patogen riba (Campbell i sur., 2001) i Phytium insidiosum,
uzroCnika infekcija konja, pasa i ljudi (Araujo i sur. 2016). Campbell i suradnici (2001) su
testirali djelovanje propolisa na micelij i zoospore vrste A jnvadans te utvrdili da je propolis
najucinkovitije inhibirao micelij A. invadans od serije testiranih biljnih ekstrakata, ukljucujuci
eteri¢no ulje Cajevca i ¢eSnjaka. Nadalje, bila je potrebna sto i viSe puta niza koncentracija
propolisa za potpunu inhibiciju pokretljivosti zoospora nego sto je bilo potrebno da bi se
inhibirao rast hifa. Araujo i suradnici (2016) su, koristeéi brazilski etanolni ekstrakt propolisa,
utvrdili njegovo inhibicijsko djelovanje na micelij 15 izolata P. insidiosum, s tim da su neki
izolati (3/15) bili osjetljiviji odnosno potpuna inhibicija je nastupila pri koncentraciji propolisa
1,0 mg / mL, dok je kod ostalih izolata (12/15) inhibicija nastupila pri 3,4 mg / mL.

Za Sto bolje razumijevanje nacina djelovanja propolisa na skupinu Oomycetes, u
buducnosti je potrebno provesti karakterizaciju funkcionalnih skupina koje su odgovorne za
anti-oomicetno djelovanje (Yusuf i sur., 2005).



3. Materijali i metode

3.1. Pripravci propolisa

U radu su koriStena dva razli¢ita tekucéa pripravka propolisa (PIP d.0.0.): pripravak 1,
P1 (Slika 6.) i pripravak 2, P2 (Slika 7.). Sastav koristenih pripravaka naveden je u Tablici 2.

Pripravci propolisa otopljeni su u mjesavini etanola i deionizirane vode (1:1).

Slika 6. Pripravak 1 (P1). Slika 7. Pripravak 2 (P2).

Tablica 2. Sastav koristenih pripravaka propolisa.

masena koncentracija y

P1 P2
(g/mL)
suha tvar propolisa 0,2 0,25
ekstrakt kadulje (Salvia
officinalis) / 0,25
ekstrakt paprene metvice / 0.19
(Mentha piperita) !

3.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida
Flavonoidi pripadaju grupi prirodnih tvari s promjenjivom fenolnom strukturom.
Flavonoidi ili bioflavonoidi su sekundarni metaboliti biljaka, a nalaze se u vocéu, povrcu,
Zitaricama, korijenu, stablima, cvijecu, ¢aju i vinu. Navedeni prirodni proizvodi su poznati po

blagotvornim ucincima na zdravlje za koje su odgovorni flavonoidi (Panche i sur., 2016).

U propolisu su u najve¢em udjelu pronadeni sljedeci flavonoidi: pinocembrin, galangin,
krizin, tektokrizin, kvercetin, isorhamnetin te kempferol. Najvazniji flavonoid u prirodi je

kvercetin koji se smatra i predstavnikom bioflavonoida (Bankova i sur., 1983).



Spektrofotometrijska metoda odredivanja flavonoida temelji se na reakciji flavonoida s
aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom te mjerenjem intenziteta nastalog obojenja pri 415
nm (Chang i sur., 2002). KoriSteni reagensi prilikom odredivanja ukupnih flavonoida su 96-
postotni etanol (Kefo d.0.0.), 100-postotni metanol (J. T. Baker), 10-postotni aluminijev klorid,
1 M kalijev acetat i standardi kvercetina. Priprema koristenih otopina opisana je u Tablici 3.

Tablica 3. Priprema otopina koristenih pri odredivanju koncentracije ukupnih flavonoida.

Otopina Priprema

10-postotni aluminijev klorid | 1 g aluminijevog klorida (aluminij-klorid-heksahidrat, Acros
organics) otopljeno je u 5 mL destilirane vode (u ¢asi, u
digestoru) te kvantitativno preneseno u odmjernu tikvicu
volumena 10 mL i nadopunjeno do oznake destiliranom
vodom.

1 M kalijev acetat 9,845 g kalijevog acetata (Acros organics) otopljeno je u
10 mL destilirane vode te kvantitativno preneseno u
odmjernu tikvicu volumena 100 mL i nadopunjeno do
oznake destiliranom vodom.

