FRAGM. PHYTOM., Vol. 35, No. 7, 2021.

Izvorni znanstveni rad
Original scientific paper

UTJECAJ ETERICNIH UUJA NA RAST MICELIJA Globisporangium ultimum
| Globisporangium irregulare

Antonia PETRICY, Helena ERES?, Karolina VRANDECIC?, Jasenka COSIC?

IStudentice diplomskog studija Zastita bilja, Sveudiliste J. J. Strossmayera u
Osijeku, Fakultet agrobiotehnickih znanosti Osijek
2Sveudiliste J. J. Strossmayera u Osijeku, Fakultet agrobiotehni¢kih znanosti
Osijek, Zavod za fitomedicinu, Vladimira Preloga 1, 31 000 Osijek
helena.eres17@gmail.com
Prihvaéeno: 24-06-2021

SAZETAK

Provedeno je in vitro istrazivanje antifungalnog djelovanja devet vrsta
etericnih ulja (anis, bor, cimet kora, citronela, ¢ajevac, cempres, eukaliptus,
klin¢i¢, lavanda) na zemljiSne patogene Globisporangium ultimum i
Globisporangium irregulare. Eteri¢na ulja primijenjena su u koli¢inama 5, 15 i
30 pL. Rezultati istrazivanja pokazuju da bioloska aktivnost eteri¢nih ulja ovisi o
primijenjenoj koli¢ini ulja i gljivicnoj vrsti. Osam dana od inokulacije najjace
antifungalno djelovanje u svim primijenjenim koli¢inama na G. ultimum imala
su ulja klinci¢a, anisa, cimeta kore i citronele, a na G. ijrregulare ulje klincica.
Najslabije djelovanje na obje pseudogljive i u svim koli¢inama imala su ulja
bora i cempresa.

Kljucne rijeci: eteri¢na ulja, Globisporangium, zona inhibicije

INFLUENCE OF ESSENTIAL OILS ON MYCELIAL GROWTH OF Globisporangium
ultimum AND Globisporangium irregulare

SUMMARY

Nine essential oils (anise, pine, cinnamon bark, citronella, tea tree, cypress,
eucalyptus, clove, lavender) were tested for in vitro antifungal activity on two
soilborne phytopathogenic fungi Globisporangium ultimum and Globis-
porangium irregulare. Essential oils were applied in three amounts (5, 15 and
30 pL). The zone of inhibition was measured on the fourth and eighth day after
the inoculation. The results showed that biological activity of essential oils
depends on applied amount of essential oils and fungi species. Eight days after
inoculation the best antifungal activity against G. ultimum in all applied

amounts had clove, anise, cinnamon bark and citronella oils, while against G.
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irregulare the best antifungal activity had clove oil. The weakest antifungal
activity on both pathogens in all applied amounts had oils of pine and cypress.
Key words: essential oils, Globisporangium, zone of inhibition

uvoD

Globisporangium ultimum (Trow.) Uzuhashi, Tojo & Kakish. i Globisporangium
irregulare (Buisman) Uzuhashi, Tojo & Kakish. zemljisni su polifagni patogeni
koji su do 2010. godine pripadali rodu Pythium i bili su poznati kao Pythium
ultimum Trow i Pythium irregulare Buisman (Uzuhashi i sur., 2010). Obje su
vrste stanovnici poljoprivrednih tala diljem svijeta i uzrokuju ekonomski vrlo
znacajne Stete osobito u pocetnim stadijima razvoja biljaka domacina (Ho,
2018).

