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REZIME

Proucavan je efekatisparljive faze etarskih ulja timijana, cimetai karanfilica na prouzrokovaca
antraknoze jagode Colletotrichum acutatum u uslovima in vitro. Fragmenti micelije gljive,
precnika 1 ¢cm, zasejani su na KDA podlogu u petri-kutije (V = 66 ml). Razli¢ite koncentracije
etarskih ulja (153, 107, 76, 46, 15, 14,12, 11, 7,6, 3,82, 1,53, 0,153 1 0,0153 pl/I vazduha) dobijene su
nanosenjem odredene koli¢ine ulja, koncentrovanih ili razblaZenih u etanolu, na sredisnji deo
unutrasnje strane poklopca. Petri-kutije su zatvorene parafilmom i postavljene u obrnuti polo-
7aj, a porast micelije je meren posle 7 dana inkubacije. U kulturama u kojima nije doslo do po-
rasta micelije fungicidno ili fungitoksi¢no dejstvo odredeno je prebacivanjem fragmenata na
KDA podloge bez prisustva ulja. Efekat etarskih ulja predstavljen je procentom inhibicije pora-
sta micelije, poredenjem sa kontrolom. Proucavana etarska ulja timijana, cimeta i karanfili¢a su
svojom gasovitom fazom inhibirala porast micelije C. acutatum. Stepen inhibicije zavisio je od
primenjene koncentracije. Etarsko ulje timijana je potpuno inhibiralo porast micelije pri kon-
centraciji 76 ul/l vazduha, a cimeta i karanfilica pri koncentraciji 107 pl/I vazduha. Fungicidno
dejstvo ispoljilo je etarsko ulje timijana u koncentraciji 107 pl/I vazduha i cimeta u koncentraci-
ji 153 pl/l vazduha. Rezultati istrazivanja in vitro pokazali su antifungalno dejstvo testiranih etar-
skih ulja, $to govori o potencijalu koris¢enja etarskih ulja u kontroli C. acutatum.

Kljuéne reci: Ftarska ulja; timijan; cimet; karanfili¢; Colletotrichum acutatum; antifungalno
dejstvo

uvoD

Colletotrichum acutarum J.H. Simmonds je pro-
uzrokova¢ oboljenja velikog broja gajenih i korov-
skih vrsta biljaka (Mass, 1984; Wharton i Dieguez
Uribeondo, 2004), ali je ckonomski najznacajniji kao

prouzrokova¢ oboljenja jagode (OEPPO/EPPO, 2004).
Karakteristi¢ni simptomi se uo¢avaju na plodovima ja-
gode i to u vidu antraknoznih pega, zbog ¢ega se i obo-
ljenje naziva antraknozno propadanje plodova ili cr-
na pega (anthracnose fruit rot, black spot). Na lisnim i
cvetnim dr$kama patogen izaziva pojavu sitnih crnih,
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izduzenih i udubljenih pega. Osim toga, C. acutatum
moze da prouzrokuje nekrozu i izumiranje korena (ro-
ot necrosis), kao i izumiranje krune jagode (crown rot).
Cesto se patogen nalazi latentno na jagodi bez ispolja-
vanja simptoma.

Znacajnije Stete u proizvodnji jagode nastaju upravo
zbog osobine patogena da se brzo $iri i dovodi do trule-
zi plodova. Smanjenje prinosa i preko 80%, usled poja-
ve ovog patogena, zabeleZeno je u Francuskoj (OEPPO/
EPPO, 2004) i u nasoj zemlji kada je prvi put utvrdeno
prisustvo C. acutatum najagodi (Ivanovi¢ i sar., 2005).

