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Antifungalno dejstvo lisnog

ekstrakta i ulja nima (Azadirachta
indica) na gljivu Heterobasidion
annosum

Poslednjih decenija primeæeno je sušenje èetinarskih, prete�no smrèinih
šuma na prostoru nacionalnog parka Kopaonik. Ovaj degenerativni proces
izazvan je nizom faktora, a jedan od osnovnih uzroka je gljiva Heteroba-

sidion annosum. Ova vrsta je parazit èetinara koji izaziva truljenje korena
domaæina i smatra se ekonomski najznaèajnijim šumskim patogenom na se-
vernoj hemisferi. Smatra se da biljka nim (Azadirchta indica) ima stimula-
tivno dejstvo na rast drugih biljaka, kao i kontraceptivno i repelentno
dejstvo na potkornjake, koji mogu biti uzroènici sušenja šuma. Cilj ovog
istra�ivanja bio je ispitivanje potencijalnog antifungalnog dejstva lisnog
ekstrakta i ulja nima na H. annosum. Ispitivano je pet koncentracija eta-
nolonog ekstrakta lista (1.4–22.5 mg/mL) i ulja (0.8–7.2%). Inhibicija
rasta gljive pod uticajem ekstrakta i ulja praæena je na èvrstoj i u teènoj
podlozi, merenjem površine, odnosno biomase formirane micelije. Dobi-
jene vrednosti procenta inhibicije rasta gljive na èvrstoj podlozi iznose do
85% za ekstrakt lista, i 80% za ulje. Razlike u inhibitornom dejstvu izmeðu
korišæenih koncentracija nisu statistièki znaèajne, što navodi na zakljuèak
da i ni�e koncentracije mogu biti podjednako efektivne. Potvrðen je i inhi-
bitorni efekat na produkciju biomase gljive. U tretmanu ekstraktom najviše
koncentracije, produkcija biomase smanjena je za oko 65%.

Uvod
Primeri sušenja šuma, koji su u poslednje vreme zabele�eni na svim

kontinentima, omoguæavaju poèetak sagledavanja globalnih obrazaca po

kojima klimatske promene utièu na biodiverzitet (Allen 2009). Uticaj

klimatskih promena se manifestuje, kako na globalnom nivou, tako i na

šume u Srbiji (Stojanoviæ et al. 2012). U poslednjih nekoliko decenija,

sušenje èetinarskih, prete�no smrèevih šuma je primeæeno na prostoru

Nacionalnog parka Kopaonik (Kesiæ et al. 2016). To je degenerativni

proces uzrokovan nizom faktora. Pored suše i promene temperature kao

osnovnih, zakišeljavanje tla, kao i zagaðenje vazduha i invazija patogena su
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faktori koje takoðe treba uzeti u obzir u istra�ivanjima ovog problema

(Kesiæ et al. 2016).

Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. je gljiva koja uzrokuje velike

ekonomske štete u èetinarskim šumama širom sveta i jedan je od uzroènika

sušenja šuma (Keèa 2008). Ovaj predstavnik razdela Basidiomycota smatra

se ekonomski najznaèajnijim šumskim patogenom na severnoj hemisferi,

posebno u Evropi (Adomas et al. 2007). Biologija, ekologija i mehanizam

širenja infekcije se intenzivno prouèavaju kod ove vrste. Parazitira na èeti-

narima, najèešæe smrèi, i izaziva truljenje korena. Simtomi infekcije su

deformacije korena, prekomeran rast èetina i pojava �utih pruga na kori

drveta. Posebno je problematièno to što su simptomi vidljivi tek nakon

1.5-3 godine po pojavi infekcije i èesto se dešava da biljka uvene pre nji-

hove manifestacije. Ova gljiva inficira nove domaæine pomoæu bazidio-

spora, koje se veoma lako prenose vetrom. One prodiru kroz ošteæenja i

pukotine na stablu. Koristeæi transportne sisteme biljke, spore gljive dospe-

vaju do korena gde se formira micelija. Odatle, fragmentacijom micelije,

lako mo�e da inficira korenje susednog drveæa (Chavez et al. 1980). Usled

infekcije gljivom Heterobasidion annosum oslabljena stabla postaju pod-

lo�na razlièitim sekundarnim infekcijama, pa tako i napadima potkornjaka.

