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1. UvOD

Poljoprivredni proizvodaci i potrosaci poljoprivrednih proizvoda sve se vise brinu o zastiti
okolisa i zdravlju konzumenata iz ¢ega proizlazi potreba za razvojem manje opasnih i
ekoloski prihvatljivih metoda za suzbijanje uzro¢nika bolesti. U tu se svrhu sve vise
istrazuje potencijalno fungistati¢no ili fungicidno djelovanje etericnih ulja Sto bi se u
buduénosti moglo iskoristiti za proizvodnju bioloskih fungicida. Pesticidi su potencijalni
zagadivaci prirodne sredine pa je za proizvodnju zdravstveno, nutritivno i tehnoloski
sigurnih proizvoda neophodno uvodenje novih tehnologija zastite bilja. Prekomjerna
upotreba fungicida moze dovesti do razvoja otpornih populacija patogena (Da Cruz Cabral
i sur., 2013.) i zagadenja okolisa te je to povecalo pristisak javnosti da se smanji uporaba
sintetickih fungicida (Bhagwat i Datar, 2014.). Visekratnom uporabom fungicida u duzem
vremenskom periodu moze takoder akumulirati rezidue u hrani iznad dopustene koli¢ine
(Ogah i sur., 2011.). Ove nuspojave promovirale su potragu za novim i alternativnim

agrokemikalijama (Combrink i sur., 2011.).

Eteri¢na ulja su sekundarni metaboliti biljaka vazni za biljnu obranu jer ¢esto posjeduju
antimikrobna svojstva (Hyldgaard i sur., 2012.). Vrlo su znacajni kao potencijalna osnova
alternativnih metoda u zaStiti bilja jer imaju antifugalna, antibakterijska, antivirusna i
insketicidna svojstva (Bassole i Juliani, 2012.). Ekstrakti razli¢itih eteri¢nih ulja i njihovih
glavnih komponenti dobivenih iz biljaka mogli bi biti dobra osnova za proizvodnju spojeva
koji bi bili zamjena sintetskim fingicidima (Kishore i Pande, 2004.). Eteri¢na ulja smanjuju
rast hifa gljive 1 poti¢u degradaciju stanicne membrane gljiva. Inhibicija rasta pomocu
eterinih ulja uzrokuje promjene u sastavu staniCne stijenke, poremecaje plazmene
membrane, dezorganizaciju mitohondrijske strukture 1 naruSavanje enzimske reakcije u
mitohondrijskoj membrani kao §to su transport elektrona, transport protona i utjeCe na

fosforilaciju odnosno na sintezu ATP-a (Knobloch,1989.).

Fitopatogene gljivice su biljni patogeni koji izazivaju smanjenje ili potpuni gubitak prinosa
I kvalitete pa time nanose veliku ekonomsku Stetu poljoprivrednicima. U cilju pronalaska
novih 1 ekoloski prihvatljivih biofungicida provode se mnoga ispitivanja antifugalnih
svojstava razli¢itih etericnih ulja 1 njihovih glavnih komponenti na vazne fitopatogene
gljivice (Cosié i sur., 2010.; Vitoratos i sur., 2013.). Brojne fitopatogene gljive stvaraju

sekundarne metabolite kao $to su mikotoksini. Razvojem analitickih metoda, u porastu je



broj identificiranih mikotoksina. Utvrdeno je da eteri¢na ulja mogu utjecati na smanjenje
stvaranja mikotoksina zearalenona, deoksinivalenola i fumizona B (Velluti i sur., 2003.;
Marin i sur., 2004.).

Cilj ovog rada je utvrditi uc¢inak eteri¢nih ulja mati¢njaka i mirte na porast micelija 0sam

fitopatogenih gljiva.



2. PREGLED LITERATURE

Prema Dimitrovom (2000.) i definiciji iz Hrvatskoga opceg leksikona eteri¢na ulja su
hlapljive tvari jaka mirisa koje se nalaze u biljkama; smjesa su razlicitih organskih spojeva,
veéinom terpena; najvise se proizvode destilacijom biljnog materijala vodenom parom, a
nose imena biljaka od kojih poti¢u (npr. ruzino, lavandino, metvi¢ino ulje) te sluze u

prehrambenoj industriji, parfumerji i medicini.

Eteri¢cna ulja se nalaze u razli¢itim dijelovima biljke: lis¢u (eukaliptus), kori (cimet),
laticama (ruza), korijenju (vetiver), citrusnoj kori (limun), sjemenkama (kim), neZivom
dijelu sréike (sandal), u rizomima (valerijana), nadzemnim ili vr$nim dijelovima biljke
(mazuran) te u smoli. U radu Wildwood (2002.) govori da su eteri¢na ulja omalovazavana
kao ,otpadni nusproizvodi“ biljnog metabolizma dok nasuprot tome znanstvena
istrazivanja su dokazala da ih biljke koriste za zastitu od bolesti, odbijanje grabezljivaca te

privlacenje kukaca za opraSivanje.

Fitopatogene gljive uzrokuju oko 75 % biljnih bolesti, a svi ostali uzro¢nici bolesti
ukljucujuéi viruse i bakterije preostalih 25 %.. Eukariotski su organizmi koji prodiru u
biljku na tri nacina: prodiranje kroz nastale mehanicke ozljede tkiva, izravno prodiranje
kroz neozlijedeno tkivo i prodiranje kroz prirodne otvore biljke. Do danas je poznato oko
100 000 vrsta gljiva od kojih 10 000 vrsta uzrokuje bolesti kod biljaka. Svaka od

navedenih fitopatogenih gljiva moZze napasti jednu ili viSe vrsta biljaka.

Fitopatogena gljiva Macrophomina phaseolina, uzro¢nik suhe trulezi, fakultativni je
parazit, Siroko je rasprostranjena te prisutna u uzgojnim podruc¢jima Secerne repe, soje,
kukuruza, lucerne, duhana i mnogih drugih biljnih vrsta. Biljke domacine napada u
razli¢itim stadijima razvoja, a simpotmi se javljaju u obliku nekroti¢nih pjega, promjene
boje na prizemnom dijelu stabljika i korijenu te venuc¢u biljke i pojavi suhe (ugljenaste)

trulezi na napadnutim dijelovima biljaka.

