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Komparativna analiza agenasa za bioloSku kontrolu patogenih gljiva izolovanih sa

lekovitih biljaka

Rezime

Primena lekovitog bilja i njihovih preparata u prevenciji i leCenju razliitih
poremecaja u ljudskom organizmu moZze biti ograni¢ena njihovom mogucom
kontaminacijom fitopatogenim gljivama i mikotoksinima. Saznanja o riziku pri primeni
hemijskih fungicida po rukovaoca, potrosaca i zivotnu sredinu, dovela su do poveéanja
interesa za uvodenje alternativnih mera u zastiti bilja, gde posebno mesto pripada
preparatima prirodnog porekla tzv. agensima bioloSke kontrole. BioloSka kontrola
podrazumeva primenu korisnih mikroorganizama (bakterija, kvasaca, gljiva) ili
produkata njihovog metabolizma, kao i primenu biljnih ekstrakata i etarskih ulja u
zastiti biljaka.

Ispitivanjem preko 40 vrsta lekovitog bilja najloSiji mikrobioloski kvalitet
utvrden je za sledece droge: kukuruznu svilu, list i herbu nane, list koprive, herbu
rastavica i cvet nane. lako su na svim biljnim drogama utvrdene mesovite infekcije
gljivama iz razliitih rodova, vecéina izolovanih vrsta gljiva pripada rodu Fusarium, a
potom Aspergillus 1 Alternaria. Osim pomenutih, identifikovani su i predstavnici
rodova: Penicillium, Phoma, Cephalosporium, Nigrospora, Cladosporium, Epicoccum,
Gliocladium, Myrothecium, Cercospora, Phomopsis, Verticillum, Dreschlera
(=Bipolaris), Rhizoctonia, Septoria, Trichoderma, Curvularia, Stahybotrys,
Trichotecium, Puccinia, Botrytis, Mucor 1 Rhizopus sp., u zavisnosti od biljne droge.

U cilju pronalazenja efikasnog biokontrolog agensa ispitivali smo moguénost
primene etarskih ulja 1 izolata Bacillus sp. u kontroli odabranih identifikovanih gljiva. U
tom smislu, odabrali smo sledece vrste gljiva: Fusarium solani, F. equiseti, F.
oxysporum (izolovani sa kukuruzne svile i nevena), F. tricinctum, F. semitectum, F.
sporotrichioides, F. subglutinans, Aspergillus flavus, A. niger, Alternaria alternata,
Penicillium sp., Chaetomium sp., Curvularia lunata, Trichoderma viride, Trichotecium
roseum, Gliocladium roseum, Myrotechium verrucaria, Phoma sp., Phomopsis sp. i

Verticillium dahliae.



Ispitivan je kvalitativni 1 kvantitativni sasatav, kao i antifungalna aktivnost 22
etarska ulja (Cubra, origana, timijana, ruze, anisa, Cajnog drveta, zdravca, lavande,
korijandera, bergamota, ljubi¢ice, ruzmarina, bibera, cimeta, bosiljka, dalmatinske i
Spanske zalfije, eukaliptusa, limuna, narandze, kamilice i1 vetivera).

Antifungalna aktivnost etarskih wulja odredivana je u in vitro testu,
mikrodilucionom metodom na mikrotitracionim plo¢ama. Odredivane su minimalne
inhibitorne 1 minimalne fungicidne koncentracije (MIC 1 MFC). Sva testirana etarska
ulja su pokazala antifungalnu aktivnost na sve fitopatogene gljive izolovane sa biljnih
droga, ali sa razli¢itim stepenom inhibitorne aktivnosti. Etarska ulja Cubra, origana i
timijana, sa fenolima kao dominantnim komponentama, pokazala su najveci
antifungalni potencijal na sve testirane gljive, pri najnizim koncentracijama. Etarska ulja
vetivera 1 kamilice, sa seskviterpenima kao dominantnim komponentama, su pokazala
najslabiju antifungalnu aktivnost, kao i etarska ulja eukaliptusa, limuna i narandze u
kojima preovladavaju monoterpenski ugljovodonici. Ostala ulja ispoljila su od veoma
dobre do umerene antifungalne aktivnosti.

Medu vrstama roda Fusarium, F. subglutinans, F. semitectum 1 F.
sporotrichioides, generalno su najotpornije gljive na ve¢inu analiziranih etarskih ulja, a
od predstavnika drugih rodova to su 7. viride, A. alternata, A. flavus i Chaetomium sp.
Najosetljivije gljive na vecinu etarskih ulja su F. oxysporum izolovan sa kukuruzne
svile, kao 1 M. verrucaria i T. roseum.

Prema rezultatima ispitivanja sinergisticke aktivnosti odabranih etarskih ulja
moze se re¢i da su kombinacije etarskih ulja ispoljile bolju antifungalnu aktivnost nego
kada su ulja ispitivana pojedinacno.

U in situ ispitivanjima, najvecu efikasnost u redukciji ukupnog broja gljiva u
uzorcima biljne droge, ispoljila su ulja timijana, origana i ruze.

Primenom in vitro testa dvojne kultivacije ispitivana je antagonisti¢ka aktivnost
14 izolata Bacillus sp. prema odabranim gljivama. Testirani izolati ispoljili su razli¢it
stepen inhibicije prema razli¢itim vrstama testiranih gljiva. Najbolji antagonizam prema
odabranim fitopatogenim gljivama ispoljili su izolati SS-12.6, SS-13-1, kao 1 SS-27.7,
SS-38.3, SS-38.4 1 SS-40.2. Izolati SS-39.1 1 SS-39.3 su ispoljili najslabiju inhibitornu
aktivnost na gotovo sve testirane gljive. Slabiji antagonizam u odnosu na veéinu gljiva

ispoljili su 1 Bacillus sp. izolati SS-10.7 1 SS-21.7. Ostali izolati (SS-6.2, SS-35.4, SS-



38.2, SS-40.6) ispoljili su razli¢ite antifungalne potencijale u zavisnosti od testirane
gljive.

Uporednom analizom dobijenih rezultata moze se re¢i da su Fusarium vrste
nesto otpornije na Bacillus sp. izolate od vrsta drugih rodova gljiva.

Ispitivanjem antifungalne aktivnosti lipopeptidnih ekstrakta izolovanih iz
Bacillus sp. SS-12.6 i SS-13.1, moze se uociti da je ekstrakt izolata SS-12.6 veoma
efikasan u inhibiciji rasta veéine testiranih gljiva, dok ekstrakt izolovan iz izolata SS-
13.1 nije ispoljio znacajniji antagonizam na vecinu testiranih gljiva, izuzev Penicillium
sp.

Ispitivanjem potencijalnog sinergizma izmedu Bacillus sp. izolata SS-12.6 1 SS-
13.1 i etarskih ulja timijana, ¢ubra 1 ruze, na vrste roda Fusarium utvrdeno je da su
izolati uglavnom jace inhibirali rast vecine ispitivanih gljiva u prisustvu ovih etarskih
ulja, nego kada su ispitivani sami kao antagonisti, uz pojedine izuzetke.

Na osnovu rezultata dobijenih u ovom radu moze se re¢i da etarska ulja Cubra,
origana, timijana i ruze, kao i Bacillus sp. izolat SS-12.6 1 njegov lipopeptidni ekstrakt,
predstavljaju dobru osnovu za potencijalnu formulaciju preparata sa efikasnoS¢u u
kontroli fitopatogenih gljiva, bilo prevencijom kontaminacije u polju, ili

dekontaminacijom u zatvorenom prostoru.

Kljucne reci: fitopatogene gljive, bioloska kontrola, etarska ulja, antifungalna aktivnost,
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Comparative analysis of agents for biological control of pathogenic fungi isolated

from medicinal plants

Abstract

The application of medicinal plants and their preparations for the prevention and
treatment of various disorders in humans may be limited by the possible contamination
with phytopathogenic fungi and mycotoxins. Risk of using chemical fungicides for the
operator, the consumer and the environment, have led to increasing interest in the
introduction of alternative measures in plant protection. Lately, preparations of natural
origin, so-called biological control agents are in the focus of investigation. Biological
control involves the use of beneficial microorganisms (bacteria, yeasts, fungi) or the
products of their metabolism, as well as the application of plant extracts and essential
oils in plant protection.

Examining over 40 stored dried medicinal plant species the lowest microbial
quality were determined for next herbal drugs: Maydis stigmata (corn silk), Mentha leaf
and herb (mint herb and leaf), Urtica leaf (nettle leaf), Equisetum herb (horsetail herb)
and Calendula flower (marigold flower).

Although mixed infections was recorded with different types of fungus the
Fusarium was noted as the most dominant genera for most tested drugs, followed by
Aspergillus and Alternaria. Twelve species of the genus Fusarium was identified. In
addition, species from the following genera were identified: Phoma, Cephalosporium,
Nigrospora, Cladosporium, Epicoccum, Gliocladium, Myrothecium, Cercospora,
Phomopsis, Verticillum, Dreschlera (=Bipolaris), Rhizoctonia, Septoria, Trichoderma,
Curvularia, Stahybotrys, Trichotecium, Puccinia, Botrytis, Mucor and Rhizopus sp.
depending on plant species.

In order to find an effective biological control agent, we investigated the
possibility of applying the essential oils and isolates of Bacillus sp. in the control of
selected identified fungi. In this regard, we chose the following fungal species:
Fusarium solani, F. equiseti, F. oxysporum (isolated from corn silk and marigold
flower), F. tricinctum, F. semitectum, F. sporotrichioides, F. subglutinans, Aspergillus

flavus, A. niger, Alternaria alternata, Penicillium sp., Chaetomium sp., Curvularia



lunata, Trichoderma viride, Trichotecium roseum, Gliocladium roseum, Myrotechium
verrucaria, Phoma sp., Phomopsis sp. and Verticillium dahliae.

The antifungal activity and the qualitative and quantitative content of 22
essential oils were investigated (savory, oregano, thyme, rose, anise, tea tree, geranium,
lavender, coriander, bergamot, violet, rosemary, pepper, cinnamon, basil, dalmatian and
spanish sage, eucalyptus, lemon, orange, chamomile and vetiver).

Microdilution method on microtitration plates was used for monitoring the
antifungal activity of essential oils and for determination of their minimum inhibitory
and fungicide concentration (MIC and MFC) in vitro. All tested essential oils showed
antifungal activity on pathogenic fungi isolated from herbal drugs, but with varying
degrees of inhibitory activity. Essential oils of savory, oregano and thyme, with phenols
as the dominant component, were the most effective, at the lowest concentration, while
chamomile and vetiver oils, and those from Citrus species, with dominant monoterpen
hydrocarbons, were the least effective against pathogenic fungi. Other oils had
expressed from very good to moderate antifungal activity. Among all Fusarium species,
F. subglutinans, F. semitectum and F. sporotrichioides, and T. viride, A. alternata, A.
flavus 1 Chaetomium sp. among other genera, showed very good resistance to all oils
investigated. F. oxysporum (from corn silk), M. verrucaria and T. roseum were the
most susceptible pathogenic fungi.

According to the results of tested synergistic activity of selected essential oils,
combination of essential oils exhibited better antifungal activity than when they were
tested individually.

Using in situ tests, we showed that the highest efficacy in reducing the total
number of fungi in samples of herbal drugs exhibited essential oils of thyme, oregano
and rose.

Using in vitro, dual cultivation assay, we have investigated antagonistic activity
of 14 Bacillus sp. isolates, against selected fungal species. Tested isolates showed
various degree of inhibition against different types of plant pathogenic fungi. The best
antagonism against selected phytopathogenic fungi showed isolates SS-12.6, SS-13-1,
as well as SS-27.7, SS-38.3, SS-38.4 and SS-40.2. Bacillus sp. isolates SS-39.1 and SS-
39.3 manifested the weakest antagonistic effect against almost all fungi tested. Minor

antagonism against most fungi exhibited Bacillus sp. isolates SS-10.7 and SS-21.7. The



rest of isolates (SS-6.2, SS-35.4, SS-38.2 and SS-40.6) exhibited different antifungal
potential depending on the test fungi. According to the comparative analysis of the
obtained results it can be said that Fusarium species were more resistant to Bacillus sp.
isolates from other genera of fungi.

Evaluation of lipopeptide extracts isolated from Bacillus sp. SS-12.6 and SS-
13.1 isolates showed that the lipopeptide extract from SS-12.6 was very effective in
inhibition of the growth of most fungi tested, while the lipopeptide extract from isolate
SS-13.1 did not exhibit a significant antagonism against the majority of tested fungi,
except Penicillium sp.

Examining the potential synergism between Bacillus sp. isolates SS-12.6 and
SS-13.1 and the essential oils of thyme, savory and roses, against the Fusarium species,
showed that the isolates were more effective in the presence of essential oils, than when
tested individually, with particular exceptions.

Based on the results obtained in this work we conclude that the essential oils of
savory, oregano, thyme and roses, as well as Bacillus sp. isolate SS-12.6 and its
lipopeptide extract, represent a good basis for the formulation of products with potential
efficacy in the control of plant pathogenic fungi, either in preventing the contamination

in the field, or via indoors decontamination.

Key words: pathogenic fungi, biological control, essential oils, antifungal activity,

Bacillus sp. isolates, lipopeptide extracts of isolates, antagonism.

Scentific area: Biology
Specific scientific research area: Biology of microorganisms

UDK number: [[633.7+579.852.1]:[581.135.5:581.573]]:582.282.123 (043.3)



SADRZAJ

) R O J ) 1
1.1. Kontaminacija lekovitog bilja odnosno biljne droge...........cccceevveecieeneennennen. 2
1.1.1.  Kontaminacija fitopatogenim gljivama ...........cccceevveeerieeeiieeecieesnie e 4
1.1.2.  Kontaminacija biljne droge mikotoksinima ..............cccecueeeeveeerreercreeennnnn. 5

1.2. Bioloska kontrola patogenih gljiva..........ccccceeviiiiiiniiiiiiiececeee 9
1.2.1.  Etarska ulja u bioloskoj kontroli fitopatogenih gljiva...........cccccvevvveeennenn. 9
1.2.1.1.  Antifungalna aktivnost etarskih ulja i njihovih komponenata .......... 10
1.2.1.2.  Razliciti oblici primene etarskih ulja .........ccccoocevievinininiinieene. 12

1.2.2. Mikroorganizmi kao antagoniSti.........ccecveercueeerueeerieeerieeeireeeeeeesvee e 14
1.2.2.1. Mehanizmi antagonisticke aktivnosti biokontrolnih agenasa................. 15

1) Kompeticija za prostor i hranljive sastojke ........ccocceveeneriinieninienienenne. 16

2) Proizvodnja antibiotika i litickih enzima...........c.ccoccevieniiiiniininiinicenn, 17

3) Indukcija imunog odgovora biljKe..........ccccceeviiiiiiiiienieiiieiee e, 19

4) Inhibicija enzima ukljucenih u patogenezu gljiva........ccccocoveevevieriveencnenns 20

1.2.2.2. Unapredenje efikasnosti antagonista ...........ccceeeeveeerveeseeeescieeesneeenneenn 20

20 CILJ cuuenticrrinnnsnecnicesssncssissssssesssessssssssssessssssesssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssesssssssssaes 22
3. MATERIJAL I METODE......uucuuiiiininrricsnnsecsnecsenssnsssecsssssesssecsssssssssesssssssssssssassane 23
3. 1. MATERITAL .ottt ettt e e e 23

3 1.1, BIlNe droge ...ceeueieiiieiiieie e 23

3 1.2, Btarska Ulfa.....oceeeeiiciiee e e e 23
3.1.3. SintetiCKi fUNICIA .....oeevieieiiiecie e 24
3.1.4. Kolekcija prirodnih 1zolata Bacillts SP. .....c..ceeeveeeeveeeeieeeiieeeieeeeie e 24
315, POAIOZR....eieiieeieeee ettt 24

3. 2. METODE ...ttt sttt 25

3.2.1. Identifikacija gljiVa .....ccccueeiiiiiiieiieie e 25



3.2.2. Odredivanje hemijskog sastava etarskih ulja .........cccooceeneniiniinnniniinennn. 26

3.2.3. Pripremanje koncentracije spora za mikrodilucionu metodu........................ 26
3.2.4. In vitro test za odredivanje antifungalne aktivnosti etarskih ulja.................. 27
3.2.5. Test za utvrdivanje sinergisticke aktivnosti etarskih ulja...........ccoceveeneenne. 28

3.2.6. ISO 21527-2 metoda za brojanje kvasaca i plesni kori§¢ena u in vitro

ispitivanjima uticaja etarskih ulja na ukupan broj gljiva u biljnim drogama.......... 29
3.2.7. In vitro i in situ test za odredivanje antifungalne aktivnosti etarskih ulja..... 29
3271 I VITFO TSt e 29
327200 ST TESE .o e 29

3.2.8. In vitro ispitivanje antagonisticke aktivnosti izolata Bacillus sp. na

FILOPALOZENE EIJIVE..eiiiiiieeiiieeiie ettt ettt e et e et e e e e e esraeeeeneeeenns 30
3.2.9. Ispitivanje sinergisticke aktivnosti etarskog ulja i izolata Bacillus sp.......... 31
3.2.10. StatistiCka analiZa............cooeeieriiniiiiinieeeeseee s 31

4. REZULTATI I DISKUSIJA....cooutinuinruininsnnsnicsnnsnsssncssissssssesssssssssssssssssssssssssssssssaes 32
4.1. Identifikacija gljiva sa biljnih droga ............cccveeviieeiiieeiieeeeee e 32
4.1.1. RO FUSAFTUM ...ttt 34

............................................................................................................................. 35
4.1.1.2. Fusarium oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder & Hasen ............ 36
4.1.1.3. Fusarium sporotrichioides Sherbakoff..............ccoevvviiiiiiiiiiiinieeee. 37
4.1.1.4. Fusarium tricinctum (Corda) Saccardo ........c.cccevvveevveeecieeecieeerieeeenen. 37
4.1.1.5. Fusarium subglutinans (Wollenw. & Reinking) Nelson, Toussoun &
Marasas COMDB. NOV. ..cc.ueiiiriiiiiieiecie ettt 38
4.1.1.6. Fusarium semitectum Berkeley & Ravenel.........c.ccccccveeeviiiiiiencinennnn. 39
4.1.1.7. Fusarium Solani MArtIUS ............ccceeeveresiieeeieeesieeesveeesnveeseseeeeaeeesnneees 39
4.1.1.8. Fusarium equiseti (Corda) Saccardo ..........ccceuveevireerieeeniieeieeeieeeenenn 40
4.1.2. ROA AIOINAFIA. ..ottt ettt ens 41

4.1.2.1. Alternaria alternata (Fries) Keissler.......c.cccovvvieviiiivieeeciieecieeeeeeeen 41



4.1.2.2. Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire ............c.ccoeoveeviiiiiecccieeenen. 42

4.1.3. ROA PHOMIG ...ttt 42
4.1.4. ROA PHROMIOPSIS .....oeeveeeeieeeeiie e eeiee et eete e taeesaae e saeeeivaesnseesnsaaesnseeeeanes 43
4.1.5. Curvularia lunata (Wakker) Boedijn.........cccooieviieniieniiiiiieeiiececieeeeee 44
4.1.6. Trichoderma viride Persoon C.H. ........cccoceviiiiiiniininiiniceceeeeeeeen 45
A4.1.7. ROA ASPEFGIIIUS ..ottt ettt eaaeens 46
4.1.7.1. Aspergillus flavus Link H.F. ... 46
4.1.7.2. Aspergillus niger Arthur de CocK..........cccvieviiiiiniiiiniieeieeeee e, 47
4.1.8. Trichothecium roseum Link H.F. ......c..coccooiiiiiiiniiiceee, 47
4.1.9. Verticillium dahliae Klebahn ..............ccccoooiiviiiiiniiniiiiiiiecenceeeeeen 48
4.1.10. Gliocladium roseum BaINIer .............ccceeiiiiiiiiiiiiiienieeeeee e 49
4.1.11. Myrothecium verrucaria (Alb. & SCHwein.) Ditmar............c.cccccvvernrennee. 49
4.1.12. Chaetomium sp. Lodha...........cccooviieiiiiiiiiieeeece e 50
4.1.13. ROA PERICIIIIUM ..ottt 50
4.2. Hemijski sastav i antifungalna aktivnost etarskih ulja..........ccccoocevviniininnnncnne. 52

4.2.1. Etarska ulja ¢ubra (Satureja hortensis), origana (Origanum heracleoticum) i
timijana (TAYmMuUS VULGATIS)....cc.eecueieiiieiiiiisieiieeteteee sttt 54

4.2.2. Etarska ulja ruze (Rosa damascena) i zdravca (Pelargonium graveolens)... 60

4.2 3. Etarska ulja lavande (Lavandula angustifolia), korijandera (Coriandrum

sativum) 1 bergamota (Citrus QUIANITUNT) ..........c.cecueeecueeseeeieeneieeeeesiee e eneeeereeeees 64
4.2 4. Etarsko ulje ploda/semena anisa (/llicum verum) ............cccoeeveeveeeveencuveennne. 70
4.2.5. Etarsko ulje lista ¢ajnog drveta (Melaleuca alternifolia).............................. 72
4.2.6. Etarsko ulje ljubicice (Viola odorata)................ccccueeveeeeccveeasceieecieeeeeene, 75
4.2.7. Etarsko ulje crnog bibera (Piper Higrum) ..........ccceeeeeeeueeneeeiieenieeaieeneenaeens 78
4.2.8. Etarsko ulja kore cimeta (Cinnamomum zeylanicum)...............cccccoveeveennnn. 81
4.2.9. Etarsko ulje bosiljka (Ocimum basilicum) .............ccceeeeveeeecvveenceeeecieenceeene 84

4.2.10. Etarska ulja dalmatinske zalfije (Salvia officinalis), Spanske zalfije .......... 87



(Salvia lavandulifolia) 1 ruzmarina (Rosmarinus officinalis).............ccccceeeevevunnne. 87

4.2.11. Etarska ulja limuna (Citrus limon), narandze (Citrus aurantum) i

eukaliptusa (Eucalyptus GLODUIUS) ...........occueeeueiiiieiiieeieeieecieeie e 94
4.2.12. Etarsko ulje cveta kamilice (Matricaria recutita)...............ccccueeeveeecnveennne. 98
4.2.13. Etarsko ulje vetivera (Vetiveria zizanoides).............ccoeeeeueeeecreessieeenerneenns 101
4.3. Sinergisticka aktivnost etarskih ulja .........cccocceeiieiiiiiiinii 104
4.3.1. Antifungalna aktivnost meSavine etarskih ulja ruze i lavande.................... 105
4.3.2. Antifungalna aktivnost meSavina etarskih ulja timijana i origana.............. 106
4.3.3. Antifungalna aktivnost meSavina etarskih ulja origana i lavande............... 106

4.4. In vitro 1 in situ ispitivanja uticaja odabranih etarskih ulja na ukupan broj gljiva

Na biljnim drogama ............ccoecuiiiiiiiiiiiec e 108
4.5. Uporedna analiza antifungalne aktivnosti etarskih ulja u in vitro testovima..... 110
4.6. Antifungalna aktivnost izolata Bacillius SP. ......ccccveeeeveeeeiieeeeiieeie e 117

4.6.1. Ispitivanja antagonistickog potencijala razli¢itih izolata Bacillus sp.......... 117

4.6.2. Sinergisticki efekat Bacillus sp. izolata SS-12.6 1 SS-13.1 1 odabranih
etarskih ulja na rast fitopatogenih ulja.........cccoevviieiiiiieiieeeeeeee e, 128

4.6.3. Potencijalna primena ispitivanih etarskih ulja i izolata Bacillus sp. u kontroli

fitopatogenih gljiva sa lekovitog bilja.........ccccvieviiieeiiiiiiiececece e, 131
5. ZAKLIUCCLuuouuerncennrennscnsscnssenssssssssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssasesssssssssssssssssass 135
6. LITERATURA ....uuooiiitrtiinecensnncssissesssesssesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 138
PRILOG 1 uciuiiricniniisaicseisecssecssnsecssissssssessssssassssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 162
PILOG 2 auevereinnnnensuinsaisesssissansssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 165

PRILOG 3. oueeeienninnnnnsnnnsnesssnnsnssssnssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssassssassssssssssssassssasssns 180



Uvod

1. UVOD

Lekovite biljke su se od davnina koristile u narodnoj medicini u prevenciji,
tretmanu 1 leCenju razli¢itih poremecaja 1 oboljenja. Koriste se i za izradu savremenih
farmaceutskih preparata i dijetetskih suplemenata. Biljne lekovite sirovine (biljne
droge), su osuseni delovi lekovitog bilja (cvet, list, herba, koren, seme, plod) u uzem
smislu reci, a u Sirem predstavljaju 1 proizvode koji se kao takvi javljaju u biljkama
(masna ulja, etarska ulja, smole itd.). Mnoge biljne droge koriste se 1 dalje kao takve,
neke kao sirovine za izradu standardizovanih ekstrakata, od kojih se kasnije izraduju
fitopreparati definisanog sastava (kapsule, tablete, masti, sirupi i dr.), dok se znacajan
broj droga koristi za izolaciju odredenih hemijskih jedinjenja, koje dalje sluze kao
polazna sirovina u sintezi nekih lekova (Tasi¢ ef al., 2001).

Uprkos svom prirodnom poreklu, biljne droge se moraju posmatrati kao polazne
sirovine za izradu farmaceutskih proizvoda koji moraju biti efikasni i bezbedni za
upotrebu, Sto je odredeno zakonskom regulativom (Calixto et al., 2000). Premisa da
upotreba ovih proizvoda garantuje i njithovu bezbednost nije ta¢na jer prirodno poreklo
ne garantuje bezbednost i efikasnost. Utvrden je mogué negativan efekat duze upotrebe
biljaka i njihovih proizvoda usled nepravilne upotrebe i prekoracene doze, prisustva
toksi¢nih jedinjenja u pojedinim biljnim vrstama kao i kontaminacije patogenim
mikroorganizmima 1 toksinima (Tassaneeyakul, 2004; Mandeel, 2005).
Kontaminiranost mikroorganizmima znac¢ajno uti¢e na ukupan kvalitet biljnih preparata
te je procena rizika mikrobioloske kontaminacije lekovitog bilja postala vazan subjekt
uspostavljanja HACCP sistema u proizvodnji fitopreparata (Hazard Analysis and
Critical Control Point — Analiza opasnosti 1 kriticne kontrolne tacke) (Kneifel et al.,
2002).

Povecana potraznja za preparatima na bazi lekovitog bilja u poslednje vreme
uzrokovala je 1 zainteresovanost javnosti za ispravnost, odnosno neskodljivost,
efikasnost 1 pravilnu upotrebu.

Kako je dostupnost lekovitog bilja iz prirodnih resursa nedovoljna za potrebe
farmaceutske industrije, sve veca paznja poklanja se gajenju lekovitog bilja.

Komercijalno gajenje dramati¢no je povecalo problem oboljenja lekovitog bilja zbog
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uslova gajenja u monokulturama. Zbog toga je neophodno sveobuhvatno izuciti svako
oboljenje 1 pronaci na¢in njenog kontrolisanja (Janardhanan, 2002).

lako je Svetska zdravstvena organizacija (WHO-World Health Organization)
razvila direktive za kontrolu kvaliteta biljnih droga, koje bi trebalo da obezbede detaljne
opise tehnika i mera neophodnih za odgovarajuce tj. adekvatno gajenje i sakupljanje
lekovitog bilja, i dalje postoji jaz izmedu ovih direktiva i njihove implementacije na
plantazama (WHO, 2005). Cesto se radi bez primene mera kontrole kvaliteta, $to sve
rezultuje u loSem kvalitetu bilja u smislu prisutva razli¢itih kontaminanata,

mikroorganizama, pesticida, hemijskih toksina i teSkih metala.

1.1. Kontaminacija lekovitog bilja odnosno biljne droge

Kontaminacija sirove biljne droge mikroorganizmima je target problem u
distribuciji biljnih preparata. Problem predstavlja kontaminacija biljne droge bilo
patogenim bakterijama, bilo gljivama (kvascima i plesnima) 1 njihovim mikotoksinima.
Konzumiranje ovakvih fitopreparata moze Stetno uticati na ljudsko zdravlje, Sto zavisi
od obima kontaminacije tj. tipa i brojnosti mikroorganizma, vrste fitopreparata, nacina
primene i otpornosti pacijenta na infekcije. Pokazano je da je viSe kontaminiran sirov
biljni materijal od ekstrakata i tinktura zbog prisustva alkohola u njima (Stevi¢, 2009).

Fitopatogene gljive, gljive prouzorkovaci bolesti biljaka, veoma su raznovrsne i
uzrokuju oboljenja na razli¢itim delovima biljaka kao Sto su koren, stablo, listovi,
cvetovi i1 plodovi. Pokazano je da su viSe zarazeni list i nadzemni delovi biljaka
(posebno mladih biljaka, jer su tada puni vode), koren i cvet, a manje plod, semena i
kora. Stepen kontaminacije takode zavisi 1 od aktivnosti vode u biljnoj sirovini, duzine
stajanja pre prerade, oblika prerade, nacina Cuvanja 1 dr. (Stevi¢ et al., 2004; Bugno et
al., 2006).

Zemlja i vazduh su glavni izvori kontaminacije biljaka. Gljive su svuda prisutne
u prirodi 1 njihove se spore mogu naci u atmosferi ¢ak i na velikim visinama nosene 1
raznoSene putem vetra, insekata i drugih zivotinja (Kungulovski et al., 2011). Pod
odredenim, pogodnim uslovima temperature i vlaznosti, mogu rasti na zitaricama, vocu,

za¢inskom i lekovitom bilju (Skrinjar et al., 2011).
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Pored kontaminacije na samom izvoriStu tj. u polju, nestrucna Zetva,
prikupljanje, transport, rukovanje, skladiStenje, proizvodnja i distribucija, kao i prodaja
pod nehigijenskim uslovima su procesi tokom kojih biljna droga moze biti sekundarno
kontaminirana razli¢itim mikroorganizmima, posebno gljivama (Moorthy et al., 2010).
Kako se gajenjem lekovitog bilja Cesto bavi i stru¢no neupuceni ljudi, malo se vodi
racuna o rukovanju tokom branja i transporta tako da su moguca razna oStecenja.
Transportuje se Cesto u neadekvatnim transporterima, u polietilenskim ili jutenim
dzakovima, baca se na zemlju, a skladiSti u otvorenim i prljavim kontejnerima, $to sve
doprinosi kontaminaciji biljne droge (Khan ef al., 2006). Biljke se sakupljaju
jednostavnim metodama i naj¢eS¢e su izloZzene kontaminaciji pre susSenja koje bi
sprecilo rast mikroorganizama. Tokom suSenja biljaka znatan deo populacije
mikroorganizama biva uniSten, mada izvestan deo ostaje, kao i produkti njihovog
metabolizma.

Kvalitet droge takode zavisi i od nacina cuvanja tj. skladiStenja, posto
kontaminaciji doprinosi i praSina u vlaznim skladiStima bogata sporama patogenih
gljiva. Mnogi uzgajiva¢i kao 1 proizvodaci biljnih preparata su svesni vaznosti
higijenskog skladiStenja lekovitog bilja, ali zbog slabe kontrole sprovodenja zakonske
regulative ne sprovode ih u praksi. Postzetvena kontaminacija gljivama je veoma cesta
na uskladistenoj biljnoj drogi, a kao posledica dolazi do promene boje, pogorSanja
kvaliteta 1 terapeutskog potencijala (Essono et al., 2007). Prisustvo Sirokog spektra
gljiva na uskladiStenoj drogi pokazatelj je da do kontaminacije dolazi joS za vreme Zetve
kao 1 post-zetvenog procesovanja, suSenja, skladiStenja i transporta. Spore Aspergillus
niger, A. flavus, Alternaria alternata i Rhizopus sp. su uobicajeni zagadivaci vazduha
prisutni u suSarama i1 prostorijama za pakovanje (Gautam and Bhadauria, 2009).
Prisustvo u vazduhu u manjem broju ne mora da znaci da ¢e obavezno kontaminirati
biljni materijal. Ali, sa porastom vlage u prostorijama pa i u biljnom materijalu, moze
do¢i do kontaminacije i proliferacije gljiva, pa i do sinteze mikotoksina.

ZabeleZeni su slucajevi da je procenat kontaminacije gljivama veci kod droge
upakovane u ambalazu nego kod neupakovane. To moze biti posledica povecane
vlaznosti u samom pakovanju kao i neodgovaraju¢e metode tj. nacina pakovanja,

cuvanja i skladiStenja pakovanja (Abou-Arab et al., 1999).
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1.1.1. Kontaminacija fitopatogenim gljivama

Prema Aziz et al., (1998) 1 Jay et al., (2005), gljive se prema mestu gde
inficiraju biljke dele na dve ekoloske kategorije: gljive polja i skladisSne gljive. Vrste
roda Fusarium su dominantni predstavnici gljiva polja kojima pogoduje vecéa vlaznost i
hladnije vreme. Tu pripadaju i vrste roda Alternaria, Helminthosporium, Cladosporium
1 dr. Razvoj skladiSnih gljiva najviSe podsti¢u visoka temperatura i vlaznost u
skladiSnim prostorijama kao 1 produzeno vreme cuvanja droga. Vrste rodova
Aspergillus 1 Penicillium su tipi¢ni predstavnici skladiSnih gljiva, mada u ovu
kategoriju, prema pomenutim autorima, spadaju i vrste rodova Chaetomium, Rhizopus,
Mucor 1 Absidia. Treba naglasiti da ova podela nije striktna. Tako, manja koli¢ina spora
tzv. skladisnih gljiva moze biti doneta sa polja ili mogu biti prisutne na priboru za zetvu,
rukovanje i obradu.

Ispitivanja Hitokoto et al., (1978) ukazala su da na biljnoj drogi dominiraju
gljive rodova Aspergillus 1 Penicillium, medu kojima su 1 vrste potencijalni producenti
mikotoksina, ali su prisutne i vrste rodova Fusarium, Mucor, Rhizopus 1 Cladosporium.
Kasnija, brojna istrazivanja su potvdila prisustvo razlicitih populacija gljiva na biljnim
drogama i zaCinima sa dominacijom vrsta rodova Aspergillus, Fusarium i Penicillium
(Rizzo et al., 2004; Bugno et al., 2006, Gautam and Bhadauria 2009).

Ispitivanja lekovitog 1 zacinskog bilja su pokazala da je najveéi nivo
kontaminacije u uzorcima kamilice i nane 1 to pretezno vrstama roda Aspergillus i
Fusarium (Canafoglia et al., 2007; Tournas and Katsoudas, 2008; Stevi¢ et al., 2012).
Od zacinskih biljaka najveci afinitet za kontaminaciju gljivama utvrden je za dumbir,
piskavicu, morac, biber, kim 1 anis (Abou Donia, 2008; Moorthy et al., 2010;
Kungulovski ef al., 2011). Interesantan je podatak da su i timijan i zalfija, biljke bogate
etarskim uljima sa izraZenim antimikrobnim potencijalom, u istrazivanjima Grigoryan
et al., (2011), takode bile kontaminirane vrstama istih rodova. Ono §to zabrinjava je
podatak ovih istrazivanja da su, potencijalni producenti mikotoksina, vrste roda
Aspergillus, najceS¢e u uzorcima gotovo svih ispitivanih biljnih droga.

MikrobioloSka kontrola ¢ajeva u prodavnicama, kako u rimfuzu, tako 1
upakovanih, ukazala je da je vec¢ina bila kontaminirana gljivama, ali da je ve¢i broj vrsta

bio izolovan iz upakovanih Cajeva nego iz neupakovanih (RezaCova and Kubatova,
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2005; Skrinjar et al., 2011). To je ove autore navelo na zakljuéak da gljive kolonizuju
biljne droge tokom procesa obrade. Ova hipoteza potvrdena je ne samo vrstama gljiva
koje su identifikovane (mahom saprobne vrste koje preferiraju osusene biljke), ve¢ 1
postojanjem razlike u sastavu izolovanih gljiva iz zemlje ispod samih lekovitih biljaka i
zive neobrane lekovite biljke sa jedne strane i osusene biljne droge sa druge.

Prisustvo veceg stepena kontaminacije razliCitih biljnih droga potencijalno
toksigenim, skladisSnim, gljivama ukazuje da je neophodno preduzeti mere za
unapredenja uslova tokom postzetvenog skladiStenja, kao i da je potrebno uciniti sve na

prevenciji kontaminacije biljaka tokom Zetve i obrade.

1.1.2. Kontaminacija biljne droge mikotoksinima

Prisustvo gljiva na lekovitom bilju osim $to umanjuje njihovu moguénost
upotrebe i kvalitet, pod odredenim uslovima, moze takode dovesti i do produkcije
toksi¢nih metabolita, mikotoksina. Mikotoksini su prirodni sekundarni metaboliti gljiva
koji mogu prouzrokovati toksikoloske reakcije, tzv. mikotoksikoze, kada su i u niskim
koncentracijama prisutni u prirodnom lancu ishrane Zivotinja i ljudi. Veliki broj gljiva
izolovanih sa lekovitog bilja imaju sposobnost produkcije mikotoksina. Iako prisustvo
gljiva ne mora da bude uvek praceno produkcijom mikotoksina, mnogi literaturni
podaci ukazuju na njihovo prisutvo u biljnim drogama, ¢ajevima i drugim biljnim
preparatima (Reddy et al., 2008; Trucksess and Scott, 2008). Smatra se da najpoznatije i
najvaznije mikotoksine sintetiSu gljive iz rodova Aspergillus, Fusarium 1 Penicillium
(Rizzo et al., 2004; Bugno et al., 2006; Grigoryan et al., 2011).

Pojava i1 koncentracija mikotoksina uslovljeni su osnovnim ¢iniocima spoljasnje
sredine kao Sto su velika vlaznost u polju 1 skladiStima, visoka temperatura, kao i
mehanicka osStecenja biljaka tokom berbe i insektima. Brojni fizicki, agrotehnicki, kao i
klimatski ¢inioci uti€u na geografsko i sezonsko variranje pojave gljiva producenata
mikotoksina, a otuda i na vrstu i nivo biosinteze mikotoksina (Levi¢ and Stojkov, 2002).
Sinteza mikotoksina zavisi 1 od svojstva supstrata na kojima gljiva producent raste
(sastav, aktivnost vode, stepen kontaminacije).

Mikotoksini se u prirodi pojavljuju pojedinacno ili u kombinacijama dva, tri ili

vise njih zajedno s aditivnim ili sinergistiCkim dejstvom (Alli et al., 1998). Jedna vrsta
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gljive moze da sintetiSe razliCite toksine, a razliCite vrste mogu da stvaraju iste
mikotoksine. Termostabilni su i ne mogu se unistiti kuvanjem; imaju kumulativni efekat
1 tesko se eliminiSu iz organizma (Hashem and Alamri, 2010).

Prema hemijskoj strukturi mikotoksini se dele na: aflatoksine, ohratoksine,
fumonozine, trihotecene 1 zearalenone (Rischard, 2007).

Medu svim mikotoksinima, aflatoksin B1, fumonizin Bl i ohratoksin A su
mutagenu aktivnost, uzrokuju¢i osteCenja kao $to su toksicni hepatitis, hemoragiju,
edem i1 imunosupresiju (Dubey et al., 2008). U novijim istrazivanjima dovode se u
direktnu vezu sa primarnim karcinomom jetre i jednjaka (Reddy ef al., 2008). Primarna
mesta za apsorpciju mikotoksina su probavni trakt, pluca (udisanje spora) i koza
(direktan kontakt s kontaminiranim materijalom ili ¢istim mikotoksinima), dok su jetra i
bubrezi glavni organi za metabolizam i izlu¢ivanje mikotoksina (Reddy et al., 2008).

Utvrdeno je da pojedine vrste roda Aspergillus produkuju aflatoksine,
ohratoksin proizvode vrste rodova Aspergillus 1 Penicillium, dok Fusarium vrste
produkuju fumonozine, toksin zearalenon i strukturno blisku grupu trihotecene.

Aflatoksine primarno proizvodi 4. flavus (aflatoksin B1, B2, G1 i G2) i neki
sojevi A. parasiticus, A. nomius 1 A. niger. Prema literaturnim podacima 4. flavus je
najzastupljenija gljiva na biljnim drogama Sto predstavlja opasnost od moguce
kontaminacije aflatoksinima. Analizom cajeva iz prodavnica u Velikoj Britaniji,
aflatoksin B1 je detektovan u uzorcima nane, kamilice, kima, lipe, pelena, timijana 1
moraca, najvise u moracu i kamilici (Gautam and Bhadauria, 2009; Grigoryan et al.,
2011). Medunarodna agencija za istrazivanje kancera (IARC, 1993) je aflatokisn Bl
klasifikovala u Grupu 1 humanih karcinogena 1 proglasila ga najjaim poznatim
karcinogenom prirodnog porekla. Duze konzumiranje kod dece moze uzrokovati
zakrzljalost u rastu, a kod odraslih ljudi povecati rizik nastajanja kancera jetre (Abbas,
2005). Metaboliti ovog mikotoksina mogu se umetnuti u DNK 1 alkilirati baze preko
svog epoksidnog dela (Oyero and Oyefolu, 2009). Smatra se da to izaziva mutacije na
p53 genu, vaznom u prevenciji progresije Celijskog ciklusa kada postoje mutacije na
DNK, ili u signalizaciji apoptoze. Prema Aguilar et al., (1993) pojedina mesta tj. bazni

Eksperimentalno je dokazano, na razli¢itim model sistemima, da AF-B1 mikotoksin
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inhibira sintezu DNK, aktivnost RNK polimeraze, sintezu mRNK i sintezu proteina
(Wang and Groopman, 1999).

Vrste roda Aspergillus mogu sintetisati i druge mikotoksine kao §to su patulin,
sterigmatocistin, citrinin, citreoviridina i dr. u zavisnosti od vrste (Kamei and Watanabe,
2005; Bugno et al., 2006).

Ochratoxin A produkt je metabolizma pojedinih vrsta rodova Aspergillus u
toplijim krajevima sveta i Penicillium u hladnijim krajevima. Njegova hemijska
stabilnost na visokim temperaturama i tokom prerade droge ¢ini ga jednim od
najprostranjenijih mikotoksina. Prema Medunarodnoj agencija za istraZivanje kancera
(IARC, 1993) ohratoksin A spada u Grupu 2 kancerogena. Smatra se da je potencijalni
nefrotoksin kod ljudi, a embritoksi¢nost 1 teratogenost je dokazana kod mmnogih
eksperimentalnih Zivotinja (Wyatt, 2005).

Predstavnici roda Penicillium su uobicajeni kontaminanti razlicitih supstrata 1
potencijalni su producenti i drugih mikotoksina: patulin, citrinin, -citreoviridin,
gliotoksin, rubratoksin, sterigmatocistin i dr. (Moss, 2002).

Tre¢u grupu najcesce izolovanih mikotoskina sa biljnih droga ¢ine fumonozini
(A, B i C) koji su najpotentniji mikotoksini vrsta roda Fusarium. Stabilni su na
temperaturama koje se primenjuju u termickoj obradi biljne droge i hrane (Marasas,
2001). Proucavanja uzroka visokog stepena pojavljivanja karcinoma jednjaka u
centralnoj Kini 1 juznoj Africi, ukazala su na prisustvo neuobiCajeno visokih
koncentracija fumonizina u kukuruzu, ali 1 pSenici, koji se koriste u ishrani ljudi u tim
regionima. Fuzarin C je najznacajniji u grupi fumonozina jer se smatra da ovaj
mikotoksin u vecoj koncentraciji ispoljava mutagena svojstva i da prouzrokuje
karcinom jednjaka ljudi (Bryden et al., 2001). Fumonozini potencijalni karcinogeni
efekat ostvaruju kroz nekoliko mehanizama: prekidom biosinteze sfingolipida,
poremecajima u Celijskim lipidima, kao i indukcijom proliferacije ¢elija, oksidativnog
stresa, peroksidacijom lipida i proliferacijom peroksizoma (Yin et al., 1998).

Zearalenoni su metaboliti nekih vrsta roda Fusarium sa estrogenim dejstvom.
Potencijalno su i kancerogeni (karcinom prostate musSkaraca i cervikalni kancer kod
zena) jer imaju mogucnost vezivanja za lanac DNK i RNK menjajuéi sintezu proteina

(Abid-Esefi et al., 2004).
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Predstavnici rodova Trichoderma, Trichotecium, Myrotechium, kao i neke vrste
roda Fusarium mogu produkovati trihotecene koji na ¢elijskom nivou inhibiraju sintezu
proteina u eukariotskim celijskim linijama, rezultuju¢i u inhibiciji DNK sinteze
(Konishi et al., 2003).

Pored pomenutih, predstavnici nekih rodova gljiva mogu sintetisati i druge vrste
mikotoksina. Tako na primer vrste roda Alternaria mogu produkovati alternariol (AOH)
1 alternariol monometil etar (AME) za koje postoje podaci o mutagenom potencijalu
(Ostry, 2008), kao 1 da mogu uzrokovati karcinom debelog creva ljudi. Takode, imaju
udela u etiologiji kancera jednjaka u jednoj oblasti u Kini §to je povezano sa ishranom
bogatom zrnastim usevima koji su u visokom procentu bili kontaminirani sa A.
alternata kao 1 njenim toksinima (Zhang et al., 2007).

Kako je potpuna eliminacija mikotoksina nemoguca, potrebno je obezbediti
njihovo minimalno prisustvo u proizvodima, koje nece ugroziti zdravlje ljudi. Postoji
nekoliko procedura za postzetvenu kontrolu i dekontaminaciju voca, povréa, hrane
uopste, ali gotovo nijedna adekvatna za biljne droge. Jedan od vaznih uzroka je osetljiva
priroda biljne droge. Kako su aflatoksini otporni ¢ak i na temperaturu od 260°C, ni
priprema ¢ajeva na temperaturi klju¢anja vode ne uti¢e znacajno na njihovu redukciju
(Hashem and Alamri, 2010).

Prevencija kontaminacije i rasta patogenih gljiva na lekovitom bilju je vazan
korak u prevenciji kontaminacije mikotoksinima. Inhibicija rasta gljiva moze se postic¢i
fizickim, hemijskim i bioloskim tretmanom. Od fizickih tretmana znacajno je, brzo i
dovoljno susenje biljaka, odrzavanje niske temperature i vlaznosti u kontejnerima i
skladiSnim prostorima. Tretman biljnih droga hemijskim sredstvima (npr. siréetna
kiselina, amonijum gas i soli, vodonik peroksid, natrijum bikarbonat koji se koriste u
dekontaminaciji vo¢a 1 povréa) nije dozvoljen zbog osetljive prirode droge,
nemogucnosti njihove eliminacije sa biljnog materijala i Stetnog uticaja na ljudsko
zdravlje. Usled toga, sve veca paznja poklanja se preparatima (fungicidima) prirodnog

porekla za prevenciju kontaminacije ili dekontaminaciju (Dubey et al., 2008).
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1.2. Bioloska kontrola patogenih gljiva

U zastiti lekovitog bilja, useva uopste, dominiraju hemijske mere borbe, odnosno
koris¢enje hemijskih sredstava u samom polju. Upotreba sintetickih pesticida je
dovedena u pitanje zbog potencijalne visoke i akutne toksi¢nosti, potencijalnog
karcinogenog i teratogenog efekta na ciljne organizme uz postojanje mogucénosti da
Stetno utiCu 1 na korisne mikroorganizme (Grahovac et al., 2009). Pored toga,
zagadivaci su zivotne sredine, zemljista 1 vode, imaju dug period raspadanja i moze doc¢i
do njihove akumulacije u lancu ishrane, a meduprodukti degradacije cesto su
perzistentniji od polaznog jedinjenja (Satish et al., 2009).

Saznanja o riziku pri primeni nekih insekticida 1 fungicida po rukovaoca,
potrosaca i zivotnu sredinu, kao i brza pojava rezistentnih jedinki u populaciji nekih
Stetnih vrsta, doprinela su uvodenju regulativa za zabranu ili kontrolisano kori§¢enje.
Takode, usled ucestalog neuspeha pri reSavanju nekih oboljenja podzemnih i nadzemnih
organa biljaka hemijskim fungicidima dovela su do povecanja interesa za uvodenje
alternativnih mera u zaStitu lekovitog bilja, gde zasluzeno mesto nalaze bioloski
preparati koji se smatraju bezbednim, tzv. biopesticidi (Sovljanski et al., 2004; Brar et
al., 2012; Singh et al., 2012). Upotreba komponenti prirodnog porekla kao biopesticida,
tzv. bioloska kontrola podrazumeva primenu biljnih ekstrakata i etarskih ulja, kao i
korisnih mikroorganizama ili produkata njihovog metabolizma u zastiti bilja (Pal and
Gardener, 2006).

Biofungicidi, posebna grupa biopesticida, koja se koristi za suzbijanje gljiva,
mogu biti na bazi korisnih gljiva i bakterija, koji kontroliSu razvoj biljnih patogena, kao
1 na bazi etarskih ulja ili biljnih ekstrakata. Sposobnost biofungicida da zastiti domacina
od patogena i1 odrzi se na razli¢itim biljkama u razli¢itim uslovima, osnov je njihovog

komercijalnog uspeha.

