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1. UVOD

U danasnje vrijeme ljudi sve viSe polazu paznju ocuvanju svojega zdravlja i
proizvodnji hrane visoke kakvoce te se stoga sve CeSce proizvodnja biljaka provodi po
nacelima integrirane zasStite uz smanjenu uporabu standardnih kemijskih sredstava u zastiti
bilja te uz primjenu preventivnih mjera zastite kao i metoda bioloske zastite (Paradikovic i
sur., 2007.). Sredstva za zastitu bilja potencijalno su vrlo znac¢ajni zagadivaci prirode pa je
za proizvodnju zdravstveno i nutritivno sigurnih proizvoda potrebno uvodenje novih
tehnologija zastite bilja (da Cruz Cabral i sur., 2013.). Budu¢i da je ekoloski uzgoj biljaka
sve vazniji, etericna ulja svojim svojstvima i djelovanjem potencijalno omogucavaju

drugadiji pristup zastiti od uzrocnika biljnih bolesti.

Eteri¢na ulja su slozeni, prirodni i hlapljivi spojevi intenzivnog mirisa koji se
dobivaju iz biljaka te imaju antibakterijsko, antifungalno i antivirusno djelovanje (Kalemba
i Kunicka., 2003.). Poznato nam je oko 3000 razlicitih eteri¢nih ulja, a za oko 300 je poznato
da imaju komercijalnu vaznost te Se najviSe koriste u prehrambenoj, kozmetickoj,
agronomskoj i farmaceutskoj industriji (Bakkali i sur., 2008.). Sve je vei interes u
znanstvenim istrazivanjima za eteri¢na ulja zbog njihovih antimikrobnih i antifungalnih
svojstava te su ta svojstva dobro istrazena protiv Sirokog spektra organizama kao $to su
gljive, bakterije i insekti (Singh i Maurya, 2005.). Kemijski sastav eteri¢nih ulja je sloZen te
ovisi o vrsti biljke, dijelu biljke iz kojeg se uzima, podrijetlu, sezoni berbe i prerade te o
uvjetima skladiStenja (Burt, 2004; Tajkarimi i sur., 2010.). Brojni znanstvenici istrazivali su
utjecaj eteri¢nih ulja i njihovih komponenti na porast micelija razli¢itih gljiva i plijesni koje
mogu uzrokovati kvarenje proizvoda i razli¢ite bolesti kod biljaka, ljudi i Zivotinja (Pinto i

sur., 2009.).

S ciljem pronalaska novih i ekoloski prihvatljivih bio fungicida provode se mnoga
ispitivanja antifungalnih svojstava etericnih ulja i njihovih komponenti na vazne
fitopatogene gljivice (Cosié i sur., 2010.; Vitoratos i sur., 2013.). Od iznimnog je znacaja
pronaci ekoloski i zdravstveno prihvatljiva sredstva za zastitu od patogena kod svjeze i

minimalno obradene hrane koju potrosaci u posljednje vrijeme sve vise koriste.



Dokazana je osjetljivost ljudi na gljivicne infekcije patogenim gljivicama te isto tako
ucinkovitost sintetickih fungicida u njihovoj kontroli. Opasnost za zdravlje postoji zbog
povezanosti sa sintetickim molekulama te se istrazuju metode za razvoj antifungalnih
sredstava. Prirodni proizvodi (ukljucujudi i eteri¢na ulja) imaju veliki potencijal u suzbijanju
patogenih gljiva. Koristenje eteri¢nih ulja u kontroli patogena koji uzrokuju kvarenje hrane
nakon berbe, ima vazno mjesto u ispitivanju alternativnih metoda za ocCuvanje kvalitete

svjezih namirnica (Moreira i sur., 2016.).

Cilj ovog rada je istraziti antifungalno djelovanje 12 eteri¢nih ulja na tri izolata

Colletotrichum sp. koji su izolirani s paprike.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Gljive

Gljive (lat. fungi) ubrajamo medu najbrojnije biotske uzro¢nike biljnih bolesti. Do
danas je otkriveno oko 70 000 vrsta gljiva od kojih je oko 10 000 razlicitih biljnih patogena.
Gljive su eukariotski organizmi, mikroskopskih su veli¢ina, heterotrofni su i jednostavne
grade, nemaju klorofil tako da ne mogu vrsiti fotosintezu, a hrane se gotovom organskom
tvari. Razmnozavaju se vegetativno dijeljenjem hifa i nespolnim sporama koje nastaju
transformacijom i fragmentacijom hifa te omogucéavaju Sirenje parazita tijekom vegetacije.
Spolnim razmnozavanjem spore nastaje nakon spajanja gameta. Spore nastale spolnim
razmnozavanjem omogucuju prezivljavanje u nepovoljnim uvjetima okoline ili kada nema

povoljnog domacina za zarazu.

Fitopatogene gljive uzrokuju oko 75% bolesti biljaka. Zive na radun domacina
(parazitiraju ga) i tako domacinu nanose Stetu. U biljku prodiru na tri nac¢ina: izravno kroz
neozlijedeno biljno tkivo, kroz mehanicke ozljede biljnog tkiva ili kroz prirodne otvore

biljaka. Patogene gljive mogu parazitirati jednu ili viSe biljnih vrsta (Jurkovi¢ i sur., 2010.).