Monilia laxa uzro¢nik je palezi cvjetova i mladica najceS¢e kod koStuniCastog voca, a
moze se pojaviti u dva oblika: trulez plodova i suSenje cvjetova i mladica. Simptomi se
javljaju u obliku tamnog posmedenja mladica, propadanja i suSenja procvalih cvjetova, a
na plodovima se javljaju smede pjege koje se vrlo brzo Sire i tako brzo zahvacaju cijeli

plod koji propada.



Alternaria helianthi izaziva crno smedu koncentri¢nu pjegavost koja je prisutna u svim
podru¢jima uzgoja suncokreta. Simptomi su razli¢iti ovisno o dijelu biljke koji je zaraZen,
na pocetku zaraze dolazi do pojave okruglih smedih pjega na listovima koje su rasute bez
ikakvog reda. Pjege se vremenom povecavaju i kod jace zaraze dolazi do suSenja lista. Na
peteljkama dolazi do pojave nekroticnih uzduznih pjega dok se na stabljikama javljaju
izduzene crne ili smede pjege, a ako je prisutan veéi broj pjega moze doci do njihovog

spajanja i loma stabljike. A. helianthi moze zaraziti i sjeme.

Fitopatogena gljiva Alternaria radicina uzorénik je crne pjegavosti i trulezi i to najéeSce se
pojavljuje na mrkvi, ali jo§ ju mozemo pronaci i na celeru, Kimu i perSinu. Simptomi se
pojavljuju na lis¢u, stabljikama i korijenu u svim razvojnim stadijima biljke. Na lis¢u
dolazi do pojave tamnih pjega koje spajanjem uzrokuju suSenje liS¢a. ZaraZeni dijelovi na
korijenu mrkve su jasno odijeljeni od zdravog dijela i crne su boje. A. radicina najcesce se

§iri zarazenim sjemenom.

Sclerotium cepivorum je fitopatogena gljiva koja se prenosi zarazenim tlom, a uzro¢nik je
bijele trulezi luka te parazitira veliki broj domacina iz porodice Allium. Simptomi se mogu
pojaviti tijekom cijele vegetacije. Prvi znak bolesti je zuéenje listova, zatim dolazi do
njihove nekroze i to od vrha lis¢a prema dolje. Zarazene lukovice postaju trule, prekrivene

su voStanim, sivo-bijelim micelijem, miris lukovice je neugodan.

Sclerotinia sclerotiorum polifagni je uzro¢nik bijele trulezi. Parazitira vise od 400 biljnih
vrsta. Simptomi se mogu javiti na listovima, korijenu, stabljici ili plodovima. Zarazeni
korijen je vodenast, trune i raspada se te se na njemu razvija gusti bijeli micelij. Zarazeno
biljno tkivo stabljike je tamnije i vodenasto, brzo nekrotizira i postaje sivo do sivo-smede
boje. ZaraZena stabljika se moze prelomiti. ZaraZeni plodovi koji sadrze vece koli¢ine

vode, kao $to su na primjer plodovi rajc¢ice, tkivo brzo trune (Ivi¢, 2016.).

Fitopatogena gljiva Botrytis cinerea uzro¢nik je sive plijesni. Parazitira veliki broj biljnih
vrsta kao Sto su soja, duhan, uljana repica, salata, rajCica, paprika, sve tikvenjacle,
krizanteme i dr. Simptomi bolesti javljaju se na li§¢u, stabljici, cvjetovima i plodovima. Na
stabljici, lis¢u i cvjetovima su to simptomi u vidu palezi ili nekroze, a na plodovima su to
pjege 1 trulez. U slucajevima jaceg razvoja bolesti na zaraZenim organima moze se javiti i
sivo-smedi micelij gljive s konidioforima i brojnim konidijama, po kojem je bolest i dobila
ime (Milicevi¢, 2016.).



Verticillium dahliae fitopatogena je gljiva koja ako je prisutna u tlu te biljke inficira putem
korijena, a potom se $iri u nadzemne dijelove gdje dovodi do zaéepljenja i nekroze
provodnih tkiva biljke te posljedi¢no dovodi do suSenja cijele biljke ili pojedinih dijelova.
Razlikuju se dva patotipa V. dahliae. Prvi moze izazvati potpuno otpadanje zelenih listova
(defolijaciju) i venuée na zahvacenom dijelu biljke ili na cijeloj biljci, a drugi uzrokuje
naglo susenje (apopleksiju) ili postupno susenje pojedinih grana ili ¢itavih mladih biljaka,

no bez otpadanja listova (Moral i sur. 2010).

Posljednjih godina sve je veci interes za upotrebu prirodnih tvari, a neka pitanja koja se
tiéu sigurnosti sintetskih spojeva potaknula su detaljnije studije biljnih resursa. Eteri¢na
ulja, mirisni i isparljivi proizvodi biljnog sekundarnog metabolizma imaju Siroku primjenu
u narodnoj medicini, aromatiziranju i konzerviranju hrane kao i u industriji mirisa.
Antimikrobna svojstva eteri¢nih ulja poznata su ve¢ mnogo stoljeca. U vremenskom
razdoblju od 1987. do 2001. godine u vise od 500 radova ispitivan je velik broj eteri¢nih
ulja i njihovih sastojaka kako bi se utvrdila antimikrobna svojstva koja je moguce
iskoristiti protiv bakterija i gljivica. U radu Kalemba i Kunick (2003.) razmatraju klasi¢ne
metode koje se obi¢no koriste za ocjenu antibakterijskih i antigljivicnih aktivnosti etericnih
ulja. Opisani su metoda difuzije agar (papirni disk 1 jaZica) 1 metoda razrjedivanja (agar i
teku¢i bujon), kao 1 turbidimetrijsko 1 impedimetrijsko pracenje rasta mikroorganizama u
prisutnosti testiranih eteri¢nih ulja. U radu razmatraju ¢imbenike koji utjecu na in vitro
antimikrobno djelovanje eteri¢nih ulja i na mehanizme djelovanja eteri¢nih ulja na
mikroorganizme. Ovaj rad daje pregled osjetljivosti bakterija i gljivica na razlicita eteri¢na
ulja i njihove sastojke. Utvrdeno je da su eteri¢na ulja zacinskog i ljekovitog bilja (timijan,
origano, menta, cimet, salvija i klin¢i¢) medu uljima s najja¢im antimikrobnim

djelovanjem.

