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1. Uvod

Danas se provode mnogobrojna istrazivanja biljnih ekstrakata koji inhibiraju rast i
sporulaciju patogenih oomiceta (npr. Curtis i sur., 2004; Dadalioglu i Evrendilek, 2004; Yusuf
i sur., 2005; Soylu i sur., 2006; El Malti i Amarouch, 2009; Dagostin i sur., 2010; Hashemi
Karouei i sur., 2012; Rodino i sur., 2013; Afzali i Wong, 2017; Pagliarulo i sur., 2018; ékof,
2018). Lovor (Laurus nobilis L.) je mediteranska biljka poznata po svojim antioksidacijskim,
antifungalnim i antibakterijskim svojstvima (Al-Hussaini i Mahasneh, 2009), dok njegovo
antioomicetno djelovanje gotovo nije istrazeno. Jedino istrazivanje koje ukazuje na potencijal
ekstrakata lovora u inhibiciji rasta oomiceta je istrazivanje Soylua i sur. (2006) koji su utvrdili
da etericno ulje lovora inhibira vrstu Phytophthora infestans koja uzrokuje propadanje usjeva

rajCice.

Cilj ovog rada bio je po prvi put istraziti antioomicetno djelovanje ekstrakata lovora
na odabrane vrste oomiceta s konacnom svrhom koristenja biljnih ekstrakata u
poljoprivredi/akvakulturi. U tu svrhu odabrali smo testne oomicete iz razli¢itih ekosustava
(slatkovodni, kopneni) koji uzrokuju bolesti na Zivotinjama/bilikama: Aphanomyces astaci,
Phytophthora cactorum i Phytophthora plurivora. Nrsta A. astaci je patogeni mikroorganizam
i uzroCnik bolesti racje kuge (Martin-Torrijos i sur., 2018), dok patogeni roda Phytophthora
napadaju korijenov sustav mnogih biljaka i uzrokuju uvenuce te u konacnici smrt (Jung i
Burgess, 2009).



2. Teorijski dio

2.1. Oomiceti i njihovo stetno djelovanje

Oomiceti (Oomycetes) skupina su kopnenih i vodenih eukariotskih mikroorganizama
koji se nazivaju i vodenim plijesnima (Heffer Link i sur., 2002). Zbog svog nitastog rasta,
hranjenja apsorpcijom i razmnozZavanja putem spora, oomiceti su u pocetku smatrani
gljivama, medutim molekularne analize pokazale su da oni ne pripadaju carstvu gljiva (Slika
1.) (Fry i Griinwald, 2010). Naime, iako dijele odredene morfoloske znacajke s gljivama,
oomiceti imaju i neke osobine koje ih razlikuju od njih. Primjerice, osnovna gradivna
komponenta stanicne stijenke oomiceta je celuloza, za razliku od gljiva kod kojih je to hitin.
Osim toga, vegetativni micelij oomiceta je diploidan, dok gljive u veéini slucajeva imaju

haploidni talus (Fawke i sur., 2015).

Chromista Biljke Flngt Zivotinje
Straminipila
|Oomycetes
Myxomycota /
Plasmodiophoromk Archaea

. K
Bactera \/

Slika 1. Filogenetsko stablo na kojem je vidljivo da oomiceti ¢ine izdvojenu skupinu, srodniju

algama nego gljivama (Heffer Link i sur., 2002).

Oomiceti su mikroorganizmi koji Zive saprofitskim ili patogenim nacinom Zivota.
Patogene vrste uzrokuju bolesti mnogih vodenih i kopnenih biljaka, kao i velikog broja

Zivotinjskih vrsta (Lévesque, 2011).

Medu patogenima slatkovodnih Zivotinja najbolje su istrazene vrste iz rodova
Saprolegnia i Aphanomyces. \Irste iz roda Saprolegnia inficiraju kozu i Skrge riba te njihova
jajasca u konacnici rezultirajuc¢i poremecajima u osmoregulaciji, respiratornom sustavu, a u
nekim slucajevima i otkazivanjem organa zarazenih riba. Osim riba, ove vrste oomiceta
napadaju i neke vodozemce poput dazdevnjaka Ambystoma maculatum, zaba Bufo calamita i
Rana temporaria te jajasca zaba Bufo boreas. Takoder, vrste iz roda Saprolegnia inficiraju i
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slatkovodne rakove uzrokujuéi pojavu tamnih melaniziranih mrlja na njihovoj povrsini (Van
den Berg i sur., 2013). Racja kuga, Ciji je uzrocnik Aphanomyces astaci, najucestalija je
bolest europskih slatkovodnih rakova koja u vecini slucajeva uzrokuje njihovu smrt, a moze

prouzrociti i nestajanje Citavih populacija (Pagliarulo i sur., 2018).

Oomiceti koji su patogeni biljaka ukljucuju vise rodova — Peronospora, Phytophthora i
Pythium (Fry i Grinwald, 2010). Medu najpoznatijima je rod Phytophthora koji ukljucuje
preko 60 vrsta, primjerice vrste P. lateralis, P. ramorum i P. cinnamomi (Hansen, 2015). Oni
su patogeni mikroorganizmi koji u prirodi uzrokuju najviSe Stete na dikotiledonskim, ali i na
nekim monokotiledonskim biljkama. Uzrokuju velike ekonomske Stete na usjevima krumpira,
paprike, rajCice, soje, kao i Stete u ekosustavima. Primjerice, P. infestans je patogeni
mikroorganizam koji na svjetskoj razini uzrokuje milijunske gubitke u proizvodnji krumpira
(Kamoun, 2003).

U nastavku teksta detaljnije su opisani patogeni oomiceti koji su koristeni kao modelni

organizmi u ovom istrazivanju.

2.1.1. Aphanomyces astaci

Vrsta Aphanomyces astaci patogeni je mikroorganizam i uzrocnik bolesti racje kuge
koja uzrokuje pomore rijecnih rakova na podrucju Europe (Vrdlstad i sur., 2011; Martin-
Torrijos i sur., 2018). Osim kod prirodnih populacija, A. astaci uzrokuje Stete i u akvakulturi
jer moze uzrokovati masovni pomor uzgajanih rakova poput rije¢nog raka, Astacus astacus, i
signalnog raka, Pacifascatus leninsculus. Osim toga, zarazene zivotinje nisu pogodne za

ljudsku prehranu (Jussila i sur., 2011).