1.2.1. Etarska ulja u biolo§koj kontroli fitopatogenih gljiva

Biljke su bogat izvor metabolita za koje je dokazano da poseduju fungitoksi¢an
efekat na rast micelija raznih fitopatogenih gljiva kao i na germinaciju spora. Posebno

raste interesovanje za etarskim uljima kao mogucoj zameni konvencionalnih sintetickih
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fungicida u cilju zastite kultivisanih biljaka od fitopatogenih gljiva, zbog njihove opste
prihvacenosti od potroSaca, relativne bezbednosti za upotrebu i1 ekoloSke prihvatljivosti
(Abdel-Kader, 2011). Takode, komponente etarskih ulja su zbog svog prirodnog porekla
razgradive i veéina od njih nema rezidua u prirodi (Kloko¢ar-Smit et al., 2006).

Etarska ulja, sekundarni metaboliti biljaka, definiSu se kao kompleksne smese
aromati¢nih isparljivih komponenti. Lipofilna su i generalno se ne rastvaraju u vodi.
Terpeni, ugljovodonici sa razli¢itim brojem izoprenskih jedinica (izo-C5), su osnovni
sastojci etarskih ulja koje ¢ine monoterpeni, seskviterpeni, diterpeni 1 triterpeni
(Chamorro et al., 2012).

U monoterpene se ubrajaju monoterpenski ugljovodonici (npr. limonen, a-pinen,
B-pinen, p-cimen, y-terpinen), alkoholi (npr. linalol, geraniol, citronelol, terpinen-4-ol,
borneol), epoksidi (1,8-cineol), fenoli (npr. karvakrol, timol), aldehidi (geranial, neral,
citronelal), ketoni (kamfor, tujon, fenhon, menton, karvon) i estri (linalil i bornil acetat).
Seskviterpeni mogu biti: ugljovodonici (hamazulen, B-farnesen, B-kariofilen), alkoholi
(bisabolol), aldehidi (npr. valerenal), ketoni (npr. valeranon, akoron). Diterpeni mogu
biti biciki¢ni, tricikli¢ni 1 tetracikli¢ni, dok su triterpeni tetracikli¢ni 1 pentaciklic¢ni.

Od ostalih, neterpenskih, komponenata vazni su jo§ razliiti fenilpropanski
derivati (npr. eugenol, trans-anetol, metilhavikol, cimetaldehid, miristicin), kao i
isparljive supstance koje sadrze azot ili sumporna jedinjenja (Janci¢, 1995; Chamorro et

al., 2012).

1.2.1.1. Antifungalna aktivnost etarskih ulja i njihovih komponenata

Mehanizam antifungalnog delovanja etarskih ulja je razliCit i zavisi od vrste ulja
1 njegove koncentracije. Smatra se da inhibitorna aktivnost etarskih ulja i njihovih
komponenata na mikroorganizme umnogome zavisi od njihovog hidrofilog ili lipofilnog
karaktera, ali i od vrste mikroorganizma, posebno od strukture ¢elijskog zida i plazma
membrane (Kalemba and Kunicka, 2003).

Efekat etarskih ulja na gljive se moze pratiti na morfoloSkom nivou i na nivou
¢elije. Neke od morfoloskih promena su izostanak sporulacije, gubitak pigmenta,
aberantni razvoj konidiofora, promena u broju konidija, povecano grananje hifa ili

promena u njihovoj veli¢ini. Smatra se da su ove promene posledica delovanja ulja na
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enzimatske reakcije sinteze ¢elijskog zida $to uti¢e na rast gljive i na morfogenezu, kao
1 na povlacenje citoplazme u hifama $to dovodi do smrti micelijuma (Rasooli and
Abyaneh, 2004; Carmo et al., 2008a).

Na nivou c¢elije gljiva etarska ulja najeS¢e deluju ili inhibicijom sinteze
¢elijskog zida ili na nivou citoplazmaticne membrane jer im lipofilni karakter
omogucava nesmetani prolaz kroz membranu ili inkorporaciju u nju (Sikkema et al.,
1995). Takode, mogu reagovati sa proteinima celijske membrane (Stankovi¢ et al.,
2011). Etarska ulja mogu da remete aktivnhost membrane mitohondrija, odnosno
aktivnost enzima u respiratornom lancu tako Sto ometaju transport protona i elektrona
kroz membranu i potom prekidaju fosforilaciju ADP-a (Carmo et al., 2008b).
Granulacija citoplazme, ruptura citoplazmaticne membrane, hiperaciditet citoplazme su
jos$ neki od mehanizma vezanih za antifungalnu aktivnost etarskih ulja (Carmo et al.,
2008b). Dokazano je da etarska ulja mogu inhibirati i sintezu DNK, RNK, proteina i
polisaharida u ¢elijama bakterija i gljiva u kojima izazivaju promene sli¢no delovanju
antibiotika (Kalemba and Kunicka, 2003). Jedan od mehanizama antifungalne aktivnosti
etarskih ulja (npr. bosiljka) je 1 povecanje aktivnosti katabolickih enzima diamin
oksidaze (DAO) i poliamin oksidaze (PAO). Povecanjem aktivnosti ovih enzima dolazi
do generisanja vodonik peroksida i naknadno do aktiviranja programirane ¢elijske smrti
(Griffin et al., 1999; Oxenham and Svoboda, 2005).

Inhibitorna aktivnost etarskih ulja zavisi od sloZenih interakcija izmedu
komponenti koje ulaze u njihov sastav. Krajnji rezultat moze biti aditivan, sinergisticki
ili antagonisticki (Bakkali et al., 2008). Utvrdeno je da pojedinacno fenolne
komponente etarskih ulja poseduju najjaci antifungalni potencijal, a za njima po
aktivnosti slede alkoholi, aldehidi, ketoni, dok najmanju aktivnost pokazuju
monoterpenski ugljovodonici (Carmo et al., 2008).

Fenolne komponente ostvaruju antifungalnu aktivnost pravljenjem oSte¢enja na
¢elijskim zidovima i membranama, povecavaju osetljivost citoplazmaticne membrane
Sto dalje vodi ka povecanju njene propustljivosti, a 1 izazivaju precipitaciju ¢elijskih
proteina (Isman and Machial, 2006; Carmo et al., 2008). Utvrdeno je da inhibiraju 1
produkciju mikotoksina (Koul et al., 2008). Posto su fenolne komponene i potencijalni
antioksidansi, pretpostavka je da inhibiraju produkciju mikotoksina deluju¢i na

odbrambeni sistem oksidativnog stresa u mitohondrijama celija gljiva. Kako su
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mitohondrije glavne za obezbedivanje acetil-CoA, glavnog prekursora u sintezi
aflatoksina, prekid respiratornog lanca u mitohondrijama se moze smatrati moguéim
mehanizmom inhibicije sinteze aflatoksina fenolnim komponentama (Carmo et al.,
2008; Lodama, 2010).

Od ostalih terpenskih komponenata, smatra se da monoterpenski alkoholi
antifungalnu aktivnost ostvaruju interakcijom sa ¢elijskom membranom tj. indukcijom
promena u propustljivosti membrane, kao 1 inhibicijom respiracije (Uribe et al., 1985;
Imelouane et al., 2009). Sa druge strane, oksidovani monoterpeni, kao tipi¢ne lipofilne
komponente, prolaze kroz citoplazmatiénu membranu gljivicnih ¢elija, remete njenu
strukturu kao 1 transport jona, a ometaju i procese disanja na membranama mitohondrija

(Deba et al., 2008).

1.2.1.2. Razliciti oblici primene etarskih ulja

Osim brojnih radova o antifungalnoj aktivnosti u in vitro uslovima, u novije
vreme sve vise je potvrda o efikasnosti etarskih ulja u prevenciji postZetvenih patogena
(in situ) 1 efikasnosti u prakti¢noj primeni (Isman and Machial, 2006). Medutim, veoma
malo je studija o efikasnosti etarskih ulja u zastiti lekovitog bilja u in vivo uslovima.
Najve¢i broj ispitivanja posvecen je mogucoj primeni etarskih ulja u redukciji
kontaminacije uskladiStenog voca i1 povréa. Rezultati ovakvih istrazivanja ukazuju da
etarska ulja razlicitih biljnih vrsta redukuju nivo kontaminacije na takvom vocu i povréu
bilo njihovim prskanjem 1 premazivanjem, ili potapanjem u rastvor etarskog ulja. U tom
smislu veliku efikasnost su ispoljila etarska ulja timijana, ¢ajnog drveta, koprive, nane,
cimeta, zalfije 1 eukaliptusa (Tripathi and Dubey, 2004; Abbo et al., 2009; Surviliené et
al., 2009; Nabigol and Morshedi, 2011; Hadizadeh et al., 2009; Abdel-Kader, 2011).

Dosada$nja istrazivanja su ukazala i na druge, potencijalne oblike primene
etarskih ulja u bioloskoj kontroli gljiva sa voca i povréa: u procesu fumigacije voca,
inkorporaciji u pakovanja sa modifikovanom atmosferom, u tretmanu zemlje u kojoj ¢e
biljka rasti, prskanjem listova biljaka u polju i dr.

Fumigacija, proces dezinfenkcije gasom (fumigant), je jedan oblik moguce
primene etarskih ulja. Fumigacija voca etarskim uljima i njihovim komponentama,

ispoljila je wveliki potencijal u kontroli fitopatogenih gljiva. U tom smislu veliku
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efikasnost pokazalo je etarsko ulje timijana, kao i timol, njegova dominantna
komponeta (Liu ef al., 2002). Malobrojnim istrazivanjima pokazano je da se etarska ulja
mogu koristiti 1 u fumigaciji biljaka tj. biljne sirovine u cilju bioloske kontrole
skladiStenih gljiva (Lee et al., 2007; Dubey et al., 2008).

Primena etarskih ulja je atraktivan metod u kontroli postZetvenih oboljenja u
zatvorenim sistemima. Naime, zbog ogranicene moguénosti sanacije kontaminacije
biljne droge te¢nim agensima s jedne strane, 1 zadrzavanja bioaktivnosti etarskih ulja u
isparljivoj fazi s druge, fumigacija se namece kao dobar metod (Tzortzakis, 2007).
Potencijalna primena etarskih ulja u vidu isparljivih fungicida u suzbijanju skladisnih
patogena zahteva detaljna ispitivanja njihove bioloSke aktivnosti 1 disperzije u biljnim
tkivima, kao i razvoja formulacije koja ¢e inhibirati rast patogena bez fitotoksic¢nih
efekata (Shukla et al., 2000). Kao fumiganti, etarska ulja se mogu upotrebiti u vidu
granularnih formulacija ili u vidu spreja. U lIzraelu je patentirana tehnologija za
postepeno, odnosno odlozeno oslobadanje etarskih ulja i njihovih komponenata iz
kapsula §to produzava vreme njihove moguce primene (Koul ez al., 2008).

Inkorporacija etarskih ulja, kao i individualnih komponenata, u pakovanja sa
modifikovanom atmosferom je jos jedan od nacina njihove moguce primene kao agensa
biokontrole (Nakatsu et al., 2000). U tom smislu pokazano je da je za dugorocno
cuvanje, u cilju prevencije i redukcije gljivicne infekcije, najbolja polietilenska
ambalaza, dok u pamucnoj i1 jutenoj dolazi do razvoja skladiSnih gljiva (Shukla et al.,
2000).

In vivo istrazivanja ukazuju i na efikasnost primene etarskih ulja u samom polju i
to tretiranjem zemlje u kojoj ¢e biljka rasti rastvorom etarskog ulja (Nguefack et al.,
2008), ili prskanjem listova biljaka. Prskanjem listova ukrasnog bilja, ili krompira,
tokom sezone, etarskim uljima karanfili¢a, cimeta, majorana i moraca u polju primec¢eno
je znatno smanjenje infekcije fitopatogenim gljivama (EI-Mougy, 2009).

U poslednje vreme, utvrdena je efikasnost kombinacije agenasa bioloske
kontrole sa drugim hemijskim komponentama i fizickim tretmanima u cilju povecanja
njihove aktivnosti u prevenciji 1 redukciji oboljenja uzrokovanih fitopatogenim
gljivama. Tako je potvrdeno povecanje efikasnosti etarskih ulja u kombinaciji sa
hemijskim sredstvima, kao na primer solima, kalijum sorbatom i natrijum benzoatom, ili

fizickim merama (npr. blagim povecanjem temperature) (Karatzas et al., 2000; El-
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Mougy et al., 2009). Takode su se pokazala kao efikasni agensi biokontrole u
kombinaciji sa mikroorganizmima antagonistima, bilo da su u pitanju bakterije, kvasci
ili gljive (Abdel-Kader et al., 2011).

Za komercijalnu primenu etarskih ulja neophodno je obezbediti dovoljnu
koli¢inu standardizovanog etarskog ulja, kao i odobren patent. Potrebne su vece koli¢ine
standardizovanog etarskog ulja; sastav ulja moze varirati zavisno od geografskih,
genetickih, klimatskih, godiSnjih ili sezonskih faktora, tako da je teze obezbediti
konzistentnost. U formulaciji ovih proizvoda problem moze predstavljati 1 odrzivost
aktivnosti jer je pokazano da kombinacija nekih ulja sa emulgatorima moze da umanji
njihov antifungalni potencijal. Neophodni su takode odgovarajuci organolepticki testovi
pre formulacije preparata, jer tretman ne sme da utiCe na parametre kvaliteta tretirane
sirovine.

U pojedinim zemljama ve¢ se koriste neka etarska ulja, kao na primer ruzmarina,
karanfili¢a i timijana kao insekticidi, fungicidi i herbicidi u poljoprivredne i industrijske
svthe i za $iroku potro§nju na trzistu. Tako se komercijalni proizvod Sporan™
(EcoSMART Technologies), baziran na etarskom ulju ruzmarina prodaje kao fungicid, a
Matran™ (EcoSMART Technologies) sa etarskim uljem karanfili¢a i eugenolom kao

dominantnim komponentama, za kontrolu korova i patogenih gljiva (Koul ef al., 2008).

1.2.2. Mikroorganizmi kao antagonisti

Medu razli¢itim  pristupima  bioloske kontrole, upotreba  korisnih
mikroorganizama tzv. biokontrolnih agenasa, kao S§to su bakterije, kvasci i gljive, je
najvise ispitivana i postignuto je najvise uspeha (Droby, 2006; Sharma et al., 2009).
Eksperimentalno je dokazano da filogenetski razli¢iti mikroorganizmi deluju kao
prirodni antagonisti raznih biljnih patogena. Medu bakterijama to su predstavnici
rodova Agrobacterium, Bacillus, Pseudomonas 1 Streptomyces, a od gljiva rodovi
Ampelomyces, Candida, Coniothyrium 1 Trichoderma (Gravel et al., 2005; Grahovac et
al., 2009; Alwathnani and Perveen, 2012; Stankovic et al., 2012).

Od bakterija agenasa biokontrole najviSe su proucavane vrste rodova
Pseudomonas 1 Bacillus. Vrste roda Bacillus su vrlo atraktivni mikroorganizmi za

prakticnu primenu jer produkuju stabilne endospore koje im obezbeduju otpornost na
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visoku temperaturu, isuSivanje, UV zraenje i organske rastvarace (Arrebola et al.,
2010).

Uspeh mikrobioloskih antagonista u laboratorijskim uslovima i pilot testovi
sprovedeni u in vivo uslovima povecali su interes raznih agrohemijskih kompanija za
razvoj 1 komercijalizaciju bioproizvoda koji sadrze mikroorganizme antagoniste u
kontroli postZetvenih oboljenja voéa i povréa. Neki od antagonista su patentirani,
prihvaceni za komercijalnu upotrebu i ve¢ se intezivno koriste. Tako, brojni sojevi,
posebno vrste B. subtilis, su komercijalizovani kao biopesticidi, pri ¢emu su nosioci
ovih preparata bakterijske celije ili njihovi produkti (Marone, 2002; Tomlin, 2006;
Grahovac et al., 2009).

Produkti metabolizma nekih mikroorganizama su kristali 1 antibiotici, koji Stite
biljke deluju¢i antagonisticki na prouzrokovace bolesti, fitopatogene mikroorganizme,
Stetne insekte, nematode i1 korove, pri ¢emu su bezopasni za ljude i ekoloski su
bezbedni. Takode, korisni mikroorganizmi produkuju i vitamine, enzime i biljne
hormone koji mogu delovati na imunski sistem biljaka, povecavaju¢i njihovu otpornost
(Pal and Gardener, 2006).

Do sada formulisani biofungicidi, uglavnom se primenjuju u suzbijanju
fitopatogenih gljiva sa povrtarskih biljaka u polju, ili sa uskladistenog voca i povr¢a.
Medutim, kada je u pitanju zaStita lekovitog bilja tj. biljnih droga, gotovo da nema
radova na ovu temu. Ispitivanja ovog tipa na lekovitom bilju su jako limitirana
osetljivom prirodom biljnog tkiva kao 1 ograni¢enim setom metoda koje se mogu
primeniti: visoka temperatura moZze unistiti aktivne principe u biljnom materijalu, a
potapanje u vodenom rastvoru razlicitih agenasa je nemoguce. Kao i u slucaju etarskih
ulja, prskanje biljnog materijala mikroorganizmima kao agensima biokontrole mora biti

strogo kontrolisano i obavezno je organolepticko ispitivanje nakon tretmana.

1.2.2.1. Mehanizmi antagonisticke aktivnosti biokontrolnih agenasa

U formulaciji bioproizvoda veoma je vazno da se Sto bolje upozna mehanizam
antagonisticke aktivnosti u cilju selekcije $to boljeg soja antagoniste sa $to efikasnijim
delovanjem. Mikroorganizmi, biokontrolni agensi, ostvaruju svoju antagonsticku

aktivnost na sprecavanju razvoja ili smanjenju populacije fitopatogenih gljiva kroz
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nekoliko mehanizama: 1) kompeticija za prostor i hranljive sastojke, 2) produkcija
antibiotika 1 litickih enzima, 3) indukcija rezistentnosti kod biljaka i 4) inhibicija enzima
patogeneze (Gardener and Fravel, 2002). Jedan agens biokotrole moze ispoljiti svoju
aktivnost kroz razli¢ite mehanizme. Smatra se da se najbolji rezultati u prakticnoj
primeni biokontrole postizu upotrebom dva ili viSe mehanizma mikrobnog antagoniste

(Chiou and Wu, 2001).

1) Kompeticija za prostor i hranljive sastojke

Mikroorganizmi koji nastanjuju korenov sistem biljaka su u kompeticiji za
odgovarajuce mesto ali 1 za resurse kao $to su kiseonik ili izvor azota. Biokontrola moze
ukljuciti 1 supresiju patogena kompeticijom za hranljive sastojke sa antagonistom,
posebno za ugljenik, ali i za elemente u tragovima kao $to su gvozde, cink, bakar,
magnezijum i dr. (Handelsman and Stabb, 1996). Dobar primer je kompeticija za
gvozde. Gvozde je esencijalni elemenat za rast svih organizama i oskudnost njegove
bioraspolozive forme u zemljiStu rezultuyje u Zestokoj konkurenciji medu
mikroorganizmima. Zastupljeno je svuda u zemlji ali u nerastvornom obliku u vidu feri
hidroksida u kojoj je nedostupan za vecinu organizama. Specifi¢ni mikroorganizmi,
kolonizatori korenovog sistema biljaka, su u mogucnosti da poboljSaju rast biljke i
kontroliSu odredene zemljiSne patogene produkcijom sistema za usvajanje gvozda tzv.
siderofora. Siderofore predstavljaju jedinjenja male molekulske mase koja transportuju
trovalentno gvozde sa velikim afinitetom (Cawoy et al., 2011). Tretmanom zemljiSta
sojevima koje produkuju siderofore redukuje se nivo patogena tako Sto siderofore
usvajaju gvozde 1 Cine ga nedostupnim za fitopatogene gljive. Siderofore mogu
inhibirati klijanje hlamidospora §to dalje vodi u redukciju kolonizacije 1 infekcije korena
biljaka fitopatogenim gljivama (Buchenauer, 2005).

Vezivanje antagonista za hife patogena predstavlja takode vazan faktor
neophodan za kompeticiju za hranu. /n vitro ispitivanja takvih interakcija su otkrila da
su zahvaljuju¢i direktnim vezivanjem za hife patogena, bakterije i kvasci antagonisti
mnogo brze apsorbovali hranljive sastojke nego target patogeni i na taj nacin sprecili

klijanje spora i rast patogena (Buchenauer, 2005).
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2) Proizvodnja antibiotika i litickih enzima

Rizosferne bakterije mogu produkovati antibiotike, enzime 1 isparljiva jedinjenja
koja mogu imati vaznu ulogu u kontroli zemljiSnih patogena biljaka. Antimikrobna
jedinjenja, kao bakterijski agensi biokontrole, su heterogena grupa organskih jedinjenja
male molekulske tezine (Raaijmakers et al., 2002).

Za bakterije antagoniste iz roda Bacillus je pokazano su u stanju da produkuju
Sirok spektar sekundarnih metabolita sa antimikrobnom aktivno$¢u §to se smatra
najpoznatijim mehanizmom njihove antagonisticke aktivnosti u redukciji patogena u
biljnom tkivu (Ruckert et al.,, 2011). Ti metaboliti mogu biti: 1) toksini sa
antibakterijskom aktivnosc¢u, 2) bakterioliticki enzimi kao $to su lizostafin, fosfolipaza
A 1 hemolizini, 3) bakteriofagi 1 defektni bakteriofagi, 4) nusprodukti primarnog
metabolizma kao §to su amonijak, organske kiseline 1 vodonik peroksid, i razli¢iti drugi
sekundarni metaboliti koje proizvode bakterije koje imaju dokazanu antibakterijsku
aktivnost, 5) antibiotske supstance kao §to su gramicidin, valinomicin 1 bacitracin koji
se sintetiSu uz uceS¢e multienzimskih kompleksa gde spadaju 1 lipopeptidi
mikosubtilizin, iturin, surfaktin i plipastatin, i 6) bakteriocini ili molekuli koji lice na
bakteriocine koji se direktno proizvode kao ribozomalno sintetisani polipeptidi
(Kleinkauf and von Dohren, 1990; Venema et al., 1993; Jack et al., 1995; Walsh, 2004).

Antimikrobna jedinjenja lipopeptidne strukture koje proizvode bakterije roda
Bacillus su pokazala znacCajnu antibakterijsku 1 posebno antifungalnu aktivnost (Yu et
al., 2002; Sicuia et al., 2011; Zhang et al., 2012). Lipopeptidi se sintetiSu
neribozomalno pomocu multienzimskih sistema, tzv., neribozomalnih peptidnih
sintetaza (Finking and Marahiel, 2004). Mogu varirati u tipu 1 sekvencama
aminokiselina kao 1 duzini 1 granjanju lanca masnih kiselina. Tri su glavne familije ovih
antibiotika: surfaktini, iturini i1 fengicini, pri ¢emu su surfaktini i iturin A najcesce
sintetisani medu vrstama roda Bacillus (Ongena and Jacques, 2008). Pored ove tri
glavne familije, identifikovani su i kurstakini kao bioaktivni lipopeptidi (Ritter and
Washington, 2003; Stein, 2005).

Lipopeptidi iz familije surfaktina imaju cikliénu strukturu gradenu od sedam
amino kiselina vezanu za B-hidroksi masnu kiselinu razli¢ite duzine ugljovodoni¢nog

lanca. Ovu familiju ¢ine surfaktin i njegovi analozi lihenizin i pumilacidin. Surfaktini
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ispoljavaju niz bioloskih aktivnosti kao $to je antibiotska, antitumorska, hemoliti¢ka i
anti-HIV, a 1 inhibiraju stvaranje fibrinskog ugruska (Maget-Dana and Ptak, 1995;
Kracht et al., 1999). Smatra se da je bioloSka aktivnost surfaktina rezultat njihove
amfifilne prirode usled koje prodiru u lipidni sloj membrane i remete njen integritet,
odnosno indukuju katjonske kanale u lipidnom sloju membrane $to dovodi do njene
destabilizacije (Maget-Dana et al., 1992). Specificna povrSinska i membranska
aktivnost surfaktina olakSava bakterijama stvarnje biofilma. Smatraju se najsnaznijim
poznatim biosurfaktantima koji ispoljavaju aktivnost nalik deterdzentima na bioloSkoj
membrani (Carillo et al., 2003). Biosurfaktanti su prirodna, povrSinski aktivna
jedinjenja u ¢ijoj se strukturi razlikuju dva dela, hidrofilni i hidrofobni. Ovakva
struktura im omogucava da emulguju (sjedinjuju) supstance koje se inace ne bi mesale.

Prema ranijim istrazivanjima, surfaktini ne poseduju antifungalnu aktivnost.
Medutim, otkri¢e da se surfaktini koprodukuju sa iturinom A u istom soju B. subtilis i
da ispoljavaju vazan sinergisticki efekat na biolosku aktivnost iturina A (Maget-Dana et
al., 1992) izazvalo je ogromno interesovanje za oba lipopetida. Najnovija istrazivanja su
pokazala da pojedini lipopeptidi iz familije surfaktina, izolovani iz B.
amyloliquefaciens, ispoljavaju znaCajnu antifungalnu aktivnost na F. oxysporum
izolovanu sa korena paradajza (Vitullo et al., 2012).

Fengicini A 1 B, takode poznati kao plipastatini, su lipodekapeptidi sa
unutrasnjim laktonskim prstenom u peptidnoj polovini i1 sa lancem [B-hidroksi masne
kiseline (C14 do C18) koji moze biti zasi¢en ili ne. Zbog svoje amfifilne prirode, deluju
kao biosurfaktanti. Fengicini antifungalnu aktivnost ostvaruju kroz inhibiciju klijanja
konidija i izduZivanja germinativnih tuba, kao i remecenjem strukture zida hifa (Toure
et al., 2004). Na ¢elijskom nivou, smatra se da fengicini reaguju sa lipidnim slojevima
¢elijske membrane 1 da imaju mogucnost da menjaju njenu strukturu i propustljivost
(Ongena and Jacques, 2007).

Familiju lipopeptida tipa iturina ¢ine iturini A-E, mikosubtilin i bacilomicin D, F
1 L. To su cikli¢ni lipopeptidi koji se sastoje od sedam aminokoselinskih ostataka
vezanih za B-amino masnu kiselinu u lancu duzine od C14 do C17. Za bacilomicin D je
utvrdena antitumoralna, hemoliticka i antifungalna aktivnost (Moyne et al., 2001), a za
iturin A jaka antifungalna i hemoliticka aktivnost (Ongena et al., 2007; Athukorala et

al., 2009). Fungitoksi¢na aktivnost iturina povezana je sa inhibicijom germinacije spora.
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Na celijskom nivou moze se re¢i da je osnovni mehanizam fungitoksi¢nosti iturina
osmotski poremecaj u ¢elijama putem formiranja pora za provodenje jona (Etchegaray
et al., 2008; Romero et al., 2007). Za razliku od surfaktina ne prave prekide na
citoplazmati¢noj membrani (Ongena and Jacques, 2008).

Za lipopeptidne antibiotike je poznato da deluju sinergisticki Sto je utvrdeno za
kombinaciju surfaktina i iturina, surfaktina i fengicina, kao 1 iturina i fengicina (Ongena
etal.,2007).

Najnovija istrazivanja su pokazala da antifungalna aktivnost Bacillus sp.,
posebno B. subtilis, B. cereus, B. licheniformis 1 B. amyloliquefaciens, prema
fitopatogenim gljivama vrsta roda Fusarium, Aspergilus i Bipolaris, na razli¢itom vocu
1 povréu, moze biti povezana sa koprodukcijom tri ili viSe lipopeptidnih antibiotika
(surfaktin, iturin, fengicin, bacilomicin)(Ongena and Jacques, 2008; Velho ef al., 2011).
Prisustvo operona za iturin i surfaktin potvrdeno je u mnogim prirodnim izolatima
Bacillus sp. izolovanim iz zemljiSta sa razlicitih lokaliteta Srbije, koji su ispoljili
antimikrobnu aktivnost na fitopatogene bakterije (Beri¢ et al., 2012, Stankovi¢ et al.,
2012). Medutim, determinacija odredenih antimikrobnih biosintetskih operona u
odredenom soju bakterije ne mora uvek da znaci da ¢e do sinteze tog antibiotika i do¢i
(Athukorala et al., 2009).

Osim antibiotika, pokazano je da mikroorganizmi antagonisti produkuju liticke
enzime kao S$to su glukonaza, hitinaza i proteinaza Sto olakSava degradaciju ¢elijskog

zida patogenih gljiva (Huang et al., 2005).

3) Indukcija imunog odgovora biljke

Neki biokontrolni agensi indukuju promene u biljci povecavaju¢i njenu
toleratnost prema patogenu, fenomen poznat kao indukovana otpornost. Bakterije
antagonisti mogu da aktiviraju viSe mehanizama rezistencije na fitopatogene gljive,
ukljucuju¢i akumulaciju antimikrobnih komponenata manje molekulske mase
(fitoaleksini) 1 stimuliSu sintezu protektivnih bipolimera (kaloze). Takode dolazi do
ubrzane sinteze odbrambenih litickih enzima, kao Sto su hitinaze i B-1,3-glukanaze,
peroksidaze 1 fenilalanin amonijum liaze (Fernando et al/, 2007). Pokazano je da

fengicini 1 surfaktini mogu da ostvare interakciju sa biljnim ¢elijama kao determinante
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za ukljucivanje imunog odgovora kroz stimulaciju fenomena indukovane sistemske
rezistencije. Smatra se da ovi lipopeptidni antibiotici uzrokuju poremecaje u plazma
mebrani §to zauzvrat aktivira kaskadu biohemijskih procesa koji vode ka odbrambenom
odgovoru (Ongena and Jacques, 2007). Indukovana otpornost ne obezbeduje potpunu
zastitu, ali je dugotrajan fenomen i ne pogoduje razvoju rezistencije kod patogena $to

predstavlja dobru strategiju u biokontroli (Ongena et al., 2008).

4) Inhibicija enzima ukljucenih u patogenezu gljiva

Sinteza hidrolitickih enzima fitopatogenih gljiva tokom prve faze interakcije sa
biljkom domacinom je klju¢na u procesu infekcije. To su enzimi razgradnje ¢elijskog
zida kao Sto su pektoliticki enzimi (egzo i endo poligalakturonaze, pektin liaze, pektin
metil esteraze) i kutinaze koji su vazni faktori patogeneze. Inhibicija sinteze ovih

enzima je jedan od mehanizama agenasa biokontrole (Cawoy et al., 2011).

1.2.2.2. Unapredenje efikasnosti antagonista

Primena proizvoda na bazi mikroorganizama antagonista ponekad nudi samo
parcijalnu zastitu biljaka od patogena usled povremene nedoslednosti u efikasnosti.
Kako su aktivne komponente ovih proizvoda zivi organizmi njihova efikasnost zavisi od
uslova aplikacije, mnogo viSe nego za konvencionalne pesticide. Potencijalni
mikrobijalni antagonist trebalo bi da ima odredene Zeljene karakteristike da bi bio
efikasan u biokontroli: da bude geneticki stabilan, efikasan pri niskim koncentracijama,
da nema posebne nutritivne zahteve, da je efikasan u odnosu na Sirok spektar patogena
pod razli¢itim uslovima, rezistentan na pesticide, da ne sintetiSe metabolite Stetne po
ljudsko zdravlje, da nije patogen za domacina, da se moze pripremiti u formi koja se
efikasno moze Cuvati i nanositi 1 da je kompatibilan sa ostalim hemijskim i fizickim
tretmanima (Cawoy et al., 2011). Takode, bakterija antagonist bi trebalo da ima
adaptivnu prednost u odnosu na specificnog patogena. Tako na primer, ve¢ina voca se
skladiSti na niskim temperaturama te je za kontrolu njihovih postzetvenih patogena na
zadovoljavaju¢em nivou nepohodno da mikrobijalni antagonist moze da prezivi i

funkcioniSe pri tim temperaturama.
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Veoma je tesko selektovati jedan soj mikroorganizma antagoniste sa Sirokim
spektrom dejstva na razne biljne patogene. Dakle, neophodni su kompatibilni sojevi da
bi se obezbedio neophodni spektar aktivnosti za efikasnu kontrolu patogena.
Istovremena implementacija nekoliko aktivnih sastojaka u jednom komercijalnom
proizvodu garantuje njegovu efikasnost pod razli¢itim wuslovima. U novijim
istrazivanjima, meSana kultura dva ili viSe antagonista biokontrole je pokazala vecu
efikasnost u bioloskoj kontroli postzetvenih oboljenja u odnosu na pojedinac¢ne (Mishra
etal.,2011).

U skorije vreme, osim tretmana zivim bakterijama roda Bacillus ili suspenzijom
njihovih spora kojima se prska bilo zemljiSte bilo koren biljke, zapoceti su in vivo
tretmani biljaka sa ekstraktima peptidne strukture (Mateescu et al., 2005). Touré et al.
(2004) su takode ukazali na visoku efikasnost B. subtilis GA1l soja u inhibiciji rasta
micelija gljiva uzrokovaca truljenja jabuka, bilo da se u tretmanu koriste vegetativne
¢elije, bilo endospore, ali i lipopeptidni ekstrakt ovog soja. Podjednako dobra efikasnost
lipopeptidnog ekstrakta kao i1 vegetativnih ¢elija ukazuje na njegovu ulogu u aktivnosti
kompletnog soja kao agensa biokontrole.

Osim navedenog, integracija mikrobioloSkih antagonista sa fizickim metodama
kao $to su suSenje, tretman toplotom i nejonizuju¢e UV-C zracenje (od 190-280 nm),
moze da poboljsa efikasnost antagonista u kontroli kontaminacije. Takode, efikasnost
mikroorganizama antagonista moze se poboljsati ukoliko se koriste sa manjom dozom
fungicida i derivatima soli (Sharma et al., 2009).

Efikasnost u bioloSkoj kontroli postzetvenih patogena na uskladiStenom vocéu
postignuta je i kombinovanim tretmanom vocéa sa dva bioloska agensa, bakterijom
antagonistom 1 etarskim uljem sa antifungalnim potencijalom (Akila et al., 2011).
Primena mesSavine agenasa biokontrole ima odredenih prednosti: a) Sirenje spektra
aktivnosti razli¢itih agenasa rezultuje u kontroli dva i viSe patogena, b) unapredenje
efikasnosti i pouzdanosti biokontrole kao posledica toga da komponente u smesi deluju
preko razli¢itih mehanizama kao S§to je antagonizam, parazitizam 1 indukcija
odbrambenog odgovora kod domacina i c) teze stvaranje rezistentnih patogenih sojeva

(Singh and Sharma, 2007).
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2.CILJ

Kontaminacija fitopatogenim gljivama je target problem u distribuciji biljnih
preparata, kako zbog uticaja na kvalitet, tako zbog mogucnosti sinteze mikotoksina koji
mogu imati teratogeni, mutageni i kancerogeni potencijal.

Saznanja o riziku pri primeni nekih fungicida po rukovaoca, potroSaca i zivotnu
sredinu, dovela su do povecanja interesa za uvodenje alternativnih mera u zastitu bilja,
gde posebno mesto pripada preparatima prirodnog porekla tzv. agensima bioloske
kontrole koji podrazumevaju primenu korisnih mikroorganizama (korisnih bakterija,
kvasaca, gljiva) ili produkata njihovog metabolizma, kao i primenu biljnih ekstrakata i
etarskih ulja u zastiti biljaka.

Prepoznajuéi probleme i uvazavajuéi iznete ¢injenice definisani su i ciljevi ovog
rada:

- izolacija i identifikacija gljiva sa odabranih biljnih droga

- hemijska analiza odabranih etarskih ulja

- standardizacija testova za analizu antifungalne aktivnosti etarskih ulja in vitro,
kao 1 odredivanje minimalnih inhibitornth (MIC) 1 minimalnih fungicidnih
koncentracija (MFC)

- ispitivanje antagonistickog potencijala razliCitih izolata Bacillus sp. prema
odabranim fitopatogenim gljivama

- ispitivanje potencijalnog sinergistickog efekta razlicitih bioloskih agenasa

- poredenje efekata biokontrolnih agenasa.
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3. MATERIJAL I METODE
3.1. MATERIJAL

3.1.1. Biljne droge

Uzorci biljnih droga iz kojih su izolovane i identifikovane gljive obezbedeni su
iz Instituta za prouCavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢“. Kori§¢eni su uzorci
usitnjenih biljnih droga pre ulaska u proizvodni proces, kao i gotovi proizvodi tj.
monokomponentni ¢ajevi. Biljne droge u kojima je determinisana mikopopulacija su:

- herba i listovi nane (Mentha piperita L.)
- listovi koprive (Urtica dioica L.)

- cvetovi nevena (Calendula officinalis L.)
- herba rastavica (Equisetum arvense L.)

- kukuruzna svila (Maydis stigmata).

3.1.2. Etarska ulja

Ispitivana etarska ulja, nabavljena od kompanije Frey + Lau GmbH, Henstedt-
Ulzburg, Germany, prikazana su u Tabelil.

Tabela 1. Ispitivana etarska ulja

Srpski naziv ulja Latiski naziv biljke od koje | specifikacija
je dobijeno etarsko ulje

Ulje kore cimeta Cinnamomum zeylanicum P0125285
Ulje narandze Citrus aurantium amara P0104578
Ulje bergamota Citrus aurantium bergamia P0112136
Ulje kore limuna Citrus limon P0110499
Ulje korijandera Coriandrum sativum P0112145
Ulje lista eukaliptusa Eucalyptus globulus S0100180
Ulje ploda/semena anisa Lllicium verum S0100154
Ulje herbe lavande Lavandula angustifolia P0123527
Ulje cveta kamilica (plavo) Matricaria recutita PO115610
Ulje lista ¢ajnog drveta Melaleuca alternifolia P0123084
Ulje bosiljka Ocimum basilicum P0118460
Ulje origana ** Origanum heracleoticum Srbija
Ulje zdravca Pelargonium graveolens P0114231
Ulje crnog bibera Piper nigrum P0123085
Ulje ruze (parfimisano) Rosa damascena P0100578
Ulje lista ruzmarina Rosmarinus officinalis P0124476
Ulje lista $panske zalfije Salvia lavandulifolia P0107205
Ulje dalmatinske zalfije Salvia officinalis P0114240
Ulje ¢ubra Satureja hortensis P0118884
Ulje timijana Thymus vulgaris P0123774
Ulje korena vetivera Vetiveria zizanoides P0114231
Ulje ljubi€ice (parfimisano) Viola odorata P0105637
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**Etarsko ulje origana dobijeno je firme Herba, Beograd.

3.1.3. Sinteticki fungicid

,Diflucan‘ — antimikotik sa aktivnom supstancom flukonazolom (50 mg), Pfizer,
Francuska. Dodavano je od 10 pl/bunaru do 50 ul/bunaru sto predstavlja od 0.2 mg/ml

do 2 mg/ml aktivne supstance.

3.1.4. Kolekcija prirodnih izolata Bacillus sp.

Kori$¢eni prirodni izolati Bacillus sp., izolovani sa razliCitih lokaliteta u Srbiji
deo su kolekcije Katedre za mikrobiologiju, Bioloskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu. To su: SS-6.2, SS-10.7, SS-12.6, SS-13.1, SS-21.7, SS-27.7, SS-35.4, SS-
38.2, SS-38.3, SS-38.4, SS-39.1, SS-39.3, SS-40.2 i SS-40.6.

3.1.5. Podloge
Sve podloge koris¢ene u ovom radu sterilisane su u autoklavu na 120°C, pri
pritisku od jednog bara u trajanju od 15 minuta. Sterilnost podloga je testirana

prekono¢nom inkubacijom na 37°C.

Krompir-dekstrozni-agar (Potato dextrose agar - PDA)

SAAT. i 17¢g
- krompir............... 200g
- D-glukoza............. 20g
- destilovana voda...... 11

pH =7 (regulise se 1IN NaOH)
Sabouraud - agar (SBA)

- glukoza.................40 g
- pepton.....................10 g
S QAT i 18 ¢g

pH=5,6 (regulise se IN NaOH)

24



Materijal i Metode

Tryptic bile Soy Broth (TSB)

- kazein .....ccoeeenennnen. 20.g
- zuéne soli ................... 1,50¢g
- X-B-D glukuronska

kiselina ..........ccceenee. 0,075g
- Dimetil sulfoksid ...... 3,0g
- destilovana voda...... 11

Muller-Hinton agar

- mesni ekstrakt........... .. 2,0g
- Skrob ..o 1,5g
- AZAT e 17g

- destilovana voda...... 11

Za mikrodilucionu metodu, kao i za prekono¢nu kulturu Bacillus sp. izolata,
koris¢ena je teCna podloga, bez dodavanja agra (Sabouraud maltose bujon i Muller

Hinton bujon).

Dihloran 18% glicerol agar (DG 18)

- Kazein.......ccooveenennnen. 5,0g
- D-glukoza.................. 10,0g
- Kalijum dihidrogen
fosfat.....ccoceevveeennennnn, 1,0g
- Magnezijum sulfat......0,5g
- Dihloran...................... 0,002¢g
- Glicerol................... 200g
- Agar .. 12 do 15¢g
- Hloramfenikol ........... 0,1g
- destilovana voda...... 11
3.2. METODE

3.2.1. Identifikacija gljiva

Determinacija kolonija gljiva, formiranih na medijumu, vrSena je na osnovu
makroskopskih 1 mikroskopskih karakteristika izolata. Makroskopske odlike

podrazumevaju izgled i brzinu razvoja kolonija na PDA podlozi, pigmentaciju supstrata
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1 izgled kolonije na pozadini. Mikroskopske odlike podrazumevaju prisustvo ili
odsustvo mikrokonidija, oblik i na¢in formiranja mikrokonidija i konidiogenih celija,
izgled makrokonidija, prisustvo ili odsustvo hlamidospora, sklerocija, biometrijske
vrednosti osobina reproduktivnih organa gljiva u kulturi i na domacinu (Indeks pojmova
prikazan je u Prilogu 1). Kori$¢eni su standardni determinatori Booth (1971); Ainsworth
et al., (1973); Pitt (1979); Gerlach i Nirenberg (1982), Brown (1987), Burgess et al.
(1994); Elis 1 Elis, (1997), Levi¢ (2008). Pri identifikaciji najzastupljenijih Fusarium

vrsta vodeno je racuna o nekim opste prihva¢enim principima (Nelson et al., 1983).

3.2.2. Odredivanje hemijskog sastava etarskih ulja

Za odredivanje kvalitativnog 1 kvantitativnog sastava etarskih ulja kori§¢ene su
GC-FID (gasna hromatografija sa plameno jonizacionim detektorom) GC-MS (gasna
hromatografija sa masenom spektrometrijom) tehnike. KoriS¢en je gasni hromatograf
Agilent 7890A opremljen split/splitless injektorom, koji je uz pomo¢ tehnologije
kapilarnog protoka povezan na dva detektora (plameno jonizacioni i maseni). Kapilarna
kolona je povezana direktno na dvokanalni razdelnik, na koji je takode povezana po
jedna kapilara (bez stanionarne faze) koje idu prema detektorima. Tokom analiza
koriS¢ena je HP-5MSI kapilarna kolona dimenzija (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) uz
helijum kao noseci gas, u modu sa konstantnim pritiskom (16.255 psi). Koris¢en je
temperaturni program sa pocetnom temperaturom od 60°C i lineanim porastom od 3°C
u minutu sve do 300°C, pri ¢emu je poslednjih 10 minuta analize temperatura zadrzana
na 300°C. Maseni detektor je takode Agilent-ov kvadrupolni detektor, 5975C inert XL
EI/CI MSD, a maseni spektri su snimani tehnikama elektronske jonizacije (70 eV).
Uzorci su analizirani u splitless modu. Injekciona zapremina je bila 1 pl. Temperatura
izvora za elektronsku jonizaciju bila je 230°C, atemperatura kvadrupola 150°C.

Snimanje masenih spektara je bilo zapoceto 3 minuta nakon injektovanja.

3.2.3. Pripremanje koncentracije spora za mikrodilucionu metodu

Gljive su gajene na PDA podlozi, u periodu od 10 do 21 dana, u zavisnosti od

izolovane vrste gljive, na sobnoj temperaturi i stornirane na +4°C do daljne upotrebe
(Booth, 1971).
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Inokulum je pripremljen tako §to su isprane spore sa povrSine agarnih ploca
sterilnim rastvorom 0.85% NaCl-a koji sadrzi 0.1% Tween 80 (vol/vol). Suspenzija
spora je sterilnim rastvorom NaCl dovedena do konaéne koncentracije od 1.0 x 10°
CFU/ml medijuma. Tako pripremljen inokulum drzan je na +4°C do upotrebe. Radi
provere validnosti inokuluma, kao i odsustva kontaminacije, vrSena je inokulacija na
¢vrstu podlogu (PDA).

U epruvetu sa kulturom mikromicete sipana je odredena zapremina fizioloskog
rastvora i Tween 80 (oko 3 ml za slabo sporuliSué¢e vrste, i do 5 ml za dobro
sporuliSuc¢e). Sterilnim StapiCem za bris pokupljene su zaostale spore sa kulture i
procedene kroz duplu sterilnu gazu u sterilnu epruvetu. Naneseno je 50 pl inokuluma na
plo¢icu za brojanje i prekriveno pokrovnim staklom. Na mikroskopu su pronalazene
mrezice plo€ice 1 prebrojavane spore u 2-3 polja. IzraCunavana je aritmeticka sredina.

Preracunavano je koliko pl inokuluma treba dodati u "bunarci¢" mikrotitracione
ploge za svaku gljivu, da bi broj spora bio priblizno 1 x 10> . Ukoliko je broj spora po
polju bio izuzetno mali (Sto se vidi po velikoj zapremini inokuluma koju bi trebalo
dodati u bunarci¢ da bi dobili Zeljenu koncentraciju spora), sa ve¢ spranim inokulumom
spirana je joS jedna kultura kako bi ukoncentrisali spore. Ponavljao se ceo postupak
brojanja.

Ukoliko je broj spora po polju suvise veliki, da se ne moze izbrojati po jednom
polju, pristupalo se razblazivanju 10 ili vise puta (u zavisnosti od toga koliko su spore
koncentrisane), tako Sto se 100 ul inokuluma spora sipa u ependorf sa 900 pl fizioloskog

rastvora i Tween 80 i pristupa se ponovnom racunanju.

3.2.4. In vitro test za odredivanje antifungalne aktivnosti etarskih ulja

Mikrodiluciona metoda

Za ispitivanje antifungalne aktivnosti etarskih ulja koriS¢ena je mikrodiluciona
metoda na mikrotitracionim plo¢ama, 96-sistem (Hanel i Raether, 1988; Daouk et al.,
1995).

Odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija (MIC) vrSeno je dodavanjem
razlicitih, rastucih, koncentracija etarskih ulja u te¢ni medijum. Za svaku koncentraciju

radeno je po dve kolone, u pet ponavljanja. Na kraju je dodavan odreden volumen
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suspenzije sa inokulumom, za svaku gljivu drugaciji, tako da konacna koncentracija
bude 1,0 x 10° CFU/ml medijuma. Mikroplo¢e inkubirane su na 28°C u trajanju od 72
sata. Najmanja koncentracija na kojoj nije bilo rasta mikromiceta uzimana je za MIC.
Minimalne fungicidne koncentracije (MFC) odredivane su reinokulisanjem po 2 ul iz
bunarci¢a u kome je odreden MIC u 100 ul tecnog medijuma i inkubirane slede¢ih 72 h
na 28°C. Ukoliko nije bilo rasta, te koncentracije uzimane su za MFC. Stepen aktivnosti
etarskih ulja, jak, umeren i slab, utvrdivan je u odnosu na inhibitornu aktivnost
komercijalnog antibiotika, kao 1 literaturnih podataka.

Kao kontrola je koris¢en komercijalni mikotik - flukonazol.

3.2.5. Test za utvrdivanje sinergistiCke aktivnosti etarskih ulja

Za ispitivanje potencijalne sinergisticke aktivnosti izmedu dva ulja koriS¢ene su
mikrotitracine ploce, 96-sistem. ,,Bunari* mikrotitracionih plo¢a prvo se ispune Tryptic
Soy Broth (TSB) medijumom (zapremina hranljive podloge zavisi od koli¢ine ulja koja
se dodaje u bunar i od zapremine inokuluma koji drugaciji za svaku gljivu ponaosob), a
zatim 1 etarskim uljma u koncentracijama od 1/16 x MIC do 8 x MIC i kombinuju
medusobno u Sahovskom stilu. Ispitivane koncentracije ulja su 1/16 x, 1/8 x, 1/4 %, 1/2
x, 1 x,2x 4 x18x MIC za oba ulja, u kombinaciji svako sa svakim.

Inokulum za svaku ispitivanu gljivu bio je 1.0 x 10° CFU/bunaru.
Mikrotitracione plo¢e su inkubirane 72 h na 26°C (Jacqueline et al., 2005).