Eteri¢na ulja se proucavaju zbog dobrog bioloskog djelovanja na razli¢ite uzro¢nike bolesti
ljudi, biljaka 1 zivotinja. Veliki broj eteri¢nih ulja uz snazno djelovanje protiv bakterija,
insekata 1 nematoda takoder imaju snazno antifungalno djelovanje. Protiv Sirokog raspona
broja fitopatogenih gljiva mnoga eteri¢na ulja biljnog porijekla u in vitro i in vivo uvjetima
pokazuju antifungalni u¢inak. Znanstveno je dokazano da brojna eteri¢na ulja i njihove
komponente negativno djeluju na rast micelija mnogih fitopatogenih gljiva. U in vitro
uvjetima poneka etericna ulja jace ili slabije djeluju protiv fitopatogenih gljiva koje
uzrokuju razne bolesti biljaka, dok neka ulja na porast micelija pojedinih gljiva imaju

stimulativno djelovanje. Antifungalni uc¢inak eteri¢nih ulja ovisi o vrsti gljive, kemijskom
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sastavu ulja koji je u vezi s biljnom vrstom iz koje je ulje dobiveno i njezinim
zemljopisnim porijeklom, o primijenjenoj koli¢ini ulja i o na¢inu aplikacije (Cosié i sur.,

2014.)

Trenutna upotreba sintetickih kemikalija za kontrolu insekata i1 ¢lankonoZzaca izaziva
nekoliko problema vezanih za okolis i zdravlje ljudi. Alternativa je upotreba prirodnih
proizvoda koji imaju dobru uc¢inkovitost i ekoloski su prihvatljivi. Medu tim kemikalijama
etericna ulja biljaka iz nekoliko vrsta su temeljito testirana kako bi se ocjenila njihova
repelentna svojstva kao vrijedan prirodni resurs za upotrebu u zastiti bilja. Nerio i sur.
(2010.) su glavni fokus ovog pregleda usmijerili na eteri¢cna ulja ¢ija su repelentna
djelovanja dokazana, kao i1 vaznost sinergijskih ucinaka medu njihovim sastojcima.
Eteri¢na ulja su isparljive mjesavine ugljikovodika s razli¢itim funkcionalnim skupinama,
a njihovo repelentno djelovanje povezano je s prisutno$éu monoterpena i seskviterpena.
Medutim, u nekim slu¢ajevima, ove kemikalije mogu djelovati sinergisticki, poboljSavajuci
njihovu ucinkovitost. Uz to, upotreba drugih prirodnih proizvoda u smjesi, poput vanilina,
moze produziti vrijeme zastite, potencirajuci repelentni u¢inak nekih eteri¢nih ulja. Medu
eteriénim uljima koja obec¢avaju kao repelenti su ulja Cymbopogon spp. (limunska trava),
Ocimum spp. (bosiljak) i Eucalyptus spp. (eukaliptus) koji su takoder i najvise citirani u
znanstvenim radovima. Pojedina¢ni spojevi prisutni u tim mjeSavinama s visokom
repelentnom aktivnos$¢u ukljucuju a-pinene, limonen, citronelol, citronelal, kamfor i timol.
Konacno, iako se s ekonomskog stajalista sinteticke kemikalije jo§ uvijek cesce koriste kao

repelenti nego eteri¢na ulja, ovi prirodni proizvodi su u¢inkoviti i sigurni za ljude i okolis.

VaZzna karakteristika eteri¢nih ulja jest ta da usporavaju biosintezu ergosterola, koji
predstavlja specifi¢ni sterol gljiva, ¢ineéi ih specifi¢nima za ciljane gljive (Cosié i sur.,

2010., Amini i sur., 2012., Kedia i sur., 2015., Li i sur., 2017.).

Antifungalni ucinak eteri¢nih ulja Salvia officinalis, Rosmarinus officinalis, Origanum
vulgare, Eucalyptus sp. i Foeniculum vulgare na gljive Penicillium expansum,
Colletotrichum gloeosporioides i Botrytis cinerea na jabukama ispitivali su Yilmaz i sur.
(2016.). Autori su utvrdili da je najucinkovitije djelovanje protiv ispitivanih gljiva u
pokusima in vitro i in vivo imalo etericno ulje origana. Silazni redoslijed antifungalne
aktivnosti eteri¢nih ulja bio je od eukaliptusa preko komoraca i1 kadulje do eteri¢nog ulja

ruzmarina.



U uvjetima in vitro utvrdeno je da su minimalne djelotvorne koli¢ine etericnoga ulja
Mentha piperita razli¢ite ovisno o vrsti patogena, te u radu Moghaddama i sur. (2013.)
navode da sedam dana nakon primjene ulja u razli¢itim koli¢inama od 800 ppm i 1600
ppm dolazi do djelomi¢ne inhibicije rasta micelija gljive Drechlera spicifera, dok je do
potpune inhibicije rasta micelija gljive Fusarium oxysporum f.sp.ciceris doslo kod

primjene ulja u koli¢ini 1600 ppm.