Kontrola C. acutatum prvenstveno je usmerena na
primenu hemijskih mera. Medutim, sve ve¢a potreba za
zdravstveno bezbednom hranom ogranicava primenu
pesticida u proizvodnji jagode i otvara prostor za pri-
menu alternativnih mera zastite od ovog ekonomski
znacajnog patogena. Kori$¢enje prirodnih komponen-
ti nekih biljnih vrsta, prvenstveno njihovih produkata
sekundarnog metabolizma, ¢ija osnovna uloga u biljka-
maje prilagodavanje i opstanak u uslovima spoljasnje sre-
dineiodolevanje razli¢itim faktorima abiotske i biotske
prirode, predstavljaju dobar prirodni potencijal u kon-
troli biljnih patogena. Medu njima izdvajaju se etarska
ulja za koje je poznato da, pored drugih farmakoloskih
svojstava, poseduju antimikrobno i fungicidno dejstvo
(Zambonelli i sar., 1996; Oxenham i sar., 2005).

Preliminarna ispitivanja uticaja etarskih ulja
razli¢itih biljnih vrsta na porast micelije C. acutatum
po svojoj efikasnosti izdvojila su etarska ulja timijana,
cimeta i karanfili¢a (Duduk i sar., 2008). Cilj ovog ra-
daje bio utvrdivanje uticaja isparljivih komponenti ova
tri etarska ulja, primenjenih u razli¢itim koncentracija-
ma u uslovima 7 vitro, na porast micelije C. acutatum.

MATERIJAL | METODE
Test organizam

U ogledu je kori$¢en izolat C. acutatum iz jagode ga-
jene u Srbiji. Izolat je odrzavan na krompir-dekstroznoj

podlozi (KDA) na 25°C.
Etarska ulja

Proucavan je uticaj isparljivih komponenti komerci-
jalno dostupnih etarskih ulja timijana (Thymaus vulga-
7is), cimeta (Cinnamomum zeylanicum) i karanfili¢a
(Syzygium aromaticum) (BeoLab, Srbija) na C. acuta-
tum u in vitro uslovima.
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Antifungalno dejstvo

Fragmenti micelije gljive, pre¢nika 1 cm, uzeti su sa pe-
riferije 7 dana stare kulture i zasejani su u petri-kutije (88
x 11 mm; V=66 ml) na 15 ml KDA podloge. Razli¢ite
koli¢ine koncentrovanih etarskih ulja (1-10 pl), ili razre-
denja u etanolu do finalne koli¢ine od 10 pl (0,001-0,9
ul), postavljene su pipetiranjem na sredi$nji deo unutras-
nje strane poklopca ¢ime su dobijene koncentracije od
153, 107, 76, 46, 15, 14, 12, 11, 7,6, 3,82, 1,53, 0,153 i
0,0153 pl/lvazduha. Odmah po nanosenju kapi etarskog
ulja, kutije su zatvorene parafilmom kako bi se sprecio
gubitak pare i postavljene u obrnuti poloZaj. Svaki tre-
tman postavljen je u 4 ponavljanja. Kontrolni tretman je
sadrzao etanol u istoj koli¢ini kao i etarsko ulje. Kulture
su inkubirane na 25°C, a porast micelije je meren po-
sle 7 dana inkubacije. Ako posle inkubacije nije zabe-
leZen porast micelije patogena, fragment gljive je preba-
civan na KDA podlogu bez prisustva ulja gde je porast
gljive ukazivao na fungistati¢an efekat a odsustvo po-
rasta na fungicidan uticaj etarskih ulja. Porast miceli-
je izrazen je kroz % inhibicije, poredenjem sa kontrol-
nim tretmanom. Statisti¢ka obrada dobijenih podata-
ka uradena je analizom varijanse, a vi§estruko porede-
nje sredina tretmana i kontrola je uradeno primenom #
testa (STATGRAPHICS Centurion, StatPoint, 2005).
Najnize koncentracije ulja, ¢ije dejstvo je potpuno inhi-
biralo porast micelije ili ispoljilo fungicidan efekat, ozna-
&ene sukao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC),
odnosno minimalna fungicidna koncentracija (MFC).

