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Sazetak

Zavrsnog rada studentice Eni Mio€, naslova

UCINAK EKSTRAKTA KORE CIMETA NA FITOPATOGENU GLJIVU

FUSARIUM SPOROTRICHIOIDES

Primjenom biljnih ekstrakata u bioloskom suzbijanju gljiviénih bolesti biljaka, moguce
je smanjiti negativan ucinak agrokemikalija i problem razvitka rezistentnosti ciljanih
mikroorganizama. Zbog toga je u srediStu interesa otkrivanje biljnih ekstrakata koji imaju
antifungalna svojstva i nisu toksi¢ni za okoliS kako bi se koristili u bioloskoj borbi protiv
ekonomski znacajnih fitopatogenih gljiva. Cilj istraZivanja je testiranje ucinka vodenog
ekstrakta kore cimeta u uvjetima in vitro na rast i razvoj toksikogene gljive Fusarium
sporotrichioides koja uzrokuje ekonomski znacajne Stete na Sirokom spektru poljoprivrednih
kultura. U svrhu provodenja istrazivanja, vodeni ekstrakt kore cimeta dobiven je primjenom
ekstrakcije potpomognute ultrazvukom, a prisustvo sadrzaja antifungalnih spojeva dokazano
je provodenjem fitokemijskih testova. Rezultati istrazivanja potvrduju znacajnu inhibiciju rasta
gljive F. sporotrichioides za 10,4 % i 70 % kada je pojedinacno uzgojena na hranjivoj podlozi s 3
% i 5 % ekstrakta. Antifungalni u¢inak ekstrakta dokazan je mikroskopskom analizom patogena
kojom su utvrdene znacajne deformacije hifa i promjena boje micelija nakon sedmodnevnog
rasta na koncentraciji od 5 % koja je dovela do gotovo sedam puta vece inhibicije rasta
patogena u odnosu na koncentraciju ekstrakta od 3 %. Temeljem dobivenih rezultata, vodeni
ekstrakt kore cimeta pokazuje fungistatski ucinak na micelarni rast i razvoj patogena F.
sporotrichioides, time i potencijalnu moguénost primjene ovog ekstrakta u bioloskoj kontroli
protiv testirane ekonomski znacajne fitopatogene gljive.

Kljucne rijeci: Cinnamomum zeylanicum, Fusarium sporotrichioides, ekstrakt kore cimeta,
fitokemijski testovi, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom.



Summary

Of the final work - student Eni Mio¢, entitled

THE EFFECT OF CINNAMON BARK EXTRACT ON THE PHYTOPATHOGENIC FUNGUS
FUSARIUM SPOROTRICHIOIDES

By using plant extracts in the biological control of fungal plant diseases, it is possible
to reduce the negative effect of agrochemicals and the problem of resistance of the target
microorganisms. Because of that, the focus of interest is the discovery of plant extracts that
have antifungal properties and are not toxic to the environment in the biological control
against economically important phytopathogenic fungi. The aim of the research is in vitro
testing of the effect of aqueous cinnamon bark extract on the growth and development of the
mycotoxigenic fungus Fusarium sporotrichioides, which causes economically significant
damage to a wide range of plant cultures. For the purpose of conducting research, the
aqueous extract of cinnamon bark was obtained using ultrasonic-assisted extraction, and the
presence of antifungal compound content was proven by phytochemical tests. The research
results confirm a significant inhibition of the F. sporotrichioides growth by 10.4 % and 70 %
when it was grown on a medium with 3 % and 5 % of extract. The antifungal effect of the
extract was proven by a microscopic analysis of the pathogen, which revealed significant
deformations of hyphae and a change in the color of the mycelium after seven days of growth
at a concentration of 5 %, which led to an almost seven-fold greater inhibition of pathogen
growth compared to a 3 % extract. Based on the obtained results, the aqueous cinnamon bark
extract shows a fungistatic effect on the micellar growth and development of the pathogen F.
sporotrichioides, thus also the potential possibility of application in the biological control of
this economically important phytopathogenic fungi.

Keywords: Cinnamomum zeylanicum, Fusarium sporotrichioides, cinnamon bark extract,
phytochemical tests, ultrasonic-assisted extraction.



1. Uvod

Fitopatogene gljive predstavljaju prijetnju globalnoj proizvodnji hrane zbog ¢ega dolazi
do prekomjerne uporabe agrokemijskih sredstava i posljedicno do razvoja rezistentnosti
ciljanih mikroorganizama na sredstva namijenjena njihovom suzbijanju (Polavarapu, 2000.).
Zbog suvremenog problema u fitomedicini, u srediStu interesa je otkrivanje inovativnih
metoda bioloskog suzbijanja ekonomski znacajnih fitopatogenih gljiva uporabom biljnih
ekstrakata koji pokazuju antifungalna svojstva i ekoloSku prihvatljivost. O znacaju bioloskog
suzbijanja svjedoce studije koje istrazuju bioloske ¢imbenike u tu svrhu, a &iji broj se poveéao
za 200 % devedesetih godina proslog stolje¢a (Elad i Freeman, 2002.). Osim ekoloske
prihvatljivosti i netoksi¢nosti za okolis, bioloski pripravci posjeduju mehanizam djelovanja
kojim je smanjena moguénost razvoja rezistentnosti kod patogena na kojeg su primijenjeni (El-
Masry i sur., 2002.).

Rod Fusarium ekonomski je znacajan rod gljiva Ciji pripadnici su saprofiti i ubikvisti, ali
i izraziti polifagi jer imaju Sirok spektar domacinskih biljaka koje inficiraju. Njihov ekonomski
znacaj se oCituje i u produkciji mikotoksina tj. sekundarnih metabolita koji su toksi¢ni osobito
kada dospiju putem hrane do probavnog sustava Covjeka. Vrste roda Fusarium uzrokuju
traheomikoze koje uzrokuju venudée biljaka, a simptomi uzroc¢nika fuzarioza su palez i trulez
biljaka. Problem suzbijanja vrsti ovog roda oteZan je jer se vrste Sire putem tla gdje se putem
perzistentnih hlamidospora odrZavaju u nepovoljnim uvjetima (Ma i sur., 2013.). Medu
znacajnim vrstama ovog roda navodi se vrsta Fusarium sporotrichioides Sherb. koji je
dominantni uzroc¢nik fuzarioza na Zitaricama, ali i na raznom povrcu i voéu (Osborne i Stein,
2007.; Prasad i sur., 2000.). Bududi da se vrsta F. sporotrichioides Cesto javlja u kompleksu s
drugim vrstama roda Fusarium i uzrokuje ekonomski znaéajnu bolest - palezZ klasa Zitarica,
tretiranje fungicidima od velike je vainosti (Somma i sur., 2022.). Danas, suzbijanje ovog
patogena otezava i ograni¢enje broja dostupnih fungicida za suzbijanje. Prema Ministarstvu
poljoprivrede (Fitosanitarni informacijski sustav, FIS, 2023.) u Republici Hrvatskoj, na popisu
registriranih fungicidnih pripravaka su registrirana trideset tri fungicidna pripravka na bazi
djelatnih tvari iz skupine triazola, a vecini registracija isti¢e krajem 2023. godine. Prema
novijim istrazivanjima (Somma i sur., 2022.), usprkos ekonomskom znacaju, ova gljiva je slabo
istraZzena, a zabrinjavajuéa je Cinjenica da brzo razvija rezistentnost osobito na fungicide iz
skupine triazola koji su dominantni u suzbijanju palezi klasa Zitarica (Spolti i sur., 2014.).

