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POVZETEK

Krompir je ena pomembnejSih kulturnih rastlin, ki se med rastjo in skladis¢enjem lahko okuzi z raznimi
bakterijami, glivami, ali ga napadejo razni Skodljivci. Vse to lahko povzroéi manjsi pridelek ali pa

manj$o odkupno ceno krompirja na trgu.

Glavni namen raziskovalne naloge je bil raziskati ali lahko najpogostejsi bolezni krompirja,
krompirjevo plesen in krastavost, zatiramo s pomocjo ekstraktov pripravljenih iz invazivnih tujerodnih
rastlin, ki tako ali tako predstavljajo v okolju problem in jih Zelimo izkoreninjati 0z. omejevati v njihovi
razrasti. Tako bi ubili dve muhi na en mah. Zaradi invazivnih rastlin se biotska pestrost v naSem okolju
manjSa, nekatere so celo strupene ali alergene, iz okolja pa jih je zaradi hitrega razmnoZevanja in
odpornosti proti tukajsnjim skodljivecem ter boleznim, skoraj nemogoce izkoreniniti. Pri raziskovanju
smo uporabili invazivne rastline kot so ambrozija, japonski dresnik, kanadska zlata rozga in zlezava

nedotika.

Prakti¢ni del smo priceli z nabiranjem invazivnih tujerodnih rastlin v nasi okolici. Rastline smo posusili
in posamezne rastlinske dele oziroma rastlinske droge (listi, cvetovi, korenine, stebla) zmleli. Pripravili
smo ekstrakte, kjer smo uporabili dve topili, etanol in hladno destilirano vodo. Z okuZenega
krompirjevega gomolja s krompirjevo krastavostjo in krompirjevo plesnijo, smo odvzeli brise in jih dali
na primerno gojisce. Bolezen krastavost povzroca bakterija Streptomyces scabies (S. scabies), zato smo
jo nacepljali na PCA gojis¢e. Povzroditelj krompirjeve plesni pa je oomiceta Phytophthora infestans (P.
infestans), katero smo nacepljali na krompirjev agar. Glede na morfoloSke lastnosti kultur in z
opazovanjem pod mikroskopom smo dolo¢ili, da delamo res z Zeljenima kulturama. Z metodo
difuzijskega antibiograma smo opazovali antibioti¢ne in antimikoti¢ne ucinke ekstraktov izbranih

invazivnih rastlin na izbrani povzrociteljici bolezni pri krompirju.

Celotno raziskavo smo opravili v Solskem mikrobioloskem laboratoriju. V raziskovalni nalogi smo
izvedli difuzijske antibiograme s petindvajsetimi razli¢no pripravljenimi ekstrakti rastlinskih drog
invazivnih rastlin. Z raziskavo smo dokazali, da na bakterijo S. scabies, povzrociteljico krastavosti pri
krompirju, enako ucinkovito zaviralno delujejo etanolni in vodni ekstrakti iz korenin japonskega
dresnika, nato iz listov japonskega dresnika in korenin zlezave nedotike in ambrozije. Na oomiceto P.
infestans, povzrociteljico krompirjeve plesni, pa najbolj zaviralno delujejo samo etanolni ekstrakti
stebla ambrozije, korenin japonskega dresnika, korenin Zlezave nedotike ter stebla Zlezave nedotike.
Zaviralni u¢inki ekstraktov na S. scabies so bili vidni pri vodnih kot pri etanolnih ekstraktih, z razliko

od P. infestans, kjer vodni ekstrakti niso imeli zaviralnega ucinka.

Klju¢ne besede: okuzbe krompirja, krompirjeva plesen, Phytophthora infestans, krastavost, Streptomyces scabies,
invazivne tujerodne rastline, naravni antibiotiki, naravni antimikotiki, difuzijski antibiogram
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ABSTRACT

Potatoes are one of our most important crops, but during growth and storage they can become infected
by various bacteria, fungi or pests. All this can lead to lower yields or a lower farm gate price for
potatoes on the market.

The main objective of the research was to investigate whether the most important potato diseases, potato
blight and potato scab, can be controlled by using extracts prepared from invasive non-native plants.
Invasive plants are reducing the biodiversity of our environment, some of them are even toxic or
allergenic, and they are almost impossible to eradicate from the environment due to their rapid
reproduction and their resistance to local pests and diseases. We have used Ragweed, Japanese

knotweed, Canadian goldenrod and Impatiens glandulifera in our research.

We started the practical part by collecting invasive non-native plants in our surroundings. The plants
were dried and the individual plant parts or plant drugs (leaves, flowers, roots, stems) were ground.
Extracts were prepared using two solvents: ethanol and cold distilled water. Potato tubers infected with
potato scab and potato blight were swabbed and placed on a suitable medium. The scab disease is caused
by Streptomyces scabies (S. scabies) and was inoculated on PCA medium. Potato blight is caused by
the oomycete Phytophthora infestans (P. infestans), which was inoculated on potato agar. Based on the
morphological characteristics of the cultures and by observation under a microscope, we determined
that we were indeed working with the desired cultures. The antibiotic and antimycotic effects of the

extracts of the selected invasive plants were observed using the diffusion antibiogram method.

The entire study was carried out in the school's microbiology laboratory. In the research work, diffusion
antibiograms were performed with twenty-five differently prepared extracts of plant drugs from
invasive plants of ragweed, Japanese knotweed, Solidago canadensis and Impatiens glandulifera. We
have shown that ethanol and aqueous extracts of Japanese knotweed roots, followed by Japanese
knotweed leaves and glandular ryegrass roots, have equally effective inhibitory effects on S. scabies,
the causal agent of potato scab. However, the most inhibitory effects on the oomycete P. infestans, the
causal agent of potato blight, are observed with ethanolic extracts of ragweed stems, Japanese knotweed
roots, glandular ryegrass roots and glandular ryegrass stems. The inhibitory effects on S. scabies were
different for both aqueous and ethanolic extracts, in contrast to P. infestans where aqueous extracts had

no inhibitory effect.

Keywords: potato infections, potato blight, Phytophthora infestans, Streptomyces scabies, invasive non - native

plants, natural antibiotics, natural antimycotics, diffusion antibiogram
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1 UVOD

Invazivne tujerodne rastline (invazivke) v ekosistemu predstavljajo velik problem. Clovek jih je v nase
okolje prinesel namenoma kot gospodarske rastline, ali tudi ne namenoma, s turizmom in prometom.
Ker v novem okolju tujerodne rastline nimajo naravnih sovraznikov, se lahko hitro Sirijo in izpodrivajo

domace rastline. S tem ogrozajo domaco biotsko pestrost (Invazivne tujerodne vrste rastlin in zivali, 13.
2. 2025).

Krompir med skladis¢enjem lahko okuzijo razne bakterije ali glive, za katere se takrat ustvarijo primerni
pogoji za razmnozevanje. Velikokrat je vzrok za nastanek bolezni previsoka vlaznost. Veliko okuzb
lahko krompir dobi Ze med rastjo na njivi. Nekatere bolezni zmanjSujejo koli¢ino pridelka, nekatere pa
le zmanjsujejo ceno krompirja na trgu zaradi izgleda. V obeh primerih pa bolezni krompirja povzrocijo

ekonomsko skodo pridelovalcu krompirja (Jenko, 2022).

Namen raziskovalne naloge je bil preuditi u¢inkovitost vodnih in alkoholnih ekstraktov nekaterih
invazivnih rastlin, za zatiranje dveh pogostih bolezni krompirja — krastavosti in krompirjeve plesni.
Krastavost povzroca bakterija Streptomyces scabies (S. scabies), krompirjevo plesen pa oomiceta
Phytophthora infestans (P. infestans). Za izdelavo ekstraktov smo uporabili razli¢ne dele rastlin

ambrozije, japonskega dresnika, kanadske zlate rozge in Zlezave nedotike.

V teoreti¢nem delu smo predstavili sploSne znaéilnosti bakterij in gliv ter bolj natan¢no opisali bakterijo
S. scabies in oomiceto P. infestans. Predstavili smo glavne znaéilnosti ambrozije, japonskega dresnika,
kanadske zlate rozge in Zlezave nedotike ter nekaj splo$nih lastnosti tujerodnih invazivnih rastlin.
Teoreti¢no smo opisali tudi difuzijski antibiogram, s katerim smo v raziskovalni nalogi dokazovali

antimikrobne uginke izbranih invazivnih rastlin.

Prakti¢ni del raziskovalne naloge smo zaceli z iskanjem in nabiranjem invazivnih rastlin v nasi okolici.
Nabrali smo liste, stebla, cvetje in korenine in jih posusili. 1z krompirja smo poskusili izolirati ¢im ve¢
za krompir patogenih mikroorganizmov. Uspe$no smo izolirali bakterijo S. scabies in oomiceto P.
infestans. Obe smo nacepili vsako na svoje izbrano gojisce in ju inkubirali. Oomiceto smo uspesno

nacepili in kultivirali na krompirjev agar z dodanim antibiotikom, bakterijo pa na PCA gojisce.

