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Sazetak

Diplomskog rada studentice Anje Kocijanci¢, naslova

Ucinak eteri¢nog ulja ruZmarina na gljive Trichoderma viride i Fusarium verticillioides

Askomicetna gljiva Fusarium verticillioides patogen je velikog broja biljnih domacina
kod kojih, osim bolesti na nadzemnom i podzemnom dijelu biljke, uzrokuje trulez sjemena.
Veliki problem u ekoloskom uzgoju zacinskog bilja predstavlja Cinjenica da nije dopusteno
kemijsko tretiranje sjemena, a niti netretirano konvencionalno sjeme. Dopusten je uzgoj samo
certificiranog netretiranog sjemena. U novije vrijeme sve se vise istrazuju bioloske mogucnosti
zaStite sjemena od fitopatogenih gljiva koje se prenose sjemenom, a koje bi bilo prihvatljivo za
ekolosku proizvodnju. Uz poznate komercijalizirane bio-fungicide na osnovu Trichoderma
vrsta sve vise se istrazuje antimikotska ucinkovitost etericnih biljnih ulja na fitopatogene
askomicetne gljive. U provedenom laboratorijskom istrazivanju gljive Fusarium verticillioides
i Trichoderma viride su bile testirane na utjecaj eteri¢nog ulja ruzmarina. Za provedbu ovog
istrazivanja kori$tena je modificirana metoda dvojnih kultura (metoda dvojnih kultura inace je
namijenjena testiranju antagonizma). Rezultati su kvantificirani Indeksom inhibicije te
statistiCki obradeni analizom varijance. Ovim laboratorijskom pokusom je pokazan slab utjecaj
etericnog ulja ruzmarina i na vrstu F. verticillioides (17% cetvrti dan i 15% sedmi dan) i na

vrstu T. viride (19% cetvrti dan i 15% sedmi dan).

Kljuéne rije¢i: Fusarium sp., Trichoderma sp., eteri¢no ulje



Summary

Of the master’s thesis — student Anja Kocijancié, entitled

Influence of rosemary essential oil on Trichoderma viride and Fusarium verticillioides

The fungi species Fusarium verticillioides is a patogen to a large number of plants in
which among causing diseases on both above and under ground parts of the plant, also causes
decay of seed. The fact that use of conventional seed and chemical treatment of the seed are
forbiden in ecological growth of plants presents a big problem in growing spices. Only the
certified and chemicaly untreated seed is allowed. Research of options of biological protection
against phytopatogens transported by seed is becoming more relevant with time. Among well
known and commercialized bio-fungicides based on Trichoderma species, the antimycotic
effect of plants essential oils on phytopathogen fungi is becoming a focus of more and more
researches. In the laboratory research that was conducted, fungi species Fusarium verticillioides
and Trichoderma viride were tested on the effect of rosemary essential oil. The method of dual
cultures (usually used in testing antagonism) was used in the conduction of this research. The
results were quantifed with the Index of inhibition and statistically analized with the variance
analysis.The results of the research show poor effect of rosemary essential oil on both F.
verticillioides (17% on day 4 and 15% on day 7) and T. viride (19% on day 4 and 15% on day
7).

Keywords: Fusarium sp., Trichoderma sp., essential oil
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1. Uvod

Uporaba sintetickih fungicida u borbi protiv fitopatogenih gljiva moze doprinijeti
povecanju uroda i kvalitete usjeva. Medutim, povecana upotreba fungicida moze dovesti do
adaptacije gljiva na fungicide $to dovodi do rezistentnosti i gubljenja efikasnosti fungicida.
Takoder, povecana upotreba fungicida moze dovesti do akumulacije rezidua u hrani iznad
dopustene propisane koli¢ine (El-Nahhal 2004). Alternativa sintetickim fungicidima je
primjena razlicitih spojeva i ekstrakata dobivenih iz biljaka, kao §to su eteri¢na ulja 1 njihove
glavne komponente (Ravli¢ 2011).