Poznato je da je razvoj rezistetnosti na fungicide posljedica odredenog mehanizma
djelovanja fungicida (Deising i sur., 2008.) zbog Cega se tezi otkrivanju spojeva koji imaju
drugaciji mehanizam djelovanja na gljive. Medu bioloskim ¢imbenicima koristenim u
biokontroli gljivicnih patogena, istiu se biljni ekstrakti koji imaju prouupalna, antioksidativna
i antimikrobna svojstva zbog ¢ega se koriste u mnogim djelatnostima kao sto su farmaceutska,
prehrambena i kozmeticka industrija (Boskovi¢, 2021.). Jedna od takvih biljaka je vrsta
Cinnamomum zeylanicum Blume od Cije kore se dobiva cimet, popularan kao zacin (Jakhetis i
sur., 2010.). Ova tropska zimzelena biljka sadrzi klju¢ne antimikrobne spojeve (cinamaldehid,
cimetnu kiselinu i eugenol) za koje je utvrdeno da pokazuju antifungalni ucinak na
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fitopatogene vrste gljiva (Ranasinghe i sur. 2002.). Istrazivanjem se otkrilo da se koncentracije
ovih spojeva nalaze u razli¢itim koli¢inama i u razli¢itim dijelovima biljke (Wijesekera, 1978.),
dok su Kyu i sur. (2007.) dokazali inhibitorni ucinak ekstrakta cimeta na neke vrste roda
Fusarium.

Kako bi se esencijalni spojevi ekstrahirali iz biljaka, ekstrakcija kao biotehnoloski
postupak je vrlo znadajna. U danasnje vrijeme se zbog nedostataka koje imaju konvencionalne
metode ekstrakcije (velike potrosnje kemijskih otapala i utroSak energije) uglavhom koriste
inovativne zelene ekstrakcije. Interesantan tip ekstrakcije je ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom koja privlaci interes mnogih istrazivaca temeljem efikasnog utroska energije iz
ultrazvuka, uzajamnog odnosa brzine i visoke produktivnosti te zbog toga Sto ne koristi
toksi¢na otapala (Rostagno i sur., 2013.; Wen i sur., 2018.). Cerqueira Sales i sur. (2016.)
takoder podrzavaju vaznost prestanka koristenja kemijskih spojeva u ekstrakciji s ciljem zastite
zdravlja ljudi te oCuvanja okolisa, koristeci zelenu ekstrakciju za dobivanje biljnih ekstrakata
kao buduénost suzbijanja biljnih patogena, osobito fitopatogenih gljiva.



1.1. Hipoteze i ciljevi istraZivanja

U istraZivanje se ulazi sa sljede¢im hipotezama i njima pripadajucim ciljevima:

H1) Ekstrakt kore cimeta pokazuje znacajan antifungalni ucinak na fitopatogenu gljivu F.
sporotrichioides u uvjetima in vitro.

C1) U uvjetima in vitro, testirati u€inak ekstrakta kore cimeta na fitopatogenu gljivu F.
sporotrichioides.

H2) Micelij fitopatogene gljive F. sporotrichioides, nakon rasta na rasponu koncentracija
ekstrakta kore cimeta pokazuje znacajne morfoloske promjene.

C2) Analizirati ucinak ekstrakta kore cimeta na mikrostrukture patogena F. sporotrichioides.

H1) U vodenom ekstraktu kore cimeta, nakon ultrazvucne ekstrakcije, prisutni su fitokemijski
spojevi s antifungalnim ucinkom.

C3) Testirati vodeni ekstrakt kore cimeta na prisustvo fitokemijskih spojeva s antifungalnim
ucinkom nakon ultrazvucne ekstrakcije.



2. Pregled istrazivanja

2.1. Suvremena problematika suzbijanja fitopatogenih gljiva

Fungicidi su postali sastavni dio ucinkovite proizvodnje hrane. Gubitak fungicida u
poljoprivredi zbog rezistentnosti je problem koji utje¢e na cijeli ekosustav (FRAC, 2023.).
Krajem 19. i poetkom 20. stoljeca, zapocinje era kemije i dominatni razvoj fungicida te aktivni
tretmani usjeva. Rana uporaba fungicida, dovela je do uspostave industrije koja je razvila
uCinkovite moderne fungicide koji pripadaju razli¢itim kemijskim skupinama i koji se razlikuju
po mehanizmu i nacinu djelovanja u borbi protiv fitopatogenih gljiva. Razvoj sistemicnih
fungicida naizgled je sprijecio problem gljiva koje uzrokuju traheomikoze (npr. rod Fusarium)
(Deising i sur., 2018.)., medutim nakon samo dvije godine od pocetka intenzivne uporabe
fungicida, pojavila se rezistentnost. Zbog toga se traga za spojevima koji imaju mehanizam
djelovanja razli¢it u odnosu na fungicide (Hollomon, 2015.). PreCesta uporaba kemijskih
sredstava u poljoprivredi dovela je do negativnog utjecaja na okolis i bioraznolikost, a neki
fungicidi su povezani su s povecanim rizikom za zdravlje poljoprivrednika i ljudi koji Zive u
blizini poljoprivrednih povrsina (Ldzaro i sur., 2021.)

Fitopatogene gljive kao najbrojnija skupina biljnih patogena uzrokuju veliki broj mikoza
na Sirokom spektru kultiviranog bilja, zbog ¢ega se broj tretiranja u usjevima povecava.
Uzastopnim aplikacijama fungicida, fitopatogene gljive su se prilagodile brzom reprodukcijom
i razvojem rezistentnosti na sredstva namijenjena njihovom suzbijanju (Zhonghua Ma i sur.,
2005.). Kao Sto rezistentnost bakterija na antibiotike danas predstavlja globalni problem u
humanoj medicini i u veterini (Martins i sur., 2018.; Martinko, 2022.), tako rezistentnost
fitopatogenih gljiva i pseudogljiva na fungicide uzrokuje problem u fitomedicini. Zbog razvoja
rezistentnosti gljivicnih patogena dolazi do smanjenja ucinkovitosti fungicida time i do
ekonomskih Steta i gubitaka u biljnoj proizvodnji (lvi¢ i Cvjetkovi¢, 2017.).

Kao primjer problema uporabe kemijskih pripravaka je bakar koji ima vaznu ulogu u
nacinu suzbijanja fitopatogenih pseudogljiva, gljiva i bakterija. Unato¢ tome S$to ovaj teski
metal dovodi do dugorocnih posljedica zbog akumulacije u tlu, ujedno ima neophodnu ulogu
u suzbijanju biljnih bolesti. Zbog velikog problema spomenute akumulacije u tlu, Europska
unija je uspostavila zakon maksimalnog ograniéenja koriStenja bakra u organskom uzgoju od
2002. (Uredba Komisije 473/2002, La Torre i sur., 2018.) ¢ime se dostupnost raspoloZivih
sredstava za suzbijanje fitopatogena dodatno ogranicava (Martinko, 2022.).

Temeljem navedene problematike, danasnji trendovi u fitomedicini nalazu upotrebu
ekoloski prihvatljivih metoda zastite bilja koje se postizu smanjenjem upotrebe standardnih
kemijskih sredstava u zastiti bilja te primjenom preventivnih mjera zastite i najnovijih metoda
bioloskih mjera (Paradikovi¢ i sur., 2012.; Balicevi¢ i sur., 2007.) Primjena fungicida kao
dominantog nacina suzbijanja fitopatogenih gljiva sve se viSe nastoji zamijeniti uporabom
ekoloski prihvatljivih metoda suzbijanja i primjenom bioloskih pripravaka (Milicevi¢, 2020.)
kako bi se smanijio pritisak na ekosustav.



2.2. Biolosko suzbijanje fitopatogenih gljiva

Biolosko suzbijanje biljnih patogena je postalo znacajan segment u integriranoj zastiti
bilja obzirom da se svugdje u svijetu nastoji reducirati kemijska zastita bilja (Milievic¢ i
Kaliterna, 2014.). Nedavna istrazivanja konvencionalnih i organskih uzgajivaca ukazuju na
interes za koristenje bioloSkog suzbijanja, Sto sugerira da ¢e se trZiSni potencijal bioloskih
proizvoda za suzbijanje, povecati u buduénosti. Jasno su dokumentirani Stetni utjecaji
kemijskih pesticida na okoli$§ i neciljane organizme. Stoga je jasna potreba za razvojem
nekemijskih alternativnih strategija za zastitu biljaka od biljnih bolesti (Heydari i Pessarakli,
2010.).

