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1. UVOD

Rod Fusarium uzrokuje znacajne ekonomske gubitke u usjevima Sirom svijeta. Vrste iz ovog
roda parazitiraju na mnogim kultiviranim i1 korovnim biljkama, ukljucujuéi Abutilon
theophrasti, Ambrosia artemisiifolia, Sorghum halepense, Amaranthus hybridus i druge (Cosi¢
1 Vrandeci¢, 2003.). Fusarium culmorum i Fusarium oxysporum napadaju kulture poput pSenice,
jeCma, zobi, rize, kukuruza, mahunarki te povréa poput krumpira, raj¢ice 1 krastavaca,
uzrokujudi trulez korijena i klasova, palez klijanaca, snijeznu plijesan i venuce (Davari i Ezazi,
2022.). Zarazeni klasovi uzrokuju smanjenje broja i teZine zrna te razgradnju Skroba, proteina i
stani¢nih stijenki. Infekcija se $iri zarazenim sjemenom, zarazenim tlom i1 korovnim vrstama.
Najvece Stete nastaju tijekom cvatnje kada temperature prelaze 25 °C, uz relativnu vlaznost
zraka iznad 85 % (Cosié i Vrandegié, 2003.).

Osim smanjenja prinosa, vrste iz roda Fusarium proizvode mikotoksine, sekundarne kemijske
metabolite gljiva. Medu najotrovnijim 1 najraSirenijim Fusarium toksinima su zearalenon,
fumonizini, moniliformin i trihoteceni. Ovi toksini mogu uzrokovati ozbiljne zdravstvene
probleme kod ljudi i Zivotinja, uklju¢ujuéi karcinom dojke i jednjaka, povracanje, bolove u
stomaku, gréeve, dermatitis, te oStecenje bubrega i jetre. Takoder, mogu izazvati neplodnost i u
ekstremnim slucajevima, smrt. Kod Zivotinja, izloZenost ovim mikotoksinima moze dovesti do
znacajnih ekonomskih gubitaka zbog smanjenja proizvodnje i povecane smrtnosti (NeSic¢ i sur.,
2014.).

Suzbijanje fuzarioza moze se posti¢i sjetvom zdravog sjemena, provodenjem plodoreda s
kulturama poput soje, suncokreta i Secerne repe, te dubokim zaoravanjem ostataka usjeva (Cosi¢
1 Vrandeci¢, 2003.). Iako se kemijski fungicidi koriste za suzbijanje biljnih bolesti 1 odrzavanje
visokih prinosa, oni imaju negativne ucinke na ljudsko zdravlje i okoliS. Zbog toga su prirodni
dozama. U posljednje vrijeme raste interes za bioloSkim antifungalnim sredstvima koja mogu
zamijeniti sinteticke pesticide. Jedna od najsuvremenijih metoda za suzbijanje biljnih bolesti je
koriStenje etericnih ulja. Eteri¢na ulja su biljnog podrijetla 1 sadrze mjeSavinu razlicitih
kemijskih spojeva. Razna istrazivanja pokazala su da eteri¢na ulja mogu inhibirati rast Fusarium
vrsta i smanjiti koncentraciju mikotoksina (Perczak i sur., 2019.).

Cilj ovog istraZivanje je bio utvrditi volatilni utjecaj eteri¢nih ulja na porast F. culmorum i F.

oxysporum



2. PREGLED LITERATURE

F culmorum 1 F. graminearum su uzrocnici ozbiljnih biljnih bolesti. Njihovi mikotoksini
izazivaju Sirok spektar toksi¢nih reakcija, uklju¢uju¢i karcinogene, mutagene, teratogene i
estrogene ucinke, koji dovode do akutnih i kroni¢nih bolesti kod zivotinja i ljudi. Perczak i
suradnici (2019.) u svojoj studiji istrazili su uc¢inke odabranih eteri¢nih ulja na inhibiciju rasta
F. graminearum 1 F. culmorum te smanjenje koncentracije mikotoksina u zrnu pSenice. Primjena
eteri¢nih ulja znacajno je smanjila sadrzaj zearalenona, ovisno o varijanti pokusa i do 99 %.
Samo je narancino ulje rezultiralo smanjenjem od oko 68,33 %. Sva ispitana etericna ulja

takoder su zna¢ajno smanjila razinu trihotecena skupine B, u rasponu 94,51-100 %

Prema istrazivanju Sharma i suradnika (2017.), ulje klin¢i¢a pokazalo je snazno antifungalno
djelovanje protiv Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, gljivice koja uzrokuje venuce.
Istrazivanje je obuhvatilo Cetiri eteri¢na ulja: ulje klin¢i¢a, limunske trave, metvice i eukaliptusa,
te su procijenjena njihova protugljivicna svojstva. Ulje klinCica je pokazalo najvecu aktivnost,
uz potpunu inhibiciju rasta micelija i klijanja spora pri koncentraciji od 125 ppm?, ICs, s
vrijednostima od 18,2 odnosno 0,3 ppm. Ostala eteri¢na ulja su takoder pokazala inhibicijski

ucinak, ali u vi§im koncentracijama.

Istrazivanje Tyskiewicz 1 suradnika (2019.) izvjeStava o antifungalnim svojstvima ekstrakta
smede alge Fucus vesiculosus protiv fitopatogena F. culmorum i F. oxysporum. Fukosterol iz
algi pokazao je antifungalni u€inak protiv F. culmorum, inhibirajuci rast makrokonidija za 1 %.
Nize koncentracije fukosterola (0,05-0,2 %) rezultirale su kra¢im makrokonidijama 1
strukturnom degradacijom. Ekstrakt F. vesiculosus inhibirao je rast micelija F. oxysporum za 48
% nakon 168 sati inkubacije, dok je 100 % ekstrakta inhibiralo rast F. culmorum i F. oxysporum
za 72 %175 %.

Fucus vesiculosus, smeda alga, bogata je polisaharidima, fukoksantinom, manitolom i Secernim
polimerima, koji imaju Stetan u¢inak na fitopatogene 1 povoljan ucinak na biljke 1 Zivotinje.

Morske makroalge su bogat izvor bioaktivnih spojeva s antibakterijskim, antifungalnim 1

! ppm- mjerna jedinica koja se koristi za izraZzavanje koncentracije jedne tvari u odnosu na milijun dijelova druge
tvari. Na primjer, ako je koncentracija neke tvari 1 ppm, to znaci da u milijun dijelova neke smjese ili otopine ima
jedan dio te tvari; https://bs.wikipedia.org/wiki/Parts_per million



antivirusnim svojstvima, te se koriste u poljoprivredi kao stimulansi biljaka i biognojiva.
Dokazano je da ekstrakti algi poticu klijanje, rast sjemena i prinos usjeva (Tyskiewicz i sur.,

2019.)