REZULTATI

Uticaj isparljivih komponenti etarskog ulja
timijana na porast micelije C. acutatum

Sva ispitivana etarska ulja inhibirala su porast mice-
lije C. acutatum. Procenat inhibicije zavisio je od pri-
menjene koli¢ine etarskog ulja timijana (Slika 1). Jaka
inhibicija porasta micelije uoéena je pri koncentraci-
jama 46 pl/l vazduha i vi$im (94,5-100%). Medutim,
dejstvo etarskog ulja je bilo fungicidno ili fungistati¢-
no. MIC etarskog ulja timijana je pri koncentraciji 76
ul/1 vazduha, a MFC pri koncentraciji 107 ul/1 vazdu-
ha. Smanjivanjem koncentracije etarskog ulja opadao
je i inhibitorni efekat. Etarsko ulje timijana izgubilo
je antifungalno dejstvo pri koncentracijama 3,82 pl/l
vazduha, i nizim, koje se statisti¢ki nisu razlikovale od
kontrolne grupe.
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Uticaj isparljivih komponenti etarskog ulja
cimeta na porast micelije C. acutatum

Isparljive komponente etarskog ulja cimeta inhibi-
rale su porast micelije C. acutatum (Slika 2). Najjaca
inhibicija uo¢ena je pri koncentracijama 46 pl/l vaz-
duha i vi$im (93,41-100%). Iako nije bilo statisticke
razlike izmedu ovih koncentracija u % inhibicije, efe-
kat etarskog ulja je bio razlitit. Isparljive komponen-
te etarskog ulja cimeta inhibirale su porast micelije u
potpunosti pri koncentraciji 107 pl/l vazduha (MIC).
Fungicidno dejstvo cimeta utvrdeno je pri koncentra-
ciji 153 pl/l vazduha (MFC). Antifungalno dejstvo
etarskog ulja cimeta, koje se statisticki nije razlikova-
lo od kontrole, prestalo je pri koncentracijama 11 pl/1
vazduha i nizim.
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Slika 1. Uticaj razli¢ite koncentracije isparljive faze etarskog
ulja timijana na porast micelije C. acutatum u uslovima in
vitro. Horizontalni bar predstavlja standardnu gresku
sredine. Istim slovima oznadene su grupe izmedu kojih nije
uodena statisticki znac¢ajna razlika Studentovim # testom

(P<0.05).
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Slika 2. Uticaj razli¢ite koncentracije isparljive faze etarskog
ulja cimeta na porast micelije C. acutatum u uslovima in
vitro. Horizontalni bar predstavlja standardnu gresku
sredine. Istim slovima oznaéene su grupe izmedu kojih nije
uodena statisti¢ki znacajna razlika Studentovim # testom
(P<0.05).
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Slika 3. Uticaj razli¢ite koncentracije isparljive faze etarskog
ulja karanfili¢a na porast micelije C. acutatum u uslovima in
vitro. Horizontalni bar predstavlja standardnu gresku
sredine. Istim slovima oznadene su grupe izmedu kojih nije
uodena statisticki znac¢ajna razlika Studentovim 7 testom
(P<0.05).

Uticaj isparljivih komponenti etarskog ulja
karanfilica na porast micelije C. acutatum

Kao i sa etarskim uljima timijana i cimeta, isparlji-
ve komponente etarskog ulja karanfili¢a inhibirale su
porast micelije C. acutatum (Slika 3). Jaka inhibicija
uolena je pri koncentracijama 46 pl/1 vazduha i vi$im
(83,86-100%), dok je antifungalno dejstvo prestalo pri
koncentracijama 3,82 pl/l vazduha i nizim. Potpuna in-
hibicija porasta zabelezena je pri koncentraciji 107 ul/1
vazduha (MIC). Etarsko ulja karanfili¢a je svojim para-
ma u ispitivanim koncentracijama ispoljilo samo fungi-
stati¢no dejstvo (107 i 153 pl/l vazduha) na porast mi-
celije C. acutatum.