Ispitivanja roda Heterobasidion u Srbiji zapoèeta su još 1963. godine,

kada je primeæena infekcija velikog obima gljivom H. annosum upravo na

Kopaoniku (Keèa 2008). Godinama kasnije, 2008. godine, Nenad Keèa je

sproveo istra�ivanje u Nacionalnom parku Kopaonik kako bi prikupio

detaljne informacije o prisustvu, obimu infekcije i rasprostranjenosti roda

Heterobasidion u izabranim smrèinim šumama. Meðutim, do sada na ovim

prostorima nije sprovedena nijedna studija koja se bavi suzbijanjem širenja

gljive Heterobasidion annosum.

Nim (Azadirachta indica A. Juss) je biljka iz porodice Meliaceae, po-

reklom sa Indijskog podkontinenta; naseljava tropske i suptropske krajeve

(Shrivastava i Swarnkar 2014). Na tom podruèju se ova biljka od davnina

koristi u medicinske svrhe. U poslednjih par decenija, napravljen je veliki

iskorak u pogledu ispitivanja biološke aktivnosti nima i analize hemijskog

sastava njenih komponenti. Poznato je njegovo antimikrobno, antifungalno,

antitumorsko i antiinflamatorno dejstvo (Biswas et al. 2002). Kvercetin i

�-sitosterol su prvi flavonoidi koji su ekstrahovani iz lista nima i za koje je

utvrðeno da imaju antimikrobna i antifungalna svojstva (Alzohairy 2016).

Ulje ove biljke ulazi u sastav komercijalno dostupnih fungicida. Utvrðeno

je da ekstrakti listova i semena biljke A. indica inhibiraju rast gljiviènih

patogena, meðu kojima su Aspergillus sp., Rhizopus sp., Fusarium oxy-
sporum, Sclerotina tiorum, Alternaria solani, kao i nekih pripadnika raz-

dela Basidiomycota (Rhizonia solani i Sclerotium rolfsii) (Ali et al. 2017).

Takoðe se smatra da nim ima repelentno dejstvo na neke vrste potkornjaka

(Lawati et al. 2002). Ova biljka bi mogla biti korišæena kao kontrolni agens

za ove insekte, koji nanose veliku štetu šumama, a èesto je njihova pojava

povezana sa infekcijom stabla gljivom Heterobasidion annosum.

Cilj ovog istra�ivanja bio je da se utvrdi antifungalno dejstvo nimovog

ulja i ekstrakta lista na gljivu Heterobasidion annosum.
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Materijal i metode
Antifungalno dejstvo nimovog ulja kao i etanolnog ekstrakta lista tes-

tirano je pomoæu dve metode. Gajenjem gljive na èvrstoj hranljivoj podlozi

sa razlièitim koncentracijama nimovog ulja i lisnog ekstrakta ispitan je

efekat na inhibiciju rasta, merenjem dijametra kolonije. Testom u teènoj

podlozi kojoj su dodate razlièite koncentracije istog ekstrakta, ispitan je

efekat na produkciju biomase.

Priprema ekstrakta nima. Korišæen je komercijalno dostupan prah

nimovog lista proizvoðaèa „Hymalaia”. Ekstrakcija je vršena 96% eta-

nolom u odnosu 2 : 1, 24 h na temperaturi 25°C, nakon èega je ekstrakt cen-

trifugiran 40 minuta na 6000 g. Profiltrirani supernatant je uparen do suva

na rotacionom vakuum uparivaèu. Suvi ostatak je rastvoren u 10% dimetil-

-sulfoksidu (DMSO).