Frakciona inhibitorna koncentracija (FIC - fractional inhibitory concentration) je
izracunavana na slede¢i nacin:

FIC ulja A (MIC ulja A kada je u kombinaciji sa uljemB / MIC ulja A)

FIC ulja B (MIC ulja B kada je u kombinaciji sa uljem A / MIC ulja B)

Interakcija dva ulja, FiCiygeks (FiCi), ili frakcioni inhibitorni koncentracioni
indeks, se dobija po formuli:

FiCi = FIC ulja A + FIC ulja B

Interakcija dva ulja se definiSe kao sinergizam kada je frakcioni indeks
inhibitorne koncentracije FiCingeks < 0,5; indiferntni efekat kada je FiCiygeks 0.5-2 1

antagonisticki kada je FICygeks > 2 (da Silva et al., 2011).
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3.2.6. ISO 21527-2 metoda za brojanje kvasaca i plesni kori§éena u in vitro

ispitivanjima uticaja etarskih ulja na ukupan broj gljiva u biljnim drogama

Pripremi se osnovno razblazenje uzorka (107), upotrebom 90 ml 0.1%
peptonske vode kao rastvaraca i 10g suve droge i homogenizuje. Odatle se pripreme
ostala decimalna razblazenja. 1z poslednjeg se otpipetira 0.1ml u Petrijeve Solje sa
prethodno pripremljenim DG 18 agarom 1 utrlja u podlogu. Podloga se okrene naopako,
na poklopac, 1 inkubira 5 do 7 dana na temperaturi 25°C £ 1. Posle inkubiranja, izbroje

se izrasle kolonije i iskazuju kao broj kvasaca i plesni u jednom gramu ili po mililitru.

3.2.7. In vitro i in situ test za odredivanje antifungalne aktivnosti etarskih ulja

3.2.7.1. In vitro test

Potencijalna redukcija ukupnog broja gljiva u uzorku biljne droge, delovanjem
odabranih etarskih ulja, odredivana je dodavanjem odredene koncentracije etarskog ulja
(MIC vrednost preradunata za zapreminu podloge i PS) u ohladenu PDA podlogu i
odredeno decimalno razblazenje uzorka droge u kome se prati redukcija patogena.
Petrijeve Solje sa etarskim uljima i1 uzorcima droge gajene su na 25°C 3 do 5 dana.

Nakon perioda inkubacije utvrdivan je broj gljiva na PS.
3.2.7.2. In situ test

U in situ ispitivanjima koriS¢ena je modifikovana metoda isparavanja etarskog
ulja sa filter papira u zatvorenoj kesici sa ispitivanom drogom, tzv. ,,pad delivery
system*® tj. ,,soaking pad system* (Plaza et al., 2004; Arrebola et al., 2010).

Sterilni Whatman filter diskovi, iseCeni u precniku 1 cm, nakapani su odredenom
koncentracijom ispitivanih etarskih ulja. KoriS¢ene su koncentracije etarskih ulja od 10
ul/filter disku do 100 pl/filter disku. Filter papiri sa aplikovanim etarskim uljem
stavljani su u sterilne kesice za filter ¢ajeve sa koncem, a one u papirne ambalaze sa
drogom koje se koriste pri pakovanju Cajeva, da vise bez dodirivanja droge. Ambalaza
je zatvarana i postavljena u sterilnu plasti¢nu kesu sa uzorkom droge.

Posle 5 i 7 dana, utvrdivan je ukupan broj gljiva u uzorcima prema navedenoj,

ISO metodi.
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3.2.8. In vitro ispitivanje antagonisticke aktivnosti izolata Bacillus sp. na

fitopatogene gljive

Prekono¢na kultura Bacillus sp. izolata pravljena je zasejavanjem kolonije u
Mueller-Hinton bujon i inkubacijom 24h na 30°C.

Skrining test: Na pocetku je uraden skrining test u kome je ispitivana osetljivost
gljiva, na sve Bacillus sp. izolate (koriS¢ena prekono¢na kultura).

Antagonisticki efekat izolata Bacillus sp. testiran je in vitro, primenom metode
dvojne kultivacije u Petrijevim Soljama sa PDA agarom (Fokkema,1978). PDA podloga
je koriS¢ena za kultivaciju gljiva izolovanih sa biljnih droga, dok je za kultivaciju
potencijalnih antagonista, izolata Bacillus sp. koris¢en Muller-Hinton agar.

Disk micelijuma (6 mm u precniku) odredene gljive uziman je sa periferije
kulture stare 7 dana i asepti¢no prenesen i postavljen naopacke na PDA podlogu, oko 25
mm od centra Petrijeve Solje. Ovako zasejana podloga inkubirana je na 25°C tokom
24h. Nakon 24h u iste Petrijeve kutije, bakterioloSkom ezom su naneti ispitivani
antagonisti tj. izolati Bacillus sp. na udaljenosti od 3 cm od iseCka (diska) test gljive.
Kontrolu su predstavljale kulture ispitivanih patogena, bez prisustva Bacillus sp. izolata.
Sve kombinacije zasejanih gljiva i izolata Bacillus sp. kao antagonista, inkubirane su u
termostatu 7 dana, na temperaturi od 25°C. Eksperiment je ponovljen 2 puta sa 5
uzoraka za jednu gljivu i1 jedan izolat Bacillus sp. Pokazatelj stepena antagonistickog
delovanja bila je razlika u porastu kolonija gljiva u odnosu na kontrolu. Procenat
inhibicije porasta (percent growth inhibition, PIG) je izracunat pomocu formule

(Korsten et al., 1995):

PIG (%) = KR - R1/KR x 100,

gde je KR duzina micelije gljive (merena u mm) od mesta inokulacije do ivice

(margine) kolonije u kontrolnoj Petri Solji, a R1 je duzina micelije od mesta inkulacije

do margine kolonije u pravcu antagoniste tj. Bacillus izolata u test Petrijevim Soljama.
Vrednosti PIG su svrstane u odgovarajuce kategorije tzv. kategorije inhibicije

rasta (growth inhibition category, GIC), od 0 do 4 i to: 0 - bez inhibicije rasta; 1 -
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inhibicija rasta 1-25%; 2 - inhibicija rasta 26-50%; 3 - inhibicija rasta 51-75; 4 -
inhibicija rasta 76-100% (Korsten et al., 1995).

3.2.9. Ispitivanje sinergisticke aktivnosti etarskog ulja i izolata Bacillus sp.

U ispitivanjima potencijalnog sinergizma izolata Bacillus sp. 1 etarskog ulja u
inhibiciji rasta patogene gljive primenjena je izmenjena metoda za ispitivanje
antagonisticke aktivnosti izolata Bacillus sp. Cela procedura je ista izuzev $to su ovde u
ohladenu PDA podlogu dodavana etarska ulja odredene koncentracije. Rast gljiva, kao i
Bacillus sp. izolata, na podlozi sa odredenom koncentracijom etarskog ulja koriséen je

kao kontrola.

3.2.10. Statisticka analiza

Osnovni statisticki parametri, standardna devijacija i1 standardna greska, su
izraCunati 1 predstavljeni histogramima. Podaci su analizirani standardnom analizom
varijanse (ANOVA test). Srednje vrednosti MICa testiranih supstanci su dobijeni
koriS¢enjem Dankanovog testa viSestrukog opsega. Statisticka znacajnost primenjena u
svim testovima je p<0.05. Statisticka analiza je izvrSena primenom softverskih

programa STATISTICA v.7 (StatSoft, Inc.) 1 IBM SPSS Statistics v.19 (SPSS, Inc.).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Identifikacija gljiva sa biljnih droga

Biljne sirovine koje se koriste za proizvodnju razli¢itih lekovitih biljnih preparata,
obezbeduju se ili iz spontane flore ili iz plantazne proizvodnje. U oba slu¢aja mogu biti
mikrobiolo$ki kontaminirane na samom izvoriStu tj., mestu gajenja ili prilikom daljeg
preuzimanja, distribucije, skladiStenja, prerade i pakovanja.

Prisustvo gljiva na lekovitom bilju osim §to umanjuje njihovu moguénost upotrebe
i kvalitet, pod odredenim uslovima, moze takode dovesti do produkcije toksi¢nih
metabolita, mikotoksina. Mikotoksini su termostabilni i ne mogu se unistiti kuvanjem;
imaju kumulativni efekat i teSko se eliminiSu iz organizma. Smatra se da najpoznatije 1
najvaznije mikotoksine sintetiSu gljive iz rodova Aspergillus, Fusarium 1 Penicillium
(Rizzo et al., 2004; Bugno et al., 2006; Grigoryan et al., 2011).

Kada je u pitanju mikrobioloski kvalitet biljnih droga najve¢i problem predstavlja
kontaminacija gljivama. Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je da se izoluju i
identifikuju gljive sa biljnih droga koje se u Institutu za proucavanje lekovitog bilja ,,.Dr
Josif Panci¢* najvise koriste u proizvodnji razli¢itih proizvoda, posebno ¢ajeva. Uzorci,
u vidu biljnih droga, su uzeti iz magacinskih prostora pre procesa proizvodnje, ili su
uzimani njihovi gotovi proizvodi (€ajevi). Odabrane su biljne droge za koje se u ranijim
istrazivanjima, pri ispitivanju mikrobioloske ispravnosti, utvrdilo da su najviSe
kontaminirane razli¢itim mikroorganizmima, posebno gljivama.

Najlos$iji mikrobiloski kvalitet, kada su u pitanju gljive, utvrden je za sledece
biljne droge: kukuruzna svila (Maydis stigmata) - 82% uzoraka je bilo kontaminirano,
listovi 1 herba nane (Mentha folium et herba) - 74% kontaminiranih uzoraka, herba
rastavica (Equiseti herba) - 62%, cvetovi nevena (Calendula flos) - 56% i listovi
koprive (Urtica folium) - 52% (Stevi¢, 2009; Stevi¢ et al., 2012). Zbog loSeg
mikrobioloSkog statusa i zbog Cinjenice da su to biljne droge koje se, uglavnom koriste
u proizvodnji razli¢itih ¢ajnih meSavina u Institutu za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr
Josif Panci¢* izabrane su za dalji rad tj., za izolaciju 1 identifikaciju fitopatogenih gljiva.
Odabrane su: nana (Mentha piperita L.), kopriva (Urtica dioica L.), neven (Calendula

officinalis L.), rastavi¢ (Equisetum arvense L.) 1 kukuruzna svila (Maydis stigmata).
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Sa odabranih droga, izolovano je ukupno 48 vrsta gljiva prikazanih u Tabeli 2.

prema ucestalosti pojavljivanja tj., izolovanja.

Tabela 2. Identifikovane gljive izolovane sa odabranih biljnih droga

Biljne droge

Identifikovane gljive

Maydis stigmata

Mucor sp.

Rhizopus sp.

Fusarium sp., F. proliferatum, F. vericillioides (=F. moniliforme), F. taphsinum, F.
subglutinans, F. graminearum, F. nygamai, F. oxysporum, F. semitectum
Alternaria sp.

Aspergillus niger, A. flavus

Penicillium sp.

Myrothecium verrucaria

Cephalosporium sp.

Cladosporium sp.

Nigrospora sp.

Menthae folium i herba

F. verticillioides, F. sporotrichioides, Fusarium sp., F. proliferatum, F. tricinctum
A. flavus, A. niger, Aspergillus sp.
Alternaria alternata

Penicillium notatum, Penicillium sp.
Phoma sp.

Phomopsis sp.

Verticillium dahliae, V. cynobarinum
Trichoderma viride

Gliocladium roseum

Mucor sp.

Curvularia lunata

Drechslera (=Bipolaris) tetramera
Rhizoctonia solani

Septoria sp.

Cladosporium sp.

Rhizopus sp.

Cercospora sp.

Equiseti herba

F. solani, F.equiseti, F. tricinctum, F. graminearum, F. oxysporum, Fusarium sp.
A. niger, A. flavus, Aspergillus sp.

Penicillium sp.

Chetomium sp.

Alternaria sp.

Cladosporium sp. (hrebarum)

Stahybotris sp

Epicoccum sp.

Myrothecium sp.

Urtica folium

F. semitectum, F. vericillioides, F. sporotrichioides, F. graminearum
A. alternata, A. tenuissima

Trichotecium roseum

Phoma sp.

Gliocladium roseum

Aspergillus niger

Septoria sp.

Puccinia sp.

Botrytis sp.

Rhizopus sp.

Calendulae flos

Mucor sp.

Rhizopus sp.

Penicillium sp.

A. alternata, A. teneuissima, Alternaria sp.
Myrothecium verrucaria

F. proliferatum, F. oxysporum, F. verticillioides
Dreschlera (=Bipolaris) tetramera
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Iako su na svim biljnim drogama utvrdene mesovite infekcije gljivama iz razli¢itih
rodova, vec¢ina izolovanih vrsta gljiva pripada rodu Fusarium. Ranija israzivanja su
pokazala da od ukupnog broja identifikovanih gljiva na lekovitim biljkama 35,5% vrsta
pripada ovom rodu (Pavlovi¢, 2008). Slede¢e po brojnosti u ovom radu su predstavnici
rodova Aspergillus 1 Alternaria. Osim pomenutih, identifikovani su i predstavnici
rodova: Penicillium, Phoma, Cephalosporium, Nigrospora, Cladosporium, Epicoccum,
Gliocladium, Myrothecium, Cercospora, Phomopsis, Verticillum, Dreschlera
(=Bipolaris), Rhizoctonia, Septoria, Trichoderma, Curvularia, Stahybotrys,
Trichotecium, Puccinia, Botrytis, Mucor 1 Rhizopus sp., u zavisnosti od biljne droge.

Ukupno je determinisano 12 vrsta roda Fusarium 1 to: F. vericillioides, F.
graminearum, F. oxysporum, F. proliferatum, F. tricinctum, F. semitectum, F.
sporotrichioides, F. taphsinum, F. subglutinans, F. nygamai, F. solani 1 F. equiseti. One
dominiraju prema ucestalosti na nani, rastavi¢u i koprivi, dok na osusenoj drogi nevena
1 kukuruzne svile prema ucestalosti pojavljivanja dominiraju predstavnici rodova
Rhizopus 1 Mucor. Od rodova Aspergillus, Alternaria 1 Verticillium identifikovano je po
dve vrste, a od ostalih rodova po jedna (Tabela 2.).

Na svim odabranim biljnim drogama identifikovani su i predstavnici roda
Alternaria, dok vrste roda Aspergillus nisu izolovane i identifikovane samo iz uzoraka
cveta nevena. Slicno ovome, predstavnici roda Penicillium identifikovani su u svim
biljnim drogama sem koprive. Pojedine gljive determinisane su samo do nivoa roda; za
detaljniju determinaciju bila bi neophodna PCR analiza.

Za dalji rad, prema zastupljenosti na biljnim drogama, izabrane su vrste koje ¢e

biti opisane.

4.1.1. Rod Fusarium

Rod Fusarium kolektivno predstavlja najvazniju grupu biljnih patogena
uzrokuju¢i razlicita oboljenja na skoro svakoj, ekonomski vaznoj, biljnoj vrsti. Ovaj rod
sadrzi veliki broj vrsta. Medu vrstama roda Fusarium u nasem radu najve¢i broj
izolovan je 1 identifikovan sa kukuruzne svile (8 vrsta) i herbe rastavi¢a (6 vrsta), sa

nane i koprive 4, a sa nevena 3 vrste.
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F. verticillioides je dominantni predstavnik na izabranim biljnim drogama,
izolovan sa svih sem sa herbe rastavica. F. graminearum, F. oxysporum i F.
proliferatum su izolovani sa tri biljne droge, F. tricinctum, F. semitectum 1 F.
sporotrichioides sa dve, a ostale, F. taphsinum, F. subglutinans, F. nygamai, F.

semitectum, F. solanii F. equiseti, sa jedne biljne droge (Tabela 2.).

4.1.1.1. Fusarium verticillioides /Sacc./ Nirenberg (sin: F. moniliforme Sheldon)

F. verticillioides (do skora F. moniliforme) je izolovana 1 identifikovana iz
uzoraka svih biljnih droga sem herbe rastavi¢a. To je kosmopolit, patogen mnogih
biljnih vrsta, voc¢a i zita. Formira obilnu, vunastu, beli¢astu vazdusnu miceliju koja
kasnije poprima nijanse svetlo i tamno ljubiCaste (Slika 1la). Boja micelije i
pigmentacija podloge znatno varira u zavisnosti od izolata. Na PDA podlozi micelija
raste veoma brzo, obrazuje kolonije pre¢nika 7,5 — 8 cm nakon 6 dana pri 25°C, u tami.
Mikrokonidije su jednocelijske, retko sa jednom septom, ovalne, hijalinske, formiraju se
na vrhu monofijalida, u vidu duzih ili kra¢ih nizova ili laznih glavica. Makrokonidije
(Slika 1b) se formiraju retko na monofijalidama, prave su ili blago povijene, tankih
zidova, vr$na Celija je suzena pri vrhu, bazalna sa petom, sa 3-5 septi, hijalinske su.

Hlamidospore su odsutne kod svih izolata.

a) b)
Slika 1. Fusarium verticillioides - izolat sa nevena, izgled: a) vazdu$ne micelije i b) mikro- i

makrokonidija (uveli¢anje 400 x)
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4.1.1.2. Fusarium oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder & Hasen

F. oxysporum je izolovana iz uzoraka cvetova nevena, kukuruzne svile 1 herbe
rastavica. To je kosmopolitska vrsta, ali njeni razli€iti oblici imaju razli¢ite stepene
distribucije. Uzrokuje vaskularno uvenuce biljaka kao i truljenje korena.

Vazdu$na micelija raste veoma brzo, obrazuje kolonije precnika 7,5 — 8 cm
nakon osam dana, pri optimalnoj temperaturi od 25°C, u tami. Na PDA podlozi mogu
da se razviju razli¢ite forme F. oxysporum tj., postoji velika varijabilnost izmedu izolata
ove vrste u pogledu strukture i boje vazdusne micelije 1 pigmentacije supstratne micelije
(Pavlovi¢, 2008). Boja micelije izolata vrste F. oxysporum varira od svetle,
bledoljubicaste do boje crvenog vina u zavisnosti od porekla izolovane kulture tj., vrste
biljne droge sa koje je izolovana (Slika 2a i b). Zbog obrazovanja brojnih plavih
sklerocija ili svetlozutih, mrkih ili narandzastih sporodohija, kolonije mog imati i ove
boje. Pigment u podlozi je bez, tamnoplav, tamno ljubicastocrven, 1 samo ponekad nije
prisutan.

F. oxysporum produkuje tri tipa aseksualnih spora: mikrokonidije,
makrokonidije 1 hlamidospore (Slika 2¢). Mikrokonidije su jedno- ili dvocelijske 1 njih
ova vrsta produkuje najeSce 1 najobilnije, pod svim uslovima. Ovaj tip spora se
najcesce produkuje unutar sudova inficirane biljke. Makrokonidije su neznatno savijene,
skoro prave, kratke sa 3 do 5 septi. Ove spore se uobicajeno nalaze na povrsini biljaka
na kojima se nastanila ova gljiva. Hlamidospore su okrugle, debelih zidova koje se
sintetiSu bilo terminalno ili interkalarno na starijem micelijumu ili u makrokonidiji. F.

oxysporum moze da prezivi ili u vidu micelijarne forme ili u vidu spora.

Slika 2. Fusarium oxysporum — izgled vazduSne micelije izolata sa: a) nevena i b) kukuruzne

svile i ¢) izgled hlamidospora (izolat sa nevena), pri uveli¢anju od 400 x
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4.1.1.3. Fusarium sporotrichioides Sherbakoff

Ova vrsta izolovana je i identifikovana sa listova nane i koprive. Nalazi se
uglavnom u oblastima sa hladnom i umerenom klimom. Na PDA podlozi micelija raste
veoma brzo, obrazuje kolonije pre¢nika 7,5 — 8 cm nakon cetiri dana, pri 25°C, u tami.
Vazdu$na micelija je rastresita do gusta, belicasta ili ruzicasta do crvenkastosmeda u
starijim kolonijama (Slika 3a.). Obrazuje obilno mikrokonidije, dok su makrokonidije
savijene, srednje duZine, postepeno suzene prema krajevima, sa 3 do 5 poprecnih

pregrada. Hlamidospore su loptaste Zutosmede, pojedinacne ili u nizovima (Slika 3b).

Slika 3. Fusarium sporotrichioides - izolat sa koprive, izgled: a) vazduSne micelije i b)

makrokonidija (uvelicanje 400 x)

4.1.1.4. Fusarium tricinctum (Corda) Saccardo

Izolovana je iz uzoraka herbe rastaviéa, kao i lista i herbe nane. Siroko
rasprostranjena vrsta, posebno u oblastima sa umerenom klimom, izolovana sa mnogih
kultivisanih biljaka. Na PDA podlozi micelija raste srednje brzo, obrazuje kolonije
pre¢nika 4,5 — 6 cm nakon 10 dana, pri 25°C, u tami. Ivica kolonije je viSe-manje
nepravilna. Vazdusna micelija je obilna, pamucasta, gusta, bela i ruziCasto-bela, dok je
u starijim kulturama intezivno karmin crvena ili narandzasto-smeda (Slika 4.). Obrazuje
mikrokonidije, dok su makrokonidije savijene ili srpaste, srednje duge, sa 3 do 5

pregrada.
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Slika 4. Fusarium tricinctum — izgled vazdusne micelije izolata sa nane

4.1.1.5. Fusarium subglutinans (Wollenw. & Reinking) Nelson, Toussoun &

Marasas comb. Nov.

Kosmopolitska vrsta, izolovana sa kukuruzne svile, preovladuje u oblastima sa
umerenom klimom u kojima prouzrokuje bolesti razli¢itih biljnih vrsta, posebno
zitarica. Kolonije ove gljive obrazuju retku, belu vazdusnu miceliju, koja kod nekih
izolata vremenom postaje ljubicasta ili sivo ruzicasta (Slika 5.). Pigmentacija u podlozi
varira od svetlo smede, svetlo ljubicaste do tamno purpurne, skoro crne. Na PDA
podlozi micelija raste veoma brzo, obrazuje kolonije precnika 7,5 — 8 cm nakon osam
dana, pri 25°C u tami. Obrazuje ovalne ili cilindri¢ne, uglavnom neseptirane, ili sa
jednom septom, mikrokonidije. Makrokonidije su duge hijalinske, blago savijene ili
ravne, uglavnom sa vrSnom celijom u obliku kuke i bazalnom u obliku stopala.
Makrokonidije su najceS¢e sa tri do pet septi. Svi izolati F. subglutinans formiraju

mezokonidije.

Slika 5. Fusarium subglutinans - izgled vazdusne micelije izolata sa kukuruzne svile
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4.1.1.6. Fusarium semitectum Berkeley & Ravenel

U ovom radu izolovana je sa kukuruzne svile i koprive. Kosmopolitska vrsta,
nalazi se u zemljiStu u oblastima tropske 1 umerene klime. Na PDA podlozi micelija
raste veoma brzo, obrazuje kolonije precnika 7,5 — 8 cm nakon osam dana, pri 25°C, u
tami. Micelija je vazdu$na bela, gusta, bujna 1 vunasta. Vremenom dobija boju breskve
(Slika 6a.). Pigment u podlozi je bledosmed do tamnosmed, nikada crven, ljubicast ili
plavicast. Konidiofori ove vrste su tipa mono- i polifijalida. Ne obrazuje mikrokonidije,
dok su makrokonidije prave do blago savijene, relativno duge, najceS¢e sa 3-5 septi

(Slika 6b.). Hlamidospore su loptaste, pojedinacne, ili u vidu kratkih nizova.

Slika 6. Fusarium semitectum - izolat sa koprive, izgled: a) vazdusne micelije i b)

makrokonidija (uvelicanje 400 x)

4.1.1.7. Fusarium solani Martius

F. solani, izolovana je sa herbe rastavi¢a. Kosmopolitska vrsta, najcesce prisutna
u zemljiStu, a prouzrokuje trulez korena i uvenulost brojnih biljnih vrsta. Na PDA
podlozi micelija raste veoma brzo, obrazuje kolonije precnika 7,5 — 8 cm nakon osam
dana, pri 25°C, u tami. Vazdusna micelija je razredena, pamucasta, obicno bela do
svetlozuta (Slika 7.). MozZe biti i plavozelene boje zbog sporodohija. Pigment u podlozi
je odsutan ili bledo do tamnnoljubicast, mrkozut s plavom nijansom ali nikada
narandZast.

Makrokonidije su blago savijene, valjkaste, krupne, sa 3 do 5 poprecnih septi,
rede 7, formiraju se na monofijalidama na razgranatim konidioforama u sporodohijama,

a u manjoj meri na monofijalidama na hifama. Mikrokonidije se obilno formiraju nakon
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tri dana u "laznim glavicama" na dugackim monofijalidama. Hlamidospore su

poluloptaste ili loptaste, uglavnom pojedinacne ili u parovima.

Slika 7. Fusarium solani - izgled vazdu$ne micelije izolata sa rastavica

4.1.1.8. Fusarium equiseti (Corda) Saccardo

F. equiseti izolovana je sa herbe rastavica. To je kosmopolit, preovladuje u
oblastima sa suvom klimom, kao saprob u zemljiStu i biljni patogen; prouzrokuje trulez
korena razlicitih vrsta biljaka. Vazdusna micelija raste brzo na PDA podlozi, obrazuje
kolonije pre¢nika 6 — 8 cm nakon 6 dana, pri 25°C, u tami. Ujednaceno je pamucasta,
bela do ruzicasta i bez do zutosmeda u starijim kulturama (Slika 8a.). Pigment u podlozi
je bez, oker, svetlozut, a nikada crven, ljubicast ili plavicast.

Mikrokondije ne obrazuje, dok su makrokonidije srpaste, karakteristi¢ne
savijenosti, najces¢e sa 3 do 5 ili 7 pregrada (Slika 8b.) Vrsne ¢elije su viSe ili manje
izduzene, ponekad kao bi€ Sto istie savijenost konidija. Brojne hlamidopsore, loptaste
u grupama, rede pojedinacne, obrazuje veoma brzo te ih je lako wuociti pri

mikroskopiranju kultura in situ.

a) b)
Slika 8. Fusarium equiseti - izolat sa rastavica, izgled: a) vazdusne micelije i b) makrokonidija
(uvelicanje 400 x)
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4.1.2. Rod Alternaria

Gljive roda Alternaria su sveprisutni patogeni i saprofiti. Vrste ovog roda su
uglavnom izolovane iz biljaka, zemljiSta, uskladiStene hrane i vazduha prostorija.
Mnoge vrste roda Alternaria najéeS¢e prouzrokuju kvarenje razli¢itih useva na polju ili
propadanje posle berbe. Zbog njihove sposobnosti rasta ¢ak i1 pri niskim temperaturama
(od — 2 do 5°C), odgovorne su i za kvarenje ovih useva tokom transporta i skladiStenja u
hladnjacama. Nekoliko vrsta ovog roda proizvode toksi¢ne sekundarne metabolite —
Alternaria mikotoksine. Predstavnici ovog roda izolovani su i identifikovani iz svih

biljnih droga ispitivanih u ovom radu.

4.1.2.1. Alternaria alternata (Fries) Keissler

Vrsta je ekstremno Cesta kao saprob na biljkama, prehrambenim proizvodima,
tekstilu 1 zemljiStu. Spore su Cesto prisutne u vazduhu, ku¢noj prasini, vlaznim zidovima
itd. Ova vrsta je identifikovana iz uzoraka nane, koprive i nevena.

Gljiva brzo raste na PDA podlozi, ispunjavajuéi Petri kutiju u toku 7-10 dana.
Kolonije su ravne, paperjaste do vunaste, postaju pokrivene sivkastim, kratkim,
vazduSastim hifama tokom vremena. PovrSina je sivkasto bela na pocetku a kasnije
tamni 1 postaje zelenkasto crna ili maslinasto braon sa svetlim granicama (Slika 9a.).
Zadnja strana kolonije je tipicno braon, do crna. Tamna obojenost posledica je pigmenta
melanina koja im obezbeduje rezistentnost na UV-zrake. Konidiofore su svetlo do
maslinasto braon boje, individualne su, rastu direktno iz supstrata formirajuc¢i duge
lance konidija, dok su sekundarne konidiofore kratke. Konidije (Slika 9b.) su svetlo
braon boje.

Zbog veoma velikog broja spora, 4. alternata spada u mikromicete koje najcesce
izazivaju alergije koje mogu dovesti do astme umerenog tipa. Takode, mode uzrokovati

polensku groznicu, pneumonitis, sinuzitis; veoma retko moze izazvati oste¢enje mozga.
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b)
Slika 9. Alternaria alternata — izolat sa nane, izgled: a) vazdusne micelije i b) spora (uvelicanje

400 x)

4.1.2.2. Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire

Vrsta je izolovana iz uzoraka koprive i nevena. 4. tenuissima je biljni patogen
koja na PDA podlozi nakon 4 do 5 dana inkubacije, pri 26°C, i fotoperiodom od 12h,
formira ravne kolonije sa hrapavom gornjom povrSinom. Periferija kolonije je
maslinasto zelena sa crnim centrom sa belim mrljama (Slika 10.).

Konidiofore su kratke. Broj horizontalnih septi u konidijama varira od 1 do 6, a
vertikalnih od 0 do 2. Ovo su morfoloske karaktiristike konidiofora i konidija po kojima

se identifikuje ova vrsta.

Slika 10. Alternaria tenuissima - izgled vazdusne micelije izolata sa koprive

4.1.3. Rod Phoma
Vrste ovog roda su filamentozne gljive, kosmopoliti, nastanjuju zemljiSte 1 Cesti
su biljni patogeni. U ovim istrazivanjima Phoma sp. determinisana je u uzorcima

koprive i nane.
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Kolonije roda Phoma rastu veoma brzo pri temperaturi 25°C, praskastog su ili
barSunastog izgleda i velikim delom uronjene u medijum. Sa prednje strane boja
kolonije je inicijalno bela ¢ije srediSte postepeno tamni i postaje maslinasto siva do crna
(Slika 11a.). Na poledini, kolonija je tamno braon do crna. Neke vrste, posebno Phoma
cruris-hominis 1 Phoma herbarum, produkuju crvenkasto-ruzi¢aste do zuckasto-braon
pigmente.

Mikroskopski su vidljive septirane hife, piknidije, konidije i hlamidospore koje
se formiraju samo kod nekih vrsta. Hife su hijalinske do braon, a crne sfericne piknidije
su koncentri¢no rasporedene (Slika 11b.) i formiraju se nakon 10 dana. Konidije su
jednocelijske, hijalinske, dok samo pojedine vrste produkuju hlamidospore koje su

jedno- ili visecelijske.

Slika 11. Phoma sp. — izolat sa koprive, izgled: a) vazdusne micelije i b) piknidija

4.1.4. Rod Phomopsis

Siroko rasprostranjen rod, poznat kao patogen raznih biljaka npr. suncokreta i
kruski (Zivkovi¢ et al., 2007), u nasem radu izolovan sa listova nane. Gljiva ne
poseduje kutinaze, dakle ni sposobnost da prodre kroz intaktnu kutikulu, ve¢ je
neophodna rana na biljci da bi u nju prodrla. Bolesti izazvane ovom gljivom su retko
videne na zelenom voc¢u u polju, uobicajenije je na vocu koje je potpuno sazrelo. Podaci
ukazuju da vrste ovog roda mogu uzrokovati truljenje vo¢a nakon berbe, posebno na

oSte¢enom vocu (Luongo ef al., 2011).
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Brzo razvija vunastu ili pamucastu miceliju koja je inicijalno bela i postepeno se
pretvara u svetlo sivu ili svetlo braon boju na PDA podlozi (Slika 12a.).

Piknidije se formiraju na PDA podlozi pod kontinualnim fluorescentnim svetlom
u roku od tri nedelje i gljiva sporulise jednu do dve nedelje kasnije. Konidije su srpaste,

jednocelijske, tzv., B-konidije a a-konidije su ovalne (Slika 12b.).

Slika 12. Phomopsis sp. — izolat sa koprive, izgled: a) vazdusne micelije i b) a- i B- konidija

(veliCanje 400 x)

4.1.5. Curvularia lunata (Wakker) Boedijn

Vrste roda Curvularia su uglavnom suptropski 1 tropski biljni paraziti, mada ima
i predstavnika koji su svuda rasprostranjeni (Curvularia lunata, C. pallescens 1 C.
geniculata). C. lunata je najcesca vsta ovog roda, Siroko rasprostranjena na razliitim
usevima; Cesta je na podovima, u prasini duseka, tapetama i obojenim zidovima.

Izolovana je sa listova nane. Produkuje veoma brzo vunaste kolonije na
temperaturi od 25°C na PDA podlozi. Kolonije su bele boje do ruZzicasto-sive na
pocetku a zatim prelaze u maslinasto-braon ili crnu, kako kolonije sazrevaju (Slika
13a.). Na zadnjoj strani je tamno braon do crne boje.

Konidije su svetlo braon sa tri ili viSe transverzalnih septi, cilindri¢ne ili blago

zakrivljene, sa jednom centralnom ¢elijom koja je veca i tamnija (Slika 13b.).
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a) b)

Slika 13. Curvularia lunata — izolat sa nane, izgled: a) vazduSne micelije i b) konidija

(uvelicanje 400 x)

4.1.6. Trichoderma viride Persoon C.H.

Trichoderma je jedan od najrasprostranjenijih zemljiSnih rodova gljiva,
uglavnom je neskodljivi saprofit, mada postoji izvestan broj biljnih patogena. U vlaznim
ku¢ama izolovana je iz vazduha i praSine, mada se moze nac¢i na tapetama i na
ploCicama. Moze da sintetiSe viSe razli¢itih litickih enzima ukljucujuéi celulaze i
hitinaze, te zbog toga vrste ovog roda mogu ziveti direktno na drvetu, parazitirati na
gliivama, a i jedan je od prvih kolonizatora stelje. Cest je uzroénik postZetvenog
truljenja razli¢itih biljnih vrsta, voc¢a i povrca.

T. viride ima karakteristiCan Sirok rast, dostize 7 cm za 5 dana, pri 25°C.
Izolovana je sa listova nane. Kolonije su belicaste do svetlo zelene, poledina je svetla ili
zuckasta (Slika 14.). Konidiofore su obilno granate i Cesto formiraju koncentri¢ne
krugove.

Fijalide su tipi¢no uvecane (proSirene) u sredini, mogu biti cilindri¢ne ili
priblizno okrugle. Konidije se formiraju za nedelju dana, zelene, zute ili rede bele.

Konidije su kod vecine vrsta elipsoidne.

Slika 14. Trichoderma viride — izgled vazdusne micelije izolata sa nane
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4.1.7. Rod Aspergillus

Aspergillus flavus 1 Aspergillus niger su predstavnici ovog roda koji su, uz
predstavnike roda Fusarium, najceS¢e izolovani iz svih uzoraka biljnih droga, sem
cvetova nevena. Prema literaturnim podacima, ove dve vrste su, uz pojedine
predstavnike roda Penicillium, dominantni kontaminanti uzoraka lekovitog i zafinskog
bilja (Bugno et al., 2006). Prisustvo vrsta Aspergillus i Penicillium na biljnim drogama

moze znaciti da su biljke kontaminirane pre kompletnog suSenja.

4.1.7.1. Aspergillus flavus Link H.F.

A. flavus je u ovom radu izolovana i identifikovana iz uzoraka nane, kukuruzne
svile 1 rastavica. Ima Siroko rasprostranjenje i normalno se pojavljuje kao saprofit u
zemlji 1 na raznim oblicima organskih materija u raspadanju, na hrani, drvetu, pticama,
pamuku, gradevinskom materijalu i dr. Koristi se za proizvodnju razli¢itih enzima,
amilaze, keratinaze, lipaze i dr. Poseduje moguénost razlaganja karboksimetil-celuloze i
n-alkana.

Kolonije na PDA podlozi brzo rastu, maslinaste su do limun zelene sa krem
nali¢jem; sa starenjem postaju tamno Zuto-zelene (Slika 15a.). Vunaste ili pamucne je
teksture, ponekad granularne. Sklerocija, kada je prisutna, je najpre bele, kasnije braon-
crne boje.

Hife su septirane i hijalinske, konidiofore su grubo hrapave, neobojene, loptaste;

konidije su loptaste (Slika 15b.).

Slika 15. Aspergillus flavus - izolat sa rastavica, izgled: a) vazdusne micelije i b) konidija
(uvelicanje 400 x)
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4.1.7.2. Aspergillus niger Arthur de Cock

-----

identifikuje 1 koja brzo raste na svim podlogama pri 25°C. Izolovana je sa svih biljnih
droga osim nevena. Micelijum se sastoji od kompaktne bele ili zute osnove prekrivene
gustim slojem tamno-braon do crnih glavica, konidijama (Slika 16.). Konidijalne glave

su velike, loptaste, tamno braon. Konidiofore su glatkih zidova. Sklerocije su kremaste.

Slika 16. Aspergillus niger — izgled vazdusne micelije izolata sa koprive

4.1.8. Trichothecium roseum Link H.F.

T. roseum je filamentozna gljiva rasprostranjena Sirom sveta i ¢esto se izoluje sa
biljnog materijala koji truli, trulog voéa, semenja, iz zemljisSta, prehrambenih namirnica
(posebno proizvoda od brasna). Gljiva je izolovana sa listova koprive.

Kolonije rastu umerenom brzinom na PDA pri 25°C, ravne su, praSnjavog
izgleda (Slika 17a.). S prednje strane bele je boje u pocetku, sa sazrevanjem postaju
bledo ruzi¢aste do boje breskve, a pozadina je bleda. Obrazuje hijalinske hife,

konidiofore i konidije.

Slika 17. Trichothecium roseum — izolat sa koprive, izgled: a) vazdusne micelije i b) konidija

(uvelicanje 400 x)
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Konidiofore su duge i negranate, ¢esto septirane blizu osnove, manje ili vise
grubih zidova i nose cik-cak lance konidija na vrhu (apeksu). Konidije su dvocelijske,

elipsoidne, blago debelih zidova, hijalinske do svetlo obojene (Slika 17 b.).

4.1.9. Verticillium dahliae Klebahn

V. dahliae je Siroko rasprostranjena filamentozna gljiva koja nastanjuje zemlju i
stelju. Izolovana je sa nane. V. dahliae ima Sirok spektar domacina, preko 300 vrsta
drvenastih 1 zeljastih biljnih vrsta je osetljivo na ovaj patogen. Veoma retko izazivaju
bolesti kod ljudi.

V. dahliae pripada klasi gljiva koje nemaju seksualnu fazu. Na PDA podlozi, pri
25°C, vegetativni micelijum raste umereno brzo, barSunastog do vunastog je izgleda,
bele do bledo Zute boje, viemenom postaje ruziasto-braon, crven, zelen ili zut (Slika
18a.). Na poledini je beo ili zut.

Konidiofore su obi¢no dobro diferencirane, vertikalno razgranate sa vitkim, $ilu
nalik, fijalidama. Grananje konidiofora se javlja u nekoliko nivoa i nose fijalide koje su
veoma duge. Svaka fijalida nosi masu konidija koje su svetle, jednocelijske,
pojedinacne ili u klasterima (Slika 18b.). Fijalide su specijalizovane hife formirane u
spirali oko svake konidiofore. Rod Verticilliumje dobio ime po spiralnom

(prsljenastom) aranzmanu fijalida na konidioforama.

(4 B2
B -

b)
Slika 18. Verticillium dahliae — izolat sa nane, izgled: a) vazdu$ne micelije i b)

konidiofora sa fijalidama (uveli¢anje 400 x)

V. dahliae moze da prezimi u vidu micelijuma u viSegodiSnjim biljkama, u

biljnom otpadu. U zemlji moze da prezivi 10 godina i viSe u vidu tanke, crne, semenu
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nalik, strukture tzv. mikrosklerocije, Sto predstvalja ogroman problem u kontroli ove
gljive. Mikrosklerocije mogu da se razviju ¢ak i na korenu mnogih rezistentnih biljaka a

da ne izazovu simptome.

4.1.10. Gliocladium roseum Bainier

Vrste roda Gliocladium su rasprostranjene svuda po svetu 1 mogu se izolovati iz
Sirokog spektra biljnog otpada i zemljista. U naSim ispitivanjima izolovana je G. roseum
sa herbe i listova nane, kao i listova koprive.

Gliocladium roseum ima brzorastu¢e kolonije, paperjaste teksture, bele u
pocetku, ponekad roze do losos tamne, postaju¢i vremenom, sa sporulacijom, bledo do
tamno zelene (Slika 19.). Jedna od najvaznijih karakteristi¢nih tvorevina roda je
posebno izgradene guste konidiofore sa fijalidama koje nose sluzave jednocelijske

konidije glatkih zidova.

Slika 19. Gliocladium roseum — izgled vazdusne micelije izolata sa koprive

4.1.11. Myrothecium verrucaria (Alb. & SCHwein.) Ditmar

M. verrucaria je najceSc¢a vrsta roda Myrothecium. Prirodno staniSte su pecurke,
trava i zemljiSte. Izolovana je sa kukuruzne svile i herbe rastavi¢a. Biljni je patogen i

visoko potentni je razlagac celuloze.

Slika 20. Myrotechium verrucaria - izgled vazdus$ne micelije izolata sa rastavica
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U pitanju je spororastuca vrsta ¢iji je talus barSunasto beo sa zelenkasto crnim
sporama (Slika 20.). Pozadina je Zuckasta, kremkasta do ruziCasta na periferiji. Fijalide
su cilindri¢ne, prikupljene u klustere od po 2 ili 6, konidije su maslinaste, jednocelijske.

Rast ove vrste blago modifikuje pH medijuma do 5.5.

4.1.12. Chaetomium sp. Lodha

Predstavnici roda Chaetomium su filamentozne gljive, kosmopolitski
rasprostranjene, nastanjene na razli¢itim supstratima koji sadrze celulozu, ukljucujuéi i
papir i biljni kompost. NajceS¢e rastu u zemlji, semenju, celuloznim supstratima,
dubrivu, drvenom i slamastom materijalu, ali i vazduhu. Izolovana je sa rastavica.

Rod Chaetomium ima nekoliko vrsta, najcesce su C. atrobrunneum, C. funicola,
C. globosum 1 C. strumarium. Kolonije brzo rastu, u pocetku su pamucaste i bele boje,
dok zrele kolonije postaju sive do maslinaste boje (Slika 21a.). Na poledini, boja je drap
do crvena ili braon-crna. Hife su septirane, poseduju peritecije, askus i jednocelijske

askospore u obliku limuna (Slika 21b.) te se veoma lako identifikuju.

Slika 21. Chaetomium sp. — izolat sa rastavica, izgled: a) vazdu$ne micelije 1 b) askospora

(uvelicanje 400 x)

4.1.13. Rod Penicillium

Vrste roda Penicillium izolovane su iz uzoraka kukuruzne svile, herbe 1 lista
nane, kao 1 herbe rastavica. Vrste su rasprostranjene u zemljistu, najviSe u zoni hladne 1

umerene klime, svuda gde je organski materijal dostupan.
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Poznate kao plesni, vrste ovog roda su glavni uzrocnici kvarenja hrane. Mnoge
vrste mogu produkovati visoko toksi¢ne mikotoksine. Sposobnost Penicillium vrsta da
rastu na semenima i uskladiStenim namirnicama tj. hrani pripisuje se njihovoj
mogucnosti da napreduju pri niskoj vlaznosti i da se brzo disperzuju kroz vazdu$ni
prostor dok su semena dovoljno vlazna (Pitt ez al., 2000).

Penicillium vrste su prisutne i u vazduhu 1 prasini unutar stanova ili javnih
zgrada. Mogu rasti ¢ak i kad je vlaZznost vaduha vrlo niska.

Micelija se tipi¢no sastoji od vrlo razgranatih viSejedarnih, septiranih, obicno
bezbojnih hifa. Razgranate konidiofore ni¢u na miceliji nose¢i zelene konidiospore koje
su glavni put rasprostranjena ove gljive (Slika 22a.). Seksulana reprodukcija
podrazumeva produkciju askospora.

Mikroskopski, lanci jednocelijskih konidija se razvijaju od specijalizovanih
konidiogenih ¢elija nazvanih fijalide. U ovim nizovima najmlade konidije su na
bazalnom ili proksimalnom kraju lanca. Kod vrsta roda Penicillium fijalide se mogu
stvarati pojedinacno, u grupi ili formirati razgranate ,,metlice” formirajuci tvorevine
nalik cetki. Grananje moZe biti bilo jednostavno (negranate ili monoverticilate); u
jednom nivou (biverticilate-simetri¢no); grananje u dva nivoa (bivericilate-asimetri¢no);
u tri 1 visSe nivoa. Konidiofore su hijalinske i mogu biti glatkih ili rapavih zidova.
Fijalide se obi¢no sastoje od cilindri¢nog bazalnog dela i posebog vrata. Konidije su
loptaste ili cilindri¢ne, hijalinske ili zelenkaste, glatkih ili rapavih ivica (Slika 22b.).

Neke vrste mogu produkovati sklerocije.

Slika 22. Penicillium sp. — izolat sa herba rastavica, izgled: a) vazdu$ne micelije i b) konidiofora

sa fijalidama i konidijama (uveli¢anje 400 x)
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4.2. Hemijski sastav i antifungalna aktivnost etarskih ulja

Rezultati dobijeni u ovom radu ukazuju na obimnu i raznovrsnu mikopopulaciju
izolovanu sa biljnih droga, nane, kukuruzne svile, rastavi¢a, koprive i nevena, koje su se
u ranijim istraZivanjima pokazale kao droge sa najviSim stepenom kontaminacije
fitopatogenim gljivama (Stevi¢, 2009). Ovakvi rezultati ukazuju na potrebu
pronalazenja novih metoda dekontaminacije koje ¢e biti ukljuCene u sve segmente
proizvodnje fitopreparata, poCev od gajenja i zetve u polju, obrade, skladiStenja,
pakovanja i transporta. To mora biti u saglasnosti sa Kontrolom kvaliteta kriti¢nih tacki,
Dobrom poljoprivrednom 1 proizvodackom praksom, kao 1 nacionalnim 1i/ili
medunarodnim uputstvima za eliminaciju patogenih mikroorganizama, primenjivih u
industriji.

Kao $to je ranije reCeno, poslednjih godina povecano je interesovanje za
zaStitom bilja preparatima prirodnog porekla tzv. agensima bioloske kontrole u koje
spadaju korisni mikroorganizmi ili produkti njihovog metabolizma, kao 1 biljni ekstrakti
1 etarska ulja.

Poznato je da etarska ulja mogu biti efikasna u suzbijanju gljiva na vocu i
povrcéu kao 1 neka hemijska sredstva (Bajpai and Kang, 2012). I pored navedenog, mali
je broj radova objavljen o primeni etarskih ulja u zastiti lekovitog bilja, a gotovo da ih 1
nema vezano za zaStitu suvih biljnih droga. U cilju ispitivanja mogucénosti primene
etarskih ulja u biokontroli patogenih, zemljiSnih ili postzetvenih, odnosno skladisnih
gljiva, izolovanih i identifikovanih sa biljnih droga, ispitivan je antifungalni potencijal
odabrana 22 etarska ulja. Prvo je odreden kvalitativni i kvantitativni sastav svih etarskih
ulja primenom GC-FID i GC-MS tehnika u cilju utvrdivanja uticaja hemijskog sastava
na antifungalnu aktivnost etarskih ulja. Literaturni podaci ukazuju da pojedina
jedinjenja etarskih ulja, kao na primer fenolna, uti¢u na ispoljavanje izuzetnog
antifungalnog potencijala etarskih ulja u kojima su ista dominantna (Dikkbas et al.,
2008).

Za ispitivanje antifungalne aktivnosti etarskih ulja kori§¢ena je mikrodiluciona
metoda kojom je odredivana minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) i minimalna
fungicidna koncentracija (MFC) za svako od njih. Antifungalni potencijal etarskih ulja

ispitivan je na 21 odabranoj gljivi. Od odabranih gljiva samo su predstavnici rodova
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Aspergillus 1 Penicillium saprofitne gljive, dok su ostale tzv. fitopatogene, uzrokovaci
razlicitih bolesti na biljkama.

U Tabeli 3. su date odabbrane gljive izolovane i identifikovane sa biljnih droga u
ovom radu. Navedene gljive odabrane su na osnovu ucestalosti pojavljivanja na biljnim
drogama, znacajnosti oboljenja koje uzrokuju, mogucénosti sinteze mikotoksina, kao i

brojnosti i veliini spora koje obrazuju, Sto olakSava in vitro ispitivanja.

Tabela 3. Odabrane gljive izolovane sa biljnih droga

Fusarium solani — herba rastavica

F. verticillioides — cvetovi nevena

F. tricinctum - herba rastavi¢a

F. oxysporum — cvetovi nevena

F. oxysporum — kukuruzna svila

F. semitectum - kukuruzna svila

F. subglutinans - kukuruzna svila

F. equiseti - herba rastavica

Alternaria alternata - listovi i herba nane
Gliocladium roseum — listovi koprive
Chaetomium sp. - herba rastavica
Curvularia lunata - listovi i herba nane
Myrotechium verrucaria — kukuruzna svila
Trichoderma viride - listovi i herba nane
Trichotecium roseum — listovi koprive
Phoma sp. — listovi koprive

Phomopsis sp. — listovi nane

Verticillium dahliae — listovi 1 herba nane

Gljive polja

Aspergillus flavus — herba rastavica
A. niger — listovi koprive
Penicillium sp. — cvetovi nevena

Skladisne gljive
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4.2.1. Etarska ulja cubra (Satureja hortensis), origana (Origanum

heracleoticum) i timijana (Thymus vulgaris)

Kvalitativnom i kvantitativnom hemijskom analizom utvrdena je velika sli¢nost
etarskog ulja ¢ubra i origana, kao 1 ulja timijana. Kompletan kvalitativan i kvantitativan
sastav etarskih ulja Cubra, origana i timijana dat je u Prilogu 2. (Tabela 23).

