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SAZETAK

U radu je ispitivan utjecaj pet etericnih ulja (anisa, paprene metvice, bosiljka,
ruZmarina i lavande prave) i njihovih dviju najzastupljenijih komponenti na porast
micelija Colletotrichum coccodes, ekonomski znac¢ajne fitopatogene gljive i uspo-
reden s fungicidima. Ispitivanja su provedena u uvjetima in vitro u osam volumena
na PDA podlozi u cetiri ponavljanja. Porast micelija mjeren je osmi i petnaesti dan
nakon nacjepljivanja micelija. Utvrdeno je da neka eteri¢na ulja i komponente, pri-
mijenjeni u odredenome volumenu, imaju signifikantan antifugalni u¢inak, u pojedi-
nim primjerima usporediv s fungicidima. Najbolje djelovanje i najnizi IC;, imala su
etericna ulja anisa i paprene metvice te komponenta anetol. Petnaesti dan nakon
inokulacije micelija eteri¢na ulja imala su znac¢ajno holje antifungalno djelovanje

od svoje druge komponente po zastupljenosti.

Kljucne rijeci: etericna ulja, fitopatogena gljiva, fungicidi, ICs,

uvob

Fitopatogena gljiva Colletotrichum coccodes
(Wallr.) S. Huge ekonomski je vrlo znacajan patogen.
Prema misljenju medunarodne zajednice, Colletotrichum
spp. nalazi se na osmome mjestu ekonomski i znanstve-
no najznacajnijih biljnih patogena (Dean i sur., 2012.).
Nekoliko gljivica roda Colletotrichum, kao $to su C.
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., C. acutatum
Simmonds, C. capsici (Syd. & P. Syd.) Butler & Bisby i C.
coccodes, mogu prouzro€iti bolest poznatu pod nazivom
Lantraknoza”. C. coccodes, kao znaCajni predstavnik
roda Colletotrichum, moZe izazvati znaCajne Stete na
krumpiru, rajcici i paprici (Trkulja i sur., 2008.), sto je
osobito vazno proizvodacima povrca. C. coccodes se iz
jedne vegetacije u drugu prenosi zarazenim sjemenom,
kao i ostacima zarazenih biljaka. Prema istrazivanjima
Dillarda i Cobba (1998.), u tlu se moZe odrzati i do osam
godina.

Biljne bolesti suzbijaju se, prvenstveno, sinteti¢kim
fungicidima, €ija prekomjerna uporaba moze dovesti do
razvoja otpornih populacija patogena (da Cruz Cabral i
sur., 2013.), akumulacije rezidua u hrani (Ogah i sur.,
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2016.) i zagadenja okoliSa. Smanjenje uporabe sin-
tetiCkih fungicida, zbog sve vecega pritiska javnosti
(Bhagwat i Datar, 2014.) i pronalazak novih i ekolo$ko
prihvatljivin aktivnih tvari u zaétiti bilja, postaje impe-
rativ moderne poljoprivrede. Etericna ulja, zbog svojih
antifungalnih, antibakterijskih, antivirusnih i insekticidnih
svojstava, postala su poZeljan izvor alternativnih metoda
u zastiti bilja (Bassolé i Juliani, 2012.). Mogu sadrZavati
viSe od 60-tak razlicitih sastojaka, od kojih su dva ili
tri glavna sastojka u visokim koncentracijama, a ostali
se sastojci nalaze u tragovima (Bakkali i sur., 2008.).
Glavne komponente cine oko 85% eteri¢nog ulja, dok su
ostali spojevi prisutni u malim koli¢inama ili tragovima.
Njihova bioloSka aktivnost ovisi o vrsti i zemljopisnome
podrijetlu biljaka, njihovome kemijskome sastavu, pri-
mijenjenim koncentracijama ili volumenima, okoliSnim
uvjetima uzgoja, agrotehnici (Cosi¢ i sur., 2014.), kao i
vremenu inkubacije (Nosrati i sur., 2011.).
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Cosi¢ i sur. (2010.) utvrdili su povoljan antifungalni
ucinak eteri¢nog ulja anisa na porast micelija C. cocco-
des. De i sur. (2002.) navode da se antifungalna svojstva
zvjezdolikog anisa (/llicium verum Hook) na 12 bakterija
i 15 gljivica u najvecoj mjeri mogu pripisati komponenti
anetolu.