Z metodo difuzijskega antibiograma smo ugotavljali ali/ in kateri deli nabranih invazivnih rastlin imajo
antibioti¢ni ali antimikoti¢ni wucinek, pri zaviranju rasti izoliranih za krompir patogenih
mikroorganizmov. Z metodo ekstrakcije trdno - tekoc¢e smo pripravili etanolne in vodne ekstrakte delov

rastlinskih drog invazivnih rastlin.
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Nas cilj je bil ugotoviti, ali naravne spojine teh invazivnih rastlin lahko zavirajo rast omenjenih
patogenov. S tem bi lahko invazivne rastline dobile koristno vlogo pri zatiranju bolezni krompirja, ki

kmetom prinasa veliko tezav.

Ze narejene raziskave v laboratoriju kaZejo, da invazivne rastline celo zaviralno delujejo na kalitev
dolocenih semen oziroma na rast rastlin. Japonski dresnik zavira kalitev semen ajde (Hrovat, 2023) in
rast ¢ebule in drugih rastlin (Osolnik, 2017). Zlezava nedotika zaradi alelopatskih aktivnosti zaviralno

vpliva na kalitev oljne ogrscice in bele gorjusice (Misic, 2022).

Dokazano je, da nekatere invazivne rastline vsebujejo bioaktivne spojine, ki delujejo antibioti¢no in
antimikoti¢no. Japonski dresnik (Fallopia japonica) vsebuje resveratrol, emodin in polidatin, ki
delujejo antibakterijsko in antimikoti¢no. Te spojine zavirajo rast bakterij Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli in drugih mikroorganizmov (Cucu in sodel.,
2021). Preucili so, da vodni ekstrakti iz japonskega dreshika in kanadske zlate rozge delujejo proti
koloradskemu hro$¢u, ki velja za najpogostejSega Skodljivca krompirja. Pri japonskem dresniku je
smrtnost koloradskih hro$¢ev najveéja, Ce zatiramo Ze li¢inke. Tudi kanadska zlata rozga (Solidago
canadensis) ima $tevilne bioaktivne snovi, ki zavirajo rast bakterij in gliv. Dokazano je bilo, da vodni
ekstrakti kanadske zlate rozge zmanjsujejo okuzbo s krompirjevo plesnijo (Bergant, 2020). Zlezava
nedotika (Impatiens glandulifera) ima dokazane antibioti¢ne ucinke na bakterijo Staphylococcus
epidermidis (Krajnik, 2021).

In vivo raziskave so pokazale, da 46 %-ni etanolni izvledek rastlinske droge navadne zlate rozge
(Solidago virgaurea) zmanjsa vnetje tac pri artriti¢nih podganah. V klini¢ni raziskavi pa so bolniki z
okuzbami secil 33 dni trikrat dnevno jemali suhi izvlecek zeli navadne zlate rozge. Priblizno 10 %
bolnikov se po takem zdravljenju ni vec pritozevalo nad bole¢im, peko¢im ali oviranim uriniranjem.
Ugotovili so, da je bolj u¢inkovito zdravljenje z navadno zlato rozgo potrebno zdraviti vzporedno se z
antibiotiki. V tem primeru so tak$no dodatno zdravljenje bolniki ocenili kot u¢inkovito v 90 % kot

dobro oziroma zelo dobro (Kreft s sodel., 2013).
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2 DELOVNE HIPOTEZE

Pred zafetkom opravljanja prakti¢nega dela smo si postavili naslednje hipoteze.

e Pricakujemo, da bodo izbrane tujerodne invazivne rastline imele antibio¢ne in antimikoti¢ne
ucinke na rast bakterije S. scabies in na rast oomicete P. infestans.

e Domnevamo, da bodo vodni ekstrakti delovali slabse od ekstraktov z etanolom pri zaviranju
rasti bakterije S. scabies. in oomicete P. infestans.

e Predvidevamo, da se bodo najvecje inhibicijske cone pojavile pri izvleckih japonskega dresnika,
ker je pogosto v literaturi naveden, da ima antibakterijski u¢inek.

¢ Domnevamo, da bodo izvle¢ki iz koreninskih delov rastlin vseh izbranih invazivnih rastlin

najbolje uéinkovali na zaviranje rasti bakterije S. scabies in oomicete P. infestans.
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3 TEORETICEN DEL

3.1 BAKTERIJE

Bakterije so ubikvitarni enoceli¢ni mikroorganizmi, ki jih uvrs¢amo v domeno prokariontov. Lahko so
neskodljive ali patogene. Neskodljive bakterije so npr. del nase mikrobiote, katere del so lahko tudi
razni oportunisti. Oportunisti so bakterije, ki v manjsem $tevilu ne povzrodajo tezav. Ce pa se ti preveé

namnozijo, lahko povzrocijo nastanek bolezni pri organizmu.

Najpogosteje se delijo z nespolnim razmnozevanjem oz. S cepitvijo. Cepitev poteka z razdvojitvijo
vedje materinske celice na dve genetsko enaki, manjsi héerinski celici. Cas, ki je potreben za nastanek
dveh novonastalih celic iz ene vecje, imenujemo generacijski ¢as. Ta lahko traja med 15 in 25 minutami,
pri nekaterih bakterijah lahko traja tudi po ve¢ kot 24 ur. Héerinski celici nato rasteta individualno ali
pa ostaneta povezani skupaj bodisi z ostalimi celicami tvorita par, verizico ali grozd. Bakterije se med
seboj razlikujejo tudi glede na obliko celic. Delimo jih na kroglaste oz. koke, paliaste oz. bacile ter

zavite oz. spiralne bakterije.

Bakterijsko celico omejuje celi¢na stena iz peptidoglikana oz. mureina. Glede na sestavo in debelino
celi¢ne stene posameznih vrst bakterij, jih med seboj lahko razlikujemo na Gram + in Gram — bakterije.

Gramnegativne bakterije imajo tanjSo celi¢no steno kot grampozitivne (Orzen Adamic, Sernec, 2015).
3.1.1 Streptomyces scabies

S. scabies je patogena grampozitivna bakterija, ki pri dolo¢enih poljs¢inah, predvsem krompirju,

povzroca bolezen imenovano krastavost (Slika 1).

o

(lasten vir, 17. 12. 2024)
Bolezen se prenasa iz tal ali preko semen. Razvije se v zgodnji fazi rasti gomolja ali pa neposredno

prodre skozi povrhnjico gomolja. Zacetni simptomi bolezni so globoke luknjaste plitve lezije, ki so
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posledica programirane celi¢ne smrti v blizini okuZenih predelov. Lezije se razvijejo na gomoljih in so
okroglih oblik. Ce se te zdruZijo, razvijejo asimetriéne kraste. Bolezen negativno vpliva na pridelavo
krompirja, saj povzroca slabo kakovost semen. Okuzenost gomoljev vpliva na manjsi pridelek, manjsi

dobic¢ek kmetom ter ima negativen vpliv na gospodarstvo (Ismail idr. 2020).
3.2 GLIVE

Glive so organizmi, ki spadajo v domeno evkariontov, ki jih uvrs¢éamo v samostojno kraljestvo gliv.
Prehranjujejo se s ¢rpanjem organskih snovi iz okolja, zato sodijo med heterotrofne organizme. V naravi
se pojavljajo kot parazitske, saprofitske ali simbiontske glive. Lahko so enoceli¢ne, kamor uvr§¢amo
kvasovke, ali vecceli¢ne, med katere sodijo plesni in gobe. Plesni gradijo cevaste celice, ki tvorijo
razvejane niti oz. hife. Hife se med seboj povezujejo v mreZasto tvorbo imenovano micelij. Lahko
proizvajajo spolne ali nespolne spore oziroma trose. Spolni trosi so produkt zdruZitve dveh spolnih celic
in njihovih jeder, medtem ko nespolne trose tvori micelij z nespolnim razmnozevanjem. Celi¢no steno
imajo iz hitina. Glive, ki povzro¢ajo bolezni pri drugih organizmih imenujemo patogene glive (Orzen

Adamic, Sernec, 2015).
3.2.1 Oomicete

Oomicete ali “jajéne glive” so organizmi, ki jih uvr§¢éamo v kraljestvo protistov. Rod Oomyceta tvorijo
lo¢eno filogenetsko linijo glivam podobnih enoceli¢nih evkariontskih mikroorganizmov (MQ) znotraj
Stramenopiles. So nitasti in heterotrofni ter se lahko razmnoZujejo spolno kot nespolno. Prehranjujejo
se z absorpcijo hranilnih snovi iz tal, vode ali pa delujejo kot paraziti, ki za potrebe absorpcije vdirajo
v telo drugega organizma. Vseeno so jih Ze neko¢ zaradi podobne nitaste rasti in podobnega nacina
prehranjevanja uvrséali v kraljestvo gliv. Oomicete in ostale glive se predvsem razlikujejo v zgradbi
celi¢ne stene ter tvorbi hif. Glavna komponenta celine stene oomicet je celuloza in ne hitin, znacilen
za vetino gliv. Oomicetske hife so diploidne, medtem ko so hife ostalih gliv haploidne. Patogene

oomicete povzrocajo bolezni pri ¢loveku, rastlinah in ribah (Introduction to the Oomycota b. d.).
3.2.2 Phytophthora infestans