Jedinjenja koja ulaze u sastav ova tri etarska ulja mozemo podeliti na cetiri
grupe: 1) ugljovodoni¢ni monoterpeni, 2) oksidovani monoterpeni, 3) ugljovodoni¢ni
seskviterpeni i 4) fenoli. Fenolna jedinjenja su dominantne komponente u ovim
etarskim uljima, sa karvakrolom, odnosno timolom, kao predstavnicima za koje
dokazana dobra antimikrobna aktivnost (Dikkbas ef al., 2008).

Dominantni predstavnik ugljovodoni¢nih monoterpena je p-cimen, od
oksidovanih monoterpena je linalol, dok je B-kariofilen jedini seskviterpen ovih ulja.
Udeo dominantnih komponenti u sva tri ulja prikazan je na Slici 23. Etarska ulja Cubra i
origana karakteriSe ista dominantna komponenta, karvakrol sa razli¢itim procentualnim
udelom (50% u etarskom ulju ¢ubra i 76% u etarskom ulju origana).

p-cimen

linalol linalol
y-terpinen ostalo

E-
kariofilen

E-kariofilen

y-terpinen

karvakrol
karvakrol

a) b)

o-terpinen

E-kariofilen karvakrol

1,8-cineol

linalol

y-terpinen

p-cimen

c)

Slika 23. Udeo dominantnih komponenti u etarskim uljima: a) ¢ubra, b) origana i ¢) timijana

Timol je, po procentualnom udelu, drugo vazno fenolno jedinjenje u oba ulja

(9,65% odnosno 3,71%)(Slika 23.).

54



Rezultati i diskusija

Od 99,99% identifikovanih komponenti u etarskom ulju cubra, osim
dominantnog karvakrola i timola, visokim procentualnim udelom izdvajaju se p-cimen
(12,20%), y-terpinen (6,50%), E-kariofilen (5,17%), a neSto manje borneol (2,41%) i
linalol (1,63%). U etarskom ulju origana udeo ponutih terpenoidnih komponenti je nesto
manji: p-cimen (2,11%), y-terpinen (2,61%), E-kariofilen (2,76%), linalol (2,54%) i sa
oko 1% B-pinen, 1,8-cineol i borneol.

U slucaju etarskog ulja timijana dominantna komponenta je timol sa 43,70% 1
njegov prekursor p-cimen, sa 23,22%. Slicnost sa prethodna dva ulja ogleda se u
sadrzaju manje zastupljenih komponenti: y-terpinen (6,50%), linalol (4,95%), 1,8-cineol
(3,71%), E-kariofilen (3,11%), karvakrol sa 2,95%. Za razliku od prethodna dva, u ulju
timijana je, procentualno manje utvrdeno prisustvo a-terpinena (2,47%), kamfena
(1,81%) 1 mircena (1,35%).

Sli¢nost u hemijskom sastavu sva tri etarska ulja, bez obzira na izvesne razlike u
procentualnom udelu pojedinacnih komponenti, verovatno uti¢e i na slicnost u
antifungalnoj aktivnosti. Ujednacenost delovanja, posebno etarskih ulja Cubra i1 origana,
ogleda se kroz sli¢nu osetljivost vecine gljiva. Rast najveceg broja testiranih gljiva
inhibiran je istom koncentracijom, od 0,14 mg/ml. Ovo je MIC i etarskog ulja timijana
za izvestan broj gljiva. Iz rezultata prikazanih u Tabeli 4. moze se videti da nema
znacajnije razlike u MIC 1 MFC vrednostima, kao i da su sva tri etarska ulja bila
efikasnija u inhibiciji rasta patogenih gljiva od komercijalnog antibiotika, flukonazola.

Analizirano pojedinacno, najveci antifunglani potencijal utvrden je za etarsko
ulja Cubra. Iako ovo ulje ujednaceno deluje na testirane gljive, nesto vecu osetljivost
ispoljile su F. oxysporum (izolovan sa nevena) i A. niger za ¢iju je potpunu inhibiciju
rasta neophodna najniza testirana koncetracija od 0,07 mg/ml. Vecu tolerantnost na ovo
ulje (MIC od 0,27 mg/ml) ispoljile su A. flavus i1 F. sporotrichioides, dok su
najotpornije gljive bile F. equiseti (MIC 0,62 mg/ml) i F. subglutinans (0,95 mg/ml)
(Tabela 4., Slika 24.).

Sli¢no ulju cubra, ispitivanjem inhibitorne aktivnosti etarskog ulja origana,
utvrdeno je da su koncentracija od 0,14 mg/ml, odnosno 0,28 mg/ml bile dovoljne za
kompletnu inhibiciju rasta najveceg broja testiranih gljiva (MIC ujednacen sa MFC).
Najvecu osetljivost na ulje origana ispoljio je, kao u slucaju etarskog ulja cubra, F.

oxysporum ali izolovan sa kukuruzne svile, i Phomopsis sp. (MIC, kao 1 MFC je 0,07
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mg/ml). Jedino odstupanje od ovako niskih inhibitornih vrednosti zabelezeno je za F.
subglutinans koja je ujedno i najotpornija gljiva na etarsko ulje origana ¢ija je potpuna
inhibicija rasta ostvarena pri koncentraciji od 1,16 mg/ml.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da su testirane gljive ujednaceno osetljive na
etarska ulja cubra i origana, odnosno da nema statisticki znacajne razlike u delovanju
ovih ulja na sve gljive osim na F. subglutinans (Slika 24.) i F. equiseti u slucaju ulja
Cubra. Medu testiranim gljivama, F. oxysporum je najosetljivija, a F. subglutinans

najotpornija na oba etarska ulja.

Tabela 4. MIC 1 MFC vrednosti etarskih ulja (eu) ¢ubra, origana i timijana (mg/ml)

eu eu eu eu eu eu
Testirane gljive ¢ubra | ¢ubra | origana | origana | timijana | timijana | flukonazol
MIC | MFC MIC MFC MIC MFC
F. solani 0,14 0,14 0,14 0,14 0,16 0,20 1,8
F. verticillioides 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 1,4
F .tricinctum 0,14 0,14 0,14 0,14 0,19 0,24 0,8
F. oxysporum- neven 0,07 0,07 0,28 0,28 0,14 0,14 0,8
F. oxysporum- k.svila | 0,14 0,14 0,07 0,07 0,14 0,14 0,8
F. semitectum 0,14 0,14 0,28 0,28 0,19 0,24 1,6
F. subglutinans 0,95 1,14 1,16 1,16 2,07 2,35 1,6
F. sporotrichioides 0,27 0,27 0,28 0,28 0,61 0,90 1,0
F. equiseti 0,62 0,91 0,28 0,28 0,98 0,98 1,0
A. flavus 0,27 0,27 0,14 0,14 1,18 1,18 1,0
A. niger 0,07 0,07 0,14 0,14 0,28 0,28 1,8
Penicillium sp. 0,14 0,14 0,28 0,28 0,14 0,14 1,8
A.alternata 0,14 0,14 0,28 0,28 0,34 0,56 1,8
Chaetomium sp. 0,14 0,14 0,14 0,14 0,41 0,41 1,6
G. roseum 0,14 0,14 0,14 0,14 0,34 0,34 2,0
C. lunata 0,14 0,14 0,28 0,28 0,17 0,19 0,6
V. dahliae 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 1,0
T. viride 0,14 0,14 0,28 0,28 0,34 0,56 1,0
T. roseum 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 2,0
Phomopsis sp. 0,14 0,14 0,07 0,07 0,21 0,21 0,8
Phoma sp. 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,16 0,8
M. verrucaria 0,14 0,14 0,14 0,14 0,17 0,14 0,8

I etarsko ulje timijana ispoljilo je dobru antifungalnu aktivnost, nesto slabiju od
ulja cubra 1 origana. Ovi rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima (Lee ef al,
2007). U nasem radu odredeni broj gljiva jednako je osetljiv na ulje timijana, tj. njihova
minimalna inhibitorna koncentracija iznosila je 0,14 mg/ml. Medu vrstama roda
Fusarium, to su F. verticillioides 1 F. oxysporum (izolovan sa nevena i1 kukuruzne svile),
a od ostalih, Penicillium sp., C. lunata, V. dahliae, T. roseum, Phoma sp. i M.

verrucaria. F. solani 1 F. semitectum su ispoljile neznatno manju osetljivost na ulje
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timijana sa minimalnim inhibitornim koncentracijama od 0,16 do 0,19 mg/ml, kao i F.
sporotrichioides (MIC iznosi 0,61 mg/ml). Za inhibiciju rasta F. equiseti i A. flavus
potrebna je koncentracija ulja timijana od oko 1 mg/ml, a najmanju osetljivost ispoljio
je F. subglutinans, za ¢iju je inhibiciju bila neophodna koncentracija od 2,07 (MIC)
odnosno 2,35 mg/ml (MFC). Na osnovu ovih rezultata moze se re¢i da je F.
subglutinans najotpornija gljiva na sva tri etarska ulja. StatistiCkom analizom dobijenih
rezultata (Slika 24.) moze se re¢i da nema statisticki znaCajne razlike u delovanju
etarskog ulja timijana na testirane gljive osim na F. subglutinans, F. equiseti i A. flavus.

Ovako izrazito niske minimalne inhibitorne i fungicidne vrednosti sva tri ulja
ukazuju na njihovu izuzetnu antifungalnu aktivnost u odnosu na sve testirane
fitopatogene gljive i njihov ogromni potencijal u prakti¢noj primeni u biokontroli istih.
Posebno vazna je Cinjenica da ova ulja podjednako dobro inhibiraju rast gljiva koje su
potencijalni producenti mikotoksina kao $to je 4. flavus i F.verticillioides.

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa brojnim literaturnim podacima koji
ukazuju na to da ova etarska ulja ispoljavaju veoma jaku antifungalnu aktivnost na
gotovo sve ispitivane gljive, Cesto najjacu u odnosu na druga etarska ulja, kao 1 u nasem
ispitivanju (Hadizadeh et al., 2009; Sokovi¢ et al., 2009; Arslan and Dervis, 2010).

Pokazano je da etarska ulja Cubra, origana i timijana ispoljavaju izuzetno visoku
antifungalnu aktivnost na fitopatogene gljive, kao i gljive uzrokovace kvarenja hrane,
posebno na vrste roda Aspergillus, inhibiraju¢i rast micelijuma pri niskim
koncentracijama od 0,05 do 1 pl/ml, u in vitro i in vivo uslovima (Dikkbas et al., 2008;
Ownagh et al., 2010). Osim inhibicije rasta micelije, ulje origana i ¢ubra inhibiraju
germinaciju spora svih testiranih vrsta Aspergillus (ulje ¢ubra i kod pojedinih vrsta roda
Penicillium), a spore koje klijaju produkuju manje germinativnih tuba (rano rastuce
hife) (Azaz, 2002; Carmo et al., 2008). Smatra se da u ovoj aktivnosti dominantnu
ulogu imaju fenolne komponente karvakrol i timol, ali doprinos imaju 1 druge

komponente ovih ulja, kao npr. seskviterpeni (Dikkbas et al., 2008).
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Slika 24. MIC vrednosti etarskog ulja ¢ubra (gore), origana (u sredini) i timijana (dole) (mg/ml)
na rast odabranih gljiva. Srednje vrednosti MIC i standardna greska su prikazani. *Vrednosti prikazane
istim slovima nisu statisticki znacajne (p < 0,05) po Dankanovom testu visestrukog opsega.
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Po literaturnim podacima, ova tri etarska ulja efikasno inhibiraju sintezu
razli¢itih mikotoksina u in vitro ispitivanjima. Merenjem produkcije najpotentnijeg
mikotoksina, aflatoksina, od strane mnogih Aspergillus vrsta, pokazano je da ulja
inhibiraju 100% produkciju aflatoksina pri koncentraciji manjoj od 0,5 mg/ml (Kalemba
and Kunicka, 2003). HPLC metodom pokazano je da su karvakrol i timol odgovorni za
ovu inhibitornu aktivnost. Eksperimentalno je utvrden znacajan inhibitorni efekat ulja
origana i na sintezu ohratoksina A od strane A4. ochraceus, kao i fumonozina Bl1,
mikotoksina F. proliferatum (Basilico and Basilico, 1999; Velluti et al., 2005).

Posmatranjem pod transmisionim elektronskim mikroskopom nakon tretmana
testiranih gljiva uljem timijana i origana uoCena su veca oSteCenja Celijskog zida,
prekidi u plazma membrani i razaranje mitohondrija (Rasooli and Owlia, 2005; Rasooli
et al., 2006). Povecanje koncentracije ulja uzrokuje curenje citoplazme iz micelijumskih
¢elija, gubitak organela iz citoplazme, savijanje ovojnice jedra i tanjenje celijskog zida
(Soylu et al., 2005). Ovakva aktivnost ulja vezuje se sa njegova lipofilna svojstva i
sposobnosti da penetriraju kroz plazma membranu. Promena propustljivosti celijske
membrane obi¢no je pracena gubitkom osmotske kontrole ¢elije, Sto se smatra
osnovnim principom antimikrobnog delovanja etarskih ulja (Soylu et al., 2005).

Visoka antifungalna aktivnost ova tri ulja (karvakrol i timol tipa) objasnjava se
visokim procentulanim udelom fenolnih komponenti kao i njihovih bioloskih prekursora
p-cimena 1 y-terpinena (Rota et al., 2007; Imelouane et al., 2009). U istrazivanjima
Sokovi¢ (2001) timol je, kao dominantna komponenta etarskog ulja timijana, pokazao
identican antifungalni potencijal kao i ukupno etarsko ulje timijana (MIC za timol
0,125-0,5 pl/ml), dok je karvakrol, strukturni izomer timola, delovao jace na ispitivanje
mikromicete sa MIC od 0,05 do 0,25 pl/ml Sto ukazuje da obe fenolne komponente
utiCu na izrazit antifungalni potencijal ukupnog etarskog ulja. Nabigol and Morshedi
(2011) su takode utvrdili da je karvakrol bio aktivniji od timola u inhibiciji rasta
fitopatogenih gljiva. Ovi podaci idu u prilog objaSnjenju rezultata dobijenih u ovom
radu, da su etarska ulja satureje i origana, bogatija karvakrolom, aktivnija u odnosu na

etarsko ulje timijana.
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4.2.2. Etarska ulja ruze (Rosa damascena) i zdravca (Pelargonium

graveolens)

Analizom hemijskog sastava utvrdena je slicnost etarskog ulja ruze i etarskog
ulja zdravca. Kompletan kvalitativan i1 kvantitativan sastav ovih ulja, odreden primenom
GC-FID 1 GC-MS tehnika, prikazan je u Prilogu 2 (Tabela 24). Etarska ulja ruze i
zdravca karakteriSu dve dominantne komponente, citronelol i geraniol, terpenoidni
alkoholi sa dokazanom antifungalnom aktivnoscu (Yeon-Suk et al., 2008). Procentualni
udeo oba jedinjenja je skoro dva puta vec¢i u ruzinom ulju nego u ulju zdravca:
citronelol sa 51,26% u ruZinom ulju u odnosu na 39,0% u ulju zdravca, a geraniol
25,84% u odnosu na 11,26% (Slika 25.). Medu ostalim komponentama, u oba ulja isti¢u
se procentualnim udelom penetil alkohol (6,05% odnosno 7,45%), linalol (1,16%
odnosno 1,70%), izomenton (1,20% odnosno 3,48%), citronelil format (1,34% odnosno
5,08%) 1 6,9-guaidien (1,39% odnosno 4,14%). U etarskom ulju zdravca znacajniji jos
udeo geranil butanoata sa 4,81%. Pregled dominantnih komponenti prikazan je na Slici

25.

izomenton citronelil
format

6,9-
guaidien

citronelil
format

linalol izomenton

linalol

penetil \\\‘
alkohol :
geraniol penetil
\ alkohol
citronelol citronelol
geraniol
a) b)

Slika 25. Udeo dominantnih komponenti u etarskim uljima: a) ruze i b) zdravca

Primenom mikrodilucione metode ispitan je antifungalni potencijal oba ulja.
Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 5. 1 na Slici 26. Oba ulja veoma su efikasna u
inhibiciji rasta odabranih gljiva, znatno efikasnija od komercijalnog mikotika

flukonazola, posebno etarsko ulje ruze. Najve¢i broj gljiva je ispoljio isti stepen
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osetljivosti na ulje ruze tj. rast najveeg broja gljiva bio je inhibiran slicnim
koncentracijama od 0,19 do 0,33 mg/ml. To su F. sporotrichioides, F. solani, F.
oxysporum, F. equiseti, Penicillium sp., G. roseum, C. lunata, A. flavus, A. niger, A.

alternata i T. viride (Tabela 5.).

Tabela 5. MIC i MFC vrednosti za etarsko ulje (eu) ruze i zdravca (mg/ml)

eu eu
Testirane gljive eu ruze eu ruze zdravea zdravea | flukonazol
MIC MFC MIC MFC
F. solani 0,29 0,29 2,28 2,28 1,8
F. verticillioides 0,14 0,14 1,91 2,28 1,4
F .tricinctum 0,14 0,14 2,09 2,28 0,8
F. oxysporum - neven 0,29 0,29 1,82 1,82 0,8
F .oxysporum — k.svila 0,29 0,29 2,28 2,28 0,8
F. semitectum 0,64 0,77 4.4 4,55 1,6
F. subglutinans 0,62 0,77 2,00 2,28 1,6
F. equiseti 0,30 0,38 0,66 0,91 1,0
F. sporotrichioides 0,29 0,33 1,82 1,82 1,0
A flavus 0,29 0,33 1,55 1,82 1,8
A. niger 0,29 0,29 1,37 1,37 1,8
Penicillium sp. 0,31 0,31 1,18 1,37 1,8
A. alternata 0,31 0,38 1,00 1,14 1,6
Chaetomium sp. 0,35 0,38 1,82 1,82 2,0
G. roseum 0,31 0,31 2,28 2,28 0,6
C. lunata 0,31 0,31 0,62 0,73 1,0
V. dahliae 0,14 0,14 1,91 1,91 1,0
T. viride 0,31 0,38 1,90 2,28 2,0
T. roseum 0,18 0,18 2,20 2,20 0,8
Phomopsis sp. 0,19 0,19 2,37 2,73 0,8
Phoma sp. 0,17 0,17 2,37 2,37 0,8
M. verrucaria 0,14 0,14 2,11 2,3 0,8

Ulje ruze je najvecu efikasnost ispoljilo na F. verticillioides, F. tricinctum, V.
dahliae 1 M. verrucaria inhibiraju¢i potpuno njihov rast pri najnizoj testiranoj
koncetracija od 0,14 mg. Nasuprot tome, najotpornije gljive bila su dva predstavnika
roda Fusarium, F. semitectum 1 F. subglutinans izolovani sa kukuruzne svile za ¢iju
inhibiciju je bila potrebna koncentracija od 0,6 mg/ml. Minimalne fungicidne
koncentacije kojima je potpuno inhibiran rast pojedinih gljiva bile su neznatno vece od
MIC vrednosti (videti u Tabeli 5.). Statistickom analizom rezultata antifungalnog
dejstva ovog ulja pokazano je da statisticki znaCajna razlika u delovanju ovog ulja
postoji samo za F. semitectum 1 F. subglutinans (Slika 26.).

U skladu sa dobijenim rezultatima, koji potvrduju izuzetnu antifungalnu

aktivnost ulja ruZze u odnosu na komercijalni antimikotik flukonazol, moze se re¢i da
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ovo ulje ima osobine koje ga preporucuju za dalje testiranje za primenu u biokontroli
fitopatogenih gljiva. Znacajan antifungalni potencijal etarskog ulja ruze moze se
pripisati visokom sadrzaju citronelola i geraniola, monoterpenskim alkoholima, za koje
je dokazan antifungalan potencijal kroz niz ranijih, in vitro, ispitivanja (Sun et al., 2007;
Yaouba et al., 2010). Penetil alkohol, treCa komponenta po procentualnom udelu u oba
ulja (6,05% u ulju ruze i 7,45% u ulju zdravca) je u ranijim istrazivanjima ispoljio slabu
inhibitornu aktivnost na rast micelije, sporulaciju kao i germinaciju konidija Penicillium
italicum (Li et al., 2010).

I za etarsko ulje zdravca je utvrdena jaka inhibitorna aktivnost, ali za razliku od
ulja ruze, testirane gljive su ispoljile razli¢it stepen osetljivosti na ovo ulje Sto se moze
videti iz rezultata prikazanih u Tabeli 5. i na Slici 26. Minimalne inhibitorne
koncentracije za ulje zdravca kretale su se od 0,6 mg/ml do 4,4 mg/ml. Najosetljivije
gljive na ovo ulje su C. lunata 1 F. equiseti za Ciju je inhibiciju rasta potrebna
koncentracija od 0,62 odnosno 0,67 mg/ml (MFC 0,91 1 0,73 mg/ml). NeSto manja
osetljivost utvrdena je za A. alternata, Penicillium sp., A. niger i A. flavus za koje je
MIC vrednost od 1,0 mg/ml do 1,55 mg/ml. MIC 1 MFC za izvestan broj testiranih
gljiva je isti, dok su za pojedine gljive MFC vrednosti bile neznatno veée. Rast ostalih
gljiva (osim F. semitectum) inhibiran je slicnim koncentracijama ovog ulja, oko 2
mg/ml. F. semitectum je ispoljila najvecu rezistentnost na etarsko ulje zdravca, kao i u
slucaju ulja ruze. Koncentracijom od 4,4 mg/ml potpuno je inhibiran rast ove gljive

izolovane sa kukuruzne svile.
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Slika 26. MIC vrednosti etarskog ulja ruZze (gore) i zdravca (dole) (mg/ml) na rast odabranih
gljiva. Srednje vrednosti MIC i standardna greSka su prikazani. *Vrednosti prikazane istim slovima nisu
statisticki znacajne (p < 0,05) po Dankanovom testu visestrukog opsega

Uporednom analizom aktivnosti etarskih ulja ruZe i zdravca moze se primetiti da
je etarsko ulje ruze pri dvostruko nizim koncentracijama, inhibiralo rast testiranih gljiva,

odnosno da je bilo dvostruko efikasnije od ulja zdravca, ¢ak i vise. Kao §to se moze
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videti u Tabeli 5. i na Slici 26., najniza MIC vrednost za ulje zdravca je 0,6 mg/ml $to je
ujedno i najvisa MIC vrednost za ulje ruze. Takode, moZze se primetiti da sve gljive nisu
podjednako osetljive na ova hemijski slicna ulja. S jedne strane, nema statisticki
znaCajne razlike u delovanju etarskog ulja ruze na vec¢inu gljiva, odnosno ovo ulje
podjednako dobro inhibira rast gotovo svih testiranih ulja. Za razliku od ovog, postoji
statistiCki znacajna razlika u delovanju ulja zdravca na razlicite testirane gljive.

Rezultati nasih istrazivanja su u saglasnosti sa podacima Kalemba and Kunicka
(2003), 1 Abo-El-Seoud and El-Tobgy (2010) prema kojima ulje zdravca ispoljava jaku
antifungalnu aktivnost na rast micelijuma razli¢itih fitopatogenih gljiva. Pored toga,
potpuno inhibira sintezu aflatoksina B1 pri koncentraciji od 0,8 mg/ml.

Sastav etarskog ulja, kao meSavine razlicitih jedinjenja, ja vazan faktor koji utice
na antifungalnu aktivnost ulja. Koncentracija neke dominantne komponente odreduje
nivo aktivnosti ulja, ali i kombinacija veceg broja manje zastupljenih komponenti utice
na njihovu sinergisti¢ku aktivnost Sto dalje uti¢e na biolosku aktivnost kompletnog ulja
(Stankovic et al., 2011). Iako se ne moze odbaciti pretpostavka da razli¢ite komponente
prisutne u etarskom ulju ruze i zdravca imaju uceS¢e u fungicidnoj aktivnosti
kompletnog ulja, znacajno veca aktivnost ruzinog ulja od ulja zdravca, i njihova velika
hemijska sli¢nost, ukazuje na to da verovatno dominantne komponente, citronelol i
geraniol, u ovom slu¢aju imaju znacajniju ulogu u fungicidnoj aktivnosti ovih ulja.
Verovatno se u Cinjenici da su obe glavne komponente procentualno dvostruko vise
zastupljene u ulju ruze nego u ulju zdavca, moze traziti objaSnjenje za bolju aktivnost

ulja ruze u inhibiciji rasta testiranih fitopatogenih gljiva.

4.2.3. Etarska ulja lavande (Lavandula angustifolia), korijandera

(Coriandrum sativum) i bergamota (Citrus aurantium)

Analiza hemijskog sastava etarskih ulja herbe lavande, korijandera i
bergamota, ukazala je na izvesnu sli¢nost ova tri ulja. Kompletan sastav ovih ulja
prikazan je u Prilogu 2 (Tabela 25).

Etarsko ulje korijandera karakteriSe jedna dominantna komponenta, linalol sa
71,18%. U etarskom ulju lavande, linalol je procentualno podjednako zastupljen sa

linalol acetatom (35% za linalol 1 37% za linalol acetat). Etarsko ulje bergamota

64



Rezultati i diskusija

karakteriSu dve, podjednako zastupljene, komponenete, limonen 1 linalol acetat sa po
37%, dok je linalol prisutan sa 13% (Slika 27.). Od ostalih jedinjenja, znacajniji je udeo
monoterpenskih ugljovodonika, a-pinena (sa 7,8 % u ulju korijandera i 3% u ulju
lavande), y-terpinen i kamfora sa po 4% u ulju korijandera, dok je u ulju bergamota vy-
terpinen zastupljen sa 3%.

borneol geranil

linalol ostalo

limonen

o-pinen

E-
kariofilen

acetat linalol

Y ostalo
-pinen
B

-pinen limonen

linalol

linalol
acetat

©)

Slika 27. Udeo dominantnih komponenti u etarskim uljima: a) lavande, b) korijandera i c)

bergamota

Medu ove tri dominantne komponente, linalol je, u ranijim istrazivanjima,
pokazao najjacu antifungalnu aktivnost u mikrodilucionoj metodi, sa MIC vrednostima
od 2-6 pl/ml (Sokovi¢, 2001). U istim istrazivanjima limonen je ispoljio umerenu do
slabu antifungalnu aktivnost, blago viSu od linalol acetata. Kako je linalol procentualno
najzastupljeniji u etarskom ulju korijandera, ocekivali smo da ¢e ovo ulje ispoljiti
najvecu inhibitornu aktivnost na rast testiranih gljiva. Nasi rezultati su pokazali da su

testirane gljive generalno slicno osetljive na sva tri ulja (sa manjim odstupanjima).
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Rezultati antifungalne aktivnosti sva tri ulja izrazeni kroz minimalne inhibitorne i

fungicidne koncentracije (MIC) u mg/ml prikazani su u Tabeli 6.

Tabela 6. MIC i MFC vrednosti za etarska ulja (eu) lavande, korijandera i bergamota
(mg/ml)

eu eu eu eu eu eu
Testirane gljive lavande lavande | korijandera | korijandera | bergamota | bergamota
MIC MFC MIC MFC MIC MFC
F. solani 1,77 1,77 0,97 1,1 1,83 2,18
F. verticillioides 1,33 1,33 2,13 2,13 2,18 2,18
F. tricinctum 2,85 3,22 2,98 3,40 2,26 2,26
F. oxysporum - neven 1,15 1,15 1,96 2,13 2,69 3,05
F. oxysporum -k.svila 1,24 1,38 1,10 1,10 1,74 2,18
F. semitectum 4,60 4,60 425 425 3,04 3,48
F. subglutinans 6,80 7,36 3,40 3,40 3,5 3,92
F. equiseti 3,40 3,68 4,08 4,08 3,74 3,92
F. sporotrichioides 1,38 1,38 2,72 3,0 1,17 1,17
A. flavus 4,60 4,60 5,10 5,10 4,35 4,35
A. niger 3,04 3,22 1,23 1,23 2,0 2,2
Penicillium sp. 2,76 3,22 3,23 3,40 4,61 4,8
A. alternata 3,31 3,68 3,65 4,25 4,8 4,8
Chaetomium sp. 3,12 3,68 4,76 5,10 472 4.4
G. roseum 4,78 5,5 3,74 3,74 4,5 4,5
C. lunata 2,57 2,76 2,13 2,13 1,09 1,09
V. dahliae 2,30 2,30 1,76 1,76 1,04 1,04
T. viride 3,12 3,68 2,38 2,55 3,65 3,92
T. roseum 1,19 1,19 1,10 1,10 2,8 3,05
Phomopsis sp. 1,15 1,15 2,21 2,55 1,91 2,18
Phoma sp. 1,19 1,19 1,06 1,06 2,1 2,1
M. verrucaria 2,11 2,30 2,38 2,55 1,91 2,18

Minimalne inhibitorne koncentracije sva tri ulja bile su u opsegu od 1,1 do 4,8
mg/ml (MIC i MFC vrednosti) osim za F. subglutinans koja je ispoljila najveéu
otpornost na ulje lavande, za koju je zabelezena najveca MIC vrednost od 6,8 mg/ml. Iz
rezultata prikazanih u Tabeli 6. moze se videti da je 4. flavus, potencijalni producent
aflatoksina, takode veoma otporna na sva tri ulja; neophodna je koncentracija od 4,3
mg/ml do 5,1 mg/ml sva tri ulja za potpunu inhibiciju ove skladi$ne plesni.

Etarsko ulje lavande je, ispoljilo neznatno vec¢u antifungalnu aktivnost u odnosu
na druga dva ulja. Najosetljivije gljive na ulje lavande su F. oxysporum (izolovan sa
kukuruzne svile 1 nevena), F. verticillioides, T. roseum, Phoma sp. 1 Phomopsis sp. za
¢iju je inhibiciju bila dovoljna koncentracija od oko 1 mg/ml. Rast veceg broja
testiranih gljiva inhibiran je koncentracijama oko 3 mg/ml. Najrezistentnije gljive na

ulje lavande, osim pomenute F. subglutinans, su A. flavus, F. semitectum 1 G. roseum za

66




Rezultati i diskusija

koje je koncentracija od 4,6 odnosno 4,8 mg/ml neophodna za inhibiciju rasta micelije
(MFC vrednosti su neznatno vece, videti u Tabeli 6.). Visoka efikasnost etarskog ulja
lavande pre se moze objasniti interakcijama pojedinacnih komponenti, pre svega
interakcijama linalil acetata i linalola, nego davati znac¢aj nekoj od njih (Lis-Balchin,
1998). Prema ovom autoru i jedna i druga komponenta su bitne u odredivanju
antifungalnog potencijala ulja lavande i da deluju sinergisticki.

Eksperimentalno je utvrdeno da je etarsko ulje lavande efikasnije u inhibiciji
rasta tj. produzavanju germinativnih tuba i germinaciju konidija nekih vrsta gljiva nego
na rast njihovih hifa (Cavanagh and Wilkinson, 2002; Soylu et al., 2005). Takode,
pokazano je da ovo ulje uzrokuje degeneraciju hifa, remecenje citoplazmati¢ne
membrane, citoplazmati¢no praznjenje i ¢elijsku smrt (Soylu et al., 2005; Zuzarte et al.,
2011). U sliénim ispitivanjima utvrdeno je da je linalol acetat u mogucnosti da
suprimira formiranje spora, dok linalol ne inhibira proces sporulacije ve¢ ispoljava
znacajnu efikasnost u inhibiciji germinacije i rasta micelije.

U naSim ispitivanjima, etarska ulja korijandera i bergamota su ispoljila nesto
nizu, ali jo§ uvek znaCajnu antifungalnu aktivnost na testirane biljne patogene gljive
(Tabela 6. 1 Slika 28.). Najnizom koncentracijom, od oko 1 mg/ml etarsko ulje
korijandera inhibiralo je rast F. solani, F. oxysporum (izolovan sa kukuruzne svile),
Phoma sp., T. roseum 1 A. niger. Nasuprot njima, najve¢a koncentracija ovog ulja
neophodna je za inhibiciju 4. flavus (MIC 1 MFC su 5,1 mg/ml); blago osetljivija je
Chaetomium sp. sa MIC od 4,6 mg/ml (MFC je neznatno viSa, 5,1 mg/ml), kao i F.
semitectum 1 F. equiseti ¢ije su se MIC 1 MFC vrednosti kretale blago iznat 4 mg/ml.
Dobijeni rezultati su u korelaciji sa istrazivanjima El-Seoud and El-Tobgy (2010) koji
su utvrdili visoku efikasnost ulja korijandera u kontroli fitopatogenih gljiva 1 sugerisali

da se moze koristiti u tretmanu semena i kao fumigans.
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Slika 28. MIC vrednosti etarskih ulja lavande (gore), korijandera (u sredini) i bergamota (dole)
(mg/ml) na rast odabranih gljiva. Srednje vrednosti MIC i standardna greska su prikazani. *Vrednosti
prikazane istim slovima nisu statisti¢ki znacajne (p < 0,05) po Dankanovom testu visestrukog opsega.
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Etarsko ulje bergamota je ispoljilo najnizi antifungalni potencijal medu ova tri
etarska ulja (Slika 28.). Cak pet testiranih gljiva (4. flavus, A. alternata, Penicillium sp.,
Gliocladium roseum, Chaetomium sp.) su pokazale vecu tolerantnost na ovo ulje, sa
MIC vrednostima preko 4 mg/ml. Najosetljivije su C. [lunata, V. dahliae 1 F.
sporotrichioides za koje je zabelezena najniza MIC vrednost od 1 mg/ml. Uz pomenute
gljive, visoku osetljivost ispoljile su i F. solani, F. oxysporum (sa kukuruzne svile) i
Phoma sp., slicno kao i na etarska ulja lavande i1 korijandera (Tabela 6. i Slika 28.).
Ispitivanja drugih istrazivaca su sugerisala da etarsko ulje bergamota ostvaruje
antifungalna svojstva kroz redukciju rasta micelije i klijanje spora na gljivama
izolovanih sa pirin¢a (Thobunluepop et al., 2009).

Nizi antifungalni potencijal etarskog ulja bergamota, u odnosu na druga dva ulja,
moze se delimi¢no objasniti visokim sadrzajem limonena 1 linalol acetata,
monoterpenskih komponenti sa dokazanim niskim antifungalnim potencijalom. lako
nizi, jo§ uvek dobar, antifungalni potencijal ovog ulja verovatno se moZze pripisati
prisustvu drugih, manje zastupljenih komponenti kao $to su linalol (12,84%), B-pinen
(3,00%) 1 y-terpinen (3,06%), za koje je dokazana relativno dobra antifungalna
aktivnost (Hammer et al., 2003).

Komparativnom analizom sva tri ulja moze se re¢i da su F. solani, F.
oxysporum, F. verticillioides 1 C. lunata ispoljile najvecu osetljivost na sva tri ulja, dok
je A. flavus najotporniji uz izvesna odstupanja u zavisnosti od ulja. Sa Slike 28. se moze
uociti da postoje statisticki znacajne razlike u delovanju ova tri etarska ulja na razlicite

testirane gljive.
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4.2.4. Etarsko ulje ploda/semena anisa (llicum verum)

U etarskom ulju ploda/semena anisa, primenom GC-FID i GC-MS tehnika,
identifikovano je 14 komponenata, a samo cetiri sa udelom ve¢im od 1%. To su E-
anetol, koji je sa 91,78%, dominantna komponenta, metil havikol (3,62%), fenikulin
(1,20%) 1 linalol 1,05% (Slika 29). I prema Kosalec et al. (2005) ulje anisa sadrzi
uglavnom 80-95% trans-anetol, pracen metil havikolom i anisaldehidom. Kompletan
kvalitativan i1 kvantitativan sastav etarskog ulja anisa prikazan je u Prilogu 2 (Tabela

26).

fenikulin

Slika 29. Udeo dominantnih komponenti u etarskom ulju anisa

Mikrodilucionom metodom utvrden je visok antifungalni efekat etarskog ulja
anisa na odabrane gljive izolovane sa biljnih droga. MIC i MFC vrednosti su se kretale
od 0,7 mg/ml do 2,2 mg/ml (Tabela 7.). Najvecu tolerantnost su ispoljile F. tricinctum,
A. alternata 1 Chaetomium sp., dok su neznatno osetljivije F. subglutinans, F.
oxysporum izolovan sa kukuruzne svile, C. lunata i1 G. roseum (MIC i MFC vrednosti
oko 2,0 mg/ml). Najbolju inhibitornu aktivnost etarsko ulje anisa je ispoljilo na F.
verticillioides, kao 1 F. solani 1 Phoma sp. ¢iji je rast inhibiran koncentracijama od 0,7
odnosno 0,9 mg/ml (Slika 30.). Za najveci broj testiranih gljiva minimalna inhibitorna

koncentracija je bila izmedu 1 i 2 mg/ml. Za pojedine testirane gljive MFC vrednosti su

neznatno ve¢e od MIC vrednosti (Tabela 7.).
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Tabela 7. MIC 1 MFC vrednosti etarskog ulja anisa (mg/ml)

Testirane gljive MIC MFC flukonazol
F. solani 0,93 1,1 1,8
F. verticillioides 0,7 0,9 1,4
F. tricinctum 2,18 2,18 0,8
F. oxysporum - neven 1,1 1,31 08
F. oxysporum — k.svila 1,83 2,18 0,8
F. semitectum 1,74 1,74 1,6
F. subglutinans 2,00 2,18 1,6
F. equiseti 1,66 2,18 1,0
F. sporotrichioides 1,22 1,2 1,0
A. flavus 1,22 1,31 1,8
A. niger 1,00 1,00 1,8
Penicillium sp. 1,00 1,0 1,8
A. alternata 2,18 2,18 1,6
Chaetomium sp. 2,18 2,18 2,0
G. roseum 1,83 2,18 0,6
C. lunata 1,92 1,9 1,0
V. dahliae 1,22 1.22 1,0
T. viride 1,57 1,74 2,0
T. roseum 1,00 1,0 0,8
Phomopsis sp. 1,22 1,31 0,8
Phoma sp. 0,92 1,1 0,8
M. verrucaria 1,6 1,74 0,8

StatistiCkom analizom dobijenih rezultata utvrdena je staticki znacajna razlika u

delovanju ulja anisa na testirane gljive §to se moze videti na Slici 30.
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Slika 30. MIC vrednosti etarskog ulja anisa (mg/ml) na rast odabranih gljiva. Srednje vrednosti

MIC i standardna greska su prikazani. *Vrednosti prikazane istim slovima nisu
0,05) po Dankanovom testu visestrukog opsega

statisticki znacajne (p <
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Prema ovoj analizi gljive su izdvojene u nekoliko grupa medu kojima postoji
statisticki znacajna razlika u inhibitornom delovanju ulja na rast fitopatogenih gljiva.

U ranijim ispitivanjima antibakterijske i1 antifungalne aktivnosti ulje anisa
ispoljilo je snazan inhibitorni potencijal na bakterije, kvasce i dermatomicete, pri cemu
je potpuno inhibiralo rast Candida albicans i A. flavus. Prema Soliman and Badea
(2002), ovo ulje je kompletno inhibiralo A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus i F.
moniliforme pri koncentraciji od <500 ppm. Kompletnija istrazivanja Huang et al.,
(2010) su ukazala da je etarsko ulje anisa, pri veoma niskim koncentracijama, inhibiralo
rast 11 fitopatogenih gljiva (IDsy vrednosti su iSle od 0,07 mg do 0,25 mg/ml). Isti
autori su dokazali podjednaku efikasnost trans-anetola, dominantne komponente ovog
ulja, u odnosu na testirane gljive; IDs, vrednosti su bile gotovo iste kao 1 za kompletno
ulje. Ovi rezultati su ukazali da je za antifungalnu aktivnost ulja anisa odgovoran trans-
anetol. Daljim ispitivanjem utvrdeno je da i etarsko ulje i anetol inhibiraju germinaciju
spora ispitivanih gljiva.

Na osnovu ovih podataka mozZe se pretpostaviti da je anetol, dominantna
komponenta ulja anisa ispitivanog u ovom radu, odgovorna za njegov jak antifungalni

potencijal.

4.2.5. Etarsko ulje lista ¢ajnog drveta (Melaleuca alternifolia)

Prema dobijenim rezultatima kvalitativnog i kvalitativnog sastava ulja Cajnog
drveta moze se re¢i da je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Straede et al., 2007).
Od 97,69% izolovanih jedinjenja, sa udelom od 40,66%, dominantnu komponentu
predstavlja terpinen-4-ol. Od drugih komponenti isticu se: y-terpinen sa 17,78%, o—
terpinen (7,09%), a-terpineol (4,49%), terpinolen (4,16%), limonen (3,88%), a-pinen
(3,48%), p-cimen (3,13%), E-kariofilen (2,69%), 1 neSto manje 1,8-cineol (1,87%), B-
pinen (1,72%), mircen (1,50%). Ostale komponente su zastupljene sa manje od 1%.
Kompletan kvalitativan i kvantitativan sastav etarskog ulja ¢ajnog drveta prikazan je u

Prilogu 2 (Tabela 27), dok je na Slici 31. prikazan udeo dominantnih komponenti.

72



Rezultati i diskusija

ostalo y-terpinen

o —terpinen

a-terpineol

ol p-cimen

Slika 31. Udeo dominantnih komponenti u etarskom ulju ¢ajnog drveta

Mikrodilucionom metodom utvrdena je veoma dobra antifungalna aktivnost
etarskog ulja ¢ajnog drveta pri cemu je prili¢no ujednacenim koncentracijama inhibiralo
rast testiranih gljiva (Tabela 8., Slika 32.). Za najveci broj gljiva MIC i MFC vrednosti
su oko 1 mg/ml. Najveca koncentracija, kojom je potpuno inhibiran rast F.
subglutinans, F. equiseti, A. flavus 1 T. viride, je 1,8 mg/ml (MIC i MFC). F.

subglutinans je 1 u ovom ispitivanju potvrdena kao jedna od otpornijih gljiva.

Tabela 8. MIC i MFC vrednosti za etarsko ulje ¢ajnog drveta (mg/ml)

Testirane gljive MIC MFC | flukonazol
F. solani 1,14 1,4 1,8
F. verticillioides 0,86 1,14 1,4
F. tricinctum 1,18 1,4 0,8
F. oxysporum - neven 0,96 1,14 0,8
F. oxysporum — Kk.svila 0,91 0,91 0,8
F. semitectum 1,14 1,14 1,6
F. subglutinans 1,82 1,82 1,6
F. equiseti 1,82 1,82 1,0
F. sporotrichioides 1,4 1,4 1,0
A. flavus 1,82 1,82 1,8
A. niger 0,96 1,14 1,8
Penicillium sp. 1,05 1,14 1,8
A. alternata 1,4 1,4 1,6
Chaetomium sp. 1,0 1,4 2,0
G. roseum 1,4 1,4 0,6
C. lunata 1,4 1,4 1,0
V. dahliae 0,91 0,91 1,0
T. viride 1,82 1,82 2,0
T. roseum 1,14 1,14 0,8
Phomopsis sp. 0,91 0,91 0,8
Phoma sp. 1,05 1,14 0,8
M. verrucaria 0,91 0,91 0,8
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Analizom rezultata utvrdeno je da se izdvaja nekoliko grupa testiranih gljiva
medu kojima postoji statisticki znacajna razlika u delovanju etarskog ulja ¢ajnog drveta.

Rezultati statisticke analize antifungalne aktivnosti ovog ulja prikazani su na Slici 32.
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Slika 32. MIC vrednosti etarskog ulja ¢ajnog drveta (mg/ml) na rast odabranih gljiva. Srednje
vrednosti MIC i standardna greska su prikazani. *Vrednosti prikazane istim slovima nisu statisti¢ki
znacajne (p < 0,05) po Dankanovom testu visestrukog opsega

I u drugim istrazivanjima etarsko ulje ¢ajnog drveta pokazalo je veoma jaku
antifungalnu aktivnost, sa MIC koncentracijama i manjim od dobijenih u ovom radu.
Prema Carson et al. (2006), najmanji MIC (od 0,008 do 0.4 % (v/v)) ovo ulje je ispoljilo
na Fusarium sp., Alternaria sp. 1 A. niger. Dalja istrazivanja ovih autora pokazuju da je
fluidnost membrana ¢elija tretiranih ovim uljem znacajno povecéana. Studije, u kojima je
inhibirana ATPaza plazma membrane, su ukazale da su ovakve ¢elije gljiva mnogo
osetljivije na etarsko ulje Cajnog drveta od kontrolnih Celija, Sto dalje sugerisSe da
ATPaza plazma membrane ima ulogu u zastiti ¢elija od destabiliSuceg ili letalnog efekta
ovog ulja (Carson et al., 2006). Prema ovim autorima ulje ¢ajnog drveta takode inhibira
formiranje germinativnih tuba.

U in vivo ispitivanjima, Burgiel and Smaglowski (2008) su utvrdili da se

prskanjem nevena (Calendula officinalis L.) ovim uljem redukuje razvoj pepelnica
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(Erysiphe spp.). U upotrebi je preparat Timorex ™, koji sadrzi 60% ulja Gajnog drveta,
koji se koristi u zastiti paradajza od infekcija izazvanim gljivama iz roda Phytophthora i
Alternaria (Sobolewski et al., 2006; Abbo et al., 2009).

Smatra se da je visok antifungalni potencijal etarskog ulja ¢ajnog drveta
posledica visokog sadrzaja terpinen-4-ola, monoterpenskog alkohola, koji je u ranijim
istrazivanjima pokazao veoma dobru antifungalnu aktivnost na vrste roda Aspergillus i
Penicillium (Hammer et al., 2003). Na antifungalnu aktivnost ovog ulja verovatno
imaju uticaj 1 monociklicni terpeni y-terpinen, a-terpinen, terpinolen koji su u
istrazivanjima (Dorman and Deans, 2000) bili manje aktivni od kompletnog ulja ¢ajnog

drveta.

4.2.6. Etarsko ulje ljubicice (Viola odorata)

U etarskom ulju ljubicice identifikovano je 33 komponente Sto predstavlja
99,03% ulja. Dominantna komponenta je triacetin sa 53,74%, a uz nju znacajnije
prisustvo zabelezeno je za a-jonon (9,38%), feliletil propionat (6,84%), B-jonon
(4,78%), limonen (4,03%), linalol (3,86%) i linalol acetat (3,84%). Rezultati kompletne
hemijske analize etarskog ulja ljubicice prikazani su u Prilogu 2 (Tabela 28.), dok je na

Slici 33. predstavljen udeo dominantnih komponenti.

linalol linalol acetat

limonen

B-jonon

fenetil
propiona

triacetin
a-jonon

Slika 33. Udeo dominantnih komponenti u etarskom ulju ljubicice

Etarsko ulje ljubicice ispoljilo je dobar antifungalni potencijal uglavnom na sve
testirane fitopatogene gljive, Sto se, verovatno, moze pripisati visokom udelu triacetina.
Najotpornije su bile F. solani i F. semitectum sa MIC od 4,6 mg/ml, odnosno 4,8 mg/ml

1 MFC od 5,2 mg/ml. Nesto veéa osetljivost utvrdena je za F. tricinctum, G. roseum i

75



Rezultati i diskusija

Chaetomium sp. za Ciju inhibiciju je potrebna koncentracija od 3,64 mg/ml, kao i F.
verticillioides sa MIC od 3,53 mg/ml. Najnizom MIC (ujedno i MFC) vrednoséu od
1,45 mg/ml inhibiran je rast M. verrucaria (Tabela 9.). Visoka osetljivost na ulje
ljubiCice utvrdena je i za A. niger, Penicillium sp., T. roseum, Phomopsis sp. sa MIC od
1,56 mg/ml i neznatno ve¢im MFC vrednostima za pojedine gljive. Ostale gljive

ujednacenije su reagovale na testirano ulje sa MIC vrednostima izmedu 2 i 3 mg/ml.