Izolacija i gajenje kultura gljiva. Plodonosna tela gljive Heterobasi-
dion annosum uzorkovana su na prostoru Nacionalnog parka Kopaonik

tokom juna 2019. godine. Kultura gljive je uspostavljena na hranljivoj

podlozi Sabouraud Dextrose Agar (SDA), inkubacijom u trajanju od 10

dana na sobnoj temperaturi.

Priprema suspenzije spora. Suspenzija spora je napravljena tako što

je na površinu Petri šolje sa kulturom gljive H. annosum dodato 5 mL

sterilnog fizioloskog rastvora i 100 μL Tween 20 deterd�enta. Spore su

odvojene od hifa blagim pokretima sterilnog staklenog štapiæa. Rastvor

spora je profiltriran kroz èetiri sloja sterilne gaze, kako bi se odvojili

zaostali delovi micelije. Spore su izbrojane pomoæu hemocitometra i

izraèunat je njihov ukupan broj, po formuli:

N n m� � �10 4

gde je: N – ukupan broj spora po 1 mL suspenzije, n – izbrojani broj spora,

m – faktor razblazenja.

Ispitivanje inhibicije rasta micelije na èvrstoj podlozi sa razlièitim
koncentracijama lisnog ekstrakta i ulja. Ispitivanje antifungalnog

dejstva na gljivu Heterobasidion annosum vršeno je dodavanjem razlièitih

koncentracija komercijalnog nimovog ulja (Alekpharm) i dobijenog lisnog

ekstrakta u Potato-dextrose agar (PDA) podlogu. Testirano je pet koncen-

tracija za lisni ekstrakt (22.5 mg/mL, 11.2 mg/mL, 5.6 mg/mL, 2.8 mg/mL,

1.4 mg/mL) i pet koncentracija za nimovo ulje (7.2%, 5.0%, 3.3%, 1.6%,

0.8%). Disk agra preènika 5 mm sa kulturom gljive Heterobasidion
annosum je postavljen u centar svake Petri šolje. Na isti naèin kultura je

zasejana i na šolje koje su sadr�ale 0.7% DMSO, kao kontrolu rastvaraèa, i

na šolje bez dodatog ekstrakta. Ceo eksperiment je postavljen u duplikatu.

Nakon 5 dana inkubacije na 25°C, merena je površina kolonija uz pomoæ

ImageJ programa i raèunat procenat inhibicije po formuli:

FG =
D D

D
C R

C

�
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gde je: FG – inhibicija rasta gljive u procentima, DC – rast kontrole, DR –

rast na podlogama sa ekstraktom.

Ispitivanje inhibicije rasta micelije u teènoj podlozi sa razlièitim
koncentracijama lisnog ekstrakta. Efekat nimovog lisnog ekstrakta na

produkciju biomase gljive Heterobasidion annosum praæen je i u teènoj

podlozi. Eksperiment je postavljen u erlenmajerima koji su sadr�ali 14 mL

SDB (Sabouraud Dextrose Broth) teènog medijuma. U svaki sud je dodato

po 0.5 mL vodene suspenzije spora (5�105
spora/mL) gljive Heterobasi-

dion annosum. Testirano je pet razlièitih koncentracija lisnog ekstrakta

biljke A. indica – 22.5, 11.2, 5.6, 2.8 i 1.4 mg/mL. Postavljene su i dve

kontrolne grupe, kontrola rastvaraèa (10% DMSO) i kontrola rasta, koja

nije sadr�ala lisni ekstrakt. Ceo eksperiment je postavljen u duplikatu. Posle

6 dana inkubacije na 25°C, kulture gljiva su profiltrirane i prikupljena

biomasa je osušena na 70°C tokom 24 h, nakon èega je izmerena suva masa.

Rezultati i diskusija
Ispitivanjem inhibicije rasta micelije na èvrstoj podlozi pokazano je da

lisni ekstrakt u svim ispitivanim koncentracijama ima inhibitorno dejstvo

na gljivu H. annnosum. Procenat inhibicije varira od 77% do 86%, u

zavisnosti od koncentracije test supstance u podlozi (slika 1).

