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1. UvOD

Zbog sve vece osvijeStenosti proizvodaca biljaka i konzumenata biljnih proizvoda
zastita bilja ekoloski prihvatljivim pripravcima sve vise dobiva na znacenju diljem svijeta. S
druge strane, kemijski fungicidi jos$ uvijek su najzastupljeniji na¢in zastite biljaka od bolesti
diljem svijeta iako oni vrlo negativno djeluju na zdravlje ljudi i zivotinja, nakon njihove
primjene u biljkama, tlu i vodi ostaju rezidue, a na mnoge od njih patogeni organizmi stvaraju

rezistentnost sto znacajno otezava ucinkovitu zastitu.

Posljednjih godina u naSoj zemlji najveci dio poljoprivrednih proizvodaca okrenuo

se integriranoj proizvodnji bilja, a sve viSe njih prelazi i na ekolosku proizvodnju.

Zadnjih se godina sve vise istrazuje utjecaj eteri¢nih (esencijalnih) ulja i njihovih
komponenti na patogene organizme, izmedu ostaloga i na fitopatogene gljive. Brojnim je
istrazivanjima utvrdeno da mnoga eteri¢na ulja imaju protugljivi¢no djelovanje na razliCite

uzro¢nike bolesti biljaka.

Cilj ovoga rada je utvrditi fungistati¢ni ucinak eteri¢nih ulja lavande, timijana i

ruzmarina na gljive iz kompleksa Diaporthe/Phomopsis u in vitro uvjetima.



2. PREGLED LITERATURE
2.1. Gljive

Gljive pripadaju u skupinu eukariotskih organizama koji uklju¢uju mikroorganizme
poput kvasca i plijesni. Ti su organizmi klasificirani kao posebno kraljevstvo koje je
odvojeno od ostalih eukariotskih kraljevstava, a to su Plantae, Animalia, Protozoa i

Chromista.

Karakteristika koja grupira gljive u kraljevstvo drugacije od biljaka, bakterija i nekih
protista je hitin u njihovim stani¢nim Stjenkama. Gljive nemaju sposobnost obavljanja
fotosinteze. Gljive su poput Zivotinja heterotrofi §to znac¢i da hranu (organsku tvar)
neophodnu za Zivot ne proizvode sami ve¢ uzimaju ve¢ organsku tvar koju su proizveli
autotrofi. Rast im je sredstvo za pokretljivost, osim spora (od kojih je nekoliko vrsta s
flagelama), koje mogu biti prenesene zrakom ili vodom. S druge pak strane gljive su glavni
razlagaci u ekoloskim sustavima, te su kao takve nezamjenjive u kruZenju tvari u prirodi.
Prethodno navedeno, ali i druge razlike smjestaju gljive u jednu skupinu srodnih organizama
nazvanu Eumycota (prave gljive ili Eumycetes), koje dijele zajednickog pretka (iz
monofiletske skupine), Sto je tumacenje koje takoder snazno podrzava molekularna
filogeneza. Ova gljivicna skupina razlikuje se od strukturno sli¢nih oomikota. Disciplina
biologije posvecena proucavanju gljiva poznata je pod nazivom mikologija (od grckog
pokne mykes, gljiva). U proSlosti se mikologija smatrala granom botanike, iako je danas
poznato da su gljive genetski bliskije povezane sa zZivotinjama nego s biljkama (Zemity |

Ahmer, 2005).

Iz perspektive ¢ovjeka, vecina gljivica su mikroskopskih veli¢ina i samim time neuocljive
zbog veli¢ine svojih struktura i nacina zivota u tlu ili na mrtvoj tvari. Isto tako neke su gljive
simbionti biljaka, Zivotinja ili drugih gljivica, dok jedan dio gljiva pripada u grupu parazita
na ljudima, zivotinjama i biljkama. Neke od njih postaju primjetne tijekom formiranja
sporonosnih organa. Gljive se dugo koriste kao izravni izvor ljudske hrane i to u obliku
jestivih gljiva i tartufa, koriste se i kao sredstvo za dizanje kruha te u fermentaciji raznih
prehrambenih proizvoda, poput vina, piva i umaka od soje. Od Cetrdesetih godina proslog
stoljeca gljive se koriste za proizvodnju antibiotika, a u novije vrijeme razliciti enzimi, koje
proizvode gljive, koriste se u brojnim industrijskim proizvodnjama. Uz sve navedeno, gljive
se takoder koriste kao bioloski pesticidi za suzbijanje korova, uzro¢nika biljnih bolesti i

Stetnika. Mnoge vrste proizvode bioaktivne spojeve zvane mikotoksini, poput alkaloida i



poliketida, koji su toksi¢ni za Zivotinje i ljude. Fruktifikacijske strukture nekih vrsta sadrze
psihotropne spojeve i konzumiraju u tradicionalnim duhovnim ceremonijama. Pove¢anom
vlagom u zatvorenim prostorima gljive se mogu stvarati na zidovima kuca, zgrada, ali i
Stalama, industrijskim postrojenjima i sli¢no, te mogu postati znacajni patogeni ljudi i
zivotinja. Gubici usjeva uslijed gljivicnih bolesti ili kvarenja hrane mogu imati velik utjecaj

na opskrbu ljudske hrane i lokalna gospodarstva (Piyo i sur., 2009).

Danas se jo$ uvijek malo zna o bioloskoj raznolikosti unutar carstva gljiva. Procjenjuje se
da unutar carstva postoji 2,2 do 3,8 milijuna vrsta. Od toga je opisano samo oko 148 000
vrsta od kojih je preko 8000 vrsta uzro¢nika bolesti biljaka. Dodatno, jo$ je najmanje 300
vrsta patogeno za ljude. U pionirskim taksonomskim djelima Carla Linnaeusa, Christiaana
Hendrika Persoona i Eliasa Magnusa Friesa iz 18. i 19. stoljeca gljive su klasificirane prema
njihovoj morfologiji kao $to su boja spora ili mikroskopska svojstva ili prema njihovoj
fiziologiji. Napredak u molekularnoj genetici otvorio je put da se DNK analiza ukljuci u
taksonomiju, $to je ponekad dovodilo u pitanje povijesne skupine na temelju morfologije 1
drugih osobina. Filogenetske studije objavljene u prvom desetljecu 21. stolje¢a pomogle su
preoblikovati Klasifikaciju unutar carstva gljiva (Sukatta i sur., 2008).

