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1. UvOD

U suvremenoj poljoprivredi postoje razne mjere za suzbijanje zemljiSnih patogena
medu kojima znacajno mjesto zauzimaju agrotehnicke mjere kao S$to su plodored, obrada
tla, zaoravanje zetvenih ostataka i dr. Danas se jo§ uvijek upotrebljavaju i fungicidi koji
koji suzbijaju zemljisSne patogene kao $to su Pythium irregulare i Pythium ultimum.
Njihovim ¢estim koriStenjem povecava Se otpornost patogena na fungicide, u tlu zaostaju
rezidue te dolazi do stetnog utjecaja na korisne organizme u tlu. Koristenjem sintetickih
fungicida onecis¢ujemo okolis i ljudsko zdravlje konzumenata. Kako bismo to sprijecili
danas se proizvodaci sve vise okrecu uporabi prirodnih spojeva u zastiti bilja. U posljednih
nekoliko godina u Hrvatskoj je sve vise poljoprivrednih proizvodaca koji prelaze na sustav

ekoloske proizvodnje iako ona kao takva nije u potpunosti zazivjela.

Ekolosku poljoprivredu mozemo definirati kao sustav poljoprivredne proizvodnje
koji nastoji maksimalno iskoristiti potencijale odredenog ekosustava s ciljem proizvodnje

hrane i zadovoljavanju svih drustvenih i gospodarskih potreba (Znaor, 1996.).

Eteri¢na ili esencijalna ulja su hlapljive tvari koje se mogu dobiti iz razli¢itih dijelova
biljke na tri razli¢ita na¢ina: destilacijom vodene pare, tjeStenjem i ekstrakcijom. Ona imaju
Siroku primjenu u farmaceutskoj industriji za dobivanje razli¢itih lijekova, koriste se u
fitoterapiji i aromaterapiji te za prevenciju razli¢itih bolesti. Obzirom da je poznato da
posjeduju antifungalno, antibakterijsko i antivirusno djelovanje potencijalno bi se mogla

iskoristiti za proizvodnju biofungicida.

Pythium vrste su zemljisni fakultativni patogeni koji parazitiraju veliki broj biljnih
vrsta. Stete ¢ine na mladim biljkama te moze do¢i do njihovog potpunog venuéa i ugibanja.
Biljke zarazavaju u Klijanju i nicanju kada su one najosjetljivije. Parazitiraju povrtne kulture,
trave, cvijeCe pa i neke voéne vrste. Neke od osjetljivih biljnih vrsta su: uljana repica, Se¢erna
repa, duhan, kukuruz, krumpir, grasak, mrkva i paprika. Ukoliko su povoljni vanjski
¢imbenici kao $to su temperatura i vlaga dolazi do brzog venuca i propadanja biljke.
Simptome moZemo vrlo lako prepoznati na mladim klijancima. Vrlo se lako Cupaju iz tla,
mlade biljke su polegnute, a na korijenu mozemo vidjeti bjelicaste prevlake micelija. Gljiva

nepovoljne uvjete prezivljava u obliku hlamidospora.



Cilj ovoga rada je utvrditi utjecaj devet eteri¢nih ulja na porast micelija gljiva Pythium
irregulare Buisman i Pythium ultimum Trow uz primjenu razli¢itih koli¢ina eteri¢nih ulja (5
ul, 15 ul i 30 pl).



2. PREGLED LITERATURE

Biljke su veliki izvor bioaktivnih molekula s terapeutskim potencijalom. Samo je
mali postotak fitokemijski istrazenih biljaka na Zemlji. Iako postoje u¢inkoviti preparati za
suzbijanje gljiva i dermatofita, ekstrakti biljaka kao i eteri¢na ulja i njihovi Spojevi imaju
znacajan utjecaj zbog svojih antifungalnih aktivnosti (Kosalec i sur., 2004.). Sve je veéi
interes u industriji i znanstvenim istrazivanjima za aromati¢ne i medicinske biljke zbog
njihovog antimikrobnog djelovanja koje bi se moglo iskoristit u humanoj medicini, veterini
i kontroli biljnih bolesti. Antimikrobna i insekticidna svojstva eteri¢nih ulja su relativno
dobro istrazena protiv Sirokog spektra organizama kao $to su gljive, bakterije, virusi i insekti.
Ta svojstva su uglavnom vezana za prisustvo aktivnih fitokemikalija ukljucujuci vitamine,
flavonoide, terpene, karotenoide i dr. Upravo zato su od velike vaznosti i u prehrambenoj
industriji te mogu ponuditi zamjenu sinteti¢kih konzervansa za prirodne (Singh i Maurya,
2005.).

Eteri¢na ulja su hlapljive smjese aromati¢nih spojeva, a produciraju ih razlicite biljke. Imaju
Siroku primjenu u prehrambenoj, farmaceutskoj i poljoprivrednoj industriji. Svaki dio biljke
kao Sto su pupoljci, lis¢e 1 cvjetovi mogu sintetizirati etericno ulje. Neka od eteri¢nih ulja su
cimet (Cinnamomum zeylanicum Blume), anis zvjezdasti (Pimpinella anisum), citronela
javanska (Cymbopogon winterianus L.), klin¢i¢ (Syzygium aromaticum L.), lavanda

(Lavandula officinalis L.) (slika 1), bor (Pinus sylvestris L. ) idr.