U ispitivanju inhibicijske snage komoraca (Foeniculum vulgare) i origana (Origanum
vulgare) na gljivu Sclerotinia sclerotiorum Soylu i sur. (2017.) utvrdili su da je jaci
inhibitorni ucinak imalo etericno ulje komoraca, dok je ispitivanjem antifungalnih
svojstava eteri¢nog ulja duglazije (Pseudosuga menziesii) utvrdeno da je najosjetljivija
gljiva od svih ispitivanih bila Phomopsis helianthi, dok su vrste roda Penicillium i
Microsporum canis bile najotpornije. Prema istrazivanju TeSevica i sur. (2009.) minimalna
inhibitorna koncentracija (MIC) etericnog ulja duglazije bila je, ovisno o vrsti gljive, od
1,5 do 4 pg/mL §to nas dovodi do zakljucka da razliCita eteri¢na ulja djeluju razli¢ito na

istu patogenu gljivu.

Osim ispitivanih patogena i vrste eteri¢nih ulja inhibicijsko djelovanje na fitopatogene

gljive ovisi i o primijenjenim koli¢inama eteri¢nih ulja (Park i sur., 2017.).

U ispitivanju djelovanja etericnih ulja Origanum vulgare (origano), Monarda didyma
(monarda) i Thymus (timijan) protiv uzro¢nika sive plijesni jagoda (Botrytis cinerea)
Adebayo i sur. (2013.) utvrduju da ucinak eteri¢nih ulja na rast gljive Botrytis cinerea ovisi
o0 primijenjenim dozama. Antifungalno djelovanje Monarda didyma i Origanum vulgare je
bilo zadovoljavajuce tek primjenom u koli¢ini 51,2 pg/mL, dok ulje timijana je potpuno

inhibiralo porast micelija pri koli¢ini 200 pg/mL.

Ispitivanjem inhibitorne aktivnosti eteri¢nih ulja kao alternativa fungicidima na rast
zemljisnih gljiva Fusarium oxysporum lycopersici, Neocosmospora solani, Rhizoctonia
solani, Athelia rolfsii, Macrophomina phaseolina, Phytium sp. i Phytophtora sp. El-
Mohmayed 1 sur. (2013.) utvrdili su da je znaCajno smanjen rast micelija povecanjem
primijenjenih koli¢ina eteriénih ulja. Potpuna inhibicija rasta gljiva uocena je pri
koncentraciji svih testiranih eteri¢nih ulja od 1,5% dok je minimalni rast micelija utvrden

pri najvisoj primijenjenoj koncentraciji.



Istrazivanjem ucinka ekstrakta i glavnih sastojaka eteri¢nog ulja Petroselinum crispum
(persin) na fitopatogenu gljivicu Colletotrichum acutatum utvrdeno je da svi ekstrakti,
zajedno s eteri¢nim uljem znacajno inhibiraju rast C. acutatum u koncentracijama koje su
veée od 100 pg/mL. Analiza ulja P. crispum je pokazala da je glavna komponenta persin-
apiol koja uz to pokazuje znacajan inhibitorni u¢inak protiv istrazivane gljive C. acutatum.
Pineda i sur. (2017.) dolaze do zakljucka da perSin moze biti dobar izvor spojeva za

kontrolu C. acutatum.

Handique i Singh (1990.) su testirali antifungalno djelovanje eteri¢nog ulja limunske trave
(Cymbopogon) protiv tri biljna patogena: Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii i
Sclerotinia sclerotiorum. Pri primjeni 100 ppm ulja limunske trave porast Rhizoctonia
solani se smanjio za 67 % dok se rast S. sclerotiorum smanjio za 40 %, a eteri¢no ulje
limunske trave u koli¢ini 100 ppm nije bilo djelotvorno protiv Sclerotium rolfsii. Eteri¢no
ulje limunske trave primjenjeno u koli¢ini 1000 ppm inhibiralo je porast gljiva R. solani i

S. sclerotium te je takoder uzrokovalo inhibiciju S. rolfsii za 80 %.

Viuda i sur. (2007.) istrazivali su antifungalni potencijal eteri¢nih ulja origana (Origanum
vulgare), timijana (Thymus vulgaris) i klin¢i¢a (Syzygium aromaticum) na dvije plijesni
koje su povezane s kvarenjem hrane: Aspergillus niger i Aspergillus flavus. Za odredivanje
antifungalne aktivnosti koriStena je metoda razrjedivanja agara. Tri analaizirana eteri¢na
ulja imala su antifungalno djelovanje na obje testirane plijesni. Ulje origana je najjace
inhibiralo rast plijesni, a slijede ga ulja klin¢i¢a i timijana. Aspergillus flavus je bio

rast Aspergillus niger.

U laboratorijskom i staklenickom pokusu se istrazivalo herbicidno djelovanje ulja biljnog
podrijetla i identificiranje aktivnog sastojka u ulju s herbicidnim djelovanjem. Dvadeset i
pet razli¢itih eteri¢nih ulja primijenjeno je na liS¢e maslacka u laboratoriju. Eteri¢na ulja
crvene majcine dusice, cimeta 1 klin¢i¢a bila su najviSe fitotoksicna dok su na izbojke
bijele lobode, pelinolisnog limundzika 1 divljeg sirka u stakleniku eteri¢na ulja imala
antifungalni utjecaj nakon 1 sat do 1 dan od primjene. Utvrdeno je da eteri¢no ulje cimeta
ima visoko herbicidno djelovanje i da je eugenol glavna i aktivna komponenta ovog ulja.
Temeljem izloZenih rezultata Tworkoski (2017.) navodi da eteri¢na ulja mogu biti korisna

kao ,,prirodni herbicidni proizvodi“ za sustave ekoloSkog uzgoja.



Ferhout i sur. (1999.) su istrazivali utjecaj ulja timijana (Thymus vulgaris) i ulja cimeta
(Cinnamomum zeylanicum) na porast Malassezia furfur i Candida albicans. Za M. furfur je
Autori su takoder utvrdili da je aktivnost eteriénog ulja najve¢im dijelom posljedica

djelovanja njihovih glavnih sastojaka, a koji su u ovom sluc¢aju karvakrol i cinamaldehid.