2.1.1. Diaporthe/Phompsis kompleks

Gljiviéne vrste iz roda Diaporthe/Phomopsis jesu uzrocnici raznih bolesti te znacajnog
gubitka u urodu ali i samoj kvaliteti uroda biljaka koje parazitiraju. VVrste roda Diaporthe
(nespolni stadij Phomopsis) dugi su niz godina poznate kao vrlo destruktivni i ekonomski
vrlo znacajni uzro¢nici bolesti velikog broja biljnih vrsta iako ima i vrsta koje su saprofiti i
nepatogeni endofiti. Vrste iz ovoga kompleksa izucavali su brojni znanstvenici. Osobito su

istrazivane one vrste koje su povezane s bolestima soje, suncokreta, vinove loze i agruma.
Iz Diaporthe/Phomopsis kompleksa na soji parazitiraju sljedece vrste (Jurkovi¢, 2016):

1. Diaporthe phaseolorum
2. Diaporthe caulivora

3. Diaporthe aspalathi

4. Diaporthe longicolla.



Diaporthe caulivora

Diaporthe caulivora jest gljiva uzro¢nik crne pjegavosti (raka) stabljike soje. Naime, tijekom
40-ih godina 20. stoljeca je utvrdena nova bolest soje na podrucju Sjedinjenih Americkih
Drzava i Kanade. Simptomi ove bolesti su se razlikovali od onih koji su opisani kada je u
pitanju palez mahuna i stabljika soje, ali su povezani s uzro¢nikom palezi mahuna. Ponajprije
je uoceno da se gljiva izolirana sa stabljika sa simptomima crne pjegavosti soje razlikuje
prema morfoloskim i patogenim karakteristikama od P. sojae. Nakon mnogih istrazivanja,
ova gljiva je imenovana kao Diaporthe phaseolorum. Posljednja revizija ovoga kompleksa
na soji je dala sljedece rezultate: gljiva je dobila status vrste. Naime, kako izvjes¢uje USDA-
ARS, gljiva je utvrdena u zemljama: Argentina, Brazil, Kanada, Kina, Hrvatska, Italija,
Srbija i Sjedinjene Americke Drzave. Osim soje, ova se gljiva razvija i na Abutilon

theophrasti i Dipsacus laciniatus.

Prinos soje zarazene s D. caulivora varira ovisno o sorti, vremenu i intenzitetu zaraze. Rane
infekcije rezultiraju znac¢ajnim gubitcima. Navodi se 1 smanjenje uroda od 60%. Isto tako,
na podrué¢ju Vojvodine utvrdeno je smanjenje uroda od 9 do 62%. Stupanj zaraze sjemena
gljivama varira ovisno o godini i uzgojnom. Osim toga, navodi se da je prosjecno zarazeno
12,5% sjemena. D. caulivora je izoliran u znac¢ajnom postotku (22%) iz uzoraka sjemena s
kultivara koji su imali simptome raka stabljika. U Republici Hrvatskoj je u uvjetima prirodne
infekcije na podrucju Osijeka u 2002. godini na sjemenu soje najzastupljenija vrsta bio D.

caulivora.

Simptomi zaraze s D. caulivora mogu se vidjeti na stabljici, listu i sjemenu te se prve
promjene mogu uoditi na kotiledonima u obliku crveno sivih pjega koje se Sire dalje na
stabljiku, a kotiledoni otpadaju prije vremena. U nasim agroekoloskim uvjetima uzgoja prvi
simptomi bolesti javljaju se u fazi formiranja mahuna ili ¢eSée za vrijeme nalijevanja zrna.
Karakteristicne promjene nastaju na donjim dijelovima stabljika u pazuScu grana ili pak

peteljkama listova. U pocetnoj se fazi uoc¢avaju malene crveno smede povrsinske lezije.

Pjege su jasno odijeljene od zdravog dijela biljke crno smedim rubom. DuZina pjega krece
se od nekoliko do deset cm. Ukoliko kruzno obuhvate stabljiku dovode do suSenja i
odumiranja biljaka. Makroskopski vidljivi simptomi mogu se javiti u kasnoj vegetativnoj
fazi, ali se odumiranje biljaka javlja od sredine do kraja reproduktivne faze. Gljiva producira
fitotoksin 1 kao posljedica prisutnosti toksina nastaju promjene na listu. Na vr$nim listovima

javlja se Zu€enje 1 nekroza izmedu lisnih Zila pra¢eno gubitkom turgora. Osuseno liS¢e visi



na stabljici pa se zarazene biljke lako uocavaju. Neki drugi uzroc¢nici bolesti (Phytophthora
sojae, Calonectria pyrochroa, Fusarium spp.) takoder mogu uzrokovati sli¢ne simptome na
listu, ali kasnija pojava opisanih simptoma na stabljikama jasno razlikuje uzro¢nika D.
caulivora od drugih gljiva. Jafina bolesti varira ovisno o toksigenosti izolata. Kod jacih
zaraza mahune se suSe 1 u njima se ne formira sjeme, a ako se formira ono je sitno,

deformirano i nedovoljno naliveno.

Stavljanjem dijelova stabljika u vlazne uvjete nakon 5-7 dana u okviru pjega formiraju se
brojni periteciji. Periteciji su crne boje uronjeni u tkivo kore, a na povrsinu izlaze vratovi
koji vremenom postaju vrlo dugacki. Periteciji su na biljkama soje pojedinacni ili ceS¢e u
grupama i formiraju tvorevine u obliku ispupcenja. Veli¢ina peritecija na prirodno zarazenim
stabljikama soje iznosi 180-365 x 245-390 pm, $irina vrata peritecija u bazi je 75-130 um i
vrhu 45-70 um. Duzina vrata peritecija je do 750 um. U peritecijima se nalaze askusi s po
osam askospora koje se oslobadaju kroz otvor na vratu plodista u obliku kapljica, u poéetku
prozirno zuckaste, kasnije zute boje. Askusi su elipti¢nog izduzenog oblika, hijalini s tankim
stjenkama i na vrhu imaju dva prstena. Askospore su dvostanicne, hijaline, suzene u predjelu

septe i u svakoj stanici imaju po dvije kapi ulja.

Sjetva zdravog sjemena, otpornijih sorata, duboko zaoravanje biljnih ostataka i plodored jesu
osnovne mjere za suzbijanje crne pjegavosti. Medutim, postoje razlike u tolerantnosti
izmedu sorata, a kako navode neka istraZivanja, ranijom sjetvom se moze izbje¢i zaraza
sorata koje ranije dozrijevaju, dok se kod sorata koje dozrijevaju kasnije smanjuje intenzitet
napada. Kada su u pitanju kemijske mjere, one se kod nas ne koriste odnosno nema fungicida
s dozvolom za tu namjenu. Ako se radi o slabijim zarazama, dovoljno je jedno do dva
tretiranja, a kada se radi o jakim zarazama tada se potpuna zastita ne moZe ostvariti niti ve¢im

brojem tretiranja.
Diaporthe longicolla

Diaporthe longicolla je biljni patogen i uglavnom je odgovoran za bolest soje koja se naziva
trulez sjemena. U drugim biljnim vrstama, kao $to su na primjer mangrovi Sonneratia
caseolaris) D. longicolla moze zivjeti i kao endofit. Utvrdeno je da D. longicolla takoder
stvara brojne citotoksi¢ne i antimikrobne sekundarne metabolite, 0Sobito one iz grupe
fomoksantona. D. longicolla prvi su put 1985. godine opisali Thomas W. Hobbs i sur. na

Odjelu za biljnu patologiju na Drzavnom sveuciliStu Ohio.



Gljiva D. longicolla odgovorna je za truljenje sjemenki soje. Uzrokuje ozbiljnu infekciju i

moze smanjiti klijavost do 90%. Piknidi se razvijaju u redovima prije sazrijevanja soje.
Diaporthe phaseolorum

D. phaseolorum je biljni patogen koji ima veliki broj domacina, a inficira, izmedu ostalih
biljnih vrsta, soju, suncokret, Kkikiriki, Abutilon teophrasti i druge. D. phaseolorum je
savrSeni (teleomorfni, spolni) stadij uzro¢nika uzro¢nika bolesti mahuna i stabljike soje.
Nesavrseni (anamorfni, nespolni) stadij nosi naziv Phomopsis sojae. Ovo je Cesta bolest
veéine podruc¢ja uzgoja soje u Sjedinjenim Drzavama, ali i u drugim podrucjima uzgoja soje

ukljucujuéi i Hrvatsku. Gubici su rezultat smanjenja prinosa i lose kvalitete zrna/sjemena.