Do prve pojave bolesti racje kuge u Europi doslo je u 19. stolje¢u kao posljedica
unosa alohtonih vrsta rakova iz Sjeverne Amerike. Unos sjevernoamerickih vrsta slatkovodnih
rakova i njihovo nezakonito Sirenje rezultiralo je epidemijom racje kuge diliem Europe
(primjerice u Finskoj, Irskoj, Italiji, Svedskoj i Ujedinjenom Kraljevstvu). Zbog brzog Sirenja i
izrazito Stetnog ucinka na faunu slatkovodnih rakova u Europi vrsta A. astaci je uvrstena
popis 100 najgorih invazivnih vrsta na svijetu. Osim u Europi, pojava raCje kuge zabiljezena
je i na podrucju Japana zbog ¢ega se slatkovodni rak Cambaroides japonicus danas nalazi na
listi ugroZenih Zivotinja (Martin-Torrijos i sur., 2018). Nadalje, ra¢ja kuga inficira i endemske
vrste rakova na podruju Juzne Amerike (Brazila) poput vrste Procambarus clarkii i vrsta iz

roda Parastacus (P. defossusi P. pilimanus) (Peird i sur., 2016).



Vrsta Aphanomyces astaci ne pokazuje patogeni ucinak prema svim vrstama
slatkovodnih rakova jer na podrucju Sjeverne Amerike rijecni rakovi Zive u zajednici s A.
astaci koji na njih ne djeluje Stetno, dok su europske, azijske i australske vrste rije¢nih
rakova izuzetno podlozne infekcijama uzrokovanima ovom vrstom oomiceta te su one za njih
smrtonosne (Vrdlstad i sur., 2011). RijeCni rak (Astacus astacus), bjelonogi rak
(Austropotamobius pallipes), potocni rak (Austropotamobius torrentium) i uskoskari rak
(Astacus leptodactylus) primjeri su europskih vrsta rakova koje su podlozne bolesti, dok su
signalni rak (Pacifasticus leniusculus), crveni mocvarni rak (Procambarus clarkii) i bodljobradi
rak (Orconectes limosus) primjeri sjevernoamerickih vrsta rakova koji su prenositelji bolesti i
kod kojih se uglavhom ne razvijaju simptomi bolesti. Kod vrste A. astaci je, za razliku od
mnogih drugih oomiceta, poznato samo nespolno razmnoZavanje, a njezin Zivotni ciklus

prikazan je na Slici 2.

8 7 6 5
< <—O<—<s

10 Kreps

Slika 2. Zivotni ciklus vrste A. astaci (Vrlstad i sur., 2011). Spore nastaju u sporangijima na
zavrSecima hifa (1) te se istiskuju kroz vrh hife tvoreci kuglastu nakupinu (2). Spore potom
dobiju dva bica te postaju slobodno pokretne zoospore. Otpustaju se iz sporangija i gibaju u
vodi u potrazi za novim organizmom-domacinom (3). Aktivne su nekoliko dana nakon cega
formiraju cistu (4). Ukoliko zoospora kemotaksijom pronade novog domacina (5), pretvorit
¢e se u cistu koja ¢e proklijati na povrsini kutikule domacina (6). U sljedeéem koraku (7)
pomocu turgora i djelovanjem enzima dolazi do prodiranja hifa kroz kutikulu u organizam (8
— 9) te u konacnici i do razvoja smrtonosne bolesti. Smrt domacina potice stvaranje novih
spora proizvodnjom hifa/sporangija (10) (Vrdlstad i sur., 2011).

U sluéaju zaraze sjevernoamerickih vrsta rakova, njihov imunoloski sustav ubrzano

djeluje i sprieCava infekciju organizma rezultirajuéi pojavom tamnih tocCaka (tzv.



melanizacija) ¢iju pojavu uzrokuju hife enkapsulirane u zarazenom raku (Slika 3.) (Vrélstad i
sur., 2011).

Slika 3. Signalni rak (Pacifastacus leniusculus) s melaniziranim podrucjima na karpaksu (a) i
trbusnoj kutikuli (b) uzrokovanim infekcijom s A. astaci (Vrdlstad i sur., 2011).

2.1.2. Phytophthora cactorum

Phytophthora cactorum je fitopatogena vrsta oomiceta koja moze inficirati
mnogobrojne drvenaste i zeljaste biljne vrste poput jabuke, kruske, bukve, jagode i kaktusa
(Weiland i sur., 2010; Hudler, 2013; Tomi¢, 2015; Grenville-Briggs i sur., 2017).

Prvotno, 1870. godine, Phytophthora cactorum opisana je kao patogen kaktusa, a
naknadno je pronadena diliem svijeta na viSe od 250 biljnih vrsta. Posebnu zabrinutost
potiCu sve ucestaliji izvjestaji o pojavama oboljenja Ciji je uzrocnik upravo P. cactorum Koji
rezultiraju ,krvarenjem stabala" Sto djeluje Stetno na biljku na nacin da ju oslabi i usmrti.
Bilijke pogodene ovom boles¢u ukljucuju rodove Acer, Aesculus, Betula, Castanea, Fagus,
Juglans, Liquidambar, Ostrya, Quercus, Salix, Tiliai Ulmus koje se u najveéem broju nalaze
na podrucju Sjedinjenih Americkih Drzava i nekih zemalja Europe poput Njemacke, Italije,
Engleske te CeSke (Hudler, 2013). Nadalje, uzro¢nik je truleZi korijenja, korijenova vrata
(Slika 4a) i podzemnog dijela dijela stabljike i jedan od najdestruktivnijih uzrocnika bolesti u
proizvodniji jagoda (Slika 4b) (Tomi¢, 2015).



Slika 4. Trulez korijena i korijenova vrata uzrokovan P. cactorum (a) i oboljele sadnice
jagode (b) (Tomi¢, 2015).