Vrste roda Trichoderma su filamentozne vrste gljive koje nastanjuju tlo i dio su
ekosustava korijena biljaka. Dokazano je da kolonizacija korijena biljke od strane T. viride
stimulira rast korijena (Chang i sur. 1986; Topolovec-Pintari¢ 2012, 2011, 2010), ali i povecava
usvajanje i uporabu hranjiva (Harman 2000). Neke od Trichoderma vrsta sadrze odredene
biotipove koji se mogu koristiti kao bio-cimbenici u bioloskom suzbijanju biljnih patogena. Na
svjetskom trzistu bio-pripravaka u klasi bio-fungicida dominiraju pripravci na osnovu raznih
Trichoderma vrsta, kao i njihovih medusobnih kombinacija. Neki od najvaznijih pripravaka na
osnovi Trichoderma vrsta jesu: Trichodex i Supresvit (proizvoda¢ Makhteshim, Izrael), Root
Pro (proizvoda¢ Mycontrol, Izrael), Promote (proizvoda¢ Borregaard, Danska), Trichopel i
Trichoject (proizvoda¢ Agrimm Technologies, Novi Zeland), RootSchield (proizvodac
BioWorks, SAD) koji suzbijaju razne vrste gljiva u tlu poput Pythium spp., Fusarium spp.,

Rhizoctonia spp. ( Topolovec-Pintari¢ i sur. 2008).

Rod Fusarium jedan je od najpoznatijih fitopatogenih rodova gljiva u svijetu te se vrste
ovoga roda smatraju ekonomski najznacajnijima medu biljnim patogenima. Pripadnici roda
Fusarium nalaze se u tlu, biljkama i zivotinjama Sirom svijeta. Proizvode veliki broj
sekundarnih metabolita tzv. mikotoksina, koji su povezani s biljnim bolestima, kao i s bolestima
ljudi i Zivotinja. Obzirom da se radi o stanovniku tla najvece Stete Cine parazitiranjem korijena
i raznih biljnih podzemnih organa uzrokuju¢i njihovu trulez. Takoder, uzroc¢nici su trulezi baze

stabljike, sjemena 1 tek izniklih biljaka u klijjaliStima.



1.1. Cilj istrazivanja

KoriStenje etericnih ulja doprinosi razvoju novih sigurnijih oblika biljne zastite. 1z
navedenog razloga je izveden pokus koji istrazuje utjecaj eteri¢nog ulja ruzmarina na gljive
Fusarium verticillioides i Trichoderma viride STP. Obzirom da neka novija istrazivanja
potvrduju fungistatsko djelovanje ulja ruzmarina na Fusarium sp. u istrazivanje se ulazi s
pretpostavkom da ¢e se poluditi slicni rezultati i u ovom istrazivanju, kako za F. verticillioides
tako i za T. viride STP. Takoder, izolat T. viride STP pokazao se perspektivnim za suzbijanje
Fusarium sp. te ukoliko STP izolat pokaze otpornost na eteri¢no ulje ruzmarina mogao bi se

koristiti zajedno s njim za biolosko suzbijanje u ekoloskoj proizvodnji.



2. Pregled literature

2.1. Trichoderma viride Pers.

Prvi opis gljive naziva Trichoderma datira jos iz 1794. godine (Persoon 1794), a 1865.
godine nastala je prva poveznica sa spolnim stadijem Hypocrea vrsta (Tulasne i Tulasne 1865).
Prvo spominjanje vrste Trichoderma viride datira iz 1796. kada ju Petersoon ubraja u rod
Trichoderma uz vrste T. auram, T. nigrescens i T. roseum. Pripadnost spolnog stadija Hypcrea
rufa naslu¢ivana je jo§ 1865. godine, ali tek u 20. st. primjena DNA sekvencioniranja omogucila

je i potvrdu (Samuels 2004).

Vrsta T. viride filamentozna je gljiva, rasprostranjena je diljem svijeta te ju je moguce
na¢i u gotovo svim tipovima tla. Osim slobodna u tlu, prisutna je i u rizosferi i biljnim
dijelovima. Korijen koloniziran vrstom T. viride ima bolji rast i razvoj te iz tog razloga moZzemo
re¢i da T. viride poboljsava produktivnost usjeva. Vrsta T. viride stimulira biljni rast tako §to
utjece na unos i koriStenje hranjivih tvari te jaa otpornost na nepovoljne abioticke cimbenike
(Harman 2006). Vrsta T. viride stvara bitne promjene u sastavu proteina i metabolizmu biljaka.

Zahvaljujuéi njima, biljke su zasti¢ene od velikog broja biljnih patogena.

U literaturi T. viride moguce je pronaci pod sinonimima : T. lignorum (Tode) Hanz,
(1871); Sphaeria rufa Pers, (1796); Sphaeria contorta Schwein, (1832); Hypocrea contorta
(Schwein) Berk i M.A Curtis, (1875); Hypocrea rufa (Pers) Fr., Summa veg. Scand., (1849).