Ucinak eteri¢nih ulja iz Cetiri aromati¢ne biljke na proizvodnju mikotoksina deoksinivalenola i
zearalenona F. graminearum istrazen je u radu Zoratto Romolia i sur., (2021.). Eteri¢na ulja
dobivena su iz dumbira, kurkume, majc¢ine dusice i ruzmarina putem hidrodestilacije, a njihovi
kemijski sastavi analizirani su plinskom kromatografijom/masenom spektrometrijom. Glavni
spojevi identificirani u uljima bili su monoterpeni i seskviterpeni. Minimalne inhibitorne
koncentracije i minimalne fungicidne koncentracije utvrdene su na 11,25, 364, 3661 11,580 pg
mL"' za ulja dumbira, kurkume, maj¢ine duSice i ruzmarina. Rezultati su pokazali zna¢ajnu
inhibiciju proizvodnje deoksinivalenola i djelomi¢nu inhibiciju zearalenona F. graminearum.
Etericna ulja majCine duSice i dumbira pokazala su najja¢i antimikotoksigeni ucinak na
deoksinivalenol i zearalenon. Obecavajuéi rezultati in vitro istrazivanja ukazuju da bi se ova ulja

mogla koristiti kao zamjena za sintetske fungicide u buduénosti.

Eteri¢na ulja mogu zamijeniti sinteticke pesticide za kontrolu gljiviénih kontaminacija jer su
sigurna za zdravlje 1 ne zagaduju okolis. Ulje dumbira je dobiveno hidrodestilacijom i
analizirano plinskom kromatografijom (GC/MS). Aktivnost je mjerena pomocu tekucinske
kromatografije (HPLC/UV), mjerenjem koli¢ine ergosterola i deoksinivalenola. Rezultati su
pokazali da ulje dumbira smanjuje proizvodnju ergosterola pri 1000 pg/mL i deoksinivalenola
pri 500 pg/mL, $to znaci da ulje direktno utjece na biosintezu toksina F. graminearum (Ferreira

isur., 2018.).

Otkriveno je da eteri€na ulja Bursera morelensis 1 Lippia graveolens suzbijaju rast Fusarium
vrsta. U istraZzivanju je proucavan utjecaj ovih ulja 1 Cistih spojeva (kao §to su karvakrol, p-
cimen, a-felandren, a-pinen 1 y-terpinen) na oblik 1 rast hifa Fusariuma, proizvodnju spora 1
klijanje. Karvakrol je pokazao najve¢u sposobnost inhibicije rasta hifa. Etericna ulja 1 Cisti
spojevi znacajno su utjecali na strukturu hifa te smanjili proizvodnju spora 1 klijanje Fusarium

vrsta (Medina-Romero i sur., 2022).



Karapetsi i suradnici (2022.) pokazali su da metabarkodiranje moZze pruziti korisne informacije
o utjecaju razlicitih doza etericnog ulja origana na F. oxysporum i druge gljivicne vrste u
uzorcima tla. Utvrdeno je da je veca doza ulja origana smanjila brojnost F oxysporum,
Trichoderma evansii 1 Mortierella chlamydospora te inhibirala klijanje 1 rast micelija nekih

gljivica.

Istrazivanje Dutta i sur., (2021.) obuhvatilo je raCunalno modeliranje interakcija izmedu protein-
ligand alilizotiocijanata, glavnog sastojka etericnog ulja crne goruSice (Brassica nigra), s
Meloidogyne incognita 1 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Rezultati testiranja eteri¢nog
ulja crne gorusice protiv Meloidogyne incognita pokazali su smrtonosne koncentracije od 47,7,
30,3 1 20,4 pg/ml nakon 24, 48 1 72 sata izlaganja. Takoder je zabiljeZzena znacajna inhibicija
rasta micelija Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici s koncentracijom koja uzrokuje 50 %
inhibicije od 6,42 ug/ml. Rezultati sugeriraju da ulje crne goruSice moze biti novi biopesticid za

borbu protiv Meloidogyne incognita i Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Fusarium solani, uzro€nik trulezi korijena, smanjuje prinos boba (Vicia faba) Sirom svijeta.
Razlicite koncentracije eteri¢nog ulja sjemenki komoraca (12,5, 25, 50, 100, 200 1 400 pL/mL)
protiv F. solani izoliranog iz korijena boba ispitali su Khaleil i sur., (2021.). Foeniculum vulgare
(komorac) poznat je po svom djelovanju na fitopatogene gljive. In vitro, ulje sjemenki komoraca
inhibiralo je porast F. solani s minimalnom koncentracijom od 25 puL/mL. In vivo, ulje je
smanjilo truleZ korijena za 61,2 % 1 ucestalost bolesti za 50 %, te djelovalo kao zastitni agens
za bob (32,5 %). Istrazivanje pokazuje da bi ulje sjemenki komora¢a moglo biti uc¢inkovito

sredstvo protiv gljivica za kontrolu trulezi korijena i pospjesivanje rasta biljaka.

Cilj istrazivanja Krzysko-Lupicka 1 sur., (2021.) bio je procijeniti ucinkovitost sedam
komercijalnih eteri¢nih ulja (grejp, limunska trava, ¢ajevac, majCina duSica, verbena, cajeput i
Litsea cubeba) protiv vrsta roda Fusarium srednjoeuropskog podrijetla, izoliranih iz zaraZenih
zrna pSenice. Fungicidno djelovanje eteri¢nih ulja procijenjeno je u svakoj fazi koriStenjem
koncentracija od 0,025 % do 2,0 %, mjerenjem zona inhibicije rasta metodom disk ploce. U
prvoj fazi istrazivanja analizirane su vrste Fusarium iz poljske populacije: F. avenaceum, F.
culmorum, F. graminearum i F. oxysporum, dok su u drugoj fazi istrazivanja promatrani izolati

Fusariuma iz njemacke populacije, ukljucujuéi F. culmorum, F. culmorum, F. graminearum, F.
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graminearum i F. poae. Usporedena je osjetljivost izolata Fusariuma iz poljske i njemacke
populacije, pri ¢emu su izolati iz njemacke populacije pokazali vecu osjetljivost. Najjace
fungicidno djelovanje pokazalo je ulje timijana, dok su ulja limunske trave i Litseae cubebae

pokazala sli¢an ucinak, ali pri koncentracijama iznad 0,025 %.

Zhang i sur., (2022.) istrazivali su potencijal antifungalnog djelovanja etericnog ulja Sabina
chinensis, drvenaste biljke koja ima vaznu ulogu u ekosustavima razlicitih regija Kine. Cilj
istrazivanja bio je analizirati kemijski sastav i1 antifungalno djelovanje ovog ulja, pri c¢emu je
proces izdvajanja tvari doveden do najboljeg mogucéeg nacina provodenja, kako bi se postigli
najbolji rezultati. Eksperimenti u Petrijevim zdjelicama otkrili su snazno i dugotrajno
antifungalno djelovanje ovog ulja protiv testiranih sojeva F. oxysporum 1 F. incarnatum.
Vrijednosti polovice maksimalnog u¢inka (EC50) za ove sojeve bile su 1,421 1,15 uL/mL, Sto

je rezultiralo inhibicijom rasta od 76 % do 90 % pri dozi od 0,2 pL/mL.