Nimovo ulje u testiranim koncentracijama je inhibiralo rast micelije

H. annosum u nešto manjoj meri nego lisni ekstrakt. Najviša koncentracija

ulja (7,2%) je bila najefektivnija i inhibirala je rast micelije za 80%, dok je

najni�a koncentracija (0.8%) bila najmanje efektivna, inhibirajuæi rast

micelije za 70% (slika 2).

Nepostojanje izra�enije razlike u vrednostima inhibicije rasta micelije

na ploèama sa najvišim i najni�im testiranim koncentracijama kako ulja

tako i lisnog ekstrakta, ukazuje na moguænost da bi i ni�e koncentracije
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Slika 1. Inhibicija rasta micelije H.
annosum na èvrstoj podlozi sa
razlièitim koncentracijama lisnog
ekstrakta nima. Eror-barovima je
oznaèena standardna greška srednuje
vrednosti.

Figure 1. Inhibition of H. annosum
mycelial growth on solid medium
with different concentrations of neem
leaf extract. Error bars denote
standard errors of means.



ispitivanih supstanci mogle biti podjednako efektivne. Ali et al. (2017)

testirali su antifungalno dejstvo nimovog ulja i njegove emulzije sa uljem

biljke Cymbopogon nardus na gljive Rhizoctonia solani i Sclerotium rolfsii,

koje takoðe pripadaju razdelu Basidiomycota. Nimovo ulje je, pri

koncentraciji od 0.25 mg/mL, inhibiralo rast R. solani za 45%, a S. rolfsii za

40%. Emulzija nimovog ulja i ulja biljke C. nardus je pokazala znaèajno

jaèe antifungalno dejstvo pri istim koncentracijama, umanjujuæi rast obe

vrste za od 60% do 75%, u zavisnosti od odnosa ulja i površinski aktivne

supstance u emulziji (ibid.). Ovo istra�ivanje govori u prilog tome da bi èak

i ni�e koncentracije lisnog ekstrakta i ulja nima mogle biti efektivne.

Rezultati testa kojim se ispituje inhibicija rasta micelije u teènoj

podlozi sa razlièitim koncentracijama lisnog ekstrakta prikazani su na slici

3. Izra�eno inhibitorno dejstvo je primeæeno samo pri tretmanima sa dve

najviše koncentracije ekstrakta. Produkcija biomase je smanjena za 40% u

sudu u kome je koncentracija ekstrakta bila 11.2 mg/mL. Najviša koncen-

tracija ekstrakta (22.5 mg/mL) je bila najefektivnija, inhibirajuæi rast gljive

za 65%. Neuoèavanje jasne zavisnosti izmeðu inhibicije produkcije

biomase i koncentracije ekstrakta pri tretmanu bi moglo da se objasni

nepotpunom rastvorljivošæu test supstance i njenim talo�enjem na dnu

suda. Pri ovom testu nimov ekstrakt je pokazao slabije antifungalno dejstvo

nego pri testu na èvrstoj podlozi. Manja efikasnost ekstrakta u teènom

medijumu mo�e, takoðe, biti posledica precipitacije test supstance.

Mnogobrojna istra�ivanja imala su za cilj pronala�enje efikasnog

rešenja za borbu protiv gljive Heterobasidion annosum. Sprovedeno je više

in vivo studija u kojima su testirane razlièite supstance sa ciljem spreèa-

vanja infekcije (fizièki pokrivajuæi ulaznu površinu ili ispoljavajuæi tok-

sièno dejstvo na gljivu) ili favorizovanja rasta konkurentnih brzorastuæih

nepatogenih vrsta (Brandtberg et al. 1996). Greig (1976) je ustanovio da

natrijum nitrat u koncetracijama od 10% do 20%, kao i 10% dinatrijum

oktaborat, u potpunosti spreèavaju infekciju panjeva bora. Obe ove sup-

stance su ispoljile veoma sna�no antifungalno dejstvo, ali su i prilièno
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Slika 2. Inhibicija rasta micelije H.
annosum na èvrstoj podlozi sa
razlièitim koncentracijama nimovog
ulja. Eror-barovima je oznaèena
standardna greška srednuje vrednosti.