Suzbijanje uzrocnika biljnih bolesti u suvremenoj proizvodnji joS uvijek se
ponajvise temelji na uporabi kemijskih fungicida, iako je percepcija javnosti o
njihovoj uporabi sve negativnija, pojava rezistentnosti sve ¢eséa, a zagadenost
tala i voda sve veca (Katooli i sur., 2011). Uporaba eteri¢nih ulja u suzbijanju
uzroc¢nika bolesti sve viSe se istraZzuje kako u in vitro (Sitara i sur., 2008; Palfi,
2017) tako i u in vivo uvjetima (Al-Reza i sur., 2010; Aminifard i Mohammadi,
2013; Elshafie i sur., 2015). U rezultatima mnogih istraZivanja navodi se da
eteri¢na ulja mogu imati znacajno fungistaticno djelovanje, ali da mogu i
stimulirati rast micelija nekih gljiva (Cosi¢ i sur., 2010; Simas i sur., 2017).
Christian (2007), Bittner i sur. (2009), Liosatou (2011), Katooli i sur. (2011), Liu i
sur. (2017) ispitivali su ucinak razlicitih eteri¢nih ulja na rast Pythium vrsta koje
su vazni uzrocnici bolesti kultiviranog bilja. Rezultati istrazivanja pokazuju da
vecina eteriénih ulja ukljuéenih u istrazivanja imaju zadovoljavajuce
antifungalno djelovanje te bi se mogla koristiti u zastiti bilja osobito u ekoloskoj
proizvodnji.

Cilj je ovoga istraZivanja bio odrediti in vitro ucinak devet eteri¢nih ulja na
rast micelija dvaju zemisljna patogena uz primjenu 5, 15 i 30 uL ulja. Rezultati
takvih istrazivanja mogu biti prvi korak u pronalazenju novih ekoloski
prihvatljivih biofungicida.

MATERUALI | METODE RADA

Za ispitivanje fungistaticnog djelovanja eteri¢nih ulja na zemljiSne patogene
G. ultimum (izolat 146, Katedra za fitopatologiju, FAZOS) i G. irregulare (izolat
201, Katedra za fitopatologiju, FAZOS) upotrebljavana su sljedeéa ulja: anis
(Pimpinella anisum L.), bor (Pinus sylvestris L.), cimet kora (Cinnamomum
verum Bercht & Presl), citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle), cajevac
(Melaleuca alternifolia Cheel.), ¢empres (Cupressus sempervirens L.),
eukaliptus (Eucalyptus globulus Labill.), klin¢i¢ (Syzygium aromaticum (L.) Merr.
& L. M. Perry) i lavanda (Lavandula angustifolia L.). Ulja su proizvedena i njihov
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je kemijski sastav utvrden u Kemig d.o.o., Sesvete-Soblinec. Sva eteri¢na ulja
upotrebljavana su nerazrijedena i u koli¢inama 5, 15 i 30 pL.

Pokus je postavljen prema metodi Saikia i sur. (2001). U sredinu Petrijevih
zdjelica promjera 90 mm s 10 mL KDA podloge (krumpir-dekstrozni agar, Merck
KGaA, Darmstadt, Njemacka) stavljen je kruZzni isje¢ak sterilnog filtar-papira na
koji je aplicirana prethodno navedena koli¢ina etericnog ulja. Kruzni isjecci
osam dana starih Cistih kultura G. ultimum odnosno G. irregulare uzgojenih na
KDA podlozi stavljeni su nasuprotno na cetiri mjesta pri ¢emu je svaki isjecak
udaljen 5 mm od ruba Petrijeve zdjelice. U kontrolnoj varijanti umjesto
etericnog ulja postavljen je filtar-papir tretiran sterilnom destiliranom vodom.
Zdjelice su inkubirane na temperaturi od 22 °C, relativnoj vlaznosti zraka 70 % i
svjetlosnom rezimu 12 sati svjetlo / 12 sati tama. Cetvrti i osmi dan inkubacije
obavljeno je mjerenje zone inhibicije rasta Globisporangium izolata.

Pokus je za svaku koli¢inu i svako eteri¢no ulje postavljen u tri ponavljanja.

Pri obradi podataka upotrijebljen je program SAS 8.0 (SAS Inst., 1997). Podaci
dobiveni u istraZivanju obradeni su analizom varijance. Za usporedbu srednjih
vrijednosti upotrijebljen je LSD test za P = 0,05.