Eteri¢no ulje maj¢ine duSice pokazalo je znaCajnu ucinkovitost u suzbijanju sive plijesni i
fusarijskog venuca presadnica rajcice i rajéicama uzgojenima hidroponski. Tretirani listovi
pokazali su 64 % manju kolonizaciju s Botrytis cinerea u usporedbi s kontrolnim uzorcima.
Osim toga, ulje je smanjilo intenzitet bolesti fusarioze, posebice 7 dana nakon tretmana. Biljke
su pokazale pozitivan odgovor na tretman, bilo kroz folijarno prskanje ili dodavanje ulja u
hidroponski sustav, pri ¢emu se ucinkovitost pripisuje nakupljanju peroksidaza. Primjena ulja

na korijenje pokazala se posebno u¢inkovitom (Ben-Jabeur i sur., 2015.)

Divband i sur. (2017.) ispitivali su u¢inkovitost etericnog ulja Thymus vulgaris (timijan) na rast
gljivica 1 ekspresiju gena Tri4 u sojevima F. oxysporum. Identificirali su timol (32,67 %) 1 p-
cimen (16,68 %) kao glavne komponente ulja timijana. Minimalne inhibitorne koncentracije
varirale su od 5 do 20 pg/ml, s prosjecnom vrijednos¢u od 10,50 pg/ml, dok su minimalne
fungicidne koncentracije bile od 8 do 30 pg/ml, s prosjekom od 16,20 pg/ml. Kvantitativni RT-
PCR pokazao je smanjenje ekspresije gena Tri4 za 4,04 do 6,27 puta kod gljivica tretiranih uljem
timijana. Rezultati ukazuju na to da ulje timijana moZe biti prirodna alternativa sintetickim

fungicidima za prevenciju 1 kontrolu bolesti koje se prenese sjemenom.



3. MATERIJALI METODE

In vitro istrazivanje provedeno je u Centralnoj agrobiotehnic¢koj analitickoj jedinici Fakulteta
agrobiotehni¢kih znanosti SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. Ispitan je
antifungalni ucinak Sest eteri¢nih ulja: zvjezdastog anisa (//licium verum Hook f.), timijana
(Thymus vulgaris L.), klin¢i¢a (Eugenia caryophyllus), slatke narance (Citrus aurantium dulcis
L.), eukaliptusa (Eucalyptus globulus Labill.) 1 limuna (Citrus limon L.), te njihova volatilna
primjena na fitopatogene gljive F. culmorum 1 F. oxysporum. Eteri¢na ulja primijenjena su u
koli¢inama od 10, 20, 50, 751 100 uL, a pokus je proveden u tri ponavljanja. Patogene gljive
koriStene u istraZivanju izolirane su i identificirane na Katedri za fitopatologiju Fakulteta

agrobiotehnickih znanosti Osijek te su dio njihove kolekcije.

3.1. Pripreme hranjive podloge

Za pokus su koristene plasti¢ne sterilizirane Petrijeve zdjelice bez ventilacije, dimenzija 90x14
mm. Te zdjelice su plitke posudice ravnog dna koje sluze za uzgoj raznih kultura bakterija 1
drugih mikroorganizama na hranjivim podlogama. Za pripremu hranjive podloge, u svaku
Erlenmeyerovu tikvicu dodaje se po 500 ml destilirane vode, 21 g krumpir dekstroznog agara i
1,40 g tehniCkog agara (slika 1). Sadrzaj tikvica ru¢no se mijesa kako bi se dobila homogena
smjesa. Tikvice se zatvaraju aluminijskom folijom i steriliziraju u autoklavu na 120 °C tijekom
20 minuta (slika 2). Autoklav je uredaj koji zagrijava tvari pod tlakom na temperaturu visu od
njihova vreliSta, Sto omogucuje provodenje kemijskih reakcija i sterilizaciju razli¢itih materijala

vodenom parom.



Slika 1. Sastojci za izradu hranjive podloge

Izvor: Samal, A., 2023.

Slika 2. Sterilizacija Erlenmeyerovih tikvica u autoklavu

Izvor: Batrnek, N., 2023.

Nakon autoklaviranja, tikvice se vade 1 prati se temperatura podloge. Kada se temperatura spusti

na oko 60 °C, dodaje se 0,30 g prethodno izvaganog antibiotika (slika 3 i 4).



‘

Slika 3. Mjerenje temperature podloge Slika 4. Antibiotik
Izvor: Samal, A., 2023. Izvor: Samal, A., 2023.

Na slici 5 vidljivo je da se Petrijeve zdjelice pune hranjivom podlogom, po 10 mL u svaku.

Nakon §to se podloga ohladi, zdjelice se cuvaju u hladnjaku.

Slika 5. Punjenje Petrijevih zdjelica hranjivom podlogom

Izvor: Samal, A., 2023.



Pokus je izveden u laminaru. Prije pocetka, povrSina i sav pribor dezinficirani su etilnim
alkoholom. Svaka Petrijeva zdjelica oznac¢ena je datumom, nazivom gljive, nazivom
primijenjenog etericnog ulja, koli¢inom ulja 1 brojem ponavljanja. Na unutrasnju stranu
poklopca zdjelice postavljen je okrugli filter papir promjera 7 mm (slika 6 i 7), na koji je dodana
odredena koncentracija eteri¢nog ulja. Cista kultura gljiva F. culmorum i F. oxysporum bu$ena
je steriliziranim metalnim kruznim reza¢em uz rub zdjelice. Nakon toga, isje¢ak kulture je
nacjepljen na sredinu podloge uz pomo¢ dezinficirane laboratorijske igle, a zdjelica zatvorena.
Pipetom su aplicirane odredene vrste i koli€ine eteri€nih ulja (slika 8 1 9). KoriSteno je Sest vrsta
eteri¢nih ulja: zvjezdasti anis, timijan, klin¢ié, slatka naranca, eukaliptus i limun, u pet razli¢itih
koncentracija: 10, 20, 50, 751 100 pL, s tri ponavljanja za svaku varijantu. U kontrolnoj varijanti

koristena je sterilna destilirana voda, takoder u tri ponavljanja.

Slika 61 7. Posta{flj anje filter paira na poklopac
Izvor: Samal, A., 2023.



Slika 8 1 9. Aplikacija etericnog ulja pomocu pipete
Izvor: Samal, A., 2023.

Sve Petrijeve zdjelice premjestene su u Aralab klima komoru. Na slici 10 vidljivo je podesenje
komore na temperaturu od 22 °C, sa svjetlosnim ciklusom od 12 sati svjetla i 12 sati tame, te
relativnom vlaznoS¢u zraka od 70 %. Rast micelija istraZivanih gljiva mjeri se nakon 72, 168 1
240 sati pomocu ravnala, vertikalno 1 horizontalno, na crnoj podlozi radi preciznosti. Mjerenja
su provedena na svih 186 Petrijevih zdjelica. Iz tih podataka izracunava se postotak inhibicije
rasta. Statisticka obrada podataka izvedena je pomoc¢u programa SAS 9.2 (SAS Inst., SAD)
primjenom analize varijance ANOVA i Tukey testom (P < 0,05).