2.2. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja upotrebljavaju se jo§ od davnina, a mozemo ih definirati kao
koncentrirane prirodne proizvode aromatic¢nih biljaka intenzivnog mirisa. Sadrze veliki broj
sastojaka koji mogu usporiti ili u potpunosti zaustaviti rast bakterija, gljiva i drugih
mikroorganizama (Bakkali i sur., 2008.). Od 1987. do 2001. godine u vise od 500 radova
istrazen je velik broj eteri¢nih ulja 1 njihovih sastojaka kako bi se utvrdila antimikrobna
svojstva koja se koriste protiv bakterija i gljivica. Eteri¢na ulja dobivaju se iz razli¢itih
dijelova biljaka kao $to su sjemenke, listovi, cvjetovi, pupoljci, kora, drvo, plodovi, korijen
i granCice. Nazivaju se i hlapivim uljima. NajéeS¢e nisu obojena, tekucéa su, topljiva u
organskim otapalima te im je gusto¢a manja od gustoc¢e vode. Topljiva su u obi¢nom biljnom
ulju, u alkoholu, Zumanjku i u vosku, djelomice su topljiva u vodi i u ve¢oj mjeri u octu
(Wildwood, 2002.). Upotrebljavaju se u razli¢itim industrijama kao §to su: kozmeticka,

farmaceutska i poljoprivredna.



Primjenjuju se za procis¢avanje zraka, osobnu higijenu, ali i za oCuvanje kvalitete
hrane i usjeva. Potrebno ih je ¢uvati u tamnim, punim i dobro zatvorenim bocicama te na
hladnom i zamracenom mjestu. Temperatura ne smije prelaziti 15 °C. Prodiranje zraka u
bocicu dovodi do brzeg starenja i ugu$¢ivanja ulja te ono potamni i ve¢inom postanu kisele
reakcije (Dimitrov, 2000.). Glavne komponente eteri¢nog ulja su alkoholi, fenoli, ketoni,
aldehidi i ugljikohidrati te su oni ti koji su odgovorni za njihova svojstva poput mirisa i
bioloske aktivnosti (Sahin i sur., 2004.).

Wildwood (2002.) navodi kako su eteri¢na ulja podcijenjena kao ,,otpadni
nusproizvodi® biljnog metabolizma dok su istrazivanja pokazala da ih biljke koriste kako bi
se zastitile od bolesti, abiotickog stresa te za privlacenje kukaca za opraSivanje 1 odbijanje
grabezljivaca. Velika prednost eteri¢nih ulja je $to su jednostavna za primjenu i nisu Stetna

za okolis.

Posavac i sur. (2014.) proveli su istrazivanje 0 utjecaju jedanaest eteri¢nih ulja na
porast fitopatogene gljive Macrophomina phaeseolina. Nakon Sest dana najbolje rezultate
pokazalo je eteri¢no ulje timijana dok je slabiji antifungalni u¢inak utvrden kod ulja lavande,
bora i gorke narance. U¢inak eteri¢nog ulja najvise ovisi 0 metodi koja se primjenjuje pri
ispitivanju. Eteri¢na ulja kojima su glavne komponente veliki fenolni spojevi imaju bolji
ucinak pri direktnoj primjeni dok ulja koja sadrze nefenolne hlapljive spojeve najbolji u¢inak
imaju kada je patogen izloZen isparavanjima ulja.

Istrazivanjima je utvrdeno da su cesto kombinacije razlicitih eteri¢nih ulja
uc¢inkovitije od djelovanja pojedinih eteri¢nih ulja kada se kontrolira viSe razlicitih gljiva.
Yang i Clausen (2007.) su utvrdili da je kombinacija eteri¢nih ulja timijana i ¢ajevca imala
manji inhibitorni u¢inak nego samo primjena ulja timijana te je zakljuceno da u toj
kombinaciji eteri¢nih ulja nema sinergijskog djelovanja. Dodatno je zakljuceno da ulje
¢ajevca umanjuje antifungalna svojstva ulja timijana. Prema istrazivanju Silve i sur. (2008.)
ulja limunske trave Cymbopogon citratus (L.) Spreg i njegova komponenta citral imaju jako

antifungalno djelovanje na vrste roda Candida.

Brojni autori utvrdili su djelovanje eteri¢nih ulja na porast micelija fitopatogenih
gljiva. Spoj anetol, koji je ujedno glavna komponenta anisa, prema istrazivanju Huang i sur.
(2010.) izoliran je iz biljke Ilicium verum te ima antifungalno djelovanje na rast micelija
gljive F.graminearum te F.oxysporum. Eteri¢no ulje kumina, limunske trave, origana,

timijana i limunskog eukaliptusa inhibirala su rast gljive F.oxysporuum u iznosim 62%, 66%,



57% i 70% tj. 76%. Ulje origana inhibitorno je djelovalo na rast micelija gljiva Botrytis
cinerea, Pythium ultimum, no ulja lavande, metvice, bora, ruzmarina i kadulje nisu imala
nikakav utjecaj na rast micelija kod ispitivanih gljiva prema istrazivanju Lee i sur. (2007.).
Eteri¢no ulje iz cvijeta krizantema Chrysanthemum coronarium ima dobar antifungalni
ucinak protiv dvanaest biljnih patogena. Glavni spojevi u etericnom ulju su kamfor, a- i -
pineni 1 liratil acetati. Eteri¢no ulje je pokazalo dobar ucinak u in vitro istrazivanjima te

uzrokuje znac¢ajnu inhibiciju rasta hifa, utvrdili su Alvarez i sur.(2001.).