Tabela 9. MIC 1 MFC vrednosti za etarsko ulje ljubicice (mg/ml)

Testirane gljive MIC MFC flukonazol
F. solani 4.6 5.20 1.8
F. verticillioides 3,53 4,16 1,4
F. tricinctum 3,64 3,64 0,8
F. oxysporum - neven 2,5 2,5 0,8
F. oxysporum — k.svila 2,08 2,08 0,8
F. semitectum 4,88 5,20 1,6
F. subglutinans 3,12 3,12 1,6
F. equiseti 2,60 2,60 1,0
F. sporotrichioides 2,08 2,08 1,0
A. flavus 3,12 3,12 1,8
A. niger 1,66 2,08 1,8
Penicillium sp. 1,56 1,56 1,8
A.alternata 3,12 3,64 1,6
Chaetomium sp. 3,64 4,16 2,0
G. roseum 3,64 3,64 0,6
C. lunata 2,91 4,16 1,0
V. dahliae 2,5 3,12 1,0
T. viride 2,08 2,08 2,0
T. roseum 1,56 2,08 0,8
Phomopsis sp. 1,56 1,56 0,8
Phoma sp. 2,28 3,12 0,8
M. verrucaria 1,45 1,45 0,8

Sa Slike 34. se moze videti da se testirane gljive mogu podeliti u nekoliko grupa
izmedu kojih postoji statisticka zna¢jna razlika u stepenu antifungalnog efekta ulja

ljubicice.
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Slika 34. MIC vrednosti etarskog ulja ljubifice (mg/ml) na rast odabranih gljiva. Srednje
vrednosti MIC i standardna greska su prikazani. *Vrednosti prikazane istim slovima nisu statisticki
znacajne (p < 0,05) po Dankanovom testu visestrukog opsega

Prema literaturnim podacima, komponente sa vecinskim procentualnim udelom
u ovom ulju, ispoljavaju, ispitivane pojedinacno, znacajnu antifungalnu aktivnost, te
utiCu na aktivnost kompletnog ulja. Glavna komponenta, triacetin, ili glicerin triacetat,
sa 53,74%, je triestar sa dokazanim antifungalnim svojstvima koji se koristi kao lek u
tretmanu povrSinskih gljiviénih infekcija koze kao Sto su gljivicne infekcije noktiju,
atletsko stopalo, impetigo i dr. (Gennaro, 1990). Osim triacetina i za karbonilne
komponente, a- 1 B-jonon, prisutni u naSem ulju sa 9,38 odnosno 4,78%, postoje podaci

o antifungalnoj aktivnosti (Lalko et al., 2007).
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4.2.7. Etarsko ulje crnog bibera (Piper nigrum)

U etarskom ulju crnog bibera identifikovano je 99,61% sastava ulja.
Seskviterpen B-kariofilen (sinonim E-kariofilen) sa 19,44% 1 limonen sa 18,75% su
dominantni, uz o-pinen 1 B-pinen (sa 15,49 odnosno 14,87%). NeSto manje su
zastupljeni 3-karen (9,54%), sabinen (5,48%), a-felandren (2,84%), p-cimen (1,47%) i
mircen (1,06%) od monoterpena, a od seskviterpena a-kopaen (1,86%) 1 d-elemen sa
(1,12%). Rezultati kompletne kvantitativne i kvalitativne analize etarskog ulja crnog
bibera prikazani su Prilogu 2 (Tabela 29.). Na Slici 35. predstavljen je udeo

dominantnih komponenti.

ostalo

B-kariofilen

sabinen

3-karen

limonen

B-pinen

o-pinen

Slika 35. Udeo dominantnih komponenti u etarskom ulju crnog bibera

Rezultati drugih istrazivanja ukazuju na slican sastav pojedina¢nih komponenti
etarskog ulja bibera samo u drugacijem odnosu tj. procentualnom udelu (Raju and
Maridas, 2011).

Etarsko ulje crnog bibera ispoljio je, u odnosu na komercijalni mikotik, dobar do
umeren antifungalni potencijal inhibiraju¢i rast veceg broja testiranih gljiva
koncentracijama izmedu 4 1 6 mg/ml (Tabela 10.). Najve¢a minimalna inhibitorna
koncentracija ovog ulja potrebna je za inhibiciju 7. viride (9,6 mg/ml, MFC 10,1
mg/ml) i A. alternata (MIC i MFC 7,8 mg/ml). Toleratnost na ulje bibera ispoljile su i
A. flavus (7,2 mg/ml), Chaetomium sp. 1 C. lunata sa MIC od 6,86 mg/ml, kao 1 4. niger
(MIC 6,5 mg/ml). Vecu osetljivost na ovo ulje ispoljile su vrste roda Fusarium sa MIC
vrednostima uzmedu 3 i 4 mg/ml, pri cemu je F. subglutinans medu njima bila

najotpornija (MIC je 4,9 mg/ml i MFC od 5,5 mg/ml). Najmanja koncentracija ulja
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bibera potrebna za vidljivu inhibiciju rasta zabelezena je za F. oxysporum (izolovane sa

nevena i kukuruzne svile), sa MIC malo iznad 3 mg/ml i F. equiseti sa 3,9 mg/ml.

Tabela 10. MIC i MFC vrednosti etarskog ulja bibera (mg/ml)

Tastirane gljive MIC MFC flukonazol
F. solani 3,90 3,90 1,8
F. verticillioides 3,98 4,29 1,4
F. tricinctum 4,36 4,68 0,8
F. oxysporum - neven 3,35 3,51 0,8
F. oxysporum — k.svila 2,84 3,12 0,8
F. semitectum 4,05 43 1,6
F. subglutinans 4,92 5,5 1,6
F. equiseti 3,12 3,12 1,0
F. sporotrichioides 3,90 3,90 1,0
A. flavus 7,17 7,41 1,8
A. niger 6,5 6,5 1,8
Penicillium sp. 49 5,5 1,8
A. alternata 7,80 7,80 1,6
Chaetomium sp. 6,86 7,80 2,0
G. roseum 6,0 6,24 0,6
C. lunata 6,86 6,86 1,0
V. dahliae 4,06 4,3 1,0
T. viride 9,67 10,14 2,0
T. roseum 5,77 6,24 0,8
Phomopsis sp. 5,46 5,46 0,8
Phoma sp. 6,24 6,24 0,8
M. verrucaria 3,90 3,90 0,8

Statistickom analizom dobijenih rezultata pokazano je da postoji statisticki
znacCajna razlika u stepenu inhibitorne aktivnosti etarskog ulja crnog bibera na razliCite

testirane gljive (rezultati prikazani u Slici 36.).
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Slika 36. MIC vrednosti etarskog ulja crnog bibera (mg/ml) na rast odabranih gljiva. Srednje
vrednosti MIC i standardna greska su prikazani. *Vrednosti prikazane istim slovima nisu statisti¢ki
znacajne (p < 0,05) po Dankanovom testu viSestrukog opsega

I literaturni podaci o antifungalnoj aktivnosti etarskog ulja crnog bibera, kojih
nema mnogo za ovu vrstu, ukazuju na dobru do umerenu aktivnost. Veci broj podataka
ukazuje na dobar antibakterijski potencijal ovog ulja (Sabulal et al., 2006). Sasidharan 1
Menon (2010) su eksperimentalno utvrdili dobru, kako antibakterijsku, tako 1
antifungalnu aktivnost ulja bibera, pri ¢emu su A. nigrum i Penicillium spp., bile
osetljivije na ovo ulje od gljive 7. viride. T. viride je 1 u naSim istrazivanjima
najrezistentnija gljiva Sto se moze videti iz Tabele 10. i1 Slike 36.

Ve¢i broj autora je misSljenja da je dobra aktivnost ulja bibera posledica
aktivnosti B-kariofilena (sinonim E-kariofilen), seskviterpena koji ima kriti¢nu ulogu u
odbrani biljke (Ulubelen et al., 1994). B-kariofilen i kariofilen oksid su u mnogim
istrazivanjima bili veoma fungitoski¢ni na razliCite fitopatogene gljive. Amiel et al.
(2012) su objavili da B-kariofilen uz izuzetna antifungalna svojstva, ispoljava i anti-
inflamatornu aktivnost kao i aktivnost lokalnog anestetika ili agensa indukcije apoptoze.
Rezultati istrazivanja Bitner et al., (2009) ukazuju da se inhibitorna aktivnost etarskog
ulja crnog bibera moze pripisati i biciklichom monoterpenu, 3-karenu, prisutnom u
naSem ulju sa 9,54%. Antifungalnom potencijalu ovog ulja verovatno doprinosi i

bicikliéni monoterpen, sabinen, za koji je dokazan inhibitorni efekat na rast gljiva
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(Kohzaki et al., 2009). O aktivnosti biciklicnih monoterpena, a- i -pinena, prisutnih u
ulju bibera sa oko 15%, postoje opre¢ni rezultati. Dok je u radu Sokovi¢ (2001) utvrden
umeren do slab antifungalni potencijal, drugi istrazivaci su utvrdili dobru efikasnost a-
pinena u inhibiciji vrsta Candida, Aspergilus, Penicillium 1 dermatomiceta (Mercier et
al., 2009; Raju 1 Maridass, 2009). U poredenju sa a-pinenom, B-pinen se pokazao
efikasniji antifungalni agens na Fusarium vrste: F. poae, F. culmorum i F. solani

(Krauze-Baranowska et al., 2002).

4.2.8. Etarsko ulja kore cimeta (Cinnamomum Zeylanicum)

Hemijskom analizom identifikovano je 99,88% etarskog ulja cimeta sa E-
cinamaldehidom (74,4%) kao dominantnom komponentom (Slika 37.). Ostale
komponente su zastupljene u znacajno manjem procentu: cinamil acetat (5,55%), linalol
(3,70%), eugenol (3,08%), E-kariofilen (2,60%), 1,8-cineol (2,22%) 1 bornil acetat
(2,13%) (Prilog 2, Tabela 30.).

E-kariofilen

eugenol

ostalo

linalol

cinamil
acetat

E-

cinamaldehid

Slika 37. Udeo dominantnih komponenti u etarskom ulju cimeta

Dobijene minimalne inhibitorne i fungicidne koncentracije etarskog ulja kore
cimeta kretale su se u opsegu od 2,8 mg/ml za Phomopsis do 6,8 mg/ml za G. roseum 1
C. lunata, koje su uz A. alternata (sa MIC od 6,4 mg/ml) ujedno i1 najotpornije gljive na
ovo etarsko ulje. Najosetljivija gljiva na ulje cimeta je Phomopsis sp. (Tabela 11., Slika

38.).
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Tabela 11. MIC i MFC vrednosti za etarsko ulje kore cimeta (mg/ml)

Testirane gljive MIC MFC flukonazol
F. solani 4,34 4,34 1,8
F. verticillioides 5,30 5,30 1,4
F. tricinctum 4,66 5,30 0,8
F. oxysporum - neven 3,2 3,2 0,8
F. oxysporum — k.svila 3,60 3,60 0,8
F. semitectum 4,66 5,30 1,6
F. subglutinans 4,24 4,24 1,6
F. equiseti 3,71 3,71 1,0
F. sporotrichioides 4,77 4,77 1,0
A. flavus 5,30 5,30 1,8
A. niger 4,24 4,24 1,8
Penicillium sp. 4,24 4,24 1,8
A. alternata 6,36 6,36 1,6
Chaetomium sp. 6,02 6,36 2,0
G. roseum 6,78 7,42 0,6
C. lunata 6.5 6,9 1,0
V. dahliae 3,5 3,71 1,0
T. viride 5,83 5,83 2,0
T. roseum 4,13 424 0,8
Phomopsis sp. 2,75 3,18 0,8
Phoma sp. 3,81 4,77 0,8
M. verrucaria 3,18 3,18 0,8

Najveci broj gljiva pokazuje slicnu osetljivost na ovo ulje tj. MIC 1 MFC
vrednosti su se kretale od 3,5 do 4,5 mg/ml (Tabela 11.). Prema ovim rezultatima moze
se reci da etarsko ulje kore cimeta ispoljava dobar do umeren antifungalni potencijal i
da postoji statisti¢ki znacajna razlika u njegovom delovanju na razli¢ite testirane gljive

(Slika 38.).
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Slika 38. MIC vrednosti etarskog ulja kore cimeta (mg/ml) na rast odabranih gljiva. Srednje
vrednosti MIC i standardna greska su prikazani. *Vrednosti prikazane istim slovima nisu statisti¢ki
znacajne (p < 0,05) po Dankanovom testu visestrukog opsega

Cinamaldehid je organsko jedinjenje koje cimetu, pa i ulju cimeta, daje miris i
ukus. Identifikovana je kao glavna fungitoksicna komponenta etarskog ulja cimeta
(Jham et al., 2005). Carmo et al. (2008) su objavili da je etarsko ulje cimeta snazno
inhibiralo rast micelije A. niger, A. flavus 1 A. fumigatus, ali i germinaciju spora. Glavne
morfoloSke promene posmatrane pod svetlosnim mikroskopom, uzrokovane ovim
etarskim uljem, na celijama gljiva su: inhibicija stvaranja konidija, nedostatak
sporulacije, gubitak pigmentacije, neregularan razvoj hifa i fragmentacija. Takode, ulje
jasno uzrokuje smanjenje glava konidija, sa formiranjem izobli¢enih konidiofora. Na
nivou Celije vidljiv je gubitak sadrzaja citoplazme, kao i poremeca;j ¢elijske strukture Sto
ukazuje na degeneraciju celijskog zida gljive. Pretpostavka ovih autora je da su
modifikacije u strukturi micelijuma uzrokovane delovanjem etarskog ulja cimeta na
enzime odgovorne za sintezu Celijskog zida.

Kada su u pitanju antifungalna svojstva komponenata etarskog ulja cimeta
(mono- 1 seskviterpena, fenola i cinamaldehida) isti autori smatraju da uzrokuju
inhibiciju sinteze ekstracelularnih enzima i poremecaje u strukturi Celijskog zida Sto
rezultuje u gubitku citoplazme, naruSavanju integriteta Celije i kona¢no dovodi do
uginuéa micelije. Smatra se da prisustvo aldehidne grupe, konjugovane dvostruke veze i

dugog CH lanca van prstena, kao $to je slucaj kod cinamaldehida, obezbeduje snaznu
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antifungalnu aktivnost (Cheng et al., 2008), te moZze biti potencijalno vodece jedinjenje
u razvoju antifungalnih proizvoda kroz kontrolu sinteze B-(1,3)-glukana i hitina kod
kvasaca i plesni (Bang et al., 2000).

Verovatno i cinamil acetat, u nasem ulju prisutan sa 5,5%, svojom izrazitom
antifungalnom aktivnoS¢u (Lee at al., 2005), doprinosi inhibitornoj aktivnosti
kompletnog ulja. I za eugenol, fenolnu komponentu, je dokazano da poseduje jak
antifungalni potencijal, te verovatno doprinosi aktivnosti kompletnog etarskog ulja

cimeta (Yen and Chang, 2008).

4.2.9. Etarsko ulje bosiljka (Ocimum basilicum)

Postoji veéi broj hemotipova etarskog ulja bosiljka u zavisnosti od toga koje
komponente preovladuju. Uglavnom je to linalol, te su to linalol hemotipovi ulja
bosiljka. Etarsko ulje analizirano u ovom radu moze se svrstati u metilhavikol hemotip,
jer metilhavikol, sa 88,97%, predstavlja dominantnu komponentu, slicno rezultatima
Tiziana-Barrata et al., (1998). Procentualni udeo dominantnih komponenti u etarskom

ulju bosiljka prikazan jena Slici 39.

metilhavikol

Slika 39. Udeo dominantnih komponenti u etarskom ulju bosiljka

Uz metilhavikol, u daleko manjem procentu prisutni su i limonen (3,00%) 1
linalol (1,30%), sa 1% zastupljeni su y-terpinen i1 a-bergamoten, dok su ostale
komponente zastupljene sa manje od 1%. Kompletan kvalitativan i kvantitativan sastav

etarskog ulja bosiljka prikazan je u Prilogu 2 (Tabela 31.).
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Rezultati ispitivanja antifungalne aktivnosti etarskog ulja bosiljka prikazani su u
Tabeli 12. i na Slici 40. Prema dobijenim rezultatima antifungalni potencijal etarskog

ulja bosiljka moze se okarakterisati kao umeren.

Tabela 12. MIC i MFC vrednosti etarskog ulja bosiljka (mg/ml)

Testirane gljive MIC MFC flukonazol
F. solani 7,65 8,5 1,8
F. verticillioides 6.8 6,8 1,4
F. tricinctum 7,65 7,7 0,8
F. oxysporum - neven 6,97 7,65 0,8
F. oxysporum — k.svila 5,95 6,80 0,8
F. semitectum 6.8 6.8 1,6
F. subglutinans 6,12 6,80 1,6
F. equiseti 7,65 8,50 1,0
F. sporotrichioides 7,65 7,65 1,0
A. flavus 6.8 6.8 1,8
A. niger 5,1 5,95 1,8
Penicillium sp. 5,95 5,95 1,8
A. alternata 6,12 6,80 1,6
Chaetomium sp. 6.8 6.8 2,0
G. roseum 7,65 7,65 0,6
C. lunata 7,65 8,5 1,0
V. dahliae 5,1 5,1 1,0
T. viride 7,65 7,65 2,0
T. roseum 5,95 5,95 0,8
Phomopsis sp. 5,95 5,95 0,8
Phoma sp. 5,95 5,95 0,8
M. verrucaria 5,1 5,95 0,8

Rast V. dahliae 1 M. verrucaria je inhibiran najnizom koncentracijom ulja
bosiljka od 5,1 mg/ml (MIC). MFC vrednost za M. verrucaria je nesto visa i iznosi 5,95
mg/ml. Medu Fusarium vrstama, najosetljivije su bile F. suglutinans 1 F.oxysporum (sa
kukuruzne svile), gde je neSto veca koncentracija od 5,95 mg/ml bila minimalna
inhibitorna. Ista koncentracija je bila neophodna i za inhibiciju rasta Penicillium sp., A.
alternata, T. roseum, Phomopsis sp. 1 Phoma sp. Koncentracija od 7,65 mg/ml je bila
najveca zabelezena MIC vrednost etarskog ulja bosiljka kojom je inhibiran rast nekoliko
testiranih gljiva: F. solani, F. tricinctum, F. equiseti, F. sporotrichioides, G. roseum, C.
lunata 1 T. viride (MFC vrednost se kretala do 8,5 mg/ml).

Na osnovu dobijenih rezultata testirane gljive se mogu svrstati u manji broj

grupa unutar kojih nije bilo statisticke znacajne razlike u antifungalnoj aktivnosti ulja
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bosiljka tj. da je ovo ulje prilicno ujednaceno delovalo

moze videti na Slici 40.
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Slika 40. MIC vrednosti etarskog ulja bosiljka (mg/ml) na rast odabranih gljiva. Srednje vrednosti
MIC i standardna greska su prikazani. *Vrednosti prikazane istim slovima nisu statisticki znacajne (p <

0,05) po Dankanovom testu visSestrukog opsega

Dobijeni su interesantni rezultati za inhibiciju rasta F. subglutinans koja je u

prethodno opisanim ispitivanjima bila medu najotpornijim gljivama na sva ispitivana

ulja. U slucaju etarskog ulja bosiljka, pokazano je da je to najosetljivija gljiva.

Slabiji antifungalni potencijal ispitivanog ulja moze se pripisati dominaciji metil

havikola koji je u ranijim ispitivanjima ispoljio varijabilnu aktivnost u zavisnosti od test

organizma. Prema Tadtong et al., (2009) ustanovljena je umerena do slaba antimikrobna

aktivnost metil havikola. Nasuprot ovome, prema istrazivanjima Suppakul et al. (2003)

metilhavikol hemotip ulja bosiljka ispoljilo je dobru antifungalnu aktivnost na 4. niger,

A. ochraceus i1 F. culmorum (od 70 do 94%). Takode, prema in vitro 1 in vivo

istrazivanjima Oxenham et al. (2005) etarsko ulje bosiljka, istog hemotipa, znacajno je

inhibiralo fitopatogenu gljivu Botrytis fabae. Eksperimentima u polju ovo ulje je

redukovalo infekciju lis¢a boba pomenutom fitopatogenom gljivom kao 1 sa Uromyces

fabae. Smatra se da povecanje aktivnosti katabolickih enzima diamin oksidaze (DAO) i
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poliamin oksidaze (PAO) u gljivi B. fabae u prisustvu ulja bosiljka, moze biti delimi¢no
odgovorno za antifungalnu aktivnost ulja bosiljka, verovatno preko stvaranja vodonik
peroksida 1 pokretanjem programirane celijske smrti (Oxenham and Svoboda, 2005).
Khan et al., (2010) smatraju da metil havikol ostvaruje fungicidnu aktivnost stvaranjem

oksidativnih oStec¢enja na plazmamebrani gljivicnih ¢elija.

4.2.10. Etarska ulja dalmatinske zalfije (Salvia officinalis), Spanske Zalfije

(Salvia lavandulifolia) i razmarina (Rosmarinus officinalis)

Analizirana su etarska ulja dve vrste roda Salvia: Salvia officinalis, poreklom iz
Dalmacije i Salvia lavandulifolia, poreklom iz Spanije i etarsko ulje ruzmarina, za koje
je utvrdena sli¢nost u sastavu (Tabela 32. u Prilogu 2)

U etarskom ulju dalmatinske zalfije identifikovano je 25 jedinjenja $to
predstavlja 78,57%. Dominantne komponente su cis-tujon (28,54%), 1,8-cineol
(13,95%), kamfen (7,11%) 1 a-pinen (6,65%). Procentualno manje su zastupljeni
borneol (3,52%), limonen (3,28%), trans-tujon (2,54%), E-kariofilen (2,31%), bornil
acetat (2,20%), B-pinen (1,79%), a-terpineol (1,34%) i linalol (1,0%) (Slika 41a.).
Dobijeni rezultati su donekle u korelaciji sa rezultatima drugih ispitivanja gde je cis-
tujon dominantna komponenta ulja dalmatinske zalfije, ali su druge dve najzastupljenije
komponente bile trans-tujon i viridiflorol (15,0% odnosno 14,2%) (Maksimovi¢ et al.,
2007). Prema drugim istrazivanjima etarska ulja zalfije cis-tujon hemotipa, od glavnih
komponenata, uz cis-tujon i 1,8-cineol sadrze i manool i a-humulen (Bernotiene et al.,
2007). Razlike u sastavu mogu se biti posledica geografskog porekla populacije kao i
ekoloskih uslova u kojima biljke rastu (Maksimovi¢ et al., 2007).

U etarskom ulju Spanske zalfije identifikovano je ukupno 27 jedinjenja $to ¢ini
97,96%. Kao §to se moze videti na slici 41b., dominantnu komponentu sa 26,64%
predstavlja kamfor. Utvrden je 1 znacajan je udeo a-pinena (17,14%), limonena
(13,88%), 1,8-cineola (10,56%), kao i borneola (7,14%), bornil acetata (4,94%),
kamfena (4,62%). NeSto manji je, ali znatan, udeo linalol acetata (3,09%), B-pinena
(2,46%) 1 a-terpineola (2,31%). Sli¢ne vrednosti dobili su istrazivaci iz slovacke prema
kojima je ulje S. lavandulifolia Vahl. najviSe sadrzalo kamfor i 1,8-cineol, a veoma

malo tujon (Veverkova et al., 2004).
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Etarsko ulje ruzmarina prema sadrzaju monoterpenskih komponenti, sli¢no je
etarskim uljima Zzalfije, posebno Spanskoj, uz njihov razli¢it procentualni udeo (Slika
41c.). Hemijskom analizom ulja ruzmarina, monoterpenski oksid, 1,8-cineol, je
identifikovan kao dominantna komponenta sa 45,34%. Od drugih monoterpenskih
komponenti u vecoj koli¢ini prisutni su, monoterpenski keton, kamfor sa 13%,
monoterpenski hidrokarboni o- i1 B-pinen sa 10,3% odnosno 7,86%, monoterpeni
kamfen (4,44%), limonen (2,68%), monoterpenski alkohol borneol (2,54%), a-terpineol
(1,68%), bornil acetat (1,08%) i p-cimen (1%), a od seskviterpena E-kariofilen (4,48%).
Ukupno je identifikovano 29 komponenti, $to predstavlja 99,84% ulja. Sastav etarskog
ulja ruzmarina ispitivanog u ovom radu, u korelciji je sa podacima Faixova and Faix

(2008), prema kojima je 1,8-cineol dominatna komponenta uz slican procentualni udeo.

bornil kamfen linalol trans-tujon cis-tujon
acetat acetat kamfor )
E-kariofilen
borneol borneol
kamfen
1,8-cineo .
a-pinen
limonen o-pinen 1,8-cineol
a) b)
E- limonen borneol
kariofilen

kamfen

B-pinen

o-pinen

1,8-cineol

c)
Slika 41. Udeo dominantnih komponenti u etarskim uljima: a) Spanske Zzalfije, b) dalmatinske

zalfije i ¢) ruzmarina

Ispitivanjem antifungalne aktivnosti sva tri etarska ulja utvrdena je razlicita
osetljivost testiranih gljiva. Izvesne razlike u sastavu verovatno su uticale na razliku u

inhibitornoj aktivnosti ispitivanih ulja. To se posebno ogleda u aktivnosti etarskih ulja
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dve vrste roda Salvia, pri ¢emu je ulje dalmatinske zalfije ispoljilo znatno jacu
antifungalnu aktivnost tj. pri nizim koncentracijama je inhibiralo rast testiranih gljiva.
Dok je ulje dalmatinske zalfije ispoljilo dobru do umerenu antifungalnu aktivnost, u
zavisnosti od testirane gljive, ulje Spanske zalfije ispoljilo je umerenu do slabu
antifungalnu aktivnost. Nasuprot njima, etarsko ulje ruzmarina ispoljilo je veoma dobar
inhibitorni efekat na rast testiranih gljiva. Rezultati antifungalne aktivnosti sva tri ulja

prikazani su u Tabeli 13. i na Slici 42.

Tabela 13. MIC i MFC vrednosti za ulja (eu) Spanske i dalmatinske Zalfije i ruzmarina (mg/ml)

eu eu eu eu eu eu
Testirane gljive Spanske Spanske dalvmati.nske dalmatinske | ruzmarina | ruzmarina
zalfije zalfije Zalfije Zalfije MIC MFC
MIC MFC MIC MFC
F. solani 7,33 7,33 4,50 4,50 1,5 1,5
F. verticillioides 7,52 7,52 4,60 4,60 1,2 1,2
F. tricinctum 14,10 14,10 10,3 11,94 5,4 5,4
F. oxysporum - neven 14,10 14,10 7,7 7,7 3,4 3,4
F. oxysporum — k.svila 10,94 11,28 7,2 7,2 2,3 2,3
F. semitectum 11,46 12,22 7,4 7,4 3,4 3,4
F. subglutinans 13,72 14,10 9,38 10,12 5,4 5,74
F. equiseti 7,10 7,10 4,60 4,60 4,1 4,51
F. sporotrichioides 14,10 14,10 8,09 9,20 3,51 4,10
A. flavus 14,66 15,10 5,33 5,33 5,10 5,74
A. niger 7,33 7,33 4,78 5,52 3,3 3,3
Penicillium sp. 10,24 10,24 7,0 7,0 5,2 5,74
A. alternata 9,40 9,40 5,70 6,44 3,85 4,92
Chaetomium sp. 11,84 12,22 5,55 6,44 3,6 4,10
G. roseum 9,40 9,40 8,83 8,83 5,6 5,6
C. lunata 7,90 9,40 3,86 3,86 4,8 4,8
V. dahliae 6,01 6,58 3,6 3,6 3,4 3,4
T. viride 13,72 14,10 8,1 9,20 5,2 5,74
T. roseum 9,02 9,40 3,5 3,5 2,6 2,87
Phomopsis sp. 8,64 9,40 4,05 4,60 2,9 4,0
Phoma sp. 7,14 7,52 3,7 3,7 1,9 1,9
M. verrucaria 5,60 5,60 3,5 3,5 2,2 2,46

Najnizi inhibitorni potencijal etarsko ulje Spanske Zalfije ispoljilo je na vrste A4.
flavus, F. sporotrichioides, F. tricinctum 1 F. oxysporum (izolovan sa nevena) za Ciju je
inhibiciju rasta bila neophodna koncentracija preko 14 mg/ml. Najvecu rezistenstnost na
ovo ulje ispoljila je potencijalno toksigena A. flavus za koju su utvrdene najvise MIC i
MFC vrednosti (14,66 odnosno 15,10 mg/ml). Neznatno vecu osetljivost na ovo ulje
ispoljile su 7. viride 1 F. subglutinans sa MIC od 13,7 mg/ml (MFC je 14,10 mg/ml).
Najmanje minimalne inhibitorne koncentracije zabelezene su za M. verrucaria i V.

dahliae od 5,6 odnosno 5,8 mg/ml. Vecu osetljivost na ovo ulje ispoljile su i Phoma sp.,
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A. niger, F. solani, F. equiseti 1 F. verticillioides za koje je koncentracija od oko 7
mg/ml bila dovoljna za potpunu inhibiciju rasta (MFC).

Ispitivanjem etarskog ulja dalmatinske Zzalfije dobijene su nize minimalne
inhibitorne 1 fungicidne koncentracije za vecinu testiranih gljiva koje su se kretale od
3,5 mg/ml do 10,3 za MIC mg/ml, odnosno od 3,5 mg/ml do 11,94 mg/ml za MFC. Na
ovo ulje najosetljivije su M. verrucaria, T. roseum, V. dahliae 1 Phoma sp. za Ciju
inhibiciju je bila neophodna najniza koncentracija ulja (3,5 tj. 3,7 mg/ml). Najmanju
osetljivost ispoljile su F. tricinctum, F. subglutinans, G. roseum, T. viride i1 F.
sporotrichioides, jer su za inhibiciju njihovog rasta bile neohodne najveée koncentracije
etarskog ulja dalmatinske zalfije (od 8 do 10 mg/ml, odnosno od 8,8 do 11,4 mg/ml za
MFC) (Tabela 13.). Takode se moze primetiti da su vrste Fusarium manje osetljive na
ovo ulje u odnosu na vrste drugih rodova.

Iako je etarsko ulje dalmatinske Zalfije ispoljilo bolji antifungalni potencijal od
etarskog ulja Spanske zalfije, moze se primetiti da oba ulja, u razliitim
koncentracijama, slicno deluju na iste vrste gljiva, odnosno slicne vrste gljiva su i1
najosetljivije 1 najotpornije na oba ulja. Tako su, F. tricinctum, F. sporotrichioides, F.
subglutinans 1 T. viride najotpornije gljive na etarska ulja obe zalfije, dok su M.

Moze se pretpostaviti da je bolja antifungalna aktivnost etarskog ulja
dalmatinske zalfije posledica prisustva tujona kao glavne komponente, kao i veceg
udela 1,8-cineola u ovom ulju, u odnosu na ulje Spanske zalfije. Smatra se da su
tujonima bogatija ulja Zzalfije aktivnija, od onih gde dominiraju druge terpenske
komponente (Bari¢evi¢ and Bertol, 2000). Ispitivanja aktivnosti ulja Zzalfije, tujon
hemotipa, ukazala su na izrazit antifungalni potencijal na klinicke izolate vrsta roda
Candida, dermatomicete kao 1 gljive iz rodova Penicillium, Aspergillus, Cladosporium i
Fusarium (Pinto et al., 2007). Osim inhibitorne aktivnosti na rast micelije, potpuno
redukuju produkciju aflatoksina B 1 G (Baricevi¢ and Bertol, 2000).

Slabija antifungalna aktivnost ulja Spanske Zalfije moZe se objasnti, preteznim
udelom monoterpena sa manjim antifungalnim potencijalom kao §to su kamfor, a-pinen
1 limonen, koji medu monoterpenskim komponentama ispoljavaju najnizi antifungalni
potencijal (Sokovi¢, 2001). I za acetate (u nasem radu linalol- i bornil acetat) je

pokazana slaba antifungalna aktivnost. Dzami¢ et al. (2008) su sugerisali da postoji
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veza izmedu veceg prisustva linalol acetata i linalola u etarskom ulja Salvia sclarea i
njegove umerene antifungalne aktivnosti.

U poredenju sa etarskim uljem obe Zalfije, etarsko ulje ruzmarina je efikasnije u
inhibiciji rasta odabranih gljiva (Tabela 13. i Slika 42.). Ovo ulje je pokazalo umeren do
dobar antifungalni potencijal sa minimalnim inhibitornim koncentracijama od 1,2 do 5,6
mg/ml. MFC vrednosti su u ospegu od 1,2 do 5,74 mg/ml.

Najosetljivije gljive na ovo ulje bile su F. verticillioides 1 F. solani sa MIC
vrednostima od 1,2 odnosno 1,5 mgl/ml. Neznatno manju osetljivost ispoljile su Phoma
sp. (MIC od 1,85 mg/ml), Phomopsis sp. sa MIC 2,0 mg/ml, M. verrucaria (MIC 2,2
mg/ml), F. oxysporum (iz kukuruzne svile) i kao i 7. roseum (MIC 2,6 mg/ml). Rast
veceg broja gljiva bio je inhibiran koncentracijama od 3,5 do 4,3 mg/ml (Slika 42.), dok
su najmanje osetljive bile G. roseum sa MIC od 5,6 mg/ml, kao 1 F. subglutinans i F.

tricinctum sa MIC od 5,4 tj. 5,2 mg/ml.
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Slika 42. MIC vrednosti etarskog ulja Spanske (gore) i dalmatinske Zzalfije (u sredini) i
ruzmarina (dole) (mg/ml) na rast odabranih gljiva. Srednje vrednosti MIC i standardna greska su
prikazani. *Vrednosti prikazane istim slovima nisu statisticki znacajne (p < 0,05) po Dankanovom testu
visestrukog opsega
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Prema Clausen et al., (2010), ulje ruzmarina snazno je inhibiralo rast gljiva
Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum 1 Trichoderma viride. Tretiranjem patogena
Penicillium digitatum ovim uljem utvrdena je inhibicija, ne samo rasta micelije, nego i
formiranja tipi¢ne boje micelijuma, procesa sporulacije kao 1 promena boje spora (Yigit
et al., 2000). Takode, znatno je redukovana gustina konidija i konidiofora na miceliji.
Sva ova svojstva mogu uzrokovati znatno smanjenje virulencije ovih patogena, pa se
time smanjuje i uCestalost oboljenja na vocu koji isti izazivaju. Moghtader et al., (2011)
iznose podatak da ulje ruzmarina kompletno inhibira rast A. flavus kao 1 sintezu
aflatoksina B1. Analize koje su sproveli Bartynska and Budzikur-Ramza (2001) ukazuju
i na visoku toksi¢nost ulja ruzmarina na vrste roda Fusarium, $to je pokazano i u ovom
radu, pri ¢emu je rast najveceg broja gljiva ovog roda bio inhibiran nizim testiranim
koncentracijama. Zbog ovakve inhibitorne aktivnosti preporucuje se kao konzervans pri
konzerviranju nekih namirnica u cilju zastite od toksigenih gljivicnih infekcija
(Moghtader et al., 2011).

Antifungalna aktivnost ulja ruzmarina pripisuje se aktivnosti 1,8-cineola
(Deabes, 2011). Prema rezultatima istrazivanja Sokovi¢ (2001) izolovane komonente
ovog ulja, 1,8-cineol i kamfor, su ispoljile dobar do umeren antifungalni potencijal sa
MIC od 2 — 8 ul/ml. U istrazivanju Combrinck et al., (2011) 1,8-cineol, kao
pojedinacna komponenta, je bio efikasniji u inhibiciji fitopatogenih gljiva, posebno 4.
alternata, od kompletnog ulja. I borneol je u inhibiciji rasta micelija gljiva ispoljio
visoku efikasnost. Kada su borneol i cineol primene kao meSavina, u proporciji u kojoj
su zastupljeni u kompletnom ulju, deluju efikasnije nego pojedinacno, kompletno
inhibirajuéi rast ispitivanih gljiva, $to ukazuju da ove komponente deluju sinergisticki
(Clausen et al., 2010).

Na osnovu literaturnih podataka o aktivnosti pojedina¢nih komponenti prisutnih
u ulju ruzmarina testiranog u ovom radu, moze se re¢i da je njegova umerena do dobra
inhibitorna aktivnost posledica, verovatno, sinergisticke aktivnosti razliitih
komponenti. Bolja inhibitorna aktivnost ulja ruzmarina u odnosu na etarska ulja
dalmatinske 1 Spanske zalfije je verovatno posledica veceg procentualnog udela 1,8-
cioneola, koji sa 45% predstavlja dominantnu komponentu. Prisustvo seskviterpena E-
kariofilena sa jakim antifungalnim efektom verovatno ima svoj doprinos (Amiel et al.,

2012). U etarskom ulju ruzmarina manji je sadrzaj limonena i acetata, za koji je
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pokazano da poseduju slab antifungalni potencijal, Sto takode moze imati uticaj na bolju

aktivnost istog.

4.2.11. Etarska ulja limuna (Citrus limon)., narandze (Citrus aurantum) i

eukaliptusa (Eucalyptus globulus)

Etarska ulja kore limuna, narandze i lista eukaliptusa izdvojena su prema,
hemijskoj sli¢nosti, odnosno prema istoj dominantnoj komponenti, monoterpenskom
ugljovodoniku, limonenu. Procentualni udeo dominantnih komponenti u etarskim
uljima limuna, narandze i1 eukaliptusa prikazan je na Slici 43., dok je kompletan sastav
sva tri ulja prikazan u Prilogu 2 (Tabela 33.).

U etarskom ulju kore limuna identifikovano je 19 komponenti §to ¢ini 99,99%
sastava. Uz limonen kao dominantnu komponentu (65,86%), u vecem procentu
identifikovane su i1 B-pinen sa 13,86% 1 y-terpinen sa 6,19%, a zatim i geranial sa
2,29%, sabinen sa 2,25% 1 a-pinen sa 2,13%. Dobijeni rezultati u saglasnosti su sa
literaturnim podacima po kojima su limonen, uz B-pinen i y-terpinen dominantne

komponente u etarskom ulju kore limuna (Viuda-Martos et al., 2008).

a-pinen

sabinen

ostalo

geranial mircen y-terpinen

linalol ostalo

y-terpinen acetat

limonen

c)
Slika 43. Udeo dominantnih komponenti u etarskim uljima: a) limuna, b) narandze i ¢)
eukaliptusa

94



Rezultati i diskusija

U etarskom ulju narandze udeo limonena je 90,88%, a svih ostalih

identifikovanih komponenti svega 9%. Sa oko 1% prisutni su linalol acetat (1,64%),

mircen (1,36%) 1 y-terpinen (1%), dok su ostale komponente zastupljene sa ispod 1%.

Dobijeni rezultati u saglasnosti sa literaturnim podacima u kojima je limonen

dominantna komponenta u ovom ulju (Brien et al., 2008).

U etarskom ulju lista eukaliptusa limonen je zastupljen u slicnoj koncentraciji

kao 1 u etarskom ulju narandze, sa 89,92%. y-terpinen je zastupljen sa 2,54%, a-pinen sa

2,14% 1 p-cimen sa 2,22%. Na osnovu udela dominantne komponente, limonena, ulja

narandze 1 eukaliptusa su hemijski sli¢nija nego ulja dve vrste roda Citrus.

Rezultati ispitivanja aktivnosti ova tri ulja ukazali su na njihov slabiji

antifungalni potencijal, uz neznatno bolju aktivnost etarskog ulja eukaliptusa. Rezultati

su prikazani u Tabeli 14. 1 na Slici 44.

Tabela 14. MIC i MFC vrednosti etarskih ulja limuna, narandze i eukaliptusa (mg/ml)

eu eu eu eu eu eu
Testirane gljive limuna | limuna | narandZe | narandZe | eukaliptusa | eukaliptusa
MIC MFC MIC MFC MIC MFC
F. solani 7,65 8,70 12,0 12,15 9,7 9,7
F. verticillioides 8,0 8,70 12,1 12,1 8,9 9,7
F. tricinctum 10,4 10,4 14,6 15,39 8,7 8,7
F. oxysporum - neven 9,57 10,88 13,3 13,77 5,8 5,8
F. oxysporum — k.svila 6,01 6,01 9,7 9,7 4,85 4,85
F. semitectum 6,94 7,83 9,7 9,7 7,76 7,76
F. subglutinans 13,0 13,0 16,2 16,2 8,7 9,7
F. equiseti 6,26 6,96 8,7 9,7 6,8 6,8
F. sporotrichioides 13,0 13,0 14,6 14,6 10,7 11,4
A. flavus 13,4 13,92 15,2 16,2 8,9 9,70
A. niger 12,7 13,4 12,1 12,1 6,6 6,6
Penicillium sp. 13,0 13,0 16,2 16,2 7,9 8,7
A .alternata 15,66 15,66 16,4 17,01 10,7 10,7
Chaetomium sp. 11,5 13,0 12,2 12,96 11,6 12,6
G. roseum 8,0 8,0 12,1 12,1 10,1 10,67
C. lunata 11,13 11,13 15,2 16,2 10,5 11,6
V. dahliae 6,09 6,96 12,15 12,15 7,4 7,76
T. viride 13,4 13,92 14,0 14,58 10,5 11,6
T. roseum 5,74 5,74 14,2 14,58 5,2 5,82
Phomopsis sp. 6,96 7,40 9,7 9,7 5,2 52
Phoma sp. 6,96 7,40 10,4 11,4 4,85 4,85
M. verrucaria 5,2 5,2 8,1 8,91 5,4 5,82

Minimalne inhibitorne koncentracije za ulje limuna se kre¢u od 5,2 mg/ml do

15,6 mg/ml, Sto su ujedno najmanje i1 najvece ne samo MIC, nego i MFC vrednosti.

Najosetljivija gljiva na ovo ulje je M. verrucaria (MIC 5,2 mg/ml), dok su manje
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osetljive F. equiseti, Phoma sp., Phomopsis sp., F. semitectum, F. oxysporum (sa
cvetova nevena) za ¢iju je inhibiciju rasta potrebna koncentracija izmedu 6 1 7 mg/ml
(MFC vrednosti su neznatno vece). Najvecu toleratnost na ulje kore limuna ispoljila je
A. alternata za koju je zabelezena MIC vrednost od 15,6 mg/ml, $to je ujedno 1 najveca
MIC i MFC vrednost za ovo ulje. NeSto vecu osetljivost ispoljile su 7. viride, A. flavus,
Penicillium 1 F. subglutinans sa MIC vrednostima oko 13 mg/ml.

Za potpunu inhibiciju rasta testiranih gljiva etarskim uljima narandze potrebne
su, uglavnom, vec¢e koncentracije. Za inhibiciju rasta najveceg broja testiranih gljiva
potrebna je koncentracija iznad 10 mg/ml, pri ¢emu su F. subglutinans, A. flavus i
Penicillium sp. sa MIC od 16 mg/ml najotpornije gljive na ovo ulje. Najmanja MIC
vrednost za ulje narandZze zabelezena je za M. verrucaria (8,1 mg/ml) odnosno F.
equiseti (8,5 mg/ml). Ovako visoke MIC 1 MFC vrednosti svrstavaju ulje narandze u
grupu slabo aktivnih.

Salb do umeren antifungalni potencijal zabeleZen je i za etarsko ulje eukaliptusa.
Ipak, u odnosu na etarska ulja limuna i1 narandze, ulje eukaliptusa se pokazalo bolje u
inhibiciji rasta testiranih gljiva. Najve¢e MIC 1 MFC vrednosti utvrdene su za inhibiciju
rasta Chaetomium sp. (11,6 odnosno 12,6 mg/ml). Slabiju antifungalnu aktivnost
etarsko ulje eukaliptusa je ispoljilo i na F. sporotrichioides, A. alternata, C. lunata, G.
roseum 1 T. viride (MIC vrednosti oko 10 mg/ml). Najmanja koncentracija ulja
eukaliptusa bila je potrebna za inhibiciju rasta Phoma sp. 1 F. oxysporum (sa kukuruzne
svile)(4,85 mg/ml), kao 1 Phomopsis sp., T. roseum 1 M. verrucaria (neznatno iznad 5
mg/ml).

Rezultati prikazani na Slici 44. ukazuju da postoji statisticki znacajna razlika u

inhibitornom efektu sva tri ulja na rast testiranih gljiva.
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Slika 44. MIC vrednosti etarskog ulja limuna (gore), narandze (u sredini) i eukaliptusa (dole)
(mg/ml) na rast odabranih gljiva. Srednje vrednosti MIC i standardna greska su prikazani. *Vrednosti

prikazane istim slovima nisu statisticki znacajne (p < 0,05) po Dankanovom testu viSestrukog opsega
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U ranijim istraZzivanjima etarska ulja ovih vrsta ispoljila su slabu aktivnost u
odnosu na vecinu testiranih patogena kao i u naSem ispitivanju. Ispitivanja etarskih ulja
4 vrste roda Eucaliptus, ispoljila su veoma slabu aktivnost na testirane gljive, iako je u
nekima od njih bilo znacajnije prisustvo 1,8-cineola, monoterpenskog oksida, sa
dokazanom antifungalnom efikasnos¢u (Combrink et al., 2011). Prema ovim autorima
limonen je, medu svim pojedinatnim komponentama, najslabiji inhibitor rasta testiranih
patogenih gljiva, koji kao dominantna komponenta uti¢e na slabu aktivnost kompletnog
ulja. Takode, pokazano je da etarsko ulje eukaliptusa ¢ak stimuliSe germinaciju spora u
konidijama A. niger pri nizim koncentracijama (Deans, 2002).

Prema rezultatima dobijenim u ovom radu etarsko ulje limuna ispoljava bolji t;.
ja¢i antifungalni efekat na testirane gljive u odnosu na etarsko ulje kore narandze.
Ranija, paralelna ispitivanja ulja limuna i narandze ukazala su, kao 1 u ovom radu, bolju
antifungalnu aktivnost ulja limuna, mada su oba ispoljila slab antifungalni potencijal
(Sokovi¢, 2001). U istom radu dokazana je slaba antifungalna aktivnost limonena,
dominantene komponente u sva tri ulja, ¢ime se moze objasniti njihova slabija

antifungalna aktivnost.

4.2.12. Etarsko ulje cveta kamilice (Matricaria recutita)

U etarskom ulju kamilice identifikovano je ukupno 95,64% sastava ulja pri cemu
su dominantne komponente seskviterpeni dok su monoterpenske komponente prisutne
samo u tragovima (Tabela 34. u Prilogu 2). a-bisabolol oksid A je sa 37,98%
identifikovan kao dominatna komponenta, dok je znacajan udeo i bisabolola sa 21,11%
1 farnesena sa 18,52%. Bisabolol oksid II je zastupljen sa 5,06%, Z-spiroeter sa 4,72%,
hamazulen sa 2,22% 1 germakren D sa 1,22% (Slika 45). Ostale komponente su
zastupljene sa ispod 1%. Plava boja ulja kamilice posledica je prisustva terpenoida

hamazulena.
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Z-spiroeter ostalo

bisabolol
oksid IT

a-bisabolol
oksid A

farnesen

bisabolol

Slika 45. Udeo dominantnih komponenti u etraskom ulju kamilice

Ranija istrazivanja hemijskog sastava etarskog ulja kamilice pokazala su veliku
varijabilnost u sastavu, posebno u procentualnom udelu dominantnih komponenata. Kao
dominantne komponente preovladuju o-bisabolol i hamazulen, mada to mogu biti i
santolin alkohol, izobutil angelat ili trams-B-farnesen. Smatra se da visok sadrzaj
bisabolola u wulju odgovorno za vecinu aktivnosti ovog ulja: antibakterijsku,
antifungalnu, antiinflamatornu kao 1 antiulceroznou ali nisu potpuno razjasnjeni
mehanizmi dejstva (Berry, 1995; Matricaria recutita, 2008).

Ispitivanjem aktivnosti etarskog ulja kamilice u inhibiciji rasta fitopatogenih
gljiva, pokazan je slab antifungalni potencijal. Uzimajuéi u obzir da je etarsko ulje
bogato oksidovanim komponentama, ocekivalo se da pokaze jacu antifungalnu
aktivnost. Rezultati su prikazani u Tabeli 15. 1 na Slici 46.

Minimalne inhibitorne 1 fungicidne koncentracije nisu ispod 10 mg/ml, dok je
naveca od 28,7 mg/ml (MIC), odnosno 29,7 mg/ml (MFC) neophodna za inhibiciju
rasta A. alternata. Veliku tolerantnost na ulje kamilice ispoljile su i F. semitectum, F.
subglutinans, A. flavus, Penicillium sp., Chaetomium sp. i G. roseum za Ciju su

inhibiciju rasta bile neophodne koncentracije iznad 20 mg/ml.
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Tabela 15. MIC 1 MFC vrednosti etarskog ulja kamilice (mg/ml)

Testirane gljive MIC MFC | flukonazol
F. solani 11,5 12,7 1,8
F. verticillioides 10,3 10,3 1,4
F. tricinctum 18,7 21,25 0,8
F. oxysporum - neven 11,0 11,5 0,8
F.oxysporum — k.svila 11,0 11,0 0,8
F. semitectum 23,4 25,5 1,6
F. subglutinans 21,25 21,25 1,6
F. equiseti 13,4 15,30 1,0
F. sporotrichioides 10,6 11,05 1,0
A. flavus 23,5 25.5 1,8
A. niger 12,0 12,75 1,8
Penicillium sp. 25,2 25,2 1,8
A. alternata 28,7 29,7 1,6
Chaetomium sp. 26,2 27,2 2,0
G. roseum 21,25 21,25 0,6
C. lunata 17,3 17,3 1,0
V. dahliae 13,4 13,4 1,0
T. viride 16,0 17,0 2,0
T. roseum 14,8 15,3 0,8
Phomopsis sp. 14,8 15,3 0,8
Phoma sp. 14,8 15,3 0,8
M. verrucaria 13,4 13,4 0,8

Najosetljivija gljiva na ovo ulje je F. verticillioides Ciji rast je potpuno inhibiran
sa 10,3 mg/ml. Vecu osetljivost na ulje kamilice, od ostalih testiranih gljiva, ispoljile su
F. sporotrichioides sa MIC od 10,6 mg/ml, kao i F. oxysporum (izolovan sa nevena i
kukuruzne svile) i F. solani za ¢iju inhibiciju rasta je bila neophodna koncentracija od
11 mg/ml (MFC vrednosti su neznatno vise).