100 mg / L kvercetin Odvagano je 10 mg standarda kvercetina (Acros organics)
u plasticnu ladicu te je pomocéu 5 mL 100-posotnog
metanola kvantitativno preneseno u odmjernu tikvicu
volumena 100 mL i otopljeno u danom volumenu, a potom
do oznake nadopunjeno metanolom. Od pocetne otopine
standarda priredena su redom razrjedenja 10, 25, 50 i 75
mg/L u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da je
otpipetirano redom 1, 2,5, 5i 7,5 mL alikvota standardne
otopine kvercetina u svaku tikvicu i potom nadopunjeno do
oznake 100-postotnim metanolom.

Postupak spektrofotometrijskog odredivanja sastojao se od: a) izrade bazdarnog

dijagrama te b) mjerenja apsorbancije uzoraka propolisa.

Za pripremu bazdarnog pravca koristena je kao standard serija otopina kvercetina
koncentracija 10, 25, 50, 75i 100 mg/L (Tablica 3.). Iz svake tikvice otpipetirano je redom 0,5
mL otopine standarda, 1,5 mL 96-postotnog etanola, 0,1 mL 10-postotnog aluminijeva klorida,
0,1 mL 1 M kalijeva acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na isti nacin je pripremljena i slijepa
proba, ali je umjesto otopine standarda koristen 100-postotni metanol, a umjesto 10-postotnog
aluminijeva klorida dodano je 0,1 mL destilirane vode. Reakcijska smjesa je stajala 30 minuta
pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je izmjerena apsorbancija na UV/Vis spektrofotometru
(Perkin elmer, Lambda 1) pri valnoj duljini 415 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija,



nacrtan je bazdarni pravac pomocu programa Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene
koncentracije kvercetina (mg/L), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 415 nm.

Koncentracija ukupnih flavonoida izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.

Uzorci propolisa (P1 i P2) prije odredivanja masenih koncentracija ukupnih flavonoida
razrijedeni su i to tako da je 175 pL uzorka otpipetirano u odmjernu tikvicu od 25 mL te
nadopunjeno do oznake 96-postotnim etanolom. Nakon toga je u staklenu epruvetu
otpipetirano redom 0,5 mL razrijedenog uzorka propolisa, 1,5 mL 96-postotnog etanola, 0,1
mL 10-postotnog aluminijeva klorida, 0,1 mL 1 M kalijeva acetata i 2,8 mL deionizirane vode.
Na isti nacin je pripremljena i slijepa proba, ali je umjesto uzorka propolisa uzet 100-postotni
metanol, a umjesto 10-postotnog aluminijeva klorida 0,1 mL deionizirane vode. Nakon 30

minuta izmjerena je apsorbancija pri valnoj duljini 415 nm.

Koncentracija ukupnih flavonoida u uzorcima propolisa izracunata je iz prethodno
dobivene jednadzbe bazdarnog pravca i izrazena kao mg ekvivalent kvercetina (QE) / mL

uzorka.

3.3. Uzgoj mikroorganizama
U istraZivanju su koriStena tri patogena mikroorganizma iz skupine Oomycetes:
Aphanomyces astaci (Schikora, 1906), Phytophthora plurivora (Jung i Burgess, 2009) i
Phytophthora cactorum (Lebert i Cohn, 1870).

Mikroorganizmi su uzgajani pri 18 °C, a za uzgoj su koristene dvije vrste hranjivih

podloga: PDA (eng. potato dextrose agar) i PG1.

Priprema krute hranjive podloge PG1 za uzgoj A. astac/

Hranjiva podloga PG1 (Unestam, 1965) priprema se koristenjem pet razlicitih otopina,
pri ¢emu je potrebno svaku komponentu posebno pripremiti, sterilizirati i na kraju ih sve

zajedno pomijesati u to¢no odredenim volumenima prema zadanom redoslijedu.

Otopina 1 sadrzi 3 g Bacto peptona (BD Biosciences) otopljenog u 100 mL destilirane
vode.
Otopina 2 sadrzi 6 g D (+) glukoza monohidrata (Sigma) otopljenog u 100 mL
destilirane vode.
Otopina 3 sadrzi:

e 1,70 g MgCl; x 6 H,0 (Sigma)

e 1,45 g CaCl; x 2 H,0 (Sigma)



e 0,20 g FeCl3x 6 H,O (Sigma)
e 3,70 g KCI (Sigma)

e 0,55 g dinatrijeve soli etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) (Sigma)

otopljenih u 1000 mL destilirane vode.