U biljnoj patologiji, izraz biokontrola odnosi se na upotrebu mikrobnih antagonista za
suzbijanje bolesti (Heydari i Pessarakli, 2010.). Rije¢ je o metodi suzbijanja koja je danas sve
viSe zastupljena, a istraZivanja na temelju biljnih ekstrakata su vrlo aktualna (Winding i sur.,
2004.). Buduci da je rije¢ o primjeni ekoloski prihvatljivih spojeva koji se odlikuju sloZzenim
mehanizmom djelovanja, ciljani patogeni joS nisu uspjeli razviti rezistentnost zbog Cega se
postizu znacajni rezultati u suzbijanju, osobito gljivicnih bolesti (Savita i Sharma, 2019.). To
dovodi do smanjenja gljivicnog inokuluma i njegove aktivnosti (Chet i Inbar, 1994.).

Potpuna eliminacija kemijskih pesticida za suzbijanje biljnih Stetnika i bolesti u
suvremenoj poljoprivredi mozda je nemoguda, ali je logicno smanjenje njihove primjene
izvedivo. Mnoga sredstva za biokontrolu imaju dobre rezultate u laboratoriju i staklenickim
uvjetima, ali to ne uspijevaju na terenu. Ovaj problem se mozZe rijesiti samo boljim
razumijevanjem parametara okolisa koji utjecu na agense biokontrole, takoder je relativno
malo ulaganja u razvoj i proizvodnju komercijalnih formulacija, vjerojatno zbog troskova
razvoja, testiranja, registracije i marketinga tih proizvoda. Unato¢ tome primjena razlicitih
strategija bioloSke kontrole bila je uspjesna u suzbijanju fitopatogena i nastavlja se povecavati
(Heydari i Pessarakli, 2010.)

2.3. Biljni ekstrakti

Biljke sadrZe Sirok spektar spojeva i vrijedan su izvor novih i bioloski aktivnih tvari s
antimikrobnim svojstvima. Ekstrakti biljaka, bilo kao standardizirani ekstrakti ili kao izvor Cistih
spojeva, pruzaju neogranicene mogucnosti za kontrolu rasta mikroba zahvaljujuéi svojoj
kemijskoj raznolikosti. Od zastupljenih spojeva navode se fenoli, flavonoidi, fitosteroli,
karotenoidi, tokole, terpenoidi, alkaloidi, saponini, tanini, aromatske kiseline, organske kiseline
kao i inhibitori proteaza (Negi, 2012.).

Biljni ekstrakti se koriste tisu¢éama godina u svrhu raznih namjena (Jones, 1996.).
Dominantno se koriste u kozmetic¢koj i prehrambenoj industriji (Lawless, 1995.), ali i u
biotehnoloskoj industriji (Mishra i Dubey, 1994.). Antimikrobna aktivnost biljnih ulja i
ekstrakata stvorila je temelj mnogih primjena, ukljuéujuéi konzerviranje sirove i preradene
hrane, pridonijela razvoju Sirokog spektra farmaceutskih i kulinarskih proizvoda te alternativnu
medicinu (Reynolds 1996., Hammer i sur.,, 1999.). Poznato je da su biljni ekstrakti vise
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prihvatljivi i manje toksic¢ni te su zbog toga potencijalna alternativa sintetskim spojevima u
inhibiciji mikoza (Magro i sur., 2006.; Jobling i sur., 2000.).

Prema Loi i sur. (2020.), fitokemikalije zastupljene u biljkama dovode do citoksi¢nost
kod gljiva ometanjem stani¢cne membrane (propusnost i funkcije), inhibiciju citoplazme i
inhibiranje enzima uklju¢enih u sintezu komponenti stani¢ne stjenke, mijenjanje stanicnih
odjeljaka te osmotske i redoks ravnoteze. Takvi spojevi mogu djelovati izravno ili neizravno
¢ime dovode do suzbijanja uzroc¢nika biljnih bolesti. Nadalje je dokazano da biljke posjeduju
antimutagene, antimikrobe, antioksidanse ili antikarcinogene bioaktivne spojeve koji
supresiraju djelovanje mikotoksina (Prakash i sur., 2020.). U istrazivanju Dikhoba i sur. (2019.),
antifuginalna i antimikotoksigena djelovanja biljnih ekstrakata sa potencijalnim
antioksidativnim svojstvima, istrazena su u svrhu supresije fitopatogenih gljiva Fusarium
verticilioides, Aspergillus flavus i A. oker $to se pokazalo kao potencijalno otkrice biofungicida
koji mogu sprijeciti propadanje hrane. Biljni ekstrakti i njihovi spojevi djeluju poticanjem
detoksikacije ksenobiotika i puteva biotransformacije (Gross-Steinmeyer i Eaton, 2012.)
Unatoc¢ ucinkovitosti biljnih ekstrakata i njihovih fitokemikalija u supresiji toksigenim gljiva i
toksina, postoje razliita ograni¢enja upotrebe fitokemikalija i njihovih ekstrakata kao
biofungicida (Prakash i sur., 2020.). Temeljem istrazivanja o sekundarnim metabolitima biljaka
s antifungalnim ucincima, dokazan je veliki potencijal navedenih spojeva u povecanju
inducirane otpornosti biljaka na bolesti (Morrissey i Osbourn, 1999.).

U svrhu produljenja ucinkovitosti fungicida kod kojih se razvija rezistetntnost,
Povjerenstvo za razvoj rezistentnosti na fungicide (Fungicide resistance action committee,
FRAC) je objavilo popis (FRAC, Code List©, 2022.) fungicidnih tvari s biokemijskim nacinom
djelovanja i identifikacijom razvoja rezistentnosti na patogene. Znacajno je da se na
navedenom popisu nalaze biljni ekstrakti za koje je poznato da svojim djelovanjem dovode do
poremecaja u funkcioniraju stanicne membrane gljiva, supresiraju klijanje spora gljiva te u isto
vrijeme induciraju sistemiénu otpornost biljaka na koje su primijenjeni. Takoder, razvoj
rezistetnosti na biljne ekstrakte nije utvrdena Sto naglasava znacaj uporabe biljnih ekstrakata.

2.3.1. Cimeti ekstrakt cimeta

Cimet (Cinnamomum zeylanicum Blume) se stolje¢ima koristi kao zacin i kao
tradicionalni biljni lijek. Ova biljka se ¢esto spominje u Starom zavjetu Biblije i postoje naznake
uporabe cimeta u Egiptu veé 3000. godina prije Krista (Ravindra i sur., 2003.).

Rod Cinnamomum pripada obitelji Lauraceae i ima oko 250 vrsta rasprostranjenih na
podruéju jugoistone Azije, Kine i Australije, od kojih su mnoge aromati¢ne i mirisne. Drvo
cimeta je tropska zimzelena biljka koja u svom prirodnom stanistu moze narasti do 7 m visine.
Medutim, biljka se uglavnom uzgaja kao grm cija visina doseze do 3 m, bududi da se stabljike
stalno rezu kako bi producirale nove izdanke za vadenje kore. Ova aromati¢na biljka ima debelu
ljuskavu koru koja se globalno koristi kao za¢in ugodnog mirisa toplog, slatkog, aromati¢nog
okusa u prirodnom ili kuhanom stanju. Listovi su jajasto duguljastog oblika i dugi 7-18 cm, blago



ljutog i gorkog okusa te imaju ugodan miris kada su kuhani ili przeni. Cvjetovi rastu u
metlicama, zelenkaste su boje, izrazitog mirisa. Plod cimeta je ljubicaste boje i duZine jedan cm
te sadrzi jednu sjemenku (Thomas i sur., 2012.) (Slika 2.1.).