Na Slici 46. se moze videti da postoji statisticki znacajna razlika u inhibitornoj

aktivnosti ulja kamilice na testirane gljive.
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Slika 46. MIC vrednosti etarskog ulja kamilice (mg/ml) na rast odabranih gljiva. Srednje
vrednosti MIC i standardna greska su prikazani. *Vrednosti prikazane istim slovima nisu statisti¢ki
znacajne (p < 0,05) po Dankanovom testu visestrukog opsega

Ranijja istrazivanja su dala oprecne rezultate. Rezultati istrazivanja Sokovi¢
(2001) su u saglasnosti sa nasim rezultatima, prema kojima etarsko ulje kamilice
poseduje slabiji antifungalni potencijal, mada nesto jaci od utvrdenog u ovom radu. Sa
druge strane, prema Jian-Yu (2012) ulje kamilice je ispoljilo visok antifungalni efekat
na rast kako bakterija, tako i gljiva. Prema ovim autorima, antimikrobna aktivnost
pripisuje se glavim komponentama kao Sto su farnesen, bisabolol oksid, bisabolol i
farnesol. Istrazivanjima Maria-Rose ef al. (2004) 1 Pauli (2006) su ukazali da farnesen
poseduje izrazit inhibitorni potencijal prema mikroorganizmima hrane, a a-bisabolol
moze da inhbira rast gljiva kroz specificnu inhibiciju biosinteze ergosterola. Iako su
pomenute komponente prisutne i u etarskom ulju kamilice ispitivanom u ovom radu,

znacajniji antifungalni efekat nije zabeleZen.

4.2.13. Etarsko ulje vetivera (Vetiveria zizanoides)

Vetiver je viSegodiSnja biljka, visoka trava tropskih 1 suptropskih podrucja. Ulje
vetivera se dobija iz korena ove biljke. U ulju vetivera identifikovani su manje poznati

seskviterpeni, seskviterpenoli i seskviterpenoni (cikliéni ketoni). Najzastupljenije
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komponente su isparljivi seskviterpeni kusimol sa 18,22%, E-izovalencenol sa 14,67%,
vetiselinenol sa 4,52%, kao 1 a- 1 B-vetivon sa 5,42 odnosno 4,13% $§to je u saglasnosti
sa literaturnim podacima (Thubthimthed et al., 2000). Sa oko 3 % zastupljeni su
junenol, valerianol i 10-epi-y-Eudezmol. Udeo dominantnih komponenti predstavljen je

na Slici 47., dok je kompletan hemijski sastav ulja vetivera dat u Tabeli 35. u Prilogu 2.

kusimol

B-vetivon
E-

A izovalenceno
vatiselinenol 1

o-vetivon

Slika 47. Udeo dominantnih komponenti u etarskom ulju vetivera
Primenom mikrodilucione metode utvrden je veoma slab inhibitorni efekat ovog

ulja na rast svih testiranih gljiva, $to se moze videti u Tabeli 16. 1 na Slici 48.

Tabela 16. MIC i MFC vrednosti etarskog ulja vetivera

Testirane gljive MIC MFC flukonazol
F. solani 12,7 13,20 1,8
F. verticillioides 12,7 13,20 1,4
F. tricinctum 17,6 17,6 0,8
F. oxysporum - neven 11,6 12,40 0,8
F. oxysporum — K.svila 14,4 14,80 0,8
F. semitectum 20,6 21,6 1,6
F. subglutinans 22,4 22,4 1,6
F. equiseti 14,4 14,4 1,0
F. sporotrichioides 20,8 20,8 1,0
Aspergillus flavus 20,0 20,0 1,8
A. niger 10,1 10,8 1,8
Penicillium sp. 14,4 14,4 1,8
A. alternata 14,3 14,8 1,6
Chaetomium sp. 17,6 17,6 2,0
G. roseum 17,9 19,2 0,6
C. lunata 17,6 17,6 1,0
V. dahliae 12,7 13,2 1,0
T. viride 20,8 20,8 2,0
T. roseum 14,3 14,8 0,8
Phomopsis sp. 15,0 15,0 0,8
Phoma sp. 16.2 16,2 0,8
M. verrucaria 10.1 10.8 0.8
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MIC 1 MFC vrednosti su preko 10 mg/ml za sve gljive, pri ¢emu je najveca test
koncentracija od 22 mg/ml tj. 20 mg/ml neophodna za inhibiciju rasta F. subglutinans,
odnosno F. sporotrichioides i1 A. flavus (MFC vrednosti su neznatno vece za pojedine
gljive).

StatisticCkom analizom dobijenih rezultata antifungalne aktivnosti izdvajeno je
nekoliko grupa gljiva medu kojima postoje statisticki znacajne razlike u delovanju ovog

ulja (Slika 48.).
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Slika 48. MIC vrednosti etarskog ulja vetivera (mg/ml) na rast odabranih gljiva. Srednje vrednosti
MIC i standardna greska su prikazani. *Vrednosti prikazane istim slovima nisu statisticki znacajne (p <
0,05) po Dankanovom testu viSestrukog opsega

Veoma je malo podataka o antimikrobnoj aktivnosti etarskog ulja vetivera. U
ispitivanjima antimikrobne aktivnosti 52 etarska ulja, etarsko ulje vetivera inhibiralo je
rast samo Gram pozitivnih bakterija i C. albicans (Hammer et al., 1999) 1 to najslabije
od svih ispitivanih ulja. Prema Dweck (1994) B-eudesmol je odgovoran za baktericidnu

aktivnost ovog ulja.
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4.3. Sinergisticka aktivnost etarskih ulja

lako postoji niz radova o fungitoksi¢nim svojstvima isparljivih komponenata
etarskih ulja, manja paznja posvecena je fungitoksi¢nosti ovih supstanci u kombinaciji.
Ove informacije su neophodne jer je pokazano da se fungitoksi¢ni potencijal veéine
fungicida povecava kada se kombinuju (Pandey and Dubey, 1992). Povecanje
fungitoksicnog potencijala mesavine etarskih ulja moze biti posledica udruzene
aktivnosti dve ili viSe komponenta etarskog ulja (Scardavi, 1966). Ovaj sinergizam bi
imao prednost u postZetvenoj zastiti jer patogeni mikroorganizmi ne mogu lako da
steknu rezistentnost na viSe komponenti etarskih ulja.

U nasem radu pratili smo aktivnost tri vrste meSavina od po dva etarska ulja na
odabrane gljive: meSavinu etarskog ulja ruze i lavande, etarskog ulja origana i lavande 1
mesavinu etarskog ulja timijana i origana. U prve dve kombinacije ispitivali smo efekat
mesavine jednog ulja koje je ispoljilo izrazit antifungalni potencijal (ulje ruze i origana),
1 lavandinog ulja koje je ispoljilo slabiji antifungalni potencijal u odnosu na prethodna
dva. U treCoj kombinaciji pratili smo kako dva ulja sa izrazitim antifungalnim
potencijalom deluju u kombinaciji na rast odabranih gljiva.

Tumacenje rezultata inetrakcije dva ulja se razlikuje u zavisnosti od autora. U
naSem radu, za interpretaciju rezultata sinergisti¢ke aktivnosti odabranih ulja koristili
smo tumacenje prema da Silva et al., (2011). Prema ovim autorima interakcija dva ulja
se definiSe kao sinergizam kada je frakcioni indeks inhibitorne koncentracije FiCipgexs <
0.5; indiferntni efekat kada je FiCipgeks 0.5-2 1 antagonisticki kada je FICiygeks > 2. Ovi
autori daju tumacenje efekata na sledeci nacin, §to je koriS¢eno i u ovom radu:
Sinergisticka aktivnost kombinacije dve komponente je prisutna ukoliko je aktivnost tj.
efekat te kombinacije veci od aktivnosti (efekta) pojedinacnih komponenti.

Parcijalni sinergija/aditivni efekat definiSe slucaj kada je efekat kombinacije dve
komponente jednak zbiru efekata pojedina¢nih komponenti.

Indiferentni efekat definiSe onu kombinaciju kada je efekat kombinacije dve
komponente jednak efektu najaktivnije komponente.

Antagonizam se javlja ako je efekat kombinacije dve komponente manji u poredenju sa

efektom najaktivnije pojedinatne komponente.
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4.3.1. Antifungalna aktivnost mesSavine etarskih ulja ruze i lavande

Minimalne inhibitorne vrednosti ulja lavande 1 ulja ruze, kao 1 efikasnost njihove
kombinacije, ispitivane na pet gljiva, prikazane su u Tabeli 17. Aktivnosti meSavine
etarskih ulja ruze i lavande pracena je na sledece gljive: A. flavus, F. subglutinans, F.
equiseti, F. sporotrichioides 1 Penicillium sp.

Dobijeni rezultati pokazuju da je kombinacija ova dva ulja ispoljila znacajan
sinergisti¢i antifungalni efekat na predstavnike roda Fusarium. Sinergisticka aktivnost
je utvrdena za F. subglutinans kada su ulja u odnosu 1/16 x MIC etarskog ulja ruze i 1/4
x MIC etarskog ulja lavande, dok je za druge dve Fusarium vrste sinergizam zabeleZen
u odnosu od 1/16 x MIC za oba ulja (Tabela 17.). Takode, rast F. subglutinans, koja je
u ovim istrazivanjima medu najotpornijim gljivama na vecinu etarskih ulja, uspesno je
inhibiran kombinacijom ova dva ulja. Za inhibiciju rasta ove gljive, potrebne su najvece
inhibitorne koncentracije oba ulja, kada su se ispitivala pojedinacno, dok su u
kombinaciji potrebne mnogo nize vrednosti (1/16 x MIC etarskog ulja ruze 1 1/4 x MIC
etarskog ulja lavande).

Tabela 17. Sinergisticki efekat meSavine etarskih ulja ruze i lavande

MIC FIC MIC FIC FiCi

Testirane gljive euruze | euruze |eulavande | eulavande | eu ruze/
mg/ml mg/ml eu lavande

A. flavus 0,3 0,0625 4,6 1 1,0625
F. subglutinans 0,6 0,0625 6,8 0,25 0,3125
F .equiseti 0,32 0,0625 3,4 0,0625 0,125
F. sporotrichioides 0,28 0,0625 2,6 0,00625 0,0685
Penicillium sp. 0,3 0,0625 2,7 2,0 2,0625

MIC — minimalna inhibitorna koncentracija etarskog ulja (eu); FIC — frakciona inhibitorna koncentracija
eu; FiCi - frakcioni indeks inhibitorne koncentracije dva etarska ulja

Tumacenjem FiCi vrednosti prema da Silva ef al., (2011) aktivnost meSavine
ulja ruze i lavande na rast A. flavus se moze okarakterisati kao aditivni efekat. Kada je u
pitanju Penicillium sp., aktivnost meSavine ova dva ulja je na granici izmedu
indiferentnog i aditivizma.

Moze se primetiti da je MIC vrednost za ulje ruze u odnosu na sve testirane
patogene gljive drastiéno manji, i do 50 puta kada se primenjuje u meSavini sa

lavandinim uljem, osim za F. subglutinans gde je MIC vrednost smanjena 10 puta.
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Kada je u pitanju lavandino ulje, znacajno smanjenje MIC vrednosti kada je u
kombinaciji sa uljem ruze, zabelezeno je za F. subglutinans, F. equiseti, a posebno za F.

sporotrichioides (preko 400 puta).

4.3.2. Antifungalna aktivnost mesSavina etarskih ulja timijana i origana

Kada je u pitanju meSavina dva pojedinacno izrazito aktivna etarska ulja,
timijana i origana, moze se primetiti dalje povecanje njihove antifungalne aktivnosti u
odnosu na pojedina¢nu aktivnost. Sem za F. subglutinans, meSavina ova dva ulja
ispoljava znatnu sinergisticku aktivnost na sve testirane gljive. FiCi vrednosti se kre¢u
od 0,125 do 0,375. Uocava se i smanjenje MIC vrednosti oba ulja (FIC u tabeli) kada su
u kombinaciji u odnosu na MIC vrednosti kada se ispituju pojedinacno.

Za vrlo otpornu gljivu F. subglutinans ni meSavina ova dva vrlo efikasna ulja
nije ispolila poboljSanje u inhibiciji rasta, ve¢ antagonisticki efekat. Rezultati aktivnosti

mesavine etarskih ulja timijana i origana prikazani su Tabeli 18.

Tabela 18. Sinergisticki efekat meSavine etarskih ulja timijana i1 origana

MIC FIC MIC FIC FiCi
Testirane gljive | ulje timijana | ulje timijana | ulje origana ulje Timijan/
mg/ml mg/ml origana origano
A. flavus 0,65 0,0625 0,13 0,0625 0,125
F. subglutinans 0,88 2,0 0,16 4,0 6,0
F. solani 0,15 0,0625 0,13 0,0625 0,125
F. semitectum 0,18 0,125 0,27 0,25 0,375
Penicillium sp. 0,13 0,0625 0,27 0,0625 0,125

MIC — minimalna inhibitorna koncentracija etarskog ulja (eu); FIC — frakciona inhibitorna koncentracija
eu; FiCi - frakcioni indeks inhibitorne koncentracije dva etarska ulja

4.3.3. Antifungalna aktivnost meSavina etarskih ulja origana i lavande

Prac¢enjem rezultata antifungalne aktivnosti etarskih ulja origana i lavande moze
se re¢i da ova mesSavina nije ispoljila tako dobru aktivnost kao prethodne. Sinergisticki
efekat ova dva ulja zabeleZen je samo u odnosu na F. subglutinans i F. semitectum, dok
se aktivnost ova dva ulja u odnosu na 4. flavus i F. solani moze definisati kao
indiferentna. Sa FiCi vrednos$¢éu od 2,065 aktivnost meSavine ulja origana i lavande u

odnosu na A. alternata je na granici izmedu indiferentne i antagonizma (Tabela 19.).
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Tabela 19. Sinergisticki efekat meSavine etarskih ulja origana i1 lavande

MIC FIC MIC FIC FiCi
Testirane ulje ulje ulje ulje origano/
gljive origana origana lavande lavande lavanda
mg/ml mg/mg
A. flavus 0,13 1,0 4,6 0,0625 1,0625
F. subglutinans 0,16 0,0625 6,8 0,0625 0,125
F. solani 0,13 1,0 1,7 0,0625 1,0625
F. semitectum 0,27 0,0625 4,6 0,25 0,3125
A. alternata 0,27 0,0625 33 2,0 2,0625

MIC — minimalna inhibitorna koncentracija etarskog ulja (eu); FIC — frakciona inhibitorna koncentracija
eu; FiCi - frakcioni indeks inhibitorne koncentracije dva etarska ulja

U slucaju indiferenetnog efekta mesavine ova dva ulja na gljive 4. flavus 1 F.
solani moze se primetiti porast MIC vrednosti ulja origana (FIC u tabeli) u odnosu na
slucaj kada se ispituje samo. Kada je u pitanju inhibicija rasta ostalih gljiva primecuje se
da ulje origana efikasnije deluje kada je u kombinacije sa uljem lavande, tj. smanjuju se
MIC vrednosti. Iz rezultata prikazanih u Tabeli 19. moze se primetiti da se MIC
vrednosti etarskog ulje lavande, takode drasti¢no smanjuju kada je u kombinaciji sa
uljem origana (FIC ulja lavande) u odnosu kada deluje kao pojedinacno ulje.

Generalno, moze se re¢i da su etarska ulja ispitivana u kombinaciji u naSem radu
uglavnom efikasnija u inhibiciji rasta vecine fitopatogenih gljiva, nego pojedinacna i da
im se uglavnom znacajno smanjuju MIC vrednosti. Vazan je podatak da je sinergisticki
efekat kombinacije ulja ispoljen u odnosu na gljive koje su pri ispitivanjima sa
pojedina¢nim etarskim uljima ispoljile veliku rezistentnost: F. subglutinans, F.
semitectum 1 A. flavus.

Pojedine kombinacije ulja su ispoljile indiferentan efekat ili antagonizam na rast
pojedinih testiranih gljiva, tako da su neophodna detaljna ispitivanja u ovom pravcu pri
potencijalnoj formulaciji biofungicida na bazi kombinacije etarskih wulja. Ove
informacije bi bile od velikog znacaja jer je u praksi pokazano da se fungitoksi¢an
potencijal fungicida znacajno povecava kada se isti kombinuju (Tripathi and Dubey,

2004).
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4.4. In vitro i in situ ispitivanja uticaja odabranih etarskih ulja na ukupan broj

oljiva na biljnim drogama

U laboratoriji za mikrobiolosku kontrolu Instituta za proucavanje lekovitog bilja
,Dr Josif Panci¢®, gde je obavljen najve¢i deo ovog rada, osnovna ispitivanja bazirana
su na analizi mikrobioloSke ispravnosti polu- i gotovih proizvoda, pocev od osuSene
biljne droge kao pocetne sirovine za sve proizvode. Mikrobioloska ispravnost kako
droge, tako 1 proizvoda, procenjuje se utvrdivanjem ukupnog broja aerobnih bakterija,
ukupnog broja kvasaca i plesni, kao i specificnih bakterija u odnosu na grani¢ne
vrednosti zadate Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti dijetetskih proizvoda ("SI
glasnik RS", br. 45/2010, 27/2011 i 50/2012). Kao §to je ranije navedeno u ovom radu,
utvrdeno je da je najve¢i uzrok mikrobioloSke necistoce biljnih droga kontaminiranost
razli¢itim gljivama.

Imajuéi ovo u vidu, isprobali smo efikasnost odabranih etarskih ulja, koja su
pokazala dobru antifungalnu aktivnost u ovom radu, na redukciju ukupnog broja gljiva.
KoriS¢ene su droge koje su u ranijim ispitivanjima pokazale najveci stepen
kontaminacije fitopatogenim gljivama: herba rastavica, herba i list nane i list koprive
(Stevi¢, 2009).

Za in vitro 1 in situ ispitivanja odabrali smo sledeca etarska ulja: etarsko ulje
timijana, Cubra, origana, ruze, ¢ajnog drveta, korijandera, zdravca, lavande i anisa. U in
vitro ispitivanjima, primenili smo SRPS ISO 21527-2 metodu, zadatu navedenim
Pravilnikom, za utvrdivanje ukupnog broja kvasaca i plesni u uzorku droge dobijene iz
Odeljenja prerade Instituta za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢*. Utvrdena je
izrazita redukcija ukupnog broja gljiva u svim uzorcima droge, tretiranim svim
ispitivanim etarskim uljima. Kao najefikasnija pokazala su se etarska ulja Cubra,
timijana 1 origana koja su redukovala broj gljiva i do 100%. I ostala ulja znatno su

inhibirala rast gljiva. Rezultati su prikazani u Tabeli 20.
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Tabela 20. Redukcija ukupnog broja gljiva u uzorcima biljnih droga tretiranih etarskim

uljima
nana | kopriva | rastavié | k.svila | neven
ukupan broj gljiva pre tretmana
Etarska ulja (eu)
teSt 4 4 4 5 5
9x10* | 2x10 3x10 5x10° | 2x10
ukupan broj gljiva posle tretmana
eu timijana in vitro 0 0 0 0 0
insitu | 7x10' | 6x10' 6x10" | 3x10° | 2x10°
eu ¢ubra in vitro 0 0 0 0 0
insitu | 6x10° | 4x10° | 5x10° | 8x10” | 9x10°
eu origana in vitro 0 0 0 0 0
insitu | 2x107 | 6x10' 9x10" | 3x10° | 2x10°
eu ruze in vitro 0 0 0 0 0
insitu | 2x107 | 9x10' 6x10" | 3x10° | 4x10°
eu Cajnog drveta | invitro 0 0 0 0 0
in situ | 4x10° 10 9x10" | 5x10° | 5x10°
eu korijandera in vitro | 3x10' 10" 2x10" | 5x10' | 4x10'
insitu | 3x107 | 3x10° 10 8x10° | 6x10°
eu zdravea invitro | 5x10' | 2x10' 3x10" | 6x10" | 4x10'
insitu | 3x10° | 6x10° | 2x10° | 6x10° | 4x10’
eu lavande invitro | 2x10' | 2x10' 10 5x10" | 4x10'
insitu | 4x10° | 5x10° | 3x10° 10° | 6x10°
eu anisa in vitro | 2x10' 0 0 5x10" | 5x10'
insitu | 7x10° | 5x10° | 5x10° 10° | 7x10°

Koncentracija za etarska ulja timijana, cubra, origana i ruze je 30 ul/filter disku, za ¢ajno drvo i anis 40
pl/filter disku; za korijander i lavandu 50 pl/filter disku, za etarska ulja zdravca 80 pl/filter disku.

U in situ ispitivanjima koristili smo modifikovanu metodu isparavanja etarskog
ulja sa filter papira u zatvorenoj kesici sa ispitivanom drogom, tzv. ,,pad delivery
system* tj. ,,soaking pad system* (Plaza et al., 2004; Arrebola et al., 2007). Pre
tretmana i posle 3, 5 1 7 dana, utvrdivan je ukupan broj gljiva u uzorcima prema
navedenoj, ISO metodi. Rezultati ovih ispitivanja su pokazala da su sva etarska ulja
znacajno inhibirala ukupan broj gljiva na biljnoj drogi, izmedu 97% 1 99% (Tabela 20.).

Najvecu efikasnost u redukciji ukupnog broja gljiva u testiranim uzorcima
ispoljila su ulja timijana, origana i ruZze. Neznatno manju inhibitornu aktivnost u in situ
uslovima ispoljila su etarska ulja ¢ubra, korijandera, zdravca i lavande. Aplikacijom
rastu¢ih koncentracija ispitivanih ulja na filter papir postavljen u kesicu sa drogom
pokazano je da je koncentracija od 30 ul po filter disku (isecen u pre¢niku lcm) ulja
timijana, origana i ruze redukovala ukupan broj gljiva preko 50%. Pri istoj koncentraciji
etarskog ulja ¢ubra zapaZen je neznatno veci ukupan broj gljiva Sto je u suprotnosti sa in
vitro istrazivanjima, kao 1 ispitivanjima minimalne inhibitorne koncentracije (MIC).

Etarsko ulje Cubra je pri najnizim MIC vrednostima u odnosu na sva ulja potpuno
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inhibiralo rast svih gljiva. Etarsko ulje ¢ajnog drveta i anisa su redukovali broj gljiva sa
oko 50% pri koncentraciji od 40 ul/filter disku, a za ulje korijandera i lavande znacajna
redukcija bila je zabelezena pri koncentraciji od 50 pl/filter papiru. Najveca
koncentracija za znacajniju redukciju gljiva u in situ uslovima bila je neophodna za ulja
lavande i zdravca (80 pl/filter papiru) (Tabela 20.).

Na osnovu rezultata dobijenih u nasSem radu, kao 1 literaturnih podataka, moze se
pretpostaviti da bi odabrana etarska ulja cubra, timijana, origana i ruze bila efikasna u
biokontroli skladisnih gljiva sa biljnih droga putem fumigacije. Bilo bi neophodno,
ispitati organolepticka svojstva droge nakon fumigacije, kao i utvrditi eventualno
prisustvo rezidua. Primena etarskih ulja i pojedinih aktivnih komponenti na ovaj nain u
mnogome bi doprinelo reSavanju problema mikrobioloski nesipravne droge usled

kontaminacije patogenim gljivama.

4.5. Uporedna analiza antifungalne aktivnosti etarskih ulja u in vitro testovima

Na osnovu dobijenih rezultata analize antifungalnog potencijala 22 etarska ulja
moze se re¢i da su sva etarska ulja ispoljila inhibitorni efekat na rast svih odabranih
gljiva izolovanih sa biljnih droga, sa zna¢ajnim razlikama u toj aktivnosti.

Pojedina etarska ulja svrstana su u grupe prema hemijskoj sli¢nosti. Kriterijum
za podelu ulja prema antifungalnoj efikasnosti je bila aktivna doza, tj., vrednost MIC.
Etarska ulja Cubra, origana i timijana su bila najaktivnija u smislu inhibicije svih
fitopatogenih gljiva tj. ispoljla su najjac¢i antifungalni potencijal pri najnizoj
koncentraciji, znatno ja¢i od komercijalnog mikotika, flukonazola. Neznatno manju
aktivnost ispoljilo je etarsko ulje ruze, a odmah potom i ulja anisa i ¢ajnog drveta. Po
dobroj antifungalnoj aktivnosti istakla su se i etarska ulja zdravca, lavande, korijandera,
bergamota, ljubicice i ruzmarina. Nes§to manju, ali joS uvek dobru aktivnost, ispoljila su
etarska ulja cimeta i bibera. Umerenu do slabu inhibitornu aktivnost na rast testiranih
gljiva ispoljila su etarska ulja bosiljka, dalmatinske i1 Spanske zalfije. U odnosu na
sinteti¢i fungicid, slabu aktivnost pokazala su etarska ulja eukaliptusa, limuna i
narandze, dok je najslabija antifungalna aktivnost zabeleZena za etarska ulja kamilice i

vetivera.
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Prema literaturnim podacima, ispitivana etarska ulja ostvaruju antifungalnu
aktivnost na morfoloskom i citolosSkom nivou. Od morfoloskih promena, pojedina ulja
osim §to inhibiraju rast micelije, mogu inhibirati rast germinativnih tuba kao i rast hifa,
germinaciju konidija 1 formiranje spora (Nychas, 1995). Na nivou celije etarska ulja
mogu ostvariti antifungalnu aktivnost kroz nekoliko mehanizama: inhibicijom sinteze
¢elijskog zida, naruSavanjem integriteta celijske membrane, inhibicijom funkcije
citoplazmaticne membrane, inhibicijom sinteze proteina kao i1 sinteze nukleinskih
kiselina (Kalemba and Kunicka, 2003; Carmo et al., 2008a; Zuzarte et al., 2011).
Takode je pokazano da etarska ulja mogu remetiti aktivnost membrane mitohondrija Sto
je povezano sa remecenjem enzimatskih reakcija kao $to je transport elektrona u
procesu respiracije, transport proteina i1 fosforilacija ADP-a (Atanda et al., 2006; Carmo
et al., 2008Db).

Utvrdeno je da glavne komponente etarskih ulja prilicno dobro reflektuju
biofizicke i1 bioloske karakteristike ulja i da intenzitet antimikrobnog delovanja ulja
zavisi od koncentracija glavnih komponenata (Ipek et al., 2005). Medutim, potvrdeno je
da na antimikrobnu aktivnost etarskih ulja mogu uticati procentualno manje zastupljena
jedinjenja.

Smatra se da na aktivnost komponenata etarskih ulja glavni uticaj ima lipofilni
karakter ugljovodoni¢nog skeleta i hidrofilni karakter funkcionalnih grupa. Prema
literaturnim podacima fenolne komponente pokazuju najja¢u antifungalnu aktivnost
medu svim komponentama etarskih ulja. Za fenolima po antifungalnom potencijalu
slede alkoholi, a za njima aldehidi i ketoni. Monoterpenski ugljovodonici i acetati
poseduju najslabiju antifungalnu aktivnost. Njihova nerastvorljivost u vodi i nizak
kapacitet stvaranja vodoni¢nih veza, uzrok je male antifungalne aktivnosti (Kalemba
and Kunicka, 2003). Od fenilpropana, eugenol poseduje izrazito dobru antifungalnu
aktivnost, a ostali dobru do umerenu.

U odabranim etarskim uljima, ispitivanim u ovom radu, hemijskom analizom
identifikovani su mono- 1 seskviterpeni, kao i fenilpropani. Medu monoterpenima,
prema procentualnom udelu, kao dominantne komponente se izdvajaju: a) fenoli (npr.
karvakrol i timol), b) ugljovodonici (limonen, a- i B-pinen, p-cimen, y-terpinen), c)
alkoholi (linalol, geraniol, citrenol, terpinen-4-ol, borenol), d) oksidovani alkoholi (1,8-

cineol), e) aldehidi (citronelal, geranial, neral), f) ketoni (kamfor, fenhon, tujon, karvon)
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i acetati (npr. bornil- i linalil acetat). Od seskviterpena identifikovani su: a)
ugljovodonici (npr. E ili (B)-kariofilen, hamazulen, farnesen), b) alkoholi (bisabolol), ¢)
oksidovani alkoholi (bisabolol oksid). Fenilpropanska jedinjenja koja su identifikovana
su cimetaldehid, metilhavikol, eugenol i anetol.

Nivo aktivnosti etarskih ulja ispitivanih u ovom radu u skladu je sa navedenim
podacima o stepenu aktivnosti pojedinacnih komponeti. Naime, moze se re¢i da je
najbolja antifungalna aktivnost etarskih ulja Cubra, timijana i origana posledica
aktivnosti dominantnih fenolnih komponenti, karvakrola i1 timola, za koje je navedeno
da poseduju najvisi antifungalni potencijal medu svim komponentama etarskih ulja
(Kalemba and Kunicka, 2003).

Antimikrobna aktivnost fenolnih jedinjenja pripisuje se prisustvu aromati¢nog
jezgra i aktivnosti OH grupe koja formira vodoni¢ne veze sa aktivnim mestima ciljnih
enzima Celijskog zida gljiva kao §to su hitinaza i a- i B-glukanaza ¢ime posredno
oStecuju hitinski sloj, a time se obezbeduje nesmetani prolaz pojedinacnih komponenti
ili etarskih ulja u unutraSnjost Celije (Velluti et al., 2005; Amini et al, 2012). Fenoli
mogu reagovati i sa proteinima citoplazmaticne membrane, uzrokuju¢i deformacije u
njihovoj strukturi i funkcionalnosti, a takode mogu narusiti enzimatske procese celije,
ukljucujuéi 1 one koje ucestvuju u produkciji energije i sintezi strukturnih jedinjenja
(Ultee et al., 2002). Generalno, inhibitorna aktivnost fenolnih komponenata, karvakrola
1 timola, na rast micelije 1 produkciju mikotoksina moze se pripisati njihovoj
sposobnosti da povecavaju permeabilnost celijske membrane mikroorganizama
omogucavajudi na taj nacin gubitak makromolekula iz unutrasnjosti ¢elije (Ultee et al.,
2002; Mahmoubi and Kazempour, 2011). Prema ovim autorima karvakrol i timol
direktno deluju na membranu dezintegriSu¢i je, 1 u veoma malim koncentracijama
(>1ul/ml) inhibiraju fosforilaciju ADP-a u ¢elijama gljiva. Davidson (2001) iznosi
pretpostavku da timol i1 karvakrol mogu da remete i1 funkcionalnost genetickog
materijala.

Kako je dokazana sinergisticka aktivnost izmedu timola i karvakrola (Didry et
al., 1993), medusobna interakcija ovih fenolnih komponenti ima vaznu ulogu u
ostvarenju ukupne antifungalne aktivnosti etarskih ulja u ¢iji sastav ulaze. Na osnovu
svega navedenog, kao i u Cinjenici da je karvakrol, kao dominantna komponenta,

zastupljeniji u etarskom ulju Cubra i origana nego u ulju timijana i da ispoljava bolji
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antifungalni potencijal od timola, moze se traziti objaSnjenje za njihovu neznatno vecu
antifungalnu aktivnost od ulja timijana utvrdenu u ovom radu.

Veoma dobra antifungalna aktivnost utvrdena je i za etarska ulja u kojima
dominiraju monoterpenski alkoholi. Tako se dobar antifungalni efekat etarskih ulja ruze
1 zdravca moze pripisati dominaciji citronelola i geraniola, a etarskog ulja ¢ajnog drveta,
terpinen-4-ola. Slicno ovome, pretpostavlja se da visok udeo alkohola linalola uti¢e na
dobru aktivnost ulja lavande 1 korijandera, dok oksidovani alkohol 1,8-cineol odreduje
dobru inhibitornu aktivnost ulja ruzmarina. Smatra se da su monoterpenski alkoholi
posebno aktivni zbog njihove relativno visoke rastvorljivosti u vodi i prisustva
alkoholne grupe (Griffin et al.,, 1999; Dorman and Deans, 2000), i da dobru
antifungalnu aktivnost ostvaruju interakcijom sa ¢elijskom membranom (Vardar et al,
2003; Imelouane et al., 2009). Pri relativno niskim koncentracijama, ove interakcije
mogu dovesti do promena u propustljivosti membrane (Uribe et al., 1985; Cox et al.,
2000) i inhibicije respiracije (Uribe et al., 1985). Pri ve¢im koncentracijama moze doc¢i
do totalnog gubitka homeostaze, oSte¢enja membrane i1 smrti ¢elije (Carson et al. 2002).
Mada se linalol razlikuje od ostalih monoterpenskih alkohola jer je acikli¢an, ispoljava
znacajnu antifungalnu aktivnost. Ovo sugerise da prisustvo alkoholne grupe mnogo vise
determiniSe antifungalnu aktivnost jedinjenja nego cikli¢na ili aciklicna struktura
(Adegoke et al., 2000; Cox et al., 2001; Inouye et al., 2001).

Oksidovani monoterpeni, kao S§to je 1,8-cineol, ispoljavaju razliCit stepen
citotoksi¢nosti. Kao tipicne lipofilne komponente, prolaze kroz citoplazmati¢nu
membranu gljivicnih ¢elija i remete njenu strukturu kao i transport jona. Takode je
pokazano da ometaju procese disanja na membranama mitohondrija (Deba ef al., 2008).

Dobru inhibitornu aktivnost na rast svih ispitivanih gljiva pokazalo je i etarsko
ulje bergamota u cijem sastavu dominiraju monoterpenski ugljovodonik limonen i
acetat, linalol acetat, za koje je utvrden najslabiji antifungalni efekat medu svim
komponentama etarskih ulja. MozZe se pretpostaviti da je dobrom inhibitornom efektu
ovog ulja doprinelo prisustvo manje zastupljenih komponenti, linalola i y-terpinena za
koji je potvrden dobar antifungalni potencijal (Mahboubi and Kazempour, 2011).

U grupu ulja sa veoma dobrom antifungalnom aktivno$¢u spada i etarsko ulje

anisa sa dominantnom komponentom E-anetolom (fenilpropan) za koji je dokazana
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dobra antifungalna aktivnost. Visok inhibitorni potencijal u redukciji rasta svih
ispitivanih gljiva pokazalo je i etarsko ulje ljubiCice u ¢ijem sastavu dominira triacetat.

U kategoriju ulja sa dobrim do umerenim antifungalnim potencijalom svrstavaju
se etarska ulja cimeta i crnog bibera Sto se moze pripisati dominaciji komponenti za
koje je potvrdeno da poseduju dobar do umeren antifungalnim potencijal. Za ulje cimeta
to je fenilpropan, cinamaldehid, dok je u ulju bibera skoro podjednak udeo, B-pinena i
limonena, monoterpena sa umerenim do niskim antifungalnim potencijalom, i
seskviterpena, E-kariofilena, sa izrazitom antifungalnom aktivnos¢u. Aktivnost etarskog
ulja ne moze se pripisati samo dominantnim komponentama, ve¢ i njihovoj slozenoj
inetarakciji, kao 1 manje zastupljenim jedinjenjima (Chang et al., 2008).

Umeren do slab antifungalni potencijal etarskog ulja bosiljka moze se pripisati
dominaciji metil havikola, fenilpropana sa umerenim do slabim antifungalnim efektom
na rast gljiva. Slabija antifungalna aktivnost metil havikola objaSnjava se manjom
rastvorljivosti u vodi koja je vazna za moguénost penetriranja kroz ¢elijski zid bakterija
ili gljiva (Suppakul et al., 2003).

U etarskim uljima Spanske i dalmatinske zalfije, a posebno eukaliptusa, limuna i
narandze, dominiraju monoterpenski ugljovodonici te se ovakvom hemijskom sastavu
moze pripisati i njihov slabiji inhibitorni efekat na rast testiranih ulja. Monoterpenski
ugljovodonici y-terpinen, o-terpinen, terpinolen, p-cimen, limonen i a-felandren su
manje aktivni od prethodnih grupa monoterpena (fenola i alkohola). U radu Dorman and
Deans (2000) a-pinen i B-pinen su ispoljili umerenu antifungalnu aktivnost, posebno -
pinen, za razliku od istrazivanja Sokovi¢ (2001) gde su ispoljili neznatnu antifungalnu
aktivnost. Utvrdeno je da monoterpenski ugljovodonici, kao i1 oksidovani monoterpeni,
mogu da remete Celijski integritet, stvaraju prekide u plazma membrani 1 inhibiraju
transport jona 1 proces respiracije na membrani mitohondrija (Deba et al., 2008;
Imelouane et al., 2009). Tako je utvrdeno da B-pinen moze da deluje na membranu
kvasca dovode¢i do manjka K i H' jona ili oSte¢uje mitohondrije time $to dovodi do
deenergizacije organele usled prestanka respiracije (Uribe et al., 1985). Neki od
pomenutih monoterpenskih ugljovodonika, kao $to su a-pinen, B-pinen, y-terpinen i
limonen povecavaju propustljivost plazma membrane §to dovodi do povecanja pH
gradijenta 1 elektrohemijskog potencijala, a svaki od ovih procesa je od osnovnog

znacCaja za energetski sistem celije (Sun ef al., 2007). Medu nabrojanim monoterpenima,
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y-terpinen, bioloSki prekursor timola i1 karvakrola, pokazuje najbolju antifungalnu
aktivnost (Imelouane et al., 2009).

S druge strane, drugi prekursor fenola, p-cimen, prisutan u etarskim uljima cubra
1 timijana sa 12%, odnosno 23%, ne ispoljava antimikrobnu aktivnost ali povecava
antimikrobnu aktivnost fenolnih komponenti. Smatra se da p-cimen sa fenolnim
komponentama ispoljava sinergistiCku inhibitornu aktivnost na rast gljiva (Soto-
Mendivil et al., 2008; Mahmoubi and Kazempour, 2011). Naime, p-cimen uzrokuje
Sirenje citoplazmaticne membrane, a u kombinaciji sa karvakrolom inkorporira se u
citoplazmati¢nu membranu Cime se olakSava transport karvakrola kroz istu (Mihajilov-
Krstev et al., 2009). Takode, smatra se da p-cimen deluje i1 na aktivnost mitohondrija tj.
smanjuje potencijal membrane mithondrija, smanjuje stopu fosforilacije ADP-a i
stimuliSe potros$nju kiseonika posle fosforilacije ADP-a (Custodio et al., 2011).

Etarska ulja zalfije, iako su izolovana iz dve vrste istog roda Salvia, ispoljila su
razli¢it stepen inhibitorne aktivnosti u odnosu na rast testiranih gljiva. Dok je ulje
dalmatinske zalfije ispoljilo dobar do umeren antifungalni potencijal, etarsko ulje
Spanske zalfije ispoljilo je umeren do slabiji potencijal. Bolja aktivnost etarskog ulja
dalmatinske zalfije verovatno je posledica veceg udela komponenti sa dokazanim
antifungalnim potencijalom kao $to su tujoni i monoterpenski alkoholi, 1,8-cineol i
borneol (Tabanca et al., 2001.). U etarskom ulju Spanske zalfije preovladuju
komponente sa umerenim ili slabim antifungalnim potencijalom kao $to su kamfor
(monoterpenski keton) i monoterpenski hidrokarboni, a-pinen i limonen (Sokovié,
2001), kao 1 acetati za koje je dokazana najslabija antifungalna aktivnost od svih
komponenti etarskih ulja. Dzami¢ et al. (2008) su sugerisali da postoji veza izmedu
veéeg prisustva linalol acetata u etarskom ulja Salvia sclarea i njegove umerene
antifungalne aktivnosti.

Dominacija monoterpenskog ugljovodonika limonena sa slabim antifungalnim
potencijalom verovatno je uzrok slabe antifungalne aktivnosti etarskih ulja eukaliptusa,
limuna i narandze.

Najslabiju inhibitornu aktivnost u odnosu na rast svih testiranih fitopatogenih
gljiva ispoljila su etarska ulja kamilice i1 vetivera u kojima dominiraju seskviterpenski

ugljovodonici sa slabijim antifungalnim potencijalom.
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Statistickom analizom dobijenih rezultata pokazano je da su pojedina ulja
delovala ujednaceno na sve testirane gljive. Izdvaja se grupa od 4 etarska ulja, Cubra,
origana, timijana i ruze, izmedu kojih nema statisticki znacajne razlike u antifungalnoj
aktivnosti na gotovo sve testirane fitopatogene gljive. StatistiCka analiza antifungalne
aktivnosti svih ulja na pojedinacne testirane gljive prikazana je u Prilogu 3 (Tabela 36).

Rezultati statisticke analize (Prilog 3) delovanja svih etarskih ulja na
pojedinacne gljive ukazuju na to da su medu vrstama roda Fusarium, F. subglutinans,
F. semitectum 1 F. sporotrichioides, generalno najotpornije gljive na ve¢inu analiziranih
etarskih ulja, a od predstavnika drugih rodova to su 7. viride, A. alternata, A. flavus i
Chaetomium sp. Najosetljivije gljive na veéinu etarskih ulja su F. oxysporum izolovan
sa kukuruzne svile, kao 1 M. verrucaria, T. roseum, V. dahliae, donekle i Phomposis sp.
1 Phoma sp. Takode je uocljivo da je A. niger osetljivija na vec¢inu etarskih ulja od 4.
flavus.

Dobijeni rezultati su pokazali da pojedina odabrana etarska ulja predstavljaju
dobru osnovu za potencijalnu formulaciju biofungicida koji bi se mogao koristiti u
bioloskoj kontroli fitopatogenih gljiva, najpre fumigacijom biljnih droga. Kako su
etarska ulja isparljiva jedinjenja, fumigacija se prema literaturnim podacima, pokazala
kao efikasan vid primene etarskih ulja u kontroli patogenih gljiva na uskladiSetnom

vocu.
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4.6. Antifungalna aktivnost izolata Bacillus sp.

4.6.1. Ispitivanja antagonistickog potencijala razliCitih izolata Bacillus sp.

Pokazano je da bakterije iz rodova Pseudomonas, Bacillus, Cryptococcus,
Enterobacter 1 dr., imaju sposobnost inhibicije rasta razli¢itih fitopatogenih gljiva
razli¢itim mehanizmima (Sharma et al., 2009; Toure et al., 2004; Pal and Gardener,
2006; Protolipac et al., 2011). Rezultati istrazivanja ukazuju na visoku efikasnost vrsta
roda Bacillus, posebno B. subtilis 1 srodne B. amyloliquefaciens, u biokontroli razlicitih
bolesti biljaka, vo¢a i povréa uzrokovanih zemljiSnim ili postZetvenim patogenim
gljivama (Toure, 2004; Ciri¢ et al., 2011; Jogi¢ et al., 2011; Zivkovié, 2011). Posebna
paznja posvecena je izolatima Bacillus sp. koji svoju antagonisticku aktivnost, izmedu
ostalog, ispoljavaju sintezom metabolita sa visokom antimikrobnom aktivnoscu.

Nasa istrazivanja bila su usmerena na in vitro ispitivanja antagonistickog
potencijala 14 razli€itih izolata Bacillus sp., izolovanih sa razliitih staniSta Srbije,
prema fitopatogenim gljivama testiranim u prethodnim ispitivanjima antifungalnog
potencijala etarskih ulja.

Inhibitorno delovanje razli€itih izolata Bacillus sp. ispitivano je testovima
dvojne kultivacije gajenjem kultura fitopatogenih gljiva u kombinaciji sa odgovarajué¢im
antagonistom na istoj Petrijevoj Solji. Na pocetku je uraden skrining test u kome je
ispitivana osetljivost svih gljiva na sve odabrane Bacillus sp. izolate. Pokazano je da su
pojedine gljive bile potpuno neosetljive, tj., da na rast micelije nije uticalo prisustvo
izrasle bakterije. Najvecu rezistentnost na sve izolate Bacillus sp. ispoljila je F.
sporotrichioides, nezavisno od toga da li je izolovana sa koprive ili nane, a neSto manju
1 F. solani izolovana sa listova i herbe rastavia. Pojedine vrste gljiva ispoljile su
selektivnu oseljivost na neke od testiranih bakterijskih izolata tj. ispoljile su manju ili
vecu osetljivost, ili su bile potpuno rezistentne na pojedine izolate.

Na osnovu rezultata skrining ispitivanja odabrane su sledece gljive za dalji rad:
F. solani, F. verticillioides, F. tricinctum, F. oxysporum (izolovane sa nevena i
kukuruzne svile), F. semitectum, F. subglutinans, F. equiseti, A. alternata, G. roseum,
A. flavus, A. niger, Penicillium sp., Chaetomium sp. 1 C. lunata. Ove vrste su kori§¢ene i

u prethodnim ispitivanjima antifungalne aktivnosti etarskih ulja, ali su pojedine
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izostavljene, npr. F. sporotrichioides, Phoma, T. roseum i dr., zbog rezistentnosti na
Bacillus izolate, ili su 1 same antagonisti, kao $to je 7. viride.

Rezultati ispitivanja antagonistiCke aktivnosti svih 14 izolata Bacillus sp. na rast
odabranih fitopatogenih gljiva prikazani su na slikama 49. 1 50. Antagonisti su svrstani
u odgovarajucu kategoriju inhibicije rasta (GIC).

Testirani Bacillus sp. izolati su ispoljili razli€it stepen inhibicije prema razli¢itim
vrstama testiranih gljiva. Izolati SS-39.1 1 SS-39.3 u ogledima dvojne kultivacije
manifestuju najslabiji antagonisticki efekat prema gotovo svim patogenima. Odstupanje
je zabelezeno za F. tricinctum, izolovan sa rastavica, na koji su ovi izolati ispoljili
umerenu aktivnost inhibicijom rasta micelije oko 40% (GIC 2). Izvesnu osetljivost na
izolat SS-39.3, ispoljila je 1 F. subglutinans Ciji je rast bio inhibiran sa 44.6%, dok je na
izolat SS-39.1 potpuno rezistentna (Slika 49).

Izolat SS-21.7 nije ispoljio znacajniji antagonizam prema vecini testiranih gljiva.
Od vrsta roda Fusarium znacajnije je inhibirao rast F. subglutinans (preko 50%), nesto
manje F. tricinctum. Od predstavnika drugih rodova testiranih gljiva izuzetak je

zabeleZen samo u slucaju Penicillium sp. €iji je rast inhibiran ovim izolatom sa 58.6%

(Slika 50).
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Slika 49. Efekat izolata Bacillus sp. na rast vrsta roda Fusarium. Prikazane su srednje vrednosti procenta inhibicije rasta i standardna devijacija.
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Slika 50. Efekat izolata Bacillus sp. na rast odabranih gljiva. Prikazane su srednje vrednosti procenta inhibicije rasta i standardna devijacija.
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Sli¢no, veoma razlicit efekat na rast ispitivanih gljiva ispoljio je i izolat SS-10.7.
Visoku antagonisti¢ku aktivnost ispoljio je samo prema F. subglutinans i F. oxysporum
(izolovan sa nevena) inhibicijom rasta od 67%, odnosno 52% (GIC 3), dok je prema
ostalim vrstama ovog roda ispoljio blag antagonizam inhibicijom rasta njihovih
micelijuma sa oko 30%, ili je efekat potpuno izostao (Slika 49). Od predstavnika drugih
rodova gljiva, izolat SS-10.7 je ispoljio znaCajniji antagonizam samo prema
Chaetomium sp. inhibicijom rasta micelije od 56% (Slika 50).

Selektivna antagonisticka aktivnost utvrdena je i za izolat SS-40.6 koji je od
Fusarium vrsta umeren antagonizam ispoljio, kao i izolat SS-10.7, prema F.
subglutinans 1 F. oxysporum. Ovaj izolat nije inhibirao rast micelija 4. niger i
Penicillium sp., dok je prema ostalim gljivama ispoljio umeren antagonisticki potencijal
inhibirajuéi rast njihovih micelija od 37% do 54%. Najjacu antagonisticku aktivnost
ispoljio je na rast 4. alternata sa P1G od 64%.

Ostali ispitivani izolati Bacillus sp., SS-6.2, SS-12.6, SS-13.1, SS-27.7, SS-35.4,
SS-38.2, SS-38.3, SS-38.4 1 SS-40.2 su ispoljili dobru ili jaku antagonsticku aktivnost
prema fitopatogenim gljivama, inhibirajuéi rast micelija pojedinih gljiva 1 preko 70%
(GIC 4). Vecina ovih izolata ispoljili su, medu vrstama svih rodova izuzev Fusarium,
najsnazniji antagonizam prema A. alternata 1 Penicillium sp. inhibicijom rasta preko
70%. Obe vrste gljiva ispoljile su nesto manju osetljivost na izolat SS-6.2 (Slika 50).
Najslabiji antagonisticki potencijal utvrden je prema A. niger koji je tolerantan na
izolate SS-6.2, SS-35.4 1 SS-38.2.