Zambonelli 1 sur. (1996.) testrirali su eteri¢na ulja Thymus vulgaris (timijan), Lavandula
(lavanda) i Mentha piperita u in vitro uvjetima protiv patogenih gljivica Rhizoctonia
solani, Pythium ultimum, Fusarium solani i Colletrotrichum lindemuthianum. Sva tri
testirana ulja inhibiraju porast micelija ispitivanih gljiva. Najucinkovitijim se pokazalo ulje
timijana s fungicidnim djelovanjem koje se pripisuje timolu te da ispitivana ulja uzrokuju

degeneraciju hifa gljiva.

Antifungalno djelovanje osam eteri¢nih ulja (Lavandula sp., Salvia officinalis, Rosmarinus
officinalis, Thymus vulgaris, Origanum vulgare, Mentha piperita, Coriandrum sativum i
Laurus nobilis) testirano je u in vitro uvjetima protiv Phytophthora cinnamomi i
Pyrenochaeta lycopersici te protiv Verticillium dahliae koriste¢i razlicite koli¢ine (do 1600
ppm). Giamperi i sur. (2011.) utvrdili su fungistaticno i fungicidno djelovanje ulja, a
najefikasnijim etericnim uljem su bila eteri¢éna ulja origana, timijaa, paprene metvice i

korijandera.

Antifungalno djelovanje Cetiri etericna ulja Foeniculum vulgare (komora¢), Thymus
vulgaris (timijan), Eugenia caryophyllata (klin¢i¢) i Salvia officinalis (kadulja) testirano je
u in vitro uvjetima protiv Penicillium digitatum, uzro¢nika trulezi sgruma. Utjecaj ulja na
porast gljive ispitan je metodom izravnog kontakta i metodom isparavanja ispitivano je
antifungalno djelovanje ova Cetiri etericna ulja na P. digitatum koji je odgovoran za trulez
agruma. Najjace antifungalno djelovanje utvrdeno je kod obje metode primjenom obadva
ispitivana ulja u koli¢ini 600ppm pri ¢emu su ulja potpuno inhibirala rast micelija gljive.
Ulja kadulje i komoraca nisu imala nikakvo inhibiraju¢e djelovanje na ovu gljivu
(Omidbaigi i sur., 2007.).

U radu Grgic i sur. (2016.) istrazivan je 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, cempres, paculi, dumbir, gorka naranc¢a, sandal,
kamfor) na porast micelia Botrytis cinerea, uzro¢nika sive plijesni. Pokus je proveden u

uvjetima in vitro na PDA podlozi u 2 ponavljanja. Ulja su primijenjena u tri koli¢ine (3, 5 i
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7 ul), a porast micelija mjeren je nakon 3 i 9 dana. Sva ulja, izuzev ulja gorke narance,
sandala i kamfora, pokazala su odredeno antifungalno djelovanje. U odnosu na kontrolu,
najbolji ucinak imala su ulja timijana i anisa, dok je za ulja gorke narance, sandala 1

kamfora utvrden stimulativni u¢inak na rast gljive B.cinerea.

Eteri¢na ulja Erigeron canadensis i Myrtus communis testirana su u in vitro uvjetima na
porast micelija fitopatogenih gljivica Rhizoctonia solani, Fusarium solani i
Colletrotrichum lindemuthianum. U ovom istrazivanju Curini i sur. (2003.) su utvrdili da
oba eteri¢na ulja pokazuju slabu fungicidnu aktivnost. Eteri¢no ulje Myrtus communis je
inhibiralo rast micellija za 60 % ukolikoje primijenjeno u koli¢ini 1600 ppm dok je u istoj
koli¢ini eteri¢no ulje Erigeron canandesis imalo antifungalno djelovanje samo na gljivu

Colletrotrichum lindemuthianum.

U istrazivanju Ozcakmak i sur. (2012.) odreden je kemijski sastav etericnih ulja iz
mati¢njaka (Melissa officinalis) i1 kadulje (Salvia officinalis) pomocu plinske
kromatografije / masene spektrometrije (GC / MS) te je utvrdeno da su 1,2-propandiol
(31,26%) i a-thujone (24,92 %) glavni sastojci analiziranih eteri¢nih ulja. Takoder je
ispitan antifungalni u¢inak ovih eteri¢nih ulja na gljivu Penicillium verrucosum. Kako bi se
ispitalo njihovo antifungalno djelovanje, razrjedenja eteri¢nih ulja pripremljena su u
metanolu u sedam razli¢itih koncentracija. Njihova antifungalna aktivnost odredena je s
obzirom na minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIC) i minimalnu fungicidnu
koncentraciju (MFC). Vrijednosti MIC-a mati¢njaka i kadulje na P. verrucosum ukazuju
da je kadulja imala dvostruko jace fungistati¢no djelovanje protiv P. verrucosum u odnosu
na ulje mati¢njaka. Rezultati ovoga istrazivanja sugeriraju da se eteri¢na ulja mati¢njaka i
kadulje mogu smatrati prirodnim antifungalnim sredstvima koja se mogu Koristiti za

inaktivaciju P. verrucosum.

Da bi se istrazile potencijalne metode bioloske kontrole protiv fitopatogenih gljiva nakon
berbe jabuka Quadi i sur. (2017.) su proveli ispitivanje antifungalnog djelovanja eteri¢nog
ulja Melissa officinalis. Odredivanje antifungalnog djelovanja eteri¢nog ulja M. officinalis
provedeno je u in vitro uvjetima. Za provodenje istrazivanja odabrane su tri fitopatogene
gljive koje uzrokuju propadanje jabuka: Botrytis cinerea, Penicillium expansum i Rhizopus
stolonifer. Rezultati sugeriraju da eteri¢no ulje M. officinalis ima dobar potencijal kao za

suzbijanje bolesti jabuka nakon berbe.
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Abdellatif i sur. (2014.) su ispitivali antifungalno djelovanje etericnog ulja dobivenog iz
lis¢a Melissa officinalis. Kemijski sastav ulja je odreden hidrodestilacijom. Identificirano
je Sezdeset 1 tri spoja u eteri¢nom ulju. Glavna komponenta bila je geraniol (44,20 %).
Ostale znac¢ajno zastupljene komponente su bile neralno ulje (30,20 %) i citronelal (6,30
%). Rezultati ukazuju da je eteri¢no ulje melise imalo jaku antimikrobnu aktivnost protiv
pet patogenih bakterija, Candida albicans i dvije fitopatogene gljive.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1.  Priprema PDA podloge