P. infestans je rastlinska patogena oomiceta in je povzrociteljica bolezni imenovane krompirjeva plesen.
Poleg krompirja okuzuje tudi Stevilne druge vrste rastlin, predvsem iz druzine razhudnikovk (npr.
paradiznik). Prvi simptomi bolezni so rumenorjave pege, ki se pojavijo na zgornji strani listov. Bolezen
se kasneje lahko razsiri $e na listne peclje, steblo, cvet, plod ter gomolj. Micelij P. infestans (slika 3) se
tvori v obolelih tkivih rastlinskih celic, od koder ¢rpa hranilne snovi za potrebe svojega metabolizma.
Ob deZevnem vremenu ali jutranji rosi je krompirjevo plesen mogoce prepoznati po snezno beli prevleki
na spodniji strani listov. To plesnivo prevleko tvorijo trosonosci in trosovniki (zoosporangiji). V primeru

okuzenega stebla se pojavijo temne pege, ki povzrocijo susenje rastline. Okuzen gomolj pa je mo¢
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prepoznati po sivorjavih, nekoliko udrtih pegah (slika 2), pod katerimi meso krompirja porjavi v obliki
rjastih meglic. Ko je enkrat gomolj okuzen, za¢nejo tkiva propadati in krompir zacne gniti. K samemu
gnitju velikokrat prispevajo tudi saprofitske bakterije. Gomolj se v primeru vlaznih tal spremeni v
kasasto gmoto (Macek, 1991).

Nastanek trosovnikov P. infestans je odvisen od relativne zraéne vlage ter temperature. Temperaturni
optimum je od 18 °C do 22 °C. Trosovniki se ne formirajo v primeru, ko je temperatura zraka manj$a
od 3°C ali visja od 26 °C. Tvorba trosovnikov zahteva tudi veliko zra¢ne vlaznosti. Najugodnejsa je
100 % relativna zra¢na vlaznost, pod 91 % pa tvorba le-teh ni ve¢ mogoca. Inkubacija oomicet in razvoj
prvih bolezenskih znakov traja tri do pet dni pri temperaturi med 18 °C in 22 °C. Bolezen se
najpogosteje pojavi v deZzevnih ter hladnih poletjih (Zajc, 2022).

Sika 4 prikazuje vstop P. infestans preko sporangijev v gostiteljski organizem, ki ga sprva ohranja
zivega. Ko se ta dovolj razsiri in namnozi, njegove hife prodrejo v endoderm (notranja plast rastlinske
skorje) gostitelja, kjer z izloCanjem encimov povzroéijo razgradnjo celi¢ne stene in posledi¢no propad
celic. P. infestans nato sporulira, saj za razliko od ostalih saprofitskih organizmov ni zmozen prezivetja

v odmrlem tkivu (Blatnik, 2023).

Slika 2: Gomolj okuzen s krompirjevo plesnijo
Slika 3: P. infestans pod 1000x povecavo

(lasten vir, 7. 1. 2025) .
(lasten vir, 7. 1. 2025)
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Slika 4: Zivljenjski cikel oomicet rodu Phytophthora

Vir: https://www.researchgate.net/figure/nfection-strategies-and-lifestyles-of-selected-oomycetes-a-Typical-
asexual_figl_277780639, 21. 2. 2025

3.3 INVAZIVNE RASTLINE

Invazivne tujerodne rastline so vse rastline, ki jih je ¢lovek v preteklosti prinesel od drugje v svoje,

domace okolje. Prinesel jih je kot okrasne rastline, hrana za Cebele, vir lesa in drugo, ne zavedajo¢ se,

kaksno $kodo bo ta rastlina lahko povzroc¢ila. Mnoge invazivke negativno vplivajo tudi na gospodarstvo

in zdravje ljudi. V Sloveniji poznamo priblizno 750 razli¢nih tujerodnih rastlin. Priblizno 10 % teh

rastlin je postalo invazivnih, kar pomeni, da so se zacele zelo hitro razmnozevati, izpodrivati, Skoditi in

ogrozati ekosisteme domorodnih avtohtonih rastlin. Nekatere invazivke so tudi strupene, moc¢no

alergene in agresivne. Lahko so zelo odporne in zato jih je zelo tezko izkoreniniti iz okolja. Semena se

Sirijo z vetrom, s ptici, po vodi, z mehanizacijo in drugo (Paulus, 2012).
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Ce invazivke ne zaénemo odstranjevati takoj, ko ta zagne rasti, nam bo to kasneje predstavljalo velik
ekoloski problem. Invazivke lahko odstranjujemo mehansko (puljenje, koSenje) ali kemicno (s
pesticidi). Ker tujerodne rastline v novem okolju nimajo naravnega sovraznika, bi tega morali naseliti
iz tujine, od koder rastlina izvira. To pomeni novo ekolo§ko tveganje za ogrozanje avtohtonih vrst.
Odstranjevanije invazivk ni nujno popolnoma uspesno. Ce se tega lotimo prepozno, rastlino lahko le e

omejujemo pri njenem $irjenju (Paulus, 2012).
3.3.1 Ambrozija

Ambrozija (Ambrosia artemisiifolia) je znana tudi pod imenom pelinolistna zvrklja, ki izhaja iz Severne
Amerike. V Sloveniji se najveé razra$¢a po Prekmurju ob cestah, Zeleznicah, njivah in poljskih poteh.
Sirjenje ambrozije je v zadnjih desetletjih postalo veliko vegje, kar povzrota §tevilne tezave v
kmetijstvu in zdravju ljudi (Rozman, 2016). Ambrozija je enoletna rastlina, ki zraste od 5 cm pa vse do
2 metra visoko (slika 5). Cveti od sredine julija do konca oktobra. Ambrozija se zelo hitro $iri, saj ena
rastlina lahko proizvede do 2500 semen, ki lahko ostanejo kaljiva tudi do 30 let. Semena lahko prenasajo
zivali ali potujejo po vodni povrsini. Prenesejo se tudi preko pnevmatik kmetijskih strojev ter z

izkopanim materialom (Rozman, 2016).

V Sloveniji je od leta 2010 predpisano obvezno zatiranje ambrozije, in sicer z zakonom o zdravstvenem
varstvu rastlin ter odredbo o ukrepih za zatiranje $§kodljivih rastlin iz rodu Ambrosia. V skladu s temi
predpisi so lastniki zemlji$¢ dolZni odstranjevati ambrozijo na vseh povrsinah, vklju¢no s kmetijskih in

nekmetijskih zemlji§¢ (Pelinolistna zvrklja ali ambrozija b. d.).

Ambrozija je izredno alergena rastlina, njen pelod lahko povzroci tezave kot so seneni nahod, vnetje
o¢i, astmo. Poleg tega ima tudi nekaj zdravilnih uc¢inkov. Neko¢ so zmeckane liste polagali na vneta
mesta pikov insektov. 1z posuSenih listov pa so si pripravljali ¢aj proti otekanju nog. Danes jo lahko

uporabljamo v obliki kapljic proti prebavnim tezavam (Skodljive rastline iz rodu Ambrosia b. d.).

b 7

Slika 5: Ambrozija

(lasten vir, 17. 9. 2024)
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3.3.2 Japonski dresnik

Japonski dresnik (Fallopia japonica) je invazivna tujerodna rastlina, ki izvira iz Vzhodne Azije. V
Evropo je bila prvi¢ prinesena kot okrasna rastlina, kasneje pa so jo uporabljali tudi za utrjevanje brezin
in preprecevanje erozije (Frajman, 2008). Cveti od konca julija do jeseni (slika 6). Ima izjemno razvejan
koreninski sistem. Sega ve¢ metrov v globino in §irino, kar mu omogoca prezivetje tudi v ekstremnih
razmerah. (Rozman, 2016). Rastlina se §iri s prevozom zemlje in kamenja, saj ima izjemno sposobnost
zrasti tudi iz zelo majhnih delov korenike. Najbolj mu ustrezajo vlazna in sonéna rasti$¢a predvsem ob
rekah in potokih. Uspeva tudi v polsenci in celo na zasenéenih gozdnih tleh. Danes ga najdemo povsod
po Sloveniji. Japonski dresnik velja za eno najbolj invazivnih rastlin v Evropi. Zaradi gostega
razra$Canja omejuje rast drugih rastlin, s ¢imer zmanjSuje biodiverziteto v domaéem okolju. Njegova
korenika lahko prodre skozi asfalt in celo poSkoduje temelje stavb, cest, jezov in nasipov, kar povzroca

visoke stroske vzdrzevanje infrastrukture (Prelovsek, 2012).