Diaporthe phaseolorum mogu zaraziti bilo koji nadzemni dio biljke; bolest moze biti
prisutna bez pokazivanja simptoma. Infekcija u ranoj sezoni obi¢no se odvija bez
pokazivanja simptoma. Sredinom sezone simptomi se pojavljuju u obliku sitnih crnih tockica

(piknidija) na otpalom li$¢u ili apscidiranim peteljkama.

Simptomi u kasnoj sezoni (piknidije) pojavljuju se na mrtvim stabljikama, granama i

sjemenskim mahunama. Jako zarazeno sjeme Cesto nece uspjeti niknuti.
Vizualni simptomi ukljucuju:

* Svijetlosmede pjege na kotiledonima ili nizim dijelovima stabljika,

» Male crne tockice (piknide) koje se pojavljuju u pravilnim nizovima (redovima) duz
nekroti¢nog tkiva stabljike, grane i peteljke lista,

e zarazeno sjeme Sa Ssimptomima: ispucane ljuske sjemena, smeZurana povrSina,

piknidi na ovojnici sjemena.

Diaporthe phaseolorum je prisutan u cijelom svijetu gdje god se soja proizvodi. Uvjeti koji

pogoduju zarazi ovim patogenom ukljucuju:

« toplo i vlazno vrijeme, posebno tijekom razvoja i sazrijevanja mahuna,
» sjetva zarazenog Sjemena i ponovljena sjetva soje,

» o0dgodena zetva, oStecenja od kukaca i Stete od tu¢e dovode do zaraze sjemenom.
Gljiva nepovoljne uvjete prezivljava kao micelij u zarazenom sjemenu i biljnim ostacima.

Jace Sirenje bolesti moze biti posljedica sekundarnih infekcija. Sekundarne ¢e se infekcije

dogoditi kada se konidije tijekom vegetacije Sire na zdrave biljke.



Od mjera zastite najznacajnije su plodored i sjetva zdravog sjemena. Dostupne su otporne

sorte, ali one se Cesto ne koriste.

Iznimno vazna vrsta iz kompleksa Diaporthe/Phomopsis je i uzro¢nik sive pjegavosti

stabljika suncokreta Diaporthe helianthi.
Diaporthe helianthi

Diaporthe helianthi je gljivi¢ni patogen koji uzrokuje sivu pjegavost stabljika suncokreta.
Osnovni simptom bolesti je stvaranje velikih pjega na stabljikama suncokreta. Za povoljnih
uvjeta pjege mogu biti vrlo velike i dovesti do dezorganizacije tkiva stabljika §to ima za
posljedicu njihovo lomljenje i polijeganje. Utvrdeno je da je ova bolest osobito $tetna u
juznim 1 isto¢nim podrucjima Europe, iako se moZe na¢i i u Sjedinjenim DrZavama i

Australiji.

Simptomi ove bolesti se mogu vidjeti na listu, stabljici, ali i na sjemenu. Naime, prve
promjene se javljaju na donjem dijelu lis¢a i to obi¢no prije ili u vrijeme cvatnje (u Hrvatskoj
najc¢esce u lipnju). Na rubnom dijelu lista, najces¢e na vrhu, se vide nekroti¢ne promjene
koje se Sire uz glavne lisne zile. Nekroze uglavnom imaju oblik slova V. Lis¢e se susi i ostaje
visiti na stabljici do kraja vegetacije. Simptomi na stabljici su karakteristi¢ni, a javljaju se na
mjestu spoja peteljke i stabljike. U pocetku su pjege blijedo smede boje koja se brzo mijenja
u tamno smedu, povecavaju se 1 dobivaju eliptian izgled, a rubovi pjega su tamnije boje. Sa
staro$¢u dobivaju sivkastu, skoro crnu boju pa od opisanog simptoma potjece 1 naziv bolesti
u naSem jeziku ,,siva pjegavost stabljike suncokreta®. Taj naziv mozda i nije najbolji za
bolest koju izaziva D. helianthi, jer osim na stabljici gljiva uzrokuje isto tako veoma
karakteristiéne simptome na liS¢u. Pjege na stabljikama locirane su najceS¢e na donjim
dijelovima, a ukoliko su uvjeti za razvoj bolesti povoljni pjege se Sire i na ostale dijelove.
One prstenasto obuhvacaju stabljiku dovodec¢i do prijevremenog susSenja i loma biljke.
Uslijed zaraze ovom gljivom formiraju se manje glave bez sjemena ili sa sjemenom lose
kakvoce. Kad se stabljike prerezu u zoni pjega uocava se propadanje tkiva kore koje se manje
ili viSe Siri u parenhim srzi te se zbog toga stabljika razmekSava i1 postaje lako lomljiva.

Gljiva luci fitotoksin fomozin koji potpomaze patoloski proces degradacije tkiva suncokreta.

Otpornost genotipova suncokreta prema D. helianthi razli¢ita je te bi za sjetvu trebalo birati
otpornije. Ova gljiva se moze odrzavati, osim na ostacima suncokreta, i na samoniklom
suncokretu te korovima koji mogu biti izvor inokuluma. Zato je plodored vazan ¢imbenik u

smanjenju buducih infekcija. Primjenom svih ostalih preventivnih mjera moguce je utjecati
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na smanjenje infekcija. Primjena fungidica pozitivno utjee na smanjenje intenziteta zaraze
te u pravilu na povecanje prinosa zrna i ulja. U RH je registriran veci broj navedenih
pripravaka koji imaju dozvolu za suzbijanje sive pjegavosti. Zastitu suncokreta ne treba
obavljati niti prerano, ali niti prekasno. Na temelju provedenih pokusa smatra se kako je
najbolje primijeniti fungicide u punoj butonizaciji dakle, kada suncokret ima razvijenih 10-
12 pari listova. Kod primjene fungicida ima poteskoca zbog habitusa biljaka te pretezno

akropetalne translokacije fungicida (Jurkovi¢, 2016).

2.2. Etericna ulja

Kako bi se smanjile negativne posljedice upotrebe sintetickih fungicida kao S$to su
oneciséenje okolisa, fitotoksi¢nost i rezistentnost, provode se istrazivanja kako bi se
procijenila uc¢inkovitost i pouzdanost razlicitih preventivnih i ekoloski prihvatljivih mjera
zastite poput agrotehnickih i fizikalnih metoda, biopreparata i kemikalija s malim negativnim
utjecajem na okolis, poput eteri¢nih (esencijalnih.) ulja (Bittner i sur., 2009.). Eteri¢na ulja
su proizvodi ekstrahirani iz razli¢itih dijelova aromati¢nih biljaka, posebno iz cvjetova, lis¢a
I plodova. Sadrze aromati¢ne spojeve koje biljke proizvode, a koji imaju alelopatsko i
antimikrobno djelovanje te privlace oprasivace. Ove su tvari ve¢ dugo predmet proucavanja
zbog njihovih baktericidnih i fungicidnih svojstava kao posljedice prisutnosti spojeva koji
se mogu klasificirati medu alkaloide, fenole, flavonoide, monoterpene, seskviterpene i

izoprenoide.