Hranjivu podlogu kuhamo s destiliranom vodom u omjeru 500 ml destilirane vode koju
presipamo u tikvicu te dodajemo 21 g gotovog krumpir dekstroznog agara i 1,40 g
tehnickog agara koje odvazemo pomocu digitalne vage. Smjesa se kuha 1 sat u konstantno
kipuc¢oj vodi u loncu. Nakon toga tikvicu poklopimo aluminijskim ¢epom, umotamo u
papir te stavljamo u autoklav na sterilizaciju. Sterilizacija traje 20 minuta na temperaturi
120 °C. Antibiotik prethodno odvazemo tako da na 500 ml hranjive podloge primjenjujemo
0,50 g antibiotika koji razmutimo u 2 ml sterilne destilirane vode te dodajemo u
steriliziranu hranjivu podlogu (u tikvicu) kada se temperatura podloge snizi na 60 °C.
Sterilizirane Petrijeve zdjelice poslazu se u laminar (komora za rad u ¢istom), zatim se
pipetom pripremljenu podlogu prenosi u Petrijeve zdjelice u volumenu od 10 ml po svakoj
zdjelici. PDA podloga je u tekucem stanju pa je potrebno da se za daljnji rad ohladi 1

postane Cvrsta.

Slika 1. Priprema pokusa u laminaru (izvor: Brajkovi¢, 2019.)
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3.2. Provodenje pokusa

Istrazivanje antifugalnog djelovanja eteri¢nih ulja mati¢njaka i mirte na porast micelija
osam fitopatogenih gljiva provedeno je u Centralnom laboratoriju za fitomedicinu
Fakulteta agrobiotehnickih znanosti Osijek. Cilj je bio utvrditi antifungalno djelovanje
eteri¢nih ulja mati¢njaka i mirte koje smo primjenili u tri koli¢ine (5, 15 i 25 pl). Prilikom
rada koristeno je sterilizirano posude, metalna pinceta, plamenik, metalni kruzni rezac i

96 % etilni alkohol.

Slika 2. Eteri¢na ulja mati¢njaka i mirte (izvor: Brajkovi¢, 2019.)

Nakon pripreme PDA podloge slijedila je inokulacija u laminaru. Za inokulaciju je
koristen sedam dana star micelij osam fitopatogenih gljiva: Macrophomina phaseolina,
Monilia laxa, Alternaria helianthi, Alternaria radicina, Sclerotium cepivorum, Sclerotinia
sclerotiorum, Botrytis cinerea i Verticillium dahliae.

Kako bismo dobili ¢iste kulture gljiva diskove podloge s razvijenim micelijem gljiva
promjera 5 mm sterilnim priborom prenijeli smo na sredinu Petrijevih zdjelica. Micelij
gljive je okrenut dolje, prema podlozi prilikom nanoSenja. Nakon inokulacije Petrijeve

zdjelice smo prenijeli u termostat u kojemu smo ih drzali sedam dana na temperaturi 22 °C.
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Nakon $to su se gljive razvile postavili smo pokus u 4 ponavljanja za svaku varijantu. Prije
postavljanja pokusa komoru za rad u Cistom je potrebno dezinficirati etilnim alkoholom.
Nakon toga, na sredinu svake Petrijeve zdjelice se pincetom postavi okrugli isjecak filter
papira (5 mm) na koji se mikro pipteom nakapa odredena koli¢ina eteri¢nog ulja (5, 15 ili
25 ul). Na 4 mjesta koja su dijagonalno rasporedena 10 mm od ruba nacijepi se Cista
buSaca promjera 5 mm. U kontrolnoj varijanti umjesto aplikacije etericnog ulja na filter
papir apicira se sterilna destilirana voda. Nakon toga Petrijeve zdjelice postavljene su u

termostat komoru na temperaturu od 22 °C i rezim svjetla 12 sati dan / 12 sati no¢.

Slika 3. Primjena eteri¢nih ulja (izvor: Brajkovi¢, 2019.)

Zonu inhibicije smo mjerili (mm) sedam dana nakon nacjepljivanja.
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4. REZULTATI

Macrophomina phaseolina

Ulje mirte ne inhibira porast micelija kod primjenjenih koli¢ina od 51 15 ul, a kod najvece
primjenjene koli¢ine (25 pl) statisticki vrlo znacajno inhibira rast micelija u odnosu na
kontrolu, ali i u odnosu na primjenu ulja u koli¢inama od 5 i 15 pl.

Ulje mati¢njaka ne inhibira porast micelija kod najmanje primjenjene koli¢ine ulja od 5 pl
a statisticki vrlo znac¢ajno inhibira rast micelija gljive kod primjenjenih koli¢ina od 15 1 25

ul u odnosu na kontrolu i u odnosu na primjenu ulja u koli¢ini od 5 pl (Tablica 1.).

Monilia laxa

Ne postoje statisticki znacajne razlike u porastu micelija gljive izmedu primjenjivanih
koli¢ina ulja mirte i mati¢njaka.

Ulja mirte i mati¢njaka pri svim primjenjenim koli¢inama statisticki vrlo znacajno inhibira

rast micelija Monilia laxa u odnosu na kontrolu (Tablica 1.).

Alternaria helianthi

Ulje mirte i mati¢njaka u primjenjenim koli¢inama ulja 15 i 25 ul statisticki vrlo znacajno
inhibiraju rast micelija Alternaria helianthi u odnosu na kontrolu, dok primjenom ulja u
koli¢ini od 5 ul nije utvrden statisticki znacajno slabiji porast micelija u odnosu na
kontrolu. Takoder, oba ulja primjenjena u koli¢ini od 25 pl statisticki vrlo znacajno
inhibiraju porast micelija u odnosu na primjenu ulja u koli¢ini 5 pl te statisticki znacajno u

odnosu na primjenu ulja u koli¢ini 15 pl (Tablica 1.).