Spojevi cimeta se dobivaju ekstrakcijom iz razliCitih dijelova ove biljke. Ulja i ekstrakti
dobiveni iz listova i kore korijena znacajno se razlikuju po svom kemijskom sastavu. Naime, spoj
cinamaldehid je najvise zastupljen u kori, eugenol u listovima, a cimetna kiselina u kori korijena
(Wijesekera, 1978.) U istrazivanjima in vitro i in vivo dokazano je da cimet ima protuupalno,
antimikrobno, antioksidativno, antitumorsko (Senaratne i Pathirana, 2020.), kardiovaskularno
i imunomodulacijsko djelovanje (Gruenwald i sur. 2010.), te da sadrZzi mangan, Zeljezo,
dijetalna vlakna i kalcij (Wilson i sur.,, 1997.). Zbog navedenih svojstava se koristi tisuéama
godina u humanoj medicini, osobito u stomatologiji. Uz to sadrzi Sirok spektar spojeva:
eteri¢na ulja, diterpene, katehine, proantocijanidine, bojila, fenolne karboksilne kiseline,
lignanine i mucine (Wilson i sur., 1997.). Zbog pozitivnih karakteristika, ova biljka ima Sirok
raspon povijesne upotrebe u razli¢itim kulturama (Warrier i sur. 1994.). Na Stetnike, cimet
djeluje uglavnom repelentno, iako u viSim koncentracijama djeluje biocidno. Kemijski spojevi
cimeta ucinkovito sprjecavaju rast patogenih bakterija i gljiva, a fitotoksi¢ni ucinci Cine ga
mogucim herbicidom. U istrazivanjima in vitro, Wilson i sur. (1997.) su pokazali da od ¢ak 49
testiranih eteri¢nih ulja, eteri¢no ulje lista cimeta C. zeylanicum je pokazalo najznacajnije
antifungalno djelovanje protiv patogene gljvie Botrytis cinerea. Spoj u cimetu poznat kao
cinamaldehid znacdajno je supresirao patogenu gljivu Aspergillus favus (Wang i sur., 2019.;
Senaratne i Pathirana, 2020.), a ekstrakt cimet inhibirao je rast micelija i sintezu mikotoksina
(afatoksina) u slucaju patogene gljive Aspergillus parasiticus, jednako kao Sto je potvrdena
supresija humane gljive Candida sp. (Senaratne i Pathirana, 2020.).

U proizvodniji hrane, veliki problem predstavljaju fitopatogene gljive koje dovode do
propadanja hrane u uskladiStenim prostorima. Kako bi se smanjilo koriStenje dominantnih
kemijskih fungicida, provedena su istrazivanja u kojima se je ekstrakt cimeta pokazao kao
potencijalni konzervans hrane (Tzortzakis, 2009.; Senaratne i Pathirana, 2020.) zbog
utvrdenog antimikrobnog djelovanja (Shobana i sur. 2000.; Senaratne i Pathirana, 2020.). U
sklopu toga, utvrdena je i antitirozinazna aktivnost cimeta koja koristi u zaustavljanju
promjene boje vodéa i povrca tijekom oksidacije i pocetka truljenja (Shan i sur., 2005.;
Senaratne i Pathirana, 2020.).

Zanimljivo je da je na spomenutom popisu (FRAC, Code List©, 2022) naveden flavonoid
(eng. cinamic acid amide) dobiven iz biljke C. zeylanicum poznat kao derivat cimetne kiseline
gdje je kemijski povezan putem amida (Hofmann i sur., 2022.). Prema FRAC-u, navedeni spoj
je uvrsten na popis fungicidnih tvari zbog Sirokog spektara djelovanja medu kojima je sinteza
celulaze — enzima koji katalizira proces razgradnje celuloze, spoja od kojeg su izgradene
stani¢ne stijenke gljiva i pseudogljiva (Fugelstad, 2011.).
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Slika 2.1. Prikaz biljne vrste Cinnamomum zeylanicum; listovi (A); cvjetovi (B); plodovi (C-D);

kora (E-H) (foto: Senaratne i Pathirana, 2020; Bakewell-Stone, 2022.)



2.4. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Potreba za razvojem pristupacnih, sigurnih, ucinkovitih i ekoloski inovativnih tehnika
ekstrakcija dovela je do otkri¢a ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Koristenje ultrazvuka
je nova, Cista, zelena tehnologija ekstrakcije za razli¢ite molekule, biomaterijale, uklju¢ujuci
polisaharide, eteri¢na ulja, proteine, peptide, fine kemikalije (boje i pigmente) te bioaktivne
molekule komercijalne vaZnosti (Tiwari, 2015.). Ova tehnika je poznata kao tehnika hladne
ekstrakcije jer je temperatura tijekom procesa relativno niska (< 50 °C) i ne utjece na stabilnost
ekstrahiranih spojeva. Metoda je atraktivna zbog svoje jednostavnosti i niske ciljne opreme.
Temelji se na koriStenju energije dobivene iz ultrazvuka (zvucni valovi s frekvencijama iznad
20 kHz) za olakSanje ekstrakcije analita iz ¢vrstog uzorka otapalom koje se odabire ovisno o
prirodi otopljenih tvari koje se ekstrahiraju (Rostagno i sur., 2013.).

Poznato je da ultrazvuk ima znacajan utjecaj na brzinu raznih procesa u prehrambenoj
industriji. KoriStenjem ultrazvuka, razli¢iti procesi u preradi hrane se mogu dovrsiti u kratkom
vremenskom roku, smanjujuci trosSkove te pojednostavljuju¢i manipulaciju procesa (Chemat i
sur., 2011.). Ova tehnika ima velik potencijal za smanjenje ili potpunu eliminaciju uporabe
toksi¢nih kemijskih otapala, brzu difuziju (Rostagno i sur., 2013.), istovremeno poboljSavajuci
ucinkovitost procesa i poveéavajudi prinose te kvalitetu biljnih ekstrakta (Chematisur., 2011.).

2.5. Ogljivama iz roda Fusarium

Naziv Fusarium je prvi put upotrijebio Link (1809.), a naziv oznacava anamorfni rod
askomicetnih gljiva koje imaju svjetsku distribuciju i znaajan stupanj bioraznolikosti
(Zemankova i Lebeda, 2001.). Medu hipomicetnim gljivama, rod Fusarium je jedan od
najrasprostranjenijih u prirodi (Teetor-Barsch i Roberts, 1983.) Wollenweber i Reinking (1935.)
su ovaj rod podijelili u 16 odjeljaka koji sadrze 65 vrsta, 55 varijeteta i 22 oblika Sto ¢ini temelj
danasnje taksonomije roda. Brown i Robert (2013.) u svojoj knjizi opisuju Fusarium sp. kao
gljive koje se mogu izolirati iz biljaka i tla zbog toga Sto su patogeni, endofiti i saprofiti. Biljni
patolozi, mikolozi i kemicari odavno su prepoznali ovaj sveprisutni fitopatogeni rod gljiva zbog
Sirokog raspona biljnih domadina, izraZzene patogenosti, te onog po ¢emu je rod najznacajniji
- proizvodnji sekundarnih metabolita tj. mikotoksina (Brown i Robert, 2013.).

Medusobna izmjenjivost parazitskih i saprofitskih stadija je uobic¢ajna kod gljiva, ali je
ovaj fenomen posebno izrazen u rodu Fusarium. Biljke su obi¢no zarazene preko korijenskog
sustava $to dovodi do smanjenog protoka vode i mineralnih tvari iz korijena u gornje slojeve
Sto uzrokuje uginude biljaka (Teetor-Barsch i Roberts, 1983.; Brown i Robert, 2013.). Pripadnici
ovog roda mogu proizvesti Sirok spektar razli¢itih sekundarnih metabolita medu kojima se
isticu trihoteceni i fumonizini. Zbog navedenih metabolita, ove gljive su ekonomski znacajni
uzrocnici bolesti (Teetor-Barsch i Roberts., 1983.) Ciji simptomi se oCituju u trulezi i palezi
dijelova biljaka (Brown i Robert, 2013.).



2.5.1. Fitopatogena gljiva Fusarium sporotrichoides

Vrsta Fusarium sporotrichioides Sherb. je kozmopolit, ekoloski rasprostranjen gljivicni
biljni patogen koji se nalazi u tropskim i umjerenim podrucjima (Domsch i sur,. 1993.; Ivanova
i sur., 2016). Uzrocnik je odgovoran za Stetu na sadnicama gdje uzrokuje trulez korijena
(Anderson, 1986.) te odumiranje iglica na odraslim stablima borova (Karadzi¢ i Milijasevi¢,
2008.; lvanova i sur., 2016.). Ova gljiva ima gospodarski i poljoprivredni znacaj temeljem
proizvodnje mikotoksina (Alisaac i Mahlein, 2023.), osobito trihotecena, koji su poznati da
inhibiraju sintezu proteina u eukariota (Leslie i Summerell, 2006.; Cormicki sur. 2011.; Ivanova
i sur., 2016.).