Lee i sur. (2007.) su utvrdili da eteri¢no ulje slatke narance nije imalo inhibitorni
ucinak na razvoj gljiva Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium
oxysporum, Pythium ultimum i Rhizoctonia solani. Isti autori su istrazivali ulje timijana te
su utvrdili da je ovo ulje imalo znacajan inhibitorni u¢inak na rast micelija gljiva R. solani i
C. gloeosporioides dok eteri¢na ulja lavande, bora, ruzmarina, kadulje i metvice nisu imala

inhibitorni u¢inak na rast ispitivanih gljiva.

Pérez-Sanchez i sur. (2007.) istrazivali su utjecaj eteri¢nog ulja Thymus zygis na 5
razli¢itih gljiva Pythium irregulare, Rhizoctonia solani, Colletotrichum acutatum, Fusarium
oxysporum i Sclerotinia sclerotiorum. Istrazivanjem su utvrdili dobar inhibitorni u¢inak kod

svih gljiva kao i komponente 3-oktanol i a-terpinen u smjesi.

Katooli i sur. (2012.) proveli su istrazivanje antifungalnog djelovanja eteri¢nih ulja
timijana i eukaliptusa na Sest patogenih gljiva: Asperigillus flavus, Pencillium digitatum,
Bipolaris sorokiniania, Colletotrichum gloeosporioides, Pythium ultimum i Rhizoctonia
solani. Eukaliptus je potpuno inhibirao porast micelija Rhizoctonia solani i Pyhitium
ultimum nakon 30 dana u svim ispitivanim koncentracijama. Timijan je inhibirao porast
micelija Pencillium digitatum u koncentraciji 75 i 100%, a kod Colletotrichum
gloeosporioides, Pyhitium ultimum i Rhizoctonia solani u svim koncentracijama eteri¢nih

ulja nakon 30 dana. Razlike u u¢inku do dvanaestog dana nisu bile statisticki znacajne.

Yilmaz 1 sur. (2016.) istrazivali su antifungalni ucinak ulja kadulje, ruZzmarina,
origana, eukaliptusa i komoraca na gljive Penicillium expansum, Colletotrichum
gloeosporioides i Botrytis cinerea. Prema istrazivanju najbolje djelovanje u pokusima imalo
je eteri¢no ulje origana. Antifungalna aktivnost smanjivala se od eukaliptusa, komoraca 1

kadulje pa sve do ruzmarina.



Zambonelli i sur. (1996.) ispitivali su fungistati¢no djelovanje eteri¢nih ulja mente,
lavande i timijana na Colletrotrichum lindemuthianum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani
i Pythium ultimum. Istrazivanje je dokazalo da sva eteri¢na ulja inhibiraju porast micelija
navedenih gljiva. Najucinkovitije je bilo ulje timijana ¢ije se fungistatino djelovanje

pripisuje timolu.

Pineda i sur. (2017.) istrazivali su utjecaj etericnog ulja perSina na gljivu
Colletotrichum acutatum. Istrazivanjem je dokazano da svi ekstrakti inhibiraju rast gljive
ukoliko su primjenjeni u koli¢inama ve¢im od 100 pg/mL. Analiza ulja utvrdila je da piol,
koji je ujedno glavni sastojak ulja perSina ima znacajan inhibitorni u¢inak na navedenu

gljivu.



2.3. Colletotrichum sp. na paprici

Paprika (Capsicum annuum L.) jednogodi$nja je biljna vrsta koja pripada porodici
Solanaceae. Porijeklom je iz Amerike, to¢nije iz Meksika, odakle se raSirila po cijeloj
Americi a kasnije i po Europi. Bogata je ljekovitim sastojcima te se Cesto preporuca u
prehrani i najzdravija je kad se jede svjeza i neobradena. S obzirom da cvate vise puta
tijekom vegetacije, berba se obavlja od sredine lipnja do prvih mrazova koji se po¢inju
pojavljivati u rujnu. Ovisno o sorti koja se uzgaja, moze narasti ¢ak do 100 cm. Moze se
koristiti svjeza, osuSena, konzervirana ili ukiseljena. U danasnje vrijeme najveci svjetski
proizvodadi paprike su Madarska, SAD, Spanjolska, Juzna Amerika, Kina i ltalija. U
Hrvatskoj ,,Safran” je jedini proizvoda& paprike te tu kontinentalna Hrvatska zauzima ak

80% (Lesi¢ 1 sur., 2004.).

Papriku moze zaraziti veliki broj uzro¢nika bolesti kao Sto su virusi, gljivice,
bakterije. Mnogi od tih uzro¢nika bolesti ne nanose velike ekonomske $tete ako su osigurani
povoljni uvjeti za uzgoj paprike. Od gljivicnih uzro¢nika bolesti najznacajniji su:
Phytophthora capsici, Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, Verticillium albo-altrum,
Verticillium dahliae te Leveillula taurica no sve ceS¢e dolazi i do znaajne pojave
Colletotrichum sp. (Matotan, 2004.).