Gljive su prirodni dio naseg okolisa i imaju veliku ulogu u razgradnji organske tvari.
Mogu rasti na gotovo bilo kojoj organskoj tvari uz dovoljnu vlagu te utjecati na strukturu i

izgled te tvari (Verma i sur., 2008.).

Fitopatogene gljive uzrokuju oko 75 % biljnih bolesti. Imaju specijaliziran nacin
prehrane te se kao takve hrane zivim organizmom koje napadaju te ih stoga prema nacinu
ishrane svrstavamo u parazite. Eukariotski su organizmi koji u biljku mogu prodrijeti na tri
nacina: kroz prirode otvore biljke, kroz mehanicka oStec¢enja ili kroz neozlijedeno tijelo

same biljke.



Slika 1. Eteri¢no ulje lavande , Kemig
(Izvor : http://www.kosarica.hr)

Pythium vrste su biljni fakultativni paraziti koji uzrokuju bolest poznatu pod imenom
palez klijanaca koji naseljavaju razlicite tipove tla. Domacini su im mnogobrojne uzgajane
(slika 2), samonikle, uskolisne i $irokolisne, zeljaste i drvenaste biljne vrste. Najugrozenije
su mlade biljke koje se uzgajaju u plastenicima/staklenicima ili u polju. Zarazene bilj¢ice
najc¢esce propadaju od 7 do 10 dana nakon klijanja te tijekom i nakon nicanja. Na korijenu
mladih bilj¢ica vidljive su male vodenaste, a kasnije i smede pjege. Simptom zaraze Pythium
vrstama moze biti i trulez korijena. Tkivo posmedi, nekrotizira te gubi mogucnost usvajanja
vode i hranjivih tvari od vrha prema osnovi korijena (Jurkovi¢ i sur., 2016.). Micelij ove
gljive je jednostani¢an, bezbojan ili blijedoZuckast. Na miceliju se nespolnim putem
razvijaju zooosporangiji u kojima se nalaze zoospore. Za slobodno kretanje zoospora
potrebna je voda. Micelij stvara i dvije gamete , a to su oogoniji i anteridiji. Nakon kopulacije
anteridija i oogornija nastaje zoospora koja moze klijati u micelij ili u zoospore. Potrebna
temperatura za klijanje je izmedu 10 i 18°C , a potrebna je i slobodna voda. Od ratarskih

kultura najvecu opasnost Pythium vrste predstavljaju za usjeve repe.
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Slika 2. Pythium spp.na dinji

(Izvor : www.ipmimages.org)
U ratarskoj proizvodnji prijeZetveni i poslijezetveni gubitci uslijed gljiviénih bolesti
mogu iznositi i do 12 % u razvijenim zemljama (Lee et al., 2001.) . Istrazivanjima u
posljednjih sto godina utvrdena su antimikrobna svojstva velikog broja eteri¢nih ulja.
Maruzzela i sur. (1961.) su testirali antifungalno djelovanje 196 aromati¢nih kemikalija na
rastué¢im kulturama Cetiri gljive . Rezultati su pokazali da je 63 % ovih kemikalija inhibiralo
rast testiranih gljiva. Takoder, Verma i sur. (2011.) su istrazivali antifungalni utjecaj
eteri¢nih ulja na gljive Apergillus niger van Tieghem i Geotrichum candidum L. Koristili su
eteri¢na ulja biljaka papra (Piper nigrum Linn.), ricinusa (Ricinus communis Linn.), cedra
(Cedrus deodara Roxb.), klin¢i¢a (Syzygium aromaticum Linn.) , eukaliptusa (Eucalyptus
globulus Labill.), naranée (Citrus aurantium Linn.), limuna (Citrus limon Linn.), masline
(Olea europaea Linn.) i mente (Mentha piperita Linn.). Rezultati su pokazali da su eteri¢na

ulja klin¢ica, limuna i mente imala najve¢i antifungalni utjecaj na rast obje istrazivane gljive.

Na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu u Zagrebu Kosalec i sur. (2005.)
istrazivali su antifungalno djelovanje tekuceg ekstrakta i etericnog ulja iz plodova anisa
(Pimpinella anisum L.) na izolate sedam vrsta kvascima slicnih gljivica i Cetiri vrste
dermatofita. Koristili su dvije metode za ispitivanje antifungalne aktivnosti: metode difuzije
cilindrima i metode razrjedivanja u teku¢em hranilistu. Utvrdena je znaCajna razlika (p<

0,01) izmedu minimalne inhibitorne koncentracije tekuceg ekstrakta anisa i eteri¢nog ulja


http://www.ipmimages.org/

anisa. Jacu antifungalnu aktivnost na istrazivanim kvascima sliénim gljivicama i

dermatofitima pokazalo je eteri¢no ulje anisa.

Al-Reza i sur. (2010.) su istrazivali inhibitorno djelovanje eteri¢nih ulja i organskih
ekstrakata jasmina (Cestrum nocturnum L.) na biljne patogene u in vitro i in vivo uvjetima.
Koriste¢i eteri¢no ulje (1000 ppm) i ekstrakt cvijeta jasmina (1500 pg/disc) ispitivali su
antifungalni utjecaj na Botrytis cinerea Pers ex Fr., Colletotrichum capsici (Syd.) E.J. Butler
& Bisby, Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyder & Hansen, Fusarium solani (Mart)
Sacc., Phytophthora capsici Leonian, Rhizoctonia solani J.G. Kiihn i Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary. Eteri¢no ulje jasmina pokazalo je umjereno do visoko
antifungalno djelovanje na sve testirane gljive, dok su ekstrakti heksan, kloroform, etil-acetat

i metanol pokazali inhibitorni rast na neke fitopatogene, ali ne na sve.