REZULTATI i RASPRAVA

Djelovanje eteri¢nih ulja primijenjenih u trima razli¢itim kolicinama na rast
micelija G. ultimum. prikazano je u Tablici 1, a na rast micelija G. irregulare u
tablici 2.

Tablica 1. Djelovanje etericnih ulja na rast micelija Globisporangium ultimum
(zona inhibicije u mm)

Table 1 The effect of essential oils on mycelial growth of Globisporangium
ultimum (inhibition zone in mm)

Ulje 5puL 15 pL 30 uL

4. dan 8. dan 4. dan 8. dan 4. dan 8. dan
Lavanda 0 0 30,0 24,0 23,8 18,7
Citronela 13,0 0 25,0 23,0 30,0 30,0
Cajevac 0 0 30,0 18,3 22,4 22,4
Cimet kora 14,3 0 16,7 15,0 17,6 15,0
Eukaliptus 0 0 0 0 20,7 20,6
Bor 0 0 0 0 0 0
Anis 10,3 0 30,0 18,3 19,4 14,7
Cempres 0 0 0 0 0 0
Klinci¢ 16,7 15,0 21,0 18,0 23,4 16,4
Kontrola 0 0 0 0 0 0
LSD 0,05 0,26 0,11 0,31 1,17 1,38 1,49
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Tablica 2. Djelovanje eteri¢nih ulja na rast micelija Globisporangium irregulare
(zona inhibicije u mm)

Table 2 The effect of essential oils on mycelial growth of Globisporangium
irregulare (inhibition zone in mm)

Globisporangium ultimum

Ulje 5puL 15 uL 30 uL LSD 0,05
Citronela 18,5 30,0 30,0 0,23
Cimet kora 16,4 18,3 20,0 0,79
Anis 10,0 20,0 30,0 0,65
Klinci¢ 15,7 28,0 25,8 0,42

Globisporangium irregulare
Klinci¢ 15,0 18,0 16,4 0,43

Eteri¢na ulja koncentrirane su hidrofobne tekudine u ¢ijem se sastavu nalazi
viSe desetaka kemijskih spojeva od kojih su dva ili tri glavna sastojka, a svi
ostali nalaze se u tragovima (Bakkali i sur., 2008). Danas je poznato da mnoga
eteri¢na ulja imaju antifungalno djelovanje, a jacina djelovanja ovisi o vrsti i
kemijskom sastavu ulja, vrsti gljive te koli¢ini i nadinu primjene ulja (Palfi,
2017).

Cetiri dana od inokulacije uz primjenu 5 pL ulja sva su ulja, u odnosu na
kontrolu, osim Cajevca, eukaliptusa i ¢empresa imala znacajno fungistaticno
djelovanje na G. ultimum, dok na G. irregulare fungistaticno nisu djelovala ulja
Cajevca, eukaliptusa, lavande, bora i ¢empresa. Zona inhibicije se kod ulja koja
su imala znacajno fungistati¢no djelovanje kretala od 17,2 mm (cimet kora) do
20,7 mm (anis) za G. ultimum odnosno za G. irregulare od 10,3 mm (anis) do
16,7 mm (klin¢i¢). Osam dana od inokulacije i micelij G. ultimum je prerastao
Petrijevu zdjelicu u prisustnosti ulja lavande i bora. Cosi¢ i sur. (2010) navode
da ulja lavande i bora primjenjena u istoj koliCini nisu imala fungistati¢no
djelovanje niti na Rhizoctonia solani ).G. Kihn, Fusarium oxysporum Schl.,
Fusarium graminearum Schw., Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc., Diaporthe
longicolla (Hobbs) Santos, Vrandeci¢ & Phillips i Phomopsis phaseoli (Desm.)
Sacc.,, da je ulje bora stimuliralo rast Phomopsis helianthi Munt.-Cvetk.,
Mihaljé. & Petrov., a ulja bora i lavande stimulirala su rast Fusarium fujikuroi
Niren. Tanovi¢ i sur. (2005) takoder navode da su ulja bora i naranée od 18
ispitivanih eteri¢nih ulja imala najslabije antifungalno djelovanje na Botrytis
cinerea Pers., dok su najjace djelovanje imala ulja timijana, cimeta i anisa. Pri
primjeni 15 pL ulja eukaliptusa, ¢empresa i bora micelij obiju ispitivanih
pseudogljiva prerastao je Petrijeve zdjelice ve¢ nakon cetiri dana od
nacjepljivanja, dok uz primjenu 30 L cCetiri dana od inokulacije ulje bora nije
imalo supresivno djelovanje na rast niti jedne pseudogljive, a ulje ¢empresa
samo na G. ultimum.