Program status
Prg/Seg:10/ 1~ 0:14(») [PG-RUN

! 2205 o 70%

22.0

D coo% ()qgp% B OFF 4

70.0 5 g OFF
1007

S0 e ¢

Slika 10. Uvjeti u ARALAB klima komori
Izvor: Samal, A., 2023.
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3.2. Priprema za brojanje klijavih konidija

Nakon deset dana inkubacije, zapoceli smo uklanjanje micelija F. culmorum iz 22 Petrijeve
zdjelice. Te zdjelice su odabrane jer su sadrzavale gljive na ¢iji rast etericno ulje nije imalo
znacajan utjecaj. Cilj ovog postupka bio je utvrditi je li etericno ulje smanjilo broj klijavih
konidija, koje su klju¢ne za daljnje Sirenje bolesti. Analizom konidija mogli smo procijeniti
potencijal etericnih ulja za suzbijanje ne samo rasta gljivica, ve¢ 1 njihove sposobnosti
reprodukecije i Sirenja infekcije.

Sve tri kontrole za svaku koncentraciju obradene su na sljedeci nacin: micelij je uklonjen (slika
11) 1 stavljen u 100 mL sterilne destilirane vode, prethodno odmjerene u menzuri. Zatim se
sadrzaj miksao u multipraktiku kako bi se micelij usitnio (slika 12). Nakon svakog koriStenja,
multipraktik je temeljito opran vodom, potom destiliranom vodom, i na kraju dezinficiran
alkoholom kako bi se sprijecila kontaminacija i osigurala tocnost rezultata. Pripremljena
suspenzija micelija prebacivala se u sterilne posudice s cepom.

Iz ovih posudica je pipetom uzimana smjesa u koncentraciji od 60 pL i stavljana u Petrijeve
zdjelice s hranjivom podlogom (slika 13). Smjesa je ravnomjerno rasporedena laganim
naginjanjem zdjelica (slika 14). Nakon pet sati inkubacije u Aralab klima komori, pregledavali

smo pod mikroskopom i brojali do 60 klijavih i neklijavih konidija.

Slika 11.: Skidanje micelija F. culmorum

Izvor: Samal, A., 2023.
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Slika 12. Suspenzija F. culmorum sa sterilnom destiliranom vodom

Izvor: Samal, A.

Slika 13. Pipetiranje suspenzije Slika 14. Nacjepljivanje suspenzije
F. culmorum F. culmorum
Izvor: Samal, A., 2023. Izvor: Samal, A., 2023.
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju ispitivali smo volatilno djelovanje Sest eteri¢nih ulja u pet razlicitih
koncentracija na fitopatogene gljive F. culmorum i F. oxysporum u in vitro uvjetima nakon 72,
168 1 240 sati. Cilj je bio utvrditi razlike u rastu micelija gljiva uz primjenu razlicitih vrsta
eteri¢nih ulja, kao i varijacije u rastu uz primjenu razli¢itih koli¢ina istog etericnog ulja.
Analizirali smo promjene u rastu micelija i brojnosti konidija koje su nastale nakon odredenog
vremenskog perioda od primjene tretmana, kako bismo procijenili u€inkovitost eteri€nih ulja u

suzbijanju gljivi¢nih infekcija.

4.1. Inhibitorno djelovanje eteri¢nih ulja na porast gljive . culmorum nakon 72 sata

Rezultati prikazuju srednju vrijednost rasta micelija patogena iz tri ponavljanja + standardnu
pogresku aritmeticke sredine, dobivenu Tukey testom (P < 0,05). Razlike izmedu srednjih

vrijednosti smatrane su znacajnima ako su ve¢e od LSD vrijednosti navedene na dnu tablice.

Tablica 1. Inhibitorno djelovanje Sest etericnih ulja na porast micelija gljive F. culmorum nakon

72 sata.
Fusarium culmorum
ulje 10 pLL 20 pL 50 uL 75 uLL 100 pL LSD
Anis 0.004£0,000  0,00+0,000 0,00 % 0,000
vierdasti | 16:50%3,122  2,67+2,667 ) ) . , ) ) 8,55
Timijan | 0,00+£0,000  0,00£0,000 0,00 +0,000  0,00+0,000  0,00+0,000 | 0,00
Klin&ié 1,671,667  0,00£0,000  0,00+0,000 0,000,000 0,000,000 | 3,47
I\Iﬁiﬁga 30.50+£2,021 40,50+ 0,866 36,00+2,021 33.83+0333 3483+1667 | 7,15
Eukaliptus | 40,17 £4,206 36,501,323 35,672,048 21,831,691 21,83+1,202 | 11,00
Limun | 351701500 35170882 35500764 3500=0866 34.83= 1,667 | 567
Kontrola | 41 5010764 415020764 41500764 4150+0764 41,50=0,764 | 3.56
LSD 11,17 6,05 5,61 3,79 5,03
0,05
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Prema podacima iz tablice 1, vidljivo je da eteri¢na ulja anisa, timijana i klin¢i¢a pokazuju
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu pri svim ispitivanim koncentracijama.
To sugerira da ova tri ulja imaju snaZan uc¢inak bez obzira na primijenjenu koli¢inu. S druge
strane, etericna ulja narance, limuna 1 eukaliptusa ne pokazuju statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu pri nizim koncentracijama od 10 i 20 pL, $to ukazuje da pri tim razinama
njihovo djelovanje nije dovoljno snazno da bi se moglo statisticki razlikovati od kontrolne
grupe. Medutim, pri viSim koncentracijama od 50, 75 i 100 pL, postoji statisticki znacajna
razlika. Ovi rezultati potvrdeni su prikazima na slikama 15 i1 16, koje vizualno prikazuju razlike

1 sli¢nosti medu ispitivanim uzorcima.

Slika 15. Razvoj micelija gljive F. culmorum pri primjeni etericnog ulja narance u svim

ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.
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Slika 16. Razvoj micelija gljive F. culmorum pri primjeni etericnog ulja klinc¢i¢a u svim

4.2. Inhibitorno djelovanje eteri¢nih ulja na porast gljive F. culmorum nakon 168 sati

ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.

Tablica 2. Inhibitorno djelovanje Sest eteri¢nih ulja na porast micelija gljive F. culmorum nakon

168 sati.
Fusarium culmorum
ulje 10 nLL 20 pL 50 uLL 75 uLL 100 pL LSD
Anis 81,50 £4,500 49,33+ 1,641 7,17 £2,205 6,00 +4,000 14,67 +£ 8,988 | 23,23
zvjezdasti
Timijan 0,00 £0,000 0,00 £0,000 0,00 = 0,000 0,00 £+ 0,000 0,00 £+ 0,000 0,00
Klingié 9.67+9,667  0,00£0,000 0,000,000  0,00+0,000  0,00+0,000 | 20,12
Naranca 86,00 £ 0,000 86,00+ 0,000 86,000,000 86,00+0,000 86,00+ 0,000 0,00
slatka
Eukaliptus | 86,00+0,000 86,00+ 0,000 86,000,000 86,00+0,000 86,000,000 0,00
Limun 86,00+ 0,000 86,00 +0,000 86,00+0,000 86,00=+0,000 86,00+ 0,000 0,00
Kontrola 86,00 £ 0,000 86,00 +0,000 86,00+0,000 86,00+0,000 86,00+ 0,000 0,00
LSD 19,46 2,99 4,02 7,30 16,40
0,05
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Prema podacima iz tablice 2, eteri¢no ulje anisa u koncentraciji od 10 pL ne pokazuje statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu, dok pri viSim koncentracijama postoji statisticki
zna€ajna razlika. Timijan 1 klin€i¢ statisti¢ki znacajno inhibiraju rast micelija u odnosu na
kontrolu pri svim ispitivanim koncentracijama. Eteri¢na ulja narance, eukaliptusa 1 limuna ne
pokazuju nikakvu statisti¢ku razliku u odnosu na kontrolu, jer se micelij potpuno razvio pri svim

koncentracijama.