Singh i Maurya (2005.) istrazivali su antimikrobna, antifungalna i insekticidna
svojstva 6 razlicitih etericnih ulja. Dosli su do zakljucka da su eteri¢na ulja prirodne
fitokemikalije koje imaju razli¢ito djelovanje na razli¢ite uzro¢nike bolesti. Navode da je
zbog zdravlja ljudi i higijene hrane potrebno pronaci odgovarajuée prirodne aditive koji se
nalaze u biljnom materijalu kao kompleksi. Na temelju ovog istrazivanja kasnije su

provedena mnoga druga istrazivanja .

Sitara i sur. (2008.) su u Pakistanu proveli istrazivanje 0 antifungalnom utjecaju
eteri¢nih ulja u in vitro uvjetima na rast razlic¢itih patogenih gljiva. Eteri¢na ulja ekstrahirana
su iz sjemena nima (Azadirachta indica A. Juss) , gorusice (Brassica campestris L.) , pitome
crnjike (Nigella sativa L.) i devesilje (Ferula assafoetida L.) te je ispitano njihovo
antifungalno djelovanje (koncentracije ulja 0,5; 0,1 i 0,15%) na osam uzro¢nika bolesti koje
se prenose sjemenom. Radi usporedbe ucinka eteri¢énih ulja i njihovog antifungalnog
djelovanja uzet je i fungicid Ridomyl gold 68%. Svi ekstrakti ulja osim ulja gorusice su
pokazala fungistati¢no djelovanje razli¢itog stupnja. Od svih navedenih ulja, ulje devesilja
u koncentracijama 0,1% i 0,15% znacajno je inhibiralo rast svih gljiva osim Aspergillus
flavus L.. Pitoma crnjika u koncentraciji 0,15% je takoder bila vrlo u¢inkovita, dok su malu

fungisti¢nu aktivnost pokazala ulja nima i gorusice i fungicid Ridomyl gold.

Sve vecéa ucestalost pojave razliitih biljnih bolesti, problemi koji se javljaju u
njihovoj kontroli kao i sve ¢eS¢oj pojavi rezistentnosti uzrocnika bolesti na sredstva za
zaStitu bilja potaknuli su istraZivanja prirodnih alternativa. Antifungalni utjecaj etericnih ulja

I njihovih spojeva na inhibiciju rasta micelija Fusarium oxysporum f.sp.gladioli istrazivali
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su Barrera-Necha i sur. (2009.). Znac¢ajan antifungalni uc¢inak utvrden je za ulja cimeta,
timijana i klin¢i¢a koji su u potpunosti inhibirali rast micelija gljive kod primjene u
koli¢inama 100, 150, 200, 250 i 300 ppm. Ovisno 0 primjenjenoj koli¢ini ulja mirisne
lobode, mente i gorke narance imala su razli¢it antifungalni uc¢inak. Eteri¢na ulja ¢eS$njaka,
paprike, alepske rutvice i eukaliptusa nisu imala antifungalni utjecaj na testiranu gljivu bez
obzira na primjenjenu koli¢inu ulja. Spojevi carvacrol (cimofenol), geraniol i trans-
cinanamaldehid imaju znacajnu antifungalnu aktivnost protiv testirane gljive. Na temelju

tih rezultata predlozeni su alternativni fungicidi.

Eteri¢no ulje origana je poznat izvor antimikorbnih spojeva za primjenu u
konzerviranju hrane. Istrazivanje Cabarkapa I. i sur. (2011.) eteriénog ulja origana na Sest
izolata gljive Penicillium aurantiogrissum Dierckx. i 4 izolata gljive Penicillium
chrysogenum Thom. izoliranih iz tradicionalne proizvodnje Petrovacke kobasice. Nalazi
otkrivaju da eteri¢no ulje origana ima znacajno inhibitorno djelovanje na sve testirane izolate
gljiva. P. aurantiogriseum i P.chrysogenum . Eteri¢no ulje origana je pokazalo visoko
antifungalno djelovanje (aktivnost) na sve testirane izolate pri primjeni najvece koli¢ine ulja
250 plL/mL.

Pineda 1 sur. (2018.) su ispitivali antifungalni uc¢inak eckstrakata iz perSina
(Petroselinum crispum Mill.) kao i eteri¢nih ulja i njihovih komponenti na fitopatogenu
gljivu Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds. Rezultati su pokazali da su svi ekstrakti
kao i eteri¢no ulje vrlo znac¢ajno inhibirali rast gljive C. acutatum pri koli¢ini vecoj od 100

pg/mL.

Svako eteri¢no ulje ima specifican inhibitorni u¢inak te on moze ovisiti o nacinu
aplikacije. Veliki fenolni spojevi kao $to su timol i eugenol su komponente nekih eteri¢nih
ulja te je poznato da ona bolje djeluju pri kontaktnoj primjeni. Ulja koja sadrze nefenolne
hlapljive spojeve kao §to su na primjer citral i limonen imaju najbolji u¢inak na mnoge gljive

pri primjeni eter¢nih ulja isparavanjem (Suhar i Nielsen, 2003.).