Epidemiologija P. cactorum nije jedinstvena za sve organizme domacine, vec ovisi o
vrsti (Rivard, 2007). Phytophthora cactorum razmnozava se nespolno i spolno (Heffer Link i
sur., 2002). Vrsta je homotali¢na, odnosno kod spolnog se razmnozavanja oplodnja zbiva na
jednom (istom) miceliju i tako nastaje zigota koja se naziva oospora (Slika 5.) i koja je za
razliku od zoospora nepokretna (Heffer Link i sur., 2002). Oospore imaju debele stijenke i
ostaju vijabilne niz godina, dok u povoljnim uvjetima (u prisutnosti vode) klijaju u klicnu cijev
na kojoj dolazi do tvorbe zoosporangija. U njemu nastaju nespolne zoospore koje izlaze i
aktivno se krecu kroz vodu pomocu bic¢eva i obavljaju primarnu infekciju finih korjencica.
Potom se u njima razvija micelij koji raste i s vremenom prelazi u korijen te ga postupno
razara i prelazi u korijenov vrat te podzemni dio stabljike. Tijekom kisnih dana na zarazenom
korijenu dolazi do tvorbe brojnih sporangija sa zoosporama koji Sire zarazu na zdrave biljke
(Tomi¢, 2015).

2.1.3. Phytophthora plurivora

Phytophthora plurivora patogeni je mikroorganizam prvotno opisan pod nazivom
Phytophthora citricola (Sawada, 1927). S vremenom je dosSlo do identifikacije novih
mikroorganizama koji su se nazivali istim imenom, a medusobno su se razlikovali, stoga se
javila potreba za novim nazivljem te su primjenom molekularnih, morfoloskih i fizioloskih
karakteristika Jung i Burgess (2009) opisali novu vrstu P. plurivora unutar P. citricola
kompleksa (Orlikowski i sur., 2011).



Ova vrsta oomiceta je trenutno jedan od najucestalijin patogena finog korijenja
drveca poput hrasta i jasena (Slika 6.) (Milenkovi¢ i sur., 2012).

Slika 6. Stetno djelovanje AP. plurivora na listove (a) i izdanak (b) rododendrona
(Mrazkowa i sur., 2011).

Phytophthora plurivora je poput P. cactorum homotali¢na vrsta, odnosno vrsta za
koju je karakteristicna proizvodnja oospora samooplodnjom. Ima brojne domacine na koje
Stetno djeluje kako u prirodnim, tako i u umjetnim stanistima diljem svijeta. Rasprostranjena
je diljem Europe i u razli¢itim okoliSnim uvjetima. Osim toga, pronadena je u potocima i tlu
na podrucju Sjedinjenih Americkih Drzava, dok je u manjoj mjeri zastupljena na drugim
kontinentima i moze se mjestimi¢no naci na podrucjima Juzne Afrike te Australije (Schoebel i
sur., 2014).

2.2. Postojece metode kontrole bolesti uzrokovanih oomicetima
S obzirom na gore naveden raspon domacina patogenih oomiceta, metode njihove

kontrole u najvecoj su mjeri potrebne u akvakulturnom sektoru i biljnoj proizvodnii.

Ribe zarazene oomicetama uzrok su velikih ekonomskih gubitaka u akvakulturi
(Derevnina i sur., 2016) i stoga je potrebna primjena odredenih metoda radi suzbijanja
njihovog rasta. Postoje¢e metode kontrole rasta oomiceta uglavnom se temelje na primjeni
kemijskih agenasa poput malahitnog zelenila (Srivastava i sur., 2004) i drugih fungicida
(Ogle, 1997). Malahitno zelenilo organska je boja vrlo ucinkovita protiv patogenih oomiceta,
medutim upotreba malahitnog zelenila u akvakulturi zabranjena je 2002. godine (Caruana i
sur., 2012) zbog njegovog kancerogenog i toksi¢nog djelovanja (Van West, 2006). Zabranom
koriStenja malahitnog zelenila javila se potreba za pronalaskom alternativnih sredstava za
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suzbijanje rasta vodenih oomiceta i danas se koriste vodikov peroksid, formalin, natrijev
klorid te bronopol. Vodikov peroksid (H.0.) se u koncentracijama 500 — 1000 ppm pokazao
ucinkovitim u suzbijanju infekcija uzrokovanih vrstama iz roda Saprolegnia, patogenim
oomicetama koje napadaju ribe, medutim njegova prisutnost u vodi rezultira smanjenim
prinosima u uzgoju kalifornijske pastrve (Oncorhynchus mykiss) odnosno smanjenim brojem
jajasaca. Formalin se takoder pokazao ucinkovitim, medutim njegovo koriStenje Stetno utjece
na ljudsko zdravlje i postoji opasnost od njegovog nakupljanja u prevelikim koncentracijama
u okoliSu uslijed ucestale upotrebe. Takoder, natrijev klorid pokazao se ucinkovitim u
suzbijanju rasta odredenih vrsta oomiceta, medutim puno slabije od formalina i vodikovog
peroksida. Bronopol se pokazao ucinkovitim protiv mikroorganizma Saprolegnia parasitica, no
unato€ tome ne koristi se u akvakulturi jer su potrebna dodatna istraZivanja koja ¢e dokazati
njegovu ucinkovitost u industriji (Caruana i sur., 2012). U suzbijanju rasta Aphanomyces
astaci ucinkovitima su se pokazale brojne kemikalije poput formaldehida i ve¢ spomenutog
zabranjenog malahitnog zelenila, a ostala kemijska sredstva poput vodikovog peroksida,
octene kiseline i povidon joda ucinkovita su u vecim koncentracijama koje mogu biti Stetne

za vodene Zivotinje (Pagliarulo i sur., 2018).

Inhibicijski ucinak na rast vrsta iz roda Phytophthora pokazala je grupa fungicida cije
su glavne aktivne tvari fenilamidi, acilamini ili acilalanini. Ovi spojevi topljivi su u vodi i stoga
u kontaktu s korijenjem dolazi do njihove trenutne apsorpcije. Medutim, kako se nakon
kontakta s biljkom fungicidi iz ove grupe kre¢u prema vrhu biljke, nije moguéa kontrola
infekcija korijenja biljaka. Nadalje, ova vrsta fungicida selektivno inhibira sintezu ribosomalne
RNA te time viSe utjeCe na rast micelija nego na klijanje spora kao infektivnog oblika.
Fosfonatni fungicidi (soli i esteri fosfonske kiseline koji u otopinama tvore fosfonske anione)
takoder su se pokazali djelotvornima protiv patogenog djelovanja oomiceta iz roda
Phytophthora, kao i tiazolni fungicid etridiazol koji ima preventivho djelovanje na truljenje
korijenja biljaka uzrokovanih vrstama oomiceta iz rodova Phythium i Phytophthora (Ogle,
1997). Nadalje, fungicid zoksamid cija je glavna aktivna tvar metil-benzamid pokazao se vrlo
ucinkovit u inhibiciji rasta vrste Phytophthora infestans. Inkorporacijom u tkiva zarazenih
biljaka zoksamid sprjeCava daljnju diobu ove vrste oomiceta (Majcen, 2003). Ukoliko se biljka
nalazi u ranom stadiju bolesti uzrokovane oomicetom Phytophthora cactorum, onda je
moguce rjeSenje CiScenje zarazenog dijela u razini tla i potom premazivanje fungicidima na
bazi bakra ili natrijevim cink-kloridom. Takoder, metalaksil i aluminij-fosetil pokazali su
znacajno preventivno djelovanje, a mogu se Kkoristiti i u pocetnim fazama razvoja trulezi