Slika 17. Razvoj micelija gljive F. culmorum pri primjeni etericnog ulja anisa u svim

ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.

Slike 17, 18 1 19 prikazuju razvoj micelija pri razli¢itim koncentracijama eteri¢nih ulja anisa,

klin¢ic¢a i limuna.
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Slika 18. Razvoj micelija gljive F. culmorum pri primjeni etericnog ulja klin¢i¢a u svim
ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.

Slika 19. Razvoj micelija gljive F. culmorum pri primjeni etericnog ulja limuna u svim
ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.
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Nakon analize prve i druge tablice, uocene su znacajne razlike nakon samo 96 sati. Eteri¢na ulja
klin¢ic¢a i1 timijana pokazala su se kao najucinkovitiji inhibitori rasta micelija. Anis je usporio
rast micelija samo pri viSim koncentracijama, dok su ulja limuna, narance i eukaliptusa potpuno
podrzala rast micelija nakon 96 sati, ne pokazujuéi izrazeno antifungalno djelovanje. Ovi
rezultati sugeriraju da nakon odredenog vremena isparavanja, antifungalna aktivnost eteri¢nih

ulja opada.

4.3. Inhibitorno djelovanje eteri¢nih ulja na porast gljive F. culmorum nakon 240 sati

Tablica 3. Inhibitorno djelovanje Sest eteri¢nih ulja na porast micelija gljive F. culmorum nakon
240 sati.

Fusarium culmorum

ulje 10 pLL 20 nL 50 uLL 75 pL 100 nLL LSD
Anis 86,00 = 0,000 86,00 0,000 24,006,506 7,33+3,844 2133 +13,932 | 32,99
zvjezdasti
Timijan 18,00 £+ 6,807 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 14,17
Kliné¢i¢ 16,17 £ 16,167 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 33,65
Naranca
slatka 86,00 £ 0,000 86,000,000 86,00+ 0,000 86,00 +0,000 86,00 +0,000 | 0,00
Eukaliptus | 86,000,000  86,00%0,000 86,00%0,000 86,00%0,000 86,000,000 | 0,00
Limun 86,00 £0,000 86,00+0,000 86,00+0,000 86,00+0,000 86,00+ 0,000 0,00
Kontrola | 86,00+0,000  86,00+0,000 86,00+0,000 86,000,000 86,00=0,000 | 0,00
LSD 32,02 0,000001 11,88 7,016 25,43
0,05

Treca tablica jasno pokazuje da je eteri¢no ulje anisa slabo inhibiralo rast micelija gljive pri
koncentracijama od 10 i 20 pL, dok su se pri viSim koncentracijama od 50, 75 1 100 uL
primijetile statisticki znacajne razlike (slika 20). Timijan i klin¢i¢ i1 dalje pokazuju snazan
antifungalni uc¢inak u odnosu na kontrolu. S obzirom na to da su se etericna ulja narance,
eukaliptusa i1 limuna ve¢ potpuno razvila nakon 168 sati, nije uoceno znacajno inhibicijsko

djelovanje na rast micelija, niti nakon dodatnih 72 sata (slika 21).
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Slika 20. Razvoj micelija gljive F. culmorum pri primjeni eteri¢nog ulja anisa u svim
ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.

Slika 21. Razvoj micelija gljive F. culmorum pri primjeni eteri¢nog ulja eukaliptusa u svim

ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.
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4.4. Inhibitorno djelovanje eteri¢nih ulja na porast gljive F. oxysporum nakon 72 sata

Tablica 4. Inhibitorno djelovanje Sest etericnih ulja na porast micelija gljive F. oxysporum nakon

72 sata.
Fusarium oxysporum
ulje 10 pLL 20 pL 50 uL 75 pLL 100 pL LSD
Anis 1,830,167 4,50+0,577 2,501,041  1,00+£0,000 0,67+0,333 | 2,56
zvjezdasti
Timijan | 0,00£0,000  0,00+0,000  0,00+0,000  0,00+0,000 0,000,000 | 000
Klingi¢ 0,00 £0,000  0,00+0,000  0,00+0,000  0,00+0000  0,00+0,000 | 0,00
Naranca
slatka 1933+0,726 23,00+0,289 1833+0333 13,67+2333 12,50+0,577 | 531
Eukaliptus | 18,83+ 1,167 1550+1,528  6,0042,566  2,33+1302  233+1333 | 7,72
Limun 21,00+ 0289 21,50+0,500 18,50+0289 1500+1,041 1433+0,928 | 3,20
Kontrola | 1950 +0,866 19,50+0,866 19,50+ 0,866 19,50 0,866 19,50 0,866 | 4,03
LSD 3,03 3,54 536 5,47 3,57
0,05

Utjecaj eteri¢nih ulja na F. oxysporum, prikazan u tablici 4, pokazuje sljedece: anis je pokazao

statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu, dok su timijan i klin¢i¢ pokazali najbolje

antifungalno djelovanje u odnosu na kontrolu pri svim koncentracijama. Eteri¢no ulje narance

je pri koncentraciji od 20 puL povecalo rast micelija gljive, dok je pri 75 1 100 pL pokazalo

statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu. Eukaliptus u koncentraciji od 10 pL nije

pokazao statisticki znacajnu razliku, dok su ostale Cetiri koncentracije pokazale dobar inhibitorni

ucinak (slika 22). Pri koncentracijama od 10 i 20 uL, etericno ulje limuna povecalo je rast

micelija F. oxysporum, dok koncentracije od 50 1 75 puL nisu pokazale statisticki znacajnu

razliku. Medutim, koncentracija od 100 uL pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na

kontrolu (slika 23).
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Slika 22. Razvoj micelija gljive F. oxysporum pri primjeni eteri¢nog ulja eukaliptusa u svim
ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.