U mnogim usjevima problem uzro¢nika bolesti koji se prenose sjemenom jedna je od
najvecih prijetnji za uspjeh proizvodnje jer moze uzrokovati slabiju klijavost sjemena,
propadanje mladih biljaka i smanjenje prinosa. Stoga je kontrola patogenih organizama
prisutnih u/na sjemenu od vitalnog znacaja, posebno za organsku proizvodnju, gdje su na

raspolaganju manje ucinkovita sredstva za zastitu bilja.

Sve su veéi zahtjevi za smanjenjem upotrebe kemijskih sredstava za zastitu bilja osobito u
proizvodnji biljaka za ljudsku ili zivotinjsku ishranu. Zbog toga tvari dobivene iz biljaka,
poput hidro-alkoholnih ekstrakata ili etericnih ulja zasigurno mogu imati vaznu ulogu u
iznalazenju novih prihvatljivih biopreparata. Jedna biljka moze proizvoditi veci broj spojeva

vrlo Sirokog spektra djelovanja, a §to je u vezi s njihovom razli¢itom kemijskom strukturom.

Eteri¢na ulja su aromatske tekucine koje se dobivaju iz biljnih dijelova razli¢itim metodama
(Burt, 2004.). Proces dobivanja eteri¢nih ulja provodi se hidrodestilacijom i hidrodifuzijom

svjezih ili osuSenih biljaka. Eteri¢na ulja su kompleksne mjesavine koje mogu imati preko
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100 komponenti, dok samo nekoliko komponenti predstavlja ve¢inu sastava samog ulja.
Poznata su dva tipa analitickih metoda koje se koriste za odredivanje komponenti ovisno o
tome je li sama komponenta ve¢ poznata, ili se trazi nova, do tada neotkrivena komponenta.
Ukoliko je poznata, ispituje se brzo-skeniraju¢im masenim spektrometrom koji je povezan s
plinskim kromatografom. Ukoliko se trazi nova strukturna identifikacija koriste se velike
koli¢ine Cistog uzorka ispitivanog ulja, a ispitivanje se vrSi 13C-NMR spektroskopijom
(Tomi i sur., 1995.).

Izraz “esencijalno ulje™ (EO) osmislio je u 16. stolje¢u Svicarski reformator medicine
Paracelsus von Hohenheim. Eteri¢na ulja obi¢no su slozene smjese prirodnih spojeva, i
polarnih i nepolarnih. Poznata su po svojim antisepti¢kim i ljekovitim svojstvima (analgetici,
sedativi, protuupalno, spazmoliticko i antikancerogeno djelovanje), koriste se i u
balzamiranju, a zbog svog antimikrobnog i antioksidativnog djelovanja kao prirodni aditivi
u hrani i prehrambeni proizvodi. Medunarodna organizacija za standardizaciju (ISO) (ISO /
D1S9235.2) definira esencijalno ulje kao proizvod dobiven destilacijom vodom ili parom ili
mehanickom obradom ili suhom destilacijom prirodnih materijala. Pojavljuju se kao tekuce,
hlapljive, prozirne i obojene smjese nekoliko aromati¢nih spojeva. EO se dobivaju iz svih
biljnih dijelova, uglavnom iz biljaka i zacina, iako se trenutno ispituju novi izvori EO, na

primjer iz hrane i biljnog otpada (Yang i Clausen, 2007.).

Poznato je oko 3000 eteri¢nih ulja, od kojih je 300 komercijalno vazno, a uglavnom se
koriste na trziStu okusa i mirisa. U prirodi EO imaju vaznu ulogu u zastiti biljaka od
neprijatelja. Sto se ti¢e ostalih biljnih metabolita, uloga EO-a je zastita biljnog organizma od
nekih patogenih mikroorganizama, djelovanje odbijanja prema kukcima koji djeluju kao
prenositelji kuge i smanjenje apetita kod nekih biljojeda (izazivanjem neugodnog okusa do
biljke). S druge strane, oni takoder mogu privuci neke kukce kako bi pospjesili rasprsivanje
peludi i sjemena. Dakle, EO mogu igrati ulogu u interakciji biljaka s okolinom. Glavne
kategorije spojeva su terpeni i terpenoidi, a rijetko se mogu naci i spojevi koji sadrze dusik
i sumpor, kumarini i homolozi fenilpropanoida. Terpeni su velika grupa ugljikovodika koji
se javljaju u prirodi, a potjeCu iz izoprenske jedinice (CsHg), s razliitim kemijskim
svojstvima i bioloskim svojstvima. Sintetiziraju se u citoplazmi biljnih stanica putem
mevalonske kiseline polazeci od acetil CoA. Monoterpeni (C1oHz1s6) i seskviterpeni (CisH24)
uglavnom su glavni terpeni, ali takoder postoje i duzi lanci kao §to su diterpeni (C20H32),
triterpeni (CsoHao) itd. Primjeri terpena ukljucuju p-cimene, limonene, terpinene, sabinene i

a- 1 B-pinene. Monoterpeni su izradeni od spajanja dviju izoprenskih jedinica.



Oni ¢ine 90% eteri¢nih ulja 1 omogucuju veliku raznolikost struktura. Neki od glavnih
spojeva ukljucuju monoterpenske ugljikovodike (poput limonena, p-cimena, a-pinena i -
terpinena) i oksigenirane monoterpene (poput karvakrola, timola i kamfora). Seskviterpeni
nastaju iz triju izoprenskih jedinica. ProSirenje lanca povecava broj ciklizacija koje
omogucuju veliku raznolikost struktura. Grada i funkcija seskviterpena usporedivi su s
onima monoterpena. Terpenoidi su spojevi koji se odnose na terpene, s odredenom
funkcionalnosc¢u kisika ili nekim preslagivanjem. Timol, karvakrol, linalil acetat, linalool,
piperiton, citronelal, geraniol i mentol smatraju se najpoznatijim terpenoidima. Unutar svake
skupine, molekule mogu biti jednostavno nezasi¢eni ugljikovodici 1ili sadrzavati
funkcionalne skupine, a u ovom posljednjem slucaju to su kiseline, alkoholi, aldehidi, ketoni,
esteri. Kemijski sastav eteri¢nih ulja razlikuje se medu vrstama I na njega utjeCu ¢imbenici
kao S§to su zemljopisni polozaj, okolis, stupanj zrelosti biljaka u trenutku berbe i nacin
ekstrakcije (Wilson i sur., 1997.).

Kako bakterije imaju moguénost razvijanja otpornosti na antibiotike ne za¢uduje Cinjenica
kako je utjecaj eteri¢nih ulja na rast i razvoj razlic¢itih mikroorganizama ve¢ duzi niz godina
tema znanstvenih istrazivanja. Takvim istraZivanjima pokusavaju se pronaci druga rjeSenja
kojima bi se mogla pristupiti prevenciji i lije¢enju bakterijskih bolesti. Vazna prednost

eteri¢nih ulja jest to Sto nisu Stetna za okoli$ te jednostavnost njihove primjene.