Colletotrichum vrste uzrokuju antraknozu paprike na mnogim kultiviranim vrstama
kao i pripadnicima spontane flore (Bailey i Jeger., 1992.). 1z roda Colletotrichum papriku
parazitira veci broj vrsta, a 0sim paprike one napadaju i zeljaste pa ¢ak i drvenaste biljne
vrste. Antraknozu paprike mogu prouzrociti: C. gloeosporiodes, C. acutatum, C. capsici i C.
coccodes (Hadden i Black., 1989.). Gljive iz ovoga roda pripadaju odjelu Ascomycota, redu
Glomerellales. Rod je otkriven 1890. godine u SAD-u dok je u Europi utvrden 1956. godine.
Bolest je rasprostranjena na svim podru¢jima uzgoja paprike, vise voli toplija 1 vlaznija
podruéja. Simptome mozemo pronaci na listovima (slika 1), zrelim plodovima paprike (slika
2), ali se mogu javiti i na stabljikama, i korijenu biljaka. Simptome mozemo prepoznati u
obliku sitnih vodenastih pjega koje u pocetku zahvacaju povrsinski dio ploda a zatim, u
povoljnim uvjetima se §ire i spajaju, razaraju mesnato tkivo ploda te pjege postaju udubljene

formirajuci simptome koje nazivamo antraknoza (slika 3).



U uvjetima povecane vlaznosti na pjegama moze do¢i do pojave sitnih crnih tvorevina
acervula u kojima se nalaze konidije. Pjege se brzo Sire te dolazi do njihovog spajanja, a kod
ploda dolazi do truljenja i propadanja. Bolest se §iri zarazenim sjemenom kao i zaraZzenim
ostacima biljaka. Neke vrste iz ovoga roda mogu prezimiti u polju u obliku mikrosklerocija.
Infekeiji pogoduju duzi periodi povecanog vlazenja liS¢a, visoka vlaga zraka i duzi period
kisnog vremena. Stete su najveée na plodovima pred berbu. Da bi se smanjila zaraza
potrebno je primjenjivati preventivne mjere sprjecavanja zaraze. Potrebno je posijati zdravo
sjeme, rasad paprike mora biti zdrav, a ukoliko postoje sve bolesne biljke treba odstraniti i
unistiti. Kemijske mjere suzbijanja su vazne, a preventivna primjena fungicida nam daje

zadovoljavajuce rezultate (Freeman i sur., 1998.).

Prema Tsror i Johnson (2000.) do 1990-tih, antraknoza krumpira nije se smatrala
ekonomski znacajnom bolesti u podru¢jima u kojima se uzgajao krumpir. Ali, u posljednje
vrijeme se njena vaznost povecala zbog uzrokovanja velike ekonomske Stete i zahtijevala je
mjere suzbijanja u SAD-u i lzraelu. C. coccodes je uzrokovao Stete na komercijalnim

poljima, smanjio je prinose, zarazio tlo i gomolje.

Chupp i Sharf (1986.) utvrdili su da pri povoljnim uvjetima konidije vrlo brzo klijaju

te se zbog toga simptomi bolesti mogu pokazati ve¢ nakon 3 do 5 dana.

Slika 1. Simptomi antraknoze na listu paprike (Izvor: www.researchgate.net)



Slika 3. Antraknozom unisteni plodovi paprike (Izvor: Katedra za fitopatologiju)



Prema istrazivanju Matotan i sur. (2009.) u Hrvatskoj, to¢nije na podrucju
Viroviticko-podravske zupanije utvrdene su ekonomski velike Stete na plodovima paprike.
Utvrdeno je da je do zaraze doslo preko zarazenog sjemena. Dio proizvodaca koristi vlastito
sjeme koje je dobiveno iz plodova merkantilnog uzgoja koje je kupljeno na trznici. Razmjeri
Stete mogu se pripisati velikoj koncentraciji paprike na malom uzgojnom podrudju,
ponovljenoj sadnji na istoj povrSini ali i nepostivanju plodoreda. Dillard i Cobb (1998.)
utvrdili su da patogen moze u zemlji$tu zadrzati vitalnost i do 8 godina. Upotreba inficiranog
sjemena te zarazenog zemljiSta dovodi do velikog broja oboljelih biljaka te one postaju izvor

zaraze za zdrave biljke.
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3. MATERIJALI | METODE

Utvrdivanje inhibitornog djelovanja 12 eteri¢nih ulja na 3 izolata Colletotrichum sp.
koji su izolirani s paprike provedeno je u Centralnom laboratoriju za fitomedicinu na

fakultetu Agrobiotehnickih znanosti Osijek.

3.1. Priprema PDA podloge

Pripremu hranjive podloge zapoc¢injemo tako da 500 ml destilirane vode naspemo u
Erlenmeyer tikvicu te dodajemo 21 g gotovog krumpir dekstroznog agara i 1,4 g tehni¢kog
agra (slika 4) koje prije toga odvazemo pomocu digitalne vage. Smjesa se zatim kuha 1 sat
u vodenoj kupelji, odnosno dok se agar ne otopi. Nakon toga tikvicu zatvorimo aluminijskim
¢epom te stavljamo u autoklav na sterilizaciju. Sterilizacija traje 20 min na temperaturi 120
°C, arad autoklava sveukupno traje otprilike sat i pol vremena. Kada se temperatura podloge
spusti na 60 °C dodajemo u otopinu 0,50 g antibiotika otopljenog u 2 ml sterilne destilirane
vode. Petrijeve zdjelice koje su sterilizirane u autoklavu poslazu se laminaru (slika 5), zatim
se prethodno pripremljena podloga pipetom razlijeva u Petrijeve zdjelice. Nakon §to izlijemo

podloge u Petrijeve zdjelice i one se ohlade, stavljamo ih u hladnjak na ¢uvanje.