Slika 23. Razvoj micelija gljive F. oxysporum pri primjeni etericnog ulja limuna u svim

ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.
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4.5. Inhibitorno djelovanje eteri¢nih ulja na porast gljive F. oxysporum nakon 168 sati

Tablica 5. Inhibitorno djelovanje Sest etericnih ulja na porast micelija gljive F. oxysporum nakon

168 sati.
Fusarium oxysporum
ulje 10 nLL 20 pL 50 uLL 75 uLL 100 pL LSD
Anis 26,50 £ 1,258 2633 +1,764  20,17+3,371 1450 +1,000 10,004,041 | 12,03
zviezdasti
Timijan | 0,00+0,000  0,00+£0,000 0,000,000 0,000,000  0,00+0,000 | 0,00
KlinGi¢ | 00£0,000  0,00£0000  000£0000  0,00£0000  0,00£0,000 | 0,00
Naranca
slatka | 45.83+0,928  4833+£0441  4583+0,667 41,50+ 1,803  40,17+0,333 | 4,59
Eukaliptus | 463341740 423343114  32,67+5044 2567+5341  2833+2,619 | 17,85
Limun | 4867+1,691 54,001,756 47,50+2309 42,67+2,167  41,50+1,756 | 9,09
Kontrola | 4450+0,577  44,50+0,577  44,50+0,577 44,500,577 44,500,577 | 2,69
LSD 5,37 7,40 11,96 11,22 9,44
0,05

Peta tablica prikazuje razvoj F. oxysporum nakon 168 sati izloZenosti etericnim uljima. Jasno je

da anis pokazuje statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu pri svim testiranim

koncentracijama. Eteri¢na ulja klin¢ica i timijana i1 dalje pokazuju najbolji inhibitorni u¢inak.

Naranca, eukaliptus 1 limun pokazuju stimuliraju¢e djelovanje u odnosu na kontrolu pri

koncentraciji od 10 pL. Na slict 24. vidljivo je da su naranc¢a i limun pri 20 i 50 pL takoder

pokazali stimulirajuée djelovanje u usporedbi s kontrolom, dok se pri 751 100 pL nisu statisticki
razlikovali od kontrolne skupine. Eteri¢no ulje eukaliptusa (slika 25) nije pokazalo statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu pri koncentracijama od 20 1 50 pL, dok je pri 751 100 uL

pokazalo statisticki znacajnu razliku.
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Slika 24. Razvoj micelija gljive F. oxysporum pri primjeni eteri¢nog ulja narance u svim
ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.

Slika 25. Razvoj micelija gljive F. oxysporum pri primjeni eteri¢nog ulja eukaliptusa u svim

ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.
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Nakon analize prve i druge tablice, utvrdeno je da je eteri¢no ulje anisa nakon 96 sati dovelo do
rasta micelija gljive F. oxysporum, ali je i dalje zabiljeZena statisti¢ki znacajna razlika u odnosu
na kontrolu. Nadalje, eteri¢na ulja klin¢ica i timijana pokazala su odli¢an inhibitorni uc¢inak na
micelij gljive. Nakon 96 sati, naranc¢a je pri koncentracijama od 10, 20 1 50 pL pokazala
stimulirajuce djelovanje u odnosu na prethodno mjerenje, pri ¢emu je samo pri koncentraciji od
20 pL zabiljezen rast micelija. Eukaliptus je, u odnosu na prethodno mjerenje, pri koncentraciji
od 10 pL pokazao stimuliraju¢e djelovanje. Limun je nakon 96 sati pri koncentracijama od 10,
201 50 uL pokazao stimulirajuce djelovanje, dok je u odnosu na ranije mjerenje zabiljeZen rast
micelija F. oxysporum samo pri koncentracijama od 10 1 20 pL. Naranca i limun su u prvom
mjerenju nakon 72 sata pokazali statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu pri najvisoj

koncentraciji, dok se nakon 96 sati nisu statisticki znacajno razlikovali od kontrole.

4.6. Inhibitorno djelovanje eteri¢nih ulja na porast gljive F. oxysporum nakon 240 sati

Tablica 6. Inhibitorno djelovanje Sest eteri¢nih ulja na porast micelija gljive . oxysporum nakon

240 sati.

Fusarium oxysporum

ulje 10 pLL 20 pL 50 uL. 75 pL 100 uLL LSD
Anis 47,17+1,202 48,83+3,180 38,83+4,106 31,00+1,528 23,50+3,617 | 13,78
zvjezdasti
Timijan 0,00 = 0,000 0,00 £ 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00
Klin¢ié¢ 0,00 £+ 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 £ 0,000 0,00
Naranca 66,171,764 65,00+£0,577 63,170,601 59,67+1,202 5833+1,202 | 5,39
slatka
Eukaliptus | 62,83 +1,453 5883+3930 51,67+6,173 43,50+6,292 46,83 +2,682 | 21,07
Limun 63,672,186 72,002,646 63,833,005 59,67+2,167 58,33+1,691 | 11,09
Kontrola | 63,50 +2,500 63,50+2,500 63,50+2,500 63,50 +£2,500 63,50 +2,500 | 11,64
LSD 7,68 11,42 15,34 13,45 10,14
0,05
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Tablica 6 prikazuje kako su etericna ulja timijana i klin¢i¢a, ¢ak i nakon 240 sati, ostala
najucinkovitija u inhibiranju rasta micelija gljive F. oxysporum (slika 26). Eteri¢no ulje anisa
pokazuje statisticki zna¢ajnu razliku pri svim koncentracijama u odnosu na kontrolu. Eteri¢no
ulje narance pri koncentracijama od 10 1 20 pL ima stimuliraju¢i u¢inak u odnosu na kontrolu,
dok ostale koncentracije ne pokazuju statisticki znacajnu razliku. Eteri¢no ulje eukaliptusa nema
statisticki znacajnu razliku pri koncentracijama od 10, 20 1 50 pL, dok koncentracije od 751 100
puL pokazuju statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (slika 27). Eteri¢no ulje limuna
pri koncentracijama od 10, 20 i 50 uL djeluje stimulirajuc¢e na rast micelija gljive, dok ostale

koncentracije ne pokazuju statisti¢ki znac¢ajnu razliku u odnosu na kontrolu (slika 28).

Slika 26. Razvoj micelija gljive F. oxysporum pri primjeni eteri¢nog ulja timijana u svim

ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.
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Slika 27. Razvoj micelija gljive F. oxysporum pri primjeni eteri¢nog ulja eukaliptusa u svim
ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.

Slika 28. Razvoj micelija gljive F. oxysporum pri primjeni eteri¢nog ulja limuna u svim

ispitivanim koncentracijama

Izvor: Samal, A., 2023.