Figure 2. Inhibition of H. annosum
mycelial growth on solid medium
with different concentrations of neem
oil. Error bars denote standard errors
of means.



štetne za �ivotnu sredinu i organizme u njoj. Brandtberg je sa svojim kole-

gama 1996. testirao efekat uree na širenje gljive H. annosum. Primeæeno je

smanjenje distribucije ove vrste za 62% pri tretmanu ureom koncentracije

20% i za 85% pri tretmanu sa 30% uree. Ovim istra�ivanjem utvrðeno je da

nim ima slièan inhibitorni efekat na rast gljive H. annosum kao i urea.

Nasuprot supstancama koje su korišæene u navedenim studijama, nimovo

ulje i lisni ekstrakt su prirodne, biljne komponente, za koje se pretpostavlja

da imaju manji uticaj na �ivotnu sredinu, te bi njihova potencijalna upotreba

kao antifungicida bila bezbednije rešenje. Meðutim, ovo su rezultati in vitro

studije, pa bi buduæi in vivo eksperimenti, kao i testiranje uticaja proizvoda

nima na �ivotnu sredinu bili neophodni.

Zakljuèak
Ovim eksperimentom potvrðeno je antifungalno dejstvo biljke Azadi-

rahta indica na gljivu Heterobasidion annosum. Sve korišæene koncentra-

cije ulja (0.8 - 7.1%) i lisnog ekstrakta (1.4 - 22.3 mg/mL) bile su efektivne.

Procenat inhibicije koji je pokazan testom na èvrstoj podlozi je bio viši od

onog zabele�enog u teènoj kulturi. To se mo�e objasniti precipitacijom

ekstrakta u teènom medijumu. U narednim istra�ivanjima potrebno je testi-

rati antifungalno dejstvo ni�ih koncentracija ekstrakta i ulja, kao i utvrditi

uticaj nima na �ivotnu sredinu, što je preduslov za njegovu potencijalnu

komercijalnu upotrebu.
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Slika 3. Inhibicija rasta micelije H.
annosum u teènoj podlozi sa lisnim
ekstraktom nima, procenjena na
osnovu dva ponavljanja

Figure 3. Inhibition of H. annosum
mycelial growth in liquid medium
with different concentrations of neem
leaf extract
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Jana Poèuèa

Antifungal Activity of Neem (Azadirachta indica) Leaf
Extract and Oil Against Wood Decay Fungi
Heterobasidion annosum

Forest dieback represents a growing global problem, as a consequence

of accelerating climate changes. In the last few decades, the drying of conif-

erous, mostly spruce, forests was noticed in the area of National park Kopa-

onik. Although this degenerative process is caused by many factors, one of

the main causes is the spreading of the fungus Heterobasidion annosum.

This is a parasitic species that causes rotting of the conifer root. It is consid-

ered to be the most economically important pathogen in the Northern

hemiphere. Neem (Azadirchta indica) is a plant native to the Indian sub-

continent, whose oils are compounds of many commercially available

antifungicides. It is considered that neem can stimulate the growth of other

plants and have a contraceptive and repellent effect on bark beetles, which

can also cause serious damage to the forest. The aim of this project was to

examine the potential antifungal effect of neem oil and leaf extract on H.
annosum. Five different concentrations of ethanol leaf extract (1.4–22.5

mg/mL), as well as oil (0.8–7.2%) were used. The inhibition of fungal

growth was observed on solid and liquid mediums, by measuring colony

surface and mycelium biomass. The percentage of fungal growth inhibition

on solid medium was close to 85% for leaf extract and 80% for oil. The

variance in inhibitory effect of different used concentrations was not statis-

tically significant, which suggests that lower concentrations can be equally

effective. The inhibitory effect on fungal biomass production was also con-

firmed. Biomass production was reduced by about 65% in the treatment

with the highest extract concentration. These results represent a beginning

for future studies which could lead to the potential commercial use of neem

as a biocontrol agent.
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