Slika 4. Krumpir dekstrozni 1 tehnicki agar (Izvor: Bori¢, 2019.)
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Slika 5. Priprema pokusa u laminaru (Izvor: Bori¢, 2019.)

3.2. Eteri¢na ulja

U istrazivanju je koriSteno 12 eteri¢nih ulja kako bi se utvrdilo djelovanje na 3 izolata
Colletotrichum sp. s paprike. Eteri¢na ulja su: bor (Pinus sylvestris L.), klin¢i¢ (Syzygium
aromaticum L.), eukaliptus (Eucalyptus globulus L.), lavanda (Lavandula angustifolia
Mill.), slatka naranca (Citrus sinensis (L.) Osbeck), cimet kora (Cinnamomum verum Bercht
& Presl), timijan (Thymus vulgaris L.), ¢ajevac (Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche)
Cheel.), citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle), ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.),

anis (Pimpinella anisum L.) i ¢empres (Cupressus sempervirens L.).

Eteri¢na ulja koriStena su u koli¢inama 5, 151 25 pl.
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3.3. Postavljanje pokusa

Prije postavljanja samog pokusa potrebno je Colletotrichum sp. precijepiti na PDA
podlogu i inkubirati u termostat komori na 22°C u trajanju 10 do 14 dana kako bi se razvile
Ciste kulture koje ¢emo koristiti u pokusu. Cilj istrazivanje je bilo utvrditi u¢inak 12 eteri¢nih
ulja primijenjenih u koli¢inama 5,15 i 25 ul na porast 3 izolata Colletotrichum sp. Prilikom
istrazivanja koristeno je sterilizirani pribor: metalna pinceta i metalni kruzni reza¢. Sav
pribor je potrebno sterilizirati na plameniku i u 70% etanolu. Kada su nam PDA podloge
pripremljene precijepljujemo gljive na podloge te zatim apliciramo eteri¢na ulja u pokusom

predvidenim koli¢inama.

Slika 6. Pipetiranje etericnog ulja na podlogu (Izvor: Bori¢, 2019.)

Pokus je postavljen u tri ponavljanja za svaku varijantu. Prije postavljanja pokusa
potrebno je radne povrsine dezinficirati etilnim alkoholom. Na svaku Petrijevu zdjelicu
potrebno je napisati naziv gljive, naziv eteri¢nog ulja, primijenjenu koli¢inu ulja, broj
ponavljanja i datum rada. U sredinu Petrijeve zdjelice stavljen je kruzni isjecak filter papira
veli¢ine 5 mm i na njega Se stavi odredena koli¢ina eteri¢nog ulja mikro pipetom (slika 6).
Na cetiri mjesta na hranjivoj podlozi koja su dijagonalno rasporedena nacijepi se Cista
kultura gljive koja se busi pomoc¢u metalnog kruznog rezaca, uz sami rub Petrijeve zdjelice,
a potom se pomocu laboratorijske igle uzima isjecak i postavlja na odredeno mjesto (slika 7

i 8).
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Ispod Petrijeve zdjelice s pripremljenom hranjivom podlogom stavlja se uzorak s oznacenim
mjestima gdje je potrebno staviti gljivu iz Ciste kulture. U kontrolnoj varijanti umjesto
etericnog ulja koristili smo sterilnu destiliranu vodu. Zatim se Petrijeve zdjelice stavljaju u
termostat komoru na temperaturu 22°C i relativnu vlaznost zraka 70% pri rezimu svjetla 12
sati svjetlo / 12 sati tama. Mjerenje zone inhibicije smo obavili trec¢i, sedmi i deseti dan od
nacjepljivanja u centimetrima. Pomocu ravnala mjeri se udaljenost od filter papira do ruba

micelija gljive.

Slika 8. Precjepljivanje gljiva(Izvor: Bori¢, 2019.)
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4. REZULTATI

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

Mijerenje zone inhibicije se obavlja treceg, sedmog i desetog dana od nacjepljivanja
(Tablica 1). Nakon tri dana od nacjepljivanja nisu utvrdene razlike u djelovanju eteri¢nih
ulja (izuzev timijana) na izolat 1 Colletotrichum sp. u odnosu na kontrolu (slika 9). Nakon
sedam dana od nacjepljivanja takoder nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u porastu
micelija izmedu kontrole i svih istrazivanih ulja izuzev klin¢i¢a i timijana. Ulja klin¢i¢a i
timijana statisticki su vrlo znacajno inhibirala porast micelija izolata 1 u odnosu na kontrolu.

Ista je situacija ostala i deset dana od nacjepljivanja.

Nakon 3 dana od nacjepljivanja statisti¢ki znac¢ajno slabiji porast micelija izolata 2 u
odnosu na kontrolu utvrden je kod primjene ulja anisa i timijana. Sedam dana od
nacjepljivanja ulja timijana 1 klin¢i¢a su statisticki vrlo znacajno, a ulje kore cimeta
statisticki znacajno inhibirala rast micelija izolata 2 u odnosu na kontrolu. Deset dana od
nacjepljivanja sva tri ulja statisti¢ki su vrlo znacajno inhibirala porast micelija u odnosu na

kontrolu i sva ostala ulja ukljucena u istrazivanje.