Ova askomicetna gljiva kao i ostali pripadnici roda Fusarium, je ubikvist. Zbog Siroke
rasprostranjenosti, vrsta je poznata kao patogen velikog broja biljaka (Crous i sur., 2021.) kod
kojih moze uzrokovati traheomikozu zacepljenjem provodnih snopova sto dovodi do venudéa
biljaka (Alisaac i Mahlein, 2023.).

U prirodi se ovaj patogen, najéesée nalazi u anamorfnom stadiju Sto znaci da infekcije
biljaka vrsi putem nespolnih spora tj. konidija (makro i mikrokonidija), a u nepovoljnim
uvjetima se odrzava putem micelija i/ili perzistentnim sporama - hlamidosporama. Optimalni
temperaturni raspon za razvoj vrste F. sporotrichioides kreée se od 25 do 30 °C uz minimalnu
relativnu vlaznost od 88 % (Domsch i Gams, 1970.; Pokrzywa i sur., 2019.), a optimalna
temperatura za proizvodnju mikotoksina kreée se od 15 do 35 °C (Wisniewska i sur., 2011.;
Pokrzywa i sur., 2019.). U zaraZenim biljaka otkrivena je konzistentna proizvodnja mikotoksina
- trihotecena tipa A, znacajnog po tome jer inhibira sintezu proteina u eukariota (Ilvanovaisur.,
2016.); zatim diacetoksicirpenola (DAS) i neosolaniola (NEO) te nekih manje obilnih metaboliti
kao $to su kulmorin, scirpentriol, aurofusarin i eniatin (Thrane i sur., 2004.), te beauvericin i
fusarin (Kokkonen i sur., 2010.). Navedeni metaboliti (osobito trihotecen) dovode do
negativnog ucinka na ljudsko zdravlje kad je unesen u probavni sustav (Rachitha i sur., 2017.).

2.5.1.1. Taksonomija i morfologija

Gljiva F. sporotrichioides pripada odjelu Ascomycota, pododjelu Pezizomycotina, redu
Hypocreales unutar razreda Sordariomycetes (Index Fungoforum, 2023.).

Kolonija F. sporotrichioides je brzorastuéa i razvija bijelo — ruzic¢asti, pahuljasto vunasti
micelij promjera 5-8 cm, unutar 4 dana, na PDA podlozi (Khan i sur., 2022.) (Slika 2.2., A).
Konidiofori na sloZzenim ograncima zracnih hifa razvijaju polifijalidne ili blasti¢ne konidiogene
stanice (Cheng i sur., 2019.) (Slika 2.2., G i H).

Mikrokonidije su kruskolikog, ovalnog i fuzoidnog oblika te nastaju obilno, u masi
(Moya-Elizondo i sur.,, 2013.; Khan i sur., 2022.). Rije¢ je o hijalinim konidijama s tankom
stijenkom, ovalnog do vretenastog oblika, veli¢ine od 7,5 - 11,3 x 2,1 - 4,1 um (Khan i sur.,
2022.). Prisutna su dva tipa mikrokonidija gdje je jedan tip opcenito piriformnog oblika bez
septi, a drugi je dugacak, ovoidni do fusiformnog oblika s prisutnim septama (Cheng i sur.,
2019.). Makrokonidije su hijaline, veli¢ine 23,5 - 39,7 x 3,7 - 7,0 um, nastaju u sporodohijima,
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a u okolni prostor se izluCuju putem kapljica. Imaju debelu stijenku, srpastog su oblika
(fusariformne) i razvijaju od pet do sedam septi (Zemankova i Lebeda, 2001.; Khanisur., 2022.)
(Slika 2.2., F).

Vrsta F. sporotrichioides se od ostalih vrsti razlikuje po produkciji smedih i okruglastih
hlamidospora koje imaju debelu stijenku i Ciji rast je interkalaran i karakteristiCan za zrele
kulture (Zemdankova i Lebeda, 2001.) (Slika 2.2., D i E). Ove trajne spore su ispunjene
materijalom slicnom lipidima koji sluZi za preZivljavanje gljive u nepovoljnim uvjetima ili kad
domadin nije dostupan. Hlamidospore se mogu prenositi pojedinacno, u parovima,
nakupinama ili u lancima (Samson i sur., 1981).
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Slika 2.2. Morfoloske karakteristive vrste Fusarium sporotrichioides: kultura uzgojena na PDA
nakon 7 dana (A); na MEA nakon 7 dana (B); micelij (C); interkalarne hlamidospore (D — E);
makro- i mikrokonidije (F); konidije na konidioforima (G-H) (foto: original).
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2.5.1.2. Spektar domacina i simptomatologija

Prema Rachitha i sur. (2017.), vrsta F. sporotrichioides uzrokuje zarazu na Sirokom
spektru domacinskih biljaka medu kojima su Zitarice, pamuk, tikva, lan, grasak, krumpir,
rajcica, suncokret. Simptomi infekcija koje uzrokuje F. sporotrichioides ocituju se u smanjenom
rastu biljke, klorozi, venuéu i posljedi¢no, uginucu cijele biljke. Ovaj patogen uzrokuje trulez
korijena, lukovica, peteljki listova i palez klasova u Zitaricama (Slika 2.3., C) gdje se javlja u
kompleksu s ostalim vrstama roda Fusarium (Somma i sur., 2022.), dok u uskladistenim
prostorima uzrokuju trulez plodova. Biljke zarazene ovom gljivom na presjeku stabljike i
korijena cCesto pokazuju nekrozu provodnog stanicja ispunjenu micelijem (Cosic i sur., 2012.)
Sto su karakteristi¢ni simptomi za pripradnika roda Fusarium.

Moya - Elizondo i sur. (2013.) opisuju simptome zaraze vrstom F. sporotrichioides na
listovima kukuruza. Pocetni simptomi ocituju se kao male, okrugle smede mrlje veli¢ine od 5
do 10 mm na razli¢itim dijelovima lista, a s napredovanjem bolesti, nastaju nekroti¢na tkiva s
nepravilnim smedim do bordo rubovima na rubu i vrhu lista. Sli¢ni simptomi nekroza
primije¢eni su na listovima i plodovima crnoplodne aronije (Slika 2.3. D i E) (Martinko —
neobjavljeno). Trulez korijena slanutka, prijavili su Abdelmagid i sur. (2021.) s tipi¢nim
simptomima truleZi uz redukciju duljine i mase korijena. Xia i sur. su takoder 2021. godine
opisali simptome masivne kloroze, osusenih listova i stabljiki na 5-godiSnjim stablima vrste
Hippophae rhamnoides (pasji trn), te su nakon laboratorijskih ispitivanja utvrdili da se radi o
patogenoj vrsti F. sporotrichioides. Za ovu vrstu prijavljeno je da uzrokuje venuée presadnica
sunokreta Mathew i sur. (2010.) (Slika 2.3.,B) i trulez korijena slanutka (Abdelmagid i sur.,
2020). (Slika 2.3.,A).

2.5.1.3. Suzbijanje

Suzbijanje vrsti roda Fusarium otezano je u mnogim kulturama, a ogranienje
dostupnih fungicida dodatno otezava kontrolu ovih gljiva. U studiji Somma i sur. (2022.),
dokazani su znacajni uéinci fungicidnih pripravaka na bazi protiokonazola, metkonazola,
azoksistrobina, pojedinacno i u kombinaciji s tebukonazolom, na vrstu F. sporotrichioides, a
tretman je izveden u uvjetima in vivo u usjevima psSenice. Rezultati navedenog istrazivanja su
pokazali smanjenje sadrzaja mikotoksina i do 80 % kod prisutne vrste F. sporotrichioides.