Glavna komponenta eteri¢nog ulja anisa Illicium verum Hook (zvjezdoliki anis) je
spoj antenol. Huang i sur. (2010.) navode da ulje anisa ima antifungalno djelovanje na rast
micelija gljiva Fusarium graminearum Schw. i Fusarium oxysporum (f.sp.cucumerinum ,

f.sp.lycopersici, f.sp. vasinfectum).



Velluti i sur. (2003.) su istrazivali utjecaj pet vrsta eteri¢nih ulja (limunska trava,
origano, palmarosa, klin¢i¢ i cimet) na porast micelija Fusarium proliferatum (Mashus.)
Nirenberg ex gerlach & Nirenberg i produkciju mikotoksina fumonizina B1 na razli¢itim
temperaturama i pri razli¢itim koli¢inama vode u zrnu kukuruza. Na temperaturama 20 i 30
°C 1 pri veéem sadrzaju vode u zrnu inhibitorni ufinak na rast micelija bio je veci.
Proizvodnja mikotoksina fumonizina B1s inhibirana je pri vecoj koli¢ini vode 1 vi$oj

temperaturi .

Eugenol je jedna od glavnih komponenata eteri¢nih ulja klin¢ic¢a i cimeta te ima vrlo
jako antifungalno djelovanje na patogene gljive Botrytis cinerea i Sclerotinia sclerotiorum
(Wang i sur., 2010.).

Prema istrazivanju Silva i sur. (2008.) jako antifungalno djelovanje ima eteri¢no ulje
limunske trave (Cymbopogon citratus L. Spreg) na vrste iz roda Candida, posebno na vrstu

Candida albicans.

Inhibitorni utjecaj eteri¢nih ulja timijana i eukaliptusa na Sest patogenih gljiva:
Pencillium digitatum (Pers.) Sacc., Aspergillus flavus, Colletotrichum gloeospoiroides
(Penz.) Penz. & Sacc., Phytium ultimum, Rhizoctoia solani i Bipolaris sorokiniana (Ito &
Kurib) Drechsler ex Dastur istrazivali su Katooli i sur. (2012.). Rhizoctonia solani i Bipolaris
sorokiniana su iz izolirani iz rize, Pencillium digitatum i Aspergillus flavus su izolirani iz
plijesni kruha, a Colletotrichum gleosporoides i Phytium ultimum iz citrusa. Ciste kulture
su uzgojene na PDA podlozi, a iz listova timijana i eukaliptusa su ekstrahirana eteri¢na ulja.
Ova eteri¢na ulja primijenjena su u koli¢ini 10 pL i to nerzrijedena i razrijedena s acetonom
25 %, 50 % 1 75 %. Petrijeve zdjelice su inkubirane u termostat komori na 25°C kroz 30
dana. Rezultati su pokazali da je eteri¢no ulje eukaliptusa potpuno inhibiralo rast micelija
Phytium ultimum i Rhizoctoia solani u svim primijenjenim koli¢inama dok na patogene
gljive Pencillium digitatum i Aspergillus flavus nije utvrden nikakav antifungalni u¢inak.
Eteri¢no ulje timijana u koncentraciji ulja 75% 1 100% je potpuno inhibiralo rast micelija
Pencillium digitatum, a kod Colletotrichum gloeosporoides, Pythium ultimum i Rhizoctonia

solani u svim koncentracijama.

Krauze-Baranowska i sur. (2002.) istrazivali su antifungalno djelovanje eteric¢nih ulja
iz roda Pinus (Pinus ponderosa Douglas ex C. Lawson, Pinus resinosa Sol. ex Aiton i Pinus
strobus L.) na tri vrste gljiva iz roda Fusarium (Fusarium culmorum (Wm. G. Sm.) Sacc.,

F. solani i Fusarium poae (Peck.) Wollenw.). Od svih navedenih eteri¢nih ulja najjace

8



antifungalo djelovanje je imalo ulje P. ponderosa na sve tri vrste roda Fusarium i to pri
najnizoj koncentraciji ulja od 2%. P. resinosa i P. strobus su imale inhibitorni u¢inak na sve
tri vrste roda Fusarium, ali u puno manjoj mjeri. Razlog tome je razliciti kemijski sastav
u¢ja. P. strobus ima najmanje ugljikovodi¢nih terpena te je zato imalo i najslabije

antifungalno djelovanje.

Antifungalno djelovanje etericnog ulja Ziziphora clinopodioides L. na Sclerotinia
sclerotiorum istrazivali su Ma i sur. (2016.). Rast micelija ove gljive je potpuno inhibiran
pri koli¢ini 1,25 pl/ml kontaktnim djelovanjem i 0,15 ul/ml isparavanjem ulja. Pri koli¢ini
ulja 0,15 pl/ml isparavanjem ulje je pokazalo snazni inhibitorni ucinak na stvaranje
sklerocija. Potpuni inhibitorni u¢inak na stvaranje sklerocija je pri kontaktnom djelovanju

ulja i koli¢ini 1 pl/ml.