Ceprav velja za $kodljivo invazivko, ima japonski dresnik tudi koristne lastnosti. V/sebuje bioaktivne
snovi, kot sta resveratrol in emodin, ki imata antioksidativne, antibioti¢ne in antimikoti¢ne udinke. Ze
stoletja ga uporabljajo v tradicionalni kitajski medicini za zdravljenje razli¢nih bolezni. Ekstrakti iz
rastline se preucujejo tudi kot potencialna sredstva proti rakavim celicam. V kozmetiki se uporablja za
¢is¢enje neciste koze, saj naj bi uravnaval delovanje lojnic in pomagal pri odstranjevanju aken. Poleg
tega naj bi upocasnjeval staranje koze. Mlade poganjke rastline lahko uzivamo kot spomladansko

zelenjavo, podobno kot rabarbaro ali beluse (Rozman, 2016).

Slika 6: Japonski dresnik

(lasten vir, 17. 9. 2024)
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3.3.3 Kanadska zlata rozga

Kanadska zlata rozga (Solidago canadensis) izhaja iz Amerike. Zraste od 70- 210 centimetrov visoko.
Majhni rumeni cvetovi (slika 7), s stevilnimi koski se zdruzujejo v socvetja ter se na rastlini pojavijo

od sredine julija do oktobra (Rozman, 2016).

Razsirjena je po vsej Sloveniji in jo najdemo na redko koSenih travnikih, ob Zeleznicah in cestah ter ob
vodah in gozdnih robovih. Kjer se mo¢no razraste, ne izriva samo domorodnih rastlin, ampak tudi
zmanjSuje raznovrstnost opraSevalcev in zmanjSuje zivljenjski prostor nekaterih ogrozenih travniskih

ptic. Siri se predvsem s pomog&jo semen, ki jih prenasa veter, in z podzemnimi poganjki (Rozman, 2016).

Zdravilni del zlate rozge je njena zel (cveto¢ nadzemni del rastline). V farmaciji se pojavi v zdravilnem
¢aju za lajSanje blagih vnetij se€il. U¢inkovita naj bi bila tudi pri teZavah s prostato, pri revmi in raznih

koznih obolenjih. Nekoc¢ so kanadsko zlato rozgo uporabljali za hitrejSe celjenje ran (Mlinari¢ 2007) .

Slika 7: Kanadska zlata rozga

(lasten vir, 17. 9. 2024)
3.3.4 Zlezava nedotika

Zlezava nedotika (Impatiens glandulifera) izvira iz zahodne Himalaje

T R S Y Y T S Y AR SR D S

in je danes prisotna v Stevilnih evropskih drzavah. V Sloveniji se
najpogosteje pojavlja v severnem in severovzhodnem delu, ob
vodotokih, v mo¢virnih gozdovih in ob robovih travnikov, kjer mo¢no
vpliva na stabilnost brezin. Za uspevanje potrebuje vlazna tla, vendar
je obcutljiva na pozne pomladanske in zgodnje jesenske zmrzali. Zraste

lahko do dva metra visoko, njeni cvetovi so skrlatno obarvani (slika 8).

Je enoletnica, ki cveti med julijem in oktobrom (Rozman, 2016).
Slika 8: Zlezﬁva nedotika

(lasten vir, 17. 9. 2024)
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3.4 BARVANJE PO GRAMU

Barvanje po Gramu je metoda, ki omogoca lo¢evanje bakterij glede na zgradbo in debelino njihove
celicne stene. Lo¢imo grampozitivne in gramnegativne bakterije. Grampozitivne bakterije imajo ve¢
peptidoglikana in manj lipidov kot gramnegativne bakterije. Postopek barvanja po Gramu se zaéne z
barvanjem, pri katerem bakterije obarvamo s kristal vijoli¢nim barvilom, ki prodre v njihovo celi¢no
steno. Nato barvilo fiksiramo z dodatkom joda (Lugolovo raztopino), ki tvori stabilen kompleks z
barvilom in preprec¢i, da bi se barvilo hitro izpralo. Nato sledi razbarvanje z etanolom, kar pri
gramnegativnih bakterijah razgradi lipidno plast celi¢ne stene in omogoéi izpiranje barvila. Pri
grampozitivnih bakterijah dehidracija celi¢ne stene prepreci njegovo izpiranje, zato te ostanejo vijoli¢no
obarvane. Zadnji korak je kontrastno barvanje s fuksinom ali safraninom, ki gramnegativne bakterije

obarva rdece ali roza, medtem ko grampozitivne ohranijo vijoli¢no barvo (Herzenjak Stanko, 2011).
3.5 DIFUZIJSKI ANTIBIOGRAM

Difuzijski antibiogram je preprosta kvalitativna metoda za dolo¢anje ucinkovitosti delovanja
antibioti¢nih ali antimikoti¢nih snovi na rast izbrane izolirane biokulture. Na gojis¢e nanesemo
primerno skoncentrirano celi¢no suspenzijo Ciste biokulture. Suspenzijo nato s hokejko enakomerno
razmazemo po celotni povrSini goji§éa in nanj polozimo diske prepojene z izbranimi antibiotiénimi
ucinkovinami ekstraktov. Uc¢inkovine difundirajo v gojis¢e in potencialno preprecijo rast in
razmnozevanje izolirani Kulturi. Rezultat antibograma od¢itamo po inkubaciji, z merjenjem premera
nastalih inhibicijskih con oziroma obmoc¢ij, ki niso porastla z izolirano kulturo (slika 9) (Jereb, 2015).

Step 1 Step 2
Preparation of disk containing antibiotics samples Preparation of test bactenum culture

Step 3 Step 4
Place disk on the bactenum culture Measurement of the inhibiion zoncs' thickness

Slika 9: Difuzijski antibiogram

Vir fotografije: https://www.researchgate.net/figure/Disk-diffusion-method-with-
NPs_fig2 332522731, dostop 16. 2. 2025
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3.6 EKSTRAKCIJA POTENCIALNIH PROTIMIKROBNIH UCINKOVIN

Ekstrakcija je postopek, Kjer potencialne ucinkovine iz trdne ali tekoCe zmesi prenesemo v topilo.
Pridobljena zmes se imenuje ekstrakt. Poznamo ekstrakcijo tekoce- tekoce, kjer imamo raztopino, iz
katere s tekocino izoliramo neko snov. Pri ekstrakciji trdno- tekoce pa imamo snov v trdnem agregatnem
stanju, ki jo ekstrahiramo v topilu. Na hitrost ekstrakcije vplivajo temperatura, izbrano topilo, mesanje

in velikost delcev (Travica, 2020).

Pri ekstrakciji trdno- tekoce, kjer izoliramo potencialne mikrobne snovi iz rastline je pomembno, da
najprej rastlino posusimo in zmeljemo, da dobimo homogen vzorec. Topilo izbiramo glede na topnost
bioaktivnih snovi v topilu. Topilo lahko moc¢no vpliva na antimikrobno delovanje. Najve¢ ekstraktov je

narejenih z alkoholnimi topili, kjer malo dodane vode ekstrakcijo lahko $e izboljsa (Gioahin, 2016).
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4 EKSPERIMENTALNI DEL

Za izvedbo eksperimentalnega dela smo sami nabrali in posusili razli¢ne dele rastlin invazivk in jih
zmleli za pripravo vodnih in etanolnih ekstraktov. Nato smo pripravili PCA gojisce za kultivacijo
bakterijskega patogena krastavosti krompirja S. scabies in krompirjev agar za kultivacijo oomicete P.

infestans, ki povzro¢a krompirjevo plesen.

S pomocjo izgleda obolenja krompirja in izbranih danih identifikacijskih metod (opazovanje kolonij na
g0jis¢u, enostavno barvanje, diferencialno barvanje po Gramu ter mikroskopiranje) smo uspeli
identificirati obe kulturi, s katerima smo nadalje ugotavljali antibioti¢no oz. antimikoti¢no delovanje
trinajstih vodnih in dvanajstih etanolnih ekstraktov $tirih izbranih invazivk (ambrozija, japonski dresnik,
kanadska zlata rozga in zlezava nedotika). Pri vsaki rastlini smo pripravili ekstrakte iz razli¢nih
rastlinskih drog oz. delov. Vse ekstrakte zmletih rastlinskih drog invazivk smo pripravili po principu

ekstrakcije trdno- tekoce z vodo in etanolom.
4.1 NABIRANJE INVAZIVNIH TUJERODNIH RASTLIN

Inazivke smo nabirali 17. septembra, 2024, v obéini Zirovnica. Rastline smo nasli ob Zeleznici in na
zapu$¢enih kupih peska in prsti. Nabrali smo korenine, liste, cvetove in stebla ambrozije, japonskega
dresnika, kanadske zlate rozge in zlezave nedotike. Rastline smo lo¢ili in jih susili en mesec ha zraku

na ¢asopisnem papirju.