Eteri¢na ulja timijana i anisa statisticki su vrlo znacajno inhibirala porast micelija
izolata 3 tri dana nakon nacjepljivanja, a sedam i deset dana od nacjepljivanja jedino je ulje

timijana statisti¢ki vrlo znacajno inhibiralo rast gljive.

Slika 9. Utjecaj eteri¢nih ulja nakon 3 dana od postavljanja pokusa (Izvor: Bori¢, 2019.)
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Tablica 1. Utjecaj eteri¢nih ulja (5 pl) na 3 izolata paprike izrazen kao zona inhibicije (cm)

Izolat 1 Izolat 2 Izolat 3
Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon
3dana | 7 dana 10 3dana | 7 dana 10 3dana | 7 dana 10
dana dana dana

Bor 1,8 0 0 2,0 0,6 0 1,8 0 0
Klin¢i¢ 2,3 1,5 1,0 2,3 15 1,0 2,1 1,5 0,9
Eukaliptus 2,2 0 0 2,3 0,7 0 1,9 0 0
Naranc¢a 2,4 0,5 0 2,2 0,8 0 2,1 0 0
slatka
Cimet kora 2,2 0,7 0,4 2,3 1,3 0,6 2,0 1,1 0,4
Lavanda 2,2 0 0 2,1 0 0 2,3 0 0
Cajevac 2,3 0 0 2,0 0 0 2,2 0 0
Anis 2,4 0,7 0 2,5 0 0 2,4 0 0
Timijan 2,7 1,7 0,8 2,6 19 0,8 2,5 2,2 1,7
Citronela 2,4 0,9 0 2,2 1,2 0,3 2,2 0,7 0,4
Cempres 2,0 0 0 2,0 0 0 2,1 0,8 0
RuzZmarin 2,2 0 0 2,2 0 0 2,2 0 0
Kontrola 2,1 0,5 0 2,0 0,6 0 2,0 0,7 0
LSD 0,05 0,34 0,55 0,36 0,30 0,64 0,28 0,27 0,61 0,64
LSD 0,01 0,46 0,74 0,49 0,40 0,86 0,37 0,36 0,83 0,86
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4.2. Utjecaj eteri¢nih ulja u koli¢ini 15 pl

Rezultati mjerenja zone inhibicije obavljenog treceg, sedmog i desetog dana od
nacjepljivanja uz primjenu eteri¢nih ulja prikazani su u tablici 2. Tri dana od nacjepljivanja
samo je eteri¢no ulje timijana statisticki vrlo zna¢ajno inhibiralo rast micelija Colletotrichum
sp. izolat 1, izolat 2 i izolat 3 u odnosu na kontrolu. Takoder, eteri¢no ulje timijana je tri
dana nakon nacjepljivanja statisti¢ki vrlo znacajno ja¢e inhibiralo porast micelija izolata 1 i
3 u odnosu na sva ostala ispitivana ulja. Isto je ulje statisticki vrlo znacajno jace inhibiralo
porast micelija izolata 2 u odnosu na sva ulja osim ¢ajevca i anisa. Izmedu djelovanja ulja

timijana, anisa i ¢ajevca nisu utvrdene statisticki znacajne razlike.

Sedam dana od nacjepljivanja ulja timijana i kore cimeta statisti¢ki su vrlo znacajno,
a ulje klin¢i¢a znacajno inhibiralo rast izolata 1. Ulja citronele, ¢empresa, timijana, anisa,
kore cimeta i klinc¢iéa statisticki su vrlo znacajno inhibirala porast izolata 2, dok je porast
izolata 3 statisticki vrlo znacajno inhibiralo samo ulje timijana. Ulje bora je statisticki

znacajno inhibiralo rast izolata 2, a ulja klinc¢i¢a i kore cimeta rast izolata 3.

Deset dana od nacjepljivanja ulje timijana je statisticki vrlo znacajno inhibiralo
porast sva tri ispitivana izolata, ulje kore cimeta porast micelija izolata 1 i 2, a ulje klin¢i¢a

samo porast izolata 1.

Na slici 10 prikazan je utjecaj ulja lavande na izolat 1, a na slici 11 utjecaj ulja bora

na izolat 3.
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Slika 10. Utjecaj eteri¢nog ulja lavande na Colletotrichum sp. izolat 1 (Izvor: Bori¢, 2019.)

it

Slika 11. Utjecaj eteri¢nog ulja bora na Colletotrichum sp. izolat 3 (Izvor: Bori¢, 2019.)
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Tablica 2. Utjecaj etericnih ulja (15 pl) na 3 izolata paprike izraZzen kao zona inhibicije

(cm)
Izolat 1 Izolat 2 Izolat 3
Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon
3dana | 7 dana 10 3dana | 7 dana 10 3dana | 7 dana 10
dana dana dana