Al-Taisan i sur. (2014.) proveli su istrazivanje o djelovanju pet eteri¢nih ulja na gljivu
Sclerotinia sclerotiorum. Pokus je proveden u Petrijevim zdjelicama na PDA podlozi.
Aplicirane su Cetiri koli¢ine ulja 0.01 pL/mL, 0.1 pl/ml , 0.5 pl/ml i 1 pl/ml . Pokus je
postavljen u termokomori na 25 °C kroz 24 sata. Najbolji inhibitorni u¢inak na porast
micelija pokazalo je ulje lis¢e eukaliptusa (62%), zatim ulje cimeta (55.7%) pa ulje piskavice
(30%).

Istrazivanje o utjecaju 12 eteri¢nih ulja na rast gljiva B. cinerea, S. sclerotiorum, F.
oxysporum, Phytophthora parasitica Dastur, Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp.,
Alternaria brassicae (Berk.) Sacc., Cladobotryum mycophilum (Oudem) Gams & Hooz i
Trichoderma aggressivum f. sp. europaeum proveli su Dianez i sur. (2018.). Pokus je
postavljen u Petrijevim zdjelicama na PDA podlozi. Eteri¢na ulja ruzmarina, timijana i
eukaliptusa su imala negativan utjecaj na rast micelija S. sclerotiorum samo kod primjene
kombinacije sva tri ulja. Eteri¢na ulja klin¢i¢a, paprene metvice i ruZi¢astog geranija su

potpuno inhibirala rast gljiva S. sclerotiorum i P. parasitica pri koli¢ini od 8 pl.

Sukatta i sur. (2008.) istrazivali su antifungalni utjecaj eteri¢nih ulja klin¢i¢a i cimeta
I njihovo sinergisticko djelovanje na 6 razlicitih gljiva: Aspergillus niger, Alternaria
alternata (Fr.) Keissl., Colletotrichum gloeosporioides, Phomopsis viticola (Sacc.) Sacc.,
Rhizopus stolonifer Vuillemin i Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.
Antifungalno djelovanje ulja klin¢ic¢a vrlo je slabo i pokazuje minimalnu inhibiciju kada je
primijenjeno u koli¢inama 200 , 200 , 4000 , 800 , 200 i 200 mg/ml . Rezultati su pokazali

da eteri¢no ulje klinCi¢a i cimeta nisu zna¢ajno utjecali na inhibiciju rasta A .alternata, A.
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niger , P. viticola, ali su znacajno inhibirali rast C. gloesporioides, R. stolonifer i L.
theobromae . Eteri¢no ulje cimeta u koli¢ini 10 ul imalo je 100% antifungalni uc¢inak na sve
testirane gljive osim na R. stolonifer, dok je eteri¢no ulje klin¢i¢a potpunpo inhibiralo porast

micelija svih testiranih gljiva.

Utjecaj 22 eteri¢na ulja (anis, timijan, kim, paprena metvica, lavanda, kadulja,
mati¢njak, ruzmarin, mirta, cimet list, bosiljak, bijeli bor, eukaliptus, cedar, bergamot,
mandarina, ¢empres, paculi, dumbir, gorka naranca, sandal i kamfor) na porast micelija
Botrytis cinerea istrazivali su Grgi¢ i sur. (2016.) Porast micelija je mjeren nakon 319 dana,a
ulja su primjenjena u tri koli¢ine (3, 519 ul ). Antifungalno djelovanje pokazala su sva ulja
osim gorke narance, sandala i kamfora . U odnosu na kontrolu, najbolji u¢inak su imala ulja
anisa i timijana. Eteri¢na ulja gorke narace,sandala i kamfora su imala stimulativan u¢inak

na rast gljive B. cinerea.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Priprema PDA podloge

Priprema hranjive podloge zapocinje kuhanjem 500 ml destilirane vode 21 g gotovog
krumpir dekstroznog agarai 1,4 g tehnickog agra (slika 3). Ova smjesa se kuha u Erlenmayer
tikvici jedan sat vremena u vodenoj kupki. Nakon kuhanja tikvicu poklopimo aluminijskim
¢epom, umotamo u filter papir te stavljamo u autoklav na sterilizaciju. Sterilizacija traje 20
minuta na temperaturi od 120° C, dok ukupan rad autoklava traje oko sat i pol . Kada se
temperatura podloge spusti na 60°C u nju dodajemo prethodno pripremljenu otopinu 0,5 g

antibiotika i 2 ml sterilne destilirane vode.

Slika 3. Krumpir dekstrozni i tehnicki agar (lzvor: Petri¢ ,2019.)
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Petrijeve zdjelice stavljamo u posebne aluminijske stalke te ih u autoklavu
steriliziramo na 120 °C. Nakon sterilizacije, Petrijeve zdjelice ne smijemo otvarati do
trenutka kada u njih sipamo hranjivu podlogu. Nakon sto izlijemo hranjivu podlogu u

Petrijeve zdjelice, one se ohlade te ih stavljamo u hladnjak na cuvanje .

3.2. Postavljanje pokusa

Sedam dana prije postavljanja pokusa potrebno je gljive Pythium irregulare i
Pythium ultimum precijepiti na PDA podlogu i inkubirati u termostat komori na 22°C (slika

4) kako bi se razvile Ciste kulture koje ¢emo koristiti dalje u pokusu.