(Soldo i sur., 2015). Iako su se pokazali ucinkovitima u suzbijanju bolesti biljaka i vodenih



organizama uzrokovanih razli¢itim vrstama oomiceta, navedeni spojevi danas se sve manje
koriste. Razlozi za to su opasnost od trovanja ljudi i domacih zZivotinja, kontaminacije stocnih
proizvoda, Stetnog ucinka na kukce (ukljucuju¢i pcele kao vazne oprasSivace), moguénosti
zaostajanja i taloZzenja kemijskih agenasa u prehrambenim proizvodima dobivenima iz
prskanih usjeva, kao i ekoloskih poremecaja na mikrobioloskoj razini te moguénosti
kontaminacije voda Sto u konacnici moze dovesti do ugibanja vodenih organizama (Ogle,
1997).

2.3. Razvoj ekoloskih metoda kontrole patogenih oomiceta

Upotreba biljnih ekstrakata kao bogatih izvora bioaktivnih spojeva poput fenola,
flavonoida, kinona, tanina, alkaloida, saponina i sterola mogla bi biti alternativa trenutno
koristenim kemikalijama u suzbijanju djelovanja patogenih oomiceta. Postoje brojni primjeri
istrazivanja u kojima je utvrdeno inhibicijsko djelovanje biljnih ekstrakata ili eteri¢nih ulja na
micelij, sporulaciju ili pokretljivost zoospora patogenih oomiceta (Curtis i sur., 2004;
Dadalioglu i Evrendilek, 2004; Yusuf i sur., 2005; Soylu i sur., 2006; El Malti i Amarouch,
2009; Dagostin i sur., 2010; Hashemi Karouei i sur., 2012; Rodino i sur., 2013; Afzali i Wong,
2017; Pagliarulo i sur., 2018; Skof, 2018). Primjerice, Afzali i Wong (2017) su u in vitro
uvjetima dokazali inhibicijski ucinak metanolnog ekstrakta bilijke Sonneratia alba na rast
micelija Aphanomyces invadans, patogena riba. Nadalje, uzrocnik peronospore vinove loze je
oomiceta Plasmopara viticola koja se nakon Drugog svjetskog rata tretirala iskljucivo
kemijskim agensima poput bakrovog sulfata, kalijevog silikata i bikarbonata, kalcijevog
klorida i dr. (Zanzotto i Morroni, 2016). Medutim, Dagostin i sur. (2010) dokazali su
antioomicetno djelovanje alkoholnog ekstrakta kadulje (Salvia officinalis) i ekstrakta biljaka
Yucca schidigera te Inula viscosa na P. viticola. Dokazani su i inhibicijski ucinci alkoholnih
ekstrakata brsljana (Hedera helix), Cicka (Xanthium strumarium), pelina (Artemisia spp.),
kadulje (Salvia officinalis) i ruzmarina (Rosmarinus officinalis) na vrstu Phytophthora
infestans (Rodino i sur., 2013). Ocekivano, njihova djelotvornost ovisila je o primjenjenoj
koli¢ini i koncentraciji. Nadalje, ekstrakt cesSnjaka (Allium sativum L.) takoder se pokazao
uinkovitim u slucaju vrste P. infestans smanjujuéi ucestalost klijanja spora ove vrste

oomiceta (Curtis i sur., 2004).

Osim antioomicetnog ucinka biljnih ekstrakata, Yusuf i sur. (2005) ispitivali su
inhibicijski ucinak metanolnih ekstrakata propolisa razli¢itih koncentracija na oomicete
Phytophthora infestans, P. capsici i P. parasitica te se pokazalo da je rast micelija ovih



oomiceta bio u potpunosti inhibiran koriStenjem vecih koncentracija ekstrakata propolisa, dok
su ostale koriStene koncentracije takoder imale inhibicijski ucinak, ali u manjoj mjeri.

2.3.1. Potencijal ekstrakata lista lovora (Laurus nobilis L.) u kontroli patogenih
oomiceta

Lovor (Laurus nobilis L.) je mediteranska biljka koja je autohtona u primorskom
podruéju Hrvatske i u zemljama oko Sredozemnog mora. Raste u obliku drveca ili grmova
koji mogu biti visoki do 15 metara i Siroki do 10 metara. Listovi lovora imaju sjajnu povrsinu,
tvrdi su i duguljastog oblika, tamnozelene boje, zasiljeni s oba kraja (Slika 7.) i duzine do 10

centimetara (Dudas i Venier, 2009).

Slika 7. Lovor (Laurus nobilis L.) (Dudas i Venier, 2009).

Listovi i etericno ulje dobiveno iz listova lovora koristi se kao zacin u prehrambenoj
industriji (Simi¢ i sur., 2003), a sami listovi lovora koriste se u prirodnoj medicini zbog svoje
farmakoloske aktivnosti u tretiranju epilepsije, neuralgije i simptoma Parkinsonove bolesti (El
Malti i Amarouch, 2009).

U ekstraktima svjezih listova lovora identificirani su 1,8-cineol (ciklicki eter i
monoterpenski spoj) kao glavni sastojak, zatim a-terpinil acetat (monoterpenski ester),
sabineni  (biciklicki monoterpen), a-pineni (alkeni), B-pineni (alkeni), B-elemeni
(seskviterpenoidi), a-terpineol (monoterpenski alkohol), linalool (terpenski alkohol) i eugenol
(alilbbenzen) (Kilic i sur., 2004).