S obzirom na spomenuti problem brzog razvoja rezisntentnosti, ogranicenje kemijskih
preparata za suzbijanje fuzarioza provodi se alternativno - bioloSkim metodama. U tu svrhu se
koriste vrste bakterijskog roda Pseudomonas koje sudjeluju u prirodnoj supresiji Fusarium sp.
(Lemanceau i Alabouvette, 1993.). Proizvodnja litickih enzima antagonistickim
mikroorganizmima takoder moze biti mogudi nacin kontrole gljiva Fusarium sp., a neki od
antagonisti¢kih mikroorganizama su gljivicne vrste Mucor rouxii, Aspergillus nidulans,
Penicillium oxalicum i P. purpurogenum okarakterizirani kao proizvodaci litickih enzima sa
sposobnoscu razgradnje stanicnih stijenki (De Cal i sur., 1995.). Kursa i sur. (2022.) su proveli
istrazivanje bioloskog suzbijanja patogena F. sporotrichioides biljnim ekstraktima te su
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prikazali znacajne rezultate inhibicije rasta gljive u koncentracijama ekstrakta stolisnika od 20
%. Takoder, ekstrakti kadulje i mavrice pokazali su najjaCe antifungalno djelovanje u supresiji

ciljane gljive F. sporotrichioides.

Slika 2.3. Simptomatologija vrste Fusarium sporotrichioides: trulez korijena soje (A) (foto:
Abdelmagid i sur., 2020); venuce presadnica suncokreta (B) (foto: Mathew i sur., 2010); palez klasa
pSenice (C) (foto: Birrisur., 2020); nekroza lista (D) i ploda (E) crnoplodne aronije (foto: Martinko
2023. - neobjavljeno).
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3. Materijali i metode
3.1. Podrijetlo kore cimeta i izolata

Kako bi se testirao ucinak ekstrakta kore cimeta, nabavljen je ekoloski cimet u prahu
vrste Cinnamomum zeylanicum (Trgovina Farma. 1, Zagreb, Hrvatska.). Prah cimeta je prosijan
kroz sito kako bi se dobila homogena struktura u svrhu provodenja ravnomjerne ekstrakcije.
Pripremljeni prah cimeta uskladiSten je na 4 °C do ponovne upotrebe.

Za provedbu pokusa, koristen je izolat patogene gljive F. sporotrichioides koja je
izolirana iz lista crnoplodne aronije i ¢uva se u zbirci Zavoda za fitopatologiju na Sveucilistu u
Zagrebu, Agronomskom fakultetu. Gljiva je molekularno identificirana konvencionalnom PCR
metodom do razine vrste i sekvencirana u tvrtci Macrogen Europe (Amsterdam, Nizozemska)
(K. Martinko — osobna komunikacija).

3.2. Provodenje ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i priprema
koncentracija ekstrakta

U svrhu provedbe pokusa, odvagano je 10 g praha cimeta i pomijeSano s 100 ml sterilne
destilirane vode kako bi se provela ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom. U svrhu uklanjanja
povrsinske napetosti, u otopinu vode i praha aplicirano je 0,01 % surfaktanta (Tween 80)
(Sigma — Aldrich, SAD).

Prema modificiranoj metodi Anal i sur. (2012.), provedena je ekstrakcija koristenjem
vode kao otapala i ultrazvuéne kadice (Emag Emmi D21, Njemacka) pri uvjetima od 80 W i 40
kHz u trajanju od 60 min na 50 °C. Dobiveni vodeni ekstrakt centrifugiran je na 10 000 rpm u
trajanju 5 min nakon ¢ega je odvojen od taloga.

Ekstrakt kore cimeta koriSten je u rasponu koncentracija (1 %, 3 %, 5 %) odredenom na
temelju preliminarnih pokusa i pregleda literature sto je ekvivalentno koncentracijama 10 mg
mL?, 30 mg mLti 50 mg mL. Na temelju faktora razrjedenja, izra¢unat je volumen ekstrakta
za svaku testnu koncentraciju koji je potrebno dodati u volumen PDA supstrata (50 °C)
dostatnog za izlijevanje svake varijante u pokusu.

3.3. Testiranje antifungalnog ucinka ekstrakta

Testiranje antifungalnog ucinka vodenog ekstrakta kore cimeta provedeno je
koristenjem modificirane metode poison food prema Qadoos i sur. (2016.).

Na prethodno izliven PDA supstrat nacijepljena je vrsta F. sporotrichioides pomoéu
micelarnog diska (@ 5 mm) i postavljena na inkubaciju u termostat u trajanju 7 dana, na 24 °C,
u mrak. Vodeni ekstrakt kore cimeta je apliciran u otopljeni i djelomi¢no ohladeni PDA supstrat.
Nakon dodavanja ekstrakta u PDA supstrat, sadrzaj tikvice je mijeSan kako bi se ekstrakt
ravnomjerno raspodijelio unutar podloge. Otopina je ravhomjerno izlivena u plasti¢ne sterilne
petrijevke (@ 8,5 cm) u odredenom broju repeticija.
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Iz 7 dana starih kultura gljive F. sporotrichioides izrezani su micelarni diskovi (@ 5 mm)
pomocu kruznog sjekaca. Micelarni diskovi su postavljeni u srediSte petrijevki koje sadrze;
izlivenu hranjivu podlogu s ekstraktom u odredenom rasponu koncentracija (test petrijevke) i
hranjivu podlogu bez ekstrakta (kontrolne petrijevke) na nacin da je strana s micelijem
postavljena na supstrat. Tako nacijepljene petrijevke, inkubirane su u klima komori na 24 °C, u
mrak. Pokus je postavljen u Cetiri varijante i pet repeticija. U pokusu je koriSteno 15 test i pet
kontrolnih petrijevki tj. ukupno 20 petrijevki.

Shematski prikaz pokusa in vitro prikazan je slikom 3.1.

——l

Prah kore cimeta Vodena otopina Ekstrakcija potpomognuta o
kore cimeta ultrazvukom

(
(1]

[
1'

[1{e]r
Qi

Centrifugiranje ' \ ——
ekstrakta

Izlijevanje hranjive

Aplikacija ekstrakta u lzrezivanje i nacjepljivanje micelarnog diska
podloge (PDA)

hranjivu podlogu patogena F. sporotrichioides

=
Il I‘

|
I

Qcitavanje rezultata radunalnim
programom Image J

Slika 3.1. Shematski prikaz provedbe testiranja antifungalnog ucinka ekstrakta kore cimeta na
patogenu gljivu Fusarium sporotrichioides u uvjetima in vitro (izrada sheme — BioRender).
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3.3.1. Mikroskopska analiza ucinka ekstrakta na mikrostrukture patogena

Ucinak vodenog ekstrakta kore cimeta na mikrostrukture patogena F. sporotrichioides
istrazen je prema modificiranoj metodi Déné i Valiuskaité (2021.) pomocu svjetlosnog
mikroskopa (Olympus, Japan) i stereomikroskopa (Olympus, Japan).

U svrhu kvantifikacije ucinka ekstrakta na mikrostrukture gljive, izradeni su
mikroskopski preparati koji sadrZe hife patogena iz kontrolne petrijevke te hife patogena iz
testnih varijanti s koncentracijama ekstrakta u hranjivoj podlozi, a zapaZene strukturne
promjene su fotografirane. Temeljem uocenih strukturnih promjena na hifama patogena,
kvantificiran je antifungalni ucinak ekstrakta. Osim hifa, na isti nadin su analizirane spore
patogena. Mikrostrukture su prije mikroskopije obojane plavim laktofenolom.

3.3.2. Fitokemijski testovi

Koristenjem vodenog ekstrakta kore cimeta, provedena su fitokemijska testiranja kako
bi se odredilo prisustvo sadrzaja antifungalnih spojeva u ekstraktu.

Fitokemijski testovi za dokazivanje prisustva flavonoida, tanina, fenola, kinona prema
Parisa i sur. (2019.), alkaloida prema Adarsh i sur. (2020.) i terpenoida prema Pandey i sur.
(2014.) provedeni su na nacin da su vodenom ekstraktu kore cimeta dodani odredeni reagensi,
a prisustvo ili odsustvo spojeva odredeno je temeljem pojave odredene kemijske reakcije.

3.3.3. Ocitanje rezultata pokusa

Fotografiranjem test i kontrolnih petrijevki nakon 7 dana, provedeno je ocitanje
rezultata pokusa, a fotografije su obradene racunalnim programom ImageJ (Schneider i sur.,
2012.) prema modificiranoj metodi Guzman i sur. (2014.). Na temelju srednjih vrijednosti (cm;)
povrsine micelija gljive F. sporotrichioides, izracunat je indeks inhibicije (%) i kvantificiran
antifungalni u¢inak vodenog ekstrakta kore cimeta.