L ey "

—

——

. u
Slika 4. Termostat komora
(Izvor : Petri¢, 2019.)
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Nakon sto smo pripremili PDA podlogu, uslijedilo je i precjepljivanje gljiva na
podloge (slika 5) te aplikacija eteri¢nih ulja. Ovaj je postupak proveden u Centralnom
laboratoriju za fitomedicinu Fakulteta agrobiotehni¢kih znanosti Osijek. Za postupak
precjepljivanja potrebna je metalna pinceta, 96% etilni alkohol, plamenik i metalni kruzni
reza¢. U pokusu je korosteno devet etericnih ulja: ¢ajevac, eukaliptus, cempres, citronela,

anis zvjezdasti, cimet kora, lavanda, bor i klin¢i¢ u tri razli¢ite koli¢ine: 5 ul, 15 pli 30 pl.

Slika 5. Precjepljivanje gljiva (Izvor: Petri¢ ,2019.)

Pokus je postavljen u 3 ponavljanja. U sredinu Petrijeve zdjelice postavljen je kruzni
isjecak filter papira (Smm) i na njega pipetom odredena koli¢ina eteri¢énog ulja (5 ul, 15 ul i
30 ul ) (slika 6). Gljive smo precijepili na hranjive podloge pomocu sterilnog buSaca na
nacin da smo na svaku PDA podlogu stavili po 4 dijagonalno rasporedena ,.kruzi¢a“ micelija
gljive. U kontroliranoj varijanti umjesto eteri¢nog ulja na filter papir stavlja se destilirana
voda. Ova inokulacija se obavlja u laminaru, a nakon nje Petrijeve zdjelice se ostavljaju u

termostat komoru na 22°C (slika 7).
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Slika 6. Pipetiranje eteri¢nog ulja na podlogu
(Izvor: Petri¢, 2019.)

Zonu inhibicije mjerili smo (u cm) 4. i 8. dana od postavljanja pokusa.

Slika 7. Petrijeve zdjelice u termostat komori
(Izvor: Petri¢, 2019.)

14



4 REZULTATI
4.1. Utjecaj eteri¢nih ulja u koli¢ini 5 pl

Mijerenje zone inhibicije je 4. i 8. dana od postavljanja pokusa. Nakon osam dana eteri¢na
ulja ¢ajevca, eukaliptusa, cempresa, lavande i bora (slika 8) nisu imala nikakav inhibitorni

utjecaj na gljive Pythium irregulare i Pythium ultimum.

Na gljivu Pythium irregulare eteri¢na ulja citronele javanske, anisa, klin¢i¢a i cimet kore
nakon 4 dana su imali statisticki vrlo znacajan antifungalni utjecaj u odnosu na kontrolu.
Nakon 8 dana micelij gljive je potpuno prerastao zdjelice u svim varijantama pokusa izuzev
kod primjene ulja klin¢i¢a koje je 1 dalje statisticki vrlo zna€ajno inhibiralo porast gljive.
Prethodno navedena ulja i ulje lavande su imala statisticki vrlo znacajno inhibitorno
djelovanje na porast gljive Pythium ultimum nakon 4 dana u odnosu na kontrolu. Osmog
dana od nacjepljivanja statisti¢ki vrlo znac¢ajno inhibitorno djelovanje na porast micelija u
odnosu na kontrolu imaju samo eteri¢na ulja citronele javanske, cimeta i klin¢i¢a (Tablica
1). Najznacajnije inhibitorno djelovanje na obje gljive imalo je eteri¢no ulje klincica (slika

9).

Tablica 1. Utjecaj eteri¢nih ulja (5 ul) na Pythium irregulare i Pythium ultimum izrazen kao
zona inhibicije (cm)

Pythium irregulare Pythium ultimum
Nakon 4 dana Nakon 8 dana Nakon 4 dana Nakon 8 dana

Cajevac 0 0 0 0
Eukaliptus 0 0 0 0
Cempres 0 0 0 0

0

0

0

0

0
Kontrola 0 0 0 0
LSD(0,05) 0,26 0,11 0,55 0,31
LSD (0,01) 0,39 0,15 0,75 0,43
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Slika 8. Utjecaj eteri¢nog ulja bora na Pythium irregulare
(Izvor: Petri¢, 2019.)
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Slika 9. Utjecaj eteri¢nog ulja klin¢i¢a na Pythium
irregulare (lzvor: Petri¢, 2019.)
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4.2. Utjecaj eteri¢nih ulja u koli¢ini 15 pl

Nakon 4 dana od postavljanja pokusa inhibitorni u¢inak na rast micelija gljiva
Pythium irregulare i Pythium ultimum (slika 10) imala su eteri¢na ulja ¢ajevca, citronele
javanske, anisa zvjezdastog, cimeta, lavande i klin¢i¢a (Tablica 2.). Veca primjenjena
koli¢ina ulja pokazuje i veéi inhibitorni ué¢inak. Osam dana od nacjepljivanja ulje cimeta
statisticki znacajno, a ulja Cajevca, citronele, anisa, lavande i klin¢i¢a statisti¢ki vrlo
znacajno inhibiraju porast P. irregulre u odnosu na kontrolu. Takoder, osmog dana od
nacjepljivanja ulje Cajevca statisticki znacajno, a ulja citronele, anisa, lavande, cimeta i

klin€ica statisticki vrlo zna¢ajno inhibiraju porast P. ultimum u odnosu na kontrolu.