Kivrak i sur. (2017) odredivali su ukupne koli¢ine fenolnih spojeva i flavonoida
ekstrakata lovora u heksanu, etil-acetatu, etanolu i vodi. Rezultati istrazivanja pokazali su da
su etanolni i etil-acetatni ekstrakti lovora imali veéu koncentraciju fenolnih spojeva i

flavonoida te bolji antioksidacijski ucinak od ostala dva koriStena otapala i zakljucili da postoji
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dobra korelacija izmedu visoke antioksidacijske aktivnosti i visoke koncentracije fenolnih

spojeva u ekstraktima lovora.

Postoje brojne studije koje su demonstrirale antibakterijski ucinak lovora. Primjerice,
Dadalioglu i Evrendilek (2004) dokazali su inhibicijski utjecaj lovora, to jest njegovih
bioaktivnih komponenti na bakterije Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium i Staphylococcus aureus. El Malti i Amarouch (2009) su u radu
ispitivali djelovanje lovora koji bi se u buduénosti mogao koristiti kao antimikrobno sredstvo
u prehrambenim proizvodima jer su zabiljeZili antibakterijsku aktivnost prema odredenim
gram-pozitivnim (Lactobacillus delbrueckij, Bacillus cereus 11778, Listeria monocytogenes
4d, Staphylococcus aureus 25923) i gram-negativnim bakterijama (Shigella sonnei,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteridis, Yersinia enterolitica, Proteus
vulgaricus, Proteus mettegeri, Proteus penneri, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacea,
Morganella morganiij, Citrobacter freundii) koje su uzrocnici bolesti kod ljudi koji ih u svoj

organizam unesu hranom (Habrun, 2009).

Kemijski sastav lovora i rezultati navedenih istrazivanja poticaj su za daljnje
istrazivanje ekstrakata lovora i utvrdivanje njegovog antioomicetnog djelovanja. Jedini do
sad objavljen rad u kojem je istrazivano antioomicetno djelovanje ekstrakata lovora je rad
Soylu i sur. (2006). Oni su dokazali inhibicijsko djelovanje etericnog ulja lovora na rast
micelija Phytophthora infestans, doduse u viSim koncentracijama nego Sto su bile potrebne u
slucaju etericnih ulja drugih biljaka poput origana, timijana ili komoraca. Djelovanje na druge

oomicete tek treba istraZiti Sto je bila i tema ovog rada.
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3. Materijali i metode

3.1. Biljni ekstrakti

U radu su koriSteni ekstrakti lovora (Laurus nobilis L., porodica Lauraceae), ranije
pripremljeni u Laboratoriju za analiticku kemiju (doc. dr. sc. Maja Dent). Ekstrakcija bioloski
aktivnih spojeva iz lovora provedena je klasicnom ekstrakcijom uz refluksiranje na
temperaturi klju¢anja otapala i u trajanju od jednog sata. Pritom su se za ekstrakciju koristila
sljedeéa otapala: destilirana voda, 96 %-tni etanol (KEFO d.0.0.), 48 %-tni etanol, 100 %-tni
metanol (J. T. Baker) i 50 %-tni metanol. Nakon toga su ekstrakti upareni do suhog i potom
razrijedeni kako bi u konacnici dobili 10 puta uguséene ekstrakte. Koncentracija ukupnih
flavonoida u ekstraktima kretala se od 633 do 1147 mg GAE/g (Tablica 1).

Tablica 1. Koncentracija ukupnih flavonoida u ekstraktima lista lovora koristenima u ovom

radu.
Otapala Ukupni fenoli (mg GAE/g)
96 %-tni etanol 633
48 %o-tni etanol 1147
100 %-tni metanol 888
50 %-tni metanol 1062

3.2. Uzgoj mikroorganizama

U istrazivanju su koriSteni sljedeci patogeni mikroorganizmi iz skupine Oomycetes:.
Aphanomyces astaci (Schikora, 1906), Phytophthora cactorum (Lebert i Cohn, 1870) i
Phytophthora plurivora (Jung i Burgess, 2009).

Mikroorganizmi su uzgajani pri 18 9C na dvije vrste hranjivih podloga: PDA (eng.

potato dextrose agar) za oomicete iz roda Phytophthora i PG1 za A. astaci.

3.2.1. Priprema krute hranjive podloge PG1
Kruta hranjiva podloga PG1 (Unestam, 1965) priprema se mijeSanjem pet razliCitih
otopina, pri cemu se prvo svaka komponenta pripremi zasebno, sterilizira i tek se na kraju

pomijesaju odredeni volumeni pojedinih komponenti prema zadanom redoslijedu.

Otopina 1 sadrzi 3 g Bacto peptona (BD Biosciences) otopljenog u 100 mL destilirane

vode.
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Otopina 2 sadrzi 6 g D (+) glukoza monohidrata (Sigma) otopljenog u 100 mL vode.
Otopina 3 sadrzi:

1,70 g MgCl, x 6 H>O (Sigma);

1,45 g CaCl; x 2 H20 (Sigma);

0,20 g FeCls x 6 H.O (Sigma);

3,70 g KCI (Sigma);

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:

otopine A: 0,067 M (9,5 g/L) Na;HPO4 (Sigma)
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 kroz 15

minuta i potom ohladiti na temperaturu od oko 45 °C te pomijeSati sljede¢im redoslijedom

kako ne bi doslo do precipitacije. Prvo se u 600 mL otopine 5 polako dodaje 100 mL otopine

4, zatim jednaki volumen otopine 3, potom otopina 1 i na kraju 100 mL otopine 2.

Pripremljena otopina volumena 1 L dovoljna je za pripremu otprilike 40 Petrijevih zdjelica s

krutom hranjivom podlogom ako se sterilno u svaku zdjelicu izlije otprilike 25 mL hranjive

podloge.