Etericna ulja citronele, cimeta kore, anisa i klinciéa u svim primijenjenim
koli¢inama imala su znacajno fungistaticno djelovanje na porast G. ultimum.
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Osam dana od inokulacije na porast micelija G. irregulare samo je ulje klinci¢a
djelovalo fungistati¢no u svim primijenjenim koli¢inama. U tablici 3 prikazane
su razlike u jacini djelovanja s obzirom na primijenjenu kolicinu, i to samo za
ulja s najjacim antifungalnim ucinkom na ispitivane pseudogljive.

Tablica 3. Antifungalno djelovanje eteri¢nih ulja (zona inhibicije u mm) s
obzirom na primijenjenu koli¢inu

Table 3 Antifungal effect of essential oils (inhibition zone in mm) in relation to
the applied amount

Ulje 5uL 15 uL 30 uL

4. dan 8. dan 4. dan 8. dan 4. dan 8. dan
Lavanda 19,8 0 20,0 18,0 30,0 27,3
Citronela 18,5 18,5 30,0 30,0 30,0 30,0
Cajevac 0 0 27,5 8,3 30,0 30,0
Cimet kora 17,2 16,4 20,9 18,3 25,8 20,0
Eukaliptus 0 0 0 0 26,1 20,7
Bor 2,2 0 0 0 0 0
Anis 20,7 10,0 30,0 20,0 30,0 30,0
Cempres 0 0 0 0 5,0 0
Klinci¢ 18,3 15,7 30,0 28,0 29,0 25,8
Kontrola 0 0 0 0 0 0
LSD 0,05 0,55 0,31 0,97 0,79 0,68 1,06

Eteri¢na ulja citronele i cimeta imala su jednak fungistati¢ni utjecaj na porast
G. ultimum pri primjeni 15 i 30 pL, dok je ulje anisa imalo statisti¢ki znacajno
jace djelovanje pri primjeni 30 pL u odnosu na ostale primijenjene koli¢ine. Ulje
klin¢i¢a imalo je najjace supresivno djelovanje na obje pseudogljive pri primjeni
15 pL. Brojni autori navode da se u velikom broju slu¢ajeva antifungalno
djelovanje eteri¢nih ulja povecava s poveéanjem primjenjene koli¢ine (Ziedan i
Farrag, 2008; Viuda-Martos i sur., 2008; Hung i sur., 2013; Gebel i Magurno,
2014; Palfi, 2017), ali da isto tako neka ulja imaju jako fungistaticno pa cak i
fungicidno djelovanje i pri vrlo malim primjenjenim koli¢inama (Palfi, 2017).

ZAKLUUCAK

Na temelju istraZivanja utjecaja devet eteri¢nih ulja primijenjenih u trima
koli¢inama na rast micelija fitopatogenih pseudogljiva Globisporangium
ultimum i Globisporangium irregulare moze se zakljuciti da ucinak ulja ovisi o
vrsti etericnog ulja, primijenjenoj kolicini, duljini inkubacije i vrsti gljive. U
pravilu se inhibitorno djelovanje ulja poveéava s povecanjem primijenjene
koli¢ine te s produljenjem inkubacije. U nasem istraZivanju nije ustanovljeno
stimulativno djelovanje eteri¢nih ulja na rast ispitivanih gljiva.
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