Unutar carstva Gljiva (Fungi) T. viride se klasificira prema teleomorfnom peritecijskom

stadiju Hypocrea rufa (Tablica 1).



Tablica 1. Klasifikacija Trichoderma viride prema teleomorfu Hypocrea rufa (Indeks

Fungorum, 2018)

CARSTVO Fungi Fungi
RAZDJEL Ascomycota Ascomycota
PODRAZDJEL Pezizomycotina Pezizomycotina
RAZRED Sordariomycetes Sordariomycetes
RED Hypocreamycetidae Hypocreamycetidae
PORODICA Hypocreales Hypocreales
ROD Hypocreaceae Hypocreaceae
VRSTA Trichoderma viride Hypocrea rufa

Izgled micelarne kolonije

Micelij uzgajan na PDA pri optimalnoj temperaturi rasta od 25 °C ima karakteristicnu
zelenu boju (Samuels, 2007, Rifai, 1969). Vrsta T. viride spada u diuralne vrste jer s rezimom

izmjene dana i no¢i (osvjetljenja) u koloniji se formiraju karakteristi¢ni koncentri¢ni krugovi

zelene i mjestimi¢no Zute boje $to je znak da je doslo do sporulacije (Slika 1).

Slika 1. Micelarna kolonija Trichoderma viride.



Izgled anamorfa — Trichoderma viride Pers.

Konidofori su tipi¢ni za rod Trichoderma, ¢esto su u parovima i granaju se nalik na drvo
ili piramidu (Bissett, 1990). Imaju do pet ogranaka koji su lagano zakrivljeni i nastaju iz
zadebljalih ¢vorova. Fijalide su 4.0 — 18.2 um duge, 2 — 3 um debele stanice, nastaju samostalno
ili u skupini od 2 — 3, od oblika nalik boci do cilindri¢nog oblika, uglavnom su zakrivljene ili
vijugave (Jaklitsch, 2006). Konidije su okrugle ili jajolike, ponekad ovalne, maslinasto zelene
boje, veli¢ine 2 — 3 pm, a membrana je grubo zrnata (Slika 2). Hlamidospore su najcesce
jajolike, prozirne do blijedo Zuckaste boje (Slika 2). Rijetko se stvaraju, a ukoliko dode do
njihovog stvaranja, nastanu na vrhovima hifa (rjede nastaju unutar hifinih stanica), veli¢ine 5

— 14 pm (Jaklitsch, 2006.).

Slika 2. Mikrografija konidofora i konidija Trichoderma viride (lijevo)*; Mikroskopski prikaz

hlamidospora Trichoderma viride (desno)?.

! http://ldnissen30269.blogspot.hr/2012/10/1ab-6.html
2 http://1dnissen30269.blogspot.hr/2012/10/1ab-6.html



Slika 3. Shematski prikaz razgranatog konidiofora i konidija Trichoderma viride®.

Izgled teleomorfa — Hypocrea rufa (Pers).Fr.

Stroma je u pocetku bjelkasta, zatim crveno smeda i na kraju potamni (Webster, 1964).
Poluokruglog je oblika ili oblika jastuka, veli¢ine 5 mm, a ponekad moze biti i ve¢a od 1 cm.
Unutrasnjost strome ispunjena je hijalnim razgranatim hifama (Slika 4, Slika 6). Plodno tijelo
je peritecij koji se nalazi zaSti¢en u stromi, a njegovi se otvori nalaze na povrsini strome.
Kruskolikog je oblika, 200 p dugo i 140 — 160 p Siroko. Askusi su brojni i cilindri¢ni, veli¢ine
100 — 124 x 6 — 7 um te imaju vrlo sitnu, neizraZzenu apikalnu poru za oslobadanje askospora.
Askospore su brojne 1 hijaline te su sastavljene od dvije stanice nejednakih veli¢ina (Slika 5).

Gornja stanica je Sira i zaobljenija od donje cilindri¢ne stanice (Webster, 1964)

3nttp://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps06/mikroorg/web/images/plisne/perokresby/Trichoderma_viride_nakres.
jpg?lang=en;so=nx



Slika 4. Shematski prikaz presjeka stroma Hypocrea rufa (Pers.) Fr. (Webster, 1964).

Slika 5. Mikrografija askusa Hypocrea rufa (Pers.) Fr. (lijevo)*; Shematski prikaz askusa i

askospora (Webster, 1964) (desno).