3.2.2. Priprema krute hranjive podloge PDA (eng. potato dextrose agar)

Sastav PDA podloge je 5 g/L krumpirovog ekstrakta, 20 g/L glukoze i 17 g/L agara

(Biolife). Za pripremu PDA hranjive podloge potrebno je 42 g smjese suspendirati u 1000 mL

hladne destilirane vode, zagrijati smjesu do vrenja uz cesto mijeSanje i sterilizirati

autoklaviranjem pri 121 °C kroz 15 minuta. Sterilizirana otopina se ohladi na 45 — 50 °C,

promijesa i sterilno izlije u Petrijeve zdjelice (otprilike 25 mL otopine/zdjelici).
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3.3. In vitro testiranje inhibicije radijalnog rasta oomiceta
Testovima na krutim hranjivim podlogama PG1 (A. astac) i PDA (P. plurivora i P.
cactorum) ispitana je in vitro inhibicija rasta navedenih mikroorganizama u prisutnosti

pripremljenih ekstrakata lovora.

Slika 8. Mjerenje radijalnog rasta
oomiceta. Zuto — pocetak rasta micelija
oomiceta; narancasto — bunari koji sadrze
po 50 pL biljnog ekstrakta; strelice —

smjer radijalnog rasta micelija.

Na krutim hranjivim podlogama nacinjena su tri ,bunara® (na Slici 8. oznaceni
narancastom bojom) u koje je dodano po 50 uL pripremljenih biljnih ekstrakata, dok je u
sredinu Petrijeve zdjelice (na Slici 8. oznaceno zZutom bojom) postavljen kruzni komadi¢ krute
hranjive podloge (d = 5 mm) s odredenom vrstom oomiceta. Potom su Petrijeve zdjelice s
mikroorganizmima inkubirane kroz 9 (A. astaci) odnosno 12 (Phytophthora) dana pri 18 °C te
je 3., 6., 9. i 12. dan izmjeren radijalni rast micelija oomiceta u mm, od srediSta Petrijeve
zdjelice do vanjskog ruba micelija. Rast je usporeden s negativnim kontrolama (ploce s Cistim
otapalima) kako bi se utvrdio intenzitet inhibicije rasta micelija uzrokovan biljnim ekstraktima

lovora.
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4. Rezultati

Kako bi se utvrdilo mogu li ekstrakti lovora inhibirati rast micelija odabranih patogenih
oomiceta, provedena su /n vitro testiranja na krutim hranjivim podlogama (Slike 9., 10. i
11.). Vidljivo je da je radijalni rast A. astaci u prisutnosti ekstrakata lovora u svim
slucajevima bio sporiji nego rast vrsta iz roda Phytophthora (Slika 9.)

Ekstrakt lovora Ekstrakt lovora Ekstrakt lovora Ekstrakt lovora
u 96 %-tnom u 48 %-tnom u 100 %-tnom u 50 %-tnom
etanolu etanolu metanolu metanolu

Aphanomyces
astaci

9. dan / 18 °C /
PG1

Phytophthora
cactorum

12. dan / 18 °C /
PDA

Phytophthora
plurivora

12. dan / 18 °C /
PDA

Slika 9. Radijalni rast oomiceta (oznacen strellcom) u prisutnosti ekstrakata Iovora u
prisutnosti Cistih otapala (negativne kontrole) mikroorganizmi su u navedenom vremenu

narasli do bunara u Petrijevim zdjelicama (nije prikazano).

Brzina rasta micelija A. astac/ bila je najmanja u prisutnosti ekstrakata lovora u 96 i
48 %-tnom etanolu (Slika 10a lijevo), dok je inhibicijski ucinak ekstrakata lovora u metanolu
bio nesto slabiji, Sto se vidi iz strmije krivulje radijalnog rasta (Slika 10a desno). U oba
slucaja inhibicijski ucinak je bio vedi kod Cistih alkoholnih ekstrakata (96 %-tni etanol, 100
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%-tni metanol) nego kod ekstrakata u alkoholnim otapalima razrijedenima vodom (48 %-tni
etanol, 50 %-tni metanol). Takoder, na kraju pokusa je utvrdeno da je A. astaci izlozen
ekstraktu lovora u 96 %-tnom etanolu imao najmanji prosjecan rast, tek 23,51 % u odnosu
na kontrolu, dok je inhibicija radijalnog rasta u prisutnosti ostalih koriStenih ekstrakata lovora
bila nesto slabija (Slika 11a). Tako je prosjecan rast u prisutnosti ekstrakta lovora u 48 %-
tnom etanolu iznosio 38,89 %, zatim ekstrakta lovora u 100 %-tnom metanolu 45,29 % i u

slu¢aju ekstrakta lovora u 50 %-tnom metanolu 54,71 % (Slika 11a).

Nasuprot tome, krivulje rasta vrsta iz roda Phytophtora u prisutnosti ekstrakata lovora
bile su usporedive s krivuljama rasta u prisutnosti Cistih otapala, odnosno niti kod etanolnih
niti kod metanolnih ekstrakata nije do$lo do inhibicije rasta (Slika 10b i 10c). Stovise, u
nekim je slucajevima brzina rasta bila nesto ve¢a u prisutnosti ekstrakata lovora nego u
prisutnosti Cistog otapala, tocnije u slucaju P. cactorum svi koristeni ekstrakti lovora
rezultirali su ve¢om brzinom rasta, dok je kod A. plurivora do te pojave doslo prilikom
koristenja ekstrakata lovora u 100 i 50 %-tnom metanolu (Slike 11b i 11c). Tako je na kraju
pokusa utvrdeno da je P. cactorum izlozen ekstraktu lovora u 48 %-tnom etanolu imao
prosjecan rast ¢ak vedi od kontrole (120,94 %) ili u prisutnosti ekstrakta lovora u 50 %-tnom
metanolu kod kojeg je prosjecan rast iznosio 110 % (Slika 11b). Ovi rezultati pokazuju blago
poticajno djelovanje ekstrakata lovora na rast biljnih patogena P. cactorum i P. plurivora, s

tim da je ovaj ucinak bio izrazeniji kod A. cactorum.