4.2 PRIPRAVA GOJISC

4.2.1 Priprava PCA (Plate Count Agar)
Material:

e 500 ml destilirane vode
e 11,759PCA agar
e magnetno mesSalo

e erlenmajerica

reagencne steklenicke
Postopek dela:

Ko smo odmerili 500ml destilirane vode smo vanjo dodali 11,75 g PCA ter ga postavili na magnetno
meSalo z gretjem. Gojis€e smo Vreli do zbistritve. Nato smo ga prelili v reagencne steklenicke ter

avtoklavirali (121° C, 30 min).
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4.2.2 Priprava krompirjevega agarja
Material:

e 0,5 kg krompirja

e 1000 ml destilirane vode
e 16 g agar- agar

e 20g glukoze

e 0,069 antibiotika kloramfenikol
e merilni valj

e lupilec krompirja

e posoda za kuhanje

e gQaza

e erlenmajerica

e magnetno mesalo

e reagencne steklenicke
Postopek dela:

Najprej smo natehtali 0,5 kg krompirja, ga olupili, narezali na majhne koscke ter ga kuhali v destilirani
vodi. Skuhan krompir ter vodo smo nato prefiltrirali preko gaze (slika 10) in dopolnili volumen do 1000
ml. VV krompirjev dekstrozni filtrat smo dodali sladkor in antibiotik. Gojis¢e smo prelili v reagencne
steklenicke ter ga avtoklavirali (121° C, 30 min).

Slika 10: Stiskanje krompirja za pripravo
krompirjevega gojisca

(lasten vir, 10. 12. 2024)
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4.3 TZOLACIJA CISTE KULTURE
4.3.1 lzolacija Streptomyces scabies

Bakterijo S. scabies smo izolirali iz gomolja, ki je bil okuZen s krastavostjo. Z asepti¢no tehniko smo z
ezo postrgali okuzen gomolj in jo pomocili v 9 ml sterilizirane fizioloS8ke raztopine. Epruveto z
odvzetim vzorcem smo nato stresali in prenesli 1 ml celiéne suspenzije na trdno gojis¢a PCA. Gojisce
s celino suspenzijo smo inkubirali 48 ur na 37 °C. Po inkubaciji smo opazovali morfoloske znacilnosti
posameznih kolonij me$ane kulture in jih primerjali z morfoloskimi znacilnosti S. scabies. Prepoznano
kolonijo smo nato opazovali §e pod mikroskopom in jo uspesno izolirali iz meSane kulture porasle na

PCA gojiscu (slika 11).

Slika 11: Cista kultura S. scabies

(lasten vir, 17. 12. 2024)

4.3.2 lzolacija Phytophthora infestans

Oomiceto P. infestans smo izolirali iz okuzenega gomolja krompirja S prepoznano krompirjevo
plesnijo. Z asepti¢no tehniko smo z ezo postrgali okuzen gomolj (slika 12) in jo pomo¢ili v 9
ml sterilizirane fizioloske raztopine. Po stresanju smo prenesli 1 ml celi¢ne suspenzije na trdno
gojisce s krompirjevim agarjem. GojisCe s celi¢no susupenzijo smo nato inkubirali 5 dni na
sobni temperaturi (22 °C) ter nato $e 10 dni v hladilniku (6°C). Po inkubaciji smo opazovali
morfoloske znacilnosti posameznih kolonij mesSane kulture. Kolonije smo primerjali z
morfoloskimi lastnosti P. infestans. Ko smo izbrali kolonijo, ki je bila morfolosko podobna P.
infestans smo opazovali $e pod mikroskopom. Kulturo smo nato uspes$no izolirali do Ciste

kulture.
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Slika 12: Odvzem vzorca okuzenega gomolja
krompirja

(lasten arhiv, 26. 11. 2024)

44 BARVANJE PO GRAMU
Material:

e gorilnik

e vzigalice

e lesene klesce

e imerzijsko olje

o mikroskop

e destilirana voda

e etanol

e cepilna zanka

e safranin

e Lugolova raztopina

e kristal vijoli¢no barvilo

Na objektno stekelce smo najprej dodali kapljico destilirane vode, nato pa s cepilno zanko prenesli del
bakterijske kulture z gojis¢a. Bakterije smo enakomerno razmazali po stekelcu. Bakterije smo fiksirali
tako, da smo preparat nekajkrat povlekli ¢ez plamen. Sledilo je dvominutno barvanje s kristal vijoli¢nim
barvilom, ki smo ga nato sprali z destilirano vodo. Nato smo nanesli Lugolovo raztopino in po eni
minuti ponovno sprali z vodo. Za razbarvanje smo uporabili etanol, ki je deloval 30 sekund, nato pa
smo preparat za 30 sekund obarvali $e s safraninom. Po zadnjem spiranju z vodo smo vzorec opazovali

pod mikroskopom pri 1000- kratni povecavi.
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45 PRIPRAVA RASTLINSKIH EKSTRAKTOV
Material:

e elektriéni mlinéek

e terilnica in pestilo

e (aSa

e epice

e tehtnica
e etanol

e destilirana voda

e posuseni rastlinski deli invazivk ( ambrozija, japonski dresnik, kanadska zlata rozga in zlezava
nedotika)

e mikrocentrifuga

e avtomatska pipeta

Posusene rastlinske dele smo lo¢ili vsakega posebej. Z elektriénim mlinckom smo vsak del posebej
zmleli in jih v vsako epico natehtali 0, 25 g. Nato smo v vsako epico dodali cca. 1, 5 ml hladne
destilirane vode za pripravo vodnih ekstraktov in cca. 1, 5 ml etanola za pripravo etanolnih ekstraktov.
Tekoc¢ino smo odmerjali z avtomatsko pipeto in si koli¢ine zapisovali v tabelo. Nato smo vse ekstrakte

mikrocentrifugirali za 5 min na 14000 obratov (slika 13). Pripravljene vodne in etanolne rastlinske

ekstrakte smo dali v zamrzovalnik (- 20°C).
7

Slika 13: Mikrocentrifugiranje

(lasten vir, 19. 11. 2024)
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4.6 PRIPRAVA ANTIBIOTICNIH IN ANTIMIKOTICNIH DISKOV
Material:

o sterilni diski iz kromatografskega papirja

o etanolni ekstrakti invazivk (ambrozija, japonski dresnik, kanadska zlata rozga, Zlezava
nedotika)

e vodni ekstrakti rastlin

o kapalka

e petrijevka

Najprej smo pripravili okrogle diske iz filtrirnega papirja. Da bi skoncentrirali ¢im ve¢ sestavin
ekstrakta, smo naredili diske dvoplastne. Za vsak ekstrakt smo pripravili po ve¢ diskov za tri do Sest
paralelk poskusov antibiograma. S kapalko z ekstrakti rastlinskih delov izbranih invazivk smo tako

prepojili diske s potencialnimi antibiotiénimi oz. antimikotiénimi u¢inkovinami.
4.7 1ZVEDBA DIFUZIJSKEGA ANTIBIOGRAMA
Material:

o sterilne petrijevke
e epruvete z 9 ml fizioloSke raztopine

e krompirjev agar in PCA gojisée

e gorilnik
e eza

e diski

o hokejke

e avtomatska pipeta
e (Qojisca s kulturam

e stresalnik

Na sterilne petrijevke smo asepti¢no prelili krompirjev agar in PCA gojisce in pocakali, da se strdi. Z
gojisca s kulturo smo s prezarjeno ohlajeno ezo vzeli kulturo in jo prenesli v fiziolosko raztopino in
stresali na stresalniku. Nato smo 1ml suspenzije celic asepti¢no nanesli na gojisce (slika 14) in razmazali
s hokejko. Na sredino vsake petrijevke z gojis¢em smo nato nanesli disk. Za vsak ekstrakt smo naredili

po vsaj tri (ponekod tudi Sest) paralelk, na eni petrijevki sta bila po dva diska. P. infestans smo inkubirali
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na sobni temperaturi (22 °C) za 5 dni, nato smo petrijevke $e za 10 dni postavili v hladilnik. Bakterijo
S. scabies smo inkubirali 2 dni na 37 °C.

Slika 14: Nacepljanje biokulture za izvedbo
difuzijskega antibiograma

(lasten vir, 26. 11. 2024)
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5 REZULTATI

S postavljenimi delovnimi hipotezami ugotavljanja zaviralnega ucinka rastlin invazivk, Smo iz mes$ane
kulture uspesno izolirali in identificirali kulturi, bakterijo S. scabies in oomiceto P. infestans. Izvedli
smo difuzijske antibiograme s 25- mi razli¢nimi rastlinskimi ekstrakti stirih razli¢nih vrst invazivk in

njihovimi rastlinskimi deli, s po Sestimi ali tremi paralelkami za vsako izolirano kulturo.
5.1 REZULTATIRASTI IZBRANIH KULTUR (S. scabies, P. infestans) NA GOJISCU

Kolonija ciste kulture bakterije S. scabies je na PCA gojis¢u oker barve, okrogle oblike z ravnimi robovi
in je lahko mazljiva (slika 15). Cista kultura oomicete P. infestans pa se je na krompirjevem agarju
razrasla kot bela kolonija s puhastim micelijem (slika 16).