Mnogi istrazivaci utvrdili su antifungalno djelovanje
pojedinih komponenti etericnih ulja poput timola, euge-
nola, 1,8-cineola (EI-Shiekh i sur., 2012.; Marei i sur.,
2012.). Ipak, brojna istrazivanja ukazuju da antifungalno
djelovanje ulja ovisi o svim komponentatama eteri¢nih
ulja, odnosno o njihovome sinergistickome djelovanju
(Stefan i sur., 2013.).

Cilj ovoga rada bio je u uvjetima in vitro utvrditi
antifungalni utjecaj pet etericnih ulja (anisa, paprene
metvice, bosiljka, ruzmarina, lavande prave) i njiho-
vih glavnih komponenti na rast fitopatogene gljivice
C. coccodes, utvrditi polovinu maksimalne inhibitorne
koncentracije (ICsy) za eteriCna ulja i njihove glavne
komponente te usporediti njihov antifungalni ucinak s
ucinkom fungicida.

MATERIJAL | METODE

U pokusu (in vitro) je ispitivan utjecaj eteri¢nih ulja
anisa (Pimpinella anisum L.), paprene metvice (Mentha
X piperita L.), bosiljaka (Ocimum basilicum L.), ruZmarina
(Rosmarinus officinalis L.), lavande prave (Lavandula
angustifolia Mills.) i njihovih najzastupljenijih kompo-
nenti: anetola, estragola, mentola, mentona, eukaliptola,
pinena alfa plus, linalola, linalil acetata na porast micelija
fitopatogene gljivice C. coccodes.

Eteri¢na ulja proizvedena su i analizirana upotrebom
GC-MC (plinske kromatografije — masene spektrome-
trije) u Pranardm International Ltd. (Belgija). Etericno
ulje anisa proizvedeno je i analizirano u Kemigu d.o.0.,
Sesvete-Soblinec. Komponente etericnih ulja proizvede-
ne su u Diillberg Konzentra Gmbh & Co. KG (Hamburg,
Njemacka).

Ispitivanje je provedeno s osam razliCitih volu-
mena eteriénih ulja: 3 ul, 5 ul, 7 uL, 9 uL, 15 ul,
30 L, 50 uL i 70 uL /10 mL PDA (krumpir dekstrozni
agar). Koli¢ina svake komponente preraunata je prema
postotnom udjelu za svaki ispitivani volumen eteri¢nog
ulja. Zastupljenost ispitivanih komponenti bila je za ete-
ri€no ulje anisa (anetol 89,0%, estragol 4,15%), paprene
metvice (mentol 43,90%, menton 20,91%), bosiljka
(estragol 71,49%, linalol 20,03%), ruzmarina (eukaliptol
40,59%, pinen alfa plus 14,51%) i lavande prave (linalol
32,87%, linalil acetat 33,25%). U kontrolnoj varijanti
pokusa koriStena je destilirana voda.

Za fitopatogenu gljivicu C. coccodes ispitano je
djelovanje fungicida Dithane M45, proizvodaca Dow
AgroScineces V.m.b.H (Austrija), u dvije koli¢ine (0,2
kg/80 L H,0; 0,25 kg/80 L H,0) i fungicida Ortiva Top,
proizvodaca Syngenta Crop Protection AG (Svicarska),
primijenjenog u Cetiri kolicine (0,8 L/500 L H,0; 1 L/500
L H,0; 0,8 L/1000 L H,0; 1 L/1000 L H,0). Umjesto vode,
koriStena je ista kolicina pripremljene PDA podloge.

Koli¢ine fungicida odredene su prema proizvodackim
uputama za svaki primijenjeni fungicid.

lzolacija i determinacija gljivice obavljena je na
Katedri za fitopatologiju Poljoprivrednoga fakulteta
u Osijeku, a sva ostala istrazivanja u laboratorijima
Istrazivanja i razvoja, Podravka d.d., Koprivnica.