4 http://www.marn.at/pilze-index/rufa_mikro.html
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Slika 6. Strome teleomorfa Hypocrea rufa (Pers.) Fr. (lijevo)®; Presjek strome Hypocrea rufa
(Pers.) Fr. (desno)®.

> http://www.pharmanatur.com/Mycologie/Hypocreaceae/Hypocrea%20rufa.htm
® http://www.biolib.cz/en/image/id223290/



2.2. Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg

Proucavanje roda Fusarium prvi je zapoceo Link 1809. godine (Snyder i Toussoun,
1965). Vrste iz roda Fusarium mogu biti saprofiti, sekundarni kolonizatori nekrotiziranoga
biljnoga tkiva (Leslie i Summerell, 2006) ili endofiti (Yates i sur. 1997), no veliki broj njih su
uzrocnici biljnih bolesti tzv. fuzarioza. No osim bilja, neke vrste ovoga roda mogu biti patogene
zaljude i domace zivotinje. Rasprostranjenost, ekologija i znacenje velikoga broja Fusarium

vrsta joS uvijek je slabo ili vrlo slabo istrazena (Leslie i Summerell 2006) .

Vrsta Fusarium verticillioides je rasprostranjena diljem svijeta te napada veliki broj
biljnih vrsta, a posebno velike Stete nanosi kukuruzu gdje moze uzrokovati truljenje stabljike i
klica $to rezultira znac¢ajnim gubitkom prinosa i smanjenjem kakvocée zrna. Na tezinu bolesti
utjeCe nacin i vrijeme infekcije te pravovremeno otkrivanje simptoma bolesti (Leslie i
Summerell 2006). Gljiva F. verticillioides moze u¢i u biljke kroz sjeme, rane na biljci ili putem
infekcije svilaca.

Fitopatogena gljiva F. verticillioides moze uzrokovati alergije i infekcije kod ljudi
oslabljelog imuniteta usljed raka ili HIV-a. Najée$¢i problemi koje F. verticillioides uzrokuje
kod ljudi su kozne lezije, infekcije ve¢ postojeéih rana te je povezan s keratitisom. Gljiva F.
verticillioides moze uzrokovati bolesti kod Zivotinja poput aligatora i slatkovodne ribe (Leslie
i Summerell 2006).

Fumonizin najznacajniji je toksin koji proizvodi F. verticillioides, a odredeni
patotipovi gljive mogu proizvesti te mikotoksine u vrlo visokim koli¢inama. Fumonizin B1 je
najpoznatiji i najproucavaniji od fumonizina, ali poznati su i drugi derivati. Clanovi ove skupine
toksina mogu uzrokovati sfingolipidozu kod ljudi i Zivotinja te leukoencefalitis kod konja,
pulmonarni edemski sindrom kod svinja, rak jetre te jetrenu i bubreznu toksi¢nost kod $takora,
neurodegeneraciju miseva i apoptozu u mnogim vrstama stanica. Fumonizini su fitotoksi¢ni, ali
njihova uloga u biljnim bolestima uzrokovanim F. verticillioides, ako uopc¢e postoji, nije jasno

definirana (Leslie i Summerell 2006).



Izgled micelarne kolonije

Kolonije F. verticillioides su brzorastu¢e s bijelim micelijem koji s vremenom moze
postati ljubiCast. Pigmentacija na PDA varira, moZze biti bez pigmenta, narancasto sive boje pa
sve do sivo ljubicaste, tamno ljubicaste ili gotovo crne boje (Slika 7). Na nekim se izolatima
moze razviti plavo crni sklerocij koji moZe biti znak visoke plodnosti (Leslie 1 Summerell

2006).

g LB
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Slika 7. Micelarna kolonija Fusarium verticilioides’.

Izgled anamorfa - Fusarium verticilioides (Saccardo) Nirenberg

Vrsta F. verticillioides je filamentozna gljiva koje stvara dvije vrste konidija —
makrokonidije (31-58 um x 2.7-3.6 um) i mikrokonidije (7-10 um x 2.5-3.2 um). Gljiva
stvara veci broj mikrokonidija, a manji broj makrokonidija (Li i sur. 2006). Makrokonidije
stvaraju fialide konidofora koji dolaze skupljeni u nakupinu sporodohija. Sporodohiji su blijedo
narancaste boje. Makrokonidije su njezne, tankih stjenka, duge, uske, blago savijene do gotovo
ravne i uglavnom paralelne s dorzalnom i ventralnom stranom. Vr$na stanica je blago savijena

i suzena pri vrhu, dok je bazalna stanica nalik na stopalo ili zarez. Makrokonidije mogu imati