Slika 16: Kolonija oomicete P. infestans

Slika 15: Kolonija bakterije S. scabies

. (lasten vir, 17. 12. 2024)
(lasten vir, 17. 12. 2024)

52 REZULTATI DIFERENCIALNEGA BARVANJA PO GRAMU IN
ENOSTAVNEGA BARVANJA

Za identifikacijo bakterije S. scabies smo izvedli diferencialno barvanje po Gramu, kjer smo potrdili,
da je ta bakterija res Gram —, saj so se celice obarvale rdece. Pri oomiceti P. infestans pa smo barvali z
enostavnim barvanjem z metilenskim modrilom, kjer smo opazovali njihovo znacilno obliko hif in

razrasti micelija.

5.3 REZULTATI POTEKA DIFUZIJSKEGA ANTIBIOGRAMA Z ETANOLNIMI
EKSTRAKTI INVAZIVK NA BAKTERIJO S. scabies

Tabela 1 prikazuje rezultate difuzijskih antibiogramov delovanja etanolnih izvleckov na rast S. scabies.

Najvecje inhibicijske cone smo izmerili pri etanolnih ekstraktih korenine japonskega dresnika, listov
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japonskega dresnika, cvetov japonskega dresnika, korenine zlezave nedotike, stebla japonskega
dresnika, stebla ambrozije in korenine zlate rozge. Pri japonskem dresniku smo torej opazili v povprecju
najboljSe zaviralno delovanje, kar pomeni, da vsi deli rastline vsebujejo antibioticne ucinkovine, ki
uspesno zavirajo rast bakterije S. scabies. Najve¢ji premer inhibicijske cone smo izmerili pri ekstraktu
iz korenin japonskega dresnika (8 mm) (slika 17). Takoj za njim so najbolje delovali ekstrakti Zlezave
nedotike in nato kanadske zlate rozge in ambrozije. Najslabse je deloval etanolni ekstrakt listov

kanadske zlate rozge (1,58 mm) (graf 1).

Tabela 1: Delovanje etanolnih ekstraktov invazivnih rastlin na zaviranje rasti S. scabies

Povprecna
Etanolni ekstrakti 1. petrijevka | 2. petrijevka | 3. petrijevka | 4. petrijevka | 5. petrijevka |6. petrijevka velikost
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) inhibicijske cone
(mm)
japonski dresnik- listi 8,5 5 7,5 6,5 8,5 6 7
japonski dresnik-
) 8 10 55 8 9,5 7 8
korenine
japonski dresnik- cvet 45 55 10 6 6 9,5 6,91
japonski dresnik-
0 7,5 55 55 10 5,5 5,67
steblo
kanadska zlata rozga -
. 0 0 0 5,5 4 0 1,58
listi
kanadska zlata rozga-
. 6,5 55 45 7 0 0 3,75
korenine
kanadska zlata rozga-
0 0 0 0 6 8 2,33
steblo
ambrozija- listi +
. 35 4,5 0 7 0 0 2,5
cvetovi
ambrozija- steblo 5 0 4 55 5 5 4,08
zlezava nedotika- listi+
0 0 0 8 75 8 3,91
steblo
zlezava nedotika-
. 5 5,5 4,5 7 9 75 6,41
korenina
zlezava nedotika-
0 0 4 8 6 6 4
steblo
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DELOVANJE ETANOLNIH EKSTRAKTOV NA
ZAVIRANJE RASTI BAKTERIJE S. scabies
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Graf 1: Delovanje etanolnih ekstraktov invazivnih rastlin na zaviranje rasti bakterije S. scabies

Slika 17: Ucinek etanolnega ekstrakta korenin
japonskega dresnika na rast bakterije S. scabies

(lasten vir. 28. 1. 2025)
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54 REZULTATI POTEKA DIFUZIJSKEGA ANTIBIOGRAMA Z VODNIMI
EKSTRAKTI INVAZIVK NA BAKTERIJO S. scabies

Tabela 2 prikazuje rezultate meritev pri delovanju vodnih izvleckov invazivnih rastlin na rast bakterije
S. scabies. Pri vodnih ekstraktih japonskega dresnika so se inhibicijske cone pojavile pri ekstraktih iz
listov in korenin. Iz tabele 2 lahko razberemo, da so bile povpre¢no inhibicijske cone najvecje pri

koreninah (7, 67mm). Ekstrakt cvetov ni pokazal zaviralnega ucinka.

Vsi ekstrakti iz kanadske zlate rozge so zavirali rast bakterije, torej so se inhibicijske cone pojavile pri

ekstraktih iz vseh delov rastline. Najvecje inhibicijske cone so se pojavile pri ekstraktu z listi (7mm)
(graf 2).

Tudi pri vseh vodnih ekstraktih ambrozije smo izmerili inhibicijske cone. Najvecja se je pojavila pri
ekstraktu iz korenine (9,83 mm). V povprecju so vodni ekstrakti ambrozije najbolje zavirali rast

bakterije S. scabies (graf 2).

Pri ekstraktih iz Zlezave nedotike so se pojavile inhibicijske cone pri ekstraktih iz vseh delov rastline,
pri Cemer sta bila vzorca iz listov in cvetja zdruZzena v enemu ekstraktu. Najvecja inhibicijska cona se

je pojavila pri ekstraktu iz korenine (6, 5 mm) (graf 2).

Iz grafa 2 je lepo razvidno, da vedinoma vsi vodni ekstrakti zavirajo rast bakterije S. scabies razen
ekstrakt iz cvetov japonskega dresnika (0 mm) in stebla japonskega dresnika (1, 33 mm), kjer so bile

inhibicijske cone najmanjse.

Tabela 2: Delovanje vodnih ekstraktov invazivnih rastlin na zaviranje rasti S. scabies

1. petrijevka | 2. petrijevka | 3. petrijevka | Povpreéna velikost
Vodni ekstrakti inhibicijske cone

(mm) (mm) (mm) (mm)

japonski dresnik- listi 10 45 55 6,67

japonski dresnik- korenine 7 9 7 7,67
japonski dresnik- cvet 0 0 0 0

japonski dresnik- steblo 0 4 0 1,33
kanadska zlata rozga- listi 9 4 8 7

kanadska zlata rozga-
. 6 6,5 7 6,5
korenine
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kanadska zlata rozga-
5,5 7 6 6,16
steblo

ambrozija- listi+ cvetovi 5,5 7,5 4 5,66
ambrozija- korenine 8 11 10,5 9,83
ambrozija- steblo 8 8 6,5 7,5

zlezava nedotika- listi+
6,5 0 6,5 4,33

cvet

7lezava nedotika- korenina 6,5 6 7 6,5
zlezava nedotika- steblo 7 6 6,5 6,5
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Graf 2:Delovanje vodnih ekstraktov invazivnih rastlin na zaviranje rasti bakterije S. scabies
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55 PRIMERJAVA UCINKOVANJA ETANOLNIH IN VODNIH EKSTRAKTOV
INVAZIVNIH RASTLIN NA ZAVIRANJE RASTI BAKTERIJE S. scabies
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Graf 3: Primerjava med delovanjem etanolnih in vodnih ekstraktov invazivk na zaviranje rasti bakterije S. scabies

Graf 3 prikazuje primerjavo med ucinkovitostjo delovanja etanolnih in vodnih ekstraktov invazivk.
Opazili smo, da so tako etanolni in vodni ekstrakti, pridobljeni iz listov in korenin japonskega dresnika
ter korenin Zlezave nedotike, dobro zaviralno ucinkovali, v ve€ini primerov vodni ekstrakti bolje.
Cvetovi japonskega dresnika nimajo antibioticnih ucinkovin, ki bi zavirale rast S. scabies. Pri
japonskem dresniku so v glavnem bolje uc¢inkovali etanolni ekstrakti medtem, ko so pri kanadski zlati
rozgi, ambroziji ter zlezavi nedotiki bolje u¢inkovali vodni ekstrakti. Najvecja inhibicijska cona se je

pojavila pri etanolnem ekstraktu korenin japonskega dresnika.

5.6 REZULTATI POTEKA DIFUZIJSKEGA ANTIBIOGRAMA Z ETANOLNIMI
EKSTRAKTI INVAZIVK NA OOMICETO P. infestans

Rezultate izmerjenih premerov inhibicijskih con smo predstavili v tabeli 3. Najve¢je inhibicijske cone
smo izmerili pri etanolnih ekstraktih stebla ambrozije (10,83 mm), koreninah kanadske zlate rozge
(10,33 mm), stebla zlezave nedotike (10 mm), koreninah japonskega dresnika (9,16 mm) (slika 18),

koreninah zlezave nedotike (5,67 mm) in stebla japonskega dresnika (4 mm).
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Iz grafa 4 opazimo, da so najbolje uc¢inkovali etanolni izvlecki pripravljeni iz korenin kanadske zlate
rozge, stebla ambrozije, stebla zlezave nedotike in korenin japonskega dresnika. Opazili smo, da
antimikoti¢ne ucinkovine pri Zlezavi nedotiki v najvecji meri vsebujejo ekstrakti pridobljeni iz korenin

in stebla. Cvetovi pri vseh izbranih invazivkah ne vsebujejo snovi, ki bi zavirale rast P. infestans.