26



4.7. Utjecaj eteri¢nih ulja na klijavost gljive Fusarium culmorum

Ovaj postupak je proveden kako bismo utvrdili smanjuje li eteri¢no ulje broj klijavih konidija,
koje su kljucne za Sirenje gljive F. culmorum. Testirali smo eteri¢na ulja anisa, slatke narance,
eukaliptusa 1 limuna u razli¢itim koncentracijama od 10, 20, 50, 75 1 100 pL, te eteri¢no ulje
timijana u koncentraciji od 10 pL. Rezultati su pokazali da ova ulja nisu imala inhibitorni u¢inak
na rast gljivica. Unato¢ tome, odabrali smo pet etericnih ulja za daljnja mjerenja kako bismo
procijenili njihovu ucinkovitost u sprjecavanju Sirenja infekcije. Iako rast micelija nije bio
inhibiran, analizom klijavih konidija mogli smo vidjeti mogu li ova ulja smanjiti sposobnost

gljivice za reprodukciju i Sirenje.
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Grafikon 1. Postotak klijavosti F. culmorum pri djelovanju pet razli¢itih eteri¢nih ulja

Prema grafikonu 1, klijavost konidija je dobivena prema ukupnom broju pronadenih klijavih
konidija podijeljeno s ukupnim brojem konidija (u ovom slucaju 60). Grafikon prikazuje da je,
u odnosu na kontrolu s 56 % klijavih konidija, eteri¢no ulje anisa pokazalo vise od 75 % klijavih
konidija pri koncentracijama od 10 i 20 pL. Eukaliptus pri 20 pL ima 71 % klijavih konidija.
Eteri¢na ulja narance pri 10 1 20 pL, limuna pri 50 pL i eukaliptusa pri 75 pL imaju izmedu 60
i 67 % klijavih konidija. Manje od 47 % klijavih konidija zabiljezeno je za narancu pri 75 i 100
pL, limun pri 10, 20 i 75 pL te eukaliptusu pri 50 i 100 pL. Manje od 38 % klijavih konidija
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ima eukaliptus pri 10 pL i naranca pri 50 pL. Pri 100 pL, eteri¢no ulje limuna ima 12 % klijavih
konidija. Nema klijavih konidija pri 10 pL timijana, te pri 50, 751 100 pL anisa.

Zakljuceno je da su ulje anisa pri visSim koncentracijama i ulje timijana pri najnizoj koncentraciji
pokazali najbolji u¢inak medu eteri¢nim uljima, jer su, unato¢ razvoju micelija gljiva, uspjesno
sprijecili Sirenje infekcije putem konidija. S druge strane, neka druga ulja, poput anisa u nizim
koncentracijama od 10 i 20 pL, te eukaliptusa, narance i limuna, pokazala su povecan broj
klijavih konidija u usporedbi s kontrolnom varijantom. Medutim, kod limuna u najviSoj

koncentraciji zabiljezeno je smanjenje postotka klijavih konidija
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5. RASPRAVA

Koristenje kemijskih fungicida i dalje je najucinkovitiji nacin zaStite od biljnih bolesti.
Medutim, Cesto koriStenje kemijskih fungicida ima ozbiljne nedostatke, poput opasnosti pri
rukovanju, ostataka u hrani, razvoja rezistencije, naruSavanja ekosustava i rizika za ljudsko
zdravlje. Zbog toga se traze alternativne nekemijske metode zastite bilja, koje ne bi imale
negativne ucinke kao kemijski fungicidi. U tom kontekstu, provode se brojna istraZivanja o
ekoloski prihvatljivim biofungicidima, kako bi se pronasla uc¢inkovita rjeSenja koja su sigurna

za okoli§ i ljudsko zdravlje (Svitek i sur. 2024.).

Istrazivanje provedeno u Centralnoj agrobiotehnickoj analitickoj jedinici na Fakultetu
agrobiotehnickih znanosti u Osijeku pokazalo je da antifungalno djelovanje eteri¢nih ulja ovisi
o vrsti fitopatogene gljivice (F. culmorum i F. oxysporum). Nasi rezultati ukazuju da u€inkovitost

ulja moze varirati ovisno o primijenjenoj koli¢ini ulja, vrsti eteri¢nog ulja i trajanju inkubacije.

Istrazivanja drugih autora takoder potvrduju nase zakljucke. Svitek i sur., (2024.) istrazivanjem
su dosli do rezultata da eteri¢no ulje timijana potpuno inhibira rast gljive nakon 168 sati u svim
koli¢inama. Ostala ulja nisu pokazala takvu ucinkovitost, jer je zabiljeZen rast micelija F.
culmorum. Analizom rasta micelija nakon 48, 120 i 168 sati utvrdene su statisticki znacajne
razlike pri razli¢itim volumnim udjelima ulja (0,02 %, 0,06 %, 0,1 %). Timijan je pokazao
snaznije antifungalno djelovanje u odnosu na naranu 1 anis, posebno pri veéim
koncentracijama. Ulje limuna, naranc¢e i ruzmarina takoder je omogucilo bolji rast gljive u
odnosu na timijan pri odredenim udjelima. Zakljucak istrazivanja je da ucinak eteri¢nih ulja na
rast micelija F. culmorum ovisi o vrsti i koliCini ulja, s tim da se antifungalno djelovanje

povecava s koli¢inom. Najjace djelovanje imali su ulja timijana i anisa.

Palfiisur., (2018.) istrazili su utjecaj pet razlicitih eteri¢nih ulja (anis, paprena metvica, bosiljak,
ruzmarin 1 lavanda) 1 njihovih glavnih komponenti na rast micelija Colletotrichum coccodes.
Nakon osam dana, ulja anisa, paprene metvice, lavande, bosiljka i anetol potpuno su inhibirala
rast micelija pri najvisSim koncentracijama, nadmasivsi fungicide Dithane M45 1 Ortiva Top.
Kasnije je utvrdeno da lavanda nije uspjela potpuno inhibirati rast micelija ni pri najvecoj
koncentraciji, dok anetol nije potpuno zaustavio rast micelija petnaestog dana, ali je pokazao

smanjenje pri 70 uL/10 mL PDA u usporedbi s fungicidima. Zakljuceno je da neka eteri¢na ulja
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1 komponente pokazuju izrazito antifungalno djelovanje, Cesto efikasnije od fungicida. Najbolje
rezultate u inhibiciji rasta 1 najnize ICsq vrijednosti postigli su ulja anisa i paprene metvice te
anetol.

Prema istrazivanju Palfi (2017.), etericno ulje timijana potpuno je inhibiralo rast micelija F.
oxysporum pri volumenu od 7 pL, dok je ulje komoraca postiglo isti u¢inak pri 15 pL, a ulja
paprene metvice 1 anisa pri 30 pL. Eteri¢na ulja ¢ajevca i1 prave lavande potpuno su zaustavila
rast micelija pri volumenu od 50 pL, dok je ulje bosiljka bilo uc¢inkovito pri 70 uL. Eteri¢na ulja
ruzmarina, limuna i eukaliptusa nisu inhibirala rast micelija ni pri najvi§im primijenjenim
volumenima. Rezultati su pokazali da su ulja timijana, komoraca, paprene metvice, anisa,
¢ajevca, prave lavande i bosiljka, u odredenim koli¢inama, imala jednaki uc¢inak kao fungicid

Prosaro EC 250, koji je takoder potpuno inhibirao rast micelija.