Eteri¢no ulje ruzmarina (Rosmarinus officinalis) sadrzi 1,8-cineol (7 — 27,5 %), a-pinen (3 -
23,4 %), kamfor (3 - 50 %) te mircen (0 - 10 %). Glavne komponente eteri¢nog ulja lavande
prave (Lavandula angustifolia ssp. angustifolia) su linalol (16 - 28 %), linalil acetat (26 -
47,5 %), 1,8-cineol (5,1 - 15,5 %), lavandulil acetat (1,3 - 4,3 %) te a-terpineol (2,3 - 3,75
%). Eteri¢no ulje timijana (Thymus vulgaris) sadrzi timol (45 - 79,15 %), p-cimen (3,27 -
21,5 %) i karvakrol (4,63 %) (Reddy i sur., 1998.).

Eteri¢na ulja i komponente od stabljika/lis¢a i cvjetova Lavandula stoechas ssp. stoechas,
koja raste divlje u juznoj Sardiniji (Italija), ekstrahirani su hidrodestilacijom te je testirana
njihova antifungalna aktivnost. Utvrdena je snazna antifungalna aktivnost eteri¢nih ulja na
patogene gljivice Rhizoctonia solani i Fusarium oxysporum. Eteri¢na ulja su pokazala vecu
navode da se to moze objasniti time da i manje zastupljeni spojevi imaju utjecaj na protu
gljivicno djelovanje ili da je antifungalna aktivnost rezultat sinergizma izmedu razli¢itih

spojeva u ekstraktima (Palfi, 2017).
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Eteri¢no ulje ruzmarina pokazalo je snazno antifungalno djelovanje protiv Aspergillus flavus
(PTCC = 5004). Utvrdeno je da je ulje ruzmarina, u razrjedenju 1, 1/2 i 1/4, pokazalo
snaznije antifungalno djelovanje od antibiotika. Umjerenu antifungalnu aktivnost pokazao
je borneol u 10 % - tnom razrjedenju. Fungicid Benomil (10 % - tni) nema inhibitorni uc¢inak
na A. flavus. Autori zakljuéuju da je veliki postotak antifungalne aktivnosti ulja ruzmarina
vezan za sadrzaj monoterpena, posebno a-pinena kao glavne komponente (Moghtader i sur.,
2011.).

Bioaktivnost eteri¢nog ulja timijana kao i razvijene formulacije — koncentrata za emulziju
(EC) testirana je u pokusima in vitro i in vivo na gljivicu Monilinia fructigena. In vitro
ispitivanja su pokazala da i eteri¢no ulje i razvijena formulacija znacajno inhibiraju porast
micelija izolata gljivice M. fructigena. U in vivo ispitivanjima na inokuliranim plodovima
jabuke pokazano je da je procesom formuliranja znacajno smanjena isparljivost ulja s
tretirane povrsine i postignuta inhibicija razvoja trulezi ploda 64,7 do 72,1 % u usporedbi s
kontrolom. Istrazivaci su razvili EC formulaciju etericnog ulja timijana za uporabu u

poljoprivredi (Tanovic i sur, 2013).
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3. MATERIJALI | METODE

Cilj istrazivanja bio je utvrditi fugnistati¢ni ucinak eteri¢nih ulja lavande, ruzmarina i
timijana u koli¢inama 5, 15, 25 1 50 uL na gljive iz kompleksa Diaporthe/Phomopsis
(Diaporthe helianthi, Diaporthe linearis, Phomopsis cotoneastri, Diaporthe angelicae,
Diaporthe caulivora, Diaporthe phaseolorum, Diaporthe longicolla, Diaporthe

meridionalis).

Ovo istrazivanje provedeno je 2020. godine u Centralnom laboratoriju za fitomedicinu
Fakulteta agrobiotehni¢kih znanosti u Osijeku.

Na slici 1 prikazana su etericna ulja koja su koriStena prilikom provedbe ovoga

eksperimenta.

Slika 1. Eteri¢na ulja koja su potrebna za izvodenje pokusa (lavanda, ruzmarin i timijan)

(1zvor: Marko Zupari¢, 2020.)

Osim eteri¢nih ulja, u navedenom je istrazivanju koristen i ostali pribor koji je prikazan na

sljede¢im slikama 2, 3 i 4.

Slika 2. Pribor za postavljanje pokusa
(Izvor: Marko Zupari¢, 2020.)
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Slika 3. Tehni¢ki agar i krumpir dekstrozni agar
(Izvor: Marko Zupari¢, 2020.)

Slika 4. Pipete
(Izvor: Marko Zupari¢, 2020.)

13



3.1. Postavljanje pokusa

Hranjive podloge kuhaju se s destiliranom vodom. U Erlenmeyerovu tikvicu, u kojoj se
nalazi 500 mL destilirane vode, dodaje se 21 g krumpir dekstroznog agara i 1,40 g tehni¢kog
agara koje prethodno odvazemo pomocu digitalne vage. Smjesa se kuha oko 1h u konstantno
kipucoj vodi u loncu. Nakon toga potrebno je tikvicu poklopiti aluminijskim ¢epom, umotati
u novine te staviti u autoklav na sterilizaciju. Sterilizacija traje 20 minuta na temperaturi 120

°C, a ukupan rad autoklava traje 90 minuta.

Na slici 5 prikazana je priprema za izlijevanje hranjive podloge iz Erlenmeyerove tikvice u
sterilizirane Petrijeve zdjelice. Petrijeve zdjelice slazu se u posebne aluminijske stalke te se
potom stavljaju u autoklav koji ih sterilizira na 120 °C. Nakon zavrsetka procesa bitno je ne

otvarati petrijevke do trenutka nasipavanja hranjive podloge.

Slika 5. Izlijevanje hranjive podloge u Petrijeve zdjelice
(Izvor: Marko Zupari¢, 2020.)

Nakon §to se izlivene hranjive podloge ohlade, stavljaju se u hladnjak kako je prikazano na
slici 6 gdje se ¢uvaju do trenutka nacjepljivanja gljiva i apliciranja eteri¢nih ulja koje

koristimo u istrazivanju.
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Slika 6. Pripremljene hranjive podloge
(1zvor: Marko Zuparié¢, 2020.)

Ciste kulture gljiva koje istrazujemo buse se pomoc¢u metalnog kruznog reza¢a, uz sami rub
Petrijeve zdjelice, a potom se pomocu sterilne laboratorijske igle uzimaju isjecci i stavljaju
na odredeno mjesto u Petrijevu zdjelicu. Gljive se stavljaju nasuprotno na Cetiri mjesta, a u
samo srediSte zdjelice pomocu pincete stavlja se okrugli sterilni filter papir na koji se aplicira

pokusom predvidena koli¢ina eteri¢nog ulja.

Na slici 7 prikazana je termostat komora koja je postavljena na temperaturu od 22 °C i
svjetlosni rezim 12 sati dan/12 sati no¢. Komora se redovito puni destiliranom vodom kako

bi se odrzala zadana klima.
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Slika 7. Termostat komora
(Izvor: Marko Zupari¢, 2020.)