£ £
£ 50 £ 50
o 40 >
7)) 7))
€ 30 e
£ £
g 20 5,
5 I —t 5
€ 10 » —L ©
>§ 0 T T 1 >§ O T T
'g 3 6 9 g 3 6 9
a Vrijeme / dani a Vrijeme / dani
=—96 %-tni etanol =—100 %-tni metanol
=-48 %-tni etanol =-50 %-tni metanol
Ekstrakt lovora u 96 %-tnom etanolu Ekstrakt lovora u 100 %-tnom metanolu
=>=FEkstrakt lovora u 48 %-tnom etanolu =>=Ekstrakt lovora u 50 %-tnom metanolu

a) Aphanomyces astaci
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c) Phytophthora plurivora

Slika 10. Krivulja rasta testiranih mikroorganizama u prisutnosti ekstrakata lovora. Prikazane

su prosjecne vrijednosti 3 - 6 ponavljanja + standardna devijacija.
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Slika 11. Rast micelija oomiceta (%) u prisutnosti ekstrakata lovora. Rast je prikazan kao

postotak radijalnog rasta u odnosu na pripadaju¢e negativne kontrole nakon 9 (A. astaci)

odnosno 12 dana (Phytophthora sp.). Prikazane su prosjecne vrijednosti 3 - 6 mjerenja +

standardna devijacija.
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5. Rasprava

Ovo je prvo istrazivanje u kojem je demonstrirana raznolikost ucinka ekstrakata
lovora na razne vrste patogenih oomiceta, koja je u vezi s vrstom domacina na kojima
parazitiraju. S jedne strane pokazana je znacajna inhibicija animalnog patogena A. astac,
dok su biljni patogeni iz roda Phytophthora pokazali otpornost na bioaktivne tvari prisutne u
ekstraktima lovora. Stovie, u vecini slucajeva ekstrakti lovora su se ¢ak pokazali poticajnima
za njihov rast (prosjecan rast premasuje kontrolna mjerenja). U usporedbi s tim, istrazivanje
Soylua i suradnika (2006) pokazalo je da eteri¢no ulje lovora ima odredeni inhibicijski ucinak
na srodnu vrstu Phytophthora infestans iako je bilo potrebno primijeniti viSe koncentracije
nego u slucaju drugih etericnih ulja, poput ruzmarina i lavande. Ova razlika u rezultatima
moze se objasniti time Sto su eteriCna ulja puno koncentriranija od biljnih ekstrakata
koristenih u ovom radu. Nadalje, temeljem naSih rezultata moze se pretpostaviti da bi
testirane vrste P. cactorum i P. plurivora mogle biti parazit na lovoru, iako to do sada nije
eksperimentalno potvrdeno, i da su zbog toga razvile otpornost na djelovanje bioaktivnih
komponenti ekstrakata lovora. Tome u prilog govori Cinjenica da vrste Phytophthora
cactorum i Phytophthora plurivora inficiraju Sirok raspon raznolikih biljnih vrsta. Neki
potvrdeni domacini vrsta P. cactorum i P. plurivora su Sumski bor (Pinus sylvestris L.)
(Tkaczyk i sur., 2016), dok su u slucaju P. cactorum to josS i europska bukva (Fagus
sylvatica) (Grenville-Briggs i sur., 2017) te vocke poput jabuke, kruske i jagode (Hudler,
2013). S druge strane, vrste iz roda Phytophtora su Cesti paraziti na lovoru. Primjerice, u
jednom istrazivanju provedenom u Spanjolskoj i Ujedinjenom Kraljevstvu zabiljezeno je da je
8 od 9 biljaka vrste Laurus nobilis bilo domacin za vrste iz roda Phytophthora i to je u vedini
slucajeva bila 2. cinnamomi (Jung i sur., 2015). Osim toga, za neke vrste ovog roda, poput
Phytophthora citricola, dokazano je da inficiraju listove lovora (Crepel i sur., 2005).
Temeljem svega ovoga moguce je pretpostaviti da bi ovdje testirane vrste mogle takoder biti
patogeni lovora i da u tome lezi razlog njihove otpornosti na biljne ekstrakte lovora. Trebalo
bi provesti dodatna istraZivanja da se potvrdi ili opovrgne ova hipoteza. Cak i ako to nije
tocno, mnoge biljne vrste sadrze iste bioaktivne spojeve. Glavni sastojak koji je detektiran u
etericnom ulju lovora je 1,8-cineol koji je pronaden i u etericnim uljima brojnih drugih biljaka
poput, primjerice, biljike Eucalyptus globulus (Juergens, 2014). Stoga bi otpornost oomiceta
iz roda Phytophtora na ekstrakte lovora mogla biti posljedica nespecificne otpornosti na
biljne sekundarne metabolite stecene tijekom duge koevolucije sa Sirokim rasponom biljnih

domacina, jer se isti spojevi javljaju kod razliCitih biljnih vrsta.
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Ovo je prvo istrazivanje u kojem je dokazan inhibicijski u¢inak ekstrakata lovora na
oomicetne patogene u slatkovodnim ekosustavima. Ovo predstavlja vrlo obecavajuéi rezultat
s obzirom na novi trend primjene biljnih ekstrakata u akvakulturi radi oCuvanja okolisa.
Bioaktivne komponente biljaka poput alkaloida, terpenoida i flavonoida djeluju stimulirajuce
na imunoloski sustav riba i Skoljaka, a u isto vrijeme imaju i antimikrobno djelovanje
(Reverter i sur., 2014).

Kako bi se utvrdile aktivne komponente koje uzrokuju demonstrirani inhibicijski ucinak
ekstrakata lovora potrebna su dodatna istrazivanja. Za ekstrakte koristene u ovom radu bili
su poznati podaci o koncentraciji ukupnih fenola, medutim ona nije bila u korelaciji s
inhibicijskim ucinkom. Primjerice, najmanji prosjecni radijalni rast u odnosu na kontrolu bio
je zabiljezen kod A. astaci u prisutnosti ekstrakta lovora u 96 %-tnom etanolu, a ne kod
razrijedenih metanolnih i etanolnih ekstrakata koji su bili najbogatiji ukupnim fenolima. Ovo
ukazuje na to da nije presudna ukupna kolic¢ina fenola u koriStenim ekstraktima, ve¢ pojedini
bioaktivni spojevi kojih je bilo visSe u etanolnim nego u metanolnim ekstraktima. U skladu s
tim, Al-Hussaini i Mahasneh (2009) su takoder istrazivali antimikrobno djelovanje ekstrakata
lovora priredenih uz pomoc razli¢itih otapala, izmedu ostaloga i etanola i metanola. Ispitivali
su djelovanje ekstrakata lovora na gram-pozitivhe bakterije (Staphylococcus aureus i Bacillus
cereus), gram-negativne bakterije (Salmonella typhimurium i Klebsilla pneumoniae), gljive
(Aspergillus fumigatus i Aspergillus niger) i kvasce (Candida glabrata i Candida albicans).
Takoder su dosli do zakljucka da su za antimikrobno djelovanje koristenih ekstrakata

odgovorne odredene molekule Cija prisutnost u ekstraktu ovisi o koriStenom otapalu.