7 http://www.biomin.net/nl/articles/how-mycotoxins-get-into-aquafeeds-and-why-processing-does-not-prevent-
it/
10



od 3 do 5 septi (Leslie i Summerell 2006). Mikrokonidije se stvaraju u lancima iz vrha
monofijalida, specijaliziranih stanica koje stvaraju spore procesom enteroblasti¢ne
konidiogeneze. Mikrononidije mogu biti ovalnog ili Stapic¢astog oblika te nemaju septe. Vrsta
F. verticillioides ne proizvodi hlamidospore, ali neki izolati mogu stvarati nabubrene stanice na
hifama koje se lako mogu zamijeniti s hlamidosporama ili pseudohlamidosporama (Leslie i
Summerell 2006).

Izgled teleomorfa - Gibberella moniliformi Wineland

Peritecij se u prirodi pojavljuje samo na odumrlom biljnom materijalu. Peritecij je
tamnoplave boje, okruglog do stozastog oblika s neravnom povr§inom (Levi¢ i sur. 2004).
Askusi su prozirni, elipsoidnog do Stapi¢astog oblika, s 4 do 8 askospora. Askospore su

bezbojne i uglavnom s jednom, a ponekad i s tri septe (Levic i sur. 2004).

11



2.3. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su aromatske uljaste hlapljive tekuéine, sekundarni metaboliti dobiveni iz
biljnog materijala (cvijeéa, pupa, sjemena, listova, grana, kore, stabljike, drveta, plodova i
korijena) (Burt 2004). Moguce ih je izolirati iz biljke parnom destilacijom, fermentacijom,
pritiskom, ekstrakcijom s volatilnim organskim otapalima, itd. Stvaraju se u protoplazmi
sekretornih stanica. U biljaka se oslobadaju u obliku kapljica na zljezdanim dlakama ili
tubulama ili sekretornim organima. Posebno bogate uljima su biljke iz obitelji Pinaceae,
Zingiberaceae, Lamiaceae, Apiaceae, Myrtaceae, Asteraceae, Rutaceae i Lauraceae (Zaika
1988).

Zbog toksi¢nih, kancerogenih, rezidualnih i fitotoksi¢nih uc¢inaka kemijskih fungicida
povecala se potreba za pronalaskom zadovoljavaju¢ih alternativnih sredstva za suzbijanje
fitopatogenih gljiva koje nanose Stete usjevima namijenjenima ljudskoj prehrani (Gould 1996;
Bankole 1997; Skandamis i sur. 2001). Etericna ulja prikladna su zamjena za kemijske
fungicide jer se lako dobivaju (ekstrahiraju), ekoloski su prihvatljiva, biorazgradiva su, lako se
kataboliziraju u okoliSu (Zygadlo i Grosso 1995) 1 ne zaostaju u tlu i vodama (Misra i
Pavlostathis 1997; Isman 2006). Eteri¢na ulja posjeduju antibakterijska (Paster i sur. 1990;
Hammer i sur. 1999; Elgayyar i sur. 2001; Al-Bayati 2008), antiviralna (Duschatzky i sur.
2005), antifungalna (Moleyar i sur. 1986; Akgul i sur. 1988; Arras i sur., 2001; Elgayyar i sur.
2001, Daferera i sur. 2003), antitoksikogena (Juglal i sur. 2002; Marin i sur. 2003; Selvi i sur.
2003; Velluti i sur. 2003), antiparazitna (Pandey i sur. 2000) i insekticidna svojstva
(Konstantopoulou i sur. 1992).

Eteri¢na ulja sastoje se od terpena, fenola, alkohola, ketona, estera, kumarina, laktona i
jo§ mnogo razlicitih spojeva ovisno o kojem se etericnom ulju radi. Nacin primjene etericnog
ulja i njegova mogucnost inhibicije patogenog organizma cCesto ovise o spoju koji je
najzastupljeniji u njegovu sastavu. Eteri¢na ulja koja sadrze velike fenolne spojeve kao Sto su
timol i eugenol imaju bolji utjecaj na inhibiciju rasta gljiva ako se primjene direktno, dok ulja
s hlapljivim spojevima kao S$to su citral i limonen je bolje primjenjivati na nacin da se gljiva
izlozi isparavanju etericnog ulja. Mnoga istrazivanja provode se kako bi se ispitao utjecaj
razli¢itih eteri¢nih ulja na rast i razvoj micelija razlicitih fitopatogenih gljiva, a sve u cilju
pronalaska novih aktivnih tvari koje bi mogle nac¢i primjenu u biljnoj zastiti (Suhr 1 Nielsen
2003).
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Mehanizam djelovanja etericnih ulja temelji se pretezno na njihovom utjecaju na
stani¢nu membranu gljiva, odnosno uniStavanju njezine strukture §to dovodi do smrti stanice,
blokiranju izgradnje stani¢ne membrane te inhibiciji klijanja spora, rasta micelija i stanicnog

disanja (Harris, 2002).
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3. Materijali i metode