Bor 14 0,8 0 1,9 0,7 0 2,2 0,7 0
Klin¢i¢ 1,7 1,2 0,8 2,2 1,5 1,0 2,0 1,3 0
Eukaliptus 2,0 0,7 0 1,7 0 0 1,6 0 0
Naranca 1,7 0,6 0 1,2 0,5 0 1,9 0,8 0
slatka
Cimet kora 2,3 1,7 1,3 2,1 1,3 0,9 2,2 1,3 1,0
Lavanda 2,0 0,9 0 2,3 0,8 0 2,0 0 0
Cajevac 2,1 1,1 0 2,8 0,6 0 2,0 0,7 0
Anis 2,0 0,6 0 2,6 1,5 0,6 2,3 1,1 0
Timijan 3,1 3,1 3,1 3,1 31 31 3,1 3,1 3,1
Citronela 2,0 1,0 0,4 2,0 1,0 0 2,1 1,1 0
Cempres 19 0,9 0 2,0 0,8 0 1,7 0 0
Ruzmarin 19 0 0 2,3 0 0 2,1 0 0
Kontrola 1,8 0,5 0 2,0 0,2 0 1,8 0,6 0
LSD 0,05 0,53 0,55 0,38 0,6 0,43 0,47 0,45 0,68 0,76
LSD 0,01 0,71 0,75 0,52 0,81 0,59 0,64 0,61 0,92 1,03
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4.3. Utjecaj eteri¢nih ulja u koli¢ini 25 pl

Tri dana nakon nacjepljivanja eteri¢na ulja bora, ¢ajevca, anisa, timijana, citronele 1
Cempresa statisti¢ki su vrlo znacajno inhibirala porast izolata 1, ulje timijana porast izolata
2, a ulja bora, klin¢i¢a, kore cimeta, lavande, ¢ajevca, anisa, timijana, citronele i ¢empresa

porast izolata 3 (Tablica 3).

Sedam dana nakon nacjepljivanja porast izolata 1 statisticki su vrlo znacajno
inhibirala ulja klin€i¢a, kore cimeta, anisa, timijana, citronele i Cempresa, porast izolata 2
etericna ulja klin¢ica, kore cimeta, Cajevca, anisa i timijana, a izolata 3 ulja klin¢i¢a, kore

cimeta, anisa, timijana i cintronele.

Desetog dana od nacjepljivanja ulja klin¢i¢a, kore cimeta, anisa, timijana i citronele
statistiCki su vrlo znacajno inhibirala porast micelija izolata 1, ulja klin¢i¢a, kore cimeta,

timijana i anisa porast micelija izolata 2 i izolata 3.

Na slici 12 prikazan je utjecaj ulja kore cimeta na izolat 2, a na slici 13 utjecaj ulja

ruzmarina na izolat 3.

Slika 12. Utjecaj etericnog ulja cimet kore na Colletotrichum sp. izolat 2 (Izvor: Bori¢,
2019.)
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Slika 13. Utjecaj eteri¢nog ulja ruzmarina na Colletotrichum sp. izolat 3 (Izvor: Borié,
2019.)
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Tablica 3. Utjecaj etericnih ulja (25 pl) na 3 izolata paprike izrazen kao zona inhibicije

(cm)
Izolat 1 Izolat 2 Izolat 3
Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon | Nakon
3dana | 7 dana 10 3dana | 7 dana 10 3dana | 7 dana 10
dana dana dana

Bor 2,4 0,9 0 1,9 0 0 2,3 0,9 0
Klin¢i¢ 2,0 1,6 1,2 2,3 1,7 1,3 2,5 2,2 1,6
Eukaliptus | 2,1 0,6 0 2,1 0 0 1,9 1,1 0
Naranca 2,0 0,8 0 2,2 0,7 0 2,2 0,9 0
slatka
Cimet 2,2 15 1,2 2,2 14 11 2,6 1,6 1,3
kora
Lavanda 2,2 0,9 0 2,3 0,7 0 2,6 1,2 0
Cajevac 2,4 0,8 0 2,4 1,3 0 2,3 1,2 0
Anis 2,8 1,6 0,9 2,4 1,3 0,5 2,7 2,4 1,7
Timijan 3,1 3,1 3,1 3,1 3,1 3,1 31 3,1 3,1
Citronela 2,8 1,6 0,7 2,3 0,8 0 2,8 1,6 0,8
Cempres 2,4 1,3 0 2,1 0,9 0 2,5 1,4 0
Ruzmarin 1,9 0 0 2,0 0 0 2,0 0 0
Kontrola 1,8 0,4 0 19 0,3 0 1,8 0,3 0
LSD 0,05 | 0,36 0,47 0,24 0,39 0,64 0,32 0,36 0,8 0,69
LSD0,01 | 048 0,63 0,32 0,53 0,86 0,44 0,49 1,1 0,94
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5. RASPRAVA

Primjena kemijskih fungicida jo$ je uvijek najucinkovitiji nacin zastite biljaka od
uzro¢nika bolesti. S druge strane, dugotrajna i ¢esto prekomjerna uporaba fungicida ekoloski
je 1 zdravstveno neprihvatljiva, a dovodi i do pojave rezistentnosti uzro¢nika bolesti na
odredene aktivne tvari. Stoga su nastojanja za pronalaskom alternativnih metoda zastite sve

izrazenija.

Eteri¢na ulja mozemo definirati kao koncentrirane teku¢ine koje sadrze nestabilne
aromati¢ne spojeve koji se dobivaju iz razli¢itih biljnih dijelova (Isman, 2000.). Zbog svojih
antimikrobnih svojstava postaju predmet sve veceg broja istrazivanja s ciljem proizvodnje

ekoloski prihvatljivih biofungicida.