3.2. Statisticka obrada podataka

Dobiveni podaci statisticki su obradeni u programu Statistica for Windows.
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4. REZULTATI

4.1. Diaporthe helianthi

Tablica 1 prikazuje zonu inhibicije za Diaporthe helianthi 6. dan od nacjepljivanja. Nakon

Sestog dana moze se uociti kako je ulje lavande u koli¢ini 50 pl potpuno inhibiralo porast

micelija u odnosu na ostale primjenjene koli¢ine dok je ulje timijana potpuno inhibiralo

porast gljive i pri najmanjoj primjenjenoj koli¢ini 5 pl. Ulje ruzmarina u koli¢ini 50 pl

statisticki je znacajno inhibiralo porast gljive u odnosu na ostale primjenjene koli¢ine.

Usporedujemo li u€inak razlicitih ulja primjenjenih u istoj koli¢ini vidimo da je ulje timijana

u svim koli¢inama statisticki vrlo znacajno jae inhibiralo porast micelija u odnosu na ulje

ruzmarina te u koli¢inama 5, 15 i 25 pl u odnosu na ulje lavande. Ulje lavande je statisticki

znacajno jace inhibiralo rast micelija u odnosu na ulje ruzmarina pri koli¢inama 51 15 pl, a

statisti¢ki vrlo znacajno jace pri koli¢inama 25 i 50 pl.

Tablica 1. Zona inhibicije (mm) 6. dan od nacjepljivanja Diaporthe helianthi

Ulje

Lavanda

Ruzmarin

Timijan

LSD 0,05
0,01

S5ul 15 ul 25 pl 50 pl LSD
0,05
0,01

1,91 4,66 15,08 30 1,29
1,88
1,71

0,75 2,41 1,16 4,41 250

30 30 30 30 0

0,88 1,57 1,21 1,48

1,33 2,38 1,84 2,24
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Tablica 2 prikazuje zonu inhibicije za Diaporthe helianthi 9. dan od nacjepljivanja.

Tablica 2. Zona inhibicije (mm) 9. dan od nacjepljivanja Diaporthe helianthi

Ulje 5ul 15 ul
Lavanda 0 1,83
RuzZmarin 0 1,08
Timijan 30 30

LSD 0,05 0 0,80
0,01 0 1,21

25 pl

2,25

0,33

30

1,01
1,53

50 pl

21,66

30

1,66
2,52

LSD
0,05
0,01

1,52
2,21

1,71
2,49

Devet dana od nacjepljivanja ulje lavande primjenjeno u koli¢ini 50 pl statisticki je vrlo

znacajno jace inhibiralo porast micelija u odnosu na sve ostale koli¢ine. Ulje ruZmarina nije

inhibiralo porast gljive niti pri najvecoj koli¢ini (50 ul). Ulje timijana u potpunosti je

inhibiralo porast D. helianthi pri svim primjenjenim koli¢inama.

4.2. Diaporthe linearis

Tablica 3 prikazuje vrijednosti zone inhibicije za Diaporthe linearis 6. dan od nacjepljivanja.

Ulje timijana je pri svim primjenjenim koli¢inama potpuno inhibiralo rast gljive te je

statistiCki vrlo znacajno jace inhibiralo rast micelija u odnosu na druga dva eteri¢na ulja

primjenjena u istoj koli¢ini.
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Tablica 3. Zona inhibicije (mm) 6. dan od nacjepljivanja Diaphorte linearis

Ulje 5ul 15 pl 25 ul 50 LSD
0,05
0,01
Lavanda 1,66 7 3,58 10,83 2,16
3,14
. . 1,68
RuzZmarin 8 1,08 2,08 4 4.44
Timijan 30 30 30 30 0
LSD 0,05 1,09 1,66 1,18 2,33
0,01 1,65 2,52 1,78 3,53

U tablici 4 prikazana zona inhibicije za Diaphorte linearis 9. dan od nacjepljivanja. Ulje
lavande je pri primijenjenoj koli¢ini 5 pl statisticki znacajno, odnosno vrlo znacajno slabije
djelovalo na porast gljive u odnosu na ostale primijenjene koli¢ine. Ulje ruzmarina je imalo
najjace antifungalno djelovanje pri koli¢ini 5 pl, a ulje timijana je statisticki jace inhibiralo
porast gljive kod primjene ulja u koli¢inama 15, 25 i 50 ul u odnosu na djelovanje ulja u

koli¢ini 5 pl.

Tablica 4. Zona inhibicije (mm) 9. dan od nacjepljivanja Diaphorte linearis

Ulje 5ul 15 ul 25 ul 50 wl LSD

0,05

0,01

Lavanda 0 3,41 2,66 10,58 1,85

2,70

. . 1,29

RuzZmarin 6,66 0,41 2 2,58 188

0,83

Timijan 29,16 30 30 30 1,20
LSD 0,05 1,77 1,65 0,73 1,52
0,01 2,68 2,50 1,10 2,30
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4.3. Phomopsis cotoneastri

U tablici 5 prikazane su vrijednosti zone inhibicije za Phomopsis cotoneastri 6. dan od
nacjepljivanja. Sest dana od nacjepljivanja najjaée antifungalno djelovanje imalo je ulje
timijana dok su ulja ruzmarina i lavande imala statisti¢ki vrlo znacajno slabije fungistati¢no

djelovanje.

Tablica 5. Zona inhibicije (mm) 6. dan od nacjepljivanja Phomopsis cotoneastri

Ulje 5ul 15 pl 25 ul 50 pnl LSD

0,05

0,01

Lavanda 2,08 1,41 9,66 7,75 1,73

2,52

. . 1,31

Ruzmarin 0,91 1,16 5,33 4 191

0,24

Timijan 29,75 30 30 30 0,34
LSD 0,05 1,37 0,69 1,99 0,91
0,01 2,08 1,04 3,02 1,38

Prema rezultatima navedenim u tablici 6 ulje lavande 9. dan od nacjepljivanja primjenjeno
u koli¢ini 5 pl nije pokazalo fungistati¢an utjecaj (zona inhibicije 0) dok je u koli¢ini 50 pl
statistiCki znaCajno jace inhibiralo porast micelija u odnosu na koli¢ine 5, 15 1 25 pl istog
ulja.

Ulje ruzmarina primjenjeno u koli¢ini 50 pl statisti¢ki je vrlo znacajno inhibiralo porast
gljive u odnosu na sve ostale primjenjene kolicine.

Ulje timijana djelovalo je jako dobro i imalo jako antifungalno djelovanje na gljivu te je i pri
najmanjoj primijenjenoj koli¢ini od 5 ul gotovo u potpunosti inhibiralo porast micelija.
Razlika u djelovanju ulja s pove¢anjem primjenjene koli¢ine nije bilo.