U provedenom laboratorijskom pokusu testiran je utjecaj eteri¢cnog ulja ruzmarina na
izolat patogene vrste Fusarium verticillioides (FV) i na antagonista vrste Trichoderma viride
(STP). Istrazivanje je provedeno 2017. godine u laboratoriju Zavoda za fitopatologiju,
Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu s oba gljivi¢na izolata iz zavodske zbirke. Izolati
su ¢uvani u epruvetama s PDA (Biolife, Italija) odakle se za potrebe istrazivanja periodickim
transferom umnazana na PDA u petrijevim zdjelicama promjera 10 cm uz osiguravanje
optimalne temperature u klima-komori od 20-21 °C.

Pokus je postavljen po slu¢ajnom bloknom rasporedu s 4 varijante:

1. FV —ulje ruzmarina

2. STP - ulje ruzmarina

3. Kontrola FV - destilirana voda
4. Kontrola STP - destilirana voda

Svaka varijanta postavljena je u 4 ponavljanja te je koriSteno 16 test 1 16 kontrolnih petrijevih
zdjelica dakle, ukupno su koristene 32 petrijeve zdjelice s PDA supstratom.

Antifungalna sposobnost ulja ruzmarina testirana je standardnom ,,disk-difuzija*
analizom po metodi Saikia 1 sur. (2001). Koristeno je komercijalno ulje ruzmarina proizvodaca

PTO Curin, Hvar.

Postupak

U pokusu su koristene Cetiri dana stare kulture F. verticillioides (FV) i T. viride (STP)
uzgojene na PDA supstratu. Unutar uzgojenih kultura pomocu sterilnog kruznog sjekaca
izrezani su micelarno — agarski diskovi promjera 5 mm. Diskovi su prenijeti na PDA supstrat u
test i kontrolnim petrijevim zdjelicama promjera 10 cm tako da je strana s micelijem postavljena
na supstrat i lagano utisnuta. U jednu petrijevku polozena su Cetiri micelarna diska. Micelarni
diskovi u svim su varijantama poloZeni tako da je njihova udaljenost od ruba i sredine petrijevke
iznosila 2 cm, a medusobna udaljenost izmedu susjednih micelarnih diskova 3 cm, dok je
udaljenost izmedu nasuprotnih iznosila 4,5 cm. U sredinu petrijeve zdjelice postavljen je filtar—
disk promjera 5 mm. Eteri¢no ulje ruzmarina aplicirano je nerazrijedeno pomoc¢u mikropipete
na filtar—disk u volumenu od 5 pl. U kontrolnim petrijevkama umjesto etericnog ulja koristena

je jednaka koliina sterilne destilirane vode. Radi lakSe manipulacije nacjepljenim
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petrijevkama, tj. sprjecavanja kontaminiranja kultura prilikom slu¢ajnog otvaranja, poklopac 1
zdjelice su omotani parafinskom trakom (Parafilm, Brand GMBH+CO KG, Njemacka).
Inkubacija u trajanju od 7 dana odvijala se u klima—komori, pri temperaturi od 21 °C, u mraku.

Ocitavanje rezultata vrSeno je ¢etvrtog i sedmog, posljednjeg dana inkubacije. Prilikom
ocitavanja mjeri se minimalni i maksimalni polumjer izraslih micelarnih kolonija, temeljem
kojih se izraCunava srednja vrijednost rasta gljivicnih izolata u prisutnosti ulja ruzmarina,
odnosno destilirane vode u kontrolnim petrijevkama. Dobivene srednje vrijednosti porasta

micelarnih kolonija omogucavaju izracunavanje Indeksa inhibicije (I) prema sljedecoj formuli
(Roys i Ries, 1978):
I (%) =(a-b/a)x 100
a — srednja vrijednost radijalnog porasta izolata na kontrolni
b — srednja vrijednost radijalnog porasta izolata u prisutnosti eteri¢nog ulja

Indeks inhibicije predstavlja rast gljive u prisutnosti eteri¢nog ulja, odnosno njegova
vrijednost predstavlja ucinkovitost etericnog ulja na gljivu. Zadovoljavajuéi antagonistic¢ki

utjecaj potvrduje Indeks inhibicije veéi od 50 %.
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4. Rezultati

U provedenom laboratorijskom pokusu u kojemu se testirao utjecaj eteri¢nog ulja

ruzmarina na F. verticillioides i T. viride STP dobiveni su sljedeci rezultati.