Tablica 2. Utjecaj eteri¢nih ulja (15 ul) na Pythium irregulare i Pythium ultimum izraZzen
kao zona inhibicije (cm)

Pythium irregulare Pythium ultimum
Nakon 4 dana | Nakon 8 dana | Nakon 4 dana | Nakon 8 dana
0,83
Eukaliptus 0 0 0 0
Cempres 0 0 0 0

Kontrola 0 0 0 0
LSD(0,05) 0,31 1,17 0,97 0,79
LSD (0,01) 0,43 1,60 1,32 1,08
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Slika 10. Porast Pythium irregulare i Pythium ultimum pri

primjeni 15 pl eteri¢nih ulja (Izvor: Petri¢, 2019.)
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4.3. Utjecaj eteri¢nih ulja u koli¢ini 30 pl

Pri primjeni eteri¢nih ulja u koli¢ini 30 pl ¢etiri dana od postavljanja pokusa ulje cimeta je

statisti¢ki znacajno, a ulja ¢ajevca, eukaliptusa, citronele, anisa, lavande i klin¢ica statisticki

su vrlo znacajno inhibirala rast Pythium irregulare u odnosu na kontrolu. Nakon osam dana

od nacjepljivanja ulja ¢empresa i1 bora nisu inhibirala rast gljive dok su sva ostala ulja

statisticki znacajno ili vrlo znacajno inhibirala porast micelija ispitivane gljive (Tablica 3).

Eteri¢na ulja Cajevca, eukaliptusa, citronele javanske, anisa (slika 11), cimeta, lavande i

klin¢i¢a su Cetiri 1 osam dana nakon postavljanja pokusa statisticki vrlo zna€ajno inhibirala

rast Pythium ultimum (Tablica 3).

Tablica 3. Utjecaj eteri¢nih ulja (30 ul) na Pythium irregulare i Pythium ultimum izraZen kao

zona inhibicije (cm)

Pythium irregulare

Pythium ultimum

Nakon 4 dana Nakon 8 dana

Nakon 4 dana

Nakon 8 dana

Kontrola 0 0 0
LSD(0,05) 1,38 1,49 0,68 1,06
LSD (0,01) 1,88 2,03 0,93 1,44
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Slika 11. Utjecaj eteri¢nog ulja anisa zvjezdastog na Pythium ultimum
(Izvor: Petri¢, 2019.)
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4.4. Utjecaj eteri¢nog ulja klinci¢a na gljive Pythium irregulare i Pythium ultimum

Eteri¢no ulje klin¢i¢a pokazalo je najbolji u€inak na supresiju rasta micelija obje
istrazivane gljive. Za obje gljive je utvrdeno da je najbolji u¢inak ostvaren primjenom ulja u
koli¢ini 15 pl iako je i pri primjeni ulja u koli¢ini 5 pl i 30 pl takoder utvrden inhibitorni

ucinak.

Tablica 4. Utjecaj eteri¢nog ulja klin¢i¢a na gljive Pythium irregulare i Pythium ultimum

Pythium irregulare Pythium ultimum
5ul 15 ul 30 ul 5ul 15 ul 30 ul
1,50 1,34 1,57 2,58
LSD (0,05) 0,41 0,61
LSD (0,01) 0,61 0,93
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5. RASPRAVA

Eteri¢na ulja su hidrofobne i koncentrirane tekuc¢ine, dobivene su iz biljaka te sadrze
nestabilne aromati¢ne spojeve (Isman, 2000.). Postaju predmet sve veceg broja istrazivanja

zbog svojih bioloskih osobina kao §to su insekticidna, antifungalna i antibakterijska.

Na temelju provedenog istrazivanja u Centralnom laboratoriju za fitomedicinu na
Fakultetu agrobiotehnickih znanosti Osijek dokazali smo da razliita ulja imaju razlicito
djelovanje na rast gljiva Pythium irregulare i Pythium ultimum $to je u skladu s rezultatima
drugih istrazivanja (Krauze-Baranowska i sur., 2002., Sukatta i sur., 2008., Verma i sur.,
2011.). lako u pravilu vec¢a koncentracija ili koli¢ina primjenjenog eteri¢nog ulja znaci i jace
antifungalno djelovanje to ne mora nuzno uvijek biti tako (Cosié i sur., 2010.). Pri primjeni
u kolic¢ini 5 pl eteri¢no ulje ¢ajevca nije pokazalo inhibitorno djelovanje na gljive Pythium
ultimim i Pythium irregulare. Povecanjem koli¢ine eteri¢nog ulja povecao se i supresivni
ucinak ovog etericnog ulja. Pri najvecoj koncentraciji od 30 pl eteri¢no ulje Cajevca je
pokazalo statisti¢ki vrlo znacajno inhibitorno djelovanje na porast micelija obje gljive. S
druge strane, eteri¢no ulje klincic¢a je imalo najbolji u¢inak na obje gljive pri primjeni ulja u
koligini 15 pl. U istrazivanju Cosié i sur. (2010.) ulje klin¢i¢a je imalo jako inhibitorno
djelovanje na rast devet od ukupno 12 istrazivanih gljiva. Inhibitorni u¢inak ulja lavande

takoder se pojacava s povecanjem primjenjene koli¢ine.