Ulje timijana je u svim primjenjivanim koli¢inama statisticki vrlo zna¢ajno jace inhibiralo

porast micelija u odnosu na ulje lavande i ruzmarina u istim koli¢inama.
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Tablica 6. Zona inhibicije (mm) 9. dan od nacjepljivanja Phomopsis cotoneastri

Ulje 5ul 15 pl 25 nl 50 nl LSD
0,05
0,01

Lavanda 0 0,5 2,25 4,41 0,76
1,10

RuzZmarin 0,33 0,83 2 4 0,90
1,31

Timijan 29,33 30 30 30
0,54
0,79

LSD 0,05 0,94 0,60 0,58 0,97

0,01 1,43 0,91 0,87 1,47

4.4. Diaporthe angelicae

I Sestog i devetog dana od nacjepljivanja ulje lavande primjenjeno u koli¢ini 50 ul statisticki
je vrlo znacajno jace inhibiralo porast micelija u odnosu na sve ostale primjenjene koli¢ine
(tablica 7). Isto ulje statisticki je vrlo znacajno jace inhibiralo porast micelija ispitivane gljive
u odnosu na ulje ruzmarina uz primjenu 15, 25 i 50 ul ulja. Ulje timijana u potpunosti je
inhibiralo porast micelija D. angelicae pri svim primjenjenim koli¢inama Sest dana nakon
postavljanja pokusa, a devet dana od postavljanja pokusa zona inhibicije se pri primjeni 5 pl

smanjila.
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Tablica 7. Zona inhibicije (mm) 6. dan od nacjepljivanja Diaporthe angelicae

Ulje

Lavanda

Ruzmarin

Timijan

LSD 0,05
0,01

Sul

5,75

6,75

30

1,29
1,95

15 nl

10,16

3,41

30

0,94
1,43

25 pl

14,33

5,08

30

1,60
2,42

50 pl

30

9,41

30

0,17
0,25

LSD
0,05
0,01

1,14
1,67

1,45
2,11

Tablica 8. Zona inhibicije (mm) 9. dan od nacjepljivanja Diaporthe angelicae

Ulje

Lavanda

Ruzmarin

Timijan

LSD 0,05
0,01

Sul

5,16

5,58

28,5

2,05
3,11

15 pl

1,91

0,91

30

1,25
1,89

25 pl

2,5

2,16

30

0,97
1,47

50 pl

20,25

30

0,76
1,16

LSD
0,05
0,01

1,35
1,96

1,22
1,78

1,25
1,81
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4.5. Diaporthe caulivora

U tablici 9 prikazane su zone inhibicije za Diaporthe caulivora 6. dan od nacjepljivanja.

Tablica 9. Zona inhibicije (mm) 6. dan od nacjepljivanja Diaporthe caulivora

Ulje 5ul 15 ul 25 ul 50 nl LSD
0,05
0,01
Lavanda 55 3,75 18,97 11,16 1,24
1,82
. ) 1,24
Ruzmarin 0 0 3,41 17 176
Timijan 30 30 30 30 0
LSD 0,05 0,50 0,76 1,21 1,48
0,01 0,76 1,16 1,84 2,24

Deveti dan od postavljanja pokusa ulje lavande pri najvecoj primijenjenoj koli¢ini od 50 pl
statisticki vrlo zna€ajno jace je inhibiralo porast micelija u odnosu na sve ostale primijenjene
koli¢ine ulja (tablica 10). Pri koli¢ini od 5 i 15 pl ulje ruzmarina nije pokazalo nikakav
fungistatican utjecaj jer je micelij prerastao Petrijevu zdjelicu, a pri koli¢ini od 25 1 50 pl
antifungalno djelovanje bilo zna€ajno pri ¢emu je ulje pri 50 pl statisticki vrlo znacajno jace

djelovalo u odnosu na koli¢ine od 25, 151 5 pl. Ulje timijana potpuno je inhibiralo rast gljive.
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Tablica 10. Zona inhibicije (mm) 9. dan od nacjepljivanja Diaporthe caulivora

Ulje 5ul 15 pl 25 nl 50 nl LSD
0,05
0,01
Lavanda 0 0,33 6,91 8,58 0,94
1,37
. . 0,91
Ruzmarin 0 0 2,75 7,25 133
Timijan 29,91 30 30 30 0,14
0,18
LSD 0,05 0,17 0,67 1,23 0,78
0,01 0,25 1,01 1,87 1,18

4.6. Diaporthe phaseolorum

U tablici 11 prikazane su zone inhibicije za Diaphorte phaseolorum 6. dan od nacjepljivanja,

a u tablici 12 devetog dana od nacjepljivanja.

Tablica 11. Zona inhibicije (mm) 6. dan od nacjepljivanja Diaphorte phaseolorum

Ulje Sul 15 nl 25l 50 pl LSD

0,05

0,01

Lavanda 2,83 0,58 12,41 7,91 1,67

2,43

. . 0,88

Ruzmarin 3,66 1,91 1,91 9 128

1,22

Timijan 29,25 30 30 30 1,78
LSD 0,05 2,05 1,18 1,03 0,97
0,01 3,11 1,78 1,55 1,47

Eteri¢no ulje lavande u koli¢ini 50 pl deveti dan od postavljanja pokusa statisticki je

znacajno jace inhibiralo porast micelija u odnosu na koli¢inu 25 pl istog ulja. Pri koli¢inama
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ulja 5 15 pl nije utvrdeno fungistati¢no djelovanje niti ulja lavande niti ulja ruzmarina. Ulje

timijana u potpunosti je inhibiralo rast gljive. Takoder, ulje timijana je statisticki vrlo

znacajno inhibiralo rast micelija pri svim koli¢inama u odnosu na preostala dva ulja. Devetog

dana od nacjepljivanja zona inhibicije pri primjeni ulja timijana u koli¢ini 5 pl se smanjila

pri ¢emu je ta zona inhibicija bila statisticki vrlo zna¢ajno manja u odnosu na zonu inhibicije

pri primjeni ulja u ve¢im koli¢inama.

Tablica 12. Zona inhibicije (mm) 9. dan od nacjepljivanja Diaporthe phaseolorum

Ulje 5ul 15 ul
Lavanda 0 0
Ruzmarin 0 0
Timijan 24 30
LSD 0,05 1,53 0
0,01 2,31

4.7. Diaporthe longicolla

25l

2,25

1,58

30

0,60
0,91

50 pl

6,91

6,16

30

0,74
1,13

LSD
0,05
0,01
0,72
1,05

0,30
0,44

1,25
1,81

U tablici 13 prikazane su zone inhibicije za Diaphorte longicolla sesti dan od nacjepljivanja,

a u tablici 14 devetog dana od nacjepljivanja.

Eteri¢no ulje lavande Sestog dana od postavljanja pokusa potpuno je inhibiralo rast micelija

u koli¢ini 50 pl, a ulje timijana pri svim koriStenim koli¢inama. Najslabije antifungalno

djelovanje imalo je ulje ruzmarina. Ista situacija je ostala i devetog dana nakon postavljanja

pokusa.

25



Tablica 13. Zona inhibicije (mm) 6. dan od nacjepljivanja Diaporthe longicolla

Ulje 5ul 15 ul 25 ul 50 ul LSD
0,05
0,01
Lavanda 0 10,66 25,33 30 1,66
2,41
. . 0,89
RuzZmarin 0 0 0 11,41 130
Timijan 30 30 30 30 0
LSD 0,05 1,92 0,67 1,09
0,01 2,91 1,01 1,65

Tablica 14. Zona inhibicije (mm) 9. dan od nacjepljivanja Diaporthe longicolla

Ulje S5ul 15 ul 25 ul 50 ul LSD
0,05
0,01
Lavanda 0 0,5 6,16 29,58 1,17
1,70
. . 0,72
Ruzmarin 0 0 0 8,66 105
Timijan 30 30 30 30 0
LSD 0,05 0 0,10 0,60 1,21
0,01 0 1,51 0,91 1,84
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4.8. Diaporthe meridionalis

Sljedeca tablica (tablica 15) prikazuje porast micelija Diaporthe meridionalis 6. dan od

nacjepljivanja te rezultate odnosno iznose porasta pri odredenoj koliCini etericnog ulja.