3.3.4. Statisticka analiza rezultata

Rezultati testiranja antifungalnog ucinka vodenog ekstrakta kore cimeta predstavljeni
su srednjim vrijednostima i standardnim odstupanjima. Podatci koji odgovaraju normalnoj
distribuciji, analizirani su jednosmjernom analizom varijance (One Way ANOVA), a razlike
izmedu tretmana su evaluirane Tukey testom (p <0,05) (Tukey, 1949.) u statistickom programu
SPSS, verzija 27 (IBM SPSS Statistics IBM, Corp., New York, NY, 2023.).
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4. Rezultati istrazivanja
4.1. Reuzultati testiranja antifungalnog ucinka ekstrakta

Rezultati testiranja antifungalnog ucinka razli¢itih koncentracija vodenog ekstrakta kore
cimeta na patogenu gljivu F. sporotrichioides, usporedno s kontrolnom varijantom bez
ekstrakta, prikazani su tablicom 4.1. i slikom 4.1.

Rast micelija gljive zabiljeZen je na svim varijantama koje sadrze testirane koncentracije
ekstrakta. Na hranjivom mediju koji sadrzi 1 % ekstrakta, rast gljive inhibiran je za 3,1 %, dok je
na hranjivim podlogama koje sadrze 3 % i 5 % rast inhibiran za 10,4 % i 70 % u usporedbi s
kontrolnom varijantom.

Srednje vrijednosti povrSine micelija patogena F. sporotrichioides znafajno su smanjene
u testnim varijantama s koncentracijama ekstrakta 3 % i 5 % u odnosu na srednje vrijednosti
kontrolne skupine (p <0,05, Tukey test). Srednje vrijednosti povrSine micelija patogena na
hranjivoj podlozi s 1 % ekstrakta nisu statisticki znacajne u usporedbi sa srednjim vrijednostima
kontrolne skupine prema Tukey testu (p <0,05).

Tablica 4.1. Antifungalni ucinak ekstrakta kore cimeta na povrSinu rasta micelija patogena
Fusarium sporotrichioides nakon 7 dana.

Kontrola Test
C (%) 0% + F.s. 1%+ F.s. 3%+F.s 5% + F.s.
X (cm2) £ SD 57,5+0,3° 55,7+ 0,82 51,5+ 3,5° 17,2+ 1,9¢
| (%) 0% 3,1% 10,4 % 70 %

*razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti unutar raspona koncentracija (Tukey test, P
<0,05).
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Kontrola

Slika 4.1. Prikaz antifungalnog ucinka vodenog ekstrakta kore cimeta na micelarni razvoj
patogena Fusarium sporotrichioides u usporedbi s kontrolom nakon 7 dana.
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4.1.1. Rezultati mikroskopske analize ucinka ekstrakta na mikrostrukture
patogena

Patogen F. sporotrichioides pokazao je micelarne morfoloske promjene tijekom rasta
na hranjivoj podlozi s najviSom testiranom koncentracijom vodenog ekstrakta kore cimeta (5
%) nakon 7 dana.

Mikroskopskom analizom utvrdene su morfoloSke promjene hifa i promjene u
produkciji spora patogena u usporedbi s kontrolnom varijantom. Hife patogena pokazuju
deformacije, sakupljanje, vakuolizaciju i istjecanje sadrZaja iz pojedinih fragmenata hife te
nekrozu u odnosu na kontrolne hife koje su turgi¢ne i pravilne. Prodiranje boje u odredenim
fragmentima hifa je intenzivnije nego u ostalim $to ukazuje na propusnost odredenih dijelova
zbog cega hife izgledaju prazno. Takoder, uocena je promjena boje (blijedenje) micelija s
poviSenjem koncentracije ekstrakta (Slika 4.1.).

Mikrografije koje prikazuju antifungalni ucinak ekstrakta kore cimeta na hife patogena
F. sporotrichioides, prikazane su slikom 4.2., a promjene u sporulaciji prikazane su slikom 4.3.

Slika 4.2. Prikaz ucinka ekstrakta kore cimeta (5 %) na hife patogena Fusarium sporotrichioides
nakon 7 dana: (A) hifa iz kontrolne varijante; (B-D) deformacije hifa patogena: neravnomjerna
obojenost laktofenolom koja upucduje na istjecanje sadrzaja hifa (crvene strelice); vakuolizacija
sadrZaja hifa (bijele strelice), uvijanje i urusavanje hifa (crne strelice).
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Slika 4.3. Prikaz ucinka ekstrakta kore cimeta (5 %) na produkciju spora patogena Fusarium
sporotrichioides nakon 7 dana: (A) produkcija makrokonidija (crvene strelice) i mikrokonidija
(plave strelice) na kontrolnoj varijanti bez ekstrakta; (B) izostanak produkcije mikrokonidija i
razvoj makrokonidija na podlozi s 5 % ekstrakta.

4.1.2. Rezultati fitokemijskih testova

Rezultati fitokemijskih testiranja dokazali su da u vodenom ekstraktu kore cimeta su
prisutni: flavonoidi, tanini, fenoli, terpenoidi, alkaloidi i kinoni (Slika 4.4.).

U prisutnosti terpenoida dolazi do pojave crvenog percipitata, dok u prisutnosti
flavonoida, dodatkom reagensa ekstrakt poprima crvenkasto narancasto obojenje u
alkoholnom sloju. Test prisustva tanina rezultira tamno smedim do crnim obojenjem otopine
ekstrakta, a ispitivanje kinona dovodi do tamnocrvenog obojenja otopine ekstrakta. Crveno
zamucdena otopine potvrduje sadrzaj alkaloida u testiranom ekstraktu.

e

kontrola flavonoidi terpenoidi alkaloidi kinoni tanini

Slika 4.4. Prikaz rezultata provedenog fitokemijskog testiranja vodenog ekstrakta kore cimeta
na prisustvo antifungalnih spojeva u usporedbi s kontrolom (ekstraktom bez dodatka
reagensa).
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5. Rasprava

Testiranjem ucinka vodenog ekstrakta kore cimeta metodom poison food u uvjetima
in vitro, potvrden je fungistatski ucinak na rast i razvoj fitopatogene gljive F. sporotrichioides
nakon 7 dana.

Na hranjivim podlogama s ekstraktom apliciranim u testnom rasponu koncentracija (1
%, 3 % i 5 %), zabiljeZzena je inhibicija micelarnog rasta gljivicnog patogena. Inhibicija rasta
gljive na 1 % ekstrakta nije znacajna (3,1 %), dok je rast gljive na visim koncentracijama (3 % i
5 %) znacajno inhibiran (10,1 % i 70 %) u usporedbi s kontrolnom skupinom (Tablica 1.). Na
najvisoj testnoj koncentraciji (5 %), rast vrste F. sporotrichioides supresiran je gotovo sedam
puta vise u odnosu na rast na 3 % ekstrakta u podlozi. O inhibitornom ucinku vodenog
ekstrakta kore cimeta toksigenih vrsti roda Fusarium izvjestili su Mvuemba i sur. (2009.) gdje
je metodom poison food inhibiran rast patogena F. sambucinum za 31 % nakon trodnevnog
rasta na 5 % ekstrakta. Carmello i sur. (2022.) potvrdili su znacajan antifungalni ucinak 5 % -
tnog vodenog ekstrakta kore cimeta metodom poison food na dva soja vrste F. oxysporum f.
sp. lycopersici gdje je rast jednog soja inhibiran za 31 %, a drugog za 36 % u uvjetima in vitro.
Autori istog rada zabiljezili su znacajnu redukciju spora patogena na koncentraciji od 5 %.
Interesantni su rezultati Kowalska i sur. (2020.) koji su takoder potvrdili znacajan ucinak
vodenog ekstrakta kore cimeta na rast micelija Botrytis cinerea sa zabiljezenom inhibicijom od
54 %, gdje je ekstrakt primijenjen u koncentraciji od 0,5 %, tj. inhibiran je za 81 % kada je
aplicirano 1 % ekstrakta u uvjetima in vivo nakon 6 dana. Usporedujuéi rezultate drugih
istrazivanja, Cini se da je protugljivicni potencijal vodenog ekstrakta kore cimeta selektivan
prema vrsti ili soju patogena (Carmello i sur., 2022.), Sto pokazuje vecu sloZzenost u nacinu
djelovanja aktivnih spojeva cimeta. Osim na fitopatogene vrste, postoje istraZivanja (sinergi o
znacajnim antimikoti¢kim ucincima vodenog ekstrakta cimeta na humane bakterije u
dentalnoj medicini.