Otopina 4 je fosfatni pufer Ciji je pH = 7,0, a dobije se mijeSanjem:
e otopine A: 0,067 M (9,5 g/L) Na.HPO, (Sigma)
e otopine B: 0,067 M (9,2 g/L) NaH.PO4 x 2 H,O (Sigma).

Pripremljene otopine potrebno je zasebno sterilizirati i nakon autoklaviranja pomijesati
611 mL otopine A i 389 mL otopine B.
Otopina 5 sadrzi 12 g agara (Biolife) otopljenog u 600 mL vode.

Svih pet otopina potrebno je zasebno autoklavirati pri temperaturi 121 °C 15 minuta
te ih potom ohladiti na temperaturu priblizno 45 °C. Nakon toga se otopine pomijeSaju, pri
c¢emu treba paziti na redoslijed dodavanja otopina kako ne bi doslo do pojave taloga: u 600
mL otopine 5 polako se dodaje 100 mL otopine 4, zatim jednaki volumen otopine 3, pa otopina
1 i na kraju 100 mL otopine 2. Dobivena otopina se sterilno ulije u Petrijeve zdjelice pri ¢emu

je 1 L otopine dovoljna za otprilike 40 Petrijevih zdjelica s krutom hranjivom podlogom.

Priprema krute hranjive PDA (eng. potato dextrose agar) za uzgoj vrsta iz roda Phytophtora

Sastav PDA podloge (Biolife) je sljededi: 5 g/L krumpirovog ekstrakta, 20 g/L glukoze i
17 g/L agara. 42 g smjese se suspendira u 1000 mL hladne destilirane vode te se smjesa
zagrije do vrenja uz ¢esto muékanje. Otopina se sterilizira autoklaviranjem pri 121 °C 15

minuta te ohladi na 45 — 50 °C, promijesa i sterilno izlije u Petrijeve zdjelice.

3.4. In vitrotestiranje inhibicijskog ucinka propolisa na mikroorganizme
iz skupine Oomycetes

Istrazeno je hoce li dodatak propolisa na hranjivu podlogu uzrokovati inhibiciju rasta
micelija oomiceta, a shema /n vitro testiranja prikazana je na Slici 8. Na sredinu krute hranjive
podloge u Petrijevoj zdjelici postavljen je kruzni komadi¢ podloge s micelijem oomiceta
(promjer = 5 mm) (Zuti krug na Slici 8.). Uz rub Petrijeve zdjelice nacinjena su tri bunara
promjera 5 mm, medusobno na jednakoj udaljenosti i na jednakoj udaljenosti od sredine
Petrijeve zdjelice, tj. oomicete (narancasti krugovi na Slici 8.). U tri bunara dodano je po 50

WL pripravaka propolisa, odnosno otapala etanol/voda (mjeSavina 96-postotnog etanola i



deionizirane vode u omjeru 1:1, negativna kontrola). Svaka kombinacija oomicete/pripravak
propolisa te oomicete/otapalo etanol/voda testirana je u triplikatu. Petrijeve zdjelice s
mikroorganizmima inkubirane su 9 dana (A. astaci), odnosno 12 dana (Phytophthora) pri 18
°C kada je izmjeren radijalni rast micelija oomiceta u mm, tj. rast od sredista podloge do
vanjskog ruba micelija. Nakon provedenih mjerenja usporeden je rast oomiceta u prisutnosti
Cistog otapala i ekstrakta propolisa te tako utvrden intenzitet inhibicijskog djelovanja
odredenog pripravka propolisa pri ¢emu je inhibicijska aktivnost veca Sto je radijalni rast

oomiceta prema pripravku propolisa sporiji.

mjesto

dodatka
uzorka
propolisa

TN

Slika 8. Shema /n vitro testiranja inhibicije radijalnog rasta oomiceta. Smjer rasta
micelija oznacen je strelicama.



4. Rezultati i rasprava

Propolis sadrzi mnoga pozitivna svojstva kao Sto su antibakterijska, antiviralna,
antioksidacijska, protuupalna, a medu svim pozitivnim ucincima, propolis ima i inhibicijsko
djelovanje na patogene oomicete, Sto je u ovom radu po prvi put demonstrirano za vrste A.

astacii P. cactorum.

4.1. Masena koncentracija ukupnih flavonoida u uzorcima propolisa
Kako bi se odredile masene koncentracije flavonoida u uzorcima propolisa, prvo je
izraden bazdarni pravac standarda kvercetina, prikazan na Slici 9. Prema dobivenoj jednadzbi
pravca izracunata je koncentracija flavonoida u uzorcima propolisa koja je iznosila 5,96 + 0,133
mg QE/mL za P1 te 6,50 + 0,45 mg QE/mL za P1 (n = 3).