DISKUSUJA

Mnoga ispitivanja pokazala su da etarska ulja razli-
titih biljnih vrsta poseduju antimikrobna i antifun-
galna svojstva. Antifungalno dejstvo etarskog ulja ti-
mijana utvrdeno je na Botrytis cinerea (Wilson i sar.,
1997; Bhaskara Reddy i sar., 1998; Dafereraisar., 2003;
Tanoviéisar., 2005), Colletotrichum lindemuthianum i
zemljisne gljive rodova Rbizoctonia, Pythium, Fusarium
i Verticillium (Zambonelli i sar., 1996; Tanovi¢ i sar.,
2004). Takode, zabelezeno je i antifungalno dejstvo
etarskih ulja cimeta i karanfili¢a (Wilson i sar., 1997;
Tanovié i sar., 2005; Krishna Kishore i sar., 2007;
Berrera Necha i sar., 2008).

Istrazivanja uticaja etarskih ulja timijana, cimeta i
karanili¢a na prouzrokovacée antraknoze uglavnom
se odnose na njihovo dejstvo na C. lindemuthianum
(Zambonelli i sar., 1996), C. gloesporioides (Berrera
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Necha i sar., 2008) i Colletotrichum sp. (Szczerbanik
i sar., 2007). Na prouzrokovada antraknoze jagode,
C. acutatum, antifungalno dejstvo ispoljila su etarska
ulja biljaka familije Asteraceae (Meepagala isar.,2002;
Demirci i sar., 2006; Tabanca i sar., 2007), Malveceae
(Kobaisy i sar., 2004), Apiaceac (Wedge i sar., 2009) i
Lamiaceae (Tabancaisar., 2006). Medutim, i pored to-
ga, nema dovoljno podataka o uticaju etarskih ulja timi-
jana, cimeta i karanfili¢a na C. acutatum.

Tokom ovog rada, etarska ulja timijana, cimeta i ka-
ranfili¢a ispoljila su inhibitorni efekat u uslovima 77 vi-
tro na porast micelije C. acutatum. Sva tri etarska ulja
ispoljila su jako inhibitorno dejstvo pri koncentracija-
ma 46 pl/l vazduha i vi$im, ali se njihov inhibitorni
efekat razlikovao izmedu vrsta. Etarsko ulje timijana
ispoljilo je inhibitorno dejstvo u niZim koncentracija-
ma (MIC 76 pl/1 vazduha, MFC 107 pul/1 vazduha) u
odnosu na etarska ulja cimeta (MIC 107 pl/1 vazduha,
MEC 153 ul/lvazduha) i karanfili¢a (MIC 107 ul/lvaz-
duha). Dobijeni rezultati ukazuju da sva tri etarska ulja
poseduju antifungalno dejstvo i da je etarsko ulje timi-
jana najtoksi¢nije za C. acutatum. Ispitujuéi efekat ra-
zli¢itih etarskih ulja na druge fitopatogene gljive, i dru-
gi autori su zabeleZili da timijan ima najjate antifungal-
no dejstvo (Zambonelliisar., 1996; Wilson i sar., 1997;
Tanovié i sar., 2004, 2005).