Osim ekstrakata lovora, ekstrakti drugih biljnih vrsta za koje je do sad pokazano
inhibicijsko djelovanje na rast micelija A. astaci su Zanthoxylum rhoifolium (Pagliarulo i sur.,
2018) te ljekovita kadulja, Salvia officinalis (Skof, 2018). Pagliarulo i sur. (2018) su u svom
radu, izmedu ostaloga, ispitivali etanolne i metanolne ekstrakte biljaka iz roda Zanthoxy/lum u
razliitim koncentracijama na patogene akvaticne oomicete A. astaci i gljive Fusarium
avenaceum. Pritom su i etanolni i metanolni ekstrakti pokazali inhibicijsko djelovanje na
koriStene mikroorganizme odnosno na njihovo prezivljavanje i sporulaciju vec¢ pri nizim
koncentracijama ekstrakata te su djelovanje koristenih ekstrakata pripisali prisutnosti
alkaloida i flavonoida kao glavnih komponenti u sastavu biljaka iz roda Zanthoxylum. S druge
strane, Skof (2018) je ispitivala utjecaj etanolnih i metanolnih ekstrakata ljekovite kadulje na
vrste Aphanomyces astaci, Phytophthora cactorum i Phytophthora plurivora te se pokazalo
da su ekstrakti kadulje imali izrazen inhibicijski ucinak na micelij vrste A. astaci, dok na vrste

roda Phytophthora nisu djelovali inhibicijski. Nadalje, etanolni ekstrakti bilijke Ruta graveolens
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suzbijaju rast Saprolegnia sp., joS jednog patogenog vodenog oomiceta srodnog vrsti A.
astaci (Hashemi Karouei i sur., 2012). Campbell i sur. (2001) ispitivali su u /n vitro uvjetima
antimikrobnu aktivnost 49 razli¢itih kemijskih komponenti svrstanih u pet grupa na rast
Aphanomyces invadans, patogene oomicete koja napada ribe. Pritom su jednu od grupa Cinili
prirodni pripravci, odnosno ekstrakti raznih biljnih vrsta poput Acalypha indica L., Acalypha
lanceolata Willd., Curcuma domestica Val., Ficus pumila L. i dr., te ekstrakti propolisa.
Analizom dobivenih rezultata najucinkovitijim pripravkom iz ove grupe pokazala se otopina
smole propolisa u etanolu, dok je od biljnih ekstrakata najveéi inhibicijski ucinak na rast A.
invadans zabiljezen u slucaju biljnih vrsta Calophyllum inophyllum, Curcuma domestica, Ficus
pumila i Eugenia caryophyllus, ali u visokim koncentracijama (5000 ppm.), dok se ¢eSnjak
pokazao ucinkovitim samo pri vrlo visokim koncentracijama (10.000 ppm.). Takoder, rezultati
ovog rada ukazuju na to da kvaliteta vode (pH, temperatura, tvrdo¢a) uvelike utjeCe na
antimikrobni ucinak i toksi¢nost primjenjenog sredstva na ribe te da stoga nije moguce dati

univerzalne preporuke za tretiranje oboljenja uzrokovanih A. invadans.

Sve navedeno pokazuje potencijal koristenja biljnih ekstrakata kao sredstva za zastitu
Zivotinja od patogenih oomiceta u slatkovodnoj akvakulturi. Medutim, da bi biljni produkti
djelovali pozitivno na vodene organizme, potrebno je voditi raCuna o tome iz kojeg dijela
biljke se ekstrahiraju bioaktivni spojevi, kojom metodom ekstrakcije i koja koncentracija se
primjenjuje bududi da prevelika koncentracija moze Stetno djelovati na vodene organizme, to
jest imati suprotan ucinak od Zeljenog (Reverter i sur., 2014). Takoder, prije definitivhe
primjene ekstrakata lovora i drugih biljnih ekstrakata u akvakulturi, potrebno je provesti
dodatna istrazivanja koja bi pokazala djeluju li ekstrakti, i u kojoj koncentraciji, na zoospore
kao infektivni stadij mjereci njihovu pokretljivost i/ili brojnost te djeluju li ekstrakti lovora na
druge patogene oomicete iz slatkovodnih ekosustava, primjerice vrste iz roda Saprolegnia
(Earle i Hintz, 2014). Takoder, potrebna su, osim /n vitro, i in vivo istrazivanja u realnom

akvakulturnom postrojenju.

21



6. Zakljucak

Istrazivanja antioomicetnih svojstava biljnih ekstrakata su malobrojna te je ovo prvo
istrazivanje u kojem je testirano djelovanje ekstrakata listova lovora na patogene oomicete
Aphanomyces astaci, Phytophthora cactorum i Phytophthora plurivora. Temeljem dobivenih
rezultata moze se zakljuciti sljedece:

e Ekstrakti lovora djelovali su inhibicijski na rast micelija uzro¢nika racje kuge, A. astac,
¢ime je pokazan potencijal za njihovu primjenu u slatkovodnoj akvakulturi.

e Inhibicijsko djelovanje ovisilo je koristenom ekstrakcijskom otapalu (96 %-tni etanol,
48 %-tni etanol, 100 %-tni metanol i 50 %-tni metanol) te je ekstrakt lovora u 96 %-
tnom etanolu imao najvedi inhibicijski utjecaj na rast micelija A. astaci (prosjecan rast
micelija bio je 24 % u odnosu na kontrolu).

e Ekstrakti lovora nisu djelovali inhibicijski na testirane biljne patogene iz roda
Phytophthora, vet su neki ekstrakti ¢ak djelovali blago poticajno na rast micelija (rast
micelija od 104 — 121 % u odnosu na negativnu kontrolu). Ovaj rezultat ukazuje na
razvoj otpornosti prema djelovanju metabolita lovora, Sto je u skladu s ekoloskom

niSom testiranih oomiceta.
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Zadnja stranica zavrSnog rada

(ukljuciti u konacnu verziju zavrsnog rada u pdf formatu, kao skeniranu potpisanu stranicu)

Izjava o izvornosti

Izjavijujemn da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam Kkoristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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