0.7
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04 y = 0,006x - 0,0019

< R2 = 0,9996
0.3

0.2

0.1

0 20 40 60 80 100 120
v (kvercetina)/(mg/L)

Slika 9. Bazdarni pravac kvercetina. A — apsorbancija pri valnoj duljini 425 nm, y - masena
koncentracija kvercetina.

ViSoj koncentraciji flavonoida u P2 vjerojatno nije doprinijela samo povecana
koncentracija suhe tvari propolisa (0,25 g / mL u P2 naspram 0,2 g / mL u P1), vec i prisutnost
ekstrakta listova kadulje (Salvia officinalis) za koje je poznato da sadrze visoku koncentraciju
flavonoida te imaju najjacu antioksidacijsku aktivhost medu biljakama (Hamrouni-Sellami i
sur., 2013). Uz to, u P2 je prisutan ekstrakt paprene metvice (Mentha piperita) koji takoder
sadrzi visoke koncentracije flavonoida. Primjerice, Atanassova i suradnici (2011) usporedili su

koncentracije flavonoida u metanolnim ekstraktima ove dvije biljke izraZzenih kao ekvivalent



GAE (eng. gallic acid) pri cemu je koncentracija flavonoida u ekstraktu kadulje iznosila 27,54
mg GAE/ 100 g suhe tvari, a u ekstraktu paprene metvice 25,17 mg GAE/100 g suhe tvari.

Nadalje, koncentracije propolisa utvrdene u ovom istrazivanju (oko 6 mg QE/mL) bile su
visoke i usporedive s literaturnim podacima. El-Guendouz i suradnici (2016) odredili su
koncentracije flavonoida u 21 uzorku propolisa porijeklom iz razliCitih regija Maroka koje su
varirale od 0,013 mg QE/mL do 4,320 mg QE/mL, ovisno o geografskoj regiji i godiSnjem dobu
u kojem je propolis prikupljan. Isla i suradnici (2012) navode kako je propolis argentinskog

porijekla sadrzavao flavonoide u koncentraciji izmedu 3,77 i 4,23 mg QE/mL.

4.2. Inhibicijski ucinak propolisa prema patogenim oomicetima
Rezultati prikazani u Tablicama 4. i 5. i na Slici 10. pokazali su da oba pripravka propolisa

imaju inhibicijski ucinak na rast micelija sva tri testirana patogena mikroorganizma.

Najjace inhibirana vrsta bila je A. astaci Ciji je rast u prisustvu P1 iznosio tek 30% od
kontrolnih vrijednosti, a 25,7% u prisustvu P2. Vrste iz roda Phytophthora bile su slabije
inhibirane pri ¢emu je rast P. plurivora iznosio 63,7% od kontrolnih vrijednosti u prisustvu P1
te 57,9% u prisustvu P2. Vrsta P. cactorum bila je najslabije inhibirana, 69,6% uz P1 i 65,7%
uz P2. Pripravak P2 je u svim sluCajevima pokazao nesto jace inhibicijsko djelovanje od
pripravka P2, Sto se moZe pripisati nesto vecoj izmjerenoj koncentraciji flavonoida u uzorku

P2, odnosno dodatku kadulje i paprene metvice.

Tablica 4. Prosjecni radijalni rast micelija mikroorganizama u mm nakon 9 (A. astaci)
odnosno 12 dana (P. pluvivora i P. cactorum) pri 18 °C. Prikazane su prosjecne vrijednosti tri
mjerenja + standardna devijacija.

Uzorak
etanol/voda
Mikroorganizam (negativna P1 P2
kontrola)
A. astaci 37,6 £ 0,578 11,3 £ 0,578 9,7+ 1,15
P. plurivora 31,7 £ 3,06 20,2 £+ 3,88 18,3 £ 0,578
P. cactorum 34+1 23,7 £ 3,51 22,3+ 1,15




Tablica 5. Rast A. astac/ (nakon 9 dana) te P. pluvivorai P. cactorum (nakon 12 dana) u
prisutnosti pripravaka propolisa. Strelice prikazuju smjer i frontu radijalnog rasta.