4.1. Utjecaj eteri¢nog ulja ruZmarina na Fusarium verticillioides

Micelarni porast kolonije F. verticillioides u prisutnosti etericnog ulja ruzmarina kretao
se u intervalu od 8 mm do 10,13 mm cetvrtog dana inkubacije te je srednja vrijednost iznosila
8,65 mm. Sedmog dana micelarni porast kolonije kretao se u intervalu od 8,75 mm do 18,63
mm, a srednja vrijednost je iznosila 15,16 mm (Slika 8). Srednji micelarni porast kolonije F.
verticillioides u kontrolnoj varijanti kretao se u intervalu od 9,13 mm do 12 mm cetvrtog dana
oCitanja rezultata te je srednja vrijednost iznosila 10,35 mm. Sedmi dan ocitanja micelarni
porast F. verticillioides kretao se u intervalu od 10,38 mm do 20,13 mm, a srednja vrijednost je
iznosila 17,75 mm (Slika 9). Temeljem navedenih vrijednosti izracunat je Indeks inhibicije od

17 % za Cetvrti dan ocitanja te 15 % za sedmi dan ocitanja (Tablica 2).

Tablica 2. Utjecaj eteri¢énog ulja ruzmarina na Fusarium verticillioides.

Fusarium verticillioides — 4. dan | Fusarium verticillioides — 7. dan
Repeticija Test Kontrola Test Kontrola

| 8,13 12 15,13 20,13

I 10,13 9,13 18,13 19,5
Il 8 10,13 18,63 20,38
AV 8,25 10,13 8,75 11

X 8,63 10,35 15,16 17,75

I 17%" 15%"s
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Slika 8. Utjecaj eteri¢nog ulja ruzmarina na Fusarium verticillioides, 4. dan inkubacije
(lijevo), kontrola (desno).
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Slika 9. Utjecaj etericnog ulja ruzmarina na Fusarium verticillioides, 7. dan inkubacije
(lijevo), kontrola (desno).

4.2. Utjecaj eteri¢nog ulja ruZzmarina na Trichoderma viride

U prisutnosti ulja ruzmarina srednji micelarni porast kolonije T. viride STP kretao se u
intervalu od 13,88 mm do 16,63 mm ¢etvrti dan ocitanja, te je srednja vrijednost iznosila 15,76
mm. Sedmi dan ocitanja micelarni porast kretao se u intervalu od 19,88 mm do 21,13 mm te je
srednja vrijednost iznosila 20,91 mm. U kontrolnoj varijanti srednji micelarni porast kolonije
T. viride STP kretao se u intervalu od 18 mm do 22,5 mm na ¢etvrti dan inkubacije, te je srednja
vrijednost porasta iznosila 19,5 mm. Sedmi dan ocitanja micelarni porast iste varijante kretao
se u intervalu od 23,13 mm do 27,13 mm te je srednja vrijednost iznosila 24,72 mm. Temeljem
navedenih vrijednost je izraCunat Indeks inhibicije od 19 % za Cetvrti dan ocitanja te 15 % za

sedmi dan ocitanja (Tablica 2).
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Tablica 3. Utjecaj eteri¢énog ulja ruzmarina na Trichoderma viride STP

STP - 4. dan STP -7.dan
Repeticija Test Kontrola Test Kontrola

I 13,88 18 21,13 25,5

1 17,38 18 21,5 23,13
i 16,63 19,5 21,13 23,13
v 15,13 22,5 19,88 27,13

X 15,76 19,5 20,91 24,72

I 19%"s 15%"s

Slika 10. Utjecaj eteri¢nog ulja ruzmarina na Trichoderma viride, 4. dan inkubacije (lijevo),
kontrola (desno).
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Slika 11. Utjecaj eteri¢nog ulja ruzmarina na Trichoderma viride, 7. dan inkubacije (lijevo),
kontrola (desno).
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5. Rasprava