Alternaria radicina

Eteri¢na ulja mirte i maticnjaka niti pri najvecoj primjenjenoj koli¢ini (25 ul) nisu
statistiCki znacajno inhibirala porast micelija Alternaria radicina u odnosu na kontrolu
(Tablica 1.).
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Tablica 1. Utjecaj eteri¢nih ulja mirte i mati¢njaka na gljive M. phaseolina, M. laxa, A. helianthi, A.

radicina
Macrophomina Monilia laxa Alternaria helianthi | Alternaria radicina
phaseolina
MATIC- MATIC- MATIC- MATIC-
MIRTA NJAK MIRTA NJAK MIRTA NJAK MIRTA NJAK
5 0 0 20,58 25,58 6,58 8,58 3,17 4,08
15 0 12,63 23,33 21,33 11,33 14,83 4,67 12,33
25 5,42 16,5 25,37 28,83 19,42 21,08 5,5 15
kontrola 0 0 6,38 6,38 5,25 5,25 5,62 5,62
LSD 1,97 2,86 5,47 4,63 5,30 5,54 3,10 11,26
0,01 2,87 4,16 8,35 6,74 7,72 8,06 4,52 16,39
0,05

Slika 4. Porast micelija 8 fitopatogenih gljiva (izvor: Brajkovi¢, 2019)
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Sclerotium cepivorum

Ulje mirte u koli¢ini 15 i 25 pl statisticki vrlo znacajno inhibira porast micelija Sclerotium
cepivorum u odnosu na kontrolu i primjenu ulja u koli¢ini od 5 pl.

Ulje mati¢njaka u koli¢ini od 25 pl statisti¢ki vrlo zna¢ajno inhibira porast micelija gljive u

odnosu na kontrolu i primjenu ulja u koli¢ini 5 i 15 pl (Tablica 2.).

Sclerotinia sclerotiorum

Ulja mirte i mati¢njaka ne inhibiraju rast micelija Sclerotinia sclerotiorum niti kod jedne
primjenjene koli¢ine (5,15 1 25 pl) odnosno micelij gljive je potpuno prerastao Petrijevu
zdjelicu (Tablica 2.).

Botrytis cinerea

Ulje mirte ne inhibira porast micelija gljive Botrytis cinerea niti kod najvece primjenjene
koli¢ine (25 ul) odnosno micelij gljive je potpuno prerastao Petrijevu zdjelicu kao i kod
kontrole.

Ulje mati¢njaka u koli¢ini od 5 i 15 pl ne inhibira statisti¢ki znacajno porast micelija gljive
u odnosu na kontrolu dok u koli¢ini od 25 pl porast micelija je statisticki vrlo znacajno

manji u odnosu na kontrolu (Tablica 2.).

Verticillium dahliae

Ne postoje statisticki znacajne razlike u porastu micelija gljive Verticillium izmedu
primjenjivanih koli¢ina ulja mirte 5, 15 1 25 pl u odnosu na kontrolu.

Ulje mati¢njaka kod primjenjivanih koli¢ina od 5, 15 i 25 pl statisti¢ki znacajno inhibira

rast micelija Verticillium dahliae u odnosu na kontrolu (Tablica 2.).
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Tablica 2. Utjecaj eteri¢nih ulja mirte i matiénjaka na gljive S. cepivorum, S. sclerotiorum, B.

cinerea, V. dahliae

Sclerotium Sclerotinia Botrytis cinerea Verticillium dahliae
cepivorum sclerotiorum
MATIC- MATIC- MATIC- MATIC-
MIRTA NJAK MIRTA NJAK MIRTA NJAK MIRTA NJAK
5 0,58 1,67 0 0 0 0 7,58 11,25
15 19,83 9 0 0 0 3,58 0 7,33
25 21,58 27,75 0 0 0 11,33 3,83 13,67
kontrola 0 0 0 0 0 0 0 0
LSD 2,25 7,19 0 0 0 5,51 7,57 10,67
0,01 3,27 10,46 0 0 0 8,02 11,01 15,52
0,05

(izvor: Brajkovié, 2019.)

Slika 5. Porast micelija uz primjenu ulja mati¢njaka (25 pl)
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5. RASPRAVA

Eteri¢na ulja su koncentrirani prirodni proizvodi aromati¢nih biljaka intenzivnog mirisa
koja se upotrebljavaju jo§ od davne proslosti u alternativnoj medicini. Ona u sebi sadrze
niz kemijskih spojeva koji mogu zaustaviti ili usporiti rast bakterija 1 drugih
mikroorganizama (Bakkali i sur., 2008.).

U naSim istrazivanjima utvrdili smo da ulja mirte 1 mati¢njaka imaju najbolji antifungalni
utjecaj u primjenjenim koli¢inama od 15 i 25 pl kod rasta micelija gljive Alternaria
helianthi u odnosu na kontrolu. Ulja mirte i mati¢njaka pri svim primjenjivanim
koli¢inama (5, 15 1 25 pl) i temperaturi 22 °C inhibiraju rast micelija gljive Monilia laxa,
dok je jedino ulje mati¢njaka (ne i mirte) znacajno inhibiralo porast micelija Verticilium
dahliae kod. U istrazivanju koje su proveli Budzynska i sur. (2013.) utvrdeno je da je ulje

mati¢njaka izazvalo snazan antifungalni u¢inak na Candida sp. i vrstu C. albicans.