Eteri¢na ulja éempresa i bora su pokazali najslabije djelovanje na Pythium irregulare
i Pythium ultimum. U svim primjenjenim koli¢inama (5 pl, 15 pl i 30 pl) ve¢ nakon 4 dana
od postavljanja pokusa micelij gljiva je prerastao Petrijevu zdjelicu. Nasi rezultati u skladu
su s rezultatim Cosié i sur. (2010.) koji navode da ulje bora nije imalo inhibitorni u¢inak na

osam od 12 istrazivanih gljiva.

Na neke gljive eteri¢na ulja djeluju vrlo slabo. Tako Cosi¢ i sur. (2010.) navode da
na Tanatephorus cucumeris Don K. od 11 istrazivanih ulja inhibitorno djeluje samo ulje

anisa, a na Fusarium graminearum samo ulje timijana.

U naSem istrazivanju etericno ulje eukaliptusa je imalo znacajan inhibitorni u¢inak
na rast micelija samo u koli¢ini 30 pl dok je u ostalim primjenjenim koli¢inama uc¢inak bio
vrlo slab ili ga nije bilo. Inhibitorni utjecaj eteri¢nih ulja timijana i eukaliptusa na Sest
patogenih gljiva Pencillium digitatum, Aspergilus flavus, Colletotrichum gleosporoides,

Phytium ultimum, Rhizoctoia solani i Bipolaris sorokiniania istrazivali su Nafiseh Katooli i
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sur. (2012.). Na temelju njihovog istraZivanja eteri¢na ulja eukaliptusa i timijana su potpuno

inhibirala rast gljive Pythium ultimum.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja fungistaticnog djelovanja eteri¢nih ulja Cajevca,
eukaliptusa, cempresa, citronele javanske, anisa zvjezdastoga, cimet kore, lavande, bora i
klin¢i¢a na porast micelija patogena Pythium irregulare i Pythium ultimum moZzemo

zakljuciti:

1. Veca koncentracija eteri¢nog ulja ne znac¢i nuzno i jace antifungalno djelovanje.
2. JaCina antifungalnog djelovanja ovisi o vrsti gljive i vrsti etericnog ulja.

2. Najslabije antifungalno djelovanje na porast micelija obje gljive imala su eteri¢na ulja

bora i Cempresa.

3. Najjace antifungalno djelovanje na porast micelija obje gljive imalo je eteri¢no ulje

klin¢ica.
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8. SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi utjecaj devet eteri¢nih ulja (Cajevac, eukaliptus,
¢empres, citronela javanska, anis zvjezdasti, cimet kora, lavanda, bora, klin¢i¢) na gljive

Pythium irregulare i Pythium ultimum. Ulja su primjenjena u koli¢inama 5 pul ,15 pl i 30 pl.

Statisticki najznacajniji negativni utjecaj na porast micelija Pythium irregulare i Pythium
ultimum imalo je eteri¢no ulje klin¢i¢a dok je naslabiji ucinak utvrden za ulja bora i

c¢empresa.

Kljucne rijeci: etericno ulje, rast micelija, inhibicijski utjecaj
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9.SUMMARY

The aim of this study was to determine the effect of 9 essential oils (tea tree, eucalyptus,
cypress, javanese citronella, star anise, cinnamon bark, lavender, pine, clove) on the fungi
Pythium irregulare and Pythium ultimum. Different concentrations of essential oils 5 pl, 15

ul and 30 pl were applied.

The statistically most significant inhibitory effect on the growth of mycelium had clove

essential oils while the weakest effect was found for pine and cypress oils.

Key words: essential oil, mycelium growth, inhibitory effect
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10. POPIS TABLICA

Tablica 1. Utjecaj eteri¢nih ulja (5 ul) na Pythium irregulare i Pythium ultimum izrazen kao
zona inhibicije (cm)
Tablica 2. Utjecaj eteri¢nih ulja (15 ul) na Pythium irregulare i Pythium ultimum izrazen kao
zona inhibicije (cm)
Tablica 3. Utjecaj eteri¢nih ulja (30 ul) na Pythium irregulare i Pythium ultimum izrazen kao

zona inhibicije (cm)

Tablica 4. Utjecaj eteri¢nog ulja klin¢i¢a na gljive Pythium irregulare i Pythium ultimum
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Slika 4. Termostat komora (lzvor: Petri¢,2019.)

Slika 5. Precjepljivanje gljiva (Izvor: Petri¢, 2019.)

Slika 6. Pipetiranje eteri¢nog ulja na podlogu (Izvor : Petri¢, 2019.)

Slika 7. Petrijeve zdjelice u termostat komori (lzvor: Petri¢, 2019.)

Slika 8. Utjecaj eteri¢nog ulja bora na Pythium irregulare (Izvor: Petri¢, 2019.)
Slika 9. Utjecaj eteri¢nog ulja klin¢i¢ na Pythium irregulare (Izvor: Petri¢, 2019. )

Slika 10. Porast Pythium irregulare i Pythium ultimum pri primjeni 15 pl eteri¢nih ulja
(Izvor: Petri¢, 2019.)

Slika 11. Utjecaj eteri¢nog ulja anisa zvjezdastog na Pythium ultimum (Izvor: Petri¢, 2019.)
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