Fitopatogena gljivica C. coccodes izolirana je iz
svjezega biljnoga materijala rajéice. Komadi biljnoga
tkiva sa simptomima isprani su tekuéom vodom i
dezinficirani u 70% etanolu (1 min.) te tri puta isprani
destiliranom vodom. Biljni su dijelovi stavljeni na PDA
podlogu i drZani su u klima-komori na temperaturi 22°C
i rezimu svjetla 12 h svjetlo/12 h tama. Determinacija je
obavljena na temelju morfoloskih karakteristika.

U pokusu je koriStena PDA podloga proizvodaca
Merck KGaA, (Darmstadt, Njemacka) i pomoéno sred-
stvo Polysorbatum 80 (Tween 80), proizveden u Kemigu
d.o.0., Donja Zelina. U svaku Petrijevu zdjelicu promjera
90 mm razliveno je 10 mL PDA podloge. U PDA podlogu
dodano je pomoéno sredstvo Tween 80 u koncentraciji
od 0,05% i planom rada predvidene koli¢ine eteri¢nih ulja
i njihovih komponenti. U sredinu svake zdjelice postavlje-
ni su diskovi micelija gljivice promjera 4 mm stari osam
dana. Pokus je proveden za svaki volumen etericnih ulja
i njihovih komponenti, fungicida i za kontrolnu varijantu
(destilirana voda) u Cetiri ponavljanja. Nakon inokulacije,
Petrijeve zdjelice stavljene su na inkubaciju u termostat,
na temperaturu 20°C i svjetlosni rezim 12 h svjetlo/12 h
tama. Promjer micelija (mm) mjeren je osmoga i petna-
estoga dana od inokulacije.

Statisticka obrada podataka

Analiza podataka i izrada grafikona obavljena je
uporabom programa GraphPad Prism verzija 7 (GraphPad
Prism, https://www.graphpad.com/scientific-software/
prism/). Podaci su izraZeni kao aritmeticka sredina,
standardna devijacija te 95 postotne granice pouzdano-
sti za parametar ICgy. Za usporedbu medu skupinama
koriStena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) te
Tukeyev test viSestruke usporedbe (Rowe, 2016.). Svi
primijenjeni testovi bili su dvosmjerni. Statisticki signi-
fikantnima smatrane su P vrijednosti manje ili jednake
0,05. Vrijednost parametra ICg izratunavana je kao kon-
centracija ispitivanoga spoja koja smanjuje rast micelija
na pola izmedu bazalnog i maksimalnog odgovora upora-
bom subrutina u programu GraphPad Prism.

REZULTATI | RASPRAVA

lako fungicidi Dithane M45 i Ortiva Top nisu u
Republici Hrvatskoj registrirani za suzbijanje C. cocco-
des u rajcici, povrtnoj kulturi iz koje je izolirana gljivica,
rezultati pokazuju da postoji izvjesno fungicidno djelo-
vanje i na tu gljivicu u odnosu na netretiranu kontro-
lu (Fitosanitarni informacijski sustav, 2017.). Rezultati
istrazivanja pokazali su da niti kod jednoga fungicida nije
utvrdeno potpuno (100%) suzbijanje rasta micelija. Ipak,
fungicidi su u svim primijenjenim dozama u odnosu na
kontrolu uvijek pokazali bolji u¢inak, $to je u skladu s
ocekivanjima (Tablica 1.).

POLJOPRIVREDA 24:2018 (2) 20-26



22 M. Palfi i sur.: ANTIFUNGALNA AKTIVNOST ETERICNIH ULJA | NJIHOVIH GLAVNIH ...

Tablica 1. Odnos primijenjenih doza fungicida na promjer rasta micelija Colletotrichum coccodes (mm) u usporedbi

s kontrolom

Table 1. Relationship effect of applied fungicide doses on Colletotrichum coccodes (mm) mycelium growth versus control

Promjer rasta micelija (mm)
Fungicid/Fungicide Doza/Dose Diameter of the mycelial growth (mm)
8. dan/ 8 day 15. dan/15" day

Dithane M45 0,2kg/80LH,0 10+1,0 31+1,0
0,25kg/80LH,0 12+0,5 3105
Kontrola (Control) 28+0,5 55+0,5
Ortiva Top 0,8L/500LH,0 7+0,0 10+0,5
1L/500LH,0 7+0,5 11+0,6
0,8L/1000LH,0 7+05 10+0,5
1L/1000LH,0 7+0,5 10+0,0
Kontrola (Control) 28+0,5 55+0,5

Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina = SD (n = 4)/Results are expressed as mean + SD (n=4)

Osmi dan nakon inokulacije, potpunu inhibiciju rasta
micelija imala su etericna ulja anisa, paprene metvice,
lavande prave, bosilka te komponenta anetol i to u
najvisim primijenjenim volumenima (Tablica 2.). Njihovo
djelovanje u tim volumenima bilo je bolje nego djelova-
nje fungicida Dithane M45 i Ortiva Top. Petnaesti dan
etericno ulje lavande prave nije u potpunosti inhibiralo
rast micelija niti pri najve¢em primijenjenome volumenu.
lako petnaesti dan nakon inokulacije komponenta anetol
nije pokazala potpunu inhibiciju, izmjereni rast micelija

pri volumenu 70 uL/10 mL PDA bio je manji nego kod
primijenjenih fungicida. NaSi rezultati ispitivanja u skla-
du su s rezultatima drugih znanstvenika koji navode da
antifungalna aktivnost etericnih ulja i njihovih kompo-
nenti ovisi o primijenjenoj koli¢ini, odnosno koncentraciji
(Edris i Farrag, 2003., Duduk i sur., 2015.; Elshafie i sur.,
2015.; Adebayo i sur., 2013.). Moghaddam i sur. (2013.)
navode da se antifungalno djelovanje eteri€nog ulja
Mentha piperita povecava s povecanjem koncentracije
te da ovisi i 0 vrsti patogena.

Tablica 2. Odnos izmedu primijenjenih volumena eteri¢nih ulja i njihovih komponenti ( uL/10 mL PDA) i promjera
(mm) micelija C. coccodes kod kojih je zabiljezena potpuna inhibicija micelija - 8. i 15. dan

Table 2. The relationship between the applied volumes of essential oils and their components (uL/10 mL PDA) and
diameter (mm) of C. coccodes mycelium in which total mycelium inhibition was observed - 8" and 15" day

Volumeni/Volumes
Escota o an ther components 8. dondar 15 da 15" doy
50 uL/10 mL PDA 70 uL/10 mL PDA 50 uL/10 mL PDA 70 uL/10 mL PDA

Pimpinella anisum 0+0,0 0+0,0 0+0,0 0+0,0
- anetol / anethol 60,0 0+0,0 13+4,0 2+3,5
- estragol / estragol 30=+0,0 30+1,4 56+0,6 54+2,2
Mentha x piperita 0+0,0 00,0 0+0,0 0+0,0
- mentol / menthol 21+1,7 19+4,0 47+1,7 44+6,0
- menton / menthone 27+0,8 28+0,5 54+1,3 52+0,8
Ocimum basilicum 11+7,6 0=+0,0 29+8,5 0+0,0
- estragol / estragol 30+1,7 29+1,3 55+1,6 56+1,4
- linalol / linalool 29+1,3 28+1,8 58+2,1 58+2,7
Rosmarinus officinalis 17+1,3 19+4,6 37+1,0 36+3,4
- eukaliptol / eucalyptol 29+3,0 29+1,5 56+2,9 57+25
- pinen alfa plus / pinene alpha plus 30+1,0 30+0,5 59+1,5 58+2,2
Lavandula angustifolia 00,0 0+0,0 29+6,9 21+1,4
- linalol / linalool 28+29 28+1,4 56+1,6 57+1,3
- linalil acetat / linalyl acetate 32+0,8 33+1,0 58+0,5 61+1,3

Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina = SD (n=4)/Results are expressed as mean + SD (n=4)
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Veéina ispitivanih komponenti etericnih ulja nije
u potpunosti inhibirala rast micelija C. coccodes niti u
najveéim primijenjenim volumenima, $to je u skladu s
rezultatima istrazivaa koji su utvrdili da komponente
eteriCnih ulja Cesto ne inhibiraju u potpunosti rast
micelija patogenih gljivica (Dev i sur., 2004.; Ozek i sur.,
2010.).