U suzbijanju fitopatogenih gljiva najvise se koriste sinteticki fungicidi, a alternativa su
im razli¢iti biljni spojevi i ekstrakti, kao, primjerice, eteri¢na ulja i njihove komponente (Grgic¢
i sur. 2016). Utvrdeno je da vise od 1300 biljaka sintetizira spojeve s antimikrobnim
djelovanjem (Wilkins 1 Board 1989). Biljke su izvor velikoga broja bioloski aktivnih spojeva,
§to moze biti preduvjet razvoja novih bioloskih fungicida (Al-Reza i sur. 2010; Veloz Garcia i
sur. 2010). Brojna etericna ulja imaju fungistaticni ili ¢ak fungicidni uéinak na razlicite
fitopatogene gljive u uvjetima in vitro, ali i u in vivo. Prednosti koristenja eteri¢nih ulja oCituju
se u njihovoj ekoloskoj prihvatljivosti i niskoj toksi¢nosti za konzumente, dok sinteticki
fungicidi, tj. rezidue istih, mogu biti Stetni po okolis, ali i po zdravlje Covjeka (Grgi¢ i sur.

2016).

Rezultati prikupljeni testiranjem utjecaja etericnog ulja ruzmarina na gljive F.
verticillioides i T. viride STP omogu¢ili su izracun Indeksa inhibicije. Indeks inhibicije ¢etvrtog
dana mjerenja za varijantu F. verticillioides — ruzmarin iznosio je 17%", a sedmog dana je
iznosio 15%"™. 1z rezultata je vidljivo kako eteri¢no ulje ruzmarina nije pokazalo signifikantan
utjecaj na F. verticillioide §to se podudara s istrazivanjem koje su proveli Cosié i sur. (2010).
U navedenom istrazivanju testiran je utjecaj jedanaest eteri¢nih ulja (ukljucujuéi ulje
ruzmarina) na dvanaest fitopatogenih gljiva (ukljucujuéi F. verticillioides), dokazano je da ulje
ruzmarina i lavande nemaju nikakav inhibitorna u¢inak na testirane vrste roda Fusarium te da
je ulje ruzmarina ¢ak stimuliralo rast vrste Fusarium subglutans. S druge strane ulje timijana

pokazalo je signifikantan inhibitorni uc¢inak na Fusarium sp.

U drugoj varijanti pokusa, T. viride STP — eteri¢no ulje ruzmarina, indeks inhibicije
Cetvrtog dana pokusa iznosio je 19%"™ , a sedmog dana pokusa iznosio je 15%"™ iz Cega je
vidljivo da ulje ruzmarina opet nije pokazalo znacajno djelovanje. Sli¢no istraZivanje proveo je
Medved (2017) . U tom je istrazivanju testiran u¢inak ulja lavande, kadulje i metvice na vrstu
T. viride STP u kojemu su sva ulja pokazala fungistaticno djelovanje na T. viride, stime da je
fungistaticno djelovanje eteri¢nih ulja bilo najizrazenije Cetvrtog dana pokusa, dok je sedmog
dana pokusa bilo znatno manje izrazeno. Smatram da se eteri¢no ulje ruzmarina nije pokazalo

ucinkovitim za ovo istrazivanje te mislim da neko drugo ulje pokazalo puno bolju uéinkovitost.
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S obzirom da je etericno ulje ruzmarina pokazalo slab inhibitorni uc¢inak na izolat STP
(4. dan 19%", 7. dan 15%") postoji moguénost za daljnja istrazivanja. Naime, u novom bi se
istrazivanju moglo kombinirati ulje ruzmarina s izolatom STP i testirati kako njihova
kombinacija djeluje na neku drugu vrstu Fusarium sp. (s obzirom da ulje ruZmarina nije
pokazalo inhibitorni u¢inak na vrstu F. verticillioides) Prema ve¢ provedenim istrazivanjima,
izolat STP pokazao se perspektivnim za suzbijanje Fusarium sp. tako da bi se u kombinaciji s

uljem ruzmarina moglo pokazati jos efikasnijim.

Takoder, predlazem da bi se moglo istraziti zasto etericno ulje ruzmarina, koje ima

fungistatsko djelovanje, nije djelovalo inhibitorno na rast F. verticillioides. i T. viride STP.
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6. Zakljucak

Na temelju provedenog pokusa doneseni su sljedeci zakljuccei:

e Ulje ruzmarina nije pokazalo zadovoljavaju¢i inhibitorni u¢inak na vrste Fusarium

verticillioides

e Ulje ruzmarina nije pokazalo zadovoljavajuci inhibitorni u¢inak na vrstu Trichoderma
viride STP
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