S porastom koncentracije ekstrakta cimeta u hranjivoj podlozi, u ovom istrazivanju
zabiljezen je gubitak ruZi¢astog pigmetna gljive (Slika 4.1.). Povezanost izmedu gubitka
micelarnog crvenog pigmenta gljiva Fusarium sp. i produkcije toksina predlozili su Duarte i sur.
(2003.) u svom istrazivanju, premda napominju da navedena korelacija mozZe ovisiti o vrsti i
soju patogena. Zanimljivo je da crvena pigmentiranost vrsti roda Fusarium ovisi o produkciji
pigmenta aurofusarina (Sorensen i sur., 2012.) koji je ujedno znacajan mikotoksin (Westphal i
sur.,, 2018.). Premda nije zabiljezena potpuna inhibicija micelija gljive ni na najviSoj
koncentraciji (5 %), zamijeéen gubitak crvenog pigmenta patogena mogucée dovodi i do
redukcije mikotoksina $to je znacajnije za supresiju toksikogene gljive F. sporotrichioides. U
korist ovoj pretpostavci svjedoci istrazivanje Xing i sur. (2014.) u kojem je ulje cimeta gotovo
u potpunosti (94 %) degradiralo mikotoksin (fumonisin) kojeg dominantno proizvode vrste F.
verticillioides i F. proliferatum.

Zabiljezeni antifungalni ucinci ekstrakta kore cimeta pripisuju se fitokemijskim
spojevima cimeta. Prisutnost ili odsutnost razli¢itih fitokonstituenata, tj. tanina, saponina,
flavonoida i terpenoida otkriveni su fitokemijskim metodama probira s razli¢iti kemijskim
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reagensima (Adarsh i sur., 2020.). Provodenjem fitokemijskih testova u ovom istrazivanju
potvrdeno je prisustvo spojeva kao $to su tanini, flavonoidi, terpenoidi, alkaloidi, kinoni, a
navedeni rezultati su u skladu s rezultatima istraZivanja iz pregleda literature (Pandey i sur.,
2014.; Parisa i sur., 2019.; Adarsh i sur., 2020.). Mnoga istrazivanja, antifungalno djelovanje
ekstrakta cimeta u inhibiciji gljiva Fusarium sp., pripisuju prisutnosti spojeva cinamaldehida
(Gende i sur., 2008.; Carmello i sur., 2022.), cimetne kiseline i eugenola (Ranasinghe i sur.,
2002.; Carmello i sur., 2022.) uz sinergisti¢ko djelovanje s drugim navedenim fitokemijskim
spojevima (Carmello i sur., 2022.).

U ovom istradivanju, aktivnost ekstrakta kore cimeta je zabiljezena bududi da su
pogodeni morfoloski atributi patogena (inhibicija rasta micelija i gubitak pigmenta). Osim
makroskopskih promjena, svjetlosnom mikroskopijom uodene su znacajne deformacije hifa
vrste F. sporotrichioides nakon sedmodnevnog rasta na najviSoj koncentraciji ekstrakta (5 %).
Utvrdeno je istjecanje sadrzaja hifa, vakuolizacija sadrzaja te uvijanje i urusavanje hifa, dok su
hife na kontrolnoj varijanti bile potpune, turgi¢ne i pravilne. Dobiveni rezultati ucinka na
mikrostrukture patogena su u skladu s istrazivanjem Carmello i sur. (2022.) ¢iji rezultati
pokazuju slicne ucinke ekstrakta kore cimeta na morfoloske karakteristike hifa Fusarium
oxysporum, takoder na koncentraciji od 5 %.

Osim morfoloskih promjena na hifama, zamijeéeno je smanjenje sporulacije i promjena
u produkciji tipova konidija. Nakon 7 dana, na kontrolnoj varijanti bez ekstrakta, gljiva je
producirala oba tipa konidija (makrokonidije i mikrokonidije). Na podlozi koja je sadrzavala 5
% ekstrakta, (usprkos smanjenju sporulacije) zapaZena je produkcija samo jednog tipa konidija
— makrokonidija (Slika 4.3., B). Ovu situaciju je potrebno detaljnije istraziti.

Dobiveni rezultati istrazivanja u uvjetima in vitro sugeriraju da vodeni ekstrakt kore
cimeta u nizim koncentracijama 3 % i 5 % pokazuju ucinkovit u¢inak na rast patogene gljive F.
sprotrichioides Sto sugerira karakteristije potencijalnog sredstva za bioloSko suzbijanje
fitopatogenih gljiva osobito toksigenih gljiva roda Fusarium. Potrebna su dodatna istraZivanja
ovog ekstrakta u uvjetima in vivo na navedenog gljivicnog patogena kako bi se utvrdila
ucinkovitost prilikom aplikacije spoja u interakciji biljka-patogen, ali i u uvjetima in vitro
aplikacijom na plodove u uskladistenim prostorima u svrhu potencijalne inhibicije produkcije
mikotoksina toksigenih gljiva.
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6. Zakljucak

Na temelju dobivenih rezultata, postavljene hipoteze se mogu verificirati na sljedeci
nacin:

1) Testiranjem ucinka ekstrakta kore cimeta na fitopatogenu gljivu F. sporotrichioides u
uvjetima in vitro, ekstrakt pokazuje znacajan fungistatski ucinak. Micelij gljive je znacajno
inhibiran na hranjivoj podlozi s 5 % ekstrakta Sto je gotovo sedam puta viSe u odnosu na
znacajno smanjenje rasta gljive na podlozi s 3 % ekstrakta (10,4 %), zbog Cega se prva hipoteza
(H1) prihvaca.

2) Analizom ucinka ekstrakta kore cimeta na mikrostrukture patogena F
sporotrichioides utvrdene su znacajne morfoloSke promjene micelija u vidu promjene obojenja
(blijedenje), promjene u sporulaciji te deformacije hifa (sakupljanje, vakuolizacija i istjecanje
sadrZaja hifa) nakon rasta na najvisoj testnoj koncentraciji (5 %) ekstrakta, zbog €ega se druga
hipoteza (H2) prihvaca.

3) Ispitivanjem vodenog ekstrakta kore cimeta na prisustvo fitokemijskih spojeva s
antifungalnim ucinkom nakon ekstrakcije potpomognute ultrazvukom, dokazano je prisustvo
fitokemijskih spojeva (flavonoidi, tanini, fenoli, terpenoidi, alkaloidi i kinoni) s antifungalnim
ucinkom, zbog Cega se treca hipoteza (H3) prihvaca.
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Zivotopis

Eni MioC rodena je 28. svibnja 2001. godine u Livnu. Srednju Skolu, Opéu Gimnaziju,
zavrsava takoder u Livnu te upisuje preddiplomski studij (BS) Fitomedicina 2020. godine na
Agronomskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Stru¢nu praksu obavlja na Agronomskom
fakultetu Sveucilista u Zagrebu na Zavodu za fitopatologiju stjecanjem vjestina i znanja u
laboratoriju, gdje kroz rad razvija poseban interes za fitopatolos$ka istrazivanja u uvjetima in
vitro. Koristi se engleskim (razumijevanje: stupanj C1, govor: stupanj C1, pisanje: stupanj C1) i
njemackim jezikom (razumijevanje: stupanj A2, govor: stupanj A2, pisanje: stupanj A2).
Tijekom Skolovanja, bavi se raznim sportovima (individualni i timski) i volonterskim radovima,
uz sudjelovanje na sportskim natjecanjima s osvojenim medaljama.

37