Dosadasnja istrazivanja, ukljuCujuci i naSe istraZivanje, pokazala su da eteri¢na ulja timijana 1
klinci¢a ucinkovito inhibiraju rast i razvoj micelija F. culmorum 1 F. oxysporum u gotovo svim
ispitivanim koncentracijama. Rezultati potvrduju potencijal ovih ulja kao snaznih antifungalnih
sredstava. Nasuprot tome, etericna ulja limuna, slatke narance i eukaliptusa nisu pokazala
znacajan inhibitorni ucinak na rast micelija. Ucinkovitost etericnih ulja u suzbijanju
fitopatogenih gljivica moze znaCajno varirati ovisno o vrsti ulja, vrsti gljivice 1 primijenjenoj

koncentraciji.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju istrazivanja, koja su imala za cilj ispitati djelovanje Sest eteri¢nih ulja (limuna, slatke
narance, eukaliptusa, klin¢i¢a, timijana i1 anisa zvjezdastog) na rast gljiva F. culmorum 1 F.
oxysporum, donijeti su sljedeci zakljuccei:

1. Najbolje antifungalno djelovanje na sve ispitivane fitopatogene gljivice pokazala su eteri¢na
ulja timijana 1 klin¢i¢a. Ta su ulja ve¢ nakon 72 sata potpuno inhibirala rast micelija kod obje
gljive.

2. Povecanjem volumena primijenjenih etericnih ulja, uoCeno je usporavanje rasta micelija.
NajizraZeniji u€inak zabiljeZen je pri volumenu od 100 pL, dok su najmanji u€inci bili vidljivi
pri najnizim koncentracijama.

3. Rezultati mjerenja promjera micelija F. culmorum i F. oxysporum pokazali su da je rast
micelija smanjen s povecanjem primijenjenih volumena eteri¢nih ulja.

4. Djelotvornost eteri¢nih ulja varira ovisno o njihovoj vrsti i koncentraciji primijenjenih ulja.
5. Ovisno o duzini inkubacije, uocavaju se znacajne promjene u rezultatima, s tendencijom
smanjenja u¢inkovitosti eteri¢nih ulja pri produljenju inkubacije.

6. Ucinkovitost eteriénih ulja u borbi protiv gljivicnih infekcija moZe varirati ovisno o
specifi¢noj vrsti gljivice koja se tretira.

7. Neka eteri¢na ulja mogu stimulirati rast micelija gljiva.

8. Etericna ulja slatke narance, limuna 1 eukaliptusa pokazala su najslabije djelovanje na
ispitivane gljive.

9. Anis pri viSim koncentracijama i timijan pri najnizoj koncentraciji pokazali su sposobnost
sprecavanja Sirenja infekcije putem konidija.

10. Anis pri nizim koncentracijama od 101 20 pL, kao i eukaliptus, naranca i limun, pokazali su

povecan broj klijavih konidija u odnosu na kontrolnu varijantu

Ovi zakljuécei istiCu vaznost pazljivog odabira vrste i koncentracije eteri¢nog ulja za u¢inkovitu

kontrolu rasta fitopatogenih gljiva.
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8. SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati antifungalno djelovanje Sest razliCitih eteri¢nih ulja: anisa,
klin¢ic¢a, timijana, limuna, narance 1 eukaliptusa na porast dvije vrste gljiva, F. culmorum 1 F.
oxysporum, pri njihovom volatilnom djelovanju. Istrazivanje je provedeno kako bi se utvrdilo
koje ulje ima najjace inhibitorno djelovanje na rast micelija tih gljiva te kako koli¢ina
primijenjenog ulja utjece na antifungalnu uc¢inkovitost. Rezultati su pokazali da su ulja timijana
1 klin¢i¢a imala najjace antifungalno djelovanje. Oba ulja znacajno su inhibirala rast micelija
kod obje vrste gljiva pri svim ispitivanim koli¢inama (10, 20, 50, 75 i 100 pL). Sljedece po
ucinkovitosti bilo je etericno ulje anisa, koje je takoder pokazalo znafajno antifungalno
djelovanje. Uoceno je da se ucinkovitost ovog ulja povecavala proporcionalno s povecanjem
koli¢ine primjene, Sto sugerira da vece koncentracije ulja anisa mogu biti potrebne za postizanje
optimalnog antifungalnog ucinka. Suprotno tome, eteri¢na ulja limuna, narance 1 eukaliptusa
nisu pokazala znac¢ajan inhibitorni uc¢inak na rast gljiva F. culmorum i F. oxysporum. Bez obzira
na primijenjenu koliinu i vrijeme izlaganja, ova ulja nisu uspjela sprijeciti rast micelija u

usporedbi s kontrolnim uzorcima.

Kljucne rijeci: Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum, eteri¢na ulja, inhibitorno djelovanje
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9. SUMMARY

The aim of this research was to test the antifungal effect of six different essential oils: anise,
clove, thyme, lemon, orange and eucalyptus on the growth of two types of fungi, F. culmorum
and F. oxysporum, during their volatile action. The research was conducted to determine which
oil has the strongest inhibitory effect on the growth of the mycelium of these fungi and how the
amount of applied oil affects the antifungal effectiveness. The results showed that thyme and
clove oils had the strongest antifungal activity. Both oils significantly inhibited mycelial growth
in both types of mushrooms at all tested amounts (10, 20, 50, 75 and 100 pL). Next in
effectiveness was anise essential oil, which also showed significant antifungal activity. It was
observed that the effectiveness of this oil increased proportionally with the amount of
application, suggesting that higher concentrations of anise oil may be required to achieve
optimal antifungal effect. In contrast, essential oils of lemon, orange and eucalyptus did not
show a significant inhibitory effect on the growth of F. culmorum and F. oxysporum. Regardless
of the amount applied and exposure time, these oils failed to inhibit mycelial growth compared

to control samples.

Key words: Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum, essential oils, inhibitory action
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12. POPIS GRAFIKONA

Grafikon 1. Postotak klijavosti F. culmorum pri djelovanju pet razlicitih eteri¢nih ulja
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se ucinkovitost ovog ulja poveéavala proporcionalno s povecanjem koli¢ine primjene, §to sugerira da vece
koncentracije ulja anisa mogu biti potrebne za postizanje optimalnog antifungalnog u¢inka. Suprotno tome, eteri¢na
ulja limuna, narance i eukaliptusa nisu pokazala znacCajan inhibitorni u¢inak na rast gljiva F. culmorum i F.
oxysporum. Bez obzira na primijenjenu koli¢inu i vrijeme izlaganja, ova ulja nisu uspjela sprijeciti rast micelija u

usporedbi s kontrolnim uzorcima.
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Abstract: The aim of this research was to test the antifungal effect of six different essential oils: anise, clove,
thyme, lemon, orange and eucalyptus on the growth of two types of fungi, Fusarium culmorum and Fusarium
oxysporum, during their volatile action. The research was conducted to determine which oil has the strongest
inhibitory effect on the growth of the mycelium of these fungi and how the amount of applied oil affects the
antifungal effectiveness. The results showed that thyme and clove oils had the strongest antifungal activity. Both
oils significantly inhibited mycelial growth in both types of mushrooms at all tested amounts (10, 20, 50, 75 and
100 pL). Next in effectiveness was anise essential oil, which also showed significant antifungal activity. It was
observed that the effectiveness of this oil increased proportionally with the amount of application, suggesting that
higher concentrations of anise oil may be required to achieve optimal antifungal effect. In contrast, essential oils of
lemon, orange and eucalyptus did not show a significant inhibitory effect on the growth of F. culmorum and F.
oxysporum. Regardless of the amount applied and exposure time, these oils failed to inhibit mycelial growth

compared to control samples.
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