Najjacu antagonisticku aktivnost, na vrste roda Fusarium, ispoljili su izolati SS-
12.6, SS-13.1 i SS-27.7 inhibicijom rasta vecine testiranih gljiva sa preko 50%. Ostali
izolati, SS-6.2, SS-40.2, SS-35.4, SS-38.2 1 SS-38.4 ispoljavaju selektivnu
antagonisticku aktivnost prema Fusarium vrstama, od redukcije rasta micelije do 74%,
do potpunog izostanka inhibitorne aktivnosti, u zavisnosti od gljive i izolata Bacillus sp.

Generalno, moze se re¢i da su najmanju osetljivost na ve¢inu ovih izolata
ispoljile F. solani 1 F. verticillioides, a najvecu F. subglutinans 1 F. equiseti (Slika 49).

Interesantni rezultati dobijeni su za F. oxysporum, za koju je utvrdeno da su
sojevi izolovani iz dve biljne droge (cvetova nevena i kukuruzne svile), razlicito
osetljivi na pojedine Bacillus sp. izolate. Naime, soj F. oxysporum izolovan sa cvetova

nevena potpuno je rezistentan na izolate SS-35.4, SS-40.2 1 SS-40.6, dok je rast soja
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izolovog i1z kukuruzne svile inhibiran sa preko 40%, istim sojevima (GIC 2). Ovaj soj je
ispoljio 1 dvostruko vecu otpornost na izolat SS-38.2 u odnosu na soj sa cvetova nevena.

Antagonizam pojedinih izolata Bacillus sp. na Fusarium vrste prikazan je na
Slici 49. Uporednom analizom dobijenih rezultata moze se re¢i da su Fusarium vrste
nesto otpornije na Bacillus sp. izolate od vrsta drugih rodova gljiva. F. subglutinans je
najosetljivija na antagonisticki najaktivije izolate SS-12.6, SS-13.1, SS-27.7 1 SS-6.2.
Ovi rezultati su posebno zanimljivi zato $to su u suprotnosti sa rezultatima prethodnih
ispitivanja etarskih ulja u kojima je ova gljiva ispoljila najvecu toleratnost na najveéi
broj testiranih ulja.

Posmatranjem micelije svih testiranih gljiva u dualnom testu pod elektronskim
mikroskopom primecene su izvesne promene jedino delovanjem izolata SS-38.4 na
nekim gljivama. Ovaj izolat inhibirao je klijanje konidija kod F. equiseti, dok je kod F.
tricinctum uocen neobiCan oblik mikrokonidija, kao 1 formiranje hlamidospora koje se
inace stvaraju pri nepovoljnim spoljaSnjim uslovima. Osim navedenog, uoceno je i1
smanjenje cele micelije 4. alternata u interakciji sa izolatom SS-40.2 (Slika 51), kao i

C. lunata sa izolatom SS-12.6 (Slika 52).

a)

Slika 52. Efekat izolata Bacillus sp. SS-12.6 prema Curvularia lunata. a) kontrola; b) dualni test

122



Rezultati i diskusija

Na osnovu dobijenih rezultata in vitro ispitivanja moze se re¢i da su najbolji
antagonisticki potencijal na vecinu testiranih gljiva ispoljili izolati Bacillus sp. SS-12.6,
SS-13.1, a zatim i SS-38.3 1 SS-38.4, SS-40.2, SS-27.7, SS-38.3, SS-38.4, SS-35.4, SS-
38.21SS-6.2.

Moze se pretpostaviti da testirani izolati ispoljavaju svoj antagonizam prema
odabranim gljivama produkcijom antimikrobnih supstanci, ali se ne mogu iskljuciti ni
ostali mehanizmi antagonizma kao $to su: kompeticija za nutrijente, produkcija litickih
enzima 1 indukcija imunog odgovora.

Siroki dijapazon antimikrobnih supstanci koje proizvode bakterije roda Bacillus
ukljucuje 1 lipopeptide. Lipopeptidi iz familije iturina, fengicina i surfaktina koji se
sintetiSu uz pomo¢ velikih multienzimskih kompleksa, a ne ribozomalno, ispoljavaju
Sirok antimikrobni spektar 1 izuzetnu surfaktantsku aktivnost (Magnet-Dana and
Peypoux 1994; Vollembroich et al. 1997). Iturini i fengicini ispoljavaju jaku
antifungalnu aktivnost kroz potpunu inhibiciju rasta Sirokog spektra biljnih patogena
(Klich et al., 1994), dok surfaktini ispoljavaju izvestan sinergisticki efekat na
antifungalnu aktivnost iturina A (Maget-Dana et al., 1992). Prema Marrone (2002)
surfaktini, u manjoj koli¢ini (10 ppm), znacajno inhibiraju formiranje spora i
germinativnih tuba u kombinaciji sa iturinima. Novija istrazivanja ukazuju i na
antifungalnu aktivnost surfaktina (Vitullo et al., 2012).

Kod svih 14 testiranih izolata Bacillus sp. potvrdeno je prisustvo gena
ukljucenih u sintezu lipopeptida iz familije iturina, surfaktina i fengicina, izuzev izolata
SS-12.6 i SS-13.1 kod kojih je primeceno odsustvo gena za produkciju fengicina
(Stankovi¢ et al., 2012). To daje za mogucnost da je produkcija lipopeptida odgovorna
za antifungalni efekat izolata, mada se, kao S§to je reCeno, ne moze iskljuciti ucesce
drugih mehanizama antagonizma posto su testirane pune kulture bakterija.

U cilju potvrde hipoteze da su lipopeptidni antibiotici odgovorni za dobru
antifungalnu aktivnost izolata Bacillus sp., u dalja istraZzivanja ukljucili smo ekstrakte
lipopeptidnog sastava izolovane iz sojeva SS-12.6 1 SS-13.1, ¢ime su eliminisani ostali
potencijalni mehanizmi antagonizma. Prema literaturnim podacima, tretman voca
lipopeptidnim ekstraktima B. subtilis GA1 soja ispoljio je snazan protektivan efekat

sli¢an tretmanu kulturom bakterija, u odnosu na gljive uzrocnike truljenja (Toure ef al.,
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2004). Podjednako dobra efikasnost lipopeptidnog ekstrakta kao i vegetativnih ¢éelija

ukazuje na njegovu ulogu u aktivnosti kompletnog soja kao agensa biokontrole.
Rezultati ispitivanja antifungalnog efekta lipopeptidnih ekstrakata izolata SS-

12.6 1 SS-13.1 na testirane gljive izolovane sa lekovitog bilja prikazani su u Tabeli 21.,

uporedo sa antagonistickim potencijalom izolata Bacillus sp. iz kojih su izolovani.

Tabela 21. Antifungalni efekat izolata Bacillus sp. SS-12.6 1 SS-13.1 i njihovih

lipopeptidnih ekstrakata (izrazeno u % inhibicije rasta)

Gljive izolat ekstrakt izolat ekstrakt
SS-12.6 12.6 SS-13.1 13.1
F. solani 50 21 43 0
F. verticillioides 56 54 58 26
F. tricinctum- rastavié¢ 48 1,5 52 34
F. oxysporum - neven 50 58 52 18
F. oxysporum — k.svila 48 42 44 8
F. semitectum 57 53 55 8
F. subglutinans 53 75 51 20
F. equiseti 55 56 48 34
C. lunata 61 46 56 15
A. flavus 65 6 60 0
A. niger 59 33 54 0
Penicillium sp. 65 72 65 71
A. alternata 70 70 74 26
Chaetomium sp. 56 73 52 17
G. roseum 65 9 47 0

Ispitivanjem aktivnosti lipopeptidnog ekstrakta izolovanog iz Bacillus sp. SS-
12.6 moze se uociti da je veoma efikasan u inhibiciji rasta testiranih gljiva (Tabela 21,
Slika 53.). Rast micelija pojedinih gljiva inhibiran je ovim ekstraktom preko 70% (4.
alternata, Penicillium sp., Chaetomium sp.i F. subglutinans). Kako je stepen inhibicije
rasta micelije gljiva F. verticillioides, F. oxysporum (sa obe biljne droge), F.
semitectum, F. equiseti, Penicillium sp. 1 A. alternata, izolatom SS-12.6 i njegovim
lipopeptidnim ekstraktom sli¢an, moze se pretpostaviti da je antagonizam ovog izolata

prema navedenim fitopatogenim gljivama posledica antifungalne aktivnosti lipopeptida.
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Alternaria alternata

Fusarium solani

Penicillium sp.

Slika 53. Antifungalni efekat lipopeptidnog ekstrakta izolata SS-12.6 prema razli¢itim gljivama.
Prikazana je kontrola (leva kolona) i antagonizam ekstrakta (desna kolona)
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U slucaju F. oxysporum (sa nevena), Penicillium sp., a posebno F. subglutinans i
Chaetomium sp. lipopeptidni ekstrakt bio je bolji antagonist od pune kulture izolata SS-
12.6 iz koga je izolovan (videti u tabeli 21.). Nasuprot ovim nalazima, ovaj ekstrakt bio
je znatno slabiji u inhibiciji rasta F. solani, a posebno G. roseum, A. flavus i1 F.
tricinctum od pune kulture. Na osnovu dobijenih rezultata moze se pretpostaviti da je za
visoku inhibitornu aktivnost izolata SS-12.6 na nabrojane gljive odgovoran i neki drugi
metabolit ili se ostvaruje kroz neki drugi mehanizam. Primeceno je da lipopeptidni
ekstrakt izolata SS-12.6, osim $to inhibira rast F. oxysporum (sa kukuruzne svile)
dovodi i do promene boje micelije (Slika 53).

Nasuprot lipopeptidnom ekstraktu izolata SS-12.6, aktivnost ekstrakta izolata
Bacillus sp. SS-13.1 na rast istih gljiva bila je znatno slabija. Inhibicija rasta vecine
gljiva bila je odsutna, izuzev u slucaju Penicillium sp. €iji je rast inhibran sa 71%
(Tabela 21.). Na osnovu iznetog, moze se pretpostaviti da su drugi metaboliti izolata
SS-13.1 odgovorni za njegov izrazen antagonizam u punoj kulturi na odabrane
fitopatogene gljive, ili neki drugi mehanizam.

Ispitivanjem minimalne inhibitorne koncentracije lipopeptidnih ekstrakata

izolata SS-12.6 1 SS-13.1 donekle su potvrdeni dobijeni rezultati. MIC vrednosti oba

ekstrakta prikazane su u Tabeli 22.

Tabela 22. MIC vrednosti za ekstrakte izolata SS-12.6 1 SS-13.1 (ul/ml)

Gljive Ekstrakt 12.6 | Ekstrakt 13.1
F. solani 7,8 250
F. verticillioides 3.9 125
F .tricinctum- rastavi¢ / /
F. oxysporum -neven 3,9 62,5
F. oxysporum- k.svila / /
F. semitectum 5,5 500
F. subglutinans 1,25 500
F. equiseti 5,5 62,5
C. lunata 2,5 125
A. flavus >500 >500
A. niger 62,5 >500
Penicillium sp. >500 >500
A. alternata 20 250
Chaetomium sp. 2,5 250
G. roseum 125 500
F. tricinctum - nana 1,9 >500
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U slucaju lipopeptidnog ekstrakta Bacillus SS-12.6 izolata dobijene su niske
MIC vrednosti izuzev za G. roseum, A. flavus 1 Penicillium sp. §to je u korelaciji sa
efektom ekstrakta na iste gljive na Petri Solji (Tabela 22.). Odstupanje od ocekivanih 1
dobijenih rezultata utvrdeno je za MIC vrednost za Penicillium sp. Ovaj ekstrakt je
znatno inhibirao rast Penicillium sp. na PDA podlozi, sa preko 70%, dok je MIC
iznosila preko 500 pl/ml.

Kada je u pitanju lipopeptidni ekstrakt SS-13.1, utvrdeni su visoke MIC
vrednosti §to je u korelaciji sa rezultatima ispitivanja inhibitornog efekta ovog ekstrakta
na rast micelija na PDA agaru, koja su ukazala na njegovu slabu antifungalnu aktivnost.
Ocekivale se jedino mala MIC vrednost za Penicillium sp. poSto je ekstrakt inhibirao
rast ove plesni sa 71%, $to nije potvrdeno mikrodilucionom metodom.

Za detaljnija objaSnjenja dobijenih rezultata neophodna su dalja ispitivanja
lipopeptidnih ekstrakata Bacillus sp. izolata u cilju determinacije aktivnih jedinjenja
odgovornih za izrazitu antagonisticku aktivnost. Dobijeni rezultati potvrduju
pretpostavku da je za antagonisticki potencijal izolata SS-12.6 verovatno odgovoran
lipopeptidni ekstrakt. S druge strane, za izolat SS-13.1 potrebna su dalja istrazivanja.
Iako ovaj izolat poseduje geneticki potencijal za sintezu lipopeptida, da li ¢e zaista do¢i
do produkcije zavisi od niza faktora. Naime, ranija istrazivanja produkcije lipopeptida u
razli¢itim Bacillus sojevima su ukazala da iako svi sojevi mogu imati gene za sintezu
surfaktina, iturina A i bacilomicina D, u odredenom trenutku samo se 1 ili 2 antibiotika
sintetiSu u visokim koncentracijama 1 da aktivnost glavnog antibiotika, pod datim
uslovima moze varirati od soja do soja (Athukorala ef al., 2009). Prema ovim autorima,
iako se sojevi izloze istim uslovima, svaki soj moze razliito da reaguje na ekoloske
signale tj. signale sredine koji indukuju ekspresiju razli¢itih gena za antibiotike u
razli¢itim sojevima. Alternativno, produkcija nekih antibiotika moze znacajnije da kasni
u odnosu na druge. U svetlu svega recenog, za formulaciju proizvoda na bazi Bacillus
sojeva Cini se da je pozeljnije koristiti Cistu aktivnu supstancu, ili bar ekstrakt. Time se
eliminiSe faktor ,,neizvesnosti® u produkciji antimikrobnog jedinjenja kada se koristi

puna kultura antagonistickog soja.
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4.6.2. Sinergisticki efekat Bacillus sp. izolata SS-12.6 i SS-13.1 i odabranih

etarskih ulja na rast fitopatogenih ulja

Upotreba Bacillus sp. kao agensa biokontrole ima nekoliko prednosti u odnosu
na druge mikroorganizme antagoniste, pre svega otpornost na visoke temperature i suSu
(Hou et al., 20006). Istrazivanjima u ovom radu utvrden je antagonisti¢ki potencijal vise
Bacillus sp. izolata sa razlicitih lokaliteta 1 mikrostaniSta u odnosu na fitopatogene
gljive izolovane sa biljnih droga, kao i moguénost njihove primene u vidu agenasa
biokontrole.

Pri komercijalnim uslovima nijedan pristup bioloSke kontrole nije ispoljio
dosledan nivo kontrole oboljenja u poredenju sa sintetickim fungicidima. Sa ekonomske
tacke glediSta, da bi bioloska kontrola bila prihva¢ena neophodno je da se poboljsa
konzistencija i efikasnost u kontroli postzetvenih oboljenja (El Ghaouth, 1997). U tom
smislu, pokazano je da kombinacija komplementarnih bioloskih pristupa sa aditivnim
1/ili sinergistickim efektom moze da obezbedi vecu konzistenciju 1 efikasnost u
biokontroli postzetvenih oboljenja. Za ovakvu biolosku strategiju bi se ocekivalo da
ispolji vecu stabilnost i1 efikasnost nego kada se koristi jedan agens biokontrole.
Eksperimentalno je pokazano, da kombinacija etarskih ulja i izolata Bacillus sp. moze
biti vrlo efikasna u kontroli patogenih gljiva na vocu. Tako je kombinacijom B.
amyloliquefacijens 1 etarskog ulja limunske trave (Cymbopogon citrates) postignut
izostanak fitopatogenih oboljenja na skladiStenim breskvama sinergistickim dejstvom
ovih bioloskih agenasa (Arrebola et al., 2009).

U ovom radu, ispitivali smo potencijalni sinergizam izmedu Bacillus sp. izolata
SS-12.6 1 SS-13.1 1 etarskih ulja koja su pokazala izrazit antifungalni potencijal,
timijana, ¢ubra i ruze, na vrste roda Fusarium koje su ispoljile neznatno vecu otpornost
na ove izolate od predstavnika drugih rodova gljiva. Rezultati su prikazani na slikama

54.155.
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Slika 54. Sinergisticka aktivnost izolata SS-12.6 i etarskih ulja timijana, ¢ubra i ruze. Prikazane
su srednje vrednosti procenta inhibicije rasta vrsta roda Fusarium pojedinacnim etarskim uljima i
izolatom SS-12.6, njihov sinergisticki efekat i standardna devijacija.

Iz rezultata prikazanih na slikama 54. 1 55. moze se uociti da su izolati SS-12.6 1
SS-13.1 uglavnom jace inhibirali rast vecine ispitivanih gljiva u prisustvu etarskih ulja
timijana, ¢ubra i ruze, nego kada su ispitivani sami kao antagonisti, uz pojedine
izuzetke. Kada je u pitanju izolat SS-12.6, bolja sinergisticka aktivnost u odnosu na rast
Fusarium vrsta utvrdena je za kombinaciju ovog izolata sa etarskim uljima timijana i
Cubra. Sinergizam je ispoljen na rast svih gljiva osim na F. oxysporum izolovan sa
kukuruzne svile gde je kombinacija Bacillus izolata 1 ulja ¢ubra ispoljila antagonisticki
efekat, odnosno inhibicija rasta micelije ove gljive je manja nego primenom samog
izolata antagoniste. U kombinaciji sa etarskim uljem ruze, izolat SS-12.6 ispoljio je
sinergisticku aktivnost na rast F. semitectum, F. oxysporum (izolovan sa nevena) i F.
tricinctum, dok je antagonizam utvrden za rast F. equiseti, F. solani i F. oxysporum (sa
kukuruze svile). Kombinacija izolata SS-12.6 1 etarskog ulja ruze ispoljila je
indiferentan efekat na rast F. subglutinans. Na Slici 54. se moze se primetiti da su F.

semitectum, F. subglutinans i1 F. equiseti najotpornije na samo etarsko ulje ruze,
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najosetljivije na sam izolat SS-12.6, a da su na kombinaciju ulja sa bakterijskim

antagonistom ispoljile drugacije reakcije, kao §to je navedeno.
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Slika 55. Sinergisticka aktivnost izolata SS-13.1 i etarskih ulja timijana, Cubra i ruze. Prikazane
su srednje vrednosti procenta inhibicije rasta vrsta roda Fusarium pojedinacnim etarskim uljima i
izolatom SS-13.6, njihov sinergisticki efekat i standardna devijacija.

Sinergisticki efekat na rast najve¢eg broja Fusarium vrsta utvrden je i
ispitivanjem kombinacije izolata SS-13.1 sa sva tri etarska ulja (Slika 55.).
Kombinacijom ovog izolata i etarskih ulja procentualno vise je inhibaran rast testiranih
gljiva u odnosu na slucaj kada su ispitivani pojedinacno. Odstupanje od iznetog
utvrdeno je za F. tricinctum na ¢iji rast je kombinacija bakterijskog izolata i etarskih
ulja ruze i timijana ispoljila antagonisticki efekat, a sa uljem cubra indiferentan.
Antagonizam je zabelezen i prema rastu F. oxysporum (sa kukuruzne svile) kada je
izlozen kombinaciji izolata SS-13.1 i etarskog ulja ruze.

Kombinacija izolata SS-12.6 1 SS-13.1 1 etarskih ulja ¢ubra i timijana ispoljila je
nesto bolji sinergisticki efekat na rast vrsta roda Fusarium, nego sa etarskim uljem ruze.

Takode, ove kombinacije ispoljavaju uglavnom bolju antifungalnu aktivnost od etarskih
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ulja i bakterijskih izolata testiranih pojedinacno. Rast F. subglutinans, F. equiseti i F.
semitectum, medu najotpornijim vrstama gljiva na sva tri etarska ulja, znacajno je
inhibiran kombinacijom ulja sa bakterijskim antagonistima SS-12.6 1 SS-13.1.

Ovakva, paralelna, ispitivanja aktivnosti razli¢itih agenasa biokontrole, etarskih
ulja i izolata bakterije Bacillus sp., omogucéavaju nam otkrivanje adekvatnog agensa, ili
njihove kombinacije, za efikasno suzbijanje odredene fitopatogene gljive u cilju

dobijanja Sto aktivnijih i efikasnijih agenasa biokontrole sa Sirokom paletom delovanja.

4.6.3. Potencijalna primena ispitivanih etarskih ulja i izolata Bacillus sp. u

kontroli fitopatogenih gljiva sa lekovitog bilja

Kako su biljne droge osetljiv materijal, a do sada ne postoji prihvatljiva metoda
za njihovu dekontaminaciju, namece se potreba za iznalazenjem adekvatne formulacije,
bazirane na bioloSkim agensima, koja ne bi uticala na njihove organolepticke
karakteristike, a posebno na aktivne principe tj. na lekovitost. U tom smislu, a na
osnovu literaturnih podataka i rezultata dobijenih u ovom radu, moze se razmisljati o
mogucénosti primene etarskih ulja i izolata Bacillus sp., kao bioloskih agenasa, u dva
pravca: prevencije kontaminacije lekovitih biljaka u polju i dekontaminacije biljne
droge u zatvorenom prostoru.

Literaturni podaci ukazuju na efikasnost i primenu kako etarskih ulja, tako i
izolata razliCitih vrsta roda Bacillus u zastiti povrtarskih biljaka od fitopatogenih gljiva,
bilo da se koriste tretmanom zemljista u kome ¢e biljka rasti, bilo prskanjem listova i
korena biljka (Tomlin, 2006; Arrebola et al., 2009; Abdel-Kader et al., 2011).
Uglavnom se, kada su u pitanju izolati Bacillus sp., primenjuju suspenzije vegetativnih
¢elija 1 spora pri cemu je mehanizam delovanja zasnovan na kolonizaciji korena biljke
bakterijom i kompeticiji sa patogenim organizmima (Tomlin, 2006).

Etarska ulja ispitivana u ovom radu su neselektivna tj. sva ulja su ispoljila
inhibitorni efekat na rast svih testiranih fitopatogenih gljiva. Razlika je u minimalnoj
koncentraciji kojom pojedinac¢no ulje inhibiralo rast gljiva, a koja je posledica njegovog
hemijskog sastava. Medu svim uljima ispitivanim u ovom radu, etarska ulja Cubra,
origana, timijana i ruZe su bila najefikasnija pri najmanjoj koncentraciji. Sva cetiri

etarska ulja su podjednako efikasna u inhibiciji rasta gotovo svih gljiva, odnosno imaju
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najsiri spektar dejstva na fitopatogene gljive testirane u ovom radu, Naime, medu ova
cetiri ulja nema statisticki znacajne razlike u antifungalnoj aktivnosti na gotovo sve
testirane gljive, Sto znaci da bi svako ulje postiglo istu efikasnost u tretmanu bilo koje
fitopatogene gljive ispitivane u ovom radu (Prilog 3, Tabela 36).

S druge strane, od izolata Bacillus sp., visok antagonizam na sve ispitivane
fitopatogene gljive ispoljili su izolati SS-12.6 1 SS-13.1, kao 1 SS-27.7, SS-34.4, SS-
38.31SS-40.2.

Jedan od pristupa u istrazivanjima biokontrole je primena kombinacije etarskih
ulja i antagoniste, bilo da su u pitanju gljive ili bakterije. Visoka efikasnost u prevenciji
kontaminacijed patogenim gljivama povrtarskih biljaka postignuta je integrisanim
tretmanom zemlje kombinacijom gljive antagoniste i odabranih etarskih ulja, kao Sto su
kim, timijan, nana i geranijum (Abdel-Kader et al., 2011). S druge strane, efikasnost u
prevenciji kontaminacije voca postignuta je njihovim prskanjem kombinacijom
antagoniste B. amyloliquefacijens 1 etarskog ulja limunske trave pre skladiStenja voca
(Arrebola et al., 2009). Prema ovim autorima bakterija produkuje iturin A, fengicin i
surfaktin, kao 1 neke isparljive komponente kojima ostvaruje svoju antagonisticku
aktivnost kao S$to je inhibicija klijanja konidija i formiranjem biofilma na povrSini voca.
Ovim istrazivanjima je ustanovljeno da monoterpeni etarskog ulja doprinose poveéanju
formiranja biofilma kod Gram pozitivnih bakterija, te je primena kombinacije bakterije
antagoniste 1 etarskog ulja od velike koristi u kontroli razvoja postzetvenih oboljenja na
vocu uzrokovanih gljivama, tokom skladistenja i transporta voc¢a, posebno u organskoj
proizvodnji.

Ispitivanja u naSem radu su ukazala na to da je kombinacija pojedinacnih
Bacillus sp. izolata SS-12.6 1 SS-13.1 1 etarskih ulja Cubra i timijana pokazala nesto
bolji sinergistic¢ki efekat, nego sa etarskim uljem ruze, na rast vrsta roda Fusarium, F.
subglutinans, F. equiseti 1 F. semitectum, koje su ispoljile vecu rezistentnost na najveci
broj ispitivanih ulja u odnosu na ostale testirane gljive. Rezultati takode ukazuju da
pomenute kombinacije oba izolata Bacillus sp. i etarskih ulja pokazuju uglavnom bolju
antifungalnu aktivnost od etarskih ulja i bakterijskih izolata testiranih pojedinacno. Rast
F. subglutinans, F. equiseti 1 F. semitectum, medu najotpornijim testiranim gljivama na
sva tri etarska ulja, znaCajno je inhibiran kombinacijom wulja sa bakterijskim

antagonistima SS-12.6 1 SS-13.1.
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Ovakva, paralelna, ispitivanja aktivnosti razli¢itih agenasa biokontrole, etarskih
ulja i izolata bakterije Bacillus sp., omogucéavaju nam otkrivanje adekvatnog agensa, ili
njihove kombinacije, za efikasno suzbijanje odredene fitopatogene gljive u cilju
dobijanja S$to aktivnijih 1 efikasnijih agenasa biokontrole. Kombinovani tretman
razli¢itim bioloskim agensima otezao bi razvoj rezistentnih patogenih sojeva.

Noviji pravac u primeni Bacillus sp. kao biofungicida je primena ne samo
njegovih cCelija nego 1 lipopeptidnih esktrakata. Formulisan je preparat sa ¢elijama i
peptidima Bacillus-a, kao nosiocima ovog preparata, koji spreCavaju pocetni proces
infekcije patogenim gljivama, germinaciju spora i uniStavaju germinativne tube
(Marone, 2002). S tim na umu, ispitivanjem inhibitorne aktivnosti lipopeptidnih
ekstrakata izolata antagonista SS-12.6 1 SS-13.1, za koje smo utvrdili visoku
antifungalnu aktivnost, zabeleZzen je visok antifungalni potencijal lipopeptidnog
ekstrakta SS-12.6 na gotovo sve testirane gljive. Daljim ispitivanjem utvrdene su niske
MIC vrednosti za ovaj lipopeptidni ekstrakt pa se moZze pretpostaviti da je on verovatno
odgovoran za veoma dobru antifungalnu aktivnost Bacillus sp. izolata SS-12.6. To nam
daje dobru osnovu za potencijalnu primenu lipopeptidnog ekstrakta izolata SS-12.6 u
biokontroli fitopatogih gljiva na uskladistenoj drogi.

Za potencijalni tretman uskladiStene biljne droge, gde se zahteva niska
temperatura i vlaznost, viSe bi odgovarali lipopoptidni ekstrakti Bacillus sp. od
vegetativnih Celija zbog moguénosti da bakterija, pod nepovoljnim uslovima prede u
sporogeni oblik, te na taj nafin ne ispolji antagonisticku aktivnost. Lipopeptidni
ekstrakti su uputniji za primenu takode i zbog ve¢ poznatog mehanizma dejstva kojim
ostvaruju antagonizam prema fitopatogenim gljivama, dok se za bakterijske izolate ne
moze pouzdano tvrditi kojim ¢e mehanizmom delovati u in vivo uslovima, i1 koji ¢e se
geni za sintezu metabolita sa antimikrobnom aktivnos§¢u, eksprimirati.

Primena kulture ¢elija Bacillus sp. sa druge, tehnoloske, strane je bolji izbor za
primenu u polju zbog moguénosti ukljucivanja veleg broja mehanizama
antagonistickog delovanja §to je pozeljno zbog veceg broja razliCitih fitopatogenih
gljiva sa kojima dolaze u dodir 1 kompeticiju. Bakterija antagonist bi obezbedila zastitu
od patogena tokom cele vegetacije, a spore bi im omogucile stabilnost i u periodu

skladiStenja. Endospore su takode otpornije na proces suSenja za kreiranje formulacije u
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vidu praha (praSka) i veoma se lako proizvode sa modernim industrijskim
tehnologijama fermentacije.

U smislu bioloske kontrole, mozda bi se najveca efikasnost postigla primenom
Bacillus sp. izolata SS-12.6 kroz tretman zemljista i korena same biljke u kombinaciji sa
folijarnom primenom njegovim lipopeptidnim ekstraktom. Takode, na osnovu rezultata
dobijenih u ovom radu o sinergisti¢koj aktivnosti izolata SS-12.6 i etarskih ulja Cubra,
timijana i ruze, mogla bi se ocekivati i1 efikasnost tretmana zemljista ili same biljke
kombinacijom oba bioloska agensa.

Kada su u pitanju etarska ulja, pomenuta je njihova efikasnost u dekontaminaciji
voca fumigacijom kompletnim uljima, kao i njihovim komponentama. Kako su u nasem
radu etarska ulja timijana, Cubra, origana i ruze, ispoljila najbolji inhibitorni potencijal
na sve testirane gljive izolovane sa biljnih droga, buduca istrazivanja treba usmeriti u
pravcu njihove potencijalne primene u bioloSkoj kontroli fitopatogenih gljiva sa biljnih
droga, procesom fumigacije.

Za potencijalnu primenu kako etarskih ulja tako i ekstrakta izolata Bacillus sp.
potrebna su dalja ispitivanja uticaja ovakvih preparata na organolepticka svojstva i
aktivne principe biljnih droga kao i eventualnog toksi¢nog efekta na korisnike da bi se

dodatno procenila moguénost njihove upotrebe.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata predstavljenih u ovom radu, mogu se doneti slede¢i zakljucci:

1. Na odabranim biljnim drogama (nana, kopriva, neven, rastavi¢ i kukuruzna svila)
utvrdene su mesovite infekcije gljivama iz razlicitih rodova, ali ve¢ina izolovanih vrsta
pripada rodu Fusarium. Ukupno je determinisano 12 vrsta roda Fusarium: F.
proliferatum, F. vericillioides (=F. moniliforme), F. taphsinum, F. subglutinans, F.
graminearum, F. nygamai, F. oxysporum, F. semitectum, F. solani, F. sporotrichioides,
F. tricinctum 1 F.equiseti. Na svim odabranim biljnim drogama identifikovani su i
predstavnici roda Alternaria. Vrste roda Aspergillus su izolovane 1 identifikovane sa
svih droga sem iz uzoraka cveta nevena, a vrste roda Penicillium izolovane su iz svih
biljnih droga, sem koprive. Dodatno, identifikovani su i predstavnici rodova: Phoma,
Cephalosporium, Nigrospora, Cladosporium, Epicoccum, Gliocladium, Myrothecium,
Cercospora, Phomopsis, Verticillum, Dreschlera (=Bipolaris), Rhizoctonia, Septoria,
Trichoderma, Curvularia, Stahybotrys, Trichotecium, Puccinia, Botrytis, Mucor i
Rhizopus sp., u zavisnosti od biljne droge.

2. U odabrana 22 etarska ulja, ispitivana u ovom radu, hemijskom analizom
identifikovani su mono- i seskviterpeni, kao i fenilpropani. Medu monoterpenima,
prema procentualnom udelu, kao dominantni se izdvajaju: a) fenoli (npr. karvakrol i
timol), b) ugljovodonici (limonen, a- i B-pinen, p-cimen, y-terpinen), c) alkoholi
(linalol, geraniol, citrenol, terpinen-4-ol, borenol), d) oksidovani alkoholi (1,8-cineol),
e) aldehidi (citronelal, geranial, neral), f) ketoni (kamfor, fenhon, tujon, karvon) i acetati
(npr. bornil- 1 linalil acetat). Od seskviterpena identifikovani su: a) ugljovodonici (npr.
E ili (B)-kariofilen, hamazulen, farnesen), b) alkoholi (bisabolol) 1 c¢) oksidovani
alkoholi (bisabolol oksid). Fenilpropanska jedinjenja koja su identifikovana su
cimetaldehid, metilhavikol, eugenol i anetol.

3. U okviru istrazivanja antifungalne aktivnosti sva testirana etarska ulja su pokazala
antifungalnu aktivnost (i fungistaticnu 1 fungicidnu) na sve fitopatogene gljive
izolovane sa biljnih droga.

4. Antifungalni potencijal testiranih etarskih ulja, u in vitro uslovima, moze se

predstaviti slede¢im nizom idu¢i od najaktivnijih ka manje aktivnim uljima: ulje ¢ubra >
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origana > timijana > ruze > anisa > ¢ajnog drveta > zdravca > lavande > korijandera i
bergamota > ljubicice > ruzmarina > bibera > cimeta > bosiljka > dalmatinske zalfije >
Spanske zalfije > eukaliptusa > limuna > narandze > kamilice > vetivera.

5. Etarska ulja Cubra, origana i timijana, sa fenolima kao dominantnim komponentama,
pokazala su najveci antifungalni potencijal na sve testirane fitopatogene gljive u in vitro
testu, pri ¢emu je etarsko ulje Cubra nesto efikasnije od ulja origana i timijana. Etarska
ulja vetivera 1 kamilice, sa seskviterpenima kao dominantnim komponentama, su
pokazala najslabiju antifunganu aktivnost, kao 1 etarska ulja eukaliptusa, limuna i
narandze, u kojima preovladavaju monoterpenski ugljovodonici.

6. Statistickom analizom dobijenih rezultata uocava se da su pojedina ulja delovala
ujednaceno na sve testirane gljive. Izdvaja se grupa od 4 etarska ulja, Cubra, origana,
timijana i ruze, izmedu kojih nema statisticki znacajne razlike u antifungalnoj aktivnosti
na gotovo sve testirane fitopatogene gljive.

7. Rezultati statisticke analize delovanja svih etarskih ulja na pojedinacne gljive ukazuju
na to da su medu vrstama roda Fusarium, F. subglutinans, F. semitectum 1 F.
sporotrichioides, generalno najotpornije gljive na ve¢inu analiziranih etarskih ulja, a od
predstavnika drugih rodova to su Trichoderma viride, Alternaria alternata, Aspergillus
flavus 1 Chaetomium sp. Najosetljivije gljive na vecéinu etarskih ulja su F. oxysporum
izolovan sa kukuruzne svile, kao i Myrotechium verrucaria i Trichotechium roseum.

8. Prema rezultatima ispitivanja sinergisticke aktivnosti odabranih ulja moze se re¢i da
su kombinacije etarskih ulja timijana i origana ispoljila bolju antifungalnu aktivnost
nego kada su ispitivana pojedinacno. SinergistiCka aktivost zabeleZzena je i za
kombinaciju etarskog ulja ruze i lavande, prema vrstama roda Fusarium koje su
pokazale najvecu rezistentnost na oba ulja kada su ispitivana pojedinacno. Kombinacija
etarskih ulja origana i lavande ispoljila je sinergisti¢ku aktivnost samo u odnosu na dve
Fusarium vrste.

9. U in situ ispitivanjima, najvecu efikasnost u redukciji ukupnog broja gljiva u
uzorcima biljne droge, ispoljila su ulja timijana, origana i ruze. Manju inhibitornu
aktivnost ispoljila su etarska ulja ¢ubra, korijandera, zdravca i lavande.

10. In vitro ispitivanja antagonistickog potencijala 14 razli¢itih izolata Bacillus sp. su
pokazala da testirani izolati ispoljavaju razliit stepen inhibicije prema razli¢itim

vrstama fitopatogenih gljiva. Najbolji antagonizam prema odabranim fitopatogenim
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gljivama ispoljili su izolati SS-12.6, SS-13-1, kao 1 SS-27.7, SS-38.3, SS-38.4 i SS-
40.2. Izolati SS-39.1 1 SS-39.3 su ispoljili najslabiju inhibitornu aktivnost na gotovo sve
testirane fitopatogene gljive. Slabiji antagonizam u odnosu na vecinu gljiva ispoljili su i
Bacillus sp. izolati SS-10.7 i SS-21.7. Ostali izolati (SS-6.2, SS- SS-35.4, SS-38.2, SS-
40.6) ispoljili su razli¢ite antifungalne potencijale u zavisnosti od testirane gljive.

11. Uporednom analizom dobijenih rezultata uocava se da su Fusarium vrste nesto
otpornije na Bacillus sp. izolate od vrsta drugih rodova gljiva. F. subglutinans je
najosetljivija na antagonisticki najaktivije izolate SS-12.6, SS-13.1, SS-27.7 1 SS-6.2.
To je upravo suprotno od rezultata dobijenih ispitivanjem etarskih ulja, gde je ova gljiva
ispoljila najvecu toleratnost na najveci broj testiranih ulja. S druge strane, najmanju
osetljivost na vecinu Bacillus sp. izolata ispoljila je F. solani. Od vrsta ostalih rodova
najveca osetljivost na vecinu ispitanih Bacillus sp. izolata utvrdena je za Penicillium sp.
1 A. alternata, a najmanja za A4. niger.

12. Lipopeptidni ekstrakt Bacillus sp. SS-12.6 je veoma efikasan u inhibiciji rasta
ve€ine testiranih gljiva. Izuzetak su bile F. tricinctum, A. flavus 1 G. roseum.
Lipopeptidni ekstrakt izolata SS-13.1 nije ispoljio znacajniji antagonizam na veéinu
testiranih gljiva, izuzev Penicillium sp.

13. Rezultati ispitivanja MIC vrednosti lipopeptidna ekstrakta oba izolata (SS-12.6 1 SS-
13.1), bila su u korelaciji sa dobjenim vrednostima inhibicije rasta micelije, pa se moZze
pretpostaviti da je za aktivnost Bacillus sp. izolata odgovoran njegov lipopeptidni
ekstrakt, a za izolat 13.1 neki drugi metabolit ili neki drugi mehanizam antagonizma.

14. Ispitivanjem potencijalnog sinergizma izmedu Bacillus sp. izolata SS-12.6 1 SS-13.1
1 etarskih ulja timijana, cubra i ruze, na vrste roda Fusarium utvrdeno je da su izolati
SS-12.6 1 SS-13.1 uglavnom jace inhibirali rast vec¢ine ispitivanih gljiva u prisustvu
ovih etarskih ulja, nego kada su ispitivani sami kao antagonisti, uz pojedine izuzetke.
15. Etarska ulja Cubra, origana, timijana i ruze, kao i izolat Bacillus sp. SS-12.6 1 njegov
lipopeptidni ekstrakt, predstavljaju dobru osnovu za potencijalnu formulaciju preparata
sa efikasno$¢u u kontroli fitopatogenih gljiva bilo prevencijom kontaminacije u polju,
ili dekontaminacijom u zatvorenom prostoru. Potrebna su dalja ispitivanja uticaja
ovakvih preparata na organolepticka svojstva i aktivne principe biljnih droga da bi se

dodatno procenila moguénost njihove upotrebe.
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Prilog 1

Askus — 1) bezbojno, plodno telo u obliku kese u kome se posle polnog procesa
obrazuje osam askospora; 2) ¢elija hife poput vre¢e u kojoj se odvija mejoza i koja
sadrzi askospore, obi¢no 8

Askospora — spora polno stvorena u askusima

Fitopatogene gljive — gljive prouzrokovaci bolesti biljka. Patogeni deluju na biljku
enzimima, toksinima ili regulatorima rasta, kako bi obezbedili hranu.

Fruktifikacija — fenofaza obrazovanja plodova kod: biljaka i gljiva (obrazovanje
sporonosnih organa)

Fumigacija — proces dezinfekcije gasom (fumigant) prostora, materijala, semena,
sadnog materijala, proizvoda. Fumigacija se odvija u zatvorenom prostiru uz posebne
mere predostroznosti

Konidija — bespolna ili aseksualna spora gljive stvorena egzogeno na konidioforu od
kojeg se oslobada u zrelosti. Mogu da bude jedno- i visecelijske. Vrste roda Fusarium
obrazuju makrokonidije, mezokonidije i mikrokonidije.

Makrokonidije su visecelijske konidije ve¢ih razmera. Septirane su sa tri i viSe septi, a
po obliku mogu biti: srpaste, povijene, zaSiljene 1 dr.

Mikrokonidija manja od makro, najceS¢e neseptirana ili sa 1-3 poprecne pregrade.
Obrazuju se pojedinacno i u glavicama na konidioforama

Konidiofor — specijalizovana hifa na kojoj se stvaraju jedna ili viSe konidija; mogu biti
pojedinacni ili u grupama, nerazgranati ili razgranati.

Micelija — vegetativno telo gljiva. Sastoji se od tankih niti-hifa, koje su cCesto
razgranate. Obicno se razvija u supstratu (supstratna), a nekad na povrsini (povrsinska).
Micelija moze biti jednocelijska, viSecelijska, septirana i bez septi. Na njoj se obrazuju
reprodutivni organi gljive: konidiofore, konidije 1 sl. Ponekad sluzi i za vegetativno
razmnozavanje.

Hifa — ogranak micelije. Vegetativni organ gljiva, septirani ili neseptirani filamenti.
Cevast gradivni delovi (niti) skoro svih gljiva (pojedinacne niti somatskog tela skoro
svih gljiva zovu se hife), s hitinskim zidovima kod eumikotskih gljiva i celuloznim kod
oomiceta.

Hlamidospora - bespolna spora, debelih zidova, stvorena modifikacijom ¢elije hife

gljive ili ¢elije konidije. Ne rasejavaju se; stacionirane su na mestu gde su obrazovane
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do klijanja. Bogate su rezervnim materijama. Omoguc¢ava odrzavanje gljiva duzi period
u nepovoljnim uslovima spoljasnje sredine, npr. u zemljistu i1 biljnim ostacima.
Peritecije — loptasto ili kruSkasto plodno telo (askokarp) nekih rodova koje ima otvor ili
poru za oslobadanje askusa

Piknidija — bespolno plodonosno telo, loptastog ili kruSkastog oblika u kojem se
obrazju piknospore na konidioforima; konidioma mrke boje s ostilom, tankim zidovima,
obicno su 2-3 ¢elije zbijene, al nekada 1 vise

Piknospora — bespolna spora, obrazuju se na fijalidama, ali su smestene u piknidama.
Spora - specijalizovana reproduktivna struktura gljive, koja se razvija u jedinku bez
sjedinjavanja sa drugom sli¢nom strukturom. Nastaju polnim i bespolnim putem. Mogu
biti jedno, dvo- ili viSeCelijske, razli¢itog oblika, razne boje, mera. Sluze za
razmnozavanje, raznosenje i prezimljavanje.

Sklerocija — cvrsti, viSeéelijski vegetativni organi za prezimljavanje gljiva. One su
loptaste ili nepravilnog oblika; to je masa hifa sa ili bez prisustva tkiva domacina, koja
normalno nema spore niti na sebi niti u sebi; plodonosno telo i micelija mogu se
obrazovati iz sklerocije. Obrazuju se pod nepovoljnim uslovima.

Skrining test — postupak masovnog pretrazivanja prisustva ili odsustva ispitivanog
svojstva

Sporangije — kesice ili opne oko bespolnih sporangiospora.

Sporangiofore — specificne micelijske hife koje nose jednu ili vise egzogenih spora
(konidija)

Sporangiospore — endogene, nepokretne, bespolne spore koje se obrazuju u
sporangijama. Klijanjem micelija obrazuje hife.

Sporodohija — plodonosna struktura koju obrazuje grupa kratkih konidiofora s
konidijama; jastuCasta tvorevina s konidioforima ili konidiogenim celijama koje
prekrivaju njenu gornju povrsinu, a koje nisu prekrivene podlogom za vreme razvica.
Sporonosno telo — kompleksna struktura gljive koja sadrzi konidije, npr. peritecije kod
telomorfa 1 sporodohija kod anomorfa mnogih vrsta Fusarium

Talus — vegetativno telo gljiva koje nema diferencirane organe niti sprovodni sistem.
Talus moze biti jednocelijski ili visecéelijski.