Uzorak

etanol/voda

(negativna kontrola) P1 P2

Mikroorganizam

A. astaci

P. plurivora

P. cactorum

100

90 B A gastaci
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Slika 10. Inhibicija rasta patogenih oomiceta u prisutnosti pripravaka propolisa P1 i P2.
Rast je prikazan kao postotak radijalnog rasta u odnosu na negativnu kontrolu (rast u
prisutnosti Cistog otapala etanol/voda) nakon 9 (A. astaci) odnosno 12 dana (Phytophthora
sp.). Rezultati su prosjecne vrijednosti tri mjerenja + standardna devijacija.




Ovo je prvo istrazivanje koje ukazuje na primjenjivost propolisa u svrhu zastite rakova
od patogena A. astaci. Rezultati su u skladu s ranijim istrazivanjem koje je provedeno na
srodnoj oomiceti A. /invadans, patogenu riba (Campbell i sur., 2001). Tinktura propolisa
(minimalne koncentracije 2500 ppm) inhibirala je micelij A. invadans te bila ucinkovitija od svih
drugih testiranih prirodnih sredstava, ukljucujuci eteri¢no ulje ¢ajevca i ¢eSnjak. Nadalje, u tom
je istrazivanju demonstriran i utjecaj propolisa na pokretljivost zoospora, koje predstavljaju
infektivni stadij oomiceta, i to ve¢ pri koncentraciji od 10 ppm. Rezultati pokazuju kako je za
prevenciju razmnozavanja oomiceta potrebna znacajno niza koncentracija propolisa nego za

inhibiciju rasta njihovih hifa.

U ovom radu pokazana inhibicija rasta micelija vrsta iz roda Phytophtora (P. plurivors,
P. cactorum) u skladu je s literaturnim podacima, iako je ocito da postoji znacajna varijabilnost
medu vrstama ovog roda Sto se tiCe osjetljivosti na propolis. Yusuf i suradnici (2005) su
pokazali da je rast micelija P. infestans, P. capsicii P. parasitica bio 100-postotno inhibiran pri
koncentracijama propolisa od 3 do 10 ug/mL. Moguce je da su koriStene vrste osjetljivije od
vrsta P. cactorum i P. plurivora koristenih u ovom radu, gdje je s 20 - 70 puta veéim
koncentracijama propolisa inhibicija bila 30 — 40%. Ipak, za pouzdane usporedbe osjetljivosti
izmedu vrsta trebalo bi sve vrste testirati u istom eksperimentalnom sustavu. Primjerice, Yusuf
i suradnici (2005) koristili su ekstrakte propolisa u metanolu (a ne u etanolu) i dodavali su ih
izravno u hranjivu podlogu (a ne u bunare u njoj) i to je sigurno utjecalo na razlike u dobivenim

rezultatima.

U nastavku istrazivanja trebalo bi testirati ucinak propolisa na brojnost, pokretljivost i
vijabilnost zoospora, kao infektivhog stadija oomiceta, pogotovo s obzirom na to da su da su
ranija istrazivanja pokazala da su zoospore osjetljvije na propolis od micelija (Campbell i sur.,
2001). S obzirom na dokazano snazno djelovanje pripravaka propolisa na A. astaci, zanimljiva
je mogucnost koriStenja propolisa u akvakulturi, osobito ako se inhibicijska aktivnost pokaze i
prema vrstama iz roda Saprolegnia. Propolis se ve¢ koristi kao dodatak prehrani riba (de la
Cruz-Cervantes i sur., 2018), a moglo bi se istraziti mogu li se rakovi zastititi od zaraze s A.
astaci dodavanjem propolisa u hranu. Takoder, nakon Sto rakovi izlegu jaja, jaja se mogu
zastititi premazivanjem propolisom, a zatim ih izloZiti patogenu kako bi se provjerila korisnost

takvog postupka.



5. Zakljucak

Istrazivanja antioomicetnih svojstava propolisa su malobrojna te je ovaj prvo istrazivanje koje
pokazuje inhibicijsko djelovanje propolisa na vrste A. astacii P. cactorum. Rezultati su pokazali

sljedece:

e Masena koncentracija flavonoida u koristenim pripravcima propolisa bila je visoka te je
u pripravku 1 iznosila 5,96 mg QE/mL, a u pripravku 2 6,50 mg QE/mL.

e Propolis je imao snazniji inhibicijski u¢inak na rast micelija vrste Aphanomyces astaci
nego na vrste iz roda Phytophthora.

e In vitro testiranjem utvrdeno je nesto jace antioomicetno djelovanje pripravka P2, Sto

ukazuje na znacaj flavonoida u inhibicijskom ucinku.
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[zjava o izvornosti

Iaviem @a je ovay zavisni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njeqovoj
SRR niam Koristio arugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedent.
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