Rezultati drugih autora takode govore o izrazenom
dejstvu ulja cimeta, karanfili¢a i timijana na C. gloespo-
rioides (Berrera Nechaisar., 2008), dok je ulje timijana
bilo efikasnije na C. lindemuthianum u odnosu na etar-
ska ulja nane ilavande (Zambonelli i sar., 1996). Sli¢ne
rezultate zabeleZili su Duduk i saradnici proucavaju-
¢i uticaj 18 etarskih ulja, dobijenih iz razli¢itih biljaka,
na C. acutatum, gde su se timijan, cimet i karanfili¢ iz-
dvojili po svom antifungalnom dejstvu (Duduk i sar.,
2008). Medutim, ispitivanjima uticaja razli¢ite koncen-
tracije 3 ispitivana etarska ulja na C. acutatum, najrok-
si¢nije dejstvo ispoljilo je etarsko ulje timijana, zatim ci-
metaikaranfili¢a. Prema istrazivanjima Berrera Necha
isaradnika (2008) najefikasnije dejstvo na C. gloespori-
vides ispoljilo je etarsko ulje cimeta i karanfilica, dok je
u poredenju sa njima ulje timijana imalo slabiji inhibi-
torni efekat. Razli¢iti rezultati efikasnosti etarskih ulja
mogu biti u vezi i sa razli¢itim metodologijama prime-
ne etarskih ulja. Berrera Necha i saradnici (2008) su
etarska ulja dodavali u podlogu, dok je u istrazivanji-
ma sprovedenim u ovom radu ispitivan uticaj isparlji-
vih komponenti etarskih ulja. Etarska ulja se razlikuju
u svojoj rastvorljivosti u podlozi i kontakno dejstvo se
razlikuje od dejstva isparljivih komponenti.
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Potencijal etarskih ulja u kontroli biljnih patogena
ogleda se u dve osnovne karakteristike: prva je prirod-
no poreklo etarskih ulja koje ih ¢ini manje §tetnim za
¢oveka i zivotnu okolinu, a druga je mali rizik za razvoj
rezistentnosti jer su po sastavu etarska ulja kompleks ve-
likog broja jedinjenja sa razli¢itim mehanizmima anti-
mikrobnog dejstva (Daferera i sar., 2003). Zabelezeno
antifungalno dejstvo etarskih ulja timijana, cimeta i ka-
ranfili¢a na prouzrokovaca antraknoze jagode, C. acu-
tatum, predstavlja prvi korak u novom pristupu kontro-
li ovog ekonomski Stetnog patogena. Svakako, detaljni-
ja ispitivanja su, takodje, neophodna i u cilju prakti¢-
ne primene etarskih ulja u kontroli prouzrokovaca an-
traknoze jagode.

ZAHVALNICA

Istrazivanja saop$tena u ovom radu realizovana su u
okviru projekta ,Bioloska zastita kao alternativa he-
mijskim sredstvima za zaititu bilja“ (TR 20062), ko-
ji finansira Ministarstvo za nauku i tehnoloski razvoj

Republike Srbije.
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Effects of Essential Oils from
Thyme, Cinnamon and Clove on
Mycelial Growth of Colletotrichum

acutatum

SUMMARY

Effects of the volatile phase of thyme, cinnamon and clove essential oils on
Colletotrichum acutatum were investigated. Mycelial disc was placed in the center of the
Petri dish (V=66 ml) containing PDA. Different volumes of either non- or ethanol-diluted
essential oils were placed on the inner side of the dish cover to obtain final concentrations
of 153, 107, 76, 46, 15, 14, 12, 11, 7.6, 3.82, 1.53, 0.153 and 0.0153 pl/L of air. The dishes were

155



Natasa Duduk i saradnici

156

sealed with Parafilm and incubated in up-side-down position. After 7 days of incubation,
mycelial growth was recorded by measuring the colony diameter. If no mycelial growth
was recorded, the disc was transferred to a new PDA plate in order to evaluate whether
the activity was either fungistatic or fungicidal. Mean growth values were obtained and
then converted to inhibition percentage of mycelial growth compared with the control
treatment. All the tested essential oils inhibited mycelial growth of C. acutatum in the dose
dependent manner. Mycelial growth was totally inhibited by thyme oil in the concentration
of 76 ul/L of air. The same results were obtained by cinnamon and clove oil in the concen-
tration of 107 pl/L of air. Thyme and cinnamon oil had fungicidal effect in concentrations
of 107 and 153 pl/L respectively. The results obtained provide evidence on the antifungal
in vitro effect of the tested essential oils as potential means for the control of C. acutatum.
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