Tabela 3: Delovanje etanolnih ekstrakti invazivni rastlin na zaviranje rasti oomicete P. infestans

1. petrijevka | 2. petrijevka | 3. petrijevka | PovPreéna velikost
Etanolni ekstrakti inhibicijske cone
(mm) (mm) (mm) (mm)
japonski dresnik-
. 7,5 11 9 9,16
korenine
japonski dresnik- cvet / / / 0
japonski dresnik- steblo 4 4,5 3,5 4
kanadska zlata rozga-
o / / / 0
listi
kanadska zlata rozga-
. 8 13 10 10,33
korenine
kanadska zlata rozga-
/ / 6,5 2,17
steblo
ambrozija- listi+ cvetovi / / / 0
ambrozija- steblo 13 9,5 10 10,83
zlezava nedotika- listi+
/ / / 0
cvet
7lezava nedotika-
. 8 5 4 5,67
korenina
Zlezava nedotika- steblo 7,5 13 9,5 10
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Graf 4:Delovanje etanolnih ekstraktov invazivni rastlin na zaviranje rasti oomicete P. infestans

Slika 18: Ucinek etanolnega ekstrakta korenin japonskega dresnika na rast oomicete
P. infestans

(lasten vir, 7. 1. 2025)
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5.7 REZULTATI DIFUZIJSKIH ANTIBIOGRAMOQOV Z VODNIMI EKSTRAKTI
NA OOMICETO P. infestans

Difuzijski antibiogrami, izvedeni z vsemi vodnimi ekstrakti invazivnih rastlin iz njihovih rastlinskih
delov na oomiceto P. infestans, so pokazali popolnoma neucinkovito antimikoti¢no delovanje
kar pomeni, da so antimikoti¢ne u¢inkovine izbranih invazivnih rastlin (ambrozija, japonski dresnik,

kanadska zlata rozga in Zlezava nedotika) netopne v vodi.

5.8 PRIMERJAVA DELOVANJA KORENINSKIH EKSTRAKTOV RASTLIN
INVAZIVK

Iz grafa 5 je razvidno, da ima etanolni ekstrakt korenin zlate rozge najvecji zaviralni u¢inek pri zaviranju
oomicete P. infestans (10, 33 mm). Vodni ekstrakt korenin ambrozije pa je najbolj ucinkovit pri
zatiranju bakterije S. scabies (9, 83 mm). Ekstrakt korenine japonskega dresnika ima enako dobro
delovanje na bakterijo S. scabies (v povpre¢ju 7, 8 mm), ne glede na vrsto ekstrakta medtem, ko etanolni
ekstrakt te rastline korenin najbolje zavira P. infestans (9, 16 mm). Koreninski ekstrakt zlezave nedotike

ima pri vseh ekstraktih podobno zaviralno ucinkovitost (priblizno 6 mm).

PRIMERJAVA KORENINSKIH EKSTRAKTOV

12

10

CONE (mm)

POVPRECNA VELIKOST INHIBICIJSKE

japonski dresnik kanadska zlata rozga ambrozija Zlezava nedotika
IZBRANE RASTLINE INVAZIVKE

m etanolni ekstrakt na S.scabies vodni ekstrakt na S.scabies etanolni ekstrakt na P. infestans

Graf 5: Delovanje koreninskih ekstraktov invazivnih rastlin na S. scabies in P. infestans
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6 RAZPRAVA

Cilj nase raziskovalne naloge je najti invazivno rastlino, ki bi s svojimi antimikrobnimi u¢inkovinami
najbolj zavirala rast oomicete P. infestans in bakterije S. scabies, ki povzrocata bolezni krompirja med
skladis¢enjem. Oomiceta P. infestans pri krompirju povzroca bolezen krompirjeve plesni, bakterija S.

scabies pa bolezen imenovana krompirjeva krastavost.

Pri raziskovanju smo uporabili liste, cvetove, stebla in korenine japonskega dresnika, kanadske zlate
rozge, ambrozije in Zlezave nedotike. Iz rastlinskih drog smo pripravili etanolne in vodne ekstrakte in

primerjali njihovo ucinkovitost na zgoraj omenjeni kulturi.

Pri izdelovanju etanolnih in vodnih ekstraktov smo v epice z natehtanimi posusenimi rastlinskimi deli
dodajali topilo. V 13 epic smo odpipetirali hladno destilirano vodo, v 12 epic pa etanol. Vzrok za manjse
Stevilo etanolnih vzorcev je posledica premajhne koli¢ine nabranega materiala (korenine ambrozije).
Zato nimamo rezultatov delovanja z etanolnimi ekstrakti korenine ambrozije. Ko smo v epice z
rastlinsko drogo dodali topilo, smo mikrocentrifugirali. Po kon¢anem centrifugiranju se je veliko
etanolnih ekstraktov zelo moéno obarvalo medtem, ko so vodni ekstrakti bili bolj neintenzivnih barv
0z. so ostali brezbarvni, $e posebej pri vodnih ekstraktih. Prav tako smo opazili, da smo pri nekaterih
vzorcih morali po centrifugiranju ponovno dodati vodo in etanol, saj so rastlinski deli absorbirali vse
topilo. Najve¢ vode so absorbirali listi in cvetovi ambrozije, najve¢ etanola pa so absorbirali ekstrakti

pripravljeni iz zmletih korenin japonskega dresnika.

Bakterijo S. scabies smo izolirali s tehnikama izolacije spread plate in prenos z brisom. Pri obeh
tehnikah se je S. scabies uspesno razrasla na gojis¢u, da smo jo lahko uspes$no identificirali pod

mikroskopom in nacepili na sveze gojisce.

Petrijevke s kulturo S. scabies in diski smo inkubirali na 37 °C za dva dni. Opazili smo, da so bile
inhibicijske cone pri nekaterih vzorcih, po nekaj dneh v hladilniku manjse kot takoj po inkubaciji.
Predvidevamo, da so streptomicete ze zacele razvijati rezistenco na doloCene antibioti¢ne snovi v

ekstraktih.

Pri etanolnih ekstraktih japonskega dresnika so se inhibicijske cone pri bakteriji S. scabies pojavile pri
vseh delih rastline. Najvecji uéinek so imele korenine, Kjer je bila inhibicijska cona velika med 7 in 10
mm. Pri vodnih ekstraktih japonskega dresnika se inhibicijske cone pri bakteriji niso pojavile pri vseh
delih rastline, oziroma so bile te manjse. 1z tega lahko sklepamo, da se bioaktivne snovi v japonskem
dresniku, ki zavirajo rast bakterij, bolje topijo v etanolu kot v vodi. To potrjuje predhodne raziskave,
ki japonskemu dresniku pripisujejo antimikrobne lastnosti zaradi vsebnosti resveratrola in emodina.
Slednja sta veliko bolje topna v etanolu (Emodin 2020), (V. Filip,M. Idr. 2003).
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Pri ekstraktih iz ambrozije, kanadske zlate rozge in zlezave nedotike so rezultati pri zaviranju rasti
bakterije S. scabies pokazale, da vodni ekstrakti delujejo bolje, saj se je tam pri vseh delih rastlin
izmerila veéja inhibicijska cona. 1z tega lahko sklepamo, da so antibakterijske snovi, ki zavirajo rast

bakterije S. scabies, bolj polarne in se bolje veZejo z vodo.

Kulturo oomicete P. infestans smo iz okuzenega gomolja krompirja izolirali na dva nacina. Prvi na¢in
je tehnika spread plate razmaza po gojis¢u, druga metoda pa je direkten prenos z brisom sterilne vatirane
pal¢ke po delih okuZzenega krompirja na selektivno gojis¢e. Pri obeh tehnikah se je po inkubaciji
uspesno razrasla meSana kultura. Ker je bila razrast meSane kulture pri spread plate bolj enakomerno
razporejena po celotni povrsini, smo v nadaljevanju uporabljali le to tehniko. Kolonijo, ki je bila po
morfoloskih znacilnostih najbolj podobna P. infestans, smo preucili Se pod mikroskopom. S tem smo
se prepricali, da smo uspesno izolirali P. infestans. Kulturo smo nato s spread plate tehniko stalno

precepljali na sveza gojis€a s krompirjevim agarjem.

Med shranjevanjem P. infestans smo opazili, da se je barva kolonij spremenila. 1z bele barve se je
obarvala roznato. Predvidevamo, da je to posledica izlo¢anja sekundarnih barvnih metabolitov na racun
slabsih pogojev rasti pri nizji temperaturi v hladilniku. Ker so se inhibicijske cone pri prvem poskusu
pojavile $ele, ko je bila kultura Ze nekaj dni v hladilniku smo se odlo¢ili, da bomo vse nadaljnje poskuse
prav tako enako ¢asa pustili Se v hladilniku preden smo izmerili inhibicijske cone. Inhibicijske cone
smo torej merili po petnajstih dneh, in sicer po petih dneh inkubacije na sobni temperaturi in Se po

dodatnih desetih dneh v laboratorijskem hladilniku.