Tablica 15. Zona inhibicije (mm) 6. dan od nacjepljivanja Diaporthe meridionalis

Ulje 5ul 15 ul 25 ul 50 ul LSD
0,05
0,01
Lavanda 0 0 11,16 30 1,34
1,95
. ) 0,24
RuzZmarin 0 0 0 7 034
Timijan 30 30 30 30 0
LSD 0,05 0 0 1,64 0,29
0,01 0 0 2,48 0,44

Eteri¢no ulje lavande u koli¢ini od 25 ul 6. dan mjerenja inhibicije imalo je vrlo znacajne
razlike u odnosu na koli¢inu od 15 pl te da je znacajno jace inhibiralo porast micelija.
Koli¢ina ulja od 5 pl i 15 pl nije imala negativan utjecaj na porast micelija gljive, drugim

rijecima ulja nisu inhibirala rast gljive te se isto vidi u 9. danu mjerenja inhibicije.

9. dan od postavljanja pokusa eteri¢no ulje ruzmarina u svim koli¢inama od 5 pl, 15 pl, 25
ul i 50 pl nije imalo negativan utjecaj na micelij gljive Diaporthe meridionalis, odnosno

micelij je prerastao Petrijevu zdjelicu te to ulje nije imalo fungistati¢an utjeca;.

Iz podataka koji su prikazani u tablici moze se zakljuciti kako je ulje timijana djelovalo jako
dobro i imalo jako antifungalno djelovanje na gljivu/e, te pri najmanjoj primjenjenoj koli¢ini
od 5 pl, ali i da se s pove¢anjem koli¢ine ulja timijana nije statisticki povecao antifungalni
ucinak. Statisticki ulje timijana je pri koli¢ini od 5 pl zna¢ajno jace inhibiralo porast micelija

u odnosu na ulje lavande i ruzmarina u istoj koli¢ini.
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Tablica 16. Zona inhibicije (mm) 9. dan od nacjepljivanja Diaporthe meridionalis

Ulje S5ul 15 ul 25 ul 50 ul LSD
0,05
0,01

Lavanda 0 0 0,33 8,16 0,80
1,17

Ruzmarin 0 0 0 0 0

Timijan 30 30 30 30 0

LSD 0,05 0 0 0,67 0,73

0,01 0 0 1,01 1,10

Porast gljiva devet dana nakon nacjepljivanja u prisustvu razli¢itih eteri¢nih ulja prikazan je

na slici 8.

Slika 8. Porast gljiva nakon devet dana
(Izvor: Marko Zupari¢, 2020.)
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5. RASPRAVA

U¢inak eteri¢nih ulja na rast i razvoj gljiva ovisi o vrsti gljive, vrsti i koli¢ini primjenjenog
ulja, nacinu primjene, kemijskom sastavu ulja, zemljopisnom porijeklu biljaka iz kojih je

ulje ekstrahirano i vremenu berbe/Zetve i duzini inkubacije (Palfi 2017.).

Provedenim istrazivanjima u Centralnom laboratoriju za fitomedicinu Fakulteta
agrobiotehnickih znanosti Osijek utvrdili smo da na sve ispitivane gljive iz kompleksa
Diaporthe/Phomopsis eteri¢no ulje timijana ima najjace antifungalno djelovanje i to pri svim
primjenjenim koli¢inama ulja $to se podudara s rezultatima Reddy i sur. (1998.), Soylu i sur.
(2006.), Palfi (2017.) i Palfi i sur. (2018.). Cosi¢ i sur. (2010.) navode da je na gljivu
Fusarium graminearum od 11 ispitivanih ulja samo ulje timijana imalo znacajno supresivno
djelovanje. Ulje timijana je u naSem istrazivanju u gotovo svim tretmanima i devet dana
nakon postavljanja pokusa potpuno inhibiralo rast svih ispitivanih gljiva. Cosié¢ i sur. (2010.)
navode da ulje timijana nije imalo nikakvo antifungalno djelovanje na Tanatephorus
cucumeris.

U naSim je istrazivanjima utvrdeno da je na ispitivane gljive najslabije antifungalno
djelovanje imalo ulje ruzmarina. Prema Cosi¢ i sur. (2010.) ulje ruzmarina primjenjeno u
koli¢ini 5 pl je imalo supresivno djelovanje na dvije od 12 ispitivanjih gljiva. Dragoni i
Vallone (2009.) su ispitivali djelovanje ulja ruzmarina na sedam fitopatogenih gljiva te
navode da je djelovanje ulja znacajno ovisilo o vrsti gljive.

Ulje lavande je imalo znacajno antifungalno djelovanje na vecinu ispitivanih gljiva pri
primjenjenim koli¢inama 25 i 50 pl. Ipak, u jacini supresivnog djelovanja izmedu ulja
timijana 1 ulja lavande utvrdene su statisticki vrlo znacajne razlike u korist etericnog ulja

timijana.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog laboratorijskog istrazivanja o antifungalnom djelovanju eteri¢nih
ulja ruzmarina, lavande i timijana na vrste kompleksa Diaporthe/Phomopsis moze se

zakljuciti sljedece:

1. Razlicita etericna ulja imaju razli¢ito antifungalno djelovanje na razlicite vrste
kompleksa Diaporthe/Phomopsis.

2. Isto etericno ulje moze imati razlic¢ito antifungalno djelovanje na razli¢ite vrste
kompleksa Diaporthe/Phomopsis.

3. Antifungalni ucinak etericnih ulja moze se pojacavati s poveanjem primjene
koli¢ine ulja.

4. S povecanjem duzine inkubacije moZe se smanjivati u¢inak eteri¢nih ulja.

5. Ulje timijana ima jak negativni utjecaj na rast micelija gljiva iz kompleksa
Diaporthe/Phomopsis. Ulje timijana je u naSem istrazivanju u gotovo svim
tretmanima i devet dana nakon postavljanja pokusa potpuno inhibiralo rast svih
ispitivanih gljiva.
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8. SAZETAK

Cilj je ovoga rada utvrditi fungistati¢ni ucinak eteri¢nih ulja ruzmarina, lavande i timijana
na osam vrsta iz kompleksa Diaporthe/Phomopsis. Ulja su primjenjena u koli¢inama 5, 15,
25 i 50 pl. Temeljem rezultata provedenih istrazivanja moze se zakljuciti da eteri¢no ulje
timijana ima najjace antifungalno djelovanje na ispitivane gljive. Najslabije djelovanje imalo

je ulje ruzmarina.

Kljuéne rijeci: fungistati¢ni u¢inak, eteri¢no ulje, zona inhibicije, Diaporthe/Phomopsis
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9. SUMMARY

The aim of this study was to determine the fungistatic effect of rosemary, lavender and thyme
essential oils on eight species from the Diaporthe/Phomopsis complex. The oils were applied
in amounts of 5, 15, 25 and 50 pl. Based on the results of the research, it can be concluded
that thyme essential oil has the strongest antifungal effect on the examined fungi. Rosemary

oil had the weakest effect.

Keywords: fungistatic effect, essential oils, inhibition zone, Diaporthe/Phomopsis
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