Najmaniji 1Cgy, koji ukazuje na u€inkovit inhibi-
torni ucinak, tijekom cijeloga inkubacijskoga perioda
imalo je etericno ulje anisa, slijede eteriCna ulja

paprene metvice i lavande prave (Slika 1.). Fonseca
i sur. (2015.) su za mentu i ruzmarin utvrdili vrijed-
nost parametra MIC;, od 0,44 mg/L, dok je MICg,
iznosio 3,5 mg/L. Rezultati naSih ispitivanja pokazuju
povecanje vrijednosti parametra ICs, etericnih ulja
petnaestog u odnosu na osmi dan ispitivanja (Slika
1.). Nosrati i sur. (2011.) utvrdili su lagano smanjenje
djelotvornosti eteri€nih ulja kroz inkubacijsko vrijeme
te smatraju da inhibitorni u€inak eteri¢nog ulja ovisi
o vremenu inkubacije.

a) b)
8.dan/ Day 8 15.dan / Day 15
Lavandula angustifolia- —— —e—
Rosmarinus officinalis- —e— —e—
Ocimum basilicum- —— —e—
Mentha x piperita- e e+
Pimpinella anisum- —eo— o
1.0 1j5 210 215 310 :I tl3 1I2 1I6

IC50 (uL / 10 mL PDA)

IC50 (uL / 10 mL PDA)

Slika 1. Procijenjena vrijednost parametra IC;, za eteri¢na ulja osmi (a) i petnaesti (b) dan nakon nacjepljivanja
micelija C. coccodes. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina te kao 95%-tna granica pouzdanosti za IC,

(n=32)

Figure 1. Estimated value of the IC5, parameter for essential oils on eighth (a) and fifteen (b) days after inoculation C.
coccodes. The results are expressed as the arithmetic mean and 95% confidence interval IC5, (n=32)

Razlike u djelovanju izmedu eteri¢nih ulja i njihovih
komponenti osmoga dana ispitivanja utvrdene su izme-
du etericnog ulja anisa i njegove komponente estragol,
dok ostala eteri¢na ulja nisu imala ja¢i u¢inak od svojih
komponenti. Takoder, antifungalno djelovanje anetola
bilo je statisticki znacajno jace u odnosu na drugu
glavnu komponentu ulja anisa estragol (Tablica 3.).
Petnaesti dan ispitivanja kod svih etericnih ulja (izuzev
ulja bosiljka) utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike u
djelovanju u odnosu na njihovu drugu komponentu po
zastupljenosti, a statisticki znaCajne razlike utvrdene
su i izmedu komponenata medusobno. Antifungalno
djelovanje anetola i niske vrijednosti IC5; u naSem radu
u skladu su s rezultatima De i sur. (2002.) i Marei i sur.
(2012.). Inhibitorni u€inak etericnih ulja ovisi 0 svim

njihovim komponentama te je zbog toga najceSce ucinak
pojedinih komponenti ulja slabiji u odnosu na uéinak
ulja (De i sur., 2002.; EI-Shiekh i sur., 2012.; Marei i
sur., 2012.; Stefan i sur., 2013.; Lopez-Meneses i sur.,
2017.). Smatra se da i manje zastupljeni spojevi imaju
utjecaj na antifungalnu aktivnost ili da je antifungalna
aktivnost rezultat sinergizma izmedu razli¢itih spojeva
(Edris i Farrag, 2003.; Angioni i sur., 2006.; Adeyinka i
Richard, 2015.).

Buduca istrazivanja potrebno je usmijeriti na razli-
Cite kombinacije eteri€nih ulja i njihovih komponenti.
Osobito je vazno proSiriti ispitivanja ucinkovitosti ete-
riénih ulja, komponenti ili njihovih kombinacija u in vivo
uvjetima.
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24 M. Palfi i sur.: ANTIFUNGALNA AKTIVNOST ETERICNIH ULJA | NJIHOVIH GLAVNIH ...