Pri zatiranju rasti oomicete P. infestans so se inhibicijske cone pojavile pri vseh etanolnih koreninskih
in stebelnih izvleckih rastlin. Etanolni ekstrakti iz listov in cvetov niso pokazali antimikoti¢nega

delovanja, saj se je oomiceta razrasla po celem gojiscu, tudi okoli diskov.

Ker noben vodni ekstrakt invazivk ni pokazal zaviralnega ucinka na rast oomicete P. infestans, lahko
sklepamo, da se antimikoti¢ne shovi, ki zatirajo rast tega mikroorganizma, ne raztapljajo v vodi ampak
samo Vv etanolu. Glede na to, da so se pri etanolnih ekstraktih inhibicijske cone pojavile, je etanol boljsa

izbira topila pri pripravi ekstraktov za zaviranje krompirjeve plesni.

Ob koncu raziskovanja smo ugotovili, da je oomiceta splosno manj obcutljiv patogen krompirja, kajti

noben vodni ekstrakt s potencialnimi antimikoti¢nimi ué¢inkovinami ni deloval zaviralno na njeno rast.

Na podlagi rezultatov smo ugotovili, da na bakterijo S. scabies, povzrociteljico krompirjeve krastavosti,
najbolj zaviralno delujejo etanolni in vodni ekstrakti iz korenine japonskega dresnika, listov japonskega
dresnika in korenine zlezave nedotike. Na povzrocitelja krompirjeve plesni P. infestans, pa najbolj
zaviralno delujejo samo etanolni ekstrakti stebla ambrozije, korenine japonskega dresnika in Zlezave

nedotike ter stebla Zlezave nedotike. Tako ugotavljamo, da bi bila Se posebej Zlezava nedotika in
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japonski dresnik invazivni rastlini, ki sta zanimivi za obdelavo in predelavo v razli¢ne pripravke Skropiv
ekstrahirani z etanolom ter ambrozija ekstrahirana z vodo, za zaséito pred boleznijo krompirja med

skladis¢enjem.
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7 ZAKLJUCEK

Pred samim zacetkom raziskovanja smo postavili nekaj delovnih hipotez. Prvo hipotezo smo postavili
glede na $tevilne raziskave, ki so bile do sedaj ze opravljene na temo bioaktivnih snovi v invazivnih
rastlinah. Naso hipotezo, da bo ve€ina izbranih tujerodnih invazivnih rastlin imela antimikoti¢ne ali
antibioti¢ne udinke na rast P. infestans in S. scabies, lahko potrdimo. Nastale inhibicijske cone
dokazujejo prisotnost antimikrobnih snovi pri vseh invazivnih rastlinah, ki smo jih uporabili pri nasem

raziskovanju (ambrozija, japonski dresnik, kanadska zlata rozga in zlezava nedotika).

Nasa druga hipoteza je bila, da bodo vodni ekstrakti delovali slabSe na zaviranje rasti bakterije S. scabies
in oomicete P. infestans od ekstraktov z etanolom. To hipotezo lahko delno potrdimo. Pri oomiceti P.
infestans vodni ekstrakti niso zavirali njene rasti. Pri etanolnih ekstraktih pa so nastale inhibicijske cone.
V tem primeru hipotezo lahko potrdimo. Na bakterijo S. scabies so zaviralno delovali etanolni in vodni
ekstrakti. Kljub pricakovanju, da bodo tudi tukaj etanolni ekstrakti delovali bolje se je izkazalo ravno
obratno. Pri ve¢ini vodnih ekstraktov so nastale vecje inhibicijske cone kot pri etanolnih. Zato v tem

primeru ta del nase hipoteze lahko ovrzemo.

Delno lahko potrdimo hipotezo, da se bodo najvecje inhibicijske cone, pri bakteriji S. scabies in
oomiceti P.infestans, pojavile pri ekstraktih japonskega dresnika. Na rast kulture P. infestans je najbolj
zaviralno deloval etanolni ekstrakt stebla ambrozije. Rast kulture S. scabies pa je najbolj zaviral etanolni

izvle¢ek korenine japonskega dresnika in vodni ekstrakt korenine ambrozije.

Pri zadnji hipotezi smo predvidevali, da bodo koreninski ekstrakti rastlin najbolje ucinkovali na
zaviranje rasti P. infestans in S. scrabies. Tudi to hipotezo lahko delno potrdimo. Najve¢je inhibicijske
cone pri bakteriji S. scabies so bile izrazene pri koreninskem etanolnem in vodnem ekstraktu japonskega
dresnika, pri etanolnem ekstraktu korenin kanadske zlate rozge in pri obeh ekstraktih korenin Zlezave
nedotike. Pri ambroziji nismo imeli etanolnega koreninskega ekstrakta, ker nam je med raziskovanjem
zmanjkalo su$ene rastlinske droge iz korenin. Pri bakteriji lahko to hipotezo ovrZzemo v primeru vodnih
ekstraktov kanadske zlate rozge, kjer se je najvecja inhibicijska cona pojavila pri ekstraktu iz listov.
Glede na zaviranje rasti oomicete P. infestans, pa lahko hipotezo delno potrdimo. Najvecje inhibicijske
cone so se pojavile pri etanolnih koreninskih ekstraktih japonskega dresnika in kanadske zlate rozge.

Pri zlezavi nedotiki pa je bila inhibicijska cona vecja pri stebelnem etanolnem ekstraktu.

Da bi dobili se bolj u¢inkovite rezultate pri naSem raziskovanju, bi morali za vsako vrsto ekstrakta
opraviti difuzijske antibiograme z bolj koncentriranimi diski. Lahko bi kulturi nacepili na bolj optimalna
selektivna gojisc¢a, da bi se kultura oomicet e bolj konfluentno razrasla. Morali bi si priskrbeti tudi vec¢
nabranih korenin ambrozije, ki pa jih zaradi prihajajoce zime nismo mogli ve¢ najti. Tako bi imeli od

vseh $tirih rastlin vse njihove dele in bi jih lahko med seboj v zaviralnem delovanju $e bolje primerjali.
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Nasa raziskovalna naloga odpira vrata za Se nadaljnje raziskave. Glede na to, koliko problemov
povzrocajo invazivne tujerodne rastline in kako tezko jih je odstraniti, bi bilo vsem v interesu, da jih
zaCnemO uporabljati v naSo korist. Glede na nase dobljene rezultate, bi lahko antibioti¢ne in
antimikoti¢ne snovi v rastlinskih delih invazivk uporabljali za Skropiva, katera bi zatirala krompirjevo

plesen in krastavost med skladis¢enjem krompirja.

Lahko bi raziskali tudi sinergisti¢no delovanje ve¢ invazivnih rastlin skupaj. Tako bi lahko zdruzili vse
rastlinske dele, ki so imeli najvedje zaviralne u¢inke in dobili ekstrakt, ki bi deloval e bolje. Ce bi
Skropiva izdelovali iz bioaktivnih snovi invazivnih rastlinah na bazi vode bi bila Skropiva pridelku in
okolju bolj prijazna. Prav tako bi zaras¢ena obmod¢ja z invazivnimi rastlinami dobila svoj pomen.
Kmetje, ki jim ta z invazivkami zaraséena zemljis¢a pripadajo, bi lahko s prodajo invazivnih rastlin se

dodatno nekaj zasluzili.

V nadaljnjih raziskavah bi lahko natanéneje raziskali, katera topila so najboljsa za izdelavo rastlinskih

ekstraktov teh rastlin na povzrocitelje bolezni pri krompirju.

Nekateri rezultati so nas glede na prebrano literaturo presenetili. Najbolj nas je presenetila u¢inkovitost
vodnih ekstraktov pri zaviranju bakterije S. scabies. Pricakovali smo, da bodo etanolni ekstrakti povsod
delovali bolje, kar se je izkazalo samo pri japonskem dresniku. Pa tudi tu so imeli vodni ekstrakti precej
veliko inhibicijsko delovanje. Presenetil nas je tudi zaviralni ucinek stebla ambrozije na oomiceto P.
infestans. Ker od ambrozijinih bioaktivnih snovi nismo nasli skoraj ni¢ literature, nismo pri¢akovali

tako mo¢nega delovanja.

Ugotovili smo torej, da je na rast glivne kulture P. infestans najbolj zaviralno deloval etanolni ekstrakt
stebla ambrozije. Rast bakterijske kulture S. scabies pa je najbolj zaviral etanolni izvlecek korenine

japonskega dresnika in vodni ekstrakt korenine ambrozije.

NaSe raziskovalno delo ne prikazuje le antibioti¢ne in antimikoti¢ne u¢inke invazivnih rastlin, vendar
odpira tudi nove moznosti za njihovo uporabo v kmetijstvu na bolj trajnosten nacin Se posebej na
reSevanje dolgotrajne hrambe pridelkov. Nadaljnje raziskave, bi lahko pomagale bolje izkoristiti
potencial teh invazivk. Ne bi jih ve¢ dojemali kot $kodljivce, temve¢ kot vir naravnih uéinkovin za

preprecevanje nastanka rastlinskih bolezni med rastjo in skladis¢enjem poljs¢in.
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