Primjenom ulja mati¢njaka u koli¢inama 15 i 25 pl na micelij gljive Macrophomina
phaseolina ima vrlo znac¢ajan inhibicijski u¢inak u odnosu na kontrolu sedmi dan nakon
inokulacije dok primjenom koli¢ine ulja u koli¢ini 5 pl ne inhibira porast micelija gljive. U
istrazivanju koje su proveli Cosi¢ i sur. (2014.) istraZivan je utjecaj jedanaest eteri¢nih ulja
(anis, metvica, gorka naranca, cimet, kim, bor, kadulja, timijan, klin¢i¢evac, lavanda) na
porast micelija Macrophomina phaseolina te je utvrdeno da su tri dana nakon
nacjepljivanja eteri¢na ulja timijana, metvice, anisa, cimeta i klin¢i¢evca imala statisticki
znacajno jace fungistaticno djelovanje, dok su ostala eteri¢na ulja u odnosu na kontrolu
imala stimuliraju¢i ucinak na rast micelija. Nakon Sest dana samo je kod timijana

zabiljezeno inhibitorno djelovanje na porast micelija gljive Macrophomina phaseolina.

Eteri¢na ulja mati¢njaka i mirte niti kod jedne primjenjene koli¢ine ulja ne inhibiraju rast
micelija gljiva Alternaria radicina i Sclerotinia sclerotiorum odnosno u svim sluc¢ajevima
micelij gljive je potpuno prerastao Petrijevu zdjelicu. Ulje mati¢njaka prijenjeno u
koli¢inama 5 i 15 ul nema znacajan negativan utjecaj na rast gljiva Botryris cinerea i
Sclerotium cepivorum pri dok je isto ulje statisticki znacajno inhibiralo rast gljiva kada je
primjenjeno u koli¢ini 25 pl. Grgi¢ i sur. (2010.) proucavali su utjecaj dvadest dva etericna
ulja (anis, timijan, kim, paprena metvica, lavanda, kadulja, mati¢njak, ruzmarin, mirta,

cimet list, bosiljak, bijeli bor, eukaliptus, cedar, bergamot, mandarina, ¢empres, paculi,
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dumbir, gorka naranca, sandal i kamfor) na porast micelija Bortytis cinerea, uzro¢nika sive
plijesni. Sva ulja i u svim primjenjenim koli¢inama (3, 5 i 7 pl), izuzev ulja gorke narance,
sandala i kamfora pokazala su odredeno antifungalno djelovanje pa tako i ulja mati¢njaka i

mirte.

Eteri¢no ulje mirte nije imalo negativan uéinak na rast micelija gljivice Macrophomina
phaseolina pri temperaturi 22 °C i koli¢inama 5 i 15 pl dok statisticki vrlo znacajno
inhibira rast micelija gljive u odnosu na kontrolu primjenom u koli¢ini 25 pl. Ulje mirte je
sedmi dan od nacjepljivanja imalo statisticki vrlo znacajan inhibicijski utjecaj na rast
micelija gljive Sclerotium cepivorum kada je prijenjeno u koli¢inama 5 i 25 pl u odnosu na
kontrolu, a primjenom ulja u koli¢ini 5 ul micelij gljive je potpuno prerastao Petrijevu

zdjelicu.

Slika 6. Cista kultura gljive Sclerotinia cepivorum (izvor: Brajkovi¢, 2019.)
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6. ZAKLJUCAK

Nakon provedenog laboratorijskog istrazivanja o antifugalnom djelovanju eteri¢nih ulja
mirte i mati¢njaka na osam fitopatogenih gljiva: Macrophomina phaseolina, Alternaria
helianthi, Alternaria radicina, Sclerotium cepivorum, Scerotinia sclerotiorum, Botrytis
cinerea i Verticillium dahliae pri temperaturi 22°C i razli¢itim koli¢inama ulja moze se

zakljuciti da:

inhibitorni u¢inak eteri¢nih ulja ovisi o vrsti etericnog ulja, primjenjenoj koli¢ini ulja i vrsti
gljive na koju je ulje primjenjeno

ulje mati¢njaka je pokazalo znacajan negativan utjecaj na porast micelija Macrophomina
phaseolina, Alternaria helianthi, Alternaria radicina primjenom vecih koli¢ina ulja (15 i
25 ul) dok primjenom najmanje koli¢ine ulje nije inhibiralo porast micelija gljiva

ulje mati¢njaka nije inhibirao rast micelija Sclerotinia sclerotiorum niti kod jedne
primjenjene koli¢ine ulja

ulje mirte je pokazalo znac¢ajano antifugalno djelovanje na porast micelija gljiva Alternaria
helianthi, Sclerotinia cepivorum i Monilia laxa

eteri¢no ulje mirte ne inhibira rast micelija gljiva Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea

i Verticillium dahliae niti kod jedne primjenjene koli¢ine
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8. SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi u¢inak etericnih ulja mati¢njaka 1 mirte na porast
micelija 8 fitopatogenih gljiva: Macrophomina phaseolina, Alternaria helianthi, Alternaria
radicina, Sclerotium cepivorum, Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea i Verticillium

dahliae.

Ulje mirte i mati¢njaka pokazala su statisticki vrlo znacajan inhibicijski utjecaj na rast
micelija gljive Macrophomina phaseolina, Alternaria helianthi, Alternaria radicina,
Sclerotium cepivorum, Monilia laxa i Verticillium dahliae pri najvecoj koli¢ini ulja od 25
pl. Ulje mirte nije pokazalo inhibitorni u¢inak na gljive Sclerotinia sclerotiorum i Botrytis

cinerea.

Klju¢ne rijeci: eteri¢no ulje, inhibicijski utjecaj, porast micelija
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9. SUMMARY

The aim of this study was to determine the effect of essential oils of lemon balm and
myrtle on the growth of mycelium of 8 phytopathogenic fungi: Macrophomina phaseolina,
Alternaria helianthi, Alternaria radicina, Sclerotium cepivorum, Sclerotinia sclerotiorum,

Botrytis cinerea and Verticillium dahliae.

Myrtle and lemon balm oil showed a statistically very significant inhibitory effect on the
growth of mycelium of the fungus Macrophomina phaseolina, Alternaria helianthi,
Alternaria radicina, Sclerotium cepivorum, Monilia laxa, Verticillium dahliae at the
highest oil content of 25 ul. Myrtle oil did not show an inhibitory effect when applied on
phytopathogenic fungi Sclerotinia sclerotiorum and Botrytis cinerea.

Key words: essential oils, inhibitory effect, mycelial growth
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