Tablica 3. Procijenjena vrijednost parametra 1C;, za eteri€na ulja i njihove komponente osmog i petnaestog dana
nakon inokulacije gljivom C. coccodes. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina te kao 95%-tna granica

aritmeticke sredine (n=32)

Table 3. Estimated IC;, value of the parameter for the essential oils and their components of the eighth and fifteenth day
after the inoculation with C. coccodes. The results are expressed as the arithmetic mean and the 95 per cent confidence

interval of the mean (n=232)

8. dan/8" day 15. dan/15% day
Eteri¢na ulja i njihove komponente
Essential oils and their components IC55 (95 % CI)' ANOVA and ICgq (95 % CI)' ANOVA and Tukey

Tukey test?3 test?3

Pimpinella anisum 1,50 (1,24 - 1,78) P =0,0092 6,05 (4,98 - 7,30) P < 0,001 2
- anetol / anethol 1,70 (1,38 - 2,05) P =0,8973 7,66 (6,10 - 9,59) P=0,885%
- estragol / estrago/ 2,81(1,79-4,16) P=0,0123 19,29 (10,85 - 35,27) P <0,0013
Mentha x piperita 1,56 (1,34 - 1,80) P> 0,052 6,24 (5,25 - 7,40) P = 10,0022
- mentol / menthol 2,10(1,47-2,87) 14,57 (9,45 - 22,76) P =0,080°%
- menton / menthone 2,56 (1,66 - 3,74) 19,98 (11,96 - 34,06) P = 0,001 3
Ocimum basilicum 2,19(1,65-2,82) P > 0,052 10,73 (7,86 - 14,63) P> 0,052
- estragol / estragol 2,60 (1,64 - 3,87) 20,40 (11,52 - 37,15)
- linalol / linalool 2,71 (1,72 - 4,02) 25,39 (14,33 - 46,11)
Rosmarinus officinalis 2,50(1,83-3,31) P > 0,052 13,67 (9,81 -19,17) P =0,0372
- eukaliptol / eucalyptol 2,97 (1,87 - 4,47) 22,88 (12,36 - 43,49) P =0,036°
- pinen alfa plus / pinene alpha plus 2,99 (1,85 -4,57) 31,32 (18,67 - 53,72) P =10,028%
Lavandula angustifolia 2,11 (1,57 -2,74) P > 0,052 9,62 (7,65 - 12,10) P = 0,005 2
- linalol / linalool 2,72 (1,75-4,01) 25,72 (14,68 - 46,09) P = 0,066 °
- linalil acetat / linalyl acetate 3,21 (2,01 -4,87) 32,98 (19,27 - 57,79) P = 0,004 3

' Aritmeticka sredina i 95%-tna granica aritmetitke sredine/Aritmhetic mean and 95% confidence interval; 2P vrijednost jednosmjerne analize varijance/P value of One-
way Analysis of Variance; *Tukey HSD test viSestruke usporedbe (komponenta vs eteritno ulja)/Tukey's HSD Test of multiple comparison (component vs. Essential oil)

ZAKLJUCGAK

Ispitivanjem antifungalnoga djelovanja eteri¢nih
ulja i njihovih glavnih komponenti na porast micelija
C. coccodes u in vitro uvjetima, utvrdeno je da neka
etericna ulja i komponente imaju dobro antifungalno
djelovanje, ¢ak bolje od ispitivanih fungicida. Najbolje
djelovanje i najnizi IC5, imala su ulja anisa i paprene
metvice te komponenta anetol. Zadnji dan ispitivanja
etericna ulja imala su znacajno bolje djelovanje od svoje
druge komponente po zastupljenosti.
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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS
AND THEIR MAJOR COMPONENTS ON MYCELIAL GROWTH
OF Colletotrichum coccodes

SUMMARY

The effect of five essential oils (anise, peppermint, basil, rosemary and true lavander) and their two
most common components on the mycelial growth in Colletotrichum coccodes, economically important
phytopathogic fungi and compared with fungicides have been investigated in the study. Tests were conducted
in vitro conditions in eight volumes on a PDA substrate in four replicates. The increase in mycelium was
measured on the eighth and fifteenth day after the mycelium inoculation. It was found out that some essential
oils and components applied at a given volume have a significant antifungal effect, in some examples
comparable to fungicides. Anise and peppermint essential oils as well as the anethole component had the
best activity and the lowest IC;,. Fifteen days after the inoculation of the mycelium, the essential oils had a
significantly better antifungal activity compared to their second most represented component.

Key-words: essential oils, phytopathogic fungi, fungicides, IC;,
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