Na temelju istrazivanja koje smo proveli u Centralnom laboratoriju za fitomedicinu
na Fakultetu agrobiotehnickih znanosti Osijek utvrdili smo da razli¢ita eteri¢na ulja imaju
razli€it utjecaj na rast tri razli¢ita izolata iz roda Colletotrichum sto je u skladu s rezultatima
istrazivanja koje su proveli Lee i sur. (2007.), Pérez-Sanchez i sur. (2007.), Yang i Clausen
(2007.) i Palfi i sur. (2019.).

Antifungalno djelovanje u pravilu se povecava s poveéanjem primjenjene kolic¢ine
etericnog ulja, ali to ide do odredene koli¢ine nakon koje se jacina djelovanja ne povecava
(Cosié i sur., 2010). U nadem istraZzivanju antifungalno djelovanje ulja timijana znacajno je
jace pri primjeni ulja u koli€ini 15 1 25 pl (zona inhibicije 3,1 cm) u odnosu na primjenu ulja
u koli€ini 5 pl (zona inhibicije 0,8 cm za izolat 1 12 te 1,7 cm za izolat 3). Isti trend uo¢avamo

i za ulje kore cimeta iako su razlike manje.

Brojna istrazivanja (Lee 1 sur., 2007., Cosi¢ i sur. 2010., Vitoratos i sur. 2013,
Posavac i sur. 2014.) ukazuju da ucinak eteri¢nih ulja ovisi o vrsti ulja odnosno njihovom
sastavu. U nasem istrazivanju najjace antifungalno djelovanje imalo je ulje timijana, a za
njim slijede kli¢i¢, cimet kora 1 anis. Eteri¢na ulja ruzmarina, ¢empresa, lavande, slatke
narance, eukaliptusa i Cajevca nisu inhibirala rast micelija niti jednog izolata Colletotrichum
sp. niti kod najveée primjenjene koli¢ine. Cosi¢ i sur. (2010.) navode da je ulje timijana

statistiCki vrlo znacajno jace inhibiralo rast micelija 11 fitopatogenih gljiva u odnosu na
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kontrolu i 10 drugih eteri¢nih ulja. Isti autori navode da su eteri¢na ulja slatke narance,
ruzmarina i lavande na vecinu istrazivanih gljiva imala vrlo slabo ili nikakvo inhibitorno

djelovanje.

Ucinak eteri¢nih ulja ovisi 1 o vrsti patogenog organizma na koji se primjenjuje,
vremenu berbe biljaka za ekstrakciju ulja, vremenskim uvjetima u godini proizvodnje biljaka
te metodi primjene (Cosié i sur. 2010., Palfi i sur. 2019.). Takoder, rezultati istraZivanja u in
vitro i in vivo uvjetima u pravilu su vrlo razli¢iti pri ¢emu je antifungalno djelovanje ulja u

in vivo uvjetima u pravilu znac¢ajno slabije (Yilmaz i sur. 2016., Palfi i sur. 2019.).
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata antifungalnog ucinka 12
eteri¢nih ulja (bor, klin¢i¢, eukaliptus, lavanda, slatka naranc¢a, kora cimeta, timijan, ¢ajevca,

citronela, ruzmarin, anis i ¢empres) na porast 3 izolata Colletotrichum sp. mozemo zakljuciti:

1. Inhibitorni u¢inak eteri¢nih ulja ovisi o vrsti gljive na kojoj je primijenjeno, vrsti
etericnog ulja i koli¢ini koje je primijenjeno.

2. Najjaci antifungalni u€inak na sva 3 izolata imalo je eteri¢no ulje timijana.

3. Najslabiji antifungalni u¢inak na sva 3 izolata imalo je eteri¢no ulje ruzmarina.

4. Veca koncentracija eteri¢nog ulja ne znaci nuzno i jace antifungalno djelovanje.
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8. SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi utjecaj 12 etericnih ulja (bora, klincica,
eukaliptusa, lavande, slatke narance, kore cimeta, timijana, Cajevca, citronele, ruzmarina,
anisa i cempresa) na 3 izolata Colletotrichum sp. Ulja su primijenjena u koli¢inama 5 pl ,15
pli25 pl.

Statisticki najznacajniji negativni utjecaj na porast micelija imalo je etericno ulje timijana
dok je najslabiji u¢inak utvrden za ulje ruzmarina. Veca koncentracija etericnog ulja ne znaci

nuzno i jace antifungalno djelovanje.

Klju¢ne rijeci: eteri¢no ulje, rast micelija, antifungalo djelovanje

30



9. SUMMARY

The aim of this study was to determine the effect of 12 essential oils (pine, clove,
eucalyptus, lavender, sweet orange, cinnamon bark, thyme, tea tree, citronella, rosemary,
star anise, cypress) on 3 fungal isolates of Colletotrichum sp. Different concentrations of

essential oils 5 pl, 15 pl and 25 pl were applied.

The statistically most significant inhibitory effect on the growth of mycelium had thyme
essential oils while the weakest effect was found for rosemary. A higher concentration of

essential oil does not necessarily mean a stronger antifungal effect.

Key words: essential oil, mycelium growth, antifungal effect
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