Telomorf — polni ili potpuni stadijum u zivotnom ciklusu gljive (Penci¢, 2008).
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PILOG 2

Kompletna kvantitativna i kvalitativna analiza ispitivanih etarskih ulja odredena
je primenom GC-FID i GC-MS tehnike
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Tabela 23. Hemijski sastav etarskih ulja (eu) cubra, origana i timijana (%)

Jedinjenje RI eu Cubra eu origana eu timijana
Triciklen 906 0,05 - 0,14
a-Tujen 911 0,16 - -
o-Pinen 919 1,19 0,37 0,94
Kamfen 938 0,88 0,16 1,81
B-Pinen 975 0,45 1,08 0,24
Mircen 991 0,86 0,12 1,35
3-Oktanol 996 0,21 0,19 -
o-Felandren 1006 0,24 0,14 0,12
a-Terpinen 1017 1,23 0,43 2,47
p-Cimen 1024 12,20 2,11 23,22
Limonen 1030 0,53 0,63 0,64
1,8-Cineol 1031 0,46 1,03 3,71
Z-Ocimen 1032 0,50 - -
y-Terpinen 1055 6,50 2,61 6,98
cis-Sabinen hidrat 1063 0,18 - -
Terpinolen 1084 0,10 0,09 0,29
Linalol 1094 1,63 2,54 4,95
cis-Tujon 1103 0,09 - -
dihidro-Linalol 1129 - - 0,08
trans-Sabinol 1136 - 0,11 -
Kamfor 1142 0,88 0,73 -
Izoborneol 1155 0,21 - 0,33
Borneol 1163 2,41 1,18 0,57
Terpinen-4-ol 1177 0,74 0,78 0,68
a-Terpineol 1192 0,80 0,57 0,60
v-Terpineol 1199 0,13 - 0,15
Citroneol 1230 0,18 - -
Karvakrol, metil 1246 0,77 - -
eter

Geraniol 1259 0,33 - -
Bornil acetat 1288 0,18 - -
Timol 1293 9,65 3,71 43,70
Karvakrol 1304 50,00 75,80 2,95
Eugenol 1359 0,16 -
Karvakrol acetat 1378 0,08 - -
a-Kopaen 1378 - 0,08 -
Geranil acetat 1386 - - 0,26
Metil Eugenol 1407 0,08 - -
E-Kariofilen 1422 5,17 2,76 3,11
o-Humulen 1457 0,31 0,81 0,11
Ukupno: 99,99 99,85 99,40

RI- retencioni indeks

166






Prilog 2

Tabela 24. Hemijski sastav etarskih ulja (eu) ruze i zdravca (%)

Jedinjenje RI eu ruze eu zdravca
o-Pinen 919 0,06 0,2
Oktanal 1004 0,07 -
Limonen 1030 0,27 -
Linalol 1094 1,16 1,7
cis-Roze oksid 1106 0,22 0,74
Fenetil alkohol 1108 6,05 7,45
trans-Roze oksid 1123 0,10 0,33
Kamfor 1142 - -
Izopulegol 1143 - 0,26
Menton 1151 0,25 1,82
Izomenton 1163 1,12 3,48
2-Fenil etil format 1176 - 0,32
Terpinen-4-ol 1177 - -
a-Terpineol 1192 0,18 0,13
Dihidro citronelol 1197 0,10 -
trans-karveol 1219 0,62 -
Citronelol 1230 51,26 39,03
Nerol 1231 0,40 -
Karvon 1246 0,98 -
Geraniol 1259 25,84 11,26
Geranial 1273 0,69 -
Citronelil format 1277 1,34 5,08
Neril format 1283 0,29 0,80
Geranil format 1304 0,66 1,44
Citronelil acetat 1354 0,08 1,4
Eugenol 1359 1,82 -
Neril acetat 1366 0,28
a-Kopaen 1378 0,08 0,22
Geranil acetat 1386 0,33 1,84
Fenil etil izobutanoat 1397 - 2,77
E-Kariofilen 1422 0,32 0,86
o-Jonon 1431 0,68 -
cis-Tujopsen 1433 - 0,87
a-Gvajen 1442 0,10 0,26
6,9-Gvajadien 1447 1,39 4,14
o-Humulen 1457 0,07 0,22
allo-Aromadendren 1465 0,06 0,16
Geranil propanoat 1478 0,15 0,4
Germacrene D 1485 0,24 0,55
B-jonon 1496 0,36 -
Viridiflorene 1499 0,22 0,64
v-Kadinen 1519 - 0,24
0-Kadinen 1528 0,18 0,5
Citronelil butanoat 1533 0,19 0,65
Geranil butanoat 1563 0,15 4,81
2-Fenil etil tiglat 1589 0,11 0,29
Kedrol 1604 - 1,26
E-Citronelil tiglat 1670 0,17 0,54
Geranil tiglat 1706 0,27 2,30
Ukupno: 99.83 99,24

RI - retencioni indeks
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Tabela 25. Hemijski sastav etarskih ulja (eu) lavande, korijandera i1 bergamota (%)

Jedinjenje RI eu lavande eu korijandera eu bergamota
Triciklen 906 0,08 0,03 -
a-Tujen 911 - 0,04 -
a-Pinen 919 3,16 7,77 0,75
Kamfen 938 1,00 1,19 0,19
Sabinen 969 - 0,03 0,11
B-Pinen 975 1,19 0,6 3.00
3-Octanon 984 0,2 - -
Mircen 991 1,49 0,92 0,95
Butil butilat 996 0,04 - -
Oktanal 1004 - - 0,04
p-Menta-1(7),8-dien 1006 0,08 - -
a-Felandren 1005 - - 0,08
3-Karen 1011 1,36 - 0,04
Heksil acetat 1012 0,46 -

a-Terpinen 1017 - 0,09 0,16
p-Cimen 1024 1,77 0,92 0,83
Limonen 1030 0,25 2,81 36,83
1,8-Cineol 1032 0,91 - -
y-Terpinen 1055 0,1 4,16 3,06
cis-Linalil oksid 1068 0,06 0,11 -
trans-Linalol oksid 1084 0,14 - -
Terpinolen 1084 - 0,7 0,14
Linalol 1094 35,45 71,18 12,84
Kamfor 1142 0,65 4,32 -
Izoborneol 1155 0,34 - -
Borneol 1163 2,56 0,11 -
Terpinen-4-ol 1177 2,06 0,1 0,07
a-Terpineol 1192 0,41 0,19 0,07
n-Heksil butanoat 1193 0,19 - -
Octil acetat 1211 0,07 - 0,1
Nerol 1231 - - 0,2
Neral 1242 - - 0,28
Metil citronelat 1256 0,08 - 0,09
Geraniol 1259 - 1,13 -
Linalol acetat 1259 37,2 - 37,27
Geranial 1273 - - 0,62
E-Cinamaldehid 1276 0,07 - -
E-Anetol 1288 0,27 - -
Tiobornil acetat 1288 - - 0,36
Lavandulil acetat 1293 1,14 - -
Mirtenil acetat 1328 - 0,09 -
Heksil tiglat 1333 0,05 - -
Linalil propionat 1340 - - 0,05
a-Terpinil acetate 1352 - - 0,19
Neril acetat 1366 2,37 - 0,26
Geranil acetat 1386 0,38 3,23 0,37
E-Kariofilen 1422 3,21 - 0,45
o-Humulen 1457 0,11 - -
Z-B-Farnesen 1461 0,15 - -
Germakren D 1485 0,13 - -
Lavandulil izovalerat 1514 0,1 - -
y-Kadinen 1519 0,1 - -
Eugenil acetat 1532 0,05 -

Citronelil butanoat 1533 - - 0,15
Ukupno: 99,43 99,72 99,55

Ri- retencioni indeks
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Tabela 26. Hemijski sastav etarskog ulja ploda/semena anisa

Jedinjenja RI %
a-Tujen 911 -
o-Pinen 919 0,38
Kamfen 938 -
B-Pinen 975 -
Mircen 991 -
a-Felandren 1006 0,24
3-Karen 1010 0,09
a-Terpinen 1017 -
p-Cimen 1024 -
Limonen 1030 -
Silvestren 1030 0,35
1,8-Cineol 1031 0,14
v-Terpinen 1055 -
Linalol 1094 1,05
Terpinen-4-ol 1177 0,13
a-Terpineol 1192 0,13
v-Terpineol 1199 -
Metil havikol 1200 3,62
Citronelol 1230 -
Z-Anetol 1253 0,43
E-Anetol 1288 91,78
E-Kariofilen 1422 0,23
a-Bergamoten 1438 0,22
Fenikulin 1683 1,20
Benzil benzoat 1768 -
Ukupno: 99.99

RI — Retencioni indeks
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Tabela 27. Hemijski sastav etarskog ulja ¢ajnog drveta

Jedinjenje RI %
a-Tujen 911 0,51
o-Pinen 919 3,48
Camfen 938 Trag
Sabinen 969 0,20
B-Pinen 975 1,72
Mircen 991 1,50
o-Felandren 1006 0,40
a-Terpinen 1017 7,09
p-Cimen 1024 3,13
Limonen 1030 3,88
1,8-Cineol 1032 1,87
y-Terpinen 1055 17,78
Terpinolen 1084 4,16
Linalol 1094 0,07
dehidro-Sabinen keton 1117 0,17
trans-Sabinol 1136 0,15
Terpinen-4-ol 1177 40,66
p-Cimen-8-ol 1186 0,08
a-Terpineol 1192 4,49
v-Terpineol 1199 0,16
a-Kopaen 1378 0,12
a-Gurjunen 1412 0,27
E-Kariofilen 1422 2,69
B-Kopaen 1431 0,05
Aromadendren 1442 0,99
o-Guaien 1447 0,05
o-Humulen 1457 0,14
allo-Aromadendren 1465 0,44
trans-Kadina-1(6),4-dien 1478 0,24
Selinen beta 1490 0,05
5-Selinen 1496 0,08
Viridifloren 1499 0,71
Biciklogermakren 1519 0,28
o-Muurolen 1505 0,08
6-Kadinen 1528 0,88
Zonaren 1529 0,15
trans-Kadina-1,4-dien 1537 0,11
Viridiflorol 1594 0,12
Kubeban-11-ol 1597 0,10
1-epi-kubenol 1632 0,12
Kubenol 1647 0,06
Ukupno: 97,69

RI — retencioni indeks
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Tabela 28. Hemijski sastav etarskog ulja ljubicice

Jedinjenje RI %

o-Pinen 919 0,26
Sabinen 969 0,09
B-Pinen 975 0,66
Mircen 991 0,04
p-Cimen 1024 0,9

Limonen 1030 4,03
1,8-Cineol 1031 0,37
v-Terpinen 1055 0,60
Linalol 1094 3,86
cis-Roze oksid 1106 0,06
Fenetil alkohol 1108 0,58
Kamfor 1142 0,28
Izomenton 1163 0,28
Borneol 1163 0,11
a-Terpineol 1192 0,15
Citronelol 1230 1,53
Linalol acetat 1259 3,84
Citronelil format 1277 0,38
E-Anetol 1288 0,25
Piperonal 1328 0,86
Feniletil propionat 1355 6,84
Triacetin 1362 53,74
Geranil acetat 1386 0,47
Vanillin 1400 0,83
E-Kariofilen 1422 1,25
o-Jonon 1431 9,38
6,9-Guaiadien 1440 0,71

o-Humulen 1457 0,18
Germacren D 1485 0,17
B-Jonon 1490 4,78
Guaiol 1601 0,56
Bulnezol 1674 0,88
Benzil benzoat 1768 0,11

Ukupno: 99,03

RI — Retencioni indeks
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Tabela 29. Hemijski sastav etarskog ulja crnog bibera

Jedinjenje RI %

a-Tujen 911 0,67
o-Pinen 919 15,49
Kamfen 938 0,39
Sabinen 969 5,48
B-Pinen 975 14,87
Mircen 991 1,06
o-Felandren 1005 2,84
3-Karen 1012 9,54
a-Terpinen 1017 0,42
p-Cimen 1024 1,47
Limonen 1030 18,75
1,8-Cineol 1032 Trag
y-Terpinen 1055 0,27
Terpinolen 1084 0,27
Linalol 1094 0,62
trans-Sabinol 1136 0,06
Terpinen-4-ol 1176 0,63
a-Terpineol 1192 0,06
Piperiton 1255 1,00
0-Elemene 1340 1,12
a-Kubeben 1352 0,15
a-Kopaen 1378 1,86
B-Kubeben 1397 0,13
B-Elemen 1397 0,23
E-Cariofilen 1422 19,44
B-Kopaen 1431 0,10
o-Humulen 1457 0,80
Germacren D 1485 0,11
Biciklogermakren 1499 0,11
o-Muurolen 1505 0,17
B-Bisabolene 1513 0,37
6-Kadinen 1528 0,53
Kariofylen oksid 1586 0,60
Ukupno: 99,61

RI — Retencioni indeks
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Tabela 30. Hemijski sastav etarskog ulja kore cimeta

Jedinjenje RI %
o-Pinen 919 0,73
Kamfen 938 trag
Benzaldehid 951 0,22
B-Pinen 975 0,16
a-Terpinen 1017 trag
p-Cimen 1024 1,30
Limonen 1030 1,72
1,8-Cineol 1031 2,22
v-Terpinen 1055 0,06
Linalol 1094 3,70
a-Terpineol 1192 0,98
y-Terpineol 1199 0,29
(Z)-Cinamaldehid 1220 0,21
(E)-Cinamaldehid 1276 74,04
Bornil acetat 1288 2,13
Eugenol 1359 3,08
E-Kariofilen 1422 2,60
Cinamil acetat 1447 5,55
o-Humulen 1457 0,10
E-Metoksi cinamaldehid 1535 0,33
Benzil benzoat 1768 0,46
Ukupno: 99,88

RI — Retencioni indeks
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Tabela 31. Hemijski sastav etarskog ulja bosiljka

Jedinjenje RI %
o-Pinen 919 0,14
Sabinen 969 0,07
B-Pinen 975 0,19
Mircen 991 0,09
Limonen 1030 0,15
1,8-Cineol 1032 3,00
E-B-Ocimen 1044 0,44
v-Terpinen 1055 1,07
Terpinolen 1084 0,07
Linalol 1094 1,30
endo-Fenhol 1108 0,06
Kamfor 1142 0,18
Mentol 1170 0,17
Terpinen-4-ol 1177 0,17
a-Terpineol 1192 0,23
Metil havikol 1205 88,97
endo-Fenhil acetat 1222 0,09
Izobornil acetat 1288 0,06
Eugenol 1359 0,66
B-Elemen 1394 0,09
Metil Eugenol 1407 0,16
E-Kariofilen 1422 0,50
a-Bergamoten 1438 1,09
o-Humulen 1457 0,04
y-Kadinen 1519 0,19
(E)-para-metoksi- 1571 0,28
Cinamaldehid

epi-a-kadinol 1645 0,25
Ukupno: 99,18

RI — Retencioni indeks
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Tabela 32. Hemijski sastav etarskih ulja (eu) Spanske i dalmatinske Zalfije i ruzmarina (%)

Jedinjenje RI eu §panske  eu dalmatinske  eu ruzmarina
Zalfije Zalfije
Triciklen 906 0,30 0,51 0,21
a-Tujen 911 0,04 - 0,12
a-Pinen 919 17,14 6,65 10,30
o-Fenhen 935 - 0,17 0,08
Kamfen 938 4,62 7,11 4,44
Sabinen 969 0,24 0,67 0,05
B-Pinen 975 2,46 1,79 7,86
Mircen 991 0,91 Trag 0,92
a-Felandren 1006 - - 0,13
3-Karen 1010 - - 0,11
a-Terpinen 1017 0,08 - 0,13
p-Cymen 1024 0,34 0,78 1,00
Limonen 1030 13,88 3,28 2,68
Silvestren 1030 - -
1,8-Cineol 1031 10,56 13,95 45,34
Z-Ocimen 1032 trag -
y-Terpinen 1055 0,16 0,09 0,78
Terpinolen 1084 - - 0,19
Linalol 1094 0,63 1,00 0,56
cis-Tujon 1103 - 28,54 -
trans-tujon 1112 - 2,54 -
Dehidro-sabinen 1117 - 0,12 -
keton
p-Ment-3-en-1-o0l 1131 0,11 0,07 -
trans-Sabinol 1136 0,26 0,17 -
Kamfor 1142 26,64 - 13,00
Izoborneol 1155 - 0,23 0,84
Borneol 1164 7,14 3,52 2,54
Terpinen-4-ol 1177 0,10 0,71 0,48
a-Terpineol 1192 2,31 1,34 1,68
y-Terpineol 1199 0,66 0,38 0,30
Linalol acetat 1259 3,09 - -
Bornil acetat 1288 4,94 2,20 1,08
Timol 1293 - - -
trans-Sabinil acetat 1293 0,60 - -
a-Terpinil acetat 1351 0,40 - -
Karvakrol acetat 1378 - - 0,12
Metil Eugenol 1407 - - 0,18
Longifolen 1407 0,08 - -
E-Kariofilen 1422 0,21 2,31 4,48
a-Humulene 1457 0,06 0,08 0,24
6-Kadinen 1528 - - 0,06
Kariofilen oksid 1586 - 0,36 -
Ukupno: 97,96 78,57 99,84

RI - retencioni indeks
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Tabela 33. Hemijski sastav etarskih (eu) ulja limuna, narandze i eukaliptusa (%)

Jedinjenje RI eu eu eu
limuna narandZe eukaliptusa

a-Tujen 911 0,42 0,06 -
o-Pinen 919 2,13 0,62 2,14
Kamfen 938 0,06 - -
Sabinen 969 2,25 0,22 -
B-Pinen 975 13,86 0,46 0,39
Mircen 991 1,41 1,36 0,47
o-Felandren 1007 - 0,07 0,37
3-Karen 1012 - 0,05 -
a-Terpinen 1017 0,12 - 0,10
p-Cimen 1024 1,42 0,47 0,22
Limonen 1030 65,86 90,88 89,92
1,8-Cineol 1032 - - -
Z-Ocimen 1035 - - 0,18
E-B-Ocimen 1045 0,07 Trag 0,06
v-Terpinen 1055 6,19 1,00 2,54
Terpinolen 1084 0,22 0,05 0,26
Linalol 1094 0,51 0,66 0,09
cis-Limonen oksid 1131 - 0,12 -
trans-Limonen oksid 1134 - 0,05 -
trans-Sabinol 1136 - - 0,14
Kamfor 1142 - - -
Borneol 1164 - - -
Terpinen-4-ol 1177 - - 0,30
a-Terpineol 1192 0,58 0,16 0,81
v-Terpineol 1199 0,15 -
n-Dekanal 1207 - 0,18 -
Citronelol 1230 - 0,15 -
Kumin aldehid 1242 - -
Neral 1243 1,33 0,09 -
Linalol acetat 1258 0,25 1,64 -
Geranial 1273 2,29 0,16 -
Timol 1293 - -
Karvakrol 1305 - -
o-Terpinil acetat 1352 - 0,12 -
Citronelil acetat 1354 - 0,15 -
Eugenol 1359 - -
Neril acetat 1366 - 0,21 -
a-Kopaen 1378 - -
Geranil acetat 1386 - 0,46 -
Dodekanal 1411 - 0,05 -
E-Kariofilen 1422 0,87 0,48 -
Ukupno: 99,99 99,92 99,99

RI- retencioni indeks
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Tabela 34. Hemijski sastav etarskog ulja kamilice

Jedinjenje RI %
p-Cimen 1024 Trag
E-Ocimen 1044 0,09
v-Terpinen 1055 0,05
Artemisia keton 1055 0,27
Artemisia alkohol 1078 0,07
Dekanoic¢na kiselina 1367 0,40
Farnesen 1461 18,52
dehidro-Seskvicineol 1473 0,14
Germakren D 1485 1,22
B-Selinen 1490 0,15
Biciklogermakren 1499 0,89
E,E-a-Farnesol 1513 0,73
B-Bisabolen 1513 -
o-dehidro-Himahalen 1519 0,46
6-Kadinen 1528 0,22
Citronelil butanoat 1533 -
Spatulenol 1581 0,81
Cariofylene oksid 1586 -
Bisabolol oksid IT 1660 5,06
Bisabolol 1689 21,11
Hamazulen 1735 2,20
o-Bisabolol oksid A 1752 37,98
Z-Spiroeter 1887 4,72
E-Spiroeter 1890 0,55
UKkupno: 95,64

RI — Retencioni indeks
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Tabela 35. Hemijski sastav etarskog ulja vetivera

Jedinjenje RI %
a-Ilangen 1373 0,14
2-epi-p-Funebren 1413 0,12
Prezizaen 1447 0,23
Kusimen 1454 0,62
o-Amorfen 1485 1,78
cis-Eudesma-6,11-dien 1490 0,59
B-Vetispiren 1495 1,72
Hedikariol 1553 0,79
B-Vetivenen 1557 2,21
Kusimon 1604 1,10
Junenol 1621 3,57
10-epi-y-Eudezmol 1625 3,01
a-Kadinol 1655 0,71
Valerianol 1658 3,12
7-epi-a-Eudezmol 1663 1,71
epi-Zizanon 1672 1,02
Eudesm-7(11)-en-4-ol 1703 0,88
Guaiol acetat 1719 1,45
Vetiselinenol 1728 4,52
Kusimol 1748 18,22
E-Izovalencenol 1794 14,67
Notkaton 1809 0,47
B-Vetivon 1823 4,13
a-Vetivon 1847 5,42
Ukupno: 72,20

RI — Retencioni indeks
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PRILOG 3.

Statisticka analiza inhibitornog efekta svih etarskih ulja na rast pojedinacnih
ispitivanih gljiva. Prikazane su srednje vrednosti MIC i standardna greska. Vrednosti
prikazane istim slovima nisu statisticki znacajne (p < 0,05) po Dankanovom testu
viSestrukog opsega.
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Tabela 36. Statisticka analiza inhibitornog efekta svih etarskih ulja na rast pojedinacnih
ispitivanih gljiva.

Fusarium solani Fusarium verticillioides

Type of oil Mean _ St. error Sign. Type of oil Mean _ St. error Sign.
Amyris balsamifera 14,28 0,28 a |Vetiveria zizanoides 12,72 0,29 a
Vetiveria zizanoides 12,72 0,29 b |Citrus aurantum 12,15 0,00 b
Citrus aurantum 12,07 0,24 ¢ |Amyris balsamifera 11,13 0,26 c
Matricaria recutita 11,48 0,52 d |Matricaria recutita 10,29 0,09 d
Eucalyptus globulus 9,70 0,00 e |Eucalyptus globulus 8,92 0,48 e
Citrus limon 7,66 0,43 f | Citrus limon 8,00 0,43 f
Ocimum basilicum 7,65 0,38 f |Salvia lavandulifolia 7,52 0,00 g
Salvia lavandulifolia 7,33 0,19 f |Ocimum basilicum 6,80 0,00 h
Viola odorata 4,58 0,19 g |Cinnamomum zeylanicum 5,30 0,00 i
Salvia officinalis 4,51 0,09 g |Salvia officinalis 4,60 0,00 j
Cinnamomum zeylanicum 4,35 0,11 gh |Piper nigrum 3,98 0,19 k
Piper nigrum 3,90 0,00 h |Viola odorata 3,54 0,19 k
Pelargonium graveolens 2,28 0,00 i |Pelargonium graveolens 2,19 0,09 1
Citrus aurantium 1,83 0,09 ij |Citrus aurantium 2,18 0,00 1
Lavandula angustifolia 1,75 0,09 ij |Coriandrum sativum 2,13 0,00 1
Rosmarinus officinalis 1,48 0,10 jk |Lavandula angustifolia 1,33 0,05 m
Melaleuca alternifolia 1,14 0,00 k |Rosmarinus officinalis 1,23 0,00 m
Coriandrum sativum 0,98 0,05 k |Melaleuca alternifolia 0,86 0,13 mn
1llicum verum 0,93 0,10 k |lllicum verum 0,70 0,11 n
Rosa damascena 0,29 0,00 1 | Thymus vulgaris 0,14 0,00 0
Thymus vulgaris 0,16 0,02 1 |Origano vulgare 0,14 0,00 0
Origano vulgare 0,14 0,00 1 |Satureja hortensis 0,14 0,00 0
Satureja hortensis 0,14 0,00 1 |Rosa damascena 0,14 0,00 0

Fusarium tricinctum-Eq. Fusarium oxysporum Calend.

Type of oil Mean _ St. error Sign. Type of oil Mean _ St. error Sign.
Matricaria recutita 18,70 1,04 a |Salvia lavandulifolia 14,10 0,00 a
Vetiveria zizanoides 17,60 0,51 b |Citrus aurantum 13,28 0,20 b
Amyris balsamifera 17,50 0,00 b | Vetiveria zizanoides 11,60 0,49 c
Citrus aurantum 14,58 0,22 ¢ |Amyris balsamifera 11,34 0,09 c
Salvia lavandulifolia 14,10 0,00 ¢ |Matricaria recutita 10,97 0,21 c
Citrus limon 10,44 0,00 d |Citrus limon 9,57 0,53 d
Salvia officinalis 10,30 0,68 d [Salvia officinalis 7,73 0,37 e
Eucalyptus globulus 8,73 0,00 e |Ocimum basilicum 6,97 0,42 f
Ocimum basilicum 7,65 0,00 f |Eucalyptus globulus 5,82 0,26 g
Rosmarinus officinalis 5,41 0,20 g |Rosmarinus officinalis 3,36 0,08 h
Cinnamomum zeylanicum 4,66 0,26 gh |Piper nigrum 3,35 0,10 h
Piper nigrum 4,37 0,19 hi |Cinnamomum zeylanicum 3,18 0,00 hi
Viola odorata 3,64 0,00 ij |Citrus aurantium 2,70 0,09 ij
Coriandrum sativum 2,98 0,13 jk | Viola odorata 2,50 0,19 jk
Lavandula angustifolia 2,85 0,09 jk |Coriandrum sativum 1,96 0,11 kl
Citrus aurantium 2,27 0,21 k |Pelargonium graveolens 1,82 0,00 1
1llicum verum 2,18 0,14 k |Lavandula angustifolia 1,15 0,00 m
Pelargonium graveolens 2,10 0,11 k |lllicum verum 1,10 0,13 m
Melaleuca alternifolia 1,19 0,05 1 |Melaleuca alternifolia 0,96 0,05 m
Thymus vulgaris 0,19 0,02 m |Rosa damascena 0,29 0,00 n
Origano vulgare 0,14 0,00 m |Origano vulgare 0,28 0,00 n
Satureja hortensis 0,14 0,00 m  |Thymus vulgaris 0,14 0,00 n
Rosa damascena 0,14 0,00 m |[Satureja hortensis 0,07 0,00 n
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Fusarium oxysporum Maydis Fusarium semitectum
Type of oil Mean _ St. error Sign. Type of oil Mean _ St. error Sign.
Amyris balsamifera 15,54 0,34 a |Matricaria recutita 23,80 1,04 a
Vetiveria zizanoides 14,40 0,51 b Vetiveria zizanoides 20,64 0,47 b
Matricaria recutita 11,05 0,00 ¢ |Amyris balsamifera 17,78 0,28 c
Salvia lavandulifolia 10,90 0,38 ¢ |Salvia lavandulifolia 11,47 0,19 d
Citrus aurantum 9,72 0,22 d |Citrus aurantum 9,72 0,00 e
Salvia officinalis 7,18 0,18 e |Eucalyptus globulus 7,76 0,00 f
Citrus limon 6,61 0,21 f |Salvia officinalis 7,36 0,00 fg
Ocimum basilicum 5,95 0,38 g |Citrus limon 6,96 0,27 fg
Eucalyptus globulus 4,85 0,00 h  |Ocimum basilicum 6,80 0,00 g
Cinnamomum zeylanicum 3,60 0,11 i Viola odorata 4,89 0,51 h
Piper nigrum 2,84 0,17 j Cinnamomum zeylanicum 4,66 0,26 h
Rosmarinus officinalis 2,30 0,10 jk |Lavandula angustifolia 4,60 0,00 h
Pelargonium graveolens 2,28 0,00 jk |Pelargonium graveolens 4,37 0,18 h
Viola odorata 2,08 0,00 k |Coriandrum sativum 4,25 0,00 h
1llicum verum 1,83 0,16 k |Piper nigrum 4,06 0,10 hi
Citrus aurantium 1,74 0,14 Kl |Rosmarinus officinalis 3,36 0,08 ij
Lavandula angustifolia 1,24 0,06 Im |Citrus aurantium 3,05 0,14 j
Coriandrum sativum 1,10 0,04 m |lllicum verum 1,74 0,14 k
Melaleuca alternifolia 0,91 0,00 m |(Melaleuca alternifolia 1,14 0,00 Kkl
Rosa damascena 0,29 0,00 n (Rosa damascena 0,64 0,04 Im
Thymus vulgaris 0,14 0,00 n |Origano vulgare 0,28 0,00 m
Satureja hortensis 0,14 0,00 n | Thymus vulgaris 0,19 0,02 m
Origano vulgare 0,07 0,00 n |Satureja hortensis 0,14 0,00 m
Fusarium subglutinans Fusarium equiseti
Type of oil Mean _ St. error Sign. Type of oil Mean St error Sign.
Vetiveria zizanoides 22,40 0,00 a |Amyris balsamifera 19,60 0,19 a
Matricaria recutita 21,25 0,00 b |Vetiveria zizanoides 14,40 0,00 b
Amyris balsamifera 21,00 0,00 b |Matricaria recutita 13,43 0,50 c
Citrus aurantum 16,20 0,00 ¢ |Citrus aurantum 8,75 0,40 d
Salvia lavandulifolia 13,72 0,38 d |Ocimum basilicum 7,65 0,38 e
Citrus limon 13,05 0,00 e |Salvia lavandulifolia 7,10 0,10 ef
Salvia officinalis 9,38 0,18 f  |Eucalyptus globulus 6,79 0,00 fg
Eucalyptus globulus 8,73 0,26 g |Citrus limon 6,26 0,43 g
Lavandula angustifolia 6,81 0,23 h [Salvia officinalis 4,60 0,00 h
Ocimum basilicum 6,12 0,42 i |Rosmarinus officinalis 4,10 0,13 hi
Rosmarinus officinalis 5,41 0,08 j Coriandrum sativum 4,08 0,17 hi
Piper nigrum 4,99 0,19 j Citrus aurantium 3,74 0,11 ij
Cinnamomum zeylanicum 4,24 0,00 k |Cinnamomum zeylanicum 3,71 0,00 ij
Citrus aurantium 3,48 0,00 1 |Lavandula angustifolia 3,40 0,11 jk
Coriandrum sativum 3,40 0,00 1 |Piper nigrum 3,12 0,00 kl
Viola odorata 3,12 0,00 1 Viola odorata 2,60 0,00 1
Thymus vulgaris 2,07 0,28 m |Melaleuca alternifolia 1,82 0,00 m
Hllicum verum 2,00 0,11 m |lllicum verum 1,66 0,21 m
Pelargonium graveolens 2,00 0,11 m | Thymus vulgaris 0,99 0,05 n
Melaleuca alternifolia 1,82 0,00 m |Pelargonium graveolens 0,66 0,09 no
Origano vulgare 1,16 0,00 n |Satureja hortensis 0,62 0,07 no
Satureja hortensis 0,96 0,05 no |Rosa damascena 0,33 0,04 0
Rosa damascena 0,62 0,04 o |Origano vulgare 0,28 0,00 0
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Fusarium sporotrichioides Aspergilus flavus
Type of oil Mean _ St. error Sign. Type of oil Mean _ St. error Sign.

Amyris balsamifera 21,00 0,00 a  |Amyris balsamifera 24,50 0,00 a
Vetiveria zizanoides 20,80 0,00 a |Matricaria recutita 23,46 0,95 b
Citrus aurantum 14,58 0,00 b Vetiveria zizanoides 20,00 0,00 [
Salvia lavandulifolia 14,10 0,00 ¢ |Citrus aurantum 15,23 0,40 d
Citrus limon 13,05 0,00 d |Salvia lavandulifolia 14,66 0,38 d
Eucalyptus globulus 10,67 0,26 e |Citrus limon 13,40 0,35 e
Matricaria recutita 10,63 0,13 e |Eucalyptus globulus 8,92 0,48 f
Salvia officinalis 8,10 0,45 f |Piper nigrum 7,18 0,10 g
Ocimum basilicum 7,65 0,00 g |Ocimum basilicum 6,80 0,00 g
Cinnamomum zeylanicum 4,77 0,00 h |Salvia officinalis 5,34 0,18 h
Piper nigrum 3,90 0,00 i |Cinnamomum zeylanicum 5,30 0,00 h
Rosmarinus officinalis 3,53 0,16 j Coriandrum sativum 5,10 0,00 hi
Coriandrum sativum 2,72 0,11 Kk |Rosmarinus officinalis 5,08 0,16 hi
Viola odorata 2,08 0,00 1 |Lavandula angustifolia 4,60 0,00 hi
Pelargonium graveolens 1,82 0,00 1 |Citrus aurantium 4,35 0,00 i
Lavandula angustifolia 1,38 0,00 m |Viola odorata 3,12 0,00 j

Melaleuca alternifolia 1,37 0,00 m |(Melaleuca alternifolia 1,82 0,00 k
1llicum verum 1,22 0,05 m |Pelargonium graveolens 1,55 0,11 k
Citrus aurantium 1,18 0,05 m |lllicum verum 1,22 0,05 k
Thymus vulgaris 0,61 0,14 n |Thymus vulgaris 1,18 0,00 k
Rosa damascena 0,29 0,00 n (Rosa damascena 0,31 0,02 1
Origano vulgare 0,28 0,00 n |Satureja hortensis 0,27 0,00 1
Satureja hortensis 0,27 0,00 n |Origano vulgare 0,14 0,00 1

Aspergilus niger Penicillium sp.
Type of oil Mean _ St. error Sign. Type of oil Mean St error Sign.

Citrus limon 12,70 0,65 a |Matricaria recutita 25,16 0,64 a
Citrus aurantum 12,15 0,00 ab |Amyris balsamifera 18,48 0,17 b
Matricaria recutita 11,99 0,39 b |Citrus aurantum 16,20 0,00 [
Vetiveria zizanoides 10,08 0,29 [ Vetiveria zizanoides 14,40 0,00 d
Amyris balsamifera 8,82 0,26 d |Citrus limon 13,05 0,00 e
Salvia lavandulifolia 7,33 0,19 e |Salvia lavandulifolia 10,25 0,09 f
Eucalyptus globulus 6,60 0,12 f |Eucalyptus globulus 7,95 0,48 g
Piper nigrum 6,47 0,10 f |Salvia officinalis 6,99 0,37 h
Ocimum basilicum 5,10 0,38 g |Ocimum basilicum 5,95 0,00 i

Salvia officinalis 4,78 0,18 gh [Rosmarinus officinalis 5,17 0,16 j

Cinnamomum zeylanicum 4,24 0,00 h |Piper nigrum 4,99 0,19 j

Rosmarinus officinalis 3,28 0,00 i |Citrus aurantium 4,61 0,11 jk
Lavandula angustifolia 3,04 0,11 i |Cinnamomum zeylanicum 4,24 0,00 k
Citrus aurantium 2,00 0,08 j Coriandrum sativum 3,23 0,10 1

Viola odorata 1,66 0,25 jk |Lavandula angustifolia 2,76 0,46 1

Pelargonium graveolens 1,37 0,00 jkl |Viola odorata 1,56 0,00 m
Coriandrum sativum 1,23 0,12 Kkl |Pelargonium graveolens 1,19 0,05 m
Hllicum verum 1,00 0,05 1 |Melaleuca alternifolia 1,05 0,06 m
Melaleuca alternifolia 0,96 0,05 1 |lllicum verum 1,00 0,05 m
Rosa damascena 0,29 0,00 m |Rosa damascena 0,31 0,02 n
Thymus vulgaris 0,28 0,00 m |Origano vulgare 0,28 0,00 n
Origano vulgare 0,14 0,00 m  |Thymus vulgaris 0,14 0,00 n
Satureja hortensis 0,07 0,00 m |[Satureja hortensis 0,14 0,00 n
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Alternaria alternata

Chaetomium sp.

Type of oil Mean _ St. error Sign. Type of oil Mean _ St. error Sign.
Matricaria recutita 28,73 0,62 a |Matricaria recutita 26,18 0,42 a
Amyris balsamifera 22,12 0,52 b |Amyris balsamifera 24,22 0,17 b
Citrus aurantum 16,36 0,30 [ Vetiveria zizanoides 17,60 0,00 [
Citrus limon 15,66 0,00 d |Citrus aurantum 12,23 0,30 d
Vetiveria zizanoides 14,32 0,29 e |Salvia lavandulifolia 11,84 0,23 de
Eucalyptus globulus 10,67 0,00 f |Eucalyptus globulus 11,64 0,26 de
Salvia lavandulifolia 9,40 0,00 g |Citrus limon 11,48 0,64 e
Piper nigrum 7,80 0,00 h [Piper nigrum 6,86 0,38 f
Cinnamomum zeylanicum 6,36 0,00 i |Ocimum basilicum 6,80 0,00 f
Ocimum basilicum 6,12 0,42 i |Cinnamomum zeylanicum 6,04 0,13 g
Salvia officinalis 5,70 0,18 i |Salvia officinalis 5,52 0,29 g
Citrus aurantium 4,79 0,00 j Coriandrum sativum 4,76 0,21 h
Rosmarinus officinalis 3,85 0,36 k |Citrus aurantium 4,18 0,11 hi
Coriandrum sativum 3,66 0,17 Kkl |Viola odorata 3,64 0,23 ij
Lavandula angustifolia 3,31 0,09 Kl |Rosmarinus officinalis 3,44 0,16 j
Viola odorata 3,12 0,23 1 |Lavandula angustifolia 3,13 0,34 j
1llicum verum 2,18 0,00 m |lllicum verum 2,18 0,00 k
Melaleuca alternifolia 1,37 0,00 n |Pelargonium graveolens 1,82 0,00 k
Pelargonium graveolens 1,00 0,06 no |Melaleuca alternifolia 1,00 0,09 1
Thymus vulgaris 0,34 0,06 op |Thymus vulgaris 0,41 0,13 Im
Rosa damascena 0,31 0,02 op |Rosa damascena 0,35 0,06 Im
Origano vulgare 0,28 0,00 Origano vulgare 0,14 0,00 m
Satureja hortensis 0,14 0,00 Satureja hortensis 0,14 0,00 m

Gliocladium roseum Curvularia lunata

Type of oil Mean _ St. error Sign. Type of oil Mean St error Sign.
Matricaria recutita 21,25 0,00 a |Amyris balsamifera 21,00 0,00 a
Amyris balsamifera 21,00 0,00 a |Vetiveria zizanoides 17,60 0,88 b
Vetiveria zizanoides 17,92 0,32 b |Matricaria recutita 17,34 0,34 b
Citrus aurantum 12,15 0,00 ¢ |Citrus aurantum 15,23 0,40 [
Eucalyptus globulus 10,09 0,24 d |Citrus limon 11,14 0,11 d
Salvia lavandulifolia 9,40 0,00 e |Eucalyptus globulus 10,48 0,48 d
Salvia officinalis 8,83 0,37 f |Salvia lavandulifolia 7,90 0,38 e
Citrus limon 8,00 0,43 g |Ocimum basilicum 7,65 0,38 ef
Ocimum basilicum 7,65 0,00 g |Piper nigrum 6,86 0,10 fg
Cinnamomum zeylanicum 6,78 0,26 h |Cinnamomum zeylanicum 6,57 0,13 g
Piper nigrum 6,01 0,10 i |Rosmarinus officinalis 4,76 0,10 h
Rosmarinus officinalis 5,58 0,10 i |Salvia officinalis 3,86 0,18 i
Lavandula angustifolia 4,78 0,18 j Viola odorata 2,91 0,51 j
Citrus aurantium 4,53 0,26 j |Lavandula angustifolia 2,58 0,11 jk
Coriandrum sativum 3,74 0,09 k |Coriandrum sativum 2,13 0,00 jkl
Viola odorata 3,64 0,00 k |lllicum verum 1,92 0,11 klm
Pelargonium graveolens 2,28 0,00 1 |Melaleuca alternifolia 1,37 0,00 Imn
Mllicum verum 1,83 0,21 Im |Citrus aurantium 1,09 0,07 mno
Melaleuca alternifolia 1,37 0,00 m |Pelargonium graveolens 0,62 0,07 nop
Thymus vulgaris 0,34 0,06 n (Rosa damascena 0,31 0,02 op
Rosa damascena 0,31 0,02 n |Origano vulgare 0,28 0,00 op
Origano vulgare 0,14 0,00 n |Thymus vulgaris 0,17 0,03 p
Satureja hortensis 0,14 0,00 n |Satureja hortensis 0,14 0,00 p
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Verticillium dahliae Trichoderma viride
Type of oil Mean _ St. error Sign. Type of oil Mean _ St. error Sign.
Matricaria recutita 13,35 0,10 a |Amyris balsamifera 24,50 0,00 a
Vetiveria zizanoides 12,72 0,29 b Vetiveria zizanoides 20,80 0,00 b
Citrus aurantum 12,15 0,00 ¢ |Matricaria recutita 15,98 0,42 [
Amyris balsamifera 8,82 0,26 d |Citrus aurantum 13,93 0,40 d
Eucalyptus globulus 7,37 0,24 e |Salvia lavandulifolia 13,72 0,38 d
Citrus limon 6,09 0,28 f |Citrus limon 13,40 0,21 d
Salvia lavandulifolia 6,02 0,23 f  |Eucalyptus globulus 10,48 0,36 e
Ocimum basilicum 5,10 0,00 g |Piper nigrum 9,67 0,19 f
Piper nigrum 4,06 0,10 h [Salvia officinalis 8,10 0,45 g
Salvia officinalis 3,59 0,09 i |Ocimum basilicum 7,65 0,00 g
Cinnamomum zeylanicum 3,50 0,13 i |Cinnamomum zeylanicum 5,83 0,00 h
Rosmarinus officinalis 3,44 0,16 i |Rosmarinus officinalis 5,19 0,23 i
Viola odorata 2,50 0,19 j Citrus aurantium 3,66 0,11 j
Lavandula angustifolia 2,30 0,00 jk |Lavandula angustifolia 3,13 0,23 j
Pelargonium graveolens 1,91 0,09 Kkl |Coriandrum sativum 2,38 0,17 k
Coriandrum sativum 1,79 0,09 1 Viola odorata 2,08 0,00 kl
1llicum verum 1,22 0,05 m |Pelargonium graveolens 1,91 0,09 Kkl
Citrus aurantium 1,05 0,04 m |(Melaleuca alternifolia 1,82 0,00 Kkl
Melaleuca alternifolia 0,91 0,00 m |lllicum verum 1,57 0,11 1
Thymus vulgaris 0,14 0,00 n |Thymus vulgaris 0,34 0,06 m
Origano vulgare 0,14 0,00 n (Rosa damascena 0,31 0,02 m
Satureja hortensis 0,14 0,00 n |Origano vulgare 0,28 0,00 m
Rosa damascena 0,14 0,00 n |Satureja hortensis 0,14 0,00 m
Trichotechium roseum Phomopsis sp.
Type of oil Mean _ St. error Sign. Type of oil Mean St error Sign.
Amyris balsamifera 14,84 0,34 a |Amyris balsamifera 15,96 0,26 a
Matricaria recutita 14,79 0,31 a |Vetiveria zizanoides 15,04 0,10 b
Vetiveria zizanoides 14,32 0,29 ab |Matricaria recutita 14,79 0,31 b
Citrus aurantum 14,26 0,20 b |Citrus aurantum 9,72 0,00 c
Salvia lavandulifolia 9,02 0,38 ¢ |Salvia lavandulifolia 8,65 0,46 d
Ocimum basilicum 5,95 0,00 d |Citrus limon 6,96 0,24 e
Piper nigrum 5,77 0,29 d |Ocimum basilicum 5,95 0,00 f
Citrus limon 5,74 0,21 d |(Piper nigrum 5,46 0,00 fg
Eucalyptus globulus 4,85 0,00 e |Eucalyptus globulus 5,24 0,24 g
Cinnamomum zeylanicum 4,13 0,11 f |Salvia officinalis 4,05 0,23 h
Salvia officinalis 3,50 0,18 g |Rosmarinus officinalis 2,90 0,29 i
Citrus aurantium 2,79 0,11 h |Cinnamomum zeylanicum 2,76 0,26 ij
Rosmarinus officinalis 2,62 0,10 hi |Pelargonium graveolens 2,37 0,09 jk
Pelargonium graveolens 2,19 0,09 i |Coriandrum sativum 2,21 0,08 k
Viola odorata 1,56 0,23 j Citrus aurantium 1,92 0,11 kl
Lavandula angustifolia 1,20 0,05 j Viola odorata 1,56 0,00 Im
Melaleuca alternifolia 1,14 0,00 j  |lllicum verum 1,22 0,05 mn
Coriandrum sativum 1,10 0,04 j |Lavandula angustifolia 1,15 0,00 mn
1llicum verum 1,00 0,05 j |Melaleuca alternifolia 0,91 0,00 n
Rosa damascena 0,19 0,05 k | Thymus vulgaris 0,21 0,07 0
Thymus vulgaris 0,14 0,00 k |Rosa damascena 0,19 0,00 0
Origano vulgare 0,14 0,00 k |Satureja hortensis 0,14 0,00 0
Satureja hortensis 0,14 0,00 k |Origano vulgare 0,07 0,00 0
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Phoma sp. Mpyrotechium verrucaria
Type of oil Mean St. error Sign. Type of oil Mean St. error Sign.
Amyris balsamifera 16,80 0,00 a |Matricaria recutita 13,35 0,10 a
Vetiveria zizanoides 16,16 0,10 b |Vetiveria zizanoides 10,08 0,29 b
Matricaria recutita 14,79 0,31 ¢ |Amyris balsamifera 8,61 0,21 c
Citrus aurantum 10,37 0,40 d |Citrus aurantum 8,10 0,26 d
Salvia lavandulifolia 7,14 0,23 e |Salvia lavandulifolia 5,60 0,00 e
Citrus limon 6,96 0,24 e |Eucalyptus globulus 5,43 0,24 ef
Piper nigrum 6,24 0,00 f |Citrus limon 5,22 0,00 ef
Ocimum basilicum 5,95 0,38 f  |Ocimum basilicum 5,10 0,38 f
Eucalyptus globulus 4,85 0,00 g |Piper nigrum 3,90 0,00 g
Cinnamomum zeylanicum 3,82 0,39 h |Salvia officinalis 3,50 0,11 gh
Salvia officinalis 3,68 0,00 h |Cinnamomum zeylanicum 3,18 0,00 h
Pelargonium graveolens 2,37 0,09 i |Coriandrum sativum 2,38 0,10 i
Viola odorata 2,29 0,39 i |Rosmarinus officinalis 2,21 0,10 i
Citrus aurantium 2,09 0,09 i |Lavandula angustifolia 2,12 0,18 i
Rosmarinus officinalis 1,89 0,10 i |Pelargonium graveolens 2,00 0,11 ij
Lavandula angustifolia 1,20 0,05 j |Citrus aurantium 1,92 0,11 ij
Coriandrum sativum 1,06 0,00 j  |llicum verum 1,57 0,11 jk
Melaleuca alternifolia 1,05 0,06 j Viola odorata 1,46 0,19 k
1llicum verum 0,92 0,07 j |Melaleuca alternifolia 0,91 0,00 1
Rosa damascena 0,17 0,03 k | Thymus vulgaris 0,17 0,03 m
Thymus vulgaris 0,14 0,00 k |Origano vulgare 0,14 0,00 m
Origano vulgare 0,14 0,00 k |Satureja hortensis 0,14 0,00 m
Satureja hortensis 0,14 0,00 k |Rosa damascena 0,14 0,00 m
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mikrobiologiju diplomirala je 1996.god. sa prosecnom ocenom 9.54. Diplomski rad pod
nazivom ,,Primena AMES-ovog testa za detekciju bioantimutagenog dejstva ekstrakata
zalfije (Salvia officinalis L.) odbranjen je sa ocenom 10. Od 1996. god. stipendista je
Ministarstva za nauku 1 tehnologiju Republike Srbije pri Institutu za proucavanje
lekovitog bilja ,,Dr Josif Panc¢i¢™ i aktivno ucestvuje u realizaciji nau¢nih projekata
pomenutog Ministarstva. Iste godine upisala je poslediplomske studije na Katedri za
mikrobiologiju, Bioloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Magistarska tezu pod
nazivom ,,Bioantimutageni potencijal etarskog ulja i razlicitih frakcija gajene zalfije (S.
officinalis L.)* odbranila je 2000.god. Od marta 2003.godine zaposlena je u Instititutu
za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢® u Laboratoriji za mikrobiolosku
kontrolu gde rukovodi kontrolom mikrobioloSke ispravnosti poluproizvoda i gotovih
proizvoda Instituta u kome radi. Decembra 2009.god. odbranila je specijalisticki rad
pod nazivom ,MikrobioloSka kontrola lekovitog bilja“. Doktorski rad upisala je
2006.god. na Bioloskom fakultetu, Univeriteta u Beogradu.

Kao autor ili koautor objavila je veéi broj naucnih i struénih radova koji su
publikovani u medunarodnim ili domaéim &asopisima, kao i niz saopstenja. Clan je

Srpskog drustva mikrobiologa. Govori engleski jezik, a sluzi se ruskim jezikom.



ITpnuor 1.

H3zjasa o ayTopcTBYy

[Mornucanu-a Tatjana CreBuh

0poj ymmca /

N3sjaBibyjem
Jla je JOKTOpCKa IucepTalija moj HaclIoBOM

K OMITapaTBHA aHaIN3a areHaca 3a OMOJIONIKY KOHTPOITY NMATOT€HUX IJbUBA
M30JI0BaHUX Ca JIEKOBUTHX Ompaka‘

® pE3yiITaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT Paja,

® Ja IpeUIOKEHa JHcepTalija y UeIUHU HU y JIeJIOBUMA HUje Ouiia mpeiokeHa
3a goOujame OWJIO KOje IUIUIOME IpeMa CTYIWjCKUM Iporpamuma ApPYrux
BHCOKOIIIKOJICKHX YCTaHOBa,

e J1a Cy pe3yaTaTH KOPEKTHO HAaBEJIEHU U

e Jla HHMCAM KpIIMO/Ja ayTOpcKa MpaBa U KOPUCTUO HHTENIEKTYaJIHy CBOJUHY
JIPYTHX JIUIA.

IHoTnuc KoKkTOpaHIa

VY Beorpany,




ITpnuor 2.

H3jaBa 0 HICTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
JAOKTOPCKOT paja

Nwme u npe3ume ayropa Tatjana CteBuh

bpoj ynuca /

Cryaujcku nporpaM _buosoruja MuUKpoopranuzama

Hacnos pana ,,KommapaTuBHa aHanm3a areHaca 3a OMOJIONIKY KOHTPOITY MaTOT€HUX
I[JbMBA W30JI0BAaHUX Ca JIEKOBUTUX OMpaka‘

Mentop JIp Tawa bepuh u lp Katapuna [llaBukun

[Tornucann  Tatjana CteBuh

U3jaBJbyjeM Jia je IITaMIlaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOI paja MCTOBETHA E€JIEKTPOHCKO]
BEp3WjU KOjy caM Tpenao/da 3a oOjaB/bMBamkbe Ha mnopTany JururaaHor
peno3utopujyma YHuBep3ureray beorpany.

Jlo3BosbaBaM a ce 00jaBe MOjU JTUYHHM MMOJAIM BE3aHU 32 JOOHjamke aKaJeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy M€ U MPe3uMe, TOAMHA U MECTO poljema 1 1aTyM ol0paHe
pana.

OBM MYHM TOJNAM MOTy ce O0jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHUIlaMa JUTHTaHe
OMOIMOTEKE, Yy EJICKTPOHCKOM Karajlory W y MmyOnuKanujama YHUBEP3HTETa Y
beorpany.

IHornuc KoKkTOpanga

VY beorpany,




ITpnor 3.

N3sjaBa o kopumhemwy

Omnamthyjem YHuBep3utercky Oubamoreky ,,CBerozap MapkoBuh® na y JurutamHu
peno3uTopujyMm YHuBep3uTera y beorpany yHece MOjy IOKTOPCKY AMCEPTALUjy THOJ
HaCJIOBOM:

,,JKoMmapaTiuBHa aHaJM3a areHaca 3a OMOJIOIIKY KOHTPOJIY ITAaTOTEHHUX TJbHUBA
HN30JIOBAHUX Ca JICKOBUTUX 6HJ’baKa“
KOja j€ MOje ayTOPCKO JEJO.

JucepTtanujy ca CBUM NMPUII03UMA TPEIao/ia caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy MOroTHOM
3a TPajHO apXUBHUPABE.

Mojy TOKTOPCKY AUCEpTaIHjy NOXpamkeHy y JUruTaaHu perno3uTopujymMm Y HUBEp3uTeTa
y beorpany Mory ga KopucTe CBH KOjU MOMITY]Yy OApeade caapkaHe y o1abpaHOM THITY
muniennie Kpearusne 3ajequuiie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce OJTy4ro/Ja.

1. AytopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]aTHO

3. AyTopcTBO — HEKOMEPIIHjalTHO — Oe3 mpepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIU]AJTHO — JIEIUTH TTOJ] UCTUM yCIIOBUMA
5. AytopcTBO — 06€3 mpepaje

6. AyTOpCTBO — JEIUTH MOJl UCTUM YCIOBUMA

(Monumo 512 3a0KpYXHTE CaMO jeIHY OJ IIeCT MOHYyheHHX IHUIeHLH, KpaTaK OIHC
JTUICHIIN AT je Ha ToJiehuHu trucTa).

IMoTnue 1okTOpaHga

VY beorpany,




